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OZET

Oztiirk Bakirer G. (2013). Transgenik Embriyo Uretimi icin Kog¢ Spermatozoonlarinin
Farkli Tekniklerle Transfekte Edilmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Dolerme ve Suni Tohumlama ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Transgenik ¢iftlik hayvanlarinin iretim amacglar1 kisaca genetik kodlarmn
yorumlanmasi, fizyolojik sistemlerin genetik kontrol caligmalari, insan hastalik
modellerinin  olusturulmasi,  ksenotransplantasyon  caligmalari,  hayvanlardan
rekombinant proteinlerin eldesi, hayvan iiretim Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi, yeni
hayvansal {iriinlerin eldesi ve hastaliklara kars1 direngli hayvanlarin tiretilmesi olarak

sayllmaktadir.

Calismanin amaci, koyunlarda spermatozoa aracilii ile transgenik hayvan
dretimi icin tercih edilen yontemlerden en uygununu belirlemek ve bu yontemle
transgenik embriyo elde etmektir. Bu amagla calismada elektroporasyon, sogutma,
Triton X-100 ile membran hasari, Lipofectamin'™ kullanim1 ve bu ydntemlerin disinda
kog¢ spermatozoasi ile transgenik hayvan iiretiminde kullanimina literatiir taramalarinda
rastlanilmamis olan bazi maddeler transfeksiyon amaciyla kullanilmis ve belirli bir
Olciide transfeksiyon saglanmistir. Turbofect™, LDH ve Poli-B-aminoesterler gibi tagit
maddeler ile yapilan 6n denemelere gore bazi modifikasyonlar yapilip DNA yiiklenmis
spermatozoa kullanilarak ICSI yontemi ile oositlerin fertilizasyonu gergeklestirilmistir.
Embriyolardaki transgenik kontroller, marker gen olan GFP geni kullanilmasindan
dolay1 floresan atagmanli invert mikroskopta yesil 1s1ma gosterme durumlarina gore
gerceklestirilmistir.

Calismada elde edilen embriyolarin transgeniklik ve transgenik etkinlik
acisindan gruplar arasinda bulunan farklar incelendiginde 2 numarali elektroporasyon
grubunun diger gruplardan istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0,05) derecede daha iyi, 8
numarali sogutma grubundan ise istatistiksel agidan 6nemli olamamasina (p>0,05)
ragmen boliinen embriyolar {izerinden yiizde orana bakildiginda daha yiiksek
bulundugu, transgenik etkinlik acisindan 8. grup hari¢ diger gruplardan anlamli bir fark

(p<0,05) ile ¢ok daha iistiin bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : SMGT, Koyun, GFP, ICSI, Transgenezis
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ABSTRACT

Oztiirk Bakirer G. (2013). Transfecting the ram spermatozoa with different techniques
for generating transgenic embryo. Istanbul University The Institute of Health Sciences,

Department of Reproduction and Artificial Insemination. Doctorate Thesis. Istanbul

The purposes of generating transgenic farm animals are interpreting genetic
codes, genetical control of physiological systems, forming human disease models,
xenotransplantation, producing recombinant proteins from animals, bettering animal
generating properties, getting new animal products and generating resistent animals to

diseases.

The aim of the study is to determine the most suitable technique for generating
transgenic animal with spermatozoa and acquiring transgenic embryos with this
technique in sheeps. Transfection is attempted with electroporation, cooling, membrane
defect with Triton X-100, lipofectamine usage, the substances that are not reported in
literatures for generating transgenic animals with ram spermatozoa. A particular degree
of transfection is managed when transport materials like Turbofect™, LDH ve Poli-p-
aminoesters are used. According to preattempts some modification is made and using
DNA loaded spermatozoa oocyte fertilization is carried out with ICSI technique. The
controls of transgenic embryos are achieved according to the green luminescence status

under fluorescent attached invert microscobe because of using the GFP marker gene.

When the differences between the groups are examined with respect to being
transgenic and transgenic efficiency of the embryos, electroporation group 2 is
statistically quite better (p<0,05) than other groups except of the cooling group 8,with
the difference is not statistically important (p>0,05), but the percent of the dividing

embryos are more than the other groups.
Key words: SMGT, Sheep, GFP, ICSI, Transgenesis

This study is supported by Istanbul University Scientific Research Projects Unit.
Project No: 9191
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1. GIRIS VE AMAC

Biyoteknolojik gelisimlerin yasandigi giinlimiizde hayvancilik alaninda yasanan
biiyiik degisimler, gerek bilimsel gerekse hayvan yetistiriciligi agisindan bir¢ok yeniligi
kullanilir hale getirmektedir (1,2,3,4). Transgenik hayvanlar genomlarinda bagka tiir
canlilarin genlerini tasiyan hayvanlardir ve ilag liretimi, ksenotransplantasyon, hastalik

modeli hayvanlairn elde edilmesi gibi amagclarla tiretilmektedir (2,5).

Transgenik hayvan {iretiminde bir¢ok farkli yontem kullanilmaktadir (5).
Somatik hiicre transferi, proniikleer gen enjeksiyonu, spermatozoa araciligi ile (SMGT),
lentivirusler araciligi ile , oositlere gen enjeksiyonu ile gibi bir ¢ok yoOntemler
mevcuttur. Bu yontemlerin her birinin negatif ya da pozitif 6zellikleri mevcut olmakla
birlikte spermatozoa aracilii ile transgenik hayvan tliretimi gerek digerlerine nazaran
daha az ekipman gerektirmesi, gerek daha ulasilabilir teknikler icermesi nedeniyle bu
calismada kullanim tercihi olmustur. SMGT yontemi daha ¢ok kimerik hayvanlarin
olusmasma neden olmakla beraber diger yontemlere gére bu yOntemin uygulama
kolaylig1 ve oositlerin daha az manipule edilmesi gibi avantajlar1 bulundugundan tercih

edilmistir.

Bu calismanin amaci, koyunlarda spermatozoa araciligi ile transgenik hayvan
dretimi icin tercih edilen yontemlerden en uygununu belirlemek ve bu yontemle

transgenik embriyo elde etmektir.

Spermatozoa araciigi ile gen transferi yontemi bir ¢ok teknikle
yapilabilmektedir. Spermatozoa-DNA inkiibasyonu, elektroporasyon, spermatozoa
plazma membranina soguk (fiziksel) ve ya Triton-X (kimyasal) gibi maddelerle hasar
verilmesi, liposome gibi ajanlar aracilig1 ile spermatozoaya ekzojen DNA tutturulmasi

gibi bircok SMGT teknigi bulunmaktadir (6,7).

Farkli yontemlerin SMGT’nin {izerine etkileri birgok farkli calisma ile
gosterilmis olup, calismada bu yontemlerin disinda daha Once yapilan literatiir
taramalarinda kog¢ spermatozoasi ile transgenik hayvan iiretiminde kullanimima
rastlanilmamis olan bazi maddelerle transfeksiyon denenmis ve belirli bir Olclide
transfeksiyon saglanmistir. Turbofect™, LDH ve Poli-B-aminoesterler gibi tasit

maddelere DNA vyiiklemesi yapilip bu maddelerin kullanim sekillerinde bazi
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modifikasyonlara gidilerek spermatozoayla biraraya getirilmis ve yine daha once
yapilan 6n denemelere gore bazi modifikasyonlar yapilip DNA yiiklenmis spermatozoa
kullanilarak  ICSI ~ yontemi ile oositlerin fertilizasyonu  gergeklestirilmistir.
Embriyolardaki transgenik kontroller, marker gen olan GFP geni kullanilmasimdan
dolay1 floresan atagmanli invert mikroskopta yesil 1s1ma gosterme durumlarma gore

gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Transgenik organizmalar genomlarinda kalic1 sekilde entegre olmus yabanci bir
DNA parcas1 tasiyan ve bu sayede istenilen rekombinant proteinlerin liretiminde
giivenli ve ekonomik bir ara¢ olabilen canlilardir. Bu yabanci DNA spesifik bir protein
bolge, istenilen proteini kodlayan bir gen, izolatorler ile gen expresyonunu artirici diger
elemanlar1 icermelidir. Transgen tarafindan kodlanan bu protein istenilen genin diger
kontrol elemanlariyla rekombine olmasi yiiziinden rekombinant protein olarak
bilinmektedir (1). Bu sekilde yapilan bir genetik degisiklik genomik entegrasyon i¢in
bilinen bir lokus, tanimlanmis bir yabanci DNA, transgen ekspresyonunun komsu
kromozomal dizilerce etkilenmemesi, endojen genlerin mutasyona ugramamasi ve

istenmeyen gen dizilimlerinin olmamasi gibi kosullar1 gerektirmektedir (5).

2.1. Transgenik Hayvan Uretiminin Kisa Tarihgesi

[k transgenik hayvan 1976 yilinda Jaenisch (transjeanisch fare) tarafindan fare
blastosistlerinin murin leukemia retroviriisiiyle inkiibe edilmesi sonucu proviruslerin
germ hiicresi Onciillerine entegre olarak mozaik hayvan olusturmasi ile tiretilmistir. Bu
calismay1 takiben 1981 yilinda Gordon ve arkadaslar1 fare zigotlarinin erkek
proniikleuslarina saflastirilmis DNA mikroenjeksiyonu ile ilk transgenik fareyi
dretmistir (8,9). 1985 yilinda Hammer ve ark. tarafindan yapilmis bir calismada
proniikleer mikroenjeksiyon yolu ile tavsan, koyun ve domuzlarda transgenik hayvan
iiretimi denenmis, ancak caligilan tiirlerden sadece tavsan ve domuzlarda uygulanan
genin ekspresyonu saglanmistir (10), 1997 yilinda somatik hiicre niikleer transfer
yontemi ile Schnieke ve ark. tarafindan transgenik koyun fiiretimi yapilmistir (11).
Spermatozoa tarafindan disaridan verilen bir DNA parcasinin oosite tasmabilecegine
dair ilk calisma 1971 yilinda Brackett ve ark. tarafindan sunulmustur (Kaynak:12).
Lavitrano ve ark. tarafindan 1989 yilinda fare spermatozoasinin, fertilizasyon sirasinda
yumurta hiicrelerine genleri transfer edebildiklerini bildirmistir (Kaynak:9). Ulkemizde
transgenik memeli hayvan tliretimi konusundaki ilk ¢aligmalar fareler {izerinde yapilmis
olup gerek diger memeliler gerekse baliklar iizerinde yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir

(13,14).



2.2. Transgenik Hayvan Uretiminin Amaglan

Genetik ‘¢ift¢ilik’olarak da nitelendirilen transgenik hayvan iliretiminin temelde
rekombinant peptit liretimini kapsayan farmakoloji ve hayvan yetistiricigi olmak iizere
iki sektdr iizerine hedeflenmis amagclar1 bulunmaktadir. Ornek vermek gerekirse;
genetik kodlarin yorumlanmasi, fizyolojik sistemlerin genetik kontrol ¢alismalari, insan
hastalik modellerinin olusturulmasi, ksenotransplantasyon c¢alismalari, hayvanlardan
rekombinant proteinlerin eldesi gibi ilag sektoriine hitap eden ve yiin kalitesi, viicut
gelisimi, siit bilesenleri gibi hayvan iiretim 6zelliklerinin iyilestirilmesi, yeni hayvansal
iirlinlerin eldesi, hastaliklara kars1 direngli hayvanlarin tiretilmesi gibi hayvan yetistirme
sektoriine hitap eden amaglar sayilabilir (8,12,15). Baz1 yaynlarda ise genetigi modifiye
edilmis hayvan uygulama alanlary, insan i¢in doku kaynagi yaratmak gibi 6zgiin
uygulamalar (ksenotransplantasyon), ila¢ gelisiminin etkinligini artiric1 yonde farmako-
dost hayvanlar ve diger yontemlerle iiretilerek var olan farmosoétik iirtinlerle yarigan

hayvanlar olarak ayrilmaktadir (8,16,17,18).

Giliniimiizde transgenik hayvanlarin kullanim alanlar1 agisindan bakildiginda
yesil ve kirmizi biyoteknolojik amaglara ayrildigi, bunlarin sirayla gida olarak ve
farmasotik olarak yapilan genetigi degistirilmis canlilar oldugu bildirilmektedir.
Avrupa’da European Medicines Agency (EMEA) tarafindan 2006 yilinda, Amerikan
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan ise 2009 yilinda onaylanan ATryn
(keci siitiinden elde edilen insan Antitrombin III faktorii) piyasaya transgenik hayvan
iriinii olarak girmistir. Transgenik hayvan uygulamalarmin ¢ogu farmasotik projeler
olurken, dikkat ¢ekici projelerin gida amagl projeler olmasi; ancak bunlarin sayilarinin
fazla olmamasi bu alanda hizli gelismeler olmadigmi gosterirken, hizli biiyliyen somon
(AquaSalmon) ile diisiik azot iireten domuz (EnviroPig) onaylanma asamalarimi

gecebilmektedir (19,20).



2.3. Memeli Hayvanlarin Kullanim Nedenleri

Transgenik hayvanlarin siitlerinden rekombinant proteinlerin elde edilmesine
olan ticari ilginin yiiksek oldugu ve bunun temelinde farmasotik proteinlerin hiicre
kiiltlirii ve bakteri/maya kiiltlirleri gibi diger protein iiretim metodlarinda iiretim
maliyetlerinin yliksek olmasi ile insan donér materyallerinin kullanildig: tekniklerin
saglik acisindan risk tasimalar1 gibi faktorler yatmakta oldugu bildirilmistir (1,15).
Bakterilerden elde edilen proteinlerde, 6zellikle de kompleks yapida olan proteinlerde
glikozilasyon, fosforilasyon ve karboksilasyon gibi posttranslasyon olaylarinin tam
gerceklestirilememesi ya da nonfonksiyonel olmasi, mayalardan elde edilen bu
proteinlerin de yine glikozilasyonlarinin yapilamayip insan proteinlerinde olmayan
sekerlerin eklenmesi ve son olarak bitkilerden elde edilen rekombinat proteinlerin
terminal siasilik asit kisimlarmi igermemesi, karbonhidrat baglanma sekillerinin
insanlara gore farkli olmast ve Oliimciil immun yanit olusturabilecek ksilozun
eklenmesi, hiicre kiiltiirlerinden protein elde edilmesinin pahali olmas1 bu proteinlerin
memeli hayvanlardan elde edilmesini gerektiren nedenler olarak siralanabilmektedir
(1,17). Uretilen proteinlerin tiiketiminde memeli canhlar iizerinde herhangi bir zarar
olmadigi, aksine yavru domuzlar1 olumlu yonde etkiledigine dair bir ¢alisma

bildirilmistir (21).

Protein eldesi araci olarak siit disinda kan, yumurta beyazi, iire, ipek bezleri gibi
farklr sistemlerin kullanildig1 da goriilmektedir. Bu acgidan bakildiginda tavsanlarin bu
konudaki avantajlar1 kolay yavru iiretimi, goreceli yiiksek siit verimi, prion hastaliklara
kars1 hipersensitivite olarak siralanabilirken, domuzlar siit verimi agisindan tavsana gore
daha avantajli, ruminantlar ise siit liretimi i¢in en uygun tiir olmakla beraber uzun
iretime gegme siireleri ve prion hastaliklara karsi duyarli olmalar1 bakimindan
dezavantajli bulunmakla beraber, siitiin protein degerlerinin yiikseltilmesi ve siitten elde
edilebilecek biyomateryaller ile insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecek
proteinlerin elde edilebilmesi ruminantlar1 bu agidan 6nemli kilmaktadir (1,3,17,22).
Ornegin siitten 1 mg/mL ya da daha az protein iiretilmesi ekonomik olarak kabul
edilebilir, daha yiiksek konsantrasyonlarda {iretildigi takdirde proteinlerin tam olarak
glikozile edilemedigi bildirilmistir (3). ATryn 6rneginde oldugu gibi meme bezlerinin
ekstra proteinleri tam olarak glikozile edememesinin kanit1 olarak elde edilen proteinin

siasilik asit oranimin diisiik oldugu gosterilmistir ( 3). Tek bir kegiden elde edilen insan
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antitrombin III rekombinant proteininin miktarinin yilda 90.000 insan kan 6rneginden
elde edilecek etkene esdeger oldugu ve bunun biiyiik hayvanlarin kullanimi i¢in tercih
sebebi oldugu bildirilmistir (3,20). Serumdan saflastirilarak elde edilebilecek poliklonal

antikorlarm iiretimi i¢in kan sisteminin kullanilmasinda 6rnek gosterilebilmektedir (16).

Insan hastalik modeli ¢alismalar1 icin daha cok fare ve ratlarin kullanilmakta
oldugu belirtilse de bu hayvanlarin bazi hastaliklar i¢cin model olusturmada yetersiz
kaldiklar1 bildirilmistir (23). Bu acidan biiytik ¢iftlik hayvanlarimin kullanimi 6zellikle
de domuzlarin insan hastalik modelleri lizerinde basarili 6rnekler olusturmalar1 tizerinde
durulan bir¢ok caligma bildirilmistir (24, 25). Bunun diginda Zebra baliklarinda yapilan
cesitli calismalar bu hayvanlarda hastalik modeli olusturulabilecegini gostermektedir

(26).

Organ transplantasyonu acisindan bakildiginda gilinlimiizde organ ihtiyacim
karsilamak icin kullanilan bagis, kadavradan organ alimi1 ve doku kiiltiirlerinde tiretim
gibi segeneklerin bati diinyasinin organ ihtiyacmni karsilamada yetersiz kalmakta oldugu,
transgenik hayvan iiretiminin bu agidan 6nem kazandig1 bildirilmistir (16). Ozellikle
boyut bakimindan ve anatomik olarak uygun olmalar1 nedeniyle domuzlardan organ
transferinin giindeme gelmesine neden olmustur (15, 16, 24). Organ transferinde
karsilagilan immunolojik engellerin asilmasi, verici hayvandan alici insana g¢esitli
patojenlerin gegmesinin engellenmesi ve verilen organlarin anatomik ve fizyolojik
alarak insana uyumlu olmas1 gibi sorunlarin asilmasi gerektigi bildirilmistir (16, 17, 23,

27, 28, 29).

Tarmmsal tretim agisindan incelendiginde hayvanlarin karkas yapilari, siit
verimleri, yiin iretimleri, ¢cevreye dost olmalar1 ve hastaliklara direncleri iizerinde
degisiklikler yapilmasi gibi temel bagliklar altinda toplanmistir (4). Domuzlarda ¢evreye
yaydiklar1 toplam fosfor ¢ikisi %75’e kadar azaltilmis (30, 31), kaslarinda bulunan
doymamis yag oranlar1 doymuslara gore daha fazla olan domuzlarm (32) ve doku ve
siitiinden omega 3 yag asitlerini yiiksek miktarda iceren inek iiretimi (33) bu konuda
yapilmis caligmalara ornek teskil etmektedir. Tarimsal amacl transgenik hayvan tiretimi
cesitli calismacilar tarafindan Molekiiler ya da Farmasotik Ciftgilik olarak
adlandirilmaktadir (8, 17).

Evcil hayvanlarda yapilan transgenik liretim calismalari daha ¢ok baliklarda

yesil ya da kirmizi floresan proteininin ekspresyonu amaglanarak baslanmis olup
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ozellikle evcil kedi ve kdpeklerde hipoallerjenik yapima yonelik calismalar amaclanarak

siirmektedir (6, 15).

Transgenik fare iiretimi gen fonksiyonlarmin incelenmesi i¢in yogun olarak
kullanilan bir aract haline gelmesine ragmen 6zellikle bazi insan patojenlerinin farelerde
1yl modellenememesi gibi nedenler transgenik evcil ¢iftlik hayvanlarinin {iretiminin
glindeme gelmesine sebep olmustur (1, 5). Bu sebeple Oncelikle farelerde yapilan
calismalar (34) daha sonra domuz, koyun gibi ¢iftlik hayvanlarinda uygulanmaya
baslanmistir (30). Domuz ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarmin fizyolojik, biyolojik ve
patolojik 6zellikleri, yasam siireleri ve genom organizasyonlarmin farelere oranla insana
daha fazla benzemekte oldugu bildirilmistir (5, 27). Sigirlar, domuzlar ve koyunlarda
hastalik modeli tiretimi agisindan cesitli transgenik hayvan {retimi ¢alismalari

yapilmistir (35, 36, 37, 38).

2.4. Genetigi Degistirilmis Canhlar Hakkindaki Giincel Etik Tartismalar

Transgenik hayvan {iretimi ve iiretilme amaclarma uygun olarak kullanimi
iilkeden iilkeye farklilik gosteren kurumlarca denetlenmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde FDA bu gorevi lstlenirken, Avrupa Birligi'nde EMEA {stlenmistir.
Ayrica Ozellikle transgenik fare ve ratlarda ¢alisma yapan kuruluslarin Transgenic
Society gibi topluluklar kurmasi hem bilgi paylasimi hem de standardizasyon agisindan
onem tasimaktadir. Transgenik canlilar1 sadece hayvanlar olarak degil bitkilerden tek
hiicreli canlilara kadar genis bir yelpazede degerlendirmek gerekir. Ozellikle transgenik
bitkilerde yasanmis ve yasanabilir riskler her ne kadar hayvanlar i¢in gecerli olmasa da
dikkat cekilen bazi noktalar g6z ardi1 edilmemelidir. Transgenik bitkilere gore
hayvanlarla transgenik c¢alismalar yapmak i¢in uzun {ireme siireleri, karmasik
biyolojilerinin olmasi dezavantaj olarak oOne ¢ikarken, Ozellikle et sektoriinde
hastaliklara direngli hayvanlara talep artmast bu konudaki caligmalara destek
saglamaktadir. Ancak, toplumda genetigi degistirilmis hayvanlara sicak bakilmamasi
sektortin bu konudaki yonelimini etkilemektedir (18). Cevreye yayilim bakimindan
transgenik hayvanlar bitkiler kadar ciddi bir tehdit olusturmamalarina ragmen hayvan
refah1 ve hayvan haklar1 savunucular1 agisindan bakilinca daha az kabul edilebilir

haldedirler (18).



2.5. Calisma icin Uygun DNA Secimi

Transgenik canlilarin iiretiminde hangi yontem kullanmilirsa kullanilsin ekzojen
verilecek DNA’nin yapis1 biiylik 6nem tasimaktadir. Yabanct DNA igeriginde spesifik
bir promotor bdlge, istenilen proteini kodlayan bir gen, izolatorler ve gen
ekspresyonunu artirici elemanlar olmasi gerektigi, 6zellikle promotor bdlgenin gelisim
doneminde takip edilebilirliginin, dokulardaki dagilimmin ve gerekiyorsa uyarilabilir

bir promotor se¢ilmesinin 6nemli oldugu bildirilmistir (1,8).

Kullanilan ekzojen DNA’nm lineer ve plazmid formlar1 bulunabilmektedir. Bu
yapilardan hangisinin gen transferinde kullanilacagina karar verilmesi gerekmektedir.
Kimi ¢aligmalar lineer formun ¢ok daha etkili oldugunu idda etse de plazmid formun da
en az o kadar etkili oldugunu belirtmektedir (39). Yine sigirlarda yapilan bir ¢alismada
plazmid ve lineer olarak kullanilan ekzojen DNA’larda sirayla %52 ve %44 oranlarinda
transgenik blastosist elde edilmis olup gruplar arasinda istatistik olarak anlamli fark

bulunmadigi bildirilmistir (40).

Yapilan bir calismada SMGT yontemi ile beraber kullanilan bakteriyal
rekombinasyon enzimleri ile de %40 transgenik fare {iretimi gerceklestirildigi

bildirilmistir (41).

2.6. Uretilen Hayvanlarda Transfer Edilen Genin Tespit Yontemleri

Marker gen olarak adlandirilan Lac/Z, Luciferaz ve Floresan proteinler
bulunmaktadir. Bunlarin arasindan floresan proteinler olduk¢a hassas olmalari,
goriinmeleri i¢in 6zel boyama teknikleri gerektirmemeleri, canli dokuda goriilebilmeleri
ve  FACS teknigi ile hiicre izolasyonuna imkan tanimalari nedeniyle tercih
edilmektedirler. Bahsedilen floresan proteinler EGFP (Green Flourescent Protein),

EYFP (Yellow Flourescent Protein), ECFP (Cyan Flourescent Protein)’dir.

Olusturulan yavrunun DNA’sinda genotyping yontemi ile transgenik genin
saptanmasi ise tliire 0zgii ya da transgene 6zgl problarin, marker genlerin ya da endojen
ile transgenik geni ayirmakta kullanilan 6zel restriksiyon bolgelerinin kullanimi ile

olurken, PCR ve Southern Blot analizleri en sik kullanilan yontemlerdir.

Ekspresyonu saglanan {irtiniin saptanmasinda ise 0zel transgenik mRNA’nmn

ekspresyonuna, ya da transgenin kisaltilmis mRNA kodlamasma gére bunun tespitinin



yapilmasina, transgenik proteinin saptanmasinda ise proteinin ekspresyonuna, eksprese
edilmis epitopun saptanmasi veya monoklonal antikorlar kullanilarak protein

epitopunun tespiti yontemleri kullanilmaktadir.

Farkli tekniklerle {retilen transgenik hayvanlarda verilen transgenin
saptanmasinda oOzellikle Green Flourescent Protein geni eklenmesiyle gerek
embriyolarda gerekse ekspresyonun gergeklestii dokudan aliman  Ornekler
incelendiginde 485 nm dalgaboyundaki filtreli floresan 151k kaynagi altinda parlamalar1

ile tespit edilmektedir (42).

2.7. Transgenik Hayvan Uretim Teknikleri

Transgenik hayvan iiretim yontemleri gesitli sekillerde gruplandirilabilir; ancak
temelde yabanct DNA’nin alici genomuna yerlesmesi yoniinden bakildiginda aktif ve
pasif transgenezis olarak ikiye ayrilmaktadir (5). Pasif DNA entegrasyon yolaginda ev
sahibi canlinin DNA’sinda fiziksel ya da kimyasal bir etken yiiziinden ¢ift sarmalda
kiriklar meydana geldigi ve entegrasyonu istenen yabanci DNA’nin hiicresel tamir
mekanizmalar1 tarafindan konkatemerik dizilimler olarak DNA’ya entegre oldugu
bildirilmistir. Proniikleer mikro enjeksiyon (PNI), ICSI araciligi ile transgenezis ve
somatik hiicre niikleer transferi (SCNT) ile transgenik hayvan iiretimi i¢in somatik
hiicrelerin transfeksiyonlarinda kullanilan transfeksiyon yontemlerinin bazilarinda

DNA’nm konak¢1 DNA’ya baglanma sekli bu yolaga 6rnek olarak verilebilmektedir (4).

Transpozonlar, Cinko Finger Niikleazlar (ZFN), retro ve lentiviriis
yontemlerinin kullanildigi aktif entegrasyon yolaginda ise saglam bir DNA {izerine
kullanilan ekzojen bir protein baglanip, ektopik enzimlerce katalizlenen entegrasyon ile
DNA pargasinin ev sahibi genoma baglandigi ve bu sayede transfer edilen genin
monomerik bir kopyasmin olusturuldugu bildirilmistir, aktif transgenezis ayn1 zamanda

transgenin ev sahibi genoma enzimlerce tanitildigini ifade etmektedir (5,43).

Somatik Hiicre Niikleer Transfer, Zigotlara Proniikleer Mikro Enjeksiyon
yapilmasi, Spermatozoa Araciligi ile (Suni délleme, Intrasitoplazmik Sperm
Enjeksiyonu, /n Vitro Fertilizasyon), Viral Vektérler ve Riboniikleik Asitlerin kullanimi
gibi bircok transgenik hayvan tretim metodu bulunmaktadir (3,4,8). Giiniimiizde
molekiiler tekniklerin gelismesi ile beraber artik bu yontemler kabaca Rastgele ve

Hedefli DNA Entegrasyonlar1 olarak ikiye ayrilmaktadwr. DNA mikroenjeksiyonu,
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Elektroporasyon kullanimi, Transpozonlar, Viral vektorler, erkek gamet hiicreleri ve
pluripotent hiicrelerin kullanildig1 yontemler ilk grubu olustururken, gen knock out,
meganiikleazlar, hipoksantin-guanozin fosforilbazil transferaz lokusunun i¢ine knock-in

yapilmas1 gibi yontemlerin ise ikinci grubu olusturduklar1 bildirilmistir (2).

2.7.1. Somatik Hiicre Niikleer Transferi Aracilig ile Transgenik Hayvan Uretimi

Bu yontem transfekte edilmis ve istenilen geni DNA’sinda entegre olmus sekilde
tastyan verici somatik hiicrelerin, tiim niikleer materyali alinmis oositlere aktarilip,
cesitli oosit aktivasyon protokolleri kullanilarak olusturulan embriyolarin tasiyici

annelere nakli sonucunda transgenik yavru elde edilmesi olarak tanimlanabilir.

Bu yontemin olumsuz ydnlerinin, koyun ve sigirlarda embriyo transferi sonucu
elde edilen diisiik gebelik oranlari, yavru atimi yiizdesinin yiiksek olmasi ve dogum
sonrast Oliim oranlarinin yiiksek olmas1 gibi nedenlere baglandig: bildirilmisken tiirlere
bagli bazi farkliliklar oldugunu gosteren caligmalar da bildirilmistir (1,10,11,44). Ayrica
kullanilacak verici hiicre ve embriyolara in vitro ortamda gerceklestirilen muamelenin
de bazi tiirlerde bu yontemle canli yavru elde etme iizerine etkisi oldugu bildirilmistir
(1). Bu yontemin en biiyiik avantaji transgenik hayvan iiretilmeden once kullanilacak
verici hiicrenin dnceden segilebilmesidir. Verilecek olan ekzojen DNA’ya uygun bir
antibiyotik diren¢ geninin eklenmesi ve hiicrelerin bu antibiyotikli besi medyumuna
maruz brrakilmast ile hiicre kiiltiirii asamasinda direngli hiicreler rahatca
secilebilmektedir (15). Boylece istenilen genin genomda kesin olarak bulunduguna
emin olarak embriyo {iretimi yapilmaktadir (1). Bu yontem 0Ozellikle Proniikleer
Mikroenjeksiyon yontemi ile kiyaslandiginda biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Ancak
yontemin pahali ekipmanlar ve uzman teknik kadro gerektirmesi ve bazi tiirlerde basari

sansinin diisiikliigii yontemin dezavantajlar1 olarak bildirilmistir (45).

2.7.2. Embriyonik K6k Hiicreler Aracilig ile Transgenik Hayvan Uretimi

Somatik hiicreler aracilig1 ile transgenezis yonteminde oldugu gibi, embriyonik
kok hiicreler transfekte edilerek, blastosist ya da morula asamasindaki embriyolara bu
hiicrelerin transferi ile elde edilen embriyolar araciligi ile de transgenik hayvan elde

edilebilmektedir. Elde edilen yavru istenilen geni kesin olarak tagimaktadir; ancak bu
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yontemde yiiksek oranda kimeriklik goriilmektedir. Ozellikle farelerde son yillarda
yogun olarak kullanilan bu yontemin diger tiirlerde fareler kadar yaygin olmadigi

bildirilmistir (2).

2.7.3. Proniikleer Mikroenjeksiyon Aracilig ile Transgenik Hayvan Uretimi

Erkek ve disi gamet hiicrelerinin déllenme yolu ile birlestikten sonra olusan
zigot icerisinde hem disi hem de erkek proniikleuslar1 olusmakta daha sonra bunlarin
birlesmesi singami olarak adlandirilmaktadir. Olusan proniikleuslara yabanci DNA
enjeksiyonu ile transgenik hayvan iiretimi gergeklestirilmektedir. Bu yontemin
avantajlar1 oldugu gibi dezavantajlar1 da ¢esitli ¢alismalarda belirtilmistir. Avantajlar1
arasinda eklenmek istenen genin bircok kopyasmin verilebilmesi, bu kopyanin entegre
oldugu durumlarda dogan canli hayvanin tiim hiicrelerinde genin bir kopyasini
tasimasmin beklenmesi sayilmaktayken cogu durumda entegrasyonun daha geg
evrelerde gergeklesmesi mozaikligin goriilmesi ile sonuglanmaktadir (1,3,9). Proniikleer
mikroenjeksiyonun uygulanmasi pahali ekipmanlar ve deneyimli personel
gerektirmektedir (45). Gerek in vivo gerekse in vitro embriyo iiretimi sirasinda olusan
proniikleuslar, hayvan tiirline 6zgii embriyo yapisina bagli olarak kolayca tespit edilerek
manipule edilebilmekte ya da edilememektedir. Ornegin farelerde proniikleuslar rahatca
goriilebiliyorken ruminant ve domuzlarda embriyonun yogun graniiler opak yapisi
yliziinden pronukleuslara manipulasyonda sikintilar yasanmakta ve bu sikintilar
embriyolarin uygun sekilde santrifiij edilmeleri ile ¢oziilmeye calisilmaktadir (17,46).
Yine ruminantlarda gebelik siirelerinin uzunlugu ve diger memelilere gore yabanci
DNA’nin entegrasyonunun daha seyrek goriilmesi bu yontemin dezavantajlarindan
sayillmaktadir (2). Proniikleer mikroenjeksiyona benzer olarak intrasitoplazmik gen

enjeksiyonu (ICI) da ¢alismalarda kullanilmis bir yontemdir (40).

2.7.4. Viral Vektorler Aracihg ile Transgenik Hayvan Uretimi

Viral vektorler olarak retroviriisler, adenoviriisler ve lentiviriisler
kullanilmaktadir. Retroviriislerin sadece boliinmekte olan hiicreleri enfekte ettikleri,
adenoviriislerin ise hem boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebildikleri
bildirilmistir (45). Lentiviriisler kendi DNA’larint hiicre siklusunun herhangi bir
evresinde cekirdege gecirebilme, farkli tiirlerde uygulanabilir olma ve yiiksek oranda

transgenik hayvan iiretilmesi avantajlarina sahip olmakla beraber, 7-9 Kb boyutunda
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olan diisiik ekzojen DNA tasima kapasiteleri, diizenleyici bdlgeleri uzun viral terminal
tekrarlama boliimlerinde bulundugundan daha sonra transgen ekspresyonunun hiicreye
ozgiiliigiinii diisiirebilecek sonucu olan istenilen gene bagli promotorlarla etkilesime
girebilecek olmalari, mozaisizm oraninin yiiksekligi ve yliksek oranda embriyo Oliimii
gibi Ozelliklerinden 6tiirii dezavantajli bulunmaktadir (2,5,15,17). Bu olumsuzluklari
gidermek i¢in oositlerin lentiviral etkenlerle direkt enfeksiyonu gibi yontemler
denendigi ve elde edilen basarili sonuglara ragmen viruslerin hiicre bdliinmesini
durdurabilecegi ve mutagenezise sebep olabilecegi gibi durumlarin gergeklesecegi
bildirilmistir (42). Ciftlik hayvanlarinda ve deney hayvanlarinda bu yontemle transgenik
hayvan eldesi ¢caligmalar1 mevcuttur (5,42,47,48).

2.7.5. Yeni Yontemler ile Transgenik Hayvan Uretimi

Son yillarda molekiiler tekniklerin gelismesiyle beraber gen transferinde
kullanilan teknikler giderek hedeflenmis metodlara yonelmistir. Bunun i¢in daha 6nce
de bahsedilmis olan Transpozonlar ve Cinko Finger Niikleazlar (ZFN) gibi aktif
transgenik tretim yolaklar1 kullanilmakmaktadir. Transpozonlar musir bitkisinde
kesfedildikten sonra gelistirilen gesitli tipleri (Piggy Bac, Sleeping Beauty,Tol2) ile
omurgali ve omurgasiz canlilarda gen transferinde aktif olarak kullanilmaktadirlar
(49,50). Transpozonlarin c¢alisma mekanizmasinin dondr bolgeden transpozonun
cikartilip hedef bolgeye entegrasyonun gerceklesmesi oldugu bildirilmis ve bu sayede
kromozomal entegrasyonun etkinliginin artirilip monomerik entegrasyonun tetiklendigi
bildirilmistir (5).

Dizaynli niikleazlar ile ‘gen knock in’ (aktiflestirilmesi) yapilmasi ozellikle
rodentlerde calisilan bir yontemdir. Bu grubu TALEN’ler ve meganiikleazlar
olusturmaktadir. Bunlar genomda dnceden saptanan bir diziyi taniyip bunu ¢ift sarmal
kirilmalarina tanitarak yapmaktadirlar. Kemirgenlerde embriyonik kok hiicre soylarmnin
bulunmasi nedeniyle dizaynh niikleazlar daha sik kullanilmakta ve biiylik hayvanlarda
homolog rekombinasyonlu somatik hiicre transferi yontemi ‘Knock out/in’ hayvan

iiretimi i¢in tek yontem halini almaktadir (5).

Transgenik hayvan iiretiminde karsilasilan temel problem olan transfer edilen
genin ekpresyonunun zayif olmasi ya da olmamasi genin entegrasyonunun rastgele

gerceklesmesine baglanmakta ve Ozellikle genin girdigi diziyi g¢evreleyen komsu
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bolgelerin ekpresyonu etkiledigi bildirilmekte ve bu da kromozomal pozisyon etkisi
olarak adlandirilmaktadir. Bu sorunun c¢oziimiinde homolog rekombinasyonlu
embriyonik kok hiicreler ya da dogru bir ekspresyon icin gereken tiim elemanlar1 i¢eren

yapay kromozom vektorleri (YAC, BAC, PAC) kullanilmaktadir (51,52).

Bu yontemlerin disinda transgenik canlilarin iiretiminde kullanilan embriyonik
kok hiicrelerin ya da somatik hiicrelerin transfeksiyonunda kullanilan bazi transfeksiyon
ajanlar1 da dogrudan ya da dolayli olarak transgenik hayvan iiretiminde
kullamlmaktadir. Bunlar Lipofectamin 2000, Turbofect”, ¢ift katmanli hidroksiller ve
poliaminoesterler gibi tasit maddeler olup ¢esitli calismalarda gen transferi amach
kullanmilmistir (53,54,55). Poliaminoesterlerin gen transferinde tercih edilmelerinin
nedenleri arasinda fizyolojik ortamlarda amin gruplarma protonlanabilmeleri, gesitli
monomerler ile hazirlanabilmeleri, in vivo uygulamalarda 6nemsenebilir bir sitotoksisite
gostermemeleri sayilmaktadir (56). Bu tarz tasit maddelerin in vitro ortamda
embriyolara gen transferinde denendigi g¢esitli c¢aligmalar mevcut olup
(57,58,59,60,61,62) bu maddelerin genel olarak hiicre kiiltiirlerinde transfeksiyon i¢in
tasarlandiklar1 unutulmamalidir. Katmanl ¢ift hidroksitler (LDH) ise katalizor ve
seramik Onciilleri olarak aniyonik kirletici maddeler i¢in tutucu olarak kullanilsa da son
yillarda bu maddelerin terapdtik ve biyoaktif molekiill ve genlerin nanoboyutlu

potansiyel tastyicilari olarak dikkat ¢ektikleri bildirilmistir (63).

Bunlarin haricinde memelilerde germ hiicreleri kullanilarak yapilan gen
transferinin SMGT disinda testis araciligi ile, disilerde ise ovaryumlara direkt gen
enjeksiyonu yolu ile iiretilen gamet hiicrelerin transfekte edilmelerinin de denendigi

bildirilmistir (24,45,64).

2.7.6. Sperm Hiicreleri Aracihg ile Transgenik Hayvan Uretimi

Spermatozoa araciligi ile transgenesis yontemi (SMGT) dollenmede
spermatozoaylr  kullanan tiirlerde  gen transferinin  ddllenme  asamasinda
gerceklestirilmesi agisindan bakildiginda kolay, etkili ve diger yontemlere goére daha
basit ve diisik maliyetli bir yontem oldugu bildirilmistir (6,65,66). Yapilan
calismalardaki cesitli degiskenler (tiir, yontem, DNA miktar1 ve ¢esidi gibi) farkl

sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (24,67).
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Transgenik hayvan iiretiminde, dogal olarak sekillenen fertilizasyon islemi
icerisinde zaten yeniden diizenlenecek olan genoma verilecek genin daha rahat entegre
olmasinin ve alict genomuna biiylik DNA fragmentlerinin verilebilmesinin SMGT

yonteminin en dnemli avantajlar1 oldugu bildirilmistir (7,12,17,68).

SMGT yonteminde verilecek olan ekzojen DNA miktarinin spermatozoa
iizerine oldugu kadar embriyolar {izerine de toksik etki yapmamas1 ve tiirlere gore bu
miktarlarin ayarlanmas1 gerektigi, g6z Oniine almmasi gereken noktalar olarak
belirtilmistir (65). Yiiksek miktarda ekzojen DNA’nin spermatozoon niikleazlarinda
fragmentasyona neden olacagi, diisiik miktarlarin ise bu niikleazlar1 aktive edemeyecegi

bildirilmistir (69).

SMGT etkinliginin olugmas1 i¢in spermatozoanin istenilen ekzojen DNA’y1
tasimalarinin yani swra oositi fertilize edebilecek halde kalmalarinin 6nem tasidigi
bildirilmistir (12). SMGT yOnteminin bu anlamda etkinlestirilmesi ve transgenik hayvan
oranlarmin artirilmasi i¢in ¢esitli ek yontemler kullanilmaktadir, bunlarin basinda 1CSI
ile SMGT gelmektedir. Cesitli yontemlerle ‘transfekte’ edilen spermatozoadan embriyo
eldesi i¢in motilitenin olmadig1 durumlarda ICSI yontemi ciddi 6nem tasimaktadir
(12,24). SMGT yonteminde tiire 6zgii bazi farkliliklar bulunmaktadir. Bu yontemin
daha cok fare ve domuzda calisildig1 ve bu tiirlerde diger tiirlere gore daha 1yi sonug
alindigy, farelerde akrozomun kiicliik olmasmin ICSI yapildiginda akrozomu biitiin
spermatozoa verildiginde embriyo gelisimi iizerine olumsuz etki yapmadigi, bunun tersi
olarak hamster gibi biiyilik akrozoma sahip tiirlerde ise bu durumun oositin dliimiine yol
actig1 bildirilmistir (3,17). ICSI yonteminin kullanildigi bazi ¢alismalarda sadece
spermatozoon baglar1 oosit i¢ine verildiginde de basar1 elde edildigi bildirilmistir (70).
SMGT yonteminde karsilagilan problemlerin iistesinden gelmek adina bazi yontem
gelistirme c¢alismalarina ihtiyag duyulmustur. Spermatozoanin plazma membranlarina
gerek soguk soku gerekse ¢esitli kimyasallar kullanilarak zarar verilmesi ve ekzojen
DNA’nin postakrozomal bdlgedeki baglanma bolgelerine daha rahat ulagsmasinin
saglanmas1 ya da yine ayni olaym spermatozoanin elektroporasyonu ile saglanmaya
calisilmasi ya da cesitli tasit maddelerin spermatozoaya tutundurularak fertilizasyon
esnasinda genoma tasmmasi, bu amagla virlislerin, transpozonlarmn ya da REMI
(Restriction Enzyme Mediated Integration)’lerin kullanimi 6rnek verilebilmektedir

(6,7,17,21,24,45,61,71,72,73).
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2.7.6.1. Sperm DNA Inkiibasyonu

Ekzojen DNA ile spermatozoanin uygun medyumlar igerisinde uzun ya da kisa
stireli inkiibasyonlar1 Bracett ve ark. tarafindan denenen ilk yontem olup bu yontemle
elde edilen transgenik hayvan iiretimi basarisinin diisiik oranda olmas1 yontemde yeni

arayislara ve gelismelere ihtiya¢ duyulmasima neden olmustur (45,72,74).

2.7.6.2. Spermatozoanin Plazma Membranina Zarar Vererek SMGT

Plazma membrani spermatozoaya ekzojen DNA tutunmasmdaki en oOnemli
engellerin basinda geldiginden, spermatozoonun fertilizasyon yetenegine zarar
vermeden plazma membranima hasar verip ekzojen DNA ile inkubasyona birakilmasi
transgenik hayvan iiretiminde etkin yontemlerin basinda gelmektedir (24). Bu amacla
spermatozoanin soguk sokuna maruz birakilmalar1 (belirli bir derecenin altina sogutma,
dondurup ¢o6ziindiirme gibi) ve c¢esitli kimyasal maddeler kullanilarak membran

hasarinin saglanmasi gibi yontemler kullanilmaktadir.

2.7.6.3. Soguk Soku Teknigi ile SMGT

Bu yontem farelerden cok biiytik ciftlik hayvanlarmin spermatozoasinin plazma
membranlarina hasar verebilmek ic¢in kullanilmakta olup gerek spermatozoa belirli bir
dereceye kadar sogutularak gerekse dondurulup coziindiiriilerek gerceklestirilmektedir
(23,24,46). Diisiik sicaklikta spermatozoaya DNA baglanmasinin daha yiiksek oranda
oldugu calismalar belirtilmistir (60).

2.7.6.4. Kimyasal Maddeler Kullanilarak SMGT

Spermatozoanin plazma membranlarina kimyasal maddeler kullanilarak zarar
verilmesi gerek invitro fertilizasyon i¢in gerekse transgenik calismalarda
kullanilmaktadir (75). Bu amagla Lizolesitin ve Triton X-100 gibi kimyasal maddelerin
kullanilmakta oldugu bildirilmistir (17,76).

2.7.6.5. Elektroporasyon Yontemi Kullamlarak SMGT

Elektroporasyon yontemi yogun olarak hiicre kiiltiirlerinin transfeksiyonunda
kullanilmakta olup son yillarda spermatozoa transfeksiyonu icin denenmekte olan bir
yontemdir (77,78,79,80). Arastiricilar tarafindan 1990 yilindan beri yapilan cesitli

calismalarda basta balik spermatozoasinda olmak tlizere SMGT etkinligini artirmak
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iizere cesitli tlirlerde spermatozoanin elektroporasyonu ile ekzojen DNA eklenmesi
calismalar1 yapilmis ve biiyiikk hayvanlarda kullanildiginda %35-10 arasinda
spermatozoaya ekzojen DNA baglanmasinda artis oldugu bildirilmistir (9,24,81).

2.7.6.6. Tasit Maddeler Kullamlarak SMGT

Bu yontemde spermatozoa ile DNA tasiyan gesitli tasit maddeler inkiibe edilip
IVF ya da ICSI yontemi ile fertilizasyon saglanip istenilen trangenik canli olusturulmasi

hedeflenmektedir..

2.7.6.7. Lipofectamin Kullanilarak SMGT

Lipozomlarn uzun yillardir in vivo ilag tasiyici olarak kullanilan kiiciik
molekiiller olduklar1 ve hiicrelere proteinler ve plazmidleri tastyabilecekleri, bunlarmn
katyonik lipitlerden olustuklar1 ve negatif yiiklii niikleik asitlerle kompleks olusturup
onlar1 hiicrenin ¢ekirdegine tasidiklar1 bildirilmistir (45).

Lipofectamin™2000 okaryot hiicrelerine niikleik asit tasiyarak transfeksiyon
saglayan lipid bazl ticari bir formiilasyondur. Suspansiyon ve yerlesik hiicre hatlarinda
transfeksiyon gergeklestirebilmektedir. Spermatozoon plazma membranina hasar veren
yontemler yerine DNA yiiklenmis lipozomlarla inkiibasyon yontemi son yillarda SMGT
ile beraber kullanilmaya baglanmistir (82,83).

2.7.6.8. Turbofect™ Kullanilarak SMGT

TurboFect™ katyonik polimerin suda ¢oziinmiis steril bir solusyonudur. Bu
madde primer hiicreler ile zor transfekte olan hiicrelerin transfeksiyonunda
kullanilmaktadir. TurboFect™’in SMGT i¢in kullanildig1 caligmaya yapilan literatiir

taramalarinda rastlanilmamistir.

2.7.6.9. LDH Kullanilarak SMGT

Layered Double Hidroxiles (LDH) olarak isimlendirilen kimyasal maddeler
cesitli maddelerden sentezlenebilen, polimer bazli nanokompozitlerin hazirlanmasinda
kullanilan ¢ift katli lipit yapili maddeler olduklar1 ve kullanildiklarinda sentez
yontemlerinin, boyutlarmin ve g¢alistiklar1 pH degerlerinin 1yi belirlenmesi gerektigi
bildirilmistir (84). Cift katmanlarinin arasina DNA molekiillerinin alinmasiyla beraber

transfeksiyon amacgl olarak hiicreye girdiginde tasidigt DNA molekiiliinii birakmasi
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amacglanmaktadir (85). Yapilan literatiir taramalarinda, hiicre kiiltiirlerinde gen transferi
amacl gen tasit maddesi/transfeksiyon ajani olarak LDH kullanimma rastlanmis (85)
ancak, transgenik koyun embriyosu liretimi amagli her hangi bir uygulama veya SMGT

teknigi kullanilmis bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

2.7.6.10. Poli-p-aminoester kullanilarak SMGT

Spermatozoanin ekzojen DNA tasiyicis1 hale getirilmelerinde nanopolimerlerin
kullanilmas1 yakin zamanda bu anlamda yapilan viral olmayan transfeksiyon yontemleri
acisindan  dikkat cekici hale gelmistir (59,86). Bu tarz calismalar farkli tasiyici
sistemlerin etkinligini belirlemektedir. Poli-B-amino esterler gen transferinde daha
onceden kulanilan polietilenimlerin toksisite ve diisiik etkinliklerine alternatif olarak
gelistirilmis maddelerdir. Bu maddelerin DNA ya da RNA ile kompleks olusturup hiicre
icine girdiklerinde DNA ya da RNA’y1 hiicre iginde bozunmalara kars1 koruyup niikleer
materyale tasiyip daha sonra kalan tasiyict kisimin bozunarak hiicreye zararsiz hale

geldikleri bildirilmistir (57,58).

2.8. Sperm DNA Baglanmasi ve Baglanmayi Etkileyen Faktorler

Memelilerde yapilmis SMGT ¢alismalarindan farkli sonuglar elde edilmesi,
farkli yontemlerin kulllanilmasi, spermadan seminal plazmanin ayrilmasi ve farkli DNA
tiplerinin  (plazmid-liner) kullanilmas1 gibi nedenlere baglanmaktadir (87,88).

Domuzlarda ekzojen DNA’nin postakrozomal bolgeye baglandig: bildirilmistir (12).

Boga spermatozoasinda yiiksek bir ekzojen DNA baglama egilimi oldugu,
heparinle indiiklenmis kapasitasyonun bu islemi artirdigi ve yiiksek miktarda ekzojen

DNA’nin spermatozoanin canliligma zarar verdigi bildirilmistir (74).

Tavsanlarda yapilmis bir ¢alismada, kapasite olmus spermatozoanin kontrol ve
kapasite olmamig spermatozoaya gére DNaz-I ile muamele edildikten sonra bile ¢ok

daha yiiksek oranda ekzojen DNA bagladig1 bildirilmistir (89).

Spermatozoaya yabanci DNA baglanmasimin rastgele bir islem olmadigi bir¢ok
yayinda belirtilmistir (6,7,65,87,90,91). Bircok tiirde DNA’nin spermatozoonun
postakrozomal bolgesindeki 30-35 kDa boyutundaki bir proteine baglandigi, bu
baglanmanin DNA’nin negatif yiikiinden kaynaklandigi ve buraya sadece DNA

molekiillerinin degil izoelektrik noktast 7’nin altinda olan heparin, sigir serum albumini,
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dekstran siilfat gibi maddelerin yarismali olarak baglanabilecekleri belirtilerek bu
ekzojen DNA molekiillerinin baglanmasi ve i¢sellestirilmesinde CH4 ve 2. smif MHC
molekiillerinin rolii oldugu bildirilmistir (6,45,66,87). EDTA’nin fare spermatozoasinda
ekzojen DNA baglanmasini engelledigi bildirilmistir (92). DNA baglanmasi isleminin
son kisimlarinda DNA molekiillerinin spermatozoonun niikleer kilifinin altna ulasip
spermatozoona kromozomal olarak entegre olup rekombine oldugu, ancak bu
entegrasyonun sonugta olusan transgenik hayvan oranina gore diisiik oranda olmasinin
yabanct DNA’nin ¢ogu zaman kromozom dis1 kaldigini1 gosterdigi bildirilmistir (7,45).
Calismalarda spermatogenezis sirasinda 2.smif MHC ekspresyonunun spermatozoaya
yabanct DNA baglanabilmesi i¢in, CD4 molekiillerinin ise baglanan DNA

molekiillerinin i¢sellestirilmesi tizerine rol oynadiklari ortaya ¢ikartilmistir (87,92).

Memeli spermatozoasinda DNA’nin 30-50 Kb boyutlarinda diglimlenmis
boliimler halinde oldugu ve bunlarin bazal bolgelerinden proteindz yapidaki niikleer
matrikse tutunduklari bildirilmistir. Farelerde bu bolgelere ekzojen DNA’nin sikica

baglandigmni iddia eden ¢alismalar mevcuttur (93).

Ekzojen olarak verilen DNA’nin spermatozoonla birlestikten sonra alict
genomundaki niikleazlarca yikimlanma, spermatozoon niikleusuna ekzojen entegrasyon,
olusan canlida epizomal kalicilik, oosit ile genetik entegrasyon ve ekzojen genin
homolog genomik bolgeye gecerek Homolog Rekombinasyon (HR) olugmasi seklinde
bes farkl tarzda sonuglanabilecegi bildirilmistir (65).

Xenopus leavis spermatozoasma yabanct DNA’nin 20 dakika i¢inde baglandigi
gosterilmistir (87). Memeli spermatozoasmnin ekzojen DNA’y1 baglayip icsellestirdigi
(ilk 10 dakikada % 45, 2 saatte % 65’in1) bildirilmistir (94).

Fare spermatozoasinda aktif bir ters transkriptaz (RT) bulunmasi ekzojen RNA
molekiillerinin spermatozoada bu yontemle cDNA’ya cevrilip IVF sirasinda
embriyolara aktarimimnin gerceklestigini gostermistir (7,45). Buradaki RT aktivitesi
endojen olup iki temel eleman tarafindan (LINE-1 ve endojen retroviriisler)

kodlanmakta oldugu bildirilmistir (7).

Motil spermatozoanin immotil spermatozoaya gore ekzojen DNA’y1 daha 1yi
aldigina ve yiiksek oranda ekzojen DNA ile inkiibe edildiginde spermatozoanin

motilitesini  diisiirdiigiine ve kauda epididimisten toplanmis olgun spermatozoanin

18



olgunlasmamis olanlara gore DNA baglama yetenegine sahip olduklarma dair
calismalar bildirilmistir (89,92,95). Buna ek olarak ejakiile olmus spermatozoanin
yilksek DNA miktar1 varliginda DNA tasimada basarth oldugu (500 ng/10°
spermatozoa) bildirilmistir (66).

Spermanin seminal plazmasinda bulunan bazi maddelerin DNA baglanmasini
engelledigi diisiiniilmektedir (7,92). Seminal plazmadan izole edilen Inhibitér Faktor 1
(IF-1)’in varliginda daha 6nce bahsedilen DNA’nin spermatozoon iizerinde baglandigi
bolgenin DNA baglama yetenegini kaybettigi bildirilmistir. IF-1’in  saglam
spermatozoonun postakrozomal kisminda yer aldigi bildirilmistir (7,9,87,90). Bunun
aksine seminal plazmanin ayrilmasinin negetif etkilerinin olabilecegi de bildirilmistir

(96).

Ozellikle embriyo kiiltiir ortamlarinda kullanilan si§ir serum albumini gerek
spermatozoonun bas bolgesinde bulunan bdlgeye gerekse spermatozoaya DNA
baglanmasinda kullanilan tasiyict maddelere DNA baglanmasinda yarigcit hale
gelmesinden Gtiirli  6zellikle spermatozoon-eksojen DNA inkubasyonu sirasinda

ortamdan uzaklastirilmasi gerektigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (87,89)

Farelerde yapilan bir calismada spermatozoon DNA’sinda oosite transfer
edilecek genin entegrasyonunu kolaylastirici sekilde tek bant kirilmalarinin oldugu,
spermatozoonun bas kismiyla birlikte verilen eksojen DNA’nin entegrasyonunun ICSI
sonrasi ilk S fazma kadar geciktigi belirlenmis olup bu durumun agiklamasi olarak,
spermatozoaya bagli bazi faktorlerin erken embriyoda ekzojen DNA’y1 baglamasi ve
entegrasyonu geciktirmesi, bu durumun olmadigi zaman ise eksojen DNA’nin entegre

olamadan degrade oldugu bildirilmistir (88).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Stok Soliisyonlar:

3.1.1. Medyum 199 Stok (10 X)

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
Medyum 199 Toz * 95 mg Gibco 31100-27
NaHCO; 22 mg Sigma S-5761
Embriyo test edilmis | 10 mL Sigma W-1503
su ile tamamlanir

* L-Glutamin ve Earle Tuzlar1 igeren tip
pH=72-74 Osmotik basing =275 — 285 mOsm/ kg ayarlanmistir.
0,22 pum’lik filtre ile filtre edilerek 4°C‘de saklanmistir. Kullanim siiresi 2 aydir.

Calismada giinliik kullanilacak miktarlarda hazirlanmastir.

3.1.2. Bikarbonat Stok Soliisyonu (B STOK):

Stok/Madde Katilacak Katalog No
Miktar

NaHCOs3 1,05 ¢g Sigma S-5761

Embriyo test edilmis su ile [ 50 mL Sigma W-1503

tamamlanir

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C‘de saklanmigstir.

Kullanim siiresi 2 haftadir.

3.1.3. Hepes Stok (H STOK):

Stok/Madde Katilacak Miktar | Katalog No
Na Hepes 1,627 g Sigma H-3784
Hepes (free acid) 1,5¢g Sigma H-6147
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Embriyo test edilmis su ile

tamamlanir.

50 mL

Sigma W-1503

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C‘de saklanmistir.

Kullanim siiresi 2 aydir.

3.1.4. Tuz Stogu (S2 STOK)

Stok/Madde Katilacak Katalog No
Miktar

NaCl 3,147 g Sigma S-5886

KCI 0,267 g Sigma P-5405

NaH,;POg4 0,027 g Sigma S-5136

Embriyo test edilmis su ile | 50 mL Sigma W-1503

tamamlanir.

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C’de saklanmistir.

Kullanim siiresi 3 aydir.

3.1.5. Laktat Stogu (L STOK):

Stok/Madde Katilacak Katalog No
Miktar

Na Lactate 2,35 mL Sigma L-1375

Embriyo test edilmis su ile | 50 mL Sigma W-1503

tamamlanir.

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C’de saklanmistir.

Kullanim siiresi 2 aydir.
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3.1.6. Glikoz Stogu (G STOK):

Stok/Madde Katilacak Katalog No
Miktar
Glikoz 540 mg Sigma G-6152

Embriyo test edilmis su ile | 50 mL

tamamlanir.

Sigma W-1503

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C’de saklanmistir.

Kullanim siiresi 2 aydir.

3.1.7. Kalsiyum Stogu (D STOK):

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
CaCl,.2H,0O 630 mg Sigma C-7902
Embriyo test edilmis su | 25 mL Sigma W-1503

ile tamamlanir.

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C’de saklanmuistir.

Kullanim siiresi 3 aydir.

3.1.8. Magnezyum Stogu (M STOK):

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
MgCl,.6H,0 250 mg Sigma M-2393
Embriyo test edilmis su [ 25 mL Sigma W-1503

ile tamamlanir.

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm‘lik filtrelerle filtre edilmis ve 4°C’de saklanmistir.

Kullanim siiresi 3 aydir.
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3.1.9. Antibiyotik Stogu (PS STOK):

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No

Penisilin 187,5 mg (297.000 | Sigma P-7794
1U)

Streptomicin 125 mg Sigma S-1277

Embriyo test edilmis su | 25 mL Sigma W-1503

ile tamamlanur.

Hazirlanan soliisyon 0,22 um’lik filtrelerle filtre edilmis ve 500 pl’lik eppendorf tiiplere

konularak — 20 °C’de saklanmistir.

3.1.10. Phenol Red Stogu

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
Phenol Red 50 mg Sigma P-5530
Embriyo test edilmis | 2.5 mL Sigma W-1503
Su eklenir.

Filtre edilmeden 10, 20, 30 ul hacimlerde porsiyonlanmis ve -20°C’de saklanmustir.

Kullanim stiresi 3 aydir.
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3.2. Cahismada Kullanilan Medyumlar ve Soliisyonlar:

3.2.1. Ovaryum Transport ve Yikama Medyumu: Phosphate-buffered saline

(PBS):

20x PBS STOK

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
NaCl 160 gr Sigma S-5886
KCI 4 gr Sigma P-5405
KH,POq4 4 gr Sigma K-5655
Na,HPO, 43,2 gr Sigma S-5011
Ultra pure su ile | 1 litre

tamamlanir.

Tamamladiktan sonra 0,22 pm’lik biiyiik filtre ile filtre edilmis ve laminar flow altinda

50 ml porsiyonlanmis ve 50 ml porsiyonlar halinde -20 °C‘de saklanmustir.

PSN STOK (Penisilin Straptomisin-Neomisin Stogu Sadece PBS

kullanilmistir)

Stok/Madde Katilacak Miktar | Katalog No
PENISILIN (1500 IU/mg) 6g Sigma P- 7794
STREPTOMISIN 5g Sigma S-1277
NEOMISIN 5¢g Sigma N-6386
Ultra pure su ile tamamlanir. 40 mL

Hazirlanan soliisyon 0,22 pm’lik filtreden ge¢irilmis ve 1 mL hacimlerde porsiyonlayip,
-20 °C ‘de saklanmustir.

1X PBS (YIKAMA PBS) HAZIRLANMASI

Steril kabin i¢inde 950 ml otoklavlanmis distile suya 50 mL 20X PBS stok eklenir.

Iginden 2 mL ¢ikarilarak yerine PSN stoktan 2 mL eklenmistir. Osmotik basing yaklasik
280 mOsm/kg, pH’s1 da yaklasik 7,2 — 7,4 arasinda ayarlanmistir. Antibiyotigi katilmis
olan PBS siseleri +4°C sicakliktaki buzdolabinda 3 ay siireyle saklanarak kullanilmustir.

Kullanmadan once, 1 x PBS 1s1s1 37 °C*ye ¢ikarilarak kullanilmistir.
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3.2.2. Oosit yikama medyumu (OWM STOK): Hepes tamponlu medyum (H-
199+):

Stok/Madde Katilacak Molarite Firma-Katalog No
Miktar

Toz TCM-199 2,475¢g GIBCO 31100-27

H Stok 21 mL 10,5 mM Na Hepes; | Stokta belirtilmistir.

10,5 mM Hepes

B Stok 4 mL 4 mM Stokta belirtilmistir.

Kanamicin 19 mg 75 pg/mL Sigma K-1377

Heparin 2,5 mg 10 pg/mL Sigma H-3149

Ultra pure su ile [ 250 ml

tamamlanur.

Medium 0,22 pm’lik filtre ile filtre edilir ve +4 °C’de 3 ay saklanir.

OWM‘nin kullanilacagi giin; Yikama medyumu i¢ine 3 mg /mL BSA Frak. V
(Sigma A-3311) + %1 PS Stok eklenmistir. Kimyasallar eklendikten sonra pH: 7,2 -
7,4’e, osmotik basing: 283+/- 10 mOsm/kg’a ayarlanmistir. 0,22 um’lik filtre ile filtre
edilerek +4°C buz dolabinda kullanilincaya kadar saklanmigtir.

Elde edilen oositlerin yikanmas1 veya atmosfer kosullarinda uzun siire bekleyecekleri
durumlarda kullanilmak tizere ayn1 formiilasyon ile embriyo test edilmis su kullanilarak

OWM hazirlanmistir.

3.2.3. In Vitro Olgunlasma Medyumu (OMM)

Medyum her uygulamada giinliik taze olarak hazirlanmistir, uygulamadan, yani oositler
icine koyulmadan en az 4-6 saat once hazirlanip petriler %5 CO; kosullarindaki etiivde

inkiibe edilmistir.
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TCM-199 STOK

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No
Embriyo Test Edilmis Su 10 mL Sigma W-1503
TCM- 199 95 mg Gibco 31100-270
NaHCO; 22 mg Sigma S-5761
OLGUNLASMA MEDYUMU

Stok/Madde Katilacak Miktar Katalog No

TCM-199 STOK 9mL Stokta belirtilmistir.

FCS I mL F9665

FSH 5ug F2293

LH 100 pg L5269

Sodyum piruvat I mg Sigma P-3662

0,22 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Final soliisyon 7,2-7,4 pH ve
28310 mOsm/kg’dr.

3.2.4. Oosit/Embriyo Yikama Medyumu (HSOF), Maniplasyon Medyumu (* Ca"",
Mg " icermeyen HSOF) ve Sperma Yikama Medyumu (Percoll-SOF):

Medyumun bilesimi Tablo 3.2°de sunuldugu gibi SOF temelli bir medyumdur.
Medyumun hazirlanisi su sekildedir.

HSOF

Stok Miktar Firma-katalog No
S2 stock 10 mL Stokta belirtilmistir.
H stock 8,4 mL Stokta belirtilmistir.
B stock 1,6 mL Stokta belirtilmistir.
C stock 1 mL Stokta belirtilmistir.
M stock I mL Stokta belirtilmistir.
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L stock 1 mL Stokta belirtilmistir.
G stock 4 mL Stokta belirtilmistir.
PS stock 1 mL Stokta belirtilmistir.
Phenol Red Stok 50 uL Stokta belirtilmistir.
Na pyruvate 3,6 mg Sigma P-3662
Glutamine Stok 500 uL Sigma G-6392
200 mM
BSA (fraction V) 300 mg Sigma A-3311
Kanamycin 7,6 mg Sigma K-1377
Embriyoda test edilmis | 100 mL Sigma W-1503

su ile tamamlanacaktir.

pH’s1 7.2-7.4, osmotik basinci 283+10 mOsm/kg’a ayarlandiktan sonra 0.22 pm’lik

filtreden gecirilmistir. Osmolarite diislik ¢ikarsa S2 stok eklenerek ayarlama yapilmistir.

*Proteinsiz HSOF: HSOF’un BSA frak. V katilmamais halidir.
*Ca'", Mg"'- free HSOF: HSOF’a D ve M stok katilmamus halidir.

Percoll-SOF

Stok Miktar Firma-katalog No
S2 stock 5.0 mL Stokta belirtilmistir.
Na Hepes 137 mg Sigma H-3784
Hepes (free acid) 126 mg Sigma H-6147

D stock 0.5 mL Stokta belirtilmistir.
M stock 0.5 mL Stokta belirtilmistir.
Percoll 50 mL Sigma P-1644
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pH’s1 7.2-7.4, osmotik basinct 280-300 mOsmol/kg’a ayarlanmistir. Kii¢iik sapmalar
S2 solusyonu kullanilarak ayarlanmistir. Osmotik basingta biiyiik sapmalar var ise
soliisyonlar yeniden hazirlanmistir.

Percoll-SOF filtre edilmeden +4°C sicakliktaki buzdolabinda 1 ay saklanarak
kullanilabilme imkani bulunmasina ragmen her uygulamadan oOnce taze olarak

hazirlanmstir.

3.2.5. In vitro Fertilizasyon ve Embriyo Kiiltiir Medyumlar (BSOF, SOF):

Fertilizasyon (BSOF) ve embriyo kiiltir (SOF) mediumlarinmn bilesimi asagida
sunuldugu gibidir. Her iki medyum SOF temelli bir medyumdur Medyumun hazirlanisi
su sekildedir.

BSOF Fertilizasyon Medyumu:

Stok Miktar Firma-katalog No
S2 stok I mL Stokta belirtilmistir.
B stok 1 mL Stokta belirtilmistir.
C stok 0,2 mL Stokta belirtilmistir.
M stok 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
L stok 0,3 mL Stokta belirtilmistir.
Na pyruvate 1,08 mg Sigma P-3662
Glutamin Stok (200 mM) 50 uL Sigma G-6392

PS stock 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
Kanamycin 0,8 mg Sigma K-1377
Embryo test edilmis su ile | 10 mL Sigma W-1503
tamamlanur.

*Fertilizasyon medyumu (BSOF) %2 oraninda (v/v) koyun Ostrus serumu ile
desteklenmistir (4.9 ml BSOF + 100 pL koyun 6strus serumu). 0.22 pum filtre ile filtre
edilerek sterilize edilmistir. Uygulama giinlinden bir giin Once taze olarak

hazirlanmistir. Phenol red bu medyuma istege géore SOF medyumuna katilan miktarda
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katilmistir. Osmolaritesi diisiik ¢ikmasi halinde S2 stok ilave edilerek 283 + 10
mOsm/kg’ ayarlamis olup pH’s1 7.9’a ayarlanmistir.

SOF (Sentetik Ovidukt Sivisi) Kiiltiir Medyumu:

Stok Miktar Firma-katalog No
S2 stok I mL Stokta belirtilmistir.
B stok 1 mL Stokta belirtilmistir.
C stok 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
M stok 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
L stok 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
Na pyruvate 0,36 mg Sigma P-3662
Glutamin Stok (200 mM) 47.4 nL Sigma G-6392

PS stok 0,1 mL Stokta belirtilmistir.
Kanamycin 0,8 mg Sigma K-1377
Phenol red Stok 5 uL Stokta belirtilmistir.
BSA (fatty acid free) 40 mg Sigma A-8806
BME-aa 0,4 mL Sigma B-6766*
MEM-non ess aa 0,1 mL Sigma M-7145
Embriyoda test edilmis su ile | 10 mL Sigma W-1503
tamamlanir.

Medyumlarin osmotik basinglart kontrol edilerek 283+10 mOsmol/kg’a
ayarlanmistir. Her iki medyumun pH’s1 7,9’a ayarlanmistir. Medyumun pH ve osmotik
basing ayarlar1 yapildiktan sonra 0.22 pm filtreden gegirilerek sterilize edilip +4°C
sicakliktaki buzdolabinda 1 hafta kullanilincaya kadar saklanmistir. Her hafta medyum

taze olarak hazirlanmistir. Gametler medyumlarin i¢ine koyulmadan %5 CO;, %5 O, ve
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%90 N, gaz karisimh

dengeleninceye kadar bir gece dnceden gazlanmig olmalidir.

SOF?2 Kiiltiir medyumu:

ortamda pH’nin dengelenmesi ve gaz kompozisyonu

Hazirlanan SOF’tan 20 mL SOF i¢ine 480 puL G stok (son glikoz oran1 1,5 mM olacak
sekilde) ve %10 FCS eklenir. 0.22 pum filtre ile filtre edilir.

3.2.6. Spermatozoa Sayim I¢in Kullanilan Hancock Soliisyonu:

1.Solusyon
NaCl 1.13 gr
Bidistile su ile tamamlanir. 62,5 mL
2. Solusyon
Kisim A) Na,HPO4.2H,0 2.71 gr
Bidistile su ile tamamlanir. 62,5 mL
Kisim B) KH,POq4 2,78 gr
Bidistile su ile tamamlanir. 62,5 mL

25 mL A + 10 mL B karistirilarak

2. soliisyon elde edilmistir.

1. Soliisyondan 18.75 mL
2. Soliisyondan 12,50 mL
Formalin 81 mL

Bidistile su 62,5 mL
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3.2.7. Elektroporasyon icin Kullaniian PBS:

Kullanilacak miktarda embriyoda test edilmis Ca-Mg Free PBS igerisine 3
mg/mL BSA Fraksiyon V ilave edilip 0.22 um filtre ile filtre edilmistir. Kullanmadan

once oda 1sisinda bekletilmistir.

3.3. Cahismada Kullanilan Plazmid DNA’nin Eldesi

Calismada kullanilan plasmid DNA (pDNA) pEGFP-N1 Marmara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali  Ogretim Uyesi
Dog¢.Dr.Kadir TURAN tarafindan sentezlenmis ve bu calisma icin hediye edilmistir.
DNA’nm izolasyonu i¢in piyasada mevcut olan Qiagen ve Machereney-Nagel kitleri

kullanilmistir. Tiim islemlerin sonunda elimizde 911ng/uL Plazmid DNA olacak sekilde

sentezlenmistir.
M 1 2 3 1
1-pEGFP-N1
2. CMV
3.Control
1 mcliwell

3.4. Gen Transferinde Kullanilacak QOositlerin Elde Edilmesi

Cekmeceli Et Kombinast Mezbaha’sindan 30°C’lik PBS soliisyonu igerisinde
kesimden sonra 2 saat icerisinde 1.U.Veteriner Fakiiltesi Ddlerme ve Suni Tohumlama
Anabilim Dali In vitro Fertilizasyon Laboratuar’na getirilen koyun ovaryumlari
37°C’lik PBS ile yikandiktan sonra yiizeysel kesme iglemine tabi tutulmak i¢in 37°C’lik
PBS iceren cam beherlere konulmustur. Ovaryumlar tek tek follikiillerinin iizeri
yiizeysel olarak kesme seklinde cizik atilip Oosit Yikama Medyumu (OWM) iceren
enjektorlerle uygun toplama kaplarinin igine yikandiktan sonra elde edilen iy1 kalitede

oositler OWM igeren petri kaplarma toplanmis ve ti¢ kez pasajlanarak yikandiktan sonra
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her kuyucukta 30-40 oosit olacak sekilde i¢inde olgunlasma medyumu (OMM) iceren
dort kuyucuklu petrilere konularak 24 saat boyunca en az %95 oraninda neme
doyurulmus atmosfer ortaminda %S5 CO2 igeren, 38,5°C inkiibatorde olgunlasmaya

brrakilmstir.

3.5. MI Asamasina Olgunlasms Oositlerin Gen Transferi icin Hazirlanmasi:

Yirmi dort saat boyunca olgunlagsmaya birakilan oositler ilk olgunlagsma kriteri
olan kumulus hiicrelerinin ekspansiyonu yoniinden incelenmis ve ekspansiyonu iyi olan
oositler denudasyon islemi i¢in Oncelikli olarak kullanilmistir. Kumulus-oosit
komplekslerinin kumulus hiicrelerinden arindirilarak denude edilmesi islemi 300 [U/mL
hiyaluronidaz enzimi ve 5 mg/mL Sitokalasin B (CB) igeren 400 pL’lik HSOF bulunan
tiiplere kumulus-oosit koplekslerinin aktarilip 2 dk 37°CLik etiivde bekletilerek 1 dk
boyunca vortex islemi yapilip kumulus hiicreleri arasindaki hyaluronik asit baglarmin
cOziinmesi saglanarak denude edilmislerdir. Vorteksleme islemi sonrasinda oositler
kendiliklerinden aktive olmalarmi engellemek amaciyla Ca™", Mg -Free HSOF igeren
petrilerde 3 kez pasajlanmiglardir. Maturasyonun temel belirtisi olan 1. polar cisim atan

oositlerin ayrimi stereo mikroskop altinda yapilmistir.

3.6. Gen Transferi I¢in Kullamlacak Olan Spermatozoanin Elde Edilmesi ve On

Hazirhk Asamalar:

[.U.Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Hayvan
Barmaklari’nda barmdirilan 3 adet Kivircik ki kogtan elektro ejakiilator ile alinan
sperma Ornekleri elde edilir edilmez Anabilim Dali Sperma Laboratuarinda bulunan
37°C’lik su banyosuna konulmus ve her bir 6rnek i¢in kitle hareketi ve motilite kontrolii
yapilmistir. Uygun bulunan ejakiilatlardan esit hacimde (200 pL) ornekler almarak
karistirilip ‘pooling’ islemi gerceklestirilmistir. Yapilan pooling icin de kitle hareketi ve
motilite kontrolleri yapildiktan sonra 200 pL alinarak onceden hazirlanmis Percoll
tiiplinlin {ist kismina dikkatlice birakilarak 24°C’de 1500 G kuvvetinde 15 dakika
santrifiij edilmis, daha sonra supernatant atilip 5 ml HSOF ile sulandirilan spermatozoa
24°C’de 600 G kuvvetinde 6 dakika boyunca ikinci bir santrifiij isleminden
gecirilmistir. Bu islemden sonra olusan supernatant atilmis, dipte kalan spermatozoa

peletinden alinan 5 pLL 6rnek Hancock Soliisyonu ile fikse edilip (995uLL Hancock+5 pL
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Spermatozoa) Thoma laminda sayilarak yapilacak c¢alismaya gore belirlenen
konsantrasyonlarda sulandirilmistir.
3.7. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu Islemi

Denude edilen oositler Ca™*, Mg -Free HSOF icerisinde intrasitoplazmik sperm

enjeksiyonu i¢in enjeksiyon petrisine alimmistir (Sekil 3-1).

ipermatozoa
i %10 PVP ;
. 10ul ’_
%20 FCS'li E :
HSOF,130 pL » )
10 pL jj
w&j HSOF j
S M

Sekil 3-1 Mineral yag ile kapatilmis intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu petrisi

3.8. Spermatozoa Aracilig ile Gen Transferi i¢cin Gruplarin Olusturulmas: ve

Spermatozoanin Hazirlanmasi

3.8.1. Kontrol Grubu

Bu grupta 6n hazirlik islemlerinden ge¢mis spermatozoa 200 pl Proteinsiz
HSOF igerisinde 200.000 spermatozoa olacak sekilde sulandirilmis ve 1/1(v/v) %10’luk
PVP ile karistirilarak ICSI petrisine konulmustur.

3.8.2. Sogutma Grubu

Anabilim Dalr’'nda ko¢ spermalarmin dondurulmas: ile ilgili ylriitillen bir
calismada kog¢ spermatozoasmim oda isisindan +4°C’a  sogutma hizlarinin membran
biitiinliigline etkisi incelenmis ve 30°C’den 5°C’ye 0,9 °C/dk hizinda sogutuldugunda
spermatozoonlarin 6zellikle bas kisimlarinin plazma membranlarinin ve akrozomlarinin
ciddi derecede hasar gordiigii belirlenmistir (97). Bu sebeple sogutma calismasinda

kullanilacak olan spermatozoa ©on hazirlik islemlerinden gegtikten sonra istenilen
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oranlarda HSOF ile sulandirilip BioCooll otomatik alkollii sogutma cihazina konularak
verilen hizda 5°Cye sogutulmustur. 200 000 Spermatozoa, 200 uL Proteinsiz HSOF
icerisinde 10 pg (50ng/puL) plasmid DNA ile 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak ICSI petrisine konulmustur.

3.8.3. Elektroporasyon Grubu

Bu gruptaki her bir DNA konsantrasyonu icin (0,25, 50 ve 125 ng/uL) 200
000’er spermatozoa 200 uL Elektroporasyon PBS’i igerisinde Plazmid DNA ile 3 dk
buz iizerinde bekletilmis, ardindan 2 mm’lik Elektroporasyon kiivetinde 250 V, 1 ms
elektroporasyon yapilmistir. Bunu takiben eppendorf tiipiine aliman spermatozoa 3 dk
boyunca buz iizerinde bekletilmis ve 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak ICSI

petrisine konulmustur.

3.8.4. Triton-X Grubu

Bu grupta %0.5 ‘lik Triton X-100 ile buz lizerinde 20 dk c¢alkalanarak muamele
edilen spermatozoa daha sonra HSOF ile 3 kez 500 G*de 5 dk 24°C’de santrifiij edilerek
yikanmistir. Daha sonra 200 000 spermatozoon (200 puL Proteinsiz HSOF igerisinde) 10
pug Plazmid DNA (50 ng/uL) ile 1 dk buz iizerinde inkiibe edilmis ve 1/1(v/v) %10’ luk
PVP ile karstirilarak ICSI petrisine koyulmustur. Calismada Triton X-100
(Sigma;T8787) kullanilmustur.

3.8.5. Turbofect Grubu

Turbofect™  transfeksiyon ajant  olarak  hiicrelerde  kullanildigindan
spermatozoada kullaniminda 6n denemeler yapilmis ve belirlenen gen konsantrasyonlari
icin maddenin kendi uygulama prosediirlerinde bazi optimizasyonlara gidilmistir.

Calismada Turbofect #R0531 Fermentas tirtinii kullanilmistir.

3 pg Plazmid DNA grubu: Spermatozoay: 3 pg Plazmid DNA (3 ng/uL) ile
muamele etmek icin kullanilan ilk grupta 3,27 pL Plazmid DNA (3pg) + 96,73 pL
proteinsiz HSOF igerisinde sulandirilmis, 2 uLL Turbofect bu karisim ile birlestirilerek
oda 1s1sinda 20 dk bekletilmistir. Daha sonra 898 pL icerisinde 1x10° adet spermatozoa
bulunan karisimin {izerine aktarilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak ICSI petrisine
konulmustur.
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4 png Plazmid DNA grubu: Kullanilacak DNA’nin artirilarak 4 pg Plazmid
DNA (4 ng/pL) yiiklenmesi i¢cin 4,4 pL Plazmid DNA (3ug) + 95,6 uL proteinsiz
HSOF igerisinde sulandirilmis, 2 pL Turbofect bu karigim ile birlestirilerek oda 1sisinda
20 dk bekletilmistir. Daha sonra 898 pl icerisinde 1x10° adet spermatozoa bulunan
karisimin iizerine aktarilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak ICSI petrisine konulmustur.

10 pg Plazmid DNA grubu: Calisma gruplart icinde genellikle en iyi
transgeniklik degerlerine sahip olan 10 pg Plazmid DNA’nin ortama yiliklenmesi i¢in
(10 ng/uL) 9,87 puL Plazmid DNA (10pg) + 90,13 uL proteinsiz HSOF igerisinde
sulandirilmis, 6 puL Turbofect bu karisim ile birlestirilerek oda 1sisinda 20 dk
bekletilmistir. Daha sonra 794 pl ierisinde 1x10° adet spermatozoa bulunan karisimin
iizerine aktarilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda
1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak ICSI petrisine konulmustur.

20 pg Plazmid DNA grubu: Turbofect grubunda daha yiiksek miktarda
DNA’nin (20 ng/pL) embriyo gelisimine etkilerinin arastirilmasi i¢in 16,46 pL Plazmid
DNA (20pg) + 83,54 uL Proteinsiz HSOF igerisinde sulandirilmig, 10 pL Turbofect
karisim ile birlestirilerek oda 1sisinda 20 dk bekletilmistir. Daha sonra 790 pl igerisinde
1x10° adet spermatozoa bulunan karigimin iizerine aktarilarak 1 saat oda 1sisinda
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak

ICSI petrisine konulmustur.

3.8.6. Lipofectamin Grubu

Calismada Lipofectamin'™ 2000 Reagent kullanilmistir (katolog no 11668-07).
Finalde 3 pg Plazmid DNA(10 ng/uL) tasimasi i¢in; 3,29 pul DNA 150 uL proteinsiz
HSOF ile sulandirilmis, 3 pl Lipofectamin 150 puL proteinsiz HSOF i¢inde sulandirilmis
ve daha sonra bu iki karigim birlestirilmistir. Bu karigim 500 000 adet spermatozoanin

iizerine eklenmis ve oda 1s1sinda 1 saat inkiibasyona alinmustir.

Ayn1 grupta etken maddenin 4 pg Plazmid DNA tasimasi i¢in (13,33 ng/uL);
4,39 uL DNA 150 pl Proteinsiz HSOF ile sulandirilmis, 4 pL. Lipofectamin 150 pL
proteinsiz HSOF i¢inde sulandirilmis ve daha sonra bu iki karigim birlestirilmistir. Bu
karisim 500 000 adet spermatozoanin {lizerine eklenmis ve oda 1sisinda 1 saat

inkiibasyona almmuistur.
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Gen tasit maddesinin 8 pg Plazmid DNA (26,66 ng/uL) tasimasi i¢in; 8,78 pL
DNA 150 pl Proteinsiz HSOF ile sulandirilmig, 8 pL. Lipofectamin 150 pL proteinsiz
HSOF i¢inde sulandirilmis ve daha sonra bu iki karisim birlestirilmistir. Bu karigim 500
000 adet spermatozoanm Tlzerine eklenmis ve oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona

alimustir.

Lipofectaminin 10 pg Plazmid DNA tasimast i¢in (33,33 ng/uL) 10,97 pL
DNA 150 pL proteinsiz HSOF ile sulandirilmis, 10 pLL Lipofectamin 150 puL proteinsiz
HSOF i¢inde sulandirilmis ve daha sonra bu iki karigim birlestirilmistir. Bu karigim 5 x

10° adet spermatozoanin iizerine eklenmis ve oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona almmistir.

Tiim gruplar inkiibasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karistirilarak 1ICSI

petrisine yerlestirilmistir.

3.8.7. LDH Grubu
3.8.7.1. Cahismada kullanilan katmanh c¢ift hidroksitlerin eldesi

Calismada Mg-Al-Cl LDH ile Ca-Al-Cl LDH gen transferinde kullanilmistir. Bu
amagla [.U.Kimya Miihendisligi Laboratuvarlari’nda Prof.Dr.Saadet Pabuccuoglu

onderliginde Aras.Gor.Dr.Koray Gok tarafindan sentezlenmistir.

Ca ve Mg LDH hazirlamak i¢in MgCl, veya CaCl, dan 3 mmol ve AICl;.6H,O
dan 1 mmol almarak 10 mL deiyonize su icerisinde ¢Oziilmiistiir. Sonrasinda 40 mL
NaOH (6 mmol) icerisine hizli bir sekilde altta karisirken dokiilmiistiir. Karigim oda
sicakliginda 10 dakika boyunca karistirilmis ve elde edilen karigim 5 dakika 4500
devir/dk’de santrifiije edilmistir. Pelletler 40 mL deiyonize suda 2 kere karistirilarak
yikanmis ve son olarak 10 dakika 4500 devir/dk santrifiije edilerek elde edilen pelletler
50 mL deiyonize su igerisinde dagitilmistir. Elde edilen homojen olmayan siispansiyon
kapali bir kaba konarak 100°C de 16 saat birakilmis ve sonunda heterojen LDH
nanopartikiilleri elde edilmistir. Uygulama 6ncesi diisiik pH’li Ca ve Mg-Al tampon
cozeltileri kullanilarak; (2 mM MgCl, veya CaCl— 1mM AICI3 alinarak 10 mL
deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi) LDH c¢ozeltisinin pH’st 8,5’dan  7,5’e
distiriilmisttir (97).

LDH siispansiyonlarmma gen yiiklemek icin, 320,78 puL (2,13 mg/mL) LDH
siispansiyon iceriginden (0,22 lik membrandan geg¢irildi) ve 15 pL (911 ng/ul) GFP
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iceriginden almmis (50:1 w/w) iizerine 31 pL steril su ve 34 pL Mg-Al-tampon
cozeltiden konulmus ve 37°C’de 4 saat karanlhikta karistirilmistir. 250 devir/dk ile
karisma sonrasinda iirtinde ¢okme goriildiigiinden vorteks ile uygulama 6ncesi tekrar
karigtirilmigtir. Sonrasinda bu karisim ig¢inden 5,86 uL alarak (200 ng GFP ye karsilik
geldiginden) 6nce 9 pL sperm ile muamele ederek iizerine toplamda 400 pL karisim
olacak sekilde 372,54 uLL HSOF katilmistir. 37 °C’de etiivde bekletilmistir.

Mg ve Ca LDH maddeleri istenilen gen miktarlarini tasimalar1 i¢in 4 saatlik bir
siire sonunda 200 ng (0.5ng/uL) ve 1 pg (2.5ng/ul) plazmid DNA’y1 tastyacak duruma
getirilmistir. 400 pL proteinsiz HSOF igerisine 10° spermatozoa olacak sekilde LDH’lar
ile 1 saat inkiibasyona birakilan spermatozoa inkiibasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk

PVP ile karistirilarak ICSI petrisine yerlestirilmistir.

3.8.8. Poli-B-Poliaminoester Grubu

Calismada poli-B-aminoester 1.U. Kimya Miihendisligi Laboratuvarlari’nda
Prof.Dr. Saadet Pabuccuoglu Onderliginde Aras.Gor.Dr. Koray GOk tarafindan
sentezlenmistir. Nanogoktiirme veya ¢oziicli yer degistirme yontemi (etanol-su sistemi)
kullanilarak hazirlanmistir. Nanopartikiil polimerleri hazirlamak i¢in +£1°C hassasiyetle
1s1 kontrolii yapilabilen kontakt termometreli manyetik karistiricida su sabit bir hizda
karigtirilirken, 42,5 mL distile suya PBAE polimerinin 7,5 mL etanoldeki ¢6zeltisi oda
sicakliginda damla damla ilave edilmistir. Karisim 5 saat daha karistirmaya devam
edilmistir. Hazirlanan polimer soliisyonu gen yiliklenmis nanopartikiill hazirhig:
oncesinde, partikiillerin biiylikliiklerine gore ayristirilmalar: i¢in santrifiije edilmis ve
santrifiij sonrasi iist kisim ve alt kisim ayristirilarak pDNA ile 1 saat muamele edilerek
kullanima hazir hale getirilmistir. Bu grupta 200 000 spermatozoa i¢in 200 ng pDNA
(0,5 ng/uL) kullanilmistir.

3.9. intrasitoplazmik Gen Enjeksiyonu Sonrasinda Oosit Aktivasyonu ve Embriyo

Kiiltiiri

Peura ve Vajta (2003) tarafindan klon koyun embriyolarinin aktivasyonu ve
kiiltliriinde kullanilan metodlarda bazi degisiklikler yapilarak embriyo kiiltiirii devam
ettirilmistir (98). ICSI prosediiriinii takiben aktivasyonlarin uyarilmasi i¢in 5 pg/mL
ionomisin icerisinde 5 dakika boyunca bekletilen oositler %2 0Ostrus koyun serumu

iceren BSOF icerisinde yikamalardan gegirilerek BSOF kiiltiir damlalarma aktarimistir.
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Embriyolar 18-22 saat sonra 6nce HSOF daha sonra SOF yikamalarindan gecirilip SOF
kiiltiir damlalarmna aktarilmistir. Bunu takiben 2. giinde boliinme kontrolleri yapilmaistir.
Kiiltiiriin 4. giiniinde boliinen embriyolar glikoz igeren SOF2 medyumunun kiiltiir

damlalarina aktarilmistir. Embriyolarin gelisimleri 9. giine kadar takip edilmistir.

Calismada elde edilen bulgularn istatistik analizleri Dunken yontemi ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada mezbahada kesilmis olan koyun ovaryumlarindan kazanilmis olan
toplam 1835 adet primer koyun oositi (Sekil 4-1) olgunlagsmalar1 i¢cin maturasyon
medyumuna aktarilmig, 24 saatin bitiminde kumulus ac¢ilim1 gosteren oositlerden (Sekil
4-2) toplam 932 adedi birinci polar atimlarini gergeklestirmis (Sekil 4-2) ve yine

bunlarin i¢inden 819 adedi ICSI yoluyla transgenik koyun embriyosu iiretimi

¢alismasinda kullanilmistir.

Sekil 4-2: Olgunlasma sonrasi kumulus acilimm gosteren ve MII asamaya gelmis koyun
oositleri (ok isareti: 1. Polar)
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Tablo 4-1: Elektroporasyonla spermatozoanin transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuglar

Transgenik
Toplam Yariklanan Erken
Grup Gen Morula Blastosist Dejenere Fragmente Transgenik etkinlik
oosit 00sit sayisi donem
No miktari (%)** (%)** (%) * (%)** (%)** (kimeriklik
sayis1 (%) (%)**
yiizdesi)
50 ng .
11 7 0 1 0 2 2/2 kimerik
1) 0.25 25 4 (33,33)°
(44,00)° (58,33) (0)* (7,69)° (0)* (16,66)" (100)°
ng/nL
10 ng 43 20 21 2 5 3 28 27/28 kimerik
?2) 56 .
50 ng/pL (76,78)" (46,51) (48,83)° (4,65) (8,92) (6,97)° (65,11)* (96,42)*
25 ng
11 0 11 0 3 0 7 7/7 kimerik
@ | 125 18 ) )
(61,11)° (0)* (100)* (0)* (16,66)° (0)* (63,63)" (100)*
ng/nL

abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (Dunken test; p<0,05)

*Dejenerasyon oranlar1 manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmustir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmstir.
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Elektroporasyon ile spermatozoanin transfeksiyonunun elde edildigi grup
sonuglar1 incelendiginde (Tablo 4-1), yariklanma acisindan 10 pg (50ng/puLgen)
kullanilan grubun (Grup 2) digerlerine gore daha iyi oldugu (p<0,05) , erken doneme
kadar geligebilen embriyolar acisindan bakildiginda yine bu grubun 6nde geldigi; ancak
morulaya ulasma agisindan 25 pg (125ng/uL) gen kullanmilan grubun (Grup 3)
digerlerinden daha iyi oldugu goriilmistiir (p<0,05). Blastosiste ulasim agisindan
bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan fark olmadigi goriilmiistiir (p>0,05).
Manipulasyon sonras1 embriyolarda dejenerasyon yoniinden en yliksek oranlar 3. grupta
bulunmus bunu takiben aralarinda istatistiksel fark olarak 1. ve 2. gruplarm izledigi
saptanmistir  (p<0,05).  Fragmentasyon yoniinden en yiiksek degerler 2. grupta
bulunmustur; ancak gruplar arasinda istatistiksel a¢idan fark bulunmamistir (p>0,05).
Transgeniklik ve transgenik etkinlik acisindan en basarili grubun 2. grup oldugu

saptanmis ve bu grup elektroporasyon yonteminin en iyi grubu olarak belirlenmistir.

Soguk soku ile transfeksiyon saglanmaya ¢alisilan gruplar incelendiginde (Tablo
4-2) yariklanmalar ve erken donem embriyo donemine gelme acisindan gruplar arasinda
istatistiksel fark olmadigi1 saptanmistir (p>0,05). Morula asamasina gelinmesi yoniinden
en iyi grup 7. grup iken, en kotii sonuglarin 5. ve 6. gruplarda oldugu saptanmistir
(p<0,05). Blastosiste gelisim yoniinden 6. ve 8. gruplar 6n plana ¢ikmakla birlikte
transgeniklik yoniinden 8. grup hem oransal hem de istatistiksel acidan diger gruplar
arasinda tartigmasiz en yiiksek sonuglara ulasilan grup olarak sogutma yonteminin en 1yi
grubu olmustur (p<0,05). Bu yontemde gerek dejenerasyon gerekse fragmentasyon

acisindan gruplar aras: istatistiksel bir farklilik olmadigi goriilmiistiir (p>0,05).

Sekil 4-3: Soguk soku grubuda elde edilmis embriyolar
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Tablo 4-2: Soguk soku ile spermatozoanin transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuclar

Transgenik
Toplam | Yariklana | Erken
Grup Gen Morula | Blastosist | Dejenere | Fragmente | Transgenik etkinlik
Milk oosit n oosit donem %) %) %) %) %) (d Wil
no iktan 0 0 0 0 0 imerikli
(no) sayisl1 sayisi (%) | (%)**
yiizdesi)
50 ng 23 10 13 0 10 3 5 5/5 kimerik
(4) 50
0.25ng/pL (46,00 | (43,47 | (56,52)® (0)* (20)* (13,04) (21,73)° (100)°
100 ng 6 5 1 0 3 0 0 0/0
(5) 15 . . .
0.5ng/pL (40,00)" (83,33)" | (16,66) (0)* (20)* (0)* 0) 0)
200 ng
11 3 7 1 3 2 0 0/0
(6) 1 ng/pL 15
(73,33 | (27,27 | (63,63) (9,09)" (20,00 (18.18)" (0)° (0)°
300 ng
8 1 7 0 5 3 3 3/3 kimerik
(7) 1.5ng/uLL 15
(53,33 | (12,50)* | (87,50)" (0)* (33,33)° (37,50) (37,50)° (100)°
10 pg 20/20
30 17 12 1 4 9 20 o
(8) 50ng/pL 45 kimerik
(66,66)" (56,66)* | (40,00)"® (3,33)° (8,88)" (30,00)" (66,66)" (100
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abc: Ayni kolonda farkli harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak énemlidir (Dunken test; p<0,05)
*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmustir.

Tablo 4-3: Lipofectamin ile spermatozoamn transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuglar

Transgenik
Grup Toplam | Yariklanan Erken .
Morula | Blastosist | Dejenere | Fragmente | Transgenik etkinlik
adi, | Gen Miktar oosit oosit sayis1 | donem
(%o)** (%o)** (%)* (%o)** (%) (kimeriklik
(no) sayisl (%) (%)**
yiizdesi)
3ug 15 9 5 1 1 0 2 2/2 kimerik
9) 20
10 ng/pL (75)° 60y° | (33,33)" (6,66)" (5)"* (0)* (13,33)® (100)°
4 pg 20 14 5 1 0 0 0 0/0
(10) 20
13,33 ng/pL (100)" (70" (25)° () (0)* (0)* 0)° 0y
8ug 9 4 5 0 1 0 3 3/3 kimerik
(11) 14
26,66 ng/pL (64,28)° (44,44 | (55,55)" (0)* (7,14)° 0 (33,33)® (100)*™
10pg 53 25 28 0 6 5 20 20/20 kimerik
(12) 78
33.33 ng/uL (67,94)™ (47,16)" | (52.83) (0)* (7,69)" (9,43)° (37,73)" (100)*

abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (Dunken test; p<0,05)

*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilar esas alinmustir.
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Lipofectamin tasit maddesinin kullanilmasi ile transgenik embriyo iiretiminin
sonuglar1 incelendiginde (Tablo 4-3) yariklanma yoniinden 10 ve 11. gruplar arasinda
istatistiksel fark goriilmiis olup, ayni fark erken doneme ulasan embriyolarda da
saptanmistir (p<0,05). Morula ile blastosist evrelerine erisme yoniinden ve dejenerasyon
ile fragmentasyon (Sekil 4-3) agisindan gruplar arasinda fark bulunmamuistir (p>0,05).
Transgenik etkinlik yoniinden de farklilik olusmamissa da transgeniklik agisindan 9, 11
ve 12. gruplar oransal yonden iyi bulunmustur. Lipofectamin kullanilan denemelerin en

iyi grubu 12 olarak belirlenmistir.

Sekil 4-4: Lipofectamin grubunda goriilen dejenerasyon ve fragmentasyonlar
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Tablo 4-4: Turbofect ile spermatozoanin transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuclar

Transgenik
Toplam Yariklanan Erken Lo
Grup adi, Gen Morula Blastosist Dejenere Fragmente . etkinlik
Mikt oosit oosit sayisi donem %) %)+ %)* %)+ Transgenik (%)
iktari kimeriklik
(no) say1sl (%) (%)** 0 0 0 0 (kimerikli
yiizdesi)
3pg 11 0 11 0 14 7 3 3/3 kimerik
(13) 29
3 ng/pL (37,93)" (0)* (100)* (0)* (48,27)" (63,63)° (27,27)* (100)*
4 pg 7 4 3 0 4 2 1 1/ kimerik
(14) 15
4 ng/pL (46,66)" (57,14)* (42,85)® (0)* (26,66)" (28,57)® (14,28)" (100)*
10 pg 26 11 15 0 36 3 11 11/11 kimerik
(15) 74
10 ng/pL (35.13)* (42.30)" (57.69)* (0)* (48,64)" (11.-,53)" (42,30)" (100)*
20 pg 5 4 1 0 10 1 1 1/1 kimerik
(16) 22
20 ng/pL (22,72)* (80,00)" (20,00)° (0)* (45,45)" (20,00)* (20,00)* (100)*

abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (Dunken test; p<0,05)

*Dejenerasyon oranlar1 manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmustir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmstir.
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Turbofect™ kullanildiginda (Tablo 4-4) embriyolarin yariklanmalarinda, erken
doneme ulasmalarinda, blastosist asamasma gelmelerinde, dejenerasyon, transgeniklik
ve transgenik etkinliklerinde gruplar arasinda O6nemli bir farklihiga rastlanmamistir
(p>0,05). Ancak morula evresine ulagsmada 13 ve 16. Gruplar arasinda ciddi istatistiksel
bir fark mevcut olup, aym fark fragmentasyon yoniinden (Sekil 4-4) 13, 15 ve 16.
gruplar arasinda da goriilmiistiir (p<0,05). Bu yontemde en iyi gruplar olarak 13 ve 15
gruplarinin secilmis olmalarinin nedeni ise hem maddenin daha 6nce SMGT teknigi ile
birlikte kullanilmamis olmasi hem de bu iki grubun orantisal olarak diger iki gruba

nazaran daha fazla transgeniklik sonucu gdstermis olmalaridir.

Sekil 4-5: Turbofect Grubunda goriilen dejenerasyon ve fragmentasyonlar
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Tablo 4-5: Triton X -100 ile spermatozoamin transfeksiyonu uygulanan grupta elde edilen sonuglar

Tobl varikl Erk Transgenik
Grup adi, Gen ggs?tm ozg ¢ Szn?sl: d;ngrl:l Morula Blastosist Dejenere Fragmente | Transgenik etkinlik
(no) | Miktan v e | () (%)** (%)* (%)** (%) (kimeriklik
sayisl (%) (%) .. .
yiizdesi)
17 10 pg 85 61 28 33 0 2 10 25 25/25 kimerik
(17 50ng/pL (71,76) (45,90) (54,09) (0) (2,35) (16,39) (40,98) (100)
*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.
**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilar esas alinmustir.
Tablo 4-6: LDH ile spermatozoanin transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuglar
Transgenik
Grup adj, Gen ngl?tm zs:;gzn?; :;:::1 Morula | Blastosist | Dejenere | Fragmente | Transgenik etkinlik
(no) Miktar savisi (% )y (%)** (%)** (%)** (%)* (%)** (%) (kimeriklik
y ) ) yiizdesi)
MgLDH 1pg & 46 20 26 0 16 12 6 6/6 kimerik
(18) 2.5ng/uL (74,19)" (43,47)" | (56,52)" (0)* (25,80)" (26,08)" (13,04)" (100)*
MgLDH 200 ng 12 6 3 3 0 4 0 1 1/1 kimerik
(19) 0.5ng/uL (50)* (50)* (50)* (0)* (33,33)" (0)* (16,66)" (100)*
CaLDH 1pg 45 32 18 14 0 12 3 7 7/7 kimerik
(20) 2.5ng/uL (71,11)* (56,25)" | (43,75)" (0)* (26,66)" (9,37)" (21,87)" (100)*

abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (Dunken test; p<0,05)

*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmustir.
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Tablo 4-7: Aminoester ile spermatozoanin transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuclar

Tool varikl Erk Transgenik
Grup adi, Gen ggsailtm of)l:;t si;n?; dili‘nsll; Morula | Blastosist | Dejenere | Fragmente | Transgenik etkinlik
(no) Miktar1 sa o y 0/ VK% (%)** (%)** (%)* (%)** (%) (kimeriklik
yis1 (%) (%) .. .
yiizdesi)
Aminoester | 200ng 14 6 0 6 0 4 0 0 0/0
Ust (21) | 0.5ng/uL (42,85)" (0)° (100)* (0)° (28,57)° (0)° (0)° (100)*
Aminoester | 200 pg 39 19 4 15 0 19 4 5 5/5 kimerik
Alt (22) | 0.5ng/pL 48,717 | (21,057 | (78,94)" (0)* (48,71)" (21,05)" (26,31)" (100Y*
abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak énemlidir (Dunken test; p<0,05)
*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.
**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmustir.
Tablo 4-8: Kontrol grubu ile elde edilen sonuglar
Gru
a dlp Gen ngl?tm zs:;ﬂzl;?; :;11:::1 Morula | Blastosist | Dejenere | Fragmente
’ i 0/, )k* 0/, )k* AT 0/, )%
oy | M@ | OO %) oy | ) (%) (%) (%)
(23) 0 55 28 17 11 0 19 11
Hg (50,90) (60,71) | (39,28) (0) (34,054) (39,28)

*Dejenerasyon oranlart manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmusgtir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilar esas alinmustir.
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Triton X-100 grubu spermatozoada plazma membraninin hasar verilerek ekzojen
DNA’nin baglanacagi bolgeye gelmesine yardimei bir islem oldugu bildirilen bu
yontemde onceden belirtildigi gibi 10 pg plazmid DNA ile ¢aligilmistir (Tablo 4-5).

LDH gruplar1 arasinda herhangi bir agidan istatistiksel olarak fark goriilmemistir
(p>0,05). Bu yilizden aralarinda en iyi grubu belirlerken Ca grubu ve Mg grubundan
transgeniklik yiizdesinin yiiksek olmasi ve dejenerasyon oraninin diisiik olmasi
nedeniyle 18 ve 20. gruplar secilmistir (Tablo 4-6).

Aminoester gruplarinda maddenin kimyasal yapisi ile ilgili olarak santrifiij
yapilmis ve santrifiijiin alt ve iist kisimlar1 kullanilmustir (Tablo 4-7). Iki grubun
embriyolarinda yariklanma, erken doneme ulagsma, morula ve blastosiste erigsme ile
transgeniklik ve transgenik etkinlik parametreleri agisindan herhangibir istatistiksel fark
olmamasina ragmen (p>0,05), ylizde oranlara bakildiginda Aminoester alt grubunun
transgeniklik agisindan Aminoester iist grubuna kiyasla yiiksek olmasi nedeniyle bu

yontemin en iyi grubu olarak saptanmustir.

Kontrol grubunda elde edilen gelisim sonuglar1 da Tablo 4-8‘de verilmistir.

Sekil 4-6: Triton X-100 grubundan elde edilmis embriyolar
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Tablo 4-9: En iyi transgenik embriyo oramim veren gruplarin karsilastiriimalar:
Grup ady, Gen ngl?tm zﬁgids::;?sl: (f;ll:::l Morula Blastosist Dejenere Fragmente Transgenik Transgenik etkinlik
(no) Miktar1 sayist %) (%)** (Yo)*** (%)** (%)* (%)** (%) (kimeriklik yiizdesi)
26/27 kimerik
43 . 21 2 5 3 28
2 SOng/uL. 36 (76,78)" 20(46,51) (48,83)" (4,65)* (8,92)* 6,97y (65,11)" (91 gi‘;)a
8 50ng/pL 45 30 17 12 1 4 9 20 20/20 kimerik
(66,66)™ (56,66)™ (40)® (3,33)" (8,88)® (30)™ (66,66)™ (100)™®
53 25 28 0 6 5 20 20/20 kimerik
12 33.33ng/uL 78 (67,94)abc (47, 1 6)ab (52,83)ab (O)a (7,69)abc (9,43)ab (37,73)bc (loo)bc
11 0 11 0 14 7 3 3/3 kimerik
13| 3wl | P | Grey 0 (100)* (0 (48.27)" (63,63 @7.27" (100"
26 11 15 0 36 3 11 11/11 kimerik
15 10ng/uL " (35,13)¢ (42,30)% (57,69)° 0y (48,64)% (11,53)? (42,30)°% (100)
61 28 33 0 2 10 25 25/25 kimerik
17 SOng/plL. 85 (71,76)** (45,90)™° (54,09)® 0y (2,35)™° (16,39)® (40,98) (100)*
46 20 26 0 16 12 6 6/6 kimerik
18 2.5ng/ul. 62 (74,19)* (43,47) (56,52)® 0y (25,80)% (26,08)" (13,04)% (100)%
32 18 14 0 12 3 7 7/7 kimerik
20 2.5ng/ul. 45 (71,11)® (56.25)? (43.75)® 0y (26,66)" 9,37)® (21,87)%% (100)°
19 4 15 0 19 4 5 5/5 kimerik
22 0-Sng/ul. 39 (48,71 (21,05) (78,94)® 0y (48,71)% (21,05)® (26,31)°* (100)°
23 0 s 28 17 11 0 19 11 0 0
(Kontrol) ne (50,90)> (60,71)° (39,28)° 0y (34,054)° (39,28)" 0)° 0)°

abc: Ayni kolonda farkl: harflerle isaretlenmis olan degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemlidir (Dunken test; p<0,05)

*Dejenerasyon oranlar1 manipule edilen toplam oosit sayilari esas alinarak hesaplanmustir.

**Bu gelisim evrelerinin % oranlarin hesaplanmasinda yariklanan hiicre sayilari esas alinmstir.
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Calismada kullanilan her yontem i¢in ideal olan gruplar belirlendikten sonra bu
gruplarin kendi aralarindaki karsilastirilmalar: Tablo 4-9°da verilmistir.

ICSI islemi sonrasi embriyolarin yariklanmalar1 agisindan bakildiginda
yariklanma oranlarinin yiiksek bulundugu 2, 8, 12, 17, 18 ve 20. gruplar arasinda fark
goriilmemisken (p>0,05), oranlarin daha diistiik goriildiigii gruplardan 13, 15, 22 ve 23.
gruplarm kendi aralarinda da istatistiksel olarak fark olmadig tespit edilmistir (p>0,05).
Yariklanma agisindan en iyi sonuglar 2. ve 18. gruplarda elde edilmis ve 8, 13, 15, 22
ve 23. gruplara gore oldukca onemli seviyede yiiksek sonuglar vermistir (p<0,05).

Erken donemde gelisimleri duran embriyolar agisindan gruplar ele alindiginda 2,
18 ve 20. gruplarm en 1yi sonucu veren gruplar oldugu goriinmekle beraber 8,12 ve 17.
gruplarla aralarinda istatistiksel a¢idan fark bulunmamistir (p>0,05). Diger taraftan 13,
15 ve 23. gruplarda embriyolarin 6nemli derecede yliksek oranda gelismelerinin erken
donemlerinde bloke oldugu gézlenmistir (p<0,05).

Morula donemine ulagma, ¢alismada transgenin ekpresyonunun tespitinde
onemli bir agsamay1 olusturmakla beraber 2, 8, 12, 13, 17, 18, 20 ve 22. gruplar arasinda
anlamli fark ¢ikmamstir (p>0,05).

Calismadaki tiim deneme gruplar1 ve kontrol grubunda blastosiste gelisim
oranlar1 oldukg¢a diisiik olarak tespit edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel agidan
farklilik goriilmemistir (p>0,05).

Calisma gruplarinin ICSI isleminden sonra dejenere olan embriyo durumu
incelendiginde 2, 8, 12, ve 17. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemesine ragmen (p>0,05) 2. Grup ile 13, 15, 18, 20, 22 ve 23. gruplarla arasinda
onemli fark oldugu (p<0,05) saptanmis ve bu gruplara kiyasla 2. grupta daha diisiik
oranda dejenerasyon gorilmiistiir.

Embriyonal gelisim doneminde istenmeyen bir durum olan fragmentasyon
oranlar1 agisindan gruplar ele alindiginda 8, 13, 18 ve 23. gruplar en yiiksek oranlari
vermis ve bu gruplarin degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel
anlamlilik bulunmamis (p>0,05) diger gruplarla bu oranlar karsilastirildiginda
istatistiksel acidan onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Sogutma grubu olan 8.
grubun fragmentasyon orani Turbofect grubu olan 15. grup ile aralarinda istatistiksel
acidan 6nemli bir fark bulunmustur (p<0,05). Ayn1 zamanda bu grubun degerleri ile 13.

grubun degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) fark goriilmiistiir.
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Caligmanin temel amacin1 meydana getiren transgeniklik ve transgenik etkinlik
acisindan (Sekil 4-7 ve Sekil 4-8) gruplar arasinda bulunan farklar incelendiginde, 2
numarali elektroporasyon grubunun 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 gruplarindan istatistiksel
acidan oOnemli (p<0,05) derecede daha iyi, 8 numarali sogutma grubundan ise
istatistiksel agidan 6nemli olamamasina (p>0,05) ragmen bdliinen embriyolar lizerinden
yiizde oran bakildiginda daha yiiksek bulundugu, transgenik etkinlik agisindan (Sekil 4-
5 ve sekil 4-6) 8. grup hari¢ diger tiim gruplardan anlamli bir fark (p<0,05) ile ¢ok daha

iistiin bulundugu saptanmustir.

Sekil 4-7: 2. grupta elde edilen bir blastosist

e

Sekil 4-8: 2. grupta elde edilen blastosistin eGFP 1s1ma goriintiisii
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Sekil 4-9: Morula asamasina gelmis embriyolar

Sekil 4-10: Morula asamasindaki embriyolarin eGFP 1s1malari
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5. TARTISMA

Biiyiik c¢itlik hayvanlar1 iizerinde biyoteknolojik c¢alismalar yapmak c¢esitli
faktorlere bagli olarak laboratuvar hayvanlarina nazaran daha ¢ok caba
gerektirmektedir. Bu faktorlerin basinda oositlerin elde edildigi temel kaynak olan
mezbahalar gelmektedir. Ulkemizde de ne yazik ki mezbahalarda kesilen kuzularin
cogunlukla prepubertal yasta olmasi Ozellikle embriyo elde etmek icin in vitro
maturasyonun mecburi oldugu calismalarda diinyada oldugu gibi ¢esitli negatif etkilere
neden olmaktadir (99). O’Brien ve ark. (100), koyunlarda yapilan bir caligmada
prepubertal ve eriskin koyunlardan aldiklar1 oositlerin in vitro ve in vivo gelisimlerini
incelemis ve prepubertal oositlerin yetiskin oositlerine gore istatistiksel anlamda 6nemli
olacak sekilde daha diisiik blastosist donemine gelistiklerini saptayarak ve bunu
prepubertal hayvanlardan alinan oositlerin in vitro maturasyona ve fertilizasyona
alimdiginda hormonlara ve diger follikiiler maddelere uygun olmayacak sekilde maruz
kalmalar1 sonucu anormal gelisim gosterebilecek olmalarma baglamistir. Bunu
destekleyici olarak Morton ve ark. (101) tarafindan yapilmis bir g¢alismada ise
istatistiksel fark bulunmaksizin prepubertal ositlerde in vitro fertilizasyon yapildiginda,
boliinme oranlarini daha diisiik oldugu ve blastosiste ulasmada daha ge¢ kaldiklarini

tespit edilmistir.

Calismada ICSI yontemi kullanilarak elde edilen koyun blastosistlerinin sayica
diisiik olmasnar gerek mezbahadan getirilen oositlerin kalitesi (agirhikli olarak
prepubertal veya peripubertal hayvan kesimleri nedeniyle) gerekse laboratuvarda
yasanan aksakliklar neden olmustur. Kullanilan koyun oositlerinin % 67.14’1
yariklanmistir, kontrol grubunda kullanilan oositlerdeki %50.90 yariklanma oraniyla

karsilastirildiginda bu oranin diisiik olmadig tespit edilmistir.

ICSI yontemiyle déllenmis koyun oositlerinin aktivasyonu i¢in kullanilan yontem (ICSI
prosediiriinii takiben aktivasyonlarin uyarilmasi i¢cin 5 pg/mL Ionomisin igerisinde 5
dakika boyunca bekletilen oositlerin %2 0Ostrus koyun serumu igeren BSOF Kkiiltiir
damlalarina aktarilmasi) ile genellikle kullanilan ionomisin + 6-DMAP yontemine gore
boliinme ve gelisim agisindan bir gerilik saptanmamistir. Sigirlarda uygulanan bir

calismada bu iki yontem arasinda ¢ok ciddi bir fark olmadigi bildirilmistir (102). Bu
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yontem klasik koyun in vitro fertilizasyon prosediirlerinin aktivasyon protekollerinin
ICSI ile gen transferi i¢in modifiye edilmis halidir. Ozellikle gruplar icinde en iyi
oldugu tespit edilen gruplarin birbirleriyle karsilastirildiginda embriyo gelisimi ve
blastosiste ulasim agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklhilik saptanmadigi
goriilmiistiir. Sigirlarda spermatozoon ¢apmin insanlara nazaran daha biiyiik olmasmin
kullanilan enjeksiyon pipetlerinin ¢aplarmin da biiyilk olmasma ve oolemmaya daha
fazla hasar verilmesine neden oldugu bildirilmistir. Ayrica sigir oositlerinin
oolemmalarmin elastik olmas1 klasik ICSI prosediirii i¢in zorluk olusturmaktadir (99).
Oositlerin lipit vakuollerinin fazlaligi i¢lerinin goriinlimiinii zorlastirr. Bu zorluk,
oositlerin santrifiij edilmeleri ile giderilse bile bu islemin oositlerin erken aktivasyonuna
sebep olabilecegi bildirilmistir. Spermatozoonlarin immobilizasyonu i¢in kullanilan
PVP’nin gerek spermatozoonlar gerekse embriyo gelisimi lizerine olumsuz etkileri
oldugu bildirilmistir. /n vitro maturasyon sonucu elde edilen oositlerde glutatyon
sentezinin bloke edilmesinin in vitro fertilizasyon sirasinda proniikleer olusumu ve
appozisyonu etkiledigi ve oositlerin kalitesinin ICSI yonteminin basarisinda biiyiik pay1

oldugu bildirilmistir (101).

Spermatozoa araciligi ile transgenik hayvan iiretimi birgok faktore baglhdir.
Genellikle yapilan caligmalarin birbirlerinden farkli sonuglar vermeleri kullanilan
yontemlerdeki cesitli farkliliklardan meydana gelmektedir. Hayvan tiiriinde
spermatozoanin morfolojik yapilarmin farkli olmasi nedeniyle farkli yontemlerle bir¢ok
farkli sonu¢ elde edilmistir. Moisyadi ve ark. (17) tarafindan hamster gibi biiyiik
akrozomlu spermatozoaya sahip tiirlerde ICSI yontemi ile fertilizasyon yapildiginda,
akrozomal enzimler nedeniyle oositin 6liimiine varan sorunlar goriilmesine ragmen, fare
gibi tiirlerde Triton X-100 ve lizolesitin gibi kimyasallar kullanarak yaptiklari
calismalarda boyle bir problemle karsilagiimadigi belirtilmistir. Bu noktada
spermatozoanin ekzojen DNA’y1 igsellestirdigine dair kanitlar 1993 yilinda Francolini
ve ark. tarafindan bildirilmistir (94). SMGT yontemi ile suni tohumlama yapilarak
transgenik hayvan elde etme caligmalar1 ile farkli calisma gruplarinda farkl tiirlerde
farkli sonuglar elde edilmistir; koyunlarda ekzojen DNA ile inkiibe edilmis
spermatozoayla herhangi bir basar1 elde edilemese de domuzlarda %30 ve 36’lik

basarilar bildirilmistir (29,72,103).
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Bacci ve ark.(104) domuzlarda yaptiklar1 ¢alismada DNA ile muamele edilen
spermada 5 dakikalik inkubasyon ile karsilastirildiginda 24 ve 48 saatlik

inkiibasyonlarda motilitenin diistiigiinii gézlemlemislerdir.

ICSI yonteminde normal fertilizasyona kiyasla oositin hiicre i¢cinde meydana
gelen Ca’ dalgalanmalarmin daha ge¢ gerceklestigi bildirilmistir (105). ICSI ydnteminin
500 kb gibi biiyiik transgenlerin dogru ekspresyonu ic¢in kullanilan yegane yontem
oldugu bildirilmistir (17).

ICSI transgenezis yonteminin konsantrasyonlar ve kullanilan teknikler
dogrultusunda (IVF, motil ICSI, canli-immotil ICSI, 6lii immotil ICSI) incelendigi bir
calismada ise esit DNA miktarlarinda en yiiksek transgenik embriyo eldesinin sirayla
IVF, canli-immotil ICSI, 6li-immotil ICSI ve motil ICSI tekniklerinde goriildigi
bildirilmistir (106).  Ayrica IVF tekniginde transgen ekspresyonu gostermeyen
embriyolarin PCR analizlerinde % 79.6 oraninda pozitiflik vermesinden otiirii siiphe
gotliriir bir sonu¢ olusturdugu, zonayr gecemeyip takili kalan spermatozoanin pasif
olarak PCR analizinde DNA’yr DNaz uygulamasindan koruduguna isaret ettigi
bildirilmistir (106).

Calismada ICSI yontemi ile kullanilan spermatozoa motil spermatozoa olup en
1yl oranlar1 elde ettigimiz sogutma grubunda spermatozoanmn dondurup ¢oziindiirme
isleminde aldigi DNA hasar1 kadar hasar almadiklarmin bir gostergesi oldugu

diistiniilmektedir.

Koyunlarda SMGT yonteminde kullanilacak olan plazmid DNA’nin
konsantrasyonunun belirlenmesi biiylik Oonem tasimaktadir. Calismada yapilan 6n
denemeler sonucunda 50 ng/pul. konsantrasyonun kullanilmasina karar verilmistir.
Morerira ve ark.’in (107) farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada gerek oositlerin canliliklarini
stirdiirmeleri gerekse yavrularda transgenin ekspresyonunun goriilmesi agisindan en iyi
oran 15 ng/uL olarak belirlenmis ve biiylik yapidaki gen konstraktlarmin yiiksek
yogunluklarda kullanilmasinin prosediirii olumsuz etkiledigi belirtilmistir. Shadanloo ve
ark.’m (106) kegilerde SMGT f{izerine yaptig1 calismada 200 ng/10° spermatozoanin en
yiiksek transgenik embriyo oranini verdigini bildirmistir. McCarty ve Ward (93)
tarafindan farelerde yapilan bir calismada, 10-20 pg/uL araliinda spermatozoon-
ekzojen DNA inkiibasyonunun denenmis oldugu bildirilmistir. Sunulan tez ¢calismasinda

elektroporasyon grubunda denenen 125 ng/uL. konsantrasyonun yariklanma oranlarmi
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disiirdiigli, blastosist gelisim oranlarmni olumsuz etkiledigi ve istatistiksel anlamda
onemli olarak yiiksek 6l¢iide bir dejenerasyona sebep oldugu bulunmustur. Campos ve
ark. (86) tarafindan sigirlarda nanopolimer kullanilarak yapilmis bir SMGT
calismasinda transfeksiyonda kullanilan ekzojen DNA’nin plazmid ya da lineer
olmasinin spermatozoanin DNA tasimasinda farklilik gostermedigi; ancak linearize
DNA’nin (1 pg) spermatozoanin canlihiginda diisiise neden oldugu  bildirilmistir

Sunulan ¢aligmada ise plazmid DNA kullanimai tercih edilmistir.

Carballada ve Espanda (92) tarafindan farelerde spermatozoaya ekzojen DNA
baglanmasini etkileyen faktorlerin arastirildigi bir calismada, Ca-Mg igeren basit
cozeltilerde %80-95 oranlar1 arasinda baglanmanin gerceklestigi, Ca-Mg icermeyen
PBS’te bu oranlarin biraz diigse dahi yakin sonuclarin alinabilecegi, sonikasyon ile
membranlara zarar verildiginde de bu oranin ayni kaldigi ve elektron mikroskopla
spermatozoa incelendiginde ¢ogunlugunun akrozomdan yoksun oldugunun goriildiglinii
bildirmistir. Bu veriler, sunulan tez c¢alismasinda hem spermatozoanin DNA ile
inkiibasyonunu gerceklestirdigimiz proteinsiz HSOF’un kullanilmasint hem de soguk
soku ve Triton X-100 kullanip plazma membranlarinda olusturulan hasarin akrozoma
hasar vererek ekzojen DNA’y1 akrozom enzimlerinden korumamizi sagladigmi

destekler niteliktedir.

Spermatozoanin plazma membranit SMGT ¢alismalar1 i¢in karsilagilan bir engel
olarak tanimlanmistir (24). Farelerde spermatozoanin plazma membranlarma zarar
vermek agisindan dondurup ¢oziindiirme, Triton X-100 ve NaOH kullanilan Li ve ark.
(76) tarafindan yapilmis bir ¢alismada ayni konsantrasyonlarda DNA kullanildiginda
canli transgenik embriyo eldesi agisindan bakildiginda en yiiksek oranmi dondurulup
¢Oziindiirme yonteminin verdigi diger iki grubun aralarinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 ve ilk gruba gore daha diisilk oranlara sahip olduklar:1 bildirilmistir. Bu
sonuclar sunulan tez calismasmdaki Triton X-100 ve sogutma gruplar1 kiyaslandiginda
ayni dogrultuda sonuglarin elde edildigi goriilmektedir. Garcia-Vazquez ve ark. (108)
tarafindan domuzlarda yapilmis bir ¢alismada, Triton X-100 ile muamele edilen domuz
spermatozoasinda hizli ve yavas dondurma ile muamele gorenlere oranla daha yiiksek
oranda Oli spermatozoa oldugu, blastosiste gelisen embriyolarn ve transgenin
ekspresyonunun goriilme oranlarinin ise diger iki gruba gore daha diisiik oldugu

saglanmis olup bu durum Triton X-100 maddesinin spermatozoon membranina hasar
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vererek yiiksek konsantrasyonlarda DNA baglanmasina ve kimyasalin kendisinin
embriyo gelisimi tiizerine olumsuz etkilerinin olabilecegine baglanmistir. Sunulan
calismada ise bu maddeler plazmid DNA’nin spermatozoanin postakrozomal bdlgesinde
bulunan reseptore baglanabilmesi i¢in plazma membranina hasar verilmesi amaciyla
hem soguk soku hem de Triton X-100 maddeleri ile ¢alisilmis ve soguk soku grubunda
gerek blastosist gerekse transgenik embriyo eldesinde istatistiksel yonden anlamli
olarak daha yiiksek bir basar1 elde edilmistir (Tablo 4-9). Tian ve ark.(75)’mn
domuzlarda sperma hazirliginin ICSI yontemi kullanilarak embriyo gelisimi iizerine
etkilerini arastirdiklar1 bir calismada Triton X-100 kullanimini kriyoprotektan madde
kullanilmaksizin bir kez dondurup ¢oziindiirme ile kiyasladiginda yariklanan embriyo
acisindan daha yiiksek yiizdeye sahip oldugu, ancak blastosist eldesi agisindan

bakildiginda istatistiksel yonden aralarinda anlamli bir fark olmadigi bildirilmistir.

Elektroporasyon denemelerinde kog¢ spermatozoasmnin kullanildigi ¢aligsmalar
temel almarak ilk etapta uygulama teknigi gelistirilmistir. Denemeler sonucunda
elektrik akim siddeti ve spermatozoa konsantrasyonu tespit edildikten sonra olusturulan
0.25 ng/uL, 50 ng/uL ve 125 ng/uL DNA konsantrasyonlarinda deneme gruplari
olusturulmustur. Blastosiste ulasma, elde edilen transgenik embriyo orani ve
embriyolardaki transgenik etkinlik agisindan bakildiginda 50 ng/uL grubunun en
yiiksek sonucu verdigi belirlenmistir (p<0,05).

Ozellikle hiicre hatlarmin transfeksiyonunda kullanilan elektroporasyon ydntemi
ile SMGT birgok tiirde denenmis, belli bir diizeyde basar1 elde edilmistir (68,103,104).
Sun (109) tarafindan kecilerde uygulanmig bir SMGT-elektroporasyon ¢alismasinda 0,
300, 600, 900 ve 1200 V, 1.25 psn, 2 pg/ml plazmid DNA ve 0.4 mL sperm+DNA
karisimi ile 4 mm aralikli elektroda sahip elektroporasyon kiivetlerinde elektroporasyon
yapildiginda spermatozoanin ekzojen DNA baglamalarinda sirayla %33, 65, 91, 90 ve
100 oranlar1 bulunmasina ragmen bu voltajlarda elde edilen motilite degerleri sirayla
%52, 53, 25, 13 ve 0 bulunmus ve 1200 V grubundaki embriyolarin biyopsisi ile FISH
analizinde bu gruptaki embriyolarda %25°lik pozitif deger ¢ikmis oldugu bildirilmistir.
Bunu destekler nitelikte Simoes ve ark. (110) sigirlarda elektroporasyon yontemini
kullanarak yaptiklar1 bir SMGT ¢alismasinda kullanilan voltajin artmasmin blastosist
oranlarmi diisiirdiigli bildiilrmistir. Sunulan tez ¢calismasinda kog¢ spermatozoasinda 600,

900 ve 1200 V’luk voltaj degerleri denendiginde spermatozoanin ICSI i¢in kullanilamaz
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halde olduklar1 goriilmiistiir. Bu yilizden sperma iizerinde gerceklestirilen uygun akim
siddeti 6n denemelerinde 250, 300, 400, 600 V akim siddetleri kullanilmis ve elde
ettigimiz sonuglara dayanarak belirlenen 250 V 1 ms degerlerinde elektroporasyon
uygulamasinin en iyi motilite degeri vermesi nedeniyle transgenik ¢alismalarda bu akim

siddeti kullanilmistir.

Horan ve ark.’nin (81) domuz spermatozoasinda yaptiklar1 bir ¢alismada, motil
spermatozoanin  %75’inin post-akrozomal kisminda ekzojen DNA’y1 tasidiklari
bildirilmistir. Gagne ve ark. (111) tarafindan boga spermatozoasmin elektroporasyon
yontemi ile transfekte edilmesini arastirdiklari ¢alismada (dondurulmus spermatozoon
kullanildigindan  saglikli bir kiyaslama olarak kabul edilmese de) gerek
elektroporasyonun TALP medyumunda yapilmasi (mannitol medyumu ve mannitol
iceren  TALP medyumunda spermatozoanin oldiigii belirtilmistir) gerekse IVF
yapildiginda fertilizasyon oranlarmm %355 olmasi agisindan bu yontemin etkin
oldugunu bildirmisglerdir. Sunulan c¢alismada da 3 mg/ml BSA Fraksiyon V ilave
edilmis Ca-Mg Free PBS elektroporasyon icin tercih edilmistir. Calismada 50 ng/uL
elektroporasyon grubunda ICSI sonrasi yariklanan oosit yiizdesinin %76.78 olmas1 ve
blastosist oraninin en yiiksek bu grupta elde edilmis olmasi Gagne ve ark.’nin (111)

calismalarinda elde ettikleri bulgular1 destekler niteliktedir.

Garcia-Vazquez ve ark.(108) tarafindan yapilmis olan domuz spermatozoasinin
ekzojen gen tasimasi ile ilgili bir ¢alismada, hizli sogutmada kademeli sogutmaya
oranla O6lii spermatozoa oranmi artrmig olmasina ragmen, DNA’nin spermatozoaya
baglanma oraninimn istatistiksel olarak anlamli olacak bir sekilde arttig1 ve yariklanma
oranlarmin benzerlik gostermesine ragmen kademeli sogutmanin blastosist gelisim
oranmni yukselttigi, hizli sogutmanin ise transgenin ekspresyonunu neredeyse iki kat
daha yiikselttigi bildirilmistir. Sunulan g¢alismada ise kog¢ spermatozoasinin plazma
membranlarina ciddi derecede hasar veren bir yontem ile sogutulan spermatozoa
kullanilmis ve gerek blastosist gelisimi gerekse transgeniklik acisindan diger gruplarla
karsilastirildiginda (elektroporasyon grubu hari¢) anlamli derecede yliksek ylizdeler
elde edildigi goriilmiistiir. Pereyra-Bonnet ve ark. (72) tarafindan koyunlarda yapilmis
olan SMGT c¢alismasinda oldugu gibi bir¢ok calismada, dondurulup ¢oziindiiriilmiis

spermatozoa kullanilmis ve ¢alismalarinda 0.5 pg/10° spermatozoa konsantrasyonunda

59



kullanilan plazmid DNA ile inkiibasyon sonucunda yapilan ICSI islemi ile elde edilen

blastosistlerden %91.6’sinda transgenik etkinlik saptandig: bildirilmistir.

Yin ve ark. (112) tarafindan rodentlerde polikatyonik lipozomlarla yapilmis bir
SMGT calismasinda elde edilmis olan transgenik yavru eldesinin diisiikligi (9%0.5-4)
spermatozoanin hazirligi sirasinda yasanmis olabilecek problemlere ve seminal sividan
kalint1 kalmasiyla inhibitér faktorlerin etkisine baglanmistir. Lai ve ark. (82)
domuzlarda lipofectin kullanarak yaptiklar1 bir SMGT c¢alismasinda, IVF ve ICSI
yontemlerini kullanarak %30 oraninda transgeni eksprese eden embriyo elde eldildigi
bildirilmistir. Calismamizda kullanilan Lipofectaminin doért farkli DNA
konsantrasyonu kullanilan gruplardan 10 pg (33,33ng/ul) grubu transgenik etkinlik
acisindan en yiiksek grup olmasina ragmen, gerek embriyolarin dejenerasyonu gerekse
fragmentasyon acgisindan diger gruplardan ytliksek oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Bu
durumun yiiksek miktarda DNA tasimada kullanilan Lipofectamin miktarinin da
artmasindan kaynaklandigi ve bunun koyun embriyolarinin gelisiminde negatif etki
yapmasiin bir gostergesi oldugu fikri ortaya ¢ikmistir. Diger tasit maddeler arasinda
incelendiginde lipofectamin grubunun transgeniklik ytlizdesi agisindan 10 pg (10 ng/uL)
Turbofect grubundan sonra ikinci en yliksek yiizdeyi vermesine karsmn (p>0.05),
dejenerasyon acisindan 6 kat daha daha diisilk oldugu, bu yiizden embriyo gelisimi

acisindan daha az negatif etkisi oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Sigirlarda yapilmis bir calismada hem lipozomlarla yeni bir transfeksiyon ajani
olan FuGen6 kullanilarak karsilastirilmis ve her iki maddenin de spermatozoaya DNA
baglanmasini sirayla 15-27 ile 50-120 kat artirdig1 bildirilmis, lipozomlarmn kullanildig:
durumda yiiksek konsantrasyondaki plazmidlerin miseller i¢inde hapsedilmelerinin
baglanan plazmid sayismi diisiirdiigli ve FuGen6 ile yapilan SMGT’ nin transgenik
embriyo iretiminde daha etkin bulundugu iddia edilmistir (113). Calismamizda
kullandigimiz Turbofect (10 ng/uL) grubu diger tasit madde gruplar1 ile
kiyaslandiginda en yiiksek transgenik embriyo yiizdesini vermis olsa da dejenerasyon
acisindan Aminoester alt grubu ile beraber en yliksek orana sahip oldugundan embriyo
gelisimi iizerine negatif etkide bulundugu olarak yorumlanabilir.

Campos ve ark. (83) tarafindan sigirlarda nanopolimer kullanilarak yapilmis bir
SMGT calismasinda lipofectamin, NanoFect ve Halloysite Nanotiipleri kullanilmis ve

lipofektamin diger iki gruba gore hem transgenin ekspresyonu hem de embriyo gelisimi
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acisindan daha zayif kalmistir. Calismamizda kullanilan Lipofektamin grubu
nanopartikiil tasiyict gruplar ile karsilastirildiginda transgenik etkinlik ve embriyo
gelisimi  agisindan daha {istiin, sadece yariklanma agisindan Mg ve Ca LDH
gruplarindan daha diisiik oldugu saptanmistir.

At spermatozoasinin Lipofectamin'™ 2000 ile transfekte edildigi Ball ve ark.’nin
(114) c¢aligmasinda lipofectamin kullanimmin spermatozoaya ekzojen DNA
baglanmasini arttirdigi bildirilmistir.

Shemesh ve ark. (71) sigirlarda yaptiklar1 bir calismada REMI kullanilarak ST
yontemi ile transgenik yavrular elde edildigi (%66.66), ayn1 yontemin tavuklarda
kullanildiginda % 83’lik transgeniklik yiizdesi elde edildigini ve hem IVF hem de ST
yontemlerinin bu teknik ile kullamildiklarinda ile etkin yOntemler olduklar:
bildirilmistir.

Transgenik basarinin Gordon (15) tarafindan bir DNA molekiiliiniin oositin
sitoplazmasma girdikten sonra aktarilan genin konak¢i DNA’ya giris Oncesi veya

sonrasinda bu gen konstraktinin fragmente olup olmamasina baglandig: bildirilmistir.

SMGT yonteminin bagarili bulundugu kadar Eghbalsaied ve ark.(115) tarafindan
SMGT’yi IVF teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismasinda oldugu gibi yetersiz

buludugu caligmalar da mevcuttur .

Yapilan calismada tiim gruplarin sonuglar1 ele alindiginda; ICSI isleminden
sonra dejenere olan embriyo oranlar1 agisindan 2, 8, 12, ve 17. gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemesine ragmen (p>0,05,) 2. grubun 6nemli
derecede 13, 15, 18, 20, 22 ve 23. gruplarla arasinda 6nemli fark oldugu (p<0,05), ve
bu gruplara kiyasla 2. grupta daha diisiik oranda dejenerasyon goriilmesi dikkat c¢ekici
bulunmustur. Yiiksek dejenerasyonun diger gruplarla kiyaslandiginda anlaml fark ifade
ettigi (p<0,05) 13, 15, 22 ve 23. gruplarda Onceki gelisim evrelerindeki verilere
bakildiginda bu durumun beklenen bir durum oldugu anlagilmaktadir.

Yariklanma oranlar1 agisindan elektroporasyon grubu olan 2. grup ile Mg ve Ca
LDH gruplarinin (swrayla 18 ve 20) Turbofect grubuna kiyasla hem istatistiksel hem de
oransal acidan en yiiksek degerleri saglamis olmalar1 (p<0,05), bu yontemlerin
yariklanma iizerine herhangi bir olumsuz etkisi olmadigin1 diisiindiiriirken kontrol
grubunda (23.grup) diisiik yariklanma oranlari, kullanilan spermatozoanin ve oositlerin
kalitesi ile ilgili sikintilarin yasanabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle Turbofect
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grubunun Lipofectamin ile Mg-LDH ve Ca-LDH gruplari ile kiyaslandiginda oldukca
dikkat cekici diizeyde diisiik yariklanma gostermesi (p>0,05), Turbofect’in embriyo
yariklanma {izerine olan etkisinin olumsuzluguna dikkat ¢ekmistir.

Embriyolarda gozlemlenen fragmentasyon olaymin aktarilan gen miktar1 ve gen
tasit maddesine baglamak miimkiin gibi goziikse de, bulgular 15181inda sadece 2. grupla
aralarinda anlamli fark tespit edilen 17 ve 23. gruplarin digerleri ile aralarindaki farkin
onemsiz olmasi, diger bulgularla uyumlu olarak, daha fazla DNA tasitabilmek i¢in
yiiksek miktarda Turbofect konsantrasyonunun kullanildig1 gruptaki gelisimde yasanan
aksakliklarin kontrol grubunda da benzer olmasi bu durumun rastlantisal oldugunu teyit
etmektedir. Fragmentasyonlar hangi asamadan sonra gergeklesirse gergeklessin
istenmeyen bir durum oldugundan, yiiksek fragmentasyon degerlerini veren gruplar
olan 8, 13, 18 ve 23. gruplar bu asamada ¢aligmamizda siipheyle yaklastigimiz gruplar
olmustur. Sogutma grubu olan 8. grubun bu Turbofect grubu olan 15. gruptan
istatistiksel agidan onemli (p<0,05) bir sekilde yliksek fragmentasyon degeri vermesi
sasirtict gorlinse de diger Turbofect grubu olan 13. grupla da arasinda istatistiksel
acidan 6nemli (p<0,05) fark goriilmesi bu sonuglarin yonteme bagli olmayabilecegi
diisiincesine yoneltmektedir.

Blastosist evresine ulasimda gruplar arasinda farklilik goriilmemesinin (p>0,05)
kullanilan yontemlere bagli olmadigi ve oosit kalitelerinin ya da laboratvuar kokenli
sorunlardan ileri geldigi diistiniilmektedir.

Caligmanin temel amacint meydana getiren transgeniklik ve transgenik etkinlik
acisindan gruplar arasinda bulunan farklar incelendiginde, 2 numarali elektroporasyon
grubunun 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 numarali gruplardan istatistiksel agidan 6nemli
(p<0,05) derecede daha iyi, 8 numarali sogutma grubundan ise istatistiksel agidan
onemli olamamasina (p>0,05) ragmen ylizde oran bakimindan daha yiliksek bulundugu
transgenik etkinlik acisindan 8. grup hari¢ diger tiim gruplardan anlamli bir fark
(p<0,05) ile ¢ok daha iistiin bulundugu saptanmistir. Caligmada tamamen transgenik
elde edilen tek blastosistin bu grupta elde edilmesi bu verileri destekler niteliktedir.

Sonug olarak; calismada tiim kullanilan yontemler i¢inde koyunlarda SMGT
yontemi ile yapilacak transgenik embriyo iiretimi ¢alismalarinda ko¢ spermatozoasmin
25 ng/uL konsantrasyonda pDNA (eGFP) iceren Ca- Mg- Free PBS ortaminda 1 ms
stire 1le 250 V akim verilerek transfekte edilmeleri ve bu spermatozoanm ICSI yontemi

ile kullanilarak ytiksek oranlarda transgenik embriyo iiretilebilecegi savunulabilir.
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