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ÖZET 

Öztürk Bakırer G.  (2013). Transgenik Embriyo Üretimi için Koç Spermatozoonlarının 

Farklı Tekniklerle Transfekte Edilmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, 

Dölerme ve Suni Tohumlama ABD. Doktora Tezi. İstanbul.  

 Transgenik çiftlik hayvanlarının üretim amaçları kısaca genetik kodların 

yorumlanması, fizyolojik sistemlerin genetik kontrol çalışmaları, insan hastalık 

modellerinin oluşturulması, ksenotransplantasyon çalışmaları, hayvanlardan 

rekombinant proteinlerin eldesi, hayvan üretim özelliklerinin iyileştirilmesi, yeni 

hayvansal ürünlerin eldesi ve hastalıklara karşı dirençli hayvanların üretilmesi olarak 

sayılmaktadır. 

Çalışmanın amacı, koyunlarda spermatozoa aracılığı ile transgenik hayvan 

üretimi için tercih edilen yöntemlerden en uygununu belirlemek ve bu yöntemle 

transgenik embriyo elde etmektir.  Bu amaçla çalışmada elektroporasyon, soğutma, 

Triton X-100 ile membran hasarı, LipofectaminTM kullanımı ve bu yöntemlerin dışında 

koç spermatozoası ile transgenik hayvan üretiminde kullanımına literatür taramalarında 

rastlanılmamış olan bazı maddeler transfeksiyon amacıyla kullanılmış ve belirli bir 

ölçüde transfeksiyon sağlanmıştır. Turbofect™, LDH ve Poli-β-aminoesterler gibi taşıt 

maddeler ile yapılan ön denemelere göre bazı modifikasyonlar yapılıp DNA yüklenmiş 

spermatozoa kullanılarak ICSI yöntemi ile oositlerin fertilizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Embriyolardaki transgenik kontroller, marker gen olan GFP geni kullanılmasından 

dolayı floresan ataçmanlı invert mikroskopta yeşil ışıma gösterme durumlarına göre 

gerçekleştirilmiştir.  

Çalışmada elde edilen embriyoların transgeniklik ve transgenik etkinlik 

açısından gruplar arasında bulunan farklar incelendiğinde 2 numaralı elektroporasyon 

grubunun diğer gruplardan istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) derecede daha iyi, 8 

numaralı soğutma grubundan ise istatistiksel açıdan önemli olamamasına (p>0,05) 

rağmen bölünen embriyolar üzerinden yüzde orana bakıldığında daha yüksek 

bulunduğu, transgenik etkinlik açısından 8. grup hariç diğer  gruplardan anlamlı bir fark 

(p<0,05) ile çok daha üstün bulunmuştur.    

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

Öztürk Bakırer 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-β-

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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Biyoteknolojik gelişimlerin yaşandığı günümüzde hayvancılık alanında yaşanan 

büyük değişimler, gerek bilimsel gerekse hayvan yetiştiriciliği açısından birçok yeniliği 

kullanılır hale getirmektedir (1,2,3,4). Transgenik hayvanlar genomlarında başka tür 

canlıların genlerini taşıyan hayvanlardır ve ilaç üretimi, ksenotransplantasyon, hastalık 

modeli hayvanlaırn elde edilmesi gibi amaçlarla üretilmektedir (2,5).  

Transgenik hayvan üretiminde birçok farklı yöntem kullanılmaktadır (5). 

Somatik hücre transferi, pronükleer gen enjeksiyonu, spermatozoa aracılığı ile (SMGT), 

lentivirusler aracılığı ile , oositlere gen enjeksiyonu ile gibi bir çok yöntemler 

mevcuttur. Bu yöntemlerin her birinin negatif ya da pozitif özellikleri mevcut olmakla 

birlikte spermatozoa aracılığı ile transgenik hayvan üretimi gerek diğerlerine nazaran 

daha az ekipman gerektirmesi, gerek daha ulaşılabilir teknikler içermesi nedeniyle bu 

çalışmada kullanım tercihi olmuştur. SMGT yöntemi daha çok kimerik hayvanların 

oluşmasına neden olmakla beraber diğer yöntemlere göre bu yöntemin uygulama 

kolaylığı ve oositlerin daha az manipule edilmesi gibi avantajları  bulunduğundan tercih 

edilmiştir. 

Bu çalışmanın amacı, koyunlarda spermatozoa aracılığı ile transgenik hayvan 

üretimi için tercih edilen yöntemlerden en uygununu belirlemek ve bu yöntemle 

transgenik embriyo elde etmektir. 

Spermatozoa aracılığı ile gen transferi yöntemi bir çok teknikle 

yapılabilmektedir. Spermatozoa-DNA inkübasyonu, elektroporasyon, spermatozoa 

plazma membranına soğuk (fiziksel) ve ya Triton-X (kimyasal) gibi maddelerle hasar 

verilmesi, liposome gibi ajanlar aracılığı ile spermatozoaya ekzojen DNA tutturulması 

gibi birçok SMGT tekniği bulunmaktadır (6,7). 

Farklı yöntemlerin SMGT’nin üzerine etkileri birçok farklı çalışma ile 

gösterilmiş olup, çalışmada bu yöntemlerin dışında daha önce yapılan literatür 

taramalarında koç spermatozoası ile transgenik hayvan üretiminde kullanımına 

rastlanılmamış olan bazı maddelerle transfeksiyon denenmiş ve belirli bir ölçüde 

transfeksiyon sağlanmıştır. Turbofect™, LDH ve Poli-β-aminoesterler gibi taşıt 

maddelere DNA yüklemesi yapılıp bu maddelerin kullanım şekillerinde bazı 
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modifikasyonlara gidilerek spermatozoayla biraraya getirilmiş ve yine daha önce 

yapılan ön denemelere göre bazı modifikasyonlar yapılıp DNA yüklenmiş spermatozoa 

kullanılarak ICSI yöntemi ile oositlerin fertilizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Embriyolardaki transgenik kontroller, marker gen olan GFP geni kullanılmasından 

dolayı floresan ataçmanlı invert mikroskopta yeşil ışıma gösterme durumlarına göre 

gerçekleştirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

Transgenik organizmalar genomlarında kalıcı şekilde entegre olmuş yabancı bir 

DNA parçası taşıyan ve bu sayede istenilen rekombinant proteinlerin üretiminde 

güvenli ve ekonomik bir araç olabilen canlılardır. Bu yabancı DNA spesifik bir protein 

bölge, istenilen proteini kodlayan bir gen, izolatörler ile gen expresyonunu artırıcı diğer 

elemanları içermelidir.  Transgen tarafından kodlanan bu protein istenilen genin diğer 

kontrol elemanlarıyla rekombine olması yüzünden rekombinant protein olarak 

bilinmektedir (1). Bu şekilde yapılan bir genetik değişiklik genomik entegrasyon için 

bilinen bir lokus, tanımlanmış bir yabancı DNA, transgen ekspresyonunun komşu 

kromozomal dizilerce etkilenmemesi, endojen genlerin mutasyona uğramaması ve 

istenmeyen gen dizilimlerinin olmaması gibi koşulları gerektirmektedir (5). 

2.1. Transgenik Hayvan Üretiminin Kısa Tarihçesi 

İlk transgenik hayvan 1976 yılında Jaenisch (transjeanisch fare) tarafından fare 

blastosistlerinin murin leukemia retrovirüsüyle inkübe edilmesi sonucu proviruslerin 

germ hücresi öncüllerine entegre olarak mozaik hayvan oluşturması ile üretilmiştir. Bu 

çalışmayı takiben 1981 yılında Gordon ve arkadaşları fare zigotlarının erkek 

pronükleuslarına saflaştırılmış DNA mikroenjeksiyonu ile ilk transgenik fareyi 

üretmiştir (8,9). 1985 yılında Hammer ve ark. tarafından yapılmış bir çalışmada 

pronükleer mikroenjeksiyon yolu ile tavşan, koyun ve domuzlarda transgenik hayvan 

üretimi denenmiş, ancak çalışılan türlerden sadece tavşan ve domuzlarda uygulanan 

genin ekspresyonu sağlanmıştır (10), 1997 yılında somatik hücre nükleer transfer 

yöntemi ile Schnieke ve ark. tarafından transgenik koyun üretimi yapılmıştır (11). 

Spermatozoa tarafından dışarıdan verilen bir DNA parçasının oosite taşınabileceğine 

dair ilk çalışma 1971 yılında Brackett ve ark. tarafından sunulmuştur (Kaynak:12). 

Lavitrano ve ark. tarafından 1989 yılında fare spermatozoasının, fertilizasyon sırasında 

yumurta hücrelerine genleri transfer edebildiklerini bildirmiştir (Kaynak:9). Ülkemizde 

transgenik memeli hayvan üretimi konusundaki ilk çalışmalar fareler üzerinde yapılmış 

olup gerek diğer memeliler gerekse balıklar üzerinde yapılmış çalışmalar bulunmaktadır 

(13,14). 
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2.2. Transgenik Hayvan Üretiminin Amaçları 

Genetik ‘çiftçilik’olarak da nitelendirilen transgenik hayvan üretiminin temelde 

rekombinant  peptit üretimini kapsayan farmakoloji ve hayvan yetiştiriciği olmak üzere 

iki sektör üzerine hedeflenmiş amaçları bulunmaktadır. Örnek vermek gerekirse; 

genetik kodların yorumlanması, fizyolojik sistemlerin genetik kontrol çalışmaları, insan 

hastalık modellerinin oluşturulması, ksenotransplantasyon çalışmaları, hayvanlardan 

rekombinant proteinlerin eldesi gibi ilaç  sektörüne hitap eden ve  yün kalitesi, vücut 

gelişimi, süt bileşenleri gibi hayvan üretim özelliklerinin iyileştirilmesi, yeni hayvansal 

ürünlerin eldesi, hastalıklara karşı dirençli hayvanların üretilmesi gibi hayvan yetiştirme 

sektörüne hitap eden amaçlar sayılabilir (8,12,15). Bazı yayınlarda ise genetiği modifiye 

edilmiş hayvan uygulama alanları, insan için doku kaynağı yaratmak gibi özgün 

uygulamalar (ksenotransplantasyon), ilaç gelişiminin etkinliğini artırıcı yönde farmako-

dost hayvanlar ve diğer yöntemlerle üretilerek var olan farmosötik ürünlerle yarışan 

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

Günümüzde transgenik hayvanların kullanım alanları açısından bakıldığında 

yeşil ve kırmızı biyoteknolojik amaçlara ayrıldığı, bunların sırayla gıda olarak ve 

farmasötik olarak yapılan genetiği değiştirilmiş canlılar olduğu bildirilmektedir. 

Avrupa’da  European Medicines Agency (EMEA) tarafından 2006 yılında,  Amerikan 

Food and Drug Administration (FDA) tarafından ise 2009 yılında onaylanan ATryn 

(keçi sütünden elde edilen insan Antitrombin III faktörü) piyasaya transgenik hayvan 

ürünü olarak girmiştir. Transgenik hayvan uygulamalarının çoğu farmasötik projeler 

olurken, dikkat çekici projelerin gıda amaçlı projeler olması; ancak bunların sayılarının 

fazla olmaması bu alanda hızlı gelişmeler olmadığını gösterirken, hızlı büyüyen somon 

(AquaSalmon) ile düşük azot üreten domuz (EnviroPig) onaylanma aşamalarını 

geçebilmektedir (19,20). 
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2.3. Memeli Hayvanların Kullanım Nedenleri 

Transgenik hayvanların sütlerinden rekombinant proteinlerin elde edilmesine 

olan ticari ilginin yüksek olduğu ve bunun temelinde farmasötik proteinlerin hücre 

kültürü ve bakteri/maya kültürleri gibi diğer protein üretim metodlarında üretim 

maliyetlerinin yüksek olması ile insan donör materyallerinin kullanıldığı tekniklerin 

sağlık açısından risk taşımaları gibi faktörler yatmakta olduğu bildirilmiştir (1,15). 

Bakterilerden elde edilen proteinlerde, özellikle de kompleks yapıda olan proteinlerde 

glikozilasyon, fosforilasyon ve karboksilasyon gibi posttranslasyon olaylarının tam 

gerçekleştirilememesi ya da nonfonksiyonel olması, mayalardan elde edilen bu 

proteinlerin de yine glikozilasyonlarının yapılamayıp insan proteinlerinde olmayan 

şekerlerin eklenmesi ve son olarak bitkilerden elde edilen rekombinat proteinlerin 

terminal siasilik asit kısımlarını içermemesi, karbonhidrat bağlanma şekillerinin 

insanlara göre farklı olması ve ölümcül immun yanıt oluşturabilecek ksilozun 

eklenmesi, hücre kültürlerinden protein elde edilmesinin pahalı olması bu proteinlerin 

memeli hayvanlardan elde edilmesini gerektiren nedenler olarak sıralanabilmektedir 

(1,17). Üretilen proteinlerin tüketiminde memeli canlılar üzerinde herhangi bir zarar 

olmadığı, aksine yavru domuzları olumlu yönde etkilediğine dair bir  çalışma 

bildirilmiştir (21). 

Protein eldesi aracı olarak süt dışında kan, yumurta beyazı, üre, ipek bezleri gibi 

farklı sistemlerin kullanıldığı da görülmektedir. Bu açıdan bakıldığında tavşanların bu 

konudaki avantajları kolay yavru üretimi, göreceli yüksek süt verimi, prion hastalıklara 

karşı hipersensitivite olarak sıralanabilirken, domuzlar süt verimi açısından tavşana göre 

daha avantajlı, ruminantlar ise süt üretimi için en uygun tür olmakla beraber uzun 

üretime geçme süreleri ve prion hastalıklara karşı duyarlı olmaları bakımından 

dezavantajlı bulunmakla beraber, sütün protein değerlerinin yükseltilmesi ve sütten elde 

edilebilecek biyomateryaller ile insan hastalıklarının tedavisinde kullanılabilecek 

proteinlerin elde edilebilmesi ruminantları bu açıdan önemli kılmaktadır (1,3,17,22). 

Örneğin sütten 1 mg/mL ya da daha az protein üretilmesi ekonomik olarak kabul 

edilebilir, daha yüksek konsantrasyonlarda üretildiği takdirde proteinlerin tam olarak 

glikozile edilemediği bildirilmiştir (3). ATryn örneğinde olduğu gibi meme bezlerinin 

ekstra proteinleri tam olarak glikozile edememesinin kanıtı olarak elde edilen proteinin 

siasilik asit oranının düşük olduğu gösterilmiştir ( 3). Tek bir  keçiden  elde edilen insan 



 

6 

 

antitrombin III rekombinant proteininin miktarının yılda 90.000 insan kan örneğinden 

elde edilecek etkene eşdeğer olduğu ve bunun büyük hayvanların kullanımı için tercih 

sebebi olduğu bildirilmiştir (3,20). Serumdan saflaştırılarak elde edilebilecek poliklonal 

antikorların üretimi için kan sisteminin kullanılmasında örnek gösterilebilmektedir (16).  

İnsan hastalık modeli çalışmaları için daha çok fare ve ratların kullanılmakta 

olduğu belirtilse de bu hayvanların bazı hastalıklar için model oluşturmada yetersiz 

kaldıkları bildirilmiştir (23). Bu açıdan büyük çiftlik hayvanlarının kullanımı özellikle 

de domuzların insan hastalık modelleri üzerinde başarılı örnekler oluşturmaları üzerinde 

durulan birçok çalışma bildirilmiştir (24, 25).  Bunun dışında Zebra balıklarında yapılan 

çeşitli çalışmalar bu hayvanlarda hastalık modeli oluşturulabileceğini göstermektedir 

(26). 

Organ transplantasyonu açısından bakıldığında günümüzde organ ihtiyacını 

karşılamak için kullanılan bağış, kadavradan organ alımı ve doku kültürlerinde üretim 

gibi seçeneklerin batı dünyasının organ ihtiyacını karşılamada yetersiz kalmakta olduğu, 

transgenik hayvan üretiminin bu açıdan önem kazandığı bildirilmiştir (16). Özellikle 

boyut bakımından ve anatomik olarak uygun olmaları nedeniyle domuzlardan organ 

transferinin gündeme gelmesine neden olmuştur (15, 16, 24). Organ transferinde 

karşılaşılan immunolojik engellerin aşılması, verici hayvandan alıcı insana çeşitli 

patojenlerin geçmesinin engellenmesi ve verilen organların anatomik ve fizyolojik 

alarak insana uyumlu olması gibi sorunların aşılması gerektiği bildirilmiştir (16, 17, 23,  

27, 28, 29).  

Tarımsal üretim açısından incelendiğinde hayvanların karkas yapıları, süt 

verimleri, yün üretimleri, çevreye dost olmaları ve hastalıklara dirençleri üzerinde 

değişiklikler yapılması gibi temel başlıklar altında toplanmıştır (4). Domuzlarda çevreye 

yaydıkları toplam fosfor çıkışı %75’e kadar azaltılmış (30, 31), kaslarında bulunan 

doymamış yağ oranları doymuşlara göre daha fazla olan domuzların (32) ve doku ve 

sütünden omega 3 yağ asitlerini yüksek miktarda içeren inek üretimi (33) bu konuda 

yapılmış çalışmalara örnek teşkil etmektedir. Tarımsal amaçlı transgenik hayvan üretimi 

çeşitli çalışmacılar tarafından Moleküler ya da Farmasötik Çiftçilik olarak 

adlandırılmaktadır (8, 17). 

Evcil hayvanlarda yapılan transgenik üretim çalışmaları daha çok balıklarda 

yeşil ya da kırmızı floresan proteininin ekspresyonu amaçlanarak başlanmış olup 
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özellikle evcil kedi ve köpeklerde hipoallerjenik yapıma yönelik çalışmalar amaçlanarak 

sürmektedir (6, 15). 

Transgenik fare üretimi gen fonksiyonlarının incelenmesi için yoğun olarak 

kullanılan bir aracı haline gelmesine rağmen özellikle bazı insan patojenlerinin farelerde 

iyi modellenememesi gibi nedenler transgenik evcil çiftlik hayvanlarının üretiminin 

gündeme gelmesine sebep olmuştur (1, 5). Bu sebeple öncelikle farelerde yapılan 

çalışmalar (34) daha sonra domuz, koyun gibi çiftlik hayvanlarında uygulanmaya 

başlanmıştır (30).  Domuz ve koyun gibi çiftlik hayvanlarının fizyolojik, biyolojik ve 

patolojik özellikleri, yaşam süreleri ve genom organizasyonlarının farelere oranla insana 

daha fazla benzemekte olduğu bildirilmiştir (5, 27). Sığırlar, domuzlar ve koyunlarda 

hastalık modeli üretimi açısından çeşitli transgenik hayvan üretimi çalışmaları 

yapılmıştır (35, 36, 37, 38).  

2.4. Genetiği Değiştirilmiş Canlılar Hakkındaki Güncel Etik Tartışmalar 

Transgenik hayvan üretimi ve üretilme amaçlarına uygun olarak kullanımı 

ülkeden ülkeye farklılık gösteren kurumlarca denetlenmektedir. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde FDA bu görevi üstlenirken, Avrupa Birliği’nde EMEA üstlenmiştir. 

Ayrıca özellikle transgenik fare ve ratlarda çalışma yapan kuruluşların Transgenic 

Society gibi topluluklar kurması hem bilgi paylaşımı hem de standardizasyon açısından 

önem taşımaktadır. Transgenik canlıları sadece hayvanlar olarak  değil bitkilerden tek 

hücreli canlılara kadar geniş bir yelpazede  değerlendirmek gerekir. Özellikle transgenik 

bitkilerde yaşanmış ve yaşanabilir riskler her ne kadar hayvanlar için geçerli olmasa da 

dikkat çekilen bazı noktalar göz ardı edilmemelidir. Transgenik bitkilere göre 

hayvanlarla transgenik çalışmalar yapmak için uzun üreme süreleri, karmaşık 

biyolojilerinin olması dezavantaj olarak öne çıkarken, özellikle et sektöründe 

hastalıklara dirençli hayvanlara talep artması bu konudaki çalışmalara destek 

sağlamaktadır. Ancak, toplumda genetiği değiştirilmiş hayvanlara sıcak bakılmaması 

sektörün bu konudaki yönelimini etkilemektedir (18). Çevreye yayılım bakımından  

transgenik hayvanlar bitkiler kadar ciddi bir tehdit oluşturmamalarına rağmen hayvan 

refahı ve hayvan hakları savunucuları açısından bakılınca daha az kabul edilebilir 

haldedirler (18). 
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2.5. Çalışma İçin Uygun DNA Seçimi 

Transgenik canlıların üretiminde hangi yöntem kullanılırsa kullanılsın ekzojen 

verilecek DNA’nın yapısı büyük önem taşımaktadır. Yabancı DNA içeriğinde spesifik 

bir promotor bölge, istenilen proteini kodlayan bir gen, izolatörler ve gen 

ekspresyonunu artırıcı elemanlar olması gerektiği, özellikle promotor bölgenin gelişim 

döneminde takip edilebilirliğinin, dokulardaki dağılımının ve gerekiyorsa uyarılabilir 

bir promotor seçilmesinin önemli olduğu bildirilmiştir (1,8). 

Kullanılan ekzojen DNA’nın lineer ve plazmid formları bulunabilmektedir. Bu 

yapılardan hangisinin gen transferinde kullanılacağına karar verilmesi gerekmektedir. 

Kimi çalışmalar lineer formun çok daha etkili olduğunu idda etse de plazmid formun da 

en az o kadar etkili olduğunu belirtmektedir (39). Yine sığırlarda yapılan bir çalışmada 

plazmid ve lineer olarak kullanılan ekzojen DNA’larda sırayla %52  ve %44 oranlarında 

transgenik blastosist elde edilmiş olup gruplar arasında istatistik olarak anlamlı fark 

bulunmadığı bildirilmiştir (40).  

Yapılan bir çalışmada SMGT yöntemi ile beraber kullanılan bakteriyal 

rekombinasyon enzimleri ile de %40 transgenik fare üretimi gerçekleştirildiği 

bildirilmiştir (41). 

2.6. Üretilen Hayvanlarda Transfer Edilen Genin Tespit Yöntemleri 

Marker gen olarak adlandırılan Lac/Z, Luciferaz  ve Floresan proteinler 

bulunmaktadır. Bunların arasından floresan proteinler oldukça hassas olmaları,  

görünmeleri için özel boyama teknikleri gerektirmemeleri, canlı dokuda görülebilmeleri 

ve  FACS tekniği ile hücre izolasyonuna imkan tanımaları nedeniyle tercih 

edilmektedirler. Bahsedilen floresan proteinler EGFP (Green Flourescent Protein), 

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

Oluşturulan yavrunun DNA’sında genotyping yöntemi ile transgenik genin 

saptanması ise türe  özgü ya da transgene özgü probların, marker genlerin ya da endojen 

ile transgenik geni ayırmakta kullanılan özel restriksiyon bölgelerinin kullanımı ile 

olurken, PCR ve Southern Blot analizleri en sık kullanılan yöntemlerdir.  

Ekspresyonu sağlanan ürünün saptanmasında ise özel transgenik mRNA’nın 

ekspresyonuna, ya da transgenin kısaltılmış mRNA kodlamasına göre bunun tespitinin 
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yapılmasına, transgenik proteinin saptanmasında ise proteinin ekspresyonuna, eksprese 

edilmiş epitopun saptanması veya monoklonal antikorlar kullanılarak protein 

epitopunun tespiti yöntemleri kullanılmaktadır.  

Farklı tekniklerle üretilen transgenik hayvanlarda verilen transgenin 

saptanmasında özellikle Green Flourescent Protein geni eklenmesiyle gerek 

embriyolarda gerekse ekspresyonun gerçekleştiği dokudan alınan örnekler 

incelendiğinde 485 nm  dalgaboyundaki filtreli floresan ışık kaynağı altında parlamaları 

ile tespit edilmektedir (42).  

2.7. Transgenik  Hayvan Üretim Teknikleri 

Transgenik hayvan üretim yöntemleri çeşitli şekillerde gruplandırılabilir; ancak 

temelde yabancı DNA’nın alıcı genomuna yerleşmesi yönünden bakıldığında aktif ve 

pasif transgenezis olarak ikiye ayrılmaktadır (5). Pasif DNA entegrasyon yolağında ev 

sahibi canlının DNA’sında fiziksel ya da kimyasal bir etken yüzünden çift sarmalda 

kırıklar meydana geldiği ve entegrasyonu istenen yabancı DNA’nın hücresel tamir 

mekanizmaları tarafından konkatemerik dizilimler olarak DNA’ya entegre olduğu 

bildirilmiştir. Pronükleer mikro enjeksiyon (PNI), ICSI aracılığı ile transgenezis ve 

somatik hücre nükleer transferi (SCNT) ile transgenik hayvan üretimi için somatik 

hücrelerin transfeksiyonlarında kullanılan transfeksiyon yöntemlerinin bazılarında 

DNA’nın konakçı DNA’ya bağlanma şekli bu yolağa örnek olarak verilebilmektedir (4).  

Transpozonlar, Çinko Finger Nükleazlar (ZFN), retro ve lentivirüs 

yöntemlerinin kullanıldığı aktif entegrasyon yolağında ise sağlam bir DNA üzerine 

kullanılan ekzojen bir protein bağlanıp, ektopik enzimlerce katalizlenen entegrasyon ile 

DNA parçasının ev sahibi genoma bağlandığı ve bu sayede transfer edilen genin 

monomerik bir kopyasının oluşturulduğu bildirilmiştir, aktif transgenezis aynı zamanda 

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

Somatik Hücre Nükleer Transfer, Zigotlara Pronükleer Mikro Enjeksiyon 

yapılması, Spermatozoa Aracılığı ile (Suni dölleme, İntrasitoplazmik Sperm 

Enjeksiyonu, İn Vitro Fertilizasyon), Viral Vektörler ve Ribonükleik Asitlerin kullanımı 

gibi birçok transgenik hayvan üretim metodu bulunmaktadır (3,4,8). Günümüzde 

moleküler tekniklerin gelişmesi ile beraber artık bu yöntemler kabaca Rastgele ve 

Hedefli DNA Entegrasyonları olarak ikiye ayrılmaktadır. DNA mikroenjeksiyonu, 
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Elektroporasyon kullanımı, Transpozonlar, Viral vektörler, erkek gamet hücreleri ve 

pluripotent hücrelerin kullanıldığı yöntemler ilk grubu oluştururken, gen knock out, 

meganükleazlar, hipoksantin-guanozin fosforilbazil transferaz lokusunun içine knock-in 

yapılması gibi yöntemlerin ise ikinci grubu oluşturdukları bildirilmiştir (2).  

2.7.1. Somatik Hücre Nükleer Transferi Aracılığı ile Transgenik Hayvan Üretimi 

Bu yöntem transfekte edilmiş ve istenilen geni DNA’sında entegre olmuş şekilde 

taşıyan verici somatik hücrelerin, tüm nükleer materyali alınmış oositlere aktarılıp, 

çeşitli oosit aktivasyon protokolleri kullanılarak oluşturulan embriyoların taşıyıcı 

annelere nakli sonucunda transgenik yavru elde edilmesi olarak tanımlanabilir. 

Bu yöntemin olumsuz yönlerinin, koyun ve sığırlarda embriyo transferi sonucu 

elde edilen düşük gebelik oranları, yavru atımı yüzdesinin yüksek olması ve doğum 

sonrası ölüm oranlarının yüksek olması gibi nedenlere bağlandığı bildirilmişken türlere 

bağlı bazı farklılıklar olduğunu gösteren çalışmalar da bildirilmiştir (1,10,11,44). Ayrıca 

kullanılacak verici hücre ve embriyolara in vitro ortamda gerçekleştirilen muamelenin 

de bazı türlerde bu yöntemle canlı yavru elde etme üzerine etkisi olduğu bildirilmiştir 

(1). Bu yöntemin en büyük avantajı transgenik hayvan üretilmeden önce kullanılacak 

verici hücrenin önceden seçilebilmesidir. Verilecek olan ekzojen DNA’ya uygun bir 

antibiyotik direnç geninin eklenmesi ve hücrelerin bu antibiyotikli besi medyumuna 

maruz bırakılması ile hücre kültürü aşamasında dirençli hücreler rahatça 

seçilebilmektedir (15). Böylece istenilen genin genomda kesin olarak bulunduğuna 

emin olarak embriyo üretimi yapılmaktadır (1). Bu yöntem özellikle Pronükleer 

Mikroenjeksiyon yöntemi ile kıyaslandığında büyük bir avantaj sağlamaktadır. Ancak 

yöntemin pahalı ekipmanlar ve uzman teknik kadro gerektirmesi ve bazı türlerde başarı 

şansının düşüklüğü yöntemin dezavantajları olarak bildirilmiştir (45). 

 

2.7.2. Embriyonik Kök Hücreler Aracılığı ile Transgenik Hayvan Üretimi  

Somatik hücreler aracılığı ile transgenezis yönteminde olduğu gibi,  embriyonik 

kök hücreler transfekte edilerek, blastosist ya da morula aşamasındaki embriyolara bu 

hücrelerin transferi ile elde edilen embriyolar aracılığı ile de transgenik hayvan elde 

edilebilmektedir. Elde edilen yavru istenilen geni kesin olarak taşımaktadır; ancak bu 
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yöntemde yüksek oranda kimeriklik görülmektedir. Özellikle farelerde son yıllarda 

yoğun olarak kullanılan bu yöntemin diğer türlerde fareler kadar yaygın olmadığı 

bildirilmiştir (2).  

2.7.3. Pronükleer Mikroenjeksiyon Aracılığı ile Transgenik Hayvan Üretimi  

Erkek ve dişi gamet hücrelerinin döllenme yolu ile birleştikten sonra oluşan 

zigot içerisinde hem dişi hem de erkek pronükleusları oluşmakta daha sonra bunların 

birleşmesi singami olarak adlandırılmaktadır. Oluşan pronükleuslara yabancı DNA 

enjeksiyonu ile transgenik hayvan üretimi gerçekleştirilmektedir. Bu yöntemin 

avantajları olduğu gibi dezavantajları da çeşitli çalışmalarda belirtilmiştir. Avantajları 

arasında eklenmek istenen genin birçok kopyasının verilebilmesi, bu kopyanın entegre 

olduğu durumlarda doğan canlı hayvanın tüm hücrelerinde genin bir kopyasını 

taşımasının beklenmesi sayılmaktayken çoğu durumda entegrasyonun daha geç 

evrelerde gerçekleşmesi mozaikliğin görülmesi ile sonuçlanmaktadır (1,3,9). Pronükleer 

mikroenjeksiyonun uygulanması pahalı ekipmanlar ve deneyimli personel 

gerektirmektedir (45).  Gerek in vivo gerekse in vitro embriyo üretimi sırasında oluşan 

pronükleuslar, hayvan türüne özgü embriyo yapısına bağlı olarak kolayca tespit edilerek 

manipule edilebilmekte ya da edilememektedir. Örneğin farelerde pronükleuslar rahatça 

görülebiliyorken ruminant ve domuzlarda embriyonun yoğun granüler opak yapısı 

yüzünden pronukleuslara manipulasyonda sıkıntılar yaşanmakta ve bu sıkıntılar 

embriyoların uygun şekilde santrifüj edilmeleri ile çözülmeye çalışılmaktadır (17,46). 

Yine  ruminantlarda gebelik sürelerinin uzunluğu ve diğer memelilere göre yabancı 

DNA’nın entegrasyonunun daha seyrek görülmesi bu yöntemin dezavantajlarından 

sayılmaktadır (2). Pronükleer mikroenjeksiyona benzer olarak intrasitoplazmik gen 

enjeksiyonu (ICI) da çalışmalarda kullanılmış bir yöntemdir (40). 

2.7.4. Viral Vektörler Aracılığı ile Transgenik Hayvan Üretimi  

Viral vektörler olarak retrovirüsler, adenovirüsler ve lentivirüsler 

kullanılmaktadır. Retrovirüslerin sadece bölünmekte olan hücreleri enfekte ettikleri, 

adenovirüslerin ise hem bölünen hem de bölünmeyen hücreleri enfekte edebildikleri 

bildirilmiştir (45). Lentivirüsler kendi DNA’larını hücre siklusunun herhangi bir 

evresinde çekirdeğe geçirebilme, farklı türlerde uygulanabilir olma ve yüksek oranda 

transgenik hayvan üretilmesi avantajlarına sahip olmakla beraber, 7-9 Kb boyutunda 
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olan düşük ekzojen DNA taşıma kapasiteleri, düzenleyici bölgeleri uzun viral terminal 

tekrarlama bölümlerinde bulunduğundan daha sonra transgen ekspresyonunun hücreye 

özgülüğünü düşürebilecek sonucu olan istenilen gene bağlı promotorlarla etkileşime 

girebilecek olmaları, mozaisizm oranının yüksekliği ve yüksek oranda embriyo ölümü 

gibi özelliklerinden ötürü dezavantajlı bulunmaktadır (2,5,15,17). Bu olumsuzlukları 

gidermek için oositlerin lentiviral etkenlerle direkt enfeksiyonu gibi yöntemler 

denendiği ve elde edilen başarılı sonuçlara rağmen viruslerin hücre bölünmesini 

durdurabileceği ve mutagenezise sebep olabileceği gibi durumların gerçekleşeceği 

bildirilmiştir (42). Çiftlik hayvanlarında ve deney hayvanlarında bu yöntemle transgenik 

hayvan eldesi çalışmaları mevcuttur (5,42,47,48).  

2.7.5. Yeni Yöntemler ile Transgenik Hayvan Üretimi 

Son yıllarda moleküler tekniklerin gelişmesiyle beraber gen transferinde 

kullanılan teknikler giderek hedeflenmiş metodlara yönelmiştir. Bunun için daha önce 

de bahsedilmiş olan Transpozonlar ve Çinko Finger Nükleazlar (ZFN) gibi aktif 

transgenik üretim yolakları kullanılmakmaktadır. Transpozonlar mısır bitkisinde 

keşfedildikten sonra geliştirilen çeşitli tipleri (Piggy Bac, Sleeping Beauty,Tol2) ile 

omurgalı ve omurgasız canlılarda gen transferinde aktif olarak kullanılmaktadırlar 

(49,50). Transpozonların çalışma mekanizmasının donör bölgeden transpozonun 

çıkartılıp hedef bölgeye entegrasyonun gerçekleşmesi olduğu bildirilmiş ve bu sayede 

kromozomal entegrasyonun etkinliğinin artırılıp monomerik entegrasyonun tetiklendiği 

bildirilmiştir (5).  

Dizaynlı nükleazlar ile ‘gen knock in’ (aktifleştirilmesi) yapılması özellikle 

rodentlerde çalışılan bir yöntemdir. Bu grubu TALEN’ler ve meganükleazlar 

oluşturmaktadır. Bunlar genomda önceden saptanan bir diziyi tanıyıp  bunu çift sarmal 

kırılmalarına tanıtarak yapmaktadırlar. Kemirgenlerde embriyonik kök hücre soylarının 

bulunması nedeniyle dizaynlı nükleazlar daha sık kullanılmakta ve  büyük hayvanlarda 

homolog rekombinasyonlu somatik hücre transferi yöntemi ‘Knock out/in’ hayvan 

üretimi için tek yöntem halini almaktadır (5).   

Transgenik hayvan üretiminde karşılaşılan temel problem olan transfer edilen 

genin ekpresyonunun zayıf olması ya da olmaması genin entegrasyonunun rastgele 

gerçekleşmesine bağlanmakta ve özellikle genin girdiği diziyi çevreleyen komşu 
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bölgelerin ekpresyonu etkilediği bildirilmekte ve bu da kromozomal pozisyon etkisi 

olarak adlandırılmaktadır. Bu sorunun çözümünde homolog rekombinasyonlu 

embriyonik kök hücreler ya da doğru bir ekspresyon için gereken tüm elemanları içeren 

yapay kromozom vektörleri (YAC, BAC, PAC) kullanılmaktadır (51,52). 

Bu yöntemlerin dışında transgenik canlıların üretiminde kullanılan embriyonik 

kök hücrelerin ya da somatik hücrelerin transfeksiyonunda kullanılan bazı transfeksiyon 

ajanları da doğrudan ya da dolaylı olarak transgenik hayvan üretiminde 

kullanılmaktadır. Bunlar Lipofectamin 2000®, Turbofect®, çift katmanlı hidroksiller ve 

poliaminoesterler gibi taşıt maddeler olup çeşitli çalışmalarda gen transferi amaçlı 

kullanılmıştır (53,54,55). Poliaminoesterlerin gen transferinde tercih edilmelerinin 

nedenleri arasında fizyolojik ortamlarda amin gruplarına protonlanabilmeleri, çeşitli 

monomerler ile hazırlanabilmeleri, in vivo uygulamalarda önemsenebilir bir sitotoksisite 

göstermemeleri sayılmaktadır (56). Bu tarz taşıt maddelerin in vitro ortamda 

embriyolara gen transferinde denendiği çeşitli çalışmalar mevcut olup 

(57,58,59,60,61,62) bu maddelerin genel olarak hücre kültürlerinde transfeksiyon için 

tasarlandıkları unutulmamalıdır.  Katmanlı çift hidroksitler (LDH) ise katalizör ve 

seramik öncülleri olarak aniyonik kirletici maddeler için tutucu olarak kullanılsa da son 

yıllarda bu maddelerin terapötik ve biyoaktif molekül ve genlerin nanoboyutlu 

potansiyel taşıyıcıları olarak dikkat çektikleri bildirilmiştir (63).  

Bunların haricinde memelilerde germ hücreleri kullanılarak yapılan gen 

transferinin  SMGT dışında testis aracılığı ile, dişilerde ise ovaryumlara direkt gen 

enjeksiyonu yolu ile üretilen gamet hücrelerin transfekte edilmelerinin de denendiği 

bildirilmiştir (24,45,64).  

2.7.6. Sperm Hücreleri Aracılığı ile Transgenik Hayvan Üretimi  

Spermatozoa aracılığı ile transgenesis yöntemi (SMGT) döllenmede 

spermatozoayı kullanan türlerde gen transferinin döllenme aşamasında 

gerçekleştirilmesi açısından bakıldığında kolay, etkili ve diğer yöntemlere göre daha 

basit ve düşük maliyetli bir yöntem olduğu bildirilmiştir (6,65,66). Yapılan 

çalışmalardaki çeşitli değişkenler (tür, yöntem, DNA miktarı ve çeşidi gibi) farklı 

sonuçların ortaya çıkmasına neden olmuştur (24,67). 
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Transgenik hayvan üretiminde, doğal olarak şekillenen fertilizasyon işlemi 

içerisinde zaten yeniden düzenlenecek olan genoma verilecek genin daha rahat entegre 

olmasının ve alıcı genomuna büyük DNA fragmentlerinin verilebilmesinin SMGT 

yönteminin en önemli avantajları olduğu bildirilmiştir (7,12,17,68). 

SMGT yönteminde verilecek olan ekzojen  DNA miktarının spermatozoa 

üzerine olduğu kadar embriyolar üzerine de toksik etki yapmaması ve türlere göre bu 

miktarların ayarlanması gerektiği, göz önüne alınması gereken noktalar olarak 

belirtilmiştir (65). Yüksek miktarda ekzojen DNA’nın spermatozoon nükleazlarında 

fragmentasyona neden olacağı, düşük miktarların ise bu nükleazları aktive edemeyeceği 

bildirilmiştir (69). 

SMGT etkinliğinin oluşması için spermatozoanın istenilen ekzojen DNA’yı 

taşımalarının yanı sıra oositi fertilize edebilecek halde kalmalarının önem taşıdığı 

bildirilmiştir (12). SMGT yönteminin bu anlamda etkinleştirilmesi ve transgenik hayvan 

oranlarının artırılması için çeşitli ek yöntemler kullanılmaktadır, bunların başında ICSI 

ile SMGT gelmektedir. Çeşitli yöntemlerle ‘transfekte’ edilen spermatozoadan embriyo 

eldesi için motilitenin olmadığı durumlarda ICSI yöntemi ciddi önem taşımaktadır 

(12,24). SMGT yönteminde türe özgü bazı farklılıklar bulunmaktadır. Bu yöntemin 

daha çok fare ve domuzda çalışıldığı ve bu türlerde diğer türlere göre daha iyi sonuç 

alındığı, farelerde akrozomun küçük olmasının ICSI yapıldığında akrozomu bütün 

spermatozoa verildiğinde embriyo gelişimi üzerine olumsuz etki yapmadığı, bunun tersi 

olarak hamster gibi büyük akrozoma sahip türlerde ise bu durumun oositin ölümüne yol 

açtığı bildirilmiştir (3,17). ICSI yönteminin kullanıldığı bazı çalışmalarda sadece 

spermatozoon başları oosit içine verildiğinde de başarı elde edildiği bildirilmiştir (70). 

SMGT yönteminde karşılaşılan problemlerin üstesinden gelmek adına bazı yöntem 

geliştirme çalışmalarına ihtiyaç duyulmuştur. Spermatozoanın plazma membranlarına 

gerek soğuk şoku gerekse çeşitli kimyasallar kullanılarak zarar verilmesi ve ekzojen 

DNA’nın postakrozomal bölgedeki bağlanma bölgelerine daha rahat ulaşmasının 

sağlanması ya da yine aynı olayın spermatozoanın elektroporasyonu ile sağlanmaya 

çalışılması ya da çeşitli taşıt maddelerin spermatozoaya tutundurularak fertilizasyon 

esnasında genoma taşınması, bu amaçla virüslerin, transpozonların ya da REMI 

(Restriction Enzyme Mediated Integration)’lerin kullanımı örnek verilebilmektedir 

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

Ekzojen DNA ile spermatozoanın uygun medyumlar içerisinde uzun ya da kısa 

süreli inkübasyonları Bracett ve ark. tarafından denenen ilk yöntem olup bu yöntemle 

elde edilen transgenik hayvan üretimi başarısının düşük oranda olması yöntemde yeni 

arayışlara ve gelişmelere ihtiyaç duyulmasına neden olmuştur (45,72,74).  

2.7.6.2. Spermatozoanın Plazma Membranına Zarar Vererek SMGT 

Plazma membranı spermatozoaya ekzojen DNA tutunmasındaki en önemli 

engellerin başında geldiğinden, spermatozoonun fertilizasyon yeteneğine zarar 

vermeden plazma membranına hasar verip ekzojen DNA ile inkubasyona bırakılması 

transgenik hayvan üretiminde etkin yöntemlerin başında gelmektedir (24). Bu amaçla 

spermatozoanın soğuk şokuna maruz bırakılmaları (belirli bir derecenin altına soğutma, 

dondurup çözündürme gibi) ve çeşitli kimyasal maddeler kullanılarak membran 

hasarının sağlanması gibi yöntemler kullanılmaktadır.  

2.7.6.3. Soğuk Şoku Tekniği ile SMGT 

Bu yöntem farelerden çok büyük çiftlik hayvanlarının spermatozoasının plazma 

membranlarına hasar verebilmek için kullanılmakta olup gerek spermatozoa belirli bir 

dereceye kadar soğutularak gerekse dondurulup çözündürülerek gerçekleştirilmektedir 

(23,24,46). Düşük sıcaklıkta spermatozoaya DNA bağlanmasının daha yüksek oranda 

olduğu çalışmalar belirtilmiştir (60). 

2.7.6.4. Kimyasal Maddeler Kullanılarak SMGT 

 Spermatozoanın plazma membranlarına kimyasal maddeler kullanılarak zarar 

verilmesi gerek invitro fertilizasyon için gerekse transgenik çalışmalarda 

kullanılmaktadır (75). Bu amaçla Lizolesitin ve Triton X-100 gibi kimyasal maddelerin 

kullanılmakta olduğu bildirilmiştir (17,76). 

2.7.6.5. Elektroporasyon Yöntemi Kullanılarak SMGT 

Elektroporasyon yöntemi yoğun olarak hücre kültürlerinin transfeksiyonunda 

kullanılmakta olup son yıllarda spermatozoa transfeksiyonu için denenmekte olan bir 

yöntemdir (77,78,79,80). Araştırıcılar tarafından 1990 yılından beri yapılan çeşitli 

çalışmalarda başta balık spermatozoasında olmak üzere SMGT etkinliğini artırmak 
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üzere çeşitli türlerde spermatozoanın elektroporasyonu ile ekzojen DNA eklenmesi 

çalışmaları yapılmış ve büyük hayvanlarda kullanıldığında %5-10 arasında 

spermatozoaya ekzojen DNA bağlanmasında artış olduğu bildirilmiştir (9,24,81).  

2.7.6.6.  Taşıt Maddeler Kullanılarak SMGT 

Bu yöntemde spermatozoa ile DNA taşıyan çeşitli taşıt maddeler inkübe edilip 

IVF ya da ICSI yöntemi ile fertilizasyon sağlanıp istenilen trangenik canlı oluşturulması 

hedeflenmektedir..  

2.7.6.7. Lipofectamin Kullanılarak SMGT 

Lipozomların uzun yıllardır in vivo ilaç taşıyıcı olarak kullanılan küçük 

moleküller oldukları ve hücrelere proteinler ve plazmidleri taşıyabilecekleri, bunların 

katyonik lipitlerden oluştukları ve negatif yüklü nükleik asitlerle kompleks oluşturup 

onları hücrenin çekirdeğine taşıdıkları bildirilmiştir (45).  

Lipofectamin™2000 ökaryot hücrelerine nükleik asit taşıyarak transfeksiyon 

sağlayan lipid bazlı ticari bir formülasyondur. Suspansiyon ve yerleşik hücre hatlarında 

transfeksiyon gerçekleştirebilmektedir. Spermatozoon plazma membranına hasar veren 

yöntemler yerine DNA yüklenmiş lipozomlarla inkübasyon yöntemi son yıllarda SMGT 

ile beraber kullanılmaya başlanmıştır (82,83).  

2.7.6.8. TurbofectTM Kullanılarak SMGT 

TurboFect™ katyonik polimerin suda çözünmüş steril bir solusyonudur. Bu 

madde primer hücreler ile zor transfekte olan hücrelerin transfeksiyonunda 

kullanılmaktadır. TurboFect™’in SMGT için kullanıldığı çalışmaya yapılan literatür 

taramalarında rastlanılmamıştır.  

2.7.6.9. LDH Kullanılarak SMGT 

Layered Double Hidroxiles (LDH) olarak isimlendirilen kimyasal maddeler 

çeşitli maddelerden sentezlenebilen, polimer bazlı nanokompozitlerin hazırlanmasında 

kullanılan çift katlı lipit yapılı maddeler oldukları ve kullanıldıklarında sentez 

yöntemlerinin, boyutlarının ve çalıştıkları pH değerlerinin iyi belirlenmesi gerektiği 

bildirilmiştir (84). Çift katmanlarının arasına DNA moleküllerinin alınmasıyla beraber 

transfeksiyon amaçlı olarak hücreye girdiğinde taşıdığı DNA molekülünü bırakması 
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amaçlanmaktadır (85). Yapılan literatür taramalarında, hücre kültürlerinde gen transferi 

amaçlı gen taşıt maddesi/transfeksiyon ajanı olarak LDH kullanımına rastlanmış (85) 

ancak, transgenik koyun embriyosu üretimi amaçlı her hangi bir uygulama veya  SMGT 

tekniği kullanılmış bir çalışmaya rastlanılmamıştır.  

2.7.6.10. Poli-β-aminoester kullanılarak SMGT 

Spermatozoanın ekzojen DNA taşıyıcısı hale getirilmelerinde nanopolimerlerin 

kullanılması yakın zamanda bu anlamda yapılan viral olmayan transfeksiyon yöntemleri 

açışından  dikkat çekici hale gelmiştir (59,86). Bu tarz çalışmalar farklı taşıyıcı 

sistemlerin etkinliğini belirlemektedir. Poli-β-amino esterler gen transferinde daha 

önceden kulanılan polietilenimlerin toksisite ve düşük etkinliklerine alternatif olarak 

geliştirilmiş maddelerdir. Bu maddelerin DNA ya da RNA ile kompleks oluşturup hücre 

içine girdiklerinde DNA ya da RNA’yı hücre içinde bozunmalara karşı koruyup nükleer 

materyale taşıyıp daha sonra kalan taşıyıcı kısımın bozunarak hücreye zararsız hale 

geldikleri bildirilmiştir (57,58). 

2.8.  Sperm DNA Bağlanması ve Bağlanmayı Etkileyen Faktörler 

Memelilerde yapılmış SMGT çalışmalarından farklı sonuçlar elde edilmesi, 

farklı yöntemlerin kulllanılması, spermadan seminal plazmanın ayrılması ve farklı DNA 

tiplerinin (plazmid-liner) kullanılması gibi nedenlere bağlanmaktadır (87,88). 

Domuzlarda ekzojen DNA’nın postakrozomal bölgeye bağlandığı bildirilmiştir (12). 

Boğa spermatozoasında yüksek bir ekzojen DNA bağlama eğilimi olduğu, 

heparinle indüklenmiş kapasitasyonun bu işlemi artırdığı ve yüksek miktarda ekzojen 

DNA’nın spermatozoanın canlılığına zarar verdiği bildirilmiştir (74). 

Tavşanlarda yapılmış bir çalışmada, kapasite olmuş spermatozoanın kontrol ve 

kapasite olmamış spermatozoaya göre DNaz-I ile muamele edildikten sonra bile çok 

daha yüksek oranda ekzojen DNA bağladığı bildirilmiştir (89). 

Spermatozoaya yabancı DNA bağlanmasının rastgele bir işlem olmadığı birçok 

yayında belirtilmiştir (6,7,65,87,90,91). Birçok türde DNA’nın spermatozoonun 

postakrozomal bölgesindeki 30-35 kDa boyutundaki bir proteine bağlandığı, bu 

bağlanmanın DNA’nın negatif yükünden kaynaklandığı ve buraya sadece DNA 

moleküllerinin değil izoelektrik noktası 7’nin altında olan heparin, sığır serum albumini, 
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dekstran sülfat gibi maddelerin yarışmalı olarak bağlanabilecekleri belirtilerek bu 

ekzojen DNA moleküllerinin bağlanması ve içselleştirilmesinde CH4 ve 2. sınıf MHC 

moleküllerinin rolü olduğu bildirilmiştir (6,45,66,87). EDTA’nın fare spermatozoasında 

ekzojen DNA bağlanmasını engellediği bildirilmiştir (92). DNA bağlanması işleminin 

son kısımlarında DNA moleküllerinin spermatozoonun nükleer kılıfının altına ulaşıp 

spermatozoona kromozomal olarak entegre olup rekombine olduğu, ancak bu 

entegrasyonun sonuçta oluşan transgenik hayvan oranına göre düşük oranda olmasının 

yabancı DNA’nın çoğu zaman kromozom dışı kaldığını gösterdiği bildirilmiştir (7,45). 

Çalışmalarda spermatogenezis sırasında 2.sınıf MHC ekspresyonunun spermatozoaya 

yabancı DNA bağlanabilmesi için, CD4 moleküllerinin ise bağlanan DNA 

moleküllerinin içselleştirilmesi üzerine rol oynadıkları ortaya çıkartılmıştır (87,92).  

Memeli spermatozoasında DNA’nın 30-50 Kb boyutlarında düğümlenmiş 

bölümler halinde olduğu ve bunların bazal bölgelerinden proteinöz yapıdaki nükleer 

matrikse tutundukları bildirilmiştir. Farelerde bu bölgelere ekzojen DNA’nın sıkıca 

bağlandığını iddia eden çalışmalar mevcuttur (93). 

Ekzojen olarak verilen DNA’nın spermatozoonla birleştikten sonra alıcı 

genomundaki nükleazlarca yıkımlanma, spermatozoon nükleusuna ekzojen entegrasyon, 

oluşan canlıda epizomal kalıcılık, oosit ile genetik entegrasyon ve ekzojen genin 

homolog genomik bölgeye geçerek Homolog Rekombinasyon (HR) oluşması şeklinde 

beş farklı tarzda sonuçlanabileceği bildirilmiştir (65). 

Xenopus leavis spermatozoasına yabancı DNA’nın 20 dakika içinde bağlandığı 

gösterilmiştir (87).  Memeli spermatozoasının ekzojen DNA’yı bağlayıp içselleştirdiği 

(ilk 10 dakikada % 45, 2 saatte % 65’ini) bildirilmiştir (94). 

Fare spermatozoasında aktif bir ters transkriptaz (RT) bulunması ekzojen RNA 

moleküllerinin spermatozoada bu yöntemle cDNA’ya çevrilip IVF sırasında 

embriyolara aktarımının gerçekleştiğini göstermiştir (7,45). Buradaki RT aktivitesi 

endojen olup iki temel eleman tarafından (LİNE-1 ve endojen retrovirüsler) 

kodlanmakta olduğu bildirilmiştir (7).  

Motil spermatozoanın immotil spermatozoaya göre ekzojen DNA’yı daha iyi 

aldığına ve yüksek oranda ekzojen DNA ile inkübe edildiğinde spermatozoanın 

motilitesini  düşürdüğüne ve kauda epididimisten toplanmış olgun spermatozoanın 
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olgunlaşmamış olanlara göre DNA bağlama yeteneğine sahip olduklarına dair 

çalışmalar bildirilmiştir (89,92,95). Buna ek olarak ejaküle olmuş spermatozoanın 

yüksek DNA miktarı varlığında DNA taşımada başarılı olduğu (500 ng/106 

spermatozoa) bildirilmiştir (66). 

Spermanın seminal plazmasında bulunan bazı maddelerin DNA bağlanmasını 

engellediği düşünülmektedir (7,92). Seminal plazmadan izole edilen İnhibitör Faktör 1 

(IF-1)’in varlığında daha önce bahsedilen DNA’nın spermatozoon üzerinde bağlandığı 

bölgenin DNA bağlama yeteneğini kaybettiği bildirilmiştir. IF-1’in sağlam 

spermatozoonun postakrozomal kısmında yer aldığı bildirilmiştir (7,9,87,90). Bunun 

aksine seminal plazmanın ayrılmasının negetif etkilerinin olabileceği de bildirilmiştir 

(96). 

Özellikle embriyo kültür ortamlarında kullanılan sığır serum albumini gerek 

spermatozoonun baş bölgesinde bulunan bölgeye gerekse spermatozoaya DNA 

bağlanmasında kullanılan taşıyıcı maddelere DNA bağlanmasında yarışcı hale 

gelmesinden ötürü özellikle spermatozoon-eksojen DNA inkubasyonu sırasında 

ortamdan uzaklaştırılması gerektiğini belirten çalışmalar bulunmaktadır (87,89) 

Farelerde yapılan bir çalışmada spermatozoon DNA’sında oosite transfer 

edilecek genin entegrasyonunu kolaylaştırıcı şekilde tek bant kırılmalarının olduğu, 

spermatozoonun baş kısmıyla birlikte verilen eksojen DNA’nın entegrasyonunun ICSI 

sonrası ilk S fazına kadar geciktiği belirlenmiş olup bu durumun açıklaması olarak, 

spermatozoaya bağlı bazı faktörlerin erken embriyoda ekzojen DNA’yı bağlaması ve 

entegrasyonu geciktirmesi, bu durumun olmadığı zaman ise eksojen DNA’nın entegre 

olamadan degrade olduğu bildirilmiştir (88).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.  Kullanılan Stok Solüsyonlar: 

3.1.1. Medyum 199 Stok (10 X) 

                        

 

 

 

 

 

 

* L-Glutamin ve Earle Tuzları içeren tip 

pH = 7,2 – 7,4   Osmotik basınç = 275 – 285 mOsm/ kg ayarlanmıştır. 

0,22 µm’lik filtre ile filtre edilerek 4°C‘de saklanmıştır. Kullanım süresi 2 aydır. 

Çalışmada günlük kullanılacak miktarlarda hazırlanmıştır. 

3.1.2. Bikarbonat Stok Solüsyonu (B STOK): 

Stok/Madde Katılacak 

Miktar 

Katalog No 

NaHCO3       1,05 g Sigma S-5761 

Embriyo test edilmiş su ile 

tamamlanır  

50 mL Sigma W-1503 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C‘de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 2 haftadır. 

3.1.3. Hepes Stok (H STOK): 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

Na Hepes  1,627 g Sigma H-3784 

Hepes (free acid)  1,5 g Sigma H-6147 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

Medyum 199 Toz *  95 mg Gibco 31100-27 

NaHCO3 
       22 mg Sigma  S-5761 

Embriyo test edilmiş  

su ile tamamlanır   
10 mL Sigma W-1503 
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Embriyo test edilmiş su ile 

tamamlanır. 

50 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C‘de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 2 aydır. 

3.1.4. Tuz Stoğu (S2 STOK): 

Stok/Madde Katılacak 

Miktar 

Katalog No 

NaCl  3,147 g Sigma S-5886 

KCl  0,267 g Sigma P-5405 

NaH2PO4   0,027 g Sigma S-5136 

Embriyo test edilmiş su ile 

tamamlanır. 

50 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C’de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 3 aydır. 

3.1.5. Laktat Stoğu (L STOK): 

Stok/Madde Katılacak 

Miktar 

Katalog No 

Na Lactate  2,35 mL Sigma L-1375 

Embriyo test edilmiş  su ile 

tamamlanır. 

50 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C’de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 2 aydır. 
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3.1.6. Glikoz Stoğu (G STOK): 

Stok/Madde Katılacak 

Miktar 

Katalog No 

Glikoz 540 mg Sigma G-6152 

Embriyo test edilmiş su ile 

tamamlanır. 

50 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C’de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 2 aydır. 

3.1.7. Kalsiyum Stoğu (D STOK): 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

CaCl2.2H2O  630 mg Sigma C-7902 

Embriyo test edilmiş su 

ile tamamlanır. 

25 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C’de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 3 aydır. 

3.1.8. Magnezyum Stoğu (M STOK):  

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

MgCl2.6H2O      250 mg Sigma M-2393 

Embriyo test edilmiş su 

ile tamamlanır. 

25 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm‘lik filtrelerle filtre edilmiş ve 4°C’de saklanmıştır. 

Kullanım süresi 3 aydır. 
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3.1.9. Antibiyotik Stoğu (PS STOK): 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

Penisilin  187,5 mg (297.000 

IU) 

Sigma P-7794 

Streptomicin  125 mg Sigma S-1277 

Embriyo test edilmiş su 

ile tamamlanır. 

25 mL Sigma W-1503 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm’lik filtrelerle filtre edilmiş ve 500 µl’lik eppendorf tüplere 

konularak – 20 °C’de saklanmıştır. 

3.1.10. Phenol Red Stoğu 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

Phenol Red  50 mg Sigma P-5530 

Embriyo test edilmiş 

Su eklenir. 

2.5 mL Sigma W-1503 

 

Filtre edilmeden 10, 20, 30 µl hacimlerde porsiyonlanmış ve -20ºC’de saklanmıştır.  

Kullanım süresi 3 aydır. 
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3.2. Çalışmada Kullanılan Medyumlar ve Solüsyonlar: 

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

(PBS): 

20x PBS STOK 

         

        

 

 

 

 

 

 

Tamamladıktan sonra 0,22 µm’lik büyük filtre ile filtre edilmiş ve  laminar flow altında 

50 ml porsiyonlanmış ve 50 ml porsiyonlar halinde -20 °C‘de saklanmıştır.                             

PSN STOK (Penisilin Straptomisin-Neomisin Stoğu Sadece PBS stok için 

kullanılmıştır) 

     

    

    

 

 

 

 

 

Hazırlanan solüsyon 0,22 µm’lik filtreden geçirilmiş ve 1 mL hacimlerde porsiyonlayıp, 

-20 °C ‘de saklanmıştır. 

1X PBS (YIKAMA PBS) HAZIRLANMASI 

Steril kabin içinde 950 ml otoklavlanmış distile suya 50 mL 20X PBS stok eklenir. 

İçinden 2 mL çıkarılarak yerine PSN stoktan 2 mL eklenmiştir. Osmotik basınç yaklaşık 

280 mOsm/kg, pH’sı da yaklaşık 7,2 – 7,4 arasında ayarlanmıştır. Antibiyotiği katılmış 

olan PBS şişeleri +4oC sıcaklıktaki buzdolabında 3 ay süreyle saklanarak kullanılmıştır. 

Kullanmadan önce, 1 x PBS ısısı 37 °C‘ye çıkarılarak kullanılmıştır. 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

NaCl   160 gr Sigma S-5886 

 KCl    4 gr Sigma P-5405 

KH2PO4   4 gr Sigma K-5655 

Na2HPO4    43,2 gr Sigma S-5011 

Ultra pure su ile 

tamamlanır. 

1 litre  

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

PENİSİLİN (1500 IU/mg) 6 g Sigma  P- 7794 

STREPTOMİSİN  5 g Sigma S-1277 

NEOMİSİN  5 g Sigma N-6386 

Ultra pure su ile tamamlanır. 40 mL  
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3.2.2.  Oosit yıkama medyumu (OWM STOK): Hepes tamponlu medyum (H-

199+): 

Stok/Madde Katılacak 

Miktar 

Molarite Firma-Katalog No 

Toz TCM-199  2,475 g  GİBCO 31100-27 

H Stok 21 mL 10,5 mM Na Hepes; 

10,5 mM Hepes 

Stokta belirtilmiştir. 

B Stok 4 mL  4 mM Stokta belirtilmiştir. 

Kanamicin  19 mg  75 µg/mL Sigma K-1377 

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

Ultra pure su ile 

tamamlanır. 

250 ml 

 

  

     

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

 

OWM‘nin kullanılacağı gün; Yıkama medyumu içine 3 mg /mL BSA Frak. V 

(Sigma A-3311) + %1 PS Stok eklenmiştir. Kimyasallar eklendikten sonra  pH: 7,2 -

7,4’e,   osmotik basınç: 283+/- 10 mOsm/kg’a ayarlanmıştır. 0,22 µm’lik filtre ile filtre 

edilerek +4oC buz dolabında kullanılıncaya kadar saklanmıştır. 

Elde edilen oositlerin yıkanması veya atmosfer koşullarında uzun süre bekleyecekleri 

durumlarda kullanılmak üzere aynı formülasyon ile embriyo test edilmiş su kullanılarak 

OWM hazırlanmıştır. 

3.2.3. In Vitro Olgunlaşma Medyumu (OMM)  

Medyum her uygulamada günlük taze olarak hazırlanmıştır, uygulamadan, yani oositler 

içine koyulmadan en az 4-6 saat önce hazırlanıp petriler %5 CO2 koşullarındaki etüvde 

inkübe edilmiştir.  
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TCM-199 STOK 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

Embriyo Test Edilmiş Su 10 mL Sigma W-1503 

TCM- 199  95 mg Gibco 31100-270 

NaHCO3  22 mg Sigma S-5761 

 

OLGUNLAŞMA MEDYUMU 

Stok/Madde Katılacak Miktar Katalog No 

TCM-199 STOK 9 mL Stokta belirtilmiştir. 

FCS  1 mL F9665 

FSH 5 µg F2293 

LH 100 µg L5269 

Sodyum piruvat  1 mg Sigma P-3662 

 

0,22 µm’lik  filtreden geçirilerek sterilize edilmiştir. Final solüsyon 7,2-7,4 pH ve 

283±10 mOsm/kg’dır.  

3.2.4. Oosit/Embriyo Yıkama Medyumu (HSOF), Maniplasyon Medyumu (* Ca++, 

Mg++ içermeyen HSOF) ve Sperma Yıkama Medyumu (Percoll-SOF): 

Medyumun bileşimi Tablo 3.2’de sunulduğu gibi SOF temelli bir medyumdur. 

Medyumun hazırlanışı şu şekildedir. 

HSOF 

Stok Miktar Firma-katalog No 

S2 stock    10 mL Stokta belirtilmiştir. 

H stock    8,4 mL Stokta belirtilmiştir. 

B stock       1,6 mL Stokta belirtilmiştir. 

C stock   1 mL Stokta belirtilmiştir. 

M stock    1 mL Stokta belirtilmiştir. 
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L stock    1 mL Stokta belirtilmiştir. 

G stock    4 mL Stokta belirtilmiştir. 

PS stock 1 mL Stokta belirtilmiştir. 

Phenol Red Stok 50  µL Stokta belirtilmiştir. 

Na pyruvate 3,6 mg Sigma P-3662 

Glutamine Stok  500 µL 

200 mM 

Sigma G-6392 

BSA (fraction V) 300 mg Sigma A-3311 

Kanamycin 7,6 mg Sigma K-1377 

Embriyoda test edilmiş 

su ile tamamlanacaktır.  

100 mL Sigma W-1503 

 

pH’sı 7.2-7.4, osmotik basıncı 283±10 mOsm/kg’a ayarlandıktan sonra 0.22 µm’lik 

filtreden geçirilmiştir. Osmolarite düşük çıkarsa S2 stok eklenerek ayarlama yapılmıştır. 

 

*Proteinsiz HSOF: HSOF’un BSA frak. V katılmamış halidir. 

* Ca++, Mg++- free HSOF: HSOF’a D ve M stok katılmamış halidir. 

 

Percoll-SOF 

Stok Miktar Firma-katalog No 

S2 stock 5.0 mL Stokta belirtilmiştir. 

Na Hepes  137 mg Sigma H-3784 

Hepes (free acid)  126 mg Sigma H-6147 

D stock 0.5 mL Stokta belirtilmiştir. 

M stock 0.5 mL Stokta belirtilmiştir. 

Percoll  50 mL Sigma P-1644 
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pH’sı 7.2-7.4,  osmotik basıncı 280-300 mOsmol/kg’a ayarlanmıştır. Küçük sapmalar 

S2 solusyonu kullanılarak ayarlanmıştır. Osmotik basınçta büyük sapmalar var ise 

solüsyonlar yeniden hazırlanmıştır.  

Percoll-SOF filtre edilmeden +4oC sıcaklıktaki buzdolabında 1 ay saklanarak 

kullanılabilme imkanı bulunmasına rağmen  her uygulamadan önce taze olarak 

hazırlanmıştır. 

 

3.2.5. In vitro Fertilizasyon ve Embriyo Kültür Medyumları (BSOF, SOF):  

Fertilizasyon (BSOF) ve embriyo kültür (SOF) mediumlarının bileşimi aşağıda 

sunulduğu gibidir. Her iki medyum SOF temelli bir medyumdur Medyumun hazırlanışı 

şu şekildedir. 

 

BSOF Fertilizasyon Medyumu: 

Stok Miktar Firma-katalog No 

S2 stok 1 mL Stokta belirtilmiştir. 

B stok  1 mL Stokta belirtilmiştir. 

C stok   0,2 mL Stokta belirtilmiştir. 

M stok    0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

L stok    0,3 mL Stokta belirtilmiştir. 

Na pyruvate   1,08 mg Sigma P-3662 

Glutamin Stok (200 mM) 50 µL Sigma G-6392 

PS stock   0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

Kanamycin  0,8 mg Sigma K-1377 

Embryo test edilmiş su  ile 

tamamlanır. 

10 mL Sigma W-1503 

 

*Fertilizasyon medyumu (BSOF) %2 oranında (v/v) koyun östrus serumu ile 

desteklenmiştir (4.9 ml BSOF + 100 µL koyun östrus serumu). 0.22 µm filtre ile filtre 

edilerek sterilize edilmiştir. Uygulama gününden bir gün önce taze olarak 

hazırlanmıştır. Phenol red bu medyuma isteğe göre SOF medyumuna katılan miktarda 
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katılmıştır. Osmolaritesi düşük çıkması halinde S2 stok ilave edilerek 283 + 10 

mOsm/kg’ ayarlamış olup  pH’sı 7.9’a ayarlanmıştır. 

 

SOF (Sentetik Ovidukt Sıvısı) Kültür Medyumu:  

Stok Miktar Firma-katalog No 

S2 stok 1 mL Stokta belirtilmiştir. 

B stok 1 mL Stokta belirtilmiştir. 

C stok 0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

M stok 0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

L stok 0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

Na pyruvate  0,36 mg Sigma P-3662 

Glutamin Stok (200 mM) 47.4 µL Sigma G-6392 

PS stok 0,1 mL Stokta belirtilmiştir. 

Kanamycin  0,8 mg Sigma K-1377 

Phenol red Stok 5 µL Stokta belirtilmiştir. 

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 edilmiş su ile 

tamamlanır. 

10 mL Sigma W-1503 

 

Medyumların osmotik basınçları kontrol edilerek 283±10 mOsmol/kg’a 

ayarlanmıştır. Her iki medyumun pH’sı 7,9’a ayarlanmıştır. Medyumun pH ve osmotik 

basınç ayarları yapıldıktan sonra 0.22 µm filtreden geçirilerek sterilize edilip +4oC 

sıcaklıktaki buzdolabında 1 hafta kullanılıncaya kadar saklanmıştır. Her hafta medyum 

taze olarak hazırlanmıştır. Gametler medyumların içine koyulmadan %5 CO2, %5 O2 ve 
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%90 N2 gaz karışımlı ortamda pH’nın dengelenmesi ve gaz kompozisyonu 

dengeleninceye kadar  bir gece önceden gazlanmış olmalıdır. 

 

SOF2 Kültür medyumu: 

Hazırlanan SOF’tan 20 mL SOF içine 480 µL G stok  (son glikoz oranı 1,5 mM  olacak 

şekilde) ve %10 FCS eklenir. 0.22 µm filtre ile filtre edilir. 

 

3.2.6. Spermatozoa Sayımı İçin Kullanılan Hancock Solüsyonu: 

1.Solusyon 

 NaCl  1.13 gr 

 Bidistile su ile tamamlanır. 62,5 mL 

2. Solusyon  

Kısım A) Na2HPO4.2H2O 2.71 gr 

 Bidistile su ile tamamlanır. 62,5 mL 

Kısım B) KH2PO4 2,78 gr 

 Bidistile su ile tamamlanır. 62,5 mL 

 25 mL A + 10 mL B karıştırılarak 

2. solüsyon elde edilmiştir. 

 

1. Solüsyondan 18.75 mL  

2. Solüsyondan 12,50 mL  

Formalin  81 mL  

Bidistile su 62,5 mL  
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3.2.7. Elektroporasyon İçin Kullaniıan PBS: 

Kullanılacak miktarda embriyoda test edilmiş Ca-Mg Free PBS içerisine 3 

mg/mL BSA Fraksiyon V ilave edilip 0.22 µm filtre ile filtre edilmiştir. Kullanmadan 

önce oda ısısında bekletilmiştir. 

3.3. Çalışmada Kullanılan Plazmid DNA’nın Eldesi 

Çalışmada kullanılan plasmid DNA (pDNA) pEGFP-N1  Marmara Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi Farmasötik Biyoteknoloji Anabilim Dalı Öğretim Üyesi 

Doç.Dr.Kadir TURAN tarafından sentezlenmiş ve bu çalışma için hediye edilmiştir. 

DNA’nın izolasyonu için piyasada mevcut olan Qiagen ve Machereney-Nagel kitleri 

kullanılmıştır. Tüm işlemlerin sonunda elimizde 911ng/µL Plazmid DNA olacak şekilde 

sentezlenmiştir.  

 

3.4. Gen Transferinde Kullanılacak Oositlerin Elde Edilmesi 

Çekmeceli Et Kombinası Mezbaha’sından 30ºC’lik PBS solüsyonu içerisinde 

kesimden sonra 2 saat içerisinde İ.Ü.Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni Tohumlama 

Anabilim Dalı İn vitro Fertilizasyon Laboratuarı’na getirilen koyun ovaryumları 

37ºC’lik PBS ile yıkandıktan sonra yüzeysel kesme işlemine tabi tutulmak için 37ºC’lik 

PBS içeren cam beherlere konulmuştur. Ovaryumlar tek tek folliküllerinin üzeri 

yüzeysel olarak kesme şeklinde çizik atılıp Oosit Yıkama Medyumu (OWM) içeren 

enjektörlerle uygun toplama kaplarının içine yıkandıktan sonra elde edilen iyi kalitede 

oositler OWM içeren petri kaplarına toplanmış ve üç kez pasajlanarak yıkandıktan sonra 
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her kuyucukta 30-40 oosit olacak şekilde içinde olgunlaşma medyumu (OMM) içeren 

dört kuyucuklu petrilere konularak 24 saat boyunca en az %95 oranında neme 

doyurulmuş atmosfer ortamında %5 CO2 içeren, 38,5ºC inkübatörde  olgunlaşmaya 

bırakılmıştır.  

3.5. MI Aşamasına Olgunlaşmış Oositlerin Gen Transferi İçin Hazırlanması: 

Yirmi dört saat boyunca olgunlaşmaya bırakılan oositler ilk olgunlaşma kriteri 

olan kumulus hücrelerinin ekspansiyonu yönünden incelenmiş ve ekspansiyonu iyi olan 

oositler denudasyon işlemi için öncelikli olarak kullanılmıştır. Kumulus-oosit 

komplekslerinin kumulus hücrelerinden arındırılarak denude edilmesi işlemi 300 IU/mL 

hiyaluronidaz enzimi ve 5 mg/mL Sitokalasin B (CB) içeren 400 µL’lik HSOF bulunan 

tüplere kumulus-oosit koplekslerinin aktarılıp 2 dk 37ºCLik etüvde bekletilerek 1 dk 

boyunca vortex işlemi yapılıp kumulus hücreleri arasındaki hyaluronik asit bağlarının 

çözünmesi sağlanarak denude edilmişlerdir.  Vorteksleme işlemi sonrasında oositler 

kendiliklerinden aktive olmalarını engellemek amacıyla Ca++, Mg++-Free HSOF içeren 

petrilerde 3 kez pasajlanmışlardır. Maturasyonun temel belirtisi olan I. polar cisim atan 

oositlerin ayrımı stereo mikroskop altında yapılmıştır.  

3.6. Gen Transferi İçin Kullanılacak Olan Spermatozoanın Elde Edilmesi ve Ön 

Hazırlık Aşamaları: 

İ.Ü.Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı Hayvan 

Barınakları’nda barındırılan 3 adet Kıvırcık ırkı koçtan elektro ejakülator ile alınan 

sperma örnekleri elde edilir edilmez Anabilim Dalı Sperma Laboratuarında bulunan 

37ºC’lik su banyosuna konulmuş ve her bir örnek için kitle hareketi ve motilite kontrolü 

yapılmıştır. Uygun bulunan ejakülatlardan eşit hacimde (200 µL) örnekler alınarak 

karıştırılıp ‘pooling’ işlemi gerçekleştirilmiştir. Yapılan pooling için de kitle hareketi ve 

motilite kontrolleri yapıldıktan sonra 200 µL alınarak önceden hazırlanmış Percoll 

tüpünün üst kısmına dikkatlice bırakılarak 24ºC’de 1500 G kuvvetinde 15 dakika 

santrifüj edilmiş, daha sonra supernatant atılıp 5 ml HSOF ile sulandırılan spermatozoa 

24ºC’de 600 G kuvvetinde 6 dakika boyunca ikinci bir santrifüj işleminden 

geçirilmiştir. Bu işlemden sonra oluşan supernatant atılmış, dipte kalan spermatozoa 

peletinden alınan 5 µL örnek Hancock Solüsyonu ile fikse edilip (995µL Hancock+5 µL 
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Spermatozoa) Thoma lamında sayılarak yapılacak çalışmaya göre belirlenen 

konsantrasyonlarda sulandırılmıştır.  

3.7. İntrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu İşlemi 

Denude edilen oositler Ca++, Mg++-Free HSOF içerisinde intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu için enjeksiyon petrisine alınmıştır (Şekil 3-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3-1 Mineral yağ ile kapatılmış intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu petrisi 

3.8. Spermatozoa Aracılığı ile Gen Transferi İçin Grupların Oluşturulması ve 

Spermatozoanın Hazırlanması 

3.8.1. Kontrol Grubu 

Bu grupta ön hazırlık işlemlerinden geçmiş spermatozoa 200 µl Proteinsiz 

HSOF içerisinde 200.000 spermatozoa olacak şekilde sulandırılmış ve 1/1(v/v) %10’luk 

PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine konulmuştur. 

3.8.2. Soğutma Grubu 

Anabilim Dalı’nda koç spermalarının dondurulması ile ilgili yürütülen bir 

çalışmada koç spermatozoasının oda ısısından +4oC’a  soğutma hızlarının membran 

bütünlüğüne etkisi incelenmiş ve 30ºC’den 5ºC’ye 0,9 ºC/dk hızında soğutulduğunda 

spermatozoonların özellikle baş kısımlarının plazma membranlarının ve akrozomlarının 

ciddi derecede hasar gördüğü belirlenmiştir (97). Bu sebeple soğutma çalışmasında 

kullanılacak olan spermatozoa ön hazırlık işlemlerinden geçtikten sonra istenilen 

 
 
                                                  Spermatozoa 
                                                        %10 PVP 
                                                        10 µL 
%20 FCS’li  
HSOF,130 µL 

 
                                                            10 µL 
                                                 HSOF 
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oranlarda HSOF ile sulandırılıp BioCooll otomatik alkollü soğutma cihazına konularak 

verilen hızda 5ºCye soğutulmuştur.  200 000 Spermatozoa, 200 µL Proteinsiz HSOF 

içerisinde 10 µg (50ng/µL) plasmid DNA ile 30 dk inkübe edilmiştir. Daha sonra 

1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine  konulmuştur. 

3.8.3. Elektroporasyon Grubu 

Bu gruptaki her bir DNA konsantrasyonu için (0,25, 50 ve 125 ng/µL) 200 

000’er spermatozoa 200 µL Elektroporasyon PBS’i içerisinde Plazmid DNA ile 3 dk 

buz üzerinde bekletilmiş, ardından 2 mm’lik Elektroporasyon küvetinde 250 V, 1 ms 

elektroporasyon yapılmıştır. Bunu takiben eppendorf tüpüne alınan spermatozoa 3 dk 

boyunca buz üzerinde bekletilmiş ve 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI 

petrisine konulmuştur. 

3.8.4. Triton-X Grubu 

Bu grupta %0.5 ‘lik Triton X-100 ile buz üzerinde 20 dk  çalkalanarak muamele 

edilen spermatozoa daha sonra HSOF ile 3 kez 500 G‘de 5 dk 24ºC’de santrifüj edilerek 

yıkanmıştır. Daha sonra 200 000 spermatozoon (200 µL Proteinsiz HSOF içerisinde) 10 

µg Plazmid DNA (50 ng/µL) ile 1 dk buz üzerinde inkübe edilmiş ve 1/1(v/v) %10’luk 

PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine koyulmuştur. Çalışmada Triton X-100 

(Sigma;T8787) kullanılmıştır.  

3.8.5. Turbofect Grubu 

Turbofect™ transfeksiyon ajanı olarak hücrelerde kullanıldığından 

spermatozoada kullanımında ön denemeler yapılmış ve belirlenen gen konsantrasyonları 

için maddenin kendi uygulama prosedürlerinde bazı optimizasyonlara gidilmiştir. 

Çalışmada Turbofect #R0531 Fermentas ürünü kullanılmıştır. 

3 µg Plazmid DNA grubu: Spermatozoayı 3 µg Plazmid DNA (3 ng/µL) ile 

muamele etmek için kullanılan ilk grupta 3,27 µL Plazmid DNA (3µg) + 96,73 µL 

proteinsiz HSOF içerisinde sulandırılmış, 2 µL Turbofect bu karışım ile birleştirilerek 

oda ısısında 20 dk bekletilmiştir. Daha sonra 898 µL içerisinde 1x106 adet spermatozoa 

bulunan karışımın üzerine aktarılarak 1 saat oda ısısında inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine 

konulmuştur.  
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4 µg Plazmid DNA grubu: Kullanılacak DNA’nın artırılarak 4 µg Plazmid 

DNA (4 ng/µL) yüklenmesi için 4,4 µL Plazmid DNA (3µg) + 95,6 µL proteinsiz 

HSOF içerisinde sulandırılmış, 2 µL Turbofect bu karışım ile birleştirilerek oda ısısında 

20 dk bekletilmiştir. Daha sonra 898 µl içerisinde 1x106 adet spermatozoa bulunan 

karışımın üzerine aktarılarak 1 saat oda ısısında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine konulmuştur.  

10 µg Plazmid DNA grubu: Çalışma grupları içinde genellikle en iyi 

transgeniklik değerlerine sahip olan 10 µg Plazmid DNA’nın ortama yüklenmesi için 

(10 ng/µL) 9,87 µL Plazmid DNA (10µg) + 90,13 µL proteinsiz HSOF içerisinde 

sulandırılmış, 6 µL Turbofect bu karışım ile birleştirilerek oda ısısında 20 dk 

bekletilmiştir. Daha sonra 794 µl içerisinde 1x106 adet spermatozoa bulunan karışımın 

üzerine aktarılarak 1 saat oda ısısında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 

1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine konulmuştur. 

20 µg Plazmid DNA grubu: Turbofect grubunda daha yüksek miktarda 

DNA’nın (20 ng/µL) embriyo gelişimine etkilerinin araştırılması için 16,46 µL Plazmid 

DNA (20µg) + 83,54 µL Proteinsiz HSOF içerisinde sulandırılmış, 10 µL Turbofect 

karışım ile birleştirilerek oda ısısında 20 dk bekletilmiştir. Daha sonra 790 µl içerisinde 

1x106 adet spermatozoa bulunan karışımın üzerine aktarılarak 1 saat oda ısısında 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak 

ICSI petrisine konulmuştur. 

3.8.6. Lipofectamin Grubu 

Çalışmada LipofectaminTM 2000 Reagent kullanılmıştır (katolog no 11668-07). 

Finalde 3 µg Plazmid DNA(10 ng/µL) taşıması için; 3,29 µl DNA 150 µL proteinsiz 

HSOF ile sulandırılmış, 3 µl Lipofectamin 150 µL proteinsiz HSOF içinde sulandırılmış 

ve daha sonra bu iki karışım birleştirilmiştir. Bu karışım 500 000 adet spermatozoanın 

üzerine eklenmiş ve oda ısısında 1 saat inkübasyona alınmıştır.  

Aynı grupta etken maddenin 4 µg Plazmid DNA taşıması için (13,33 ng/µL); 

4,39 µL DNA 150 µl Proteinsiz HSOF ile sulandırılmış, 4 µL Lipofectamin 150 µL 

proteinsiz HSOF içinde sulandırılmış ve daha sonra bu iki karışım birleştirilmiştir. Bu 

karışım 500 000 adet spermatozoanın üzerine eklenmiş ve oda ısısında 1 saat 

inkübasyona alınmıştır.  
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Gen taşıt maddesinin 8 µg Plazmid DNA (26,66 ng/µL) taşıması için; 8,78 µL 

DNA 150 µl Proteinsiz HSOF ile sulandırılmış, 8 µL Lipofectamin 150 µL proteinsiz 

HSOF içinde sulandırılmış ve daha sonra bu iki karışım birleştirilmiştir. Bu karışım 500 

000 adet spermatozoanın üzerine eklenmiş ve oda ısısında 1 saat inkübasyona 

alınmıştır.  

Lipofectaminin 10 µg Plazmid DNA taşıması için (33,33 ng/µL) 10,97 µL 

DNA 150 µL proteinsiz HSOF ile sulandırılmış, 10 µL Lipofectamin 150 µL proteinsiz 

HSOF içinde sulandırılmış ve daha sonra bu iki karışım birleştirilmiştir. Bu karışım 5 x 

105 adet spermatozoanın üzerine eklenmiş ve oda ısısında 1 saat inkübasyona alınmıştır.  

Tüm gruplar inkübasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk PVP ile karıştırılarak ICSI 

petrisine yerleştirilmiştir. 

3.8.7. LDH Grubu 

3.8.7.1. Çalışmada kullanılan katmanlı çift hidroksitlerin eldesi 

Çalışmada Mg-Al-Cl LDH ile Ca-Al-Cl LDH gen transferinde kullanılmıştır. Bu 

amaçla İ.Ü.Kimya Mühendisliği Laboratuvarları’nda Prof.Dr.Saadet Pabuccuoğlu 

önderliğinde Araş.Gör.Dr.Koray Gök tarafından sentezlenmiştir.  

Ca ve Mg LDH hazırlamak için MgCl2 veya CaCl2 dan 3 mmol ve AlCl3.6H2O 

dan 1 mmol alınarak 10 mL deiyonize su içerisinde çözülmüştür. Sonrasında 40 mL 

NaOH (6 mmol) içerisine hızlı bir şekilde altta karışırken dökülmüştür. Karışım oda 

sıcaklığında 10 dakika boyunca karıştırılmış ve elde edilen karışım 5 dakika 4500 

devir/dk’de santrifüje edilmiştir. Pelletler 40 mL deiyonize suda 2 kere karıştırılarak 

yıkanmış ve son olarak 10 dakika 4500 devir/dk santrifüje edilerek elde edilen pelletler 

50 mL deiyonize su içerisinde dağıtılmıştır. Elde edilen homojen olmayan süspansiyon 

kapalı bir kaba konarak 100ºC de 16 saat bırakılmış ve sonunda heterojen LDH 

nanopartikülleri elde edilmiştir. Uygulama öncesi düşük pH’lı Ca ve Mg-Al tampon 

çözeltileri kullanılarak; (2 mM MgCl2 veya  CaCl2– 1mM AlCl3 alınarak 10 mL 

deiyonize suda çözülerek hazırlandı) LDH çözeltisinin pH’sı 8,5’dan 7,5’e 

düşürülmüştür (97).  

LDH süspansiyonlarına gen yüklemek için, 320,78 µL (2,13 mg/mL) LDH 

süspansiyon içeriğinden (0,22 lik membrandan geçirildi) ve 15 µL (911 ng/µl) GFP 
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içeriğinden alınmış (50:1 w/w) üzerine 31 µL steril su ve 34 µL Mg-Al-tampon 

çözeltiden konulmuş ve 37ºC’de 4 saat karanlıkta karıştırılmıştır. 250 devir/dk ile 

karışma sonrasında üründe çökme görüldüğünden vorteks ile uygulama öncesi tekrar 

karıştırılmıştır. Sonrasında bu karışım içinden 5,86 µL alarak (200 ng GFP ye karşılık 

geldiğinden) önce 9 µL sperm ile muamele ederek üzerine toplamda 400 µL karışım 

olacak şekilde 372,54 µL HSOF katılmıştır. 37 ºC’de etüvde bekletilmiştir. 

Mg ve Ca LDH maddeleri istenilen gen miktarlarını taşımaları için 4 saatlik bir 

süre sonunda 200 ng (0.5ng/µL) ve 1 µg (2.5ng/µl) plazmid DNA’yı taşıyacak duruma 

getirilmiştir. 400 µL proteinsiz HSOF içerisine 106 spermatozoa olacak şekilde LDH’lar 

ile 1 saat inkübasyona bırakılan spermatozoa inkübasyon sonunda 1/1(v/v) %10’luk 

PVP ile karıştırılarak ICSI petrisine yerleştirilmiştir. 

3.8.8. Poli-β-Poliaminoester Grubu 

Çalışmada poli-β-aminoester İ.Ü. Kimya Mühendisliği Laboratuvarları’nda 

Prof.Dr. Saadet Pabuccuoğlu önderliğinde Araş.Gör.Dr. Koray Gök tarafından 

sentezlenmiştir. Nanoçöktürme veya çözücü yer değiştirme yöntemi (etanol-su sistemi) 

kullanılarak hazırlanmıştır. Nanopartikül polimerleri hazırlamak için ±1ºC hassasiyetle 

ısı kontrolü yapılabilen kontakt termometreli manyetik karıştırıcıda su sabit bir hızda 

karıştırılırken, 42,5 mL distile suya PBAE polimerinin 7,5 mL etanoldeki çözeltisi oda 

sıcaklığında damla damla ilave edilmiştir. Karışım 5 saat daha karıştırmaya devam 

edilmiştir. Hazırlanan polimer solüsyonu gen yüklenmiş nanopartikül hazırlığı 

öncesinde, partiküllerin büyüklüklerine göre ayrıştırılmaları için santrifüje edilmiş ve 

santrifüj sonrası üst kısım ve alt kısım ayrıştırılarak pDNA ile 1 saat muamele edilerek 

kullanıma hazır hale getirilmiştir. Bu grupta 200 000 spermatozoa için 200 ng pDNA 

(0,5 ng/µL) kullanılmıştır. 

3.9. İntrasitoplazmik Gen Enjeksiyonu Sonrasında Oosit Aktivasyonu ve Embriyo 

Kültürü  

Peura ve Vajta (2003) tarafından klon koyun embriyolarının aktivasyonu ve 

kültüründe kullanılan metodlarda bazı değişiklikler yapılarak embriyo kültürü devam 

ettirilmiştir (98). ICSI prosedürünü takiben aktivasyonların uyarılması için 5 g/mL 

ionomisin içerisinde 5 dakika boyunca bekletilen oositler %2 östrus koyun serumu 

içeren BSOF içerisinde yıkamalardan geçirilerek BSOF kültür damlalarına aktarılmıştır. 
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Embriyolar 18-22 saat sonra önce HSOF daha sonra SOF yıkamalarından geçirilip SOF 

kültür damlalarına aktarılmıştır. Bunu takiben 2. günde bölünme kontrolleri yapılmıştır. 

Kültürün 4. gününde bölünen embriyolar glikoz içeren SOF2 medyumunun kültür 

damlalarına aktarılmıştır. Embriyoların gelişimleri 9. güne kadar takip edilmiştir.  

 

Çalışmada elde edilen bulguların istatistik analizleri Dunken yöntemi ile yapılmıştır.  
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4. BULGULAR 

Çalışmada mezbahada kesilmiş olan koyun ovaryumlarından kazanılmış olan 

toplam 1835 adet  primer koyun oositi (Şekil 4-1) olgunlaşmaları için maturasyon 

medyumuna aktarılmış, 24 saatin bitiminde kumulus açılımı gösteren oositlerden (Şekil 

4-2) toplam 932 adedi birinci polar atımlarını gerçekleştirmiş (Şekil 4-2) ve yine 

bunların içinden 819 adedi ICSI yoluyla transgenik koyun embriyosu üretimi 

çalışmasında kullanılmıştır.   

 

 

Şekil 4-1: Olgunlaşma öncesi primer koyun oositleri 

 

Şekil 4-2: Olgunlaşma sonrası kumulus açılımı gösteren ve MII aşamaya gelmiş koyun 
oositleri (ok işareti: 1. Polar) 
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Tablo 4-1:  Elektroporasyonla spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup 

No 

Gen 

miktarı 

Toplam 

oosit 

sayısı 

Yarıklanan 

oosit sayısı 

(%) 

Erken 

dönem 

(%)** 

Morula 

(%)** 

Blastosist 

(%)** 

Dejenere 

(%) * 

Fragmente 

(%)** 

Transgenik 

(%)** 

Transgenik 

etkinlik 

(kimeriklik 

yüzdesi) 

(1) 

50 ng 

0.25 

ng/µL 

25 
11 

(44,00)b 

7 

(58,33)b 
4 (33,33)c 

0 

(0)a 

1 

(7,69)b 

0 

(0)a 

2 

(16,66)b 

2/2 kimerik 

(100)b 

(2) 
10 µg 

50 ng/µL 
56 

43 

(76,78)a 

20 

(46,51)a 

21 

(48,83)b 

2 

(4,65)a 

5 

(8,92)a 

3 

(6,97)a 

28 

(65,11)a 

27/28 kimerik 

(96,42)a 

(3) 

25 µg 

125 

ng/µL 

18 
11 

(61,11)ab 

0 

(0)ab 

11 

(100)a 

0 

(0)a 

3 

(16,66)c 

0 

(0)a 

7 

(63,63)a 

7/7 kimerik 

(100)a 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Elektroporasyon ile spermatozoanın transfeksiyonunun elde edildiği grup 

sonuçları incelendiğinde (Tablo 4-1), yarıklanma açısından 10 µg (50ng/µLgen) 

kullanılan grubun (Grup 2) diğerlerine göre daha iyi olduğu (p<0,05) , erken döneme 

kadar gelişebilen embriyolar açısından bakıldığında yine bu grubun önde geldiği; ancak  

morulaya ulaşma açısından 25 µg (125ng/µL) gen kullanılan grubun (Grup 3) 

diğerlerinden daha iyi olduğu görülmüştür (p<0,05). Blastosiste ulaşım açısından 

bakıldığında gruplar arasında istatistiksel açıdan fark olmadığı görülmüştür (p>0,05). 

Manipulasyon sonrası embriyolarda dejenerasyon yönünden en yüksek oranlar 3. grupta 

bulunmuş bunu takiben aralarında istatistiksel fark olarak 1. ve 2. grupların izlediği 

saptanmıştır (p<0,05).  Fragmentasyon yönünden en yüksek değerler 2. grupta 

bulunmuştur; ancak gruplar arasında istatistiksel açıdan fark bulunmamıştır (p>0,05). 

Transgeniklik ve transgenik etkinlik açısından en başarılı grubun 2. grup olduğu 

saptanmış ve bu grup elektroporasyon yönteminin en iyi grubu olarak belirlenmiştir.  

Soğuk şoku ile transfeksiyon sağlanmaya çalışılan gruplar incelendiğinde (Tablo 

4-2) yarıklanmalar ve erken dönem embriyo dönemine gelme açısından gruplar arasında 

istatistiksel fark olmadığı saptanmıştır (p>0,05). Morula aşamasına gelinmesi yönünden 

en iyi grup 7. grup iken, en kötü sonuçların 5. ve 6. gruplarda olduğu saptanmıştır 

(p<0,05). Blastosiste gelişim yönünden 6. ve 8. gruplar ön plana çıkmakla birlikte 

transgeniklik yönünden 8. grup hem oransal hem de istatistiksel açıdan diğer gruplar 

arasında tartışmasız en yüksek sonuçlara ulaşılan grup olarak soğutma yönteminin en iyi 

grubu olmuştur (p<0,05). Bu yöntemde gerek dejenerasyon gerekse fragmentasyon 

açısından gruplar arası istatistiksel bir farklılık olmadığı görülmüştür (p>0,05). 

 

Şekil 4-3: Soğuk şoku grubuda elde edilmiş embriyolar 
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Tablo 4-2: Soğuk şoku ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup 

(no) 

Gen 

Miktarı 

Toplam 

oosit 

sayısı 

Yarıklana

n oosit 

sayısı (%) 

Erken 

dönem 

(%)** 

Morula 

(%)** 

Blastosist 

(%)** 

Dejenere 

(%)* 

Fragmente 

(%)** 

Transgenik 

(%) 

Transgenik 

etkinlik 

(kimeriklik 

yüzdesi) 

(4) 
50 ng 

0.25ng/µL 
50 

23 

(46,00)a 

10 

(43,47)a 

13 

(56,52)ab 

0 

(0)a 

10 

(20)a 

3 

(13,04)a 

5 

(21,73)b 

5/5 kimerik 

(100)b 

(5) 
100 ng 

0.5ng/µL 
15 

6 

(40,00)a 

5 

(83,33)a 

1 

(16,66)b 

0 

(0)a 

3 

(20)a 

0 

(0)a 

0 

(0)b 

0/0 

(0)b 

(6) 

200 ng 

1 ng/µL 

 

15 
11 

(73,33)a 

3 

(27,27)a 

7 

(63,63)b 

1 

(9,09)a 

3 

(20,00)a 

2 

(18.18)a 

0 

(0)b 

0/0 

(0)b 

(7) 

300 ng 

1.5ng/µL 

 

15 
8 

(53,33)a 

1 

(12,50)a 

7 

(87,50)a 

0 

(0)a 

5 

(33,33)a 

3 

(37,50)a 

3 

(37,50)b 

3/3 kimerik 

(100)b 

(8) 

10 µg 

50ng/µL 

 

45 
30 

(66,66)a 

17 

(56,66)a 

12 

(40,00)ab 

1 

(3,33)a 

4 

(8,88)a 

9 

(30,00)a 

20 

(66,66)a 

20/20 

kimerik 

(100)a 
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abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  

Tablo 4-3: Lipofectamin ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup 

adı, 

(no) 

Gen Miktarı 

Toplam 

oosit 

sayısı 

Yarıklanan 

oosit sayısı 

(%) 

Erken 

dönem 

(%)** 

Morula 

(%)** 

Blastosist 

(%)** 

Dejenere 

(%)* 

Fragmente 

(%)** 

Transgenik 

(%) 

Transgenik 

etkinlik 

(kimeriklik 

yüzdesi) 

(9) 
3 µg 

10 ng/µL 
20 

15 

(75)ab 

9 

(60)ab 

5 

(33,33)a 

1 

(6,66)a 

1 

(5)a 

0 

(0)a 

2 

(13,33)ab 

2/2 kimerik 

(100)b 

(10) 
4 µg 

13,33 ng/µL 
20 

20 

(100)a 

14 

(70)a 

5 

(25)a 

1 

(5)a 

0 

(0)a 

0 

(0)a 

0 

(0)b 

0/0 

(0)ab 

(11) 
8 µg 

26,66 ng/µL 
14 

9 

(64,28)b 

4 

(44,44)b 

5 

(55,55)a 

0 

(0)a 

1 

(7,14)a 

0 

0a 

3 

(33,33)ab 

3/3 kimerik 

(100)ab 

(12) 
10µg 

33.33 ng/µL 
78 

53 

(67,94)ab 

25 

(47,16)ab 

28 

(52.83)a 

0 

(0)a 

6 

(7,69)a 

5 

(9,43)a 

20 

(37,73)a 

20/20 kimerik 

(100)a 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Lipofectamin taşıt maddesinin kullanılması ile transgenik embriyo üretiminin 

sonuçları incelendiğinde  (Tablo 4-3) yarıklanma yönünden 10 ve 11. gruplar arasında 

istatistiksel fark görülmüş olup, aynı fark erken döneme ulaşan embriyolarda da 

saptanmıştır (p<0,05). Morula ile blastosist evrelerine erişme yönünden ve dejenerasyon 

ile fragmentasyon (Şekil 4-3) açısından gruplar arasında fark bulunmamıştır (p>0,05). 

Transgenik etkinlik yönünden de farklılık oluşmamışsa da transgeniklik açısından 9, 11 

ve 12. gruplar oransal yönden iyi bulunmuştur. Lipofectamin kullanılan denemelerin en 

iyi grubu 12 olarak belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 4-4: Lipofectamin grubunda görülen dejenerasyon ve fragmentasyonlar 
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Tablo 4-4: Turbofect  ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup adı, 

(no) 

Gen 

Miktarı 

Toplam 

oosit 

sayısı 

Yarıklanan 

oosit sayısı 

(%) 

Erken 

dönem 

(%)** 

Morula 

(%)** 

Blastosist 

(%)** 

Dejenere 

(%)* 

Fragmente 

(%)** 
Transgenik (%) 

Transgenik 

etkinlik 

(kimeriklik 

yüzdesi) 

(13) 
3 µg 

3 ng/µL 
29 

11 

(37,93)a 

0 

(0)a 

11 

(100)a 

0 

(0)a 

14 

(48,27)a 

7 

(63,63)b 

3 

(27,27)a 

3/3 kimerik 

(100)a 

(14) 
4 µg 

4 ng/µL 
15 

7 

(46,66)a 

4 

(57,14)a 

3 

(42,85)ab 

0 

(0)a 

4 

(26,66)a 

2 

(28,57)ab 

1 

(14,28)a 

1/ kimerik 

(100)a 

(15) 
10 µg 

10 ng/µL 
74 

26 

(35.13)a 

11 

(42.30)a 

15 

(57.69)ab 

0 

(0)a 

36 

(48,64)a 

3 

(11.-,53)a 

11 

(42,30)a 

11/11 kimerik 

(100)a 

(16) 
20 µg 

20 ng/µL 
22 

5 

(22,72)a 

4 

(80,00)a 

1 

(20,00)b 

0 

(0)a 

10 

(45,45)a 

1 

(20,00)a 

1 

(20,00)a 

1/1 kimerik 

(100)a 

 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Turbofect™ kullanıldığında (Tablo 4-4) embriyoların yarıklanmalarında, erken 

döneme ulaşmalarında, blastosist aşamasına gelmelerinde, dejenerasyon, transgeniklik 

ve transgenik etkinliklerinde gruplar arasında önemli bir farklılığa rastlanmamıştır 

(p>0,05). Ancak morula evresine ulaşmada 13 ve 16. Gruplar arasında ciddi istatistiksel 

bir fark mevcut olup, aynı fark fragmentasyon yönünden (Şekil 4-4) 13, 15 ve 16. 

gruplar arasında da görülmüştür (p<0,05). Bu yöntemde en iyi gruplar olarak 13 ve 15 

gruplarının seçilmiş olmalarının nedeni ise hem maddenin daha önce SMGT tekniği ile 

birlikte kullanılmamış olması hem de bu iki grubun orantısal olarak diğer iki gruba 

nazaran daha fazla transgeniklik sonucu göstermiş olmalarıdır. 

 

 

Şekil 4-5: Turbofect Grubunda görülen dejenerasyon ve fragmentasyonlar 
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Tablo 4-5: Triton X -100  ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan grupta elde edilen sonuçlar 

Grup adı, 
(no) 

Gen 
Miktarı 

Toplam 
oosit 
sayısı 

Yarıklanan 
oosit sayısı 

(%) 

Erken 
dönem 
(%)** 

Morula 
(%)** 

Blastosist 
(%)** 

Dejenere 
(%)* 

Fragmente 
(%)** 

Transgenik 
(%) 

Transgenik 
etkinlik 

(kimeriklik 
yüzdesi) 

(17) 
10 µg 

50ng/µL 
85 

61 
(71,76) 

28 
(45,90) 

33 
(54,09) 

0 
(0) 

2 
(2,35) 

10 
(16,39) 

25 
(40,98) 

25/25 kimerik 
(100) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  

Tablo 4-6: LDH   ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup adı, 
(no) 

Gen 
Miktarı 

Toplam 
oosit 
sayısı 

Yarıklanan 
oosit sayısı 

(%) 

Erken 
dönem 
(%)** 

Morula 
(%)** 

Blastosist 
(%)** 

Dejenere 
(%)* 

Fragmente 
(%)** 

Transgenik 
(%) 

Transgenik 
etkinlik 

(kimeriklik 
yüzdesi) 

MgLDH 
(18) 

1 µg 
2.5ng/µL 

62 
46 

(74,19)a 
20 

(43,47)a 
26 

(56,52)a 
0 

(0)a 
16 

(25,80)a 
12 

(26,08)a 
6 

(13,04)a 
6/6 kimerik 

(100)a 

MgLDH 
(19) 

200 ng 
0.5ng/µL 

12 
6 

(50)a 
3 

(50)a 
3 

(50)a 
0 

(0)a 
4 

(33,33)a 
0 

(0)a 
1 

(16,66)a 
1/1 kimerik 

(100)a 

CaLDH 
(20) 

1 µg 
2.5ng/µL 

45 
32 

(71,11)a 
18 

(56,25)a 
14 

(43,75)a 
0 

(0)a 
12 

(26,66)a 
3 

(9,37)a 
7 

(21,87)a 
7/7 kimerik 

(100)a 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Tablo 4-7: Aminoester ile spermatozoanın transfeksiyonu uygulanan gruplarda elde edilen sonuçlar 

Grup adı, 
(no) 

Gen 
Miktarı 

Toplam 
oosit 
sayısı 

Yarıklanan 
oosit sayısı 

(%) 

Erken 
dönem 
(%)** 

Morula 
(%)** 

Blastosist 
(%)** 

Dejenere 
(%)* 

Fragmente 
(%)** 

Transgenik 
(%) 

Transgenik 
etkinlik 

(kimeriklik 
yüzdesi) 

Aminoester 
Üst (21) 

200ng 
0.5ng/µL 

14 
6 

(42,85)a 
0 

(0)a 
6 

(100)a 
0 

(0)a 
4 

(28,57)a 
0 

(0)a 
0 

(0)a 
0/0 

(100)a 

Aminoester 
Alt (22) 

200 µg 
0.5ng/µL 

39 
19 

(48,71)a 
4 

(21,05)a 
15 

(78,94)a 
0 

(0)a 
19 

(48,71)a 
4 

(21,05)a 
5 

(26,31)a 
5/5 kimerik 

(100)a 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  

Tablo 4-8: Kontrol grubu ile elde edilen sonuçlar 

Grup 
adı, 
(no) 

Gen 
Miktarı 

Toplam 
oosit 
sayısı 

Yarıklanan 
oosit sayısı 

(%) 

Erken 
dönem 
(%)** 

Morula 
(%)** 

Blastosist 
(%)** 

Dejenere 
(%)* 

Fragmente 
(%)** 

(23) 0 µg 55 
28 

(50,90) 
17 

(60,71) 
11 

(39,28) 
0 

(0) 
19 

(34,054) 
11 

(39,28) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Triton X-100 grubu spermatozoada plazma membranının hasar verilerek ekzojen 

DNA’nın bağlanacağı bölgeye gelmesine yardımcı bir işlem olduğu bildirilen bu 

yöntemde önceden belirtildiği gibi 10 µg plazmid DNA ile çalışılmıştır (Tablo 4-5). 

LDH grupları arasında herhangi bir açıdan istatistiksel olarak fark görülmemiştir 

(p>0,05). Bu yüzden aralarında en iyi grubu belirlerken Ca grubu ve Mg grubundan 

transgeniklik yüzdesinin yüksek olması ve dejenerasyon oranının düşük olması 

nedeniyle 18 ve 20. gruplar seçilmiştir (Tablo 4-6). 

Aminoester gruplarında maddenin kimyasal yapısı ile ilgili olarak santrifüj 

yapılmış ve santrifüjün alt ve üst kısımları kullanılmıştır (Tablo 4-7).  İki grubun 

embriyolarında yarıklanma, erken döneme ulaşma, morula ve blastosiste erişme ile 

transgeniklik ve transgenik etkinlik parametreleri açısından herhangibir istatistiksel fark 

olmamasına rağmen (p>0,05), yüzde oranlara bakıldığında Aminoester alt grubunun 

transgeniklik açısından Aminoester üst grubuna kıyasla yüksek olması nedeniyle bu 

yöntemin en iyi grubu olarak saptanmıştır. 

 

 Kontrol grubunda elde edilen gelişim sonuçları da  Tablo 4-8‘de verilmiştir.  

 

 

Şekil 4-6: Triton X-100 grubundan elde edilmiş embriyolar 
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Tablo 4-9: En iyi transgenik embriyo oranını veren grupların karşılaştırılmaları 

Grup adı, 
(no) 

Gen 
Miktarı 

Toplam 
oosit 
sayısı 

Yarıklanan 
oosit sayısı 

(%) 

Erken 
dönem 
(%)** 

Morula 
(%)*** 

Blastosist 
(%)** 

Dejenere 
(%)* 

Fragmente 
(%)** 

Transgenik 
(%) 

Transgenik etkinlik 
(kimeriklik yüzdesi) 

2 50ng/µL 56 43 
(76,78)a 20 (46,51)a 21 

(48,83)a 
2 

(4,65)a 
5 

(8,92)a 
3 

(6,97)ab 
28 

(65,11)a 

26/27 kimerik 
1 tam 

(96,42)a 

8 50ng/µL 
 45 30 

(66,66)abc 
17 

(56,66)ab 
12 

(40)ab 
1 

(3,33)a 
4 

(8,88)ab 
9 

(30)bc 
20 

(66,66)ab 
20/20 kimerik 

(100)ab 

12 33.33ng/µL 78 53 
(67,94)abc 

25 
(47,16)ab 

28 
(52,83)ab 

0 
(0)a 

6 
(7,69)abc 

5 
(9,43)ab 

20 
(37,73)bc 

20/20 kimerik 
(100)bc 

13 3ng/µL 29 11 
(37,93)d 

0 
(0)cde 

11 
(100)ab 

0 
(0)a 

14 
(48,27)de 

7 
(63,63)c 

3 
(27,27)de 

3/3 kimerik 
(100)de 

15 10ng/µL 74 26 
(35,13)d 

11 
(42,30)de 

15 
(57,69)b 

0 
(0)a 

36 
(48,64)de 

3 
(11,53)a 

11 
(42,30)cde 

11/11 kimerik 
(100)cde 

17 50ng/µL 85 61 
(71,76)abc 

28 
(45,90)abc 

33 
(54,09)ab 

0 
(0)a 

2 
(2,35)abc 

10 
(16,39)ab 

25 
(40,98)cd 

25/25 kimerik 
(100)cd 

18 2.5ng/µL 62 46 
(74,19)a 

20 
(43,47)a 

26 
(56,52)ab 

0 
(0)a 

16 
(25,80)cd 

12 
(26,08)bc 

6 
(13,04)de 

6/6 kimerik 
(100)de 

20 2.5ng/µL 45 32 
(71,11)ab 

18 
(56.25)a 

14 
(43.75)ab 

0 
(0)a 

12 
(26,66)bc 

3 
(9,37)ab 

7 
(21,87)cde 

7/7 kimerik 
(100)cde 

22 0.5ng/µL 39 19 
(48,71)cd 

4 
(21,05)bcd 

15 
(78,94)ab 

0 
(0)a 

19 
(48,71)de 

4 
(21,05)ab 

5 
(26,31)cde 

5/5 kimerik 
(100)cde 

23 
(Kontrol) 0 µg 55 28 

(50,90)bcd 
17 

(60,71)e 
11 

(39,28)b 
0 

(0)a 
19 

(34,054)e 
11 

(39,28)bc 
0 

(0)e 
0 

(0)e 

abc: Aynı kolonda farklı harflerle işaretlenmiş olan değerler arasındaki farklar istatistiksel olarak önemlidir (Dunken test; p<0,05) 

*Dejenerasyon oranları manipule edilen toplam oosit sayıları esas alınarak hesaplanmıştır. 

**Bu gelişim evrelerinin % oranların hesaplanmasında yarıklanan hücre sayıları esas alınmıştır.  
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Çalışmada kullanılan her yöntem için ideal olan gruplar belirlendikten sonra bu 

grupların kendi aralarındaki karşılaştırılmaları Tablo 4-9’da verilmiştir.  

ICSI işlemi sonrası embriyoların yarıklanmaları açısından bakıldığında 

yarıklanma oranlarının yüksek bulunduğu 2, 8, 12, 17, 18 ve 20. gruplar arasında fark 

görülmemişken (p>0,05), oranların daha düşük görüldüğü gruplardan 13, 15, 22 ve 23. 

grupların kendi aralarında da istatistiksel olarak fark olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05). 

Yarıklanma açısından en iyi sonuçlar 2. ve 18. gruplarda elde  edilmiş ve 8, 13, 15, 22 

ve 23. gruplara göre oldukça önemli seviyede yüksek sonuçlar vermiştir (p<0,05).  

Erken dönemde gelişimleri duran embriyolar açısından gruplar ele alındığında 2, 

18 ve 20. grupların en iyi sonucu veren gruplar olduğu görünmekle beraber 8,12 ve 17. 

gruplarla aralarında istatistiksel açıdan fark bulunmamıştır (p>0,05). Diğer taraftan 13, 

15 ve 23. gruplarda embriyoların önemli derecede yüksek oranda gelişmelerinin erken 

dönemlerinde bloke olduğu gözlenmiştir (p<0,05). 

Morula dönemine ulaşma, çalışmada transgenin ekpresyonunun tespitinde 

önemli bir aşamayı oluşturmakla beraber 2, 8, 12, 13, 17, 18, 20 ve 22. gruplar arasında 

anlamlı fark çıkmamıştır (p>0,05).   

Çalışmadaki tüm deneme grupları ve kontrol grubunda blastosiste gelişim 

oranları oldukça düşük olarak tespit edilmiş ve gruplar arasında istatistiksel açıdan 

farklılık görülmemiştir (p>0,05).   

Çalışma gruplarının ICSI işleminden sonra dejenere olan embriyo durumu 

incelendiğinde 2, 8, 12, ve 17. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

görülmemesine rağmen (p>0,05)  2. Grup ile 13, 15, 18, 20, 22 ve 23. gruplarla arasında 

önemli fark olduğu (p<0,05) saptanmış ve bu gruplara kıyasla 2. grupta daha düşük 

oranda dejenerasyon görülmüştür.  

Embriyonal gelişim döneminde istenmeyen bir durum olan fragmentasyon 

oranları açısından gruplar ele alındığında 8, 13, 18 ve 23. gruplar en yüksek oranları 

vermiş ve bu grupların değerleri kendi aralarında karşılaştırıldığında istatistiksel 

anlamlılık bulunmamış (p>0,05) diğer gruplarla bu oranlar karşılaştırıldığında 

istatistiksel açıdan önemli olduğu tespit edilmiştir (p<0,05).  Soğutma grubu olan 8. 

grubun fragmentasyon oranı Turbofect grubu olan 15. grup ile aralarında istatistiksel 

açıdan önemli bir fark bulunmuştur (p<0,05). Aynı zamanda bu grubun değerleri ile 13. 

grubun değerleri arasında istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) fark görülmüştür. 
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 Çalışmanın temel amacını meydana getiren transgeniklik ve transgenik etkinlik 

açısından (Şekil 4-7 ve Şekil 4-8) gruplar arasında bulunan farklar incelendiğinde, 2 

numaralı elektroporasyon grubunun 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 gruplarından istatistiksel 

açıdan önemli (p<0,05) derecede daha iyi, 8 numaralı soğutma grubundan ise 

istatistiksel açıdan önemli olamamasına (p>0,05) rağmen bölünen embriyolar üzerinden 

yüzde oran bakıldığında daha yüksek bulunduğu, transgenik etkinlik açısından (Şekil 4-

5 ve şekil 4-6) 8. grup hariç diğer tüm gruplardan anlamlı bir fark (p<0,05) ile çok daha 

üstün bulunduğu saptanmıştır.  

 

 

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

 

 

 

 

Şekil 4-8: 2. grupta elde edilen blastosistin eGFP ışıma görüntüsü 
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Şekil 4-9: Morula aşamasına gelmiş embriyolar 
 

 

 

Şekil 4-10: Morula aşamasındaki embriyoların eGFP ışımaları 
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5. TARTIŞMA 

Büyük çitlik hayvanları üzerinde biyoteknolojik çalışmalar yapmak çeşitli 

faktörlere bağlı olarak laboratuvar hayvanlarına nazaran daha çok çaba 

gerektirmektedir. Bu faktörlerin başında oositlerin elde edildiği temel kaynak olan 

mezbahalar gelmektedir. Ülkemizde de ne yazık ki mezbahalarda kesilen kuzuların 

çoğunlukla prepubertal yaşta olması özellikle embriyo elde etmek için in vitro 

maturasyonun mecburi olduğu çalışmalarda dünyada olduğu gibi çeşitli negatif etkilere 

neden olmaktadır (99). O’Brien ve ark. (100), koyunlarda yapılan bir çalışmada 

prepubertal ve erişkin koyunlardan aldıkları oositlerin in vitro ve in vivo gelişimlerini 

incelemiş ve prepubertal oositlerin yetişkin oositlerine göre istatistiksel anlamda önemli 

olacak şekilde daha düşük blastosist dönemine geliştiklerini saptayarak ve bunu 

prepubertal hayvanlardan alınan oositlerin in vitro maturasyona ve fertilizasyona  

alındığında hormonlara ve diğer folliküler maddelere uygun olmayacak şekilde maruz 

kalmaları sonucu anormal gelişim gösterebilecek olmalarına bağlamıştır. Bunu 

destekleyici olarak Morton ve ark. (101) tarafından yapılmış bir çalışmada ise 

istatistiksel fark bulunmaksızın prepubertal ositlerde in vitro fertilizasyon yapıldığında, 

bölünme oranlarının daha düşük olduğu ve blastosiste ulaşmada daha geç kaldıklarını 

tespit edilmiştir. 

Çalışmada ICSI yöntemi kullanılarak elde edilen koyun blastosistlerinin sayıca 

düşük olmasnaı gerek mezbahadan getirilen oositlerin kalitesi (ağırlıklı olarak 

prepubertal veya peripubertal hayvan kesimleri nedeniyle) gerekse laboratuvarda 

yaşanan aksaklıklar neden olmuştur. Kullanılan koyun oositlerinin % 67.14’ü 

yarıklanmıştır, kontrol grubunda kullanılan oositlerdeki %50.90 yarıklanma oranıyla 

karşılaştırıldığında bu oranın düşük olmadığı tespit edilmiştir.  

ICSI yöntemiyle döllenmiş koyun oositlerinin aktivasyonu için kullanılan yöntem (ICSI 

prosedürünü takiben aktivasyonların uyarılması için 5 g/mL Ionomisin içerisinde 5 

dakika boyunca bekletilen oositlerin %2 östrus koyun serumu içeren BSOF kültür 

damlalarına aktarılması) ile genellikle kullanılan ionomisin + 6-DMAP yöntemine göre 

bölünme ve gelişim açısından bir gerilik saptanmamıştır. Sığırlarda uygulanan bir 

çalışmada bu iki yöntem arasında çok ciddi bir fark olmadığı bildirilmiştir (102).  Bu 
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yöntem klasik koyun in vitro fertilizasyon prosedürlerinin aktivasyon protekollerinin 

ICSI ile gen transferi için modifiye edilmiş halidir. Özellikle gruplar içinde en iyi 

olduğu tespit edilen grupların birbirleriyle karşılaştırıldığında embriyo gelişimi ve 

blastosiste ulaşım açışından gruplar arasında anlamlı bir farklılık saptanmadığı 

görülmüştür. Sığırlarda spermatozoon çapının insanlara nazaran daha büyük olmasının 

kullanılan enjeksiyon pipetlerinin çaplarının da büyük olmasına ve oolemmaya daha 

fazla hasar verilmesine neden olduğu bildirilmiştir. Ayrıca sığır oositlerinin 

oolemmalarının elastik olması klasik ICSI prosedürü için zorluk oluşturmaktadır (99). 

Oositlerin lipit vakuollerinin fazlalığı içlerinin görünümünü zorlaştırır. Bu zorluk, 

oositlerin santrifüj edilmeleri ile giderilse bile bu işlemin oositlerin erken aktivasyonuna 

sebep olabileceği bildirilmiştir. Spermatozoonların immobilizasyonu için kullanılan 

PVP’nin gerek spermatozoonlar gerekse embriyo gelişimi üzerine olumsuz etkileri 

olduğu bildirilmiştir. In vitro maturasyon sonucu elde edilen oositlerde glutatyon 

sentezinin bloke edilmesinin in vitro fertilizasyon sırasında pronükleer oluşumu ve 

appozisyonu etkilediği ve oositlerin kalitesinin ICSI yönteminin başarısında büyük payı 

olduğu bildirilmiştir (101). 

 Spermatozoa aracılığı ile transgenik hayvan üretimi birçok faktöre bağlıdır. 

Genellikle yapılan çalışmaların birbirlerinden farklı sonuçlar vermeleri kullanılan 

yöntemlerdeki çeşitli farklılıklardan meydana gelmektedir. Hayvan türünde 

spermatozoanın morfolojik yapılarının farklı olması nedeniyle farklı yöntemlerle birçok 

farklı sonuç elde edilmiştir. Moisyadi ve ark. (17) tarafından hamster gibi büyük 

akrozomlu spermatozoaya sahip türlerde ICSI yöntemi ile fertilizasyon yapıldığında, 

akrozomal enzimler nedeniyle oositin ölümüne varan sorunlar görülmesine rağmen, fare 

gibi türlerde Triton X-100 ve lizolesitin gibi kimyasallar kullanarak yaptıkları 

çalışmalarda böyle bir problemle karşılaşılmadığı belirtilmiştir. Bu noktada 

spermatozoanın ekzojen DNA’yı içselleştirdiğine dair kanıtlar 1993 yılında Francolini 

ve ark. tarafından bildirilmiştir (94). SMGT yöntemi ile suni tohumlama yapılarak 

transgenik hayvan elde etme çalışmaları ile farklı çalışma gruplarında farklı türlerde 

farklı sonuçlar elde edilmiştir; koyunlarda ekzojen DNA ile inkübe edilmiş 

spermatozoayla herhangi bir başarı elde edilemese de domuzlarda %30 ve 36’lık 

başarılar bildirilmiştir (29,72,103).  
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Bacci ve ark.(104) domuzlarda yaptıkları çalışmada DNA ile muamele edilen 

spermada 5 dakikalık inkubasyon ile karşılaştırıldığında 24 ve 48 saatlik 

inkübasyonlarda  motilitenin düştüğünü gözlemlemişlerdir. 

ICSI yönteminde normal fertilizasyona kıyasla  oositin hücre içinde meydana 

gelen Ca+ dalgalanmalarının daha geç gerçekleştiği bildirilmiştir (105). ICSI yönteminin 

500 kb gibi büyük transgenlerin doğru ekspresyonu için kullanılan yegane yöntem 

olduğu bildirilmiştir (17). 

ICSI transgenezis yönteminin konsantrasyonlar ve kullanılan teknikler 

doğrultusunda (IVF, motil ICSI, canlı-immotil ICSI, ölü immotil ICSI) incelendiği bir 

çalışmada ise eşit DNA miktarlarında en yüksek transgenik embriyo eldesinin sırayla 

IVF, canlı-immotil ICSI, ölü-immotil ICSI ve motil ICSI tekniklerinde görüldüğü 

bildirilmiştir (106).  Ayrıca IVF tekniğinde transgen ekspresyonu göstermeyen 

embriyoların PCR analizlerinde % 79.6 oranında pozitiflik vermesinden ötürü şüphe 

götürür bir sonuç oluşturduğu, zonayı geçemeyip takılı kalan spermatozoanın  pasif 

olarak PCR analizinde DNA’yı DNaz uygulamasından koruduğuna işaret ettiği 

bildirilmiştir (106).  

Çalışmada ICSI yöntemi ile kullanılan spermatozoa motil spermatozoa olup en 

iyi oranları elde ettiğimiz soğutma grubunda spermatozoanın dondurup çözündürme 

işleminde aldığı DNA hasarı kadar hasar almadıklarının bir göstergesi olduğu 

düşünülmektedir.  

Koyunlarda SMGT yönteminde kullanılacak olan plazmid DNA’nın 

konsantrasyonunun belirlenmesi büyük önem taşımaktadır. Çalışmada yapılan ön 

denemeler sonucunda 50 ng/µL konsantrasyonun kullanılmasına karar verilmiştir. 

Morerira ve ark.’ın (107) farelerde yaptıkları bir çalışmada gerek oositlerin canlılıklarını 

sürdürmeleri gerekse yavrularda transgenin ekspresyonunun görülmesi açısından en iyi 

oran  15 ng/µL olarak belirlenmiş ve büyük yapıdaki gen konstraktlarının yüksek 

yoğunluklarda kullanılmasının prosedürü olumsuz etkilediği belirtilmiştir. Shadanloo ve 

ark.’ın (106) keçilerde SMGT üzerine yaptığı çalışmada 200 ng/106 spermatozoanın en 

yüksek transgenik embriyo oranını verdiğini bildirmiştir.  McCarty ve Ward (93) 

tarafından farelerde yapılan bir çalışmada, 10-20 µg/µL aralığında spermatozoon-

ekzojen DNA inkübasyonunun denenmiş olduğu bildirilmiştir. Sunulan tez çalışmasında 

elektroporasyon grubunda denenen 125 ng/µL konsantrasyonun yarıklanma oranlarını 
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düşürdüğü, blastosist gelişim oranlarını olumsuz etkilediği ve istatistiksel anlamda 

önemli olarak yüksek ölçüde bir dejenerasyona sebep olduğu bulunmuştur. Campos ve 

ark. (86) tarafından sığırlarda nanopolimer kullanılarak yapılmış bir SMGT 

çalışmasında transfeksiyonda kullanılan ekzojen DNA’nın plazmid ya da lineer 

olmasının spermatozoanın DNA taşımasında farklılık göstermediği; ancak linearize 

DNA’nın (1 µg) spermatozoanın canlılığında düşüşe neden olduğu  bildirilmiştir 

Sunulan çalışmada ise plazmid DNA kullanımı tercih edilmiştir. 

Carballada ve Espanda (92) tarafından farelerde spermatozoaya ekzojen DNA 

bağlanmasını etkileyen faktörlerin araştırıldığı bir çalışmada, Ca-Mg içeren basit 

çözeltilerde %80-95 oranları arasında bağlanmanın gerçekleştiği, Ca-Mg içermeyen 

PBS’te bu oranların biraz düşse dahi yakın sonuçların alınabileceği, sonikasyon ile 

membranlara zarar verildiğinde de bu oranın aynı kaldığı ve elektron mikroskopla 

spermatozoa incelendiğinde çoğunluğunun akrozomdan yoksun olduğunun görüldüğünü 

bildirmiştir. Bu veriler, sunulan tez çalışmasında hem spermatozoanın DNA ile 

inkübasyonunu gerçekleştirdiğimiz proteinsiz HSOF’un kullanılmasını hem de soğuk 

şoku  ve Triton X-100 kullanıp  plazma membranlarında oluşturulan hasarın akrozoma 

hasar vererek ekzojen DNA’yı akrozom enzimlerinden korumamızı sağladığını 

destekler niteliktedir. 

Spermatozoanın plazma membranı SMGT çalışmaları için karşılaşılan bir engel 

olarak tanımlanmıştır (24). Farelerde spermatozoanın plazma membranlarına zarar 

vermek açısından dondurup çözündürme, Triton X-100 ve NaOH kullanılan Li ve ark. 

(76) tarafından yapılmış bir çalışmada aynı konsantrasyonlarda DNA kullanıldığında 

canlı transgenik embriyo eldesi açısından bakıldığında en yüksek oranı dondurulup 

çözündürme yönteminin verdiği diğer iki grubun aralarında istatistiksel olarak fark 

olmadığı ve ilk gruba göre daha düşük oranlara sahip oldukları bildirilmiştir. Bu 

sonuçlar sunulan tez çalışmasındaki Triton X-100 ve soğutma grupları kıyaslandığında 

aynı doğrultuda sonuçların elde edildiği görülmektedir. Garcia-Vazquez ve ark. (108) 

tarafından domuzlarda yapılmış bir çalışmada, Triton X-100 ile muamele edilen domuz 

spermatozoasında hızlı ve yavaş dondurma ile muamele görenlere oranla daha yüksek 

oranda ölü spermatozoa olduğu, blastosiste gelişen embriyoların ve transgenin 

ekspresyonunun görülme oranlarının ise diğer iki gruba göre daha düşük olduğu 

sağlanmış olup bu durum Triton X-100 maddesinin spermatozoon membranına hasar 
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vererek yüksek konsantrasyonlarda DNA bağlanmasına ve  kimyasalın kendisinin 

embriyo gelişimi üzerine olumsuz etkilerinin olabileceğine bağlanmıştır. Sunulan 

çalışmada ise bu maddeler plazmid DNA’nın spermatozoanın postakrozomal bölgesinde 

bulunan reseptöre bağlanabilmesi için plazma membranına hasar verilmesi amacıyla 

hem soğuk şoku hem de Triton X-100 maddeleri ile çalışılmış ve soğuk şoku grubunda  

gerek blastosist gerekse transgenik embriyo eldesinde istatistiksel yönden anlamlı 

olarak daha yüksek bir başarı elde edilmiştir (Tablo 4-9). Tian ve ark.(75)’ın  

domuzlarda sperma hazırlığının ICSI yöntemi kullanılarak embriyo gelişimi üzerine 

etkilerini araştırdıkları bir çalışmada  Triton X-100 kullanımını kriyoprotektan madde 

kullanılmaksızın bir kez dondurup çözündürme ile kıyasladığında yarıklanan embriyo 

açısından daha yüksek yüzdeye sahip olduğu, ancak blastosist eldesi açısından 

bakıldığında istatistiksel yönden aralarında anlamlı bir fark olmadığı bildirilmiştir.  

Elektroporasyon denemelerinde koç spermatozoasının kullanıldığı çalışmalar 

temel alınarak ilk etapta uygulama tekniği geliştirilmiştir. Denemeler sonucunda 

elektrik akım şiddeti ve spermatozoa konsantrasyonu tespit edildikten sonra oluşturulan 

0.25 ng/µL, 50 ng/µL ve 125 ng/µL DNA konsantrasyonlarında deneme grupları 

oluşturulmuştur. Blastosiste ulaşma, elde edilen transgenik embriyo oranı ve 

embriyolardaki transgenik etkinlik açısından bakıldığında 50 ng/µL grubunun en 

yüksek sonucu verdiği belirlenmiştir (p<0,05).  

Özellikle hücre hatlarının transfeksiyonunda kullanılan elektroporasyon yöntemi 

ile SMGT birçok türde denenmiş, belli bir düzeyde başarı elde edilmiştir (68,103,104). 

Sun (109) tarafından keçilerde uygulanmış bir SMGT-elektroporasyon çalışmasında 0, 

300, 600, 900 ve 1200 V, 1.25 µsn, 2 µg/ml plazmid DNA ve 0.4 mL  sperm+DNA 

karışımı ile 4 mm aralıklı elektroda sahip elektroporasyon küvetlerinde elektroporasyon 

yapıldığında spermatozoanın ekzojen DNA bağlamalarında sırayla %33, 65, 91, 90 ve 

100 oranları bulunmasına rağmen bu voltajlarda elde edilen motilite değerleri sırayla 

%52, 53, 25, 13 ve 0 bulunmuş ve 1200 V grubundaki embriyoların biyopsisi ile FISH 

analizinde bu gruptaki embriyolarda %25’lik pozitif değer çıkmış olduğu bildirilmiştir. 

Bunu destekler nitelikte  Simoes ve ark. (110) sığırlarda elektroporasyon yöntemini 

kullanarak yaptıkları bir SMGT çalışmasında kullanılan voltajın artmasının blastosist 

oranlarını düşürdüğü bildiilrmiştir. Sunulan tez çalışmasında koç spermatozoasında 600, 

900 ve 1200 V’luk voltaj değerleri denendiğinde spermatozoanın ICSI için kullanılamaz 
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halde oldukları görülmüştür. Bu yüzden sperma üzerinde gerçekleştirilen uygun akım 

şiddeti ön denemelerinde 250, 300, 400, 600 V akım şiddetleri kullanılmış ve elde 

ettiğimiz sonuçlara dayanarak belirlenen  250 V 1 ms değerlerinde elektroporasyon 

uygulamasının en iyi motilite değeri vermesi nedeniyle transgenik çalışmalarda bu akım 

şiddeti kullanılmıştır.  

Horan ve ark.’nın (81) domuz spermatozoasında yaptıkları bir çalışmada, motil 

spermatozoanın %75’inin post-akrozomal kısmında ekzojen DNA’yı taşıdıkları 

bildirilmiştir. Gagne ve ark. (111) tarafından boğa spermatozoasının elektroporasyon 

yöntemi ile transfekte edilmesini araştırdıkları çalışmada (dondurulmuş spermatozoon 

kullanıldığından sağlıklı bir kıyaslama olarak kabul edilmese de) gerek 

elektroporasyonun TALP medyumunda yapılması (mannitol medyumu ve mannitol 

içeren TALP medyumunda spermatozoanın öldüğü belirtilmiştir) gerekse IVF 

yapıldığında fertilizasyon oranlarının %55 olması açısından bu yöntemin etkin 

olduğunu bildirmişlerdir. Sunulan çalışmada da 3 mg/ml BSA Fraksiyon V ilave 

edilmiş Ca-Mg Free PBS elektroporasyon için tercih edilmiştir. Çalışmada 50 ng/µL 

elektroporasyon grubunda ICSI sonrası yarıklanan oosit yüzdesinin %76.78 olması ve 

blastosist oranının en yüksek bu grupta elde edilmiş olması Gagne ve ark.’nın (111) 

çalışmalarında elde ettikleri bulguları destekler niteliktedir.  

Garcia-Vazquez ve ark.(108) tarafından yapılmış olan domuz spermatozoasının 

ekzojen gen taşıması ile ilgili bir çalışmada, hızlı soğutmada kademeli soğutmaya 

oranla ölü spermatozoa oranını artırmış olmasına rağmen, DNA’nın spermatozoaya 

bağlanma oranının istatistiksel olarak anlamlı olacak bir şekilde arttığı ve yarıklanma 

oranlarının benzerlik göstermesine rağmen kademeli soğutmanın blastosist gelişim 

oranını yükselttiği,  hızlı soğutmanın ise transgenin ekspresyonunu neredeyse iki kat 

daha yükselttiği bildirilmiştir. Sunulan çalışmada ise koç spermatozoasının plazma 

membranlarına ciddi derecede hasar veren bir yöntem  ile soğutulan spermatozoa 

kullanılmış ve gerek blastosist gelişimi gerekse transgeniklik açısından diğer gruplarla 

karşılaştırıldığında (elektroporasyon grubu hariç) anlamlı derecede yüksek yüzdeler 

elde edildiği görülmüştür. Pereyra-Bonnet ve ark. (72) tarafından  koyunlarda yapılmış 

olan SMGT çalışmasında olduğu gibi birçok çalışmada, dondurulup çözündürülmüş 

spermatozoa kullanılmış ve çalışmalarında 0.5 µg/106 spermatozoa konsantrasyonunda 
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kullanılan plazmid DNA ile inkübasyon sonucunda yapılan ICSI işlemi ile elde edilen 

blastosistlerden %91.6’sında transgenik etkinlik saptandığı bildirilmiştir. 

Yin ve ark. (112) tarafından rodentlerde polikatyonik lipozomlarla yapılmış bir 

SMGT çalışmasında elde edilmiş olan transgenik yavru eldesinin düşüklüğü (%0.5-4) 

spermatozoanın hazırlığı sırasında yaşanmış olabilecek  problemlere ve seminal sıvıdan 

kalıntı kalmasıyla inhibitör faktörlerin etkisine bağlanmıştır. Lai ve ark. (82) 

domuzlarda lipofectin kullanarak yaptıkları bir SMGT çalışmasında, IVF ve ICSI 

yöntemlerini kullanarak %30 oranında transgeni eksprese eden embriyo elde eldildiği 

bildirilmiştir.  Çalışmamızda kullanılan  Lipofectaminin dört farklı DNA 

konsantrasyonu kullanılan gruplardan 10 µg (33,33ng/µL) grubu transgenik etkinlik 

açısından en yüksek grup olmasına rağmen, gerek embriyoların dejenerasyonu gerekse 

fragmentasyon açısından diğer gruplardan yüksek olduğu tespit edilmiştir (p>0.05). Bu 

durumun yüksek miktarda DNA taşımada kullanılan Lipofectamin miktarının da 

artmasından kaynaklandığı ve bunun koyun embriyolarının gelişiminde negatif etki 

yapmasının bir göstergesi olduğu fikri ortaya çıkmıştır. Diğer taşıt maddeler arasında 

incelendiğinde lipofectamin grubunun transgeniklik yüzdesi açısından 10 µg (10 ng/µL)  

Turbofect grubundan sonra ikinci en yüksek yüzdeyi vermesine karşın (p>0.05), 

dejenerasyon açısından 6 kat daha daha düşük olduğu, bu yüzden embriyo gelişimi 

açısından daha az negatif etkisi olduğu belirlenmiştir (p<0.05).  

Sığırlarda yapılmış bir çalışmada hem lipozomlarla yeni bir transfeksiyon ajanı 

olan FuGen6 kullanılarak karşılaştırılmış ve her iki maddenin de spermatozoaya DNA 

bağlanmasını sırayla 15-27 ile 50-120 kat artırdığı bildirilmiş, lipozomların kullanıldığı 

durumda yüksek konsantrasyondaki plazmidlerin miseller içinde hapsedilmelerinin 

bağlanan plazmid sayısını düşürdüğü ve FuGen6 ile yapılan SMGT’nin transgenik 

embriyo üretiminde daha etkin bulunduğu  iddia edilmiştir (113). Çalışmamızda 

kullandığımız Turbofect (10 ng/µL)  grubu diğer taşıt madde grupları ile 

kıyaslandığında en yüksek transgenik embriyo yüzdesini vermiş olsa da dejenerasyon 

açısından Aminoester alt grubu ile beraber en yüksek orana sahip olduğundan embriyo 

gelişimi üzerine negatif etkide bulunduğu olarak yorumlanabilir.  

Campos ve ark. (83) tarafından sığırlarda nanopolimer kullanılarak yapılmış bir 

SMGT çalışmasında lipofectamin, NanoFect ve Halloysite Nanotüpleri kullanılmış ve 

lipofektamin diğer iki gruba göre hem transgenin ekspresyonu hem de embriyo gelişimi 
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açısından daha zayıf kalmıştır. Çalışmamızda kullanılan Lipofektamin grubu 

nanopartikül taşıyıcı gruplar ile karşılaştırıldığında transgenik etkinlik  ve embriyo 

gelişimi açısından daha üstün, sadece yarıklanma açısından Mg ve Ca LDH 

gruplarından daha düşük olduğu saptanmıştır. 

At spermatozoasının LipofectaminTM 2000 ile transfekte edildiği Ball ve ark.’nın 

(114) çalışmasında lipofectamin kullanımının spermatozoaya ekzojen DNA 

bağlanmasını arttırdığı bildirilmiştir. 

Shemesh ve ark. (71) sığırlarda yaptıkları bir çalışmada REMI kullanılarak ST 

yöntemi ile transgenik yavrular elde edildiği (%66.66), aynı yöntemin tavuklarda 

kullanıldığında % 83’lük transgeniklik yüzdesi elde edildiğini ve hem IVF hem de ST 

yöntemlerinin bu teknik ile kullanıldıklarında ile etkin yöntemler oldukları 

bildirilmiştir.  

Transgenik başarının Gordon (15) tarafından bir DNA molekülünün oositin 

sitoplazmasına girdikten sonra aktarılan genin konakçı DNA’ya giriş öncesi veya 

sonrasında bu gen konstraktının fragmente olup olmamasına bağlandığı bildirilmiştir.  

SMGT yönteminin başarılı bulunduğu kadar Eghbalsaied ve ark.(115) tarafından 

SMGT’yi IVF tekniği kullanılarak yapılan bir çalışmasında olduğu gibi yetersiz 

buluduğu çalışmalar da mevcuttur .  

Yapılan çalışmada tüm grupların sonuçları ele alındığında; ICSI işleminden 

sonra dejenere olan embriyo oranları açısından 2, 8, 12, ve 17. gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark görülmemesine rağmen (p>0,05,)  2. grubun önemli 

derecede 13, 15, 18, 20, 22 ve 23. gruplarla arasında önemli fark olduğu (p<0,05),  ve 

bu gruplara kıyasla 2. grupta daha düşük oranda dejenerasyon görülmesi dikkat çekici 

bulunmuştur. Yüksek dejenerasyonun diğer gruplarla kıyaslandığında anlamlı fark ifade 

ettiği (p<0,05) 13, 15, 22 ve 23. gruplarda önceki gelişim evrelerindeki verilere 

bakıldığında bu durumun beklenen bir durum olduğu anlaşılmaktadır.  

Yarıklanma oranları açısından elektroporasyon grubu olan 2. grup ile Mg ve Ca 

LDH gruplarının (sırayla 18 ve 20) Turbofect grubuna kıyasla  hem istatistiksel hem de 

oransal açıdan en yüksek değerleri sağlamış olmaları (p<0,05),  bu yöntemlerin 

yarıklanma üzerine herhangi bir olumsuz etkisi olmadığını düşündürürken kontrol 

grubunda (23.grup) düşük yarıklanma oranları, kullanılan spermatozoanın ve oositlerin 

kalitesi ile ilgili sıkıntıların yaşanabileceğini düşündürmektedir. Özellikle Turbofect 
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grubunun Lipofectamin ile Mg-LDH ve Ca-LDH grupları ile kıyaslandığında oldukça 

dikkat çekici düzeyde düşük yarıklanma göstermesi (p>0,05), Turbofect’in embriyo 

yarıklanma üzerine olan etkisinin olumsuzluğuna dikkat çekmiştir.  

Embriyolarda gözlemlenen fragmentasyon olayının aktarılan gen miktarı ve gen 

taşıt maddesine bağlamak mümkün gibi gözükse de, bulgular ışığında sadece 2. grupla 

aralarında anlamlı fark tespit edilen 17 ve 23. grupların diğerleri ile aralarındaki farkın 

önemsiz olması, diğer bulgularla uyumlu olarak, daha fazla DNA taşıtabilmek için 

yüksek miktarda Turbofect konsantrasyonunun kullanıldığı gruptaki gelişimde yaşanan 

aksaklıkların kontrol grubunda da benzer olması bu durumun rastlantısal olduğunu teyit 

etmektedir. Fragmentasyonlar hangi aşamadan sonra gerçekleşirse gerçekleşsin 

istenmeyen bir durum olduğundan, yüksek fragmentasyon değerlerini veren gruplar 

olan 8, 13, 18 ve 23. gruplar bu aşamada çalışmamızda şüpheyle yaklaştığımız gruplar 

olmuştur.  Soğutma grubu olan 8. grubun bu Turbofect grubu olan 15. gruptan 

istatistiksel açıdan önemli (p<0,05) bir şekilde yüksek fragmentasyon değeri vermesi 

şaşırtıcı görünse de diğer Turbofect grubu olan 13. grupla da arasında istatistiksel 

açıdan önemli (p<0,05) fark görülmesi bu sonuçların yönteme bağlı olmayabileceği 

düşüncesine yöneltmektedir.  

Blastosist evresine ulaşımda gruplar arasında farklılık görülmemesinin (p>0,05) 

kullanılan yöntemlere bağlı olmadığı ve oosit kalitelerinin ya da laboratvuar kökenli 

sorunlardan ileri geldiği düşünülmektedir. 

Çalışmanın temel amacını meydana getiren transgeniklik ve transgenik etkinlik 

açısından gruplar arasında bulunan farklar incelendiğinde, 2 numaralı elektroporasyon 

grubunun 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 numaralı gruplardan istatistiksel açıdan önemli 

(p<0,05) derecede daha iyi, 8 numaralı soğutma grubundan ise istatistiksel açıdan 

önemli olamamasına (p>0,05) rağmen yüzde oran bakımından daha yüksek bulunduğu 

transgenik etkinlik açısından 8. grup hariç diğer tüm gruplardan anlamlı bir fark 

(p<0,05) ile çok daha üstün bulunduğu saptanmıştır. Çalışmada tamamen transgenik 

elde edilen tek blastosistin bu grupta elde edilmesi bu verileri destekler niteliktedir.  

Sonuç olarak; çalışmada tüm kullanılan yöntemler içinde koyunlarda SMGT 

yöntemi ile yapılacak transgenik embriyo üretimi çalışmalarında koç spermatozoasının 

25 ng/µL konsantrasyonda pDNA (eGFP) içeren Ca- Mg- Free PBS ortamında 1 ms 

süre ile 250 V akım verilerek transfekte edilmeleri ve bu spermatozoanın ICSI yöntemi 

ile kullanılarak yüksek oranlarda transgenik embriyo üretilebileceği savunulabilir. 
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