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OZET

DOKTORA TEZi

FERTILiZASYON SONRASI FARKLI ZAMANLARDA YAPILAN GEN
ENJEKSIYONLARININ TRANSGENIK KOYUN EMBRiYOSU URETIMINE
ETKIiSi

Nur ERSOY

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Dolerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dah

Doélerme ve Sun’i Tohumlama Program

Danisman : Prof. Dr. Mithat EVECEN

Transgenezis calismalarinda en basarili yontemler uygulansa dahi, embriyoya verilen
genin sitoplazmada yikimlanma ve genoma entegre olmamama ihtimali her zaman vardir ve bu
durum hiicre i¢i biyolojik siireclere bagli olarak zamanlamadan etkilenmektedir. Calismada,
transgenik koyun embriyosu {retimi esnasinda farkli saatlerde elde edilen sonuglar
karsilastirilarak, en uygun gen enjeksiyon saatini bulmak amaclanmistir. Bu amagla,
fertilizasyonun ardindan proniiklear gelisimin ve DNA singami mekanizmalarinin farkli
gelisim evreleri hedeflenerek; 3., 5., 7. ve 9. saatlerde koyun zigotlarina intrasitoplazmik
mikroenjeksiyon yontemiyle, 10 pg/uL dozunda ayarlanmig Green Floresans Protein gen
(pEGFPN1) enjeksiyonu yapilmis ve hiicreler in vitro kiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 8. giiniinde
subjektif olarak mikroskop altinda kontrol edilen hiicreler; gelisim asamasi ve parlama oranlari
tizerinden farkli saatlerde yapilan gen enjeksiyonlarmin etkinligi degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, floresans parlama gosteren hiicre (transgenik embriyo) oranlar
yoniinden gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunmamistir (P>0,01). Enjeksiyon gruplarindaki
embriyolarin parlama oran1 ortalamalar1 karsilastirildiginda; 7. Saat enjeksiyon grubunun
parlama orani ortalamas1 diger gruplardan istatistiki olarak énemli diizeyde diisiik bulunmugtur
(P<0,05). En yiiksek yariklanma oranlar1 3. saat enjeksiyon grubunda bulunmus (P>0,01),
bununla birlikte en yiiksek dejenerasyon ve lize hiicre oram1 da yine 3. saat grubunda
gbzlenmistir (P<0,01). Bunun yanisira, blastosiste ulasma agisindan gruplar arasinda istatistiki
bir fark bulunmamistir (P>0,05). Sonug olarak; koyunlarda embriyolarinda gergeklestirilecek
gen enjeksiyonu ¢aligmalarinda erken saatlerin kullanilabilecek olmasiyla beraber, fertilizasyon

Xiv



sonrasi 3. ila 9. saatler arasinda, zaman kisitlamasi olmaksizin enjeksiyonlara giivenle devam
edilebilecegi sdylenebilir.

Nisan 2022 , 105 sayfa.
Anahtar kelimeler: Koyun, Transgenik, Sitoplazmik Gen Enjeksiyonu, Mikroenjeksiyon,

Yesil Floresan Protein (GFP)
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

Effect of Gene Injection at Different Timing After Fertilization on Transgenic Sheep
Embryo Production

Nur ERSOY

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Reproduction and Artificial Insemination

Department of Reproduction and Artificial Insemination Programme

Supervisor : Prof. Dr. Mithat EVECEN

Even if the most successful methods are applied in transgenesis studies, there is always
the possibility that the gene given to the embryo will be destroyed in the cytoplasm and not
integrated into the genome, and this situation is affected by timing depending on intracellular
biological processes. In the study, it was aimed to find the most appropriate intracytoplasmic
gene injection time by comparing the results obtained at different times after fertilization in the
production of transgenic sheep embryos. For this purpose, by targeting different developmental
stages of pronuclear development and DNA syngamy mechanisms; 10 pg/uL of Green
Fluorescence Protein gene (pEGFPN1) was injected into sheep zygotes at 3™, 51, 7" and 9"
hours after fertilization by intracytoplasmic microinjection method and the development of
embryos was evaluated in vitro. Embryos were checked under the invert microscope
subjectively on day 8 of culture; the effectiveness of gene injections made at different times
were evaluated over the developmental stage and glow rates under fluorescent light. According
to the results obtained, there was no statistical difference between the groups in terms of the
rates of cells showing glowing (transgenic embryos) (P>0.01). When the mean glow rate of the
groups were compared, the mean glow rate of the 7th hour injection group was statistically
significantly lower than the other groups (P<0.05). The highest cleavage rates were found in
the 3rd hour injection group (P>0.01), while the highest rate of degeneration and lysed cells
were also observed in the 3rd hour group (P<0.01). In addition, there was no statistical
difference between the groups in terms of reaching the blastocyst stage (P>0.05). As a result; it
was concluded that the gene injection procedure can be started as early as 3™ hours after
fertilization in sheep embryos and injections can be usefully continued from 3' to 9™ hours
without time restrictions.
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1. GIRIS

Transgenik hayvanlar kendi genomunda baska bir organizmaya ait rekombinant bir geni
tastyan hayvanlardir (Bagis 2002). Transgenik hayvanlarin baslica iiretim amaclari; model
hayvan tretimi, hayvansal {iirlinlere yeni Ozellikler kazandirilmasi, ksenotransplantasyon,
hastaliklara direngli hayvan iiretimi ve biyofarmasétik tiretimidir (Carter ve Shieh 2015, Denli

2012, Houdebine 2009, Wheeler 2007).

Istenilen iiriin ve amaca gore, transgenik {iretim igin segilecek hayvan
degistirilebilmekle beraber, fare, sican, tavsan gibi laboratuar hayvanlari; kedi ve kopek gibi
pet hayvanlari ve tavuk, koyun, kegi, sigir, domuz gibi ¢iftlik hayvanlar1 da kullanilabilmektedir
(Bagis 2002, Carter ve Shieh 2015, Houdebine 2009, Keefer 2004).

Laboratuar hayvanlari, kediler ve kdpekler daha ¢ok hastalik modelleri olusturmak
(Hatziioannou ve Evans 2012, Wagner 1995); domuzlar ise daha ¢ok ksenotransplantasyon
(Klymiuk ve ark. 2010) amaci ile kullanilmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ise gesitli hastaliklara
diren¢li hayvanlar (Liu ve ark. 2014) iiretmek, verim ozellikleri bakimindan gesitli yeni
ozellikler kazandirmak (Powell 1994) ve degerli biyofarmasoétiklerin iiretilmesi (biyoreaktor)

(Bagis 2002, Castro ve ark. 2010) amaglanmaktadir.

Transgenik hayvanlardan insan ve hayvanlarin kullanimi i¢in hormonlar, kan faktorleri,
asilar, biiylime faktorleri, sitokinler, enzimler, siit proteinleri, fibrinojen ve kollajen gibi
farmasotik bilesikler elde edilebilmektedir. Bu bilesikler basta siit, kan ve yumurta aki olmak
lizere, seminal plazma, idrar, ipek bezleri ve bocek larvalar gibi {irlinlerden elde edilmektedir

(Bagis 2002).

Bu teknoloji; elde edilen trtinlerin yapilariin insanlardakine yakin olmasi nedeni ile
peptid yapidaki {riinlerin {retebilmesi, {riinlerin hayvanlarin ¢esitli {irtinlerinden izole
edilmesinin kolaylig, elde edilen iiriin miktarinin fazla olmasi, biyofarmasétiklerin elde edilen
tirtin i¢indeki yogunluklarimin fazla olmasi ve ekonomik olmalar1 nedeniyle, insan saglig1 i¢in

ilag tiretiminde uygun ve tercih edilebilecek bir yontem olarak goriilmektedir (Bagis 2002).



Transgenik hayvan iiretimi i¢in uygulanacak gen aktariminda; kimyasal yontemler,
fiziksel yontemler, virlisler ve bunlarin kombinasyonlar:1 kullanilabilmektedir (Denli 2012).
Gen transferinde; prontikleusa veya oosit sitoplazmasina DNA mikroenjeksiyonu, retroviriisler
(lentiviral vektorler) veya transpozonlarin kullanimi, DNA’yla spermatozoonlarin inkiibasyonu
ve ardindan Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) kullanarak in vitro fertilizasyon,
elektroporasyon, pluripotent hiicrelere (embriyonik kok hiicre ve primordial germ hiicreleri)
yabanci genin aktarilmasi ve gen aktarimi yapilmis somatik hiicrelerin klonlanmada
kullanilmas1 yontemleri uygulanan tekniklerdendir (Arslan ve Akyiiz 2009, Houdebine 2009,
Pinkert 2014).

Yapilan ¢aligmalarda en yiiksek basar1 oranlari, viral vektorler kullanilarak perivitellin
araliga gen mikroenjeksiyonu yontemlerinde elde edilmistir (Keefer 2004, Overbeek 2014,
Polites 2014). Ancak viral vektorlerin hastalik olusturma riski, immiinolojik reaksiyonlara
neden olabilmesi ve sadece ¢ok kiiciik gen parcalarini tasiyabilmesi (en ¢ok Adenoviriislerde
36 kb kadar) (Howarth 2009) nedeniyle, mikroenjeksiyon yontemi daha ¢ok tercih edilmektedir
(Koo 2014, Menchaca ve ark. 2016, Overbeek 2014, Polites 2014, Pursel 1993).

Fertilizasyonun ardindan c¢esitli asamalarda, zigot icerisindeki bazi maddelerin
sitoplazmadaki enzimler araciligi ile lize edildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, transgenik
calismalarda kullanilan yontemler basari ile uygulansa dahi, embriyoya verilen genin hiicre
digina atilma ya da genoma entegre olamama ihtimali her zaman bulunmaktadir (Alizadeh ve
ark. 2005, Crosby ve ark. 1988, Mayer 2000).

Bu ¢alismada proniiklear gelisim ve singami siireci goz 6niinde bulundurularak, koyun
zigotlarina farkli saatlerde yapilan intrasitoplazmik gen enjeksiyonlarinin transgenik verimliligi
karsilastinlmigtir. In vitro fertilizasyon sonrasindaki farkli saatlerde (3., 5., 7. ve 9. saat),
floresan 151k altinda yesil renkte parlayan dolayisiyla da, genoma entegre olup olmadigi rahatga
gozlenebilen “Yesil Floresan Protein (GFP) geni” iceren pEGFPNI plazmidi sitoplazma igine
enjekte edilmistir. Boylece, farkli saatlerde elde edilen sonuclar karsilastirilarak, transgenik
koyun embriyosu iiretiminin basarisinin artirilmasi; yani aktarilan genin genoma entegre olma
sansinin yiikseltilmesi amac¢lanmistir. Koyunlarda daha 6nce arastirilmamis olan, “transgenik
embriyo {retimi i¢in en uygun intrasitoplazmik gen enjeksiyon zamani” bulunmaya

caligilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. REPRODUKSIYON
2.1.1. Koyunlarda Reprodiiksiyon

Koyunlarda iireme aktivitesi melatonin hormonuna bagli olarak gerceklesir ve
dolayistyla da mevsime bagli poliostrus goriiliir (Steinlechner ve Niklowitz 1992; Kalkan ve
Horoz 1997). Kuzey yarim kiirede, koyunlarin sekstiel olarak en yogun aktif olduklar1 donem
Temmuz-Ekim aylar1 arasidir. Puberte ise, mevsime (dogum mevsimi) ve beslenmeye bagl
olarak (canli agirligin %60-70’ine ulasma durumu) degismekle birlikte, yaklasik olarak 8-12
aylik yasta goriilmektedir (Yilmaz 1999; Ak 2002).

Seksiiel siklus ortalama 16-17 giin siirer ve prodstrus, Ostrus, metdstriis ve didstrus ile
mevsimsel andstrus evrelerinden olusur (Kalkan ve Horoz 1997; Ak 2002). Ostrus, 20-36 saat
stirer ve ovulasyon dstrusun bitimine yakin olarak, dstrus baslangicindan 24-27 ve LH pikinden
14 saat sonra gergeklesir (Ak 2002). Gebelik ise 148 giin kadar siirer. Irklara gére degismekle
birlikte ikizlik, {i¢iizliik ve dordiizliik goriilebilir (Yilmaz 1999; Tarim ve Orman Bakanligi
2019).

2.1.2. Ko¢larda Reprodiiksiyon

Dogum mevsimi, beslenme kosullari, bolgenin iklimi ve diger hayvanlarla bir arada
bulunup bulunmama durumlarma gore degismekle birlikte, erkeklerde spermatogenezisin

baslama yas1 ortalama 4 ay, damizlikta kullanilma yas1 ise 9-16. aydir (Ak 2002).

Koglardan ejakiilat basina 0,6-2 mL arasinda degismekle birlikte, ortalama 1 mL kadar
sperma alinabilmektedir. Yogunluk 2-3 milyar/mL ve motilite %80-90 civarindadir. Sperma
pH’1 ortalama 6,7°dir (Ak 2002). Bu degerler sperma alma yontemi, mevsimsel farkliliklar,
hayvanin 1rk1 ve yasi gibi parametrelere gore degisiklik gosterebilir (Brady ve Gildow 1939).



2.2. FERTILIZASYON

Fertilizasyon, disi tireme hiicresi oosit ve erkek iireme hiicresi olan spermatozoonun bir
araya gelerek yeni bir canliy1 olusturabilecek olan zigotu olusturmasi ile sonuglanan olaylar

dizisi olarak tanimlanmaktadir (fleri 1999, Wassarman 1999).

Fertilizasyon, normal sartlarda in vivo olarak gerceklesse de cesitli arastirmalar ve

uygulamalar igin siklikla in vitro fertilizasyon tekniklerine bagvurulmaktadir.

Fertilizasyonun gergeklestirebilmesi i¢in 00sitin olgunlagsmasi, spermatozoonun ise
ikinci olgunlagma donemi olan kapasitasyonunu tamamlamis olmasi gerekir. In vivo ortamda
iki hiicre, disi genital sisteminin ovidukt boliimiiniin ampullasinda karsi karsiya gelmekte ve

dollenme burada gergeklesmektedir (Wassarman 1999, Ak 1999).

In vitro ortamda ise, in vivo olgunlagmis oositler toplanir (Cognie ve ark. 2003) veya
uygun ortamlarda olgunlastirilan oositler (De Smetd ve ark. 1992, Cognie ve ark. 2003)
fertilizasyon medyumu igerisine alinir ve iizerlerine secilmis hiperaktif spermatozonlar gerekli
yogunlukta eklenerek, fertilizasyonun gerceklesmesi saglanir (De Smetd ve ark. 1992, Wani
2002, Cognie ve ark. 2003).

2.2.1. Fertilizasyonun Asamalari

Olgunlasmanin son asamalari, oosit ve spermatozoonu fertilizasyona hazirlamaktadir.
Oosit i¢in bu birinci polar cisimcigin perivitellin bosluga atilmasi iken, spermatozoon iginse
ejakiilasyonun ardindan disi genital kanalinda gerceklesen kapasitasyon siirecidir (Chang M.C.
1951). Boylece, birinci mayoz boliinmesini tamamlamis bir oosit ve kapasitasyonunu
tamamlamis olgun bir spermatozoon birlesebilecek duruma gelmis olur (Austin C.R. ve Bishop

M.W.H. 1958, Wassarman 1999).

Fertilizasyonun gerceklesebilmesi icin kapasite olan spermatozoonun oosit etrafini
saran kumulus hiicrelerini gegebilmesi, oositin etrafin1 saran zona pellusida katmanina
baglanmas1 ve onu gecebilmesi, ardindan oositin plazma membranina baglanabilmesi

gerekmektedir (Wassarman 1987).



2.2.1.1. Kapasitasyon

Kapasitasyon terimi ilk defa C.R. Austin tarafindan ortaya atilmistir (Austin 1952,
Wasserman 1987). Ayni yil, M.C. Chang tarafindan da spermatozoonlarin fertil hale gelebilmek
icin belirli bir degisiklikten gegmesi gerektigi ortaya koyulmustur (Chang 1951).

Kapasitasyon, spermatozoonlarin iizerinde bulunan bir kilifin ortadan kalkmasi olarak
tanimlanabilecek bir dizi geri doniisebilir kimyasal reaksiyondan ibarettir. Mekanizmasi tam
olarak bilinmese de genel olarak, spermatozoonlarin iizerinde etrafin1 saran koruyucu ve
stabilizator bir Ortii oldugu ve kapasitasyonun da bu oOrtiiniin kalkmasi seklinde oldugu
disiiniilmektedir (Yanagimachi 1994). Bu ortiinliin dekapasitasyon faktorlerini igerdigi
diisiiniilmektedir. Bu siirecte, spermatozoonun fiziksel yapisinda belirgin bir degisiklik
olmazken, kimyasal yapis1 degismekte (Bedford 1970, Yanagimachi 1994, Gadella 2008) ve
cesitli iyon degisimleri, farkli bolgelerde iyon yogunlagsmalart gibi durumlar goriilmektedir

(Yanagimachi 1994).

Kapasitasyonun ardindan spermatozoonda hiperaktivite (Zhu ve ark. 1994), zona
pellusidayla etkilesime ge¢me yeteneginin gelismesi (Yanagimachi 1994) ve membrandan
kolesteroliin uzaklastirilmasina bagl olarak, membranlarin akiskanliginda artis (Yanagimachi
1994, Cross 1998) gerceklesmektedir. Hiperaktivasyon, spermatozoonun oosite ulasmasini
saglarken, kolesteroliin disar1 ¢ikmasiyla membranlarin  yumusamas: da akrozom
reaksiyonunun meydana gelebilmesini saglamaktadir. Spermatozoon hiperaktivasyonu ile
birlikte, akrozomun zona penetrasyonunu sagladigi ve bunun sonucunda akrozom
reaksiyonunun tamamlanmasiyla spermatozoon ve oosit flizyonunun gerceklestigi
diistiniilmektedir (Yanagimachi 1994).

In vitro ortamda kapasitasyon, sentetik ovidukt sivilarinda (SOF), 6zellikle heparinin
indiiklemesiyle gerceklesmektedir (Handrow 1986). Ayrica, ovidukt ortamini taklit etmek
amacityla medyum igerisinde bikarbonat, kalsiyum, HEPES ve serum albiimini de
bulunmaktadir (De Lamirande ve ark. 1997). Kullanilan medyumlarda Ca* varligi 6nemlidir.
Medyumlarda bu iyonun eksik veya az olmast durumunda, hiperaktivasyon
gerceklesememektedir (Yanagimachi 1994). Ayrica, ortamda enerji saglayan maddelerin
(piruvat, laktat vb.) de bulunmas1 gereklidir.

Memeli tiirlerinin biiylik ¢ogunlugunda, in vitro kapasitasyonun tamamlanmasi en ¢ok
5 dakika stirmektedir (maymunlarda 1 dakika igerisinde tamamlanmaktadir). Bu siire ortalama

2 dakika olarak kabul edilmektedir (Yanagimachi 1994).



2.2.1.2. Kumulus Ooforus ve Spermatozoon

Ovule olduktan sonra oosit, kumulus ooforus adi verilen kumulus hiicreleri ve bunlarin
arasindaki hyaluronik asit matriksten olusan bir yapiyla cevrilidir. Fertilizasyon igin,
spermatozoonlarin bu yapiy1r gecmeleri gerekmektedir. Bunun, bir¢cok spermatozoonun ayni
anda oosit etrafinda toplanmas1 ve mekanik olarak kumulus ooforusu dagitmasi ile gergeklestigi
diistiniilmekteyken, in vitro olarak bir anda ¢ok fazla spermatozoon oosit etrafina gelebilse de
aslinda in vivo olarak oosit etrafina gelebilen spermatozoon sayisinin ¢ok olmadigi (¢cogu

memelide 1:1 oraninda) (Cummings ve Yanagimachi 1982) goriilmiistiir.

Bu nedenle, spermatozoonlarin erkek genital sistemde olgunlasirken ylizeylerine
akrozin, hyaluronidaz, beta-galaktosidaz ve arilsiilfataz gibi enzimlerin tutundugu ve penetre
oldugu belirlenmistir. Bu sayede akrozomal kap icerisindeki enzimler ac¢iga ¢ikmasa da bu
enzimler etki gostererek kumulus ooforusun gegilmesini saglamaktadir (O’Rand ve Metz 1974,

Metz ve ark. 1972).

Kumulus ooforusun, fertilizasyon esnasinda degisik tiirlerde bulunmamasi veya
neredeyse tamamen dagilmis olmasindan 6tiirii, gerekli olup olmadig: tartisiimistir. Kumulus
ooforusun uzaklagtirildig1 bazi in vitro ¢alismalarda, fertilite oranlarinda diisiis goriilmiistiir
(Yanagimachi 1994). Yapilan ¢aligmalar sonucunda bu yapinin, spermatozoon yogunlugunun
fazla oldugu durumlarda bir bariyer etkisi gosterdigi (Florman ve Ducibella 2006) ve ortamdaki
albiimin miktar1 diisiik oldugu takdirde bunu dengeleme seklinde destek sagladigi sonucuna

ulagilmistir (Yanagimachi 1994).

Oosit etrafindaki spermatozoon miktarmin fazla oldugu durumlarda, kumulus
ooforusun bunlarin tutulmasini sagladigi, kemotaksis ile spermatozoonlarin oositi bulmasini
kolaylagtirdigt (Sun ve ark. 2005), ylizeyinin yapiskan yapida olmasi sayesinde de
spermatozoonlarin tutunmasini kolaylastirdigi ve igerisinden gegerken spermatozoonlarin
tizerlerindeki bazi maddeleri birakarak zona pellusidaya baglanabilecek hale gelmelerini
sagladigi (Yanagimachi 1994) bildirilmistir. Ayrica, bu yapinin ancak yeterince kuvvetli olan
spermatozoonlar gegebildigi i¢in, seleksiyonu sagladigi (Cummins ve Yanagimachi 1986,
Cardullo ve Thaler 2002), yine yapiskan yapisi sayesinde zonaya ulagan spermatozoonlarin
oosit etrafindan ayrilmasin1 engelledigi ve zona pellusidayla yapisik oldugu ig¢in

spermatozoonlarin hareketiyle oositin donmesini engelledigi, bu sayede de spermatozoonlarin



bosa enerji harcamadan direkt olarak oosite girmek i¢in hareket etmelerini sagladigi

diisiiniilmektedir (Yanagimachi 1994).

Kumulus ooforusun geg¢ilmesi isleminin birka¢ dakika ile 15 dakika arasinda degisen

bir siirede tamamlandig1 bildirilmistir (Florman ve Ducibella 2006).

2.2.1.3. Zona Pellusida ve Spermatozoon

Zona pellusida, oosit ve embriyonun etrafin1 saran koruyucu bir kiliftir. Mekanik
koruma saglayarak dagilmalar1 engeller. Ayrica, fertilizasyon sirasinda polisperminin
engellenmesinde de gorev alir (Yanagimachi 1994, Cardullo ve Thaler 2002, Florman ve
Ducibella 2006, Gadella 2008). Tiirlere gore degismekle birlikte, 1-2 um’den 16 pm’ye kadar
kalinliklarda olabilmektedir. En az iki tabaka halindedir ve i¢ tabaka dis tabakaya goére daha
yogun ve daha diizgiin bir ylizeye sahiptir. Dis tabaka, girintili ¢ikintili siingerimsi bir yapiya
sahiptir ve bunun goriilmesi, spermatozoon penetrasyonu i¢in zonanin uygun oldugunu

gostermektedir (Bleil ve Wassarman 1980, Yanagimachi 1994).

Zona pellusidanin iiretimi, oosit tarafindan gerceklestirilmektedir. Follikiil icerisindeki
oositin gelisimiyle birlikte degisik asamalarda ¢esitli glikoprotein, protein ve niikleotid gruplari
salgilanmakta ve zona pellusidanin yapisina katilmaktadir. Zona proteinelerinin sentezinin
kaynagini aragtirmak i¢in yapilan arastirmalarda bu sentezin sadece oosit kaynakli oldugu ileri
stiriilmiistiir (Sinowatz ve ark. 2001, Bogner ve ark 2004). Ancak, bu arastirmalarin sadece
farelerde yapilmis olmasinin fark edilmesi {izerine diger evcil ((tavsan (Dunbar ve ark. 1994,
Grootenhuis ve ark. 1996), kopek (Tresoriero 1981), inek (Kolle ve ark. 1998) ve domuz
(Sinowatz ve ark. 1995, Kolle ve ark. 1996) ve evcil olmayan (marmoset maymunlar: (Bogner
ve ark 2004)) memelilerde yapilan arastirmalarda oositle birlikte folikiil hiicrelerinin de bu
proteinlerin sentezinde rol oynadigmi gostermistir. Burada, spermatozoonun oosit igerisine
girmesini saglayan Zona Pellusida proteinleri (ZP1, ZP2 ve ZP3 bulunmaktadir) kritik 6nem
tasimaktadir (Bleil ve Wassarman 1980, Yanagimachi 1994, Gerton 2002, Louros ve ark.
2013).

Spermatozoonlar kumulus ooforusu gectikten sonra zona pellusidaya ulasir ve buraya
yapisirlar. Bunun, hem spermatozoon {iizerinde bulunan molekiiller hem de zona pellusida
yiizeyinde bulunan bu molekiilleri baglayan reseptorler sayesinde oldugu diistiniilmektedir.

ZP3 proteini dig akrozomal membran i¢in, ZP2 proteini ise i¢ akrozomal membran i¢in birer



reseptordiir (Yanagimachi 1994, Cardullo ve Thaler 2002). ZP3 sayesinde akrozom reaksiyonu

uyarilirken, ZP2 spermatozoonu baglayan sekonder sperm reseptorii olarak iglev goriir (Prasad

ve ark. 2000, Gedikli ve ark. 2013).

2.2.1.4. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom, Onceleri lizozomun analogu olarak goriilen (Allison ve Hartre 1970), daha
sonralart diizenlenmis salgi organeli olarak adlandirilan (Burgess ve Kelly 1987) ve
spermatozoonlarin bas kisminin ucunu ekvatoryal segmente kadar kapatan bir kisimdir
(Wassarman 1987). Akrozom, niikleus tarafinda olan i¢ akrozomal zar ile plazma membrani
tarafinda olan dig akrozomal zar arasinda yer almakta ve farkli diizen ve yogunluklarda
enzimler icermektedir (Gerton 2002). Akrozomda bulunan enzimler, hidrolize edici
enzimlerdir. En ¢ok akrosin, proakrozin ve hyaluronidaz ve daha az miktarda bulunan diger
enzimler diginda, az miktarda karbonhidrat da bulunmaktadir (Austin ve Bishop 1958, Piko ve
Tyler 1964, Yanagimachi 1994). Ozellikle akrozomal kabm dis akrozom membranmnin ig
yiizeyini kaplayan ve bu sayede membranlar arasi agikligi olusturdugu diisiiniilen bir

glikoprotein tabakasi bulunmaktadir (Gerton 2002).

Normal ve gercek bir akrozom reaksiyonunda, dis akrozomal membran ve plazma
membrani arasinda yaygin ve yogun yapismalar meydana gelmekte, bunun sayesinde olusan

kanallar ile de akrozom igerisindeki enzimlerin disart ulagmasi saglanabilmektedir
(Yanagimachi 1994).

Akrozomun i¢ ve dig membranlari arasindaki flizyonlar, hayvan tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Tavsanlarda akrozomal kabin 6n kismi veya bunun ¢evresinden baslarken,
hamster ve koyunlarda akrozomun bitimine denk gelen ekvatoryal birlesme noktasindan
baslamaktadir. Bu boélgelerin, hiicre membranlarin en az stabil oldugu noktalar olmasi

nedeniyle meydana geldigi diigiiniilmektedir (Yanagimachi 1994).

Fertilizasyonu saglayan spermatozoonlarin, zona pellusida ile etkilesime girdikten sonra
akrozom reaksiyonu gosteren spermatozoonlar oldugu tespit edilmistir. Zona pellusidayla
karsilagmadan 6nce reaksiyon gosteren spermatozoonlar ise zona pellusiday1 gecememektedir

(Wassarman 1987, Yanagimachi 1994).

In vivo olarak bakildiginda, akrozom reaksiyonunun bazen 3 giine kadar

gerceklesmeyebildigi goriilmiistiir. Ancak in vitro ortamda yapilan ¢aligmalarda, kapasitasyon



indiiklendikten (6rnegin yogun Ca~ iyonu iceren ortamdan az yogun ortama gegirmek gibi)
sonra membranlar arasi fiizyonun en gec 1 dakika icerisinde meydana geldigi (en diisiik olarak

insan spermasinda 5-10 saniye) tespit edilmistir (Bleil ve Wasserman 1983, Yanagimachi
1994).

Akrozom reaksiyonunun, spermatozoonun 00sitin zona pellusidasiyla temasa gegmesi
sonucunda buradaki yiizey reseptor glikoproteinlerinden ZP2 ve ozellikle ZP3 ile temas
ettikten sonra bagladigi, ZP’lerin burada ligant gorevi gordiigli ve spermatozoonlarda
zincirleme bir reaksiyonu baslattig1 bildirilmistir (Bleil and Wassarman 1983, Ward ve Kopf
1993).

Akrozomdan igeriye Ca~ iyonlarinin girisiyle birlikte hem enzimlerin aktivasyonu
gerceklesir hem de membran depolarizasyonuyla fiizyon etkisi goriiliir. Aktive olan G proteini
fosfolipaz A’y1 stimule eder, bu da fosfatidil kolin’in yikimlanmasini ve lizofosfadil kolin ve
aragidonik asitin olugmasini saglar. Bunlar da membranlarin flizyonunu saglayan maddelerdir
(Yanagimachi 1994). Bu reaksiyon zincirlerinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir, ancak

koyunlarda aktif protein kinaz C bulunmamasi nedeniyle 6nemlerinden siiphe edilmektedir.

Bu yiizden daha basit bir sistem 6ne sitiriilmiistiir. Bu sistemde, ligantlar tarafindan
aktive edilen spermatozoon reseptorlerinin Ca~ kanallarini agtigi, hiicre i¢i Ca~ oraninin
artmasiyla birlikte onceki zincirin yiiriidiigii diistiniilmiistiir (Wassermann 1987, Yanagimachi

1994).

2.2.1.5. Zona Penetrasyonu

Zona penetrasyonu hakkinda iki adet hipotez bulunmaktadir. Bunlar mekanik ve
mekanik olmayan hipotezlerdir. Zona penetrasyonu, spermatozoonun zonaya baglanmasinin

ardindan 5-20 dakika igerisinde tamamlanmaktadir (Yanagimachi 1994).

Mekanik hipoteze gore, zona pellusidanin gecilmesi tamamen mekaniktir. Akrozomal
kap igerisinde bulunan enzimlerin tek islevi zona pellusidada yer yer yirtilmalara yol agmaktir.
Bu yirtilmalarin ardindan spermatozoon kuyruk hareketleriyle oosit igerisine ilerlemektedir.
Spermatozoonun gegirdigi degisikliklerle birlikte sahip oldugu hiperaktivasyon 6zelligi, bu
asamada yardimci1 olmaktadir (Yanagimachi 1994, Gadella 2008).
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Bu hipoteze kanit olarak, kuyruk hareketinin gii¢c ve frekansinin zona pellusidadaki
kovalent baglar1 kirmakta yeterli bir gili¢ olusturuyor olmasi, spermatozoonun zona pellusiday1
gecerken gerisinde enzimatikten ¢ok fiziksel bir iz birakmasi, akrozom reaksiyonunun ardindan

bakildiginda ortamda akrozin miktarinin ¢ok diisiik olmasi, gosterilmektedir (Yanagimachi
1994).

Mekanik olmayan hipotezler; spermatozoon kaynakli enzimatik olan ve olmayan
maddelerle ilgilidir. Enzimlerle ilgili olmayan hipotezde, zona tizerinde bolgesel hasarlanmalar
goriliir. Bu hasarlanma, enzim olmayan bazi faktorler ve flagellar hareket sonucu olugsmaktadir

(Vacquier ve ark. 1990, Kresge ve ark. 2001).

Enzimatik hipotezde ise akrozomal kap igerisinde bulunan enzimler dnemliyken,
mekanik hareket ikinci plandadir. Akrozomal preoteazlarin etkisiyle zona pellusidanin lize
edildigi diisiiniilmektedir (Honda ve ark. 2002). Ozellikle akrozin enziminin zona-lizin olarak

hareket ettigi one siiriilmiistiir (Yanagimachi 1994).

2.2.1.6. Zona Reaksiyonu

Polispermi, bir oosit igerisinde birden fazla spermatozoonun girmesi durumudur (Dale
ve DeFelice 2011). Bu durum, kanatlilarla siiriingenlerde sik goriilse de memelilerde de nadiren
goriilmektedir. Koyunlarda yapilan bir aragtirmada ise, 6strus baslangicindan 36-48 saat sonra,

yani ge¢ yapilan tohumlamalarda %40’a kadar polispermi goriilmektedir (Yanagimachi 1994).

Spermatozoonun igeri girmesiyle birlikte, polispermiyi engellemek adina kortikal
reaksiyon veya zona reaksiyonu olarak adlandirilan bir tepkime gerceklesir. Zona reaksiyonu
ve kortikal reaksiyon farkli olarak da goriilebilmektedir (Yanagimachi 1994). Spermatozoonun
oosite girisiyle, oncelikli olarak giris noktasindan baglayarak oosit membraninin tamaminda
saniyeler igerisinde bir elektriksel iletim ve tepkime gerceklesir (Dale 1985, Florman ve
Ducibella 2006). Bu tepki, kortikal reaksiyondur ve oosit membranmi yiizeyindeki
polarizasyonun bozulmasiyla gecis engellenmeye baslar (Yanagimachi 1994). Ardindan,
onceden oositin i¢erisinde bulunan ve spermatozoonun igeri girmesiyle perivitellin araliga
acilan kortikal graniiller, zona pellusidanin yapisinda ani bir degisiklik meydana getirir ve ZP3
reseptOrlerinin ortadan kalkmasi ve zonanin sertlesmesi ile gegirgenlik son bulur (Vacquier ve

ark. 1973, Monroy ve Moscona 1979, Yanagimachi 1994).
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2.2.1.7. Gamet Fiizyonu

Spermatozoon, zona pellusiday1 gegmesinin ardindan vitellin membran ile kars1 karsiya
gelir. Vitellin membranin yiizeyi mikrovilluslarla kaplidir. Spermatozoon, ylizeydeki bu
mikrovilluslarla akrozomal basligin sinir1 olan ekvatoryal bolgeden temas eder ve bu bolgeden

yatay pozisyonda yapisma olur (Yanagimachi 1994, Myles ve ark. 1999, Gadella 2008).

Villuslar araciligryla spermatozoonun basinin ekvatoryal bolgenin altinda kalan post
akrozomal bolgesi vitellin membrandan igeri girer. Bununla birlikte bazi arastirmacilarca
spermatozoonun geri kalan kismi disarda kaldigi (Yanagimachi 1994) bildirilse de farkli
tiirlerde spermatozoonun tamaminin oosit igerisine girdigi bildirilmistir. Ornegin tavsanlarda
yaklasik 20 dakika igerisinde kuyruk kismin oosit sitoplazmasina girdigi (Longo ve ark 1987),
flizyon islemi tamamlandiktan hemen sonra kuyruk hareketinin durdugu ve igeride bulunan bu
kuyrugun komponentlerinin fertilizasyonun diger asamalarinda (6rnegin proniikleuslarin
vitellus i¢indeki gogii erkek sentrozomun olusturdugu aster yapisinin kontroliindedir (Shatten

1994, Hewitson ve ark. 2002)) katki sagladigi bildirilmistir (Florman ve Ducibella 2006).

2.2.1.8. Proniikleuslarin Olusmasi ve Singami

Memelilerde  dollenme, oositin  Metafaz-II asamasinda  gergeklesmektedir.
Spermatozoonun oosit igerisine girmesiyle birlikte hiicre igine giren kalsiyum artisiyla oosit
uyarilir ve aktif hale geger. Aktive olan oosit, mayoz boliinmesine devam eder ve ikinci polar
cisimcigini atar. Kalan haploid DNA zinciri paketlenir ve kiiciik bir disi proniikleus olugsmus

olur (Johnson ve ark. 1998, Ducibella ve ark. 2002, Chang ve ark. 2004).

Spermatozoonlardaki DNA paketlenmesi oosittekinden farklidir. Spermatozoonlarda
histonlar yerine, daha siki ve gii¢lii baglar yaratan protaminler bulunur (Wouters-Tyrou 1998).
Spermatozoon oosite girince, 6nce genetik materyal (¢ekirdek) etrafindaki kilif yikimlanir ve
ardindan dekondenzasyon gerceklesir. Dekondenzasyon igin gerekli maddeler (protaminler
yerine histonlar gegmekte, Zn baglar1 kirilmaktadir) oosit sitoplazmasinda bulunur (Wright ve
Longo 1988, Adenot ve ark. 1991). Oosit dekondenzasyonla ayni anda, metafaz evresinden
telofaz evresine gecer ve dekondenzasyon telofaz evresinde tamamlanir (McLay ve Clarke
2003). Oosit sitoplazmasindaki maddeler kullanilarak protaminler agilir ve histonlar bunlarin
yerini alir (Ecklund ve Levine 1975). Bu sayede, spermatozoonun disi proniikleus ile
birlesebilecek erkek proniikleusu olusmus olur. Erkek ve disi proniikleuslar ayni anda

olgunlagir (Yanagimachi 1994, Florman ve Ducibella 2006).
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Bir sonraki asamada, aktivasyonla birlikte oosit iskeletinin yeniden diizenlenmesi
(Scholey ve ark. 1989, Payne ve ark. 2003) sonucunda bu iki proniikleus, oositin ortasina dogru
ilerler ve kars1 karsiya gelir. Bunu saglayan, erkek sentrozomun olusturdugu aster yapisidir
(Shatten 1994, Hewitson ve ark. 2002). Hiicre iskeletine baglanan boyalarla yapilan
incelemelerde, polar cisimcik altindaki kortikal bolgede yogunlasma goriilmiistiir. Ayrica
sitoplazma igerisinde yariklanmadan (klivaj) once, proniikleuslar {izerinde yogunlasan aster
odaklar1 olusturan sentrozomal odaklar da goriilmiistiir. Zigotun profaz evresinde sentrozom
yapist duplike olur. Kars1 karsiya gelen proniikleuslarin etrafindaki zarlar erir ve yogunlasan
genetik materyal zigotun metafaz evresini saglayacak sekilde dizilir. Ardindan ilk mitoz
boliinme devam eder ve duplike olan sentrozom yapilari ile telofaz evresine gegilir. Bu islemin
olabilmesi i¢in gamet fiizyonunun ardindan en az 12 saat ge¢mis olmasi gerekmektedir

(Yanagimachi 1994, Florman ve Ducibella 2006).

Spermatozoonla birlikte igeri giris yapan hiicre zar1 veya yapisal elementlerin bagina ne

geldigi halen tam olarak bilinmemektedir. Ancak, zigotun sentriollerinden birinin

spermatozoondaki proksimal sentriol kaynakli oldugu bulunmustur (Yanagimachi 1994).

Tablo 2-1: Koyunlarda fertilizasyon asamalarinin zamanlamas.

Embriyo Kapasitasyon Kumulus Zona Akrozom
Gelistirme Penetrasyonu Penetrasyonu Reaksiyonu
Ortam
in Vivo 1-1,5 saat 5 dakika 5-15 dakika 3 giine kadar
In Vitro 5-15 dakika 5 dakika 1 dakika Indiiklendikten 1
dakika sonra
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2.2.2. Koyunlarda Fertilizasyonun Ardindan Gerg¢eklesen Olaylarin Zamanlamasi

Fertilizasyon, spermatozoonlarin oositleri fertilize etmesi i¢in birakildiktan yaklasik iki
saat sonra baslamaktadir. Spermatozoon oosit igerisine girdikten hemen sonra
dekondenzasyona baslamakta, fakat zigot gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen fertilizasyon
konisinin olusumu spermatozoonun igeri girisinden Yaklasik 1 saat kadar sonra
gerceklesmektedir. Bu yapi, erkek proniikleus olusana kadar varligmi siirdiiren bir gecis

yapisidir (Crozet 1988a, Crozet 1988b).

Oosit acisindan bakildiginda, spermatozoonun igeri girmesiyle birlikte artan kalsiyum
miktarinin da uyarmasiyla mayoz boliinme tamamlanmakta (Johnson ve ark. 1998, Ducibella
ve ark. 2002, Chang ve ark. 2004) ve fertilizasyonun ardindan 3.- 4. saatler icerisinde 2. polar
cisimcigin atilimi gerceklesmektedir. Dordiincii saat sonunda, mayoz boliinmenin devamiyla

kortikal graniiller ile oosit icerisinden madde atilimi ger¢eklesmektedir (Crozet 1988b).

Fertilizasyonun ardindan 5. saatte, neredeyse es zamanli olarak disi ve erkek proniikleus
gelisimi olmaktadir. Ancak, proniikleuslar yeni sekillendiginden, etraflarinda bir zar

bulunmayip, genisleme ve karsi karsiya gelme asamalarina heniiz gegmemislerdir (Crozet

1988a, Crozet 1988b).

Proniikleus olusumunun 1 saat sonrasinda (fertilizasyondan 6 saat sonra), iki proniikleus
da niikleer zarfla kaplanmis hale gelmistir. Bunun ardindan, her ikisinin de boyutu artar ve
sperm asteri araciligiyla oldugu diisiiniilen hareketle, hiicrenin ortasina dogru ilerlerler (Crozet

1988a). Bu olayin tamamlanmasi yaklasik 7. saate denk gelmektedir.
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Tablo 2-2: Koyunlarda fertilizasyonun ardindan gerceklesen olaylar.

SAATLER | ONCESINDE GERCEKLESEN OLAYLAR

Spermatozoonun oosit igerisine girmesi

2. SAAT
Dekondenzasyonun baglamasi
Oosit aktivasyonu
3. SAAT
Fertilizasyon konisinin olusumu
2. polar cisimcigin atilimi
4. SAAT
Kortikal graniiller ile oosit digina madde atilimi
5. SAAT

Disi ve erkek proniikleus gelisimi

6. SAAT [ Proniikleuslarin zarfla ¢evrilmesi

Proniikleuslarin boyutunun artmasi ve singaminin gerceklesecegi yere
7. SAAT | gitmeleri

Yariklanmanin baglamasi

9. SAAT | Yariklanmanin devami

22. SAAT | Yariklanmay bitiren ilk hiicreler

2.3. TRANSGENESIS

Transgenesis, bir canliya kendi genomunda olmayan bir gen parcacigiin aktarilmasi
islemidir. Bu yontemle elde edilen canlilara transgenik canli denmektedir. Bu teknoloji,

canlilarin genomuna digaridan bagka bir canlinin bir gen parcasini sokmak i¢in kullanildig: gibi,
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genomun bir parcasinin saf disi birakilmast ve susturulmasi veya istenildigi anda aktive

edilmesi i¢in de kullanilabilmektedir (Niemann ve Kues 2003, Gama Sosa ve ark. 2010) .

1950’lerin basinda Watson ve Crick (Watson ve Crick 1953) tarafindan DNA’nin
yapisinin kesfedilmesiyle, canlilarin genlerinin kontrol edilmesi ihtimali dogmustur. Stanley
Cohen ve Herbert Boyer (Cohen ve ark. 1973) ilk transgenik canliyt 1973 yilinda bir bakteri
olan Escherichia coli’den iirettiler. Bundan 10 y1l sonra tiitiinden, ilk transgenik bitki {iretildi
(Barton ve ark. 1983). Ozellikle bakteri iiretiminin ardindan, transgenesisin diinyaya zararli
olabilecegi diisiiniilmiis olsa da, transgenik c¢alismalar bu giin hizla devam etmektedir.
Transgenik {iriinlerin kullanimina ise baz1 iilkelerde onay verilmistir. Ilk transgenik hayvanlar
meyve sinegi ve fare olurken, insan tiiketimine onayi verilen ilk transgenik hayvan ise somon

balig1 olmustur.

2.3.1. Transgenesisin Kullanim Alanlari

Transgenik hayvanlar, genel olarak biyomedikal triinlerin kullanimi ve tarimsal
ozelliklerin iyilestirilmesi amaciyla iiretilmektedir. Biyomedikal iiriinler i¢in; model hayvan
iiretimi, hiicre, doku ve organ ksenotransplantasyonu ve biyoreaktor iiretimi sayilabilirken,
tarimsal Ozelliklerin iyilestirilmesine; yiin, siit, et gibi hayvansal iirlinlere yeni 6zellikler

kazandirilmasi ve ¢esitli hastaliklara direngli hayvanlarin tiretimi, sayilabilir.

2.3.1.1. Tarimsal Ozelliklerin lyilestirilmesi

Uretilen transgenik ¢iftlik hayvanlarinda bircok farkli ama¢ hedeflenebilmektedir.
Bunlarin baslicalari; karkas formasyonu, siit 6zelliklerinin degistirilmesi, yiin kalitesinin
degistirilmesi, cevreye daha az zararli atik birakan hayvanlarin iiretilmesi, ¢esitli yaygin

hastaliklara direngli hayvanlarin iiretilmesidir (Niemann ve Kuess 2003).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla, domuzlara transfer edilen insan genleri sayesinde
bliyiime hiz1 arttirillmis, yemden faydalanma orani arttirilmis ve viicuttaki yag/kas oram
tyilestirilmis domuzlar elde edilmistir (Pursel ve ark. 1989, Nottle ve ark. 1999). Bunun iizerine
farkli ¢aligmalar yiiriiten gruplar, ispanaktan alinan desaturaz iiretim genini domuzlara
naklederek doymus yag orani azaltilmis, doymamis yag orani yiiksek karkas eldesi
saglamiglardir (Niemann 2004, Saeki ve ark. 2004).

Benzer sekilde, siit iiretimi {izerine yapilan ¢alismalarda kazein {iretimi i¢in gerekli olan

genin (beta ve kappa casein) fazladan ifade edilmesiyle, kazein orani yiiksek siit eldesi (Brophy
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ve ark. 2003), B-laktoglobiilin geninin susturulmasiyla hipoalerjenik siit eldesi veya alfa-
laktalbiimin geninin susturulmasi ile laktozsuz siit eldesi saglanabilecegi diisiiniilmektedir
(Niemann ve ark. 2005). Farelerde yapilan ¢alismalarda, heterozigot annelerdeki siit laktoz
oranlar1 %50-85 oraninda azaltilmistir (Jost ve ark. 1999). Domuzlara transfer edilen inek alfa
laktalbiimin geni sayesinde ise disi domuzlarda daha yiiksek laktoz oranli ve besleyicilik
acisindan daha iyi 6zelliklere sahip siit salgist saglanabilmis, bu sayede domuz yavrularinin

hayatta kalma orani arttirilmistir (Wheeler ve ark. 2001).

Keratin geni modifiye edilmis koyunlarda, deride bu genin ifade edilisi goriilmiis ve

%6,2 oraninda daha kaliteli yiin eldesi saglanmistir (Damak ve ark 1996a, 1996b).

Yine domuzlarda yapilan bir c¢aligmada, yiiksek fosfor igeren digkilama yapan
hayvanlarda yapilan genetik modifikasyon sonucunda, tiikiiriik bezlerinde ifade edilecek
sekilde yerlestirilen genetik degisiklik, domuzlarin agiz bolgesinde fosforun sindirilmesini
saglayacak bakteriyel enzimlerin salgilanmasini saglamis, bu sayede digkiyla atilan ¢evreye

zararli fosfor miktar1 %75 oraninda azaltilmistir (Golovan ve ark. 2001).

Prion proteininin susturulmasi yontemiyle, Scrapie gibi prion kaynakli hastaliklara
direncli hayvanlarin olusturulmus ve ardindan bu sigirlarin klonlama yontemiyle {iretimi
basarilmistir (Cyranosky 2003). Insanlarda diger memelilere gore yiiksek oranda bulunan
lizozom ve laktoferrinin, enfeksiyona karsi direngle ilgili oldugu bilinmektedir (Niemann
2005). Insan lizozom geninin farelerde ifade edilmesi sonucu bakteri yiikiinde ve meme
enfeksiyonlarinda azalma goriilmiistiir (Maga ve ark. 1995a, 1995b). Ayrica sigirlarda yapilan
calismalarda da laktoferrin miktarinin arttigi goriilmiis, bu maddenin bakterisidal etkisi
sebebiyle, bu durum hastaliklara direncle iligkilendirilmistir (Krimpenfort 1991, Platenburg
1994, Van Berkel 2002). Bu gibi ¢esitli hastaliklara direngli hayvanlarin iiretimi iizerine

caligmalar devam etmektedir.

2.3.1.2. Biyomedikal Uretim

Terapotik amagl rekombinant protein iiretimi, organ ve doku transplantasyonu ve

hastalik arastirmalari i¢in deney hayvani modeli olusturmak, biyomedikal iiretim alanlaridir.
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2.3.1.3. Terapitik Amagh Rekombinant Protein Uretimi

Bitkilerden elde edilen farmasétiklerin kullanimi, uzun siire 6nce baslamistir. Ancak
protein yapidaki bu farmasotikler ya elde etme asamasinda ya da oral yolla alindiklar1 i¢in,
sindirim sisteminde bozunmaktadir. Diger canlilar ve sistemlerden gereksinim duyulan
farmasotiklerin alinamamast sonucu, hayvanlara yonelim olmus ve ilk defa domuz

pankreasindan insiilin elde edilmistir (Houdebine 2009).

Yapilarinda degisiklik yapilmadan ilag elde edilmeye calisilan bu canlilarin ardindan,
ilk kez 1980'li yillarin basinda transgenik bakterilerden insiilin elde edilmistir (Houdebine
2009). Elde edilen bu insiilinin, diger genetiiyle oynanmamis canlilardan elde edilen
insiilinlere gore daha etkili oldugu ortaya koyulmustur. Insiilinin ardindan insan biiyiime
hormonu da bu bakterilerden elde edilmistir. Bakterilerin {irettigi bu hormonlarin, insan
prionuyla enfekte olmamasi, tercih edilme sebebi olmustur. Ancak kisa bir siire sonra
bakterilerin karmasik yapidaki bilesikleri sentezleyemedikleri, maddeleri her zaman aktif halde
iiretemedikleri, bu yapilarin bazen basariyla izole edilemedikleri izolasyon asamasinda
denatiire olduklari, proteinlerin glikozilasyon (Sekil 2-1), y karboksilasyon, fosforilasyon ve
karboksilasyon gibi post translasyonel modifikasyonlarini yapamadiklar1 ve bununla birlikte
cok az miktarda bilesik tiretebildikleri kesfedilmistir (Houdebine 2009).

Mayalarin 6karyot olmalar1 sebebiyle, daha iyi bir secenek oldugu diisiiniilmiis ve
denendiklerinde daha fazla miktarda sentez yapabildikleri, bununla birlikte sentezlerinde bazen
glikozilasyon islemini gergeklestiremedikleri  (Sekil 2-1), monoklonal antikorlar
sentezleyemedikleri ve insanlardaki yapida bulunmayan bazi seker gruplarimi da bilesige
ekledikleri goriilmiistiir. Transgenik mayalarda insana daha yakin sonuglar elde edilse de bazi
baglar1 kuramadiklar1 ve ana yapida olmasi gereken bazi sekerleri de ekleyemedikleri

goriilmiistiir (Hamilton ve ark. 2003).

Mayalarin ardindan insan ve hayvan hiicre 6rnekleri denenmis, bu hiicrelerin etkin
oldugu ancak, ¢ok az sentez yapabildikleri ve yine glikoprotein molekiiliiniin yapis1 i¢in gerekli
bazi1 sekerleri ekleyemedikleri goriilmistiir (Sekil 2-1). Bu yontemin ayrica pahali bir yontem
olmakla birlikte, iiriinlerin stabilitelerinin de giivenilir olmadig1 belirlenmistir (Houdebine
2009).
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Bitkilerde yapilan denemelerde, bazi proteaz veya polifenol gibi maddelerin de sentezi
yiizlinden ilacin eldesi daha zor olsa da, sentezlenen miktarin ¢coklugu ve maliyetin disiikliigii,
ayrica gesitlilik ve saklama kolaylig1 gibi nedenler bitkiler i¢in tercih sebebi olmustur. Ancak
elde edilen bilesiklerde terminal sialik asidin olmadig1 ve ksiloz ad1 verilen ve insanlarda immun
yanit olusturabilecek bir maddenin de bulundugu tespit edilmistir. Diger canlilara gére patojen
etkenlerin insanlara gegme tehlikesinin daha az olmasina ragmen, acik arazide yetistirmede
kontrolstiz yayilim sonucu hem tolerans olusumu hem de g¢evrede bulunan popiilasyonda
bilingsiz melezleme riski olmasindan 6tiirii, bitki konusuna tereddiitle yaklasilmaktadir (Kirk
ve ark. 2005). Yetistiricilik problemi i¢in seracilik gibi ¢oziimler iiretilirken, maliyetin
artmasindan otiirii transgenik bitkilerden ilag eldesinin tercih edilebilirligi cazibesini yitirmistir

(Gomord ve ark. 2005, Houdebine 2009).

Transgenik hayvanlardan ilag¢ eldesinde; elde etme kolayligi, hayvanlardan elde edilen
tirtinlerin yap1 olarak insana en yakin yapida olmasi, tiriinii elde etme siiresinin kisa olmasi, elde
edilen {irtinlin yogunlugunun yiiksek olmasi ve ekonomik olmasi1 gibi nedenlerle bu secenege
olan olumlu yaklagimi artirmaktayken; ekolojik ve etik olarak dogan tartigmalar, 6zellikle
spongioform ensefalopati yaratabilecek etkenlerle birlikte, insanlara ge¢mesi olasi zoonoz
hastaliklarin fazlaligi ve insanlarin deger yargilarina gore bu lriinlere bakis agisi olumsuz

yaklasimlar dogurabilmektedir (Houdebine 2009).

Bu alanda simdiye kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda, insanlarda kullanima sunulmak
tizere iki adet rekombinant protein elde edilmistir. Transgenik hayvanlardan elde edilen ilk
onayli rekombinant protein iirlinli, transgenik kecilerin siitiinden elde edilen rekombinant
antitrombin (antitrombin alfa) olan “A#ryn” isimli ilagtir. Oncelikle 2006 yilinda Avrupa’da,
ardindan 2009 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde kullanim onay1 almistir (Bertolini ve
ark. 2016).

Bu basarinin ardindan 2012 yilinda Avrupa’da, 2014 yilinda ise Amerika Birlesik
Devletleri’nde kullanim onay1 alan ve tavsanlarin siitiinden elde edilen rekombinant insan C1

esteraz inhibitor proteini “Ruconest” kullanima siiriilmiistiir (Bertolini ve ark. 2016).
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Sekil 2-1: Degisik sistemler tarafindan {iretilen rekombinant proteinlerin glikolizasyonunun
karsilastirilmasi (Houdebine 2009).

2.3.1.4. Doku ve Organ Ksenotransplantasyonu

Ksenotransplantasyon, farkli memeli tiirler arasi gergeklestirilen doku ve organ
nakillerine verilen addir. Ozellikle viicut ve organ biiyiikliiklerinin benzer olmasi sebebiyle
domuzlar, insanlara nakil amaciyla yapilan bu tiir ¢calismalar i¢in uygun goriilmiistiir (Platt ve
Lin 1998, Kues ve Nieman 2004). Tek batinda ¢ok yavru elde edilebilmesi, yavru gelisiminin
hizl1 olmasi, domuzlarin ¢iftlik hayvani olmasi ve gebelik siiresinin nispeten kisa olmast,

domuzlarin tercih edilmesine neden olmaktadir (Niemann ve Kuess 2003).
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Doku transplantasyonu i¢in kan iizerine calisilmis ve insan hemoglobini transgenik
domuzlardan elde edilmeye baslanmis, ancak kan hiicrelerinin tamaminda elde edilememesi

sebebiyle ¢alismalara devam edilmemistir (Swanson ve ark. 1992).

Organ ksenotransplantasyonunda, zaman zaman gesitli problemler goriilebilmektedir
(Nieman ve Kuess 2003, Nieman ve ark. 2005). Akut organ reddi, kronik organ reddi, asir1
alerjik reaksiyon gibi durumlarin oniline gegebilmek i¢in transgenik domuzlar iiretilmeye
calistlmistir. Yapilan c¢alismalarda, primatlara nakledildiginde ani red ve anafilaktik sok
sebebiyle 6liime sebep olan organlarin, transgenik miidahale yapildiginda bireylerin 23-135 giin
daha fazla yasadiklar1 bildirilmistir (Bach 1998). Yapilan diger ¢alismalarda ise, gen susturma
yontemiyle elde edilen transgenik domuzlardan organ nakli yapilan babunlar 6 aya kadar

yasamislardir (Yamada ve ark. 2005, Kuwaki ve ark. 2005).

2.3.1.5. Deney Hayvani1 Modelleri

Gerek insan sagligi icin gerekse hayvan sagligi igin gelistirilen ilag ve diger tedavi
yontemleri, asamali olarak deney hayvanlarinda denenmektedir. Bu deneyler yapilirken, dogru

hayvan tiirlerinin se¢ilmesi ¢ok 6nemlidir.

Hayvan segilirken dncelikle elde edilmek istenen tiriin dikkate alinmaktadir. Hedeflenen
tiriine gore, tavsanlarin yavrulama siiresinin kisa olmasi, domuzlarin ¢ok sayida yavrulamasi,

ruminantlarin siit veriminin yiiksek olmasi gibi faktorler goz oniinde bulundurulmaktadir.

Hayvanin soyundaki ve kendisindeki hastaliklar incelenerek hastaliklara, 6zellikle de
spongioform ensefalopati yaratabilecek hastaliklara yatkinlik ve prionlarin yol agtig1
hastaliklarin olup olmadig1 belirlenerek hasta olmayan, hastaligin tasiyicisi ve hastaligin agiga
ctkma riski az olan hayvanlar secilmektedir. Ornegin; Scrapie rezistans koyun irklari,

caligmalarda ozellikle tercih edilmektedir (Niemann ve ark. 2005).

Transgenesis uygulamalarinin bu durumdaki kullaniminda ise dncelikle uygun hayvan
modellerinin {iretilmesi gerekmektedir. Bazi hastalik modelleri {izerinde yapilacak
caligmalarda, oncelikle hastaligin olusturulmasi gerekmektedir. Genetik hastaliklarin ortaya
cikarilmasi ise ancak transgenesis ile miimkiindiir. Ornegin dolagim sistemi hastaliklarindan
aterosklerozisin incelenmesi i¢in domuz modellerinin iiretilmesi (Rapacz ve Hasler-Rapacz
1989, Grunwald ve ark. 1999); kanser veya albinoluk gibi hastaliklarin ¢alisilabilmesi i¢in fare

ve sican modellerinin iiretilmesi, siklikla goriilen uygulamalardir.
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2.3.2. Transgenesis Yontemleri

Transgenik canli tiretiminde; DNA mikroenjeksiyonu, viral vektorler ve transpozonlar,
somatik hiicrelerden ¢ekirdek transferi (SCNT), sperm aracilikli gen transferi (SMGT) ve
spermatozoonun hiicre i¢ine enjeksiyonu (ICSI), pluripotent hiicrelere gen aktarimi gibi

yontemler kullanilabilmektedir.

Kullanilan her yontemin kendine 6zgii olumlu ve olumsuz yonleri bulunmakta ve her

yontem, kullanicilar tarafindan amaclarina gore secilerek kullanilmaktadir.

transpozon i s
DRA 2 lentiviral vektor 5l

DA
mikroenjexsiyonu

nikleer
enilile edilmis transter
@ I oosit

kimera dretimi | '\

) —
blastosist Konlamd
enl ::'rr'_.fc:}a: kil hgrc_ﬁ%{ﬁ;ro ik wl'ﬁ pluripotent hicreler hiiere s=gimi
gen transferi A/ H \‘H\ @
pluripotent L
-gen ekleme hiicreler | SEEEEES! @ [gen transferi]
-gen degisimi fotal somatik hicreler——-————= _gen ekleme

-gen degistirme

!

hilicre secimi SE50G00500)

wetiskin somatik hicreler

transgenik hayvan

Sekil 2-2: Transgenik hayvan iretiminde kullanilan degisik yontemler. (1) Proniikleus veya
embriyo sitoplazmasina mikroenjeksiyon; (2) Transpozon aracilifiyla gen transferi: ilgili genin
transpozona tanitilmasi ve transpozonun proniikleusa enjeksiyonu; (3) Lentiviral vektor aracilifiyla
DNA transferi: ilgili genin lentiviral vektore yerlestirilmesi ve vektoriin zona pellusida ve oosit yada
embriyo zar1 arasina (perivitellin aralik) enjeksiyonu; (4) Spermatozoon ile DNA transferi: yabanci gen
ile inkiibe edilen spermatozoonun fertilizasyon i¢in ICSI (Introcytoplazmic Sperm Injection) ile oosit
sitoplazmasina enjeksiyonu; (5) Pluripotent hiicreler ile transfer: DNA'nin pluripotent hiicre hatlarina
aktarilmasi (ES: embriyonik kok hiicreler: erken donem embriyolardan elde edilmis hatlar, EG:
embriyonik germ hiicreleri: fotal gonadlarin primordial germ hiicrelerinden elde edilmis hatlar).
Yabanci geni igeren kimerik hayvanlar tiretmek i¢in erken donem embriyolarin i¢ine DNA igeren
pluripotent hiicrelerin enjeksiyonu; (6) Klonlamayla DNA transferi; yabanci genin somatik hiicrelere



22

aktarilmasi, transgenik klonlar olusturulabilmesi i¢in bu hiicrelerin ¢ekirdekleri ¢ikartilmis oositlere
aktarilmasi. 4, 5 ve 6. yontemler, gen atilmasi ve koyulmasini igceren gen eklenmesi ve ¢ikarilmasi icin
rastgele gen eklenmesinin ve homolog rekombinasyonlarla hedeflenmis gen kaynastirmasinin miimkiin
oldugu yontemlerdir (Houdebine, 2009).

DNA ve hiicre membranlarinin ayni elektrik yiikiinde yani anyonik yapida olmasindan
Otiirii ya hiicre membranlarin iizerinde olusturulan porlar araciligi ile veya endositoz
mekanizmalari kullanilarak genin hiicre membranindan gegerek hiicre igine girisi saglanmalidir
(Tosti ve ark. 2004, Ma ve ark. 2017). Hiicrelerin yar iletken bir ortamda, dogru akim
kullanilarak belirli bir seviyede elektrik akimina maruz birakilmasi sonucu, hiicre membrani ve
¢ekirdek membraninda agilmalar (porlar) sekillenmekte ve bu agikliklardan transfer edilecek
olan gen hiicre i¢ine oradan da c¢ekirdege kadar girebilme imkan1 bulabilmektedir. Bu yontem
elektroporasyon yontemi olarak adlandirilir (Inoue ve ark. 1990). Hiicrelerin endositoz
mekanizmalarindan yararlanildiginda ise, kimyasal olarak DNA’da yapilacak modifikasyon
sonrasi veya bir tasiyict sistem kullanilarak genin hiicre membranina dolayli olarak baglanmasi
ve oradan da endositoz ile hiicre i¢ine taginmasi saglanir. Son yillarda, kullaniminda hiicreler
icin hem giivenilir olmast hem de alinan basarinin oldukga yiiksek olmasi nedeniyle, gen
tastyict sistemler tercih edilir hale gelmistir. Tasiyici sistemler katyonik yapida olup, anyonik
yapidaki geni elektrik yiiklerinin farkliligindan dolay1 iyonik etkilesimle baglamakta ve
poliplex yapilar olusturmaktadir. Tasiyict sistemin katyonik yapisi ve bazilarin bunun yaninda
lipofilik veya hidrofobik 0zellikleri nedeniyle lipoprotein yapidaki hiicre membranina
afiniteleri oldugundan baglanabilmektedir. Gerek iyonik etkilesim ve gerekse de kimyasal
secicilik nedeniyle, hiicre membrani ile baglantilar kurulduktan sonra hiicrenin endositoz
mekanizmalari ile igeriye giren tasiyici sistemler ¢ekirdege kadar tasiabilmekte sonrasinda
hiicredeki enzimatik mekanizmalar ile yikimlanarak gen serbest kamakta ve hiicre transfekte
edilmektedir. Gen tasiyici sistemlerin bir kismi lipofilik yapidayken, bir¢ok gen tasiyici sistem
ise nanopartikiiler sistemler olarak islev yapmaktadir (Gok ve ark 2019, Chuan ve ark. 2019).
Bunun disinda, yine DNA’nin negatif elektrik yiikiinden faydalanarak ozellikle kanatl
yumurtalarinda, gen bilesiginin hiicre i¢ine sokulmasi1 miimkiindiir (Lu ve ark. 2017). Elde
edilen transfekte hiicrelerin klonlama ydntemiyle kullanilmasinda hiicre membranlarin

kaynagabilmesi i¢in de elektrik akimindan yararlanilmaktadir (Potter ve Heller 2018).



23

2.3.2.1. Transpozonlar ve Lentiviral Vektorler

Transpozonlar ve lentiviral vektorler, yapilar1 geregi oosit ve zigotlarin igerisine kendi
baslarina girebilmekte ve hedef DNA’ya baglanabilmektedirler. Bu sebeple kullanicilara
kolaylik saglamaktadirlar. Ancak bununla birlikte sigirlarda bu yontemin gergeklesebilmesi
icin, perivitellin aralia mikroenjeksiyon yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Hoffman ve ark.
2004).

Viral vektor veya transpozon kullanildigi takdirde, transpozon ve viriislerin boyutlarina
bagli olarak sadece kiiciik gen pargalari kullanilabilmekte, bununla birlikte rastgele entegrasyon
ve bilinmeyen sayida baglanma goriildiigii i¢in tam kontrol saglanamamaktadir. Kullanilan
deney hayvanina gore patojen olmayan viral vektorler secilse dahi, virlislerin hastalik
potansiyeli olmasi da kullanim agisindan sikinti yaratmaktadir (Niemann ve ark. 2005,

Wiznerowicz ve Trono 2005).

2.3.2.2. SMGT ve ICSI

Spermatozoonlarin hiicre igerisine sokulmak istenen gen parcaciklariyla inkiibe
edilmesi sonucunda, bu parcaciklarin spermatozoon membranina yapistigi, bununla birlikte
oosit icerisine enjekte edilen spermatozoonlar ile transgenesis saglanabildigi bildirilmistir

(Lavitrano ve ark. 2002).

Seminal plazmada bulunan enzimlerin, genin spermatozoon fiizerine yapismasini
engelleyebilecegi belirtilmistir (Spadafora 2002). Bu teknik in vitro fertilizasyon ile
yapilabilecegi gibi basar1 oranini arttirmak i¢in, intrasitoplazmik spermatozoon enjeksiyonu
yontemiyle birlikte kullanilmaktadir. Bu, daha yiiksek basari orani1 saglamakla birlikte (Yong
ve ark. 2006), is yiikiinii arttirmaktadr.

2.3.2.3. Somatik Hiicre Niikleer Transfer Yontemi

Bu yontem, transgenesis ve klonlamayi birlestiren bir yontemdir. Cesitli yontemlerle
transgenik hale getirilen hiicrelerin, genetik materyali ¢ikarilmig oositlere aktarilmasi ile

gerceklestirilmektedir.

Bu yontemde, somatik hiicrelerin transfeksiyon ve senkronizasyonu, oositlerin
eniikleasyonu, somatik hiicrelerin transferi gibi ¢ok fazla asama bulunmakta ve is yiikii

artmaktadir. Ancak klonlama caligmalarinin bir¢ok hayvanda gergeklestirilebilmis olmasi,
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transgenesis uygulamalarmin gelismesi i¢in olduk¢a uygun bir alan yaratmaktadir (Houdebine
2002).

2.3.2.4. Embriyonik Kok Hiicre Enjeksiyonu

Bu yontemde, morula veya blastosist asamasindaki embriyolar igerisine
mikroenjeksiyon yontemiyle transfekte blastomerler birakilir ve bunun sonucunda kimerik
yavrular elde edilmesi hedeflenir. Ardindan, bu hayvanlardan yavru elde edilmesiyle de

istenilen gene sahip hayvanlarin iiretilmesi saglanmaya ¢alisilir (Houdebine 2009).

2.3.2.5. Gen Enjeksiyonu

Gen enjeksiyonu, ilk kullanilmaya baslanan ve basar1 elde edilen transgenesis
yontemidir. 1980’11 yillardan beri kullanilmakta ve gelistirilmektedir (Gordon ve ark. 1980).
Islem, mikromanipiilatorler araciligiyla tutucu ve enjeksiyon olmak iizere iki mikropipet ile
gerceklestirilmektedir. Bu yontemde gerek proniikleuslara ve gerekse de sitoplazmaya olmak

tizere hiicrenin istenen bdlgesine enjeksiyon yapilabilmektedir.

Tutucu pipetin vakumlanmasiyla sabitlenen oosit veya embriyo igerisine, enjeksiyon
pipeti ile gen verilebilmektedir. Bu yontem, oncelikle farelerde (Gordon ve ark. 1980)
kullanilan bir yontem olmakla birlikte, daha sonra tavsan, domuz ve koyun gibi diger

hayvanlarda kullanilmaya baslanmistir (Houdebine 2002).

Proniiklear enjeksiyon yontemi, proniikleuslar1 net olarak goriinen ve ayirt edilebilen
fare gibi hayvanlarda siklikla tercih edilmektedir. Ciftlik hayvanlarinda ise, sitoplazmanin
graniillii opak yapisindan 6tiirli ¢ok tercih edilmemekle birlikte, bu yontem kullanilarak inek
(Krimpenfort ve ark. 1991), koyun (Wright ve ark. 1991), kegi (Ebert ve ark. 1991), domuz
(Velander ve ark. 1992) ve tavsan (Voss ve ark. 1990) gibi hayvanlarin {iretimi de saglanmaistir.

Intrasitoplazmik enjeksiyon ydnteminde ise proniikleuslara gore daha fazla miktarda
genin hiicre igine verilme imkani1 olmakla birlikte, proniikleusu arama ve bulma zorunlulugu da
bulunmamamktadir. Bu nedenle inek, koyun gibi proniikleuslarin goriilmesi zor olan
hayvanlarda daha avantajli bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yapilmis az sayida ¢alisma

olmasina ragmen, bu yontemle transgenik domuz (Li ve ark 2014) elde edilmistir.
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Bu yontem digerlerine gore pahali goriinmekle beraber, oteki yontemlerde saglanan
basariin benzerini tek basima gosterebilmesi ve yerlesik diizende kullaniminin daha kolay

olmasi, tercih sebebi olmustur.

Ciftlik hayvanlarinda, in vivo ortamda az sayida oosit elde edilebilmesi nedeniyle bu
yontem baglangigta pek tercih edilmemistir. Ancak son yillarda in vitro oosit elde etme ve
olgunlastirma g¢alismalarinin gelismesiyle birlikte, bu problemin 6niine geg¢ilmistir (Gordon
2004).

Hiicre membraninin gegilerek, istenilen biiyiikliikteki gen pargalarinin oosit veya
embriyo igerisine verilebilmesi, ayrica islemin hizli ve kolay olmast da bu yontem i¢in tercih

sebebi olmustur.

2.3.2.6. Intrasitoplazmik ve Proniikleer Gen Enjeksiyonu Yontemlerinin Karsilastirilmast,
Karsilasilan Problemler

Embriyo ve oositlerde transgenesis uygulamasimnin bir¢gok amaci bulunmaktadir.
Amagclanan hedefe gore farkli bilesik ve yontemler kullanilabilmektedir. Hedef spesifik bir
bolgedeki kiigiik bir bolgeyi degistirmek veya elimine etmek oldugunda, nokta atig1 olarak
kiigiik gen bilesikleri kullanilabilmektedir. Biiyiik degisiklikler hedeflendiginde, bazi tetik
genler yerlestirilmek veya bazi genler susturulmak istendiginde ise daha yiiksek hacimde
enjeksiyonlar kullanilmaktadir (Bishop 1996; Wiirtele 2003; Sumiyama ve ark. 2010).

Proniikleer enjeksiyon yonteminin, proniikleuslarin tespit edilebildigi fare, sican gibi
hayvanlarda, kiigiik hacimdeki bilesikler i¢in ¢ok uygun oldugu ve etkinliginin de yiiksek
oldugu bildirilmigtir (Wiirtele 2003; Sumiyama ve ark. 2010). Intrasitoplazmik gen
enjeksiyonunun genel olarak biiylik miktarda gen bilesklerinin hiicre igerisine verilmesine
olanak saglamasi ve proniikleer enjeksiyona gore daha genis bir alana enjeksiyon yapma
kolaylig1 saglamasi gibi avantajlari bulunsa da bu yontemin bazi dezavantajlari da
bulunmaktadir (Krisher ve ark. 1994; Igbal ve ark. 2009; Horii ve Hatada 2017; Sumiyama ve
ark. 2010).

Bazi arastirmacilar, proniikleus enjeksiyonu sirasinda niikleer membranin
elastikiyetinin plazma membranindan diisiik olmasi1 (Horii ve Hatada 2017) ve sitoplazma
igerisinde proniikleuslarin goriilmesinin zor oldugu tiirlerde yanliglikla proniikleus igerisine

enjeksiyon yapilabilmesi ihtimali sebebiyle, proniikleer enjeksiyonun intrasitoplazmik
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enjeksiyondan daha kolay oldugunu iddia etmektedir (Horii ve Hatada 2017; Sumiyama ve ark.
2010) .

Bununla birlikte, intrasitoplazmik enjeksiyon yonteminde proniikleer enjeksiyon
yontemine gore daha fazla embriyo gelisimi ve daha fazla sayida blastosist asamasina ulagan
embriyo goriilmesi sebebiyle, hiicreye daha az zarar verildigi digiiniilmektedir (Igbal ve ark.
2009, Sumiyama ve ark. 2010). Ancak intrasitoplazmik gen enjeksiyonunda elde edilen
transgenik hiicre say1 ve oranlar1 proniikleer enjeksiyona gore daha diisiiktiir (Igbal ve ark.
2009).

Intrasitoplazmik enjeksiyon yontemi, kii¢iik hacimde dahi toksik etki goriilebilen
proniikleer enjeksiyon yontemine kiyasla, biiylik hacimde ve yogunlukta gen bilesiginin hiicre
igerisine verilmesi i¢in uygun bir yontemdir (Krisher ve ark. 1994; Sumiyama ve ark. 2010).
Aym sekilde, diisiik yogunluklu ve diisiik hacimdeki gen siispansiyonlari intrasitoplazmik
yontemle hiicre i¢ine verildiginde, transgenik embriyo elde etme ihtimali diismektedir (Igbal ve
ark. 2009; Sumiyama ve ark. 2010; Abe ve ark. 2020). Bu nedenle yiiksek hacim ve yiiksek
yogunluk kullanilmasi, ayn1 zamanda bir gereklilik haline gelmistir. Her ne kadar yiiksek gen
konsantrasyonuyla daha yliksek integrasyon oranlari saglanabilse de yiiksek hacim ve 6zellikle
yiiksek yogunluktaki lineer gen siispansiyonlar1 kullanildiginda kendi icerisinde birleserek
baskalagsmaya daha agik olduklar1 da bildirilmistir (Bishop 1996; Wiirtele 2003).

Plazmidin tek basina pronukleuslara enjeksiyonu sonrasinda etkinlik goriilebilmesine
karsin, plazmidin intrasitoplazmik enjeksiyonu sonrasinda ayni etkinligi gostermedigi
bildirilmistir. Intrasitoplazmik enjeksiyonda istenmeyen etkiler goriilebilmesi ve plazmid
etkinliginin diisiik olmas1 sebebiyle basar1 sansimnin artirilmasi i¢in, daha diisilk hacim ve
yogunlukta daha yiiksek transgenesis saglamak amaciyla, intrasitoplazmik yontemle hiicre
icerisine verilecek gen bilesiklerine transpozonlar ve transpozazlar eklenmis ve bunun daha
etkili oldugu goriilmiistiir (Shinohara ve ark. 2007; Sumiyama ve ark. 2010).

Transgenesis uygulamalarinda goriilen en biiyiik problemler; ekspresyon goriilmemesi,
ekspresyon miktarinda goriilen cesitlilik ve degisik doku ve zamanlarda (gelisim evresi)
ekspresyondur (Bishop 1996).

Birgok arastirmaci, transfer edilen transgenik embriyolarin sayisiyla, dogan transgenik
yavru sayisinin birbirini tutmadigini belirtmislerdir (Krisher ve ark. 1994; Bondioli ve ark.
1988; Canseco ve ark. 1994). Buna neden olarak da, mozaizm ve genin hem enjeksiyondan

hemen sonra sitoplazmanin digina atilmasi veya mozaik yapidaki transgenik hale gelen
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hiicrelerin embriyo olusumunun disinda birakilmasi gibi problemleri gosterilmistir (Krisher ve
ark. 1994).

Bu durum, ozellikle intrasitoplazmik gen enjeksiyonlarinda goriilmektedir. Bu
yontemde, gen bilesigi sitoplazmaya yayilmis halde bol miktarda bulunmaktadir. Genin
entegrasyon siiresi hayvandan hayvana degismekle birlikte, genellikle uzun bir siireye
yayilmaktadir (Burdon ve Wall 1992; Canseco 1994; Powell 1992). Bu durum transgenik
embriyo sayisini arttirmaktadir (Burdon and Wall 1992) ancak, bununla beraber mozaizm de
artmaktadir (Krisher ve ark. 1994; Horii ve Hatada 2017). Mozaizm, farkli hayvanlarin farkli
dokularinda farkli yogunluklarda gen ekspresyonu goriilmesine sebebiyet vermektedir (Igbal
ve ark. 2009).

Embriyonik ve daha sonrasindaki fotal gelisimde bu mozaizm igerisinde hangi
hiicrelerin transfekte oldugunun ¢ok biiyiik énemi vardir (Krisher ve ark. 1994). Sigirlarda
(Bondioli ve ark. 1988) ve farelerde (Canseco ve ark. 1994) yapilan ¢aligsmalarda, transgenik
embriyo ve yavru sayisinin birbirini tutmamasi sonucunda yapilan incelemelerde, bu
hayvanlarda transgeni igeren hiicrelerin 6nce embriyonun dig kismina, ardindan da plasentaya
yogunlastig1 gozlemlenmistir. Bunun sonucunda, transgenik oldugu diisiiniilen embriyolarin
transgenik kisimlari plasentada kalmis ve gen ekspresyonu olmayan yavrular diinyaya

gelmistir.

2.3.3. Gen Entegrasyonu Oncesi, Sirasi ve Sonrasi

Bir genin hiicrenin genomuna girmesi yapay olarak gerceklesebildigi gibi, dogal olarak
da gergeklesebilmektedir. Hiicre icerisindeki apoptotik cisimciklerden, hiicre genomunun
hasarli bolgelerinin onarilmasi i¢in mitokondriyal DNA’dan giris olabilmekte veya giris
olmadan translokasyon ger¢eklesebilmektedir (Wiirtele 2003).

Arastirmacilar, yabanci genlerin embriyonun genomuna nasil dahil olduguyla ilgili
birgok arastirma yiiriitmiislerdir. Ozellikle tek hiicreli asamada dahi gen enjeksiyonu yapilan
embriyolarin gelisiminde de mozaizm goriilmesi, yabanct genin embriyo genomuna DNA
replikasyonu sirasinda dahil oldugunu diistindiirmektedir (Krisher ve ark. 1994, Bishop 1996,
Wiirtele 2003).

Gen bilesiklerinin embriyonun kendi genetik materyaline baglanma yontemlerinin iki
sekilde oldugu disliniilmektedir. Bunlar; hiicre onarim mekanizmalarina bagli rastgele
integrasyon, sonuna baglanma (end joining) ve homolog rekombinasyon yontemleriyle oldugu

diistiniilmektedir. Bu yontemlerden rastgele baglanma, agirlikli olarak gerceklesen durumdur.
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Homolog rekombinasyon, hiicrenin G2 ve S fazlarinda aktivite gosterirken, rastgele yerlesim
her donemde olabilmektedir (Wiirtele 2003).

Gen bilesiginin hiicre igerisine verilmesinden sonraki siiregte yapilan analizlerde, bu iki
olayin ve oOzellikle homolog rekombinasyonun etkisiyle gen bilesiklerinde kromozomlara
baglanmadan Once degisiklik olabildigi gézlemlenmistir (Bishop 1996; Wiirtele 2003). Sona
baglanma etkisiyle lineer yapidaki gen bilesiklerinin sirkiiler yapiya donebildigi ve dahi sirkiiler
yapidaki gen bilesiklerinin sitoplazmada bulunan endoniikleazlarin etkisiyle kisa lineer
parcaciklar haline gelebildigi bulunmustur. Lineer halde verilen veya daha sonradan lineer hale
gelen parcaciklarin homolog rekombinasyon ile kendilerini ¢ogaltmasi ve bunlarin embriyo
genomunda rastgele bolgelere baglanma ihtimaliyle birlikte, dngoriillemeyen ve ¢ogunlukla
istenmeyen gen modifikasyonlar1 olusabilmektedir (Bishop 1996; Wiirtele 2003).

Gen bilegiklerinin hiicre genomuna baglanmasi genellikle birden fazla noktadan ve
birden fazla kopyayla olmaktadir (Krisher ve ark. 1994; Bishop 1996; Wiirtele 2003; Sumiyama
ve ark. 2010). Entegrasyon sonrasinda, entegre olan gen bilesigi disinda baska bir degisiklik
goriilmedigi durumlar da olabilmektedir. Ancak, ¢ogunlukla bu entegrasyonlar sonucunda
embriyo i¢in letal degisiklikler meydana gelebilmekte, bu da erken embriyonik o6liimle
sonuclanmaktadir (Bishop 1996; Wiirtele 2003). Yukarida anlatilan beklenmedik gen
parcaciklarinin etkisiyle baglanma sonucunda da ayni sekilde oliimler goriilebilmektedir
(Krisher ve ark. 1994; Bishop 1996; Wiirtele 2003). Hiicre 6liimii disinda, gen kodlamasinin
bozulmasi ve buna bagli gen susmasi, fonksiyon bozuklugu, 6nemli fenotip degisiklikleri gibi
durumlar da goriilebilmektedir. Ozellikle asir1 miktarda gen kopyasmin ayni bolgeden
baglanmasi durumunda genin sustugu gozlemlenmistir (Wiirtele 2003).

Homolog rekombinasyon kullanilarak yapilan transgenesis, gen hedefleme
teknolojilerini igermekte ve daha Ongdriilebilir sonuclar vermektedir. Yine de entegrasyon
Oncesi sitoplazmada meydana gelen degisiklikler nedeniyle sonuclar 6nceden tam olarak
kestirilememektedir (Bishop 1996; Wiirtele 2003).

Rastgele baglanma durumunda ise genlerin baglanma bolgeleri ve nereden ne miktarda
baglanacagi ve sonucun ne olacagi 6ngorillememektedir. Yapilan ¢aligmalar, baz1 bilesiklerin
baz1 bolgelere daha ¢ok baglanma yatkinliginda olabilecegini gosterse de mekanizmasi heniiz
tam olarak anlagilamamistir (Wiirtele 2003).

Sitoplazmanin siirekli hareket halinde olmasi sebebiyle, gen bilesigi ve hiicrenin kendi
genetik materyali de silirekli hareket halindedir. Erken donem gen enjeksiyonlarinda da

proniikleer zarlarin yikimlanmasi ve proniikleuslarin birlesimi asamasinda goriilen gorece
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biiyiik pozisyon degisikliklerinin, gen bilesigini hiicre disina dogru hareketlendirebildigi, bu
sebeple genin zamanla hiicre digina atilabildigi gozlemlenmistir (Krisher ve ark. 1994; Abe ve

ark. 2020).

2.3.4. Transgenesiste ilerlemeler

Transgenesis icin ilk kullanilan yontem olan mikroenjeksiyonda, gen entegrasyonu
genellikle rastgele olmakta, genin baglandigi bolge ve ne kadar tekrarla baglanacagi
bilinememekteydi. Bu nedenle, transgenin susmasi veya baska genlerde susmaya yol agmasi
goriilebilmekteydi. Bunun 6niine gegebilmek i¢in, yapay kromozomlar (bakteri, bakteriyofaj ve
mayalardan elde edilen BAC, PAC ve YAC’lar) ve gen hedefleme teknolojileri kullanilmaya
baslamistir (Shedl ve ark. 1992, Montolui ve ark. 1993).

2.3.4.1. Gen Hedefleme Teknolojileri

Bu teknolojiler iginde; yapay kromozomlar, ZFN, TALEN ve CRISPR yontemleri
sayilabilmektedir. Ilk ikisiyle baslayan ¢aligmalar CRISPR y&nteminin bulunmasiyla neredeyse

tamamen bu yonteme yonelmistir.

Bu yontemlerle DNA’da istenilen bolgeye baglanilabilmekte ve boylelikle genomda;
genin kesilerek susturmasi, yeni gen sokulmasi ve gen degisikligi gibi istenilen degisiklikler
yapilabilmektedir. Hepsinde, DNA’nin her iki zincirinde de kesim meydana gelmektedir.
Kesilme gerceklestikten sonra, bakterilerden model alinmis onarim sistemleri ile transfeksiyon

saglanmaktadir.

Yapay kromozomlar olan BAC ve PAC 350 kb; YAC ise 1MB boyuttan biiyiik genetik
kodu igeren genlerin kullanilabilmesine 6n ayak olmustur (Gama Sosa ve ark. 2010). Bu genler,
iclerinde barindirabildikleri ve heniiz fonksiyonlar1 bilinemeyen bazi bilesenlerinden 6tiirti,
daha yiiksek basar1 gosterebilmistir (Giraldo 1999, Giraldo ve Montolui 2001). Ancak bununla
birlikte, yine bu bilinmeyen fazla gen dizisinin beklenmeyen fenotipik farkliliklara yol

acabildigi bilinmektedir (Montolui 2002).

Istenen genin basarili bir sekilde hedef canliya aktarilip aktarilmadimin izlenmesi
amactyla, BAC ve YAC’lara floresan isaretleme bolgeleri eklenmeye baglanmistir. Floresan
1s1ma tespiti, genin entegrasyonu i¢in gbézlem yapma firsatt tanimistir (Yang ve ark. 2006,
2009). Bu basariya karsin negatif yon olarak sayilabilecek etki ise, sadece ongoriilemeyen

fenotip farklilig1 olarak belirtilmistir (Gama Sosa ve ark. 2010).



30

ZFN (Zinc-Finger Niiklease) yontemi, biri gen hedefleyen biri de gen kesmeyi saglayan
niikleaz olarak iki kisimdan olusan bir yapidir (Samanta ve ark. 2016). Niikleaz yapis1 bakteri
kaynaklidir (Wah ve ark. 1998). Dizayni kolaylastiran birgok metot bulunmasina ragmen,

istenilen her sekansin hedeflenememesi sinirlayici bir faktordiir (Osakabe ve ark. 2015).

TALEN (Transcription Activator Like Effector Nucleases) yontemi ZFN yontemine
benzerdir ancak baglanmak i¢in kullanilan bolgesi farklidir (Samanta ve ark. 2016). Bu yontem

de bakteri kaynaklidir. ZFN yontemine alternatif olarak ortaya ¢ikmis ve kullanima gegmistir.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) yontemi, bu
yontemler arasinda en son ¢ikan ve su anda en ¢ok kullanilan yontemdir. Calisma prensibi,
RNA aracili niikleazlara dayanmaktadir (Bortesi ve ark. 2015). CRISPR dogal olarak,
bakterilerin kendi DNA onarim sisteminin bir pargasi olarak bulunmaktadir ve bununla genetik
modifikasyon saglanabileceginin bulunmasiyla trasngenik teknolojide kullanilmaya
baslamistir. CRISPR sistemi, Cas proteinleriyle birlikte kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan
CRISPR/Cas9’dur fakat, bagska Cas proteinleri de kullanilmaktadir (Akbudak ve Kontbay
2017).

2.3.5. Transgenik Canh Uretiminde Karsilasilan Problemler

Basar1 oraninin diisiikliigiiniin yani sira, transgenik hayvanlar eger tiiketilecekse, bunlari

tiiketen insanlar ve gevre tizerine etkisi hakkinda ¢ekinceler ve etik problemler bulunmaktadir.

Hiicre igerisine verilen DNA parg¢aciginin nereye baglandigi, kag¢ kopya ile baglandig,
hedeflenen bolge disinda baska yerlerde baska etkilerinin olup olmadigi heniiz tam olarak
bilinememektedir. Genin verildigi bolgede baglandigi yerdeki dogal kontrol sistemleri
araciligiyla susturulmasi ve istenenden farkli bolgelere baglandiginda beklenmeyen yan etkiler
goriilmesi, karsilasilan baslica problemlerdir (Bonifer ve ark 1996, Henikoff 1998). Kanser
lizerine yapilan calismalar i¢in hayvan modeli olusturmaya yonelik gergeklestirilen ilk
calismalardan birinde, aktif onkogen transfer edilen farelerde ayrica ekstremite gelisiminde
problemler goriilmistiir (Woychik ve ark. 1985). Yine istenmeyen bir yan etki olarak,
antibiyotik direnci ile secilen genlerin viicut igerisinde degiserek, antibiyotige direngli

mikroorganizma olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Vandenbergh ve ark 2002).

Transgenik hayvanlarin insan tliketimine direkt olarak sunulmasi, pratikte gercek

olmasa dahi su an igin tiiketilen transgenik bitkilerin ve gelecekte tiiketime sunulmasi olasi olan
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transgenik hayvanlarin insanlar lizerinde olusturabilecegi etkiler de tartisma konusu olmustur.
Gida saghigi agisindan yeterli veri olmamasi sebebiyle, bu konudaki stipheler devam etmektedir.
Sadece gida tiikketimi olarak degil, organ ksenotransplantasyonu veya biyoreaktor eldesi gibi
konularda da tiikketim kaygis1 bulunmaktadir. Bunlar; alerjik reaksiyon potansiyeli, biyoaktivite

ve toksisite olarak sayilabilir (Vandenbergh ve ark. 2002).

Cevre iizerindeki problemler ise daha ¢ok gen havuzu ve popiilasyonun geneli
hakkindaki endiselerden kaynaklanmaktadir. Dogal seleksiyonun engellenmesi veya ortadan
kaldirilmasi, transgenin yayilimiyla popiilasyonun geleceginin ve transgenin nereye gidecegi,
degisik popiilasyonlarin kontroliiniin elden ¢ikmasi ve ¢evreye ve ekosisteme zararli yeni
canlilarin ortaya ¢ikmasi ihtimalleri endise yaratmaktadir (Ricklefs 1990, Muir ve Howard

1999).

Her tiirlii hayvan deneyinde bulunan etik problemler, kullanilan deney hayvani sayisi,
hayvanlarin yasam kosullari, deneylerin hayvana yarattigi sorunlarin kontrolii gibi problemler,
deney hayvanlarinin kullanildigi bu c¢alismalarda da s6z konusudur. Buna ek olarak,
ksenotransplantasyon veya biyoreaktor eldesi gibi konularda hayvanin onayinin veya

goniilliligiiniin s6z konusu olamamasi da ayrica tartisilmaktadir (Vandenbergh ve ark. 2002).
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3. YONTEM

Doktora calismasinda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve
Suni Tohumlama Ana Bilim Dali’na ait Androloji Laboratuvari ve IVF Laboratuvar

kullanilmustir.

3.1. IN VITRO FERTILiZASYON PROTOKOLU

Fertilizasyonun ardindan farkli saatlerde gen enjeksiyonu gerceklestirmek {izere In
Vitro Maturasyon (Olgunlastirilmasi) (IVM) ve In Vitro Fertilizasyon (IVF) asamalar1 ve
enjeksiyonun ardindan, embriyo gelisimlerinin izlenmesi igin In Vitro Kiiltiir (IVC) asamalari

sirayla gergeklestirildi.

3.1.1. Oositlerin Kazanilmasi ve Olgunlastiriimasi (IVM)

Oositler mezbaha materyalinden dograma (slicing) yontemiyle elde edildi.

Maturasyon i¢in 4 kuyucuklu maturasyon petrileri kullanildi (Oosafe) ve her kuyucuga
500 pL BO-IVM medyumu koyularak maturasyon petrileri hazirlandi. Bununla birlikte,
aktarma Oncesi yikama i¢in 35 mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine (Greiner) 50 pL’lik 4 damla
hazirland1 ve mineral yag ile kaplandi. Bu petriler, gazlanmak iizere bir giin dnceden inkiibatore

kaldirild1 (%5 CO, 38,5 "C, %99 nem).

Organ toplama gilinii sabahinda, gilin igerisinde kullanilacak tiim malzemeler
buzdolabindan 35-37 °C’lik benmariye alind1 ve laboratuvarda kullanilacak aletler hazirlandi.
Mezbahada kesilen koyunlarin ovaryumlari toplanarak 30-35 °C’de fosfat tamponlu su ¢ozeltisi
(PBS) ile doldurulmus termoslar icerisine toplandi ve 2 saat icerisinde hazirlik laboratuarina

getirildi.

Hazirlik laboratuvarinda ovaryumlar ayrildi ve 35 °C’ye 1sitilmis PBS c¢ozeltisi ile
yikanip yine PBS igerisinde beherlere aktarilarak en kisa siire icerisinde dograma (slicing)

islemine baglandi.
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Dograma isleminde bistiiri yardimiyla ovaryumlar iizerine yiizeysel kesiler atild1 ve bu
kesilerin i¢i, Oosit Yikama Medyumu (OWM) ile yikandi. Yikama sivisi saat camlari igerisine

topland1 ve hizlica stereo mikroskop altinda incelendi.

Bulunan oosit-kumulus kompleksleri (COCs), tizeri mineral yagla kaplanmis yikama
petrilerine aktarildi. Mezbahadan gelen biitiin ovaryumlarin dograma islemi bitip biitlin saat
camlar1 incelendikten sonra, biriken COCs incelenerek 1. kalitedeki oositler (oosit sitoplazmasi
homojen ve koyu renkli, zona pellusidasi saglam ve etrafinda en az 4-8 katman kumulus hiicresi
olanlar) segildi. Ardindan oositler, 3 kere OWM, 1 kez BO-IVM medyumlarinda yikandi ve her

bir kuyucuga 50 civarinda hiicre gelecek sekilde 4 kuyucuklu maturasyon petrilerine akarildi.

Petriler inkiibatore kaldirildi ve oositler 22 saat boyunca in vitro maturasyona birakildi

(%5 CO», 38,5 °C, %99 nem).

3.1.2. Spermanin Hazirlanmasi ve in Vitro Fertilizasyon ({AVF)

Oositlerin maturasyona konuldugu giin, ertesi giine hazir olmasi i¢in BO-IVF medyumu
ve yikamalar1t BO-IVM’le ayni sekilde hazirland ve ayni kosullardaki inkiibatore kaldirild (%5
COz, 38,5 °C, %99 nem).

Sperma, fertilizasyondan 2 saat once Anabilim Dali’na ait iki kogtan suni vajen ile
alinarak androloji laboratuvarina getirildi. Muayeneleri yapildi ve +++ ve ++++ mass aktivite
degerindeki spermalar pooling yapilarak IVF-ET laboratuaria tasindi. Burada Percoll-SOF

yontemi kullanilarak iyi kalitedeki hiperaktif spermatozoonlar ayrildi.

Bunun i¢in 6nceden Percoll ve Hepes tamponlu Sentetik Ovidukt Sivisi (HSOF)
medyumlar1 oda sicakliina ¢ikarildi ve 1sitildi. Laboratuvara gelen sperma 15 mL’lik santrifii
tiipiine aktarildi 1:1 oraninda HSOF ile sulandirilip 600 G’de 5 dk santrifiij edilerek 2 kere
yikandi.

Daha iyi olan 6rnegin secilebilmesi i¢in, bu asamadan sonra 2 adet 6rnekle ¢alisildi.
Ayr1 ayri 2 tane 15°lik santrifiij tiipiiniin igerisine 2 mL %90’lik Percoll-SOF ¢6zeltisi konuldu.
Bunun iizerine, ayr1 bir tiipte 1:1 oraninda sulandirilarak hazirlanan %45°lik Percoll-SOF
cozeltisi iki farkli yogunluktaki medyum karistirilmadan ayni hacimde eklendi. Uzerlerine

yikanan spermadan 200 pL eklenerek santrifiij edildi (600 G, 15 dKk).
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15 dakikalik santrifiij siiresinde maturasyondaki oositler mikropipet yardimiyla BO-IVF

medyumuna aktarildi ve medyum degisikligine adapte olmalari i¢in firsat tanindi.

Santrifiij sonucunda olusan pelet dagitilmadan, iistten 3 mL siipernatant uzaklastirildi
ve kalan hacim kadar (2 mL) HSOF eklenerek tekrar santrifiij yapilarak percoll uzaklastirildi
(600 G, 5 dk).

Stipernatant, en dipte 50 pL civarn pelet kalacak sekilde dikkatlice uzaklagtirildi.
Peletlerden 6rnek alarak 1sitma tablali 151k mikroskobu altinda motilite muayenesi yapildi ve
iki ornekten daha iyi olani se¢ildi. Seg¢ilen spermadan 995 pL formolsaline igerisine 5 pL

ornek eklenerek fikse edildi ve yogunlugu thoma lamu ile belirlendi.

Fertilizasyon petrisine, kuyucuk basina 400.000 spermatozoon (8 x 10%/mL) olacak
sekilde doze edilerek eklendi. Sperma eklendikten sonra 4 kuyucuklu petri inkiibatdre geri

kaldirild1 ve hiicrelerin gen enjeksiyonu saatlerine kadar inkiibatérde kalmasi saglandi.

3.2. GENIN HAZIRLANMASI

Genin iretilmesi i¢in, 6nceden transforme edilmis kompetent hiicreler (Escherichia

coli) kullanilmustir.

3.2.1. Bakterilerin Hazirlanmasi

Bakterilerin iiretilebilmesi i¢in Luria Betrani (LB) medyumu hazirlandi. Hazirlanan
medyum meziirle 150 mL o6lgiilerek 250 mL’lik erlenmeyerlere aktarildi, agz1 pamuk ve
aliminyum folyo ile kapatilip otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikan erlenmayerlerin oda sicakligina

gelmesi beklendi.

Biyogiivenlik ve kontaminasyonlara karst 6nlem olarak laminar flow kabini igerisinde
back aleviyle calisildi. Kullanilacak olan kanamisin stok c¢ozeltisi 45 mg/mL seklinde
hazirlandi. -80°C’de donmus halde bulunan E. coli hiicreleri oda sicakliginda eritildi.
Transforme bakterilerin ¢ogaltilmasi ve seleksiyonu i¢in 10 pL/100 mL olacak sekilde E.coli
ve 67 uL/100 mL olacak sekilde Kanamisin stok erlenmayerlere eklendi ve agizlar1 yine pamuk
ve aliiminyum folyo ile kapatilarak ¢alkalayiciya koyuldu. Kontaminasyon kontrolii agisindan

kontroller hazirlandi (higbir sey eklenmemis LB medyumu ve sadece Kanamisin stok eklenmis
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LB medyumu) ve digerleri ile beraber calkalayici inkiibatore yerlestirildi. Erlenler ve kontrol

tipleri 37,5 °C’de, 16-20 saat boyunca ¢alkalanmaya birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubunda iireme olup olmadig1 kontrol edildikten
sonra uygun olan erlenmayerlerin igerikleri 50 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarild1 ve 5 dakika
stireyle santrifiij edilerek bakterilerin ¢cokmesi saglandi. Siipernatant uzaklastirild1 ve peletler

daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirild.

3.2.2. Gen izolasyonu

Genin izole edilmesi i¢in Machery-Nagel marka NucleoSpin Mini plazmid izolasyon
kiti kullanildi. Kitte belirtilen basamaklar kullanilarak gen izolasyonu gerceklestirildi. Elde
edilen orneklerin Olgiimii NanoDrop spektrofotometre cihazinda yapildi. Embriyolarin
enjeksiyonunda kullanim i¢in 10 pg/ul olacak sekilde konsantrasyonlar ayarlandi ve

porsiyonlanarak ¢alisma giinii eritilip kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirildi.

3.3. GEN ENJEKSIYONLARI
3.3.1. Oositlerin Hazirlanmasi

Oositler fertilizasyona konulurken, sayisal olarak rastgele 4’e boliindii ve 4’1t wellerin
kuyucuklarmma birakildi. Her saat i¢in bir kuyucuktaki hiicreler inkiibatdrden alindi.
Fertilizasyonun ardindan 3. saatte enjeksiyonlara baslayabilmek i¢in islemden 15 dakika 6nce

oosit hazirligina baglandi.

Alinan hiicrelerin kumuluslarin1 uzaklagtirmak ic¢in hiyaluronidaz igeren santrifiij
tiiplerine konuldu ve 1 dakika 15 saniye boyunca vortekslendi. Ardindan, mikropipet
yardimuiyla toplanip pipetleme yapilarak zona {lizerinde kalan kumulus hiicreleri olabildigince
uzaklastirildi. Bu islemin sonunda ¢ekilerek inceltilmis cam pastor pipeti yardimiyla toplandi

ve HSOF igerisine aktarilarak manipiilasyona hazir hale getirildi.

3.3.2. Gen Enjeksiyonu

Enjeksiyon petrisi; enjeksiyon pipetinde kullanilmak {izere PVP, manipiilasyon ve
atilacak oositler icin HSOF, sham enjeksiyonlar i¢in genlerin hazirliginda sulandirict olarak
kullanilan “elution buffer” ve gen enjeksiyonlar1 i¢in 10 pg/ul. dozunda ayarlanmis gen
konstrakti damlalar1 olugturuldu. Her gen enjeksiyonu saati i¢in petriler yeniden taze olarak

hazirlandi.
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Sekil 3-1: Enjeksiyon petrisi, 60’lik petri kapagina hazirlanan sema.

Mikroenjeksiyonlar, mikromanipiilatorde Piezzo cihazi kullanilarak gergeklestirildi
(Sekil 3-2). Biitiin gruplar i¢in miimkiin oldugunca kisa siirede (en fazla 30 dakika igerisinde)
islem tamamlandi. Ug, bes, yedi ve dokuzuncu saatlerde gen enjeksiyonu uygulandi. Caligma
gruplariin hepsi i¢in ayn1 zamanda sham ve negatif kontrol gruplar1 uygulandi. Her enjeksiyon
deneme grubu igin, hiicre igerisine enjeksiyon pipetiyle girerek i¢inde gen bulunmayan elution
buffer soliisyonu ayni hacimde enjekte edilerek sham gruplart da ¢alisildi. Enjeksiyon
uygulamasinin negatif etkisinin olup olmadiginin gozlenebilmesi i¢in ise bir grup hiicre, higbir

islem uygulanmadan kiiltiir protokoliine devam ettirildi (negatif kontrol).

Manipiilasyonu tamamlanan hiicreler tekrar HSOF igerisine aktarildi. Burada yikanan
oositler, calisma sabahinda hazirlanip gazlanmasi i¢in inkiibatore kaldirilan embriyo kiiltiir
medyumu (IVC) icerisine aktarildi. Kiiltiir i¢in embriyolar 20 pL’lik damla igerisine 8-12 hiicre
olacak sekilde aktarildi. In vitro kiiltiir, gaz kontrollii inkiibatorde (%5 CO», %5 O-, 38,5 °C,
%99 nem), 8 giin boyunca devam ettirildi.
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Sekil 3-2: Zigotlara yapilan gen enjeksiyonu 6rnegi

3.4. EMBRiYOLARIN DEGERLENDIRILMESI

Kiiltlire konulan embriyolar, yariklanmalarin kaydedilmesi ve boliinmemis, fragmente
veya dejenere olan hiicrelerin ayrilmasi i¢in 3. giinde kontrol edildi. Béliinen ve bolinmeyen
hiicreler birbirinden ayrilarak farkli damlalara konuldu. Kiiltiiriin 8. giinde gelisim ve parlama
acisindan degerlendirildi. Gelisim asamasi olarak fragmente, dejenere, lize, boliinmeyen,
morula dncesi (2-4 hiicre, 8-16 hiicre), morula, kompakt morula, blastosist (erken blastosist,
ekspanded blastosist, hatching blastosist ve hatched blastosist) gruplarinda degerlendirme

yapildi.

GFP (green fluorescent protein) gen ekspresyonu degerlendirmesi ic¢in parlama
kontrolleri ise floresan 1s1k ve 486 nm’lik filtre kullanilarak yapildi. Yesil parlama gosterenler
pozitif olarak kaydedilirken, embriyonun hiicrelerinin ne kadarinin transfekte oldugu incelendi

ve ylizde olarak degerlendirildi.

3.5. ISTATISTIiK DEGERLENDIRME

Gelisme oranlar1 ve parlama yiizdeleri igin IBM SPSS Statistiks 21.0 programinda Ki-
Kare testi kullanildi. Parlama orani ortalamasi karsilagtirmalar1 i¢in One-Way Annova analizi
kullanildi.



38

3.6. KULLANILAN MEDYUMLARIN HAZIRLIGI

Yapilan ¢calismada PBS (Phosphate Buffer Saline), OWM (Oocyte Washing Medium),
HSOF (HEPES Tamponlu Sentetik Ovidukt Sivisi), Percoll, LB Medyum, CaCl,Stok, MgCl;
Stok, Hyaluronidaz Stok ve PVP kullanilmistir.

Kullanilan medyumlarin hepsi 270-295 mOsm ve 7,2-7,4 pH arasina sabitlenerek
kullanildi. Percoll hari¢ olmak iizere, tim medyumlar 22 pum’lik filtrelerden gegirildi ve
hacmine gore otoklavlanmig cam shot siseler veya 50 mL’lik falkon tiiplerine konularak 4 °C’de

buzdolabinda uygun siirelerde saklandi.

Laboratuvarda hazirlanan medyumlar disinda, hazir olarak IVF Bioscience’in

maturasyon, fertilizasyon ve kiiltiir medyumlar1 kullanildi.

Tablo 3-1: PBS (Fosfat Buffer Saline)

Kimyasal Miktar
NazHPO4 2,16 ¢
KH2PO4 200 mg
KCI 200 mg
NaCl 89
Penisilin (fecilline) 250 1U
Distile Su 1 litreye tamamland1
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Tablo 3-2: OWM (Oocyte Washing Medium)

Kimyasal Miktar
TCM 199 4950 mg
NaHCO3 168 mg
Heparin 5mg
HEPES 1260 mg
Na-HEPES 1365 mg
BSA fraksiyon V 1500 mg
Penisilin 37,5mg
Streptomisin 50 mg
Kanamisin 38 mg
Ultra saf su 500 ml’ye tamamlandi
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Tablo 3-3: HSOF (HEPES Tamponlu Sentetik Ovidukt Sivisi)

Kimyasal Miktar
NaCl 314,7 mg
KCI 26,7 mg

NaH;PO4 2,7 mg

NaHCOs 16,8 mg

CaCl; stok 0,8 mL
MgCl; stok 0,5 mL
Na laktat 23,5 ulL
Na piruvat 1,8 mg
Glutamin 7,3mg
Penisilin 3,75 mg
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Tablo 3-3 (devam)

Streptomisin 2,5mg
BSA fraction V 150 mg
Na-Hepes 137 mg
Hepes 126 mg
Phenol Red 0,5mg
Embriyo test edilmis ultra saf su (ETS) | 50 mL’ye tamamland1




Tablo 3-4: %90 Percoll SOF

Kimyasal Miktar
NaCl 62,94 mg
KCI 5,34 mg

NaH;PO4 0,54 mg

CaCl,.2H,0-Stok 100 pL (2,52 mg)

MgCl,.6H,0- Stok 100 pL (1 mg)

Hepes 25,2 mg

Na-Hepes 27,4 mg

Percoll 10 mL’ye tamamlandi




Tablo: 3-5: LB Medyum

Kimyasal Miktar
NaCl 5¢gr
Pepton 10 gr
Yeast 5¢r

Distile su 1 L’ye tamamland1

Tablo: 3-6: CaCl, Stok

Kimyasal Miktar
CaCl,.2H,0 1260 mg
ETS 50 mL’ye tamamlandi
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Tablo: 3-7: MgCl, Stok

Kimyasal Miktar
MgCl..6H-0 500 mg
ETS 50 ml’ye tamamland1

Tablo 3-8: Hiyaluronidaz Stok

Kimyasal Miktar
Hiyaluronidaz 125 pg
HSOF 10 mL
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4. BULGULAR

Calismada 4 tekrar yapilarak, enjeksiyon saati gruplarina gore sirasiyla; 123, 123, 125
ve 125’er zigot kullanildi. Elde edilen embriyolar, gelisme asamasi ve parlama orani agisindan

floresan atagmanli ters mikroskop ile subjektif olarak degerlendirildi.

4.1. GELISME ASAMALARININ DEGERLENDIRILMESI

Ters Mikroskop altinda gelisim asamalar1 degerlendirilen hiicrelerin toplam sayilart ve
oranlar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 4-1). Gelisim asamalarinin istatistiki olarak
hesaplanmas1 icin hiicreler; yariklanmis, morula Oncesi, morula ve blastosist gelisim
asamalarina gore gruplandirilmistir.

Her gen enjeksiyon saati grubu; gen bilesiginin etkisinin arastirilmast amaciyla, kendi
sham grubuyla ve enjeksiyon isleminin etkisinin olup olmamasinin anlasilmasi i¢in kontrol
grubuyla karsilagtinnllmig, yariklanma ve gelisim asamasi sonuglar1 ayri olarak

degerlendirilmistir.

4.1.1. Ugiincii Saat Gen Enjeksiyonu

Ugiincii saat igin gen enjeksiyon grubunun, sham grubu ve negatif kontrolle
karsilagtirmali yariklanma oranlar1 Tablo 4-1’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 3. saat
enjeksiyonlarinda, uygulamaya bagli olarak istatistiksel olarak bir yariklanma farklilig:
goriilmemekle beraber, gen bilesigi verilmeyen sham grubunda yariklanma oraninda istatistiki

olarak 6nemli bir diisiis goriilmistiir (Tablo 4-1).
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Tablo 4-1: 3. Saat gruplarindaki hiicrelerin yariklanma durumlari.

Gen Enjeksiyonu Sham Opere Negatif Kontrol
Bolinme Durumu
(%)
28 15 15
Boliinmemis
(22,8)? (40,5)° (25,9)20
95 22 43
Boliinmiis
(77,2) (59,5)° (74,1)2F

ab: Ayn1 satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,05).

Calisma grubunun in vitro kiiltiirii sonrasi sham grubu ve negatif kontrolle
karsilagtirmali gelisim asamasi degerleri Tablo 4-2°de verilmistir. Gelismemis embriyo verisi;
yariklanmamis, fragmente, dejenere ve lize hiicreleri kapsamaktadir.

Embriyonik gelisme asamalarinda gen enjeksiyon grubu, sham opere grubu ve kontrol
grubu arasinda istatistiki acidan Onemli bir fark goriilmemistir. Gelisemeyen embriyo
oranlarinin karsilastirmasinda ise sham opere grubunda, kontrol grubuna goére daha yiiksek

oranda (%48,6) gelismeyen embriyo oranlar1 gériilmistiir (P<0,05) ancak, bu degerlendirme

Ol¢iitiinde gen enjeksiyonu grubuyla kontrol grubu arasinda bir fark goriilmemistir.
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Tablo 4-2: 3. saat enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin gelisme durumlart.

Gen Enjeksiyonu | Sham Opere | Kontrol Grubu
Embriyo Gelisim Dénemi
(%)
50 18 15
Geligsmeyen Embriyo

(40,7)3b (48,6)° (25,92

8 2 9

Morula Oncesi

(6,5)? (5,4) (15,5)?

39 11 14

Morula

(31,7)? (29,7)? (24,1)?

26 6 20

Blastosist

(21,2)2 (16,2)? (34,5)?

ab; Ayn1 satirda birbirinden farkli harflerle gésterilen degerler istatistiki agidan dnemli oranda farklidir (P<0,05).
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Sekil 4-1: Ucgiincii saat enjeksiyon grubundan hiicreler. A: Hatched Blastosist, B: A’daki Blastosist, parlama orani%80, C: Ekspanded
Blastosist, parlama oran1%80, D,E: Farkli gelisim asamalarindaki farkli parlama orani gozlenen hiicreler, F: Hatching Blastosist.

4.1.2. Besinci Saat Gen Enjeksiyonu

Besinci saat i¢in, sham opere grubu ve negatif kontrolle karsilagtirmali yariklanma
oranlar1 Tablo 4-3’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, sham opere grubundaki
yariklanma orani istatistiki acidan 6nemli oranda gen enjeksiyon ve kontrol grubuna gore

yiiksektir (%92,3) (P<0,05).
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Tablo 4-3: 5. saat gruplarindaki hiicrelerin yariklanma durumlari.

Gen Enjeksiyonu Sham Opere Negatif Kontrol
Boliinme Durumu
(%)
45 3 15
Boliinmemis
(36,6)? (7,7)° (25,9)?
78 36 43
Boliinmiis
(63,4) (92,3)° (74,1)%

ab: Ayni satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan énemli oranda farklidir (P<0,05).

Gen enjeksiyonu uygulanan grubun in vitro kiiltiirii sonrasi, sham grubu ve negatif
kontrolle karsilagtirmali gelisim asamasi1 degerleri Tablo 4-4’te verilmistir. Gelismemis grup,
yariklanmamis, fragmente, dejenere ve lize hiicreleri kapsamaktadir. Gelismemis embriyolarin
orani; gen enjeksiyonu grubunda, sham ve kontrol grubuna gore istatistiki olarak daha yiiksek
olarak goriilmiistiir (%41,5) (P<0,05). Morula oncesi asamada kalarak gelisimine devam
edemeyen embriyolarin oranlar1 bakimindan; kontrol grubunda, diger gruplara gore istatistiksel
olarak 6nemli oranda daha yiiksek olarak gézlenmistir (%15,5) (P<0,05). Morula asamasindaki
hiicre sayilar1 agisindan ise; bu sefer sham opere grubun diger gruplara gore istatistiki olarak
daha yiiksek bulunmustur (%69,2) (P<0,05; Tablo 4-4).

Degerlendirilen son gelisim asamasi olan blastosist asamasina erisen embriyo
sayilarinin ise gruplar arasinda istatiki olarak onemli bir fark gostermedigi tespit edilmistir
(Tablo 4-4).



Tablo 4-4: 5. saat enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin gelisme durumlart.

Gen Enjeksiyon Grubu | Sham Opere | Kontrol Grubu
Embriyo Geligim Dénemleri
(%)
51 5 15
Gelismemis

(41,5)° (12,8)° (25,9)°

4 02 9
Morula Oncesi

(3,3)? (15,5)°

39 27 14
Morula

(31,7)? (69,2)° (24,1)?

29 7 20
Blastosist
(23,6)2 (17,92 (34,5)?

ab: Ayni1 satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agcidan énemli oranda farklidir (P<0,05).
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Sekil 4-2: Besinci saat enjeksiyon grubundan hiicreler. A: 8-16 Blastomer asamast, 1 Blastomerde parlama, B: ki adet Ekspanded Blastosist,
C: Hatched Blastosist, %80 parlama orani, D: Hatched Blastosist, %90 parlama oran1

4.1.3. Yedinci Saat Gen Enjeksiyonu
Yedinci saat gen enjeksiyonu grubu i¢in sham grubu ve negatif kontrolle karsilastirmali
yariklanma oranlari Tablo 4-5’te verilmistir. Yariklanma oranlar1 agisindan, gruplar arasinda

istatistiki olarak bir fark bulunmadi (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Yedinci saat gruplarindaki hiicrelerin yariklanma durumlari.

Gen Enjeksiyonu | Sham Opere | Negatif Kontrol
Boliinme Durumu
(%)
41 10 15
Boliinmemis
(32,8)2 (26,3)2 (25,9)2
84 28 43
Bolinmiis
(67,2)2 (73,7)2 (74,1)2

ab: Ayni satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,05).

Calisma grubunun in vitro kiiltiirii sonrasi sham grubu ve negatif kontrolle
karsilagtirmali gelisim asamasi degerleri Tablo 4-6’da verilmistir. Gelismemis grup,
yariklanmamis, fragmente, dejenere ve lize hiicreleri kapsamaktadir.

Gelismemis hiicreler bakimindan, gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir fark
bulunmadi (P>0,05). Morula éncesi asamada kalma oranlari, diger iki gruba gore, kontrol

grubunda istatistiksel olarak 6nemli derecede yliksek ¢ikmistir (P<0,05). Morula asamasindaki
embriyo oranlar1 agisindann sham grubuyla diger gruplar arasinda fark gériilmemis ancak, gen
enjeksiyonu grubunda bu oran, kontrol grubuna gore istatistiki agidan 6nemli derecede daha
yiiksek olarak bulunmustur (P<0,01; Tablo 4-6).

Blastosist asamasina gelisen embriyo oranlar1 agisindan, gen enjeksiyonu grubunun
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6lcilide diisiik oldugu goriilmiistiir (P<0,01).
Ancak sham grubu ile diger iki grup arasinda énemli bir istatistiki fark gozlenmemistir (Tablo

4-6).
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Tablo 4-6: Yedinci saat enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin gelisme durumlari.

Gen Enjeksiyon Grubu | Sham Opere | Kontrol Grubu
Embriyo Geligme Donemi
(%)
44 14 15
Gelismemis
(35,2)2 (36,8)2 (25,92
5 0 9
Morula Oncesi
(4) ) (15,5)°
55 15 14
Morula
(44)* (39,5)*° (24,1)°
21 9 20
Blastosist
(16,8)% (23,7)*° (34,5)°

ab; Ayn1 satirda birbirinden farkli harflerle gésterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,01).
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Sekil 4-3: Besinci saat enjeksiyon grubundan hiicreler. A: Farkli gelisim asamalarindaki farkli parlama oranlarinda hiicreler,
B: Hatched Blastosist, %80 parlama orani.

4.1.4. Dokuzuncu Saat Enjeksiyonu

Bu saat grubu i¢in sham grubu ve negatif kontrolle karsilastirmali yariklanma oranlari
Tablo 4-7°de verilmistir. Yariklanma oranlari bakimindan, negatif kontrol grubu ile diger iki
grup arasinda, benzerlik bulunmustur; Ancak gen enjeksiyonu grubun sham opere grubuna gore

istatistiki olarak anlamli diizeyde daha az yariklanma oldugu gozlenmistir (P<0,01; Tablo 4-
7).
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Tablo 4-7: Dokuzuncu saat enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin yariklanma durumlart.

Gen Enjeksiyonu | Sham Opere | Negatif Kontrol
Boliinme Durumu
(%)
50 5 15
Boliinmemis
(40)2 (11,4)° (25,9)*P
75 39 43
Bolinmiis

(60)° (88,6)° (74,1)*"

ab: Ayn1 satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,01)

Calisma grubunun in vitro kiltiirii sonrasi sham grubu ve negatif kontrolle
karsilagtirmali gelisim asamasi degerleri Tablo 4-8’de verilmistir. Gelismemis grup,
yariklanmamis, fragmente, dejenere ve lize hiicreleri kapsamaktadir (Tablo 4-8).

Gelismeme orani en yiiksek olan grup, gen enjeksiyonu grubu olarak bulunmustur
(%47,2). Blastosiste ulagma degerleri karsilastirildiginda ise bu oran, gen enjeksiyonu grubu ve
sham opere gruplarinda benzer bulunurken, bu degerler kontrol grubuna gore istatistiki olarak

anlamli derecede daha diisiik (%18,4) kalmistir (P<0,01) (Tablo 4-8).
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Tablo 4-8: Dokuzuncu saat enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin gelisme durumlari.

Gen Enjeksiyon Grubu | Sham Opere | Kontrol Grubu
Embriyo Gelisim Durumlar1
(%)
59 8 15
Gelismemis

(47,2) (18,2)° (25,9)°

7 3 9

Morula Oncesi

(5,6)? (6,8)*° (15,5)°

36 25 14

Morula

(28,8)* (56,8)° (24,1)°

23 8 20

Blastosist

(18,4)? (18,2)*" (34,5)°

ab; Ayn1 satirda birbirinden farkli harflerle gésterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,01).
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Sekil 4-4: Dokuzuncu saat enjeksiyon grubundan hiicreler. A: Yartklanmamus hiicreler, %100 ve %0 parlama orani, B: Yariklanma asamasinda
kalmus hiicre, %50 parlama orani, C: Farkli gelisim asamalarindaki farkli parlama oranlarinda hiicreler, D: 4 Blastomerli agsamada kalmis hiicre,
%25 parlama orani ve Morula agamasinda kalmis hiicre, %10 parlama orani, E: Hatching Blastosist, F: E’deki Blastosist, %80 parlama orani.
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Sekil 4-5: Fertilizasyonun ardindan 9. saatte yapilan sham enjeksiyon grubunda gelisen hatched blastosist embriyolar.

Sekil 4-6: Negatif kontrol grubunda gelisen hatching ve hatched blastosist embriyolar.
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4.1.5. Gen Enjeksiyonu Gruplarimin Karsilastirmasi

Farkli saatlerdeki gen enjeksiyon gruplarmin yariklanma ve gelisim evresi
degerlendirmelerinin sonuglar1 Tablo 4-9°da verilmistir. Gelismemis grup, fragmente, dejenere
ve lize hiicreleri kapsamaktadir.

Elde edilen sonuglara gore, en ¢ok yariklanma orani ve en ¢ok gelismeme oranina sahip
olan grup 3. saat gen enjeksiyonu grubu olarak bulunmustur. Bununla birlikte, blastosist
asamasina ulasan hiicreler agisindan, gruplar arasinda istatistik acisindan 6nemli bir fark

bulunmamastir (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: Enjeksiyon gruplarindaki hiicrelerin gelisme durumlari

P 0 Gelih 3. Saat 5. Saat 7. Saat 9. Saat
Durumlari
(%)
28 45 41 50
Boliinmemis
(22,8) (36,6)° (32,8)*° (40)°
. 8 4 5 7
Morula Oncesi
(6,5)* (3.3)* (4) (5,6)*
39 39 55 36
Morula
(3L,7)? (3L,7) (44)° (28,8)
26 29 21 23
Blastosist
(21,1)? (23,6)2 (16,8)2 (18,4)?
22 6 3 9
Gelismemis
(17,9)2 (4,9)b (2,4)b (7,2)b
ab:Ayn1  satirda  birbirinden farkhi  harflerle  gbsterilen istatistiki  agidan  Onemli farkhdir  (P<0,01).
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4.2. FLORESAN PARLAMA DURUMUNUN DEGERLENDIRILMESI

Gen enjeksiyonu yapilan gruplar i¢in, yesil parlama gosteren embriyo oranlar1 Tablo 4-
11°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, parlayan hiicre oranlar1 yoniinden gruplar

arasinda istatistiki bir fark bulunmamistir (P>0,01).

Tablo 4-11: Enjeksiyon gruplarinda goriilen yesil parlama gosteren embriyo sayilari.

3. Saat 5. Saat 7. Saat 9. Saat
(%)
Toplam Embriyo Sayisi 123 123 125 125
Parlayan Embriyo Sayisi 38 48 50 40
(30,9)2 (39,02 (40,0)2 (32,82

&:Ayni satirda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,01).

Her ¢alisma saati i¢in kaydedilen yesil parlama gosteren embriyolarin i¢indeki parlama
gosteren hiicrelerin oranlarinin ortalamalar karsilagtirilmis ve elde edilen sonuglarda 7. Saat
enjeksiyon grubunun parlama orani ortalamasi diger gruplardan istatistiki olarak Onemli
diizeyde diisiik bulunmustur (P<0,05; Tablo 4-12). Ortalama dagilim araliklar1 ve ortalama
karsilagtirma sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 4-12).
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Tablo 4-12: Parlayan hiicrelerde ortalama deger araliklari1 ve ortalamalarinin karsilagtirmasi.

Calisma Grubu | Ortalama Alt Smir | Ortalama Ust Sinir | Parlama Yiizdesi Ortalamasi
3. Saat 30,07 51,08 40,572
5. Saat 34,56 51,05 42,812
7. Saat 20,51 31,52 26,02°
9. Saat 32,50 52,99 42,752

ab: Ayn siitunda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler istatistiki agidan 6nemli oranda farklidir (P<0,05).

Parlama goriilen hiicreler, mikroskopta gozle subjektif olarak degerlendirilmis ve her
embriyoda bulunan parlama gosteren hiicrelerin oranlari tahmini olarak kaydedilmistir. Gelisim
asamasina gore kategorize edilen hiicrelerin sayilari ve parlama oranlar1 Tablo 4-14’te
verilmistir. Her grubun farkli gelisim asamasindaki hiicrelerinin parlama oranlari ayri ayri
degerlendirildigi i¢in, grup basina diisen hiicre sayisi, istatistiki degerlendirme i¢in yetersizdir.

Bu sebeple giivenilir istatiki analiz yapilamamustir.
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Tablo 4-13: Calisma gruplarinda elde edilen hiicrelerin gelisme asamalarina gore sayisal degerleri ve
parlama yiizdeleri (Subjektif baki).

Caligma Saati Morula Morula Kompakt Blastosist Fragmente
Oncesi Morula
Parlayan
Hiicre 5 18 2 13 0
Sayist (n)
3.
Saat 30, 100, 5, 30, 10, 20, 60, 60, 80, 10, 60 2,70, 80, 90, 80,
Parlama 80, 60, 80, 10, 50, 10, 10, 30, 20, 80, 70, 80, 10, 50,
Oranlari 10 60, 10, 10, 10 10, 5, 5,
(%)
Parlayan
Hiicre 2 28 1 16 1
Sayist (n)
40, 20 40, 40, 40, 20, 5, 10, 15, 40 10, 80, 90, 30, 60, 40
5. 15, 30, 70, 80, 50, 10, 10, 90, 70, 50, 20, 80,
Saat | Parama 40, 40, 60,70, 20, 70, 20, 80, 80, 100, 100,
Qraplan 20, 70, 10, 30, 30, 10, 30 10, 10
(%)
Parlayan
Hiicre 2 35 7 6 0
Sayist (n)
40, 100 10, 10, 10, 15, 20, 20, 20, 50,10, 80, 80, 30, 10, 10,
7.Saat 40, 50, 60, 20, 20, 40, 10, 30,10,10, 10
Parlama 20, 60, 10, 40, 40, 20,40, | 20,10,
Oranlar 10, 40, 50, 20, 10, 50, 40,
(%) 20,10, 10, 10, 10, 10, 10
Parlayan
Hiicre 5 22 2 11 0
Say1st (n)
9.Saat 40, 80, 30, 50, 60, 70, 10, 70, 40, 10, 10 60, 90, 90, 90, 90,
100, 10, | 100, 10, 10, 10, 30, 20, 20, 80, 10, 40, 80, 70,
70 30
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Parlama
Oranlar1

(%)

10, 10, 10, 10, 10, 10, 30,
40
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5. TARTISMA

Transgenesis, bir canliya kendi genomunda olmayan bir gen pargaciginin aktarilmasi
islemidir. Bu teknoloji; mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda uygulanmaktadir. Ozellikle
insanlara cesitli alanlarda fayda saglamasi i¢in son zamanlarda transgenik hayvan iiretimine
egilinmistir. Deneyler i¢in model hayvan iiretimi; ksenotransplantasyon ve biyoreaktor iiretimi,
hayvansal {iriinlere yeni 6zellikler kazandirilmasi ve ¢esitli hastaliklara direngli hayvan tiretimi
gibi amaglarla iretilen bu hayvanlarin iiretilmesinde mikroenjeksiyon, viral vektorler ve
transpozonlar, somatik hiicrelerden cekirdek transferi (SCNT), sperm aracilikli gen transferi
(SMGT) ve spermin hiicre igine enjeksiyonu (ICSI) ile pluripotent hiicrelere gen aktarimi
yontemleri kullanilmaktadir (Houdebine 2009).

Mikroenjeksiyon yontemi giiniimiizde en c¢ok tercih edilen yontemlerden biri olmakla
birlikte; kullaniminda oosit, zigot/embriyo hasarlanmasi (Igbal ve ark. 2009, Sumiyama ve ark.
2010) veya belirli bir gelisim asamasinda uygulanabilmesi sebebiyle, kisitli zamanda
yapilmasinin (Burdon ve Wall 1992; Canseco 1994; Powell 1992) gerekmesi gibi, ¢esitli

kisitlamalar1 bulunmaktadir.

Bu yontem oncelikle farelerde (Gordon ve ark. 1980) kullanilmaya baslanmis, daha
sonra tavsan, domuz ve koyun gibi diger hayvanlarda kullanilmaya devam edilmistir
(Houdebine 2002). Bu yontem kullanilarak inek (Krimpenfort ve ark. 1991), koyun (Wright
ve ark. 1991), keci (Ebert ve ark. 1991), domuz (Velander ve ark. 1992), tavsan (Voss ve ark.
1990) ve domuz (Li ve ark 2014) gibi hayvanlar iiretilmistir.

Proniikleer enjeksiyon yontemi, proniikleuslari net olarak goriintiilenebilen fare ve
tavsan gibi hayvanlarda tercih edilirken, ¢iftlik hayvanlarinda ise sitoplazmanin yogun graniillii
opak yapisindan dolayr prontikleuslarin ayirt edilmesinde zorlanildigi i¢in, ¢ok tercih

edilmemekte ve daha ¢ok intrasitoplazmik enjeksiyon yontemi kullanilamamaktadir.

Caligmamizda, fertilizasyonun ardindan proniiklear gelisimin ve DNA singami
mekanizmalarinin farkl gelisim evreleri hedeflenerek 3., 5., 7. ve 9. saatlerde koyun zigotlarina

intrasitoplazmik gen mikroenjeksiyonu yapilmis ve bu hiicreler inkiibator igerisinde kiiltiire
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edilmigtir. Kiiltlirtin 8. giiniinde subjektif olarak mikroskop altinda kontrol edilen hiicreler
gelisim asamasi, parlama durumu ve embriyolarin hiicrelerindeki parlama oranlar1 {izerinden
farkli saatlerde yapilan gen enjeksiyonlarinin etkinligi degerlendirilmistir.

Dort farkli saate gergeklestirilen enjeksiyon isleminin yariklanma oranlari agisindan
kendi arasinda karsilastirildiginda, 3. saat enjeksiyon grubu degerinin (%77,2) istatistiksel
olarak negatif kontrol ve sham opere gruplarina nazaran énemli diizeyde yiiksek oldugu goriildi
(P<0,01). Bununla birlikte, yine ayn1 grupta lize ve dejenere olma orani da (%17,9), diger
gruplara gore onemli diizeyde yiiksek bulundu (P<0,01). Ancak gruplar arasinda, blastosist
asamasina ulasan embriyo oranlari bakimindan sayisal farklar olsa da (enjeksiyon saatlerine
gore sirastyla %21,1, 23,6, 16,8 ve 18,4) istatististiksel bir fark bulunamadi (P>0,05).

Lize ve dejenere hiicre oranlarimin 3. saatte daha yiiksek olmasi, erken dénem
enjeksiyonlarin, proniikleuslarin sekillendigi bu donemde hiicre iskeletinin ¢cok hareketli ve
hassas olmasi sebebiyle (Gianaroli ve ark. 2002, Menezo 2004, Apter ve ark. 2020) daha ytiksek
hasarlayici etkisinin oldugunu diistindiirmiistiir.

Yapilan enjeksiyon isleminin ve gen enjeksiyonunun embriyo gelisiminin ilk agamasi
olan yariklanma oranlari tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla, her enjeksiyon grubu ile ayni
grubun hem sham grubu hem de negatif kontrol grubunun embriyolarindaki yariklanma oranlari
ile karsilastirilmistir. Yapilan bu karsilagtirmalarda, 3. saat gen enjeksiyon grubunun diger saat
gruplarma gore yariklanma oranlarinin 6nemli derecede daha yiliksek (%77,2) oldugu
gorilmistir (P<0,05). Toplam gelismemis hiicre oraninda ise sham grubu (%48,6) kontrol
grubuna gore belirgin diislis gostermistir (P<0,05). Gen enjeksiyonu grubunda sayisal olarak
daha yiiksek oran goriilse de (%40,7), bu farkin istatistiki olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir.
Blastosist asamasina ulasan hiicrelerde ise yine, gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir
fark goriilmemistir. Ugiincii saat enjeksiyon uygulamasi kendi iginde degerlendirildiginde;
sham opere grubunun dejenerasyon, lize olma ve boliinmeme oranlart agisindan diger gruplar
ile arasinda bir fark olusmazken, kontrol grubunun béliinme oranlari bakimindan sham opere
grubuna gore onemli diizeyde (P<0,05) farklilik gosterme sebebinin, 6rneklem boyutunun
kiigiik olmasina bagli olabilecegini diigidlirmiistiir.

Besinci saat enjeksiyon grubunun kendi sham grubu ve negatif kontrol ile
karsilastirilmasinda, yariklanma orani i¢in sham opere grubu diger gruplara gore daha yiiksek
(%92,3) deger gostermistir (P<0,05). Toplamda gelismemis embriyo oraninda ise gen
enjeksiyon grubundaki oran (%41,5) diger gruplara gére onemli derecede yliksek kalmistir

(P<0,05). Blastosist agamasina ulasan hiicrelerde ise, sayisal olarak fark goriilse de farklarin
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istatistiki onem tagimadigi belirlenmistir (P>0,05). Elde edilen bu sonuglar, bdliinme olarak
yine Orneklem boyutunun kiiciik olmasi sebebiyle sham grubunda farklilik goriildiigiini
diistindiirmiistiir. Gelismemis embriyo (lize ve dejenere) oraninda gen enjeksiyon grubunda
goriilen ylikseklik ise gen bilesiginin negatif etkisinin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Yedinci saatte, en yiiksek boliinme orani (%74,1) ve en diisiik gelismemis hiicre orani
(%25,9) negatif kontrol grubunda goriilse de gruplar arasi istatistiki olarak bir fark
bulunmamaistir. Blastosist asamasina ulasma degerlendirmesinde ise, sayisal olarak en yiiksek
oran negatif kontrol grubunda (%34,5), sonrasinda sham grubunda (%23,7) ve en son olarak en
diisiik oran gen enjeksiyon grubunda (%16,8) bulunmustur. Istatistiki olarak ise sadece gen
enjeksiyon ve negatif kontrol grubu arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,01). Sham
enjeksiyonu ve negatif kontrol arasinda fark bulunmamasi, uygulama agisindan negatif etki
goriilmedigini gostermektedir. Gen enjeksiyon grubunda goriilen istatistiki acidan 6nemli olan
fark sadece genden kaynakli olusabileceginden, bu saat i¢in gen bilesiginin blastosiste ulagma
acisindan negatif etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Dokuzuncu saat ¢alisma gruplari kendi i¢inde karsilastirildiginda, negatif kontrolle bir
fark goriilmemesine ragmen, gen enjeksiyonu ve sham opere gruplari arasinda farkliliklar
sekillenmis, en yiiksek boliinme orani sham opere grubunda (%88,6) olusmustur (P<0,01). Lize
ve dejenere hiicre oranlar karsilagtirildiginda ise gen enjeksiyonu grubunda diger gruplara
kiyasla yiiksek oran (%47,2) elde edilmistir. Blastosiste ulasan hiicre oranlar
karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu (%34,5) gen enjeksiyon grubuna (%18,4) gére dnemli
derecede yiiksek bulunmustur (P<0,01). Bu saat dilimi i¢in de gen bilesiginin blastosiste ulasma

acisindan olumsuz bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Farkli saatlerde gen enjeksiyon uygulamalari arasinda ¢esitli gelisim asamalarinda
farklar goriilmiistiir. 3. saat enjeksiyon grubunda boliinme oraninin yiiksek ve yine lize olma
oraninin yilksek olmasi, erken saatlerde gerceklestirilen enjeksiyonlarda hiicre igi
mekanizmalarin daha ¢ok etkilendigi veya daha 6nce yapilan ¢alismalarda da one siiriildiigii
(Walton 1987, Ebrahimi 2020) iizere, hiicre membraninin hasarlanmay1 daha az tolere
edebildigi veya hasarlanma sonrasi toparlanmada yetersiz kaldigi seklinde yorumlanabilir.
Ancak bunun hangi sebeple oldugunun anlasilabilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.

Bununla birlikte, 5, 7 ve 9. saatlerde, boliinme oraninin diisiik; lize ve dejenere hiicre

sayisinin yiiksek olmasina ragmen, biitiin gruplarin blastosiste ulagsma oranin benzer olmasi,
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proniikleus olusumunun baslamasindan itibaren enjeksiyon agamasinda hasarlanan hiicrelerin
gelisiminin durdugunu ve bdliinmeye gitmedigini; ancak 3. saatte proniikleus olusumu
oncesinde alinan hasarin boliinmeyi etkilemeden gelisimi bozdugunu gostermektedir. Bu
durum, erken déonem zigot gelisiminde prontikleus olusumu 6ncesi ve sonrast ddonemdeki hiicre
ici olaylarin farkli hassasiyette olmasindan veya proniikleus olusumu sonrasi hiicre iskeletinin
zarar gormesinden dolayi, bolinmenin devam edememesinden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir.

Transfeksiyon agisindan degerlendirildiginde; gruplar arasinda transfekte embriyo
sayilar1 arasinda istatistiki bir fark bulunmamaistir. Ancak, her embriyonun teker teker parlama
gosteren hiicre orani tespit edilip bunlarin ortalamasi karsilastirildiginda; 3., 5. ve 9. saatlerdeki
ortalama ve transfekte hiicre oran1 dagilim araliklar1 (en yliksek-en diisiik) daha yiiksek (%30-
52 arasinda) goriiniirken, 7. saatte bu aralik istatistiki olarak daha diisiik ger¢eklesmistir (%20-
32) (P<0,05). Bu, istatistiki olarak fark olmasa da sayisal olarak 7. saatte toplam parlama
gosteren embriyo sayisinin diger gruplara gore fazla (50 embriyo) olmasina karsin, transfekte
embriyolarin igcerdigi transfekte hiicre oralari 6nemli derecede daha diisiik kalmistir.

Diger gruplardan farkli olarak 7. saatte, olusumlar1 tamamlanan proniikleuslarin
singaminin gergeklesecegi bolgeye hareket ettigi zaman dilimine denk gelmektedir (Crozet
1988). Bu durum, genin sitoplazma hareketine bagli hiicrenin digina dogru atilmasi ihtimalini
diistindiirmekle birlikte buradaki esas etkinin, kimerik yapiyr olusturan transfekte olan
blastmerlerin gelisimlerini devam ettirememesi ve genel embriyo gelisimine katilamadigin

veya embriyo gelisimde baskin olamadigini akla getirmistir.

Ebrahimi ve ark.’nin (2020) yine GFP ile koyunlarda yaptig: fertilizasyon sonras1 farkl
zamanlarda gergeklestirdikleri gen enjeksiyonu calismasinda, 6-8 ve 10-12. saat enjeksiyon
gruplarinda hiicrelerin 8 blastomerli asamada takili kaldigini, sadece 8-10 saat enjeksiyon
grubundaki embriyolardan 2 adet blastosist elde edebildiklerini ve bu ylizden en uygun
enjeksiyon saatinin fertilizasyon sonrasindaki 8-10. saatler oldugunu bulduklarini ifade
etmislerdir. Calismada arastiricilar, teknik olarak intrasitoplazmik enjeksiyon, gen olarak GFP
ve plazmid olarak da pEGFPC1 plazmidini kullanmigtir. Oysaki ayni protein geninin pEGFPN1
plazmidinin kullanildig1 ve ayn1 bdlgeye enjeksiyonlarin yapildigi sunulan bu tez ¢alismasinda
daha yiiksek gelismislik oranlar1 ve transgenik hiicre oranlarina ulagilmistir. Calismamizda 10
pg/uL olarak dozunda kullanilan plazmid yogunlugu, Ebrahimi ve ark. (2020) tarafindan 100
pg/pL dozunda kullanilmigtir. Aradaki gelisimle ilgili bu farkin, kullanilan plazmid yogunluk
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farkindan ileri gelmis olabilecegi diislincesini akla getirmistir. Ebrahimi ve ark. ile farkli gen
enjeksiyonu saatlerinin bagarili bulunmasinin sebebinin N1 ve C1 plazmidinin farkliliklarindan
ileri geldigi diistintilmiis ve genel bakida N1 plazmidinin daha basarili bir bilesik oldugu

sonucuna varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fertilizasyon sonras1 erken donemde gen enjeksiyonun 4 farkli saat grubunda denendigi
bu calismada; fertilizasyon sonrast 3., 5., 7. ve 9. saatlerde GFP geni plazmidi pEGFPNI,
intrasitoplazmik mikroenjeksiyon yontemiyle 10 pg/uL konsantrasyonda zigotlar igerisine
verilmistir. Dort ayr1 deney grubunun kendi sham opere ve negatif kontrol grubuyla

karsilastirildigi bu tez caligsmasi sonucunda;

o Koyunlarda intrasitoplazmik enjeksiyon yontemi kullanildiginda pEGFPN1
geninin 10 pg/pulL konsantrasyonu ile transgenik embriyo elde edilebildigi,

o Fertilizasyon sonrasi erken saatte yapilan enjeksiyonlardan transgenik embriyo
elde edilebildigi,

e Fertilizasyonun ardindan 3. saatte yapilan enjeksiyonlarda lize olma oraninin
daha yiiksek oldugu; ancak 9. saate kadar olan diger gruplarda boliinmeme
oraninin daha yiliksek oldugu ve bunlarin blastosist asamasina ulastiginda
birbirini dengeleyerek, blastosiste gelisim agisindan benzer sonuglari verdigi,

o Farkli saatlerde yapilan enjeksiyonlarda, transgenik hiicre sayisi bakimindan
gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir farkin olusmadig,

e Gen enjeksiyonu 7. saatte yapildiginda transgenik embriyolarin igindeki
transfekte hiicre oranlarinin 6nemli diizeyde diisiik kaldigi ve kimerik yapinin

transgenik hiicre sayilar1 aleyhine yogunlasabilecegi
sonuglarma ulasilmistir.

Buna gore; gen enjeksiyonu ¢aligmalarinda erken saatlerin kullanilabilecek olmasiyla
beraber, fertilizasyon sonrasi 3. ila 9. saatler arasinda zaman kisitlamasi olmadan giivenle

enjeksiyona devam edilebileceg§i sonucuna ulasilmistir.

Daha sonraki ¢alismalar i¢in, 3. saat gruplarinda sham opere grubunun, ¢alisma ve
negatif kontrol grubundan yariklanma, dejenere hiicre ve gelisme orani agisindan daha kot
sonuglar vermesi; 5. saat gruplarinda sham opere grubunun kendi saatindeki diger gruplara

gore yariklanma orani agisindan daha iyi sonuglar vermesi ve 9. saat ¢calisma gruplarinda sham
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opere grubunun yariklanma orani agisindan kendi saatindeki diger gruplarina gore daha iyi
sonuglar vermesi gibi, sebebi tam olarak belirlenemeyen istatistiki farklarin oldugu veriler
lizerine arastirma yapilmasi ve parlayan hiicrelerdeki gen entegrasyon sayi ve bolgelerinin
incelenmesi, ayrica yine bu hiicrelerdeki parlama oranlarinin objektif bir sekilde

degerlendirilebilmesi i¢in ileri tetkikler ve genetik analizlerin yapilmasi 6nerilmektedir.
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