30118

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
DOLERME VE SUN’i TOHUMLAMA ANA BILIM DALI

TRANSGENIK FARE ELDESINE YONELIK CALISMALAR

DOKTORA TEZI

HAYDAR BAGIS

DANISMAN

Yar.Do¢.Dr.SERHAT PAPUCCUOGLU

ISTANBUL-~1994



Aragtirma yapmama olanak saglayan, ve bana
yeni ufuklar acan degerli bilim adam saymn
hocam Prof.Dr. Engin BERMEK’e,



Sunulan bu tez c¢ahgymasi TUBITAK M.AM. Gen.Miih.Biotek.Arg.Ens.
(GM.BAAE) Transgen Laboratuvarinda (UNIDO DP/TUR/87/042 nolu proje
cergevesinde) yapildi.



TESEKKUR

Bagta Doktora damsman hocam Yrd.Dog¢.Dr. Serhat PAPUCCUOGLU olmak
iizere, Délerme ve Sun’i Tohumlama Ana Bilim Dali bagkam saym hocam Prof.Dr.
Kamuran [LERI’ye, ve emekli hocam Prof.Dr.Adnan OZKOCA’ya deneyim ve bilgi
birikimleri ile bana biiyiik destek verdiklerinden dolay: tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim siiresince akademik ilgisi ve destegi nedeniyle TUBITAK M.A.M
Genetik Miihendisligi Biyoteknoloji Arastirma Ens.(GMBAE) Miidiirii saymn Prof.Dr.
Engin BERMEK e, ayrica her tiirlii destegi esirgemeyen ve UNIDO proje sorumlusu,
GMBAE Molekiiler immunoloji bagkam ve Marmara Unv. Rektor Yardimeisi: Prof.Dr.
Beyazit CIRAKOGLU’na tegekkiirlerimi bir borg bilirim.

Caligmalarim siiresince beni yalmz birakmayan Transgen Laboratuvarindan Dr.
Sezen ARAT’a, DNA konstraktlarinin hazirlanmasim ve transgenik analizleri yapan
Molekiiler Onkoloji Laboratuvarindan Dr. Benan DINCTURK e tegekiir ederim. Ayrica
TUBITAK’ta ise bagladigim tarihden itibaren beni her yonden destekleyen arkadagim
Dr. Erol ATALAY’a tesekkiir etmek isterim.

Lise ve Universite &grenciligi yillarindan baglayarak beni bilgi birikimi ile
yonlendiren agabeyim ANKA Ltd. sirketi sahibi Fizik Yiik.Miih. Ibrahim BAGIS’a, her
tiirli stkintima 68rencilik yillarindan itibaren katlanan degerli esim Belma BAGIS’a sayg
ve siikranlarimi, kizlarim Melis ve Merve'ye sevgilerimi sunarim.

Laboratuvar caligmalarim siiresince teknik yardimlarim esirgemeyen teknisyen

arkadaglarim Seyfettin CETIN ve Sakir SEKMEN’e tegekkiirlerimi sunarim.



L GIRIS ..o i i it ittt e e 1

2. LITERATORBILGISE ........... ...t 4

2.1. Disi Farelerde Reprodiiksiyon ...........ccoiiiiiiiiian, 4

2.1.1. Reprodiiktif Organlar ve Puberteye Ulagma Yag1 ......... 4

2.1.2. Seksiiel Aktivite ve Ostrus Sikluslant .................. 5

2.1.3. Ovulasyonun Mekanizmasi ...........c0vevvinnnen.. 5

2.1.4. Gebeligin Olugmas1 ve Embriyonun Geligme Safhalari . .. ... 6

2.2. Farelerde Embriyo Eldesi ............. ... it 7

2.2.1. Verici Farelerin (Donor’larin) Eldesi ve Segimi .......... 7

2.2.2. Verici Farelerede Siiperovulasyon .............cc00u.. 8

2.2.1.1. Gonadotropinlerin Uygulanma Zamanzt: .......... 8

2.2.3. Alici Farelerin (Recipient) Senkronizasyonu ............. 11

2.2.4. Embriyolarin Kazamlmas1 .......................... 13

2.24.1. Medium Hazirlanmasi .............c.c000euenn 13

2.2.4.2. Embriyolarin Kazamlmasi .................... 17

2.2.5. Kazanilan Embriyolarin Degerlendirilmesi .............. 18

2.3. Gen Secimi ve Gen Konstraktlanimin Hazirlanmas: .............. 18

2.4. Gen Transferinde Kullamlan Teknikler ..................... 20

2.4.1. Viral Vektorlerle Gen Transferi Teknii ............... 20

2.4.2. Embriyonik Stem Cells Teknii ...................... 21

2.4.3. Mikroenjeksiyon Teknigi ............. .ot 21
2.4.3.1. Mikroenjeksiyonda Kullamlan Aletler ve

(0773111412 ¢ S S 21



2.5. Aha Farelere (Recipent) Embriyo Transferi ................... 24

2.6. Dogan Hayvan Yavrularinda Transgenik Analiz Yontemleri ........ 25
2.6.1. Dot-Blot Hibridizasyon . .........ccviiiiieeinneenn. 25

2.6.2. Southern-Blot Hibridizasyon ........................ 26
3.MATERYALVEMETOD .............tititiinititirinnnnnensannns 27
31. MATERYAL ..........c.civveen. et e e 27
3.1.1. Cahgymada Kullanilan Kimyasal Maddeler ............... 28

3.1.2. Cabgmada Kullamlan Cihaz ve Geregler . . .............. 29

3.1.3. Cabhgmada Kullanmilan Gereglerin Hazirlanmas: ........... 30
3.1.3.1. Farelerin Uretilmesi Ve Bakim . .............. 30

3.1.3.2. Vazektomize Fare Eldesi .................... 31

3.1.3.3. Yikama Mediumunun Stoklarimn hazirlanmasi . . . .. 32

3.1.3.4. Hormon, Enzim ve Solusyonlarin Hazirlanmas: .... 34

3.1.3.5. Pipetlerin ve Enjeksiyon Laminin Hazirlanmas: .... 34

32 METOD ...ttt sonenaenenns 36
3.2.1. Verici Farelerden Embriyo Eldesi .................... 36
3.2.1.1. Verici Farelerin (Donor) Siiperovulasyonu ........ 36

3.2.1.2. Verici Farelerden Oviduktlarm Elde Edilmesi ... .. 37

3.2.1.3. Oviduktan Embriyolarin Kazamilmasi ............ 37

3.2.2. Kazanilan Embriyolarin Degerlendirilmesi .............. 38

3.2.3. Ahc (Recipient) Farelerin Senkronizasyonu ............. 38

3.2.4. Fare Zigotuna Mikroenjeksiyon .........ccvvivnvennn. 39

3.2.4.1. Hamilton Sirmnganin ve Tutucu Pipetin



3.2.4.3. Mikromaniplatér ve Mikroenjektoriin Ayarlanmas1 .. 41
3.2.4.4. Mikroenjeksiyon Lamina Zigotlarm Yiiklenmesi .... 41
3.2.4.5. Zigotun Pronukleusuna DNA’nin Mikroenjeksiyon
fleVerilmesi .............. ittt 42
3.2.5. Ahc Farelerin (Recipient) Oviduktuna Zigotlarin Transferi . . 43
3.2.5.1. Mikroenjeksiyon Yapilmg Embriyolarm Pipete

Yiklenmesi ........... .0, eeeesaeas 43

3.2.5.2. Zigotlarn Ovidukta Transferi ................. 44

3.2.5.3. Embriyo Transferi Yapilan Farelerde Dofurganhk .. 45

3.2.6. Dogan Fare Yavrularinin Transgenik Analizi ............ 45
3.2.6.1. Yavrularin Kuyruk Dokusundan DNA Eldesi ...... 45

3.2.6.2. Dot-Blot Hibridizasyon . ..................... 46

4 BULGULAR ... ... ..ttt iiitiiitititanenensnannsnsnsnnnnnns 47
4.1. pXGHS GENININ SONUCLARI ........cccivnrernnnnnnnnn 47
4.1.1. Stiperuvulasyon Sonuglant .............. .. ... 47

4.1.2. Mikroenjeksiyon Sonuglari ......... .. i 51

4.1.3. Embriyo Transferi Sonuglar1 ........................ 52

4.1.4. Dogum Sonuglart ............ ittt 53

4.1.5. Transgenik Sonuglar ............ ... .iiviivnnnn. 54

4.1.6. pXGHS5 Geninin Toplu Sonuglann . ................... 55

4.2. p53-248 GENININ SONUCLARI .........cciivinvnnnannnn. 56
4.2.1. Stiperovulasyon Sonuglart ............cciiiiiiian. 56

4.2.2. Mikroenjeksiyon Sonuglann ............. ... oL, 59

4.2.3. Embriyo Transferi Sonuglan1 ........................ 60

424. Dogum Sonuglart .......... .. ittt 61

4.2.5. Transgenik Sonuglar ..........cc0iiiiniinnnnnnnnn. 62

4.2.6. p53-248 Geninin Toplu Sonuglan . .................... 63



0 7/ 4 | AP 69
7. SUMMARY .ottt ettt ittt et e e 71
S LITERATOR LISTESL ........ ... ittt iiininann, 73
9. RESIMLER . ......ciniiniiiitntneneneeeeneanennneenennnnnns 80



1. GiRi

Son yillarda iiremenin maniplasyonu ve gen miihendisligi tekniklerinin hayvanlara
uygulanmasi alaninda 6nemli agamalar kaydedilmistir. §imdilerde sun’i tohumlama ve
embriyo transferi giftlik hayvanlarinda yaygm olarak kullaniimaktadir. Ulkemiz hayvan
potansiyeli biiyiik, buna kargin, hayvansal {iretimin verimlilii diigiiktiir. Sun’i tohumlama
cahsmalar ile hayvan populasyonunu genotipik yonden iyilestirmek ¢ok uzun zaman
almaktadir. Embriyo transferi ¢ahgmalar: ile genetik olarak iistiin ebeveyenlerin dol
sayisim1 artirmak miimkiindiir (26).

Son zamanlarda Tiirkiye’de ¢iftlik ve laboratuvar hayvanlarinda emriyo transferi
ile in vitro kiiltlir caligmalan yapimaktadir (1,34,35,43,44,61,62).

Embriyo transfer gahismalan ile yiiksek verimli ana babamn tiim iistiin 6zellikleri
daha ilk kugakta biitiiniiyle yavrulara ge¢mekte ve verim yoniinden dstiin vasifli
hayvanlarin sayis1 kisa siirede artmaktadir (10).

Ancak son yillarda rekombinant DNA teknikleri yoluyla gen miihendisliginde
ortaya konan geligmeler, embriyo maniplasyonlarmin bu tekniklerle birlestirilebilmesi
olasihifini giindeme getirmektedir.

Gen miihendisligi teknolojisi molekiiler alanda gesitli teknikler gelistirirken, ¢iftlik
hayvanlarinda da iyilesmeye neden olabilecek uygun genlerin klonlanmasim {stlen-
mektedir. Gen teknolojisi ile embriyo transfer ¢aligmalarinin beraberce yiiriitiilebilmesi
ve ciftlik hayvanlarina adapte edilebilmesi igin ihtiya¢ duyulan kosullarin, &ncelikle
laboratuvar hayvanlarinda (fare, rat) salanmasi ve teknigin oturtulmas: gerekmektedir
(73).

Gen transferi ¢aligmalan ilk olarak fareler {izerinde SV 40 virusunun DNA’s1
kullamlarak gergeklestirilmis ve integrasyon saflanmug ancak verilen gen exprese
olamamustir (46,60). Daha sonra gerceklestirilen galigmalarda biiyiime hormonu geninin
degisik formlarinin zigot erkek pronukleusuna enjeksiyonu ve enjekte edilen genin

integre olmasi sonucu dogan fare yavrularinda degisik biiylime gekillerinin ortaya ¢ikdif



bildirilmektedir (14,31). Yakin zamanlarda bu ¢alismalar ¢iftlik hayvanlarinda bagariyla
denenmistir. Ornegin, koyun embriyolarina insan pihtilagma faktorii IX ile insan e-1-
antitrypsin enzimlerini kodlayan genler enjekte edilmiy ve bOyle genleri tagiyan
transgenik koyunlar elde edilmistir. Elde edilen transgenik koyunlar bu enzimin kodladi
proteini meme bezlerinde iireterek (biofarming) siitleriyle salg1]am1§lard1f (16,40,73).
Diger taraftan domuz ve sifirlarda cesitli transgenik denemeler yapimstir (40).

Son zamanlarda transgenik fareler hastalik modellerinin olugturulmasmnda yaygin
olarak kullanilmaya baglanmustir (49).

Sonug olarak, gen miihendislifi yoluyla, istenen Ozelliklerin ortaya ¢ikmasindan
sorumlu genlerin klonlanmasi halinde, hayvan islali daha etkin bir gekilde yapila-
bilecektir.

Cesitli laboratuvarlarda c¢iftlik hayvanlarinin molekiiler biyolojisinin daha iyi
belirlenmesi, daha iyi embriyo kiiltiir sistemlerinin olugturulmasi, 6nemli karakterleri
belirliyen genlerin izolasyonu ve genoma girdiginde exprese olmas: gibi genetik ¢aligmalar
devam etmektedir.

Buraya kadar agiklanan bilgilerin 1sifinda, iilkemizde hayvan islahina, hayvan-
lardaki genetik hastaliklarin diizeltiimesine ve verimlilifin arttirilmasina y6nelik
calismalara gereksinim bulunmaktadir. Bu nedenle transgenik teknoloji kullamlarak,
koyunlarda ve kegilerde stitiin kompozisyonu iyilestirilebilir, antibakteriyel peptitler stitte
salgilatilarak mastitis Onlenebilir ve insan siitiine ait bazi proteinler inek siitiinde
salgilatilarak (biofarming), insan anne siitiiniin kompozisyonuna yakin siit elde edilebilir
(16,32,77). Yine aym teknoloji kullamlarak, koyunlarin yapad kalitesi diizeltilebilir ve
insanlarin bazi hastaliklarimin sagaltiminda énemli olan farmos&tik maddelerin bu
hayvanlarin siitlerinde sentezlenmeleri sa§lanarak saflagtinimalan miimkiindiir.

Bu iiriinler in vivo olarak transgenik hayvanlarda iretildiginde gergek formuna
yakin olarak elde edilebilir. Bir kez transgenik bir hayvan elde edildi§inde, embriyo
maniplasyonlan yéntemleriyle gen havuzunu ¢abucak biiyiitmek miimkiindiir.

Transgenik hayvanlar daha hizh bilylime gosterip, hastaliklara dayamkh ve etkin



bir metabolizmaya sahip olduklari, hayvan 1slahg¢ilarina gelecekte iimid vaad edecekleri
ve Tirkiye’de bu tiirlii gahgmalara ihtiya¢ oldugundan dolayi, ©ncelikle, transgenik
calismalarin teknik olarak oturtulmas: zorunlulugu bulunmaktadir.

Ciftlik hayvanlarina direkt olarak bu teknifi uygulamak, gerek materyalin fazlaca
kullanilmas gerekse teknikte dogabilecek problemleri ¢6zmek oldukga gii¢ olacagindan,
bakim, barinma ve reprodiiktif faaliyetlerinin uygunlugu, fare embriyosunun bu tiirli
calismalarda model olugturmasi ve uygulamamn daha kolay olacagindan dolay1 galisma-
larda deney hayvani olarak fare kullamlmaktadir (39,81).

Bu gahsmada; fare zigotlarina mikroenjeksiyon teknigi ile insan biiytime hormonu
geni (pXGHS5) ile insan p53 geninin 248’inci mutant formunun verilmesi ve bu zigotlarin
alici annelere transferi sonucunda dogan yavrularin transgenik sonuglar incelendi.
Transgenik fare eldesi i¢in kullamlan bu teknolojinin Tiirkiye genelinde yayginlagtirilmas:
ve gerekli altyapimn olusturulmas: bu ¢ahismanin temel hedefidir.



2. LITERATUR BILGIiSI
2.1. Disi Farelerde Reprodiiksivon

2.1.1. Reprodiikti ar ve Puberteye Ulasma Ya

Puberteye ulagmamusg disi farelerede ovaryumlar dan tanesi biiyikliiglinde ve
bobreklerin caudalinde lokalize olmuglardir. Ovaryum ve infindubulum bir bursa
igerisindedir. Geligmemis bir digside ovaryum parlak ve kaygan, puberteye ulagms
disilerde ise olugan follikiil ve corpus luteum sebebiyle girintili gikintili g6éziikmektedir.
Ovidukt (Ductus fallopi) 1.7 cm uzunlufunda kivrimh bir boru olup cornu uteri ve
ovaryumun peri ovaryan yiizii ile temastadir (38).

Oviduktun 3 segmenti vardir: Ovaryum ile baglantih infundibulum, genigleyen
kisimla devam eden ampulla ve cornu uterilerle birlegsen isthmus kismudir (42). Uterus
Y bigiminde ve tubuler bir yap: olup iki lateral kornu ve bir median gévdeden olugarak
serviks uteri ile vaginaya agilir (38).

Diginin seksiiel olgunluga ulagtify ve ikinci seks karekterlerinin ilk olarak
gorildiigi donem pubertedir, sekstiel faliyetleri baglatan gonadotropinlerin hipofiz 6n
loptan artan seviyelerdeki salgilanmalari, hipotalamusta bulunan ve belirli uyarimlan alan
merkezler tarafindan idare edilmektedir (8).

Puberte Oncesi diigiik seviyede salgilanan gonadotropinlerin hipotalamus lizerine
olan inhibitor etkisi pubertede steroidlerin artmas: ile ortadan kalkmakta ve bdylece
GnRH’in gonadotropin salgisim uyardif bildirilmektedir (58).

Disi farelerde puberteye ulagma yagi, wrka, tiire ve cevre sartlarina bagh olarak
degismektedir. Yaklagik 6 haftallk iken puberteye ulagan digi farelerin her bir
ovaryumunda, olgunlagmanin farkhh safthalarinda bulunan 10* oositin varlifindan séz
edilmektedir (28,42).



2.1.2. Seksiiel Aktivite ve Ostrus Sikluslar

Seksiiel siklusun, merkezi sinir sistemi ile hipofiz 6nlopdan ve ovaryumlardan
salgilanan hormanlarin birbirlerini etkiliyerek ¢ahstifi ve bu sistemin nérohormonal bir
mekanizma ile iglev gordiigti bildirilmektedir (5).

Fareler polidstrik hayvanlardir ve ostrus sikluslan 4-5 giindiir. Ostruslarmm 9-20
saat arasinda degistifi ve ovulasyonun Ostrusun baglangicindan itibaren yaklagik 2-3
saatlik bir zaman aralifinda spontan bir sekilde olustufu ve ayrica ovanin yasam
stiresinin 10-12 saat arasinda degistigi bildirilmektedir (38).

Farelerde ovulasyon spontan olmasina rafmen ciftlesme olmadif siirece korpus
luteum fonksiyonel degildir. Bu nedenle fare ve ratlarin 6strus siklusu ¢iftlegmedikleri

siirece diger hayvanlara gére kisadir (58).

2.1.3. Ovulasyo ekanizmas)

Disi fare yavrularinin ovaryumunda bulunan folikiillerin yarisindan ¢ogunun, yavru
3-5 haftalik yasa gelinceye kadar dejenerasyona ugradif, bu folikiil kaybmna neden olan
etken ve bu sistemi kontrol eden hormonal veya dier faktorler hakkindaki bilgilerin
oldukga yetersiz ve arastiriimakta oldugu bildirilmektedir (28).

Disi farelerde ovulasyon, optimum laboratuvar sartlar altinda her 4 ile 4.5 giinde
bir spontan olarak meydana gelmektedir (42,58). Ostrus siklusunun uzunlugu bir ¢ok
cevresel faktorlerden etkilenebilmekte ve hormon enjeksiyonu ile yapay olarak ovulasyon
gerceklestirilebilmektedir (37).

Gl. pituitariadan salgilanan L.H. hormonu seviyesindeki ani artigla geligmis ve
olgunlagsmig graff folikiiliindeki ovumun, etrafindaki kumulus hiicreleri ile birlikte ovi-
dukta atilmasi olayma ovulasyon denmektedir (35, 42).

Fare irklarina bagh olmakla birlikte, normal bir siklus sonunda 8-12 yumurtanin
ovulasyonla serbest birakildifi, fakat ovulasyonlarin ayni anda olmadi§ ve bunun 2-3
saatlik bir siirede devam ettigi bildirilmektedir (42).

Ovulasyondan sonra korpus luteumlar gelismektedir ve Ovaryum yiizeyinde parlak



sar1 corpora lutealar sayarak kag¢ tane ovumun serbest brrakildifimi hesaplamann gii¢

de olsa miimkiin oldugu bildirilmektedir (42,50).

2.1.4. Gebeligin Olu. 1 ve Embriyonun Gelisme Safhala;

Ovule olan follikiillerin sayis1 fare wrklarmin §zelliklerine bagh olarak 8-12 adet
arasinda degismektedir (36,38,42).

Erkek farelerin ciftlesmesi esnasinda her bir ejekulatta 58x10° spermatozoitin
serbest brrakildifi, baz1 spermatozoitlerin 5 dakika iginde ampullaya ulasabilecedi ve
spermatozoitlerin kapasite olabilmesi i¢in 1 saatten daha fazla siireye ihtiya¢ oldugu
bildirilmektedir (42).

Spermatozoit zona pellucidadan igeri girdigi zaman ovumun ikinci kutup cisimcigi
atilmakta ve pronukleuslar olugmaya baslamaktadir. Farelerde pronukleus hacimlerinin,
diger ciftlik hayvanlarina kiyasla tahminen 20 kat daha fazla ve erkek pronukleuslarm
disi pronukleuslardan daha biyiik oldugu bildirilmektedir (42).

Ciftlik hayvanlariin pronukleusulanimin farelerin pronukleusunlarindan daha kiig-
iik ve stoplazmik yapilarinin kompakt olmasi nedeniyle de goriilebilmelerinin oldukg¢a giic
oldugu cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (19,40,66,73).

Fertilizasyonun 2. mayoz boliinmeyi ve 2. polar body olugumunu baslatti$i, haploid
olan erkek ve disi pronukleuslariin merkeze dogru hareket ettigi ve bu arada pronuk-
leuslarin birbirinden bagimsiz olarak DNA replikasyonu yaptiktan sonra birbirleriyle
birleserek (syngami) fertilizasyonun tamamlandi$1 bilinmektedir (23,42). Eger fertili-
zasyon olmaz ise ovumlarin 12 saat, spermatozoitlerin ise 6 saat civarinda canl
kalabildigi bildirilmektedir (42).

Fertilizasyondan sonra embriyonun gelisim evresinin ¢iftlesmeden 1.5 giin sonra
2 hiicreli, 2.5-3 giin sonra kompakt morula, 3.5-4 giin sonra blastocyst safhasina geldigi
ve 4.5 giin sonunda da uterusa implante oldugu belirtilmektedir (38,42).



2.2. Farelerd brivo Eldesi:

2.2.1. Verici Farelerin (Donor’larn) Eldesi v i

Cesitli gen transferi ¢aligmalarinda kullanilan fare irklarmmn degisik sonuclar
vermesi nedeni ile galisilacak irklarin titizlikle segilmesi ve planlanan ¢aliymanin ihtiyacim
karsiliyacak sekilde bir iiretim programimn takip edilmesi zorunludur (13,42). Eger her
calismada 150-200 ovum elde edilmek isteniyorsa, yaklasik 10 siiperovule disi, 10
damuzhik erkek ile ciftlestirilmeli ve efer bu miktarda yumurta haftamn 5 glini de
gerekiyorsa, her erkek gurubun haftada 1 kez kullanilmas: esas alindifindan 50 damizlik
erkek ve haftahk 10-15 adet gen¢ disi iiretimi saflayacak gekilde dammzhk disi
barmdiriimas: zorunludur. Dogan yavrularin % 40-50 si erkek dofacagindan dolay:
iiretimin yaklagik 30-40 adet yavru verecek sekilde planmasi ve damizhk digi sayisinin
buna gore ayarlanarak yetistirilmesi gerektidi bildirilmektedir (42).

Ayrica ovum elde edilecek farelere 6zel yem rasyonun hazirlatilarak, yem ve
suyun Ad.Libitium olarak verilmesi 6nerilmektedir (55,79).

Reezt ve ark. (69), damizhk iinite kurulacagi zaman bulundurulacak hayvan
sayisinin yaninda fare irkimin da 6nemine dikkati ¢ekerek, BALB/C, C57BL/6j ve DBA/2)
gibi fare wklarm 22 + 2 °C oda 1sinda , 55 + 10 % nemli ortamda ve 12 saat aydinhk
12 saat karanlik 151k programh laboratuvar sartlarinda tutarak Ad.Libitium su ve yem
verdiklerini bildirmiglerdir.

Farelerde en iyi rk veya wklari embriyo ve dofurganhk yoniinden inceleyen
aragtirict bir grup [ C57BL/6 x BALB/C ]| F, ve [ C57BL/6 x SJL ] F, ki hibrid fareleri
yaptiklar1 ¢ahgmalarda kullanarak yiiksek sayida embriyo elde ettiklerini ve bu embri-
yolarin ovidukta transferi sonucunda yiiksek sayida canli yavru aldiklanim bildirmiglerdir
(2). Diger yapilan transgenik bir ¢aliymada ise [ C57BL/6 x SJL ] F; ik hibrid fareler
kullanarak ¢ok sayida embriyo elde edilmistir (23).

Transgenik ¢aligmada kullanilacak fare irklan ticari olarak elde edilebilir ise de
siiperovulasyonda belirli yas ve afirliktaki geng digileri bulmak gii¢ olacagindan, tiretme
yoluna gidilmesi 6nerilmektedir (42).



2.2.2. Verici Farelerede Siiperovulasyon
Gonadotropinlerin (PMSG; FSH ve HMG) disardan verilmesiyle diginin Gstrusta

normalden daha fazla sayida ovum tliretmesini saglayarak embriyo sayisim artirma olay:
stiperovulasyon olarak tammlanmaktadir (8). Hipofiz 6n lobundan salgilanan ve gliko-
protein yapisinda olan FSH bir gonadotropindir. 2-2.5 saat gibi kisa bir yarilanma
siiresine sahip olmasi, bu hormonun siiperovulasyon ¢ahgmalarinda tekrarhi dozlar
halinde kullamimasim zorunlu kilmaktadir (8).

Menapozdaki kadinlarn idrarindan veya insan hipofizinden elde edilen HMG
hormonun FSH ve daha az olarak da LH aktivitesine sahip oldugu bildirilmektedir (34).

Gebe kisraklarin endometriumlarinda fetal trophoblast hiicreleri tarafindan tireti-
len PMSG, daha ¢ok FSH ve az olarak da LH benzeri etkiye sahip olmasina ragmen,
yarilanma 6mrii uzun oldugundan dolay: follikiil geligimini saglamak ve sliperovulasyon
amaciyla kullanilabilmesi icin tek enjeksiyonun yeterli olacag bildirilmektedir (8).

2.2.1.1. Go tropinlerin Uygulanma Zam:.

PMSG ve hCG nin uygulanma zamanlan kullanilan hayvan irkina gére ayarlanir.
Farelerde gonadotropinlerin uygulanma zamam 1§tk dongiisiiyle ayarlanarak, hem
yumurtalarda geligimsel bir O6rneklik hem de yeterli say1 da embriyo kazanim
saglanabilir. Cogu fare irklarinda PMSG enjeksiyonu ile hCG enjeksiyonu arasindaki 42-
48 saatlik zaman aralifl, yuomurta verimi agisindan optimaldir. Genel olarak ovulasyon,
HCG enjeksiyonundan sonra 10-13 saatlik bir siire igerisinde olugur. Fakat, ovulasyonun
zamammn tam olarak kontrol etmek i¢in endojen LH sahmmmina gére hCG uygulamak
O6nemlidir. PMSG’ye bir yanit olarak olusan endojen LH’nin aydinlik ve karanhk siklusu
ile regiile edildigi bildirilmistir (23,42).

Gates (29), siiperovulasyon icin satin alinan farelerin birkag giin aydinlik-karanlik
151k dongiisiine tabii tutulmasiyla, hCG enjeksiyonundan 6nce, endojen LH saliniminin,
irktan irka degismekle birlikte PMSG enjeksiyonunu takip eden 2. karanlik peryodunun
orta noktasi olan 15-20. saat arasinda sekillendigini bildirmistir. Aragtirici, 151%1n sabah



5 de yakilip aksam 7 de sOndiiriildiifiinde, PMSG enjeksiyonunun &gleyin saat 1-2 de
yapiimasim, bundan 48 saat sonra hCG uygulanmasinin ve hemen arkasindan her disinin
bir erkekle ciftlestirilmesi gerektigini 6rnek olarak belirtmistir.

Gordon ve ark. (30), ovulasyon ve ciftlesmenin giinliikk 15tk peryodu ile iligkili
oldugunu ve Ostrusun genelde karanhifin baslamasindan 4-6 saat sonra bagladigimi ve
ciftlesmenin ise buna ilaveten 2-3 saat daha zamana ihtiya¢ gosterecegini fakat fertili-
zasyonun ¢iftlesmeden genelde 6 saat sonra bitecegini ve embriyodaki pronukleuslarin
ise ¢iftlesmeden sonra en erken 6 saat sonra goriilebilecedini, fakat birka¢ saat daha
beklemenin iyi olacagini bildirmiglerdir.

Aym aragtincilar degisik i1k dongli programm uygulayarak siiperovulasyon ile
mikroenjeksiyon zamanim belirlemigler. Buna gére, Gordon’un (30) kullandi1 151k prog-
ram asafda gosterildigi sekilde uygulanmigtir.

- Isik sabah 8 de yanip aksam 10 da soniiyor ve mikroenjeksiyon yapilacak giin
ise 0. giin olarak kabul ediliyor ve buna gore:

- Mikroenjeksiyondan 3 giin 6nce saat 4 de § iinite PMSG i.p olarak uygulanir.

- PMSG enjeksiyonundan 48 saat, sonra saat 4 de 2.5-5 iinite hCG i.p yolla
verildikten hemen sonra siiperovule disi bire bir oraninda fertil erkek farelerle
giftlestirilir.

- Ertesi giin sabah 4 de 6strusun baglayabilecegini ve,

- Aym giin sabah saat 6 da dvulasyon ve ciftlesmenin tamamlanabilecegini,

- Aym giin sabah saat 8-10 arasi ¢iflesmenin kontrolii i¢in vaginal plak kontrolii
yapilacaguni,

- Aym giin G§len saat 12 de pronukleusun goriilebilir bir hale gelebilecegini,

- Aym giin saat 1-3 arasi vaginal plak gdsteren disilerin Sldiirtilerek embriyolarmn
elde edilebilecegini,

- Aymi giin saat 3-4 aras1 mikroenjeksiyon yapilarak,

- Aym giin saat 4-6 aras1 alict annelerin oviduktuna embriyolarin transfer
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yapilabilecegini bildirmistir (30).

DePamphilis ve ark. (23) outbred farelerin embriyo eldesinde ¢ok kulanildiklarim
fakat Inbred soylardan daha fazla embriyo aldiklarmi ama bu soylann digerlerinden
pahah oldugunu bildirmislerdir.

Ayni aragtirmacilar embriyo eldesi icin PMSG’nin 5-10 iinitesini 6-8 haftalik
(C57BL/6J x SILA) F, ik digi farelere i.p. enjeksiyon yapmuglar, bundan 48 saat sonra
5-10 tinite hCG i.p. enjeksiyon yaptiktan hemen sonra her bir disiye 10 haftaliktan daha
yash bir erkek fare ile ciftlestirmigler ve ertesi giin vaginal plak kontrolu yapmiglardur.

Aragtincilar (23), gonadotropinlerle ovule olan yumurtalarin sayisinda, kulamlan
hayvanlarin wrklan, ergin veya ergin olmamalan, PMSG ve hCG dozu, PMSG ve hCG
enjeksiyonlar arasindaki zaman arahff, hCG enjeksiyonu ile yumurtalarin kazamimasi
arasmdaki siire gibi faktorlerin etkili oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan bir bagka ¢ahsmada ise hayvan bagina maximum sayida yumurta elde
edilmek istendiginde, immatiire hayvanlarin kullanilmas: gerektigi bildirilmistir (25).

Cesitli arastiricilarin kullandiklan 151k déngiisii ve gonadotropin dozajlar1 hemen
hemen birbirine yakinlik gdstermektedir. Ornegin, 151k 14 saat aydmlik 10 saat karanhk
peryoduna gore ayarlanmug; gonadotropinler 5-10 iinite PMSG olarak enjekte edilmig ve
bundan 44-48 saat sonrada 2.5-5 iinite hCG hormonu i.p. enjeksiyonu gerceklestirilmigtir.
Hemen arkasindan senkronize disileri fertil erkek fareler ile bire bir oraninda
eslestirerek ertesi giin vaginal plak kontrolu gerceklestirilip farelerin dollenip
dollenmediklerinin incelendigi ve aym zamanda 20-30 gram afirhinda, 4-12 haftalk yag
grubu arasmda degigen hibrid farelerin F; déllerini kullanarak yiiksek sayida embriyo
elde edildigi bildirilmistir (2,6,9,15,37,42,48,50,51,70,74,80).
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2.2.3. Alici Farelerin (Recipient) Senkronizasyonu

Alic farelerin (recipient) senkronize edilmesi i¢in vazektomi edilmig erkek fareler
gereklidir. Bunun igin iyi performansh herhangi bir wrktan en az 2 aylik ve 30-35 gr
agirhfindaki erkek farelerin vazektomi operasyonu i¢in uygun olacaf belirtilmigtir
(30,42).

DePamphilis ve ark. (23), alic1 farelerin senkronizasyonunda ya genetik olarak
kisir farelerin veya vazektomi yapilms erkeklerin kullamlabilecegini, fakat kendileri CD-1
irki hibrid 5-6 haftalik erkek fareleri laboratuvarlarinda vazektomi ameliyat1 yaptiklarim,
ve bu fareleri alicilanin senkronizasyonunda kullandiklarim bildirmislerdir.

Vazektomi ameliyat: yapilan erkek fareler bir haftahk postoperatif bakimdan
sonra, bunlarin en az 3 kez fertil disi farelerle ¢iftlestirilerek disilerde vaginal plak kont-
rolii yapildiktan ve, bu disi farelerin gebe kalmadiklan belirlendikten sonra vazektomi
ameliyatimn basanh olduguna karar verilebilmektedir (30,42).

Vazektomize hayvan plak kontroliinden gecirilmeden kullanihirsa, vasa defere-
nsinde sperma kalacafindan dolayr alici digiyi délleyecegi ve bdylece alicinin gebe
kalabilecegi bildirilmektedir (30).

Haftanin 5 giinti 4-8 alic1 digi hazirlanmasi isteniyorsa, 20 adet vazektomize
farenin yeterli olabilecegi, ayrica bu farelerin iki giinde bir kez olmak iizere yaklagik 2
yil kullanilabilecegi ve ardarda 4-6 defa alic disilerle ciftlesmeyen vazektomize farelerin
elden gikarildif belirtilmektedir (42).

Alic1 (recipient) olarak kullanilacak fare irklan, yapilan bilimsel caligmalarda
degisiklik gostermektedir. Ornegin baz aragtiricilar, 6 haftaliktan biiyilk 20 gramin is-
tinde (C57BL/6 x BALB/C) F;, (C57BL/6 x SJL/jj) F;, (C57BL/6 x CBA) F,, ve CD-1
wrklar: gibi hibrid fare soylarim1 alici anne olarak kullanmuglar ve sonugta outbred fare
rklarmin en iyi sonucu verdi§ini bildirmislerdir (2,3,6,9,23,42,57).

Alcilarin senkronizasyonu igin 20 vazektomize fare ile 40 ahci farenin 2 disi’ye
1 erkek fare olmak tizere ciftlesmeye ahnabilecegi, fakat giftlesme zamammn siiperovule
edilen farelere gére degisiklik gosterdigi bildirilmigtir (2).
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Gordon (30), stiper ovule edilen disi farelere hCG enjeksiyonu yapildi§ anda bir
vazektomize erkek ile iki ahct digiyi aymi anda ciftlestirdidini ve ertesi giin vaginal plagim
kontrol ederek pozitif olanlarn1 secip, bu alic1 fareleri 0.5 giinliik alici olarak
degerlendirmistir.

Yapilan baz1 cahsmalarda (2,3), siiperovule edilen disi farelere hCG enjeksiyonu
yapildiktan 3 saat sonra, alicilarin senkronizasyonu i¢in bir vazektomize erkek ile iki alici
disiyi ciftlestirdiklerini ve ertesi giin sabah 8:30°da vaginal plak kontrolu yaptiklarim ve
pozitif olan alci fareleri embriyo transferi zamam agisindan yarim giinliik alici fare
olarak kabul ettiklerini bildirmislerdir.

Vaginal plagn, erkefin seminal sivisinin koagiile olmug proteini olarak tarif
edildigi, bu plagin varhfinda hayvanin déllenmis oldufuna karar verilecegi, baz1 fare
irklarinda plak kiiciik olacagindan dolayr ahc disinin vaginasina dikkatli bakilmasi
gerektifi ve vaginal plagin goriildiifi giin 0. giin olarak kabul edildigi bildirilmektedir
(15,20,30,54,55,59).

Bir hiicreliden morula safhasmna kadar olan embriyolar, alicilarin senkro-
nizasyonundan 0.5-1.5 giin sonra oviduktlarnn ampulla bdlgesine dogru transfer
edilebilecegi, 3.5-4.0 giinliik blastositlerin ise en geg 2.5 giinliik alicilarin cornu uterilerine
transfer edilebilmektedir (42).



2.2.4.1. Medium Hazirlanmasi

Yikama ve kiiltiir mediumlari, embriyolar kazamlmadan Snce giinh'ik taze olarak

hazirlanmahdir. Gordon (30), tarafindan fare embriyolarinda kullanilan MEM mediumun

icerigi asagndaki gibidir.

Kimyasal Maddeler
NaCl

KCl1

KH,PO,.7TH,0
NaHCO,

Glucose

Calcium Lactate-5H,0

Sodium Lactate (%60)
Phenol Red (%1)

BSA (Fraction 5 V)
Penicillin-Streptomycin
(10.000 Un./ml, 10.000 p/ml)
Distile H,O

Gllitre
515g
036 g
029 g
11.00 g
100 g
053 g
3.68 ml
1.00 ml
3.00 g
10.00 ml

985 ml
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Quinn ve ark (67), yikama mediumu olarak bikarbonati azaltilmig ve yerine hepes
ilave edilmig modifiye Kreps-Ringer solusyonu olan M, mediumunu asagida gosterildigi
gibi hazirlayarak kullanmuglardir.

M2 MEDIUMU
Kimyasal Maddeler Gllitre
NaCl 5.533
KCl 0.356
CaCl.2H,0 0.252
KH,PO4 0.162
MgSO,.7H,0 0.293
NaHCO, 0.349
Hepes 4.969
Sodium Lactate 2.610
Sodium Pyruvate 0.036
Glucose 1.000
BSA 4.000
Penicillin G. Potassium 0.060
Streptomycin Sulfate 0.050
Phenol Red 0.010

2 x Distile H,O ile 1 It'ye tamamlamr.

Aragtiricilar M2 mediumunun Ph’sim 0.2 N NaOH kullanarak 7.2 - 7.4 smrlan
ierisine denk getirmiglerdir. Bu aragtiricilar, M2 mediumunu bir miiddet CO, inki-
batorii diginda birakildifinda mediumun pH’siin agin alkaliye kayacagindan, yapisindaki
bikarbonatin yerine hepes tamponu kullandiklarim bildirmiglerdir (23,42).
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Cesitli aragtincilar (11,23,42,76,80), mediumda kullandiklan kimyasal maddelerin
molekiil degerlerini yaymlarinda bildirmiglerdir. Ornegin, modifiye Krebs-Ringer bikar-
bonat solusyonun mol dederleri asafida belirtildigi gibidir.

Kimyasal Maddeler miliMolar
NaCl 94.6 mM
KCl1 4,78 mM
CaCl, 1.71 mM
KH,PO, 1.19 mM
MgSO, 1.19 mM
NaHCO, 25.07 mM
Sodium Lactate 21.58 mM
Sodium Pyruvate 0.50 mM
Glukose 5.56 mM
Hepes 21.00 mM

DePamphilis ve ark. (23), medium yapiminda kullandiklan substanslarin tiimiiniin
doku kiiltlirinde kullamlan kimyasal maddelerden hazirladiklarini, kullandifn tiim
malzemenin plastik ve disposable oldufunu, ayrica mediumda kullandifn suyu 6nce
deiyonize yaptifim ve daha sonra da iki kez distille ettiini bildirmiglerdir.

Hogan ve ark. (42) kullanilan kimyasal maddelerin tamaminin 10 veya 100 kez
konsantre stoklart hazirlanarak -20 C de saklanabilecegini, ayrnca M2 mediumunun
yapiminda kullandiklan stok solusyonlarn asafida gosterildii sekilde hazirladiklarim
bildirmiglerdir (42).
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Stok A Kimyasal Maddeler Gr/100 ml
(10 x konsantrasyon) NaCl 5.534
KCl 0.356
KH,PO, 0.162
MgSO, TH,0 0.293
Sodium Lactate 2.610
Glukose 1.000
Penicillin 0.060
Streptomycin 0.050
Stok B Kimyasal Maddeler Gr/100 ml
(10 x konsantrasyon) NaHCO, 2.101
Phenol Red 0.010
Stok C Kimyasal Maddeler Gr/100 ml
(100 x konsantrasyon) Sodium pyruvate 0.036
Stok D i ddele Gr/100 ml
(100 x konsantrasyon) CaCl,.H20 0.252
Stok E Kimyasal Maddeler Gr/100 ml
(10 x konsantrasyon) Hepes 5.958

Phenol Red 0.010
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M2 Medinvmunun Ana Stoklardan Hazirlamg:

Stok 10 ml 50 ml 100 ml
A (x10) 1.00 5.00 10.0

B (x10) 0.16 0.80 1.6

C (x100) 0.10 0.50 1.0

D (x100) 0.10 0.50 1.0

E (x100) 0.84 4.20 8.4
H,0 7.80 39.0 78.0
BSA 40 mg 200 mg 400 mg

Ana stoklardan hazirlanan M2 mediumunun pH s1 0.2 N NaOH ile 7.2 - 7.4%¢
ayarlandiktan sonra millipore filtreden siiziilmekte ve 1 hafta +4 °C de plastik falkon
tiiplerde saklanmaktadir (42). Medium petri kutusu igine dokiiliir ve iizerine parafin veya
mineral yag ortiilerek yaklagik bir saat 37 °C de bekletildikten sonra embriyo kazamil-
mas! iglemine baglanacag bildirilmistir (30).

22.4.2. iyola as

Siiperovule olan disilerin vaginal plak gésterenleri laparatomiden &nce servikal
dislokasyonla oldiiriiliirler (2,3,23,30,37,42,51,55,79). Oldiiriilen farelerin abdominal
bolgesi bir makas yardimiyla kesilir ve iireme organlarindan ovidukt ve ovariumlar yag
tabakasiyla beraber ¢ekilerek abdominal bdlgenin digina alinir, daha sonra ovidukt cornu
uteri ile ovaryum arasindan dikkatli bir sekilde iris makasiyla kesilerek petri kutusu igine
almir ve lizerine enzimli medium (300 {inite Hyaluronidase enzim / 1 ml M2 medium)
oviduktlarn tizerini kapatacak sekilde ddkiiliir. Disseksiyon mikroskopunun 20x veya 40x
biiytitmesinde oviduktun ampulla bélgesi bulunur ve burada kumulus hiicreleri ile gevrili
yumurtalar ampulla iginde goriiliir 5 numara iki pens yardimiyla ampulla bolgesi uzun-

lamasina yirtilarak, kumulus hiicreleri ile gevrili yamurtalar enzimli mediumun igine
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ahmr. Burada birkag dakika bekletilerek enzimin kumulus hiicrelerini sindirmesi saglan-
diktan sonra 9 inch’lik pastor pipetinden yapilmis i¢ ¢apr 150-200 pm (Embriyonun
capindan yaklagik 1.5-2 kez daha biiyiik) olan embriyo manipulasyon pipetiyle birkag kez
cekilip birakilir ve sonra enzim igermeyen yikama mediumunun (M2) i¢ine ahmr. Burada
birka¢ kez daha yikandiktan sonra kullamlana kadar 37°C de M2 mediumunda
bekletilirler (2,3,13,23,30,37,42,51,54,55,79,80).

Oviduktlar zamaninda acgimazlarsa kumulus hiicreleriyle cevrili embriyolar
dagilacagindan dolay: embriyo eldesinin gliclesecegi bildirilmektedir (42).

2.2.5. bri Degerlendirilmesi

Kazanilan embriyolarin klasifikasyonlar1 ve kaliteleri hakkinda karar vermek bu
gibi caliymalarda en 6nemli kriterlerdendir. Mikroenjeksiyondan bagarih sonug alabilmek
icin, Ozellikle kazamlan embriyolarin déllenip déllenmedikleri, zona pellucidalarmin
durumu ve sitoplazmalarimin homojeniteleri hakkinda karar vermek mikroenjeksiyon igin
cok Onemlidir (23,42).

Kazanilan déllenmis tek hiicreli embriyolarn fertilize olup olmadifim belirlemek
icin, erkek ve digi pronukleuslarinin goriilmesi veya ikinci polar cisimcifinin varlif ile
belirlenebilecegi bildirilmektedir (30,42,56).

Embriyolarin morfolojik incelenmeleri sonucunda normal biiyiikliikte ve daire
seklinde olmalar gerektigi, ayrica sitoplazmanin berraklif ve zona pellusidalarinin diiz-
glin olmasinin gereklilifi vurgulanmigtir (30,34).

Embriyolarin degerlendirilmesinin 200-400 bilyiitmedeki Differential Interference
Contrast (DIC) mikroskopunda ¢ok rahat ve net bir sekilde yapilabilecegi bildirilmigtir
(23,30,40,42,66).

3. Gen Secimi ve Gen Kons larinin Hazirlanmas

Mikroenjeksiyondan once enjekte edilecek genin segilerek hazirlanmas: gerek-
mektedir ve efier yeni bir transgenik hayvan {initesi kurulacaksa 6ncelikle bilinen gen
konstraktlarinin aktarimiyla ige baglamlmasinin gereklili§i vurgulanmaktadir (73).



19

Transgenik ¢ahgmalarda ilk 6nce SV40 (Simian Virus 40) DNA fragmentleri (46),
daha sonralan fare Metallothionein-I promotor (MT-I) genini, rat bilyime hormonu
(rGH) geni ile birlestirdikten (Rekombinat Gen) sonra mikroenjeksiyon yoluyla aktar--
Udif (40,64), ve bu gahgmalarin devaminda fare metallothionein-1 promotor (MT-I)
genini, insan bilyiime hormonu (hGH) geni ile birlestirildigi ve mikroenjeksiyon yoluyla
aktarildi}1 bildirilmektedir (63).

Daha 6nceden bilinen gen konstrakt: ile transgenik galigmalara baslamak 6nem-
lidir ¢linkdi, bu gen konstraktlarmin integrasyonu ve expresyonu farelerde gergekles-
tirilmigtir.

Transgenik hayvan eldesinde kullamlacak gen, Rekombinant DNA teknolojisiyle
elde edilir. Bunun igin bu teknoloji kullamlarak, bir genin promotor (DNA iizerinde,
RNA polimerase enziminin baglanarak transkripsiyonu baglattifn bolge) bolgesi, hangi
gen nakil etmek isteniyorsa o genin fonksiyonel (kodlayan) kismina takilarak elde edilir
(21).

Bugiin vektdr olarak kullamilan plasmidleri bulmak miimkiindiir ve hala yeni
genlerin klonlanmasi ¢aliymalan gen miihendisleri tarafindan yapilmaktadir.

Selden ve ark. (72), pUC12 plasmidinden pXGHS [mouse Metallothionein-1
promotor (mMT-I) + human Growt Hormon (hGH) geni] fiisyon genini restriksiyon
(genin istenilen bolgelerinden kesilmesini saglayan enzim) enzimleri (EcoR1, BamH1 v.s)
kullanarak plasmidden linear olarak kestiklerini sonra pXGHS gen fragmentlerini agaroz
jel elektroforezinde yiiriiterek 4.0 kb (kilo baz) ik DNA fragmentlerini jelden keserek
ctkardiklarmi ve daha sonra bu fragmentlerin jelden temizlenmesi i¢in 6nce phenol ile
ekstraksiyonunu yapip sonra etanolle ¢oktiirdiikten sonra, enjeksiyon ¢dzeltisi (5-10 mM
Tris [pH 7.4] ve 0.1 mM EDTA) ile konsantrasyonunu 1-3 pg/ml ye ayarlayarak gen
konstraktin1 hazir hale getirmislerdir.

Yapilan ¢caligmalada mikronjeksiyonda kullanilmak tizere ¢ok cesitli gen konstrakt-
lar1 hazirlanousgtir ve hazirlanma agamalaninda agagidaki hususlara dikkat edinilmesinin
gerekliligi bildirilmektedir (13,23,42).
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1-) DNA’nin sekli (linear veya sirkiiler [Plasmid]).
2-) Kesilen linear DNA’min ug¢ kistmlarimn, kiit uclu (Blunt) veya yapigkan ughu
(Cohesive) olmasina,
3-) DNA’nmn konsantrasyonuna,
4-) DNA’nm iginde bulundugu ¢dzeltinin kompozisyonuna,
5-) DNA’nm biiyiiklii§iine,
6-) DNA’nin piirifikasyonuna,
7-) Plasmidin kendisine ait gen dizilerinin aktarilacak gen konstraktimn iginde olmamasi.
Gibi faktorlerin transgenik hayvan liretiminde basan sansmm etkiledigi bildirilmigtir.
Yapilan mikroenjeksiyon caliymalarinda DNA fragmentinin 100-1000 kopya
arasinda olmas: gerektigi (27), veya 1pl (piko litre) de 40-400 kopya genin gerekli oldugu
bildirilmistir (17).
Swift ve ark. (75), Rat Pankreatik Elastas I Geninin 27 kb’hik (kilobase) fragmenti
ki bu yaklagik 200 kopya gen fragmenti, injeksiyon ¢ozeltisinde [10mM Tris-CL (pH 7.5),
0.25 mM EDTA] DNA’nin konsantrasyonunu 3pg/ml’de olacak gekilde dilue yaparak

mikroenjeksiyon ile fare zigotlarina verdiklerini bildirmiglerdir.

24. Gen inde Kulla Teknikler

2.4.1. Viral rlerle Gen Transferi Teknigi

Insan ve hayvanlara ait cok dnemli genlerden bazilarimn, Skaryotik viral vektorler
aracilif ile embriyolara nakli ve nakil igleminden sonra bu genlerin integrasyon ve
expresyonlarimin saglandifn bildirilmektedir (4). Bu vektorler, bircok DNA ve RNA
karakterinde genetik materyal tagiyan, 6zellikle RNA karakterindeki genoma sahip olan
viruslardan, retroviruslarin disardan verilen yabanci DNA ile kombinasyonundan elde
edilen rekombinant vektorlerinin fazlaca kullamidif ve bu rekombinant retroviral vektor-
lerin belirli bir kromozomun bdélgesinde sadece bir proviral kopyasinin yerlestii ve

integrasyonunda mozaiklesmenin oldugu bildirilmektedir (42,45).



21

Bu teknigin germ hiicrelerine yabanci DNA’nin integrasyonunda ¢ok fazla verimli
olmadif, fakat tavuk embriyolarinda daha basarih oldugu bildirilmektedir (45).

2.4.2. Embriyonik Stem Cells Teknigi

Son zamanlarda kullanilmaya baglayan bu teknikle, blastocyst’in inner cell mass
(ICM) hiicrelerinden elde edilen embriyonik stem hiicrelerinde kaymera olusturmak igin
verilmesi diigliniilen yabanct DNA’nin transformasyon veya transfeksiyon yoluyla aktaril-
mas! igleminden sonra, alici bir blastocyst’in blastosel bosluguna enjekte edildigi ve bu
hiicrelerin embriyonun gelismesi esnasinda hemen hemen biitiin f6tal dokulara katildigim
ve bu teknigin gen transferi uygulamalarna alternatif bir yol sundugu bildirilmektedir
(45).

2.4.3. Mi jeksivon Teknigi

2.4.3.1. Mi eksiyonda Kullamilan Aletler ve Ozellikleri

Transgenik hayvan (retiminde yukarda actklanan cesitli teknikler gelistiriimesine
ragmen pratikte en yaygin olani tek hiicreli embriyonun (zigot) bir pronukleusuna
rekombinant DNA’'nin dogrudan mikroenjeksiyon tekni8iyle verilmesinin, sonuglar agi-
sindan uygun olacaf bildirilmektedir (31,45,53,71,81).

Mikroenjeksiyon tekniiyle gen transferine gegmeden Snce bu teknigi uygulamak
icin gerekli olan alet ve ekipmanlarin 6zellikleri, kimi arastiricilar tarafindan asagidaki
sekilde bildirilmigtir.

- Mikroenjeksiyon Seti -
a) Differantial Interferens Contrast (DIC) mikroskop,
b) Mikromaniplatorler,
¢) Mikroenjektor,
d) Hamilton siringa, mikropuller ve mikroforj’dur.
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a) DIC Mikroskop: Mikroenjeksiyon genellikle sabit tablah ters (Inverted)
mikroskop altinda kolay bir sekilde yapilmaktadir. Bunun icin en iyi mikroskopun Zeiss
IM 35, Nikon veya Olympus marka IMT-2. binokuler mikroskoplar oldugu ve mikro-
enjeksiyonun damlay: asih tutan gukur lamlarda yapilmasmn ve mikroskopun objektifinin
200-300 biiyiitmede olmasimin gereklilifi, ayrica mikroskopta kullamlan optik sisteminin
Nomarski veya Hoffman optigi olmasmin tercih edildigi, bu optik sistemler
ince secicilife sahip oldufundan, embriyolardaki pronukleuslarin dig ve i¢ kisimlarnin
daha rahat izlenebilecegi ve mikroenjeksiyonun daha rahat yapilabilecegi bildirilmektedir
(23,30,42).

Hammer ve ark. (40), tavsanlarda pronukleusun DIC mikroskopunda kolay gérii-
lebilmesine kargm, koyun embriyolarinda zor gériildiigiinii ve bunun i¢in embriyolarm
floresans boyalarla boyanmasim tavsiye etmektedirler.

Wilmut ve ark. (78), domuz ve siir embriyolarim santrifiij yaptiktan sonra pronu-
kleuslarim DIC mikroskopunda belirleyebildiklerini bildirmiglerdir.

b) Mikromaniplatér: Embriyo tutucu (holding) ve mikroenjeksiyon pipeti ile bu
pipetlerin tutucularim beraberce xy,z eksenleri dogrultusunda hareketlerini saglar.
Mikromaniplatdr modelinin se¢imi aragtiricilar tarafindan degismektedir (23,30).

¢) Mikroenjekt6r: Bu alet mikroenjeksiyon pipetinde bulunan DNA solusyonunun
embriyoya belirli basing altinda verilmesini saglar ve azot gaz ile galgir.

Yapilan bir gahgmada aragtincilar (23). Eppendorf marka mikroenjektdrii
kullandiklarim1 ve mikroenjeksiyon ¢aligmalarinda embriyo tutucu pipetin basincim ~ 10,
enjeksiyon i¢in ~ 400 ve enjeksiyon pipetinin temizleme basincinin ~ 6000 hektopaskal
olarak kullandiklarim bildirmislerdir.

d) Hamilton sinnga: Bu sinnganmin 150-250 pl arasinda bir hacimde olmasi
gerektigi belirtilmektedir (23). Singamn ucuna ince bir hortum takilacagt ve hortumun
diger ucu embriyo tutucu pipetin arka bélgesine monte edildilerek sirmganin kullamma

hazir hale gelecegi bildirilmektedir (23,30,42).



Cesitli aragtirmacilar mikroenjeksiyonda kullandiklan pipetlerin yapimm §éyle
bildirmislerdir. Oncelikle kullanilacak pipetlerin ¢aplan belirlenmekte, sonra bu caplara
uygun bir sekilde yatay pipet ¢ekici (PN-3 Narishige) aleti ayarlanmakta ve sonra pipet-
ler cekilmektedir. Ornegin, mikroenjeksiyon pipetinin u¢ kisminin dig gapinin 2 pm ve
i¢ capmnin 1-1.5 pm, embriyo tutucu (holding) pipetin ucunun ise dig capmin 100-120 pm
ve i¢ capmin 20-30 pm arasinda olmasmin mikroenjeksiyonda optimal oldugunu ve ayrica
kullandiklan pipetlerin borosilikath camdan yapildi§im ifade etmiglerdir (13,23,30,42,52).

243.2. Embri i jeksiyon Teknifiyle Gen

Embriyolara gen aktariminda mikroenjeksiyon zamanmnin, siiperovulasyonda
kullanilan 151k dongiisiine bagh oldugu bildirilmektedir. Isifin sabah 5°de yamip aksam
7’de sondiigii programda, mikroenjeksiyonun 6gleden sonra saat 2-7 arasinda uygulan-
mas! gerektifi fakat bu zamanin deneme yolu ile bulunabilecegi bildirilmektedir (42).

Pronuklear safhaya gelmis olan embriyolar, cukur bir lamin ortasinda bulunan ve
izeri mineral yafla kapatimig olan ~400 pl'lik M2 mediumunun igine konmakta,
preparatin hazir hale gelmesinden sonra, ters mikroskopun tablasina yerlestiriimekte ve
mikroenjeksiyon setinde gerekli ayarlama iglemleri tamalandiktan sonra
mikroenjeksiyona baslanabilecegi bildirilmektedir (23,30,42,52).

Brinster ve ark. (13), transgenik fare eldesinde sonuglara etki eden faktorleri

ortaya gikarmak igin cesitli deneyler yapmuslar ve su sonuglan elde etmiglerdir.

1) 10 mM Tris.HCL ve 0.25 mM EDTA (pH 7.5) enjeksiyon bufferinde 1-2
ng/pl'lik DNA konsantrasyonun birkag yliz kopyasmin mikroenjeksiyon igin
uygun oldugunu ve sonugta DNA konsantrasyonu arttift zaman embriyo igin
toksik etki yaptig,

2) Bufferde kullamilan EDTA konsantrasyonunun 0.1-0.3 mM olamas: gerektigini,

3) Hazirlanan DNA formunun linear olmasinin transgenik yiizdelerini arttirdigini,

4) Hazirlanan DNA solusyonun erkek pronukleusa verilmesi gerektigini,

5) Alic1 (donor) ve verici (recipient) olarak hibrid farelerin kullaniimasimin



transgenik sonuglar ag¢isindan optimal oldugunu belirtmiglerdir.

Yapilan transgenik ¢ahgmalarda mikroenjeksiyonun yeri olarak genelde embri-
yonun erkek pronukleusu tercih edilmektedir (13,17,18,23,27,72).

Mikroenjeksiyon ¢ahgmalarinda, aktarim yapilacak DNA hacmini ~2 pl (piko
litre) ve bu hacmi kontrol igin de pronukleusun iki kat biiyiimesiyle elde edildigi ifade
edilmektedir (12,13,17,23,70).

Mikroenjeksiyondaki bagarimn su fakt6rlere bagh oldugu ¢esitli aragtirici gruplar
tarafindan bildirilmektedir (12,13,23,40,42,72,78):

a-) Teknigi uygulayan kiginin deneyim ve becerisi.

b-) DNA’nin konsantrasyonun 1-3pl/ml olmas:.

¢-) Mikroenjeksiyonun verilig yeri (pronukleus, sitoplazma, blastomerlere).
d-) DNAnmn sekli (linear, sirkiiler v.s).

e-) Kullanilan tampon ¢dzeltinin kompozisyonu.

f-) DNA’nmn kopya sayisi.

Hogan ve ark. (42) yaptiklari mikroenjeksiyon ¢cahiymasinda kullandiklant DNA’nin
kopya sayisinin piko litrede 200-400 molekiil, konsantrasyonun 1-2 pg/ml ve DNA frag-
mentininde 5 kb (kilo baz) oldugunu bildirmiglerdir.

Mikroenjeksiyon iglemi bittikten sonra tiim embriyolarn canlilik ydniinden kontrol
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle enjeksiyondan sonra embriyolardan belirli peri-
vitellin bogluga, diizgiin plazma membramna ve kolayca goriinebilen pronukleusa sahip
olanlar secilerek ahcilara transfer yapilabilecegi bildirilmektedir (2,23,30,42,78).

2.5. Alic eci briyo eri

Farelerde embriyo transferi, bir hiicreli ddnemden blastocyst ddnemine kadar olan
embriyolarin, vazektomize erkek farelerle senkronize edilen ahci (recipient) farelerin
reprodiiktif kanalina embriyolarin aktarilmalar ile yapilir (42,70).

Baz aragtiricilar, farelerde embriyo ( 0.5-2.5 giinliik embriyo ) transferini yapmak
icin oviduktun fimbriya bdlgesinden ampullaya dofru embriyolan transfer yaptiklarim
bildirmislerdir (24,42,68).
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DePamphilis ve ark. (23), vazektomize erkeklerle senkronize edilen alic1 fareleri
% 2.5 lik avertin solusyonuyla i.p. enjeksiyon yaptiklarimi ve bu genel anestezinin yaklagik
40 dakika siirdiigiinii bu zaman icerisinde transfer pipetine ¢ektikleri 10-12 adet embri-
yoyu x15 bityiitmedeki disseksiyon mikroskopu altinda ahc: farenin infindubulumundan
pipetle girerek, ampulla bolgesine dogru verdiklerini bildirmiglerdir.

2.6 n Yavrula: Transgenik Analiz Yon i

Embriyolara gen aktarimindan sonra transferden dogan yavrularda aktarilan genin
var olup olmadifimin kontrolii igin gesitli molekiiler teknikler geligtirilmigtir. Bu teknikleri
kullanabilmek i¢in dogan yavrulardan DNA elde etmek gerekmektedir. Bunun igin
yavrular 2-3 haftalik yag peryoduna geldikleri zaman, kuyruk dokularindan gok ufak bir
parga kesilip alinarak, dokunun extraksiyonu yapidifinda yaklagik 10pg DNA elde
edilebilecedi bildirilmigtir (12,13,17,23,40,42,65). Daha sonra izole edilen DNA agafida
belirtilen tekniklerle analiz edilmektedir.

2.6.1. Dot-Blot Hibridizasyon

Elde edilen DNA Once konsantre edilmekte ve sonra denatiirasyona tabii
tutulmaktadir. Bu iglemlerden sonra kullamma hazir hale getirilen DNA siispan-
siyonundan bir damla alinarak nitroselliiloz kagid: {izerine yerlegtirilmekte, 1sitilarak fik-
sasyon yapimakta ve kaft iizerine daha 6nceden hazirlanan 32p jle isaretlenmig prop
(cDNA) konarak hibridizasyon saglanmaktadir. Son olarak, filtre kagd {izerine X- igin-
larina duyarhi bir film yerlestirilmekle, radyoaktivitenin filme etkimesi saglanmakta
(Otoradiografi) ve iizerinde DNA-DNA hibridizasyon bolgeleri siyah lekeler halinde
goriildigi zaman, digardan verilen genin kromozomlara girdigi (integre oldugu) tespit
edilmis olmaktadir (42).
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.6.2. So -Blot Hibridizasyo

Southern isimli bir aragtiric1 tarafindan gelistirildidi icin bu teknife kendi ismi
verilmigtir. Bu teknik transgenik analizlerde dot-blot’a gore ¢ok daha yaygin kullami-
maktadir (4,12,42,65). Teknige gére dofan yavrularin kuyruk dokusundan elde edilen
DNA fragmentleri 6nce spesifik resitriksiiyon enzimleriyle (6rn, EcoRI,BamH1 v.b) kesi-
lerek agarose jel elektroforezisinde molekiiler agirhklara gére seperasyonlar yapilmakta
ve seperasyondaki istenen DNA bantlann Ethidium Bromidle boyanarak ortaya kon-
maktadir. Sonra jelin iizerine nitroselliiloz kagidi koyarak istenen bantlar elktrotransfer
yoluyla nitroselliiloz kagidina transfer edilmekte ve kagit seritler kurutularak DNA’lar
denatiirasyona tabii tutulmaktadir. Denatiirasyondan sonra kagit seritler belirli bir 1sida
(80°C de) vakum altinda tutularak kagt iizerinde fikse edilmektedir. Fiksasyondan sonra
kagtlarm iizerine 32P ile isaretli prob DNA’lan koyarak DNA-DNA hibridizasyonu
saflanmakta ve otoradiografi yapilarak filmde olusacak siyah lekelere gore genin
varhfina karar verilebilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Caliymada hayvan materyali olarak C57BL/6J x BALBC ki farelerin ¢apraz-

lamasindan dogan CB6 hibrid farelerden (F1) 146’s1 verici, 38’ide alic1 olmak iizere
toplam 184 disi fare kullanildi. Vericilerin tohumlanmasi icin 30 CB6 irki (F1) erkek fare
ve alicilarin senkronizasyonu igin de 30 vazektomize fare kullamildi.
Yapilan gahsmalarda transfer amaciyla 2 farkh gen kullanildi. Bu genlerden biri olan
pXGHS geni insan biiyiime hormonunu kodlamaktadir. ikinci gen, p53, insan tiimér
supresOr genlerinden birisi olarak bilinmektedir. Cahsmada aktarlan ikinci gen (p53)
mutant formu olan insan p53-248 geni kullanildi.

Her iki gen konstrakti Tris Buffer (10 mM Tris, imM EDTA, pH 7.5) i¢inde 2
pg/ml DNA konsantrasyonunda olacak bigimde hazirlandi. Ayrica pXGHS geninde
promotor olarak mMT-1 (mouse Metallothionein) ve p53-248 geninde ise CMV (Cyto
Megalo Virus) kullamidi.

Gen enjeksiyonu gergeklestirilen embriyolar transfer edildiler ve dogan yavrularda
gen analizleri yapilarak transgenik yavrular belirlenmeye calisildi.
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3.1.1. Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler: (Resim 1
Caligma sirasinda, gerek embriyolarm elde edilmesinde, gerek gen transferi ve

gerekse embriyolarin transferinde kullamian kimyasal maddelerin dokiimii asafida

belirtildigi gibidir.

Kimyasal maddeler Kat No Firma Molekiil Agr.Gr/Mol
NaCl 6400 Merck 58.44
KCl P-4504 Sigma 74.55
KH,PO, 4871 Merck 136,09
MgSO,.7TH,0 549 Merck 246,48
NaHCO, S-4019 Sigma 84,01
Hepes H-3375 Sigma 238,3
Phenol Red. P-4758 Sigma 354,38
D(+) Glucose G-8270 Sigma 180,2
CaCL,. 2H,0 2380 Merck 147.02
Ca-Lactate. 3H,0O L-2000 Sigma 109,1
[L(+)Lactic acid)]

Na-Pyruvate P-2256 Sigma 110
(Pyruvic Acid)

K-Pen G P-7794 Sigma -
Strept.Sulphate S-6501 Sigma 1457,4
NaOH S-5881 Sigma -
Mineral Oil M-5904 Sigma -

BSA A-3350 Sigma -
PMSG G-4877 Sigma -
HCG Organon -
Beewax 2252 Merck -

[(Wachs gebleicht)DABS]
Injeksiyonluk su Haver Lab. -



3.1.2. Cali

Cihaz
Inverted Mikroskop

Microinjektor

Stereomikroskop

Mikrometreli Hamilton Siringa

Okiiler Mikrometresi
Yatay pipet ¢ekici

2 Ad Mikromaniplat6r
Hava yastikli masa
Mikroforge

Etiiv

Manyetik 1sitici

Azot Tiipt

Otoklav

Otamatik pipet
Lamel

Video Monitor

Mikroskop kamerasi

Mikroskop fotograf mak.

2 ad Pipet tutucu
Pyrex disposable pipet
Mikroenjeksiyon ve
holding pipeti

Cerrahi set
5-6/0 Katkiit

da Kull
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n Cihaz ve Gerecler

Narishige Lab.
Leitz

Newport

Cit Alcatel
Ehret
Ika-Laborteknik
Bos
Medexport
Eppendorf
Deckglaser
Sony

Sony

Contax

Leitz

Corning

Clark elektromedical
instruments

Eusclap

Katalog No
Axiovert 35M
Eppendorf 5242
Svs

MSH2000
434013

PN-3

MR-ML
M-VM-3660-OPT
086945

3023

1660 800

50-250 pl
24x50 mm
Pvm-122CE (31CM)
CCD

167 MT

5242 150,009
7099S-50

GC120TF-10
350 PCS
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3.13. ada Kullanilan Gereclerin Hazirlanmas

3.1.3.1. Farelerin Uretilmesi Ve Bakin

Laboratuvarimizda i{irettiimiz farelerin dammzliklan Almanya’'min Hannover
kentindeki ZFV (Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht) laboratuvarindan satin alindi. Bu
fare wrklarinin [C57BL/6J ve BALB/C] erkekleri 10°ar tane olmak lizere ayr ayri kafes-
lerde damizhk olarak tutuldu. Bu fareler en az 10 haftalik yag gurubundan olan iri feno-
tipte farelerdi. Daha sonra 6-8 haftalik yagindaki disi fareler damizlik erkek fareler ile
ikiye bir oraninda giftlestirildi ve 24-48 saatlik zaman aralifinda bu disi farelerin vaginal
plaklar1 zaman zaman kontrol edilerek ciftlegip ciftlegmedigi hakkinda karar verildi.
Vaginal plak gosteren fareler ayn bir dofum kafesine alinarak dogum siireleri olan 21
giin bekletildi. Dogumdan 21 giin sonra cinsiyet ayrim yapilarak yavrular ayn kafeslere
alindilar.

Bu iiretilen farelerden C57BL/6J erkek fare ile BALB/C wrka digi fareler 6-8 hafta-
lik yasa eristikten sonra, embriyo eldesi i¢in yukarida anlatilan metod kullanilarak 6nce
damuzliklar belirlendi ve sonra bu fareler kendi aralarinda ciftlestirilerek CB6 F1 ki
hibrid fareler iiretildi.

Hibrid farelerin ve difer inbred irklarin iiretimi haftada en az 20-30 olacak
bi¢cimde diizenlendi.

Farelerin bulundugu odanmn 1sis1 20-21 °C ye, nem % 50 ye gelecek sekilde klima
ve nem kontrol cihazlariyla ayarlands, 151k bir zaman ayarlayici (Timer) ile 12 saat aydin-
ik 12 saat karanlik olacak bir bigimde diizenlendi ve fareler giinliik Ad-Libitium beslen-
di. Su ve yem otoklav yapilarak verildi. Ayrica haftada 2 giin olmak iizere farelerin alt-
liklan temizlendi ve 15 giinde bir olmak tizere kafesler, su sigeleri dezenfekte edildi.
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3.1.3.2. Vazektomize Fare Eldesi
Once 10 haftahik yas olgunluguna erigmig F ; erkek CB6 1rki geligmis hibrid fareler

ayrildi, daha sonra bu farelere Rompun ve Ketalar kanigimi ile (30 pl+70 pl) 100pl
dozajinda Intraperitoneal enjeksiyon yapildi. 30-45 dakikalik bir genel anestezi saglan-
diktan sonra farenin abdominal bolgesinde bulunan prepusyal glandlarm 3-5 cm
ilerisinden vertikal olarak deriye 1-2 cm lik ensizyon yapildi. Daha sonra kas tabakalari
kesilerek abdominal bosluga girildi. Burada scrotum sivazlanarak, testisler ensizyon
araligma dogru itildi ve ensizyon arahifindan testislerdeki yag dokusu bulundu ve yag
dokusu, testisler bulunana kadar ensizyon arahgndan digan gekildi. Once sag ve daha
sonra sol testis bulunarak abdominal boglugun digina alind, cauda epididimisden kéken
alan tiip ve sert kordon seklinde olan vasa deferens bulundu (Resim 2). Buras: diger
dokulardan bir pens yardimiyla kiit bir sekilde ayrilarak vasa deferensin agagi ve yukari
taraflarina krome katkiitle birer ligatiir atild1 (Resim 3), daha sonra bu ligatiirlerin ara-
sindan vasa deferensin bir pargasi kesilerek alindi1 (Resim 4) ve alinan bu parga ameliyat
masasimin goriinen bir tarafina birakildi. Daha sonra aym iglem sol vasa deferens iginde
yapilarak testisler tekrar abdominal boglugun icine yerlestirildi. Daha sonra periton, kas
tabakas: ve deri 5/0 numara katkiitle dikildi. Bu iglemler bitikten sonra daha 6nceden
masaya brraktifimz 2 adet vasa deferens pargasi kontrol edildikten sonra fare 37 Oc
etiiv icerisine birakilarak ayilana kadar burada birakildi. Kesilen iki vasa deferens parga-
siin kontrol edilmesindeki amag, ameliyat esnasinda meydana gelebilecek bir unutkanlif
ortaya gikartmaktir.

Vazektomi ameliyat:1 geciren farelerin bir haftalik zaman peryodu igerisinde post-
operatif bakimlar1 yapildi. Sonra en az ii¢ kez olmak iizere fertil digi farelerle egles-
tirilerek vaginal plak kontrolu yapildi. Ug kontrolden sonra disi fareler gebe kalmamg
ise bu vazektomize hayvanlar alici farelerin (recipient) senkronizasyonunda kullamlabilir
diye karar verildi. Vazektomi ameliyat1 10 haftalik ergin 30 adet erkek CB6 F, irki hibrid
farede yapildi.
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3.1.33. Yikama (M2) Mediumunun Stoklarinin hazirlanmas)

M2 mediumunu hazirlamak icin 6nce mediumun yapisini olugturan kimyasal

maddelerin ana stok solusyonlar1 asagidaki sekilde hazirlandi.

Stoklarin konsantrasyonu Kimyasal Maddeler 30 ml'lik Falkon tiipte
10 x NaCl 2,7665 gr/50ml
100 x KCl1 1,78 gr/50ml
100 x KH,PO, 0.81 gr/50ml
100 x MgSO,.7H,0 1,465 gr/50ml
100 x NaHCO, 1,745 gr/50ml
100 x Ca-Lactate.3.H,0 2,35 gr/50ml
[L(+)Lactic acid]
100 x Na-Pyruvate 0,18 gr/50ml
(Pyruvic acid)
100 x D(+)Glucose 5,00 gr/50ml
100 x K-Pen G 0,375 gr/50ml

100 x Strept.Sulphate 0,25 gr/50ml
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1) 10 x lik Hepes+Phenol Red’in Hazirlanmasi:
a) 2,485 gr Hepes 50 ml falkon tiipe kondu ve iizerine,

b) 40 ml H,0+0,25 ml % 1 lik Phenol Red ilave edildi.
¢) 5 Molar NaOH ile pH 7.4’e ayarlanarak hacim su ile 50 ml'ye
tamamlandi.
d) Tamponlanmig Phenol Redli Hepesi 5’er mI'lik disposable enjektdrlere boliindii.
2) 10x’lik NaCl Stoku da S’er ml'lik disposable enjektdrlere boliindii.
3) Hazirlanan tiim stok solusyonlar -20 °C deki derin dondurucuda saklandi.
4) Tim stok solusyonlar ve M2 mediumu enjeksiyonluk (apirojen) sudan hazirlandi.

Haftahk (M2) mediumunun hazirlanmasi:

1) ik 6nce derin dondurucuda bulunan stok solusyonlarm énce +4 °C de daha sonra
oda 1sisinda bekletilerek ¢ozlinmesi saglandi. C6ziinme igleminden sonra tiim stok
solusyonlar calkalandi.

2) 50 mI'lik Falkon tiip icerisine 25 ml H,O konuldu.

3) Bunun iizerine enjektorlerde bulunan 5 ml NaCl ve 5 ml Phenol Red’li Hepes ilave

edildi.

4) Asagida yazih herbir ana stoktan 500 pl otomatik pipetle alinarak yukardaki
falkon tiipiin i¢ine konuldu.

100 xlik [KCl, KH,PO,, MgSO,.7H,0, NaHCO;, Ca-Lactate.3.H,0, Na-Pyruvate,

D(+) Glucose, K-Pen.G, Strep.Siilfat]

5) Sonunda falkon tiipiin voliimii 50 ml'ye enjeksiyonluk H,0 ile tamamlandi.

6) Hazirlanan bu 50 ml’'lik solusyon 0.22 pm’lik millipor filtreden gecirildi.

7) Bu 50 ml'lik solusyonun igine 200 mg BSA ilave yapild: ve tiip yavasgca ters diiz

edilerek BSA nin erimesi saglandi. Boylelikle M2 mediumu hazirlanmig oldu.



3.1.3.4. Hormon, Enzim ve Solusyonlarin Hazirlanmasi
PMSG Hormonu (PMSG; Sigma): Ticari olarak Sigma dan liyofilize toz halinde alinan
1000 Unitelik PMSG hormonu &nce 1000 IU/1 ml de olacak sekilde, hormon serum
fizyolojikle ¢ozdiiriildii (siispansiyon). Hazirlanan bu ana stoktan otomatik pipetle 50pl
alinarak 1ml’lik eppendorf tiiplere boliindii. Daha sonra 50 pl/1ml de olacak sekilde
serum fizyolojikle sulandirilip, -20 °C de derin dondurucuda saklandi. Her bir eppendorf
tiipiin icindeki siispansiyon 10 fareye gore hazirlandi. Fare bagina dozaj 5 IU/0.1 ml
(=100p1) olacak sekilde hesaplandi.
HCG Hormonu (Pregnyl; Organon): 500 IU/1 ml olacak bigimde hormon serum fizyo-
lojikle sulandirildi ve hazirlanan bu ana stoktan 100’er pl ahnarak bir ml'lik ependorf
tiiplere boliindii. Daha sonra dozaj fare bagina 5TU/ 100p1 olacak sekilde, her tiip 1
ml’ye tamamlanarak -20 °C da sakland
Hyaluronidase enzimi: Once 60 mg enzim tartilip 1000 pl'ye enjeksiyonluk suyla tamam-
lanarak ana stok hazirlandi. Bu ana stoktan otomatik pipetle 160 pl alinarak 1 ml’lik
ependorf tiiplere boliindii. Daha sonra her tiip 1 ml'ye tamamlanarak 2. stok solusyon
hazirland1 ve -20 °C de saklandi. Enzim kullanilaca@ zaman dozaj 300 pg/1ml de olacak
sekilde hesaplanarak 2. stok solusyondan otomatik pipetle 30 pl alimip M2 medyumu ile
1 ml'ye tamamland.

3.1.3.5. Pipetlerin ve Enjeksi amunin Hazirlanma
1-) Embriyo toplama pipeti: Bu pipet Corning marka pyrex disposable boroslikath cam
borudan yapilmig olup, bunzen bekinde el yardimiyla ¢aplan 150-200 pm olacak gekilde
cekilerek hazirlands.
2-) Embriyo transfer pipeti: Bu pipet de toplama pipeti ile aym &zelliklere sahip olup,

cap1 yaklagik 100 pm olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra her iki gesit pipetin ucu
embriyoya zarar vermeyecek sekilde micrograyner taginda kesildi ve stereo mikroskop
altinda cap ve uglan kontrol edildi. Saglam pipetler aliiminyum folyo ile kaph bir paket
icine alinarak 90 °C de 2-4 saat kurutma firminda bekletildi.
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3-) Embriyo tutucu (Holding) pipet: Bu pipetler Clark elktromedikal GC120TF-10
katalog numaral pipetlerden yapildilar. Bu pipeti yapmak igin yatay pipet cekici
(Mikropuller) (Resim 20) (Heater: 4/80, Magnet Sub: 4/40, Magnet main: 6/80) kalibre
edildi ve daha sonra bu yatay pipet c¢ekicide pipetler ¢ekildi. Hazirlanan pipetler micro-
grayner taginda dig cap1 yaklasik 100 pm olacak sekilde kesildi ve ters mikroskopta 200
biilytitme altinda ¢ap kontrolu yapildi. Bu kontrolden sonra pipetin u¢ kisminin ¢apmin
20-30 pm olmas: i¢in mikroforj aletinde (Resim 20) pipetin u¢ kismu igeriye dogru
kivrildi. Daha sonra aym pipetin u¢ kismina, mikroforj aleti kullanilarak yaklagik olarak
30 derecelik bir ag1 verildi. Tutucu pipetler deneyden &nce 2-3 adet olacak sekilde
hazirlandilar.

4-) Mikroenjeksiyon pipeti: Bu pipetlerde tutucu pipet gibi aym marka pipetten yapildi.
Pipet yapimindan 6nce Mikropuller aleti (Resim 20) (Heater: 1/90, Magnet sub: 9/0,
Magnet main: 10/0) kalibre edildi. Kalibrasyon, isitic1 flamentin sekline (omega sekli),
kullanilan pipetin ¢apina ve 6zelli§ine gére degistiginden bu oOlgiiler sabit olamamaktadar.
Yukarida bildirilen Olgiilere gore alet kalibre edildikten sonra, pipetler ¢ap: yaklagik 1
pm olacak sekilde mikropuller aletinde cekilerek yapildi.

5-) Mikroenjeksiyon laminin hazirlanmasi: Inverted mikroskopun tablasimin dlgiisiine gére
dikdoértgen seklinde pleksiglasdan ortasi gukur olacak sekilde torna tezgahinda hazir-
latildi. Hazirlanan lamin ortasim kapatacak 6lgiide (24x50 mm) steril lamel beewax isimli
yapistiricinin  manyetik 1siticida eritilmesiyle, lamimn agik olan ortasma yapistirildi
Boylelikle hazirlanan lamlar aliiminyum folyolara sarilarak kullamma hazir hale
getirildiler.
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3.2. METOD

3.2.1, Verici F Embriyo Eldesi
Embriyo eldesi asafida yazih olan prosediire gore yapildi.

3.2.1.1. Verici Farelerin (Donor) Siiperovulasyonu

Farelerde ovulasyon ve ciftlesme giinliik 151k peryodu ile iligkili oldugundan, elde
edilecek embriyolarin ne zaman pronuklear dénemde olacaklar yaklagik olarak belirle-
nebilmektedir. Laboratuvarda 12 saat aydinhk 12 saat karanhk 11k peryodunda tutulan

(CS7BL/6) x BALB/C) F, wki hibrid 5-6 haftalik digi farelere siiperovulasyonu

olusturmak icin asafidaki program uygulandi.

- Siiperovulasyon Program; -

a) Isik sabah saat 4:00 de yamip aksam saat 16:00 da sdnecek sekilde zaman ayarlaci
(timer) ile otomatik olarak ayarlandi.

b) Mikroenjeksivondan 3 giin 6nce (Pazartesi): Farelere saat 10:00 da 5 IU PMSG intra
peritoneal olarak enjekte edildi.

¢) PMSG uygulamasindan 48 saat sonr amba): Farelere saat 10:00 da 5 IU hCG
(Pregnyl), enjekte edildi. hCG enjeksiyonundan hemen sonra digi fareler, Snceden
damizlik olarak ayrilmig bulunan aym wrktan 10-12 haftalik erkek farelerle, bir digiye
bir erkek olmak iizere giftlesmeye birakildi.

d) Genellikle aym giiniiniin (Cargamba) aksamu saat 22:00 da Sstrusun baglayacaf: ve

e) Aym giiniin gecesinde saat 24:00-01:00 arasmnda ovulasyon ve ciftlegmenin gergek-
lesmesi beklenmektedir.

f) Mikroenjeksiyon giinii (Persembe): Sabah saat 6:00-6:30 arasinda vericilerde vaginal
plak kontrolu yapildi. Plak gosteren verici fareler aynlarak embriyo eldesi igin ayri bir
kafesde bekletildi ve ayrica vaginal palagin goriildiigli an embriyonun yag1 0. giin
olarak kabul edildi.

g) Mikroenjeksiyon giinii (Persembe): Sabah saat 10:30-11:30 arasinda pronukleuslar
olugsmaya baglamaktadir.



37

3.2.1.2. Verici Farelerden Oviduktlanin Flde Edilmesi

Calismada kullanilan 151k programina gére Persembe sabah (0. giin) saat 6:30-7:00
aras1 oviduktlarin agilmasina ve saat 7:00-7:30 arasinda ise embriyo eldesine baslandi.

Siiperovule olan verici (donor) farelerden ovidukt digan1 ahnmadan 6nce, iki 35
mm’lik petri kutusu igine M2 mediumu konuldu, buharlagmay: ve kontaminasyonu eng-
ellemek icin iizeri tamamen ortiilecek bicimde mineral yag ile kapatildi. Daha sonra bu
kutulardan biri (+) difleri ise (-) igareti ile igaretlenerek 37 °C de yaklagik bir saat kadar
equilibrasyon’a birakildi. Ayrica iki adet 5 er mI'lik steril enjektorlerden birisine yalmz
M2 mediumu, digerine ise 300 pg/ ml'de hyaluronidaz enzimi olacak sekilde M2
mediumu cekilerek etiivde yaklagik 60 dakika bekletildi.

Siiperovulasyon sonucunda vaginal plak gdsteren tiim verici (donor) fareler ser-
vikal dislokasyonla oldiiriildiikten sonra tek tek batin bolgelerinden bir makas yardimiyla
agild: ve karin bosluguna girildi. Karmdaki diger organlar viicut boglufunun iist tarafina
alindiktan sonra kornu uterilerle ona bagh bulunan ovidukt ve ovaryum segmenti bulun-
du ve buradaki yag tabakas: diseke edildi (Resim 5). Saatci pensi ile kornu uteri tutu-
larak ovidukt, infindibulum ile ovaryum arasindan ¢ok ince bir makas ile kesildi. Aym
islem diger taraktaki ovidukt icin de gergeklestirildi. Boylece verici farelerin tiim oviduk-
tlan, steril 35 mm’lik petri kutusu igine alindilar. Embriyolar oviduktun ampulla bdlge-
sinin yukan kisminda lokalize oldugundan ovidukt digsar1 alinirken ampulla bdlgesinin

patlatiilmamasina 6zen gosterildi.

3.2.1.3. Ovid Embriyolarin a

Petri kutusu iginde bulunan oviduktlarin iizerine hyaluronidaz enzimli M2
mediumu koyularak stereo mikroskop altinda 20 biiylitmede once oviduktlarin ampulla
bolgelerinin belirgin olup olmadiklarn kontrol edildi ve mikroskop altinda sigkin, seffaf
ve iginde bulutumsu kumulus hiicre topluluklarimin gériildiigii oviduktlar (Resim 6) saatgi
pensi ile infindibulumdan tutuldu ve diger pens ile de ampulla kismi yirtildi (Resim 7).

Bﬁylece MDlﬂla k]smlnda kumll]'ﬂs hiicreleri ila harahar his 12001~ L1231 2
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embriyolar enzimli M2 ortamina alindilar. Bu ortamda 3-5 dakika bekletildikten sonra
kumulus hiicrelerinden kurtulan embriyolar (Resim 8) ¢ap1 150-200 pm olan embriyo
toplama pipeti ile ¢ok siiratli olarak toplamp yapisinda enzim bulunmayan M2 mediumu
konulmug bir bagka petri kutusuna aktanldilar. Daha sonra yeni bir pipet ile tiim
embriyolar 3-4 kez yikanarak temizlendiler. Bu temizleme igleminden sonra buradaki
embriyolar daha 6nceden hazirlanan ve etiivde bulunan (-) isaretli, iginde {izeri mineral
yagiyla kapli olan M2 mediumlu petrilere yerlestirildiler. Daha sonra embriyolar 37 °c
deki etiivde pronuklear ddneme kadar bekletildi.

3.2.2. iyo, rlendirilmesi

Mikroenjeksiyon ile gen aktarnminda kullamlacak embriyonun pronuklear
dénemde bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle embriyolarin hangi zamanda pronukiear
déneme geldiklerini hesaplamak igin, siiperovulasyonda kullanilan 11§ peryodunu ve
gonadotropinlerin enjeksiyon zamanim bilmek gerekmektedir. Calismada kullamlan 11k
peryoduna gore, embriyolarin pronuklear doneme gelmesi gereken zaman sabah saat
10:30-11:30 arasidir. Iste bu zamanda etiivde bulunan embriyolarda kalite kontrolu
yapildi. Yani, déllenmemis yumurtalar (2.polar cisimcigi belli olmayan) ve deforme olan
embriyolar ortamdan alinarak geriye sadece zigotlar birakildi.

3.2.3. Ahcr (Recipient) Farelerin Senkronizasyonu

Alic1 digileri senkronize yapmak igin materyal béliimiinde agiklandi: gibi, iiretilen
vazektomize (C57BL/6j x BALB/C) CB6 F, irki hibrid 2 ayhk fareler tek tek kafeslerde
barindirildi. Ahcr (recipient) fareler 10-12 haftalik yag gurubunda bulunan CB6 F, hibrid
digi farelerden segildi. Alc1 farelerin ne zaman senkronize yapilacagina karar verile-
bilmesi igin, verici (donor) farelerin hCG enjeksiyon zamanim bilmek gerekmektedir.
Bunun igin, siiperovulasyon prosediiriine uygun olarak, donorlara uygulanan hCG’nin
enjeksiyon zamanindan yaklagik 5 saat sonra iki alic1 digi bir vazektomize erkek ile

ciftlestirilmeye alindilar. Yine siiperovulasyon prosediiriine gore,
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0. Giin (Persembe) sabah saat 6:00-6:30 aras: (recipient) ahc disilerin vaginal plaklarn
kontrol edilerek pozitif olanlarin hepsi bir kafesde toplandi ve embriyo transferi i¢in bek-
letilmeye alindilar. Vaginal plak gosteren bu fareler yarm giinliik alici anne olarak
degerlendirildiler.

3.2.4. Fare Zigotuna Mikroenjeksiyon
Asagidaki aletler mikroenjeksiyon cahismasinda kullamldi. Bu cihazlar bir set

olusturdugu i¢in bunlara mikroenjeksiyon seti denmektedir ve bu set agagidaki cihazlar
biinyesinde bulundurmaktadir (Resim 9).

1) invert Mikroskop (DIC).

2) 2 Ad. Sag ve Sol Mikromaniplator.

3) Mikroenjektér ve Buna Bagh Azot Tiipii.

4) Mikrometreli Hamilton Siringa.

5) 2 ad. Pipet tutucusu.

6) Mikroskop kamerasi ve Monitor.

Zigotlara enjekte edilecek genler, pl'ye 200-400 molekiil (DNA konsantrasyonu:
2 pg/ml) diigecek sekilde Tris buffer (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 7.5) icinde hazir-
lanirlar. Bu ¢aliymada kullanilan genler TUBITAK - GMBAE (Gen Miihendisligi ve Bio-
teknoloji Enstitiisii) laboratuvarlarinda hazirlanmugtir.

Mikroenjeksiyona baglamadan once mikroenjeksiyon setinde asagida yazildif
bicimde gerekli ayarlamalar yapildi ve sonra mikroenjeksiyona baslandi.
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3.2.4.1. Hamilton Siringamn ve Tutucu Pipetin Hazirlanmasi

Mikroenjeksiyon sirasinda embriyoyu tutmak igin mikrometreli hamilton girnga,
pipet tutucu ve embriyo tutucu (holding) pipeti gerekmektedir. Bunun igin dnce 250
pl'lik hamilton siringasinin u¢ kismimin ¢apina uyacak ¢ok ince beyaz bir hortum baglandi
ve hortumun diger ucu da pipet tutucusunun arka kismina sikica fikse edildi. Bu bag-
lanma igleminden sonra pipet tutucu, igine mineral yag konulmusg petri kutusu igine dal-
dinldi ve sirmganin mikrometresi galigtirilarak yagin emilmesi saglandi. Daha sonra
materyal boliimiinde yapim anlatilan ve mikroenjeksiyondan evvel hazirlanan embriyo
tutucu (holding) pipetinin arka kismina ¢ok ince 3-5 mm uzunlugunda hortum takilds.
Sonra pipet daha 6nceden hazirlanmig bulunan pipet tutucunun 6n kismina monte edildi.
Siringa mikrometresi cahgtirilarak siringadaki yagm ¢ok az bir kismm tutucu pipetin yan-
sindan ¢ogunu dolduruncaya kadar verildi ve sonra pipete hava kabarcif cekildi. Bu
pipetin u¢ kism iginde M2 mediumu bulunan petri kutusu igine daldinld: ve pipetin ug
kismu dolacak gekilde medyum c¢ekildi ve pipetin u¢ kismu 5-6 dakika M2 medyumunun
icinde basing dengelenene kadar burada bekletildi. Boylelikle embriyoyu itme ve ¢ek-
meye yarayan diizenek, mikroenjeksiyon igin hazir hale getirilmis oldu.

3.24.2. Enjeksiyon Pipetine DNA’min Yiiklenmesi
Enjeksiyon pipeti ¢ekildikten hemen sonra bir eppendorf tiipii icinde bulunan ve

aktarilmasi diigliniilen DNA konstraktinin i¢ine pipetin arka kismu degecek bir bigimde
daldinldi ve 8-10 saniye sonra pipet tiipten kaldinldi Ug¢ kismina kadar solusyonun
cekilip cekilmedigi stereo mikroskop altinda kontrol edildi. Burada pipetin u¢ kismina
kapillerite dolayisiyla kendilifinden gekilen DNA solusyonun hacminin 0.5-1 pl arasinda
olabilecegi tahmin edilmektedir.
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3.24.3. Mi iplator ve Mi jektoriin Ayarl s

Caligmada saf ve sol olmak iizere iki adet maniplatér kullamld: (Resim 9).
Bunlardan sol maniplatére embriyo tutucu (holding) pipet ve sa maniplatre ise
mikroenjeksiyon pipeti monte edildi (Resim 9-10). Mikromaniplatérde gerekli olan
ayarlamalar yapildi.

Mikroenjektoriin gerekli olan vakumu saflayabilmesi i¢in §u basing degerlerine
gore kalibre edildi (Resim 9).

P, basmc 6500 hPa (Hekto paskal)

P, basme1 1950-1970 hPa ve

P; basinci 100-120 hPa olarak ayarlandi.
P, = Enjeksiyon pipetinin temizleme basimci.
P,= Enjeksiyon basinci.
P,= Enjeksiyon pipeti ile enjeksiyon yapilacak lamdaki solusyonun denge basmcim
gOstermektedirler. Yalmz bu basinglar mikroenjeksiyon galismalarinda standart tegkil
etmezler ve mikroenjeksiyon pipetinin ¢apina gore degisiklik gosterebilirler.

3.24.4. Mi iyon a Zigotl iklenmesi

Materyal béliimiinde yapim anlatilan ¢ukur lamin tam ortasina otomatik pipet
ile yaklagik 100-150 pl'lik bir damla yapacak sekilde M2 mediumu koyuldu (Resim 10).
Daha sonra mediumun ve lamin iizeri tamamen kapanacak gekilde mineral yag ile 6rtiil-
di. Lam bu sekilde hazirlandiktan sonra, (-) igaretli petri kutusundan embriyo toplama
pipeti ile pronuklear safhaya gelmig 15-20 embriyo pipete gekildi. Onceden hazirlanan
lamdaki medium damlasimn iistiine embriyolar pipetle dagilmiyacak bir sekilde stereo
mikroskop altinda birakildilar. Boylelikle mikroenjeksiyon yapilacak preparat hazirlanmig

oldu.
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Mikroenjeksiyon igin gerekli 6n hazirliklar yapildiktan sonra, mikroenjeksiyon

asagidaki bicimde uygulandi.
1) Hazirlanan mikroenjeksiyon lami ters mikroskobun tablasina yerlestirildi (Resim 10).
2) Materyal béliimiinde anlatildif: gibi kalibre edilen yatay pipet ¢ekici (Mikropuller) ile

mikroenjeksiyon pipeti ¢ekildi ve tutucusu ile beraber sa§ maniplatére monte edildi

(Resim 10).
3) Holding (tutucu) pipet tutucusu ile sol maniplatére monte edildi (Resim 10).
4) Mikroenjektdr gahstirildi
5) Bu iglemler tamamlandiktan sonra diigiik biyiitmeli objektif (10x5=50) medium dam-
lasimin dibine odaklandi. Bu odak kisminin tam ortasina gelecek sekilde, 6nce sol
maniplatdr kullamlarak tutucu (holding) pipetin u¢ kismn medium damlasina parelel gele-
cek sekilde damlaya daldirildi. Daha sonra sa maniplator kullamlarak enjeksiyon
pipeti medium damlasimn tabam ile 5-10° ag1 yapacak bir gekilde damlanin dibine
degdirildi (Resim 10-11).
6) Bu islemlerden sonra mikroskop 200 biiyiitmeye ahnarak enjeksiyon pipetinin ucunun
aciklif kontrol edilerek, aktarilacak DNA solusyonunun damla hacmi mikroenjektor ile
ayarlandi (Resim 13).
7) Yukarida anlatilan 6n hazirliklar tamamlandiktan sonra, zigotlara mikroenjeksiyona
baglamldi. Once tutucu (holding) pipet embriyolardan birisine yaklagtirild: ve herhangi
bir tanesi yakalanarak tutuldu (Resim 14). Daha sonra hamilton giringanin mikrometresi
kullanilarak embriyo itilip ¢ekildi ve boylece pronukleuslar daha belirgin bir hale getiril-
di. Bu esnada zona pellucidanin tutucu pipete dogru cekildigi goriildii, ayrica erkek
pronukleus (erkek pronukleus 2. Polar cisimcikten uzak ve disi pronukleusdan daha
biiyiikk olamdir.) enjeksiyon pipetinin u¢ kismma yakin olacak sekilde holding pipetle
tutuldu (pronukleus tutucu pipetin merkez eksenine olabildi§ince yakin olacak bicimde
tutuldu) (Resim 14).
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Embriyo bu sekilde tutulduktan sonra, 6nce erkek pronukleus mikroskopta zum-
lama yapilarak netlestirildi ve sonra enjeksiyon pipetinin u¢ kismm erkek pronukleusun
goriintiisii ile aym olana dek sag maniplatoriin ince ayar diigmesi vasitasiyla ayarlandi.
Her ikisi net bir sekilde goriiniir hale geldigi zaman, enjeksiyon pipeti ¢ok hizh bir sekil-
de zona pelusida’dan gegirilerek erkek pronukleusa dogru girildi (Resim 15). Ozellikle
enjeksiyon pipetinin u¢ kismnm pronukleusun i¢inde bulunan niikleolilere degmemesine
dikkat edildi. Niikleolilerin iist bolgesine yaklagjik olarak 1-2 p. (piko litre) DNA
solusyonu verildi (Resim 15). Pronukleusun normalinden iki kat daha fazla biyiidiigi
gorildiigii anda enjeksiyon pipeti ¢ok hizh bir sekilde (Resim 16) disan cekildi.
Enjeksiyon yapilan embriyo 3-5 saniye daha tutulduktan sonra medium damlasinin ayri
bir kosesine alindi. Yaklagik 20 adet embriyoya tek tek mikroenjeksiyon yapild: ve enjek-
siyon yapilan her embriyo medium damlasimin bir bélgesinde toplandi. Bu sekilde 20
adet embriyoya mikroenjeksiyon yapildiktan sonra enjeksiyon lamu ters (invert) mikros-
koptan alind1 ve stereo mikroskop altina gotiiriildii. Burada saglam kalan embriyolar
(normal biiyiikliik ve daire seklindeki embriyolar, zona pellusidalan diizgiin,
sitoplazmalar1 berrak ve pronukleuslar1 dagilmams olan embriyolar ) pipetle toplanarak
daha 6nceden etiivde bulunan (+) igaretli petri kutusu igine aktarildilar. Boylece yukari-
da anlatilan gsekilde her 20 adet embriyo icin yeni bir enjeksiyon preparati hazirlanarak
mikroenjeksiyon yapildi. Boylelikle enjeksiyon yapilan biitiin salam embriyolar ovidukta
transfer yapilincaya kadar 37 °C’da bekletildi.

3.2.5. Ahci Fareleri ecipient iduktuna Zigotla eri

3.2.5.1. Mikroe ivon Ya Embriyol ipete Yiiklenmesi

Alic1 (recipient) fare nce Rompun ve Ketalar kombinasyonu (30 pl Rom.+70p1
Ket) ile genel anestezi altina alindilar. Sonra hizh bir sekilde (+) isaretli petri kutusunda
bulunan mikroenjeksiyon yapilmis embriyolardan canh ve saglam olanlarn tiimii, iginde
mineral yag1 bulunmayan ve sadece M2 mediumu i¢eren yeni bir petri kutusuna aktaril-



dilar. Bu arada pipet degistirilerek ¢cap: 100 pm olan embriyo transfer pipetine énce bir
miktar M2 mediumu onun 6niine ufak bir hava kabarcif, bu kabarcifin 6niine de tekrar
bir miktar M2 mediumu ve bunun da 6niine ikinci bir hava kabarci$ ¢ekildi (Resim 17).
Iste bu ikinci hava kabarcigmin éniine mikroenjeksiyon gecirmis 20-25 adet embriyo arka
arkaya gelecek sekilde dizildi. Sonra bu embriyolarin 6niine de tekrardan bir tigiincii
hava kabarcig cekildi. Ozellikle embriyolar arka arkaya pipete dizerken M2 medyumu
olabildigince az (yaklagik 1 pl) ¢ekilmesine 6zen gosterildi.

3.2.5.2. 7i idukta Transferi

Vazektomi erkek fareler ile senkronize edilen ve yarim giinliik alic1 (C57BL/67
x BALB/C) CB6 F, wrki farelerden vaginal plak gosterenler (Resim 18) genel anestezi
altina abindilar. Sirt bolgeleri eletrikli tras makinas: ile tras edildi ve sonra dorsal bolge
tentiirdiyot ile dezenfekte yapildi. Sonra, sirt bolgesinin sag tarafindan, bdbreklerin
hemen gerisinden ve en alt kaburgamn altindan lateral ensizyon yapilarak sag ovaryum
ve ovidukt operasyon hattinin digina alindilar. Ovaryumun istiinde bulunan yag tabakasi
serafin klip isimli ¢ok ince bir pens ile tutturularak, ovaryum ve ovidukt fikse edildi.
Organlarin fiksasyonundan sonra fare disseksiyon mikroskopu altina gétiiriildii ve burada
30 biiyiitme altinda serafin klipi hareket ettirerek eldeki ¢ok ince saatgi pensi yardimiyla
oviduktun 6nce ampulla kism: bulundu ve daha sonra fare mikroskopun altinda
cevrilerek infindibulum ile ampulla arasmdaki bolgenin netligi saglandi. Bu iglemlerden
sonra sol ele saatgi pensi, sag ele ise 30 gauge’hik bir enjektér ve bir hortum boru
vasitasiyla afiz kontroliinde bulunan ve daha 6nceden embriyo yiiklenilen embriyo
transfer pipeti ahndi. Once sol eldeki pens ile infundubulum ve ampulla arasindaki bolge
tutuldu, ve sag eldeki 30 gauge’lik ine ile bu bolgeye &nce bir delik agildi ve hemen
aym elde bulunan transfer pipetindeki embriyolar, pipetteki ikinci hava kabarcifina
kadar iiflenerek bu bolgeye transfer edildi. Daha sonra mikroskop altinda bulunan
farenin oviduktunda, iki hava kabarcifimn verilip verilmedi8i kontrol edildi ve hava
kabarciklan goriildiikten sonra operasyonun basarih oldufuna karar verildi. Operasyon
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geciren farelerin ovaryum ve oviduktlar: disseksiyon mikroskopu altinda dikkatli bir
sekilde ensizyon arah@indan sokularak organlar yerlestirildi ve 5/0 katkiitle ensizyon
bolgesi dikildikten sonra 37 °C de kapa@ ¢ok az agik olan etiivde aylana kadar
bekletildiler.

3.2.5.3. Embrivo sferi Yapilan erde I

Embriyo transferi yapilan fareler post-operatif bakim odasina alinarak iyilesene
kadar bir hafta izlendiler. Daha sonra iyilesenler dogum odasina alinarak dogurana kadar
bekletildiler. Transferden yaklagik 14 giin sonra abdominal palpasyon ve inspeksiyon ile
gebe olanlar teshis edildi. Daha sonra gebeligin siiresi olan 19-21 giin tamamlanincaya
kadar fareler ¢ok dikkatli bir sekilde hergiin izlendi. Dogan farelerin (Resim 19) cinsiyet
kontrolleri 21 giin sonra yapilarak birbirlerinden ayrildilar.

3.2.6. Yavrulannin Transgenik izi

Enjeksiyon yapilmig embriyolarin transferinden elde edilen yavrularin transgenik
olup olmadiginin kontrolii agafida yazih olan sira dahilinde yapildi.

3.2.6.1. Ya Kuyruk Dokusundan DNA FEldesi

Dogan fare yavrulan yaklagik 3 haftalik yaga geldikleri zaman kuyruklarindan 1-2
cm kesilerek parca alindi. Kuyruklarindan parga ahinan her bir farenin kulag U veya V
seklinde kesilerek isaretlendi. Daha sonra alinan bu kuyruk dokulan ufak eppendorf tiip-
leri igine konuldu ve her tiipiin iizerine 05-0.7 m! 50mM Tris. HCL, pH 8.0, 100 mM
EDTA ve %0.5’lik S.D.S konuldu. Bunun iizerine 10 mg/ml de Proteinaz-K eklenerek
55 °C de gece boyu (overnight) inkiibe yapildi. Daha sonra mikrosantrifiijde 13:000
rpm’de santrifiij yapildi. Elde edilen siipernatan giderilene kadar fenol, fenol/kloroform
ile muamele yapildiktan sonra iistte kalan siipernatan ahnarak tiipiin iizerine 7041 3M
Na-Asetat, pH: 6.0 da %100’liik etanolden 0.7 ml oda 1sisinda eklendi. Sonra bu tiip
13:000 rpm de mikrosantrifiij yapilarak DNA nin ¢kmesi saflandi. Elde edilen pelet
(DNA) 1 ml %70lik etanol ile yikanch ve sonra tekrar santrifiij yapilarak 15 dakika 37°C
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de bekletilerek peletten etanol uzaklastirildi. Sonunda her bir DNA &6rnegi 0.1 ml 10mM
Tris.HCl, pH: 8.0, ImM EDTA’h tampon i¢inde ¢6ziildi.

3.2.6.2. Dot-Blot Hibridizasyon
Once her bir DNA 6rneginden 5pg alnarak hacmi saf su ile 70pul'ye tamamlandi.

Daha sonra DNA 6rnekleri nylon membrana vakum altinda emdirildi. DNA'y1 denatiire
yapmak ve ¢ift iplik¢ifinin ayrilmasim saglamak i¢in membran 0.5M NaOH ile muamele
edildi. Daha sonra filtre 1M Tris.HCl, pH: 7.5 ile 15 dakika kadar bir siire yikandi.
DNA’nm filtreye baglanmas: igin filtre oda 1sismda kurutuldu ve 80 °C'lik etiivde 2 saat
birakildi. Son olarak bu filtre 2-5 dakika U.V altinda birakildi. Hibridizasyondan nce
TUBITAK Genetik Miihendisligi Bioteknoloji Arastirma Enstitiisiiniin (G.M.B.A.E)
Molekiiler Immunuloji laboratuvarinda sentetik olarak primerler sentezlettirildi. Elde
edilen primerler 1 {inite gamma 32p_ATP ile isaretlenerek proplar hibridizasyona hazir
hale getirildi. Daha 6nceden nylon membrana baglanmis olan DNA’lar prehibridize
yapildiktan sonra SpI'lik hibridizasyon solusyonu ile birlestirildi. Bu karigimin icine nylon
membran konuldu ve gece boyu (overnight) oda isisinda bekletilerek hibridizasyona bira-
kildi. Ertesi sabah hibridizasyon iglemi bittigi icin nylon filtre 6 x SSC buffer ile iki kez
olmak iizere 10°ar dakikalk siire ile oda 1sisinda yikandi ve kurutuldu. Bu gekilde kuru-
tulan nylon membranm otoradyogramu yapilarak filmi ¢ekildi ve filme gore transgenik
kontroller degerlendirildi.
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4. BULGULAR
Calismanin bulgulan iki farkli gen icin (pXGHS ile insan p53-248 genleri) ayn
ayr1 ele alindi

Calismada 8 deney diizenlendi ve her deney bir parti olarak degerlendirildi (Tablo
1A). Her parti kendi i¢inde degerlendirildi. Ornegin; 1. Partide 10 verici (donor) fare
siiperovulasyona alindi. Bunlardan 10%u giftleserek hepsi vaginal plak gosterdiler. Vaginal
plakh farelerin servikal dislokasyonla Sldiiriilmesiyle 20 ovidukt elde edildi ve bunlardan
18’sinde embriyolarla sigmiy ampulla gézlendi. Geriye kalan iki oviduktta ampulla
siskinligi belirlenemediginden degerlendirmeye ahnamadi. 1. gruptaki ciftlesme oram
%100 olarak bulundu (Tablo 1A).

Tablo.1A. Siiperovulasyonun ilk sonuclari:

Donor Fare Vaginal Plak Elde Edilen Top. Ampulla V;ici Farelerde

Sayis1 (n) Sayis1 Ovidukt Sayis1 Sayis1 Ciftlesme Oram
1.Parti: 10 10 20 18 100
2.Parti: 11 9 18 16 80
3.Parti: 10 8 16 14 80
4.Parti: 12 11 22 18 90
5.Parti: 10 9 18 18 90
6.Parti: 10 10 20 18 100
7.Parti: 11 10 20 16 90
8.Parti: 10 9 18 18 90
Kontrol: 10 9 18 14 90




Tablo 1A’da elde edilen bulgularin devamu olan hiicresel bulgular Tablo 1B’de
belirtildi. Tablo 1B’deki 2. parti 6rnek alindifinda, 11 verici fareden 9’unun ciftleserek
vaginal plak goOsterdifi anlasimaktadir. Bu vaginal plakh farelerden 18 ovidukt elde
edildi (Tablo 1A). 18 oviduktun 16’sinda ampulla goriildii ve 16 ampullali oviduktan
toplam 208 hiicre elde edildi. Elde edilen bu 208 toplam hiicreden 160’u zigot, 8’1 ovum
ve geriye kalan 40’1 da bunlarn diginda kalan dejenere olan embriyolardi (Tablo 1B).

Tablo.1B. Siiperovulasyonun Hiicresel Sonuglar::

Siiperovule Disi/ Top.Hiicre Top. Zigot Top.Ovum Top.Dej.Emb
Vag.Plk.Say. Say. (P.Nuklear Safha) Say. Say.
Say.

1.Parti: 10/10 225 171 (%76.00) 9 45

2.Parti: 11/9 208 160 (%76.92) 8

3.Parti: 10/8 189 144 (%76.19) 9

4.Parti: 12/11 270 206 (%76.29) 13 51

5.Parti: 10/9 225 174 (%71.33) 8 43

6.Parti: 10/10 252 192 (%76.19) 12 48

7.Parti: 11/10 256 195 (%76.17) 10 51

8.Parti: 10/9 288 228 (%76.16) 14 46

Kontrol: 10/9 260 200 (%76.92) 13 47
e T e T C T e

Vag.Plk.Say.: Vaginal Plak GOsteren Fare Sayist
Top.Dej.Emb.Say.: Toplam Dejenere Olan Embriyo Sayist
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Vaginal plakh 76 fareden toplam 1913 hiicre elde edilirken fare bagina ortalama
hiicre sayis1 25.17 olarak belirlendi (Tablo 2). Elde edilen bu ortalama hiicre sayisindan
19.34’1i zigot, 1.09’u ovum ve 4.73’tide dejenere embriyo olarak dagiim gosterdi.

Tablo.2. Vaginal Plakh Fare Basina Elde Edilen Hiicresel Sonuglar:

Vag.Plk.Bas.Hiic. Vag.Plk.Bas.Zig. Vag.Plk.Bas.Ovm. Vag.Plk.Bas.D.E
25.17 19.34 1.09 4.73
Kisaltmalar: Vag. Plk Bas.Hic.: Vaginal Plakli Fare Basina Elde Edilen Hilcre S:zym

VagPkBagDE: " " * " " " Dejenere Olan Embriyo Saysi

Ampullalarin herbirinden elde edilen ortalama hiicre sayisi ve dagihimlar1 Tablo
3’de gorilmektedir. Vaginal plak gosteren 76 farede toplam 136 ampullah ovidukt
belirlendi ve ampulla goriilmeyen 16 ovidukt degerlendirme dig1 brrakildi. 136 ampullal
ovidukttan ampulla bagina ortalama toplam 14.06 hiicre elde edildi. Elde edilen bu
hiicrelerden ortalama 10.75’i zigot, 0.61’i ovum ve geriye kalan 2.70’i ise dejenere

embriyo olarak dagihim gosterdi (Tablo 3).

Tablo.3. Ampullah Oviduktan Elde Edilen Hiicrelerin Dagathm Sonuglary:

Amp.Bas.Hiic, Amp.Bas.Zig, Amp.Bas.Ovm. Amp.Bas.D.E.
14.06 10.75 0.61 2.70
% |

Kisaltralar: Amp.Bas.Hic.: Bir Ampulladan Elde Edilen Hilcre Sayist
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Siiperovulasyon sonucu elde edilen bulgulara gére, yapilan 8 deneyde toplam 84
verici (donor) fare kullamldi ve sonuglan Tablo 4’te belirtildi. Kullanilan 84 fareden 76’s1
ciftleserek vaginal plak gosterdiler. Bu 76 fareden 152 ovidukt elde edildi ve elde edilen
152 oviduktun 136’sinda ampulla goriilebildi. 136 ampullah oviduktun agilmasi sonucu
toplam 1913 hiicre elde edildi. Elde edilen hiicrelerden 1470’ zigot, 83’i ovum ve geriye
kalan 360 adeti de dejenere embriyo olarak dagilim gésterdiler (Tablo 4).

Elde edilen toplam 1913 hiicrenin %76.42’si zigot, %4.33’t ovum ve %19.23’ii

dejenere embriyo olarak bulundu.

Tablo.4. Siiperovulasyon Uygulamasindan Elde Edilen Toplam Hiicre Sonugclari:

Top.Ver.

Top.Vag.Plk.

Top.Hiic.

=

Top.Zig.

Top.Ovum.

Top.Dej.Emb.

84

76

1913

1470

8

L — —
Kisaltmalar: Top.Ver.: Hormon Kullanian Toplam Verici Fare Sayist

360
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4.1.2. Mikroenjeksiyon Sonuclan
Kazanilan 1470 zigottan 1269’una mikroenjeksiyon yapildi. Tablo 5’de belirtildigi

gibi, 1. Parti de toplam 171 zigottan 150’sine mikroenjeksiyon ile pXGHS geni aktarilds.
Mikroenjeksiyon sonunda toplam 75 embriyo canh kaldi. Geriye kalan 75 embriyonun
ise gerek mikroenjeksiyon esnasinda gerekse alici anneye transfer yapilincaya kadar

bekletilen siire igerisinde canlihklarmm kaybettiler.

Tablo.5. Mikroenjeksiyon Yapilan Zigotlarin Sonuglary:

PXGHS Geni Toplam Mikroenjeksiyon Mikroenjeksiyon

Verilen Deney Zigot Yapilan Zig.Say. Sonrasi Canh

Gruplan Kalan Zig.Say.

1.Parti Deney 171 150 75 (%50.00)
Sonuglar:

2.Parti Deney 160 140 81 (%517.85)
Sonuglari:

3.Parti Deney 144 124 68 (%54.83)
Sonuglar:

4.Parti Deney 206 160 96 (%60.00)
Sonuglan:

S.Parti Deney 174 150 97 (%:64.66)
Sonuglar:

6.Parti Deney 192 180 122 (%67.77)
Sonuglart:

7.Parti Deney 195 175 105 (%60.00)
Sonuglari:

8.Parti Deney 228 190 125 (%65.78)
Sonuglari:

— —_—
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4.1.3. Embri feri Sonucla

Tablo 5’de goriildiigii gibi mikroenjeksiyon yapilan ve canh kalan embriyolan alica
annelerin (recipient) oviduktuna transfer etmek icin partilere gére dagihm soyle oldu.
1. Parti de toplam 38 alic1 fare 2/1 oraninda vazektomize erkek farelerle ciftlestirildi. 38
fareden 3’ii ciftleserek vaginal plak gosterdiler ve bu partinin ciftlesme oram %7.89,
olarak bulundu. Difer gruplarda ciftlesme oranlan, %10.00, %5.00, %3.33, %S5.00,
%6.66, %2.94 ve %12.50 olarak bulundu.

Yapilan 8 parti deney sonucunda, doniigiimlii olarak kullamlan ahc: farelerden
18’i vazektomize fareler ile senkronize oldu (Tablo 6A). Her bir aha fare basina 20-
25’ser adet embriyo transfer edildi.

Tablo.6A. Mikroenjeksiyon Sonras1 Embriyo Transferi:

Deney Gruplar Top.Alic1.Say. M.enj.Son.Top.Em AlcrBas.Trn.Yap.
Vag.Plk.Alicx Emb.Say.
1.Parti igin: 38/3 75 20
2.Parti igin: 30/3 81 20
3.parti igin: 2011 68 25
4.Parti igin: 30/1 25
5.Parti igin: 4072 97 25
6.Parti i¢in: 3012 122 25
7.Parti igin: 34/1 105 25
8.Parti igin: 40/5 125 25
Kontrol: 45/5 - 25

Kisaltmalar: Mﬁni.S% Top.Emb.; Mikroenjeksiyondan Sonraki Toplam Embriyo.
Ab.Bas. Trn.Yap.Emb.Say.: Alict Fare Bagina Transfer Yapilan Embriyo Sayst.



4.14.

1
Embriyolarin transferinden elde edilen sonuglarin gruplara gére dagilimi asagida

yazildigh sekilde bulundu (Tablo 6B).

1.Parti: 3 alica anneden sirasiyla 3-4-4 ’er adet olmak {izere toplam 11 yavru elde edildi

(Resim 17). Bu alicilarin sirasiyla dofum oranlar %15, %20 ve %20 dir.

2.Parti: 3 alicidan 4-3 ve 1’er ad. yavru dogdu dogum oram %20, %15 ve %5 oldu

3.Parti: 1 alicidan 2 ad. yavru dogdu ve dogum oram %8 oldu.

4.Parti: 1 alicidan 3 ad. yavru dogdu ve dogum oram1 %12 bulundu.
5.Parti: 2 ahcidan 6-7 ad. yavru dogdu ve dofum oranlan %24 ve %28 dir
6.Parti: 2 ahcidan 5-9 ad. yavru dogdu ve dogum oranlar1 %20 ve %36 dir.
7.Parti: 1 ahcidan 1 ad. yavru dogurdu ve dofum oram %4 dir.

8.Parti: 5 alicidan sirasiyla 4-5-3-1-5’er ad. yavru elde edildi dofum oranlan sirasiyla

%16, %20, %12, %4 ve %20 oldu.

Kontrol grubunda ise, 5 alicidan sirasiyla 8-7-5-9-10°ar yavru elde edildi ve dogum
oranlan sirasiyla %32, %28, %20, %36 ve %40 olarak bulundu.
Tablo.6B. Embriyo Transferi ve Dogum Sonuclar:

e T

Deney Yapilan Transfer Trn.Yap.Top.Al. ;Fare Ba@DJ
Partiler Yap.Top.Emb. Sayis1 Yavru Sayillan

1.Parti: 60 3 3-4-4=11
2.Parti: 60 3 4-3-1=8
3.Parti: 25 1 2

4.Parti: 25 1 3

5.Parti: 50 2 6-7=13
6.Parti: 50 2 5-9=14
7.Parti: 25 1 1

8.Parti: 125 5 4-5-3-1-5=18
KONTROL: 125 5 8-7-5-9-10=39
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4.1.5. S nucl

Bu béliimde her partinin dogum oranlari, dofan yavrularin transgenik sayisi ile
transgenik ylizdeleri verildi (Tablo 7). Ornegin; 1. Parti de yapilan deney sonucunda ovi-
dukta transfer yapilan toplam 60 embriyodan toplam 11 yavru dogdu (Tablo 6B) ve
dogan 11 yavrudan 1’inin transgenik oldugu belirlendi. 1. partinin transgenik oram1 %9.09
olarak saptandi. Ayrica 3’iincii partiden 8'inci partiye kadar yapilan transgenik kont-
rollerde transgenik fare elde edilemedi (Tablo 7).

Tablo.7. Embriyo Transferinin Dogum ve Transgenik Oranlarimn Dagilimlar:

Deney Yapilan Dogian Yavru Dogum Oram Dogian Ya@ Yavrular
Partiler Sayis1 (%) Transgenik Olanlarin | Transgenik
Sayisi Oram (%)
1.Parti: 11 18.33 1 9.09
2.Parti: 8 1333 2 25.00
3.Parti: 2 8.00 - -
4.Parti: 3 12.00 - -
5.Parti: 13 26.00 - -
6.Parti: 14 28.00 - -
7.Parti: 1 4.00 | - -
8.Parti: 18 14.00 - -
| I S S R W——
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4.1.6. pXGHS Geninin Toplu Sonug¢lan

Yiriitiilen toplam 8 parti deneyin sonuglari, bagtan sona rakamsal olarak Tablo -
8’de verildi. Bu yapilan toplam 8 parti deneyde 84 verici (donor) fare siiperovule edildi.
Bunlardan 76’s1 ¢iftleserek vaginal plak gosterdi ve bu farelerden 68’inde ampullah ovi-
dukt belirlendi (Tablo 1A). 136 ampulladan 1470 zigot elde edildi. Bu zigotlardan
1269’una mikroenjeksiyon ile pXGHS gen konstrakti enjekte edildi.

Yapilan mikroenjeksiyon sonucunda 769’unun canh oldufu belirlendi ve 420’si
toplam 18 alic1 (recipient) annenin oviduktuna transfer edildi (Tablo 7). Transfer sonu-
cunda toplam 70 yavru elde edildi. 70 yavrudan ise 3’iiniin transgenik oldugu tespit
edildi.

Tablo 8'deki sayisal bulgularin oranlan soyle bulundu: Zigotlarin % 86.32’sine
mikroenjeksiyon yapildi ve bu zigotlardan %60.59’unun yasadif belirlendi. Bu embriyo-
lardan % 54.61’i ahci annelerin oviduktuna transfer edildi ve dofum oram % 16.66
bulundu. Dogan bu yavrulardan % 4.28’inin transgenik oldufu yapilan kontrollerle

saptandi.

Tablo.8. Yapilan 8 Parti Deneyin Toplu Sonuclar::

Kisaltmalar: Kul. Top Fare.Say.: Kullanidan Toplam Fare Sayist.

Top. ML.E.Yap.Zig.Say: Toplam Mikroenjeksiyon Yaplan Zigot Sayist.
Top. M.E.Son. Yas.Emb.Sqy.: Toplam Mikroenjeksiyon sonras: Yagayan Embriyo Sayist.

Top.Dog. Yav.Say.: Toplam Dogar Yavru Sayst.
Top.Tge.Fare Say.: Toplam Transgenik Fare Sayist.

Kul.Top. Top.Zig. | Top.M.E. Top.M.E Trn.Yap. Top.Dog. Top.Tge.
Fare Say. Yap.Zig.Say | Son.Yas.Say | Top.Emb.Say Yav.Say. Fare Sy.
84 1470 1269 769 420 70 3
I N E—
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SO

4.2.1. Siiperovulasyon Sonuclan

Her deney bir parti olarak degerlendirildi (Tablo 9A). Her partide kullamlan fare
sayilar1 kendi deney grubu iginde degerlendirildi. Ornegin; 1. parti de 10 verici (donor)
fare siiperovulasyona alindi. Bunlardan 9"u ¢iftleserek vaginal plak gosterdiler. Vaginal
plakh farelerin servikal dislokasyonla &ldiiriilmesiyle 18 ovidukt elde edildi ve bunlardan
16 tanesinde embriyolarla sigmis ampulla gozlendi. Geriye kalan iki oviduktta ampulla
siskinli§i belirlenemediginden degerlendirilmeye alinamadi. 1. gruptaki ciftlesme oram

% 90 olarak bulundu (Tablo 9A).

Tablo.9A. Siiperovulasyonun ilk Sonuclar:

Donor Fare Vaginal Elde Edilen— Top.Amp.Sayisi Verici Farelerde
Sayis1 (n) Plak Sayisi Ovidukt Sayisi Ciftlesme Oram
1.Parti: 10 9 18 16 90
2.Parti: 10 9 18 18 90
3.Parti: 10 9 18 18 90
4.Parti: 11 10 20 18 90
5.Parti: 10 8 16 16 80
6.Parti: 11 10 20 18 90
Kontrol: 10 9 18 16 90
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Tablo 9A’da elde edilen parti bulgularinin verileri dogrultusunda Tablo 9B’de
hiicreler ile ilgili bulgular belirtildi. Bu bulgulara gore 2. parti’yi 6rnek verirsek 10 verici
fareden 18 ovidukt elde edildi (Tablo 9A). 18 oviduktun 18’sinde ampulla goriiliip
(Tablo 9A) bunlardan toplam 288 hiicre elde edildi (Tablo 9B). Bu 288 hiicreden 222’si
zigot, 11’i ovum ve geriye kalan 55’i de dejenere embriyo olarak degerlendirildi (Tablo

9B) .

Tablo.9B. Siiperovulasyonun Hiicresel Sonuclar::

Siiperovule Disi/ Top.Hiicre Top. Zigot Top.Ovum Top.Dej.EmbT-—‘
Vag.plk.Sayisi Sayisi (P.Nuklear Safha) Sayisi Sayis1

1.Parti: 10/9 240 185 (% 77.08) 9 46

2.Parti: 10/9 288 222 (% 77.08) 11 55

3.Parti: 10/9 252 204 (% 80.95) 12 36

4,Parti: 11/10 270 219 (% 81.11) 13 38

S.Parti: 10/8 224 183 (% 81.69) 9 32

6.Parti: 11/10 306 233 (% 76.14) 15 58

Kontrol: 10/9 240 . 197 (% 82.08) 9 34
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Vaginal plakl 55 fareden toplam 1580 hiicre elde edilirken, fare basina ortalama
hiicre sayis1 28.72 olarak belirlendi. Elde edilen bu hiicrelerden 22.65’i zigot, 1.25’i ovum
ve 4.811 de dejenere embriyo olarak dagilim gosterdi (Tablo 10).

Tablo.10. Vaginal Plakh Fare Bagina Elde Edilen Hiicresel Sonuglar:

Vag.Plk.Bas.Hiic. Vag.Plk.Bas.Zig. Vag.Pik.Bas.Ovm. Vag.Plk.Bas.D.E

28.72 22.65 1.25 4.81

— e ——

Bir ampulladan elde edilen hiicre sayis1 ve dagiimlar: Tablo 11’de goriilmektedir.
Buna gore 55 vaginal plak gosteren farede toplam 104 ampulla goriildii (Tablo 9A).
Ampulla bagina ortalama 15.19 hiicre elde edildi, bu hiicrelerden 11.98’i zigot, 0.66’s1

ovum ve 2.54’li de dejenere embriyo olarak belirlendi (Tablo 11).

Tablo.11. Ampullali Oviduktlardan Elde Edilen Hiicrelerin Dagihm Sonugclari

===

Ampulla Bas.Hiic.Say. | Ampulla Bas.Zig.Say. Ampulla Bas.Ovm.Say. Amp.Bas.Dej.Emb.

15.19 11.98 0.66 2.54

Siiperovulasyon sonucu elde edilen bulgulara gére yapilan 6 deneyde toplam 62
verici (donor) fare kullamldi (Tablo 9A) ve sonuglar Tablo 12’de belirtildi. Yapilan 6
deney sonucu 55 fare ¢iftleserek vaginal plak gosterdiler. Bu vaginal plakh farelerden
104 ampullah ovidukt belirlendi ve bu ampullah oviduktlardan toplam 1580 hiicre elde
edildi (Tablo 9B). Bu hiicrelerden 1246’s1 zigot, 69°u ovum ve geriye kalan 265’i de deje-
nere embriyo olarak bulundu (Tablo 12). Elde edilen toplam 1580 hiicrenin %78.86’si
zigot, %4.36"1 ovum ve %16.77’si dejenere embriyo olarak dailim gosterdi

Tablo.12. Siiperovulasyon Sonucu Elde Edilen Toplam Hiicresel Sonuglar:

Top.Ver. Top.Vag.Plk. Top.Hiic. Top.Zig. Top.Ovum. Top.Dej.Emb.

62 55 1580 1246 69 265
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4.2.2. Mikroenjeksiyon Sonuclar
Kazanilan 1580 hiicreden 1246 zigotta mikroenjeksiyon yapilarak P53-248 geni

verildi (Tablo 13). Tablo 13’de belirtildii gibi 1. parti ele alimirsa toplam elde edilen 185
zigottan 160’ mma mikroenjeksiyon ile P53-248 geni aktarildi. Yapilan gen aktarim iglem-
inden sonra geriye 80 canh embriyo kaldi (Tablo 13). Geriye kalan 80 embriyo gerek
mikroenjeksiyon esnasinda gerekse alic1 anneye transfer yapilincaya kadar bekletilen siire
icerisinde canliiklarim kaybettiler.

Tablo.13. Mikroenjeksiyon Yapilan Zigotlarm Sonuclar:

P53 Geni Verilen Toplam Mikroenjeksiyon Mikroenjeksiyon
Deney Partileri Zigot Yapilan Zig.Say. Sonras: Canh
Kalan Zig,Say.
1.Parti: 185 160 80 (% 50.00)
2.Parti: 222 180 90 (% 50.00)
3.Parti: 204 170 85 (% 50.00)
4.Parti: 219 160 112 (% 70.00)
5.Parti: 183 160 120 (% 75.00)
6.Parti: 233 190 114 (% 60.00)
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4.2.3. Embriyo Transferi Sonuclan
Tablo 14 A’da gibi mikroenjeksiyon yapildiktan sonra canli kalan ve alici

annelerin (recipient) oviduktlarina transfer edilen embriyolarin partilere gére dagihmi
gozlenmektedir. Ornegin: 1. parti de toplam 42 ahci fare 2/1 oraninda vazektomize erkek
farelerle ciftlestirildi ve 42 fareden 2’si ciftleserek vaginal plak gosterdi. 1. partinin ¢ift-
lesme oram %4.76 olarak bulundu. Diger gruplardaki ciftlesme oranlari sirasiyla %10.00,
%9.09, %10.00, %35.71 ve %10.52 olarak bulundu (Tablo 14A).

Yapilan toplam 6 parti deney sonucunda doniigiimlii olarak kullamilan ahc: fare-
lerin 20’si vazektomize fareler ile senkronize oldu (Tablo 14A). Alici fare bagina Tablo
14A’da belirtildigi gibi 20’ser embriyo transfer edildi.

Tablo.14A. Mikroenksiyon Sonrasi1 Embriyo Transferi:

Deney Gruplan Top.Ah.Say. M.enj.Son.Can.Emb Al.Bas. Trn.
Vag.Plk.Ah. Yap.Emb.Say.

1.Parti: 422 80 20

2.Parti: 40/4 90 20

3.Parti: 44/4 85 20

4.Parti: 40/4 112 20

S.Parti: 352 120 20

6.Parti: 38/4 114 20

Kontrol: 40/5 - 20

| I N—

Kisaltmalar: M.Enj.Son.Can.Emb.: Mikroenjeksiyondan Sonra Canli Kalan Embriyo Sayist.
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4.24. Sonucla
Embriyolarin transferinden elde edilen sonuglarin gruplara gére dafilimi asagida
yazildi$1 sekilde bulundu (Tablo 14B):
1.Parti: Fare bagmna 20’ ser embriyo transferi olmak iizere 40 ad embriyo 2 ad. alic
fareye verildi. Sirasiyla 1-6 ad. yavru elde edildi ve dogum oranlan %5-%30

bulundu.
2.Parti: Dogum oranlan sirasiyla %10, %30, %35 ve %35 olarak bulundu.
3.Parti: " " " %50, %40, %45 ve %30 " "
4.Parti: " " " %35, %15, %25 ve %30 " "
S.Parti: Dogum Yok
6.Parti: " " " %40, %50, %10 ve %10 " "

Kontrol grubunda ise, 5 ahci anneden sirasiyla 8-10-5-7 ve 6’sar yavru elde edildi.
Dogum oranlan sirasi ile %40, %50, %25, %35 ve %30 olarak bulundu (Tablo 14B).

Tablo.14B. Embriyo Transferi ve Dogum Sonuclar::

_—
Deney Gruplan Transfer Trn.Yap.Top.Ah. Fare Bag.Dogan
Yap.Top.Emb. Sayisi Yavru Sayilan=
Top.Dog.Yav.Say.
1.Parti: 40 2 1-6=7
2.Parti: 80 4 2-6-7-7=22
3.Parti: 80 4 10-8-9-6=33
4.Parti: 80 4 7-3-5-6=21
S.Parti: 40 2 Dogum yok.
6.Parti: 80 4 8-10-2-2=22
KONTROL: 100 5 8-10-5-7-6=36
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4.2.5. Transgenik Sonuclar

Tablo 15°de dogum oranlan ile dogan yavrularin transgenik sayis ile transgenik
yiizdeleri verildi. Bu sonuclara gore 1. partiyi 6rnek verirsek embriyo transferi yapilan
toplam 40 embriyodan (Tablo 14B) 7 yavru elde edildi ve 1. partinin dofum oram %17
olarak bulundu (Tablo 15). Bu parti de yapilan transgenik analizlerde transgenik fare
saptanamadi. Fakat 3. parti de doan 33 yavrudan 3’iiniin transgenik oldugu belirlendi.
3. partinin transgenik oram1 % 9.09 bulundu (Tablo 15).

Tablo.15. Embriyo Transferinin Dogum Ve Transgenik Oranlarmin Daglimlar:

Deney Dogan Dogum Oram Dogan Yavrulardan | Dogan Yavrularn
Gruplan Yavru Sayis1 (%) Transgenik Olanlarin | Transgenik Oram
Sayis1 (%) -
1.Parti: 7 17.50 - -
2.Parti: 22 27.50 - -
3.Parti: 33 41.25 3 9.09
4.Parti: 21 26.25 2 9.52
5.Parti: 0 0 - -
6.Parti: 22 27.50 1 4.54
i —
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4. 53. inin Toplu Sonu

Yapilan gahsmada 6 parti deneyin sonuglan toplu olarak degerlendirildiginde
(Tablo 16). 6 deney sonucuna 52 ampullah oviduktan 1246 zigot elde edildi. Zigotlardan
1020’sine mikroenjeksiyon ile P53-248 geni verildi ve enjeksiyon sonununda 601 embriyo
canli kaldi. Canh kalan bu embriyolardan 400’{i fare bagina 20’ser embriyo olmak iizere
toplam 20 alic1 annenin (recipient) oviduktuna transfer edildi. Bu transferler sonunda
105 yavru dogdu ve bu yavrularin kontrollerinde 6’simin transgenik oldugu saptand:
(Tablo 16).

Tablodaki bulgularin oranlan §oyledir: Zigotlarin %81.86’sina mikroenjeksiyon
yapidi ve bu zigotlardan %58.92’si yagadi geriye kalan %41.07’si 6ldi. Yasayan
%58.92’lik embriyonun %66.55°1 20 alicinin oviduktuna transfer edildiler. Transfer sonras:
dogum oram %26.25 bulundu. Dogan bu %26.25 yavrunun %35.71’inin transgenik oldugu

yapilan kontrollerle saptandi.

Tablo.16. Yapilan 6 Parti Deneyin Toplu Sonuglar:

|

Trn.Yap. Top.Dog. Top.Tge.
Top.Emb. Yav.Say. Fare Sy.
Sayis1

62 1246 1020 601 400 105 6 i




5. SONUC VE TARTISMA
Son yillarda gerek laboratuvar ve gerekse ¢iftlik hayvanlarinin iyilestirilmesi ama-

ciyla cesitli teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerin basinda embriyo transferi gelmektedir.
Embriyolarin in vitro yasam kosullarinin saglanmasi, embriyolar iizerinde daha detayh
caliymalar1 da beraberinde getirmistir. Gen miihendisligi alamndaki gelismeler sayesinde,
embriyolar iizerinde gesitli uygulama imkanlan ortaya ¢ikmgtir. Embriyolara gen trans-
feri ile transgenik hayvanlarin elde edilmesi giindeme gelmis ve yaygin olarak uygu-
lanmaya baglanmustir (19,21,45,66,73).

Cesitli genlerin mikroenjeksiyon teknii ile transferi bir ¢ok ciftlik hayvanlarinda
gerceklestirilmistir (40,66). Bu genlerin transferi sonucunda genlerin expresyonu saglan-
mus, fakat expresyon yiizdesi diigiik bulunmustur. Elde edilecek yeni flizyon gen kom-
binasyonlarinin transgenik evcil hayvanlarin gelistirilmesinde etkili olaca diisiiniil-
mektedir. Ciftlik hayvanlarinda embriyo manipulasyonu ve bir¢ok yeni genetik teknikler
¢ok hizh bir sekilde ilerlemektedir. Su anda diinyanin bir ¢ok laboratuvarinda bu konular
ile ilgili olarak cahsilmakta ve cesitli alanlardaki problemlerin ¢6ziimii i¢in embriyo ve
gen manipulasyonlar1 umut 15181 olarak goziikmektedir (21,23,73).

Sunulan ¢ahgma, bu bilgilerin 1511 altinda diigiiniilerek transgenik fare elde etmek
amaciyla gerceklestirildi. Temel olarak, siiperovulasyon uygulanmig donorlardan elde edi-
len embriyolara iki ayr1 grup altinda iki farkh gen konstrakti (pXGHS, p53-248) verildi.

Birgok aragtirmaci gerek normal embriyo transferinde ve gerekse mikroenjeksiyon
teknigi ile gen aktarimi uygulamalarinda, hibrid fare embriyolan ile ¢alisildifinda verimin
daha yiiksek oldufunu belirtmiglerdir (2,3,17,25,27,42).

Caligmanin materyali segilirken CB6 hibrid (F,) farelerin iizerinde durulmasinda
Arat ve ark.’larimn (2,3), Onerileri dogrultusunda hareket edildi ve aragtiricilarin elde
ettikleri yiiksek ¢iftlesme oram ile embriyo sayilan esas alinda.
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Embriyo eldesi i¢in yapilan her iki ¢alisma grubunda siiperovulasyon igin fare
bagina 5’er IU olmak iizere PMSG ve hCG hormonlan kullamldi. 1’nci ¢alismada siiper-
ovulasyona alinan toplam 84 fareden 76’s1 (%90.47) ciftleserek vaginal plak gosterdi.
2’nci grupda ise yapilan 6 parti deneyde kullanilan 62 fareden 52’si (%83.87) ciftlesti.

Yapilan baz siiperovulasyon caligmalarinda da (2,13,81), PMSG ve hCG hor-
monlarnt S’er IU intra peritonal olarak kullamimigtir. Cahsmada elde edilen ¢iftlesme
oranlar, Rafferty (68), Spindle ve ark. (74), Dickmann (24) ve Van der Putten (81)’nin
elde ettidi ciftlesme oranlarindan yiiksek bulunurken (%90.00), Gordon ve ark. (30),
DePamphilis ve ark. (23)’min ve yapilan bir difer ¢ahsmammn (2) sonuglarindan biraz
daha diigiik olmakla birlikte, yaklagik benzer oranlarda gerceklesmistir.

Yapilan ¢cahigmada, 1. grupda vaginal plak gosteren 76 fareden 68’inde ampullah
ovidukt belirlenerek, toplam 1913 hiicre ve ampullah fare bagina ortalama 28 embriyo
elde edildi. Elde edilen bu hiicrelerden 1470’inin (%76.84) pronukleus gdsteren zigot
oldugu belirlendi. 2. grupda ise, vaginal plak gisteren 62 fareden 52’sinde ampullah ovi-
dukt belirlendi. Toplam 1580 hiicre ve ampullal fare bagina ortalama 30 embriyo elde
edildi. Elde edilen bu hiicrelerden 1246’s1 (%78.86) zigot olarak saptandi. Cahsma-
larimizda elde ettigimiz embriyo sayis1 Van der Putten (81), Brinster ve ark. (13),
Kaufman ve ark. (47), Gordon ve ark. (30), Arat ve ark. (2) ve Church ve ark.
(21)larinn elde ettifinden daha yiiksek fakat, DePamphilis ve ark. (23)’mn gozledigi
sonuglardan daha diigiik bulundu.

Sunulan ¢aligmada, 1. grupta elde edilen 1470 zigottan 1269’una (%86.32) pXGHS5
gen konstrakt: solusyonundan (konsantrasyon: 2 pg/ml) 1 piko litre enjekte edildi. Mikro-
enjeksiyon sonrasi 1269 zigottan 758’si (%60.59) canh kald1. 2. grupta ise, 1246 zigottan
1020’sine (%81.86) p53-248 geni 1. gruptaki gen gibi aym hacim ve konsantrasyonda
verildi ve mikroenjeksiyon sonucu 601 (% 58.92) zigot canh kald1.

Mikroenjeksiyon ile gen konstrakti verilen embriyolarn yagama oranimn % 50-80
arasinda degistigi bildirilmektedir (3,22,23,33,42).



Mikroenjeksiyon sonrasi canh kalan embriyo oranlarim, Petters ve ark. (65), %
57.7 , Gunderson (33) ise % 50 , Costantini ve ark. (22) % 50 olarak bildirirken, Van
der Putten (81) bu degerleri %60 ile %66 arasinda, Hogan ve ark. (42) ise %66 olarak
bulmuslardir.

Sunulan bu ¢cahiymada mikroenjeksiyon sonrasi zigot canhlik yiizdeleri, kullanilan
iki degisik gen grubu (pXGHS5 ve p53-248) arasinda istatistiki bir fark olmadifim1 gos-
termektedir (P > 0.05).

Church ve ark. (21) baz1 genlerin birka¢ bin kopyasinin fare zigotlarina enjekte
edildiinde, fare yavrularinin % 25’nin transgenik oldugunu bildirmiglerdir. Aym arag-
tiricilar, mikroenjeksiyon sonrasi canh kalan zigotlan in vitro kiiltiire almiglar ve morula
safhasina ulasan 44 embriyodan transfer sonras: 28 yavru elde etmislerdir.

Brinster ve ark. (13) transgenik fare eldesinde sonuglara etki eden faktérleri ince-
ledikleri caliymalarda elde ettikleri sonuglara gére, birkag yiiz DNA kopyasinin embriyo
icin toksik olmadigini ve kullanilan bufferin 0.1-0.3 mM EDTA konsantrasyonunda olma-
sinin uygun oldugunu gostermiglerdir. Ayrica, aym arastinicilar (13) C57BL/6J x SJL/J
farelerin ¢aprazlamasindan olusan F, irki farelerin kullaniimastyla % 44.8 transgenik fare
elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Yaptifnmz 1. grup calismalarda ahci: annelerin herbirine 20-25 embriyo transfer
edilmis ve transfer edilen 420 embriyodan 70 yavru (% 16.66) saglanmigtir. Buna kargilik,
mikroenjeksiyon yapilmamig kontrol grubunda elde edilen yavru yiizdesi % 31.2 olarak
tespit edilmistir. 2. grup ¢gahsmalarimizda ahci annelerin herbirine 20 embriyo transferi
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada, 400 embriyonun alic1 annelere transferi sonucunda 105
yavru (% 26.25) elde edilirken, ikinci grup kontrollerde yavru elde yiizdesi % 36 olarak
saptanmustir.

Benzer caliymalarda, Jaenisch ve ark. (46) % 38.75, Van der Putten (81) % 25,
Lin (52) % 15, Barmaga (7) % 25, DePamphilis ve ark. (23) % 25, Gunderson ve ark
(33) % 21 Costantini ve ark. (22) % 11.5, Harbers ve ark. (41) %40 yavru elde
yiizdelerine ulagmuglardir. 1. ve 2. grupta elde ettigimiz sonuglarin ortalamas, literatiirde
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bulunan yavru eldesi yiizde ortalamalarina denk diigmektedir. 1’nci ve 2'nci grup kendi
aralarinda dofum oram agisindan istatistiki ydonden degerlendirildiinde, iki grup arasinda
ikinci grup ¢ahsmalarin lehine 6nemli derecede farklihk belirlenmistir (P<0.001). Bu
istatistiki Gnemliligin, pXGHS geninin enjeksiyonu sirasinda ortaya gikan giicliiklerden,
verilen genin toksisitesinden ve embriyo transferi sirasindaki operatif zorluklardan kay-
naklanmug olabilecegi diisiiniilmektedir. Halbuki, kontrol gruplarinin kendi aralarindaki
farklarin istatistiki kargilagtirmalarinda herhangi bir anlamlih§a rastlanmadi (P>0.05). Bu
sonuglar, 1. ve 2. gruptaki yavru eldesi farklihifinin, daha ¢ok embriyo transferi dncesi
zorluklardan veya hatalardan kaynaklandiim isaret etmektedir. Transgenik yiizdeleri
(Integration frekansi), 1. grupta elde edilen yavrularda % 4,28, 2. grupta ise, % 5.7dir.
1. grupta elde edilen transgenik farelerde fenotipik yonden bir bilylime goriilmediginden,
aktarilan genin eksprese olmadif diigiiniildii. pXGHS geni verilen 1°’nci grup ile p53 geni
verilen 2'nci grupda dofan yavrularin transgenik oranlari kendi aralarinda kargilas-
tirildiginda, istatistiki bir farkhilik goriilmemistir (P>0.05).

Bulunan bu degerlerin, baz1 arastiricilarin elde ettikleri verilerle karsilagtinldifinda
daha diigiik olduklan goriilmektedir (7,12,13,17,33,65,75,81).

Yapilan caligmada, elde edilen zigotlarin mikroenjeksiyon sonrasinda canh kalma
oranlan ve yavru elde etme ylizdesi, literatiir verileri ile benzer sonuglar vermektedir.
Bu da mikroenjeksiyon tekniginin ve embriyo transferinin optimize oldugunu fakat, trans-
genik fare yiizdesinin diigiik olmas1 nedeninin, daha ¢ok transgenik analizlerin (Dot-Blot
Hibridizasyon) heniiz yeterince optimize olmadi$ kaygisim veya enjekte edilen gen kons-
traktlarinin hazirlanmas: agsamasinda yeni optimizasyonlarin gergeklestirilmesi ihtiyacini
giindeme getirmektedir (4,7,12,17,19,23,42,65,70,81).

Transgenik calismalarda hazirlanan DNA fragmentinin konsantrasyonu, piirifi-
kasyonu, DNA’nin biiyiikliiii, DNA’nm sekli [supercoiled, linear], enjeksiyon bufferinin
kompozisyonu, enjeksiyonun sekli (pronukleus, sitoplazma v.s), enjeksiyonun hangi
pronukleusa verildi§i ve sonugta verici (donor) ile alic1 (recipient) olarak kullamlan fare
wklarimin uygunlugu gibi parametrelerin, transgenik yavru elde edilmesinde etkili
olaca@ belirtilmektedir (13,23).
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Baz1 aragtinicilar (7,40,47,66,67,73,78), koyun, domuz, tavgan ve sifirlarda yap-
tiklar1 transgenik hayvan eldesinde, elde ettikleri integrasyon frekansim, farelere oranla -
cok diisiik bulduklarim bildirmislerdir.

FElde edilen sonuglar dogrultusunda, mikroenjeksiyon tekniginin ve embriyo trans-
ferinin optimize oldugu diigiiniilmektedir. Ileride, sigir, koyun, kegi ve domuz gibi
hayvanlarin embriyolarina gen transferi yaparak transgenik ¢iftlik hayvanlan elde edil-
mesi planlanabilir. Transgenik hayvan eldesi ile, cesitli hastaliklarin modellendirilmesi,
fonksiyonlar1 heniiz bilinemeyen genlerin ve mutant genlerin fonksiyonlarinm incelenmesi
(In vitro mutagenesis) ve biyomedikal &nemi olan molekiillerin (cytokinler, ag1 antijenleri
v.b.) ciftlik hayvanlarinda geni§ Olcekte tiretilmesi (biyofarming) ve benzeri uygulama
alanlarinin gelistirilmesi amaclanmaktadir.

Yapilan bu ¢alisma ile, ileride gerek hayvan islahi ve gerekse insan saghi$ acisin-
dan Onemli transgenik uygulamalarin yapilabilmesi i¢in, bir alt yap:1 olusturulduuna
inanilmaktadir.
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6. OZET

Sunulan ¢aliymada iki farkh gen konstrakt: kullanilarak transgenik fare elde edi-
Imesi amaclandi. Bu dogrultuda arastirma, farelerede siiperovulasyon, embriyolarin kaza-
mlmasi, kazamlan embriyolara mikroenjeksiyon teknii ile gen transferi, gen transferi
yapilmig embriyolarmn ahci (recipient) annelerin oviduktuna cerrahi yol ile transferi ve
transferden dogan yavrularin, transgenik analiz yontemleri kullanilarak tespit edilmesi
olmak iizere 5 asamada gergeklesti.

Bu galiymada CB6 hibrid (F1) irk farelerden 146’s1 verici ve 38’i alic1 olmak iizere
toplam 184 adet fare kullanildi. Damizlik olarak aym irktan 30 erkek, alicilarm senkro-
nizasyonu igin de 30 vazektomize fare kullamildi.

Sunulan ¢aliymada, verici farelerin siiperovulasyonlan1 S’er LU PMSG ve hCG
hormonlar uygulanarak gergeklestirildi. Vericilerden elde edilen zigotlarin erkek pronuk-
leuslarina 1’nci grupta pXGHS, 2’nci grupta p53-248 gen konstraktlar1 mikroenjeksiyon
teknigiyle verildi. Bu zigotlar alic1 (recipient) annelerin oviduktuna cerrahi yol ile transfer
edildi. Transferden dogan yavrularin transgenik kontrollann Dot-Blot hibridizasyon
yontemi ile yapildi.

Her iki deney gruplarinda alinan sonuglar toplu olarak sdyle bulundu:

1. grupta 1470 zigot elde edildi ve bu zigotlardan 1269’una (%86.32) mikroenjeksiyon
ile pXGHS geni verildi. Bu zigotlardan 769’ unun (%60.59) canh olduguna karar verildi
ve 420’si (%54.61) alic1 annelerin oviduktuna transfer edildi. Yapilan bu transfer sonunda
70 yavru (%16.66) elde edildi. Yapilan transgenik kontrollerde elde edilen yavrulardan
3’iiniin (%4.28) transgenik oldugu belirlendi.

2. grupta 1246 zigot elde edildi ve bu zigotlardan 1020’sine (%81.86) mikro-
enjeksiyon ile p53-248 geni verildi. Bu zigotlardan 601’inin (%58.92) canh olduguna karar
verildi ve 400’ (%66.55) alicilarin oviduktuna transferi edildi. Transfer sonunda 105
(%26.25) yavru elde edildi. Yapilan transgenik kontrollerde elde edilen yavrulardan
6’smin (%5.71) transgenik oldugu saptandi.
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Her iki grup kendi i¢lerinde contingency Chi-square test istatistik yontemiyle kar-
silastiriid: ve su sonuglar elde edildi. Her iki grupta mikroenjeksiyon yapilan zigotlarin
canlilk oranlan kargilagtirildifinda istatiksel anlamliik bulunamadi (P>0.05). Iki grup
dogum oranlar1 bakimindan karsilagtirildifinda ise p53-248 geni uygulanan grup lehine
istatiksel bir anlamhhk goriildii (P<0.001). Dogum oranlan yoniinden 1. grup kontrol
grubu ile karsilagtinldifinda, deney grubunun oranlan 6nemli derecede diigiik bulunurken
(P<0.001), 2. grup ile kontrol grubu arasmnda dogum oranlarn ydniinden 6nemli bir fark
olusmadi$ goriildii. Son olarak her iki grup kendi iglerinde transgenik fare eldesi ag-
sindan kargilagtiriidifinda aradaki farkin istatiksel acidan 6nemli olmadifn belirlendi
(P>0.05).

Enjeksiyon yapilmig embriyolardan yavru elde edilmesi nedeni ile mikroenjeksiyon
tekniginin ve embriyo transferinin optimize oldugu sdylenebilir. Ileride yiiriitiilecek ¢ahs-
malarla da elde edilecek optimizasyonundan sonra, sifir, koyun, keci ve domuz gibi hay-
vanlarin embriyolarina gen transferi yaparak transgenik ¢iftlik hayvanlar elde edile-
bilecegi iilkemiz igin de diigliniilmektedir.
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7. SUMMARY

STUDIES FOR THE PRODUCTION OF TRANSGENIC MICE

The main objective of the thesis was to obtain transgenic mice by using two diff-
erent gene constructs. The experimental strategy consisted of 5 main steps which were
summarized as, superovulation of the mice, embryo collection from the superovulated
mice, gene transfer to the collected embryos via microenjection, the implantation of the
embryos into the oviduct of recipients, and the control of the newborn mice with trans-
genic analysis procedures.

In total 184 female mice (CB6 F; hybrid) were used. The number of the donor
female mice was 146. 38 mice were used as recipient mothers. For the syncronization
of the recipient mothers, 30 vasectomized male mice of the same strain were used.

In the study, the superovulation was obtained with PMSG and hCG with a con-
centration of 5 IU. The gene contructs, pXGHS5 and p53-248, were microinjected into
the male pronuclei of the collected zygotes, and then these microinjected zygotes (about
20-25) were transferred into the oviduct of the recipient mother. The new born trans-
genic mice were checked by a dot-blot hybridization protocol.

The results of the two experiment can be summarized as follows:

In the first group, 1470 zygote were obtained and 1269 (86.32%) were micro-
injected with the pXGHS gene of these zygotes 769 (60.59%) proved to be alive after
the injection. And 420 of them were transfered into the recipient mothers (54.61%). As
a result, 70 off-springs were obtained. Out of these 3 (4.28%) proved to be transgenic.

In the second group, 1246 zygotes were obtained and 1020 (81.86%) of them
were microinjected with the p53-248 gene. 601 zygotes (58.92%) proved to be alive after
the injection. And 400 (66.55%) of them were transfered to the recipient mothers. 105
(26.25%) off-springs were obtained. Out of these 6 (5.71%) proved to be transgenic.
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All statistical data were discussed using the Chi-square test.

No significant statistic relationship between the numbers of the live zygotes used
in the two experiments could be found (P>0.05). When the birth ratios of the two
group’s were compared, a statistically significant value (P<0.001) was found for the p-53-
248 gene. While comparison of the first group’s birth rates with the control group sho-
wed a significant drop, no such difference was found for the second group. Comparision
of the ratio of transgenic mice in both groups of showed no significant difference
(P>0.05).

According to the data obtained, the transgenic mice production was optimized.
And in the future we think that this technique will help us in the production of live

stock like cows, sheep, goats and pigs which are important for Turkish farmers.
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- 9. RESIMLER

Resim 1. Cahsmada kullamlan cegitli .kimyasal maddeler ve pipetler.
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Resim 3. Vasa deferense ligatiir atilmasi.
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Resim 5. Verici (donor) farenin iireme organlari.
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Resim 7. Ampullanin delinmesiyle disariya ¢ikan kumulus hiicre toplulugu
icinde bulunan embriyolarin invert mikroskoptaki goriintiisii

(50 Bityiitme).

DI R 620

Resim 8. Hyaluronidaz enzimli M2 mediumunda bulunan embriyolarmn
kumulus hiicrelerinden kurtulmasi (50 Biiyiitme).
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Resim 9. Mikroenjeksiyon Seti
(Invert Mikroskop, Mikroenjektor, 2 Ad. Mikromaniplator,
Mikrometreli Hamilton Siringa, 2 Ad. Pipet Tutucusu, Azot

Resim 10. Mikronjeksiyon laminin invert mikroskopun tablasma
yerlegtirilmesi ve embriyo tutucu (holding) pipet ile enjeksiyon
pipetinin M2 medium damlasmin dibine odaklanmasi.
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Resim 11. Invert mikroskopta tutucu (solda) ve enjeksiyon (sagda)
pipetlerinin ayarlarmin yapilmasi (200 Biiyiitme).

Resim 12. invert mikroskopta embriyolarm ve pipetlerin griintiisii.
(100 Biiyiitme)




Resim 13. Enjeksiyon pipetinin u¢ kismimmn agikhginin kontroli ile
verilecek DNA konstraktinin hacminin (1-2 piko-litre)

ayarlanmasi.
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Resim 15. Mikroenjeksiyon pipetinin erkek pronukleusun i¢ine sokulmasi.

(200 biiyiitme)

Resim 16. DNA solusyonunun erkek pronukleusa verilmesinden sonra

pronukieusun biiyiimesi.




Resim 17. Embriyo transfer pipetine enjeksiyon yapilmig embriyolarn iki

hava kabarci@n arasina dizilerek yiiklenmesi.
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Resim 19. Embriyo transferi yapilmis alici annelerin (recipient) yavrulan.

> ﬁ%ﬁsv
S

Resim 20. Tutucu (holding) ve mikroenjeksiyon pipetlerinin
hazirlanmasinda kullamlan Mikropuller ve Mikroforj.
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