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OZET

CRISPR/CAS9 KULLANILARAK SIGIR PREIMPLANTASYON
EMBRiIYOLARININ TROFEKTODERM FARKLILASMASINDA CDX2
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Emel TUTEN SEVIM
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Ekim 2023; 76 sayfa

Model memeli hayvan olarak farelerde zigottan blastosiste doniisiim siirecinde
hiicre soyu farklilasmasi hakkinda detayli ¢alismalar yiiriitiilmiis olmasina ragmen
sigirlarda bu siire¢ belirsizligini korumaktadir. Bununla beraber, yardimei iireme
teknikleri kullanilarak iiretilen sigir embriyolarinda siklikla yasanan erken gebelik
kayiplar ¢oziilmesi gereken bir sorun olarak giincelligini korumaktadir. Preimplantasyon
gelisim sirasinda meydana gelen trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi (ICM)
farklilasmasinda etkili olan faktorlerin dogru bir sekilde anlasilmasiyla erken gebelik
kayiplarin onlenebilecegi Ongoriilmektedir. Bu kapsamda, sigirlarin preimplantasyon
gelisim siirecinde yer aldig1 ve fare embriyolarinda TE/ICM soylarimin farklilagmasi igin
gerekli oldugu bilinen kaudal tip homeobox transkripsiyon faktorii-2 (CDX2) geninin
sigirlardaki roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile
CDX2 geni susturulmus (Knock-out) olan embriyolar in vitro tiretilerek, CDX2 geninin
susturulmasinin sigir preimplantasyon gelisimine etkisi takip edilmigtir. Calisma
materyalini mezbahalardan alinan ovaryumlardan elde edilen oositler olusturmustur.
Sigir oositlerine sadece Cas9'u kodlayan mRNA enjekte edilerek kontrol grubu ve CDX2
hedefli sgRNA+Cas9 mRNA enjekte edilerek deney grubu olusturulmustur.
Preimplantasyon gelisiminin 8. giinlindeki sigir blastosistleri fikse edilerek TE/ICM
hiicrelerinin belirlenmesi i¢in sirastyla CDX2, GATA3 ve SOX2 immiinositokimyasal
boyama ile goriintii analizi yapilarak embriyo morfolojisi incelenmistir. Hangi
embriyolarin CDX2 geni bakimindan basartyla susturuldugunu belirlemek i¢cin DNA
izolasyonu yapilmig ve miSeq teknolojisi ile genotiplenmistir.

Tiim analizler sonucunda, CDX2 geni bakimindan kontrol ve deney gruplarinda
embriyo gelisimi bakimindan istatistiksel bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu tez
calismasinda ulasilan bilgiler fare embriyolar ile kiyaslandiginda sigir embriyolarinin
trofektoderm farklilagmasinda blastosist olusumunda CDX2’nin hayati bir rol
oynamadigini géstermistir. Ayrica memeli tiirleri arasinda embriyo gelisimi sirasinda ilk
hiicre soyu farklilasmasimin ayni olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak,
yardimc1 iireme teknikleri kullanilarak iiretilen sigir embriyolarinda meydana gelen



kayiplarin sebeplerinin belirlenmesi i¢in siirece dahil oldugu 6ngoriilen biitiin genlerin
arastirilmasi gerektigi sdylenebilir.

ANAHTAR KELIMELER: sigir, preimplantasyon, embriyogenez, CRISPR, CDX2,
trofektoderm
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CDX2 ROLE IN TROPHECTODERM
DIFFERENTIATION OF BOVINE PREIMPLANTATION EMBRYOS BY
USING CRISPR / CAS9

Emel TUTEN SEVIM
PhD Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisior: Prof. Dr. Kemal KARABAG
October 2023; 76 pages

While detailed studies have been conducted on cell lineage differentiation during
the zygote-to-blastoscsyt formation process in mice as a model mammalian species, this
process remains uncertain in bovine. Moreover, early pregnancy losses frequently occur
in bovine embryos produced using assisted reproductive techniques, making it an ongoing
issue that needs to be addressed. It is anticipated that a better understanding of the factors
that effective on the differentiation of trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM)
during preimplantation development could help prevent early pregnancy losses. In this
context, it was aimed to investigate the role of the caudal type homeobox transcription
factor-2 (CDX2) gene in bovine, which is known to be involved in the preimplantation
development process of bovine and is required for the differentiation of TE/ICM lineages
in mouse embryos. For this purpose, embryos with CDX2 gene silenced (knock-out)
using CRISPR/Cas9 technology were produced in vitro and the effect of silencing the
CDX2 gene on bovine preimplantation development was monitored. The study material
consisted of oocytes obtained from ovaries collected from slaughterhouses. Bovine
oocytes were injected with mRNA encoding only Cas9 to create a control group, and with
CDX2-targeted sgRNA+Cas9 mRNA to form the experimental group. Bovine blastocysts
on the 8th day of preimplantation development were fixed and embryo morphology was
examined by image analysis for CDX2, GATA3 and SOX2 immunohistochemical
staining to identify TE/ICM cells, respectively. DNA isolation was conducted to identify
which embryos had successfully silenced the CDX2 gene, and genotyping was performed
using the MiSeq technology.

As a result of all the analyses, it has been determined that there is no statistically
significant difference in embryo development with respect to the CDX2 gene between the
control and experimental groups. The information obtained in this thesis study, when
compared to mouse embryos, indicates that CDX2 does not play a vital role in
trophectoderm differentiation and blastocyst formation in bovine embryos. Furthermore,
it has been found that the first cell lineage differentiation during embryo development
differs among mammalian species. Based on these results, it can be suggested that the
investigation of all genes presumed to be involved in the losses observed in bovine
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embryos produced using assisted reproductive techniques is necessary to determine the
causes.

KEYWORDS: bovine, preimplantation, embryogenesis, CRISPR, CDX2,
trophectoderm
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi, genom bilim alanlarindaki bilimsel ilerlemeler
sonucu, diinyada ozellikle saglik ve tarim alanlarindaki biyoteknolojik uygulamalarda
biiylik gelismeler goriilmektedir. “Modern biyoteknoloji” ya da “yeni biyoteknoloji”
olarak tanimlanan bu gelismeler, insanliga daha saglikli ve daha kaliteli bir yagam i¢in
esi goriilmemis firsatlar sunmaktadir.

TUBITAK VIZYON 2023’iin hedeflerine ve 6ngériilen yol haritasina sadik
kalarak gergeklestirilebilmesi sayesinde Tiirkiye 20 y1l gibi kisa bir donemde molekiiler
biyoloji, biyoteknoloji ve gen teknolojilerinde kiiresel bir gii¢ haline gelme potansiyeline
sahiptir. Boylece, 21. yiizyilin teknolojisi olarak tanimlanan biyoteknoloji sadece
insanimizin yasam kalitesini yiikseltmekle sinirli olmayan, ekonomik ve teknolojik bir
istiinliikk kazandiracaktir.

Tamamlanan bu tez ¢alismasinda kullanilan yontemler TUBITAK VIZYON 2023
projesinde yer alan “Hayvancilikta Biyoteknoloji ve Gen Teknolojiler” basliginin
“Teknoloji Alani: Genetik Miihendisligi” alt basliginda politika, strateji ve hedefleri
arasinda belirtilen yontemler ile Ortiigmektedir. Bu yodntemlerin uygulanmasindan
edinilen tecriibeler ile ¢iftlik hayvanlar yetistiriciligi alaninda gerek verim 6zelliklerinin
tyilestirilmesi gerekse karsilasilan sorunlarin elimine edilmesi ve/veya bu sorunlarin
molekiiler olarak anlagilabilmesi i¢in temel olusturulmasi hedeflenmistir.

Doktora egitimim siirecinde beni bilgi ve deneyimleriyle yonlendiren, destekleyen,
birlikte calismaktan her zaman onur ve gurur duydugum danisman hocam Sayin Prof. Dr.
Kemal KARABAG’a sonsuz tesekkiirlerimi arz ederim.

Hayvan Biyoteknolojisi alaninda c¢alismamda ilham kaynagim olan, lisans
egitimimden itibaren emeklerini iizerimde hissettigim; yiiksek lisans tez danismanim
Prof. Dr. Sezen ARAT’a, saygideger hocam Prof. Dr. Fulya OZDIL’e, ihtiya¢ duydugum
her an bana zaman ayiran kiymetli hocam Dog. Dr. Raziye ISIK’a sevgi ve saygilarimi
sunuyorum.

Ispanya Ulusal Tarim ve Gida Arastirma Enstitiisii- Hayvan Ureme Boliimii
laboratuvarlarinda ¢aligma olanagi saglayan, deneyim kazanma firsatt veren ve tez
projemin tamamlanmasinda biiyiik katki saglayan Dr. Pablo BERMEJO-ALVAREZ e,
tez projemin deney asamalarinda yardimlari, sicak-samimi arkadasliklar1 ve
misafirperverlikleri i¢in Dr. Julieta GABRIELA HAMZE basta olmak tizere tiim Hayvan
Genomik Miihendisligi ekibi’ne (Beatriz, Alba, Ismael, Leopoldo, Priscilla, Pilar) sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

2214-A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Burs Programi kapsaminda tez projem
destekleyen TUBITAK BIDEB’e 6zel olarak tesekkiir ederim.

Lisans egitimimden bu yana benimle olan, kararlarima saygi gosteren, ayri
sehirlerde olsak dahi destegini hep yamimda hissettigim, bu siireci en iyi sekilde
tamamlayabilmem i¢in tiim sinirlarini zorlayan, yiiklerimi paylasan, kiymetli esim Turan
SEVIM’e tiim sabr1 ve giizel yoldashig icin ¢ok tesekkiir ederim.



Heniiz yirimeye dahi baglamamisken benimle bu seriivene baslayan, en koti
anlarimda bile enerjimi yiikselten biricigim, en kiymetlim, can’im kizzm Nil SEVIM’e
kucak dolusu sevgilerimi sunuyorum.

Cocukla birlikte kariyeri bir arada yiiriitmekte zorlandigim, ihtiyacim oldugu her
zaman yanimda olan, emeklerini hicbir zaman o6deyemeyecegim, annem Dilber
TUTEN e sonsuz tesekkiirlerimle. ..
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “CRISPR/Cas9 Kullanilarak  Sigir
Preimplantasyon Embriyolarinin Trofektoderm Farklilasmasinda CDX2 Roliiniin
Aragtirilmas1” adli bu calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildigin1 belirtir, bu tez ¢aligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.

20/10/2023

Emel TUTEN SEVIM



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : santigrad derece
dk : dakika

ul : mikrolitre

um  : mikrometre

uM  : mikro molar

g : gram
ml : mililitre
mm : milimetre

mM  : mili molar

nm . nhanometre
ng : nanogram
nM : nano molar

rpm  : dakikada tekrar
sn : saniye

osm . 0SMmoz

Kisaltmalar

Al : Yapisik Baglantilar
BSA : Sigir Serum Alblimin
BLV : Sigir Losemi Viriisi

BME : Amino Asit Cozeltisi

X1



BTS :Mavi Dil Viriisii

BW : Bovi-wash

B¢ : Baz ¢ifti

CaCl: : Kalsiyum Klortir

CDX2 : Caudal Type Home Box
CR  :Charles Rosencrans
CRISPR: Diizenli Araliklarla Boliinmiis Palindromik Tekrar Kiimeleri
cRNA : CRISPR RNA’s1

CO: : Karbondioksit

DAPI :4’,6-Diamidino-2-fenilindol
DNA : Deoksi Riboniikleik Asit
dNTP : di Niikleotid Trifosfat

DSB : Cift Zincir Kirik

EGF : Epidermal Biiyiime Faktorii
EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
ESC : Embriyonik Kok Hiicreler
ET : Embriyo Transferi

ETOH : Etil Alkol

FCS : Fetal Buzagi Serumu

FMD : Sap Hastalig

FSH : Folikiil Uyarict Hormon
GATA3: GATA Baglayici Protein 3
Gl : {letisim Baglantilari

GnRH : Gonadotropik Hormon

Xii



GV  : Germinal Vezikiil

GVBD: Germinal Vezikiil Yikimlanmasi
HEPES: 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit
INDEL: insersiyon/delesyon

ICM : I¢ Hiicre Kitlesi

IVF  : In Vitro Fertilizasyon

IVC :In Vitro Kiiltiir

IVM : In Vitro Maturasyon

IVD  :In Vivo Uretilmis

KCI : Potasyum Klortir

KD :Knock-down

KH2POs4: Potasyum Dihidrojen Fosfat

KI : Knock-in

KO :Knock-out

KOK : Kumulus-Oosit Kompleksi

LH : Luteinlestirici Hormon

MII  : Metafaz II

MEM : Esansiyel Olmayan Amino Asit Cozeltisi
MgCl2 : Magnezyum Kloriir

MgSO4: Magnezyum Siilfat

MPF : Maturasyon faktorii

mRNA : Mesajct Riiboniikleik Asit
NACI : Sodyum Kloriir

NaHCOs: Sodyum Bikarbonat
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NaH2PO4: Sodyum Dihidrojen Fosfat

nDNA : niikkleer DNA

NHEJ : Homolog Olmayan Ug Birlestirme

NT  : Niikleer Transfer

Oct4 : Oktamer Baglayici Transkripsiyon Faktorii-4
OPU : Ovum Toplama

PAM : Protospacer Bitisik Motif

PBS : Fosfat Tampon Soliisyonu

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PFA : Paraformaldehit

pH  : Potansiyel Hidrojen

PI : Proniikleer Enjeksiyon

POUSF1: POU sinif 5 homeobox 1

PVP : Polivinilpirolidon

RBS : D6l Tutmama Sendromu

sgRNA: Tek Rehber Riboniikleik Asit

SOF : Sentetik Ovidiikt Sivisi

SOX2 : SRY-Box Transkripsiyon Faktorii 2
TALEN: Transkripsiyon Aktivator-Benzeri Efektor Niikleazlar
TALP : Tyrode'nin Albumin Laktat Piruvat

TAO : Transilliminasyon-Aspirasyon Ovaryum
Taq : Thermus aquaticus

TCM199: Doku Kiiltiir Medyumu

TE : Trofektoderm
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tractrRNA: Trans-Aktive Edici crRNA
TJ : Sik1 Baglantilar

WT : Yabani Tip

YUT : Yardimci Ureme Teknikleri
ZFN : Cinko-Parmak Niikleazlar

VA : Zona-pellusida

XV



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. In vivo ve in vitro sartlarda oosit ve embriyo gelisimi (Niemann ve

WIENZYCKT 20T8). ..ttt ettt e et e et e e et e e st e e snseeeenneeesnneees 6
Sekil 2.2. 2001-2020 déneminde kaydedilen sigir embriyolarinin sayisi (in vivo
tiiretilmis, in vitro tiretilmis ve toplam). ........cccoevviieriiiiiiieieeeeeee e 7
Sekil 2.3. /n vitro embriyo iiretim asamalar1 (Niemann ve Wrenzycki 2018)................ 8
Sekil 2.4. Erken embriyonik gelisimin (preimplantasyon) sematik gosterimi
(Niemann ve Wrenzycki 2018). ....cc.uieiuiiiiieiieeiieee et e 8
Sekil 2.5. Immatiir oositlerin kalite kriterlerine gore siniflandirilmasi (Hasler vd.
0 () N TR O RPUPUROTUSRTRP 11
Sekil 2.6. Sigir preimplantasyon gelisimi sirasinda meydana gelen Onemli
gelisimsel olaylarin dinamigi (Zhang ve Smith 2015).......ccocooviiiiiiiiiniiniiceee, 14
Sekil 2.7. Farkli memeli tiirlerinde bir zigottan implantasyona kadar déllenmeden
sonraki gelisimin zamanlamasi (L1obat 2021). .......coooeiiiiieniiiiiienieeiee e 15
Sekil 2.8. Endoniikleaz aracili programlanabilir gen diizenleme yontemleri (Lamas
TOTanZ0, 2021). c.ueieeeie ettt e et e et a e e tae e e b e e eaa e e eaaeeenreeeeareeas 19
Sekil 2.9. DNA c¢ift sarmal kirik onarim mekanizmalar1 (Maeder ve Gersbach
2016'dan deGIStITIMISTIT). «o.eeeiieiiieiieiie ettt ettt ettt eseaeeneeas 19

Sekil 2.10. Sigir iiretiminde mikroenjeksiyon yoluyla gen susturma ve somatik
hiicre niikleer transferi yontemlerinin karsilagtirilmast...........ooccooooiiiiininiiiienneen. 22

Sekil 2.11. Sigir zigotlarinda mikroenjeksiyon uygulamasinin asamalari; (a) bir
tutma pipeti ile zigotun hareketsizlestirilmesi, (b) enjeksiyon ignesi ile zona
pellusida ve alttaki plazma zarinin penetrasyonu, (¢) ilgili efektor molekiilleri iceren
kiigiik bir hacmin enjeksiyonu, ve (d) enjeksiyon tamamlandiktan sonra ignenin

geri gekilmesi (Laible, 2018). ...ccouiiiiiiiiieiieeiieeee e e 23
Sekil 2.12. Mikroenjeksiyon ve elektroporasyon yontemlerinin grafiksel 6zeti. (Lin
ve Van Eenennaam 2021°den diizenlenmistir). ........cccceeveeeieeciieneeeieenieeieesiee e 24

Sekil 3.1. CDX2 geni 1. ekzon bdlgesi iizerinden hedef bolgeler i¢in tasarlanmis
farkli gRNA’ler. Sar1 renk ekzon bolgesini, mavi renk gRNA baz dizisini, yesil renk
PAM bolgelerini gostermektedir. ........oouiiiieiiiiiieiiiee e 34

Sekil 3.2. Sigir oositlerinin ovaryumlardan folikiil aspirasyon yontemi ile elde
EAIIIMESI. c.vviiiiiie ettt e et e et e e et e e e b e e e ab e e e tbee e taeeebaeeertaeeebaeeenbeeeenreeas 35

Sekil 3.3. Mikroskop altinda kaliteli oldugu i¢in segilen kumulus-oosit

kompleksleri (4X BUYTEME). ..oocveeriiiiieiiieiie et 35
Sekil 3.4. Kontrol ve deney grubunda mikroenjeksiyon SUIeCi...........ecvevveeeveerurennnens 36
Sekil 3.5. Muhtemel zigotlarin SOF besiyeri damlalarinda kGltiiri. ..........ccccoceeveenens 38
Sekil 3.6. Her bir blastosistin goriintiilenmesi i¢in hazirlanan preparatlar. .................. 40

XVl



Sekil 3.7. Zeiss marka mikroskopta ZEN yazilimi ile asamali olarak farkli slaytlar
lizerinde blastosist hiicrelerinin (yesil daireler) isaretlenerek (kirmizi noktalar)
SAYTIINL. 1.uvteeeuereeenereeentreesseeeeseeessseesanseeeassaessseesnsseesnsseeanssesasseeansseesnsseesnsseesnsseesssesnseesnns 40

Sekil 4.1. Preimplantasyon gelisiminde a) hiicresel boliinmeler ve b) blastosistler ....46

Sekil 4.2. Gelisimsel farkliliklar a) Zigotlarin boliinme oranlari, b) 8. Giinde
blastoSISt OTANIATT. . ...ueit e e 47

Sekil 4.3. CRISPR uygulanmis deney grubunda ve uygulanmamis kontrol grubunda
blastosistlerin ¢ekirdek boyasi1 ve farkli antikorlarla boyanarak hiicre sayilarinin
DEIIIENMESI. ..ttt 50

Sekil 4.4. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin toplam hiicre
SAYTIAT L 1. uttiiieeiti ettt ettt ettt et e et et e et e e etbeesbeeesaeesseesabeenbeeesseebeeesbeenbeeasseeseeenseans 52

Sekil 4.5. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin ICM (SOX2+)
RUCTE SAYIIATL. .eeiiiiiieciie e ettt e e ae e st e e st e e enneeeennes 53

Sekil 4.6. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin TE (GATA3+)
RUCTE SAYIIATT. .etieiiiieeieeece et e et e et e st e e tae e st e e ebeeeenseeeennes 53

xvii



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 2.1. Si1g1r in vitro embriyo iiretim etkinligi (Niemann ve Wrenzycki 2018).

......................................................................................................................................... 6
Cizelge 2.2. S1g1r oositlerini degerlendirmede kullanilan kriterler (Gordon 2003)......10
Cizelge 2.3. S18ir oosit secimi i¢in Beltsville kriterleri (Hawk ve Wall 1994). ........... 10
Cizelge 2.4. Immatiir oositlerin kumulus dagilimma gore siniflandirilmas: (Cetica

VA 1999). ettt st ettt e 11
Cizelge 2.5. Programlanabilir gen diizenleme yontemlerinin karsilagtirilmasi

(PeterSen 2018). ...eiieieieiieeeiie ettt ettt et e e et e e et e et ee et eeetaeeentaeeenaeeenneeens 20
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar, marka ve O6zellikleri ve kullanim

AMAGIATL. ..uiiiiiiiiee e e e e et e e e et e e e e et e e e e e tr e e e e e araaaeeeares 25
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar, marka/6zellikleri ve kullanim

AMAGIATL. ..viiiiiiiiieee e e et e e e e e e et e e e e b e e e e eata e e e e tr e e e e earaeeeeaanres 27
Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kitler, marka/6zellikleri ve kullanim amaglarrt. ......27
Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primer antikorlar, marka/6zellikleri ve kullanim

AMAGIATT ....oeiiiiiiiiie e e e e et e e ettt e e et e e e e et e e e e et e e e e enreas 28
Cizelge 3.5. Tyrode’s medyum ¢ozeltisinin hazirlanmasi. ...........cocceevenieniiienenenne. 29
Cizelge 3.6. Yikama medyumu (STL ve STL-BSA) bilesenleri. .........cccccocevvuervenenne. 29
Cizelge 3.7. Tyrode’s medyum iizerine eklenen ¢ozeltiler. ...........ccoovvveviiriienneennennnen. 30
Cizelge 3.8. STOK A ¢ozeltisinin bileSenleri.........ccoeveeriiiiieniiiiiiiniieiecieeeee e, 30
Cizelge 3.9. STOK B ¢ozeltisinin bilesenleri.........ccoeveeeieeriieniienieniieiieeieeiee e 31
Cizelge 3.10. STOK C ¢ozeltisinin bilesenleri..........cceereeeiiieniieiiiniieieeieeeeee e 31
Cizelge 3.11. STOK D ¢ozeltisinin bilesenleri.........cccoveeveeviieriieciieniieieeieeeeeve e, 31
Cizelge 3.12. SOF Kkiiltiir medyumu bilesenleri..........cccceevenerniniinieninicneiieneceee, 31
Cizelge 3.13. Boyamalarda kullanilan primer antikorlar. ..........c.ccoocevenveniinenenennne. 39
Cizelge 3.14. Boyamalarda kullanilan sekonder antikorlar............ccccoeeiiniiinienennnen. 39
Cizelge 3.15. DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in 1. asama PCR karigimi.................... 41
Cizelge 3.16. DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in 1. asama PCR kosullari................... 41
Cizelge 3.17. Indeks PCR’da kullanilan primer dizileri. ............cocoevovveeevieerererieenn 43
Cizelge 3.18. DNA kiitiiphanesi olusturmak icin ikinci asama indeks PCR

DILESENIETIL. ..ottt ettt et e e et e et e e et e e et e e e aa e e e te e e eareeeeans 43
Cizelge 3.19. DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in ikinci asama indeks PCR kosullari.

....................................................................................................................................... 43
Cizelge 4.1. Analiz edilen embriyolarda belirlenen genotiplerin orani......................... 51

XViil



Cizelge 4.2. Genotipleme sonucunda elde edilen farkli allel 6rnekleri........................ 51

Cizelge 4.3. Farkl1 genetiplere ait toplam, ICM ve TE hiicre sayilart. ............cccoeueeeeee. 52

Xix



GIRIS E. TUTEN SEVIM

1. GIRIS

Insan niifusunun 2050 yilinda yaklasik 10 milyar olacagi tahmin edilmektedir. Bu
niifus artisina paralel olarak besin ihtiyaci siirekli artis gostermektedir. Ancak besin
ihtiyaglarinin ~ geleneksek tarim  sistemleri ile yeterince karsilanamayacagi
ongoriilmektedir (Hackett vd. 2014; Hoekstra ve Wiedmann 2014). En 6nemli besin
kaynaklarimizdan biri olan sigirlar Diinya kirmizi et {retiminin yaklasik %77,1’ni
(Anonim 2021a) ve siit iiretiminin %81 ni (Anonim 2022) karsilamaktadir. Bu sebeple,
yeterli say1 ve yliksek verimli sigir popiilasyonlarinin islahi ve verimin artirilmasi biiytik
Onem tasimaktadir.

Yardimer iireme teknikleri (YUT) gelistirilinceye kadar ciftlik hayvanlarmin
verimlerini artirabilmek i¢in geleneksel yetistirme ve 1slah yontemleri kullanilmaktaydi.
Ancak hem giiniimiiz tiiketici beklentilerinin karsilanmasinda hem de degisen cevre
kosullar1 ve hastaliklara direngli genotiplerin gelistirilmesinde artik YUT gibi
biyoteknoloijk yontemlerin kullanilmasi kaginilmaz olmustur.

In vitro ve in vivo embriyo liretimi, embriyo transferi ve hiicre kiiltiirii teknikleri
gibi molekiiler yontemler ile desteklenerek yapilan islah caligsmalari, 6nemli Olciide
zaman ve emek tasarrufu saglamaktadir. Ozellikle sigirlarda 1slah ¢alismalar1 klasik
yontemlerle olduk¢a uzun zaman gerektirmektedir. Tarimda ileri {ilkeler bu alanda
onemli mesafeler kaydetmistir. Ancak, tilkemiz yerli sigir irklarinin 1slahinda heniiz
istenilen seviyelere gelemediginden dolay1 mevcut ¢iftlik hayvani materyalleri ile iiretim
de yeterli olamamaktadir. Bundan dolay1 ihtiya¢ duyulan hayvanlar ithal edilerek
kapatilmaya c¢alisilmaktadir. Bununla beraber, kaliteli damizlik hayvan genetik
materyalinin yerli kaynaklarla temininde tilkemiz heniiz istenilen seviyenin gerisindedir.
Bu durum Tiirk tariminda bugin ve gelecekte en Onemli darbogaz olarak
degerlendirilmektedir. Tiirkiye i¢in 6nemli iiriinlerde yiliksek verim, kalite ve dayaniklilik
gibi konularda 1slah hedeflerine yonelik projeler yiiriitiilmesi (Anonim 2023) bilim
politikalarimiz arasinda olmasina ragmen, gelecekte daha da artacagi 6ngoriilen bu disa
bagimliliktan kurtulmak i¢in bir se¢enek olarak molekiiler biyoloji ve transgeniklerle
ilgili insan kaynaklarini ve temel arastirma altyapisini gelistirmek ve molekiiler 1slah
konularina daha fazla 6nem vermek gerekmektedir.

Gen/genom diizenleme (modifikasyon) yontemleri hayvansal verimin artirilmasi
ve hastaliklara kars1 direng olusturulmasi konularinda 6nemli katkilar saglama potansiyeli
tagimaktadir (Vince 2014). Etkili ve dogru genom manipiilasyonunu miimkiin kilan
genom diizenleme araglart; et, siit, yumurta, yapagi gibi verim 6zelliklerinin gelistirilmesi
ve kalitesinin artiritlmasinda, hastaliklara direng, ¢evreye uyum kabiliyeti, d6l verimi gibi
ozelliklerin gelistirilmesinde, yemden yararlanma oraninin artirilmasinda, g¢esitli
hastaliklara egilime sebep olan etmenlerin elimine edilmesinde, kalitsal hastaliklarin
tedavisinde veya bu hastaliklarin dollere aktariminin 6nlenmesinde kullanilabilmesi
acisindan uzun bir siire¢ isteyen klasik 1slah yontemlerine bir alternatif olarak
diisiiniilebilir (Vince 2014; Cildir ve Ozmen 2018).

Gen dizilerine 6zgii endoniikleazlarin ve 6zellikle CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats: Diizenli Araliklarla Béliinmiis Palindromik
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Tekrar Kiimeleri) teknolojisinin  kesfedilmesiyle, ¢iftlik hayvanlar1t {izerinde
yapilabilecek ¢aligmalarin sayis1 hizla artmaktadir (Cildir ve Ozmen 2018). Belirli
genlerin  DNA dizilerinin silinerek susturulmast (KO) veya ekleme yapilarak
degistirilmesi (KI) yoluyla bir genin hiicreye veya zamana bagli olarak nasil ¢alistigini
coziimlemek ve bdylece belirli bir hedef dogrultusunda gen ifadesini nasil
degistirecegimizi anlamak miimkiin olabilir. Boylece bir gen iiriiniiniin belirli bir siire¢
tizerindeki roliinii saptamak olanakli hale gelebilir (Tschaharganeh vd. 2016, You vd.
2020). Bu anlamda, ciftlik hayvam tiirlerinde genom modifikasyonunun yapilabilir
olmasi, bir¢ok alanda arastirma konularinin seklini degistirmeyi, tanimlayici ve
korelasyonel yaklagimlardan deneysel arastirmaya gecmeyi saglamistir. Molekiiler
biyolojideki son gelismeler sigir embriyogenezinin mekanizmasini incelemek i¢in yeni
yontemler kazandirmistir. Bununla beraber, CRISPR gen diizenleme teknolojilerinin son
10 yilda siiregelen miikemmelligi sayesinde kararli ve hedefli KO mutantlar iiretme
yetenegi olugmustur. CRISPR kullanilarak dogrudan KO mutant iiretimi, zigot
asamasindan itibaren susturulmasinin (ablasyonun) sinirlandirilmasina izin verdigi igin
embriyo gelisiminin molekiiler yonlerini aydinlatmay1 amaglayan deneylerde kullanimi
acisindan o6zellikle avantaj saglamaktadir (Lamas-Toranzo vd. 2018).

Hayvan yetistirme ve islahinda kullanilan yardimci iireme teknikleri arasinda
giincel bir konu olan CRISPR ile genlerin manipiile edilmesi, saglikli embriyo olusumu
ve gebeligin siirdiiriilebilirliginin diizenlenebilmesi bu alanda yeni bir ¢igir agmustir.
Preimplantasyon embriyonunun gelisimini kontrol eden siireclerin anlasilmasi sigirlarda
tireme fonksiyonunun optimizasyonu ve yeni iireme teknolojilerinin kullanilmasi
agisindan onemlidir.

Gegtigimiz yillarda, sigir embriyolarinin in vitro iiretimi (IVP) 6nemli 6lgiide
iyilestirilmistir ve o&zellikle sigir IVP artik arazi kosullarinda bile yaygin olarak
uygulanmaktadir. Giiniimiizde, diinyada {iretilen embriyolarin biiyiik bir gogunlugunu in
vitro kosullarda iiretilen embriyolar olusturmaktadir (Anonim 2021b). Bu in vitro teknik,
ozellikle siit endiistrisindeki sigir iireticilerine kisirligin iistesinden gelmek ve genetik
degeri yiiksek hayvanlarin yayilmasimni artirmak i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Ovum
toplama (OPU: Ovum pick-up) ve IVP'deki iyilestirmeler, biiylik 6lgekli uluslararasi
ticarilestirmeyle sonuglanmistir ve yilda yarim milyondan fazla IVP embriyosu iiretilir
olmustur (Kawamoto vd. 2019). Ayrica, bu ilerlemeler sigir ve insan preimplantasyon
gelisiminin dikkate deger dlgiide benzer oldugu gergegi ile insanlar da dahil olmak {izere
erken memeli embriyogenezini incelemek i¢in bir model sistem olarak sigir
embriyolarinin kullanilmasina yol agmustir.

Preimplantasyon gelisimini anlamanin 6nemi, sigirlarda YUT kullanimimin
yayginlasmasiyla daha da artmistir. YUT’{in kullanimi, ekonomik agidan degerli
ozellikler icin 1slah edilmis genetik degeri olan yavrularin {iretilmesi agisindan da
onemlidir (Thomasen vd. 2016; Kaniyamattam vd. 2017). Ayrica, embriyo transferi dol
tutmama sendromu (RBS: repeat breeder syndrome) ve 1s1 stresine maruz kalan ineklerde
gebelik oranlarini artirmak icin de kullanilabilmektedir (Hansen 2014). Sigirlar da
YUT'iin ekonomik acidan oldukca basarili oldugu gosterilmis olsa da (Thomasen vd.
2016), tam olarak optimize edilememistir. Ayrica, preimplantasyon diizenleyici kilit
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mekanizmalar gibi baz1 6nemli siiregler hakkinda bilgi eksikligi vardir. Bunlar, in vitro
embriyonik 6liime sebep olan anormal gen ekspresyonu (Driver vd. 2013), degistirilmis
bir metilom (Niemann vd. 2010) ve daha yiiksek lipid igerigi (Crosier vd. 2001) gibi
anormalliklerle vurgulanmaktadir.

Sigirlarda, tohumlamanin yedinci giiniinden sonra embriyolarin %20-50'sinde
(Sartori vd. 2010; Wiltbank vd. 2016) ve blastosist asamasina ulasabilen embriyolarin
yaklagik %25'inde gebelik sirasinda ve dogumdan 6nce kayip yasandigi bildirilmistir. Bu
kayiplarin yaklasik %30'u 8. ve 27. giinlerde arasinda meydana gelir. Yaklasik %12'si 28-
60. glinler arasinda ve %2'si ise 60-90. giinler arasinda oldugu bildirilmistir (Wiltbank
vd. 2016). Bu olumsuzluklarin giderilmesi i¢in tohumlamadan sonraki 7. giinde blastosist
asamasinda gelisimle ilgili siireclerin net bir gsekilde anlagilmasi gerekmektedir.

Sigirlarda embriyo gelisiminin ilk agamalarinda blastosist olusumu ile es zamanh
olarak ilk hiicre soyu farklilasmasi olan trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre kiitlesi (ICM)
meydana gelmektedir. Blastosist asamasindaki embriyolarda meydana gelen kayiplarin
sebeplerinin anlasilmasina yardimci olabilecek bilginin iiretilmesi bu tez projesinin
konusunu olusturmugtur. Boylece, embriyo gelisimi siirecinde etkili olan faktdrlerin
dogru bir sekilde anlasilmasi ve gelisimsel basarisizliklarin kdkenlerinin belirlenmesine
yardimcr olunmast amaglanmistir. Bu kapsamda, CRISPR/Cas-9 aracili KO-CDX2
geninin s181r preimplantasyon gelisimindeki rolii arastirilmis ve blastosist olusumu igin
CDX2 geninin etkisi agiklanmaya calisilmistir. Bu amaca ulasmak i¢cin CDX2 geni
ekzon-1 hedeflenerek rehber RNA’lar (guide RNA) tasarlanmis, mikroenjeksiyon yolu
ile mature (Metafaz II asamasindaki olgun) oositlere verilmistir. Blastosist asamasina
gelisen embriyolarda, KO durumlarini belirlemek i¢in immiinohistokimyasal boyamalar
ve genotipleme yapilarak hem gelisimsel hem de morfolojik degerlendirmeler
gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak, CDX2 geni bakimindan KO mutant ve kontrol
embriyolar karsilagtirilarak blastosist asamasindaki embriyorlarda CDX2 geninin elzem
olmadig1 belirlenmistir. Ayrica farkli tiirlerde yapilan diger calismalarla
karsilastirildiginda memeli tiirleri arasinda embriyo gelisiminin ilk hiicre soyu
farklilagmasinin ayni olmadigi anlasilmistir. Bu bulgulara dayanarak, yardimci iireme
teknikleri ile iiretilen sigir embriyolarinda meydana gelen kayiplarin nedenlerinin tam
olarak belirlemek i¢in bu siirecte yer aldig1 diisiiniilen aday genlerin incelenmesi gerekli
oldugu soylenebilir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Ureme (Reprodiiktif) Biyoteknolojisi

Biyoteknoloji, canli organizmalardan elde edilen {irlinleri degistirmek veya
gelistirmek i¢in kullanan araglarin tiimii ve bir bilim dali olarak tanimlanabilir. Canli
tirlerin geligsimi, lireme orant ve hayvansal iiretimin arttirilmast c¢aligmalarinda
biyokteknolojinin biiyiik etkisi bulunmaktadir. Ureme biyoteknolojisi, hayvansal
tirtinlerin kalitesini gelistirmek ve artirmak i¢in biyolojik sistemleri kullanan modern
teknolojidir. Bu anlamda {ireme biyoteknolojisinde yaygin olarak embriyo transferi, in
vitro embriyo iretimi, suni tohumlama, spermin kisa ve uzun siireli korunmasi
(kriyoprezervasyon), sperm cinsiyeti, senkronizasyon, sliperoviilasyon kullanilmaktadir
(Qamar vd. 2015).

2.1.1. Embriyo transferi

IIk memeli embriyo transferi (ET) 100 yildan daha uzun bir siire 6nce yapilmis
olmasina ragmen, ticari sigir embriyo transferi 1970'lerin baginda Avrupa sigir irklarinin
Kuzey Amerika'ya ithal edilmesiyle ortaya ¢ikmigtir (Betteridge 2003; Seidel Jr 1981).
Bu tarihten itibaren ticari sigir embriyo transferi tiim diinyada artmistir. 2016 yilinda
yaklasik bir milyon sigir embriyosunun transfer edildigi ve binlerce embriyonun
uluslararas1 olarak nakledildigi bilinmektedir (Niemann ve Wrenzycki 2018). In vivo
tirevli sigir embriyolar1, belirli patojenlerden arindirilabilen yikama prosediirleri
sayesinde hayvan genetigini diinya genelinde yaymak icin ideal bir aragtir. Embriyo
transfer tekniklerinde yillar icerisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu sayede, yeni
yontemler ovaryum fonksiyonunu kontrol etmeye yardimci olurken dondrlerin siiper
ovillasyonunu ve alicilarin  senkronizasyonunu kolaylastirarak cerrahi olmayan
prosediirlerin ¢iftlik hayvanlarinda embriyo transferinde kullanilmasini saglamistir. S1gir
embriyo transferi donorlerin ve alicilarin segilmesini, yonetilmesini, tedavi edilmesini ve
embriyolarin kizgiliktan 6-8 giin sonra toplanmasini ve transferini igerir (Niemann ve
Wrenzycki 2018).

Embriyo transferinin avantajlari ve dezavantajlar1 asagidaki gibi siralanmistir
(Ciornei 2021).

Avantajlart:

e Degerli hayvanlarin kiigiik populasyonlart olusturulabilir (Selk 2002,
Sethi vd. 2021).

e Hayvanlarin genetik olarak gelisimine yardimci olur, nesil arali§im
kisaltir, seleksiyon yogunlugunu arttirir (Gengler ve Druet 2001).

e Yasami boyunca dogal olarak iiretilebilen birkag¢ buzagiya kiyasla, genetik
olarak iistiin tek bir disiden daha ¢cok buzagi elde edilmesine yardimeci olur.

e Al'da kullanim i¢in sinirh sayida istiin disiden damizlik boga iiretmek
miimkiindiir (Mapletoft 1985).

e Safkan siirii sayis1 artirabilir.
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Hastalik, yaralanma veya yas nedeniyle infertil hale gelen genetik olarak
degerli disiden yavru elde etmek miimkiindiir (Seidel ve Seidel 1981).
Kriyoprezervasyonun gelismesi ve teknolojilerin ilerlemesi ile canl
hayvanlar yerine embriyolarin taginmasi (ithal/ihracat) ekonomik ve daha
kolaydir.

Nesli tiikenmekte olan hayvanlar embriyo liretimi ve kriyoprezervasyon
teknolojileri sayesinde kurtarilabilir (Dresser 1988).

Hastaliklarin ve genetik kusurlarin enfekte dondrlerden yavrularina
bulagmasi 6nlenebilir (Mapletoft 1985).

Enfeksiydz ajanlarin bulasma riskini azaltir. Sigir l6semi virtlisii (BLV),
mavi dil virlisii (BTS) ve sap hastalig1 (FMD) viriisii tastyan ineklerden
toplanan embriyo, etkilenmemis alicilara transfer edilmeden (Tripsin
tedavisi) Once uygun sekilde yikanmasi ile hastalik bulastirmasi
onlenebilir.

ET, normal ve anormal fertilizasyon arasinda ayrim yapilmasina izin verir
(Gordon 2017).

Hastalik  kontrolli, degerli hayvanlarin  genetik 1yilestirilmesi,
biyogiivenlik programi ve yeni hayvan hatlarimin/irklarinin gelistirilmesi
icin 6nemli bir aragtir (Pickles 1987).

Embriyo bolme, embriyolarin cinsiyetlendirilmesi, klonlama ve
transgenez gibi lireme iliskili teknolojiler, ET'nin gelecegini daha da
genisletmektedir (Mapletoft ve Hasler 2005).

Elit boga spermasi kullanilarak {istiin donorlerden ET tarafindan iiretilen
erkekler, Al uygulamalarinda gelecegin seckin babalar1 olarak
kullanilabilir ve iiretilen disiler, gelecegin boga annesi olarak hizmet eder.
Bu nedenle, 6zellikle sigir ve manda yetistirme programlarinda secgkin
bogalarin mevcut talebi biiylik ol¢iide karsilanabilir (Pickles 1987).
Geriatrik hayvanlarda yaslanan oositin liremedeki azalmaya katkisin
degerlendirmek icin kullanilabilir (Gordon 2017).

Kisirlik tedavisi, ET ineklerde kisirlik tedavisinde onemli bir ara¢ olarak
hizmet eder.

Dezavantajlari:

Maliyet engelleyici olabilir ve basar1 oranlari suni tohumladan daha
diistiktiir.

Alict disilerin maliyeti ve bakimi zordur.

In vivo kokenli embriyolar tireme sisteminden temizleme becerisine sahip
bir teknisyen gerektirmektedir.

Alicilar araciligiyla hastaligin olasi yayilmasi miimkiin olabilir.

In vitro tretim etkinligi ile ilgili olarak (Cizelge 2.1) immatiir s1g1r oositlerinin
yaklasik %80-90" in vitro niikleer olgunlagmaya, yaklasik %80'1 d6llenmeye, %30-40"
blastosist asamasina gecer ve transfer edilen embriyolarin yaklagik %50'si bir gebelik
olusturur ve gebeligi siirdiirebilir (Galli vd. 2014; Lonergan ve Fair 2016; Wrenzycki vd.
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2007). In vivo ve in vitro orijinli oositlerin ve erken sigir embriyolarinin temsili resimleri
Sekil 2.1°de gosterilmektedir (Niemann ve Wrenzycki 2018).

Cizelge 2.1. S18ir in vitro embriyo liretim etkinligi (Niemann ve Wrenzycki 2018).

Maturasyon Orani” %90

Fertilizasyon Oran1” %75-80
Béliinme Orani” %60-70
Blastosist Oran1” %30-40
Gebelik Oran1™ %350-60
Dogum Oram”™ %70-90

“Mature olmayan oosit sayisi iizerinden hesaplanir
“*Embriyo transferi bagina hesaplanan
“Gebelik bagina hesaplanan

= Folikiil ) Ovidiikt

In vivo

89

Sekil 2.1. In vivo ve in vitro sartlarda oosit ve embriyo gelisimi (Niemann ve
Wrenzycki 2018).

Uluslararast Embriyo Teknolojisi Dernegi (IETS) istatistiklerine gére (Anonim
2021b) son 20 yilda (2001-2020) in vivo kokenli (IVD) embriyo kullanimi azalirken in
vitro iretilmis (IVP) embriyo kullaniminda hizli bir yiikselis goriilmektedir (Sekil 2.2).
Diinya ¢apinda iiretilen toplam embriyo sayisi1 igerisinde in vitro embriyolarin say1s12012
yilindan beri stirekli bir artis gostermektedir. Buna paralel olarak in vitro iretilen ve
alicilara transfer edilen embriyo (taze veya dondurulmus-¢ozdiiriilmiis) sayis1 artig
gostermekte olup, gilinlimiizde siiperoviilasyon ile in vivo iiretilen embriyo sayisini
asmustir. Bu, IVP'nin giivenilir ve uygun maliyetli teknik olarak kabul edildigini ve sigir
yetistiriciliginde dnemli bir rol kazandigin1 gostermektedir.
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Sekil 2.2. 2001-2020 déneminde kaydedilen sigir embriyolarinin sayisi (in vivo

tiiretilmis, in vitro tretilmis ve toplam).

2.1.2. In vitro embriyo iiretimi

In vitro embriyo iiretimi sayesinde genetik listlinliige sahip damizliklardan daha
fazla yavru almak miimkiindiir. Boylece iistiin genotipe sahip bireylerden olusan sigir
popiilasyonlarindan yetistirilmedi daha kolay ve hizli olmaktadir (Camargo vd. 2006).

In vitro embriyo iiretimi; in vitro maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF)
ve in vitro kiiltir (IVC) igeren iic asamali bir siirectir (Sekil 2.3). Oosit biiylimesi,
olgunlagmasi, yumurtlama, dollenme ve yumurta kanali igindeki erken embriyonik
gelisim sirasinda meydana gelen ve sonunda uterusa girmis olan blastosiste yol acan

stiregler Sekil 2.4’te sematize edilmistir.
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KOK toplanmast
(kumulus oosit kompleksleri)

!
In vitro maturasyon (IVM) l W

Il

In vitro fertilizasyon (IVF) | .
J

In vitro kiiltir (IVC) I

|

Taze kullanum/kriyoprezervasyon

Sekil 2.3. In vitro embriyo liretim asamalar1 (Niemann ve Wrenzycki 2018).

2 hiiereli
embriyo

4 hiicreli
embriyo

8-16 hiicreli

embriyo
Korpus

luteum

Zonadan ¢ikmig
blastosist

Sekil 2.4. Erken embriyonik gelisimin (preimplantasyon) sematik gosterimi
(Niemann ve Wrenzycki 2018).
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2.1.2.1. In vitro maturasyon

In vitro maturasyonda basariin artirilmasi i¢in kullanilan oositlerin sayist ve
kaliteli olmasi onemlidir. Bu nedenle bu asamada kullanilan farkli oosit toplama
yontemleri, oositlerin kalite parametreleri, in vivo oosit maturasyonu ve maturasyona etki
eden faktorler asagida detayli olarak anlatilmustir.

Oositlerin temel kaynagin1 mezbahalardan alinan ovaryumlar olusturmaktadir.
Mezbaha materyalinden oositlerin elde edilmesi amaciyla farkli yontemler
kullanilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda oosit toplama yontemi olarak folikiil aspirasyon
kullanilmastir.

Ovaryumlardan follikiil aspirasyon yontemi, ¢ok fazla sayida ovaryum bulunmasi
durumunda tercih edilmektedir. Bu yontemde ovaryum fizerindeki folikiillerden
oositlerin aspirasyonu i¢in 6zel olarak hazirlanmig vakum pompali aspiratorler veya
ucuna 18 G kalinliktaki igne takilan 5-10 ml’lik enjektdrler kullanilmaktadir (Gordon
2003). Uygulanmasinin kolay ve ¢ok sayida ovaryumun islenebilmesine olanak vermesi
bakimindan avantajlar1 nedeniyle tercih edilen bir yontemdir. Bu yontem ile ovaryum
basina 8-12 adet oosit toplandig1 ve bunlarin %45-50 kadarinin gelisime uygun kalitede
oldugu bildirilmistir (Katska ve Smorak 1984). Aspirasyon ile elde edilen folikiil s1visi
petriler (90 mm ¢apinda) igerisine konularak oositler, stereo mikroskop altinda
smiflandirilir (Akyol 2005). Aspirasyon yonteminde elde edilen oosit sayisinin
arttirllmasina yonelik olarak Arav (2001) tarafindan transilluminasyon aspirasyon
yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde kortikal folikiilleri goriintiilemek i¢in, ovaryumun
medulla ve korteksine 151tk kaynagi yerlestirilmektedir. Bundan dolay1 151k gecirgen
(transilluminasyon) aspirasyon yontemi (TAO: Transillumination-Aspiration Ovary)
denilmektedir. Bu yontem ile ovaryum basina elde edilen oosit oraninin %50 oraninda
artirtlabilecegi bildirilmistir (Arav 2001; Gordon 2003).

Oositler onlar1 destekleyen kumulus hiicreleri (graniiloza ve teka hiicreleri) ile
cevrilidir. Kumulus hiicreleri mayotik dinlenme siireci i¢inde oositin ihtiyaglarinin
karsilanmasina, maturasyona baslayan oositlerin gelisim yetenegi kazanmasina yardimci
olmaktadirlar. Bu hiicreler ve oosit parakrin, otokrin hormonlar ve biiylime faktorleri
sayesinde dolayl olarak iliski halindedirler. Ayrica kumulus hiicreleri ile oosit, 6zel bir
baglanti sistemi araciligryla dogrudan baglant1 halindedir. Kumulus hiicreleriyle birlikte
oosite kumulus oosit kompleksi (KOK) denilmektedir (Takashi 1998). In vitro embriyo
tiretiminde 1iyi kaliteli oositlerin se¢imi ve simiflandirilmasi yiiksek basari orani
saglanmasinda Onemlidir. Aspirasyon ile elde edilen oositler morfolojik olarak
degerlendirilmektedirler.

Morfolojik olarak siniflandirmada oositin sitoplazma goriintiisiine ve oositi
cevreleyen hiicrelerle olan bagina dikkate edilmektedir. Goriiniimii homojen olan bir
sitoplazma, oositi ¢gevreleyen, bozulmamis ve kompakt yapida kumulus hiicreleri, mature
olmayan (immatiir) oositlerin maturasyon ve embriyonik gelisimlerin en Onemli
isaretlerindendir (Kanagawa 1995; Boni vd. 2002). Farkli arastirmacilar tarafindan
oositleri smiflandirma semalar1 olusturulmustur. Bu smiflandirilmalarda oositin
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yogunlugu, ¢evresindeki kumulus hiicrelerinin sayis1 ve diger bazi morfolojik faktorler
onemlidir (Shioya vd. 1988; Madison vd. 1992). Bazi arastiricilara gore oositler, kumulus
hiicreleri ve oositin sitoplazmasi ile birlikte degerlendirmeye alinir ve dort farkl
siniflandirma yapilir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Sig1r oositlerini degerlendirmede kullanilan kriterler (Gordon 2003).

Kategori Kumulus oosit kompleksi 6zellikleri
1 Kumulus ¢ok katmanli ve kompakt, sitoplazmasi homojen, kumulus oosit
kompleksi (KOK) acik ve seffaf.
2 Kumulus yapisi ¢ok katmanli, sitoplazmasi homojen, kalin goriiniim ve

zonada koyulagma, KOK daha koyu ve daha az transparan.
3 Kumulus yapist oldukga az katmanli, sitoplazma diizensiz ve koyu
kiimelenmelere sahip, KOK 1 ve 2.’ve gore oldukca kovu.

4 Kumulus hiicreleri genislemis ve daginik, sitoplazma diizensiz, KOK
koyu ve diizensiz.

S1g1r oositlerinin in vitro maturasyon i¢in se¢iminde bazi temel gorsel morfolojik
degerlendirmeler yapilmaktadir. Mikroskop esliginde, oositlerin siniflandirma semalari
olusturulmustur. Bu semada; oositin sitoplazma yogunlugu, oosit ¢evresindeki kumulus
hiicrelerinin yogunlugu ve goriilebilir baz1 morfolojik 6zellikler yer almaktadir (Cizelge
2.3). Ayrica immatiir oositler, kumulus hiicrelerinin dagilimina gore A, B, C ve D olarak
siniflandirilmaktadir (Cetica vd.1999). Bu siniflandirmadaki oositlerin 6zellikleri Cizelge
2.4°te, ornek goriintiileri ise Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. S18ir oosit se¢imi igin Beltsville kriterleri (Hawk ve Wall 1994).

Oosit Tipi Kumulus Ozellikleri Sitoplazma Ozellikleri
Cok katli kumulus ve sitoplazma net
goriilebilir

Iyi kalite Yogun ve ince graniillii
Orta ve Birkag katli ya da yarisindan daha azi  Degisebilen yogunlukta, kiigiik

vasat kompakt kumulus ile kapli ve net ve orta bliylikliikte grantilli
kalite goriinmeyen sitoplazma

Kalin graniiller ¢ok agik ve ¢cok
koyu alanlarda dagilmas,
sitoplazma agik kahve ya da
siyah, diizensiz oosit

Kismen ya da tamamen genislemis
Kalitesiz kumulus, hiicresiz ve kumulussuz
iskelet, asir1 biiyiik veya kiigiik oosit.

10
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Cizelge 2.4. Immatiir oositlerin kumulus dagilimma gére siniflandiriimas: (Cetica vd.
1999).

Kalite Ozellikleri
A Kumulus hiicreleri zonanin ¢evresinde 5 veya daha fazla katli olarak
goriilmektedir.
B Kumulus hiicreleri zona ¢evresinin 1/3’{inden fazlasini 2 veya daha az kat
olarak kaplamaktadir ya da az bir kisminda kumulus olmayabilir.
C Oositler genellikle tamamen ¢iplak ya da B kalite oositten ¢cok daha az

kumulus hiicresine sahiptir.

Kumulus hiicreleri 6riimeek ag1 gibi ya da sismis goziikmektedir

Sekil 2.5. Immatiir oositlerin kalite kriterlerine gdre simiflandiriimasi (Hasler vd.
2017).

Saglikl bir sekilde embriyonik gelisimin tamamlanabilmesi i¢in gerekli olan
kaliteli oosit hiicresinin elde edilmesinde en 6nemli basamak maturasyondur. Blastosist
implantasyonundaki goriilen basarisizliklar ve fetal gelisimdeki anomaliler ¢ogunlukla bu
basamaktaki aksakliklardan koken almis olabilmektedir. Bir 6rnek sitoplazma toplulugu
elde etmek i¢in uygulanan yontem sigir, koyun, ke¢i, domuz gibi ¢iflik hayvanlarinda
oositinin in vitro maturasyonudur. Bu tiirlerde oosit hiicreleri kolaylikla mezbaha
ovaryumlarindan elde edilebilmektedir. /n vitro maturasyon olgusu adindan da
anlagilacag1 gibi oositin gelisimini taklit etmek iizere planlanan bir siiregtir. Uygun
maturasyon sartlar1 saglanamadig1 takdirde in vitro embriyo iiretim basarist miimkiin
degildir. Bu nedenle, bu siirecin en iyi sekilde taklit edilmesi i¢in oositin fertilize olana
kadar gecirdigi siiregte ne gibi agsamalardan gectigini ¢cok 1yi anlamak gerekmektedir. Bu
baglamda bu siirecin in vivo olarak nasil gerceklestigi asagida detaylandirilmistir.

Memelilerde primer oosit pubertaya (erginlige) ulasana dek mayoz bdliinmenin
profaz-1 asamasinda ve diploten yapida duraksama halindedir. Pubertaya ulasilmas: ile
gonadotropik hormon (GnRH), maturasyon faktorii (MPF), Camp siklin gibi uyaricilarin
salgilanmayla baglamasiyla birlikte duraksama sona erer ve mayoz boliinme devam eder.

Bilindigi gibi oosit toplama teknigi ne olursa olsun in vitro iiretim i¢in gerekli olan
oositler ovaryumlardan elde edilmektedir ve bu oositler heniiz dollenme yeteneklerini
kazanmamiglardir. Maturasyon, oositin mayoz boliinme sirasinda profaz-1 evresinden

11



KAYNAK TARAMASI E. TUTEN SEVIM

metafaz-I1 (MII) evresine kadar olan olaylar biitiinii olarak kabul edilmektedir (Anwar ve
Moussa 2002; Sela-Abramovich vd. 2006; Akyol 2008; Grendahl 2008). Bu siire¢ niikleer
ve sitoplazmik maturasyon olarak 2 kisimda incelenmektedir. Bu iki maturasyon sonrasi
oosit dollenme yetenegi kazanmaktadir.

Oosit gelisiminin diizenlenmesi ve kontrolii, hem lokal (parakrin) hem de
yumurtalik dis1 (endokrin) faktorleri kapsayan kompleks bir siiregtir. Yumurta
gelisiminin diizenlenmesinde hormonlarin yani sira (LH: Luteinlestirici Hormon, FSH:
Folikiil Uyaric1 Hormon), bliylime faktorleri, sitokinler, inhibin/aktivin gibi faktorler
kritik 6nem tasimaktadir. Ureme sisteminde, hormonlar ve biiyiime faktdrleri yakin iliski
icindedir. Biiyiime faktorleri; yumurtaliklarda somatik hiicreler tarafindan, embriyonun
degisik boliinme agamalarinda embriyo tarafindan ve disi ireme kanallarina ait hiicreler
tarafindan sentezlenebilmektedir.

Sigir embriyolariin in vitro tiretiminde kullanilan kiiltiir medyumlar1 basit ve
kompleks olarak 2 gruba ayrilmaktadir (Gordon 2003). Basit maturasyon medyumlari
genellikle bir piruvat, laktat ve glikoz ilavesiyle birlikte bazik fizyolojik salin iceren
bikarbonat tamponlu ortamlardir. Basit ortamlarin ¢esitli bicimleri arasindaki temel
farklar, iyon konsantrasyonlarindaki ve enerji kaynaklarinin seviyelerindeki farkliliklarda
yatmaktadir. Ortam genellikle eser miktarda antibiyotik (penisilin, streptomisin,
gentamisin) iceren serum veya albiimin ile desteklenmektedir.

Kompleks maturasyon medyumlar: ise basit ortamlarin temel bilesenlerine ek
olarak amino asitler, vitaminler, piirinler ve esas olarak serumda bulunan diger maddeleri
icermektedir (Akyol 2006). Bikarbonat veya 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik
asit (HEPES) ile tamponlanmis ve gesitli serum ve/veya gonadotropin ve/veya steroid
(0stradiol-17b) hormonlari ile takviye edilmis doku kiiltiir medyumu (TCM-199), si8ir
oosit olgunlagmasi ¢aligmasi i¢in en yaygin kullanilan kiiltiir ortam1 olmustur. Ham’s F-
10, Menezo-B2 mediumu ise kompleks maturasyon medyumlarina verilecek diger yaygin
orneklerdir (Brackett vd. 1989; Liu vd. 1991). Bu tez ¢alismasinda TCM-199 medyumu
kullanilmustir.

2.1.2.2. In vitro fertilizasyon

In vitro fertilizasyon, mature oositlerin disi genital kanalinin disinda
dollenmesidir (Giindogan 1998). Yontem, temel bilimler ve uygulamali bilimler alaninda
cok iyi kurulmug bir teknolojidir. Embriyo {iretimini saglayan bu teknoloji bilimsel
aragtirmalarda, insanlarda kisirlik (infertilite) tedavisinde, besi hayvanlarinin iiretiminin
artirlmasinda ve nesli tehlike altinda olan hayvanlarin sayisinin korunmasinda
kullanilmaktadir (Bavister 2002).

Kaynagi tam olarak aciklanamamakla birlikte in vitro fertilizasyonda ilk basarili
calisma hamster gametleri ile 1969 yilinda yapilmistir. Bu ¢caligsmalar spermatozoonun in
vitro kapasitasyonu ile memeli in vitro fertilizasyonunda yapilan ilk ¢alismadir (Gordon
1994). Iritani ve Niwa (1977) tarafindan sigir oositlerinde ilk basarili IVM ve IVF
Japonya’da yapilmistir. Bu yontem ile dogan ilk buzag: ise 1981 yilinda elde edilmistir.

12
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Daha sonra iki IVF buzagis1 da 1983 yilinda Georgia’da elde edilmistir (Brackett ve
Bousquet 1984).

Ulkemizde ilk basarili IVF calismasi, 1984 yilinda tavsanlarda gerceklestirilmistir
(Tekeli 1984). Sonraki yillarda fareler (Kiligoglu 1985; Tekeli vd. 1990; Tekeli 1992), ve
sigirlar (Birler 1997; Birler vd. 1998) {izerinde de yapilmistir. IVF ile {iretilen ilk yavru,
koyunlardan alinmistir (Birler vd. 2002), ilk buzagi ise 2007 yilinda dogmustur (Akyol
vd. 2007).

In vitro embriyo iretim basarisinin artirllmasinda bir diger etkili faktor
fertilizasyonda kullanilan spermin saglikli olmasidir. Bu nedenle ticari olarak alinan
semenden saglikli olanlarin seperasyonu 6nemlidir. Sperm seperasyon yontemleri ile
morfolojik normal spermler ve ilerleyici hareketliligi artirarak sperm kalitesi dnemli
ol¢iide iyilestirebilir. Bu nedenle IVF’de sperm seperasyon yontemleri ¢gok 6nemli bir
yere sahiptir. Bu tiir spermatozoa se¢imi, hareketli spermleri hareketsiz olanlardan ayirir,
seminal plazma kalintilarini, kriyoprotektif ajanlari, diger arka plan materyallerini ve
kalintilar1 uzaklastirir (Zavos 1992) ve ayni zamanda spermin kapasitasyonunu baslatir
(Centola vd. 1998).

Sperm seperasyon yontemlerinden biri olan yogunluk-gradient santrifiij ile segici
ayirma yapilmaktadir. Hiicrelerin, hiicre i¢i partikiilllerin ve viriislerin yogunluk-gradient
santrifiigasyonu icin ve IVF’de ticari bir medyum olan Percoll kullanimi yaygindir
(Samardzija vd. 2006). Percoll ile yogunluk-gradient santrifiij yOnteminde
kullanilmastyla bakteri, hiicre ve kalint1 partikiil gibi yabanci materyaller sprematozadan
net bir sekilde ayrilir. Bu avantajlarindan dolayr IVF amaciyla boga spermlerinin
seperasyonunda Percoll yayginlikla kullanilir (Mendes vd. 2003). Bununla beraber
Percoll’e alternatif olarak boga spermlerinin seperasyonunda Bovipure kullanimida
yayginlagsmaktadir. Bovipure, boga spermlerinde kullanilmak iizere 6zel olarak formiile
edilmis bir sperm ayirma ve saflagtirma {riiniidiir. Silan ile kaplanmis kolloidal silika
partikdilleri iceren izo-ozmotik tuz ¢ozeltisidir (Samardzija vd. 2006). Bu tez caligmasinda
da boga spermlerinin diger kalintilardan temizlenmesi i¢in Bovipure kullanilmistir.

2.1.2.3. In vitro kiiltiir

Oositin orijininin blastosist oranmi etkilemesinin yanisira fertilizasyon sonrasi
kiiltiir kosullarinin bu blastosistlerin kalitesini ve canliligini etkiledigi bilinmektedir.
Oositin i¢ (intrinsik) kalitesi blastosist hizinin birincil belirleyicisini olustururken,
blastosist kalitesi tlizerinde en biiyiik etkiye dollenme sonrasi kiiltiir ortami sahiptir
(Hendriksen vd. 2000; Rizos vd. 2002; Lonergan vd. 2003; Krisher 2004)

Fertilizasyon asamasini tamamlayan oositler, kumulus hiicrelerinden ve
spermatozoanlardan yikanarak uzaklastirildiktan sonra gelismelerini siirdiirecekleri in
vitro kiiltlir (IVC: in vitro culture) ortamlarina alinirlar. /n vitro embriyo kiiltiirii amaciyla
3 farkl sistem kullanilmaktadir. Bunlar sirasiyla; in vivo embriyo kiiltiir sistemleri, ko-
kiiltiir iceren IVC sistemleri ve tanimlanmis [IVC Sistemleridir.

13
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S1g1r embriyolarinin kiiltiirtinde yaygin olarak tanimlanmis I'VC kiiltiir sistemleri
kullanilmaktadir. IVC sistemlerinde sentetik ovidiikt sivist (SOF ve SOFaa), Charles
Rosencrans (CR1 ve CR1aa) ve Quinn’s Advantage (QAM) medyumlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu medyum sistemleri basit bazi farkliliklar disinda genel olarak benzer
ozelliklere sahiptirler. Ancak etkinlikleri calisilan laboratuvarlara goére degisiklik
gosterirken bunun yani sira igerdikleri katki maddeleri (BSA, FCS, aminoasitler, biiylime
faktorleri, antioksidanlar vb.) nedeniyle de in vitro embriyo gelisiminde de biiyiik
farkliliklar gosterebilmektedirler (Bavister vd. 1992; Bucak vd. 2010).

2.2. Memeli Preimplantasyon Embriyo Gelisimi

Memelilerde goriilen eseyli tiremede gelisimin baglamasi fertilizasyon (déllenme)
ile tetiklenir. Memelilerin spermlerinde ve oositlerinde niikleer DNA (nDNA)
replikasyonu uykudadir. Ancak replikasyon 1 hiicreli embriyo veya zigot olarak da
adlandirilan fertilize oositte yeniden baslar. Fertilizasyon, biri paternal (baba kaynakli)
kromozomlar i¢in digeri maternal (anne kaynakli) kromozomlar i¢in olmak iizere iki
proniikleus iceren bir zigot liretir ve hem maternal hem de paternal proniikleus DNA'larini
ayni anda ¢ogaltir. Daha sonra proniikleus ilk mitoz ve sitokinez sirasinda birleserek her
hiicrenin bir dizi paternal ve bir dizi maternal kromozom igeren tek bir diploid (2n)
cekirdek iceren 2 hiicreli bir embriyo (zigot) olusturur (Sekil 2.6). Dollenmeyi takiben
embriyo, blastomerlerin transkripsiyonel olarak sessiz oldugu ve yeni protein sentezi igin
dollenmeden once oositte depolanan transkriptlere bagli oldugu bir siire gegirir (Schier
2007; Fair 2010). Anneden koken alan transkriptler embriyoda hizla bozulur (Graf vd.
2014). Embriyonik genom aktivasyonu (EGA), protein sentezi i¢in mevcut olan
embriyonik genomdan yeni sentezlenmis transkriptlerle sonuglanir.

Fertilizasyon 8 hiicreli Blastosist

Maternal faktorler

Embriyonik faktorler

Sekil 2.6. Sigir preimplantasyon gelisimi sirasinda meydana gelen Onemli
gelisimsel olaylarin dinamigi (Zhang ve Smith 2015).

Déllenmeden kisa bir siire sonra ve 8-16 hiicreli asamadan 6nce, embriyonik
genom aktivasyonu meydana geldiginde, erken embriyonik gelisim, bu dénemde
transkripsiyonel susturma nedeniyle maternal olarak depolanan faktorlere dayanir.
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Embriyonik genom kademeli olarak aktive edilirken maternal faktorler kademeli olarak
bozulur (Zhang ve Smith 2015).

Eseyli tiremede, DNA transkripsiyonu spermde ger¢eklesmez ve primer oositlerde
ise oosit olusturmak {izere mayotik olgunlasmaya ugradiklarinda durur (Zhang vd. 2003).
Zigot genlerinin transkripsiyonu, DNA replikasyonunu takip eder, ancak gerceklestigi
zaman hayvanlar arasinda biiyiik farkliliklar gosterir (Sekil 2.7).

| P - B
W/ Y I.' Y RV AN ! .)\ W\ (A &__: / [/ \ }JKP.: \ 1_ \.J\ %
R A\ Vel Cve il Ml ) <
\ JARN VA ( VAN =) SO/ W Ve, o
Zigot 2 hiicre 4 hiicre 8-16 hiicre Morula  Blastosit U§=
(saat) (saat) (saat) (saat) (saat) (giin) ~
Insan 0-24 24 24-48 48-72 72-80 5-8 8-13
Fare 0-24 24 48 48 72-80 3-4 4-5
Tavsan 0-14 24 48 48-72 48-68 3-4 7-8
Domuz 0-50 24 72 72-80 80-96 5-6 10-12
Sigir 0-27 24 48 48-54 114 9 30-55
Koyun 0-38 - - - 96 6-7 17-18
Keci 0-38 - - - 4-5 giin 7-8 13-16

Sekil 2.7. Farkli memeli tiirlerinde bir zigottan implantasyona kadar déllenmeden
sonraki gelisimin zamanlamasi (Llobat 2021).

2.2.1. TE/ICM hiicre soylarimin farkhlasmasi

Zigot 2 hiicreli yap1 kazandiktan sonra seri mitoz bdliinme gegirir. Zigotun ¢ok
hiicreli bir organizma meydana getirmek ilizere gegirdigi seri mitotik boliinmelere
segmentasyon denir. Boliinme sonucu her olusan hiicrenin hacmi gittikge kiigtiliir.
Kiiciilen bu hiicrelere “blastomer” ad1 verilir. Ug-dort béliinmeden sonra zigot bir dut
tanesi gibi bir sekil alir. Toplam ve esit bdliinme sonucunda meydana gelen kiire
seklindeki hiicre y1gin1 sathasina morula denir.

Morula olusumunun baslangicinda tim hiicreler birbirine benzemektedir. Bu
sathada her bir hiicre sinir1 kolayca tanimlanabilir ve tiim hiicreler totipotenttir (Chen vd.
2010). Sigir embriyosunda yaklasik 16-32 hiicreli asamada baslayan sikistirma
(kompaksiyon), morulanin dis hiicreleri arasinda siki baglantilarin olusumunu saglar.
Boylece hiicreler diizlesir ve bireysel blastomerler artik ayirt edilemez hale gelir (Calarco
ve Brown 1969; Ducibella vd. 1977). Kompaksiyonun ardindan dis hiicreler polarize olur
(Fleming ve Pickering 1985) ve embriyonun dis ve i¢ hiicreleri farkli ortamlara maruz
kalir. Hiicre polarizasyon komplekslerinin aktivasyonunu takiben dis hiicreler arasinda
gecirimsiz bir miihiir olusturan apikal alan iizerinde sik1 baglantilar olusmaya baslar. Ayni
zamanda bu hiicrelerde totipotensi kaybina yol acan molekiiler degisiklikler baslar ve
boylece dis hiicreler farklilasir ve i¢ hiicreler pluripotent olarak kalir (Ducibella vd. 1975;
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Levy vd. 1986; Nikas vd. 1996; Suwinska vd. 2008). Kompaksiyonun sonunda;
blastomerler, yapisik baglantilar (AJ: Adherens junctions), siki baglantilar (TJ: Tight
junctions), bosluk baglantilar1 (GJ: Gap junctions) ve desmozomlar yoluyla baglanir (Bell
vd. 2008; Eckert ve Fleming 2008). Sonu¢ olarak, dis hiicreler ovidiikt kanalinda bir
mikro-ortama ve i¢ hiicreler blastosodl sivisina maruz kalir. Polaritedeki ve mikro-
ortamlardaki farkliliklar, i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofektodermin (TE) olusumuyla
sonuglanan ilk farklilasma igin énemlidir (Fleming 1987; Watson ve Barcroft 2001). I¢
hiicreler pluripotent kalip ICM’yi olustururken, dis hiicreler plasental doku onciisii olan
TE’ye doniisiir. Embriyonun blastosdl adi verilen sivi dolu bir alan edindigi, TE ve
ICM'nin kolaylikla tanimlanabildigi blastosist olusumu, gelisimin 7. glinlinde gergeklesir
(Betteridge ve Fléchon 1988). Yaklasik 12-24 saat sonra ICM, epiblast (fetal dokularin
Onciisli) ve hipoblasti (ekstraembriyonik dokularin onciisii) olusturmak i¢in ikinci bir
farklilasma olayina girer (Arnold ve Robertson 2009; Kuijk vd. 2012; Morris ve Zernicka-
Goetz 2012; Denicol vd. 2014). Preimplantasyon gelisimde goriilen bu hiicre soyu
farklilasmasi olaylarindan ilki (TE/ICM) bu tez caligmasinda konu edinilmistir. Bu
nedenle bu siirecte etkili olan faktorler asagida detaylandirilmistir.

2.2.2. TE/ICM farkhlasmasinda etkili olan genler

Preimplantasyon gelisimde goriilen TE ve ICM hiicre soylarinin farklilagsmasinda
rol oynayan sinyal yollarinda yer alan bir dizi transkripsiyon faktorii bulunmaktadir. Bu
transkripsiyon faktorleri, kemirgen olmayan memelilerde hiicre farklilagmasi olaylarinda
farkli zamansal ekspresyon profilleri ve rolleri sergilemektedir (Pérez-Goémez vd. 2021).
CDX2, GATA3 veya TEAD4 genleri TE'ye 6zgii olup s1gir (Wei vd. 2017; Negron-Pérez
vd. 2017; Gerri vd. 2020), domuz (Ramos-Ibeas vd. 2019a; Kong vd. 2020) ve insan
(Gerri vd. 2020; Niakan ve Eggan 2013; Blakeley vd. 2015) blastosistlerinin TE'sinde de
ifade olmaktadir. Ancak, bu genlerin ifade miktar1 ve ifade zamanlamasinda si1gir, domuz
gibi toynaklilar ve kemirgenler arasinda dikkate deger farkliliklar gozlemlenmektedir.

CDX2 proteinin ekspresyonu farelerde blastosist asamasindan oOnce tiim
hiicrelerde goriiliirken domuz ve sigirlarda bazi1 daginik hiicrelerde sinirli kalmaktadir
(Strumpf vd. 2005; Berg vd. 2011; Bou vd. 2017). CDX2 ve EOMES gibi TE genlerinin
yukari regiilasyonunun diizenleyicisi olan TEAD4’lin asag1 regiilasyonunun sigirlarda
blastosist olusumunu bozmamasi (Sakurai vd. 2017; Akizawa vd. 2018) nedeniyle
toynakli hayvanlarin TE farklilasmasi i¢in gerekli olmadigi sdylenebilir. Ancak, farelerde
Tead4 ablasyonunun blastosdl formasyonunu (TE genislemesi dolayisiyla blastosist
olusumu) tamamen ortadan kaldirmaktadir (Nishioka vd. 2008; Yagi vd. 2007).

CDX2 kemirgen blastosistlerinin TE’sinde OCT4 ifadesini baskilarken (Niwa vd.
2005) sigir OCT4 geninin promotor bolgesi farelerde OCT4 baskilanmast igin gerekli
olan bolgeden (CR4’den) yoksun (Berg vd. 2011) olmas1 nedeniyle sigir embriyolarinda
CDX2’nin asagi regiilasyonu OCT4 ifadesini etkilememektedir (Berg vd. 2011; Goissis
ve Cibelli 2014b). Benzer sekilde hem CDX2 hem de OCT4 fare blastosistlerinde
karsilikli ters ifade modeli gosterirken (Strumpf vd. 2005) insanlarda, domuzlarda ve
sigirlarda gec blastosist asamasina kadar TE’de goriilmektedir (Berg vd. 2011; Cauffman
vd. 2005; Kirchhof vd. 2000). Son yillarda yapilan gen susturulmasi (KO) ¢aligmalart ile
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kemirgen, bazi toynaklilar ve insanlar arasinda OCT4’ln farkli bir fonksiyonu
vurgulanmistir. OCT4-KO fare embriyolar1 hipoblast (ICM’de gergeklesen ikinci
farklilagma sonrasi olusan hiicre soyu) olusumu bozulmasina ragmen blastosist
olusturabilmektedir. Ancak, OCT4-KO morulalarda OCT4 proteinin yoklugu hem sigir
(Daigneault vd. 2018) hemde insanlarda (Fogarty vd. 2017; Stamatiadis vd. 2021)
blastosist olusturamazken, CDX2 ifadesini de azaltmaktadir.

2.2.2.1. CDX2 geni

CDX2 geni fare embriyolarinin TE'sinde tespit edilen kaudal tipte bir homeobox
transkripsiyon faktoriidiir (Beck vd. 1995). Farede, 16-32 hiicreli asamadaki embriyonun
dis hiicreleri CDX2'yi eksprese ederken, i¢ hiicreler eksprese etmez. Blastosist
asamasinda CDX2 ifadesi TE ile sinirlidir (Ralston ve Rossant 2005; Suwinska vd. 2008).
Dis hiicrelerin epitel olarak polarize olmasi ve daha sonra TE haline gelmesi, ayrica i¢
hiicrelerin apolar olmast ve ICM'ye yol a¢cmasi nedeniyle (Sasaki 2010) TE
spesifikasyonunun 16 hiicreli asamada basladigi tahmin edilmistir. Ilging bir sekilde,
Ralston ve Rossant (2008), apikal hiicre polarizasyonunun 8 hiicreli agsamada 6nceki
CDX2 ekspresyonunu sagliyor gibi goriindiigiinii gozlemlemis ve buna dayanarak bu
genin TE spesifikasyonunun ana diizenleyicisi olmadigini 6ne siirmistiir. Ayrica,
CDX2'den yoksun embriyolar hala TE'yi olusturabilmekte ancak TE'nin epitel biitiinliigii,
sik1 ve yapisan baglantilardan olusan proteinin yer degistirmis lokalizasyonu nedeniyle
zayiflamaktadir (Strumpf vd. 2005). Meissner ve Jaenisch (2006) daha sonra CDX2
yikimmin TE olusumunu engellemedigini, ancak farede implantasyonu olumsuz yonde
etkiledigini ortaya c¢ikarmistir. Ancak CDX2’nin sigirlarda preimplantasyon gelisim
tizerindeki rolii tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle CDX2 geni bu tez
calismasinda konu edinilmistir.

2.2.2.2. GATA3 ve SOX2 genleri

GATA3, faredeki TE hiicre farklilasmasiyla baglantili olan bir transkripsiyon
faktoriidiir (Home vd. 2009; Ralston vd. 2010). GATA3 ayni1 zamanda domuz, koyun ve
s1g1r embriyolarinda da giivenilir bir TE belirtecidir (Pérez-Gomez vd. 2021). Bu nedenle
CDX2 geninin KO edilmesinin TE hiicre sayisina etkisini belirlemek amaciyla Gata3
proteini immiinohistokimyasal olarak boyanmustir.

SOX2, 20 geni kapsayan SOX protein ailesine igerisinde yer alan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Wegner, 2010). Farelerde, SOX2 mRNA’s1 6nce morulanin
baz1 hiicrelerinde ifade edilmektedir ve daha sonra blastosistlerin ICM'si ile
sinirlandirilmaktadir. Ancak, maternal protein oositlerde ve preimplantasyon embriyo
gelisimi boyunca blastosist asamasina kadar saptanmaktadir (Avilion vd. 2003).
Transkirpsiyon faktorleri OCT4 ve SOX2, NANOG ile embriyonik kok hiicrelerde
(ESC'ler), fare ve insan blastosistlerinin ICM'sinde yliksek oranda ifade edilmektedir (Liu
vd. 2008). Sigirlarda, SOX2'nin transkriptleri hem maternal hem de embriyonik
genomlardan kaynaklanmaktadir ve fare embriyogenezine benzer sekilde, blastosist
asamasinda SOX2 geninin aktif oldugu hiicreler ICM ile sinirlidir. Bu durum SOX2’nin
sigir ICM'si i¢in spesifik bir protein belirteci olabilecegini gostermektedir (Goissis ve
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Cibelli, 2014a). Bu sebeple i¢ hiicre kitlesi (ICM) sayisim1 belirlemek amaciyla SOX2
geninin ifadesi sonucu olusan Sox2 proteinleri immiinohistokimyasal boyamalar
yardimiyla referans alinmistir.

2.3. Gen Diizenleme

DNA baz dizilimine 6zgii endoniikleazlarin kesfedilmesi programlanabilir gen
diizenlenmesini miimkiin kilarak genom modifikasyonu alaninda devrim yaratmistir.
Bugiine kadar, genomu modifiye edilmis memelilerin tiretimi i¢in {i¢ tlir programlanabilir
gen diizenleme yontemi basariyla uygulanmistir. Bunlar; ¢inko-parmak niikleazlari
(ZFN: Zinc Finger Nuclease) (Geurts vd. 2009; Whyte vd. 2011), transkripsiyon
aktivator-benzeri efektor niikleazlar (TALEN: Transcription Activator-Like Effector
Nuclease) (Carlson vd. 2012; Tesson vd. 2011) ve diizenli araliklilarla boliinmiig
palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) (Shen vd. 2013; Wang vd. 2013) yontemleridir.

ZFN, belirli niikleotit {i¢liilerini taniyan birkag ¢inko parmak alanina birlestirilmis
bir Fokl endoniikleaz alanindan olusur. Fokl endoniikleaz alani bir dimer olarak islev
gordiigiinden, her iki tamamlayic1 zincirde birbirine yakin konumlandirilmis iki ¢inko-
parmak alani seti gereklidir. Benzer sekilde, TALEN, FokI ve birkag¢ protein bazli hedef
tanima alanindan (TAL efektor) olusur. Bu durumda, tanimaya 33-35 amino asit TAL
efektor aracilik eder, burada 12 ve 13 konumlarindaki amino asitler bir niikleotide
ozgilliik kazandirir (6rnegin, 12 ve 13 konumlarinda asparagin ve izol6sin igeren bir alan
adenini tamr). Ote yandan, CRISPR sistemi, hedef diziye RNA kilavuzlugundadir.
Streptococcus pyogenes tip 11 CRISPR'den tasarlanmis sistemde, bir sgRNA'nin (tek
rehber riboniikleik asit) 20 niikleotidi, Cas9'u (endoniikleaz) bir Protospacer Bitisik Motif
(PAM: Protocspacer Adjacent Motif) dizisi (NGG) tarafindan takip edilmesi gereken
hedef bolgeye (protospacer) yonlendirir.

Programlanabilir genom diizenleme yontemleri, arastirmacilarin g¢ok ¢esitli
organizmalardaki herhangi bir geni manipiile etmesine olanak tanimaktadir. Ug teknoloji
arasindaki hedefleme yontemlerindeki ve ilgili endoniikleazlarin farkliliklar Sekil 2.8'de
gosterilmistir. Molekiiler mekanizmalari ise ‘hedef dizide bir DNA ¢ift sarmal kirilmasi
(DSB) olusturmasi’ hedefini takip etmektedir.

Cift zincir kirig1 olusmasi homolog olmayan ug birlestirme onarimi (NHEJ: Non-
Homologous End Joining) ve homolojiye yonelik onarim (HDR: Homology-Directed
Repair) gibi DNA onarim mekanizmalarina yol agar. Hataya meyilli NHEJ, sonunda
niikleotitlerin eklenmesine veya silinmesine (indellere) neden olurken, HDR araciligiyla
DSB'nin miikemmel bir onarimi veya hedeflenen bir ekzojen onarim sablonunun
yerlestirilmesi elde edilebilir (Sekil 2.9) (Gaj vd. 2013).
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Sekil 2.8. Endoniikleaz aracili programlanabilir gen diizenleme yontemleri (Lamas
Toranzo, 2021).

Tek endojen niikleaz — DSB indiiklemesi Cift endojen niikleaz— DSB indiiklemesi
N Y \Y
Donor sablonu yok Nokta mutasyonlu donér gablonlu  Insersiyonlu donér sablonlu
e — A
S —— j S — Iki kesim alam arasmndaki NHEJ,
oo otidiet + spesifik ve biiyiik delesyon

:@: olugturur.

NHEJ, degisken uzunlukta insersiyon
ve delesyon iiretir (indeller). Bunlar #
genellikle erken durdurma kodonlari

iireten ¢ergeve kaymalarma neden olur.

HDR, bolgeye dzgil gen diizeltmesi HDR, hedeflenen gen insersiyonu ile

veya tek baz cifti degisikligiyle sonuglanur.
sonuglamr.
Knock-out Knock-in Knock-in Knock-out

Sekil 2.9. DNA c¢ift sarmal kirik onarim mekanizmalart (Maeder ve Gersbach
2016'dan degistirilmistir).

Bolgeye 0zgii niikleazlarin yiiksek verimliligi, embriyolara dogrudan teslim
edilerek tek adimli KO'larin iiretilmesine izin vermektedir. Ancak bu ii¢ programlanabilir
gen diizenleme yontemi arasinda bazi bakimdan avantaj ve dezavantajlar bulunmaktadir

(Cizelge 2.5).

19



KAYNAK TARAMASI E. TUTEN SEVIM

Cizelge 2.5. Programlanabilir gen diizenleme yontemlerinin karsilastirilmasi (Petersen
2018).

ZFN TALEN CRISPR
. Transkripsiyon CRISPR RNA
Hedef Bolge ler{(?t_el;igak Aktivator-Benzeri veya tek zincirli
P Efektor kilavuz RNA
Niikleaz Fokl Fokl Cas9/Fokl
Biallelik nakavt
elde edildi Evet Evet Evet
Ortalama
Mutasyon Orani o o o
Tanima Bolgesinin
Uzunlugu 18-36 bg 30-40 bg 20 be
Hedef bolgede G-zenein T ile baslayip, A ile Hedef bolgenin
restriksiyon & sonlanan sonunda PAM
Vektor
tasarlamanin - + +H+
karmasikligi
- A Degisken,
Hedef dis1 olaylar Degisken Diistik tammlanabilic
Sitotoksisite Degisken - Yiiksek Diistik Diisiik
1 (bir
Gerekli plazmit 5 ) CRISPR/FokI
sayist yapisi olmasi
durumunda, 2)
Maliyet -+ ++- +--

Protein glidiimlii ZFN ve TALEN’in aksine RNA giidiimlii bir sistem olmasi
nedeniyle CRISPR’in uygulanmasi daha kolay ve esnektir. Ayrica, CRISPR/Cas9'un
tasarim1 daha kolaydir, daha yiiksek mutajenez verimliligine sahiptir ve ucuzdur
(Seruggia ve Montoliu 2014). Ayrica, birkac genin eszamanli multipleks diizenlenmesini
saglar (Hsu vd. 2014). Bu gibi cesitli avantajlarindan dolay1 bu tez c¢alismasinda da
CRISPR kullanilmasi planlanmistir. Bu teknolojiye ait detayli bilgiler asagida verilmistir.

2.3.1. CRISPR/cas9

CRISPR/Cas9 sisteminin kesfi, cok yonliiliigii, yiiksek verimliligi, kullaniminin
kolaylig1 ve diisiik maliyet gerektirmesi nedeniyle gen diizenlemede devrim yaratmis ve
kapsamli genom modifikasyonlar1 ile hayvansal iiretime olanak saglamistir (Hsu vd.
2014; Mir vd. 2022). CRISPR baslangigta viral enfeksiyonlara (fajlara) kars1 bakteri ve
arkelerin adaptif bir bagisiklik sistemi olarak islev gdren bir lokus ailesi olarak
kesfedilmistir (Barrangou vd. 2007). Sistem, CRISPR lokusunda tekrar dizileri ile ayrilan
aralayicilar olarak onceki enfeksiyonlar sirasinda 6nceden depolanmis kisa viral DNA
fragmanlarin1 kullanmaktadir (Mojica vd. 2005). Bu aralayicilar, yeniden enfeksiyon
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meydana geldiginde Watson-Crick baz homolojisiyle bir CRISPR ile iliskili (Cas) efektor
endoniikleazin1 hedef yabanci DNA'ya (protospacer) yonlendiren CRISPR RNA'ya
(crRNA) kopyalanir ve islenir. Ug tip CRISPR sistemi olsa da bunlardan en iyi
karakterize edileni ve yaygin olarak kullanilan Tip II CRISPR’dir. Bu sistemde; crRNA,
olgunlagsmasina ve Cas9 endoniikleaz ile birlesmesine aracilik eden islem yapan bir
CRISPR RNA'ya (tracrRNA) baglanir (Deltcheva vd. 2011). Kompleks crRNA-
tracrRNA-Cas9, crRNA'nin (aralayici) 20 niikleotidi tarafindan baz eslesmesi yoluyla
hedef DNA'ya (protospacer) yonlendirilir ve bunu hemen bir Protospacer-Adjacent Motif
(PAM) dizisi takip etmelidir. En yaygin olarak kullanilan sistem, Streptococcus
pyogenes'den tiiretilir ve N'nin herhangi bir niikleotit oldugu bir PAM dizisi (NGG)
gerektirir. Bu lokusta Cas9, yabancit DNA'y1 devre dis1 birakarak PAM'n {i¢ baz ¢ifti (bg)
yukarisinda bir DSB'yi indiikler (Jinek vd. 2012).

Calisma mekanizmasi 6grenildikten sonra, CRISPR in vitro uygulanabilecek
sekilde (crRNA ve tracrRNA, tek kilavuzlu bir RNA'ya kaynastirilmis: sgRNA)
tasarlanmis (Jinek vd. 2012) ve memeli hiicrelerinin genom baskis1 uygulanmasinda
kullanilmigtir (Mali vd. 2013). CRISPR tarafindan iiretilen DSB, Okaryotik hiicrenin
endojen DSB onarim mekanizmalari tarafindan bir mutasyona doniisebilir. Bu onarim
mekanizmalarindan, NHEJ, bir DSB'yi sabitlemek i¢in genellikle niikleotidleri ekleyen
veya silen (indeller) hataya agik bir onarim yoludur (Moore ve Haber 1996; Wilson ve
Lieber 1999).

CRISPR/Cas9'u bir genom diizenleme araci olarak kullanmak icin, crRNA ve
tractfRNA'nin flizyon iiriinii (gRNA), Cas9 ile birlikte bir hiicreye veya organizmaya
verilmektedir. Kiigiik kilavuz RNA olan gRNA'min (sgRNA) 5' ucundaki 20
ozellestirilebilir niikleotid, ardindan Cas9'u Watson ve Crick baz eslesmesi yoluyla belirli
bir bolgeye yonlendirmektedir ve burada Cas9 bir DSB'yi indiiklemektedir. sgRNA
tasarimindaki tek sinirlama, memeli genomunda ortalama olarak her 8 b¢'de bir meydana
gelen, 3' ucunda bir NGG protospacer bitisik motifinin (PAM) zorunlulugudur (Sander
ve Joung 2014; Seruggia ve Montoliu 2014).

CRISPR/Cas9 teknolojisi ile KO olusturulmasinda iki temel diizenleme yaklasimi
vardir. Bunlar; bir hayvan olusturmak icin kullanilan somatik hiicre genomlarinin
diizenlenmesi sonras1 somatik hiicre niikleer transferi (SCNT: Somatic Cell Nuclear
Transfer) veya tek hiicreli embriyolarin (mikroenjeksiyon) dogrudan diizenlenmesidir
(Laible 2018). Bu iki yaklasim arasindaki temel farkliliklar Sekil 2.10” da 6zetlenmistir.
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-Genome kararsizligi
*Saglikl transgenik yavrular

*Diistik gebelik orant

*Yiiksek oranda diigiik veya ani oliim
Sekil 2.10. Sigir iiretiminde mikroenjeksiyon yoluyla gen susturma ve somatik
hiicre niikleer transferi yontemlerinin karsilastirilmasi.

Zigotta yapilacak DNA diizenlemeleri sayesinde bir sonraki neslin farklilasmasi
miimkiin hale gelmistir. Klonlama yoluyla tiiretilen hayvanlar birbirinin kopyas1 olurken
gen manipiilasyonu yapilmis zigotlardan genetik olarak birbirinden farkli hayvanlar
tiretilebilmesi 6nemli bir avantajdir (Bishop ve Van Eenennaam 2020). Bugiine kadar,
genom diizenleme bilesenlerini ¢iftlik hayvani zigotlarma entegre etmenin standart
yontemi sitoplazmik mikroenjeksiyon olmustur (Sekil 2.11). Bu yontemde tecriibeli bir
kisi tarafindan genom diizenleme bilesenlerinin sirasiyla zigota enjekte edilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple bu yontem yiiksek donanimli 6zel laboratuvarlarda daha fazla
i giicli ve zaman gerektirir. Cok sayida zigotun mikroenjekte edilmesi saatler alabilir ve
bu, dollenmeye goére mikroenjeksiyon zamanlamasinda onemli degisikliklere neden
olabilir.
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Sekil 2.11. Sigir zigotlarinda mikroenjeksiyon uygulamasinin asamalari; (a) bir
tutma pipeti ile zigotun hareketsizlestirilmesi, (b) enjeksiyon ignesi ile zona
pellusida ve alttaki plazma zarinin penetrasyonu, (¢) ilgili efektér molekiilleri igeren
kiictik bir hacmin enjeksiyonu, ve (d) enjeksiyon tamamlandiktan sonra ignenin
geri ¢ekilmesi (Laible, 2018).

Mikroenjeksiyona alternatif olarak elektroporasyon yontemi kullanilarak DNA
veya RNA'y1 tek hiicreli embriyolara aktarmak miimkiindiir (Grabarek vd. 2002).
Elektroporasyon protokolii yalnizca bir stereo mikroskop, bir elektroporatér ve bir
elektroporasyon kiiveti gerektirir. Zigotlar, genom diizenleme reaktifleri iceren bir
besiyerinde siispanse edilirken bir kiivete veya bir slayt iizerine yerlestirilmektedir
(Takemoto 2020). Bireysel embriyolarin mikroenjeksiyonu ile karsilastirildiginda
elektroporasyon siireci daha basittir. Elektroporasyon yontemi otomasyona uygun
oldugundan dolay1 onlarca embriyodan olusan gruplar ayni anda diizenlenebilir (Sekil
2.12). Genom diizenleme reaktiflerinin teslim edilmesinin is akisi, 35-100 zigotun
herhangi bir yerde ayni anda elektroporasyona tabi tutulabilmesi nedeniyle
mikroenjeksiyona gdore 6nemli 6l¢iide hizlandirilmistir (Modzelewski vd. 2018). Bunlarin
yani sira sigirlarda, zona icermeyen zigotlarin elektroporasyonunun HDR'nin bir sonucu
olarak kesin mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina da olanak sagladig: bildirilmistir (Wei vd.
2018). Bu tez calismasinda sigir CDX2 geninin diizenlenmesi i¢in mikroenjeksiyon
yontemi kullanilmistir.
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a) Mikroenjeksiyon

Sekil 2.12. Mikroenjeksiyon ve elektroporasyon yontemlerinin grafiksel 6zeti. (Lin
ve Van Eenennaam 2021°den diizenlenmistir).
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3. MATERYAL VE METOT

Dr. Pablo Bermejo-Alvarez tarafindan yiiriitiilen Avrupa Arastirma Konseyi (StG-
757886-ELONGAN) ve Ispanya Bilim ve Inovasyon Bakanligi (P1ID2020-117501RB-
100) tarafindan desteklenen projelerin bir boliimii bu tez ¢alismasinin konusu olmustur.
TUBITAK 2214-A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Burs programindan saglanan burs
ile 12 ay stiresince bu projelere dahil olunmus ve tez ¢aligmasinin tiim agsamalar1 basariyla
tamamlanmistir. ispanya Bilim ve Inovasyon Bakanlig1, Ulusal Tarim ve Gida Arastirma
Ensititiisii (INIA) biinyesinde yer alan Hayvan Ureme Boliimii, Hayvan Genomik
Miihendisligi Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Bu tez c¢alismast kapsaminda;
materyalin toplanmasi, deneme i¢in hazirlanmasi, gRNA+Cas9 reaktiflerinin
hazirlanmasi, CRISPR teknolojisinin uygulanmasi, mikroenjeksiyon, in vitro embriyo
iiretimi, immiinohistokimyasal boyama ve gerekli rutin laboratuvar islemleri
gerceklestirilmistir.  Gen diizenlenmis embriyolarin  genotiplenmesi i¢in gerekli
sekanslama islemleri hizmet alimi (Stabvida, Madrid) ile yapilmistir (Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer).

3.1. Materyal

Gergeklestirilen tez calismasinin  materyalini  Ostrus  dongiisiiniin ~ gesitli
asamalarindaki sigirlarin ovaryumlarindan toplanan oositler olusturmustur. Aragtirmada
kullanilan sigir ovaryumlar1 Madrid’de bulunan yerel mezbahalardan saglanmustir.
Sigirlarin kesiminden hemen sonra i¢ organlarin temizlenmesi esnasinda i¢ organlar
heniiz sicakligin1 kaybetmeden steril aletler yardimiyla ovaryumlar alinmig ve 37°C
sicaklik muhafazali sodyum kloriir soliisyonuna daldirilmistir. Bu sekilde toplanan
ovaryumlar steril zincir yoluyla laboratuvara taginmustir.

Ovaryumlardan aspire edilen oositlerden kontrol ve deney grubu olarak 2 deneme
grubu olusturulmustur. Kontrol grubunda 276 adet, deney grubunda ise 595 adet oosit ile
calisilmistir. Deneme gruplarindaki oositlerin in vitro fertilizasyonunda ticari olarak elde
edilen bir babadan dondurulup-¢6zdiiriilmiis spermalar kullanilmigtir.

3.1.1. Laboratuvar geregleri

Calismada kullanilan arag geregler Cizelge 3.1°de, kimyasallar Cizelge 3.2°de,
ticari kitler Cizelge 3.3’te, antikorlar Cizelge 3.4’ te detayl olarak verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar, marka ve 6zellikleri ve kullanim amaglari.

Cihaz Marka Kullanim Amaci
Termos Decathlon Mezbahadan toplanan ovaryumlarin
laboratuvara taginmast.
Su banyosu Daihan Aspirasyon slirecinde ovaryumlarin 37
Beher Brand °C muhafazasi.

(Devam arkada)
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Cizelge 3.1’in devami

Enjektor Kruuse (12 ml) Ovaryumlardan oositlerin aspirasyonu
Siringa Braun (18 G) yu pirasyon.
Otomatik pipet Brand Oositin peletinin lizerinden folikiil
Disponsible pipetler ~ SPL Life Sciences sivisinin atilmasi.
Mikroskop ZEISS (Stemi 305)
Kabin Labogene Kaliteli KOK se¢ilmesi
Petriler Sarstedt ¢ ’
Isitict tabla Minitube
Kuyulu petri Nunc Oositlerin maturasyonu.
Falkon BD Mature oositlerin toplanmasi, kumulus
Vorteks Biosan kompleksinin uzaklastirilmasi.
inkiibator HERACELL Oosfdenq maturasyonu ve
fertilizasyonu.
. e Eppendorf Oositlere CRISPR reaktifinin
Milrquanipilator (TransferMan 4r) enjeksiyonu.
Azot tank Henan Tianchi Dondurulmu§ olarak temin edilen
spermin muhafazasi.
. Dondurulmus sperm payetinin
C&° P daldirilarak ¢ozdiiriilmesi.
Santrifiij Alresa Sperm seperasyonu.
Thoma Lami Assigign! Sperm konsantrasyonun belirlenmesi
Mikroskop BOECO P Y '
Inkiibator Astec Muhtemel zigotlarin kiiltiirii.
Buzdolabi Svan Cozeltilerin muhafazasi.
Apotome ZEISS
Pap-pen Kisker
Hecht Assistent, Embriyolarin morfolojik analizi.
Slide Sondheim vor der
Rhon
Ependorf tiip Brand, Wertheim Embriyolarin dondurulmasi.
Pipetler Brand, Wertheim
i LongGene BIOER
PCR cihazlari 8 Embriyolardan DNA izolasyonu, hedef
Elektroforez tanki Ecogen bolgenin amplifikasyonu ve jel de
Gli¢ kaynagi Consort kontroli.
Goriintiileme Vilber Lourmat
Cok kanall1 pipetler Brand, Wertheim
Magnet safe plaka In vitrogen Geno‘up}ieme i¢in kiitiiphane
azirlanmast.
Kuyulu plaka Nunc
Nanodrop Thermo Kiitiiphane 6rneklerinin

konsantrasyonlarinin belirlenmesi.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar, marka/6zellikleri ve kullanim amaglari.

Kimyasallar Marka/Ozellikleri Kullanim Amaci
NACI Merck 6404 Ovaryumlarin taginmast
Euroflush IMV Technologies Yikamalar
TCM199 Gibco 12340030
Gentamisin Sigma G1272 IVM
EGF Sigma E 4127
FCS Sigma F 2442 IVM, IVC
Heparin Calbiochem 37505
BW Nidacon
Bovipure Nidacon IVE
Bovidilute Nidacon
Nidoil Nidacon IVC
PBS Pan Biotech Yikamalar
PFA Sigma, Steinheim
BSA Sigma A 9647
Glisin Sigma, Steinheim IHC
Triton Sigma, Steinheim
Tween 20 Sigma, Steinheim
E?CI)SH Slgmelt\,/lizi?helm Kiitiiphane hazirlanmasi
Borik Asit Sigma, Steinheim .
EDTA R%) th, Karlsruhe Jel elektroforezi
Agaroz BIOTOOLS

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kitler, marka/6zellikleri ve kullanim amaglari.

KIiT Marka Kullanim amaci
Guide it- in vitro transcription Takara
mMESSAGE mMACHINE T7 Life Technologies
ULTRA kiti CRISPR reaktiflerin
Plasmid pMJ920 Addgene 42234 hazirlanmast
Antartik Fosfotaz NEB
MEGAClear Life Technologies
Arcturus Picopure Thermo, L?fe DNA ekstraksiyonu
Technologies
AMPPure XP Beads Beckman Coulter Genotipleme (Kiitiiphane
Nextera XT [Mlumina

hazirlama)
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Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primer antikorlar, marka/dzellikleri ve kullanim
amaglari

Antikorlar  Tasiyic1 Tiir Marka Hedef Bolge
CDX2 Fare Biogenex MU392A-UC  Trofektoderm
Primer GATA3 Tavsan Abcam ab199428 Trofektoderm
SOX2 Rat Invitrogen 14-9811 I¢ Hiicre Kitlesi
647 Esek Invitrogen Fare
Sekonder 488 Esek Invitrogen Tavsan
594 Esek In vitrogen Rat

*647: beyaz; 488: yesil, 594: kirmiz1 renktedir.

3.1.2. Kullamilan ¢ézeltiler ve medyumlar
3.1.2.1. NaCl soliisyonu

Ovaryumlarin mezbahadan laboratuvara tasmmmasi esnasinda kullanilan tuz
sOliisyonu 9 gram NaCI 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiirlilerek hazirlanmigtir. Bu
karisima 1 ml (%0,1) gentamisin eklenmistir.

3.1.2.2. Maturasyon medyumu

Ovaryumlardan toplanan oositlerin in vitro kosullarda olgunlastirilmasi igin
kullanilan medyumlar asagida acgiklanmistir.

EGF (Epidermal biiyiime faktorii): 15 ml M199 (Sigma M4530) igerisine %0,1-
1,0 (0,015-0,15 gr) BSA (Bovine serum albiimin) eklenmistir. Bu karisim 0,22 um ¢aph
filtre kullanarak sterilize edilmistir. Steril karistmdan 10 ml kullanilarak sise i¢erisindeki
EGF (0,1 mg) (Sigma E 4127) ¢ozdiriilmiistiir. Cozelti 110 pl hacimlerde tiiplere
paylastirilarak -20°C’de saklanmustir.

FCS (Fetal buzagi serumu): 100 ml hacimdeki FCS (Sigma F 2442) sisesi
¢Ozdiirilmiis ve 30 dk boyunca 56°C’de 1s1l isleme tabi tutulup, 30°C’ye sogutulduktan
sonra 100, 500 ve 1000 ul’lik tiiplere ayrilarak kullanincaya kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.

TCM199 (Doku Kiiltiir Medyumu): 100 ml M199 (Sigma M4530) iizerine 0,5 ml
gentamisin (Sigma G1272) eklenmistir. +4°C muhafaza edilmekte olup pH degisimine
bagli olarak olusan renk degisimine gdre kullanim siiresi degisebilmekle birlikte yaklagik
2 haftadur.

Yikama soliisyonu: Tiip 1: 9,9 ml TCM199 iizerine 100 pl EGF eklenir.
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Maturasyon soliisyonu: Tiip 2: 8 ml TCM199 iizerine 1 ml FCS ve 1 ml yikama
sollisyonundan (Tiip 1) eklenerek hazirlanir.

3.1.2.3. Fertilizasyon medyumu

Tyrode’s medyum: Cizelge 3.5’te ayrintilart verilen kimyasallar iyice
¢Ozdiriilmiis (Sigma) ve son hacim 500 ml’ye tamamlanmistir. Cozeltinin ozmolaritesi
230 osm civart olmalidir. Bu ¢ozelti fertilizasyon medyumu i¢in gerekli olan diger
cozeltilerin (Fert, STL ve STL-BSA) hazirlanmasinda temel ¢ozeltidir.

Cizelge 3.5. Tyrode’s medyum ¢dzeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Kaynak Konsantrasyon (mM)  Miktar (mg/500ml)
NaCl Merck 6404 100,0 3333
KCI Merck 4936 3,1 120
NaH2POq4 Merck 6346 0,3 20
CaCl Merck 2382 2,1 150
MgCl Merck 5833 0,4 50
Phenol Kirmizisi Merck 7241 5

STL ve STL-BSA (yikama medyumu): Cizelge 3.6’da detaylar1 verilen 4 ayri
beher hazirlanir.

Cizelge 3.6. Yikama medyumu (STL ve STL-BSA) bilesenleri.

Beher No Kimyasal Kaynak Miktar (mg)
1 Bikarbonat Sigma S 5761 650
Piirivat Sigma P 3662 34
2 BSA® Sigma A 6003 600
3 Hepes Sigma H 3375 480
4 BSA Sigma A 9647 840

“yag asiti igermeyen kullanilmalidir.

300 ml Tyrode’s medyumdan alinarak iizerine Cizelge 3.7°de verilen ¢ozeltiler
eklenir. Daha sonra bu karigim 100 ml ve 200 ml olarak 2 tiipe ayrilir. 100 ml iizerine
Cizelge 3.7°de igerigi gosterilen ‘Beher 2’ karisimi eklenerek fertilizasyon medyumu elde
edilir. 200 ml tizerine ise ‘Beher 3’ karisimi eklenerek, 140 ml ve 60 ml olarak ikiye
boliiniir. STL medyumu i¢in 140 ml iizerine ‘Beher 4’ karisimi eklenir, BSA icermeyen
STL medyumu i¢in ise 60 ml karisim kullanilir.
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Cizelge 3.7. Tyrode’s medyum lizerine eklenen ¢ozeltiler.

Bilesen Kaynak ml
‘Beher 1’ igerigi

Laktat surubu Sigma L 4263 0,92

Gentamisin Sigma G 1272 1,48

Fertilizasyon medyumu filtre edildikten sonra 10 ml olacak sekilde boliinerek 2
haftaya kadar +4°C muhafaza edilerek kullanilabilir.

Heparin: Son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde Sigma su ile hazirlanir.
Filtre edilerek 110 pl olarak tiiplere konulur, -20°C de muhafaza edilir.

Fertilizasyon medyumu (10 ml) igerisine 100 pl heparin eklenerek in vitro
fertilizasyonda kullanilmalidir.

3.1.2.4. Kiiltiir medyumu

SOF (Sentetik Ovidiikt Sivisi): Embriyolarin in vitro olarak iiretilmesinde SOF
kiiltiir medyumu kullanilmistir. Bu kiiltiir medyumunun hazirlanmasinda 6ncelikle
kullanilan baz1 bilesenlerinin stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi gerekmektedir.

STOK A: 10x konstrasyonda hazirlanmistir. +4°C’de 1 ay siire ile
saklanabilmektedir. Bu stok ¢ozeltisin bilesenleri ve bu bilesenlerin miktarlar1 Cizelge
3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. STOK A ¢0zeltisinin bilesenleri

Kimyasal Kaynak gr/100ml
NaCl Merck 6404 6,290
KCI Merck 4936 0,534
KH2PO4 Merck 4873 0,162
MgSO4 Merck 5886 0,182
Na Laktat" Sigma L-4263 0,600 ml
Sigma Su 99,4 ml

“En son eklenmelidir.
STOK B: 10x konstrasyonda hazirlanmis bikarbonat-fenol kirmizisi ¢6zeltisidir.

+4°C’de 1 ay siire ile saklanabilmektedir. Bu stok ¢6zeltisin bilesenleri ve bu bilesenlerin
miktarlar1 Cizelge 3.9’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.9. STOK B ¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal Kaynak gr/100ml
NaHCO:3 Sigma S5761 2,100
Fenol Kirmizisi Merck 7241 0,010

STOK C: 10x konstrasyonda hazirlanmis piriivat ¢ozeltisidir. +4°C’de 1 ay siire
ile saklanabilmektedir. Bu stok ¢dzeltisin bilesenleri ve bu bilesenlerin miktarlar1 Cizelge
3.10’da gosterilmistir.

Cizelge 3.10. STOK C ¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal Kaynak gr/10ml
Na-piirivat Sigma P3662 0,0800
Sigma Su Sigma W1503 10

STOK D: 100x konstrasyonda hazirlanmis CaClz (Kalsiyum Kloriir) ¢ozeltisidir.
+4°C’de 1 ay siire ile saklanabilmektedir. Bu stok ¢ozeltisin bilesenleri ve bu bilesenlerin
miktarlar1 Cizelge 3.11°de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. STOK D ¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal Kaynak gr/50ml
CaClz Merck 2382 1,3100
Sigma Su Sigma W1503 50

Gerekli olan tiim stok ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra 0,22 pm c¢apindaki filtreler
kullanilarak strelize edilmistir. Daha sonra bu stoklar ¢ézeltilerde kullanilarak SOF kiiltiir
medyumu hazirlanmigtir. Bu medyumun hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve
miktarlar1 Cizelge 3.12°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.12. SOF Kkiiltiir medyumu bilesenleri

Bilesen Kaynak Miktar (gr/100ml)
Sigma Su Sigma W1503 78 ml
Tri-sodyum sitrat Merck 6448 0,01
Myo-inositol Sigma 17508 0,05
SOF-Stok A (ml) 10,00
SOF-Stok B (ml) 10,00
SOF-Stok C (ml) 1,00

(Devam arkada)
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Cizelge 3.12’nin devami

SOF-Stok D (ml) 1,00
BME (ml) Sigma B6766 3,00
MEM (ml) Sigma M7145 1,00

L-glutamin (pl) Gibco 25030-024 100,00

Gentomisin (ul) Sigma G1272 500,00

Son olarak hazirlanan SOF-kiiltir medyumu filtre edilerek 10 ml miktarda
boliinmiistiir. Bunlar +4°C’de 2 haftaya kadar muhafaza edilebilmektedir.

3.1.2.5. immunohistokimyasal boyama i¢in kullanilan ¢ozeltiler

PBS (Fosfat tampon soliisyonu): Hazir ¢ozelti halindeki PBS’in pH:2 olarak
ayarlanir.

PFA (Paraformaldehit): Embriyolarin fiksasyonu icin kullanilmak tizere %4 ’liik
hazirlanir, -20°C’de muhafaza edilir. Rutin kullanim sirasinda +4°C’de en fazla 2 hafta
siire ile saklanabilir.

PBS -%1 BSA: 1 gram BSA tartilarak, 100 ml PBS (Ca ve Mg igermeyen)
icerisinde ¢Ozdiiriiliir. Daha sonra 20 pm ¢apl filtre kullanarak filtrelenir. 50ml’lik
falkonlar i¢erisinde +4°C’de muhafaza edilir.

Glisin: Ana stok 1,5 M konsantrasyonda hazirlanir. Final konsantrasyonu 125 mM
olacak sekilde 1:12 oraninda diliie edilerek kullanilir. Her kullanimda taze
hazirlanmalidir.

Permeabilizasyon ¢ozeltisi: PBS-%1 BSA igerisine %1 triton eklenerek hazirlanir.
Kullanmadan 6nce taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.

Bloklama ¢ozeltisi: PBS-%1BSA igerisine %10 FCS ve %0,2 Tween20 eklenir.
Bu karisim +4°C’de muhafaz edilirken, en fazla 1 hafta kullanilabilir.

Primer Antikorlar Karisimi: Bloklama ¢ozeltisine diliisyon orani 1:300 olacak
sekilde her bir primer antikordan eklenir. Bu karisim en fazla 1 ay olmak suretiyle
+4°C’de muhafaza edilerek bir¢ok kez kullanilabilir.

Sekonder Antikorlarin Karisimi: Bloklama ¢6zeltisi icerisine diliisyon orani 1:100
olacak sekilde her bir antikordan eklenir. Ayrica ¢ekirdeklerin hepsinin boyanmasi igin
0,5ng konsantrasyonda olacak sekilde DAPI ilave edilir.

Etanol: Distile su lizerine son hacmi %80 olacak sekilde saf etanol eklenir.
Kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanmalidir.
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3.1.2.6. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde GraphPad Prism (GraphPad yazilimi, San Diego, CA,
ABD) yazilim paketi kullanilmistir. Kontrol ve deneme gruplar1 arasinda embriyonun
gelisimsel (boliinme ve blastosist oranlari) olarak karsilastirilmasi i¢in bagimsiz gruplar
t-testi kullanilmistir. Elde edilen farkli genotipler (Wild type CDX2, non-knock out ve
knock-out) arasinda toplam hiicre sayis1 (DAPI+), ICM (SOX2+) sayist ve TE
(GATAS3+) hiicre sayilarinin karsilastirilmasinda tek yonlic ANOVA testi kullanilmistir.
Verilerin normal dagilim testi Kolmogorov-Smirnov ile yapilmistir. Normal dagilimin
goriilmedigi durumlarda parametrik olmayan tek yonliit ANOVA (Kruskal-Wallis testi)
kullanilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Gen diizenleme icin CRISPR bilesenlerinin hazirlanmasi
3.2.1.1. CDX2 hedefli gRNA tasarim

Sigir (Bos taurus) genomunda 12. kromozom iizerinde bulunan 5722 baz
uzunlugundaki CDX2 genine (NCBI gen ID:618679) 6zgii ve hedefli gRNA tasarimi igin
CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) yazilimi kullanilmistir. Tez ¢alismasinda CRISPR
temelli CDX2 geninin susturulmasi amaglandig i¢in 3 ekzon bulunduran gen iizerinde
ilk ekzona baglanarak o bolgede kirik olusturacak sekilde gRNA’lar tasarlanmistir. Bu
amagla, CRISPOR yazilimina gen dizisi fasta formath olarak girilmistir. Daha sonra
yazilim tarafindan 6nerilen gRNA dizileri arasindan verimlilik, hedef dis1 etki, muhtemel
mutasyon oranlari incelenerek en etkili olacag diisiiniilen 3 farklt gRNA belirlenmistir.

CDX2 geninin 1. ekzon bolgesini igeren dizi NCBI’dan fasta formatinda alinmus,
tasarlanan gRNA’ler ve her bir rehber dizinin PAM bolgesi Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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>XM 027557522.1 PREDICTED: Bos indicus x Bos taurus caudal type homeobox 2
(CDX2), transcript variant X2, mRNA

5’ GACCGCCTCAGAGGCAGAAGCGCCGCGAGGAGCCGGCGGAGCTTCGCGGGCCGGAGCGCAGCCACCCGCCGTT
CCGGCGCCCCCTCGCCCCCTTCGCCAGCGCGGCGCCCCCCGGCARCCTCCAGCGTCCGTCCCTGGGCAGCATGGT
GAGGTTCGCCGTCGGGCCCTCGCCANNTCTACCTCACCTACCTOCTECAC ANBEACGTGAGCATGTATECOAGE
TCCGTGCGCCACTC-CA(]CC'[‘CI\!\CC TGGCCCCGCAGAACTTCGTCAGCCCCCCGCAGTACCCGGACTACGGC
GGATACCATGTGGCGGCCGCGGCCGCCGCCGCCGCCAACCTGGACAGCGCGCAGTCCCCGGGGCCGTCCTGGCCT
GCCGCCTACGGCGCCCCGCTCCGCGAGGACTGGAACGGCTACACGCCGGGGGGLGCGGLCGGCCGCCGLCCAACGLC
GTAGCGCACGGCCTCAACGGGGGCTCCCCGGCCGCCGCCATGGGCTACAGCGGGCCAGCCGATTACCACCCGCAC
CATCACCCTCACCACCATCCGCACCACCCGGCCGCCGCGCCCTCCTGCGCCTCCGGCTTGCTGCAGACGCTCAAC
CCCGGCCCCCCCGGGCCGGTCGCCACCGCCGCCGCCGAGCAGCTGTCGCCCGGLCGGCCAGCGGCGGAACCTGTGC
GAGTGGATGCGGAAGCCCGCGCAGCCGGCGCTGGGCAGCCAAGTGAAAACCAGGACGAAAGACAAATACCGGGTC
GTGTACACGGACCACCAGCGTCTGGAGCTGGAGAAGGAGT TTCACTACAGTCGCTATATCACCATCCGGAGGAAA
GCCGAACTGGCCGCCACGCTGGGGCTCTCAGAGAGGTTAAAATTTGGTTTCAGAACCGCAGAGCAAAGGAAAGGA
AAATCAACAAGAAGAAGTTGCAACAGCAGCAGCAACAGCCGCCCCCACCTTCTGGGCCACAGCCTCCCCAGCCAC
AGCCAGGTCCGCTGAGAAGCGTCCCAGAGCCCCTGAGCCCCGTGTCTTCCCTGCAAGGCTCAGTGCCTGGGGTTC
TGGGGCCAGCTGGG -3’

cDl: BEA TGTACGTGAGCTACCTCCTG
CD2: CGTGAGCTACCTCCTGGACA
CD3: CCCAGCTCCGTGCGCCACTC

Sekil 3.1. CDX2 geni 1. ekzon bdlgesi lizerinden hedef bolgeler i¢in tasarlanmis
farkli gRNA’ler. Sar1 renk ekzon bolgesini, mavi renk gRNA baz dizisini, yesil renk
PAM bolgelerini gostermektedir.

3.2.1.2. CRISPR reaktiflerinin (gRNA ve Cas9) hazirlanmasi

Sigir CDX2 geni i¢in tasarlanmig olan sgRNA (single guide RNA) Guide-it
sgRNA in vitro Transkripsiyon Kiti® (Takara) kullanilarak sentezlenmis ve
saflastirilmistir. Kaplanmis poliadenillenmis Cas9 mRNA, sablon olarak Bbsl ile
dogrusallagtirllmis ve Antarktika fosfataz (NEB) ile muamele edilmistir. Daha sonra
plazmit pMJ920 (Addgene 42234) kullanilarak in vitro transkripsiyon (nMESSAGE
mMACHINE T7 ULTRA kit®, Life Technologies) ile iiretilmistir. Elde edilen Cas9’u
kodlayan mRNA, MEGACIear kiti (Life Technologies) kullanilarak saflagtirilmistir.
Cas9 mRNA kullanilincaya kadar -80°C'de saklanmuigtir.

3.2.2. CDX2 geni diizenlenmis embriyolarn in vitro iiretimi
3.2.2.1. Sigir oositlerinin in vitro maturasyonu

Si1gir yumurtaliklari yerel mezbahalardan toplanmis ve steril zincirde 3 saat i¢inde
laboratuvara taginmistir. Kumulus-oosit kompleksleri (KOK) 2-8 mm ¢apindaki
folikiillerden 18 G igneli siringa ile aspire edilmistir (Sekil 3.2). Daha sonra steril kabin
icerisinde invert mikroskop kullanarak geleneksel morfolojik kriterlere gore (Hawk ve
Wall 1994) kaliteli olanlar se¢ilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. Sigir oositlerinin ovaryumlardan folikiil aspirasyon yontemi ile elde
edilmesi.

Sekil 3.3. Mikroskop altinda kaliteli oldugu i¢in secgilen kumulus-oosit
kompleksleri (4x biiyiitme).

Saglikli oositler %5 COz2, maksimum nem igeren 38,5°C'de %10 fetal buzagi serumu
(FCS) ve 10 ng/ml epidermal biiyliime faktorii (EGF) ile desteklenmis 500 ul TCM-199
medyumu i¢inde 24 saat boyunca inkiibe edilerek in vitro maturasyonu
gerceklestirilmistir.

3.2.2.2. Mikroenjeksiyon

Gen diizenlenmis embriyolarda ortaya ¢ikabilecek mozaikligi en aza indirgedigi
bilinen protokole (Lamas-Toranzo vd. 2019) goére mature (MII asamasindaki olgun)
oositlere fertilizasyon 6ncesi enjeksiyon yapilmistir. Bunun i¢in ilk olarak mature oositler
15 ml’lik falkon tiipte 1 ml euroflush igerisinde 3 dk vortekslenerek kumuluslarin
oositlerden uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra oositlere asagida detaylar1 verilmis
olan 2 farkli grup olusturularak mikroenjeksiyon yapilmstir.
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1. Deney Grubu (gRNA+Cas9): CDX2 geninin susturulmasi (KO) icin oositler
sirastyla 100 ng/ul sgRNA, 300 ng/ul Cas9 kodlayan mRNA igerecek sekilde hazirlanan
soliisyon ile enjekte edilmigtir. Bu grup WT (wilt type), dlizenlenmis-KO olmayan (NKO:
non-knock-out) ve susturulmus (KO) embriyolarini igermektedir. Yapilan 8 bagimsiz
tekrarda toplam 595 oosite enjeksiyon yapilmistir.

2. Kontrol Grubu (Cas9): Deney grubu ile ayn1 tekrarda elde edilen embriyolarin
gelisimlerinin karsilagtirilabilmesi i¢in sadece 300 ng/pl Cas9’u kodlayan mRNA ile
enjekte edilmistir. Bu sadece WT embriyolarini igeren bir mikroenjeksiyon kontrol
grubudur. Yapilan 8 bagimsiz tekrarda toplam 276 oosite enjeksiyon yapilmistir.

Tiim mikroenjeksiyon islemleri bir FemptoJet 4i ve TransferMan 4r
mikromanipiilasyon ayarma bagli bir Leica Dmi8 ters mikroskobu altinda
gerceklestirilmistir. Bir filament igne kullanilarak ooplazmaya 3-5 pl mikroenjeksiyon
sollisyonu verilmistir. Mikroenjeksiyon siireci Sekil 3.4°te sematize edilmistir.

IVM Mikroenjeksiyon
| Cas9 mRNA ‘
Kumuluslarm Cas9 g:mbu — -WT
uzaklagti llmam — (KOIltl‘OD: |
@ 24 sa
Cas9 mRNA )
CDX2 hedeﬂ1 sgRNA -WT
gRNA+Cas9grubu | _ o 10
O — (Deney): _KO

Sekil 3.4. Kontrol ve deney grubunda mikroenjeksiyon siireci
3.2.2.3. In vitro fertilizasyon

Maturasyonu  saglanan oositlerin  mikroenjeksiyon sonrasit in  vitro
fertilizasyonunda tek bir babadan dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermatozoa kullanilmistir.
Ik olarak, ¢dzdiiriilen spermatozoa icerisinde saglikli olanlarin segiliminde %80/%40
Bovipure gradient (Nidacon) yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in IVF’dan yaklasik 3 saat
once gerekli hazirliklar yapilmistir. Oncelikle 15 ml’lik falkon tiipler icerisine 3 farkli
sollisyon hazirlanmistir. Birinci soliisyon; 800 pl bovipure, 200 pl bovidilute (%80)
icerirken ikinci soliisyon 400 pl bovipure, 600 pl bovidilute (%40) igcermektedir. Son
sollisyon ise yikama amaciyla kullanilacak olan 2 ml boviwash falkon tiip icerisine
hazirlanmis ve yaklasik 3 saat 38,5°C’ye 1sinmasi i¢in inkiibatore yerlestirilmistir. Ayni
zamanda 15 ml’lik falkon tiip igerisine 10 ml TALP ortamina (BSA takviyeli TALP-
Tyrod’un Albumin Laktat Medyumu) spermlerin kapazitasyonunu saglamast i¢in 100 pl
heparin eklenmis (bu karisim: fertilizasyon medyumu) ve ekilibrasyon i¢in inkiibatore
gaz gecisine izin verilecek sekilde kapagi yar1 agik olarak konulmustur.
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IVF saati geldiginde sperma secimi lireticinin protokoliine gore kisaca su sekilde
yapilmustir; yogun konsantrasyona sahip ¢ozelti (%80) altta, diisiik konsantrasyona sahip
cozelti (%40) istte olacak sekilde gradient tiip (%80/%40) hazirlanmigtir. Tek bir
babadan dondurulmus 1 payet sperma 38,5°C sahip su igerisinde yaklagik 1 dk tutularak
¢Ozdiriilmiis ve gradient tiip i¢erisine bosaltilmigtir. 10 dk 1000 rpm de santrifiij edilerek
saglikli spermalarin dibe ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant alindiktan sonra sperma
peleti yikama soliisyonu ile resiispanse edilerek 5 dk 1000 rpm de santrifiij edilmistir.
Santrifiij devam ederken, ¢ozdiiriilen sperma sayisini belirlemek icin 95 pl distile su ve
thoma lami hazirlanmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant dikkatli bir sekilde alinmis,
peletin falkon tiipe nazik¢e vurularak resiispansiyonu saglanmistir. Resiispanse spermden
5 pl alinarak 95 pl distile su ile karistirilmis ve bu karigimdan 10 pl alinarak thoma lami
lizerinde sperma sayisi belirlenmistir. Nihai konsantrasyonu 10° spermatoza/ml olacak
sekilde fertilizasyon medyumu ile seyreltilen spermatozoa, CRISPR/Cas9 enjekte edilmis
olgun oositlerle birlikte 500 pl fertilizasyon medyumunda %35 CO2, maksimum nem
iceren 38,5°C sicaklikta 24 saat inkiibe edilerek fertilizasyon saglanmugtir.

3.2.2.4. In vitro kiltir

Fertilize oositlerin (zigotlarin) blastosist (Day 8: D8) asamasina kadar geligimi i¢in
yag bazl kiiltiir sistemi kullanilmistir. Kiiltlir icin 35 mm’lik petri kabinin alt kismi
marker kalem ile 4 parcaya ayrilmis ve her bir par¢ca numaralandirilmistir. Her bir par¢a
icerisine 12,5 pl SOF (FCS igeren) ile damlalar olusturulmus ve petrinin tam ortasindan
olacak sekilde yaklasik 4 ml mineral yag (Nidoil) yavas yavas eklenerek damlalarin
lizerinin kaplanmasi saglanmistir. Olusturulan damlalarin tizerine 12,5 pul SOF daha
eklenerek, final hacmi 25 pl olan kiiltir damlalar1 ekilibrasyon igin inkiibatdre
konulmustur.

Yaklasik 18 saatlik IVF sonrasi, kiiltiire alma islemine baslamadan 6nce; kabin
acilarak hava akisini optimizasyonu ve kabin igerisindeki 37°C ayarli 1sitic1 tabla agilarak
1sinmast saglanmistir. Ayrica, kullanilacak olan 35 mm’lik petri, 15 ml’lik falkon tiip,
zigotlarin yikama soliisyonlarindan (ilk yikama i¢in euroflush ve son yikama i¢in SOF
kiiltiir medyumu) alinmasi sirasinda minimum sivi gegisine izin verecek incelikte bek
alevi yardimiyla hazirlanan cam pipetler kabin igerisine alinmistir.

IVF medyumu igerisindeki zigotlar tizerindeki sperma kalintilarinin temizlenmesi
icin 15 ml’lik falkon tiipte 1 ml euroflush igerine toplanarak 30 sn vortekslenmistir.
Vorteks sonrasi zigot kaybin1 6nlemek i¢in hizli bir sekilde 35 mm’lik petri kabi igerisine
dokiilmiis ve yine zigot kaybini 6nlemek i¢in 3-4 kez yaklasik 1 ml euroflush kullanarak
falkon tiip yikanmus, ¢alkalanmig ve dokiilmiistiir. 35 mm’lik petride euroflush icerisinde
toplanan zigotlar yikanip toplandiktan sonra, son yikama i¢in SOF kiiltiir medyumuna
almmig ve yikanmistir. Her bir kiiltiir damlas1 icerisinde 20-25 zigot olacak sekilde
paylastirilmis; %5 COz2, %5 Oz ve maksimum nem iceren, 38,5°C sicakliktaki inkiibatérde
kiiltiire alinmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Muhtemel zigotlarin SOF besiyeri damlalarinda kiiltiirii.
3.2.3. Gelisimsel farkhihklar

Fertilizasyon sonrast kiiltiire alinan zigotlarin boliinmeleri gelisimin ikinci
giintinde (D2) kontrol edilmistir. Daha sonra 7. giinde (D7) her bir grupta elde edilen
blastosist adeti sayilmistir. Sekizinci giinde (D8) blastosist sayilart belirlenip, fikse
edilmistir.

3.2.4. Morfolojik analizler

Ciftlik hayvani tiirlerinde elde edilen blastosistlerin ilk soy farklilagsmasinin analiz
edilmesinde farkli soylara 6zgii belirtegler kullanilarak ekspresyonlar1 embriyolarin
immiin boyanmasi ile protein diizeyinde incelenebilir (Perez-Gomez vd. 2021). Bu
nedenle TE hiicre sayis1 belirlenmesi i¢in TE soyuna 6zgii belirte¢ olan GATA3, ICM
hiicre sayis1 icin SOX2, toplam hiicre sayisi i¢in ise ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile immiin
boyama yapilmigtir. Boyama islemi asamalar1 detayli olarak asagida siralanmustir.

3.2.4.1. Immiinohistokimyasal boyama ve gériintiileme

CDX2 hedefli deney grubu (gRNA+Cas9) ve kontrol grubu (Cas9) olmak {izere
mikroenjeksiyon yapilan sigir embriyolart CDX2, GATA3 (TE) ve SOX2 (ICM)
genlerinin ekspresyonunu saptamak i¢in boyanmistir. Embriyolar fertilizasyondan sonra
gelisimin 8. giinline kadar (D8) kiiltiirde tutulmustur. Zonadan ¢ikmis blastosistler ise
asamasina ulasanlar direkt olarak %4 parafolmaldehit (PFA) icerisine alinarak 15 dk fikse
edilmistir. Zona pellusida tasiyanlar ise oncelikle herhangi bir spermatozoa kalintisindan
kacinmak ve sonraki enzimatik sindirimi kolaylastirmak i¢in asidik PBS (pH:2) i¢inde
yaklasik 10-15 sn inkiibasyon yoluyla zona pellusidalar blastosistlerden uzaklastirildiktan
sonra (Bermejo-Alvarez vd. 2008) fikse edilmistir. Fikse edilen 6rnekler boyama islemine
kadar %1 BSA igeren PBS igerisinde +4°C’de saklanmistir. Saklama stiresi 2 giinden
fazla olan Orneklere paraformaldehitin etkisini geri ¢evirmek icin glisin igerisinde
+4°C’de 3-6 saat inkiibasyon uygulanmistir. inkiibasyon sonrasi1 érnekler 500 ul PBS-%
1BSA igerisinde 5 dakika boyunca yikanmistir. Hiicre gegirgenligi saglamak amaciyla
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%] triton eklenmis 500 pul PBS-% 1 BSA igeren permeabilizasyon soliisyonu icerisinde
15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bloklama i¢in %10 FBS, %0,2 tween20 iceren
300 ul PBS-%1BSA igerisinde 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bu sirada
boyama yapilacak genler i¢in belirlenen primer antikorlarin her biri 300 pl bloklama
soliisyonu igerisinde diliie edilerek karisim elde edilmistir. Kullanilan primer antikorlara
ait detayh bilgiler Cizelge 3.13’te gosterilmistir. Bloklama sonrasinda 6rnekler primer
antikorlarin karigimi ile gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda
buharlasmay1 minimuma indirmek i¢in 6rneklerin bulundugu her bir kuyunun iizeri ve
kuyulu plakanin kenar1 parafilmle sarilarak kapatilmistir.

Cizelge 3.13. Boyamalarda kullanilan primer antikorlar.

Primer AB Tasiyic1 Tiir Referans Diliisyon Oram
CDX2 Fare Biogenex MU392A-UC 1:100
GATA3 Tavsan Abcam ab199428 1:100
SOX2 Rat Invitrogen 14-9811 1:100

Tiim ornekler 4 kez PBS-%1 BSA igerisinde 10 dk boyunca yikanmistir. Son
yikama sirasinda primer antikorlara uygun olarak segilen sekonder antikorlarin her biri 6
pl DAPI iceren 300 pl bloklama soliisyonu igerisinde diliie edilerek karisim elde
edilmistir. Sekonder antikorlar 1s18a duyarli oldugu i¢in karigimin hazirlanmasi
asamasindan itibaren olmak {izere sonraki islemler miimkiin oldugunca 1s1ksiz ve karanlik
ortamda yapilmaya ¢aligilmistir. Kullanilan sekonder antikorlara ait detayl bilgi Cizelge
3.14’te gosterilmistir. Yikamalar sonrasinda 6rnekler sekonder antikorlarin karigimi ile 1
saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.14. Boyamalarda kullanilan sekonder antikorlar

Sekonder AB Host Hedef  Diliisyon Oram

647 Esek Fare 1:300
488 Esek Tavsan 1:300
594 Esek Rat 1:300

“Boyama sonucu goriilen renkler; 647: beyaz, 488: yesil, 594: kirmizi.

Goriintlileme 6ncesi boyanmis 6rneklere son yikamalar (3 kez, 10 dk 500 pul PBS-
%1 BSA ile) yapilarak, slide lizerine mikrodamlalar olusturmak icin PAP-pen kalem
(Kisker Biotech GmbH) ile ¢emberler ¢izilmistir. Her bir ¢ember iizerine 8 ul PBS-%]1
BSA ile mikrodamlalar olusturulmus ve tek tek embriyolar bu damlalara konulmustur
(Sekil 3.6). Goriintiileme i¢in ZEISS floresan ters mikroskop (Zeiss Axio
Observer Apotome-2) kullanilmistir.
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Sekil 3.6. Her bir blastosistin goriintiilenmesi i¢in hazirlanan preparatlar.

3.2.4.2. Hiicre sayimi

Gortintiiler, ¢ift hiicre sayimini1 6nlemek icin bir goriintlii yiginindaki her slaytin
ayr1 ayri1 incelenebildigi ZEN (Zeiss) yazilimi ile analiz edilmistir. Toplam hiicre sayisi,
DAPI ile boyanan tiim ¢ekirdekler sayilarak belirlenmistir. TE ve ICM hiicrelerinin
sayisinin belirlenmesi icin sirastyyla CDX2, GATA3 ve SOX2 genleri boyanan
cekirdekler sayilmistir. Ornek olarak farkl slaytlarda TE (GATA3+) hiicre sayilarinin
belirlenmesi Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Sekil 3.7. Zeiss marka mikroskopta ZEN yazilimi ile agsamali olarak farkl slaytlar
lizerinde blastosist hiicrelerinin (yesil daireler) isaretlenerek (kirmizi noktalar)
sayimi.

3.2.5. Genotipleme
3.2.5.1. DNA izolasyonu

Gen diizenlenmis embriyolarin sekansa hazirlanmasi i¢in ilk olarak
blastosistlerden DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu igin ticari kit (Arcturus
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Picopure DNA Ekstraksiyon Kit- Thermo 01050943) kullanilarak gergeklestirilmistir.
DNA izolasyonu icin kit igerisindeki liyofilize haldeki proteinaz K 155 pl distile su
eklenerek hazirlanmistir. Her bir embriyo 6rneginin iizerine 8 pul proteinaz K eklenmistir.
PCR cihazina konulan 6rneklere proteinaz K’nin aktivasyonu i¢in 1 saat boyunca 65°C
sicaklik uygulanmis olup, daha sonra proteinaz K’nin inaktivasyonu i¢in 10 dk 95°C
sicaklik uygulanmugtir. Orneklerin sicakliginin 8°C’ye diismesi beklendikten sonra
cihazdan alinan 6rnekler ile kiitiiphane hazirlanmaya baglanmigtir.

3.2.5.2. Kiitiiphane hazirlanmasi

Gen diizenlenmis Orneklerin genotiplenmesi i¢cin Yeni Nesil Dizilime
metodlarindan biri olan MiSeq illumina yontemi kullanilmistir. Bu sekanslama yontemi
icin orneklerden izole edilen DNA’lar kullanilanilarak kiitiiphanelerinin hazirlanmasinda
AMPure XP (boncuklar) (Beckman Coulter, A63880) kit kullanilmistir. Bu kit ile
kiitiiphanenin hazirlanmasi temel olarak 2 asamadan olusmaktadir. Ik asama klasik PCR
ile DNA orneklerinin amplifikasyonu ve elde edilen PCR fiiriinlerinin piirifikasyonu,
ikinci asama ise indeks eklenen iiriinlerin tekrar PCR ile ¢ogaltilmasi ve elde edilen
indeksli PCR iiriinlerinin piirifikasyonunu icermektedir. Bu iki asamaya ait detayli
islemler adim adim asagida siralanmustir.

Ik PCR i¢in kullanilan ¢dzeltiler ve miktarlar1 Cizelge 3.15’te verilmistir. Ayrica
Cizelge 3.16” de PCR kosullar1 detaylandirilmigtir.

Cizelge 3.15. DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in 1. asama PCR karisimi

Bilesenler Miktar (ul) Konsantrasyon

DNA 2,00
Buffer (5x) 5,00 Ix
MgCl2 2,00 2 mM
dNTPs 0,25 0,1 mM
Primer F 0,50 0,2 uM
Primer R 0,50 0,2 uM
Taq Polimeraz 0,20 0,2u
H20 15,00
Toplam 25,00

Cizelge 3.16. DNA Kkiitiiphanesi olusturmak i¢in 1. asama PCR kosullar1

Asama Sicakhik (°C)  Siire  Dongii
Ondenatiirasyon 96 20 sn 1x
Denatiirasyon 96 20 sn 32x
Baglanma 60 20 sn
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 5dk Ix
8 o0
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Birinci asama PCR reaksiyonlarindan sonra amplifikasyon iirlinlerini ilk saflagtirma
(ptirifikasyon 1) islemine gecilmistir. Temizleme islemi icin AMpure XP manyetik
boncuklar1 kullanilmigtir. Temizleme islemine baglamadan once taze %80’lik ETOH
hazirlanmistir ve AMpure XP boncuklar1 oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
sirastyla;

1. PCR iiriinlerini santrifiij edilerek ve ¢ok kanalli pipet (25 pl) ile 96 kuyulu plaka
igerisine aktarilmistir.
2. AMpure XP boncuklar1 30 sn vortekslenmistir. Tiim 6rnekler i¢in gerekli AMpure
XP boncuk hacmi ependorf tiip igerisine alinmistir.
Cok kanalli pipetle her bir 6rnek tizerine 20 pl AMPure XP boncuk eklenmistir.
Total hacim (45 pul) yaklasik 10 kez pipetlemeyle karistirilmigtir.
5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Plaka 2 dk veya siipernatant temizlenene kadar manyetik stand {izerine
yerlestirilmistir.
Plaka manyetik standin {izerindeyken siipernatant ¢ekilmistir.
8. %80 ETOH ile yikama:
a. Her bir 6rnek iizerine 200 pl %80 ETOH eklenmistir.
b. 30 sn inkiibe edilmistir.
c. Siipernatant1 ¢ekilmistir.
9. lkince kez %80 ETOH ile yikama:
a. 200 pl %80 ETOH eklenmistir.
b. 30 sn inkiibe edilmistir.
c.  Siipernatant ¢ekilmistir.
d. Ince uglu pipet kullanarak tiim ETOH kalintisin1 ¢ekilmistir.
10. Manyetik plaka tlizerinde orneklerin bulundugu plaka ile boncuklar1 kurumaya
birakilmistir (10 dk).
11. Plaka manyetik standdan ¢ikarilmis ve her bir 6rnege 52,5 ul Tris (10 mM, Ph:8.5)
eklenmistir.
12. Her bir 6rnegi yaklasik 10 kez pipetleme yaparak karigtirllmistir (Bu agamada
boncuklarin iyice karistirildigindan emin olunmalidir)
13. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
14. Plakay1 2 dk veya siipernatant temizlenene kadar manyetik stand {izerine
yerlestirilmistir.
15. 50 pl siipernatant yeni bir plaka icerisine aktarilmistir.

SNk

=

Bu islemler tamamlandiktan sonra ticari kit kullanilarak indekslerin takilmasi
islemine (indeks PCR) gecilmistir. Kit icerisinde bulunan 2 farkli primer indeksi
kullanilarak PCR karisimi hazirlanmistir. Bu indekslerden biri A’dan H’ye kadar
harflendirilmisken (a) digeri 1’den 12’ye kadar numaralandirilmistir (b). Bu indekslerde
her bir harf ve her bir numara bir primeri temsil etmektedir. Boylece bir harf bir numara
ile eslestirildiginde PCR’da kullanilmak iizere bir ¢ift primer elde edilmistir. Her bir
indeksin primer dizisi Cizelge 3.17°de verilmistir.
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Cizelge 3.17. Indeks PCR’da kullanilan primer dizileri.

Indeks 1 Primer Indeks 2 Primer
1 TAAGGCGA A TAGATCGC
2 CGTACTAG B CTCTCTAT
3 AGGCAGAA C TATCCTCT
4 TCCTGAGC D AGAGTAGA
5 GGACTCCT E GTAAGGAG
6 TAGGCATG F ACTGCATA
7 CTCTCTAC G AAGGAGTA
8 CAGAGAGG H CTAAGCCT
9 GCTACGCT
10 CGAGGCTG
11 AAGAGGCA
12 GTAGAGGA

1. Cizelge 3.17°de detaylar verilen primerler hazirlanmustir.

2. PCR igin gerekli temel karisim hazirlanmistir. Karisima ait detaylar Cizelge
3.18°de verilmistir.

3. Her bir tiipe 35 pl temel karisimdan eklenmistir.

4. Her tiipe karsilik gelen iki indeksten 5’er ul eklenmistir.

5. Her tiipe karsilik gelen PCR1-Piirifikasyon 1 {iriintinden 5 pl eklenmistir.

6. 10x pipetlemeyle karistirilmistir.

7. Santrifiij edilip, PCR islemi baslatilmistir. PCR kosullar1 Cizelge 3.19°da

verilmistir.

Cizelge 3.18. DNA Kkiitiiphanesi olusturmak i¢in ikinci asama indeks PCR bilesenleri.

Cozelti Bilesen Miktar (nl)
Buffer (5x) 10,0
MgCl2 4,0
Temel Karigim dNTP 0,5
Taq Polimeraz 0,4
H20 20,0
Indeksler Indeks 1 ve 2 5,0
DNA PCR 1-Piir.1 iirlinii 5,0
Toplam 50,0

Cizelge 3.19. DNA Kkiitiiphanesi olusturmak i¢in ikinci asama indeks PCR kosullari.

Asama Sicakhik (°C)  Siire Dongii
Ondenatiirasyon 95 3dk 1x
Denatiirasyon 95 30 sn 8x

(Devam arkada)
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Cizelge 3.19°un devami

Baglanma 55 30 sn 8x

Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 5dk 1x
4 0

Indeks PCR iiriinlerinin saflastirilmas1 (piirifikasyon 2) baslamadan once taze
%80’lik  ETOH hazirlanmistir ve AMpure XP boncuklarini oda sicakliginda
bekletilmigtir. Daha sonra asagida siralanan islemler gerceklestirilmistir.

1.

2.

S

~

10.
11

12.

13.
14.

15.
16.

PCR firiinleri santrifiij edilerek ve ¢ok kanalli pipet (50 pl) ile plakaya (eger
PCR tiiplerinde yapildiysa) transfer edilmistir.
AMpure XP boncuklart 30 sn vortekslenmistir. Tim Ornekler i¢in gerekli
AMpure XP boncuk hacmi ependorf tiip igerisine alinmustir (56 pl x numune
sayist + 10 ul).
Cok kanalli pipetle 56 pl AMPure XP boncuk eklenmistir.
Total hacmi (106 ul) 10x pipetlemeyle karistirilmistir.
5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Plaka 2 dk veya silipernatant temizlenene kadar manyetik stand iizerine
yerlestirilmistir.
Plaka manyetik standin tizerindeyken siipernatant ¢ekilmistir.
%80 ETOH ile yikama:
a. 200 pl %80 ETOH eklenmistir.
b. 30 sn inkiibe edilmistir.
c. Siipernatant ¢cekilmistir.
Ikinci kez %80 ETOH ile yikama:
a. 200 ul %80 ETOH eklenmistir.
b. 30 sn inkiibe edilmistir.
C. Siipernatant ¢ekilmistir.
d. Ince uclu pipet kullanarak tiim ETOH kalintis1 iyice ¢ekilmistir.
Manyetik plaka iizerinde plaka ile boncuklar1 kurumaya birakilmistir (10 dk).

. Plaka manyetik standdan ¢ikarilarak ve her bir numuneye 27,5 pl Tris (10 mM,

Ph:8,5) eklenmistir.

Her bir 6rnegi 10x pipetleme yaparak karistirtlmistir (Bu asamada boncuklarin
tyice karistirildigindan emin olunmalidir).

Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

Plakay1 2 dk veya silipernatant temizlenene kadar manyetik stand iizerine
yerlestirilmistir.

25 ul siipernant, yeni bir plakaya aktarilmigtir.

Nanodrop ile konsantrasyonlar dl¢tilmiistir.

Her bir 6rnegin konsantrasyonuna gore gerekli hesaplamalar (Formiil 3.1)
yapilarak son konsantrasyonlar1 5 nM olacak sekilde Tris (10 mM, pH:4,5) kullanilarak
seyreltilmistir. Ornekler sekanslama cihazinda tek bir seritte okutulacag: igin her bir
ornekten 10 pl alinarak bir ependorf tiip (1,5 ml) icerisinde birlestirilmistir. Sekanslama
islemi Illumina miSeq platformu ile gerceklestirilmistir. Sekans sonucunda gelen
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dosyalar Phyton yazilim ile analiz edilmistir. Ilk olarak kalite filtrelemesi (QC) yapilmis
olan sonuglar, referans sekans (WT) ile eslestirilerek her bir blastosist drneginin tasidigi
allel(ler), bu allellerin yiizdeleri belirlenmistir. Cergeve kaymasi mutasyonu (3n+1 veya
3n+2) olusan allelin yan1 sira WT ve/veya ¢erceve kaymasi mutasyonu olusmamis (3 baz
cifti ve katlar1) allel tasiyan blastosistler CDX2 geni diizenlenmis ancak KO olmayan
(CDX2 NKO) olarak degerlendirilirken, tamamen ¢er¢eve kaymasi mutasyonu igeren
allel(ler)e sahip blastosistler CDX2 geni i¢in KO olarak degerlendirilmistir. Son olarak
CDX2 geni i¢in genotipleri (WT, NKO, KO) belirlenen blastosistlerin detayli morfolojik
analizleri yapilmigtir.

amplikon konsantrasyon (ng/ul)

6 =
660g/mol x amplikon uzunlugu (bg) x 10 konsantrasyon (nM) (3.1)
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda CDX2 geni susturulmus (KO) sigir blastosisti elde etmek icin
yapilan 8 bagimsiz deneme tekrari kapsaminda toplam 871 oosit (276 kontrol ve 595
deney gurubu) ile ¢calisilmistir. Kontrol gurubunda 276 oositten 207’si ve deney grubunda
595 oositten 478’1 hiicre boliinmesine baglamigtir. Hiicre bdoliinmesine baglayan
oositlerden 83 adeti control gurubunda ve 132 adetinin de deney gurbunda balstosist
asamasina gectigi belirlenmistir. Sonugta balstosist asamasina ulagsan degerlendirilebilir
toplam 215 blastosist (kontrol ve deney grubu) elde edilmistir. Bu blastosistlerde
mikroenjeksiyon yoluyla gRNA+Cas9 uygulanan (deney gurubu) oositlerin gelisimsel
farkliliklar1 hiicre boliinmesi ve blastosist oranlari ile belirlenmistir. Ayrica, CDX2 geni
susturulmus hiicreleri belirlemek i¢in i¢ hiicre kitlesi (ICM) SOX2 ile, trofektoderm (TE)
GATA3 ile ve toplam hiicre sayist ise DAPI ile boyanarak morfolojik analizler
yapilmistir. Ayrica, blastosistlerde CDX2 geninin hedeflenen DNA sekansinin
belirlenerek genotiplendirme gerceklestirilmistir. Biitiin bulgular degerlendirilerek
CDX2 geninin susturulmasinin embriyo gelisiminde bir farkliliga sebep olup olmadigi
yorumlanmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular asagida alt basliklar halinde
siralanmustir.

4.1. Gelisimsel farkhihklar

Sigir preimplantasyon gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen CDX2 geninin fonksiyonu
kontrol (Cas9) ve deney grubunda (gRNA+Cas9) embriyolarin gelisim potansiyelleri
degerlendirilerek test edilmistir. CDX2 hedefli gRNA+Cas9 enjekte edilen oositlerin
fertilizasyon sonrasi kiiltiire edildikten sonra 2. giin boliinmeye baslayanlar (zigot
olusturanlar), gelisimin 7. giiniinde ise blastosist agsamasina ulaganlar mikroskop (4x)
altinda gozlemlenmistir (Sekil 4.1.a,b).

a b

Sekil 4.1. Preimplantasyon gelisiminde a) hiicresel boliinmeler ve b) blastosistler
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Kontrol grubunda 276 adet oosite mikroenjeksiyon ile Cas9 enjekte edilmis ve bu
oositlerin %75,78+3,52’lik bir hiicre boéliinmesi oranina sahip oldugu belirlenmistir.
Deney grubunda ise 595 adet oosite mikroenjeksiyon ile gRNA+Cas9 enjeksiyonu
yapilmis ve bu oositlerin %80,96+1,95 oraninda hiicre boliinmesi sahip oldugu tespit
edilmistir. Hiicre boliinme oranlarina dayali olarak kontrol ve deney gruplari bagimsiz

gruplar t-testi ile karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamstir
(Sekil 4.2.a).

Kontrol grubundaki oositlerin %28,07+7,51°1 blastosist agamasina ulastigi, deney
grubunda ise bu oranin %20,19+8,56 oldugu goézlemlenmistir. Her iki grup icinde
blastosist olusturma oranlarinin normal dagilim gdsterdigi tespit edilmistir. Bagimsiz
gruplar t-testi sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamustir (Sekil 4.2.b).
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Sekil 4.2. Gelisimsel farkliliklar a) Zigotlarin boliinme oranlar1 b) 8. giinde blastosist
oranlar1

4.2. Morfolojik analizler
Sigir preimplantasyon gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen CDX2 geninin islevi
kontrol ve deney gruplarindaki blastosist (D8) asamasina ulagan embriyolarin morfolojik

degerlendirmesi i¢in immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanilarak arastirilmstir.

Kontrol grubundaki blastosistlerin her birinde CDX2 gen ifadesi gézlemlenmistir
(Sekil 4.3.a). Bu sonug, kontrol grubundaki blastosistlerin Cas9 enjeksiyonundan
etkilenmedigini ispatlamistir. Ancak, gRNA+Cas9 (CRISPR) enjeksiyonu ile hedeflenen
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gen susturma hedefine ulasilmis ve deney grubundaki blastosistlerde CDX2 gen
ifadesinin {i¢ farkli boyama modeli ile gosterilen sonuglari elde edilmistir. Bunlar
sirastyla su sekildedir:

1) Baz1 blastosistlerin TE hiicrelerinin hi¢ birinde CDX2 gen ifadesi goriilmemistir
(Sekil 4.3.b). Bu sonug, CDX2 geninin basarili bir gekilde susturulmasina (KO) bagh
olarak ortaya ¢ikmis olabileceginden dolayr gen bolgesinin DNA sekans analizleri
yapilarak genotipler de belirlenmistir.

2) Bazi blastosistlerin TE hiicrelerinin bir kisminda CDX2 gen ifadesi
gbzlenmezken, bir kisminda zayif bir gen ifadesi oldugu goriilmiistiir. Bu durum ise bu
boyama modeline sahip blastosistlerin genotipik olarak mozaik (heterozigot genotip:
NKO) oldugu ve CDX2’nin kismen susturulmasina bagli olarak ortaya ciktigi
diisiiniilmustiir (Sekil 4.3.c). Bu nedenle, CRISPR basarisinin belirlemek i¢cin CDX2 gen
bolgesinin DNA sekans analizleri yapilmig ve genotipler belirlenmistir.

3) Bazi embriyolarda gRNA+Cas9 enjeksiyonu yapilmasina ragmen tipki kontrol
grubundaki embriyolarda TE hiicrelerinde gozlemlenen boyanma modeli gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.3.d). Bu sonug boyle hiicrelerde CDX2 geninin susturulamadigini
(WT) diistindiirmiistiir. Be sebeple, CDX2 gen bolgesinin DNA sekans analizleri yapilmig
ve genotipler belirlenmistir.

Genel olarak bakildiginda blastosistler CDX2 gen ifadesi bakimmdan hangi
boyama modeline (KO, NKO veya WT) sahip olursa olsun, blastosol (yani normal TE
genislemesi) ve trofektodermde GATA3 ekspresyonu sergileyen normal morfoloji
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3).
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4.3. Genotipleme

CDX2 genini susturmak amaciyla gRNA+Cas9 enjekte edilen deney grubunda 56
embriyo Orneginin DNA sekans analizleri yapilarak genotipler belirlenmistir.
Genotipleme sonucunda gen diizenlemenin etkinligi, goriilen farkli genotiplerin oranlari
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Elde edilen bulgular DNA sekans analizi yapilan 56 6rnekte
2 adet WT, 34 adet diizenlenmis-KO olmayan (NKO) ve 20 adet KO olmus embriyo elde
edildigini gostermistir. Deney grubunda (gRNA+Cas9) gen diizenleme oran1 %96,43 ve
CDX2 gen susturulmus blastosist orani da %37 olarak tespit edilmistir. Bu durum,
CRISPR ajanmnin yiiksek oranda bagarili oldugunu gostermistir. Ancak bazi
blastosistlerin hedef bolgede meydana gelen ¢erceve kaymasinin mutasyonunun (3n+1
veya 3n+2) yani sira diger (3 baz ¢ifti ve katlari) alleri igermesi, dolayistyla diizenlenmis-
KO olmayan genotiplerin ortaya ¢ikmasiyla sonuclanmistir. Gen diizenleme olmayan
orneklerin orani ise %3,57 olarak hesaplanmistir. Bu sonucun mikroenjeksiyon islemi
sirasindaki bir hatadan dolayr meydana gelmis olabilecegi diisiiniilebilir. Genotiplerde
goriilen farkli allelere ait 6rnek diziler Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Analiz edilen embriyolarda belirlenen genotiplerin orani.

Analiz edilen Diizenleme (%) NKO (%) KO (%)

Blastosist (D8) 56 54/56 (96,43)  34/54 (62,96) 20/54 (37)

Cizelge 4.2. Genotipleme sonucunda elde edilen farkl: allel 6rnekleri

Genotip Allel dizileri Indel

GGGCCCTCGCCACCATGTACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG

WT NNy -
GGGCCCTCGCCACCATGTACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG

GGGCCCTCGCCACCA-————- TGAGCTACCTCCTGGACAAGG
ITTTETEEnnn RSNy -6 bg

NKO  _GGGCCCTCGCCACCATGTACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG
GGG-—-TAGCTCC-————————- AGCTACCTCCTGGACAAGG 13
I 11 1 SRRRNNNNNN o
GGGCCCTCGCCACCATGTACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG ¢
GGGCCCTCGCCACCATGTCCACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG
EEREEERRRRE e P e e el +2be

KO GGGCCCTCGCCACCATGT--ACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG

GGGCCCTCGCCACC----ACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG

IEELLLELLIL SRRNRNNRRNNNNaaNNy -4 bg
GGGCCCTCGCCACCATGTACGTGAGCTACCTCCTGGACAAGG

CDX2 WT genotibe ait dizi tizerinde gRNA mavi renk ile, PAM bdlgeleri ise yesil renk
ile gosterilmistir. *13 baz delesyonun yani sira bu allelde baz degisimleri (subsitiitisyon)
gOrilmiustir.

Genotipleme sonucunda elde edilen bulgular her bir 6rnegin immiin boyamalar
sonucunda elde edilen bulgular1 detayli olarak incelenmistir. Hem kontrol grubunda
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(CDX2 WT, n=83) hem de deney grubunda (CDX2 WT, NKO, KO sirastyla n=2, n=34,
n=20) bulunan her bir blastosistte toplam hiicre sayimi1 (DAPI ile boyanarak), ICM
hiicreleri (SOX2 i¢in boyanarak) ve TE hiicreleri (GATA3 icin boyanarak) sayilmistir
(Cizelge 4.2). CDX2 i¢in WT, diizenlenmis KO olmayan (NKO) ve KO genotipler hem
toplam hemde farkli hiicre soylarina ait hiicre sayilar1 bakimindan karsilastirilmistir.

Cizelge 4.3. Farkl1 genetiplere ait toplam, ICM ve TE hiicre sayilari.

Grup Genotip Toplamhiicre sayis1 ICM (SOX2+) TE (GATA3+)
Kontrol WT
(Cas9) (n=83+2%) 126,4+4,37 30,11£1,61 96,30+4,14
NKO(n=32) 114,3+6,52 32,65+2,75 81,62+5,40
Deney
(gRNA+Cas9) KO(n=20) 129,7+12,90 40,25+4,84 89,40+11,52

*Deney grubunda olmasina ragmen WT genotipte oldugu belirlenen 6rnekler.

CDX2 WT, NKO ve KO genotipteki 6rneklerin toplam hiicre sayilar1 sirasiyla
126,4+4,37, 114,3£6,25 ve 129,7+12,90 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). GraphPad
Prism yaziliminda normal dagilim gosterdigi belirlenen gentoiplere ait hiicre sayilari tek
yonlii ANOVA testi ile karsilastirilmis ve genotipler arasinda toplam hiicre sayisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin toplam hiicre
sayilart.

CDX2 WT, NKO ve KO genotipteki blastosistlerin ICM hiicre sayilar1 (SOX2+)
sirastyla 30,11+1,61, 32,65+2,75 ve 40,25+4,84 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).
Normal dagilim gostermemeleri nedeniyle parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirilan genotipler arasinda ICM hiicre sayist bakimindan istatistiksel olarak
anlamli1 bir fark olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin ICM (SOX2+)
hiicre sayilari.

CDX2 WT, NKO ve KO genotipteki blastosistlerin TE hiicre sayilart (GATA3+)
sirastyla 96,30+4,14, 81,62+5,40 ve 89,40+11,52 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).
Normal dagilim gosterdigi belirlenen genotiplere ait hiicre sayilar tek yonliit ANOVA
testi ile karsilastirilmis ve genotipler arasinda TE hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. CDX2 WT, NKO ve KO genotipe sahip blastosistlerin TE (GATA3+)
hiicre sayilari.
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5. TARTISMA

Memeli preimplantasyonu embriyo gelisiminde ilk hiicre soyu farklilagmasi
blastosist olusumu ile eszamanl olarak gerceklesen TE ve ICM hiicre soylaridir. ICM,
embriyonik hiicreler ve ekstaembriyonik endoderm oOnciisii iken TE plasenta onciidiir
(Pedersen vd. 1986; Fleming 1987). Bu hiicre soylariin kurulumu gebeligin sekillenmesi
ve devamliliginin saglanmasi bakimindan 6nemlidir (Piliszek vd. 2016; Pérez-Gomez vd.
2021; Sawai 2021). Model organizma olarak kullanilan farelerde bu siire¢ yapilan bircok
calisma ile detayl1 bir sekilde arastirilmis olsa da s1gir da dahil olmak iizere ¢iftlik hayvani
tiirlerinde bilgi eksikligi bulunmaktadir (Berg vd. 2011; Wu ve Schéler, 2014; Simmet
vd. 2018, Sawai 2021). Alandaki bilgi eksikliginin giderilmesi yardimci olmay1
hedefleyen bu tez caligmasinda sigir preimplantasyon embriyo gelisimine etki ettigi
bilinen CDX2 geni konu edinilmistir.

Sigirlarda yardimer tireme teknikleri kullanilarak olusturulan gebeliklerde in vivo
ve in vitro kokenli embriyolar karsilastirildiginda in vitro kokenli embriyolardan
olusturulan gebeliklerde plasental yetersizliklerden kaynaklanan erken gebelik kayiplar
yaygindir (Lonergan vd. 2006; Giossis ve Cibelli, 2014a; Ramos-Ibeas vd. 2019b). TE
hiicrelerinin plasenta oOnciisii oldugu ve dolasiyla fetiis beslenmesi ve gebeligin
devamliliginin saglanmasi bakimindan 6nemli oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda bu
hiicre soyunda etkili olan faktorlerin anlasiimasi gebeliklerde goriilen sorunlarin
anlasilmas1 saglanabilir (Farin vd. 2006). Tamamlanan bu tez ¢alismasinda da fare
embriyolarinin preimplantasyon gelisimi sirasinda TE/ICM hiicre soyu farklilagmasi igin
gerekli oldugu bilinen bir TE trapkripsiyon faktorii olan CDX2 geninin (Strumpf vd.
2005) sigir preimplantasyon embriyo gelisimi iizerindeki roli arastirilmastir.

CRISPR teknolojisinin kesfi sonras1 uygulanabilirliginin kolay olmasi, yiiksek
verimliligi, KO elde edilebilmesi gibi bir¢ok avantaji nedeniyle yogun olarak tercih
edilmektedir (Lamas-Toranzo vd. 2018). Bu baglamda sigir preimplantasyon embriyo
gelisiminde CDX2 geninin etkisinin aragtirildigi bu tez ¢aligmasinda gen susturulmasi
icin CRISPR yo6ntemi kullanilmistir.

Tez projensinin ana fikri sigirlarda embriyonik kayiplari 6nlemek i¢in sebeplerini
aydinlatmaya ¢alismaktadir. Bu amagla CDX2 geninin bagarili bir embriyo gelisiminde
rolii olup olmadig1 bu tez ¢alismasinin konusu olmustur. CDX2 geni sigirlarda blastosist
gelisimi i¢in gerekli ise bu gen mutasyonlarinin gelisimi olumsuz yonde etkilemesi
beklenir. Goissis ve Cibelli (2014b), CDX2 geninin knock-down (KD) edilmesi amaciyla
bu geni hedefleyen siRNA’larin, karistirilmis (SCR) siRNA’larin sigir zigotlara
mikroenjeksiyonu ve enjekte edilmeyen kontrol grubunda bolinme ve blastosist
oranlarini karsilagtirmislardir. Mikroenjeksiyon yapilan gruplarda (siRNA i¢in %61,84,
SCR i¢in %61,82) kontrol grubuna (%75,49) gore boliinme oraninda anlamli bir azalma
oldugunu goézlemlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise CDX2 hedefli gRNA+Cas9 ile
enjekte edilen deney grubu ile Cas9 enjekte edilen kontrol grubu arasinda bdliinme
oranlar1 (deney grubu: %80,96, kontrol: %75,78) bakimindan anlamli bir fark olmadig1
belirlenmistir (Sekil 4.2.a). Gioissi ve Cibelli’nin ¢alismasindan farkli olarak kontrol
grubunda benzer oranda boliinme gozlemlenmis olmasi bu arastirmacilarin ¢calismasinda
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goriilen azalmig bolinme oranmin mikroenjeksiyonun  ldiiriicii  etkisinden
kaynaklandigini isaret edebilir.

Goissis ve Cibelli (2014b)’nin yaptiklar1 ¢alismada CDX2 geni knock-down
(KD) edilen embriyolarda 6nemli oranda bir protein kaybi (%78) goriilmesine ragmen bu
grupta %35,34, SCR grubundaki ise %33,34, mikroenjeksiyon yapilmayan kontrol
grubunda (%38,34) oraninda oraninda blastosist (D7,5) elde etmislerdir. Blastosist
olusturma oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigim
belirlemislerdir. Ayn1 sekilde, Sakurai vd., (2016) tarafindan siRNA’lar ile CDX2 genini
immunohistokimyasal boyamalar ile tespit edilemeyecek oranda agagi-regiile etmelerine
ragmen kontrol gruplar1 ile CDX2-KD grubu arasinda blastosist (D8) asamasina ulagsma
oranlar1 bakimindan bir farklilik olmadigimi bildirmislerdir. Bu ¢alismalar ile benzer
sekilde tamamlanan bu tez calismasinda elde edilen bulgular WT genotipe sahip
blastosistleri igeren kontrol grubu ile farkli genotiplere sahip (CDX2 WT, NKO, KO)
blastosistlerin oldugu deney grubu arasinda blastosist (D8) asamasina ulasma oranlari
bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigini gostermistir (Sekil 4.2.b). Hem
CDX2-KD gruplarda hem de KO gruplarda blastosist olugturma oranlarinin azalmamasi
CDX2 nin blastosist olusumu dolayistyla TE/ICM farklilagmasinda vazgegcilebilir oldugu
sOylenebilir.

Memeli blastosistlerinde goriilen hiicre soylarinin herhangi birinde hiicre
sayisinin olmamasi veya azalmasi, gelisimin ilerleyen donemleri iizerinde olumsuz
etkilere sahip oldugu ve olumsuz etkilenen bu embriyolarin implante olsa dahi gelisimini
devam ettiremedikleri bilinmektedir (Feldman vd. 1995; Nichols vd. 1998; Mitsui vd.
2003; Chawengsaksophak vd. 2004; Ralston ve Rossant 2008; Kang vd. 2013; Schrode
vd. 2014; Wicklow vd. 2014). Ayrica toplam hiicre sayis1 blastosist kalitesinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Arat vd. 2015). Bu nedenle erken gelisimin
arastirildigr ¢alismalarda toplam hiicre sayist ve her bir soya ait hiicre sayisi
degerlendirilen parametreler arasindadir. Bu kapsamda, morfolojik analizler ile CDX2
bakimindan farkli genotiplere sahip (WT, NKO, KO) blastosistlerin (D8) toplam hiicre
sayilar1 incelendiginde CDX2 geninin KO edilmesinin anlamli bir fark olusturmadig:
goriilmektedir (Sekil 4.4). Ayni sekilde, CDX2-KD blastosistlerin de (D7,5) toplam hiicre
sayilarinin etkilenmedigi Giossis ve Cibelli (2014b) tarafindan gosterilmistir. Ancak
bunlarin aksine Sakurai vd. (2016) tarafindan CDX2-KD blastosistlerde gelisimin 7.
giiniinde (D7) toplam hiicre sayisinin CDX2-WT (kontrol grubu) genotipteki
blastosistlere gore azaldig1 bildirilmistir. /n vitro embriyo iiretiminin her bir asamasinda
(IVM, IVF, IVK) kullanilan medyumlarin hiicre sayilar tizerinde etkili oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda bu toplam hiicre sayisindaki azalmanin CDX2-KD
edilmesinden o6te kullanilan medyumlardan kaynaklanmis olabilir. Dahast hem
tamamlanan tez ¢alismasinda hem de Giossis ve Cibelli (2014b) tarafindan CDX2-KO
ve/veya CDX2-KD edilmesinin toplam ve farkli hiicre soylarina (TE, ICM) ait hiicre
sayillari1 (SOX2+, GATA3+) degistirmedigi gorildiiglinden Sakurai vd. (2016)
tarafindan bildirilen azalmis toplam hiicre sayisinin kullanilan medyumlardan etkilenmis
olma ihtimalini artirmaktadir. Bu nedenle, CDX2-KD veya KO olmasinin blastosistlerde
toplam hiicre sayisin etkilemedigi sdylenebilir.
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TE hiicrelerindeki azalma, embriyonik gelisim sirasindaki plasental anormallikler
ile iligkili olabilir (Koo vd. 2002, Wang vd. 2011, Arat vd. 2015). Dahasi, TE soyunun
kurulamamasi, implantasyonda basarisizliga yol agmaktadir (Chawengsaksophak vd.
2004; Strumpf vd. 2005). Immiinohistokimyasal boyamalar ile yapilan morfolojik
analizlerde CDX2 negatif hiicrelerin hala TE'e katkida bulundugunu gézlemlenmektedir,
bu da TE olusumunun CDX2 gerektirmeyebilecegini ve proteininin blastosist olusumu
icin gerekli olmadigini diistindirmektedir (Sekil 4.4). Bu kapsamda, farkli genotiplere
(WT, NKO ve KO) sahip blastosistler arasinda TE hiicre sayis1 (GATA3+) bakimindan
farkliliklar incelendiginde CDX2’nin KO edilmesinin anlamli bir fark olusturmadigi
goriilmektedir (Sekil 4.6) Onceki raporlar da CDX2 geninin KD edilmesi durumunda TE
hiicre say1isinin bu durumdan etkilenmedigini gostermektedir (Giossis ve Cibelli 2014b).
Tim bu sonuglar CDX2'min TE'in farklilasmasi i¢in gereklilik gostermedigini isaret
etmektedir.

Kemirgen embriyolarinda, GATA3 yalnizca TE'de eksprese edilmektedir ve
CDX2 ekspresyonunu yukari dogru diizenleyerek TE'nin farklilagmasinda islev
gormektedir (Home vd. 2009; Ralston vd. 2010). Buna uygun olarak, sigir embriyolarinda
da GATA3, yalnizca TE soyunda ifade edilmektedir (Nagatomo vd. 2013). Bulgularimiz,
GATA3’in Cdx2 yikimindan etkilenmedigini acikca ortaya koymaktadir (Sekil 4.6). Bu
durum CDX2 yoksunlugunda GATA3’in TE kurulumu i¢in telafi edici bir rol
oynayabilecegini isaret etmektedir. CDX2-KO embriyolarin hala TE'yi olusturabiliyor
olmasi sigir embriyonik CDX2'nin TE olusumu icin gerekli olmayabilecegini ve
blastosist olusumu i¢in mutlak bir gereklilik olmadigini kanit1 olabilir. Dolayisiyla bu
bulgular, farelerin memeli gelisiminin preimplantasyon asamalarint  temsil
etmeyebilecegini vurgulamaktadir.

Her iki hiicre soyunun da embriyonik ve fetal hayatta kalma i¢in kritik dneme
sahip oldugu bilinmektedir (Koo vd. 2002, Stojkovic vd. 1998, Van soom vd. 1996).
Ancak, sigir embriyolarinda ICM’de etkili olan SOX2 ve CDX2 (TE) arasindaki iligki
hala belirsizdir. Ilging bir sekilde, CDX2-KO edilen blastosistlerde SOX2’nin ICM’de
sinirli oldugunu, SOX2 pozitif hiicre sayisinin degismedigi goriilmiistiir (Sekil 4.5). ICM
olusumu ve kavitasyon sonrasi CDX2-KO edilmis sigir embriyolarinda blastosol
olusumu meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.3). Bu kapsamda, onceki raporlarda
gosterildigi gibi, sigir embriyolarinda TE olusturmak i¢cin CDX2'min vazgecilebilir
oldugunu sdylenebilir (Berg vd. 2011; Goissis ve Cibelli, 2014b).

Preimplastasyon gelisim siirecinin diizenlenmesinde bazi 6nemli farkliliklar
bulundurmalarina ragmen bazi bulgular farelerin aksine sigir embriyolarinin insan
embriyonik gelisiminin anlasilmasi i¢in daha i1yi bir model olabilecegini gostermektedir
(Chen vd. 2009; Wrenzycki, 2018). CDX2, OCT4 gibi transkripsiyon faktorlerinin insan
(Chen vd. 2009; Niakan ve Eggan, 2013) ve sigir (Berg vd. 2011) embriyolarinda benzer
zamansal-mekansal ifade modeline sahip olduklarini, fare embriyolarinin ise bu tiirlere
gore onemli farkliliklar gosterdigi bilinmektedir (Niwa vd., 2005; Strumpf vd., 2005;
Niakan ve Eggan, 2013). Sigir preimplantasyon gelisiminde embriyonik OCT4'{in
gerekliligi yakin zamanda zigotlara CRISPR/Cas-9'un enjeksiyonu ile KO yaklagimi
kullanilarak aydinlatilmistir (Daigneault vd. 2018). Bu sonuglar, CRISPR tarafindan
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diizenlenmis insan embriyolarindaki fonksiyonlar ile benzer bulunmustur (Fogarty vd.
2017).

Onceki ¢aligmalar ile benzer sekilde, tamamlanan tez ¢alismasindan elde edilen
bulgular farelerden goriilen gerekliligin (Strumpf vd. 2005) aksine CDX2’nin sigir
preimplastasyon gelisim siireci i¢in vazgeg¢ilebilir oldugunu ortaya koymustur. Tiim bu
veriler goz onilinde bulunduruldugunda fare ve sigirlar arasinda biiyiik farkliliklar oldugu
dolayisiyla model organizma olarak kullanilan farelerin aksine sigirlarin memeli
preimplantasyon gelisimini daha iyi temsil edebilecegi ve insan ¢aligmalari i¢in alternatif
model organizma olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, memeli embriyolarin gelisimi sirasinda 6nemli bir rol
oynadig1 fareler iizerinde gosterilen CDX2 genini hedefleyen CRISPR bilesenleri
tasarlanmis ve in vitro olarak mature edilmis sigir oositlerine basariyla enjekte edilmistir.
Ardindan, bu oositler in vitro olarak fertilize edilerek preimplantasyon gelisimin sekizinci
glinene kadar kiiltiire edilmis, morfolojik olarak incelenmis ve genetik analizlerle
genotiplendirilmistir. Deney grubu (gRNA+Cas9) ve kontrol grubu (Cas9) arasindaki
gelisimsel farkliliklar titizlikle degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglar, CDX2 genini susturmak amaciyla yapilan bu CRISPR
miidahalesinin (bu grupta degisken sayida KO embriyo olmasina ragmen) blastosist
olusumunu 6nemli dl¢lide etkilemedigini gostermektedir. Genotip analizlerinden sonra,
normal morfolojiye sahip ve GATA3 adi verilen bir trofektoderm belirteci eksprese
edebilen KO blastosistlerin mevcut oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar, CDX2'nin sigir preimplantasyon embriyo gelisimindeki
trofektoderm hiicrelerinin farklilasmasi i¢in esasen gereksiz olabilecegini, CDX2-KO
farelerinin fenotipine dayanarak elde edilen sonuclardan farklilik gdsterdigini ortaya
cikartmigtir. Bu sonuca dayanara, memeliler arasinda tiirlerin ilk soy farklilasmasi
stireclerinin biiylik ¢esitlilik gosterebilecegi sdylenebilir.

Sigir preimplantasyon gelisiminin genetik temellerinin ve etkilesimlerinin daha
ayrintili bir sekilde arastirilmasi, terapotik tip ve tarimsal arastirmalardaki ilerlemeler
acisindan c¢esitli 6nemli yonler igerir:

Genetik secilim ve i1slah programlari: Sigir yetistiriciligi, et ve siit iirlinleri tiretimi
gibi  Onemli tarimsal faaliyetlerin temelini olusturur. Genetik bilgi, sigir
popiilasyonlarinin daha 1iyi yonetilmesine ve gelistirilmesine katki saglar. Sigir
preimplantasyon gelisimiyle ilgili genetik arastirmalar, istenen 6zelliklere sahip sigir
iklarim1 - gelistirmek i¢in kullanilabilecek genetik isaretleyicilerin tanimlanmasina
yardimci olacaktir.

Gen tedavisi ve kok hiicre arastirmalari: S1Zir preimplantasyon gelisimi lizerine
yapilan arastirmalar, insanlarda 6nem tasiyan gen tedavisi ve kok hiicre ¢aligmalarina da
katki saglamaktadir. Bu ¢alismalar, hastaliklarin tedavisi i¢in genetik miidahalelerin ve
hiicresel tedavilerin potansiyelini anlamamiza yardimci olabilir.

Biyomedikal arastirmalar: S1gir preimplantasyon gelisimi, insan embriyolojisi ve
gelisimi ile benzerlikler gdsterir. Bu nedenle, bu alandaki arastirmalar insanlar i¢in
onemli bilgiler sunabilir. Insan embriyonik gelisimin anlasilmast, iireme, dogum kusurlari
ve hastaliklarin tedavisi lizerinde olumlu etkilere sahip olabilir.

Tarimsal verimlilik ve siirdiiriilebilirlik: Sigir yetistiriciligi, diinya genelinde gida

tiretimi ve tiiketimi agisindan hayati bir rol oynar. Sigir preimplantasyon gelisimiyle ilgili
genetik caligmalar, sigirlarin daha verimli ve hastaliklara dayanikli hale getirilmesine

58



SONUCLAR E. TUTEN SEVIM

yardimci olabilir. Bu, gida iiretiminin artmasina ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin
tesvik edilmesine katkida bulunabilir.

Etik ve hukuki ihtiyaglar: Sigir preimplantasyon gelisimi ile ilgili arastirmalar, etik
ve hukuki konular1 da giindeme getirir. Bu ¢alismalarin sonuglari, hayvan refah1 ve etik
standartlar tizerinde etkisi olabilir. Bu nedenle, bu arastirmalarin sonuglarinin dikkatle
yonetilmesi ve diizenlenmesi 6nemlidir.

Sonug olarak, sigir preimplantasyon gelisiminin genetik ve molekiiler temellerinin
anlasilmasi, tarimsal iiretim, tip ve biyoteknoloji alanlarinda bir dizi 6nemli uygulama ve
ilerleme potansiyeli sunar. Bu c¢aligmalar, daha saglikli ve verimli bir tarim enddistrisi
olusturmak ve insanlarin saglik sorunlarin1 daha iyi anlamak ve tedavi etmek igin biiyiik
bir dneme sahiptir. Ayn1 zamanda, preimplantasyon doneminde yer alan hiicre soylarinin
meydana gelmesindeki faktorlerin belirlenmesi ve sigir trofektoderm (TE) olusum
mekanizmalarimin  ayrintili  olarak anlagilmasi, yardimci iireme yoOntemlerinin
kullaniminin artmasina ve in vitro fertilizasyon ve somatik hiicre niikleer transfer
embriyolarindan kaynaklanan sorunlarin ¢ézlimiine katki saglayacaktir.
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