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OZET

In Vitro Elde Edilen Sigir Blastosistlerinde Blastosist Sivisindan Genomik DNA

izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda in vitro kosullarda tiretilen sigir blastosistlerine i¢ hiicre kiimesi ve trofektoderm
biyopsisi ile blastosist siv1 aspirasyonu yapilmis, elde edilen biyopsi Orneklerine yapilan genetik
analizlerin sonuglar1 karsilastirilarak blastosist sivisindaki genomik deoksiriboniikleik asit (gDNA)
varh@min aragtirilmasi amaglanmustir. Ayrica ¢alismada defined medyum (Grup 1) ve undefined
medyum (Grup II) olmak iizere iki farkli kiiltiir soliisyonu kullanilmis ve blastosist elde etme yiizdesi
ile biyopsi oOrneklerine yapilan genetik analizlerin sonuglarinin karsilastirilmasi amaclanmistir.
Calismada Ankara ve Konya illerinde bulunan mezbahalardan toplanan ovaryumlar (Grup I, n: 30; Grup
I1, n: 54) kullanildi. Defined medyum (Grup I, n:112) ile elde edilen oositler in vitro maturasyon, in
vitro fertilizasyon ve in vitro embriyo kiiltiiriine alindi. In vitro kiiltiiriin 7.-9. giinii Kalite kodu I olan
expanded blastosistlere (Grup I, n:29) sirasiyla blastosist sivi aspirasyonu, trofektoderm biyopsisi ve i¢
hiicre kiimesi biyopsisi (Grup I, n:20) mikromanipiilatér ile yapildi. Undefined medyum (Grup I, n:226)
ile elde edilen oositler in vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon ve in vitro embriyo kiiltiiriine alindi.
In vitro kiiltiiriin 7.-9. giinii Kalite kodu I olan expanded blastosistlere (Grup II, n:70) sirasiyla blastosist
stv1 aspirasyonu, trofektoderm biyopsisi ve i¢ hiicre kiimesi biyopsisi (Grup II, n:20) mikromanipiilator
ile yapildi. Blastosist elde etme yiizdesi; Grup I (%25,89) ve Grup 1l (%30,97) olarak bulundu. Biyopsi
orneklerinden elde edilen deoksiriboniikleik asit (DNA) kalitesi DNA zenginlestirme islemi sonrasi
nanodrop konsantrasyon 6l¢iimii ile belirlendi. Nanodrop 6l¢iimler karsilastirildiginda gruplar arasinda
fark bulunamadi. Embriyolarm elde edildigi sigirlara ait uterus dokularindan (Grup I, n:10; Grup I,
n:16) ornekler alindi ve DNA izolasyonu yapildi. DNA zenginlestirme ve DNA izolasyonu iglemi
sonrasi Grup I ve uterus doku drnekleri ile Grup II ve uterus doku érnekleri 19 primer igeren kisa tandem
tekrar dizileri analizine alindi. Bu analiz ile anneden aktarilan allel genlerin varlig1 arastirildi. Grup [ ve
Grup II i¢ hiicre kiimesi ve trofektoderm biyopsilerinde anne ile uyum bulunurken, blastosist sivisinda
Grup II’de bir 6rnekte iki primer belirlendi diger 6rneklerde anne ile uyum belirlenemedi. Bu ¢alismada,
blastosist sivisinin miktarinin azligi nedeniyle tiim genom amplifikasyonunda yeterli DNA
edilemeyecegi ve daha farkl analiz yontemleri ile ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi kanisina varildi.

Anahtar Sézciikler: Blastosentez, DNA, In vitro, Sigir Blastosisti, STR



SUMMARY

Isolation of Genomic DNA from Blastocyst Fluid in Bovine Blastocysts Produced In
Vitro

In this study, inner cell mass and trophectoderm biopsy and blastocyst fluid aspiration were performed
on bovine blastocysts produced under in vitro conditions, and it was aimed to investigate the presence
of genomic deoxyribonucleic acid (gDNA) in the blastocyst fluid by comparing the results of genetic
analyses performed on the biopsy samples obtained. In addition, two different culture solutions, defined
medium (Group 1) and undefined medium (Group II), were used in the study and it was aimed to
compare the percentage of blastocysts obtained and the results of genetic analysis of biopsy samples.
Ovaries collected from slaughterhouses in Ankara and Konya provinces (Group I, n: 30; Group I, n:
54) were used in the study. Oocytes obtained with defined medium (Group I, n: 112) were cultured for
in vitro maturation, in vitro fertilization and in vitro embryo culture. On the 7th-9th day of in vitro
culture, blastocyst fluid aspiration, trophectoderm biopsy and inner cell mass biopsy (Group I, n:20)
were performed with micromanipulator on expanded blastocysts (Group I, n:29) with Quality code I,
respectively. Oocytes obtained with undefined medium (Group |, n:226) were cultured for in vitro
maturation, in vitro fertilization and in vitro embryo culture. On the 7th-9th day of in vitro culture,
blastocyst fluid aspiration, trophectoderm biopsy and inner cell mass biopsy (Group 11, n:20) were
performed with micromanipulator on expanded blastocysts with Quality code | (Group Il, n:70),
respectively. The percentage of blastocyst retrieval was found as Group | (25.89%) and Group Il
(30.97%). The quality of deoxyribonucleic acid (DNA) obtained from biopsy samples was determined
by nanodrop concentration measurement after DNA enrichment. No difference was found between the
groups when nanodrop measurements were compared. Samples were taken from the uterine tissues of
cattle from which embryos were obtained (Group I, n:10; Group Il, n:16) and DNA isolation was
performed. After DNA enrichment and DNA isolation, Group | and uterine tissue samples and Group
I and uterine tissue samples were subjected to short tandem repeat sequence analysis with 19 primers.
With this analysis, the presence of maternally transmitted allelic genes was investigated. While maternal
concordance was found in Group | and Group Il inner cell mass and trophectoderm biopsies, two
primers were detected in one sample in Group Il in blastocyst fluid and no maternal concordance was
detected in the other samples. In this study, it was concluded that due to the small amount of blastocyst
fluid, whole genome amplification of DNA was not sufficient and studies with different analysis
methods should be performed.

Keywords: Blastocentesis, Bovine Blastocyst, DNA, In vitro, STR
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ONSOZ

Son yillarda artan insan niifusu sebebiyle hayvansal iriinlere talebin artmasi
reprodiiktif alaninda pek ¢ok biyoteknolojik gelismeyi de beraberinde getirmistir. En énemli
gelismeler suni tohumlama (ST) ve in vitro embriyo iiretimi (IVP) alaninda yogunlagmis ve
reprodiiktif verim 6zelliklerinin artirilmasina yonelik olmustur. Segkin bir inek normalde yilda
bir kez yavru vermektedir fakat in vitro embriyo {iretimi ile seckin diive veya ineklerden daha
fazla embriyo elde edilebilmektedir. Elde edilen embriyonun ise transfer edilmeden 6nce gerek
genetik yonden gerekse verim 6zellikleri ve hastaliklar yoniinden taranmasi i¢in giliniimiizde
biyopsi yontemi kullanilan yontemlerden biri haline gelmistir. Embriyoya yapilan biyopsilerin
embriyonun canliligi {izerine etkisi veya ileri siirecte yol agacag etkiler hala tartisma konusu
olmaya devam etmektedir. Bu sebeple son yillarda minimal invaziv bir yontem gelistirilmesi
icin calismalara baslanmustir. Ozellikle embriyonik gelisim dénemlerinde olusan embriyonik
metabolizma iriinleri ve genomik DNA’nin blastosist sivisindan elde edilebilecegi goriisii

ortaya ¢ikmugtir.

Giliniimiizde insanlarda invaziv olmayan biyopsi teknikleri kullanilmaya baslamistir.
Veteriner tip alaninda da bu tekniklerin arastirilmasi ve kullanilmasi iilkemizde hayvancilik
yetistiriciligi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu ¢aligma ile in vitro sigir embriyosu iiretiminde
kriyoprezervasyon oncesi aspire edilen blastosist sivisindan genomik DNA analizi ve diger
biyopsi yontemleri ile kasilastirilmas: yapilarak diger bilimsel arastirilmalara 6ncli olmas1

diistiniilmektedir.

Doktora egitimim boyunca bana akademik bilgileri ile yol gosteren ve her zaman
destek olan danisman hocam Prof. Dr. Mustafa KAYMAZ’a ve Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dal1 baskani Prof.Dr. Rifat VURAL’a, Dog. Dr.
Murat Onur YAZLIK’a ve diger 6gretim tiyelerine desteklerinden ve bana verdikleri degerli
bilgilerinden dolay1 tesekkiir ederim. Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Hasan ALKAN’a, Dog¢. Dr. Kiibra
KARAKAS ALKAN’a, Dog. Dr. Fatma SATILMIS’a ve ekip arkadaslar1 Veteriner Hekim
Omer Faruk Yesilkaya, Veteriner Hekim Muhammed Furkan Ciftci ile doktora &grencisi

Yunus Emre DENiZ’e destekleri ve yardimlari igin tesekkiir ederim. Tez ¢alismamda yardime1
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler’in 2022 yilinda yayiladigi rapora gore diinya niifusunun 2050 yilinda
yaklagik 10 milyara ulasmasi beklenmektedir (United Nations, 2022). Hayvancilik siit, et,
yumurta gibi gida maddelerinin yaninda, yiin, giibre, tarim gibi pek ¢ok gelir ve ihtiyag
kaynaklarinin saglanmasinda bir kaynak olarak rol oynar. Milyarlarca insanin gida ihtiyacinin
karsilanmasi ve bu alanda istihdamin saglanmasi hayvancilik endiistrisine baglidir. Diinyanin
buzsuz karasal alanminin yaklasik %30’unu hayvancilik alaminda yararlanilan sigir, manda,
domuz, koyun, keci ve kiimes hayvanlar1 kaplamaktadir. Artan insan niifusu ile ihtiyag
duyulan hayvansal gidalara talebin artmasi hayvancilik sektoriinde biyoteknoloji alaninda
gelismelere sebep olmustur. Ihtiyaglarin karsilanmas1 icin hayvancilik sektériinde reprodiiktif
olarak verim ozelliklerinin artirilmasi ve is kolaylig1 saglanmasi agisindan yardimer iireme

teknikleri alaninda ¢alismalar yogunlasmustir (Singh vd., 2019).

Biyoteknoloji, stirekli artmakta olan insan niifusu i¢in yeterli gida arzinin elde edilmesi
icin kilit bir teknolojidir. Basarili bir hayvancilik tiretimi i¢in temel kosullarin basinda genetik
ve reprodiiksiyon gelir. Bu iki alan, biyoteknolojik arastirmalarda yillardir yer almaktadir.
Simdiye kadar gelistirilen biyoteknolojik prosediirler; giftlik hayvanlarinda reprodiiktif
verimin artirilmasi, hayvanlarin genetik kaynaklarinin  korunmasi, iriin kalitesinin
iyilestirilmesi veya yeni iiretim stratejileri ve yeni hayvansal iirlinler i¢in uygulanmaktadir
(Bedasa vd., 2017). Sigirlarda reprodiiktif alanda kullanilan mevcut biyoteknolojik
prosediirler; suni tohumlama (ST), ¢oklu ovulasyon embriyo transferi (MOET), oositlerin in-
vitro maturasyonu (VM) ve in-vitro embriyo tiretimi (IVP-IVEP), klonlama, niikleer transfer,
biyopsi ve gelistirilen diger teknolojilerdir. Bu teknolojilerin ustaca kullanilmasi, ¢agdas
hayvansal tiretim verimliligi iizerindeki etkisi kisa siirede gerceklesebilmekte ve seleksiyon
farkliliklart ile nesil uzunlugunun degistirilmesi yoluyla gelecek nesiller iizerinde kalici bir
etkiye sahip olmaktadir. Ureme alanindaki biyoteknolojik gelismeler ile nesil araliklarini
kisaltmak ve hayvan popiilasyonlar1 arasinda genetik materyali cogaltmak i¢in kullanilmasi
amaglanmaktadir. Bu amaca ulagsmak igin, nesiller boyu ST, in-vitro fertilizasyon (IVF) ve
embriyo transferi (ET), embriyonik mikro manipiilasyonlar alaminda ¢aligmalar
yogunlagsmistir. Bu teknolojilerin bilgi sistemleri ve veri analizleri ile birlestirilmesi
oniimiizdeki yillarda daha da 6nemli degisiklikler saglayacaktir. Hayvancilik gelismekte olan
iilkelerde hizli biiyiiyen tarim sektorlerinden birisidir ve bu iilkeler son yillarda yiiksek

ekonomik biiyiimeye sahiptir. Diinya ¢apinda protein talebi, bitki proteinlerinden hayvansal


https://www.un.org/development/desa/pd/sites/www.un.org.development.desa.pd/files/wpp2022_summary_of_results.pdf
https://www.un.org/development/desa/pd/sites/www.un.org.development.desa.pd/files/wpp2022_summary_of_results.pdf
https://www.un.org/development/desa/pd/sites/www.un.org.development.desa.pd/files/wpp2022_summary_of_results.pdf

proteinlere dogru kaymaktadir. Hayvansal {irlinlere olan talebin 2030 yilina kadar neredeyse
iki katina ¢ikacagi ve bu artigin biiyiik bir boliimiiniin gelismekte olan iilkelerde olacagi tahmin
edilmektedir. “Hayvancilik Devrimi” olarak adlandirilan hayvancilik tiriinlerine yonelik bu
artan talep, gecimlerini hayvancilikla saglayan milyonlarca yoksul insanin refahini artirmak
icin bir sans yaratarak yoksullugu azaltmanin 6nemli bir yolu haline gelebilir. Hayvansal
protein icin diinyada insan tiiketiminin kisi basmna giinliik 29 g oldugu bildirilmistir. Ozellikle
gelismis iilkelerde ise bu kisi bagina yaklasik 90 g olarak bildirilmistir. Bununla birlikte
hayvansal kaynakli gidalara yonelik kisi bagina artan talep egilimi genellikle gelismekte olan
tilkelerde (diinya niifusunun %80’1) ortaya ¢ikmaktadir (Said vd., 2020). Biyoteknolojik
yontemler kullanilarak; biiylime, karkas ve iireme kalitesinin artirilmasi, beslenme ve yemden
yararlanmanin iyilestirilmesi, kalite ve gida giivenliginin artirilmasi, hayvanlarin saglik ve
refahinin iyilestirilmesi ve kaynaklarin daha verimli kullanilarak atiklarin azaltilmasi ile
hayvanlarin verimliliginin artirilmast miimkiin hale gelmistir. Bu nedenle hayvancilik tiretimi
ile ilgili olan biyoteknolojik alanlar digerlerine gore daha hizli biiylimektedir. Hayvancilikta
iireme biyoteknolojilerinin kullamim amaglari; {iretimi artirmak, reprodiiktif verimliligi ve
genetik iyilestirme oranlarini artirmaktir. Yillar gegtikge, kiiglikbas ve biiyiikbas hayvanlarin
liremesini yonetmek i¢in bir¢ok segenek erisilebilir hale gelmistir. En yaygin kullanilan
yontemler ise suni tohumlama ve spermanin saklanmasidir. Hayvansal {iretimde biyoteknoloji
yalnizca diinyadaki hayvansal iriin talebini karsilamak amaciyla ¢iftlik hayvani
popiilasyonunu artirmak i¢in degil ayn1 zamanda nesli tilkenmekte olan tiirlerin tiremesini
artirmak, mevcut biyogcesitlilik ve genetik cesitlilik diizeylerini siirdiirmek i¢in de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Genetik belirtecler, aday genler ve ilgili diger teknikler hayvanlarin
genetik degerinin belirlenmesini iyilestirebilir. Bu sayede biyoteknoloji ve gen miihendisligi
birlikte kullanildiginda gen transferi ve benzeri teknikler ile DNA diizeyinde genom yapay
olarak degistirilebilmektedir. Yardimci tireme teknikleri, hayvan 1slah programlarina énemli
katkilar saglamistir. Benzer sekilde, genomik secilimin dogrulugunu artirmak i¢in de 6nemli
bilgiler ve araclar saglamistir. Bununla birlikte bu araglarin en biiyiik yararlari, yalnizca
hayvanlarin erken yasta dogru bir sekilde secilmesine izin verecek sekilde birlestirildiginde
beklenebilir. Bu nedenle canliliklarindan 6diin vermeden embriyolardan DNA orneklerinin
alinmasi, preimplantasyon genomik secilimin (GS) konsolidasyonu i¢in esastir. Ciftlik
hayvanlarinin genetik 1slahinin ana odak noktalar1 genellikle siit ve et iiretimi gibi kantitatif
ozelliklerdir. Yillardir, iireme degerini tahmin etmek i¢in her bir hayvanmn kaydedilmis
fenotipinin soyagaci bilgisi ile kullanilmasina dayanan geleneksel genetik iyilestirme,
reprodiiktif verimi artirmak i¢in de kullanmilmustir. Bu teknoloji ¢ok bagarili olmasina ve

yetigtirilen tilirlerin ¢ogunda genetik kazanimlara yol agmasina ragmen, kalitsal genetik



belirteglerin lireme ve genetik ilerlemeyi hizlandirmak igin hayvanlari dogru bir sekilde
secilmesini gerektirmektedir (de Sousa vd., 2017). Seksenli yillarin ortalarinda sigir genom
dizilimi ile baslayarak, genetik analiz ve haritalama teknolojilerinde 6nemli bir ilerleme
meydana gelmis ve bu da ¢esitli genetik araglarin gelistirilmesine yol agmistir. Bunlardan biri,
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) (Kadarmideen vd., 2014) olarak adlandirilan ve GS
(Goddard vd., 2010) ad1 verilen yeni bir secim ydntemiyle sonuglanan on binlerce belirtecin
saptanmasidir. Genomik segilim yontemi ile hayvanlar genomik damizlik degerlerine yani,
tim genomu etiketleyen belirtegler tarafindan tahmin edilen genetik degerlerine gore {ireme
icin segilebilir (Ponsart vd., 2014). Genetik kazangtaki artisin, geleneksel progeny testi
yontemleriyle karsilastirildiginda %60 ila %120 arasinda oldugu belirtilmektedir (Pryce ve
Daetwyler, 2011). Bunun nedeni, biiyiik 6lgiide ¢ok sayida hayvan yetistirme ve bunlardan
sadece birkag tanesini segme maliyetlerindeki carpici diististiir. Yetistiriciler GS ile, sigirlarda
ve diger tiirlerde geleneksel progeny testi semalarini 6nemli 6lgiide degistirmis olsa da genetik
kazanctaki en biiyiik artis, nesil araligini kisaltarak elde edilebilir. Bu da GS'yi, dogmamis bir
hayvanin genetik degerinin embriyo asamasinda tahmin edildigi ve nesil araligin1 biiyiik
oOlgtide azaltan IVEP ile iliskilendirilerek yapilabilir (de Sousa vd., 2017). Ayrica IVP, biiyiik
miktarlarda embriyo tiretimine izin vererek, se¢im yogunlugunu hizla arttirir ve hizli genetik
iyilesmeye yol agar. In vitro fertilizasyon, yardimei iireme tekniklerinin %99' unu olusturur.
In vitro embriyo tretimi ile mezbahada kesilen ineklerden, prepubertal diivelerden, repeat
breader hayvanlardan, gebe ineklerden ve genital kanal fizyolojik bozukluklar1 veya yiiksek
reprodiiktif Ozelliklere sahip fakat cesitli sebepler ile (ayak hastaliklari, travmalar,
yaralanmalar vb.) kesime sevk edilen hayvanlardan ¢ok sayida oosit elde edilerek
yapilmaktadir. In vitro fertilizasyonun ana zorlugu, en biiyiik implantasyon potansiyeline
sahip en iyi tek embriyoyu ve ardindan doguma kadar gelisimini tamamlama sans1 en yiiksek
olan1 se¢mektir. Embriyo implantasyon potansiyelini optimize etmek icin su anda subjektif ve
objektif embriyo morfolojisi yoluyla embriyo derecelendirme kullanilmaktadir. Bununla
birlikte ayrintili olarak embriyonik canliligin belirlenmesinde sinirlamalar vardir (Rule vd.,
2018). Bu smirlamalardan bazilari, implantasyon i¢in en uygun embriyoyu belirlemek
amactyla embriyolarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi ve gruplandirilmasini igerir. In vitro
elde edilen embriyolarin transfer sonrasi gebelik oranmi %30-40 iken in vivo iiretilen
embriyolarin transfer sonrasi gebelik oran1 %50 oramindadir (Masuda vd., 2021). Son
caligmalar, tek embriyo transfer dongiilerinde embriyo secimine yardimci olmak igin
preimplantasyon genetik tam (PGT) kullanildiginda IVF basarisini yani transfer bagina devam

eden gebelik oranlarini %30 oraninda artirilabilecegini gostermektedir (Ben-Nagi vd., 2019).



1.1. Embriyo Transferi ve Embriyo Biyopsisinin Tarihgesi

Milattan 6nce (M.0.) 5. yiizy1lda Pisagor okulunda ¢ogulcu akim “tohumlar” teorisini
kabul etmistir. Cogulcu akim, fetiisiin iki ebeveyn tohumunun karisimindan meydana geldigini
savunmustur. Demokritos (M.O. 460-370), disilerin sol testisten, erkeklerin ise sag testisten
geldigi fikrini savunmustur. Hipokrat (M.O. 460-370) ise, bu tohumlarin tiim viicut
bolgelerinden akarak her birinin hem eril ve hem de disil temel organlar: icerdigi goriisiinii
kabul etmistir. Aristoteles (M.O. 384-322), fetiisiin olusumuna sadece erkegin tohumunun
katildig1 gériisiinii kabul etmistir. M.O. 350 civarinda yayimlanan De generatione animalium
(Hayvanlarin Nesli)’da ¢esitli hayvanlarin tireme mekanizmasinin ilk kapsamli teorisine yer
verilmistir; bu teoriler, organin embriyoda kademeli olarak gelistigini savunan (epigenez) teori
ile biitiin dokularm ve genel viicut yapisinin sperm ve yumurtada var oldugunu ve gelismenin
bu minyatiir organizmanin biiylimesiyle olustugu (preformasyon) teorisidir. Hipokratin
manevi varisi sayilan Galen ise (M.O. ~130-201), hem erkegin hem de disinin tohumlarinin
iiremeye katkis1 oldugunu ileri siirmiistiir. Fakat Galen, disi ve erkegin sadece bir temel organ
icerdigini savunmustur. Ge¢ Ronesans donemine kadar bu fikirler kabul gérmeye devam

etmistir (Alexandre, 2002).

Modern anatominin babasi kabul edilen Andreas Vesalius 1543 yilinda insan
anatomisi iizerine yaptig1 De humani corporis fabrica (Insan Viicudunun Kumasi Uzerine)
adli ¢alismada, kadinlarda bulunan “uterus” ile erkeklerdeki “sperm tasiyan kanallar (ductus
deferens)” arasinda benzerlik olabilecegini One siirmiistiir. Bu goriis daha sonra 6grencisi
Gabrielis Fallopius tarafindan dogru bir sekilde tanimlanmasina ragmen bu organlarin gergek
islevleri bir yiizy1l sonra Reiner De Graff’in ¢aligmalari ile anlagilabilmistir. 1672°de De Graff
yumurta olarak tanimladig: folikiillerle iligskilendirilmis ve bunlar daha sonra Graff folikiil
olarak isimlendirilmistir. Ayn1 yilda ayrica insan yumurtasimnimn fallop tiiplerinden gegtigini de
ileri slirmiistiir. Bu nedenle modern {ireme biyolojisinin kurucusu olarak kabul edilmistir

(Ankum vd., 1996).

Antoni Van Leeuwenhoek, kendi tasarladigi mikroskopta “animacules” olarak
adlandirdig1 yapilar1 kesfetmistir (Cobb, 2012). Ilk suni tohumlama uygulamasi ise yaklasik
yiiz yil sonra 1784’te fizyolog Lazzaro Spallanzani tarafindan bir kdpek {izerinde
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismayi, 1790 yilinda anatomist ve cerrah John Hunter insanlarda ilk
basarili suni tohumlamay1 yaparak izlemistir.

Aydinlanma Caginda, preformasyoncular ve epigenezistler olmak iizere iki farkli
goriis ortaya cikmustir. Preformasyoncular, tohum teorisini ve hiicrelerin yumurta ya da

animacules’de daha 6nceden var oldugunu, biitiin dokularm ve viicut yapisinin bu minyatiir



hiicrelerin biiyiimesiyle olustugunu savunmaktadir. Epigenezistler ise, viicut parcalarinin
baslangigta var olmadigini sonradan embriyoda kademeli olarak olustugunu savunmaktadir
(Van Speybroeck vd., 2002).

Bu iki goriise ragmen memeli liremesi ve gelisimi hakkindaki ¢aligmalar 19. ylizyila
kadar ciddi bir ilerleme gosterememistir. Embriyo transferinin basarisiz da olsa ilk girisimcisi,
on dokuzuncu yiizyilin baslarida, Kanadali-Ingiliz evrim biyologu George John Romanes’tir
(Sekil 1.1.). Fakat tavsanlarda yaptig1 embriyo transferi ¢aligmalari ve ilk canli yavru dogumu
1890 yilinda Walter Heape tarafindan yapilmistir (Betteridge, 2003, Sekil 1.2). Bu yontem

daha sonra sistematik olarak diger tiirlere de uygulanmistir.

Sekil 1.1. George John Romanes (https://tr.wikipedia.org/wiki/George_Romanes)

Sekil 1.2. Walter Heape (https://npgshop.org.uk/products/walter-heape-npg-x44316-print)


https://tr.wikipedia.org/wiki/George_Romanes
https://npgshop.org.uk/products/walter-heape-npg-x44316-print

Avrupa kitasinda, 19. ylizyilin sonunda yeni bilim dali olarak “Gelisim mekanigi”
alani, deneysel embriyolojinin babasi olarak bilinen Wilhelm Roux (1850-1924) sayesinde
ortaya ¢ikmustir (Sander, 2012). Albert von Kollicker 1861 yilinda Entwicklungsgechichte des
Menschen und der hoheren Tiere (insanlarin ve Gelismis Hayvanlari Gelisim Tarihi) adl
embriyoloji tizerine ilk ders kitabin1 yayinlamustir. Zoolog Oscar Hertwig 1876 yilinda deniz
kestanesinde spermatozoon ve yumurtanin proniikleer flizyonunu bildirmistir. Bunun iizerine
tic yil sonra Hermann Fol dbllenme igin tek bir spermatozoonun gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Sonug olarak, bu kadar ¢alisma sonunda spermatozoon ve yumurtanin birlesimi

dollenme olayi olarak kabul edilmistir (Herdogan vd., 2023).

[lk kez Kaliforniya Universitesi’nde Cole ve Hart (1930) tarafindan kesfedilen at
koryonik gonadotropini (eCG) ya da gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) daha sonra
ciftlik hayvanlari i¢in siiperovulasyonun saglanmasinda olduk¢a 6nemli bir hale gelmistir.
Embriyo transferi’nin (ET) hayvancilikta kullanilmasina yonelik ilk adimlar ilk kez iki hiicreli
sigir embriyosu elde eden Hartman vd. tarafindan 1931 yilinda Carnegie Embriyoloji
Laboratuvari’nda atilmistir (Niemann ve Seamark, 2018). Bu calismay1 sonra, Berry ve
Warwick’in 1949 yilinda koyun ve kegilerde ilk canli hayvan embriyosu transferi takip
etmistir (Souza-Fabjan vd., 2023). Bu basarisindan dolay1 Berry 1982 yilinda Uluslararasi
Embriyo Teknoloji Toplulugunun (IETS) 6diiliinii alan ilk kisi olmustur (Betteridge, 2003).
Ikinci Diinya Savasi’nin baslamasi ile ET yontemlerinin gelismesi aksamis fakat savas sonrasi
yasanan gida kithig1 ET dahil hayvancilikta tiremeyi iyilestirmeyi amaglayan pek ¢ok arastirma

yapilmasina yoneltmistir.

Pincus vd. (1936) hafif anestezi ile 0zel bir transfer pipeti kullanarak ovidukt ve
ovaryumlarin ¢ikarilmasi i¢in laparotomi yontemini kullanmiglar ve ovaryumdan elde ettikleri
oositi bir tuz ¢ozeltisi igerisinde dollemislerdir. Daha sonra gelisen bu embriyoyu inkiibator
gorevi goren baska bir tavsanin uterusuna aktarmislardir. Yaptiklar1 deneylerde Pincus,
sentetik progesteron (progestin) uygulanarak ovulasyonun durdurulabilecegi bulmus ve bu

calisma hormonal dogum kontrol haplarinin temelini olusturmustur.

Gida kitlig sebebiyle ingiliz hiikiimeti 1942 yilinda Cambridge’de Lionel Edward
Aston Rowson yonetiminde sigir yetistiriciliginde ilk suni tohumlama merkezini kurmustur.
Bu ¢aligma sayesinde Rowson ¢iftlik hayvanlarinda embriyo transferinin kurucu babasi olarak
anilmaya baglamstir (Hunter ve Lopez-Gatius, 2021). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
1950’lerde Minnesota’da ineklerin siiperovulasyonu, embriyolarin serviks yolu ile toplanmas1
ve aktarilmasi, transfer bekleyen embriyolarin iglenmesi ve donér ile alicilarin siklus

dongiilerinin  senkronize edilmesi T{izerine c¢aligmalar yogunlasmistir (Dziuk vd.,



1958). Diinyadaki embriyo ¢alismalarindan bagimsiz olarak Almanya’da Hans Spemann’in
“Embriyonik Gelisim ve Indiiksiyon” adli kitab1 ile amfibi embriyolojisinin temel y&nlerini
aciklamistir. Spemann, yapay yolla identik ikizler elde etmek icin 2 hiicreli bir semender
embriyosunun etrafina sag¢ teli dolamis ve hiicrelerin boliinmesini saglamistir (Hamburger,

1942; Moore ve Hasler, 2017, Sekil 1.3.).

Sekil 1.3. Embriyonun ikiye boliinmesi (Hamburger, 1942)

Whitten 1956 yilinda tanimlanmis (defined —igerigi belli olan) bir kiiltiir ortaminda 8-
hiicreli fare embriyolarmi in vitro ortamda blastosist asamasina getirmeyi basarmustir. Bu
sirada, tavsan, keci, sican, fare, sigir ve domuz iizerinde tiir ici transfer gerceklestirilmistir
(Hammer, 1998) ve sonra hamster, gelincik, vizon, at, babun, kedi, kdpek ve manda gibi diger
tirlere de uygulanmistir (Kraemer, 1983). Richard Gardner ve Robert Edwards tavsan
blastosistlerinde cinsiyet belirlemeye yonelik calismalara baglamis ve tavsan embriyolarinda
holding pipet ve iridektomi makasi ile trofektoderm (TE) hiicrelerinden biyopsi almay1 ve bu
parcay1 ince bir pipet ile aspire etmeyi basarmustir (Gardner ve Edwards, 1968). Aslinda
preimplantasyon genetik tam1 (PGT) kokenleri burada atilnustir. insan embriyolarinda PGT
icin tek hiicreli ilk biyopsi 1990’larin basinda gerceklestirilmis ve cinsiyet belirlenmistir
(Handyside vd., 1990). Hayvan 1slahinda ilk PGT uygulamas: embriyo transferi oncesi
embriyolarin cinsiyetlerini belirlemek i¢cin yapilmistir (Herr vd., 1990). Holding ve Monk
(1989)’un fare embriyolarinda yaptig1 ¢alismada, fare blastomerlerindeki tek bir kopya genin
tespit edilmesi ile teknigin potansiyeli fark edilmis ve bu alanda ¢aligmalar artmustir. Albert
Brachet (1912-1913), tavsan blastosistini 48 saat boyunca anne viicudu diginda, kan plazmasi

icinde canli tutan ve gelistiren ilk kisidir. Lewis ve Gregory 1929 yilinda tavsan oositlerinin
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gelisimini mikroskop altinda ilk boliinme asamasindan blastosist asamasma kadar filme
almay1 bagarmistir (Alexandre, 2002). Sigan, fare ve kobay oositleri bir veya iki boliinmenin
Otesine gegememistir (Pincus, 1936). Pincus Lewis ve Gregory’nin yontemi ile deneysel
cihazlari (asil1 drop teknigi, Carrel sisesi, nemli bir saat cami odacigi vb.) kullandiginda tavsan
oositlerinde elde edilen sonuglarla benzer basari elde etmistir. Bu deneyden sonra Pincus,
oositlerin metabolik gereksinimlerini arastirmaya baslamgtir. Willett (1953) Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanhg: Siit Endiistrisi Biirosu ve Wisconsin Universitesi Genetik Boliimii
ile is birligi i¢inde sigirlarda siiperovulasyon ve embriyo transferi lizerinde ¢aligmak iizere
gorevlendirilmis ve yapilan ¢alismalar sonrast embriyo transferi sonrasi ilk buzagi dogumu
gerceklesmistir. Bu sirada sigirlarin - siiperovulasyonu, embriyolarin serviks yoluyla
toplanmasi ve aktarilmasi, transfer bekleyen embriyolarin islenmesi ve donor ile alici ineklerin
senkronize edilmesi yontemleri iizerinde yogun ¢alismalar devam etmekteydi (Dziuk vd.,
1958). Tim Rowson da 1950’lerde siiperovulasyon iizerine ¢aligmalarini yogunlastirmisgtir.
Smith 1952 yilinda gliseroliin kriyoprotektif etkisini aragtirmistir (Casciani vd., 2023). Bu
sirada Marden ve Chang (1952) ise Massachusetts’ten Ingiltere’ye tavsan embriyolarmi
vakumlu bir sisede buz balonlariyla paketleyerek hava yolu ile gondermistir, transfer sonrasi
basar1 diisiik olsa da embriyolarin uluslararasi gonderilme potansiyeline dikkat ¢ekmistir.
Koyun, sigir ve domuz {iizerindeki c¢alismalar 1960’1 yillarda birbirine paralel ilerleme
gostermistir. Japonya’da Sugie (1965) yaptig1 ¢alismada serviksi by-pass ederek transvaginal
bir yaklagim gelistirmistir. Bu amacgla, embriyo transferinde kullanilan ignenin uterus
limeninde oldugundan emin olmak i¢in karbondioksit (CO.) insuflasyonu teknigini
kullanmistir. Rowson ve Moore (1966) transservikal transfer sonrasi bu yontemi kullanmistir
fakat yeterli basar1 saglayamadig1 ve Cambridge’deki cerrahi yontemin yiiksek basar1 oranlari
sebebiyle gozden diismiistiir. 1969 yilinda homolog serum ile doku kiiltiirii medyumu-199°u
(TCM-199) ve cerrahi ile cerrahi olmayan transfer yontemini karsilastirilmis ve homolog
serum ortamm kullanilan grupta cerrahi ve cerrahi olmayan yontem ile hi¢ gebelik elde
edilemez iken, TCM-199 ve cerrahi yontem kullanilan grupta gebelik oran1 %91°dir (Polge,
2000). Tavsan ve domuz embriyolarinda 1960’larin sonunda mikromanipiilasyon arastirmalar1
baslamis ve tek blastomerin biitiin hayvanlara doniisebilecegi fikri ortaya ¢ikmistir (Moore
vd., 1968). Ciftlik hayvanlarinda cinsiyet kromatinin tespit edilmesi zor oldugu i¢in bu konu
yeterince 6nemli goriilmemistir. Rowson, 1972 yilinda Cambridge’de, 13 veteriner hekimden
olusan bir gruba egitim diizenlemis ve bu grup bir¢ok bagimsiz embriyo sirketine ek olarak 2
yil sonra IETS’yi kurmustur (Betteridge, 2003). Donmus-¢dzdiiriilmiis blastosistten ilk buzag:
Wilmut ve Rowson (1973) tarafindan iiretilmistir. Ciftlik hayvanlarimin senkronizasyonunda

kullanilan prostaglandin F.alfa (PGF.a) ve analoglarinin bulunmast biiyiik ilerlemelere neden



olmustur (Philippo ve Rowson, 1975). Sigirlarda embriyo transferindeki gelismeler ve
kullanilan tekniklerin laboratuvardan sahaya taginmasinda kiigiik sirketlerin katkis1 olmustur.
Hatta James Dula ve Duane Kraemer tarafindan kurulan ilk sirket Livestock Breeders
International (LBI)’dir ve ticari olarak ilk buzagisini 1971°de tretmistir (Kraemer ve Dula,
1972). En uzun siire faaliyet gosteren ve en biiyiik sirketlerden biri olan 1971°de kurulan
Alberta Livestock Transplants (ALT)’nin tek amaci biiylikbas hayvan yetistiricileri igin kar
amaciyla embriyo transfer hizmetleri saglamaktir (Church ve Shea, 1977). Bu hizmet,
giiniimiizde ALT’nin devami niteliginde olan Alta Embriyo Grubu tarafindan devam
etmektedir. Karl Ernst von Baer, 6nce kdpek sonra diger tiirlerde 00sitin mikroskobik tanimini
yapmistir (Horowitz, 1987). Modern histolojinin kurucularindan Jan E. Purkinje’nin 6grencisi
Adolph Bernhardt, oositte bir “germinal vezikiil” gézlemlemistir ve bunun hiicre ¢ekirdegi
olabilecegini diisiinmiistiir. Bu da hiicre teorisinin ortaya ¢ikmasi ile paralellik gostermektedir
(De La Fuente, 2006). Zoolog Edouard Van Beneden tarafindan yumurta gelisiminin erken
evreleri ayrintili bir sekilde ortaya koyulmustur. Ayrica Van Beneden, nematodlardan Ascaris
megalocephala’da gamet tiretimi sirasinda kromatik azalmay1 kesfeden kisidir ve ilk kez hem
tavsan hem de yarasalarda ii¢ temel tabakanin olusumunu tanimlamistir. Bu sayede, zigot
boliinmesi sirasinda “blastodermik kesecik” olusumunu da kesfetmistir. Aslinda bu,
gliniimiizde “blastosist” olarak adlandirilan embriyo evresinin ilk tamimidir. Yarasalarda
yaptig1 ¢alisma sonucu memelilerde implantasyon Oncesi donemdeki embriyo gelisim
evrelerinin c¢izimleri son asamayir gostermek i¢in giliniimiizde hala kullanilmaktadir

(Alexandre, 2002, Sekil 1.4.).



Sekil 1.4. Yarasa embriyolarinin evreleri (Alexandre, 2002)

Steen Willadsen, 2 hiicreli koyun embriyosunu keserek blastomerleri ¢ikarmig ve bu
blastomerleri i¢i bosaltilmis oositlere transfer etmis ve agara gommiistiir. Elde ettigi
homozigot embriyolar1 uterusta kiiltiirledikten sonra alicilara transfer etmistir. Bunun
sonucunda her biri klon olan 5 adet ikiz dogmustur. Bu ¢aligma, modern memeli boliinmesi
caligmalarina 6nciiliik etmis ve ayni islem yine Willadsen tarafindan sigir embriyolarina da
uygulanmig ve klon ikiz yavrular elde edilmistir (Brem, 1989). Ozil (1983) sigir
blastosistlerinde yaptigi calismada, invert mikroskop ve bu mikroskopa eklenmis mikro bistiiri
kullanarak 8. giin embriyolar1 zonadan ayirarak blastosistleri tam ortadan ikiye bolmiis ve
identik ikizler elde etmistir (Sekil 1.5.). Memeli embriyosunda niikleer transfer teknolojisi, ilk
kez Solter ve Mcgrath (1983) tarafindan gelistirilmistir ve fareler iizerinde yapilan bu
deneylerden sonra Solter (1984) memeli klonlamanm biyolojik olarak miimkiin oldugunu
belirtmistir (Tucci vd., 2019). Willesden, 1984 yilinda embriyonik kok hiicreler (ESC)
kullanarak bir koyun klonlamistir. Ayrica ¢esitli memeli tiirlerine ait embriyonik hiicreleri
birlestirerek koyun-keci ve koyun-sigir melezleri olusturmaya ¢alismustir. Sims ve First ise
1993 yilinda ilk kez in vitro gelistirilen sigir embriyosu klonlamak i¢in sigir ESC’lerini
kullanmigtir. Wilmut ve Campbell, bir koyunun meme bezinden alinan somatik hiicreleri

kullanarak ilk koyun klonu olan Dolly’yi 1996°da elde etmistir (Wilmut ve Campbell, 2001).
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Sekil 1.5. Embriyo bolme islemi ve ikiz buzagilar (Ozil, 1983)

Son elli yilda, embriyo boliinmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda molekiiler ve hiicresel
calismalara odaklanilmigtir (Sekil 1.6.). Velasquez vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, sigir
blastosistlerinde iki bdlme islemi sonrasi embriyo morfolojisini ve oktamer baglayici
transkripsiyon faktorii 4 (OCT4), cinsiyet belirleme bolgesi Y-box 2 (SOX2), Homeobox
Transkripsiyon Faktorii Nanog (NANOG), kaudal tip homeobox 2 (CDX2), gegis proteini 1
(TP1), trofoblast Kunitz alan proteini 1 (TKDP1), eomesodermin homolog (EOMES) ve pro-
apoptotik gen (Bax) dahil olmak tizere gesitli gen ifadelerini incelemis ve embriyolarin
morfolojik olarak 13 giin sonra 6nemli 6lgiide farklilastigin1 ve gen ifadelerinden bazilariin
embriyo bolme islemi ile azaldigini bulmuslardir. Ayrica miRNA’larm kesfedilmesi ve
biyoteknoloji alanindaki c¢alismalarda arastirilmaya baslanmasi ile birgok molekiiler
mekanizma ve sinyal yolaklar1 ile bunlarin mekanizmalar1 agiklanabilir hale gelmistir. Omik
analizlerin yayginlasmasi ile embriyoda proteomik analiz ¢alismalar1 yapilmistir. Erken soy
hatt1 spesifikasyonu, embriyonik genom aktivasyonu (EGA), in vivo iiretilen embriyo (1VD)
ve IVP embriyolar arasindaki farklari, blastosist sivisindaki, ilkel yolk kesesindeki ve
trofektodermdeki proteomlari non-invaziv bir sekilde embriyolarm kaliteleri i¢in biyobelirteg
olarak kullanmak giliniimiizde miimkiin hale gelmistir (Rabel vd., 2023). Son yillarda, yapay
zekanin kullanim alanlar1 arasina IVF de eklenmistir. Makine 6grenimi ile dejenere olan oosit
ve embriyolarin tanimlanmasi, embriyonun hangi gelisim asamasinda oldugu, spermanin

morfolojisi, oosit ve embriyolarin kalite acisindan degerlendirilip siniflandirilmasi, optimum
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IVF protokollerinin gelistirilmesi, genetik ve omik analizler gibi pek ¢ok degerlendirme

standart hale gelmistir (Dimitriadis vd., 2022, Sekil 1.7.).

1902 1968 1983 1989 1996 2010-2024
Hans Spemann Tavsan Memeli Iinsan embriyolarinda Somatik hucreden ilk Yapay zekanin IVF'te
tarafindanilk embriyo  embriyolarinda ilk embriyosunda ilk PGT igin ilk biyopsi memeli klonu -DOLLY  kullanimi
splitting (Hamburger,  trofektoderm nukleer transfer (Handyside vd., (Wilmut ve Campbell,
1942) biyopsisi (Gardner ve (Solter ve Mcgrath, 1990) 2001)

Edwards, 1968) 1983) m

Flelt

Sekil 1.6. Son elli yilda yapilan 6nemli ¢alismalarin zaman ¢izelgesi (Canva’da yapilmistir)

Sekil 1.7. Yapay zekanin (artificial intelligence-AI) IVF te kullanim: (Canva’da yapilmustir)
1.2. Ulkemizde ve Diinyada Hayvancihik Verileri ile Embriyo Transferinin Yeri

In vitro fertilizasyon ¢aligmalar1 Tiirkiye’de 1983 yilinda tavsanlarda baglamis olup,
ineklerde ilk embriyo transferi 1985 yilinda yapilmustir ve ilk in vitro embriyo tiretimi ile
saglikli kuzularm alinmasi 2002 yilinda gergeklesmistir (Akyol vd., 2007).

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2023 verilerine gore, kirmizi et {iretiminin %

70,1’ini s18ir eti olugturmakta ve bunu % 23,9 ile koyun eti takip etmektedir (Sekil 1.8.).
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Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2022 ve 2023 verileri karsilastirildiginda, sigir eti {iretim

miktarmin %6,2 arttig1 goriilmiistiir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2024 verilerinde, ocak ve

mayis aylar1 arasi toplanan sigir siitii miktar1 yaklasik 4.775.272 ton olarak bildirilmistir

(Cizelge 1.1.). Yine 2023 TUIK verilerine gore, bu iiretim miktariyla iilkemizdeki toplam

hayvan sayis1 goz oniinde bulunduruldugunda 2022 yilina gore sigir sayisinda % 2,56 oraninda

bir azalma oldugu goériilmistiir (Sekil 1.9.).

KIRMIZI ET URETiMININ HAYVAN TURLERINE GORE
DAGILIMI

aSgr mKoyun mKe¢l mManda

Sekil 1.8. 2023 y1l1 kirmizi et iiretiminin hayvan tiirlerine gore dagilimi (TUIK, 2023; Kirmizi Et Uretim

Istatistikleri)
Cizelge 1.1. Toplanan sigur siitii ve iretilen siit {irtinleri miktari (TUIK, 2024; Siit ve Siit Uriinleri
Uretimi)
Ocak-Mayis*
2023 (Ton) 2024 (Ton) Degisim (%)
Toplanan Inek 4.403.539 4.775.272 +8,4
Siitii
I¢me Siitii 654,751 680,168 +39
Yogurt 465,789 512,353 +10,0
Ayran 312,599 362,483 + 16,0
Inek Peyniri 318,358 340,704 +7,0
Tereyag 39,290 44,837 +14,1

* Oranlar yuvarlanmis rakamlar iizerinden hesaplanmustir.
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Hayvan sayilari, 2022-2023
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Sekil 1.9. 2022-2023 yillari arast hayvan sayilarindaki degisim (TUIK, 2023; Hayvansal Uretim
Istatistikleri)

Uluslararasi Embriyo Teknoloji Toplulugu’nun Tiirkiye’deki ¢alismalarin bildirilmesi
ile olusturdugu 2022 yili verilerine goére, Tirkiye’de siit ineklerinde in vivo embriyo
iiretiminde 139 adet normal sperma, 176 adet cinsiyeti belirlenmis sperma kullanilmis ve 2,824
adet oositten 1,791 adet transfer edilebilir embriyo tretilmistir. Ayrica, siit ineklerinde in vivo
elde edilen embriyolarin 1,128 adeti taze, 113 adeti ise yerli dondurulmus embriyolardir. Siit
ineklerinde oosit toplama islemi (ovum pick-up, OPU) ile iretilen in vitro embriyolarin 239
adeti transfer edilebilir embriyolardir. Ulkemizde siit ineklerinde mezbaha materyalinden in
Vvitro embriyo tiiretiminde ise 2,478 adet oositten 837 adet transfer edilebilir embriyo
retilmistir. Besi sigirlarinda ise 555 adet oositten 195 adet transfer edilebilir in vitro embriyo
iretilmistir. Yine ayni verilere gore, 239 adet OPU ile iiretilen embriyo, mezbaha materyali

ile elde edilen 10 adet taze ve 61 adet donmus embriyo transfer edilmistir.

Brezilya toplam 440,256 transfer edilen embriyo ile in vitro embriyo tiretiminde diinya
genelinde 1. sirada yer almaktadir. Brezilya’y1 413,158 adet transfer edilen embriyo ile ABD
2. sirada izlemektedir. Avrupa’da ise diger iilkelere gore 6,135 adet transfer edilen embriyo
ile Hollanda 6n sirada yer almaktadir (Viana, 2023). Tiim bu veriler géz oniine alindiginda,
ozellikle Avrupa ve Amerika verileri ile iilkemizdeki veriler karsilastirildiginda oldukea diisiik

seviyelerde kalmaktadir.

Uluslararas1t Embriyo Teknoloji Toplulugu’nun 2022 embriyo iiretimi ve transferi ile
ilgili yaptig1 istatistiksel calismada, toplam tiretilen embriyolarin %95,2’sinin sigir oldugu ve

2021’e gore toplam embriyo sayisinin sigirlarda %35,5 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Yine bu
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caligmada, ge¢cmis yila oranla IVD iiretilen embriyolarda %2,1 ve IVP iiretilen embriyolarda
%6,3’liik bir artig oldugu belirtilmistir (Viana, 2023, Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. IETS’nin 2022 yilinda yayinladigi in vivo tiretilen (IVD) ve in vitro iiretilen (IVP)
embriyolarin kitalara gore dagilimlart (Viana, 2023)

BOLGE IVD IVP
Afrika 2,027 7,377
Asya 1,764 14,733
Avrupa 137,036 43,749
Kuzey Amerika 204,682 842,064
Okyanusya 12,455 20,633
Giiney Amerika 36,545 688,415
2022 yil1 Toplam 394,509 1.616.971
2021 y1li Toplam 386,374 1.521.018
Degisim oram +2,1 +6,3

Gida ve Tarm Orgiitii (FAO)’ niin 2021 verilerine gore diinyada sigir, koyun ve kegi
eti iretimi diizenli bir bilyiime egrisi gostererek sirastyla 73.000.000, 10.000.000 ve 6.000.000
tona ulasmustir (Sekil 1.10.). Kiiresel toplamin %431 ile Asya et iiretiminde ilk sirada yer
alirken, %31 ile Amerika, %18 ile Avrupa, %6 ile Afrika ve %2 ile Okyanusya takip

etmektedir.
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Sekil 1.10. Diinyadaki siit ve et iiretimi ile biiyiime oranlar1 (FAO, 2022)

Gida ve Tarim Orgiitii ‘niin 2000-2021 yillar1 arasindaki verilerine bakildiginda sigir
¢ig siitii toplam siit {iretiminin azalan da en biiyiik paymn olusturmaktadir. Uretim oram 2000
yilinda %84 iken 2021 yilinda bu oran %81’ diigmiistiir. Uretim miktar1 olarak
karsilastirildiginda ise 2000 yilinda iiretim 489 milyon ton iken 2021 yilinda 746 milyon ton
olmugtur. Veriler karsilastirildiginda sigir ¢ig siitliniin iiretim oramnin 2021 yilinda diisiik

olmasinin sebebinin manda ¢ig siitiindeki artistan kaynaklandigr goriilmektedir (Sekil 1.11.).
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Diinyadaki en biyiik ii¢ ¢ig sigir siitii iireticisi; 108 milyon ton ile Hindistan, 103
milyon ton ile ABD ve 37 milyon ton ile Cin’dir (Sekil 1.12.).
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Sekil 1.11. Hayvan tiirlerine gore ¢ig siit iretim miktar1 (FAO, 2022)

Ulkelere gore siit tiretiminin dagilimi (milyon ton)

Hindistan
108.3 milyon ton

Diger
429.4 milyon ton

ABD
102.6 milyon ton

Cin

36.8 milyon ton
Brezilya

36.4 milyon ton
Almanya

32.5 milyon ton

m Hindistan = ABD w(Cin w=Brezilya mAlmanya uDiger

Sekil 1.12. Ulkelere gore siit iiretim miktar1 (FAO, 2022)

Embriyo transferi diinyada 1970’li yillarda ticari olarak uygulama alam bulmus ve
giiniimiizde biyoteknoloji alanindaki yerini gelistirerek oldukga ileri seviyelere ulagmustir.
Fakat Tirkiye’de reprodiiktif biyoteknoloji alaninda oldukga geri kalmis uygulamalardan
biridir. Ulkemiz suni tohumlama uygulamasina diinyada ikinci iilke olarak baslamasina
ragmen genetik ilerlemede istenilen diizeye ulasamamis olup bunun sebebinin, suni

tohumlamanin hala pek cok ilde yeterince yaygin olarak kullanilmamas1 ve kullanilacak
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bogalarin se¢im kriterlerinin diizgiin yapilmamas1 ve tabi ki hayvancilik politikalar1 oldugu
diistiniilmektedir. Suni tohumlama ile yiiksek genetik 6zelliklere sahip bogalarin bir sonraki
nesile katkida bulunmas1 saglanir fakat erkek genetigi bu denklemin yarisini olusturmakta yani
genetik ilerleme en fazla %50 diizeyinde kalmaktadir. Embriyo transferi yapildiginda segilen
dondr sigir ve en iyi sperma ile bu genetik ilerleme daha hizli ve %100 oraninda olmaktadir
(Sirard, 2018). Suni tohumlama ile genetik ilerlemenin %100 olmasi1 igin en az 4-5 nesil
beklemek gerekirken embriyo transferi ile bu 1 nesile diismektedir. Ayrica embriyo transferi
ile yliksek verimli ineklerden elde edilen embriyolarin diigiik verimli ineklere nakli ile siirii
bazinda verim artirimi saglanmig olmaktadir. Fizyolojik olarak normalde ineklerden yilda bir
buzag1 alimrken embriyo transferi ile yiiksek verim ve genetik kapasitesine sahip bir inekten
bir yilda birden fazla buzagi almak miimkiindiir. Ayrica, yiiksek verimli fakat yashlik veya
farkli saglik problemleri nedeni ile kesime sevk edilen hayvanlarin ovaryumlarindan alinan

oositlerle in vitro ortamda kaliteli embriyolar tiretilmektedir.

Ulkemiz hayvancilik agisindan &zellikle de siit sigircilign agisindan énemli bir
potansiyele sahiptir. Gegtigimiz yillarda kademeli olarak yem fiyatlarinin artmasi ile kar
marjinin diismesi sonucu pek ¢ok damizlik hayvan kesime sevk edilmistir. Hayvansal gida
talebinin artis1 azalan damizlik hayvanlar sebebiyle karsilanamaz hale gelmis ve bunun
sonucunda hayvansal {irtinlerde ¢ok ciddi fiyat artis1 olmustur ve yurtdisindan damizlik diive
veya besi amagli dana ithal edilmek zorunda kalinmistir. Embriyo transferi ile sigir ithalati
icin yapilan masraflarin ciddi oranda azalmasi ve iilkeler arasi bulasici hastaliklarin
tasinmasinin Oniine gecilmesi de miimkiindiir. Ek olarak, nesli tiikenmekte olan tiirlerin
korunmas1 ve bunlarin gen bankalarinin olusturulmasi i¢in de 6nemli bir yontemdir. Embriyo
transferinin iilkemizde yayginlastirilmasi ile iilke ekonomisine ¢ok ciddi katkilar1 olacagi
diistiniilmektedir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerin biiyiilk ¢ogunlugu embriyo iiretimi
verilerini IETS ye bildirirken Tiirkiye’ye ait veri girisi yetersizdir. Yine TUIK ile Tarim ve
Orman Bakanliginda da bir veri girisi bulunmamaktadir. 1985 yilinda tilkemizde ilk embriyo
transferi Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesinde yapilmustir. Akyol vd. (2007)’nin yaptig:
calismada in vitro tretilmis embriyolardan, her payette ikiser adet embriyo bulunmak tizere
farkli zamanlarda bes adet taze transfer yapilmis ve ilk canli buzag1 Lalahan Hayvancilik
Merkez Arastirma Enstitiisii’nde alnmustir. Ulkemizde gegmis yillarla karsilastirildiginda
giiniimiizde hayvanlarin verim o6zellikleri artmig olmasina ragmen hayvan basmma verim
acisindan degerlendirildiginde gelismis iilkelere kiyasla diisiik kalmaktadir. Verim
ozelliklerinin kisa siirede arttirilmasinin ¢oziimlerinden biri embriyo transferidir. Artan insan
niifusu, iklim degisikligi, protein liretiminin daha verimli ve siirekli hale getirilmesi konusunda

artan baskilar sebebiyle sigir endiistrisinde in vitro embriyo iiretiminin hizla benimsenmesi
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gerekmektedir. Buna ek olarak, igletmelerde siirii yonetiminin diizgiin yapilmasi, beslemenin
ideal ve standart sekilde uygulanmasi, hastaliklarla miicadelenin dogru yapilmasi ve embriyo
transferi konusunda egitimli personel sayis1 arttirilmadigr siirece istenilen sonucu almak pek
mimkiin olmayacaktir. Embriyo transferinin yayginlastirilmasinda devlet, tiniversiteler ve
ozel sektor ile yapilacak is birlikleri dnemli bir yer tutmaktadir. Ulkemiz icin hayvancilik
sektoriiniin  gelismesinde ve ekonominin biiylimesinde bu teknoloji ¢ok ©nemli bir

konumdadir.

1.3. In Vitro Embriyo Uretimi

In vitro embriyo tiretimi birbirini takip eden birgok siiregten olugsmaktadir. Bunlar; in
vitro oosit maturasyonu (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiiltiir (IVC) asamalarini
icermektedir. In vitro embriyo liretimi amaciyla uygulanan her yontem in vivo ortami taklit

etmektedir (Galli vd., 2003).

1.3.1. Oosit Maturasyonu

Oosit maturasyonu, gelisen disi gametteki niikleer ve sitoplazmik degisiklerin
olustugu bir siirectir. Bir diger tanimi, oositlerin déllenmeye hazirlanmak igin mayotik
boliinmenin tekrar basladigi oogenezisin son adimudir. Sitoplazmik maturasyon, oosite
spermatozoonun girmesi, aktivasyonu ve implantasyon oncesi gelisimi igin oositin gegirdigi
kromatin bazli olmayan siirectir. Hiicresel organellerin yeniden diizenlenmesi, enerji
ihtiyacinin ayarlanmasi, dollenme ve embriyonik genom aktivasyonundan 6nce embriyonik
gelisimin desteklenmesi icin mesajci riboniikleik asit (mRNA), cesitli substratlar ve
proteinlerin biriktigi yapisal degisiklikleri kapsamaktadir. Oositin mayoz béliinme
gecirebilmesi i¢in dncelik hiicresel organellerin uygun sekilde dagilmasidir (Tukur vd., 2020).
Sitoplazmik organellerin olusmasi ve dagilim, sitoskeleton dinamikleri ve oositin sitoplazmik
molekiiler olgunlasmasi olmak {izere {i¢ asamasi mevcuttur. Mitokondri, ribozom,
endoplazmik retikulum, kortikal graniiller ve golgi cisimciginin sayis1, dagilimi ve aktiviteleri
embriyo gelisimi lizerinde oldukca etkilidir (Harvey, 2019). Mitokondrinin goérevi, niikleer
olgunlagma sirasinda germinal vezikiiliin pargalanmasi, ig ipliklerinin organizasyonu ve
kromozomlarin ayrilmasi i¢in adenozin trifosfat (ATP) ihtiyacini karsilamaktir (Fan ve Sun,
2019). Endoplazmik retikulum, ikinci mayoz bolinmenin devami ve tamamlanmasinda,
polisperminin 6nlenmesinde ve embriyonik genom aktivasyonu ic¢in gereken maternal
mRNA’larin toplanmasinda gerekli olan kalsiyum (Ca) iyonunun asil kaynagidir (Tukur vd.,
2020). Golgi cisimciginin gorevi ise, hiicre i¢i protein tagmmasidir. Maturasyondan sonra
golgi cisimciginin, ribozomun ve lizozomun sayis1 azalmaktadir (Fan ve Sun, 2019). Niikleer

maturasyon, mayoz [’in yeniden baslamasi, polar cismin atilmasi ve metafazin mayoz Il
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evresine gelmesi siirecini kapsar. In vivo kosullarda, niikleer maturasyon mayozun yeniden
baslamasi, liiteinlestirici hormon (LH) artig1 sonucu ovulasyonun sekillenmesi sonrasi olur.
Serin/treonin protein kinaz ailesine ait olan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
Okaryot hiicrelerde yaygin olarak bulunmaktadir ve hiicre disg1 sinyalle diizenlenen kinaz-1 ve
kinaz-2 (ERK1 ve ERK2) olmak iizere iki 6nemli iiyesi vardir. Gonadotropinle uyarilan
oositin yeniden mayoz bdliinmesi igin graniiloza ve kumulus hiicrelerinde ERK1 ve ERK2
aktivasyonu sarttir. In vitro kosullarda oositte ERK1 ve ERK2 aktivasyonu olsa da mayoz
boliinmenin yeniden baslamasi igin yeterli degildir. LH artisina bagl olarak ERK1 ve ERK2,
graniiloza ve kumulus hiicreleri arasinda ve kumulus hiicreleri ile oosit arasinda siklik
adenozin 3’-5” monofosfat (cAMP)’nin etkisini azaltir. Bu sayede mayozun yeniden baslamasi
saglanmis olur. Kumulus hiicrelerinin ekspansiyonu da yine ERK1 ve ERK2 ile iligkilidir.
Germinal vezikiil par¢calanmasi (GVBD) mayoz boliinmenin yeniden basladigim gosteren ilk
morfolojik isarettir (Fan ve Sun, 2019, Sekil 1.13.). Mayoz I birinci kutup cisminin ¢ikarilmasi
ile tamamlanmis olur ve déllenme olana kadar mayozun metafaz Il asamasinda duraksamaya
gecer. Mitojenle aktive olan protein kinaz’in bir diger gorevi de oositin MII evresinde
tutulmasidir. Mayoz béliinme asamasinda oositte bir¢ok maternal mMRNA aktive edilmektedir.
Aktive edilen bu mRNA’lardan translasyon sonucu elde edilen proteinler; ig ipliklerinin
birlesmesi, MII asamasinda duraksama ve maternal-zigotik geg¢is (MZT) déneminde
mRNA’larin temizlenmesi gibi gorevlere sahiptir. Niikleer ve sitoplazmik maturasyon farkli

stiregleri i¢erse de birbirlerine bagimlidirlar (Bao vd., 2023).

‘ ‘
GV

GVBD Mi Al Mil zygote

MAYOZ 1 MAYOZ 11

Sekil 1.13. Oositin niikleer maturasyonu (Fan ve Sun, 2019)

In vitro sartlarda, oositler ortalama 20 ila 24 saat i¢cinde MII’ye kadar niikleer
olgunlagsmay1 tamamlar ve dollenmeye hazir hale gelir (Ferré vd., 2020). Yapisal olarak
etrafini zona pellusida (ZP) sarmakta ve granuloza hiicrelerinin birka¢ katmani kumulus oosit
kompleksini (KOK) olusturmaktadir. Corona radiata hiicreleri oositin yakininda yer alarak
ZP’ye penetre olur ve bu baglanti sayesinde kumulus hiicreleri ile oositin metabolik
aligveriginde rol oynar. Kumulus hiicrelerinin bir diger islevi, kiiltlirden oosite ilettigi
beslenme faktdrleri sayesinde maturasyon asamasidan biri olan GVBD’ye yardimci olur.
Olgunlagsmamus folikiillerin gelismis folikiillere doniistiigii ve ovulasyon icin aday hale geldigi
olay folikiilogenezis olarak adlandirilmaktadir. Ovaryum tizerinde dort farkl folikiil tipi yer
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almaktadir. Ovaryum korteksinde yer alan primordiyal folikiiller olgunlagsmamis ve
mikroskobik boyuttadir. Primordiyal folikiiliin biraz daha gelismis hali primer folikiil olarak
adlandirilir. Disiler yagam boyu yetecek kadar primordiyal ve primer folikiil ile dogar ve bu
primer folikiiller bagka primer folikiillere doniismek yerine daha geligsmis sekonder folikiillere
dontisiir ya da dejenere olur. Sekonder folikiiller de mikroskobiktir ve digerlerine gére iki veya
daha fazla epitel katmana sahiptirler ve icinde yer alan oosit kalin bir zona pellusida ile
cevrilidir. Antral folikiil tersiyer folikiil olarak da amlir ve antrum adi verilen bir bosluga
sahiptir. Antrum icerisinde folikiil sivis1 bulunmaktadir. Gozle goriilebilir boyuttadir ve
preovulator hale geldiginde Graaf folikiil olarak adlandirilmaya baslar. Antral folikiiller
graniiloza, teka interna ve teka eksterna olmak iizere {i¢ katmandan olugsmaktadir. Teka interna
hiicreleri LH etkisi altinda androjen {iretirken, graniiloza hiicreleri FSH reseptorlerine sahiptir
ve Ostrojen, inhibin ve folikiil s1visi iiretiminden sorumludur (Senger, 2012, Sekil 1.14.). Oosit
maturasyonu, primordiyal germ hiicrelerinin mitotik boliinmesi (prenatal dénem), niikleer
duraklama (diktiyoten), sitoplazmik bilyiime ve mayozun yeniden baslamasi olmak tizere dort
evrede ger¢eklesmektedir ve disilerin embriyonik gelisimi ile baslayip yasam boyu devam
etmektedir. Prenatal donemde primordiyal germ hiicreleri (2N) mitoz sonucu diploid oosite
doniisiir. Bu diploid oositler ise mayoz boliinme (mayoz I) sonucu haploid oositlere doniisiir.
Bu haploid oositler mayoz bdliinmenin profaz I asamasinda niikleer duraklama déneminde
kalir. Pubertaya gecis sonrasi, LH dalgasi ile sekonder oosit ve birinci polar cisim (PB1) olusur
ve ovulasyon sekillendikten sonra ikinci mayoz boliinme gercekleserek ikinci polar cisim
(PB2) olusur ve fertilizasyon sonrasi erkek ve disi proniikleuslarinin da olusmasi ile zigot

haline gelmis olur (Senger, 2012, Sekil 1.15.).
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Antral folikil
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Granuloza
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Korpus
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folikul
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Primer foliktl

Primordiyal
folikdl

Sekil 1.14. Folikiilogenezisin sematik gdsterimi (Senger, 2012)

21



Oogonia

Mayotik
profaz

@ @ @ @ et
Niikleer duraklama
# lMayotlk duraklama ortadan kalkar.l

Zona Pellusida (ZP)
Perivitellin Bosluk (PVS)

C: Sitoplazma
N: Niikleus
PN: Proniikleus @ Primordiyal germ

F>-4»zm3T

Sekonder oosit

1. polar cisim

1. mayotik bélinme

2. mayotik bélinme Zigot

~0»2Z00 >-4IMBCT
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Sekil 1.15. Oositin olgunlasma ve fertilizasyon siireci (Senger, 2012)

Mezbaha materyallerinden elde edilen oositler germinal vezikiil (GV) asamasindadir.
In vitro maturasyonda basarili olmanin en 6nemli basamagi oositlerin mayoz bdoliinmeyi
baslatacak boyuta (110 pm) ulagmis olmasidir (Telfer vd., 2020). In vitro kosullarda, oositler
yaklagik 20-24 saat icinde niikleer maturasyonu tamamlamis ve fertilizasyona hazir hale
gelmis olur (Ferré vd., 2020). Oositin in vitro maturasyonununda kumulus hiicrelerinin de rolii
bliyiliktiir. Kumulus hiicreleri medyumdaki metabolitleri ve besinleri oosite yonlendirerek
GVBD’1 uyarir ve MII'yi baslatmaya yardimci olur (Lonergan ve Fair, 2016). Oositlerin
alindig1r hayvanin fizyolojik durumu, folikiiler dalga donemi ve Gstrus siklusu, folikiillerin
boyutu, kumulus oosit kompleksleri ile oositin morfolojik kalitesi, maturasyon siiresi,
kullanilan kiiltiir ortaminin ozmotik degeri ile pH degeri, yine ortamin sicakli§i ve nemi,
kullanilan kiiltir medyumu ve bu medyuma ilave edilen hormonlar vs. in vitro maturasyona

etki etmektedir.

In vitro maturasyon i¢in ilk baglarda fotal sigir serumu (FCS) LH aktivitesi yiiksek
olan bir folikiil stimiile edici hormon (FSH) preparati eklenmis Tyrode kiiltiir ortam
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kullanilmaktaydi. Bu kiiltiir ortamlar1 oositin mayoz bdlinmenin MII asamasina gelerek
durdugu maturasyon siirecine ulagmasint saghyordu fakat bazi eksiklikler de mevcuttu.
Maturasyon kiiltiir ortamuna eklenen yiiksek konsantrasyondaki FSH ve LH mayoz
boliinmenin ve sitoplazmik maturasyonun yeniden baslamasmi saglar ayrica LH oositlerin

ATP’yi kullanma oranin1 artirmaktadir (Macun ve Kaymaz, 2006).

Oositte ilk in vitro maturasyon ve heparin ile muamele edilen spermle fertilizasyon
1984 yilinda gergeklesmistir. ilerleyen siiregte yapilan calismalar sonucu in vitro maturasyon
icin TCM-199 kiiltiir ortamm ve bu kiiltiir ortamina eklenmis saflastirilmis FSH ve LH
kullanilmas1 gerektigi diistiniilmistiir ve 1986’da bu kiiltiir ortaminda in vitro maturasyonu
yapilan oositler fertilize edilmis ve bir buzagi dogmustur (Parrish, 2014). Sakaguchi ve
Nagano (2020), in vitro kiiltiir ortamina eklenen FSH’nin cAMP seviyelerini etkiledigini ve
kumulus hiicrelerinin ekspansiyonunu uyardigini ve bu sayede oosit olgunlagsmasini olumlu

etkiledigini bulmustur.

Defined medyumlar, TCM-199’a sigir serum albiimini (BSA) veya FCS, antibiyotik,
gonadotropin veya gesitli biiyiime faktorlerinin eklenmesi ile hazirlanir ve in vitro
maturasyonda kullanilir. Sentetik ovidukt sivisi (SOF) ve ¢esitli ticari undefined (igerigi
acgiklanmayan) medyumlar da kullanilabilmektedir. Eklenen FCS ve BSA ile ortamin hidrojen
potansiyeli (pH) ile kolloidal ozmotik diizenlenmesi saglamir. Yine soliisyonlara eklenen
bikarbonat da pH diizenlenmesini saglamaktadir. Kiiltiir ortamina eklenen folikiiler stvinin
icerdigi epidermal biiylime faktorii (EGF) kumulus hiicrelerinin ekspansiyonunu uyararak
maturasyonu olumlu etkileyebilmektedir. Aoki vd. (2024) ineklerin ovaryumlarindan toplanan
folikiil sivilarmi miR-151-3p ve miR-425-5p igerigine gore yiiksek olanlar iyi, az olanlar kotii
olarak derecelendirmistir. Bu folikiil sivilarindan iyi olanlarla kétii olanlarin maturasyon ve
kiiltiir ortamma eklenmesiyle fertilizasyon orani, boéliinme ve blastulasyon orani

karsilastirilmis, iyi olanlarda yiiksek bulunmustur.

Kiiltiir ortamina eklenen antioksidanlarin reaktif oksijen birikimini azaltarak
maturasyona olumlu etkisi oldugu ortaya konmustur (Jiang vd., 2023). In vitro yapilan islemler
canli fizyolojisini taklit {izerine kuruldugu i¢in ilk ¢alismalardan beri ineklerin rektal sicakligi
baz alinarak ¢aligma sicakligi da 38-39°C’de gerceklestirilmekte ve laboratuvarin bulundugu
rakima gore degismekle birlikte genellikle %5 COq igeren inkiibatorler kullanilmaktadir
(Gordon, 2003).
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1.3.2. In Vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon, ovulasyon ile atilmis ve maturasyonunu tamamlamis oosit ile
spermatozoonun disi genital kanalinda oviduktun ampulla kisminda bir araya gelerek zigotu
olusturmasi olarak tamimlanmaktadir (Sekil 1.16.). Maturasyonunu tamamlamis oositlerin
kapasitasyona ugrayan spermatozoonlarla in vitro kosullarda bir araya getirilerek 18-24 saat
inkiibe edilmesi ve zigotun olustugu siireg ise in vitro fertilizasyon (IVF) olarak tanimlanir.
Disi ve erkek cinsiyet hiicrelerinin zigot olusturabilmesi i¢in her birinin haploid (n)
kromozoma sahip olmasi gerekmektedir. Eger birden fazla sayida spermatozoon ooplazmaya
ulagir ise buna polispermik fertilizasyon adi verilir ve in vitro kosullarda daha sik

goriilmektedir.
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Sekil 1.16. Disi genital kanalinda fertilizasyonun sematize edilmesi
(https://maww.reprodaction.com/uk/Cattle-Reproduction/The-reproductive-cycle/Fertilisation)

Kapasitasyon, spermatozoanin ZP, kumulus hiicreleri ve in vitro mature olmus
oositlerle bir araya geldiginde maruz kaldigi maddeler ile akrozom reaksiyonunun
sekillenmesini saglayan biyokimyasal siireci kapsar. Kapasitasyon tamamlandiginda,
spermatozoidlerde kolesterol ve fosfolipid miktar1 diiser, metabolizma, cAMP, iyon seviyeleri

degisir ve kapasitasyon bitiminde hareketlilik azalir (Skinner, 2018).

Akrozom reaksiyonu ise zona pellusidaya baglanma sirasinda spermatozoa plazma

membram ile akrozom dis zarmmin eriyerek birlesmesi ve spermatozoanin bas kisminda
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bulunan spesifik reseptorlerin aktive olmasi ile akrosin ve hyaluronidaz enzimlerininin
aktivasyonunu kapsayan biyokimyasal siiregtir. Zona pellusida’da bulunan glikoproteinler
sayesinde akrozom reaksiyonu baglar. Akrosin enzimi ile ZP, hyaluronidaz enzimi ile kumulus
hiicrelerini gegmesi saglanir. ZP gegildikten sonra perivitellin bosluktan vitellus zarina yonelir
ve spermatozoidin plazma zar1 ile mikrovilluslar birlesir (Skinner, 2018). Daha sonra, niikleus
membrani parcalanir ve erkege ait kromatinler vitellus zar1 ile sarilir. Buna erkek proniikleusu
denir. Boylece, mayozun MII evresinde duraklamig olan oosit boliinmesi tamamlanmig olur
ve ikinci polar cisim (disi proniikleusu) de digar1 atilir. Daha sonra proniikleus membranlari
erir, disi ve erkege ait kromozomlar birlesir ve fertilizasyon tamamlanmig olur (Sekil 1.17.).
Tim bu reaksiyonlar bir kez gerceklesmektedir, ZP gecilemez ise spermatozoid oosite

giremez.
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Sekil 1.17. Birinci ve ikinci polar cisim ile erkek ve disi proniikleuslarin gériiniimii (Olympus 1X73,
Japan; Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

Ineklerde IVF asamasinda donmus sperma kullanilmaktadir. Bu nedenle, iyi kaliteli
ve motil spermatozoonun ayrilmasi igin Swim-up ya da Percoll Gradient gibi gesitli teknikler
kullanilabilmektedir. Swim up teknigi, spermatozoonlarin migrasyon prensibine

dayanmaktadir ve ¢ozdiiriilen sperma tizerine eklenen uygun soliisyonlarla 30-60 dk %5 CO>
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ortamda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon bitiminde motil olan spermatozoonlar soliisyon
tizerine ylizerek ¢ikmaktadir. Percoll Gradient tekniginde ise, motil spermatozoonlar farkli
konsantrasyondaki soliisyonlarin (%90 ve %45 Percoll) kesisim yerinde birikir ve bu yontemle
en iyi motil spermatozoonlar elde edilmektedir. Fakat, bu yontemin en biiyiilk dezavantaji
Percoll’iin spermatozoonlar iizerine toksik etkilerinin bulunmasidir (Parrish, 2014). Bogaya
ait faktorlere bagh olsa da IVF’te genellikle minimum ml’de 1 ila 2 milyon spermatozoa
konsantrasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir diger IVF basar1 kriteri ise, sicaklik
faktoridiir ve genellikle 38,5 °C’de calisilmaktadir.

Ineklerde in vitro fertilizasyon igin sperm kapasitasyonunda yaygimn kullanilan kiiltiir
ortamlar1; Bracket-Oliphant (BO), spermatozoaya modifiye edilmis Tyrode Albiimin Laktat
Piruvat (sp-TALP), spermatozoaya modifiye edilmis Tyrode Albiimin Laktat Piruvat Heparin
(sp-TALP-H) ve ¢esitli ticari medyumlardir. Bu soliisyonlara birinci kapasitasyon ajani olarak
heparin eklenmesi ile IVF basaris1 artirilmaktadir. Kapasitasyonun uyarilmasi igin

soliisyonlara ayrica kafein, bikarbonat ve adenozin gibi maddeler eklenebilmektedir.

Ooplazma i¢inde spermatozoonun basinin ve kuyrugunun saptanmasi, erkek ve disi
prontiikleuslari ile birinci ve ikinci polar cisimlerin ooplazmada belirlenmesi, zona pellusida
veya perivitellin boslukta spermatozoonun goriilmesi, oosit aktivasyonunun goriilmesi ve
boliinmelerin tespit edilmesi in vitro fertilizasyonun sekillenmesinde olgiit olarak

kullanilabilmektedir (Akyol, 2005).

1.3.3. In Vitro Embriyo Kiiltiirii

In vitro embriyo kiiltiirii (IVC), embriyonun zigot asamasindan blastosist asamasina
kadar cogunlugunu oviduktta gecirdigi siireci taklit eder. Farkli hayvan tiirlerinde farkl
zamanlarda tamamlanan bu siire¢ sigirlarda ortalama 7 giinde tamamlanmaktadir. Bu nedenle
in vitro fertilizasyon sonrasi1 déllenmis ve zigot olarak tanimlanan oositler blastosist agamasina
gelene kadar ortalama 7 gilin boyunca embriyo kiiltiir ortamina alinmaktadir. 2 hiicreli
morfoloji ile baslayan boliinme siireci, 2" olarak boliinmeyi stirdiiriir. 16 hiicreli ve tiziime
benzeyen yap1 “morula” olarak adlandirilirken, 32 hiicreli yapt “kompakt morula™ olarak
adlandirilir. Blastosist kavitesi ve blastosist sivisinin belirginlestigi, ICM (i¢ hiicre kiimesi) ve
TE’in (trofoektoderm) ayirt edildigi evre ise “blastosist” olarak adlandirilir. I¢ hiicre kiimesi,
embriyonun gelistigi kisimken, TE plasenta ve embriyonik zarlarin olustugu kisimdir.
Hiicrelerin boliinmesi ve farklilasmasi ile hiicre 6liimii siiregleri blastosist asamasinda bir
arada ger¢eklesmektedir. Blastosist sivisinin miktar arttik¢a “expanded blastosist” adini alir
ve sivi artigl ile incelen ZP’dan ¢ikmakta olan embriyoya “hatching blastosist”, ZP’den

tamamen ¢ikan embriyoya ise “hatched blastosist” ad1 verilir.

26



Blastosel, blastosist evresindeki embriyolarda sekillenen i¢i sivi dolu bosluga verilen
isimdir ve dinamik bir yapiya sahiptir. Na+-K+ pompasi1 mekanizmasinda sodyum iyonlarinin
blastosist i¢ine taginmasi ile bosluga sivi birikimi gergeklesir. Trofoblast hiicrelerinin
blasolateral tarafinda sivi birikimi olur ve bu sivi blastosist sivisi olarak isimlendirilir

(Hammond vd., 2016).

Embriyo 7. giin kontrol edildiginde taze olarak transfer yapilacak ise ona uygun
prosediirler uygulanir. Transfer islemi hemen yapilmayacak ise ¢ézdiirme sonrasi basari
orammin diismemesi i¢in yiiksek kaliteli embriyolar kriyoprezervasyon islemine alir.
Kriyoprezervasyonda yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri kullanilabilir. Kiiltiire
alinan zigotlarin %20 ila %40’1 blastosist asamasina ulagmaktadir (Demetrio vd., 2022;
Lonergan vd., 2001; Rizos vd., 2008). In vitro embriyo tiretiminde basar1 oranim sitoplazmik
maturasyonun tam sekillenmemesi, kiiltiir kosullarindaki eksiklik veya yetersizlik, embriyonik
genom aktivasyonunun olmamasi ya da DNA pargalanmasi, donmus spermanin kullanilmasi
ve sperma konsantrasyonunun yanlis ayarlanmasi, kiiltiir ortaminin pH’s1, inkiibator sicakligi
ve nemi vd. gibi faktorler etkilemektedir. Kiiltiir kosullar1 embriyo kalitesini etkileyen en

Onemlli faktorlerden biridir.

Kiiltir medyumu olarak TCM-199, TALP, SOF gibi medyumlar ve bunlara eklenen
cesitli katki maddeleri ile ticari olarak sunulan medyumlar kullanilmaktadir. Genellikle
ineklerde in vitro kiiltiir medyumu olarak aminoasitli Charles Rosencrans Medium (CR1aa),
sodyum bikarbonat, esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler, L-glutamin, piriivat,
antibiyotik, vitamin, antioksidan, fruktoz veya glikoz gibi katki maddeleri eklenerek
kullanilmaktadir. Monokiiltiir veya sirali kiiltiir soliisyonlar1 kullanilabilmektedir. Siralt
kiiltiirde embriyonun gelisim donemine goére degisen glikoz ihtiyacina gore soliisyon degisimi
yapilirken, monokiiltiirde ise blastosist asamasina kadar tek bir kiiltiirde embriyonun gelismesi
saglanir. Monokiiltiirde amag, embriyonun ihtiyaci olan maddeleri kendisinin segmesine izin
vermektir. Sirali kiiltiirde pH ve sicaklik degisimleri nedeniyle olusan stres riski yiiksektir

(Stroebech vd., 2018).

1.4. Oositlerin Degerlendirilme Kriterleri

Mezbaha materyalinde, 6strus siklusunun dénemine gore ovaryum iizerinde bulunan
folikiillerin ve korpus luteum (Cl) varligina veya yokluguna gore elde edilen oositlerin kalitesi
etkilenmekte ise de in vitro embriyo iiretiminin ilerleyen asamalarma etkileri heniiz
netlestirilememistir. Birgok ¢aligmada, dominant folikiil bulunan ovaryumlardan elde edilen
oositlerin kalitesi diisiik bulunmus, CL bulunan ovaryumlardan elde edilen oositlerin daha

kaliteli oldugu tespit edilmistir (Hagemann, 1999; Penitente-Filho vd., 2015; Pirestani vd.,
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2011). Baz1 galismalarda ise, ovaryum tizerinde CL varliginin ipsilateral ovaryum {izerindeki
oositlerin kalitesine olumsuz etki yaptigini fakat bu olumsuz etkinin folikiil biiyiikliigline bagli

oldugu belirtilmistir (Hajarian vd., 2016; Shabankareh vd., 2015).

Yeterli ve kaliteli oosit eldesinde kullanilan bir diger kriter folikiil biiyiikliigiidiir ve
genellikle ovaryum iizerinde bulunan 6-10 mm c¢apindaki folikiillerden elde edilen oositler
aspire edilmektedir (Blondin ve Sirard, 1995). Alves vd. (2019) ile Iwata vd. (2004) yaptiklari
caligmada, elektrolit, lipit, glukoz, 6strodiol, kolesterol, piruvat, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
gibi maddeler foliikiiler sivi miktar1 fazla olan folikiil mikrogevresinde daha yiiksek

seviyelerde bulunmustur.

Intrinsik ve ekstrinsik faktorler KOK kalitesini etkilemektedir. Irk, yas, reprodiiktif
durum, hormon seviyeleri, Ostrus siklusunun donemi ile beslenme ve metabolik durum
intrinsik faktorler olarak etkilerken, ovaryumlarin mezbahadan getirilme sicakligi, laboratuvar
ortami, kesimden oosit toplamaya kadar gegen siire, oositlerin toplandigi yontem ve vakum
basinci ile kullanilan soliisyonlar gibi faktorler ise ekstrinsik olarak etkilemektedir. KOK’larin
morfolojik olarak degerlendirilmesinde kumulus hiicrelerinin katman sayis1 ve goriiniimii ile
0ositin sitoplazmik goriiniisii kullanilmaktadir. Zona pellusidanin tamamini kaplayan ve ii¢ ya
da dort katman olarak goériilen kumulus hiicrelerine sahip, kompakt yapida, homojen
ooplazmali ve genel KOK goriiniimii seffaf yapida olan oositler “Kategori 1 (Grade-1 / A
kalite)” olarak degerlendirilir. Kumulus hiicreleri zona pellusidanin '5’lin den daha fazlasini
kaplayan, iki ya da daha az katmanli, kompakt yapida, homojen ooplazmali ve genel KOK
goriiniimii daha az seffaf yapida olan oositler “Kategori 2 (Grade-2 / B kalite)” olarak
degerlendirilir. Kategori 2’ye gore daha az kumulus hiicresi bulunan ya da hi¢ bulunmayan ve
diizensiz ooplazmali, koyu renkli dokiintiilere sahip oositler “Kategori 3 (Grade-3 / C kalite)”
olarak degerlendirilir. Ekspansiyona ugramis kumulus hiicreleri olan ya da hi¢ olmayan,
jelatinimsi ag benzeri yapida ve diizensiz koyu renkli ooplazmaya sahip oositler “Kategori 4

(Grade-4 / D kalite)” olarak degerlendirilir (Demetrio vd., 2020, Sekil 1.18.).
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Sekil 1.18. KOK’larm morfolojik kalite degerlendirmesi (Demetrio vd., 2020)

Oosit segiminde degerlendirilen bir diger kriter de ooplazmada bulunan lipitlerdir.
Lipit damlaciklar1 (LD), oosit olgunlagsmasinin ge¢ evresinde ve implantasyon dncesi geligim
sirasinda enerji rezervi olarak kullamlmaktadir ve bu lipitler kullanilamaz ise, yetersiz niikleer
olgunlagma ile iligkilendirilmistir. Ooplazmada yer alan LD sayis1 oosit bityiikligii ile dogru
orantihdir ve koyu renkli kiimeler seklinde goriinmektedir (Aguila vd., 2020). Yapilan
caligmalarda, koyu renkli oositlerin blastosist asamasinda ulasmasi daha yiiksek bulunmus ek
olarak, spermatozoon penetrasyonunun agik renkli olanlara gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur (Jeong vd., 2009; Nagano vd., 2006).

In vitro maturasyon Kkiiltiirtinden sonra oosit kalitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan bir diger parametre ise kumulus hiicrelerinin ekspansiyonu ve oosit bityiikligiidiir.
Kumulus hiicrelerininin ekspansiyon derecesi kategori 1 ila 3 arasinda degerlendirilir.
Kategori 1 az miktarda ekspansiyon ile maturasyon dncesi bazi morfolojik degisikliklere
sahiptir. Kismi ekspansiyon gozlemlenenler Kategori 2 olarak, ekspansiyonu tamamlanmis ya
az miktarda tamamlanmis ve morfolojik degisiklik bulunmayanlar Kategori 3 olarak
degerlendirilmektedir. Kumulus ekspansiyonunun derecesi akrozom reaksiyonu igin

onemlidir (Aguila vd., 2020).

Mezbaha materyalinden elde edilen oositlerin boyutlar1 da kalite kriteri olarak
kullanilmaktadir. Buna gore yapilan ¢aligmalarda, oositler ¢aplarma gore <100 pm, 100-110
pm, 110-120 pm ve <120 pum olarak smiflandirilmis ve >110 pm ¢aptaki oositlerde mayoz
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boliinmenin MII agsamasina doniis oranlarmin (Fair vd., 1995), niikleer olgunlagma oranlarinin
(Arlotto vd., 1996), boliinme ve blastosiste ulasma oranlarmin (Otoi vd., 1997) yiiksek oldugu
bulunmustur. Sonug olarak optimal geligim igin 6-10 mm ¢aptaki folikiillerden elde edilen
>110 wm captaki oositlerin tercih edilmesi istenilen blastosist oranlarma ulagmak igin

Onemlidir.

Memeli oositlerinde mayotik olgunlasmanin bir gostergesi olarak PB1’in (l. Polar
cisim) ekstriizyonu kullanilmaktadir. Fakat, oositlerin niikleer olgunlagsmaya ait morfolojik
ozelliklere sahip olmasi ve polar cisimciginin varligi veya yoklugu durumu maturasyonu
tamamladigini net olarak belirtmez (Holubcova vd., 2019). Sigirlarda PB morfolojisinin oosit
maturasyonu lzerine etkisi ile ilgili henliz bir ¢aligma bulunmamasina ragmen PBI1’in
ekstriizyonu IVM’den 16-18 saat sonra baslar ve sitoplazmik olgunlagsma IVM’den 24-30
sonra gerceklesir (Nandi vd., 2002). Polar cisimlerin (PB) degerlendirilmesinde kumulus
hiicrelerinin varlig1 bir dezavantaj olusturmaktadir ve bu konuda daha fazla aragtirmaya ihtiyag

vardir.

Bir diger degerlendirme kriteri ise polarize 151k mikroskobu (PLM) ile mayotik ig ve
zona pellusida ¢ift kirtlmasinin (ZPB) degerlendirilmesidir. Ancak bu yo6ntemlerin sigir
oositlerinde kullanimu diger tiirlere gore lipit oranindan dolay1 kisitlidir (Aguila vd., 2020).
Parlak Kresil Mavisi Boyama (BCB), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz’in (G6PDH) hiicre i¢i
aktivitesini belirlemeye yarar ve GO6PDH aktivitesi oosit biiyiime fazinda artig gdstermektedir.
Bu nedenle biiyiime fazini tamamlamis oositlerde GO6PDH aktivitesi diisiiktiir. BCB+ oositler
renkli sitoplazma ve diisik G6PDH’ye sahiptir. Yapilan calismalarda, BCB+ oositlerin
gelisim yetenekleri daha yiiksek bulunmus ve daha yiiksek blastosist oranlar1 bildirilmistir
(Pujol vd., 2004). BCB yo6ntemi, oosit se¢iminde kullanilan morfolojik degerlendirme ve diger
kriterler ile birlestirildiginde yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyolarm eldesi

mimkin olacaktir.

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar molekiiler boyuta odaklanmakta ve noninvaziv
yontemler olarak calisilmaktadir. Oosit yeterliliginin belirlenmesinde kullanilan bu
yontemlerden biri, DNA pargalanmasi, anti-apoptotik (Bcl-2) ve Bax genlerinin ifade
oranlarmin kumulus hiicrelerinde apoptozis seviyesinin belirlenmesinde kullanimidir
(Emanuelli vd., 2019). Bir diger yontem ise transkriptomik profilin ¢ikarilmasidir. Bu
yontemde, [IVM 0ncesi noninvaziv olarak alinan biyopsi materyali ile gen ifadesinin profili
cikarillir ve oositin embriyonik gelisimi takip edilir. Bu oositin kaderi/gelecegi olarak
adlandirilir. Yapilan analizler sonucunda hiicre dongiisiine katilan genler, steroidogenez ile

ilgili genler ve hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi ile ilgili genlerin oosit yeterliligi ile pozitif
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korelasyonu oldugu, apoptozis ile ilgili genlerin ise negatif korelasyonu oldugu belirlenmistir
(Aguila vd., 2020). Walter vd. (2020) in vivo ve in vitro sartlarda kumulus hiicrelerinin
proteomik analizini yapmis ve bu proteinlerden steroid biyosentezi, kompleman ve pihtilagma
basamagi ve ckstraselliller matriks (ECM) asamalarina katilanlar yiiksek oranda tespit
edilmistir. Bu proteom analizi ile oositlerin gelisim potansiyelinin degerlendirilmesi miimkiin
olmugtur. Bunlarin diginda, folikiiler siv1 (FF) analizi ile ilgili ¢aligmalarda, siv1 igeriginin
oosit izerine etkileri arastirilmigtir. Alves vd. (2019) yaptig1 ¢calismada, FF’de bulunan glukoz
ve ¢esitli elektrolit ve metabolitlerin miktari ile oosit kalitesini pozitif anlamda iligskilendirmis
ancak oosit kaderi/gelecegi ile calisma yapilmamistir. Ayrica, oosit tarafindan salgilanan
biiyime farklilagma faktorii-9 (GDF-9) ve kemik morfogenetik proteini-15 (BMP-15)
diizeyleri FF’da arastirilmis ve yiiksek miktarlarinin oosit kalitesi ile pozitif korelasyonu
oldugu bulunmustur (Unal, 2017). Monniaux vd. (2010) ineklerde Anti-Miillerian Hormon
(AMH) diizeyinin embriyo lretiminde ve oosit iizerinde bir belirte¢ olabilecegini 6ne
siirmiistiir bu nedenle AMH diizeyi oosit kalitesi ile iligkilendirilebilmektedir. Son olarak,
FF’da bulunan mikroRNA (miRNA) analizi ile miR-24, miR-10a ve miR-320a’mn folikiil
olusumunu ve gelisimini destekleyen nérotrofin ile ovaryumlarda peptit hormonlarinin
iretimini saglayan transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-B) yolaklarinin
diizenlenmesinde rol oynadiklar1 bulunmustur ve oosit se¢iminde kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir (Pasquariello vd., 2020).

1.5. Embriyolarin Degerlendirilme Kriterleri

In vitro embriyo tiretiminde oositler genellikle mezbaha materyallerinden elde edildigi
icin kaliteleri karigik olarak belirtilmektedir. Dolayisiyla, oosit kalitesi, in vitro maturasyon ve
in vitro fertilizasyon asamalari in vitro embriyo tretimi ile dogrudan baglantilidir. Veteriner
ve beseri tipta amag, gelisim potansiyeli en yliksek tek bir embriyonun se¢ilmesidir. Embriyo
kalitesinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan yontemlerden biri IETS nin (International
Embryo Technology Society) yaymladigi morfolojik kriterlerdir. Bu kriterler, zona
pellusidanin kalinligi, fragmantasyon, blastomerlerin simetrisi ve boliinme oranlar1 gibi
birtakim Olgiitleri icermektedir. Kiiltlir sonras1 7-9. giinlerde elde edilen embriyolar IETS
kriterlerine gore 4 kategoride degerlendirilmektedir. Simetrik ve yuvarlak embriyonik kitle ile
birlikte biiyiikliik, renk ve yogunluk bakimindan uniform blastomerleri olan ve yapisi
bozulmamig (> %85) hiicresel materyale sahip olan blastosistler Kalite kodu I (¢ok iyi-iyi),
yapist bozulmamis > %50 hiicresel materyal ve canli embriyonik kiitle ile birlikte
blastomerlerinin biiyiikliik, renk ve yogunlugunda orta derecede diizensizlikler olan ve <%25

oraninda fragmantasyon gozlenen blastosistler Kalite kodu II (orta), blastomerlerinin
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biiyiikliik, renk ve yogunlugunda belirgin diizensizlikler olan, yapisi bozulmamis en fazla %25

hiicresel materyal ve canli embriyonik kiitle igeren blastosistler Kalite kodu I1I (kétii), dejenere

embriyolar, oositler ve gelisim zamanina gore az sayida blastomere sahip blastosistler Kalite

kodu IV (6lii veya dejenere) olarak degerlendirilmektedir (Wright, 2010). Morfolojik

degerlendirme invaziv olmayan ve ucuz bir yontemdir fakat degerlendiren kisiye gore

degisebileceginden bir baska deyisle gozleme dayali oldugu i¢in 6znel bir degerlendirme sunar

(Sekil 1.19.). lyi morfolojiye sahip embriyolarda daha sik andploidiye rastlanmistir (Perkel

vd., 2015). Buna gore kaliteli iyi morfolojiyi kaliteli embriyo olarak degerlendirmek dogru

olmayabilir. Ciinkii gelisim boyunca embriyoda sekillenen genetik ve epigenetik degisimler

morfolojiye yansimamaktadir.

7.Gln
Evre kodu: 5
Kalite kodu : 2

7,5. Glun
Evre kodu: 5
Kalite kodu : 1

7.Gln 7.Gln
Evre kodu: 5 Evre kodu: 5
Kalite kodu : 1 Kalite kodu : 2

7,5.Gln 7,5.Gln
Evre kodu: 6 Evre kodu: 6
Kalite kodu : 1 Kalite kodu : 1

7,5. Gln
Evre kodu: 7
Kalite kodu : 1

8. Gun
Evre kodu: 8
Kalite kodu : 1

Sekil 1.19. Sigir embriyolarinda gelisim asamalari ve kalite kodu 6rnekleri (B6 ve Mapleloft, 2018)

7,5.Gln 7,5.Gun

Evre kodu: 7 Evre kodu: 7
Kalite kodu : 2 Kalite kodu : 2

8.Gun 9.Glun
Evre kodu: 8 Evre kodu: 9
Kalite kodu : 1 Kalite kodu : 1
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Embriyo biyopsisi, insanlarda daha sik kullanilsa da kromozomal anomalileri, tek gen
defektleri ve cinsiyet tayini ile cinsiyete bagl hastaliklarin belirlenmesinde kullamilmaktadir.
Biyopsi islemi invaziv bir yontemdir ve embriyo gelisimi ile canliligim tehlikeye
atabilmektedir. Ek olarak uzun siiren ve maliyetli bir islem olmasiyla birlikte uygulanan

yontem ile biyopsinin yapildig1 zaman oldukg¢a énemlidir.

Time-lapse goriintiileme ile embriyolar inkiibatérden ¢ikarilmadan ve daha az strese
maruz birakilarak boliinme evreleri takip edilebilmektedir. Degerlendirme kriterleri, boliinme
hizi, proniikleuslarin goriiniimii, ikinci polar cismin atilmasi, blastomer sayisi ve simetrisi,
blastosist kavitesi ve sivisinin olugmasi, i¢ hiicre kiimesindeki hiicrelerin simetrisidir (Perkel
vd., 2015). Bu yonteme yapay zeka entegrasyonu yapilarak 6znel olan degerlendirmeler nesnel
hale getirilebilir. Morfokinetik parametreler embriyo kalitesinin degerlendirilmesinde
kullamlmaktadir. Bu paramatreler embriyonik gelisim sirasinda olusan kromozomal veya

genom capinda meydana gelen hatalar ile iligkilendirilmistir (Angel-Velez vd., 2023).

Bir diger degerlendirme kriteri ise son yillarda ¢aligmalari artan metabolomik
analizdir. Metabolitler, metabolik reaksiyonlara katilan hiicresel islevlerde rol oynayan dogal
ve kiigiik yapili molekiillerdir. Metabolomik ise, hiicrelerde bulunan tiim diisiik molekiil
agirlikli molekiillerin (<1000 Dalton) yani metabolitlerin ayrintili ve kantitatif 6l¢timiidiir.
Transkriptom ve proteom analizleri ne olacagini gosterirken metabolom analizleri embriyonun
saglik durumunu anlamak i¢in daha uygundur (Basaran vd., 2010; Goodacre vd., 2004). Erken
evre embriyolarin kullandigi birincil substrat piruvat ve laktattir. Bu nedenle, piruvat
biyobelirtec olarak arastirilmistir. Oksidatif stres durumunda, piruvat su, karbondioksit ve
asetat iiretimi i¢in dekarboksile olur. Bunun sonucunda artan asetat iiretiminde oksidatif stres
olustugu ve embriyonun canliliginda azalma meydana geldigi diisiiniilebilir (Morales vd.,
1999). Khurana ve Niemann (2000) yaptig1 calismada, erken preimplantasyon donemindeki
embriyolarin gelisimi sirasinda glikoliz yoluyla biiyiik miktarda enerji gereksinimi oldugunu
ve in vitro embriyolarin in vivo embriyolara gore daha fazla laktat tirettigini ortaya koymustur.
Bu calismaya goére embriyonun gelisimi boyunca tirettigi laktat miktarina goére canlilik igin
belirte¢ olarak kullanilmasi miimkiindiir. Folikiil sivisinda bulunan amino asitlerin in vitro
embriyo gelisimine etkisi oldugu bilinmektedir (Sinclair vd., 2008). Amino asitler, protein ve
niikleotid sentezi, pH’ nin diizenlenmesi, osmoregiilasyon, beslenme ve enerji iiretiminde rol
almaktadir. Bu nedenle, embriyo gelisiminde etkili olan spesifik amino asitlerin profilinin
c¢ikarilmas1 embriyonun canlilig1 ve gelisimi hakkinda bilgi verebilir. Metabolitlerin tek basina

degil de diger metabolitlerle degerlendirilmesi ile daha dogru sonuglar elde edilebilir.
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miRNA’lar ¢ogalma, farklilagma, apoptozis gibi bir¢ok biyolojik siiregte diizenleyici
role sahip, transkripsiyon sonrasi gen ifadesini diizenleyen kisa kodlamayan RNA’lardandir
(Lu ve Rohenberg, 2018). Hiicre igi etkilere sahip olmalarina ragmen, miRNA’lar hiicre dis1
sivilarda tespit edilmekte ve biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. miRNA’larin biyokimyasal
yapilar1 ve invaziv olmayan yontem kullanilmasi, biyobelirteg olarak énemli bir aday haline
getirmektedir. Kisa uzunlukta olmalari, pH degisimlerine karsi direngli olmasi, birden fazla
defa yapilan dondurma ve ¢6zdiirme dongiilerinde kararli ve direngli bir sekilde kalmalari
avantaj saglamaktadir (Pagoni vd., 2023). Kropp vd. (2014) insan ve sigir preimplantasyon
evresindeki embriyolarin kiiltiir medyumlarinda miRNA varligim1 ortaya koymustur ve bu
ortama salman miRNA’larin embriyonun gen ifadelerini barindirabilecegini ve kaliteli
embriyo se¢iminde biyobelirteg olarak kullanilabilecegini ileri slirmiistiir. Bu c¢aligmada
ayrica, embriyolar eklenmeden dnce ortamda miRNA tespit edilmesi tizerine kiiltiir ortamina
eklenen insan serum albiimini ve BSA’dan kaynakli oldugu diisiiniilmistiir. Rio vd. (2024),
mikro droplarda Urettikleri 2 hiicreli, 8 hiicreli ve blastosist asamasindaki embriyolarin
kullanilan kiiltiir medyumunda miRNA analizi yapmis ve yavas ve hizli bliyliyen embriyolarda
miRNA ekspresyonlarim farkli diizeylerde bulmustur. Bu alanda yapilacak daha fazla ¢alisma
ile in vitro tiretim asamalar iyilestirilebilecegi gibi embriyonun fizyolojisinin anlasilmasi,
canlilig1 ve yasayabilirligi, gebelik sonrasi devamliligin belirlenmesi ve ploidi durumunun

degerlendirilmesi miimkiindiir.

1.6. Farkh Kiiltiir Soliisyonlarinin Kullanilmasi ve Embriyodaki Metabolik
Degisiklikler

Embriyolar erken bdliinme evresinde gelisimleri i¢in aspartat, laktat ve piruvat
kullanmaktadir bir baska deyisle piruvat oksidasyonuna bagimlidir. Blastosist evresine
ulagsmak ve gelisimini devam ettirmek icin glikoz metabolizmasini kullanmaktadir. Bu nedenle
morula evresinden sonra glikolize bagimlidir (Krisher vd., 1999). Normal bir hiicresel
metabolizmada, glikoz glikoliz ile piruvata doniistiiriiliir, piruvat ise trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiine katilarak oksitlenir ve ATP firetilir. Embriyo metabolizmasini anlamak igin
calismalar genellikle glikoza ve ondan tretilen laktat ve piruvata odaklanmistir. Gardner ve
Leese (1990) fare embriyolarinda yaptigi caligmada laktat birikimini suboptimal kiiltiir
kosullarina embriyonun adaptasyonu ile iliskilendirmistir. Bunun sonucunda, “sessiz
embriyo” hipotezi 6ne atilmistir. Bu hipoteze gore, strese bagl olusabilecek hasara maruz
kalmayan embriyolarin daha diisiik oksidatif fosforilasyon (oksfos) aktivitesine sahip oldugu
ve daha az oksijen tiiketir. Yani aslinda erken evre embriyolarin metabolizmasi hizla ¢ogalan

hiicrelere (tiimor hiicreleri gibi) benzetilmis ve Warburg etkisi (WE) ile uyumlu bir
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metabolizma gosterdigi savunulmustur (Krisher ve Prather, 2012). Warburg etkisi, ilk olarak
Warburg (1956) tarafindan kanser hiicrelerinin kékenini arastirirken bulunmustur. Warburg
etkisi ya da diger adiyla aerobik glikoliz, kanser hiicrelerindeki piruvatin TCA dongiisiinden
uzaga yonlendirildigi ve laktatin olustugu bir alternatif metabolizma bigimi olarak tanimlanir.
Piruvatin laktata doniisiimii sirasinda nikotinamid adenin diniikleotit (NAD+) diretimi
anaerobik siirecte gerceklesir fakat kanser hiicrelerinde farkli olarak oksijen fazla olsa bile bu
yol kullanilabilir. Oksfos ile ATP iiretimi 38 mol iiretilirken bu yol kullanildiginda 2 mol ATP
tiretilebilmektedir. Bu metabolizma yolagini kanser hiicreleri disinda hizli gogalma yetenegi
olan biitiin hiicreler kullanabilir. Bu yolak kullanilirken glikoz karbon kaynagi olarak kullanilir
ve TCA dongiisiindeki ara metabolitler tiiketilir. Bunlarin yenilenmesi i¢in nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) gerekir. NADPH firetimi i¢in ise bu sefer glikoz pentoz fosfat
yoluna (PPP) girer (Sekil 1.20.). Aslinda WE hizla ¢ogalmakta olan hiicreler igin segici
bliylime imkan saglar ve TCA ile ATP igin glikoz disinda alternatif olarak kullanilabilecek
yag asitleri ve protein gibi maddelerin ortamda bulunmasi 6énem tasir (Krisher ve Prather,
2012).
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Sekil 1.20. Glukoz, yag asitleri ve glutaminin metabolik yolaklar1 (Krisher ve Prather, 2012°den
uyarlanmistir) *Yesil yuvarlaklar; enzimler, yildizlar; son iiriin, pentoz fosfat yolagi (PPP), trikarboksilik asit
dongiisii (TCA), oksidatif fosforilasyon (oksfos), yag asidi oksidasyonu (FAO), glukoz-6-fosfat (G6P), fruktoz-6-
fosfat (F6P), fruktoz bis-fosfat (FBP), glukoz-3-fosfat (G3P), fosfoenolpiruvat (PEP), nikotinamid adenin
diniikleotit [fosfat](NAD[PH]), oksidatif fosforilasyon (oksfos), malik enzim (ME), piruvat dehidrojenaz kinaz
(PDH), glutathione (GSH), hekzokinaz (HK), laktat dehidrojenaz (LDH), fosfogliserat mutaz (PGAM), fosfat
dehidrojenaz kinaz (PDK), fosfofruktozkinaz (PFK), transaldolaz (TALDO), TP53 glikolizis ve apoptozis
diizenleyici), piruvat kinaz izoform M2 (PKM2)

Embriyo, glikoz disinda amino asitleri enerji kaynagi olarak kullanmanin yani sira
karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde de kullanmaktadir. Amino asitler ayrica
embriyo gelisimi sirasinda pH’1 tamponlama, antioksidan, selatdr, ozmolit ve blastosistin
farklilagsmasinda rol oynar (Gardner ve Harvey, 2015). Lane ve Gardner (1998) amino asit
bulunmayan kiiltiir ortamia aldig1 fare blastosistlerinin fazla laktat iirettigini ve anormal
mekanizma gosterdigini, ortama amino asit ve vitamin eklendiginde ise bu stresi azalttigini
ortaya koymustur.

Yag asitleri, hiicreler arasi sinyal yolaklarinda ve hiicre zarmin yapisina katilan 6nemli
molekiillerdir ve ATP {iretimi i¢in de bir kaynaktir. Kullanilan kiiltiir medyumu yag asidi
icermiyor ise embriyolar i¢in ilk kaynak hiicre igi lipitler olacaktir. Embriyonik genom
aktivasyonunun oldugu dénemde yani morula evresinden sonra biyosentez ve hiicre ¢cogalmasi
artar, blastosel kavitesi belirginlesmeye baglar. Blastosist, ekstra embriyonik dokularin

olustugu trofektoderm ve embriyonik dokularin sekillendigi i¢ hiicre kiimesi olmak iizere iki
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tip hiicre ve blastosist sivisindan olusur. Bu iki hiicre orani tiire ve gelisim evresine gore
degisse de ortalama 3:1 (TE:ICM) seklindedir. Embriyo bu donemde ciddi bir ATP ihtiyaci ve
oksijen ihtiyaci duyar. Esansiyel aminoasitler ICM farklilagmasinda gorev alirken, esansiyel
olmayan amino asitler ve glutamin ise blastosist sivisinin olusumu ve hatching evresinde gorev
almaktadir (Pasquariello vd., 2023). Glikoz kullaniminin artmasi ile baglantili olarak glutamin
de alinir ve metabolize edilir (Krisher ve Prather, 2012). Trofektoderm hiicrelerinde iiretilen
ATP, blastosist kavitesi ve sivi birikimi i¢in sodyum-potasyum adenozin trifosfataz (Na+-K+

ATPaz) pompasi i¢in kullanilir (Donnay ve Leese, 1999).

Kiiltiir ortamlarinin olusturulmasinda ilk yaklagim canli ortamini taklit etme lizerine
olmustur. Bu yaklasimda gelistirilen kiiltiir ortamlarindan biri SOF’tur ve ilk olarak koyun
oviduktal sivisinin biyokimyasal analizi elde edilmis daha sonra farkli versiyonlari
gelistirilmistir. Sentetik ovidukt sivisimin tek adimli ve ardisik kiiltiir versiyonlari
bulunmaktadir ve bunlarin gelistirilmesinde embriyonun erken dénem ve ge¢ donem ihtiyag
duydugu besinler érnek alinmistir. Buna gére amag, embriyonun ihtiyaci olan besinlerin kiiltiir
siiresince yenilenebilmesi ve yenilenemeyecek bir kiiltiir ortamimin yaratilmasi iizerine
olmustur. “Embriyonun segmesine izin ver” stratejisi ile kiiltiirde embriyonun hangi besinleri
kullanip hangilerini kullanmayacagini se¢gmesine izin verilmektedir. Boylece SOF versiyonlari
gelistirilirken, amino asit takviyesinin yapilmasi, glikozun ¢ikarilmasi, sitratin eklenmesi,
kiiltiiriin ilk 72 saatinde etilendiamintetraasetik asit (EDTA) eklenmesi gibi yaklagimlar
denenmistir. Bu denemelerin sonucunda CR1laa’nin formiilasyonu olusmaya baslamustir.
Rosenkrans Jr. ve First (1994) CR1aa’ya Bazal Medyum Eagle (BME) ve Minimum Esansiyel
Medyum (MEM) eklendiginde sigir embriyolarinin gelisim ve boliinme oranlarimin yiiksek
oldugunu bulmustur. Potasyum simplex optimize edilmis medyum ise ilk olarak fare
embriyolarindaki embriyo gelisiminin durmasini engellemek i¢in gelistirilmis ve daha sonra
inekler i¢in optimize edilmistir (Krisher ve Herrick, 2024). CR1aa ve KSOM tek adiml1 bir
kiiltiir ortami iken, SOF ardisik sistemli bir ortamdir ve her kiiltiir ortaminin avantaj ve

dezavantaji mevcuttur bu nedenle de hala tartismalar devam etmektedir.

S1g1r embriyolart i¢in ilk embriyo kiiltiirii olarak farkli somatik hiicre kiiltiirii ortamlar1
kullanilmistir. Goto vd. (1992) birinci grup olarak, sigir graniiloza hiicresi, ovidukt hiicresi ya
da uterus hiicresi tek katmani kullanarak 4-8 hiicreli embriyolarin blastosiste gelisim oranlarini
sirastyla %26,9, %37,5, %39,2 olarak bulmus; ikinci grup olarak ise, graniiloza hiicresi ile
birlikte, 10 giinliik tavuk embriyosuna ait deri hiicresi, 10 giinliik fareye ait testis hiicresi ve
10 giinliik tavuk embriyosuna ait karaciger hiicresi tek katmani kullanmis ve blastosist olma

oranini sirastyla %53,3, %42,9, %49,3 ve %44,3 olarak bulmustur. Krisher vd. (1999) yaptigi
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calismada, BSA eklemenin etkilerine bakmus ve kiiltiiriin son evresinde BSA eklenmeden
kiiltiire alinan embriyolar daha diisiik gelisim gostermis, ilk asamada BSA eklenmeyenler
siirekli BSA igeren kiiltiir ortaminda gelisenler kadar iyi gelisim gostermistir. Bu ¢aligmaya
gore, erken evre embriyolarm boliinme asamasinda proteine ihtiya¢ duymadigi, moruladan
sonra protein eksikliginde gelisimlerinin yetersiz oldugu ortaya ¢ikmustir. Kiiltiir ortamina
BSA’nin eklenmesi ile embriyo gelisimine etki eden stres faktorleri tamponlanabilmekte fakat
kriyoprezervasyona duyarlilik ve implantasyonda azalma gibi etkileri de bulunmaktadir
(Amaral vd., 2022). Dos Santos vd. (2021) embriyonun ihtiyacina uygun olarak gelistirdigi
kiiltir ortamu (ECS100), besin maddelerinin azaltildign (ECS50) kiiltiir ortami1 ve SOF kiiltiir
ortamindaki blastosist geligimini karsilagtirmis ve benzer bulmustur. Herrick vd. (2020)
benzer bir ¢alisma ile azalan besin konsantrasyonlarindaki gelisimi karsilastirmis ve besin
konsantrasyonlar1 %6.25’e diisene kadar blastosist olusumu ve hatching devam etmistir. Bu
caligmalar ile, azaltilmig besin igeren kiiltlir ortaminin blastosist gelisimini etkilemedigi hatta
iyilestirdigi ve aslinda in vitro sigir blastosistlerinin gelisim i¢in zengin besin igeren bir ortama
ihtiyag duymadigr One siiriilmiistiir. Giiniimiizde en sik kullamilan kiiltlir ortamlari; SOF,
CR1aa, potasyum simplex optimize edilmis medyum (KSOM) ve ticari medyumlar (Stroebech
vd., 2018) kullanilmaktadir. Kiiltiir ortaminin segiminde genellikle laboratuvarm kendi isleyisi
ve maliyet 6n planda tutulmaktadir. Ayrica, ineklerde in vitro embriyo iiretiminde kullanilan
kiiltir medyumlarinin yalnizca blastosist evresine getirmesi degil blastosistlerin Kalitesi,
canlilig1 ve aliciya transferi sonrasindaki gebelik ve canli yavru dogum oranlar1 da se¢im i¢in

Onemli bir kriterdir.

Kiiltiir ortamina eklenen BSA ve amino asitler blastosist oranini etkilemez fakat
kriyotolerans tlizerine olumlu etkisi vardir (Mucci vd., 2006). Farkli in vitro kiiltiir kosullarinda
gen ekspresyonlari farkli bulunmustur. Rizos vd. (2003) kiiltiir kosullarina eklenen serum
nedeniyle mn-SOD, SOX, Bax, LIF ve LIF-Rb ekspresyonlarinda artis oldugunu, Cx43 ile
INT- t’de ise azalma oldugunu kanitlamistir. Baska bir calisma ise kiiltiir ortamina eklenen
serumun veya BSA’min HSP70.1, Cuw/ZN-SOD, Glut-3, bFGF ve IGFI-R’nin
ekspresyonlarinda artis oldugunu ve bu artisin buzagilarda dogum agirligini arttirarak “Biiyiik
yavru sendromu” (LOS)’na neden oldugunu bulmustur (Lazzari vd., 2002). Erkek embriyolar
disilere gore daha hizli gelisim gdstermektedir. Bu nedenle, kiiltiir ortamina eklenen glikozun
embriyonun cinsiyeti iizerine etkisi olabilecegi ve erkek embriyolarin gelisimini

hizlandirabilecegi one siiriilmiistiir (Rizos vd., 2008).

Embriyolarin manipiilasyonu sirasinda karsilastig1 sicaklik ve pH degisimleri, kiiltiir

ortaminda biriken metabolik {irtinler, kiiltlir ortaminin yanlis konsantrasyonda hazirlanmasi ve
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atmosferik oksijen konsantrasyonlarmin diizeyi embriyonun in vitro karsilastigi stres
faktorlerindendir. Bu streslere maruz kalan embriyonun metabolik yanitlari etkilenir ve adaptif

yanitlara ya da embriyonik canlilik kaybina neden olur.

Embriyolarin gelisimi {izerine etki eden en kritik faktorlerden birisi de inkiibator
icerisindeki oksijen miktaridir. Thompson vd. (1990) oksijen konsantrasyonunun sigir ve
koyun embriyolar1 {izerine etkisini arastirmig ve normal atmosferik seviyeye (%20) gore
inkiibatorde azaltilmis oksijen konsantrasyonunun (<%10) embriyo gelisimine olumlu etkisi
oldugunu géstermistir. Ayrica inkiibatorler igerisine yerlestirilmis olan time-lapse kameralar
ile embriyolarin morfolojik degerlendirilmesi, bdliinmelerinin takibi vs. miimkiin hale

gelmistir (Ferré vd., 2020).

1.7. Embriyonik Genom Aktivasyonu

Embriyonik genom aktivasyonu aslinda MZT adi verilen siirecte baglamaktadir.
Maternal transkriptlerin segici olarak bozulmasi, oositin mayoz bdliinmeden blastomerlerin
mitoz boliinme evresine gegisi gibi siiregleri kapsar. Bu bozulan maternal transkriptler aslinda
zigotik genomun transkripsiyonel aktivasyonu i¢in ilk basamaktir (Yu vd., 2016). DNA
replikasyonunun olmadigr durumlarda epigenetik mekanizmalara dahil olan histon
modifikasyonlar1 ve histon degisimleri oogenez sirasinda genlerin ifadelerini diizenler ve bu
sayede zigotik genomu fertilizasyon sonrasi transkripsiyonel aktivasyona hazirlar (LaVoie,
2005). Polycomb grubu proteinler, embriyonik gelisim sirasinda se¢ili bazi genlerin
transkripsiyonel susturulmasinda gorevlidir. Memelilerde polycomb resesif kompleks 1 ve 2
(PRC1 ve PRC2) olmak iizere iki ana kompleksi vardir. Bu PRC’ler oositlerde ifade edilmekte
ve embriyoya maternal olarak aktarilmaktadir. PRC1’in alt birimlerinden olan RING1 ve
RNF2 uygun zigotik genom aktivasyonu (ZGA) icin gorev yapar. PRC2’nin bir {iyesi olan
EZH?2 ise kromozomlarin diizenlenmesinde rol oynar ve yeterli miktarda ifade edilemez ise

anoploidiye sebep olur (Vidal, 2009).

Trofektoderm, ilkel endoderm (PE) ve epiblast (EPI) olmak {iizere ii¢ farkli hiicre
tipiyle sonuglanan ge¢ blastosist evresine kadar olan siirecte embriyolar ardisik iki farkli soy
ayrimi gecirmektedir. Erken soy ayrimi, dig hiicrelerin i¢ hiicrelerden ayrilip TE'ye
farkhlastig1 morula asamasinda gerceklesir. ikinci soy ayrimi, ICM blastosist asamasinda PE

ve EPI'ye farklilagtiginda gergeklesir (Wei vd., 2017).

Preimplantasyon evresinde, embriyo hiicreleri trofektoderm veya pluripotent i¢ hiicre
kiimesine farklilagmaktadir ve bu bazi transkripsiyon faktorlerinin ifadesiyle belirlenmektedir.

Erken soy ayrimi, hiicre kaderinin belirlenmesi ve spesifik transkipsiyon faktorlerinin
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ifadesindeki degisiklikleri kapsar. 11k soy ayrimi, morula evresinden blastosiste gegiste, ikinci
soy ayrimi ise hatching evresi civarinda baglar. Trofektoderm belirteci olarak, CDX2, Gata
baglayici protein 3 (GATA3) ve TEA alani aile iiyesi 4 (TEAD4) tanimlanmustir. I¢ hiicre
kiimesi i¢in ise, POU alam1 simf 5 transkripsiyon faktéri 1 (POU5F1), homeobox
transkripsiyon faktorii Nanog (NANOG) ve SRY (cinsiyet belirleme bolgesi Y)-box2 (SOX-
2) tammlannmustir. ineklerde diger hayvanlardan farkli olarak POU5F1 hem TE hem de
ICM’de eksprese edilir. Bu nedenle, erken soy ayrimindaki fark tiirler arasinda farkhdir. Ikinci
soy birlesiminde ise NANOG pluripotensinin siirdiiriilmesinde ve belirlenmesinde belirteg
olarak kullanilabilmektedir (Ming vd., 2021; Ortega vd., 2020). Goossens vd. (2013) miR-
218’in NANOG ifadesini diizenledigini, ayrica kadherin 2 (CDH2) ile etkilesimi oldugunu

bulmustur.

Totipotensi (hiicrenin farklilasabilme yetenegi), bir embriyonik hiicrenin normal ve
fertil bir bireye doniisme yetenegi ile karakterize, nadir ve gecici bir dzelliktir. Déllenme,
oldukea farklilagsmug iki hiicrenin haploid genomlarini, gametleri oosit sitoplazmasinda bir
araya getirir (). Dollenmis embriyonun ilk islevlerinden biri, yeni olusan embriyonik genomu
totipotent bir duruma yeniden programlamaktir. Totipotensi sadece memelilerde fetilize olmus
oositler ve erken donem embriyolar tarafindan sergilenir, birkag hiicre dongiisiine yayilir ve
blastosist asamasinda ise zaten kaybolur. Bu tiir bir yeniden programlama, niikleer-
sitoplazmik etkilesimleri koordine eden genomun kapsamli epigenetik degisikliklerine
dayanir. Fertilizasyon sirasinda gametik genomlar baslangicta transkripsiyonel olarak
sessizdir; gen yeniden programlamasi bu nedenle embriyonik genom transkripsiyonel

aktivasyonu ile eszamanhdir (Aguila vd., 2022).

Erken embriyonik genom yeniden programlamaya olan ilgi, memeli oosit
sitoplazmasinin sadece gametik genomlar1 degil, ayn1 zamanda somatik hiicre genomlarini da
daha diisiik bir verimlilikle yeniden programlayabildiginin farkina varilmasiyla énemli dlciide
artmustir. Oosit sitoplazmik igeriginin hem genetik degisiklikleri hem de esas olarak farelere
ve ineklere uygulanan niikleer transfer deneyleri, oositin bu benzersiz 6zelligini anlamak i¢in
yeni yaklagimlar saglamistir. Preimplantasyon donemdeki gelisim siireci, ciddi bir sekilde
diizenlenmis bir gen ekspresyon programinin baglamasi ile yeni olusan embriyonik genomun
kapsamli epigenetik modifikasyonlariyla karakterizedir. Bu program, fonksiyonel
implantasyon yetkin bir blastosist olusumuna yonelik olsa da ilk adimlarindaki degisiklikler

bu agamanin ¢ok Gtesinde embriyo gelisimini etkiler (Kravchenko ve Tachibana, 2024).

Erken embriyonik gelisim, oogenez sirasinda {iretilen ve depolanan maternal

transkriptler ve proteinler tarafindan kontrol edilir. Fertilizasyondan sonra erkek genomunun
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islenmesi, maternal RNA ve proteinlerin pargalanmasi ve embriyonik genomun aktivasyonu
gergeklesir (Graf vd., 2014). Fertilizasyonda, paternal (sperm) DNA aktif olarak demetile
edilirken disi (oosit) DNA’s1 pasif demetilasyona ugrar ve yeni bir CpG metilasyon dalgasi
oncesinde tiire 6zgli zamanlamasi olan embriyonik genomun tamamini etkiler (Santos vd.,
2002). Genom ¢apinda demetilasyondan remetilasyona bu gecis, transkripsiyonel aktivitenin
ana baglangici ile iligkilidir (Niemann ve Wrenzycki, 2000). Birinci hiicre boliinmesinin
zamanlamasi, embriyonik genomun aktivasyonu, kompaktlasma, blastosist olusumu,
ekspansiyon ve hatching gibi erken gelisimin kritik asamalari, kismen DN A metilasyonundaki
degisiklikleri yansitan gen ekspresyonundaki iyi diizenlenmis degisikliklere baghdir (Rajam
vd., 2022).

1.8. Preimplantasyon Genetik Test

Terim olarak o©Onceden kullanilan preimplantasyon genetik tam1 (PGD) ve
preimlantasyon genetik tarama (PGS)’nin yerine preimplantasyon genetik test (PGT) terimi
kullanilmaya baslamistir. Andploidi i¢in preimplantasyon genetik testi (PGT-A), embriyolarin
kromozomal tamamlayicisini tanimlamayi amaglayan bir yontemdir. Daha sonra uterusa
transfer i¢in Oncelik verilecek Gploid embriyolari tammlamak i¢in PGT-A' nin kullanimu,
onemli tartisma ve anlasmazlik konusu olmustur. Yardimci Ureme Teknolojilerini Izleme
Uluslararas1 Komitesi ICMART) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) monogenik durumlar i¢in
PGT-M, yapisal yeniden diizenlemeler i¢cin PGT-SR ve andploidiler igin PGT-A terimlerinin
uygun oldugunu ortaya koymustur (Ding vd., 2022).

Preimplantasyon genetik test, oositlerde (polar cisim) ya da embriyolarda (boliinme
asamas1 veya blastosist) biyopsi ile alinan hiicrelerin DNA analizinin yapilmas1 ve genetik
abnormalliklerin tanisinda kullanilan bir testtir. Ayrica andplodi tanisi i¢in, monogenik ya da
tek gen defektlerinin tanist i¢in ve kromozomal yapilarin yeniden diizenlenmesi ig¢in
kullanilmaktadir. Test, 1990’larda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kdkenli cinsiyet
belirlenmesi ve monogenik hastaliklarin tespiti amaciyla deneysel olarak kullanilmistir.
Geleneksel PCR ile tek veya birden fazla genetik bozuklugu tespit etmek miimkiindiir. Biyopsi
orneklerinden elde edilen DNA miktar1 ¢ok az oldugu igin Oncelikle tiim genom
amplifikasyonu (WGA) ile tiim genom kopyalanarak nanogram olarak DNA mikrogram
diizeyine cikarilir ve bu DNA ile PCR ya da PGT yapilir. Siire¢, embriyo biyopsisinin
yapilmasi, biyopsi drneklerine tiim genom amplifikasyonu yapilmasi, genetik belirte¢ olarak
kullanilan SNP dizilerinin belirlenmesi gibi DNA’nin genetik analizleri ve bu analiz
sonuglarina biyoinformatik analizin yapilmasi, son olarak embriyonun transfer edilip

edilmeyecegine karar verilmesi seklinde ilerlemektedir (Sekil 1.21.). Preimplantasyon genetik
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test, ister kromozom dengesi taramasi isterse spesifik gen(ler)in analizi olsun, test edilecek
embriyoyu temsil eden bir DNA Ornegini gerektirir. Su anda PGT, IVF ile olusturulan
embriyolardan DNA elde etmek i¢in invaziv yaklagimlara dayanmaktadir (Brouillet vd.,
2020).

Invaziv PGT
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Sekil 1.21. Biyopsi ve blastosist sivisindan yapilan genetik analizler (QPCR: Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, NGS: Sonraki Nesil Dizileme, aCGH: Komparatif genomik hibridizasyon, SNP: Tek
Niikleotid Polimorfizmi, Brouillet vd., 2020)

Mikrodizi, plastik veya cam ylizey seklindeki ciplere baglanmis binlerce veya
milyonlarca bilinen kisa DNA dizileridir. Beseri ve veteriner tipta mikrodiziler, aCGH ve SNP
yontemleri PGT igin kullamlmaktadir (Griffin ve Ogur, 2023).

Kromozomal dengesizliklerin tespiti ve biyopsiden elde edilen DNA ile kontrol
ornegine ait DNA’nin karsilastirilmas1 ve ploidi durumunun belirlenmesi i¢in CGH ydntemi
kullanilmaktadir. Bu yontemde biyopsiden elde edilen DNA kirmizi floresan boya ile referans
olarak kullanilan kontrol DNA’s1 ise yesil floresan boya ile etiketlenir. Mikrodizi analizi
sonrasi biyopsideki DNA dogru miktarda ise sar1 renkli, delesyon veya ¢ogaltma var ise yesil

ya da kirmizi renkli olarak belirlenir. Genomda bulunan tek bir niikleotidin (Adenin, Guanin,
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Timin veya Sitozin) varyasyonu SNP olarak tanimlanir ve bir fenotipi belirleyen her genotipin
SNP kiimesi vardir. Bu yontemde embriyonik DNA ¢ipler iizerinde bilinen SNP’ler ile
hibritlenir ve fenotiplerle iligkisi bilinen SNP ¢ipleri ile karsilastirilarak embriyonun fenotipi
belirlenir. Bu yontem ile, ineklerde et ve siit liretiminde etkili olan bolgeler belirlenerek istenen

fenotipi gosterecek embriyolar secilmis olur (Herrera, 2016).

Preimplantasyon asamasina gelmis embriyo ¢alismalarinda insanlardan sonra en ¢ok
caligilan memeli tiirli sigirdir. Bunun en biiylik nedeni, artan insan niifusu ile et ve siit
{iriinlerine olan talebin pozitif korelasyonudur. Insanlarda PGT, embriyodaki genetik
bozukluklar1 belirlemek igin, ineklerde ise istenen fenotipe sahip yavrularin segilmesine
odaklanmistir. Hayvanlarin genomik tahmini lireme degerleri (GEBV) dogumdan sonra
belirlenmektedir fakat bunun embriyo asamasinda yapilmasi ile nesil siirelerinin kisaltilmasi
ve secilim yogunlugunu artirmak miimkiin olacaktir. Embriyo kalitesi ve kullanilan kiiltiir
sistemlerine bagl olarak IVP iiretilen embriyolarn transfer sonrasi canli dogum orani yaklagik
%50 oranindadir (Hansen, 2020). Oliveira vd. (2023a) Gir ki siit ineklerinde embriyo
biyopsisi ve canli dogumlar arasindaki siit verimi (305MY) i¢cin GEBV degerleri arasindaki
uyumu ve dogrulugunu arastirmiglar ve aym giftlikten elde edilen embriyolarda GEBV
305MY’de 800 kg’a varan farkliliklar oldugunu bulmuslardir. Griffin vd. (2019)
preimplantasyon sigir embriyolarma trofektoderm biyopsisi ile karyomapping yapmus ve
embriyolarin %68,8’inde Gploidi, %2,10 trizomi, %0,31 monozomi tespit etmislerdir. Bu
calisma sonucunda 4 canlt dogum ve SNP tiplemesi ile andploidi taramasi arasinda uyum
bildirilmistir. Bu ¢alisma, sigir yetistiriciliginde mayoz ve andpoloidiyi anlamada ilk adim
olmustur. Daha sonra SNP analizleri ile, ineklerde kromozomal anormalliklerin %14,1 ‘i
(Silvestri vd., 2021), %5 ‘i (Bouwman ve Mullaart, 2023) tarafindan tammlanmistir. Ayrica
Silvestri vd. (2021) transfer sonrasi gebelik sansinin andploid ve Oploid durumuna goére
degistigini ve sirastyla %59,6 ile %5,8 oldugunu bulmustur. Angel-Velez vd. (2023) ilk defa
vitrifiye edilmis sigir oositlerinden {iiretilen embriyolarda morfokinetik analiz yapmis ve
anoploidinin embriyolarin morfokinetigine yansidigin1 ve bu sonuglarm bireysel transfer

kararlari icin kullanilabilecegini bulmustur.

1.9. Embriyo Biyopsisi

Embriyo biyopsisi, tek yumurta ikizleri elde etmek i¢in embriyo bolme isleminden
gelistirilmistir (Bredbacka, 1995). Embriyo bolme islemi, bir embriyonun 2, 4 veya 8 hiicreli
asamalara boliinmesi igin in vitro ikiz veya ¢oklu embriyolarin olusumudur ve 6zdes ikizler
yaratma siireci ile aymdir (Betteridge, 2003). Bu islemin pek ok avantaji vardir. ilki, ovaryum

rezervleri yetersiz oldugunda ya da oosit kalitesi diisiik oldugunda uterusa transfer etmek i¢in
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yeterli embriyo eldesinde kullanmaktir. Ikinci avantaji, bir embriyo béliinerek ikiz olusturulur
ve birisi implantasyon Oncesi genetik tanida kullanilir, digeri ise kiiltiire alinarak
implantasyona uygun hale getirilir. Ugiincii avantaji, embriyo gelisiminin en erkesinde gen
tedavisi ile genetik hastaliklarin tedavisinde kullanilmasidir. Dordiincii avantaji ise, nakil igin
doku ve organlarin in vitro iretilmesinde kullanilabilir (Rahbaran vd., 2021). Embriyo
biyopsisine ilgi daha sonra artarak, transferden once cinsiyetin belirlenmesi i¢in kullanilmaya
baslanmustir. Giiniimiizde ise biyopsi, genetik bozukluklarin ve GEBV’nin belirlenmesi i¢in
kullamlmaktadir (Oliveira vd., 2023a).

Bagarili bir PGT i¢in ilk basamak dogru biyopsi yonteminin kullanilmasidir. Oosit ve
embriyo biyopsi isleminin dogru yapilabilmesi i¢in ise bu konuda egitimli bir personel ve 6zel
ekipmanlar gerekir. Biyopside amag, yeterli DNA elde etmek ve embriyonun yasayabilirligini
etkilememektir. Biyopsi; oosit, erken boliinme evresindeki embriyo, morula ve blastosist
evresinde yapilabilir. Oosit ve zigottan birinci ve/veya ikinci polar cismin ¢ikarilmasi, erken
boliinme evresinde tek bir blastomer hiicresinin ¢ikarilmasi, morula evresinde blastomerlerin
¢ikarilmas1 ve blastosist evresinde TE hiicrelerinin ¢ikarilmasi veya blastosist sivisinin
aspirasyonu olmak tizere farkli yontemlerle biyopsi islemi gergeklestirilmektedir (Palini vd.,

2013; Xu ve Montag, 2012, Sekil 1.22.).
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Sekil 1.22. Biyopsi yontemleri (Palini vd., 2013; Xu ve Montag, 2012, BioRender’da yapilmistir)
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Biyopsi islemi i¢in laboratuvar altyapist ve egitimli kisilerin caligmasi énemlidir.
Biyopsi isleminin yapilacagi oda hava kalitesi, pozitif basing, laboratuvar erisimi gibi konulara
dikkat edilerek tasarlanmalidir. Biyopsinin yapildig1 invert mikroskop; 1sitma tablasi, mikro
manipiilator, hava ve yag ile ¢alisan mikro enjektorleri igerir ve mikroskop anti-vibrasyon
Ozellige sahip bir tabla iizerine yerlestirilir. Yine mikroskopa eklenebilen lazer, ayak pedali ya
da elle kontrol edilebilir ekipmanlara sahiptir. Yakiminda ise biyopsi yapilacak oosit veya
embriyolarin aktarilma islemi igin bir stereo mikroskop ve 1sitict tabla ile inkiibatdr yer
almalidir. Uygulama yapilan her tiirlii ekipmanin kalibrasyonu ve bakimi zamaninda
yapilmalidir. Biyopsi prosediirii uygun egitimden ge¢mis ve yeterli prosediir sayisina sahip
kisiler tarafindan yapilmali ve yaminda bir adet yedek uygulayici bulunmalidir. Standart
caligma prosediirleri (SOP) takip edilerek islem yapilmali olasi bir protokol dis1 uygulama
yapildi ise mutlaka not edilmeli ve belgelenmelidir (Kokkali vd., 2020).

Mikro blade biyopsi, aspirasyon biyopsisi ve igne teknigi olmak iizere 3 tip biyopsi
yontemi vardir. Mikro blade biyopsisinde, mikromanipiilatére bir mikro bigak yerlestirilir ve
5-15 embriyo hiicresini ayirmak i¢in asagi dogru hareket ettirilir. Morula asamasinda, hiicreler
embriyonun herhangi bir kismindan kesilebilir. Bununla birlikte, bir embriyo blastosist
asamasinda iken biyopsi yapildiginda, tercihen trofektoderm hiicreleri ¢ikarilmalidir. Bununla
birlikte, bir tutma pipeti ile embriyonun pozisyonunu korumak, daha standart ve daha kiiglik
bir biyopsiye izin verebilir. Embriyolar arasinda gDNA kontaminasyonunu onlemek i¢in
mikro bigak ve tutma pipeti etanol-asetik asit kullanilarak yikanmali ve biyopsiler arasinda bir

su banyosunda durulanmalidir (Ponsart vd., 2014).

Aspirasyon biyopsisinde embriyo bir tutma pipeti ile yerinde sabitlenerek 20 pm gaph
bir aspirasyon pipeti ile zona pellusida delinir ve hiicreler (moruladan iki veya ii¢ hiicre,
blastosistlerin trofektoderminden dért veya bes hiicre) pipet ile nazikce aspire edilir. igne
tekniginde ise biyopsi i¢in bir igne kullanilmadan once, embriyolar, % 0,4 BSA eklenmis
fosfat tamponlu salin'e (PBS) yerlestirilir, bir tutma pipeti ile yerinde tutulur ve daha sonra
blastomerlere zarar vermemek i¢in zona pellusida, sokulan ince bir igne ile delinir. Kiigiik bir
zona pellusida pargasi biyopsi pipetini yerlestirmek i¢in yirtilir ve aspirasyon biyopsisi i¢in
aciklandig1 gibi hiicreler nazikce aspire edilir. Biyopsi yapilirken, yonteme bagli olarak
embriyo basma ortalama 5-15 hiicre ¢ikarilir ve genotiplendirmeden Once gDNA

amplifikasyonu i¢in kullanilir (Cenariu vd., 2012).

Veteriner hekimligi alaninda genellikle morula ve blastosist evresindeki embriyolara
biyopsi islemi uygulanir, polar cisim biyopsisi rutinde kullanilmamaktadir. ineklerde,

blastosist veya morula evresinde mikro blade kullanilarak TE hiicreleri kesilebilir (Peippo vd.,
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2007), zona pellusida mikropipet yardimu ile delinerek birkag hiicre aspire edilebilir (Polisseni
vd., 2010) ya da zona pellusida lazer ile mikro agiklik olusturularak birkag hiicre aspire (Tutt
vd., 2020) edilebilir. Her yontemin kendi i¢inde avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur (Sciorio
ve Dattilo, 2020, Cizelge 1.3.). Birinci ve ikinci polar cisim biyopsi yontemi digerlerine goére
daha az invaziv olmasina ragmen paternal genomun etkisi belirlenemedigi icin elde edilen
bilgilerin dogrulugu diisiiktiir. Mozaisizm boliinme evresindeki embriyolarda daha yiiksektir
bu da sonuglar agisindan yaniltici olabilmektedir. Béliinme asamasidaki embriyoda blastosist
stvist bulunmadigi i¢in ICM’ye hasar verme riski yiiksektir ve TE farklilasmasi tam olarak
gerceklesmemistir. Blastosist asamasinda gelisim ilerlemis, hiicre farklilagsmasi baslamus,
hiicre sayilar1 artmis ve ICM ile TE sinir1 belirginlesmistir. Boliinme agamasinda yapilan
biyopsi ile blastosist asamasinda yapilan biyopsi embriyonik gelisimi ve transfer sonrasi basari
oranini etkilemektedir (Herrera, 2016).

Cizelge 1.3. Polar cisim biyopsisi, blastomer biyopsisi, TE biyopsisi ve blastosentezin karsilastiriimasi
(Not: Bu prosediirler ti¢ farkli asamada ayni oosit-embriyo tizerinde gergeklestirilebilir, Sciorio ve

Dattilo, 2020)

Gelisim Prefertilizasyqn Boliinme . 5-7 gﬁnl_ﬁk 6-7-8 gijr_lliik
Asamasi asamas1pdak1 asamas1pdak1 Blastosist Blastosist
00sit embriyo
Teknik =
Birinci ve ikinci | 1yada?2 ~5yada6 Blastosist s1visi
Ornek polar cisimler blastomer trofektoderm
hiicresi
Zorunlu Daha fazla Analiz i¢in Daha az invaziv
embriyo deneyim yiilksek miktarda | ve giivenlidir.
kriyoprezervasy | gerektirir. DNA igerir. DNA hem i¢
onu Iyi Mosaisizmin hiicre kiimesi
gerektirmeden degerlendirilen tespiti ve hem de
. genetik test bir metodolojidir. | miktarmimn trofektoderm
Avantajlar - sy e .
yapmak i¢in Olglilmesi kaynaklidir.
daha uzun siire mimkiindiir.
saglar Gecikmis
embriyo
transferine olanak
saglar.
Yalnizca Embriyonun I¢ hiicre kiitlesini | Genellikle analiz
maternal viabilitesini yansitmayabilir. igin yeterli DNA
kokenli engelleyebilir. Mosaisizm zor igermez. Biyopsi
Dezavantajlar | andploidinin ve | Yiiksek oranda yorumlanir. sonuglari ile
hasarl (gecici) uyumu diistikttir.
DNA’nin tespiti | mosaisizm
ihtimali vardir.

46



Biyopsi de iki basamak vardir. Birincisi zona pellusidanin agilmasi, ikincisi ise
hiicrelerin alinmasidir. Zona pellusidanin agilma iglemi, mekanik, kimyasal ya da lazer
araciligi ile yapilmaktadir. Mekanik yontemde, egik uclu bir pipet kullanilarak zonadan igne
gibi gecilir ve bu pipetle aspirasyon islemi yapilabilir. Geleneksel kismi zona diseksiyonu
(PZD), keskin bir mikroigne ile zona zona pellusidada yarik agma yontemidir. Kismi zona
diseksiyonu, mikroignenin ucunun kapali olmasi ve diizensiz kesiler elde edilmesi sebebiyle
cok sik kullamlmamaktadir. Kimyasal yontem, pH’1 2,3 olan asidik Tyrode soliisyonu
kullanilarak yapilir. Bu yontem PZD’ye gore zonada kontrol edilemeyen biiyiik ve yuvarlak
bir delik olugturur. Kiiltlir ortamina birakilan soliisyon ve yine bu soliisyonun perivitellin
boslukta birikmesi nedeniyle hiicrelerde hasar veya 6liim meydana gelebilir. Bu da gelisimi
ve implantasyonu olumsuz yonde etkiler. Bu yontem mekanik yonteme gore daha diisiik
gebelik oranlarina sahiptir. Son yontem olan lazer destekli zona pellusida delme ise, lazer
1isinlar1 ile minimal yiizeysel hasar vererek gerceklestirilir. Lazer yontemi minimal diizeyde
hasar verdigi i¢in fertilizasyon orani, hatcthing ve implantasyon orani iizerine etkisi diisiiktiir.
Lazer 1s1nlari, dalga boylari kirmizi, yesil veya mavi olarak goriiniir aralikta, ultraviyole (UV)
ya da kiz1l6tesi (IR) araliktaki elektromanyetik dalgalardir. Uzun dalga boylarina sahip lazer
isinlariin daha pratik oldugu belirlenmistir. Ultraviyole isinlarinin en biiyiik dezavantaji
mutajenik etkisidir. Kizil6tesi 1sinlarda, 2,9 mm erbiyum-YAG temas lazeri ile 1,48 mm
temassiz diyot lazeri bulunmaktadir ve diyot lazer mekanik, termal veya mutajenik etkiler
olmadan bu islemi gergeklestirebilmektedir (De Vos ve Van Steirteghem, 2001). Germond vd.
(1996) diyot lazer kullanimin1 tanimlamis ve delik boyutunun isinlama siiresi ile
degistirilebilecegini bulmustur. Son olarak, biyopside alinan hiicre sayisi, embriyonun gelisim
evresi ve kalitesi genotipleme icin alman ornek kalitesini ve dolayisiyla analizleri

etkilemektedir.

1.9.1. Polar Cisim Biyopsisi

Polar cisim biyopsisi, profaz I'den metafaz II'ye gecen oositten, kiiciik bir maternal
DNA igeren PB1’in perivitellin bosluga ekstriide edildiginde ya da fertilizasyon sonrasi PB2
cikarilarak gergeklestirilir (Montag vd., 2009, Sekil 1.23.). Polar cisim saat 11-12
pozisyonunda olacak sekilde oosit holding pipet ile tutulur. Zona pellusidanin agilmasi lazer
ile veya mekanik olarak mikro pipet yardimu ile yapilir (Gianaroli, 2000). Biyopsi isleminden
sonra oosit ya da zigot kiiltlire tekrar alinir ya da kriyoprezervasyona alinir. Hangi maternal
kaynakl1 genlerin miras alindigi, mayotik hatalar, maternal andploidiler ve maternal kaynakli
patojenik varyantlar hakkinda polar cisim biyopsisi onemli bilgiler saglar. Embriyo gelisimi

hakkinda bilgi bu asamada yapilan biyopsi ile ongoriilemez. Laboratuvar is yiikii bu biyopsi
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de yiiksektir. Islem sirasinda PB parcalanmasi veya dejenerasyonu gibi riskler orta diizeydedir
ayrica elde edilen DNA miktar1 sinirhidir ¢iinkii tek hiicreden analiz yapilmaktadir (Kokkali
vd., 2020).

Sekil 1.23. Polar cisim biyopsisi (Montag vd., 2009)

Bu yontem, babamin genetik katkisinin degerlendirilmesine izin vermedigi i¢in PGT
i¢in kullanilabilirligi hala tartisma konusudur. Ayn1 zamanda bu pahali ve siireci uzun olan bir
yontemdir ¢linkii bir¢ogu fertilize olamayacak veya blastosist agamasina ulagsamayacak ¢ok
sayida oosite biyopsi yapilmast gerekir. Ayrica, mayoz boéliinme sonrasi kromozom
anormalliklerinin yiiksek insidansi sebebiyle yanlis tani riski vardir. Bu nedenlerden dolay1

oosit ve zigot biyopsisi giiniimiizde nadiren kullanilmaktadir (Cimadomo vd., 2016).

1.9.2. Boliinme Asamasindaki Embriyo Biyopsisi

Bu biyopsi islemi, 8 ila 16 hiicreli kompakt morula 6ncesindeki embriyolara uygulanir
ve bu embriyolardan 1 ya da 2 blastomer ¢ikarilir. Sonuglar paternal ve maternal genetik
katkilar hakkinda bilgi verir (De Vos ve Van Steirteghem, 2001; Gianaroli, 2000; Swanson
vd., 2007). Biyopsi islemi, ya Ca2+/Mg2+ bulunmayan ticari biyopsi medyumlari igerisinde
ya da biyopsi medyumunda inkiibasyon sonrasi Hidroksietil piperazin etan siilfonik asit
(HEPES) tamponlu medyum igerisinde gerceklestirilebilir. Embriyonun pozisyonu aspire
edilecek blastomer saat 3 yoniine gelecek sekilde ayarlanir, zona pellusidanin agilmasi lazer
ya da mekanik olarak mikropipet ile yapilir ve genellikle 1 blastomer aspire edilir (Milachich,
2014, Sekil 1.24.).
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Sekil 1.24. Biyopsi pipeti ile blastomerlerin aspirasyonu (Milachich, 2014)

Biyopsi isleminden sonra embriyo yikanarak kiiltiire tekrar alinir. Blastomer
biyopsisi, aralarinda ¢ogu blastosist asamasina ulagmayacak ¢ok sayida boliinmiis olan
embriyonun mikromanipiilasyonunu igerir. Bu biyopsi yonteminde sadece belirli morfolojik
kaliteye sahip boliinmiis embriyolar kullanilir ve alinan hiicreler totipotenttir. Hem maternal
hem de paternal mayotik hatalar tespit edilebilmektedir fakat tek bir hiicre alindigi i¢in

kromozomal mozaisizm tespiti olduk¢a zor olmaktadir (Sciorio ve Dattilo, 2020).

1.9.3. Trofektoderm Biyopsisi

Blastosist evresine gelmis embriyolarda TE ve ICM hiicreleri net bir sekilde ayirt
edilebilmektedir. Bu yontemde embriyo ICM hiicrelerinin oldugu taraftan saat 7 ila 11
yoniinde holding pipet ile tutularak birka¢ TE hiicresinin ¢ikarilmasi seklinde yapilir.
Embriyonun tutma acis1 ICM hiicrelerinin aspirasyonunun onlenmesi i¢in dnemlidir. Bu
yontemle, ZP’de agilan delikten TE hiicreleri aspire edilirken lazer atis1 ile hiicreler
uzaklastirilmis olur. Genellik 5 ila 10 TE hiicresi aspire edilir (Aoyama ve Kato, 2020). Ekstra
embriyonik yapilar yani plasenta ve embriyo dis zarlarin kokeni hakkinda bilgi verir. Alinan
hiicre sayis1 oldugundan mozaiklik orani dogru bir sekilde belirlenememektedir. Ayrica ICM
hiicrelerindeki mozaiklik ile TE hiicrelerindeki mozaiklik farkli seviyelerde olabilir (Skinner
vd., 2023). Mao vd. (2024) insanlarda yaptig1 meta analiz ¢aligmasinda TE biyopsisi yapilanlar
ile sadece IVF veya ICSI uygulanan hastalarda erken dogum, diisiik dogum agirligi, sezaryen,
konjenital malformasyonlar gibi bazi parametreleri karsilastirmig ve anlamli bir fark

bulamamustir.
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Daha fazla hiicre alindigi i¢in bu yontem digerlerine oranla daha yiiksek giivenilirlik
saglar ve altin standart olarak gliniimiizde uygulanmaktadir. Elde edilen DNA ve RNA ile
cinsiyet belirleme, gen analizleri, SNP analizleri ve kalite belirteglerini belirlemek

miimkiindir (Sekil 1.25.).

Trofektoderm

Ic hiicre kiimesi

Zona pellusida

T A, =N
/\ DNA \ ( RNA \
Cinsiyet Aday genler SNP'ler (Tek Kalite belirtecleri
belirleme BLAD Niil_deotid ' Gebelik
CVM Polimorfizmi) Dondurma islemi
Digerleri Metabolizma

Digerleri

Sekil 1.25. Inek blastosistlerin TE biyopsisi sonrasi yapilabilecek analizlerin zeti (Canva’da
yapilmistir)

1.9.4. Blastosentez

Blastosist evresindeki embriyonun blastosist sivisinin aspire edilmesidir. Minimal
invaziv olarak kabul edilen bu yontemde s1v1, hiicresiz DNA (cell-free, cf-DNA) igerir. Elde
edilen s1vi miktar1 diisiik oldugu icin DNA’nin saflastirilmasi ve ¢ogaltilmasi gerekmektedir.
Blastosist sivisinda (BF) cf-DNA, Palini vd. (2013) tarafindan tespit edilmistir. Bununla
birlikte, cf-DNA i¢in blastosist sivisi orneklemesi bazi potansiyel dezavantajlara sahiptir.
Aslinda, bu yaklasim minimal invaziv bir yontemdir ¢iinkii blastosist sivis1 aspirasyonu igin
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ignesi ile girilmesi veya blastosist sivisinin kiiltiir
ortamina salinmast i¢in lazer kullanildiginda trofektoderm tabakasinin biitiinligi
bozulmaktadir. Ayrica, yeterli hacimde blastosist sivisinin aspirasyonu veya kiiltiir ortamina

salinmasi i¢in bu yontem expanded blastosistlerde gerceklestirilmelidir.

Kullanmilmis kiiltiir ortaminda veya blastosist sivisinda bulunan cf-DNA'nin dogasi ve
kaynaginin, bireysel embriyo genetigiyle yeterince uyumlu oldugu anlasilip onaylanana kadar,
mevcut olan diger tek uygun DNA kaynagi, embriyonun kendisinden alian hiicresel materyal

olacaktir. Tarihsel olarak bu, her iki polar cismin ¢ok erken bir embriyodan veya kiiltiiriin 3.
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giinlinde boliinme asamasindaki bir embriyodan bir blastomerin ¢ikarilmasii igeriyordu,
ancak trofektoderm biyopsisinin daha yiiksek implantasyon sonuglar1 vardir. Erken evrede
yapilan biyopsilerin implantasyon oranlarini yaklasik %40 oraminda azalttigi, sonraki evre
trofektoderm biyopsisinin ise %2' den ¢ok daha diisiik implantasyonda basarisizlik oranlarina

sahip oldugu goriilmiistiir (Leigh, 2019).

Sesina vd. (2018)' nin yaptig1 ¢aligmada, blastosist kavitesindeki DNA'nin kalitesini
kesinlikle etkileyebilecek en diisiik kalitedeki 7 giinliik embriyolar kullanmig ve bu kadar
diisiik kalitedeki embriyolarm bile, blastosistin invaziv olmayan biyopsisi i¢in uygun

olabilecegi, ardindan analiz i¢in uygun DNA elde edilebilecegi one siiriilmiistiir.

Blastosist stvisindan yapilan biyopsi yontemi tartigmasiz daha fazla gelistirilmeye
ihtiya¢ duymaktadir, ancak daha invaziv yontemlere gore birtakim avantajlara da sahiptir.
Herseyden once, invazivlik derecesi diger yontemlere gore oldukga diisiiktiir. Blastosentez
dogru yapildiginda blastosistte olusan tek degisiklik dogal bir siire¢ olan kollapstir. Bu
yontemin ikinci onemli avantaji, diisiik maliyeti ve erisilebilirligidir. Ayrica, suni olarak
olusturulacak kollaps sayesinde blastosist asamasindaki embriyoyu dondurmak sivi igeren
blastosisti dondurmaktan daha basarili sonuglar alinmasina yol agacaktir. Blastosist sivisinin
aspirasyonu yaparken, mikromanipiilasyon sistemi i¢in Ssadece ICSI pipeti gerekirken,
trofektoderm biyopsisi i¢in 6zel bigaklar veya lazer gibi pahali ekipmanlar gereklidir. Su anda,
blastosentez yontemi yalnizca diisiik bilgi igerigi nedeniyle uygulanamamakta, ancak
kuskusuz teknolojinin daha da gelismesiyle rutin uygulamaya kesin olarak girebilecegi
disiiniilmektedir. Blastosentez ile molekiiler genetik yontemlerle analize uygun DNA elde
etmek miimkiindiir (Gianaroli vd., 2019, Sekil 1.26.). Blastosist sivisinin aspirasyonu sonucu
elde edilen DNA' y1 incelemek igin tiim genom amplifikasyonu ile multipleks kantitatif PCR
(QF-PCR) yonteminin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Blastosentez sonucu elde edilen
DNA' nin hem monogenik hastaliklarin teshisinde hem de preimplantasyon genetik
taramalarinda kullanilmas1t miimkiindiir (Sesina vd., 2018). Blastosentez yontemi genis bir
Uygulama yelpazesinde uygulanmasi acisindan biiyiik umutlar vaat etmektedir, ancak
yontemin gilivenilirligini ve verimliligini artirmak i¢in ek ¢aligmalara ve aragtirmalara ihtiyag

vardir.
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Proteinler

mtDNA

Hiicreler

Blastosist
SIVISI

Sekil 1.26. Blastosist sivisinda, proteinler, DNA ve RNA varligi (Gianaroli vd., 2019)

Perloe vd. (2013) yaptig1 ¢alismada insan embriyolarindan alinan dokuz adet
blastosist sivist 6rneginden sadece %33,3’liniin TE biyopsisi ile uyumlu olmasina ragmen,
bazi embriyolarin blastosist sivisinda embriyonik DNA'nin tespit edilebilecegini bildirmistir.
Genetik degerlendirme polar cisimlerin, blastomerlerin veya TE hiicrelerinin biyopsisi yoluyla
yapilabilir. Mevcut bilimsel literatiire gore, blastosist agamasinda kromozom analizi,
embriyonik genomun en giivenilir temsilini saglar (TSuiko vd., 2018). Genetik analiz i¢in
blastosist sivisinda bulunan cf-DNA dogrulanir ise, blastosist sivisinin aspirasyonu kolaylikla
tercih edilen rutin bir biyopsi yontemi haline gelebilir (Gianaroli vd., 2014). Blastosist siv1
aspirasyonu aslinda blastosistin  kriyoprezervasyonu i¢in gelistirilmistir. Blastosist
vitrifikasyonu, yalnizca embriyonun blastosist agamasinda dondurarak saklanmasini ve hatta
tiim hiicresel dongtileri durdurmay1 saglar. Eger bu yontem her zamankinden daha yaygin hale
gelirse ve dogru analitik araglar kullanilirsa elde edilen blastosist sivis1 bol miktarda ve
potansiyel olarak daha yararli olacaktir. Blastosist sivisindan DNA elde etmenin amaci, daha
az invaziv bir PGT analizi olusturmak olsa da bu prosediiriin, potansiyel olarak embriyo
dinamiklerini degistirebilecegi diisliniilmektedir fakat embriyodan birden fazla hiicrenin
cikarilmasiyla embriyoya daha yogun stres uygulayan ve su anda rutin olarak kullanilan
blastosist trofektoderm biyopsisi ile karsilastirildiginda aslinda daha az invaziv bir yontem

oldugu goriilmektedir.

Gianaroli vd. (2019) cf-DNA' nin reprodiiksiyon alaninda kullanimini dogrulamak

icin bu DNA'nin gercekten embriyonik hiicreleri temsil edip etmedigini belirlemek amaciyla
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mevcut kanmitlart elestirel bir sekilde analiz etmistir ve elde edilen mevcut sonuglar biraz
celiskili bulunmustur. Bu uyumsuzlugun olasi nedenleri arasinda, embriyo popiilasyonundaki
farklilik veya bu kadar kii¢iik bir sivi hacminin (¢ogunlukla nanolitre) alinmasiyla ilgili teknik
problemler yer almaktadir. Ilk ¢ikis noktas: ile ilgili olarak, diisiik miktarda DNA elde
edilmesinin biiylik olasilikla, blastosist sivisina salinirken ¢ekirdek bozulmasi ve ardindan
nitkkleer DNA pargalanmasi veya blastosist farklilagmasi sirasinda g¢ekirdeklerin blastosist
sivisina herhangi bir hareketinin olmamasi olarak disiiniilmektedir (Tobler vd., 2015). Bu
biyolojik etki, mevcut hatalarin kendi kendine diizeltilmesine veya preimplantasyon gelisimi

sirasinda yeni kromozomal hatalarin liretilmesine bagli olabilir (Taylor vd., 2014).

1.9.5. Biyopsi Yontemlerinde Diger Giincel Yaklasimlar

Gilinlimiizde, biyopsi yontemlerinde non-invaziv yontemlere yonelim olmustur. Bu
yontemlerden biri de kullanilan kiiltiir medyumundan elde edilen cf-DNA’nin kullanilmasidir.
Stigliani vd. (2013) blastosistin gelistigi kullanilan kiiltiir medyumunda (SCM) ilk kez cf-
DNA’y1 tespit etmistir. Shamonki vd. (2016) insan IVF ¢alismalarinda blastosistler tarafindan
kiiltir ortamina salinan cf-DNA analizi ile embriyolarin kromozomal haritasinin

¢ikarilabilecegini ve TE biyopsi ile sonu¢larin uyumlu oldugunu kamtlamistir.

Genomik DNA’nin ana kaynaklart TE ve ICM iken, kiiltiir ortamindaki DNA’min
kaynag1 aslinda hiicresel mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan apoptozis ve nekroz Uriinleridir.
Buna gore, yapilan analizler ile aslinda embriyonun apoptozis siirecleri hakkinda bilgi
edinmek miimkiindiir. Yani aslinda andploid dokiintiileri icermektedir (Del Collado vd.,
2023). Fakat, cf-DNA’nin epiblast ya da TE ile kokeninin arastirilmasi ve mekanizmalarin

anlasilmasi icin daha fazla calisma gerekmektedir.

Inek embriyolarinin, gelisim siirecinde 6nemli diizenleyici yollarin kesfedilmesi ile
bu alanda calismalar daha da artacaktir. Ozellikle ekstraseliiler vezikiiller ve bunlarin tasidig
mikroRNA ve proteinler, embriyo ile ¢evresi arasindaki iletisimde kritik bir rol oynar ve
implantasyon oOncesi ile sonrasi gelisim siireclerinde onemli islevler tistlenir. Bu vezikiiller,
embriyo gelisimini etkileyebilir ve stres altinda olan embriyolarin gen ifadesini diizenleyebilir,
potansiyel olarak embriyonun kalitesi ve yasayabilirligi hakkinda ipuglar1 saglayabilir. Bu
durum, invaziv olmayan tam testlerinin gelistirilmesine olanak tamyabilir. Ayrica
genisletilmis embriyo kiiltiirii ve sentetik embriyo modelleri, blastosist asamasindan sonra
embriyo gelisimindeki fizyolojik siirecleri daha iyi anlamamiza yardimci olmaktadir. Bu, canl
organizmalarla yapilan arastirmalarda zor olan bir donemin incelenmesini saglar. Uzun
vadede, bu yenilikler daha diisiik maliyetle embriyo iiretimi saglarken, yiliksek kalitenin

korunmasina ve sonuglarm iyilestirilmesine olanak tamyacaktir.
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Bu tez caligmasinda, farkli kiiltiir soliisyonlarinda in vitro olarak {iretilen sigir
blastosistlerine trofektoderm, i¢ hiicre kiimesi biyopsisi ve blastosist sivi aspirasyonu
yapilmasi ve blastosist sivisindaki genomik DNA’nin (gDNA) arastirilmasi ve sonuglarin
karsilastirilmasi amaglanmustir. Ayrica farkl kiiltiir medyumlarinin kullanilmasi ile blastosist
elde etme basarisi ile elde edilen gDNA’nin kalitelerine etkisinin karsilastiriimasi
amaclanmustir. Defined ve undefined kiiltiir medyumlar ile in vitro elde edilen 7.-9. giinde
blastosistlere mikromanipiilator ile blastosist sivi aspirasyonu, i¢ hiicre kiimesi biyopsisi ve
trofektoderm biyopsi iglemi yapildi. Bu alinan biyopsi d6rneklerine DNA zenginlestirme islemi
yapildi ve DN A miktarlari 6l¢iildii. Embriyolardan alinan biyopsi 6rnekleri ile anneden gelen
allelerin kargilagtirilmasi amaciyla embriyo eldesinde kullanilan hayvanlarin uterus
dokularindan biyopsi drnekleri alindi ve biyopsi alinan dokulardan DNA izolasyonu yapildi.
Elde edilen DNA’lar 19 primer i¢eren kisa tandem tekrar dizileri (STR) analizine alinarak
biyopsi sonuglar1 ile doku o&rnekleri karsilastirildi. Blastosist sivi aspirasyonu islemi
gliniimiizde altin standart kabul edilen trofektoderm biyopsi islemine gore daha az invaziv bir
islemdir. Embriyodan hiicre alimini icermez ve kriyoprezervasyon dncesi vitrifikasyon iglemi
yapilan embriyolardan blastosist sivisi aspire edilmektedir. Yani, embriyolar direkt transfer
edilmeyecek ise blastosist s1vi aspirasyonu aslinda in vitro iiretim déngisiiniin bir parcasidir.
Blastosist sivisi miktarmin azligi nedeniyle genetik analizlerden standart bir sonug elde
edilememektedir. Biyopsi drnekleri ile yapilan genetik analizlerde yiiksek verimli hayvanlarin
secilmesi ve kisa siirede daha fazla yavru elde edilmesi miimkiindiir. Son yillarda invaziv
olmayan biyopsi tekniklerinin gelistirilmesine yonelim olmustur bunlardan birisi de diger
tekniklerine gore daha az invaziv kabul edilen blastosist siv1 aspirasyonudur. Bu ¢aligma ile
diger biyopsi yontemlerine alternatif olarak blastosist sivisindan genetik analizlerin yapilmas1

ve rutin biyopsi yontemlerinin yerini almas1 hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ovaryumlarin Toplanmasi

Caligma sirasinda Ankara ve Konya illerinde bulunan mezbahalarda kesilen diive veya
ineklerin ovaryumlarindan (Grup I, n:30; Grup 1l, n:54) elde edilen oositler (Grup I, n:112;
Grup 11, n:226) kullanildi. Embriyo eldesindeki tiim asamalar Grup I i¢in Mazzoni vd. (2017),
Nielsen vd. (2014) ve Pryor vd. (2016)’nin belirttigi sekilde yapildi. Grup II i¢in ise IVF-
Bioscience protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi. Mezbahalardan toplanan farkl irklara ait
sigir ve diive ovaryumlari, hayvanlarin kesimini takip eden 2 saatlik siire igerisinde, her bir
ditveye/inege ait ovaryum dokular1 ayr1 ayri posetlenerek igerisine antimikotik-antibiyotik
soliisyon (Sigma, A5955; 10000 IU penisilin, 100 mg streptomisin ve 25 pg amfoterisin B/mL)
eklenmis 20-25 °C’deki laktat ringer icerisinde laboratuvara ulastirildi ve her ovaryum
numaralandirildi (Sekil 2.1.). Laboratuvara getirilen ovaryumlar, ¢evre dokulardan ve tasima
vasatindan uzaklastirilmak amaciyla laktat ringer ile iki kez yikama islemine tabi tutuldu.
Yikanan ovaryumlar aspirasyon yapilana kadar su banyosu i¢erisinde laktat ringer soliisyonu

icerisine birakildi ve sonra aspirasyon islemine baslandi.

Sekil 2.1. Ovaryumlarin laboratuvara ulastirilmasi (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)
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2.2 Oosit Eldesi ve Uterustan Doku Orneginin Alinmasi

Kumulus-oosit komplekslerini (KOK) igeren folikiil sivisi ovaryumlar iizerinde
bulunan 2-8 mm ¢apindaki periferal folikiillerden, basing ayarli (180-200 mmHg) aspirasyon
pompasi (Labotech Aspirator 4014, Almanya) veya lastik contasiz 10 ml’lik enjektorler
kullanilarak 18 gauge igne ile aspire edildi (Sekil 2.2., Sekil 2.3.). Toplanan folikiil sivilari
konik tabanli numaralandirilmis eppendorf tiiplerine alindi ve oositlerin tiiplin tabanina
birikmesi beklendi (Sekil 2.4.). Tiipiin tabaninda biriken oositler daha sonra stereo mikroskop
(Leica M205, C, Almanya) altinda (Sekil 2.5.) kalite yoniinden degerlendirmeye alinmak

tizere bireysel olarak isaretlenmis 35 mm’lik petrilere aktarildi (Sekil 2.6.).

e
. .
[

Sekil 2.2. Ovaryumlardan folikiil stvisinin aspirasyonu (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)
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Sekil 2.3. Ovaryumlardan folikiil sivisinin aspirasyonu (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)

Sekil 2.4. Numaralandirilmis santrifiij tiiplerine alnan folikiil stvilar1 (Selguk Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)
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Sekil 2.5. 35 mm petrilere aktarilan oositlerin sterco mikroskopta Kalitelerinin degerlendirilmesi
(Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)

Sekil 2.6. Oosit arama icin numaralandirilan ve karelere boliinen 35 mm petriler (Selcuk Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvart)
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Folikiil aspirasyonu yapildiktan sonra her sigira ait uterustan doku pargalar1 kesildi.
Kesme islemi sirasinda distile su ile yikama yapildi ve kesilen doku parcalar1 6nceden
numaralandirilmis 1,5 ml godelere alinarak genetik analizi yapilmak iizere -20 °C’de saklandi

(Sekil 2.7.).

SR

N o

Sekil 2.7. ineklere ait uterustan alinan doku 6rnekleri (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

2.3. Oositlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Aspire edilen oositlerin kalite yoniinden degerlendirilmesi Brackett ve Zuelke (1993),
De Loos vd. (1992) ve Semacan vd. (2019)’nin belirttigi sekilde dort ayr1 kategoride yapildi
(Sekil 2.8.);

Kategori 1 (Grade I- A kalite) oositler: Kumulus hiicreleri zona pellusida’nin
tamamini kaplayan kompakt yapida, {i¢ ya da daha fazla kathi kumulus hiicreleri olarak

goriilen, homojen ooplazmali, genel KOK goriiniimii seffaf yapida olan,

Kategori 2 (Grade IlI- B kalite) oositler: Kumulus hiicreleri zona pellusida’nin
Y3’linden fazlasini kaplayan kompakt ya da 2 ya da daha az kath olan, homojen ooplazma
gorliniimiine sahip olsa da kaba goriiniimlii ve kategori 1 oositlere gore daha az transparan

KOK’a sahip olan,

Kategori 3 (Grade Il1- C Kalite) oositler: Kategori 2’den daha az kumulus hiicresine
ya da hi¢ kumulus hiicresi bulunmayan ve koyu renkli dokiintiiler iceren diizensiz ooplazmaya

sahip olan ve
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Kategori 4 (Grade V- D kalite) oositler: Kumulus hiicrelerinde ekspansiyon goriilen,
yirtik olan veya hig KOK’a sahip olmayan, jelatinimsi yapida ag benzeri goriinimde olan ve

diizensiz koyu renkli ooplazmaya sahip olan oositlerdir.

Yukarida detaylandirilan agiklamalarin 15181 altinda folikiil aspirasyonu sonrasi elde
edilen Kategori I’de yer alan oositlerden 110 um’nin iizerinde olanlar (Gordon, 2003) (Grup
I, n:112; Grup Il, n:226) ¢alismaya dahil edildi (Sekil 2.9.). Bu kapsamda embriyo iiretimi
undefined (IVF Bioscience) medyum ile Alkan vd. (2023) tarafindan belirtildigi sekilde
defined (CRlaa+ %5 buzagi serumu (CS)) medyum ile Kobayashi (2007) tarafindan
belirtildigi sekilde gergeklestirilmigtir.

A B C

Sekil 2.8. Brackett ve Zuelke (1993) ve De Loos vd. (1992)’nin belirttigi sekilde aspire edilen oositlerin
kalite yoniinden degerlendirilmesi (A ve B: Kategori 1, C: Kategori 2, D: Kategori 3, E: Kategori 4)

Sekil 2.9. Kumulus oosit kompleksleri (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
IVF Laboratuvart).
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2.4. In Vitro Maturasyon
2.4.1. Defined Medyum Kullanarak In Vitro Maturasyon

Mikroskop altinda belirlenen tiim KOK’lar uglar1 oosit ¢apma uygun hale getirilmis
steril pasteur pipetleri (Eppendorf, ABD) ile toplanarak i¢erisinde TCM-199+ %5 CS bulunan
35 mm’lik petrilere alind1 ve petrinin farkli noktalarinda en az bes defa yikandiktan sonra
bagka bir 35 mm’lik petriye alindi ve bu islem burada da tekrar edildikten sonra diger hiicre
kalintilarindan tamamen temizlenmis bir sekilde igerisinde TCM-199 + %5 CS (Cizelge 2.1.,
Sekil 2.10.) igeren maturasyon vasati bulunan 35 mm’lik petrilere aktarildi. KOK’larin oosti
kiiltiir vasatma aligmasi amaciyla petri igerisinde nazik bir sekilde yikama yapildi ve {izeri
mineral yag ile kaplanmig olan maturasyon dropletlerine alindi. Maturasyon dropletleri
genellikle 100 pl’lik miktarda icerisine 20 oosit konulacak sekilde hazirlandi ve her hayvandan
elde edilen oositler ayr1 ayri droplara konuldu (Sekil 2.11.). Vasata konulan oositler %5 CO-
iceren 38,5 °C’deki maksimum nemli ortamda (Sanyo MCO-18AIC (UV) CO: Incubator,

Japonya) 22-24 saat maturasyona tabi tutuldu.

Cizelge 2.1. In vitro Maturasyon Soliisyonunun hazirlanmast

Kimyasal Miktar: (20 ml)
TCM-199 19 ml
CS 1ml
FSH 0,02 mg
Gentamisin 20 ul
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Sekil 2.10. In vitro maturasyon igin hazirlanan TCM-199 + %5 CS (Ankara Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

Sekil 2.11. TCM-199 + %5 CS ile hazirlanan in vitro maturasyon droplar1 (Ankara Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)
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2.4.2. Undefined Medyum Kullanarak In Vitro Maturasyon

Uygun dzellikteki tiim KOK ’lar, BO-WASH soliisyonuyla (IVF Bioscience, Ingiltere)
en az 10 defa olmak lizere steril pasteur pipeti yardimiyla yikanarak cevre hiicrelerden
temizlendi (Sekil 2.12.). KOK’lar, igerisinde Bovine-in vitro maturasyon (BO-1VM)
soliisyonu (IVF Bioscience, Ingiltere) bulunan 35 mm’lik petrilere aktarildi ve ekilibrasyonun
saglanmas1 amaciyla farkli iki dropta en az 10 defa pipetlenerek yikandi (Sekil 2.12.).
Ekilibrasyonu tamamlanan oositler 35 mm petrilerde olusturulan 100 pl/BO-IVM soliisyonu
bulunan droplara aktarildi (Sekil 2.13.) ve %6 CO-igeren inkiibatoérde 38,5 °C’deki maksimum
nemli ortamda 21-24 saat maturasyona tabi tutuldu (Sanyo MCO-18AIC (UV) CO: Incubator,
Japonya).

Sekil 2.12. BO-WASH ve BO-IVM (mavi ok) yikama droplari (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

Sekil 2.13. 35 mm petrilerde olusturulan 100 ul/BO-IVM soliisyonu (Selguk Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)
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2.5. Spermanin Fertilizasyon icin Hazirlanmasi
2.5.1. Defined Medyum Kullanarak Hazirlama

Sperm yikama soliisyonu (SWS) (Cizelge 2.2.), sperm diliie etme soliisyonu (SDS)
(Cizelge 2.3.), %90 Percoll Gradient soliisyonu (Cizelge 2.4.), %45 Percoll Gradient
solisyonu (Cizelge 2.5.), 10X sperm TL stok soliisyonu (Cizelge 2.6.), BO-A (Cizelge 2.7.),
BO-B (Cizelge 2.8.) ve Brackett and Oliphant Solution (BO) (Cizelge 2.9.) soliisyonlar1 in
vitro fertilizasyon giinii hazirlandi. In vitro fertilizasyon asamasindan once, motil
spermatozoonlarin secilmesi i¢in spermaya %45-90’lik Percoll Gradient Teknigi uygulandi
(Machado vd., 2009). Bu amagla, test edilmis bir bogaya ait payetler i¢erisinde dondurulmus
sperma sivi nitrojen igerisinden almarak 37°C’lik su banyosunda 30 sn siireyle ¢ozdiiriilda.
Cozdiriilen payetteki sperma, igerisinde 3 ml Percoll (Sigma Aldrich Merck, Almanya)
soliisyonu bulunan 15 ml’lik test tiipiine aktarildi. Spermada bulunan canli spermatozoitlerin
ayrilmasi amaciyla 38,5 °C’deki 1sitmali santrifiij (KUBOTA 5500, Japonya) kullanilarak
2100 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij islemine tabi tutuldu. Bu iglemden sonra tiipte kalan
siipernatant vakum yoluyla uzaklastirildi. Tiipiin dibinde kalan pelet (canli spermatozoitler)
iizerine 6 ml sperm yikama soliisyonu (SWS) eklenip kapasite olmalari i¢in 38,5 °C’de 1800
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Benzer bir sekilde santrifiij sonrasi tiipteki
siipernatant uzaklastirilarak pelet tizerine 1 ml SWS eklendi (sperm siispansiyonu — ml) ve
pipetasyonla nazikge karistirildi. Elde edilen voliim daha sonra kullanilacak olan formiilde S
kodu olarak not edildi. Bu soliisyondan 50 pl’lik bir kisim daha sonra ¢ift kamarali Thoma
laminda sayilmak tizere 4950 pl %3’liik NaCl soliisyonun igerisine alindi. Karisim vortex ve
pipetleme yardimiyla iyice karistirildiktan sonra yaklasik 20 pl’lik bir kism1 Thoma lamina
aktarild1 (Sekil 2.14.). Mililitredeki spermatozoit konsantrasyonu hesaplandiktan sonra ilk
sulandirmada 6 x 10° / ml olacak sekilde SWS eklendi. SWS miktar1 (ml) formiile gore
hesaplandi: SWS (ml) = (Ortalama spermatozoit sayisi / 6) x S-S.

Hesaplama sonucuna gére SWS’nin eklenmesiyle ilk sulandirma olarak adlandirilan
islem yapildi. Spermanin final konsantrasyonu olan 1 x 10° / ml’ye ulasilabilmesi igin ilk
sulandirmadaki miktar kadar sperm dillisyon soliisyonu (SDS) eklendi ve bu sekilde elde
edilen karisimdaki spermatozoit konsantrasyonu 1 X 10° / ml oldu. Hazirlanan soliisyonlar

fertilizasyondan {i¢ saat 6nce 38,5 °C’de, %5 CO-’li inkiibatoérde %80 nem ortaminda ekilibre

edildi.
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Cizelge 2.2. SWS soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar1 (10 ml)
BO soliisyonu 10 mi
Hipotaurin 0,01091 g
Heparin (Novo Heparin 1000 1U/ml) 100 pl

Cizelge 2.3. SDS soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar: (10 ml)
BO soliisyonu 10 mi

Kristalize ve liyofilize BSA 0,29

Cizelge 2.4. %90 Percoll Gradient soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktar (50 ml)
Percoll (%90) 45 ml
10X Sperm TL 5mi
1 M Kalsiyum Kloriir (CaCly) 98,5 ul
0.1 M Magnezyum Klorid Hekzahidrat 197 ul
(MgCl26H,0)
DL-laktik asit 184 pl
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 0,1045¢
%0,5 Fenol Red 10 pl

Cizelge 2.5. %45 Percoll Gradient soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktari (10 ml)

BO 5ml

%90 Percoll 5ml

Cizelge 2.6. 10X Sperm TL stok soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal Miktari (50 ml)
Sodyum kloriir (NaCl) 4,675¢
Potasyum kloriir (KCI) 0,239
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Cizelge 2.6. Devam. 10X Sperm TL stok soliisyonunun hazirlanmast

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4)

HEPES

Cizelge 2.7. BO-A soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal
NaCl
KCI
Kalsiyum Klorid Dihidrat (CaCl,.2H20)
Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat
(NaH,PO4.2H,0)
MgCl,.6H,0

%0,5 Fenol Red

Cizelge 2.8. BO-B soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal
NaHC03

%0,5 Fenol Red

Cizelge 2.9. BO soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal
Sodyum Piruvat
BO-A soliisyonu
BO-B soliisyonu

Antibiyotik (penisilin-streptomisin)

0,035g

2,389

Miktar1 (500 ml)
4,3092 g
0,1974 ¢
0,2171 ¢

0,0840 g

0,0697 g

100

Miktari (200 ml)
2,5873 ¢

40 pl

Miktar1 (100 ml)
0,01375¢g
76 ml
24 ml

100 pl
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Sekil 2.14. Spermatozoonlarm Thoma laminda sayimi (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari

2.5.2. Undefined Medyum Kullanarak Hazirlama

Motil spermatozoonlarin ayrilmasi igin; test edilmis bir bogaya ait 2 payet donmus
sperma s1v1 nitrojen i¢erisinden alinarak 37 °C’lik su banyosunda 30 sn siireyle ¢ozdiiriildii.
Cozdiiriilen payetteki sperma, igerisinde 2-4 ml BO-SemenPrep (IVF Bioscience-ingiltere)
bulunan 15 ml’lik test tlipiine aktarildi ve canli spermatozoidlerin ayrilmasi amaciyla 24-25
°C’de 328 G’de 5 dakika (dK) siire ile santrifiij (KUBOTA 5500, Japonya) edildi. Bu islemden
sonra tiipte kalan slipernatant vakum yoluyla uzaklastirildi. Spermanin kapasitasyonu i¢in;
tiipte kalan pelet, tizerine 2-4 ml BO-SemenPrep eklendi, 24-25 °C’de 328 G’de tekrar 5 dk
santrifiij edildi (Sekil 2.15.). Benzer sekilde santrifiij sonrasi iiste kalan siipernatant
uzaklastirildi. Spermatozoit sayisinin belirlenmesi amaciyla; kalan spermazoitlerden 25 pl
alinarak iizerine 25 pul soguk distile su eklendi ve yavasga pipetlendi. Pipete edilen spermadan
10 ul alinarak Makler Counting Chamber’da (Sefi-Medical Instruments, Israil) 10 adet karede
sayildl. Test tiipiinde kalan sperm siispansiyonu dlgiilerek (C) kayit altina alindi. Bu sayma
yonteminde hesaplanan sperm sayisi (A), milyon olarak ml basina diisen sperm sayisini
vermistir. Final sperm konsantrasyonu (B) 2 x 10° olacak sekilde sulandirma orani asagida
belirtilen formiile gore hesaplandi: Sperm konsantrasyonu (A) = Final Konsantrasyonu (B) (2
x 10° x 500 ul / Sperm Siispansiyonu (C) ml ya da A= B x 500 pl/ C seklindedir.
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Sekil 2.15. BO-SemenPrep ile spermanin hazirlanmasi (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)

2.6. In Vitro Fertilizasyon
2.6.1. Defined Medyum Kullanarak In Vitro Fertilizasyon

Bu amagla ilk olarak 35 mm capindaki petri kaplarmma 5 pl oosit yikama soliisyonu
(OWS, Cizelge 2.10.) mikro drop hazirlandiktan sonra daha sonra icerisinde 3 x 10° / ml
spermatozoon bulunan siispansiyondan OWS drobunun tizerine 95 pl eklenerek damlaciklarin
voliimiinin 100 pl olmasi saglandi. Hazirlanan damlaciklarin {izeri mineral yag ile
kaplandiktan sonra oositler eklenene kadar %5 CO2’li ortamda tekrar inkiibe edildi. Bu sirada
maturasyon vasatinda bulunan oositler daha sonra OWS igerisine alindi ve kumulus
ekspansiyonu degerlendirildi. Oositler bir 6nceki vasattan uzaklastirilmalari amaciyla her bir
petride en az 5 ayr1 noktada yikanmak kaydiyla 2 farkli petride yikandi. Fertilizasyonun
yapilacagi petride sperm aktivitesi kontrol edildikten sonra her bir damlaciga maksimum 20
oosit gelecek sekilde oositler fertilizasyon damlaciklarina aktarildi ve fertilizasyon vasatina
gecis sirasinda miimkiin oldugunca az miktarda OWS aktarilmasina 6zen gosterildi. Oositler
fertilizasyon vasatina yerlestirildikten sonra petri %5 CO’li inkiibator 38,5°C’de maksimum
nemli ortamda 5 saat inkiibe edildi (Sekil 2.16.).
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Cizelge 2.10. OWS soliisyonunun hazirlanmasi
Kimyasal Miktar1 (50 ml)
BO soliisyonu 50 ml

Kristalize ve liyofilize BSA 059

Sekil 2.16. Spermatozoonlar ve oositlerin bir araya gelmesi (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)

2.6.2. Undefined Medyum Kullanarak In Vitro Fertilizasyon

Maturasyon medyumundan alinan KOK’lar kumulus ekspansiyonu agisindan
degerlendirildi (Sekil 2.17.). Fertilizasyon i¢in 100 ul Bovine-in vitro fertilizasyon (BO-1VF)
(IVF Bioscience-Ingiltere) droplar1 olusturuldu. Olusturulan drop igerisine bireysel olarak
maturasyona alman droplardaki kumulus oosit kompleksleri alindi ve iizerine 10 pl sperm
eklendi (Sekil 2.18.) ve %6 CO, gaz igeren inkiibatorde, 38,5 °C’de, maksimum nemli ortamda
ve bir gece inkiibe edildi.
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Sekil 2.17. Maturasyon sonrast kumulus ekspansiyonu (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

Sekil 2.18. In vitro fertilizasyon igin olusturulan BO-IVF droplar1 (Selguk Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

2.7. Fertilizasyon Sonrasi Oositlerin Denadiiasyonu

2.7.1. Defined Medyum Kullanarak Fertilizasyon Sonrasi1 Qositlerin

Denadiiasyonu

Fertilizasyon siirecinde kumulus hiicreleri ve spermanin oosite yapismasi nedeniyle
dollenmis oositler veya olasi zigotlar, embriyo kiiltiir medyumunda yukarida anlatildig: gibi
iki farkli petride iki asamada yikandi. I¢ ¢ap1 bu embriyolar icin 6zel olarak ayarlanmis olan
denudasyon pipeti ve holder1 (Vitrolife, Isve¢) kullanilarak olas1 zigotlarm kumulus
hiicrelerinden ve spermadan uzaklagmasi saglandi (Sekil 2.19.). Zona pellusida’s1 tamamen

soyulmus olan olas1 zigotlar daha sonra kiiltiir medyumlarina aktarildi. Kumulus hiicrelerini
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zona pellusida’dan ayirmak i¢in pipetleme islemi yapildi, bu amagla herhangi bir enzim

uygulamas1 yapilmadi.

Sekil 2.19. Kumulus hiicreleri uzaklastirilmis oositler (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

2.7.2. Undefined Medyum Kullanarak Fertilizasyon Sonrasi Oositlerin

Denadiiasyonu

16-20 saat déllenme isleminden sonra IVF petrisi inkiibatdrden ¢ikarildi. Onceden
1sitilmis BO-WASH ile 100 pl’lik mikro droplar hazirland1 ve olasi zigotlar bu mikro droplara
aktarild1. Zigotlar kumulus hiicrelerinden tamamen arinana kadar denudasyon pipeti ve holder1
(Vitrolife, Isvec) ile pipetleme islemine tabi tutuldu. Bu islem BO-WASH mikro droplarinda
kumuluslar tamamen soyulana kadar devam edildi. Olas: zigotlar iki farkli petride BO-WASH
solisyonuyla pipetlenerek yikandi ve daha sonra ekilibrasyon amaciyla Bovine-in vitro kiiltiir
(BO-IVC) (IVF Bioscience-ingiltere) igeren 35 mm’lik petriye alindi. Farkli droplarda
fertilizasyona alinan olasi zigotlar, kiiltiir 6ncesinde minimum 2 saat ekilibre edilip BO-1VC
soliisyonundan hazirlanan 100 pl’lik mikro droplara aktarildi.

Ooplazma i¢inde spermatozoonun basinin ve kuyrugunun saptanmasi, erkek ve disi
prontiikleuslari ile birinci ve ikinci polar cisimlerin ooplazmada belirlenmesi, zona pellusida
veya perivitellin boslukta spermatozoonun goriilmesi, oosit aktivasyonunun goriilmesi ve

boliinmelerin tespit edilmesi in vitro fertilizasyonun sekillenmesinde dl¢iit olarak kullanildi.

71



2.8. In Vitro Embriyo Kiiltiirii

2.8.1. Defined Medyum Kullanarak In Vitro Embriyo Kiiltiirii

Embriyo kiiltiiri amaciyla 6nce CR 1aa (Cizelge 2.11.) sonra CR1aa + %5 CS (Cizelge

2.12.) medyumu kullanildi. CR1aa medyumu kiiltiir amaciyla hi¢ degistirilmeden 7 giin

stireyle kullanildi. Hazirlanan ve %5 CO; inkiibatorde inkiibe edilen medyumlardan 35 mm’lik

petri kaplarma 100’er ul kiiltiir medyumu alindi, mikro droplar halinde eklendi ve tizeri

mineral yag ile kapland1 (Sekil 2.20.). Fertilizasyon medyumundan ¢ikarildiktan sonra kiltiir

medyumuyla yikanan embriyolar her bir damlaciga 20 muhtemel zigot olacak sekilde

hazirlanan bu mikrodroplara aktarildi. Kiiltiiriin 48. saatinde inkiibatorden alinan petriler

stereo mikroskop altinda incelendi ve bu inceleme sirasinda tabana yapigmis olan embriyo

varsa bunlarin ayrilmasi saglandi ve gelisim evreleri kayit altina alindi.

Cizelge 2.11. CR1aa soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal

CR1-A soliisyonu

CR1-B soliisyonu

BME esansiyel amino asitler (X50)

MEM esansiyel olmayan amino asitler (x100)

L-glutamik asit

BSA (yag asiti igermeyen)

Antibiyotik (penisilin-streptomisin)

76 ml

20 ml

2ml

1ml

1ml

0,3g

100 pl

Cizelge 2.12. CR1aa+%5 CS soliisyonunun hazirlanmasi

Kimyasal
CR1-aa

CS

100 ml

5,26 ml

Miktar1 (760 ml)

Miktari (105.26 ml)
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Sekil 2.20. In vitro kiiltiir igin olusturulan droplar (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji IVF Laboratuvari)

2.8.2. Undefined Medyum Kullanarak In Vitro Embriyo Kiiltiirii

50-100 pl BO-IVC igeren mikro droplar hazirlandi {izeri BO-OIL ile kaplandi.
Hazirlanan bu soliisyon 38,8 °C’de, %6 oksijen (O2), %6 CO, ve %88 N iceren ii¢ gazli
inkiibatorde (Eppendorf CellXpert C170, ABD) en az 2 saat ekilibrasyona birakildi. 100 pl
BO-IVC mikro droplar1 hazirlandi ve drop sayisi ile esit sayida olacak sekilde yikama
dropletleri hazirland1 (Sekil 2.21.). Kumuluslari soyulan zigotlar yikanarak ekilibre edilen BO-
IVC soliisyonuna alindi. Embriyo kiiltiirii 38,8 °C’de, %6 Oz, %6 CO- ve % 88 N igeren ii¢
gazli inkiibatorde BO-IVC soliisyonu kullanilarak 7 giin siireyle gergeklestirildi. BO-1VC
vasat1 kiiltiir sirasinda hi¢ degistirilmeden 7 giin siireyle kullanildi. IVC sirasinda embriyolar
24-48 saat sonra (Sekil 2.22.) ve 7-9 giinde stereo mikroskop altinda degerlendirildi ve kayit

altina alindi.
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Sekil 2.21. BO-IVC Kkiiltiir ve ytkama droplar1 (Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji IVF Laboratuvari)

100 pn

Sekil 2.22. BO-1VC in vitro kiiltiirde ilk 48 saat boliinme asamasindaki embriyolar (Selguk Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvart)

Selguk Universitesinde undefined medyum ile iiretilen embriyolar kiiltiir medyumu
icerisinde payetlendi (Sekil 2.23.) ve payetler 37°C’de sicakligi sabit tutan embriyo
transportunda kullanilan tagima ¢antas1 (Minitube, Almanya) igerisine yerlestirildi ve 2-4 saat
icerisinde laboratuvara getirildi. Payet icerisindeki embriyolar 35 mm petrilere olusturulan
BO-IVC (IVF Bioscience, Ingiltere) kiiltiir droplarina aktarildi. Biyopsi medyumu ile aligtirma

islemi sonras1 embriyolar biyopsi islemine alindi.
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Sekil 2.23. Embriyolarin tasima i¢in kiiltir medyumu igerisinde payetlenmesi ve mikroskop goriniimi
(Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)

2.9. Blastosistlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Kiiltiir sonras1 7-9. giinlerde elde edilen embriyolar IETS kriterlerine gore (Wright,
2010) inverted mikroskop (Olympus IX-73, Japonya) kullanilarak 4 kategoride siniflandirildi
ve kalite kodu I olan blastosistler kullanildi (Sekil 2.24.).
- Kalite kodu I (Cok iyi-iyi): Simetrik ve yuvarlak embriyonik Kitle ile biiyiikliik, renk ve
yogunluk bakimindan uniform blastomerleri olan ve yapist bozulmamis (= %85) hiicresel
materyale sahip olan blastosistler;
- Kalite kodu I1 (Orta): Yapist bozulmamis > %50 hiicresel materyal ve canli embriyonik kiitle
ile blastomerlerinin biiyiikliik, renk ve yogunlugunda orta derecede diizensizlikler olan ve
<%?25 oraninda fragmantasyon gézlenen blastosistler;
- Kalite kodu IIl (K&tii): Blastomerlerinin biiylikliikk, renk ve yogunlugunda belirgin
diizensizlikler olan, yapis1 bozulmamis en fazla %25 hiicresel materyal ve canli embriyonik
kiitle iceren blastosistler;
- Kalite kodu IV (Olii veya Dejenere): Dejenere embriyolar, oositler ve gelisim zamanina gore

az sayida blastomere sahip blastosistler olmak iizere embriyo siniflandirmasi yapildi.
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Sekil 2.24. BO-1VC in vitro kiiltiir 7. Giin blastosist ve dejenere blastosist goriintiileri (A,B) (Selguk
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvar1), CR1aa+ %5 CS in vitro
kiiltiir 7. Giin blastosist ve dejenere blastosist goriintiileri (C) (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji [IVF Laboratuvari)

2.10. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Mezbaha materyalinden elde edilen oositler laboratuvara getirme, oosit aspirasyonu,
in vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon ve in vitro kiiltiir agamalarinda bireysel olarak
calisild1 ve oositleri toplanan sigir 6rnekleri ile uyumlu numaralandirma islemi yapildi.

Grup | defined medyum ile iiretilen embriyolara i¢ hiicre kiimesi biyopsisi (n=20),
trofektoderm biyopsisi (n=20) ve blastosist s1v1 aspirasyonu (n=20) yapildi. Defined medyum
ile tiretilen embriyolarin elde edildigi hayvanlarin uterus dokularindan (n=15) 6rnek alindi.
Fakat embriyolarm kalite siniflandirmasi, expanded blastosistlerin biyopsi islemine alinmasi
ve bazi ineklerden birden fazla expanded blastosist elde edilesi sebebiyle toplam 10 adet doku
ornegi analize alinmustir. Grup 1l undefined medyum ile tiretilen embriyolara i¢ hiicre kiimesi
biyopsisi (n=20), trofektoderm biyopsisi (n=20) ve blastosist s1v1 aspirasyonu (n=20) yapildi.
Undefined medyum ile tiretilen embriyolarin elde edildigi ovaryum dokularmdan (n=27) 6rnek
alindi. Fakat embriyolarin kalite siniflandirmasi, expanded blastosistlerin biyopsi islemine
alinmasi ve bazi ineklerden birden fazla expanded blastosist elde edilesi sebebiyle toplam 16

adet doku 6rnegi analize alinmstir (Sekil 2.25.).
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Grup I ve Grup II’de segilen embriyolara sirasiyla blastosist sivi aspirasyonu,

trofektoderm ve i¢ hiicre kiimesi biyopsi islemleri yapildi. Trofektoderm ve i¢ hiicre kiimesi

biyopsisi blastosist s1v1 aspirasyonu i¢in kontrol grubu olarak kabul edildi.

Defined medyum (CR1aa+%5 CS)

|

Qosit Uterus dokusu

n=112

[ J
Y

IN VITRO MATURASYON (IVM)
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Sekil 2.25. Gruplarin olusturulmasi

2.11. Blastosist Sivi Aspirasyonu ve Re-ekspansiyon

Blastosist sivi aspirasyonu Jensen vd. (2014)’nin belirttigi sekilde yapildi. Buna gore;
blastosist sivisi, inverted mikroskopta Eppendorf Transfermann®4R mikromanipiilator
kullanilarak aspire edildi. Bu islem sirasinda embriyolarin sabitlenmesi amaciyla Cook
Holding pipet (K-HPIP 2135) ve aspirasyon i¢in Cook mikroenjeksiyon pipetleri (K-MPIP
3135) kullanild1 (Sekil 2.26.) . Tk énce 90 mm’lik petri kabina defined medyum ile iiretilen
embriyolar i¢in 5-10 pul’lik IVC droplar1 hazirlandi, bu droplarin yanina ise 3 pl’lik fosfat
tamponlu soliisyonu (PBS) igeren droplar yerlestirilerek tizerleri mineral yag ile kaplandi. PBS
drop sayist IVC drobuna ilave edilen embriyo sayisi1 kadar olacak sekilde hazirlandi. ICSI
pipetine bir miktar PBS c¢ekilerek pipetin PBS ile kaplanmasi saglandi. IVC medyumuna
aktarilan embriyolardan biri, ICM holding pipet tarafina gelecek sekilde sabitlendi. ICSI pipeti
ile nazikce blastosist kavitesine girildikten sonra, blastosist tamamen kollabe oluncaya kadar
aspirasyon islemine devam edildi. ICSI pipeti PBS drobuna yonlendirilerek aspire edilen
blastosel s1vis1 buraya aktarildi. Siv1 aspirasyonu yapilan her bir embriyo igin ayr1 birer ICSI
pipeti kullanildi. Tiim embriyolar aspire edildikten sonra, blastosel sivis1 iceren PBS droplari
bu sefer stereo mikroskop altinda otomatik pipet yardimiyla alinarak 500 ul’lik protein free

eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiipler analizler yapilincaya kadar -20°C’de dondurularak
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saklandi. Blastosist sivisi aspire edilen ve kollabe olan blastosistler 3-5 saat tekrar kiiltiire
alind1 ve re-ekspansiyon gozlenenler igin bir sonraki biyopsi basamagina devam edildi.
Undefined medyum ile {iretilen embriyolar i¢in 5-10 pl’lik BO-IVC droplar1 hazirlandi, bu
droplarm yanina ise 3 pl’lik BO-BIOPSY iceren droplar yerlestirilerek iizerleri mineral yag
ile kaplandi. BO-BIOPSY drop sayis1 BO-IVC drobuna ilave edilen embriyo sayis1 kadar
olacak sekilde hazirlandi. ICSI pipetine bir miktar BO-BIOPSY ¢ekilerek pipetin kaplanmasi
saglandi. BO-IVC medyumuna aktarilan embriyolardan biri, i¢ hiicre kiimesi ICM holding
pipet tarafina gelecek sekilde sabitlendi. ICSI pipeti ile nazik¢e blastosist kavitesine girildikten
sonra, blastosist tamamen kollabe oluncaya kadar aspirasyon islemine devam edildi. ICSI
pipeti BO-BIOPSY drobuna yonlendirilerek aspire edilen blastosel sivisi buraya aktarildi. Sivi
aspirasyonu yapilan her bir embriyo i¢in ayr1 birer ICSI pipeti kullanildi. Tiim embriyolar
aspire edildikten sonra, blastosel sivisi iceren BO-BIOPSY droplari bu sefer stereo mikroskop
altinda otomatik pipet yardimiyla alinarak 500 pl’lik protein free eppendorf tiiplerine aktarild.
Tiipler analizler yapilincaya kadar -20°C’de dondurularak saklandi. Blastosist sivist aspire
edilen ve kollabe olan blastosistler 3-5 saat tekrar kiiltiire alindi ve re-ekspansiyon gozlenenler

icin bir sonraki biyopsi basamagina devam edildi.

Sekil 2.26. Blastosist stvisiin ICSI pipeti ile aspire edilmesi (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji IVF Laboratuvari)
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2.12. Trofektoderm (TE) ve i¢ Hiicre Kiimesi (ICM) Biyopsisi

Trofoblast ve ICM biyopsisi, blastosist siv1 aspirasyonunun dogrulugunu teyit etmek
amaciyla de Sousa vd. (2017)’nin belirttigi sekilde normalizasyon saglanincaya kadar
uygulandi. Defined medyum kullanarak elde edilen ve blastosist sivi aspirasyonu yapildiktan
sonra re-ekspansiyon goriilen blastosistlerin trofoblast hiicreleri mikromanipiilator vasitasiyla,
15° mikro blade (Bio cut blade, Feather Safety Razor Co Ltd, Osaka, Japonya) ile PBS
soliisyonu igerisinde kesildi (Sekil 2.27.). Undefined medyum kullanarak elde edilen ve
blastosist sivi aspirasyonu yapildiktan sonra re-ekspansiyon goriilen blastosistlerin trofoblast
hiicreleri mikromanipiilator vasitastyla, 15° mikro blade (Bio cut blade, Feather Safety Razor
Co Ltd, Osaka, Japonya) ile BO-BIOPSY soliisyonu igerisinde kesildi. Bu islem sirasinda
embriyolarin sabitlenmesi amaciyla holding pipet (Cook, K-HPIP 2135) ve kesme iglemi i¢in
15° mikro blade (Bio cut blade, Feather Safety Razor Co Ltd, Osaka, Japonya) kullanildu.
Holding pipet (Cook, K-HPIP 2135 ile sabitlenen embriyonun bir kenarina 15° mikro blade
(Bio cut blade, Feather Safety Razor Co Ltd, Osaka, Japonya) hafif¢e bastirilarak saga sola
yavas hareketlerle embriyonun bir kismi kesilene kadar devam edildi. Kesilen parganin
embriyonun %20’sinden az veya %20’si kadar olmasina ve ICM’ye zit bolgeden alinmasina

dikkat edildi.

I¢ hiicre kiimesi ise trofoektoderm biyopsisi yapildiktan sonra yukarida anlatildig1 gibi
15° mikro blade ve blastomer aspirasyon pipeti (Cook, K-EBPH-3035) kullanilarak elde
edildi. Defined medyum ile iiretilen blastosistler PBS igerisinde holding pipet (Cook, K-HPIP
2135) ile ICM olan bolgesi saat dokuz yoniinde sabitlendi. TE biyopsisi sonucu olusan
acikliktan blastomer aspirasyon pipeti (Cook, K-EBPH-3035) ile ICM hiicrelerinden ~ 10 adet
alindi. Undefined medyum ile iiretilen blastosistler BO-BIOPSY (IVF Bioscience-ingiltere)
icerisinde Cook Holding pipet (K-HPIP 2135) ile ICM olan bdlgesi saat dokuz yoniinde
sabitlendi. Trofektoderm biyopsisi sonucu olusan agikliktan blastomer aspirasyon pipeti
(Cook, K-EBPH-3035) ile ICM hiicrelerinden alindh.
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Sekil 2.27. Mikro blade ile embriyo biyopsisi (Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji IVF Laboratuvart)

Embriyo biyopsisi yapildiktan sonra biyopsi materyali Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS) ve polivinil alkol (PVA) igeren A damlacigina birakildi. Pipet ucu B
damlacig1 kullanilarak 3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra 1 numarali damlaciktan
yaklagik 2 pl stv1 almarak biyopsi materyali A damlacigindan aliarak 1 numarali damlaciga
birakildi. Pipet ucu B damlacigi kullamlarak 3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra 2
numarali damlaciktan yaklasik 2 pl sivi alinarak biyopsi materyali 1 numaradan almarak 2
numarali damlaciga birakildi. Pipet ucu B damlacigr kullanilarak 3 kez yikandi. Yikama
isleminden sonra 3 numarali damlaciktan yaklagik 2 pl sivi alinarak biyopsi materyali 2
numaradan alinarak 3 numarali damlaciga birakildi. Pipet ucu B damlacigi kullamlarak 3 kez

yikandi. Yikama igleminden sonra 4 numarali damlaciktan yaklagik 2 pl sivi alinarak biyopsi
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materyali 3 numaradan almarak 4 numarali damlaciga birakildi. Pipet ucu B damlacigi
kullanilarak 3 kez yikandi. Yikama igsleminden sonra 5 numarali damlaciktan yaklasik 2 pl sivi
alinarak biyopsi materyali 0,2 ml’lik PCR tiiplerine kopiirtme yapilmadan aktarildi. Pipet ucu
yikanmadan 4 numarali damlaciktan 2 pl s1vi daha alinarak bagka bir 0,2 ml’lik PCR tiipiine
kopiirtme yapilmadan aktarildi ve drnege ait negatif kontrol grubu olarak not edildi. Ornekler
-20 °C’de saklandi. Baska embriyo ile ¢aligma yapilmadan 6nce pipet ucu degistirildi, her
biyopsi i¢in farkli petrilerde yikama tekrari yapildi (Sekil 2.28.).

—Z—— ———— 80l DPBS+%0,1 PVA

Sekil 2.28. Embriyolardan alman TE ve ICM biyopsi materyallerinin yikama yapildig1 droplarmn
sematik ve petrideki (mavi ok) goriiniimii

2.13. Biyopsi Materyalinden DNA izolasyonu ve Zenginlestirme

Blastosentez ile elde edilen blastosist sivisi, trofoblast ve i¢ hiicre kiimesi 6rneklerini
iceren tiipler buz iizerinde genetik laboratuvarina ulastirildi. DNA zenginlestirmesi amaciyla
pikogram seviyesinde DNA miktarini ileri analizlerde kullanilabilecek mikrogram seviyesine
cikartabilen bir ticari kit (PicoPLEX Single Cell WGA Kit, Takara Bio USA Sigir, ABD)
(Sekil 2.29.) ve kitin 6nerileri dogrultusunda protokol uygulanmasi planland: (Sekil 2.30.).

Zenginlestirme islemi PCR’a benzer mekanizmasi nedeniyle 1s1 dongii cihazinda (Eppendorf,
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MasterCycler, Almanya) yapildi. Diisiik miktarda DNA igeren blastosist sivist ve trofoblast
orneklerinde DNA izolasyonu ve zenginlestirme i¢in kullanilan islemler sirayla DNA
ekstraksiyon islemi, 6n amplifikasyon ve amplifikasyondur. DNA ekstraksiyon isleminde 5
ornek i¢cin master mix ekstraksiyon enzim buffer1 (24 pl) ve hiicre ekstraksiyon enzimi (1 pl)
olacak sekilde bir tiipte karistirilip 6rnek bast 5 pul olacak sekilde dagitildi. Ardindan 6rnekler
1s1 déngii cihazina konulup 75 °C’de 10 dk ve 95 °C’de 4 dk tutuldu. Ornekler santrifiij
edildikten sonra bir tiipte 6n amplifikasyon i¢in Pre-Amp Buffer (24 ul) ve Pre-Amp enzimi
(1ul) karigtirtlip 6rnek basi 5 ul olacak sekilde dagitildi. Ornekler 1s1 dongii cihazina konulup
95 °C’de ilk denaturasyonun ardindan 12 kere 95 °C’de 15 sn, 15 °C’de 50 sn, 25 °C’de 40 sn,
35 °C’de 30 sn, 65 °C’de 40 sn, 75 °C’de 40 sn dongiiye girdi ardindan 4 °C’de reaksiyon
sonlandirildi (Sekil 2.32.). Cihazdan alinan 6rnekler kisa bir santrifiij isleminin ardindan buza
alinarak amplifikasyona gecildi. Amplifikasyon master karigimi amplifikasyon buffer1 (125
ul), amplifikasyon enzimi (4 pl) ve niikleazdan ari su (171 pl) seklinde hazirlanarak 6rnek
bas1 60 ul olacak sekilde dagitildi. Is1 dongii cihazina konulan 6rneklere dnce 95 °C’de 2 dk
denatiirasyonun ardindan 14 kere 95 °C’de 15 sn, 65°C’de 1 dk ve 75 °C’de 1 dk sicaklik
kosullar1 uygulandi. Zenginlestirme islemi sonucunda toplamda 75 ul DNA elde edilmesi
ongoriildii. Elde edilen bu DNA esit hacimde iki ayr1 tlipe boliindii ve analizler yapilincaya
kadar -20 °C’de saklandi. Izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’nin miktar1 ve PCR
inhibitorlerinin uzaklastirma basarisini test etmek icin elde edilen DNA kalitesi 260/280 nm
ve 260/230 nm dalga boyunda Nanodrop ND-2000 ile kontrol edildi (Sekil 2.33.).

Uterustan alman doku o&rnekleri kiigiik parcalar (<25 mg) halinde kesilerek
mikrosantrifiij tiiptine alindi. Dokulardan DNA izolasyonu, spin kolon temelli ticari bir kit
(Qiagen DNA Mini Kit, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Dokularin tizerine 180 pl Buffer
ATL ve 20 ul Proteinaz K eklendi, vorteks islemi yapildi ve 56 °C’de dokular lize olana kadar
1-3 saat inkiibasyona alindi (Sekil 2.31.). Inkiibasyon sirasinda birkag kez daha vorteks islemi
yapildi. Daha sonra 200 pl Buffer AL eklendi ve 15 sn vorteks islemi yapildi. 70°C’de 10
dakika inkiibasyona alind1. 5-10 dk santrifiij edildi. Uzerine %96 etanolden 200 ul eklendi ve
15 sn vorteks islemi yapildi. Karigim 2 ml toplama tiipii igine yerlesitirilen QlAamp mini spin
kolon saflastirma tiipline alindi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiyj edildi. Akis tiipii ve toplama
tiipii uzaklastirildi. Yeni bir 2 ml toplama tiipii igine QIAamp mini spin kolon saflastirma tiipii
yerlestirildi ve 500 ul Buffer AW1 eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Akis tiipii
ve toplama tiipli uzaklagtirildi. Yeni bir 2 ml toplama tiipii icine QlAamp mini spin kolon
saflagtirma tiipii yerlestirildi ve 500 ul Buffer AW?2 eklenerek 14,000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi. Akis tlipli ve toplama tiipii uzaklastirildi.
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Sekil 2.29. DNA miktarini pikogramdan mikrogram seviyesine ¢ikaran kit (Genoks, Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi, Ankara)
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Sekil 2.30. Orneklerin hazirlanmasi (Genoks, Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi, Ankara)
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Sekil 2.31. inek doku Srneklerinden DNA izolasyonu (Genoks, Genetik Hastaliklar Degerlendirme
Merkezi, Ankara)
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Sekil 2.32. Embriyo biyopsi Orneklerine pre-amplifikasyon asamasi (Genoks, Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi, Ankara)

84
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Sekil 2.33. DNA Kkalitesinin 260/280nm dalga boyunda kontrolii (Genoks, Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi, Ankara)

2.14. Kisa Tandem Tekrar Dizilerinin Analizi

Genom {izerinde bulunan ve oldukg¢a polimorfik olan kisa ardigik dizilerin ya da bir
diger adiyla STR lokuslarmin PCR yoluyla cogaltilmasiyla bireylerin DNA profilleri
olugturulur. Bu STR lokuslar1 dizi-spesifik primerler kullanmilarak PCR ile ¢ogaltilir ve elde
edilen DNA parcalari elektroforez ile ayrigtirilarak tespit edilir. Erken donem embriyogenezis
agamasinda genomik esneklik s6z konusu oldugundan blastosist sivisindaki genetik materyalin
kokeninin aydinlatilmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle, kiiltiir ortamindan veya hiicresel gecis
yoluyla farkli bir genetik materyalin blastosist sivisinda bulunup bulunmadigi tespit
edilmelidir. 2-10 baz gifti tekrarlarindan olusan “mikrosatellit” olarak adlandirilan kisa ardisik
tekrar dizileridir. STR dizilerinin tekrar sayisi bireysel olarak farklidir. Otozomal STR’ler adli
tipta, gonozomal STR’ler ise akrabalik tayininde kullanilmaktadir. Sigir genomunun
kodlamayan intronik bolgelerinde bulunur ve genetik caligmalar i¢in 6nemli belirteglerdir. Bu
allellerdeki mikrosatelit tekrarlarin analizi ile ebeveyn kokenlerinin belirlenmesi, genetik
degiskenlik, genom haritalama, akrabalik iliskilerinin degerlendirilmesi, bazi hastaliklarin
belirlenmesi ve verim 6zelliklerindeki varyasyonlarin belirlenmesi miimkiindiir (Teneva vd.,
2018). Tamimlanmis STR lokuslar;; TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115,
TGLA126, TGLA122, INRA023, BM1818, ETH225, BM1824, HAUT27, ETH3, CSRM60,
CSSM66, ILSTS006 seklindedir (Van de Goor vd., 2009).
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Bu ¢alismada, annenin ovaryumundan elde edilen DNA ile embriyo biyopsisinden
elde edilen DNA orneklerine STR analizi yapildi ve annenin genetik materyali ile embriyonun
genetik materyali karsilastirildi. Onerilen tez ¢ahismasinda sigir numuneleri igin; Seqline
Bovine 19-plex Genotyping Kit kullanilarak Proflex Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, ABD) cihazinda iireticinin talimatlarma uygun olarak amplifiye edildi (Sekil 2.34.).
Kapiller elektroforez ile analiz islemi Applied Biosystems® Sanger Sequencing 3500 Series
Genetic Analyzers (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda "GeneScan software"
kullamilarak gergeklestirildi (Sekil 2.35.). Bu ¢alismada farkli izolasyon yontemleri ile elde
edilen DNA’lardan DNA profili olusturma basaris1 test edildi. izole edilen DNA’lar ile
olusturulan profillerin dogrulugunu test etmek i¢in embriyo biyopsi materyalleri, blastosist
sivi ornekleri ve oositleri toplanarak embriyo elde edilen hayvanlarm ovaryum doku 6rnekleri

ile DNA profili olusturuldu.

ol PLAl’iNUM MULTIPLEX BOVINE

Stant Time Time Remaining

02:04:4

gso°c  95.0°C
-.m s9.0°C ”‘__‘ s00°C

40°C

Cycle 1/1 28x

Details

Sekil 2.34. DNA zenginlestirme iglemi yapilan biyopsi 6rnekleri ve DNA izolasyonu yapilan sigir
dokularma  Seqline Bovine 19-plex Genotyping Kit ile amplifikasyon islemi (EYS
Medikal&Laboratuvar Projeleri, Istanbul)
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SetUpRun |

Genetic Analyzer

Sekil 2.35. Amplifikasyon islemi yapilan orneklerin kapiller elektroforez ile analizi (EYS
Medikal&Laboratuvar Projeleri, Istanbul)
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Sekil 2.36. Amplifikasyon islemi yapilan orneklerin kapiller elektroforez ile analizi sonucu STR
lokuslarmin belirlenmesi (EYS Medikal&Laboratuvar Projeleri, Istanbul)
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3. BULGULAR

Bu calismada, defined ve undefined medyum kullanilarak in vitro iretilen sigir
embriyolarina expanded blastosist evresinde trofektoderm, i¢ hiicre kiimesi ve blastosist siv1
aspirasyonu olmak tizere li¢ farkli biyopsi yontemi uygunlanmistir ve blastosist sivisindan
genomik DNA elde edilmesi ve diger biyopsi yontemleri ile dogrulanmasi amaglanmustir.
Sunulan tez ¢aligmasinda, defined medyum ile toplam 30 adet ovaryum toplanmis ve toplam
112 adet kumulus oosit kompleksi aspirasyonu yapilmistir. Aspirasyonu yapilan 112 adet
kumulus oosit kompleksinden in vitro fertlizasyon sonrasi 7., 8., ve 9. giinlerde yapilan gelisim
evresi kontrollerinde toplam 29 adet blastosist elde edilmistir. Bu grupta kalite kodu I olan 20
adet blastosist biyopsi islemine alinmistir. Embriyo eldesinde kullanilan ovaryumlardan ve
yine ayni hayvana ait uterus dokularindan ayr1 ayr1 olmak tizere toplam 10 adet doku 6rnegi
alinmistir. Undefined medyum ile toplam 54 adet ovaryum toplanmig ve toplam 226 adet
kumulus oosit kompleksi aspirasyonu yapilmistir. Aspirasyonu yapilan 226 adet kumulus oosit
kompleksinden in vitro fertilizasyon sonras1 7., 8., ve 9. giinlerde yapilan gelisim evresi
kontrollerinde toplam 70 adet blastosist elde edilmistir. Bu grupta kalite kodu T olan 20 adet
blastosist biyopsi islemine alinmistir. Embriyo eldesinde kullanilan ovaryumlardan ve yine
ayni hayvana ait uterus dokularindan ayri ayri olmak tizere toplam 16 adet doku oOrnegi
alinmustir. Grup I i¢in blastosist orant %25,9 olarak bulunmus, Grup II i¢in ise %30,97 olarak
bulunmustur. Grup I ve Grup II’ye dahil edilen embriyolarin elde edildikleri sigira ait
ovaryumlarin her birinden oosit aspirasyonu yapilmis ve bireysel kiiltiir droplarinda gelisim
takip edilmis ve bireysel ile toplam blastosist gelisim oranlar1 degerlendirilmistir (Cizelge 3.1.,

Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.1. Grup | (defined medyum) bireysel ve toplam kumulus oosit kompleksi (KOK) sayisi,
blastosist sayisi, biyopsi sayisi ve blastosist orani yiizdesi

DENEY NO. DROPBASINA 7-9 GUN TOPLAM  BiYOPSi BLASTOSIST

KOK SAYISI BLASTOSIST SAYISI ORANI %
SAYISI

1 6

1 1 %16,66
2 4

2 1 %50,00
3 14

4 4 %28,57
4 9

3 1 %33,33
5 4

1 0 %25,00
6 7

3 2 %42,85
7 10

3 3 %30,00
8 12

2 2 %16,66
9 5

1 1 %20,00
10 12

3 2 %25,00
11 4

1 0 %25,00
12 7

2 0 %28,57
13 12

3 3 %25,00
14 3

0 0 %00,00
15 3

0 0 %00,00

TOPLAM: 112
29 20 %025,89
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Cizelge 3.2. Grup Il (undefined medyum) bireysel ve toplam kumulus oosit kompleksi (KOK) sayist,
blastosist sayisi, biyopsi sayist ve blastosist orani yiizdesi

DENEY NO. DROP BASINA KOK 7-9 GUN TOPLAM BiYOPSI BLASTOSIST

SAYISI BLASTOSIST SAYISI SAYISI ORANI %
1 9 1 1 %11,10
2 8 5 3 %62,50
3 19 3 3 %15,78
4 15 3 1 %20,00
5 4 1 0 %25,00
6 10 0 0 %00,00
7 10 3 3 %30,00
8 14 2 2 %20,00
9 12 3 2 %25,00
10 4 0 0 %00,00
11 2 0 0 %00,00
12 7 0 0 %00,00
13 8 3 3 %37,50
14 3 1 0 %33,30
15 7 1 0 %14,28
16 3 0 0 900,00
17 15 4 3 %26,66
18 5 4 1 %80,00
19 12 8 2 %66,60
20 7 5 1 %71,42
21 11 3 2 %27,27
22 6 2 1 %33,33
23 2 0 %66,60
24 1 1 %25,00
25 12 8 8 %66,66
26 11 5 5 %45,45
27 5 2 0 %40,00
TOPLAM: 226 70 42 %030,97

Grup | ve Grup Il biyopsi 6rnekleri igin DNA zenginlestirme islemi yapildi ve DNA
zenginlestirme sonrasit nanodrop konsantrasyonlar1 olgiildii. Ayni hayvanlara ait ovaryum
dokularindan oosit aspirasyonu sonucu birden fazla blastosist elde edildigi igin biyopsi
orneklerinin bazilar1 ayni anneden elde edilmistir. Bu nedenle Grup | ve Grup 11’de toplam 26
adet dokudan DNA izolasyonu yapildi. Bu igslemlerden sonra elde edilen DNA’lardan tiim
genom amplifikasyonu yapilabilir hale gelmesi beklenmistir. Biyopsi ornekleri ve doku
orneklerine 19 farkli primer ile kisa tandem tekrar dizileri analizi yapildi ve DNA profilleri

olugturuldu. Bu analiz ile anne-embriyo arasindaki akrabalik uyumu ile farkli bir DNA
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kontaminasyonu olup olmadig1 degerlendirildi. Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4 ‘te Grup | ve Grup
II nanodrop ol¢iimleri ve STR analizi ile anne-embriyo uyumu verilmistir. Bu analiz
sonucunda TE ve ICM &rnekleri ile doku 6rnekleri arasinda primerlerin baglandigi ve anneden
gelen allel genlerle uyum oldugu bulunmus, blastosist sivisinda iki 6rnek hari¢ anneden gelen
allel genlerin oran1 %0 bulunmustur. Blastosist siv1 aspirasyonu sonucu DNA zenginlegirme
ile NanoDrop 6lglimler DNA varligina isaret etmis olsa da WGA analizinde (ii¢ 6rnekte TE,
ICM ve blastosist sivist WGA basarisiz) toplam 37 6rnekte DNA izolasyonu basarist %2,7
olarak bulunmustur.

Cizelge 3.3. Grup | (defined medyum) DNA zenginlestirme sonrast Nanodrop 6l¢timleri ile STR analizi

anne-embriyo uyumu (TE-DM: Trofektoderm-Defined Medyum; BF-DM: Blastosist sivisi-Defined
medyum; ICM-DM: i¢ hiicre kiimesi-Defined Medyum; WGA: Tiim Genom Amplifikasyonu)

Ornek No. Nanodrop 260/280 260/230 STR
Konsantrasyonu Anne-Embriyo
Uyumu
Blastosist 1 (TE-DM) 1012,8 1,79 0,85 Uyum Var
Blastosist 1 (BF-DM) 1007,5 1,81 0,85 Primer Baglanmadi
Blastosist 1 (ICM-DM) 1073,1 1,78 0,89 Uyum Var
Blastosist 2 (TE-DM) 914,8 1,79 0,79 Uyum Var
Blastosist 2 (BF-DM) 900 1,79 0,79 Primer Baglanmadi
Blastosist 2 (ICM-DM) 905,3 1,78 0,79 Uyum Var
Blastosist 3 (TE-DM) 883,8 1,8 0,79 Uyum Var
Blastosist 3 (BF-DM) 860,3 1,79 0,79 Primer Baglanmadi
Blastosist 3 (ICM-DM) 864 1,8 0,78 Uyum Var
Blastosist 4 (TE-DM) 869,4 1,79 0,79 Uyum Var
Blastosist 4 (BF-DM) 860,8 1,79 0,77 Primer Baglanmadi
Blastosist 4 (ICM-DM) 883,2 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 5 (TE-DM) 796,5 1,76 0,7 Uyum Var
Blastosist 5 (BF-DM) 852,6 1,78 0,78 Primer Baglanmadi
Blastosist 5 (ICM-DM) 855,5 1,79 0,79 Uyum Var
Blastosist 6 (TE-DM) 896,8 1,79 0,79 Uyum Var
Blastosist 6 (BF-DM) 894,9 1,78 0,75 Primer Baglanmadi
Blastosist 6 (ICM-DM) 901,8 1,79 0,79 Uyum Var
Blastosist 7 (TE-DM) 852 1,78 0,78 Uyum Var
Blastosist 7 (BF-DM) 886,9 1,76 0,77 Primer Baglanmadi
Blastosist 7 (ICM-DM) 899,3 1,78 0,78 Uyum Var
Blastosist 8 (TE-DM) 868 1,81 0,78 Uyum Var
Blastosist 8 (BF-DM) 853,5 1,79 0,78 Primer Baglanmadi
Blastosist 8 (ICM-DM) 862,2 1,8 0,78 Uyum Var
Blastosist 9 (TE-DM) 868 1,81 0,78 Uyum Var
Blastosist 9 (BF-DM) 850,5 1,79 0,78 Primer Baglanmadi
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Cizelge 3.3. Devam. Grup | (defined medyum) DNA zenginlestirme sonrasi Nanodrop 6lgiimleri ile
STR analizi anne-embriyo uyumu (TE-DM: Trofektoderm-Defined Medyum; BF-DM: Blastosist sivisi-
Defined medyum; ICM-DM: I¢ hiicre kiimesi-Defined Medyum; WGA: Tiim Genom Amplifikasyonu)

Blastosist 9 (ICM-DM)
Blastosist 10 (TE-DM)
Blastosist 10 (BF-DM)

Blastosist 10 (ICM-
DM)
Blastosist 11 (TE-DM)

Blastosist 11 (BF-DM)

Blastosist 11 (ICM-
DM)
Blastosist 12 (TE-DM)

Blastosist 12 (BF-DM)

Blastosist 12 (ICM-
DM)
Blastosist 13 (TE-DM)

Blastosist 13 (BF-DM)

Blastosist 13 (ICM-
DM)
Blastosist 14 (TE-DM)

Blastosist 14 (BF-DM)

Blastosist 14 (ICM-
DM)
Blastosist 15 (TE-DM)

Blastosist 15 (BF-DM)

Blastosist 15 (ICM-
DM)
Blstosist 16 (TE-DM)

Blstosist 16 (BF-DM)

Blstosist 16 (ICM-DM)
Blastosist 17 (TE-DM)
Blastosist 17 (BF-DM)

Blastosist 17 (ICM-
DM)
Blastosist 18 (TE-DM)

Blastosist 18 (BF-DM)

Blastosist 18 (ICM-
DM)
Blastosist 19 (TE-DM)

Blastosist 19 (BF-DM)

Blastosist 19 (ICM-
DM)
Blastosist 20 (TE-DM)

Blastosist 20 (BF-DM)

Blastosist 20 (ICM-
DM)

898,2
1027,8
1017,1
12413

881,2
868,5
914,3

832,3
789,6
887

864,6
824,9

868

864,7
833,3
872,5

869,1
795,6
889,8

855,8
798,7
872,6
837,2
829,2
875,9

861,9
825
883,5

1.8
1,8
1,79
1,73

1.8
1,79
1.8

1,76
1,76
1,76

1,79
1,78

1,78

1,8
1,79
1,76

18
1,79
1,78

1,78
1,76
1,76
1,79
1,76
1,78

1,78
1,79
1,77

0,79
0,86
0,86
0,94

0,79
0,78
0,81

0,77
0,73
0,75

0,79
0,75

0,78

0,78
0,76
0,74

0,78
0,73
0,75

0,78
0,73
0,74
0,77
0,76
0,74

0,78
0,75
0,76

Uyum Var
Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var

Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi
Uyum Var
Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

Uyum Var
Primer Baglanmadi

Uyum Var

WGA YOK
WGA YOK
WGA YOK

WGA YOK
WGA YOK
WGA YOK
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Cizelge 3.4. Grup Il (undefined medyum) DNA zenginlestirme sonrast Nanodrop olgiimleri ile STR
analizi anne-embriyo uyumu (TE-UDM: Trofektoderm-Undefined medyum; BF-UDM: Blastosist
stvisi-Undefined Medyum; ICM-UDM: i¢ hiicre kiimesi- Undefined medyum; WGA: Tiim Genom
Amplifikasyonu)

Ornek No. Nanodrop 260/280  260/230 STR
Konsantrasyonu Anne-Embriyo
Uyumu
Blastosist 1 (TE-UDM) 830 1,78 0,75 Uyum Var
Blastosist 1 (BF-UDM) 813,5 1,78 0,76 Primer
Baglanmadi
Blastosist 1 (ICM-UDM) 862,3 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 2 (TE-UDM) 838 1,8 0,77 Uyum Var
Blastosist 2 (BF-UDM) 807 1,78 0,7 Primer
Baglanmadi
Blastosist 2 (ICM-UDM) 872,4 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 3 (TE-UDM) 848,6 1,77 0,76 Uyum Var
Blastosist 3 (BF-UDM) 795,7 1,78 0,77 Primer
Baglanmadi
Blastosist 3 (ICM-UDM) 861,4 1,79 0,77 Uyum Var
Blastosist 4 (TE-UDM) 814,3 1,78 0,75 Uyum Var
Blastosist 4 (BF-UDM) 805,5 1,76 0,73 Primer
Baglanmadi
Blastosist 4 (ICM-UDM) 863,5 1,77 0,76 Uyum Var
Blastosist 5 (TE-UDM) 897,4 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 5 (BF-UDM) 860,9 1,79 0,75 Uyum Var (2
Primer)
Blastosist 5 (ICM-UDM) 938,4 1,79 0,77 Uyum Var
Blstosist 6 (TE-UDM) 903,4 1,77 0,76 Uyum Var
Blstosist 6 (BF-UDM) 875,4 1,78 0,78 Primer
Baglanmadi
Blstosist 6 (ICM-UDM) 924,7 1,76 0,78 Uyum Var
Blastosist 7 (TE-UDM) 869,6 1,78 0,77 Uyum Var
Blastosist 7 (BF-UDM) 867,9 1,79 0,78 Primer
Baglanmadi
Blastosist 7 (ICM-UDM) 875,4 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 8 (TE-UDM) 882,6 1,78 0,79 Uyum Var
Blastosist 8 (BF-UDM) 878,5 1,79 0,79 Primer
Baglanmadi
Blastosist 8 (ICM-UDM) 884,2 1,78 0,79 Uyum Var
Blastosist 9 (TE-UDM) 854,5 1,79 0,77 Uyum Var
Blastosist 9 (BF-UDM) 807 1,81 0,75 Primer
Baglanmadi
Blastosist 9 (ICM-UDM) 868,8 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 10 (TE-UDM) 892,5 1,79 0,78 Uyum Var
Blastosist 10 (BF-UDM) 889,4 1,76 0,75 Primer
Baglanmadi
Blastosist 10 (ICM-UDM) 894,8 1,8 0,78 Uyum Var
Blastosist 11 (TE-UDM) 883 1,79 0,78 Uyum Var
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Cizelge 3.4. Devam. Grup II (undefined medyum) DNA zenginlestirme sonras1 Nanodrop dlgiimleri ile
STR analizi anne-embriyo uyumu (TE-UDM: Trofektoderm-Undefined medyum; BF-UDM: Blastosist
stvist-Undefined Medyum; ICM-UDM: i¢ hiicre kiimesi- Undefined medyum; WGA: Tiim Genom
Amplifikasyonu)

Blastosist 11 (BF-UDM) 871,6 1,79 0,75 Primer
Baglanmadi
Blastosist 11 (ICM-UDM) 903,5 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 12 (TE-UDM) 893,6 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 12 (BF-UDM) 890 1,81 0,78 Primer
Baglanmadi
Blastosist 12 (ICM-UDM) 903,8 1,78 0,76 Uyum Var
Blastosist 13 (TE-UDM) 866,5 1,78 0,77 Uyum Var
Blastosist 13 (BF-UDM) 826,4 1,79 0,75 Primer
Baglanmadi
Blastosist 13 (ICM-UDM) 903,6 1,77 0,76 Uyum Var
Blastosist 14 (TE-UDM) 902,6 1,79 0,76 Uyum Var
Blastosist 14 (BF-UDM) 832,6 1,78 0,74 Uyum Yok (Farkli
Primerler)
Blastosist 14 (ICM-UDM) 906,6 1,78 0,78 Uyum Var
Blastosist 15 (TE-UDM) 850,4 1,79 0,76 Uyum Var
Blastosist 15 (BF-UDM) 825,8 1,77 0,74 Primer
Baglanmadi
Blastosist 15 (ICM-UDM) 889,3 1,76 0,75 Uyum Var
Blstosist 16 (TE-UDM) 828 1,76 0,75 Uyum Var
Blstosist 16 (BF-UDM) 818,8 1,78 0,76 Primer
Baglanmadi
Blstosist 16 (ICM-UDM) 897 1,75 0,75 Uyum Var
Blastosist 17 (TE-UDM) 874,2 1,77 0,78 Uyum Var
Blastosist 17 (BF-UDM) 849 1,78 0,75 Primer
Baglanmadi
Blastosist 17 (ICM-UDM) 902 1,78 0,74 Uyum Var
Blastosist 18 (TE-UDM) 937,3 1,76 0,77 Uyum Var
Blastosist 18 (BF-UDM) 878,2 1,79 0,78 Primer
Baglanmadi
Blastosist 18 (ICM-UDM) 992,8 1,78 0,79 Uyum Var
Blastosist 19 (TE-UDM) 910,2 1,8 0,78 Uyum Var
Blastosist 19 (BF-UDM) 849,8 1,75 0,72 Primer
Baglanmadi
Blastosist 19 (ICM-UDM) 923,9 1,77 0,74 Uyum Var
Blastosist 20 (TE-UDM) 0 0 0 WGA YOK
Blastosist 20 (BF-UDM) 0 0 0 WGA YOK
Blastosist 20 (ICM-UDM) 0 0 0 WGA YOK
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4. TARTISMA

Yeni ve invazivligi diisiik biyopsi tekniklerinin gelistirilmesi, yapilan analiz
sonuglarmin iyilestirilmesi ve bu tekniklerin uygulanmasi onemlidir. In vitro embriyo
Uretiminin yayginlagmasi ile omik analizler ve biyopsi islemleri {izerinde ¢aligmalar da
artmustir. Bu ¢aligmalar ile embriyonun genetik, reprodiiktif ve verim 6zellikleri yoniinden
degerlendirilmesi, embriyolarm kalitesi ve kaderi, canli dogum, implantasyon basaris1 vd.
gibi bilgiler edinmek miimkiindiir. Ayrica bu analizler ile en iyi embriyolar secilerek transfer
edilebilmektedir. i¢ hiicre kiimesi ve trofektoderm ile ilgili ¢alismalar bu konuda katki
saglarken blastosist sivis1 iizerine yapilan ¢alismalar sinirli kalmistir. Ozellikle biyopsi
alanindaki caligmalar beseri tipta veteriner tipa gore daha fazladir ve invaziv olmayan
biyopsi yontemlerinin arayis1 baslamustir (Layek vd., 2024; Palini vd., 2013; Pan vd., 2024;
Rio vd., 2024; Shamonki vd., 2016).

Palini vd. (2013) insan blastosistlerinden blastosist siv1 aspirasyonu ile aldig1 érneklerde
Y kromozomunda ve kromozom 17°de bulunan ¢ok kopyali genleri ¢ogaltarak genomik
DNA’nin varligimm arastirmus ve diger biyopsi tekniklerine gore dogruluk oranmin daha
diisiik oldugunu bulmustur. Yine de bu ¢alisma PCR, WGA ve CGH kullanarak blastosist
stvisindan ilk cogaltilabilir DNA bulundugunu gosterdigi icin diger calismalara rehber

niteliginde olmustur.

In vitro sigir embriyolarinda ilk kez blastosist sivisindan cf-DNA, WGA ile ¢cogaltilmis
cinsiyet belirleme basarisi %78,9 ile TE biyopsisi sonuglarina %82,6 benzer ¢ikmistir
(Martinez-Rodero vd., 2024). Capalbo vd. (2018), Galuzzi vd. (2015), Gianaroli vd. (2014),
Magli vd. (2016), Palini vd. (2013), Perloe vd. (2013), Poli vd. (2013), Tabler vd. (2015),
Tsuiko vd. (2018) ve Zhang vd. (2016) insan blastosist sivi aspirasyonu ile blastosist
stvsindan genetik analiz i¢in uygun DNA elde etmislerdir (Cizelge 4.1.). Magli vd. (2016),
blastosist sivisi, TE hiicresi, polar cisim ve blastomer biyopsilerine WGA yapmis ve
blastosist sivisinda amplifikasyonu %82 oraminda bulmustur. Gianaroli vd. (2014),
insanlarda TE ve blastosist sivilarinda DNA varligini karsilagtirmis ve blastosist sivisinda
%76,5 oraninda DNA tespit etmistir. Palini vd. (2013) ger¢cek zamanli PCR ile blastosist
stvisinda %90 oraminda genomik DNA tespit etmistir. TSuiko vd. (2018) insanlarda blastosist
stvist ile TE ve ICM hiicrelerinin genomik profilini karsilastirmis ve %40 oraminda uyum
belirlemistir. Tobler vd. (2015) insanlarda blastosist sivisi ve TE-ICM Karyotiplerini

karsilagtirmis ve %52 uyumsuzluk oldugunu yani embriyoyu yeterince temsil etmedigini
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bildirmistir. Benzer bir ¢aligmada blastosist sivisi ile TE karsilastirilmis ve %55,6

uyumsuzluk belirlenmistir (Perloe vd., 2013). Poli vd. (2013) blastosist sivist ve

blastosistlerde 8 primer iceren STR analizi yapmis ve DNA kokeni ile embriyo kokeni

uyumlarmni arastirmis fakat bir uyum bulunamamustir. Galuzzi vd. (2015) ile Zhang vd.

(2016) blastosist sivisindan DNA amplifikasyon oranini sirastyla %44,4 ve %72,5 bulmus
fakat her iki calismada da TE ile uyum bulunamamustir. Capalbo vd. (2018) PGT-A ve PGT-

M olmak tizere iki farkli teknik kullanmistir. Buna gore PGT-A yapilanlarda amplifikasyon

orani1 %37,5 ve TE uyumu %13; PGT-M yapilanlarda ise amplifikasyon orant %27,4 ve TE

uyumu %?2,9 olarak bulunmustur. Tiim bu ¢aligmalar “Blastosist sivisindan genomik DNA

izolasyonu miimkiin mii?” sorusuna odaklanmig olsa da yapilan caligmalarm verileri

birbirinden oldukga farkli ¢ikmustir.

Cizelge 4.1. insanlarda blastosist sivisindan genetik analiz igin uygun DNA elde edilen ¢alismalar

Blastosist s1visindan Referanslar
Embriyo sayisi TE ile uyum
DNA amplifikasyonu
29 290 p Palini vd., 2013
32 %28,1 %33.3 Perloe vd., 2013
51 %76.5 %482 Gianaroli vd., 2014
96 %63 %48 Tobler vd., 2015
9 %44.4 %0 Galluzi vd., 2015
116 %94 %81 Magli vd., 2016
11 %72,5 %0 Zhang vd., 2016
16 %87,5 %40 Tsuiko vd., 2018
Capalbo vd., 2018
® "2 %2,9 (PGT-M)
Capalbo vd., 2018
23 %37.,5 %13 (PGT-A)
15 %100 %0 Poli vd., 2013
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Caligma amacima uygun yontemi segcmek onemlidir. Genetik analizlerde WGA i¢in
coklu yer degistirme amplifikasyonu (MDA) ya da PCR tabanli amplifikasyon yontemleri
kullanilmaktadir. iki yontemin karsilastirildigi calismada MDA ’nin genotipleme icin PCR’1in
ise mikrodizilemelerde daha iyi sonug verdigi sonucuna ulastlmistir (Treff vd., 2011). Alinan
biyopsi ornekleri (10 hiicre i¢in) yaklagik 100 pg DNA igerirken, blastosist s1vi miktarinin
yaklasik 5 pl oldugu diisiiniildiigiinde tek bir hiicre bile 5-6 pg DNA icermektedir ve
genotipleme i¢in gereken DNA miktar1 ise en az 200 ng’dir (Oliveira vd., 2023b). Tiim
genom amplifikasyonu i¢in bu diisilk miktardaki DNA ancak mikrogram seviyelerine
cikarilabilmektedir. Buna gore, blastosist sivi aspirasyonunda yapilan DNA analizlerinin

tutarsizligi miktarla iligkili olabilir.

Rule vd. (2018) 5. giin insan blastosistlerinden blastosist sivi aspirasyonu sonrasi
cfDNA konsantrasyonlarini bu tez ¢alismasindakine benzer sekilde (sadece NanoDrop 3300)
NanoDrop 3300 ve floresan boya kullanarak DNA konsantrasyonlarini Slgmiistiir. Bu
caligmada Olgiilen konsantrasyonlar ile embriyo morfolojisi arasinda pozitif korelasyon
oldugu bulunmus yani blastosist sivisinda Olgiilen DNA’nin aslinda embriyo gelisimi
sirasinda sekillenen apoptoz mekanizmalar: sonucu ortaya ¢ikan hiicrelerden kaynaklandigi
teorisi ortaya ¢ikmustir. Sesina vd. (2018) 24 adet insan blastosistinde yaptigi ¢aligmada, %29
oraninda DNA bulduklarini bildirmislerdir. STR analizinde, yapilan tez ¢alismas ile paralel
olarak ¢ogunlukla uyumsuz sonuglar ve anne dis1 kopyalar oldugunu bildirmislerdir. Bu tez
calismasinda blastosist s1visi ve TE-ICM hiicreleri WGA sonrasi anneden gelen allel genler
yoniinden degerlendirilmis ve %2,7 uyumlu bulunmus bazi O6rneklerde WGA
gergeklesmemistir. Yapilan ¢aligmada blastosist sivisinda WGA’nin basarisiz olmasinin bir
nedeni olarak, oploid embriyolar sessiz embriyo hipotezi ile iliskili sessiz metabolik
durumda olabilecegi i¢in apoptozis gergeklesme olasiligimin daha diisiik olmasi
diistinilmiistiir. Dolayistyla apoptozis sonucu blastosist sivisina salinan DNA’nin kirilgan
ve miktarinin diisiik olmas1 veya sessiz metabolik durumdaki embriyoda apoptozisin diisiik
seviyede olmast WGA analizinde istenen sonuglarin elde edilememesinin bir nedeni olarak
gortilmiigtiir. Magli vd. (2019) blastosist sivisindan embriyonun ploidi durumu ile gebelik
oran1 ve devam eden gebelik oranlarimi karsilastirmis ve DNA amplifikasyonu basarisiz
olanlarda gebelik oram %77 iken basarili DNA amlifikasyonu olanlarda %37 gebelik orani
tespit edilmistir. Benzer diger giincel bir caliymada ise WGA’nin basarisiz oldugu
blastosistlerin transferinde gebelik oramt %53,3 bulunmus, basarii WGA yapilan
blastosistlerde ise gebelik orant %26,2 bulunmustur (Gianaroli vd., 2023). Bunun sonucunda

andploid embriyolarda blastosist sivisindan DNA amplifikasyonunun daha basarili oldugu
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sonucuna vartlmistir. Bu c¢aliyma da yine sessiz embriyo hipotezi uyumludur. Bu
caligmalardan yola ¢ikarak blastosist sivisindan WGA basarist ya da basarisizligr gebelik
oranlarmin Ongoriilmesi icin biyobelirteg olarak kullanilabilir. Sigir blastosistlerinde
trofektoderm biyopsi ile kromozomal aberasyonlardan en sik monozomi belirlenmis,
kromozomal anormalliklerin gorilme siklig1 ise %5 olarak bulunmustur ve monozomi
gbzlenen hayvanlarda ya maternal ya da paternal kromozom belirlenememis, bazilarinda ise
ebeveyn kokeni belirlenememis ya da anne disi kopyalar belirlenmistir (Bouwman ve
Mullaart, 2023). Tez ¢aligmasinda undefined media ile tiretilen blastosistlerden elde edilen
ornekler ile doku orneklerine yapilan STR analizi sonucu orneklerden birinde blastosist
stvisinda maternal kdken (2 primer) birinde ise anne dig1 kopyalar belirlenmis, diger
orneklerde annenin kokenine dair bir bilgiye rastlanmamustir. Yapilan bu g¢aligmada
nanodrop Ol¢iimler ile WGA sonrasi elde edilen sonuglarin uyumsuzlugunda yiiksek
degiskenlik mevcuttu. Bunun nedeni genotipleme 6ncesi DNA miktarimin sadece kantitatif
Ol¢tilmesi, DNA biitiinligii ve WGA sonrasi olusan pargalarin boyutu ve analiz 6ncesi
genotipleme Kkalitesini belirleyecek bir belirteg bulunmayisi olabilir. Genotipleme analizi
sonucu olusan CallRate parametresi, dokulardan (kan, sag, kil, tiikiiriikk vd.) elde edilen
genomik DNA o6rneklerinde yiiksek bulunmus, biyopsi drneklerinde WGA sonrasi diistiigii
goriilmiistiir (Oliveira vd., 2023b).

Sonug olarak, kullanilan kiiltiir medyumu, blastosistin gelisim evresi, polispermi gibi
faktorler ile uygulanan biyopsi islemini uygulayan personelin teknik bilgileri, laboratuvar
kosullar1 ve yapilan genetik analizler ile kullanilan kitler calisma sonuglarma etki etmektedir.
Diger galigmalarla benzer olarak bu ¢aligmada da blastosist sivi aspirasyonunun tek bagina

genetik tani i¢in kullanilamayacagini ortaya koymustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Hayvancilik sektorii, artan diinya niifusunun gida ihtiyacini karsilamak ve ekonomik
stirdiiriilebilirligi saglamak i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir. Biyoteknoloji alanindaki geligsmeler,
ozellikle tireme teknikleri ve genetik iyilestirme yontemleri, hayvan verimliligini artirarak
tiretim siireglerini daha verimli hale getirmektedir. Genetik belirtegler, in vitro fertilizasyon,
embriyo transferi ve genomik segilim gibi teknolojiler, hayvanlarmn reprodiiktif verimini
artirirken ayni1 zamanda nesil araliklarim kisaltarak genetik ilerlemeyi hizlandirmaktadir. Bu
ilerlemeler, yalmzca giftlik hayvani popiilasyonlarini artirmakla kalmayip, ayni zamanda
genetik c¢esitliligin korunmasi ve nesli tiikenmekte olan tiirlerin iireme potansiyelinin
desteklenmesi agisindan da biiylik bir firsat sunmaktadir. Biyoteknoloji ve hayvancilik
sektoriindeki biitiinlesmis yaklasimlar, gelecekte gida arz giivenligini saglamak ve kiiresel

hayvansal liretimi daha verimli hale getirmek i¢in kilit bir rol oynayacaktir.

Cinsiyet, genotip, kromozomal anormallikler ve canlilik tahminleri gibi genetik
analizlerin kullamlmas1 s1gir embriyosu iiretiminde dnemli bir katki saglayabilir. Insanlarda
kullanilan IVF teknikleri, sigir embriyolarma da uygulanabilir. Ornegin, blastosist asamasinda
trofektoderm biyopsisi ile embriyolarin genotipi ve cinsiyeti basartyla belirlenebilir. Gelisen
teknolojiler, embriyo genetigi ve canlilik tahmini i¢in yeni yaklagimlar sunmaktadir. Biyopsi
yontemlerinde invazivligi diisiik, embriyo manipiilasyonunu az ya da hi¢ gerektirmeyen
calismalara yonelim olmustur. Bu c¢alismalar igerisinde blastosist sivi aspirasyonu ve
kullanilan kiiltiir medyumu bulunmaktadir. Ancak, bu invaziv olmayan yontemlerin dogrulugu
konusunda bazi belirsizlikler ve uyumsuzluklar oldugu bilinmekte ve bu alanda daha fazla

calisma yapmaya ihtiya¢ vardir.

Biyopsi isleminin basarisi, kullanilan yontemin uygunluguna, laboratuvar donanimina
ve islemi gerceklestiren personelin uzmanligina baghdir. Oosit, erken embriyo, morula veya
blastosist asamalarinda farkli biyopsi teknikleri uygulanabilmektedir. Biyopsi yonteminin
se¢imi, embriyonun gelisim evresi ve biyopsi yapilacak hiicre tipine gore belirlenmektedir.
Ozellikle trofektoderm biyopsisi, genetik analizler igin en giivenilir yontemlerden biri olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, blastosentez yontemi, embriyonun cfDNA’sin1 analiz

etmeye yonelik minimal invaziv bir alternatif sunmaktadir.
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Embriyo biyopsisi, genetik hastaliklarin erken teshis edilmesine ve tedavi edilmesine
olanak tammakta ve in vitro embriyo lretim siirecinde en iyi embriyonun sec¢imini
kolaylastirmaktadir. Ancak, bu yontemin bazi riskleri de bulunmaktadir. Embriyonun zarar
gorme ihtimali, implantasyon sansim diisiirebilmekte, mozaiklik riski genetik tam
dogrulugunu etkileyebilmekte ve islem yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle smnirh

uygulanabilmektedir.

Bu caligmada, sigir embriyolari iizerinde ii¢ farkli biyopsi yontemi (trofektoderm, i¢
hiicre kiimesi ve blastosist sivi aspirasyonu) kullanilarak genomik DNA elde edilmesi
amaglanmistir. Defined ve undefined medyum kullanilarak yapilan in vitro ¢aligmada,
toplamda 60 adet ovaryumdan 338 adet kumulus oosit kompleksi aspirasyonu yapilmis ve 99
adet blastosist elde edilmistir. Bu blastosistlerden kalite kodu I olan toplam 40 adet expanded
blastosist biyopsi islemine alinmustir. Blastosist sivisindan elde edilen DNA'nin
zenginlestirilmesi ve diger biyopsi yontemleriyle dogrulamasi yapilmigtir. DNA analizlerinde,
anne-embriyo uyumu ve DNA kontaminasyonu degerlendirilmis, trofektoderm ve i¢ hiicre
kiimesi biyosileri ile anne genleri uyumlu bulunmasina ragmen blastosist sivisindaki DNAnin
anne genleriyle uyumlu olmadigi bulunmustur. Ayrica bu uyumsuzluk sonucu WGA
analizlerinde basar1 orani sadece %2,7 bulunmus ve bu 6rneklerde basarili DNA izolasyonu
elde edilememistir. Blastosist sivi aspirasyonu DNA zenginlestirme agisindan umut verici
olmasina ragmen, genetik analizlerde basar1 orami diisiiktiir. Bu, gelecekteki ¢aligmalar i¢in
biyopsi yontemlerinin iyilestirilmesi ve DNA izolasyonunun verimliliginin artirilmasi

gerektigini gostermektedir.
Sonug olarak, sigir embriyolarinda genetigi ve gelisim potansiyelini daha dogru bir

sekilde belirlemek icin hem invaziv hem de invaziv olmayan yontemlerin gelistirilmesi IVF

diinyasinda 6nemli firsatlar yaratabilir.
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katildigs “In vitro ¢lde edilen sigir bl istlerinde bl ist ssvasindan genomik DNA izolasyonu™
baghikh cahigma Kurulumuzun 14072021 tarihli toplantisinda alinan 2021-13-103 sayili karanyla
onaylanmigtir,

Proje ylriiiciisl tarafindan kuralumuza verilen 29.01.2024 1arih ve 325013 sayib dilekgede, proje
izin sliresinin uzatlmas: talep edilmektedir,

Sz konusu dilekge, Universite Senatosunun 12/2/2016 tarih ve 430/3642 sayils karan ile kabul edilen
ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu'nun 19/2/2016 tarih ve 42 sayih karan ile onaylanan
“Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi” nin 11/3 maddesi kapsaminda
degerlendirilmis ve aligmanin gegerlilik sGresinin 04/03/2025 tarihine kadar uzatimassmn uygun
olduguna oy birligi ile karar verilmigtir,
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