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OzZET

Amag: Ureme biyolojisi aragtirmalarinda kullanilan érnekler ge-
nellikle, zor ulagilabilir, nadir ve tekrar olmayan hiicre gruplandir.
Diger yandan, az sayida hicre ile calisildigindan dolayi, genetik
analizlerde standart olarak kullanilan yéntemlerde modifikasyon-
lara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu calismada amacimiz, gen ekspres-
yonu arastirmalarinda kullanilabilecek optimal dlzeydeki total
RNAnin elde edilebilmesi amaci ile spermatozoa ve embriyo
drneklerinden RNA izolasyon yonteminin gelistirilmesidir.

Gereg ve Yontem: Yardimla Ureme tedavisi kapsaminda kullanil-
mak amaci ile hazirlanan ve fertilizasyon iglemi gergeklestirildik-
ten sonra geriye kalan spermatozoa &rnedi diger kontaminant
hicrelerden saflagtirlarak dondurulmustur. Diger yandan, emb-
riyo transferinden sonra geriye kalan preimplantasyon dénem
embriyolar fosfat tamponlu tuz — polivinil alkol (PBS-PVA) karigimi
icerisinde dondurularak saklanmistir. Spermatozoa ve embriyo-
lardan optimal diizeyde total RNA elde edilmesi amaci ile cesitli
optimizasyonlar yapilmistir. Elde edilen total RNA'lar kaliteleri ve
miktarlan agisindan dederlendirilmistir. Spermatozoonda 28S ri-
bozomal RNA (rRNA)'nin se¢imli olarak degrade olmasindan do-
layr total RNA kalitesi, Bioanalyzer cihazi ile gergeklestirilen anali-
ze ek olarak gergek zamanli kantitatif PCR ile gen amplifikasyonu
yapilarak da kontrol edilmistir.

Bulgular: izolasyonda yapilan uyarlamalardan sonra, takip eden
gen ekspresyonu caligmalarinda kullanilabilecek kalitede ve mik-
tarda total RNA elde edilmistir. Ek olarak, érneklerden elde edi-
len hicresel total RNA miktarlarinin énceki ¢alismalar ile uyumlu
oldugu belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: Biological samples that are analyzed in reproductive
biology are generally rare, difficult to obtain, and a nonreplica-
ble group of cells. Furthermore, investigating low numbers of
cells requires modifications to the routine methods used in ge-
netic analyses. The aim of our study was to improve RNA iso-
lation methods for obtaining a sufficient amount of total RNA
from spermatozoa and embryo samples for downstream gene
expression analyses.

Materials and Methods: Excess spermatozoa samples (that had
been prepared in the scope of assisted reproduction treatment)
were purified of any contaminant cells and then frozen. Preim-
plantation stage embryos that had not been selected for embryo
transfer were frozen in a phosphate-buffered saline—polyvinyl
alcohol (PBS-PVA) solution. Modifications were done to obtain
the optimal amount of total RNA from the spermatozoa and
embryos, and subsequently both the quality and the quantity of
the total RNA samples were assessed. Because of the selective
degradation of 285 RNA samples in the spermatozoa, the total
RNA quality was evaluated by gene amplification using quanti-
tative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) in addition
to Bioanalyzer analysis.

Results: Following the modifications to the isolation technique,
a sufficient quality and quantity of total RNA were obtained from
the spermatozoa and embryo samples, which could be used
in downstream gene expression analyses. Furthermore, the
amount of cellular total RNAs was consistent to that reported in
previous studies.
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Sonug: Daha sonra yapilmasi planlanan transkript profilleme
arastirmalari i¢in 6n bir ¢alisma olarak gergeklestirilen bu deney-
lerin sonucunda elde edilen bulgular, RNA izolasyon protokolle-
rinde yapilan uyarlamalarin etkin oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Spermatozoon, preimplantasyon dénem
embriyo, RNA

Conclusion: Results obtained from these experiments - conduct-
ed as a preliminary work for further transcript profiling studies
- indicate that the modifications used in the RNA isolation tech-
niques were effective.

Keywords: Spermatozoon, preimplantation stage embryo, RNA

GiRiS

infertilite, Greme cagindaki bireylerin yaklagik %15'ini et-
kileyen bir sorundur (1). infertil ciftlerin tedavisinde kulla-
nilan yardimla Greme teknikleri, normal sartlarda gebe-
ligin olusamayacadi durumlarda bireylere kendi genetik
ozelliklerini tasiyan ¢ocuk sahibi olma sansini tanimakta-
dir. Yardimla tireme tedavisi (YUT) sirasinda oosit ve sper-
matozoanin ozelliklerine ve de infertilite nedenine bagl
olarak cesitli kalitede embriyolar elde edilebilmektedir.
Bu tedavi kapsaminda embriyo transferi icin kaliteli emb-
riyonun sec¢imi temel olarak, gelisgen embriyolarin morfo-
kinetik ozeliklerine dayanarak yapilmaktadir (2-4). Diger
yandan, YUT'nin basarisi sadece transfer edilen embriyo
kalitesi ile iliskili degil, anne adayinin yasi, endometrium
kalitesi, hormon profili ve ciftin infertilite hikayesi gibi di-
Jer degiskenler ile de baglantilidir. Ancak, heniiz kesin
olarak agiklanamayan molekiler nedenlerden dolayi, bazi
olgularda tiim tedavi ve teknik basamaklar en iyi sekilde
sonuclansa bile kaliteli embriyo gelisimi olmamakta ya da
kaliteli embriyolarin anne adayina transferinden sonra ge-
belik elde edilememektedir. Glincel verilerin sonuglarina
gore, uygulanan her Ug tedavi siklusundan iki tanesi imp-
lantasyon basarisizlidi ile sonuclanmakta ve transfer edi-
len her on embriyodan sekizi implante olamamaktadir (5).

Fertilizasyondan sonra oosit evresinden zigot agsamasina
gegis ve sonrasinda erken bolinme evresindeki embriyo-
nun gelisimi son derece ylksek dizeyde kontrol edilen
karmagik mekanizmalar ile diizenlenmektedir (6). Bu me-
kanizmalarin tanimlanmasi amaci ile genom, transkrip-
tom, proteom, metabolom ve sekretom analizlerinden
olusan ve genis bir yelpazeyi kapsayan arastirmalar ya-
pilmaktadir (7-10). Bu analizlerden elde edilen bulgular,
preimplantasyon dénem embriyolarinin geligsim ozellikleri
hakkindaki bilgilerimize énemli katki yapmis olsa da he-
niz kesinlesmis verilere ulagilamamistir (8).

Transkriptom, bir dokuya ya da gelisim evresine 6zgi
gen ekspresyon Urnlerinin (transkriptlerin) timi olarak
tanimlanmaktadir. Transkript profilleme arastirmalarinda
glincel olarak kullanilan yontemler arasinda RNA dizileme
(RNA-seq) yontemi, mikroarray analizi ve kantitatif gercek
zamanli PCR (gRT-PCR) sayilabilir (11). Ureme biyolojisin-
de arastirmalarda kullanilan érnekler genellikle, zor ulasi-
labilir, nadir ve tekrar olmayan hicre gruplandir. Preimp-
lantasyon dénemde embriyo gelisimi ve arastinimasinda
ylritilen transkriptomik analizler, granllosa, kimulus,
oosit, spermatozoa ve embriyolardan elde edilen blas-
tomer hucreleri ve follikll sivisini kapsamaktadir (12-14).

Diger yandan, érnegdin spermatozoa hiicrelerinde oldugu
gibi diger somatik hicrelere kiyasla ¢cok daha az oranda
RNA (15-17) ile ugrasildigindan dolayi genetik analizlerde
kullanilan standart yontemlerde modifikasyonlara ihtiyac
duyulmaktadir.

Bu calismada amacimiz, spermatozoa ve embriyo hiic-
relerinden gen ekspresyonu arastirmalarinda kullanilabi-
lecek optimal dizeyde total RNA'nin elde edilebilmesi
amaci ile RNA izolasyon yénteminin gelistirilmesidir.

GEREG VE YONTEM

Hasta Secimi

Calismada kullanilan &rnekler, istanbul Universitesi Is-
tanbul Tip Fakiltesi, Kadin Hastaliklar ve Dogum Ana-
bilim Dali, Reprodiktif Endokrinoloji ve infertilite Bilim
Dali'na infertilite tedavisi amaciyla bagvuran ve yardimla
dreme tekniklerinden yararlanan ciftlerin rizasi ile alinmig-
tir. Spermatozoa dederlendirilmesi icin calismaya davet
edilme kriterleri, yardimla Greme tekniklerinin uygulana-
cagi glin yapilan spermiyogram analizinde, Dinya Saglhk
Org[th'nUn 2010 kriterlerine (18) gbre normozoospermi,
oligozoospermi, teratozoospermi veya astenozoospermi
gdzlenen drnege sahip erkek bireyin olmasi ve tanisi ko-
yulan herhangi bir kadin faktérinin olmadigi durumdur.
Calisma digi birakilma kriterleri ise, (1) spermiyogramda
1x10¢ml ve lizerinde yuvarlak hiicre ya da enfeksiyon var-
higinin belirlenmesi; (2) erkek faktori haricinde eglik eden
kadin infertilite endikasyonlarinin varligi seklindedir.

Embriyo degerlendirilmesi igin dahil edilme kriterleri,
(1) embriyo transferinden sonra geriye kalan fazla sayida
embriyolarin olmasi ancak, embriyolarin kriyoprezervas-
yon icin yeterli kalitede olmamasi nedeni ile hali hazirda
imha edilecek olmasi, (2) embriyo transferi sonrasinda
kriyoprezervasyon igin uygun kalitede embriyolarin var
olmasi ancak, ciftin bu islemi kabul etmemesi nedeni ile
embriyolarin hali hazirda imha edilecek olmasi seklinde
belirlenmistir.

Bu calismada kullanilan &rnekler icin istanbul Tip Fakilte-
si Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun onayi alinmistir (Bel-
ge No: 737, 937 ve 1360).

Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calismada, YUT'de kullaniimak amaci ile 90:45 yogun-
luk gradient yéntemi hazirlanmig olan ve fertilizasyon is-
lemi sonrasinda artan spermatozoa 6rnekleri ¢aligiimistir.
Ornekler, semende bulunabilecek olan rezidiiel cisim-
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cik, epitel ve lenfosit hiicre kontaminasyonunu énlemek
amaci ile ikinci kere 90:45 yogunluk gradient yontemi
hazirlanarak saflagtinlmigtir (19). Ardindan, 11k mikrosko-
bu altinda degerlendirilerek sayim yapilmis ve epitel ve
lenfosit hiicrelerinin olmadidi dogrulanmistir. Daha sonra
ornekler, 600 g'de 5 dk santriflj edilmis ve elde edilen
pellet Uzerine RNaz icermeyecek sekilde hazirlanmig olan
ve buz soguklugundaki fosfat tamponlu tuz solusyonun-
dan (PBS) 1,5 mL eklenerek pipetleme yolu ile yikanmistir.
Sonrasinda 600 g'de 5 dk santrifij ile elde edilen hiicre
pelleti sivi azotta sok dondurulmustur. Genetik analiz ya-
pilana kadar &rnekler sivi azotta saklanmustir.

Embriyo transferinden sonra geriye kalan ve kriyoprezer-
vasyon uygulanmayan preimplantasyon dénem embriyo-
lar, RNaz icermeyecek sekilde hazirlanan ve buz soguklu-
Jundaki PBS-polivinil alkol (PBS-PVA) icerisinde iki kere
pipetlenme yolu ile yikanmistir. Ornekler, sivi azotta sok
dondurulmus ve genetik arastirma igin kullanilana kadar
sivi azotta saklanmistir. Bu agsamadan sonra tim &rnekler
sadece genetik analizlerde kullanilacak niteliktedirler.

Total RNA izolasyonu

Spermatozoa ve testis biyopsisi dokusundan total
RNA izolasyonu

Pellet halinde dondurularak saklanmig olan spermatozoa
orneklerinden RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak ve kit
protokoliinde uyarlamalar yapilarak total RNA izolasyo-
nu gerceklestirilmistir. Spermatozoa sayisi az olan 6rnek-
lerde RNA elde etme verimliligini arttirmak amaci cesitli
optimizasyonlar yapilmigtir. Kisaca, normozoospermik
orneklerden farkli spermatozoa dilusyonlar ve adir oligo-
zoospermi hastalarindan elde edilen érnekler kullanilarak
farkli kosullarda RNA izolasyonlar gerceklestirilmistir. Bu
optimizasyonlarin sonucunda, kitin énerdigi sekilde RNA
izolasyonuna baslamadan 6nce, spermatozoa pelletinin
kitin homojenizasyon tamponu (RLT Buffer, Qiagen) ile
enjektérden gecirilmesi ve ardindan 65°C’de 30 dk inki-
basyon basamaklar eklendigi durumda en iyi total RNA
eldesinin oldugu belirlenmistir. Total RNA'lar 30pl RNaz
icermeyen su icerisinde ¢ozllerek -80°C’'de saklanmistir.

Testis dokusundan RNA izolasyonu icin dncelikle doku
homojenizasyonu yapilmis, ardindan RNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak ve kitin onerdigi sekilde total RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Total RNA'lar 50uL RNAz
icermeyen su icerisinde ¢ozilerek -80°C'de saklanmistir.

Preimplantasyon dénem embriyo ve graniilosa
hiicrelerinden total RNA izolasyonu

PBS-PVA solisyonu igerisinde dondurulmus olan preimp-
lantasyon dénem embriyolar buz icerisine alinarak ¢ézil-
meleri saglanmistir. Ardindan, RNAqueous-Micro Total
RNA Isolation Kit (Ambion) kullanilarak ve kit prosedurin-
de cesitli uyarlamalar yapilarak total RNA elde edilmistir.
Kisaca, embriyolari iceren tipler buz tUzerinde ¢ozildik-

ten sonra 14000 g'de 5 dk santrifiij yapilmistir. Ust sivi faz
atilarak kit iceriginde bulunan patlatma tamponundan
(Lysis Buffer, Ambion) 100uL tipe eklenmis ve 3 dk sire-
since siddetli vortex yapilmistir. Bu sire icerisinde her 30
saniyede bir 15 sn siiresince buzda bekletilmis ve bdylece
isinma sonucunda meydana gelecek olan RNA degradas-
yonu onlenmeye caligilmistir. Bu basamaklarin ardindan,
kit icerisinde tarif edildigi sekilde izolasyona devam edil-
mistir. Bu uygulamalarin sonucunda RNA amplifikasyonu
ve sonrasinda gen ekspresyon analizi (mikroarray ya da
RNA-seq) icin yeterli olarak kabul edilebilecek kalitede
RNA elde edilmistir.

Ek olarak, farkli embriyo evrelerinin yani sira izolasyon
kontroliinde kullanilmak amaci ile farkl kalitelerde gra-
nilosa hicrelerinden de total RNA izolasyonu yapilmis-
tir. izolasyon, RNAqueous-Micro Total RNA Isolation Kit
(Ambion) kullanilarak ve kit prosedirinde cesitli uyarla-
malar yapilarak gerceklestirilmistir. Kisaca, RNA izolasyo-
nundan dnce homojenizasyon amaci ile granilosa pelleti
kitin icerisinde bulunan patlatma tamponu (Lysis Buffer,
Ambion) ile enjektdrden gegirilmistir. Bu islem buz Ustin-
de uygulanmistir. Ardindan, kitin énerdigi sekilde izolas-
yona devam edilmistir.

Total RNA kalitesinin ve miktarinin degerlendirilmesi
Spermatozoa ve testis biyopsisi dokularindan elde edilen
total RNA'nin kalitesi ve miktarinin degerlendirilmesi, Agi-
lent Bioanalyzer 2100 cihazi ve Agilent RNA 6000 Nano
Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Embriyo ve granilosa
hicrelerinden elde edilen total RNA'nin degerlendirmesi
ise Agilent RNA 6000 Pico Kit kullanilarak yapilmistir. Bu
degerlendirmelerde RNA fragmantasyonu ve 18S ve 28S
RNA miktarlar géz dzline alinmistir.

Spermatozoa total RNA'sindan cDNA sentezi

RNA izolasyon etkinliginin test edilmesi amaci ile sper-
matozoal cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Bu islem,
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) ve 100 ng
total RNA 6rnedi kullanilarak yapilmistir.

Gercek Zamanli Kantitatif PCR Yéntemi ile Gen
Amplifikasyonu

RNA izolasyon etkinliginin test edilmesi amaci ile sperma-
tozoal cDNA sentezi sonrasinda gRT-PCR ydntemi ile be-
ta-aktin (ACTB) geninin amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
Bu islem, LightCycler 480 sistemi, Roche LightCycler 480
SYBR Green | Master Kit (Roche) ve gene 6zgl primerler
kullanilarak yapilmigtir. Tim ornekler cift caligiimig ve orta-
lama degerleri alinmistir. Amplifikasyonu yapilan genin 6z-
gulligu “melting curve” analizi ile degerlendirilmistir.

Amplifikasyonda kullanilan primerler manuel olarak ta-
sarlanmistir ve Oligoanalyzer 3.1 (IDT Technologies) ve
GeneWalker (Cybergene AB) programlarindan yararlanil-
mistir. Primerlerin dizi 6zgulltkleri Blast (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) veritabaninda kontrol edilmistir.
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BULGULAR

Spermatozoal RNA izolasyonu

Bu calisma kapsaminda, YUT gdren ve calismaya katilmay:
kabul eden toplam 41 adet infertil bireyden (9 normozo-
ospermi, 18 teratozoospermi, 12 oligoastenozoospermi
ve 2 TESE 6rnegdi) elde edilen spermatozoa &rnedi ha-
zirlanarak dondurulmustur. Kullanilan ticari kitin prosed-
rinde, dugtik miktarda hicre ve RNA iceren drneklerden
yeterli miktarda total RNA elde edilebilecek sekilde RNA
izolasyon tekniklerinde gerekli optimizasyonlar yapilmis-
tir. Diger yandan, testikller biyopsi dokularindan elde
edilen total RNA'lar gen ekspresyonlarinin analizinde ca-
lisma ici kontrol olarak kullaniimistir.

Spermatozoa hiicrelerinden izole edilen total RNA'larin
kaliteleri ve miktarlan degerlendirildiginde elde edilen
bulgular bekledigimiz sonuglar ile uyumludur. Sperma-
tozoal total RNA &rneklerinde 28S rRNA'ya ait edri goz-
lenmez iken testis dokusuna ait total RNA &6rneklerinde
her iki rRNA egrisi (18S ve 28S rRNA'lar) net ve degrade
olmamis bir sekilde gézlenmistir. Sekil 1'de 12 drnekten
olusan bir grubun Bioanalyzer cihazi ile analiz sonuglarina
dair elektroferogram gorintuleri sunulmugtur. Sekil 2'de
ise ayni orneklerin Bioanalyzer cihazindan elde edilen
jel-benzeri ortamdaki gérintisi izlenebilmektedir.

RNA izolasyonundan sonra, elde edilen total RNA mikta-
rinin hicre sayilar ile uyumlu oldugu gdézlenmistir. Bekle-
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Sekil 1. Spermatozoa hucrelerinden izole edilen total RNA'larin Agilent Bioanalyzer 2100 cihazi kullanilarak yapilan
degerlendiriimesi sonucunda elde edilen elektroferogram gérintisd. Ilk 11 érnekte spermatozoal RNAve 12. drnekte testis
dokusuna ait RNA drneklerinin ozellikleri gorilmektedir. Oklar, spermatozoada degrade durumdaki ve testis dokusundaki
intakt haldeki ribozomal RNA'lar géstermektedir. 2, 8, 9 ve 11. drneklerde izolasyon basarili olmamigtir.
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Sekil 2. Spermatozoa hicrelerinden izole edilen total
RNA'larin Agilent Bioanalyzer 2100 cihazi kullanilarak yapilan
degerlendiriimesi sonucunda elde edilen jel-benzeri ortam-
da goriintiisii. ik 11 drekte spermatozoal RNA ve 12. &rnek-
te testis dokusuna ait RNA 6rneklerinin &zellikleri gériimek-
tedir. Spermatozoal RNAlarda 28S rRNAnin degradasyonu
belirgin olarak gozlenmektedir (ok).

Sekil 3. Spermatozoa ve testis dokusuna 6zgli cDNA'lar
ve ACTB genine 6zgii primerler kullanilarak gerceklestir-
ilen gRT-PCR Grinlerinin ¢éziilme egrisi (“melting curve”)
analizi. Analizde amplifikasyonu yapilan Grinlerin hiicre/
doku tipine 6zgl (spermatozoa ve testis) 6zgulligu
izlenmektedir. Her hiicre/doku tipine ait amplifikasyon

Urtnleri ayni sicaklikta ¢ozllme gostermektedir.

nildigi Uzere, oligozoospermi drneklerinde hiicre sayisi-
nin azalmasi ile iligkili olarak elde edilen RNA oranlarinda
azalma tespit edilmistir. izolasyon sonrasinda ortalama
10-60 ng/pL total RNA elde edilmistir. Spermatozoon ba-
sina digen total RNA orani ortalama olarak 86 fg (+61)
olarak tespit edilmistir.

Spermatozoada ACTB gen amplifikasyonu
Spermatozoal RNA'nin kalitesinin degerlendiriimesi ama-
ct ile beta-aktin geninin amplifikasyonu yapilmistir. Sper-
matozoa ve testis cDNA drnekleri kullanilarak yapilan bu
yontemde elde edilen amplifikasyon Grlinlerinin 6zgullu-
gunin degerlendirildigi “melting curve” analizinde do-
kuya 6zgu farkhliklarin oldugu gézlenmistir. Bununla be-
raber her dokudan elde edilen Uriinlerin kendi icerisinde
tutarl oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Embriyo total RNA izolasyonu

Yapilan optimizasyon calismalar sonucunda, yeterli mik-
tarda RNA elde edilebilmesi icin her alt grup havuzunda
yaklagik 30 adet embriyonun var olmasinin gerektigi tes-
pit edilmistir. Her izolasyon havuzunda yaklagik 30 adet
embriyo olacak sekilde farkli kosullarda RNA izolasyonu
yapilmistir. Sekil 4'de embriyo havuzu ve granilosa hiic-
relerinden elde edilen total RNA'larnin kalitesini gbsteren
elektroferogram ve jel benzeri gérintiler gorilmektedir.
Granllosa hucreleri, kit etkinliginin belirlenmesi amaciyla
karsilastirma 6rmegi olarak kullanilmistir. izolasyonda kulla-
nilan embriyonik hiicre sayisi graniilosa hicre sayisina gére
daha duguktir, bu nedenle elde edilen total RNA miktari-
nin daha az olmasi beklenmektedir. Yine ayni nedenle, jel
benzeri gorintilerde de gorildigu gibi (Sekil 5) 18S ve

28S rRNA'lara ait bantlar granllosa hicrelerinde oldugu
kadar belirgin degildir. Optimizasyon ¢alismalarindan son-
ra embriyo havuzlarinda 18S ve 28S rRNA'lar daha kalite-
li olarak elde edilmistir. Ek olarak, RNA miktar transkript
profilleme ¢aligmasindan (RNA-seq ya da mikroarray) 6nce
uygulanacak olan RNA amplifikasyonu icin yeterli diizeye
yukselmistir. Sekil 4c ve Sekil 4d'deki gérintilerden 18S ve
28S rRNA elektroferogram gériintileri benzer olsa da jel
benzeri gorintide banlann ¢ok daha net ve belirgin oldu-
Ju, ekstra bantlann giderildigi gézlenmektedir (Sekil 5¢, d).
Sekil 4a ve Sekil 4b’de optimizasyon slrecindeki sonuclar
gorinmektedir.

Geligimin Uglincl guniinde 8 hicre agamasindaki embri-
yo havuzunun izolasyonu sonucunda elde edilen embriyo
basina total RNA eldesi 58.50 pg seklinde olmustur. Diger
yandan, 8 hicreli embriyoda hicre basina yaklagik 7.31
pg total RNA elde edilmistir.

TARTISMA

Hicre ya da doku tipine 6zel olarak tim genomdan farkl
seviyelerde eksprese olan RNA'lar, o hiicre ya da doku-
nun iglevini yansitan bir profil sunmaktadir. Calismamizda,
spermatozoa ve preimplantasyon dénem embriyolardan
gen ekspresyon analizi i¢in optimal seviyede total RNA
elde edilmesi icin aragtirma yapilmis ve hicresel total
RNA miktarlar belirlenmistir.

Bu arastirmada karsilagilan glgliklerden birisi, sperma-
tozoal RNA'larin analizinin diger hicrelerle karsgilagtinldi-
ginda daha zor olmasidir. Spermatozoada translasyonel
sessizliginin saglanmasi amaci ile 28S rRNA sec¢imli olarak
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ait gorintilerdir.

Sekil 4. a-f. Preimplantasyon dénem embriyo ve granilosa hiicrelerinden izole edilen total RNA'larin Agilent Bioanalyzer
2100 cihazi kullanilarak yapilan degerlendiriimesi sonucunda elde edilen elektroferogram gériintisu. Elektroferogramlar
RNA izolasyon optimizasyonu slrecindeki cesitli agamalarn géstermektedir. a-d embriyolara ait ve e, f granilosa hiicrelerine

yikima ugramaktadir (17). Bu durum, normalde RNA kali-
tesinin degerlendirilmesinde kullanilan 185/28S RNA ora-
ninin tespit edilememesine neden olmaktadir. Dolayisi ile
standart bir kalite gdstergesi kullanilamamaktadir. Calig-
mamizda, hassas bir ydntem olan gercek zamanli PCR ile
gen amplifikasyonu yaparak elde ettigimiz total RNA'larin
kalitesi dolayl olarak dederlendirilmistir. Ardindan, mel-
ting curve analizi ile amplifikasyon Grinlerinin 6zgullugd
degerlendirilmistir.

Spermatozoal RNA calismalarindaki ikinci zorluk ise total
RNA miktaridir. Somatik bir hiicrede yaklasik olarak 10 pg
RNA bulunurken, bu hicrelerden 200 kat daha az sitop-
lazmaya sahip olan bir spermatozoonda yaklagik olarak
10-50fg RNA bulunmaktadir (15-17). Bu nedenle, herhan-
gi bir somatik hicre ile kontaminasyon analiz sonrasin-
da gergek sonuglarin maskelenmesine neden olmaktadir
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(15). Calismamizda, spermatozoa hazirligi diger somatik
hiicreler ve olgun olmayan germ hicrelerinden arindiri-
lacak sekilde yapilmistir ve izolasyon sonrasinda ortalama
10-60 ng/pL total RNA elde edilmistir. Bu deger literatlr-
deki diger arastincilanin sonuglar ile uyumludur (17, 20,
21). Bu bulgu, uyguladigimiz metodun glvenirligini des-
teklemektedir.

insan calismalarinda kullanilan embriyolar yardimla tireme
tedavisi goren hastalar tarafindan bagislanan ve transfer
icin secilmeyen embriyolardan olugmaktadir (22-24). Ya-
pilan aragtirmalarda, gelisimin 2. glinindeki insan emb-
riyolarinda yaklasik 12 pg ve 3. gliniinde yaklasik 20 pg
mRNA oldugu belirlenmistir (25). Calismamizda, mRNA
miktarlar ayr olarak degerlendirilmemistir ancak bu ve-
riye uyumlu olarak gelisim 3. giinindeki 8 hicreli embri-
yoda total RNA miktar 58.50 pg olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5. a-f. Preimplantasyon dénem embriyo ve

granllosa hicrelerinden izole edilen total RNA'larin Ag-
ilent Bioanalyzer 2100 cihazi kullanilarak yapilan deger-
lendirilmesi sonucunda elde edilen jel-benzeri ortamda
gorlntlsu. Jel-benzeri gériuntiler RNA izolasyon opti-
mizasyonu slrecindeki cesitli agamalar gdstermekte-
dir. a-d embriyolara ait ve e, f granilosa hicrelerine ait
gérintiilerdir. Ust ok 28S rRNA, alt ok ise 185 rRNAyi
isaret etmektedir.

Ornek miktarinin az olmasi ve embriyolarin her zaman ko-
lay elde edilememesi iki sonucu dogurmustur. Bunlardan
birincisi, incelenecek olan embriyolarin havuz olusturacak
sekilde toplanmasidir. Gelisim calismalarinda drneklerin
havuzda toplanarak analiz edilmesinin ek bir avantaji da
benzer 6zellikteki embriyolarin bir arada incelenmesi ile
bireysel farkliliklarin diglanarak ortak bir sonucun elde
edilmesidir (26, 27). Bdylece, analiz sonucunda, her bir
embriyoya ait 6zel bir genetik bilgi elde edilmemekte,
benzer &zellikteki embriyolarda 6n plana cikan genler
hakkinda toplu olarak bilgi elde edilmektedir. Bu ne-
denle, bu yaklagim mikroarray ve diger gen ekspresyonu
calismalarinda uygulanmasi énerilen bir yontemdir (26).
Calismamizda bu yaklagim benimsenerek embriyolardan
ornek havuzu olusturduktan sonra total RNA izolasyonu
gercgeklestirilmistir.

Embriyo arastirmalarninda 6rnek miktarinin ve RNA kaynagi-
nin az olmasinin dodurdudu ikinci sonug ise aragtinicilann,
diger doku ve hastaliklara 6zgi genlerin basan ile profil-
lendigi ve cok sayida transkriptin ayni anda incelenebildigi
tekniklere yonelmesi olmugtur (25, 28). Embriyolardaki RNA
miktarinin az olmasi yapilan ¢alismalar kisitlamakla beraber,
PCR temelli diferansiyal display ve “subtractive” cDNA k-
tUphanelerinin olusturulmasi teknikleri basari ile gercekles-
tirilmistir (29). Bununla birlikte, ancak mikroarray platform-
larinin gelistiriimesi sayesinde daha kisa bir stre icerisinde
oosit ve preimplantasyon dénem embriyolarin global gen
ekspresyon profilleri incelenebilmistir (30).

SONUC

Daha sonra yapilmasi planlanan transkript profilleme
arastirmalari icin on bir calisma olarak gergeklestirilen bu

deneylerin sonucunda elde edilen bulgular, RNA izolas-
yon protokollerinde yapilan uyarlamalarin etkin oldugunu
gostermektedir.
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