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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

NÜKLEER TRANSFER İLE ELDE EDİLEN KLON SIĞIR VE YAVRULARININ 

mtDNA VE MİKROSATELLİT BELİRTEÇLERLE KARAKTERİZASYONU 

Emel TÜTEN SEVİM 

Namık Kemal Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü, 

Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Sezen ARAT 

Klonlama teknolojisi; erişkin bir hücre çekirdeğinin yumurta hücresi içerisine konulup 

geriye programlanarak embriyonal döneme geri döndürülmesi prensibine dayanmaktadır. 

Ancak bu geri programlamayı etkileyen faktörler tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu nedenle 

elde edilen klonlar ve klonların yavrularının daha detaylı bir şekilde tanımlanması ile 

klonlama teknolojisi daha anlaşılır ve kontrol edilebilir hale getirilebilir. Bu tez çalışmasının 

amacı da bir ırkın bireylerinin farklı bir ırka ait yumurta kaynağı kullanılarak klonlanması 

sonucu elde edilen klonların normal bir ırk populasyonu oluşturmasının mümkün olup 

olmadığını ortaya koymak adına klon ve jenerasyonlarını moleküler olarak karakterize etmek 

ve böylece ileride bu teknolojinin nesli tükenmiş bir ırkın geriye getirilmesindeki muhtemel 

potansiyelini daha iyi anlamaya çalışmaktır. Bu amaçla çalışmada daha önce bir TÜBİTAK- 

TOVAG-104O360- projesi ile üretilmiş 5 klon boz sığır (1 erkek, 4 dişi)  ve bu klonların 

yavruları (2 erkek, 4 dişi) materyal olarak kullanılmıştır. Öncelikle klonlar, onların yavruları 

ve klonların üretilmesinde kullanılan verici hücreden elde edilen genomik DNA’da 10 

mikrosatellit belirteç kullanılarak klonların genomik DNA açısından verici hücrelerin birebir 

kopyası olduğu ve yavrularında bu klonlara ait olduğu teyit edilmiş ve mtDNA D-loop 

bölgesi dizi analizi ile de klonların mtDNA’larının yumurta kaynaklı olduğu ve dolayısıyla 

verici hücreden farklı olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca bu farklı mtDNA varlığı klonların 

yavrularında da izlenmiştir.   

Anahtar Kelimeler: Klonlama, boz sığır, mtDNA D-Loop, mikrosatellit  

2016, 80 Sayfa
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ABSTRACT 

MSc. Thesis 

 

 CHARACTERIZATION OF CLONED CATTLE PRODUCED BY NUCLEAR 

TRANSFER AND THEIR OFFSPRINGS BY USING mtDNA AND MICROSATELLIT 

MARKERS  

Emel TÜTEN SEVİM 

Namık Kemal University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Agricultural Biotechnology 

Supervisor : Prof. Dr. Sezen Arat 

Cloning technology is based on principle of turning back to embryonic period by 

reprogramming of that an adult cell nucleus was putting into the oocyte cell. However, 

affecting factors of this reprogramming has not been clarified completely. Therefore, cloning 

technology can be made more understandable and controllable with a more detailed manner 

identifying of obtained clones and their offspring. The purpose of the study of Postgraduate is 

to molecularly characterize clone and generations to reveal whether it is possible or not that 

creation of a normal race population through clones which acquired as a result of cloning 

individuals of one race by using ovular source which belongs to a different race, and thus to 

trying understand better that possible potential of this technology to reinstate an extincted 

race.For this purpose, 5 clone grey cattles (1 male, 4 female ) and their offsprings ( 2 male, 4 

female ) which generated with a TUBİTAK TOVAG-104O360- project had been used as 

material.Firstly by using 10 microsatellite markers on genomic DNA obtained from clones, 

their offspring and donorcells which were used for producing of clones, it has been confirmed 

that the clones are copy of donor cells and all offspring belong to the clones and by 

sequencing of  D-Loop region of mtDNA, it has been determined that the origin of mtDNA 

from clones are eggs and therefore are different than donor cell.   In addition the presence of 

mtDNA difference has been observed in offspring of clones. 

Key words: Cloning, Grey Cattle, mtDNA D-Loop, microsatellite 

2016, 80 Page 
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1.GİRİŞ 

Klon, bir bireyden fertilizasyon olmaksızın elde edilen ve onunla genetik olarak özdeş 

olan yavru olarak tanımlanabilir. Biyologlar, klonlama kelimesini genellikle genetiksel olarak 

birden çok identikal bireyin üretimini ifade etmek için kullanırlar. Tek yumurta ikizleri (veya 

üçüzler vs.) genetik açıdan doğal klonlardır ve bugünkü klonlama teknolojisinin keşfinde 

araştırıcılar için ilham kaynağı olmuşlardır (Arat 2010).   

Elli yılı aşkın bir süredir, gelişim biyolojisinin en önemli sorularından birisi, 

farklılaşmamış bir hücredeki genlerin başka yönde farklılaşmış bir hücredeki genlere özdeş 

olup olmadığı ve farklılaşmış bir hücre nükleusunun, zigot nükleusu ile yerleri 

değiştirildiğinde, bunun normal bir embriyonik gelişmeyi başlatıp başlatmayacağı olmuştur. 

Bu sadece embriyonik ve ekstra embriyonik tüm hücre ve dokuları oluşturabilme 

potansiyeline sahip totipotent bir nükleusun, nukleusu çıkartılmış metafaz II aşamasındaki 

olgun yumurtanın içerisine transferini gerektiren nükleer transfer ya da nükleer 

transplantasyon (NT) denilen yöntem kullanılarak test edilebilmiştir.   

Nükleer transfer sonucu bir canlının klonlanması yani genetik kopyasının 

oluşturulması modern biyoteknolojinin günümüzdeki en uç noktası ve yardımcı üreme 

tekniklerinin en gelişmişidir. Bu teknoloji üstün genetik yapıya sahip veya hastalıklara 

dirençli bireylerin sayısını artırmak için kullanılabileceği gibi aynı zamanda sayıları gittikçe 

azalan lokal ırkların yok olma sınırından kurtarılması için de kullanılabilecektir. Bu yüzden 

Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) gen kaynaklarının korunması için ülkeleri 

belli zamanlarda bir araya getirmekte ve bu toplantılarda gelecekte yok olacak türleri geriye 

getirmek için hücre bankalarının kurulmasının gerekliliğini tartışmaktadır. Kurulacak hücre 

bankalarının etkin bir şekilde kullanılabilmesi, teknolojinin sorunlarının çözülmesine bağlıdır. 

Bu nedenle hala bu teknolojiyi kullanabilen ülkeler yoğun olarak araştırmalarına devam 

etmektedirler (Campbell 2002). 

  Erişkin bir canlının başarı ile klonlanması sonucu doğan ilk klon koyun “Dolly” nin 

(Wilmut ve ark. 1997) ardından sığır (Cibelli ve ark.1998, Kato ve ark. 1998, Vignon ve ark. 

1998),fare (Wakayama ve ark. 1998), keçi (Baguisi ve ark. 1999), domuz (Onishi ve ark. 

2000, Polejaeva ve ark. 2000), tavşan (Chesne´ ve ark. 2002), kedi (Shin ve ark. 2002), sıçan 

(Zhou ve ark. 2003), at (Galli ve ark. 2003), katır (Woods ve ark. 2003), köpek (Lee ve ark. 

2005), gelincik (Li ve ark. 2006), manda (Shi ve ark. 2007) ve deve (Wani ve ark. 2010) gibi 

birçok memeli türü aynı yöntem ile klonlanmıştır. İlk klonun üretilmesinden bu yana birçok 
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çalışma yapılarak teknoloji iyileştirilmeye çalışılmış olsa da, başarı yüzdesi halen istenilen 

seviyede değildir. Bu bağlamda üretilen klonların ve onların yavrularının daha ayrıntılı 

tanımlanması teknolojinin daha anlaşılır ve kontrol edilebilir hale gelmesinde faydalı 

olacaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Klonlama 

Klonlama eşeysiz üreme yöntemiyle bir bitki veya hayvanın genetik olarak özdeş 

kopyalarını yapmak anlamına gelmektedir. Tek yumurta ikizleri, tüm genom bakımından 

birebir aynıdır ve doğanın ürettiği klonlardır (Şekil 2.1). İlk klonlama çalışmaları bu doğal 

olayın taklit edilmesiyle başlamıştır. Ancak bugünkü anlamıyla klonlama, erişkin bir canlıdan 

elde edilen vücut hücresinin o türe ait genetik materyali çıkartılmış bir yumurta hücresi 

içerisine konulması olarak ifade edilmektedir. Bu işleme nükleer transfer denir. Bunun sonucu 

olarak hücre kaynağı ile aynı genetik yapıda ve başka bir ifade ile onun kopyası olan yeni bir 

birey oluşturulur.   

 

Şekil 2.1. Doğal klon ikizler (Anonim, 2015) 

  

2.1.2. Nükleer Transferde Kullanılan Hücre Kaynakları ve Tipleri 

Nükleer transfer embriyonik hücreler (blastomer veya embriyonik kök hücre), (Şekil 2.2) fetal 

ve erişkin (Şekil 2.3) olmak üzere vücut hücreleri kullanılarak yapılmaktadır. Erişkin bir 

canlının klonlanmasının ardından yapılan birçok çalışma incelendiğinde vücut hücrelerinin 

yaygın olarak kullanıldığı görülmektedir. Başarı ile kullanılan vücut hücrelerine meme bezi 

epitel  (Wilmut ve ark. 1997), fibroblast (Cibelli ve ark. 1998, Yang ve ark. 2008), granülosa 
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(Steinborn ve ark. 2002, Arat ve ark. 2001b), ve kıkırdak (Arat ve ark. 2011), hücreleri örnek 

gösterilebilir. Bunların yanı sıra kumulus hücresi, lokosit, kas hücresi, ovidukt hücresi 

karaciger ve böbrek hücresinin kullanıldığı çalışmalara da rastlanmaktadır (Brem ve  

Kuhholzer 2002).  

 

Şekil 2.2. Blastomer ve Embriyonik Kök Hücre Transferi ile klonlama (Arat 2010) 

 

2.2.Klonlamanın Temel Basamakları 

 Teknoloji temel olarak Şekil 2.3’ de gösterildiği şekilde aşağıdaki basamakları içerir.  

 1.Olgun yumurtanın (metafaz II yumurtanın) metafaz kromozomları uzaklaştırılır 

(enüklasyon). 

  2.Kültüre edilen G0-G1 fazındaki verici hücre enükle edilmiş MII yumurtaların zonası 

altına yani perivitellin boşluğuna yerleştirilir. 

3.Kaynaşmaları için yumurta ve verici hücre füzyona tabi tutulur.  

4.Kimyasallar veya elektrik akımı ile hücre bölünmesi aktive edilir. 

5.Başarıyla gelişen klon embriyolar taşıyıcı dişilere transfer edilir. 

Doğacak klon yavrular verici hücre ile tamamen aynı nükleer genlere sahiptir. 
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Şekil 2. 3. Klonlamanın temel basamakları (Anonim, 2012) 

2.3. Hücrelerin Sinkronizasyonu  

Nükleer transfer çalışmalarında çoğunlukla G1/G0 fazındaki hücreler seçilir. Bu 

dönemdeki hücreler geriye programlanmaya daha uygundur ve daha yüksek oranda normal 

embriyo gelişimi ile sonuçlanırlar. 

Hücreler G1/GO fazına değişik şekillerde getirilebilirler. Kumulus hücreleri elde 

edildikleri anda bu dönemdedirler ve hemen NT için kullanılabilirler. Eğer hücreler kültüre 

ediliyorsa bölünen hücre populasyonunda çok değişik dönemlerde hücre vardır. Bu hücreleri 

istenen döneme getirmek için serum starvasyonu (düşük serum varlığında kültür) 

uygulanabilir ve böylece hücreler yeteri kadar beslenemedikleri için dinlenme fazına yani G0 

fazına geçerler. İlk başarılı NT çalışmasında bu yöntem kullanılmıştır (Wilmut ve ark.1997). 

Diğer yöntemde hücreler kültür kaplarını kapladıklarında birbirleri ile temas ettikleri için 

(kontak inhibisyon) S fazına geçemezler ve G1’de kalırlar. Bazı NT çalışmalarında bu yöntem 

kullanılmıştır  (Cibelli ve ark.1998, Arat ve ark. 2001b, Arat ve ark. 2011).  Bir başka yöntem 

ise siklin kinaz inhibitörü gibi (roskovitin, dimetil sulfoksit (DMSO), siklohekzimid) bazı 

kimyasallar kullanılarak hücrelerin G1 fazında bloklanmasıdır ve bazı NT çalışmalarında da 
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bu yöntem kullanılmıştır (Arat ve ark. 2001a, Gibbons ve ark. 2002, Goissis ve ark. 2007, 

Hashem ve ark. 2006). 

 

 

Şekil 2.4. Hücre siklusunda hücrenin G0 fazında durdurulması ve enüklee MII yumurta ile 

füzyonu (Anonim, 2010)  

2.4. Genetik Karakterizasyon 

Genetik karakterizasyon çalışmaları, ırklar arası ve ırk içi genetik çeşitliliğin 

belirlenmesi ve ırkların tanımlanması amacıyla önemli bir yere sahiptir. Dünyada ve 

Türkiye’de 1980’li yıllarda yerli ırkların genetik yapıları ve bazı verim özellikleri ile olan 

ilişkileri kan ve süt protein polimorfizmi (Ceriotti ve ark. 2003, Ibeagha-Awemu ve Erhardt 

2005) kullanılarak incelenirken en son gelişmelerle birlikte mikrosatellit belirteçler ve 

SNP’ler (Cañón ve ark. 2001, Li ve ark. 2006, McKay ve ark. 2008, Kang ve ark. 2009, 

Molaee ve ark. 2009) daha yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. 

Genetik karakterizasyon çalışmalarında mikrosatellitler, insan (Bowcock ve ark. 1994, 

Deka ve ark. 1995), sığır (MacHugh ve ark. 1997, Loftus ve ark. 1999, Edwards ve ark. 2000, 

Cañón ve ark. 2001), keçi (Luikart ve ark. 2001, Maudet ve ark. 2002), koyun (Mukesh ve 

ark. 2006, Lawson Handley ve ark. 2007,  Molaee ve ark. 2009), köpek (Boyko ve ark. 2009, 

Kang ve ark. 2009), at (Luís ve ark. 2007), eşek (Aranguren-Méndez ve ark. 2002), domuz 

(Behl ve ark. 2006, Sollera ve ark. 2009), manda (Flamand ve ark. 2003) ve diğer birçok 

hayvan türlerinde (Cosse ve ark. 2007, Vijh ve ark. 2007, Li ve ark. 2009) kullanılmaktadır. 



7 
 

Genetik karakterizasyon çalışmalarında mikrosatellitler dışında farklı biyokimyasal 

belirteç sistemleri de (Moazami-Goudarzi ve ark. 1997, Kantanen ve ark. 1999-2000, Ceriotti 

ve ark. 2003, Ibeagha-Awemu ve Erhardt 2005) kullanılmıştır. AFLP (Negrini ve ark. 2007), 

mtDNA (Loftus ve ark. 1994, Bradley ve ark. 1996, Finnilä ve ark. 2001, Mannen ve ark. 

2004), Y kromozomuna özgün mikrosatellitler (Edwards ve ark. 2000, Cai ve ark.  2006, Li 

ve ark. 2007, Kantanen ve ark. 2009) ağırlıklı olarak kullanılmakla birlikte SNP (Li ve ark. 

2006, McKay ve ark. 2008) belirteçleri de kullanılmaya başlanmıştır. 

 

2.4.1. Mikrosatellit Belirteçleri 

 

Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele tekrar dizilerine kısa ardışık tekrarlar 

(STR-“Short Tandem Repeat”) denilmektedir. STR’lerin 1–6 bç tekrarlarından oluşmuş 

belirteçlere mikrosatellit belirteçler veya basit dizi tekrarları (SSR-“Simple Sequence 

Repeat”) denilmektedir (Weber ve ark. 1989, Liu 1998). Genomda 9– 100 bç arasında değişen 

rastgele dizi tekrarları ise minisatellit belirteçler veya değişken ardışık nükleotid tekrarları 

(VNTR-“Variable Number of Tandem Repeats) olarak tanımlanmaktadır. Mikrosatellitlerin 

tekrar sayısı genelde 100’den, minisatellitlerin tekrar sayısı ise 1000’den daha azdır (Liu 

1998). Mikrosatellitler prokaryot ve ökaryot genomun herhangi bir bölgesinde 

bulunabilmektedir. Prokaryotlarda birçok biyolojik fonksiyona sahip olduğu halde ökaryot 

hücrelerde rolü tam olarak bilinmemektedir (Bennett 2000). Mikrosatellit belirteçler, yaygın 

olarak 2 nükleotidli tekrarlardan [(CA)n] oluşmakla birlikte farklı formlarda da (AC, AT, 

AAC, AAT, CCG vb) bulunabilmektedir (Ellegren ve ark. 1997, Orti ve ark. 1997, Bruford ve 

ark. 2003). 

 STR belirteçleri, PZR teknolojisinin yardımıyla genetik çalışmalarda en çok tercih 

edilen belirteç sistemini oluşturmaktadır (Weber ve ark. 1989, Liu 1998). Mikrosatellitler, 

genomda yaygın olarak bulunmaları, polimorfizm oranının yüksek olması ve kullanımının 

kolay olması nedeniyle birçok moleküler biyoloji çalışmasında rahatlıkla kullanımı tercih 

edilmektedir. 

Mikrosatellit belirteçlerin kullanım alanları ise kısaca şöyle sıralanabilir; 

1. Genetik haritalama (Vaiman ve ark. 1996, Batendse ve ark. 1997, Mohler ve ark. 

2005) 

2. Ebeveyn tayini (paternity test) ve pedigri çalışmaları (Marklund ve ark. 1994, 

Glowatzki-Mullis ve ark. 1995, Talbot ve ark. 1996, Luikart ve England 1999, Visscher ve 

ark. 2002, Gao ve Wu 2005, Bolormaa ve ark. 2008) 
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3. Akrabalı yetiştirmelerin (inbreeding) seviyesi ve etkisinin belirlenmesi (Zajc ve ark. 

1997, Rooney ve ark. 1999, Canon ve ark. 2000, Karhu 2001, Mateus ve ark. 2004). 

4. Populasyonların evrim tarihi çalışmaları (Buchanan ve ark. 1994, Loftus ve ark. 

1999) 

5. Gen kaynaklarının korunması çalışmaları (Glowatzki-Mullis ve ark. 2008, Kumar 

ve ark. 2009, Ligda ve ark. 2009) 

6. Genetik çeşitliliğin araştırılması (Ganai ve Yadav 2001, Li ve ark. 2002, Ivankovic 

ve ark. 2005, Sollero ve ark. 2009). 

7. Biyolojik materyallerin adli amaçlı kimliklendirilmesi (Schneider ve ark. 1999, 

Padar ve ark. 2001). 

 

2.4.2. Klonlarda Mikrosatellitler 

Mikrosatellitler genomda yaygın olarak bulunmaları, polimorfizm oranının yüksek 

olması nedeniyle birçok moleküler biyoloji çalışmasında tercih edilmektedir. Klonlama 

çalışmalarında Uluslararası Hayvan Genetiği Derneği (ISAG) ve FAO tarafından bireysel 

tanımlamada kullanılabileceği belirtilen mikrosatellit belirteçlerden yararlanılmaktadır. 

Çalışmalar incelendiğinde klon ve verici hayvanın genomik özdeşliğini belirmek amacıyla 

farklı sayılarda mikrosatellitlerin kullanıldığı görülmektedir.  

Bir çalışmada; klon buzağılar, taşıyıcı inek ve nükleer verici hücresi 17 mikrosatellit 

belirteci ile incelenmiştir (Inoue ve ark. 1997). Bu çalışmada genomik DNA klon buzağı, alıcı 

inek ve verici somatik hücrelerden elde edilmiş ve mikrosatellit allelleri bakımından örnekler 

karşılaştırılmıştır. Analiz sonucu tüm klon buzağıların genomu verici hücreye özdeş ve 

taşıyıcı anneden farklı olarak bulunmuştur (Kato ve ark. 2000).  

Bir başka çalışmada fetal fibroblast hücre hattı kullanılarak klonlanmış buzağı ile 

hücre hattı arasındaki genetik kimliğin doğrulanması amacıyla genomik DNA, buzağının 

periferal kan hücrelerinden ve fetal fibroblast hücrelerinden izole edilmiş ve 11 mikrosattellit 

belirteci (BM2113, TGLA122, BM1818, RM067, ETH10, INR023, TGLA126, SPS115, 

ETH225, BM1824, RM006) kullanılarak analiz edilmiştir (Mello ve ark. 2003). Analiz 

sonuçları tüm klon buzağıların kendi verici hayvanları ile özdeş genotipleri olduğunu ortaya 

koymuştur.   

Benzer şekilde Theoret ve ark. (2006),verici hücre olarak fetus dermal fibroblast 

hücresini kullanarak oluşturdukları üç klon sığırdan, onların oluşturulmasında kullanıldıkları 

verici hücrelerden ve kontrol hayvanların genomlarında 12 mikrosatellit belirteç (BM1824, 
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BM2113, CSSM36, ETH10, ETH225, ETH3, HEL1, INRA0123, SPS115, TGLA122, 

TGLA126, TGLA227) ile analiz yaparak üç klon ve NT’de kullanılan fetal verici fibroblast 

hücre hattı arasındaki benzerliği doğrulamışlardır.  

 Tek bir yetişkin Yerli Kore sığır ırkında (Hanwoo); on tane klonunun oluşturulduğu 

bir çalışmada klonlanmış ve klonlanan sığır ile onun on klonunun genetik özdeş olup 

olmadığını belirlemek için 6 mikrosatellit belirteç (BM1824, BM2113,ETH10, ETH225, 

ETH3, SPS115) kullanılmıştır. Bu mikrosatellit belirteçler ile gerçekleştirilen analize 

klonların taşıyıcı anneleri de dahil edilmiştir. Analizde kullanılan genomik DNA, verici inek, 

alıcı inek ve on klonlanmış hayvanlardan elde edilen kan örneğinden ekstrakte edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlar klonlanmış hayvanların genomlarının verici ile aynı ancak taşıyıcı annelerden 

farklı olduğunu göstermiştir (Yang ve ark. 2012).   

 DNA örneklerinin klon buzağılar ve verici fibroblastlarının aynı genotipe sahip olup 

olmadığını belirlemek için mikrosatellit analizi kullanılarak karşılaştırıldığı bir başka 

çalışmada; mikrosatellit analizi, 9 mikrosatellit lokusuna (TGLA57, TGLA73, MGTG4B, 

AGLA293, TGLA48, TGLA48, TGLA122, TGLA263, TGLA53) dayalı olan “ Sığırlar için 

babalık testi” kiti (StockMarks™ kit) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Elde edilen 

mikrosatellit analiz sonuçları, tüm klonların fetal fibroblast hücre hattından geldiğini 

doğrulamıştır (Zakhartchenko ve ark. 1999). 

 Klon hayvanların mikrosatellit belirteçler ile moleküler karakterizasyonunun yapıldığı 

çalışmalar incelendiğinde; ISAG ve FAO tarafından tavsiye edilen belirteçlerden 11 tanesinin 

yaygın olarak kullanıldığı görülmüştür. Kullanılan bu belirteçler aşağıdaki çizelgede 

gösterilmiştir (Çizelge 2.1).  

Çizelge 2.1. Klon hayvanların moleküler karakterizasyonunda yaygın olarak kullanılan 

mikrosatellit belirteçler 

BM2113 TGLA126 

TGLA122 SPS115 

BM1818 ETH225 

ETH10 ETH3 

INRA23 BM1824 
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2.5. Hayvanlarda Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapısı 

Genel olarak ökaryotik canlıların sahip oldukları toplam genetik materyal, çekirdek 

içinde yer alan ve genomik DNA ya da çekirdek DNA (nDNA) olarak ifade edilen 

kromozomlara ilave olarak mitokondri (mtDNA) ve kloroplast (cpDNA) organellerinde yer 

alan DNA moleküllerinin tamamından meydana gelmektedir. Hayvan hücrelerinde sadece 

mitokondriyel DNA, bitki hücrelerinde ise hem mitokondriyel DNA ve hem de kloroplast 

DNA molekülleri ekstra kromozomal yapılar olarak bulunmaktadır. Sitoplazmik kalıtım 

materyalleri olarak da tanımlanan mtDNA ve cpDNA molekülleri anaya ait kalıtım modeline 

sahip olup yumurtanın sitoplazması vasıtasıyla generasyonlar boyunca aktarılmaktadır. 

Mitokondri bulunduğu hücre bölündüğünde buna bağlı olarak kendi kendine çoğalabilen bir 

organeldir. Mitokondri iki hücre membranına sahip, kendine özgü DNA molekülü (mtDNA) 

ve ribozomları olan, çeşitli enzimleri sentezleyebilen ve adenozin trifosfat (ATP) formunda 

enerji sentezini gerçekleştiren bir organeldir (Ozdil 2007). 

 

Hayvanlarda mtDNA 16.5 kb büyüklüğünde küçük, dairesel ikili sarmal bir DNA 

molekülüdür (Rokas ve ark. 2003). MtDNA molekülünün dairesel, ikili sarmal bir DNA 

molekülünden oluşması, bu molekülün yapı olarak prokaryotik genetik materyaline olan 

benzerliğini açıkça ortaya koymaktadır.  

  

Şekil 2.5. mtDNA yapısı (Anonim, 2011) 

2.5.1 Doğal Üremede mtDNA Geçişi 

 MtDNA’nın anne orjinli olduğunun düşünülmesinin birkaç sebebi vardır.  Bunlardan 

ilki anne ve babadan gelen mtDNA miktarındaki büyük farklılıktır. Sığır yumurtasındaki 

mtDNA moleküllerinin sayısı yaklaşık olarak 9.5 x 10
5
 (Smith ve ark. 2005) dir. Buna 

karşılık sperma 10 adet mtDNA kopyasına sahiptir (May-Panloup ve ark. 2003). İkincisi; 
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embriyogenezisin blastosist (100 hücre) dönemine kadar mtDNA replikasyonu olmaması 

böylece blastosistin fetusu yapacak olan 20 hücreden oluşan iç hücre kitlesindeki her bir 

hücrede mtDNA miktarı 1000 kopya kadar olmasıdır (Piko ve Taylor 1987). Üçüncüsü ise 

babaya ait mtDNA’nın sperm ile yumurtaya girdikten kısa bir süre sonra hızla elimine 

edilmesidir (King ve Attardi 1989).  

Buna karşın baba orjinli mtDNA varlığı ilk olarak türler arası hibdidlerde tespit 

edilmiştir.  Tür içi yapılan çalışmalar ise babadan gelen mtDNA’nın elimine edildiğini 

göstermektedir. Bu çalışmalar baba orjinli mtDNA’nın yumurta içinde dışlanma 

mekanizmasının mtDNA’dan ziyade sperma mitokondrisinin o türe spesifik proteininin 

tanınması sonucu mitokondrinin degrede edilmesi olduğunu göstermiştir (Sutovsky ve ark. 

1999).  

Ancak 2002 yılında bazı hastalarda baba orjinli mtDNA varlığının kas dokularında 

tespiti, türe özel anasal orjinli mtDNA kalıtımı inancını sarsmıştır (Schwartz ve Vissing 

2002). Yapılan ilave analizler mtDNA rekombinasyonunun iskelet kasında yaygın olduğunu 

göstermektedir. MtDNA kalıtımı ile ilgili hala çelişkili sonuçlar bildirilmektedir ve bu konu 

henüz tam olarak netlik kazanmamıştır.  

2.5.2. Moleküler Genetik Çalışmalarda mtDNA’nın Kullanıldığı Yerler 

Populasyon genetiği, filogenetik çalışmalar, tür içi ve türler arasındaki genetik 

benzerlik/farklılıkların ortaya konulması amacıyla yapılan araştırmalarda mtDNA 

molekülünün iki önemli özelliğinden yararlanılmaktadır. Bu özellikler;  mtDNA molekülünde 

yeni kombinasyonların oluşmaması, mtDNA molekülünün anaya ait kalıtım modeline sahip 

olmasıdır (Avise 2004).  

 Genel olarak mtDNA belirteçleri; populasyonların tanımlanması, populasyon ve 

ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi, populasyonların coğrafi dağılımlarının ortaya konması, 

alttür içerisindeki haplotiplerin belirlenmesi, populasyonlar arasındaki gen akışı ve 

hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi, anaya ait (maternal) kalıtım modellerinin 

izlenmesi, populasyonlar içi/arası genetik varyasyon düzeylerinin hesaplanması ve 

populasyonların genetik benzerlik ve farklılıklarından yararlanılarak filogenetik  ilişkilerin 

tespit edilmesi, çalışmalarında yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. mtDNA, rekombinasyon 

eksikliğinin tespiti ve genetik olarak klonlanan canlıların kalıtımının tespit edilmesinde de  

yaygın kullanılmaktadır (Rokas ve ark. 2003). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwartz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12192017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vissing%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12192017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vissing%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12192017
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mtDNA’nın D-loop bölgesi mevcut herhangi bir gen üretmediği için kodlanmamakta; 

bu nedenle bu bölgede gerçekleşen dizi varyasyonun metabolik zincir üniteleri olan özel 

aminoasit dizilerini değiştirmemesi beklenmektedir. mtDNA’nın ağır ve hafif zincirlerinin 

replikasyon orjinlerine ilave olarak transkripsiyon için gerekli promoterler de D-loop bölgesi 

içinde uzanmaktadır. Bu sebeple mtDNA’daki herhangi bir dizi farklılığı replikasyon ve 

transkripsiyon üzerine etkisiyle kendisini gösterir. Ayrıca bazı özelliklerin fenotipe 

yansımasını doğrudan etkileyen genlerin kodlanma bölgesinde oluşacak böyle bir D-loop 

polimorfizmi marker olarak kullanılabilmektedir (Schutz ve ark. 1994). 

 

2. 6. Klon Hayvanlarda mtDNA 

Klonlar özel hayvanlar oldukları için mtDNA yapıları ile ilgili çeşitli sonuçlar 

bildirilmiştir. Yetişkin somatik hücre hattından klonlanan ilk hayvan “Dolly” ve fetal hücre 

hattından nükleer transfer ile türetilmiş koyunların mtDNA kökenini rapor etmek amacıyla 

yapılan bir çalışmada; elde edilen koyunların mtDNA’sına somatik hücre vericisinin hiçbir 

katkısı olmadığı saptanmış ve mtDNA’nın yumurta kaynaklı olduğu tespit edilmiştir. Bu 

koyunlar özgün nükleer klonlar olmalarına rağmen, aslında somatik hücre kökenli nükleer 

DNA fakat yumurta kökenli mtDNA içeren genetik kimeralar olarak tanımlanmıştır (Evans ve 

ark. 1999).  

Klonların mtDNA’sının araştırıldığı çoğu çalışmada mtDNA D-loop bölgesinin sekans 

analizleri yapılarak klon ve verici hücrelerin mtDNA’ları karşılaştırılmıştır. Örneğin; 

sığırlarda nükleer transfer sonrası preimplantasyon gelişimi sırasında hücre vericisi 

mtDNA’sının akıbetinin incelendiği bir çalışmada; dondurulup-çözdürülmüş kumulus 

hücreleri nükleer transfer işleminde verici hücre olarak kullanılmıştır. Nükleer transfer ile 

türetilmiş blastosistlerde, alıcı yumurta ve verici hücrelerde mtDNA D-loop bölgesi dizi 

analizi yapılarak karşılaştırılmıştır. Mitokondriyal D-Loop bölgesinde 16050, 16062 ve 16135 

pozisyonlarında verici hücre ile yumurta arasında farklılıklar tespit edilmiştir. Hücre 

vericisinin mitokondriyal DNA’sında 16050, 16062 ve 16135 pozisyonlardaki nükleotidler 

sırasıyla sitosin (C), guanin (G), ve C iken (Şekil 2.6 (b)) alıcı yumurta ve NT blastosistlerin 

mtDNA’sında aynı pozisyonlarda nükleotidlerin sırasıyla timin (T), adenin (A) ve T olduğu 

görülmüştür (Şekil 2.6 (a) , (c)). 
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Şekil 2.6. mtDNA D-loop bölgesi 16050, 16062, 16135 pozisyonlarındaki nükleotidler (Tae 

Do ve ark. 2002)  

NOT: a)alıcı yumurta, b)verici hücre, c)NT ile üretilmiş blastosist 

Nesli tehlike altında olan türlerin, türler arası nükleer transfer işlemi ile korunup 

korunamayacağını belirlemek amacıyla yapılan bir çalışmada; nesli tehlike altındaki “Bos 

Gaurus” somatik hücre kaynağı ve “Bos Taurus” yumurta kaynağı olarak kullanılarak 

nükleer transfer işlemi gerçekleştirilmiştir. Nükleer transfer işlemi ile elde edilen fetüslerde 

mtDNA’nın kökeni polimorfik belirteç analizleri ile tespit edilmiştir. Bu analizler 11 farklı 

doku tipinde (beyin, karaciğer, kas, göz, gonad, kalp, bağırsak, akciğer, deri, dil ve böbrek) 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar tüm doku tiplerinde mtDNA kökeninin yumurta 

kaynaklı yani “Bos Taurus” ırkından olduğunu göstermiştir (Steinborn ve ark. 2000). 
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Benzer bir çalışmada “Bos Taurus” yumurta içine “Bos Indicus” hücresinin transferi 

ile oluşturulmuş klon “Bos Indicus” buzağısında, mtDNA’nın yumurta kökenli olduğu ve 

“Bos Indicus” mtDNA’sının erken embiyonik gelişim sırasında elimine edildiği rapor 

edilmiştir (Meirelles ve ark. 2001).  

Plante ve ark. (1992) yaptıkları mtDNA analizinde 4 klon boğa arasında mtDNA 

polimorfizmi tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Araştırmacılar klonların her birinin farklı 

bireylerden alınan yumurtalar kullanılarak oluşturulmuş olması nedeniyle farklı mtDNA 

genotipleri gösterdiklerini ve tüm klonların mtDNA’sının yumurta kaynaklı olduğunu öne 

sürmüşlerdir. Benzer şekilde bir başka çalışmada da nükleer transfer ile elde edilen sığırların 

her birinde verici hücrenin değil sadece alıcı yumurtanın mtDNA genotipinin tespit edildiği 

ve klonların mtDNA’larının alıcı yumurta kökenli olduğu belirlenmiştir (Takeda ve ark. 

1999). 
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3.MATERYAL VE METOD 

3.1.Materyal 

Çalışmada daha önce “TÜBİTAK-TOVAG-104O360-Anadolu Yerli Sığır Irklarının 

Klonlanması” projesi (Anonim, 2010) ile üretilmiş 5 klon boz sığır (1 erkek, 4 dişi)  ve bu 

klonların yavruları (2 erkek, 4 dişi), klonların üretilmesinde kullanılan 3 hücre hattı (kıkırdak, 

fibroblast, granüloza) kullanılmıştır (Çizelge 3.1). Dişi klonların hepsi tek bir boz sığırın 

farklı hücreleri (kıkırdak, granulosa) kullanılarak elde edilmiştir. Tüm klonların üretilmesinde 

alıcı stoplazma olarak holstain sığırların yumurtaları kullanılmıştır. Klon yavrularının 

hepsinin anneleri klondur ancak bir tanesinin babası erkek klonun hücre vericisi olan asıl 

boğa, diğer bir tanesinin ise babası bir holstain boğadır.  Diğer yavruların ise hem annesi hem 

babası klondur. Yavrular ve ebeveynleri ile ilgili bilgi Çizelge 3.2’de verilmiştir.  

Klon hayvanlar ve yavrularından alınan kan örnekleri ile klonlanan hayvanların 

asıllarına ait hücre örnekleri ve Klon 1 (EFE)’den alınan sperm örneğinden DNA izolasyonu 

yapılmıştır. 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan klonlar, hücre kaynakları ve hücre tipleri 

Klonlar Hücre Kaynağı  Hücre Tipi 

Klon 1 Hücre Vericisi 1 Fibroblast 

Klon 2, 3, 4 Hücre Vericisi 2 Granüloza 

Klon 5 Hücre Vericisi 2 Kıkırdak 

 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan klon yavruları ve ebeveynleri 

Yavrular Ebeveynleri 

Cemre ( K1.K3.1): Klon 1 (Efe) ve Klon 3 ( Ecem) ’ün 1.  yavrusu 

Efecan (K1.K3.2) Klon 1 (Efe) ve Klon 3 ( Ecem) ’ün 2.  yavrusu 

Kardelen (H1.K4.1) Hücre vericisi 1 ve Klon 4 (Nilüfer)’ün 1. yavrusu 

Yazgülü (K1.K4.1) Klon 1 (Efe) ve Klon 4 (Nilüfer)’ün 1. yavrusu 

Karakız (K5.1) Klon 5 (Kiraz)’in 1. Yavrusu (baba holstain) 

Kurban (K1.K5.1) Klon 1 (Efe) ve Klon 5 (Kiraz)’in 1. yavrusu 
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3.1.1. Kullanılan Materyallerin Özellikleri 

 Bu yüksek lisans çalışmasında karakterizasyonu yapılacak klonların üretilmesin de üç 

farklı hücre tipi kullanılmıştır. Bu hücre tipleri fibroblast, kıkırdak ve granulosa hücreleridir. 

Bunlardan kıkırdak hücresi ilk kez klonlama işleminde kullanılmıştır (Şekil 3.1 ve 3.2). 

 

Şekil 3.1. Çalışmada kullanılan 4 dişi, 1 erkek klon ve hücre vericisi hayvanlar  

 

 

Şekil 3.2. Çalışmada kullanılan klonlar ve yavruları 
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3.1.2.Kullanılan Cihaz Ve Teçhizat 

       Tez çalışmasının değişik aşamalarında kullanılan cihaz ve teçhizat genel olarak 

Çizelge 3.3.’de özetlenmiştir. 

Çizelge 3.3. Çalışma da Kullanılan Cihaz ve Aletler 

Cihaz Model 

Buzdolabı +40C Profilo, Türkiye 

Hassas terazi AND GF-600, Hollanda 

Otoklav Alp CL40M, ABD 

Ph Metre Jenco 6173, ABD 

Ultra saf su cihazı Millipor Direct-Q 3 UV, ABD 

Soğutmalı Santrifüj (+4ºC)  Hettich 320R, Almanya  

Mikrodalga fırın  Beko, Türkiye  

PZR Isısal Döngü Cihazı (Thermal Cycler)  

 
Applied Biosystem,Veriti,Profilex, ABD 

Vorteks  

 
Biosan, Letonya 

Jel görüntüleme sistemi  

 
Vilber Lourmart Avustralya 

Laminar Flow Kabin Healforce HF Safe 1200, Çin 

-80 oC Derin dondurucu Hettich, Almanya 

Su banyosu, DAIHAN WB-11, Kore 

Santrifüj Hettich Universal 320, Almanya 

CO2 İnkübatör Panasonic, Japonya 

Ters Mikroskop BOECO-BAB DCM 510, Almanya 
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3.1.3 Kullanılan Kimyasallar 

Moleküler ve hücre kültürü çalışmalarında kullanılan kimyasallar ve hazırlanan 

çözeltiler çizelge 3. 4. ve çizelge 3.5’te özetlenmiştir.  

Çizelge 3.4. Moleküler Çalışmalarda Kullanılan Kimyasallar ve Çözeltiler 

NETS LYSIS BUFFER 

0,01M NaCI 

1µM EDTA  

0,01 M Tris (pH=8.0) 

% 0,05 SDS 

10XTBE 

108 g Tris  

55 g Borik Asit  

9,3 g EDTA-Na2  

 10XLYSIS BUFFER  

770 mM NH4Cl  

46 mM KHCO3  

10 mM EDTA  

Digestion Buffer (pH=8.0) 

10 mM Tris-HCI 

100 mM NaCI 

1 mM EDTA 

TE (pH=7.5) 

10 mM Tris-HCl  

1 mM EDTA  

SALT EDTA 

75 mM NaCl  

25 mM EDTA  

Proteinaz K (10 mg/ml) 

100 mg Proteinaz K 

10 ml dH2O 

SDS ( %10) 

10 gr SDS 

100 ml dH2O 

SDS ( % 20) 

20 gr SDS 

100 ml dH2O 

 

Çizelge 3.5. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan kimyasallar ve çözeltiler 

STOK DMEM/F12 (pH:7,2-7,4) 

12 g DMEM 

2,438 g sodyum bikarbonat 

1000 ml dH2O  

DMEM/F12 

%10 FBS 

%1 antibiyotik 

%79 stok DMEM  

Dondurma Medyumu 

%20 DMSO 

%80 FBS 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. DNA İzolasyonu Yapılacak Materyalin Toplanması 

3.2.1.1. Kan ve sperma örneklerinin alınması 

 İstanbul Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nde barındırılan 3 klon boz sığır (1 erkek, 2 

dişi) ve 2 yavru’dan toplam 10 ml olacak şekilde kan örnekleri K3EDTA‘lı tüplere alınmış ve 

DNA izolasyonunun yapılacağı zamana kadar -20 ˚С’de saklanmıştır. Ayrıca 1 erkek klon boz 

sığırın dondurulmuş halde ki sperm örneği alınmıştır. 

 Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi’nde bakılan klon boz sığır (2 dişi) ve 4 

yavru’dan toplam 10 ml olacak şekilde kan örnekleri K3EDTA‘lı tüplere alınmış ve DNA 

izolasyonunun yapılacağı zamana kadar -20 ˚С’de saklanmıştır. 

3.2.1.2. Hücre kültürü  

 Klonların üretilmesinde kullanılan hücre hatları ise; Tübitak-Marmara Araştırma 

Merkezi’nden temin edilmiş, üniversitemiz “Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü” Hayvan Hücre 

Kültürü Laboratuarı’nda çoğaltılmış ve dondurulmuştur. 

 Hücreler %10 fetal buzağı serumu (FBS), %1 antibiyotik içeren hücre kültür 

medyumunda (DMEM-F12) % 5 CO2 'li inkübatörde 37ºC’de kültüre edilmistir. Hücreler 

konfluent olduktan sonra petrilerdeki medyum çekilerek petriler Dulbecco’nun Fosfat 

Tamponlu Tuzu (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, DPBS) ile yıkanmış, % 0,25 tripsin-

EDTA solusyonu eklenerek 5 dakika boyunca 37° C ve % 5 CO2 içeren inkübatöre 

kaldırılmıştır. İnkübasyon sonrası konulan tripsinin inaktive olması için kullanılan tripsin 

miktarının 2 katı kadar %10 fetal buzağı serumu (FBS), %1 antibiyotik içeren DMEM/F12 

eklenerek hücreler pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirilmiştir. Hücreler 15 ml’lik 

santrifüj tüplerine aktarılarak 1000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiş, ardından %10 FBS, %1 

antibiyotik içeren DMEM/F12 ile sulandırılarak 60 mm’lik kültür petrilerine ekilmiştir. Aynı 

zamanda bir kısım hücreler dondurularak saklanmıştır. Kültür kaplarını kaplayan hücreler 

tripsinlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirildikten sonra %80 FBS ve %20 

dimetilsülfoksit (DMSO) içeren ve +4° C’de saklanan dondurma medyumu ve DMEM/F12 

içinde süspanse olarak bulunan hücreler 1:1 oranın da karıştırılarak dondurma tüplerine 

aktarılmıştır. Hücreleri içeren dondurma tüplerindeki son konsantrasyon %40 FBS, %10 

DMSO ve %50 DMEM/F12 olmuştur. Tüpler sıcaklığı 1ºC/dk düşüren dondurma kabı 

içerisine yerleştilmiş ve dondurma kabı -80° C derin dondurucuya konmuştur. 
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3.2.2. DNA İzolasyonu 

 Kan örneklerinden DNA izolasyonu; standart fenol/kloroform yöntemi (Sambrook 

ve ark. 1989) kullanılarak yapılmıştır. 50 ml’lik falkon tüplere 10 ml kan örneği konulduktan 

sonra üzerine 2X Lysis buffer çözeltisi ile 50 ml’ye tamamlanmıştır. Tüpler ters düz edilerek 

nazikçe 10 dakika (dk) karıştırıldıktan sonra gece boyunca buz içersinde +4 ˚C’de 

bekletilmiştir. Sonraki gün buzdan alınan tüpler 10-15 dk. rotatorda karıştırılmıştır. 3000 

rpm‘de +4 ˚C‘de 15 dk santrifüj edilmiştir.  Santrifüj sonrası tüpün süpernatant fazı dökülüp 

(tüpdeki tüm solüsyonlar dökülür) ve tüpteki pellet üzerine 3 ml Tuz / EDTA solüsyonu, 300 

µl  %10’luk SDS ve 150 µl proteinaz K (10 mg / ml) eklenip vortekste iyice karıştırılmıştır. 

Vorteksleme işlemi sonrası 55 ˚C‘de 3 saat etüvde inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda alınan tüplerin üzerine 3 ml fenol (pH 8,0) eklenmiştir. Tüpler vortekslendikten 

sonra 15 dk. rotatorda karıştırılmıştır. Karıştırıldıktan sonra 3000 rpm de +4 ˚C de 15 dk. 

santrifüj edilip süpernatant kısmı yeni steril tüplere alınmıştır. Üzerine 3 ml fenol: kloroform: 

iso amil alkol (25:24:1) eklenerek tüpler tekrar vortekslenip 15 dk. rotatorda karıştırılmıştır. 

Daha sonra tüpler 3000 rpm de +4 ˚C de 15 dk santrifüje bırakılmıştır. Oluşan yeni üst faz 

(süpernatant kısmı) cam tüplere alınıp üzerine soğuk haldeki (-20˚C ) % 96’lık etanol 

eklenerek DNA peleti görünür hale getirilmiştir. Görünür hale gelen DNA pipet yardımı ile 

çekilerek ependorf içerine aktarılmıştır. Daha sonra 9670 rpm’de 6,5 dk +4 ˚C de santrifüj 

edilmiştir. Üstteki alkol döküldükten sonra pellet kurutulup 400 µl TE ile sulandırılmıştır. 

 Hücre örneklerinden DNA izolasyonu işleminde ilk olarak dondurulmuş haldeki 

hücreler +37˚C’deki su banyosunda çözdürüldükten sonra DMEM-F12 hücre kültür 

medyumu ile sulandırılıp 1000 rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiştir. Süpernatant vakum 

aracılığıyla çekildikten sonra pelet 200 µl PBS ile sulandırılmıştır. Üzerinde 30 µl proteinaz K 

(20 mg/ml), 30 µl RNAse (5 mg/ml) ve 400 µl NETS buffer eklenerek 65ºC’ de 2 saat inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası 600 µl fenol: kloroform: isoamil alkol (25:24:1) eklenerek 

13.000 rpm’de 7 dk. santrifüj edilmiştir. Üst faz alınıp yeni bir ependorf tüp içerisine 

aktarılarak üzerine 600 µl kloroform : isoamil alkol (24:1) eklenip 13.000 rpm’de 7 dk. 

satrifüj edilmiştir. Üst faz alınıp yeni tüpe aktarılarak üzerine alınan fazın %10’u kadar 

sodyum asetat (3M), 2,5 katı kadar soğuk saf alkol eklenerek gece boyu -20ºC’de 

bekletilmiştir. Tüpler 13.000 rpm’de 7 dk. santrifüj edilerek üst faz atılırak 2 kez %70’lik 

etanol ile yıkanmıştır. Daha sonra alkol dökülerek pelet kurumaya bırakılmış, kuruduktan 

sonra 100 µl TE ile sulandırılmıştır.  
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Sperm örneğinden DNA izolasyonu iki aşamada gerçekleştirilmiştir. Birinci 

aşamada ilk olarak 2 ml’lik ependorfa yaklaşık 300 µl  “high vacuum grase jel” konulmuştur. 

1,5 ml’lik ependorf tüpe, vial içerisindeki sperm boşaltılmış ve 1dk. 13000 rpm de santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj edilen tüpten süpernatant atılmış ve pelet 500 µl digestion buffer ile 

sulandırılmıştır. Bufferla resüspanse edilen bu karışım içerisinde “high vacuum grase jel” 

bulunan 2 ml’lik tüpe aktarılmış ve bu karışım üzerine 25 µl  %20 lik SDS eklenmiştir. Daha 

sonra 50 µl (10 mg/ml) proteinaz K eklenip ve son olarak 25 µl  (1M) DTT (dithiothreitol) 

eklenmiştir. Bu karışım el ile baş aşağı ederek karıştırılmış ve 37ºC de 180 rpm de çalkalayıcı 

da 13-15 saat inkübe edilmiştir. İkinci aşama da  inkübe edilen karışım üzerine 500 µl fenol 

eklenmiş ve karışım 10 dk.  el ile aşağı yukarı edilerek çalkalanmıştır. Üzerine 500 µl 

kloroform : izoamil alkol (24:1) eklenmiş ve karışım 10dk  el  ile aşağı yukarı edilerek 

çalkalanmıştır. Daha sonra karışım 15 dk 13000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 

tüpteki üst faz alınarak yeni bir 1,5ml’lik ependorfa aktarılmıştır. Alınan üst faz üzerine 800 

µl soğuk izopropanol eklenmiş ve 3 dk. 13000 rpm de santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası 

tüpteki izopropanol dökülmüş ve pelet 2 kez %70 lik etanol ile yıkanmıştır (Her bir yıkama 

sonrası 3dk. Santrifüj edilmiş ve etanol dökülmüştür). Etanol döküldükten sonra yaklaşık 15 

dk hava ile peletin kuruması beklenmiş ve pelet kuruduktan sonra 100 µl TE ile 

sulandırılmıştır.     

3.2.3 DNA Kalitesinin Kontrolü 

 DNA örneklerinin miktar kontrolleri Qubit 2,0 Fluorometer (İnvitrogen) kullanılarak 

kontrol edilmiştir. DNA örneklerinin kalitesi ve miktarının kontrolünde agaroz jel 

elektroforez sistemi de kullanılmıştır. DNA bantları %0,8’lık agaroz jellerde gözlemlenmiştir. 

Mini agaroz tankının kullanıldığı durumda 0,800 gr agaroz 100 ml (1X) TBE tamponu 

içerisinde mikrodalga fırında eritilerek hazırlanmıştır. Daha sonra bu karışım içerisine DNA 

bantlarının UV ışık altında görünür hale getirebilmek için 2,5 µl Red-Safe (10mg/ml) ilave 

edilmiştir. Karışım tarak içeren jel tepsisine dökülerek oda sıcaklığında donması için 

beklenmiş, ardından tarak dikkatlice alınmıştır. Daha sonra 3 μl DNA örneğine 3 μl loading 

dye solusyonu ile 7 μl dH2O (distile su ) ilave edilmiştir. Karışımın tamamı jelin 

kuyucuklarına yüklenmiş ve jel 100 V voltajda ve 500 A akımda 30 dakika yürütülmüştür. 

Elektroforez içerisindeki tampon 1X TBE tamponudur. Jel UV ışığında gözlemlenmiş ve 

görüntüleme sisteminde elde edilen jel görüntüleri bilgisayara kaydedilmiştir. 
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3.2.4 Çalışmada Kullanılan Mikrosatellit Belirteçler 

 Çalışmada 10 farklı mikrosatellit belirteci (TGLA122, ETH225, ETH10, TGLA227, 

BM1824, INRA23, SPS115, ETH3, BM1818)  ile çalışılmıştır (Çizelge 3.6). Bu 10 sığır 

mikrosatellit belirteci Uluslar arası Hayvan Genetiği Derneği (ISAG-International Society of 

Animal Sciences) ve FAO MoDAD (Measurement of  Domestic Animal Diversity) tarafından 

tavsiye edilen belirteç listesinden (Hoffmann ve ark. 2004) seçilmiştir. 

Çizelge 3.6. Çalışmada kullanılan mikrosatellit belirteçleri 

Mikrosatellit 

Belirteci 

Allel Uzunluğu Bağlanma 

Sıcaklığı 

Bulunduğu 

Kromozom 

Literatür 

TGLA122 
134-193 58 ºC 21 Georges ve Massey 1992 

ETH225 
135-165 52 ºC 9 Steffen ve Eggen 1993 

ETH10 
198-234 55 ºC 5 Solinos Tolda ve Fries 1993 

TGLA227 
64-115 56 ºC 18 Barendse ve ark. 1994 

BM1824 
170-218 59 ºC 1 Bishop ve Kappes 1994 

INRA23 
193-235 57 ºC 3 Vaiman ve Mercie1994 

SPS115 
235-265 50.7 ºC 15 Mommens ve ark. 1998 

ETH3 
90-135 62 ºC 19 Solinos Tolda ve Fries 1993 

BM1818 
248-278 55 ºC 23 Slate 2000 

INRA63 
174-190 57.6 ºC 18 Vaiman ve Mercie 1994 

 

A) TGLA122 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi TGLA122 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.7). 

Çizelge 3.7. TGLA122 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  21. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  134-193 bç 

Primer (ileri)  CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 

Primer (geri)  AATCACATGGCAAATAAGTACATAC 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.8, Çizelge 3.9). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.8. TGLA122 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  1,5 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,5 mM MgCI2 1,2 µl 25 mM 

0,2 µM primer (ileri ve geri) 0,4 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.9. TGLA122 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

58ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

30 saniye  

2 dakika 

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  15 dakika 1 döngü 

 

B) ETH225 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi ETH225 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.10). 

Çizelge 3.10. ETH225 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  9. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  135-165 bç 

Primer (ileri)  GATCACCTTGCCACTATTTCCT 

Primer (geri)  ACATGACAGCCAGCTGCTACT 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.11, Çizelge 3.12) . Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.11. ETH225 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,5 mM MgCI2 1,2 µl 25 mM 

0,2 µM primer (ileri ve geri) 0,5 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.12. ETH225 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  95 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  3 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

52ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

20 saniye 

20 saniye  

40 saniye  

 

35 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  20 dakika 1 döngü 

 

C) ETH10 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi ETH10 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve kromozom 

sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.13). 

Çizelge 3.13. ETH10 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  5. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  198-234 bç 

Primer (ileri)  GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 

Primer (geri)  CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.14, Çizelge 3.15). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.14. ETH10 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  1,5 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,25 mM MgCI2 1 µl 25 mM 

0,2 µM primer (ileri ve geri) 0,4 µl 10 µM 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.15. ETH10 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  3 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

55ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

30 saniye  

2 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  15 dakika 1 döngü 

 

D) TGLA227 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi TGLA227 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.16) . 

Çizelge 3.16. TGLA227 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  18. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  64-115 bç 

Primer (ileri)  CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 

Primer (geri)  ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.17, Çizelge 3.18) . Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.17. TGLA227 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,8 mM MgCI2 1,44 µl 25 mM 

0,4 µM primer (ileri ve geri) 0,8 µl 10 µM 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.18. TGLA227 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  4 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

56ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

1 dakika 

1 dakika 

2 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  10 dakika 1 döngü 

 

E) BM1824 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi BM1824 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.19). 

Çizelge 3.19. BM1824 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  1. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  170-218 bç 

Primer (ileri)  GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC    

 
 

Primer (geri)   CATTCTCCAACTGCTTCCTTG 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.20, Çizelge 3.21) . Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.20. BM1824 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

2 mM MgCI2 1,6 µl 25 mM 

0,25µM primer (ileri ve geri) 0,5 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.21. BM1824 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  4 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

59ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

1 dakika 

1 dakika 

2 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  10 dakika 1 döngü 

 

F) INRA23 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi INRA23 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.22) . 

Çizelge 3.22. INRA23 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  3. Kromozom 

Allel uzunluğu:  193-235 bç 

Primer (ileri)  GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC    

 
 

  

 
 

Primer (geri)     TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTCA 
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.23, Çizelge 3.24) . Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.23. INRA23 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,75 mM MgCI2 1,4 µl 25 mM 

0,25µM primer (ileri ve geri) 0,5 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.24. INRA23 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  4 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

57ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

1 dakika 

1 dakika 

2 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  10 dakika 1 döngü 

 

G) SPS115 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi SPS115 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.25) . 

Çizelge 3.25. SPS115 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  15. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  235-265 bç 

Primer (ileri)  AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG    

 
 

Primer (geri)   AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG  
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.26, Çizelge 3.27). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.26. SPS115 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2,5 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,5 mM dNTP  1 µl 10 mM 

1,8 mM MgCI2 1,5 µl 25 mM 

0,5 µM primer (ileri ve geri) 1 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.27. SPS115 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

50,7ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

30 saniye 

1 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  15 dakika 1 döngü 

 

H) ETH3 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi ETH3 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve kromozom 

sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.28). 

Çizelge 3.28. ETH3 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  19. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  90-135 

Primer (ileri)  GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG    

 
 

Primer (geri)   ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG  
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.29, Çizelge 3.30). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.29. ETH3 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2,5 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,8 mM MgCI2 1,5 µl 25 mM 

0,5 µM primer (ileri ve geri) 1 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.30. ETH3 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

62ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

1 dakika 

1 dakika  

 

35 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  15 dakika 1 döngü 

 

I) BM1818 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi BM1818 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.31). 

Çizelge 3.31. BM1818 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  23. Kromozom 

Allel Uzunluğu :  248-278 bç 

Primer (ileri)  AGCTGGGAATATAACCAAAGG    

 
 

Primer (geri)   AGTGCTTTCAAGGTCCATGC  
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.32, Çizelge 3.33). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.32. BM1818 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,25 mM dNTP  0,5 µl 10 mM 

1,5 mM MgCI2 1,2 µl 25 mM 

0,25µM primer (ileri ve geri) 0,5 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.33. BM1818 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

55ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

45 saniye 

1.5 dakika  

 

30 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  15 dakika 1 döngü 

 

İ) INRA63 İsimli Mikrosatellit Bölgesi 

Ticari ismi INRA63 olan mikrosatellit DNA bölgesinin primer dizilimleri ve 

kromozom sayısı aşağıda verilmiştir (Çizelge 3.34) . 

Çizelge 3.34. INRA63 İsimli Mikrosatellit DNA Bölgesi İle İlgili Tanımlayıcı Bilgiler 

Kromozom :  18. Kromozom 

Allel uzunluğu:  174-190 bç 

Primer (ileri)  ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC    

 
 

Primer (geri)   AAACCACAGAAATGCTTGGAAG  
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Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.35, Çizelge 3.36). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 

Çizelge 3.35. INRA63 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  2 µl  

1XPZR buffer 2 µl 10X 

0,5 mM dNTP  1 µl 10 mM 

2 mM MgCI2 1,8 µl 25 mM 

0,5µM primer (ileri ve geri) 1 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,1 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 20 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.36. INRA63 İsimli Mikrosatellit Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  95 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

57,6ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

45 saniye 

 

1.5 dakika  

 

35 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  20 dakika 1 döngü 

 

3.2.5 Çalışmada Kullanılan mtDNA Belirteci 

mtDNA analizi için D-loop ileri (5’-CCATACACAGACCACAGAATGA-3’) ve geri 

(5’-AGTCCAAGCATCCCCCAAAATA-3’) (Takeda ve ark. 2008)  primer çifti kullanılarak 

polimeraz zincir reaksiyonları yapılmıştır. 

Bölgenin polimeraz zincir reaksiyonu tekniği ile çoğaltılmasında kullanılan bileşenler 

ve yükseltgenme koşulları aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.37, Çizelge 3.38). Bu bileşenlerin 

tümü belirtilen miktarlarda 200 µl’lik PZR ependorf tüpüne konulmuştur. 
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Çizelge 3.37. D-Loop mtDNA Bölgesinin PZR Bileşenleri 

Bileşenler  PZR Karışımına Konulan 

Miktar  

Stok Konsantrasyonlar 

DNA  1,5 µl  

1XPZR buffer 3 µl 10X 

0,2 mM dNTP  6 µl 1 mM 

1,5 mM MgCI2 1,8 µl 25 mM 

0,25µM primer (ileri ve geri) 3 µl 10 µM/ µl 

0,5 u Taq Polimeraz  0,3 µl 5 u/ µl 

                    Yukarıdaki bileşim dH2O ile 30 µl’ye tamamlanmıştır. 

 

Çizelge 3.38. D-Loop mtDNA Bölgesinin Yükseltgenme Koşulları 

Basamaklar  Sıcaklık (ºC)  Süre  Döngü 

Sayısı 

1. Basamak  94 ºC (denatürasyon sıcaklığı)  5 dakika 1 döngü 

2. Basamak 94 ºC ‘de 

59ºC’de(primerlerin DNA’ya bağlanma 

sıcaklığı)  

72 ºC’de  

30 saniye 

30 saniye 

1 dakika  

 

35 döngü 

3. Basamak 72 ºC’de  4 dakika 1 döngü 

 

3.2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu İle Elde Edilen DNA Bantlarının Görüntülenmesi 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile elde edilen DNA bantlarının görüntülenmesinde 

%2’lik agaroz jeller kullanılmıştır. Kullanılan tankın boyutuna göre; %2’lik olacak şekilde 

agaroz (gram); 1XTBE tamponu içerisinde mikrodalga fırında eritilerek hazırlanmıştır. Daha 

sonra bu karışımın içerisine uygun miktarda Red-Safe ilave edilmiştir. Karışım tarak içeren jel 

tepsisine dökülerek oda sıcaklığında polimerize olması için beklenmiştir. Jeli yırtmamak için 

tarak dikkatlice çıkarılmıştır. Daha sonra 5 µl PZR ürününe 3 µl yükleme boyası (loading 

dye) ilave edilmiştir. Jel donduktan sonra, jele örnekleri yükleyip 110 voltta 30-40 dakika 

örnekler yürütülmüştür. Daha sonra jel ultraviyole ışığına tabii tutularak görüntüleme sistemi 

ile görüntülenmiştir. PZR ürünlerinin allel büyüklüklerinin kontrolü ve PZR reaksiyonun 

gerçekleşip gerçekleşmediği standart merdiven (ladder) yardımıyla hazırlanan bu %2’lik 

agaroz jellerle kontrol edilmiştir. 
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3.2.7 Fragment Analizi ve DNA Analizi 

Mikrosatellit belirteçleri ile polimeraz zincir reaksiyonları gerçekleştirilen örneklerin 

fragment analizleri (ABI 310 Genetik Analiz aleti) hizmet alımı şeklinde yapılmıştır. 

MtDNA belirteçler ile polimeraz zincir reaksiyonları gerçekleştirilen örneklerin dizi 

analizleri Medsantek Laboratuar Malzemeleri San. Ve Tic. Ltd. Şti. firması tarafından  

(Applied Biosystems 3500XL Genetic Analyzer) hizmet alımı şeklinde yapılmıştır. 
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4.BULGULAR  

4.1. DNA İzolasyonu 

Çalışmada 11 adet klon hayvandan alınan kan, 1 adet klondan alınan sperma örneği ve 

klonların üretilmesinde kullanılan 3 farklı hücre tipi örneğinden DNA izolasyonu yapılmıştır. 

DNA örneklerinin kalitesi %0,8‘lık agaroz jel elektroforez ile kontrol edilmiştir (Şekil.4.1.). 

DNA örneklerinin genotipleme ve sekans analizlerinde kullanılabilecek kalitede olduğu 

gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.1. DNA örneklerinin jel görüntüsü (1-11 kandan izole edilen genomik DNA’lar; 12 

spermden izole genomik DNA; 13-15 hücreden izole edilen genomik DNA’lar)  

 Örnek numaralarının hangi bireyi temsil ettiği aşağıdaki çizelge de gösterilmiştir. 

Çizelge 4.1. Çalışmada kullanılan bireyler ve örnek numaraları 

Örnek Numarası Birey  DNA İzolasyon Kaynağı 

1 ECEM – Klon 3 Kan 

2 CEMRE – Yavru K1.K3.1 Kan 

3 ECE – Klon 2 Kan 

4 EFE – Klon 1 Kan 

5 EFECAN – Yavru K1.K3.2 Kan 

6 NİLÜFER – Klon 4 Kan 

7 KİRAZ – Klon 5 Kan 

8 KARDELEN – Yavru H1.K4.1 Kan 

9 KARAKIZ – Yavru K5.1 Kan  

10 YAZGÜLÜ – Yavru K1.K4.1 Kan 

11 KURBAN – Yavru K1.K5.1 Kan 

12 EFE – Klon 1 Sperm 

13 FİBROBLAST –Hücre vericisi 1 Hücre 

14 KIKIRDAK – Hücre vericisi 2 Hücre 

15 GRANÜLOSA – Hücre vericisi 2 Hücre 
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4.2.  Mikrosatellit Belirteçleri İle Gerçekleştirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonları  

Klonlar ve yavrularının karakterizasyonu amacıyla 10 farklı mikrosatellit belirteci ile 

yapılan polimeraz zincir reaksiyonlarının gerçekleşip-gerçekleşmediği ve polimeraz zincir 

reaksiyonu ürünlerinin allel büyüklüklerinin kontrolü % 2’lik agaroz jeller ile yapılmıştır. 

Agaroz jel ile yapılan kontrollerde polimeraz zincir reaksiyonlarının başarılı bir şekilde 

gerçekleştikleri gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.2. TGLA122 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  

 

 

Şekil 4.3. ETH225 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA) 
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Şekil 4.4. ETH10 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  

 

Şekil 4.5. TGLA227 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  
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Şekil 4.6. BM1824 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  

 

Şekil 4.7. INRA23 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  
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Şekil 4.8. SPS115 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  

 

Şekil 4.9. ETH3 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  
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Şekil 4.10. BM1818 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  

 

Şekil 4.11. INRA63 isimli mikrosatellit bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularının 

kandan izole genomik DNA’sı;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’sı; 13 hücre 

vericisi 1’in hücreden izole genomik DNA;14-15hücre vericisi 2’nin hücreden izole genomik 

DNA)  
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4.3. Fragment Analizi 

Klonlar ve yavrularının karakterizasyonu amacıyla 10 farklı mikrosatellit belirteci ile 

yapılan polimeraz zincir reaksiyonu ürünlerinin uzunluklarının belirlenmesinde kapiller jel 

elektroforezi (ABI 310 Genetic Analyzer) kullanılmıştır. Bu analiz Refgen Gen Araştırmaları 

ve Biyoteknoloji Laboratuvar’ı tarafından yapılmıştır. Firmadan gelen sonuçlar mikrosatellit 

bölgesi bant uzunluklarının belirlenmesi amacıyla Peak Scanner adlı program kullanılarak 

incelenmiştir.  

Fragment analizi sonucunda klon hayvanlar hücre vericileri ile karşılaştırılmış ve 

birbirleriyle özdeş oldukları gözlemlenmiştir (Çizelge 4.2). 

Çizelge 4.2. Klon hayvanlar ve hücre vericilerine ait fragment analiz sonuçları 

 Hücre Vericisi 
1 

Klon 1 Hücre Vericisi 2 Klon 2, 3, 4, 5 

TGLA122 152-152 152-152 164-164 164-164 

ETH225 144-154 144-154 134-144 134-144 

ETH10 206-214 206-214 206-212 206-212 

TGLA227 78-98 78-98 116-126 116-126 

BM1824 180-182 180-182 178-188 178-188 

INRA23 196-196 196-196 216-218 216-218 

SPS115 248-254 248-254 248-248 248-248 

ETH3 114-124 114-124 114-126 114-126 

BM1818 262-264 262-264 248-264 248-264 

INRA63 186-188 186-188 186-196 186-196 

 

Fragment analizi sonucunda klon hayvanların yavruları ebeveynleri ile karşılaştırılmış ve 

birbirleriyle uyumlu oldukları gözlemlenmiştir.  

Tüm yavrular ve ebeveynlerine ait sonuçlar aşağıda çizelgeler ile gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Yavru K1.K3.1,  Yavru K1.K3.2 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuçları 

 Baba Anne  Yavru Yavru 

 Klon 1  Klon 3 Yavru K1.K3.1 Yavru K1.K3.2 

TGLA122 152-152 164-164 152-164 152-164 

ETH225 144-154 134-144 144-154 144-154 

ETH10 206-214 206-212 206-212 206-214 

TGLA227 78-98 116-126 98-116 98-116 

BM1824 180-182 178-188 178-180 180-188 

INRA23 196-196 216-218 196-216 196-216 

SPS115 248-254 248-248 248-254 248-254 

ETH3 114-124 114-126 114-126 124-126 

BM1818 262-264 248-264 248-264 262-264 

INRA63 186-188 186-196 186-196 188-196 

 

Çizelge 4.4. Yavru H1.K4.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonucu 

 Baba Anne  Yavru 

 Hücre Vericisi 1 Klon 4 Yavru H1.K4.1 

TGLA122 152-152 164-164 152-164 

ETH225 144-154 134-144 134-154 

ETH10 206-214 206-212 206-212 

TGLA227 78-98 116-126 98-116 

BM1824 180-182 178-188 180-188 

INRA23 196-196 216-218 196-216 

SPS115 248-254 248-248 248-248 

ETH3 114-124 114-126 114-126 

BM1818 262-264 248-264 264-264 

INRA63 186-188 186-196 186-186 
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Çizelge 4.5. Yavru K1.K4.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuçları 

 Baba Anne  Yavru 

 Klon 1  Klon 4 Yavru K1.K4.1 

TGLA122 152-152 164-164 152-164 

ETH225 144-154 134-144 134-144 

ETH10 206-214 206-212 206-214 

TGLA227 78-98 116-126 98-116 

BM1824 180-182 178-188 178-182 

INRA23 196-196 216-218 196-216 

SPS115 248-254 248-248 248-254 

ETH3 114-124 114-126 114-126 

BM1818 262-264 248-264 248-262 

INRA63 186-188 186-196 186-196 

 

Çizelge 4.6. Yavru K5.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuçlar 

 Anne  Yavru 

 Klon 5 Yavru K5.1 

TGLA122 164-164 164-164 

ETH225 134-144 134-144 

ETH10 206-212 206-214 

TGLA227 116-126 114-126 

BM1824 178-188 178-188 

INRA23 216-218 216-216 

SPS115 248-248 248-248 

ETH3 114-126 114-114 

BM1818 248-264 264-264 

INRA63 186-196 186-186 
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Çizelge 4.7. Yavru K1.K5.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuçları 

 Baba Anne  Yavru 

 Klon 1  Klon 5 Yavru K1.K5.1 

TGLA122 152-152 164-164 152-164 

ETH225 144-154 134-144 144-154 

ETH10 206-214 206-212 206-212 

TGLA227 78-98 116-126 78-116 

BM1824 180-182 178-188 182-188 

INRA23 196-196 216-218 196-216 

SPS115 248-254 248-248 248-254 

ETH3 114-124 114-126 114-126 

BM1818 262-264 248-264 248-254 

INRA63 186-188 186-196 186-196 

 

Çizelge 4.8. Yavrular ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuçları  

 Baba Anne Yavrular 

 Klon 1 ve 

Hücre 

Vericisi 1 

Klon 2, 

3, 4, 5 

Yavru 

K1.K3.1 

Yavru 

K1.K3.2 

Yavru 

H1.K4.1 

Yavru 

K1.K4.1 

Yavru 

K5.1  

Yavru 

K1.K5.1 

TGLA122 152-152 164-164 152-164 152-164 152-164 152-164 164-164 152-164 

ETH225 144-154 134-144 144-154 144-154 134-154 134-144 134-144 144-154 

ETH10 206-214 206-212 206-212 206-214 206-212 206-214 206-214 206-212 

TGLA227 78-98 116-126 98-116 98-116 98-116 98-116 114-126 78-116 

BM1824 180-182 178-188 178-180 180-188 180-188 178-182 178-188 182-188 

INRA23 196-196 216-218 196-216 196-216 196-216 196-216 216-216 196-216 

SPS115 248-254 248-248 248-254 248-254 248-248 248-254 248-248 248-254 

ETH3 114-124 114-126 114-126 124-126 114-126 114-126 114-114 114-126 

BM1818 262-264 248-264 248-264 262-264 264-264 248-262 264-264 248-254 

INRA63 186-188 186-196 186-196 188-196 186-186 186-196 186-186 186-196 
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4.4 mtDNA Belirteci İle Gerçekleştirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Klonlar ve yavrularının karakterizasyonu amacıyla mtDNA belirteci (D-loop) ile 

yapılan polimeraz zincir reaksiyonunun gerçekleşip-gerçekleşmediği ve polimeraz zincir 

reaksiyonu ürünlerinin allel büyüklüklerinin kontrolü % 2’lik agaroz jeller ile yapılmıştır. 

Agaroz jel ile yapılan kontrollerde polimeraz zincir reaksiyonlarının başarılı bir şekilde 

gerçekleştikleri gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.12. mtDNA belirteci (D-loop) ile yapılan PZR sonrası jel görüntüsü 

Not: M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) ; (1-11., kuyular klonlar ve 

yavrularına ait örnekler – 12.,kuyu Klon 1’in spermden izole örneği - 13.,  kuyu hücre vericisi 

1’e ait örnek  - 14., 15., kuyu hücre vericisi 2’e ait  hücreden izole örnekler)  

 

4.5. Dizi Analizi 

Klonlar ve yavrularının karakterizasyonu amacıyla mtDNA belirteci (D-loop) ile 

yapılan polimeraz zincir reaksiyonu ürünlerinin dizi analizleri MEDSANTEK firması 

tarafından yapılmıştır. Analiz sonuçlarının incelenmesinde ChromasPro ve Bioedit 

programları kullanılmıştır. Ayrıca sekans okuma sonuçlarının doğruluğunun belirlenmesi için 

gen bankasında AF492351.1 numarası ile kayıtlı sığır mtDNA genom sekansından 

yaralanılmıştır.    

mtDNA dizi analizinde klonlar,  hücre vericileri ve klonların yavruları arasındaki 

farklılıklar tespit edilerek klon bireyler ve yavrularının mtDNA kaynakları belirlenmiştir. 

4.5.1 Erkek Klonun ve Erkek Klonun Spermasının Verici Hücre İle Karşılaştırması  

Klon 1 (EFE) ve Klon 1’in sperması ile verici hücre (3202-E) arasında gen bankasında 

kayıtlı sekansa göre 15694, 15821, 15868, 15892 ve 15983 numaralı pozisyonlarda olmak 

üzere 5 nükleotidde farklılık tespit edilmiştir.   
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Şekil 4.13. Klon 1, Klon 1 sperma ve hücre vericisi 1 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15694. nükleotidde gözlemlenen farklılık    

 

Şekil 4.14. Klon 1, Klon 1 sperma ve hücre vericisi 1 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15821. nükleotidde gözlemlenen farklılık  
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Şekil 4.15. Klon 1, Klon 1 sperma ve hücre vericisi 1 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15868. Nükleotidde gözlemlenen farklılık  

 

Şekil 4.16. Klon 1, Klon 1 sperma ve hücre vericisi 1 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15892. Nükleotidde gözlemlenen farklılık  
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Şekil 4.17. Klon 1, Klon 1 sperma ve hücre vericisi 1 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15983. nükleotidde gözlemlenen farklılık  

Klon 1 (Efe) ile Efe sperma arasında mtDNA’da hiçbir farklılık tespit edilmemiştir. 

4.5.2 Dişi Klonların Verici Hücre İle Karşılaştırması  

Klon 2 (ECE), Klon 3 (ECEM) ile hücre vericisi 2 hücresi (GC) arasında gen 

bankasında kayıtlı sekansa göre 15694, 15791, 15821, 15892, 15937 numaralı pozisyonlarda 

olmak üzere 5 nükleotidde farklılık tespit edilmiştir.   

 

 

Şekil 4.18. Klon 2, Klon 3 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 

15694. nükleotidde gözlemlenen farklılık  
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Şekil 4.19. Klon 2, Klon 3 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 

15791. nükleotidde gözlemlenen farklılık  

 

 

Şekil 4.20. Klon 2, Klon 3 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 

15821. nükleotidde gözlemlenen farklılık  
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Şekil 4.21. Klon 2, Klon 3 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 

15892. nükleotidde gözlemlenen farklılık  

 

 

Şekil 4.22. Klon 2, klon 3 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 

15937. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Klon 4 (Nilüfer)  ile hücre vericisi 2 (GC hücresi) arasında gen bankasında kayıtlı 

sekansa göre 15694, 15821 ve 15892 numaralı pozisyonlarda olmak üzere 3 nükleotidde 

farklılık tespit edilmiştir.   

 

 

Şekil 4.23. Klon 4 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15694. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.24. Klon 4 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15821. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.25. Klon 4 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15892. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

Klon 5 (Kiraz)  ile hücre vericisi 2 (Kıkırdak hücresi) arasında gen bankasında kayıtlı 

sekansa göre 15694, 15821 ve 15892 numaralı pozisyonlarda olmak üzere 3 nükleotidde 

farklılık tespit edilmiştir.  

 

 

Şekil 4.26.  Klon 5 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15694. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.27.  Klon 5 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15821. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.28.  Klon 5 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15892. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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 4.5.3. Dişi Klonların Birbiri İle Karşılaştırması 

 Klon 4 (Nilüfer)  ve Klon 5 (Kiraz) arasında gen bankasında kayıtlı sekansa göre 

15694, 15821 ve 15892 numaralı pozisyonlarda olmak üzere 3 nükleotidde farklılık tespit 

edilmiştir.  

 

Şekil 4.29. Klon 4 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15694. nükleotidde 

gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.30. Klon 4 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15821. nükleotidde 

gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.31. Klon 4 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15892. nükleotidde 

gözlemlenen farklılık 

Klon 2 (Ece), Klon 3 (Ecem)  ve Klon 4 (Nilüfer) bireyleri arasında gen bankasında 

kayıtlı sekansa göre 15791 ve 15937 numaralı pozisyonlarda olmak üzere 2 nükleotidde 

farklılık tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.32. Klon 2, Klon 3 ve Klon 4 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15791. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.33.  Klon 2, Klon 3 ve Klon 4 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15937. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.34. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15694. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

Klon 2 (Ece), Klon 3 (Ecem)  ve Klon 5 (Kiraz) bireyleri arasında gen bankasında 

kayıtlı sekansa göre 15694, 15791, 15821, 15892 ve 15937 numaralı pozisyonlarda olmak 

üzere 5 nükleotidde farklılık tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.35. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15791. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.36. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15821. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.37. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15892. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.38. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa göre 15937. 

nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Klon 2 (Ece) ve Klon 3 (Ecem) karşılaştırıldığında; iki bireyin mtDNA’ ları arasında 

hiçbir fark tespit edilmemiştir. 

4.5.4. Dişi Klonlar ve Yavrularının Birbiri ile Karşılaştırılması 

  Anne Klon 5 (Kiraz) ve yavruları; Yavru K5.1 (Karakız) ve Yavru K1.K5.1 (Kurban)  

ile karşılaştırıldığında; bireylerin mtDNA’sı arasında hiçbir fark tespit edilmemiştir. 

 Anne Klon 4 (Nilüfer) ve yavruları; Yavru H1.K4.1 (Kardelen) ve Yavru K1.K4.1  

(Yazgülü)  ile karşılaştırıldığında; bireylerin mtDNA’sı arasında hiçbir fark tespit 

edilmemiştir. 

Klon 3 (Ecem) ve yavruları K1.K3.1 (Cemre) ve K1.K3.2 (Efecan) arasında gen 

bankasında kayıtlı sekansa göre 15694, 15711, 15791, 15821, 15892, 15937 ve 15983 

numaralı pozisyonlarda olmak üzere 7 nükleotidde farklılık tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.39. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15694. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.40. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15711. nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

 

Şekil 4.41. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15791. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.42. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15821. nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

 

Şekil 4.43. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15892. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Şekil 4.44. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15937. nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.45. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasında gen bankasına kayıtlı sekansa 

göre 15983. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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Yavru K1.K3.1 (Cemre)  ve Yavru K1.K3.2 (Efecan) bireyleri ile hücre vericisi 2 (GC 

hücresi)  arasında gen bankasında kayıtlı sekansa göre 15711 ve 15983 numaralı 

pozisyonlarda olmak üzere 2 nükleotidde farklılık tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.46. Yavru K1.K3.1, Yavru K1.K3.2 ve hücre vericisi 2 arasında gen bankasına kayıtlı 

sekansa göre 15711. nükleotidde gözlemlenen farklılık 

 

Şekil 4.47. Yavru K1.K3.1, Yavru K1.K3.2 ve hücre vericisi 2 bireylerinde gen bankasına 

kayıtlı sekansa göre 15983. nükleotidde gözlemlenen farklılık 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Klonlama, erişkin bir canlıdan elde edilen vücut hücresinin o türe ait genetik materyali 

çıkartılmış bir yumurta hücresi içerisine konulması ile bir bireyin genetik kopyasının 

oluşturulması anlamına gelmektedir. Bu zamana kadar bu teknolojinin kullanılması ile birçok 

memeli türü klonlanmış ve teknoloji iyileştirilmeye çalışılmıştır. Ancak yapılan çalışmalarda 

elde edilen başarılar teknolojinin aydınlatılmasında yeterli olmamıştır. Bu sebeble klonlama 

teknolojisi ile elde edilen hayvanlar ve yavrularının detaylı bir şekilde incelenmesi 

gerekmektedir. Bu sayede teknoloji daha anlaşılır hale getirilebilir. Bu amaç doğrultusunda 

klonlar ve yavrularının moleküler karakterizasyon sonuçlarının elde edilen klonların normal 

bir ırk populasyonu oluşturmasının mümkün olup olmadığı ve bu teknolojinin nesli tükenmiş 

bir ırkın geriye getirilmesindeki muhtemel potansiyeli ile ilgili ipuçları vereceği 

düşünülmektedir.  

Mikrosatellit belirteçler; polimorfizm oranının yüksek olması nedeniyle genetik 

haritalama, ebeveyn tayini (paternity test) , pedigri çalışmaları, akrabalı yetiştirmelerin 

(inbreeding) seviyesi ve etkisinin belirlenmesi, populasyonların evrim tarihi çalışmaları, gen 

kaynaklarının korunması çalışmaları, genetik çeşitliliğin araştırılması, biyolojik materyallerin 

adli amaçlı kimliklendirilmesi için kullanılmaktadır. Bu belirteçler klon hayvanlarda ise; 

klonlar, onların yavruları ve klonların üretilmesinde kullanılan verici hücreden elde edilen 

genomik DNA’da mikrosatellit analizi yapılarak klonların genomik DNA açısından verici 

hücreler ile özdeş olduğu ve yavrularında bu klonlara ait olduğunu teyit etmek için 

kullanılmaktadır. Bu analizler FAO ve ISAG tarafından tavsiye edilen mikrosatellit belirteçler 

kullanılarak yapılmaktadır. FAO tarafından sığır populasyonlarının araştırıldığı çalışmalarda 

kullanılabilecek 30 adet belirteç tavsiye edilmektedir 

(http://www.fao.org/docrep/014/i2413e/i2413e00.html). Daha önce yapılan çalışmalar 

incelendiğinde 6 (Yang ve ark. 2012), 9 (Zakhartchenko ve ark. 1999), 12 (Theoret ve ark. 

2006) , 17 (Kato ve ark. 2000) adet mikrosatellit belirteç kullanılarak klon sığırların genomik 

DNA açısından karakterizasyonlarının yapıldığı görülmüştür. Yapılan bu yüksek lisans 

çalışmasında ise 10 adet mikrosatellit belirteç kullanılarak klon hayvanlar ve yavrularının 

genomik DNA karakterizasyonu yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar klon hayvanların verici 

hücreleri ile özdeş olduklarını ve yavruların bu klonlara ait olduğunu ortaya koymuştur. 

Ancak dişi klonların hepsinin tek bir hayvanın genetik kopyası, dolayısıyla genomik 

DNA’sının aynı olması sebebiyle yavruların annelerinin klon dişilerden hangisi olduğunu 

belirlemek mikrosatellit belirteçler ile mümkün değildir. Aynı şekilde babası Klon 1 ve Verici 

http://www.fao.org/docrep/014/i2413e/i2413e00.html
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Hayvan 1 olan yavruların da babalarının özdeş olması sebebiyle hangi babadan geldiklerinin 

ayırt etmek mümkün değildir. Klonlar için özel bir durum olarak her bir klonun farklı yumurta 

kaynağından gelmiş olması mtDNA analizi ile annelerin tespit edilmesini sağlayabilir. Ancak 

bu durum mtDNA’nın anne kaynaklı olması sebebiyle babalar için geçerli değildir. 

 mtDNA belirteçleri genel olarak; populasyonların tanımlanması, populasyon ve 

ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi, populasyonların coğrafi dağılımlarının ortaya konması, 

alttür içerisindeki haplotiplerin belirlenmesi, populasyonlar arasındaki gen akışı ve 

hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi, anaya ait (maternal) kalıtım modellerinin 

izlenmesi, populasyonlar içi/arası genetik varyasyon düzeylerinin hesaplanması ve 

populasyonların genetik benzerlik ve farklılıklarından yararlanılarak filogenetik  ilişkilerin 

tespit edilmesi, çalışmalarında yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. 

Genel kanı normal seksüel üreme esnasında mitokondrinin (ve mtDNA’lar) anneden 

geçtiği yönündedir. Babadan kaynaklı mitokondri yumurta içine girer ancak ilk bölünmeler ile 

oluşan az sayıdaki embriyonik hücrelerde bilinmeyen bir mekanizma ile hızla elimine edilir 

(Giles ve ark. 1980, Kaneda ve ark. 1995) .  

Klonlama teknolojisi ile elde edilen hayvanlarda mtDNA geçişi incelendiğinde ise; 

mtDNA’nın normal seksüel üremede olduğu gibi genelikle alıcı yumurta kaynaklı olduğu 

görülmektedir (Plante ve ark. 1992, Steinborn ve ark. 2000, Evans ve ark. 1999, Steinborn ve 

ark. 2000, Tae Do ve ark. 2002, Burgstaller ve ark. 2007).  Yapılan yüksek lisans 

çalışmasında moleküler karakterizasyonu yapılan 1 erkek ve 4 dişi klonun mtDNA’sının 

hücre vericilerinden farklı olduğu bulunmuş ve mtDNA’ların yumurta kaynaklı olduğu 

belirlenmiştir. Bu klonlardan Klon 2 ve 3 (Ece, Ecem)’ün analiz sonuçları incelendiğinde 

mtDNA’larının birbirleri ile aynı oldukları görülmüştür. Diğer 2 dişi klonun   ( Klon 4-Nilüfer 

ve Klon 5-Kiraz)  ise hem birbirinden hem de Klon 2,3’ten farklı olduğu tespit edilmiştir. 

mtDNA geçişi generasyonlarda incelendiğinde Klon 4 ve 5’in mtDNA’ları yavruları ile aynı 

ancak Klon 3’ün yavrularından farklı olduğu görülmüştür. 

Tek anneden bir batında doğan iki dişi klonun (Klon 2 ve 3) mtDNA analizlerinde 

hiçbir farklılığın tespit edilemesinin çeşitli sebepleri olabilir. Klonlama işleminde bir 

ovaryumdan iyi kaliteli 4 yumurta elde edildiğini ve günde 50 ovaryumdan (25 dişiye ait) 

yaklaşık 200 yumurta hücresi ile çalışıldığı düşünülürse aynı hayvana ait yumurtalardan 

gelişen embriyoların transfer edilmiş olma ihtimali %3 gibi düşük bir ihtimaldir. Bir başka 

ihtimal ise klon embriyonun transfer sonrası ikiye bölünerek iki ayrı embriyo olarak 

gelişmesidir. İki klon embriyonun transferi sonrası ultrason muayenelerinde sadece tek yavru 
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kesesinin fark edilmiş olması ve ikizliğin ancak doğum sırasında anlaşılması böyle bir 

ihtimalin de olabileceğini düşündürmektedir. Bunlara ilave olarak intaruterin gelişimi 

boyunca embriyolar arasında karşılıklı hücre değişimi ve vasküler anostomozdan kaynaklanan 

kan lenfosit hücreleri ve üreme hücreleri kimerizmi ikiz sığırlarda iyi bilinen bir olgudur. Bu 

tip kimerizm aynı zamanda at, koyun, insan, lama gibi diğer memeli türlerinde de görülmüştür 

(Hiendleder ve Wolf 2003). Bir çalışmada iki farklı yumurta kaynağından üretilen in vitro 

embriyoların aynı anneye transferi sonrasında ikiz fetusların kan ve karacigerinde kimerizm 

tespit edilmiştir (Hiendleder 2007). Bu durumda iki embriyo farklı yumurtadan gelmiş olsa 

dahi embriyolar arası hücre geçişi sebebiyle ikizlerin kanında iki ayrı yumurtadan kaynaklı 

hücrelerin bir arada varlığı görülebilir. Ancak bu durum diğer dokularda olmayabilir. 

Dolayısıyla kan hücrelerindeki kimerizme bağlı olarak yavrularından farklı mtDNA’a sahip 

olduğu görülen dişi klonun (Klon 3-Ecem) yumurta hücrelerinde tek tip mtDNA tespit 

edilebilir. Yavrularda anneden farklı mtDNA varlığı görülmesi diş klonun üreme hücreleri de 

dahil olmak üzere kan dışındaki diğer dokularında tek bir yumurtadan gelen mtDNA 

varlığının mümkün olabileceğini düşündürmektedir. Ancak tüm mtDNA analizleri kan 

örneklerinde yapıldığı için bu çalışmada kesin bir şey söylemek mümkün değildir. Ayrıca  

klon dişinin dizi analiz sonuçlarında bazı nükleotidlerde görülen çift bantın kirlilikten mi 

yoksa kimerizden mi kaynaklandığı ayırt edilememektedir. Görülen ikinci bandın gerçek olup 

olmadığı farklı bir yöntemle teyit edilmelidir. 

Bu konuda sunulan birçok rapora rağmen mitokondriyal DNA geçişi klonlamada hala 

bir sorun veya en azından bir bilinmeyen olarak değerlendirilmektedir. Teknolojinin 

uygulanışının bir sonucu olarak klonların MtDNA varlığının yumurtadan geleceği öngörülür. 

Bunu teyit eden birçok çalışmaya rağmen bazı raporlarda tam açıklanamayan bulgulara 

rastlanması ırklar arası nükleer transferde farklı genetik materyallerin birbiri ile uyumu 

konusunu gündeme getirmektedir. Bu konuda çok az çalışma vardır. Bu nedenle klonların 

moleküler karakterizasyonu ile ilgili her çalışma teknolojinin daha iyi anlaşılmasına katkı 

sağlayacaktır. Mevcut çalışmada incelenen klonlar iki farklı ırkın materyalinin bir araya 

getirilmesi ile oluşturulmuş ırklar arası klonlardır. Çalışmanın sonuçları da diğer birçok 

çalışmada rapor edildiği gibi mtDNA’nın yumurta kaynaklı olduğunu göstermiştir.  Klonların 

halen sağlıklı olması ve sağlıklı yavrular vermesi mtDNA ve genomik DNA farklılığının 

klonlar ve jenerasyonlarında zararlı etkisinin olmadığını düşündürmektedir.  

Klonlardaki mtDNA varlığı ile ilgili olarak tam tersi bir görüş klon evcil hayvanların 

üretilmesinde mtDNA farklılığının getirebileceği avantajlarla ilgilidir.  MtDNA polimorfiktir 
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ve spesifik ana hattındaki bazı polimorfizmler süt üretimi ve büyüme performansı ile 

alakalıdır. Klonlama teknolojisi istenen genomik DNA ile arzu edilen polimorfizmi taşıyan 

mtDNA’nında bir araya getirilmesini ve böylece daha mükemmel bireylerin ortaya çıkmasını 

da sağlayabilir.  Ancak bütün bu öngörülerin araştırmalarla desteklenmeye ihtiyacı vardır. 

Klonlama, hayvancılık açısından baktığımızda gerek üstün genetik yapıya sahip, 

hastalıklara dirençli hayvanların sayısı artırmak gerekse sayıları azalan veya yok olan ırkları 

tekrar doğaya kazandırmak için başlı başına üretim amacıyla kullanılabileceği gibi aynı 

zamanda gelişim biyolojisinde henüz çözülemeyen birçok mekanizmanın aydınlatılması için 

model organizmalar oluşturmak amacıyla da kullanılabilir. Her ne amaçla üretilmiş olursa 

olsun klonlar özel hayvanlardır ve halen birçok bilinmeyeni bünyelerinde barındırmaktadırlar.  

Bu nedenle klonlar üzerinde yapılan her çalışma hem teknolojinin daha iyi anlaşılarak kontrol 

edilebilir hale gelmesine hem de bilinmeyen birçok mekanizmanın aydınlatılmasına katkı 

sağlıyacaktır.     

Bu çalışma ırklar arası nükleer transfer sonucu oluşturulmuş klon sığır ve 

jenerasyonları üzerinde yürütülmüş moleküler karakterizasyon bulgularını içermektedir.  

Çalışma bulguları mikrosatellit belirteçlerin klonların özellikle köken aldığı birey ile genomik 

DNA açısından özdeş olduğunu tespit etmek amacıyla kullanılabileceğini, ancak genomik 

DNA bakımından özdeş klonların yavrularının hangi ebeveyne ait olduğunu belirlemede 

yetersiz olduğunu göstermiştir.   

 Klonlama çalışmalarında mtDNA geçişi halen bir bilinmeyen olarak gizemini 

sürdürmektedir. Yapılan çeşitli çalışmalar gelişim biyolojisinden bildiğimiz “mtDNA anne 

orjinlidir” temel bilgisinin gerçek temellerini ve mekanizmanın işleyişini aydınlatma da 

şaşırtıcı ipuçları sunarken her bulgunun bir öncekini destelemeyebildiği ve birbirinden farklı 

sonuçların ortaya çıkabileceği de görülmektedir.  Mevcut çalışma da klonların hepsinin 

mtDNA’ları klonlandıkları hayvandan farklı bulunmuştur.  Dolayısıyla tüm klonlar genomik 

DNA bakımından identikal ancak mtDNA bakımından birbirinden farklıdır. Bu daha önce 

yapılmış birçok çalışma ile uyumludur ancak iki dişi klonun klonlandıkları hayvandan farklı  

mtDNA’ya sahip olmalarına rağmen aralarında hiçbir fark görülmemesi düşündürücü 

bulunmuştur.  Yine genel bilgi olarak yavruların mtDNA’larının anneleri ile aynı olması 

gerekir.  Oysa iki dişi klonun yavrularının mtDNA’sı anneleri ile aynı iken bir dişi klonun 

yavrularının mtDNA’sı annelerinden farklı bulunmuştur.  MtDNA geçişinin daha iyi 

aydınlatılması amacıyla klonların daha çok sayıda yavrusu ile çalışılması önerilebilir. Yine 
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özellikle birbirinin aynı mtDNA’ya sahip tek taşıyıcı anneden doğan ikiz klon dişilerin 

mtDNA varlığı kan dışındaki dokularda da araştırılabilir.  MtDNA profili dizi analizine ilave 

olarak farklı moleküler yöntemler kullanılarak incelenebilir ve sonuçların dizi analiz sonuçları 

ile nasıl örtüştüğü değerlendirilebilir.  

Bir diğer konu farklı mtDNA geçişi ile oluşturulan klon sürünün süt verimi veya 

büyüme performasının ırk ortalamasından farklı olup olmadığının araştırılmasıdır. Elde edilen 

sonuçlar teknolojinin iyi yönde bir ilerlemeyi de sağlama da muhtemel potansiyelini görmek 

açısından faydalı olabilir.     
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