NUKLEER TRANSFER iLE ELDE
EDIiLEN KLON SIGIR VE
YAVRULARININ mtDNA VE
MIKROSATELLIT BELIRTECLERLE
KARAKTERIZASYONU

Emel TUTEN SEVIM
Yiiksek Lisans Tezi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Sezen ARAT
2016



T.C.
NAMIK KEMAL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

NUKLEER TRANSFER iLE ELDE EDIiLEN KLON SIGIR
VE YAVRULARININ mtDNA VE MiKROSATELLIT
BELIRTECLER iLE KARAKTERIZASYONU

Emel TUTEN SEVIM

TARIMSAL BiYOTEKNOLOJI ANABILiM DALI

DANISMAN: Prof. Dr. Sezen ARAT

TEKIRDAG-2016

Her hakki sakhdir.



Bu tez cahismasi Namik Kemal Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan NKUBAP.03.YL.16.017 numaral proje ile desteklenmistir.



Prof. Dr. Sezen ARAT damgsmanliginda, Emel TUTEN SEVIM tarafindan hazirlanan
Niikleer Transfer Ile Elde Edilen Klon Sigir Ve Yavrularinin mtDNA Ve Mikrosatellit
Belirtecler Ile Karakterizasyonu” isimli bu calisma asagidaki jiiri tarafindan Tarimsal

Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Bagkani: Prof. Dr. Sezen ARAT Imza:
Uye: Dog. Dr. Fulya OZDIL Imza:
Uye: Yrd. Dog. Dr. Serdar GENC Imza:

Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu adina

Prof.Dr. Fatih KONUKCU

Enstitii Miidiirii



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

NUKLEER TRANSFER ILE ELDE EDILEN KLON SIGIR VE YAVRULARININ
mtDNA VE MIKROSATELLIT BELIRTECLERLE KARAKTERIZASYONU

Emel TUTEN SEVIM

Namik Kemal Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sezen ARAT

Klonlama teknolojisi; eriskin bir hiicre ¢ekirdeginin yumurta hiicresi igerisine konulup
geriye programlanarak embriyonal doneme geri dondiiriilmesi prensibine dayanmaktadir.
Ancak bu geri programlamayi etkileyen faktorler tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle
elde edilen klonlar ve klonlarin yavrularinin daha detayli bir sekilde tanimlanmasi ile
klonlama teknolojisi daha anlasilir ve kontrol edilebilir hale getirilebilir. Bu tez ¢alismasinin
amaci da bir wrkin bireylerinin farkli bir irka ait yumurta kaynagi kullanilarak klonlanmasi
sonucu elde edilen klonlarin normal bir irk populasyonu olusturmasinin miimkiin olup
olmadigini ortaya koymak adina klon ve jenerasyonlarin1 molekiiler olarak karakterize etmek
ve bdylece ileride bu teknolojinin nesli tiikenmis bir 1irkin geriye getirilmesindeki muhtemel
potansiyelini daha iyi anlamaya calismaktir. Bu amagla ¢alismada daha 6nce bir TUBITAK-
TOVAG-1040360- projesi ile iiretilmis 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi) ve bu klonlarin
yavrulari (2 erkek, 4 disi) materyal olarak kullanilmistir. Oncelikle klonlar, onlarin yavrulari
ve klonlarin iiretilmesinde kullanilan verici hiicreden elde edilen genomik DNA’da 10
mikrosatellit belirte¢ kullanilarak klonlarin genomik DNA agisindan verici hiicrelerin birebir
kopyasi oldugu ve yavrularinda bu klonlara ait oldugu teyit edilmis ve mtDNA D-loop
bolgesi dizi analizi ile de klonlarin mtDNA’larmin yumurta kaynakli oldugu ve dolayisiyla
verici hiicreden farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu farkli mtDNA varligi klonlarin

yavrularinda da izlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Klonlama, boz sigir, mtDNA D-Loop, mikrosatellit
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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 TUTEN SEVIM

Namik 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 TUBITAK TOVAG-1040360- 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.GIRiS

Klon, bir bireyden fertilizasyon olmaksizin elde edilen ve onunla genetik olarak 6zdes
olan yavru olarak tanimlanabilir. Biyologlar, klonlama kelimesini genellikle genetiksel olarak
birden ¢ok identikal bireyin iiretimini ifade etmek i¢in kullanirlar. Tek yumurta ikizleri (veya
ticlizler vs.) genetik agidan dogal klonlardir ve bugiinkii klonlama teknolojisinin kesfinde

arastiricilar igin ilham kaynagi olmuslardir (Arat 2010).

Elli yili askin bir siiredir, gelisim biyolojisinin en Onemli sorularindan birisi,
farklilasmamig bir hiicredeki genlerin bagka yonde farklilagsmis bir hiicredeki genlere 6zdes
olup olmadigi ve farklilasmis bir hiicre niikleusunun, zigot niikleusu ile yerleri
degistirildiginde, bunun normal bir embriyonik gelismeyi baslatip baslatmayacagi olmustur.
Bu sadece embriyonik ve ekstra embriyonik tiim hiicre ve dokular1 olusturabilme
potansiyeline sahip totipotent bir niikleusun, nukleusu ¢ikartilmis metafaz II asamasindaki
olgun yumurtanin igerisine transferini gerektiren niikleer transfer ya da niikleer
transplantasyon (NT) denilen yontem kullanilarak test edilebilmistir.

Niikleer transfer sonucu bir canlinin klonlanmasi yani genetik kopyasinin
olusturulmas1 modern biyoteknolojinin giinlimiizdeki en ug¢ noktast ve yardimei iireme
tekniklerinin en gelismisidir. Bu teknoloji iistiin genetik yapiya sahip veya hastaliklara
direncli bireylerin sayisini artirmak i¢in kullanilabilecegi gibi ayn1 zamanda sayilar gittikge
azalan lokal irklarin yok olma sinirindan kurtarilmasi i¢in de kullanilabilecektir. Bu yilizden
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) gen kaynaklarmnin korunmasi igin ilkeleri
belli zamanlarda bir araya getirmekte ve bu toplantilarda gelecekte yok olacak tiirleri geriye
getirmek icin hiicre bankalarinin kurulmasinin gerekliligini tartismaktadir. Kurulacak hiicre
bankalarinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi, teknolojinin sorunlarinin ¢6ziilmesine baghdir.
Bu nedenle hala bu teknolojiyi kullanabilen iilkeler yogun olarak arastirmalarina devam
etmektedirler (Campbell 2002).

Erigkin bir canlinin basari ile klonlanmasi sonucu dogan ilk klon koyun “Dolly” nin
(Wilmut ve ark. 1997) ardindan sigir (Cibelli ve ark.1998, Kato ve ark. 1998, Vignon ve ark.
1998),fare (Wakayama ve ark. 1998), ke¢i (Baguisi ve ark. 1999), domuz (Onishi ve ark.
2000, Polejaeva ve ark. 2000), tavsan (Chesne” ve ark. 2002), kedi (Shin ve ark. 2002), sican
(Zhou ve ark. 2003), at (Galli ve ark. 2003), katir (Woods ve ark. 2003), kopek (Lee ve ark.
2005), gelincik (Li ve ark. 2006), manda (Shi ve ark. 2007) ve deve (Wani ve ark. 2010) gibi

birgok memeli tiirii ayn1 yontem ile klonlanmistir. Ilk klonun iiretilmesinden bu yana birgok



calisma yapilarak teknoloji iyilestirilmeye calisilmis olsa da, basari1 yiizdesi halen istenilen
seviyede degildir. Bu baglamda iiretilen klonlarin ve onlarin yavrularinin daha ayrintili
tanimlanmasi teknolojinin daha anlasilir ve kontrol edilebilir hale gelmesinde faydali

olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Klonlama

Klonlama eseysiz iireme yontemiyle bir bitki veya hayvanin genetik olarak o6zdes
kopyalarini yapmak anlamina gelmektedir. Tek yumurta ikizleri, tiim genom bakimindan
birebir aynidir ve doganin iirettigi klonlardir (Sekil 2.1). ilk klonlama ¢alismalar1 bu dogal
olayin taklit edilmesiyle baglamistir. Ancak bugiinkii anlamryla klonlama, eriskin bir canlidan
elde edilen viicut hiicresinin o tiire ait genetik materyali ¢ikartilmis bir yumurta hiicresi
i¢cerisine konulmasi olarak ifade edilmektedir. Bu isleme niikleer transfer denir. Bunun sonucu
olarak hiicre kaynagi ile ayn1 genetik yapida ve baska bir ifade ile onun kopyasi olan yeni bir

birey olusturulur.

Tek yumurta tek bir
spermle dollenerek

zZigot olusur Ayni plasentada iki

embriyo gelisir

Sekil 2.1. Dogal klon ikizler (Anonim, 2015)

2.1.2. Niikleer Transferde Kullanilan Hiicre Kaynaklar: ve Tipleri

Niikleer transfer embriyonik hiicreler (blastomer veya embriyonik kok hiicre), (Sekil 2.2) fetal
ve erigskin (Sekil 2.3) olmak iizere viicut hiicreleri kullanilarak yapilmaktadir. Erigskin bir
canliin klonlanmasimin ardindan yapilan birgok calisma incelendiginde viicut hiicrelerinin
yaygin olarak kullanildig: goriilmektedir. Basari ile kullanilan viicut hiicrelerine meme bezi

epitel (Wilmut ve ark. 1997), fibroblast (Cibelli ve ark. 1998, Yang ve ark. 2008), graniilosa



(Steinborn ve ark. 2002, Arat ve ark. 2001b), ve kikirdak (Arat ve ark. 2011), hiicreleri 6rnek
gosterilebilir. Bunlarin yani1 sira kumulus hiicresi, lokosit, kas hiicresi, ovidukt hiicresi
karaciger ve bobrek hiicresinin kullanildigi ¢alismalara da rastlanmaktadir (Brem ve

Kuhholzer 2002).

ENUKLASYON BLASTOMER MORULA
TRANSFERI

Te =

\ D«

EMBEiYDNiK
HUCRE
TRANSFERI

Sekil 2.2. Blastomer ve Embriyonik Kok Hiicre Transferi ile klonlama (Arat 2010)

2.2 Klonlamanin Temel Basamaklari
Teknoloji temel olarak Sekil 2.3” de gosterildigi sekilde asagidaki basamaklari igerir.

1.0lgun yumurtanin (metafaz II yumurtanin) metafaz kromozomlar1 uzaklastirilir

(entiklasyon).

2 Kiiltiire edilen GO-G1 fazindaki verici hiicre eniikle edilmis MII yumurtalarin zonasi

altina yani perivitellin bosluguna yerlestirilir.
3.Kaynasmalar1 i¢in yumurta ve verici hiicre fiizyona tabi tutulur.
4 Kimyasallar veya elektrik akimi ile hiicre boliinmesi aktive edilir.
5.Basariyla gelisen klon embriyolar tasiyici disilere transfer edilir.

Dogacak klon yavrular verici hiicre ile tamamen ayni niikleer genlere sahiptir.
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Sekil 2. 3. Klonlamanin temel basamaklar1 (Anonim, 2012)

2.3. Hiicrelerin Sinkronizasyonu

Niikleer transfer c¢aligmalarinda c¢ogunlukla G1/GO fazindaki hiicreler segilir. Bu
donemdeki hiicreler geriye programlanmaya daha uygundur ve daha yiiksek oranda normal

embriyo gelisimi ile sonuglanirlar.

Hiicreler G1/GO fazina degisik sekillerde getirilebilirler. Kumulus hiicreleri elde
edildikleri anda bu doénemdedirler ve hemen NT i¢in kullanilabilirler. Eger hiicreler kiiltiire
ediliyorsa boliinen hiicre populasyonunda ¢ok degisik donemlerde hiicre vardir. Bu hiicreleri
istenen doneme getirmek icin serum starvasyonu (disik serum varliginda kiiltiir)
uygulanabilir ve bdylece hiicreler yeteri kadar beslenemedikleri i¢in dinlenme fazina yani GO
fazina gecerler. ik basarili NT ¢alismasinda bu ydntem kullanilmistir (Wilmut ve ark.1997).
Diger yontemde hiicreler kiiltiir kaplarini kapladiklarinda birbirleri ile temas ettikleri icin
(kontak inhibisyon) S fazina gecemezler ve G1°de kalirlar. Bazi NT ¢alismalarinda bu yontem
kullanilmigtir (Cibelli ve ark.1998, Arat ve ark. 2001b, Arat ve ark. 2011). Bir baska yontem
ise siklin kinaz inhibitorii gibi (roskovitin, dimetil sulfoksit (DMSO), siklohekzimid) bazi

kimyasallar kullanilarak hiicrelerin G1 fazinda bloklanmasidir ve bazi NT ¢alismalarinda da



bu yontem kullanilmistir (Arat ve ark. 2001a, Gibbons ve ark. 2002, Goissis ve ark. 2007,
Hashem ve ark. 2006).

Gl 5
T GO
Hiicre Biiyiimesi Hiicre Boliinmesi

\ Yok
. GO fazinda tutuklanmig
M S ergin hiicre hatlarinin

Mitoz , Hiicre Béliinmesi DNA Replikasyonu /y olusturulmass
)
\ o / N

Mitoza Hazirlik
=)
=
<
> =————Pp-Canli DI

Metafaz II oositinin G0-fazindaki nukleus
Nukleuslarinin ile oositin fiizyonu
Cikarilmasi

Sekil 2.4. Hiicre siklusunda hiicrenin GO fazinda durdurulmasi ve eniiklee MII yumurta ile
fiizyonu (Anonim, 2010)

2.4. Genetik Karakterizasyon

Genetik karakterizasyon caligmalari, 1rklar arasi ve 1k i¢i genetik cesitliligin
belirlenmesi ve irklarin tanimlanmasi amaciyla 6nemli bir yere sahiptir. Diinyada ve
Tiirkiye’de 1980’11 yillarda yerli rklarin genetik yapilar1 ve baz1 verim 6zellikleri ile olan
iligkileri kan ve siit protein polimorfizmi (Ceriotti ve ark. 2003, Ibeagha-Awemu ve Erhardt
2005) kullanilarak incelenirken en son gelismelerle birlikte mikrosatellit belirtegler ve
SNP’ler (Canon ve ark. 2001, Li ve ark. 2006, McKay ve ark. 2008, Kang ve ark. 2009,
Molaee ve ark. 2009) daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.

Genetik karakterizasyon ¢alismalarinda mikrosatellitler, insan (Bowcock ve ark. 1994,
Deka ve ark. 1995), sigir (MacHugh ve ark. 1997, Loftus ve ark. 1999, Edwards ve ark. 2000,
Canon ve ark. 2001), kegi (Luikart ve ark. 2001, Maudet ve ark. 2002), koyun (Mukesh ve
ark. 2006, Lawson Handley ve ark. 2007, Molaee ve ark. 2009), kopek (Boyko ve ark. 20009,
Kang ve ark. 2009), at (Luis ve ark. 2007), esek (Aranguren-Méndez ve ark. 2002), domuz
(Behl ve ark. 2006, Sollera ve ark. 2009), manda (Flamand ve ark. 2003) ve diger birgok
hayvan tiirlerinde (Cosse ve ark. 2007, Vijh ve ark. 2007, Li ve ark. 2009) kullanilmaktadir.



Genetik karakterizasyon calismalarinda mikrosatellitler disinda farkli biyokimyasal
belirteg sistemleri de (Moazami-Goudarzi ve ark. 1997, Kantanen ve ark. 1999-2000, Ceriotti
ve ark. 2003, Ibeagha-Awemu ve Erhardt 2005) kullanilmistir. AFLP (Negrini ve ark. 2007),
mtDNA (Loftus ve ark. 1994, Bradley ve ark. 1996, Finnild ve ark. 2001, Mannen ve ark.
2004), Y kromozomuna 6zgiin mikrosatellitler (Edwards ve ark. 2000, Cai ve ark. 2006, Li
ve ark. 2007, Kantanen ve ark. 2009) agirlikli olarak kullanilmakla birlikte SNP (Li ve ark.
2006, McKay ve ark. 2008) belirtecleri de kullanilmaya baslanmustir.

2.4.1. Mikrosatellit Belirtecleri

Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele tekrar dizilerine kisa ardisik tekrarlar
(STR-“Short Tandem Repeat”) denilmektedir. STR’lerin 1-6 bg¢ tekrarlarindan olusmus
belirteglere mikrosatellit belirtegler veya basit dizi tekrarlari (SSR-“Simple Sequence
Repeat”) denilmektedir (Weber ve ark. 1989, Liu 1998). Genomda 9— 100 bg arasinda degisen
rastgele dizi tekrarlar1 ise minisatellit belirte¢ler veya degisken ardisik niikleotid tekrarlar
(VNTR-“Variable Number of Tandem Repeats) olarak tanimlanmaktadir. Mikrosatellitlerin
tekrar sayis1 genelde 100’den, minisatellitlerin tekrar sayis1 ise 1000°den daha azdir (Liu
1998). Mikrosatellitler prokaryot ve Okaryot genomun herhangi bir bdlgesinde
bulunabilmektedir. Prokaryotlarda bircok biyolojik fonksiyona sahip oldugu halde karyot
hiicrelerde rolii tam olarak bilinmemektedir (Bennett 2000). Mikrosatellit belirtecler, yaygin
olarak 2 niikleotidli tekrarlardan [(CA)n] olusmakla birlikte farkli formlarda da (AC, AT,
AAC, AAT, CCG vb) bulunabilmektedir (Ellegren ve ark. 1997, Orti ve ark. 1997, Bruford ve
ark. 2003).

STR belirtegleri, PZR teknolojisinin yardimiyla genetik ¢aligmalarda en g¢ok tercih
edilen belirteg sistemini olusturmaktadir (Weber ve ark. 1989, Liu 1998). Mikrosatellitler,
genomda yaygin olarak bulunmalari, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi ve kullaniminin
kolay olmasi nedeniyle birgok molekiiler biyoloji ¢alismasinda rahatlikla kullanimi tercih
edilmektedir.

Mikrosatellit belirteglerin kullanim alanlar1 ise kisaca soyle siralanabilir;

1. Genetik haritalama (Vaiman ve ark. 1996, Batendse ve ark. 1997, Mohler ve ark.
2005)

2. Ebeveyn tayini (paternity test) ve pedigri ¢alismalari (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)



3. Akrabal1 yetistirmelerin (inbreeding) seviyesi ve etkisinin belirlenmesi (Zajc ve ark.
1997, Rooney ve ark. 1999, Canon ve ark. 2000, Karhu 2001, Mateus ve ark. 2004).

4. Populasyonlarin evrim tarihi ¢alismalar1 (Buchanan ve ark. 1994, Loftus ve ark.
1999)

5. Gen kaynaklarinin korunmasi ¢alismalar1 (Glowatzki-Mullis ve ark. 2008, Kumar
ve ark. 2009, Ligda ve ark. 2009)

6. Genetik gesitliligin arastirilmasi (Ganai ve Yadav 2001, Li ve ark. 2002, Ivankovic
ve ark. 2005, Sollero ve ark. 2009).

7. Biyolojik materyallerin adli amagli kimliklendirilmesi (Schneider ve ark. 1999,
Padar ve ark. 2001).

2.4.2. Klonlarda Mikrosatellitler

Mikrosatellitler genomda yaygin olarak bulunmalari, polimorfizm oranimnin yiiksek
olmasi nedeniyle birgok molekiiler biyoloji ¢alismasinda tercih edilmektedir. Klonlama
calismalarinda Uluslararasi Hayvan Genetigi Dernegi (ISAG) ve FAO tarafindan bireysel
tanimlamada kullanilabilecegi belirtilen mikrosatellit belirte¢lerden yararlanilmaktadir.
Calismalar incelendiginde klon ve verici hayvanin genomik 6zdesligini belirmek amaciyla
farkli sayilarda mikrosatellitlerin kullanildigi gériilmektedir.

Bir ¢alismada; klon buzagilar, tasiyici inek ve niikleer verici hiicresi 17 mikrosatellit
belirteci ile incelenmistir (Inoue ve ark. 1997). Bu ¢alismada genomik DNA klon buzagi, alici
inek ve verici somatik hiicrelerden elde edilmis ve mikrosatellit allelleri bakimindan 6rnekler
karsilastirilmistir. Analiz sonucu tiim klon buzagilarin genomu verici hiicreye 6zdes ve
tastyict anneden farkli olarak bulunmustur (Kato ve ark. 2000).

Bir baska ¢alismada fetal fibroblast hiicre hatti kullanilarak klonlanmig buzag ile
hiicre hatt1 arasindaki genetik kimligin dogrulanmas: amaciyla genomik DNA, buzaginin
periferal kan hiicrelerinden ve fetal fibroblast hiicrelerinden izole edilmis ve 11 mikrosattellit
belirteci (BM2113, TGLA122, BM1818, RM067, ETH10, INR023, TGLA126, SPS115,
ETH225, BM1824, RMO006) kullanilarak analiz edilmistir (Mello ve ark. 2003). Analiz
sonuglar1 tiim klon buzagilarin kendi verici hayvanlari ile 6zdes genotipleri oldugunu ortaya
koymustur.

Benzer sekilde Theoret ve ark. (2006),verici hiicre olarak fetus dermal fibroblast
hiicresini kullanarak olusturduklari ti¢ klon sigirdan, onlarin olusturulmasinda kullanildiklari

verici hiicrelerden ve kontrol hayvanlarin genomlarinda 12 mikrosatellit belirteg (BM 1824,



BM2113, CSSM36, ETH10, ETH225, ETH3, HEL1, INRA0123, SPS115, TGLA122,
TGLA126, TGLA227) ile analiz yaparak ii¢ klon ve NT’de kullanilan fetal verici fibroblast
hiicre hatt1 arasindaki benzerligi dogrulamislardir.

Tek bir yetiskin Yerli Kore sigir irkinda (Hanwoo); on tane klonunun olusturuldugu
bir ¢alismada klonlanmig ve Klonlanan sigir ile onun on Klonunun genetik 6zdes olup
olmadigint belirlemek i¢in 6 mikrosatellit belirte¢ (BM1824, BM2113,ETH10, ETH225,
ETH3, SPS115) kullamilmistir. Bu mikrosatellit belirtegler ile gergeklestirilen analize
klonlarn tasiyict anneleri de dahil edilmistir. Analizde kullanilan genomik DNA, verici inek,
alict inek ve on klonlanmis hayvanlardan elde edilen kan 6rneginden ekstrakte edilmistir. Elde
edilen sonuglar klonlanmis hayvanlarin genomlarinin verici ile ayni ancak tastyict annelerden

farkli oldugunu géstermistir (Yang ve ark. 2012).

DNA o6rneklerinin klon buzagilar ve verici fibroblastlarinin ayni1 genotipe sahip olup
olmadigint belirlemek icin mikrosatellit analizi kullanilarak karsilastirildigi bir baska
calismada; mikrosatellit analizi, 9 mikrosatellit lokusuna (TGLA57, TGLA73, MGTG4B,
AGLA293, TGLA48, TGLA48, TGLA122, TGLA263, TGLAS53) dayali olan “ Sigirlar i¢in
babalik testi” kiti (StockMarks™ kit) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
mikrosatellit analiz sonuglari, tiim klonlarin fetal fibroblast hiicre hattindan geldigini

dogrulamistir (Zakhartchenko ve ark. 1999).

Klon hayvanlarin mikrosatellit belirtecler ile molekiiler karakterizasyonunun yapildigi
caligmalar incelendiginde; ISAG ve FAO tarafindan tavsiye edilen belirte¢lerden 11 tanesinin
yaygin olarak kullanildig1 goriilmiistiir. Kullanilan bu belirtecler asagidaki c¢izelgede
gosterilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Klon hayvanlarin molekiiler karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan
mikrosatellit belirtegler

BM2113 TGLA126
TGLA122 SPS115
BM1818 ETH225
ETH10 ETH3
INRA23 BM1824




2.5. Hayvanlarda Mitokondriyel Genomun (mtDNA) Yapis1

Genel olarak okaryotik canlilarin sahip olduklar1 toplam genetik materyal, ¢ekirdek
icinde yer alan ve genomik DNA ya da g¢ekirdek DNA (nDNA) olarak ifade edilen
kromozomlara ilave olarak mitokondri (mtDNA) ve kloroplast (cpDNA) organellerinde yer
alan DNA molekiillerinin tamamindan meydana gelmektedir. Hayvan hiicrelerinde sadece
mitokondriyel DNA, bitki hiicrelerinde ise hem mitokondriyel DNA ve hem de kloroplast
DNA molekiilleri ekstra kromozomal yapilar olarak bulunmaktadir. Sitoplazmik kalitim
materyalleri olarak da tanimlanan mtDNA ve cpDNA molekiilleri anaya ait kalitim modeline
sahip olup yumurtanin sitoplazmasi vasitasiyla generasyonlar boyunca aktarilmaktadir.
Mitokondri bulundugu hiicre béliindiigiinde buna bagl olarak kendi kendine ¢ogalabilen bir
organeldir. Mitokondri iki hiicre membranina sahip, kendine 6zgii DNA molekiili (mtDNA)
ve ribozomlar1 olan, gesitli enzimleri sentezleyebilen ve adenozin trifosfat (ATP) formunda

enerji sentezini gergeklestiren bir organeldir (Ozdil 2007).

Hayvanlarda mtDNA 16.5 kb biiytikliigiinde kiiglik, dairesel ikili sarmal bir DNA
molekiilidiir (Rokas ve ark. 2003). MtDNA molekiiliiniin dairesel, ikili sarmal bir DNA
molekiiliinden olusmasi, bu molekiiliin yap1 olarak prokaryotik genetik materyaline olan

benzerligini acik¢a ortaya koymaktadir.

Mammalian mtDNA

Sekil 2.5. mtDNA yapisi (Anonim, 2011)

2.5.1 Dogal Uremede mtDNA Gegisi

MtDNA’nin anne orjinli oldugunun diisiiniilmesinin birka¢ sebebi vardir. Bunlardan
ilki anne ve babadan gelen mtDNA miktarindaki biiylik farkliliktir. Sigir yumurtasindaki
mtDNA molekiillerinin sayisi yaklagik olarak 9.5 x 10° (Smith ve ark. 2005) dir. Buna
karsilik sperma 10 adet mtDNA kopyasima sahiptir (May-Panloup ve ark. 2003). ikincisi;
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embriyogenezisin blastosist (100 hiicre) donemine kadar mtDNA replikasyonu olmamasi
boylece blastosistin fetusu yapacak olan 20 hiicreden olusan i¢ hiicre kitlesindeki her bir
hiicrede mtDNA miktar1 1000 kopya kadar olmasidir (Piko ve Taylor 1987). Ugiinciisii ise
babaya ait mMtDNA’nin sperm ile yumurtaya girdikten kisa bir siire sonra hizla elimine
edilmesidir (King ve Attardi 1989).

Buna karsin baba orjinli mtDNA varlig1 ilk olarak tiirler arasi hibdidlerde tespit
edilmistir. Tiir i¢i yapilan caligmalar ise babadan gelen mtDNA’nin elimine edildigini
gostermektedir. Bu caligmalar baba orjinli mtDNA’nin  yumurta i¢inde dislanma
mekanizmasinin mtDNA’dan ziyade sperma mitokondrisinin o tiire spesifik proteininin
taninmasi sonucu mitokondrinin degrede edilmesi oldugunu gostermistir (Sutovsky ve ark.
1999).

Ancak 2002 yilinda baz1 hastalarda baba orjinli mtDNA varliginin kas dokularinda
tespiti, tiire 6zel anasal orjinli mtDNA kalittmi inancii sarsmustir (Schwartz ve Vissing
2002). Yapilan ilave analizler mtDNA rekombinasyonunun iskelet kasinda yaygin oldugunu
gostermektedir. MtDNA kalitimi ile ilgili hala ¢eliskili sonuglar bildirilmektedir ve bu konu

heniiz tam olarak netlik kazanmamustir.
2.5.2. Molekiiler Genetik Calismalarda mtDNA’nin Kullanildig: Yerler

Populasyon genetigi, filogenetik caligmalar, tiir i¢ci ve tiirler arasindaki genetik
benzerlik/farkliliklarin  ortaya konulmast amaciyla yapilan arastirmalarda mtDNA
molekiiliintin iki 6nemli 6zelliginden yararlanilmaktadir. Bu 6zellikler; mtDNA molekiiliinde
yeni kombinasyonlarin olusmamasi, MtDNA molekiiliiniin anaya ait kalittm modeline sahip

olmasidir (Avise 2004).

Genel olarak mtDNA belirtegleri; populasyonlarin tanimlanmasi, populasyon ve
ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi, populasyonlarin cografi dagilimlarinin ortaya konmast,
alttiir icerisindeki haplotiplerin belirlenmesi, populasyonlar arasindaki gen akist ve
hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi, anaya ait (maternal) kalittm modellerinin
izlenmesi, populasyonlar igi/arasi genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi ve
populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik iliskilerin
tespit edilmesi, ¢alismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. mtDNA, rekombinasyon
eksikliginin tespiti ve genetik olarak klonlanan canlilarin kalittminin tespit edilmesinde de

yaygin kullanilmaktadir (Rokas ve ark. 2003).
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MtDNA’nin D-loop bdlgesi mevcut herhangi bir gen iiretmedigi i¢in kodlanmamakta;
bu nedenle bu bolgede gergeklesen dizi varyasyonun metabolik zincir iiniteleri olan 6zel
aminoasit dizilerini degistirmemesi beklenmektedir. mtDNA’nin agir ve hafif zincirlerinin
replikasyon orjinlerine ilave olarak transkripsiyon i¢in gerekli promoterler de D-loop bolgesi
icinde uzanmaktadir. Bu sebeple mtDNA’daki herhangi bir dizi farkliligi replikasyon ve
transkripsiyon iizerine etkisiyle kendisini gosterir. Ayrica bazi Ozelliklerin fenotipe
yansimasini dogrudan etkileyen genlerin kodlanma bolgesinde olusacak boyle bir D-loop

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

2. 6. Klon Hayvanlarda mtDNA

Klonlar 6zel hayvanlar olduklari i¢cin mtDNA yapilarn ile ilgili ¢esitli sonuglar
bildirilmistir. Yetigkin somatik hiicre hattindan klonlanan ilk hayvan “Dolly” ve fetal hiicre
hattindan niikleer transfer ile tiiretilmis koyunlarin mtDNA kokenini rapor etmek amaciyla
yapilan bir calismada; elde edilen koyunlarin mtDNA’sina somatik hiicre vericisinin hicbir
katkis1 olmadig1 saptanmis ve mtDNA’nin yumurta kaynakli oldugu tespit edilmistir. Bu
koyunlar 6zgiin niikleer klonlar olmalarina ragmen, aslinda somatik hiicre kokenli niikleer
DNA fakat yumurta kokenli mtDNA igeren genetik kimeralar olarak tanimlanmistir (Evans ve
ark. 1999).

Klonlarin mtDNA’sin1n arastirildigi ¢ogu ¢calismada mtDNA D-loop bolgesinin sekans
analizleri yapilarak klon ve verici hiicrelerin mtDNA’lar1 karsilastirilmistir.  Ornegin;
sigirlarda niikleer transfer sonrasi preimplantasyon gelisimi sirasinda hiicre vericisi
MtDNA’sinin  akibetinin incelendigi bir calismada; dondurulup-¢ozdiiriilmiis kumulus
hiicreleri niikleer transfer isleminde verici hiicre olarak kullamilmistir. Niikleer transfer ile
tiiretilmis blastosistlerde, alici yumurta ve verici hiicrelerde mtDNA D-loop bélgesi dizi
analizi yapilarak karsilagtirilmistir. Mitokondriyal D-Loop bolgesinde 16050, 16062 ve 16135
pozisyonlarinda verici hiicre ile yumurta arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Hiicre
vericisinin mitokondriyal DNA’sinda 16050, 16062 ve 16135 pozisyonlardaki niikleotidler
sirasiyla sitosin (C), guanin (G), ve C iken (Sekil 2.6 (b)) alict yumurta ve NT blastosistlerin
MtDNA’sinda ayni1 pozisyonlarda niikleotidlerin sirasiyla timin (T), adenin (A) ve T oldugu
goriilmiistiir (Sekil 2.6 (a) , (c)).
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Sekil 2.6. mtDNA D-loop boélgesi 16050, 16062, 16135 pozisyonlarindaki niikleotidler (Tae
Do ve ark. 2002)

NOT: a)alic1 yumurta, b)verici hiicre, C)NT ile tiretilmis blastosist

Nesli tehlike altinda olan tiirlerin, tiirler arasi niikleer transfer islemi ile korunup
korunamayacagmi belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada; nesli tehlike altindaki “Bos
Gaurus” somatik hiicre kaynagi ve “Bos Taurus” yumurta kaynadi olarak kullanilarak
niikleer transfer islemi gergeklestirilmistir. Niikleer transfer islemi ile elde edilen fetiislerde
MtDNA’nin kokeni polimorfik belirte¢ analizleri ile tespit edilmistir. Bu analizler 11 farkli
doku tipinde (beyin, karaciger, kas, goz, gonad, kalp, bagirsak, akciger, deri, dil ve bobrek)
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar tiim doku tiplerinde mtDNA kokeninin yumurta

kaynakli yani “Bos Taurus” irkindan oldugunu gdstermistir (Steinborn ve ark. 2000).

13



Benzer bir ¢alismada “Bos Taurus” yumurta igine “BoS Indicus” hiicresinin transferi
ile olusturulmus klon “Bos Indicus” buzagisinda, mMtDNA’nin yumurta kokenli oldugu ve
“Bos Indicus” MIDNA’sinin erken embiyonik gelisim sirasinda elimine edildigi rapor

edilmistir (Meirelles ve ark. 2001).

Plante ve ark. (1992) yaptiklari mtDNA analizinde 4 klon boga arasinda mtDNA
polimorfizmi tespit ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar klonlarin her birinin farkl
bireylerden alinan yumurtalar kullanilarak olusturulmus olmasi nedeniyle farkli mtDNA
genotipleri gosterdiklerini ve tiim klonlarin mtDNA’smin yumurta kaynakli oldugunu 6ne
siirmiislerdir. Benzer sekilde bir bagka calismada da niikleer transfer ile elde edilen sigirlarin
her birinde verici hiicrenin degil sadece alici yumurtanin mtDNA genotipinin tespit edildigi
ve klonlarim mtDNA’larinin alici yumurta kokenli oldugu belirlenmistir (Takeda ve ark.
1999).
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3.MATERYAL VE METOD
3.1.Materyal

Calismada daha 6nce “TUBITAK-TOVAG-1040360-Anadolu Yerli Sigir Irklarinin
Klonlanmasi” projesi (Anonim, 2010) ile iiretilmis 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi) ve bu
klonlarin yavrulari (2 erkek, 4 disi), klonlarin iiretilmesinde kullanilan 3 hiicre hatt1 (kikirdak,
fibroblast, graniiloza) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Disi klonlarin hepsi tek bir boz sigirin
farkl1 hiicreleri (kikirdak, granulosa) kullanilarak elde edilmistir. Tiim klonlarin liretilmesinde
alic1 stoplazma olarak holstain sigirlarin  yumurtalart kullanilmistir. Klon yavrularinin
hepsinin anneleri klondur ancak bir tanesinin babasi erkek klonun hiicre vericisi olan asil
boga, diger bir tanesinin ise babasi bir holstain bogadir. Diger yavrularin ise hem annesi hem

babasi1 klondur. Yavrular ve ebeveynleri ile ilgili bilgi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Klon hayvanlar ve yavrularindan alinan kan Ornekleri ile klonlanan hayvanlarin
asillarina ait hiicre 6rnekleri ve Klon 1 (EFE)’den alinan sperm 6rneginden DNA izolasyonu

yapilmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan klonlar, hiicre kaynaklar1 ve hiicre tipleri

Klonlar Hiicre Kaynagi Hiicre Tipi
Klon 1 Hiicre Vericisi 1 Fibroblast
Klon 2, 3,4 Hiicre Vericisi 2 Graniiloza
Klon 5 Hiicre Vericisi 2 Kikirdak

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan klon yavrular1 ve ebeveynleri

Yavrular Ebeveynleri

Cemre ( K1.K3.1): Klon 1 (Efe) ve Klon 3 ( Ecem) *iin 1. yavrusu
Efecan (K1.K3.2) Klon 1 (Efe) ve Klon 3 ( Ecem) ’iin 2. yavrusu
Kardelen (H1.K4.1) Hiicre vericisi 1 ve Klon 4 (Niliifer)’iin 1. yavrusu
Yazgiili (K1.K4.1) Klon 1 (Efe) ve Klon 4 (Niliifer)’iin 1. yavrusu
Karakiz (K5.1) Klon 5 (Kiraz)’in 1. Yavrusu (baba holstain)
Kurban (K1.K5.1) Klon 1 (Efe) ve Klon 5 (Kiraz)’in 1. yavrusu

15



3.1.1. Kullamlan Materyallerin Ozellikleri

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda karakterizasyonu yapilacak klonlarin iiretilmesin de {i¢
farklt hiicre tipi kullanilmistir. Bu hiicre tipleri fibroblast, kikirdak ve granulosa hiicreleridir.

Bunlardan kikirdak hiicresi ilk kez klonlama isleminde kullanilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2).

hiicre vericisi hiicre vericisi

Anneleri klon yavrular

U | ¥ “Wavrulannbabas: klon bog
e (EFE)
il
Kar 5}‘1 - Klo
= wx= ~Karakz =

e e (Eceﬂx) ;’

’l
Klon disi |

(Kiraz) <

ik |
L &
’

'y

Klon disi

I a (Niliifer)
Yazgiilii 2y

Kurban

Anne ve babalan klon yavrular Efecan

Sekil 3.2. Calismada kullanilan klonlar ve yavrulari
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3.1.2.Kullanmilan Cihaz Ve Techizat

Tez calismasinin degisik asamalarinda kullanilan cihaz ve teghizat genel olarak

Cizelge 3.3.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.3. Calisma da Kullanilan Cihaz ve Aletler

Cihaz Model

Buzdolab1 +40C Profilo, Tiirkiye

Hassas terazi AND GF-600, Hollanda
Otoklav Alp CL40M, ABD

Ph Metre Jenco 6173, ABD

Ultra saf su cihazi Millipor Direct-Q 3 UV, ABD
Sogutmali Santrifiij (+4°C) Hettich 320R, Almanya
Mikrodalga firin Beko, Tiirkiye

PZR Isisal Dongii Cihazi (Thermal Cycler) Applied Biosystem,Veriti,Profilex, ABD

Vorteks Biosan, Letonya

Jel goriintiileme sistemi Vilber Lourmart Avustralya

Laminar Flow Kabin Healforce HF Safe 1200, Cin

-80 oC Derin dondurucu Hettich, Almanya

Su banyosu, DAIHAN WB-11, Kore

Santrifiij Hettich Universal 320, Almanya
CO, Inkiibator Panasonic, Japonya

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

Molekiiler ve hiicre kiiltlirii calismalarinda kullanilan kimyasallar ve hazirlanan

cozeltiler cizelge 3. 4. ve cizelge 3.5’te dzetlenmistir.

Cizelge 3.4. Molekiiler Caligmalarda Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

NETS LYSIS BUFFER 10XTBE 10XLYSIS BUFFER
0,01M NaCl 108 g Tris 770 mM NHACI
1uM EDTA 55 g Borik Asit 46 mM KHCO3
0,01 M Tris (pH=8.0) 9,39 EDTA-Na2 10 mM EDTA
% 0,05 SDS

Digestion Buffer (pH=8.0) TE (pH=7.5) SALT EDTA
10 mM Tris-HCI 10 mM Tris-HCI 75 mM NaCl
100 mM NaCl 1mMEDTA 25 mM EDTA
1mMEDTA

Proteinaz K (10 mg/ml) SDS ( %10) SDS (% 20)
100 mg Proteinaz K 10 gr SDS 20 gr SDS

10 ml dH,0 100 ml dH,0 100 ml dH,0

Cizelge 3.5. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

STOK DMEM/F12 (pH:7,2-7,4) | DMEM/F12 Dondurma Medyumu
12 g DMEM %10 FBS %20 DMSO

2,438 g sodyum bikarbonat %1 antibiyotik %80 FBS

1000 ml dH,0 %79 stok DMEM

18




3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu Yapilacak Materyalin Toplanmasi
3.2.1.1. Kan ve sperma orneklerinin alinmasi

Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde barindirilan 3 klon boz sigir (1 erkek, 2
disi) ve 2 yavru’dan toplam 10 ml olacak sekilde kan 6rnekleri KsEDTA ‘11 tiiplere alinmis ve
DNA izolasyonunun yapilacagi zamana kadar -20 “C’de saklanmistir. Ayrica 1 erkek klon boz

sigirin dondurulmus halde ki sperm 6rnegi alinmistir.

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde bakilan klon boz sigir (2 disi) ve 4
yavru’dan toplam 10 ml olacak sekilde kan 6rnekleri KsEDTAl tiiplere alinmis ve DNA

izolasyonunun yapilacagi zamana kadar -20 “C’de saklanmustir.
3.2.1.2. Hiicre kiiltiirii

Klonlarin iretilmesinde kullanilan hiicre hatlar1 ise; Tibitak-Marmara Arastirma
Merkezi’nden temin edilmis, liniversitemiz “Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii” Hayvan Hiicre

Kiiltiiri Laboratuari’nda ¢ogaltilmis ve dondurulmustur.

Hiicreler %10 fetal buzagi serumu (FBS), %]l antibiyotik igeren hiicre kiiltiir
medyumunda (DMEM-F12) % 5 CO2 'li inkiibatorde 37°C’de kiiltiire edilmistir. Hiicreler
konfluent olduktan sonra petrilerdeki medyum ¢ekilerek petriler Dulbecco’nun Fosfat
Tamponlu Tuzu (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, DPBS) ile yikanmus, % 0,25 tripsin-
EDTA solusyonu eklenerek 5 dakika boyunca 37° C ve % 5 CO; igeren inkiibatore
kaldirilmustir. Inkiibasyon sonrasi konulan tripsinin inaktive olmasi i¢in kullanilan tripsin
miktarmin 2 kat1 kadar %10 fetal buzagi serumu (FBS), %1 antibiyotik iceren DMEM/F12
eklenerek hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilmistir. Hiicreler 15 ml’lik
santrifiij tliplerine aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk santriflij edilmis, ardindan %10 FBS, %1
antibiyotik iceren DMEM/F12 ile sulandirilarak 60 mm’lik kiiltiir petrilerine ekilmistir. Ayni
zamanda bir kisim hiicreler dondurularak saklanmistir. Kiiltiir kaplarin1 kaplayan hiicreler
tripsinlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildikten sonra %80 FBS ve %Z20
dimetilstilfoksit (DMSO) iceren ve +4° C’de saklanan dondurma medyumu ve DMEM/F12
iginde siispanse olarak bulunan hiicreler 1:1 oranin da karistirilarak dondurma tiiplerine
aktarilmigtir. Hiicreleri i¢eren dondurma tiplerindeki son konsantrasyon %40 FBS, %10
DMSO ve %50 DMEM/F12 olmustur. Tiipler sicakligi 1°C/dk diisiiren dondurma kabi

icerisine yerlestilmis ve dondurma kab1 -80° C derin dondurucuya konmustur.
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3.2.2. DNA izolasyonu

Kan o6rneklerinden DNA izolasyonu; standart fenol/kloroform yontemi (Sambrook
ve ark. 1989) kullanilarak yapilmistir. 50 m1’lik falkon tiiplere 10 ml kan 6rnegi konulduktan
sonra tizerine 2X Lysis buffer ¢ozeltisi ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Tiipler ters diiz edilerek
nazik¢e 10 dakika (dk) karistirildiktan sonra gece boyunca buz igersinde +4 °C’de
bekletilmistir. Sonraki giin buzdan alinan tiipler 10-15 dk. rotatorda karistirilmistir. 3000
rpm‘de +4 “C‘de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin siipernatant fazi dokiiliip
(tiipdeki tiim soliisyonlar dokiiliir) ve tiipteki pellet iizerine 3 ml Tuz / EDTA soliisyonu, 300
ul %10’luk SDS ve 150 ul proteinaz K (10 mg / ml) eklenip vortekste iyice karigtirtlmistir.
Vorteksleme islemi sonrast 55 ‘C‘de 3 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda alman tiiplerin {izerine 3 ml fenol (pH 8,0) eklenmistir. Tiipler vortekslendikten
sonra 15 dk. rotatorda karigtirilmistir. Karigtirildiktan sonra 3000 rpm de +4 °C de 15 dk.
santrifiij edilip siipernatant kismi yeni steril tiiplere alinmistir. Uzerine 3 ml fenol: kloroform:
iso amil alkol (25:24:1) eklenerek tiipler tekrar vortekslenip 15 dk. rotatorda karigtirilmustir.
Daha sonra tiipler 3000 rpm de +4 °C de 15 dk santrifiije birakilmigtir. Olusan yeni {ist faz
(stipernatant kismi) cam tiiplere alinip tizerine soguk haldeki (-20°C ) % 96’lik etanol
eklenerek DNA peleti goriiniir hale getirilmistir. Goriiniir hale gelen DNA pipet yardimi ile
cekilerek ependorf igerine aktarilmistir. Daha sonra 9670 rpm’de 6,5 dk +4 °C de santrifiij
edilmistir. Ustteki alkol dokiildiikten sonra pellet kurutulup 400 ul TE ile sulandirilmustir.

Hiicre orneklerinden DNA izolasyonu isleminde ilk olarak dondurulmus haldeKi
hiicreler +37°C’deki su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra DMEM-F12 hiicre kiiltiir
medyumu ile sulandirilip 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatant vakum
araciligiyla gekildikten sonra pelet 200 ul PBS ile sulandirilmistir. Uzerinde 30 pl proteinaz K
(20 mg/ml), 30 ul RNAse (5 mg/ml) ve 400 ul NETS buffer eklenerek 65°C” de 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast 600 pl fenol: kloroform: isoamil alkol (25:24:1) eklenerek
13.000 rpm’de 7 dk. santrifiij edilmistir. Ust faz alinip yeni bir ependorf tiip icerisine
aktarilarak tizerine 600 pul kloroform : isoamil alkol (24:1) eklenip 13.000 rpm’de 7 dk.
satrifiij edilmistir. Ust faz almip yeni tiipe aktarilarak iizerine almnan fazin %10’u kadar
sodyum asetat (3M), 2,5 katt kadar soguk saf alkol eklenerek gece boyu -20°C’de
bekletilmistir. Tiipler 13.000 rpm’de 7 dk. santrifiij edilerek iist faz atilirak 2 kez %70’lik

etanol ile yikanmistir. Daha sonra alkol dokiilerek pelet kurumaya birakilmis, kuruduktan

sonra 100 pl TE ile sulandirilmistir.
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Sperm orneginden DNA izolasyonu iki asamada gerceklestirilmistir. Birinci
asamada ilk olarak 2 mI’lik ependorfa yaklasik 300 pl “high vacuum grase jel” konulmustur.
1,5 mI’lik ependorf tiipe, vial igerisindeki sperm bosaltilmis ve 1dk. 13000 rpm de santrifiij
edilmistir. Santrifiij edilen tiipten siipernatant atilmis ve pelet 500 ul digestion buffer ile
sulandirilmistir. Bufferla resilispanse edilen bu karisim igerisinde “high vacuum grase jel”
bulunan 2 ml’lik tiipe aktarilmis ve bu karisim tizerine 25 ul %20 lik SDS eklenmistir. Daha
sonra 50 ul (10 mg/ml) proteinaz K eklenip ve son olarak 25 ul (1M) DTT (dithiothreitol)
eklenmistir. Bu karisim el ile bas asag1 ederek karistirilmis ve 37°C de 180 rpm de calkalayici
da 13-15 saat inkiibe edilmistir. Ikinci asama da inkiibe edilen karisim iizerine 500 pl fenol
eklenmis ve karisim 10 dk. el ile asag yukar edilerek calkalanmistir. Uzerine 500 ul
Kloroform : izoamil alkol (24:1) eklenmis ve karisim 10dk el ile asagi yukari edilerek
calkalanmistir. Daha sonra karisim 15 dk 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiipteki st faz alinarak yeni bir 1,5ml’lik ependorfa aktarilmistir. Alinan {ist faz iizerine 800
ul soguk izopropanol eklenmis ve 3 dk. 13000 rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiipteki izopropanol dokiilmiis ve pelet 2 kez %70 lik etanol ile yitkanmistir (Her bir yikama
sonrast 3dk. Santrifiij edilmis ve etanol dokiilmiistiir). Etanol dokiildiikten sonra yaklasik 15
dk hava ile peletin kurumasi beklenmis ve pelet kuruduktan sonra 100 pl TE ile

sulandirilmastir.
3.2.3 DNA Kalitesinin Kontrolii

DNA 6rneklerinin miktar kontrolleri Qubit 2,0 Fluorometer (Invitrogen) kullanilarak
kontrol edilmistir. DNA oOrneklerinin kalitesi ve miktarinin kontroliinde agaroz jel
elektroforez sistemi de kullanilmistir. DNA bantlar1 %0,8’lik agaroz jellerde gozlemlenmistir.
Mini agaroz tankmin kullanildigi durumda 0,800 gr agaroz 100 ml (1X) TBE tamponu
igerisinde mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir. Daha sonra bu karisim igerisine DNA
bantlarmin UV 1s1k altinda goriiniir hale getirebilmek i¢in 2,5 ul Red-Safe (10mg/ml) ilave
edilmistir. Karigim tarak igeren jel tepsisine dokiilerek oda sicakliginda donmasi igin
beklenmis, ardindan tarak dikkatlice alinmigtir. Daha sonra 3 ul DNA 6rnegine 3 pl loading
dye solusyonu ile 7 pl dH20O (distile su ) ilave edilmistir. Karigimm tamami jelin
kuyucuklarina yiiklenmis ve jel 100 V voltajda ve 500 A akimda 30 dakika yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez igerisindeki tampon 1X TBE tamponudur. Jel UV isiginda gozlemlenmis ve

goriintiileme sisteminde elde edilen jel goriintiileri bilgisayara kaydedilmistir.
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3.2.4 Calismada Kullanilan Mikrosatellit Belirtecler
Calismada 10 farkli mikrosatellit belirteci (TGLA122, ETH225, ETH10, TGLA227,
BM1824, INRA23, SPS115, ETH3, BM1818)

mikrosatellit belirteci Uluslar aras1 Hayvan Genetigi Dernegi (ISAG-International Society of

ile ¢alisilmistir (Cizelge 3.6). Bu 10 sigir

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

tavsiye edilen belirteg listesinden (Hoffmann ve ark. 2004) se¢ilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilan mikrosatellit belirtecleri

Mikrosatellit Allel Uzunlugu | Baglanma | Bulundugu | Literatiir
Belirteci Sicakligi Kromozom
TGLA122 134-193 58 °C 21 Georges ve Massey 1992
ETH225 135-165 52°C 9 Steffen ve Eggen 1993
ETH10 198-234 55°C 5 Solinos Tolda ve Fries 1993
TGLA227 64-115 56 °C 18 Barendse ve ark. 1994
BM1824 170-218 59 °C 1 Bishop ve Kappes 1994
INRA23 193-235 57°C 3 Vaiman ve Mercie1994
SPS115 235-265 50.7 °C 15 Mommens ve ark. 1998
ETH3 90-135 62 °C 19 Solinos Tolda ve Fries 1993
BM1818 248-278 55°C 23 Slate 2000
INRAG3 174-190 57.6 °C 18 Vaiman ve Mercie 1994

A) TGLA122 Isimli Mikrosatellit Bolgesi

Ticari ismi TGLA122 olan mikrosatellit DNA bolgesinin primer dizilimleri ve

kromozom sayis1 asagida verilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. TGLA122 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 21. Kromozom
Allel Uzunlugu : 134-193 be
Primer (ileri) CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC

Primer (geri)

AATCACATGGCAAATAAGTACATAC
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler
ve ylikseltgenme kosullari asagida gosterilmistir (Cizelge 3.8, Cizelge 3.9). Bu bilesenlerin
tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.

Cizelge 3.8. TGLA122 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 1,5 pl

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,5 mM MgCl, 1,2 pl 25 mM

0,2 uM primer (ileri ve geri) | 0,4 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.9. TGLA122 Isimli Mikrosatellit Bélgesinin Yiikseltgenme Kosullari

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
58°C’de(primerlerin DNA’ya baglanma | 30 saniye | 30 dongii
sicakligr) 2 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 15 dakika | 1 dongii

B) ETH225 Isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi ETH225 olan mikrosatellit DNA boélgesinin primer dizilimleri ve
kromozom sayis1 agagida verilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. ETH225 Isimli Mikrosatellit DNA Bolgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 9. Kromozom

Allel Uzunlugu : 135-165 be

Primer (ileri) GATCACCTTGCCACTATTTCCT
Primer (geri) ACATGACAGCCAGCTGCTACT
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve yiikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.11, Cizelge 3.12) . Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.11. ETH225 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,5 mM MgCl, 1,2 pl 25 mM

0,2 uM primer (ileri ve geri) | 0,5 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.12. ETH225 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 95 °C (denatiirasyon sicakligi) 3 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 20 saniye
52°C’de(primerlerin DNA’ya baglanma | 20 saniye | 35 dongii
sicaklign) 40 saniye
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 20 dakika | 1 dongi

C) ETH10 Isimli Mikrosatellit Bolgesi

Ticari ismi ETH210 olan mikrosatellit DNA bdlgesinin primer dizilimleri ve kromozom

sayist agagida verilmistir (Cizelge 3.13).
Cizelge 3.13. ETH10 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 5. Kromozom
Allel Uzunlugu : 198-234 be
Primer (ileri) GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA

Primer (geri)

CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

24




Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve ylikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.14, Cizelge 3.15). Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.14. ETH10 Isimli Mikrosatellit Bdlgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 1,5 pl

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,25 mM MgCl; 1 pl 25 mM

0,2 uM primer (ileri ve geri) | 0,4 ul 10 uM

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.15. ETH10 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 3 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
55°C’de(primerlerin DNA’ya baglanma | 30 saniye | 30 dongii
sicakligr) 2 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 15 dakika | 1 dongii

D) TGLA227 isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi TGLA227 olan mikrosatellit DNA bdlgesinin primer dizilimleri ve

kromozom sayisi agagida verilmistir (Cizelge 3.16) .

Cizelge 3.16. TGLA227 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 18. Kromozom
Allel Uzunlugu : 64-115 bg
Primer (ileri) CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT

Primer (geri)

ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve yiikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.17, Cizelge 3.18) . Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.17. TGLA227 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,8 mM MgCl, 1,44 nul 25 mM

0,4 uM primer (ileri ve geri) | 0,8 ul 10 uM

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.18. TGLA227 isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullari

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 4 dakika 1 dongii
2. Basamak | 94°C ‘de 1 dakika
56°C’de(primerlerin DNA’ya  baglanma | 1 dakika 30 dongii
sicakligr) 2 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 10 dakika | 1 dongii

E) BM1824 Isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi BM1824 olan mikrosatellit DNA bdlgesinin primer dizilimleri ve

kromozom sayis1 agagida verilmistir (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. BM1824 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayic1 Bilgiler

Kromozom : 1. Kromozom
Allel Uzunlugu : 170-218 be
Primer (ileri) GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC

Primer (geri)

CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve yiikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.20, Cizelge 3.21) . Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.20. BM1824 Isimli Mikrosatellit Bélgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

2 mM MgCl; 1,6 pl 25 mM

0,25uM primer (ileri ve geri) | 0,5 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.21. BM1824 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 4 dakika 1 dongii
2. Basamak | 94°C ‘de 1 dakika
59°C’de(primerlerin DNA’ya  baglanma | 1 dakika 30 dongii
sicakligr) 2 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 10 dakika | 1 dongii

F) INRA23 Isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi INRA23 olan mikrosatellit DNA bolgesinin primer dizilimleri ve

kromozom sayisi agagida verilmistir (Cizelge 3.22) .

Cizelge 3.22. INRA23 Isimli Mikrosatellit DNA Bolgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom :

3. Kromozom

Allel uzunlugu:

193-235 bg

Primer (ileri)

GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC

Primer (geri)

TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTCA

27




Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve yiikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.23, Cizelge 3.24) . Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.23. INRA23 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,75 mM MgCl; 1,4 pl 25 mM

0,25uM primer (ileri ve geri) | 0,5 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.24. INRA23 isimli Mikrosatellit Bélgesinin Yiikseltgenme Kosullart

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 4 dakika 1 dongii
2. Basamak | 94°C ‘de 1 dakika
57°C’de(primerlerin DNA’ya  baglanma | 1 dakika 30 dongii
sicakligr) 2 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 10 dakika | 1 dongii

G) SPS115 Isimli Mikrosatellit Bélgesi
Ticari ismi SPS115 olan mikrosatellit DNA boélgesinin primer dizilimleri ve

kromozom sayisi agagida verilmistir (Cizelge 3.25) .

Cizelge 3.25. SPS115 isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile Ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 15. Kromozom
Allel Uzunlugu : 235-265 bg
Primer (ileri) AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG

Primer (geri)

AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile cogaltilmasinda kullanilan bilesenler
ve yiikseltgenme kosullar agagida gosterilmistir (Cizelge 3.26, Cizelge 3.27). Bu bilesenlerin
tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.

Cizelge 3.26. SPS115 isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2,5l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,5 mM dNTP 1 ul 10 mM

1,8 mM MgCl, 1,5 ul 25 mM

0,5 uM primer (ileri ve geri) | 1 pl 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.27. SPS115 isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar:

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
50,7°C’de(primerlerin  DNA’ya  baglanma | 30 saniye | 30 dongii
sicakligr) 1 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 15 dakika | 1 dongii

H) ETH3 isimli Mikrosatellit Bolgesi

Ticari ismi ETH3 olan mikrosatellit DNA bélgesinin primer dizilimleri ve kromozom
sayis1 asagida verilmistir (Cizelge 3.28).
Cizelge 3.28. ETH3 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 19. Kromozom

Allel Uzunlugu : 90-135

Primer (ileri) GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG
Primer (geri) ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG

29




Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile cogaltilmasinda kullanilan bilesenler
ve yiikseltgenme kosullar agagida gosterilmistir (Cizelge 3.29, Cizelge 3.30). Bu bilesenlerin
tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.

Cizelge 3.29. ETH3 Isimli Mikrosatellit Bdlgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2,5l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,8 mM MgCl, 1,5 ul 25 mM

0,5 uM primer (ileri ve geri) | 1 pl 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.30. ETH3 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar:

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
62°C’de(primerlerin DNA’ya  baglanma | 1 dakika 35 dongii
sicakligr) 1 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 15 dakika | 1 dongii

1) BM1818 Isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi BM1818 olan mikrosatellit DNA bdlgesinin primer dizilimleri ve
kromozom sayis1 agagida verilmistir (Cizelge 3.31).

Cizelge 3.31. BM1818 Isimli Mikrosatellit DNA Bélgesi Ile ilgili Tanimlayic1 Bilgiler

Kromozom : 23. Kromozom

Allel Uzunlugu : 248-278 bg

Primer (ileri) AGCTGGGAATATAACCAAAGG
Primer (geri) AGTGCTTTCAAGGTCCATGC
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler
ve ylikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.32, Cizelge 3.33). Bu bilesenlerin
tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.

Cizelge 3.32. BM1818 Isimli Mikrosatellit Bélgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,25 mM dNTP 0,5 ul 10 mM

1,5 mM MgCl, 1,2 pl 25 mM

0,25uM primer (ileri ve geri) | 0,5 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.33. BM1818 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
55°C’de(primerlerin DNA’ya baglanma | 45 saniye | 30 dongii
sicakligr) 1.5 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 15 dakika | 1 dongii

) INRA63 Isimli Mikrosatellit Bolgesi
Ticari ismi INRAG63 olan mikrosatellit DNA bolgesinin primer dizilimleri ve
kromozom sayisi agagida verilmistir (Cizelge 3.34) .

Cizelge 3.34. INRA63 Isimli Mikrosatellit DNA Bolgesi Ile ilgili Tanimlayici Bilgiler

Kromozom : 18. Kromozom

Allel uzunlugu: 174-190 be

Primer (ileri) ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC
Primer (geri) AAACCACAGAAATGCTTGGAAG
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Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve ylikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.35, Cizelge 3.36). Bu bilesenlerin

tiimi belirtilen miktarlarda 200 ul’lik PZR ependorf tiipiine konulmustur.
Cizelge 3.35. INRAG3 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimmna Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 2l

1XPZR buffer 2 ul 10X

0,5 mM dNTP 1 ul 10 mM

2 mM MgCl; 1,8 ul 25 mM

0,5uM primer (ileri ve geri) | 1 pul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,1 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH,O ile 20 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.36. INRA63 Isimli Mikrosatellit Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullart

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayis1
1. Basamak | 95 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
57,6°C’de(primerlerin  DNA’ya  baglanma | 45 saniye | 35 dongii
sicakligr)
72 °C’de 1.5 dakika
3. Basamak | 72°C’de 20 dakika | 1 dongi
3.2.5 Calismada Kullanilan mtDNA Belirteci

MtDNA analizi i¢in D-loop ileri (5’-CCATACACAGACCACAGAATGA-3’) ve geri
(5>-AGTCCAAGCATCCCCCAAAATA-3’) (Takeda ve ark. 2008) primer ¢ifti kullanilarak

polimeraz zincir reaksiyonlari yapilmistir.

Bolgenin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile gogaltilmasinda kullanilan bilesenler

ve ylikseltgenme kosullar1 asagida gosterilmistir (Cizelge 3.37, Cizelge 3.38). Bu bilesenlerin

tiimii belirtilen miktarlarda 200 pl’lik PZR ependorf tiipline konulmustur.
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Cizelge 3.37. D-Loop mtDNA Bolgesinin PZR Bilesenleri

Bilesenler PZR Karisimina Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar

DNA 1,5 ul

1XPZR buffer 3ul 10X

0,2 mM dNTP 6 ul 1 mM

1,5 mM MgCl, 1,8 ul 25 mM

0,25uM primer (ileri ve geri) | 3 ul 10 uM/ pl

0,5 u Taq Polimeraz 0,3 ul S5u/ul

Yukaridaki bilesim dH2O ile 30 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.38. D-Loop mtDNA Bolgesinin Yiikseltgenme Kosullar

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Sayist
1. Basamak | 94 °C (denatiirasyon sicakligi) 5 dakika 1 dongi
2. Basamak |94 °C ‘de 30 saniye
59°C’de(primerlerin DNA’ya  baglanma | 30 saniye | 35 dongii
sicakligr) 1 dakika
72 °C’de
3. Basamak | 72°C’de 4 dakika 1 dongii

3.2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile Elde Edilen DNA Bantlarinin Gériintiilenmesi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile elde edilen DNA bantlarinin goriintiilenmesinde
%?2’lik agaroz jeller kullanilmigtir. Kullanilan tankin boyutuna gore; %2’lik olacak sekilde
agaroz (gram); 1XTBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmigtir. Daha
sonra bu karigimin igerisine uygun miktarda Red-Safe ilave edilmistir. Karisim tarak iceren jel
tepsisine dokiilerek oda sicakliginda polimerize olmasi i¢in beklenmistir. Jeli yirtmamak igin
tarak dikkatlice ¢ikarilmigtir. Daha sonra 5 pl PZR iirlinline 3 pl ylikleme boyasi (loading
dye) ilave edilmistir. Jel donduktan sonra, jele drnekleri yiikleyip 110 voltta 30-40 dakika
ornekler yiritiilmistiir. Daha sonra jel ultraviyole 1s18ina tabii tutularak goriintiileme sistemi
ile goriintiilenmistir. PZR iriinlerinin allel biiyilikliiklerinin kontrolii ve PZR reaksiyonun
gerceklesip gerceklesmedigi standart merdiven (ladder) yardimiyla hazirlanan bu %?2’lik

agaroz jellerle kontrol edilmistir.
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3.2.7 Fragment Analizi ve DNA Analizi

Mikrosatellit belirtegleri ile polimeraz zincir reaksiyonlar1 gergeklestirilen drneklerin
fragment analizleri (ABI 310 Genetik Analiz aleti) hizmet alim1 seklinde yapilmustir.

MtDNA belirtegler ile polimeraz zincir reaksiyonlar1 gergeklestirilen drneklerin dizi
analizleri Medsantek Laboratuar Malzemeleri San. Ve Tic. Ltd. Sti. firmasi1 tarafindan
(Applied Biosystems 3500XL Genetic Analyzer) hizmet alimi seklinde yapilmustir.
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4 BULGULAR
4.1. DNA izolasyonu

Calismada 11 adet klon hayvandan alinan kan, 1 adet klondan alinan sperma 6rnegi ve
klonlarin tiretilmesinde kullanilan 3 farkli hiicre tipi 6rneginden DNA izolasyonu yapilmustir.
DNA orneklerinin kalitesi %0,8lik agaroz jel elektroforez ile kontrol edilmistir (Sekil.4.1.).
DNA o&rneklerinin genotipleme ve sekans analizlerinde kullanilabilecek kalitede oldugu

gbzlenmistir.

Sekil 4.1. DNA o6rneklerinin jel goriintiisii (1-11 kandan izole edilen genomik DNA’lar; 12
spermden izole genomik DNA; 13-15 hiicreden izole edilen genomik DNA’lar)
Ormek numaralarinin hangi bireyi temsil ettigi asagidaki gizelge de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bireyler ve 6rnek numaralari

Ornek Numarasi Birey DNA izolasyon Kaynag1
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 NILUFER - Klon 4 Kan

7 KIiRAZ — Klon 5 Kan

8 KARDELEN - Yavru H1.K4.1 Kan

9 KARAKIZ — Yavru K5.1 Kan
10 YAZGULU - Yavru K1.K4.1 Kan
11 KURBAN - Yavru K1.K5.1 Kan
12 EFE —Klon 1 Sperm
13 FIBROBLAST —Hiicre vericisi 1 Hiicre
14 KIKIRDAK - Hiicre vericisi 2 Hiicre
15 GRANULOSA — Hiicre vericisi 2 Hiicre
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4.2. Mikrosatellit Belirtecleri Ile Gerceklestirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonlar
Klonlar ve yavrularin karakterizasyonu amaciyla 10 farkli mikrosatellit belirteci ile

yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinin gerceklesip-ger¢eklesmedigi ve polimeraz zincir

reaksiyonu tirlinlerinin allel biiytikliiklerinin kontrolii % 2’lik agaroz jeller ile yapilmugstir.

Agaroz jel ile yapilan kontrollerde polimeraz zincir reaksiyonlarinin basarili bir sekilde

gerceklestikleri gdzlenmistir.

Sekil 4.2. TGLA122 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 Klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2’nin hiicreden izole genomik

DNA)

Sekil 4.3. ETH225 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon I’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2’nin hiicreden izole genomik

DNA)
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Sekil 4.4. ETH10 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon I’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik

DNA)

Sekil 4.5. TGLA227 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’si; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik

DNA)
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Sekil 4.6. BM1824 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik
DNA)
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Sekil 4.7. INRA23 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre

vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik
DNA)
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Sekil 4.8. SPS115 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre
vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik
DNA)

“-—-—c..-'-. R i LSRR e g—

Sekil 4.9. ETH3 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre
vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik

DNA)
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Sekil 4.10. BM1818 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon 1’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre
vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2 nin hiicreden izole genomik
DNA)
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Sekil 4.11. INRAG3 isimli mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii

Not:M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (1-11 klonlar ve yavrularinin
kandan izole genomik DNA’s1;12 Klon I’in spermden izole genomik DNA’s1; 13 hiicre
vericisi 1’in hiicreden izole genomik DNA;14-15hiicre vericisi 2’nin hiicreden izole genomik

DNA)
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4.3. Fragment Analizi

Klonlar ve yavrularinin karakterizasyonu amaciyla 10 farkli mikrosatellit belirteci ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu iriinlerinin uzunluklarinin belirlenmesinde kapiller jel
elektroforezi (ABI 310 Genetic Analyzer) kullanilmistir. Bu analiz Refgen Gen Arastirmalari
ve Biyoteknoloji Laboratuvar’ tarafindan yapilmistir. Firmadan gelen sonuglar mikrosatellit
bolgesi bant uzunluklarinin belirlenmesi amaciyla Peak Scanner adli program kullanilarak
incelenmistir.

Fragment analizi sonucunda klon hayvanlar hiicre vericileri ile karsilastirilmis ve
birbirleriyle 6zdes olduklar1 gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Klon hayvanlar ve hiicre vericilerine ait fragment analiz sonuglari

Hiicre Ye”CiSi Klon 1 Hiicre Vericisi 2 | Klon2, 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 hayvanlarin yavrulari ebeveynleri ile karsilagtirilmis ve
birbirleriyle uyumlu olduklar1 gozlemlenmistir.

Tiim yavrular ve ebeveynlerine ait sonuglar asagida gizelgeler ile gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Yavru K1.K3.1, Yavru K1.K3.2 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuglar1

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
INRAG3 186-188 186-196 186-196 188-196

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

Baba Anne Yavru

Hiicre 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
INRAG3 186-188 186-196 186-186
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Cizelge 4.5. Yavru K1.K4.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuglart

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
INRAG3 186-188 186-196 186-196

Cizelge 4.6. Yavru K5.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuglar

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
INRAG3 186-196 186-186
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Cizelge 4.7. Yavru K1.K5.1 ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuglart

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
INRAG3 186-188 186-196 186-196

Cizelge 4.8. Yavrular ve ebeveynlerine ait fragment analiz sonuglari

Baba Anne Yavrular
Klon 1 ve | Klon 2, | Yavru Yavru Yavru Yavru Yavru Yavru
Hiicre 3,4,5 K1.K3.1 | K1 K32 | H1L.K41 | K1L.K41 | K5.1 K1.K5.1
Vericisi 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
INRAG3 186-188 186-196 | 186-196 | 188-196 | 186-186 | 186-196 | 186-186 186-196
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4.4 mtDNA Belirteci ile Gergeklestirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Klonlar ve yavrularinin karakterizasyonu amaciyla mtDNA belirteci (D-loop) ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonunun gergeklesip-gerceklesmedigi ve polimeraz zincir
reaksiyonu tirlinlerinin allel biiytikliiklerinin kontrolii % 2’lik agaroz jeller ile yapilmugstir.
Agaroz jel ile yapilan kontrollerde polimeraz zincir reaksiyonlarinin basarili bir sekilde

gerceklestikleri gdzlenmistir.
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Sekil 4.12. mtDNA belirteci (D-loop) ile yapilan PZR sonrasi jel goriintiisii
Not: M, GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) ; (1-11., kuyular klonlar ve
yavrularina ait 6rnekler — 12.,kuyu Klon 1’in spermden izole drnegi - 13., kuyu hiicre vericisi

1’e ait 6rnek - 14., 15., kuyu hiicre vericisi 2’¢ ait hiicreden izole 6rnekler)

4.5. Dizi Analizi

Klonlar ve yavrularmin karakterizasyonu amaciyla mtDNA belirteci (D-loop) ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu iriinlerinin dizi analizleri MEDSANTEK firmasi
tarafindan yapilmistir. Analiz sonuglarinin incelenmesinde ChromasPro ve Bioedit
programlar1 kullanilmigtir. Ayrica sekans okuma sonuglarinin dogrulugunun belirlenmesi i¢in
gen bankasinda AF492351.1 numarast ile kayith sigir mtDNA genom sekansindan
yaralanilmistir.

mtDNA dizi analizinde klonlar, hiicre vericileri ve klonlarin yavrulari arasindaki
farkliliklar tespit edilerek klon bireyler ve yavrularinin mtDNA kaynaklar1 belirlenmistir.
4.5.1 Erkek Klonun ve Erkek Klonun Spermasinin Verici Hiicre Ile Karsilastirmasi

Klon 1 (EFE) ve Klon 1’in spermasi ile verici hiicre (3202-E) arasinda gen bankasinda
kayith sekansa gore 15694, 15821, 15868, 15892 ve 15983 numarali pozisyonlarda olmak
tizere 5 niikleotidde farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Klon 1, Klon 1

sperma ve hiicre vericisi 1 arasinda gen bankasina kayithi sekansa

gore 15694. niikleotidde gézlemlenen farklilik
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Sekil 4.14. Klon 1, Klon 1 sperma ve hiicre vericisi 1 arasinda gen bankasina kayith sekansa

gore 15821. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.15. Klon 1, Klon 1 sperma ve hiicre vericisi 1 arasinda gen bankasina kayith sekansa

gore 15868. Niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.16. Klon 1, Klon 1 sperma ve hiicre vericisi 1 arasinda gen bankasina kayith sekansa

gore 15892. Niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.17. Klon 1, Klon 1 sperma ve hiicre vericisi 1 arasinda gen bankasina kayitli sekansa

ru’

ml’
Hud

gore 15983. niikleotidde gdzlemlenen farklilik
Klon 1 (Efe) ile Efe sperma arasinda mtDNA’da higbir farklilik tespit edilmemistir.
4.5.2 Disi Klonlarin Verici Hiicre fle Karsilastirmasi
Klon 2 (ECE), Klon 3 (ECEM) ile hiicre vericisi 2 hiicresi (GC) arasinda gen
bankasinda kayitli sekansa gore 15694, 15791, 15821, 15892, 15937 numarali pozisyonlarda
olmak tizere 5 niikleotidde farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Klon 2, Klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa goére
15694. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.19. Klon 2, Klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda

15791. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.20. Klon 2, Klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayith

15821. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.21. Klon 2, Klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore

15892. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.22. Klon 2, klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitl

15937. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Klon 4 (Nilifer) ile hiicre vericisi 2 (GC hiicresi) arasinda gen bankasinda kayitli
sekansa gore 15694, 15821 ve 15892 numarali pozisyonlarda olmak iizere 3 niikleotidde

farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Klon 4 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15694.

niikleotidde gbzlemlenen farklilik
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Sekil 4.24. Klon 4 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitl sekansa gore 15821.

niikleotidde gbzlemlenen farklilik
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Sekil 4.25. Klon 4 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15892.
niikleotidde gozlemlenen farklilik

Klon 5 (Kiraz) ile hiicre vericisi 2 (Kikirdak hiicresi) arasinda gen bankasinda kayitli

sekansa gore 15694, 15821 ve 15892 numarali pozisyonlarda olmak tizere 3 niikleotidde

farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. Klon 5 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15694.

niikleotidde gbzlemlenen farklilik
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Sekil 4.27. Klon 5 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15821.

niikleotidde gozlemlenen farklilik

= ChromasPro - [Contig0]
=% File  Edit Analysis  Options  View Window Help

S B T = ?

280 29 300
c 6 ¢c T a71Tccaza7T1T e Al Bllrlr T 2 cca2reE & CATCTI G G
L 3 n E L ¥ Q 3 3 G .
2 o P M L 3 T, R CR Lo, v
BozkjkjrdakC G C @ @I c c ENENTE: BREN: TT T 2@c ¢ B ¢ ¢ BT ThE G
c ¢ c AT Nc ¢ BRI DENTTlT T ENc ¢ Bl ¢ c BTN @G G

280 290 300
L] [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ |
c 6 C T &2 T C L AT alz ¢ I T 2 C C & G & AT I 6 G

Boz kjkyrdak
280 T 300

L] [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ | [ |
c 6 ¢ T 2T ¢ ¢ a2 21T 6 2f2 7 Tt T 2 € € A& G C AT CT G G

o

Sekil 4.28. Klon 5 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15892.

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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4.5.3. Disi Klonlarin Birbiri ile Karsilastirmasi
Klon 4 (Niliifer) ve Klon 5 (Kiraz) arasinda gen bankasinda kayith sekansa gore
15694, 15821 ve 15892 numarali pozisyonlarda olmak iizere 3 niikleotidde farklilik tespit

edilmistir.
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Sekil 4.29. Klon 4 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayith sekansa gore 15694. niikleotidde

gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.30. Klon 4 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15821. niikleotidde

gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.31. Klon 4 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayith sekansa gore 15892. niikleotidde

gozlemlenen farklilik
Klon 2 (Ece), Klon 3 (Ecem) ve Klon 4 (Niliifer) bireyleri arasinda gen bankasinda
kayith sekansa gore 15791 ve 15937 numarali pozisyonlarda olmak {izere 2 niikleotidde

farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.32. Klon 2, Klon 3 ve Klon 4 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15791.

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.33. Klon 2, Klon 3 ve Klon 4 arasinda gen bankasia kayitl

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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sekansa gore 15937.
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Sekil 4.34. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15694,

niikleotidde gozlemlenen farklilik

Klon 2 (Ece), Klon 3 (Ecem) ve Klon 5 (Kiraz) bireyleri arasinda gen bankasinda
kayith sekansa gore 15694, 15791, 15821, 15892 ve 15937 numarali pozisyonlarda olmak

tizere 5 niikleotidde farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.35. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.36

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore

15821.
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Sekil 4.37. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore 15892.

niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.38. Klon 2, Klon 3 ve Klon 5 arasinda gen bankasina kayithi sekansa gore 15937.

niikleotidde gbzlemlenen farklilik
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Klon 2 (Ece) ve Klon 3 (Ecem) karsilastirildiginda; iki bireyin mtDNA’ lari arasinda
hicbir fark tespit edilmemistir.

4.5.4. Disi Klonlar ve Yavrularimin Birbiri ile Karsilastirilmasi

Anne Klon 5 (Kiraz) ve yavrulari; Yavru K5.1 (Karakiz) ve Yavru K1.K5.1 (Kurban)
ile karsilastirildiginda; bireylerin mtDNA’s1 arasinda higbir fark tespit edilmemistir.

Anne Klon 4 (Niliifer) ve yavrulari; Yavru H1.K4.1 (Kardelen) ve Yavru K1.K4.1

(Yazgili)  ile karsilastirildiginda; bireylerin mtDNA’s1 arasinda higbir fark tespit

edilmemistir.

Klon 3 (Ecem) ve yavrulart K1.K3.1 (Cemre) ve K1.K3.2 (Efecan) arasinda gen
bankasinda kayithi sekansa gore 15694, 15711, 15791, 15821, 15892, 15937 ve 15983

numarali pozisyonlarda olmak {izere 7 niikleotidde farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.39. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayitl sekansa
gore 15694. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.40. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa
gore 15711. niikleotidde gdzlemlenen farklilik
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Sekil 4.41. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayith sekansa

gore 15791. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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Sekil 4.42. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayitl sekansa
gore 15821. niikleotidde gdzlemlenen farklilik
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Sekil 4.43. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa

gore 15892. niikleotidde gézlemlenen farklilik
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Sekil 4.44. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayitl sekansa

gore 15937. niikleotidde gdzlemlenen farklilik
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Sekil 4.45. Klon 3, Yavru K1.K3.1 ve Yavru K1.K3.2 arasinda gen bankasina kayith sekansa

gore 15983. niikleotidde gézlemlenen farklilik
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Yavru K1.K3.1 (Cemre) ve Yavru K1.K3.2 (Efecan) bireyleri ile hiicre vericisi 2 (GC
hiicresi)  arasinda gen bankasinda kayith sekansa gore 15711 ve 15983 numarali

pozisyonlarda olmak iizere 2 niikleotidde farklilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.46. Yavru K1.K3.1, Yavru K1.K3.2 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitl

EFECAMN

sekansa gore 15711. niikleotidde gdzlemlenen farklilik
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Sekil 4.47. Yavru K1.K3.1, Yavru K1.K3.2 ve hiicre vericisi 2 bireylerinde gen bankasina
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kayith sekansa gore 15983. niikleotidde gozlemlenen farklilik
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5. TARTISMA VE SONUC

Klonlama, erigkin bir canlidan elde edilen viicut hiicresinin o tiire ait genetik materyali
cikartilmig bir yumurta hiicresi igerisine konulmasi ile bir bireyin genetik kopyasinin
olusturulmasi anlamina gelmektedir. Bu zamana kadar bu teknolojinin kullanilmasi ile birgok
memeli tiirii klonlanmis ve teknoloji iyilestirilmeye c¢alisilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda
elde edilen basarilar teknolojinin aydinlatilmasinda yeterli olmamistir. Bu sebeble klonlama
teknolojisi ile elde edilen hayvanlar ve yavrularmin detayli bir sekilde incelenmesi
gerekmektedir. Bu sayede teknoloji daha anlasilir hale getirilebilir. Bu amag¢ dogrultusunda
klonlar ve yavrularinin molekiiler karakterizasyon sonuglarinin elde edilen klonlarin normal
bir 1tk populasyonu olusturmasinin miimkiin olup olmadigi ve bu teknolojinin nesli titkenmis
bir 1kin geriye getirilmesindeki muhtemel potansiyeli ile ilgili ipuglar1 verecegi

diistiniilmektedir.

Mikrosatellit belirtegler; polimorfizm oraninin yiiksek olmasi nedeniyle genetik
haritalama, ebeveyn tayini (paternity test) , pedigri c¢alismalari, akrabali yetistirmelerin
(inbreeding) seviyesi ve etkisinin belirlenmesi, populasyonlarin evrim tarihi ¢alismalari, gen
kaynaklarimin korunmasi ¢alismalari, genetik ¢esitliligin arastirilmasi, biyolojik materyallerin
adli amagh kimliklendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu belirtegler klon hayvanlarda ise;
klonlar, onlarin yavrular1 ve klonlarin {iretilmesinde kullanilan verici hiicreden elde edilen
genomik DNA’da mikrosatellit analizi yapilarak klonlarin genomik DNA agisindan verici
hiicreler ile 6zdes oldugu ve yavrularinda bu klonlara ait oldugunu teyit etmek icin
kullanilmaktadir. Bu analizler FAO ve ISAG tarafindan tavsiye edilen mikrosatellit belirtegler
kullanilarak yapilmaktadir. FAO tarafindan sigir populasyonlarinin arastirildig: ¢alismalarda
kullanilabilecek 30 adet belirteg tavsiye edilmektedir
(http://www.fao.org/docrep/014/i2413e/i2413e00.html). Daha 0&nce yapilan ¢aligmalar
incelendiginde 6 (Yang ve ark. 2012), 9 (Zakhartchenko ve ark. 1999), 12 (Theoret ve ark.
2006) , 17 (Kato ve ark. 2000) adet mikrosatellit belirte¢ kullanilarak klon sigirlarin genomik

DNA agisindan karakterizasyonlarin yapildigi goriilmistiir. Yapilan bu yiiksek lisans
calismasinda ise 10 adet mikrosatellit belirte¢ kullanilarak klon hayvanlar ve yavrularinin
genomik DNA karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglar klon hayvanlarin verici
hiicreleri ile 6zdes olduklarin1 ve yavrularin bu klonlara ait oldugunu ortaya koymustur.
Ancak disi klonlarin hepsinin tek bir hayvanin genetik kopyasi, dolayisiyla genomik
DNA’sinin ayni olmasi sebebiyle yavrularin annelerinin klon disilerden hangisi oldugunu

belirlemek mikrosatellit belirtecler ile miimkiin degildir. Ayn sekilde babasi Klon 1 ve Verici
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Hayvan 1 olan yavrularin da babalarinin 6zdes olmasi sebebiyle hangi babadan geldiklerinin
ayirt etmek miimkiin degildir. Klonlar i¢in 6zel bir durum olarak her bir klonun farkli yumurta
kaynagindan gelmis olmast mtDNA analizi ile annelerin tespit edilmesini saglayabilir. Ancak
bu durum mtDNA’nin anne kaynakli olmasi sebebiyle babalar i¢in gegerli degildir.

MtDNA belirtecleri genel olarak; populasyonlarin tanimlanmasi, populasyon ve
ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi, populasyonlarin cografi dagilimlarinin ortaya konmasi,
alttiir igerisindeki haplotiplerin belirlenmesi, populasyonlar arasindaki gen akis1 ve
hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi, anaya ait (maternal) kalittm modellerinin
izlenmesi, populasyonlar ici/arasi genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi ve
populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik iliskilerin

tespit edilmesi, ¢aligmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Genel kan1 normal seksiiel iireme esnasinda mitokondrinin (ve mtDNA’lar) anneden
gectigi yoniindedir. Babadan kaynakli mitokondri yumurta i¢ine girer ancak ilk boliinmeler ile

olusan az sayidaki embriyonik hiicrelerde bilinmeyen bir mekanizma ile hizla elimine edilir

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

Klonlama teknolojisi ile elde edilen hayvanlarda mtDNA gecisi incelendiginde ise;
MtDNA’nin normal seksiiel iiremede oldugu gibi genelikle alict yumurta kaynakli oldugu
goriilmektedir (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). Yapilan yiiksek lisans
caligmasinda molekiiler karakterizasyonu yapilan 1 erkek ve 4 disi klonun mtDNA’sinin
hiicre vericilerinden farkli oldugu bulunmus ve mtDNA’larin yumurta kaynakli oldugu
belirlenmistir. Bu klonlardan Klon 2 ve 3 (Ece, Ecem)’iin analiz sonuclari incelendiginde
MtDNA’larinin birbirleri ile ayni olduklart goriilmiistiir. Diger 2 disi klonun ( Klon 4-Niliifer
ve Klon 5-Kiraz) ise hem birbirinden hem de Klon 2,3’ten farkli oldugu tespit edilmistir.
MtDNA geg¢isi generasyonlarda incelendiginde Klon 4 ve 5’in mtDNA’lar1 yavrulart ile ayni
ancak Klon 3’iin yavrularindan farkli oldugu goriilmdistiir.

Tek anneden bir batinda dogan iki disi klonun (Klon 2 ve 3) mtDNA analizlerinde
higbir farkliligin tespit edilemesinin ¢esitli sebepleri olabilir. Klonlama isleminde bir
ovaryumdan 1yi kaliteli 4 yumurta elde edildigini ve giinde 50 ovaryumdan (25 disiye ait)
yaklasik 200 yumurta hiicresi ile ¢alisildigr diisiiniiliirse ayn1 hayvana ait yumurtalardan
gelisen embriyolarin transfer edilmis olma ihtimali %3 gibi diisiik bir ihtimaldir. Bir bagka
ihtimal ise klon embriyonun transfer sonrasi ikiye bdliinerek iki ayr1 embriyo olarak

gelismesidir. Iki klon embriyonun transferi sonras1 ultrason muayenelerinde sadece tek yavru
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kesesinin fark edilmis olmasi ve ikizligin ancak dogum sirasinda anlagilmasi bdyle bir
ihtimalin de olabilecegini diislindiirmektedir. Bunlara ilave olarak intaruterin gelisimi
boyunca embriyolar arasinda karsilikli hiicre degisimi ve vaskiiler anostomozdan kaynaklanan
kan lenfosit hiicreleri ve iireme hiicreleri kimerizmi ikiz sigirlarda iyi bilinen bir olgudur. Bu
tip Kimerizm ayni zamanda at, koyun, insan, lama gibi diger memeli tiirlerinde de goriilmiistiir
(Hiendleder ve Wolf 2003). Bir ¢alismada iki farkli yumurta kaynagindan iiretilen in vitro
embriyolarin ayni anneye transferi sonrasinda ikiz fetuslarin kan ve karacigerinde Kimerizm
tespit edilmistir (Hiendleder 2007). Bu durumda iki embriyo farkli yumurtadan gelmis olsa
dahi embriyolar arasi hiicre gegisi sebebiyle ikizlerin kaninda iki ayr1 yumurtadan kaynakli
hiicrelerin bir arada varligi goriilebilir. Ancak bu durum diger dokularda olmayabilir.
Dolayisiyla kan hiicrelerindeki kimerizme baglh olarak yavrularindan farkli mtDNA’a sahip
oldugu goriilen disi klonun (Klon 3-Ecem) yumurta hiicrelerinde tek tip mtDNA tespit
edilebilir. Yavrularda anneden farkli mtDNA varlig1 goriilmesi dis klonun tireme hiicreleri de
dahil olmak iizere kan disindaki diger dokularinda tek bir yumurtadan gelen mtDNA
varhigmin miimkiin olabilecegini diisindiirmektedir. Ancak tim mtDNA analizleri kan
orneklerinde yapildigr i¢cin bu calismada kesin bir sey sdylemek miimkiin degildir. Ayrica
klon disinin dizi analiz sonuglarinda bazi niikleotidlerde goriilen ¢ift bantin kirlilikten mi
yoksa kimerizden mi kaynaklandig1 ayirt edilememektedir. Goriilen ikinci bandin gercek olup

olmadig: farkli bir yontemle teyit edilmelidir.

Bu konuda sunulan bir¢ok rapora ragmen mitokondriyal DNA gegisi klonlamada hala
bir sorun veya en azindan bir bilinmeyen olarak degerlendirilmektedir. Teknolojinin
uygulaniginin bir sonucu olarak klonlarin MtDNA varliginin yumurtadan gelecegi ongoriiliir.
Bunu teyit eden bir¢ok c¢alismaya ragmen bazi raporlarda tam agiklanamayan bulgulara
rastlanmas1 1rklar arasi niikleer transferde farkli genetik materyallerin birbiri ile uyumu
konusunu giindeme getirmektedir. Bu konuda ¢ok az c¢alisma vardir. Bu nedenle klonlarin
molekiiler karakterizasyonu ile ilgili her ¢aligma teknolojinin daha iyi anlagilmasma katk:
saglayacaktir. Mevcut ¢alismada incelenen klonlar iki farkli irkin materyalinin bir araya
getirilmesi ile olusturulmus irklar arasi klonlardir. Calismanin sonuglari da diger bircok
calismada rapor edildigi gibi mtDNA’nin yumurta kaynakli oldugunu gostermistir. Klonlarin
halen saglikli olmasi ve saglikli yavrular vermesi mtDNA ve genomik DNA farkliliginin

klonlar ve jenerasyonlarinda zararl etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.

Klonlardaki mtDNA varlig: ile ilgili olarak tam tersi bir goriis klon evcil hayvanlarin
tiretilmesinde mtDNA farkliliginin getirebilecegi avantajlarla ilgilidir. MtDNA polimorfiktir
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ve spesifik ana hattindaki bazi polimorfizmler siit iiretimi ve biliyiime performansi ile
alakalidir. Klonlama teknolojisi istenen genomik DNA ile arzu edilen polimorfizmi tagiyan
MIDNA’ninda bir araya getirilmesini ve boylece daha miikemmel bireylerin ortaya ¢ikmasini

da saglayabilir. Ancak biitiin bu 6ngoriilerin arastirmalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Klonlama, hayvancilik agisindan baktigimizda gerek iistiin genetik yapiya sahip,
hastaliklara direngli hayvanlarin sayis1 artirmak gerekse sayilari azalan veya yok olan irklar
tekrar dogaya kazandirmak icin bash basina iiretim amaciyla kullanilabilecegi gibi ayni
zamanda gelisim biyolojisinde heniiz ¢6ziilemeyen bir¢ok mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in
model organizmalar olusturmak amaciyla da kullanilabilir. Her ne amagla iiretilmis olursa
olsun klonlar 6zel hayvanlardir ve halen bir¢ok bilinmeyeni biinyelerinde barindirmaktadirlar.
Bu nedenle klonlar tizerinde yapilan her ¢aligma hem teknolojinin daha iyi anlasilarak kontrol
edilebilir hale gelmesine hem de bilinmeyen bircok mekanizmanin aydinlatilmasina katki

sagliyacaktir.

Bu calisma irklar arasi niikleer transfer sonucu olusturulmus klon sigir ve
jenerasyonlar1 iizerinde yiiriitiilmiis molekiiler karakterizasyon bulgularin1 igermektedir.
Calisma bulgular1 mikrosatellit belirteclerin klonlarin 6zellikle koken aldigi birey ile genomik
DNA agisindan 6zdes oldugunu tespit etmek amaciyla kullanilabilecegini, ancak genomik
DNA bakimindan 6zdes klonlarin yavrularinin hangi ebeveyne ait oldugunu belirlemede

yetersiz oldugunu gostermistir.

Klonlama ¢alismalarinda mtDNA gecisi halen bir bilinmeyen olarak gizemini
sirdiirmektedir. Yapilan ¢esitli ¢alismalar gelisim biyolojisinden bildigimiz “mtDNA anne
orjinlidir” temel bilgisinin ger¢ek temellerini ve mekanizmanin isleyisini aydinlatma da
sasirticl ipuglart sunarken her bulgunun bir 6ncekini destelemeyebildigi ve birbirinden farkl
sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi de goriilmektedir. Mevcut ¢alisma da klonlarin hepsinin
MtDNA’lar1 klonlandiklari hayvandan farkli bulunmustur. Dolayisiyla tiim klonlar genomik
DNA bakimindan identikal ancak mtDNA bakimindan birbirinden farklidir. Bu daha 6nce
yapilmis bir¢ok ¢alisma ile uyumludur ancak iki disi klonun klonlandiklar1 hayvandan farkli
MtDNA’ya sahip olmalarma ragmen aralarinda higbir fark goriilmemesi diistindiiriicii
bulunmustur. Yine genel bilgi olarak yavrularin mtDNA’larinin anneleri ile ayni olmasi
gerekir. Oysa iki disi klonun yavrularinin mtDNA’s1 anneleri ile ayni iken bir disi klonun
yavrulariin mtDNA’s1 annelerinden farkli bulunmustur. MtDNA gecisinin daha 1yi

aydinlatilmas1 amaciyla klonlarin daha ¢ok sayida yavrusu ile ¢aligilmas: Onerilebilir. Yine
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ozellikle birbirinin aynt mtDNA’ya sahip tek tasiyict anneden dogan ikiz klon disilerin
MtDNA varligi kan disindaki dokularda da arastirilabilir. MtDNA profili dizi analizine ilave
olarak farkli molekiiler yontemler kullanilarak incelenebilir ve sonuglarin dizi analiz sonuglari

ile nasil ortlistiigii degerlendirilebilir.

Bir diger konu farkli mtDNA gecisi ile olusturulan klon siiriiniin siit verimi veya
biiylime performasinin irk ortalamasindan farkli olup olmadiginin aragtirilmasidir. Elde edilen
sonuglar teknolojinin iyi yonde bir ilerlemeyi de saglama da muhtemel potansiyelini gérmek

acisindan faydali olabilir.
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