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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KLON SIGIR VE JENERASYONLARINDA mtDNA HETEROPLAZMi VE HAPLOTIP
ANALIZI

Volkan SONMEZ

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmigsman: Prof. Dr. Sezen ARAT

Bugiinkii anlamiyla klonlama; klonlanmak istenen bireyin viicut hiicresine ait ¢ekirdegin
daha once ¢ekirdegi ¢ikartilmig olan yumurta hiicresi i¢inde geriye programlanarak bireyin
genetik kopyasinin olusturulmasi anlamina gelmektedir. Uretilen klonlarin ve onlarm yavrularinim
daha ayrintili tamimlanmasi basar1 yilizdesi halen istenilen seviyede olmayan teknolojinin daha
anlasilir ve kontrol edilebilir hale gelmesinde faydali olacaktir. Bu calismanin amaci geriye
programlama prosesinde ve daha sonrasinda gelisim, performans, verim 6zellikleri gibi degisik
parametrelere etkili olabilecegi diisiiniilen alic1 ve verici hiicre arasindaki mtDNA farkinin ve
bireylerdeki heteroplazminin etkisinin daha iyi anlasilmas1 amaciyla mtDNA varliginin klonlar ve
onlarin yavrularinda izlenmesidir. Bu amagla ¢alismada 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi), onlarin
8 adet (F; jenerasyonu) yavrusu ve bu yavrularin 3 adet (F; jenerasyonu) yavrusunda D-loop’u da
iceren mtDNA gen bdlgesi PCR ile cogaltilmig, enzim Kkesimi ile haplotip farki, tek iplikli
konformasyon polimorfizmi analizi (Single Strand Conformation Polymorphism-SSCP) ve sekans
analizi ile mtDNA heteroplazmisi varligi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu analizler sonucunda bir
erkek ve iki disi klonun ve onlarin yavrularinin kan 6rneklerinde verici hiicreye ait mtDNA varligi
saptanmazken diger iki disi klonda heteroplazmi tespit edilmistir. Ancak kan Orneklerinde
heteroplazmi tespit edilen bu klon disilerin doku 6rneklerinde ve bu klonlarin yavrulariin kan
orneklerinde heteroplazmi goriilmemistir. Bu sonug klonlara hiicre kaynakli mtDNA geg¢isinin ya
hi¢ olmadigini veya tespit edilemeyecek diizeyde oldugunu ve olsa bile bunun hayvanlarin,
sagligi, gelisimi ve liremesi lizerinde olumsuz etkisinin dikkate deger olmadigini gostermistir.
Haplotip analizi sonuclar1 ise klonlarin bazilarinin hiicre vericisi ile ayni1 bazilarmin farkl
haplotipte oldugunu dolayist ile haplotip farkinin da teknolojinin basaris1 i¢in dikkate deger

olmadigimi géstermistir.
Anahtar Kelimeler: Sigir, klonlama, niikleer transfer, klon yavrulari, mtDNA, haplotip
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ABSTRACT

Master Thesis

mtDNA HETEROPLASMY AND HAPLOTYPE ANALYSIS ON CLONED CATTLE AND
THEIR GENERATIONS

Volkan SONMEZ

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT

Cloning for today means creating a genetic copy of an individual of which a donor
nucleus from a somatic cell of the invidual is taken and reprogrammed into an enucleated oocyte.
The identification of the clones and their offspring in details will be useful for understanding and
controlling the technology which is not at the desired success level. The aim of this study is to
monitor the presence of mtDNA in clones and their offspring in order to understand the difference
in mtDNA between recipient and donor cells and the effect of heteroplasmy in individuals, which
is thought to be effective for various parameters such as development, performance, yield
characteristics in the objective backward programming process and later. For this purpose,
mtDNA gene region including D-Loop were amplified by PCR in 5 clone bovine (1 male, 4
female), 8 offspring (F1 generation) and 3 offspring (F, generation) and the presence of mtDNA
heteroplasmy by single strand conformation polymorphism (SSCP) method and haplotype
difference by RFLP analysis were determined. The results showed that there is no evidence of
donor mtDNA existence in the blood samples of one male and two female clones and their
offspring, on the other hand the heteroplasmy is detected in the other two female clones. But
heteroplasmy is not observed in the blood samples of the offspring of these female clones that
heteroplasmy is detected in the tissue samples of same female clones. The results indicate that
either there is no cell mediated mtDNA transition to the clones or it may be very low so that it
cannot be detected and even if there is any transition there is no remarkable negative effect on the
health, development and reproduction of the animals. The results of the haplotype analysis
showed that some of the clones are the same as the cell donor, some are in different haplotypes,

and therefore the haplotype difference is not remarkable for the success of the technology.
Keywords: Bovine, clonning, nuclear transfer, clone offspring, mtDNA, haplotype
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TESEKKUR

Tez ¢aligmam ve tiim yiliksek lisans egitimim siirecinde yakin ilgi ve Onerileriyle beni
yonlendiren, laboratuvar analizleri ile pratik kazanmami saglayan, diisiinceleriyle bana daima
yol gosteren, bilgi ve destegini esirgemeyen danisman hocam sayin Prof. Dr. Sezen ARAT a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez projem kapsamindaki tlim laboratuvar ¢alismalarimda 6zveri ile yardimci olan,
laboratuvarda karsilastigim bir¢cok sorunun ¢éziimiinde bana yol gdsteren, mesai harcayarak
destek olan, molekiiler genetik tekniklerin uygulanmasinda, sonuglarin degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda desteklerini gérdiiglim ve bilgilerini benimle paylasan degerli hocalarim
Dog. Dr. Fulya OZDIL (NKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii), Dog. Dr.
Emel OZKAN UNAL (NKU, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii), Dog. Dr. Rifat BIRCAN
(NKU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii), Yrd. Dog¢. Dr. Behiye Banu BILGEN
(NKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii ), Ars. Gor. Dr. Raziye ISIK’a
(NKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji BSliimii ) ve bu giinlere gelmemde emekleri
olan, beni yetistiren Namik Kemal Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii hocalarima

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

DNA orneklerini ve dizi analiz sonuglarin1 kullandigim, laboratuvar ¢alismalarinda
bana her zaman yardime1 olan Ziraat Yiiksek Miihendisi Emel TUTEN SEVIM’e, desteklerini
benden esirgemeyen, tanmimaktan biyik mutluluk duydugum degerli yiiksek lisans
arkadaslarima ve tez ¢aligmam siiresince yardim ve sabirlar1 i¢in tiim mesai arkadaglarima

tesekkiir ederim.

Ogullar1 olmaktan gurur duydugum, haklarini hi¢bir zaman 6deyemeyecegim, annem

ve babama, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Kasim, 2017
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1. GIRIS

Klon, bir canlidan eseyli ireme olmaksizin olusturulan ve ayni genetik yapiya sahip
olan yavru olarak tanimlanabilmektedir. Ornegin; tek yumurta ikizleri dogal klonlardir ve bu
durum klonlama tekniginin ilerlemesi noktasinda bagslangic noktas1 olarak kabul
edilebilmektedir (Arat 2010). Giiniimiizde niikleer transfer (NT) yontemiyle klonlama,
klonlanmak istenen canlinin, eseysiz iireme yoluyla, genetik olarak birebir kopyasinin
olusturulmasi seklinde tanimlanmaktadir. Klonlama teknolojisi, ileri tireme teknikleri ve
mikrocerrahi yontemleri kullanilarak erigkin bir hiicre ¢ekirdeginin, yumurta hiicresi
igcerisinde geriye programlanarak embriyonal doneme geri donmesi esasina dayanmaktadir.
Programlanmaya etki eden faktorler, tam olarak aydinliga kavusturulabilmis degildir.
Klonlama teknolojisi kullanilarak iiretilen klonlarin ve onlarin jenerasyonlarinin molekiiler
genetik metodlar kullanilarak ayrintili bir bi¢imde tanimlanmasi, teknolojinin daha anlasilir

hale gelmesinde ve gelistirilmesinde yararh olacaktir (Arat 2010, Keefer 2015, Arat 2017).

Modern biyoteknolojinin ulastigi son noktalardan biri olan klonlamanin pratikte bazi
onemli ¢iktilar1 bulunmaktadir. Bunlardan baglicalari; nesli tilkenmis ve tilkenmekte olan
hayvanlarin genetik kopyalarmin olusturulmasi yoluyla geri getirilmesi, nesli tiikenmeye
giden 1rk veya tiirlerin korunma altina alinmasi, iistiin genetik yapiya sahip veya hastaliklara
direngli bireylerin sayisinin arttirilmasi ve bazi hastaliklara kars1 yliriitiilen alternatif ve yeni

nesil tedavi yaklagimlarinda bu teknolojinin kullanilmasidir (Campbell 2002).

[Ik klonlama calismalar1 1980°li yillarin baslarinda, embriyonun béliinmesi ve bir
embriyodan birden fazla canlinin olusturulmasi ile baglamstir. Tk defa 1997 yilinda, “Dolly”
adinda, eriskin bir koyunun genetik kopyasi yapilmistir (Wilmut ve ark. 1997). Ik klonu
takiben sigir, keci, at, domuz, tavsan, manda, katir, kopek, kedi, fare, gelincik, sican ve deve
gibi bircok memeli tiiri ayn1 yontem kullanilarak klonlanmistir (Cibelli ve ark. 1998,
Wakayama ve ark. 1998, Baguisi ve ark. 1999, Onishi ve ark. 2000, Chesne ve ark. 2002,
Shin ve ark. 2002, Zhou ve ark. 2003, Galli ve ark. 2003, Woods ve ark. 2003, Lee ve ark.
2005, Shi ve ark. 2007, Wani ve ark. 2010). Klonlama c¢alismalarinda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmis olmasmma ragmen klon canli yavru eldesinde verimlilik heniiz % 0,5-5
civarindadir. Yapilan denemelerde, dogum oncesi veya dogum sonrasi donemlerde biiyiik
oranda kayiplarla karsilasilabilmektedir. S6z konusu sorunlarla 6zellikle gebeligin ilk g

ayinda karsilasilmaktaysa da, ilerleyen donemlerde de kayiplar goriilebilmektedir. Ayrica,
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niikleer transfer ¢alismalarindaki verimlilik oraninin ¢alismanin yiiriitiildiigii laboratuvarlara
gore de radikal sekilde degisiklik gosterebildigi kaydedilmistir (Smith ve ark. 2000, Heyman
ve ark. 2002, Hill ve Chavatte-Palmer 2002, Pace ve ark. 2002, Chavatte-Palmer ve ark. 2004,
Shi ve ark. 2007, Wani ve ark. 2010).

Klonlama siirecinde {izerinde durulan konulardan biri hiicrenin  geriye
programlanmasinda etkili oldugu diisiiniilen mtDNA kaynagidir. Klonun mitokondriyal DNA
(mtDNA)’sinin alict hiicreden mi, yoksa verici hiicreden mi Yyoksa her ikisinden mi
kaynaklandigi hala tartisma konusudur. Genelde klondaki mtDNA yapilarinin alici oositten
gelecegi ongliriilmektedir. Ancak niikleer transfer (NT) sonras: hayvanlarda iki farkli kkene
ait mtDNA varligi, yani heteroplazmisi meydana gelebilmektedir. Bu durumda farkli
kokenden genetik materyallerin birbiriyle uyumu 6nemli bir noktadir. Yine, somatik hiicre
niikleer transferi siirecinde, gerek oositin maturasyonu sirasinda gerekse hiicre kiiltiirii
sirasinda mtDNA’ya hasar verilebilmekte ve bu durum oosit icerisinde kusurlu mtDNA ile
sonuc¢lanabilmektedir Tiim bu konularda ¢ok az galigma vardir ve mtDNA geg¢iginin nasil
organize edildigi hala aydnlatilamamistir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda NT ile elde edilen
hayvanlarda verici hiicre kaynaklt mtDNA tespit edilememis veya ¢ok diisiik seviyelerde
tespit edilmistir (Evans ve ark. 1999, Steinborn ve ark. 2000, Meirelles ve ark. 2001, Takeda
ve ark. 2003, 2006).

Bununla beraber klonlarin bazilarinda, farkli dokularinda verici hiicreden gecen
mtDNA’nin varligy, hiicre kaynakli mtDNA replikasyonunu gostermektedir (Takeda ve ark.
2003, Han ve ark. 2004, St. John ve ark. 2005, Smith ve ark. 2005). Ayrica mtDNA’nin
jenerasyonlara gegisinin calisildigi bir ¢alismada klon yavrular1 arasinda farkli mtDNA gecisi
ile ilgili sonuglar bildirilmektedir (Takeda ve ark. 2008). Elde edilen mtDNA
kompozisyonundaki farkliliklarin sebebi ¢aligmalarda uygulanan farkli NT prosediiriinden
veya niikleositoplazmik etkilesiminden kaynaklanmig olabilir (St. John ve ark. 2005). Ayrica
klonlamanin etkinligini arttirmak amaciyla oosit ve DNA kaynagi verici hiicrenin otolog
olmast ve aynt mtDNA haplotipine sahip olmasi iizerine yapilan c¢alismalar bulunmaktadir
(Yang ve ark. 2006, Yan ve ark. 2010). Ancak nesli tehlike altinda olan veya tamamen
ortadan kaybolmus irklarin klonlanmasinda bdyle secimlerin yapilmasi miimkiin degildir. Bu
caligmanin materyalini olusturan boz sigir klonlarinda Boz irkin hiicresi Holstain 1rkin
yumurtasi i¢ine transfer edilmis ve irklar aras1t NT yapilmistir. Bu nedenle gelecekte hiicre

bankalarinin bu amaglarla kullanilabilirliginin daha iyi anlasilabilmesi i¢in irklar aras1 NT ile
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elde edilen bu klonlarin ve onlarin yavrularmin daha ayrintili incelenmesi ve karakterize

edilmeleri yararli olacaktir.

Bu calismada daha once “TUBITAK-TOVAG-1040360-Anadolu Yerli Sigir
Irklarmin Klonlanmas1™ projesi ile iiretilmis 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi), bu klonlarin
yavrulari (F; jenerasyonu olan 3 erkek, 5 disi), bu yavrularin yavrular1 (F, jenerasyonu olan 2
erkek, 1 disi) ve klonlarin iiretilmesinde kullanilan 3 hiicre hatt1 ¢alismanin ana materyalini
olusturmustur. Bireylerden alinan kan, doku, sperm orneklerinden ve hiicre hatlarindan
izolasyonu yapilan DNA’lardan D-loop’u igceren 999 baz ciftlik (bg) mtDNA boélgesi PCR ile
cogaltilip, enzim kesimi ile haplotip analizi, tek iplikli konformasyon polimorfizmi analizi
(Single Strand Conformation Polymorphism-SSCP) ve sekans analizi ile mtDNA
heteroplazmisi varligi arastirilmistir. Bu ¢alismada, sayilar1 gitgide azalmakta olan bir irkin,
farkli 1irka ait ¢ekirdegi ¢ikarilmig yumurta hiicresi kullanilarak elde edilen klonlarin durumu

cesitli yonleriyle ortaya konmaya caligilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Klonlama ve Klonlamada Kullanilan Hiicre Kaynaklar: ve Tipleri

Klonlama, cesitli bilim dallarinca farkli sekillerde tanimlanabilmektedir. Molekiiler
biyolojide, DNA’nin identik kopyasinin olusturulmasi olarak tanimlanirken, hayvan
biyolojisinde niikleer transfer metoduyla bir hayvanin genetik kopyasinin olusturulmasi olarak

tanimlanmaktadir.

Niikleer transfer ile klonlama, farklilasmamis embriyonik hiicre ¢ekirdeginin
(blastomer), ¢ekirdegi ¢ikartilmis (eniikle edilmis) yumurta hiicresi veya zigot igine transfer
edilmesi anlamina gelmektedir (Sekil 2.1). Memeli hayvanlarda bu teknik ilk olarak basarili
bir sekilde koyunlarda uygulanmistir (Willadsen 1986). Takip eden yillarda sigirda (Prather
ve ark. 1987), tavsanda (Stice ve Robl 1988) ve domuzda da uygulama gergeklestirilmistir
(Prather ve ark. 1989).

Eniiklasyon
e

Morula
Blastomer transferi °
"’l A
@ & G
Yumurta @
hiicresi \}

Yumurta
hiicresi (-\
o O \ ’
® @ 3
‘3 EKH transferi Blastosist
(I

Eniiklasyon

Sekil 2. 1. Blastomer ve embriyonik kok hiicre (EKH) transferi ile klonlama (Arat 2017)

Niikleer transfer isleminde kullanilan hiicreler embriyonik hiicreler (blastomer veya
embriyonik kok hiicre), fetal ve eriskin viicut hiicreleri olmak ftizere ii¢ grupta

degerlendirilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalara bakildiginda viicut hiicrelerinin daha
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cok tercih edildigi gorilmektedir. Bugiine kadar yapilmis klonlama caligmalarinda hiicre
kaynagi olarak embriyonik hiicreler, fibroblastlar, meme bezi hiicreleri, kumulus
hiicreleri, yumurta hiicreleri, 16kositler, graniiloza hiicreleri, germ hiicreleri, kas hiicreleri,
karaciger hiicreleri ve kikirdak hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tipleri kullanilmistir (Campbell
ve ark. 1996, Wilmut ve ark. 1997, Cibelli ve ark. 1998, Arat ve ark. 2001, Brem ve
Kuhholzer 2002, Arat ve ark. 2011).

Giinlimiizdeki anlamui ile klonlama, eriskin bir canlidan alinan viicut hiicresinin o tiire
ait genetik materyali ¢ikartilmis bir yumurta hiicresi igerisine yerlestirilmesi ve viicut hiicresi

alian canlinin birebir kopyasi olan bir embriyo olusturulmasidir (Arat 2010) (Sekil 2.2).

g g ’3 Eniiklasyon
Yumurta vericisi@ I ),' J)

Hiicre Hiicre

@@@ vericisi
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Sekil 2.2. Klonlama teknigi semasi (Arat 2017)
2.1.1 Klonlamanin temel basamaklari

i) Klonlanacak hayvandan hiicrenin elde edilmesi

i) Olgun yumurtanin (Metafaz Il oositinin) kutup hiicresi ve metafaz kromozomlarinin
uzaklagtirilmasi (eniikleasyon iglemi)

i) Kiiltiire edilen sessiz fazdaki (GO-G1) verici hiicrenin, eniikle MII oositinin perivitellin
bosluguna birakilmasi

Iv) Verici hiicre ve oositin flizyona tabi tutulmasi



V) Kimyasallar veya elektrik akimi kullanarak hiicre boliinmesinin aktivasyonu
vi) Gelisimi basarili olmus embriyolarin tasiyici disilere aktarilmasi

vii) Verici hiicre ile tamamen ayni1 niikleer genlere sahip klon yavrunun elde edilmesi
2.2 Mitokondri, mitokondriyal DNA (mtDNA) ve D-loop Bolgesi
2.2.1 Mitokondri

Canlilarda kalittim materyali olan g¢ekirdek disinda sitoplazmada yer alan, bitkilerde
kloroplastta, hayvan ve insanlarda mitokondride de kalitim materyali bulunmaktadir. Bu
organeller hiicre sitoplazmasma dagilmis vaziyettedir. Okaryotlarda bulunan mitokondri,
hiicre i¢i islevlerde gerekli enerjinin saglanabilmesi i¢in oksidatif fosforilasyon yoluyla
adenozin tri fosfat (ATP) iretilmesini saglayan 6nemli organellerinden biridir. Ayrica, hiicre
sinyallerinin iletilmesi ve apoptoz siireci gibi bircok hiicresel tepkimede gorev almaktadir
(Griffiths ve ark. 2012). Mitokondri gift zarla ¢evrili ve biiytikligii 0,5-1 pm olan bir yapidir.
Hiicrelerdeki mitokondri sayisi hiicreden hiicreye, 6zellikle de hiicrenin aktiflik ve enerji
gerektiren isleyisinin bulunup bulunmamasina gore degisiklik gostermektedir. S6z konusu
say1, hiicreye gore genellikle 500-1000 arasinda degismekle birlikte, yumurta hiicrelerinde bu
say1 10000’lere ulasabilmektedir (Cummins 1998, Rokas ve ark. 2003).

2.2.2 mtDNA ve ozellikleri

Atasal olarak bakteri kokenli oldugu diisiiniilen mitokondrinin islevinde oldukca
onemli bir yer tutan genetik materyal (MtDNA) bulunmaktadir. Eseyli ¢ogalan tiirlerde
mtDNA molekiilii temel olarak halkasaldir. Koken olarak maternal bir 6zellik tasimaktadir.
Spermatazoonlar, yumurta hiicrelerine gore ¢ok daha az mtDNA kopyasi tasirlar. Bir hiicrede
yer alan mtDNA’nin % 0,1’den daha az1 paternal kokenli olup genotip ve olasilikla fenotip
tizerindeki rolii ¢ok azdir (Wang 1996, Fourtounis 1999, Chinnery ve Schon 2003).
mtDNA’da intron bdlgelerinin bulunmadigi, ancak kiiciik intergenik araliklarin bulundugu
bilinmektedir. Bu nedenden dolayi, 1000 baz ¢ifti uzunlugundaki D-loop bdolgesi haricinde
genomunun neredeyse tiim bolgelerinin transkribe oldugu, protein, enzim, rRNA ve tRNA
gibi bir tiriin karsiliginin bulundugu bildirilmistir (Cornuet ve Garnery 1991, Griffiths ve ark.
2012). Her mitokondri 2-10 mtDNA’ya sahiptir ve her mtDNA molekiilii yaklasik 16,3-17,0
kb biiyiikliigiindedir. Her bir mtDNA molekiilii ADP (Adenozindifosfat)’den ATP’nin elde

edilmesi siirecinde gorevli 13 elektron tasima zinciri proteini, 2 adet rRNA ve 22 adet tRNA



geni olmak iizere 37 gen iceren bir yapidir (Sekil 2.3). Protein kodlayan genler NADH
dehidrogenaz (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Dehidrogenaz), sitokrom C oksidorediiktaz,
sitokrom C oksidaz ve ATP sentetaz enzimlerini kodlamaktadir. CO genleri sitokrom
oksidazin, ND genleri ise NADH dehidrogenazin kodlanmasindan sorumludur (Lewin 1987).
Diger mitokondriyal proteinler niikleer genom tarafindan kodlanmaktadir (Wang 1996,
Fourtounis 1999). mtDNA uzunlugunun sigirda 16338 bg¢ (Anderson ve ark. 1982), koyunda
16616 b¢ (Hiendleder ve ark. 1998) ve domuzda 16679 bg¢ (Ursing ve Arnason 1998) oldugu
kaydedilmistir.

o s Oy Py

A etc. D}‘
s Phe 168 i . Py, P, origin and direction

Kay:
T _ete. wmp Oy, O origin and direction
E

L-ipligi sitozince (C) zengindir

H-ipligi guanince (G) zengindir

mtDNA'nin genlerinin kodladig)
yapilar goyledir;

«13 protein
- 22 tRNA
- 2rRNA

Sekil 2.3. mtDNAnin yapisi (Strachan ve Read 2010)

mtDNA genomu tamamen tanimlanmis olup genotipleri homoplazmik bir yap1 arz
etmektedir. Hiicrede, iki farkli tip mtDNA bulunmasi durumu “heteroplazmi” olarak
adlandirilir. Bireyde, hem anneye ait hem de babaya ait mtDNA’ nin birlikte bulunmasi
(Zsurka ve ark. 2005), saglikli mtDNA yaninda mutant mtDNA nin bulunmasi (Ozdemir ve
Dogru 2007), ikizlerde goriilen intrauterin gelisim sirasinda embriyolar arasinda vaskiiler
anastomozdan (Hiendleder ve Wolf 2003) kaynaklanan karsilikli hiicre degisimi

heteroplazminin sebepleri arasinda sayilmaktadir.



Ayn1 kromozom {izerinde, baglant1 halinde bulunan ve birlikte délden dole aktarilan
Ozgiin baglant1 gruplarina “haplotip” denmektedir. Ayn1 zamanda mtDNA genotipleri de
“haplotip” olarak isimlendirilir. Haplotipler, tek genomlu (n kromozomlu) canlilarin
genotipini ifade ederken, mitokondriyal 6zellikler bakimindan genotiplerin tanimlanmasinda

kullanilir (Ozdil 2007, Piljug 2016).

2.2.3 mtDNA D-loop bdlgesi

mtDNA’da kodlanmayan tek bolge D-loop (displacement loop-kontrol bdlge)
bolgesidir. Yaklasik 1000 bg uzunluga sahip olan boélge, hem H-ipliginin replikasyon orijinini,
hem de her iki ipligin promotor bdlgelerini icermektedir (Cornuet ve Garnery 1991).
Mitokondriyal genomun diger kisimlarina gore 3-5 kat daha hizli evrimlestigi bildirilen D-
loop bolgesinin (Wenink ve ark. 1994), L-Domain (5’-end, left domain / sol etki alan1), C-
Domain (central domain / merkez alani1) ve R-Domain (3’-end, right domain / saga etki alani)

olmak iizere ii¢ ana alani bulunmaktadir (Sultana ve Mannen 2004) (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. Insanin ve hayvanlarin D-loop bolgelerinin karsilastirmasi (Sultana ve Mannen
2004)

Sigir mtDNA’s1 16338 baz ciftinden olusan, ¢ift iplikli, halkasal bir DNA’dir. Sigir
mtDNA’sinda yaklasik % 61 oraninda A+T’ce zengin bolge bulunmaktadir. Aslinda bu bolge
D-loop bolgesidir (AF492351.1) (Cizelge 2.1)



Cizelge 2.1. Sigirlarda mtDNA genomunun organizasyonu (GenBank: AF492351.1 numarali
MtDNA bolgesine gore diizenlenmistir)

Gen ismi Lokasyon Uzunluk
(be)
D-loop 15429..16338 910
tRNA-Phe 1..67 67
s-rRNA 68..1023 956
tRNA-Val 1024..1090 67
I-rRNA 1091..2660 1570
tRNA-Leu 2661..2735 75
ND1 2738..3694 957
tRNA-1le 3694..3762 69
tRNA-GIn 3760..3831 72
tRNA-Met 3834..3902 69
ND2 3903..4946 1044
tRNA-Trp 4945..5011 67
tRNA-Ala 5013..5081 69
tRNA-Asn 5083..5155 73
rep_origin 5156..5187 32
tRNA-Cys 5188..5254 67
tRNA-Tyr 5255..5322 68
COX1 5324..6868 1545
tRNA-Ser 6866..6936 71
tRNA-Asp 6942..7009 68
COX2 7011..7694 684
tRNA-Lys 7698..7764 67
ATPS8 7766..7966 201
ATP6 7927..8607 681
COX3 8607..9390 784
tRNA-Gly 9391..9459 69
ND3 9460..9805 346
tRNA-Arg 9807..9875 69
ND4L 9876..10172 297
ND4 10166..11543 1378
tRNA-His 11544..11613 70
tRNA-Ser 11614..11673 60
tRNA-Leu 11675..11745 71
ND5 11746..13566 1821
ND6 13550..14077 528
tRNA-Glu 14078..14146 69
CYTB 14151..15290 1140
tRNA-Thr 15294..15363 70
tRNA-Pro 15363..15428 66



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006853.1?from=5519&to=5549&sat=4&sat_key=83672901

2.3 Molekiiler Genetik Calismalarda mtDNA’nin Kullamildig: Yerler

Evrimlesme karakteristiginden (Wenink ve ark. 1994) dolayt bu bdlge, populasyon
yapisinin belirlenmesinde irklar arasindaki ayrim ve filogenetik agaglarin ¢izilmesi gibi
arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. mtDNA ile ilgili karakterler populasyonlarin
tanimlanmasi, populasyon ve ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi, populasyonlarin cografi
dagilimlarinin ortaya konmasi, alt tiir icerisindeki haplotiplerin belirlenmesi, populasyonlar
arasindaki gen akis1 ve hibritlenme seviyelerinin tahmin edilmesi, anasal kalittm modellerinin
izlenmesi, populasyonlar igi/aras1 genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi ve
populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik iligkilerin

tespit edilmesi ¢alismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ozdil 2007).

S6z konusu yaygin kullanimda, mtDNA’nin bazi 6zellikleri ayricalikli bir rol oynar.
Ornegin, molekiiliin boyutu kiigiik ve elde edilmesi kolaydir. Bu durum birgok molekiiler
yontemin (DNA dizileme, PCR, RFLP, SSCP, SNP gibi) kullanimi1 agisindan idealdir. PCR-
RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Restriksiyon Pargast Uzunluk Polimorfizmi) metodu ile
bireyler arasi inter ve intraspesifik iliskiler ortaya konabilmektedir (Uphold ve Dawid 1977,
Hecht 1990). Yine, mtDNA’nin molekiiler analizi bireyler arasi genetik mesafe,
populasyondaki varyasyon, gen akisi, etkili populasyon biiyiikliigii, bireyin biyografisi, ortak
ata tespiti, dogum Oncesi arastirma, gen klonlanmasi, doku tiplemesi ve enfeksiyon ajanlarinin
tespiti (Meghen ve ark. 2002), populasyonlar arasi akrabalik derecelerinin belirlenmesi,
wrklardaki genetik c¢esitliligin tespiti, filogenetik iligkinin tespiti ve basarili yetistirme
stratejilerinin  gelistirilmesi gibi calisma ve arastirma alanlarina katki saglayabilecegi

bildirilmektedir (Zhang ve Shi 1992, Chen ve Leibenguth 1995).
2.4 Dogal Uremede mtDNA Kalitim

Memelilerde mitokondriyal DNA’nin maternal kalitimi ilk olarak 1974 yilinda at
x esek hibritinde gosterilmistir (Hutchison ve ark 1974). Takibinde, benzer veriler
rodentlerde ve insanlarda yapilan ¢alismalardan da elde edilmistir (Hiendleder 2007). S6z
konusu maternal kalitim, yumurta ve spermatazoondaki mtDNA kopyas: sayisindaki
farklilikla iliskilendirilmistir (Gyllensten ve ark. 1985). Yapilan ¢alismalarda
spermatazoonda yaklasik 10 mtDNA kopyasi belirlenirken (May-Panloup ve ark. 2003),
yumurta hiicresinde 317-795x10°> mtDNA kopyasi saptanmustir.
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Baba kaynakli mtDNA varligi ilk olarak, Mus musculus ve Mus spretus hibritlerinin,
geri melezlerinde saptanmistir. Bu calismada elde edilen baba kokenli mtDNA varligi,
yavruda mtDNA’nin cinsiyete bagl se¢ilimi konusunun mekanizmasi1 hakkinda bazi ipuglari
saglamis olup, mtDNA eleminasyonunun tiir i¢i bir 6zellik tasiyor olabilecegini gostermistir.
Ayni tiir icinde olugan melezlerde hiicredeki genetik materyal yarigmasi babaya ait mtDNA’y1
elemine edebilirken, farkli tiirlere ait hibritlerde babasal mtDNA’nin kalabilecegi one
stirilmistiir. Bu sav, M. musculus tiir i¢i melezleri ile M. musculus ve M. spretus hibritleri
arasinda yapilan karsilagtirmali ¢alismalarda agikca gosterilmistir. Tir i¢ci melezlerde babasal
mtDNA sadece proniikleus asamasinda goriilmiistiir. Ote yandan, tiirler aras1 hibritlerde
babasal mtDNA yavrunun biitiin gelisim donemlerinde saptanmistir. Yapilan ek ¢aligmalarda,
babasal M. musculus mtDNA’s1 tagiyan hibrit yavrulara (M. Musculus X M. spretus hibriti) ait
sperma ile doéllenen M. musculus yumurtasinda, spermatazoondan gelen mtDNA’larin
yumurta tarafindan elemine edilebildigi goriilmiistiir. Kaneda ve ark. (1995) bu siirecin
mtDNA’nin kendisinden degil, spermde bulunan 6zel bir proteinden kaynaklandigini ifade
etmislerdir. Sutovsky ve ark. (1999, 2004) tarafindan yapilan destekleyici arastirmalar, soz
konusu babasal mtDNA eleminasyonunun, fertilizasyondan hemen sonra meydana gelen

proteozomal ve/veya lizozomal sindirim ile ger¢eklestigini gostermistir.

Tiir igi melezlemelerde, babasal mtDNA’nin tamamen elemine oldugu ve yavrunun
timden anne mtDNA’sina sahip oldugu ile ilgili inanig, 2002 yilindan itibaren gelmeye
basglayan yeni ¢alisma verileriyle temelden sarsilmistir (Hiendleder 2007). Bu durum ilk
olarak, mitokondriyal myopati sorunu yasayan, heteroplazmik bir bireyde ortaya konmus,
ayni hastada hem anasal hem de babasal mtDNA’larin varligi belirlenmistir. Caligsmalar,
insanlardaki iskelet kaslarinda babasal mtDNA’nin da yaygin olarak bulunabildigini agik¢a
gostermis durumdadir (Zsurka ve ark. 2005).

2.5 Somatik Hiicre Niikleer Transferi (SHNT) Sonrast mtDNA Kalitimi
2.5.1 Tiir i¢ci SHNT sonrast mtDNA kalitim

Klon embriyo blastomerlerinde veya klon nesillerde yapilan analizlerde degisen
derecelerde heteroplazmiye rastlanmis, klonlarda, niikleer verici hiicresine ait
mtDNA’larin da olabilecegi anlasilmistir (Hiendleder 2007). Yapilan deneysel
calismalarda, mikroenjeksiyon yontemiyle degisen derecelerde heteroplazmik hiicreler

elde edilebilmistir (Hiendleder ve Wolf 2003). Esasen, Dolly ve diger koyun klonlarda
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yapilan ilk aragtirmalarda heteroplazmi tespit edilememistir (Evans ve ark. 1999, Loi ve
ark. 2001). Ancak takip eden sigir, ke¢i, domuz ve fare klonlarinda degisen derecelerde
verici hiicre mtDNA’s1 kaynakli heteroplazmi tespit edilmistir (Steinborn ve ark. 2000,
Jiang ve ark. 2004, Inoue ve ark. 2004, St. John ve ark. 2005). Ote yandan, SHNT embriyo ve
nesillerinde mtDNA analizleri ile ilgili zorluklar, bu konuda elde edilmis verilerin kesinligini
de tartismali hale getirmektedir. Bu noktada, verici hiicre tipi, verici hiicrenin pasaj sayisi ve
embriyonun Kkiiltiir kosullar1 etkilidir. Ayrica, heteroplazminin belirlenmesi amaciyla
kullanilan analizler ve biyolojik materyaller birbirinden farkli sonuglar verebilmektedir
(Hiendleder 2007). Konu ile ilgili olarak kesinlesmis verileri su sekilde siralamak
mimkiindiir: i) Koyun, sigir ve domuzlardan elde edilen SHNT bireyler genelde
homoplazmiktirler veya niikleer verici hiicresinden kaynakli kismi heteroplazmilere
rastlanmaktadir (Evans ve ark. 1999, Steinborn ve ark. 2000, Loi ve ark. 2001, Do ve ark.
2002, Steinborn ve ark. 2002); ii) Heteroplazminin derecesi dokunun g¢esidine baglidir
(Steinborn ve ark. 2000, 2002, Hiendleder ve Wolf 2003, Inoue ve ark. 2004 Takeda ve ark.
2003, 2006); iii) Bazt SHNT bireyler normalden ¢ok daha yiiksek diizeyde bir hetoroplazmi
seviyesine sahip olabilmektedirler. En yiiksek heteroplazmi seviyesine, alict ve vericinin
intrasubspesifik kombinasyonlarinda rastlanmaktadir (Steinborn ve ark. 2002, Inoue ve ark.
2004, Takeda ve ark. 2003, 2006) ve bu durum olasilikla, mtDNA iiretiminden sorumlu
niikleer genlerle iligkilidir (Battersby ve ark. 2003). Calismalar, heteroplazmik disilerin,
sahip olduklar1 heteroplazmiyi sonraki nesillere de aktarabildigini géstermistir (Takeda ve
ark. 2006).

Heteroplazminin klon hayvanin organ ve dokularina gore degisebildigine yonelik bazi
onemli ¢aligmalar bulunmaktadir. Ote yandan, Evans ve ark. (1999) yapmis olduklari
calismada, somatik hiicre hattindan klonlanan ilk klon hayvan “Dolly” ve niikleer transfer ile
tiretilmis diger 9 koyunun mtDNA’s1 incelenmis ve verici hiicreden herhangi bir mtDNA
katkis1 olmadan sadece alici yumurta mtDNA’sindan olustugu bildirilmistir. Bununla birlikte,
Steinborn ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismaya gore 3 niikleer verici hiicre tipinden
tretilmis 6 fetlis (60-212 giin) ve 4 buzagidan alman g¢esitli dokularda (kalp, bobrek,
karaciger, akciger, kas ve deri) % 0,1 ile 4 arasinda verici hiicre mtDNA’s1 aktarimina
rastlanmistir. Yine, 12 tane klon koyunun 7°sinde verici hiicre mtDNA’nin aktarimina
rastlanmis, 1 klon hari¢ 6’sinda % 1’in altinda verici hiicre mtDNA’s1 (diisiik diizeyde % 0,1
ve % 0,9) tespit edilmistir (Burgstaller ve ark. 2007). Baska calismalarda sigirlarda, fare ve

domuzlarda da verici mtDNA gegisinin olabildigi gdsterilmistir (Burgstaller ve ark. 2015).
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2.5.2 Tiirler aras1t SHNT sonrast mtDNA kalitimm

Sigir, koyun, keg¢i, domuz gibi hayvanlara ait tir ici SHNT klonlarinda
heteroplazmiye yaygin olarak rastlanmistir; ancak kaydedilen heteroplazmi seviyeleri
degiskendir. Yine, s6z konusu heteroplazminin zigotun boliinme silirecinde giderek
degistigi, embriyonun 16 hiicreli asamasindan veya morula asamasindan itibaren verici
hiicre mtDNA seviyesinin azaldig bildirilmistir. Bu degisim, genomun zaman igerisinde
aktive olmasiyla iliskilendirilmektedir. Yapilan ¢alismalar, ooplazmik transfer ile yeni bir
yumurtaya aktarilan mitokondrilerin, aktarilan hiicrede inaktive edildigi, mevcut
mitokondrilerle karigtirilmadigi, ancak in vitro kiiltiiriin 144. saatinde bile bir y18in
halinde bulunabildikleri, ortadan kalkmadiklar1 goézlenmistir. Konu ile ilgili yapilmis
calismalardan bazi1 sonuglar elde edilmistir; ancak veriler heniiz tam kesinlesmis degildir

ve farkl tiirlerden farkli sonuglar elde edilebilmektedir (Hiendleder 2007).
2.6 mtDNA Analiz Yontemleri

2.6.1 PCR-RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Parca Uzunluk

Polimorfizmi)

RFLP analizinde, restriksiyon enzimleri (RE) ile galisilan lokustaki allelik uzunluga
dayali polimorfizm incelenir. RFLP teknigi popiilasyonlarda, DNA niikleotid dizisinde
bireyler arasinda insersiyon, delesyon ve nokta mutasyonlar1 seklinde meydana gelen
degisimlerin tanimlanmasini saglamaktadir. RFLP iki sekilde uygulanabilir. Tlgilenilen DNA
uygun restriksiyon enzimi ile kesilir ve Southern blot ile membrana transfer edilir.
Denatiirasyonla tek zincirli hale getirilir. Incelenen bélgenin yanindaki tek kopya diziye
komplementer olan isaretli probla hibridize edilir. Diger bir yol ise, polimorfik bélgenin PCR
ile cogaltilip restriksiyon enzimi ile kesilmesidir. Kesim iiriinleri agaroz veya poliakrilamid

jelde elektroforeze tabi tutulur (Liileyap 2008, Isik ve ark. 2017).

Hibridizasyona dayali RFLP markerlerinin birgok avantajlar1 vardir. RFLP markeri bir
tiir i¢in bir kez haritalandiginda diger tiirler, cinsler ve hatta familyalar i¢in de kullanilabilir.
Farkli laboratuvarlarda tekrarlanabilirligi yiiksektir. Orta diizeyde polimorfizm gdstermekte
ve kodominant 6zelliktedir. RFLP markerlerinin en 6nemli dezavantajlari ise; pahali, fazla
zaman alict ve cok fazla is gilicii gerektirmekte ve yiiksek miktarda DNA’ya ihtiyag
duymaktadir (Saragoglu 2007).
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RFLP’nin dezavantajlarinin giderilmesi amaciyla gelistirilmis olan PCR-RFLP
yontemi RFLP metodunun PCR ile kombine edilmis halidir. Bu sayede fazla miktarda ve
kaliteli DNA bulundurma zorunlulugu bertaraf edilebilmistir. Once PCR ile istenilen gen
bolgesi milyonlarca kez c¢ogaltilmakta sonra restriksiyon enzimleri ile kesim islemi
gerceklestirilmektedir. PCR-RFLP yontemi giiniimiizde daha sik kullanilan bir molekiiler
yontemdir (Eijk ve ark. 1992, Isik 2016).

2.7 SSCP (Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi)

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP “Single-strand conformational
polymorphism”) markerleri, 1000 baz ¢iftinden daha kisa bolgeler i¢in, 6zellikle nokta
mutasyonlarini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir (Orita ve ark. 1989). Bu yontemde
taranacak DNA bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak, belli oranda oligoniikleotid ve formamid igeren
yikleme boyasi ile karistirilarak uygun 1sida denatiirasyona tabi tutulmaktadir. Mutasyon
iceren DNA bdlgesinin normal diziden farkli bir yapida katlanip kivrilmasi ile olusan ikincil

yapinin, poliakrilamid jel elektroforezinde farkli hizda hareket etmesine dayali bir yontemdir.

SSCP analizinin duyarliligi % 35-100 arasinda degismektedir (Solak ve ark. 2000).
Duyarlilig1 etkileyen etkenlerden birisi DNA bolgesinin uzunlugudur. Optimal sonug igin
DNA pargast uzunlugu 150-300 bg arasinda olmalidir. Ornegin 300 bg’den kisa olan DNA
parcalarinda basari oran1 % 99 iken bu oran, 300-450 b¢ uzunlugunda DNA pargalarinin
incelenmesinde % 90 seviyesine diismektedir. Bu sebeple uzun DNA molekiiliiniin RE ile

kesimi yapilmaktadir.

SSCP analizi basaris1 kullanilan jel tipine gore degismektedir. Poliakrilamid jel, kiiclik
gozeneklere sahip olmasi nedeniyle DNA fragmentinde varyasyonlarin belirlenmesinde en

cok kullanilan jel tipidir (Ravnik ve ark. 1994).

SSCP analizlerinin basarisin1 ve hassasiyetini etkileyen diger bir faktor ise diisiik pH
ve yliksek tuz konsantrasyonuna sahip jellerdir. Diisik pH ile beraber yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 niikleik asit arasindaki fosfat baglarinin kirilmasinda oldukg¢a etkin bir
ortam olusturmaktadir. Boylece, tek iplikli DNA fragmentinin farkli konformasyonlara gegisi
gerceklesebilmektedir (Nataraj ve ark. 1999).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Calismada  “TUBITAK-TOVAG-1040360-Anadolu  Yerli ~ Sigir  Irklarmin
Klonlanmas1™ projesi kapsaminda iiretilmis 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi), bu klonlarin
yavrular1 (F; jenerasyonu olan 3 erkek, 5 disi), bu yavrularin yavrular1 (F, jenerasyonu olan 2
erkek, 1 disi) ve klonlarin tiretilmesinde kullanilan 3 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu kullanilan
hiicre tipleri fibroblast, kikirdak ve graniiloza hiicreleridir (Cizelge 3.1). Erkek klon Efe, boz
irk bir bogadan alinan fibroblast hiicresi kullanilarak elde edilmistir. Disi klonlar Ece, Ecem
ve Niliifer boz irk bir sigirdan alinan graniiloza hiicresi kullanilarak, klon Kiraz ise, ayni
sigirin kikirdak hiicresi kullanilarak elde edilmistir. Ece ve Ecem ayni tasiyict anneden dogan
ikiz klonlardir. Niikleer transfer isleminde alici sitoplazma olarak, mezbahadan alinan holstain
ikt sigir yumurta hiicreleri kullanilmistir. Klonlar ve jenerasyonlarla ilgili bilgi Cizelge
3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan verici hiicreler, 4 disi 1 erkek klon, bu klonlarin yavrulari

(F1 jenerasyonu olan 3 erkek, 5 disi), bu yavrularin yavrular1 (F, jenerasyonu
olan 2 erkek, 1 disi)

VERICI HUCRE KLONLAR 1.JENERASYON 2JENERASYON
BOZ IRK — EFE
FIBROBLAST
ECE
W
Ila\ll CEMRE
GRANULOZA ECEM AEFECAN

YAZGULU ——>RUZGAR

BOZ IRK NILUFER KARDELEN ——TOPRAK
CINAR
KURBAN
KIKIRDAK ——»KIRAZ KARAKIZ —UZUM
YAPRAK

TUBITAK-TOVAG Projesi kapsaminda elde edilen klon hayvanlar ve
jenerasyonlarindan alinan kan 6rnekleri ile klon hayvanlarin asillarina ait hiicre 6rnekleri,

Klon Efe’den alinan sperm 6rnegi ve Klon Ece ve Ecem’den alinan kulak doku 6rneklerinden
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DNA izolasyonu yapilmistir. Caligmada kullanilan bireyler, 6rnek numaralari ve DNA

izolasyon kaynaklar1 Cizelge 3.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan bireyler, 6rnek numaralari ve DNA izolasyon kaynaklari

Ornek Numarasi Birey DNA izolasyon Kaynag1
1 GRANULOZA- Hiicre Vericisi 2 Hiicre

2 ECE- Klon2 Doku, kan
3 ECEM-Klon 3 Doku, kan
4 CEMRE Kan

5 EFECAN Kan

6 NILUFER-KIon 4 Kan

7 YAZGULU Kan

8 RUZGAR Kan

9 KARDELEN Kan

10 TOPRAK Kan

11 CINAR Kan

12 KIKIRDAK-Hiicre Vericisi 2 Hiicre

13 KIRAZ-Klon 5 Kan

14 KURBAN Kan

15 YAPRAK Kan

16 KARAKIZ Kan

17 UZUM Kan

18 FIBROBLAST-Hiicre Vericisi 1 Hiicre

19 EFE-Klon 1 Kan

20 EFE-Klon 1 Sperm

3.1.1 Kullanilan cihaz ve techizat

Calismanin DNA izolasyonu, PCR, RFLP ve SSCP

cihazlar ve modelleri Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan cihaz ve aletler

Cihaz Model

Buzdolabi +4 °C 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 firmn Beko, Tiirkiye

PCR Isisal Dongii Cihaz1 (Thermal Cycler) | Applied Biosystem,Veriti,Profilex, ABD
Vorteks Biosan, Letonya

Jel gorlintiileme sistemi Vilber Lourmart, Avustralya
Laminar Flow Kabin Healforce HF Safe 1200, Cin

-80 °C 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
SDS-Page elektroforez cihazi Bio-Rad, TGX Stain-Fre Precast Gels, ABD
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Wealtec (Elit 300 Plus), USA
Elektroforez Gli¢ Kaynagi Clever NanoPAC-300, UK
Elektroforez Tank1 Wealtec (mini, midi), USA
Elekroforez Tanki Clever (midi, maxi), UK

DNA Fluorometre Qubit 2.0 Fluorometer

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

Kan, sperm ve doku 6rneklerinden DNA izolasyonu, hiicre kiiltiirii ve SSCP analizleri
sirasinda kullanilan kimyasallar ve hazirlanan ¢ozeltiler Cizelge 3.4, Cizelge 3.5, Cizelge

3.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

NETS LYSIS TAMPON 10XTBE 10XLYSIS TAMPON

0,01 M NacCl 0,89 M Tris 770 mM NH.CI

1 mM EDTA 0,89 M Borik Asit 46 mM KHCO;

0,01 M Tris (pH=8) 20 mM EDTA-Na, 10 mM EDTA

% 0,05 SDS 1000 ml dH20

DIGESTION TAMPON TE (pH=7,5) SALT EDTA

(PH=8) 10 mM Tris-HCI 75 mM NaCl

10 mM Tris-HCI

100 mM NaCl 1 mM EDTA 25 mM EDTA

1 mM EDTA

PROTEINAZ K (10 mg/ml) | SDS (% 10) SDS (% 20)

100 mg Proteinaz K 10 g SDS 20 g SDS

10 ml dH,0 100 ml dH20
100 ml dH20

STE LYSIS TAMPON
0,1 M NaCl

0,02 M EDTA

0,01 M Tris (pH=8)

Cizelge 3.5. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar

12 g DMEM
2,438 g sodyum bikarbonat
1000 ml dH,0

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

% 10 FBS

% 1 antibiyotik

% 79 stok DMEM

Dondurma Medyumu

% 20 DMSO

% 80 FBS
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Cizelge 3.6. SSCP analizleri sirasinda kullanilan kimyasallar

Akrilamid Bisakrilamid (Stok Cozelti) (% 30) | Amonyum Persulfat (APS) (% 10)
29 g Akrilamid 1 g Amonyum Persulfat
1 g Bisakrilamid 10 ml dH,0
100 ml dH,0
Denatiire Edici Yiikleme Boyasi Giimiis Nitrat
9,5 ml Formamid 0,15 g Giimiis Nitrat
100 uL M NaOH 140 pL Formaldehit (% 37)
0,005 g Brom Fenol Mavisi 100 ml dH,0
0,005 g Xylene Cyanol
Developer Cozeltisi Sodyum Tiyosiilfat
15 gr Na,COs 0,2 g Sodyum Tiyosiilfat
700 pL Formaldehit (% 37) 50 ml dH,0
200 pL Sodyum Tiyosiilfat
500 puL dH,0
Fiksatif Cozelti (% 7,5) 50 ml % 12’ lik Poliakrilamid Jel
37,5 ml Glasiyal Asetik Asit (GAA) 20 ml Akrilamid Bisakrilamid (Stok Cozelti)
37,5 ml Metanol 5 ml TBE (10X)
425 ml dH,0 250 uL APS (% 10)
20 pL Temed
24,730 ml dH,0

3.2 Yontem
3.2.1 Kan, sperma ve doku érneklerinin alinmasi

Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde bakilan 3 klon boz sigir (2 disi, 1 erkek)
ve Fi jenerasyonu (1 erkek, 1 disi yavru) ile Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde
bakilan 2 disi klon boz sigir, F1 jenerasyonu (2 erkek, 4 disi) ve F; jenerasyonundan dogan F;
jenerasyonu 3 yavrudan (2 erkek, 1 disi) toplam 10 ml olacak sekilde kan Ornekleri
KsEDTA’ll tiiplere alinmustir. Erkek klon Efe’nin dondurulmus sperm &rnegi Istanbul
Universitesi’nden temin edilmistir. Klon Ece ve Ecem’den kulak doku drnekleri alinmustir.
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3.2.2 Hiicre kiltiirii

Tiibitak-Marmara Arastirma Merkezi’nde bulunan ve klonlarin iretilmesinde
kullanilan fibroblast, kikirdak ve graniiloza hiicre hatlar1 ve Klon Ece ve Ecem’den alinan
kulak dokusundan elde edilen primer kiiltiir hiicreleri iiniversitemiz “Tarimsal Biyoteknoloji

Boliimii” Hayvan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda ¢ogaltilmistir.

Dokudan primer kiiltiir hatlarinin elde edilme basamaklar1 asagidaki gibidir (Arat ve
ark. 2011).

e Klon Ece ve Ecem’in kulagmmin u¢ kismi % 70’lik alkol ile sterilize edildikten sonra
kulak isaretleme pensi yardimiyla alinan dokular, +4 derecede % 5 antibiyotik igeren
Phosphate Buffered Saline (PBS) ¢ozeltisinde islenecegi laboratuvara gelene kadar
saklanmigtir. Dokularin alinmasi sirasinda steriliteye 6zen gosterilmistir.

e Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Hayvan Hiicre Kiiltlirii Laboratuvari’na ulasan doku
ornekleri laminar kabin i¢inde % 5 antibiyotikli PBS’den % 2 antibiyotikli PBS icerisine
aktartlmistir.

e Kulak doku parcalariin iizerindeki killi deri bisturi ucu yardimai ile temizlenmistir.

e Elde edilen kikirdak ve bag dokusu temiz bir petriye aktarilmis ve kurumamasi igin
lizerine az miktarda PBS damlatilmigtir.

e Steril bistiiri ve pensler ile dokular igne basi kadar kiiciik parcalara ayrilmistir. Bu
parcalar 35 mm’lik hiicre kiiltiir petrilerine aktarilmistir.

e Dokularin kiiltiir petrisine yapismasi i¢in 2-3 dk. beklenmistir. Bu pargaciklar petri
kabinin yiizeyine yapisacak sekilde belirli araliklarla konulmustur.

e Hiicre Kkiltir medyumu petrinin kenarindan yavas bir sekilde dokularmn {izerini
kaplayacak sekilde uygulanmistir.

e Ekim yapilan kiltliir petrileri sarsmamaya Ozen goOstererek inkiibatore yavasca
kaldirilmistir. Aksi takdirde dokularin yerlerinden kalkma olasilig1 vardir.

e  Petriler kontaminasyon olusuma kars1 her giin disaridan kontrol edilmistir.

Tiibitak-Marmara Arastirma Merkezi’nden alinan hiicre hatlarinin ve doku 6rneginden

hazirlanan primer hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi islemi asagidaki gibidir (Arat ve ark. 2011).

e Petri kabinin i¢ine konulan hiicrelerin iizerine % 10 fetal buzag1 serumu (FBS) ve % 1

antibiyotik igeren hiicre kiiltiir medyumu (DMEM-F12) ilave edilerek, % 5 karbondioksit
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(COy) ve 37 °C sicaklik kosullarina sahip inkiibatérde konfluent (petri kabmnin tim
yiizeyini kaplayana kadar) olana kadar bekletilmistir.

Konfluent olan hiicrelerin igerisindeki medyum pastor pipet yardimiyla cekilerek {izerine
% 0,25 tripsin EDTA ¢ozeltisi eklenerek inkiibatorde (37 °C ve % 5 CO; igeren) 5 dk.
bekletilmistir.

Tripsinin etkisiyle petri yiizeyine yapisan hiicreler yilizer vaziyete gecince, tripsinin
etkisini yok etmek i¢in tripsin miktarinin 2 kat1 kadar % 10 fetal buzagi serumu (FBS), %
1 antibiyotik iceren DMEM/F12 eklenerek hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu
haline getirilmistir.

Mikropipet kullanarak, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinan hiicreler 1000 rpm’de, 5 dk.
santrifiij edilmistir. Ardindan, hiicre peletinin st kismindaki medyum ¢ekilmis ve 1 ml
DMEM/F12 ile sulandirilarak, i¢erisinde 5 ml DMEM/F12 bulunan 60 mm’lik kiiltiir
petrilerine ekilmistir.

3-4 giin sonra yapilan kontroller sonucunda, konfluent olan petrilerin i¢indeki hiicrelerin
bir kism1 dondurulmus, kalan hiicreler ise DNA izolasyonu amaciyla kullanilmistir.
Dondurma islemi i¢in tripsinlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilen hiicreler, %
80 FBS ve % 20 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren ve +4 °C’de saklanan dondurma
medyumu ile 1:1 oraninda karistirilarak dondurma tiiplerine aktarilmistir.

Hiicreleri iceren dondurma tiiplerindeki son konsantrasyon % 40 FBS, % 10 DMSO ve %
50 DMEM/F12 olmustur. Tiipler sicakligi 1 °C/dk diisiiren dondurma kabi igerisine

yerlestirilmis ve dondurma kabi -80 °C derin dondurucuya konmustur.

3.3 DNA izolasyonu

3.3.1 Kan orneklerinden DNA izolasyonu

Hayvanlardan alinan kan orneklerinden standart fenol/kloroform yontemi kullanilarak,

Sambrook ve ark. (1989)’min protokoliine uygun olarak DNA izolasyonu yapilmistir.

[zolasyonda, arastirmaci protokoliine ek olarak DNA miktar1 ve kalitesini arttirmak amaciyla

bazi1 modifikasyonlar yapilmistir. DNA izolasyon basamaklar1 asagidaki gibidir.

10 ml kan Orneginin iizerine 40 ml 2X Lysis Tampon c¢ozeltisi eklenerek 50 ml’ye
tamamlanmistir.

Falkon tiipler homojen bir karisim elde edilinceye kadar karistirildiktan sonra yirmi dort
saat buz igerisinde +4 °C’de inkiibe edilmistir.
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e Inkiibasyondan sonra buzdan alman tiiplerin 10-15 dk. homojenizatérde iyice karismasi
saglanmistir. 3000 rpm’de +4 °C’de 20 dk. santrifiij yapilmstir.

e Santrifiijii takiben tiipiin dibinde kalan beyaz pelete zarar vermeden siipernatant
dokilmistir.

e Pelet iizerine 3 ml NaCIl-EDTA ¢ozeltisi, 300 uL % 10’luk SDS ve 150 uL proteinaz K
(10 mg/ml) eklenmis ve vorteks ile homojen bir sekilde karigmasi saglanmustir.

e  Vorteksleme sonrasi ornekler 55 °C’de 3 saat etiivde inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda alinan tiiplerin iizerine 3 ml fenol (pH 8,0) eklenmistir.

e Tipler vortekslendikten sonra 15 dk. rotatorda karistirilmistir.

e Karstirildiktan sonra 3000 rpm’de +4 “C’de 15 dk. santrifiij edilip slipernatant kism1 yeni
steril tiiplere alinmustr.

e  Uzerine 3 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek tiipler tekrar vortekslenip
15 dk. rotatorda karistirilmustir.

e Daha sonra tiipler 3000 rpm’de +4 °C’de 15 dk. santrifiije birakilmistir.

e Olusan yeni iist faz (slipernatant kismi) cam tiiplere alinip tizerine soguk haldeki (-20 °C)
% 96’11k etanol eklenerek DNA peletinin sarmal bir hal almasi saglanmustir.

e  Goriniir hale gelen DNA pipet yardimi ile ¢ekilerek ependorf tiiplere aktarilmistir. 9670
rpm’de 6,5 dk. +4 °C de santrifij edilmistir.

e  Ustteki alkol dokiildiikten sonra pelet kurutulup 400 pL TE (10 mM Tris HCI, 1 mM
EDTA) ile sulandirtlmigtir.

3.3.2 Hiicre orneklerinden DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Sambrook ve ark. (1989)’nin protokolii modifiye

edilerek uygulanmstir. Ozetle;

e llk olarak dondurulmus haldeki hiicreler +37 °C’deki su banyosunda ¢dzdiiriildiikten sonra
DMEM-F12 hiicre kiiltiir medyumu ile sulandirilip 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir.

e Siipernatant vakum araciliiyla ¢ekildikten sonra pelet 200 pL PBS ile sulandirilmistir.

e Uzerine 30 pL proteinaz-K (20 mg/ml), 30 pL RNAse (5 mg/ml) ve 400 uL NETS tampon
eklenerek 65 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrast 600 pL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek 13000
rpm’de 7 dk. santrifiij edilmistir.
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e Ust faz almip vyeni bir ependorf tiip igerisine aktarilarak {izerine 600 pL
kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenip 13000 rpm’de 7 dk. satrifiij edilmistir.

e Ust faz alinip yeni tiipe aktarilarak iizerine alinan fazin % 10’u kadar sodyum asetat (3M),
2,5 kat1 kadar soguk saf alkol eklenerek gece boyu -20 °C’de bekletilmistir.

e Ertesi giin tlipler 13000 rpm’de 7 dk. santrifiij edilerek iist faz atilarak 2 kez % 70’lik
etanol ile yikanmigstir.

e Daha sonra alkol dokiilerek pelet kurumaya birakilmis, kuruduktan sonra 100 uL TE ile

sulandirilmastr.
3.3.3 Sperm érneginden DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in Anvar ve ark. (2015)’nin protokolii modifiye edilerek

uygulanmustir. Ozetle;

e llk olarak 2 ml’lik ependorfa yaklasik 300 uL “high vacuum grease jel” konulmustur.

e Alman sperm Ornekleri 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarilarak, 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij
yapilmistir.

e Santriflij isleminden sonra elde edilen siipernatant dokiilmiis ve peletin {izerine 500 pL
digestion tamponu eklenmistir.

e Tamponla olusturulan bu karigim, icerisinde 300 puL “high vacuum grase jel” bulunan 2
ml’lik ependorf tiipe aktarilmigtir.

e Tipiin igerisine sirastyla 25 uL % 20’lik SDS, 50 puL (10 mg/ml) proteinaz K, 25 uL (1M)
DTT (dithiothreitol) ilave edilmistir.

e Bukarigim 37 °C’de 180 rpm’de calkalayicida 13-15 saat inkiibasyon yapilmustir.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda ikinci asama olarak {izerine 500 pL fenol ve 500 pL
kloroform:izoamilalkol (24:1) konulmus ve karisim kisa bir siire vorteks yapilmistir.

e Daha sonra karigim 15 dk. 13000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

¢ Santrifiij islemini takiben siipernatant steril bir ependorfa alinmistir.

e Elde edilen siipernatant iizerine 800 uL soguk izopropanol konulmus ve 13000 rpm’de 3
dk. santrifiij yapilmustir.

e Santrifiijden sonra tiipiin igerisindeki izopropanol dikatli bir sekilde bosaltilmis ve elde
edilen pelet % 70’lik alkol ile 2 defa yikanmuistir.

e Yikama isleminden sonra alkol dokiilmiis ve tiipler 37 °C’de kurumaya birakilmistir.

e Igerisinde pelet bulunan tiipler kuruduktan sonra 100 uL TE ilave edilerek sulandirilmustir.
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3.3.4 Dokudan DNA izolasyonu

Sambrook ve ark. (1989)’nin protokoliine uygun olarak DNA izolasyonu yapilmistir.
Izolasyonda, arastirmaci protokoliine ek olarak DNA miktar1 ve kalitesini arttirmak amaciyla

baz1 modifikasyonlar yapilmistir. Ozetle;

e Alinan doku o6rneginden 10-20 mg doku tartilarak bistiiri yardimiyla kii¢iik parcaciklara
ayrilmis ve 2 ml’lik ependorf tiiplere konmustur.

e Uzerine 500 uL STE (0,1 M NaCl, 0,01 M Tris HCL pH=8, 0,02 M EDTA pH=8)
pargalama tamponu eklenmis homojenizatdrde 6 dk. homojenize edilmistir.

e Homojenizasyondan sonra tiipiin igerisine sirasiyla 30 pL % 10 SDS, 3uL Proteinaz-K, 2
uL Rnase eklenmistir.

e Takibinde, 56 °C’de gece boyunca yaklasik 13-15 saat inkiibasyon yapilmistir.

e Inkiibasyondan sonra tiipe 500 pL fenol:kloroform:izoamilalkol eklenip vortekslenmistir.
Islem, tiip igerisindeki karisim beyaza ¢alan renk alincaya kadar siirdiiriilmiistiir.

e Bu karisim 13000 rpm’de 7 dk. santrifiij yapilmis, santrifiij islemi sonunda tiip i¢inde
rahatlikla ayirt edilebilir fazlar olugsmustur. Siipernatant steril bir tiipe alinmistir.

e Alman siipenatanin iizerine 500 pL kloroform:izoamilalkol eklendikten sonra vorteks
yapilmis, 13000 rpm’de 7 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant steril bir tiipe alinmustir.

e Son alinan siipernatanin hacmi &lgiilerek tizerine, siipernatanin 0,1 kat1 oraninda 3 M’lik
sodyum asetat ve 2,5 kat1 oraninda saf alkol (-20 °C saklanan) eklenmis ve -20 °C’de gece
boyu bekletilmistir.

e Gece boyu bekledikten sonra 13000 rpm’de 7 dk. santriflij yapilarak igerisindeki alkol
dikkatli bir sekilde dokiilmiis ve 2 defa % 70’lik alkol ile yikanmistir.

¢ Yikama igleminden sonra alkol dokiilmiis ve tiipler 37 °C’de kurumaya birakilmistir.

e Igerisinde pelet bulunan tiipler kuruduktan sonra 100 uL TE ilave edilerek sulandirilmustir.
3.3.5 DNA Kalitesinin kontrolii

Elde edilen genomik DNA’nin miktar dlgiimleri Qubit 2.0 Fluorometer (invitrogen)
kullanilarak yapilmistir. Ayrica izole edilen genomik DNA’nin kalitesi ve miktart % 1°lik
agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri, PCR islemi
yapilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir.
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izole edilen DNA'larin, PCR ve RFLP yéntemiyle kesim sonucu elde edilen iiriinlerin
elektroforetik ayrimlanmast amaciyla 1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢ozeltisi
kullanilmistir. Elektroforez ¢ozeltisi 6nce 10X TBE Elektroforez/Jel stok tampon ¢o6zeltisi
olarak hazirlanmistir. Hazirlanan 10X TBE Elektroforez stok ¢ozeltisi ¢ift distile su ile 1/10
oraninda sulandirilarak (1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢o6zeltisi) hem jel hem de

elektroforez tampon ¢dzeltisi olarak kullanilmistir.

DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen genomik DNA’larin elektroforetik analizi i¢in
% 1’lik jel hazirlamak iizere, 1 g agaroz tartilip 100 ml’lik erlenmayerin i¢ine konmus ve
tizerine 100 ml 1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢ozeltisi eklenmis, mikrodalga firinda 3
dakika boyunca seffaf bir goriintii elde edilinceye kadar kaynatilmigtir. Sogumaya birakilan
karisima 2,5 pL DNA boyas1 (G108, Safe Wiew Classic, ABM) ilave edilmistir. Jel kabina
dokiilen agaroz karisimin donmasi igin oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Hazirlanan
jel 1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢ozeltisi ile dolu yatay elektroforez tankina
yerlestirilmistir. ilk kuyuya 2 pL 50 bg¢ marker, diger kuyulara her bir genomik DNA 6rnegi
(3 uL), 2 pL yiikleme boyas: (Loading Dye, Thermo Fisher Scientific) ile karistirilarak ayri
ayr yiiklenmistir. Elektroforez cihazi 100 volt (V) 500 amper (A) ve 30 dk. olacak sekilde

ayarlanarak jel yiiriitiilmiis ve ardindan goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.

3.4 PCR ile mtDNA Cogaltilmasi

Hedeflenen D-loop bolgesini de igeren 999 bg’lik bolge, ilgili primerler (forward (5°-
GCATTTTCAGTGCCTTGCTTTGGGTTAAGC-3’) ve reverse (5S’AGTCTCACCATCAA
CCCCCAAAGCTGAAG-3’)) (Harumi ve ark. 1994) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
NCBI gen bankas1 AF492351.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen sigir mtDNA
D-loop bolgesini de igeren (15429-16338. nt) 999 baz cifti uzunlugundaki bolgesinin (Sekil

3.1) cogaltilmasi amaciyla Cizelge 3.7’de verilen PCR konsantrasyonlar: kullanilmustir.

Ayrica bir 6nceki ¢alismada (Tiiten Sevim 2016), Klon Ece ve Ecem’in kan 6rnekleri
DNA dizi analiz sonucu higbir niikleotid farkliliginin gériilmemesi, bazi niikkleotidlerde ¢ift
pik goriilmesi, Klon Ecem’in yavrularindan farkli mtDNA dizisine sahip oldugunun tespit
edilmesinden dolay1 ayn1 disi klonlarin doku 6rneklerinde mtDNA dizi analizi yapilmistir. Bu
amagla bir onceki ¢alismada (Tiiten Sevim 2016) kullanilan D-loop’un 499 bg’lik bolgesi
ilgili primerler (forward 5’-CCATACACAGACCACAGAATGA-3’, reverse S’AGTCCAAG
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CATCCCCCAAAATA-3’ (Takeda ve ark. 2008)) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. NCBI
gen bankast AF492351.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen sigir mtDNA D-
loop’un 499 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesinin (Sekil 3.2) ¢ogaltilmasi amaciyla Cizelge

3.7’de verilen PCR konsantrasyonlar: kullanilmistir.

Her iki primer i¢in de PCR reaksiyonu sicaklik dongiileri Cizelge 3.8”de verilmistir.

15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781
15841
15901
15961
16021
16081
16141
16201
16261
16321

actcaaggaa
attccctgaa
tatcaaaaat
actagctaac
atgtacataa
cccatgcata
ctgtacatag
ccattagatc
bl el ooy ] o = o
gcatctggtt
aagacatctc
acatttggta
tgacccggag
agcgtggaca
taaaaatttc
tttaaatttt
cgcaggeccce

gttgatgtag

R: S’AGTCTCACCATCAACCCCCAAAGCTGAAG-3'

gaaactgcag
cactattaat
cccaataact
ataacacgcc
cattaatgta
taagcaagta
tacattatgt
acgagcttaa
cgctccgggce
ctttcttcag
gatggactaa
tttttttatt
catctattgt
ttacagtcaa
ccccttaaat
tcacgcttte

cccccccco

'----‘--L----'

tctcaccatc
atagttccat
caacacagaa
catacacaga
ataaagacat
catgacctct
caaattcatt
ttaccatgcce
ccataaaccg
ggccatctca
tggctaatca
ttgggggatg
agctggactt
tggttacagg
atctaccacc

aatactcaat

aacccccaaa
aaatacaaag
tttgcaccct
ccacagaatg
aatatgtata
atagcagtac
cttgatagta
gcgtgaaace
tagggggtcge
tctaaaacgg
gcccatgeote
cttggactca
aactgcatct
acataaatta
acttttaaca

ttagcactcc

cttaacccaa agcaaggcac tgaaaatgcc

.---lllr--rllII---

gctgaagttc
agccttatca
aaccaaatat
aattacctac
tagtacatta
ataatgcata
tatctattat
agcaacccgce
tatccaatga
tccattcttt
acacataact
gctatggccg
tgagcaccag
tattatatat
gacttttcce

aaacaaagtc

tagatgagtc

F:S’GCATTTTCAGTGCCTTGCTTTGGGTTAAGC-3'

tatttaaact
gtattaaatt
tacaaacacc
gcaaggggta
aattatatgc
taattattga
atattcccta
taggcaggga
attttaccag
cctcttaaat
gtgctgtcat
tcaaaggccce
cataatgata
ccccecttea
tagatactta

aatatataaa

tcccaactcce

Sekil 3.1. Sigir mtDNA D-loop bolgesini (15429-16338. nt mavi olarak gosterilmistir) de

iceren 999 baz cifti uzunlugundaki bolge (AF492351.1)
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15541
15601
13661
15721
15781
15841
15501
15561
16021

actagctaac
atgtacataa
cccatgeoata
ctgtacatag
ccattagatc
toccctocttot
gcatctggtt
aagacatctec

acatttggta

F: 5'-CCATACACAGACCACAGAATGA-3'

——--‘—

—h--——

ataacacgcc
cattaatgta
taagcaagta
tacattatgt
acgagcttaa
cgoctococgggo
ctttottoag
gatggactaa
| v o o o o Y o

catacacaga
ataaagacat
catgacctct
caaattcatt
ttaccatgccoc
ccataaaccg
ggcocatctoa
tggctaatca

Ltgggggatg

ccacagaatg
aatatgtata
atagcagtac
cttgatagta
gcgtgaaacco
Logggggtcgc
tctaaaacgg
gcococcatgoto

cttggactca

.—---1--r----.

aattacctac
tagtacatta
ataatgcata
tatctattat
agcaacccgcoc
tatccaatga
toccattottt
acacataact

gctatggocog

R: 5" AGTCCAAGCATCCCCCAAAATA-3’ I

gcaaggggta
aattatatgc
taattattga
atattcoccocta
taggcaggga
attttaccag
coctottaaat
gtgctgteoat

tcaaaggccco

Sekil 3.2. Sigir mtDNA D-loop’ un 499 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesi (AF492351.1)

Cizelge 3.7. PCR konsantrasyonlar1

Bilesenler PCR Karigtmina Konulan | Stok Konsantrasyonlar
Miktar
DNA 0,5 uL 30-40 ng
1X PCR tampon 1uL 10X
0,2 mM dNTP 2ulL 1mM
1,5 mM MgCl, 0,6 uL 25 mM
0,25 uM primer (ileri ve geri) | 0,25 uLL 10 uM/puL
0,5 U Taq Polimeraz 0,1 uL 5 U/uL
Yukaridaki bilesim dH20 ile 10 pL’ye tamamlanmigtir.

Cizelge 3.8. mtDNA PCR reaksiyonu sicaklik dongiileri

PCR Dongiisii Harumi ve ark. (1994) Takeda ve ark. (2008)
On ayrim (Pre-denaturation) :95°C 3 dakika 94°C 5 dakika
Ayrilma (Denaturation) :94°C 30 saniye 94°C 30 saniye
Baglanma (Annealing) : 60 °C 50 saniye 59°C 30 saniye
Uzama (Extension) :72°C 80 saniye 72°C 60 saniye
Final uzama (Final Extension) :72°C 10dakika  72°C 4 dakika
Dongili sayist 30 dongii 35 dongii
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3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Elde Edilen DNA Bantlarinin Gériintiilenmesi

PCR islemi tamamlandiktan sonra PCR iiriinlerinin elektroforezinde % 2’lik agaroz jel
kullanilmistir. Bu amagla 2 g agaroz tartilip 100 mI’lik erlenmayerin i¢ine konmus ve iizerine
100 ml 1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti mikrodalga
firinda 3 dakika boyunca seffaf bir goriintii elde edinceye kadar kaynatilmistir. Sogumaya
birakilan karisima 2,5 pL. DNA boyasi (Safe Wiew Classic, G108, ABM) ilave edilmistir.
Hazirlanan jel 1X TBE Elektroforez/Jel tampon ¢ozeltisi ile dolu yatay elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Ilk kuyuya 2 pL 50 b¢ marker, diger kuyulara her bir PCR iiriinii (5 pL) 2 puL
yiikkleme boyast (Loading Dye, Thermo Fisher Scientific) ile karigtirilarak ayr1 ayri
yiikklenmistir. 100 V, 500 A’da 60 dakika yiirtitiilmiistiir.

3.6 SSCP Analizi

Hazirlanan % 12’lik poliakrilamid jel ¢ozeltisi (Cizelge 3.6) enjektor yardimiyla cam
plakalar arasina dokiilmiistiir. Uzerine tarak yerlestirerek 1 saat boyunca jelin kurumasi i¢in
beklenmistir. Elektroforez tanki yaklasik 4-5 litre TBE (1X) ile doldurulmustur. Jel
kuruduktan sonra tarak ¢ikarilarak kuyucuklar mikropipet yardimiyla temizlenmistir. PCR
tirtinleri Cizelge 3.9’da gosterilen niikleotid dizisine sahip Hpall (ER0541, Thermo Fisher
Scientific) restriksiyon enzimi ile Cizelge 3.10°da gosterildigi sekilde hazirlanarak 37 °C’de
15 saat inkiibe edilerek kesilmistir. Kesimi yapilan her bir 6rnekten 4 uL alinip ve 20 pL
denatiire edici yiikleme boyasi ile karistirilarak, 95 °C’de 10 dakika denatiire edilmistir. Daha
sonra Ornekler buz iizerine alnarak hazirlanan % 12’lik poliakrilamid jele yiiklenmistir.
Ornekler poliakrilamid jelde 180 V’de gece boyu (14 saat) yiiriitiilmiistiir. Bunu takiben jel
plakalar arasindan ¢ikarilmistir. Once % 7,5°lik fiksatif c¢ozeltide 10 dk. bekletilmistir.
Fiksatif ¢ozelti dokiilerek jel saf su ile 10 dk. yikanip hazirlanan giimiis boyasi ile 30 dk.
muamele edilerek karanlik bir ortamda ¢alkalanmistir. Bunu takiben jel saf su ile 5-20 saniye
hizli bir sekilde yikanmistir. Uzerine developer c¢ozeltisi eklenerek bantlar goriiniir hale
gelene kadar calkalanmistir. Daha sonra baslangigta kullanilan fiksatif ¢ozelti ile bantlar
sabitlenmistir. Ultra saf su ile fiksatif ¢ozelti uzaklastirilmistir. UV 15181 altinda goriintii

alinmastir.
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Cizelge 3.9. Hpall enzimi tanima dizisi

Hpall 5..C'C G G..3
3.GGcClc.5

Cizelge 3.10. Enzim kesimi reaksiyon bilesenleri ve miktarlar

Reaksiyon Bileseni Miktar
PCR firiinii 10 uL
10X Tango Tampon 1-2 uL
Kesim enzimi 1-2 uL
ddH,0 18 uL

3.7 PCR Uriinlerinin RFLP Analizi

Mitokondriyal DNA D-loop bélgesini de igeren 999 b¢’lik bolge PCR ile amplifiye
edildikten sonra, PCR driinleri Hpall’ye ilave olarak Apol (ER1381, Thermo Fisher
Scientific), Alul (ER0011, Thermo Fisher Scientific), Hinfl (ER0801, Thermo Fisher
Scientific) ve Taql (ER0671, Thermo Fisher Scientific) restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.
PCR iiriinlerinin inkiibasyonu Cizelge 3.11°de gosterilen niikleotid dizisine sahip restriksiyon
enzimleri ile Cizelge 3.10°daki protokole uygun olarak yapilmistir. Apol, Alul ve Hinfl,
restriksiyon enzimleri 37 °C’de, Tagl enzimi ise 65 °C’de 15 saat inkiibe edilmistir. Tiim

kesim trtinleri % 2,5’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

Cizelge 3.11. Restriksiyon enzimlerinin tanima dizisi

Alul 5..A G'CT...3
3..T C'GA..5

Hinfl 5..G'ANT C..3
3.CTNA'TG..5

Tagql 5..T'C G A..3
3. .AGC'T..5

Xapl (Apol) 5. R'AATTY..3
3.Y TT AAR...5
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3.8 DNA Dizi Analizi

Daha onceki bir ¢alismada (Tiiten Sevim 2016), iki disi (Ecem ve Ece) klonun, kan
orneklerinden yapilan dizi analizinde mtDNA D-loop’ un 499 baz ¢ifti uzunlugundaki
bolgesinin niikleotid dizileri bakimindan aralarinda higbir fark tespit edilmedigi, bazi
niikleotidlerde ¢ift pik goriildiigii ve Klon Ecem’in yavrularinin mtDNA’lariin annelerinden
farkli oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda aynmi disi klonlarin bu kez kulak doku
orneklerinde ayni islemin tekrar edilmesine karar verilmistir. PCR ile ¢ogaltilan mtDNA D-
loop’un 499 bg’lik bolgesinin sekanslanmasi amaciyla DNA dizi analizi, hizmet alimi
seklinde yapilmistir. PCR f{iriinleri saflagtirilip, forward ve reverse primer vasitasiyla ¢ift
yonlii dizileme islemi, kapiller elektroforez (ABI 3500XL Genetic Analyzer, USA) cihazinda
yapilmistir. Elde edilen sekanslar Chromas Pro (Version 2.6.2) programinda eslestirilmis ve

niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Genomik DNA izolasyonu Sonuclari

Izole edilen DNA o6rnekleri, % 1’lik agaroz jel elektroforezi yapilarak kontrol edilmis
ve gorlintlisii Sekil 4.1°de verilmistir. DNA 06rneklerinin miktar1 Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen) kullanilarak kontrol edilmistir. DNA 6rneklerinin uygun Kalitede ve miktarlarinin

ortalama 154,03 + 6,70 ng/uL oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1. DNA 6rneklerinin jel goriintiisii

4.2 mtDNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Thermal cycler cihazinda belirli konsantrasyonlar ve dongii sicakliklar1 kullanilarak,
elde edilen DNA orneklerinden mtDNA D-loop bdlgesini de igeren 999 baz gifti
uzunlugundaki bolge ¢ogaltilmis, PCR f{irtinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. 999 baz ciftinden olusan PCR iiriinlerinin basariyla ¢ogaltildig1 gézlenmistir. PCR

iriinlerine ait sonuglar Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. MtDNA D-loop bolgesini de iceren 999 bg¢’lik PCR iiriinleri agaroz jel goriintiisii, M:
50 b¢’lik DNA marker, 1-20 6rnek

4.3 SSCP Analizi Sonucu

Yapilan PCR sonucu Hpall restriksiyon enzimiyle kesim yapilmis ve SSCP analizi
gerceklestirilmistir. Tiim bireylerin kan 6rnekleri kullanilarak yapilan SSCP analizinde Klon
Ece ve Ecem’in (2, 11, sekilde ok ile gosterilen) ayni profili gosterdigi ve her ikisinde de
heteroplazmi oldugu, ancak Klon Ecem’in yavrulart Cemre ve Efecan’da (3, 4)
heteroplazminin olmadig1 ve annelerinden farkli bir profile sahip oldugu goriilmistiir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. SSCP analizi sonucu, 1- Disi verici hiicre (Graniiloza), 2- Ecem, 3- Cemre, 4-
Efecan, 5- Niliifer, 6- Kardelen, 7- Yazgiilii, 8- Kiraz, 9- Karakiz, 10- Kurban, 11-
Ece, 12- Erkek verici hiicre (Fibroblast), 13- Efe, * hatal1 yiikleme

4.4 PCR-RFLP Sonuclari

Tiim 6rneklerin D-loop bodlgesini igeren mtDNA bolgesi PCR islemi ile ¢ogaltildiktan

sonra Apol, Hpall, Alul, Hinfl, Taql restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmistir.

Yapilan SSCP analizinde (Sekil 4.3), ikiz klonlar Ece ve Ecem’in ayn1 bant profiline
sahip oldugu, Klon Ecem’in yavrularinin, annesinden farkli profil gosterdigi belirlenmistir.
Kan oOrneklerinde goriilen heteroplazminin doku o6rneklerinde belirlenmesi amaciyla doku
orneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde, Apol restriksiyon enzimiyle kesim yapilmistir
(Sekil 4.4). Kesim sonucunda, Klon Ece ve Ecem’in doku orneklerinin birbirinden farkli
profile sahip oldugu ve bu profillerin kan O6rneklerinde birbiri icine ge¢mis sekilde
(heteroplazmi) oldugu goriilmistiir. Ayn1 sekilde Klon Ecem’in doku o6rnegi ile yavrusu
Cemre’in ayni profile sahip oldugu goriilmistir (Sekil 4.4). Bundan sonraki enzim

kesimlerinde Klon Ece ve Ecem’in kan 6rnekleri yerine doku 6rnekleri kullanilmistir.
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Sekil 4.4. Kan ve doku 6rneklerinde Apol restriksiyon enzimi kesim sonucu, M: 50 bg’lik
DNA marker, 1- Disi verici hiicre (Graniiloza), 2- Ece (Kan), 3- Ecem (Kan), 4-
Ece (Doku), 5- Ecem (Doku), 6- Cemre (Kan)

Apol restriksiyon enzimi ile kesim sonucu (Sekil 4.5) iki farkli haplotip gozlenmistir.
Birinci haplotipte (H1) bes kesim noktas1 (98, 130, 364, 826 ve 886. nt) ve alt1 (32, 60, 98,
113, 234 ve 462 baz) bant olusmustur. Diger haplotipte (H2) 462°lik fragment i¢inde yeni bir
kesim noktas1 olustugundan alt1 kesim noktas1 (98, 130, 364, 511, 826 ve 886. nt) ve yedi bant
(32, 60, 98, 113, 147, 234 ve 315 baz) gozlenmistir. Disi verici hiicre (graniiloza) ve ondan
elde edilen Klon Ece ve Klon Niliifer H1 haplotipinde iken, Klon Ecem (3 numarali 6rnek) ve
yavrular1 (F1 jenerasyonu) H2 haplotipi gostermistir (Sekil 4.5). Disi verici hiicre (kikirdak)
H1 haplotipinde iken Klon Kiraz ve yavrulart (F1 ve F2 jenerasyonu) H2 haplotipi
gostermistir (Sekil 4.6). Aym sekilde Klon Efe H2 haplotipinde iken DNA vericisi hiicre
(fibroblast) H1 haplotipinde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Apol restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 b¢’ lik DNA marker, 1- Disi
verici hiicre (Graniiloza), 2- Ece (Doku), 3- Ecem (Doku), 4- Cemre, 5- Efecan, 6-
Niliifer, 7- Yazgiili, 8- Riizgar, 9- Kardelen, 10- Toprak, 11- Cinar

Sekil 4.6. Apol restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 b¢’ lik DNA marker, 12- Disi
verici hiicre (Kikirdak), 13- Kiraz, 14- Kurban, 15- Yaprak, 16- Karakiz, 17- Uziim,
18- Erkek verici hiicre (Fibroblast), 19- Efe, 20- Efe (Sperm)
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Hpall restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda Orneklerde iki tip haplotip
gozlenmistir. Birinci haplotipte 477. ve 707. nt’de iki kesim gozlenirken 477, 292 ve 230 bg
uzunlugunda ti¢ bant olustugu goriilmiistiir. Diger haplotipte ise 292 b¢’lik fragment i¢inde
ilave bir kesim noktasi olustugundan 477, 252, 230 ve 40 bg¢ uzunlugunda dort bant
olusmustur. 40 bg’lik fragment c¢ok kiigiik oldugu ig¢in % 2’lik agaroz jelinde

goriintiilenememistir. Sekil 4.7°de verilen 6rnekler birinci haplotipi (H1) sergilemistir.

Sekil 4.7. Hpall restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 bg¢’ lik DNA marker, 1- Disi
verici hiicre (Graniiloza), 2- Ece (Doku), 3- Ecem (Doku), 4- Cemre, 5- Efecan, 6-
Niliifer, 7- Yazgiilii, 8- Riizgar, 9- Kardelen, 10- Toprak, 11- Cinar
Sekil 4.8”de disi verici hiicre (kikirdak) DNA kaynagi H1 haplotipi gésterirken, ondan
elde edilen Klon Kiraz (13 numarali 6rnek), Kiraz’m F1 (14, 15, 16 numarali 6rnekler) ve F2
(17 numarali 6rnek) jenerasyonu farkli bir haplotip (H2) gostermistir. Ayni sekilde erkek klon
Efe (19, 20 numarali 6rnekler) H2 haplotipinde iken, onun DNA verici hiicresinin (18
numarali 6rnek) H1 haplotipinde oldugu gézlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hpall restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 b¢’ lik DNA marker, 12- Disi
verici hiicre (Kikirdak), 13- Kiraz, 14- Kurban, 15- Yaprak, 16- Karakiz, 17- Uziim,
18- Erkek verici hiicre (Fibroblast), 19- Efe, 20- Efe (Sperm)

Hpall ve Apol restriksiyon enzim kesimi sonucu olusan haplotipler Cizelge 4.1°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Hpall ve Apol restriksiyon enzim kesimi sonucu verici hiicre, klonlar ve

jenerasyonlarinda goriilen haplotipler

VERICIi HUCRE KLONLAR 1. JENERASYON | 2. JENERASYON
BOZ IRK
FIBROBLAST EFEkan | EFE Sperm
(verici hiicre 1) Hpall-H2, | Hpall-H2,
Hpall-H1, Apol-H2 | Apol-H2
Apol-H1
ECE
Hpall-H1,
Apol-H1
BOZ IRK CEMRE
GRANULOZA ECEM Hpall-H1, Apol-H2
(verici hiicre 2) Hpall-H1,
Hpall-H1, Apol-H2 EFECAN
Apol-H1 Hpall-H1, Apol-H2
] YAZGULU RUZGAR
NIiLUFER Hpall-H1, Apol-H1 | Hpall-H1, Apol-H1
Hpall-H1,
Apol-H1, KARDELEN TOPRAK
Hpall-H1, Apol-H1 | Hpall-H1, Apol-H1
CINAR
Hpall-H1, Apol-H1
KURBAN
BOZ IRK KiRAZ Hpall-H2, Apol-H2
KIKIRDAK Hpall-H2, —
(verici hiicre 2) A'ss"Hz EAl:\I)ﬁIf;ZA I-H2 E|ZU|1|\?H2 Apol-H2
Hpall-H1, pa » ApPO pa , Apo
Apol-H1 YAPRAK
Hpall-H2, Apol-H2

Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonucu tek haplotip gozlenmistir. Alul restriksiyon
enzimiyle kesim sonucu alt1 kesim noktas1 (23, 167, 417, 683, 724 ve 970. nt) ve yedi (23, 29,
41, 144, 246, 250 ve 266 baz) bant gozlenmistir. Tiim bireylerin ayn1 profile sahip oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.9).

38



o Y 2 I

250bg
246bg

144 by
41bg

29bg
23bg

Sekil 4.9. Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 bg¢’ lik DNA marker, 1- Disi verici
hiicre (Graniiloza), 2- Ece (Doku), 3- Ecem (Doku), 4- Cemre, 5- Efecan, 6-
Niliifer, 7- Yazgiilii, 8- Riizgar, 9- Kardelen, 10- Toprak, 11- Cinar, 12- Disi verici
hiicre (Kikirdak), 13- Kiraz, 14- Kurban, 15- Yaprak, 16- Karakiz, 17- Uziim, 18-
Erkek verici hiicre (Fibroblast), 19- Efe, 20- Efe (Sperm)

Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonucu tek haplotip gozlenmistir. Hinfl

restriksiyon enzimiyle kesim sonucu, bir kesim noktasi (677. nt) ve iki (322 ve 677 baz) bant

gozlenmistir. Verici hiicrelerin ve tiim klonlarin ayn1 profile sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.10).

Sekil 4.10. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 100 b¢’ lik DNA marker, 1- Disi
verici hiicre (Graniiloza), 2- Ece, 3- Ecem, 4- Niliifer, 5- Kiraz, 6- Erkek verici
hiicre (Fibroblast), 7- Efe
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Tagql restriksiyon enzimi ile kesim sonucu tek haplotip gézlenmistir. Tagl restriksiyon
enzimiyle kesim sonucu, bir kesim noktasi (591. nt) ve iki (408 ve 591 baz) bant gozlenmistir.

Tiim bireylerin ayn1 kesim profiline sahip oldugu gériilmiistiir (Sekil 4.11).

9 10 11  50b¢
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Sekil 4.11. Tagql restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, M: 50 bg’ lik DNA marker, 1- Disi
verici hiicre (Graniiloza), 2- Ece (Doku), 3- Ecem (Doku), 4- Cemre, 5- Efecan, 6-
Niliifer, 7- Yazgiilii, 8- Riizgar, 9- Kardelen, 10- Toprak, 11- Ciar, 12- Disi
verici hiicre (Kikirdak), 13- Kiraz, 14- Kurban, 15- Yaprak, 16- Karakiz, 17-
Uziim, 18- Erkek verici hiicre (Fibroblast), 19- Efe, 20- Efe (Sperm)

4.5 Dizi Analizi Sonucu

SSCP analizi sonucu Klon Ece ve Ecem’in kan 6rneklerinde her ikisinde de ayni1 yerde
ilave goriilen bantlar ve ayn1 zamanda bir dnceki ¢alismada (Tiiten Sevim 2016) bu iki disi
Klonun dizi analizinde 7 niikleotidde ¢ift pik goriilmesi heteroplazmi ihtimalini
giiclendirmistir. Ancak her iki klonun dizi analiz sonucu hig¢bir niikleotid farkliliginin
goriilmemesi sasirtict bulunmustur (Tiiten Sevim 2016). Bu durumu aydinlatmak igin bu tez
calismasinda ayni disi klonlarin doku 6rneklerinde mtDNA D-loop’un 499 bg’lik bolgesi,

DNA dizi analizi ile incelenmistir.

Tiiten Sevim’in (2016) tez c¢alismasinda Klon Ece, Ecem ve yavrularinin kan
orneklerinden elde ettigi MtDNA D-loop’un 499 bg¢’lik bolgesinin dizi analizi sonuglari, disi
Klon Ece ve Ecem’in doku orneklerinin dizi analiz sonuglari ile karsilagtiritlmak amaciyla

kullanilmistir.
4.5.1 Klon Ece ve Ecem’in doku ve kan orneklerinin karsilastirilmasi

Klon Ece ve Ecem doku 6rnekleri arasinda gen bankasinda kayitli sekansa gore 15694,

15711, 15791, 15821, 15892, 15937, 15983 numarali pozisyonlarda olmak {izere 7
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niikleotidde farklilik tespit edilmistir. Daha onceki ¢aligmada (Tiiten Sevim 2016) kan
orneklerinde ayni niikleotidlerde hicbir fark tespit edilmedigi, ancak ¢ift pik oldugu
belirtilmistir (Ttten Sevim 2016). Her bir niikleotid i¢in farkliliklar ayr1 ayr1 verilmistir (Sekil
4.12-17).

Klon Ece ve Ecem kan &rneklerinde 15694. niikleotidde higbir farklilik goriilmezken
(sitozin), ayni niikleotidde Ecem doku 6rneginde guanin, Ece doku 6rneginde ise sitozin bazi

gbzlenmistir (Sekil 4.12).

Klon Ece ve Ecem kan 6rneklerinde 15711. niikleotidde higbir farklilik gériilmezken
(timin), aymi niikleotidde Ecem doku 6rneginde sitozin, Ece doku Orneginde ise timin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Klon Ece ve Ecem doku Ornekleri arasinda gen bankasina kayith sekansa gore
15694. ve 15711. niikleotidde gozlemlenen farklilik ve kan orneklerinde (Tiiten
Sevim 2016) ayn1 niikleotidde izlenen ¢ift pik



Klon Ece ve Ecem kan drneklerinde 15791. niikleotidde higbir farklilik gériilmezken

(guanin), ayn1 niikleotidde Ecem doku 6rneginde adenin, Ece doku 6rneginde ise guanin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Klon Ece ve Ecem doku oOrnekleri arasinda gen bankasina kayith sekansa gore
15791. niikleotidde gozlemlenen farklilik ve kan 6rneklerinde (Tiiten Sevim 2016)

ayni1 niikleotidde izlenen ¢ift pik

Klon Ece ve Ecem kan orneklerinde 15821. niikleotidde higbir farklilik goriilmezken

(adenin), ayni niikkleotidde Ecem doku drneginde guanin, Ece doku 6rneginde ise adenin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Klon Ece ve Ecem doku 6rnekleri arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore
15821. niikleotidde gézlemlenen farklilik ve kan 6rneklerinde (Tiiten Sevim 2016)
ayni1 niikleotidde izlenen ¢ift pik

Klon Ece ve Ecem kan drneklerinde 15892. niikleotidde higbir farklilik goriilmezken

(sitozin), ayn1 niikleotidde Ecem doku 6rneginde timin, Ece doku 6rneginde ise sitozin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Klon Ece ve Ecem doku 6rnekleri arasinda gen bankasina kayitli sekansa gore
15892. niikleotidde gézlemlenen farklilik ve kan 6rneklerinde (Tiiten Sevim 2016)
ayni1 niikleotidde izlenen ¢ift pik

Klon Ece ve Ecem kan 6rneklerinde 15937. niikleotidde higbir farklilik goriilmezken

(timin), ayni niikleotidde Ecem doku 6rneginde sitozin, Ece doku 6rneginde ise timin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Klon Ece ve Ecem doku Ornekleri arasinda gen bankasina kayith sekansa gore
15937. niikleotidde gozlemlenen farklilik ve kan 6rneklerinde (Tiiten Sevim 2016)
ayni1 niikleotidde izlenen ¢ift pik

Klon Ece ve Ecem kan orneklerinde 15983. niikleotidde higbir farklilik goriilmezken

(guanin), ayn1 niikleotidde Ecem doku 6rneginde adenin, Ece doku 6rneginde ise guanin bazi

gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Klon Ece ve Ecem doku Ornekleri arasinda gen bankasina kayith sekansa gore
15983. niikleotidde gozlemlenen farklilik ve kan 6rneklerinde (Tiiten Sevim 2016)
ayni niikleotidde izlenen ¢ift pik

4.5.2 Disi Klon Ecem kan, doku ve yavrularinin birbiri ile karsilastirilmasi

Daha onceki calismada (Tiiten Sevim 2016) Klon Ecem’in kan ornekleri ile
yavrularinin (Cemre ve Efecan) kan 6rnekleri arasinda gen bankasinda kayith sekansa gore
15694, 15711, 15791, 15821, 15892, 15937, 15983 numarali pozisyonlarda olmak {izere 7
niikleotidde farklilik tespit edilmistir. Mevcut tez galismasinda ise Klon Ecem’in doku
ornekleri ile yavrularin kan Orneklerinin dizi analiz sonuglart yukarida belirtilen

niikleotidlerde anne ve yavrular arasinda fark olmadigini gostermistir.
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Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gore 15694. niikleotidde, Klon Ecem

doku ornegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Klon Ecem doku ve yavrulart Cemre ve Efecan’in kan o6rnekleri arasinda gen

bankasina kayitli sekansa gore 15694. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayn1 niikkleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gére 15711. niikleotidde, Klon Ecem

doku oOrnegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Klon Ecem doku ve yavrulart Cemre ve Efecan’in kan Ornekleri arasinda gen
bankasina kayith sekansa gore 15711. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gore 15791. niikleotidde, Klon Ecem

doku ornegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Klon Ecem doku ve yavrulari Cemre ve Efecan’in kan ornekleri arasinda gen
bankasina kayith sekansa gore 15791. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gore 15821. niikleotidde, Klon Ecem

doku ornegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Klon Ecem doku ve yavrulari Cemre ve Efecan’in kan ornekleri arasinda gen
bankasina kayith sekansa gore 15821. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gore 15892. niikleotidde, Klon Ecem

doku ornegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Klon Ecem doku ve yavrulari Cemre ve Efecan’in kan Ornekleri

arasinda gen

bankasina kayitli sekansa gore 15892. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine gore 15937. niikleotidde, Klon Ecem

doku oOrnegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.23).
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Sekil 4.23.

Klon Ecem doku ve yavrulart Cemre ve Efecan’in kan Ornekleri arasinda gen

bankasina kayith sekansa gore 15937. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Dizi analizi sonucu Genbank referans dizisine goére 15983. niikleotidde, Klon Ecem

doku oOrnegi ile yavrularinin kan orneklerinin dizi analizinde farklilik tespit edilmemistir

(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Klon Ecem doku ve yavrular1 Cemre ve Efecan’in kan Ornekleri arasinda gen
bankasina kayith sekansa gore 15983. niikleotidde gézlemlenen benzerlik ve Klon
Ecem kan 6rneginde (Tiiten Sevim 2016) ayni1 niikleotidde yavrulardan farklilik

Klon Ece ve Ecem’in kan ornekleri ile doku drnekleri ve Klon Ecem’in yavrularinin
dizi analiz sonucunda, gen bankasina kayith 15694, 15711, 15791, 15821, 15892, 15937 ve

15983. nt’de goriilen bazlar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Klon Ece ve Ecem’in kan 6rnekleri ve doku 6rnekleri ile Cemre ve Efecan’in kan
orneklerindeki baz farkliliklar

KLONLAR YAVRULAR
) , ECE ECEM [ ECE ECEM | CEMRE | EFECAN

NUKLEOTIDLER | KAN KAN DOKU | DOKU
15694. nt C C C G G G
15711. nt T T T C C C
15791. nt G G G A A A
15821. nt A A A G G G
15892. nt C C C T T T
15937. nt T T T C C C
15983. nt G G G A A A
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5. TARTISMA

Birgok tiirlin klonlanmasindan sonra niikleer transfer teknolojisi 6zellikle nesli tehlike
altindaki tiirlerin korunma programlarinda ele alinmaya baglanmistir. Yillar 6nce teknolojinin
nesli tehlike altindaki tiirlerin korunmasina nasil fayda saglayacagi ile ilgili bir rapor
yayimlanmistir (Wells ve ark. 1998). Ancak teknolojinin basaris1 halen arzu edilen seviyeye
ulagsmamustir. Bugiine kadar yapilan ve glinlimiizde de devam eden arastirmalar farklilagmis
hiicre DNA’sinin geriye programlanmasinda bazi sorunlar oldugunu gdstermis ancak bunun
sebepleri heniiz aydinlatilamamistir. Bu nedenle klonlar ve onlarin jenerasyonlarinin detayli
incelenmesi, dogaya adaptasyonlarinin izlenmesi ve 6zellikle laboratuvarda iiretilen bu 6zel
canlilarin genetik yapilarinin arastirilmasi sorunlarin aydinlatilmast ve belki de ¢oziimii

noktasinda fayda saglayabilir.

Niikleer ve mitokondriyal etkilesim somatik hiicre DNA’sinin geri programlanmasi ve
boylece klonlama basarisini etkileyen bir faktor olabilir. Bu baglamda klonlama basarisini
arttirmak icin otolog somatik hiicre niikleer transferi (Yang ve ark. 2006) veya alici ile ayni
mtDNA haplotipine sahip verici hiicre kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar vardir (Jiao ve ark.
2007). Bu calismalarda mtDNA, A ve B haplotipleri olarak kodlandirilmis ve haplotip A’ya
sahip yumurta sitoplazmasinin in vitro embriyo gelisimini B’ye sahip olandan daha fazla
destekledigi (Jiao ve ark. 2007) veya homotip NT embriyo gelisimin (sitoplazma ve hiicre
mtDNA’ sinin ayn1 haplotipte olmasi) heterotipten daha iyi oldugu rapor edilmistir (Yang ve
ark. 2006). Ayn1 zamanda yumurta ve verici hiicrenin ayni haplotipte segilmesinin NT
embriyolarin gelisme potansiyelini ve epigenetik mekanizmayir olumlu yonde etkileyerek
implantasyon sonrasi gelisim kabiliyetini arttigi belirtilmistir (Yan ve ark. 2010). Genetik
cesitlilik calismalart mtDNA kontrol bolgesinde (D-loop) yapilmaktadir (Bradley ve ark.
1996, Mannen ve ark. 2004). Bu ¢alismalarda ¢esitlilik, irklar arasinda degil bireyler arasinda
bulunmustur ve benzer sekilde yapilan haplotip analizinde Holstain, Isvigre Esmeri, Angus ve
Anadolu Boz 1rk 6rneklerinde her iki haplotipte tespit edilmistir (Arat ve ark. 2011). Bu tez
calismasinda Apol, Hpall, Hinfl, Alul, Taql restriksiyon enzimleri kullanilarak haplotip
analizi yapilmistir. Hinfl, Alul, Taql restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan kesim
sonucunda verici hiicre ile klon hayvanlarin ve yavrularmin aynmi profil gosterdigi tespit
edilmistir. Hpall restriksiyon enzim kesimi sonucu Klon Ece, Ecem, Niliifer ve onlarin
yavrularinin hiicre vericisi ile ayn1 haplotipe (H;) sahip oldugu, Kon Kiraz ve yavrular ile

Klon Efe’nin hiicre vericisinden farkli haplotipe sahip oldugu goriilmiistiir. Apol restriksiyon
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enzim kesimi sonucu Klon Ece, Niliifer ve yavrularimin hiicre vericisi ile ayn1 haplotipe sahip
oldugu, Klon Ecem, Kiraz ve yavrular ile Klon Efe’nin hiicre vericisinden farkli haplotipe
sahip oldugu gorilmistiir. Verici hiicresi ile ayni1 veya farkli haplotipe sahip klonlarin
dogmasi, halen bu klonlarin hayatta olmasi ve saglikli yavrular diinyaya getirmeleri bu

haplotip farkinin NT basarisinda énemli bir etken olmadigini géstermektedir.

Tek iplikli konformasyon polimorfizmi analizi, tek iplikli DNA’nin belirlenmesinde
avantajli bir tekniktir. SSCP analizi, tek zincir DNA molekiiliindeki tek veya ¢oklu niikleotid
degisikliklerinin, elektroforetik mobiliteyi degistirme etkisine dayanarak saptayabilen bir
uygulamadir. Ayni1 boyuttaki tek iplikli DNA, kendilerindeki degisiklere bagli olarak non-
denature jelde farkli pozisyonda yiiriirler. Komplementer iplikler ve tek baz degisikligi
gosteren DNA pargalar ise degisik migrasyon gosterir. Tek iplikli DNA’nin farkli bantlar
gostermesi mutasyona isaret etmektedir. Bu yontem ile niikleotid dizisinde mutasyon ya da
polimorfizm sonucu olusan tek baz degisiklikleri, delesyon ve insersiyonlar
belirlenebilmektedir. Sadece tek bir bazda bile olsa niikleotidlerin bilinmeyen degisimlerini
tespit etmek amaciyla kullanilabilecegi belirtilen (Orita ve ark. 1989, Suzuki ve ark. 1991) bu
yontem, sigir mtDNA D-loop bolgesi polimorfizmlerinin (Harumi ve ark. 1994, Takeda ve
ark. 1997) ve klonlarda heteroplazminin belirlenmesi (Takeda ve ark. 1999, 2003, 2008)

amactyla cesitli calismalarda kullanilmastir.

Sigir yumurtasindaki mtDNA molekiillerinin sayis1 yaklagik olarak 9,5 x 10° (Smith
ve ark. 2005)’dir. Hiicrenin igerdigi mtDNA miktar1 hiicre tipleri ve kosullarina bagli olarak
degisebilse (Van den Bogert ve ark. 1993, Takeda ve ark. 2002) bile teorik olarak yumurtanin
mtDNA miktarinin % 1’1 kadardir (Michaels ve ark. 1982). Ancak SSCP o6rneklerde % 5
oranindaki hiicre kaynakli mtDNA’y1 saptayabilme duyarliligina sahiptir. Daha 6nce yapilan
bir calismada klon buzagilarin farkli dokularinda degisik oranlarda heteroplazmi tespit
edilmisken (Takeda ve ark. 2003, 2008), tim viicuda ait mtDNA dagilimin1 yansitmada
yetersiz olan kan ve kil orneklerinin incelendigi ¢alismada cogu klonda hiicre kaynakli
mtDNA tespit edilememistir (Takeda ve ark. 2008). Bu durum klonlarda eger farkli

dokulardan 6rnekleme yapilir ise heteroplazminin tespit edilebilecegini diisiindiirmektedir.

Gelismekte olan yumurta hiicresindeki mtDNA sayis1 dnce azalir ve olgunlagirken
biiyiik bir artig gosterir. Bu kisitlanma ve ardindan gbzlenen amplifikasyona, mitokondriyal
“genetik bottleneck (darbogaz)” denir (Hiendleder 2007). Bu durum birbirinden farkli oranda

mutant mtDNA’nin bir sonraki kugaga aktarilmasina ve farkli oranlarda etkilenen yavrularin
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dogmasina neden olur. Ayni sekilde genellikle disi esey hattindaki genetik darbogazin
homoplazmik duruma yardimci olmasi gerekir ancak heteroplazmik anneden dogan
heteroplazmik yavrularin bazilarinda hiicre kaynakli mtDNA oraninin anneden daha fazla
olmasi1 (Takeda ve ark. 2008) bu dogal siirecin ayni zamanda diizensiz mtDNA dagilimina
sebep oldugunu da gostermektedir. Bu veriler klon sigirlarda hiicre kaynaklit mtDNA’nin

yavrulara degisik oranlarda gegtigini gdstermektedir.

Hiicre calismalarinda iki farkli hiicrenin flizyonu sonrasi ortaya c¢ikan hibrid
hiicrelerde iki farkli mtDNA varliginin hiicrenin fonksiyonunu bozdugu ve apoptoza sebep
oldugu goriilmistir (Hiendleder ve ark. 2005). Bu durum niikleer transfer ile ilgili
heteroplazmide yiiksek Oliim oranlarinin sebebi olabilir (Sutovsky ve ark. 1999). Bu
yaklagim niikleer transfer sonrasi incelenen klonlarin ¢ogunlugunun homoplazmik veya ¢ok
az heteroplazmik olmasi ile desteklenebilir ancak 6lii fetuslarda mtDNA heteroplazmisinin
rastlanma orani da ¢ok diistikttir (Hiendleder ve Wolf 2003). Enteresan olarak tiir i¢i niikleer
transferlerde heteroplazmi arastirmalart heteroplazminin derecesinin kullanilan hiicre tipi ve
niikleer transfer prosediirii ile iligkili oldugunu gostermektedir. Ornegin fibroblastlarin elektro
fiizyonu ile tretilen klonlarda kumuluslarin mikroenjeksiyonu ile iiretilen klonlardan daha

yiiksek seviyede hiicre mtDNA geg¢isi oldugu goriilmiistiir (Inoue ve ark. 2004).

Iki saglikli ancak farkli mtDNA’dan meydana gelen mtDNA heteroplazminin yavrular
i¢in zararli olup olmadig agik degildir. Eger mtDNA heteroplazmi gelisime etki etmis olsaydi
heteroplazmik yavrularin dogal seleksiyon ile azalmasi veya tamamen yok olmasi gerekirdi.
Oysaki heteroplazmik sigirlarin biiylime, tireme, laktasyon ve {iriin karakteristiklerinin normal
oldugunu (Yonai ve ark. 2005), birinci jenerasyon heteroplazmik klon yavrularmin da ayni

sekilde normal gelisim gosterdigini (Takeda ve ark. 2008) rapor eden ¢aligmalar vardir.

Bu calismada da SSCP analizi sonucunda bir erkek ve iki disi klonun ve onlarin
yavrularinin kan orneklerinde verici hiicreye ait mtDNA varlig1 saptanmazken diger iki disi
klonda heteroplazmi tespit edilmistir (Sekil 4.3). Ancak heteroplazmi tespit edilen disi klonun
yavrularinin kan 6rneginde heteroplazmi goriilmemistir. Heteroplazmi goriilen iki disi klonun
MtDNA D-loop analizlerinin yapildig1 bir 6nceki calismada her ikisinin de ayn1t mtDNA’ya
sahip olduklarinin goriilmesi ve bu klonlardan birinin yavrularinin annelerinden farkl
mtDNA varligi gostermesi sasirtict bulunmustur (Tiiten Sevim 2016). Bu ¢alismada da ayni

materyaller tizerindeki SSCP analizi iki klonda birden heteroplazmi oldugunu géstermis
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ancak bu analizin tek basina goriilen bu heteroplazminin hiicre kaynakli oldugunu belirlemek

icin yeterli olmadig1 kanisina varilmigtir.

Heteroplazminin bir baska sebebi ikiz sigirlarda goriilen intrauterin gelisim sirasinda
embriyolar arasinda vaskiiler anastomozdan (damarlar arasi baglanti) kaynaklanan karsilikli
hiicre degisimidir. Bu ikizlerde lenfosit hiicreleri ve iireme hiicreleri kimerizmi bildirilmistir.
Benzer kimerizm ayni zamanda at, koyun, insan, lama gibi diger memeli tiirlerinde de
goriilmiistiir (Hiendleder ve Wolf 2003). In vitro embriyolarin farkli yumurta kaynagindan
tiretildigi ve ayni anneye transfer edildigi bir ¢alismada ikiz fetuslarin kan ve karacigerinde
kimerizm tespit edilmistir (Hiendleder 2007). Bu tez calismasinda iki disi klonun kaninda
tespit edilen ancak deri 6rneklerinde tespit edilemeyen heteroplazminin ayni1 anneden dogan
ikiz klonlarda embriyonal donemde meydana gelmis olan bir vaskiiler anastomoz sonucu
karsilikli hiicre degisimi oldugu ve kanlarinda iki ayr1 yumurtadan kaynaklanan hiicreleri
birlikte tasidiklarii diisiindiirmektedir. Daha oOnceki ¢alismada (Titen Sevim 2016) bu
klonlarin kanlarindan elde edilen mtDNA’nin dizi analiz sonuglari her iki klonun ayni
mtDNA profiline sahip oldugunu gosterilirken bu tez ¢alismasinda ayn1 klonlarin dokularinda
elde edilen mtDNA’nin analizi birbirinden farkli iki mtDNA profilini gostermistir. Ayrica
klonun dokularindan elde edilen mtDNA ile klonun yavrularinin mtDNA’s1 arasinda fark
bulunmamustir. Bu sonug¢ kanlarinda iki ayr1 yumurta hiicresinden gelen hiicrelere sahip olan
bu iki klonun yumurta hiicreleri de dahil olmak iizere kan disindaki diger hiicrelerinin

birbirinden farkli iki yumurtadan geldigini desteklemektedir.
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6. SONUC

Memeli mtDNA molekiilii 16,5 kb biiyiikliigiinde ¢ift sarmal bir molekiildiir. mMtDNA
molekiilleri hiicre sitoplazmasinin nemli bir kismin1 kaplayan mitokondri i¢inde bulunur.
Pek ¢ok hiicre tipinde mtDNA molekiillerinin sayis1 2x10° kadardir. Sitoplazmasinda en ¢ok
mitokondri tastyan tek bir yumurtadaki mtDNA sayisi 2x10° dir. Hiicre ile gelen mtDNA
miktar1 ise % 1 olarak diistiniiliirse olduk¢a azdir. Ancak buna ragmen heteroplazminin tespit
edildigi ve hatta jenerasyonlara da aktarildigin1 gosteren ¢alismalar vardir. Bununla birlikte
saglikli iki mtDNA igeren heteroplazmik bir klonun buna bagli olarak sorun yasadigi rapor
edilmemistir. Bu ¢alisma ise elde edilen klonlar bazinda degerlendirildiginde kan o6rneklerinde
heteroplazmi tespit edilen iki disi klonunun doku oOrneklerinde ve yavrularinda
heteroplazminin goriilmemis olmasi, klonun dokusundan elde edilen mtDNA analiz
sonucunun yavrulari ile ortiismesi bu heteroplazminin hiicre kaynakli olmayip ayni anneden
bir batinda dogan iki klon disi arasinda anne karninda gelisim sirasinda meydana gelen hiicre
degisiminden kaynaklandigini gostermektedir. Geri kalan higbir klon ve yavrusunda
heteroplazminin tespit edilememesi, klonlara hiicre kaynakli mtDNA gecisinin ya hig
olmadigin1 veya tespit edilemeyecek diizeyde oldugunu gostermistir. Ancak mtDNA’nin
hiicrelere rastgele dagildigt ve daha oOnceki caligmalarda klon ve yavrularmin farkl
dokularinda degisik oranlarda heteroplazminin tespit edildigi diisiiniiliirse mevcut ¢caligmanin
materyalinde hiicre kaynakli heteroplazminin tespit edilememesi sebebi sadece kan
orneklerinin incelenmis olmasi olabilir. Ancak her halukarda tiim klon ve yavrularinda
heteroplazmi olsa bile bunun hayvanlarin sagligi, gelisimi ve iiremesi iizerinde olumsuz
etkisinin dikkate deger olmadig1 goriilmektedir. Veya bu durum heteroplazminin hi¢ veya
tespit edilemiyecek kadar zararsiz derecede diisiikk oldugu embriyolarin saglikli bir dogumla
sonuglanmis oldugu dolayisiyla tez ¢calismasinda incelenen klon populasyonunda bu nedenle

hiicre kaynakli heteroplazminin tespit edilemedigi seklinde de yorumlanabilir.

Bununla birlikte mtDNA’nin mutasyon hizinin niikleer DNA ile karsilastirildiginda 5-
10 kat daha yiiksek oldugu da unutulmamalidir. Solunum sirasinda olusan serbest O;
radikallerinin yiiksek konsantrasyonda olmasi, koruyucu histonlarin az olmasi, tamir
mekanizmlarinin etkin olmamasi, mtDNA’daki replikasyon hizinin yiiksek olmasi, intron
bolgelerin olmamas1 mutasyonlara daha agik olmasinin sebebidir. Bu mutasyonlar hayvanin
yasi1 ilerledik¢e artar ve hiicre kiiltiir kosullar1 da mutasyonlar1 tetikleyebilir. Bireyin tiim

hiicrelerinde mtDNA oranlar1 da farklidir. Bu nedenle c¢ok yasli hayvana ait hiicrenin
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kullanilmasinin, segilen hiicre tipinde daha ¢ok mutasyon iceren mtDNA bulunmasinin veya
uzun siire uygun olmayan kosullarda verici hiicrenin kiiltiire edilmesinin yiliksek oranda
mutasyon tastyan bir hiicrenin NT’de kullanilmasina sebep olabilecegi ve bu durumda olusan
heteroplazminin de zararli olabilecegi unutulmamalidir. Bu ¢alisma ayni zamanda tek batinda
dogan ikiz klonlarda oldugu gibi mtDNA’nin farkli dokularda farklilik géstermesinden dolay1
sadece kan oOrnekleri tizerinde MtDNA analizlerinin yapildigi ¢alisma sonuglarinin

giivenilirliginin siipheli olabilecegini de diistindiirmektedir.

Bunlara ilave olarak bu calisma klonlarda heteroplazmi arastirmasi i¢in SSCP
yonteminin tek basina giivenilir sonu¢ vermeyebilecegini, bu analiz sonucu goriilen
heteroplazminin her zaman hiicre kaynakli olmayip bagka sebeplere de bagli olabilecegini
gostermistir. Bu nedenle heteroplazmi arastirmalarinda SSCP analizi baska analiz yontemleri

ile desteklenmelidir.

Klonlamanin basarili olabilmesi igin hiicre ve yumurta kaynaginin ayni haplotipe sahip
olmas1 gerektigi varsayimi bu calisma sonuglar ile desteklenmemektedir. Aksine g¢alisma
bulgularmin her iki kaynagin farkli haplotipe sahip oldugu klonlarinda saglikli dogabilecegini
ve saglikli jenerasyonlar verecegini gostermis olmasi, Ozellikle nesli tehlike altindaki
hayvanlarin klonlama teknolojisi ile ¢ogaltilabilecegini ve gelecekte hiicre bankalarinin bu

amag i¢in kullanilabilecegini gostermesi bakimimdan 6nemlidir.

60



7. KAYNAKLAR

Anderson S, De Bruijn MH, Coulson AR, Eperon IC, Sanger F, Young IG (1982). Complete
sequence of bovine mitochondrial DNA, conserved features of the mammalian
mitochondrial genome. Journal of Molecular Biology, 156:683-717.

Anvar Z, Namavar-Jahromi B, Ebrahimi S, Gharesi-Fard B (2015). Genomic DNA
Extraction from Sperm. Journal of Advanced Medical Sciences and Applied
Technologies (JAMSAT), 1(1):120-121.

Arat S, Gibbons J, Rzucidlo SJ, Miyoshi K, Venable A, Waltenburg R, Stice SL (2001).
Bovine cloning using adult donor cells treated with roscovitine. Biol. Reprod,
64(1):173.

Arat S (2010). “Hayvan Klonlama Teknolojileri”, “Modern Biyoteknoloji ve Uygulamalar1”
Editér: Diindar M, Bagis H. Erciyes Universitesi Matbaasi, 56-98.

Arat S, Caputcu A, Akko¢ T, Pabuccuoglu S, Sagirkaya H, Cirit U, Nak Y, Koban E, Bagis
H, Demir K, Nak D, Senunver A, Kiligaslan R, Tuna B, Cetinkaya G, Denizci M,
Aslan O (2011). Using cell banks as a tool in conservation programmes of native
domestic breeds: the production of the first cloned Anatolian Grey cattle.
Reproduction, Fertility and Development, 23:1012-1023.

Arat S (2017). “Hayvan Klonlama”, Giincel Biyoteknoloji ve Uygulamalar1” Editor: Diindar
M, Bagis H. Erciyes Universitesi Matbaast, 43-60.

Baguisi A, Behboodi E, Melican DT, Pollock JS, Destrempes MM, Cammuso C, Williams JL,
Nims SD, Porter CA, Midura P, Palacios MJ, Ayres SL, Denniston RS, Hayes ML,
Ziomek CA, Meade HM, Godke RA, Gavin WG, Overstrom EW, Echelard Y (1999).
Production of goats by somatic cell nuclear transfer. Nature Biotechnology, 17:456—
461.

Battersby BJ, Loredo-Osti JC, Shoubridge EA (2003). Nuclear genetic control of
mitochondrial DNA segregation. Nat Genet, 33:183-186.

Bradley DG, MacHugh DE, Cunningham P, Loftus RT (1996). Mitochondrial diversity and
the origins of African and European cattle. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5131-5135.

Brem G, Kuhholzer B (2002). The recent history of somatic cloning in mammals. Cloning
Stem Cells, 4:57-63.

Burgstaller JP, Schinogl, P, Dinnyes A, Miiller M, Steinborn R (2007). Mitochondrial DNA
heteroplasmy in ovine fetuses and sheep cloned by somatic cell nuclear transfer. BMC
Developmental Biology, 7:141.

Burgstaller JP, Johnston IG, Poulton J (2015). Mitochondrial DNA disease and developmental
implications for reproductive strategies. Molecular Human Reproduction, 21(1):11—
22.

Campbell KHS, McWhir J, Ritchie WA. Wilmut | (1996). Sheep cloned by nuclear transfer
from a cultured cell line. Nature, 380:64—66.

61



Campbell KHS (2002). A background to nuclear transfer and its applications in agriculture
and human therapeutic medicine. J Anat, 200:267-275.

Chavatte-Palmer P, Remy D, Cordonnier N, Richard C, Issenman H, Laigre P, Heyman Y,
Mialot JP (2004). Health status of cloned cattle at different ages. Cloning Stem Cells,
6(2):94-100.

Chen H, Leibenguth F (1995). Restriction endonuclease analysis of mitochondrial DNA of
three farm animal species: cattle, sheep and goat. Comp. Biochem. Physiol. Vol. 111B,
(4):643-649.

Chesne P, Adenot PG, Viglietta C, Baratte M, Boulanger L, Renard JP (2002). Cloned rabbits
production by nuclear transfer from adult somatic cells. Nature Biotechnology,
20(4):366-3609.

Chinnery PF, Schon EA (2003). Mitochondria. J. Neurol Neurosurg Psychiatry, 74:1188-
1199.

Cibelli JB, Stice SL, Golueke PJ, Kane JJ, Jerry J, Blackwell C, Ponce de Leon FA, Robl JM
(1998). Cloned transgenic calves from nonquiescent fetal fibroblasts. Science,
280:1256-1258.

Cornuet JM, Garnery L (1991). Mitochondrial DNA variability in honeybees and its
phylogeographic implications. Apidologie, 22:627- 642.

Cummins J (1998). Mitochondrial DNA in mammalian reproduction. Reviews of
Reproduction, 3:172-182.

Do JT, Lee JW, Lee B (2002). Fate of donor mitochondrial DNA in cloned bovine embryos
produced by micro injection of cumulus cells. Biol Reprod, 67:555-560.

Eijk MV, Stewart-Haynes JA, Lewin HA (1992). Extensive polymorphism of the
BOLA-DRB3 gene distinguished by PCR-RFLP. Animal Genetics, 23(6):483-496.

Evans MJ, Gurer C, Loike JD, Wilmut I, Schnieke AE, Schon EA (1999). Mitochondrial
DNA genotypes in nuclear transfer-derived cloned sheep. Nat Genetc, 23:90-93.

Fourtounis D (1999). Mutations in the control region of the mitochondrial genome linked to
traits of economic value in white leghorns. Thesis of Master degree, McGill
University. Canada.

Galli C, Lagutina I, Crotti G, Colleoni S, Turini P, Ponderato N, Duchi R, Lazzari GA (2003).
Cloned horse born to its dam twin. Nature, 424:635.

Griffiths AJF, Wessler SR, Carroll SB, Doebley J (2012). Introduction to Genetic Analysis.
10th Edition. Freeman and Worth Publishing Group, LLC, 41 Madison Avenue,
pp.103-105, New York.

Gyllensten U, Wharton D, Wilson AC (1985). Maternal inheritance of mitochondrial DNA
during backcrossing of two species of mice. J Hered, 76:321-324.

62



Han ZM, Chen DY, Li JS, Sun QY, Wan QH, Kou ZH, Rao G, Lei L, Liu ZH,Fang SG
(2004). Mitochondrial DNA heteroplasmy in calves cloned by using adult somatic cell.
Molecular Reproduction Developmant, 67:207-214.

Harumi T, Furukawa T, Awata T, Kumagai M, Yasue H (1994). Polymerase chain reaction-
single strand confomation polymorphisms in D-loop region of the bovine
mitochondrial DNA. Animal Science Technology, 65:149-151.

Hecht W (1990). Studies on mitochondrial DNAin farm animals.In genome Analysis in
Domestic Animals, 259-268.

Heyman Y, Chavatte-Palmer P, LeBourhis D, Camous S, Vignon X, Renard JP (2002).
Frequency and occurrence of late-gestation losses from cattle cloned embryos. Biology
Reproduction, 66: 6-13.

Hiendleder S, Lewalski H, Wassmuth R, Janke A (1998). The complete mitochondrial DNA
sequence of the domestic sheep (Ovis aries) and comparison with the other major
ovine haplotype. Journal of Molecular Evolution, 47(4): 441-448.

Hiendleder S, Wolf E (2003). The mitochondrial genome in embryo Technologies.
Reproduction Domestic Animals, 38:290-304.

Hiendleder S, Zakhartchenko V, Wolf E (2005). Mitochondria and the success of somatic cell
nuclear transfer cloning: from nuclear-mitochondrial interactions to mitochondrial
complementation and mitochondrial DNA recombination. Reproduction Fertility
Development, 17:69-83.

Hiendleder S (2007). Mitochondrial DNA Inheritance after SCNT, Somatic Cell Nuclear
Transfer, Ed: P. Sutovsky, Landes Bioscience and Springer Science+Business
Media,103-116.

Hill JR, Chavatte-Palmer P (2002). Pregnancy and neonatalcare of cloned animals. In
‘Principles of Cloning’, Ed. J. Cibelli. Academic press, San Diego, 247—-266.

Hutchison CA, Newbold JE, Potter SS (1974). Maternal inheritance of mammalian
mitochondrial DNA. Nature, 251:536-538.

Inoue K, Ogonuki N, Yamamoto Y (2004). Tissue-specific distribution of donor
mitochondrial DNA in cloned mice produced by somatic cell nuclear transfer. Genesis,
39:79-83.

Istk R (2016). Saanen 1rki kecilerde POU1F1 geni polimorfizmi ve verim Ozellikleri ile
iliskilerinin belirlenmesi. Doktora Tezi, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
[zmir.

Isik R, Bilgen G, Kosum N, Kandemir C, Tagkin T (2017). Polymorphism in exon 7 of -

lactoglobulin (B-LG) gene and its association with milk yield in saanen goats. The
Special Issue of 2nd International Balkan Agriculture Congress May, 16-18, Tekirdag.

Jiang Y, Liu SZ, Zhang YL, Jiang MX, Sun QY, Chen DY (2004). The fate of mitochondria
in Ibex-hirus reconstructed early embryos. Acta Biochimica Biophysica Sinica,
36:371-374.

63



Jiao F, Yan JB, Yang XY, Li H, Wang Q, Huang SZ, Zeng F, Zeng YT (2007). Effect of
oocyte mitochondrial DNA haplotype on bovine somatic cell nuclear transfer
efficiency. Molecular Reproduction Development, 74(10):1278-1286.

Kaneda H, Hayashi JI, Takahama S, Taya C, Lindahl KF and Yonekawa H (1995)
Elimination of paternal mitochondrial DNA in intraspecific crosses during early
mouse embryogenesis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 92:4542—
4546.

Keefer Carol L (2015). Artificial cloning of domestic animals. PNAS, 112: 8874-8878.

Lee BC, Kim MK, Jang G, Oh HJ, Yuda F, Kim HJ, Shamim MH, Kim JJ, Kang SK,
Schatten G, Hwang WS (2005). Dogs cloned from somatic cells. Nature, 436:641.

Lewin B (1987). Genes. Third edition. John Wiley & Sons,422-431. Canada.
Liileyap HU (2008). Molekiiler Genetik Esaslar1. 1. Baski, Nobel Kitabevi, Adana.

Li MH, Adamowicz T, Switonski M, Ammosov |, Ivanova Z, Kiselyova T, Popov R,
Kantanen J (2006). Analysis of population differentiation in North Eurasian cattle (Bos
taurus) using single nucleotide polymorphisms in three genes associated with
production traits. Animal Genetics, 37(4):390-392.

Loi P, Ptak G, Barboni B (2001). Genetic rescue of an endangered mammal by cross-species
nuclear transfer using post-mortem somatic cells. Nature Biotechnology, 19:962-964.

Mannen H, Kohno M, Nagata Y, Tsuji S, Bradley DG, Yeo JS, Nyamsamba D, Zagdsuren Y,
Yokohama M, Nomura K, Amano T (2004). Independent mitochondrial origin and
historical genetic differentiation of north eastern Asian cattle. Molecular Phylogenetics
Evolution, 32:539-544.

May-Panloup P, Chretien MF, Savagner F (2003). Increased sperm mitochondrial DNA
content in male infertility. Human Reproduction, 18:550-556.

Meghen C, Machugh DE, Bradley DG (2002). Genetic characterization and West African
cattle. Department of Genetics, Trinity College, Dublin 2, Ireland, www.fao.org/3/a-
t1300t/t1300T0j.htm (2017).

Meirelles FV, Bordignon V, Watanabe Y, Watanabe M, Dayan A, Lobo RB, Garcia JM,
Smith LC (2001). Complete replacement of the mitochondrial genotype in a Bos
indicus calf reconstructed by nuclear transfer to a Bos Taurus Oocyte. Genetics,
158:351-356.

Michaels GS, Hauswirth WW, Laipis PJ (1982). Mitochondrial DNA copy number in bovine
oocytes and somatic cells. Dev Biol, 94:246— 251.

Nataraj AJ, Olivos-Glander I, Kusukawa N, Edward HW (1999). Single-strand conformation
polymorphism and heteroduplex analysis for gel-based mutation detection.
Electrophoresis, 20:1177-1185.

Onishi A, lwamoto M, Akita T, Mikawa S, Takeda K, Awata T, Hanada H, Perry ACF
(2000). Pig cloning by microinjection of fetal fibroblast nuclei. Science, 289:1188-
1190.
64



Orita M, lwahana H, Kanazawa H, Hayashi K, Sekiya T (1989). Detection of polymorphisms
of human DNA by gel electrophoresis as single-strand conformation polymorphisms.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 86:2766-2770.

Ozdemir M, Dogru U (2007). Genetik Karakterizasyonda Mitokondriyal DNA Kullanimu.
Atattiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 38:105-111.

Ozdil F (2007). Mitokondriyel DNA PCR-RFLP (Restriction Parca UzunlukPolimorfizmi)
markerleri kullanilarak Tiirkiye'nin farkli yorelerine ait balarilarmmin tanimlanmasi.
Doktora Tezi, Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Pace MM, Augenstein ML, Betthauser JM, Childs LA, Eilertsen KJ, Enos JM, Forsberg EJ,
Golueke PJ, Graber DF, Kemper JC, Koppang RW, Lange G, Lesmeister TL, Mallon
KS, Mell GD, Misica PM, Pfister-Genskow M, Strelchenko NS, Voelker GR, Watt
SR, Bishop MD (2002). Ontogeny of cloned cattle to lactation. Biol. Reprod. 67:334—
339.

Piljug A (2016). Bosna Hersek yerli koyunlar1 ve kegilerindeki mitokondriyal DNA (MtDNA)
D-loop polimorfizmi. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Ankara.

Prather RS, Barnes FL, Sims MM, Robl JM, Eyestone WH, First NL (1987). Nuclear
transplantation in the bovine embryos:assessment of donor nuclei and recipient oocyte.
Biol. Reproduction, 37:859-866.

Prather RS, Hagemann LJ, Neal L (1989) First preimplantation mammalian aggregation and
injection chimeras. Gamete Research, 22(2):233-247.

Ravnik-Glavac M, Glavac D, Dean M (1994). Sensivitiy of single strand conformation
polymorphmism and heteroduplex method for mutation detection in the cystic fibrosis
gene. Human Molecular Genetics, 3:801-807.

Rokas A, Ladoukakis E, Zouros E (2003). Animal mitochondrial DNA recombination
revisited. Trends in Ecology and Evolution, 18(8):411-417.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd
edn., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.

Saragoglu D (2007). Yabani ve Kiiltiir Nohutlarinin Molekiiler Genetik Yontemlerle
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Selcuk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Konya.

Shi D, Lu F, Wei Y, Cui K, Yang S, Wei J, Liu Q (2007). Buffalos (Bubalus bubalis) cloned
by nuclear transfer of somatic cells. Biology Reproduction, 77:285-291.

Shin T, Kraemer D, Pryor J, Liu L, Rugila J, Howe L, Buck S, Murphy K, Lyons L,
Westhusin M (2002). A cat cloned by nuclear transplantation. Nature, 415:859.

Smith, LC, Bordignon V, Babkine M, Fecteau G, Keefer C (2000). Benefits and problems
with cloning animals. The Canadian Veterinary Journal, 41:919-924,

65



Smith LC, Thundathil J, Filion F (2005). Role of the mitochondrial genome in
preimplantation development and assisted reproductive technologies. Reproduction
Fertility Development, 17:15-22.

Solak M, Sengil AZ, Oztas S, Bagci H (2000). Molekiiler genetik ve rekombinant DNA
teknolojisi. Afyon: Uyun Ajans, : 130-133, 135

St John JC, Moffatt O, D’Souza N (2005). Aberrant heteroplasmic transmission of mtDNA in
cloned pigs arising from double nuclear transfer. Molecular Reproduction
Development, 72:450-460.

Steinborn R, Schinogl P, Zakhartchenko V (2000). Mitochondrial DNA heteroplasmy in
cloned cattle produced by fetal and adult cell cloning. Nature Genetics, 25:255-257.

Steinborn R, Schinogl P, Wells D (2002). Coexistence of Bos taurus and B. indicus
mitochondrial DNA’s in nuclear transfer-derived somatic cattle clones. Genetics,
162:823-829.

Stice SL, Robl JM (1988). Nuclear reprogramming in nuclear transplant rabbit embryos.
Biology Reproduction, 39:657-664.

Strachan T, Read A (2010). Human Molecular Genetics. Garland Science, Taylor Francis
Group, 782, New York.

Sultana S, Mannen H (2004). Polymorphism and evolutionary profile of mitochondrial DNA
control region inferred from the sequences of Pakistani goats. Animal Science Journal,
75:303-3009.

Sutovsky P, Moreno RD, Ramalho-Santos J (1999). Ubiquitin tag for sperm mitochondria.
Nature, 402:371-372.

Sutovsky P, Van Leyen K, McCauley T (2004). Degradation of paternal mitochondria after
fertilization: Implications for heteroplasmy, assisted reproductive technologies and
mtDNAInheritance. Reprod Biomed Online, 8:24-33

Suzuki Y, Sekiya T, Hayashi K (1991). Allele-specific polymerase chain reaction: a method
for amplification and sequence determination of a single component among a mixture
of sequence variants. Analytical Biochemistry, 192:82-84.

Takeda K, Onishi A, Takahashi S, Kojima T, Hanada H (1997) Genetic variants of bovine
mitochondrial DNA D-loop region in Japanese Black, Japanese Brown and Holstein
breeds Animal Science and Technology (Japan), 68:1161-1165.

Takeda K, Takahashi S, Onishi A, Goto Y, Miyazawa A, Imai H (1999). Dominant
distribution of mitochondrial DNA from recipient oocytes in bovine embryos and
offspring after nuclear transfer. Journal of Reproduction and Fertility, 116:253-259.

Takeda K, Akagi S, Takahashi S, Onishi A, Hanada H, Pinkert CA (2002). Mitochondrial
activity in response to serum starvation in bovine (Bos taurus) cell culture. Cloning
Stem Cells, 4:223-230.

Takeda K, Akagi S, Kaneyama K, Kojima T, Takahashi S, Imai H,Yamanaka M, Onishi A,
Hanada H (2003). Proliferation of donor mitochondrial DNA in nuclear transfer calves

66



(Bos taurus) derived from cumulus cells. Molecular Reproduction Developmant,
64:429-437.

Takeda K, Tasai M, lwamoto M (2006). Transmission of mitochondrial DNA in pigs and
progeny derived from nuclear transfer of Meishan pig fibroblast cells. Molecular
Reproduction Developmant, 3:306-312.

Takeda K, Kaneyama K, Tasai M, Akagi S, Takahashi S, Yonai M, Kojima T, Onishi A,
Tagami T, Nirasawa K, Hanada H (2008). Characterization of a donor mitochondrial
DNA transmission bottleneck in nuclear transfer derived cow lineages. Molecular
Reproduction Developmant, 75(5):759-765.

Tiiten Sevim E (2016). Niikleer Transfer ile Elde Edilen Klon Sigir ve Yavrularin MtDNA
Ve Mikrosatellit Belirteglerle Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Namik Kemal
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekirdag

Uphold WB, Dawid IB (1977). Mapping of mitochondrial DNAof individual sheep and goats:
Rapid evolution in the D-loop region. Cell, 11:571-583.

Ursing BM, Arnason U (1998). Analyses of mitochondrial genomes strongly support a
hippopotamus whale clade. Proceedings Royal Society Biological Sciences 265
(1412):2251-2255.

Van den Bogert C, De Vries H, Holtrop M, Muus P, Dekker HL, Van Galen MJ, Bolhuis PA,
Taanman JW (1993). Regulation of the expression of mitochondrial proteins:
Relationship between mtDNA copy number and cytochrome-c oxidase activity in
human cells and tissues. Biochimica Biophysica Acta, 1144:177-183.

Wakayama T, Perry ACF, Zuccotti M, Johnson KR, Yanagimachi R (1998). Full-term
development of mice from enucleated oocytes injected with cumulus cell nuclei.
Nature, 394:369-374.

Wang H (1996). Contribution of the mitochondrial genome to nuclear gene expression in
chicken cells. PhD. Thesis. University of Montreal. USA.

Wani NA, Wernery U, Hassan FAH, Wernery R, Skidmore JA (2010). Production of the first
cloned camel by somatic cell nuclear transfer. Biology Reproduction, 82:373-379.

Wells GL, Small M, Penrod S, Malpass RS, Fulero SM, Brimacombe CAE (1998). Eye
witness identification procedures: Recommendations for lineups and photospreads.
Law and Human Behaviour, 22:603-647.

Wenink PW, Baker AJ, Tilanus MGJ (1994). Mitochondrial control region sequences in two
shorebird species, the Turnstone and the Dunlin, and their utility in their population
genetic studies. Molecular Biology Evolution, 11( 1):22-31.

Willadsen SM (1986). Nuclear transplantaion in sheep embryos. Nature, 320:63-65.

Wilmut I, Schnieke AE, McWhir J, Kind AJ, Campbell KH (1997). Viable offspring derived
from fetal and adult mammalian cells. Nature, 385:810-813.

Woods GL, White KL, Vanderwall DK, Li GP, Aston KI, Bunch TD, Meerdo LN, Pate BJ
(2003). A mule cloned from fetal cells by nuclear transfer. Science, 301:1063.

67



Yan ZH, Zhou YY, Fu J, Jiao F, Zhao LW, Guan PF, Huang SZ, Zeng YT, Zeng F (2010).
Donor-host mitochondrial compatibility improves efficiency of bovine somatic cell
nuclear transfer. BMC Dev. Biol. 10, 31.

Yang XY, Li H, Ma QW, Yan JB, Zhao JG, Li HW, Shen HQ, Liu HF, Huang Y, Huang SZ,
Zeng YT, Zeng F (2006). Improved efficiency of bovine cloning by autologous
somatic cell nuclear transfer. Reproduction 132(5):733-7309.

Yonai M, Kaneyama K, Miyashita N, Kobayashi S, Goto Y, Bettpu T, Nagai T (2005).
Growth, reproduction and lactation in somatic cell cloned cows with short telomeres. J
Dairy Sci, 88:4097-4110.

Zhang YP, Shi LM (1992). Mitochondrial DNA polymorphismsin animals: a review.
Zoological Research (13):3, 289-298.

Zhou Q, Renard JP, Le Friec G, Brochard V, Beaujean N, Cherifi Y, Fraichard A, Cozzi J
(2003). Generation of fertile cloned rates by regulating oocyte activation. Science,
302:1179.

Zsurka G, Kraytsberg Y, Kudina T, Kornblum C, Elger CE, Khrapko K, Kunz WS (2005).
Recombination of mitochondrial DNA in skeletal muscle of individuals with multiple
mitochondrial DNA heteroplasmy. Nature Genetics, 37:873-877.

68



OZGECMIS

Volkan SONMEZ; 14.07.1984 tarihinde Edirne ili Uzunk&prii ilgesinde dogdu. ilk ve
ortadgretimini ayni ilgede tamamladiktan sonra Konya Veteriner Saglik Meslek Lisesi’nde
okudu. Erzurum Atatiirk Universitesi’nde 2006 yilinda Veteriner Saglik Teknisyeni olarak
memuriyete basladi. 2011 yilinda Tekirdag Il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii’nde,
2014 yilindan bu yana Siileymanpasa Ilce Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii’'nde gorev
yapmaktadir. Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji
Bolimii’nden 2015 yilinda fakiilte 1.’si olarak mezun oldu. Aym yil Namik Kemal
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisansa

basladi. 2015 yilindan giliniimiize yliksek lisans egitimine devam etmektedir.

69



