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Klonlama teknolojisi; eriskin bir hicre c¢ekirdeginin yumurta hiicresi igerisine konulup geriye programlanarak
embriyonal doneme geri donduriilmesi prensibine dayanmaktadir. Ancak bu geri programlamayi etkileyen faktorler
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle elde edilen klonlar ve klonlarin yavrularinin daha detayh bir sekilde
tanimlanmasi ile klonlama teknolojisi daha anlasilir ve kontrol edilebilir hale getirilebilir. Bu ¢alismanin amaci bir
irkin bireylerinin farkh bir irka ait yumurta kaynagi kullanilarak klonlanmasi sonucu elde edilen klonlarin normal bir
irk populasyonu olusturmasinin miimkiin olup olmadigini ortaya koymak adina klon ve jenerasyonlarini molekdler
olarak karakterize etmek ve boylece ileride bu teknolojinin nesli tiikenmis bir irkin geriye getirilmesindeki muhtemel
potansiyelini daha iyi anlamaya calismaktir. Bu amagla calismada daha énce TUBITAK- TOVAG-1040360- projesi ile
retilmis 5 klon boz sigir (1 erkek, 4 disi) ve bu klonlarin yavrulari (2 erkek, 4 disi) materyal olarak kullaniimistir.
Oncelikle klonlar, onlarin yavrulari ve klonlarin iretilmesinde kullanilan verici hiicreden elde edilen genomik
DNA’larda 10 mikrosatellit belirte¢ kullanilarak klonlarin genomik DNA agisindan verici hiicrelerin birebir kopyasi
oldugu ve yavrularinda bu klonlara ait oldugu teyit edilmis ve mtDNA D-loop bélgesi dizi analizi ile de klonlarin
mtDNA’larinin yumurta kaynakh oldugu ve dolayisiyla verici hiicreden farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu farkli
mtDNA varligi klonlarin yavrularinda da izlenmistir.
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Characterization of Cloned Cattle Obtained by Nuclear Transfer and Their
Offspring with mtDNA and Microsatellite Markers

Cloning technology is based on the principle of turning back to embryonic period by reprogramming of that an adult
cell nucleus was put into the oocyte cell. However, affecting factors of this reprogramming has not been clarified
completely. Therefore, cloning technology can be made more understandable and controllable with a more detailed
manner identifying of obtained clones and their offspring. The purpose of the study is to characterize the clones and
their generations molecularly to reveal whether it is possible or not that creation of a normal race population
through clones which acquired as a result of cloning individuals of one race by using ovular source which belongs to
a different race, and thus to try to understand better that possible potential of this technology to reinstate an
extincted race. For this purpose, 5 clone grey cattles (1 male, 4 female ) and their offsprings ( 2 male, 4 female )
which generated with TUBITAK TOVAG-1040360- project had been used as material. First of all 10 microsatellite
markers were used to test the clones, their offspring and donor cells which were used for producing the clones.|t
has been confirmed that the clones are the copy of donor cells and all offspring belong to the clones and by
sequencing of D-Loop region of mtDNA, it has been determined that the origin of mtDNA from clones are eggs and
therefore are different than donor cell. In addition the presence of mtDNA difference has been observed in
offspring of the clones.
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Giris identikal bireyin Uretimini ifade etmek igin

o . kullanirlar. Tek yumurta ikizleri (veya lglzler vs.)
Klon, bir bireyden fertilizasyon olmaksizin elde

edilen ve onunla genetik olarak 6zdes olan yavru  genetik agidan dogal klonlardir ve bugtinki
olarak tanimlanabilir.  Biyologlar, klonlama klonlama teknolojisinin kesfinde arastiricilar igin
kelimesini genellikle genetik olarak birden g¢ok ilham kaynag olmusglardir (Arat, 2010). Eriskin bir

canlinin basari ile klonlanmasi sonucu dogan ilk
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klon koyun “Dolly” nin (Wilmut ve ark., 1997)
ardindan sigir (Cibelli ve ark., 1998; Kato ve ark.,
1998; Vignon ve ark., 1998),fare (Wakayama ve
ark., 1998), keci (Baguisi ve ark., 1999), domuz
(Onishi ve ark., 2000; Polejaeva ve ark., 2000),
tavsan (Chesne’ ve ark., 2002), kedi (Shin ve ark.,
2002), si¢an (Zhou ve ark., 2003), at (Galli ve ark.,
2003), katir (Woods ve ark., 2003), képek (Lee ve
ark., 2005), gelincik (Li ve ark., 2006), manda (Shi
ve ark., 2007) ve deve (Wani ve ark., 2010) gibi
bircok memeli tlrl ayni yéntem ile klonlanmustir.
ilk klonun Uretilmesinden bu yana bircok calisma
yapilarak teknoloji iyilestiriimeye ¢alisiimis olsa da,
basari ylzdesi halen istenilen seviyede degildir. Bu
baglamda uretilen klonlarin ve onlarin yavrularinin
daha ayrinti tanimlanmasi teknolojinin daha
anlasilir ve kontrol edilebilir hale gelmesinde
faydali olacaktir. Bu amag¢ dogrultusunda klonlar
ve klonlarin yavrularinin molekiler
karakterizasyonu i¢in mikrosatellit ve mtDNA
belirteglerinden yararlanilabilir.

Mikrosatellitler genomda yaygin olarak
bulunmalari, polimorfizm oraninin yiksek olmasi
nedeniyle bircok molekiler biyoloji ¢alismasinda
tercih edilmektedir. Klonlama c¢alismalarinda
Uluslararasi Hayvan Genetik Dernegi (ISAG) ve
Dinya Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO)
tarafindan bireysel tanimlamada kullanilabilecegi
belirtilen mikrosatellit belirteglerden
yararlanilmaktadir. Calismalar incelendiginde klon
ve verici hayvanin genomik 6zdesligini belirmek
amaciyla  farkh  sayillarda  mikrosatellitlerin
kullanildigi  gorilmektedir. Bir ¢alismada; fetal
fibroblast hiicre hatti kullanilarak klonlanmis
buzagl arasindaki genetik kimligin dogrulanmasi
amaciyla genomik DNA, buzaginin periferal kan
hiucrelerinden ve fetal fibroblast hicrelerinden
izole edilmis ve 11 mikrosattellit belirteci
(BM2113, TGLA122, BM1818, RMO067, ETH10,
INRO23, TGLA126, SPS115, ETH225, BM1824,
RMO006) kullanilarak analiz edilmistir (Mello ve
ark., 2003). Analiz sonuglari tiim klon buzagilarin
kendi verici hayvanlar ile 6zdes genotipleri
oldugunu ortaya koymustur. Benzer sekilde
Theoret ve ark. (2006), verici hlicre olarak fetus
dermal fibroblast hicresini kullanarak
olusturduklari  tG¢  klon  sigirdan,  onlarin
olusturulmasinda kullanildiklari verici hiicrelerden
ve kontrol hayvanlarindan izole ettikleri DNA’da
12 mikrosatellit belirte¢ (BM1824, BM2113,
CSSM36, ETH10, ETH225, ETH3, HEL1, INRA0123,
SPS115, TGLA122, TGLA126, TGLA227) ile analiz
yaparak Ug¢ klon ve NT'de kullanilan fetal verici
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fibroblast hicre hatti arasindaki benzerligi
dogrulamiglardir.

Klonlar 6zel hayvanlar olduklari icin mtDNA
yapilari ile ilgili cesitli sonuglar bildirilmistir.

Yetiskin somatik hiicre hattindan klonlanan ilk
hayvan “Dolly” ve fetal hiicre hattindan nikleer
transfer ile tiretilmis koyunlarin mtDNA kokenini
rapor etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada; elde
edilen koyunlarin mtDNA’sina somatik hiicre
vericisinin hicbir katkisi olmadigi saptanmis ve
mtDNA’'nin  yumurta kaynakh oldugu tespit
edilmistir. Bu koyunlar 6zgin nikleer klonlar
olmalarina ragmen, aslinda somatik hiicre kékenli
nikleer DNA fakat yumurta kékenli mtDNA igeren
genetik kimeralar olarak tanimlanmistir (Evans ve
ark., 1999). Nesli tehlike altinda olan tirlerin
turler arasi nikleer transfer islemi ile korunup
korunamayacagini belirlemek amaciyla yapilan
calismada; nesli tehlike altindaki “Bos Gaurus”
somatik hlicre kaynagl ve “Bos Taurus” yumurta
kaynagi olarak kullanilarak niikleer transfer islemi
gergeklestirilmistir. Nukleer transfer islemi ile elde
edilen fetiislerde mtDNA’nin kokeni polimorfik
belirte¢ analizleri ile tespit edilmistir. Bu test 11
farkh doku tipinde (beyin, karaciger, kas, goz,
gonad, kalp, bagirsak, akciger, deri, dil ve bobrek)
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar tim doku
tiplerinde mtDNA kdkeninin yumurta kaynakl yani
“Bos Taurus” irkindan kaynakh oldugunu
gostermistir (Steinborn ve ark., 2000). Benzer bir
galismada “Bos Taurus” yumurta icine “Bos
Indicus” hiicresinin transferi ile olusturulmus klon
“Bos Indicus” buzagisinda mtDNA’nin yumurta
kokenli oldugu ve “Bos Indicus” mtDNA’sinin
erken embiyonik gelisim sirasinda elimine edildigi
rapor edilmistir (Meirelles ve ark., 2001).

Mevcut c¢alismada da klonlar ve vericileri 10
mikrosatellit belirte¢ kullanilarak karsilastiriimis ve
genomik DNA’ larinin vericiler ile 0Ozdesligi
belirlenmeye c¢alisilmistir.  Ayni  sekilde klon
yavrulari da ebeveynlerini belirlemek amaciyla
ayni mikrosatellit belirtecler ile analiz edilmistir.
Klonlarin mtDNA varliginin verici hiicre mi yoksa
alict yumurta mi kaynakli oldugunu belirlemek
amaciyla da mtDNA dizi analizleri yapilarak hem
klonlarin mtDNA kaynagi belirlenmeye c¢alisiimis,
ayni zamanda da mtDNA gecisi yavrularda da
izlenmistir.
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Materyal ve Metod
Calismada Kullanilan Bireyler

Calismada daha 6nce “TUBITAK-TOVAG-1040360-
Anadolu Yerli Sigir Irklarinin Klonlanmasi” projesi
(Arat ve ark., 2011) ile dretilmis 1 erkek, 4 disi
olmak tizere 5 klon boz sigir (Sekil 1), bu klonlarin
yavrulari 2 erkek, 4 disi yavrusu (Sekil 2), klonlarin
Uretilmesinde kullanilan 3 hicre hatti (kikirdak,

hiicre vericisi
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(Niliifer)
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Yazgiila 2y

Kurban

Anne ve babalan klon yavrular
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fibroblast, graniloza) kullanilmistir. Disi klonlarin
hepsi tek bir boz sigirin farkli hiicreleri kullanilarak
elde edilmistir. Tum klonlarin Uretilmesinde alici
sitoplazma olarak holstein sigirlarin yumurtalari
kullanilmistir.

Klon hayvanlar ve yavrularindan alinan kan
ornekleri ile klonlanan hayvanlarin asillarina ait
hicre ornekleri ve Klon 1 (EFE)'den alinan sperm
orneginden DNA izolasyonu yapilmistir.

hiicre vericisi

Klon disi
(Kiraz)

8 3
‘\
Efecan | 1%

Sekil 2. Calismada kullanilan klonlar ve yavrulari

Figure 2. The clones and their offspring used in the study
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DNA izolasyonu

Kan 6rneklerinden DNA izolasyon iglemi standart
fenol/kloroform ekstraksiyon yoénteminde kigtik
degisiklikler yapilarak (Sambrook ve ark., 1989)
gerceklestirilmistir (Sevim, 2016).

Hicre orneklerinden DNA izolasyonunda ilk
olarak, dondurulmus haldeki hicreler +37°C’deki
su banyosunda ¢ozduruldikten sonra DMEM-F12
hiicre kaltir medyumu ile sulandiriip 1000
rom’de 5 dk. santrifij edilmistir. Slipernatant
vakum araciligiyla cekildikten sonra pelet 200 ul
PBS ile sulandiriimistir. Uzerine 30 pl proteinaz K
(20 mg/ml), 30 pl RNAse (5 mg/ml) ve 400 pl NETS
buffer eklenerek 652C" de 2 saat inkilibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi standart fenol kloroform
ekstraksiyonu ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (Sevim, 2016)

Sperm orneginden DNA izolasyonu iki asamada
gerceklestirilmistir. Birinci asamada 2 ml'lik
ependorf tlplerine yaklasik 300 ul “high vacuum
grease jel” konulmustur. Ayri bir 1,5 ml'lik
ependorf tupe, vial igerisindeki sperm bosaltiimig
ve 1 dk. 13.000 rpm de santriflij edilmistir.
Santrifij edilen tlpten sipernatant atilmis ve
pelet 500 pl digestion buffer ile sulandiriimistir.
Bufferla reslspanse edilen bu karisim icerisinde
“high vacuum grease jel” bulunan 2 ml’lik tlpe
aktarilmis ve bu karisim Uzerine 25 ul %20 lik SDS,
50 ul (10 mg/ml) Proteinaz K ve son olarak 25 pl
(1M) DTT (Dithiothreitol) eklenmistir. Bu karisim el
ile bas asagl ederek karistirilmis ve 372C'de 180
rpm de c¢alkalayici da 13-15 saat inklibe edilmistir.
ikinci asamada ise inkiibe edilen karisimdan fenol
kloroform ekstraksiyonu ile genomik DNA elde
edilmistir (Sevim, 2016).

Calismada Kullanilan Mikrosatellit Belirtegler

Calismada Uluslar arasi Hayvan Genetigi Dernegi
(ISAG-International Society for Animal Genetics)
ve FAO MoDAD (Measurement of Domestic
Animal Diversity) tarafindan tavsiye edilen belirteg
listesinden (Hoffmann ve ark., 2004, FAO, 2011)
secilen 10 farkli mikrosatellit belirteci (TGLA122,
ETH225, ETH10, TGLA227, BM1824, INRA23,
SPS115, ETH3, BM1818) kullanilmistir. Bu
mikrosatellit belirtegler kullanilarak polimeraz
zincir reaksiyonlari, 100 ng DNA, 1 x PZR buffer,
0,25 mM dNTP, 1,5 mM MgCl, 0,2 uM primer
(ileri ve geri) ve 0,5 U Taq Polimeraz iceren 20 pl
total hacimde gergeklestirilmistir. PZR kosullari;
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denatiirasyon asamasi 94 2C'de 5 dakika (1
dongii), baglanma ve uzama asamasi 942C’de 30
sn, 579C’de 30 sn ve 722C'de 40 sn (35 dongu),
son uzama asamasl 722C'de 20 dk (1 dongi)
olarak ayarlanmistir. Mikrosatellit belirtegleri ile
polimeraz zincir reaksiyonlari gergeklestirilen
orneklerin  fragment analizleri, RefGen Gen
Arastirmalari ve Biyoteknoloji firmasindan (ABI
310 Genetik Analiz Cihazi) hizmet alimi seklinde
yapilmistir.

Calismada Kullanilan mtDNA Belirteci

mtDNA  analizi  igin D-loop ileri  (5’-
CCATACACAGACCACAGAATGA-3’) ve geri (5'-
AGTCCAAGCATCCCCCAAAATA-3’) (Takeda ve ark.,
2008) primer cifti kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonlari yapilmistir. Bu mtDNA belirteci
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlari 100 ng
DNA, 1xPZR buffer, 0,2 mM dNTP, 1,8 mM MgCly,
0,25 uM primer (ileri ve geri) ve 0,5 U Taq
Polimeraz iceren 20 pul total hacimde
gerceklestirilmistir. PZR kosullari; denatiirasyon
asamasi 94 2C’'de 5 dakika (1 dongu), baglanma ve
uzama asamasl 94eC’de 45 sn, 572C'de 45 sn ve
72°C'de 1 dk (30 dbngl), son uzama asamasi
72°C'de 15 dk (1 dongl) olarak ayarlanmistir.
MtDNA belirteci ile polimeraz zincir reaksiyonlari
gergeklestirilen orneklerin dizi analizleri
Medsantek Laboratuar Malzemeleri San. ve Tic.
Ltd. Sti. firmasindan (Applied Biosystems 3500XL
Genetic  Analyzer) hizmet alimi  seklinde
yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Klonlama teknolojisi ile elde edilen hayvanlar ve
yavrularinin detayh bir sekilde incelenmesi
teknolojinin daha anlasilir hale getirilmesinde
faydah olabilir. Bu amag dogrultusunda klonlar ve
yavrularinin molekiiler karakterizasyon
sonuglarinin elde edilen klonlarin normal bir irk
populasyonu  olusturmasinin  mimkin olup
olmadigi ve bu teknolojinin nesli tiikenmis bir irkin
geriye getirilmesindeki muhtemel potansiyeli ile
ilgili ipuclari verecegi dislnilmustlr. Daha 6nce
yapilan calismalar incelendiginde 6 (Yang ve ark.,
2012), 9 (Zakhartchenko ve ark., 1999), 12
(Theoret ve ark., 2006), 17 (Kato ve ark., 2000)
adet mikrosatellit belirteci kullanilarak klon
sigirlarin genomik DNA acgisindan
karakterizasyonlarinin  yapildigi  gorilmistar.
Yapilan bu yiiksek lisans ¢alismasinda ise 10 adet
mikrosatellit belirteci kullanilarak klon hayvanlar
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ve yavrularinin genomik DNA karakterizasyonlari
yapilmistir. Fragment analizi sonucunda klon
hayvanlar hicre vericileri ile karsilastirilmis ve

birbirleriyle 6zdes olduklari  gdzlemlenmistir
(Cizelge 1).
Fragment analizi sonucunda klon hayvanlarin

yavrulari, ebeveynleri ile karsilastinimig ve
birbirleriyle uyumlu olduklar g&zlemlenmistir.
Ancak disi klonlarin hepsinin (Klon 2, 3, 4, 5) tek
bir hayvanin genetik kopyasi, dolayisiyla genomik
DNA’larinin  ayni  olmasi sebebiyle yavrularin
annelerinin  klon disilerden hangisi oldugunu
belirlemek mikrosatellit belirtegler ile mumkiin
degildir. Klonlar icin 6zel bir durum olarak her bir
klonun farkl yumurta kaynagindan gelmis olmasi
mtDNA analizi ile annelerin tespit edilmesini
saglayabilir. Ancak bu durum mtDNA’nin anne
kaynakli olmasi sebebiyle babalar igin gecerli
degildir.

Bu konuda sunulan birgok rapora ragmen
mitokondriyal DNA gegisi klonlamada hala bir
sorun veya en azindan bir bilinmeyen olarak
degerlendirilmektedir. Teknolojinin uygulanisinin
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bir sonucu olarak klonlarin mtDNA varliginin
yumurtadan gelecegi 6ngorilir. Bunu teyit eden
bircok calismaya ragmen bazi raporlarda tam
acitklanamayan bulgulara rastlanmasi irklar arasi
nikleer transferde farkli genetik materyallerin
birbiri ile uyumu konusunu glindeme
getirmektedir. Klonlama teknolojisi ile elde edilen
hayvanlarda mtDNA gecisinin incelendigi daha
onceki gesitli calismalarin raporlari incelendiginde,
mtDNA’nin normal seksiiel Gremede oldugu gibi
genellikle alict  yumurta kaynakl  oldugu
gorulmektedir (Plante ve ark., 1992; Evans ve
ark., 1999; Steinborn ve ark., 2000; Tae Do ve ark.,
2002; Burgstaller ve ark., 2007).

Yapilan yuksek lisans ¢alismasinda da daha dnceki
calisma sonuglari ile uyumlu olarak molekiiler
karakterizasyonu yapilan 1 erkek ve 4 disi klonun
mtDNA’sinin hiicre vericilerinden farkh oldugu
bulunmus ve mtDNA’larin  yumurta kaynakli
oldugu belirlenmistir.

Cizelge 1. Klon hayvanlar ve hiicre vericilerine ait fragment analiz sonuglari

Table 1. Frangment analysis results of clone animals and their cell donor

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

TGLA122 152-152 152-152 164-164 164-164
ETH225 144-154 144-154 134-144 134-144
ETH10 206-214 206-214 206-212 206-212
TGLA227 78-98 78-98 116-126 116-126
BM1824 180-182 180-182 178-188 178-188
INRA23 196-196 196-196 216-218 216-218
SPS115 248-254 248-254 248-248 248-248
ETH3 114-124 114-124 114-126 114-126
BM1818 262-264 262-264 248-264 248-264
INRAG3 186-188 186-188 186-196 186-196
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Bu klonlardan Klon 2 ve 3 (Ece, Ecem)’iin analiz
sonuglari incelendiginde mtDNA’larinin birbirleri
ile ayni olduklari gorilmustir. Diger 2 disi klonun
(Klon 4-Nilifer ve Klon 5-Kiraz) ise hem
birbirinden hem de Klon 2,3’ten farkli oldugu
tespit edilmistir. mtDNA gegisi generasyonlarda
incelendiginde Klon 4 ve 5'in mtDNA’lari yavrulari
ile ayni ancak Klon 3’Gn vyavrularindan farkli
oldugu belirlenmistir. intrauterin gelisimi boyunca
embriyolar arasinda karsilikli hiicre degisimi ve
vaskiler anostomozdan kaynaklanan kan lenfosit
hicreleri ve {Ureme hicreleri kimerizmi ikiz
sigirlarda iyi bilinen bir olgudur. Bu tip kimerizm
ayni zamanda at, koyun, insan, lama gibi diger
memeli tlrlerinde de gorilmustir (Hiendleder ve
Wolf, 2003). Bir calismada iki farkli yumurta
kaynagindan Uretilen in vitro embriyolarin ayni
anneye transferi sonrasinda ikiz fetuslarin kan ve
karacigerinde kimerizm tespit edilmistir
(Hiendleder, 2007). Bu durumda iki embriyo farkli
yumurtadan gelmis olsa dahi embriyolar arasi
hicre gegisi sebebiyle ikizlerin kaninda iki ayri
yumurtadan kaynakli hiicrelerin bir arada varlig
gorilebilir. Ancak bu durum diger dokularda
olmayabilir. Mevcut ¢alismada ayni alici anneden
dogan ikiz klonlardan biri olan Klon 3’Gn
yavrularinda anneden farkli mtDNA varlg
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gorilmesi disi klonun kan hiicrelerinde ikizi olan
diger klona bagli bir kimerizm olmasina ragmen
Ureme hicreleri de dahil olmak Uzere kan
disindaki diger dokularinda tek bir yumurtadan
gelen mtDNA varhginin mimkin olabilecegini
distindirmektedir. Ancak tim mtDNA analizleri
kan 6rneklerinde yapildigi icin bu ¢alismada kesin
bir sey séylemek mumkiin degildir. Ayrica ayni
anneden dogan klon disilerin dizi analiz
sonuglarinda bazi nukleotidlerde goriilen cift
bantin (Sekil 3) kirlilikten mi yoksa kimerizmden
mi kaynaklandigi ayirt edilememektedir. Gorilen
ikinci bandin gercek olup olmadigi farkh bir
yontemle teyit edilmelidir.

Klonlardaki mtDNA varlig: ile ilgili olarak tam tersi
bir goris klon evcil hayvanlarin Uretilmesinde
mtDNA farkliiginin  getirebilecegi avantajlarla
ilgilidir. MtDNA polimorfiktir ve spesifik ana
hattindaki bazi polimorfizmler sit Uretimi ve
blylime performansi ile alakahdir. Klonlama
teknolojisi istenen genomik DNA ile arzu edilen
polimorfizmi tasiyan mtDNA’ninda bir araya
getirilmesini  ve boylece daha mikemmel
bireylerin ortaya ¢ikmasini da saglayabilir. Ancak
bitiin bu o6ngorilerin arastirmalarla
desteklenmeye ihtiyaci vardir.

g
=
o —

Wi

= +7 o fh | Z £ = k4

280 290 300
i G G G G T c G c T A T C c A Y T G -y A I-I T T Y C c A G

- G - s L s N E F ¥ Q
G s G w R = Y I P Q M - N T F i T P R s
ERl |5 ¢ ¢ 6 ¢ @c ¢ c TEEC: < TEE: TEc TEEEc << B
ECEM 3|5 G G G G T c G c T A T - c o A T G | -y C T T T o c c o G
Boz GC |5 G G G G u c G c T A T c c - A T G A B T T T T A c c - G
220 230 300
m = = = = = = = " = = = & ®w = ® = w =wfs = wfc = = & w =
s &« € € & T ¢ 6 ¢ I 2 T ¢ € & R T & afa ¢ Tft T & € © & &

L]
1]
am
hm
.

[ECEM 3|

[

am

ar
"

WA fvvvvvym

ALY

]
HE
[

L

Sekil 3. Klon 2, Klon 3 ve hiicre vericisi 2 arasinda gen bankasina kayitli sekansa gére 15892. Niikleotidde
gozlemlenen farkhlik

Figure 3. The difference between Clone 2, 3 and cell donor 2 observed on nucleotid 15892 according to
the gene bank sequence reports.
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Sonug ve Oneriler

Bu calisma irklar arasi niikleer transfer sonucu
olusturulmus klon sigir ve jenerasyonlari tizerinde
ylratilmis molekiler karakterizasyon bulgularini
icermektedir. Calisma bulgulari  mikrosatellit
belirteglerin klonlarin 6zellikle koken aldigi birey
ile genomik DNA acisindan 6zdeg oldugunu tespit
etmek amaciyla kullanilabilecegini, ancak genomik
DNA bakimindan o6zdes klonlarin yavrularinin
hangi ebeveyne ait oldugunu belirlemede yetersiz
oldugunu gostermistir.

Klonlama calismalarinda mtDNA gegisi halen bir
bilinmeyen olarak gizemini slirdirmektedir.
Yapilan cesitli calismalar gelisim biyolojisinden
bildigimiz “mtDNA anne orijinlidir” temel bilgisinin
gercek temellerini ve mekanizmanin isleyisini
aydinlatmada sasirtici ipuglari  sunarken her
bulgunun bir 6ncekini destelemeyebildigi ve
birbirinden farkli sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi de

gorilmektedir. Mevcut c¢alismada  klonlarin
hepsinin  mtDNA’lari  klonlandiklari  hayvandan
farkli  bulunmustur. Dolayisiyla tim klonlar

genomik DNA bakimindan identikal ancak mtDNA
bakimindan birbirinden farkhidir. Bu daha &nce
yapilmis bir¢ok calisma ile uyumludur ancak iki disi
klonun klonlandiklari hayvandan farkli mtDNA’ya
sahip olmalarina ragmen aralarinda higbir fark
gorilmemesi dusindirictd  bulunmustur.  Yine
genel bilgi olarak yavrularin  mtDNA’larinin
anneleri ile ayni olmasi gerekir. Oysa iki disi
klonun yavrularinin mtDNA’sI anneleri ile ayni iken
bir disi klonun yavrularinin mtDNA’sI annelerinden
farkh bulunmustur. MtDNA gecisinin daha iyi
aydinlatiimasi amaciyla klonlarin daha ¢ok sayida
yavrusu ile c¢alisilmasi onerilebilir. Yine o6zellikle
birbirinin ayni mtDNA’ya sahip tek tasiyic
anneden dogan ikiz klon disilerin mtDNA varhgi
kan disindaki dokularda da arastirilabilir. MtDNA
profili dizi analizine ilave olarak farkli molekiler
yontemler kullanilarak incelenebilir ve sonuglarin
dizi analizi sonucglart ile nasil  ortlstiga
degerlendirilebilir.

Bir diger konu farkli mtDNA gegisi ile olusturulan
klon strinin st verimi veya blylime
performasinin irk ortalamasindan farkli olup
olmadiginin arastiriimasidir. Elde edilen sonuglar
teknolojinin iyi yonde bir ilerlemeyi saglamada
muhtemel potansiyelini gérmek acgisindan faydali
olabilir.
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