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ONSOZ

Bu ¢alismada hayvanlara ait temel kimlik bilgileri DNA dizisi formatina doniistiiriiliip
sentetik olarak sentezletilmis ve plazmit vektore aktarilarak bilginin geri kazanimi ve
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ederim.
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1. GIRIS

Biiyiikbas hayvancilik sektorii Diinya’da ve lilkemizde 6nemli bir yere sahiptir.
Sigirlar et ve siit gibi gida kaynagi, derileri (Akman ve ark., 2013) ile tekstil malzemesi
gibi cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Gida giivenligi i¢in hayvansal gida lireticileri,
bu iiriinleri igleyen tesisler ve bu iirlinleri satan marketlerin ¢iftlikten sofraya gida
giivenligi takibinde kullanilabilecek giivenilir ve kolay belirlenebilir yontemlere

ithtiyag duymaktadir.

Hayvanlarin isaretlenmesi, yetistiriciler tarafindan Neolitik Cag’dan bu yana
hayvan siiriilerinin kimliklendirilmesi igin kullanilmaktadir (Landais, 2001). Hayvan
sahipleri hayvanlarin1 hirsizlik gibi durumlarda bulabilmek i¢in veya sosyokiiltiirel
inanig ve gelenekleri dogrultusunda hayvan kimliklendirme yontemleriyle
ilgilenmislerdir (Blancou, 2001 ve Landais, 2001). Bu amagla hayvanlari ayirt etmeye
yarayan viicut iistiine yapilan iz ve damgalar, hayvanlarin deri boynuz, toynak gibi
bolgelerine atilan basit centikler ve tasma, kiipe gibi kimliklendirme yoOntemleri

kullanilmistir.

Hayvanlarin 1slahla alakali kayitlarinin tutuldugu soy kiitiigli caligmalarina 1822
yilinda baglanmistir ancak ytlizyildan fazla bir zaman sonra farkl tilkelerde hayvan
saglig1 programi 6zelinde kimliklendirme calismalari baglamistir (Wismans, 1999).
Tiirkiye’de ise 2001 yilinda sigirlar kaydedilmeye ve kimliklendirilmeye baglamistir.
Ardindan hayvan mevcudunun kayit altina alinmasi ve kacak hayvan hareketlerinin
Onlenmesi amaciyla Avrupa Birligi (AB) mevzuatina (1760/2000) uyumlu olarak
“Sigir Cinsi Hayvanlarin Tanimlanmasi, Tescili ve Izlenmesi Y®onetmeligi”

hazirlanmis ve 2002 yilinda uygulamaya sokulmustur (Aydin, 2007).



Ardindan 28130 sayili resmi gazetede yayinlanarak 2011 yilinda giincellenen
yonetmelikte hayvanlarin kimliklendirilmesinde kullanilacak “Tanimlama araclari:
Hayvanlarin tanimlanmasinda kullanilan plastik kulak kiipesi, elektronik kulak kiipesi,

mikrogip, bolus veya bileklik” olarak verilmistir (Resmi Gazete, 2011).

Siklikla kullanilan kulak kiipesi yontemi uygulama sirasinda hem hayvan
refahin1 olumsuz etkileyen hem de yasanabilecek yanlis uygulama, kulakta nekroz
olusturmasi gibi komplikasyonlarin yaninda kolayca diisebilen ve degistirilebilen bir
kimlik sistemidir. Uygulama sirasinda hayvan refahini olumsuz etkileyen diger
kimliklendirme yontemleri de bulunmaktadir. Molekiiler teknikleri de yeni bir boyuta

tasiyan teknolojilerle bu olumsuzluklarin 6niine gegilebilecegi diistiniilmektedir.

Birden fazla 6rnege ait genetik materyalin ¢alisildigi merkezlerde drneklerin
depolanmasi, islenmesi ve ayrim yapilabilmesi i¢in kimliklendirme, numaralandirma
orneklerin karigmamasi icin gereklidir. Ozellikle genom dizileme merkezlerinde,
cithazlarin da etkin kullanim1 i¢in ayn1 anda ¢ok sayida ornek c¢alisilmaktadir. Bu
nedenle de sekanslama teknolojileri ile de dizilenebilen ve dogru bir kimliklendirme
stireci olmalidir. Bu amagla dizileme veya genotiplemeyle, biyoinformatik
karsilastirmalar yapmak i¢in numunelerin optik barkodu kullanilarak numune
kimligini dogrulamak icin ¢esitli ¢oziimler uygulanmistir. Ancak bu yaklasimlar
optimal degildir (Moore ve ark., 2019) ve bu yontemler yiiziinden genetik analiz

sonuglar1 karisabilmektedir.

Sunulan yiiksek lisans tez calismasinda sigirlarda kimliklendirmede
kullanilabilecek sentetik DNA temelli yeni bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir.
Bu yontem hayvanlara ait temel bilgilerin DNA dizisi formatina doniistiiriilmesi ve
sentetik olarak sentezlenmesini icermektedir. Sentezlenen DNA fragmentleri plasmit
vektore klonlanmistir. Ardindan bu klonlar E.coli’ye aktarilarak cogaltilmistir.

Klonlardan elde edilen plazmitler dizi analizi kontroliinden gegirilmistir. Plazmitler



farkli konsantrasyonlarinda sulandirilarak sigirlardan alinan farkli 6rneklere ve farkl
konsantrasyonlarda izole edilmis DNA’ya eklenmistir. Son olarak plazmitlerin PZR
ve geleneksel dizileme yontemleri ile numune kimligini dogrulamak ve capraz
kontaminasyon seviyelerini belirlemek i¢in kullanilabilirligi  belirlenmistir.
DNAidCode adi verilen ve patent bagvurulari tamamlanmis olan (Dog. Dr. Niiket
Bilgen) bu kimliklendirmenin hayvandan elde edilen her tiirlii biyolojik materyalle

birlikte saklanabilecek ozellikte olmasi hedeflenmektedir.

1.1. Kimliklendirmede Kullanilan Yontemler

Biiyiikbas hayvan yetistiriciligi denildiginde genellikle sigir yetistiriciligi
anlasilir. S181r diinyanin birgok yerinde yetistirilmekte olup siit ve et liretiminde 6nemli
bir yere sahiptir. Tiirkiye’de biiyiikbas hayvancilik sektorii ekonomi ve tarim sektorii
icerisinde dnemli bir yere sahiptir. Sigirlar gida kaynagi olmasinin disinda, koylerde
i glicii, deri sanayisinde ham madde, ila¢ sanayisinde ham madde kaynag: olarak da

kullanilmaktadir (Akman ve ark., 2013).

Seleksiyonu  ve yetistiriciligi  yapilacak olan saglikli  hayvanlarin
kimliklendirilmis olmasit 6nemlidir. Bu canlilardan elde edilecek et ve siit gibi
hayvansal gidalarin giivenilir yerlerden temin edilmis olmasi gerekir (Kumar ve ark.,
2018). Sigirlarda bulunan bulasici Sap hastaligi (Foot and Mouth Disease, FMD) gibi
hastalik salginlarinin (Marchant, 2002), tiiketici talepleri, ihracatin gereklilikleri ve
hirsizliklarin 6niine gecebilmek i¢in dogru ve uygun bir kimliklendirme yapilmasi
gereklidir (Dastan, 2010). Yetistirilme amacina gore 1rki, verim 6zellikleri g6z ontinde
bulundurularak secilecek hayvanlarin kimliklendirilmesi i¢in ¢esitli yontemler
mevcuttur. Fakat tek bir kimliklendirme yontemi bazen yeterli gelmemektedir (Dastan,

2010). Kullanilan kimliklendirme yoOntemlerinden ornegin kulak kiipeleri



degistirilebilir, kopup diisebilir, ¢ipler yer degistirebilir, ¢ikartilabilir oldugundan

dolay1 yeni yontemlere ihtiya¢ vardir.

Hayvanlarin kimliklendirme yoluyla tanimmas: ic¢in kullanilan geleneksel
yontemler, elektronik kimliklendirme ve biyometrik metodlar olmak iizere temel
olarak 3 yontem vardir (Dastan, 2010 ve Marchant, 2002). Hayvanlarin
kimliklendirilmesinde kullanilan sicak daglama, kostikle isaretleme, soguk daglama,

boya ile damgalama, kulak ¢entigi ve dovme gibi teknikler geleneksel yontemlerdir.

1.1.1. Sicak Demir Uygulamasi

Hayvanin derisinde goriiniir ve temiz bdlgeye sicak demir kullanilarak fazla
basing uygulanmadan damgalama yapilmasi yontemidir. Bu uygulamayla sigirlar,
atlar, koyunlar ve mandalar geleneksel olarak isaretlenebilmektedir (Daskan, 2010).
Bu yontem uygulandig1 deride yara olusumuna neden olur, deri biitlinliigii bozulur.

Yontem hayvan refahini olumsuz etkiledigi i¢in uygulanmamalidir.

1.1.2. Kostikle Damgalama

Sicak demir uygulamasina alternatif olarak Onerilen bu yontemde ates yerine
kostik tiirii kimyasallar (korozif kostik, kostik soda vb.) kullanilir. Uygulamas1 daha
zor (Caja ve ark., 2004) olan bu yontem de deride yara olusumuna neden olur, deri
bitlinliigi bozulur. Yontem hayvan refahin1  olumsuz etkiledigi i¢in

uygulanmamalidir.



1.1.3. Dondurarak Isaretleme

Ates ve kostik kimyasal yerine diisiik sicaklikta tutulmus, uclari numarali
damgalama demirlerinin hayvanlarin koyu renkli derilerinin iizerine bastirilmasi
islemidir. Uygulamanin yapildig1 bolgede pigmentasyonu saglayan deri hiicrelerinin
dondurularak tahrip edilmesi ile isaretleme yapilan bolgede beyaz tiiylerin ¢ikmasini

saglayan kalic1 bir numaralama yontemidir (Ttimer, 2004).

1.1.4. Boya ile Damgalama

Genellikle koyunlar i¢im uygulanan gecici bir yontemdir. Zararsiz ve yiin

degerini etkilemeyen mavi, kirmizi gibi renkler kullanilir (Neary ve Yager, 2002).

1.1.5. Kulak Centigi

Miilkiyeti gosteren, kalici ve ucuz bir yontemdir (Stanford ve ark., 2001). Ancak
kulak yarast nekrozlari, kikirdak kirilmalar1 ve sineklerin yaralara yumurtalarini
birakmasi sonucu miasis riski olan, kulaga atilacak baska bir centikle eski

isaretlemenin kolayca bozulabilecegi bir yontemdir (Neary ve Yager, 2002).



1.1.6. Dovme

Yaygin olarak kullanilan ve kalici olan bir yontemdir. Hayvan derisine
silinmeyen bir miirekkep ile kimlik numarasinin yazilmasma dayanir. Dovme
yapiminda kullanilan aletlerin uygun temizlik islemlerinin yapilmamasi hastaliklarin
bulasmasina neden olabilmektedir (Neary ve Yager, 2002). Dévmeler zamanla

siliklesebilmekte, uygulama tekrar1 uygulamasi gerektirebilmektedir.

1.1.7. Kulak Kiipeleri

Sahada en sik kullanilan kimliklendirme yontemidir. Kulak kiipeleri metal veya
plastik malzemeden {iretilebilir. Hayvan tiiriine gore farkli sekil veya boyutlarda
kullanilabilmektedir. Kullanilacak kiipenin malzemesi (metal, plastik) c¢evresel
kosullar g6z oniine alinarak tercih edilmelidir (Daskan, 2010). Ayrica kulak kiipeleri
diisebilir, degistirilebililir oldugu i¢in hileye aciktir.

1.1.8. Elektronik Kimliklendirme (Radyo Frekansi ile Tanimlama
Teknolojisi/ RFID)

Diisiik frekans bandinda radyo frekans dalgalar kullanilan ve dokulara zarar
vermeyen bir yontemdir. Kimliklendirmede kullanilan modiillerin yaydigi
elektromanyetik dalgalarin 6zellikleri uluslararasi standartlar tarafindan belirlenmistir.
Bu standartlara gore kullanilan RFID modiillerinin ¢alisma frekansi1 134,2 KHz dir.
Bu frekans degeri diisiik frekans sinifinda yer aldigindan insan ve hayvan sagligina

herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir (Ayvetsan, 2021). Ayrica elektronik



kimliklendirme, enjekte edilebilir mikrogipler, elektronik kiipe ve bolus seklinde

yapilabilmektedir.

1.1.8.1. Enjekte Edilebilir Kimlikleyiciler

Yaklasik 12-15 mm uzunlugunda ve 2 mm ¢apinda olan (Taskin ve ark., 2016)
cok kii¢iik boyutlu, gecirgen olmayan ve canli dokuyla uyumlu bir kapsiil ile ¢evrilidir.
Hayvanlarin viicuduna invaziv bir yontem olan enjeksiyon ile nakledilir. Sigir, koyun
ve keciler gibi eti tliketilen hayvanlarin kimliklendirilmesinde kullanilamamaktadir
(Dagkan, 2010). Enjekte edilen kimlikleyiciler, enjekte edildigi bolgede sabit
kalmamasindan dolay1 enjekte edilen kimlikleyicinin, kesimi yapilacak hayvandan
geri kazaniminin zordur. Bu yoéniiyle tiiketici i¢in tehlike olusturmaktadir (IDEA,

2006).

1.1.8.2. Elektronik Kiipe

Genellikle hayvanin sol kulaginin iist kismina takilan kiipe ile kimliklendirme
yontemidir. Kullanilanacak malzemenin, insan ve hayvan sagligint olumsuz
etkilemeyen bir plastikten yapilmasi gerekmektedir. Elektronik kiipeler hayvanin
kulagina kilitlendikten sonra tekrar kullanima uygun degildir (IDEA, 2006).



1.1.8.3. Bolus

Gevis getiren hayvanlarin iskembe kismina kapsiil ile yerlestirilen ve canlinin
yasami boyunca ayni yerde kalan bir kimliklendirmedir. Yerlestirme islemi mekanik
bir aplikator yardimiyla agiz yolundan yapilmaktadir. Bu kimliklendirme yonteminin
uygulanacag1 hayvanin yasina ve kilosuna gore bir bolus se¢imi yapilmalidir (IDEA,

2006).

Elektronik kimliklendirmenin klasik yani gorsel kimliklendirmeye karsi olan
istiinligl klasik yontemlerde kullanilan barkod numarasi gibi dogrudan goriis (optik
temas) gerektirmeden hayvanin kimlik numarasimnin okunabilmesi olarak ifade
edilebilir. Hayvanlarin kulak kiipesinde bulunan barkodun okunabilmesi i¢in hayvanin
sabit durmasi, barkod lizerinde kir, toz veya diski ile bulasik olmamasi kiipenin barkod
bulunan kisminin okuyucuya doniik durmasi, barkodun herhangi bir dis etken
nedeniyle okunabilirligini yitirmemis olmasi1 gerekmektedir. Ancak elektronik
kimliklendirmede hizli okuma islemi i¢in bu kosullarin higbirinin saglanmasi
gerekmez. Hayvanlar hareketli iken, kiipenin konumundan ve dis etkenlerden
bagimsiz olarak barkodlu kiipelere oranla hizla hayvanlarin bireysel kimlik numaralar

sistemlere tarafindan taninabilir (Ayvetsan, 2021).

Gelisen teknolojilerle birlikte ortaya g¢ikan biyometrik metotlar ise doku
biitlinliigiini bozmadan ve hayvan refahini 6n plana c¢ikartarak kimliklendirme
yapmay1 amaclamaktadir (Marchant, 2002). Ancak bu yontemlerin uygulama
deneyimi gerektirmektedir. Ayrica biyometrik metotlar ile yapilan kimliklendirme ve

bununla iligkili sonuglarin uzmanlar tarafindan analiz edilmesi de gerekmektedir.



1.1.9. Retinal Goriintiileme ile Kimliklendirme

Hayvanin yasami boyunca degismeden kalan ve her hayvanin kendine 6zgii olan
retinaya ait damarlarin goriintiilenmesi esasina dayanir (Daskan, 2010). Deneyimli
kisiler tarafindan yapilmasi gerekmektedir (Celikyiirek ve Karakus, 2017). Kesim,

parcalama gibi islemlerden zarar gormiis damarlar i¢in kullanimi uygun degildir.

1.1.10. Burun Baskilarn

Biyometrik kimliklendirmede kullanilabilen stabil bir yap1 oldugu ve uzun siire
degismeden kalan bir yapida olan burnun “Muzzle” adi verilen bélgenin baskisinin
alinmasi yontemidir (Celikyiirek ve Karakus, 2017). Stampa ve kagit kullanilan ucuz
ve basit bir yontemdir. Baski1 islemi yapilirken hayvanin sabit tutulmasi zordur. Bu

sebeple diizgiin bir burun baskist her zaman elde edilememektedir.

1.1.11. DNA Polimorfizmi ile Kimliklendirme

DNA’daki polimorfik bolgelerin tespit edilmesi ve bu temelde bireyin
kimliklendirilmesinde kullanilabilir (Daskan, 2010). DNA’daki polimorfik bolgeler
Tek Niikleotit Polimorfizmi (TNP, Single Nucleotide Polymorphisms, SNP),
microsatellitler (Kisa Rastgele Tekrarlar, Short Tandem Repeats, STR), baz1 spesifik
gen bolgeleri gibi DNA temelli belirtegler evcil hayvanlarin genotiplendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Caja ve ark., 2004; Ciftcioglu ve ark., 2009 ve
Cunningham ve Meghen, 2001). DNA &rneklemesi ile kimliklendirme yapmak pahali

ve uzmanlik gerektiren bir uygulamadir (Caja ve ark., 2004).



1.1.12. Niikleer Olmayan DNA Barkodlama

DNA barkodlama yontemi ile calisilmak istenilen canli tiiriine bagli olarak
kloroplast, mitokondri gibi organellerin ilgili bolgelerinin 600-700 baz uzunlugundaki
sekanslariin (Bayram, 2020), Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center
for Biotechnology Information, NCBI) GenBank ve BOLD (Barcode of Life Data
Systems) gibi veri tabanlarinda DNA sekanslarinin karsilastirilmasiyla tanimlanmalart

saglanmaktadir.

1.1.13. Sentetik Rastgele DNA Dizileri ile Kimliklendirme

Ozgiin ve tekil rastgele DNA dizilerinin sentezlenmesini ve vektorlere
aktarilmasin1 kapsayan bir kimliklendirme yontemidir. Bu yontem DNA dizilerini
insanlar i¢in denenmis ve kanser arastirmalart genom merkezinde kullanilmistir

(Moore ve ark., 2019).

1.2. Sentetik DNA

Molekiiler aragtirma tekniklerinin gelismesi DNA’nin sekanslanmasi ve
sentezlenmesi ile biyolojik sistemlerin anlasilmasi ve tasarlanmasma yoOnelik
caligmalar 6onem kazanmistir. Bu ilerlemeler ile biyolojik sistemlerin ve hatta tiim
organizmalarin manipiilasyonuna izin veren metabolik yolaklarin tasarimi, DNA nin
tasarim1 ve bir araya getirilmesi (Hugges ve Ellington, 2017), yapay molekiiller
olusturabilme, rekombinant DNA teknolojisi gibi gelismelere imkan saglamistir.

Farkl1 biyolojik kaynaklardan alinan DNA molekiillerinin birlestirilmesi ile elde edilen
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yeni DNA molekiiliine rekombinant DNA denilmektedir (Firidin, 2010). Rekombinant
DNA teknikleri ile belirli bir gen bolgesinin izolasyonu yapilip istenilen bir bagka
canliya bu gen bolgesi aktarilabilmektedir (Altintas ve ark., 2017).

Oligoniikleotitler, DNA bazlarini (adenin, guanin, sitozin ve timin) veya RNA
bazlarini (adenin, guanin, sitozin ve urasil) igeren kisa ve sentetik dizilerdir. Sentetik
oligontikleotitler, genellikle kolon bazli oligoniikleotit sentezi veya mikro dizge bazli

oligoniikleotit sentezi ile olusturulabilmektedir (Hugges ve Ellington, 2017).

1.2.1. Kolon Bazh Oligoniikleotit Sentezi

Cogunlukla sentetik oligoniikleotitlerin hazirlanmasinda fosforamidit kimyasal
yontemi kullanilir. Bu ydntem dort asamadan olusmaktadir. i1k asamada, genellikle
bir sentez kolonu ic¢inde bulunan kati destege bagli dimetoksitritii (DMT),
trikloroasetik asit ilavesiyle aktive edilir. Bu iglem bir sonraki fosforamidit monomeri
ile zincir uzamasi igin destege bagl fosforamiditi aktive eder. Ikinci asamada, dizideki
bir sonraki baz, DMT korumali bir fosforamidit formunda eklenir ve bir fosfit trialteri
olusturan dizide oOnceki niikleozid fosforamiditin 5-hidroksil grubuna baglanir.
Ugiinciisii, herhangi bir reaksiyona girmemis 5-hidroksil grubu, zincir uzatma
dongiisiiniin sonraki turlarinda herhangi bir uzatilmamis diziyi eylemsiz kilmak ve
boylece tamamlanmis oligoniikleotit dizilerindeki silme hatalarin1 azaltmak ig¢in
acilleme ile kapatilir. Dordiincii adimda, monomerler, iyot ¢ozeltisi ile oksidasyon
yoluyla bir fosfat bagma doniistiiriiliir. Istenilen dizi sentezlendikten sonra,
oligoniikleotid kat1 sentez desteginden kimyasal olarak ayrilir. Yiiksek verimli bir
yontemdir fakat oligoniikleotit dizinin uzunlugu arttikca verim azalmaktadir (Hugges

ve Ellington, 2017).
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1.2.2. Mikroarray Bazh Oligoniikleotit Sentezi

Kolon bazli oligoniikleotit sentezinin daha ucuz maliyetli bir alternatifi olarak
ortaya ¢ikmistir. Bu sentezin ilk versiyonlarinda, fosforamidit sentez isleminin bir
modifikasyonu kullanilarak bir mikrogip yiizeyine bagli oligoniikleotitler

sentezlenmistir (Hugges ve Ellington, 2017).

Kimyasal olarak olusturulan, Xeno niikleik asitler yani XNA’lar dogal olarak
olugmayan niikleik asit olarak siniflandirilan sentetik polimerlerdir. DNA’da bulunan
deoksiriboz sekeri ve RNA’da bulunan riboz sekeri yerine Xeno niikleik asitler farkli
seker birimlerinden olusabilmektedirler (Ekmekg¢i, 2016). Xeno niikleik asitler
kendileriyle veya DNA ya da RNA ile ¢ift sarmalli bir yap1 olusturabilmektedirler
(Anasova ve ark., 2016). Xeno niikleik asitler sentetik bir sekilde olusturuldugu icin
istenilen genetik bilgiyi depolayabilir, bu bilgiyi kullanabilir ve aktarabilir (Ekmekei,
2016). Buna ornek olarak kendisini kalip DNA olarak kullanip kopyasini ¢ikartan
FANA (Fluoroarabino niikleik asit) verilebilir (Pinheiro ve ark., 2012).

Hazirlanan bu tezde sigir genomunda olmayan 251 baz uzunlugunda olan DNA
dizileri (DNAidCode) hizmet alim yoluyla sentetik bir DNA olarak sentezletilmistir.
Olusturulan bu sentetik DNA fragmenti plazmit vektore klonlanmigve si1gir tiirtinden
hayvanlardan alinan biyolojik materyallerde kimliklendirmede kullanimi

arastirilmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Rastgele DNA Dizisi Uretilmesi

Istenilen, belirli baz uzunluklarinda, Guanin (G) ve Sitozin (C) igerigine sahip
diziler hazirlamak i¢in, rastgele DNA dizisi liretimine yarayan, kullanima agik web
tabanli (Sekil 2.1) bir uygulama ile (Random DNA Sequence Generator, 2021) farkl
uzunluklarda rastgele 100 adet DNA dizisi iiretilmistir. Diziler iiretilirken tekrar eden
bazlarin oranlari incelenmis ve ardindan tiiretilen dizinin sigir genomunda eslenigi

olup olmadig1 arastirilmistir.

Random DNA Sequence Generator

Enter values and click button.
Size of DNAin bp: [1000 |

GC content (between 0 and 1):/0.50
| Generate |

Sequence:

[Resources Page] [Main Page]
mmaduro@citrus.ucr.edu

Sekil 2.1. A¢ik erisim rastgele dizi tasarlama sayfasi.

Diziler {retilirken DNA biyiikliikleri 20-30-40-50 baz uzunlugunda
siirlandirilmig, tiretilen dizinin G ve C igerigi 0,50 olarak belirlenmistir. Her bir
uzunluktan 25’er adet dizi iiretilmistir. Bu rastgele iiretilen dizilere ek olarak 43-44-
46 baz uzunlugunda 0,50 GC igerigine sahip, 42-45 baz uzunlugunda 0,30 GC
icerigine sahip ve 41-47 baz uzunlugunda 0,20 GC igerigine sahip rastgele DNA

dizileri de ayn1 web tabanli uygulama kullanilarak iiretilmistir.

13



Diziler farkli veri tabanlarinda bulunan sigir referans genomlarinda Temel Yerel
Hizalama Aract (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) kullanilarak
incelenmistir. BLAST, biyolojik diziler arasindaki benzerlik bodlgelerini bulmaya
yarayan aragtir. Bu program ile niikleotid dizilerini veri tabanlariyla karsilastirilarak

ve karsilastirmanin istatistiksel dnemi hesaplanabilmektedir.

2.2. Rastgele Uretilen Dizilerin Genomlarda Taranmasinda Yararlamlan
Veri Tabanlari

BLAST algoritmasinin oldugu ve referans genomlarin yer aldig1 ii¢ ana ¢evirim

i¢i veri tabani kullanilmistir.

2.2.1. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Bankasi (National Center for
Biotechnology Information, NCBI)

Birlesik Devletler Ulusal Tip Kiitiiphanesi’ne (National Library of Medinice,
NLM) bagli olarak 4 Kasim 1988’de Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Bankasi (National
Center for Biotechnology Information, NCBI) kurulmustur.

NCBI genom verilerini analiz etmek i¢in matematiksel ve bilisimsel yontemler
temelli yazilim araglar gelistiren ve kullanan herkesin erisimine acik ¢ok genis bir veri
bankasidir. NCBI internet adresinden makale, gen, protein, niikleotid, genom gibi
farkli verilere ulasilabilmektedir. Bu veri tabaninda dizilerin karsilastirmasinda

kullanilan BLAST algoritmas1 da ¢evirim igi olarak yer almaktadir.
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Rastgele tiretilen DNA dizilerinin s1g1ir genomunda varliginin arastirilmasi i¢in
NCBI veri tabaninda, BLAST ve daha sonra “Nucleotide BLAST” sayfalarina gidildi.
Karsilastirilmak istenen rastgele dizi “Enter Query Sequence” kismina yazildi.
“Choose Search Set” basligmmin altinda olan, “Organism” kisminda Bos taurus
(taxid:9913) secildi. BLAST algoritma parametreleri NCBI’da varsayilan olarak
kullanildr (Sekil 2.2.).

== Algorithm parameters

General Parameters

o

sequences

Select the maximum number of aligned sequences to display 9
Short queries Automatically adjust parameters for short input sequences @
Expect threshold e
Word size @
Max matches in a l:l [

query range

Scoring Parameters

Match/Mismatch Q

Scores
Gap Costs [ Linear v 1@

Filters and Masking

Filter Low complexity regions @
|| Species-specific repeats for: [ Homo sapiens (Human) v |@
Mask Mask for lookup table only @

[_J Mask lower case letters @

Sekil 2.2. NCBI'da Kullanilan Parametreler.

2.2.2. Ensembl

Ensembl, Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii (European Bioinformatic Institute,
EBI) tarafindan olusturulmustur. Ensembl, omurgali genomlarinin karsilastirmali
genomik, evrimsel analizler, dizi varyasyonu ve transkripsiyon regiilasyonu
arastirmalarini destekleyen bir genom tarayicisidir. Ensembl veri tabaninda genlerin
anotasyonunu, ¢oklu hizalamalarin istatistiksel hesaplar1 ve regiilator islev tahminleri

yapilabilir. Ayrica hastaliklarin genetik ve fenotipik bilgilerinin toplandig1 bir veri
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tabanidir. Ensembl’a kayitl tiim tiirler icin BLAST, BLAT, BioMart ve Varyant Etki
Tahmin Edici (Variant Effect Predictor, VEP) araglar1 kullanilabilmektedir.

Rastgele tiretilen DNA dizilerinin s1gir genomunda varliginin arastirilmasi i¢in
Ensembl veri tabaninda, “BLAT/BLAST” sayfasina gidildi. Karsilastirilmak istenen
rastgele dizi “Search against” kismina “Cow” yazild1 ve BLASTN segilerek varsayilan

Ensembl algoritmasina gore karsilastirma yapildi. (Sekil 2.3.).

General options B

Maximum number of hits to report:

Maximum E-value for reported alignments:

Word size for seeding alignments:
Scoring options Bl

Match/iMismatch scores:

Disallow gaps in Alignment: ]

Filters and masking options &

a

Filter low complexity regions:

Filter query sequences using RepeatMasker:

Sekil 2.3. Ensembl'da Kullanilan Parametreler.

2.2.3. Kaliforniya Santa Cruz Universitesi (University of California
Santa Cruz, UCSC) Genom Saglayicisi

Kaliforniya Santa Cruz Universitesi ve Uluslararasi insan Genomu Projesi
Konsorsiyumu’nun diger liyeleri 22 Haziran 2000'de, insan genomunun ilk taslagini
tamamlayarak genoma Ticretsiz erisim imkam saglamis ve birka¢ hafta sonra, 7
Temmuz 2000'de, UCSC Genom Saglayicisi internat adresinde yaymlanmustir. Yillar
icinde ilgisi internet sayfasi verileri goriintiileme, analiz etme ve verilerin indirilmesini
saglayacak sekilde gelistirilmistir. Ayrica omurgali tiirler ve model organizmalara ait

veriler koleksiyonda yer almaktadir. UCSC veri tabaninda bulunan araglardan Temel
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Yerel Hizalama Araci (Basic Local Alignment Tool, BLAT) uzunlugu 25 veya daha
fazla bazlik DNA parcalarin1 %95 {istiinde benzerlige sahip dizileri hizli bir sekilde
bulmak i¢in tasarlanmistir. %95’ten biiyiik farklilik tasiyan ve kisa diziler hizalama

testinde kagirilabilmektedir (Kent, 2002).

Rastgele iiretilen DNA dizilerinin sigir genomunda varliginin arastirilmasi igin
UCSC Genom Saglayict veri tabaninda, “BLAT” sayfasina gidildi. Ag¢ilan sayfada
genom bilgisinde “cow” ve en gilincel genom versiyonu (Apr.18; ARS-
UCD1.2/bos.Tau9) se¢ildi. Sonuglarin tiimiiniin listelenmesi i¢in “All Results (no
minimum matches” isaretlendi (Sekil 2.4.). Rastgele firetilen DNA dizileri

karsilastirma kutucuguna yazildi ve BLAT baslatildi.

BLAT Search Genome

Genome: (] Search all Assembly Query type: Sort output Output type
(Apr. 2018 (ARS-UCD1.2/bosTaud) ~] [BLATs guess v|  [queryscore v| [hyperink v

A
All Results (no minimum matches) | Submit || I'm feeling lucky || Clear |

Paste in a query sequence to find its location in the the genome. Multiple sequences may be searched if separated by lines starting with "=' followed
by the sequence name.

Sekil 2.4. UCSC'de Kullanilan Parametreler.

2.3. Rastgele Uretilen Dizilerin Genomlarda Taranmasi

Rastgele olarak {iretilen DNA dizileri, NCBI, Ensembl ve UCSC wveri
tabanlarinda taranmistir. NCBI veri tabani i¢in Bos taurus (taxid:9913), Ensembl veri
taban1 ve UCSC Genom Saglayicisinda ARS-UCD1.2/bos.Tau9 genom
versiyonlarinda taranmustir. Veri tabani taranmasinda asagidaki parametreler

kullanilmistir.
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Cizelge 2.1. Rastgele dizilerin veri tabanlarinda taranirken kullanilan parametreler.

NCBI Ensembl UCSC Genom Saglayici
Sorgu tiiri BLASTN BLASTN BLAT's guess
Sequence Fasta Fasta Fasta
Standart database/ DNA Databese/
Database . ; . Genome
Nucleotide collection Genomic sequence

. . Cow/Apr.18 (ARS-
Organizma adi Bos taurus (taxid:9913) Cow UCD1.2/bos. Taug)
Optimize for/ | Highly similar sequences All Results (no

s Normal e
Search sensivitiy (megablast) minimum matches)
Max target 100 100 25 ve iizeri
sequences
Match/Mismatch 12 1-3 query, score
Scores
. Opening:2, .

Gap Costs Lineer Extension:2 Hyperlink

Sequence: Sekans; Database: Veri tabani; Optimize for/ Search sensivitiy: Taramanin hassasiyeti; Max
target sequences: En yiiksek hedef baz igerigi; Match/Mismatch Scores: Eglesme ve eslesmeme puant
Gap Costs: Eglesmedeki bosluk orani

2.4. Orneklem

Uretilen rastgele DNA dizilerinin kimliklendirmede kullanilacag: hayvanlarin
orneklemi Ata Fen Veteriner Malzemeleri Hayvancilik Pazarlama Sanayi ve Ticaret
Anonim Sirketi’ne bagli Ege Vet dondurulmus sigir spermasi iiretim tesislerinde
yapilmis ve 2019-2020 yillar1 arasinda sperma satis1 en fazla olan hayvanlar se¢ilmistir
(n=5). Hayvanlarin kulak kiipe numaralar1 kaydedilmis, fotograflari ¢ekilmis, burun
izi 6rnekleri alinmis ve V. Jugularis’ten steril ignelerle girilerek KsEDTA’l1 tiiplere
9ml kan toplanmustir. Bu islem igin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan izin alimmistir (06/01/2021 tarihli, 2021-1-1 numarali karar) (Ek-1).
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2.5. Temel Kimlik Bilgilerinin DNA Dizi Formatina Cevrilmesi

Bilgilerin DNA dizisi formatina ¢evrilmesi i¢in bir harf ve karakterleri i¢ceren bir
ceviri tablosu gerekmektedir. Temel kimlik bilgilerinin DNA dizisi formatina
cevirmek i¢in ¢evirim i¢i kullanima agik olan bir sayfadan yararlanilmistir (Simple
DNA Writer, 2021). Sigir tiirii i¢in temel kimlik bilgileri kulak kiipe numarasi,
cinsiyet, 1rk, konum bilgisi olarak belirlenmistir. Bu bilgiler “Simple DNA Writer”
ceviri tablosu (Cizelge 2.2.) kullanilarak ilgili bilgileri igeren karakterler DNA dizisi

formuna doniistiiriilmiistiir.

Cizelge 2.2. Temel kimlik bilgileri gevirisinde kullanilan DNA kodlari.

Karakter Kod  Karakter Kod Karakter Kod
0 ATA C TCA Q TAT
1 TCT D TAC R CAC
2 GCG E CTA S TGA
3 GTG F GCT T TAG
4 AGA G GTC u GAT
5 CGC H CGT \% GTA
6 ATT | CTG w ATG
7 ACC J TGC X AGT
8 AGG K TCG Y GAC
9 CAA L ATC z GCA
Start TTG M  ACA AGC
Stop TAA N CTC . ACG
A ACT o] TGT
B CAT P GAG

2.6. DNAIidCode

Bireye ait cinsiyet, irk, tiir, konum gibi temel bilgilerini iceren DNA baz dizisi

formatinda olan 6zgiin sentetik DNA dizilerine DNAidCode ismi verilmektedir
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(Bilgen, Patent bagvuru no:2020/07204). Tek zincirli 6zgiin oligoniikleotitlerden

olusacak DNAidCode’larda her bir sigir icin ileri (forward) primer, kulak kiipe

numarasi, DNAidCodeCattleSPS, cinsiyet, irk bilgisi, koordinat bilgisi, enzim kesim

bolgesi, rastgele olarak tiretilen sigir genomunda olmayan 40 bazli DNA dizisi ve ileri

(reverse) primer bolgeleri bulunmaktadir. Bu bolgelerden kulak kiipe numarasi,

cinsiyet, 1rk bilgisi ve koordinat bilgisi Cizelge 2.2.’de verilen “Simple DNA Writer”

karakter kodlarina gore tiiretilmistir.

Bolgelerin ozellikleri Cizelge 2.3.’de

aciklanmustir 6rnek diziler Ek3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. DNAidCode igindeki bdlgeler ve dizilerin 6zellikleri.

Bolge no Bolge ad1 Ozelligi
1 Ileri yonlii primer PZR ve sekans analizlerinde kullanilabilecek, sisteme 6zgii ve tim
dizilerde yer alacak 21 baz uzunlukta sigir genomunda olmayan primer
dizileri
2 Kulak kiipe numarasi Kulak kiipe numarasiin simple DNA write ile DNA dizisine
doniistiirtilmiis formati
3 Enzim kesim bolgesi Karakter bilgileri gibi bilgilerin eklenebilmesi i¢in kiit ya da agik ug
olusturacak enzim kesiminde kullanilacak 6 baz uzunlugunda olan bir
dizi
4 Cinsiyet Disi cinsiyet i¢in Female’nin F ‘si, erkek cinsiyet i¢cin Male’nin M’si
simple DNA write ile DNA dizisine doniistiiriilmiis 3 baz uzunlugunda
dizi
5 Koordinat Koordinat bilgisinin simple DNA write ile DNA dizisine
doniistiiriilmiis sekli (enlem ve boylam sirasiyla verilecektir).
6 Irk Irk isiminin ilk {i¢ harfinin (Holstein i¢in HOL, Simmental i¢in SIM)
simple DNA write ile DNA dizisine doniistiiriilmiis 9 baz
uzunlugundaki dizi
7 Geri yonlii primer PZR ve sekans analizlerinde kullanilabilecek, sisteme 6zgii ve tim
dizilerde yer alacak dizilerde yer alacak sigir genomunda olmayan
primer dizileri 21 baz uzunlukta primer dizileri
8 DNAidCode DNAidCode kelimesinin simple DNA write ile DNA dizisine
doniistiiriilmiis 27 baz uzunlugundaki dizi
9 DNAcode S1g1r genomunda olamayan 40 baz uzunlugundaki dizi
10 DNAidCodeCattleSPS S1g1r genomunda olamayan 40 baz uzunlugundaki dizi
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2.7. Plazmite DNA Dizilerinin Kodlanmasi

Bir genin klonlanmasinda bakteriler, plazmitler, mayalar vektoér olarak
kullanilabilir (Brown, 1990). Plazmitler, konak hiicreden bagimsiz bir sekilde
cogalabilen kiiciik, halkasal yapili kromozom diginda bulunan DNA’lardir (Brown,
1990 ve Sambrook, 1989). Klonlamanin temeli organizma genomundan elde edilen
DNA pargasinin vektore yerlestirilmesidir (Kuk ve Erensoy, 2008). Bu sekilde olusan

molekiile rekombinant DNA denilmektedir.

DNA’y1 spesifik yerlerden kesen enzimlere restriksiyon enzimleri denir. Bu
enzimler DNA’nin manipiilasyonlar i¢in ¢ok dnemlidir. Restriksiyon enzimleriyle
kesilen gen, plazmitle DNA ligaz enzimiyle belirli sicaklik ve reaksiyonlar ile
birlestirilmektedir. Bu sicaklik ve reaksiyon kullanilan materyalin iiretildigi firmalara

gore degiskenlik gostermektedir (Kuk ve Erensoy, 2008).

Olusturulan 251 baz uzunluguna sahip diziler ticari olarak gen sentezi yapan bir
firmada sentezletilmis (Gene Universal, ABD), ¢ift sarmalli DNA fragmenti haline
getirilmistir. DNA fragmentleri pUC57-Bsal-Free plazmit vektore (Sekil 2.5.) firma
tarafindan klonlanmistir. Kullanilan plazmit vektor 2976 baz ¢ifti uzunlugunda olup
plazmiti olusturan biitlin dizi bilinmektedir. Plazmitler liyofilize sekilde teslim

edilmistir.
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Sekil.2.5. Codel'i igceren pUC57 plazmit vektor.

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Molekiiler arastirmalarda siklikla kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PZR) niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltma islemi
olarak tanimlanabilir (Yildirim ve ark., 2011). PZR, yiiksek 1s1 ile iki zincir arasindaki
baglarin acilmasiyla olusan denatiirasyon, cogaltilmak istenilen bolgeye 6zgiil sentetik
olarak iiretilen oligoniikleotitlerin kalip DNA’ya baglanmasit ve deoksi niikleotit
trifosfatlar (ANTP’ler) ile uzamayla bu ii¢ asamalarin belirli sayida tekrarlanan
dongiilerinden meydana gelmektedir. PZR’de kullanilan ana bilesenler; kalip DNA,
oligoniikleotitler (ileri ve geri yonlii primerler), dNTP, tag DNA polimeraz enzimi,
tampon ¢ozelti (10XBuffer) ve magnezyum kloriirdiir (MgClz). DNAidCode dizileri
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icinde yer alan ileri ve geri yonlii oligoniikleotitler kullanilarak optimizasyon PZR’1

kurulmustur.

2.8.1. Primerlerin Sulandirilmasi ve Kullanim Primerleri Hazirlanmasi

DNAIidCode dizilere spesifik olarak {iretilen ileri primer ve geri primer
kullanmak i¢in iiretici firmanm 6nerileri dogrultusunda sulandirilds. ileri primere 388
ul ddH-0O, geri primere 548 pul ddH,O eklenerek 100 pikomol/ul son hacim elde edildi
ve primerler -20 °C’ye kaldirildi.

Bir gece -20 °C’de bekleyen primerlerden kullanim primerleri hazirlandi.
Baslangi¢ hacmi 100 pikomol/ul olan stoktan 10 pikomol/ul olacak sekilde, 5 ul

primer ile 45 pl ddH-O kullanilarak 50 pl son hacimde kullanim primerleri hazirlandi.

2.9. Plazmitlerin Sulandirilmasi

TR171172835, TR171172847, TR353200163, TR451518010 ve TR451563243
kiipe numarali hayvanlar i¢in hazirlanmis DNAidCode, forward primer,
DNAidCodeCattleSPS, kulak kiipe numarasi, cinsiyet, 1irk bilgisi, koordinat bilgisi,
enzim kesim bolgesi, DNAcode, reverse primeri igeren liyofilize plazmit vektorler

kullanilmak i¢in sulandirildi. Bunun igin;

eKapakta plazmit kalmis olabilecegi i¢in plazmit liyofilize haldeyken 1-
2 saniye short spin (kisa doniis) santrifiij yapildi.
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¢50 pl DNase ve RNase olmayan su (DEPC treatedwater) plazmit i¢ceren

tiiplere eklendi.

e Vortex (merkez ¢evresinde donme) ve short spin yapildi.

¢100 ng/ul lik son konsantrasyon elde edilmis olup, %1°lik agaroz jelde

goriintiilendi ve -20 °C’ye daha sonra kullanilmak tizere kaldirildi.

2.10. Plazmitlerin Bakterilere Klonlanmasi

Rekombinant DNA’nin bakteri hiicrelerine sokulmasina transformasyon

denilmektedir. Bu islem kimyasal yollarla veya elektroporasyon metodu ile

gerceklestirilebilinir (Kuk ve Erensoy, 2008). Rekombinant DNA molekiiliiniin

bakteriyel hiicrelere transformasyonu ile bakterilerin boliinmesiyle klon kopyalar

olusur. Klonlanmanin varlig: transforme olan hiicrelerden saflastirma islemi ile teyit

edilmektedir (Sambrook, 1989).

2.11. Kompetan Hiicre Yapim ve Transformasyon

Sentezletilen plazmitleri ¢ogaltmak i¢in kompetan hiicre (Abm, Amerika)

kullanilarak DNAidCode igeren plazmitler aktarildi.

e -80°C’den alinan alinan kompetan hiicreler buz dolu bir kopiigiin i¢inde

erimeye birakildi.

e Onceden sulandirilmis 100 ng/ul DNAidCodel,

DNAIidCode2, 100 ng/ul DNAidCode3, 100 ng/ul DNAidCode4, 100

ng/ul DNAidCode5 i¢in eppendorf tiip hazirlandi.



e 100 ng/ul DNAidCodel, 100 ng/ul DNAidCode2, 100 ng/ul
DNAIidCode3, 100 ng/ul DNAidCode4, 100 ng/ul DNAidCode5 -20
°C’den ¢ikarilip buz iistiine konuldu.

e Kompetan hiicreden 60 pul her tiipe koyuldu.

e 100 ng/ul’lik code’lardan 1 pl ¢ekip kompetan hiicrenin oldugu tiipe
koyuldu.

e 100 ng/ul DNAidCodel, 100 ng/ul DNAidCode2, 100 ng/ul
DNAIidCode3, 100 ng/ul DNAidCode4, 100 ng/ul DNAidCode5 -20
°C’ye ve hazirlanan 6rnek (60 pl competan hiicre ve DNAidCode igeren
1 ul plazmit) +4 °C ‘ye kaldirildi.

e 30 dakika icin zamanlayici agild. Inkiibatér 42 °C’ye ayarlandh.

e 30 dakika bitince DNAidCodel, DNAidCode2, DNAidCode3,
DNAIidCode4, DNAidCode5 45 saniye i¢in inkiibatore alindi.

e Inkiibatdrden alinip 2 dakika siire buzda bekletildi. Béylelikle (1s1 soku
ile) kompetan hiicrenin porlar1 agild1 ve plazmitleri almas1 saglandi.

e 150 ul LB s1v1 besi yeri her tiipe eklendi. Ornekler buzdan alind1.

e Ornekler 210 rpm’del saat 37°C’de sallamali inkiibatdre yerlestirildi.

e [ saat sonunda nutrient (besin) kat1 besi yerine plastik 6ze ile code’larin
ekimi yapildi (ates varliginda).

e 37°C’de etiivde 1 gece bekletildi.

1 gece beklemenin sonucunda kompetan hiicreler kati1 besi yerinde ¢cogaldi.

2.11.1. Kompetan Hiicrelerin Ampisilin iceren Sivi Besi Yerine Ekimi

Kompetan hiicrelerin secilebilmesi i¢in ampisilin igeren sivi besi yerine ekimi
yapildi. Normal bakteride ampisilin direng geni olmadigi i¢in transforme bakterilerin

tiremesine imkan saglandi.
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e Kati nutrient besi yerinden plastik 6ze ile kompetan hiicreler alinarak
ampisilin igeren siv1 besi yerine ekildi. Her code i¢in 2 tane ampisilin
iceren s1v1 besi yeri kullanildi.

e 100 rpm’de sallamal1 inkiibatore 24 saat i¢cin 37 °C’ye birakildi.

LB ampisilinli sivi besi yerine ekim yapilan plazmit igeren kompetan
hiicrelerden code’lar1 igeren plazmitlerin izolasyonu icin Pi, P2, P3 soliisyonlari

kullanildi. Kuruyan ependorf i¢indeki drnekler i¢in 50 pl elution buffer ile ¢ozildii.

2.12. PZR Kurulmasi

PZR optimizasyonu i¢in kullanilan kimyasallarin oranlar1 Cizelge 2.4.’de

verilmistir.

Cizelge 2.4. DNAidCode dizileri PZR birlesenleri oranlari.

PZR Bileseni Miktar
ddH,0 13,3 ul
10xB 2,5ul
MgCl, 5ul
dNTP 0,5 ul
ileri primer 0,5 pl
geri primer 0,5 ul
Tag DNA polimeraz 0,2 ul
Kalip DNA (DNAidCodel, DNAidCode2, DNAidCode3, 251
DNAidCode4, DNAidCode5)

Son hacim 25 ul

Malzemeler -20 °C’den alinip kapali kabin i¢ine konuldu. PZR tiiplerine
DNAidCodel, DNAidCode2, DNAidCode3, DNAidCode4, DNAidCode5’1 ayr1 ayri
iceren plazmit vektdrlerden 2,5 pl sirasiyla tiiplere konuldu. Plazmit vektorler tekrar

hizli bir sekilde -20 °C’ye kaldirildi.
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Verilen oranlara gore yiiksek hacimde olandan baglanarak master mix (ana
karisim) hazirlandi. Bilesenler karisima eklenmeden 6nce vortex ve short spin santrifiij

yapildi. Kullanilan malzemeler islem tamamlandiktan sonra -20 °C’ye kaldirildi.

PZR tiipleri her kuyucuga farkli sicaklik uygulayabilen gradient PZR (Biorad
C100), cihazda primerlerin TM degerlerine gore 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C ve 60 °C
sicakliklara yerlestirildi (Cizelge 2.5.).

Cizelge 2.5. DNAidCode dizileri PZR optimizasyonu i¢in kullanilan i¢in uygulanan 1s1l dongii sicaklilar1 ve
stireleri.

Sicakhk Siire
94 °C 1dk
94°C 30sn

55-60°C 30sn X40

72°C 30sn

72°C 5dk

2.13. DNA izolasyonu

DNA molekiiliine zarar vermeden cesitli yontemler kullanilarak makro
molekiillerin ortamdan uzaklastirilmast (Giiler ve ark., 2018) islemine DNA
izolasyonu denir. DNA izolasyonu yapmak i¢in cokca yontem ve ticari Kkitler
gelistirilmigstir (Asghar ve ark., 2015 ve Wingfield ve Klein, 2012). Kullanilan kit veya
yontem elde edilen DNA nin kalitesini etkiledigi i¢in kullanilan (Giiler ve ark., 2018)
yontem veya kit dogru ve ¢alismanin amacina uygun bir sekilde secilmelidir. Bu tez
calismasinda da kandan Plazmit DNA’y1 ve genomik DNA’y1 aynmi anda izole
edebilmek i¢in ticari bir niikleik asit ekstraksiyon kiti (Vivantis, lot: 40149-20) ve
fenol, kloroform, izoamil alkol (FKI, 24:23:1) olmak iizere iki farkli ydntem

kullanilmistir, yontemlerin basarisi karsilagtirmali olarak incelenmistir.

27



DNA izolasyonu i¢in kullanilan niikleik asit ekstraksiyon kitinin (Vivantis, lot:

40149-20) protokoliine gore asagidaki adimlar izlenmistir.

e 200 pl buffer BB ile 200 pl sigir kan 6rnegine eklenerek, vortex ve short
spin santrifiij yapildi.

e 20 ul Proteinaz K eklenip, vortex ve short spin santrifiij yapildi.

e (alkalamali inkiibatorde 65 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

e Toplam hacim eppendorftan alinip kolonlu tiiplere aktarildi. 5000 g (rcf)
’de +4 °C’de 1 dakika santrifiij yapildi. Kolon c¢ikarilip altta kalan sivi
bosaltildi.

e 200 pul %100 etanol (-20 °C’de) eklendi. 5000 g (rcf) ’de +4 °C’de 1
dakika santrifiij yapildi. Kolon ¢ikarilip altta kalan siv1 bosaltildi.

e 500 pl wash bufferl kolonlara eklendi. 6000 g (rcf)’de +4 °C’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Dipte kalan s1vi kisim bosaltildu.

e 500 pl wash buffer2 kolonlara eklendi. 6000 g (rcf)’de +4 °C’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Dipte kalan s1vi kisim bosaltildi.

e 500 pl wash buffer2 kolonlara eklendi. 14000 g (rcf)’de +4 °C’de 3
dakika santrifiij yapildi. Dipte kalan sivi kisim bosaltildi. Agz1 agik bir
sekilde kurumaya birakildi.

e Kuruyan kolonlar yeni eppendorflara alindi.

e 100 pl elution buffer (65 °C’de) kolonlarin {istiine eklendi. 2 dakika
beklenildi.

e 5000 g (rcf)’de +4 °C’de 1 dakika santrifiij yapildi.

e Kolonlar atildi. DNA kolondan eppendorf tiipe gecti.

Kandan genomik DNA’y1 izole edebilmek i¢in kullanilan bir diger yontem olan
fenol, kloroform, izoamil alkol (FKI, 24:23:1) yontemi icin Cizelge 2.6.’daki

kimyasallar kullanilmistir.

28



Cizelge 2.6. Feno

I-kloroform-izoamil alkol (FKI) yénteminde kullanilan kimyasallar.

Kullanilan kimyasallar

Salt/EDTA: 75mM NaCl, 25 mM EDTA
25:24:1 oraninda 15 ml fenol, kloroform, izoamil alkol (FKI): 7,5 ml fenol (pH 8), 7,2 ml

kloroform, 0,3
24:1 oraninda
2X lizis buffer
Proteinaz K

%10 SDS solii:

ml izoamil alkol
15 ml kloroform, izoamil alkol (Ki): 14,4 ml kloroform, 0,6 ml izoamil alkol

syonu

Etil alkol (%70’ lik ve -20 °C’den alinmalidir)

FK1i yénteminde kullanilan protokol;

Orneklerin bulundugu falkon tiiplere 160 pul EDTA (0,5 M; pH 8,0)
eklendi.

2X lizis buffer ile 15 pl’ye tamamlandi. Tiipler nazikge alt tist edilerek
tyice karistirildi.

Tipler 30 dakika buzda bekletildi.

Tiipler 10 dakika 3000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant
kisim atilarak kalan pelete 1ml salt/EDTA eklendi.

100 pl %10 SDS solusyonu ve 50 pl proteinaz K eklendi. Ornekler 55
°C’de 3 saat etiivde bekletildi.

Etlivde bekletilme sonunda 1 ml fenol (pH 8,0) her tiipe eklendi. Tiipler
20 saniye sert bir sekilde ¢alkalanip, 5 dakika da yumusak bir sekilde
karistiricida ters ytiz edildi.

Tiipler 10 dakika 3000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant
kisim isimlendirilen dogru tiiplere alindi. Uzerine 1 ml FKI karisimindan
her tlipe eklendi.

Tiipler 5 dakika 3000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi.

Stipernatant kisim isimlendirilen dogru eppendorflara alindi. Hacmin iki
kat1 -20 °C’de etanol eklendi. Bir gece beklemeye birakildi.

1 gece -20 °C de etil alkol i¢inde bekletilen DNA, ertesi giin 5 dakika
5000 rpm’de santrifiij edildi.

Alkol dikkatlice dokiildii, kalan alkol pipetle alinarak atildi. DNA agzi

acik olarak 1 saat laminair flowda (kabin) kurutulmaya birakildi.
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e 50 ul ddH20 ile sulandirildu.

2.14. Plazmit ve Biyolojik Materyallerin Karisim Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

DNAidCode’u igeren plazmit vektorlerin biyolojik materyallerden genomik
DNA ile izole edilebilmesi, plazmidin biyolojik materyaller icindeki
stabilizasyonunun dl¢iilmesi igin farkli konsantrasyonlarda plazmit vektorler ile sigir
kan 6rnekleri karistirildi. Bunun i¢in 10 ng/ul, 25 ng/pl, 50 ng/pul olmak tizere plazmit

vektorler hazirlandi ve 100 pl sigir kani ile karistirildi.

Ayrica DNA/plazmit oraninin ve DNA materyali ile plazmit stabilitesinin
belirlenmesi amaciyla ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan plazmitlerin her biri 50

ng/ul oraninda sigir DNA’s1 ile karistirilarak saklandi.

2.15. Plazmit izolasyonu

Plazmit ve kan igeren karigimlardan plazmit edlesi i¢in ticarilesme asamasinda
olan bir kit kullanilmistir (P1, P2, P3; Diagen, Tiirkiye). P1, P2, Psigerigi ve kullanilan

kimyasallar asagida verilmistir;

oP; soliisyonu; 61 gr. Tris, 3,7 gr. EDTA-2H,0, pH 8,0 w/HCI/1 litre,
100 ng/ml RNAse’a gerektiginde genellikle 100 ml’ye 10 mg RNAse

eklenebilir.

e P, soliisyonu; 8,0 gr. Sodyum hidroksit (NaOH) 900 ml H,O’nun iginde

¢ozdiiriiliir, 100 ml %10°luk SDS eklenerek hacim 1 litreye tamamlanir.
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oP; soliisyonu; 294 gr. Asetat, 500 ml H,O, pH 5,5’¢ asetik asit ile

(yaklasik 110 ml) ayarlanir, toplam hacim 1 litreye tamamlanir.
@700 pl izopropanol (%100’ liik).

¢ 100 pul Etanol (%70’ lik ve -20 °C’den alinmalidir).

Plazmit izolasyonu igin;

e 200 pl drnege 250 pl Py pipetleme yaparak eklendi.

e 250 pul P2 eklenip, ependorflar 4-6 kez alt iist edildi. 5 dakika bekletildi.

e 350 pl Pzeklenip, ependorflar 4-6 kez alt tist edildi.

e 16000 g (rcf)’ de 10 dakika +4 °C’ de santrifiij yapildi. Santrifiij devam ederken
700 pl izopropanol bos bir ependorf ile buz i¢ine konuldu.

e Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin sivi kismindan 700 pl ¢ekip izopropanol olaran
ependorflara eklendi. 15 dakika beklenildi.

e 16000 g (rcf)’ de 10 dakika +4 °C’ de santrifiij yapildu.

e Sivi kisim bosaltildi. Agz1 agik sekilde kurumaya birakildi.

e 50 pl ddH20 ile sulandirilda.

2.16. Agaroz Jel Elektroforez Goriintiileme

Tris Borik asit EDTA (TBE) hazirlanmasi: 5 kat yogunlukta TBE igin; 54 gr.
Tris (Amresco, lot:2349B102, Amerika), 27,5 gr. Borik asit (Fisher BioReagents,
lot:107964, Birlesik Krallik) dl¢iiliip cam siseye koyuldu. Ustiine 800 ml distile su
eklendi. I¢ine balik atilip manyetik geviricide birlesenler ¢oziinene kadar yaklasik 30
dakika beklendi. Coziinme tamamlaninca 20 ml EDTA (Vivantis lot:SH2008227)
eklenip calkalandi. Manyetik ¢eviricide 30 dakika daha ¢6ziinmesi icin beklendi.
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Toplamda 1 litrelik 5X TBE hazirlandi. 5X TBE ‘den 1X yogunlukta TBE yapmak

igin;

M1 X Vi=M:x Ve gore 5 X TBE ‘den 200 ml alinip {istiine distile su eklenerek

1 litreye tamamlandi.

%]1 yogunlukta Agaroz Jel icin; 1 gr. Agaroz (Biomax, EU) olgiiliip siseye
konuldu, 100 ml 1X TBE eklenip, agz1 kapatild1 ve mikrodalgada ara ara kaldirmadan
cevirerek agarozun ¢oziinmesi saglandi. Agaroz eriyince 5 pl safeview (jel boyasi)
(Abm, lot: RG81554501, Amerika) boya eklendi, hafifce ¢cevrilerek boya dagitildi. Jel
yavage¢a baloncuk kalmadan kasete dokiildii. Taraklar yerlestirilerek jelin katilagmasi
beklendi. Jel katilasinca taraklar jele zarar vermeden ¢ikarildi. Jel kaset ile cihaza
yerlestirildi. Ustiine 1X TBE eklenerek jelin tamaminm bu sivi iginde kalmasi

saglandi.

Bu tez galismasi kapsaminda Plazmit biitiinliigiiniin kontrolii, yapilan DNA
izolasyonu, PZR ve plazmit izolasyon sonuglarini goriintiillemek amaciyla %1 ve

%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilleme yapildi.

Plazmit goriintiileme igin 10 ng/ul, 25 ng/ul, 50 ng/ul sulandirilmig plazmitlerin
her birinden 2 pl bioline boya ile pipetleme yapilarak %1’lik agaroz jele sirasiyla
kuyucuklara tagmayacak sekilde yiiklendi, 1kb DNA merdiveni kullanildi 100V

elektrik akimi altinda yiiriittildd.

DNA izolasyon sonuglarindan 2 pl 6rnek 2 pl bioline boya ile pipetleme
yapilarak %1°lik agaroz jele sirasiyla kuyucuklara tasmayacak sekilde yiiklendi, 1kb
DNA merdiveni kullanildi, 100V elektrik akimi altinda yiirtitiildii.
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PZR sonuglarindan 4 pl 6rnek 2 pl bioline boya ile pipetleme yapilarak sirasiyla
%?2’lik agaroz jele kuyucuklara tagsmayacak sekilde yiiklendi, 100bp DNA merdiveni
kullanild1 120V elektrik akimi altinda yiirtitiildii.

Plazmit izolasyon sonuglarindan 3 pl 6rnek 2 pl bioline boya ile pipetleme
yapilarak sirasiyla %2’lik agaroz jele kuyucuklara tasmayacak sekilde yiiklendi. 1kb
DNA merdiveni kullanildi 100V elektrik akimi altinda yiirtitiildii.

Elektroforez islemini takiben Ultra Viole (Kodak Gel Logic 200) isik altinda

goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Rastgele DNA Dizileri

Diziler 0,50 G ve C oranina sahip olacak sekilde 20-30-40-50 baz uzunlugunda
her birinden 25 adet olacak sekilde hazirlandi. Otuz bazli diziler grubunda bir adet 33

bazlik dizi de tiiretildi. Ayrica bu dizilere ek olarak farkli G ve C oranina sahip 41, 42,
43,44, 45, 46, 47 bazdan olusan 5’er tane dizi hazirland1 (Cizelge 3.1). Toplamda 135
adet rastgele DNA dizisi hazirlandi (Ek-2).

Cizelge 3.1. Farkli uzunlukta ve 0,50 GC oranina sahip 6rnek rastgele diziler.

Uzunluk Rastgele Dizi
20 GCGCAGGCTTGGGTCGAGAT
20 AAAATCTCCAGTGCCCAAGA
30 TTAACTGTTGATTGGTAGCACAAAAGTAAT
30 ATGGTCCTTGAAATTCGGCTCAGTTAGTTC
40 TCCATTACGGTCAGTGGGTCACAGCTAGTTGTGGATTGGA
40 AAATGTGGCTTCGCCTTTGCCCACGCACCTGATCGCTCCT
50 GTCGGCGTCCCTTGGGTATTTTACGCTAGCATCAGGTAGGCTAGCATGTA
50 TCTTTCCTCCCAGGGGTATGCGGGTGCGTGGACAAATGAGCAGCAAACGT
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3.2. Rastgele DNA Dizilerinin Veri Tabanlarinda Karsilastirilmasi

3.2.1. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Bankasi (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) Kullanilarak Karsilastirma

Kirk bazdan uzun olarak hazirlanan ve GC igerigi de 0,20-0,50 arasina ¢ekilen

dizilerde NCBI veri tabaninda higbir eslesme bulunamadi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Rastgele DNA dizilerinin NCBI Bos taurus (taxid:9913) BLAST sonuglari.

Uzunluk GC icerigi Eslesme
20 0,50 Var
30 0,50 Var
40 0,50 Yok
42-50 0,20-0,30 Yok

3.2.2. Ensembl Kullanilarak Karsilastirma

Uzunluklarima gore gruplandirilan diziler ve Ensembl veri tabani eslesme

bulgular1 Cizelge 3.3.’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Rastgele DNA dizilerinin Ensembl BLAST sonuglari.

Uzunluk GC igerigi Eslesme Var / Yok
20 0,5 2411
30 0,5 21/4
40 0,5 19/6
50 0,5 2213
43 0,5 4/1
44 0,5 3/2
46 0,5 5/0
42 0,3 5/0

3.2.3. Kaliforniya Santa Cruz Universitesi (University of California Santa
Cruz, UCSC) Genom Saglayicisi Kullamlarak Karsilastirma

Uzunluklaria goére gruplandirilan diziler ve UCSC veri tabani eslesme bulgulari

Cizelge 3.4.de verilmistir.

Cizelge 3.4. Rastgele DNA dizilerinin UCSC BLAT sonuglari.

Uzunluk GC icerigi Eslesme Var / Yok
20 0,5 6/19
30 0,5 14711
40 0,5 17/8
50 0,5 15/10
43 0,5 4/1
44 0,5 3/2
46 0,5 5/0
42 0,3 5/0
45 0,3 5/0
47 0,2 5/0
41 0,2 5/0
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3.3. Karsilastirma Sonucunda Sigir Genomunda Eslesme Olmayan Diziler

Toplamda iiretilen 135 tane rastgele DNA dizisi NCBI, Ensembl ve UCSC veri
tabanlarinda da sigir genomu verileri ile karsilastirildi. Bunun sonucunda 13 tane
dizinin kullanilan #i¢ veri tabaninda da ortak olarak sigir genomunda karsiligi

bulunmadigi belirlendi (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Sigir genomu ile eslesmeyen rastgele diziler.

30 BAZLI DiZiLER/33 BAZLI DiZi GC:0,5

AAACATTCTCGACAATCAATCGAGCGAGTCGAT

40 BAZLI DiZIiLER GC:0,5

TTGCCATTCTCCGAGTGTATTACCGTGACGGCCGCACGGG
TCAGGCCACATCGCTTCCTAGTTCCGCTGGGATCCATCGT
AGTTTATCCCTCGAAACTATAGACGTACAGGTCGAAATCT
GACTCCGGGAAGGGGTTCGCAAGTCGCACCCTAAACGATG
ACCTACCCGTCACCGGCCAACAATGTGCGGATGGCGCCAC

ATCAGCTAACGTAACAGTTAGAGGCTCGCTAAATCGCACT

43 BAZLI DiZLER GC:0,5

GCCTCTGGTTCATCCCGTGGGATATCAAGCTTCGTCTTGATAA

44 BAZLI DIiZLER GC:0,5

GAGCTAGCGAGTCAGCGAAAAGCATGACGCGCTTTCAAGCGTGG

50 BAZLI DiZiLER GC:0,5

GCCTGCATAAGGAGACCGGTGTAGCCAAGGACGAAGGCGACCCTAGGTTC
TCGTGGCGACGCTCGGATTACACGGCAAAGGTGCTTGTGTTCCGACAGGC

CAACAATAGGACGTAGCCTTGTAGTTAGTACGTAGCCTGGTCGCATAAGT

Uretilen bu rastgele diziler DNAidCode’larin bireye 6zgii kodunu olusturacak

aday diziler olarak saklandi.
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3.4. Ornekleme ait bilgilerin DNA dizisine doniistiiriilmesi

Orneklemin yapildig1 Ata Fen Veteriner Malzemeleri Hayvancilik Pazarlama

Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’ne bagh Ege Vet dondurulmus sigir spermast tiretim

tesislerinden alinan hayvanlarin kulak kiipe numarasi simple DNA writer kullanilarak

(Sekil 3.1) DNA baz formatina ¢evrimi yapilmistir. DNA dizisine doniistiiriilen kulak

kiipe numaralar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir.

DNA Writer

Translate words into a sequence of DNA bases and convert them back again.

Output:

Enter text to translate l
Include non-coding DNA: [}
Show Color Sequence: [ (. ‘ - v

Translate text to base sequence

] [Create Code] or [an Friendly Oulpull

Em-

g

B

)

Qutput:

Translate base sequence to text

Enter Sequence: [

Translate Code ) Show Color Sequence: [

Sekil 3.1. Simple DNA Writer sitesi.

Cizelge 3.6. Kulak kiipe numaralarin DNA baz formatina ¢evrimi.

Irk

bilgisi Kulak Kiipe Numarasi Ornek ada Kulak Kiipelerinin DNA ¢evrimi

Holstein TR171172835 Uluova Erol TAGCACTCTACCTCTTCTACCGCGAGGGTGCGC
Holstein TR171172847 lhsan Uluova TAGCACTCTACCTCTTCTACCGCGAGGAGAACC
Simental TR353200163 Raichle Murat TAGCACGTGCGCGTGGCGATAATATCTATTGTG
Simental TR451518010 Francis Fatih TAGCACAGACGCTCTCGCTCTAGGATATCTATA
Simental TR451563243 ftala Aslan TAGCACAGACGCTCTCGCATTGTGGCGAGAGTG
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3.5. DNAidCode’larin Olusturulmasi

Omeklemde kullanilan sigirlar temsil eden sigirlara DNAidCode olusturmak
icin; koordinat bilgisi i¢cin ‘3826NORTH2709WEST’ konumu, 1irk bilgisi icin
Holstein’1n ilk ii¢ hafi olan HOL veya Simmental’in ilk ii¢ harfi olan SIM, cinsiyet
icin erkegi temsil eden (male) M, DNAidCode kelimesi ve kulak kiipe numaralar
simple DNA writer ile DNA dizi sekline doniistiiriildii. Bu bilgilere veri tabanlarinda
bulunan canlilarin genomlariyla homoloji gostermeyen DNAidCode dizileri igin 6zel
olarak tretilen ileri ve geri primerler, sigir tiirli genom verilerinde bulunmayan tiire
Ozgin bolge (DNAidCodeCattleSPS) ve Ecorl enzim kesim bolgesi eklenmistir.
Ayrica veri tabanlarinda karsilastirilarak sigir genomunda karsilig1 olmadigi bulunan
40 baz uzunlugundaki DNAcode dizileri her bir sigira 6zgii olacak sekilde
DNAIdCode dizilerine eklenerek 5 sigir 6rnegi igin spesifik kodlar olusturulmustur
(Cizelge 3.7) (Ek-3). Kullanilan primerler, DNAidCodeCattleSPS hazirlanan tiim
DNAidCode’lar i¢in ayn1 olup sigir genomu iginde bir karsiligr yoktur (Cizelge 3.8).
Hazirlanan bu bes dizi 251 baz uzunlugundadir, G ve C oran1 47,8 ile 53,39 arasinda

degiskenlik gostermektedir.

Cizelge 3.7. TR171172835 kulak kiipe numarali sigirin 6rnek DNAidCode bilgiler.

Forward primer (biitin DNAidCode’lar i¢in ayni1)

TAACGATATCCGGAACTTGCG

DNAidCodeCattleSPS (biitiin DNAidCode’lar i¢in ayni)

TTGCCATTCTCCGAGTGTATTACCGTGACGGCCGCACGGG

Enzim kesim bdlgesi <ECORI> (biitiin DNAidCode’lar i¢in ayni)

GAATTC

Reverse primer (biitiin DNAidCode’lar i¢in ayni)

GTTGACCTGTCGCGAAGTTGC

DNAidCode’un DNA dizi formatina ¢evrilmis sekli (biitin DNAidCode’lar i¢in ayni)

TACCTCACTCTGTACTCATGTTACCTA

Kulak kiipe numarasinin DNA dizi formatina ¢evrilmis sekli (TR171172835 kulak kiipe
numarali, codel icin)

TAGCACTCTACCTCTTCTACCGCGAGGGTGCGC

Cinsiyet (TR171172835 kulak kiipe numarali, codel i¢in)

ACA

Irk (TR171172835 kulak kiipe numarali, codel icin)

CGTTGTATC
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Cizelge 3.7. Devam. TR171172835 kulak kiipe numarali sigirin 6rnek DNAidCode bilgiler.

Kordinat (TR171172835 kulak kiipe numarali, codel i¢in)

GTGAGGGCGATTCTCTGTCACTAGCGTGCGACCATACAAATGCTATGATAG

DNAcode (TR171172835 kulak kiipe numarali, codel igin)

TTGCCATTCTCCGAGTGTATTACCGTGACGGCCGCACGGG

Cizelge 3.8. DNAidCode i¢in kullanilan sigir genomunda olmayan diziler (DNAcode).

Kulak kiipe numarasi

DNAidCode

Codel

Code2

Code3

Code4

Code5

TR171172835

TR171172847

TR353200163

TR451518010

TR451563243

TTGCCATTCTCCGAGTGTATTACCGTGACGGCCGCACGGG

TCAGGCCACATCGCTTCCTAGTTCCGCTGGGATCCATCGT

AGTTTATCCCTCGAAACTATAGACGTACAGGTCGAAATCT

GACTCCGGGAAGGGGTTCGCAAGTCGCACCCTAAACGATG

ACCTACCCGTCACCGGCCAACAATGTGCGGATGGCGCCAC

DNAidCode’lar tasarimlar1 geregi tek zincirli DNA dizilerinden olugmaktadir.

Ancak tamamlayici dizisi ile plazmit DNA i¢inde ¢ift zincirli oldugunda DNA dogasi

geregi daha dayanikli olacaklari i¢in plazmit DNA icine aktarilmistir.

Plazmitin biitinlik analizi %2’lik agaroz jel eletroforezde Gene Universal

sirketi tarafindan yapilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Klonlanan diziyi igeren plazmit vektdriin jel elektroforezinde 1Kb’lik DNA merdiveni
beklenen baz araligi (solda) ve Codel’i igeren plazmit vektdérin %2’lik agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii.

3.6. Plazmit Vektorlerin Sulandirilmasi ve Kandan Genomik DNA
izolasyonu

3.6.1. Sulandirilan Plazmitlerin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Plazmitin kendi iizerine katlanma 6zelligi ve halkasal yapinin bulundugu ¢oziicii
icinde alabilecegi sekillerden dolayr plazmit goriintilemede farkli biiyiikliiklerde
bantlar goriintiilenmistir (Sekil 3.3).

41



Codel Codsz Code3 Code4 Code5 Ladder
-\

“*“
- e

/,

Sekil 3.3. Sulandirilan Plazmitlerin %1°lik Agaroz Jelde Goriintiillenmesi 1Kb’lik DNA
merdiveni ile gériintiillenmesi.

3.6.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Atafen’den alinan sigir kan Ornegi ile sulandirilmis plazmitin  farkl
konsantrasyonlarda karistirilmasiyla elde edilen 6rneklerden niikleik asit ekstraksiyon
kiti ile genomik DNA izolasyonunun sonucu Thermo Scientific Nanodrop 2000 ile

Ol¢tim yapilarak degerlendirildi (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. TR171172835 nolu 6rnegin DNA izolasyon sonuglari.

Ornek Azs0/ Azgo Aze0/A230
10 ng/ul 14,5 ng/pl 1,90 0,60
25 ng/ul 5,5 ng/ul 1,61 0,64
50 ng/ul 5,5 ng/pul 1,97 0,89
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3.6.3. Agaroz Jelde Farkh Konsantrasyonlarda Sulandirilmis Plazmitin
Elektroforezi

10 ng/ul, 25 ng/ul, 50 ng/ul konsantrasyonlarinda sulandirilmis plazmit
orneginin (DNAidCodel), %]1°lik agaroz jelde elektroforezi Ultra Viole 151k altinda
goriintiilendi (Sekil 3.4.).

10ng/pl-  25ng/ul  SOng/pl  ladder

Sekil 3.4. %1°lik Agaroz Jelde Farkli Konsantrasyonlarda Sulandirilmis Plazmitin 1Kb’lik
DNA merdiveni ile Elektroforez Goriintisi.

3.7. Plazmit Vektorlerin DNAiIdCode dizisi PZR iiriinlerinin Agaroz Jelde
Elektroforezi

DNAIidCode dizileri igin kurulan optimum kosullardaki gradient PZR sonuglari
agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. Optimizasyon PZR’inda 2mM-5mM
MgCl, araliginda farkli konsantrasyonlar ve 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C ve 60 °C
sicakliklarinda yapilan PZR’in driinlerinin, %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmesi sonucunda yogun MgCl, (5mM) konsantrasyonu ile 58 °C sicakligin

optimum oldugu belirlenmistir.
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DNAidCodel kullanilarak kurulan gradient PZR 5mM MgCl,

56 57 58 59 60 100bp Ladder

Sekil 3.5. Gradient PZR iriinlerinin %2°’lik Agaroz Jel Elektroforezinin Goriintiisii.

3.8. Sigir Kanindan Genomik DNA izolasyonu

3.8.1. Ticari kit ile genomik DNA izolasyonu

Atafen’den alinan si@ir kan orneklerinden ticari bir kit kullanilarak yapilan
genomik DNA izolasyonu sonuglar1 spektrofotometrik (Nanodrop C1000, Thermo,
ABD) olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. S1g1r kanindan genomik DNA izolasyonunun nanodrop ile 6l¢im sonucu.

Ornek Ao/ Azso Aze0/A2zo
TR451518010 48,9 ng/ul 0,71 0,11
TR451563243 20,7 ng/ul 0,96 0,17
TR171172835 16,4 ng/pl 1,62 0,62
TR171172847 22,2 ng/ul 1,78 0,99
TR353200163 7,1 ng/ul 2,00 1,42
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3.8.2. Fenol, Kloroform, izoamil Alkel (FKI) ile DNA izolasyonu

Atafen’den alinan s181r kan 6rnekleri ve TR451518010 kulak kiipeli sigirin kant

ile fenol-kloroform-izoamil alkol (FKI) kullanarak DNA izolasyonu yapildi.
TR451518010 kulak kiipeli sigirin kanindan 3 ml alinarak 30 ul DNAidCode4 plazmit

vektor ile yine ayni sigirin kanidan 3 ml alinarak 60 ul DNAidCode4 plazmit vektor

ile karistirildi.

FKi yontemi ile elde edilen DNA’lar 50 ul elution buffer ile sulandirildi.

Nanodrop ile 6l¢iim yapildi (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. TR451518010 kulak kiipe numarali 6rnegin farkl: diliisyonlarinin nanodrop sonuglart.

Ornek A0/ Azso Az60/A230
TR451518010 60 1260,8 ng/ul 1,65 1,31
TR451518010 60/1 45,9 ng/ul 1,62 0,28
TR451518010 60/2  167,4 ng/ul 1,73 0,58
TR451518010 30/1 91,1 ng/pl 1,46 0,31
TR451518010 30/2  263,6 ng/pul 1,61 0,75
TR451518010 30/3 68,2 ng/ul 1,45 0,33

PZR kurulmas: i¢in izole edilen 6rneklerin her birinden 1ul alinip bagka bir

miktosantrifiij tiipe alind1. Ustiine 9 ul ddH,0 eklenerek konsantrasyonlar seyreltildi.

3.9. Siv1 Besi Yerine Ekimi Yapilan Plazmitlerin Izolasyonu

LB ampisilinli s1v1 besi yerine ekim yapilan plazmit iceren kompetan hiicreler

icin yapilan plazmit izolasyonu sonucu Nanodrop ile olgiilerek degerlendirildi.

Nanodrop sonucu Cizelge 3.12.’den incelenebilir. Santrifiij islemi sirasinda baz: tiipler

kirildig: icin DNAidCodel, DNAidCode3 izole edilemedi.
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Cizelge 3.12. DNAidCode2, DNAidCode5, DNAidCode4 6rneklerinin nanodrop sonuglart.

Ornek Aaze0/Azs0 Aaz0/A230
DNAidCode2 3,6 ng/ul 2,79 0,15
DNAidCode5 7,1 ng/pl 2,60 0,15
DNAidCode4 6,3 ng/ul 2,55 0,16

3.9.1. Siv1 Besi Yerine Ekimi Yapilan Plazmitlerin izolasyonunun Agaroz
Jelde Goriintiillenmesi

LB sivi besi yerine ekimi yapilan plazmitlerin izolasyonunun sonucunu
gorebilmek i¢in 50 ul elution buffer ile ¢dzdiiriilen ornekler, %2’lik agaroz jel

dokiilerek goriintiilendi.

Orneklerin her birinin 10 pl’si ile 10 ul safeview boya pipetleme yapilarak
kuyucuklara DNAidCode2, DNAidCode5, DNAidCode4 isimli ornekler sirasiyla
yiiklendi. 2 pl 1000 kb’lik ladder ile 2 ul safeview boya da pipetleme yapilarak
dordiincii kuyucuga yiiklendi. Jel sonucunun incelenmesi sonucunda ladder haricinde

ornekler diisiik yogunlukta oldugu i¢in bant gdzlenmedi.
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Sekil 3.6. Plazmit izolasyonunun %2’lik agaroz jel gorintiilenmesi.

3.10. Stok Plazmit DNA’lar1 ve 100 ng/pl sulandirilan plazmitlerle ile PZR
Yapilmasi

DNAidCodel, DNAidCode2, DNAidCode3, DNAidCode4, DNAidCode5
iceren plazmit DNA’lar ile 50 ng/ ul ve 100 ng/ul olarak sulandirilan plazmitler
kullanilarak optimum olarak belirlenen sartlarda (Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5) PZR
yapildi.

Ladder codel codel code2 code2 code3 code3 code4 code4,;¢ d_gé_co_deﬁ

Sekil 3.7. Stok plazmit DNA’lar1 ve 100ng/ul sulandirilan plazmitlerle yapilan PZR’1n
100bp’lik DNA merdiveni ile elektroforez agaroz jel goriintiisii. Her code i¢in birinci drnek
100ng/pl ikinci 6rnekler 50ng/ul konsantrasyonunda plazmitlerle yapilmistir.
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PZR sonucunda kullanilan plazmid yogunlugunun fazla olmasindan dolay1
codel disinda 100ng/pl yogunluktaki orneklerde plazmid bandi da goriilmiis, bu
bandin goriildiigii 6rneklerde PZR bandinin zayif oldugu tespit edilmistir. Ancak
beklenen biiyiikliikte PZR band1 optimum kosullarda tiim 6rneklerde elde edilmistir.

3.11. DNA izolasyonunun Uriinlerinin DNAidCode’la Karisimimin ve Sigir
DNA’larimin DNAidCode Primerleri ile PZR’1

DNAidCode’a 6zgii primerlerin 6zgilinliigii, sigir genomunda 6zgiin olmayan
baglanma olup olmadigini tespit etmek i¢in ticari bir kit kullanilarak yapilan genomik
DNA izolasyonu iiriinleri ve DNAidCode dizisi ile karistirilan bir DNA kullanilarak
optimum sartlarda PZR yapilmustir.

| Mix 43 35 47 . 63 code() ladder

Sekil 3.8. DNA izolasyonunun iiriinlerinin DNAidCode’la karigiminin ve sigir DNA’larinin
DNAidCode primerleri ile yapilan PZR’1n jel goriintiisii (100bp’lik ladder).

Yapilan PZR sonucunda 43, 35, 47, 63, code dizisi ve DNA icermeyen
orneklerde bant alinmamustir. Sadece DNAidCode dizisi ile karistirilmis Mix DNA’da
bant elde edilmistir. Bu sonu¢ DNAidCode primerlerinin sadece DNAidCode dizisine

baglandig1 ve 6zgiin olarak sadece bu dizilere baglandigini1 gostermistir.
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4. TARTISMA

Yetistiriciler yiiksek verim hedefine wulasmak i¢in hayvanlar1 dogal
ortamlarindan ayirmis ve yetistirmiglerdir. Hayvanlarin dogal ortamlarindan uzak ve
refah i¢inde yasamasi i¢in korku ve sikinti verecek, agri-act duymalarina neden olacak
etkilerden uzak olmali, insancil bir bi¢cimde korunmalidir. Hayvan refahi
siirdiirebilirligin saglanmas1 ve ekonomik olarak verimliligin arttirilmasi dikkate
alinmasi gereken 6nemli bir etkendir (Sert ve Uzmay, 2017). Siirdiiriilebilirlik terimi
ekonomik, ekolojik ve sosyal acgidan ele alinan bir kavramdir (Mclvor, 2016).
Stirdiiriilebilir bir sistemin ¢evreye duyarli, ekonomik olarak mevcut sartlarda
uygulanabilir ve sosyal yonden sorumlu olmasi gerekmektedir (Allen ve ark., 1991).
Bu gereklilikler sebebiyle hayvan refahinin bu siirecin ana unsuru olmasi
kagiilmazdir (Sert ve Uzmay, 2017). Giivenli hayvansal iriinler igin artarak ¢cogalan
talaplerin karsilanmasinda siirdiiriilebilirligin  6nemi son yillarda anlasilmigtir
(M hamdi ve ark., 2017). Cevre sagligi, insan sagligi ve hayvan sagligi ve refahina
duyarli olunmasini kapsayan tek saglik kavrami i¢inde 6nemli hedeflerden birisi de
gida giivenligidir (Sert ve Uzmay, 2017). Bu yoniiyle de tiiketilen gidanin izlenebilir
olmast, nereden geldigi bilinmesi tiiketici agisindan 6nemlidir. Hayvanlarin takibinde
kullanilan kimliklendirme yontemleri hayvan tiirleri, irklari, yetistirilme amaglarina
gore farklilik gostermektedir. Hayvanlarin izlenebilirligi i¢in her bir hayvan ig¢in
benzersiz ve bireysel bir kimlik kodu ile bunun dogrulanabilecegi bir sistemin
kullanimi gerekmektedir. Kullanilan kimliklendirme yontemleri ve kimliklendirme
araglari sadece tek bir yontemin tamamen yeterli olmadigin1 da gostermektedir (Caja
ve ark. 2004). Kimliklendirmede kullanilacak sistemlerin tagimasi gereken 6zellikler
kalic1 olmasi, bozulmadan kalabilmesi, uygulandigi hayvana agri/aci ve zarar
vermemesi, basit bir sekilde uygulanabilir olmasi ve veriye hizli bir sekilde ulasilabilir
olmasit olarak siralanabilir (Aydm, 2007). Ayrica olusturulacak veri tabanlari ile
bilgiye istenildiginde ulasilabilir ve gilivenli bir sekilde bu verinin iletilmesi

saglanabilmelidir (McGrann ve Wiseman, 2001).
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Gecgmisten gilinlimiize kullanan kimliklendirme ydntemlerinden sicak demir
uygulamasi deri biitiinliiglinlin bozulmast ve uygulama alaninin yanmasi ve yara
olusumuyla sonuglanmakta, hayvanin agri/aci yasamasiyla refahin1 olumsuz
etkilemekte ve hayvan derisinin iirliniiniin hasar gérmesine neden olmaktadir (Aydin,
2007). Bu yontemin alternatifi olarak sunulmus kostik gibi kimyasal yakicilar (Caja
ve ark., 2004) yine ayni olumsuzluklarla sonu¢lanmaktadir. Dondurarak isaretleme
yontemi ve sicak demir uygulamasi ile kimliklendirme yonteminde hayvanda olusan
deri hasarin1 ve hayvan refahini olumsuz etkileyen yaralarin olugsmasini engellemek
icin tercih edilebilecek bir kimliklendirme yontemi olsa da uygulamanin zaman almasi
ve agik renk derili hayvanlara uygulanmasindaki giicliik gibi dezavantajlarindan
bulunmaktadir. Hayvanin deri biitiinliigline zarar vermeyen ve refahini olumsuz
etkilemeyen boya ile damgalama yonteminde ise boyalar zamanla kaliciligini
yitirebilmektedir. Bu nedenle de kulak ¢entigi, dovme, kulak kiipesi gibi ek yontemler
ile desteklenmesi gerekmektedir. Hayvan refahini olumsuz etkileyen kulak ¢entigi ile
kimliklendirme yontemi ise hayvan gelisimine paralel olarak zamanla degisime
ugrayabilmekte ve uzun siireli bir sekilde kaliciligi olmamaktadir. Yine ek olarak
kullanilabilecek dévme yonteminde kalicilik problemi olmasa da tiiylerin altinda
kaldig1 i¢in uygulandigi hayvandan okunmasi zor olmaktadir. Disaridan kolaylikla
okunabilen ve hayvanin viicut derisi biitiinliigiine zarar vermeden kulaga takilan kulak
kiipesi ile kimliklendirme ise en yaygin sekilde kullanilan bir yontemdir. Fakat kulak
kiipelerinin hayvanin tiirine, g¢evresel sartlara ve kullanilan materyale gbre degien

sebeplerle kulaktan diisiip kaybolabilmektedir (Aydin, 2007).

Gelisen teknoloji etkisiyle kimliklendirme yontemlerine alternatif yontemler
ortaya ¢cikmigtir. Elektronik kimliklendirme amaciyla kullanilan aracin markasina gore
yontemin etkinligi degisebilmektedir. Enjekte edilebilir kimlikleyicilerin hayvanlarda
kullanimi, enjekte edilen kapsiiliin viicut iginde hareket etmesi ve geri
cikarilmasindaki sikintilar nedeniyle gida zincirinde tehlike olusturmaktadir. Bir diger
yontem de biyometrik olarak kimliklendirmedir. Hayvanin dogumundan hayati
boyunca var olan ve degismeden kalan retinaya ait damar dokusunun goriintiilenerek

uygulanan bu yontemde retina goriintiilerini alinirken hayvanlarla temas edilmemesi
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gerekmektedir (Aydin, 2007). Ayrica bilgisayar alt yapist ve uygun kamera sistemleri
gerektirdiginden uygulama giicliigii bulunmaktadir. DNA temelli molekiiler
tanimlama yontemi olan DNA barkodlama yontemi morfolojik taksonomi ile basarili
bir sekilde kullanilabilecegi ve bu entegrasyonunun biyogesitliligi tek basina
geleneksel yontemlerden daha hizli ve daha gilivenilir bir sekilde agiklayabilecegi
savunulmaktadir (Gutiérrez-Gutiérrez ve ark., 2013 ve Nekola ve Barthel, 2002). Tiim
bu kimliklendirme yontemlerine alternatif olarak Dr. Ogr. Uyesi Niiket Bilgen
tarafindan gelistirilen ve bireye ait bilgileri igeren, sigir genomunda bulunmayan
rastgele dizileri iceren ve sentetik olarak {iretilmis sentetik DNA kodlart ile
kimliklendirme yontemi kullanilmistir. DNAidCode adi verilen sentetik kimlik dizileri
olusturularak bu canliya ait bir cesit barkod ve kimliklendirme yontemi denenmistir.
Yontemin bilinen kimliklendirme yontemlerine goére hayvan refahini olumsuz
etkilememek ve hayvanlardan elde edilen tim friinlerde kullanilabilecek

giivenilirlikte ve dayanikli olmasidir.

Uretilen sentetik kodlar igindeki rastgele dizilerin boyutlar: ile ilgili olarak 10-
20-30-40 bazl1 diziler denenmistir. Toplamda 135 tane rastgele DNA dizisi igin {i¢ veri
tabaninda da siir genomu ile karsilastirmalar yapildi. Bu karsilastirmalar sonucunda
13 tanesinin hicbir veri tabaninda sigir genomunda karsiligi bulunmadi. 20 bazh
rastgele DNA dizilerinin hepsi siir genomuyla eslesti. 30 bazli ve 33 bazl dizilerde
30 bazh dizilerin hepsi sigir genomu ile eslesti fakat 33 bazli bir dizi de bir eslesme
tespit edilmedi. 40 bazli olarak hazirlanan rastgele diziler, hazirlanan diger dizilere
gore daha az eslesme gosterdi. Bu sebeple ek olarak 40-50 baz araliginda ve farkli GC
oranina sahip 5’er tane 43, 44, 45 baz uzunlugunda 0,50 GC igeriginde, 42, 45 baz
uzunlugunda 0,30 GC igerigine sahip ve 41, 47 baz uzunlugunda 0,20 GC igerigine
sahip rastgele DNA dizileri iiretildi. Bu dizilerin karsilastirilmasi sonucunda da 0,20
ve 0,30 guanin-sitozin icerigine sahip olanlar sigir genomu ile eslesti. Fakat 0,50
oraninda GC igerigine sahip olanlardan 43 bazli rastgele DNA dizilerinden 1 tane ve
44 bazl rastgele DNA dizilerinin 2 tanesinde eslesme olmadi. 50 bazli dizilerden 3
tanesi sigir genomu ile eslesme gostermedi. 20, 30, 40 ve 50 baz uzunluguna sahip

rastgele olarak hazirlanan dizilerin veri tabanlarinda sigir genomu ig¢in
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kargilastirilmasinda 40 baz uzunluguna sahip dizilerine genomda daha az
rastlanilmistir. 20 baz uzunluguna sahip diziler, diger dizilere gore kisa olmasi
sebebiyle calisilan veri tabanlarinda sigir genomu icin karsilagtirildiginda hepsinde

rastlanilmstir.

Aragtirmacidan kaynakli hatalar gibi PZR’da kullanilan bilesenlerin miktari,
kalitesi, saklama kosullar1 yapilan polimeraz zincir reaksiyonunun sonucunu olumsuz
olarak etkilemektedir. Yaniltict ve yanlis sonuglar almamak i¢in PZR optimizasyonu
yapilarak en uygun kosullar belirlenmelidir. Kalip DNA, MgClz, dNTP, primerlerin
miktarlar1 degistirilip diger bilesenler bu degiskenlere uygun olacak sekilde toplam
hacim tamamlanarak kullanilmalidir. Kullanilan kalip DNA miktar1 ¢ok ise
istenmeyen birlesmeler meydana gelmektedir. Miktarin az olmasi durumunda ise
yetersiz seviyede Uriin cogaltimi olmaktadir. (Yildirnm ve ark., 2011). MgClz
konsantrasyonu primerlerin baglanmasini, Taq DNA polimeraz enziminin galismasini
etkilemektedir. Magnezyumun yeterli seviyede olmamasi Taq DNA polimeraz
enziminin inaktif olmasina sebep olurken; fazla miktarda olmasi1 durumunda ise enzim
verimliligini azaltmakta (Eckert ve Kunkel, 1990) ve kalip DNA’da oldugu gibi
istenmeyen birlesmeler meydana gelmektedir (Ellsworth ve ark., 1993 ve Williams,
1989). Plazmid DNA’da spesifik bolgelerin yiikseltgenmesinde Jev ve ark. (2011)
MgClI: i¢eren 10X enzim tamponu olan PZR kitleri kullanmistir. Bu tampon iginde
bulunan MgCl> konsantrasyonu 2mM’dir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan PZR
caligmalarinda SmM olacak sekilde yogun MgCl. ve 40 PZR dongiisii kullanilmistir.
Yogun MgClz oram yiliksek PZR dongiisii uygulamalarinda tercih edilmesi
onerilmektedir (Schmidt ve ark., 2014). Denenen farkli konsantrasyonlarda 40 dongii
sayis1 disinda bant elde edilememis olmasi bu 6nerisi destekler niteliktedir. Aym
zamanda kalip DNA’nin diisik Tm degerini de yiiksek MgCl. konsantasyonunun
yiikselttigi de diistinilmektedir. Primerlerin yiliksek konsantrasyonda kullanilmasi
spesifik olmayan bantlarin olusmasina sebep vermektedir (Bock, 1997). Jel
goriintiileme sonuglarinda primerlerin dimerlestigi goriilmiistiir bunun yaninda yogun

kalip DNA kullanimindan kaynakli plazmid bantlar1 da jelde goriintiilenmistir.
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Genomik DNA ve plazmit vektorii ayn1 anda elde etmeye yarayan bir kit,
protokol veya kimyasal olmadigi igin ¢esitli izolasyon yontemleri denenmistir. Kan ile
karnigtirillan plazmit vektor sigir kani iginde tespit edilebilir mi, bozulmadan
stabilitesini koruyabilir mi gibi sorulara yanit bulmak amaciyla izolasyon galismalari
yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu igin Vivantis lot: 40149-20 niikleik asit
ekstraksiyon kiti ve fenol, kloroform, izoamil alkol (FKI) yontemi kullanilmistir. Kan
plazmasinda eksojen ve endojen DNA’y1 degrade edebilen deoksiriboniikleaz-benzeri
aktiviteye sahip enzimler bulunmaktadir. Kanda bulunan ve eksojen ve endojen
DNA’y1 %90 oraninda hidrolize eden ana enzim deoxyribonuclease | (DNase 1) dir
(Nadano ve ark., 1993). Ancak yine serumda bulunan inhibitorler sayesinde DNase |
aktivitesi dengelenmektedir. Kandaki DNA hidrolize edebilen diger enzimler DNase
I, phosphodiesterase 1, DNA-hydrolyzing autoantibodies ve lactoferin olarak
sayilabilir (Shuster ve ark., 1992). Bu tez ¢alismasinda sigirlardan kanlar alindiktan
sonra —20 °C’de tutulmustur. Ancak DNase aktivitesinin dl¢iildiigii calismalarda da
plazmalar —20 °C’de tutulmus ve Olglim Oncesi ¢ozdiriilerek kullanilmistir. Bu
nedenle kan ile karistirilmis DNAidCode’larin genomik DNA ile izole edilemedikleri
diisiiniilmektedir. Farkli yontemlerle izole edilen genomik DNA miktarlar1 arasinda
nanodrop &lgiim sonuglart karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda FKI
yontemiyle yapilan izolasyon sonucunda konsantrasyon diger iki yonteme gore ¢ok
yiiksek ¢ikmistir. Nanodrop ile 6l¢iim sonucunda beklenen Azeo/Azgo orani 1,8 ile 2,0
iki yontemde de istenilen araliga daha yakin ¢ikmustir. Ticari ve FKI ydntemlerinde
kullanilan farkli miktarda kanin elde edilen DNA konsantrasyonu farklilig1 i¢in temel

neden olarak degerlendirilmistir.

Agaroz jel ile gorlintiilemede agaroz jel konsantrasyonu, yiiklemede kullanilan
DNA merdiveni ve yiikleme yapilacak oOrneklerin konsantrasyonlart 6nemlidir.
Yapilan ¢alismada DNAidCode ve sigir kani karisimi 6rnekleri 10 ng/ul, 25 ng/ul, 50
ng/ul oraninda karistirilmistir. Ticari kit ile DNA izolasyonu asamasindan sonra
yapilan jel elektroforezi sonucunda kullanilan ii¢ oranda da istenilen seviyede bir bant
gozlemlenemedi. Fakat digerlerine gore daha yiiksek konsantrasyonda olan 50 ng/ul

daha iyi bir goriintii alinmugstir. Yiiksek oranda DNAidCode ile sigir kan1 karistirilarak
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yiiksek plazmit konsantrasyonu elde edilerek, jelde daha net bant gézlemlenebildigi
seklinde yorumlanmigtir. Bu nedenle de kimliklendirilecek DNA konsantrasyonuna
esit oranda DNAidCode ile karistirilmasinin PZR temelli deteksiyon ¢alismalari igin
uygun oldugu anlasilmistir. Elde edilen bu bulgu Moore ve ark. (2019)’da insan igin

Onerilen oranla ayn1 olmasi bulgular1 destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kullanilan kimliklendirme yontemleri uygulama sirasinda hem hayvan refahini
olumsuz etkileyen hem de yasanabilecek yanlis yerlestirme gibi islemler sonucunda
olusabilecek komplikasyonlarin yaninda kolayca diisebilen ve degistirilebilen bir
kimlik sistemidir. Gelisen teknoloji ve bununla birlikte paralel bir sekilde ilerleyen
biyoteknolojik teknikler ile kimliklendirmede yasanan sorunlarin 6niine gegilmesi ve
yeni bir teknik gelistirilmesi i¢in sigirlarda sentetik DNA ile barkod yontemi
gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amacla hayvanlara ait temel bilgileri igeren

DNAidCode adinda sentetik DNA’lar hazirlanmstir.

DNAidCode’da yer almasi i¢in si@ir genomunda olmayan bir dizi
olusturulabilmesi i¢in toplamda 135 tane rastgele dizi hazirland1 (Ek-2). Hazirlanan bu
dizilerden segilenler (Cizelge 3.8.) ile sigira ait bilgilerden olusan diziler plazmit
vektore aktarilip gogaltilmistir. Yapilan laboratuvar ¢alismalart sonucunda plazmit
vektor de bulunan DNAidCode plazmitlerden PZR ile ¢ogaltilmis, sigir DNA’s1 ile
karisimlarda PZR ile belirlenmistir. Yalnizca sigir genomik DNA’s1 kullanilarak
yapilan PZR uygulamasinda ise bant elde edilmemistir. Bu durum PZR’da kullanilan

primerlerin yiiksek 6zgiinliigiinii gostermektedir.

Sentezletilen 251 baz uzunlugunda olan DNAidCode, ileri (forward) primer,
DNAidCodeCattleSPS, kulak kiipe numarasi, cinsiyet, irk bilgisi, koordinat bilgisi,
enzim kesim bolgesi, DNAcode, geri (reverse) primerden olusan plazmit vektdrde
bulunan dizi uzunlugu arttirilarak kiritlmanin 6niine gecilebilir. Bunun i¢in hayvana
Ozgiil bilgilerin c¢esitliligi arttirilabilir, rastgele olarak olusturulan sigir genomunda
bulunmayan 40 bazl dizinin (DNAcode) uzunlugu arttirilarak daha uzun bir dizi elde
edilerek plazmit vektore klonlanabilir. DNAidCode’un uzunlugunun arttirilmasinin

yani sira farkli bir plazmit vektor kullanilabilir. Olusturulan bu dizilerin klonlatildig1
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plazmit vektor (pUCS7) 2976 baz ¢ifti uzunlugunda olup daha uzun bir plazmit vektor
tercih edilebilir.

Sonug olarak sunulan yiiksek lisans tez ¢alismasinda yeni bir kimliklendirme
yontemi denenmis ve kimlik dizilerinin PZR ile ¢ogaltilarak belirlenebilir oldugu

ortaya konulmustur.

Tez ¢alismasinin desteklendigi TUBITAK 1200855 kodlu proje kapsaminda
gelecekte de kullanilabilecek DNAidCode’lar igin https://dnaidcode.com/ sitesinde

hayvanin temel bilgilerini iceren DNAidCode kiitiiphanesi ve yeni DNAidCode’lar

tiretmek tizere boliimleri igeren bir site tasarlanmustir.
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OZET

Sigirlarda Sentetik DNA ile Barkod Yonteminin Gelistirilmesi

Gelisen teknolojiler molekiiler teknikleri yeni bir boyuta tasidi. Sonsuz veri {iretme
kapasitesi ile genetik alami artik Dijital Veri Cagimin bir pargast haline geldi. Sunulan
calismada, bireysel tanimlama igin sentetik DNA bazli bir yontem gelistirilmesi
amaglanmistir. Ekonomik énemlerinden dolayi sigirlar ¢calisma igin secilmistir. Sigirlarin ayirt
edici bireysel bilgileri (n =5) DNA dizi formatina doniistiiriildii ve sentetik olarak sentezlendi.
DNAidcode olarak isimlendirilen sentetik DNA dizileri, bireysel bilgilerin yan1 sira ileri ve
geri oligoniikleotitler, diziye 6zgii ve spesifik kodlar1 igermektedir. Elde edilen 251 baz
uzunlugundaki diziler ¢ift sarmalli DNA'ya donistirildii ve plazmit vektore ayri ayr
yerlestirilerek cogaltildi. DNAidCode bolgeleri, spesifik oligoniikleotitler kullanilarak PZR
ile yikseltildi, saflastirildi ve daha sonra sigirlardan izole edilen DNA ile karistirildi.
DNAIidCode ile saklanan bilgiler dizileme ile geri kazanim igin hazir hale getirildi. Bu
yontemle, yeni sentetik DNA kimlikleri olan DNAidCode, meni, oosit, embriyo veya hiicre
gibi her tiirlii degerli biyolojik materyalle uzun vadeli, milyarlarca yillik depolama i¢in; gida
giivenligi, c¢iftlikten masaya izleme; genom dizilemesinde capraz kontaminasyonun
degerlendirilmesi, genom dizileme merkezlerinde verilerin korunmasi i¢in kullanilabilir.
DNAIidCode dizilerini olusturmak ve depolamak icin DNAidentity yazilimi gelistirildi.
"Sentetik DNA barkodu ile tanimlama" ulusal ve uluslararasi diizeyde benzerine sahip degildir
ve patenti alinmistir. Bu yontemin gelistirilmesi ve optimizasyonu, diinya icin benzersiz ve
kullanigh bir model olarak 6nerilmektedir. Ayrica, nicel 6zellik bilgisini veya istenen diger
bilgileri tagryan DNAidCode + dizileri, DNAidCode temel alinarak olusturulabilir.

Anahtar Sozciikler: DNAidCode, Kimliklendirme, Sigir.
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SUMMARY

Development of Barcode Method with Synthetic DNA in Cattle

Developing technologies have carried molecular techniques to a new dimension. The
field of genetics, with its endless data generation capacity, has now become a part of the Digital
Data Age. In the presented study, it is aimed to develop a synthetic DNA-based method for
individual identification. Due to their economic importance cattle were selected in the pilot
study. Discriminative individual information of the bulls (n=5) was converted into DNA
sequence format and synthesized synthetically. Beside individual information forward and
reverse oligonucleotides, sequence specific and breed specific codes placed in the synthetic
DNA identities, named DNAidCode. The resulting 251bp length sequences were converted
into double-stranded DNA and inserted into the plasmid vector separately and replicated.
DNAidCode regions, were amplified by PCR using specific oligonucleotides, purified, and
then mixed with DNA which was extracted from the bulls. The information stored in
DNAIidCode was ready to be recovered by sequencing. With this method, DNAidCodes, the
novel synthetic DNA identities, can be used for long term, billions of years, storage with all
kinds of valuable biological materials like semen, oocyte, embryo, or cell; food security, farm-
to-table tracing; assessing cross-contamination in genome sequencing; data protection of the
genome sequencing centers. We have developed software, DNAidentity, to generate and store
DNAidCode sequences. "Identification with a synthetic DNA barcode™ has no analogs at the
national and international level and has been patented. The development and optimization of
this method are proposed as a unique and useful model for the world. Moreover, DNAidCode+
sequences, which carry the quantitative trait information or other wanted information, can be
generated based on DNAidCode.

Keywords: Bovine, DNAidCode, Identification.
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Ek-2 Rastgele Olarak Hazirlanan Diziler

20 BAZLI DiZiLER GC:0,5

© © N o g M 0 N oRE

N N NN NN R B R R R R R R R
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GCGCAGGCTTGGGTCGAGAT
AAAATCTCCAGTGCCCAAGA
CCACGGGCGCTCGGCGCCTT
GGCTAATCCCCGTACATGTT
GTTATAAATAATCAGTAGAA
AGTCTGTGTTAGAGGGTGGA
GTGACCATAAATCAAGGACG
ATATTAATCGGAAGGAGTAT
TCAACGTGATGAAGTCGCAG
GGTTAACGTGGGAATGGTGC
TTCTGTCCTAACAGGTTAGG
GTATAATGCTGGAACCGTCC
CCCAAGCGTTCAGGGTGGGC
TTTGCTACGACTTCCGAGTC
CAAAGACTCCCTGTTTTCGA
AATTTGCGCTCAAGGGCGAG
TATTGGACCTGGCTTACGCC
TTAGTACGTAGCAAGGTGAC
CCGCGTTTCCTATGTATCAA
GTTAGAACTTATGGAATATA
ATAACATGTGGATGGCCAGT
GGTCGGTTGTTACACGCCTG
CCGCAACGTTGAAAGACCCG
GATTAGACTGGCAAGATCTA
TGGCGTGAGACCCGTTATGC

30 BAZLI DiZiLER GC:0,5

© © N o g M w0 N oE

L i e
M w b P o

AAACATTCTCGACAATCAATCGAGCGAGTCGAT

TTAACTGTTGATTGGTAGCACAAAAGTAAT
ATGGTCCTTGAAATTCGGCTCAGTTAGTTC
CGTAATGTCACAAATGGCGCAGAACGGCAA
GTGTTTGACACTAGGTGGTGTTCAGTTCGG
CGGAGAGACTGTGCGGCATACTTAATTATA
TTGAAACGCGCCCAAGTGACGCTAGGCAAG
GAGCAGGTTCCCGTGTTAGCTTAAGGGTAA
TACAAGTCGATTGAAGATGGGTAGGGGGCT
ATTCGTCCAGCACTCTACGGTACCTCCGAG
GTATTGGCAGACATTGAGTGCCGAACAAGA
CCTGACCTAACGGTAAGAGAGTCTCATAAT
ACGTCCGGCCGCATGCGCAGGGTATATTTG
GACAGTATCGAATGGACTCTGATGAACCTT
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15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

TACACCGATCTAGAAACGGGTGCGTGGATT
AGCCAGGTGCAAACCAAAAATCCTGGGCTA
CTTGATGTTTTGTGACGTTCTAAGAGTTGG
ACGAAATGTTTCGCGACCTAGGATGAGGTC
GCCCTAGAAAATAGATTTGTGCTACTCTCC
TCATAAGCAGTCCGGTGTATCGAAAGTACA
AGACTAGCCTTGCTAGCAACCGCGGGCTGG
GAGCCTAAGGTATCACTCAAGAAACAGGCT
CGGTAACATACGCTCTAGCTATCTGACTAT
CCCCTACGTCATATAGGGACCTATGTTATC
TGCGTGTCCAACCTTAGGATTCACTTCAGC

40 BAZLI DiZiLER GC:0,5
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TCCATTACGGTCAGTGGGTCACAGCTAGTTGTGGATTGGA
TTGCCATTCTCCGAGTGTATTACCGTGACGGCCGCACGGG
AAATGTGGCTTCGCCTTTGCCCACGCACCTGATCGCTCCT
CGTTTGCTTTTAAGGACCGGACGAACCACAGAGCATTAGA
AGAATCTCTAGCTGCTTTACAAAGTGCTGGTTCCTTTTCC
AGCGGGATGTTTTATCTAAACGCAATGAGAGAGGTATTCC
TCAGGCCACATCGCTTCCTAGTTCCGCTGGGATCCATCGT
TGGCGGCCGAAGCCGCCATTCCATAGTGAGTTCTTCGTCT
GAGTCATTCTGTGCCAGATCGACTGACAGATAGCGGATCC
AGTTTATCCCTCGAAACTATAGACGTACAGGTCGAAATCT
TAAGTCAAATCGCGCGTCTAGACTCAGCTCTATTTTAGTG
GTCATGGGTTCTGGTCCCCCCGAGCGGCGCAACCGATTAG
GACCATGTAGAACATTACTTATAAGTCATCTTTTAAACAC
AATCTTCCTGCTCAGTGGTACATGGTTTTCGCTATTGCTA
GCCAGCCTCATAAGTAACACCACTACTGCGACCCAAATGC
ACCCTTTCCACGAACACAGGGTTGTCCGATCCTATATTAC
GACTCCGGGAAGGGGTTCGCAAGTCGCACCCTAAACGATG
TTGAAGGCTCAGGATGCACAGGCACAAGTACAATATATAC
GTGTTCCGGCTCTTATCCTGCATCGAAAGCTCAATCATGC
ATCGTACCAGTGTGTTCGTGTCATCTAGGAGGGGCGCGTA
GGATAAATAATTCAATTAAGATTACGTTATGCTACTGTAC
ACCTACCCGTCACCGGCCAACAATGTGCGGATGGCGCCAC
GACTTACTGGGCCTGATTTCACCGCTTCTAATACCGCACA
CTGGGCAATACGAGGTCAAGCCAGTCACGCAGTAACGTTC
ATCAGCTAACGTAACAGTTAGAGGCTCGCTAAATCGCACT

41 BAZLI DiZLER GC:0,2

TTGACGTTTGAAATTAAAAAAATCTATTATACTAATCAACT
TCAATATACTCTATAATAGGCATTTAACGAGAAGCCCACAC
CAAGGAAATAAACTATTATATGTTGGGGATAGTAATAATTA
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ATTAAAATGTTTATCACAATAATAGTATTAAATTCGTATAA
AAAAAATATCTATATTTTAGTAAATTAAAGCACGGCATCAG

42 BAZLI DIiZLER GC:0,3

o M w DN oE

GTTAAGCATAAGGCTACATGCTATTTTATTACACCTACACTA
CTCAAAGTAAATATAGGAAGTGTGCGACCTGGCTTCAGGTGT
TTCGCATCATCATGTATTCGTTAATTGTTAATTGATGACACA
TAAATAATATTATAGTCTCTCAAATTCAGCTCAATTATCTTG
AGCGTTATGTCTTAAATGGCGTAGAACAGTATTGACTGTTTA

43 BAZLI DiZLER GC:0,5

g M w0 DN

CCAAGGGCACAATCGAGCTCCCATTTGTATGTTCGGCTAACTT
GTACCCAACCCCCGAAGTTTAGCAGGTCGTGGGGTGTCATGGA
GCCTCTGGTTCATCCCGTGGGATATCAAGCTTCGTCTTGATAA
AGCTCCCCGCTCGGGTGTAGCAGAGAAGACGCCTACTGAATTG
TGCGATCCCTGCACCTCAGCTAAGGTAGCTACCAATATTTAGT

44 BAZLI DiZLER GC:0,5

g > w DN

TTCTAAGCCTTGCGACAGACCTCCCACTTAGATTGCCACGCATA
GAGCTAGCGAGTCAGCGAAAAGCATGACGCGCTTTCAAGCGTGG
CGAGTATGTGAACCAAGGCTTCGGACAGGACTATATACTTAGGT
TTGATCTCGCCCCGAGAACTGTAAACCTCAACATTTATAGATTA
TAAGGTTAGCCGAAAATGCACGTGGTGGCGCCCGCCGACTGCTC

45 BAZLI DiZLER GC:0,3

g > w DN

ATACTAATTAGTGTTCGGTTTGGTAATGAAGAATCTATACGGCAA
TGTCATTAATACATTTGAAATACGCTATATCGATACTGAACAAAT
TAATGCAAACTTCCATGTTAGAATAAAGATAAATATACAAGTCGA
TAGAAAATGGGTAGGGGCTTTTAATTCATTCAACACTCTACGACT
TCTTCAAGAATTAGTAGAGTATCCTGTAGTTGAAAAAGAAATTAT

46 BAZLI DIZLER GC:0,5

o > w DN

CCTGAGTGTGGCTCTTTGTTCTGTCAACGCCCGACCTTCATCGCGG
CCGATTCCTTCTGCGGACCATGTCGTCCTGATACTTTGGCCATGTT
TCCGTTGTAGGAGTGAAGCCACTTGGCTTTGCGCCGTAGTTCCAAT

GAAAAACCTATGGACTTTGTTTAGGGTAGCATCAGGAATCTGAACC

CTCAGAAAGTGGGGATCCCGGGTATAGACCTTTATCTGCGGTTCAA

66



g > 0w DnpoE

47 BAZLI DiZLER GC:0,2
TTCGTAAAATAAGTTCATACTGTTTTTCTTGTGAAAAATTTAATATA

ATAAAAAATTAGAATAATTTTAAATGATAATTATTAATTCTAATAAC
GAAACATTATTTAAAGAATAAGTCTGATAAAGTATAACTCAATCAAT
TATTTATTATTTGAACTAAGTGAAAGATTCCAGTATTTATGCATTTA
ATCCTAAGACTTGACCCAATATATAAGCTTAGATTAAAGTGAAATTA

50 BAZLI DiZiLER GC:0,5
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GTCGGCGTCCCTTGGGTATTTTACGCTAGCATCAGGTAGGCTAGCATGTA
TCTTTCCTCCCAGGGGTATGCGGGTGCGTGGACAAATGAGCAGCAAACGT
AAATTCTCGGCGTGCTTGGTGTCTCGTATTTCTCCTGGAGATCAAGGAAA
GCCTGCATAAGGAGACCGGTGTAGCCAAGGACGAAGGCGACCCTAGGTTC
TAACCGTCGACTTCGGCGGTAAGGTATCACTCAGGAAGCAGACACTGATA
GACACGGTCTAGCAGATCGTTTGACGACTAGGTCAAATTGAGTGGTTTAA
TATCGGCATGTCTGGCTTTAGAATTCAGTATAGTGCGCTGATCCGAGTCG
AATTAAAAACACCAGTACCCAAAACCAGGCGGGCTCGCCACGTCGGCTAA
TCCTGGTACATTTTGTAAACAATGTTCTGAAGAAAATTTGTGAAAGAAGG
ACGGGTCATCGCCTACTAATAGCAACAACGATCGGCCGCACCTTCCATTG
TCGTGGCGACGCTCGGATTACACGGCAAAGGTGCTTGTGTTCCGACAGGC
TAGCATATAATCCTGAGGCGTTACCCCAATCGTTCACCGTCGGATTTGCT
ACAGCCCCTGAACGCTACATGTACGAAACCATGTTATGTATGCACTAGGC
CAACAATAGGACGTAGCCTTGTAGTTAGTACGTAGCCTGGTCGCATAAGT
ACAGTAGATCCTCCCCGCGCATCCTATTTATTAAGTTAATTCTACAGCAA
AACGATCATATGCAGATCCGCAGTGGCCGGTAGACACACGTCCACCCCGC
TGCTCTGTGACAGGGACTAAAGAGGCGAAGATTATCGTGTGTGCCCCGTT
ATGGTCGAGTTCGGTCAGAGCGTCATTGCGAGTAGTCGTTTGCTTTCTCG
AATTCCGAGCGATTAAGCGTGACAGTCCCAGCGAACCCACAAAACGTGAT
CGCAGTCCATGCGATCATACGCAAGAAGGAAGGTCCCCATACACCGACGC
ACCAGTTTACACGCCGTATGCATAAACGAGCTGCACAAACGAGAGTGCTT
GAACTGGACCTCTAGTTCCTCTACAAAGAACAGGTTGACCTGTCGCGAAG
TTGCCTTGCCTAGATGCAATGTCGGACGTATTACTTTTGCCTCAACGGCT
CCTGCTTTCGCTGAAACCCAAGACAGGCAACAGTAACCGCCTTTTGAAGG
CGAGTCCTTCGTCTGTGACTAACTGTGCCAAATCGTCTTCCAAACTCCTA
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