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OZET

Gen Bankasi1 Materyalinde Dondurma ve Saklama Kosullarinin DNA Temelli Degerlendirilmesi
ve Yeni Materyal Eklenmesi

Bu calismada, yerli gen kaynaklarimizi korumak amaciyla baslatilan TURK-HAYGEN
projesinin siirekliligini saglamak hedeflenmistir. TURK-HAYGEN projesi tamamlandiktan sonra, 2012
yilinda Gen Bankasi, Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma Enstitiisii biinyesinde kurulmus ve dogal
afetlere kars1 6nlem olarak TUBITAK MAM vyerleskesinde bir duplikasyonu olusturulmustur.

Projenin baslangi¢ hedeflerinden biri olan "yerli gen kaynaklarimizin korunmasi ve
gerektiginde gen bankasindaki materyal ile hayvan iiretilmesi" hedefine yonelik ¢alismalar ise heniiz
gerceklestirilmemistir. Bu proje kapsaminda, gen bankasina yeni materyaller eklemenin yani sira,
materyalin canlilik kontrollerine ek olarak laboratuvar kosullarinda tiretimini saglamak hedeflenmistir.
Bu amag dogrultusunda, Gen Bankasinda bulunan sigirlara ait toplam 60 adet total DNA izolat1 ve 60
adet mezengimal (fibroblast) hiicre drnegi kullanilmigtir. Genetik faktorlerin ve laboratuvar kaynakli
degiskenlerin etkisini en aza indirmek amactyla, DNA ornekleri Yerli Kara (YK), Boz Irk, Dogu
Anadolu Kirmizis1 (DAK), Giliney Anadolu Kirmizisi (GAK), Yerli Giiney Saris1 (YGS) ve Zavot sigir
wrklarindan, her birinden esit sayida (10'ar adet) hayvan segilerek alinmigtir. Kontrol grubu olusturmak
amaciyla, ayni sigir irklarindan sahadan taze 6rnekler toplanmis ve bu 6rnekler, yukarida belirtilen
gruplarla paralel olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, en fazla allel sayis1 (20 allel) YK popiilasyonunda TGLA122
markoriinde tespit edilmistir. En az allel sayisi ise (5 allel), DAK popiilasyonunda ETH10 lokusunda
gozlenmistir. Markor diizeyinde degerlendirildiginde ise, en yiiksek allel sayisinin TGLA122 (20 allel)
ve en diisiik allel sayisinin ETH10 (5 allel) lokusunda oldugu belirlenmistir.

Dondurulup saklanmis ve taze hazirlanmis 6rnek gruplart arasinda DNA hasar1 agisindan
farklilik olup olmadigi incelenmistir. Sperma gibi materyaller lizerinde yapilan ¢aligmalarda, kisa siireli
dondurmanin veya dondurma isleminde kullanilan ajanlarin DNA hasarina yol acabilecegi
bilinmektedir. Ancak, bu tiir caligmalarin gen bankasinda saklanan 6rneklerde ne 6l¢iide gecerli oldugu
heniiz yeterince arastirilmamistir.

Bu c¢alismada, materyal olarak hiicre ornekleri kullanilmig ve 10 yildan uzun siireli
dondurmanin etkisi, Comet analizi ile degerlendirilmistir. Comet analizi sonucunda, kuyruk yogunlugu
rklara goére dondurulmus gen bankasi 6rneklerinden olusan deney gruplari arasinda belirgin farkliliklar
g6zlenmistir. En yiiksek kuyruk yogunlugu ortalamalar1 sirasiyla BOZ (12,83), YGS (12,41), DAK
(12,36), Zavot (11,29), GAK (11,76) ve YK (11,19) gruplarinda tespit edilmistir. Kontrol grubunda
(dondurulmamus 6rnekler), kuyruk yogunlugu ortalamasi 5,63 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda
kuyruk uzunlugu ortalamas ise 72,62 olarak 6l¢iilmiistiir. Deney gruplari arasinda en diisiik ortalama
deger GAK grubunda (42,87) gozlenirken, YK (62,46) ve YGS (57,64) gruplarinda bu degerin daha
yiiksek oldugu saptanmistir. BOZ, DAK ve ZVT gruplarinda ise ortalama kuyruk uzunlugu sirasiyla
50,71; 47,25 ve 44,92 pum olarak belirlenmistir. Kuyruk momenti degerleri agisindan en yiiksek
ortalama DAK (3,41) ve YGS (3,44) gruplarinda saptanmis olup, BOZ (3,18), YK (3,28), ZVT (3,02)
ve GAK (2,90) gruplarinda ise bu degerlerin benzer seviyelerde oldugu belirlenmistir. Ayrica, sahadan
toplanan 6rnekler, gen bankasina yeni materyal olarak eklenmistir. Bunun yani sira, RT-qPCR yontemi
kullanilarak APEX1 geninin ifadesi incelenmis ve elde edilen degerler analiz edilmistir. APEX1 Gen
ifadesi artmasi beklenirken APEX1 geninde 0,52 kat azalma (p<0,05) azaldig1 tespit edilmis olup
sebepleri tartisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Comet Analizi, DNA Hasar1, Gen Bankasi, Mikrosatellit, Yerli Sigir Irklar



SUMMARY

DNA-Based Evaluation of Freezing and Storage Conditions in Gene Bank Material and Addition
of New Material

In this study, the aim is to ensure the continuity of the TURK-HAYGEN project, which was
initiated to protect our local genetic resources. After the completion of the TURK-HAY GEN project,
the Gene Bank was established in 2012 within the International Livestock Research Institute, and a
duplication was created at the TUBITAK MAM campus as a precaution against natural disasters.

One of the initial goals of the project, namely "the protection of our local genetic resources and
the production of animals using materials from the gene bank when necessary,” has not yet been
achieved. Within the scope of this project, in addition to adding new materials to the gene bank, it is
also aimed to ensure the viability of the materials and to produce them under laboratory conditions. For
this purpose, a total of 60 total DNA isolates and 60 mesenchymal (fibroblast) cell samples obtained
from cattle in the Genebank were used. To minimize the effects of genetic factors and laboratory-
induced variations, DNA samples were collected from equal numbers (10 each) of animals belonging
to the following cattle breeds: Yerli Kara (YK), Boz Irk, Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK), Giiney
Anadolu Kirmizist (GAK), Yerli Giiney Saris1 (YGS), and Zavot. To establish a control group, fresh
samples were collected from the same cattle breeds in the field and included in the study in parallel with
the aforementioned groups.

As a result of the analyses, the highest number of alleles (20 alleles) was detected at the
TGLA122 marker in the YK population. The lowest number of alleles (5 alleles) was observed at the
ETH10 locus in the DAK population. At the marker level, it was determined that the highest number of
alleles was observed at the TGLA122 marker (20 alleles), while the lowest number of alleles was
recorded at the ETH10 locus (5 alleles).

The differences in DNA damage between frozen-stored and freshly prepared sample groups
were investigated. It is known that in materials such as sperm, short-term freezing or the agents used in
the freezing process can lead to DNA damage. However, the extent to which such findings are applicable
to samples stored in gene banks has not been sufficiently studied.

In this study, cell samples were used as the material, and the effect of long-term freezing (over
10 years) was evaluated using the Comet Assay analysis. As a result of the Comet Assay analysis,
significant differences in tail intensity were observed among the experimental groups formed from
frozen gene bank samples according to breed. The highest tail intensity averages were recorded as
follows: BOZ (12.83), YGS (12.41), DAK (12.36), Zavot (11.29), GAK (11.76), and YK (11.19). In
the control group (non-frozen samples), the average tail intensity was determined to be 5.63. The
average tail length in the control group was measured as 72.62. Among the experimental groups, the
lowest average value was observed in the GAK group (42.87), while higher values were recorded in the
YK (62.46) and YGS (57.64) groups. In the BOZ, DAK, and ZVT groups, the average tail length was
determined to be 50.71, 47.25, and 44.92 um, respectively. In terms of tail moment values, the highest
averages were observed in the DAK (3.41) and YGS (3.44) groups, while similar levels were also
detected in the BOZ (3.18), YK (3.28), ZVT (3.02), and GAK (2.90) groups. In addition, samples
collected from the field were added as new materials to the gene bank. Furthermore, the expression of
the APEX1 gene was examined using the RT-qPCR method, and the obtained values were analyzed.
While an increase in APEX1 gene expression was expected, a 0.52-fold decrease (p<0.05) was
observed, and the possible reasons for this reduction have been discussed.

Keywords: Comet Assay, DNA Damage, Gene Bank, Indigenous Cattle Breeds, Microsatellite
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ONSOZ

Bu calismada Evcil Hayvan Gen Kaynaklarimizdan sigir irklari ile yapilan ve Gen
Bankas1 materyalinin kullanildig1 ilk calisma olmasi sebebiyle tasarlanmaya basladigi ilk
giinden itibaren beni heyecanlandirmistir. Yerli Sigir Irklarimiz ve Gen Bankasi {ilkemiz i¢in

iki 6nemli konuyu Genetik baslig altinda ¢alismak olmaktan ¢ok mutluyum.

Bu tez, uzun bir yolculugun, bazen sabahlara kadar siiren ¢alismalarin, bazen de
sadece bir sayfa yazmak igin gegirilen saatlerin sonunda ortaya ¢ikti. ‘Gen Bankasi
Materyalinde Dondurma ve Saklama Kosullarinin DNA Temelli Degerlendirilmesi ve
Yeni Materyal Eklenmesi’ baslikli bu ¢aligmanin her satirinda emegim, sabrim ve zaman

zaman da inatgiligim var.

Basta desteklerini esirgemeyen Enstitii eski Miidiiriimiiz Dr. Engin UNAY ve Enstitii
Miidiiriimiiz Dr. Sezer OZ ve miidiir yardimcimz Dr. ilker UNAL olmak iizere yardim ve
emeklerini esirgemeyip bana destek olan mesai arkadaslarim Ecem HATIPOGLU GURSOY,
Dr. Esin KELES ARSLAN ve Dr. Halil Ozancan ARSLAN’a,

Bu ¢aligma proje olup hayata gegirilmesinde materyal izin ve gerekli maddi destegin
saglanmasinda TAGEM Genel Miidiirimiiz, Genel Midir Yardimcilar1 ve Daire

Baskanlarimiza,

Tez silirecimde degerli zamanini ayirarak beni laboratuvarina kabul ettigi ve yapict
katkilartyla ¢aligmama yon verdigi i¢in Prof. Dr. Fatma UNAL hocama minnettarligimi
belirtmek isterim. Bilgi ve tecriibelerinizle tezimin gelisimine sagladiginiz katkilar igin en

igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismasiin hazirlanmasinda bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, degerli
katkilar1 ve yapici elestirileri ile calismamin gelismesine katki saglayan saygideger jiiri tiyeleri
Prof. Dr. Deniz YUZBASIOGLU, Prof. Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN, Dog. Dr. Ozge
OZMEN ve Dog. Dr. Ece AVULOGLU YILMAZ hocalarima en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismanin projelendirilmesinden tezimin ortaya ¢ikisina kadar gegen tiim doktora
stirecimde, sabrini, bilgisini ve fedakarligini esirgemeden beni akademik anlamda
yonlendiren, her sorumu sabirla dinleyen ve tez siirecimde bana rehberlik eden ¢ok degerli
danismanim Dog. Dr. Bengi CINAR’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Kendisinin galigma
siirecime kattig1 degerli goriisleri ve her asamada sagladig1 destek sayesinde bu c¢alismay1

tamamlayabilme imkéani buldum. Akademik yolculugumda yanimda oldugu i¢in minnettarim.
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Bu donemde beni her halimle kabul edip her tiirlii destek olan canim dostlarim
Ozlem&Ozan AHLAT, Feryal AYDIN, Mustafa Yenal AKKURT, Zeynep BARS
YILDIRIM, Dr. Sebnem Ozge CILDIR ve Dr. Sevim ISPARTAya sonsuz tesekkiirler,

Laboratuvar ve saha ¢alismalarim siiresince bana verdikleri destek, sabir ve dzverili
katkilariyla siirecin her asamasinda yanimda olan degerli aragtirmaci arkadaglarim Ahmet
AKCAY, Yasin ERGIDEN, Buse Naz, Yagmur, Derya, Sevcan, Sertag, Ugur ve Burak’a en
icten tesekkiirlerimi sunmak isterim. Yogun ¢alisma temposu iginde gosterdikleri ig birligi,
bilimsel meraklar1 ve ¢6ziim odakli yaklagimlari, bu ¢aligmalarin basariyla yiiriitiilmesinde

biiyiik rol oynanustir. Iyi ki varsiniz, iyi ki bu yolu birlikte yiiriidiik.

Beni hayatimin her noktasinda oldugu gibi doktora siirecimde de destekleyen annem

babam ve kardesim Yasemin-Aydogan-Mert AYDOGDU’ya,

Bu ¢alismanin her agamasinda gosterdikleri anlayis, destek ve sabir ile bana gii¢ veren
aileme ve sevgili esim Demokan DEMIRAY’a ayrica tesekkiir etmek istiyorum. En zor
anlarimda yanimda oldun, beni sabirla dinledin, motive ettin ve bu yolculukta tek bir an bile
yalniz hissetmeme izin vermedin. Varligin, destegin ve sevgiliyle kurdugumuz bu hayat bana
giic verdi. Bu tez, bir anlamda senin de emegini tasiyor. Iyi ki hayat1 seninle paylasiyorum.

Sonsuz Tesekkiirler.

Bazen bir kahveyle, bazen bir teselli mesajiyla yanimda olduklarimi hissettiren
dostlarimin yeri ¢ok ayri. Onlara tek tek tesekkiir etsem sayfalar yetmez. Ama onlar kendilerini
biliyor. Ailem... Onlarin sonsuz destegi, sevgisi ve dualar1 olmasaydi bu yol bu kadar dayanilir

olmazdu. lIyi ki varsiniz.

Bu tez sadece bir akademik ¢alisma degil, ayn1 zamanda benim kisisel bir miicadelem,
biiylime hikayem. Zorlandim, pes etmeyi diisiindiim, sonra yeniden basladim. O yiizden bu

tezin bendeki yeri ¢cok bagka.

Calismamin bilim diinyasina katki saglamasini umuyor, emegi gecen herkese

minnettarligimi ifade ediyorum.
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1. GIRIS
1.1. Gen Bankalari

Son yillarda, degisen pazar dinamikleri ve tarimsal iiretimde yasanan yogunlagsmanin
etkisiyle ¢iftlik hayvanlarinda genetik ¢esitlilik 6nemli 6l¢iide azalmistir. Bununla birlikte, tek
bir tiiriin kayb1 dahi ekosistem isleyigsinde olumsuz sonuglar dogurabileceginden, ciftlik
hayvanlarinin genetik kaynaklarinin ve biyolojik ¢esitliliginin korunmasi uluslararasi diizeyde
kritik bir oncelik haline gelmistir (Diaz vd., 2019; FAO, 2015). Genetik erozyona yonelik
farkindaligin artisi, kiiresel 6lgekte ¢iftlik hayvani irklarinin korunmasina yonelik girisimlerin
ivme kazanmasina zemin hazirlamigtir. Bu dogrultuda, koruma ¢alismalarinin temel hedefi,
genetik cesitliligi olusturan gen kombinasyonlarinin gelecekte kullanilabilir bigimde
muhafaza edilmesidir. Bu amaci gerceklestirmek {iizere iki ana koruma stratejisi One
cikmaktadir: in situ ve ex situ yontemler. In situ koruma, hayvanlarin dogal yasam alanlarinda,
yerel ¢evre kosullarinda yasatilarak genetik gesitliligin korunmasini amaglamaktadir. EX situ
in vivo koruma, hayvanlarin dogal yasam alanlar1 disinda; parklar, hayvanat bahgeleri,
arastirma ciftlikleri veya 6zel muhafaza merkezlerinde canli olarak yasatilmasi esasina
dayanirken; ex situ in vitro koruma ise genetik materyalin diploid (embriyo) hiicre, haploid
(sperm ve oosit) veya DNA dizisi bigiminde saklanmasini ifade etmektedir. Giiniimiizde,
ciftlik hayvanlarinin korunmasina yonelik en yaygin uygulamalardan biri olarak ex situ in vitro
stratejisinin on plana ¢iktig1 bildirilmektedir (Mara vd., 2013; White vd., 2025).

Ote yandan iklim degisikligine, hayvan hastaliklarna, yem maddelerinin degisen
durumuna, sosyal degisikliklere, secim hatalarina ve dngoriilemeyen felaket olaylarina karsi

sigorta saglamasi agisindan genetik cesitliligin korunmasi 6énemlidir (Skuterud vd., 2005).

Dondurarak saklama yontemi ile genetik materyalin saklanmasi yeni bir yontem
degildir ancak son yillarda hem dondurulan hayvan g¢esidi hem de materyal gesitliligi
artinlmistir. 1950’11 yillarda boga spermasi uygun yontemlerle dondurularak saklanmaya
baslanmis olup, gliniimiizde ise boga disinda koyun, ke¢i, at, domuz gibi irklarin hiicre,
sperma, DNA, embriyo gibi materyalleri dondurularak saklanabilmektedir (Amstislavskii ve
Trukshin, 2010).

Bir gen bankasinin yaygin amaci, bir dogal afet sonucunda irklarin kaybolmasi

durumunda 1rklari veya tireme hatlarin1 yeniden canlandirma imkani saglamasidir. Fakat en



biiyiik dezavantaji maliyetli olmasi ve uzman kisiler tarafindan organize edilirek hazirlanmasi
gerektigidir. Bunun yani sira kiiciikk popiilasyonlarda akrabali yetistirme ve genetik
stiriikliinme gibi olumsuz durumlari ortadan kaldirmak i¢in dondurularak saklanan sperma ve

embriyo gibi materyalleri dnemli bir arag olarak kullanmak miimkiindiir (Mara vd., 2013).

Tirkiye'de evcil hayvan genetik kaynaklarinin korunmasina yonelik ilk biiylik dlgekli
girisimlerden biri, TURKHAYGEN-1 kisa adiyla bilinen “Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan
Genetik Kaynaklaridan Bazilariin In Vitro Korunmasi ve On Molekiiler Tanimlanmasi-1”
adli projedir. Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan yiiriitiilen ve TUBITAK 1 KAMAG
programi kapsaminda (2007-2012, Proje No: 106G005) desteklenen bu ¢aligma, ¢cok paydasl
yapistyla dikkat ¢ekmektedir. Proje, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM)
koordinatdrliigiinde yiiriitiilmiis; Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii ile Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii’niin yan1 sira on farkli tiniversitenin katkisiyla
gerceklestirilmigtir. Bu kapsamli is birligi ¢ercevesinde, risk altindaki bazi yerli wrklarin
genetik materyali (DNA, hiicre, doku, embriyo ve sperma) saklanarak hem DNA hem de hiicre
bankalar1 olusturulmustur. Ayni1 zamanda, bu irklarin 6n genetik tanimlamalarina yonelik
analizler yapilmis ve hayvan genetigi ile biyoteknolojisi alaninda yeni teknolojilerin tilkemize
kazandirilmast hedeflenmistir. Olusturulan biyobankalar, hem genetik arastirmalara temel
olusturacak birer referans kaynagi hem de gelecekte yeni bireylerin tiretimi agisindan énemli
bir biyolojik giivence niteligindedir. Proje ¢iktilari, sadece klasik dondurma teknikleriyle
sinirli kalmamis; ayn1 zamanda gelisen yardimer {ireme teknolojileriyle (6rnegin, in vitro
fertilizasyon) ve klonlama teknikleriyle de entegre edilmistir. Ornegin, Boz sigir irkindan elde
edilen somatik hiicreler kullamlarak, Istanbul ve Uludag Universiteleri is birliginde klon
bireyler basariyla iiretilmistir. Farkli hiicre kaynaklarindan tiiretilen erkek ve disi buzagilarin
saglikli bir sekilde dogmasi, bu tiir genetik koruma stratejilerinin pratikte de

uygulanabilirligini géstermektedir (Arat vd., 2011).

Gen bankalar1 hem hayvanlarda hem bitkilerde genetik cesitliligin kaybolmasini
onlemek amaciyla kurulan saklama depolaridir. Bu ¢esitlilik hayvanlarin hayatta kalmasi ve
hayvancilik gelecegi igin 6nemli bir rol oynamaktadir (FAO, 2021; Hiemstra vd., 2006). Yerli
gen kaynaklarimizi korumak amaciyla bazi irklara a ait DNA, sperma, hiicre, embriyo
materyalleri TURK-HAYGEN projesi kapsaminda dondurulmus olarak UHAEM
(Uluslararas1 Hayvancilik Egitim ve Arastirma Merkezi, UHEAM) biinyesinde
saklanmaktadir. Donmus doku ornekleri, ekoloji, viroloji, taksonomi ve evrim gibi tarihi

alanlarda 6nemli bir kaynak olarak kullanilabilmektedir. Son yillarda, genomik diizeyde



dizileme verilerine olan ilginin artmasiyla birlikte, uygun sekilde saklanan doku drneklerine
de olan talep giderek yiikselmistir. Doku orneklerinin uzun siireli hatta sonsuz siireyle
saklanmasinda dondurma, giivenilir ve etkin bir yontem olarak kabul edilmektedir (Smith ve
Jones, 2018; Wong vd., 2020). Ozellikle genetik analizler i¢in kullanilan biyolojik
materyallerin canlilik ve biitiinliigiinii korumasi, bagarili dondurma ve saklama tekniklerine

baglidir (Brown vd., 2021).

Doku 6rnekleri, hiicre ve DNA’nin hasar gérmemesi igin yeterince soguk ortamlarda
saklanmalidir. Son zamanlarda bir¢ok kurum sivi nitrojen tanklarinda -196 °C ’de dondurarak
saklamay1 tercih etmektedir (Soniat, 2019). Cizelge 1.1‘'de UHEAM ve MAM biinyesinde
TURKHAYGEN-1 kapsaminda dondurulmus sigir irklari ve 6rnek sayilari verilmistir.

Cizelge 1.1. Gen Bankasinda dondurularak saklanan YK, Boz Irk ve GAK, DAK, YGS ve ZVT

orneklerinin bulundugu yer ve sayilari

UHEAM MAM
Sigir Irklar DNA Hiicre Embriyo Sperma* DNA Hiicre

Yerli Kara 54 51 103 25/6886 54 51

GAK (Giiney Anadolu 51 48 2 26/976 50 51
Kirmizi)

Boz Irk 54 54 33 25/894 54 54

DAK (Dogu Anadolu 55 55 70 26/1003 55 55
Kirmizi)

YGS (Yerli Giiney Sarist) 51 51 3+3 16/515 51 51

yAVA)
19 19 5+5 17/20280 19 19

* hayvan sayisi/toplam payet sayisi

1.2. DNA Hasar1 ve Hasar Tespit Yontemleri

Hiicresel yasam dongiisii boyunca DNA hasarlarmin olusmasi olduk¢a yaygin bir
biyolojik durumdur ve bu tiir bozulmalar hiicrede mutasyonlara, malign doniisiimlere ya da
hiicre 6liimiiyle sonuglanabilecek siireclere zemin hazirlamaktadir. DNA'da meydana gelen bu
hasarlar, hiicrenin ¢esitli savunma mekanizmalarini devreye sokmasina neden olur. Bu
mekanizmalar ya hasarin dogrudan giderilmesini ya da hasar1 tagtyan hiicrenin programli

hiicre 6limii (apoptoz) yoluyla ortadan kaldirilmasini hedefler (Roos ve Kaina, 2006).



Hiicreler, belirli DNA lezyonlarimi ¢6zmek ve genom biitiinliiglinii korumak igin tipik olarak
¢ok adimli bir iglemi gergeklestiren bir dizi DNA onarim yolu gelistirmistir. Farkli DNA
onarim sistemlerinin biyolojik katkilarini tam olarak anlayabilmek igin, iginde ¢aligtiklar
hiicresel baglam akilda tutulmalidir (Iyama ve Wilson, 2013). Hiicreler, DNA biitiinliigiinii
korumak amaciyla cesitli yanit yollarii aktive eder. Bu yanitlar arasinda: (i) DNA’daki
bozulmalarin onarimi ve ¢ift sarmal yapinin yeniden tesisi, (ii) hiicre dongiisiiniin gecici olarak
durdurularak kusurlu kromozom aktarimimin Oniine gecilmesi, (iii) gen ifadesinin yeniden
diizenlenmesi yoluyla transkripsiyonel adaptasyon ve (iv) hasarin geri dondiiriilemedigi
durumlarda apoptoz mekanizmasinin devreye girmesi yer almaktadir. S6z konusu hiicresel
tepkileri diizenleyen onarim sistemleri; dogrudan hasar diizeltimi, baz eksizyon onarimi,
niikleotid eksizyon onarimu, ¢ift zincir kiriklarinin giderilmesi ve DNA'daki ¢apraz baglarin
¢Oziilmesini saglayan yollar1 igermektedir (Sancar vd., 2004). Organizmalarin DNA hasarina
kars1 koyabilmelerini saglayan fotoreaktivasyon, niikleotid eksizyon onarimi (NER), baz
eksizyon onarimi (BER), uyumsuzluk onarimi (MMR), rekombinasyonel onarim ve apoptozis
gibi ¢cok sayida onarim mekanizmasi bulunmaktadir (Huang ve Zhou, 2021). DNA hasar tespit
ve Olciimlerinde c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; PCR, Halo Assay,
Tunnel, Comet, FISH, Flow Cytometry (FCM), Immunological Assay, Immunohistokimyasal
Assay, ELISA’dir. PCR, DNA hasarini tespit etmek icin en giivenilir sekilde kullanilan
tekniklerden biridir ¢iinki{i cogaltma hasar bolgesinde durur. Halo Assay tekniginde floresan
bir boya olan propidyum iyodiir (PI); DNA heliksine girer ve DNA'min siiper sarmal
durumunda degisiklige neden olur. Boylece DNA, PI konsantrasyonuyla ¢ap1 degisen floresan
bir hale olarak goriilebilir. TUNEL testi, DNA'nin serbest uglarini floresanlayarak DNA
pargalanmasini tespit eder, bu nedenle floresan mikroskopi yardimiyla apoptozu tespit etmek
miimkiindiir (Moldovan vd., 2023). HPLC-elektrosprey ardisik kiitle spektrometrisi hassas ve
spesifik bir analizdir ancak sivi kromatografisinin erken eliisyon ozelligi nedeniyle,
oksidasyona en yatkin olan Guanin (purin bazi) olmak iizere oksidatif baz hasarlarmin
tespitinde ¢ok yardimci olmaz. Flow Cytometry (FCM) analizi kromozomal sapmalari,
DNA'ya kimyasal eklentileri, kardes kromatit degisimini ve DNA zincir kirilmalarimi tespit
etmek i¢in faydali bir yontemdir. Bu tez calismasinda kullanilan yontemlerden biri olan Comet
Assay (tek hiicre jel elektroforezi), DNA hasarinin tespiti i¢in oldukca hassas bir yontemdir.
Bu teknik, tek ve c¢ift zincir kiriklari, oksidatif DNA hasari, UV radyasyonu ve
elektromanyetik frekans radyasyonu gibi cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerin neden oldugu
DNA hasarlarini belirlemede etkilidir. Ayrica, eksik ¢ikarma onarim bolgeleri ile iligkili tek

zincir kiriklariin tespitinde de kullanilmaktadir (Awad ve Kato, 2025; Kumari vd., 2008).



Comet analizi adim1 ‘kuyruklu yildiz’ goriiniimiinden almistir. Elde edilen goriintii,
saglam DNA'dan olusan farkli bir bag bolgesine ve hasarli veya kirtk DNA pargalarindan
olusan bir kuyruga sahip bir "kuyruklu yildiz" gibi goriiniiyordu. Comet ¢aligmalarina yonelik
ilk olarak Cook vd. (1976) iyonik olmayan deterjan ve yiiksek molariteli sodyum kloriir ile
hiicrelerin pargalanmasina dayanan niikleer yapiy1 arastiran bir makale yayinlamasiyla
baglamistir. Bu iglem, membranlarin, sitoplazmanin ve niikleoplazmanin ortadan
kaldirilmasina ve niikkleozom yapisinin bozulmasina yol agmakta olup, neredeyse tiim histon
proteinleri yiiksek tuz konsantrasyonu tarafindan ¢oziindiiriilmektedir. Bu siire¢ sonucunda,
niikleozomun histon proteinleri etrafindaki ¢ift sarmal yapinin olusturdugu negatif siiper
sargili DNA, RNA ve proteinlerden olusan bir niikleer matris veya iskelet yapisina sahip
niikleoit yapist kalmaktadir. Siiper sarmallarin varligini korumasi ise DNA’nin serbest
doniisiim yapmasinin miimkiin olmadigin1 géstermektedir. Cook vd. (1976) DNA'nin niikleer
matrikse araliklarla baglandigi ve boylece dogrusal bir molekiil yerine etkili bir sekilde bir dizi
dongii seklinde diizenlendigi bir model dnermistir. Bu modele gore, negatif siiper sarmallar
ara madde (etidyum bromiir) eklendiginde ¢6ziilmekte ve dongiiler, niikleoit ¢ekirdekten disa
dogru genisleyerek bir "halo" yapist olusturmaktadir. Benzer sekilde, dongiilerin gevsetilmesi
amaciyla radyasyon uygulandiginda da ayni etkiler gdzlemlenmekte; tek zincirde meydana
gelen bir kinigin, o déngiideki siiper sargiy1 gevsetmek i¢in yeterli oldugu belirlenmistir (Silva-
Santiago vd., 2016).

DNA zincirindeki kirtlmalart dogrudan 6l¢meye yonelik ilk girisim, 1978'de Rydberg
ve Johanson tarafindan, slaytlar lizerindeki agaroz i¢ine gomiilmesi ve hafif alkalin kosullar
altinda hiicrelerin parcalanmasiyla yapilmistir (Rydberg ve Johanson, 1978). 1984 yilinda
Ostling ve Johanson yukarida agiklanan yaklasima dayanarak tek hiicreli jel elektroforezi

olarak da adlandirilan kuyruklu yildiz testini gelistirmislerdir (Ostling ve Johanson, 1984).

Kuyruk yildiz testi daha sonra iki ekip tarafindan modifiye edilmistir (Olive vd., 1990;
Singh vd., 1988). ilk ekip, yiiksek alkali kosullar altinda (pH > 13) elektroforez islemi
gerceklestirerek DNA siiper sarmallarinin gevsemesini ve ¢oziilmesini saglamistir. Bu
yontem, elektroforez sirasinda alkaliye duyarli bolgelerin ve DNA’daki tek iplik¢ik
kiriklarinin yiiksek hassasiyetle tespit edilmesine olanak tanimaktadir. Ozellikle diisiik
seviyeli iplik kopmalarimin belirlenmesinde son derece etkili bir yaklasim sunmaktadir (Singh
vd., 1988). ikinci ekip ise, tek iplik¢ik kiriklarinin belirlenmesi amaciyla nétr veya hafif alkali
kosullar altinda elektroforez yapmistir. Bu yontem, ilaglara veya radyasyona karsi degisen

duyarliliklara sahip hiicre alt popiilasyonlarinin tespitine yonelik olarak optimize edilmistir



(Olive vd., 1990). Bu iki modifikasyon, kuyruk yildiz testinin farkli biyolojik siireclerin

incelenmesinde genis bir uygulama alan1 bulmasini saglamistir.

Alkali kuyruklu yildiz testi (Comet analizi), 6zellikle 1990’11 y1llardan itibaren DNA
hasarinin belirlenmesine yonelik c¢aligmalarda dikkat ¢ekici bir artisla kullanilmaya
baslanmistir. Zaman igerisinde hem uygulama kolaylig1 hem de hiicresel diizeyde duyarliligi
nedeniyle molekiiler biyoloji arastirmalarinda yayginlasmis ve giiniimiizde DNA hasar
onarimiyla ilgili deneysel analizlerde baslica tekniklerden biri haline gelmistir (Mircheva vd.,
2024). Bu yontemin bilimsel literatiirdeki yeri, yalnizca laboratuvar pratiginde degil, ayni
zamanda bibliyometrik verilerde de gozlemlenebilir diizeydedir. Ornegin, “Comet Analizi”
anahtar kelimesiyle yapilan bir taramada Mart 2025 itibariyla PubMed veri tabaninda
14.590’dan fazla yayina ulasilmis olmasi, yontemin arastirma camiasindaki yerini ortaya

koymaktadir.

Kuyruklu yildiz analizinde, elektroforez sonrasi olusan DNA yapilarina ait morfolojik
ozellikler ‘6zellikle DNA'nin kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve dagilim paterni’ hasar diizeyinin
degerlendirilmesinde belirleyici parametreler olarak kabul edilmektedir (Bowden vd., 2003).
Comet analizi olarak da bilinen tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis,
SCGE), tekil hiicrelerde DNA bozulmalarini analiz etme amaciyla gelistirilen, uygulama
kolaylig1 ve duyarliligryla 6ne ¢ikan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu yontem, hiicresel
diizeyde DNA stabilitesinin lgiilmesine olanak taniyarak, ¢evresel stres faktorlerinin ya da
genetik bozukluklarin neden oldugu hasarlart dogrudan inceleyebilme avantaji sunmaktadir.
Comet analizinde gergeklestirilen "Olglimler", yontemin temel bilesenlerinden birini
olusturmaktadir. Genel olarak kabul goren gorsel puanlama yontemi, goriintii analiz teknikleri
ile karsilastirilabilir diizeyde dogruluk saglamaktadir. Bununla birlikte, bazi bilesiklerin
genotoksik  potansiyelinin  karakterizasyonunda o6nemli olabilecek ek bilgiler
sunulabilmektedir. Ozellikle, DNA igeriklerinin dlgiilmesi yoluyla hiicrelerin hiicre dongiisii
durumlarinin belirlenmesi gibi ek parametreler, genotoksisite degerlendirmelerinde degerli
katkilar saglamaktadir. Ozellikle DNA hasari ¢ok fazla oldugunda bulutlu goriintiiniin Comet
analizi 6l¢limiiniin 6nemli bir bi¢imini olusturduguna dikkat edilmelidir. Bu sebeple, Comet
analizlerinde bulutlarin aktif ve dogru bir sekilde aranmasi, kaydedilmesi ve dogru sekilde
yorumlanmasi 6nemlidir. Bu uygulama, Comet analizin temel biyolojik arastirmalar igin

giivenilir ve saglam bir arag olarak kurulmasina destek olacaktir (Kumaravel vd., 2007).



Kuyruklu yildiz testi tarafindan tespit edilen en basit DNA hasari ¢ift zincir kiriklaridir
(CZK'ler). CZK'ler DNA fragmanlar1 ile sonuglanir ve bunlarin notr pH'ta elektroforetik
hareketlilige tabi tutulmasiyla tespit edilebilir. Tek zincir kopmalar1 (TZK'ler), DNA'nn iki
ipligi ayrilmadikg¢a/denatiire edilmedik¢e DNA fragmanlari iiretmez. Bu, DNA'nin pH 12,1'de
cozlilmesiyle gergeklestirilir. Tek iplik¢ik kirilmalarinin DNA'y1 gevsetmesi de miimkiindiir
ve dolayisiyla notr pH'ta kuyruklu yildiz testi ile de tespit edilebilir. Genel olarak alkali
kararsiz alanlar (AKA) olarak adlandirilan diger DNA hasar tiirleri, DNA, pH 13'ten daha
yiiksek bir pH'ta alkali ile islendiginde eksprese edilir. DNA'nin lezyona 6zgii glikozilazlarla/
endoniikleazlar islenmesiyle DNA baz modifikasyonlarinin oldugu boélgelerde de kirilmalar
meydana gelebilir ve bu sekilde tiretilen fragmanlar ayn1 zamanda kuyruklu yildiz testi ile de
tespit edilebilir. Bu nedenle, belirli DNA lezyonlarinin bulundugu bdlgelerde centikler
olusturan kosullarin kontrol edilmesiyle, kuyruklu yildiz testi, ¢esitli DNA hasar1 siniflarini
tespit etmek icin kullanilabilir. Kirilmalar DNA go¢iinii artirirken, DNA baglanmasi ve ¢apraz
baglantilar DNA goglerini geciktirebilir ve ayrica kuyruklu yildiz testi ile tespit edilebilir. Bu
nedenle, kuyruklu yildiz testinde artan gég, iplik kopmalarina, alkali kararsiz bolgelere ve
eksik eksizyon onarim bolgelerine atfedilebilirken, azalan DNA go¢ii, ¢apraz bagli DNA-
DNA veya DNA-protein etkilesimlerine atfedilebilir (Piperakis, 2008; Zivkovic vd., 2024).

Comet testi, tek hiicrelerde DNA hasarim1 ve DNA onarimim kalitatif ve kantitatif
olarak degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bukkal, nazal, epitelyal ve
plasental hiicreler ve hatta sperma dahil olmak tizere diger hiicre tiirleri incelenmis olmasina
ragmen, comet testi en sik insan biyomonitoérleme ¢aligsmalarinda beyaz kan hiicrelerini veya
lenfositleri analiz etmek i¢in kullanilir. Comet testi, bireysel hiicre popiilasyonlarinda DNA
hasarin1 ve DNA onarimini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan basit, iyi kurulmus,
¢ok yonlii, gorsel, hizli ve hassas bir aractir (Gutierres vd., 2011). Comet analizi prosediiriinde,
mikroskop lami iizerine yerlestirilen hiicreler agaroz matriks igerisinde sabitlenir ve ardindan
yiiksek konsantrasyondaki tuz ve deterjanlar kullanilarak hiicre zarlar1 ¢oziiliir. Bu islem
sonucunda, niikleer matrise tutunmus siiper sarmal DNA halkalarindan olusan niikleoid
yapilar acgiga cikar. Elektroforez asamasinda, alkali pH kosullar1 altinda DNA'min zincir
kiriklar1 nedeniyle hareket kazanmasi, floresan boyalarla gorsellestirildiginde kuyruklu yildiz
benzeri goriintiilerin olusmasia yol acar. Bu goriintiilerde kuyruk kisminin basa oranla
gosterdigi yogunluk ve uzama miktari, hiicredeki DNA kirilma seviyesini nicel olarak
degerlendirmeye olanak saglar. Bunun muhtemel sebebi, bir kopukluk igeren ilmeklerin siiper
sarmallarm1 kaybetmeleri ve anoda dogru uzanmakta serbest hale gelmeleridir. Testin,

genotoksisite i¢in yeni kimyasallarin dozlarmin test edilmesinde, genotoksinlerle ¢evresel



kontaminasyonun izlenmesinde, insan biyolojik izleme ve molekiiler epidemiyolojide ve DNA

hasar1 ve onariminda temel arastirmalarda uygulamalar1 bulunmaktadir (Ladeira vd., 2024).

1.3. Calismada Kullanilan Yerli Sigir Irklari

Yerli irklar 6nemli genetik kaynaklarimiz olmasi yani sira yetistirildikleri bolgelere
adaptasyonu ve hastaliklara direngli olmas1 agisindan ekonomik olarak da énemlidir (Soysal
vd., 2004). Sunulan tez ¢alismasinda yerli gen kaynaklar1 olan Yerli Kara, Boz Irk, Dogu
Anadolu Kirmizisi, Yerli Giliney Sarisi, Giiney Anadolu Kirmizist ve Zavot ki sigirlar

orneklenmistir.

Yerli Kara Sigir1 Sekil 1.1°de goriildiigi gibi kiiciik yapili Orta Anadolu bolgesinde
yetistiriciligi yapilan en biiyiik popiilasyona sahip kombine yerli sigir irkidir. Don rengi siyah
olup, verim 6zellikleri diisiik olmasina ragmen hastalik ve direng 6zellikleri iyidir (Tagem,

2009).

o s

Sekil 1.1. Yerli Kara sigir irkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)

Yerli Giiney Sarist sigir irki (Sekil 1.2) Mersin Toroslar bolgesinden Hatay’a kadar
uzanan bir bdlgede yetistiriciligi yapilmaktadir. Aylarca insan miidahalesi olmadan daglarda
yasayabilme 6zelliginde ilkel bakim ve besleme kosullarina adapte olmus kiigiik yapili bir sigir
wrkidir. Don rengi gz g¢evresi burun ve tirnaklarda siyaha yakin kahverengi olmaktadir

(Tagem, 2009).



Sekil 1.2. Yerli Giiney Sarist sigir irkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)

Dogu Anadolu Kirmiz sigir irki (Sekil 1.3) adindan anlasilacag tizere Dogu ve Kuzey
Dogu Anadolu bolgelerinde basta Erzurum ve Kars olmak iizere Ardahan ve ¢evresinde de
yetistiriciligi yapilmaktadir. Kiigiik yapili ve don rengi kirmizi ve tonlarinda olman kombine
bir rktir. Ayrica hastaliklara direncli ve kotii bakim ve besleme kosullarina adapte olmustur

(Tagem, 2009).

Sekil 1.3. Dogu Anadolu Kirmizist sigir irkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)

Zavot k1 sigir Sekil 1.4°te goriildiigii gibi beyazdan agik sar1 renklerde don rengine
sahiptir. Kars ve Ardahan boélgelerinde yetistiriciligi yapilan kombine orta iri bir irktir.

Hastaliklara direncli ve kotii hava kosullarinda yasam giicii yiiksektir (Tagem, 2009).



Sekil 1.4. Zavot sigir irkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)

Boz Irk (Sekil 1.5) Trakya, Marmara, Kuzey ve I¢ Ege Bolgelerinde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Saglam yapili ve don rengi ¢gogunlukla gri olup giimiis renginden kiil rengine
kadar degismektedir. Yetersiz beslenme kosullarina adapte olmus hastaliklara direnclidir

(Tagem, 2009).

Sekil 1.5. Boz rkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)

Giiney Anadolu Kirmizis1 (Sekil 1.6) Kilis ismiyle de bilinmektedir ve Mersin,
Adana’dan Urfa bolgesine kadar uzanan bir alanda yetistiriciligi yapilmaktadir. Don rengi
sarims1 kirmizi olup kombine bir irktir. Hastaliklara direngli olup yetersiz bakim ve besleme

kosullarina adapte olmustur (Tagem, 2009).
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Sekil 1.6. Giiney Anadolu Kirmizisi sigir irkindan erkek ve disi (Tagem, 2009)
1.4. Mikrosatellitlerin Onemi ve Calisma Alanlar1

30 ¢ift kromozomdan olusan sigir genomu ile ilk genom haritalama ¢alismalar1 1993
yilinda Fries vd. tarafindan yapilmistir. Amerika’da 2003 yilinda Richard Gibbs ve George
Weinstock tarafindan ilk sigir genom projesine baglanmistir. Genomda bir lokusta kisa rastgele
art arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STRs) olarak adlandirilan bolgeler arka arkaya gelen
rastgele tekrar dizilerinden olugsmaktadir. STR larin 1-6 baz ¢ifti tekrarlarindan olusanlarina
basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats, SSRs) veya mikrosatellit markorler
denilmektedir (Liu 1998; Weber ve May 1989). Ornegin, s1gir genomunda yer alan TGLA 122
adli mikrosatellit lokusu, “TAA” triniikleotid grubunun arka arkaya tekrarlarindan
olugmaktadir. Bu lokusta, tekrar sayisi bireyler arasinda degiskenlik gosterebilir ve bu durum
farkli uzunlukta allellerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Literatiirde TGLA122 lokusunda 7 ila
25 arasinda degisen tekrar sayilar1 bildirilmistir (FAO, 2011; Heyen vd., 1997; Utsunomiya
vd., 2017). Bu varyasyon, lokusun yiiksek diizeyde polimorfik olmasini saglamis ve bu
nedenle TGLA122, 6zellikle sigirlarla ilgili genetik ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan

mikrosatellit markorlerden biri haline gelmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknolojisinin gelisimi, molekiiler genetikte
kullanilan analiz tekniklerinin gesitlenmesine ve hassasiyetinin artmasina olanak tanimigtir.
Bu siiregte, STR’larin olusturdugu mikrosatellit markdorler, genetik analizlerde siklikla
bagvurulan araglardan biri haline gelmistir (Liu, 1998; Weber ve May, 1989). Her bireyin bir
lokustaki allel uzunluklari, PCR ile c¢ogaltildiktan sonra elektroforez yontemiyle
belirlenebilmekte ve genetik cesitlilik analizlerinde degerlendirilmektedir. Mikrosatellit

dizileri, bir tiir i¢inde tekrarlanan motifleri ¢evreleyen DNA bolgeleri ayni olsa da tekrar
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sayilarinda bireyler arasinda hatta bireyin homolog kromozomlar1 arasinda bile farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin, iki baz ¢ifti tekrarli mikrosatellit bolgelerinin polimorfizm orani
%100'e yaklasirken, ii¢ baz ¢ifti tekrar igeren bolgelerde bu oran %60 civarindadir (Metta vd.,
2004). Mikrosatellitlerin genom boyunca yaygin dagilmis olmalari, PCR ile kolay
cogaltilabilmeleri, yliksek derecede polimorfizm gostermeleri ve kodominant kalitim 6zelligi
tagimalari; onlar1 hem bireysel hem de popiilasyon diizeyinde genetik ¢esitliligin analizinde
son derece kullanigh hale getirmistir (Chatterjee vd., 2010; Hillel vd., 2003; Hou vd., 2025;
Tadano vd., 2011). Bu markdrler; evrimsel yakinlik diizeylerinin karsilastirilmasinda, soy
agaci analizlerinde, gen-yer tayini caligsmalarinda, akrabalik derecesinin Ol¢giilmesinde ve
ebeveynligin belirlenmesinde yaygin olarak tercih edilmektedir (Agung vd., 2016; Ozsensoy
vd., 2010). Ayrica mikrosatellitler; sigir, koyun, keci, kedi, kdpek, at ve domuz gibi cesitli
tiirlerde yiiriitiillen genetik karakterizasyon ve ebeveyn tayini ¢aligmalarinda etkin sekilde

kullanilmaktadir (Abdelkader vd., 2018; Korkmaz Agaoglu, 2010; Ramamorthy vd., 2006).

1.5. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

Hiicre kiiltiirii, canl1 organizmalardan elde edilen hiicrelerin, in vitro kosullarda uygun
bir besiyeri i¢inde kontrollii bir ortamda ¢ogaltilmasi ve yasatilmasi islemidir. Bu yontem, hem
temel biyolojik arastirmalar hem de uygulamali biyoteknolojik c¢alismalar agisindan
vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir (Freshney, 2010). Hiicre kiiltiirii teknikleri sayesinde
hiicrelerin fizyolojik, biyokimyasal, genetik ve toksikolojik ozellikleri incelenebilir, ilag
taramalar1 yapilabilir, genetik manipiilasyonlar gerceklestirilebilir ve doku miihendisligi

uygulamalar1 yiritilebilir (Ryan, 2008; Subramaniam vd., 2024).

Hiicre kiiltiiri islemleri genellikle steril, sabit sicaklikta (37°C), %5 CO, igeren
nemlendirilmis inkiibatérlerde gergeklestirilir (Perez-Bruzon vd., 2011). Hiicrelerin biiyiimesi
i¢cin gerekli olan amino asitler, vitaminler, glikoz, inorganik tuzlar, serum (¢cogunlukla fetal

bovine serum - FBS) ve Pen-Strep i¢eren 6zel kiiltiir ortamlari kullanilir (Brunner vd., 2010).

Hiicrelerin kaynagina ve kullanim amacina bagli olarak farkli hiicre kiiltiirii sistemleri
tercih edilebilmektedir. Ornegin, dogrudan doku ya da organlardan elde edilen hiicrelerin ilk
kez kiiltlir ortamina alinmastyla olusturulan primer hiicre kiiltiirii, in vivo ozellikleri biiyiik
Olciide korur ancak simirli boliinme kapasitesine sahiptir. Mutasyon veya transformasyon
yoluyla siirsiz boliinme yetenegi kazanmis hiicrelerden elde edilen siirekli hiicre hatlar ise

ozellikle deneysel caligmalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Masters, 2000). HeLa, CHO
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ve Vero bu tiir hiicre hatlarina 6rnek olarak verilebilir. Ayrica, hiicre ayristirmasi
yapilmaksizin kii¢iik doku pargalarinin kiiltiire alinmasiyla olusturulan primer doku kiiltiirleri

de hiicreler arasi etkilesimlerin korunmasi agisindan 6nemlidir.

Hiicre kiiltiirii, orijinal dokudan alinan ayrigmis hiicrelerden tiiretilen kiiltiirleri ifade
eder (birincil hiicre kiiltiirli). Hiicreler (mekanik ve/veya enzimatik olarak) bir hiicre
stispansiyonuna dagitilir ve daha sonra kat1 bir substrat tizerinde tek tabaka olarak veya kiiltiir
ortaminda bir siispansiyon olarak kiiltiirlenebilir. Bdylece hiicreler kiiltiirlenerek boliintip
cogaltilabilir. Hiicre kiiltiirleri karakterize edilebilir ve dondurularak korunan popiilasyonlar
tanmimlanabilir. Hiicre kiiltiiriiniin en biiyllk avantaji bireysel canli hiicreleri erisilebilir
kilmasidir. Primer hiicre kiiltiirii elde etmenin en biiyiikk zorlugu kontaminasyon riskidir
(Harrison, 2024). Tripsin enzimini ilk olarak enzim aracilig1 ile dokudan hiicre izole edilmesi
icin 1916 yilinda Rous ve Johns kullanmiglardir. 80 yildan uzun bir siire tripsin enzimi
dokudan primer hiicre ayrimi igin en g¢ok kullanilan enzim olmustur. Diisiik
konsantrasyonlarda kullanmanin hiicrenin zarar gérmesi acisindan giivenligi oldugu ancak
yogun konsantrasyonlarda hiicreye zarar verdigi bilinmektedir (Kim vd., 2024). Hiicre
izolasyon siireclerinde enzimatik yontemler yaygin olarak kullanilmakta olup, farkli enzimler
farkli hiicre tipleri ve doku kaynaklar1 igin tercih edilmektedir. Bu baglamda, Accutase,
Dispase ve Collagenase enzimleri, hiicre izolasyonunda etkili olan baslica enzimler arasinda
yer almaktadir. Accutase, hiicre yiizeyi proteinlerine zarar vermeden hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks baglantilarin1  ¢ézerek hiicre siispansiyonu elde etmekte yaygin olarak
kullanilmaktadir (Mastromonaco vd., 2021). Ozellikle kok hiicre kiiltiirlerinde ve hassas hiicre
hatlarinda avantaj saglamaktadir. Dispase, genellikle epitel hiicre kolonilerini ayrigtirmak
amaciyla kullanilir ve hiicre adezyon proteinlerini pargalayarak hiicrelerin tek hiicre
siispansiyonuna doniistiiriilmesine olanak tanir (Freshney, 2010). Dispase’in, fibroblast
kiiltiirlerinde hiicre yapisin1 koruyarak verimli hiicre ayrismasi sagladigi da literatiirde
belirtilmistir (Villegas ve McPhaul, 2005). Collagenase, bag dokusu iceren doku
orneklerinden hiicre izolasyonu igin siklikla kullanilmaktadir. Bu enzim, kollajen yapisinin
bozulmasina yol agarak, 6zellikle bag dokusu ve sert matrikse sahip dokulardan hiicre elde
edilmesini kolaylastirmaktadir (Mastromonaco vd., 2021). Bu enzimlerin kullanimu ile ilgili
yapilan calismalar, enzimatik izolasyon protokollerinin hiicre canliligi ve biitiinligi
tizerindeki etkisini vurgulamakta ve her bir enzimin belirli hiicre tiplerine gore se¢ilmesinin

O6nemini ortaya koymaktadir.
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Fibroblastlar, bag dokularinda yapisal ve fonksiyonel ¢esitlilik gdsteren mezenkimal
hiicrelerdir. Bu hiicreler, hiicresel bagisiklik yanitlari, doku onarimi ve homeostazin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar (Plikus vd., 2021). Fibroblast hiicreler dermisin histolojik
yapisinin korunmasinda ve yarali bag dokunun iyilesmesinde énemli rolii bulunan, cildin
dermal tabakasindaki temel hiicre yapisini olusturmaktadir. Hiicre kiiltiirii sistemlerinde diger
hiicrelere kiyasla fibroblastlar serum bulunan ortamda az besiyerine ragmen kolaylikla
cogalabilmektedirler. Hiicre ici etkiler, metabolik yolaklar, ilag etkileri gibi bir¢ok in vitro
calismada kiiltiire edilmis fibroblastlarin tercih edildigi diistintildiiglinde; saglikl1 primer hiicre
izole etmek i¢in hizli ve giivenilir bir yol izlemek 6nemlidir. Yapilan aragtirmalarin ¢cogunda
ticari fibroblast hiicrelerin kullanildig1 goriilse de bu calismalarin hiicre kiiltiirii ortaminda

dogrulanmasi i¢in primer hiicre izole edilmesi gerekir (Plikus vd., 2021).

Yeterli hiicre hattinin elde edilmesi, klonlamanin ve hiicre hatt1 olusturmanin basarisi
icin 6n kosuldur. Epitel hiicreler ve deriden elde edilen fibroblast hiicreler en yaygin kullanilan
materyaldir. Fibroblast hiicreler tripsinizasyon yontemi ile flask ylizeyine kolay yapisan ve
cogalabilen hiicrelerdir. Ancak dondurma asamasinda meydana gelen hiicre hasarlari hiicre
hattinin elde edilmesi i¢in 6nemlidir. Hiicrenin in vitro ¢aligmalar sirasinda hiicresel epigenetik
mekanizmalarin etkilenmesini ve klonlanma sirasinda embriyonik gelisimin degigmesini

pasajlanma sayisi etkileyebilmektedir (Borges vd., 2020).

1.6. Hiicre Dondurma (Kryoprezervasyon) Islemi

Kriyoprezervasyon, tiip bebek (IVF) ve diger yardimci lireme tekniklerinde, 6zellikle
fazla dollenmis oosit ve embriyolarin saklanmasi amaciyla yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Trounson, 1990). Sperm kriyoprezervasyonu, yardiml tireme teknikleri alaninda
onemli bir ilerleme olarak kabul edilmektedir. Bu yontem, 6zellikle kemoterapi, radyoterapi
veya radikal cerrahi geciren erkeklerde {ireme yeteneginin korunmasi igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Anger vd., 2003). Sigir spermasinin kriyoprezervasyon siirecinde sperm
canlilig1, reaktif oksijen ftiirleri (ROS) sentezi ve DNA biitlinligii arasindaki iliskileri
arastirmak amaciyla gerceklestirilmistir. Kriyoprezervasyon, sperm canliligt ve DNA
biitiinliigli iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmekte, aym1 zamanda reaktif oksijen

tiirlerinin artisina yol agmaktadir (Giirler vd., 2016).

Kriyoprezervasyonun DNA hasarina ve embriyo gelisim potansiyelinin azalmasina

neden olabilecegine dair ¢esitli bilimsel calismalar bulunmaktadir. Ozellikle,
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kriyoprezervasyon islemi sirasinda meydana gelen hiicresel stresler, DNA biitiinliiglinii
bozabilir ve embriyo gelisimini olumsuz etkileyebilir. Kriyoprezervasyonun gametler ve
embriyolar tizerindeki etkileri, 6zellikle mRNA ve protein seviyeleri ile DNA biitiinligii
acisindan gesitli ¢alismalarla incelenmistir. Ozellikle koyun oositlerinde yapilan arastirmalar,
kriyoprezervasyonun mRNA ve protein ekspresyon diizeylerini etkileyebilecegini
gdstermektedir. Ornegin, yapilan bir ¢aligmada, koyun oositlerinin kriyoprezervasyon sonrasi
mRNA seviyelerinde belirgin bir azalma gozlemlenmis ve bu durumun embriyo gelisim
potansiyelini olumsuz etkileyebilecegi belirtilmistir (Silva vd., 2022). Kriyoprezervasyonun
neden oldugu kriyoyaralanmalarin, belirli bir ¢6ziilme siiresinden sonra geri donebilecegi de
rapor edilmistir. Bu bulgular, dondurma prosediirlerinin, kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-
PCR) ile olgiildigl tizere, kiigiikbas oositlerde mRNA seviyelerini diislirdiigiinii ortaya
koymaktadir (Choi vd., 2021). Cogu sperm ve oosit ¢aligmasi, kriyoprezervasyonun DNA
biitiinliigii iizerindeki etkilerini arastirmustir. Ozellikle, kriyoprezervasyon islemi sirasinda
meydana gelen hiicresel stresler, DNA biitiinliigiinii bozabilir ve embriyo gelisimini olumsuz
etkileyebilir. Park vd. (2012) yaptig1 bir ¢alismada, kriyoprezervasyonun embriyo hasarina
yol acabilecegi, DNA parcalanmasina neden olabilecegi ve gelisimsel yetenegi azaltabilecegi
belirtilmistir. Benzer sekilde, vitrifikasyon ve yavas dondurma yoOntemlerinin insan
embriyolarinda DNA biitiinliigiinii etkileyebilecegi ve apoptotik yollarla DNA hasarina neden
olabilecegi rapor edilmistir. Kriyoprezervasyon, hiicrelerin uzun siireli saklanmasi, taginmasi
ve dagitiminda kritik 6neme sahip olup, hiicresel metabolik aktivitelerin diisiik sicakliklarda
durdurulmasina dayanir. Geleneksel yontemler olan yavas dondurma ve vitrifikasyonun bazi
sinirlamalart  bulunmakta ve biliylik hacimli biyolojik materyallerin dondurulmasinda
giiclikkler yasanmaktadir (Alnemari vd., 2020). Ayrica, vitrifikasyon ve yavas dondurma
yontemlerinin, insan embriyolarinda DNA biitlinliigiinii etkileyebilecegi ve apoptotik yollarla
DNA hasarina neden olabilecegi rapor edilmistir (Gonzalez vd., 2020). Bu bulgular,
kriyoprezervasyon sirasinda meydana gelen molekiiler degisikliklerin anlagilmasinin, {ireme
biyoteknolojilerinde basar1 oranlarini artirmak agisindan kritik oldugunu gostermektedir.
Ozellikle kriyoprezervasyon protokollerinin optimize edilmesi, genetik materyalin
korunmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Bununla
birlikte, kriyoprezervasyonun, stresle iliskili ve glikoz tasiyici olarak bilinen (Glucose
transporter, GLUT1) genlerinin yukar regiilasyonu ve apoptoz ve Tiiberoz Skleroz (Tuberous
sclerosis complex 2, TSC2) geninin asag1 regiilasyonu ile gorildiigi gibi, bu genler iizerinde
farkli bir etkisi vardir. Uzun vadeli etkiler lizerine yapilan calismalar, bu tiir etkilerin

aciklanmasi daha zor olsa da bazi genetik iliskili etkileri saptamak i¢in olduk¢a hassas olabilir.
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Kriyoprezervasyonun sonuglarini derinlemesine degerlendirmek i¢in daha fazla molekiiler

biyoloji ve uzun vadeli ¢aligmalar gereklidir (Aarattuthodi vd., 2025; Lin ve Tsai, 2012).

Okaryotik hiicrelerde, DNA bazi eksizyon onarim yolunda merkezi bir rol oynayan ve
tek zincir kiriklar1 da dahil olmak {izere tiim DNA lezyonlarinin onariminda kritik 6neme sahip
ana apiirinik/apirimidinik endoniikleazin APEX1 geni oldugu bilinmektedir (Tell vd., 2010).
Insanlarda bazi eksizyon onartminda kritik rol oynayan APEX1 enzimi, biyolojik agidan
biiyliik 6neme sahip olup, DNA onarim sentezini baslatmak amaciyla AP boélgelerinin 5'
konumunda DNA seker-fosfat omurgasini kesmektedir. Insan APEX1'in abazik DNA'ya bagh
ti¢ ko-kristal yapisinin incelenmesi, bu enzimin DNA sarmalin1 biikmek ve AP-DNA ipini
sarmak icin sert, onceden olusturulmus, pozitif yiiklii bir ylizey kullandigini ortaya koymustur
(Mol vd., 2000). APEX1'in hem onarim hem de redoks diizenleme alanlarina sahip olmasi,
cekirdekte benzersiz islevler iistlenmesine olanak tanimaktadir. Bu proteinin redoks islevi,
yalnizca memelilere 6zgii yeni bir evrimsel kazanim iken, onarim fonksiyonu evrimsel siire¢
boyunca korunmus durumdadir. Endoniikleaz APEX]1, niikleotit eksizyon onariminin 6nemli
bir iiyesi olarak, polimeraz ve ligaz aktivitelerine uygun hale getirmek amaciyla yan DNA
uclarimi keser. Ayrica APEX1, transkripsiyon faktorlerinin redoks diizenleyicisi olarak hareket
etmekte ve RNA metabolizmasinda gorev alarak ¢ok yonlii islevler iistlenmektedir (Lopez vd.,
2012).

Soniat (2019) tez caligmasinda 1960’larin sonlarinda Dr. Robert Baker tarafindan
Doga Bilimleri Arastirma Laboratuvari’nda (NSRL) depolanan Genetik Kaynaklar
Koleksiyonu (GRC)’na ait ilk 6rnekleri kullanarak, dondurma sicakligimin tarihi biyolojik
ornekler tizerindeki etkisini arastirmistir. Otuz y1l boyunca -80°C’de saklanan 6rneklerin DNA
fragman uzunluklari, 1, 10 ve 20 yillik saklama siirelerine ait 6rneklere gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha kisa bulunmustur; buna karsilik 1, 10 ve 20 yillik gruplar arasinda
anlamlt bir fark saptanmamistir. Bu bulgular, DNA bozulma hizinin ilk on yildan sonra
yavagladigini, ancak 30. yilin sonunda o6lgiilebilir diizeyde belirginlestigini gostermektedir.
Ancak Mazur (1970) dokular1 saklarken, sicaklik ne kadar diisiikse, zaman igerisinden
dokunun daha az etkilendigini; bu nedenle -80°C'lik ultra soguk mekanik dondurucular, kisa
stire sonra -20°C'lik dondurucularin yerini almaya baglamistir. Son yillarda, doga tarihi
koleksiyonlarinda -80°C'lik dondurucular yerine sivi nitrojen (LN2) dondurucular

kullanilmaya baglanmistir (Hagedorn vd., 2018).
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Bu tez calismasinda, gen bankasinda uzun siireli saklanan biyolojik materyalde DNA
biitiinliigi ve hasar diizeyinin Comet analizi ile belirlenmesi ve Apurinic/apyrimidinic
endonuclease 1 (APEX1) geninin ifade diizeyinin RT-qPCR yontemiyle incelenerek olasi
tamir mekanizmalarinin degerlendirilmesinin yanisira UHAEM Gen Bankasi’na STR aracili
karakterizasyonu yapilmig yeni materyal eklenmesi amaglanmistir. Bu amagcla, gen bankasinda
bulunan Yerli Kara, Yerli Gliney Sarisi, Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizisi,
Boz ve Zavot sigir irklarina ait dondurulmus hiicre drnekleri (n=10/1rk), dondurulmamug hiicre
ornekleri ile karsilagtirilarak aralarindaki farklar ortaya konulmustur. Bu amagclar

dogrultusunda,

1. Gen bankasinda yaklagik 20 y1l siireyle saklanan hiicre 6rneklerinde Comet analizinin
yapilmasi,

2. Yeni Orneklem yapilan hayvanlarin kulak dokusundan hiicre izolasyonunun
gerceklestirilmesi,

3. Taze olarak elde edilen dondurulmamus hiicre 6rneklerinde Comet analizlerinin
yapilmasi,

4. Hiicre orneklerinde (Sahadan toplanan) RT-gPCR ile APEX1 geninin ifade
seviyelerinin belirlenmesi,

5. Gen bankasinda saklanan DNA &rnekleri ile sahadan toplanan kanlardan elde edilen
DNA materyalinin genetik karakterizasyonunun yapilmasi

6. UHAEM Gen Bankasi’na STR aracili karakterizasyonu yapilmis yeni materyal

eklenmesi hedeflenmistir.
Bu tez galigmasinda asagidaki hipotezler test edilmistir:

1) Gen bankasinda uzun siire saklanan hiicre 6rneklerinin DNA yapisinda dondurma ve
saklama kosullarina bagli olarak hasar meydana gelmektedir,

2) DNA hasarina iliskin olarak dondurulmamis 6rneklerle donmus 6rnekler arasinda
Comet analizinde kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti acisindan
fark bulunmaktadir,

3) Hicre orneklerinde donmus ve dondurulmamis orneklerde APEX1 gen ifadesi
seviyelerinde farklilik bulunmaktadir,

4) Ayrica, gen bankasinda saklanan DNA ornekleri ile sahadan taze elde edilen DNA
ornekleri karsilastirildiginda, STR lokuslarina iligkin parametrelerde farkliliklar

bulunmaktadir.
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Sunulan tez calismasi, yerli sigir irklarinda DNA hasar1 yoniinden gen bankasi
materyali iizerinde yapilan ilk ¢alismadir. Glincel literatiirde, sperma materyalinde Comet
analizi kullanilarak yapilan analizler bulunmaktadir (Zimmerman vd., 2025). Bu nedenle, yerli
sigir wklarinda ve hiicre O6rneklerinde 10 yili agkin siireyle dondurmanin DNA hasari

tizerindeki etkileri ilk kez bu ¢aligmada ortaya konulacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

Yerli Gen Kaynaklarimizi korumak ve yok olma tehlikesindeki hayvanlarin
laboratuvar ortaminda tekrar tiretilmesi hedefiyle 2011-2012 yillarinda Yerli Kara, Boz Irk,
Dogu Anadolu Kirmizisi, Yerli Giiney Sarisi, Zavot ve Giiney Anadolu Kirmizi sigirlarina ait
DNA, sperma, hiicre, embriyo gibi materyaller dondurularak -80°C dolaplarda ve -196°C azot
tanklarinda saklanarak Evcil Hayvan Gen Bankas1 kurulmugtur. Bu tez ¢alismasinda UHAEM
Gen Bankasinda Sekil 2.1°de goriildiigii gibi -80°C’de muhafaza edilen kutulardaki DNA
ornekleri (n=10/1rk) ve fibroblast rnekleri (n=10/1rk) kullanilmistir. Gen bankas: materyeline
ait Sekil 2.1°de goriilen bilgiler disinda bagka bir bilgi bulunmamaktadir. Ayrica giincel
verilerin elde edilebilmesi i¢in Yerli Kara ornekleri Lalahan UHAEM, Boz irk i¢in Bandirma
Koyunculuk Arastirma Enstitiisii, Gliney Anadolu Kirmizisi1 (GAK) ve Yerli Giiney Sarisi
(YGS) icin Dogu Akdeniz Arastirma Enstitiisti, Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) ve Zavot i¢in
ise Dogu Anadolu Tarimsal Arastirmalar Enstitiisii bilinyesinde bulunan hayvanlardan
(n=10/1rk) tam kan 6rnekleri toplanmigtir. Ayni zamanda Comet analizinde dondurulmamais
hiicre olarak kontrol grubu amaciyla yeni toplanan kulak dokusundan fibroblast hiicre
ornekleri (n=10 Negatif Kontrol, NK) izole edilmistir. Caligmada kullanilan hayvan materyali
ve sayilar1 Cizelge 2.1’de sunulmustur. Calisma Uluslararasi Hayvancilik Arastirma ve
Egitim Merkezi Midiirligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulu 31.11.2022 tarih ve 207 sayili
izin ile gerceklestirilmistir (EK1).

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan materyal ve sayilari

MATERYAL

Sigir Irklar: Dondurulmus Kontrol

DNA Hiicre DNA Hiicre

(Fibroblast) (Fibroblast)

Yerli Kara (Lalahan) 10 10 10 10NK
GAK (Dogu Akdeniz Arastirma) 10 10 10 *
BOZ(Bandirma) 10 10 10 *
DAK (Dogu Anadolu Arastirma) 10 10 10 *
YGS (Dogu Akdeniz Arastirma) 10 10 10 *
ZVT (Dogu Anadolu Arastirma) 10 10 10 *

*dondurulmamus hiicre olarak kontrol grubu amaciyla yeni toplanan kulak dokusundan elde edilen fibroblast hiicre
ornekleri; NK= negatif kontrol.
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1|BT—GAK~02-05-2008-TR310000264505E-23
2|BT-GAK-02-05-2008-TR630000340198E-32
3|BT-GAK-02-05-2010-D8/E-18
4|BT-GAK-02-05-2008-1319E-20
5|BT-GAK-02-05-2008-TR310000192617E-25

Sekil 2.1. Gen Bankasit DNA &rneklerinin -80 °C’de saklandig1 kutular
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2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Her rktan (YK, BOZ GAK, DAK, YGS ve ZVT) TURK-HAYGEN kriterlerine
uygun secilen saglikli 5 yas altinda ve akrabalik iligkisi bulunmayan n=10/irk sigirdan DNA
elde etmek i¢in 10ml’lik EDTA’l1 vakumlu tiiplere kuyruk venasindan (Vena coccygea) kan
alinmistir. Hayvan zaptrapta alindiktan sonra kuyruk dik tutularak 6nce alkollii pamuk ile
temizlenir. Sonrasinda kan alma kaniilii ve holder yardim ile kuyruk venasina girilir ve tiiplere
yeterli kan alimir. UHEAM biinyesinde bulunan Genetik Laboratuvarina getirilip analize

baslayana kadar 6rnekler +4 °C dolaplarda saklanmustir.

2.3. DNA Elde Edilmesi ve Fragment Analizleri

Laboratuvara getirilen tam kandan QiaCube HT cihazinda DNA izolasyonu i¢in kan
materyalinde izlenen protokol takip edilmis ve ticari bir DNA izolasyon kiti (QIAamp 96 DNA
QiaCube HT, katalog no: 51331) kullanilarak DNAlar izole edilmistir. 200ul kan 6rnekleri
numara verilerek kuyucuklara dagitilip, pipet uglari ve soliisyonlar kitin iginden ¢ikan plastik
kutulara aktarilarak cihazin igine yerlestirilmis ve QiaCube HT Software programinda cihaz
calistirtlmigtir. Sonrasinda DNA kalite ve yogunluk ol¢iimleri i¢in UHAEM Genetik
Laboratuvarinda bulunan spektrofotometre (NanoPhotometer Implen N50, Almanya)
cihazinda Ol¢iimleri yapilmistir. Elde edilen konsantrasyonlar PCR i¢in onerilen 1-10ng/ul
olacak sekilde sulandirilmistir. PCR analizlerinin tamamlanmasindan sonra elde edilmis olan
DNA ornekleri 2ml cryoviyal tiiplerinde -80°C dolaplarda gen bankasi materyali olarak

eklenmistir.

Tez calismasi kapsaminda her irktan 10ar adet (YK, BOZ, GAK, DAK, YGS ve ZVT)
olacak sekilde toplanan 60 6rnek ve Gen Bankasindan secilen 60 6rnek ile birlikte toplamda
120 adet DNA o6rnegi i¢in UHAEM Genetik Laboratuvarinda thermocycler cihazinda
ThermoFisher Scientific Bovine Genotypes Panel 2.1 (Katalog no: F904S) ile 11 lokus i¢in
PCR kurulmus ve fragment analizleri yapilmistir. Kullanilan mikrosatellitlere ait kromozom,
allel uzunlugu ve Genbank erisim numarasi bilgileri Cizelge 2.2’de verilmistir. Bu amagla
kitin 6nerdigi protokol yari1 Olgiilerinde mix hazirlanarak optimize edilmis ve mix PCR
tiplerine 7pl tizerine 1ul DNA &rnekleri (1-10ng/ml) dagitilip iyi pipetleme (Cizelge 2.3)
islemi sonrasinda kitin Onerdigi sicaklik ve siireler optimize edilerek (Cizelge 2.4)

yiikseltgenmistir. ABI3130 cihazinda BOVINE_STR protokolii ile analiz yiirGitiilmiigtiir.
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Cizelge 2.2. Sigir 6rneklerinin genotiplenmesi i¢in kullanilan mikrosatellit bolgelere ait bilgiler

LOKUS Kromozom Allel Uzunlugu GenBank Erisim Numarasi
BM1824 1 170-218 (G18394
BM2113 2 116-146 M97162
INRA023 3 193-235 *

ETHI10 5 198-234 GQ368902
ETH225 9 135-165 Z714043.1
SPS115 15 235-265 FJ828563
TGLA53 16 143-191 GQ368904.1
TGLA227 18 64-115 AC_000175.1
ETH3 19 90-135 Z722744.1
TGLA126 20 104-131 NT_107802.2
TGLA122 21 134-193 AC_000178.1

*firma tarafindan paylasiimamistir.

Cizelge 2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu protokolii

Kimyasallar Kitin énerdigi miktar Cahismada kullamlan miktarlar
PCR Buffer 3ul 1,5ul

dNTP mix 4ul 2ul

Primer Mix 5,5ul 2,75ul

DNA polymerase 0,5ul 0,25ul

Ornek 2ul Il

Cizelge 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullar

Asama Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ basamagi 95°C 10 dakika 1
Erime 94°C 45 saniye

Baglanma 61°C 45 saniye 31
Uzama 72°C 60 saniye

Final Uzama 72°C 60 dakika 1

Final Basamagi 25°C 2 saat 1
Bekleme 4°C o0

Fluoresan isaretli primerler ile gogaltilan PCR iiriinlerinin genotiplemesi icin UHAEM

Genetik Laboratuvarinda bulunan ABI 3130 analiz cihazi kullanilmistir. ABI 3130 cihazinda

gerceklestirilen kapiller elektroforez

sonucunda olusan fragmentlerin uzunluklarinin

belirlenmesinde yine bu cihaza ait yazilim olan GeneMapper kullanilmistir. Bu tez

calismasinda Gen Bankasindaki DNA Grneklerine ait fragment analizleri UHAEM Genetik

Laboratuvarinda bulunan ABI 3130 cihazinda tamamlanmis olup, sonrasinda yasanan teknik

sorunlar ve cihaza ait parca ve servis destegi olmamasi nedeniyle; yeni toplanan 6rneklerin
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fragment asamasi Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi Genetik

Laboratuvarinda bulunan ABI 3500 cihazinda tamamlanmuistir.

PCR tamamlandiktan sonra ornekler fragment analizine hemen devam edilmeyecek
ise ornekler +4°C dolaba kaldirilmistir. Fragment analizi her 6rnek i¢in 11,5 pl Formamide +
0,5ul ROX (GeneScan™ 500) hazirlanmustir. Sekans cihazimin plakasinda her drnek igin 12
pl mix dagitildiktan sonra 2,5 pul PCR iiriinii dagitilip yavasca pipetlenerek ve kisa bir spin
yapildiktan sonra denatiirasyon i¢in 94°C’de 2 dakika (dk) thermalcyclerda sitilarak hemen
ardindan 3dk buzda bekletilip ABI3130 cihazina yiiklenmistir.

Genetik cesitliligin degerlendirilmesinde kullanilan temel parametreler arasinda allel
sayist (Na), ortalama allel sayis1 (MNa), gézlemlenen (Ho) ve beklenen heterozigotluk (He),
ortalama heterozigotluk (H), Hardy—Weinberg dengesine uygunluk diizeyi exact test,
Wright’in F-istatistikleri (FIT:popiilasyon i¢i, FIS:popiilasyonlar arasi ve FST:genetik
farkliliklart) ve null allel frekanslar1 yer almaktadir (Weir ve Cockerham, 1984; Wright, 1931).
Hardy-Weinberg dengesi, bir popiilasyonda allel ve genotip frekanslarinin nesiller boyunca
sabit kaldigim1 varsayan bir modeldir. Bir lokusun bu dengeye uyup uymadigi, genetik
stiriiklenme, goc, seleksiyon ya da ciftlesme oOriintiilerinde bir sapma olup olmadigim
gosterebilir. Elde edilen P degerleri 0,05’ten kiigiik ise, ilgili lokusun Hardy-Weinberg
dengesinden anlamli sekilde saptigi kabul edilmektedir (Wigginton vd., 2005). Bu degiskenler,
GenAlEx yazilimi (Peakall ve Smouse, 2006; Peakall ve Smouse, 2012) ve POPGENE
programi (Yeh vd., 1997) kullanilarak hesaplanmigtir. Irklar arasindaki genetik uzakliklarin
gorsellestirilmesinde Nei’nin Da mesafe Olgiitii temel alinarak olusturulan dendrogramlar
kullanilmis; dendrogram yapilarinin istatistiksel giivenilirligini degerlendirmek amaciyla 1000
bootstrap tekrariyla analiz gerceklestirilmistir (Nei, 1983). Bu yaklasim, popiilasyonlar arasi

genetik iliskilerin daha saglam ve yorumlanabilir bir sekilde ortaya konmasini saglamaktadir.

2.4. Kulak Dokusunun Elde Edilmesi

Kulak kepgesi traglanip %70’lik alkol ile i¢ ve dig yiizeyi silindikten sonra 5mm
medikal punch (Sekil 2.2 solda) yardimu ile kulak dokusu 15ml’lik falkon tiiplere (Sekil 2.2
sagda) alinmistir. Dokular1 Hiicre Kiiltiirii laboratuvarina ulagsana kadar 15ml’lik falkon i¢inde,
Pen-strep (10.000 {inite/ml Penisilin ve 10mg/ml Streptomisin karisimi, VivaCell Bioscience,

Almanya) ile hazirlannus fosfat tamponlu salin (Phosphate-Buffered Saline, PBS)
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soliisyonlarda muhafaza edilmistir. Falkona alinan dokular laboratuvara 1 saat igerisinde

ulastirilmagtir.

Sekil 2.2. Kulak dokusu elde etmek i¢in kullanilan Smm steril medikal punch (solda) ve Yerli Kara
sigirinda kulak dokusundan punch yardimi ile 6rnek alim agamasi (sagda)

2.5. Kulak Dokusundan Hiicre izole Edilmesi

Kulak dokusundan primer hiicre elde edilebilmesi igin yapilan c¢alismalar UHAEM
Genetik Laboratuvarinda bulunan Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda yapilmistir. Calismada
TURK-HAYGEN projesi kapsaminda Arat vd. (2008) tarafindan onerilen protokol takip

edilmistir.

Uygun sekilde korunan doku ornekleri, canliligimi yaklasik 3—4 giin siireyle
stirdiirebilmektedir. Doku numuneleri, Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’na getirildikten sonra
laminar hava akim kabini altinda Pen-Strep’li PBS’den alinarak %2 Pen-Strep’li igeren yeni
bir PBS ¢ozeltisine aktarilmistir. Killi dig yiizey bistiiri yardimiyla dikkatlice temizlenirken,
alttaki bag doku ve kikirdak kismui steril bir petri kabina alinmistir. Dokularin kurumasini
onlemek amaciyla tizerine kontrollii miktarda PBS damlatilmistir. Steril pens ve bistiiri
kullanilarak, dokular igne bagi biiyiikliigiinde kii¢lik pargalara ayrilmis ve 35 mm ¢apindaki
hiicre kiiltiir petrilerine dikkatlice yerlestirilmistir. Yapigsmanin ger¢eklesmesi i¢in yaklasik 2—
3dk beklenmis ve ardindan besiyeri, petri kenarindan yavasga eklenerek doku pargalarinin tistii
tamamen kapatilmigtir. Kiiltiir petrileri nazikge inkiibatore yerlestirilmis ve sonraki giinlerde
olas1 kontaminasyon agisindan gozlemlenmistir. Kontamine oldugu saptanan kiiltiirler %70
etanolle ylizeysel olarak kaplanarak tibbi atik prosediiriine uygun sekilde imha edilmistir.
Ekimden itibaren ilk yedi giin boyunca kiiltiir kaplarinin hareket ettirilmemesi nerilmektedir.

Yedinci giiniin sonunda mikroskopla (NanoEnTek, Juli™ Br-FL Station, Kore) yapilan
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degerlendirme ile hiicre proliferasyonu gézlemlenmistir. Ilk medyum degisimi bu asamada
gerceklestirilmis ve takip eden gilinlerde iki glinde bir yenilenmeye devam edilmistir. Hiicre
tabakasinin petrinin tabanin1 kaplamasiyla birlikte, dokular pastor pipeti yardimyla
uzaklastirilmistir; ardindan tripsin iglemi uygulanarak hiicreler pasajlanmistir. Eger hiicreler
hemen kullanilmayacaksa, uygun kriyoprotektan ile dondurma prosediiriine alinarak uzun

stireli saklama saglanmstir.

Tez onerisinde belirtilen bu protokol denenmis ancak sonu¢ alinamamistir. Bunun
tizerine ayn1 yontem farkli bir laboratuvar ortaminda hiicre kiiltiirii agamalarini tamamlamak
amactyla Ankara Universitesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’nda bulunan hiicre
kiltiir laboratuvarinda (Sekil 2.3) devam edilmistir. Aymi protokol denemesinde
kontaminasyonla karsilagilmasi ve siirecin uzun olmasi sebebiyle mekanik olarak primer hiicre
elde edilmesi asamas1 yerine enzimatik yontemler denenmesi ihtiyaci ortaya ¢ikmigstir. Bunun

icin oncelikle tripsin enzimi (Oztiirk, 2022; Wiesmann, 1999) ile ¢alisilnustir.

Sekil 2.3. Hiicre Kiiltiirii ¢aligmalar1 (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Laboratuvart)

Kulak dokusundan hiicre elde edilmesi i¢in 15ml’lik falkonlara alinan kulak dokular1
Hiicre Kiiltiirii laboratuvarima getirilerek calisilmstir.
1) Doku bisturi yardimiyla kiigiik pargalara ayrilarak petride yiizeyi tamamen kapanacak
kadar Tripsin eklenerek ve 3-4 saat 36,5°C CO; inkiibatore kaldirilmistir.
2) Hiicreler mikroskopta incelenmistir ardindan enzimle aymi miktarda Dulbecco's
Modified Eagle Medium high glucose (DMEM, Gibco,Thermo Fisher Scientific, CA,
ABD) eklenmis ve gozlendikten sonra 100 mikronluk filtrelerde stiziilmiistiir.

3) Siiziilen siv1 santrifiij edilmistir.
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4) Hazirlanan besiyerinde 100ml DMEM, 10ml Fetal Bovine Serum (FBS, 0,1pm
Membran Filtered, Biological Industries, Bl) ve 1ml Pen-Strep resiispanse edildikten
sonra 25cm?’lik flaske aktarilmistir. Gece boyu inkiibatérde hiicrelerin flask yiizeyine
tutunabilmesi i¢in inkiibe edilmistir.

5) Hicreler mikroskopta incelenmis ve kontaminasyon yok ise hiicre kaziyict (cell
scraper) yardimiyla hiicreler flask yiizeyinden kaldirilmisgtir.

6) Sayim yapilarak belirlenen oranda dondurma ya da pasajlama i¢in kaldirilmustir.

Bu protokol ile elde edilen hiicre sayist az olup Comet sayimi i¢in yeterli olmadigt

gbzlenmistir.

Dokudan hiicre izole edilmesinde mekanik ve enzimatik yontemler denenmistir. Tez
onerisinde mekanik olarak dokunun pargalanmasindan sonra inkiibasyon asamasinda
hiicrelerin ayrilmasi planlanmis ancak denemeler sirasinda kontaminasyon ile karsilagilmis ve
farkli protokoller denenmesine ihtiya¢ olmustur. ilk olarak tripsin enziminden faydanilmis
ancak bu protokolle elde edilen hiicre sayis1 Comet sayimi igin yeterli olmamig farkli enzim
denemesine ihtiya¢ olmustur. Hiicre izole etmek i¢in accutase, dispase, collagenase enzimi
gibi enzimlerin c¢alistigi bilinmektedir (Reicharda ve Asosingh, 2002). Bu arastirmalar
sonucunda kollajenaz (Nordmark Collagenase NB4) enziminden faydalanilmis ve kollajenaz
ile bir gece boyunca muamele edilen dokulardan hiicrelerin ayrildig1 gdzlemlenmistir. Uretici
firma tarafindan kollajenaz enziminin fare fibroblast hiicre kiiltiirii i¢in diisiik yogunlukta gece
boyu doku ile inkiibatdre birakilmasi onerilmis ve bu calismada yapilan denemelerde sigir
fibroblast i¢in enzimde ayni yogunluk ile deneme yapilmistir. Ayrica dokunun parcalara
ayrilmasinda bistiliri disinda homojenizatér yardimi ile parcalanmasi da aynmi enzim ile
denenmis belirgin bir fark goézlemlenmemistir. Bu sebeple analizlerde dokunun kiigiik

parcalara ayrilmasi i¢in bistiiri kullanilmaya devam edilmistir.

Tez galigmasinda, sigir kulak dokusundan primer hiicre kiiltiirii elde etmek amaciyla
cesitli protokoller denenmistir. Yetiskin insan dermal fibroblastlarinin primer kiiltiirlerinin
kurulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in ayritili prosediirler bulunmaktadir. Kollajenaz enzimi, bag
dokusundaki kollajeni parcalayarak fibroblastlarin serbest kalmasimi saglar. Bu siireg,
hiicrelerin canliligini ve proliferasyon kapasitesini koruyarak, uzun siireli kiiltiirler i¢in uygun
bir basglangi¢ noktasi olusturur (Kisiel ve Klar, 2019). Bu protokolii, sigir kulak dokusundan
primer hiicre kiiltiirii elde etmek i¢in uyarlamak miimkiindiir. Baz1 modifikasyonlar yapilarak
yeterli hiicre sayisini (1x10°) elde etmek i¢in en uygun protokol olarak Hentzer ve Kobayasi
(1978) ile Kisiel ve Klar (2019) protokollerinin modifikasyonlari tercih edilmistir.
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Yukarida 6zetlenen optimizasyon galismalar1 ve elde edilen sonuglar dogrultusunda

ornek alimi ve primer hiicre kiiltiirli elde etme asamalar1 asagidaki sekilde tamamlanmustir.

1) Kulak kepgesi iizerindeki killar jilet yardimiyla kesilmis ve ardindan %1Dezen ile
silindikten sonra %70’lik alkolle temizlenip ve pamukla silinmistir. Smm medikal biyopsi
punch ile dokular 15ml’lik falkon i¢ine alinmigtir. Punch ucunda kalan doku steril bistiiri
yardimiyla 5ml’lik Pen-Strep i¢eren PBS igeren falkon igine itilmistir. Bu soliisyonlar doku
alinana kadar +4°C dolapta saklanmistir. Doku alinirken falkon tiipler buza gomiilmiis ve
doku alindiktan sonra da buz i¢inde falkonlar laboratuvara getirilmistir. 15ml’lik falkonlarda

laboratuvara getirilen dokular beklemeden c¢alisilmstir.

2) Petri kabma aktarilan doku parcalari ¢evresindeki kil, kan, deri gibi yapilar
uzaklastirilip 1-2ml PBS ile yikanmis ve sonrasinda 11 numara sivri uglu steril bistiiri ucu ile
kiigiik parcalara ayrildiktan sonra dokularin {izeri ve petri tamamen kaplayacak kadar
kollajenaz (yaklagik 5-7ml) eklenmistir. Mikroskopta dokudan ayrilan hiicreler
gozlemlenmistir. 1 saat arayla tekrar mikroskopta izlenmistir. Yaklasik 2 saat sonra iizerine
2ml (enzimin 1/3 i) DMEM eklenmistir. 100 mikronluk hiicre siizgecinden (cell strainer)
gegirilen hiicreler vasat (%1 Pen-Strep+DMEM) hazirlanarak flasklarda hiicrelerin ¢ogalmasi

i¢in CO> inkiibatorde bir gece flask yiizeyine tutunmasi i¢in birakilmisgtir.

3) Inkiibasyonun 20. saatinde petrideki dokularla birlikte tiim sivi 100 mikronluk
siizgecten siiziilmiistiir. Oncesinde siizge¢ 1-2ml PBS ile yikanmistir. Sonrasinda 50ml’lik
falkona gecirilen siizgegten tiim doku ile sivi siiziiliip santrifiij edilmeden 25’lik flaska
aktarilmistir. Yaklagik 2 saat hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 beklenmis ve 2 saat sonrasinda
ustteki sivi uzaklastirilmistir. Serum iceren besiyeri hazirlanarak hiicreler lizerine eklenip
mikroskopta gézlemlenmistir. Bu amagla +4°C’de saklanan 100ml Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), -20°C’de muhafaza edilen %5 (10ml) Fetal Bovine Serum ve %2 (2ml)
Pen-Strep soliisyon eklenerek falkon tiiplerde karistirilmis ve her defasinda bu karisim yeniden

hazirlanmustir.

7 gin boyunca flasklardaki hiicreler gozlemlenip besiyeri (hiicre canlilifl ve
kontaminasyon durumuna gore besiyeri veya tam besiyeri) degistirilmistir ve hiicrelerin flask
ylizeyini kaplamas1 sonrasinda 25cm? lik flasktaki hiicreler, 75cm? flasklara alinarak yiizeye
tutunmalar1 i¢in inkubatdre kaldirilmistir. Flaskta ylizey kaplayan hiicreler steril kaziyict ile

tek yonde kazima islemi sonras1 Sekil 2.4’te goriildiigi gibi flask yiizeyinden kaldirilmistir.
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Hiicreler falkon tiipiinde 15dk 15.000rpm’de santrifiij edildikten sonra. 1:1 oraninda trypan

blue ile boyanarak hiicre sayimlar1 yapilmustir.

Sekil 2.4. Falkon tiipte laboratuvara getirilen dokular petriye alindiktan sonra (solda). Dokular bistiiri
yardimiyla kii¢iik pargalara ayrilip enzim ile yiizeyi kaplandikta sonra(ortada). Hiicre kaziyic1 yardimi
ile hiicrelerin flasktan kaldirilmasi (sagda)

75 cm*lik flasklerdeki hiicreler 3 kisma boliiniip, bir kisim dondurma amaciyla
tutulurken, bir kistm Comet analizi diger kisim ise RNA analizleri igin ayrilmistir. Comet
analizi i¢in ayrilan hiicreler vasat i¢inde tutulup ayni giin analize alinmig, RNA izolasyonu i¢in

ise RNAprotect ile muamele edilerek ¢alismalara devam edilmistir.

2.6. Hiicre Orneklerinin Dondurulmasi

Dondurma asamasi Borges vd. (2020) domuz fibroblast dondurma agsamasinda

kullandiklar1 protokol modifiye edilerek asagidaki basamaklar takip edilmistir.

1) 37°C’de inkiibatore birakilan besiyerinde hiicreler inkiibatorden ¢ikarilmistir ve

hiicrelere zarar vermeden besiyeri aspire edilmistir.

2) 6 ml Dulbecco’nun fosfat tamponlu salini (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline,
DPBS) ile yikanip DPBS aspire edilmistir.

3) Hiicreleri flasktan kaldirmak i¢in steril kaziyic1 yardimi ile flask yiizeyinde kazima
islemi sonras1 flasklar mikroskopta gozlemlenmistir ve flask yiizeyinde kalan hiicre var ise
2ml  Tripsin ile muamele edilmistir ve mikroskopta yassi hiicrelerin toplandigi
gozlemlenmistir. Bu asama 2-3 dakikay1 gegmemeli ve hemen ardindan 4 ml besiyeri (2X

Tripsin) eklenmistir. 15 ml falkona aktarilarak 2000rpm’de 5 dk santrifiij edilip santrifiij
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sonras1 slipernatant uzaklastirilmigtir. Hazirlanan besiyeri 1ml hiicreye eklenip kibarca

pipetleme yapilmstir.

4)%80 Fetal Bovine Serum ve %20 Dimetil Siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
dondurma soliisyondan 1ml ve 1ml de besiyerinde hazir olan hiicrelerden alinarak total hacim

2ml olacak sekilde karigtirilmistir (Arat vd., 2008).

5) Kriyoviyale alinan 6rnekler Mr. Frosty (Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD)
kaplarinda dondurulmustur (Sekil 2.5’te Mr. Frosty kabina %100 isopropanol eklenmis ve
icindeki siingerlere kryovialler yerlestirilmistir). Dakikada 1°C soguma saglayan kaplara
yerlestirilen 6rnekler gece boyu -80°C dolapta saklandiktan sonra uzun siireli saklama igin -

196°C azot tanklarina transfer edilmistir (Abreu vd., 2012).

Sekil 2.5. Mr. Frosty dondurma kabi

Bu ¢alismada, primer hiicre kiiltiirii elde etmek amaciyla asagidaki is akisi (Sekil 2.6)
izlenmistir. Ilk olarak, materyal kaynagi olarak kullanilacak uygun hayvanlarin secimi
yapilmigtir. Se¢im kriterleri, hayvanlarin genetik arka plani, saglik durumu ve deneysel
gereksinimlere gore belirlenmistir. Doku oOrnekleri, steril sartlar altinda medikal punch
yardimiyla alinmistir. Elde edilen doku 6rnekleri steril falkon tiipler i¢erisine konularak, soguk
zincir altinda laboratuvara ulagtirilmigtir. Laboratuvar ortaminda dokular kiigiik parcalara
ayrilarak, uygun enzim (6rnegin kollajenaz veya tripsin) iceren soliisyonlarla inkiibe
edilmistir. Bu islem, hiicrelerin doku matrisinden ayrilmasini saglamak amaciyla
gerceklestirilmistir. Enzimatik inkiibasyon sonrasi 6rnekler mikroskop altinda gozlemlenerek
hiicre ayrismasi degerlendirilmistir. Hiicre sayimlar1 trypan blue ile boyama sonras1 otomatik
Ol¢iim ile degerlendirilmistir. COMET analizi, RNA izolasyonu ve kriyoprezervasyon

caligmalar1, her bir islem igin 1x10° hiicre kullanilarak gergeklestirilmistir.

29



Sekil 2.6. Hiicre Kiiltiirii is akis semas1
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2.7. RNA Elde Edilmesi ve RT-gPCR Analizleri

2.7.1. Total RNA izolasyonu

Bu uygulama Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali RNA
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. RNase AWAY™ (ThermoFisher Scientific, Ingiltere)
ile uygulamanin gergeklestirilecegi laboratuvar ortami ve laboratuvar ekipmaninin temizligi
saglanarak ve iglemler tamamen RNAase ari sartlarda siirdiiriilmeye gayret edilmistir. Gen
bankasindan ¢ozdiiriilen hiicre ornekleri 1:5 oraninda RNA protect (Qiagen, Almanya)
kullanilarak 5 haftaya kadar +4°C'de saklanabilmektedir. RNA stabilizasyonu saglanmasi
amaciyla -80°C’de saklanan hiicre kiiltiirii 6rnekleri (1x10° hiicre/ml) buz iizerinde oda
sicakliginda ¢6zdiiriilmiis ve ardindan +4°C'de 2600g'de 15dk boyunca santrifiij edilmistir. Bu
islemin ardindan hiicresel bilesenleri tamamen uzaklastirmak igin +4°C'de 10000g’de 5dk
daha santrifiij islemi tekrarlanmig ve hiicrelerden yoksun siipernatant kisim uzaklastirilmigtir.
DMSO ile dondurulmus hiicrelerde bu etkiyi kaldirmak i¢in +4°C dolapta soguk tercih edilen
PBS ile yikama yapilmistir. Total RNA izolasyonu silika kolon bazli ticari bir kit (Qiagen-
RNeasy Mini Kit-50) ile gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri spektrofotometre
(NanoDrop ND2000, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile farkli dalga boylarinda 6lgiilerek
saflik ve kalite acisindan degerlendirilmistir. izolatlar bir sonraki isleme kadar -80°C’de

saklanabilecektir.

Bir ml RNA protect soliisyonu iizerine 200 pl donmus ve donmamis hiicre
orneklerinden eklenerek, RNA izolasyonu icin kitin tavsiye ettigi protokol dogrultusunda
caligtlmustir.

1. Maximum 3000rpm’de hiicreler ¢oktiiriilmiistiir, hiicre peletini kaldirmadan RNA

protect uzaklastirilmistir.

2. 1 ml RLT buffer i¢inde 10ul Betamerkaptaetonol eklenmistir (bu karisim oda

sicakliginda 1 ay kadar durabilir).
RPE buffer i¢inde 4 Kat1 etanol eklenerek buffer hazirlanmistir.

4. 5x10°° hiicre yogunlugundaki hiicreler igin 350ul RLT buffer eklenerek lizat

olusturulmustur.

5. Bu lizatin {izerine 350ul %70’lik Etanol eklenmistir. Pipetlenerek karistirilmistir.

6. Toplam 700 pl olan karisim alinarak RNeasy Mini Spin kolonlara aktarilmistir.

Bu spin kolonlar kapaklari kapatilarak 10000rpm’de 15 saniye santriflij yapilir ve

alttaki sivi uzaklagtirilmustir.
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7. 700 pl buffer RW1 RNeasy spin kolon {izerine eklenmis, bu spin kolonlar
kapaklar1 kapatilarak 1000rpm’de 15 saniye santrifiij edilip ve alttaki sivi
uzaklagtirtlmisgtir.

8. 500 pul buffer RPE RNeasy spin kolon iizerine eklenmis, bu spin kolonlar kapaklari
kapatilarak 1000rpm’de 15 saniye santrifiij edilip ve alttaki sivi uzaklagtirilmstir.

9. 500 pl buffer RPE RNeasy spin kolon tizerine eklenip, bu spin kolonlar kapaklar
kapatilarak 1000rpm’de 2dk santrifiij edilir ve alttaki sivi uzaklastirilmigtir.

10. 1dk maximum hizda santrifiij yapilarak membranda kalan etanol
uzaklastirilmstir.

11. Temiz ependorf tiiplere spin kolonlar aktarilip ve 30-50 pl arasinda RNase free su

eklenip ve 10000rpm’de 1dk santrifiij edilmistir.

Biitiin bu islemler tamamlandiktan sonra spektrofotometre (NanoDrop ND2000,
Thermo Fisher Scientific, ABD) oOlgiimleri yapilarak analiz igin kullanilacak sulandirma

oranlar1 hesaplanmistir.

2.7.2. cDNA Eldesi

Elde edilen izolatlardan ticari kit (Qiagen, Quantitect Reverse Transcription Kit) ile
direticinin talimatlar1 dogrultusunda cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Kitin Onerisi
dogrultusunda en iyi oran 100 ng dlgiilen RNA ile cDNA eldesi olmustur. Sonraki iglemlerin
hemen yapilmamasi durumunda cDNA 6rneklerinin degredasyonunu engellemek amaciyla -
20°C’de saklanmas1 miimkiindiir. Sulandirilmamig cDNA 6rnekleri 2—8°C’de 4 giin, —20°C’de
5 hafta saklanabilmektedir. Revers transkripsiyon reaksiyonu i¢in izlenen protokol asagidaki

gibidir.

DNA kontaminasyonunu engellemek amaciyla, kitin iginden ¢ikan gDNA wipeout
¢Ozdiiriiliip vorteks edilmistir. RNA degradasyonu en aza indirmek igin biitiin reaksiyon buzda
calisilmistir. RNase inhibitorii ve ANTP’ler kitin i¢inde temin edildigi i¢in ekleme yapmaya
gerek yoktur. Dondurularak saklanan RNA 6rnekleri, analiz 6ncesinde ¢oziindiirilmek tlizere
buz tlizerinde bekletilerek oda sicakligina getirilmistir. Revers transkripsiyon igslemine hazirlik
amactyla kullanilan gDNA Wipeout buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript
RT buffer, RT Primer Mix ve RNase-free su, ¢éziinme iglemi tamamlanana kadar oda
sicakliginda tutulmustur (Cizelge 2.5). Reaktifler karistirilirken, her tiip hafifge vurularak

homojenizasyon saglanmis; ardindan karigimlar kisa siireli santrifiigasyon ile dibe ¢oktiiriiliip,
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buz iizerinde stabil kalacak sekilde muhafaza edilmistir. Bu adimlar, reaksiyonun verimli bir

sekilde ilerlemesini saglamak i¢in dikkatle gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.5. Genomik DNA uzaklagtirmak i¢in kurulan reaksiyon protokolii

Bilesen Hacim Deneyde Kullanilan Hacim
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ul 7ul

Template RNA, up to 1 pl Degisken 1 pl

RNase-free su Degisken 6 ul

Toplam reaksiyon hacmi 14 ul 14 ul

Reverse transkripsiyon reaksiyon bilesenleri karistirildiktan 15dk  42°C’de
inkiibasyona birakilir. Bu reaksiyonu inaktive etmek i¢in 95°C’de 3dk inkiibe edilir. Real-time
PCR i¢in devam etmek i¢in 6rnekler buzun tizerinde bekletilir ya da - 20°C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 2.6’da bilesenleri verilen Reverse-transcription master mix buz iizerinde
hazirlanmigtir. Karigimlar hazirlandiktan sonra buz iizerinde dagitilmigtir. Reverse
transkripsiyon reaksiyon bilesenleri karistirildiktan 15dk 42°C°de inkiibasyona birakilmustir.
Bu reaksiyonu inaktive etmek i¢in 95°C’de 3dk inkiibe edilmistir. Real-time PCR &ncesinde

ornekler de buz iizerinde bekletilmis ya da - 20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.6. Reverse transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim
Quantiscription Reverse Transcriptase 1l
Quantiscript RT Buffer,5x 4 ul
RT Primer Mix 1wl
RNA 6rnegi (Onceki basamaktan) 14 pul
Toplam Hacim 20 pl

2.7.3. RT-qPCR Analizi

Analizde kullanilacak olan cDNA’lar uygun yogunluga ulagsmasi i¢in sulandirildiktan sonra
PCR analizlerine devam edilmistir. Calismada fibroblast dokusunda housekeeping genler
olarak onerilen Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Degrelle vd., 2012)
ve GUSB (Toorani vd., 2021) genleri ile DNA hasaryla iligkili oldugu bilinen APEX1 geninin
(Barzilay ve Hickson, 1995; Tell vd., 2009) kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla bu
genlere 6zgil ileri ve geri yonli primer dizileri Primer3 programi (Koressaar ve Remm, 2007;

Untergasser vd., 2012) kullanilarak tasarlanip, NCBI BLAST c¢evrimi¢i programi (Altschul
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vd., 1990; Altschul vd., 1997) araciliiyla spesifikligi kontrol edilmistir. RT-qPCR analizi i¢in
sentezlenen APEX1 geni ile Housekeeping olarak secilen GAPDH ve GUSB genlerine yonelik
secilen primerlere ait bilgiler Cizelge 2.7 deki gibidir.

Cizelge 2.7. RT-qPCR’da calisilan gen bolgelerine ait bilgiler

Gen adi ve Baz Dizisi 5°-3° T™ (°C)  GC(
Ensembl erisim numarasi %)
APEX1 F-AGCCCAAGACTGAGCCAGAG 61 60
ENSBTAG00000002745 o ATACAGAACTGCGCCCTCTC 59 55
GAPDH FAAGGTCGGAGTGAACGGATTC 60 52
ENSBTAG00000014731 g ATTGATGGCGACGATGTCCA 57 50
GUsB FTCATGACTAACCAGTCACCAGT 58 45
ENSBTAGO0000000704 g GCTGCACTCTTTGGTTGTCTC 60 52

TM: Primer Erime Sicakligi; GC: GC orani

BioRad CFX connect cihazi ile SYBR Green temelli ticari bir kit (Qiagen-SYBR
Green PCR kiti) tireticinin onerileri dogrultusunda Cizelge 2.8’deki protokole ve Cizelge

2.9’da sunulan kosullara gore gercek zamanl kantitatif PCR analizi kurulmustur.

Cizelge 2.8. Syber Green ile RT-qPCR protokolii

Bilesen Hacim
Syber Green 5ul
Primer F 0,5l
Primer R 0,5l
RNase-Water 3pul
cDNA 1l
Total Hacim 10 pl

Cizelge 2.9. RT-gPCR reaksiyon kosullar1

Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Reverse Transkripsiyon 50°C 30 dakika 1
Baslangig inkiibasyonu 95°C 3 dakika

Denatiirasyon 94°C 15 saniye 39
Primer Baglanma 55°C 30 saniye

Uzama 72°C 30 saniye 0
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Gergek zamanli qPCR i¢in RT SYBR Green ROX qPCR Mastermix (Qiagen,
Almanya) iiretici firmanin protokolleri takip edilerek kullanilan gen ifade seviyeleri ilgilenilen
genin housekeeping genler ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilmigtir. Goreceli gen ifadesi
farklihiklar1 2 (229 formiilii (Livak ve Schmittgen, 2001) ile hesaplanmustir. Her gen igin 2

tekrarlt RT-qPCR yapilarak ve Comet verileri arasinda korelasyon indeksi hesaplanmistir.

Analizler 2 tekrarh gergeklestirilerek ve ortalamalari analizde kullanilmigtir. Goreceli
ifade farkliliklari ise her bir 6rnek ve housekeeping geni i¢in elde edilen Cycle threshold (Ct)
degerleri kullanilarak 2-Delta DeltaCT formiilii (Livak ve Schmittgen, 2001) (Sekil 2.7) ile

hesaplanmustir.

ACtamer=Clieder — Clreserans gen
AACtsmmer = ACtimer — ACtkoumo
Kat Degigimi RQges = 2419

Sekil 2.7. Goreceli gen ifadesi farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilan 2 ¢22¢Y formiilii (Relative

Quantification, RQ)

Gergek-zamanli  kantitatif PCR deneylerinde hedef genlerin dogru normalize
edilebilmesi i¢in kararlt housekeeping gen(ler) segilmesi gereklidir. Bu ¢calismada GAPDH ve
GUSB genlerinin tekil kullanimlar ile bu iki genin geometrik ortalamasinin (Geo_ort) toplu
kararlilik performansi, RefFinder ¢evrimi¢i programn (Xie vd., 2012) kullanilarak
degerlendirilmistir. RefFinder programi ACt, BestKeeper, NormFinder ve geNorm
algoritmalari tizerinden ¢aligmaktadir. GAPDH, hiicresel metabolizmada rol oynayan evrensel
olarak ifade edilen bir housekeeping gen olup, normalize edici standart olarak kullanilmistir
(Degrelle vd., 2012; Toorani vd., 2021). GUSB geni de GAPDH gibi hiicre ici ekspresyon
stabilitesi yiiksek olan housekeeping genlerden biridir ve karsilagtirmali analizlerde giivenilir

normalize edici olarak tercih edilmistir.

Bu ¢alismada gen ifadesi analizlerini ger¢eklestirmek amaciyla 96 kuyucuklu bir RT-
gPCR plaka dizayni (Sekil 2.8) kullanilmigtir. Plaka tasarimi, hedef gen ve housekeeping
genlerin ayr satirlarda organize edilmesi esasina dayanarak gergeklestirilmistir. Plaka A ve B
satirlarinda, hedef gen olarak secilen APEX1 genine ait 6rnekler yer almaktadir. Bu dizilim,

gen ekspresyonunun teknik tekrarla degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. C ve D satirlar
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housekeeping genlerinden biri olan GAPDH genine ait reaksiyonlar icin, E ve F satirlart ise
diger bir housekeeping gen olan GUSB genine ait reaksiyonlar i¢in kullanilmigtir. Plakanin
11. kolonunda yer alan kuyucuklar, negatif kontrol (No Template Control, NTC) ve i¢ referans
kontrol (Inter Run Calibrator, IRC) olarak diizenlenmistir. NTC'ler, olas1 kontaminasyonlari
tespit etmek amaciyla kullanilirken, IRC'ler analizin genel performansini dogrulamak igin
eklenmistir. Bu tasarim hem teknik tekrarlar icermesi hem de birden fazla housekeeping genle
normalize etme imkan: sunmasi ag¢isindan gilivenilir ve valide edilmis gen ekspresyon
analizleri elde edilmesine olanak saglar. Plakalar arasi teknik varyasyonu denetlemek ve ifade
verilerini dogru bicimde normalize edebilmek amaciyla, her plakanin ayni kuyucugunda IRC
olarak GAK1 6rnegi kullanilmistir. Ayni referans 6rnek iizerinden APEX1, GAPDH ve GUSB
genlerine ait Ct degerleri elde edilmistir. S6z konusu Ct degerlerinin ortalama ve =+ standart

sapma degerleri hesaplanmustir.

GUSB Geni

Sekil 2.8. RT-gPCR 96 well plaka tasarimi. Bir plaka tek bir irka ait 1’den 10’a kadar sirasiyla 10 adet
sigir orneklerini incelemek {izere tasarlanmistir. A ve B siralart APEX1 geni; C ve D GAPDH geni, E
ve F siralart ise GUSB geni ve bunlarin teknik replikalarini temsil etmektedir. 11.siradaki A-B-C
kuyucuklart APEX1, GAPDH ve GUSB genleri i¢in negatif kontrol olarak kullanilmistir. 12. Siranin
A-B-C kuyucuklar ise i¢ referans kontrol olarak ¢aligilmistir

2.8. Comet Analizleri ve Degerlendirmesi

Dondurulmus hiicrelerin  dondurulmamis hiicrelerle, DNA hasart yoniinden
kiyaslanmasi i¢in Kuyruklu Yildiz analizi (Comet analizi) yapilmistir. Comet analizi (tek
hiicreli jel elektroforezi), 6karyotik hiicrelerde deoksiriboniikleik asit (DNA) iplik kopmalarini
6lgmek i¢in basit bir yontemdir (Collins, 2004). Bu amagla gen bankasindaki dondurulmus
hiicre orneklerinden her irka ait 10ar adet ve taze hiicre kiiltiiriinde ¢alisilmak {izere yeni

toplanan dondurulmamis 10 adet hayvana ait kulak dokusundan elde edilen hiicre 6rnekleri
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kullanilmistir. Comet analizi analizleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii

Genetik Laboratuvari’nda yapilmustir.

Elektroforez sirasinda, hasar goren hiicresel DNA, yapisal harabiyete ugramamis
DNA'dan ayrilarak mikroskop altinda "kuyruklu yildiz" goriiniimii verir. Hasarin boyutu
genellikle "kuyruklu yildiz kuyrugu" dl¢iimii ile gorsel olarak tahmin edilir. ilk olarak,
uygulamadan 6nce hiicreler erimis agaroz ile karistirilir. Agaroz jel igerisinde homojen olarak
dagilmig hiicreler, DNA’y1 denatiire eden ve lizise ugratan alkalin igerikli bir tampon ¢dzelti
ile islemden gecirilir. Bu uygulamanin ardindan, DNA hasar durumuna gore farkli hareketlilik
sergileyen iplikcikleri ayristirmak amaciyla numuneler yatay elektroforez sistemine
yerlestirilerek belirli bir siire boyunca akim uygulanir. Elektroforez sonrasinda numuneler bir
DNA boyasi (Syber Green) ile boyanir ve floresan mikroskopi ile gortintiilenir. Bu durum
sonucunda, hasarli DNA (boliinme ve iplik kopmalari iceren), saglam DNA'dan uzaga goc
eder ve Sekil 2.9’daki gibi bir "kuyruklu yildiz" sekli tiretir (Cell Biolabs Kullanim Klavuzu,
2025).

Tail Moment Length

Sekil 2.9. Comet analizi Sonucu tek hiicrede DNA hasar tespiti (CellBiolabs kullanim klavuzu, 2025)

Comet Analizi i¢in ilk olarak OxiSelect Comet kit STA- 351 75 (Cell Biolabs, ABD)
denenmis olup, asagida aciklanan sebeple manuel slayt hazirlama yoluna gidilmistir. Bu
protokol kapsaminda 6nce hiicreler erimis agaroz ile karistirilmis, agaroz icerisinde sabitlenen
hiicreler, DNA molekiillerinin gevsemesini ve denatiirasyonunu saglayan lizis tamponu ile
alkali ¢ozeltisine maruz birakilmistir. Ardindan, DNA zincirlerindeki biitiinliikk bozulmasina
bagli olarak olusan hareket farkliliklarin1 ortaya koymak amaciyla numunelere yatay
elektroforez uygulanmigstir. Elektroforez siireci tamamlandiktan sonra numuneler kurutulmus,
floresan Ozellikteki 6zel DNA boyalar1 ile boyanip sonuglar epifloresan mikroskopi

kullanilarak gorsel olarak degerlendirilmistir. Ancak kitin i¢inden ¢ikan agar yogun gelmis ve
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hiicrelerin fazla gomiilmesinden dolay1 goriintii elde edilememistir. Ayrica Comet Analizleri
i¢in Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Genetik Laboratuvar’inda bulunan
mikroskopta, kitin i¢inden ¢ikan boya ile uyumlu floresan filtre olmadigindan preparatlarin
manuel hazirlanmig, uygun boya (Ethidium Bromiir) ile boyanip ve yiiksek ¢oziintirliiklii

kamera ile analizlere devam edilmistir.

Bu tez calismasinda Comet analizi i¢in kullanilan protokol asagidaki gibidir (Singh

vd., 1988 modifiye edilerek caligilmistir).

1. -80°C’de donmus saklanan hiicreler Comet ¢alisilacak laboratuvara azot tankinda
getirilir ve buz tizerinde ¢6ziilmesi beklenmistir. Coziildiikten sonra beklemeden santrifiijde
700G’de 2 dk ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant uzaklagtirilip 200ul soguk PBS ile resiispanse
edilmistir. Sonra tekrar 700G’de 2dk santrifiij edilmistir. Siipernatant tekrar uzaklastirilip
200pl PBS eklenip kibarca ¢ozdiirilmiistiir.

2. Kullanilacak soliisyonlar (Lysis Buffer ve Alkalin Soliisyonu) hazirlanmis ve +4°C
ortamda muhafaza edilmistir. Bir giin Oncesinden hazirlik yapilarak calismalar devam
edilmistir. Caligmanin yapilacagi giin 95°C ve 37°C su banyolar1 hazirlanmistir. Diisiik erime
sicakhigindaki agaroz (low melting agarose, LMA) 90-95°C'de su banyosunda 20dk veya sivi
olana kadar isitilmistir. Calisma kirmizi 1s1k altinda yapilmistir. Bu sirada lamlar

etiketlenmistir.

3. Lamlarm (25mm x 75mm) iizerindeki lamel (24mm x 50mm) kibarca siyrilarak
salelerin i¢inde bulunan Lysis soliisyonlarina daldirilmis ve 1 saat Lysis soliisyonunda

bekletilmistir.

4. Lizis islemi tamamlandiktan sonra lamlar, yaklagik 350 mL elektroforez tamponu
iceren tanka, agar kaplh yiizeyleri yukar1 gelecek ve rodaj kisimlart hizali olacak sekilde
dikkatlice yerlestirilmistir ve 20dk beklenmistir. Bu yerlesim elektroforez siiresince elektrik
alaninin tim numunelere esit dagilmasini saglamak agisindan kritik dneme sahiptir. Bu siirenin

sonunda 350mA 25V akimda 20dk yiiriitme islemi yapilmustir.
5. Preparatlar kibarca kaldirilarak salelerin igine yerlestirilmigtir. Notralizasyon

soliisyonu salelerin iistiinii kapatacak kadar eklenmis ve +4°C’de 5 dk beklenmistir. Bu islem

3 kere tekrarlanmstir.
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6. Sonrasinda EthidiumBromiir (EtBr) ile preparatlar boyanmistir. Her preparat igin
50ul EtBr kullanilir ve 15 dk +4°C’de bekletilmistir. Sonrasinda Comet sayimi igin

mikroskoba yerlestirilmistir.

7. Preparatlarin degerlendirilmesi 40X biiyiitme ile gergeklestirilmistir.

Ayrica dlgtimlerin hesaplanmasinda Comet IV programinda (Perceptive Instruments
Ltd., UK) kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu hesaplamalari
tamamlanmigtir. DNA hasarin1 gorece degerlendirebilmek icin pozitif kontrol elde edilmistir.
Ayni zamanda metodu optimize edebilmek i¢in her analizde bir 6rnek pozitif kontrol olarak

caligtlmustir.

Pozitif kontrol elde edilmesi amaciyla izole edilmis 6rnekler (200ul) mikrojel slaytlar,
biiyiik tek sarmalli DNA hasar1 olusturmak igin 15dk boyunca 20ul 1U/uL DNase enzimi
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile muamele edilmistir. Slaytlar, 37°C'de 30dK siireyle PBS
ile hafifce yikanmistir ve daha once tarif edildigi gibi kuyruklu yildiz testi i¢in islenmistir
(Gutierres vd., 2011). DNase enzimi disinda DNA hasari elde etmek i¢in UV 15 (254nm)
altinda 24 saat maruz birakmak ya da %3’liikk hidrojen peroksit ile muamele etmek de
uygulanabilmektedir (Evans vd., 2016). Negatif kontrol grubunun olusturulmasinda, sahadan
elde edilen kulak dokusundan izole edilen primer hiicreler referans materyal olarak

kullanilmgtr.

40X biiyiitme EtBr (eksitasyon uyarilma filtresi 546nm, barier filtresi 590nm dalga
boyunda) boya i¢in uygun kamera (yiiksek ¢oziiniirliikli CCD kamera) sayimlar yapilmigtir
ve 6lgimler Comet Assay IV programinda (Perceptive Instruments Ltd., UK) analiz edilmistir.
Bu analiz programinda, DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan {i¢ temel parametre
hesaplanmaktadir: kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu yiizdesi ve kuyruk momenti. Kuyruk
uzunlugu, comet (komet) yapisinda bas bolgesinden itibaren elektroforezle go¢c eden DNA
segmentinin mikrometre (um) cinsinden uzunlugunu ifade eder. Kuyruk yogunlugu yiizdesi,
kuyruk bolgesinde bulunan DNA miktarinin toplam hiicresel DNA'ya oraninin yiizde olarak
ifadesidir. Kuyruk momenti ise, DNA hasarimi niceliksel olarak degerlendiren bir parametre
olup, kuyruk uzunlugu ile kuyruk bolgesindeki DNA oraninin ¢arpimi seklinde hesaplanir
(Collins vd., 2023).
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Gen Bankasi 6rneklerindeki dondurmanin etkilerini Comet analizi ile degerlendirmek
icin kulak dokusundan izole edilen dondurulmamis hiicrelerden Comet analizi yapilmis ve
kontrol grubu olarak degerlendirmeye alinmistir. Deneysel gruplarla karsilagtirmalarda
referans olarak kullanilacak kontrol grubu igin, varyasyonu azaltmak ve deneysel giicii
artirmak amaciyla tek bir itk (Yerli Kara) tercih edilmistir. Boylelikle, gozlemlenen DNA
hasarinin yalnizca uygulanan muameleye atfedilmesi ve irksal farkliliklardan kaynaklanan

olas1 karigikliklarin 6nlenmesi saglanmustir.

Veriler kuyruktaki DNA yiizdesinin ortalama ve standart sapmasi olarak
hesaplanmustir. Her 6rnek i¢in 100 Comet hiicre sayimi hesaplanarak degerlendirilmistir. Test
toplamda 6 defa gergeklestirildigi i¢cin DNase ile elde edilen pozitif kontrol grubu i¢in

toplamda 600 Comet hiicresi sayilmis ve degerlendirilmistir.

2.9. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler kullanilan materyal ve veri setine gore degerlendirilmistir.

Bu tez kapsaminda, DNA Orneklerinden elde edilen fragment analizi verileri
iizerinden popiilasyonlarin genetik ¢esitliligi ¢gok yonlii olarak degerlendirilmistir. Analiz
siirecinde, allel sayist (Na), ortalama allel sayis1 (MNa), gozlemlenen (Ho) ve beklenen
heterozigotluk (He), ortalama heterozigotluk (H), Hardy—Weinberg dengesine uyum diizeyi,
Wright’a ait F-istatistikleri (FIT, FIS, FST) ile null allel frekanslar1 gibi parametreler dikkate
almmustir (Weir ve Cockerham, 1984; Wright, 1931). Bu hesaplamalar GenAlEx (Peakall ve
Smouse, 2006; Peakall ve Smouse, 2012) ve POPGENE (Yeh vd., 1997) yazilimlari
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, popiilasyonlar arasindaki genetik uzakliklari
incelemek amaciyla Nei’nin Da uzaklik matrisi temel alinarak olusturulan dendrogramlarda,
topolojik giivenilirlik 1000 tekrar igeren bootstrap analizi ile test edilmistir (Nei, 1983). Bu
yontemsel yaklagim, farkli irklar arasindaki genetik yapisal iligkilerin detayli sekilde ortaya

konmasina olanak saglamistir.

RT-gqPCR analizlerinin sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesi Bio-Rad
CFX Maestro (Bio-Rad Laboratories, 2019) yazilim iizerinden hesaplanmistir. Biitiin
istatistiksel analizlerde ACt degeri kullanilmis ve IBM SPSS Statistics (IBM Corp., 2023)

paket programinda bagimsiz t-testi ile degerlendirilmistir.
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Comet analizinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics
yazilimi (Version 30.0; IBM Corp., 2023) ile gergeklestirilmistir. Kontrol ve Gen Bankasi
grubu arasinda DNA hasar1 yoniinden farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla istatistiksel
analizi i¢in tamimlayici istatistikler (ANOVA testleri) ve Dunnet t-testi uygulanmistir. p
degerinin 0,05’ten yiiksek olmasi durumunda, verilerin normal dagilim gosterdigi kabul
edilmistir. Varyans analizlerinde bagimsiz faktorler olarak 1k, dondurulmus ve
dondurulmamis 6rnekler tanimlanirken bagiml faktorler olarak kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirilmek i¢in kullanilmistir. Ortalama degerler

arasindaki farklar, anlamlilik diizeyi p < 0,05 olan en az anlaml1 test ile degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu ve Fragment Analizleri

Kutularin tizerinde yazan numaralar, kulak kiipe numaralari, DNA konsantrasyonlari,
260/280 oranlari ile sulandirma oranlari her 1rk i¢in ayr1 tablo olarak Ek3’te verilmistir. Tiim
DNA ornekleri fragment analizi i¢in ABI 3130 programinda ¢alistirildiktan sonra elde edilen
amplikonlar GeneMapper yardimi gorsellestirilmis ve mikrosatellitlere ait allel uzunluklari

belirlenmistir. Analiz tamamlandiktan sonra elde edilen pikler i¢in Sekil 3.1°de o6rnek
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Sekil 3.1. Gen Bankasi 6rneklerinde bir Yerli Kara DNA’sina ait mikrosatellit allel goriintiileri

Mikrosatellit analizlerinin degerlendirilmesi i¢in GenAIEx, GenePOP ve Structure
analizleri ile hesaplanmigtir. Calisma kapsaminda, alti farkli popiilasyonda (irklar bazinda)
incelenen 11 mikrosatellit lokusu lizerinden toplamda 266 allel tespit edilmistir. En yiiksek
allel gesitliligi, Yerli Kara (YK) popiilasyonunda TGLA122 lokusunda gozlenmis ve bu
lokusta 20 farkli allel saptanmigtir. Buna karsilik, Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK)
popiilasyonunda ETH10 lokusunda sadece 5 allel tanimlanarak en diisiik varyasyon

belirlenmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Popiilasyonlarda irklara gére gozlenen allel sayilari

YK BOZ DAK YGS Zavot GAK
TGLA227 11 13 12 14 14 9
BM2113 10 12 11 14 13 11
TGLA53 11 15 12 14 16 13
ETH10 10 11 5 8 6 7
SPS115 8 8 9 11 8 10
TGLA126 12 8 7 9 8 6
TGLA122 20 13 12 17 18 14
INRA23 7 7 9 10 10 8
ETH3 12 12 10 10 10 10
ETH225 7 7 9 9 11 8
BM1824 10 6 7 12 11 11

Biitiin 1irklarda ¢alisilan mikrosatellit lokuslar bakimindan genetik c¢esitlik
parametreleri Cizelge 3.2°de sunulmustur. Lokus bagina gozlenen alel sayis1 (Na) TGLA126
icin 12 ve TGLA122 i¢in 28 arasinda degismis olup, yiiksek allel sayilari popiilasyonun zengin
bir genetik yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Etkili alel sayist (Ne), tiim lokuslarda
gorece yiiksek olup, genetik cesitliligin esit dagilmadigi durumlar1 da yansitacak sekilde
ETHI10 i¢in 4,79 ile TGLAS3 icin 11,28 arasinda degerler almistir. Calismada belirlenen
gozlenen heterozigotluk (Ho) degerleri, en diisiik SPS115 i¢in 0,60 ve en yiiksek TGLA227
icin 0,88 olarak hesaplanmistir. Beklenen heterozigotluk (He) diizeyleri ise SPS115 i¢in 0,79
ile TGLAS3 i¢in 0,91 araliginda degisim gostermistir; bu durum, genel olarak degerlendirilen
mikrosatellit lokuslarinin yiiksek diizeyde genetik gesitlilik sergiledigini ortaya koymaktadir.

Fis istatistigi lokuslar arasinda farklilik gostermekte olup 0,019 (TGLA227) ile
0,245 (SPS115) arasinda degismektedir. Pozitif Fis degerleri, popiilasyon igerisinde
inbreeding diizeyinin diistik ila orta seviyede oldugunu géstermektedir. PIC degerleri ise tiim
lokuslarda 0,75in tizerinde bulunmus ve en yiiksek bilgilendirici giice sahip lokusun TGLAS3
oldugu belirlenmistir (PIC=0,905) (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Biitiin popiilasyonda ¢aligilan mikrosatellit lokuslar bakimindan g6zlenen allel sayisi (Na),
etkili allel sayis1 (Ne), gozlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), polimorfizm bilgi
igerigi (PIC) ve akrabali yetistirme Katsayisi (FIS). Koyu renkle belirtilen degerler en yiiksek ve en
diistik degerleri ifade etmektedir

Lokus Na Ne Ho He Fis PIC
TGLA227 15 9,559089 0,878261 0,895388 0,019128 0,886051
BM2113 19 8,927464 0,841667 0,887986 0,052162 0,877744
TGLAS53 21 11,28527 0,783333 0,911389 0,140506 0,904862
ETH10 16 4,795205 0,633333 0,791458 0,199789 0,76655
SPS115 14 4,8698 0,6 0,794653 0,244953 0,775323
TGLA126 12 4,902128 0,816667 0,796007 -0,02595 0,768183
TGLA122 28 9,789259 0,858333 0,897847 0,04401 0,890713
INRA23 15 6,464646 0,683333 0,845313 0,19162 0,828902
ETH3 18 7,1982 0,816667 0,861076 0,051575 0,846671
ETH225 14 6,985205 0,608333 0,85684 0,290027 0,840287
BM1824 15 5,361132 0,758333 0,813472 0,067782 0,787705

Farkli sigir irklarinda 11 mikrosatellit lokus icin hesaplanan exact test p degeri
sonuglari Cizelge 3.3’te sunulmustur. Bu p degerleri, her bir lokusun Hardy-Weinberg Denge

(HWD) durumunu degerlendirmek amaciyla yapilan testler sonucunda elde edilmistir.

Irklar aras1 mesafenin belirlenmesinde kullanilan Ne’nin Da mesafe analizi sonuglarina
gore cizdirilen filogenetik aga¢ (dendrogram) (Sekil 3.2), ¢alismaya dahil edilen bireyler
arasinda genetik mesafeye dayali olarak olusan alt gruplar1 gostermektedir. Genetik benzerlige
gore yapilan kiimeleme sonucunda bireyler, belirgin alt gruplar halinde siniflandirilmigtir. Bu
durum, popiilasyon igi genetik gesitliligin varligina ve baz1 bireylerin birbirine genetik olarak

daha yakin olduguna isaret etmektedir.
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Cizelge 3.3. Irklara gore 11 lokusun p degerlerleri (Kesin P-degerlerinin Markov zinciri yontemiyle hesaplanmast)

Ornek BM1824
Irkadi  says  TGLA227 BM2113 TGLA53 ETH10 SPS115 TGLA126 TGLA122 INRA23 ETH3  ETH225
YK 20 05358 03981 _ 0,023l 01110 00011 07612 0.6511 07359 0,966 03856 00763
BOZ 20 01092 02159 03873 01251 09879  0,0043 0,6008 00177 09175 00001  0,1160
DAK 20 00395 00497  0,0262 00711 00002 07662 0,1705 00419 00168 00019  0,0988
YGS 20 02047 01676 00863 05849 00000 00132 0,1196 00186 04428 05205  0,7888
ZVT 20 09817 06174 02450 00084 01487 00111 0,1222 00412 01162 00032 05356

GAK 20 0,3576 0,1890 0,1043 0,0124  0,1758 0,1463 0,2785 0,9735 0,1842 0,0195 0,0838
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Sekil 3.2. Ne’nin Da Dendograminda irklarin genetik mesafesi(filogenetik agag)

En yakin rklar: YGS-BOZ sigir irklan ile BOZ-GAK sigir irklarina ait dali en diisiik Da degerleriyle birbirine yaklasiyor; genetik olarak en
benzer ciftler irklar iken en uzak irklar: ZAVOT ile YK/BOZ/YGS arasindaki dallanma 0,18-0,20 civarinda; bu da ZAVOT 1rkinin ¢aligmadaki

diger sigir irklarindan belirgin bigimde ayrildigini gosteriyor.



3.2. Primer Hiicre Kiiltiirii Bulgulari

Dokudan hiicre izole etmek igin gesitli protokoller denenmis ve kollajenaz enziminin
hiicre ayrilmasinda etkili oldugu tespit edilip uygun protokol belirlendikten sonra yaklasik 1-
2 haftalik bir siiregle hiicreler Comet analizlerine devam edebilecek yeterli miktara
getirilmistir. Kollajenaz enzimi ile 20.saatin sonunda dokudan ayrilan hiicreler Sekil 3.3’te

goriilmektedir. Mikroskop altinda 7 giin boyunca hiicrelerin farklilagma siire¢leri

gozlemlenmis (Sekil 3.4) ve besiyeri degisimleri hiicrelerin durumuna gore uygulanmistir.

Sekil 3.3. Petride kollajenaz enzimi ile 20 saat sonra kulak dokusundan hiicrelerin ayrilmasi (Scale 0-
50um). Solda dokuya yakin yerlerdeki hiicreler, sagda ise petrinin herhangi bir yerinden alinan hiicre
goriintiileri

Sekil 3.4. 2. Giin Hiicreler 25¢cm?’lik flaska alindiginda mikroskop goriintiisii(A), Aym giin besiyeri
eklendikten sonra mikroskop goriintiisi(B), 3. Glin mikroskop gorintiisii(C), 4. Gun besiyeri
eklendikten sonra mikroskop goriintiisii(D),5. Giin mikroskop goriintiisi(E) 7. Giin mikroskop
gorintiisii(F) %60 konfluensi
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Kiiltiir ortaminda elde edilen hiicreler (Sekil 3.5), tipik fibroblast morfolojisine uygun
olarak ig-ipliksi (spindle-shape) yap1 sergilemistir (D’Urso vd., 2024). Hiicreler, substrata
diizgiin bir sekilde tutunmus, uzamis formlar ile yaygin dizilim gostermistir. Mikroskobik

degerlendirmede hiicrelerin cogunlukla ayni eksende hizalandigi, ¢ekirdek-zar biitiinliigiiniin

korundugu ve kiiltiir saglikli proliferasyon gosterdigi gozlemlenmistir.

Sekil 3.5. Sigir kulak dokusundan izole edilen fibroblast hiicrelerin 500um (Solda) 50pum’yi (Sagda)
temsil eden 6l¢ii ¢izgisinde goriintiisii

Sekil 3.6’da goriildiigii {izere, dondurulmus ve dondurulmamig fibroblast hiicre
orneklerinde hiicre canlilik ve sayim analizleri otomatik hiicre sayim cihazi ile
gergeklestirilmistir. Boyama islemi i¢in Trypan Blue vital boyasi kullanilmis; bu baglamda,
mavi renkle isaretlenen hiicreler canli, kirmizi renkle isaretlenen hiicreler ise 6lii hiicreleri
temsil etmektedir. Canli hiicre yogunlugu 2x10° hiicre/mL olarak belirlenmis, ardindan hiicre
konsantrasyonu 1x10° hiicre/mL’ye seyreltilerek ileri analizlere gegilmistir. Morfolojik olarak
degerlendirildiginde; fibroblast hiicrelerin yiiksek canlilik oranina sahip oldugu, ¢cogunlukla
yuvarlaga yakin, homojen yapida ve iyi korunmus hiicresel biitlinlik sergiledigi

gozlemlenmistir.

Focusing Monitoring Settings

Sekil 3.6. S1g1ir kulak dokusundan izole edilen fibroblast hiicrelerin canlilik oranlar1 ve otomatik sayim
goriintiist
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3.3.RNA Kalite ve Miktarlari

Gen Bankasindaki hiicre 6rneklerinden RNA protect i¢inde saklanan 6rneklerden QiaGen
kiti ile elde edilen RNA’lara ait 260/280 6l¢iimleri ve miktarlari her irk i¢in ayr1 cizelgelerde
verilmistir (Cizelge 3.4-Cizelge 3).

Cizelge 3.4. Zavot Sigirlarinda Gen Bankasi hiicre orneklerinden elde edilen RNA o&rneklerinin
nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

RNA
Nosu Irka Kulak No konsatrasyonu  260/280 Su (ul) RNA (ul)
1 ZAVOT  ZVT-2012-01 83,2 2,14 10,8 1,2
2 ZAVOT  7vT-2012-02 132,2 209 11,25 0,75
3 ZAVOT  7vyT-2012-03 89,7 2.1 10,9 11
4 ZAVOT  7vT-2012-04 166,4 2,09 11,4 06
5 ZAVOT  7yT-2012-05 189,2 2,1 11,48 0,52
6 ZAVOT  7yT-2012-06 78,9 213 10,75 1,25
7 ZAVOT  7yT-2012-07 156,3 2.1 11,36 0,64
8 ZAVOT  7\/T-2012-08 193 2,1 11,49 0,51
9 ZAVOT  7vyT-2012-09 193,1 208 11,49 0,51
10 ZAVOT _ ZVT-2012-10 100,6 2,08 11 1

Cizelge 3.5. Yerli Kara Sigir Irki Gen Bankasi hiicre 6rneklerinden elde edilen RNA 6rneklerinin
nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Nosu Irka Kulak No RNA konsatrasyonu 260/280 Su (ul)  RNA (ub)
1 Yerli Kara YK-2012-01 43,3 2,13 9,7 2,3
) Yerli Kara  vk.2012-02 41,8 2,16 9,7 2,3
3 YerliKara  yi.2012-03 58,4 2,13 10,3 1,72
4 Yerli Kara  yK.2012-04 35,5 2,16 9,2 2,8
5 Yerli Kara  vk_2012-05 31,9 2,15 9 31
6 YerliKara  yi.2012-06 93,4 2,09 11 1,07
7 verliKara  vi.2012-07 15,6 2,16 5,75 6,25
8 Yerli Kara  vk_2012-08 36 2,11 9,3 2,7
9 YerliKara  yi.2012-09 75,7 2,07 10,7 1,3
10 YerliKara YK-2012-10 58,7 2,1 10,3 1,7
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Cizelge 3.6. Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) Sigirlar1 Gen Bankasi hiicre orneklerinden elde edilen
RNA o6rneklerinin nanodrop 6l¢im ve sulandirma oranlari

Nosu Irki Kulak No RNA konsatrasyonu 260/280  Su (ul) RNA (ul)
1 DAK DAK-2012-01 148,3 2,06 11,3 0,7
2 DAK DAK-2012-02 60,2 2,09 10,3 1,7
3 DAK DAK-2012-03 40,8 2,12 9,5 2,5
4 DAK DAK-2012-04 27,5 2,13 8,3 3,7
5 DAK  DAK-2012-05 39,1 2,05 9,5 2,5
6 DAK  DAK-2012-06 194 2,15 7 5
7 DAK  DAK-2012-07 92,2 2,01 11 1
8 DAK  DAK-2012-08 42,5 2,09 9,7 2,3
9 DAK  DAK-2012-09 32,6 2,1 9 3
10 DAK  DAK-2012-10 47,9 2,09 10 2

Cizelge 3.7. Yerli Giliney Saris1 (YGS) Sigirlar1 Gen Bankas: hiicre 6rneklerinden elde edilen RNA
orneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Nosu Irki Kulak No RNA konsatrasyonu  260/280  Su (ul) RNA (ul)
1 YGS YGS-2012-01 105 2,08 11 1

2 YGS YGS-2012-02 145 2,09 11,3 0,7
3 YGS YGS-2012-03 81,9 2,1 10,8 1,2
4 YGS YGS-2012-04 126,9 2,09 11,2 0,8
5 YGS YGS-2012-05 133,2 2,08 11,25 0,75
6 YGS YGS-2012-06 148,9 2,08 11,3 0,7
7 YGS YGS-2012-07 143,5 2,1 11,3 0,7
8 YGS YGS-2012-08 99,3 2,19 11 1
9 YGS YGS-2012-09 152,7 2,09 11,35 0,65
10 YGS YGS-2012-10 50 2,19 10 2

Cizelge 3.8. Boz Irk Sigirlart Gen Bankasi hiicre 6rneklerinden elde edilen RNA 6rneklerinin nanodrop
6l¢tim ve sulandirma oranlari

RNA RNA
Nosu Irki Kulak No konsatrasyonu 260/280  Su(ul) (ul)
1 Boz Irk BOZ-2012-01 68,2 2,12 10,5 15
2 Boz Irk BOZ-2012-02 142 2,09 11,3 0,7
3 Boz Irk BOZ-2012-03 100,8 2,09 11 1
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Cizelge 3.8. Devam. Boz Irk Sigirlar1 Gen Bankasi hiicre 6rneklerinden elde edilen RNA
orneklerinin nanodrop dl¢iim ve sulandirma oranlari

Boz Irk
Boz Irk
Boz Irk
Boz Irk
Boz Irk
Boz Irk
0 Boz Irk

PO 00 N o o b~

BOZ-2012-04
BOZ-2012-05
BOZ-2012-06
BOZ-2012-07
BOZ-2012-08

BOZ-2012-09
BOZ-2012-10

87,8
148,8
145,4
132,4
119,2

133,8
107,1

2,1
2,08
2,08
2,08
2,08

2,09
2,08

10,9
11,3
11,3
11,25
11,2

11,25
11

1,1
0,7
0,7
0,75
0,8

0,75
1

Cizelge 3.9. Giiney Anadolu Kirmizis1 (GAK) Sigirlart Gen Bankasi hiicre drneklerinden elde edilen

RNA 6rneklerinin nanodrop dl¢iim ve sulandirma oranlari

Nosu Irka Kulak No RNA konsatrasyonu 260/280  Su(ul) RNA (ul)
1 GAK GAK-2012-01 16,5 2,06 6 6
2 GAK GAK-2012-02 17,3 2,18 6 6
3 GAK GAK-2012-03 138,3 2,04 11,2 08
4 GAK GAK-2012-04 13,6 2,04 5 7
5 GAK GAK-2012-05 139,3 2,08 11,2 08
6 GAK GAK-2012-06 102,7 2,09 11 1
7 GAK GAK-2012-07 23,9 2.1 10 2
8 GAK GAK-2012-08 104,8 2,07 11 1
9 GAK GAK-2012-09 43,8 211 10 2
10  GAK GAK-2012-10 34,2 2,14 9 3

Cizelge 3.10. Yerli Kara Sigirlarinda sahadan toplanan kulak dokusundan elde edilen hiicre
orneklerinden RNA 6rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Nosu Irki Kulak No RNA konsatrasyonu 260/280 Su(ul)  RNA (ul)
1 Yerli Kara  TR061125655 4.6 2,18 YOK 21,7

) Yerli Kara  TR061017357 19.3 2,19 7 5

3 Yerli Kara  TR062166251 17,4 2,2 6,3 5,7

4 Yerli Kara  TR062166456 122 2,2 3,7 8,3

5 Yerli Kara  TR061520660 9.4 2.3 1,4 10,6

5 Yerli Kara  TR062166310 198 2.2 7 5

. Yerli Kara  TR061520630 14.9 22 53 6,7

g Yerli Kara  TR061520623 25.9 2.1 8 4

9 Yerli Kara  TR061520689 177 2,2 6,4 5,6
10 Yerli Kara  TR061343107 76 2,38 YOK 13
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Gen bankasinda bulunan Boz sigir irki hiicre 6rneklerinden APEX1, GAPDH ve

GUSB genleri RT-qPCR yiikseltgenme pik goriintiileri  Sekil 3.7°da, erime egrileri Sekil

3.8’de ve erime pikleri Sekil 3.9’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Gen Bankasinda bulunan Boz sigir irki hiicre 6rneklerinde RT-qPCR yiikseltgenme pik

gortintiileri; APEX1 mor, GAPDH turuncu ve GUSB yesil renkle gosterilmistir

Melt Curve

RFU (1043)

Temperature, Celsius

Sekil 3.8. Gen Bankasinda bulunan Boz sigir irki hiicre drneklerinde RT-gPCR erime egrileri; APEX1

mor, GAPDH turuncu ve GUSB yesil renkle gosterilmistir
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Sekil 3.9. Gen Bankasinda bulunan Boz sigir irki hiicre 6rneklerinde RT-qPCR erime pikleri; APEX1
mor, GAPDH turuncu ve GUSB yesil renkle gosterilmistir

Gergek-zamanli PCR (RT-qPCR) deneylerinde hedef genlerin dogru normalize
edilebilmesi i¢in kararli housekeeping gen(ler) secilmesi gereklidir. Bu ¢alismada GAPDH ve
GUSB genlerinin tekil kullanimlar ile bu iki genin geometrik ortalamasinin (Geo_ort) toplu
kararlilik performansi; ACt, BestKeeper, NormFinder ve geNorm algoritmalari kullanilarak
degerlendirilmistir. Gen stabilitesi bakimindan en diisiik deger (1,00) iki genin geometrik
ortalamalarindan elde edilmistir (Sekil 3.10). Bunu, stabilite degeri 1,86 olan GAPDH geni
takip etmektedir. En yiiksek stabilite degerine (2,71) sahip olan GUSB geni ise, ¢aligmada

kullanilan genler arasinda en az stabil olarak degerlendirilmistir.

Method 1 2 3

Delta CT Geo_ort Gapdh Gusb

BestKeeper Geo_ort Gusb Gapdh

Normfinder Geo_ort Gapdh Gusb

Genorm Gapdh | Geo_ort Gusb

Recommended comprehensive ranking Geo_ort Gapdh Gusb
Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm

Genes Geomean of ranking values
Geo_ort 1,00
Gapdh 1.86
Gusb 2.71

Comprehensive gene stability

2.711

Geo.ort Gopdh Gusb

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Sekil 3.10. RT-gPCR analizinde segilen GAPDH ve GUSB housekeeping genlerinin geometrik
ortalama isabet tablosu (RefFinder)
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Plakaler arasi teknik varyasyonu denetlemek ve ifade verilerini dogru bi¢imde
normalize edebilmek amaciyla, her plakanin ayni kuyucugunda i¢ Referans Kontrolii (IRC)
olarak GAK1 6rnegi kullanilmistir. Ayni referans 6rnek iizerinden APEX1, GAPDH ve GUSB
genlerine ait Ct degerleri elde edilmistir. S6z konusu Ct degerlerinin ortalama =+ standart sapma
degerleri APEX1i¢in 24,60+1,07, GAPDH i¢in 19,40+0,87 ve GUSB ig¢in 23,49+0,67 olarak
hesaplanmistir. ACt degerleri i¢in elde edilen p=0,716 olup, bu deger 0,05 anlamlilik
diizeyinin {izerinde kaldigindan plakalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Ct degerlerindeki diisiik standart sapmalar, tim plakalarin tutarli sekilde
calistirildigini ve teknik varyasyonun minimal diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu bulgular,
caligmanin giivenilirligini desteklemekte ve farkli plakalar arasindaki sonuglarin dogru

bicimde normalize edildigini dogrulamaktadir.

Bu calismada, APEX1 geninin kontrol ve deney gruplarindaki ekspresyon diizeyleri,
RT-qPCR yontemiyle analiz edilmistir. Normalize Ct degerleri, iki farkli housekeeping genin
(GAPDH ve GUSB) geometrik ortalamasi kullanilarak hesaplanmis, ardindan hedef genin Ct
degeri ile bu ortalama arasindaki fark alinarak ACt degerleri elde edilmistir (Sekil 3.11). ACt
degerleri tizerinden AACt ve kat degisimi (2"—AACt) hesaplamalar1 gergeklestirilmistir.

Istatistiksel analizler SPSS paket programi ile degerlendirilmistir.

6.0000
5.0000
4.0000
3.0000

2.0000 é

1.0000

DeltaCt

0000

Boz rk GAK YGS YK DAK Zavol Kontrol
Irk

Sekil 3.11. Gen bankasinda farkli irklara ait dondurulmus hiicre materyalinde RT-gqPCR analizinden
elde edilen DeltaCT ortalamalar plot gorseli

Sekil 3.12°de gosterilen grafik APEX1 genine ait ortalama ACt degerlerini (+SE)
gostermektedir. Kontrol grubu: Referans olarak kabul edilir (kat degisimi =~ 1,0). Calisma
(Deney) grubu: Ortalama kat degisimi degeri yaklasik 0,68 civarmdadir. Yani APEX1 gen
ekspresyonu yaklasik %32 azalmis durumdadir.
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Gruplara Gore Ortalama ACt Degerleri

ACt (Apex geni)
= - N ) w
o w o wn o

o
n

0.0 Kontrol Deney

Sekil 3.12. Hiicre materyalinde RT-qPCR analizinde kontrol ve deney grubu APEX1 Geni igin DeltaCT
degerleri

Hiicre 6rneklerinden izole edilen RNA 6rneklerinden ¢alisilan RT-gPCR verileri ise
BioRad CFX Maestro ile hesaplanmistir. APEX1 genine ait ACt degerlerinin grup ortalamalari
incelendiginde (Cizelge 3.11), Kontrol grubunun ortalamas: 2,19 (SD=0,38), Deney
grubunun ortalamast ise 3,12 (SD = 1,04) olarak bulunmustur. ACt degerlerinin yiiksek olmasi,
gen ekspresyonunun diisiik olduguna isaret ettiginden, bu bulgu Deney grubunda APEX1
geninin ekspresyonunun azaldigini gostermektedir. Bu farkin anlamliligt Welch t-testi ile
dogrulanmis ve etki biyikligi biyik bulunmustur (p<0,001, d~0,95). Bu analizler
sonucunda deney grubundaki irklarin APEX1 geninin ekspresyonu, kontrol grubuna gore
yaklasik 0,52 katina digmistiir. Yaklasik %48 azalma oldugunu gosteren bu durum
dondurmanin olumsuz etkisi yaninda biyolojik olarak baskilanma olabilecegi ve ileri arastirma

calismalari ile aydinlatilabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 3.11. Hiicre materyalinde RT-qPCR analizinde DeltaCT kontrol ve deney grubu ortalamalari,
SPSS analizleri

Irk N Ortalama Standart Standart Hata
Sapma Ort.
DeltaCT  Kontrol 10 2,186492  0,3807006 0,1203881
Deney 60 3,118907  1,0407838 0,1343646

AACt yontemi ile yapilan analiz sonucunda, APEX1 genine ait ortalama ACt degeri
kontrol grubunda 2,19, deney grubunda 3,12 olarak bulunmustur. Bu fark, 2’(TAACt)
formiiliine gore yaklasik 0,52 katlik bir azalmaya karsilik gelmektedir. Sonuglar, hedef gen
ekspresyonunun deney grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde baskilandigini

gostermektedir.

Grafikte (Sekil 3.13), farkli sigir irklar1 arasindaki 2°(-AACt) kat degisimi

degerlerinin dagilimi kutu grafigi (boxplot) ile gosterilmistir. Kruskal-Wallis testi sonucunda
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elde edilen p degeri (p=0,0328), wrklar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu gostermektedir (p<0,05). Bu sonug, en az bir irk grubunun digerlerinden farkli
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu verilere gore, YK 1rkinin gen ekspresyon seviyesi, diger
sigir irklarinin ortalama gen ekspresyon seviyesine gore daha diisiiktiir. Bu durum, YK irkinda
ilgili genin ekspresyonunun diger irklara gore baskilanmis veya azalmis oldugunu
gostermektedir. Gen ekspresyon seviyesinin diigiik olmasi, bu genin YK 1rkinda daha az aktif
oldugu veya genetik olarak daha diisiik ekspresyon potansiyeline sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Irklar arasi bu varyasyon, genetik farkliliklar veya g¢evresel faktérlerin

etkisiyle iligkili olabilir.
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Sekil 3.13. RT-gPCR analizinde wklar arasi kat degisimi dagilimi (Kruskal-Wallis Test p-
value=0,0328)

Sekil 3.14’de dondurulmamis ve gen bankasi hiicre Orneklerinde APEX1 gen
ekspresyonu i¢in RT-gPCR sonucu hesaplanan 2°(-AACt) kat degisimi dagilimin1 gosteren
kutu grafigi verilmistir. Dondurulmamus hiicre 6rneklerinde elde edilen kat degisimi degerleri,
ortanca degerin etrafinda yogunlasmakta olup, dagilimin genisligi nispeten dardir. Gen
ekspresyon diizeyinin daha homojen bir dagilim gosterdigi gézlemlenmistir. Gen ifadesi, gen
bankasi hiicre 6rneklerine gére daha yiiksek goriinmektedir. Gen bankasi hiicre drneklerinde
ise kat degisimi degerlerinin ortanca degeri daha diisiik olup Welch t-test sonucunun anlaml
oldugunu (p=0,001 p<0,05) vurgulamaktadir. Dagilimda daha genis bir varyasyon
gozlemlenmigtir. Gen ifadesi dondurulmamigs Orneklere kiyasla azalmakta ve gen

ekspresyonunda heterojen bir yapinin bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 3.14. Hiicre materyalinde RT-qPCR analizinde dondurulmamis ve gen bankast hiicre érneklerinde
APEX1 Geni i¢in kat degisimi degerleri (**= p< 0,01)

3.4. COMET Analizi Bulgular:

Gen Bankasi’nda -80°C’de saklanan hiicre drneklerinden Yerli Kara, Boz Irk, Dogu
Anadolu Kirmizisi, Gliney Anadolu Kirmizisi, Yerli Giiney Saris1 ve Zavot irki sigirlara ait
ornekler her irktan 10’ar adet olarak ¢alisilmustir. Sekil 3.15°de pozitif kontrol i¢in DNase ile
muamele edilen pozitif kontrol goriintiisii bulunmaktadir. DNase ile hiicrede meydana gelen

hasarin sonucunda Comet analizinde tipik kuyruklu y1ldiz gériintiisti elde edilmistir.

DNase I ile muamele edilmis fibroblast hiicrelerinde gézlemlenen (Sekil 3.15) Comet
Analizi goriintiisti, siddetli DNA hasarin1 agik¢a gdstermektedir. Kuyruk uzunlugu ve
DNA'nin bas kisminda tutunamamasi, hiicrelerin biiyiik Ol¢lide fragmente olmus DNA
tagidigin1 ve boylece pozitif kontrol islevinin basariyla saglandigini gostermektedir. Bu yapi,

yontemin duyarliligini ve DNase’1n hasar olusturma etkinligini dogrulamaktadir.

Sekil 3.15. Alkali Comet Analizi ile goriintiilenen DNase I ile muamele edilmis sigir kulak fibroblast
hiicresi. Kuyruk yapisinin yogunlugu ve uzunlugu, enzim kaynakli yiiksek diizeyde DNA hasarint
gostermektedir. Bu hiicre pozitif kontrol olarak kullanilmigtir
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Comet Analizi IV yazilimi ile yapilan analiz (Sekil 3.16 Solda), degerlendirilen hiicrede
belirgin DNA hasar1 oldugunu ortaya koymustur. Kuyruk olusumu ve DNA yogunlugu
dagilim grafikleri, genetik materyalin elektroforez boyunca go¢ ettigini ve hiicrede zincir
kiriklar1 bulundugunu gostermektedir. DNase enzimi, DNA’nin fosfodiester baglarini
hidrolize ederek kontrollii bir sekilde ¢ift ve tek zincirli kiriklar olusturur (Sekil 3.16 Sagda).
Bu islem, teknigin c¢alistigini dogrulamak ve diger deney gruplarindaki DNA hasart ile

karsilastirma yapabilmek i¢in kritik Sneme sahiptir.

Sekil 3.16. Solda Gen Bankasi1 -80°C’de saklanan Boz Irka ait hiicre 6rneginde Comet goriintiisti. Sagda
Yerli Kara Sigir kulak dokusundan elde edilen hiicrede DNase ile muamele sonucu pozitif kontolde
Comet kuyruk goriintiisii (40X)

Mikroskobik goriintiisii verilen Sekil 3.17°da sigir kulak dokusundan izole edilen
(dondurulmamus) fibroblast hiicrelerinin alkali Comet Analizi ile degerlendirilmesine aittir.
Gorilintiide her biri ayr1 bir hiicreye karsilik gelen Comet (kuyruklu yildiz) morfolojileri

gozlemlenmektedir.

Sekil 3.17. Yerli Kara Sigir kulak dokusundan elde edilen hiicrelerde hasarsiz Comet goriintiisii (40X)
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3.4.1. Kuyruk Yogunlugu

Calismada kullanilan farkli irklar arasinda Comet analizine ait kuyruk yogunlugu
bakimindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu durum, DNA hasar1 agisindan irklar
arasinda benzer bir seviyenin bulundugunu disiindirmektedir. Bu nedenle, deneysel gruplarla
karsilastirmalarda referans olarak kullanilacak kontrol grubu i¢in, varyasyonu azaltmak ve
deneysel giicii artirmak amaciyla tek bir wk (Yerli Kara) tercih edilmistir. Boylelikle,
gozlemlenen DNA hasarimin yalnizca uygulanan muameleye atfedilmesi ve 1irksal

farkliliklardan kaynaklanan olas1 karigikliklarin 6nlenmesi saglanmistir.

Bu ¢aligmada kontrol grubunda (dondurulmamis o&rnekler), kuyruk yogunlugu
ortalamasi 5,63 olarak belirlenmistir. Bu deger, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda anlaml
sekilde daha diisiik bir diizeydedir. Dondurulmus gen bankasi 6rneklerinden olusan deney
gruplar arasinda belirgin farkliliklar gézlenmistir. En yiiksek kuyruk yogunlugu ortalamalari
sirastyla BOZ (12,83), YGS (12,41), DAK (12,36), ZVT (11,29), GAK (11,76) ve YK (11,19)
gruplarinda tespit edilmis ve birbirine yakin ortalama degerlere sahiptir (Cizelge 3.12). Pozitif
kontrol grubunda, DNase enzimi uygulanmis 6rneklerdeki kuyruk yogunlugu ortalamasi 26,02
ile tiim gruplar icinde en yiiksek deger olarak kaydedilmistir. Bu gruptaki yiiksek varyasyon,
DNase etkisiyle hiicre yapi biitiinliigiinde belirgin farkliliklar olustugunu gostermektedir. Tiim
gruplar genelinde ortalama kuyruk yogunlugu 12,25 olarak hesaplanmistir. Bu bulgular,
orneklerin dondurulma durumu ve enzimatik islem ge¢misinin, kuyruk yogunlugu gibi

hiicresel parametreler {izerinde anlamli etkiler olusturabilecegini gostermektedir.

Cizelge 3.12. Hiicre 6rneklerinde Comet analizinde irklara gére kuyruk yogunlugu (SPSS-Anova Testi)

Grup N (Ornek sayis1)  Ortalama
Standart Sapma
Kontrol 1000 5,63+£0,31 9,69
DAK 1000 12,35+0,57 18,15
BOZ 1000 12,83+0,51 16,21
YGS 1000 12,40+0,58 18,40
ZNT 1000 11,29+0,55 17,69
GAK 1000 11,76+0,54 17,16
YK 1000 11,19+0,55 17,61
Pozitif Kontrol DNase 600 26,01+1,28 31,47
Total 7600 12,24+0,21 18,83
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Sekil 3.18 farkli gruplara ait kuyruk yogunlugu ortalamalarmin dagilimini
gostermektedir. Grafik incelendiginde, pozitif kontrol DNase grubunun diger tiim gruplardan
belirgin sekilde daha yiiksek bir kuyruk yogunlugu degerine sahip oldugu dondurulmamis
hiicre 6rneklerinden olusan kontrol grubunun kuyruk yogunlugu ortalamasinin (=5,63) deney
gruplarina kiyasla belirgin bicimde daha diisiikk oldugu goriilmektedir. Bu durum, taze
orneklerin DNA hasar1 agisindan daha stabil oldugunu gostermektedir. Genel olarak, grafiksel
dagilim kuyruk yogunlugu degerlerinin 6rnek tipi (dondurulmus/taze) ve enzimatik islem
durumuna bagli olarak degistigini agikca ortaya koymaktadir. Goérsel bulgular, tanimlayici
istatistiklerle tutarhidir ve gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadigini belirlemek i¢in yapilan Dunnet t-testi analizlerinin temelini olusturmaktadir.

30.007

25.00=

20.004

15.00

Mean of Kuyruk_Yogunlugu

10.004

5.004

T T T T
Kontrol DAK BOZ YG5 Zawot CAK YK PozitifKontrol,
DNase

Sekil 3.18. Irklar arasinda comet kuyruk yogunlugu

Kuyruk yogunlugu degiskeni i¢in yapilan Dunnet t-testi sonuglarina gore, tiim irklar
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek degerlere sahiptir
(p<0,05) (Cizelge 3.13). Kontrol grubunda kuyruk yogunlugu ortalamasi 5,63 £+ 9,69 iken,
deney gruplarinda bu degerler 11,19 ile 13,29 arasinda degismistir. Ozellikle pozitif kontrol
DNase grubunda kuyruk yogunlugu ortalamasinin 26,02 = 31,47 oldugu ve bu degerin kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.13. Farkli irklara ait hiicre 6rneklerinde Comet analizinde Dunnet t-testi ortalama kuyruk
yogunlugu

Kargilagtirma
grubu Kuyruk yogunlugu
Karsilagtirilan Irk ~ (Dondurulmamis) ortalama farki
DAK Kontrol *6,72
BOz Kontrol *7,20
YGS Kontrol *6,77
ZNT Kontrol *5,66
GAK Kontrol *6,12
YK Kontrol *5,56

*Ortalama farki, 0,05 diizeyinde anlamlidir.

3.4.2. Kuyruk Uzunlugu

Kontrol grubunda kuyruk uzunlugu ortalamasi1 72,62 olarak dl¢iilmiistiir. Bu deger,
deney gruplarinin tamamindan daha yiiksektir (Cizelge 3.14). Deney gruplari arasinda en
diisiik ortalama deger GAK grubunda (42,87) gozlenirken, YK (62,46) ve YGS (57,64)
gruplarinda bu degerin daha yiiksek oldugu saptanmistir. BOZ, DAK ve ZVT gruplarinda ise
ortalama kuyruk uzunlugu sirasiyla 50,71; 47,25 ve 44,92 um olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.14. Hiicre orneklerinde Comet Analizinde Irklara Gore Kuyruk Uzunlugu (Tanimlayici
Istatistik-SPSS)

Grup N(Ornek sayis1) ~ Ortalama  Standart

Sapma
Kontrol 1000 72,61+0,80 25,40
DAK 1000 47,24+0,58 18,32
BOZ 1000 50,71+0,78 24,61
YGS 1000 57,63+0,78 24,70
ZNT 1000 44,92+0,53 16,68
GAK 1000 42,87+0,45 14,16
YK 1000 62,46+0,72 22,79
Pozitif Kontrol DNase 600 80,14+2,70 66,05
Total 7600 56,12+0,34 30,08

Dunnet t-testi sonuglarina gore, DAK, BOZ, YGS, ZVT, GAK ve YK irklarinda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Bununla
birlikte, pozitif kontrol DNase grubunda kuyruk uzunlugu ortalamasi 80,14 + 66,05 olup,
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artis gdstermistir (p<0,05) (Cizelge 3.15). Bu

sonuglar, kuyruk uzunlugu bakimindan yalnizca pozitif kontrol DNase grubunun kontrol
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grubuna gore anlamli farklilik gosterdigini, diger irklar arasinda ise belirgin bir fark

olmadigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.15. Hiicre 6rneklerinde Comet Analizinde Kuyruk Uzunluguna iligkin Dunnet t-testi

Karsilagtirma grubu

Karsilastirilan Irk (Dondurulmamis) Kuyruk Uzunlugu
Ortalama farki

DAK Kontrol -25,36

BOZz Kontrol -21,90

YGS Kontrol -14,97

ZNT Kontrol -27,69

GAK Kontrol -29,74

YK Kontrol -10,15

Pozitif Kontrol Dnase Kontrol *7,52

*Ortalama farki, 0,05 diizeyinde anlamlidir.

3.4.3. Kuyruk Momenti

Kuyruk momenti degiskeni agisindan kontrol grubunda ortalama 1,52 + 4,32 olarak
Olciilmiistiir. Dunnet t testi ile yapilan karsilastirmalar sonucunda, DAK, BOZ, YGS, ZVT,
GAK, YK ve Pozitif Kontrol (DNase) gruplarinda 6l¢iilen kuyruk momenti degerlerinin,
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). DAK
(3,41) ve YGS (3,44) gruplarinda en yiiksek ortalamalar saptanirken, BOZ (3,18) ve YK (3,28)
ZVT (3,02) ve GAK (2,90) gibi gruplarda da benzer diizeyde kuyruk momenti degeri
sergilemistir (Cizelge 3.16). Bu bulgu, s6z konusu gruplarda DNA hasarinin daha belirgin
oldugunu ve dondurma isleminin ya da genetik yapinin DNA stabilitesini etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle pozitif kontrol DNase grubunda kuyruk momenti ortalamasi
12,99 + 2435 olarak tespit edilmis ve bu grup kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artig
sergilemistir. Analiz sonuglari, farkli sigir irklarindan elde edilen numunelerin kuyruk
momenti agisindan kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli varyasyonlar
sergiledigini ortaya koymustur (Cizelge 3.17). Bu durum, genetik arka planin ya da tiir ici
biyolojik farkliliklarin DNA hasar diizeyleri iizerinde etkili olabilecegine isaret etmektedir.
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Cizelge 3.16. Hiicre Orneklerinde Comet Analizinde Irklara Gore Kuyruk Momenti (Tanimlayici
Istatistik-SPSS)

Grup N (Ornek Sayis1)  Ortalama  Standart
Sapma
Kontrol 1000 1,52+0,13  4,32053
DAK 1000 3,40+0,24  7,81462
BOZ 1000 3,1740,13  4,24323
YGS 1000 3,43+0,23  7,29384
ZNT 1000 3,02+0,21 6,73257
GAK 1000 2,90+0,17  5,31956
YK 1000 3,2840,24  7,71088
Pozitif Kontrol DNase 600 12,99+0,99 24,53506
Total 7600 3,75+010 9,5789

Cizelge 3.17. Hiicre 6rneklerinde Comet Analizinde Dunnet t-testi Kuyruk Momenti

Karsilastirma grubu

Kuyruk Momenti

Karsilagtirilan Irk (Dondurulmamis) Ortalama farki

DAK Kontrol *1,88

BOZ Kontrol *1.65

YGS Kontrol *1,91

ZNT Kontrol *1.49

GAK Kontrol *1,37

YK Kontrol *1,75

Pozitif Kontrol Dnase Kontrol *11,46

*Ortalama farki, 0,05 diizeyinde anlamlidir.

Kuyruk momenti bakimindan tiim deney gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli

diizeyde artis bulunmustur (p<0,05). Pozitif kontrol DNase grubunda kuyruk yogunlugu,

uzunlugu ve momenti bakimindan diger gruplardan belirgin sekilde ayrisan sonuglar elde

edilmigtir.
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4. TARTISMA

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye'de yetistirilen alt1 sigir irkina ait 6rneklerde 11 kisa
ardisik tekrar (STR) lokusunun analizi gerceklestirilmis ve genetik ¢esitlilige iliskin kapsamli
veriler elde edilmistir. STR'lar, yiiksek mutasyon oranlar1 ve polimorfizm diizeyleri sayesinde
genetik cesitliligin izlenmesinde etkin araglar olup; popiilasyon yapisinin belirlenmesi, 1slah
stratejilerinin  yonlendirilmesi ve adli genetik uygulamalarda sik¢a kullanilmaktadir

(Frankham vd., 2010; Shang vd., 2024; van de Goor vd., 2009).

Aragtirma sonuglari, analiz edilen tim STR lokuslarinin Hardy-Weinberg dengesini
sagladigini (p > 0,05) gostermistir. Bu lokuslar 1slah ¢aligmalarinda uygun ve giivenilir bir
belirteg oldugunu, genetik siirilklenme, secilim vs den etkilenmedigini gostermektedir. Bu
durum, popiilasyonlarda yakin ge¢miste ciddi bir se¢ilim baskisi, genetik siiriiklenme veya
inbreeding etkisinin bulunmadigini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, Altinalan (2005) ve
Ozkan (2005) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarda da cogu lokusun genetik dengede oldugu
bildirilmistir. Bu bulgu, yerli sigir irklarinin biiyiik oranda dogal popiilasyon dinamiklerini

korudugunu desteklemektedir.

Gozlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri arasindaki farklar bazi
lokuslarda anlamli seviyededir. Ozellikle Ho<He durumunun bir¢ok lokusta gdzlenmis
olmasi, popiilasyon igerisinde potansiyel heterozigotluk eksikligine isaret etmektedir. Bu
durum Wahlund etkisi, 6rnekleme hatalari, inbreeding ya da popiilasyon alt yapisinin varligi
ile agiklanabilir (Frankham vd., 2010; Hartl ve Clark, 2007; Wahlund, 1928). ETH225
lokusunda pozitif FIS degerinin (0,29) yiiksek olmasi, heterozigotluk eksikligini destekleyen
6nemli bir bulgudur. Buna karsin, TGLA126 lokusunda negatif FIS degeri (-0,025) gozlenmis
olup, bu lokusa 6zgii heterozigotluk fazlalig1 dikkate degerdir. Bu bulgular, genetik yapinin
lokus diizeyinde farkli selektif ve popiilasyonel dinamikler altinda sekillenmis olabilecegini

gostermektedir.

Analiz edilen lokuslar arasinda TGLA122, TGLA227 ve BM2113 en yiiksek alel
cesitliligine sahip olup, bu belirteclerin genetik farklilasma analizlerinde gli¢lii gdostergeler
sundugu anlasilmaktadir. Bu bulgu, Ozsensoy vd. (2010) tarafindan bildirilen TGLAS53 ve
TGLA122 lokuslarmin yiiksek polimorfizm potansiyeli ile de uyumludur. S6z konusu
calismada tespit edilen alel sayilari, bu tezde elde edilen degerlerle benzerlik gostermekte; bu
da analiz edilen lokuslarin farkli popiilasyonlar arasinda tutarli polimorfik o6zellikler

sergiledigini ortaya koymaktadir.
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Bu calismada elde edilen PIC degerleri (0,766-0,905), analiz edilen tiim lokuslarin
yiiksek diizeyde bilgilendirici oldugunu ve genetik cesitliligin kantitatif degerlendirmesi
acisindan giivenilir gostergeler sundugunu gostermektedir. Bu sonug, Altinalan (2005)
tarafindan bildirilen yerli rklarda yiiksek allel sayisi ve genis PIC araliklar: ile tutarlidir.
Ayrica, PIC degerlerinin 0,5’in iizerinde olmasi, mikrosatellitlerin genetik analizlerdeki ayirt

edici giiciinii desteklemektedir.

Dendrogram analizleri, bireylerin belirli alt kiimelerde yogunlastigini ve bazi
gruplarin digerlerinden genetik olarak anlamli derecede ayristigini gostermistir. Bu durum,
popiilasyon yapisinin homojen olmadigini ve irklar arasinda belirgin genetik sinirlarin
bulundugunu ortaya koymaktadir. Ozsensoy vd. (2010) tarafindan bildirilen yiiksek FST
degerleri de (6rnegin GAK-ZAV arasinda 0,148) bu genetik ayrismay1 desteklemekte;

popiilasyonlar arasinda sinirli gen akisinin olabilecegini diisliindiirmektedir.

Literatiirde daha once yapilmis bazi ¢aligmalarda da benzer egilimler bildirilmistir.
Ornegin, Ozkan (2005) tarafindan yapilan analizlerde yerli sigir wrklarinm kiiltiir 1rklarina
kiyasla daha yiiksek ortalama allel sayisina sahip oldugu ve bu wrklarin Asya kokenli Zebu
etkileri tagiyabilecegi belirtilmistir. Bu durum, g¢alismamizda gozlemlenen yiiksek alel
cesitliligi ve bazi bireylerin genetik olarak farkli alt gruplarda yer almasi ile ortiismektedir.
Altinalan (2005) ¢alismasinda yerli irklarda gozlenen yiiksek FIS degeri (0,497), bireyler arasi
heterojenligin belirgin oldugunu ve popiilasyon i¢i genetik yapilarin olduk¢a kompleks
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, bu tez kapsaminda elde edilen dendrogram

dallanmas1 ve genetik mesafe analizleri, Altinalan (2005)’1n ¢alismasini dogrular niteliktedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda elde edilen STR analizi sonuglar dogrultusunda UHAEM
Gen Bankasi’na eklenmek iizere karakterizasyonu yapilan o6rneklerin ait olduklari irklarn
temsil ettikleri TURKHAYGEN (2007) calismasindan bu yana incelenen irklarm Hardy
Weinberg dengesini ve genetik cesitliliklerini koruduklar1 belirlenmistir. Ayrica kullanilan
ISAG tarafindan da 6nerilen 11 STR lokusunun adli uygulamalar i¢in yeterli bilgi saglayacagi
ve yiksek dogruluk sundugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, analiz edilen STR lokuslar
Tiirkiye’deki sigir popiilasyonlarinin genetik yapisinda anlamli farkliliklar1 ortaya koymakta
ve yerli irklarin genetik mirasinin korunmasi agisindan degerli ipuglar1 sunmaktadir. Bu veriler
hem genetik kaynaklarin siirdiiriilebilir yonetimi hem de gelecek 1slah programlarinin daha
stratejik bir sekilde planlanmasi i¢in temel teskil etmektedir. Popiilasyonlar arasi genetik
farkliliklarin daha ayrintili bigimde ortaya konulmasi, bolgesel islah politikalarinin yerel

genetik kaynaklar dikkate alinarak yapilandirilmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Bu c¢alismada kullanilan STR analizine benzer genetik analiz yontemleri, yalnizca
yerli sigir irklarinda degil, farkli cografyalara ait cesitli sigir irklarinda da uygulanmis ve bu

alanda bircok bilimsel ¢alisma gerceklestirilmistir.

Machado vd. (2003) Holstein (HO), Gyr (GI), Guzerat (GU) ve Nellore (NE) irklarina
ait bireylerde dokuz mikrosatellit (STR) lokusunu kullanarak genetik cesitliligi
degerlendirmistir. Arastirma kapsaminda toplam 64 allel tanimlanmuis; bu allellerin yaklagik
%353"iniin tiim 1wrklarda ortak olarak bulundugu belirlenmistir. Dokuz lokusa ait ortalama
heterozigotluk degeri 0,350 olarak rapor edilmis ve bu gorece diisiik diizeyin, populasyonlar
icerisindeki yliksek akrabali yetistirme oranlarindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Genetik bilgilendiricilik agisindan lokuslarin etkinligi degerlendirildiginde, BSM3004 ve BL4
lokuslarinin en az bilgi tasidigi, buna karsilik BMS1126, BMS1237 ve BMS518 lokuslarinin
daha yiiksek ayirt edici giice sahip oldugu ifade edilmistir.

Shang vd. (2024) toplamda 158 sigira (Sarole(n=10), Holstein(n=4), Simental(n=4) ve
Liao(n=140)) ait 17 STR bolgesi i¢in PCR ¢alismalar1 yapmiglardir. Tiir 6zgiilliigii, hassasiyet,
sapma (stutter) analizi ve popiilasyon genetik parametreleri detayli sekilde degerlendirilmistir.
Liaoyu beyaz sigirlarinda 176 allel tespit edilmis, 24 yeni allel bildirilmistir. Beklenen
heterozigotluk oranmi 0,1272-0,8802 arasinda degismistir. STR analizleri sigir bireylerinin
tanimlanmasinda ve ebeveynlik testlerinde kullanilabilecek hizli, hassas ve ekonomik bir
aractir. Bu sistem, selektif 1slah programlari, popiilasyon genetik arastirmalar1 ve adli genetik

calismalari i¢in 6nemli bir kaynak saglayacaktir.

Van der Goor vd. (2009) sigir (Bos taurus) popiilasyonlarinda adli genetik analizlerde
kullanilmak tizere 16 kisa tandem tekrar (STR) lokusunun degerlendirmislerdir. 20 farkli sigir
irkindan rastgele secilen 4,162 birey iizerinde yapilan analizlerde, ebeveyn dislama, beklenen
ve gbzlenen heterozigotluk (HE ve HO), kimlik dogrulama olasilig1 ve null allel frekanslari
hesaplanmistir. Sonuglar, kullanilan 16 STR lokusunun adli uygulamalar i¢in yeterli bilgi
sagladigini ve bireylerin dogru irka atanmasinda yiiksek dogruluk sundugunu gostermistir.
Ayrica, ISAG tarafindan 6nerilen 12 lokusa ilaveten dort ek STR kullanilmasi ile ebeveynlik

dogrulamasinda dogruluk oranlarinin belirgin sekilde arttigi bulunmustur.

Kriyoprezervasyon, biyolojik Orneklerin uzun siireli saklanmasini saglayan bir
yontemdir. Ancak, dondurma ve ¢ozme islemleri sirasinda olusabilecek fiziksel ve kimyasal
stresler, DNA biitiinliigiinii etkileyebilir. Bu nedenle, kriyoprezervasyonun DNA hasari

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi 6nemlidir (Ladeira vd., 2021). Kriyoprezervasyon,
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hiicrelerin ve dokularin diisiik sicakliklarda dondurularak uzun siireli muhafazasini saglayan
bir biyoteknolojik yontemdir (Medeiros vd., 2002). Ozellikle hayvancilikta genetik
kaynaklarin korunmasi, suni tohumlama ve embriyo transferi gibi uygulamalar icin
vazgecilmezdir. Ancak dondurma ve ¢6zme siiregleri sirasinda meydana gelen fiziksel ve
kimyasal degisimler, DNA biitiinliigii dahil olmak iizere hiicre yapilarinda cesitli hasarlara

neden olabilir (Watson, 2000).

Kriyoprezervasyon, hayvan genetik materyalinin korunmasinda 6nemli avantajlar
sunmasina ragmen, dondurma ve ¢ézme siireci sirasinda olugan kriyojenik stres, hiicresel
yapilarin yani sira DNA iizerinde de potansiyel olarak geri doniisii olmayan hasarlara yol
agabilir. Bu hasarlarin baslica nedenleri arasinda buz kristali olusumu, ozmotik sok, reaktif

oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ve kriyoprotektan toksisitesi yer alir (Baust vd., 2009).

DNA hasari, hiicresel islevlerin bozulmasina, mutasyonlara ve gesitli hastaliklara yol
acabilen kritik bir biyolojik olaydir. Bu nedenle, DNA hasarinin hassas ve giivenilir bir sekilde
tespiti, genetik toksikoloji, cevresel biyomonitoring ve klinik arastirmalar gibi birgok alanda
biiyiik 6nem tagimaktadir. Cevresel kirleticilerin canlilar {izerindeki etkilerini degerlendirmek
icin Comet Assay siklikla kullanilir. Ozellikle sucul organizmalarda, pestisitler ve agir
metaller gibi genotoksik ajanlarin DNA {izerindeki etkileri bu teknikle incelenmistir (Yadam,
2023). Comet Assay, bu amacla gelistirilen ve tek hiicre diizeyinde DNA hasarini
degerlendirebilen duyarli bir tekniktir (Collins, 2004). Comet Assay, hiicrelerin agaroz jel
icinde enkapsiilasyonu, lizisi ve ardindan elektroforez uygulanmasiyla gergeklestirilir.
DNA'daki kiriklar, elektrik alan1 altinda DNA'nin jel icinde hareket etmesine neden olur ve bu
hareket, floresan boyalarla boyandiginda mikroskop altinda "kuyruklu yildiz" (comet) benzeri
bir goriintii olusturur. Kuyrugun uzunlugu ve yogunlugu, DNA hasarinin derecesini yansitir
(Speit ve Hartmann, 2006). Comet Assay, kimyasal maddelerin genotoksik potansiyelini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Hem in vitro hem de in vivo sistemlerde

uygulanabilirligi, bu teknigi toksikolojik degerlendirmelerde degerli kilar (Cordelli vd., 2021).

Comet Assay, insan popiilasyonlarinda DNA hasarinin degerlendirilmesinde de
kullanilir. Sigara i¢imi, diyet, yasam tarzi ve mesleki maruziyet gibi faktoérlerin DNA
tizerindeki etkileri bu teknikle arastirnlmistir (Liao vd., 2009). Comet Assay, cesitli
hastaliklarin patogenezinde DNA hasarinin roliinii arastirmak icin kullanilmistir. Ornegin,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, Alzheimer ve kanser gibi durumlarda artan DNA hasar1
seviyeleri gozlemlenmistir (Liao vd., 2009). Ayrica, bu teknik, bireylerin DNA onarim
kapasitesini degerlendirmek icin de kullanilmaktadir (Cordelli vd., 2021). Comet Assay'in
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giivenilirligini artirmak i¢in standart protokollerin gelistirilmesi 6nemlidir. Minimum Bilgi
Raporlama Kriterleri (MIRCA), bu amagla Onerilen bir standarttir ve deneysel kosullarin

detayl1 raporlanmasini tesvik eder (Azqueta ve Collins, 2013).

Fibroblast kriyoprezervasyonuna yo6nelik ¢calismalarda Comet testinin kullanilmasinin
temel hedefleri, dondurma ve ¢ézme siireclerinde meydana gelen DNA hasarinin boyutunu
degerlendirmek ve hiicrelerin ¢6ziilme sonrasi canlilik ve metabolik fonksiyonlarini
karsilastirmaktir. Kriyoprezervasyonun hiicre i¢i buz kristallerinin olusumuna bagli olarak
DNA parcalanmas1 ve mitokondriyal fonksiyonlarda degisiklikler gibi onemli hiicresel
degisikliklere yol agabilecegini bildirmistir (Borges vd., 2020). Benzer sekilde, baska bir
calismada hem kriyoprezervasyonun hem de uzun stireli kiiltiir kosullarinin hiicresel stres ve
apoptozu tetikleyebilecegini vurgulayarak, hiicre sagligmin korunmasi agisindan etkin

saklama yontemlerinin 6nemine dikkat ¢ekmistir (Silva vd., 2021).

Koruma genetigi kapsaminda, fibroblast hiicre hatlarinin kriyoprezervasyon
teknikleriyle uzun vadeli olarak muhafaza edilmesi, biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilebilirligi
agisindan stratejik bir arag olarak degerlendirilmektedir. Fibroblastlardan elde edilen somatik
hiicre bankalari, tehlike altindaki hayvan tiirlerinin genetik kaynaklarinin saklanmasinda etkili
bir yontem sunmakta; bu durum, ilerleyen donemlerde klonlama ya da yardimeci iireme
teknolojileri yoluyla tiirlerin yeniden canlandirilmasina olanak tanimaktadir (Holt ve Pickard,
1999; Shorokhova vd., 2024). Ozellikle popiilasyon biiyiikliigii dogal esiklerin altina inmis
tiirlerde, canli bireylerin temin edilememesi durumunda bu hiicre hatlari, genetik cesitliligin
korunmasi adina alternatif bir biyolojik rezervuar islevi gorebilmektedir. Ancak, somatik
hiicrelerin uzun siireli dondurulmas: siirecinde karsilasilan temel sorunlardan biri, hiicrelerde
olugabilecek genomik instabilite, apoptoz aktivasyonlari ve senesens (hiicresel yaslanma)
stirecleridir. Bu nedenle, kriyoprezervasyonun tiim agamalari —6rnek alimi, dondurma
protokolleri, ¢dzdiirme kosullar1 ve sonrasinda kiiltlirleme siirecleri— hiicrelerin biyolojik
biitiinligiinii maksimum diizeyde koruyacak sekilde optimize edilmelidir (Best, 2015;
Kuleshova ve Lopata, 2002). Bu baglamda, antifriz proteinleri, kontrollii sogutma sistemleri
ve kriyoprotektan ajanlarin dogru kombinasyonlarla kullanimi, hiicre canliligini ve

fonksiyonelligini artirmak adina kritik 6nem tagimaktadir.

Kriyoprezervasyon aragtirmalarinda farkli fibroblast hiicre hatlar1 kullanilmis olup,
elde edilen sonuglar cesitlilik gostermektedir. Ornegin Arap devesinden elde edilen
fibroblastlarin kriyoprezervasyon sonrasinda fonksiyonlarimi korudugunu ortaya koyarak,

uzun vadeli saklama agisindan bu hiicrelerin potansiyelini gozler oniine sermistir (Saadeldin
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vd., 2019). Ote yandan hiicre tipleri arasindaki yapisal farkliliklarin —5rnegin hiicre yogunlugu
ve boyutu— kriyoprezervasyon protokollerinin basarisini etkileyebilecegini, 6zellikle sogutma
hizlar1 ve kriyoprotektan segimiyle iligkili olarak bildirmistir (Naaldijk vd., 2016).
Kriyoprotektan secimi bu siiregte kritik bir dneme sahiptir; zira hatali konsantrasyonlar
hiicreleri korumak yerine hasara ugratabilir ve bu durum, optimum kosullarin titizlikle

belirlenmesini zorunlu kilar (Borges vd., 2017).

Son yillarda, biyobankacilik ve koruma calismalar1 baglaminda cesitli hayvan
tiirlerinden elde edilen fibroblastlarin kriyoprezervasyonu dnemli 6lglide ilgi gérmiistiir. Bu
teknik, hiicrelerin son derece diisiik sicakliklarda dondurularak saklanmasini igerir ve temel
amaci genetik materyalin ve hiicre canliliginin ileride kullanilmak iizere korunmasidir (Ji vd.,
2017). Bu tiir ¢alismalarda en sik tercih edilen hiicre tiplerinden biri, izolasyonunun ve
kiltiriinin ~ gérece kolay olmasi nedeniyle fibroblastlardir (Henrot vd., 2020).
Kriyoprezervasyonun hiicresel DNA iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilan
en degerli araclardan biri ise, DNA biitlinligiinii tek hiicre diizeyinde analiz eden Comet
testidir. Comet testi (alkalin elektroforez yontemi), DNA hasarmin tespitinde yaygin olarak
kullanilan hassas ve hizli bir yontemdir. Ozellikle lenfosit érneklerinde DNA hasar diizeyini
degerlendirmek amaciyla siklikla tercih edilmektedir (Singh vd., 1988). Giinlimiizde, sperm
orneklerinin dondurma ve ¢6zdiirme islemlerine maruz kaldiktan sonra DNA biitiinliigiindeki
degisiklikleri degerlendirmek icin Comet analizi yaygin olarak kullanilmaktadir (Donnelly
vd., 2001; Thomson vd., 2009). Comet testi, dondurma-¢ozdiirme sonrasi sperm DNA
biitiinliigiiniin korunup korunmadigini degerlendirmek amaciyla kullanilmakta ve DNA hasar
seviyelerindeki artis1 yiiksek duyarlilikla ortaya koyabilmektedir (Hughes vd., 1996).
Dondurma islemi sirasinda sperm hiicre zarlarmin yapisal biitiinliigii bozulabilir ve buz
kristallerinin olusumu, hiicresel stres ve oksidatif hasara neden olabilir (Watson, 2000).
Dondurma protokollerinde kullanilan kriyoprotektanlar (6rnegin, gliserol veya dimetil
stilfoksit) bu hasarin azaltilmasinda 6nemli rol oynasa da bazi ajanlarin toksik etkileri de géz
ardi edilmemelidir (Aitken ve Clarkson, 1988; Watson, 2000). Calismamizda, hiicre
orneklerinin uzun siireli dondurulmasimin  DNA  biitiinliigii {izerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla Comet analizi kullanilmis ve elde edilen bulgular, kontrol grubunu
olusturan dondurulmamis taze Orneklerle karsilastirilmigtir. Kontrol grubu olarak higbir
kriyoprezervasyon iglemine tabi tutulmamis drneklerin se¢ilmesi, dondurma siirecinin tek

basina DNA hasarina katkisini izole edebilmemizi saglamistir.

DNA hasar1 diizeyi, yalnizca hiicre tipine degil, aym1 zamanda hayvan tiiriine,

kullanilan kriyoprotektanlara ve uygulanan kriyoprezervasyon protokoliine gore degisiklik
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gosterir. Ormegin, gliserol genellikle boga spermi i¢in uygunken, domuz sperminde daha
yiiksek toksisite gosterebilir (Watson, 2000). Ayrica, dondurma hizlar1 ve ¢ozme sicakliklar
gibi fiziksel parametrelerin optimizasyonu, DNA biitiinliigiiniin korunmasi agisindan biiytik
Oonem tasir (Mazur, 2004). Baz tiirlerde (6rnegin, atlarda) kriyoprezervasyona karsi daha
yiiksek direng gozlenirken, digerlerinde (6rnegin tavsan veya kegilerde) DNA hasarina karsi
daha duyarli bir profil ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle tiir-spesifik Kkriyoprezervasyon

protokolleri gelistirilmesi, DNA biitiinliigiiniin korunmasinda kritik rol oynar.

Cesitli caligmalarda, kriyoprezervasyon sonrasi sperm, oosit ve embriyolarda farkli
diizeylerde DNA hasarlar1 gézlemlenmistir. Ornegin, boga spermleri iizerinde yapilan bir
calismada, dondurma-¢cézme iglemi sonrast comet assay ile belirgin DNA kuyruk
uzunluklarinda artis kaydedilmistir (Pena vd., 2005). Benzer sekilde, domuz oositlerinde

kriyoprezervasyonun DNA biitiinliigtinii olumsuz etkiledigi rapor edilmistir (Silva vd., 2015).

Sperm hiicreleri, kriyoprezervasyona en sik maruz kalan hiicre tiplerinden biridir.
Yapilan arastirmalar, 6zellikle boga, kog¢ ve domuz gibi evcil hayvanlarin sperm hiicrelerinde
kriyoprezervasyonun, DNA'nin tek sarmal kiriklar1 (SSB) ve ¢ift sarmal kiriklar1 (DSB) gibi
hasar tiirlerine neden olabilecegini gostermektedir (Thomson vd., 2009). Comet assay ile
yapilan analizlerde, kuyruk uzunlugu ve DNA yiizdesi gibi parametrelerde anlamli artiglar
rapor edilmistir (Pena vd., 2005). Bu tiir hasarlar, fertilizasyon basarisini ve embriyo kalitesini
dogrudan etkileyebilir. Ornegin, boga spermlerinde yapilan bir caligmada, gliserol gibi
kriyoprotektanlarin DNA {izerinde oksidatif strese bagli hasarlar1 artirabildigi gosterilmistir.
Antioksidan takviyesi ile bu etkilerin azaltilabilecegi de ayni calismada gosterilmistir (Khalifa
vd., 2008). Oosit ve embriyo hiicreleri, spermden farkli olarak daha biiyiik ve metabolik olarak
daha aktiftir. Bu da onlari kriyoprezervasyon sirasinda hem fiziksel hem de kimyasal streslere
kars1 daha savunmasiz hale getirir (Rizos vd., 2003). Oositlerde zona pellucida ve kortikal
graniil yapisindaki degisiklikler, DNA koruyuculugunu olumsuz etkileyebilir. Comet assay ile
analiz edilen vitrifiye edilmis domuz oositlerinde, kuyruk momenti ve DNA kuyruk oraninin

anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir (Silva vd., 2015).

Kog¢ spermi, plazma membran yapisi nedeniyle orta diizeyde bir kriyotoleransa
sahiptir. DNA hasar1 boga ve domuzla karsilastirildiginda daha diisiik seviyededir (Karoui vd.
2012). At spermi, baz tiirlere gore kriyoprezervasyona daha toleranslidir. DNA hasar1 daha
az goriilmekle birlikte, yine de dondurma-¢ozme siirecine bagli sinirli diizeyde hasar
bildirilmistir. Tavsan spermi kriyoprezervasyona karsi olduk¢a duyarlhidir. DNA hasari

genellikle hem ROS artisi hem de yetersiz zar stabilizasyonundan kaynaklanir (Arenas vd.,
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2017). Domuz spermi kriyoprezervasyona oldukga hassastir. Plazma zarinin lipid igerigi ve su
gecirgenligi, diisiik sicakliklarda yapisal bozulmalara ve yiliksek oranda DNA hasarina neden

olur (Cerolini vd., 2001).

Domuz sperminde Comet analizinin etkin bir sekilde uygulanabilmesi i¢in kromatin
yapisinin tamamen ayrilmasi gerektigini vurgulamaktadir. Ozellikle proteinase K ile yapilan
uzun siireli inkiibasyonlarin, DNA hasarinin daha hassas bir sekilde tespit edilmesine olanak
sagladigi  belirtilmistir  (Ribas-Maynou vd., 2021). Farkli domuz bireylerinin
kriyoprezervasyon sonrasit sperm DNA hasarina karg1 gosterdigi degiskenligi incelemistir.
Comet assay kullanilarak degerlendirilen DNA hasari, bireysel farkliliklarin Onemini
vurgulamaktadir (Fraser vd., 2017). Domuz sperminde DNA hasarinin embriyo gelisimini
olumsuz etkiledigini, ancak oosit fertilizasyonunu etkilemedigini gostermektedir. Comet assay
kullanilarak degerlendirilen DNA biitiinliigii, embriyo gelisim sonuglariyla iligskilendirilmigtir

(Mateo-Otero vd., 2022).

Bu c¢aligmada farkli irklara ait fibroblast hiicre 6rneklerinde comet kuyruk yogunlugu,
kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti Gzellikleri incelenmis ve kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olup olmadigi degerlendirilmistir. Kuyruk yogunlugu
degiskeni bakimindan tiim deney gruplari, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek
degerlere sahip bulunmustur. Bu durum, farkli irklarin Comet kuyruk yapisinda yogunluk
acisindan genetik varyasyonlara sahip olmadig1 ancak kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi
diisiindiirmektedir. Ozellikle pozitif kontrol DNase grubunda gdzlenen anlamli artig, bu
grubun deneysel miidahaleye (DNase enzimine) gli¢lii bir yanit verdigini gostermektedir.
Kuyruk yogunlugu hem hiicresel diizeydeki yapisal biitlinliik hem de olasi dayaniklilik
gostergesi olmasi acisindan 6nem arz etmektedir. Kuyruk uzunlugu degiskeninde ise genel
olarak irklar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu bulgu, kuyruk uzunlugunun,
genetik faktorlerden ziyade g¢evresel faktorlerden veya gelisimsel siireglerden daha fazla
etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak pozitif kontrol DNase grubunda kontrol grubuna
gore anlamli bir artis tespit edilmesi, spesifik bir deneysel miidahalenin kuyruk uzunlugu
iizerinde de etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. Kuyruk momenti degiskeninde ise tiim
deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artiglar gozlenmistir. Moment
degerlerindeki bu artis, kuyruk yapisinda hem yogunluk hem de uzunluk kombinasyonlarimin
degisim gosterdigini ve bunun mekanik Ozellikler iizerinde etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Elde edilen sonuclar, dondurulmus 6rneklerde DNA molekiiliiniin daha
belirgin sekilde kuyruk formasyonu gosterdigini, dolayisiyla kriyoprezervasyonun hiicresel

diizeyde genotoksik stres yaratabilecegini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, daha 6nce memeli
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hiicrelerinde dondurma ve ¢6zme islemlerinin DNA hasarina neden olabilecegini bildiren
calismalarla (Morris vd., 2012; Pegg, 2015) uyumludur. Ayrica, kontrollii sogutma
protokollerine ragmen meydana gelen bu hasarin, 6zellikle genetik analizler veya ileri
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilacak hiicreler i¢in 6nemli sonuglar dogurabilecegi
degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, dondurma kosullarinin optimizasyonu ve potansiyel DNA
hasarin1 minimize edecek kriyoprotektan stratejilerin gelistirilmesi, hiicre biyobankacilig1 ve

genetik arastirmalar agisindan kritik 6neme sahiptir.

Silva vd. (2021) jaguar kulak derisinden elde ettikleri fibroblast hiicrelerinde in vitro
kosullarda kiiltiire edilmis ve dondurulmuslardir. Brezilya’nin farkli sehirlerinden 5 jaguardan
elde ettikleri kulak dokusundan in vitro ¢aligmalarda elde ettikleri fibroblast hiicrelerde 1., 3.
ve 10. pasajlardan sonra ve kriyopreservasyondan sonra hiicrelerdeki canlilik ve ¢ogalma
aktivitesinin degismedigini bildirmiglerdir. Dondurulmamig grubu kontrol grubu olarak
kullanmiglardir. Dondurma islemi uygulanmamis canli hiicre sayisini %92,5+6,2 ve
uygulanmis hiicre sayisin1 %73,2+9,8 olarak bildirmislerdir. Ayrica hiicrelerde metabolizma
olarak farklilik gozlemlemisler ve dondurulmamis hiicrelerde metabolizma hiz1 100,0+6,0
iken dondurulmus hiicrelerde metabolizma hiz1 32,742,8 olarak bildirilmistir. Ayni ¢alismada
mitokondriyal membran potansiyelinin dondurulmus hiicrelerde azaldigini bildirmislerdir. 1.
3. ve 10 pasajlar1 kiyaslandiginda dondurulmus 6rneklerde 10. pasajdan sonra kiiltiire edilen

hiicrelerde apoptozisin arttigir gézlemlenmistir.

Ismail vd. (2013) Boer Kegilerinde ¢dziilme sonrasi spermler hem alkali (pH 13) hem
de nétr (pH 10) kosullarda comet analizi ile degerlendirmislerdir. Yaptiklari calisma ile alkali
ve notral Comet analizinde spermada tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarinda farklar oldugunu
ortaya koymuslardir. Notral Comet analizinde kuyruk momentini 158,49+11,80um ve kuyruk
momenti ylizdesi 9,49+1,23 iken Alkali Comet analizinde kuyruk momentini 25,07+4,77um
yiizdesi 3,03+0,16 olarak anlamli derecede daha yiiksektir (p<0,05). DNA zincirindeki
kiriklarin pH 10 degerinde maksimum oldugunu agiklamiglardir. Elde edilen sonuglar, Boer
kegisi spermasinda dondurma-¢dzme siirecinin ¢ift iplik¢ikli DNA kiriklarina neden oldugunu
gostermektedir. Bu durum, diisiik DNA tamir kapasitesi ve oksidatif stres kaynakli serbest
radikal {iretimiyle iliskilendirilebilir. Tirler arasi farkliliklarin, sperm hiicrelerinin
kriyotolerans seviyelerinde belirleyici oldugu diistiniilmektedir. Boer kegisi spermasinin,
disiik kriyoresistans nedeniyle dondurma islemi sirasinda DNA biitiinliiglini koruma

kapasitesinin sinirli oldugu ileri siiriilmektedir (ismail vd., 2013).
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Fraser ve Strezezek (2004) Boer Kegi sperma Orneklerinde dondurma sonrasi
¢ozdiirmenin etkilerini gérmek i¢in Comet analizi ile ¢galismislardir. Dondurma-¢ézme islemi,
sperm DNA biitiinliigiinde anlaml1 bozulmalara yol agmustir (p < 0,05). Ozellikle koruyucu
madde icermeyen K-3 dolgu maddesinde dondurulan spermler, diger gruplara gore daha fazla
DNA hasarina sahiptir. Laktoz-HEY-G ve laktoz-LPFo-G dolgu maddeleri (trilaminat bazli
dolgu c¢ozeltileridir) ile dondurulan spermlerde ise DNA hasar orani belirgin sekilde daha
diisiiktiir. Ayrica, dondurma sonrasi motilite ve membran biitiinliigli azalmis, bu durum sperm
kalitesinde genel bir diisiisle iliskilendirilmistir. Calisma sonuclari, kriyoprezervasyon
siirecinin kegi spermasinda DNA biitlinliiglinii 6nemli derecede etkiledigini gostermistir.
Ozellikle antioksidan igerigi yiiksek dolgu maddelerin kullanimi, kriyojenik stres kaynakli
DNA hasarim azaltmada etkili olmustur. Buna ragmen, bireyler aras1 farkliliklar
gbzlemlenmistir; bu durum bireysel sperm kriyotolerans farklarinin nemine isaret etmektedir.
Ayrica, calismada comet analizi yonteminin sperm DNA hasarinin hassas bir gostergesi
oldugu bir kez daha dogrulanmistir. Dondurma-¢6zme islemleri ke¢i spermatozoalarinin DNA
biitiinligiinde bozulmaya yol agmaktigi goriillmektedir. Notral comet analizi, dondurulmus

spermlerde DNA biitiinliigii degerlendirmesinde giivenilir bir yontem olarak onerilmektedir.

2025 yilinda gergeklestirilen bir meta-analiz, ¢iftlik hayvanlarinda sperm DNA
parcalanmasi (SDF) ile diisiik fertilite arasinda anlamli bir iligki oldugunu gostermistir. Bu
calisma, Comet Assay dahil olmak iizere c¢esitli yontemlerle yapilan degerlendirmelerin,
yiiksek kaliteli damizlik erkeklerin se¢ilmesinde énemli olabilecegini vurgulamaktadir (Abah

vd., 2025).

Hu vd. (2002) yilinda Sprague-Dawley siganlarindan alinan karaciger ve bobrek
dokulari, homogenizasyon veya kollajenaz enzimi ile hiicre izole edip donmus ve donmamis
orneklerde Comet Analizi ile degerlendirmislerdir. Taze dokularda, kollajenaz enzimi
homogenizasyona kiyasla daha az DNA hasari ile sonuglanmistir. Dondurma iglemi tek bagina
ciddi DNA hasarina yol agarken, DMSO veya gliserol ile kriyoproteksiyon bu hasar1 belirgin
sekilde azaltmustir. Ozellikle %10 DMSO ile kriyoproteksiyonun DNA biitiinliigiinii daha iyi
korudugu tespit edilmistir. Optimum kollajenaz konsantrasyonunun karaciger i¢in 150 iinite/g

ve bobrek icin 300 iinite/g oldugu belirlenmistir.

Volobaev vd. (2021) yilinda insan periferik kan 16kositlerini DMEM ortaminda
kiiltiire edilmis insan akciger fibroblast hiicreleri (FLECH-104) {izerinde, kisa (624 saat) ve
uzun siireli (1-4 hafta, -80°C ve -196°C) kriyoprezervasyonun Comet analizi sonuglarina

etkileri arastirmigtir. Sonugclar, kisa siireli oda sicakligi veya 4°C'de saklamanin hem insan
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periferik kan l6kositleri hem de FLECH-104 hiicrelerinde DNA hasarinda belirgin artisa neden
oldugunu goéstermistir. Uzun siireli dondurulmus 6rneklerde, FLECH-104 hiicrelerinde DNA
hasarinda anlamli artig gézlenmis, ancak insan periferik kan 16kosit drneklerinde DNA hasar
parametrelerinde genel bir azalma kaydedilmistir. Buna ragmen, her iki hiicre tipinde de
yiiksek derecede hasar gormiis hiicrelerin (HDC) frekansinda artig tespit edilmistir. Calisma,
biyolojik o6rneklerde Comet analizi uygulamalarinda kriyoprezervasyonun dikkatle
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Kisa ve uzun siireli kriyoprezervasyon, hem
insan periferik kan l6kositlerini hem de FLECH-104 hiicrelerinde Comet analizi ile saptanan
DNA hasar parametrelerini dnemli 6lgiide etkilemektedir. Ozellikle uzun siireli dondurma,
FLECH-104 hiicrelerinde DNA biitiinliigiinii olumsuz etkilerken, HPBL'lerde genel bir
azalma  goOzlemlenmistir. Bu sonuglar, kriyoprezervasyonun aragtirmalarda
standartlastirilmasinin ve hiicre tipi spesifik protokollerin gelistirilmesinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Stachowiak vd. (2009) secilmis vitrifikasyon yontemlerine maruz kalan sigir
oositlerinde Comet analizi ile DNA hasar diizeylerinin karsilastirilmigtir. Bu ¢alisma, sigir
oositlerinde farkli vitrifikasyon yontemlerinin DNA biitiinliigii tizerindeki etkilerini alkaline
Comet analizi kullanarak degerlendirmeyi amaglamaktadir. Oositler, damla vitrifikasyonu,
Open Pulled Straw (OPS) ve Klasik 0,25 ml payet vitrifikasyonu yontemleriyle vitrifiye
edilmistir. Sonuglar, damla sistemi ve OPS ile vitrifiye edilen oositlerde DNA biitiinliigiiniin
biiyiik ol¢iide korundugunu, buna karsin payet yonteminde vitrifiye edilen oositlerin
%15,4’iinde belirgin DNA fragmantasyonu (p<0,05) meydana geldigini gostermistir.
Minimum 6rnek hacmi bazli vitrifikasyon yontemlerinin, oositlerin DNA biitiinliigiinii daha
etkin sekilde koruyarak daha yiiksek blastosist gelisim oranlar1 sagladigi ortaya konmustur.
Ayrica, ¢aligma, oosit ylizeyindeki graniiloza hiicrelerinin uzaklagtirilmasinin, vitrifikasyon
esnasinda oositin yeterli kriyoprotektan penetrasyonuna olanak sagladigin1 ve bu nedenle

DNA korunmasina katki sundugunu ileri siirmektedir.

Comet analizleri ile ortaya konulan DNA hasarinin gen ifadesi diizeyinde bir
degisiklik olusturup olusturmadigini test etmek {izere, DNA tamir mekanizmalarinda rol
oynayan bir genin (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1, APEX1) iki housekeeping gen
(HKG) ile goreceli ifade degisimi de degerlendirilmistir. Toorani vd. (2021) GUSB geninin
kulak fibroblastlarinda en yiiksek kararliliga sahip genlerden biri oldugunu bildirmis; boylece
transkriptom c¢aligmalarinda klasik GAPDH/ACTB’den daha giivenilir olabilecegini
vurgulamistir. Barber (2005) ve Degrelle vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda ise

GAPDH geni hala sik tercih edilen, ozellikle 1s1 stresi veya yeniden programlama
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protokollerinin temel kontrolii olarak kullanilan “‘altin standart” gen olarak belirtilmistir.
Sunulan tez ¢aligmasinda ise, farkli algoritmalar {izerinden ¢alisan RefFinder uygulamasi
sonuclarina gore her iki genin geometrik ortalamalarinin alinarak kullanilmasi en ideali oldugu
belirlenmis ancak bunun yanisira GAPDH geninin de kabul edilebilir stabiliteye sahip oldugu
ortaya konulmustur. Buna karsin, GUSB geninin stabilitesi diisiikk oldugu i¢in tek basina
housekeeping gen olarak kullanilmasinin uygun olmadigi diisiiniilmektedir. RefFinder
ciktilari, Vandesompele vd. (2002) tarafindan da onerildigi gibi, iki housekeeping genle
normalizasyonun (GAPDH + GUSB) tekil referans kullanimina gére daha giivenilir oldugunu

gostermektedir.

APEX1 geni, DNA baz eksizyon onarim mekanizmasinda merkezi bir rol iistlenen
¢ok yonlii bir proteini kodlamaktadir. Bu genin baslica islevi, DNA sarmalinda olusan
apiirinik/apirimidinik (AP) bolgeleri tantyarak endoniikleaz aktivitesiyle bu bolgeleri kesmek
ve bOylece onarim siirecini baglatmaktir (Tell vd., 2009; Xanthoudakis vd., 1994). Bununla
birlikte, APEX1’in hiicre i¢i redoks dengesini diizenleyici 6zellikleri sayesinde p53, NF-kB
ve HIF-1a gibi 6nemli transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini da etkiledigi ve bu
yolla hiicresel stres yanitlarini modiile ettigi gosterilmistir (Bhakat vd., 2009). DNA hasarinin
artt1g1 durumlarda APEX1 geninin ekspresyon diizeyinin artmasi, onarim kapasitesinin aktive
oldugunu diigiindiirmektedir. Nitekim, insan hiicre hatlariyla yapilan ¢alismalarda UV 1s1n1 ya
da H,0, gibi genotoksik ajanlara maruz kalindiginda APEX 1, mRNA ve protein seviyelerinde
anlaml yiikseligler rapor edilmistir (Audebert vd., 2004; Kim vd., 2024; Yamakawa vd.,
2004).

Sunulan tez ¢aligmasinda, APEX1 genine ve iki farkli Housekeeping gene yonelik
yapilan RT-qPCR analizleri, kriyoprezervasyon siirecinin DNA tamir mekanizmasi {izerinde
ayni etkiyi gostermedigini ortaya koymustur. RT-qPCR sonuglarina gore, deney grubunda
APEX1 gen ekspresyonu anlaml bir sekilde azalmis (p <0,001, kat degisimi = 0,52) ve bu
durum, dondurma kosullarinin APEX1 genini transkripsiyonel seviyede baskiladigini
diistindiirmiisttir. Ayrica, kontrol (2,19 + 0,38) ve deney (3,12 £ 1,04) gruplarinin ortalama
ACt degerleri arasinda ~0,93 dongiilik fark gozlenmis olup, deney grubundaki standart
sapmanin daha yiiksek olmasi (SD = 1,04) varyans homojenligi varsayimini ihlal etmistir. Bu
nedenle uygulanan Welch bagimsiz drneklem t-testi anlaml bir farklilik ortaya koymustur (t
(36,7) =-5,17; p <0,001, Cohen’in d = 0,95). Bu bulgular, dondurarak saklama siirecinin hedef

gen ekspresyonunu kayda deger oranda baskiladigini gostermektedir.

Bu bilgiler 1s1¢inda yiritillen c¢aligmamizda, uzun siireli kriyoprezervasyon

kosullarinda saklanan primer fibroblast hiicrelerinde DNA biitlinliigli Comet Assay ile
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degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, kontrol grubuna kiyasla belirgin DNA hasarini
ortaya koymustur. Kuyruk formasyonlarinin izlendigi Comet analizleri, ¢ift zincir kiriklar1 da
dahil olmak iizere cesitli diizeylerde DNA hasarinin gostergesi olarak yorumlanmaktadir
(Olive ve Banath, 2006). Bu bulgular, DNA onarim mekanizmalarinin devreye girmesi
gerektigine isaret ederken, ayni hiicrelerde APEX1 gen ekspresyonunun diismiis olmasi
beklenmedik bir durum yaratmistir. Bu durumun arkasinda yatan olas1 nedenler birkag baglik
altinda ele alinabilir. Oncelikle, kriyoprezervasyona maruz kalmus primer hiicrelerde
metabolik aktivitenin azaldig1 ve hiicrelerin yaglanma (senesens) ya da apoptoz gibi siireclere
girebildigi bilinmektedir. Literatiirde, yaslanan fibroblastlarda tamir mekanizmalarina iligkin
yolaklara ait genlerin transkripsiyonel olarak baskilandigi gosterilmistir (Chen vd., 2020;
Sedelnikova vd., 2004). Dolayisiyla, DNA hasarinin varligina ragmen onarim yanitlariin

yetersiz kalmasi yaslanma ile iligkili olabilir.

Bir diger olasilik, ¢6ziilme sonrasi olusan hasara yanitta rol oynayan molekiiler
sinyallerin aktiflesmesi igin yeterli siire verilmemis olmasidir. Bu da APEX1 ekspresyonunun,
analiz yapildig1 sirada heniiz yeterince artmamasina neden olabilir. Ayrica, uzun siireli
dondurmanin ardindan RNA biitiinliigliniin bozulmasi da gen ekspresyon diizeylerinin mevcut
biyolojik siiregleri tam olarak yansitmasini engelleyebilir. Bu durum, &zellikle primer
hiicrelerde RNA izolasyon kalitesiyle ilgili zorluklar yasayan bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir

(Hale vd., 2017).

Sonug olarak, Comet Assay ile dogrulanan DNA hasarina ragmen APEX1 geninin
baskilanmis olmasi, hiicrelerin onarim yerine alternatif yanit yollarina (6rnegin apoptoz ya da
transkripsiyonel sessizlik) yonelmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumun daha iyi
anlasilabilmesi i¢in, yalnizca APEX1 degil, DNA hasar yanitinda yer alan diger onarim
genlerinin de sistematik olarak analiz edilmesi 6nem tasimaktadir. Gelecekte, Comet Assay'in
yiiksek verimli versiyonlarinin gelistirilmesi, otomatik goriintii analiz sistemlerinin
entegrasyonu ve diger molekiiler biyoloji teknikleriyle kombinasyonu, bu teknigin uygulama

alanlarini genisletebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezinde, Tirkiye'de yetistirilen farkli sigir wklarmin genetik ¢esitliligi
degerlendirilmis ve biyobankacilik kosullarinda uzun siire saklanan hiicre Orneklerinin
molekiiler biitiinliikleri incelenmistir. Calisma kapsaminda kullanilan 11 STR lokusu
araciligiyla gergeklestirilen genetik analizler, incelenen popiilasyonlarda Hardy-Weinberg
dengesinin genel olarak korundugunu ve genetik yapinin belirgin bir se¢ilim ya da genetik
stiriiklenmeden etkilenmedigini ortaya koymustur. Buna karsilik, Comet analizleri uzun siireli
dondurma isleminin DNA biitiinliigii iizerinde olumsuz etkiler yarattigini agik¢a gostermistir.
Bu bulgu, gen bankalarinda saklanan biyolojik materyallerin belirli araliklarla yenilenmesi
veya koleksiyona taze Orneklerin eklenmesi gerektigini glindeme getirmektedir. Bu tez,
Tirkiye’deki sigir popiilasyonlarinin genetik yapisina iligskin giincel ve detayli veriler
sunmanin yani sira, gen bankalarinda uzun siireli olarak saklanan hiicre drneklerinin molekiiler
biitiinliigii hakkinda da 6nemli bilgiler saglamaktadir. Elde edilen bulgular, hem hayvan
genetik kaynaklarinin  korunmasina yonelik stratejilerin = sekillendirilmesi hem de
biyobankacilik uygulamalarinin siirdiiriilebilirligi acisindan dikkate deger katkilar

sunmaktadir.

STR analizlerinden elde edilen veriler, incelenen lokuslarin yiiksek diizeyde
polimorfizm igerdigini ve bu yoniiyle hem popiilasyon genetigi hem de adli genetik
uygulamalar agisindan gii¢lii belirtegler olduklarini gostermistir. TGLA122, TGLA227 ve
BM2113 gibi lokuslarn yiiksek allel ¢esitliligine sahip olmasi, bu belirteglerin irklar arasi
genetik ayrimi degerlendirmede etkili olabilecegini gostermektedir. Gozlenen ve beklenen
heterozigotluk degerleri karsilastirildiginda bazi lokuslarda heterozigotluk eksikligi dikkat
¢cekmis; bu durum popiilasyon alt yapisi, smirli 6rnekleme ya da inbreeding etkileriyle
aciklanabilir niteliktedir. Dendrogram analizleri ise popiilasyonun genetik yapisinin homojen
olmaktan uzak oldugunu ve bireyler arasinda anlamli genetik farkliliklarin bulundugunu

dogrulamustir.

Genetik analizlerin ardindan, ayni popiilasyonlardan elde edilen hiicre 6rneklerinin
DNA biitiinliikleri Comet analizi yontemiyle degerlendirilmistir. Uzun siireli dondurma
kosullarina maruz birakilmis 6rneklerde, kontrol grubuna (dondurulmamis) kiyasla belirgin
DNA hasar1 tespit edilmistir. Ozellikle kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti gibi
parametrelerde gozlenen artislar, kriyoprezervasyon siirecinin hiicre diizeyinde genotoksik

stres olusturduguna isaret etmektedir. Tiim biyolojik materyal 6rnekleri, -80°C’de giivenli bir
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sekilde yalnizca birkag¢ ay siireyle saklanabilmekte olup, uzun siireli depolama kosullarinda
DNA hasarinda belirgin bir artis gézlenmektedir. Bu nedenle, standart kriyoprezervasyon ve
¢ozme protokollerinin iyilestirilmesine yonelik ileri calismalarin yapilmas: gerekmektedir.
Gen Bankas1 verilerinden faydalanarak, farkli hayvan irklar1 ve gesitli biyolojik materyaller
iizerinde genis kapsamli aragtirmalar yiiriitmek biliyllk 6nem arz etmektedir. Ayrica,
biyobankalarda uzun siire saklanan hiicre Orneklerinin ileri molekiiler analizlerde

kullanilmadan 6nce kalite kontrol testlerine tabi tutulmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

DNA hasarinin biyolojik yanitlarin1 degerlendirmek amaciyla yiiriitilen RT-qPCR
analizlerinde, DNA tamirinde gérevli APEX1 geninin ekspresyon seviyesinin deney grubunda
anlamh sekilde azaldigi gozlenmistir. DNA hasarinin dogrulanmasina ragmen bu genin
baskilanmis olmasi, hiicrelerin onarim mekanizmalarini devreye sokmak yerine, muhtemelen
yaslanma, apoptoz veya transkripsiyonel sessizlik gibi alternatif hiicresel siire¢lere yoneldigini
diistiindiirmektedir. Bu durum, dondurularak saklanan primer hiicrelerde metabolik aktivitenin

azaldigini ve gen ekspresyon yanitlarinin degisebilecegini gostermektedir.
Bu ¢alisma sonucunda asagidaki oneriler sunulabilir:

1. Genetik karakterizasyon acisindan, kullanilan 11 STR lokusunun hem popiilasyon
yapisinin belirlenmesinde hem de bireyler aras1 ayrim giicii agisindan yeterli oldugu
goriilmiistiir. Bu lokuslarin, biyobankalarda depolanan orneklerin
kimliklendirilmesinde giivenle kullanilabilecegi degerlendirilmektedir.

2. Kriyoprezervasyon kosullarinda saklanan hiicre dérneklerinin, ileri molekiiler
analizlere konu edilmeden oOnce DNA biitiinliigli ag¢isindan degerlendirilmesi
gerekmektedir. Comet analizi gibi duyarli yontemler, biyobankacilikta kalite kontrol
stirecine entegre edilmelidir.

3. Genetik Materyalin Diizenli Yenilenmesi: Uzun siireli biyobanka kosullarinda
materyalin belirli araliklarla yenilenmesi veya eklenmesi saglanmalidir. Gen Bankas1
uygulamalarinda materyalin periyodik olarak kalitesinin degerlendirilmesi, olasi
DNA hasarlarinin tespiti i¢in gereklidir.

4. Genis Kapsamh Arastirmalarin Yiiriitiilmesi: Farkli sigir irklar1 ve farkli biyolojik
materyaller lizerinde yapilacak ileri caligmalarda, genetik materyalin uzun siireli
saklanabilirligine iligkin daha fazla veri toplanmalidir. DNA tamir mekanizmalarinin
dondurma sonras1 aktivasyon diizeylerini aragtiran kapsamli RT-gPCR (daha fazla gen
bolgesi ve daha fazla hayvan sayisi gibi) ve protein ekspresyon analizlerine ihtiyag

duyulmaktadir.

78



5. DNA onarim genlerinin ekspresyon diizeyleri, dondurma sonrasi Orneklerin
biyolojik uygunlugunun belirlenmesinde tamamlayici bir parametre olarak
kullanilabilir. Ancak tek bir onarim geni iizerinden degerlendirme yapilmamasi, daha
genis bir panel ile analiz yapilmasi 6nerilmektedir.

6. Uzun siireli dondurulmus 6rneklerle yapilan gen ekspresyon analizlerinde, RNA
kalitesi ve transkripsiyonel sessizlik gibi potansiyel sinirlayict faktorler dikkate
alimmalr; analizlerin yorumlanmasinda bu degiskenler g6z 6niinde bulundurulmalidir.

7. Gelecekteki arastirmalarda, yalnizca DNA hasar diizeyi degil, ayn1 zamanda hiicre
canlilii, metabolik aktivite ve apoptoz gostergeleri de birlikte degerlendirilerek
biyobankadaki hiicrelerin fonksiyonel biitiinliigli daha biitlinciil bir yaklagimla

incelenmelidir.

Sonug¢ olarak, kontrollii sogutma protokollerine ragmen meydana gelen DNA
hasarimin, genetik analizler ve ileri biyoteknolojik uygulamalarda kullanilacak hiicreler
acgisindan olumsuz etkiler dogurabilecegi degerlendirilmektedir. Bu baglamda, dondurma
kosullarinin optimizasyonu ve potansiyel DNA hasarini en aza indirecek kriyoprotektan
stratejilerin gelistirilmesi, hiicre biyobankaciligi ve genetik arastirmalarin siirdiiriilebilirligi

agisindan kritik bir gereklilik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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EKLER

Ek- 1. Etik Kurul

TE.
TARIM ve ORMAN BAKANLIGI /
Uluslararas: Hayvancilik Aragtirma ve Egitim Merkezi Mitdiirliigii
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

BASVURU DEGERLENDIRME FORMU

Evrak Kayit : E- 8681579
‘| Gelis Tarihi : 16.09.2022
Karar Tarihi ve Sayis1 : 31.11.2022 -207

Arastirma Yiiriitiiciisii : Aylin DEMIRAY

Projenin Adi: Gen Bankasi Materyalinde Dondurma ve Saklama Kogsullarmin DNA Temelli
Degerlendirilmesi ve Yeni Materyal Eklenmesi

Hayvan ftiirleri ve sayilari: Yerli Kara Sigir 10 (on) adet, Boz Irk Sifir 10 (on) adet, Giiney Anadolu
Kurmizisi Sigir 10 (on) adet, Giiney Anadolu Kirmizisi (DAK) 10 (on), Giiney Sarist 10(on), Zavot 10(on)

Aragtirma daha &nce yapilmis m1? Evet [ | Hayrr [X
Aragtirma igin secilen hayvan tiirii uygun mu? Evet Hayr
Aragtirma icin Sngoriilen hayvan sayilan yeterli mi? Evet Hayir
Miimkiin olan en az sayida hayvan kullanimi amaglanmig midir? Evet "~ _Haymr
Hayvanlar i¢in optimum sartlar saglanmis midir? Evet Hayir
Arastumacilarin deney hayvam sertifikasi / yetkisi var mi1? Evet Hayir [ ]
Aragtirma protokoliinde hayvanlara en az agri ve aci verecek dnlemler alinmis | Evet Hayir ||

ve bu konudaki standartlar gdzetilmig mi? )
Arastrmada cevre ve/veya is sagligim tehdit edecek kimyasal, biyolojik [ Evet [ ]  Hayir [X]
radyoaktif maddelerin bulag riski var midir?
Aragtirma sonunda hayvanlara yapilacak islemler konusunda gergekei tespitler | Evet Hayrr [_]
yapilmig midir?
Hayvanlara 6tenazi yapilacak ise en uygun ydntem secilmig midir? Evet [  Hayr []
Arastirma sonunda hayvanlar agrisiz ve acisiz Stenazi yapilacak ise en uygun | Evet [ ]  Hayir []
yontem secilmis midir?
Aragtirma sonunda hayvanlar agrisiz ve acisiz dtenazi edildi ise atiklarin imhas1 | Evet [ | Hayir [ ]
icin gerekli dnlem alinmis midir?
Agiklamalar: Proje, Uluslararas: Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Midinligi, Arvastirma
Komitesinde tartisiimis ve kabul edilmigtir. Midinligimiizim “Deney Hayvam Uretici, Kullanici ve
Tedarikgi Kuruluslara Mahsus Cahgma Izni” mevcuttur.

Tarafimizdan degerlendirilen bu galisma Uluslararasi Hayvancilik Aragtirma ve Egitim Merkezi
Mudarliigii, hayvan deneyleri yerel Etik Kurulu Calisma Yonergesi’nde belirtilen ilkelere umygum
bulunmustur.




Ek- 2. Calisma izni

TE
TARIM VE ORMAN BAKANLI 1
Tarimsal Ara tirmalar ve Politikalar Genel Miidiirlii i

Sayr  :E-92190712-020[020;0002]-3731689 14.12.2021

Konu :Hayvan Materyali Kullanim {zni

ULUSLARARASI HAYVANCILIK ARASTIRMA VE EGITIM MERKEZI MUDURLUGUNE

ilgi : 02.12.2021 tarihli ve E-66091008-020[0002]-3600081 sayili yaziniz.

flgi yazinizda bahse konu projelerden enstitii biinyesindeki hayvanlarin kullanilmasina iliskin
bagvurunuz uygun goriilmiis olup, yerli hayvan gen bankasindaki biyolojik materyalin kullaniimasina
iligkin ise aragtirmada kullanilacak olan biyolojik materyal miktarinin aym sekilde gen bankasina geri
konulmasi halinde uygun goriilmektedir.

Geregini rica ederim.

Dog. Dr. IThan AYDIN
Genel Midiir Yardimcisi

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanm tir.

Do rulama Kodu: 529A55CB-C453-439E-9BB9-520551D2F8BA Do rulama Adresi: https://www.turkiye.gov.tr/tarim-ebys
Universiteler Mah. Dumlupinar Bulvari, Eski ehir Yolu 10. Km, 06800 Bilgi icin:Omer Faruk [
Cankaya/Ankara KARA OR ¥

Tel: (0312) 307 60 00 Faks: Veteriner Hekim

http://www.tarim.gov.t/TAGEM  tagem@gthb.hs01 kep.tr
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Ek- 3. DNA Olciim ve Sulandirma Oranlar

Cizelge 1. Yerli Kara Sigir Irki1 Gen Bankast DNA 6rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

DNA kons. Sulandirma

Nosu Irki Kulak No (konsatrasyon)  260/280 260/230 Orami

01 Yerli Kara  TR-060508535 15,35 2,02 0,33 2:1
02 Yerli Kara  TR-060638818 94 2,26 0,14 YOK
03 Yerli Kara  TR-060575206 10,8 2,32 0,25 YOK
04 Yerli Kara  TR-060571998 115 2,23 0,22 YOK
05 Yerli Kara  TR-060571758 16,9 2,02 0,37 2:1
06 Yerli Kara  TR-060571862 7,8 2,16 1,66 YOK
07 Yerli Kara  TR-060575207 14,9 2,04 0,37 2:1
08 Yerli Kara  TR-060638846 12,08 2,04 0,25 YOK
09 Yerli Kara ~ TR-060698953 36,4 1,89 0,63 41
10 Yerli Kara  TR-060638815 8,05 2,23 0,14 YOK

Cizelge 2. Boz Irk Sigirlarinda Gen Bankasi DNA &rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram

01 Boz Irk  TR16477167 4,5 2,57 0,17 YOK
02 Boz Irk  TR16508435 5,3 2,65 0,19 YOK
03 Boz Irk  TR16503205 4,05 3,37 0,15 YOK
04 Boz Irk  TR16456075 6,15 2,51 0,21 YOK
05 Boz Irk  TR10977508 2,85 5,18 0,11 YOK
06 Boz Irk  TR10977510 4,85 3,03 0,17 YOK
07 Boz Irk TR10977518 4,65 3 0,17 YOK
08 Boz Irk  TR10977521 1,45 4,14 0,07 YOK
09 Boz Irk  TR16508082 7,3 3,65 * YOK
10 Boz Irk  TR10977506 55 2,64 * YOK

Cizelge 3. Dogu Anadolu Kirmizist (DAK) Sigirlarinda Gen Bankast DNA &rneklerinin nanodrop
6l¢tim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram

1 DAK TR08000214483 7,85 2,01 0,29 YOK
2 DAK TR08000165899 18,65 1,98 0,34 2:1
3 DAK TR08000220670 16,5 2,01 0,31 2:1
4 DAK TR08000172403 24,65 1,95 0,39 31
5 DAK TR250001257642 11,9 2 0,28 YOK
6 DAK TR250001257645 17,2 1,94 0,32 2:1
7 DAK TR250001257628 15,5 1,89 0,35 2:1
8 DAK TR2500015578250 26,35 1,88 0,51 31
9 DAK TR08000172477 17,25 1,94 0,33 2:1
10 DAK TR08000172475 14,85 1,99 0,29 2:1
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Cizelge 4. Yerli Giiney Saris1 (YGS) Sigirlarinda Gen Bankasit DNA 6rneklerinin nanodrop 6lgiim ve
sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram

1 YGS TR01000015927 8,55 2,08 0,25 YOK
2 YGS TR01000334733 10,25 2,18 0,27 2:1
3 YGS TR010004316 8,6 2,23 0,24 YOK
4 YGS TR01000240800 84 2,21 0,26 YOK
5 YGS TR01000414648 1,45 _ 0,05 YOK
6 YGS TR01000302892 35,8 1,86 0,63 5:1
7 YGS TR01000275230 9 2,14 0,25 YOK
8 YGS TR01000302893 9 2,14 0,24 YOK
9 YGS TR01000334739 12,2 19 0,31 YOK
10 YGS TR01000246675 53,15 1,51 0,78 10:1

Cizelge 5. Zavot Sigirlarinda Gen Bankasi DNA &rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram

1 ZVT TR750000997922 2,6 742 0,08 YOK
2 ZVT TR750000824389 4,75 4,52 0,12 YOK
3 ZVT TR750000996106 17,85 2 0,35 2:1
4 ZVT TR750000997653 3,65 5,61 0,1 YOK
5 ZVT TR750000996213 3,95 4,93 4,93 YOK
6 ZVT TR750000997408 353,45 1,93 1,79 50:1
7 ZVT TR750000996153 3,85 4,05 0,11 YOK
8 ZVT TR750000997810 89,25 1,96 1 50:1
9 ZVT TR750000996083 543,75 1,92 1,71 100:1
10 ZVT TR750000950869 2429 1,94 1,55 50:1

Cizelge 6. Giiney Anadolu Kirmizisi (GAK) Sigirlarinda Gen Bankast DNA o6rneklerinin nanodrop
Ol¢lim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram

1 GAK TR31264505 321,15 1,58 1,48 50:1
2 GAK TR63340198 6,65 3,5 0,12 YOK
3 GAK TR-D8 25,1 1,88 0,58 2:1
4 GAK TR1319E-20 334,7 1,72 1,59 50:1
5 GAK TR31192617 10,8 2,18 0,22 YOK
6 GAK TR31251640 26 1,87 0,58 2:1
7 GAK TR63340431 9,1 2,24 0,24 YOK
8 GAK TR31313683 13,5 1,74 0,39 2:1
9 GAK TR31313682 7,3 2,02 0,24 YOK
10 GAK TR63208301 7,15 2,04 0,25 YOK
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Cizelge 7. Yerli Kara Sigir Irki sahadan toplanan DNA 6rneklerinin nanodrop dl¢iim ve sulandirma

oranlar1
Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 260/230 Oram
01 Yerli Kara 6458-2024YK01 44,95 1,82 1,35 41
02 Yerli Kara 6400-2024YK02 24,55 1,68 0,97 2:1
03 Yerli Kara 6408-2024YK03 57,00 1,82 15 51
04 Yerli Kara 6410-2024YK04 34,65 1,73 1,05 31
05 Yerli Kara 6399-2024YK05 78,35 1,87 18 10:1
06 Yerli Kara 6416-2024YK06 54,65 1,82 1,46 51
07 Yerli Kara 379-2024YK07 69,9 1,85 1,73 10:1
08 Yerli Kara 6368-2024YK08 28,45 1,73 0,84 2:1
09 Yerli Kara 374-2024YK09 717 1,85 1,66 10:1
10 Yerli Kara 378-2024YK10 22,05 1,71 0,82 2:1

Cizelge 8. Boz Irk Sigir Irki sahadan toplanan DNA o&rneklerinin nanodrop &l¢iim ve sulandirma

oranlari
Irki Kulak No DNA kons. 260/280 Sulandirma Oram

01 Boz Irk 2024-Boz01 71,6 2,17 7:1
02 Boz Irk 2024-Boz02 72,8 2,14 7:1
03 Boz Irk 2024-Boz03 71,6 2,14 7:1
04 Boz Irk 2024-Boz04 60 2,18 6:1
05 Boz Irk 2024-Boz05 52,1 2,25 5:1
06 Boz Irk 2024-Boz06 80,2 2,12 81
07 Boz Irk 2024-Boz07 66,5 2,16 6:1
08 Boz Irk 2024-Boz08 55,7 2,18 5:1
09 Boz Irk 2024-Boz09 58,5 15 6:1
10 Boz Irk 2024-Boz10 57,4 2,18 6:1

Cizelge 9. DAK Sigir Irkr sahadan toplanan DNA 6rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irka Kulak No DNA kons. 260/280 Oram

01 DAK 2024-DAKO01 69,1 1,94 71
02 DAK 2024-DAK02 733 208 71
03 DAK 2024-DAK03 1229 2,02 12:1
04 DAK 2024-DAKO04 120,8 2,03 12:1
05 DAK 2024-DAKO05 79.7 1,84 8:1
06 DAK 2024-DAK06 68.9 21 71
07 DAK 2024-DAKO07 973 205 9:1
08 DAK 2024-DAK08 519 213 5:1
09 DAK 2024-DAK09 544 1.9 5:1
10 DAK 2024-DAK10 67,4 2,1 6:1

94



Cizelge 10. Zavot Si8ir Irki sahadan toplanan DNA 6rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlar1

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 Oram

01 ZNT 2024-ZVVTO1 17,4 2,57 2:1
02 ZNT 2024- ZVT 02 25,2 2,35 31
03 ZNT 2024- ZVT 03 48,9 2,25 5:1
04 ZNT 2024- ZVT 04 32,5 2,18 3:1
05 ZNT 2024- ZVT 05 99,3 2,07 10:1
06 ZNT 2024- ZVT 06 43,2 2,22 4:1
07 ZNT 2024- ZVT 07 56,9 2,19 5:1
08 ZNT 2024- ZVT 08 20,5 2,52 2:1
09 ZNT 2024- ZVT 09 35,2 2,23 31
10 ZNT 2024- ZVT 10 91,6 2,08 9:1

Cizelge 11. GAK Sigir Irki sahadan toplanan DNA 6rneklerinin nanodrop dl¢iim ve sulandirma oranlari

Sulandirma

Nosu Irki Kulak No DNA kons. 260/280 Oram

o1  GAK 2024-GAKO1 39,2 1.9 4:1
02 GAK 2024- GAKO02 24,8 2,38 2:1
03 GAK 2024- GAKO03 31,6 2,69 3:1
04 GAK 2024- GAKO04 57,2 2,13 5:1
05 GAK 2024- GAKO05 50,7 2,18 5:1
06 GAK 2024- GAKO06 48,7 2,16 5:1
07 GAK 2024- GAKO7 147,6 1,9 15:1
08 GAK 2024- GAKO08 64,4 2,11 6:1
09 GAK 2024- GAKO09 104,6 2,01 10:1
10 GAK 2024- GAK10 45,7 2,2 4:1

Cizelge 12. YGS Sigir Irki sahadan toplanan DNA 6rneklerinin nanodrop 6l¢iim ve sulandirma oranlar1

Sulandirma

Nosu  Irki Kulak No DNA kons. ~ 260/280  Oram

o1 YGS 2024-YGS01 39,7 2,16 41
02 YGS 2024- YGS 02 334 2,22 31
03 YGS 2024- YGS 03 22,5 2,24 31
04 YGS 2024- YGS 04 45 2,2 5:1
05 YGS 2024- YGS 05 51,4 2,18 5:1
06 YGS 2024-YGS06 495 2,2 5:1
07 YGS 2024- YGS 07 58,4 2,12 6:1
08 YGS 2024- YGS 08 39,2 2,28 41
09 YGS 2024- YGS 09 479 2,21 4:1
10 YGS 2024- YGS 10 28,9 2,62 31
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