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OZET

DNA KONFORMASYONEL DEGISIKLIKLERIN RODENTLERDE YASAM
UZUNLUGU VE KANSER DIiRENCIi UZERINE ETKIiLERININ iINCELENMESI

Glinlimiizde giincel arastirmalar, DNA genetik kodunun otesine gecerek kanser, kalitsal
hastaliklar, yaslanma siireci ve gen ekspresyonunu onemli Olclide etkileyen yapisal
varyasyonlara odaklanmaktadir. DNA’nin B formundan A veya Z formuna gecisi gibi
konformasyonel degisiklikler, molekiiliin esnekligi, stabilitesi ve hasara kars1 direnci lizerinde
belirleyici rol oynar. Seker halkasi biiziilmeleri ve DNA metilasyonu gibi molekiiler faktorler

bu yapisal dontistimlerde etkili olmaktadir.

Bu ¢aligsma, iki farkli kemirgen tiirliinde DNA konformasyonel degisiklikleri ile yasam siiresi
ve kanser direnci arasindaki olasi iliskileri inceleyen ilk ¢aligmadir. Uzun omiirlii ve dogal
kanser direnci yiiksek Nannospalax xanthodon ile nispeten daha kisa Omiirlii ve kanser
duyarliligt daha fazla olan Rattus rattus’a ait karaciger DNA Ornekleri, kizilotesi
spektroskopisi ve temel bilesen analizi (PCA) ile degerlendirilmistir. Analizler, N.
xanthodon’da DNA’nin A formundan B ve Z formlarina gegislerin daha yaygin oldugunu, her
iki tiirde de baskin formun B formu oldugunu gostermistir. N-tipi (C3-endo) seker biiziilmeleri
N. xanthodon’da belirgin sekilde fazla iken, B tipi DNA’ya 6zgii S-tipi biiziilmeler bu tiirde
daha diisiik diizeylerde saptanmistir. Ayrica, niikleobaz metilasyonuna bagli yapisal

modifikasyonlardaki tiirler aras1 varyasyonlar nicel olarak ortaya konmustur.

Elde edilen bulgular, N. xanthodon’un uzun émiirliiliigii ve kanser direnci ile sahip oldugu DNA
yapisal oOzellikleri arasinda anlamli bir iliski olabilecegini desteklemekte; farkli DNA
konformasyonlar1 ile omurga ve baz-seker bilesenlerinin, yaslanma ve kanser gelisimini

baskilama siireglerinde 6nemli roller oynayabilecegine dair yeni ipuglart sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nannospalax xanthodon, Rattus rattus, Yaslanma, Kanser Direnci, DNA

yapist, FTIR spektroskopisi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DNA CONFORMATIONAL CHANGES
ON LIFESPAN AND CANCER RESISTANCE IN RODENTS

Contemporary research increasingly moves beyond the genetic code of DNA to focus on
structural variations that significantly influence cancer, hereditary diseases, aging, and gene
expression. Conformational changes, such as the transition of DNA from the B form to the A
or Z forms, play a critical role in determining the molecule’s flexibility, stability, and resistance
to damage. Molecular factors such as sugar puckering and DNA methylation contribute to these

structural transformations.

This study represents the first investigation into the potential relationships between DNA
conformational changes, lifespan, and cancer resistance in two rodent species. Liver DNA
samples from the long-lived and naturally cancer-resistant Nannospalax xanthodon and the
comparatively shorter-lived and cancer-susceptible Rattus rattus were analyzed using infrared
spectroscopy and principal component analysis (PCA). The results revealed that N. xanthodon
exhibited more frequent transitions from the A form to the B and Z forms of DNA, while the B
form was predominant in both species. N-type (C3-endo) sugar puckers, associated with the A
and Z forms, were notably more prevalent in N. xanthodon, whereas S-type puckers
characteristic of B-form DNA were detected at lower levels in this species. Additionally,
interspecies variations in nucleobase methylation—associated structural modifications were

quantitatively assessed.

The findings support the hypothesis that the unique DNA structural characteristics of N.
xanthodon may be linked to its longevity and cancer resistance. Moreover, they provide novel
insights into how different DNA conformations, along with backbone and base—sugar structural

features, may play significant roles in modulating aging and suppressing cancer development.

Keywords: Nannospalax xanthodon, Rattus rattus, aging, cancer resistance, DNA structure,

FTIR spectroscopy.
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1. GIRIS

DNA (Deoksiriboniikleik Asit), yalnizca niikleotid dizisiyle smirli kalmayan, {i¢
boyutlu yapisal 6zellikleriyle de hiicresel ve organizma diizeyinde islevsellik saglayan dinamik
bir biyomolekiildiir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, DNA'nin diziye bagh genetik kodunun
Otesine gecen yapisal mimarisinin; genomik stabilite, hiicresel fonksiyonlarin siirekliligi ve
organizma diizeyinde uzun 6miir agisindan kritik bir belirleyici oldugunu ortaya koymustur
(Watson ve Crick, 1953). Klasik sag sarmal yapiya ve Watson—Crick baz eslesmesine sahip B-
form DNA, fizyolojik ve gevresel kosullardaki degisikliklere bagli olarak; sag tokasi (hairpin),
iicli sarmal (triplex), capraz yapi (cruciform), sol sarmal Z-DNA, G-dortlii yapilar (G-
quadruplex) ve A-motifleri gibi alternatif non-B DNA konformasyonlarina doniisebilmektedir
(Saenger, 1984a). Bu konformasyonel gegisler, DNA nin esneklik, stabilite ve protein etkilesim
kapasitesini 6nemli 6l¢iide etkileyerek, yaslanma, kanser ve diger yasa bagl hastaliklarla iliskili
biyokimyasal siireglerde belirleyici rol oynayabilir (Rich vd., 1983; Saenger, 1984b; Mirkin,
2007; Bacolla ve Wells, 2009; Vijg ve Suh, 2013; Bhanjadeo vd., 2022; Nial ve Subudhi, 2024).
Bu nedenle, DNA’nin yapisal gesitliligi ve dinamik konformasyonel 6zellikleri, klasik genetik
anlayisin 6tesine gecerek biyolojik yaslanma siire¢lerinin molekiiler temellerini anlamada yeni

bir perspektif sunmaktadir.

Giincel arastirmalar, epigenetik modifikasyonlar, seker pucker dinamikleri ve helikal
polimorfizmlerin, DNA'nin ii¢ boyutlu yapisal diizenini 6nemli l¢iide sekillendirdigini ve bu
yapisal degisimlerin organizmalarin stres toleransi ile yasam siiresi iizerinde belirleyici rol
oynayabilecegini gdstermektedir (Sen ve ark., 2016; Lopez-Otin ve ark., 2023). Ozellikle DNA
metilasyonu ve metil-seker etkilesimleri, DNA’nin yapisal esnekligini ve genel stabilitesini
etkileyerek gen ifadesi, kromatin organizasyonu ve genomik biitlinliik iizerinde islevsel
sonuglar dogurmaktadir (Bird, 1986; Kumar vd., 2018). DNA’nin B-formdan A-forma gegisi
sirasinda, baz ¢iftlerinin heliks eksenine gére konumu degismekte ve bu gegise, seker halkasinin
C2'-endo (S-tipi) konformasyonundan C3'-endo (N-tipi) konformasyonuna kaymasi eslik
etmektedir (Saenger, 1984b; Ghosh ve Bansal, 2003). Bu yapisal doniisiim, A-DNA'nin B-
DNA’ya kiyasla daha kompakt ve esnek bir yapiya sahip olmasina yol agmaktadir. Bu
baglamda, epigenetik diizenlemeler ve alternatif DNA konformasyonlari, molekiiler diizeyde
yaslanma ve kanser gibi karmasik biyolojik siireclerin temel belirleyicileri olarak 6ne ¢ikmakta;
bu stireglere iligskin yeni molekiiler perspektiflerin gelismesine olanak tanimaktadir (Pérez vd.,

2022; Winnefeld ve Lyko, 2023).



Epigenetik arastirmalar, Ozellikle yaslanma ve onkogenez gibi halen tam olarak
coziilememis biyolojik siireglerin molekiiler temellerine 151k tutmasi bakimindan son yillarda
hizla gelisen ve dikkat ¢ceken bir bilim alani haline gelmistir (Mangelinck ve Mann, 2021).
Memeliler iizerinde yapilan ¢alismalar, 6zellikle DNA metilasyonunun; embriyonik gelisim,
kromatin organizasyonu, yaslanma ve kanserlesme gibi ¢ok sayida temel biyolojik siirecte kilit
roller istlendigini ortaya koymustur (Liu vd., 2003). Bu baglamda, uzun omiirli tiirlerde
gozlemlenen DNA metilasyon dinamiklerinin, yaslanma siirecini yavaslatici ve kanser
direncini artiric1 etkiler dogurabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim, yarasalar gibi bazi uzun
Oomiirlii memeli tiirlerinde, belirgin yaslanma belirtilerinin gériillmemesi ve DNA metilasyon
profillerinde yasa bagli degisimlerin sinirli olmasi, bu tiirlerin epigenetik diizeyde farklilagtigini

gostermektedir (Wilkinson vd., 2021).

Memelilerde yasam siiresi, Mus musculus (yaklasik 2 yil) gibi kisa 6miirlii tiirlerden,
bowhead balinasi (Balaena mysticetus, yaklasik 211 yil) gibi son derece uzun omiirlii tiirlere
kadar biiyiik gesitlilik gdstermektedir. Bu ¢esitlilik, yaslanma ve yasa bagli hastaliklarin altinda
yatan genetik ve epigenetik diizenleyicilerin karsilagtirmali olarak incelenmesi agisindan
oldukca degerli bir model sunmaktadir. Ozellikle Rodentia takimina ait tiirler, yaslanma
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmakta olup, bu baglamda 6nemli karsilastirmali 6rnekler
olusturmaktadir (Lorenzini vd., 2009). Ornegin, Heterocephalus glaber (¢iplak kér fare),
belirgin kanser direnci, gecikmis yaslanma belirtileri ve 20 yili askin omrii ile geleneksel
memeli yaglanma modellerini sorgulatan carpici bir tiir olarak 6ne ¢ikmaktadir (Gorbunova vd.,
2014). Benzer sekilde, Spalacinae alt familyasina Nannospalax cinsi olaganiistii kanser direnci,
hipoksi toleransi ve 20 yili agkin yasam siireleri ile dikkat ¢cekmektedir (Shams vd., 2005a;
Manov vd., 2013; Fang vd., 2014; Gorbunova vd., 2014; Bugarski-Stanojevi¢ vd., 2024).

Ozellikle Tiirkiye’de yayilis gosteren Nannospalax xanthodon ve Nannospalax
ehrenbergi, ekstrem cevresel kosullara evrimsel adaptasyonlari, uzun Omiirleri ve timor
baskilayict mekanizmalar ile dikkat ¢eken tiirlerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle, yaslanma, stres
tolerans1 ve onkolojik diren¢ mekanizmalarinin molekiiler temellerini arastirmak i¢in énemli
model organizmalar olarak degerlendirilmektedir (Manov vd., 2013; Solak vd., 2023). Buna
karsilik, Rattus rattus gibi daha kisa omiirlii tiirler bu tiir adaptasyonlardan yoksun olup, DNA
yapist ile yasam stiresi arasindaki muhtemel iliskileri degerlendirmek agisindan karsilastirmali
analizler i¢in uygun kontrol gruplari sunmaktadir (Buffenstein, 2005; Edrey vd., 2011; Fang

vd., 2014a). Bu tiirlerin birlikte degerlendirilmesi, karsilastirmali epigenetik yaklasimlar



araciligiyla yaslanma biyolojisi ve onkolojik diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasina 6nemli

katkilar saglayabilir.

Fourier doniistimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, DNA'nin yapisi, konformasyonu
ve molekiiler etkilesimlerini analiz etmek amaciyla yaygin olarak kullanilan, giiclii bir
spektroskopik tekniktir. Bu yontem, DNA'daki baz eslesmesi, baz istiflenmesi ve seker
puckering gibi karakteristik titresim modlarini inceleyerek, A-, B- ve Z-DNA gibi farkli helikal
konformasyonlarin tanimlanmasina olanak tanir (Banyay vd., 2003; Gurbanov vd., 2019). IR
spektrumunda yer alan spesifik marker bantlar, yalnizca helikal formlar arasinda ayrim
yapilmasini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda DNA’nin genel yapisal biitiinliigli hakkinda da

onemli bilgiler sunar (Muntean vd., 2013).

FTIR spektroskopisi ayni zamanda epigenetik modifikasyonlarin, 6zellikle de DNA
metilasyonunun, molekiiler diizeyde incelenmesinde de etkin bir sekilde kullanilmaktadir.
Metil gruplariin 6zellikle sitozin ve guanin iizerindeki titresim bantlarinda meydana getirdigi
kiiclik fakat anlamli spektral degisiklikler, metilasyonun DNA yapisi ve stabilitesi tizerindeki
etkilerinin belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (Banyay ve Gréaslund, 2002; Gurbanov vd.,
2019). FTIR'nin hem lokal hem de global yapisal degisimlere duyarliligi, onu DNA'nin
konformasyonel gegisleri, gevresel stres yanitlar1 ve protein-DNA etkilesimleri gibi biyolojik
stireclerdeki rollerini anlamada giiglii ve hassas bir teknik haline getirmektedir (Whelan ve ark.,

2011, 2014; Karthikeyan vd., 2022; Teker vd., 2024; Tokgoz vd., 2024).

N. xanthodon, memeliler arasinda dikkate deger bir hipoksi toleransi, kanser direnci ve
uzun yagam siiresi gibi 6zgiin fizyolojik 6zellikler sergilemektedir. Bu adaptasyonlar, genomik
diizeydeki yapisal ve islevsel faktorlerle iliskilendirilebilecegi gibi, DNA’nin konformasyonel
ozelliklerinin de bu biyolojik avantajlarda belirleyici bir rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir.
Ozellikle DNA omurgasinin esnekligi ile seker pucker konformasyonlari arasindaki (C2-endo
<> C3-endo) geg¢islerin, DNA’nin replikasyon, onarim ve transkripsiyon gibi temel molekiiler
stireclerde gorev alan proteinlerle etkilesimini dogrudan etkiledigi bilinmektedir (Banyay ve
Griéslund, 2002). Bu siireclerin verimliligi, yaslanma siireci boyunca genomik biitiinliigiin
korunmasinda kritik 6neme sahiptir. Nitekim genom stabilitesinin bozulmasi, yasa bagl

dejeneratif hastaliklarin temel nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir.

Bu baglamda, A-form DNA gibi kompakt ve daha stabil konformasyonlarin varligi, N.
xanthodon tiiriinde gozlemlenen genomik dayaniklilik ve stres direnciyle iliskili olabilir. S6z
konusu yapisal Ozelliklerin uzun Omiir ve yasa bagli bozulmalara karsi direngle olan
baglantisinin ortaya konulmasi, yaslanma biyolojisine yonelik yeni bakis agilar1 kazandirabilir.
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Bu ¢alismanin temel amaci, N. xanthodon tiiriiniin DNA yapisal 6zelliklerini 6zellikle
omurga dinamikleri ve seker pucker konformasyonlarimi ayrintili bigimde inceleyerek, bu
ozelliklerin uzun yagam siiresi ve dogal kanser direnci ile olasi iligkilerini ortaya koymaktir. Bu
amagla, daha kisa 6miirlii ve kansere karsi toleransi diisiik R. rattus ile karsilastirmali analizler
gergeklestirilmistir. Boylece elde edilen verilerin, yaslanma ve kanser direncine etki eden

molekiiler mekanizmalarin anlasilmasina katki saglamasi hedeflenmektedir.

Arastirmada kizilotesi (FTIR) spektroskopi ve Temel Bilesen Analizi (PCA) yontemleri
kullanilarak tiirler arasindaki DNA konformasyonel farkliliklarin belirlenmesi amaglanmustir.
Bu baglamda elde edilecek bulgular, yaslanmaya bagli biyolojik siireclerin daha derinlemesine
anlagilmasina olanak taniyabilir;, DNA konformasyonlarini uzun Omiirliiliik ve kanser
direncinin potansiyel belirleyicilerinden biri olarak konumlandirarak, saglikli yaslanma ve

yaslanma karsit1 terapilerin gelistirilmesine yonelik stratejik yaklasimlara katki sunabilir.

2. LITERATUR OZETI

2.1 Rodentlerde Yasam Siiresi ile Yaslanma ve Kanser

Kemirgenler (Rodentia), memeliler arasinda en genis yayilima sahip grup olup yasam
stireleri tiirler arasinda biiylik farklilik gostermektedir. Fare (Mus musculus) ve sigan (Rattus
norvegicus) gibi kisa omiirlii tiirlerde ortalama 6miir 3—4 yil iken, kor fare (Nannospalax
ehrenbergi), kunduz (Castor canadensis) ve sincap (Sciurus spp.) gibi uzun émiirlii tiirlerde bu
sire 20 yili asmakta, ciplak kor farede (Heterocephalus glaber) ise yaklasik 30 yila
ulasabilmektedir (Gorbunova vd., 2014). Bu durum kemirgenleri yaslanma ve kanser
biyolojisinin karsilastirmali ¢caligsmalari i¢in ideal bir model haline getirmektedir. Kisa dmiirlii
kemirgenlerde yaslanma siireci insanlarda oldugu gibi artan hastalik insidansi ile iligkili olup
ozellikle kansere yatkinlik belirgindir (Lipman vd., 2004; Burek ve Hollander, 1977). Buna
karsilik, en uzun Omiirlii kemirgenlerden kor fareler ve ¢iplak kor farelerde bugiine kadar dogal
kosullarda herhangi bir malign tiimor vakasi rapor edilmemistir (Buffenstein, 2008; Delaney
vd., 2013; Gorbunova vd., 2012). Bu kanser direncinin ardinda yalnizca hiicre proliferasyonunu
sinirlayan mekanizmalar degil, ayn1 zamanda DNA konformasyonel biitlinliiglinii koruyan
evrimsel adaptasyonlar yer almaktadir. Insanlarda baslica kanser 6nleyici mekanizmalardan
biri, telomer kisalmasina bagli olarak hiicre béliinmesinin kalici sekilde durmasini saglayan

replikatif yaslanmadir (Andziak ve Buffenstein, 2006).

Telomeraz aktivitesi farelerde yasam boyu yliksek seviyede siirerken, insanlarda

somatik dokularda baskilanmistir. Onceleri uzun &miirlii kemirgenlerin telomeraz aktivitesini



baskilayarak replikatif yaslanmayi aktive ettigi diisiiniilmiis, ancak 15 kemirgen tiirlinde
yapilan ¢aligmalar telomeraz aktivitesinin yagsam siiresiyle degil, viicut kiitlesiyle iliskili olarak
evrimlestigini gostermistir (Seluanov, 2007). Replikatif yaslanma giiclii bir tiimor baskilama
mekanizmas1 olmasma karsin yaslanan hiicrelerin  birikmesi dokusal yaslanmayi
hizlandirmaktadir. Bu nedenle uzun Omiirli kemirgenler, bu mekanizmanin olumsuz
etkilerinden muaf olup DNA stabilitesini korumak ig¢in alternatif yollar gelistirmistir. Bu
adaptasyonlar arasinda G-kuadrupleks (G4) yapilarin stabilizasyonu ile replikasyon stresi ve
cift zincir kiriklarinin Onlenmesi, histon varyantlar1 (H3.3, macroH2A) ve epigenetik
diizenlemelerle kromatin biitlinliigiiniin korunmasi, hatasiz DNA onarim mekanizmalarinin
(homolog rekombinasyon, baz eslesme tamiri) etkin kullanimi1 ve yiiksek molekiiler agirlikli
hiyaliironik asit araciliiyla ekstraselliiler matriksin kanser hiicre yayilimina karsi fiziksel
bariyer olusturmasi yer almaktadir (Buffenstein, 2008). Dolayisiyla, rodentlerde yasam siiresi,
kanser insidanst ve DNA konformasyonel degisiklikler arasinda giiclii bir iliski bulunmakta;
uzun Oomirlii tiirler genom stabilitesini yalnizca telomer dinamikleriyle degil, DNA’nin {i¢

boyutlu yapisini koruyan molekiiler adaptasyonlarla da saglamaktadir.
2.2 Korfarelerin Genel Ozellikleri

Kor fareler, yasamlarinin neredeyse tamamini, iklimsel degisimlerden, yirticilardan ve
patojenlerden korunmalarimi saglayan, duisiik oksijen (hipoksik) ve yiiksek karbondioksit
(hiperkapnik) kosullara sahip, kendi kazdiklar1 yeralt: tiinel sistemlerinde gegirirler (Kankilig
ve Colak, 2009; Manov vd., 2013). Bu yasam bicimi, hem fizyolojik adaptasyonlari hem de
davranigsal stratejileri agisindan son derece Ozellesmis bir ekolojik nisin gostergesidir.
Genellikle step, otlak ve cayirlik alanlarda yayilis gdsteren bu tiirler, ormanlik ve bataklik
alanlarda yasamsal faaliyetlerini siirdirmekte zorlanir (Mitchell-Jones vd., 1999). Toprak
yapisi, nem orani ve iklimsel kosullar, kor farelerin popiilasyon yogunlugu ve dagilimini
dogrudan etkileyen baslica faktorlerdir. Sicak ve kurak yaz aylarinda, yiizeye yakin toprak
tabakasinin sertlesmesiyle birlikte kazi aktiviteleri azalir; bu donemde kor fareler mevcut

tiinellerini derinlestirerek daha serin ve nemli katmanlara ulasirlar (Nowak ve Paradiso, 1983).

Kazi mekanizmalari, diger ¢cogu yeraltt memelisinden farkli olarak agirlikli bigimde
kesici dislerin kullanilmasiyla gergeklestirilir. On ve arka ekstremiteler destekleyici islev goriir;
on ayaklar topragin pargalanmasinda, arka ayaklar ise gevsetilen topragin geriye dogru
itilmesinde gorev alir (Eviatar, 1961; Harrison ve Bates, 1991). Dislerle kazma stratejisi,

Nannospalax tiirlerinde giiglii masseter kaslari, genis kafatasi yapisi ve siirekli uzayan kesici



disler gibi morfolojik adaptasyonlarla desteklenmistir. Bu 6zellikler, diisiik enerjili ortamlarda

yiiksek verimli kazi1 davranisini miimkiin kilar.

Kor fareler, beslenme ekolojisi agisindan hem dogrudan bitki organlarini tiiketen hem
de gida depolama davranisi sergileyen tiirlerdir. Diyetlerinde baslica, soganli ve yumrulu
bitkiler yer alir: lale (Tulipa), akyildiz ¢i¢egi (Ornithogallum), dag stimbiilii (Muscari), ters lale
(Fritillaria) gibi tiirlerin soganlarini aktif olarak tiiketirler (Orgev, 1947; S6zen, 2005). Ayrica
ekili alanlara girdiklerinde, patates (Solanum tuberosum), sarimsak (Allium sativum), havug
(Daucus carota), seker pancar1 (Beta vulgaris) gibi tarimsal iirlinleri tiikketerek ekonomik
kayiplara yol acarlar. Bu durum, tiiriin tarimsal alanlarda zararli olarak tanimlanmasina neden
olmustur. Yeralti yasamina uyum saglamis fizyolojileri, diisiik oksijenli ortamlarda yiiksek
metabolik verimlilikle yasamalarmi saglar. Ozellikle Nannospalax cinsine ait bireylerde
hemoglobin oksijen afinitesinin yiiksek olmasi, hipoksik kosullara kars1 direng gelistirmelerine
katkida bulunur (Arieli vd., 1986). Ayrica kor fareler, sosyal yapilar1 bakimindan genellikle
yalniz yasar ve bolgesel tiinel sistemlerini diger bireylerden agresif sekilde korur. Bu tek eseyli
ve agresif davranig kalibi, popiilasyon yogunlugunun belirli bir alanda sabit kalmasina yardimci

olur.

Sonug olarak, kor fareler biyolojik 6zellikleri, morfolojik adaptasyonlar1 ve ekolojik nis
tercihleri agisindan, yeraltt memelilerinin evrimsel adaptasyonlarini anlamak i¢in énemli bir

model organizma grubudur.
2.3 DNA Yapisal Ozellikleri Ve Uzun Yasama Katkist

DNA zinciri, 22 ile 26 Angstrom arasi (2,2 -2,6 nanometre) genislikte olmakla birlikte
meydana geldigi her bir niikleotid birimi 3,3 A (0.33 nm) uzunlugundadir (Mandelkern ve vd.,
1981). Niikleotid ad1 verilen yapilardan meydana gelen DNA molekiiliinde niikleotitler, bes
karbonlu bir seker(deoksiriboz), bir baz ve bir veya birden fazla fosfat grubu olmak {izere ii¢
ana gruptan olusur (Minchin ve Lodge, 2019). Ester baglar1 ile birbirine baglanmis seker ve
fosfat gruplart DNA nin omurgasini olusturur ( Erbilgin ve Ozbek ,2019). Baz grubu (adenin-
A, timin-A, guanin-G, sitozin-C), seker grubu ( 5 karbonlu karbonhidrat) ve fosfat grubu
DNA’nin ana temelininde yer alir. Birbirine fosfat baglar1 (ester bagi) ile baglanmis seker
dizilerinde bir sekere bir baz baglidir. Bu olusum DNA’nin bir niikleotitini olusturur (Merdol ,
2018) . Pirimidin (timin (T), sitozin (C) ) ve piirin (adenin (A), guanin (G)) bazlart DNA yapist
icerisinde her zaman karsilikli komplementer olarak yer alir ve hidrojen baglar ile birbirine

baglanarak cift iplikli DNA yapisinin meydana gelmesini saglarlar ( Alberts vd., 2014).



2.3.1 DNA Formlar:

Fiber X 111 kristalografisi ile DNA’nin iki farkli formu kesfedilmis ve DNA’nin A
formu ve B formu isimlerini almistir (Franklin ve Gosling, 1953). Watson ve Crick B DNA’y1
caligmalarinda c¢ift sarmalli bir yap1 olarak tanimladilar ve zit yonlerde uzanan iki dogrusal
fosfat seker omurgasi tarafindan olusturulan antiparalel ¢ift sarmalli bir model 6nerisinde
bulunmuglardir (Watson ve Crick , 1953). DNA ¢ift sarmalinin diger polimerlerle
kiyaslandiginda biikiilmesi ve sekil verilmesi oldukga farkliyken molekiiliin karakteristik olan
baz istiflenmesi ve orgiilii seklinde bir sarmal olusturmasi ile bir sertlik kazanir. Cift sarmalli
bir DNA molekiiliinii bir daire sekline getirmek tek sarmalli bir DNA parg¢asini daire sekline
getirmekten yaklasik 50 kat daha zordur (Bustamante vd., 2003).

Cift sarmalda bazlar arasinda bulunan baglara hidrojen baglar1 denirken diger bir ad1 ise
Watson Crick baglari olarak anilmaktadir ( Chargaff vd., 1950). Double-Strand RNA (dsRNA)
gibi RNA-DNA melezleri agirlikli olarak A formundayken, Double-Strand DNA (dsDNA) ise
agirlikli olarak B formundadir( Egli vd., 1993). A, B ve Z DNA formlarinin kesfinden sonra G-
dortlii dubleksler(G-quadruplexes), sag tokalart (hairpins), H-DNA, hag bigimli (cruciforms)
ve AT agisindan zengin DNA ¢oziilme elemanlari (DUE) dahil olmak tizere alternatif DNA
formlar1 kesfedildi ( Poggi ve Richard , 2020).

A formunda bulunan DNA, baz ¢iftleri arasinda daha kisa mesafeye sahip olan sag el
dubleksi olmakla birlikte RNA- DNA dubleksleri ve RNA-RNA dubleksleri igin
tanimlanmistir. RNA, riboz 2 hidroksil kalintisinin sterik kisitlamalar1 sebebiyle yalnizca A tipi

cift sarmallar olusturabilir ( Arnott vd., 1968 ; Xiong ve Sundaralingam , 2000) .

DNA’nin A ve B formlarn aslinda birbirine doniisiim i¢in indiiklenebilen
biyomolekiillerdir (Whelan vd., 2011). Fizyolojik kosullar g6z 6niine alindiginda ise DNA nin
B formu daha baskindir fakat A DNA ise protein etkilesimlerinde daha indiiklenebilirdir (
Bouvier vd., 2011). DNA'"nin en diislik enerji seviyesi durumu ise B-DNA'dir ( Poggi ve
Richard , 2020). Dehidratasyon veya yapisal manipiilasyon durumlar1 géz 6niine alindiginda A
DNA ve B DNA déniisiimiiniin olusma ihtimalleri daha ¢ok kuvvetlenir (Lundbick ve Hérd,
1996). Guanin ve sitozin agisindan zengin dizilerin adenin ve timin agisindan zengin dizilere
kiyasla diisiik su konsantrasyonlarinda B DNA’dan A DNA’ya ge¢is yapma olasiligt yiiksektir
(Terrazas vd., 2019). Seker konformasyonu, A ve B DNA formlarinin birbirinden ayrilmasinda
kolaylik saglar. B DNA, deoksiribozun 2.karbonunun(C-2) diizlem iizerinde bir konformasyon
gostermesiyle ayrilirken A DNA’da bu durumda 3.karbonun(C-3) diizlem tizerinde yerlesim
gostermesiyle belirlenir (Saenger , 1984). B DNA’da bu karbonlarin konformasyonel duruslari
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yaklasik olarak y =~ 260°’lik bir doniisiim saglarken, A DNA’da ise bu durum yaklasik olarak y
~ 200°°dir (Schneider vd., 1997).

Organik bazlarin egimleri ise A DNA’da 15° iken B DNA’da bu durum 0° yakindir. Bu
durum A DNA heliksinde bir egilmeye neden olur. Bu egilme karsiliginda B DNA’da ise diiz
bir goriintii olusumu mevcuttur. Bu yapisal farkliliklar ise ¢evresel enerjilerden kaynaklanan
durumlarin sonuglarin1 gostermektedir (Zgarbova vd., 2018). Elektrostatik itme giici A
DNA’da B DNA’dan daha fazladir. Bu iyonik giiciin daha fazla olmasi DNA molekiiliindeki
fosfat yapilarinin daha yakin hareket etmelerine sebep olurken DNA’nin stabilize olmasini

saglar (Jayaram vd., 1998).

Z DNA, A ve B DNA’dan farkli olarak daha dar ve daha uzun bir sarmal sergiler (Krall
vd., 2023). Z-formu bilinen tek sol elli formdur (Watson ve Crick, 1953). Tur basina A DNA
11, B DNA 10 ve Z DNA ise 12 baz igerir (Placido vd., 2007). Z DNA formunun en belirgin
ozelligi ise yap1 tlizerindeki fosfatlarin omurga boyunca zigzak bir yol izlemesidir ( Wang vd.,
1979). Okaryotik canlilarda Z DNA dizilerinin siklig1 ve korunmasi sebebiyle dikkatleri {izerine
cekmistir (Zhao vd ., 2010). Siiper sarmal tepkisi olarak olugma ve gesitli proteinlerle etkilesime
girme yetenegi, genomik islevleri diizenleme ve siirdiirmedeki ¢ok yonlii roliinii vurgular
(Ravichandran vd., 2019). Z DNA fizyolojik tuz konsantrasyonlarinda B DNA’dan daha az
kararlhidir fakat protein baglanmalari ile stabilize edilebilmesi ise miimkiindiir ( Rich ve Zang ,
2003). B ve Z DNA arasinda doniisiim sonrasi olusan baglanti noktasi, ¢ift sarmalli bir DNA
segmenti her Z DNA’ya doniistiiglinde olusmas1 gereken bir birlesme noktasidir. Bu birlesim
noktas1 Z DNA’nin enerjisini diislirerek dogada stabil halde kalmasini saglar (Ha vd., 2005). Z
DNA olusumu doniisiimlii CG(sitozin- guanin) tekrarlar1 agisindan zengin diziler tarafindan
tercih edilir ( Rich vd., 1984). Z DNA olusumu, ¢ift sarmal kiriklarini tesvik ederek genomik
dengesizlige neden olur (McKinney vd., 2020). Bu kiriklarin dogru sekilde onarilmamasi
halinde ise ciddi genetik rahatsizliklara sebep olabilen DNA hasar bigimleri olusabilir (Wang
vd., 2006).

2.3.2 DNA Seker Halkas1 Kivrimi ( DNA Sugar Pucker)

Deoksiriboz seker halkas1 diizlemsel bir yapidan sapma gosterir; bu nedenle halkadaki
baz1 atomlar, referans diizleminin iistlinde veya altinda konumlanabilir. Bu yapisal sapma,
literatiirde "seker kivrimi" (sugar pucker) olarak tanimlanir ve DNA’nin ¢esitli konformasyonel
bi¢imlerinin olusmasinda 6nemli rol oynar (Shing ve Carter,2011). Niikleik asit yapisinin
kokenine dair ¢alismalarda, sekerin kimyasinin baz eslesme kurallarini (G:C > A:T) etkiledigi
gosterilmistir (Eschenmoser, 2011). Halka i¢indeki torsiyon agilari1 birbirleriyle korelasyon
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halindedir; bu sayede bag uzunluklar1 ve bag acilar1 fizyolojik kosullarda korunur. Bu
konformasyonel durum, tek bir psddo-rotasyon agisi (V) ile tanimlanabilir. Ps6do-rotasyon
acis1, seker halkasinin kivrim tipini ve yoniinii belirler (Saenger, 1984). Seker halkasinda bir
atom referans diizleminin iistiinde, yani bazla ayni tarafta konumlanmissa bu konformasyon
"endo" formu olarak adlandirilir. Ornegin, C2'-endo konformasyonunda C2’ karbonu yukariya,
niikleotid bazi yoniine dogru sapmistir. Buna karsilik, atomun diizlemin altinda yer almasi
halinde ise yap1 "ex0" formu olarak tanimlanir (Shing ve Carter,2011). Erken lif kirinimi
gorlintiileri DNA’nin iki farkli goriintlisinii ortaya koymustur. A formunda C-3 atomu
diizlemin disina ¢ikar ve seker konformasyonu C-3 endo seklini alirken, B formunda ise C-2
atomu diizlemin digina ¢ikarak C-2 endo seklini alir (Egli, 2019). Wang ve arkadaslarinin 1979
yilindaki yiiriittiikleri galismalarda ise DNA’nin Z formu kesfedildi. Z-DNA formunda yer alan
seker birimleri, klasik B-DNA’daki konformasyondan 6nemli 6l¢lide sapma gostermektedir.
Bu yapida yer alan niikleotidlerin yaris1 C2'-endo konformasyonunda degildir; 6zellikle guanin
niikleotidleri, C3'-endo pucker konformasyonunu benimserken, niikleobazlari da alisiimisin
disinda syn yoneliminde bulunur. Buna karsilik, sitozin niikleotidleri geleneksel C2'-endo seker
konformasyonu ve anti baz yonelimine sahiptir. Bu yapisal diizenleme, DNA omurgasinda
belirgin bir zikzak (zigzag) geometri olusturur. Z-DNA, bu sira dis1 yapisiyla DNA’nin sadece
alternatif konformasyonlarini degil, ayn1 zamanda yapisal kararlilik, hidratasyon diizeni ve
stereo-elektronik etkilesimler agisindan da kapsamli bir inceleme alan1 sunmustur (Gessner vd.,
1994; Egli ve Gessner, 1995).

A-DNA'daki omurga konformasyonunda kaynaklanan bozulmalar Oncelikle seker
halkasinin 5' tarafinda meydana gelirken (o, y), B-DNA'daki seker halkasinin 3’ tarafinda daha
yaygindir (€, 8) (Wahl ve Sundaraligham,1999). A-DNA formunda, deoksiriboz halkasindaki
konformasyonel biikiilmeler biiyiik 6l¢iide C3'-endo piiranoz halkas1 konformasyonu etrafinda
yogunlagmakta ve belirgin bir kiimelenme gostermektedir. Buna karsilik, B-DNA formunda
biikiilme konformasyonlar1 agirlikli olarak C2'-endo boélgesinde daha dagimik bir dagilim
sergiler. Bu farklilik, A-DNA’daki seker halkas1 konformasyonlarinin B-DNA’ya kiyasla daha
sinirlt bir esneklige sahip oldugu seklinde yorumlanmaktadir (Arnott, 1999).

2.4 Kor Farelerde Uzun Omiir Mekanizmalan
2.4.1 Kansere Diren¢ ve Temas Inhibizasyonu

Kanser insan yasamindan yasa bagli énemli bir hastalik olmakla beraber oliimlerin
yaklagik olarak %23’tinden sorumludur ( NCHS, 2009). Azpurua (2013), kanser
arastirmalarinin temel amaclarindan birinin yasla birlikte veya onkojenik saldirilar sonucu
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ortaya c¢ikan genetik ve molekiiler degisimleri ve bu degisimler sonucu hangi savunma
mekanizmalarinda ne tiir degisimler oldugunu belirtmistir. Memelilerde replikatif yaslanma,
apoptoz ve hiicre kontrol noktalari gibi kanser karsitt koruyucu mekanizmalarin P53 ve
Retinoblastoma proteinini kodlayan gen (Rb) gibi genler tarafindan diizenlenen bir kontrol ag
tarafindan dilizenlendigi bilinmektedir (Seluanov vd., 2009). Uzun 6miirlii ve kansere direngli
hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarin, kanser tedavisinde ve tiirler arasinda kanser adina
onemli gelismeler saglanacag: diisiiniilmektedir (Seluanov vd., 2018). Insan hiicreleri kor
farelerin tiimor baskilama mekanizmalar1 birbirinden oldukga farkli olmakla birlikti en belirgin
fark ise somatik dokulardaki telomeraz aktivitesinin farkliligidir (Gorbunova ve Seluanov,
2009). Diger farkliliklar gz Oniine alindiginda ise insan hiicreleri kanser karsit1 mekanizma
olarak replikatif yaslanmay1 kullanirken (Campisi, 2011) kor farelerde ise bu savunma

mekanizmasi yerini telomeraz ekspresyonu alir ( Prowse ve Greider , 1995).

Normal saglikli hiicreler, temas inhibizasyonu olarak bilinen ve hiicrelerin yeterli
boliinme sonrasi birbirlerine temas ettiklerinde daha fazla boliinmesini durduran bir mekanizma
ile denetlenerek kontrollii biiyiime gosterirken, bu ayni mekanizma kanser hiicrelerinde
bozulmus ve hiicreler kontrolsiiz bir bi¢imde ¢ogalmaya devam eder (Abercrombie ,1979).
Temas inhibizasyonu siireci hiicre zarinda bulunan 6zel proteinlerin verdigi sinyalle baslatilir.
P27 proteinin yiiksek seviyelere ulastiktan sonra siklin/CDK kompleksine baglanmasi sonucu
bu komplesi inhibe eder ve hiicre dongiisii G1 fazinda durur. Kanser hiicrelerinde ise kontrol
mekanizmasi devre dis1 kalmakla beraber kanser hiicrelerinin katmanli bir yi1gilma gostererek

giderek cogalmalarina sebep olur ( Levenberg vd., 1999; Polyak vd., 1994 ; Kato vd., 1997).

Seluanov ve arkadaglar1 (2009), calismalarinin sonucu olarak, normal saglikli
hiicrelerde erken temas inhibizasyonu mevcut oldugu i¢in p27 seviyelerinin artmasinin
indiiklenmedigini fakat erken temas inhibizasyonu etkinligini kaybeden y18in halinde duran ve

hiicrelerin p27 seviyelerinin artarak biriktigini belirtmistir.

Ancak kor farelere gelindiginde ise bu durumda 6nemli bir farklilik olmakla beraber
ciplak kor fareler (naked mole rat) erken temas inhibizasyonu mekanizmasina sahipken kor
fareler (blind mole rat) ise bu mekanizmadan yoksundur (Seluanov vd., 2018). Kor farelere ait
hiicrelerin tiimor hiicresi proliferasyonunu yavaglatan bir bilesik salgiladigr bildirilmistir
(Manov vd.,2013). Bilesik igerigi net olarak belirlenemese dahi bu maddenin ‘yiiksek molekiil
agirlikli hyaluronik asit (HMM-HA)’ olabilecegi diistiniilmektedir (Seluanov vd., 2018).
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2.4.2 Yiiksek Molekiil Agirhkh Hyaluronik Asit ( HMM-HA)

Hyaluronik asit (HA), ekstraselliiler makriksin( ECM) 6nemli bir bileseni olmakla
beraber D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin birimlerinden olusan bir dogrusal
polisakkarittir. Hiicre zarinda polimerizasyon yoluyla sentezlenen HA, 6 megaDalton’un
(MDa) tizerinde biiyiikliiklere ulasabilir (Ng ve Schwartz , 1989). HA sentezi, ti¢ farkli
transmembran glikoziltransferaz izoenzimi olan HAS1, HAS2 ve HAS3 tarafindan
gerceklestirilir. HAS2 daha uzun polimerler tiretirken, HAS1 ve HAS3 daha kisa zincirli HA
polimerleri sentezler (Weissmann vd., 1954; Itano vd., 1999). Molekiiler agirliklarina gore
siniflandirilan HA tiirlerinin biyolojik etkileri farklilik gosterir: diisitk molekiil agirlikli HA
(LMM-HA) inflamasyon ( Campo vd., 2010; Dahl vd., 1985; Ducale vd.,2005), anjiyogenez
(West vd., 1985) , hiicre gocii (Enegd vd., 2002) ve hiperaljezi (Ferrari vd., 2018) ile
iliskilendirilirken; yiiksek molekiil agirlikli HA (HMM-HA) anti-inflamatuar (Austin vd.,
2012) , antiproliferatif (Tian vd., 2013), anti-hiperaljezik (Ferrari vd., 2018) ve stres direnci
(Pauloin vd., 2009) gibi etkiler gostermektedir. Ozellikle ¢iplak kor farelerde (NMR) bulunan
yiiksek molekiil agirlikli HA nin insan HA’sina kiyasla oksidatif strese karsi daha yiiksek
koruma sagladigi bildirilmistir ( Takasugi vd., 2020). Ciplak Kor Fareler’de bulunan yiiksek
molekiil agirlikli HA nin hayvanlar1 yasa bagli hastaliklara ve kansere karsi dnemli Olgiide
korudugu gosterilmistir ( Taguchi vd., 2020). Bu bilgilerle beraber yasam kosullar1 da gozoniine
alindiginda toprak alt1 tiinellerde yasayan kor farelerin bu tiinellerde kolayca hareket edebilmesi
ve deliklerden gegerken zorlanmamalar i¢in derilerinin oldukca elastik olmasi gerekmektedir

varsayimi one siiriilmiistiir (Zhao vd., 2021).

Bu durumla beraber erken temas inhibisyonuna yol agan sinyalin, ¢iplak kor fareler
tarafindan salgilanan yliksek molekiil agirlikli HA oldugu gosterilmistir ( Tian vd., 2013).
Sinyal yolu CD44 reseptoriinii gerektirir ve Cdkn2a-Cdkn2b lokusunun ekspresyonunun
aktivasyonuna yol acar. Bu lokus 6nemli bir lokus olmaklar beraber tiimor baskilayici genleri

iceren bir lokustur ( Sharpless, 2005; Tian vd., 2013).

Ciplak kor farelerde hyaluronan sentaz 2 (Has2) geni daha fazla hyaluronik asit
tiretiminine katkida bulunmasi ve hyaluronik asit pargalayan hyaluronidaz enzimlerinin
aktivitelerinin hiicre diizeyinde daha diisiikk olmasi sebebiyle hiicrelerde yiiksek oranda
hyaluronik asit bulunmasi1 dengelenir ( Tian vd., 2013). Tian ve arkadaglarinin (2013)
calismalarina gore, bu dengenin bozulmasi hyaluronidaz enzimlerinin aktivasyonunun
arttirilmasi ve yliksek protein agirlikli hyaluronik asitin hiicre diizeyinin azalmasi ile hiicrede

Tp53 ve Rb1 inakstivasyonunu gergeklesir. Bunun sonucunda hiicre kansere agik hale gelir.
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Kor farelerde (BMR) ise, erken temas inhibizasyonu bulunmadigi igin ¢iplak kor fareler
ile bu tiir arasinda hyaluronan aracili tiimoér baskilama mekanizmalar1 birbirinden ayrilir.
Hiicrelerde kanser direncine karsi yavas bir sekilde artis sagladigi diisiiniilen molekiil yine
yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit’tir. Fakat netlik kazanmamustir. Kor farelerde ¢iplak
farelerden farkli olarak modifiye olan ekstraselliiler matriks proteini heparanaz enzimidir (
Nasser vd., 2009). Heparanaz enzimi ekstraselliiler matrikste hiicre yiizeyinde bulunan heparan
stilfat1 pargalayan endoglikozidazdir . Bu par¢alanma sonucu damarlagma faaliyetleri daha
kolay bir hal alirken tiimor yatkinligr artar. Kor farelerde bu enzimin negatif bir varyanti
mevcuttur. Bu negatif varyant sayesinde hiicre biitlinliigli bozulmasi engellenir yani hiicre
parcalanmaz ve ayni zamanda yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit varliginin yiiksek
olmasiyla birlikte de hiicre ve doku biitiinliigii saglanirken oksidatif strese karst koruma

saglanir.
2.4.3Hipoksi

Hipoksi dokularda yeterince oksijen bulunmamasiyla ortaya ¢ikan bir tablodur (Y1ldiz
vd., 2019). Hiicresel oksijen eksikligini ifade eden hipoksi, temel biyolojik islevlerin
bozulmasia sebep olmakla beraber enerji iiretminin de aksamasina sebep olur; bu durum
serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler bozukluklar, solunum yolu bozukluklar1 ve malignitelerle
iliskilendirilmistir (Manov vd., 2013). Canlilarda oksijen yoklugundan etkilenen ilk yapilardan
biri mitokondridir. Ciinkii mitokondri hiicrelerdeki oksijen tiiketici temel yapidir (Fuhrmann ve
Briine , 2017). Mitokondrilerde ATP(Adenozin Trifosfat) iiretimi sirasinda olan elektron tagima
zinciri akiginda reaktif oksijen tiirevleri meydana gelebilir. Hipoksik ortamlarda ise bu reaktif
oksijen tiirevlerinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yeniden diizenlemenin gerekmesi ile birlikte
indirgeyici karboksilasyonun uyarilmast ile birlikte ROS {iretimi artar (Hamanaka ve Chandel
, 2009). Bu nedenlerden kaynakli biriken ROS iiretimini azaltmak amagli ¢esitle mekanizmalar

gelistirmistir.

Hipoksi ve hiperkapniye kars1 viicutlarinda gelismis 6zel mekanizmalar sebebiyle ise
yeraltinda yasayan memeli tiirleri ekstrem kosullara adapte olabildikleri i¢in yogun arastirma
kaynaklar1 olmustur (Zhao vd., 2023). Nannospalax toplam akciger kapasiteleri, alveolar yilizey
alanlar1 ve kilcal damar hacimleri beyaz ratlardan daha yiiksektir, bu sebepten 6tiirii akciger
diftizyon kapasiteleri %43 daha yiiksektir (Widmer vd., 1997). Ayrica yiiksek

mitokondri,miyoglobin, ndroglobin ve sitoglobin yogunluklarina sahiptirler (Avivi vd., 2010).

Nannospalax genomunda giderek biiyiiyen ve genisleyen gen listesi, canlinin hipoksik
stres altinda hayatta kalmay1 destekleyen islevsel ve yapisal adaptasyonlarini yansitmaktadir
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(Ravid vd., 2007; Schiilke vd., 2012; Shams vd., 2005; Avivi vd., 2010). Nannospalax’ta diger
yeralti canlilarina nazaran siirekli ve yiiksek oranda ifade edilen VEGF(Vascular Endothelial
Growth Factor) buna en iyi 6rneklerden biridir. VEGF, yeni damar olusumda rol oynayan bir
protein olmakla beraber Nannospalax’ta yiiksek ekspresyon gosterir (Avivi vd., 2005). Bu
durum sonucunda ise diisiik oksijen seviyelerinde dahi ortamdaki dokulari besleyebilmek
amaciyla canlinin damarlanmayr arttirmasina yardimci olur. Diger bir yandan timor
hiicreleriyle ayn1 mutasyona sahip olan Nannospalax hiicrelerinde bulunan p53 geni tarafindan
tiretilen p53 proteinlerinin DNA baglanma bolgelerinde farkli aminoasit dizileri yer alir (Avivi
vd., 2007). Insanlarda bu gen dizisinde 174. pozisyondaki arjinin aminoasiti yerine
Nannospalax’ta lizin aminoasiti yerini almistir (Ashur- Fabian vd., 2004). Fakat bu farkli
dizilim kanser hiicrelerindeki gibi hiicrede islevsel bozukluga sebep olmaz ve apoptoza
gondermez. Tam tersi olarak apoptozu baskilayarak hiicre dongiisiinii durdurur fakat DNA
onarim mekanizmasini devreye sokar (Avivi vd., 2007). Bu sayede hipoksi gibi zor kosullarda

kor farelerin hiicre kaybinin minimuma inmesi i¢in bir adaptasyon oldugu diistiniilebilir.
2.4.4 Telomeraz Aktivitesi

Telomerler, okaryotik kromozomlarin uglarinda bulunan niikleoprotein yapilardir
(Adwan Shekhidem vd., 2019). Omurgali canlilarda genellikle korunan TTAGGG dizisinden
olusan bu tekrarlayan DNA dizileri kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alirken ‘Shelterin’
olarak isimlendirilen alt1 proteinlik 6zel bir kompleks tarafindan baglanir. Bu kompleks ile
birlikte yapilar kromozom uglarinin ¢ift sarmalli DNA kirig1 olarak algilanmasini engeller. Bu
sayede DNA u¢ birlesmesi, homolog rekombinasyon veya kararsiz kromozom yapilar1 gibi
kromozom onarim siire¢lerinin olusmasinin 6niine gecer. Bu sayede genom dengesizlikleri ve
hiicresel yaslanmanin 6niine gegilmis olur (O'sullivan ve Karlseder, 2010). Telomer uzunluklari
farkli canli tiirleri arasinda degiskenlik gostermekle beraber insanlardaki telomer uzunluklari
0,5-15 kilobaz ¢ifti biiyiikliigiindeyken bu miktar kemirgenlerde 10-72 kilobaz arasinda
degiskenlik gostermektedir (Oeseburg vd., 2010).

DNA replikasyonu sirasinda somatik hiicrelerde, DNA polimerazin yapisal siirlari
sebebiyle dogrusal halde bulunan kromozomlarin u¢ kisimlari tamamen kopyalanamaz. Bu
duruma literatiirde ‘son replikasyon problemi’ adi verilirken hiicre boéliinmeleri ile birlikte
telomer ad1 verilen kromozomlarin ug kisimlari her béliinme ile birlikte giderek kisalma gdsterir
(Lingner vd., 1995). Bu kisalma boliinme kapasitesini sinirlarken hiicre yaglanmasinin da temel

sebeplerinden biri olur. Bu durumlar géz 6niinde bulundugunda bazi hiicreler telomeraz enzimi
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veya daha az yaygin olan telomer uzatma yollar1 sebebiyle bu kisalmalarin 6niine gegebilir (

Cesare ve Reddel , 2010 ).

Cogu somatik hiicre ve kok hiicreler, kromozomlardaki kisalmalarin 6niine gegmek igin
telomeraz aktivitesi gostermez.Bu kisalma kaynakli zamanla hiicreler hayati genlerini
kaybetmeye baglar ve bunu takip eden siire¢ sonrasinda ‘replikatif yaglanma’ ad1 verilen hiicre

olimiint takip eden siire¢ meydana gelir (Victorelli ve Passos , 2017).

Ciplak Kor Fare (NMR) ve Kor Fareler (BMR)’nde ortalama olarak insanlardan daha
uzun telomerlere sahip olduklari (Adwan Shekhidem vd., 2019), bununla beraber 6lim
stirecinde olan hiicrelerde ise kromozomal kisalma gézlemlenmedigi bilinmektedir (Gorbunova
vd., 2012). Fakat yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde ise Spalax (Nannospalax) telomeraz
yapilariin yas ile birlikte bobrek, kalp ve akciger dokularinda azaldigini fakat kas dokularinda
ise daha yiiksek bir oranda goriildiigii gézlemlenmistir (Adwan Shekhidem vd., 2019). Spalax
fibroblastlar1 ve rat hiicreleri kiyaslandiginda ise Spalax fibroblastlarinda daha yiiksek oranda
telomer uzunlugu tespit edilmistir. Fakat bu duruma nazaran telomeraz aktiviteleri
kiyaslandiginda ise ratlarda daha yiiksek telomeraz aktivitesine rastlanmigtir. Bu durumda
telomer uzamasindan c¢ok telomer biitiinliigiiniin korunmas1 kor fareler i¢in uzun yasam
mekanizmalarindan birini agiklamaktadir. Buradan yola ¢ikarak Nannospalax telomerleri

koruyarak uzun yasam i¢in bir strateji gelistirmis olabilir (Gutman vd., 2014).
2.5 DNA Yapi Incelemesinde FTIR Spektroskopisi

Fourier dontisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, DNA 6rneklerinin biyokimyasal
ve yapisal bilgilerini aragtirmak i¢in yardimci olur (Loprete ve Hartman, 1995). FTIR
spektroskopisi  hiicrelerde, c¢ekirdeklerde, izole edilmis niikleik asitlerde DNA
konformasyonunu arastirmak icin de yiiksek avantaj saglar (Whelan vd., 2011). DNA
konformasyonuna miidahalede bulunabilecek boya kullanimina gerek kalmamasi ve baslica
DNA konformasyonlarin1 gosteren belirgin bir dizi bant olmasi gibi dnemli avantajlart
sayesinde FTIR yontemi kolayliklidir. En 6nemli avantaj1 ise numuneyi yeniden sulandirarak
DNA’nin denatiire olup olmadigini veya konformasyonel bir degisim olup olmadigi hakkinda
bilgi verebilmesidir (Wood, 2016). DNA’nin bilesimi veya konformasyonu degistiginde
kizil6tesi spektroskopinin tepe frekans ve yogunlugu bununla beraber degisim gosterir (Loprete

ve Hartman, 1995).

DNA, hiicreler veya ¢ekirdek FTIR spektroskopisinin elmas(diamond) veya ¢inko-

selenit(ZnSe) penceresine yerlestirilir. Basing, materyal iizerinde tutucu bir gorev goriir.
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Numunenin yanina su veya izotonik tuzlu su konulur ve spektrumlar kaydedilirken zamanla
numuneye bu sivinin sizmasina izin verilir. Alternatif olarak ise 1slak bir DNA 6rnegi FTIR

kristaline yerlestirilerek kurudukca okuma yapmasi saglanabilir ( Wood, 2016).

3. MATERYAL ve METOD
3.1 Doku Orneklemesi

Bu ¢alismada Nannospalax xanthodon ve Rattus rattus tiirlerini temsil eden alt1 bireye
ait ti¢ saglikli yetiskin erkek N. xanthodon (ortalama viicut agirligi: 240 g) ve {ig yetiskin erkek
R. rattus (ortalama viicut agirligi: 130 g) bireylerinden -80 derecede arsivlenmis karaciger

dokusu orneklerinden genomik DNA izole edilmistir.
3.2 Kimyasal Islemler

DNA ekstraksiyon tamponu, Tris—HCI (10 mM, pH 8), NaCl (0,3 M), SDS (%1), EDTA
(10 mM) ve iire (4 M) bilesenlerinden olusturulmustur. DNA izolasyon islemi sirasinda
proteinlerin uzaklastirilmasini kolaylastirmak amaciyla, her bir doku 6rnegine 10 pul Proteinase
K (10 mg/ml) ilave edilmistir. Ornekler, 55 °C sicaklikta, 160 rpm’de calkalayic1 inkiibatdrde
iki saat siireyle inkiibe edilmistir. Homojenizasyon sonrast, biiyiik partikiillerin uzaklagtirilmasi
amaciyla sirasiyla 10.000 g’de 2 dakika, 15 dakika ve 10 dakika olacak sekilde ii¢ ardisik
santrifiijleme islemi uygulanmistir. RNA kontaminasyonunu gidermek i¢in her 6rnege 5 ul
RNase A eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, esit
hacimlerde asidik fenol (pH 5,27) ve kloroform:izoamil alkol (24:1) karisimi1 eklenmistir.
DNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in esit hacimde izopropanol ilave edilip karisim nazikge
pipetlenmistir. Elde edilen karisim, %75 etanol ile esit hacimde yikanmistir. Son olarak, DNA
pelletini ¢ézmek i¢cin 10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA igeren bir ¢ozelti hazirlanmis ve her

numuneye bu ¢ozeltiden 50 pl eklenmistir.

Elektroforez analizleri i¢in kullanilan 10x TBE tamponu, 54 g Tris baz, 20 ml 0,5 M
EDTA (pH 8,0) ve 27,5 g borik asit kullanilarak hazirlanmis, ardindan toplam hacim 500 m1’ye
damitilmis su ile tamamlanmistir. Calismalarda kullanilmak {izere 1x TBE tamponu, 90 ml
damitilmis su ile 10 ml 10x TBE tamponunun karistirilmasiyla elde edilmistir. %0,8’lik agaroz
jel hazirlamak amaciyla, 0,8 g agaroz, 100 ml 1x TBE tamponu igerisinde ¢oziindiiriilmiis,
karisim mikrodalgada isitilarak tamamen eritilmis ve soguma asamasinda 1 ul 10 mg/ml

etidyum bromiir (EtBr) stok c¢ozeltisi eklenmistir. Elektroforez i¢in, 5 ul DNA 6rnegi 1 pl
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yiikleme boyasi ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. DNA konsantrasyonlar1 ve

safliklari, Nanodrop spektrofotometresi kullanilarak dl¢tilmustiir.
3.3 FTIR Spektral Analizi

Bu calismada, her 6rnek i¢in 1000 ng DNA, MIRacle (PIKE) model ATR {initesinde
bulunan Zn/Se kristaline yerlestirilmis ve inert azot (N2) gazi kullanilarak 3 dakika siireyle
kurutulmustur. Spektral veriler, Frontier FTIR Spektrometresi (Perkin Elmer) kullanilarak,
4000-650 cm™ dalga sayist araliginda, 4 cm™ spektral ¢oziiniirliikk ve 32 tarama ortalamasi ile
elde edilmistir. Her biri ti¢ teknik tekrar igeren ti¢ biyolojik tekrar tizerinden toplam spektrumlar
toplanmistir. Spektrumlarin edinimi Spectrum One (Perkin Elmer) yazilimi ile saglanirken,
spektral verilerin analizi OPUS 5.5 (Bruker) yazilimi araciligiyla gerceklestirilmistir
(Ardahanl vd., 2022; Teker vd., 2023; Baba vd., 2024).

Sayisal spektral analizlerde, teknik tekrarlar sonucu elde edilen ortalama ham
spektrumlar, OPUS 5.5 (Bruker) yazilimi aracilifiyla 1800-650 cm™ dalga sayis1 araliginda
bulunan parmak izi bdlgesinde ikinci tiirevlerine 9 noktali diizeltme uygulanarak vektor
normalizasyonu ile islenmistir. Islenen ortalama spektrumlarda, DNA’ya &zgii spektral
bantlarin dalga sayilar1 ve mutlak yogunluklari tepe segme (peak-picking) yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu yontemde analizler, %0 duyarlilik seviyesi, tepe minimumlar1 dikkate
aliarak ve sadece 1800—650 cm™! spektral araliginda gergeklestirilmistir (Gurbanov vd.,2018;
Gurbanov vd., 2021).

3.4 Temel Bilesen Analizi(Principal Component Analysis, PCA)

Nannospalax xanthodon ve Rattus rattus tiirlerinden elde edilen DNA 6rneklerinin
FTIR spektral profilleri arasindaki farkliliklar ortaya koymak ve bu farkliliklarla iliskili yapisal
varyasyonlar1 belirlemek amaciyla Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis,
PCA) uygulanmistir. 4000-650 cm™ araliginda elde edilen ham spektral veriler, analizlerde
enstriimantasyona bagli sapmalar1 en aza indirmek i¢in iic agamali bir 6n isleme siirecinden
gecirilmistir. {lk asamada, ofset diizeltme ydntemiyle temel (baseline) diizeltmesi yapilmistir.
Ikinci asamada, spektral ¢oziiniirliigii artirmak amaciyla 9 noktali diizlestirme penceresine
sahip Savitzky-Golay ikinci tiirev déniisiimii uygulanmustir. Ugiincii ve son asamada ise, genlik
varyasyonlarini standartlagtirmak amaciyla birim vektdr normalizasyonu gercgeklestirilmistir.
On isleme tabi tutulan spektrumlar, ortalama merkezli hale getirilmis ve alt: &rnekten olusan
kalibrasyon seti iizerinde alti segmentli tam ¢apraz dogrulama yontemi kullanilarak analiz

edilmistir.
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PCA islemi, bir matris faktdrleme algoritmasi olan Tekil Deger Ayristirmasi (Singular
Value Decomposition, SVD) yontemiyle gerceklestirilmis ve analiz, iki farkli spektral alt
bolgeye bagimsiz olarak uygulanmistir: ger¢ek parmak izi bolgesi (1485-650 cm™) ve
antisimetrik PO~ gerilme bandmi igeren bolge (1300-1200 cm™). Modelin
yorumlanabilirligini ve anlamliligin1 artirmak amaciyla analiz dort temel bilesen (principal
component) ile smirlandirilmistir. Analiz sonuglari, 6rnek gruplarinin ayrimini gésteren puan
(scores) grafikleri ile gruplar arasi farkliliga katki saglayan spektral degiskenleri tanimlayan
yiikleme (loadings) grafikleri araciligiyla gorsellestirilmistir. Bu yaklasim, tiirlere 6zgii DNA
yapisal 6zelliklerinin ayirt edilmesini kolaylagtirmis ve ayn1 zamanda enstriimantal platformlar
arasinda analitik tutarlilig1 giivence altina almistir (Yage1r ve Gurbanov,2019; Gurbanov vd.,

2019; Kumar vd., 2020).
3.5 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler ve grafiksel sunumlar GraphPad Prism 8.01 (GraphPad, ABD)
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Verilerin analizinde eslestirilmemis t-testi
uygulanmis ve anlamlilik seviyeleri su sekilde belirtilmistir: P>0.05 (), P<0.01 (), P<0.001
(), P<0.0001 (****). Sonuglar, ortalama+ ortalama standart hata (SEM) seklinde ¢ubuk

grafiklerle ifade edilmistir.

DNA konformasyonlar1 arasindaki iligkilerin incelenmesi amaciyla, her bir tiir i¢cin A-,
B- veya Z-formundaki DNA konformasyonlarinin goéreceli ylizdesi asagidaki formiil ile

hesaplanmistir:
%Konformasyon = (IKonformasyon / IToplam) X %100

Burada, lkonformasyon, 11gili DNA konformasyonuna ait entegre spektral bantlarin
yogunlugunu(A, B veya Z’ye ait bant yogunluklar1); Itoplam iS€ ltotai =1a+ Is + 1z Olarak A, B

ve Z formuna ait tiim bantlarin toplam entegre yogunlugunu ifade etmektedir.

Iki tiir arasindaki spektral bant parametrelerinin ayrt edici giiciinii degerlendirmek
amactyla ROC (Receiver Operating Characteristic) analizi GraphPad Prism 8.01 programu ile
gergeklestirilmistir. Analiz kapsaminda, iki tiiriin spektral parametrelerini etkili sekilde ayirt
etmek i¢in uygun bir esik degeri belirlenmistir. Elde edilen ROC egrisi, farkli esik degerlerinde
duyarlilik (gercek pozitif orani) ile Ozgiillik (ger¢ek negatif orani) arasindaki dengeyi
gostererek karar verme siirecine rehberlik etmistir. Duyarlilik, dogru pozitiflerin oranini,

ozgiillik ise dogru negatiflerin oranmi belirtmektedir. Spektral parametrelerin tanisal
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dogrulugu, %95 giiven araliginda egri altindaki alan (AUC) ve standart hata (SE) hesaplanarak
degerlendirilmistir. AUC degerinin 0,5’in ilizerinde olmasi, parametrelerin ayirt ediciligini
gostermekte olup, daha yiliksek AUC degerleri tiirler arasindaki ayrimda daha yiiksek
performansi isaret etmektedir. Analizde yalnizca 0,5’in {izerindeki AUC degerleri anlamli

kabul edilmistir (Tokgoz vd., 2024).

4. BULGULAR

Bu c¢alismada, Nannospalax xanthodon ve Rattus rattus tiirlerine ait karaciger
dokularindan izole edilen DNA orneklerinin yapisal farkliliklar1 degerlendirilmistir. Analiz
stireci, Oncelikli olarak veri setinin temel 6zelliklerini anlamaya yonelik kesifsel veri analizi
(Exploratory Data Analysis, EDA) ile baglatilmistir. Kesifsel analiz, veri madenciligi siirecinde
hipotez gelistirme ve veri yapisinin kapsamli sekilde incelenmesi agisindan kritik dneme
sahiptir. Bu asamada, veri setindeki genel oriintiilerin belirlenmesi, potansiyel aykir1 degerlerin

tespiti ve degiskenler arasi iligkilerin ortaya konmasi amaglanmuistir.

DNA’nin yapisal 6zelliklerine iligkin nitel degisimleri ortaya koymak amaciyla, yaygin
olarak kullanilan kesifsel bir istatistiksel teknik olan Temel Bilesenler Analizi (Principal
Component Analysis, PCA) uygulanmistir. Analiz, DNA'ya 6zgii karakteristik bantlar1 iceren
ve yapisal parmak izi niteligi tasiyan 1485-650 cm™ dalga boyu araligmmi kapsayan IR
(kiz1lotesi) spektral verileri lizerinden gergeklestirilmistir. Bu sayede, her iki tiire ait DNA
yapilarinda gézlemlenen baglica farkliliklar, cok boyutlu veri uzayinda indirgenerek niteliksel

olarak yorumlanabilir hale getirilmistir (Sekil 1).
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Sekil 4. 1Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) tiirlerine ait karaciger
dokularindan elde edilen DNA 6rneklerinin Temel Bilesen Analizi (PCA)

Baslica Bilesenler Analizi (PCA) skor grafigi, Nannospalax xanthodon ve Rattus rattus
tiirlerine ait DNA Orneklerinin PC-1 ekseni boyunca agik ve tam bir ayrim sergiledigini ortaya
koymustur; bu eksen, toplam varyansin %74 linii aciklamaktadir (Sekil 1, iist panel). Temel
bilesenler (principal components, PC'ler), 6zellikle PC-1 ve PC-2, biyolojik veri kiimelerinde
baskin varyasyon kaynaklarini temsil etmekte olup, gézlemlenen molekiiler farkliliklara katki
saglayan temel degiskenleri 6zetlemektedir (Severcan ve ark., 2024). PC-1 boyunca gézlenen
belirgin ayrisma, her iki tlirlin DNA yapisi arasinda anlamli diizeyde yapisal farkliliklarin
bulunduguna isaret etmektedir. Bu ayrigmay: destekleyen yiik grafigi (Sekil 1, alt panel), s6z
konusu farkliliklardan sorumlu spesifik spektral belirtecleri tanimlamistir. Bu belirtecler; DNA
omurgasinin  konformasyonlari, seker halkasinin biikiilme modlar1 ve niikleobaz
kompozisyonundaki varyasyonlar gibi DNA nin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii etkileyen

temel molekiiler parametrelerle iliskilidir.

Daha ileri diizeyde gerceklestirilen analizlerde, DNA omurgasindaki yapisal
degisimlere kars1 ozellikle duyarli olan PO. antisimetrik gerilme bandi bolgesi (1300-1200
cm™!) iizerine odaklanilmistir. Bu spektral bolgeye uygulanan PCA, DNA omurgasinin yapisal
ozelliklerine bagl belirgin farkliliklari ortaya ¢ikarmistir (Sekil 2). Skor grafigi, 6rneklerin PC-
1 ekseni boyunca yaklasik %90 oraninda ayrildigini gostermistir (Sekil 2, iist panel); bu durum,
tespit edilen varyasyonlarin biiyiik 6l¢iide omurga yapisindaki degisimlerden kaynaklandigini
ortaya koymaktadir. Ilgili yiik grafigi (Sekil 2, alt panel), bu farkliliklar1 yansitan baslica

spektral belirtegleri belirlemistir. Bu belirtegler arasinda, sitozine ait C5=C6 halka titresimleri
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ile DNA’nin A- ve B-formlar arasindaki konformasyonel farkliliklar 6ne ¢ikmaktadir. Elde
edilen bulgular, N. xanthodon ve R. rattus tiirlerine ait DNA 6rnekleri arasindaki farkliliklarin
yalnizca niikleotid dizisiyle smirli kalmayip, aynt zamanda DNA omurgasimin dinamik

ozellikleri ve ikincil yapisal diizenlemeleri diizeyinde de onemli farkliliklar igerdigini

0,03
002 /’—\

~ 0,01

gostermektedir.

PC-2 (6%)
o
P S
\,
®
°
o
&
"
\-/

L -0,01 \L =

-0,02

-0,03

-0,1 0 0.1
PC-1 (90%)

m N @ R

01

-0,1

-0,2

0,3
1300 1291 1282 1273 1264 1255 1246 1237 1228 1219 1210 1201
X-variables (PC-1) (90%)

Sekil 4. 2 Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) tiirlerinin karaciger
dokularindan izole edilen DNA 6rneklerine Temel Bilesenler Analizi (PCA) uygulanmistir.
Analiz kapsaminda elde edilen skor ve yiik grafikleri, DNA omurgasina ait yapisal
ozelliklere duyarli olan PO antisimetrik gerilme bandi bolgesi (1300-1200 cm™) esas

aliarak olusturulmustur.

Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, Temel Bilesenler Analizi (PCA)’nin,
karmasik spektral veri setlerinde biyolojik olarak anlamli ancak ince yapisal farkliliklar: ayirt
etmede etkili bir istatistiksel ara¢ oldugunu acgikg¢a gostermektedir. Gozlemlenen Ornek
ayrigmasi ve tanimlanan ayirt edici spektral belirtecler, Nannospalax xanthodon ve Rattus

rattus tiirlerine ait DNA yapilar1 arasinda belirgin yapisal farkliliklarin varligini giiclii bigimde
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desteklemektedir. Bu durum, s6z konusu tiirlerin molekiiler biyolojileri ve evrimsel ayrisma

stirecleri hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir.

PCA uygulamasini takiben, degiskenler iizerinde gerceklestirilen kesifsel analiz siireci,
veri setinde yer alan temel desenlerin ve degiskenler arasi iliskilerin kapsamli bir sekilde
anlasilmasina olanak tanimistir. Bu 6n degerlendirme asamasinin ardindan, nicel tepe-segme
(peak-picking) analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz yontemi, DNA’nin yapisal 6zellikleriyle
iliskilendirilebilecek belirli spektral bantlarin ve bunlara ait indekslerin yogunluk degerlerini
nicel olarak belirlemeyi amaglamaktadir. Boylelikle, analiz hem hedef odakli hem de

metodolojik olarak saglam temellere dayandirilmistir.

DNA’ya ait ikinci tiirev parmak izi spektrumlari, 1800-800 cm™ araligini kapsayan
karakteristik vibrasyonel bolgeyi igermekte olup, Sekil 3’te sunulmustur. Bu spektral aralik,
DNA molekiiliiniin yapisal 6zelliklerini yansitan temel titresim modlarini icermesi agisindan
oldukga kritiktir. Uygulanan ikinci tiirev spektral isleme, spektrumlar icerisindeki diisiik
yogunluklu ancak yapisal agidan anlamli 6zelliklerin daha net sekilde ortaya c¢ikarilmasini
saglamig; boylece ilgili bantlarin daha hassas tanimlanmasi ve nicel analizinin

gerceklestirilmesine olanak tanimaistir.
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Sekil 4. 3 Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) tiirlerine ait karaciger

dokularindan izole edilen DNA 6rneklerinin, 1800—800 cm ™ araligini kapsayan ikinci tiirev

infrared (IR) spektrumlar1

Hesaplanan spektral bantlar ile bunlara iliskin atamalar ve yorumlamalar, Tablo 1'de

detayli bir sekilde sunulmustur. S6z konusu tablo, gozlemlenen bantlarin sistematik bir

siniflandirmasini saglayarak, bunlarin biyokimyasal anlamlarinin daha kapsamli ve net bir

bicimde kavranmasina olanak tanimaktadir. Sekil 3’teki gorsel temsil ile Tablo 1’deki

aciklayict veriler birlikte degerlendirildiginde, DNA’nin spektral karakteristikleri araciliiyla

ortaya konan yapisal Ozelliklerin yorumlanmasina dair kapsamli ve biitiinciil bir analiz

cercevesi olusturulmaktadir. Elde edilen bu bulgular, DNA’nin molekiiler bilesimi hakkindaki

bilgi birikimini derinlestirmenin 6tesinde, molekiiliin fonksiyonel dinamiklerine yonelik ileride

yapilacak ¢aligmalara da saglam bir temel teskil etmektedir.

Tablo 4.1 . Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus'un (R) Genomik DNA'sinin
Spektral Bant Tiirleri ve Karakteristik Parametreleri.

Pozisyon | DNA Tiirii Aciklama
(cm™
1248-1241 | A-DNA Antisimetrik PO™ > germe
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963 A-DNA Omurganin C-C gerilmesi

1222 B-DNA Antisimetrik PO 2 germe

987 B-DNA Seker-fosfat omurgasi
C—C germe

1121 Z-DNA Z-form DNA

928-927 Z-DNA Seker/seker-fosfat titresimleri

1065 Furanoz halkas1 | Omurganin CO gerilmesi, Z-DNA'da gelistirildi

1058

1411-1406 | N tipi seker C3-endo seker biiziilmesi, seker/seker-fosfat titresimleri

886-885

839-838 S tipi seker C2-endo seker biiziilmesi, furanoz-fosfodiester zincir
titresimleri

1524 Sitozin Sitozin bazinin i¢indeki diizlem i¢i halka titresimleri

1517

1508

1286-1285 | Sitozin C5 = C6 halka germe titresimi

1339-1337 | Adenozin, Anti-konformasyonda, N-tipi seker, C3-endo seker

timidin biiziilmesi

1325-1322 | Guanozin Eszamanli konformasyonda, N tipi seker, C3-endo seker

biiziilmesi

Spektral bantlar literatiire gore atanmustir.( Tajmir-Riahi ve Theophanides, 1985;
Banyay vd.,2003; Whelan vd., 2011,2014; Muntean vd., 2013; Zhang vd.,2016; Talari vd.,
2017; Gurbanov vd.,2018) .

N. xanthodon ve R. rattus oOrneklerinin DNA konformasyon dagilimlarinin
karsilagtirmali analizi, A-, B- ve Z-formlarmin yaygmligr agisindan belirgin tiirler arasi
farkliliklar1 ortaya koymaktadir (Sekil 4a). N. xanthodon 6rneklerinde A-form konformasyonu,
toplam DNA yapisal profilinin %29,82’sini olustururken, R. rattus’ta bu oran anlamli sekilde
azalarak %14,71’e diismektedir; bu durum yaklagik iki katlik anlaml1 bir farki géstermektedir.
Her iki tlirde baskin konformasyon olan B-formun oranlari arasinda da dikkate deger bir
farklilik gozlenmistir. Ozellikle N. xanthodon’da B-form oram %41,40 iken, R. rattus’ta bu
oran %65,46 ile belirgin bigimde yiiksektir. Bu bulgu, R. rattus’un B-form konformasyonuna
yonelik tiir spesifik bir tercihi oldugunu ve N. xanthodon’a kiyasla 1,6 kat daha fazla B-form
DNA igerdigini gostermektedir. Ayrica, Z-form konformasyonlari N. xanthodon’da %28,78’lik
bir paya sahipken, R. rattus’ta bu oran %19,83 ile daha disiiktiir; bu da N. xanthodon’da
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kanonik olmayan DNA yapilarin gorece olarak daha fazla bulunduguna isaret etmektedir. Genel
olarak, elde edilen veriler iki tiir arasinda yapisal bir farkliligin varligin1 ortaya koymakta; bu
farklilik, N. xanthodon’da B-form DNA oraninin anlamli bigimde azalmasi ve buna karsilik A-
ile Z-form konformasyonlarinin artmasiyla karakterize edilen konformasyonel bir farklilasmay1
yansitmaktadir. Ozellikle R. rattus’ta baskin olan B-form DNA varligi, DNA topolojisine 6zgii
tiir spesifik adaptasyonlarin varligina isaret etmektedir. Bu konformasyonel tercihlerin altinda

yatan mekanizmalarin ve evrimsel siireclerin daha kapsamli aragtirilmasi gerekmektedir.

A-ve Z-form DNA konformasyonlarina iligskin indeksler, toplam A, toplam B ve toplam
Z-form konformasyonlar1 ile iliskilendirilen spektral bant yogunluklarinin entegrasyonu
yoluyla hesaplanmis olup, detaylar Tablo 1°de sunulmustur. Onemli bir diger bulgu ise, A/(B
+ Z) konformasyon indeksinin N. xanthodon 6rneklerinde, R. rattus 6rneklerine kiyasla anlamli
diizeyde daha ytiksek olmasidir (Sekil 4b). Bu indeksin ROC egrisi analizi, iki tiir arasinda
miikemmel bir ayrim sergilemis; 0,05’in altinda p-degeri ile istatistiksel anlamliliga sahip 1,0
AUC degerine ulagmistir. Benzer sekilde, Z/(A + B) konformasyon indeksi de N. xanthodon
orneklerinde R. rattus’a kiyasla belirgin bir artig gostermistir. Bu indekse ait ROC egrisi de
kusursuz ayrim performansi sergilemis ve ayni derecede anlamli 1,0 AUC degeri elde edilmistir
(Sekil 4c). Bu bulgular, sz konusu indekslerin, iki tiiriin DNA konformasyon profilleri

temelinde gilivenilir ve giiclii bir sekilde ayrim yapabildigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 4 Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) DNA Orneklerinde

konformasyonel formlara iliskin spektral indeksler.

a) Farkli DNA konformasyonlarinin yiizde dagilimin1 gosteren pasta grafik.
b) A-DNA formunun gostergesi olan A/(B+Z) indeksi ve ilgili ROC egrisi.
€) Z-DNA formunu temsil eden Z/(A + B) indeksi ve buna ait ROC egrisi.
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Sekil 5’te sunulan N. xanthodon ve R. rattus DNA orneklerinin titresimsel spektroskopik
profillerinin karsilagtirmali analizi, seker-fosfat bilesenlerine ait titresim modlariyla
iligkilendirilen belirgin molekiiler imzalarin varligini ortaya koymaktadir. 1065 cm™ ve 1058
cm! dalga sayilarinda gézlemlenen spektral bantlar, DNA omurgasindaki furanoz halkasinin
C—O gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir ve literatiirde Z-form DNA konformasyonunun
ayirt edici gostergeleri olarak tanimlanmaktadir (Sekil 5a). Bant yogunluklarinin nicel analizi,
N. xanthodon orneklerinde R. rattus ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig
(p < 0,001, ***) gostermistir. Bu belirgin spektral yogunluk farki, N. xanthodon DNA’sinda
furanoz halkasmin C-O titresim aktivitesinde artis oldugunu ve dolayisiyla R. rattus
orneklerine kiyasla Z-form yapisal konformasyonuna yonelik daha yiiksek bir egilimin mevcut

oldugunu diistindiirmektedir.
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Sekil 4. 5 Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) DNA o6rneklerinde seker
konformasyonlarma iliskin spektral indeksler. a) Furanoz halkasina ait spektral bantlar, b—C)

C3’-endo konformasyonunu tasiyan N-tipi sekerleri ve d) C2’-endo konformasyonunu temsil
eden S-tipi sekerleri gosteren spektral bantlar

N. xanthodon ve R. rattus DNA oOrneklerinde gozlemlenen seker puckering
konformasyonlarindaki belirgin farkliliklar, Sekil Sb—d’de detayl olarak gosterilmistir. 1411—
1406 cm™ ve 886—885 cm ' dalga sayilar1 arasindaki karakteristik spektral bantlar, Watson ve
Crick tarafindan tanimlanan klasik B-formu disindaki kanonik olmayan DNA helikslerine 6zgii
olan N-tipi seker halkalarinin C3-endo puckering modlarina karsilik gelmektedir. Yapilan nicel

analizler, bu N-tipi seker titresimlerine ait bant yogunluklarinin N. xanthodon 6rneklerinde R.
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rattus’a kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, N. xanthodon
DNA’sinda N-tipi seker konformasyonlarinin artmis rijiditesi veya bu konformasyonlarin daha
yiiksek oranda bulunmast ile iligkilendirilebilir. Ote yandan, S-tipi sekerin C2-endo puckering
modunu temsil eden ve 839-838 cm™ bolgesinde tespit edilen bantta, R. rattus 6rneklerinde N.

xanthodon’a kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha yiiksek yogunluklar saptanmuistir.

Azotlu piirin ve pirimidin bazlarmin titresim modlarina iliskin spektroskopik analizler
(Sekil 6), N. xanthodon ve R. rattus DNA’lar1 arasinda yapisal dinamikler agisindan kayda
deger tiirler aras1 farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Ozellikle, 1286—1285 cm™ bolgesinde yer
alan ve sitozin halkalarmin C5=C6 gerilme titresimlerine karsilik gelen spektral bantlarin
yogunluklari, N. xanthodon DNA’sinda istatistiksel olarak anlamli bigimde artmistir. Benzer
sekilde, 1508 cm™ ve 1524 cm™! dalga sayilarinda tespit edilen ve sitozin halkasinin diizlem igi
titresim modlarin1 temsil eden bantlar da N. xanthodon orneklerinde belirgin sekilde
yiikselmistir (Sekil 6a—c). Buna karsin, 1517 cm™ bélgesinde, yine sitozin diizlem i¢i halkas1
titresimlerine ait spektral bant yogunluklar1 R. rattus DNA’sinda anlamli diizeyde artis
gostermistir (Sekil 6d). Ayrica, adenosin ve timidin kalintilarindaki anti-konformasyonlari
belirten 1339-1337 cm™' ile guanozinin sin-konformasyon geometrilerine karsilik gelen 1325—
1322 cm™' bantlarinda, N. xanthodon 6rneklerinin R. rattus’a kiyasla anlamli bigimde daha
yiliksek yogunluk sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 6e—f). Bu titresim modlari, N-tipi seker
bilesenlerinin C3-endo puckering hareketiyle mekanistik bir baglant1 i¢cinde olup, kanonik
olmayan  helikal  konformasyonlarla iligkilendirilen  yapisal  ozellikler  olarak

degerlendirilmektedir.
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Sekil 4. 6 Nannospalax xanthodon (N) ve Rattus rattus (R) DNA o6rneklerine ait niikleobaz

konformasyonlariyla iligkili spektral indeksler. a—d) Sitozin, e) Adenozin ve Timidin, f)

Guanozin konformasyonlarini temsil eden spektral bantlar.

29



5. TARTISMA

DNA polimorfizminin kesfi, DNA’nin yapisal ¢esitliligine yonelik arastirmalarin
artmasina neden olmus ve DNA konformasyonlar1 bilimsel ilginin merkezine yerlesmistir.
Kanonik form olan B-DNA’nin yani sira, sag tokasi yapilari (hairpin), ti¢lii sarmallar (triplex),
carmih benzeri yapilar (cruciform), sol sarmalli Z-DNA, G-kuadrupleksler ve A-motifleri gibi

cesitli alternatif yapilar tanimlanmigtir (Whelan vd., 2014).

Fizyolojik kosullarda baskin olarak bulunan B-DNA, sag elli (right-handed) ve
antiparalel dizilimde ¢ift sarmalli bir yapiya sahiptir. Bu yapi, her 360 derecelik sarmal doniiste

10 niikleotid ¢ifti igerir ve bazi bazlar sarmal eksenine dik konumlanmistir (Baker ve Bowers,

2007).

Alternatif DNA konformasyonlari arasinda Z-DNA, 6zellikle alisilmadik yapis1 ve olasi
biyolojik islevleri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Pohl ve Jovin, 1972; Bhanjadeo vd., 2022).
Z-DNA, ardisik plirin-pirimidin dizilerinin bulundugu bdlgelerde stabilize olan sol elli bir ¢ift
sarmaldir. Bu yapida, guanin bazlar1 sin-konformasyonunda bulunur; bu durum, B-DNA’daki
bazlarin tipik anti-konformasyonundan belirgin sekilde farklidir (Subramani vd., 2019). Z-
DNA, sin ve anti konformasyonlarinin doniigiimlii olarak yer aldig1 bir baz diizenine sahiptir
(Nial vd., 2024a). Ayrica, seker-fosfat omurgasinin zikzak seklindeki yapisi nedeniyle baz
ciftleri arasindaki mesafe B-DNA’ya kiyasla daha fazladir (De Rosa vd., 2010).

Z-DNA, transkripsiyonel diizenleme ve ¢ift sarmal DNA kiriklarinin onarimi gibi temel

hiicresel siireglerde rol oynamakta ve bu yolla ¢esitli insan hastaliklarini etkileyebilmektedir
(Nial vd., 2024b).

In vitro galismalarda, sitozin metilasyonunun DNA yapisinda degisikliklere yol agti1,
serbest enerjiyi azaltarak B-DNA’dan Z-DNA’ya geg¢isi kolaylastirdigi gosterilmistir (Plass ve
Soloway, 2002). Bununla birlikte, metilasyonun B- ve Z-DNA arasindaki konformasyonel
gecisleri nasil molekiiler diizeyde etkiledigine dair mekanizmalar halen tam anlamiyla
aydinlatilamamistir; zira DNA metilasyonu ile yapisal degisiklikler arasinda bir¢ok korelasyon
mevcut olmakla birlikte bu dinamiklerin molekiiler temelleri belirsizligini korumaktadir (Temiz
vd., 2012). Metil-seker etkilesimleri, DNA omurgasindaki konformasyonel degisikliklerin
onemli bir belirleyicisidir ve bu etkilesimler DNA’nin yapisini ve esnekligini diizenleyerek
intrinsik helikal egilmeyi tetiklemektedir (DrSata ve Lanka§, 2013). Ayrica, metil-gseker
etkilesimlerinin DNA’nin torsiyonel ve egilme sertligi ile yapisal esnekligini olumsuz yonde

etkiledigi bildirilmistir. DNA metilasyonunun genel DNA mimarisine etkisi bilinmekle birlikte,
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omurga konformasyonu iizerindeki spesifik etkileri halen tam olarak ¢oziilememistir (Liebl ve
Zacharias, 2019). DNA’nin topolojik ¢esitliligi, seker ve omurga konformasyonlarindaki,
glikozidik bag oryantasyonundaki, sterik engellerdeki ve baz eslesme esnekligindeki
farkliliklardan  kaynaklanmaktadir. Z-DNA vyapisi, GC bakimindan zengin, alternatif
dizilimlere sahip DNA bolgelerinde tercih edilmekte olup (Nayak ve ark., 2016; Bhanjadeo ve
Subudhi, 2019), A- ve B-DNA’dan farkli olarak purin kalintilari (G) sin konformasyonunda ve
C3’-endo seker pucker’1ile, pirimidin kalintilari (C) ise anti konformasyon ve C2’-endo pucker
yapisi ile karakterizedir (Banyay ve ark., 2003).

Genomlarda bulunan non-B DNA-formasyonuna yatkin diziler, DNA replikasyonu ve
transkripsiyon siireclerine miidahale ederek genomik kararsizliga katkida bulunmaktadir
(Bacolla ve Wells, 2004; Bhanjadeo ve ark., 2017). Onceki calismalar, alternatif DNA
konformasyonlarinin multipl miyelom, l6semi ve lenfoma gibi malignitelerde kanserle iliskili
genlerin ekspresyonunun diizensizlesmesine neden oldugunu raporlamistir (Bacolla ve Wells,
2009; Wells, 2013; Bhanjadeo ve ark., 2019). Kanserin evrensel bir biyobelirteci olan anormal
DNA metilasyonu, gen ekspresyonunun bozulmasina yol acarak kanser gelisimi ve
progresyonunda kritik bir rol iistlenmektedir (Mahmoud ve Ali, 2019). Ozellikle hematolojik
malignitelerde yapilan sitogenetik analizler, hastalarin 6nemli bir kisminda rastgele olmayan
kromozomal kirilma ve translokasyonlarin gézlendigini ortaya koymustur (Lieber ve ark.,
2006). Konformasyonel degisiklikler esnasinda meydana gelen DNA kiriklari, kromozomal
translokasyonlar, gen duplikasyonlari, inversiyonlar ve delesyonlar gibi genomik yeniden
diizenlenmelerle sonuclanabilmekte olup, bunlar kanser hiicrelerine 06zgli molekiiler
ozelliklerdir (Nambiar ve ark., 2008). Anormal DNA metilasyonunun kesin kokeni ve
tetikleyici mekanizmalar1 heniiz tam olarak belirlenememistir; ancak bu olayin yasa bagl bir

stire¢ oldugu yoniinde hipotezler mevcuttur (Issa, 2014).

Kor fareler, uzun Omiirleri, yasa bagli fenotipik bozukluklarin olmamasi ve spontan
timor olusumuna kars1 gosterdikleri diren¢ nedeniyle yaslanma ve kanser aragtirmalarinda
benzersiz model organizmalar olarak kabul edilmektedir (Lagunas-Rangel, 2018). Spalacidae
familyasina ait ve Nannospalax ile Spalax olmak fiizere iki cinsi igeren bu tiirler, yiizeyde
yasayan kemirgenlerde toksik stres ve hiicresel hasara yol agan hipoksik ve hiperkapnik
kosullarin hakim oldugu yeralt1 habitatlarinda yagsamlarini siirdiirmektedir (Manov ve ark.,

2020; Bugarski-Stanojevi¢ ve ark., 2024).

Tirkiye’ de sistematik ve filogenetik ¢alismalarin yanisira Nannospalax cinsine ait

tiirlerde kanser direnci ve yaslanma mekanizmalarina yonelik ¢alismalar sinirli sayida kalmistir.

31



Onemle belirtmek gerekir ki, literatirde kimi arastirmalar Nannospalax icin Spalax
adlandirmasini tercih etmektedir. Bu nedenle terimsel tutarliligi saglamak i¢in bu caligsma
genelinde Nannospalax ve Spalax ayri cinsler olarak ele alinmig, dnceki kullanimlar parantez
icinde 6zgiin sekliyle korunmustur. Nannospalax (Spalax) laboratuvar ortaminda yaklasik %3
oksijen konsantrasyonunda 14 saate kadar hayatta kalabilirken, siganlarda bu siire yalnizca 2—
3 saat civarindadir. Ayrica, kor farelerin yasam siiresi 20 yil1 asarken, siganlarin ortalama yasam
sliresi 4-5 yil olarak bildirilmektedir (Malik ve ark., 2016). N. ehrenbergi ile Rattus norvegicus
tirleri arasindaki karsilastirmali ekspresyon analizleri, hemoglobin, miyoglobin, néroglobin,
sitoglobin, eritropoetin reseptorleri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve hipoksi-
indiiklenebilir faktor 1a gibi hipoksiye yanit veren genlerin ekspresyonunda belirgin farkliliklar
ortaya koymustur (Shams ve ark., 2004; Avivi ve ark., 2005c). N. xanthodon iizerinde yapilan
caligmalar ise, Janus kinaz-sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT) sinyal
yollart ile sitokin aracili sinyal yollarinin hiicresel yaslanma siireclerindeki roliinii incelemis ve
bu inflamatuar faktorlerin tiiriin yaglanma ve kanser direncine 6nemli katkilar sagladigi one
stiriilmiistir (Inci ve ark., 2022). Buna ek olarak, N. xanthodon’un bagirsak mikrobiyotasina
yonelik 16S rRNA metabarkoding analizleri, performans ve uzun omiirliiliikle iliskilendirilen
bakteri ailelerinin yiiksek bollugunu ortaya koymustur (Solak ve ark., 2023). Benzer bigimde,
uzun Omiirle baglantili Muribaculaceae bakteri ailesi, N. leucodon digki1 6rneklerinde en baskin

bakteri taksonu olarak belirlenmistir (Sibai ve ark., 2020).

Bu c¢alisma, yeraltinda yasayan N. xanthodon ile yiizeyde yasayan R. rattus tiirleri
arasindaki DNA konformasyonel farkliliklarini ortaya koymayr amaglamaktadir. Infrared (IR)
spektroskopisi kullanilarak, zorlu yeralti kosullarinin olusturdugu secici baskilar altinda
evrimlesmis N. xanthodon DNA’sindaki yapisal adaptasyonlarin nicel analizi
gerceklestirilmigtir.  Elde edilen bulgular, N. xanthodon DNA’sinda R. rattus ile
karsilastirildiginda A- ve Z-DNA konformasyonlarinin daha yiiksek oranda bulundugunu
gOstermistir. Ayrica, seker-fosfat omurgasinin titresim analizleri, N. xanthodon DNA’sinda N
tipi (C3'-endo) seker pucker’inin daha baskin oldugunu, buna karsin S tipi (C2'-endo) pucker
yapisinin ise azaldigmmi ortaya koymustur; R. rattus’ta ise bu durumun tam tersi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, R. rattus DNA’sinda B-DNA formunun daha yaygin oldugunu
ve bu farkliliklarin her iki tiiriin ekolojik niglerine 6zgili evrimsel adaptasyonlarin yansimast
oldugunu gostermektedir. Bu veriler, literatiirde bilinen yapisal iligkilerle uyumludur; zira N
tipi seker pucker (C3'-endo) A-DNA topolojisiyle, S tipi pucker (C2'-endo) ise B-form gift
sarmal DNA yapistyla iliskilidir (Egli, 2018). Ote yandan, yapisal, biyokimyasal ve hesaplamali
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calismalar Z-DNA’nin hem C3'-endo hem de C2-endo seker pucker’larini barindirdigini
gostermektedir (Slickers, 1999; Egli, 2018). Bu konformasyonlar, Z-DNA’nin sol yonlii sarmal
yapisinin stabilizasyonunda kritik rol oynamaktadir. Bahsedilen yapisal esneklik, Z-DNA’nin
"flipon" olarak islev gérmesine olanak tanimakta ve bdylece kromatin yeniden sekillenmesi ile

transkripsiyonun yeniden baglatilmasini dinamik bi¢imde diizenlemektedir (Beknazarov ve

ark., 2024; Sahayasheela ve ark., 2025).

Yeralti yasaminin getirdigi g¢evresel stres faktorleri, N. xanthodon’un evrimsel
stireglerinde belirleyici bir rol oynamistir. Bu faktorler; karanlik ortam, enerji kisitliligi, diistik
biyolojik iiretkenlik, besin eksikligi, toprak ve kaya yapisi, hipoksi, hiperkapni ve yiiksek
patojen yiikii olarak tanimlanmaktadir (Nevo ve ark., 1994). N. ehrenbergi hipoksik kosullara
uyum saglamak amaciyla ¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmistir. Bunlar arasinda,
tiimor baskilayici gen P53°te olusan mutasyonlar dikkat cekmektedir; s6z konusu mutasyonlar,
apoptoz genleri yerine DNA onarim genlerinin transkripsiyonunu destekleyerek hiicresel
yasama katk1 saglar. P53’{in transkripsiyonel regiilasyonu, hiicre i¢i stres yanit mekanizmasinin
temel bilesenlerinden olup, DNA hasar1 ve hipoksi gibi gevresel stres durumlarinda hiicre
biiylimesini durdurma veya apoptoza yonlendirme gorevini Ustlenir (Ashur-Fabian ve ark.,
2004). Son yillarda yapilan caligmalar, DNA onarim yolaklarmin diizenlenmesindeki
bozukluklarin hipoksi kaynakli genetik kararsizligin baslica nedenlerinden biri oldugunu
gostermistir (Shams ve ark., 2013). Normal fizyolojik kosullarda, P53 DNA hasarimi
algilayarak hiicre proliferasyonunu durdurmakta ve DNA onarimini tetiklemektedir. Ancak
hipoksik ortamda P53 mutasyonlari, apoptoz yerine DNA onarim genlerinin aktivasyonunu
artirarak hiicre 6liimiinti engellemektedir. N. ehrenbergi’de gozlenen uzun omiir ve diisiik
kanser insidansi, bu adaptasyonun etkinligini desteklemektedir (Nasser ve ark., 2005). Ayrica,
N. carmeli fibroblastlarinin genotoksik strese karsi Rattus fibroblastlarina kiyasla daha basarili
bir DNA onarim mekanizmasina sahip oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, kor farelerin
karsinogenez direnci ile uyumlu olarak degerlendirilmektedir (Domankevich ve ark., 2016,
2018). Okaryotik hiicrelerde DNA konformasyonunun tanimlanmas, hiicrelerin ¢evresel strese
karsi islevselligini siirdiirebilme mekanizmalarini anlamak agisindan biiylik 6nem tagimaktadir
(Whelan ve ark.,, 2011). Dolayistyla, N. xanthodon DNA’sinda belirlenen baskin

konformasyonel formlar, bu tiirle ilgili 6nceki yapisal aragtirmalarla paralellik gostermektedir.

Bu ¢alisma, azotlu piirin ve pirimidin bazlarinin titresim modlarinin incelenmesi
yoluyla, tiirlere 0zgii farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Bu farkliliklar, baz istiflenme

etkilesimleri, hidrojen bagi dinamikleri, helikal burulma gerilimi ve konformasyonel
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tercihlerdeki varyasyonlar1 yansitarak, niikleobaz titresim durumlart ile makromolekiiler
konformasyon arasindaki karmagik etkilesimin altin1 ¢izmektedir. Elde edilen verilerde 6ne
¢ikan Onemli bir bulgu, iki tiir arasinda sitozinle iliskili titresim bantlarinda belirgin
farkliliklarin gézlenmesidir. N. xanthodon’da, 12861285 cm™ (C5 = C6 gerilme titresimleri)
ile 1508 cm™ ve 1524 cm™! (sitozin halkasinin diizlem i¢i modlar1) bantlarinda istatistiksel
olarak anlamli artislar saptanmistir. Buna karsilik, R. rattus’ta 1517 cm™ bandinda yogunluk
artisl ve 1524 cm™ bandinda azalma gozlenmistir. Bu karsilikli bant yogunluk degisimi, yani
1524 cm™ bandinin azalmasi ve spektral kaymanin 1517 cm™ bandina dogru gergeklesmesi,
sitozin kalintilarinda tiirlere 6zgii titresim enerjisinin farklilasarak yeniden dagildigim
gostermektedir (Banyay ve Grislund, 2002). Gozlemlenen spektral kaymalar, baz
dizilimlerindeki elektronik ortam veya yapisal gerilim degisikliklerinin yani sira baz istiflenme
etkilesimleri, hidrojen bag: oriintiileri veya helikal burulma gerilimindeki farkliliklara da isaret
etmektedir. Bu titresimsel farkliliklar, DNA ikincil yapilarinin stabilizasyonunda degisikliklere
veya epigenetik modifikasyon Oriintiilerindeki varyasyonlara bagli olabilir; bu da niikleobaz
titresim davraniglari ile tiirler aras1 makromolekiiler konformasyonlar arasinda potansiyel bir

iligkiyi ortaya koymaktadir.

Ek olarak, adenosin, timidin ve guanozin titresim modlarinin detayli analizi, tiirler
arasinda ilave farkliliklar1 agiga ¢ikarmaktadir. 1339-1337 cm™ (adenosin ve timidin anti-
konformasyonlar1) ile 1325-1322 cm™ (guanozin syn-konformasyonu) bantlarinda N.
xanthodon’da R. rattus’a kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek yogunluklar tespit edilmistir. N.
xanthodon’daki bu bant yogunlugu artis1, anti/syn glikozidik torsiyon agilart ile N tipi seker
pucker geometrilerinin tercihli stabilizasyonunu yansitarak, A- ve/veya Z-DNA form
topolojilerinin artan populasyonlarina isaret edebilir. Tirler arasindaki bu konformasyonel
egilim farkliliklar1, baz istiflenme etkilesimlerindeki varyasyonlardan kaynaklanabilir; bu da
torsiyonel gerilimde degisikliklere veya kromatin kompaksiyon dinamiklerindeki tiirlere 6zgii
farkliliklara neden olabilir. Spektroskopik bulgular, N. xanthodon’da Z-DNA formunun tercih
edildigini destekler niteliktedir. Buna karsilik, R. rattus’ta gozlenen diisiik sinyal yogunluklari,
genellikle transkripsiyonel olarak aktif kromatin yapilarina ve tipik genom organizasyonlarina

karsilik gelen B-DNA konformasyonlarinin daha yaygin oldugunu géstermektedir.

Onceki calismalar, niikleozitlerin konformasyonel enerjetik profillerinin baz tiiriine
bagli olarak anlamli farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle deoksisitidin, diger
niikleozitlere kiyasla belirgin bigcimde 6zgiin konformasyonel 6zellikler sergilemektedir. Bu

niikleozitin igsel enerjetik yapisi, DNA’nin A-formunu B-formuna gore yaklasik 2,3 kcal/mol
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daha fazla tercih ettigini ortaya koymakta; ayrica deoksitimidine kiyasla Z-DNA
konformasyonlarini benimseme egilimi de daha yiiksektir. Bu durum, sitozin bazinin niikleozit
diizeyindeki yapisal 6zelliklerinin, GC agisindan zengin dizilerin hem A-form hem de Z-form
DNA topolojilerine olan yatkinligini1 artirarak, AT-zengin dizilere kiyasla konformasyonel
farkliliklar yaratmasina katkida bulundugunu gostermektedir. Calismada ayrica, farkli seker
pucker konformasyonlar1 (6rnegin C2'-endo ve C3'-endo) arasindaki enerji bariyerlerinin baz
tirline gore degiskenlik gosterdigi, B-DNA baglaminda pirimidinlerin genellikle piirinlere
oranla daha diisiik enerjetik bariyerlere sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, DNA’ nin
konformasyonel ¢esitliliginde yalnizca niikleotid diziliminin degil, ayn1 zamanda baz

bilesiminin de temel bir belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir (Foloppe & MacKerell, 1999).

Temiz ve arkadaslarinin (2012) molekiiler dinamik simiilasyonlarina dayanan ¢alismast,
sitozin metilasyonunun B- ve Z-DNA’nin igsel yapisal dinamikleri {izerindeki etkilerini
arastirmistir. Bulgular, 6zellikle GpSmC ardisik dizilerinde metilasyonun, B-DNA’daki BII
konformasyonunu BI konformasyonuna gore onemli Olgiide destabilize ettigini ortaya
koymustur. Ayrica, metilasyonun B- ve Z-DNA formlar1 arasindaki serbest enerji farkini
azalttig1; dolayisiyla, metillenmis dizilerde B’den Z’ye gecisin daha diisiik enerjik bariyerle
gerceklesebilecegi sonucuna ulasilmistir. Bu durum, metilasyonun DNA’nin  yapisal

dontistimleri tizerindeki potansiyel etkisine isaret etmektedir.

Yakin tarihli genis kapsamli bir ¢alismada, memeliler arasinda tiirler ve dokular {istii
gecerlilige sahip evrensel epigenetik saatler gelistirilmistir. Bu saatler, 185 farkl tiirden elde
edilen toplam 11.754 6rnege ait DNA metilasyon profilleri kullanilarak olusturulmus ve hem
kronolojik hem de goreli yas tahmininde yiiksek dogruluk oranlar1 (r > 0.96) sergilemistir.
Bulgular, 6zellikle gelisim, kanser ve yasam stiresi ile iliskili genlerin yakinindaki Polycomb
Repressive Complex 2 (PRC2) baglanma bolgelerinde korunmus sitozin metilasyon
degisikliklerinin yaslanma siireciyle baglantili oldugunu gostermektedir. Saatlerin biyolojik
gecerliligi; insanlarda gozlemlenen Oliim riski, fare modellerindeki somatotropik aks
mutasyonlar1 ve kalori kisitlamasinin yaslanma iizerindeki etkileriyle gii¢lii korelasyonlar
gostermesiyle desteklenmistir. Ayrica, bu epigenetik saatler; yeniden programlama araciligiyla
epigenetik yasin geri dondiiriilmesi olanaklarini da ortaya koyarak, yaslanmanin gelisimsel ve
evrimsel olarak korunmus mekanizmalarla yakindan iligkili oldugunu gostermektedir (Lu et al.,

2023).

Benzer bir sekilde, Lemaitre ve arkadaslarinin (2022) yiiriittiigii bir ¢alismada, DNA

metilasyonuna dayali epigenetik saatlerin, yabani alageyik (Capreolus capreolus) bireylerinde
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kronolojik yas tahmininde oldukea etkili oldugu ortaya konmustur. Ozellikle geng bireylerin
dahil edilmesiyle tahmin dogrulugunun arttig1 ve biiylime evrelerinde epigenetik degisim
hizinin belirgin bi¢imde arttifi gdzlenmistir; bu desen, insanlardaki bulgularla tutarlilik
gostermektedir (Horvath, 2013). Cinsiyete 6zgii analizler, yash disi bireylerin erkeklere kiyasla
daha yavag bir biyolojik yaslanma siireci sergiledigini géstermis; bu farkin, ndronal gelisimle
iliskili POU3F3 gibi gen bolgelerinde goézlenen farkli metilasyon oriintiileri ile iligkili
olabilecegi One siirlilmiistiir. Ayrica, cevresel etkenler ve yasam Oykiisii 6zelliklerinin de
epigenetik yaslanma siireci iizerinde belirleyici oldugu saptanmistir. Ornegin, geng bireylerde
yiiksek viicut kiitlesinin epigenetik yaglanma hizinda artisla iliskili oldugu belirlenmis olup; bu
durum, biliylime ile uzun Oomiir arasinda evrimsel bir ddiinlesim (trade-off) mekanizmasina

isaret etmektedir (Metcalfe & Monaghan, 2003; Lemaitre et al., 2022).

Son yillarda yaslanma biyolojisinin anlasilmasinda onemli ilerlemeler kaydedilmis
olup, bu stirecin karmasikligin1 daha iyi yansitabilmek amaciyla ii¢ yeni belirleyici unsur
onerilmistir: makrootofojinin bozulmasi, kronik inflamasyon ve disbiyoz. Ozellikle
makrootofojinin bozulmasi, organel yenilenmesini sekteye ugratarak yasla birlikte goriilen
hiicresel gerilemede merkezi bir rol oynamaktadir. insan ve kemirgen modellerinde yapilan
caligmalar, yas ilerledik¢e otofajiyle iliskili genlerin ekspresyonunda belirgin bir azalma
oldugunu gostermistir (Lopez-Otin ve ark., 2023). Kronik inflamasyon ve bagirsak
mikrobiyotasindaki dengenin bozulmasi (disbiyoz) da yaslanmayi etkileyen diger temel
stirecler arasinda yer almakta; mikrobiyal kompozisyondaki degisikliklerin pek ¢ok yasa bagl
hastalikla iliskilendirildigi gosterilmistir. Bu {i¢ belirleyici unsur arasindaki karsilikl etkilesim,
yaslanmaya yonelik tedavi stratejilerinde biitiinciil ve ¢ok hedefli yaklasimlarin gerekliligini

ortaya koymaktadir.

Yeraltinda yasayan ve yaklasik 20 yil gibi dikkat ¢ekici bir yagam siiresine sahip olan
kor farelerde yaslanma belirtilerine dair sinirli fizyolojik degisiklikler gostermekte ve simdiye
dek spontan tiimor olusumuna iliskin herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Siirekli hipoksi,
hiperkapni ve yiiksek patojen yiikii gibi ¢evresel stres faktorleriyle karsi karsiya olan bu tiir,
diisiik metabolik hiz, gelismis DNA onarim kapasitesi, 6zgiin p53 mutasyonlar1 ve A2M gibi
timor baskilayici genlerin artmis ekspresyonu gibi bir dizi adaptif mekanizma gelistirmistir
(Lagunas-Rangel, 2018). Bu ozellikler, Nannospalax’in hiicresel hasara ve tiimor olusumuna
kars1 yiiksek diizeyde diren¢ kazanmasini saglamakta olup, insanlarda kanserin 6nlenmesi ve

tedavisi agisindan da potansiyel stratejiler sunmaktadir.
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Nannospalax (Spalax) fibroblastlari, sigan hiicrelerinde oldugu gibi pasaj sayisina bagli
olarak anlamli telomer kisalmasi gdstermektedir; ancak ortalama telomer uzunlugu daha
yiiksektir ve telomeraz aktivitesi daha diisiiktiir (Azpurua ve Seluanov, 2013). Ileri pasajlarda
gbzlemlenen senesans durumunda bile, Spalax hiicreleri 6zellikle telomer bolgelerinde olmak
iizere daha az DNA hasar1 sergilemektedir. Telomer biitiinliigiinii koruyan shelterin
kompleksine ait genlerin ekspresyonu her iki tiirde de azalsa da, TIN2 ve TPP1 gibi proteinlerin
ekspresyonundaki diisiis Spalax'ta daha belirgindir. Bu durum, tiiriin telomer uzunlugundan
ziyade telomer biitiinliigiinii stirdiirebilen 6zgiin genom koruma stratejileri gelistirdigini ve bu
mekanizmalarin uzun Omdirliilik ve yaslanmaya kars1i direngte 6nemli rol oynadigini

gostermektedir (Adwan Shekhidem ve ark., 2023).

Manov ve arkadaslarinin (2020) yaptigi ¢alisma, Nannospalax’in (Spalax) klasik
hiicresel yaslanma gostergeleri sergilemesine karsin, insan ve fare fibroblastlarindan farkl
olarak senesansa bagli sekretuar fenotip (SASP) iiretmedigini ortaya koymustur. Bu hiicrelerde
p21 ve p53 artis1 gibi proliferatif duraklama gostergeleri gézlenmesine ragmen, IL6, 1L8 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmadigi belirlenmistir. Bu durum, etkin DNA onarim
mekanizmalar1 sayesinde kalict DNA hasarinin  Onlenmesine ve inflamatuar yanitin
bastirilmasina baglanmigtir. Ayrica, SASP’nin baglica diizenleyici yollarindan biri olan IL1
sinyal yolunun Nannospalax’ta bozulmus oldugu ve bunun inflamasyonun baskilanmasina
katk1 sagladigi gosterilmistir. Bu veriler, Nannospalax’in senesans ve inflamasyon siireglerini
birbirinden bagimsizlastiran evrimsel adaptasyonlara sahip oldugunu gostermektedir (Manov

ve ark., 2020).

Benzer bigimde, N. xanthodon ve H. glaber gibi uzun 6miirlii ve kansere direngli
tirlerde de genetik, molekiiler ve gevresel etkenlerin birlikte rol oynadigi gozlemlenmistir.
Ozellikle baz ¢gikarim onarimi (BER) ve homolog olmayan ug birlesimi (NHEJ) gibi DNA tamir
yollarinin etkinligi ile yasam siiresi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu tiirlerde
metabolik hiz genellikle daha diisiikk olup, oksidatif stres azaltilmis; ayrica lipid
metabolizmasinda sfingomiyelinler ve bazi triasilgliserol tiirlerinin diizeyleri artarken, ¢oklu
doymamis yag asitleri azalmistir. Hiicre dongiisii ve apoptozla iliskili genlerde, 6zellikle TP53
yolaklarinda, hipoksi altinda apoptoz yerine hiicre dongiisiinii durdurmaya yonelik ekspresyon
profilleri gozlenmistir. Bu genetik ve metabolik 6zellikler, etkin genom koruma sistemleriyle
birlikte hiicresel hasarin azaltilmasina ve yaslanma silirecinin yavaslatilmasina katki

saglamaktadir (Ma ve Gladyshev, 2017).
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Nannospalax’in hem spontan hem de kimyasal indiiksiyonla olusturulan kansere karsi
yiiksek diizeyde direngli oldugu deneysel verilerle desteklenmistir. Potent kanserojenlere maruz
birakildiginda, fare ve siganlarin aksine minimum diizeyde timor gelisimi gozlemlenmis;
ayrica normal Nannospalax fibroblastlarinin ¢esitli insan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
baskiladig1 ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir. Bu antikanser etkiler dogrudan hiicre
temasi veya salgilanan ¢ozilinebilir faktorler araciligiyla gergeklesmekte olup, yer alti yagamina
adapte olmus H. glaber gibi tiirlerde de gézlemlenirken, ylizeyde yasayan fare, sigan ve Acomys
gibi tiirlerde gbzlenmemistir (Manov ve ark., 2013). Nannospalax’in bu olaganiistii kanser
direncinin, hipoksik ortamlara adaptasyonu sonucunda gelisen 6zgiin antioksidan savunma

sistemleri ve tiimor baskilayict mekanizmalarla iligkili olabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Malik ve arkadaslarinin (2016) gerceklestirdigi tiirler arasi transkriptom analizi,
Nannospalax’in hipoksi toleransi, kanser direnci ve uzun Omriyle iliskili molekiiler
adaptasyonlarini ortaya koymustur. Rattus norvegicus ile karsilastirildiginda, Nannospalax’in
homolog rekombinasyon, baz ¢ikarim onarimi ve Fanconi anemi yolaklar1 gibi DNA hasar
onarimiyla iligkili genleri daha yiiksek diizeyde ecksprese ettigi; buna karsilik, oksidatif
fosforilasyon ve mitokondriyal metabolizma ile iligkili genleri daha diisiik diizeyde ifade ettigi
belirlenmistir. Bu transkripsiyonel profil, Nannospalax’in oksidatif stresten kaginmak igin
aerobik solunuma olan bagimliligin1 azaltarak, hipoksi-reoksijenasyon dongiilerinden

kaynaklanan DNA hasarina kars1 korunmasini saglamaktadir (Malik ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak, uzun Omiirli kemirgen tiirlerinin birbirlerinden bagimsiz sekilde
evrimlestirdigi timor baskilayicr stratejiler dikkat ¢ekicidir. Biiyiik viicutlu tiirlerde telomeraz
aktivitesi baskilanirken, kiigiik ama uzun omiirlii tiirlerde telomere bagimli olmayan alternatif
timor baskilama mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalar, yavas hiicre cogalmasi ve

artmis kanser direnciyle iligkilidir (Gorbunova ve ark., 2014).
6. SONUC

Bu ¢alisma, Nannospalax xanthodon tiiriinde gézlemlenen olaganiistii yasam siiresi ve
dogal kanser direnci ile DNA yapisal polimorfizmi arasindaki iliskili biyolojik siirecleri
aydilatmaya yonelik 6zgiin bulgular sunmaktadir. Karsilastirmali genomik analizler, uzun
omiirlii ve kansere karsi yiiksek direngli N. xanthodon ile kisa 6miirlii ve kansere karsi toleransi
diisiik R. rattus arasinda DNA konformasyon profilleri bakimindan anlamli farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, DNA topolojisinde gozlenen yapisal varyasyonlarin,
hem yasam siiresi hem de kansere kars1 molekiiler diizeyde saglanan koruyucu mekanizmalar
tizerinde diizenleyici bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
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Arastirmanin en dikkat g¢ekici bulgularindan biri, N. xanthodon genomunda A-DNA
(%29,82) ve Z-DNA (%28,78) gibi kanonik olmayan konformasyonlarin yiliksek oranda
bulunmasidir. Buna karsilik, R. rattus’ta bu oranlar sirasiyla %14,71 (A-form) ve %19,83 (Z-
form) diizeyindedir. Her iki tiirde de B-DNA formu baskin olsa da, alternatif konformasyonlarin
N. xanthodon’da belirgin sekilde artmis olmasi, bu tiiriin kanser direnci ve uzun 6miirliiligiini
aciklayabilecek yapisal bir temel sunmaktadir. Yapisal ¢esitlilige eslik eden bir diger 6nemli
unsur ise, seker halkasinin konformasyonel degisimini ifade eden pucker dinamikleridir. N.
xanthodon, A- ve Z-DNA topolojileri ile uyumlu olan N-tip (C3-endo) puckering seviyesini
artirirken, B-DNA’ya 6zgii S-tip (C2-endo) konformasyonunun ise azaldigir gozlemlenmistir.
Bu degisim, DNA sarmalinin stabilitesini, transkripsiyonel esnekligini ve DNA hasarina karsi
direng kapasitesini etkileyebilecek potansiyele sahiptir. Spektroskopik analizler, tiirler arasinda
belirgin farklar gdsteren niikleobaz titresim modlarini da ortaya koymustur. Ozellikle N.
xanthodon’da sitozin halkasina ait titresimlerin artis gostermesi ve baz y1gilimi (base-stacking)
etkilesimlerinde bozulmalarin meydana gelmesi, DNA’nin ii¢ boyutlu yapisindaki ince

degisimlerin molekiiler diizeyde izlenebildigini gostermektedir.

Z-DNA’nin N. xanthodon genomunda bu denli yiiksek oranda bulunmasi, bu
konformasyonun bilinen biyolojik rollerinden dolay1 6zellikle dikkat ¢ekicidir. Z-DNA’nin
transkripsiyonel diizenleme, gen ekspresyonu kontrolii, ¢ift iplikli DNA onarimi ve kanser
baskilayict genlerin regiilasyonunda rol aldigi bilinmektedir. Dolayisiyla, helikal gesitlilik,
seker pucker dinamikleri ve niikleobaz titresimleri ile tanimlanan bu yapisal polimorfizm, DNA
topolojisinin yalnizca uzun Omiirliiliigiin degil, ayn1 zamanda dogal kanser direncinin de
potansiyel belirleyicilerinden biri olabilecegini diisiindiirmektedir. Her ne kadar elde edilen
bulgular, DNA konformasyonel esnekligi ile yasam siiresi ve kanser direnci arasinda giiclii bir
iligki olasiligin1 desteklese de, nedensellik heniiz kesin olarak ortaya konmamistir. Gelecekte
yapilacak caligmalar, bu yapisal oOzelliklerin epigenetik diizenleyiciler, proteostatik
mekanizmalar, bagisiklik sisteminin adaptif yanitlar1 ve metabolik aglarla etkilesimini ayrintili
bigimde incelemelidir. Boylece, DNA konformasyonlarinin yaglanma siireci ve kansere karsi

dogal savunma mekanizmalar1 tizerindeki olas1 sinerjik etkileri daha net ortaya konabilecektir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alisma titresim spektroskopisinin DNA’nin molekiiler yap1
dinamiklerini analiz etmede gii¢lii bir ara¢ oldugunu ve DNA konformasyonlarinin biyolojik
islevlerle, oOzellikle yaslanma ve kanser direnci ile baglantilarinin derinlemesine

incelenebilecegini gdstermektedir.
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