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OZET

Yiiksek Lisans

Zebra Balig (Danio rerio)’ min Farkh Dokularinda Telomeraz Enzimi Aktivitesi
Olgiimii
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Biyoloji Anabilim Dah

Telomerler dzellesmis DNA tekrar dizilerinden ve telomer bagl proteinlerden olusurlar.
Telomeraz veya diger bir ifadeyle telomer terminal transferaz enzimi kendi RNA alt
birimini kalip olarak kullanir ve canliya 6zgii hekzamerik tekrarlan telomer uglarina
ekleyen riboniikleoprotein yapisinda bir ters transkriptazdir. Insanlardaki gibi biyolojik
sistemlerde, telomere en ¢ok etki edenin ne oldugunu anlamak igin omurgall
modellerini incelemek Onemlidir. Zebra baliklarinda da telomer uzunlugundaki
degisimler hiicre boliinmesi ile saglanir. Zebra baligi da kademeli bir gekilde yavas
yavas yaslanan ve telomer galigmalari igin umut vadeden bir teleost omurgali modelidir.
Insan telomer kisalmast mekanizmalarina ve telomeraz aktivitesindeki insanlarinkine
benzer degisimler sebebiyle, telomer ve telomeraz ¢aligmalarinda Zebra baligi yogun
olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Zebra baligimin ergin ve yavru bireylerinde kalp, karaciger, dalak ve disi
bireylerde ayrica yumurtalik dokularinda telomeraz aktivitesi lglimii amaglanmugtir.
Bunun i¢in PCR-ELISA kombine bir yéntem olan TRAP yontemi uygulanmus, sonuglar
Minitab programinda istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ergin bireylerde RTA
(Relatif Telomeraz Aktivitesi) dalakda 1,122, kalpte 0,300, karacigerde 0,131,
yumurtalikta 0,078 olarak; yavru bireylerde ise; kalpte 1,132, dalakta 0,572, karacigerde
0,130 olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Measuring of Telomerase Enzyme Activities in Different Tissues of Zebrafish
(Danio rerio)
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Telomeres composed specialy DNA repeat sequence and telomere bound proteins.
Telomerase or in other words Telomere terminal transferase enzyme is a reverse
transcirptase that uses as a template the RNA subunit and adds organism-specific
repeats to the ends of the chromosomes. It is critical to investigate complementry
vertebrate models to understand what is the most likely impact of telomere exhaustion
in a biological system like humans. Telomere length changes are provided with cell
division in zebrafish. Zebrafish is a teleost fish that exhibits gradual senescence is
promising vertebrate model. Like humans telomerase expression in zebrafish somatic
cells is not sufficient to prevent telomere shortening. Therefore zebrafish is used
intensively in studies of telomer and telomerase.

In this study we planned to measuring and comparing of the telomerase enzyme
activities in heart, liver,spleen, and also female’s ovary tissues of Zebrafish. PCR-
ELISA was applied in combination with the TRAP assay method, the results were
statistically evaluated in Minitab. RTA (Relative Telomerase Activity) values were
found in the adult fish; spleen 1,122; heart 0,300, liver 0,131; ovary 0,078 and in the
juvenile fish heart 1,132 spleen 0,572, liver 0,130.
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1.GIRIS

Insanlar gibi, hiicre boliinmesi ile degisen telomer uzunluguna sahip omurgali
modellerinin aragtirilmasi, biyolojik bir sistemde telomer tilkenmesinde en olasi etkinin
ne oldugunu anlamak ve aragtirmak igin onemlidir (Henriques ve dig., 2012).

Fare, insan telomer biyolojisi i¢in bir ‘'model olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Goytisolo ve Blasco, 2002). Bununla birlikte, fare ve insan telomer
uzunlugunun arasinda biiyiik farkhiliklar vardir (Autexier, 2008). Bu nedenle, diger
modeller, Saccharomyces cerevisiae (Cohn ve Blackburn, 1995) Caenorhabditis
elegans (Wicky ve dig., 1996), Arabidopsis thaliana (Fitzgerald ve dig., 1999), Gallus
gallus (Swanberg ve dig., 2010)' ve Danio rerio yaslanma ve kanserde telomerazin
oynadigi rolii aydinlatmak i¢in kayakterize edilmistir (Anchelin ve dig., 2011; 2012).

Son zamanlarda Zebra Bahgl (D.rerio) yaslanma, doku onarimi, doku
yenilenmesi ve kanser ile ilgili olanlar da dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin
incelenmesinde giderek popiiler bir model organizma olmustur (Lam ve Gong, 2006;
Lund ve dig., 2009).

Zebra balig1 (Danio rerio), kisa bir nesil zamani olan, kiigiik, zarif, tropikal, hizla
yetisen, kademeli yaslanma sergileyen, hizli gelisimi sirasinda biyolojik siireclerin
incelenebildigi; embriyo bakim kolayligi sunan ve seffaf embriyolar1 nedeniyle gii¢lii
bir ilag tarama platformu sunan, deneysel tekniklerin sadeligi ve maliyet distikligii ile
de kantitatif analiz bigimleri kolayligi saglayan kemikli bir baliktir (Henriques ve dig.,
2012, Yang ve dig., 2013). Telomer biyolojisi igin de umut verici bir omurgali modeli
olan Zebra baliginda, inbred (kendilesmis) laboratuar farelerinin aksine, insan benzeri
heterojen uzunluga sahip telomer gdzlenmistir. Cesitli dokularda telomeraz aktivitesi
tespit edilmesine ragmen, Zebra baliginda telomer, yas ile birlikte kisalir. Insanlarda
oldugu gibi, Zebra balig1 somatik hiicrelerinde telomeraz sentezi, telomer kisalmasini
Onlemek i¢in yeterli degildir (Henriques ve dig., 2012).

Insanlarin, hasarli organlarmin iyilestirilmesi ya da kayip dokularimnin yeniden
tiretilmesi i¢cin smrl1 bir yetenegi olmasina ragmen, retina, yiizgeg, kalp, omurilik ve
diger dokular incelenen Zebra baliklarinin ileri yas donemlerinde de olaganiistii olarak

rejeneratif yeteneklerini korudugu gozlenmistir (Anchelin ve dig., 2011).



Deneysel amputasyon sonrasi kuyruk yiizgecinin (Morgan, 1900 ; Santamari'a ve
Becerra, 1991), pelvik, anal ve dorsal yiizgegleri gibi diger ylizgeglerin de rejenerasyon
gosterdigi belirlenmistir (Kawakami ve dig., 2006; Nachtrab ve dig., 2011).

Son on yil i¢inde zebra balig1 kalp rejenerasyonu igin de bir model organizma
haline gelmigtir (Poss ve dig., 2002; Raya ve dig., 2003). Buna ek olarak bu hayvan
karaciger rejenerasyonunu incelemek i¢in de kullaniglidir ( Sadler ve dig., 2007; Kan ve
dig., 2009). Mekanosensor organlar (Dufourcq ve dig., 2006; Ma ve dig., 2008; Le
Clair ve Topczewski, 2010), retina (Hitchcock ve Raymond, 2004), merkezi sinir
sisteminde aksonlar (Becker ve Becker, 2007) ve serebellum (Liu ve dig., 2004; Itou ve
dig., 2012)’un aragtirllmasinda ayrica telomer uzunlugunun yaslanma ile iligkili olarak
kisalmasi ve kanser ¢alismalarinda da Zebra baligi kullanilmistir (Harley ve dig., 1990).

Zebra baligi mikroarray verileri kullanilarak insan kanserleri modellemesi ve
onkogenomik galismalar yapilmaktadir. Zebra bahig1 da ¢esitli kimyasal karsinojenlere
duyarhdir, insan ve memeli kanserlerine histopatolojik benzerlik gosterir ve ayrica
cesitli dokularinda pek gok tiimor tiirlerini tiretir (Lam ve Gong, 2006).

Telomerler, genom biitiinliigiiniin kontrolii ve Kkarsinogenezden sorumlu
tutuldugu igin, telomer kisalmasi ve telomeraz aktivasyonu mekanizmalarinin rolii
iizerinde yogunlukla durulmaktadir. Artan veriler gostermektedir ki telomer, genom
biitiinliigii kontrolinde ek fonksiyonlara ihtiyag duyar. Buna ek olarak, kok ve
projenitdr hiicrelerde, telomerazin fark edilebilir seviyelerde ifade edilmesi ve bu
hiicrelerin kanser olusumunda 6nemli rol oynadigina dair giderek artan kanitlar
bulunmaktadir. Cogu insan tiimorleri, telomeraz enzimini ifade eder. Bununla birlikte,
insan tiimorlerinin yaklasik % 20’sinde telomer uzatma alternatif mekanizmasi (ALT)
adi verilen alternatif bir mekanizma bulunmaktadir. ALT aktivasyonunu kontrol eden
molekiiler mekanizma tam olarak anlagilamamistir. Yapilan bir arastirmaya gore,
telomeraz inhibisyonu farelerde tiimor biiylimesini yavaslatmistir fakat ALT
aktivasyonu ile tiimoriin niiksettigi gozlenmistir (Shay ve dig., 2012; Gunes ve
Rudolph, 2013).

Kim ve arkadaglari (1994) hiicre ve dokulardaki telomeraz aktivitesinin tayininde
kullanilmak tizere TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol- Telomertk Tekrar

Amplikonlarinin Cogaltilmasi) yontemini gelistirmisler ve farkli kanser tiirlerinde



calisarak kanser ile telomeraz ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugunu rapor
etmiglerdir.

Su durumda telomeraz enzimi kanserde hem tanisal bir belirteg olarak hem de
tedavi i¢in bir hedef olarak kullanilabilir. Bu amagla dogal veya kimyasal olarak farkli
formlarda {iretilmis ve telomerazin farkli alt birimlerine etki eden telomeraz
inhibitérleri arastirilmaktadir (Savoysky ve dig., 1995).

Yaslanmanin sebeplerini ortaya koymaya c¢alisan pek ¢ok hipotez vardir.
Bunlardan bir tanesi de telomer kisalmasi hipotezidir. Telomeraz aktivitesinin
eksikligine bagh olarak telomer kisalmasinin, normalde boliinebilen hiicrelerin
boliinemez hale gelisi, hiicre oliimii, organ yetmezlikleri ve yaslanma ile iliskili
rahatsizliklarda etkin bir mekanizma oldugu dﬁsﬁﬁﬁlmektedir (Bibby, 2002).

Bu tez ¢alismasindaki amag, karsinogenez ve yaglanmaya bagli Omiir
uzunlugunda etkili olan telomeraz enziminin, tipki insanlarda oldugu gibi benzer
telomer yapisina sahip, yaslanmaya bagli olarak da telomer kisalmasi gdsteren ve
kanser olabilen Zebra baliinin ergin ve yavrularmin kalp, karaciger, dalak, ve
yumurtahk gibi dokularindaki aktivitesinin PCR-TRAP-ELISA yoéntemiyle 6lgiilmesi
ve degerlendirilmesidir. Bu ¢alismamin bundan sonraki ¢aligmalarda temel olusturacag:

diistiniilmektedir.
1.1. Telomer

Okaryotik  hiicrelerde  lineer (dogrusal) kromozom  bulunur. Lineer
kromozomlarda replikasyon yonii yeni olusacak ipliklerde 5 den 3’ ne dogrudur. Her
iplikte replikasyonun baslamasi i¢in bir RNA primerine ihtiya¢ vardir. RNA primeri
DNA replikasyonu sonrasi ortadan kaldirildiginda, kromozom ucunda eksik bir kisim
kalir. Telomer ise bu eksilmenin yapisal genlere ulagsmamasi igin bir ¢esit kalkan roli
oynamaktadir. Her kromozomun sonunda bir kisa telomer segmenti ($ekil 1.1.) hiicre
béliinmesi ile belli bir sinira gelip hiicre dongiisiiniin durmasina kadar kisalir. Kontrollii
bir ifadenin sonucunda, DNA replikasyonu sirasinda kaybedilen telomerik dizilerin
telomeraz enzimi ile geri kazanimi saglanabilir (Pfennig ve dig., 2007).

Telomerler, 6zellesmis DNA tekrar dizilerinden ve telomer bagl proteinlerden

olusurlar. Telomerik DNA dizileri kodlama yapamazlar, bu yonleriyle diger DNA



dizilerinden yap1 ve islev olarak ayrilirlar (Pfenning ve dig.,2008; Anchelin ve dig.,
2011).

Telomer kavrami, ilk olarak 1931 yilinda Herman J. Miiller tarafindan
Drosophila melanogaster’in X 1sinlarina maruz birakilmasi sonucu kromozom
yapisindaki degisimler ve bu degisimlerin sikliklarimin arastirilmas: sirasinda ortaya
atilmigtir. Miiller, calismalarinda  kromozomlann u¢ kistmlarinin daha kararh
oldugunu, bu kisimlarda delesyon ve inversiyonlarin daha az oldugunu gdzlemlemistir.

Miiller, Latince ‘uc’(telos) ve ‘bdlim’ (meros) kelimelerinin birlesimi olan
‘telomer’ terimini ilk kez kullanmistir (Greider ve Blackburn, 2009).

1978’de tek hiicreli bir canli olan Tetrahymena’min telomer DNA’s1 tekrar
dizileri arastinlmistir. Elizabeth Blackburn tarafindan bu tekrar dizilerinin TTGGGG
oldugu bulunmustur. Daha sonraki ¢alismalarla bu 6’1 tekrar dizilerinin tiire gore
farklilik gosterdigi belirlenmistir (rnegin; insanda TTAGGG ) (Blackburn, 1991; Kim
ve dig., 1994).

Sekil 1.1. Telomer FISH gériintiisii (Greider ve Blackburn’den, 2009). Sitogenetik analiz igin kullanilan
floresan in situ hibridizasyon, kromozomlarmn floresan isaretli spesifik problar ile

goriintiilenmesidir (Pinkel ve dig., 1988).



Insan veya civik mantarlarda oldugu gibi omurgalilar, bitkiler, bazi kiif ve baz
protozoanlarda T2AG3 seklinde telomerik tekrarlar vardir. Diger tomurcuklanan veya
béliinen mayalar ve bazi protozoan ve civik mantarlarda da diizensizlik gozlenmistir.
Saccharomyces cerevisiae’de Gi-3 T/Ci-3 A tekrar dizilerinin bulunmasi bu
diizensizligin drneklerinden biridir (Blackburn, 2001).

Telomerik tekrar dizilerinin ortalama sayisi tiirden tiire biiylik olgtide farklilik
gosterir. Omegin insan telomer uzunlugu 8-12 kb iken bazi laboratuvar fare suglarinda
bu uzunluk 100 kb olabilir. Telomer uzunlugu varyasyonlart ayni organizmanin farkli
dokularinda, hatta tek bir hiicre tipi i¢inde de goriilebilir (De Lange ve dig. 1990;
Downs ve dig., 2012).

1.2. Telomerlerin islevleri

Telomerler heterokromatin yapidadir. Telomerik DNA, replikasyon esnasinda
kromozomal DNA’mn ug kisimlarini korur ve kromozom uglarini rekombinasyon ve
yikimdan kurtarir. Kromozom uglarinin fiizyonunu engeller béylece kararsiz yapilar
olusmaz, stabilite saglamir, kromozomlarin biitiinliigii korunur (Dubrano ve dig., 2001;
Riethman ve dig., 2001). Telomerazin kromozom uglarin stabilize etmesinin yaninda
kanser hiicrelerinde apoptozun durdurulmasini sagladigi, biiylimeyi kontrol eden
genlerin transkripsiyonunu artirdigi ve DNA onarimini kolaylastirarak bu hiicrelerin

hayatta kalmasini sagladigi belirtilmistir (Chau ve dig., 2007).

1.3. Telomer Proteinleri

[k kez in vitro insan hiicrelerinde ‘TTAGGG’ dizilerine 6zgii olarak baglanan bu
proteinler, TRF1 (Telomerik tekrar baglama Faktorii 1) ve TRE2 (Telomerik tekrar baglama
Faktorii 2) olarak tammlanmustir (Broceoli ve dig., 1997; Chong ve dig., 1995).

Diger telomer proteinleri; TRF1 ve TRF2 nin etkilesiminden olusan, niikleer
protein faktdrii 2 (TIN2), telomer koruma faktdrii 1 (POT1), tripeptilpeptidaz (TPP1)
ve repressor aktivator proteini 1 (Rapl)’dir (Artandi ve De Pinho 2009). Telomerik
DNA, (TTAGGG)’nin n sayida tekrar1 ve ‘shelterin’ kompleksi olarak bilinen iligkili

proteinleri icererek, dogrusal kromozom uglarini olusturmaktadir (Henriques ve dig.,



2012). ‘Shelterin’ protein bilesenlerinin; telomer uglarinin telomeraz aktivitesi ile
uzatilmasinda, kromozom uglarinin DNA hasarindan korunmasinda, promotor t-loop
olusumunda ve telomer uzunlugunun korunmasinda rol oynadigt bildirilmigtir
(Buseman ve dig., 2011).

Telomer yapisi gift zincirli (t-loop) ve tek zincirli (overhang) kisimlarindan
olusur. Tek zincirli kisim 3' telomer ucunda bulunur ve kendi iizerinde katlanma
yaparak ¢ift zincirli gibi davranir boylece telomer yapist korunmus olur. Tek zincirli
kissm POT1 ve TPP1, Cift zincirli kisim ise TRF1 ve TRF2 proteinlerinin
baglanmasiyla olusur.

Sekil 1.2.’de de goriildiigii gibi TRF1 ve TRF2 ¢ift zincirli telomer bolgesine
baglanir. POT1 ve TPP1 tek zincir (overhang) ile etkilesimlidir. RAP1, TRF2’ye
baglanir ve TIN2 ise TRF1, TRF2 ve TPP1 ile etkilesimi olan merkezi bir telomer
bilesenidir (Artandi ve De Pinho, 2009).

I" | "w.
,",’ : s -
TRF1 TRF2
TPP1
= ~ Port

\ gy -
TTAGGGTTARBNITAGGG T IINGTTAGGGTTAGGGTTAGCETTACGGTTAG
AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATC

Sekil 1.2. Telomer proteinleri (Artandi ve De Pinho’dan, 2009).

TRF1, telomer uzunlugunu ayarlar, ayn1 zamanda kirilgan DNA boélgelerine
hareket ederek telomerik tekrar dizileri araciligiyla telomerik DNA replikasyonunu
kolaylagtiir; TRF2 ise, telomer uglarinin korunmasi i¢in 6nemlidir ve t-loop

formasyonunun olusumunu kolaylastirir.



1.4. Telomeraz (Telomer Terminal Transferaz)

Telomer uzunlugunun kisalmasi, memelilerde yaslanma ile iliskilidir. (Harley ve
dig., 1990). Insanlarin somatik hiicrelerinde de yasla beraber telomer kisalmasi
gozlenmis ve telomerlerin her boliinme sonrasi yaklastk 100 baz azaldig: bildirilmistir
(Henriques 2012). 1960’lardan once, insan somatik hiicrelerinin durmadan boliiniip
cogaldign diisiincesi vardi; Leonard Hayflick (1931) ise, kiiltiir ortaminda yaptig
¢aligmalarla her hiicrenin belirli sayida (80-90 kez) bolindiigiinti, her bélinmede
telomer bolgesinin bir miktar kisaldigint belirtmistir (Greider ve Blackburn, 2009).

Organizmanin yagina bagli olarak telomer bolgesindeki kademeli kisalmammn
uzatilmasim standart DNA polimeraz yapamaz. Bu uzatilma isleminin, germ hiicre
hatlarinda ve buna benzer hiicrelerde ‘telomeraz’ olarak adlandirilan enzim + RNA
kompleksi ile gergeklestirildigi bilinmektedir (Holt ve dig. 1999). Telomeraz, bir ters
transkriptazdir, katalitik alt birimi (TERT) ve RNA sablonu (TERC) hareketiyle
telomer uzatilmasini saglayarak kromozom ucu tiikkenmesine karst koyar (Henrique ve
dig., 2012).

Blackburn ve Greider (1984) Tetrahymena hiicre ekstraktlari ile sentetik telomer
alt birimlerini karistirdiklarinda, bu alt birimlerin birbirine eklendigini gérmiislerdir.
Boylece telomeraz enziminin varlig tamamen ortaya ¢ikmistir (Greider ve Blackburn,
2009). Insanda telomeraz aktivitesi Morin tarafindan 1988 yilinda ilk kez servikal
kanser hiicre hatt1 olan Hel.a’da gosterilmistir (Greider ve Balckburn, 2009).

Insanlarin somatik dokular1 yeterli telomeraz aktivitesinden yoksundurlar ve
telomeraz aktivitesi, kok hiicreleri, germ hiicreleri ve timér hiicreleri gibi yliksek
diizeyde cogalma gdsteren hiicre tipleri ile sirlidir (Greider, 1998; Downs ve dig.,
2012). Drosophila melanogaster gibi baz1 karyotik tlrlerde ise, telomer bulunmasina
ragmen evrim sirasinda telomeraz tamamen kaybolmustur, telomeraz alternatifi olarak
bu canlilarda retrotranspozonlar bulundugu belirtilmistir (Pardue ve De Baryshe, 1999).

Somatik hiicrelerin smirsiz  ¢oZalmasi telomerazin programsiz ifadesi ile
yeniden olabilir (Blasco, 2007). Bu durumun insan kanser tiitlerinin % 90'indan
fazlasinda oldugu belirlenmistir (Kim ve dig., 1994; Cong ve dig., 2002; Stewart ve

dig., 2006). Telomerazin son yillarda ¢ok dikkat ¢ekmesinin temel nedenleri, 6miir



uzunlugu lizerine etkisi ve kanser hiicreleri ile kok hiicrelerin ¢ogalmasinda kesfedilen
rolleridir (Flores ve dig., 2005).

Telomer biyolojisi, doku onarimi igin de Onemlidir (Lund ve dig., 2009).
Yaslanma hiz1 farkl tiirlerde doku onarimi da yaygin olarak farklidir, ¢linkii hiicre
cogalmasi ve yaslanma, telomeraz rolii ile ilgilidir (Pfennig ve dig., 2007).

Telomer, her hiicre boliinmesinde kisaldigindan, kritik bir vzunluga ulastiginda
hiicre béliinmesi durur. Bu olay ayni zamanda insanda doku rejeneratif yeteneginin

kisitlanmasiyla sonug¢lanirken, anormal karyotip gériilmesini engeller (Lund ve dig.,
2009).

1.5. Telomeraz Enziminin Yapisi ve Alt Birimleri

1.5. 1. Telomeraz Enziminin Yapisi

Telomeraz, telomerik DNA’nin sentezi igin sablon olarak goérevli RNA alt
birimine sahiptir ve bu iglem bir protein bileseni tarafindan katalize edilir, bu sebeple
telomeraz enzimi bir reverse transkriptazdir. Telomerazin RNA bileseni ilk kez

siliatlarda karakterize edilmistir (Bibby, 2002).

1.5.2. Telomeraz Alt birimleri:

Telomeraz , telomeraz reverse transkriptaz (TERT), telomeraz RNA’s1 (TERC),
telomeraz ile iligkili protein 1 (TEP1) ve saperon proteinler (p23, Hsp90) den olusur
(Chau ve dig., 2007). Telomeraz kompleksini stabilize etmek i¢in bulunan
proteinlerden biri de ‘diskerin’ olarak adlandirilir (Sekil 1.3) (Katunaric ve Zamolo,
2012).

Telomeraz aktivitesinin yliksek olmasi, insan telomeraz reverse transkriptaz
(hTERT) alt birimi ile iligkilidir. Mesajct RNA (mRNA) ve ¢ok sayida transkripsiyon
faktorii (C-MYC, SP1, NFKB, MZF2, E2F'yi-1, Ets ve AP1) iceren hTERT promotor
aktivitesini diizenler (Chau ve dig., 2007).



TEP1

CAALCCCAALID
TTAGGGTTAGGG

Telomeric
DNA " hsp90

Sekil 1.3. Telomeraz alt birimleri (Shay ve Wright’dan, 1999). insan Telomerazinda katalitik alt birim

hTERT, telomeraz RNAs1 hTR, telomeraz proteini TEP1 ve saperon proteinlerle birlikte ayrica

diskerin proteinlerini gostermektedir.

Son caligmalar, her iki bilesenin (TERT ve TERC) telomeraz ifadesini
diizenledigi ve fonksiyonel telomeraz holoenzimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir.
Bu holoenzimin islevi, kromozomlarin telomer ucuna heksamerik tekrarlari ekleyerek
telomer uzunlugunu stabilize etmek ve evrimsel olarak kromozomlarin korunmasini
saglamaktir (Cairney ve Keith 2008).

Memeliler, kemirgenler, bitkiler, mayalar ve protozoanlar gibi tiirlerin TERT
genleri klonlanmis, Zebra bahginda ayrica TR bileseni de tammlanmis ve karakterize
edilmistir (Yap ve dig., 2005; Yu dig., 2006; Lau ve dig., 2008).

Telomer uzunlugu agisindan, Zebra baligi telomeri (15-20 kb) ve insan telomeri
olduk¢a benzerdir (10-15 kb). Telomeraz enzimi, Zebra baligmnin birgok orgamnda
yapisal olarak aktif olmasina ragmen, memeli dokularinda bu durum bdyle degildir.
tert- mRNA ifadesi, telomeraz aktivitesi ve telomer uzunlugunun hepsi de yaslanma
siirecini  degerlendirmek igin yararh belirtegler olarak kullanilir. Tleri yas Zebra
baliklarinin hemen hemen tiim dokularinda ise bu veriler 6nemli 6l¢iide azalmistir. (Xie

ve dig., 2008; Anchelin ve dig., 2011; 2012).



1.6. TRAP Yontemi

Telomeraz aktivitesi tespit etmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanl
telomerik amplifikasyon tekrari protokolii (TRAP) Kim ve arkadaslar tarafindan 1994
yilinda bulunmugtur. Bu yontem, telomerazin dzellikle kanser ve yaslanmadaki roliiniin
aragtirilmasi i¢in devrim yaratmistir (Burger, 2002) .

TRAP yoéntemi temelde iki adimli bir islemdir. Ik adimda telomeraz, sentetik
forward primer ile 3' uca dogru polimerik yinelemeleri uzatir. ikinci adimda ise, reverse
primer ilavesi ile n sayida (insan telomeri igin [TTAGGG] olan) 6’li diziye karsilik
gelen PCR amplikasyonu olusturulur. Sekil 1.4’te birinci adim, primer uzatma (TS) ve

ikinci adim PCR amplifikasyonu (CX) gosterilmistir.

TS
5. AATCCGTCGAGCAGAGTT AG GGTTAG GGITAG (GGTTAGM-3
e AT SIS SEATTE ., CEAT T
X

Sekil 1.4. Standart TRAP (Burger’dan, 2002),

TRAP yontemine, enzim aktivitesi miktarmmn belirlenmesinde hassasiyetin
artmasi i¢in varyasyonlar eklenmistir (Aldous ve dig., 2002). Orijinal telomeraz
aktivitesi yontemi, telomeraz inhibitorii igeren telomeraz pozitif 6rneklere yalanci
negatif sonug verebiliyordu. Negatif rneklerin ayirt edilmesinde yasanan bu sikintilar
yliziinden yontemde bazi varyasyonlara gidilmistir (Emrich ve Karl, 2002). TRAP
ayrica, poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile radyoaktif olarak etiketlenen
reaksiyon {irlinlerinin analizini gerektirdiginden ve bu durumun tehlikeli, zaman alict
olmasinin yaninda 6rnek sayisini da sinirlamasindan dolayi, TRAP-ELISA kombine
yontemi gelistirilmistir.

TRAP-ELISA yontemi, jel ile ayirma agsamasini atlar ve radyoaktif etiketleme

yapilmayan iriinlerin telomeraz aktivitesinin tespit edilmesini saglar. Bu yontemde
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enzim bagl immiinosorbent analizi (ELISA) kullanilir. TRAP-ELISA yéntemi ile ¢ok
sayida ve es zamanl olarak elde edilen amplifikasyon {iriintiniin hassas olarak analizi

yapilabilmektedir (Emrich ve Karl, 2002).
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu aragtirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Merkez Laboratuari, Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyokimya ve Spektroskopi Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir.

2.1.Materyal

2.1.1. Zebra bahg (Danio rerio) Sistematikteki Yeri
Danio rerio (Hamilton 1822).

Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Superclassis | : Osteichthyes
Classis : Actinopterygii
Subclassis ’ : Neopterygii
Ordo : Cypriniformes
Familya : Cyprinidae
Genus : Danio

Species : Danio rerio
(Froese ve Pauly, 2014).

2.1.2. Zebra balig1 (Danio Rerio)’nin Genel Ozellikleri

Zebra baligt (Danio rerio), sazan (Cyprinus carpio) ile aym familyadandir
(Cyprinidae). Zebra balig1 5 cm den kiigiik ve en fazla 5 yil yasam siiresine sahiptir. 3-5
ay gibi kisa bir siirede cinsel olgunluga ulasirlar ve disi basina yaklasik 100-200
yumurta verebilirler (Kishi ve dig., 2003). Baliklarin gévdelerinde, kaudal ve anal

yiizgeclerinde gesitli ¢izgiler bulundugu gézlenmistir.

2.1.3. Orneklerin Temin Edilmesi

Istanbul CES Akvaryumculuk Su Uriinleri Yem Sanayi ve Ticaret Limited

Sirketi’nin 2014 yilinda Istanbul Tesislerinde iretilmistir. Ad: gegen sirket ana 1wk
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tilkenin Gliney Dogu Asya oldugunu, baliklarda bulasici hastalik ve saglik sorununun
olmadigimi mensei sahadetnamesi ile bildirmis ve ayrica baliklarin saglik sertifikas: bu

sirket tarafinca onaylanmustir.

2.1.4. Cahiymada Kullanilan Arag ve Geregler

Termal dongi cihazi (Biorad C1000 Touch), vorteks (Dragon Lab Mx-f),
santrifiij (Universal 320), derin dondurucu (Argelik), ultrasonikator (Alex Machine),
mikroplaka okuyucu (BioTek Epoch), spektrofotometre (PG T70 UV/VIS), mikroplaka
calkayic1 inkiibatorii (Zhwy-2000) ve otoklav (Alp) kullanilmistir.

2.1.5. Kullanilan Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmas
Bu ¢aligmada kullanilan pipet uglari, ependorf ve PCR tiipleri, ¢ozeltiler, cam

malzemeler, makaslar, pensler ve i1siya dayamikli diger malzemeler ¢alismaya

baslamadan 6nce 121 °C’ de 20 dk 1 atm basingta otoklavlanarak sterilize edilmistir.
2.1.6. Cahismaya Baslamadan Once Dikkat edilmesi Gerekenler

Calismaya baslanmadan 6nce DNaz/RNaz kontaminasyonuna engel olmak i¢in
caligilan ortam, kullanilan malzeme ve kullamlan kit soliisyonlarina dikkat
edilmistir.Bu ¢alismada, steril ultra saf su kullamlmustir. Kit soliisyonlar1 aliquotlara
ayrilip kontaminasyon riskine karsi laboratuardaki diger reaktiflerden uzak tutulmustur.
Calismada kullanilacak malzemeler otoklavlanmistir. Calisma esnasinda steril eldiven,
maskeler ve filtreli pipet uglar1 kullanilmigtir.
2.2,Yontem

2.2.1. Orneklerin Muhafazas:

Yavru ve ergin bireylere, deney hayvanlar1 bakim prosediirleri uygulanmistir.

Baliklar 60x50x50 cm boyutlarinda ve 3/2'si iki giin boyunca dinlendirilmis musluk
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suyu ile dolu akvaryumlarda yasatilmigtir (Sekil 2.1). Akvaryumlarda havalandirma ve
1sitma sistemleri mevcuttur.

Deney hayvanlarinin 10 giin siiresince aklimatizasyonu saglanmustir.
Aklimatizasyon esnasinda su pH’s1 7,26 ve su sicaklign 26 + 1 °C olarak ayarlanmigtir

(Chow ve dig., 2011). Baliklar her giin ticari pul yem ile beslenmistir.

Sekil 2.1. Zebra balig1 aklimatizasyon ortam.

2.2.2.Bahklarin Diseksiyonu

Bu galismada 15 ergin (5-6 aylik), 15 yavru (2 aylik) olmak iizere 30 Zebra balig
kullanmlmustir.

Viicut agirhg ve boy balik biiylimesini tanimlamakta en yaygmn kullanilan
boyutlardir. Baliklarda agirlik artig1 ve boy biiyiimesi mutlak, oransal ve anlik biyiime
gibi terimlerle ifade edilir. Bir organizmanin gelismesinde gevresi ile iligkisine bagl

birkag safha vardir ve bu safhalarda biiylimenin karakteri farkhidir. Tiirlerin kalitsal
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karakterleri olan minimum-maksimum viicut agirhgi ve boy iligkileri ve diger
karakterlerin (cinsi olgunluk- sekonder karakter) incelenmesi sonucu tiirler yavru ve
ergin olarak ikiye ayrilir (innal, 2008).

Yavru ve ergin ayrimi, baliklarin alindigr sirketin bildirmesinin yaninda ayrica
diseksiyon islemi sirasinda da teyit edilmistir. Yaklastk 3 ayda cinsel olgunluga erisen
bu baliklarda testis veya yumurtalik gikmayanlar yavru, ¢ikanlar ise ergin olarak
dogrulanmstir. 30 bireyin her birinden dalak, kalp, karaciger ve ergin disilerden ayrica
yumurtalik dokulan elde edilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Telomeraz aktivitesi Slgiimiinde kullanilan Zebra balig1 dokulan

Diseksiyon 6ncesi baliklara buz anestezisi uygulanmistir. Sekil 2.3 ve 2.4’te
goriildiigi gibi, baygin bireyler yan yatirilip stereo mikroskop altinda gz ve kaudal
yiizgeg kismindan ignelerle tutturulmustur ve pens ve makas yardimiyla pektoral
yiizgeci kesilerek daha sonra anal yiizge¢ kismina kadar o kismin derisi soyulmustur.

Disi bireylerde ilk olarak sar1 ve yuvarlak bigimde gdziken yumurtalik agiZa
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cikartilmustir. Eriskin ve yavru bireylerden, sol pektoral yiizgece yakin ve solungaglarin
yakinindaki kalp; mide bagirsak sistemine ¢ok yakin agik pembe renkte akigkan-civik
kivamli karaciger; karacigere ¢ok yakin ve koyu pembe renkte olan dalak baliktan
alinmistir (Gupta, T., Mullins, M.C., Dissection of organs from the adult Zebra Fish

protocol. www.jove.com/video/1717/dissection-of-organ).

Sekil 2.3. Zebra baligin diseksiyon gekli.

Sekil 2.4. Zebra baliginin diseksiyon iglemi.

Organlar pH 7,3 fosfat tamponu ¢ozeltisinde perfiize edilmigtir. Her denekten
¢ikartilan organlar tampon ¢dzeltisinden gegirilip daha sonraki islemlerde kullamlmak

i¢in ependorf tiiplerine alinmis ve kullamimlarina kadar -20 °C’de derin dondurucuda

saklanmsgtir.
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2.2.3. Kit Prosediiriiniin Uygulanmasi

Bu c¢alismada Roche Telomerase PCR-ELISA kiti  kullanmilmistir.  Kit

prosediiriinde yer alan talimatlar gergeklestirilmistir.

2.2.3.1. Doku Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ependorf tiipleri igindeki doku orneklerine 200 pL lizis soliisyonu eklenip
ultrasonik pargalayicida toplamda 5 kez 30’ar sn tutulmus ve her 30 sn’den sonra
pargalayicidan g¢ikartilip buz tizerinde 30 sn bekletilmistir. Par¢alama isleminden sonra
lizat, 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edilmis, sonrasinda 8500 rpm’de 20 dk
santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 175 pL siipernatan temiz bir tiipe alinmistir. PCR

islemine kadar derin dondurucuda saklanmastir.

2.2.3.2. TRAP

Ornekler, yukarida belirtilen sekilde telomerik kisimlarin ¢ogaltilmasi protokolii
(TRAP) islemine hazir hale getirilmistir.

Kit igerisinde hazir halde bulunan reaksiycn karisim soliisyonu, PCR tiiplerine
konulmus ve her tiibe 3 pL hiicre ekstrakt1 ilave edilmistir. Pozitif kontroller i¢in ise
baglangicta, 20 pL ultra saf su ile pozitif kontrol hiicre ekstrakti soliisyonu
seyreltilmistir ve her pozitif kontrol i¢in bu seyreltik soliisyon kullanilmistir. Negatif
kontrol, pozitif kontrol hiicre ekstrakti soliisyonuna RNAaz eklenmesiyle
hazirlanmigtir. Daha sonra tim tiiplere 22 pl ultra saf su eklenip PCR islemi

gerceklestirilmistir (Sekil 2.5).

Primer uzatma : 25°C 20 dk
Telomeraz inaktivasyonu: 94 °C 5dk

Amplifikasyon iglemi igin ise;

Denatiirasyon: 94 °C 30 sn
Baglanma (anneling): 50 °C 30 sn
Polimerizasyon: 72 °C 90 sn
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Koyu yazilmis kisimlar 25 dongii olarak ayarlanmus ve son 10 dakika 72 °C’de
son uzama gergeklestirilerek PCR islemi tamamlanmistir. PCR firiinleri 4 °C’da bir

sonraki giin ELISA prosediiriinde kullanilmak {izere bekletilmistir.

Sekil 2.5. TRAP isleminde kullamlan termal dongii cihazi.

2.2.3.3. ELISA

Reaksiyon tiiplerine 20 pL kitte hazir halde bulunan denatiirasyon ayiraci
soliisyonu ile 5 pL amplifikasyon iiriinii eklenmistir. Kangim 10 dakika 25 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra tiiplere 225 pL hibridizasyon tamponu
eklenmistir ve her bir tiip 15 sn kadar vortekslenmistir.

Kitte bulunan mikroplaka kuyucuklarina 100 pL bu karisimdan ilave edilmistir ve
calkalamal inkiibatérde 37 °C 300 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 250
pL yikama soliisyonu (kullanmadan 6nce kitteki soliisyon 1:10 diliie edilmistir) ile tiim

plaka 3 kez ve her yikama sonras1 30 sn bekletilerek yikama islemi gerceklestirilmistir.
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Bu islemlerden sonra her bir kuyucuga anti-DIG-POD sollisyonu eklenmistir ve 30 dk
25 °C de inkiibasyon gergeklestirilmistir. (kitte hazirlanma talimati olan anti-DIG-POD
soliisyonu, 240 pL ultra saf su ile ¢6ziilmiistiir bu stok soliisyondur, stok soliisyonu 1:5
olacak sekilde konjuge diliisyon buffer ile ¢oziilmiistiir.)

Inkiibasyon sonrasi yine 5 kez ykama islemi gergeklestirilmistir. Yikama
islemlerinden sonra kitte hazir halde bulunan TMB soliisyonundan her kuyucuga 100
pL eklenmistir ve mikroplaka 300 rpm’de 25 °C’de 15 dk inkiibe edilmigtir (bu
asamada kuyucuklarda farkli tonlarda mavi olmak tizere renk degisimi olmustur Sekil
2.6). Son olarak her kuyucuga 100 pL stop soliisyonu da eklenmistir ve (Baslangigta
olusan kuyucuklardaki mavi tonlar1 soliisyon eklenmesiyle sar1 tonlaryla degismistir.)
30 dk i¢inde 450 nm ve 690 nm’de mikro plaka okuyucu spektrofotometre ile 2 Sl¢iim

gergeklestirilmistir.

Sekil 2.6. ELISA islemi sonucu mikro plakadaki renk degisimi.
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2.2.3.4. Bradford Yontemi

Bradford Yontemi kullanilarak, hiicre ekstraktlarina protein tayini de yapilmustir.
Bunun igin 40 pL 6rnek ve standartlar 3 mL Bradford ¢6zeltisi ile karigtirlmistir. 10 dk
oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi 595 nm de spektrofotometre ile absorbans

Slgtimii yapilmastir.

2.2.3.5. RTA’nin Hesaplanmasi

ELISA isleminden sonra mikroplaka okuyucu spektrofotometrede 450 nm ve 690
nm’deki absorbans sonuglar1 kullanilarak Relatif Telomeraz Aktivitesi (RTA)
hesaplanmistir.

RTA = (6rnek A450 - A690) - (Negatif Kontrol A450 - A690) * 100/Protein

miktaridir.

2.2.3.6. istatistik

Minitab 13 programi kullanilarak Mann-Whitney Testi uygulanmis, p<0,05

derecesinde olan farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Protein tayini i¢in BSA ile yapilan standart grafik (Sekil 3.1) asagidaki gibi elde

edilmistir. Bu grafige gore her ornekteki protein miktar1 hesaplanmgtir.

0,4 y =0,0139x
R’ =0,9979
[En

Absorbans
o
N

0,15 -

0,05 =

0 10 20 30
Protein Miktar1 (nm/g)

Sekil 3.1. Protein tayini standart grafigi

Orneklerden elde edilen protein miktart sonuglari, RTA hesaplanmasinda,
materyal- yontem kisminda agiklandig: sekliyle kullanilmistir. Yapilan analizler sonucu
elde edilen RTA degerleri ortalamasi, minimum ve maksimum degerler ile standard
hata degerleri asagidaki Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Relatif telomeraz aktivitesi ergin bireylerde en yiiksek dalakta, sonra sirasiyla
kalp, karaciger, yumurtaliklarda gozlenmigtir. Yavru bireylerde ise, en yliksek

telomeraz aktivitesi kalpte, sonra sirasiyla dalakta ve karacigerde tespit edilmigtir

(Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Bireylerin relatif telomeraz aktivitesi ortalamalart, minimum- maksimum degerler ve

standard hata degerleri.

Hayat | Doku RTA | Minimum | Maksimum | Standard |
Evresi Ortalama Hata
Karaciger 0,131 0,019 0,681 0,050
Ergin | Kalp 0,301 0,083 0,730 0,060
Dalak 1,122 0,058 3,261 0,261
Yumurtalik | 0,078 0,027 0,163 0,025
Karaciger 0,130 0,043 0,384 0,032
Yavru | Kalp 1,132 0,218 7,504 0,507
Dalak 0,572 0,056 2,821 0,206

Sekil 3.2°deki grafik incelendiginde yavru ve ergin karaciger dokusu ortalama
telomeraz aktivitelerinin birbirine yakin degerlerde oldugu, ayni zamanda, ergin dalak
dokusu ile yavru kalp dokusunun da birbirine yakin degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. Ergin ve yavru dalak dokular1 ile ergin ve yavru kalp dokular: ortalama

telomeraz aktiviteleri degerleri arasindaki farkliliklar ise fazladir.
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B Karaciger | 0,131 | 0,13
O Kalp 0,301 | 1,132
& Dalak 1,122 | 0,572

Sekil 3.2. Yavru ve ergin gruplarin kalp, karaciger ve dalaklarinda ortalama telomeraz aktivitesi

degerleri grafigi.

Minitab istatistik programinda Mann-Whitney Testi, gruplarin telomeraz
aktivitelerindeki farklilig1 karsilastirmak i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.2°de de goriildiigii gibi ergin bireylerde karaciger ve yumurtalik
dokularinin RTA degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
Karaciger ile kalp dokusu ve karaciger ile dalak dokusunun RTA degerleri arasindaki
fark ise istatistiksel olarak anlamlidir ve karaciger bu her iki dokudan da daha diigiik
telomeraz aktivitesi gosterir. Kalp ile dalak dokusu ve kalp ile yumurtalik dokusu
karsilastirildiginda da, RTA degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur. Dalak dokusu ve yumurtalik dokusu degerleri arasinda da benzer
bir farklilik vardir ve dalak dokusu, incelenen tiim ergin dokulan arasinda en yliksek

RTA’ne sahip olan dokudur.
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Cizelge 3.2. Ergin gruplarin dokularinda telomeraz aktivitesinin karsilastirilmasinda p degerleri.

Ergin Gruplarmn p Degeri
Telomeraz Aktivitesi

Karsilastiriimasi

Ergin Karaciger ve 0,0071
Ergin Kalp - -
Ergin Karaciger ve 0,0002
Ergin Dalak

Ergin Kalp ve 0,0233
Ergin Dalak

Ergin Karaciger ve 1,0000
Ergin Yumurtalik

Ergin Kalp ve 0,0098
Ergin Yumurtahk | -
Ergin Dalak ve 0,0023
Ergin Yumurtalik

Cizelge 3.3.te de gorildiigli gibi yavru bireylerde kalp ve dalak dokularinin
RTA degerleri arasindaki fark p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degildir.
Karaciger ile kalp ve dalak dokularinin RTA degerleri arasindaki fark ise istatistiksel
olarak anlamlidir. En yiiksek telomeraz aktivitesi kalpte, sonra sirasiyla dalakta ve

karacigerde tespit edilmistir.

Cizelge 3.3. Yavru gruplarin dokularinda telomeraz aktivitesinin karsilastirilmasinda p degerleri.

Yavru Gruplarin p Degeri
Telomeraz  Aktivitesi
Karsilastirilmasi

Yavru Karaciger ve 0,0002
Yavru Kalp

Yavru Karaciger ve 0,0051
Yavru Dalak

Yavru Kalp ve 0,1667
Yavru Dalak
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Cizelge 3.4’te goriildiigi gibi, ergin kalp dokusundaki RTA yavru kalp
dokusundaki RTA degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diistiktiir. Fakat
karaciger ve dalak dokularinin RTA degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildir.

Cizelge 3.4. Yavru ve ergin gruplarim ayni dokularinda telomeraz aktivitesinin

kargilastirilmasinda p degerleri.

Yavru ve Ergin p Degeri
Gruplarin Aym
Dokularinda
Telomeraz  Aktivitesi
Karsilastirilmasi

Ergin Karaciger ve 0,468
Yavru Karaciger o
Ergin Kalp ve 0,0146
Yavru Kalp )
Ergin Dalak ve 0,0800
Yavru Dalak
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda Zebra baligi (D. rerio)’nin ergin ve yavrularinda kalp,
karaciger, dalak ve disi erginlerde ayrica yumurtalik dokularinda telomeraz
aktivitesinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Omurgalilarin telomer uzunluklar1 ve telomeraz ifadesini aragtirmak insanlarda
hiicresel yaslanma ve kanser aragtirmalan i¢in dnem tasimaktadir (Downs ve di.,
2012). Telomeraz, insan embriyonik hiicrelerinde aktif olan, fakat etkinligi geneliikle
somatik hiicre farklilasmas: sirasinda zayiflayan bir enzimdir (Blasco, 2007; Pfennig ve
dig., 2007).

Insan somatik hiicrelerinde kromozom uglarindaki telomer yapisinin kisalmasi ve
bu kisalmanin devam etmesi, insanda doku rejeneratif yeteneginin kisitlanmasina
katkida bulunur. Insan somatik hiicrelerinin projenitorleri (atalart) kok hiicrelerdir,
kendi kendilerini yenileyebilme 6zellikleri bulunur, doku onarimindan sorumludurlar.
Kok hiicrelerin bu 6zelliklerinden dolay: telomeraza ihtiyag duyulur. Ayrica telomeraz
enzimi ifade etme yetenegi bulunan birgok kanser hiicresinde, stirekli hiicre béliinmesi
miimkiin oldugundan yapisal olarak §liimsiizdiirler (Lund ve dig., 2009).

Insan organlarinin hasar1 ya da doku kaybi durumlarinda iyilesme ve
rejenerasyon i¢in siirh bir yetenegi olmasina ragmen, Zebra baligi dokular ileri yas
icin olaganiistii rejeneratif yeteneklerini korur (Anchelin ve dig., 2011). Zebra bahiginin
cesitli dokularinda telomeraz aktivitesi bulunmaktadir fakat yine de telomerleri yas ile
birlikte kisalir. Insanlarda oldugu gibi, Zebra balidi somatik hiicrelerindeki telomeraz
aktivitesi, telomer kisalmasim 6nlemek igin yeterli degildir (Henriques ve dig., 2012).
Ayrica, Zebra baligi embriyolarinda, yasli veya yetigkin somatik dokularina gore
telomeraz aktivitesi daha fazladir. Dokularin rejenere olma yetenegi her yasta olmasina
ragmen yash bireylerde rejenerasyonun daha ge¢ oldugu gozlenmistir. (Anchelin ve
dig., 2011).

Zebra baligi, genlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonunda, organ fonksiyonu,
davranis ve hastalik dahil biyokimyasal yollarin belirlenmesinde 6nemli katkilar yapar
ve bu nedenle koklii bir model organizma haline gelmistir. ZFIN veri tabam bir
merkezi depo saglayarak Zebra baligi ile ilgili genler, genetik belirtegler, haritalama
panelleri, genomik kaynaklar, yayinlar ve toplu iletisim bilgi baglantilar igererek Zebra

balig1 arastirma verileri i¢in web tabanli bir sorgu arayiizii saglar. Bu basarili veri seli
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yOnetimi, diger model organizmalar ve insanlardaki arastirmalar sonucu olugturulan
¢ok miktarda bilgilerin bu verilere entegresi ile meydana gelmistir (Sprague ve dig.,
2005).

Bunlarin yam sira Zebra bahigi umut verici bir kanser modeli olmustur. Zebra
baliga ve insan tiimor molekiillerinin benzerligi arastirilmistir. Genetik yéntemler ve
mikroarray sonuglarindan elde edilen veriler bu konuda kullanilmaktadir. Yapilan baz
calismalarda Zebra balig1 ve insan neoplazi ve tiimérlerinde benzerlikler bulunmustur.
Zebra baligi mikroarray verileri kullanilarak insan kanserleri —modellemesi ve
onkogenomik galigmalar yapilmaktadir. Zebra balig1 da ¢esitli kimyasal karsinojenlere
duyarhdir ve insan ve memeli kanserlerine histopatolojik benzerlik gostererek cesitli
dokularinda pek ¢ok tiimor tiirlerini iiretir. Genetik olarak manipiile edildikten sonra
kansere egilimli bu baliklar, kanser ilaglarinin incelenmesi ve kanser tedavilerinin kesfi
i¢in de kullanilabilir (Lam ve dig., 2006).

Japon Medaka baliginin genom boyutu (700 Mb), insan genomunun dortte biri,
Zebra baligi genomunun ise yarisidir (Kasahara ve digerleri., 2007). Pfennig ve dig.,
(2007) Japon Medaka (Oryzias latipes) ile yaptiklari ¢alismada ergin baliklarin beyin
ve gonadlarinda tert ifadesinin yiiksek oldugu, tert ifadesiyle telomeraz enzimi arasinda
giiglii bir korelasyon ve insan somatik hiicrelerine goére dokularinda daha yiiksek
telomeraz aktivitesinin oldugunu bildirmislerdir. Testis, yumurtalik, beyin ve kalp
dokularinin telomeraz aktivitelerini Olgmiisler; gonad ve beyin dokularinda yiiksek
telomeraz aktivitesinin oldugunu, kalpte ise digerlerine gore daha diisiik seviyede
aktivite oldugunu belirlemislerdir.

Lund ve dig., (2009) 3,6,9 aylik ve 2 yasindaki Zebra baliklarinin kalp, solungag,
bobrek, dalak, karaciger ve bagirsak dokulariyla yapmis olduklari g¢alismada bu
dokulardaki telomer uzunlugunun birbirine yakin oldugunu bildirmislerdir. Hatta
karacigerde telomerlerin yagla birlikte kisalmadigini bu g¢alismada tespit etmiglerdir.
Telomer uzunlugunun rejeneratif yetenek icin gerekli oldugunu belirtmigler ve TRAP
testiyle yapmig olduklar1 telomeraz aktivitesi olglimiinde 2 yasindaki bireylerde de
telomeraz aktivitesinin oldugunu bulmusglardir. Doku ve kuyruk rejenerasyonunun bu
baliklarda ¢ok giiclii olmasi sebebiyle, telomer kisalmasini engellemek igin, bu
baliklarin telomeraz aktivitesini muhafaza ettigi diisiinilmektedir. Yaga bagl olarak

dokulardaki telomeraz aktivitesinin en yiiksekten diisiige dogru dalak, kalp, karaciger,
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bagirsak, beyin ve solungaglar seklinde oldugunu yapilan 6&lgiimler sonucu
bildirmiglerdir.

Lund ve dig. (2009) sonuglariyla bu tez g¢alismasinin sonuglari benzerlik
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda da ergin (5 aylik) bireylerin telomeraz aktivitesi en
yiiksek dalak dokusunda ve sonra sirasiyla kalp ve karacigerde gézlenmistir.

Zebra baliklarinda lenf nodiilleri bulunmaz. Dalak ve bobrek, lenf nodiillerinin
gorevini listlenir. Monosit ve gerektiginde monositlerden olusan makrofajlar ve
lenfositler, 16kositleri olusturur. Bu kan hiicresi tipleri, Zebra balig dalaginda ¢ok fazla
bulunur. Bu baliklardaki dalak, bobrek ile birlikte kusurlu kan hiicreleri ve viicuttaki
yabanci ajanlart ortadan kaldirilmak igin 6nemli bir filtreleme saglar. Ayrica Zebra
balig1 dalagi, az sayida olgunlasmamuig, daha ¢ok ise farklilasan olgun kirmizi kan
hiicrelerinden olusur ve bu hiicrelerin viicuda geri kazanimindan sorumludur (Menke ve
dig., 2011). Dalagin yapis: ve kan yapimu ile ilgili bu gorevleri diisiiniildiiglinde bu tez
calismasinda dalak dokusunda telomeraz aktivitesinin yliksek bulunmasi normal bir
sonugtur.

Memeli karacigerine benzer sekilde teleost baliklarda da karaciger, viicudun
metabolik homeostasisinde goreviidir. Karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasi,
vitaminlerin depo edilmesi, alblimin, fibrinojen proteinleri ve serum proteinlerinin sentezini
ve detoksifikasyonu gergeklestirir (Menke ve dig., 2011). Zebra baliginda karacigerin
rejenerasyonunu gosteren makaleler literatiirde mevcuttur (Sadler ve dig., 2007; Kan ve dig.,
2009). Karacigerde telomeraz enziminin varhg1, bu rejenerasyon i¢in gereklidir.

Deneylerimiz sonunda hem yavru hem ergin baliklarda, kalp dokusunda olduk¢a
yiikksek bir telomeraz aktivitesi gozlenmistir. Poss ve dig., (2002) 2 yasindaki
amputasyona ugratilmis Zebra balig1 kalbinde 60 giin sonra (ylizey alani Slglimii ve
kalp kasilmasinin incelenmesi ile) kalbin tamamen eski haline dondiigiini yapmis
olduklar1 ¢alismada g6rmiislerdir. Calisma sonunda kalbin mekanik hasara ragmen
hi¢bir iz kalmadan rejenere oldugu sonucuna varmigslardir. Insanlarda olusan kalp
hastaliklarin1 (miyokard infarktiis gibi) iyilestirmek icin Zebra baligi kalbinin
rejenerasyon yetenegi umut vermektedir. Kukich (2014) ile Major ve Poss (2007) bu
konuda yaptiklar1 c¢alismalarda, Zebra balig1 kalbinin ¢ok yiksek rejenerasyon
yetenegini dogrulamislardir. Bizim ¢alismamizda kalpte tespit edilen yiiksek telomeraz

aktivitesi, bu yliksek rejenerasyon yetenegi ile baglantili olabilir.
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Anchelin ve dig., (2011) yaptiklart ¢alismada 2, 6, 12 ve 30 aylik ve 4 farkh
genotipte Zebra baligi kullanmiglardir. Goz, kas, yumurtalik, deri ve solungag
dokularinda telomeraz aktivitesi 6l¢miiglerdir. Telomeraz aktivitesini 30 aylik baliklar
da dahil olmak {izere tiim gruplarda tespit etmisler fakat yash baliklarin kas disindaki
dokularinda telomeraz ifadesinde bir' azalma oldugunu gézlemlemislerdir. Bu tez
calismasinda ise ergin ve yavrularin karaciger ve dalak dokularindaki telomeraz
aktivitesinde istatistiksel olarak farklilik g6zlenmemis fakat kalpteki telomeraz
aktivitesinin erginlerde, yavrulara gore diistiigii bulunmustur.

Canlilarda telomeraz aktivitesinin kanser hastalifi, yaslanma ve doku
rejenerasyonu ile ilgili ¢aligmalarda biiyiik 6nem arz ettigi diistiniildigiinde, bu enzimle
ilgili calismalarin gittik¢e hiz kazanmasi kaginilmazdir.

Insanlarin  ¢esitli  deneysel uygulamalarda model organizma olarak
kullamlamayacag1 gercegi g6z oOniine alindiginda, metabolizmalari insana benzeyen
model organizmalarin ¢esitli yonlerden arastirilmasi gerekliligi dogmustur.

Zebra baliginin farkli dokularinda telomeraz aktivitelerinin tespit edilmesi ile
ilgili literatiirde sinirli sayida makale vardir. Zebra baligi, telomer ve telomeraz
caligmalarinda ¢ok énemli bir yer tuttugu igin bu tez ¢alismasinda, ¢esitli dokularindaki
telomeraz aktivitesi farkliliklarimin yas ile birlikte degerlendirilerek ortaya koyulmus

olmasi literatiire biiytik fayda saglayacaktir.
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