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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SIKLOASTRAGENOL’UN Arabidopsis thaliana’DA TELOMER/TELOMERAZ
SISTEMi UZERINE ETKILERI

Rabiya Merve CEYLAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalh

Danisman : Dog. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Yasglanma siireci, tek hiicreli mayadan c¢ok hiicreli memelilere ve bitkilere kadar canli
organizmalarin ¢ogunu etkilemektedir. Kompleks organizmalarda yaslanma siireci,
kromozomlarin sonunda bulunan telomer tekrar dizilerinin uzunluguyla iligkilidir. Telomerlerin
uzunlugu her hiicre boliinmesiyle kisalir, bu nedenle hiicrelerin ¢ogalmasina sinirlt bir sayrya
kadar olanak verir ve bu olay telomer kaybi hipotezi olarak agiklanir. Buna gore telomer
uzunlugu, cogu okaryotta kromozomlarin sonuna telomerik tekrar dizilerinin sentezlenmesini
saglayan telomeraz aktivitesi ile diizenlenir. Bu baglamda, telomeraz aktivitesinin kaybi ve
doku smirli anlatim1 yaslanma siirecine dahil edilir. Yaslanma siireci, bitkiler ve hayvanlar
arasinda oldukga farkli olmasina ragmen, telomer biyolojisi temelinde aynidir.

Sikloastragenol (CAG), baz1 Astragalus tiirlerinin sentezledigi triterpenoid saponin yapisinda
bir bilesiktir. Yapilan ¢alismalar, CAG'In telomeraz aktivasyonu, telomer uzamasi, anti-
enflamatuar ve anti-oksidatif 6zellikler dahil olmak iizere genis 6lciide biyoaktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Klinik arastirmalar, CAG"'n insanlarda telomerazi aktive ettigini
gostermis olmasina karsin heniiz bitki telomer/telomeraz sistemi iizerindeki etkisini arastirmaya
yonelik bir ¢alisma yapilmamustir.

Bu tez ¢alismasinda, model bitki Arabidopsis thaliana’nin tiim bitki ve kallus dokularinda 1
uM ve 10 uM CAG’1n etkisi aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda CAG’m A.thaliana’da
telomerazin katalitik alt birimini kodlayan TERT geni ile birlikte telomer/telomeraz sistemi

xii



tizerinde pozitif diizenleyiciler olarak gorev goren TER1, CTC1, TRB1, POT1la, TAC1, BT2
transkript seviyelerinde artisa neden oldugu belirlenmistir. CAG uygulamasi, bitkilerde boy
uzunlugunda 2 cm’lik bir artis ve klorofil miktarinda azalisa neden olmasina karsin, kalluslarin
biiylime indeksinde herhangi bir etkisi gozlenmemistir. Ayrica bitki kok dokusu hiicrelerinde
artan doza bagl olarak hiicre profilerasyonunda bir artis gézlenmistir. Bu sonuglar CAG’1n
insanlarda oldugu gibi bitkilerde de telomeraz aktivatorii olarak rol oynadigi ve
telomer/telomeraz sistemindeki artan aktivitenin hiicre profilerasyonu iizerinde olumlu etkiye
sahip olabilecegini diisindiirmektedir.

Ekim, 2019, 76 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, Sikloastragenol, Telomer, Telomeraz, Gen anlatimi.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EFFECTS OF CYCLOASTRAGENOL ON TELOMERE/TELOMERASE
SYSTEM OF Arabidopsis thaliana

Rabiya Merve CEYLAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Neslihan TURGUT KARA

The aging process affects most living organisms, from unicellular yeast to multicellular
mammals and plants. In complex organisms, the aging process is associated with the length of
telomeric repeat sequences at the end of DNA. The length of telomeres shortens with each cell
division, therefore limits proliferation of cells to a finite number, which is explained as telomere
loss hypothesis. Accordingly, the length of telomeres are regulated by the telomerase activity
which synthesizes the repeats at the end of chromosome in most eukaryotes. In this regard, loss
of telomerase activity or its tissue limited expression is implicated in aging process. Although
the process of aging, is quite different amongst plants and animals, telomere biology is
essentially the same.

Cycloastragenol (CAG) is a triterpenoid saponin compound which is synthesized by some
Astragalus species. Studies have shown that CAG has a wide range of bioactivity, including
telomerase activation, telomere elongation, anti-inflammatory and anti-oxidative properties.
While clinical studies have demonstrated that CAG activates human telomerase, no study has
been conducted to investigate its effect on the plant telomere/telomerase system.

In this study, in order to test whether CAG has an effect on plants, 1 uM and 10 uM CAG were
tested on all in vitro grown plant and callus tissues of a model plant Arabidopsis thaliana.
Results revealed that CAG caused an increase in the transcript levels of TER1, CTC1, TRB1,

Xiv



POT1la, TAC1, BT2 which act as positive regulators on the telomere/telomerase system
together with the TERT gene encoding the catalytic subunit of telomerase in A.thaliana. While
CAG application resulted in 2 cm increase in height and a decrease in chlorophyll amount, no
remarkable effect on callus growth index was observed. Furthermore, an increase in cell
proliferation was observed in plant root cells due to the increased CAG dose. These results
suggest that CAG might have a role as a telomerase activator in plants as well as in humans,
and it led us to conclude that increased activity in the telomere/telomerase system might create
a positive effect on cell proliferation.

October 2019, 76 pages.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Cycloastragenol, Telomere, Telomerase, Gene expression.
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1. GIRIS

Telomer bdlgeleri, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin uygun bir sekilde ayrilmasini
saglayan ve genomik kararlilig1 siirdiirmek igin gerekli olan kromozom uglarindaki
niikleoprotein yapilardir. 1939 yilinda Zea mays'da kesfedildiklerinden beri, telomerler
memelilerde kanser, yaslanma ve kok hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda merkezi bir éneme
sahiptir (Sax ve Enzmann, 1939). Okaryotlarda telomerik tekrarlarm telomeraz araciligiyla
sentezi ve devamlilig1 yiiksek oranda korunmaktadir. Kritik seviyede kisalan telomerler, hasarli
DNA olarak algilanmakta ve ugtan uca kromozom fiizyonlar1 ile kirilma-fiizyon-koprii
dongiisiine yol agabilen DNA hasar cevabini aktive etmektedir (O’Sullivan ve Karlseder, 2010;
Murnane, 2012). Ayrica ¢ok fazla kisalan telomerler, normal hiicre dongiisiinden ¢ikmaya ve
yaslanma siireglerinin baglamasina sebep olmaktadir. Telomeraz ise kok hiicre ve iireme
hiicrelerinde telomer tekrarlarinin devamliligini saglayarak replikatif yaslanmay1 6nlemektedir.
Farelerde telomeraz aktivitesindeki artisin, hiicrelerin rejeneratif kapasitesi ile hem omiirlerini
hem de saglikli yasam siirelerini arttirabildigi gosterilmistir (Tomés-Loba ve dig., 2008;

Bernardes de Jesus ve dig., 2012).

Cogu angiosperm icin telomerik kromatin, kromozom uglarini koruyan ve hayvanlardaki
homologlar ile yiiksek yapisal ve islevsel benzerlige sahip olan bir dizi telomere baglanan
protein ile baglanmis TTTAGGG DNA dizisinin ardigik tekrarlarindan olusmaktadir (Song ve
dig., 2008; Surovtseva ve dig., 2009; Shakirov ve dig., 2010). Arabidopsis thaliana, bitki
biyolojisi ¢aligmalart icin model organizmalardan biri olup, telomer biyolojisi ¢aligmalarinda
oncelikli olarak tercih edilmektedir. Hayvanlarda oldugu gibi, Arabidopsis de telomeraz
ekspresyonu siki bir sekilde diizenlenir ve enzim aktivitesi, boliinen dokularda smirh
olmaktadir (Watson ve Riha, 2010). Mutant TERT bitkileri ile yapilan ¢alismalar, telomeraz
aktivitesinin yoklugunun siirekli telomer kisalmasina ve anormal kok gelisimine neden
oldugunu gostermistir (Riha ve dig., 2001). Ayrica bitkiler, diger sistemlerde ¢ok Onemli
oldugu gosterilen telomer bolgesi ile iliskili bilesenlerin yoklugunda, birden fazla nesil boyunca
hayatta kalma kapasitesine sahip ve genom kararsizligina karsi yiiksek oranda tolerans
sergilemektedirler (Watson ve Riha, 2011). Benzer ¢alismalar ile telomer devamliliginin bitki
canlilig1 i¢cin gerekli oldugu gosterilmis olmasina karsin, telomerazin bitki biliylimesi ve

gelismesinin en temel yonlerine olan katkilar biiyiik dl¢iide kesfedilmemistir.



CAG, Astragalus membranaceus'taki 6nemli bir saponin olan Astragalosit 1\VV’iin hidrolizi ile
olusan bir sapogenindir. Cin’de 2000 yildan fazla bir siiredir A. membranaceus, seker hastaligi
ve ateroskleroz gibi metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde olumlu etkilere yol
actig1 disiincesiyle geleneksel tipta kullanilmaktadir (Rios ve Waterman, 1997). CAG ise
telomer kisalmasini geciktirmek igin telomeraz aktivitesini arttirabilmekte ve bu sebeple
telomeraz aktivatorii olarak tanimlanmaktadir. CAG ayrica anti-inflamatuvar, antioksidan, anti-
aging, anti-HIV, anti-viral, anti-tiimoéral vb. biyoaktivitelere sahiptir (Wang ve dig., 2009).
Insan, hayvan ve memeli hiicre kiiltiirii calismalarina ragmen CAG’1n bitkiler iizerindeki etkisi
ile ilgili bir ¢alisma literatiirde yoktur. Bu tez ¢alismasinda, telomeraz aktivatorii olan CAG’1n
model organizma A. thaliana’nin telomer/telomeraz sistemi iizerindeki etkisi, gen anlatimi ve

hiicre canlilik analizleri ile incelenmistir.

Arabidopsis ince kokleri sayesinde konfokal mikroskopta kesit almaya gerek olmadan
incelenebilmektedir. Bu tez calismasinda CAG’1n hiicre profilerasyonuna etkisinin belirlenmesi
icin, konfokal mikroskobunda floresan diasetat ve propidium iyodiir boyalar1 kullanilarak
Arabidopsis koklerindeki canli ve 6li hiicreler incelenmistir. Artan CAG konsantrasyonuna
bagl olarak canli hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Ayrica telomer/telomeraz sisteminin
diizenlenmesinden sorumlu olan TER1, CTC1, TRB1, POT1a, TAC1, BT2 ve TERT genlerinin
transkript seviyeleri ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edilmis olup, gen
anlatim profilinde genel olarak artis gozlenmistir. Yapilan morfolojik analizler ile CAG’1n
bitkilerde boy uzamasinda artisa, klorofil miktarinda ise azalisa neden oldugu gozlenmistir.

Ancak CAG’1n kallus dokularinda biiyiime {izerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir.

Model organizma olan A. thaliana’da yapilan bu ¢alisma ile 6nceki ¢alismalarda hayvan ve
insanlardaki iyilestirici 6zelligi gosterilmis olan bitkisel kaynakli telomeraz aktivatori CAG’1in
bitki telomer/telomeraz sistemi lizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir. Calisma sonucu ulasilan
veriler ile, CAG’1n bitki telomer biyolojisindeki etkilerinin belirlenmesi igin yapilacak ileri

caligmalara katkida bulunacak olmasi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TELOMER-TARIHSEL PERSPEKTIF

Genetik materyalin kompozisyonunun heniiz kesfedilmedigi 1938’de, iki bagimsiz aragtirmaci,
Hermann Muller ve Barbara McClintock kromozomlarin ucundaki 6zel bir yapinin varligi
lizerine ¢aligmalar yapmis ve kromozom ug bolgelerinin genom kararlilig1 a¢isindan énemini
ortaya koymuslardir. Barbara McClintock Zea mays iizerinde mayotik anafazdaki kirik kromatit
uclarint gozlemlemis ve kirillan bazi kromozomlarin uglarinin birlesebilecegini kesfetmistir.
Dahas1 normal kromozomlarin u¢ boélgelerinin dogal &zellikleri ile bundan korundugunu
gozlemlemistir (McClintock, 1938). Ayni1 zamanda Hermann Muller ise radyasyona maruz
kalarak parcalanmis meyve sinegi kromozomlarini arastirirken dogal uglarin fiizyon yolu ile
birlesmedigini belirlemistir. Bu ug¢ bolge yapilarina atifta bulunarak telomer (yunanca; telo-ug,
mere-kisim) terimini tiiretmis ve islevlerinin “kromozom ucunun kapatilmasi” oldugunu

belirtmistir (Muller, 1938).

1953’te c¢ift sarmal yapidaki DNA’nin Francis Crick ve James Watson tarafindan
kesfedilmesinin ardindan DNA replikasyon mekanizmalar1 agikliga kavusmustur. Ardindan
1970'lerin basinda, Alexey Olovnikov ile James Watson ug replikasyon sorununu birbirlerinden
bagimsiz olarak tanimlamistir. James Watson bu sorunun, DNA polimerazin sadece 5°-3°
dogrultusunda DNA replikasyonunu yapmasi, RNA primerinin ugtan kesilip ¢ikarilmasi ve
primer olmadan niikleotidler ekleyememesi nedeniyle replikasyon sirasinda DNA nin kesintili
zincirinin 3’ ucunda ortaya c¢ikan bosluklarin tam olarak sentezlenememesi ile meydana
geldigini ileri strmustir (Watson, 1972). Alexey Olovnikov ise dogrusal DNA
kromozomlarimin uglarinin her hiicre boéliinmesinde kisaldigini, hatta bu kromozom ug
bolgelerin kaybinin Hayflick’in de ileri siirdiigii gibi hiicresel yaslanmanin, hiicrelerin dogal bir

Ozelligi olmasit ile iligkilendirilebilecegini 6ne stirmiistiir (Olovnikov, 1971, 1973).

1978'de Elizabeth Blackburn, tek hiicreli dkaryotik silikat olan Tetrahymena'nin DNA dizi
haritalama calismalarini siirdiiriirken kromozomlarin sonunda belirli tekrar dizi bolgeleri
(TTGGGG) oldugunu gozlemlemistir (Blackburn ve Gall, 1978). Dogrusal DNA'nin niikleazlar
tarafindan parcalanmasini onleyerek kromozom biitlinliigiinli korumaya katkida bulunan bu
0zel diziler 'telomer' olarak adlandirilmigtir. Szostack ve Blackburn, tomurcuklanan mayada

dogrusallastirilmis bir plazmidin uglarina Tetrahymena'nin telomer dizilerini yerlestirmistir.



Calisma sonucunda, Tetrahymena dizilerinin kararli kaldigi gézlenmis olup, maya telomer
dizileri ise Tetrahymena telomer dizisi tekrarlarinin uglari iizerine sentezlenmistir (Szostak ve
Blackburn, 1982). Farkli bir tiirde de ayni bulgunun gézlemlenmesi, 6karyotlarda telomer
dizilerinin tiirler aras1 korundugunun diisiiniilmesine sebep olmustur. Maya telomer dizileri,
Tetrahymena telomer dizilerinden farkli hekzamerik tekrarlar olduklari i¢in, bu sonu¢ mayanin
DNA sentezini gergeklestirirken Tetrahymena DNA'sim1 kalip olarak kullanmadigini
gostermistir (Shampay ve dig., 1984). 1985'de Greider ve Blackburn'un Tetrahymena ile
yaptiklari c¢aligsmalar terminal transferaz aktivitesi gosteren daha sonra telomeraz olarak
adlandirilacak olan "telomer tranferaz" enziminin kesfedilmesini saglamistir. Bu sayede
Szostak, Greider ve Blackburn ile birlikte 2009 Nobel Tip Odiilii'nii almaya hak kazanmistir
(Greider ve Blackburn, 1985). Sekil 2.1°de telomer/telomeraz biyolojisini agiklamada 6nemli

rol oynayan ¢alismalarin tarihsel siralamasi goriilmektedir.



. Telomer | | Telomeraz |

Muller —telomertanimi [

| McClinteck telomerler dogal uglardir |—

| Hayflick siniri: replikatf yaglanma

| Watson:telomer ug replikasyon sorunu

| Blackburn: ilktelomerdizisi
Telomer kaybinin insan telomer tekran dizilenmesi
iki aggmalimodeli

| Mayada telomer dizenlenmesi

—{ Terminaltelomertransferaz 3 ktivitesi tespit

Hela hicrelerinde Tetrahymena thermophila
telomeraz tespiti telomeraz RNA klonlama

e e Lo S —{ Tamérlerde kisatelomer balgeleri
telomer kisalmasi
Mayada telomere baglanan _‘ TRAP testi; Cofu insan kanserinde telomerazinvarg |

protein RAP1'in kesfi
—‘ Telomeraz gerilemesi olmakszin kansarer ’—| TERC klonlama |

| ALT H llk gelterin proteininin tanimlanmasi, TRFL ’— insan telomeraninin in viroyeniden olusturulmas: H TERT klanlama |

ikinci selterin proteininin —| Telomerlerde gASH J—

tanimlanmas, TRF2

insan dokularinda telomer kisalmas: ’—

Maormal insan hikcrelernin TERT iledogrudan Glimsizlestirilmesi |

- Ugiinci selterin
lImek yap=indaki —— proteininin
telomerucu, t-ilmas tanimlanmas, TINZ

insan hicrelerinde TPE
Telomerlerde gFZR

STELA testi; ban kiza telomerlerin 6lglimesi

Dogrudan telomeraz inhibitoler ’_ Telomeraz eksprese

eden normal hicrelerde
TERC ikincil yapis

kanserin olmayisi
TERT “splicing”’ tespit

ilk genetiktelomer
insan sendromunun
bildirilmesi, DKC

Telomerik DNA'yatek
zincirden baglanan proteinin
tespiti, POT1

‘Genetik olarak aktanlan bir bagka telomer sendromu, IFF

Kinkanath boceklerde TERT yams |

“Universal" STELA testi; tim kisa telomer erin olgulmesi

TERT promotdr mutasyonlan

TPE-OLD ad) verilen telomer ilmek yap=

tarafindan gen anlatiminindizenlenmesi SL LI SR |

Telomeraz araal telomer “uncapping” |

TERT geni araciliylatelomer
uzunlugunun dizenlenmesi

insanlarda telomerazin “CrycEM” yapisi

Sekil 2.1: Telomer ve telomeraz biyolojisindeki gelismelerin sematik gosterimi (Shay ve Wright, 2019).

2.2. TELOMERIK DiZi

Farkl: tiirler arasinda telomerik dizi tekrarlarinin igerigi cok az degisiklik gostermektedir.
Telomerik tekrarlarin yiiksek derecede korunma durumu, telomerik DNA ile telomere baglanan
proteinler arasindaki etkilesimin sonucudur. Birkag tiir disinda, bitkiler genellikle TTTAGGG

telomerik dizi tekrarina sahiptir.



Telomer tekrarlarinin uzunlugu tiirler arasinda genis aralikta degisiklik gostermekteyken, tiir
icinde bu degisiklik olduk¢a dar araliktadir (Tablo 2.1). iki temel yaklasim kullanilarak
telomerlerin islevsel oldugu minimum uzunluk tanimlanmistir. Bu yaklasimlardan ilki,
telomeraz igermeyen hiicrelerdeki en kisa telomerlerin PZR temelli dlgiimleridir. ikinci yontem
ise klonlanmis telomerik flizyonlardan geri kazanilan telomer tekrar sayisinin analizidir
(Heacock ve dig., 2004; Capper ve dig., 2007). Prensip olarak her iki yontem, telomer
tekrarlarinin islevsel olmayan bir uzunluga kadar kisaldiginda flizyon olusturdugu i¢in PZR ile
cogaltilamayacagi temeline dayanir. Arabidopsis’te yapilan ¢aligmalar ile telomer tekrarlarinin
islevsel oldugu minimum uzunlugun ortalama 350 bg, bu tekrarlar arasinda en kisa olanin ise
260 bg oldugu tespit edilmistir. Flizyon temelli arastirmalarda ise, telomerik DNA uzunlugunun
120-450 bg¢ araliginda degisiklik gosterdigi ve ortalama 260 bg¢ uzunlugunda oldugu
gosterilmistir (Heacock ve dig., 2004). Bu bulgular kromozomlarin ugtan uca fiizyondan
korunmasi i¢in minimum telomerik DNA dizisinin 260-450 b¢ arasinda olmasi gerektigini

gostermistir.

Tablo 2.1: Baz1 model organizmalarda telomerik dizi ve ortalama uzunlugu.

Telomerik tekrar Telomer dizi Organizma
dizisi uzunlugu (kb)
TTTAGGG 2-7 Arabidopsis thaliana
TTTAGGG 2-40 Maize
TTTAGGG 40-160 Nicotiana tabacum
TTTTGGGG 0.25-0.4 Tetrahymena
TTAGGG 2-15 Homo sapiens
TTAGGG 20-150 Mus musculus
TTACAG2_3 0.3 Schizosaccharomyces pombe
G2-3(TG)1-6 0.3 Saccharomyces cerevisiae

Kromozom yapisi ele alindiginda, DNA’nin 3’ zincirinin u¢ kisminin Guanince zengin olup
diger ucundan daha uzun oldugu goriilmiis ve bu bolge G-¢ikintis1 (‘‘G-overloop’’) olarak
adlandirilmistir. G-¢ikintis1 geriye dogru katlanarak t-ilmegi (““t-loop’’) ad1 verilen ti¢iinciil bir
yap1 olusturur ve bu kivrim yapist kromozomun ucunu koruyarak DNA hasarini 6nlemektedir

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: t-ilmek yapis1 (de Lange, 2005).

2.3. TELOMERE BAGLANAN PROTEINLER

Telomer-telomeraz sisteminin diizenlenmesi ve kromozom ucunun korunmasi telomerler ile
iliskilendirilen pek ¢ok proteinin birlikte galismasi ile ger¢eklesmektedir. Telomerik kromatinin
temel elemanlar1, 6zgiin olarak telomere baglanan proteinlerdir. Bu proteinler DNA’nin tek
zincirine veya c¢ift zincirine baglanma Ozelliklerine gore ikiye ayrilmaktadir. Selterin
(““Shelterin’’) ve CST (Cdc13-Stnl-Tenl), telomere baglanan iki temel protein kompleksi
olarak tanimlanmistir. Alt1 proteinden olusan selterin kompleksi omurgalilarda kesfedilmis
olup, maya ve bitkilerde de ¢esitli bilesenleri tanimlanmistir (de Lange, 2005). Selterin,
telomerik DNA nin ¢ift zincirine baglanan protein olan TRF1 ve TRF2; TRF?2 ile iliskili ancak
DNA'ya baglanmayan RAP1; DNA’nin tek zincirine baglanan heterodimer yapidaki
TPP1/POT1; DNA’nin tek zincir ve ¢ift zincire baglanan selterin bilesenleri arasinda koprii
gorevi goren TIN2'den meydana gelmektedir (Palm ve de Lange, 2008).

TRF1 ve TRF2, Myb domaini i¢cermektedir ve bu domain DNA’nin ¢ift zincirine baglanan
proteinlerin spesifik olarak telomerik DNA'ya baglanmasina aracilik etmektedir (Broccoli ve
dig., 1997; Court ve dig., 2005). RAP1, TRF2'ye baglanmaktadir (Arat ve Griffith, 2012).
TIN2, POT1 ile etkilesime giren TPP1'e baglanmaktadir (Takai ve dig., 2011). POT1, Guanince
zengin DNA’nin tek zinciri ile oligoniikleotit/oligosakkarit baglayan katlama (OB katlama),
("oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold, OB-fold’’) yoluyla etkilesime girerek
telomerik DNA'y1 niikleazlardan korumaktadir (Baumann ve Cech, 2001). Sfeir ve de Lange



(2012), selterin kompleksinin tamamen uzaklastirilmasinin, u¢ koruma sorununa ("end-
protection problem") yol agtigin1 ve bu nedenle de selterinin kromozomlarin u¢ koruma
sorununu ¢ozmek icin DNA hasar cevabi faktorleriyle nasil etkilesime girdigini ortaya
koymustur. Sonug¢ olarak omurgalilarda herhangi bir selterin bileseninin yoklugu, telomer
biitlinliigii tizerinde ciddi bir negatif etkiye sahiptir ve bu bilesenlerin her biri kromozom

uclarinin korunmasi igin gerekli oldugundan eksiklikleri 6ldiiriicti olabilmektedir.
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Sekil 2.3: A. thaliana telomer kompleksinin sematik goriiniimii.

Arabidopsis telomerazi, TRB proteinleri ve POT 1a ile iligkilidir. TRB proteinleri TERT ve POT1b ile
etkilesime girer ve bu proteinler kromozomal ucglarda lokalize olduklarinda bitki selterin kompleksinin
bilesenleri olarak islev gorebilir. Bitkiler, kii¢iik niikleolar RNA'lara (CBF5, GAR1, NOP10, NHP2)
sahiptir. POT1a, bu kii¢clik RNA’lar igerisinden diskerin ortologu olan CBF5 ile etkilesime girmektedir.
CST kompleksi, telomerik DNA'nin etkin bir sekilde replikasyonu i¢in gorev almaktadir. Ayrica, bitki
RTEL proteini de (Telomer uzama helikazi diizenleyicisi ‘‘Regulator of telomere elongation helicase’”)
telomer homeostazina katkida bulunmaktadir ( Schrumpfova ve dig., 2019).

Arabidopsis genomunda yapilan bir arastirma, tek bir Myb domaini tasiyan 12 tane proteini
ortaya cikarmistir (Karamysheva ve dig., 2004). Bu proteinler, insan TRF1 ve TRF2
proteinlerinde oldugu gibi C-ug (‘‘C-terminal’’) bolgesinde bir Myb domaini igermektedirler
ve bu nedenle TRF benzeri (TRFL) proteinler olarak adlandirilmaktadir. TRFL proteinleri, aile
| ve aile IT olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Aile I, Arabidopsis'te birbirine yakin iliskili
alt1 proteinden (TBP1, TRP1, TRFL1, TRFL2, TRFL4 ve TRFL9) olusmaktadir (Chen ve dig.,
2001; Hwang ve dig., 2001; Karamysheva ve dig., 2004). Homolog proteinler ayrica piringte
(RTBP1) ve tiitinde (NgTRF1) tanimlanmistir (Yu ve dig., 2000; Yang ve dig., 2003).

Bu ailenin karakteristik ozellikleri, merkezi bolgede ubikitin benzeri bir domain tagimasi ile



C-terminalinde Myb domaininin 40 amino asitlik uzantisini bulundurmasidir. Aile I proteinleri
homodimerler olusturur ve hepsi telomerik DNA'nin ¢ift zincirine baglanmaktadir. Aile II
proteinleri olan TRFL3, 5, 6, 7, 8, 10 ise homodimerler olusturmaz ve telomerik DNA'ya in
vitro’da baglanamazlar (Karamysheva ve dig., 2004). Memeli TRF proteinlerinin Arabidopsis
ortologlari olan TRFL proteinlerinde telomer-telomeraz sistemi ile iliskili bir islev
bulunamamustir (Fulcher ve Riha, 2016). Bununla birlikte, A. thaliana'da yapilmis yakin tarihli
bir calismada, TRFL ailesinin tiyeleri olan TRFL2 ve TRP1 ile TERT arasindaki protein-protein
etkilesimleri ortaya konmustur (Schrumpfova ve dig., 2014; Dokladal ve dig., 2018).

Selterinden sonra temel telomere baglanan ikinci kompleks olarak degerlendirilen CST
kompleksinin baglangicta mayalara 6zgii oldugu diisiiniilmiis, ancak yapilan arastirmalarla
telomer-telomeraz sistemine katkida bulunmak i¢in ¢esitli organizmalarda var oldugu
bildirilmistir. Mayalarda, CST kompleksi Cdc13, Stnl ve Tenl'i igerirken; memelilerde CST
kompleksi Ctcl, Stnl ve Tenl'den olusmaktadir (Price ve dig., 2010). U¢ CST geni de telomer
devamlilig1 igin dnemlidir (Garvik ve dig., 1995; Nugent ve dig., 1996; Grandin ve dig., 1997,
Grandin ve dig., 2001). CST, ¢ok islevli, telomerik DNA’nin tek zincirine baglanan kompleks
olarak 1 goriir ve Cdcl3 tarafindan yapilan etkilesimler yoluyla telomer bdlgesinin
korunmasini saglamak i¢in G-gikintist ile iligkilidir (Gao ve dig., 2007; Sun ve dig., 2009).
Daha sonra bitkilerde ve insanlarda yapilan genetik ve biyokimyasal ¢aligmalar, CTCI'in
islevlerinin maya Cdc13 proteini ile ¢akistigini gostermistir (Nelson ve Shippen, 2012). CST
kompleksinin, Arabidopsis'te telomerazin telomerik DNA'ya baglanmasini, u¢ birlestirme
rekombinasyon yollarin1 ve ATR-bagimli DNA hasar cevabinin aktivasyonunu kontrol ettigi

gosterilmistir (Amiard ve dig., 2011; Leehy ve dig., 2013).

CST kompleksindeki herhangi bir mutasyonun, Arabidopsis’te ciddi morfolojik kusurlara,
telomer uzunlugunda diisiise, kromozomal fiizyonlara ve G-¢ikintisinin uzamasina neden
olabilecegi bulunmustur (Song ve dig., 2008; Surovtseva ve dig., 2009; Leehy ve dig., 2013).
Maya ve bitkilerde yapilan ¢alismalar, CST bilesenlerinin kaybn ile ilgili oldukga zarar verici
sonuglar1 ortaya koyarken, insan hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda nispeten daha az zararh
etkilerle karsilagilmistir. Bununla birlikte, kok hiicre ile iligkili iki 6nemli insan hastalig1 Coats
ve diskeratozis konjenita CTC1'deki mutasyonlarla iligkilendirilmistir (Anderson ve dig., 2012;
Keller ve dig., 2012).



10

Bitkiler hem selterin hem de CST bilesenlerini icerse de, bu sistemlerin islevleri omurgalilara
kiyasla maya ile daha yakin oldugu bildirilmistir (Nelson ve Shippen, 2012). Ayrica, bitki
genomlarinda selterin proteinlerinin sadece bir kismi tanimlanabilmistir ve bu durum bitki

kromozom uglarini korumak i¢in alternatif yollarin varligin1 diistindiirmektedir.
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Sekil 2.4: Bu tez ¢alismasinda gen anlatim analizi yapilan telomer proteinlerinin sematik gosterimi.

Telomerazin diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerden bazilari, TERT ve TER ile etkilesim
halindedir. TAC1’in anlatim1 oksin hormonu ile artig gostermektedir. Artan TAC1 anlatimi ise BT2’yi
aktive etmektedir. Bu durum, TERT gen anlatiminin artmasina ve telomeraz aktivitesinde artisa neden
olur. TRB1, TERT ile etkilesime girerek telomer/telomeraz sisteminin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Selterin kompleksinin bir iiyesi olan POT1a ise telomerazin TER bolgesine baglanir ve
telomeraz aktivitesinin pozitif regiilatorlerinden biri olarak islev gortir. CST kompleksinin iiyesi olan
CTClI de telomer/telomeraz sisteminin diizenlenmesi i¢in mutlak gerekli proteinlerden biridir.

A. thaliana’da telomer/telomeraz sisteminin diizenlenmesi ile iligkili olan proteinler; katalitik
alt birim TERT ile iligkili olanlar (18 tane), RNA alt birimi TER ile iligkili olanlar (9 tane),
telomerik DNA’nin cift zincirine baglananlar (10 tane) ve telomerik DNA’nin tek zincirine
baglananlar (10 tane) olmak iizere gruplandirilmistir (Schrumpfova ve dig., 2019). Bu dort
protein grubunu temsil etmeleri icin, telomer/telomeraz sistemi iizerindeki etkinlikleri goz

Oniine aliarak Sekil 2.4°de gosterilen proteinler bu tez calismasinda kullanilmak {izere

secilmistir.

2.4. TELOMERAZ ENZIiMi

Telomerazin kesfi, kanser biyolojisinin yani sira hiicresel kararliliga katkisi ile telomer

biyolojisine kars1 olan ilgiyi arttirmistir. Alexey Olovnikov ve James Watson'in tahmin ettigi
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gibi, hiicrelerin ug¢ replikasyon sorununun iistesinden gelmek igin bir mekanizmaya sahip
olmasi gerekmektedir. Telomer kisalmasinin, telomeraz yoklugunda siirli sayida hiicresel
boliinmeye bagli olarak '"replikatif' yaslanmaya yol agabilmesinin miimkiin olabilecegi
diisiiniilmistiir. Hayflick, insan hiicre hatlarinda, hiicre boliinmesi durmadan dnce olusabilecek
siirli sayida popiilasyon katlanmasi oldugunu gostermistir (Hayflick ve Moorhead, 1961).
Hayflick sinir1, normal bir insan hiicre popiilasyonunun hiicre boliinmesi durmadan 6nce
meydana gelen boliinme sayisi olarak tanimlanmistir. Telomerlerin organizmanin yaslanmasina
katkida bulundugu fikri ise daha sonra Onerilmistir (Harley ve dig., 1990). Sonug¢ olarak

hiicresel yaglanma, kritik bir telomer uzunlugu esigi ile tanimlanmaktadar.

Bitkiler ve memeliler, yaklagik 1,4 milyar yil 6nce son ortak atalarindan ayrilmalarina ragmen,
kromozom onariminin bir¢ok temel yonii iki sistem arasinda ortaktir. Bitki telomeraz enzimi
yapt olarak omurgalilarin telomeraz enzimi ile benzerlik gostermektedir. Telomerazin katalitik
alt birimi olan TERT bdlgesinin, Penelope benzeri retroelementlerden tiiremis olan ters
transkriptaz ile ortak bir atayr paylasmis oldugu belirlenmistir (Autexier ve Lue, 2006). Bu
gbzlem, telomerlerin retrotranspozonlardan meydana geldigi hipotezini desteklemektedir.
Retrotranspozonlar, RNA transkripti araciligiyla "kopyala-ve-yapistir" mekanizmasina dayali
retrotranspozisyon olayr ile genomda hareket edebilen genetik elementlerdir. Aslinda,
telomerlerdeki retrotranspozisyon olayr Drosophila'da hala devam etmektedir (Pardue ve
DeBaryshe, 2003). A. thaliana ve Oryza sativa genomlarinin dizileme ¢alismalarindan hemen
sonra bitki TERT bdlgesi ilk defa belirlenmistir. Yaklasik olarak 130kD agirhiginda olan
AtTERT, biiyikliigi ile insan TERT proteinine benzemektedir. Bitki genomlarinda TERT
bolgesini kodlayan genlerin omurgalilarin TERT'leriyle maya ve siliatlardakine kiyasla daha
fazla iligkili oldugu gosterilmistir (Fitzgerald ve dig., 1999; Oguchi ve dig., 1999; Sykorova ve
dig., 2006). Daha fazla TERT dizisi geri kazanildik¢a, proteinin yiiksek derecede korunmus
oldugu ve telomeraz spesifik motifleri icerdigi anlagilmistir. Toprak bitkilerinin TERT dizileri
hizalanarak olusturulan filogeniler, bitkiler aleminde tek bir atadan gelme TERT ortologunun

var oldugunu dogrulamastir.

TERT bolgesinden farkli olarak bitki TER boélgelerinin tanimlanmasi, diisiik derecede
korunmusluk gdstermesi ve diisiik RNA miktari ile olduk¢a problemli olmustur. ilk bitki TER

bolgesi, Arabidopsis telomerazinin biyokimyasal olarak saflastiriimasiyla elde edilmistir.
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Sasirtict bir sekilde, A. thaliana, her ikisi de ongoériilen telomer kalibini igeren ancak farkli
lokuslar tarafindan kodlanan iki TER genini barindirmaktadir. Daha sonraki analizler ise
TER1'in ¢ekirdek bolgesine giiclii dizi benzerligine sahip tgilincti bir TER izoformu olan
TER2s'in varligin1 gostermistir (Nelson ve Shippen, 2012). TER2 gen anlatiminin, TER2s’den
cok daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur. Ayrica TER1 ve TER2s gen anlatimi, ¢igeklerde
en ist diizeyde gozlenmis olup, fideler ile hiicre kiiltiirii gibi hizli1 béliinen diger dokulardaki

telomeraz aktivitesi ile dogru orantili olmustur (Nelson ve Shippen, 2012).
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Sekil 2.5: A. thaliana TER genlerinin RNA uzunluklari (a) ve gérevleri (b).

a: A. thaliana TER izoformlarinin sema halinde gosterimi. Yiiksek oranda benzerlik gosteren bolgeler
(>9%90) kesikli gizgiler ile gosterilmektedir. TER1 ve TER2, sirasiyla 1 ve 5 numarali kromozomdaki
diziler ile kodlanir, ancak TER2s 529 niikleotit uzunlugundaki araya giren dizinin (mavi) ve 3' 36
niikleotit uzunlugundaki u¢ bdlgesinin (mor) ¢ikarilmasiyla TER2'den iiretilir (Nelson, Beilstein ve
Shippen, 2014). b: Ug tane TER riboniikleoproteinin (RNP) yapisinin sema halinde gdsterimi. TER1
RNP telomer devamliligindan sorumludur. TER2 RNP, DNA hasar cevaplarini indiikler ve TER1
RNP’1 baskilamaktadir. TER2s RNP’inin fonksiyonu bilinmese de POT1b ve Ku proteini ile baglandigi
gosterilmistir (Renfrew, 2014).

Arabidopsis'te TER1 geninin susturulmasi, telomeraz aktivitesinde bir azalmaya ve eszamanli
bir telomer kisalma fenotipine yol agmistir. Bununla birlikte in vivo’da TER1 geninde olusan

mutasyonlar, mutasyona ugramis telomer tekrarlarinin eklenmesine yol acabilmektedir. Buna
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karsin, TER2 in vitro’da TERT i¢in bir kalip gorevi gérmesine ragmen, in vivo’da telomer
tekrarlarinin eklenmesine katki saglamamaktadir. Ayrica, TER2'nin T-DNA araciligiyla
susturulmasi telomer tekrarlarinin uzunlugunu degistirmemistir. Bunun yerine, TER2 gen
anlatim seviyesindeki azalis telomeraz aktivitesinde artisa neden olmustur. TER2'nin
telomerazi negatif olarak diizenledigi sonucu, in vivo’da artan TER2 gen anlatiminin, TER1
aracilt telomeraz enzim aktivitesini azalttigin1 goOsteren gen anlatimi deneyleriyle
desteklenmistir. Bu nedenle, TER1 telomeraz i¢in fonksiyonel telomer kalibi iken, TER2
telomeraz enzim aktivitesi i¢in bir negatif regiilator olarak gorev gérmektedir (Nelson ve

Shippen, 2012).

Omurgalilarda ve Arabidopsis'te goriilen telomeraz enziminin bir diger korunmus iyesi,
diskerindir. Diskerin, rRNA isleme ve iiretiminde 6nemli fonksiyonlara sahip olan H/ACA
snoRNP gen ailesinin bir iiyesidir (Collins, 2006). insan diskerin genindeki mutasyonlar,
anormal telomer onarimi ve diisik hTR seviyeleri ile iligkili genetik bir hastalik olan
diskeratozis konjenita'ya neden olmaktadir (Mitchell ve dig., 1999). Arabidopsis'te ise diskerin,
RNA bagimli bir sekilde telomeraz ile iligkilidir ve spesifik olarak POT1a geni ile etkilesime
girmektedir (Kannan ve dig., 2008). Arabidopsis'te diskerin gen bdlgesinde diskeratoz
konjenita’ya neden olan mutasyonlardan birinin kullanilmasi, in vitro’da telomeraz
aktivitesinde azalma ile sonuglanirken, in vivo’da ise kisa fakat stabil telomerlerin varligina

neden olmustur (Watson ve Riha, 2010).

2.4.1. Telomeraz Enziminin Diizenlenmesi

Omurgalilarda telomeraz, hem normal kok hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde hiicresel
proliferasyona izin veren iki ucu keskin bir kili¢ gorevi gormektedir (Artandi ve DePinho,
2009). Bu bakimdan metastatik kanser, bitkiler i¢in endise konusu olmasa da, bitkiler de
farklilasmis hiicrelerde telomeraz aktivitesini bastirmakta ve insanlardaki aktivitesine benzer
sekilde, telomeraz enzimini yliksek oranda proliferatif dokular ile iireme hiicrelerinde etkin
halde tutmaktadir (Fitzgerald ve dig., 1996; Doonan ve Sablowski, 2010). Bitki TERT mRNA
seviyeleri, geng¢ fideler, kok ve silirgliniin meristematik bolgeleri, cigekler ve siispansiyon
kiiltiirli dahil hiicre popiilasyonlarinin boliinmesiyle karakterize edilen bitki dokularinda doruk
noktaya ulasmaktadir. TERT in yapraklar gibi diisiik seviyelerde anlatimi yapildig1 organlarda

ise enzim aktivitesi zorlukla saptanabilmistir.
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Sekil 2.6: Bitkilerde telomeraz regiilasyonu.

Bitkilerde telomeraz aktivitesi bircok faktor tarafindan diizenlenir. Oksin hormonu da bu faktorler
arasinda bulunur. Oksin, kalmodulin baglayici protein olan BT2'yi aktive eden transkripsiyon faktorii
TACT'in anlatimini arttirir, bu da TERT geninin anlatiminin artmasina ve telomeraz aktivitesinde artisa
neden olur. BT2, ¢evresel etkenlere ve sirkadiyen ritme duyarlidir; bu durum telomeraz aktivitesinin
bu uyaranlara da duyarh olabilecegini diisiindiirmektedir. Cift zincir kiriklarinin olugmasi, TER1 aracili
telomeraz aktivitesinde bir azalmaya neden olan TER2 mRNA'sinin (en sagda) anlatimini artiracak
sekilde uyarmaktadir. Telomeraz inhibisyonunun mekanizmasi bilinmektedir, ancak TERT, TER2'ye
kars1t TER1'e kiyasla anlamli derecede daha yiiksek bir afiniteye sahip oldugundan, rekabetgi inhibisyon
soz konusu olabilir. Cift zincir kiriklarinin ardindan telomeraz aktivitesindeki azalma, kirilma
bolgesinde de novo telomer olusum olasiligini azaltir. TER2 proteini, telomer tekrarlarinin olusumunu
yonetmez, ancak kromozom sonu korunmasinda heniiz tanimlanmamis bir rol oynayabilir (Nelson ve
dig., 2014).

TERT mRNA seviyeleri; hiicre boliinmesi, hiicre biiyiimesi ve ¢ok cesitli diger hiicresel
aktiviteler i¢in gerekli olan yaygin bir bitki hormonu oksin ile indiiklenmektedir. Oksin'in
telomeraz aktivitesi lizerindeki etkisi; oksine duyarli transkripsiyon faktorii olan TACI
araciligiyla bir¢ok ¢evresel etkene cevap verebilen bir sinyal proteini olan BT2'nin anlatimini
kismen arttirmistir (Ren ve dig., 2007). TERT mRNA miktari, artan telomeraz aktivitesinden
sorumlu olabilen TACI mutantlarinda 6nemli 6l¢iide yiikselmistir. Sasirtict olarak, BT2
sirkadiyen ritim tarafindan diizenlenmektedir ve bu durum telomerazin sirkadiyen ritimden de
etkilenebilecegini diisiindiirmiistiir. Oksinin eksojen uygulamasi, TAC1 veya BT2'nin asir1
ekspresyonu, artan telomeraz aktivitesine ve olgun dokularda telomeraz aktivitesinin varligina
sebep olmustur. Tiitiin ve piringte, bu oksine baglh telomeraz aktivitesindeki artis, telomeraz

kompleksinin dogrudan fosforilasyonuna bagli olabilecegini diisiindlirmiistiir. Ayrica, piringte
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¢oklu TERT mRNA varyantlariin ve tiitlindeki bagimsiz lokuslardan transkribe edilen farkli
TERT paraloglarimin  varligi, telomeraz diizenlemesinin ilave yollarmin varligini
diistindiirmektedir (Heller-Uszynska ve dig., 2002; Oguchi ve dig., 2004; Watson ve Riha,
2011).

Telomeraz aktivitesi, ¢ift zincir kiriklarina cevap olarak hizli bir sekilde baskilanmaktadir,
ancak bu replikasyon catalinin durmasi veya telomer disfonksiyonu gibi diger genotoksik stres
tirlerinden farkli olarak gerceklesmektedir. Cift zincir kiriklarimin tetikledigi telomeraz
baskilanmasi, telomeraz aktivitesini geri getirmek i¢in bir mekanizma saglar ve enzimin ¢ift
zincir kiriklarinda uygun olmayan bir sekilde hareket etme firsatin1 azaltmaktadir. Bu tepki,
kirik b6lgenin onarimina yardim ederek genom kararlhiliginin devamlilifina katki saglamaktadir

(Nelson ve Shippen, 2012).

2.5. TELOMER HOMEOSTAZISI

Telomer tekrarlari, dizi ve yap1 bakimindan oldukga iyi korunmus olmalarina ragmen telomer
tekrarlarinin uzunlugunda goriilen cesitlilik, telomer biyolojisinin en sasirtic1 yonlerinden biri
olmustur. Telomerik dizi ve G-¢ikintisinin uzunlugundaki ¢esitlilikten neyin sorumlu oldugu
ise heniiz bilinmemektedir. Ancak her organizma telomer uzunlugu i¢in kendine 6zgii bir
degere sahiptir. Yetersiz telomer uzunlugunun hiicresel sonuglari; yaslanma ve hiicre
Oliimiiyken, asirt uzun telomer ise; telomeraz disregiilasyonunun belirtileri olarak
tanimlanmistir (Teixeira ve dig., 2004). Ayrica, asir1 uzun G-¢ikintilar, ATR yolagi araciligiyla

DNA hasar cevaplarina neden olmaktadir (Denchi ve de Lange, 2007).

Telomer bolgeleri, kisalma ve uzama faaliyetlerine maruz kalabilmektedir. Telomer erozyonu
ve replikatif yaslanma, tiimor baskilayict mekanizmalardir (Smith ve Pereira-Smith, 1996). Bu
nedenle, telomeraz bilesenlerinin sinirli anlatimi, hiicrelerin korunmasina yonelik bir arag
olusturmaktadir. G-¢ikintisina baglanan proteinler tarafindan telomerazin G-¢ikintisina
baglanmasi, telomer uzamasini 6nlemek igin fiziksel olarak bloke edilebilmektedir (Mitton-Fry
ve dig., 2004; Lei ve dig., 2005; Zappulla ve dig., 2009). Niikleazlar da ayrica telomer-
telomeraz sisteminin diizenlenmesi i¢gin gerekli enzimlerdir ve telomer uzunlugunu belirli bir
noktada tutmaya yardimci olmaktadirlar. Mayada, Ku, Rap1, Exol niikleaz ve Mrel 1-Rad50-
Xrs2 (MRX) niikleaz kompleksinin karmasik bir koordinasyonunun hassas bir dengeleyici rol

oynamakta oldugu gosterilmistir (Bonetti ve dig., 2010).
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Telomer tekrarlari, birincil olarak telomeraz tarafindan ug replikasyon sorununa karsi tiire 6zgi
uzunluklarda tutulmaktadir. Ayrica, rekombinasyona dayali iki mekanizma, telomer
uzunlugunu hizli bir bigimde degistirmek igin telomer ilizerinde etkili olabilmektedir. Bu
mekanizmalarin her ikisi de telomer disfonksiyonuna cevap olarak aktive edilmektedir.
Telomerlerin uzatilmasit ALT (Telomerlerin Alternatif Uzatilmasi,‘‘ Alternative Lengthening of
Telomeres’’) ile gerceklesebilirken, uzun telomerler ise TRD (Telomer Hizli Delesyonu,

““Telomere Rapid Deletion’’) ile aniden kisaltilabilmektedir (Murnane, 2012).

Telomerlerin alternatif uzatilmasi, ilk olarak tomurcuklanan mayada, Estl proteini olmayan
hiicre popiilasyonlarinin bir kismi yaslanmadiklarinda ve 6lmediklerinde ortaya ¢ikarilmistir
(Lundblad ve Blackburn, 1993). Hayatta kalan hiicrelerin Rad50 veya Rad51
rekombinasyonuna sahip oldugu bulunmustur (McEachern ve Haber, 2006). insanlarda, fiizyon
mayasinda ve bitkilerde ALT goriilmiistiir (Bryan ve dig., 1997; Nakamura ve dig., 1998;
Akimcheva ve dig., 2008).

ALT
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Sekil 2.7: ALT mekanizmasinin sematik gosterimi (Shay ve Wright, 2019).

ALT, homolog olmayan kromozomun telomerlerinden birini telomerik DNA sablonu olarak
kullanmaktadir. Bunun yan1 sira dairesel hatta dogrusal formlarda ekstrakromozomal telomerik DNA
icerebilmektedir. Bu telomerik DNA tekrar dizileri, ayn1 telomerin baska bir bélgesine ilmek olusumu

ile veya bir kardes kromatidinin telomeri iizerine eklenebilir.

Telomer hizli delesyonu, rekombinasyon aracilifiyla telomer bolgelerinin hizli bir sekilde

delesyona ugrayabildigini gostermektedir (Tomaska ve dig., 2009). TRD, telomere baglanan



bilesenlerin herhangi birinin yoklugu durumunda oldugu gibi telomerlerin korunmasi
bozuldugunda gozlenmektedir. Baz1 calismalar, TRD'yi agir1 uzun telomerlerin onarilmasi i¢in
bir ara¢ olarak onermis ve TRD'nin hiicre tarafindan telomer tekrarlarinin uzunluklarini
belirtilen bir aralikta tutmak i¢in kullanilan bir mekanizma oldugunu 6ne siirmiistiir (Watson
ve dig., 2005; Pickett ve dig., 2009). TRD'min en belirgin 6zelliklerinden biri, homolog
rekombinasyonun yan {riinleri olan ekstra-kromozomal telomerik dairelerin (‘‘Extra-
Chromosomal Telomeric Circles, ECTC’’) birikmesidir. Sasirtici bir sekilde, ECTC'lerin ALT
ile de iligkili oldugu ve telomer bolgesini uzatmak i¢in yuvarlanma halkasinin replikasyonda

bir kalip gorevi gordiigli one siiriilmiistir.
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Sekil 2.8: Telomer Hizl1 Delesyonu mekanizmasinin sematik gésterimi (Bucholc ve dig.,2001).
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ALT ve TRD kombinasyonu, telomer tekrarlarinin uzunlugunun diizenlenmesi icin kritik birer
aractir. Ayrica, rekombinasyon ve telomerazin rolleri, hiicrelerin telomer uzunlugu

homeostasisini siirdiirmek i¢in harcadiklar1 ¢cabanin miktarini gostermektedir.

2.5.1. Telomer Disfonksiyonu

Telomer tekrarlarinin; ekzontikleolitik aktivite, ugtan uca kromozom flizyonu ve
kirilma-fiizyon-koprii dongiisii olaylarindan sakinmasi gerekmektedir. Bu durumlar, telomer
“‘capping’’ proteinlerinin siirekli aktiviteleri ile dnlenmektedir. DNA replikasyonunu takiben,
her yeni kromozomun telomer bolgeleri iizerinde yeni bir protein kompleksi toplanmaktadir

(Palm ve de Lange, 2008; Price ve dig., 2010).

Telomer tekrarlarmin hasari, giiclii bir DNA hasar cevabmin (‘‘DNA Damage Response,
DDR”’) aktivasyonuna yol agmaktadir. Hiicreler 6ncelikle ATM ve ATR yoluyla DNA hasarina
kars1t uyarilmaktadir. ATM, kirilma baglayict kompleks olan Mrell-Rad50-Nbsl (MRN)
tarafindan ¢ift zincir DNA kirilmalarma cevap verirken, ATR ise DNA’nin tek zincirine
baglanan protein olan heterotrimer RPA'nin (*‘Replication protein A’’) aktivitesi araciligiyla
DNA'nin tek zincirinin birikimini algilamaktadir (Riha, Heacock ve Shippen, 2006; Symington
ve Gautier, 2011). Telomere baglanan proteinler, DNA ile etkilesimlerine dayanarak DNA
hasar cevabin1 6nlemektedir. Selterin bileseni olan TRF2 omurgali telomerlerini ATM aracili
DNA hasar sinyallemesinden korurken, POT1 ATR'yi bloke etmektedir (de Lange, 2009).
Benzer sekilde, bitki telomerleri, ATR aracili DNA hasar cevabindan CST ile korunmaktadir.

Dikkate deger bir sekilde, TERT geni islevsiz Arabidopsis ile yapilan bir ¢alismada, bitkiler en
fazla on bitki jenerasyonuna kadar telomeraz olmadan yasamaya devam edebilmis ve birlesmis
govdeler, diizensiz yapraklar ve altinci nesilden itibaren azalan seviyede fertilite dahil olmak
tizere kotiilesen morfolojik kusurlar gostermistir (Watson ve Riha, 2011). Mutantlar ayrica
korunmayan telomerlerin gostergesi olan yiiksek derecede ugtan uca kromozom fiizyon olaylari
sergilemistir. Arabidopsis'teki telomer fiizyon baglantilarinin dizi analizleri, telomer kararlilig
icin minimum boyutun yaklasik 1 kb oldugunu goéstermistir; bu uzunlugun altinda kromozom

uclarinda ug-birlestirme reaksiyonlari ger¢eklesmektedir (Nelson ve dig., 2014).

Fonksiyonel olmayan telomerlerin kromozom fiizyonlarina ugramasi, homolog olmayan ug

birlestirme (‘‘“Non-homologous end joining, NHEJ*”) yolagindaki Ku ve MRN adli (Mrell /
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Rad50 / Nbsl) iki kompleksin sorumlulugundadir (Riha ve dig., 2006; Symington ve Gautier,
2011). Bitkilerde, MRE 11 veya RADS50 yoklugu, DNA hasar1 duyarliligi, gelisimsel kusurlar
ve sterilitenin artmasina neden olmustur. Ku'nun yoklugu, fertilite veya fenotipik
anormalliklere yol agmasa da Ku mutantlarinin uzatilmig telomer tekrarlarina sahip olduklari
gosterilmistir. Ku, MRE11 veya her iki proteinden yoksun olan bitkilerde, dizi analizi yapilmis
ve NHEJ mekanizmasinin ‘‘uncapped’’ bitki telomerleri iizerinde etkili olabilecegi rolii ortaya

konmustur (Nelson ve dig., 2014).

Insan hiicrelerinde, TERT yoklugu ALT mekanizmasim baslatmak icin yeterli olmaktadur.
Ozellikle, insan tiimorlerinin %5'i telomeraz reaktivasyonu yoluyla degil ALT yoluyla telomer
bolgelerini korumaktadir (Artandi ve DePinho, 2009; Cifuentes-Rojas ve Shippen, 2012).
Bitkiler ise yalnizca uzun siire telomeraz yoklugundan sonra ALT mekanizmasini
kullanabilmektedir. Sekizinci nesil TERT mutantlarindan tiiretilen kalluslar, laboratuvar
ortaminda siiresiz olarak alt kiiltlirlenebilmistir. Bu dokudaki kromozom ug¢ bdlgesinin
incelemesi, yaygin genom diizenlemeleri, flizyon olaylari ve degismis ploidi ile birlikte tam bir
telomerik DNA eksikligini ortaya g¢ikarmistir. Kromozom uglarmin korunmasi igin bu
telomerazdan bagimsiz mekanizma, farklilasmamais bitki hiicrelerinin hayatta kalmasina izin
verebilmesine ragmen organizma canliligi i¢in yeterli olmast muhtemel degildir (Nelson ve

dig., 2014).

2.6. SIKLOASTRAGENOL

Astragalus membranaceus, 2.000 yildan fazla bir siireden beri geleneksel Cin tibbinda
kullanilan ve immunostimulan etkileriyle bilinen bir bitkidir. Karacigeri koruyarak ve bir
ditiretik olarak islev gorerek bagisiklik fonksiyonlarini arttirdigi bilinmektedir. Ayrica ‘‘anti-

aging’’, anti-stres, antihipertansif ve anti-bakteriyel 6zelliklere sahiptir (Shen ve dig., 2017).

2007 yilinda Geron Sirketi, Hong Kong Bilim ve Teknoloji Universitesi ile is birligi i¢inde,
A. membranaceus o6ziitlerinde dogal bilesikleri taramis ve sikloastragenol (CAG), telomeraz
aktivitesini destekleyen yaslanma karsit1 bir bilesik olarak tanimlanmistir. CAG, bir
sapogenindir ve Astragalus membranaceus'taki ana etken bileseni olan Astragalosit IV'in
(ASIV) hidroliz tirtinidiir (Wang ve dig., 2014). Artan sayidaki kanitlar, CAG'1n arastirma

toplulugunda dikkat ¢eken genis bir farmakolojik fonksiyon yelpazesine sahip oldugunu
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gostermistir. CAG’1n, ‘‘anti-aging’’, anti-HIV, anti-viral, anti-timor ve benzeri dahil olmak
tizere ASIV'ninkine benzer biyoaktivite sergiledigi belirlenmistir (Zhao ve dig., 2015). CAG'n,
HIV ile enfekte hastalarda telomer kisalmasini geciktirmek ve insan CD8 T lenfositlerinin anti-
viral fonksiyonunu giiclendirmek i¢in telomeraz aktivitesini arttirabildigi gosterilmistir
(Alexander ve dig., 2013; Kovalenko ve dig., 2013). Bugiine kadar CAG insanlarda telomerazi
aktive ettigi bilinen tek bilesiktir (Salvador ve dig., 2016). Ayrica, CAG gelecek vaat eden yeni
nesil ‘‘anti-aging’’ ajani olarak ticarilestirilmistir (besin takviyesi, TA-65) (Ip ve dig., 2014).
Belirli bir doz araliginda oral CAG nispeten giivenli olsa da CAG ile iligkili mekanizmalarin
altinda yatan etkiler net olmadigi i¢in iligkili olabilecek potansiyel olumsuz reaksiyonlarin da

farkinda olunmasi gerektigi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadar.
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Sekil 2.9: Sikloastragenol sentezinin sematik gosterimi (Yu ve dig., 2018).

CAG, Src/MEK/ ERK yolagini aktive ederek telomeraz dahil olmak iizere bazi hiicresel olaylari
aktive edebilmektedir (Yung ve dig., 2012). CAG"'in, JAK2 ve STATS5b transkripsiyonunun
ekspresyonunu indiikledigi ve TERT ekspresyonundaki bir artigin ardindan STATSb'nin
fosforilasyonunu arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica, JAK/STAT sinyal yolaginda ‘‘downstream’’
molekiillerinin anlatimini da arttirmistir, bu da CAG'in JAK/STAT sinyal yolag1 araciligiyla
telomerazi aktive ettigini gostermistir (Yu ve dig., 2018). Ek olarak, telomerazin CAG aracilt
aktivasyonu, CREB (‘‘cAMP Response Element Binding’) ile iligkilendirilmistir (Ip ve dig.,
2014). CAG ile baglantili mekanizmalarin arastirildigi bu ¢alismalar, CAG’1n telomerazi aktive

ettigini ve CREB, MAPK ve JAK/STAT yolaklartyla iliskili oldugunu gostermistir. Bununla
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birlikte, mekanizmalar1 kapsamli bir sekilde anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sekil 2.10: CAG ile iligkili kuramsal mekanizmalar.

Sekilde ok baslari, uyarict modifikasyonlar1 temsil etmektedir. Kesintisiz ¢izgiler, literatiire dayal
dogrudan uyarici1 modifikasyonlardir. Kesik ¢izgiler, dolayli uyarici degisimleri gosterir; gri kesikli
cizgiler olas1 uyarici degisimleri gosterir. CAG 1, 2, 3 ve 4 numarali yolaklardan telomerazi aktive
edebilir. f5 numarali yolak tizerinden CAG, hepatiti iyilestirmek i¢in FXR'yi dogrudan uyarir. 6
numarali yolak boyunca ise CAG, dolayli olarak AMPK'yi inflamasyonu gelistirmesi i¢in uyarir. CAG,
sikloastragenol; FXR, "farnesoid" X reseptorii, AMPK, 5'adenozin monofosfatla aktive edilen protein
kinaz; EGFR, epidermal biiyiime faktorii reseptorii; ERK, hiicre disi sinyalle diizenlenen kinaz; MEK,
mitojenle aktive edilen protein kinazi; JAK, Janus kinaz; STAT, transkripsiyonun sinyal ileticileri ve
aktivatorleri; TERT, telomeraz ters transkriptaz (Yu ve dig., 2018).

Mevcut arastirma bulgularina gére, CAG’1n belirli bir doz araliginda nispeten giivenli oldugu
ve ciddi olumsuz yan etkileri olmadigi sonucuna varilmistir. CAG, 19 Kasim 2014'te Gida ve
Iag Idaresi'nin (‘‘Food ve Drug Administration’’) bagimsiz bir uzman paneli tarafindan giivenli
(““Generally Recognized as Safe, GRAS’’) olarak taninmistir. Ancak telomeraz aktivasyonu
insan tlimorlerinin % 80'inde gézlemlendigi i¢in bu rakam telomerazin tiimdr gelisiminde goz
ard1 edilemez bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir (Shay ve Bacchetti, 1997). Bu nedenle,

CAG'"lin potansiyel yan etkileri de goz 6niinde bulundurulmalidir.

Sonug olarak CAG, genis uygulama olanaklar1 vadeden ve klinik potansiyele sahip bir

telomeraz aktivatoriidiir. Bununla birlikte, etkinligini ve potansiyel yan etkilerini tam olarak
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anlamak ve hastaliklar1 tedavi etmek i¢cin CAG'in dogru sekilde kullanilmasini saglamak adina

daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

2.7. TELOMER BiYOLOJiISINE MODEL ORGANIiZMA OLARAK A. thaliana

A. thaliana telomer biyolojisi i¢in model organizma olarak kullanilmaktadir. Arabidopsis,
bitkiler i¢in referans bir bitkidir ve daha yiiksek 6karyotlar i¢in karsilagtirmali bir model olarak
arastirmalarda kullanilmaktadir. Arabidopsis, ~ 6 haftalik nispeten kisa bir 6mre ve dizilemesi
tamamlanmis ~ 130Mb'lik bir genoma sahiptir. Arabidopsis'te Agrobacterium araciligiyla
yapilan transformasyonlar, T-DNA insersiyon hatlarini iceren genis kiitiiphanelerin olusmasina
yol agmistir ve bu kiitiiphaneler telomerler ile ilgili bilinen genlerin birgok mutasyonunu

tagimaktadir.

Arabidopsis telomer boyutlarinin kisa (2-5kb) olmasi, klasik ‘‘Southern blot”’ prosediirleri
kullanarak telomer uzunlugundaki bozulmalari incelemeyi miimkiin kilmistir (Shakirov ve
Shippen, 2004). Ayrica, telomer bolgelerinin iistiindeki benzersiz diziler, bireysel kromozom
kolu uzunlugunu ve kromozom ugtan uca flizyon olaylarini analiz etmek i¢in farkli PZR primer
baglama boélgelerinin kullanimint saglamistir (Heacock ve dig., 2007). Bitki molekiiler
biyolojisi ve biyokimya yontemlerindeki gelismeler telomer-telomeraz sistemi yolaklarinin

mekanik detaylarini analiz etmeyi miimkiin kilmistir.

Arabidopsis, diger model organizmalardan farkli olarak telomer fonksiyon bozukluguna karsi
oldukga toleranshidir. Diger organizmalarda 6liimciil sonuglara neden olan, telomer “‘capping’’
bilesenlerinde veya ATM ve ATR gibi DDR mediatorlerindeki mutasyonlar A. thaliana'da
oldiiricti olmamaktadir (Watson ve Riha, 2010). Bununla birlikte, bitkiler insanlar ile
karsilastirildiklarinda  telomer-telomeraz  sisteminin  diizenlenmesi bakimindan birgok
benzerlige sahiptir. Telomerazin anlatimi, boliinen dokularla siirli olup vejetatif organlarda
olmamaktadir (Fajkus ve dig., 1996; Fitzgerald ve dig., 1996; McKnight ve Shippen, 2004).
Mayada oldugu gibi, TERT genindeki bozulmalar yaslanma fenotiplerine neden olmustur,
ancak telomeraz igermeyen bitkilerin on nesile kadar yasamlarini devam ettirebildikleri
gosterilmistir (Riha ve dig., 2001). Bitkilerin telomer dizisi ve yapist da memeli sistemlerine
oldukga benzemektedir. Bu 6zellikler bir arada, Arabidopsis'i karsilastirmali biyoloji igin 6nde

gelen bir model organizma haline getirmistir.
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2.8. GEN ANLATIM ANALIZLERI

1958'de Francis Crick, molekiiler biyoloji de santral dogmanin temelini agiklamig ve bu sayede
DNA'dan RNA adi verilen bir ara molekiiliin sentezlendigi ve bu molekiiliin de hiicrelerdeki
fonksiyonlar1 gergeklestiren proteinler ile sonuglandiginin anlasilmasimi  saglamstir.
Giliniimiizde, biyomedikal arastirmalar belirli bir hastalig1 gelistiren mekanizmalar1 agiklamaya
calismaktadir ve bu nedenle gen anlatim ¢aligmalarinin bu ¢aligsmalar i¢in biiyiik bir kaynak
oldugu kanitlanmistir. Gen anlatim c¢alismalari, belirli bir genin haberci RNA (mRNA)
seviyelerini saptamaya ve Olgmeye yoneliktir. RNA-bazli gen anlatim calismalarinin
gelistirilmesi, 1977'de Alwine ve digerleri tarafindan ‘‘Northern Blot’’ ile baglamistir. 1969'da
Gall ve Pardue, ile John ve ark. bagimsiz olarak in situ hibridizasyonu gelistirmistir. Ancak bu
teknik yaklasik 20 yil sonra mRNA'y1 saptamak i¢in kullanilmaya baslanmistir (Coghlan ve
dig., 1984). Giiniimiizde ise transkriptom analizi i¢in en yaygin kullanilan teknikler; ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR), gercek zamanli PZR (‘‘QPCR’’), DNA
““microarray’’, ve RNA dizileme (‘°‘RNAseq’’)'dir. Yapilacak arastirmalarin amacina gore

hangi yontemin daha avantajli oldugu farklilik gostermektedir.

RT-PZR; hiicre ve dokulardan izole edilen RNA molekiillerinin, ters transkriptaz enzimi
aracilifiyla cDNA sentezinin gergeklestigi ardindan PZR’da kalip olarak kullanildigi ve
dolayistyla gen anlatim analizlerinin yapilabildigi bir yontemdir. Bu metod hassas, hizli ve

kolay uygulanan bir yontem olarak degerlendirilmektedir.

2.9. HUCRE CANLILIGININ iZLENMESI

Hiicrelerin canlilik diizeyleri ve proliferasyon oranlari, hiicre sagliginin iyi birer belirtecidir.
Kimyasal maddeler, hiicre sagligini ve metabolizmasini olumlu ya da olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Bu maddelerin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisinin analizi i¢in farkli
yontemler kullanilmaktadir. Kullanilan yontemler, kolorimetrik (Kristal viyole testi),
florometrik (Alamar mavisi testi) ve luminometrik (ATP biyoliiminesans testi) olmak {izere

siniflandirilmaktadir (Aslantiirk, 2018).

Florometrik yontemde, canli ve canli olmayan hiicreleri ayirmak i¢in ¢ift renkli floresan
boyama kullanilmaktadir. Canli hiicreler, saglam plazma membranina sahip olan hiicrelerdir ve
hiicre i¢i esteraz aktivitesinin varligi ile 6l hiicrelerden ayirt edilebilmektedir. Bu aktivite,

floresan diasetatin veya ilgili bilesiklerin (karboksifloresan vb.) enzimatik hidrolizi yoluyla



24

gerceklesmektedir. Bu bilesikler membran gecirgendir ve floresan 1sima yapmazlar. Bitki
hiicresi i¢erisinde bu maddelerin, yiiksek polar floresan bilesiklere hidrolizi ger¢eklesmektedir.
Polar yapilar1 nedeniyle, bu bilesikler plazma zarmi gegemediklerinden canli hiicrelerde
tutulurlar ve sitoplazma i¢inde yogun bir yesil floresan 1s1ma olustururlar. Propidium iyodiir ve
etidyum homodimeri-I gibi ilgili bilesikler ise ancak hasar gérmiis plazma membranina sahip
hiicrelere girebilmektedir ve ¢ift zincirli niikleik asitlere baglanmaktadirlar. Bu durum canli
olmayan hiicrelerde, 6zellikle de niikleik asit konsantrasyonunun en yiiksek oldugu nukleusda
parlak kirmizi bir floresan 1s1ma ile sonu¢lanmaktadir. Sonug olarak hiicre canliligi analizi,
calisilan tiir ve dokulara bagl olarak boya konsantrasyonu, boyama siiresi gibi degiskenler

optimize edildikten sonra konfokal mikroskobu araciligiyla degerlendirilmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 BiTKi MATERYALI

Bu ¢alismada model organizma olan A. thaliana nin tohumlar1 Colombia (Col-0), Bielefeld
Universitesi, Biyoteknoloji Merkezi, Genom Arastirma Béliimii'nden Dr. Ralf Stracke
tarafindan temin edilmis ve bu tohumlar steril kosullar altinda bitkilerin yetistirilmesi ve kallus

kiiltiirlerinin olusturulmasi i¢in kullanilmistir.

3.2. BITKi DOKU KULTURU VE SiIKLOASTRAGENOL UYGULAMASI

3.2.1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

A. thaliana bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda Murashige ve Skoog (MS) besiyeri kullanildi
(Murashige ve Skoog, 1962). Toplamda 500 mL besiyeri hazirlamak igin; 2,2 g MS temel tuz
karisimi (Sigma, M5519) ve karbon kaynagi olarak 15 g sukroz (Sigma, 84097) 400 mL distile
su icerisinde ¢ozdiiriildii. 5 M NaOH (Merck, 1.06462.1000) kullanilarak ¢6zeltinin pH’1 5,7-
5,8 araliginda olacak sekilde ayarlandi. Ardindan 4,5 gram agar (Sigma, A1296) eklendikten
sonra ¢ozelti hacmi distile su kullanilarak 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri 121
°C’de 1.2 atm basingta 15 dakika otoklavda (Niive, OT 012) steril edildi. Besiyeri 55 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra tizerine steril 1 mg/mL konsantrasyondaki MS vitamin ¢dzeltisinden
(Sigma, M3900) 0,5 mL ilave edilerek 9 cm’lik petri kaplarma 25 mL olacak sekilde
paylastirildi. Ayrica deney grubuna ait besiyerlerine, CAG son konsantrasyonu 1 uM ve 10 uM
olacak sekilde eklendi.

3.2.2 Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

A. thaliana tohumlari 1,5 mL’lik kolonlu mikrosantrifiij tiiplere konuldu. Yiizey sterilizasyonu
icin, tohumlar %70’lik etil alkol (Sigma, 32221) igerisinde 1 dakika bekletilip ardindan 1
dakikalik santrifiij ile alkol uzaklastirildi. Bu islem ti¢ kez tekrar edildikten sonra tohumlar

%100’1iik etil alkol icerisinde 1 dakika boyunca bekletilip santrifiij yapildi.

3.2.3 Tohumlarin Cimlendirilmesi ve Bitkilerinin Yetistirilmesi

Steril edilen tohumlar, MS besiyeri igeren 9 cm ¢apli petri kaplarma 30’ar adet ekilip, bitki
bliylitme kabininde ¢imlenmeye birakildi. Bitkilerin ¢imlendirilmesi ve gelisimi i¢in 25 °C’de
16 saat 151k/8 saat karanlik periyoduna sahip 1400 lux bitki biiyiitme kabini (Sanyo, MLR-

352H) kullanildi. Tohumlarin ¢cimlenmesi sonucu elde edilen 7 giinliik bitkicikler kontrol grubu
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icin MS besiyeri igeren, deney grubu igin ise 1 uM ve 10 uM CAG igeren cam tiiplere (C5916,
Sigma) aktarildi. Bitki biiylitme kabininde 21 giin boyunca tutulan bitkilerin boylar1 ve Klorofil
miktar1 belirlenip fotograflandi. Deneyler 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.

3.2.3.1 Total Klorofil Miktar Tayini

Ug hafta boyunca sikloastragenole maruz birakilan A.thaliana bitkilerinin klorofil miktar1
Wiedemann ve dig.’nin (2007) kullandig1 yontem referans alinarak yapildi. 100 mg bitki sivi
nitrojenle homojenize edilerek tizerine 2 mL %80 (v/v) aseton (Sigma, 24201) eklendi.
Ornekler 5 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen iist stvilardan 200 pL’si 96 kuyucuklu
plakalara (SARSTEDT, 83.3924) konularak 645 ve 663 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri spektrometre cihazi (Eon, Biotek) ile belirlendi. Santrifiij sonrasi elde edilen pelletler
105°C’de (WiseTherm, HB-48P) 2 saat boyunca kurumaya birakildi ve pelletlerin kuru
agirliklar hassas terazi (Shimadzu, ATX224) ile tartildi. Klorofil miktar1 Denklem 3.1°e gore
hesaplandi.

T = [(A663)x(0.00802)+(A645)x(0.0202)] x 2/g kuru agirhik (Denklem 3.1)

3.2.4 Kallus Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Kallus kiiltiirii olusturmak ig¢in in vitro yetistirilmis 30 giinliik bitkilerin kok kisimlar1 eksplant
olarak kullanildi. Kallus olusumunu indiiklemek iizere 1 mg/L 2,4-D iceren petri kaplarindaki
MS besiyerine, her petri kabinda yaklasik 1-2 cm boylarinda 10 eksplant olacak sekilde ekim
yapild1 ve eksplantlar bitki biiyiitme kabininde gelismeye birakildi. Bu eksplantlardan elde
edilen kallus dokulari, 3 hafta araliklarla 1 mg/L 2,4-D igeren taze besiyerlerine aktarilarak alt
kiltiirlendi. Deney grubu ornekleri (9 aylik kallus dokular1) 1 uM ve 10 uM sikloastragenol
iceren petri kaplarinda 21 giin boyunca bekletildikten sonra agirliklart 6l¢iiliip fotograflandi.
Asagidaki Denklem 3.2°den yararlanilarak biiyiime indeksleri hesaplandi (Mendonga ve dig.,
2012). Deneyler 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

WIZWE %100 (Denklem 3.2)
wf

Wi : baslangic kallus agirligi ~ W : final kallus agirligi

%Biiyiime :

3.2.5 Sikloastragenol’iin Hazirlanmasi
Telomeraz aktivatérii olan sikloastragenol (SMBO00372, Sigma) DMSO igersinde

¢oziindiiriilerek, 10 mM stok soliisyon olacak sekilde hazirlandi ve -20 °C’de muhafaza edildi.
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Sikloastragenol’tin A. thaliana tiim bitki ve kallus dokularina son konsantrasyonlart 1 pM ve

10 uM olmak tizere iki farkli dozda uygulamasi yapildi.

3.3 GEN ANLATIMINDAKI DEGiSIMLERIN BELIRLENMESI

3.3.1 Analizler icin Segilen Genler

Bitkilerde telomer/telomeraz sistemi iizerine sikloastragenoliin etkileri TER1, CTC1, TRB1,
POTla, TAC1, BT2 ile TERT genlerindeki anlatim seviyesi degisimleri incelenerek
degerlendirildi (Sovékova ve dig., 2018). Yontem olarak RT-PZR kullanildi. Aktin geni

referans gen olarak kullanildi. Segilen genlerin 6zellikleri Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1: Bitkilerde telomer ve/veya telomerazla iligkili bazi proteinlerin iglevleri.

_ ! T+ MUTANTLARDAKI iSLEV
PROTEIN ISLEV - KAYBINDA REFERANS
TELOMER/TELOMERAZ
TERL Telomer uzamasi igin Telomeraz aktivitesinde diisme, | (Cifuentes-Rojas ve
+
kullanilan kalip alt birim telomer kisalmasi dig., 2011)
CST kompleksinin iiyesi, (Surovtseva et al.,
CTC1 + Telomer kisalmasi
telomerik DNA’nin sentezi 2009)
A.thaliana telomer
bolgesinin bir bileseni ve (Schrumpfova ve
TRB1 + Telomer kisalmast
telomeraz ile etkilesim dig., 2014)
halinde
TERZ1 altbirimi ile ) )
(Cifuentes-Rojas ve
POT1A | etkilesim halinde ve pozitif + Telomer kisalmasi dig.. 2011)
ig.,
telomeraz diizenleyicisi s
Pozitif telomeraz
diizenleyicisi, telomeraz ile o )
TACL1 o ) T+ Belirgin etki yok (Ren ve dig., 2004)
oksin sinyallenmesi
arasinda baglanti
Pozitif telomeraz _
TACI1- telomeraz aktivasyon
BT2 diizenleyicisi, TACI T+ o ) (Ren ve dig., 2007)
] yolaginin etkisizlesmesi
yolaginin iiyesi
Telomerazin katalitik alt Telomer kisalmasi, fertilitenin (Watson ve Riha,
TERT S +
birimi azalmasi 2011)

* ‘47 isareti, telomer uzunlugunun pozitif diizenleyicisilerini gostermektedir. Eger mutantlarda protein islev
kaybinda telomer fenotipi degismemiyorsa, proteinlerin telomeraz aktivitesi ile iligkisi ‘T +’ ile belirtilmistir
(Sovakova ve dig., 2018).
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RT-PZR analizlerinde kullanilmak {izere Oncelikle orneklerden total RNA izolasyonu

gergeklestirilmistir.

3.3.2 Total RNA izolasyonu

Bu calismada telomeraz aktivatorii olan sikloastragenoliin etkisinde gen anlatim seviyesindeki

degisikliklerin analizi i¢in tiim bitki ve kallus dokularindan total RNA izolasyonu TRIzol®

(Invitrogen, 15596026) kullanilarak gerceklestirildi.

o)

100 mg olarak hassas terazi de tartilan bitki ve/veya kallus dokulari, sogutulmus havana
stv1 azot eklenerek ezilip toz haline getirildi.

Toz haline gelen 6rneklerin lizerine 1 mL TRIzol eklenerek 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiipiine aktarild1. Ornekler 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon igin bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir 6rnege 0,2 mL kloroform eklenerek mikrosantrifiij
tiipleri 10-15 sn boyunca yavasca ters-diiz edilip karistirildi. Ornekler 2-3 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyon i¢in bekletildikten sonra 4°C 12.000 x g’de 15
dakika boyunca santrifiij edildi.

Santriflij isleminin ardindan tstte kalan renksiz sivi faz yeni bir 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipline aktarilip tizerine 0,5 mL izopropanol eklenip 5 defa yavasca ters-
diiz edilip karistirildi. Ornekler 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyon igin
bekletildikten sonra 4°C 12.000 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1t RNA tiipiin dip kisminda beyaz bir pellet halinde gézlendi ve renksiz
tist s1v1 atilarak pellet 1 mL %75 etanol ile yikand1 ve 6rnekler 4°C 7500 X g’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi.

. Santrifiij sonrasinda etanol uzaklastirip, RNA pelleti kurumasi i¢in 5-10 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

. Kuruyan RNA pelletlerinin iizerine 50 uL DEPC-dH,0 eklendi. Ornekler 1sitic1 blokta

(Biosan, TS-100C) 55°C’de 10-15 dakika tutularak RNA’larin ¢6ziinmesi saglandi.

3.3.2.1 RNA Miktarinin Ve Safliginin Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin DEPC-dH,0’da ¢bziinmesi tamamlandiktan sonra pg/ul cinsinden

miktart Denklem 3.3’ye ve safliklart ise Ayg/A,g0 Oranina gore, nanodrop spektrofotometre

(Thermo Scientific, Nanodrop 2000) kullanilarak belirlendi.

RNA (pg/ul) = A, x sulandirma katsayisi x 40 (Denklem 3.3)
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3.3.2.2 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen RNA &rneklerinin kalitatif analizi igin %1 ’lik formaldehit agaroz jel elektroforezi
yapildi (Tablo 3.2). %1’lik formaldehit agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 0,4 g agaroz
(Invitrogen, 16500-500) tartildiktan sonra DEPC’li ultra saf su igerisine eklenerek isiticili
manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti 50-60 °C araligina kadar sogudugunda igerisine
20X MOPS soliisyonu ve ¢eker ocakta formaldehit eklendi. Ardindan 3 pL ““SYBR safe’’ jel
boyas1 (Hibrigen, 0117-KK-240) eklendi. Homojen ¢ozelti, jel kasetine dokiilerek polimerize
olmasi i¢in 15 dakika boyunca bekletildi. Ardindan formaldehit jel, yiiriitme tamponu igeren
tanka yerlestirilip, 200 ng olacak sekilde sulandiritlan RNA 6rnekleri (5 pl) ile 5 pL
denatlirasyon tamponu karistirllarak 10 dakika 65°C’de su banyosunda bekletildi.
Denatiirasyonun ardindan 2 dakika buzda bekletilen 6rneklere 2 uL. RNA yiikleme boyasi
(R0641, Thermo Fisher Scientific) eklendi. Daha sonra 6rnekler jel kuyucuklarina yiiklendi ve
40 V sabit giicte 2 saat kaset boyunca yiiriitiildii. Sonuglar UV jel goriintiileme sistemi

(Avegene-Xlite 30R) araciligiyla bant profillerinin goriintiisiine gore degerlendirildi.

Tablo 3.2: %1°lik 40 mL formaldehit agaroz jel hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler.

Formaldehit Agaroz | 20 X MOPS (100 mL, RNA Denatiirasyon
) Yiiriitme Tamponu
Jeli pH:7) Tamponu
8,3704 g MOPS 10 mL Formamid
0,4 g Agaroz 30 mL 10X MOPS

(Sigma, 11K5420)

(Sigma,75127)

29,6 mL DEPC’li ultra

saf su

0,744 g EDTA
(TITRIPLE X 3,
K03559321)

5,4 mL Formaldehit
(Sigma, 086K3472)

3,5 mL Formaldehit

2 mL 20 X MOPS

2,1776 g NaAc
(Sigma, 38F0277)

264,6 mL DEPC’li

ultra saf su

1,5 mL 10X MOPS

7 mL %37’lik

Formaldehit

80+20 mL DEPC’li

ultra saf su
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3.3.3 cDNA sentezi
RNA orneklerinden cDNA’larin sentezi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti
(Applied Biosystem, 00709629) kullanilarak gerceklestirildi. cDNA sentez reaksiyonu

bilesenleri ve cDNA sentez reaksiyon kosullar1 Tablo 3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3: cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri (a) ve reaksiyon kosullari (b).

a b
Bilesen ada Miktar Sicaklik (°C) Siire
10 X RT Buffer 2 uL o5 10 dk
10X RT Random Primer 2 uL 85 5 dk
MultiScribe™ Reverse 1ul
Transcriptase 50U/nL
Kalip RNA 2000 ng
Niikleaz icermeyen dH,0 | 20 puL’ye
tamamlanir
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Secilen genlerin ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Tablo 3.4’de verildi.

Tablo 3.4: Gen anlatimi analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

Primer Baglanma | Beklenen
ads Hedef Primer Niikleotid Dizisi (5'-3") sicakhigi PZR iiriin
°O) boyutu (bc)
TERT-F | GCGCTAGCTGGCTTTTTTTAGAGATTGTC 626
57
TERT-R TATGGAACAGTTGATGTGAATC
POTla-F TGTCGCAACAATGATTGGAT 169
55
POTla-R CAAATCAAGAACCACGACGA
CTC1-F GCCCTGTGTCTGTTGTTCCT
62 181
CTC1-R CAACTCGCAGCCTCTAAACC
BT2-F CAGACACAACCCTTGTCACC 0 .
BT2-R ACATGGTCACCCAGCTGAAG
TACI1-F ATGGAAAACATCAAAAACCCTAA e 209
TACL-R ACTCAGACAAAAGCTTATGGAAG
TER1-F ACAGAGAACGATGTTCCAACT ” 60
TERI-R ACAGAGAACGATGTTCCAACT
TRB1.E | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
CTCCATGGGTGCTCCTAAGCAGAAA - 257
TRBL.R | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG
GTCTTTAGGAAGGGAGAACGTCCTTTT
AKTIN-F TGCTGACCGTATGAGCAAA
- 57 100
AKTIN-R

CTCCGATCCAGACACTGTA
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3.3.4 Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
Segilen genlerin primerleri i¢in optimum baglanma sicakligi ve kosullar1 gradient PZR ile
belirledikten sonra gen anlatim analizleri gerceklestirildi. cDNA’lar kalip olarak kullanilarak

gergeklestirilen RT-PZR analizlerinin reaksiyon bilesenleri ve kosullar1 Tablo 3.5’de verildi.

Tablo 3.5: RT-PZR bilesenleri (a) ve kosullari (b).

a b
. Miktari Son N o .. Dongii
Bilesen adi (uL) Konsantrasyon Dongiiler Sicakhik(°C) | Siire Sayist
Steril dH,0 | 17,8 Ik 94 3k | 1
denatiirasyon
10X PZR 2,5 1X Denatiirasyon 94 30sn
Tamponu
Primere
'2\/|5mcl\|/| 2 2,0 mM Baglanma Ozgii 30sn 35
gtb sicaklik
10mM
dNTP 0,5 0,04 mM Uzama 72 50sn
10puM ileri ,
primer 0,5 0,2uM Son Uzama 72 5 1
10uM geri | 0,2uM
primer
Taq DNA
Polimeraz 0,2 0,4U
(5U/pL)
cDNA
(1000ng/ul) | 1 40ng/uL

RT-PZR Ornekleri, agaroz jel sonrasi goriintiilendikten sonra Imagel] programi kullanilarak
optik densitometreleri 6l¢iildii (Antiabong, John F ve dig., 2016). Bu veriler kullanilarak gen

anlatim grafikleri ¢izildi.
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3.4 HUCRE CANLILIK ANALIZi

A. thaliana kok dokusu hiicrelerinin canliligi, yesil floresan diasetat Ve kirmizi propidium
iyodiir igeren bitki hiicresi canlilik analizi kiti (‘‘Plant Cell Viability Assay Kit’’, Sigma
PA0100) kullanilarak belirlendi. Hiicre canlilik analizi kitinde belirtildigi sekilde hiicrelerin
boyamasi gergeklestirildikten sonra konfokal mikroskop (Leica SP8) kullanilarak canli ve 6l
hiicreler tespit edildi. FDA'nin uyarilmasi i¢in dalga boyu 488 nm ve 500-550 nm arasinda
belirlendi. PI uyarilmasi i¢in ise dalga boyu 552 nm ve 560-650 nm arasinda belirlendi.

3.5 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

A. thaliana bitki ve kallus dokular1 kullanilarak gergeklestirilen morfolojik bulgular ile gen
anlatim analizlerinin degerlendirilmesi igin t-testi kullanildi. p<0.05 olarak bulunan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Morfolojik deneyler ve gen anlatim analizleri 3

biyolojik tekrarla yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 A. thaliana BITKILERININ YETISTIRILMESI

MS besiyeri igeren petri kaplarina ekimi yapilan 50 adet A. thaliana tohumlari, bitki biiyiitme
kabininde ¢imlenmeye birakildi. Tohumlarin %90’1nin ¢imlenmesi sonucu elde edilen 7 giinliik
bitkicikler MS besiyeri i¢eren cam tiiplere aktarildi. Cam tiiplere aktarilan bitkiler 30 giin (Sekil
4.1) boyunca kiiltiirlendi ve ardindan kallus kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in eksplant olarak
kullanildi.

Sekil 4.1: MS besiyerinde kiiltiirlenmis olan 10,5 cm boyunda 30 giinliik A. thaliana bitkisi (Bar:1 cm).

4.2 KALLUS KULTURU

Kallus kiiltiirii olusturmak ic¢in 30 giinliik bitkilerin kdkleri eksplant olarak kullanildi. Kokler
2’ser cm’lik pargalar halinde kesilip, kallus olusumunu indiiklemek i¢in 1 mg/L 2,4-D igeren

MS besiyerine aktarildi. Ik kallus olusumu yaklasik olarak 4 hafta sonra gdzlendi. Kallus
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dokulari, 3 hafta araliklarla 1 mg/L 2,4-D igeren taze besiyerlerine aktarilarak alt kiiltiirlendi.

Bu eksplantlardan elde edilen kalluslarin genel gériiniimii Sekil 4.2°de verildi.

Sekil 4.2: 1 mg/L 2,4-D igeren MS besiyerinde 9 ay boyunca alt kiiltiirlenmis A. thaliana kallus dokulart
(Bar:1cm).
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4.3 SIKLOASTRAGENOL UYGULAMASININ BiTKi DOKULARI UZERINDEKI
MORFOLOJIK ETKILERI

Ug hafta boyunca 0 pM, 1 pM ve 10 pM konsantrasyonlarinda sikloastragenol igeren MS
besiyerlerinde yetisen bitkilerde, klorofil miktar1 ve boy uzunluklari incelendi. Sikloastragenol

uygulamasi sonrasi bitkilerin genel goriintimii Sekil 4.3°te verildi.

Sekil 4.3: Ug hafta boyunca farkli dozlarda sikloastragenole maruz kalan A. thaliana bitkileri.

A, 0 uM konsantrasyonda biiyiiyen ve kontrol grubu olarak degerlendirilen bitkileri; B, 1 uM
konsantrasyonda biiyiiyen bitkileri; C, 10 uM konsantrasyonda biiyliyen bitkileri temsil etmektedir
(Bar:1 cm).

Sekil 4.3’te sikloastragenole maruz kalarak yetisen toplam 33 adet A. thaliana bitkilerinin
morfolojik analizleri sonucunda ortalama boy uzunlugu, kontrol CAG grubunda 10,844+1,37
cm; 1 uM CAG grubunda 12,750+1,73 cm; 10 uM CAG grubunda ise 11,688+1,17 cm olarak
belirlendi. Boy uzunlugu verileri ile yapilan t-testi sonucunda yalnizca kontrol grubu ile 1 uM
CAG uygulamasi arasinda anlamli sekilde bir artis tespit edildi (Sekil 4.4 a). Deney gruplari
arasinda klorofil miktar1 ise kontrol CAG grubunda 7,855+0,28 mg; 1 uM CAG grubunda
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7,315+£0,19 mg; 10 uM CAG grubunda ise 6,965+0,39 mg olarak belirlendi. Bu veriler ile
yapilan t-testi sonucunda kontrol ile 1 pM CAG ve kontrol ile 10 pM CAG gruplar: arasinda
anlamli sekilde bir azalig belirlendi (Sekil 4.4 b).

a b
20.0 10.0
= a
§ b = b
<150 a 5_ 80
g — I? E g 6.0 LI
€ *e! = .
3 10.0 NN s e 35 S
g \ .:': x ; 4.0 &5 ol ? ST =
g 53 g3 + : —
£ 50 o =E &
z \ s & 20 g".:.
L0
0.0 & X = 0.0 RN ==
S S S S S
o¥ N oF o¥ N o
c
10.0
2 50
e
2 6.0 a a
5 e a
2 4.0 |
w
2 W
S 20 N R
JXXRXR
0.0 b : %

Sekil 4.4: Farkli dozlarda CAG’e maruz kalan A. thaliana bitki ve kalluslarinda meydana gelen
morfolojik degisimler.

a; bitkilerdeki boy uzunlugu degisimleri, b; bitkilerdeki klorofil miktarlarindaki degisimleri,

c; kalluslardaki biiylime indeksi degisimlerini gostermektedir.
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Kallus kiiltiirleri de bitkilerle benzer sekilde 0 uM, 1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda
sikloastragenol igeren MS besiyerlerinde 3 hafta boyunca kiiltiirlendi. Kallus biiyiime
indeksinin kontrol CAG grubunda 3,180+1,73 kat; 1 uM CAG grubunda 2,659+2,1 kat; 10 uM
CAG grubunda ise 2,941+1,97 kat oldugu gdzlendi. t-testi sonucu gruplar arasinda anlamli bir

fark bulunmadi (Sekil 4.4 c). Sekil 4.5’te verildigi gibi sikloastragenol uygulamasi sonrasi

kalluslarin biiyiime oraninda anlamli bir degisim gozlemlenmedi.

Sekil 4.5: Ug hafta boyunca farkli dozlarda sikloastragenole maruz kalan A. thaliana kallus dokulari.

A, 0 uM konsantrasyonda kiiltlirlenen ve kontrol grubu olarak degerlendirilen kalluslar; B, 1 uM
konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslar;; C, 10 uM konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslari temsil
etmektedir.

Yapilan analizlerden elde edilen degerlerin ortalamalari ve standart hatalar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Her bir grup icin verilen deger, 3 tekrarli olarak yapilan deney sonuglarinin

ortalamasini ve standart hatay1 (+SH) gostermektedir.

Tablo 4.1: A. thaliana’da CAG’1n morfolojik etkilerinin belirlenmesi.

Bitki Boy Klorofil Miktar: Kallus Biiyiime
CAG (nM) Uzunlugu (cm) (mg/kuru agirhk) Indeksi
10,844+1,37 7,855+0,28 3,180+1,73
12,750+1,73 7,315+0,19 2,659+2,1
10 11,688+1,17 6,965+0,39 2,941+1,97
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4.4 GEN ANLATIM ANALIZLERI

Bitkilerde telomer/telomeraz diizenlenmesi ile iliskili TER1, CTC1, TRB1, POT1a, TAC1, BT2
ile TERT genlerinin CAG varligindaki gen anlatim seviyeleri RT-PZR ile analiz edildi.

4.4.1 Total RNA’nin Izolasyonu, Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Telomeraz aktivatorii olan sikloastragenol’iin etkisinde segilen genlerin anlatim seviyelerindeki
degisikliklerin analizi i¢in bitki ve kallus dokularindan total RNA izolasyonu yapilarak, Sekil
4.6’da gosterildigi gibi biitiinliikleri (18S, 16S, 5S olmak iizere 3 bant goriintiisii) agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edildi.

Sekil 4.6: CAG uygulanmis A. thaliana bitkilerinden izole edilen RNA’larin agaroz jel elektroforezi
sonrasi goriintiisii.

cDNA sentezinde kullanilan tiim bitki ve kallus RNA’larina ait konsantrasyon ve A260/A280
degerleri Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2: CAG uygulanmig A. thaliana bitki ve kallus dokularindan izole edilen RNA’larin
spektrofotometrik degerleri.

BiTKi KALLUS
CAG deney gruplant | Konsantrasyon A260/A2g0 | Konsantrasyon | oen 00
(ng/mL) (ng/mL)
0 uM CAG- 1.tekrar 1806,6 2,09 21825 2,08
0 uM CAG- 2.tekrar 745,0 1,95 3890,60 2,13
0 uM CAG- 3.tekrar 1389,1 2,04 1496,40 2,04
1 uM CAG- l.tekrar 1600,5 2,10 2061,5 2,09
1 uM CAG- 2.tekrar 848,6 2,01 3842,9 2,12
1 uM CAG- 3.tekrar 2056,1 2,07 6177,2 2,11
10 uM CAG- 1.tekrar 1240,7 2,08 5872,8 2,09
10 uM CAG- 2.tekrar 2111,6 2,08 2168,9 2,10
10 uM CAG- 3.tekrar 2788,5 2,12 7033,3 2,05
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4.4.2 Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

CAG uygulanmis A. thaliana bitki ve kalluslarinda telomer/telomeraz diizenlenmesi ile iligkili

oldugu bilinen genlerden secilen TER1, CTC1, TRB1, POT1a, TAC1, BT2 ile TERT genlerinin

anlatim seviyeleri RT-PZR ile analiz edildi. Gen anlatimlarinin degisimi Sekil 4.7°de verilen

grafiklerde gosterilmistir.

a. TERT
Aktin
_ 5.0 TERT
£
s
< 4.0
c
&
£ 3.0 c
K]
@
S 20
S
[}
o 1.0
£
ke
< 0.0

Aktine gore relatif gen anlatimi

2.0+

1.0

0.0

Kallus

Sekil 4.7: CAG uygulamasi sonrast RT-PZR analizleri sonucunda TERT (a), POT1a (b), CTC1 (c), BT2
(d), TACL (e), TRB1 (f) ile TER1(g) genlerinin A. thaliana bitki ve kalluslarindaki anlatim

seviyelerinin degigimi.
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Sekil 4.7 devam: CAG uygulamasi sonrast RT-PZR analizleri sonucunda TERT (a), POT1a (b), CTC1
(c),BT2 (d), TAC1 (e), TRB1 (f) ile TER1(g) genlerinin A. thaliana bitki ve kalluslarindaki anlatim
seviyelerinin degigimi.
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d. BT2
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Sekil 4.7 devami: CAG uygulamasi sonrast RT-PZR analizleri sonucunda TERT (a), POT1a (b), CTC1
(c),BT2 (d), TAC1 (e), TRB1 (f) ile TER1(g) genlerinin A. thaliana bitki ve kalluslarindaki anlatim
seviyelerinin degigimi.
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Sekil 4.7 devami: CAG uygulamasi sonrasit RT-PZR analizleri sonucunda TERT (a), POT1a (b), CTC1
(c), BT2 (d), TACL1 (e), TRBL1 (f) ile TER1(g) genlerinin A. thaliana bitki ve kalluslarindaki

anlatim seviyelerinin degigimi.

CAG uygulamasinin aktin genine gore secilen genlerdeki anlatim degisiminin katsayilar1 Tablo

4.3°de verilmistir. Istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar arasinda kallus dokularinda

sikloastragenol’e bagli olarak tiim genler i¢in anlatim seviyelerinde artig gézlenirken, bitkiler

de POT1a ve TRB1 genleri digindaki genlerin anlatim seviyelerinde artis gézlenmistir.
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Tablo 4.3: A. thaliana bitki ve kalluslarina CAG uygulamasi sonrasinda TERT, POT1a, CTC1, BT2,
TAC1, TRBL1 ile TER1 genlerinin anlatimlarindaki degisimler.

TERT POT1a cca B ] TAa TRB1 TERL

CAG Bitki | Kallus| Bitki | Kallus | Bitki | Kallus | Bitki | Kallus | Bitki [ Kallus| Bitki Kallus | Bitki Kallus
0 uM CAG 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1uM CAG 1,12 | 2,32 | 098 | 098 |1,66| 1,38 | 1,18 | 1,18 | 1,07 | 1,43 | 0,92 1,56 0,82 0,97
10pMCAG | 1,90 | 3,22 | 0,78 | 1,27 |1,16| 1,80 | 1,12 | 1,78 | 1,25 | 1,65 | 1,23 2,66 1,38 1,87

CAG uygulamas1 bitkilerde TERT anlatimin1 10 uM da 1,90 arttirirken; kalluslarda ise 1 uM
da 2,32 ve 10 uM da ise 3,12 kata kadar arttirdig1 belirlenmistir. CAG bitkilerde POT1a
anlatimini, 10 pM da 0,78 kat azaltirken; kalluslarda ise 10 uM da 1,27 kat arttirmistir. CTC1
geni icin bitkilerde 1 uM da 1,66 ve 10 uM da 1,16 kat artis gozlenirken; kalluslarda ise artig
oranlart 1 pM ve 10 uM da sirasiyla 1,38 ve 1,80’dir. Bitkilerde CAG uygulamasi BT2 geni
tizerinde bir etki gostermezken; kalluslarda 1 pM ve 10 uM da sirasiyla 1,18 ve 1,78 kat artig
gozlenmistir. Benzer sekilde bitkilerde CAG uygulamasi TER1 geni ilizerinde bir etkiye neden
olmazken, kalluslarda ise 10 uM da 1,87 katlik artis gostermistir. TAC1 gen anlatimu bitkilerde
10 uM da 1,25 kat artig gosterirken; kalluslarda ise artis oranlar1 1 uM ve 10 uM da sirastyla
1,43 ve 1,65 kat olmustur. TRB1 gen anlatim1 kalluslarda 1 pM igin 1,56 ve 10 uM i¢in 2,66
kat artis olarak belirlenmigken, bitkilerde 1 uM i¢in 0,92 kat azalis ve 10 uM i¢in 1,23 kat artig

gbzlenmistir.
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4.5. SIKLOASTRAGENOL’UN HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKIiLERI

Bu calismada sikloastragenol’iin A. thaliana kok dokusu hiicreleri tizerindeki etkisinin
belirlenmesi i¢in konfokal mikroskobunda iki ¢esit floresan boya (Floresan diasetat, Propidium
iyodiir) kullanilarak analizler yapilmistir. Konfokal mikroskobu ile ¢ekilen fotograflarda yesil
floresan 1s1ma canli hiicreleri, kirmizi floresan 1g1ma ise 6lii hiicreleri gostermektedir. Hiicre
canlilik analizi verileri, gruplar arasinda karsilastirildiginda CAG konsantrasyonuna bagl

olarak canli hiicre sayisinda 6nemli derecede bir artis gdzlendi.

Kontrol 1 uM CAG 10 uM CAG

Sekil 4.8: CAG uygulanmis A. thaliana kok hiicrelerinin konfokal mikroskop ile ¢ekilen goriintiisii.
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5. TARTISMA VE SONUC

Telomer bolgeleri, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin uygun bir sekilde ayrilmasina
aracilik eden ve genomik kararlilig: siirdiirmek i¢in gerekli olan kromozom uglarinda bulunan
niikleoprotein yapilardir. Telomer tekrarlar1 Zea mays'da ilk defa kesfedildikten sonra;
memelilerde kanser, yaslanma ve kok hiicre biyolojisi ¢alismalarinda odak merkezi haline
gelmistir (Sax ve Enzmann, 1939). Cogu angiospermler igin ise telomerik kromatin,
hayvanlardaki homologlari ile yliksek yapisal ve islevsel benzerlige sahip olan bir dizi telomere
baglanan proteinler ile TTTAGGG DNA dizisinin ardisik tekrarlarindan olugsmaktadir (Song ve
dig., 2008; Surovtseva ve dig., 2009; Shakirov ve dig., 2010). Hayvanlarda oldugu gibi,
Arabidopsis bitkiside telomeraz anlatimini siki bir sekilde diizenler ve enzim aktivitesi, boliinen
doku ve organlar ile smirhidir (Watson ve Riha, 2010). TERT mutanti bitkilerle yapilan
calismalar, telomeraz aktivitesinden yoksun bitkilerin, ilerleyen telomer kisalmasi ve anormal
stirgiin gelisimine maruz kaldiklarin1 ve bu nedenle de telomer devamliliginin bitki canlilig

icin gerekli oldugunu gostermistir (Riha ve dig., 2001).

Hayvanlarda, telomeraz yoklugunda meydana gelen kademeli telomer kisalmasinin hiicre
cogalma kapasitesini sinirlayan mitotik bir saat gibi davrandigi ileri siiriilmektedir (Harley ve
dig., 1990). Bu tiir bir mekanizma, tiimdorlerin hizl bitylimesini engellemek i¢in faydali olsa da,
kok hiicrelerdeki telomer yipranmasi organizmanin ¢ogalma kapasitesini sinirlamakta ve
yaslanmasina katkida bulunmaktadir (Blasco ve dig., 1997). Bitkilerde telomeraz aktivitesi,
tim proliferatif organlarla iliskilidir ancak kok ve yapraklar gibi tamamen farklilagsmis
dokularda goriilmez (Riha ve dig., 1998). Bu durum, telomerazin degisiklik goOsteren

anlatiminin, bitki gelisimini etkiledigini 6ne siirmektedir (Gan, 2003; Thomas, 2013).

Telomerlerin bitkilerde hiicresel yaslanmaya katkida bulunup bulunmadigi, uzun zaman
boyunca devam eden bir tartisma konusu olmustur (Gan, 2003; Watson ve Riha, 2011). 2015
yilinda Garcia ve arkadaslarimin A. thaliana’da yaptig1 arastirmalar; telomer uzunlugu, kok
hiicre fonksiyonu ve bitkilerin démriiniin uzamasi arasinda kritik bir iliski oldugunu gostermistir
(Gonzalez-Garcia ve dig., 2015). Bitkilerde meristem doku, organizma Omrii boyunca
hiicrelerin tretimini silirdirmektedir. Bu ¢alismada, telomer uzunlugu dinamiginin bitki
meristemi gelisimiyle iliskisinin analizi i¢in Arabidopsis birincil kokleri deneylerde

kullanilmistir. Telomeraz aktivitesinin, meristemdeki belirli hiicrelerde TERT mRNA'sinin
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transkripsiyonuyla birlikte (Brady ve dig., 2007) devam ettigi gosterilmis ve bu durum
telomerazin roliinlin meristem biliylimesinin siirdiiriilmesindeki 6nemini desteklemistir.
Koklerdeki telomer uzunlugu, kok biliyiime ve gelisiminin iki Onemli o6zelligini
tanimlamaktadir: meristem boliinmesi ve kok hiicre yenilenmesi. Her ikisi de bitkilerde iireme
evresi ve yagsam Omriiniin devamliligi i¢in gereklidir (Mencuccini ve dig., 2005). Ayrica Garcia
ve arkadaslar1 bu ¢alismalarda, Arabidopsis koklerinde telomer kisalmasinin; meristem hiicre
sayisinda belirgin bir azalma, azalmis mitotik aktivite ve hiicre dongiisii inhibitorlerinden
ICK2/KRP2 birikimi gibi kok biliylimesinin azalmasina neden olan fenotipik degisikliklerle
hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugunu gozlemlemistir. Bu arastirma, bitkilerde
meristem aktivitesi ile kok hiicre fonksiyonunun, telomerlerin genomik kararlilig: siirdiirme
yetenekleriyle yakindan iliskili oldugunu kanitlamistir. Toplu olarak degerlendirildiginde bu
aragtirmadaki veriler, bitkilerde telomer uzunlugunun kok biiyiimesi boyunca stirekli olarak kok
dokusu hiicresi yenilenmesini sagladigin1 gostermistir ve telomer uzunlugunun, bitkilerde
islevsel ve canli meristem doku i¢in ¢ogalma sinirii belirledigini vurgulanmistir. Tiim bu
nedenlerle telomeraz aktivitesinin, kok biiylimesi sirasinda hiicre boliinmesini korumak igin bir

gereksinim oldugu belirtilmistir (Gonzalez-Garcia ve dig., 2015).

Bu tez calismasinda ise A. thaliana bitki ve kallus kiltiirleri kullanilarak telomeraz aktivatorii
oldugu c¢esitli caligmalarla gosterilmis olan sikloastragenol uygulamasinin; bitki
telomer/telomeraz sisteminin diizenlenmesinde 6nemli oldugu bilinen TERT, POT1a, CTC1,
BT2, TAC1, TRBL1 ile TER1 genlerinin anlatim diizeyleri, morfolojik degisimler ve hiicre

canlilif1 tizerindeki etkileri incelenmistir.

Sikloastragenol’in mevcut aragtirma sonuclarina gore; telomeraz aktivasyonu, telomer
uzamasi, anti-oksidasyon, anti-viral 6zellikler dahil olmak iizere genis farmakolojik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica insanlarda ve hayvan modellerinde CAG {izerine yapilan
caligmalar; toksisite belirtileri olmadan, immiin, kardiyovaskiiler, metabolik, kemik ve
enflamatuar belirtegleri igeren yaslanma biyobelirteclerinde iyilesmeleri destekleyen
arastirmalar1 icermektedir (Harley ve dig., 2013). Bununla birlikte, simdiye kadar CAG’1n bitki
telomer/telomeraz sistemi ile bitki biiylimesi ve gelisimi iizerine olabilecek etkisi

arastirilmamistir (Yu ve dig., 2018).

Bu tez ¢alismasinda, bir haftalik A. thaliana bitkileri ve kallus kiiltiirleri 21 giin boyunca 0 uM,
1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda CAG’e maruz birakilarak gergeklesen morfolojik
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degisimler degerlendirilmistir. Yapilan morfolojik analizlerin sonucunda yalnizca 1 uM CAG’a
maruz kalan bitkilerin boylarinin anlamli olarak 2 cm uzadigi, klorofil miktarinin ise anlaml
olarak azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, Arabidopsis kallus kiiltiirlerinin biiyiime

oranlar1 karsilastirildiginda anlamli bir degisim gozlenmemistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda CAG uygulamasinin telomer/telomeraz sisteminin diizenlenmesi
lizerine etkileri, gen anlatim analizleri gergeklestirilerek yapilmistir. Telomeraz ters
transkriptaz, kromozom uclarinda bulunan telomerik DNA tekrarlarinin sentezlenmesi ve
korunmasindan sorumludur. Telomeraz enziminin katalitik ters transkriptaz alt birimini, TERT
geni tarafindan kodlanmaktadir. TERT geninin CAG’e maruz kaldig1 kosullar altindaki anlatim
diizeyi bitki ve kallus kiiltiirlerinde incelenmistir. Bitkilere 10 pM CAG uygulamasi sonucunda
TERT gen anlatiminin 2 kat arttigi; kalluslarda ise 1 uM CAG uygulamasinin yaklasik 2,5 kat,
10 uM CAG uygulamasinin ise 3 kat arttirdigi belirlenmistir. CAG'iin, JAK2 ve STATS5b
transkripsiyonunun anlatimini indiikledigi ve TERT anlatimindaki bir artisin ardindan
STAT5bnin fosforilasyonunu arttirdig1 bu sinyal yolag: araciligiyla telomerazi aktive ettigi

daha onceki caligmalarla gosterilmistir (L1 J, 2017; Yu ve dig., 2018).

Telomeraz, telomer tekrar sentezi i¢in bir kalip olarak islev géren RNA alt birimini (TER)
kullanmaktadir. A. thaliana'da TER1, TER2, TER2s olmak tiizere ti¢ farkli TER tanimlanmustir.
TER1 ve TER2'nin her ikiside, telomeraz igin kalip olarak islev gorse de, TER1'in yoklugu, in
vivo da telomeraz aktivitesinin azalmasina ve devam eden telomer kisalmasina neden olmasina
karsin TER2 yoklugunda aym etki gozlenmemistir. Dahasi, TER1'de meydana gelen
mutasyonlar, kromozom uglarinda mutant telomer tekrarlarinin eklenmesine yol agmaktadir.
Bu sebeple, TERL in vivo telomeraz i¢in ana kalib1 saglamakta oldugu sonucuna varilmistir
(Cifuentes-Rojas ve dig., 2011; Nelson ve Shippen, 2012). Bu ¢alismada TER1 geninin CAG’a
maruz kaldig1 kosullar altindaki anlatim diizeyi bitki ve kallus kiiltiirlerinde incelenmistir.
Bitkilere CAG uygulamasi sonucunda TER1 anlatiminin degismedigi; ancak kalluslarda 10 uM
CAG uygulamasiin TER1 gen anlatimin1 yaklagik 2 kat arttirdig: belirlenmistir.

Kromozom u¢ bdlgesine telomerazin erisimi, telomere baglanan proteinler tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu proteinlerden biri de selterin kompleksinin iiyesi olan POT1'dir. POTL,
telomer replikasyonunun kontrolii (hem pozitif hem de negatif telomeraz diizenlenmesi), DNA
hasar tepkisinin baskilanmasi, kromozom uglarimin uygun olmayan rekombinasyondan

korunmasi, niikleaz ataklar1 ve ugtan uca fiizyon gibi telomer biyolojisi ile iliskili birgok olayda
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rol oynamaktadir (Palm ve de Lange, 2008; Xin ve dig., 2008). A. thaliana, iki tane POT1
benzeri paraloglar olan AtPOTla ve AtPOT1b’yi kodlamaktadir (Shakirov ve dig., 2005).
AtPOT1a, fiziksel olarak telomerazin RNP'si ile birlesir ve in vivo da telomeraz aktivitesinin
pozitif bir regiilatorii olarak gorev yapmaktadir (Surovtseva ve dig., 2007). Bu calismada
POT1a geni iizerine CAG’a etkisi bitki ve kallus kiiltiirlerinde incelenmistir. 10 uM CAG
uygulamasinin bitkilerde POT1a anlatimini yaklasik 0,75 kat azalttigi, kalluslarda ise 1,25 kata
kadar arttirdig1 belirlenmistir.

Bitkilerde CST kompleksinin bir bileseni olan CTC1 (‘‘Conserved Telomere Maintenance
Component 1), kromozom sonu korumasinda ve telomer replikasyonunda islev gérmektedir.
AtCTC1 yoklugu, gelisim ve morfolojik kusurlara, ani telomer kaybina, telomer
rekombinasyonuna ve genom kararsizligina neden olmaktadir (Surovtseva ve dig., 2009). Bu
calismada bitkilere 1 uM CAG uygulamasi sonucunda CTC1 gen anlatimini 1,7 kat ve 10 uM
CAG uygulamasinin 1,2 kat arttirdigy; kalluslarda ise 1 pM CAG uygulamasinin yaklagik 1,4
kat, 10 uM CAG uygulamasinin ise 1,8 kat arttirdig1 belirlenmistir.

TAC1, telomeraz anlatimu ile oksin iletisimini saglayan yolagin bir pargasidir. Pozitif telomeraz
regiilatorii olan TAC1 mRNA'sinin yoklugunda, telomeraz anlatimi lizerinde belirgin bir etki
olmadig1 goriilmiistiir (Ren ve dig., 2004). Bu ¢alismada TAC1 geninin CAG’a maruz kaldigi
kosullar altindaki anlatim diizeyi bitki ve kallus kiiltlirlerinde incelenmistir. Bitkilere 10 pM
CAG uygulamasi sonucunda TAC1 gen anlatimini 1,25 kat arttirdigi; kalluslarda ise 1 uM CAG
uygulamasmin yaklagik 1,4 kat, 10 uM CAG uygulamasinin ise 1,65 kat arttirdigi

belirlenmistir.

BT2, TAC1 aracili telomeraz aktivasyon yolaginin temel bir bilesenidir ve BT2 mRNA's1
konsantrasyonunun, TAC1 ekspresyonuna cevap olarak arttig1 gosterilmistir. Ayrica BT2'deki
mutasyonlar, TACI1 aracili telomeraz tesvikini ortadan kaldirmaktadir (Ren ve dig., 2007).
Arabidopsis tiim bitkilerinde CAG uygulamasi sonucunda BT2 anlatiminin degismedigi; ancak
kalluslarda 1 uM CAG uygulamasinin yaklagik 1,2 kat, 10 pM CAG uygulamasinin ise 1,8 kat

BT2 gen anlatimini arttirdig1 belirlenmistir.

TRB1 proteininin bitki telomer/telomeraz sisteminin bir bileseni olarak degerlendirilmesi,
TRB1 gen mutant bitkilerinde telomerlerin kisaldiginin gozlemlenmesiyle olmustur. Ayrica,

TRB proteinlerinin fiziksel olarak bitki telomeraz katalitik alt birimi ile etkilesime girdigi de
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gosterilmistir (Schrumpfova ve dig., 2014). Bitkilere 1 uM CAG uygulamasi sonucunda TRB1
gen anlatimini 0,90 kat azalttigi ve 10 uM CAG uygulamasinin 1,2 kat arttirdig1; kalluslarda
ise 1 uM CAG uygulamasinin yaklasik 1,6 kat, 10 uM CAG uygulamasinin ise 2,7 kat arttirdig1

belirlenmistir.

Gen anlatim degisimleri toplu olarak degerlendirildiginde, telomeraz aktivitesi lizerinde pozitif
etkiye sahip oldugu bilindigi icin calisilan genlerin transkript seviyesi kalluslarda CAG
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmistir. Bu veriler ile, CAG’1n insan hiicre doku
kiiltiiri ¢aligmalarinda oldugu gibi, bitkilerde de telomeraz aktivitesini arttirdigt sonucu
cikarilabilmektedir. Bitkilerin CAG’a bagli transkript seviye degisimlerinde ise diizensiz bir
artig-azalis gozlenmis ya da anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu sonug, CAG’1n kallus gibi
proliferatif dokularda telomeraz aktivitesi iizerine bir pozitif regiilator olarak gorev
alabilecegini, ancak tiim bitki genel olarak degerlendirildiginde ise telomeraz aktivitesi sinirl

olan dokularda etkisinin olmayabilecegini diisiindiirmiistiir.

Telomer uzunlugunun, bitkilerde islevsel ve canli meristem doku i¢in ¢ogalma sinirini
belirledigi daha dnceki ¢alismalarla gosterilmistir. Bu tez calismasinda ise A. thaliana kok doku
hiicrelerinde yapilan hiicre canlilik analizi verileri karsilastirildiginda, CAG konsantrasyonuna
bagli olarak canli hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Bu veriler, sikloastragenoliin
telomer/telomeraz sistemi iizerine pozitif bir diizenleyici olarak etki ederek kok biiylime ve

gelisimi agisindan olumlu etkilerinin olabilecegini diistindiirmiistiir.

Sikloastragenol’iin bitki telomer/telomeraz sistemi tizerindeki etkisinin arastirilmasi ve bununla
birlikte, CAG'nin potansiyel yan etkilerinin olup olmadigint degerlendirmek ve muhtemel etki

mekanizmalarini incelemek i¢in daha fazla calismaya ihtiyag¢ vardir.
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