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OZET

Simental Irki Degisik Yas Grubundaki Sigirlarda Telomeraz Enzimi ve IgG

Degerlerinin iliskinin Arastirilmasi

Telomerler, spesifik karakterde olup heterokromatin yapisindadirlar. Okaryotiklerde
lineer kromozomlarin ug¢ bolgelerinde yer alirlar ve gen kodlamazlar. Hiicrelerin
yaslanma ve ¢ogalma kapasiteleri ile dogrudan baglantili olan telomerler kromozom
yapisinin  korunmasi ve kromozomun stabilitesinin saglanmasinda da yer
almaktadirlar. Telomer uzunlugunun muhafaza edilmesi yaslanmayla goriilebilecek
hastaliklardan kacinmak ve hiicresel yaslanmadan sakinmada etkin bir rol
istlenebilecegini akillara getirmektedir. Telomerlerin boylar1 her hiicre boliinmesinde
bir miktar kisalir. Telomer dizilerinin uzatilmasindan telomeraz enzimi sorumludur.
Immunglobulinler, antikorlarin molekiiler yapisi olarak diisiiniilebilir. Glikoprotein
yapisindadirlar. Ruminantlar plasental yolla gebelik doneminde immunglobulin
alamadiklarindan solunum ve intestinal mukozalarla alinabilecek hastalik yapici
etkenlere kars1 yeni dogduklarinda direngsiz dogarlar. Yeni dogduklarinda aldiklar
kolostrumla birlikte 1gG de alirlar ve 1gG’ler buzagiy1 septisemiye karsi direngli hale
getirirken ince bagirsaklardan emilmeyen 1gG’ler bolgesel bagisiklik saglar. 1gG, tim
viicut sivilarinda tespit edilebilir, antikorlarin %75-80’nini olusturur. Baz1 bakteri,
viris ve mantarlarin hastalik yapma potansiyellerine kars1 koyarlar. Yetiskin
hayvanlardaki toplam plazma ve serum protein oranlarinin hemen hemen %20’sini
olustururlar. Virlis ve bakterilere kars1 metabolizmay1 koruyan temel yapilardir. Bu
¢alismanin amaci yasin ilerlemesi ile immun sistemde onemli yeri olan 1gG ile
telomeraz enziminin seviyelerini degerlendirmektir. Arastirma materyalini, Burdur
ilinde bulunan ¢esitli ¢iftliklerdeki Simental k1 1 giinliik buzagi 8 adet (4 disi, 4
erkek), 6 aylik buzagi 8 adet (4 disi, 4 erkek), 1 yasinda dana 8 adet (4 disi, 4 erkek)
4 yasinda sigir 12 adet (6 disi, 6 erkek) ve 6 yasinda 10 adet (5 disi, 5 erkek) sigir
toplam olarak 46 hayvan olusturdu. Hayvanlardan alinan kan 6rnekleri santrifiije tabi
tutulduktan sonra serumlar1 ayrildi. Daha sonra uygun ELISA kitleri kullanilarak
telomeraz enzim diizeyleri ve IgG diizeyleri Olciiliip karsilagtirildi. Sonug olarak;
Simental ki sigirlarda yapilan ¢alismada yaslanmayla birlikte telomeraz enzim
aktivitesinin azaldig1 gdzlenmistir. ilk dért grupta IgG diizeyi azalmazken 6 yasindaki
hayvanlarda 1gG ve telomeraz degerleri arasinda pozitif korelasyon iligkisi
saptanmigtir. Ayrica ayni yas gruplarinda olan hayvanlarda anlamli fark
gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Yas, Telomeraz, IgG

xi



ABSTRACT

Investigation of the Relationship between 1gG and Telomerase Immunglobulin
In Simental Cattle In Different Age Groups

Telomeres are of specific character and are in the structure of heterochromatin. In
eukaryotic, they are located in the end regions of linear chromosomes and do not
encode genes. Telomeres, which are directly related to the aging and proliferative
capacities of the cells, are also involved in maintaining the chromosome structure and
ensuring the stability of the chromosome. Keeping the length of telomere suggests that
it can play an effective role in avoiding diseases that can be seen with aging and
avoiding cellular aging. Telomeres are slightly shortened in each cell division.
Telomerase enzyme is responsible for the extension of telomere sequences.
Immunglobulins can be thought of as the molecular structure of antibodies. They have
a glycoprotein structure. Ruminants are born insensitive to the disease-causing factors
that can be taken by respiratory and intestinal mucosa since they cannot receive
immunoglobulin during pregnancy by placental route. When they are born, they also
take 1gG with the colostrum they take, and IgGs make the calf resistant to septicemia,
while the 1gGs that are not absorbed from the small intestines provide regional
immunity. IgG can be detected in all body fluids, making up 75-80% of antibodies.
IgG resist the disease-causing potential of some bacteria, viruses and fungi. They
constitute almost 20% of the total plasma and serum protein ratios in adult animals.
They are the basic structures that protect metabolism against viruses and bacteria. The
aim of the study is to evaluate the levels of IgG and telomerase enzyme, which have
an important place in the immune system with aging. The research material was
composed of cattle in farms in Burdur province. In total, blood samples were collected
from 46 bovine animals. The research material was carried out in various farms in
Burdur province, 1-day-old simental breed 8 calves (4 females, 4 males), 6 months old
8 calves (4 females, 4 males), 1 year old 8 calves (4 females, 4 males), 4 years old 12
cattle (6 females, 6 males) and 6 years old 10 cattle (5 females, 5 males) made up 46
animals in total. After the blood samples taken from the animals were subjected to
centrifugation, their serum was separated. Then, Telomerase enzyme levels and 1gG
levels were measured and compared using appropriate ELISA kits. As a result; In the
study conducted on Simental breed cattle, it was observed that telomerase enzyme
activity decreased with aging. While IgG level did not decrease in the first four groups,
a positive correlation was found between 1gG and telomerase values in 6-year-old
animals. In addition, no significant difference was observed in animals of the same age
groups.

Keywords: Cattle, Age, Telomerase, 1gG
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1. GIRIS

Immun sistem viicudun savunmasindan sorumlu bir mekanizmadir.
Metabolizmanin isleyisini sekteye ugratabilecek ve metabolizma icin zararh
olabilecek olay, durum ve etkenlerle savasir. Bu savunucularin basinda da IgG
gelmektedir. Antikorlarin biiyiilk ¢ogunlugunu olusturan IgG savunma zincirinin

olmazsa olmazlarindandir.

Telomerler kromozomun ug¢ kisimlarinda bulunur ve hiicresel yaslanmada
islevsel bir gorev iistlenir. Telomer uzunluklar1 her hiicre boliinmesinde bir miktar

kisalir. Bu kisalma hiicresel yaslanmayla dogrudan alakalidir.

Telomeraz enzimi ise kisaca telomer boylarinin uzatilmasindan sorumludur.
Hiicre yaglanmasinda ve boliinmesinde anahtar rol oynar. Uzun yasamin sirrinin
telomer, telomeraz ve IgG arasindaki iliskinin daha iyi anlasilabilmesi, yorumlanmasi
ve bu mekanizma iizerine daha ¢ok calisilmasi ile alakali olabilecegi akillara

gelmektedir.

Bu caligmada hiicrenin yaslanmasinda ve ¢ogalmasinda hayati gorevleri olan
telomeraz enzimi ile metabolizmanin islevlerini stabil bir sekilde siirdiirebilmesi igin
elzem olan IgG arasindaki iligkinin simental irki hayvanlarda yaglara gore

kiyaslanmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Immun Sistem

Bagisiklik sistemi metabolizmay1 yabanci maddelere ve tiimor hiicrelerine
kars1 korur. Viriis ve bakteriyel enfeksiyonlarla savasir. Anormal biyolojik etkenlere
kars1 viicudu koruyan bazi hiicre ve organlardan olusan bir sistem olarak diistiniilebilir.
Eger bagisiklik sistemi direncini kaybeder ve bagisiklik diizeyi gerilerse hastalik
yapict etmenler viicutta gelisebilir. Immun sistemin baskilanmas1 patojen
mikroorganizmalara karsi viicudu savunmasiz birakir (Wilkie, 1974). Memeli
canlilarda immun sistem gebeligin erken donemlerinden itibaren gelismeye baslar.
Gebelik zamani az olan canlilarin yeni doganlarinda immun sistem ¢ok gelismemistir

(Cortese, 2009).

Immunglobulin zincirleri sabit ve degisken bdlgeler barindirir ve ilmekler
seklinde bir yapilasma gosterirler (Marnila ve Korhonen, 2002b). Viicut sivilarinda ve

kan serumunda gdzlenir. Yiiksek molekiiler agirliga sahiptir (Butler, 1969).

Yeni dogan buzagilarda siklikla goriilebilen solunum ve sindirim problemleri
immiinolojik, genetik, mikrobiyolojik, fiziksel, psikolojik ve beslenme kaynakli
olabilir (Roy, 1980). immunglobiilinlerin, yeni doganlarda meydana gelebilen pasif
transfer yetmezliginde myelofibrozis vakalarinda, otoimmiin trombositopeni ve
hemolitik anemi olgularinda kullanildigr bildirilmistir (Hammer, 2004; Kol, 2008;
Bianco ve ark., 2007; Kellerman ve Bruyette, 1997; Scott-Moncrieff ve ark., 1997).

Dogal bagisilik; metabolizmanin yapisal ve genetik yapisiyla ilgili olarak 6zel
uyaranlara verdigi reaksiyondur. Edinsel bagisiklik ise dogumdan sonra ya da
intrauterin yasamda 6zel substanslarin uyarilarina karsi olusan direnctir. Aktif ve pasif
bagisiklik olmak iizere 2’ye ayrilir. Canliya ilgili mikroorganizmalar uygulandiginda
(yapay aktif bagisiklik) veya metabolizma s6z konusu uyaranlara maruz kaldiginda
(dogal aktif bagisiklik) zamanla uyaranlara karsi aktif edinsel bagisiklik sekillenir.

Mikroorganizmalarla daha once karsilasilip onlara karsi iiretilmis olan antikorlarin



baska bir canliya aktarilmasiyla pasif edinsel bagisiklik sekillenir (Brambell, 1958;
Kuby, 1994; Selk, 1998).

Pasif bagisiklik kolostrum almayla iliskili oldugu icin pasif bagisikliga
kolostral bagisiklikta denir (Pauletti ve ark., 2003). Buzagilarda pasif immunitenin
olusabilmesi i¢in kolostrumdaki immunglobulinlere ihtiya¢ vardir (Zarrili ve ark.,
2003). Kolostrum, yeni dogmus buzagilarda bazi hastalik yapici etkenlere kars direng
kazanmalar1 i¢in maternal immunglobulinleri saglar (Wallace ve ark., 2006). Yeterli
seviyede kolostrumla immunglobiilin alan ruminantlar almayanlara gore
gelismelerinin gozle goriilebir derecede iyi oldugu, yasama sanslarinin daha fazla
oldugu belirtilmistir (Christley ve ark., 2003; Massimini ve ark., 2006a; Massimini ve
ark., 2006b). Diinyaya yeni gelen ruminantlarin tam zamaninda kolostrum almasiyla
serumlarindaki 1gG seviyesinin artmasi kolostumun immun degerinin belirlenmesinde
onemli bir ol¢iittiir (Hagiwara ve ark., 2000, Yamanaka ve ark., 2003b, Albera ve

Kankofer, 2009; Cortese, 2009; Mutinati ve ark., 2014).

Alman immunglobiilin diizeyi, kolostural immunglobiilinler ve ilk beslenme
zaman pasif transfer lizerinde etkisi olan 6nemli etkenlerdir (Abel ve Quigley, 1993).
Pasif transfer yetmezligi yeni dogmus buzagilarda biiyiik oranda oldiiriiciidiir. Yeni
dogan buzagilarin en iyi ihtimalle 4-6 saat icerisinde kolostrum almas1 6nerilmektedir.
Bagisiklik saglayici etmenlerin pinositoz yoluyla dolagim sistemine ge¢gmesiyle pasif
transfer ger¢eklesmis olur (Christley ve ark., 2003; Nowak ve Poindron, 2006; Khan
ve ark., 2006, Andres ve ark., 2007). Yapilan bir ¢caligmada pasif transfer yetmezligi
bulunan buzagilarda mortalite oranlarinin pasif transfer gostermeyenlere goére daha
fazla oldugu bildirilmistir (Robinson ve ark., 1988). Pasif transfer yetmezligi
goriilmiis olan buzagilarda ilerleyen zamanlarda canli agirhik artisinda azalma,
mortalite ve morbidite oranlarinda artma gozlenmistir (Wittum ve Perino, 1995).
Bazen yeni dogan ruminantlar zamaninda kolostrum almasina ragmen pasif transfer
yetmezligi gosterebilir. Bu durum kolostrum seviyesindeki diisiik 1gG miktarindan
kaynaklanir (Khan ve ark., 2006; Andres ve ark., 2007; Tabatabaei ve ark., 2013;
Vatankhah, 2013). Ruminantlarda pasif transfer yetmezliginin engellenmesi i¢in
materyal immiin etkenlerin arttirilmasi, zamaninda ve yeteri kadar kolostrum verilmesi

Onerilen seceneklerdir (Anugu ve ark., 2013; Abuelo ve ark., 2014; Hall ve ark., 2014).



Bazi arastirmacilar yetersiz pasif immunitenin esik degerlerini ‘<2400 mg/dl’
(Dewell ve ark., 2006; Waldner ve Rosengren, 2009). ‘<1200 mg/dl’ (Robinson ve
ark., 1988). Diizeylerin de oldugunu bildirmislerdir. Giiniimiizde en ¢ok kabiil géren
1gG yogunlugunun degeri ise <1200 mg/dl’dir (Robinson ve ark., 1988). Septiseminin
neden oldugu oliimlerin 1mmunglobulin esik degerinin <500 mg/dl ile <800 mg/dl

arasinda oldugu goriilmiistiir (Godson ve ark., 2003; Fecteau ve ark., 2009).

Immun sistem organlar1 primer ve sekonder lenfoid organlar olmak iizere ikiye
ayrilir. Primer organlar memelilerde kemik iligi ve timiis, kuslarda ise bursa fabrisiyus
ve timustan olusur. Primer lenfoid organlarin goérevleri arasinda immun sistemin
kontrol ve diizenlenmesi yer alir (Abdou ve Abdou, 1972). Primordiyal timus,
epikardiyal kord seklinde gebelik siiresinin ilk 27-30. Giinlerinde ruminantlarda
goriilebilir. Gebelik siiresinin ikinci ¢eyregin bitimine yakin timus en biiyiik haline
ulasir ve dogum sonrasinda kiiciiliir. Pubertas zamaninda timus iyice gerilemeye baslar

ilk kizginlikla beraber fonksiyonel 6zelligini kaybeder (Cortese, 2009).

Lenfositler, inflamasyonlu bdlgelere gitme yetenegindeki immun sistem
elemanlaridir (Burnet ve Ferner, 1949). Primer organlarda farklilagir daha sonra
sekonder lenfoid organlara giderek burada c¢ogalirlar ayrica bagisiklik igin
gostermeleri gereken reaksiyonlar1 sekonder lenfoid organlardan gosterirler. Boylece
primer organlardan sekonder organlara lenfositler, fonksiyon hiicreleri olarak ge¢mis
olurlar. Ilkel ilik stem hiicreleri, bursa fabrisiyus ya da timiista yer alan lenfositlerin
yeni yavru hiicrelere doniistimleri ve birincil organlardan ikincil organlara yerlesip,
eriskin bagisik sistemi elemani olmak iizere bagisiklik sisteminde islevsel bir rol

istlenebilmesi igin, lenfositlere olanak tanir (Wilkie, 1974).

Plazma hiicreleri ise B lenfositlerinin farklilagsmasiyla olusur. Antikor sentezi
plazma hiicreleri tarafindan yapilir (Chone ve Milstein, 1967; Kerhli ve ark., 1991). B
lenfositler kemik 1iligi veya bursa kdkenli olup humoral immun yanittan sorumlu iken
timik kokenli T lenfositler hiicresel immun yanittan sorumludur. B ve T lenfositler,
lenf dokusunda kendine has bir yayilim gosterir. B lenfositler, lenf bezlerinin medulla
kordlarinda ve lenf bezlerinin dis korteksinde iiretilirler (Wilkie, 1974). T lenfositler;

inraseliiler bakteriler, tiimor hiicreleri, intraseliiler parazitler gibi etkenlerle



karsilastiklarinda antikor tiretemezler ancak s6z konusu hiicreleri yikimlarlar. Ayrica
bu uyaranlarla karsilastiklarinda lenfokin adi verilen radikalleri serbest birakirlar

(Burton ve Kehrli, 1996).

2.2. Immunglobulinler

Viicut sivilarinda ve kan serumunda gozlenir. Yiiksek molekiiler agirliga
sahiptirler (Butler, 1969). Protein yapisindadirlar (Hammer ve ark.,1971; Duncan ve
ark., 1972). Zincirleri sabit ve degisken bolgeler barindirir. Ilmekler seklinde bir

yapilagma gosterirler.

Immunglobulinler polipeptid zincirlerinden meydana gelir. Bu zincirlerde
kendi arasinda hafif zincir ve agir zincir olmak tizere ikiye ayrilir. Hafif zincirlerin her
biri hemen hemen 220 aminoasitten meydana gelir. Agir zincirlerin her biri ise hemen
hemen 400 ile 500 aminoasitten olusmaktadir. Zincirler arasinda disiilfit baglari
mevcuttur. Bu baglarla birlikte molekiil <Y’’ harfine benzeyen bir goriinim kazanir.
Zincirlerin bir ucu karbon ile sonlanir diger ucu ise amino grubu ile sonlanir. Disiilfit
baglarinin bulunma durumlar1 ve miktarlar1 immunglobulin ¢esitlerine ve alt sinif
cesitlerine gore degisebilir (Marnila ve Korhonen, 2002b). Bu yapilar birbirlerine

kovalent ve kovalent olmayan baglarla baglanir.

Antikorlar proteolitik olarak 2 Fab kisim (Antijene baglanmayi saglayan kismi
barmdirir) ve 1 Fc kistmi (Ig’lerin hiicreye ya da Fc reseptorlerine baglanmasini

saglar.) olarak iki yapiya ayrilir (Gapper ve ark., 2007).

Immunglobiilinlerin antijenik, fizyokimyasal ve biyolojik 6zellikleri farklilik
gosterir (Hammer ve ark., 1971; Duncan ve ark., 1972). Yapisal olarak ¢esitleri
mevcuttur. Ruminantlarda IgA, 1gG, IgM (Mehra ve ark., 2006). IgE (Thatcher ve
Gershwin, 1989). Olmak iizere 4 ¢esit immunglobiilin gézlenmistir (Bergmann-
Leitner, 2008). IgG’nin 1gG1 ve IgG2 olmak {izere 2 alt sinift mevcuttur (Hammer ve
ark., 1971; Duncan ve ark., 1972). Immunglobulinlerin aminoasit i¢erikleri memeli
canlilarin siit iceriginde bulunan veya kan serumunda mevcut olan aminoasit

varhigindan farklhidir. Immunglobiilindeki agir zincir farkli islevsel o6zelliklerin



kaynagidir (Bergmann-Leitner, 2008). Sinepiteliokoryal kotiledon tipi plasenta
bulunan ruminantlar plasenta yapisina bagli olarak kanda gammaglobulin bulunmadan
diinyaya gelir ve antijenik sensitivite goriilmez (Salmon, 1999). Kolostrum aliminda
ilk 24 saat biiyiikk 6nem arz etmektedir. Zamanla ters orantili olarak kolostrumdaki
immunglobulin miktar1 azalmaktadir (Jorgensen, 1991). Kolostrumda savunma
sistemi materyallerinin az yer almasinin 6niine annenin yeterli ve dengeli beslenmesi,
stres faktorlerinden uzak tutulmasi ve immun sistem uyaricilariin kullanilmasi ile
miimkiin olabilmektedir. Yeni dogan sigirlarda hastalik yapici etkenlere kars1 korunma

da kolostrumdan alian antikorlar etkilidir. (Logan, 1996).

Ruminantlarin kolostrom igerigi antikor bazinda incelendiginde IgA, IgM ve
IgG olmak tizere 3 ¢esit antikor goriiliir. Immunglobulinler kolostrum igeriginde yer
alan en kiymetli antimikrobiyal yapilardir. Immunglobiilinlerin %85-90’n1 1gG (%80-
90’n1 IgG1°den olusmaktadir), %7’sini 1gM ve %5’ini IgA olusturmaktadir (Godden,
2008). 1gG1 yeni dogmus buzaginin pasif immun sistemi i¢in gerekli Ig’dir ve
komplemente baglanma 6zelligi gosterir. IgG2 maternal kolostrum, salya ve siitte az

seviyede bulunurken kan serumunda yiiksek miktarda bulunur (Butler, 1969).

Plasental yolla gebelik doneminde immunglobulin alamayan ruminantlar
solunum ve intestinal mukozalarla alinabilecek hastalik yapici etkenlere karsi yeni
dogduklarinda direngsizlerdir (Salmon, 1999). Bazi ruminant irklarinda spesifik
immunglobulin ézellikleri mevcuttur. Ornegin Isvigre esmerinin buzagilarinda belirli
antijenlere kars1 antikor liretebilme 6zelliginin bir¢ok sigir irklarma gore gelismis
oldugunu tespit edilmistir (Schultz ve ark., 1971). Pirojenik enfeksiyonlara kars1 artan
sensivite ile ilgili olarak Danimarka kirmizilarinda belirgin bir 1gG2 eksikligi
gbzlenmistir (Nansen, 1972). Holstein 1rk1 ineklerin kolostrumlar Jersey irki ineklere
oranla daha az immunglobiilin igerigi barindirdigindan Jersey 1rki ineklerin
buzagilariin serumlarinda immunglobiilin miktar1 daha fazladir (Tennant ve ark.,

1969).

Immunglobiilinlerin yarilanma 6miirleri birbirlerine gore farklilik gdstermekte
olup IgA’nin yarilanma 6mrii 2, IgM’nin 4, IgE’nin 1 giin ve 1gG’nin yarilanma dmrii

hemen hemen 20 giindiir (Porter, 1972; Burton ve ark., 1989; Thatcher ve Gershwin,



1989; Selk, 2000). Yani immunglobiilinler i¢inde IgG en uzun yarilanma Omriine
sahiptir (Kacskovics ve ark., 2006). 1gG ve IgM’nin enterik infeksiyonlara karsi
olumlu etkilerinden soz edilebilir. IgA viicut yiizeyindeki infeksiyonlarda, IgM
septiseminin onlenmesinde gorev alir. IgM ve IgG’nin sistemik infeksiyonlara karsi
koruyucu etkisi vardir (Muller ve Ellinger, 1981). IgM, biiyliik molekiillii bir
immunglobiiliin olup komplement fiksasyonunda, agliitinasyonda ve opsonizasyonda
etkilidir (Pike, 1967). Ruminantlarda bulunan IgM nétralizasyon ve agliitinasyon fazi,
komplement fiksasyon ve hemolizde 1gG’den daha etkilidir (Butler, 1969). Yeni
dogmus buzagilarin kolostrum alimiyla birlikte gegen maternal IgE’nin intestinal
sistemde goriilebilecek parazitlere kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir (Thatcher

ve Gershwin, 1989).

Immunglobiilinlerin ~ kombine  olarak  kullanilmast  tek  baslarina
kullanilmasindan daha etkili oldugu tespit edilmistir. Yogunlagtirilmis 1gG’ler,
yogunlastirilmis IgM’lere gore buzagi septisemilerinde daha etkisizdir (Logan ve
Penhale, 1971). Atlarin kolostrumlarinda az miktarda IgA, IgM ve daha yogun oranda
IgG bulunur (Giguére ve Polkes, 2005). Taylarin annelerinden gegen pasif bagisikligin
miktarinin belirlenmesinde kolostrumdan alinan 1gG miktari1 baz alinmaktadir (Perkins

ve Wagner, 2015).

2.3. Immunglobulin Cesitleri

Glinlimiize kadar tespit edilmis 4 farkli ruminant immunglobiilini vardir.
Immunglobiilinlerin antijenik, fizyokimyasal ve biyolojik 6zellikleri farklilik gosterir.
Bu immunglobiilinler IgM, IgE, IgA ve IgG’dir. Ancak 1gG’nin IgG1 ve 1gG2 olmak
tizere 2 alt siifi mevcuttur (Hammer ve ark., 1971; Duncan ve ark., 1972).
Immunglobiilinlerin hemen hemen %85-90’m1 1gG  (%80-90’nm1  I1gG1’den
olugmaktadir), %7’sini IgM ve %5’ini IgA olusturmaktadir (Godden, 2008).

2.3.1. 1gG

Immungolubin G’ler ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarin immun sistemleri

tarafindan kendi yapisindan olmayan organik yapilarla miicadele etmek igin iiretilen



molekiillerdir. Glikoprotein yapisindadirlar. Tiim viicut sivilarinda tespit edilebilirler
(Tizard, 2004). Kanda en ¢ok bulunan immunglobiilin olan IgG kan serumu ve
kolostumda bulunan immunglobiilinlerin neredeyse %85-90’1n1 olusturur (Klaus ve
ark., 1969). IgG, 50.000 molekiil agirligina sahip iki agir zincirin iki hafif zincire
baglanmasiyla meydana gelir. Hemen hemen 446 aminoasitten olusur. Bivalent yap1
gosterirler. Bu yapisi sayesinde iki antijene baglanabilir. 2 bakteriyle birlikte
agliitinasyon reaksiyonuna katilabilir ya da immun kompleks olusturabilir (Aalund ve
ark., 1971; Gershwin, 1990). IgG immunglobulinler igerisinde katabolik orani en
diisiik olandir. Ayrica immunglobiilinler i¢inde en uzun yarilanma émriine sahiptir

(Kacskovics ve ark., 2006).

En kiiciik immunglobulin katagorisinde oldugundan diger immunglobulinlere
gore damarlardan daha kolay gecer (Mehra ve ark., 2006). 1gG’nin damar i¢i alan
varlig1, IgM’nin biiyiik molekiiler yapida olmasindan dolay1 IgM’ye gore daha fazladir
(Waldman, 1969; Husband ve ark., 1972). Tim IgG alt smiflarinin immun yanit
sirasinda olusma potansiyeli vardir. Ancak belli bir uyarana kars1 IgG alt sinifi en fazla
olugmaktadir. IgG en ¢ok ikincil immun cevap sirasinda liretilir. Genellikle belli

antijenlere kars1 tek bir 1gG alt siifi tiretilir (Hammer ve ark., 1968).

IgG’ler bakteriyel agliitinasyon ve opsonizasyonda, toksin ndtralizasyonu ve
virlis notralizasyonunda etkin role sahiptirler (Beer ve ark., 1974). Mikrobiyal
antijenlerle ve toksinlerle bag kurarak metabolizmadan uzaklastirilmasinda gorev alir
ayrica bazi mukozal yiizeylerde ve doku sivilarinda da bagisiklik saglarlar. Lenf
diigtimleri, kemik iligi ve dalaktaki plazma hiicreleri tarafindan tretilirler (Mehra ve
ark., 2006). 1gG, elekroforetik hareketleri bakimindan 1gG1 ve IgG2 olmak iizere
farkli iki alt sinifa ayrilir (Campbell ve ark., 1977). 19G1, 1gG2’ye gore serumda daha
az oranda bulunur ve IgG1, I1gG2’ye gore daha az homojendir (Korhonen ve ark., 2000;
Butler, 1969). Kandaki 1gG konsantrasyonu alt birimlerin toplam1 kadardir. Hayvan
tiirlerine gore 1gG’lerin alt siniflarinin sayisi1 degisir (Marnila ve Korhonen, 2002b).
Alt siniflariin agir zincirlerinde ¢ok kiigiik bir farkliliklar mevcuttur (Larson ve ark.,
1980). Sigirlarin kolostrumlarinda 1gG1’ler diger immunglobulin siniflarina gore daha
fazla oranda goriiniir. IgG1 ve 1gG2’ler intersitisyel sivilara gegebilirler sadece kan

vaskiiler sinirlar1 icerisinde kalmazlar. 1gG’lerin alt siniflari, hiperimmunize olmus



hayvan serumlarinda yiiksek konsantrasyonda bulunurlar (Mach ve Pahud, 1971;
Duncan ve ark., 1972). IgGl yenidogmus buzaginin pasif immun sistemi igin
gereklidir ve komplemente baglanma Ozelikleri gosterir. IgG2 maternal kolostrum,
salya ve siitte az seviyede bulunurken kan serumunda yiliksek miktarda bulunur

(Butler, 1969).

Buzagilar yeni dogduklarinda aldiklar1 kolostrumla birlikte 1gG de alirlar ve
buzagiy1 septisemiye karsi direngli hale getirirken ince bagirsaklardan emilmeyen
lgG’ler bolgesel bagisiklik saglar (Logan ve Pearson, 1978; Fecteau ve ark., 2009).
IgG2 seviyesi serumda canlidan canliya degismekte olup IgGl ruminant
kolostrumunda en ¢ok oranda goriilen (%50-80) immunglobiilun ¢esididir (Detilleux
ve ark., 1994; Aldridge ve ark., 1998; Marnila ve Korhonen, 2002b). Kolostrumdan
bagirsak yoluyla emilen 1gG1’lerin yaklasik %75°1 yavruya aktarilir (Cabello ve
Levieux, 1980). Bakteriyal notralizasyon ve liziste 1gG1’ler 1gG2’lere gore daha
etkindirler ve yalnizca 1gG1’ler komplementi fikse edebilirler (Beh, 1973).

2.3.2. IgM

IgM’ler kanda %10-15 civarinda mevcut olan bir immunglobulin ¢esididir.
Mukozal yilizeylerde ve doku sivilarinda az rastlanirlar bunun nedeni ise biiyiik bir
yapiya sahip olmalaridir. 1gM’nin alt sinifi yoktur (Hammer ve ark., 1968). Gram
negatif bakterilere karsi ¢ok etkilidirler. Ayrica antikor liretme yonelimindedirler
(Butler ve ark., 1972; Duncan ve ark., 1972). Sigirlarda bulunan IgM antijenik olarak
farkli bir makroglobulindir (Butler, 1969). 1gG’ler ile IgM’ler arasinda benzerlikler
s0z konusudur. IgM en fazla yogunluga primer immun cevap sirasinda ulagir (Hammer
ve ark., 1968). Notralizasyon ve agliitinasyon fazi, komplement fikzasyon ve
hemolizde 1gG’den daha etkilidir (Butler, 1969). IgM’lerin viriisleri etkisiz hale
getirme ve bakterinerin aglutine etmede giicii 1gG’ye gore daha fazladir (Hammer ve

ark., 1968; Mehra ve ark., 2006).

IgM’lerin serumda bulunma miktar1 hemen hemen kolostrumdaki oranin yarisi
kadardir (Butler ve ark., 1972; Duncan ve ark., 1972). Protozoa ve bakterilerden

kaynaklanabilecek paraziter hastaliklara karsi IgM 6nemli bir koruyucu rol istlenir



(Detilleux ve ark., 1994). Kolostrumla alinan IgM’ler bagirsak yoluyla emilirler ve
yavruya gegerler (Cabello ve Levieux, 1980). IgM’ler 1gG’lere gore daha biiyiik bir
yapidadirlar. Bu biiyiik yapilarindan dolay1 bakteriyal opsonizasyon, agliitasyon ve
komplement noétralizasyon ve aktivasyonda lgG’ye gore daha az iiretilmelerine

ragmen daha etklidirler (Hurley ve ark., 1990).

2.3.3. IgA

IgA, deride var olan plazma hiicreleri ve bazi mukozal bolgelerdeki lenf
dokularindaki plazma hiicrelerince tretilir. Yaklasik olarak kanda %210-15
seviyelerinde bulunur. IgA mukozal bolgelerdeki mikroorganizmalar1 tutar,
toksinlerin nétralize edilmesinde gorev alir ve toksinlerin mukuzal yiizeylerde
tutunmasini engeller. Hastalik yapict bir¢cok etkenin viicuda alinmasini engeller
(Marnila ve Korhonen, 2002b; Mehra ve ark., 2006). Cogu hayvan tiirtinde solunum

yollarinin viral enfeksiyonlardan korunmasinda etkilidir.

IgA tiim sekresyonlarda bulunmaz fakat baskin bir immunglobulin grubudur.
Komplament fikzasyonda ve opsonizasyonda rol almaz (Ziparsky ve ark., 1973).
Bakterilerin patojenitesinde asil 6nemli olan noktalardan biri, mikroorganizmalarin
epitelyal alanlara temasinin engellenmesidir. IgA’larda komplamet fikzasyonda ve
opsonizasyonda gorev almamasina ragmen yakin temasin engellenmesinde gorev

alirlar (Williams ve Gibbons, 1972).

2.3.4. IgE

IgE’ler sigir kolostrumunda bulunur ve kolostrumun alinmasiyla yavruya
gecer. Derinin sensitizasyonunda etkin rol iistlenirler (Butler, 1983). Ayrica kolostrum
araciligi ile alinan IgE bagirsak yollarinda goriilebilecek parazitlere karsi direng saglar

(Thatcher ve Gershwin, 1989).
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2.4. Telomer

Hiicrelerin 1960 yilina kadar siirsiz bir sekilde boliinebilecegi diisiiniilityordu
(Hayflick, 1997). Ancak invitro ortamlarda yapilan ¢alismalar hiicrelerin sinirsiz
cogalmadigini, 40-80 civarinda olacak sekilde siirli boliindiigiinii gostermistir
(Awaya ve ark., 2002). Hiicre boliinmesinde telomerler hemen hemen 50-150 baz ¢ifti

yitirirler (Reddel, 2003).

Telomerler, iizerinde yapilan ¢alismalarin ilk 6rneklerine 1930°1u yillardan
itibaren rastlanilmigtir (McClintock, 1939). Herman J. Muller, Drosophila
melanogaster’e X 1sin1 gondermis ve yaptigi c¢alismalar sonucunda kromozom
yapisindaki degisimleri ve degisimlerin sikligini incelemistir (Greider ve Blackburn,
2009). Kromozomlarin ug¢ kisimlarinda inversiyon ve delesyonlarin daha az
goriindiigiinii, kromozamal ug kisimlarin daha kararli oldugunu tespit etmistir (Greider
ve Blackburn, 2009). Arastirmalarinda ayrica kromozomlarin kirik terminal
bolgelerinin daha basit bir sekilde birlestigini gozlemlemesinin yaninda normal
kromozomlarda bulunan telomerlerin kararli oldugunuda gozlemlemistir (Blackburn,
1991). Miiller, Latince u¢ anlamina gelen ‘telos’ ve boliim anlamina gelen ‘meros’
kelimelerini birlestirmis ve ‘telomer’ terimini ilk kez kullanmistir (Greider ve

Blackburn, 2009).

Elizabeth Blackburn tarafindan tek hiicreli bir mikroorganizma olan
Tetrahymena’nin 1978 yilinda telomer DNA’s1 tekrar dizileri incelenmistir.
Arastirmada bu tekrar dizilerinin TTGGGG oldugu gozlenmistir. Yapilan baska
calismalarda 6’11 tekrar dizilerinin tiire gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
Ornegin insanda TTAGGG’dir (Blackburn, 1991; Kim ve ark., 1994). Yapilan bu
caligmalarin  neticesinde kromozomlarin stabilitesi i¢in kromozomlarin ug
kisimlarinda islevsel bolgelerin var oldugu ve genomik stabilitenin saglanmasina katki

sagladig1 ortaya koymustur (Aubert ve Lansdorp, 2008).

Ik kez 1973 yilinda her replikasyon sonunda hiicrelerin terminal uglarindan
yaklastk 100 baz cifti DNA yitirildigi ve bunun sonuglari arasinda hiicresel

yaslanmanin oldugu Olovinikov adli arastirict tarafindan ortaya atilmistir (Kavaler
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ark., 1998). Telomer boylarinin uzunluguna; telomeraz enzim aktivitesi, hiicre
boliinmesi ve cevresel faktorler etki edebilir (Lin ve ark., 2010). Telomerazlar,
embriyonik kok hiicreler, kanser, germ line hiicreler (sperm, yumurta), tek hiicreli

Okaryotlarda genel olarak bulunurlar (Long ve ark., 2005).

Telomerler spesifik karakterde heterokromatin yapilardir ve ¢ok sayida
TTAGGG dizisi igerirler (Muller, 1938). Ligazlara ve ekzoniikleazlara direnglidirler
(Metzger ve ark., 2009). Niikleer yapismada, kromozom uglarinin replikasyonlarinin
tamamlanmasinda, kromozom uglarinin birbiriyle karigsmasini veya kromozomlarin i¢
bolgeleriyle etkilesim vermelerini Onlenmesinde gorev alirlar. Kromozomun
stabilitesinin saglanmasinda gen ekspresyonunda ve tiimor olusumunda telomerler rol
oynarlar (Sun ve ark., 1999). Telomerler uglarinda telomerik DNA bulundurur
(Kalmbach ve ark., 2013). Tekrar eden dizilerin meydana getirdigi DNA kisimlaridir
(Muller, 1938). Bu ozellikleriyle baska DNA dizilerinden islevsellik ve yap1
bakimindan ayrilirlar (Pfenning ve ark., 2008; Anchelin ve ark., 2011). Telomerik
DNA dizileri, fonksiyon ve yap1 bakimindan genomik DNA dizilerinden farklidir
(Muller, 1938; Henderson ve ark., 1988). Uzunluklar1 farkli kokenden kaynaklanan
hiicrelere ya da canlilar arasinada degisir. Farelerde uzunlugu 150 kb’a kadar
olabilirken insanda uzunlugu 3-20 kb arasindadir (Long ve ark. 2005). Her bir insanda
toplamda 92 telomer bulunur. Her bir kromozom her iki ucunda telomer bulundurur
(Colgin ve Reddel, 1999). Telomer uzunluklari, insan somatik hiicrelerinde hiicrelerin
cogalmasina, yasa ve organ dokusuna gore 5-20 kb'a kadar farklilagsan heterojen bir

yap1 gosterirler (Wright ve Shay, 2005).

Telomerler iki ana gorev iistlenmislerdir. Bunlardan ilki u¢ bolgelerinin
kromozomun i¢ bolgeleriyle tepkime vermelerini dnlemek veya terminal kisimlarin
birbirleri ile karigmasin1 engellemektir. Telomerlerin ikinci gérevi ise kromozomlarin
terminal bolgelerinin replikasyonlarini neticelendirmesinde islevsel rol oynamaktir
(Blasco, 2005). Ayrica kromozom yapisinin korunmasi ve kromozomun stabilitesinin
saglanmasinda yer alirlar (Muller, 1938; Henderson ve ark., 1988). Bu stabiliteyi
kromozomal uglari terminal DNA degradasyonuna, rekombinasyona ve fiizyona kars1
koruyarak saglarlar (Blackburn, 2001). Tiim6r olusumu, niikleer yapilanma, yaslanma,

gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi ve replikasyonda gorev alirlar (Muller, 1938;
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Henderson ve ark., 1988). Kromozomlar1 ¢ekirdeksel bozulmalardan korurlar ve
fiizyondan uzak tutarlar (Wong ve Collins, 2003). Bu da kromozom biitlinliigiiniin
korunmasini saglar (Metzger ve ark., 2009). Telomerik bolgeler kiime seklini alarak
hiicrenin mayoz boliinmesinde, ilk profazin leptoten asamasi boyunca kromozomlarin
durum ve pozisyonlarinin korunmasinda ve yine kromozomlarmin niikleus

membranina tutunmasinda aracilik eder (Muller, 1938; Henderson ve ark., 1988).

Telomerler {izerinde yapilan calismalarda telomerlerde G4-DNA yapilari
bulunmustur. Guanin igerigi olarak zengin olan G4-DNA, niikleik asit dizileridir. G-
kuadropleks (G-tetrad ya da G4-DNA) olarak adlandirilan guaninlerden meydana
gelen 4 zincirli bir yapidir. Telomeraz islevini durduran ve G-4-DNA’y1 stabilize
edebilen yapilar kanser tedavisinde Onem kazanmaya baslamistir. Bu yapilar
telomerlere, telomeraz enziminin ulasmasini engellemektedir. Bunuda G-4

kuadrupleks yapisini stabilize ederek yaparlar (Smith ve Johnson, 2010).

Telomerler hiicrelerin yaslanma ve ¢ogalma kapasitelerini yoOneten bir
fonksiyona sahiptir (Kalmbach ve ark., 2013). Telomer DNA’s1 esas telomerik bolge
ve subtelomerik bolge olarak iki boliimden meydana gelir. Esas telomerik bolge
kromozomun ucunu olusturan bir bolgedir ve subtelomerik bolgeden sonra gelir.
Kromozomun ucundan once ¢ift sonra tek dal halinde ilerler. Esas telomerik kisim
S5’uctan 3’uca dogru TTAGGG tekrarmi igerir (Nelson ve cox 2005). Germ
hiicrelerinde 10 kb, somatik hiicrelerde 5 kb genel olarak 5-15 kb uzunlugundadir
(Henderson ve ark., 1988). Subtelomerik kisim, ¢ift dal halindedir ve heterojen yapida
DNA tekrarlar igerir. Insan telomerlerinde subtelomerik bdlge 40-60 kb uzunlugunda
olup bu kisim 5’ugtan 3’uca dogru TTGGG ve TGAGGG tekrarindan olusan 30-45
kb’lik uzun bloktan meydana gelir. Sonrasinda TTAGGG tekrar1 olan bir ara kisim 10-
15 kb uzunlugunda TTGGGG ve TGAGGG tekrart kapsayan bir kisa bloktan olusur
(Nelson ve cox 2005). Bu bolgenin DNA tekrar dizileri heterojen ve dizilerin uzunlugu
degiskendir. Memelilerdeki subtelomerler ile telomerler, gen mevcudiyeti ve sekans
birlesimi bakimindan perisentromerik bolgeyle benzerlik gosterir. ikiside g¢ok
miktarda DNA tekrar icerigi ile karakterizedir. Telomerler gen barindirmazlarken,
perisentromerik bolgeye benzer sekilde subtelomerik bolge genden fakirdir (Lundblad
ve Wright, 1996).
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Yapilan caligsmalarda, farelerde subtelomerik DNA’nin metillenebildigi
goriilmiis, fare subtelomerik ve telomerik kromatinlerin histon modifikasyonlar
icerdigi tespit edilmistir. Subtelomerik DNA metilasyonundaki degisiklikler ya da
telomerik kromatineki histon modifikasyonlari telomer uzunlugundaki diizensizlik ile
iligkili oldugu goriilmiistiir (Blackburn, 1991). Telomer yapilar1 genelde ayni olmakla
birlikte farkli tekrar dizileride tespit edilmistir. Ornek olarak tek hiicreli olan
tetrahymena’da TTGGGG dizisi bulunurken omurgalilarda TTAGGG dizisi
bulunmaktadir (Riethman ve ark., 2001). Telomerik DNA’nin hiicre dongiisiine bagl
olarak kayb1 ve tekrar geri kazanilmasi (telomeraz enzimi aracigi ile) soz konusudur.
Insanlarda bulunan somatik hiicrelerin hiicre sikluslarinda yeniden sentezlenen
telomerik DNA miktari, kaybedilen telomerik DNA miktarindan azdir (Henderson ve
ark., 1998). Dogrusal kromozomlarda eslenme yonii yeni olusacak dizilerde 5°ten 3’e
yonliidiir. Her iplikte eslenmenin baslayabilmesi i¢in bir RNA primerine gereksinim
vardir. DNA eslenmesi sonunda RNA primeri ortamdan c¢ekildiginde kromozom
ucunda eksik bir bolge kalir. Telomer bu noksanli§in yapisal gen materyallerine
ulagsmamasi i¢in bir ¢esit koruma rolii istlenir. Kisa bir telomer segmenti her
kromozomun sonunda hiicre boliinmesiyle bir sinira kadar gelir hiicre dongiistiniin
sonlanmasina kadar kisalir. DNA eslenmesinde kaybedilen telomerik diziler telomeraz
enzimi ile geri kazanilabilir (Pfennig ve ark., 2007). DNA’larin kendini eslemesi
sirasinda kesintisiz ve kesintili sentezlenen dizilerin her ikisinde de polimerizasyonun
baslayabilmesi i¢in bir RNA primerine gereksinim vardir. Bu dizideki her bir Primer-
DNA kompleksine okazaki pargacigr denir. Kesintisiz dizilerde ise bir tane primer
yeterli olurken. Kesintili dizide iiretilen her DNA boéliimii i¢in bir primere gereksinim
vardir (He ve ark., 2004).

Hiicre siklusunda DNA’nin ¢ift sarmalli zincirleri birbirlerinden ayrilarak
DNA polimeraz sayesinde hiicrenin eslemesi gerceklesir. Ancak DNA polimeraz
enzimi replikasyonu yalnizca 5°-3' yoniinde yapabilmektedir. Bu sebeple 3°-5'
yoniindeki kalip DNA zincirinde eslenme kesintili olmayan bi¢imde meydana gelirken
gerceklesen bu mekanizmaya zit olarak 5°-3' yoniinde konumlanan, tamamlayicit DNA
dizisi kesintili bir sekilde RNA primerleri yardimiyla sentezleni kesintili bir bigimde

olusan DNA dizileri birlestirilir. Fakat 5’-3' ekzonukleaz ile son iiretilen RNA primeri
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uzaklastirildiginda DNA polimeraz enzimi ulasilabilir, 3’-OH grubu bulunamadig
icin nukleotid ilave edilemez ve telomer kisalir (Flanary ve Streit, 2003). Kesintisiz
sentezlenen dizilerde bir sorun olmadan eslenme tamamlanir. Ancak kesintili sentez
okazaki parcaciklarinin DNA ligazla biraraya gelmesiyle biter. Kesintili sentezlenen
dizilerde kromozomun sonu ile okazaki pargacigi arasindaki boslugu kapsayacak bir
DNA pargasi bulunmamaktadir. Bu sebeple meydana gelen olaya replikasyon sonu
problemi denir. Replikasyon sonu problemi, kromozomun ug kisminin eslenememesi
ve telomer bolgelerinin kisalmasiyla meydana gelir (Riethman ve ark., 2004). DNA
polimerazin hiicre bdliinmesinde kesintisiz zincirin 3’ucunu tamamini replike
edememesidir (Greider ve Blackburn, 1996). Replikasyon sonu problemi nedeni ile
her hiicre boliinmesinde 50-200 niikleotitlik kisim telomerik uglardan kayip
olmaktadir. Bu kayiplar nedeni ile zamanla telomerik kisalma gergeklesir. Telomerik

kisalmanin hiicrenin yaglanmasina ve canliliginin kaybolmasina neden oldugu kabul

edilir (Wright ve Shay, 2005; Blasco, 2005).

T-loop (Telomer loop) yapisi telomerik uglarin normal replikasyon yapisi ile
kopyalanamayip geriye dogru kivrilarak kement seklini almasidir (Wai, 2004). Guanin
zengini sarkan tek ipligin ¢ift iplikli telomerin i¢ine girmesiyle meydana gelir (Codd
ve ark., 2013). Telomeri meydana getiren hekzaniikleotid dizileri, T-loop olarak
isimlendirilen 100-200 arasinda niikleotit igeren kement benzeri ilmek seklindedirler.
Cok miktarda guanin igerirler tek iplikli TTAGGG dizileriyle son bulurlar (Bayne ve
Liu, 2005).

D-loop (Displacement loop) yapisi guanince zengin tek iplikli 3’ucu, 5’ucunda
bulunan ¢ift zincirli telomer tekrarina baglanmasiyla olusur. T-loop/D-loop yapisina
bazi telomerik proteinler dogrudan ya da dolayl olarak baglanir. (TPP1, POT1, Rapl,
TIN2, TRF2 ve TRF1) Selterin kompleksi ya da “telesom" olarak adlandirilan yap1 ise
bazi telomerik proteinlerin T-loop/D-loop yapisina baglanmasiyla olusan spesifik
yaptya denir (De Lange, 2005). TIN2 (TRF1 etkilesimli protein2), POT1 (Telomer
koruma proteinil), TRF1 ve TRF2 (Telomerik tekrar baglanma faktorleri 1 ve 2) ve
Rapl (Represor aktivator proteinl)’in telomer kompleksinde bulunan proteinlerdendir
ve bir bolimi telomer c¢ift ve tek dal u¢ bolgesini ¢evreler. Telomerin boyunun

kontroliinde gorev alirlar ve telomeri yikilmaktan T-loop olusumuna katki saglayarak
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korurlar (Martinez ve Blasco, 2010). Selterin kompleksi, DNA'nin hasarli veya kirik
olarak taninmasina mani olur. Bu yapida goriilebilecek olumsuzluklar genomik
kararsizliga ve telomerlerde islevsel sorunlara yol agmaktadir (Herbert, 2009). DNA
polimeraz, DNA'nin replikasyonunun baglamast icin gerekli olan primerlerin
yikimlanmasiyla meydana gelen bosluklari dolduramaz. Bu sebeple DNA'nin her

replikasyonunda telomerin 5’ucu kisalir (Reddel, 2000; Makarov ve ark., 1997).

Telomerler DNA'min her replikasyonunda kisalir ve bir siire sonra kritik
kisaliga ulasarak DNA hasar uyarist olugsmasiyla ve replikatif yaslanma meydana gelir
iste bu agamaya “M1 asamas1" denir. M1 noktasi, pRB ve p53 yolaklar1 araciligi ile
kontrol altinda tutulur. Kontrol altinda tutulan M1 noktasinda hiicre 6limii (fizyolojik
yaslanma) ya da hiicre ¢ogalmasinin durdurulmasi meydana gelir. M2 noktasi; M1
noktasinda hiicre 6liimii ya da hiicrenin ¢ogalmasi kontrol altina alinamazsa hiicreler
cogalmaya devam eder boylece telomerler terminal kisaliga ulasir. Iste bu asamaya
kriz evresi baska bir tanimla “M2 noktasi" denir. M2 noktasinda, ug uca fiizyon veya
kromozomal instabilite meydana gelerek karsiyogenezise veya hiicre Oliimiine
sebebiyet verir (Wai, 2004). Telomerazi reaktive edebilen hiicreler, siirsiz
proliferasyon yetenegine sahip olurlar. Immortal fenotip kazanilmasi veya smirsiz
replikatif 6zellik kanserojenik hiicrelerin sahip oldugu 6zellikler arasinda yer alir
(Shay ve Wright, 2007; Shay ve Wright, 2005). Telomerik DNA’lar ile bu problem
¢oziiliir. Telomerik DNA’lar 6karyotik kromozomlarin son kisimlarinda bulunurlar ve
0zel bilgi icermezler. Telomer dinamigi; Telomerik DNA’nin hiicre dongiisiine bagl
olarak kaybi ve yeniden kazanilmasi islemine denir. Telomerler bu o6zellikleri
bakimindan kromozomlarin diger bdlgelerinden ayrilirlar. Insan somatik hiicrelerinde
telomer dinamiginin negatif olmasinin nedeni her hiicre dongiisiinde yeniden
sentezlenen telomerik DNA miktarimin kaybedilen telomerik DNA miktarindan daha
az olmasindan kaynaklidir. DNA eslenmesi sonu problemini dengeleyecek molekiiler
mekanizmalarin olmamasi1 durumunda, somatik insan hiicrelerinde her hiicre
eslenmesinde 50-200 niikleotidlik kayip goriinmektedir ve hiicreler 40-70 PD
(Population Doubling: Hiicre boliinmesi) sonrasinda yaslanmaktadir (Cong ve ark.,
2002). Telomer uzunlugu tek bir organizmanin farkli dokularinda hatta ayni

organizmanin tek bir hiicre tipi i¢erisinde dahi farklilik gosterebilir. Telomerik tekrar
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dizilerinin says1 tiirden tiire farklilik gosterebilir. Ornegin baz1 farelerde 100 kb iken
insanda telomer uzunlugu 8-12 kb’dir (De Lange ve ark., 1990; Downs ve ark., 2012).
Telomerler, normal kromozom yapisinin fonksiyonu ve yapisinin korunmasi igin
gerekli olan kromozomlarin kisa ve uzun kollarinin ug kisimlarinda yer alan yapilardir.
Insanda molekiiler yapisinin 1-12 kb uzunlugundaki TTAGGG tekrar1 oldugu tespit
edilmistir (Kipling, 1995; Greider, 1996; Harley, 1997).

DNA molekiiliindeki Watson-Crick yapilanmasindan farklilik gdsteren
telomer yapisinin paketlenmesi i¢cin olmasi gereken proteinler de kendine 6zgiidiir
(Kipling, 1995). Telomeraz, ribonukleoprotein yapisinda revers transkriptaz bir
enzimdir. 9-30 nukleotidden olusan bir RNA yapisi telomerler i¢in kalip gorevi
iistlenir. Telomeraz enzimi lineer DNA’larin uglarinda bu kaliplardan faydalanarak
telomerik DNA iiretimini gergeklestirir. DNA polimeraz enzimi hiicre boliinmesi
sirasinda kromozomun u¢ kisimlarini replike edemez. Telomerik DNA bdlgesinin
sentezini telomeraz enzimi gergeklestirir (Kipling, 1995; Harley, 1997). Hiicre
boliinmesinin G1 asamasinda saglikli hiicrelerde p53 ve pRB tiimdr supresor genler
hiicreyi kontrol altinda tutar. Bu asamada siipresér genlerin mutasyonu ya da
onkogenlerin aktiflesmesi ger¢eklesirse hiicre kontrolsiiz bigimde boliinmeyi stirdiiriir
ve telomerler kromozom biitiinliigiinii koruyamayacak kadar kisalir. Bu agsamada bazi
hiicrelerin 6liimsiiz hale geldigi cogu hiicreninde 6ldiigii goriilmistiir (Shall, 1997;

Shay ve Wright, 2001).

Yapilan caligmalara telomer kisalmasi ile hiicre immortalizasyonu ve replikatif
hiicre yaslanmasi arasina iligkiler gozlenmis olup bu konularla iliskili olarak in vivo
kanser ve yaslanma ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir. DNA’da bulunan yapiskan
uclarin rastgele birlesmesi DNA eslenmesinde bozukluklara yol agabilecek onemli
faktorlerden biridir. Telomerler bu olayin gerceklesmemesi i¢in kromozomlar korur.
Timoriin meydana gelmesinde, kromozom biitiinliigliniin bozulmasi telomerlerin
kisalmas1  neticesinde  telomerlerde  fonksiyon  bozuklular1  gériilmesiyle
gerceklesebilir. Bu olanlar sonucunda hiicresel krizin gergeklestigi diisiiniilmektedir
(Maser ve DePinho, 2002). Yapilan bazi ¢alismalarda telomer boyunun hiicrelerin
cogalma Ozellikleri iizerine etkileri goriilmiistiir. Tiimdr dokusundan ve ayni organda

yer alan timor icermeyen dokudan alinan orneklerde telomer boyu incelendiginde
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tiimdr olmayan dokuda telomerin boyu tiimor olan dokuya gére daha uzun oldugu
tespit edilmistir (Hastie ve ark., 1990; Kipling, 1995). Losemi hastaligi bulunan
insanlarda yapilan gozlemlerde ise akut 16semilerde ya da kronik lenfoblastik 16semide
gec evrede ve kronik myeloid losemilerde telomer uzunluklarinin kisa oldugu

gbzlenmistir (Shay ve ark., 1996).

Telomerlerin yaslanma ile iliskileri bircok c¢alismaya konu olmustur.
Telomeraz aktivitesi olmadan in vitro kiiltlirlerde hiicreler, telomer boylar1 azalarak
hemen hemen 40-100 bp oluncaya kadar boliiniirler. Telomer boylar1 bu asamalara
ulasinca hiicre dongiisiinii kontrol eden bdliimler uyarilir ve hiicre siklusu G1 fazinda
durur (Hornsby, 2002). Hiicre sikluslarinin neticesinde telomerlerin boyu belirli
asamaya kadar kisaldiklarinda ilgili bolgeler tarafindan hiicre siklusu G1 fazinda
durmasiyla replikatif yaslanma gerceklesmis olur. Hiicreler bu asamada halen
metabolik olarak aktiflerdir ve uygun ortamlarda birkag yil yasayabilirler (Marcotte ve
Wang, 2002). Replikatif yaslanmis hiicreler belli karakteristik ozellikler gosterirler.
Genis ve yass1 bir morfolojiye sahip olurlarken diisiik ph derecesinde B galaktozidaz
aktivitesi ve lipofuskin birikmesi 6nemli yaslanma belirtilerindendir (Hwang, 2002).
Telomer kisalmasi insanlara en énemli in vitro ve in vivo yaslanma gostergelerinden
kabul edilir (Cherif ve ark., 2003) Yaslanmayla telomer boyutu arasindaki iligkiyi
inceleyen bir¢ok calisma giinlimiize kadar yapilmistir (Frenck ve ark., 1998; Iwama

ve ark., 1998; Mondello ve ark., 1999; Friedrich ve ark., 2000).

R.W. Frenck ve arkadaslari tarafindan 1998 yilinda yapilan bir ¢alismada kan
orneklerinden, telomer uzunluklari ¢alisilmis olup bu ¢alismada yeni diinyaya gelmis
yavrularin gdbek kordlarindan ve onlarin ebebeyinleri olan anne-babalarindan,
ebebeyinlerin anne-babalarina ve onlarin da ebeveyini olan biiyiik anneanne ve biiyiik
babalarindan 6rnekler toplanmistir. Bu ¢calismanin sonunda viicut hiicrelerinde telomer
kisalma hizinin her zaman ayni olmadig1 gozlenmis olup telomer kisalmasinin en az 2
asamada oldugu bildirilmistir. Tlk asamanin dogumdan 4 yasma kadar olan hizli
telomerik kisalma olup 2. Asama olarakta ilerleyen yasla birlikte meydana gelen

kadameli kisalma oldugu bildirilmistir (Frenck ve ark., 1998).
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Friedrich ve arkadasalari tarafindan 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada ise 95
ile 73 yaslar1 arasindaki bireylerin I6kositleriden, sinovial ve deri dokularindan elde
edilen hiicrelerde telomer uzunluklari incelenmistir. Calismaya katilan bireylerin
yaslariyla deri ve 16kosit hiicrelerinin telomer uzunluklarinin ters orantili oldugu
goriilmistiir. Ayrica yas ilerledikge telomer boylarinin kisaldigr gozlenmistir. Ayni
organizmanin farkli dokularindan elde edilen telomerlerin boylarinin dogrusal

korelasyon gosterdigi de gozlenmistir (Friedrich ve ark., 2000).

Slagboom ve arkadaslari tarafindan 1994 yilinda yapilan bir baska ¢alismada
dizigot ve monozigot olan ve yaglar1 2 ile 95 arasina degisen g¢iftlerde bir ¢aligma
yapilmis bu ¢alismaya gore telomer kisalmasi 31 bp/yil olarak tespit edilmis ve telomer
uzunlugunun kalitilabilir dlgiistiniin %78 oldugu gozlenmis olup c¢aligmadan yola
cikilarak arastirmacilar telomer uzunluklar1 arasindaki farklarin ayni yastaki bireyler

arasinda genetik agidan belirlenebilecegini belirtmislerdir (Slagboom ve ark., 1994).

Kinugawa ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan bir g¢alismada
telomeraz aktivitesi ile overin fonksiyonel yasi arasinda baglantinin oldugu ve
primordial folikiil sayisinin azalmasinin overlerdeki telomeraz aktivitesiyle ilgili
oldugu ve telomeraz aktivitesinin overlerin fonksiyonel yasinin tespitinde
kullanilabilecegi giindeme getirilmistir (Kinugawa ve ark., 2000). Telomer boyu,
erken over yaslanmasi olan bireylerde normal bireylere gére daha uzun oldugu

goriilmiistiir (Dorland ve ark., 1998).

2.5. Telomeraz

Telomeraz enzimi, Greider ve Blackburn’un yaptig1 c¢alismalar neticesinde
tanimlanmustir. ik kez tetrahymena da gosterilmistir. Akabinde Morin calismasinda

insanlardaki HeLa hiicrelerinde telomerazi gostermistir (Gorham ve ark., 1997).

Telomer deoksiniikleotidil transferaz veya telomer terminal transferaz olarak
da isimlendirilebilir (Nugent ve Lundblad, 1998; Meyerson, 1998). Kromozomun
uclarinda bulunan TTAGGG tekrarinin iiretiminden sorumludur. Riboniikleoprotein

yapisinda spesifik bir DNA polimerazdir (Zheng ve ark.,1997). Telomeraz enzimi,
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kendi iirettigi hekzamerik dizi tekrarlarini telomerlerin uglarina ekler (Long ve ark.,
2005). Yalnizca telomeri etkilemekle kalmaz bagisiklik ve hiicre fonksiyonlarini da
etkiler (Effros, 2011; Weng ve ark., 1997). Yapilan bazi ¢alismalarda bagisiklik
sistemi tlizerinde de kisa ve uzun vadeli etki ettigi gézlenmis ve telomer kisalmasinin
enfeksiyonlara karsi savunmada azalmalara sebep oldugu bildirilmistir (Miller, 2000).
Normal somatik hiicrelerde bulunmayan bu enzim 6liimsiiz kanser hiicrelerinde aktif
hale gelmektedir. Eriskin kok hiicrelerinde ve embriyonik hiicrelerinde de aktiftir
(Gorham ve ark., 1997). Birgok somatik hiicrede telomeraz enziminin etkinligi yok
olurken endometrium, epidermis, intestinal kriptler, kemik iligi, aktive lenfositler,
germ hiicreleri, servikal epitel, 6zofagus epiteli, sa¢ folikiilleri, hematopoetik kok
hiicrelerinde telomeraz enziminin aktivitesi az miktarda devam etmektedir (Burger ve

ark., 1997; Greider, 1998).

Telomeraz aktivitesi embriyo asamasinin ilk haftalarinda bir¢cok hiicrede
gozlenirken daha sonra bir¢ok hiicrede zamanla azalir (Hug ve Lingner, 2006; Harley,
2005). Telomeraz enziminin kendi kalip RNA molekiiliinii enzimin 6nemli bir pargasi
olarak tasir. Bu RNA molekiiliiniin kalip olarak kullanilmasiyla telomeraz enzimi
tekrarlanan ug tekrarlarin ¢oklu kopyasini meydana getirebilmekte ve buna dayanarak
bir DNA kalib1 olmadan telomerleri koruyabilmektedir (Edo ve Andres, 2005). Bu
enzim, 5’-TTAGGG-3' tekrar dizisini hiicrenin replikatif asamasinda telomerin son
kismina ekler bu eklenme 5’TTAGGG-3' tekrar dizisinin kromozom uglarindaki
kaybin1 dengeler. Hiicre plazma zarinda 6zel mitojen ve antijen reseptdrlerinin
uyarmastyla kayda deger miktarda artan telomeraz etkinligi gozlenirken, dinlenen
lenfositlerde az miktarda telomeraz etkinligi gozlenir (Liu ve ark., 2003). Yapilan
caligmalar neticesinde telomeraz etkinligi diisiik olan normal hiicrelerde telomerik
tekrar dizileri korunmakta olup hiicreler bdylece kendini yenileyebilmektedir
(Blackburn, 2005). Az miktardaki telomeraz etkinligi neticesinde bu hiicreler immortal
hiicrelere déniismeden ¢ogalma ozelliklerini devam ettirebilmektedirler. immortal
kanser hiicrelerinde telomerazlar tekrardan etkin olmaktadirlar (Gorham ve ark.,
1997). Telomer aktivitesi ve telomer uzunlugu insanlarda goriilebilecek hastaliklarin

patobiyolojisinde etkilidir (Blasco, 2005).
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Telomerazin 3 bileseni tespit edilmistir. Bunlar;
1-TERT yani Telomeraz Kkatalitik alt birim
2-TR yani Telomeraz RNA alt birimi

3-TP 1 yani telomeraz protein komponentidir.

Telomeraz Revers Transkriptaz (TERT), ters transkripraz etkinligine sahip
telomeraz kismidir. TR’in kalip olan bolimii telomere baglanirken komplementer
kisimlar kalip esas alinarak telomerazin katalitik alt birimi tarafindan eklenir. Bu da
telomerin uzamasini saglar (Edo ve Andres, 2005). Telomeraz, bir RNA alt birimi olan
TERC protein yapisinda hTERT ve spesifik proteinlerden meydana gelir. TERC;
telomerlerin uzamasinda kalip olarak kullanilir (Gomez, 2012; Wyatt ve ark., 2010).
Telomer Revers Transkriptaz, canlidan canliya genel olarak ayni olmakla birlikte bazi
farkliliklar gdzlenebilir. Ilk defa Euplotes aediculatus’dan p123 olarak elde edilmistir
(Jarstfer ve Cech, 2002). Sh'TERT ’in canlidan canliya adlandirilmasi degisebilmektedir
ornegin kopeklerde dogTERT (Nasir, 2004), tavuklarda chTERT (Delany ve Daniels,
2004). Insanda hTERT (Thewissen ve ark. 2005). Farelerde rTERT olarak
isimlendirilir (long ve ark., 2005). ‘hTERT’i kodlayan gen ilk defa 1997 yilinda
klonlanmis ve 7 ekson barmdirdig1 gdzlenmistir. Ik ekson telomeraza spesifik olup
diger eksonlar bagka revers transkriptazdakilerle benzerlik gosterirler (Colgin ve
Reddel, 1999). ‘hTERT’, RNA molekiilinden DNA {iretiminde katalitik sorumluluk
tistlenen bir proteindir (Gomez, 2012; Wyatt ve ark., 2010). Diploid insan hiicrelerinde
hTERT geni 5. Kromozomda tek kopya olarak bulunmaktadir. h'TERT’ geni insanda
15 intron ve 16 ekson barindirmaktadir. Hemen hemen 40 kb’dir. Biiyiik bir proteindir
(Rojas ve ark., 2012). ‘hTERT’i kodlayan genetik materyalin ekspresyon diizeyiyle
telomeraz aktivitesi arasinda kuvvetli bir korelasyon gozlenmesi, hTERT in telomeraz
aktivitesi regiilasyonundan sorumlu olabilecegini akla getirmektedir (Colgin ve
Reddel, 1999; Zakian, 1995). Kopeklerde sekans karakterizasyonu ve katalitik alt
birimli telomeraz izolasyonu ile ilgili ¢caligmalarda hTERT ile dogTERT arasinda
yapisal benzerlikler gdzlenmistir (Angelopoulou ve ark., 2008).

21



TR, yani ‘Telomeraz RNA’ bir alt birim olup diger ters transkriptazlardan
kendi RNA alt birimini kalip olarak kullanmasiyla ayrilir. Telomeraz RNA (TR), RNA
polimeraz II yardimiyla transkripsiyon gegirir ve 5’ucuna kisa mesafe kala telomer
DNA’sina tutunma ve reverstranskripsiyon amaciyla kalip olarak kullanilir
(Angelopoulou ve ark., 2008). ‘hTR’, insanlarda telomeraz RNA alt birimidir. ‘hTR’
mRNA ekspresyonuna bir¢ok calismada normal hiicrelerde ve kanserli hiicrelerde
rastlanilmistir. Kanser hiicrelerinde daha fazla gdzlenmistir. Kimi hiicrelerde
telomeraz ekspresyonuna rastlanmaz bu hiicrelerde hTR’nin gorevi tam olarak

bilinmemektedir (Rojas ve ark., 2012).

TP1 yani Telomeraz protein komponenti, regiilator bilesen olarak telomeraz
enziminde gorev alir ve 6zel olarak telomerazin RNA alt birimini baglar. Telomerler
tizerinde birgok ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda telomer pozitif ve telomer
negatif hiicrelerde TP1 mRNA ekspresyonu gozlenmistir. Bu sebeple bu bilesenin
telomeraz aktivitesinin yonetilmesinde islevsel olmadigi diisiiniilmektedir. Fakat
Nakayama ve ark. 1998 yilinda yaptiklar1 bir calismada TP1 proteininin post-
translasyonel modifikasyonunun, enzimatik islevlerin optimizasyonunda gorev

iistlenebilecegi bildirilmistir (Nakayama ve ark., 1998).

Telomere baglanan faktorler; Telomerik DNA tekrarina tutulan diziye 6zel
protein yapilaridir. Telomerik stabilitenin gerceklesmesinde ve telomer uzunluklarinin

diizenlenmesine katki saglarlar (Cherif ve ark., 2003).

Large ve ark. 1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada TRF1 ve TRF2 proteinlerini
in vitro insan hiicrelerinde tanimlamiglardir. Bu proteinler “TTAGGG” dizi
tekrarlarina baglanir. TRF1, telomer uzunlugunun diizenlenmesinde ve telomeraz
enziminin telomerlere baglanmasina katki saglar. Ayrica TRF1, ¢ift zincirli DNA’da
bulunan telomerik tekrarlara baglanir. TRF1, TTAGGG dizisini memeli
telomerlerinde 6zel olarak tanir. Bu sebeple TTAGGG tekrarina baglanan faktor
olarak bilinir (Cherif ve ark., 2003). Telomeraz pozitif ve negatif hiicrelerde RT-PCR
ile yapilan c¢aligmalarda TP1 mRNA ekspresyonu gozlenmis olmasi enzim
aktivitesinin kontroliinde mithim olmadigin1 akillara getirmektedir (Nakayama ve ark.,
1998; Horikawa ve ark., 1998). TRF1’e kiyasla TRF2; amino ucunda daha fazla bazik
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aminoasit baridirir ve telomerik tek iplik¢igi degredasyona karst korur. TRF2, DNA
tamir aktivitelerinden bu kismi1 korur. Bu sebeple kromozomlarin ug uca birlesmelerini
onler ve telomerleri korur (Cherif ve ark., 2003). DNA tamir proteinleri, tamir
yolaklarinda rol alir ve telomerlere komsudurlar. TRF2’lerin DNA tamir proteinleriyle

etkilesim i¢inde olduklari diisiiniilmektedir (Iwama ve ark., 1998).

Katalitik alt sinif olan ‘hTERT’ ters transkriptaz etkinligi gosterir (Collins,
2006; Cong ve ark., 2002). Katalitik alt birimini kodlayan geni 5. Kromozomu
(5p15.33) icermektedir ve yedi ekson igerir. Yalnizca ilk ekson telomeraza spesifiktir.
Diger eksonlar ise revers transkriptazdakilere benzer (Nakayama ve ark., 1998;
Horikawa ve ark., 1998). Tiim hiicrelerde telomerazin ‘TR’ alt siifi bulunur fakat
hTERT alt smifi ise sadece 6liimsiiz ve malignant hiicrelerde eksprese olmaktadir
(Chiang ve ark., 2004). ‘TERT’, telomerazin katalitik alt birimidir ve yeni iiretilen
telomerik dizinin 3’ yoniinde kayarak komplementer GGTTAG tekrar dizilerini {iretir
ve 3’ ucuna ilave eder. Akabinde DNA polimeraz enzimi, telomeraz enziminin iirettigi
bu diziyi kalip olarak kullanir ve karsi zinciri biitiinler. Bunun sonucunda 5’ ucundaki
bosluk doldurulmus olur (Greider ve Blackburn, 1985; Sun ve ark., 1999). Bircok
insan somatik hiicresinde, ilk embriyonik donemde hTERT’in transkripsiyonel
supresyondan oOtiirii telomeraz enzim aktivitesi yok olmakta ve replikatif yaglanma
telomer kisalmasiyla baglantili bir sekilde replikatif yaglanma olugmaktadir (Hiyama
ve Hiyama, 2007). Telomer wuzunlugunun muhafaza edilmesi yaslanmayla
goriilebilecek hastaliklardan kaginmak ve hiicresel yaslanmadan sakinmak i¢in yeterli
olabilir (Hug ve Lingner, 2006). Telomeraz, 1-6 adet hTR yapisinda 5’-
CUAACCCUAAC-3’ dizisi barindirir ve telomer DNA’sina komplementer olan bu
dizilerden 5’CCUAAA-3’ dizi tekrarini barindiran bir kismi sentez esnasinda kalip
olarak islev gormektedir (Horikawa ve ark., 1998; Nakayama ve ark., 1998).

Okaryotik hiicrelerin replikasyonunda DNA polimeraz enzimi DNA sentezine
hemen baslamaz DNA replikasyonun baglamasi i¢in 3’-OH grubunu saglayan 8 ile 12
arasinda baz iceren bir RNA primerine ihtiya¢ vardir bu primer DNA polimerazin
baglanmasinmi saglar. Fakat RNA primerinin mevcudiyetinde DNA polimerazi hem
kesintisiz hemde kesintili sentezlenen zincirde okumasini devam ettirebilir. DNA
tretimi  yalnizca 5°-3° yoniinde gergeklesebildiginden, RNA  primerinin

uzaklastirilmasinin akabinde yeni {iretilmis ¢ift zincirli DNA’nin 5° ucunda 8-12 bp
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civarinda bir bosluk meydana gelmektedir. Meydana gelen bu bos kisim DNA
polimeraz enzimi tarafindan onarilamaz. DNA’nin bu kismi tek zincir seklinde kalir
ve molekiiliin stabilitesini olumsuz etkiler. Spesifik replikasyon islevlerinin
eksikliginde her replikasyonun akabinde kromozom boylarinin 30-200 bp araliginda
kisalmasima ve neticede islevsel genlerin yitirilmesine neden olur (Greider ve

Blackburn, 1985).

Telomeraz etkinligi, ¢gogalma gdstermeyen ovaryum ve sperm hiicrelerinde
diisiiktiir. Fertilizasyonu takiben arttig1 yapilan ¢alismalarda gézlenmis olup telomeraz
etkinliginin gelecek jenerasyon embriyonik kok hiicrelerde ve germ hiicrelerinde
siirmektedir (Hiyama ve Hiyama, 2007). Yiiksek cogalma kapasiteli ve kendini
yenileyebilen hiicreler (epidermis, intestinal epitel ve endometriyum gibi) az miktarda
telomeraz etkinligi gostermektedirler (Blasco, 2005). Somatik hiicrelerden, normal
kok hiicrelerden ya da oncii hiicrelerden kaynakli kanser hiicrelerinde de telomeraz
aktivitesi goriilmektedir. Bu vesileyle oliimsiizlik ve kendini yenileme o6zellikleri

gosterirler (Hiyama ve Hiyama, 2007).

2.6. Telomer, Telomeraz ve Yaslanma

Olovkinov 1973 yilinda ilk kez replikatif yasam siiresinin telomer kisalmasina
bagli olabilecegini giindeme getirmistir. Ayrica her hiicre boliinmesinden sonra
kromozomlarda bir kisalmanin gézlendigini ve belli bir sinirdan sonra hiicrenin artik

boliinmeyerek 6ldiigiini bildirmistir (Olovnikov, 1973).

Telomer boylariin azalmasina ilk 6nce 1961 yilinda doku kiiltiirii ¢aligmalari
esnasinda Hayflick tarafindan rastlanilmistir. Hayflick insan fibroblastlar ile
gerceklestirdigi deneylerde, hiicrelerin belirli bir replikasyon sayisindan sonra artik
replike olmadigr ancak metabolik aktivitelerini siirdiirlip yasamint devam ettirdigi
goriilmiistiir (Ben-Porath ve Weinberg, 2004; Shay ve ark., 2001). Ik kez normal
fibroblast hiicrelerinin yaklagik 50 hiicre siklusundan sonra boliinme yeteneklerini
kaybettiklerini bildirmis ve buna ‘Hayflick limiti’ denmistir. Limitlerine ulagmis
hiicrelerin 6lmediklerini ancak bdliinme gostermeksizin aktif kalip en sonunda

oldiiklerini gézlemlemislerdir (Hayflick ve Moorhead, 1961).
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Giliniimiizde gecerliligini siirdiiren telomer yap1 ve islevi ile ilgili bilgiler
Harley tarafindan 1990 yilinda aciklanmistir (Harley ve ark., 1990). Yapilan
deneylerde olgunlasmis hiicrelerin metabolik olarak yasamini siirdiirdiigii, fakat daha
fazla replikasyonun gozlenmedigi ve netice olarak da hiicrenin yasamini yitirdigi
gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismalar esnasinda organizmanin yaglanmasi ile hiicresel
yaslanma arasinda dogrudan bir baglanti oldugu bilinmemekteydi. Yagl insanlardan
alinan hiicreler geng insanlara gore kiiltiir ortaminda daha az boliindiigii gozlenmistir
(Moyzis ve ark., 1998). Normal hiicre replikasyonlarinda telomerler bir miktar
kisalirken tiimor hiicrelerinde telomer kisalmasi gozlenmemistir. Bu durumda
telomerlerin hiicrede “mitotik bir saat” gibi davrandiklarimi bildiren diistinceleri

giindeme getirmistir (Harley ve ark., 1990).

Insan somatik hiicreleri iizerinde yapilan gdzlemlerde her hiicre siklusunda
telomerlerin uzunluklarinin kisaldigin1 ve bu da hiicre boliinmesini sinirlandirarak
belli bir asamadan sonra hiicrenin yaslanip 6ldiglni gostermektedir (Hayflick ve
Moorhead, 1961). Zaman igerisinde hiicrenin hacmi artar ve sitoplazmasi matlagir.
Diger taraftan gen yapiminda, niikleer yapilarda, proteinlerin yapilmasinda aksamalar
olurken bu hiicreler metabolik olarak canlidirlar. Insanlardaki hiicre boliinmesini
kisitlayan iki yolak bulunur. ilki p53 bagimli (telomer bagimli), bir digeri stres ile
uyarilan ve kismen tanimlanmis (pl61NK4A ve pRb tiimodr supresorlerine bagli)
yolaklardir. Genellikle bu metabolik olaylar onkogen tarafindan tetiklenen yaslilik
sirasinda aktif hale gelebilir. ‘p161INK4A/pRb ve p53/p21° stres odakli erken yaslilig
indiikleyebilir ve akabinde da bozulmus telomer islemleri yashligi tetikleyebilir
(Hastie ve ark., 1990). Disfonksiyonel telomer, belirli bir kisaliga ulasan telomerlere
denir. Disfonksiyonel telomer igeren bir hiicre mortalite evresi 1 (M1) ve mortalite
evresi 2 (M2) olarak iki kritik kontrol noktast igerir (Henderson ve ark., 1988). Yapilan
caligmalarda insan hiicrelerinde goriilen yaslanma ve Oliimiin iki asamada
gerceklestigi goriilmiistiir. M1 evresinde telomerler kisalir ve kromozomlar kritik
seviyeye ulasir. Bu mekanizma sonunda hiicre siklusu durdurulur ve yaslhilik programi
devreye girer. Replikatif yasamin siiresi M1 tarafindan temsil edilir. Hiicre bu asamay1
atlarsa bilhassa onkogenik transformasyonla M2 noktasina kadar telomerler kisalir

(Hayflick ve Moorhead, 1961). M1 evresi, bu asamada hiicrenin yaslanmasi uyarilir
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ve hiicre siklusu durur. Tiimdr inhibe edici pRb, p53 benzeri proteinlerle kontrol edilir.
‘p53-p21° yolagi, hiicreyi yaslanmasi i¢in uyarir. Telomerlerin kisalmasi aktif hale
gelir. ‘p53’ proteini, en énemli hiicre yaslanma kontrol edicisidir. Hiicreyi apoptoza

yonlendirir ya da proliferasyonu kalici/gegici olarak durdurabilir (Henderson, 1988).

Kriz noktasi “M2” noktast olarak isimlendirilir. Kriz noktasinda biiyiik hiicre
mortalizasyonu meydana gelir. Biiylik hiicre oliimii zayiflayan telomer fonksiyonu
dolayisiyla meydana gelebilir. Bu sorundan kurtulmak ig¢in telomeraz enzim
aktivitesine gereksinim duyulmaktadir. Bu enzim sayesinde telomer yapisi ve
uzunlugu tekrardan saglanabilir ve stirdiiriilebilir. M2 noktasinda ortaya ¢ikan hiicreler
sonsuz olarak cogalabilirler (Hayflick, 1961). Somatik hiicrelerin telomerlerinde
kisalmanin ilerlemesiyle M1 evresinden M2 evresine gecis olur ve bunun sonucunda
telomer boyu telomeraz aktivitesinin azligindan giderek kisalir. Telomerler bu nedenle
kromozomal siirekliligi saglama yeteneklerini yitirirler ve telomer krizi denilen
asamaya gecis yaparlar (Henderson, 1988). Bu evre p53’ten bagimsizdir ve
kromozomlarda kararsizlik ve neticede hiicrenin mortalitesine sebep olur. Hiicre
telomer uzunlugu M2 noktasinda stabil olarak kalabilirse hiicre bu noktay1 asarak
boliinmeye devam eder ve Oliimsiizlesir. Bu olaylar telomerazin tekrardan aktif hale
gelmesi veya telomeraz enziminin regiilasyonu ile meydana gelir. M2 asamasini
kanser hiicreleri asar (Henderson, 1988; Hayflick, 1961). Sperm hiicrelerinde gozlenen
uzun telomerler ve bu telomer dizi uzunluklarimin istikrarli olarak muhafaza

edilmesiyle bu durum dogrulanmistir (Morin, 1997).

Telomerik yaslanma, programli bir siire¢ olup telomerik DNA’da goriilen
kisalmayla baglantilidir (Henderson, 1988). Insanlardaki embriyo hiicreleri hemen
hemen 60-80 kez replike olduktan sonra yaslanma emareleri gostermeye baglar. Orta
yasli insanlarda alinan hiicreler gézlendiginde ise yaglanmadan 6nce 10-20 kez replike
olduklar1 gbzlenir. Yasam siireleri fazla olan tiirlerdeki replikasyon sayisi yasam siiresi
kisa olan tiirlere kiyasla daha fazladir (Moyzis ve ark., 1998). Telomerik olmayan
yaslanma, mitojenik veya onkojenik uyarimlarla baglantilidir (Henderson, 1988).
Normal somatik hiicreler ve dokular yalnizca senesens durumuna kadar gelebilirler
sadece doniisiim yapabilen hiicreler veya esey hiicreleri sonsuz boliinme 6zelligine

sahiptir (Hayflick ve Moorhead, 1961).
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Telomer boylarina oksidatif stres negatif olarak etki eder. Fibroblastlar
tizerinde yapilan ¢aligsmalarda telomer boylarma oksidatif stresin biiyiik ¢apli etki
ettigi bildirilmistir (Von Zglinicki ve ark., 1995; Von Zglinicki ve ark., 2000).
Fibroblastlar iizerine yapilan bir ¢alismada oksidatif stres faktoriiniin telomerlerde
telomeraz enzim aktivitesini inhibe ettigini ve telomerik olmayan kromozomal
DNA'’ya kiyasla fazla hasar meydana getirdigi bildirilmistir (Von Zglinicki, 2000).
Akut olarak ger¢eklesen oksidatif stresin ilk olarak etkiledikleri arasinda telomerler
gelmekte ve bu sebeple meydana gelen tek zincir kiriklari i¢in herhangi bir tamir
mekanizmasinin olmadig1 bildirilmis olup daha az diizeydeki kronik oksidatif stres ise
telomer boylarinin kisalmasini hizlandirir. Ayrica oksidatif stres, oksidatif strese
hassas ve kolay kirilabilen “GGG” kisimlarinda kopmalara sebep oldugu ve
telomerlerde mevcut olan niikleaza duyarli kisimlar1 arttirdigi bildirilmistir (Von
Zglinicki ve ark., 1995; Von Zglinicki ve ark., 2000; Kawanishi ve ark., 1999). Ektopik
telomeraz enzim ekspresyonunun primer fibroblast kiiltiirlerde telomer uzunluklarinin
azalmasiyla iligkili hiicre yaglanmasini engelledigi ve s6z konusunu hiicrelerin yasam
Omiirlerini uzattig1 gézlemlenmis ve hTERT’in neoplastik transformasyona neden
olmadig1 bildirilmistir (Counter ve ark., 1998). Yapilan ¢alismalarda edinilen bilgiler
151¢1nda telomeraz enziminin, telomerlerin ve telomer proteinlerinin kanser ve yaslilik

gibi durumlarin belirleyicileri olarak kabul edilmistir (Bryan ve Reddel, 1997).

Telomerler uzunluklarinin yaslanmayla baglantisini  birtakim  6rnekler
desteklemistir. Kisa yasaml tiirlerde hiicre boliinmesi uzun yasaml tiirlere gore daha
az olmasi, yasl hiicrelerin geng hiicrelere gore daha az boliinme gostermesi ve normal
insanlardakine kiyasla erken yaslanma sendromlu (Werner sendromu) hiicre boliinme
sayisinin daha az gozlenmesi gibi bulgular 6rnek verilebilir (Hayflick ve Moorhead,
1961). Somatik hiicrelerin yaglanma ozellikleri spesifik bir kazang saglar. Belirli
sinirlar igerisinde hiicrenin bu dongiisii kanser olma ihtimalini azaltmaktadir (Morin,
1997). Transformasyon neticesinde hiicre yaslanmasinin engellenmesi insan
papillomaviriis (HPV), adenoviriis ve Simian viriis 40 (SV 40) benzeri DNA tiimor
viriisleri araciligi ile saglanabilir (Bryan ve Reddel, 1997). Hidrojen peroksit, onkogen
transfeksiyon, iyonize radyasyon ve natural hidroperoksitlerle karsilasma neticesinde

PRB-p16 ve/veya p53 yolaklarini uyararak replikatif yaslanmanin baglatabildigi
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bildirilmistir (Von Zglinicki ve ark; Chen ve Ames, 1994; Palmero ve ark., 1998).
‘p110RB’ ve ‘p53’ gibi proteinler timor virlislerinde bulunur, timor inhibe edici
proteinlere baglanir ve inaktive edici 0zelliklere sahiptirler genel olarak, transforme
olan hiicre kiiltiirleri uzun bir yasam dongiisti gosterirler. Edinilen bu bilgi uzun hayat
dongiisiine sahip viral transforme hiicrelerin bu molekiillerin inaktivasyonu ile
olustugunu gdstermek i¢in bir delil olusturmaktadir. Bircok immortal hiicre gen

delesyonlar1 ve mutasyonlar nedeni ile p110RB ve p53 i¢ermezler (Bryan ve Reddel,
1997).

Replikatif yaglanmanin en dnemli faktorlerinden biri de telomer kisalmasidir.
Prokaryotik hiicrelerde ise kromozomlar sirkiiler bir yap1 gosterirler ve kromozom ucu
mevcut olmadigindan telomer kisalmasi olmamaktadir (Flanary ve Streit, 2003).
Programli yaslanma selektif bir avantaji da beraberinde getirir. Diizenli biiylime ve
hiicresel 6liim belli kurallar ¢ergevesinde gerceklesir. Programli yaglanma neticesinde

kanser olma riski azalir (Klapper ve ark., 2001).

Kiyono ve arkadaglart yaptiklari ¢alismasinda telomeraz enziminin primer
hiicrelerde proliferasyonu arttirmada tek basina sorumlu olmadigini gostermistir
(Kiyono ve ark., 1998). Yapilan bir ¢alismada fazla TERT ekspresyonunun farelerin
embriyonik hiicrelerinde telomerlerle baglantili olmadan antioksidan korunma
diizeyini optimize ettigini ve hiicrenin strese karsi direngli hale gelmesini sagladigi
diistiniilmektedir (Armstrong ve ark., 2005). Antioksidanlar {izerinde yapilan
caligmalar gosteriyor ki replikatif yasam siirecinin uzatilmasinda bir etkisinin
olmadigimi ve yalnizca hazirda var olan telomer uzunlugunun korunmasina katki
sagladig1 gézlenmistir (Von Zglinicki ve Saretzki, 2002). Yapilan ¢calismalardaki farkl
kesiflerden biri de mitokondri organalinde ekstraniikleer bir telomeraz enziminin
kesfedilmesi ve hiicrenin oksidatif strese karsi direnci ve hiicrenin sagkalimi ile
baglantili oldugudur (Chen ve ark., 2008; Massard ve ark., 2006). hTERT’ oksidatif
strese kars1 fibroblastlar1 zamana ve doza bagli olacak sekilde korudugu niikleus disina

geri dontisiimlii olarak atildig1 gézlenmistir (Biichner ve ark., 2010).

Haendeler ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada mitokondriyal hTERT in

uygun diizeyli strese maruz kalirken peroksit ve superoksit seviyesinin azaltilmasinda,
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mtDNA’nin korunulmasinda ayrica membran potansiyelinin artmasinda rol aldig1 ve
hTERT’in normalden fazla eksprese oldugu hiicrelerde cekirdek disina cikarak

mitokondride lokalize oldugu gézlenmistir (Haendeler ve ark., 2003).

2.7. Telomeraz Enzimi Ol¢iim Yontemleri

Telomeraz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in pek ¢ok yoOntem

gelistirilmistir.

2.7.1. TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) Yontemi

Bu yontem PCR ile telomerik tekrarlarin ¢ogaltilmasima dayanir (McKevitt,
2002). TRAP yontemi, Kim ve ark. Tarafindan 1994 yilinda ilk kez tanimlanmastir.
Bu yontemde doku ve hiicrelerden alinan homojenat telomeraz enzimi barindiriyorsa,
ortama ilave edilen spesifik olarak hazirlanmis primer telomeraz enzimi ile uzatilir.
Bu islem sonucunda elde edilen extension product (uzama iriinleri), PCR
amplikasyonunda kalip; internal standard olarak (Sigan 150 bp’lik myogenin
fragmentleri) kullanilir ve iirlinler spekroforetik olarak ayrilir. Radyoaktif isaretli
dCTP’ler PCR ortaminda eklenerek veya radyoaktif isaretli primerler kullanilarak
telomeraz enzim {Uriinlerinin gdzlenmesi saglanir. TRAP yontemi sonunda Image
Analyzer (Goriintii ¢oziimleyici) kullanilir. Elde edilen bilgiler dongii sayisina bagh
olarak grafiklenir ve belli bir standarda gore degerlendirilir. Ancak miktar saptamasin
sensitivitesi disiiktiir. Sonuclar, pozitif ya da negatif olarak degerlendirilir bunun
nedeni aktiviteyi nicel bir sekilde saptamanin zor ve giivensiz olmasidir. Jel SYBR
green I boyasi radyoizotoplarinin istenmedigi durumlarda kullanilabilir. Bu yontemin

kusurlart;

1. Radyoizotoplara ihtiyag duyulmasi

2. Zaman alic1 poliakrilamid jel elektroforeze gereksinim olmasi,

3. Klinik 6rneklerden gelen PCR inhibitdrlerinin etkilerine agik olusu

4. Miktar saptamada karsilasilan zorluklar
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5. Internal kontrole gereksinim olmasi

6.CX (5’-CCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3) primerde primer-dimer olusumu

olarak siralanabilir (Kim ve ark., 1994).

2.7.2. Floresan-TRAP (F-TRAP) Yontemi

Aldous ve Grabill, 1997 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada telomeraz enzim
aktivitesini gozlemek icin Floresan-TRAP (F-TRAP) yontemini kullanmislar bu
yontemde floresans isaretli primerler, radyoizotoplarini elimine etmek igin
kullanilmaktadir (Aldous ve Grabill, 1997). Ancak TRAP yontemi hassas miktar
saptamaya pek uygun degildir. Elde edilen sonuglar pozitif ya da negatif seklindedir.
TRAP yonteminin eksiklerinin giderilmesi i¢in TRAP-eze-Elisa ve TRAP-eze Kitleri
alternatif olarak gelistirilmistir (McKevitt, 2002).

Bunlar;
1) TRAP-eze

2) TRAP-eze-Elisa kitleridir.

2.7.3. TRAP-eze Yontemi

Oncor firmasi tarafindan 1996 yilinda kit halinde tiretilmistir. Bu kitler fiyat,
sensitivite ve zaman agisindan karlilik saglamistir. Bu kitte ‘reverse’ primer (RP)
TRAP’daki ‘reverse’ primer CX’in modifiye edilmis seklidir. Kitte 36 bp’lik internal
standard mevcut olup primer-dimer’in meydana gelmesi azaltilmistir (Holt ve ark.,
1996).

2.7.4. TRAP-eze-Elisa Yontemi

Bu yontemde ilk olarak telomeraz, forward (Biyotin isaretli) P1-TS (5°-
AATCCGTCGAGCAGAGTT-3") primerinin 3’ ucuna telomerik tekrar dizilerini
ekler. Daha sonra uzayan {irlinler P2 (reverse) primeri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir.
PCR iiriinleri denatiire bir yap1 kazandirilir ve telomerik tekrar dizileriyle beraber

melezlenebilen digoksigenin isaretli 6zel prob ile melezlenir. Son iiriinler biotin
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isaretli primer aracilig1 ile streptoavidin kapli mikrotiter plaklarina baglanir. AntiDIG-
peroksidaz ile plaklara bagli PCR iirlinleri kompleks meydana getirir. Son asamada
peroksidaz substratt 3,3’,5,5’tetrametil benzidin (TMB) peroksidazca renkli
oksidasyon iiriinlerine ¢evrilir ve renk olusumu tepkime durdurucu c¢ozelti ilave
edilerek durdurulur. Numunelerin absorbanslar1 620 nm ve 450 nm’de mikrotiter plak

okuyucuda okunur (Holt ve ark., 1996).

2.7.5. TMA-HPA (Transcription Mediated Amplification and Hybridization
Protection Assay) Yontemi

Hirose ve arkadaslari tarafindan Onerilmistir. Bu yontem Orneklerden
gelebilecek TRAP baskilayicilarindan ¢ok az etkilenir. Ayrica uygulamasi hizli ve
kolaydir. Bir saat gibi bir siirede tek bir kaliptan milyarlar1 bulabilen RNA amplikonu
meydana getirebildiginden ve telomeraz enzim {iriinlerinin transkripsiyon yoluyla

amplikasyonu ¢abuk gerceklestiginden su banyosu bu yontemde kullanilabilir.

Bu sistem esasinda telomeraz enzimi tarafindan uzatilacak primere promotor
eklenmesi ve RNA’larla hibridize olmus ve olmamis problarin ayr1 bir sekilde hidroliz
olmalarina dayanir. Bu yontem 6rnek numunelerinden gelebilecek TRAP inhibitorleri
en az miktarda etkilenmektedirler ayrica kolay ve hizlidir. Telomerik tekrar ile
promotor primerin birlesme noktasina komplementer olan akridinyum ester-isaretli
problar hazirlanarak kullanilir. Problar ve amplikonlarin 20 dk 65 °C’de inkiibasyonu
gerceklestirilir ve tekrardan 10 dk boyunca hidroliz tamponu eklenerek inkiibasyona
devam edilir. Akabinde sogutulur. Kemiluminesans, luminometre ile dl¢iiliir (Hirose

ve ark., 1998).

2.7.6. PicoGreen Y ontemi

Gelmini ve arkadaslari, 1998 yilinda PicoGreen yontemini olusturmuslardir.
Bu yontem miktara bagli, hizli ve nonizotopik bir prosediirdiir. Bu sistemde telomeraz
enzim tdriinlerinin ¢ogaltilmasinda ‘Stretch-PCR’ prosediirii uygulanir. PicoGreen,
floresan bir boya olup spesifik olarak cift zincirli DNA’ya baglanir. Floresans

Ol¢iimleri spektroflorometre yardimiyla okunur ve kontrol DNA’s1 olarak olusturulan
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standart egride hesaplanir miktara bagli, hizli, nonizotopik olan bir assay yontemi
olarak kabiil edilir. PAGE benzeri vakit alici iglemler PCR iirlinlerine uygulanmaz.
Ona alternatif olarak PicoGreen ile PCR f{iriinleri muamele edilir. Saptanan DNA
miktarindan negatif kontrolde 6l¢iilen DNA’nin ¢ikarilmasi ile telomeraz enziminin
aktivitesini belirleyen DNA miktar1 hesaplanir. Negatif kontrol olarak RNAaz ile
muamele gormiis doku veya hiicre homojenati kullanilir. Protein diizeyi hesaplanmis

her 6rnek i¢in sonuglar ng DNA/ug olarak verilir (Gelmini ve ark., 1998).

2.7.7. In Situ-PCR Yontemi

Ohyashiki ve arkadaslari, 1997 yilinda In situ PCR yontemiyle telomeraz
varligini timor hiicrelerinde gostermislerdir. Bu yontem TRAP yonteminin modifiye
edilmesiyle olusturulmus olup hiicre seviyesinde telomeraz enzim aktivitesinin

incelenmesi saglanmistir (Ohyashiki ve ark., 1997).

2.7.8. RT-PCR (Reverse Transcription-PCR) Y ontemi

Yajima ve arkadaslari, 1998 yilinda Reverse Transkripsiyon-PCR (Reverse
Transcription PCR Assay or Tag Man Fluorogenic Detection System). Yontemini
olusturmuslar. TP1, TERC, TERT komponentleri klonlandiktan sonra,
komponentlerin mRNA seviyelerinin Olglilmesi enzim aktivitesi iizerine yapilan
caligmalarda yeni bir yaklasim olusturmustur. Bu protokolde 6zel PCR {iriiniiniin
degerlendirilmesinde DNA polimeraz enziminin 5’—3’ ekzoniikleaz etkinli§inden
yararlanilir. PCR’1 ‘Taq Man’ analizi nicel hale getirir. Bu sistemde bir hibridizasyon
probu ile ‘reverse’ ve ‘forward’ primeri hTR i¢in yer alir. PCR’1n uzama agamasinda
Taq polimeraz enzimi, uzama yetenegi icermeyen ve iki ucundan isaretli florojenik
hibridizasyon problarini keser ve bu kosma primeri yerlestirir. Bunlar olurken serbest
floresans veren habercilerin ¢ikarilma iglemi tamamlanmis olur. Zaman kaybetmeden
hemen bunlarda okunur. Bu islem i¢in floresans dedektor ve birlestirilmis PCR
kullanilir. Siirekli olarak optik ekrandan floresansdaki artis izlenir. PCR sonrasi higbir
islem yapilmaz prob 3’ ucundan floresans sondiiriicii bir boyayla isaretlenirken 5’
ucundan JOE veya FAM olarak adlandirilan haberci floresan boyalar ile isaretlenir. 3’

ucundaki boya 5’ ucundaki etkiyi yok edeceginden prob biitiin iken higbir sinyal
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vermez. Amply Taq DNA tarafindan prob, 5°—3’ dogrultusunda kesilerek yerine
‘forward’ primer girer ve primer uzatilir. JOE 554 nm’de, FAM ise 517 nm’de okunur.
Sonuglarin degerlendirilmesinde standart egri kullanilir. Amplifikasyon ii¢ asamada
gergeklesir.

1. Evrede; ‘Reverse’ transkriptaz aktivitesi, 48 °C 30 dk.

2. Evre; RT inaktivasyonu ve Amply Taq Gold aktivasyonu, 95°C 10 dk.

3. Evre; 40 PCR dongiisii, 60°C 1 dk (Yajima ve ark., 1998).

Yapilan c¢aligmalar neticesinde, RT-PCR yontemiyle degerlendirme
yapilacaksa TERT’in gosterge diizeyinin Olc¢lilmesinin segilebilecegi, TRAP
(Telomeric Repeat Amplification Ptotocol) yontemi kullanilacaksa stretch-PCR ve

PicoGreen yonteminin uygulanmasi diigiiniilebilir (Zavlaris ve ark., 2009).

2.7.9. Strech-PCR (Stretch-PCR assay) Yoéntemi

Tatematsu ve ark. 1996 yilinda TRAP yontemi iizerinde ¢alisarak onu biraz
daha gelistirip spesifik olarak planlamis primerler kullanarak bu ydntemi

tasarlamislardir. PCR kullanilarak yapilan yontemlerde bazi sorunlar gozlenebilir.

1) Reverse ve Forward primerleri tekrar eden diziler igin hazirlanmistir ve
kendi aralarinda efektif bir sekilde hibridize olarak farkli birliktelikler meydana
getirebilirler. Uzama triinleri yerine amplifikasyon sirasinda bunlar cogaltilabilir.

Burada telomeraz enzimince uzatilmig primer kalip gibi kullanilabilir.

2) Telomeraz enzimi ile uzatilmig yinelenen diziler ile reverse primerler hibrid
yapabilirler. Neticede kisalmig PCR iiriinleri meydana gelebilir. Bu problemlerin
asilabilmesi i¢in bu yontemde spesifik olarak tasarlanmis primerler kullanilmistir.

Bazi avantajlar elde edilmistir.
1. Reverse ve Forward primerleri eslesmeyen bir baz ciftini (mismatch) 3’

uclarinda barindirirlar. Bu sebeple primer-dimer olussa da uzamay1 6nler. Telomeraz

yalnizca dimer meydana getirmeyen forward primeri uzatir.
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2. Telomer dizileriyle baglantili olmayan (M13-U, M13-R) ekstra ‘tag’ dizileri
bu primerlerin 5’ uglarma eklenir. Bunun neticesinde PCR firiinleri amplifikasyonda

daima orjinal uzunluklarin1 muhafaza eder (Tatematsu ve ark., 1996).
2.8. Telomer Uzunlugu ve Telomer Kaybi

Telomer boylar hiicrelerin yasam siireleri {izerinde etkilidir (Jesus ve Blasco,
2013). Yavru hiicrelere, esey hiicreleri boylar1 tam kromozomlari transfer etmek
zorundadir ancak telomer hipotezi, normal somatik hiicrelerdeki yaglanmayla beraber
telomer uzunlugunun kisaldigini ileri siirmektedir. Kan hiicrelerindeki telomer
boylariin yasin ilerlemesiyle azaldigi gozlenmistir buna karsin sperm hiicreleri
telomer boylarini kararl bir sekilde korumaktadir ve uzun telomer dizileri igerirler. Bu
gbzlemler somatik dokularin telomer biitlinliiglinii saglayamadigini fakat esey

hiicrelerinin telomer biitiinliiglinii sagladigin1 géstermektedir (Long ve ark., 2005).

Kromozomlar iizerinde yapilan ilk ¢alismalarda inversiyon ve delesyonlarin
terminal bolgede az sayida oldugu bildirilmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda
telomerlerin kromozomlarin biitiinliiglinlin sagladigi gozlenmistir (Blasco, 2005).
Telomer boyunu etkileyen pek cok fizyolojik ve genetik faktor bulunmaktadir.
Telomer uzunlugunu stabilizasyonunu saglayan bir sistem olmasaydi semikonseratif
DNA replikasyonu neticesinde kromozomlar zamanla u¢ kisimlarindan kisalirlardi.
Hiicre kiiltiirtinde 6lu hiicrelere ait telomer boylarinin birinci jenerasyon basina 65 bp
(baz ¢ifti) kadar kisaldig1 gdzlenmistir. insanlarda bulunan iireme dizisi hiicrelerinin
kromozomal uglarinda telomerik AGGGTT tekrar1 mevcut olup 10 kp’liktir. Telomer
boyunun artan hiicre yas1 ya da boliinme hizi ile azaldigi bildirilmistir (Olovnikov,
1973). Farkli dokular {izerinde yapilan c¢alismalarda go6zlemlenen telomer
uzunlugunun kisalmasinin, hiicrelerin yaglanmasina, somatik hiicrelerde ¢ogalmanin
siirlandirilmasina ve ileri asamalarda 6liime bile sebebiyet verebilecegi bildirilmis
olup laboratuvar arastirmalarinda hiicrelerde birka¢ béliinmenin ardindan fazla
miktarda telomer niikleotiti kaybetmesine bagli olarak 61diigii bildirilmistir (Ramunas

ve ark., 2015).
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Hiicre siklusunda olugabilecek telomerik zincirlerin yitirilmesi kromozomal
anomalilere neden olabilir. Ornek olarak, mayalarda goriilen ‘estl” mutasyonu ile
olusan telomer boyunun kisalmasi, 6liime ve kromozom kaybina sebep olabilmektedir
(Muntoni ve Reddel, 2005). Telomeraz enzimi, hiicrede ne kadar aktif rol oynarsa
hiicredeki telomer de bir o kadar uzun olur. Uzun telomer de hiicrenin boliinme
kapasitesini arttirir (Griffith ve ark., 1999). DNA hasarina benzer sekilde, yeterli
kisaliga ulasmis telomerlerde bir sinyal iiretirler bu sinyal ile yaslanma ya da hiicresel
6lim baglatilir. Yapilan arastirmalar hiicresel 6liimiin telomer boyuyla alakali oldugu

ortaya konmustur (Jiang ve ark., 2013).

Hosting ve arkadaslari, 2004 yilinda yaptiklari caligmalarinda yeni dogmus rat
beyin, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda TRF uzunluklarini hemen hemen
birbirine yakin 60-65 kb civarinda bulmuslardir. Fakat yetiskin fare dokular1 arasinda
fark tespit edilmistir. Orek olarak, yetiskin bir farede beyin ve bdbrek telomerleri
testis telomerlerine gore 2-3 kb daha kisa ayrica karaciger telomeri testis telomerine

gore 1 kb daha uzundur (Prowse ve Greider, 1995).

Briimmendorf ve arkadaslari, 2002 yilinda yaslar1 2-10 yaslarindaki kedilerde
bir ¢calisma gergeklestirmistir. Bu ¢alismada lenfositlerde ve graniilositlerdeki telomer
boylar1 6l¢iilmiistiir. Insana kiyasla kedilerdeki telomer boylarinim 5-10 kat daha uzun
oldugu gozlenmistir. Fakat insanlara kiyasla kedilerde telomer boylarinin kisalma
oranin daha hizli oldugu neticesine ulasilmistir. Ayrica yash kedilere kiyasla genclerde
telomer boylarinin graniilositlere oranla lenfositlerde daha fazla oldugu gézlenmistir.
Ilerleyen yasla birlikte lenfosit ve graniilositlerdeki telomer boylarinin kisaldigi ve her
iki kan hiicresininde yenidoganlardaki telomer kisalmasmin hizli gerceklestigi

bildirilmistir (Briimmendorf ve ark., 2002).

McKevitt ve arkadaslari, 2002 yilinda Minioture Schnouzer, Labrador ve
Beagle irk1 kdpeklerde yaptiklart bir ¢alismada yasin ilerlemesiyle TRF uzunlugunun
kisaldigint  gozlemislerdir. TRF uzunluklarinin periferik kan mononikleer
hiicrelerinde 9,7-22,3 kb arasinda degisken oldugunu bildirmis ve farkli irklar arasinda

TRF uzunluklarinin degisik oldugunu gézlemislerdir (McKevitt ve ark., 2002).
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Fick ve arkadaslari, 2012 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 15 farkli irktan 175
kopek kullanarak bir ¢alisma gerceklestirmisler. Bu ¢alismada PBMC hiicrelerinde
telomer boylar1 Sl¢iilmiistiir. Insanlarda telomerik DNA kaybimin yilda 20-40 bp
arasinda azalmasina karsin kopeklerde 360 bp oldugunu ve kopeklerde insanlara

kiyasla 10 kat daha hizli gergeklestigini bildirmislerdir (Fick ve ark., 2012).

Cawthon ve arkadaslari, 2003 yilinda yaptiklari bir ¢alismada telomer boylart
ile bireyin 6liimii arasindaki iliskiyi 60 yas listii toplam 143 bireyde incelemistir. Erkek
telomer boylarinin, kadin telomer boylarina gore daha kisa oldugunu bildirmistir. Kisa
telomer boyuna sahip olan bireylerin daha kisa sahip olma potansiyellerinin oldugu ve
8,54 kat enfeksiyoz hastaliklarda, 3,18 kat kalp hastaliklarinda 6liim olasiliginin fazla
oldugu gdzlenmistir. Yasi ilerlemis bireylerde telomer boyunun; hiicre bdliinme hizi,
cevresel faktorler, telomeraz enzim aktivitesi, oksidatif stres ve genetik faktorlerden

kaynaklanan etkilenebilecegi neticesine varilmistir (Cawthon ve ark., 2003).

Shervington ve arkadaslari, 2008 yilinda yaptiklart bir ¢alismada normal
hiicreler ve glioma kanser hiicreleri iizerinde ¢aligsmislar yaslar1 20 ile 39 arasinda olan
bireylerde telomeraz mRNA ekspresyonunu %100 olarak, 40 ile 70 yas araligindaki
bireylerde %25 eksprese oldugu gézlenmistir. Telomer boylar1 incelendiginde saglikli
bireylerde 7,4-9,5 kbp, yash kanserli bireylerde 6,1-10,1 kbp ve gen¢ kanserli
bireylerde 11,5 ile 16,3 kbp arasinda oldugu bildirilmistir (Shervington ve ark., 2008).

Fransada 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada ortalama yaslar1 56 olan toplam
73 kadimn, 120 erkekte telomer boylar1 beyaz kan hiicrelerinde ol¢lilmiis erkeklerde
8,37 kbp olarak hesaplanan bu uzunluk kadinlarda 8,67 kbp olarak gdzlenmistir.
Ayrica hem erkek hemde kadinda yas ile telomer boyu arasinda korelasyon oldugu

bildirilmistir (Benetos ve ark., 2013).

Yamada ve arkadaslari, 2013 yilinda 50 ile 60 yaslar arasindaki donérlerden
elde edilen normal kan hiicrelerinde telomer boylarin 8,5 ile 9 arasinda gozlemlerken,
tedavi oncesi 12 16semili hastadaki 16semik hiicrelerde telomer boylar1 4,7 kb olarak

tedavinin ardindan ise 8,2 kb olarak gozlemlemistir (Yamada ve ark., 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Gerecin Tanimi

Arastirma materyalini, Burdur ilinde bulunan c¢iftliklerdeki biiyilikbas
hayvanlar olusturdu. Bu arastirma ¢alismasinda kullanilacak hayvanlar degisik yas

gruplarinda ve sadece Simental 1rki olmasi sartiyla kan 6rnekleri toplandi.

3.1.2. Hayvan Materyali

Yukarida belirtilen kriterlere gore, toplam 46 hayvandan kan 6rnegi toplandi. Bu
ornekler Grup 1: 1 giinliik 8 adet (4 disi, 4 erkek) buzagi, Grup 2: 6 aylik 8 adet (4 disi,
4 erkek) buzagi, Grup 3: 8 adet (4 disi, 4 erkek) 1 yasinda dana (diive), Grup 4: 4
yasinda 12 adet (6 disi, 6 erkek) sigir, Grup 5: 6 yasinda 10 adet (5 disi, 5 erkek)
Simental 1rki sigirlar kullanildi. 1 giinliik olanlar canli agirliginin %10’u kadar
kolostrum almistir. Kan alma islemi sirasinda herhangi bir hastalik semptomu
gbzlenmemis olup yeme-icme ve fizyolojik fonksiyonlarinda herhangi bir sorun
saptanmamustir. Tarim ve Orman Bakanligi’nin rutin olarak yaptig1 asilama programi

dahilinde asilamalar yapilmistir. (Brucella, sap, LSD)

Bu calisma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 13 Mart 2019 tarihli ve 503 sayili kurul karari

kapsaminda yapilmistir.

3.2. Yontem

Biitiin sigirlardan venéz kan oOrnekleri vena jugularisten 21 gauge igneli
Vacutainer® holder yardimiyla negatif basingh tiiplere alindi. Serum ornekleri igin
piht1 aktivatorlii silikon tabanli plastik tiipler (9 ml) kullanildi. Toplanan kan
orneklerinin pihtilagmasi saglanarak, santrifiij cithazinda 4000 rpm/5 dk’ da serumlari

cikarildi. Cikan serum Ornekleri mikropipet kullanilarak esit olarak Eppendorf
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tiiplerine (1.5 ml) aktarildi. Uzerilerine numune numaralar1 yazilarak kayit altina

alman tiipler -20 °C’de islenene kadar saklandi.
3.2.1. ELISA Yontemi ile Telomeraz ve Immunglobulin Verilerinin Toplanmasi

Sigir cinsi ve simental irki farkli yas gruplarindan toplamda 46 kan serumu,
telomeraz enzimi ve IgG ydniinden ELISA testi ile tarandi Immunglobulin igin ‘Bio-
X Diagnostics S.A ELISA, Belgika testi kullanilirken Telomeraz enzimi igin
‘Mybiosource For the quantitative detection of Bovine Telomerase (TE) concentration
in serum, plasma and other biological fluids. Catalog Number: MBS281594)
kullanilmaistir.

ELISA Kkitlerinde verilen tiim prosediirlere uyularak kit ELISA (BioTek-

Epoch) okuyucusunda okunacak duruma getirildi.

Sekil 3.1. Kan serumlarinin ELISA kitine konulmasi

ELISA okuyucusunda telomeraz enziminin ve Immunglobulin G’nin kan

serumundaki ytizdeleri sayisal olarak tespit edildi.
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Sekil 3.2. ELISA yontemi ile serumda Telomeraz diizeyinin 6l¢timii

Tablo 3.1. ELISA yo6ntemiyle kan serumunda telomeraz enzimi 6l¢iimiiniin 6zeti

ASAMA YAPILAN iSLEM

1 Ayiraglar, numuneler ve standartlar tarif edildigi gibi hazirlandi.

2 Her hazneye 100 pL Standart veya Numune eklendi. 37C de 2
saat inkiibe edildi. Aspire edildi ve 3 kez yikand.

3 Her géze 100 pL Biotin-Konjuge (1x) eklendi. 37 °C de 1 saat
inkiibe edildi. Aspire edildi ve 3 kez yikandi.

4 Her goze 100 pL Streptavidin-HRP (1x) eklendi. 37 °C"de 1
saat inkiibe edildi. Aspire edildi ve 5 kez yikandi.

5 Her g6ze 100 pL Substrat Cozeltisi eklendi. 37 °C de 15-20
dakika inkiibe edildi.

6 Her goze 50 pL Durdurma Cozeltisi eklendi.

7 5 dakika iginde 450 nm"de okundu.
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Sekil 3.3. ELISA yontemi ile serumda IgG diizeyinin 6l¢iimii

3.3. istatiksel Analiz

Elde edilen bulgular IBM SPSS 22.0 for Windows paket programi kullanilarak
degerlendirildi. Verilerin Normal dagilima uygunlugunun belirlenmesi i¢in Shapiro-
Wilk testi kullanildi. Verilerin normal dagilmamasi nedeniyle c¢oklu grup
karsilastirmalart Kruskal-Wallis testi ile belirlendi. Degiskenler arasindaki iliskinin

analizi i¢in Spearman Korelasyon katsayis1 kullanildi.
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4. BULGULAR

Aragtirmada toplam 46 hayvandan aliman kan Orneklerinden elde edilen
telomeraz ve IgG diizeyleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Arastirmada toplam 46
hayvandan kan ornekleri toplandi. Elde edilen sonuglara gore telomeraz enziminin
degeri giderek azalmasina ragmen istatistiksel olarak 1 giinliik ile 6 aylik arasindaki
hayvanlarda ve 1 yas ile 4 yasindaki hayvanlar arasinda 6nemli farklilik gézlenmedi.
Ancak 6 yastaki hayvanlarda telomeraz enziminin seviyesinde onemli diislis tespit
edildi. Yine bulgularimiza gére yasin ilerlemesi ile telomeraz enziminin seviyesinde
azalma s6z konusu olmustur. IgG parametresinin seviyesine bakildiginda 1 giinliik
hayvanlarda en diisiik seviyede olup 4 yasa kadar giderek atig gosterirken yine 6 yastan
sonra diislis gézlenmistir (Tablo 4.1.). Calismada ayni yas grubundaki hayvanlarda

anlamli fark saptanmamugtir. Cinsiyete gore degisiklik tespit edilmemistir.

Tablo 4.1. Simental k1 sigirlarda farkli yas gruplarinda serum telomeraz ve IgG
diizeyleri

GRUP

GRUP 1(n=8) GRUP 2(n=8) GRUP 3(n=8) GRUP 4(n=12) GRUP 5(n=10)
Paramet Xt ss Xt ss X+ ss Xt ss Xt ss P
re
TEL 0,33+0,10° 0,31+0,68° 0,264+0,30° 0,2240,39° 0,04+0,03¢ <0,001
19G 20,21+17,40° 33,18+11,12% 46,32+11,70° 49,18+17,32° 34,10+13,12% <0,001

Farkl1 harf igeren siitunlar arasinda istatistiksel fark vardir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Bilim insanlarina gore enfeksiyona kars1 yasla iliskili savunmasizligin giderek
artmast s0z konusudur (Tarry-Adkins ve ark., 2019). Zamanla etkili bagisikligin
korunmasi, hematopoietik kok hiicrelerin (HSC'ler) immiinokompetan olgun hiicreler
havuzunu siirdiirme kapasitesine baghdir. Yaghilik ile bagisiklik yetkinliginin
azalmasi, Murin modellerinde oOnerildigi gibi, kendini yenileme potansiyeli ve
lenfopoezde bozulma da dahil olmak tizere HSC kusurlarindan kaynaklanabilir (Fali,
2018). Bagisiklikta yasa bagh diisiis, kok hiicre tiikkenmesi, telomer kisalmasi ve
hiicreden hiicreye iletisimin bozulmasiyla karakterize edilir ve bu da hastanin hastalik
riskinin artmasina neden olur. Son veriler, kronik inflamasyonun immiin yaslanma
tizerinde gii¢lii bir etkisi oldugunu ve telomer uzunlugu ile yakindan iliskili oldugunu

gostermistir (Jose ve ark., 2017).

Yaslanma, bulagic1 ve kotii huylu hastaliklar dahil olmak iizere birden fazla
komorbiditenin artan prevalansi ile iligkilidir. Bu bozukluklarin ¢ogunun, yasliliga
bagli bagisiklik diislisiinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bagisiklik sistemi,
bagisikligin adaptif veya dogustan gelen kollarina yeniden gruplanan, 6zel islevlere
sahip cok sayida farklt immiinokompetan hiicreden olusur. Son yillarda yash
insanlarin bagisiklik sistemini karakterize etmek i¢in artan ¢abalar, cogu bagisiklig
yeterli hiicre kompartmaninin niteliksel ve niceliksel bozukluklara sahip oldugunu
ortaya cikarmistir (Tinhinane, 2018). Yaslanma, kritik hiicresel siireclerde, sinyal
yollarinda ve diizenleyici mekanizmalarda kademeli bir diisiis iceren ve nihai olarak
doku homeostazinin bozulmasina yol agan karmasik bir siirectir. Zamanla "yaglanma"
olarak adlandirilan hiicre fonksiyonel kusurlarinin birikmesi, insan yaslanmasinin itici
giiciidiir ve kardiyovaskiiler ve norodejeneratif bozukluklarin yani sira otoimmiin
hastalik ve enfeksiyon riskinde artis saglar. Hiicresel yaslanma ile iliskili degisiklikler,
sekretomdaki proliferasyon veya degisiklikler dahil olmak {izere ¢ok sayida siireci
etkiler. Telomer uzunlugunu korumak ve kromozomlar: hasara karsi korumak igin,
hematopoietik progenitorler ve efektor 16kositler gibi yiiksek proliferatif kapasiteye
sahip hiicre tipleri, telomer uzunlugunu korumak i¢in indiiklenebilir enzim telomerazi

kullanir.
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Telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesini inceleyen arastirmalarda,
immiinolojik yaslanmada inflamasyon ve telomer biyolojisi arasindaki potansiyel
etkilesimlere odaklanmaktadir. Aslinda, telomeraz aktivitesi artik 16kosit proliferatif
aktivitesinden, devam eden enflamasyondan ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminden
giiclii bir sekilde etkilendigi bilinmektedir, ancak bu etkilerin molekiiler temeli hentiz
tam olarak anlasilmamistir. Hiicre boliinmesi sirasinda telomer kisalmasi yaslanmaya
dogru ilerlemede kritik bir siirectir ve telomeraz immiinolojik yaslanmada énemli bir
rol oynayabilir (Jose ve ark., 2017). Immunglobiilinlerin antijenik, fizyokimyasal ve
biyolojik 6zellikleri farklilik gdsterir (Hammer ve ark., 1971; Duncan ve ark., 1972).
Yapisal olarak c¢esitleri mevcuttur. Ruminantlarda 1gA, 1gG, IgM (Mehra ve ark.,
2006) IgE (Thatcher ve Gershwin, 1989) olmak {lizere 4 c¢esit immunglobiilin
gdzlenmistir (Bergmann-Leitner, 2008). immunglobiilinlerin %85-90°n1 1gG, %7’sini
IgM ve %5’ini IgA olusturmaktadir. IgG kanda bulunan en kiigiik yapili
immunoglobulin grubudur (Godden, 2008).

Kanda en ¢ok bulunan immunglobiilin olan IgG kan serumunda bulunan
immunglobiilinlerin yaklasik %85-90’nin1  olusturur (Klaus ve ark., 1969).
Immungolubin G’ler ¢ok hiicreli hayvansal organizmalarm bagisiklik sistemleri
tarafindan kendi yapisindan olmayan organik yapilarla miicadele etmek igin iiretilen
molekiillerdir. Glikoprotein yapisindadirlar. Tiim viicut sivilarinda tespit edilebilirler
(Tizard, 2004). Bu g¢alismada degisik yas grubundaki sigirlarda 1gG ve telomeraz
enziminin degerleri arastirildi. Yeni dogan bir giinliik buzagilarin IgG degerleri ile 6
aylik, 1 yas, 4 yas ve 6 yasindaki sigirlarin degerleri arasinda 6nemli fark tespit edildi
ve degerler giderek arttig1 gozlemlendi. Ancak 1 giinliikten 4 yasa kadar IgG degerleri
artmisken 6 yastaki hayvanlarda bir diisiis tespit edildi. Bu tespitimize gére dogumun
ilk glinlinden itibaren 4 yasa kadar yas arttikca IgG seviyesi artig1 ve immun sistemin
daha giiclenmesi s6z konusu olmustur. Ancak yasin artmasi ve yaglanmanin etkisi ile
4 yastan sonra IgG’nin seviyesi ve buna bagli olarak immun sistemin zayiflamasi
gozlenmistir ve gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05).
Hayvancilik sektoriinde 6 yas lizerindeki sigir popiilasyonun ¢ok az olmasi nedeniyle
ve sigirlar belli yagtan sonra kesime sevkedildikleri i¢in daha yukari yastaki hayvanlar

dahil edilemedi.
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Tarry-Adkins ve arkadaslarina gore (2019), bagisiklik yetmezligi ve
enfeksiyon oraninin yasla birlikte 6nemli Ol¢lide artmakta ve yasa bagli viicudun
savunmasizligi giderek artmaktadir. Elde  ettiimiz ~ bulgular  bahsi  gecen
arastirmacilarin bulgular1 ile paralellik gostermektedir. Enfeksiyonun bagisiklik
hiicrelerinde telomer erozyonunu hizlandirdigint gosteren bulgular, laboratuvar
hayvanlar1 lizerinde yapilan deneysel aragtirmalarla desteklemistir (Giraudeau ve ark.,

2019).

Jose ve arkadaslar1 (2017) yaptig1 calismada bagisiklikta yasa baglh diisiis, kok
hiicre tiilkenmesi, telomer kisalmasi ve hiicre-hiicre iletisiminin bozulmasi ile
karakterize oldugu ve bu da hastalik riskinin artmasina neden oldugunu ortaya
koymuslardir. Artan yasla birlikte viicudunun savunma mekanizmasi ve immun
sisteminin zayiflamasi1 sonucunda enfeksiyonlarin artmasi séz konusu olup olusan
oksidatif stresin etkisi ile telomer uzunlugu negatif yonde etkilenir. Akut olarak
gerceklesen oksidatif stresin ilk olarak etkiledikleri arasinda telomerler gelmekte ve
bu nedenle meydana gelen tek zincir kiriklar: i¢in herhangi bir tamir mekanizmasinin
olmadigi bildirilmis olup daha az orandaki kronik oksidatif stres ise telomer boylarinin

kisalmasini hizlandirir (Von Zglinicki ve ark., 1995; Von Zglinicki ve ark., 2000).

Flannagan ve arkadaslarina gore (2020) l6kosit telomer uzunlugu (LTL), artan
yasla birlikte kronik hastaliklarin riskini 6ngéren inflamasyon ve oksidatif stresin

biyobelirte¢idir (Flannagan ve ark., 2020).

Briimmendorf ve arkadaslari, 2002 yilinda Yaslar1 2-10 yas arasindaki
kedilerde bir g¢alisma gergeklestirmisler. Bu c¢alismada lenfositlerde ve
graniilositlerdeki telomer boylar1 6l¢iilmiistiir. Calisma verilerine gore artan yasla
birlikte telomer uzunluklar1 giderek kisalma gdstermistir. Ancak Insana kiyasla

kedilerdeki telomer boylarinin 5-10 kat daha uzun oldugu gézlenmistir.

Bizim calismamizda ise yasin artmasi ile giderek telomeraz enziminin degeri
diisiis gosterdi. En yiiksek deger dogumun ilk giiniinde ve en diisiik deger 6. Yasta

gozlendi (p<0,05). Sonuclarimiza gore 1 giinliik ile 6 aylia kadar telomeraz enziminin
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azalisinda 6nemli bir fark saptanmadi ancak 1 yasindan sonra istatistiksel olarak

onemli fark saptandi.

Calisma sonucunda; yasin ilerlemesi, telomeraz enziminin aktivitesi ayni
zamanda bagisiklik sistemin 6nemli bir unsuru olan IgG’nin aktivitesinin azalmasina
da etki ettigi gozlendi. Telomeraz enzim diizeylerinin zamanla azalmasina ragmen ilk
dort grupta IgG diizeyi azalmazken ilerleyen yasla birlikte 6 yasindaki hayvanlarda
IgG ve telomeraz degerleri arasinda pozitif korelasyon iliskisi saptandi. Farkli

calismalar da goriildiigii gibi 6ne siirdiiglimiiz tezi destekler niteliktedir.

Bu calisma ile yasin ilerlemesi ile telomeraz enzimi ve immunglobiilin G
diizeylerindeki degisiklikleri Veteriner Hekimlik alaninda ilk defa arastirildi. Bu
sekilde yasin, viicudun immun sistemi iizerine etkisi arastirilarak ileri yasta ortaya

cikabilecek hastaliklar veya problemler i¢in 6nlem almak olanagi saglanacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Immun sistem metabolizmanin savunmasindan sorumlu bir mekanizmadir.
Metabolizmanin igleyisini aksatabilecek ve sistem icin zararli olabilecek durum ve
patojenlerle savasir. Telomerler kromozomun terminal kisimlarinda yer alir ve
hiicresel yaslanmada islevsel bir rol iistlenir. Telomeraz ise kisaca telomer boylarinin

uzatilmasindan sorumludur. Hiicre yaglanmasinda ve boliinmesinde kilit rol oynar.

Bu arastirmada immun sistemin en dnemli unsurlarindan olan IgG ve telomeraz
enzim aktivitesinin yasa gore diizeyleri incelendi. Simental irk1 sigirlarda yapilan
calismada yaslanmayla birlikte telomeraz enzim aktivitesinin azaldig gdzlenmistir. Tk
dort grupta IgG diizeyi azalmazken 6 yasindaki hayvanlarda IgG ve telomeraz
degerleri arasinda pozitif korelasyon iliskisi saptanmistir. Ayrica ayni1 yas gruplarinda

olan hayvanlarda anlamli fark gézlenmemistir.
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