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Sprague-dawley cinsi ratlarda telomer uzunlugunun kantitatif PCR ile ol¢iimii

The measurement of telomere length in sprague-dawley rats by quantitative PCR

Ali Okuyucu*, Abdulkerim Bedir®, Zeliha Cansel Ozmen®

« Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Samsun
bTokat Devlet Hastanesi Biyokimya Boliimii, Tokat

MAKALE BIiLGILERI

OZET

Makale gecmisi

Gelis 06/04/2011
Kabul 14/05/2011
* Yazisma Adresi:

Ali Okuyucu

Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali, Samsun
E-posta: okuyucuali@hotmail.com

Anahtar Kelimeler:
Rat
Sprague-Dawley
Telomer

36B4

Kantitatif PCR
Relatif kantitasyon

Keywords:

Rat
Sprague-Dawley
Telomere

36B4

Quantitative PCR
Relative quantitation

Telomer, kromozom uglarinda TTAGGG gibi, guaninden zengin kisa dizelerin ardisik
tekrarlarindan ve buna bagli bazi proteinlerden olusan bir kompleksdir. Farkli tiirdeki
canlilarda ve ayni tiirde farkli hiicre ve dokularda farkli uzunluklara sahiptir. DNA rep-
likasyonu esnasinda telomer 50-150 baz kadar kisalarak kromozomal stabilitenin korun-
masina katkida bulunur. Telomerin yaslanma, kanser ve normal hiicre biyolojisindeki
Onemini anlayabilmek icin yapilan ¢aligmalarda; telomer uzunlugu, altin standart olarak
kabul edilen Southern Blot yaninda birkag¢ farkli metodla 6l¢iilmiistiir. Bu metodlarin
kendine gore iistiin ve eksik yonleri bulunmaktadir. Biz de bu ¢alismada, ratlarin telomer
uzunlugu 6l¢timiinde kullanabilecegimiz ve daha sonraki ¢aligmalara da uygulanabilir bir
kantitatif PCR protokolii olusturmay1 ve bu protokolle farkli rat dokularindaki telomer
uzunluklar1 hakkinda bilgi edinmeyi amagladik. Dort erkek Sprague-Dawley cinsi ratin
karaciger, ince bagirsak ve pankreas dokusu ve lenfositlerinden DNA izolasyonu yapildi.
Numunelerde genom sayisini belirleyebilmek i¢in tek kopya gen olarak 36B4 geni secil-
di. 36B4 genine spesifik primerlerin kullanildigi Q-PCR ile bir rat dokusundaki genom
kopya sayisi bulundu. Rat genom standardi olarak kullanilan bu numune tiim numuneler-
deki genom sayisint bulmak i¢in kullanildi. Tiim numunelerde telomer (T) ve 36B4 (S)
icin kantitatif PCR yapild1. iki caligmada ile elde edilen iiriinler birbirine oranlarak her
numune i¢in T/S oran1 daha sonra da bir kalibratér numune kullanilarak relatif T/S orani
hesaplandi. Ayrica 10,2 kb telomer standard: kullanarak numunelerin telomer uzunluklart
kilobaz olarak da hesaplandi. Relatif kantitasyon i¢in mutlak gerekli olan Telomer ve
36B4 PCR ¢alismalarinda % 100 verimlilige ulastik. Bunu logaritmik baslangi¢ konsant-
rasyona kars1 ACT grafigi slope degerinin 0,1’den kiigiik olmasi ile de gosterdik. Ayrica
telomer uzunlugu agisindan rat dokular1 arasinda anlamli bir fark bulundu (p < 0,05).

Sonug olarak rat dokularinda telomer uzunlugu 6l¢iimii i¢in hassas, kolay ve hizli bir

Q-PCR protokolii olugturdugumuzu diisiinmekteyiz.
J. Exp. Clin. Med., 2011; 28:168-174

ABSTRACT

Telomere consist of sequential repetitions of guanine-rich short sequences, such as
TTAGGG, and some related proteins complexes in the ends of chromosomes. The dif-
ferent organisms and different cells and tissues of same organisms have different telom-
ere lengths. Telomere contributes to the protection of chromosomal stability by shorten
~50-150 base during DNA replication. Telomere length was measured by several differ-
ent methods as well as Southern blot, which is considered the gold standard in the studies
to understand the importance of telomere in aging, cancer and normal cell biology. These
methods has specific superior and limitations to himself. In this study, we aimed to create
a quantitative PCR protocol, we can use to measurement of telomere length of rats and
can also be applied in subsequent studies, and to obtain information about the telomere
lengths in the different tissues of rats by this protocol. Genomic DNA was extracted from
liver, small intestine, pancreas tissue and lymphocytes of four male Sprague-Dawley rat.
The 36B4 gene was chosen as single copy gene for determine the number of genom in the
samples. The number of genome copies were found in a rat tissue by qPCR that is used
the 36B4 gene-specific primers. This sample, that is used as rat genom standarts, was
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used for find the number of genome in all samples. The qPCR was performed for telomere
(T) and 36B4 (S) in all samples. The T/ S ratio was calculated by the ratio of the products
derived from two studies to each other, and then the relative T / S ratio was calculated by
using a calibrator sample for each sample. In addition, telomere lengths of the samples
were also calculated as kilobase by using 10,2 kb long telomere standard. We reached
to 100% of efficiency in the studies of telomere and 36B4 PCR, it is necessary to the
relative quantitation. We also demonstrated by the value of slope in ACt graphics versus
logaritmic initial concentration is less than 0,1. In addition, a statistically any significant
difference found between tissues of rat for telomere length (p<0.05). In conclusion, we
think that we created a sensitive, easy, and quick Q-PCR protocol for the measurement of

telomere length in tissues of rats.
J. Exp. Clin. Med., 2011; 28:168-174
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1. Giris

Kromozom uglar1 telomer olarak isimlendirilen 6zel-
lesmis DNA ve protein kompleksinden olugmaktadir (Wai,
2004). Omurgalilarda telomerik DNA, TTAGGG gibi, gu-
aninden zengin kisa dizelerin ardigik tekrarlarindan olusur
(de Lange ve ark., 1990). Telomer uzunlugu farkli orjinden
kaynaklanan organizmalar arasinda degistigi gibi ayni orga-
nizmanin farkli hiicre ve dokularinda da degisik uzunlukta
olabilir (Zijlmans ve ark., 1997). Ornegin insanda uzunlugu
3-20 kilobaz (kb) arasinda degisirken, ratlarda 20-100 kb
ve farelerde 150 kb’a kadar uzun olabilir (Moyzis ve ark.,
1988; Harley ve ark., 1990). DNA replikasyonu esnasinda,
DNA polimeraz kesikli olarak sentezlenen zincirin 3’ ucunu
tam olarak sentezleyemez. Ug replikasyon problemi olarak
bilinen bu olay nedeni ile her replikasyon peryodunda telo-
mer 50-150 baz kadar kisalir (Makarov ve ark., 1997). Bu
kademeli telomer kisalmasina ilave olarak, tamir edilemeyen
DNA hasar ve epigenetik faktorler hizli telomer kisalmasina
ve yaslanma olusumuna katkida bulunabilir (Rubelj ve Vond-
racek, 1999). Telomer stabilitesi, genetik ve ¢evre gibi ¢esitli
faktorlerden etkilendiginden, telomer kisalmasinin, oksidatif
stresin bir belirteci olabilecegi ve ortalama dmrii belirleyebi-
lecegi One siiriilmistiir (Cawthon ve ark., 2003).

Telomer biyolojisi ve fonksiyonu yaslanma ve kanserin
yani sira normal hiicre biyolojisini anlamak i¢in de 6nemlidir.
Bu nedenden arastirmacilar farkli metodlarla telomer uzunlu-
gunu 6lgmeye calismiglardir. Telomer uzunlugu 6lgiimiinde
altin standart Southern tarafindan tanimlanan Southern Blot
(SB) ile TRF (Terminal Restriction Fragmant) analizidir (So-
uthern, 1975). Bu teknikte DNA, belirli bolgelerinden kesilir
ve agaroz jel elektroforezi ile ayrilir. Elektroforezle ayrilan
DNA jele aktarilir ve telomere spesifik isaretli problarla hib-
ridize edilir. Problar1 isaretlemek igin izotopik veya kemilu-
minesans maddeler kullanilabilir. SB ile TRF analizinin de-
zavantajlar1 olsa da, giiniimiizde en sik kullanilan metoddur.
Ayrica diger metodlarla karsilastirmada standart bir metod
olarak kullanilmaktadir.

Nakamura ve arkadagslari tarafindan gelistirilen Hibri-
zasyon Protection Assay (HPA), telomer ve Alu sekansina
spesifik problarin akridinyum esterleri ile isaretlendigi, nu-
muneler ile hibridize edildigi ve telomer/Alu sekansi orani
seklinde sonucun alindig1 bir metoddur (Nakamura ve ark.,
1999). Hiicre diizeyinde telomer sekansinin isaretlenmesine
izin veren Fluorescence in situ Hybridization (FISH) tekni-
ginde, kromozomlar metafaz evresinde iken denatiire edilen
DNA’lar, telomere spesifik isaretli oligoniikleotid problarla
hibridize edilir. Ozel boyalar ile boyanan &rnekler floresan
mikroskop veya dijital goriintiileme sistemi ile degerlendiri-
lir (Lansdorp ve ark., 1996). Benzer olarak, metafaz hazirlig:

olmadigindan daha kisa siiren ve oligoniikleotid yerine pep-
tid niikleik asit (PNA) kullanilan, FISH ile flow sitometrinin
kombine kullanildigr Flow-FISH teknigi de kullanimistir
(Baerlocher ve ark., 2002). Primed In situ (PRINS) teknigin-
de ise sentetik oligoniikleotid primer metafaz veya interfazda
kromozomlarla hibridize edildikten sonra DNA polimeraz
varliginda, floresan isaretli niikleotidler eklenir. Floresan
mikroskopla tesbit edilen goriintiiler bilgisayar programi ile
analiz edilir (Lavoie ve ark., 2003). Cawthon tarafindan ta-
nimlanan kantitatif polimeraz zincir reaksiyonunda (Q-PCR)
telomere spesifik primerler kullanilarak telomer kopya sayisi
ve bununla birlikte bir tek kopya genin kopya sayisi bulunur.
Daha sonra telomer kopya sayisi, tek kopya genin kopya sa-
yisina oranlanarak relatif telomer uzunlugu hesaplanir (Cawt-
hon, 2002). PCR temelli baska bir metod olan Single Telomer
Length Analizinde (STELA), 06zel bir primerin baglanmasi
ile telomerle birlikte subtelomerik bolge de gogaltilir (Che-
ung ve ark., 2004).

Biz de ¢aligmamizda, deney hayvani olarak sik¢a kulla-
nilan Sprague-Dawley cinsi ratlarin telomer uzunlugu 6l¢ii-
miinde daha sonraki galismalara temel olusturacak bir Q-PCR
protokolii olusturmay1 ve bu protokolii kullanarak farkli rat
dokularindaki telomer uzunluklari hakkinda bilgi edinmeyi
amacladik.

2. Gerec ve yontem

Ratlardan lenfosit ve dokularin elde edilmesi

Hayvan calismast i¢in Samsun Ondokuz May1s Universi-
tesi etik kurulundan onay alindi. Ondokuz Mayis Universitesi
Cerrahi Arastirmalar Merkezinde standart sartlarda yetistiri-
len 7-8 haftalik, 4 tane erkek Sprague-Dawley cinsi rat kisa
eter anestezisini takiben 6ldirtildi. EDTA’]1 tiipe kan alindi
ve Histopaque-1077 ile lenfositler izole edildi. Ratlardan ka-
raciger, ince bagirsak ve pankreas dokulari kesilerek ¢ikaril-
di. Tiim dokular ve lenfositler ¢alisilacagi zamana kadar —70
°C’de saklandi. DNA izolasyonu: High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak
lenfosit ve dokulardan DNA izolasyonu yapildi. DNA kon-
santrasyonlart nanofotometre (IMPLEN NanoPhotometer,
U.K\) ile pg/mL olarak 6l¢iildii.

Primerlerinin belirlenmesi

Numunelerdeki niikleer genom sayisini belirleyebilmek
ve PCR ¢aligsmasini normalize etmek i¢in tiim dokularda ve
stirekli olarak eksprese edilen referans bir gen belirlenmesi
gerekiyordu. Bu amagla, rat genomunda 12. kromozomda bu-
lunan, tek kopya olarak eksprese edilen ve pseudogeni olma-
yan, “acidic ribozomal phospoprotein PO (36B4)” geni segildi.
LightCycler Probe Design Software 2,0 programi kullanila-
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rak 453 bazgifti (bp) uzunlugunda amplikon olusturan 36B4
Standart primerleri (Genbank accession no: NW 047376.1)
ve 453 bp’lik 36B4 standart sekansi iginden 80 bp’lik ampli-
kon olusturacak 36B4 primerleri (Genbank accession no: NW
047376.1) belirlendi. Calismada Richard Cawthon (Cawthon,
2002) tarafindan tasarlanan telomer primer seti kullanild.
Calismada kullanilan tim primerler Tablo1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Caligmada kullanilan primer sekanslar1

36B4 Standart Forward primer: 5’-gaacaaccccgctctggaga-3’
36B4 Standart Reverse primer: 5’-gcacatcgctctgaggaa-3’
36B4 Forward primer: 5 '-tccgtattgcagagtccttg-3’
36B4 Reverse primer: 5’-gcacatcgctctgaggaa-3’
Tellb primer: 5’-cggttigitigggtiigggtitgggttigggtitgggtt-3’

Tel2b primer: 5’-ggctigccttacccttacccttacecttacecttaceet-3°

Tablo 2. 453 bp 36B4 amplikonu i¢in PCR mastermix icerigi

Lcerik Miktar
36B4 standart forward primer (Ella Biotech GmbH) 0,25 uM
36B4 standart reverse primer (Ella Biotech GmbH) 0,25 uM
Taq Buffer (Roche) 11X
Tag DNA Polymerase (Roche) 1,25 U/ 50 uL
dNTP (Fermentase) 0,2 mM
Kalip DNA 50 ng/50 uL

Tablo 3. 453 bp 36B4 amplikonu i¢in PCR programi

Evre  Sicaklik Siire Siklus sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonunu 94 °C 4 Dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1 Dakika 30
Annealing 60 °C 30 Saniye 30
Elongasyon 72 °C 1 Dakika 30
Final Ekstansiyon 72 °C 5 Dakika 1
Sogutma 6°C 4 Saat 1

Rat niikleer genom standartinin elde edilmesi

Numune olarak, herhangi bir rat DNA’sinin kullanildig:
standart PCR ¢aligmast ile 453 bp uzunlugundaki 36B4 amp-
likonu ¢ogaltildi. PCR i¢in hazirlanan mastermix igerigi tablo
2 ve PCR programi Tablo 3’de gdsterilmistir.

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) kullani-

bp MS

36B4 36B4

1116
883
692

501 w—
404

Sek. 1. 36B4 standardina ait elektroforez bandlar1 (bp: bazgifti, M8:
Marker 8)

larak, PCR iiriiniinden 453 bp saf 36B4 amplikonu elde edil-
di. Elde edilen iiriin % 2’lik agaroz jele yiiklenerek 80 V ile
50 dakika elektroforez uygulandi ve jel goriintiileme cihazin-
da (Avagene, Pacificlmage Electronics) degerlendirildi (Sek.
1).

Saflastirilan 36B4 standart numune nanospektrofotomet-
re ile 13 pg/ml olarak 6l¢iildii. Amplikon uzunlugu 453 bp ve
bir bp’nin agirligr 660 Dalton (Da) oldugundan, 1 Ampliko-
nun agirligl = 453 x 660 = 298980 Da ve 1 Da=1/6,02x1023
gr oldugundan, 4,96 x 10-13 pg olarak bulundu. Amplikon
kopya sayis1 da; 13 pg/ml / 4,96 x 10-13 ug ve 2,6 x 1013
kopya / ml (= 2,6 x 1010 kopya / ul) olarak bulundu.

36B4 standart konsantrasyonu 130 fg/ pl’ye ayarlandi.
Sonra 10 kat diliisyonla 130- 0,013 fg/ ul arasinda 5 stan-

Tablo 4. 36B4 PCR mastermix igerigi

Icerik Miktar
36B4 forward primer (Ella Biotech GmbH) 0,25 uM
36B4 reverse primer (Ella Biotech GmbH) 0,25 uM
SYBR Green (Sigma-Aldrich) 02X
LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes 05U
(Roche)
MgCl, 3 mM
Tablo 5. 36B4 PCR programi
Evre  Sicaklik Siire Siklus sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonunu 95 °C 10 Dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 5 Saniye 40
Annealing 56 °C 10 Saniye 40
Elongasyon 72 °C 6 Saniye 40
Sogutma 6°C 4 Saat 1

dart hazirlandi. Genom standardi olarak kullanilacak olan
rat DNA numunesinin miktarini bulmak i¢in bu standartlarin
yardimi ile LightCycler (Roche) PCR cihazinda 36B4 PCR
yapildi. Calismada kullanilan mastermix igerigi Tablo 4, PCR
programi da Tablo 5’de gosterilmistir.

Bu calisma 18 pL mastermiks iizerine 2 pL DNA numu-
nesi eklenerek yapildi ve genom standardi olarak kullanilacak
numune 6,97 fg/ul 6l¢iildi. Rat genom standardinin kopya
sayisin1 bulmak i¢in 6,97 fg/ul, 453 bp amplikonun agirligina
boliindii (6,97 fg/ul / 4,966 x10-4 fg) ve numunede ~14000
kopya/pl genom oldugu bulundu. 2,75 x109-2,82 x109 bp
arasinda olan bir rat genom uzunlugu (Rat Genome Sequen-
cing Project Consortium, 2004) ortalama 2,8 x109 bp agirlig:
da yaklasik 3 pg olarak kabul edildi (1 bp = 660 Da). Elimiz-
deki numune 14000 kopya/pl oldugundan, konsantrasyon 42
ng/ul olarak bulundu (14000 x 3 pg). Bu rat genom standardi
olarak kabul edildi ve tiim numunelerin niikleer genom sayi-
sin1 bulmak i¢in kullanildi.

Tablo 6. 36B4 ve telomer PCR ¢alismasi mastermix igerikleri

lcerik Telomer 36B4
36B4 forward primer 0,25 uM
36B4 reverse primer 0,25 uM
Tellb primer (Ella Biotech GmbH), 0,1 uM
Tel2b primer (Ella Biotech GmbH), 0,1 uM
SYBR Green 03X 02X
MgCl, 3mM 3ImM
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Q-PCR uygulanmasi

Tim numuneler 40-50 pg/uLl’ye ayarlandi. Rat genom
standardindan 2 kat diliisyonla 210 — 6,56 pg/uL arasinda 6
standart hazirlandi. PCR yapilirken 10 pL kullanildigindan

Tablo 7. 36B4 ve telomer PCR programi

36B4 Telomer
Evre °C ve siire Siklus sayist °C ve siire Siklus sayist
Dena tﬁ,f; ‘S’f f]"n’;g,;lf 95 °C'de 10 dk 1 95 °C'de 10 dk 1
Denatiirasyon 95 °C’de 5 sn 40 95 °C’de 15 sn 25
Annealing 56 °C’de 10 sn 40 60 °C’de 10 sn 25
Elongasyon 72 °C’de 6 sn 40 72 °C’de 30 sn 24
Sogutma 6°C'ded4h 1 6 °C’de 30 sn 1

standartlar 2100 — 65,6 pg/uL arasinda oldu. Bu standartlarin
yardimi ile tim numunelerde 36B4 ve telomer PCR calisil-
di. Calismalarda kullanilan mastermix igerigi Tablo 6, PCR
programi da Tablo 7°de gosterilmistir. Calismalar 10 pL mas-
termix tizerine 10 pL numune eklenerek LightCycler PCR
cihazinda yapildi.

Karsilagtirmali CT Metodu ile Relatif Kantitasyonun
Yapilmasi

Telomer PCR iiriinii, tek kopya gen olarak kullanilan
36B4 PCR iiriiniine oranlanarak tiim numuneler normalize
edildi. PCR verimliligi %100 oldugundan telomer/36B4 (T/S)
orani = 2Cl(le10mer) / 2Cl(36B4) — 2[Cl(lelomer) —Ct(36B4)] — Z-ACl $eklinde
formiilize edildi. Her numune i¢in 36B4 CT degeri, telomer
CT degerinden ¢ikarilarak, ACT degeri ve formiil kullanilarak
T/S oran1 hesaplandi. En diisiik ACT degerine sahip kontrol
numunesi kalibrator olarak kabul edildi ve kalibratoriin ACT
degeri numunelerin ACT degerinden ¢ikarilarak, her numune
icin AACT degeri bulundu ve Relatif T/S orani; 24Ctnumune) /
ZACl(kalibralér) — 2ACl(numune) -ACt(kalibrator) — 2-AAC1 fomlulu kullanllarak
relatif T/S orani hesaplandi. Bu metodla telomer uzunlugu
kalibrator kabul edilen numunenin “n kat” seklinde ifade
edildi.

Tablo 8. B-globin PCR mastermix i¢erigi

Icerik Miktar
p-globin primer mix (Roche) 0,3 uM
[-globin hybridization prob LC640 (Roche), Probl 0,2 uM
Prob2 0,4 uM
SYBR Green (Sigma-Aldrich) 02X
LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization 05U
Probes (Roche) ’
MgCl, 3 mM
Tablo 9. B-globin PCR programi
Evre  Sicaklik Siire Siklus sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonunu 95 C 10 Dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 0 Saniye 50
Annealing 55°C 10 Saniye 50
Elongasyon 72 °C 5 Saniye 50
Sogutma 40 °C 30 Saniye 1

Telomer Standardi Kullanarak Numunelerin Kanti-
tasyonu

Numunelerin telomer uzunlugunu kb olarak vermek icin
10,2 kb uzunlugunda insan telomer standartlari (TeloTAGGG
telomere length assay kit, Roche) kullanildi. Numunelerdeki
rat genom sayist 36B4 PCR yapilarak belirlenmisti. Ama eli-
mizdeki 36B4 primerleri rat genomu i¢in belirlendiginden bu
standartlar i¢in uygun degildi. Bu nedenle telomer standartla-
rindaki genom miktarinin belirlenmesi igin B-globin primer-
lerini (LightCycler Control kit DNA, Roche) kullanmaya ve
daha sonra da bu ¢alismadan elde edilen CT degerlerini 36B4
CT degerlerine doniistiirmeye karar verdik.

Insan genomik DNA’dan (LightCycler control kit DNA,
Roche) 231 —72 pg/uL arasinda 6 standart hazirlandi. PCR’da
10 pL kullanildiginda standartlar 2310 — 72 pg/uL, bir insan
genomu 3,3 pg kabul edildiginde kopya sayis1 da 700 — 21,9
kopya/uL oldu. Caligmada 400 pg telomer standardi kullanil-
di. B-globin PCR mastermix icerigi Tablo 8, PCR programi
da Tablo 9’da gosterilmistir. Calismada standartlara ait slope
degeri —3,361 ve CT degerleri 31,67-36,70 arasinda, 10,2 kb
telomer standardinin CT degeri de 33,49 bulundu.

B-globin PCR’da kullanilan insan genomik DNA kopya
say1st ile ayn1 olacak sekilde 6 rat genom standardi hazirlan-
di. PCR’da 10 pL kullanildiginda standartlar 2100 — 65,65
pg/uL, bir rat genomu 3 pg kabul edildiginde kopya sayisi da
700 — 21,9 kopya/uL arasinda oldu. Tablo 6 ve 7°de gosteri-
len mastermix ve program kullanilarak 36B4 PCR yapildi.
Calismada standartlara ait slope degeri —3,597 ve CT deger-
leri 27,49-31,92 arasinda bulundu.

33
Y =-6,1046 + 1,0522 X
321 P = 0,001

31

3o

36B4 Cr

291

280

270 . ooy
31 32 33 34 35 36 37

Beta Globin Ct

Sek. 2. B-globin - 36B4 CT doniisiimiiniin regresyon grafigi ve for-
miili

Insan genomik DNA ile yapilan p-globin PCR’dan elde
edilen CT degerleri 36B4 CT degerine doniistiiriilerek telo-
mer standartlarinin normalizasyonunda kullanildi. Bu amagla
B-globin ve 36B4 PCR’dan elde edilen CT degerlerine istatis-
tik programinda (MedCalc version 6.16.0, Frank Schoonjans,
Belgika) regresyon analizi yapildi. Elde edilen regresyon for-
miili (Sek. 2) ile insan telomer standartlarinin B-globin CT
degeri 36B4 CT degerine donistiiriildii. Bu formiil kullani-
larak 10,2 kb uzunlugundaki telomer standardinin 36B4 CT
degeri 29,13 olarak hesaplandi. Numunelerde oldugu gibi, te-
lomer PCR c¢alismasi sonucunda elde edilen firtin, tek kopya
gene oranlanarak telomer standardi i¢in telomer / single copy
gene (T/S) oran1 bulundu. Daha sonra 10,2 kb uzunlugundaki
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telomer standard1 kalibrator olarak kabul edilerek tiim numu-
nelerin relatif T/S oranlari hesaplandi. Relatif T/S oranlar1 da
10,2 ile carpilarak numunelerin telomer uzunlugunu kb ola-
rak bulundu.

Tablo 10. Telomer ve 36B4 PCR ¢aligmalari verimlilik sonuglari

Telomer 36B4
Slope Verimlilik Slope Verimlilik
Calisma 1 -3,372 0,98 -3,137 1,08
Calisma 2 -3,233 1,04 -3,342 0,99
Calisma 3 - 3,180 1,06 -3,461 0,95
Ortalama -3,262 1,02 -3,313 1,00
1,20
1,15
1,10 .
L 105 e - —k
E 1,00 — B T .
g 0,95 e |
0,30
0,85
0,80
—k— Telomer - B -36B4

Sek. 3. Telomer ve 36B4 PCR verimlilik grafigi
Tablo 11. Farkli konsantrasyonlarda Telomer ve 36B4 i¢in ortalama

CT degerleri
DNA Miktar Ortalama Ortalama ACs*
(pg/uL) Telomer Cr* 36B4 Cr*
2100 10,69 + 0,06 27,34 +0,14 16,65+0,18
1050 11,73 £0,08 2831+0,11 16,58 0,19
525 12,73+0,05 29,23+0,33 16,50 0,38
262,50 13,71+0,14 30,34 +0,25 16,62 +0,33
1312 14,62 0,21 31,46+0,17 16,83+ 0,38
65,50 15,63 +0,20 32,02+0,41 16,40 + 0,60

*Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
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Sek. 4. Logaritmik baslangi¢ konsantrasyona kars1 ACT grafigi

3. Sonuclar

Telomer ve 36B4 i¢in yaptigimiz {i¢ PCR ¢alismasinda da
yaklasik % 100 verimlilige ulastik (Tablo 10 ve Sek. 3). Fark-
11 baslangi¢ konsantrasyonlarinda telomer ve 36B4 i¢in orta-

lama CT degerleri de Tablo 11°de gdsterilmistir. Bu tabloda
ACT degerlerinin yaklasik esit oldugu gortilmektedir. Ayrica
sekil 4’deki logaritmik baslangi¢ konsantrasyona karst ACT
grafiginde slope degerinin 0,1’den kiigiik oldugu gosterildi.

Tablo 12. Rat dokularinin relatif kantitasyon sonuglari

Telomer Ct 36B4 Ct ACt AACt Relatif T/S
Karaciger—1 12,89 28,71 -15,82 -0,35 1,27
Karaciger-2 12,93 28,92 -15,99 -0,52 1,43
Karaciger-3 12,26 28,8 -16,54 -1,07 2,10
Karaciger—4 12,52 28,62 -16,1 -0,63 1,55
Ince bagirsak—1 11,33 28,1 -16,77 -1,30 2,46
Ince bagirsak-2 11,77 29,12 -17,35 -1,88 3,68
Ince bagirsak—3 11,93 2921 -17,28 -1,81 3,51
Ince bagirsak—4 11,55 28,17 -16,62 -1,15 2,22
Pankreas—1 14,26 29,73 -15,47 0 1,00
Pankreas—2 12,63 29,34 -16,71 -1,24 2,36
Pankreas—3 13,28 29,78 -16,5 -1,03 2,04
Pankreas—4 13,27 29,79 -16,52 -1,05 2,07
Lenfosit—1 11,28 28,54 -17,26 -1,79 3,46
Lenfosit-2 12,04 28,7 -16,66 -1,19 2,28
Lenfosit-3 11,32 28,96 -17,64 -2,17 4,50
Lenfosit—4 11,1 28,68 -17,58 -2,11 4,32
Tablo 13. Rat dokularinin telomer uzunluklari (* kb )
Ortalama* Minimum* Maksimum*

Karaciger 61,5875 56,51 67,67

Ince bagirsak 110,3775 91,17 125,41

Pankreas 93,4167 71,04 121,14

Lenfosit 160,9600 149,14 172,51

200+ *

b
"
L)
i
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DOKU
Sek. 5. Rat dokularinin ortalama telomer uzunluklari ( * % 95 CI)

Lenfosit

Karaciger Pankreas

Numunelerin relatif kantitasyonu

Ornekler arasinda en diisiik ACT degerine sahip olan
Pankreas—1 dokusu kalibrator kabul edilerek elde edilen rela-
tif T/S oranlari tablo 12°de, telomer standarti kalibrator kabul
edilerek elde edilen kb olarak telomer uzunluklarmin ortala-
ma, minumum ve maksimum degerleri Tablo 13’de gosteril-
misgtir.

Dokular arasinda telomer uzunlugunda bir fark olup ol-
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madigint belirlemek i¢in Kruskal-Wallis testi kullanilarak ya-
pilan analizde telomer uzunlugu agisindan dokular arasinda
anlamli fark bulundu (p < 0,05). Sekil 5’de dokularin ortala-
ma telomer uzunluklar1 ve % 95 giiven araliklart (% 95 CI)
grafik olarak gosterilmistir.

4. Tartisma

Memelilerde telomer biyolojisini anlamaya yonelik ya-
pilan ¢aligmalarda, telomer uzunluklar1 genellikle SB teknigi
ile dlglilmistiir. Telomer uzunlugu d6l¢iimiinde altin standart
ve referans metod olarak kullanilmasina ragmen SB ile TRF
analizinin, saf ve par¢alanmamis DNA gerekli olmasi, tek
bir kromozom yerine tiim kromozomlarin ortalama telomer
uzunlugunu yansitmasi, bilinmeyen uzunlukta subtelomerik
bolge icermesi nedeniyle gergek telomer uzunlugu hakkinda
bilgi vermemesi ve analiz igin en az 1 pg DNA gerekli olmasi
(Saldanha ve ark., 2003) gibi baz1 dezavantajlart vardir. Al-
ternatif olarak gelistirilen basit ve hizli bir teknik olan HPA
da, saglam DNA gerekmez ve subtelomerik bélge bulunmaz.
Ama bu metod da telomer uzunlugunu direk olarak dlgeme-
digi gibi hiicre ve kromozom diizeyinde detayli bilgi vermez.
Hiicre diizeyinde telomer sekansinin oligoniikleotid problarla
isaretlenmesine izin veren Fluorescence In situ Hybridization
(FISH) ise zaman alici, pahali, teknik olarak zor ve yetismis
personel gerektiren bir tekniktir (Lansdorp ve ark., 1996).
Flow-FISH teknigi ile ¢aligma siiresi kisaltilmaya calisilmig-
tir. PRINS teknigi ise sentromerin a-satellit veya 10 kb’dan
daha uzun DNA tekrar sekanslarinda etkili bir metoddur.
SB, FISH, Flow-FISH ve STELA tekniginde subtelomerik
bolge, HPA’da kullanilan Alu sekansi ve PRINS’daki sentro-
merik sekansin bireyler arasi degiskenlik diizeyi bilinmedi-
ginden yanlis sonuglar elde edilebilir. Kesim bolgesi polimor-
fizmi veya subtelomerik bdlge uzunluk polimorfizmine bagh
olarak ayni telomer uzunluguna sahip bireylerde farkli TRF
uzunluklar1 goriilmektedir. Q-PCR metodunda tek kopya geni
kullanilarak bu sorun ¢dziilmeye ¢alisilmig ve relatif telomer
uzunlugu hesaplanmistir (Cawthon, 2002). Diger metodlarin
aksine iyi bir optimizasyon sonras1 Q-PCR telomer uzunlugu
Ol¢iimii i¢in daha kolay, daha hizli, hassas ve cok az DNA ile
uygulanabilir bir metod olarak goriilmektedir. Biz Q-PCR ile
relatif telomer uzunluklarini 6lgerken 400-500 pg DNA kul-
landik. Ayrica relatif kantitasyonla birlikte 10,2 kb’lik telo-
mer standartini kalibrator olarak kullanarak telomer uzunluk-
larin1 kb olarak da bulduk. Relatif kantitasyon i¢in telomer ve
tek kopya genin PCR verimliligi ve farkli konsantrasyonlarda
ACT degeri yaklasik esit olmasi gerekmektedir. Bizim PCR
protokoliimiiz ile telomer ve tek kopya genin PCR verimli-
ligi sirastyla % 102 ve % 100 bulundu. Bu verimlilige ula-
sabilmek icin bazi noktalara dikkat edilmesi gerckmektedir.
Oncelikle Q-PCR ile telomer &lgiimii yaparken referans gen
olarak 36B4 gibi pseudogeni bulunmayan bir tek kopya geni
kullanilmalidir. Ayrica yiiksek verimlilik saglamak igin stan-
dart konsantrasyonlar1 dar bir aralikta hazirlanmalidir. Diger
onemli bir nokta da PCR’da SYBR Green I boyas1 kullanila-
caksa, dimer olusturmayacak primerler se¢ilmeli ve kontami-
nasyona dikkat edilmelidir.

KAYNAKLAR

Calismamizda, bir Q-PCR protokolii olusturmanin ya-
ninda farkli rat dokularindaki telomer uzunluklari hakkinda
bilgi edinmeyi amaglamistik. Rodent telomerleri genelde in-
sanlardan daha uzundur ve ¢aligilmasi teknik olarak zordur.
Bu nedenle rodentlerde doku spesifik telomer uzunluklar
iyi anlagilamamis ve heterojen uzunlukta oldugu rapor edil-
mistir (Kipling ve Cooke, 1990). Mus musculus’ta 150 kb
(Prowse ve Greider, 1995), mus spretus’ta 30 kb (Zijlmans ve
ark., 1997) ve ratlarda ise 20-100 kb (Golubovskaya ve ark.,
1999; Jennings ve ark., 1999) uzunlugunda oldugu bildiril-
mistir. Yenidogan fare dokularmin SB ile 6lgiilen ortalama
TRF uzunlugu benzerken, yetigkin fare dokulari arasinda fark
gozlenmistir. Yetigkin fare testis telomeri, bobrek ve beyin
telomerinden 2-3 kb, karaciger telomeri ise 1 kb daha uzun
olarak bulunmustur (Prowse ve Greider, 1995). Baska bir ¢a-
lismada da yenidogan rat karaciger, beyin, kalp, bobrek ve
akciger dokularinda ortalama TRF uzunlugu birbirine yakin
ve yaklasik 60-65 kb civarinda bulunmustur (Hastings ve ark.,
2004). Yirmibir giinliik ratlarda yapilan bagka bir ¢caligmada
ise bobrek, karaciger, pankreas ve akcigerde dlgiilen ortalama
TRF uzunlugu 8,6-112 kb arasinda bulunmustur (Cherif ve
ark., 2003). Yapilan ¢aligmalar incelendiginde farkli sonug-
larin elde edildigi ve genellikle SB ile TRf dl¢limii yapildig:
goriilmektedir. Bizim ¢aligmamizda rat karaciger, pankreas,
ince bagirsak dokulari ve lenfositte, Q-PCR kullanarak 6l¢-
tiiglimiiz ortalama telomer uzunluklarini sirasiyla; 61,5 kb,
93 kb, 110 kb ve 190 kb olarak bulduk. Dokular arasi telo-
mer uzunlugunda ki bu fark istatistiksel olarak da anlamlrydi
(p<0,05). Bizim elde ettigimiz telomer uzunluklarin diger ¢a-
lismalardan farkli olmasinin, ¢alisilan doku tipi ve kullanilan
metod degisikliklerine bagl olabilecegini diisiindiik.

Yetigkin rat dokulart arasindaki bu farkin telomeraz ak-
tivitesine baglh olabilecegi diisiiniilmiis ve insanlardan farkl
olarak birka¢ rat somatik dokusunun telomeraz aktivitesine
sahip oldugu gosterilmistir (Yamaguchi ve ark., 1998; Son
ve ark., 2000). On haftalik erkek ratlarda yapilan bir calis-
mada karaciger, testis, dalak, akciger ve kolon mukozasinda
lenfosit ve ince bagirsak dokusundan daha fazla telomeraz
aktivitesi gozlenirken, beyin ve pankreasda telomeraz akti-
vitesinin ¢ok az veya hi¢ olmadigi gosterilmistir. Kisa telo-
mere sahip hiicrelerin, telomer devamliligimi saglamasi i¢in
telomeraz aktivitesine sahip olmasi gerektigini distiniirsek;
telomer uzunlugunu kisa olarak buldugumuz karaciger doku-
sunda telomeraz aktivitesinin bulunmasi, bunun aksine uzun
telomere sahip ince bagirsak ve lenfositte telomeraz aktivite-
sinin nisbeten daha az olmasi ile birbirini desteklemektedir.
Bu ¢aligmamizda farkli rat dokularinda telomer uzunlugu 61-
¢limii i¢in kullanilabilecek hassas, kolay ve hizli bir Q-PCR
protokolii olusturmay1 amaglamistik. Elde ettigimiz sonuglar
dikkate alindiginda bunu basardigimizi diisiinmekteyiz. Rat
telomerleri igin optimize ettigimiz bu protokoliin farkl rat
dokularinda, ayni telomerik tekrar sekansina sahip diger me-
melilerde ve insan dokularinda telomer dinamigini arastira-
cak caligmalarda kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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