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OZET

FARKLI KONSANTRASYONLARD.AKi“ASiD.iK VE ALKALI SULARIN
Daphnia magna’da TELOMERAZ ENZiMi UZERINE TRANSKRIPTOMIK VE
PROTEOMIK SEVIYEDEKI ETKIiLERI

Ash CETIN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Haziran 2025; 72 sayfa

Bu yiiksek lisans tezinde, tatli su kabuklusu Daphnia magna’nin farkli pH
ortamlarinda telomeraz gen ekspresyonuna verdigi molekiiler yanitlar arastirilmistir.
Telomeraz enzimi, hiicresel yaglanma ve genetik istikrar acisindan biiylik 6neme sahiptir.
Telomerlerin kisalmasini 6nleyen bu enzimin ¢evresel stres kosullarinda nasil davrandig,
Ozellikle model organizmalar {lizerinden incelendiginde biyolojik yaslanma stireclerine
dair 6nemli ipuclar1 sunabilir. Bu baglamda Daphnia magna, hem genomik yapist hem
de cevresel degiskenlere kars1 verdigi tepkiler bakimindan bu tiir aragtirmalar i¢in uygun
bir model organizmadir.

Calisma kapsaminda ii¢ farkli pH ortami1 olusturulmustur: asidik (pH 5.90), bazik
(pH 10.13) ve notr-kontrol (pH 8.33). Bu ortamlarda 21 giin boyunca yetistirilen Daphnia
magna bireylerinden elde edilen RNA oOrnekleriyle telomeraz genine ait alt1 farkli ekzon
bolgesinin (P1-P6) goreceli gen ifade diizeyleri RT-qPCR yontemiyle analiz edilmistir.
Deney ayn1 zamanda bireylerin sagkalim oranlarini ve yasadiklar: ortamin pH dengesine
etkilerini de degerlendirmeyi amaglamistir.

Daphnia magna bireylerinin yasadigl ortamin pH’1n1 zamanla dengeleyebilme
egiliminde oldugunun saptanmasidir. Hem asidik hem de bazik ortamlarda, ortam pH’1
zamanla nétr degerlere yaklasmis, bu da organizmalarin homeostatik bir dengeleyici rol
oynayabilecegini gostermistir. Sagkalim analizleri sonucunda, asidik ortamda bireylerin
hayatta kalma oraninin %7.2’ye kadar diistiigii, bazik ortamda bu oranin %12.0 oldugu,
kontrol grubunda ise %9.6 ile en yiiksek degere ulastigi goriilmiistiir. Bu bulgular,
ozellikle asidik ortamlarin Daphnia magna i¢in daha stresli ve 6liimciil olabilecegini
ortaya koymaktadir.

Gen ekspresyon analizleri, ¢evresel pH’in telomeraz gen aktivitesi lizerinde
dogrudan etkili oldugunu gostermistir. En ¢arpici sonuglardan biri, Primer 3 ile temsil
edilen ti¢lincii ekzon bolgesinin hem asidik hem bazik ortamlarda anlamli sekilde yiiksek
ekspresyon gostermesidir. Bu durum, P3 bolgesinin pH stresine karsi duyarli ve belki de
adaptif bir yanit ireten gen bolgesi olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik, Primer
5 bolgesinin gen ekspresyon diizeyi olduk¢a diisiik kalmis, farkli gen bolgelerinin
cevresel kosullara farkli tepkiler verdigi anlasilmistir. Ayrica, kontrol grubundaki genel
gen ekspresyon diizeylerinin hem asidik hem de bazik gruplara gore anlamli sekilde



diisiik olmasi, ekstrem pH kosullarinin telomeraz gen aktivasyonunu artirdigini
gostermektedir.

Sonug¢ olarak, bu tez calismasi cevresel stresin Ozellikle pH degisimlerinin,
telomeraz gen ailesi diizeyinde farkli tepkiler yarattigin1 ortaya koymakta; Daphnia
magna’nin bu tepkilere hem genetik hem fizyolojik diizeyde yanit vererek adaptasyon
yetenegini sergiledigini gostermektedir. Elde edilen bulgular, bu organizmanin telomer
biyolojisi ve c¢evresel genom arastirmalart acisindan degerli bir model organizma
oldugunu giiclii bigimde desteklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Cevre stresi, Daphnia magna, Gen Ekspresyonu,
Telomeraz

JURI: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Dog. Dr. Demir OZDEMIR
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ABSTRACT

TRANSCRIPTOMIC AND PROTEOMIC EFFECTS OF DIFFERENT
CONCENTRATION OF ACIDIC AND ALKALINE WATERS ON
TELOMERASE ENZYME IN Daphnia magna

Ash CETIN
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal KARABAG
June 2025; 72 pages

This master’s thesis investigates the molecular responses of the freshwater
microcrustacean Daphnia magna to varying environmental pH levels, with a specific
focus on telomerase gene expression. The telomerase enzyme plays a crucial role in
cellular aging and genomic stability by preventing telomere shortening. Understanding
how this enzyme behaves under environmental stress conditions may offer significant
insights into biological aging processes, particularly when studied through model
organisms. In this context, Daphnia magna stands out as a promising model due to its
genomic structure and sensitivity to environmental changes.

Three different pH environments were established for the study: acidic (pH 5.90),
basic (pH 10.13), and neutral-control (pH 8.33). Daphnia magna individuals were
cultured in these environments for 21 days. RNA samples were collected and analyzed
using RT-qPCR to assess the relative expression levels of six distinct exon regions (P1-
P6) of the telomerase gene. In addition to gene expression analysis, survival rates and the
organisms’ effect on environmental pH homeostasis were evaluated.

One of the key findings of the study is that Daphnia magna individuals
demonstrated a tendency to regulate the pH of their surrounding environment. Over time,
both acidic and basic conditions approached more neutral values, suggesting that the
organisms may play a homeostatic role in environmental buffering. Survival analysis
showed significant differences among the treatment groups: the survival rate dropped to
as low as 7.2% in the acidic group, while it was 12.0% in the basic group and 9.6% in the
control group. These results indicate that acidic conditions are particularly stressful and
lethal for Daphnia magna.

Gene expression analysis revealed that environmental pH directly influences
telomerase gene activity. One of the most striking results was that the third exon region,
represented by Primer 3, exhibited significantly higher expression under both acidic and
basic conditions. This suggests that the P3 region may be particularly responsive—and
possibly adaptive—to pH stress. In contrast, Primer 5 showed consistently low expression
levels, indicating that different exon regions within the telomerase gene family respond
differently to environmental conditions. Notably, overall gene expression levels in the
control group were significantly lower than in the acidic and basic groups, demonstrating
that extreme pH conditions enhance telomerase activation.

il



In conclusion, this thesis demonstrates that environmental pH fluctuations have a
significant impact on telomerase gene expression in Daphnia magna. The study
highlights that certain regions within the telomerase gene family exhibit heightened
sensitivity to environmental stress, suggesting potential regulatory functions. Moreover,
the organism’s ability to buffer environmental pH indicates a broader role in maintaining
ecological homeostasis. These findings strongly support the suitability of Daphnia magna
as a model organism for research in telomere biology and environmental genomics.

KEYWORDS: Daphnia magna, Environmental stress, Gene Expression, Telomerase
COMMITTEE: Prof. Dr. Kemal KARABAG
Assos. Prof. Dr. Demir OZDEMIR

Prof. Dr. Deniz EKINCI
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Yiiksek lisansa basladigim giinden bu yana gegen tez siireci, yalnizca bilimsel bir
yolculuk degil; ayn1 zamanda hayatin zorluklari karsisinda direng gostermeyi, sabretmeyi
ve her kosulda ilerlemeyi 6greten derin bir kisisel gelisim siireci olmustur.

Bu siiregte, tez konumu belirlerken fikirlerime deger veren, bana yol gosteren ve
tizerimde biiylik emegi olan ¢ok kiymetli ilk danismanim, merhum Dog. Dr. Ercliment
AKSAKAL’a en derin saygi ve siikranlarimi sunuyorum. Tezimin tamamlanmasinda
bilgi ve deneyimlerini her zaman paylasan, destegini esirgemeyen degerli danismanim
Prof. Dr. Kemal KARABAG’a ve laboratuvar siirecinde her zaman yanimda olan,
destegiyle siireci kolaylastiran kiymetli arkadasim Dr. Berkant Ismail YILDIZ’a
goniilden tesekkiir ederim.

Ayni zamanda, i§ hayatina adim attigim andan itibaren bana yol gdsteren, ilham
kaynag1 olan ve destekleriyle her zaman yanimda bulunan basta Ozgiir BASMACI ve
Gamze YILDIRIM SENEL’e ve her kosulda yanimda durarak beni destekleyen kiymetli
aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez calismasinin hayata gecirilmesinde maddi ve bilimsel katki saglayan
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne de igten
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Yaslanma; biyolojik, genetik, c¢evresel ve sosyal faktorlerin karmagik bir
etkilesimi sonucu meydana gelmektedir. Siirekli ilerleyen ve durdurulamayan bu
fizyolojik siireg, aslinda Prokaryotlar, Protozoalar ve Algler disinda hemen hemen tiim
canlilarda goriilmektedir (Galloway 1993; Partridge 1993). Yaslanma, zamanla normal
fizyolojik fonksiyonlarin agamali olarak azalmasi seklinde tanimlanmaktadir ve bu tiir
molekiiler etkilesimler, hiicresel islev, doku yapisi ve sistemik fizyolojik denge gibi
biyolojik sistemleri etkilemektedir. Bu siire¢ erken yetiskinlik doneminde baslayarak
yillar boyunca bircok zihinsel ve bedensel islevlerin yavas yavas azalmasiyla devam
etmektedir (Partridge ve Gems 2002; Partridge vd. 2002). Bu gerilemenin olumsuz
etkileri, kismen yasa bagli hastaliklarin artmis insidansi olarak ortaya ¢ikmaktadir ve bu
hastaliklar arasinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer ve Tip 2 diyabet gibi
hastaliklar bulunmaktadir (He ve Jasper 2014).

Yasla ilgili degisikliklerin mekanizmalar1 hakkinda 350’den fazla teori
bulunmaktadir (Vifia vd. 2007) ve her bir teori icin ¢eligkili ve destekleyici kanitlar
sunulmustur. Bunlar arasinda Yaslanma Teorisi (Weismann 1882), Serbest Radikal
Teorisi (FRTA) (Harman 1956) ve DNA Hasar1 Yaslanma Teorisi (Gensler ve Bernstein
1981) yer almaktadir. Genel olarak yaslanma teorileri, programlanmis yaglanma ve hasar
birikimi nedeniyle yaslanma olmak iizere iki ana kategoriye ayrilabilmektedir (Sergiev
vd. 2015). Bununla birlikte, hicbir teori yaglanma siirecini yeterince agiklayamamaktadir
ve genellikle birbirleriyle ¢elismektedirler. Bu, yaslanmanin karmasik dogasinin yani sira
yaslanma silirecine neden veya sonug¢ olarak katkida bulunan g¢oklu mekanizmalarin
oldugunu gostermektedir. Ornegin, hiicresel makromolekiillerle oksidatif stres kaynakli
hasarin, yaslanma ile iliskilendirilen ¢cogu degisikligin temel bir mekanizmasi oldugu
uzun siire once vurgulanmistir (Pratico 2002). Oksidatif hasarin ilerleyici ve geri
doniisiimsiiz birikimi, bozulmus fizyolojik islevlere, hastalik insidansinin artmasina ve
yaslanma siirecine potansiyel olarak etki edebilmektedir (Chen vd. 2001).

Simdiye kadar gerontoloji lizerine yapilan arastirmalar tek bir hastaliga odaklansa
da giliniimiizde bu alanda yapilan ¢ogu arastirmada, yaslanmay1 yavaslatma, saglikli
yasama siiresini uzatma ve yasa bagl hastaliklarin 6nlenmesi iizerine odaklanilmaya
baslanmistir. Bu yaklasim, 65 yas iistii kisilerin yaklasik %60’ 1nin multimorbidite olarak
isimlendirilen ayni anda birden fazla hastaliktan muzdarip oldugu gercegini agikca
gostermektedir (Tinetti vd. 2012; Fabbri vd. 2015).

Diinya genelinde yasli niifusun (60 yas ve iistii) hizla artmaya devam etmesi
beklenmektedir. 2100 yilina kadar 60 yas ve iistii kisilerin sayisinin 2017'ye kiyasla ii¢
katindan fazla artabilecegi tahmin edilmektedir (Birlesmis Milletler 2017). Bu nedenle,
yaslanan bir niifusun sosyo-ekonomik etkisi, yaglanma siirecinin farkli yonlerini anlama
konusuna onemli vurgular yapmis ve "saglikli yaslanmayi" tesvik etme umuduyla
yaslilarin toplumdaki rollerinin yeniden degerlendirilmesi ve saglik hizmetleri ile sosyal
destek sistemlerinin giliclendirilmesi gerekliligini ortaya koymustur (Valenzano vd.
2017).

Molekiiler acidan bakildiginda ise hiicresel yaslanmada dogrudan rol oynayan
yapilar telomerlerdir (Blasco 2007; Aubert 2008). Telomerler, kromozomlarin her iki
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ucunda bulunmaktadir ve her hiicre bolinmesi sirasinda bir miktar kisalmaktadir.
Telomerlerin korunmasi i¢in de telomeraz aktivitesine gereksinim vardir.

Telomeraz, DNA’da {iretilen; telomer kisalmasini durdurma, yavaslatma ve
yeniden uzatma gibi etkileri olan telomer uzunlugunun belirlenmesinde rol oynayan
Oonemli bir enzimdir. Yaslanma siireci ve karsinojenez i¢in de olduk¢a 6nemli bir enzimdir
(Artandi ve DePinho 2010).

Telomeraz aktivitesi, gametlerde, kok hiicrelerde ve timor hiicrelerinde
gozlemlenmektedir. Yiiksek Okaryotlarda somatik hiicrelerin apoptoz ge¢irmeden 6nce
cogalma potansiyeli sinirhidir ve yaklagik 50-70 hiicre boliinmesinin ardindan yaglanma
(senesans) baglamaktadir. Bdylece patolojik genetik anomalilerin  olusmasi
onlenmektedir. Buna karsin, cogu tiimdr hiicresinde replikasyon potansiyeli sinirsizdir.
Anomalilere karsi savunmayi atlatabilen bu timor hiicreleri tipik olarak biiylimeyi
baskilayici ve apoptoz sinyallerinden kagmaya yonelik gelismis proliferatif yetenekler
sergilemektedirler. Bu ozellikler, lokal bagisiklik ve anjiyojenik mikro cevrelerin
maniplilasyonunu yoneten mekanizmalarin yani sira kanser hiicrelerinin metastatik
yayllimin1 tesvik edenleri de igeren kanserin ayirt edici Ozelliklerinden birkagini
olusturmaktadir (Hannahan 2011).

Doku homeostasisinin bozulmasi ise organizmalarda ki ¢ogu patolojik olgunun
ana nedenidir ve bu dejenerasyonlara yaglanma da dahildir (Campisi ve d'Adda di
Fagagna 2007). Werner, Hutchinson — Gilford ve Dyskeratosis Congenita (DC) gibi erken
yaslanma sendromlari; yaygin olarak telomer kisalmasi, hizli yaslanma ve yasam
siiresinin kisalmasi Ozelliklerini barindirmaktadir (Hofer vd. 2005). Yapilan bazi
calismalardan elde edilen veriler sonucunda telomerazin, erken yaslanmaya neden olan
insan hastaliklarinda veya normal yaslanma siirecinde goriilen kanser gibi diger
hastaliklarda gen terapisi olarak kullanimi ve tiimor biiylimesini engelleyen yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in potansiyel bir hedef olarak kullanimi Onerilmektedir (Giardini vd.
2014).

Son yirmi yilda, yaslanma mekanizmalarinda ki diizenleyici siirecleri tanimlama
ve karakterize etme konusunda Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Tiim proteomik
tirlinlerde oldugu gibi telomerazla ilgili yapilan ¢alismalarin da model organizmalar
tizerinde yapilmas1 gerekmektedir. Model organizmalar kullanilmasaydi bu ilerlemelerin
gerceklesmeyecegini belirtmek gerekmektedir. Yaslanma siireclerinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin ¢ogu; maya (Saccharomyces cerevisiae), ipliksi solucan
(Caenorhabditis elegans), meyve sinegi (Drosophila melanogaster) ve fare (Mus
musculus) gibi model organizmalar kullanilarak karakterize edilmistir (Evans vd. 2008;
Valenzano vd. 2017). Ancak bu gerontolojik ¢alismalarda "klasik" model organizmalarin
kullanimi  simirlamalarla doludur. Ornedin, mayanin tek hiicreli yapisi sistematik
yaslanma ¢aligsmalarin1 engellemektedir. Yetiskin ipliksi solucanlar1 ve meyve sinekleri
cogunlukla mitoz sonrasi hiicrelerden olustugundan kok hiicre yaglanma c¢aligmalarinda
model organizma olarak kullanimlart sinirlanmaktadir (Tissenbaum ve Guarente 2002).
Ayrica, DNA metilasyon mekanizmalar1 ya yoktur ya da insanlarla karsilastirilamayacak
kadar farklidir. Bu da onlarin yaslanma siirecinde DNA metilasyonunun roliini
arastirmak i¢in kullanimlarini sinirlamaktadir. Farenin maksimum 6mrii (> 3 yil) uzun
oldugu icin, yasam siiresi ile ilgili ¢alismalarda 6nemli 6l¢lide zaman ve kaynak
gerektirmektedir (Valenzano vd. 2017). Bu nedenle; afrika turkuaz killi balig
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(Nothobranchius furzeri) (Harel vd. 2015), kahverengi planarya (Dugesia tigrina)
(Dasheiff ve Dasheiff 2002), Ciplak kor fare (Heterocephalus glaber) (Ruby vd. 2018)
ve su piresi (Daphnia spp.) (Hearn vd. 2018) gibi gerontolojik ¢alismalarda kullanilan
model organizmalarin, yaslanma siirecinin altinda yatan farkli faktorlerin ortaya
cikarilmasinda kullanilacak metodolojik yaklasimlart biiylik 6l¢iide ¢esitlendirecegi ve
boylece insanlar iizerindeki uygulamalarda potansiyel bir Oneme sahip olacagi
ongoriilmektedir (Buffenstein vd. 2008; Constantinou vd. 2014).

Daphnia cinsi, Daphniidae familyasinda bulunan, tatli su kabuklular1 (Crustacea)
arasinda en ¢ok bilinen canlilardandir. En yaygin kullanilan “su piresi” ismini ilk olarak
Swammerdam (1669) vermistir. Su piresi isminin verilmesinin iizerinden bir ylizyil
gectikten sonra Mueller (1785) tarafindan bilimsel isimleri olan Daphnia ismi verilmistir.
Su pireleri, tatli su ekosistemlerinde dnemli rollere sahiptirler.

Su piresi olarak adlandirilan Daphnia, gol ve goletler gibi tatli su ekosistemlerinde
yaygin olarak bulunan planktonik bir sucul omurgasiz model organizmadir (Mergeay vd.
2006). Bu mikro kabuklular su icinde hareket ettirmelerini saglayan o6zel organlar
gelistirmislerdir. Ikinci anten takimini diizenli bir sekilde ¢irpmak, bu mikro kabuklularin
karakteristik sigramalarla ylizmelerine imkan tanimaktadir (Dodson vd. 1997).
Daphnia'nin ylizme sekli viicut biiyiikliigline baglidir ve ayrica 151k, su sicakligi, besin
varlig1 ve predatorlerin varligi gibi cesitli faktorlerden etkilenebilmektedir (Ziarek vd.
2011). Pek ¢ok calisma, pestisitler, nanopartikiiller, bakteriyel iirlinler veya diger
kimyasallarin ylizme davranisini degistirebilecegini gosterdigi i¢in ¢esitli parametrelerin
analizinde, toksisite degerlendirmesinde ve su kalitesi izlemesinde yeni bir metodolojik
yaklagim olarak kabul edilmektedir (Bownik 2017).

Daphnia, biyolojik arastirmalarda en eski ve en yaygin kullanilan model
organizmalardan biridir (Ebert 2005). Hassas davranigsal ve fizyolojik tepkileri,
farmasotikler dahil olmak tizere ¢esitli gevresel faktorler ve kimyasal maddeler tarafindan
indiiklenen etkilerin biyobelirtecleri olarak kullanilmaktadir. Bu 6zellikler, Daphnia’nin
fenotipik plastisite, toksikoloji ve yasam dongiisiiniin evrimi i¢in uygun bir model
organizma olmasina neden olmustur. Ayrica, su pireleri yaslanma biyolojisi, ekoloji,
cevre/toksikoloji, evrim ve lreme biyolojisi gibi farkli arastirma alanlarinda da
kullanilmistir (Barata vd. 2005; Ebert 2005).

Ekolojik ve bilimsel arastirmalar acisindan da oldukca énemlidirler. Boyutlar1 ve
dayaniklilik 6zellikleri sayesinde bir¢cok ekotoksikoloji ve ¢evre arastirmasinda model
organizma olarak kullanilmaktadirlar. Bu nedenle doga bilimcilerin ve deneysel
biyologlarin ¢ogu zaman arastirma odagi olmustur (Korovchinsky 1997). Daphnia cinsi,
diinya genelinde kirleticilerin ¢evresel olarak izlenmesinde ve bazi iilkelerin devlet
kurumlan tarafindan diizenleyici kriterlerin olusturulmasinda da olduk¢a Onemlidir
(6rnegin, ABD EPA, Cevre Kanada Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Orgiitii, Japonya
Cevre Ajansi).

Daphnia, ekotoksikolojik testlerde yaygin olarak kullanilan hareketsiz bir model
organizmadir. Toksisitenin belirlenmesi i¢in genellikle canlilarda goriilen oliim ve
hareketsizlik ana sonuglar olarak kullanilsada, 6zellikle daha diisiik seviyelerde bazi
kimyasallar tarafindan indiiklenen ince degisikliklerin tespiti i¢in Daphnia gibi daha
duyarl biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Daphnia tiirlerinden biri olan Daphnia magna, genis bir yelpazede kullanilan
bircok farmasotik iirtinlin toksisitesini degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan model
organizmalardan biridir. Bu farmasdtikler arasinda antibiyotikler, antikanser ilaclar,
antidepresanlar, anti-inflamatuar ilaglar, beta-blokerler ve lipid diizenleyici ajanlar
bulunmaktadir. Su anda, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) tarafindan
standardize edilen immobilitasyon ve 6liimciilliikk temelindeki Daphnia toksisite testleri,
toksikolojik ¢aligmalarda baglica kullanilan yontemlerdir. Daphnia biyolojisinin detayl
analizi, ylizme davranis1 gibi fizyolojik son noktalar1 ve yiizme hizi, kat edilen mesafe,
sigrama frekansi, kalp hizi, alinan miktar, beslenme hizi, oksijen tiikketimi, gogiis
bacaklarinin aktivitesi gibi farkli parametreleri ayirt etmeye olanak tanimaktadir. Bu
parametrelerin avantaji, OECD testleri kullanilarak fark edilmeyen daha diisiik
konsantrasyonlardaki farmasoétikler tarafindan olusturulan subletal etkileri gozlemleme
olasiligidir. Ayrica, test edilen ilaglarin toksik etkileri, Daphnia toksisitesinin enzimatik
ve enzimatik olmayan biyobelirtegleri kullanilarak degerlendirilebilmektedir (Tkaczyk
vd. 2021).

Daphnia sp., 100'den fazla tatlh su plankton organizmasini igeren bir cinstir.
Bakterileri, algleri, siyanobakterileri, protozoalari ve sudaki diger kiigiik partikiilleri
stizerek beslenmektedir. Tath su rezervuarlarinda bir¢ok predator tiiriin ve ozellikle
baliklarin besin zincirini olusturmaktadir. Ayrica, Daphnia’lar algleri tiiketmeleri
nedeniyle su kalitesini iyilestirmektedirler (Dietrich vd. 2010). Daphnia nin yasam
dongiisi, cinsel veya cinsel olmayan tireme seklinde karakterize edilebilmektedir. Uygun
kosullarda Daphnia, dongiisel partenogenez gecirmektedir (Ebert 2005; Tatarazako ve
Oda 2007).

D. magna, viicut bityiikligii, kisa yasam dongiisii, yiiksek lireme kapasitesi ve
partenogenetik lireme gibi birgok avantaja sahiptir. Bu organizma, 0.5 mm ile 6 mm veya
daha fazla biiyiikliikte olabilen, yetigkinlerin 5 ila 6 mm arasinda degisebildigi en biiyiik
herbivor kladoser tiirtidiir. Viicut biiylikliigl, toksik bilesiklerin birikimini etkileyen
onemli bir faktordiir (Ebert 2005; Koivisto 1995). Diger model organizmalara kiyasla
Daphnia’larin kiigiik boyutu, bir deneme ortaminda bir¢ok organizmanin ayni anda
kullanilmasma olanak tanimaktadir. Ayrica, partenogenetik iireme ve yiliksek lireme
kapasitesi, kisa siire i¢inde testler i¢in gereken ¢ok sayida organizma elde etmeye olanak
saglamaktadir (Koivisto 1995).

Yiizey sularinin pH degeri, suyun pH'sinin sucul yasam tlizerinde 6nemli bir etkiye
sahip olmasi nedeniyle dnemlidir. Ciinkii suyun pH'si, sucul organizmalarin su ile iyon
aligverisi ve solunumu da dahil olmak {izere normal fizyolojik islevlerini etkilemektedir.
Bu 6nemli fizyolojik siirecler, cogu sucul canlida nispeten genis bir pH araligindadir
(Quesada vd. 2019; Brezonik vd. 2020).

Yapilan bir ¢alismada, tatl su baliklarina dogrudan 6ldiiriicii olmayan pH aralig
5.0-9.0 olarak tanimlanmistir. Birkag istisna disinda, 6.5 ile 9.0 arasindaki pH degerleri,
baliklar ve diger tathh su sucul yasam icin uzun vadeli olarak tatmin edici kabul
edilmektedir. Baliklar1 da igeren ¢ogu i¢ tathi suyun pH degeri yaklasik olarak 6 ile 9
arasinda degismektedir. Ozellikle saglikli, cesitli ve iiretken baliklar ve biiyiik omurgasiz
topluluklarmin bulundugu sularin pH degeri yaklasik olarak 6.5 ile 8.5 arasinda
olmaktadir (Chowdhury ve Saikia 2020).
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Sucul organizmalarin pH degisikliklerine olan duyarliligi, sucul ekosistemler
arasinda 6nemli Olglide farklilik gosterebilmektedir. Su kiitlelerindeki pH degisikligi, asit
yagislart veya antropojenik NaOH sizintilari nedeniyle olabilmektedir. NaOH, bircok
endiistriyel ve evsel amag i¢in kullanilan, ¢ok yiiksek {iretim hacmine sahip bir bilesiktir
(diinya ¢apinda tahmini talep yaklasik 44 milyon tondur). Emisyon desenleri, kimyasal
ozellikleri (ylksek c¢oziiniirliik, diisiik buhar basinci), ¢evresel 6zellikleri (atmosferde
hizli nétralizasyon ve temizlenme, toprakta notralizasyon) nedeniyle, yalnizca su i¢inde
istenilen miktarlarda bulunmasi beklenmektedir. Diger yandan, asit yagislari,
atmosferdeki kirliligin (kiikiirt dioksit ve azot oksit) kimyasal olarak degisip bulutlardaki
su damlaciklar1 tarafindan emilmesi sonucu olugsmaktadir. Yagis oldugunda damlaciklar
yagmur, kar veya ¢iy olarak yere diismektedir. Su damlaciklarindaki kirletici kimyasallar,
suyun i¢indeki hidrojen ve oksijen ile birleserek bir asit olusturmaktadir. Bu asidik
damlaciklar (pH < 5), toprak asiditesini artirabilmekte ve gollerin ve akarsularin kimyasal
dengesini etkileyebilmektedir. Ayn1 zamanda nehirlerin ve akarsularin asitlesmesine de
katkida bulunmaktadir (Thomas vd. 2022).

Zooplanktonlar, sucul ekosistemlerin besin zincirlerinde 6nemli bir basamaktir ve
onlarin kaybolmasi veya azalmas: trofik iliskileri biiytlik 6l¢iide etkileyebilmektedir. Asit
yagislarinin ardindan yapilan arastirmalarda zooplankton yogunlugunda azalmalar
oldugu bildirilmistir (Kagzi vd. 2022). Yapilan diger ¢alismalarda Daphnia pulex'in pH
7'nin altinda iireme potansiyelinin oldukca dar bir aralikla sinirlandirilacagi ve gelisim
stirecini tamamlayamayacagi bildirilmistir (Ndah vd. 2022; Choi vd. 2023).

Daphnia magna nin telomerleri de insanlarda oldugu gibi yaslanmayla birlikte
kisalmaktadir. Bu nedenle telomer biyolojisi i¢in umut vadeden bir omurgasiz model
organizmadir. Insanlarda oldugu gibi Daphnia magna’da da somatik hiicrelerdeki
telomeraz gen ekspresyonu telomer kisalmasini 6nlemek igin yeterli degildir.

Daphnia magna’nin yasadigi ortam olan su, tiim canlilar i¢in major ihtiyaglardan
biridir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, azaltilmis su alimmin yaslanmayla iliskili
oldugunu gostermektedir. Ayrica telomer uzunlugunun mikrocevresel pH
degisimlerinden yiiksek oranda etkilendigi bildirilmistir. Insan telomeraz, diisiik pH’ye
(6.8) maruz birakildiginda secici olarak kisa telomerleri uzatmaya yonlendirebilmektedir
(Ge vd. 2016). Malign tiimorlerin mikro ¢evresinin asidik oldugu iyi bilinmektedir ve
tiimor mikro ¢evresinin alkalilestirilmesi, timor biiylimesini ve ilerlemesini ciddi sekilde
engelleyebilmektedir (Spugnini ve Fais 2017; Pillai vd. 2019). Telomerlerin kisalmast,
hiicre apoptozisine veya yaslanmasina yol agan kagmilmaz bir DNA hasar yanitini
tetiklemektedir (Shay ve Wright 2007; Hemann vd. 2001). Telomerlerin kanser ve
yaslanmadaki kritik rolii agik gibi goriinse de in vivo olarak telomerleri kisaltma veya
uzatma mekanizmalari yeterince arastirilmamaistir (Shay ve Roninson 2004; Blasco 2005;
Shammas 2011; Blasco 2007; Aubert 2008; Cawthon vd. 2003; Wentzensen 2011;
Weischer 2013; Rode 2015; Aunan 2017). Bununla birlikte, alkalinize edilmis suyun in
vivo olarak farelerin yaslanmasini geciktirdigi bildirilmistir (Magro vd. 2016). Bu da
alkalin suyun yaglanma siirecini en azindan yavaglatmada 6nemli bir rol oynadigini
desteklemektedir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, tamamlanan bu tez ¢aligmasinda farkli pH degerlerindeki
su ortaminda yetistirilen su pirelerin (Daphnia magna)’de telomeraz enzimini determine
eden ekzonlar iizerine transkriptomik ve proteomik seviyede arastirmalar yapilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Telomer

Tim canlilarda hiicre boliinmesi sirasinda DNA’nin kendisini kopyalamasi
gerekmektedir. Hiicrenin boliinme sonrasinda olusan yavru hiicrelere ayni genetik bilgiyi
aktarmasi olayina replikasyon denir. DNA replikasyonu sirasinda lineer kromozomlarin
uclarinda bir miktar kisalma meydana gelmektedir. Ciinkdi, lineer kromozomlarda ipligin
geride kalan u¢ DNA segmenti, DNA polimeraz tarafindan replike edilememektedir. Bu
durum, kesintili olarak replike edilen DNA’nin u¢ kisminda, Okazaki fragmentindeki
RNA primer uzaklastiktan sonra deoksiriboniikleotidlerin polimerizasyonu i¢in 3'-OH
grubunun bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.1).

Sentromer
ksimal Distal 3
profsnatucn Y N TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
I AATCCC
5
5. - - 3
D : : v ' ‘ 5 @ @ Telomerazin baglanmas:
Okazaki fragmenti RNA primer 3
N TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
@ Moo,
5. _____ TTTTTTTTTITITITITTIOTITIOITTIT _3'
3t - - - S ¢y &5 eTe;?merazm
5 ucunu
ﬁ uzatmast

3'-OH yok

I TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
_AATCCCS 2

9 Translokasyon

3
I TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
I ~ATCCe 5 =5

Uzama ve
translokasyonun
birkag kez
tekrarlanmass

3
I TTAGGGTTAGGG+ TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
I TCCC

(5 DNA polimeraz
tarafindan zincirin
tamamlanmasi
a3
N TTAGGGTTAGGGe TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA

I AATCCC 5" 3 AATCCCAATCCC 5

<=
DNA polimeraz

Sekil 2.1. Telomeraz tarafindan terminal primer probleminin ¢6ziilmesi (Snustad ve
Simmons (2003)’dan uyarlanmistir)
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Insan telomeri “TTAGGG” tekrarlanan niikleotid sekanslarini icermektedir. Bu
tekrarlanan sekans bolgesi, her hiicre boliinmesinden sonra “replikasyon sonu problemi”
nedeniyle olusabilecek hasarlara karst kromozomdaki Onemli genetik bilgileri
korumaktadir (de Lange 2002; Shay ve Wright 2000). Bu islevinin yani sira, proteinlerle
iligkili olan ve guanin agisindan zengin niikleotid dizilerinden olusan telomerler,
“Shelterin Kompleksi” ad1 verilen genis protein dizileri i¢in baglanma bolgesi olarak da
gorev yapmaktadir (de Lange 2005). Shelterin kompleksi, telomerik tekrar dizilerine
POT1, TRF1 ve TRF2 isimli DNA baglayici proteinler sayesinde tutunmaktadir (Palm ve
de Lange 2008) (Sekil 2.2).

Shelterin Kompleksi Telomeraz Kompleksi

i b i h!

P
TERC

Sekil 2.2. Telomer uzamasi ve Shelterin Kompleksinin yapist (Townsley vd. 2014’ten
uyarlanmigtir)

Telomerin islevi bozuldugunda, 6liimciil olabilecek bir DNA hasar yanit1 ortaya
c¢ikabilmekte, DNA onarim aktiviteleri kromozom uglariin biitiinliigiinii tehdit etmekte
ve genis capta genomik kararsizlik olusabilmektedir. Ancak telomer uglarinin yapisinin,
DNA hasar bolgelerinden nasil farklilagtig1 ve telomerlerin DNA onarim aktivitelerinden
kromozom uglarini nasil korudugu tam olarak bilinmemektedir (Jin 2010; Cefalu 2011).

2.2. Telomeraz Enzimi

Replikasyon sonunda olusan problemi ¢bézecek ©zel bir enzime ihtiyag
duyulmaktadir. RNA igeren bu enzime “Telomeraz” denir. Telomeraz, DNA’da iiretilen;
telomer kisalmasini durdurma, yavaslatma ve yeniden uzatma gibi etkileri olan telomer
uzunlugunun belirlenmesinde rol oynayan énemli bir enzimdir. Sekil 2.2°de gosterildigi
gibi telomeraz guanin bakimindan zengin dizileri tantyarak tekrarlama tnitesini 5°- 3’
yoniinde uzatmaktadir. Telomeraz, birden fazla telomer tekrar {initelerini ardisik olarak
ekleyerek, DNA  polimerazin tamamlayict DNA ipligini  sentezlemesini
katalizlemektedir. Telomeraz aktivitesinin olmamasi durumunda her hiicre boliinmesiyle
birlikte lineer kromozomlarin siirekli kisalmaktadir ve kromozom uglarindaki bu kisalma
hayati 6neme sahip bir geni kapsadiginda 6liimciil olmas1 beklenmektedir.

Esey hiicrelerinin aksine ¢ogu somatik insan hiicresinde telomeraz aktivitesi
gozlenmemektedir (Shay ve Wright 2019; Liu 2016). Kiiltiir ortaminda yetisen insan
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somatik hiicreleri 20-70 hiicre generasyonu olmak tizere sinirli sayida hiicre boliinmesi
gecirmektedir. Yaslanma ve 6liim 6ncesindeki hiicre bdliinmesi ile telomer uzunlugu
arasinda bir korelasyon oldugu yapilan farkli hiicre kiiltiirii deneyleriyle saptanmuistir.
Uzun telomerlere sahip hiicreler kisa telomerlere sahip hiicrelere kiyasla daha uzun siire
yasamistir ve daha fazla hiicre boliinmesi gegirmislerdir. Telomeraz aktivitesi olmamasi
durumunda hiicre boliinmesiyle birlikte hiicrelerin yaslanmasi ve telomer uzunlugunun
kisalmasi beklenmektedir.

Telomeraz, yaslanma siireci ve karsinojenez i¢in de olduk¢a dnemlidir (Artandi
ve DePinho 2010). Telomeraz aktivitesi, gametlerde, kok hiicrelerde ve tiimor
hiicrelerinde gozlemlenmektedir. Yiiksek oOkaryotlarda somatik hiicrelerin apoptoz
gecirmeden Once ¢ogalma potansiyeli sinirhidir ve yaklasik 20-70 hiicre boliinmesinin
ardindan yaslanma baslamaktadir. Boylece patolojik genetik anomalilerin olugmasi
onlenmektedir. Buna karsin, cogu tiimdr hiicresinde replikasyon potansiyeli sinirsizdir.
Anomalilere karst savunmay1 atlatabilen bu tiimor hiicreleri tipik olarak biiylimeyi
baskilayici ve apoptoz sinyallerinden kagmaya yonelik gelismis proliferatif yetenekler
sergilemektedirler. Bu ozellikler, lokal bagisiklik ve anjiyojenik mikro cevrelerin
maniplilasyonunu yoneten mekanizmalarin yani sira kanser hiicrelerinin metastatik
yayllimini tesvik edenleri de igeren kanserin ayirt edici Ozelliklerinden birkagin
olusturmaktadir (Hanahan 2011). Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz boliinmeleri sebebiyle,
bilim insanlar1 kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin engellenmesinin kanseri
yenmek i¢in bir ¢dziim yolu olabilecegine inanmaktadir. Progeria ad1 verilen ve kalitsal
bir hastalik olan erken yaslanma hastalig1 lizerinde yapilan ¢aligsmalar, telomer uzunlugu
ile yaslanma arasinda iliski oldugunu gostermektedir. Hutchinnson-Gliford Sendromu
ileri diizeydeki bir progeria formudur ve semptomlar1 dogumdan hemen sonra
baslamaktadir. Bu sendromla dogan hastalar genellikle 10’lu yaslarda 6lmektedir. Daha
hafif bir progeria formu olan Werner Sendormunda ise yaslanma berlitileri ergenlik
caginda baslamaktadir ve genellikle 40’11 yaslarda 6liim goriilmektedir. Progeria hastasi
olan insanlar iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda kiiltiir ortaminda cogaltilan
hiicrelerin daha yavas boliindiiglinii ve daha kisa telomer uzunluguna sahip oldugu
gbzlenmistir.

2.3. Telomeraz Aktivitesi Uzerine Yapilan Calismalar

20. yiizyihn ilk yarisinda Hermann Miiller’in (Nobel Odiilii 1945) meyve sinegi
(Drosophila melanogaster) iizerinde ve Barbara McClintock (Nobel Odiilii 1983) ise
misirda (Zea mays) ¢alismalar yaparak kromozom uclarinda 6zel bir yapmin oldugunu
Oone sirmistir (Miiller 1938; McClintock 1939). Telomerlerin kesfinin ardindan
telomeraz enzim aktivitesi ve telomer uzunlugu ile ilgili yapilan ¢aligmalar hizla artig
gostermistir. Carol W. Greider ve Elizabeth H. Blackburn 1987°de telomeraz ismini
verdikleri yeni bir DNA polimeraz tiiri ve bu enzimin islevini kesfetmislerdir. Bu kesif
sayesinde Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Greider ve Jack W. Szostak 2009 yilinda
Nobel Odiilii almislardir (Varela ve Blasco 2009). Bu oncii c¢alismalar sayesinde
telomeraz aktivitesinin kanser biyolojisi, yaslanma ve kok hiicre biyolojisi ile iliskili
oldugu anlasilmistir. Telomer uzunlugunun ise biyobelirte¢ olarak kullanilmasi ve
telomeraz aktivitesini hedefleyen tedavilerin gelistirilmesi {izerine bir¢ok arastirma
yapilmistir.

Melandrium album (diger adiyla Silene latifolia)'da telomer uzunlugu ve
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telomeraz aktivitesinin gelisimsel siire¢lerde nasil kontrol edildigine iliskin yapilan bir
arastirmada telomer uzunlugunun bitkinin gelisimi boyunca sabit kaldigi, telomeraz
aktivitesinin en yliksek oldugu yerlerin ise aktif olarak boliinen dokular oldugu ve buna
karsin olgun dokularda aktivitenin azaldigi tespit edilmistir (Riha vd. 1998).

Arpa (Hordeum vulgare) ve misir (Zea mays) bitkilerinde telomeraz aktivitesinin
gelisimsel degisimlerinin incelendigi baska bir calismada telomeraz aktivitesinin embriyo
gelisimiyle dogrudan iliskili oldugu ve farklilagsma siirecinde ise baskilandig
gozlenmistir. Bu c¢alismada, telomerazin kok apikal meristeminde bulunmamasi
sebebiyle, telomeraz enzim aktivitesinin sadece belirli gelisim asamalarinda ve doku
tiplerinde kritik bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Killan vd. 1998).

Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) karaciger, deri, kalp, kas ve beyin
gibi cesitli dokularda telomeraz aktivitesi incelenmistir. Insan hiicre hatlariyla
karsilastirildiginda, balik dokularindaki telomeraz seviyelerinin genellikle daha yiiksek
oldugu, ozellikle bobrek ve karacigerde 100 kata kadar arttigi bulunmustur. Calismada
ayrica yaslanma ile birlikte beyin ve kas dokularinda telomeraz aktivitesinin azaldigi
gbzlemlenmistir (Klapper vd. 1998).

Lubna Nasir ve arkadaglarimin yaptig1 ¢alismada, kopeklerin insan telomer
biyolojisi ve telomeraz temelli kanser tedavileri i¢in potansiyel bir model olup olmadig1
arastirtlmistir. Telomeraz aktivitesinin sadece belirli hiicrelerde (tlimor ve germ hiicreleri)
olmasi, kopeklerde telomer uzunlugunun insanlardaki gibi diizenlendigini
gostermektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda kopeklerin telomer biyolojisinin
insanlarikine oldukca benzedigi ve bu nedenle kdpeklerin, telomeraz ve telomer hedefli
kanser tedavileri i¢in uygun bir model olarak degerlendirilebilecegi onerilmektedir (Nasir
vd. 2001).

Henning Wege ve arkadaslar1 tarafindan kismi hepatektomi sonrasi domuz
karacigerinde telomeraz aktivitesinin nasil degistigini incelemeyi amaglayan bir ¢calisma
yapilmustir. Calismada normal hepatositlerde telomeraz aktivitesinin diisiik seviyelerde
oldugu, kismi hepatektomi sonrasi telomeraz aktivitesinin 5 kat arttig1 bulgular: elde
edilmistir ve telomeraz aktivitesinin mitotik hepatositlerin sayisi ile gii¢lii bir korelasyon
gosterdigi belirtilmistir. Karaciger rejenerasyonu sirasinda telomeraz aktivitesinin artarak
proliferatif hiicrelerini telomer kisalmasina ve oksidatif strese kars1 koruyabildigi sonucu
elde edilmistir (Wege vd. 2007).

Zebra baliklarinda kalp rejenerasyonu sirasinda telomeraz aktivitesinin roliiniin
arastirildigl bir baska ¢alismada olusan kalp hasarindan sonra telomeraz aktivitesinin
hizla arttigi ve telomer uzunlugunun da gegici olarak uzadigi tespit edilmistir. Bu
caligmalarin sonucunda telomerazin kalp rejenerasyonu igin kritik bir enzim oldugu ve
telomeraz  eksikliginin  hiicresel  yaslanmayr  hizlandirarak  rejenerasyonu
engelleyebilecegi gosterilmistir (Bednarek vd. 2015).

2015 yilinda bal aris1 (Apis mellifera) tirlinde yapilan bir calismada sosyal
kastlara gore telomeraz aktivitesi ve telomer uzunlugu incelenmistir. Kralice arilarda
telomeraz aktivitesi seviyesinin erkek ve is¢i arilarin somatik dokularindaki telomeraz
aktivitesinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Kraligelerin daha uzun Omiirli
olmasinin yiiksek telomeraz aktivitesi ile iliskili olabilecegi bu calisma ile One
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stiriilmiistiir (Korandova ve Frydrychova 2016).
2.4. Daphnia magna’mn Siniflandirilmasi

Su piresi (Daphnia magna), sistematik olarak hayvanlar aleminin (Animalia),
eklembacaklilar  (Arthropoda) subesinin, bronslular (Bronchiopoda) smifinin,
Anamopoda takiminda bulunan Daphnialar (Daphniidae) familyasinda yer almaktadir.
Daphnia magna'min siniflandirmasini ilk olarak 1820 yilinda Straus yapmistir (Cizelge
2.1). Daphniidae familyasina bagli 6 cins bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla;

Daphnia O. F. Muller, 1785

Ceriodaphnia Dana, 1853

Scapholeberis Schoedler, 1858
Simocephalus Schoedler, 1858
Daphniopsis G. O. Sars, 1903
Megafenestra Dumont and Pensaert, 1983.

Daphnia cinsi, Daphniidae familyasinda bulunan en yaygin cinstir. Bu cins,
biiytlikliik, c¢esitlilik ve yayginlik acgisindan familyanin en genis grubu olarak kabul
edilmektedir. Daphnia cinsi, bir¢ok farkl tiirii igerir ve tatli su ekosistemlerinde kiiresel
capta genis bir dagilima sahiptir. Daphnia cinsi altinda en yaygin goriilen 4 tiir
bulunmaktadir (Sekil 2.3).

Cizelge 2.1. WoRMS (World Register of Marine Species) gore Daphnia magna (Straus,
1820)’nin taksonomideki yeri

Alem: Animalia (Hayvanlar)
Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube: Crustacea (Kabuklular)
Ust Sinif?: Allotriocarida

Sinif: Branchiopoda (Bronglular)
Alt Smif: Pyhllopoda

Ust Takim: Diplostraca

Takim: Anomopoda

Familya: Daphniidae (Daphnialar)
Cins: Daphnia

Tiir: Daphnia magna

10
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Sekil 2.3.Daphnia cinsi su pirelerinin en yaygin tiirler; a) Daphnia magna (Ebert 2006);
b) Daphnia cucullata (Drabiniok 2021); ¢) Daphnia pulex (Ebert 2022); d) Daphnia
longispina (Drew 2017)

2.5. Daphnia magna Biyolojisi
2.5.1. Fizyolojisi

Daphnia magna, Pyhllopoda alt sinifina ait olan ve kalsifiye olmamis bir kabukla
(karapaks) cevrelenmis viicuda sahip kiiclik canlilardir. Karapaksin biiyiik bir kismi
polisakkarit yapili bir bilesik olan kitinden olusmaktadir. Daphnia, 6nden arkaya dogru
sirastyla anteniiller, ikinci antenler (yiizme islevi gormektedir), maksillalar ve
mandibullarla birlikte toplam 10 ¢ift uzva sahiptir. Daphnia tiirlerinin bazilarinda 5,
bazilarinda ise 6 ¢ift gdvde uzvu mevcuttur. Bu uzuvlar genellikle beslenme ve solunum
islevleri icin 6zellesmislerdir. Abdomende ise 1 ¢ift kanca seklinde yap1 yer almaktadir.
Viicut uzunluklar1 0.5 mm ila 6 mm arasinda degisiklik gostermektedir. Disilerin viicut
uzunlugu genellikle 6 mm’ye kadar, erkeklerin ise 2 mm’ye kadar ulagmaktadir (Ebert

11
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2005). Erkek Daphnia’lar disilere gore daha kiiglik boyutta olmalarina ragmen antentilleri
daha biiytiktiir. Erkekler, modifiye olmus post abdomen yapilariyla ve ¢iftlesme sirasinda
disiyi kavrama islevi géren kanca benzeri yapilara doniisen birinci bacaklariyla ayirt
edilmektedir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Disi bir Daphnia’nin diagramatik anatomisi; 1) Frontal organ; 2) Ozefagus; 3)
Anten adiiktor kasi; 4) Anten; 5) Anten levator kasi; 6) Kalp; 7) Yumurtalik; 8) Kulucka
kesesi; 9) ince kabuklu yumurtalar; 10) Abdominal ¢ikintilar; 11) Apikal igne; 12) Post
abdomen; 13) Post abdominal kanca (¢ift); 14) Aniis; 15) Rektum; 16) Karapaks; 17)
Filtre killar1; 18) 2. ve 3. torasik ekler; 19) Kabuk bezi; 20) Maksilla (korelmis); 21)
Mandibul; 22) Agiz; 23) Labrum; 24) Anteniil; 25) Rostrum; 26) Hepatik c¢eka; 27)
Osellus veya nauplius goz; 28) Optik gangliyon; 29) Optik sinirli bilesik goz; 30) Ense
veya boyun organi (Ward’s Science 2021)

2.5.2. Uremesi ve gelismesi

Daphnia’nin lireme dongiisii eseysiz ve eseyli olmak iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Eseysiz liremede, erigkin disiler her kabuk degistirmenin ardindan
partenogenetik yumurtalar tiretmektedir. Yumurtalar, dorsal kisimda konumlanmistir ve
kulucka kesesi abdominal ¢ikintilar tarafindan kapatilmigtir. Embriyolar ortalama 1
giinde yumurtadan ¢ikmaktadir. Yaklasik 3 giin sonra ise yavru Daphnia’lar annenin post
abdomenin ventral fleksiyonu ile serbest birakilmaktadir (Sekil 2.5).

12



KAYNAK TARAMASI A. CETIN

Sekil 2.5. Eseysiz lireme ile olusan yavru bireyleri serbest birakan disi Daphnia nin
renklendirilmis goriintiisii (Miss 2019)

Dogan yavru bireyler morfolojik olarak eriskin Daphnia’ya benzemektedir.
Erigkin bireyden farkli olarak yavru bireylerde heniiz kulugka kesesi gelismemistir. Cogu
Daphnia tiiriinde 4-6 jiivenil evreden sonra yumurta iiretimi baslamaktadir. Ilk
yumurtalar kulugka kesesine yaklasik 5 ila 10 giin sonra birakilmaktadir. Eger beslenme
kosullar1 yetersiz ise bu siire uzayabilmektedir.

Eseyli tiremeyle olusan yumurtalar ise melaninle kaplanmais epifiyum (ephippium)
ad1 verilen eyer benzeri koruyucu bir yap1 i¢inde kapsiillenmektedir (Sekil 2.6). Bu
kapsiillenmis yumurtalar dinlenme (diyapoz) amaciyla {iretilmektedir. Epifiyum
genellikle 2 yumurta icermektedir fakat bazen tek yumurta icerdigi veya tamamen bos
oldugu halleri de gozlenmistir. Epifiyum kabuk degistirme sirasinda atilmaktadir.

a) b)

Sekil 2.6. Eseyli iireme sonucunda olusan yumurtalar a) Iki yumurta igeren diyapoz
halindeki epifiyum (Lass 2023); b) Epifiyum tasiyan Daphnia magna (Ebert 2005)
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Genellikle epifiyumlar Sekil 2.7°de gosterildigi gibi eseyli iiremeyle
iiretilmektedir. Fakat baz1 bolgelerde zorunlu partenogenetik Daphnia tiirleri, diploid
epifiyumlari eseysiz olarak da tiretebilmektedir.

Eseyli iireyen bir disi birey, hem erkek hem de disi yavrular liretebilmektedir.
Dollenme erkek bireylerin disilerle ¢iftlesmesi yoluyla gerceklesmektedir.

;

Eseysel
lireme

Eseysel

yumurta /

Diyapoz
Partenogenetik
lireme
‘Yumurtadan Partenogenetik
gtkma avru disi
¥ § Q Haploid
yumurta
Q olusumu
Eseysel
disi
Q S d
Partenogenetik
yavru erkek

Sekil 2.7. Daphnia magna nin eseyli ve partenogenetik iireme dongiisii (Ebert 2005°ten
uyarlanmistir)

2.5.3. Beslenmesi

Yasst yaprak benzeri filopodlar (uzantilar) sayesinde gogilis apendiksleri
tarafindan bir filtreleme aparati olusturmaktadir. Kabugun gégiis a¢iklig: i¢inde su akimi
olusturarak tek hiicreli alglerin, bakterilerin ve detritusun (biyolojik kalintilarin) burada
toplanmasini saglamaktadir. Su akiminin yonii anteriordan (6nden) posteriora (arkaya)
dogrudur. Boylece suda asili kalan besinler olusan bu filtre sistemi yardimiyla
yutulmaktadir. Karinda bulunan 6zel setalar yutulan parcaciklarin yiyecek oluguna
aktarilmasini saglamaktadir.

Daphnia’nin sindirim sistemi, 6zofagus, orta bagirsak ve arka bagirsak olmak
lizere ii¢ ana boliimden olusan, biiyiik 6l¢iide tiibiiler bir yapiya sahiptir. Orta bagirsagin
bas kisminda yer alan ve kolaylikla gozlemlenebilen iki kiig¢iik sindirim ¢ikintisi
(diverticula) bulunmaktadir. Orta bagirsak, epitel doku ile kaplidir ve mikrovilus yapilari
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icermektedir. Bagirsak duvarimin peristaltik kasilmalari, besini sindirim kanalinda
ilerletirken, peritrofik membran besini c¢evreleyerek sindirim ¢ikintilarina girisini
engellemektedir. Epitel hiicreleri, partikiilleri fagositoz yoluyla degil, molekiilleri
absorbe ederek sindirime katkida bulunmaktadir. Orta bagirsagin 6n kisminda pH 6-6.8
arasinda, arka kisminda ise pH 6.6-7.2 arasinda degismektedir. Besin, arka bagirsaktan
peristaltik hareketlerle disar1 atilmaktadir, ancak bu silireg, yeni alinan besin
partikiillerinin olusturdugu basinca da baghdir.

Daphnia’nin rengi, agirlikli olarak tiikettigi besinlere bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Yesil alglerle beslenen bireyler, seffaf olup hafif yesil veya sar1 bir tona
sahipken, bakterilerle beslenenler beyaz ya da somon-pembe renkte olabilmektedir.
Beslenme diizeyi iyi olan bireyler, a¢ kalanlara kiyasla daha belirgin renklere sahiptir.

2.5.4. Dolasim sistemi

Daphnia, agik dolagim sistemine sahiptir. Kalp, dorsal bolgede, yumurta kesesinin
on kisminda yer alir. 20°C sicaklikta dakikada ortalama 200 kez atmakta olup, sicaklik
diistiikce kalp atim hiz1 da azalmaktadir. Kan hiicreleri, seffaf viicut yapisi sayesinde
viicut boslugunda hizli bir sekilde hareket ederken kolaylikla g6zlemlenebilmektedir.
Oksijen taginimini desteklemek amaciyla, Daphnia gok alt birimli ve ¢ok domeinli biiyiik
bir makromolekiil olan ekstraseliiler solunum proteini hemoglobine (Hb) sahiptir. En az
dort farkli hemoglobin geni bulunmaktadir. Daphnia, sudan oksijen alimin1 artirmak i¢in
daha fazla hemoglobin iretme egilimindedir. Cevresel degisimlere (oksijen
konsantrasyonu, sicaklik) bagli olarak hemoglobin konsantrasyonu yaklasik 20 kat
degisebilmektedir. Oksijenle yiiklii oksi-hemoglobin kirmiz1 renkte olup, seffaf viicut
yapisina sahip organizmalara kirmizimsi bir gériiniim kazandirmaktadir.

2.5.5. immiin sistemi

Pek cok omurgasiz tiirde oldugu gibi, iyi gelismis bir dogustan gelen bagisiklik
sistemine sahiptir. Bu sistem; profenoloksidaz (proPO) aktivasyon sistemi yoluyla
melanizasyon, pihtilasma siireci, fagositoz, yabanci maddelerin kapsiillenmesi,
antimikrobiyal aktivite ve hiicre agliitinasyonu gibi mekanizmalar1 igermektedir
(Soderhéll ve Cerenius 1992). Daphnia’da bu mekanizmalardan yalnizca proPO sistemi
(Mucklow ve Ebert 2003) ve fagositoz (Metchnikoff 1884) dogrudan tanimlanmis olsa
da diger mekanizmalarin da islevsel oldugu diistiniilmektedir. ProPO sistemi, yalnizca
parazitlere kars1 savunma saglamakla kalmayip, ayni zamanda kutikulanin yara iyilesme
stirecinde de rol oynamaktadir.

2.6. Daphnia’nin Model Organizma Olarak Kullanim
Daphnia magna, ekolojik ve toksikolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan

bir model organizmadir. Model organizma olarak secilmesinin bazi temel nedenleri vardir.
Bunlar ¢esitli alt bagliklarda incelenmektedir.
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2.6.1. Ekolojik ve ¢cevresel onemi

Daphnia magna, tath su ekosistemlerinde anahtar bir tlirdiir ve besin zincirinde
onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, c¢evresel degisikliklerin biyolojik etkilerini
incelemek i¢in uygun bir organizmadir (Lampert 2011).

2.6.2. Toksikoloji ve ekotoksikoloji calismalarinda kullanimi

Daphnia magna, ¢evresel toksikoloji testlerinde yaygin olarak kullanilir ve OECD
(Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii) ve EPA (Cevre Koruma Kurumu) tarafindan
standart test organizmasi olarak kabul edilmistir (OECD 2004). Cesitli kimyasallarin
(pestisitler, agir metaller, farmasotik atiklar vb.) sucul canlilar iizerindeki etkilerini
incelemek i¢in kullanilmaktadir (Guilhermino vd. 2000).

2.6.3. Genetik ve molekiiler biyoloji calismalarinda 6nemi

Daphnia magna'nin genomu tamamen dizilenmistir ve ¢evresel stres faktdrlerine
nasil tepki verdigi lizerine genetik calismalar yapilabilmektedir (Colbourne vd. 2011). Bu
ozellikleri sayesinde evrimsel biyoloji, adaptasyon ve gen-gevre etkilesimleri iizerine
arastirmalarda kullanilmaktadir.

2.6.4. Yetistirilme avantaji

Parthenogenetik tlireme 0Ozelligi sayesinde genetik olarak homojen bireyler
uiretilebilmektedir (Ebert, 2005). Kisa yasam dongiisii (yaklasik 2 hafta i¢inde iireme)
sayesinde deneylerin hizli sonu¢ vermesini saglamaktadir (Taylor vd. 1999). Kii¢iik
boyutlar1 ve laboratuvar ortaminda kolay bakimi, aragtirmalarda kullanimin1 pratik hale
getirmektedir.

Sonug olarak Daphnia magna, ekotoksikoloji, genetik, evrimsel biyoloji ve ¢evre
bilimleri gibi bir¢ok farkli alanda 6nemli bir model organizma olarak kullanilmaktadir.
Kisa nesil stiresi, genom dizisinin tamamlanmis olmasi ve ¢evresel streslere duyarliligi
gibi 6zellikleri sayesinde bilimsel ¢aligmalarda yaygin olarak tercih edilmektedir.

2.7. Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1984 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir ve bilim diinyasinda devrim niteliginde bir bulus olarak kabul edilmistir.
Real Time PCR ya da diger tamimiyla Kantitatif PCR (qPCR) olarak da adlandirilan
teknikte ya dogrudan DNA’nin istenilen fragmenti amplifiye edilmektedir ya da dnce
RNA’dan komplementer DNA (cDNA) sentezlenmekte sonra amplifikasyon
gerceklestirilmektedir. Bu hassas molekiiler yontem hedef DNA fragmentlerini 6zgiin
primerler ve problar yardimiyla sicaklik dongiisii uygulanarak es zamanli olarak
cogaltilmasi ve kantitatif (sayisal) olarak izlenmesi prensibine dayanmaktadir (Heid vd.
1996; Bustin 2000).

RNA’dan c¢cDNA’nin gercek zamanlhi olarak c¢ogaltilarak hedef genlerin
ekspresyon diizeylerinin kantitatif olarak analiz edilmesi Ters Transkripsiyon Kantitatif
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(Reverse Transcription Quantitative) PCR olarak tanimlanir (Nolan vd. 2006). Ters
transkripsiyon isleminin gerceklestirilme sekline gore iki farkl tiirii mevcuttur; PCR aymi
tiipte yapilirsa tek adimli RT-gPCR, ayr tiiplerde yapilirsa iki Adimli RT-qPCR olarak
adlandirilmaktadir (Zhao ve Wurst 2001).

qPCR uygulamalar;; SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ve Allel
diskriminasyonu, DNA hasarmin belirlenmesi, kopya kayisi/varyasyon analizi (CNV),
mutasyon tespiti, metilaston tespiti, kromozom bozukluklarinin tespiti, patojen tespiti ve
genotipleme gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

PCR siireci ii¢c ana asamadan olusmaktadir: Ilk olarak, DNA ¢ift sarmalinin
yiiksek sicaklikta denatiirasyonu (denaturation), ardindan primerlerin hedef DNA'ya
baglanmasi (annealing) ve son olarak, DNA polimeraz enzimi ile DNA zincirinin uzamasi
(extension) agamalar1 yer almaktadir (Sekil 2.8).

I I I
primer
I
cift zincirli
DNA I I I
ayrilma baglanma uzama
asamasi asamasl asamasi
(denaturation) (annealing) (extention)

Sekil 2.8.PCR dongiisel asamalar1 (Mondal 2023’ten uyarlanmigtir)

qPCR, her DNA amplifikasyon dongiisiinii, genellikle floresan 151k yayan boyalar
veya diziye 0zgii sentetik oligoniikleotidler kullanarak, bilgisayar ekraninda es zamanh
gozlemler yapilmasini saglamaktadir. qPCR’da DNA'y1 6l¢mek i¢in kullanilan bu iki ana
yontemin birbirinden farkli avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. SYBR Green (S$ekil 2.9a)
ve EvaGreen (Sekil 2.9b) gibi interkalator boyalar DNA dizisiyle bagimsiz bir sekilde
baglandig1 icin sadece hedef gen degil, tiim c¢ift sarmalli DNA'ya (dsDNA)
baglanmaktadir. Diger yandan bir hidroliz probu olan TagMan probu (Sekil 2.9¢), hedef
DNA dizisine spesifik olarak baglanmaktadir. Bdylece yan iiriinlerin ve primer
dimerlerinin floresan sinyal vermesini engellemektedir. Bu sayede ¢ok daha hassas ve
dogru sonuglar elde edilmektedir. SYBR Green/EvaGreen gibi floresan 151k yayan
boyalar ve TagMan prob gibi diziye 6zgii prob 6zellikleri bakimindan Cizelge 2.2°de
birbirleriyle karsilastirilmistir.
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a) SYBR Green Assay b) EvaGreen Assay
DNA DNA
baglanmamis @ baglanmamis
Denatiirasyon  ® ® SYBR Green Denatiirasyon EvaGreen
e 2 @
[s)
@ @
Uzama baglanmis Uzama baglanmis
—p ) .‘__§¥BR Green _H.'L - ! EvaGreen
D

PCR sonu ¢ PCR sonu

® @

c) TagMan Assay

Forward R TagMan
primer 5 prob
5] e SEETTEEEEE » 3
I3 5
I5* - ¥

A

T
Reverse
primer

3 5
3

- 15'
Reverse
primer

Forward ‘e‘ *
primer A
; = o™ >

5’
3

&

5’ = 3
Reverse
primer

Sekil 2.9.qPCR’da baslica kullanilan floresan 151ma yapan boyalar ve TagMan prob; a)
SYBR Green boyasinin diziden bagimsiz olarak DNA amplikonlarina baglandiginda
floresan miktar1 artmaktadir (Fraga 2008’den uyarlanmistir); b) EvaGreen boyasi diziden
bagimsiz olarak ¢ift sarmalli DNA’ya baglanarak floresan 1s51ma vermektedir; ¢) TagMan
probda, 5’ ucunda floresan raporlayici boya (reporter dye), 3’ ucunda sondiirticii molekiil
(quencher dye), ortasinda ise hedef DNA dizisine 6zgii kisa bir oligoniikleotid dizisi
mevcuttur ve Taq polimeraz sentez sirasinda 5’—3’ ekzoniikleaz aktivitesi ile karsisina
cikan probu parcalaylp 5’ ucundaki floresan boyanin 3’ucundaki sondiiriiciiden
uzaklagsmasini saglayarak floresans sinyali vermektedir (Butler 2005’ten uyarlanmistir)
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Bu calisma kapsaminda, iki adimli RT-qPCR yontemi tercih edilmistir. Gen
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde SYBR Green floresan boyasi kullanilmistir.
SYBR Green, diziye bagimli olmaksizin dsDNA’nin mindr oluguna baglanan bir floresan
boyadir (Arya vd. 2005). Bu boya, DNA'ya baglanmadig1 zaman daha zayif bir floresan
sinyali {iiretirken, mindr oluga baglandiginda giiclii bir floresan sinyali tiretmektedir
(Tajadini vd. 2014). Sonug olarak, reaksiyon tiiplinde dsDNA miktar arttikgca, SYBR
Green'in baglanma kapasitesi de artmaktadir ve floresan sinyalinin siddeti
yukselmektedir.

Cizelge 2.2. SYBR Green floresan boya, EvaGreen floresan boya ve TagMan probun
kiyaslamasi

Ozellik EvaGreen SYBR Green TaqMan
Floresans Cift sarmalll Cift sarmalll Hri%efgzgggi?;zz?n al
baglanma tipi DNA'ya baglanir DNA'ya baglanir Serir pare Y
Spesifiklik Orta Diistik Yiiksek
Primer
dimerlerinden Etkilenir Etkilenir Etkilenmez
etkilenme
Multiplex PCR Uygun (farkli renkli
uygunlugu Zayif (tek renk)  Zayif (tek renk) problarla)

Erime egrisi . . C e
(Melt Curve) Gerekli Gerekli Gerekli degil
Kullanim Tasarim ve sentez
kolaylig1 Kolay Kolay gerektirir
HRM ,
(High Resolution P}Llligrelk stabilite) Sﬁe;ﬁllllzey Kullanilamaz
Melting) Y yu
Polimeraz 5'—>3' ekzoniikleaz
. DNA polimeraz ~ DNA polimeraz aktivitesi olan Taq
enzimi . .
polimeraz gerekir
Maliyet Diistik Diistik Yiiksek
Kantifikasyon . .
dogrulugu Orta-Yiiksek Orta Cok yiiksek
'T01§51'51te / PCR Diisiik ]')al}a'yuksek PCR Yok
inhibisyonu inhibisyonu
Hedefe 6zgii gen
Kullanim amaci Genel gPCR, Genel gPCR ekspresyon analizi,
HRM .
kantifikasyon
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu tez calismasinda materyal olarak su pireleri (Daphnia magna) kullanilmistir.
Materyal temini Antalya’da balik yemi {iretimi yapan bir ¢iftlik tarafindan saglanmistir.
Canli olarak denemenin yapildig1 laboratuvara taginan su pirelerinin mikroskop altinda
morfolojik ozelliklerine gore tiir tayini yapilmistir ve in vitro ortamda stok akvaryuma
transfer edilmistir (Sekil 3.1).

T ———

pe—

Sekil 3.1. Mikroskop altinda Daphnia magna tiir tayini yapilmasi

3.1.1. Arastirma yeri

Tez kapsaminda gerceklestirilen calismalar Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Bolimiine ait Hayvansal Biyoteknoloji Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

3.1.2. Tez ¢cahismasinda kullanilan Kitler

Tez ¢alismasmin molekiiler ¢alismalarin ticari kitler kullanilmistir ve kullanilan
kitleri tanimlayan bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez ¢aligmasinda kullanilan hazir kitlere ait bilgiler

Hazir Kitin Adi Markasi Kullanim Amaci

RNeasy Mini Kit Qiagen RNA eldesi

QuantiTect® Reverse
Transcription Kit
QuantiNova® SYBR® Green

Qiagen cDNA sentezi

Qiagen RT-PCR

PCR Kit
Telomerase Activity ScienCell Telomeraz enzim aktivitesinin
Quantification qPCR Assay Kit kantitatif olarak dlciilmesi
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3.1.3. Tez ¢calismasinda kullanilan cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihazlara ait bilgiler Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Tez calismasinda kullanilan cihazlara ait bilgiler

Cihaz Ad1 Markasi Kullanim Amaci
Real Time PCR BioRad RT-PCR caligmalari
Thermo .
Thermal Cycler Fisher PCR amplifikasyonlar1
Sogutmali Santrifuj Hettich I}Iuklelk .asr[ ekstraksiyonunda sicaga hassas
orneklerin bozulmadan seperasyonu
Mini Santrifiij Hettich Cesitli ¢ozelti hazirlama ve separasyon
Laminar Kabin ESCO RNA ekstraksiyonu
-20 °C Dolap Indesit Doku ve RNA o6rneklerinin saklanmasi
Sl Do New' Doku ve RNA 6rneklerinin saklanmasi
dondurucu Brunswick
Jel Gorilintiileme Syngene PCR iiriinlerinin jelde tespit edilmesi
Saf Su Cihazt Nuk%elk asit ekstrakmyonl.l' ve PCR
tepkimeleri i¢in tampon ¢ozelti hazirlanmasi
Otoklav TOMY Sarf malzemelerin sterilizasyonu
Hassas Terazi DESIS Hassas dlgtimler
DNA/RNA ekstraksiyon ornekleri, PCR
Yatay Elektroforez . uriinleri ve enzimatik kesim sonucu olusan
. . BioRad . -
Sistemi fragmentlerin ayiriminin saglanmasi ve
goriintiilenmesi
Elektroforez Giig . Elektroforez islemi i¢in gerekli kesintisiz
< BioRad .. . ; <
Kaynagi diizenli elektrik akiminin saglanmasi
Otomatik Pipetler Eppendorf  Mikro seviyede likit karisimlarin hazirlanmasi
Mikro Dalga Firin Argelik Cozeltilerin hazirlanmasi ve jel hazirlama
Su Banyosu Isolab Enzimatik reaksiyonu durdurma
pH Metre Isolab Sularm pH o6l¢iimii
BioDrop Biochrom  RNA 6l¢limii
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3.2. Metot
3.2.1. Daphnia magna Kiiltiirii ve deneme dizayni

Deneme materyali olarak kullanilan su pireleri plastik torba i¢erisinde denemenin
ylriitiildiigii laboratuvara tasindiktan sonra igerisinde 15 litre su olan balik akvaryumuna
birakilmistir. Bu sekilde 30 dakika bekletilen su pirelerinin yeni ortama adaptasyonu
saglanmistir. Bu siirenin sonunda torbadaki su ile birlikte Dapnia’lar akvaryuma
bosaltilmistir. Akvaryumda ticari olarak satilan 8.84 pH degerinde i¢cme sulari
kullanilmistir (Sekil 3.2). Akvaryuma uyum saglayan Daphnia’lar 22 + 2°C sicaklik ve
16:8 saat aydinlik:karanlik fotoperiyot siiresine maruz birakilmistir.

T LAR P A T A T TN e

Sekil 3.2. Denemede kullanilan Daphnia’larin akvaryuma alistirma stireci

3.2.2. Akvaryumdaki ve beherdeki Daphnia’larin beslenmesi

Denemenin baglangicinda su pirelerinin beslenmesinde literatiir bilgisine uygun
olarak ticari bir firmadan temin edilen Chlorella vulgaris tiri alg kullanilmistir (Poirier
vd. 1988). Haftada 2 kez olacak sekilde 250 ml igme suyuna 200 mg Chlorella vulgaris
eklenmistir ve hazirlanan algli su akvaryum suyuna ilave edilmistir (Sekil 3.3). Ancak,
muamele gruplarinda pH degisimleri sebebiyle yiiksek 6liim ger¢eklesmistir. Bu sorunu
asmak i¢in yine literatlirde Onerildigi gibi deneme gruplarina ek besin maddesi olarak
yaklagik 100’er mg haglanmis yumurta saris1 da verilmistir.
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Sekil 3.3. Chlorella vulgaris’'in hassas terazide tartilmasi; a) Tartimdan 6nce kabin
darasinin alinmast; b) 200 mg toz Chlorella vulgaris ’in tartilmasi

3.2.3. Deneme gruplarinin hazirlanmasi

Tez projesinin asil arastirma konusuna baslamadan Once ©n ¢alismalar
gergeklestirilmistir. Bu calismalarda, her muamele grubu i¢in 100 ml seyreltme suyu,
dijital pH-metre ile ayarlanip elektrotlar 4.01, 7.01, 10.01 tamponlarla kalibre edilmistir.
Diisiik pH degerleri (asidik) IN HCIl ve yiiksek pH degerleri (bazik; alkali) ise 1IN NaOH
ile ayarlanmistir.

Calismada olusturulan ii¢ farkli pH degerlerine sahip asidik, n6tr ve bazik sularin
pH degerleri su sekilde ayarlanmistir; Kontrol grubu: pH=8.33, Muamele A: pH=4.55 ve
Muamele B: pH=10.13. Deneye baslamadan once her bir gruptan birer adet olacak sekilde
asidik (A), kontrol (K) ve bazik (B) beherler olmas1 gereken pH’larda 6n deney diizenegi
olarak hazirlanmistir (Sekil 3.4). Asit, kontrol ve baz gruplari i¢in 1L’lik siselere stok
sular hazirlanmistir (Sekil 3.5). pH’lara gore hazirlanan sentetik sulardan 7 giinliik 6n
demene boyunca beherlere aktarilmig ve canlilik takibi yapilmistir. Bu canlilik takibine
gore beherlerdeki su miktar1 ve birey sayis1 hesaplanmstir.
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Sekil 3.5. Deneme siiresince kullanilan pH degerleri ayarlanmis stok sular

Deneyler, 200 ml sentetik tatli su ortami iceren 250 ml’lik cam beherlerde
kontrol/muamele gruplar i¢in {iger tekerriirlii ve popiilasyon yogunlugu birey/2 ml (en
az) su olacak sekilde gergeklestirilmistir. Her bir behere ayr1 hava vanalarina baglanmis
hava taglart ile oksijen verilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Asit, kontrol ve baz olmak iizere iiger tekerriirlii hazirlanan deney gruplari

3.2.4. Daphnia magna’nin kalp atim sayisinin hesaplanmasi

Uc farkli pH degerine gére hazirlanmis beherlerde 7 giin siireyle 6n denemeye
tabi tutulan Daphnia’larin saglik durumlarini degerlendirmek amaciyla, rastgele secilen
bireylerin kalp atimlart mikroskop altinda 1 dakika boyunca videoya kaydedilmistir ve
daha sonra sayilmistir. Bu hesaplama yapilirken “Basit Gézlem Metodu” denilen bir
yontem kullanilmistir. Yontemin asamalari su sekildedir:

Preparasyon: Farkli pH gruplarindaki beherlerde bulunan Daphnia magna’lar
stres yaratmamaya dikkat edilerek oda sicakliginda kiiclik bir petriye alinmistir.
Mikroskop altinda rahat goriintiileme yapmak i¢in Daphnia magna’nin etrafindaki suyun
bir kism1 mikropipet kullanilarak atilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Daphnia magna’nin mikroskop altinda goriintiillemeden 6nceki preparasyonu
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Petriye alinan Daphnia magna’lar mikroskop altinda incelenmistir. Kalbinin net
gorintiisii elde edilecek sekilde mikroskopta konumu ayarlanmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. On denemeler sonunda rastgele segilen Daphnia magna’nin mikroskop altinda
kalp atimlarinin belirlenmesi

Sayim: Ug farkli pH’ya gére hazirlanan beherlerden rastgele secilen Daphnia’nin
kalp atislarin1 saymak i¢in mikroskop altinda 1 dk’lik bir video ¢ekilmistir. Bu video
boyunca basitge manuel olarak sayilmistir. Ornegin 15 saniye boyunca manuel olarak
sayildiginda kalp atiglarini 4 ile ¢arparak dakikadaki kalp atis hiz1 (bpm) elde edilmistir.
Manuel sayim haricinde el sayaci ve dijital saya¢ kullanilarak dogrulama yapilmastir.

Kayit: Daphnia magna’nin kalp atig sayisi, suyun sicakligit ve Daphnia'nin
davranisinda veya kalp atis ritminde gozlemlenen degisiklikler gibi diger ilgili veriler
kaydedilmistir.

3.2.5. Primerlerin tasarlanmasi

NCBI GenBank veri tabaninda kayith referans mRNA sekanslarina gore
telomeraz geninin transkript dizileri (XM 032923518.2, XM 032923521.2,
XM 032923519.2, XM 045169747.1, XM 0329235222 ve XM 045169748.1)
se¢ilmigtir. Primer tasarimi, NCBI Primer-BLAST araci1 kullanilarak gerceklestirilmis
olup, tasarim siirecinde her bir transkripte 6zgiilliik, benzer erime sicakligi (Tm), uygun
GC icerigi ve ikincil yap1 olusumlarinin (hairpin, dimer vb.) dnlenmesi gibi kriterler
dikkate alinmistir. Ger¢ek zamanli PCR analizlerinde gen ekspresyon diizeylerinin
normalize edilebilmesi amaciyla, evrensel ekspresyon profili sergileyen ve siklikla
referans gen olarak kullanilan B-aktin geni i¢ kontrol olarak kullanilmistir. Tasarlanan
tiim primer ¢iftlerine ait diziler, hedef transkriptler, tahmini iirlin boylar1 ve diger temel
ozellikler Cizelge 3.3’te sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Tez ¢alismasi i¢in tasarlanan Daphnia magna telomeraz transkriptlerine ait
qPCR primer dizileri ve 6zellikleri

Primer Adi g(l;l) Sekans (5'->3") be¢
x1- XM 0329235182 F  59.69 ATCTCACGCTCATAGCCGTC 20
x1- XM 0329235182 R 59.97 CGTACCAGTCCAGCTGTTGT 20
x2- XM 032923521.2F  59.97 CGACCAAACCAACCAGCAAG 20
x2- XM 032923521.2 R 59.97 GCCAAACGATCAATCTCGCC 20
x3- XM 0329235192 F  59.67 TCGAGTGGGAGGTGATGGTA 20
x3- XM 032923519.2R  57.98 AGGAATTCTTTCCAATTCACCCT 23
x4- XM 045169747.1 F  59.97 CGACCAAACCAACCAGCAAG 20
x4- XM 045169747.1 R 59.97 GCCAAACGATCAATCTCGCC 20
x5- XM 0329235222 F  58.35 GCTAGCCTCATCAATATCCATAACT 25
x5- XM 0329235222 R 60.11 GACGCCAATTTCCCGAACAC 20
x6- XM 045169748.1 F  57.75 GCCGTCATGAAAAGAATCTAATGTA 25
x6- XM 045169748.1 R 60.04 TCAGGCGTCTGAACATGGAC 20
B-aktin F 66.00 GCCCTCTTCCAGCCCTCATTCT 22
B-aktin R 56.00 TGGGGCAAGGGCGGTGATTT 20

Tm: Thermal melting, b¢: baz ¢ifti (uzunluk), F: forward, R: Reverse

3.2.6. Daphnia magna’dan RNA izolasyonu

Hem enzim aktivitesi hem de gen ekspresyon c¢aligmalar1 tiim 6rnek ilizerinde
yapilmis olup RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit protokoliine gore
yapilmistir (Sekil 3.9).

Stabilize edilmemis taze veya dondurulmus dokular i¢in prosediir uygulanmistir:

1. Kiti kullanmadan 6nce 1 ml tampon RLT bagsina 10 ul f-merkaptoetanol ¢ceker ocakta
eklenmistir.

2. Tampon RPE iizerine sisede belirtildigi gibi 4 hacim etanol (%96-100) eklenmistir.

3. Baslangi¢ materyali olarak yaklasik 10 adet Daphnia magna hassas terazide ~20 mg
olacak sekilde tartilmistir. Her bir beherden alinan Daphnia’lar steril petri igine
aliarak 3 kez saf su ile yikanmistir. Taze Ornekler kit i¢inden ¢ikan 1.5 ml’lik
eppendorf tiiplere alinmistir.

4. 20-30 mg tiim doku tizerine 600 pul RLT tampon eklenmistir ve homojen hale gelene
kadar doku pargalanmaistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Lizat 3 dakika tam hizda 20-25 °C’de santrifiijlenmistir.

Stipernatan pipetleyerek ¢ikartilmis ve yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilmastir.
Sonraki adimlarda yalnizca bu silipernatan kullanilmstir.

Temizlenmis lizata 1 hacim %70 etanol eklenmistir ve pipetleyerek karistirilmastir.
RNeasy spin kolonu, 2 ml’lik toplama tiipiline yerlestirilmistir.

Olusmus olabilecek herhangi bir ¢okelti dahil olmak iizere 700 ul’ye kadar numune
RNeasy spin kolona aktarilmistir.

> 8000 x g’de (> 10.000 rpm) 15 saniye santrifiijlenmistir.

Dipte biriken suyu atilmistir. Pegeteye vurarak kurutulmus ve ayni1 2 ml’lik toplama
tiip tizerine ayn1i RNeasy spin konolunu yerlestirilmistir.

RNeasy spin kolon iizerine 700 pl tampon RW1 eklenmistir.
Tiipler > 8000 x g’de (= 10.000 rpm) 15 saniye santrifiijlenmistir.

Dipte biriken suyu atilmistir. Peceteye vurarak kurutulmus ve ayni1 2 ml’lik toplama
tiip tizerine ayn1t RNeasy spin konolunu yerlestirilmistir.

RNeasy spin kolon iizerine 500 pl tampon RPE eklenmistir.
Tiipler > 8000 x g’de (= 10.000 rpm) 15 saniye santrifiijlenmistir.

Dipte biriken suyu atilmistir. Peceteye vurarak kurutulmus ve ayni1 2 ml’lik toplama
tiip lizerine ayn1 RNeasy spin konolunu yerlestirilmistir.

RNeasy spin kolon iizerine 500 pl tampon RPE eklenmistir.

Tiipler > 8000 x g’de (= 10.000 rpm) 2 dakika santrifiijlenmistir.

RNeasy spin kolonu dikkatlice aldiktan sonra 2 ml’lik toplama tiipii atilmistir.
RNeasy spin kolonu yeni bir 1.5 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.
RNeasy spin kolon iizerine 30 - 50 ul RNAse icermeyen su eklenmistir.

RNA’y1 eliiye etmek i¢in tiipler > 8000 x g’de (= 10.000 rpm) 1 dakika
santrifiijlenmistir.

Elde edilen eliit hacmi not edildikten sonra RNA’lar RT-PCR islemine kadar -
80°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.9. Daphnia magna’dan RNA izolasyon ¢aligmalari

3.2.7. RNA’nin kantitatif tayini

izole edilen RNA’larin kantitatif analizi BioDrop ile yapilmistir (Sekil 3.10).
RNA preparasyonlarinin yaklasik saflig1 260 ve 280 nm’deki absorbanslarin oraniyla
(A260/A280) belirlenmistir. Saf RNA i¢in OD260/0D280 oran1 2.0 olmalidir (Cizelge
4.1).

Sekil 3.10. izole edilen RNA’nin safliginin 8lgiilmesi

3.2.8. cDNA sentezi

Orneklerden izole edilen RNA’lar gPCR cihazinda kullanilmak iizere Qiagen
QuantiTect® Reverse Transcription Kit’i yardimiyla cDNAya ¢evrilmistir.
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10.

11.

Template RNA buz iizerinde ¢oziilmiistiir.

Kitin i¢inden ¢ikan gDNA Wipout Buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase,
Quantiscript® RT Buffer, RT Primer Mix ve RNaz igermeyen su oda sicakliinda
¢Ozilmiustiir.

Tiipler hafif¢e vurularak karistirilmistir.

Tiplerin etrafinda kalan sivinin toplanabilmesi i¢in, tiipler kisa siireli santrifiijlenmis
ve ardindan buz {izerinde bekletilmistir.

Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu buz iizerinde Cizelge 3.4'e gore
hazirlanmistir.

42°C'de 2 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler hemen buzun iizerine
yerlestirilmistir.

Reverse Transcription Master Mix’i Cizelge 3.5’e gore hazirlanmatsir.

Reverse Transcription Master Mix igeren her tiipe 5. adimda hazirlanan (14 pl) RNA
Template eklenmistir.

Tiipler 42 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Quantiscript Reverse Transcriptase enziminin inaktive olmasi i¢in 95 °C'de 3 dakika
inkiibe edilmistir.

Reverse Tranascription reaksiyonlari buz iizerine yerlestirilmis ve dogrudan qPCR
ile devam edilmistir.

Cizelge 3.4. Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Hacim/Reaksiyon
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2ul
Template RNA S5ul
RNaz icermeyen su 7wl
Toplam reaksiyon hacmi 14 pl
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Cizelge 3.5. Reverse-transcription reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim/Reaksiyon
Reverse-transcription master mix Lul
Quantiscript Reverse Transcriptase H
Quantiscript RT Buffer, 5X 4 ul

RT Primer Mix 1wl
Template RNA 14 ul

Tiim genomik DNA uzaklagtirma reaksiyonu (adim 3) (adim 5'te eklenmistir)
Toplam reaksiyon hacmi 14 ul

3.2.9. Gercek zamanh PCR (qPCR) ¢alismalari

Deneme gruplari 3 tekerriirlii olarak dizayn edilmistir. Gen ekpresiyon seviylerini
belirleme calismalar1 her bir tekerriir i¢cin 2 defa yapilmistir. Iki asamali RT-PCR i¢in
Qiagen’in QuantiNova® SYBR® Green PCR Kit’in protokolii takip edilerek yapilmistir
(Sekil 3.11).

1. QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix, QuantiNova Yellow Template
Dilution Buffer, Template gDNA veya cDNA, primerler/problar ve RNaz
icermeyen su ¢oziilmiistiir.

2. Cizelge 3.6'ya gore bir reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
3. Reaksiyon karigimini iyice karistirilmistir ve 20 pul PCR plakasinin kuyucuklarina
dagitilmistir.

4. Reaksiyon karisimini iceren PCR kuyucuklaria 3 pl cDNA (<100 ng/reaksiyon)
eklenmistir.

5. qPCR cihaz1 Cizelge 3.7'ye gore programlanmistir.

6. PCR plakast BioRad CFX96 Real Time PCR cihazina yerlestirilerek dongi
programi baglatilmistir.

7. PCR iirtin(ler)inin erime egrisi analizini yapilmistir.
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Cizelge 3.6. SYBR Green qPCR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim/Reaksiyon

2x SYBR Green PCR Master Mix 10 pl

Forward Primer Il

Reverse Primer I ul

RNaz icermeyen su Sul

Template gDNA veya cDNA 30l

(adim 4'te eklenmistir) H

Toplam reaksiyon hacmi 20 ul

Cizelge 3.7. qPCR cihaz protokolii

Adim

Zaman Sicaklik (°C)

PCR baslangig 1s1 aktivasyonu

2 adiml1 dongii

Denatiirasyon

Birlestirilmis baglanma/uzama adimlari
Dongti sayisi

2 dk 95 °C

5 sn 95 °C

10 sn 58 °C
40

Erime egrisi analizi

Sekil 3.11. Gen ekspresyonu i¢in qPCR hazirhigi
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3.2.10. Proteomik analizler

Telomeraz enzim aktivitesinin qPCR’da olgiilmesi i¢in ScienCell Telomerase
Activity Quantification qPCR Assay Kit kullanilmustir. Kit prosediiriinde 3 durma noktasi
mevcuttur ve bu durma noktalarina gére 3 asamali olarak ¢alisma gerceklestirilmistir.

Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi:

1. ~50 mg doku (2-5 milyon hiicre/~20 adet Daphnia) alinmistir.
2. Steril tiipe alinan dokular 1 ml PBS ile bir kez yikanmutir.
3. Yikama isleminden sonra PBS dikkatlice atilmistir. (Durma noktasi #1: hiicre

peletleri -80 °C dondurucuda saklanabilmektedir).

4. Hiicre pelletleri, hiicre lizatlar1 ve reaktifler 4 °C'de veya buz iizerinde
tutulmustur.

5. Kullanmadan hemen o6nce, 0.1 M PMSF izopropanol i¢inde 37 °C'de
cozdiirilmiistiir. Kristaller kaybolana kadar bekletilmistir ve karistirilmigtir.

6. 20 pl/milyon hiicrede kullanilacak liziz tamponu (Cat #8928a) alikotlanarak
hazirlanmstir:

7. 9 x 2.0 (milyon hiicre) x 20 pul x %105 = 378 ul (toplam liziz tamponu)
8. Hazirlanan liziz tamponu 6nceden sogutulmus yeni bir tiipe aktarilmigtir.

9. Her mililitre hiicre liziz tamponu i¢ine 1pul 0.1M PMSF ve 0.3 pl Bmerkaptoetanol
eklenmistir. Eklenecek miktarlar hesaplanmistir:

10. 378 ulx 1 pl/1 ml=0,378 pl --- 0.1 PMSF
11. 378 ul x 0.3 wl/1 ml =0,1134 pl --- B-merkaptoetanol

12.  Hazirlanan liziz tamponundan her bir hiicre peleti lizerine 2.0 x 20 ul = 40 pl
eklenmistir.

13.  Kabarcik olusturmadan 1 ml’lik pipet ucuyla 20 kez yukar1 ve asagi dikkatlice
hiicre peleti pipetlenmistir.

14.  Homojenize edilmis numuneler 4 °C'de 30 dakika bekletilmistir.
15.  Numuneler 12.000-16.000x g'da 4 °C'de 20 dakika santrifiijlenmistir.

16. 15 pl stipernatan/milyon hiicre pelet bozmadan alinarak 6nceden sogutulmus yeni
bir tipe aktarilmistir. (Durma noktast #2: hiicre lizatlarn1 kuru buzla
dondurulabilmektedir veya -80 ° C dondurucuda 1 aya kadar saklanabilmektedir).
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Telomeraz Reaksiyon Kurulumu:
17. 5.5 ul telomeraz pozitif hiicre lizat1 (Cat #8928e) yeni bir tiipe aktarilmistir.

18. Etkisiz hale getirmek i¢in 85 °C'de 10 dakika 1sitilmitsir. Bdylece telomeraz negatif
hiicre lizat1 hazirlanmustir.

19. Tip 1,500x g'da 10 saniye boyunca santrifiijlenmistir ve ardindan buz iizerinde
brrakilmistir.

20. 5x telomeraz reaksiyon tamponu (Cat #8928b) c¢oziildiikkten sonra buz iizerinde
brrakilmistir.

21. Her bir 6rnek i¢in telomeraz reaksiyonlart hazirlanmistir (Cizelge 3.8).

22. Pozitif kontrol olarak 0.5 pl telomeraz-pozitif hiicre lizati (Cat #8928e)
kullanilmistir.

23. Negatif kontrol olarak hazirlanan 0.5 pl telomeraz-negatif hiicre lizat1 kullanilmistir.

24. Ayr bir tiipe sadece su ve son hazirlanan liziz tamponundan 0.5 pl alinarak baska bir
"lizat icermeyen" negatif kontrol reaksiyonu hazirlanmistir.

25. Telomeraz pozitif ve negatif numuneleri kullanimdan hemen sonra -80 °C'de
saklanmuistir.

26. Reaksiyonlar 37 © C'de 3 saat inkiibe edilmistir.
27. Ornekler 85 °C'de 10 dakika 1sitilarak reaksiyonlar1 durdurulmustur.

28. Reaksiyon tiipleri 1,500x g'de 10 saniye santrifiijlemistir ve buz {zerinde
birakilmigtir. (Durma noktas1 #3: reaksiyon sonras1 numuneler -20 °C dondurucuda 3
giine kadar veya -80 °C dondurucuda 1 aya kadar saklanabilmektedir.)

29. gPCR Kurulumu

30. Telomer primer seti (TPS), liyofilize, Cat #8928c) oda sicakliginda isinmaya
brrakilmastir.

31. TPS tiipleri 1.500x g'da 1 dakika santrifiijlenmistir.

32. TPS stok c¢ozeltisi yapmak icin telomer primer setine (TPS) 200 pl niikleaz
icermeyen su (Cat #8928d) eklenmistir. Gerektigi gibi alikotlanadarak -20°C'de
saklanmustir.

33. Telomeraz sonrasi reaksiyon ornekleri icin TPS stok ¢ozeltisi ile qPCR reaksiyonlari
Cizelge 3.9’a gore hazirlanmistir.

34. qPCR reaksiyonu hazirlanan PCR plakasinin iizeri seal ile kapatilmistir.

35. Plate 1,500x g'da 15 saniye santrifiijlenmistir.
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36. qPCR Program kurulumu Cizelge 3.10’a gore yapilmistir.
Cizelge 3.8. Telomeraz reaksiyon kurulumu
Hiicre lizat1 veya hiicre liziz tamponu 0.5 ul
5x Telomeraz reaksiyon tamponu (Cat #8928b) 4 ul
Niikleaz igermeyen Su (Cat #8928d) 15.5 ul
Toplam reaksiyon hacmi 20 ul
Cizelge 3.9. Telomeraz enzim aktivitesi qPCR reaksiyon kurulumu
Telomeraz sonrasi reaksiyon 0rnegi veya Su 1yl
Primer Stok Cozeltisi 2ul
2X GoldNStart TagGreen qPCR master mix (Cat #MB6018a-1) 10 ul
Niikleaz icermeyen su (Cat #8928d) 7l
Toplam reaksiyon hacmi 20 pl

Cizelge 3.10. Telomeraz enzim aktivitesi qPCR program kurulumu

Adim Sicaklik (°C) Zaman  Dongl sayisi
Denatiirasyon baslangici 95 °C 10 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 20s

Baglanma (annealing) 52°C 20s 36
Uzama (extension) 72 °C 45 s

Veri elde etme Plate okuma

Istege bagl Erime egrisi analizi 1
Bekletme 20 °C belirsiz 1

3.2.11. istatistiksel analizler

Asit, baz ve kontrol olmak iizere ii¢ ayr1 deneme grubuna ait Daphnia magna
ornekleri i¢in gerceklestirilen qPCR amplifikasyon sonuglar1 degerlendirilirken, B-aktin
(housekeeping gen) referans alinmistir. Gen ekspresyon diizeyleri, AACt yontemi ile
hesaplanmistir ve elde edilen veriler goreceli gen ekspresyon diizeyi (2"-AACt)
cinsinden belirlenmistir. Denemeler her bir pH grubu icin 3 tekerriirli ve 2 defa
tekrarlanarak yapilmistir. Bu sebeple ACt hesaplamalar: tekerriir ve tekrarlarin ortalamast

iizerinden yapilmistir.
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ACt = ACthedef gen — ACtreferans gen (housekeeping)

AACt = ACtdeney grubu — ACtkontrolgrubu

Goreceli Gen Ifadesi = 2744¢t

Elde edilen gPCR verilerinin istatistiksel olarak analiz edilebilmesi i¢in dncelikle
dagilim ozellikleri degerlendirilmistir. Her grubun (asit, baz ve kontrol) gen ekspresyon
verileri i¢in Shapiro-Wilk testi uygulanarak normallik durumu test edilmistir. Test
sonuglarina gore verilerin normal dagilim géstermemesi durumunda parametrik olmayan
yontemlere bagvurulmustur.

Gruplar arasinda gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmas1 amaciyla, ii¢ ve
daha fazla bagimsiz grubun medyan degerlerini karsilastirmaya olanak saglayan Kruskal-
Wallis H testi kullanilmistir. Bu analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmast halinde, farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek amaciyla
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile ikili karsilagtirmalar yapilmastir.

Telomeraz gen bolgeleri igin kullanilan primerler (P1-P6) arasinda gen
ekspresyonu bakimindan farklar1 degerlendirmek amaciyla da Kruskal-Wallis testi
yapilmustir. Istatistiksel olarak fark bulunan primerler igin Tukey ¢oklu karsilastirma testi
kullanilmistir. Bu sayede, gen ailesi i¢indeki bolgelerin pH stresine verdigi yanitlarin
ayirt edilmesi amaglanmustir.

pH gruplar arasinda zamana bagl olarak hayatta kalma oranlar1 simiilasyon
tabanli Kaplan-Meier sagkalim egrileri ile karsilagtirilmistir.

Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
Veriler, ilgili grafik ve tablo destekleri ile birlikte degerlendirilmis ve istatistiksel
hesaplamalar uygun analiz yazilim1 (SPSS v25) araciliiyla gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Daphnia magna (su piresi) bireylerinin ii¢ farkli pH ortaminda
(asidik, bazik, notr-kontrol) 21 giin boyunca yetistirilmesi sonucunda, g¢evresel pH
degisimleri, telomeraz gen ailesine ait alti genin (P1-P6) goreceli ifade diizeyleri ve
hayatta kalma oranlar1 belirlenmistir. Boylece farkli pH muamelesinin telomeraz enzimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular asagida alt basliklar halinde
sunulmustur.

4.1. pH Kosullarima Bagh Fizyolojik ve Cevresel Gozlem Bulgular:
4.1.1. Deney ortaminda Daphnia magna canhlik takibi

Deneyin 6n deneme asamasinda asit (pH: 4.55), baz (pH:10.13) ve kontrol (pH:
8.33) olarak hazirlanan su ortamlarinda Daphnia magna’larin canlilik takibi 21 giin
boyunca 3 giinde bir yapilmistir (Cizelge 4.1). Bu 6n denemede pH 4.55 olarak ayarlanan
su ortaminda su pirlerinin kisa zamanda 6ldiigii goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Denemenin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in yapilan 6n calismalarda
Asidik ortamin pH degeri 4.55’e sabitlendiginde ve kontrol grubunda (pH 8.33) ¢ok hizli
bir sekilde oliimlerin gerceklestigi gozlemlenmistir. Asidik ortamda 18. giinde tiim
bireyler Olmiistiir. Bazik ortamda (pH 10.13) ise daha yavas bir olim orani
gbzlemlenmistir. Bazik ortamda 21. giin sonunda birey sayis1 4’e diismiistiir.

Bu durum projenin siirdiiriilebilmesini imkansizlastirdigi i¢in asidik ortamin
pH’s1 kademeli olarak artirilmistir ve oOlen su pirelerinin sayist giinliik olarak
kaydedilmistir. On calisma sonucunda denemenin siirdiiriilebilmesi i¢in asidik gurupta
pH’1n 5.90’a ¢ikarilmasina karar verilmistir (Cizelge 4.2).

Boylece deneme guruplarim1 olusturmak i¢in 250 ml su igeren beherlerde
diizenekler hazirlanmistir. Her bir behere 2 ml’ye 1 birey olacak sekilde Daphnia magna
eklenmistir. Her bir beher i¢cin (A1-A2-A3-B1-B2-B3-K1-K2-K3) ortalama canli sayis1
+3 degismektedir. Calismada pH’lara gore stok su hazirlanmis olup her 24 saatte bir
beherlerdeki su, stok su ile tazelenmistir. Boylece 21 giinliik deney siiresince beherlerdeki
canli su piresi sayilar1 takip edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. On galigmalarda farkli pH ortamlarinda Daphnia magna nin sayimi sonuglari

Canli Daphnia Sayisi

Gilin Asit (pH: 4.55) Kontrol (pH: 8.33) Baz (pH: 10.13)
1. 50 50 50
2. 46 40 50
3. 28 27 39
4. 23 25 33
5. 9 11 25
6. 0 5 14
7. 0 2 4
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—e— Asit (pH: 4.55)
—e— Kontrol (pH: 8.33)
—e— Baz (pH: 10.13)
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Sekil 4.1. On ¢alismalarda farkli pH ortamlarinda iiger giin arayla 21 siiresince belirlenen
canli Daphnia magna sayilari

4.1.2. Daphnia magna’lari sagkalim egrileri

Bu ¢alismada, Daphnia magna’larin farkli pH kosullarindaki (asidik, bazik ve
kontrol) hayatta kalma performanslar1 21 giin siiresince izlenmistir. Her deney grubunda
baslangicta pH degeri ayarlanmis ve icerisinde 250 ml bulunan beherlere ayn1 havuzdan
ayn1 yasta 125 adet su piresi aktarilmistir. Deney siiresince giinliik olarak hayatta kalan
Daphnia sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Deneme gruplarinda Daphnia magna min 21 giinliik canlilik takibi

Canl1 Daphnia Sayis1

Gilin Asit (pH: 5.90) Kontrol (pH: 8.33) Baz (pH: 10.13)
1. 125 125 125
2. 111 113 117
3. 98 102 106
4. 89 93 98
5. 77 84 91
6. 71 76 84
7. 63 69 77
8. 56 63 71
9. 49 57 66
10. 45 52 61
11. 39 47 56
12. 34 42 52
13. 28 39 48

(Devam arkada)
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Cizelge 4.2.°nin devami1

14. 22 35 44

15. 19 32 41

16. 17 29 38

17. 15 26 35

18. 14 24 32

19. 12 21 27

20. 11 19 21

21. 9 12 15
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—e— Baz

100
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Sekil 4.2. Asit, baz ve kontrol gruplarinda 21 giin boyunca hayatta kalan Daphnia magna
bireylerinin sayilari

Simiilasyon tabanli Kaplan-Meier sagkalim egrileri (Sekil 4.3), gruplar arasinda
zamana bagl olarak hayatta kalma oranlarinda belirgin farkliliklar bulundugunu ortaya
koymustur. Hayatta kalma oranlarina iliskin bu genel egilimler degerlendirildiginde,
asidik grupta birey sayisinda hizli bir azalma meydana geldigi, bazik grupta ise daha
yavas fakat stirekli bir diislis oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda ise en yiiksek
hayatta kalma oranlar1 korunmustur ve diisiis egrisi diger gruplara kiyasla daha yavas
gerceklesmistir. Bu gozlemler, Cizelge 4.3’te 5 glinliilk araliklarla 6zetlenmistir.
Ozellikle asidik pH kosullarinda hayatta kalma orani 21. giin sonunda %7.2’ye kadar
diiserken, bu oran kontrol grubunda %9.6 ve bazik grupta %12.0 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Her grup i¢in hayatta kalma oranlarinin 5 giinliik araliklarla 6zetlenmesi

Giin Asit Baz Kontrol
1 1.00 1.00 1.00
2 0.62 0.73 0.67
3 0.36 0.49 0.42
4 0.15 0.33 0.26
5 0.07 0.12 0.10

Kaplan-Meier Benzeri Hayatta Kalma Egrileri (Simtlasyon Tabanl)

1.0} Grup
—— Asit
— Baz
—— Kontrol

0.8

0.6

0.4r

Hayatta Kalma Olasilig

0.21

0.0

2:5 5:0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Sekil 4.3. Kaplan-Meier benzeri sagkalim egrileri, grup diizeyindeki Ozet verilere
dayanarak simiilasyon temelli olugturulmus olup, farkli pH kosullarinda (asidik, bazik ve
kontrol) yetistirilen Daphnia magna bireylerinin 21 giinliik deney siireci boyunca hayatta
kalma olasiliklarin1 gostermektedir. Bazik ortam (mavi) en yiiksek hayatta kalma
olasiligina sahiptir. Kontrol (yesil) ikinci siradadir. Asidik ortam (kirmiz1) en diisiik sag
kalim oranlarin1 géstermektedir

4.1.3. Ortam pH degisim analizi

Bu ¢alismada, farkli pH degerlerinin telomeraz gen ekspresyonu ve dolayisiyla
organizma iizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in model hayvan olarak Daphnia magna
kullanilmistir. Proje amacina uygun olarak asidik, bazik ve notr olmak {izere ii¢ farkli pH
ortam1 olusturulmustur ve her gruba ait stok ¢ozeltilerinden su pirelerinin bulundugu
deney kaplarindaki su tazelenerek pH degerleri sabit tutulmustur. Her grup ti¢ tekerriirlii
olarak (A1-A3, B1-B3, KI1-K3) 21 giin boyunca izlenmistir. Deney siiresince her
beherin giinliik pH 6l¢timleri alinarak Cizelge 4.4 te oldugu {izere toplam 189 pH 6l¢iimii
yapilmustir.
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Calisma genelinde su pirelerinin farkli pH kosullarinda ¢evre pH’in1 dengeleme
yoniinde etkide bulundugu gdzlemlenmistir. Ozellikle asidik ve bazik gruplarda, 21 giin
boyunca ortamin pH’1n1 nétr degerlere yaklastirma egilimi istatistiksel ve grafiksel olarak
desteklenmistir. Bu durum, su pirelerinin ¢evre kosullarindaki homeostatik dengenin bir
pargasi olabilecegine isaret etmektedir.

Ug farkli pH grubunda 21 giin boyunca yapilan giinliik 6l¢iimler sonucunda,
Daphnia magna’larin bulundugu ortamlarin pH degerlerinde dikkate deger degisiklikler
meydana gelmistir ve bu degisim egilimleri Sekil 4.4°te gorsel olarak sunulmustur. Asidik
grupta, baglangicta diisiik olan pH degeri zamanla artmistir ve yaklasik 8 seviyesine
ulasarak notrlesme egilimi gostermistir. Bazik grupta, baslangicta yiiksek olan pH degeri
deney siiresi boyunca azalarak notr seviyelere yaklasmistir. Kontrol grubunda ise pH
degerlerinde yalnizca minimal diizeyde dalgalanma gozlenmistir, genel olarak c¢evresel
istikrar korunmustur.

pH degerlerindeki bu degisim, Daphnia’larin ¢evre pH’ 11 dengeleme ydniinde
aktif bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan Kruskal-Wallis testi sonuglarina gére
ozellikle deneyin ilk giinlinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Bu durum, deneyin ilk giiniinde pH gruplar1 arasinda su pirelerinin
pH’1 notrlestirme etkisinin belirgin farkliliklar gosterdigini, ancak ilerleyen giinlerde bu
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamliligin1 yitirerek zamanla azaldigini ya da ortadan
kalktigin1 gostermektedir. Bu durum su pirelerin bulunduklar1 ortamin pH degerini
kendilerine gore en uygun degere ulastirabildiklerini gostermistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.4. Asit, kontrol ve baz beherlerde 21 giin boyunca 6lciilen 24 saatlik pH degisimler

Asit Baz Kontrol

Gin - HStok pHAI pHA2 pHA3 pHStok pHBI pHB2 pHB3 pHStok pHKI pHK2 pHK3
1 590 590 590 590 10.13 10.13 10.13 10.13 833 833 833 833 221
2 590 840 848 846  10.13 845 854 855 833 848 858 856  22.0
3 590 835 841 842  10.13 833 837 835 833 836 850 844 215
4 590 814 816 815 1113 823 832 829 833 816 829 825 206
5 590 795 782 789  10.13 820 841 827 833 824 831 817 221
6 590 7.6 729 740 10.13 822 850 827 833 810 824 816 213
7 590 655 691 701 1013 835 864 839 833 828 825 816 218
8 590 727 736 7.9 1013 822 842 808 833 811 810 799 220
9 590 698 664 690 10.13 842 849 839 833 790 783 780  22.0
10 590 733 722 737 1013 846 850 845 833 814 813 818 220
11 590  7.65 725 755  10.13 845 858 850 833 821 818 824 221
12 590 683 691 692 10.13 850 867 837 833 771 781 7176 222
13 590 750 752 7.60  10.13 890 878 873 833 853 822 830  22.1
14 590  7.67 756 767 1013 868 860 860 833 846 846 826  22.1
15 590 738 747 748  10.13 863 868 856 833 840 845 852 222
16 590 740 738 730  10.13 865 855 852 833 835 846 844 222
17 590 698 729 740 10.13 867 863 861 833 841 846 843 221
18 590 743 776 753 1013 867 867 859 833 848 850 840 216
19 590 749 756 748 1013 837 836 838 833 816 818 806  23.1
20 590 698 7.7 729 10.13 865 877 872 833 834 848 845  23.
21 5900 737 756  7.61 1013 868 871 867 833 848 848 840 226
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Gruplara Gore Gunlik Ortalama pH Degisimi

Grup
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Sekil 4.4. 21 giin boyunca Asidik (A), Bazik (B) ve Kontrol (K) gruplarindaki su
pirelerinin bulunduklar1 ortamda pH degerlerinin degisim grafigi

4.1.4. pH degisim miktarlar (1. Giin — 21. Giin)

Deney boyunca yapilan giinliik pH Olgiimleri, Daphnia magna bireylerinin
bulunduklar1 su ortaminin kimyasal Ozellikleri iizerinde diizenleyici bir etkisinin
olabilecegini ortaya koymustur. Bu baglamda, her grubun baslangi¢ (1. giin) ve bitis (21.
giin) pH degerleri karsilastirilarak ortamda meydana gelen toplam pH degisim miktarlari
analiz edilmistir. Sekil 4.5’te sunulan boxplot, deney siiresi boyunca her giin i¢in ti¢ farkl
pH grubunun ortam pH dagilimim gostermektedir. Deneyin ilk gilinlerinde gruplar
arasinda pH degerleri acisindan belirgin farkliliklar gézlenirken, ilerleyen giinlerde bu
dagilimlarin giderek Ortlismeye basladigr goriilmektedir. Bu durum, Daphnia magna
bireylerinin ortam pH’in1 noétrlestirme yoniindeki etkisinin zamanla dengeye ulastigini
diistindiirmektedir.

Asidik grupta (A), baslangicta diisiik olan pH degeri, ortalama ~+1.5—1.7 birimlik
bir artig gostererek notr degerlere yaklasmistir. Bazik grupta (B) ise baslangicta yiiksek
olan pH seviyesi, ortalama ~—1.4 birimlik bir diisiisle yine notr seviyelere dogru
gerilemistir. Buna karsin, kontrol grubunda (K) pH degisimi olduk¢a siirli kalmistir ve
~+0.2 birimlik dalgalanma ile g¢evresel istikrar biiylik 6l¢lide korunmustur. Gruplar
arasinda baslangic pH degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunmasina ragmen, zamanin (gilinlerin) etkisi ve gruplarin zaman igerisinde pH’1
degistirme hizlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (p > 0.05).

S6z konusu pH degisim egilimleri, Sekil 4.6’da grafiksel olarak sunulmaktadir ve
her grubun deney siiresince olusturdugu ortalama pH degisim miktarlar karsilagtirmali
bicimde gorsellestirilmektedir.
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Sekil 4.5. Her giin i¢in li¢ grubun pH dagilimini gésteren boxplot
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Sekil 4.6. Asit, baz ve kontrol grubunda 21 giinliik deney sonunda ortalama pH degerleri

Bu
pH'1 nétrle

sonuclar, Daphnia magna bireylerinin hem asidik hem de bazik ortamlarda
stirme yoniinde etkili oldugunu ve bu organizmalarin ¢evresel homeostazi

saglama potansiyeline sahip olabilecegini desteklemektedir.
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4.2. Molekiiler Analiz Bulgular:

Telomeraz gen ekspresyonu analizlerine (RT-qPCR) baslamadan once izole
edilen RNA orneklerinin kalitesi ve konsantrasyonlari Biodrop cihazi kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 3.10). Elde edilen RNA 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.5°te sunulmustur.
DNA ve RNA’nin saflik diizeyinin degerlendirilmesinde, 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda o6l¢iilen absorbans orani kullanilmakta olup, 2.00 orani genellikle saf RNA
varligina isaret etmektedir.

Cizelge 4.5. Farkli pH gruplarina ait Daphnia magna’larda 6lciilen absorbans degerleri

Beherler A260/230 A260/280 Konsantrasyon (ng/pl)
Al 2.243 2.211 125.60
A2 0.888 2.221 120.80
A3 2.204 2.204 86.40
K1 1.786 2.174 40.00
K2 2.070 2.226 94.40
K3 1.556 2.211 100.80
B1 0.583 2.231 92.80
B2 2.164 2.194 126.40
B3 2.145 2.209 118.40

RNA’larin kalite ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, izole edilen RNA
ornekleri, Cizelge 3.7°de belirtilen protokol dogrultusunda thermal cycler cihazi
kullanilarak c¢cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Elde edilen cDNA’lar, tez kapsaminda
incelenen aday genlerin kantitatif RT-qPCR analizlerinde kullanilmistir. Secilen
transkript bolgelerinin RT-qPCR ile belirlenen kantitasyon sonuglart Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Her bir primerin qPCR cihazi ile elde edilmis amplifikasyon goriintiileri
de Sekil 4.8 - 4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Daphnia magna telomeraz transkriptlerinin RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4.8. Asit beherden alinan 6rneklerde transkriptlerin (1-6) RT-qPCR sonuglari; a) Primer x1- XM _032923518.2 amplifikasyonu;
b) Primer x2- XM 032923521.2 amplifikasyonu; ¢) Primer x3- XM 032923519.2 amplifikasyonu; d) Primer x4- XM 045169747.1
amplifikasyonu; e) Primer x5- XM _032923522.2 amplifikasyonu; f) Primer x6- XM _045169748.1 amplifikasyonu
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Sekil 4.9. Baz beherden alinan 6rneklerde transkriptlerin (1-6) RT-qPCR sonuglar; a) Primer x1- XM _032923518.2 amplifikasyonu;
b) Primer x2- XM 032923521.2 amplifikasyonu; ¢) Primer x3- XM 032923519.2 amplifikasyonu; d) Primer x4- XM 045169747.1
amplifikasyonu; e) Primer x5- XM _032923522.2 amplifikasyonu; f) Primer x6- XM _045169748.1 amplifikasyonu
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Sekil 4.10. Kontrol beherden alinan Orneklerde transkriptlerin (1-6) RT-qPCR sonuglari; a) Primer x1- XM 032923518.2
amplifikasyonu; b) Primer x2- XM 032923521.2 amplifikasyonu; ¢) Primer x3- XM _032923519.2 amplifikasyonu; d) Primer x4-
XM _045169747.1 amplifikasyonu; e) Primer x5- XM 032923522.2 amplifikasyonu; f) Primer x6- XM _045169748.1 amplifikasyonu
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Sekil 4.11. B-aktin RT-qPCR sonuglari; a) Asit beherdeki f-aktin amplifikasyonu; b) Baz beherdeki B-aktin amplifikasyonu; ¢) Kontrol

beherdeki B-aktin amplifikasyonu
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4.2.1. Telomerazin proteomik seviyede analizi

Proteomik seviyede telomeraz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in RT-qPCR yontemi
kullanilmistir. Uygulama Cizelge 3.10°da belirtildigi tizere kit protokoliine gére qPCR
gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12°de sunulmustur.  Beklenen
amplifikasyon egrisini sadece pozitif kontrol olarak kullanilan pozitif hiicre lizat1 vermis
olup asit, baz ve kontrol beherlerin alinan oOrneklerde pozitif amplifikasyon
goriilmemistir. Biitceden kaynakli olarak uygulama tekrarlanamamistir. Bu nedenle
proteomik diizeyde analiz sonuglar1 alinamamuistir.

Amplification

0 10 20 30
Cycles

Sekil 4.12. Telomeraz enziminin proteomik seviyede analizi

4.2.2. Telomeraz gen ifade diizeyleri

Bu ¢alismada, ti¢ farkli pH ortaminda yetistirilen su pirelerinde telomeraz geninin
6 ekzon bolgesinin (P1-P6) goreceli ifade diizeyleri qPCR ydntemi ile analiz edilmistir.
Cizelge 4.6’da verilen Ct degerlerinden hesaplanan AACt yontemiyle her bir gen i¢in 2”-
AACt hesaplamasi yapilmistir ve gen ifadeleri degerlendirilmistir (Cizelge 4.7).

51



BULGULAR A. CETIN

Cizelge 4.6. Ug farkli pH derecesinde 21 giin yetistirilen Dapnia’larda telomeraz geninin
6 ekzon bolgesine ait qPCR sonuglari

Gruplar Ct P1 Ct P2 Ct P3 Ct P4 Ct P5 Ct P6 Ct_ref

Al 30.95 29.1 37.15 27.47 31.52 32.66 16.68
Al 32.82 29.10 37.15 27.47 30.62 32.66 17.17
A2 29.42 27.53 31.68 26.37 30.99 31.56 16.33
A2 30.62 27.53 31.68 26.37 28.98 31.47 14.99
A3 29.11 27.84 31.59 26.81 31.34 33.15 16.79
A3 29.93 27.84 31.59 26.81 31.22 31.38 16.74
B1 27.32 26.36 32.04 25.73 29.93 32.14 16.99
B1 29.08 27.29 35.06 25.29 31.89 31.76 15.73
B2 30.61 27.15 31.32 25.82 29.28 31.55 15.76
B2 30.73 27.73 36.53 26.78 29.59 31.86 16.20
B3 27.46 25.46 29.87 24.35 28.23 29.86 15.03
B3 29.66 27.78 31.41 26.83 31.60 32.63 15.63
K1 28.92 31.23 39.52 30.86 28.96 31.46 15.67
K1 32.26 29.29 33.14 26.54 30.22 32.21 16.23
K2 29.26 27.89 35.84 27.75 29.31 30.79 15.98
K2 32.34 29.76 34.25 27.65 30.63 32.63 15.65
K3 27.53 25.4 31.62 24.64 27.83 31.08 12.95
K3 30.01 28.08 36.87 26.04 30.36 32.21 16.39

Not: Caligmalar ii¢ tekerriirlii ve iki defa yapilmistir. Bu sebeple her bir grup iki defa yazilmustir. Ct: threshold cycle (dongii esigi)
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Cizelge 4.7. Ug farkli pH ortaminda yetistirilen Daphnia magna ’larin telomeraz geni icin hesaplanan AACt degerleri

P1 27~ AACt P2 27- AACt P3 27- AACt P4 27~ AACt P5 27~ AACt P6 27- AACt
K1 0.96 0.44 0.64 0.51 1.35 1.29
K2 0.75 1.09 1.41 0.92 0.94 1.28
K3 1.39 2.08 1.11 2.14 0.79 0.61
Al 0.76 1.94 0.71 2.34 0.95 1.43
A2 1.16 24 13.05 2.08 0.84 1.32
A3 3.53 4.16 29.91 3.31 0.74 1.69
B1 6.65 6.34 5.8 6.14 0.72 1.58
B2 0.92 3.18 3.44 2.73 1.53 1.44
B3 2.54 3.59 21.35 2.84 0.7 1.26
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4.2.3. Gen bolgesi bazinda ekpresyon farkhiliklar:

Tim guruplar birlikte degerlendirildiginde telomeraz gen ifadesi bakimindan 6
gen bolgesini tanimlayici istatistikler Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir. Burada da gortldigi
gibi, ti¢glincii ekzon bolgesi (Primer 3) en yiiksek (8.60) gen ifadesi ortalama degerine
sahipken besinci ekzon bolgesi (Primer 5) en diisiik (0.95) ortalama degeri gostermistir.

Cizelge 4.8. pH gruplar birlikte degerlendirildiginde hesaplanan tanimlayici istatistikler

Primer Ortalama  Std. Sapma Std. hata En diisiik En yiiksek

Primer 1 2.073 1.957 0.652 0.75 6.65
Primer 2 2.802 1.770 0.590 0.44 6.34
Primer 3 8.602 10.632 3.544 0.64 2991
Primer 4 2.557 1.614 0.538 0.51 6.14
Primer 5 0.951 0.295 0.098 0.70 1.53
Primer 6 1.322 0.304 0.102 0.61 1.69

P1-P6 primerlerine ait gen ifade diizeylerinin normallik testi sonucunda (Cizelge
4.9) 6 primerin 4’liniin normal dagilmadig1 belirlenmistir (p < 0.05).

Cizelge 4.9. Bolge bazinda gen ifadelerinin normal dagilim testi sonuglari

Normalite Testi

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Genler Istatistik ~ df  Sig. Istatistik df Sig.
Primer 1 303 9 .017 731 9 .003
Primer 2 145 9 .200% 958 9 779
. Primer 3 271 9 .056 789 9 015
Gen Ifade
Primer 4 209 9 .200% .886 9 181
Primer 5 279 9 .041 .808 9 025
Primer 6 308 9 014 .830 9 .045

Bu sebepten dolay1 6 genin ekspresiyon seviyelerini karsilastirmak i¢in non-
parametrik bir test olan Kruskal-Wallis H testi yapilmistir. Her bir pH gurubu 3 tekerrirlii
calisildigi icin her bir gen bolgesinde 9 RT-qgPCR sonucunun ortalama degeri
hesaplanmistir (Cizelge 4.10).

Kruskal-Wallis H testi sonucuna goére kullanilan primerlerin en az birinde

telomeraz gen ifade diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bi¢imde farkli oldugu
belirlenmistir (p = 0.045).
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Birden fazla grup arasinda gozlenen farkliliklarin hangi gruplar arasinda anlaml
oldugunu belirlemek amaciyla Tukey coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Bu test,
telomeraz gen ailesine ait farkli primerlerin gen ekspresyon diizeylerinin istatistiksel
olarak birbirine benzer olup olmadigini ortaya koymak i¢in kullanilmistir. Elde edilen test
sonuclari, gen bolgeleri arasindaki farkliliklarin derecesini  ve anlamliligin
degerlendirmeye olanak saglamaktadir.

Buna gore, gen ekspresyon diizeyinin ortalama degeri en diigiik Primer 5 (0.951)
oldugu hesaplanmistir. Bu durum, Primer 5’in diger primerlerden istatistiksel olarak
anlamli sekilde diisiik gen ekspresyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Primer 6,
Primer 1, Primer 4 ve Primer 2, sirasiyla artan ortalamalarla (1.322 — 2.802 aras1) iki farkl
alt grupta yer almaktadir. Bu gruplar kismen birbirine benzerlik gostermekle birlikte,
Primer 5 ile agik sekilde ayrismaktadir. Primer 3’iin ise ortalama 8.602 degeri ile diger
tim primerlerden farkli oldugu ve istatistiksel olarak anlamli sekilde en yiiksek gen
ekspresyon diizeyine sahip primer oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10). Bu bulgu,
telomeraz genine ait ekzon bolgelerinin pH degisimlerine verdigi yanitlarin
farklilagabilecegini gostermektedir. Ozellikle P3 bolgesinin bazik ortamda diger gruplara
gore garpici sekilde daha yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu, asidik grupta ise bu artisin
daha da belirginlestigi gézlenmistir (Sekil 4.13). Bu durum, P3’iin pH stresine karsi
duyarli bir gen bolgesi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kruskal-Wallis testi sonucunda primerler arasinda saptanan anlamli farkliliklar (p
= 0.045) telomeraz gen ailesinin tiim iiyelerinin ¢evresel degisimlere ayni tepkiyi
vermedigini, baz1 bolgelerin dzellikle cevresel strese direncin saglanmasinda daha aktif
rol oynayabilecegini gostermektedir (Sekil 4.13).

Cizelge 4.10. Telomeraz gen ifade ortalamalarinin ¢coklu karsilastirma testi

Gen ifade
0.05 6nem seviyesinde alt gruplar
Genler N 1 3

Primer 5 9 0.951
Primer 6 9 1.322
a Primer 1 9 2.073
Tukey B Primer 4 9 2.557
Primer 2 9 2.802

Primer 3 9 8.602
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Sekil 4.13. Gen ve ortam etkilesimleri agisindan telomeraz geninin 6 ekzon bolgesinin 3
farkl1 pH derecesine sahip su ortaminda qPCR analizlerine gore hesaplanan gen ifade
diizeyleri

Her gen bdlgesi ile pH ortami arasindaki etkilesim Sekil 4.14’te daha detayl
bicimde gorsellestirilmistir. Her genin ii¢ farkli pH ortamindaki ifade diizeyleri
karsilastirmali olarak sunulmustur. Bu gorsel, genetik tepkilerin sadece ortam kosullarina
degil, ayn1 zamanda spesifik gen dizilerine gore farklilastigini agik¢a ortaya koymaktadir.
Ozellikle P3’iin hem asidik hem de bazik ortamlarda kontrol grubuna gore daha yiiksek
diizeyde ekspresyon gostermistir. Buna karsin PS5 ve P6 bolgelerinin daha diisiik
diizeylerde kaldigi goriilmektedir. Bu durum, farkli telomeraz gen bolgelerinin pH
kaynakli ¢evresel strese karsi degisen diizeylerde yanit verdigini gostermektedir.

56



LS

BULGULAR

A. CETIN
- 30,00}

2600} ~ o0 5

% 5 Q 25.00}

3500} g 5007 <

¢ ( ¢ 2000}

¢ N 4,00t )

v 4.00F o v

ki 2 200k 9 15.00

23 = = 1010

[} T a 00+

¢ 200} o 200 ¢

0 8 100 g s00f

1.00F i . 0.00k e —
K A B K A B ' K A B
Grup Grup GFUD
Primer 1 Primer 2 Primer 3
6.00

: - 5 160

g 5.00f 9 1401 g

d d <140

{ ( (

Q4007 N120 )

o v v 1.20

T T T

8300 8 o

= =100 = 100

22,00+ 3 §

: s £ 080

9100 0 0.80 0

UED 1 L I
K A B K A B K A B
Grup Grup Grup

Primer 4 Primer 5 Primer 6

Sekil 4.14. Telomeraz geninin 6 ekzon bolgesinin (P1-P6) her biri i¢in gen ifade diizeyleri
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4.2.4. pH gruplar arasi gen ekspresyon farkhihklar:

Bu tez ¢alismasinda farkli pH kosullariin telomeraz gen ifade diizeyi lizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla ti¢ farkli pH grubunda gen ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. Gen ifade verilerinin normallik dagilim1 Shapiro-Wilk testi ile 6l¢iilmiistiir
(Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. pH gruplar1 aras1 gen ifade verilerinin normal dagilim testi

Normalite Testi

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
pH Gruplar1  Istatistik df  Sig. Istatistik df Sig.
Kontrol .143 18 .200%* 923 18 .148
Gen Ifade Asit 381 18 <.001 489 18 <.001
Baz .260 18 .002 .626 18 <.001

Test sonuglarina gore yalnizca kontrol grubunda gen ifade diizeyleri normal
dagilim gosterirken asit ve baz verilerinin normal dagilmadig: belirlenmistir. Bu nedenle
gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in non-parametrik testler tercih edilmistir.

pH gruplar1 arasinda gen ifade diizeyleri agisindan anlamli fark olup olmadigini
belirlemek tizere Kruskal-Wallis H testi uygulanmis ve test sonucu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p = 0.0014). Bu sonug, en az bir pH grubunun digerlerinden
farklilagtigini gostermektedir.

Cizelge 4.12. Farkli pH gruplarinda telomeraz gen ifadesi tanimlayici istatistikler ve
karsilastirmalar

Grup Ortalama Std. Sapma Std. Hata En Diisiik En Yiiksek

Kontrol ~ 1.094* 0.478 0.113 0.44 2.14
Asit 4.018° 7.053 1.662 0.71 2991
Baz 4.042° 4.757 1.121 0.70 21.35

@ ve  ortalamalarim birbirinden farkl1 oldugunu géstermektedir.

Kontrol grubunda tespit edilen ortalama gen ekspresyon diizeyi (1.094), diger iki
gruba kiyasla anlaml1 derecede daha diistik oldugu ve bu nétr pH ortaminin telomeraz gen
aktivasyonunu sinirli diizeyde etkiledigini belirlenmistir. Buna karsin, asidik grup
ortalama degeri (4.018) ve bazik grup ortalama (4.042) degerlerinin birbirinden
istatistiksel olarak farkli olmadigr goriilmistir (Cizelge 4.12). Gruplar arasinda
gozlemlenen farkliliklarin hangi pH kosullarindan kaynaklandigini belirlemek amaciyla
yapilan ikili karsilastirmalarda, Bonferroni diizeltmesi uygulanarak gerceklestirilen
Mann-Whitney U testi sonuglarma goére gen ekspresyon diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak kontrol ile asidik grup (p = 0.037) ve bazik grup arasindaki énemli
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derecede (p = 0.002) fark oldugu saptanmistir. Buna karsilik, asidik ve bazik gruplar
arasinda gen ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p = 0.825).

Her pH grubu i¢in ortalama gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirmali analizi
Sekil 4.15’te gorsellestirilmistir. Bu gorselde pH gruplari arasi telomeraz gen ifadesi
farklilig1 agikca goriilmektedir. Kontrol grubunda genel gen ekspresyon diizeyleri daha
diisiik seyretmekte iken, asidik ve bazik gruplarda anlamli artislar mevcuttur. Bu da pH
kosullarinin  genetik diizeyde o6nemli biyolojik tepkiler olusturdugunu ortaya
koymaktadir.

24
30.00 *
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*

20.00

23
*

_ — -

Kontrol Asit Baz

Gen ifadeleri 2A-AACt

10.00

oo

pH Gruplan

Sekil 4.15. Ug farkli pH derecesinde yetistirilen Daphnia’larda telomeraz gen ifade
degerleri

Bu bulgular, ¢evresel pH kosullarinin telomeraz gen ekspresyonunu anlamli
diizeyde etkileyebilecegini ve 6zellikle ekstrem pH kosullarinin genetik diizeyde benzer
yanitlar olusturabilecegini ortaya koymaktadir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, Daphnia magna bireylerinin farkli pH kosullarina (asidik, bazik ve
kontrol) maruz birakilmasi sonucunda hem genetik diizeyde (telomeraz gen ekspresyonu)
hem de fizyolojik diizeyde (hayatta kalma orani1 ve ortam pH'ina etkisi) verdikleri yanitlar
degerlendirilmistir. Bulgular, ¢evresel pH degisiminin organizma {izerinde ¢ok diizeyli
biyolojik etkiler olusturdugunu ortaya koymustur.

Telomeraz gen ailesine ait 6 farkli gen bolgesinin ekspresyon diizeyleri, deneysel
pH kosullarina gére anlamli sekilde degisiklik gdstermistir. Ozellikle Primer 3, hem
asidik hem de bazik ortamlarda istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde yiiksek diizeyde
determine olmustur. Bu bulgu, telomerazin bazi alt bolgelerinin ¢evresel strese karsi daha
duyarli oldugunu ve potansiyel olarak genetik yanitin modiilasyonunda kritik rol
oynadiginmi gostermektedir.

Bu sonuglar, Schumpert ve arkadaslarinin (2015) Daphnia pulex ve Daphnia
pulicaria tirleri iizerinde yaptig1 calismayla oOrtiismektedir. S6z konusu calismada,
telomeraz ekspresyonunun yasam siiresi ve cevresel stresle iliskili olarak farklilik
gosterdigi, Ozellikle uzun Omiirli tiirlerde yasa bagli ekspresyon diislisii oldugu
bildirilmistir. Mevcut ¢alismada ise ¢evresel stresin (pH degisimi) telomeraz genlerinin
ekspresyonunu artirdigi ve bu artisin yas faktoriinden bagimsiz olarak hizli gelistigi
gorilmiistiir.

Benzer sekilde, Yampolsky vd. (2014)’nin yaptig1 ¢alismada, Daphnia tiirlerinin
cesitli gevresel stresorlere karsi transkriptom diizeyinde verdigi yanitlar analiz edilmigtir
ve pH dahil olmak tizere fizikokimyasal parametrelerin, genetik profilleri 6nemli 6l¢iide
etkiledigi ortaya konmustur. Bu ¢aligmayla paralel olarak, bizim bulgularimiz da ¢evresel
stresin telomeraz gen ailesi Tlizerinde giiclii bir regiilasyon etkisi yarattigini
gostermektedir.

Calismamizda 21 giin boyunca giinliik olarak olclilen pH degerleri, Daphnia
magna bireylerinin ortam pH’im1 dengeleme egiliminde oldugunu ortaya koymustur.
Asidik grupta pH zamanla artarken, bazik grupta diisiis egilimi gdéstermistir; bu egilim,
bireylerin metabolik faaliyetlerinin suyun 1iyonik dengesini etkileyebilecegini
gostermektedir. Alibone vd. (1981) benzer sekilde, Daphnia magna’nin viicut
ylizeyinden amonyum ve karbonat salimmi yoluyla ortam pH’mi etkileyebildigini
modellemistir. Mevcut bulgular, bu modelin deneysel diizeyde karsiligin1 sunmaktadir ve
Daphnia'nin ¢evresel tamponlama kapasitesine isaret etmektedir.

Ayrica, Weber 2009°da yaptig1 calismasinda, diisiik pH kosullarinin yalnizca gen
diizeyinde degil, ayn1 zamanda enzimatik aktivitelerde de bozulmalara yol actig1 ve
fizyolojik stres yiikiinii artirdigini rapor etmistir. Bu baglamda, bu tez ¢aligmasinda
ekstrem pH derecelerinde gozlemlenen yiiksek gen ekspresyon diizeyleri, ¢cevresel stresin
ertken biyomolekiiler yanit gostergesi olarak degerlendirilebilmesine olanak
saglamaktadir.

Kaplan-Meier analizleri, farkli pH ortamlarinin hayatta kalma oranlari iizerinde
onemli etkiler olusturdugunu gostermistir. Asidik ortamda hayatta kalma oranm1 %7.2’ye
kadar diiserken, bazik ortamda bu oran %12.0 olarak belirlenmistir. Bu veriler, Ghazy’nin

60



TARTISMA A. CETIN

2011°de yaptig1 calismada bildirilen egilimlerle tutarlilik gostermektedir. S6z konusu
calismada, notr pH degerine yakin ortamlarda sagkalimin ve iiremenin daha yiiksek
oldugu, asidik pH’larin ise toksik etki yarattig1 ifade edilmistir.

Mevcut calismada elde edilen bulgular, bu egilimi molekiiler diizeyde de
desteklemektedir. Elde edilen sonuglara gore Daphnia magna’larda hayatta kalma
oranlarinin diismesi sadece fiziksel bir stres sonucu degil, ayn1 zamanda genetik stresin
bir sonucu olarak da degerlendirilebilmektedir. Bu, Van Aggelen’in (2010) ¢alismasinda
vurgulanan “¢ok diizeyli biyolojik yanit modeli” ile de oOrtiismektedir. Dolayisiyla
cevresel stres, hem genomik hem de organizmal diizeyde etkili olmaktadir.

Tamamlanan bu tez ¢alismasindaki bulgular, yukarida 6zetlenen literatiirlerle
genel olarak tutarli olmakla birlikte, 6zellikle telomeraz gen aktivasyonu bakimindan
yapilan bilimsel tartismaya onemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu alanda
yapilan az sayida ¢aligsma genel olarak gevresel stresin genel etkilerine odaklanilmisken,
bu calismada telomeraz gen bolgeleri diizeyinde farklilastirilmis yanit profilleri ortaya
konulmustur. Ozellikle Primer 3’iin stres yanitinda one ¢ikmasi, telomeraz kompleksinin
bazi alt birimlerinin ¢evresel sinyallere daha duyarli olabilecegini diistindiirmektedir. Bu
durum, gelecek calismalarda gen bolgeleri diizeyinde daha 6zglin hedeflemelerin
yapilmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, tatli su ekosistemlerinin 6nemli bir {iyesi olan Daphnia
magna kullanilarak, ¢cevresel pH degisikliklerinin telomeraz gen ekspresyonu ve sagkalim
tizerindeki etkileri detayli bir sekilde arastirilmistir. Elde edilen bulgular hem temel
biyolojik bilgiye katki saglamakta hem de cevre ve biyoteknoloji temelli pek c¢ok
uygulama acisindan degerlidir. Bu ¢alismanin sonuclari, telomer biyolojisi, gen
ekspresyon regiilasyonu, ¢evresel stres yanitlar1 ve model organizma arastirmalari gibi
pek ¢ok disiplini ilgilendiren konulara katki sunmaktadir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel diizenek, hem organizmanin gevresel
streslere verdigi molekiiler yanitlar1 ortaya koymak hem de canli performansi tizerindeki
etkileri gozlemlemek {lizere c¢ift odakli bir arastirma tasarimi igermektedir. Bu yoniiyle
calisma, sadece molekiiler biyoloji diizeyinde degil, ayn1 zamanda ekofizyolojik diizeyde
de bilgi iiretmistir. Bu ¢ok katmanli yaklasim, calismanin bilimsel 6zgilinligiinii ve
metodolojik derinligini artiran 6nemli bir unsurdur.

En dikkat cekici bulgulardan biri, Daphnia magna’nin yasadigi ortamin pH’mi
zamanla dengeleme egilimidir. Bu bulgu, bu organizmanin yalnizca pasif bir stres alicisi
olmadigini, ayn1 zamanda ¢evresel homeostazin bir parcasi olarak aktif rol alabilecegini
ortaya koymustur. Asidik ve bazik kosullarda zamanla nétr pH degerlerine yaklasilmast,
canlilarin ortama dogrudan etkide bulunduguna isaret etmektedir. Bu durum, tatli su
ekosistemlerinin kendi kendini diizenleyici dogasi hakkinda ©nemli ipuclar
barindirmaktadir.

Hayatta kalma analizleri agisindan degerlendirildiginde, asidik ortamin Daphnia
magna bireyleri i¢cin ciddi bir stres kaynagi oldugu goriilmistiir. Asidik gruptaki
bireylerin %7.2’ye kadar diisen sagkalim oranlari, diisik pH kosullarinin canlilar
tizerinde ne denli 6liimciil olabilecegini ortaya koymaktadir. Bazik ortamda bu oranin
%12.0 ve notr-kontrol grubunda %9.6 olarak gozlemlenmis olmasi, pH’1in hem y6nii hem
siddetiyle etkili oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar, tatli su kaynaklarinin
asidifikasyonu gibi ¢evresel problemlerin ekosistem diizeyinde yaratabilecegi tehditlerin
molekiiler diizeydeki yansimalarint da gozler oniine sermektedir.

Molekiiler diizeyde elde edilen bulgular ise ¢alismanin 6zgiin katkilarindan bir
digeridir. Telomeraz gen ailesine ait alt1 farkli ekzon bolgesi (P1-P6) i¢in yapilan RT-
gPCR analizleri sonucunda gen ekspresyon diizeylerinin pH kosullarina gore degisiklik
gosterdigi saptanmstir. Ozellikle iigiincii ekzon bolgesini temsil eden Primer 3’iin hem
asidik hem bazik ortamlarda belirgin sekilde daha yiiksek diizeyde ifade edilmesi, bu
bolgenin cevresel strese duyarli bir yanit birimi olabilecegini gdstermektedir. Buna
karsilik Primer 5 bolgesinin diisiik diizeyde ekspresyon gostermesi, gen ailesi i¢inde farkl
boliimlerin farkl stres duyarliliklarina sahip olabilecegine isaret etmektedir. Bu durum,
telomeraz gen ailesi i¢indeki dizisel veya yapisal motiflerin ¢evresel uyaranlara verdigi
farkli yanitlarin arastirilmasina yonelik yeni hipotezlerin dogmasina olanak saglayabilir.

Ayrica gen ekspresyon diizeyleri agisindan kontrol grubunda daha diistik
degerlerin gozlenmesi, ekstrem pH kosullarinin genetik diizeyde bir stres yanitini
tetikledigini gostermektedir. Bu bulgu, cevresel degiskenliklerin organizmalarda genetik
aktiviteyi nasil sekillendirdigine dair temel biyolojiye dogrudan katki sunmaktadir. Bu
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baglamda elde edilen veriler yalnizca Daphnia magna ile siirl kalmayip, diger sucul
omurgasizlar ve model organizmalara yonelik genetik stres ¢calismalari i¢in de 6nemli bir
referans noktasi teskil edebilir.

Calismanin 0zgiin yonlerinden biri de telomeraz enzimine yonelik hem
transkriptomik hem de proteomik analiz diizeylerini bir araya getirmesidir. Her ne kadar
proteomik diizeyde teknik smirliliklar (6rnegin diisiik 6rnek amplifikasyonu ve biitge
kisitlar1) nedeniyle istenilen diizeyde sonuglar alinamamis olsa da bu girisim, ileride
yapilacak caligsmalar i¢in giiclii bir metodolojik zemin sunmaktadir. Bu baglamda tez,
yiiksek lisans diizeyinde sadece sonug¢ degil, ayn1 zamanda gelecekteki aragtirmalara
yonelik gii¢lii bir aragtirma stratejisi ve yaklasimi onermesiyle de dikkat ¢ekicidir.

Bu calismanin yaygin etkileri yalnizca temel biyoloji ile simurli degildir.
Ekosistem modellemeleri, ¢evresel risk degerlendirmeleri, su kalitesi gostergelerinin
gelistirilmesi ve hatta biyolojik erken uyar1 sistemlerinin olusturulmasi gibi bir¢ok
uygulama alaninda kullanilabilecek veriler saglamaktadir. Daphnia magna’nin ¢evresel
pH dengesine olan etkisinin gosterilmesi, bu organizmanin ¢evresel dengeleyici roliinii
destekleyen kanitlar iiretmis ve potansiyel “bioindicator” (biyobelirteg) 6zelligini
giiclendirmistir.

Bilimsel katk1 agisindan bakildiginda, bu tez ¢alismasi telomer biyolojisi alaninda
ozellikle cevresel stres faktdrlerinin gen ekspresyonu tizerindeki etkilerini agiklamaya
yonelik nadir 6rneklerden biridir. Telomer kisalmasinin yaglanma ve hiicresel bozulmayla
dogrudan iligkili oldugu diisiiniiliirse, bu enzimin ¢evresel kosullarla nasil etkilesime
girdigi sorusu olduk¢a degerlidir. Dolayisiyla bu tez, sadece ¢evresel biyoteknoloji ya da
ekotoksikoloji degil, ayn1 zamanda yasglanma biyolojisi, genomik regiilasyon ve
molekiiler adaptasyon gibi disiplinler acisindan da ilgi ¢ekici sonuglar icermektedir.

Sonug olarak, bu tez galismasi; Daphnia magna gibi basit yapili ama biyolojik
acidan yiiksek hassasiyete sahip bir organizmay1 kullanarak, ¢cevresel pH degisikliklerinin
genetik, fizyolojik ve yasamsal sonuglarini biitiinsel bir sekilde ortaya koymustur. Elde
edilen bulgular hem temel bilimsel bilgiye katki sunmus, hem de ¢evresel stresin
biyolojik etkilerini anlamaya yonelik uygulamali yaklasimlara Onciiliilk edebilecek
nitelikte veriler iiretmistir. Bu yoniiyle tez, literatiire degerli bir katki saglamanin yani
sira, gelecekte yapilacak daha kapsamli ve disiplinler arasi arastirmalara da 1s1k
tutmaktadir.
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