Streszczenie

Telomery to znajdujace si¢ na koncach chromosomoéw eukariotycznych konserwatywne
regiony genomu sktadajace si¢ z krotkich i powtarzalnych sekwencji DNA (5’-TTAGGG-3")
oraz biatek (szelteryny). Telomery ulegaja skracaniu podczas kazdego podziatu komérkowego,
wykazujac powigzanie z procesem starzenia si¢ organizmu. Tempo skracania telomerowego
DNA jest cecha osobnicza, na ktorg majag wplyw czynniki genetyczne oraz $rodowiskowe.
Telomeraza jest rybonukleinoproteinowym enzymem, ktorego zadaniem jest synteza nici DNA
w obszarze telomeru co spowalnia proces jego skracania si¢. Telomeraza sktada si¢ z dwoch
kluczowych elementow: katalitycznej podjednostki Tert o charakterze odwrotnej transkryptazy
(ang. telomerase reverse transcriptase), a takze podjednostki TERC, ktora shuzy za wewngtrzng
matryce RNA. U wiekszosci organizmow statocieplnych telomeraza nie wykazuje aktywnosci
w komorkach somatycznych. Z kolei, u organizméw zmiennocieplnych, takich jak ryby
aktywnos$¢ telomerazy jest obserwowana w komorkach somatycznych przez caly okres trwania
ich zycia. Z tego wzgledu telomerowy DNA u ryb nie zawsze skraca si¢ wraz z wiekiem, a
dynamika zmian dlugosci telomerow moze wyglada¢ inaczej u réznych gatunkéw. Ponadto,
przypuszcza si¢, ze stata ekspresja telomerazy u ryb jest zwigzana miedzy innymi z
doskonatymi zdolno$ciami regeneracyjnymi tkanek oraz zwickszong odporno$cig na choroby
nowotworowe. Osobniki triploidalne ze wzgledu na swoje unikalne cechy genetyczne i
fizjologiczne: wicksze rozmiary komorek, wyzsza heterozygotycznosé, zahamowany rozwoj
gonad i ograniczona produkcja gamet, ciggly wzrost, a takze obnizona odporno$¢ na
niekorzystne warunki srodowiskowe, sg doskonatym modelem do badan dotyczacych dynamiki
zmian dlugosci telomerowego DNA oraz aktywnosci telomerazy.

W niniejszej pracy zbadano zmiany dlugosci telomerowego DNA, jak réwniez ekspresje
genu Tert oraz aktywnos$¢ enzymu telomerazy w wybranych tkankach somatycznych i w
gonadach u diploidalnych (2n) i triploidalnych (3n) pstragéw teczowych (Oncorhynchus
mykiss) w réznym wieku oraz u osobnikow charakteryzujgcych sie odmiennym tempem
wzrostu. Srednia dtugo$é sekwencji (TTAGGG), jednorocznych pstragdw teczowych wyniosta
20 000 par zasad. Roznice w dlugosci telomerow u samic i samcoéw byly nieistotne. Badania
wykazaty, iz dynamika zmian dtugo$ci telomerowego DNA u diploidalnych i triploidalnych
ryb byta podobna, co sugeruje, ze dodatkowy zestaw chromosomow u ryb triploidalnych oraz

wszelkie tego konsekwencje majg ograniczony



wplyw na dhugos¢ telomerow u tego gatunku. W przypadku osobnikéw z niedoborem wzrostu
i prawidlowo rozwijajacych si¢ nie wykazano istotnych réznic w dhlugosci telomerdw.
Aktywno$¢ telomerazy w wybranych tkankach osobnikéw prawidlowo rozwijajacych sie¢ i
kartowatych réwniez nie réznita si¢ zasadniczo, jedynie w skorze byla nizsza u ryb z
niedoborem wzrostu. Podwyzszony poziom ekspresji genu Tert stwierdzono w watrobie,
sledzionie, mi¢$niach oraz skrzelach osobnikoéw triploidalnych, co wydaje si¢ mie¢ duze
znaczenie w utrzymaniu homeostazy komorek u osobnikow, ktére w poréwnaniu do ryb
diploidalnych sa zdecydowanie bardziej wymagajace §rodowiskowo. Natomiast w jajnikach
ryb triploidalnych, ekspresja genu Tert byla istotnie nizsza w pordéwnaniu do gonad
diploidalnych samic. Jajniki triploidalnych pstragéow teczowych byly silnie zredukowane i
zawieraly nieliczne oocyty. Niewielka liczba komorek ptciowych, ktore zazwyczaj
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoS$cig telomerazy prawdopodobnie wptyneta na obserwowang

w sterylnych jajnikach niska ekspresje genu Tert.
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Wstep

Telomery i telomeraza

Telomery to niekodujace regiony genomu sktadajace si¢ z tandemowo powtorzonych
sekwencji TTAGGG, ktore wraz z kompleksem bialek ochronnych (ang. shelterin - POT]I,
TPP1, TRFI1, TRF2, RAPI, TIN2) sa zlokalizowane na koncach chromosomow
eukariotycznych (Rysunek 1) [1]. Telomery stabilizuja struktur¢ chromosomoéw oraz
zabezpieczajg ich wewnetrzne regiony przed uszkodzeniem zawartej w nich informacji
genetycznej podczas zachodzacych podzialdow komorkowych. Ponadto, telomery reguluja
ekspresje¢ gendw lezacych w poblizu regionu telomerowego, umozliwiaja systemom
naprawczym rozpoznanie zarOwno prawidlowych, jak i uszkodzonych zakonczen
chromosomoéw, zapobiegajag mutacjom chromosomowym (translokacje, duplikacje, delecje)
oraz zapewniajag prawidlowy przebieg procesu rekombinacji i umozliwiaja przestrzenna

organizacj¢ jadra komorkowego [2-5].

Rysunek 1 Chromosomy pstrgga teczowego poddane hybrydyzacji z sondg telomerowg PNA
znakowanq izotiocyjanianiem fluoresceiny (FITC).



U ludzi, jak i znacznej wigkszos$ci ssakow telomery skracajg si¢ wraz z wiekiem, co jest
naturalng konsekwencja zachodzacych podziatow komoérkowych [6, 7]. Liniowe chromosomy
eukariotyczne skracaja si¢ podczas replikacji, a zjawisko to nosi nazwe
»problemu replikacji konca’. Poniewaz polimeraza DNA wymaga startera RNA do
rozpoczgcia syntezy w kierunku 5° => 3°, jedynie ni¢ wiodgca DNA moze by¢ syntetyzowana
do samego konca. W przypadku nici opoznionej, ktorej synteza odbywa si¢ z wielu matych
fragmentéw DNA, nazywanych odcinkami Okazaki, nie moze ona zosta¢ w pehi
zsyntetyzowana gdyz nie ma sposobu na syntez¢ ostatniego fragmentu Okazaki dlatego, ze
starter musialby znajdowaé si¢ poza koncem chromosomu. Przy tym przylaczony starter
ostatniego odcinka Okazaki nie moze zosta¢ zastgpiony przez polimeraze DNA jak w
przypadku pozostatych. W efekcie czes¢ sekwencji zlokalizowana na koncu replikowanego
DNA pozostaje nieskopiowana, tworzac jednoniciowg strukture nazywang z angielskiego
overhang [8]. W wyniku tego procesu, z kazdym cyklem komoérkowym telomery ulegaja
stopniowemu skracaniu w tempie od 50 do 200 nukleotydow [9]. Trwa to, az do momentu, gdy
osiggng dhugos¢ krytyczng, co jest komunikatem do zatrzymania podziatéw komorkowych i
rozpoczgcia procesu programowanej $mierci komorki (apoptozy). Skracanie si¢ telomerowego
DNA jest zwigzane z procesem starzenia si¢, a takze z rozwojem mig¢dzy innymi chordb
nowotworowych, choréb uktadu krazenia, cukrzycy, chorob neurodegeneracyjnych (choroba
Alzheimera) czy tez chordb genetycznych (Zespot Wernera, Zespoét Blooma) [10-12].
Postepujgca utrata sekwencji telomerowej w komoérkach somatycznych cztowieka uwazana jest
za mechanizm supresji nowotworowej, natomiast niektore komorki posiadajg wadliwg
odpowiedz na uszkodzenia DNA i kontynuujg wzrost pomimo obecnosci dysfunkcyjnych
telomeréw [13]. Wyniki licznych badan wskazujg, ze stres oksydacyjny jest waznym
czynnikiem przyspieszajacym tempo skracania si¢ telomerow [14, 15]. Stres oksydacyjny
definiuje si¢ jako dysproporcje pomiedzy tempem wytwarzania reaktywnych form tlenu (RTF,
ang. ROS — reactive oxygen species), a ich neutralizacje przez systemy antyoksydacyjne [16].
Telomerowy DNA jest bogaty w nukleotydy guaninowe, ktore sg szczegélnie podatne na
uszkodzenia powodowane oddziatywaniem reaktywnych form tlenu [14]. W przypadku
zaburzenia homeostazy komorkowej, spowodowanej nadmierng produkcja RFT oraz
uposledzeniem mechanizmoéw odpowiedzi na stres oksydacyjny, tempo skracania si¢
telomero6w moze zosta¢ zwigkszone, co rowniez przektada si¢ na tempo procesu starzenia si¢
organizmu [15]. Reaktywne formy tlenu sa produkowane podczas proces6w metabolicznych,
ale ich poziom moze wzrosng¢ w wyniku narazenia na czynniki takie jak: wysoko

przetworzona dieta uboga w antyoksydanty, stres, promieniowanie UV czy



zanieczyszczenie $rodowiska [15, 17, 18]. Wszystkie z wymienionych czynnikow majg
negatywny wplyw na utrzymanie odpowiedniej dtugosci telomeréw. Srednia dtugo$é sekwencji
telomerowej jest cechg charakterystyczng dla gatunku, jednak réznice w dtugosci telomerow i
tempie ich skracania si¢ zaobserwowano takze migdzy osobnikami tego samego gatunku.
Dodatkowo, dlugos¢ telomerowego DNA moze by¢ rézna w komorkach poszczegodlnych
tkanek/narzadow tego samego organizmu. Na przyktad u ludzi dtugos¢ sekwencji (TTAGGG)x
miesci si¢ w zakresie od okoto 5 000 to 15 000 nukleotydow [19]. Zauwazono, ze dtugosé
telomerowego DNA jest inna w zaleznosci od pici, przy czym kobiety majg zazwyczaj dtuzsze
telomery niz mezczyzni [20, 21]. By¢ moze jest to spowodowane wystgpowaniem u kobiet

wyzszych poziomow estrogenow, ktore wykazuja dziatania przeciwzapalne i antyoksydacyjne.

Badania dotyczace chromosomowej lokalizacji sekwencji telomerowej wykonano u
okoto 80 gatunkéw ryb. Dlugosé telomerowego DNA u ryb miesci si¢ w zakresie od okoto
3 000 par zasad (drgtwa pawik (Torpedo ocellata)) do nawet 25 000 par zasad (danio prggowany
(Danio rerio)) [22, 23]. Telomery u ryb podobnie jak u ludzi mogg skracac si¢ wraz z wiekiem,
co zaobserwowano u zagrzebki (Nothobranchius furzeri), jesiotra syberyjskiego (Acipenser
baeri) lub gambuzji (Gambusia affinis) [24-26]. Z drugiej strony, dtugos¢ telomeréw buffalo
czarnego (Ictiobus cyprinellus) nie zmienia si¢ w ciggu zycia [27]. Jeszcze inaczej wyglada to
u danio prggowanego, w komorkach ktorego telomerowy DNA wydluza si¢ i skraca w
zaleznosci od etapu rozwoju na jakim w danym momencie znajduje si¢ ryba [28]. Badania
przeprowadzone na cierniczku (Pungitius pungitius) wykazaly, ze u samic tego gatunku
skracanie si¢ telomeréw postepuje wraz z osiggni¢ciem dojrzalosci plciowej, co sugeruje, ze
procesy dojrzewania piciowego wymagajace wigkszych naktadow energetycznych u samic
mogg prowadzi¢ do wystgpienia stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji przyspieszenia
skracania si¢ telomerowego DNA. Takich zmian nie zaobserwowano u samcéw tego gatunku

[29].

Telomeraza jest rybonukleinoproteinowym enzymem, ktory odgrywa kluczowa role w
utrzymaniu dlugosci i integralnosci telomerow. Enzym ten jest odpowiedzialny za synteze
sekwencji telomerowego DNA, spowalniajac lub zapobiegajac skracaniu si¢ telomerow.
Telomeraza sktada si¢ z podjednostki katalitycznej Tert o charakterze odwrotnej transkryptazy
(ang. telomerase reverse transcriptase), podjednostki TERC ztozonej z czgsteczki RNA

bedacej matryca podczas syntezy telomerowego DNA oraz niezbednego do



zachowania przestrzennej struktury telomeréw biatka dyskeryny [1, 30]. Oprocz utrzymania
odpowiedniej dtugosci telomerow, telomeraza odgrywa znaczaca rolg¢ migdzy innymi podczas
regeneracji uszkodzonych tkanek, w procesie nowotworzenia, ochronie antyoksydacyjnej czy
tez mechanizmie starzenia si¢ organizmu [31, 32]. U wigkszosci organizmow statocieplnych
aktywnos$¢ telomerazy zostata potwierdzona jedynie w komorkach linii ptciowej, komorkach
macierzystych oraz komorkach nowotworowych [31]. Badania pokazujg jednak, Ze ekspresja
telomerazy moze zosta¢ indukowana podczas regeneracji tkanek lub gojenia ran [33]. Co
ciekawe, u myszy z wylaczonym genem Tert dochodzi do utraty zdolnosci regeneracji tkanek,
w tym skory, co objawia si¢ wypadaniem i siwieniem wloséw oraz zmniejszong zdolnoScig
gojenia si¢ ran [34, 35]. W przeciwienstwie do ssakow, u ktorych aktywnos¢ telomerazy jest w
znacznej mierze ograniczona, telomeraza u ryb jest aktywna w komorkach wszystkich tkanek
bez wzgledu na wiek badanych osobnikow, co opisano u kilkunastu gatunkow [23, 24, 28, 36-
40]. Badania na modelowych gatunkach ryb pokazujg wysoka korelacj¢ pomiedzy ekspresja
genu Tert, a aktywnoS$cia telomerazy, co sugeruje, ze regulacja transkrypcji tego genu jest
jednym z podstawowych mechanizmow regulujacych aktywno$¢ enzymu [40]. Pierwszym
gatunkiem ryb, u ktorego potwierdzono tak powszechng aktywnos¢ telomerazy, takze u
starszych osobnikow byl pstrag teczowy [36]. U pozbawionych aktywnosci telomerazy danio
pregowanych (Tert ’~) zaobserwowano przedwczesna bezptodno$é, atrofie tkanek, utrate masy
ciala oraz nasilenie stanéw zapalnych [41]. Zagrzebki z wylaczonym przy pomocy techniki
CRISPR/Cas9 genem Tert charakteryzowaly si¢ obnizona ptodnoscig oraz wystgpowaniem
atroficznych jader i jajnikow [42]. Wydaje si¢ zatem, ze wysoka aktywnos¢ telomerazy u ryb
oprocz oczywistych funkcji zwiazanych z kontrolg dtugos$ci telomerow, zapewnia takze rybom

utrzymanie homeostazy organow i tkanek.

Zaleznos$¢ miedzy dtugoscia telomerow oraz aktywnoscig telomerazy, a masg ciala ryb
jest ztozong kwestig. Dtugo$¢ telomerowego DNA jest cechg genetycznie determinowana, ale
dynamika zmian dlugosci sekwencji (TTAGGG). jest wypadkowa tempa wzrostu, liczby
podziatow komoérkowych, narazenia na stres oksydacyjny i aktywnos$ci telomerazy, ktora w
przypadku organizméw zmiennocieplnych jest obecna w komodrkach somatycznych [43].
Podstawowg funkcjg telomerazy jest dobudowywanie nukleotydow do sekwencji telomerowej
w kazdym cyklu podzialu komorkowego, co moze wyjasnia¢ brak korelacji miedzy dtugoscia
telomeréw, a wiekiem u ogrodowca zwyczajnego (Thamnophis sirtalis), z6ktwia skorzastego
(Dermochelys coriacea) [44, 45] czy kilku gatunkow ryb, gdzie dtugos¢ telomerow u dorostych

osobnikow jest poréwnywalna do tych zaobserwowanych u mlodych ryb [27].



Ale nie jest to reguta. W przypadku ryb, gwattowne tempo wzrostu od wyklucia do osiggnigcia
dojrzatosci plciowej moze prowadzi¢ do skracania si¢ telomerdow, co obserwuje si¢ w
komorkach kilku badanych pod tym katem gatunkéw [37, 46]. Szybko rosnace transgeniczne
tososie pacyficzne (Oncorhynchus kisutch) z dodatkowymi kopiami genu hormonu wzrostu
cechuja si¢ krotszymi telomerami w poréwnaniu do nietransgenicznych ryb z grupy kontrolne;.
Co wiecej, w okresie gwaltownego wzrostu, tempo skracania si¢ telomerowego DNA u
transgenicznych osobnikow bylo zdecydowanie szybsze [47]. WzmozZona produkcja wolnych
rodnikow towarzyszaca intensywnemu wzrostowi ryb moze powodowaé wystapienie stresu
oksydacyjnego, ktory z kolej przyczynia si¢ do zwigkszenia tempa ,,erozji” telomerow. Wydaje
si¢ zatem, ze telomeraza nie zawsze jest w stanie zrekompensowac strate telomerowego DNA
bedaca konsekwencjg intensywnej proliferacji komoérek podczas szybkiego wzrostu
somatycznego. Trudno tez szuka¢ jednego modelu zaleznosci miedzy dlugoscia telomerow, a
wielkoS$cig czy masg ciata u zwierzat zmiennocieplnych. U aligatora amerykanskiego (A//igator
mississippiensis) osobniki o wickszej dtugosci ciala posiadaty krotsze telomery [48]. Z kolei u
karpia, dtugo$¢ telomerowego DNA zwigkszata si¢ wraz z dtugoscig ciata ryb [49]. Aktywnos$¢
telomerazy w komorkach mig$niowych moze by¢ relatywnie niska u dorostych ryb, ktore sita
rzeczy maja wicksza mase¢ ciata niz mtode osobniki, co obserwuje si¢ u pstraga teczowego i
dorsza [36, 39]. Z drugiej strony, ekspresja genu Tert w mic$niach morszczuka (Merluccius
merluccius) rosta wraz z dlugos$cia ciata osobnikéw [39]. Mimo, Ze ryby rosng przez cale swoje
zycie, to zdarzajg si¢ przypadki osobnikow, ktorych tempo wzrostu zdecydowanie odbiega od
sredniej w populacji [50]. Niedobor wzrostu prowadzacy do kartowatosci u ryb jest stanem,
ktory obserwuje si¢ w populacjach dziko-zyjacych osobnikéw, a takze wsrod ryb hodowlanych,
szczegolnie z linii charakteryzujacych si¢ duza wsobnoscia, np. ryby androgenetyczne czy
gynogenetyczne [51, 52]. Dosy¢ gwattowne zatrzymanie proliferacji komorek prowadzace do
zahamowania wzrostu somatycznego moze powodowac, ze tempo skracanie si¢ sekwencji
telomerowej u takich ryb bedzie wolniejsze. Z drugiej strony, u tego rodzaju ryb obserwuje si¢
czesto wspohistnienie wad rozwojowych zwigzanych z deformacjami kregostupa
utrudniajacymi w znacznym stopniu ptywanie. Wydatek energetyczny jaki ponosza takie ryby
jest znaczaco wyzszy niz w przypadku ryb prawidlowo rozwijajacych si¢, co opisano u
kartlowatych siei (Coregonus clupeaformis) [53]. Co wigcej, sieje z niedoborem wzrostu
charakteryzowaly si¢ wigkszym udzialem migséni szkieletowych oraz stosunkowo wigksza
watrobg [54]. Wyzsze tempo przemiany materii moze mie¢ swoje konsekwencje w postaci

wystapienia stresu oksydacyjnego prowadzacego do szybszego skracania si¢ telomerowego DNA.



Porownanie dlugosci telomeréw i aktywnosci telomerazy u ryb z niedoborem wzrostu oraz ich
prawidlowo rozwijajacego si¢ rodzenstwa wydaje si¢ intrygujacym pomystem mogacym
przynie$¢ nowe informacje dotyczace roli telomerazy podczas wzrostu somatycznego ryb oraz

konsekwencji tejze aktywnosci dla dlugos¢ telomerowego DNA.

Spontaniczna i indukowana triploidyzacja ryb

W przypadku niewielkiej liczby gatunkow ryb zaobserwowano spontaniczne
wystepowanie w Srodowisku naturalnym osobnikow triploidalnych. U piskorza amurskiego
(Misgurnus anguillicaudatus) opisano linie ryb rozmnazajacych si¢ gynogenetycznie, ktore
produkuja diploidalne gamety oraz linie ryb, ktore produkujg gamety haploidalne. Osobniki z
obu linii moga si¢ ze soba krzyzowac dajac triploidalne potomstwo [55-57]. Triploidalne
samice tego gatunku z linii klonalnej sktadajg haploidalng ikre, w ktorej po zaptodnieniu przez
haploidalne plemniki rozwing¢to si¢ diploidalne potomstwo [56]. U ryb z rodzaju Cobitis
wystepujacych rowniez w Polsce obserwuje si¢ triploidalne osobniki hybrydowe powstate w
wyniku krzyzowania si¢ ryb nalezacych do gatunkéw: koza dunajska (C. elongatoides), koza
(C. taenia) oraz C. tanaitica [58]. Spontanicznie pojawiajace si¢ i nieliczne triploidalne
osobniki opisano w przypadku dziko-zyjacych populacji i linii hodowlanych kilku gatunkow
ryb tososiowatych w tym takze w przypadku pstraga tgczowego [59-61]. Wsrod ponad 4 000
tososi atlantyckich pochodzacych z 55 norweskich farm okolo 2% osobnikow okazato si¢ by¢
spontanicznymi triploidami. Pojawienie si¢ spontanicznych triploidow moze by¢ spowodowane
wykorzystaniem do zaplodnienia tak zwanej przejrzatej ikry, czyli ikry ktora zbyt dtugo po
owulacji przebywata w jamie ciala samicy. W takich przypadkach, po zaptodnieniu dochodzi
do zatrzymaniem drugiego ciatka kierunkowego w komorce jajowe;.

Badania opisane w niniejszej pracy i dotyczace dynamiki zmian dtugosci telomerowego
DNA oraz aktywnosci telomerazy przeprowadzono na komoérkach diploidalnych i
triploidalnych pstragoéw teczowych. Pstrag teczowy petni wazng rolg ekologiczna, jest jednym
z dominujacych gatunkow w $wiatowej akwakulturze, jak roéwniez jest organizmem
modelowym w badaniach dotyczacych powstawania nowotworow, fizjologii, genetyki czy tez
zywienia [62, 63]. Osobniki z dodatkowym zestawem chromosoméw uzyskano w warunkach
kontrolowanych eksponujac zaptodnione ziarna ikry na dzialanie udaru §rodowiskowego, w
tym przypadku szoku cisnieniowego, ktory destabilizujagc dzialanie mikrotubul wrzeciona
kariokinetycznego zapobiega wyrzuceniu drugiego ciatka kierunkowego. W konsekwencji
takiego dziatania, w jadrze zygoty znajdujg si¢ trzy haploidalne zestawy chromosoméw; dwa

komplety chromosomoéw dziedziczonych po



matce pochodzgce z przedjadrza zenskiego (1n) i ciatka kierunkowego (1n) oraz jeden komplet
dziedziczony po ojcu pochodzacy z przedjadrza meskiego (1n) (Rysunek 2) [64]. Dodatkowy
zestaw chromosomow u triploidalnych ryb powoduje powazne zaktocenia podczas rozwoju
gonad i produkcji gamet. W przypadku ryb tososiowatych, triploidalne samice sg funkcjonalnie
sterylne, ich jajniki sg silnie zredukowane, a produkowane przez nie nieliczne oocyty sa
aneuploidalne i niezdolne do aktywacji i prawidlowego rozwoju. Triploidalne osobniki nie
dojrzewajg i inwestuja niemal calg energi¢ z pokarmu w rozwdj somatyczny, dzieki czemu
charakteryzujg si¢ cigglym wzrostem, podczas gdy u ryb diploidalnych w okresie dojrzewania
ptciowego dochodzi do znaczacego ograniczenia tempa wzrostu, a nawet zmniejszenia masy
ciata [64]. Ryby triploidalne ze wzgledu na swoje charakterystyczne cechy takie jak wickszy
rozmiar komorek, zwigkszona heterozygotyczno$¢ (dodatkowe kopie gendw), sterylnosc,
ciggly wzrost czy tez wigksza podatno$§¢ na czynniki zewngtrzne w poréwnaniu do
diploidalnych osobnikéw, sg dobrym modelem do badan dlugosci telomeréw oraz aktywnosci
telomerazy. Dodatkowy zestaw chromosoméw powoduje, ze regulacja ekspresji gendw u
triploidow jest niezwykle ciekawym zjawiskiem, o ktorym wcigz niewiele wiemy zwtaszcza w
kontekscie genu Tert. Badania pokazuja, iz osobniki triploidalne moga charakteryzowac si¢
zmniejszong, zwigkszong lub podobng ekspresja niektorych genow [65-68]. Ekspresja genu
Tert jest kluczowa dla utrzymania homeostazy tkanek ryb, co jest szczegdlnie istotne dla
osobnikow triploidalnych, ktore sa bardziej wymagajace w kontek$cie odpowiednich

warunkow §rodowiskowych w poréwnaniu do diploidalnych ryb.
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Rysunek 2 Graficzne przedstawienie procesu triploidyzacji pstrqga teczowego.



Cele badan

1. Charakterystyka zmian dtugosci telomerowego DNA w trakcie rozwoju osobniczego

w komorkach diploidalnych i triploidalnych pstragéow teczowych.

2. Okreslenie dtugosci telomerowego DNA 1 aktywno$ci telomerazy u pstragoéw

teczowych charakteryzujacych si¢ niedoborem wzrostu.

3. Okreslenie aktywnosci telomerazy w tkankach somatycznych i w jajnikach u

diploidalnych i triploidalnych pstragdéw teczowych.

Hipotezy badawcze

1. Dhugos¢ telomerowego DNA u diploidalnych i triploidalnych pstragdéw teczowych

zmienia si¢ wraz z wiekiem w roznym tempie, zaleznie od ploidalnosci.

2. Pstragi tgczowe charakteryzujace si¢ zaburzeniem wzrostu posiadaja krotsze telomery

oraz nizsza aktywnos$¢ telomerazy w swoich komorkach niz prawidtowo rozwiniete osobniki.

3. Aktywno$¢ telomerazy w niedorozwinigtych jajnikach triploidalnych pstragow
teczowych jest nizsza, niz w jajnikach osobnikéw diploidalnych, natomiast aktywnos¢
telomerazy w organach somatycznych triploidalnych pstragéw tgczowych jest wyzsza niz u

diploidalnych osobnikow.



Weryfikacji hipotez podporzadkowano nastepujace zadania badawcze:

Zadanie 1. Oszacowanie zmian dtugosci telomerowego DNA w komoérkach diploidalnych i

triploidalnych pstragoéw teczowych w réoznym wieku.

Zadanie 2. Analiza dlugos$ci telomerowego DNA oraz aktywnosci telomerazy u kartowatych i

prawidtowo rozwijajacych si¢ diploidalnych pstragéow teczowych.

Zadanie 3. Ocena aktywnosci ekspresji genu Tert w watrobie, sledzionie, mi¢$niach,

skrzelach i jajnikach diploidalnych i triploidalnych pstragéow teczowych.



Diugosé telomerowego DNA u diploidalnych i triploidalnych pstrggow teczowych zmienia si¢

wraz z wiekiem w roznym tempie, zaleznie od ploidalnosci.

Telomery u wigkszosci ssakow skracaja si¢ wraz z wiekiem, co jest uwazane za jeden z
mechanizméw starzenia replikacyjnego [69]. Wiedza dotyczaca dynamiki zmian dlugosci
telomerowego DNA u ryb odnosi si¢ do bardzo ograniczonej liczby gatunkow, z ktorych
wickszo$¢ przebadanych pod tym katem to gatunki uznane za modelowe. Dotychczas uzyskane
wyniki pozwolity opisa¢ trzy warianty tego fenomenu u ryb: telomerowy DNA skraca si¢ wraz
z wiekiem (1), dlugos¢ sekwencji (TTAGGG), jest taka sama u ryb w réznym wieku (2) lub
skraca si¢ 1 wydluza w zaleznosci od etapu rozwoju osobniczego (3). Zwigzany z wiekiem
spadek dlugosci telomerdéw zostal zaobserwowany w przypadku niektorych szczepow ryzanki
japonskiej oraz zagrzebki, natomiast nie wykazano takiej zaleznosci w przypadku Menidia
menidia czy okonia morskiego (Dicentrarchus labrax), w komorkach ktorych dlugosé
telomerowego DNA u osobnikéw mtodocianych i dorostych jest podobna [37, 24, 70, 71]. Z
kolei u danio preggowanego telomery najpierw wydluzaja si¢ osiggajgc maksymalng dlugosé
obserwowang w komorkach dorostych osobnikow i dopiero potem stopniowo zaczynaja si¢

skracac [28].

Celem badan opisanych w pierwszej publikacji skladajacej si¢ na niniejszg prace
doktorska byto zbadanie jak zmienia si¢ dlugo$¢ telomeréw w komorkach pstragdéw teczowych
z diploidalnych 1 triploidalnych linii na réznych etapach rozwoju osobniczego. Triploidalne
samice pstraga tgczowego posiadaja silnie zredukowane jajniki i nie inwestuja energii w proces
gametogenezy. Z tego tez powodu ryby te nie dojrzewaja plciowo, a co za tym idzie w
przeciwienstwie do ptodnych diploidalnych osobnikéw tempo wzrostu takich ryb nie spada w
sezonie tarftowym co jest powszechnie obserwowane w przypadku ptodnych samic. Biorac pod
uwage fizjologiczne rdéznice migdzy pstragami tgczowymi wynikajace z posiadania
dodatkowego haploidalnego zestawu chromosomoéw oczekiwano, ze ewentualne tempo

skracania si¢ telomerowego DNA wraz z wiekiem takze bedzie rozne.

Dhugos¢ sekwencji (TTAGGG), u diploidalnych i triploidalnych pstragdéw teczowych
analizowano w komorkach zarodkéw, larw, osobnikéw jednorocznych, dwuletnich oraz
trzyletnich. Chromosomy interfazowe poddano hybrydyzacji z sondg telomerowa PNA (ang.
peptide nucleic acid probe) znakowang izotiocyjanianiem fluoresceiny (FITC) uzywajac

zestawu Telomere PNA FISH Kit/FITC (DAKO, Glostrup, Dania). Nastgpnie z



wykorzystaniem kamery (5 M CMOS) pobrano obraz mikroskopowy jader interfazowych po
hybrydyzacji i przeanalizowano intensywnos¢ sygnatéw fluorescencyjnych wykorzystujac
technike Q-FISH (ang. Quantitative Fluorescence In Situ Hybridization) i program HiFISH ASI
(Applied Spectral Imaging, Yokne’am Illit, Israel).

Wyniki analizy Q-FISH wykazaty, Ze ryby diploidalne i triploidalne charakteryzuja si¢
podobng dynamika zmian dlugosci telomerowego DNA w trakcie ontogenezy. Dlugosé
telomerow w komorkach zarodkéw, larw i jednorocznych ryb nie zmieniata si¢ istotnie.
Znaczaco krotszymi telomerami charakteryzowaty si¢ dwuletnie ryby. Co ciekawe,
niespodziewanie w komorkach trzyletnich osobnikow stwierdzono znaczny wzrost dhugosci
telomerowego DNA. Ponadto zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem masy oraz dlugosci ciala
triploidalnych pstragow tgczowych istotnie spada dlugo$¢ telomerowego DNA w ich
komorkach. Takiej korelacji nie potwierdzono u ryb diploidalnych.

Spadek dtugosci telomerow obserwowany u pstragdéw teczowych w drugim roku zycia
moze by¢ wynikiem szybkiego wzrostu wystepujacego uryb od wyklucia do etapu dojrzewania.
Wyniki badan przeprowadzonych na wielu gatunkach zwierzat, w tym takze na rybach,
potwierdzaja, ze tempo skracania si¢ telomerow jest skorelowane z okresem szybkiego wzrostu
charakterystycznego dla poczatkowych faz zycia kregowcoéw [43]. Model dynamiki zmian
telomerowego DNA u pstraga tgczowego wydaje si¢ by¢ podobny do tego zaobserwowanego u
ryzanki japonskiej. U obu gatunkéw ryb telomery skracajg si¢ i wydtuzaja w trakcie zycia w
zaleznosci od tempa wzrostu. Pomimo réznic fizjologicznych i genetycznych tempo wzrostu
ryb diploidalnych i triploidalnych do pewnego momentu jest podobne [65], dopiero w okresie
dojrzewania i samego tarla to tempo u ptodnych osobnikoéw wyraznie spada. Z tego tez powodu
dynamika zmian dtugosci telomerowego DNA u ryb z obu grup jest podobna. Podczas
gwaltownego wzrostu, ktéremu towarzyszy wzmozona proliferacja komorek, a tym samym
zwicksza si¢ poziom wolnych rodnikow, telomeraza nie byta w stanie zrekompensowaé
ubytkow telomerowego DNA. Wydluzenie telomerdéw u ryb trzyletnich moze by¢ zwigzane ze
spowolnieniem tempa wzrostu w tym okresie, co pozwolito telomerazie na zwickszenie
dhugosci telomeréw u trzylatkow. Obserwowana w komorkach triploidalnych ryb zaleznos¢
wicksza masa/dlugos¢ ciata — krotsze telomery potwierdza wyniki badan pokazujacych
podobne powigzanie u aligatora amerykanskiego [48]. Osobniki triploidalne, ktore badano w
tym przypadku byty istotnie wigksze od ryb diploidalnych i by¢ moze stad jedynie w przypadku

tych pierwszych taka zaleznos¢ si¢ pojawita.



Uzyskane wyniki pozwolily na pozytywng weryfikacje pierwszej czesci hipotezy,
wskazujac, ze u diploidalnych oraz triploidalnych pstragéw teczowych dtugosé telomerowego
DNA zmienia si¢ w trakcie trwania ontogenezy, jednak ploidalno$¢ nie miata wptywu na

dynamike tych zmian.



Weryfikacja hipotezy 2

Pstrqgi teczowe charakteryzujqce sie zaburzeniem wzrostu posiadajg krotsze telomery oraz

nizszq aktywnos¢ telomerazy w swoich komorkach niz prawidlowo rozwiniete osobniki.

Tempo skracania telomerowego DNA jest najwigksze w trakcie najszybszego wzrostu
charakterystycznego dla wczesnych etapow zycia kregowcow [73-75]. W przeciwienstwie do
organizmow statocieplnych, gatunki ektotermiczne (zmiennocieplne) charakteryzuja sig
nieograniczonym wzrostem co oznacza, ze rosng szybko w mtodym wieku i kontynuujg wzrost
po osiggnigciu dojrzatosci piciowej, lecz w wolniejszym tempie. Ponadto w komorkach tkanek
somatycznych gadow, ptazow oraz ryb wykazano wysoki poziom ekspresji telomerazy, podczas
gdy u ssakow i ptakow aktywnos$¢ telomerazy jest wyraznie ograniczona w takich komorkach
[76, 77]. Korelacje miedzy masa ciata i aktywnoscig telomerazy w watrobie, $ledzionie oraz w
nerkach potwierdzono analizujac kilkanascie gatunkow gryzoni. U gatunkow, ktorych masa
dorostego osobnika jest nizsza niz jeden kilogram, aktywnos$¢ telomeraza byla wysoka w
badanych tkankach [78]. Poziom aktywnosci telomerazy u ryb cechuje duza mi¢dzygatunkowa,
wewnatrzgatunkowa, a takze osobnicza zmiennos¢ [28, 36, 37, 79, 80]. Najwyzsza aktywnoscia
telomerazy zazwyczaj charakteryzuja si¢ komorki mtodych i szybko rosnacych osobnikow [39,
40]. Wéréd organdw wewngetrznych wysoki poziom telomerazy opisano w komorkach jader,
jajnikow 1 watroby u danio, ryzanki japonskiej, zagrzebki, zmienniakéw plamistych
(Xiphophorus maculatus) oraz u pstraga teczowego [23, 24, 28, 36, 38, 80]. Co wigcej, w
przypadku ryzanki japonskiej i morszczuka, wyzsza aktywnoscig telomerazy charakteryzowaty
si¢ komorki samcow [38, 39]. W tkance migsniowej i w skorze morszczuka wyzszy poziom
ekspresji genu Tert zaobserwowano u osobnikéw o wigkszej masie. Z kolei u dorostych
osobnikow pstraga teczowego wraz ze wzrostem masy ciata spadata aktywnosci telomerazy w
migéniach. [36, 39]. Biorgc pod uwagg, ze u niektorych gatunkéw ryb takich jak morszezuk,
pstrag teczowy oraz Oryzias melastigma zaobserwowano zwigzek migdzy wzrostem
somatycznym 1 dlugoscia telomerow lub ekspresjg telomerazy [39, 40, 46] interesujacym
wydawalo si¢ zbadanie aktywnosci telomerazy oraz okreslenie dlugosci telomerow w
komoérkach osobnikéw z niedoborem wzrostu (karlowato$¢) i tych charakteryzujacych sie
prawidlowym tempem wzrostu. Karlowatos¢ to przypadtosc, ktora wystgpuje dosy¢ czegsto w
populacjach wielu gatunkow zwierzat kregowych wilaczajac w to ryby. Niedobdr wzrostu u
osobnikow kartowatych moze mie¢ podtoze genetyczne lub by¢ konsekwencjg zbyt niskiego
poziomu hormonu wzrostu oraz niedozywienia [81, 82]. Osobniki charakteryzujace sic

zredukowanym wzrostem i



deformacjami ciata opisano w populacjach wielu gatunkéw ryb dziko zyjacych jak rowniez
tych pochodzacych z hodowli (pstrag teczowy, toso$ atlantycki, okon morski) [83]. W
przypadku pstraga teczowego, w liniach sktadajgcych si¢ z w pelni homozygotycznych ryb
androgenetycznych dosy¢ czesto obserwuje si¢ osobniki kartowate, w przypadku ktorych to
zaburzenie jest efektem ekspresji recesywnych alleli [51, 52]. Poréwnanie aktywnosci
telomerazy oraz dtugos$ci telomerowego DNA w komorkach osobnikéw z niedoborem wzrostu
i ryb charakteryzujacych si¢ prawidlowym wzrostem byto celem badan, w kolejnych dwoch

artykutach wchodzacych w sktad niniejszej pracy doktorskie;j.

Dlugos¢ telomerowego DNA i aktywno$¢ telomerazy zbadano w komorkach
jednorocznych prawidlowo rozwinigtych ryb androgenetycznych (,DH), kartowatych
androgenotow (¢DH) oraz prawidlowo rozwinigtych heterozygotycznych ryb z linii Rutki.
Indukowana androgeneza jest zabiegiem pozwalajacym otrzymaé osobniki dziedziczace
jedynie ojcowskie chromosomy [84]. Proces ten polega na inaktywacji ikry poprzez
naswietlenie wysokimi dawkami promieniowania jonizujgcego lub UV, ktoére niszcza jadrowy
DNA. Nastgpnie komorki jajowe poddane sg inseminacji w wyniku czego uzyskuje si¢
androgenetyczne haploidalne zarodki. Kolejnym etapem jest poddanie zygoty na dziatanie
wysokiego cisnienia hydrostatycznego w celu zatrzymania pierwszego podziatu jadra
komorkowego i zduplikowania ojcowskiego materiatu genetycznego. W rezultacie otrzymuje
si¢ tak zwane podwojone haploidy (ang. Doubled Haploids) [84]. Niektore androgenoty
charakteryzujg si¢ niedoborem wzrostu, czy tez deformacjami ciata [51], co czyni je dobrymi
kandydatami do badan nad wplywem zaburzen wzrostu na dtugo$¢ telomerowego DNA oraz
aktywnosci telomerazy u ryb. Dlugos¢ sekwencji telomerowej badano w komoérkach pobranych
z nerki glowowej stosujac wczesniej opisang metode Q-FISH. W celu oszacowania dlugosci
telomerowego DNA porownano intensywno$¢ fluorescencji sygnatow hybrydyzacji w
komorkach pstraga teczowego i w mysich komorkach chtoniaka z linii L5778Y-R o znanej
dhugosci telomerow (79 700 par zasad) [85]. Natomiast aktywno$¢ telomerazy w komorkach
watroby, w migsniach i skorze zbadano postugujac si¢ testem ELISA TeloTAGGG Telomerase
PCR ELISA Kit (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Niemcy). Jest to test przeznaczony do

wysoce czutego wykrywania aktywnosci telomerazy z probek biologicznych.

Porownanie dhugosci sekwencji telomerowej w komorkach pstragéow teczowych i
komorkach L5178Y-R wskazuje, ze $rednia dtugo$¢ telomeréw badanych ryb wynosi okoto 20

000 par zasad, co jest zgodne z obserwacjami innych naukowcéw wykorzystujacych do



badan dhugosci telomerowego DNA metode hybrydyzacji typu Southern blot (ang. Southern
blot hybridisation) [86]. Na dlugos¢ sekwencji telomerowej nie miata wptywu pte¢ ryb. I co
najistotniejsze w kontekscie weryfikacji hipotezy, nie zaobserwowano statystycznie istotnych
roznic w dlugosci telomerowego DNA u pstragdw teczowych z trzech badanych grup.
Najwyzszg aktywnos$¢ telomerazy zaobserwowano w komodrkach watroby u wszystkich
badanych ryb. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w aktywnosci telomerazy w tym
organie u ryb znaczgco roznigcych si¢ dlugoscig i masg. W miegéniach aktywnos¢ telomerazy
byla najnizsza u osobnikoéw heterozygotycznych. U prawidlowo rozwinigtych osobnikoéw
androgenetycznych w poréwnaniu do ryb karfowatych i ryb heterozygotycznych

zaobserwowano podwyzszong aktywnos¢ telomerazy w skorze.

Podobna dtugos¢ telomerow u pstragéw teczowych z zaburzeniem wzrostu jak i
normalnie rozwinig¢tych osobnikdéw sugeruje, ze mechanizmy zwigzane z niedoborem wzrostu
nie wplywaja na dlugos¢ telomerowego DNA. Z drugiej strony, przeprowadzone analizy
pokazaly znaczaca mig¢dzyosobniczg zmienno$¢ dlugosci telomerowego DNA u pstragdéw
teczowych begdacych w tym samym wieku. Rownie duzg réznorodno$¢ dtugosci telomerow
zaobserwowano w komoérkach ryzanki japonskiej (od 6000 par zasad do 12000 par zasad) [38].
Badania z udziatem ssakow, ale tez réznych gatunkéw ryb takich jak ryzanka japonska lub
zagrzebka pokazujg ze samice posiadajg dtuzsze telomery niz samce [87, 88]. Podczas gdy
wyniki drugiej publikacji wskazaty poréwnywalng dlugo$ci telomerow u pstragéow teczowych
obu pfci, co jest z kolei zgodne z wynikami badan komorek karpia (Cyprinus carpio) [49].
Biorgc pod uwage, ze gléwnym zadaniem telomerazy jest ograniczenie nadmiernego skracania
si¢ telomeréw, porownywalna aktywno$¢ telomerazy w tkankach pstragdéw teczowych o
ograniczonym wzroscie 1 normalnie rozwinig¢tych osobnikéw koresponduje z wynikami
opisanymi w drugiej publikacji, ktore pokazaty brak roznic w diugosci telomerow migdzy
rybami kartowatymi, a tymi o niezakléconym wzroscie. Brak istotnych réznic w aktywnosci
telomerazy w mig$niach u pstragow tgczowych z deficytem wzrostu i osobnikéw o prawidtowe;j
budowie potwierdza, ze aktywnosci telomerazy nie jest hamowana u osobnikow kartowatych
lub, ze kartowatos¢ nie jest konsekwencja niskiej aktywnos$ci telomerazy. Z drugiej strony,
obnizony poziom telomerazy obserwowany w skorze ryb z niedoborem wzrostu w porownaniu
do normalnych androgenotow sugeruje, ze telomeraza moze by¢ zaangazowana w procesy
zwigzane ze wzrostem przynajmniej w tej tkance. Stala i wysoka aktywnos¢ telomerazy w
tkankach ryb moze by¢ kluczowa w utrzymaniu homeostazy telomeréow podczas procesu

regeneracji  [23]. Badania



przeprowadzone na danio pr¢gowanym, ryzance japonskiej oraz przydence zebrowatej
(Fundulus heteroclitus) udowodnity, ze aktywnos$¢ telomerazy u ryb jest powigzana z ich
imponujgcymi mozliwo$ciami regeneracyjnymi uszkodzonych tkanek [79, 89-91]. Aktywnos¢
telomerazy pomaga zapobiegac¢ skracaniu telomerow podczas szybkiego podzialu komorek,
ktore zachodza w trakcie regeneracji narzadow. U kilku gatunkéw ryb w tym takze u pstraga
teczowego, watroba jest organem o stosunkowo wysokiej aktywnosci telomerazy, co moze
by¢ powigzane ze zdolno$ciami do pelnego przywrocenia funkcji po jej uszkodzeniu [36, 38, 92].
Reasumujac, telomery pstragdéw teczowych z zaburzeniami wzrostu nie byty krétsze od
telomerow ryb prawidtowo rozwijajacych sie, a aktywno$¢ telomerazy w obu grupach ryb byta
podobna co pozwolito odrzuci¢ hipotez¢ mowigca o tym, ze pstragi teczowe charakteryzujace
si¢ zaburzeniem wzrostu, posiadaja krotsze telomery oraz nizsza aktywno$¢ telomerazy w

swoich komorkach niz prawidlowo rozwinigte osobniki.



Weryfikacja hipotezy 3

Aktywnosé telomerazy w niedorozwinietych jajnikach triploidalnych pstrqgow teczowych jest
nizsza, niz w jajnikach osobnikow diploidalnych, natomiast aktywnosé telomerazy w organach
somatycznych triploidalnych pstrqgow teczowych jest znaczqgco wyzsza niz u diploidalnych

osobnikow.

Dodatkowy zestaw chromosomoéw, a co za tym idzie zwigkszona liczba alleli u
triploidalnych ryb powoduje, ze takie osobniki coraz czgsciej sg obiektem badan w zakresie
regulacji ekspresji genow [93, 94]. Ze wzgledu na swoje unikalne cechy takie jak: zwickszona
wielko$¢ komorek i ich mniejsza liczba w organizmie, zaktocony proces rozwoju gonad i
gametogenezy, ciggly wzrost, ale takze wigksza wrazliwos¢ na odbiegajace od optymalnych
warunki $rodowiskowe w poréwnaniu do osobnikow diploidalnych, triploidalne pstragi
teczowe s3 cieckawym modelem w doswiadczeniach dotyczacych aktywnosci telomerazy [64].
Dodatkowy zestaw chromosomoéw u triploidalnych ryb tososiowatych powoduje
nieprawidlowy rozwdj gonad oraz zakldca proces oogenezy. W rezultacie samice triploidalnych
pstragdéw teczowych zazwyczaj maja niedorozwini¢te jajniki z niewielka liczba oocytow, co
uniemozliwia im produkcje jaj i powoduje, ze ryby te nie dojrzewaja piciowo [95]. Ta
funkcjonalna sterylno$¢ ma swoje zalety doceniane coraz czesciej przez sektor akwakultury;
tempo wzrostu triploidalnych samic nie jest zaklocone przez procesy zwiazane z rozrodczos$cia,
a jakos¢ tkanki migsniowej nie spada w sezonie rozrodczym, co czgsto obserwuje si¢ u
osobnikow  diploidalnych w trakcie dojrzewania pilciowego 1 tarta. Organami
charakteryzujacymi si¢ zazwyczaj bardzo wysokg aktywno$cig telomerazy u ryb sg gonady [24,
28, 80]. Ryby z wylaczonym genem Tert cechujg si¢ przedwczesng bezptodnoscia, atrofig
przewodu pokarmowego, a takze utratg masy migsniowej (sarkopenia) [41]. Biorac pod uwage,
ze triploidalne samice ryb tososiowatych posiadaja zwickszong liczbe alleli, co moze mie¢
wplyw na ekspresje genow, a przy tym sg rybami sterylnymi, analiza ekspresji genu Tert w
tkankach takich ryb wydaje si¢ z naukowego punktu widzenia niezwykle ciekawa. W zwiazku
z tym, celem badan przedstawionych w czwartej publikacji bylo oszacowanie ekspresji genu
Tert w tkankach somatycznych oraz w jajnikach diploidalnych i triploidalnych samic pstraga

teczowego.

Ekspresja genu Tert zostata zbadana w watrobie, Sledzionie, mig$niach, skrzelach oraz
jajnikach dwuletnich i trzyletnich diploidalnych oraz triploidalnych samic pstraga teczowego.
RNA z wymienionych tkanek zostato wyizolowane przy uzyciu zestawu Bead-Beat Total RNA
Mini kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) i w dalszych etapach wykorzystane do



syntezy cDNA stosujac RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA).
Nastepnie przeprowadzono analizg real-time PCR dla genu 7ert oraz genu referencyjnego Actb
(B-aktyna). Jajniki diploidalnych i triploidalnych samic badano makroskopowo oraz
sporzadzono z nich preparaty histologicznie, ktore nastepnie badano pod mikroskopem. Wyniki
analizy real-time PCR wykazaly, ze osobniki triploidalne charakteryzowaly si¢ znaczaco
wyzszg ekspresja genu Tert w tkankach somatycznych w porownaniu do osobnikow
diploidalnych. Natomiast w przypadku jajnikow, zdecydowanie wyzszy poziom ekspresji genu
Tert zaobserwowano u ryb diploidalnych. Ekspresja genu Tert w migsniach byta wicksza u ryb
dwuletnich tylko w przypadku diploidalnych osobnikow. W skrzelach nie odnotowano
istotnych réznic w aktywnosci genu Tert migdzy grupami wiekowymi zaréwno u diploidalnych
jak 1 u triploidalnych pstragow teczowych. Trzyletnie ryby triploidalne charakteryzowaly si¢
wyzsza ekspresja Tert w watrobie w porownaniu do ryb dwuletnich. Podobnych réznic nie
wykazano u pstragow teczowych diploidalnych. W $ledzionie istotny wzrost aktywnosci genu
Tert wystapit tylko u trzyletnich osobnikéw triploidalnych w poréwnaniu do diploidow (bez
wzgledu na wiek) oraz dwuletnich ryb triploidalnych. Jajniki osobnikéw triploidalnych byty
silnie zredukowane oraz zbudowane gtdwnie z komorek tkanki tacznej, najczesciej fibrocytow
i zawieraly nieliczne oocyty. Gonady ryb diploidalnych byly prawidlowo rozwinigte,

wypelione oocytami na roznym stopniu dojrzatosci.

Wplyw triploidyzacji na ekspresje genow byt badany miedzy innymi u takich gatunkow
jak toso$ atlantycki, kara$ chinski (Carassius auratus) czy Clarias macrocephalus [96-98]. W
przypadku wiekszosci badanych w tych pracach genéw poziom ich ekspresji w tkankach ryb
diploidalnych i triploidalnych byt zblizony. Natomiast w wyniku kompensacji dawki genow
(ang. dosage compensation) niektére geny (na przyklad geny regulujace przemiany
metaboliczne lub odpowiedz na stres) moga wykazywaé inny poziom ekspresji u osobnikoéw
triploidalnych w porownaniu do diploidéw [68]. W niniejszej pracy triploidalne pstragi teczowe
w porownaniu do diploidow charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem ekspresji genu Tert we
wszystkich badanych tkankach somatycznych. Wskazuje to, ze Tert podlega mechanizmowi
kompensacji dawki genow zwigzanemu z podwyzszong ploidalnoscia. Biorgc pod uwage
wspomniane w pierwszym akapicie roznice miedzy diploidalnymi, a triploidalnymi pstragami
teczowymi, osobniki triploidalne moga wymaga¢ zwigkszonej aktywnos$ci telomerazy w celu
utrzymania wlasciwej homeostazy tkanek. Watroba, skrzela, $ledziona i mig$nie wykazuja

istotnie wyzsza ekspresje telomerazy u



triploidalnych pstragéw tgczowych, co moze by¢ zwigzane z ich fizjologia, jak rowniez
przyczynia¢ si¢ do ich zdolnosci regeneracyjnych oraz odpornosci na stres oksydacyjny [64,
99]. Najwyzsza ekspresja genu Tert obserwowana w watrobie moze mie¢ zwigzek z jej
kluczowg rola w metabolizmie, a co za tym idzie wigkszym narazeniem komorek tego organu
na reaktywne formy tlenu i dziatanie toksyn [100]. Telomeraza poza swojg podstawowa funkcja
jaka jest utrzymanie odpowiedniej dtugosci telomerdow, pelni tez role zwigzang z eliminacja
wolnych rodnikéw [32]. Telomeraza ma réwniez duze znaczenie w rozwoju jajnikéw i
produkcji oraz dojrzewaniu oocytow u ryb. Danio pregowane z wylagczonym genem Tert
charakteryzuja si¢ atrofia gonad, zmniejszong produkcja jaj, a takze przedwczesna
nieptodnoscia [41]. Obecno$¢ niewielu oocytow, ktore zazwyczaj charakteryzujg si¢ wysoka
aktywnoscia telomerazy, moze mie¢ zwigzek z obserwowanym zmniejszeniem ekspresji Tert
w gonadach triploidalnych pstragéw tgczowych. Poza tym, telomeraza jest aktywowana przez
estrogeny poprzez stymulacje ekspresji genu Tert, dlatego tez niedobor estradiolu
obserwowany w jajnikach triploidalnych samic moze rowniez by¢ odpowiedzialny za obnizong

ekspresje Tert [43].

Wyniki badan zamieszczone w czwartej publikacji potwierdzity hipoteze trzecia,
wykazujac ze w niedorozwinigtych jajnikach triploidalnych pstragéw tgczowych ekspresja
genu Tert jest nizsza niz w jajnikach osobnikow diploidalnych, natomiast aktywno$é
telomerazy w organach somatycznych triploidalnych pstragdéw tgczowych jest wyzsza niz u

diploidalnych osobnikow.



Metodologia badawcza obejmowala miedzy innymi:

o Przeprowadzenie procesu triploidyzacji (Rysunek 2).

o Wykonanie preparatow ptytek interfazowych komoérek pochodzacych z nerki
glowowej diploidalnych, triploidalnych oraz androgenetycznych pstragdéw teczowych.

o Przeprowadzenie analizy Q-FISH oraz analizy mikroskopowe;.

o Hodowla linii komorkowej L5778Y-R.

o Wykonanie testu ELISA na wybranych tkankach (watroba, mig$nie, skora)
pochodzacych od androgenetycznych i diploidalnych pstragéw teczowych.

o Izolacja calkowitego RNA z watroby, $ledziony mig$ni, skrzeli oraz jajnikow
diploidalnych oraz triploidalnych pstragoéw teczowych w wieku dwoch i trzech lat.

o Synteza matrycowego DNA z RNA.

o Okreslenie poziomu ekspresji genu Tert przy zastosowaniu techniki real-time PCR.



Srednia dtugo$é telomerowego DNA u pstraga teczowego wynosi okoto 20 000 par
zasad, a samice oraz samce cechowaly si¢ zblizong dtugoscia telomeréw. Diugos$é sekwencji
telomerowej w komorkach zarodkow, larw i jednorocznych ryb nie zmieniala si¢ istotnie.
Znaczaco krotszymi telomerami charakteryzowaly si¢ dwuletnie pstragi teczowe. W
komorkach trzyletnich osobnikéw stwierdzono znaczny wzrost dtugosci telomerowego DNA.
Diploidalne i triploidalne pstragi tgczowe charakteryzowaty si¢ podobna dynamika zmian
dlugosci telomerowego DNA, co sugeruje, ze roéznice na poziomie molekularnym i
fizjologicznym bedace konsekwencja dodatkowego zestawu chromosomoéw nie wplywaja

znaczaco na dtugo$¢ telomerow u tego gatunku.

Wyniki badan zamieszczone w drugiej i trzeciej publikacji dotyczyly dlugosci
telomerow oraz aktywnosci telomerazy u osobnikéw z niedoborem wzrostu. Kartlowate pstragi
teczowe i ryby z prawidtlowym wzrostem posiadaja porownywalng diugos¢ telomerowego
DNA oraz podobny poziom aktywnos$ci telomerazy w watrobie i mi¢$niach. W przypadku skory
ryb kartlowatych aktywno$¢ telomerazy byta mniejsza w poréwnaniu z normalnie rozwinigtymi
osobnikami androgenetycznymi. Zblizona dlugos¢ telomerow u pstragéow teczowych z
zaburzeniem wzrostu jak i prawidlowo rozwinigtych osobnikéw sugeruje, ze mechanizmy

zwigzane z niedoborem wzrostu nie wptywaja na dtugos¢ telomerowego DNA.

Celem badan przedstawionych w ostatniej publikacji byto okreslenie ekspresji genu Tert
u diploidalnych oraz triploidalnych pstragéw teczowych w roznych tkankach. Osobniki
triploidalne charakteryzowaty si¢ podwyzszona ekspresjg Tert w tkankach somatycznych w
poréwnaniu do ryb diploidalnych, co sugeruje, ze aktywno$¢ telomerazy jest kluczowa dla
utrzymania homeostazy tkanek u ryb posiadajacych dodatkowy zestaw chromosomow czego
konsekwencja jest migdzy innymi wyzsza wrazliwos$¢ na odbiegajace od optymalnych warunki
srodowiskowe. Inaczej sytuacja przedstawia si¢ w jajnikach; niedorozwinigte gonady
triploidalnych samic zbudowane z tkanki tacznej (gltéwnie fibrocytow), ktore zawieraly
nieliczne oocyty charakteryzowaly si¢ zdecydowanie obnizonym poziomem ekspresji genu
Tert. Gonady ryb diploidalnych byty prawidtowo rozwinigte, wypetnione oocytami na réznym
stopniu dojrzatosci. Niewielka liczba komorek ptciowych, ktore zazwyczaj charakteryzuja sig
wysoka aktywnoscig telomerazy prawdopodobnie wplyneta na obserwowang w sterylnych

jajnikach niskg ekspresje genu Tert.



. Proces triploidyzacji nie wplynat znaczaco na dynamike zmian dlugosci

telomerowego DNA w trakcie rozwoju osobniczego pstragow teczowych.

Gwaltowane zahamowanie wzrostu somatycznego u pstragéw teczowych nie ma

swojego odzwierciedlenia w dlugosci telomerowego DNA i aktywnosci telomerazy.

. Podwyzszona ekspresja genu Tert w komorkach somatycznych u triploidalnych
pstragdw tgeczowych wskazuje na wazng funkcje telomerazy w utrzymaniu

prawidlowego funkcjonowania tkanek.

Obnizony poziom ekspresji genu Tert w niedorozwinigtych jajnikach triploidalnych
samic potwierdza istotng role telomerazy w procesach zwigzanych z rozwojem gonad

1 plodnoscig u ryb.



