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OZET

KANSERLi HASTALARDA CELL FREE DNA VE TUMOR DOKUSUNDAN TELOMER
UZUNLUGU BAKILMASI

GIRIS VE AMAG: Telomer disfonksiyonunun sayisal, yapisal kromozom
instabilitesini(CIN) tetikledigi ve timdrogenezisde énemli bir etyolojik parametre oldugu
bilinmektedir. Kanser hastalarinin periferik dolasimlarindaki serbest DNA(cfDNA)
konsantrasyonunun kanser evre ve prognozuyla iligkili olabilecedi bildirilmigtir. Klasik
biyopsilerin timoér dokusunun belirli kismi hakkinda bilgi verdigini ancak ginumizde
kanserin tasidigi mutasyon ve davranis Ozelliklerine gore kendi icinde subgruplara
ayrildigini bilmekteyiz. Bu arastirmadaki amacimiz kanser hastalarina ait cfDNA telomere
uzunlugu sonuglarinin, periferik kan ve solid tumor dokulardaki telomere uzunlugu ile
karsilastirilarak oOzellikle periferik dolasimdaki cfDNA’ nin kanser erken tani ve tedavi
takibinde timor dokusundan yapilacak genetik calismalara alternatif non- invaziv etkin bir

yontem olup olmadigini arastirmaktir.

YONTEM: Cesitli kanser hastalarina ait(n:40) timér doku, periferik kan ve
plazmadrnekleri ve kanser hastaligi bulunmayan kontrol grubu(n:20) periferik kan ve
plazmadrnekleri Q-PCR telomere 6lgimui calismasina alindi. Herbir 6rnedin telomer
uzunlugu; Telomerin(T) ve Singlecopy gene(S) orani olan T/S ratio(T/S=2"4%")
degeri,formulde Ct degerleri yerine koyularak hesaplandi ve her bir rnedin T/S ratiosu

referans DNA ya gorenormalize edilerek relative T/S ratio(2 24t

) deg@erleri hesaplandi.
BULGULAR: Hasta grubun plazma relatif T/S ratio ortanca degerinin kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli sekilde ylksek oldugu gozlendi(p<0,001). Hasta grubun kendi
icinde tam kan ornekleri relatif T/S ratio ortalamasinin plazma 6rnekleri relatif T/S ratio
ortalamasindan yaklasik 4,3 kat daha fazla oldugu gézlenmistir(p<0,001). Tamkan
relative T/S ratio ortalamasinin, Tumoér doku relative T/S ratio ortalamasindan 2,2 kat
daha fazla oldugu gézlenmis olup(p:0,001), benzer sekilde; Tumdr doku relative T/S ratio
ortalamasi Plazma relative T/S ratio ortalamasindan 1,8 kat daha yuksek olarak
g6zlenmistir(p:0,002)(tam kan> tm dokusu >cfdna).



TARTISMA VE SONUGC: CtDNA T/S rationundoku T/S ratioya gbre daha kisa
saptanmasi, plazma ctDNAnin, timor dokusunun homojen bir molekiler markiri oldugu
ve saf timore ait hlcreler igerdigive kanser tani ve takibinde molekuler bir markir

olabilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER:Cellfree DNA, kanser, real-time pcr, telomer



SUMMARY

INTRODUCTION AND AIM: Telomer dysfunction triggers numerical and structural
chromosomal instability (CIN) and initiates tumorigenesis. Concentration of ctDNA in the
circulation of cancer patients was found to be correlated with cancer stage and
prognosis. Classical biopsies give information about parts of tumor tissue, but today we
know that the cancer is divided into subgroups according to the mutation and behavioral
characteristics it carries. In this study, we aimed to investigate whether the results of
cfDNA are compatible with the results of the tissues and to investigate whether CfDNA is
an alternative non-invasive method for diagnosis of cancer and genetic studies to be

performed from tumor tissue.

METHODS: Tumor tissue, peripheral blood and plasma samples of various cancer
patients (n: 40) and peripheral blood and plasma samples of the control group without
cancer disaese were taken into Q-PCR telomere measurement study.The telomeric DNA
length, T/S ratios (T/S=2-.2“") were calculated by substituting the Ct values in the formula

and each sample was normalized to the calibrator DNA using T/S ratio(2 24“"

Yformula.

RESULTS: The plasma relative T/S ratio median value of the patient group was
statistically significantlyhigher than the control group (p<0,001). In the patient group, the
plasma relative T/S ratio was approximately 4.3 times higher than the relative T/S ratio of
the whole blood samples (p<0,001). The mean T/S ratio of whole blood was 2.2 times
higher than the mean T/S ratio of tumor tissue (p:0,001) and similarly tumor tissue
relative T/S ratio averages were 1.8 times higher than plasma T/S ratio

averages(p:0,002)(whole blood>tumor tissue> cfDNA).

DISCUSSION AND CONCLUSION:In cancer, telomer length is shortened due to the
high replication ability of the cells. The shorter detection of CtDNA T/S ration than the
tissue T/S ratio suggests that plasma ctDNA is a homogeneous molecular marker of
tumor tissue and contains cells of pure metaplasia and may be a molecular marker in

cancer diagnosis and follow-up.

KEYWORDS: Cellfree DNA, cancer, real-time PCR, telomere
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KISALTMALAR

(MMQ-PCR) Monochrome multiplex kantitatif PCR

(Q-PCR), kantitatif PCR
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cfDNA Cell free DNA

CHK2 Checkpoint kinaz 2

CST CTC-STEN1-TEN1

Ct Dongu Esigi

CTC Dolasimdaki tumor hucreleri

CctDNA circulating tumor DNA

DAXX Apoptozis iligkili protein,death domain associated protein
DDR DNA hasar cevabi

DNA-PKcs DNA bagimli protein kinaz katalitik subunit

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetikasit

EXO1 ekzonukleaz 1

h-TERC,HTERC insan telomeraz RNA komponenti
h-TERT,HTERT insan telomeraz revers transkriptazi

HP1 heterokromatinproteinl

HPA Hibridizasyon Protection Assay

iPF idiyopatik pulmoner fibrozis

Ku70-Ku80 Ku antijen 70 ve 80-kd subunit, XRCC6-XRCC5
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1 GIRIS VE AMAC

Dunya’da yeni tani alan kanserli hasta sayisi ve kanserden kaynaklanan
Olumler giderek artmaktadir. Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) tarafindan
yayinlanan GLOBOCAN 2012 verilerine géreDUnya’da 2012 yilinda;14,1 milyon
yeni kanser vakasi gorulmus, 8,2 milyon kansere bagl olum gerceklesmis ve

32,8 milyon yasayan kanser vakasi oldugu bildirilmigtir(1).

Kanser artis hizinin bu sekilde devam etmesi durumunda, Dinya
nufusunun artigina ve nufustaki yaglanmaya bagh olarak 2030 yilinda toplam 22
milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtiimistir(2). Kanser artigindaki bu hiz,
hlcresel duzeyde yaklagsim ve etkin tedavi arayislarini dogurmustur. Kanser
tedavisi icin gunumuzde en onemli problem tedaviye direng gelismesidir. Ayni
kanser turinun kisiden kisiye farklliklar tasimasi, her hastanin tedaviye
cevabinin farkli olmasi kanserin iginde barindirdigi molekuler farkhlik ve
dinamik patogeneze bagl olarak tedaviyle evrimlesme stirecine girip, karsimiza
daha guclu ¢ikmasiyla agiklanabilir. Yakin gelecekte kanser tedavisinde kigiye
Ozel tani ve takip protokolleri gelistirilecektir. Yaygin gorise gore kansere ve
metastaza neden olan genetik faktorlerin ortaya konmasi ve sonrasinda genetik
degisimlere  yonelik  geligtirlen  tedavilerin  uygulanmasinin  standart

protokollerden Ustlin oldugu disunilmektedir(3-5).

Telomerler, okaryotik hdcre kromozomlarinin uglarinda bulunan,
guaninden den zengin tekrarlayan DNA sekanslarindan olugsan, genomik
stabilite ve replikatif potansiyelden sorumlu nukleoprotein komplex yapilardir.
Ayrica, replikasyon sirasinda internal DNA’ nin hasar goérmesini engeller.
Hucresel hasar veyaglanma igin, telomer uzunlugunun bir biomarkerolarak
gosterilmesiyle ilgili ¢galismalar artmakladir(6). Kompansatuar mekanizmalarin
yoklugunda; her hucre siklusunda end replikasyon problemine bagh olarak
telomerik DNA sekansi progresif olarak kisalir, telomerler kritik kisaliga ulaginca

hicre replikatif senesense girer. Ancak hucrenin tasidigi mutasyon yukine



bagli olarak bolinmeye devam ederse telomer disfonsiyonu ve telomerazin
active olmasiyla prokanser hicreler olugsurak ve kanserin en dnemli 6zelligi olan
sinirsiz boélinme yetenegikazanilmis olur(7). Birgok calsmada tumor doku ve
periferik tam kan telomer uzunlugunun prognoz ve kanser riskiyle iliskisi
saptanmigtir(8). Bertorelle R ve ark. kolorektal kanserli hastalarda yaptigi
calismada telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesinin kanser gelisimi ve
prognozunda etkili oldugunu belirtmislerdir(9). Yoon HJ ve ark. telomer
uzunlugunu gastrik kanserli dokularda, normal mukoza dokularina gore belirgin
bir sekilde azalmis bulmuslardir(10). Yine Duggan ve ark. meme kanserinde
telomer uzunlugu ve 5 vyillik mortalite ile bir iliski saptamazken telomer
kisaliginin kot progozla iligkisini ortaya koymuslardir(11).

Cell Free DNA (cfDNA), apopitozis, nekroz ve aktif sekresyon sonucu
olusan dolasimdaki kuguk nukleik asit partiktlleridir(12). Dolasimdaki cfDNA
normal sartlarda plazmada duagsuk konsantrasyonlarda bulunur. CfDNA
konsantrasyonunun 1-10 ng/ml™* gecmedigi bildiriimisir(13). Gebelik, kanser ve
bazi hastaliklarda plazma konsantrasyonu belirgin sekilde artar(14). Bu
sebeple; prenatal test, kanser tani ve izleminde cfDNA'nin 6nemi gittikce
artmaktadir. CA 19-9, CA 15-3, CEA, PSA gibi kanser nuks ve prognoz
izleminde kullanilan timor markerlari, disuk sensivite ve spesifiteye ragmen
uzun yillardir klinik degerlendirmede yer almistir(15). Bu durum daha spesifik
biomarker arayisini gerekli kilmigtir. Birgok calisma sonucunda ortaya c¢ikan
veriler cfDNA’nin erken tani, prognostik faktor, tedavi secimi ve izleminde
alternatif biomarker olarak kullanilabilecegini desteklemektedir(16). Dolayisiyla
cfDNA’ nin biyopsi materyalleri ve tumor dokusundan calisilan spesifik
mutasyonlarin, metilasyon analizlerinin, mikrosatellit farkhliklarininkandan

calisiimasi olanagini saglamaktadir(14).

Calismamizda kanser hastalari periferik kandan elde edilecek cfDNA’ dan
telomer analizi yapilacaktir. Bu arastirmadaki amacimiz cfDNA telomere
uzunlugu sonuglarinin, periferik kan ve solid timoér dokulardaki telomere
uzunlugu ile karsilastirilarak 6zellikle periferik dolagimdaki cfDNA’ nin kanser
erken tani ve tedavi takibinde tumor dokusundan yapilacak genetik ¢calismalara

alternatif non- invaziv etkin bir ydntem olup olmadigini arastirmaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Telomer Nedir

Telomerler; Okaryotlarda lineer kromozomlarin uglarinda bulunan ve
genleri nikleazlara karsgl koruyan 6zel heterokromatin DNA-protein komplex
yapilaridir(17). Telomer kelimesi yunancada “telos” (son) ve “mere” (kisim)

kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur.

ik defa 1938 de Muller tarafindan tanimlanmistir. Arastirmalarinda X
radyasyonuna maruz kalan hicre kromozomlarinda, terminal bolge delesyon ve
inversiyonlarinin daha az goruldigund, kirik ug¢lu kromozomlarin diger
kromozomlarla birlesme egiliminde oldugunu, ancak kirilk olmayan kromozom
uglarinin ise birbirleriyle veya diger kromozomlarin kiriklariyla birlesmedigini ve
daha kararli yapida oldugunu saptamistir(18). Bundan 3 yil sonra McClintock
(1941) kromozom uglarinda; kromozomlarin butunlugint saglayan o6zel
yapilarin oldugunu ve bu yapilarin kromozom uglarini ¢ift dal kriklarina karsi
korudugunu bildirmistir(19). ilk defa 1973 te Olovnikov her replikasyondan
sonra kromozom uglarindan DNA kaybini tanimlamis olup bunun hucre
yaslanmasinda rol alabilecegini belirtmigtir. 2009’da da Elizabeth Blackburn ve
Carol Greider telomerlerin kromozom ugclarini nasil korudugu ve telomeraz

enzimiyle nasil yapilandirildigini agiklamalariyla Nobel 6dulini almislardir(20).

Telomerler; kromozom stabilitesinde, kromozom uclarinin
replikasyonlarinin tamamlanmasinda, telomeraz ile yeniden
yapillandiriimasinda, DNA hasar cevabinin susturulmasinda ve gen
ekspresyonunda gorev almaktadir(21). Yine kromozom terminalerinin fizyon,
yilkim ve rekombinasyonunu onleyip, 3’ overhangin eksonukleaz ve ligazlara

karsi dayaniklihgi saglar(22).

Telomer; interfaz ¢ekirdegine ait U¢ boyutlu yapinin olusturulmasinda
onemli olup yoklugunda disentrik, halkal vs. gibi dayaniksiz kromozom yapilari

olusabilir(23,24). Telomerlerin fonksiyon kaybinda, DNA hasar cevabinin(DNA



Damage Response-DDR) tetiklenmesine bagli DNA uglarinin rastgele tamir
edilmesi genomik instabilite ve hucresel fonksiyonlarda bozulmaya vyol
acgar(20,21).

2.1.1 Telomer Yapisi

insan telomerik TTAGGG tekrarlarinin sentromerik tarafinda 100-300kb
uzunlugunda telomer ile iligkili tekrar bdlgeleri(telomere-associated repeat
sequences) yer almaktadir. Bu bdlgeler evrim sirasinda korunmamakla birlikte

fonksiyonlari hentz tam olarak belirlenememistir(17).

Telomerik nukleozomlar da diger nukleozomlar gibi H2A, H2B, H3, H4 ve
H1 histonlarint  icermektedir.  Telomerin  subtelomerik  bolgelerinin
heterokromatin yapisi; icerdigi HP1(heterokromatinprotein1) ve heterokromatin
tipte histon proteinleri (histone 3 trimethylated at lysine 9 (H3K9) ve H4K20) ile
paketlenmesinden kaynaklanmaktadir(25). Bu bdélgelerin epigenetik durumlari
telomer uzunlugunu regule eder. Ayrica heterokromatin bolgelerin kaybi da asiri
uzun telomerlere neden olmaktadir(26). Telomer yapisi; telomerik DNA ve

telomerik proteinler olarak incelenebilir.
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2.1.1.1 Telomerik DNA

Telomerik DNA sekanslari; short tandem tekrarlarin uzun diziler boyunca
yerlesmesiyle olusur. Sentromerik DNA’ya gére evrim sirasinda korunmus olup,
tum vertebralilarda tekrarlayan hexanikleotid “TTAGGG” yapilari yer alir. Fakat
tirler arasinda tekrar sayisi farkliliklari olabilir. Ornegin tekrar sayisi insanda
10-15kb iken farede 100kb’dir(17). Bazi canli turlerine ait telomerik DNA

sekanslari tabloda belirtilmistir.

Tablo 1. Farkl Organizmalara Ait Telomerik ve RNA Primer Dizileri(27)

Organizma Telomerik Diziler RNA Primer Dizileri RN

Tetrahymena TTGGGG CAACCCCAA

Euplotes TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACT

Oxviricha TITTGGGG CAAAACCCCAAAACC

Human TTAGGG CUAACCCUAAC

Mouse TTAGGG CccuAaACCCU

S. cerevisiae  TG(1-3) CACCACACCCACACAC

K lactis TTTGATTAGGTATGT- UCAAAUUUCCGUACACC-
GGTGTCGGA AAUACCUAAUCAAA

(TTAGGG), dizileri insan telomerinde 10-15kb buyukligundedir ve total
DNA nin yaklasik %0,003 Unu olusturmaktadir(18).

Telomerik tekrarlar DNA sarmalinin bir ipliginde G acisindan zengin(G-
rich strand) karsi ipliginde ise C agisindan zengindir(C-rich strand). Telomer
uclarinda G-rich iplikler 3’ ucunda 150-200 nukleotid daha uzundur. Bu
seviyede telomer baglayici proteinler kendi Uzerine katlanarak T-ilmek(T-loop)
yapisini olusturur. G-rich tek iplik geriye donup cift iplikli telomer dizisinde C-rich
dalla birleserek ikinci bir ilmek vyapisi olan D-ilmek(Displacement-loop)
formasyonunu olusturur(27). T-loop formasyonu kromozom uglarini koruyan,
genomun stabilitesinden sorumlu 6zel yapilardir. Eger kromozom telomerini
kaybederse; diger kirik kromozomlarla birlesir, yeni bir rekombinasyona katilir
veya degrede olur(17).

2.1.1.2 Telomerik Proteinler
Telomerik DNA’y1 taniyip, ona baglanan ve birgok komponenti olan

protein komplexine telozom(veya shelterin) adi verilir. Alti subuniti olan bu



protein komplexi telomerleri anormal DDR ye karsi korur. Telomerik tekrar
baglayici faktor 1(telomere repeat binding faktor 1-TRF1 veya TERF1) ve
Telomerik tekrar baglayici faktér 2(telomere repeat binding faktor 2-TRF2 ve
TERF2) cift iplige, TIN2(TRF interacting nuclear faktor) ise TRF1 ve TRF2
arasinda yer alip bir ucuyla tek iplige baglanan POT1-TPP1(Protection of
telomeres 1-POT1 ile etkilesen protein) heterodimerine baglanir. Represor
aktivator protein 1 (RAP1) ise telomerlere TRF2 araciligi ile baglanir(28). Tek
ve cift iplik proteinlerinin katlanma motiflerinden kaynaklanan yapilari nedeniyle,
DNA ya baglanma spesifiteleri farklidir. Myb-like/homeodomain motif icerenler
cift iplik DNA’'ya sensitif iken OB-fold motif yapisindakiler tek iplige
sensitiftirler(29).

Bu komponentte ¢ift iplik TTAGGG tekrarlarina baglanan TRF1, TRF2 ve
TIN2 proteinleri telomerazin baglanmasini engelledikleri icin telomerin negatif
dizenleyicileri olarak da adlandirilirlar. Telomer baglayici proteinlerden POT1
ve TPP1 ise tek iplik TTAGGG tekrarlarina baglanarak terminal DNA yi Kkorur.
POT1 ve TPP1 de telomerin pozitif duzenleyicileri olarak adlandirilir(17).

Shelterin

/ / \\[nd resection
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c-NHE])
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Sekil 2. Telomerik proteinler ve T-loop yapisi(28)



Bu proteinlerin telomer igin iki 6nemli fonsiyonu vardir; telomer
hemostazi ve telomerik DNA uglarinin korunmasi. Ancak son zamanlarda bu
proteinlerin telomeraz ve DNA tamir yollariyla iligkileri Uzerine odaklaniimistir.
Vertebra evriminde tek bir genin duplikasyonu sonucu TRF1 ve TRF2 nin
olustugu ve zamanla 6zellesip yeni ve farkl biyokimyasal 6zellikler kazandiklari
ongorulmektedir(29). Temel olarak TRF1 proteini telomer uzunlugu
hemostaziyla iliskiliyken, TRF2 proteini 3’terminal DNA nin ayrilmasi ve
uygunsuz DNA hasar cevabini dnleme ile iligkili oldugu disunulmektedir(30).
TRF1 ve TRF2 proteinlerinin hareketli ve dimerik Myb-like uniteye sahip
olmalari vertebralilarda telomerik loopun olusmasini saglar(31). Ayrica, insan
telomer proteini POT1 DNA yapilarinin gevsemesini ve TPP1 ile birlikte

telomeraz enziminin primer uzamasini aktive eder(32).

TRF1 proteini telomerlerdeki replikasyonu asiste eden en Onemli
shelterin proteindir. TRF1, Bloom Sendromu RecQ helikaz(BLM;Bloom
Sendrom RecQ helikaz like)ve telomer wuzunlugunu regule edici
helikazlarinin(RTEL1)sekonder vyapilarini  acarak replikasyonu dizgun
gerceklestirmelerini saglar. Farelerde TRF1 delesyonu frajil telomerlerin veya
telomerlere yakin frajil bdlgelerin  olusumunu arttinr. Bu da telomer

replikasyonunda defektlere yol agar(21).

Onceki calismalarda fare germ hicrelerinde, mayoz spesifik telomer
komplex’in (shelterin protein komplex yerine gecer), telomerlerin nukleer

membrana tutunmasini kolaylastirdigi gosterilmistir(28,33).

Hucre siklusunun S fazinda TRF2 direk olarak telomer RTEL1 e
baglanarak T-loop ilmegin agiimasini ve replikasyon c¢atalinin ilerlemesi saglar.
TRF2 azalmasi veya fonksiyon kaybinda T-loop agilamaz ise loop ilmegi eksize
edilerek(persistent T-loop excision) replikasyonun ilerlemesi saglanir. Bu yol
telomer halkalarinin(T-circles) olusmasini ve hizli telomer kisalmasini saglar.
Bu yol yapi spesifik endonlikleaz homolog subunit 4(SLX4; structure specific

endonuclease subunit homolog 4) tarafindan yénetilir. insan SLX4 (inde TFR2



nin baglandigi bodlgelerin bulunmasi TRF2 nin telomer hemostazinda uzun

telomerler igin bu yolagi kullandigini dusundurmektedir(34,35).

Yine TRF2 proteini T-loopu Xray ¢apraz tamamlama onarimi(XRCC3, X-
ray repair cross-complementing 3) ve Nibrin(NBS1) aracili eksizyondan korur.
Telomerin XRCC3 ile kirpilmasi 6zellikle erkek germ hucrelerinde olmak Uzere

uzun telomere sahip normal hicrelerde gorullr(36).

Shelterin kompleksi fonksiyonlari bozuldugunda, telomer ugclarinin
korunamamasina bagl olarak, DDR yolaklarinin aktive olur ve buna bagl
apoptozis, senensens veya bazl hucrelerde genomik instabilite meydana gelir.
Telomer uzunlugu kritik kisaliga ulasan hucrelerde Shelterin proteinleri

fonsiyonlarini kaybeder(28).

2.1.1.3 Diger Telomerik Yapilar

Artik telomerlerdeki DNA-protein komplexinde fonsiyonel RNA yapilarinin
da varhgi kabul edilmektedir. RNA polimeraz |l tarafindan sentezlenen ve
telomer etrafini saran, telomerik kromatin olarak da adlandirilan bu transkript
yapilara Long Non-codding Telomeric Repeat RNA(TERRA) denilmektedir(37).
TERRA nin downregile olmasinin; telomeraz aktivitesini arttirarak kanser

olusumunda rol oynadigi dusunulmektedir(38).

Ayrica TERRA vyapilari telomerik kromatin yapinin en onemli
duzenleyicilerinden biridir. SUV39H1'e baglanarak trimetil histon(H3K9)
seviyesini artirarak heterokromatin yapinin yogunlagmasini saglar. TERRA
seviyesi azalirsa telomerlerin korunmasi bozulur ve flzyonlar meydana
gelir(34).

Telomerik tekrarlar replikasyon catali ilerlemesini yavaslatan, stabil

kuadroplex(G4) DNA yapilari seklindedirler.

Telomer proteom komplexinde telomer proteinleri disinda; DNA hasar
faktorleriKu ve MRN(MRE11/RAD50/NBS1 komplexi)), nikleazlar(SLX4,



Apollo), helikazlar(Bloom Sendrom RecQ helikaz like(BLM)ve Werner Sendrom
RecQ helikaz like(WRN)) ve kromotin modifiye ediciler(a-talasemi/mental
retardasyon sendrome X-linked(ATRX)) yer almaktadir(28).

2.1.2 Telomerlerin Fonksiyonu

Telomerlerin fonksiyonlari temel olarak; kanser gelisimini énlemek ve
replikatif senesenstir.  Telomerlerin  fonksiyonlari;;  hucrelerin  tagidigi
mutasyonlara, hucre tipine gore telomeraz ekspresyonuna ve DNA tamir
yollarindaki defektlere bagli olarak bu iki nokta arasinda degisir(39).Telomer
disfonksiyonu yaslanma ve genomik instabiliteye bagll malign hicre

transformasyonu ile sonuglanir(40).

insan kromozom uglarinda bulunan TTAGGG tekrarlari shelterin adi
verilen 6 6zel proteine baglanarak kromozomlari ¢ift dal kiriklarina karsi korur
ve telomeraz aktivitesini regule eder(40). Kromozom telomerlerinin asiri
kisalmasi; telomerik proteinlerin de azalmasina bagl olarak, DNA hasar cevap
mekanizmasini uyarir ve bu ugclarin ¢ift dal kiriklari olarak algilanmasini
saglar(34). Telomere baglanan proteinler normal miktardayken; kromozomlarin
uclarini kapatarak, DNA tamir mekanizmalarinin buralari kirik olarak tanimlayip
tetiklenmesini  onlerler. Bu kiriklar telomerik DNA sekans dizisinin
karismasina(telomerik ve subtelomerik bdlgelerin rekombinasyona katiimasina
bagli) ve telomerik proteinlerin tlikenmesine bagli olarak, telomerlerin temel

yapisinin degismesine ve telomer hemostazini bozulmasina sebep olur(39).

2.1.2.1 DNA Hasar Cevabinin(DDR) Durdurulmasi

T-loop formasyonu; telomerleri DDR ve telomer flzyonlarindan korur.
Ancak hicre bdlimesi sirasinda T-loop yapilarinin agilmasi, replikasyon
sirasinda telomerleri  koruyan farkli mekanizmalarin da oldugunu
desteklemektedir(34).

Hucreler, DNA tek veya cift iplik kiriklarini iki sinyal yolagiyla tespit
ederler; Ataksi Telenjiektazi Mutant(ATM;Ataxia Telangiectasia Mutated) ve
Ataksi Telenjiektazi Rad3 iligkili(ATR;Ataxia Telengiectasia Rad3 Related) kinaz



bagdimli yolaklar. Bu yolaklar uyarildiginda hucre siklusu durdurulur. Eger
mumkuinse hasar onarilir ancak onarilamaz ise hucre yaglanma veya

apoptozise girer(28).

DDR sinyal yolagini baslatan ATM, telomerler tarafindan TRF2 araciligi
ile baskilanir. TRF2 inhibisyonu ise ATM yolagini aktive eder. TRF'nin ATM
badimli yolaklari nasil inhibe ettigi tamami ile anlagilamamis olup kompleks bir
mekanizmadir. TRF 2 hidcre bdélinmesinin S fazinda, ATM sinyalizasyon
kaskadini direkt olarak bir kinaz enzimi gibi inhibe edip, telomerlerin
korunmasini gerceklestirir. Telomer disfonksiyonunun en énemli gostergesi olan
kromozom ug¢ uca birlesmeleri sonucu olusan disentrik kromozomlar hicre
dongusinde anafaz képru olusmasini ve kromozom instabilitesini tetikler. TRF
2 proteininin azalmasi kromozom ugclarini klasik homolog olmayan u¢ uca
birlestirme(cNHEJ) icin bir substrat haline getirir(28,40,41).

Ayni sekilde ATRnin telomerler Gzerindeki aktivitesi POT1 tarafindan
bloke edilir. POT1 in tek iplik DNA ya olan afinitesinin, ATR sinyal yolagi
aktivasyonu igin gerekli replikasyon protein A(RPA) dan daha yuksek olmasi bu
yolagi suprese eder. Yeteri POT 1 varhginda RPA telomerlere

baglanamaz(28).

2.1.2.2 DNA Hasar Onarim Yolaklarinin Durdurulmasi
Okaryotik hiicreler DNA cift sarmal kiriklarini iki yolak izerinden onarir.
-Homolog Rekombinasyon (HR)
-Homolog Olmayan ug uca birlestirme(NHEJ, Non Homolog End Joining); bu yol
hataya egilimli bir onarim bigimidir ve iki tipi vardir:
e Klasik NHEJ(cNHEJ)
o Alternatif NHEJ(alt-NHEJ)

Homolog rekombinasyon, hicre dongustu G2/S fazinda salinimi artan
rekombinasyon protein A(Rad51,recombination protein A) tarafindan baslatilir.

NHEJ'de ise DNA bagiml protein kinaz katalitik subunit (DNA-PKcs), Ku antijen
70 ve 80-kd subunit(Ku70-Ku80) ve XRCC4 rol oynar(39).
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Tum kromozomlarin uglarinda kilobazlarca tekrarlayan DNA yapilarinin
olmasi telomerleri homolog rekombinasyon igin essiz substratlar yapar. Ancak
kardes kromatidler arasi(T-SCE) veya diger kromozomlarla olusan bu
rekombinasyon telomer uzunlugu hemostazini bozar ve kromozom flzyonlarina
neden olur. Shelterin komponentleri(TRF2 ve RAP1) ve Ku70-Ku80 komplexi

telomerlerleri homolog rekombinasyondan korur(34).

CNHEJ vyolaginda Ku70-Ku80 kompleksi kilit 6neme sahip olup
deplesyonu, telomerik tekrarlarin hizli bir sekilde kaybi ile sonuglanir. TRF2,
Ku70-Ku80 heterotetramizasyonunu 6nleyerek cNHEJ yolaginin aktiflesmesini
bloke eder(34). Memeli hicrelerinin mitoz sirasinda cNHEJ yolaklarinin

tamamen kapali olmasinin nedeni henuz bilinmemektedir(28).

Alt-NHEJ'in timdérogenezisin erken evrelerinde disfonksiyonel telomer
olusumundan sorumlu oldugu dusunulmektedir. Nitekim kanser hucrelerinde,
telomer birlesme noktalari incelendiginde, mikrohomolojilerin sikligr ve buyuk
delesyonlarin varhgi Alt-NHEJ'in sorumlu oldugunu gostermektedir. Hucre
bolinmesinin  G2/S fazinda ATM ve ATR sinyal yolaklarinin tGmuandn
aktiflesmesi, shelterin kompleksinin kaybi ile gergeklesmektedir. Nitekim TRF2
ve TPP 1 in co-deplesyonu durumunda, Alt-NHEJ aktivitesinin tetiklendigi
gosterilmigtir(28,34).

DNA tamir mekanizmasinin bozuldugu Werner sendromu ve DNA hasar
cevabin bozuldugu Ataksi Telenjiektazi gibi prematiur yaglanma sendromlarinda
telomer uzunlugu hizla kisalir ve hulcreler senesense girerler. AT ve WS
hastalarinda ug¢ uca birlesmeler sik gorulir. Werner sendromunda kisalan
telomerlere bagh olarak, mozaik degigken translokasyonlar karakteristiktir(39).
Bu da telomer kisalmasinin direk olarak yaslanma ile iligkisini desteklemektedir.

Shelterin kompenenti olan RAP1 subtelomerik bodlgelerdeki genlerin

transkripsiyonel regulasyonu veya susturulmasi ile iligkilidir. Ayni zamanda
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nukleer fakto-xB aracili yolakta modulator olarak gorev yapmaktadir(40). Rapl
proteini sadece telomere baglanmayip (TTAGGG), tekrarlarinin bulundugu non-
telomerik bdlgelerde de bulunur. 2,11 ve 17. kromozomlarin non-koding
bdlgerinde bulunan TTAGGG tekrarlarina baglandigi gdsterilmis olup, bu
bolgelerin  frajilite ve rekombinasyonunu O6nlemede goérevli oldugu
dusundimektedir(42).
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Sekil 3.RAP1 proteininin telomerik ve ekstratelomerik fonksiyonlari(40)

Agir kombine immun yetmezlikte(SCID) DNA bagiml protein kinaz(DNA-
PK) enziminde eksiklik mevcuttur. Kombine SCID fare hucre kulturlerinde
telomerler uzunluklarinin normalden ¢ok uzun(10 kat) saptanmasinin, DNA-
bagiml protein kinaz(DNA-PK) enziminin katalitik alt Unitesine ait(DNA-PKcs)
mutasyona bagh gelistigi dusunulmustur. Ve katalitik alt Gnitenin direk veya

indirek telomer uzunlugu regulasyonunda yer aldigi1 dustunulmektedir(41).

Telomerlerin kisalmasi; subtelomerik bolgelerde H3K9 trimetilasyonunu,
H3, H4 asetilasyonunu arttinp, DNA metilasyonunu azaltarak, defektif bir
heterokromatin yapisina neden olur(25). Bununla birlikte telomer kisalmasina

bagli subtelomerik bolgelerin hipometilasyonu heterokromatin yapilarin kaybina,
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buda telomerik DNAlar arasindaki rekombinasyonda(Telomerlerin Alternatif
Uzatilmasl;ALT gibi.) artisa neden oldugu saptanmistir(43). Bu telomerlerin

subtelomerik bolger i¢in duzenleyici oldugunu gostermektedir.

Memeli telomerleri primidinden zengin vyapilarindan dolayr UV
radyasyona daha sensitiftir. UV irritasyonu sonrasi olusan siklobutan primidin
dimerleri nukleotid eksizyon tamir mekanizmasi(NER) ile tamir edilir. TRF1 ve
TRF2 shelterin komponentleri, NER mekanizmasini baskilayarak, telomer
boyunu regile eder(40). Bu da telomerlerin tiumor suUpresor oOzelliklerini

desteklemektedir.

Mayoz 1 profazi leptoten evresinde kromozom telomerleri bir araya
gelerek kromozom uglarinin nukleus zarina tutunup belirli bir pozisyonda

kalmasini saglar(44).

Telomerlerin  farkli hicrelerde; telomeraz expresyonuna, genetik
mutasyonlarin seviyesine ve DNA tamir mekanizmalarinin hasarina bagli olarak
replikatif yaslanmayi uyarmasi ve kanser gelisimini desteklemesi gibi degisen

rolleri de bulunmaktadir(39).

2.1.2.3 Hucre Yaglanmasi Ve Telomer

Kromozom uglarindaki bu 6zel yapilari olusturan telomerik DNAnin her
hicre siklusunda kayba ugrayarak yeniden sentez edilebilmesine ‘Telomer
Dinamigi’ denmektedir(45). Her hucre bolunmesi sirasinda telomer
uzunlugunda, DNA polimerazin uzama igin 3’OH gruna gerek duymasindan
kaynaklan 50-100bp bir kisalma meydana gelir. insan somatik hiicrelerinde
telomer dinamigi negatif olup her hicre siklusunda sentez edilen telomerik
DNA, kaybedilenden azdir(45). Telomeraz her boéluinmede telomerleri yeniden

yapilandiran 6zel RNA ve enzim sistemidir.

1973 te Olovkinov telomer uzunlugunun replikasyon limiti ve hicre

yaslanmasi ile iligkili olabilecegini tespit etmis ancak telomer fonksiyon ve
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yapisi ile ilgili bilgiler 1990 yilinda Harley tarafindan ortaya konmustur(46).
Yaslanma ve olum iki evrede meydana gelir.

Uzun sureli kaltirlerde normal insan fibroblastlarinin yaklagik 60-80
hicre boélinmesi sonunda bdlinmeyi durdurup, yaslanma surecine(replikatif
senesence) girdigini Leonard Hayflick calismalarinda go6zlemlemigtir(47).
Mortalite 1(M1) evresi; olarak adlandirilan bu evrede telomerler kritik boya
ulasirlar. Bu nokta Hayflick limiti(proliferatif blok) olarak adlandirilir. Ancak
telomerler fonksiyonel olup koruyucu T-loop yapisi flzyonlari dnleyecek kadar
TRF2 proteini icermektedir(34). Bu noktada hicrede p53 geni devreye girer ve
Cyclin Dependent Kinaz (CDK) olusumu baskilanarak hicre GO fazina gegmesi

saglanir veya G1-S gegisi 6nlenir(48).

Ancak cgesitli genetik defekt bulunduran (6r; p53 ve pRb defekti olan veya
viral onkoprotein bulunduran) hicreler yaslanmaya ragmen bolinmeye devam
ederlerse hiicre bir kriz noktasina ulasir (M2 evresi). Muhtemelen bu kriz
noktasi telomerlerin ¢ok kisaldigi ve artik kromozom ugclarini koruyamaz hale
geldigi noktadir(telomer krizi). Bu noktadan sonra hlcre kendini kromozom
uclarinda kiriklar olusturarak homolog veya homolog olmayan birlestirmeler
yapar. Bu rastgele birlesmeler; hlcrede translokasyonlar, cift centromerli
kromozomlar, ring kromozomlar olusumuyla sonuglanir ve bu genetik degisimler
kromozomal kaos olusturur.(M2 evresi) Bu noktada c¢ogu htlicre o6lir veya
10.000.000:1hlcre 6limsuz olmanin yolunu bulmustur. Kanser hucreleri bir
veya birkag sekilde telomerlerini onararak bolinmeye devam ederler. Metastatik
kanserler telomerlerini, %85-90 oraninda telomerazi aktive ederek veya

alternatif bir yolla restore ederek cogalmaya devam ederler(17,22,49).
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Sekil 4. Hiicre yagslanmasi ve telomer uzunlugu iligkisi(67)

2.1.2.4 insanda Telomer Disfonksiyonu iligkili Hastaliklar

2.1.2.4.1 Konjenital Diskeratozis

Distrofik tirnaklar, ciltte hiperpigmentasyon ve oral I6koplaki ile
karakterize nadir gorilen genetik bir hastaliktir. %80 hastada semptomlar 10
yas civarinda kemik iligi yetmezligi(Aplastik anemi) ve diger fiziki bulgular olarak
ortaya cikar. Prematur yaslanma, pulmoner hastaliklar, dental anomaliler,
Ozafagus stenozu ve alopesi diger bulgular arasinda yer alir. Otozomal
dominant, resesif ve en agir form olan X linked ressesif gecis gosterir.
Telomeraz enzim komplexi diskerin(DKC1), insan telomeraz RNA
komponenti(h-TERC)veya insan telomeraz revers transkriptazi(h-TERT) ana
yapilarinda meydana gelen mutasyonlar sonucu olugur. Hoyeraal- hreidarsson
sendromu(X-linked) mikrosefali, mental retardasyon ve aplastik anemi ile
kendini gosterir. Xq28 de bulunan DKC1 geni mutasyonlari sonucu olusur. Bu
hastalarda telomerler anormal kisa olup, buna bagli artmis kromozomal

instabilite ve kanser insidansi mevcuttur(40,50).
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Sekil 5. Telomer ve Telomeraz Enzim Komplexi(22)

2.1.2.4.2 idiyopatik Pulmoner Fibrozis

Idiyopatik pulmoner fibrozis(iPF) penetransi degisken otozomal dominant
progresif seyirli, tekrarlayan intertisyel pnomoni ile karakterize bir hastaliktir.
Hastalarda akcigerde de fibrozis ve inflamasyona bagli nefes darligi ve oksurik
semptomlari gérilir. IPF li hastalarin timinde telomer boyu, kendi yas
gruplarina kiyasla aile oykusu veya telomeraz komponentlerinde mutasyon
bulundurmasindan bagimsiz olarak kisa saptanmigtir(51). Diskeratozis
konjenita hastalarinda da IPF sikh@ artmistir. Bu hastalarda telomeraz

komponentlerine ait mutasyonlar %15 oraninda saptanmistir(40,50).

2.1.2.4.3 Aplastik Anemi(AA)

Kemik iligi yetmezligi olarak da bilinen ciddi pansitopeni ile karakterize bir
kan hastahgidir. AA li hastalarin tUmunde telomer boyu ciddi kisalmig olup,
hastalarda TERT,TERC, TRF1,TRF2 ve TIN2 mutasyonlari saptanmistir(50).

2.1.2.4.4 Myelodisplastik Sendrom

Orta yas ve Uzerinde gorulen genellikle kanda klonal bir grup kan
hucresinin displastik 6zellikte olmasi ile karakterize(sitopeni), AML riski artmig
bir kemik iligi hastahgidir. Hastalarda TERC ve TERT mutasyonlari
saptanmigtir. Bu hastalarda da telomer uzunlugu kisalmig olup ileri evre

hastalarda erken evreye gore daha kisa bulunmustur(51).
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2.1.2.4.5 Kikirdak- Sa¢ Hipoplazi Sendromu
Hipoplastik saglar, kisa boy, eklem gevsekligi, immun yetmezlik ve
intestinal noronal displazi ile karakterize kanser insidansinin(6zellikle lenfoma)

arttig1 bir sendromdur(40).

Yine Akut Myelositik [6semi, Erigkin-T Hucreli 16semi, Kronik myelositik
Lésemi, Multiple Myelom Ve Mantle Hicreli lenfomada TERC, TERT gibi

telomer ve telomeraz komponentleri mutasyonlari bildirilmistir(22).

2.1.3 Telomer U¢ Replikasyon Problemi Ve 3’ Overhang Olusumu
Okaryotlarda replikasyon sirasinda lineer kromozom uglarinda ézel bir
sorunla karsilasilir. 5’->3’ yonunde olan replikasyon islemine DNA polimeraz
direk baslayamayip ve replikasyon icin mutlaka serbest bir 3’-OH grubuna
gereksinim duyar. RNA primeri DNA polimeraz icin bu 3-'OH grubunu
saglar(44). Kesintisiz zincirde DNA replikasyonu kromozom ucuna kadar
olurken kesintili zincir 5° ucunda RNA primerleri uzaklastiktan sonra buranin
doldurulmasi igin serbest 3’-OH grubu bulunmamaktadir. End Replikasyon
Problemi olarak tanimlanan bu durumda kromozom ugclari her bolinmede, RNA
primer boyu(8-12 baz) kadar kisalacaktir(20). Ancak telomerlerde her
bdlinmede50-200 baz cifti kadar bir kisalma gorultr. Bunun sebebinin oksidatif

stres olabileceg@i dusunulmektedir(52).

Telomer replikasyonunu takiben telomer uglarinda 3’ overhang olusumu
telomerlerin korunmasi i¢in en 6nemli asamadir. Hucre siklusunun ge¢ S ve G2
fazinda meydana gelen bu olusum birgok faktor tarafindan yonetiimektedir.
Ozellikle shelterin komponenti olan TRF 2 ve POT 1 kritik 6neme sahiptir. TRF
2 Apollo nukleazi ¢agirarak kesintisiz ¢ift sarmal ucunda klguUk bir overhang
olusumunu saglar. Okazaki fragmanlari iceren sarmalda ise RNA primerinin
uzaklasmasi ile kugcuk overhang olusur. Daha sonra ekzonukleaz 1 (EXO1)
gelerek kesintili ve kesintisiz zinciri kirpmaya baglar. CST(CTC-STEN1-TEN1)
komplexi ve EXO1 arasindaki etkilesim ve dengeye bagli olarak sonunda 50-
200 nukleotidlik overhang olusur(28,34).
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2.1.3.1 Telomeraz

RNA polimeraz ve DNA polimerazlarin uzama igin serbest 3’OH grubuna
gerek duymalarindan kaynaklanan ug-replikasyon problemini ¢ézmek igin 6zel
bir revers transkiptaza ihtiya¢ duyulur. Telomeraz(RNA bagimli DNA polimeraz)
bu uzamayi saglar(17). 550 kDa buyukligundeki telomeraz enziminin Ug¢
komponenti vardir(53).
1-insan telomeraz RNA komponenti(h-TERC/h-TR)
2-insan telomeraz revers transkriptazi(h-TERT/h-TRT/h-EST2)
3- insan telomerazi protein komponenti(H/ACA motif binding komplex) ;diskerin
venukleolar protein A(NOLA) ailesi Uyeleri NHP2(NOLA2), NOP10(NOLA3),
GAR1(NOLA1)

_4
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_qx
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Sekil 6. Telomeraz holoenzim subunitleri(50)

Ribonukleoprotein yapidaki bu enzimin polimeraz fonksiyonunu RNA
subuniti TERCve protein subuniti TERTile saglar. TERC RNA dizisi, telomerik
DNA dizisinin komplementeridir(3’-AUCCCAAUC-5’) ve kalip gorevi gorerek
atasal zincirin uzmasi saglanir. Atasal zincir yeteri kadar uzadiginda DNA

polimeraz igin yeterli kalip olusur ve yeni zincir sentezlenir(20).
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Sekil 7. Telomeraz ve repkikasyon sonu problemi(54)

Telomerazin diger revers transkriptazlardan farki kendi RNA alt birimini
kalip olarak kullanmasidir. TERC geni 3 nolu kromozomun uzun kolunda
bulunur(3g26.3)ve bu gen hem normal hemde kanserli dokularda eksprese
olmaktadir(17). TERT ekspresyonu ise bircok somatik hucrede
bulunmamaktadir. Bu sebeple TERT ‘in telomeraz aktivasyonu ile iligkili oldugu
dusundlmektedir(22,53).

TERT telomerden bagimsiz olarak Wnt-f katenin sinyal yolaginda
transkripsiyenel modulator olarak goérev yapar. . Hicre mebranindaki Wnt
reseptorleri uyarildiginda TERT; Whnt transkripsiyon faktoér,brahma iligkili gen
1(BRG1,brahma related gene 1) proteini ile komplex yapar ve sinyal yolagi
hedef gen promoterlarina baglanarak expresyonu reglle ederler.
Mitokondride,mitokondrial RNA yapan Endoribonukleaz RNA
komponentiRMPR,RNA Component Of Mitochondrial RNA Processing
Endoribonuclease) ile komplex olugsurup RNA bagimli RNA polimeraz aktivitesi
gosterir, olusan dsRNAlar endoribonlkleaz dicer ile siRNAlara pargalanip gen
expresyonunda goérev alirlar. Mitokondriyal DNA oksidatif hasarinda TERTin

apoptozisi nasil uyardigi henltz netlestiriiememistir(40,55).
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Sekil 8. Telomeraz subunit TERTin fonksiyonlari (40)

Telomeraz komponenti olan TERT’in overekspresyonunun, p53, p16 ve
ARF tUimor supresor genlerinin expresyonunu arttirarak kansere direng
olusturdugu, néromuskuler koordinasyoni arttirdigi, glukoz toleransini arttirdigu,
yasam surelerini %40 arttirarak antiaging fenotipe neden oldugu TERT-

transgenik farelerde gosterilmistir(40).

insanlarda telomer uzunlugu oldukca degisken olup telomeraz
aktivitesinin germline, kan, cilt ve intestinal hlcreleri haricinde olmadigi kabul
edilir. Telomeraz yoklugunda; S fazinda telomerik DNA timduyle replike olamaz
ve her bolunmede ortalama 50-150bp kisalir. Telomerin kisalmasi yaslanma ve
hidcre bolinmesinin indirekt bir gostergesidir. Kanser hucreleri bir sekilde

telomerazlarini aktive ederek kontrolsiz ¢cogalmanin yolunu bulmuslardir(27).

Shelterin telomeraz koordinasyonu hicre tipine goére farkliik gdésterir.
Embriyonik kok hucrelerdeki telomer uzunlugu kanser hicrelerinden ¢ok daha
uzundur(56). Telomeraz komponent mutasyonlarina bagl gelisen ve prematir
stem cell fonksiyon kaybi ile sonuglanan hastaliklarda telomeraz aktivitesini
arttirmanin tedavi segenegi olabilecegi dislnulse de yapilan fare deneylerinde

telomerazin kanser gelisimini desteklegdi gosterilmistir. Ancak %40 farede ise
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TERT in antiaging etkilerine bagh; yaslanmanin geciktigi, néromuskuler
koordinasyonun gelistigi, glukoz intoleransinda azalmanin saglandigi ve

epitelyal bariyerlerin iyilestigi gdzlenmistir(57).

Telomer uzunluklarinin nasil algilandigi ve telomeraz seviyesini nasil
tetikledigi merak konusudur. Telomerazin telomerlere girisi
holoenzimintelomeraz kajal body protein1(TCAB1,WRAP53) subunititarafindan
stimule edilir. TCAB1 in holoenzimden ayrilmasiyla telomer-telomeraz etkilesimi
azalir. TCAB1 telomeraz ile htr-H/ACA(diskerin) subuniti Uzerinden baglanti
kurar ve ribonukleoprotein(RNP)' nin hicre i¢i konsantrasyonu kajal hucreleri

tarafindan algilanip, bu baglanti dizenlenir(53).

Her bir telomerin uzunluguna goére telomeraz aktivitesinin reguile
edilmesi; Shelterin- telomeraz ilskisi ile saglanmaktadir(53). Cis regulatuar feed-
back mekanizmasinda TRF1 ve TRF2 nin ¢ift iplik, POT1 in tek iplik Gzerindeki
yogunluklarina bagl olarak telomer uzunlugunun algilandigi ve bunun POT1 e
iletildigi daha sonra POT1 inde telomerazin 3’ ucuna girigini engelledigi
dusundlmektedir (30). TPP1 proteinin OB kivriminda telomeraz ile iligkili bir
yuzU bulunmaktadir(TEL patch). Telomeraz bu yuze baglanarak telomer igine
alinir. TPP1 in de telomerazin aktivasyonunda ve telomer uzunlugunun regule

edilmesinde roll oldugu gosterilmistir (58).

2.1.3.2 Alternatif Telomer Uzatma Mekanizmasi

Kanser gelisimi sirasinda hucreler sinirsiz ¢ogalabilme yetenegini
telomeraz enzimini upregule ederek veya genellikle homolog rekombinasyona
dayanan bir mekanizmayi aktive ederek saglamaktadir. Alternatif Telomer
Uzatma(ALT,Alternative Lengthing of Telomeres) olarak adlandirilan bu
mekanizma bir ¢ok telomer fonksiyonunun kontrolinin kaybedilmesi ile

sonuglanir(59).
Telomerlerin uzunluklarini koruyabilmek igin homolog rekombinasyonu

nasil gerceklestirdikleri ile ilgili iki gorus vardir; birincisi esit olmayan kardes

kromatidler arasinda degisimin(T-SCE)olmasi ikincisi ise telomerik DNAnNin
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farkli bir telomerden veya ekstra kromozomal telomerik DNA adi verilen serbest
tekrarlayan DNA ait molekullerden sentez edildigidir. Kabul goren bu goéruste;
ALT nin molekiler temelinde farkli bir DNA polimeraz oldugu Dilley ve ark

tarafindan agiklanmistir(60).

ALT nin aktive olmasi i¢in dnce tek iplige(overhang) baglanan POT1
proteini telomerden uzaklasirken, onun yerine RAD51 proteini tek iplige
dolmaya baslar ve bu protein(RAD51), homolog rekombinasyon igin G-rich
overhang ipligin terminalinin komplamenter iplige baglanmasini sadlar;
ardindan hucre proliferasyon nukleer antijen(PCNA,Proliferating cell nuclear
antigen) proteini ve DNA polimeraz & aktivasyonu ile sentez gercgeklesir(61). Cift
dal kiriklarin tetikledigi telomer sentezinde(break induced telomere synthesis)
hasarli DNA ucuna replikasyon faktor C 1—5(RFC1-5) proteini baglanir ve bu
proteinin, PICNA ve DNA Pol & in dogrudan sentez islemine girigini saglayarak

telomer sentezini gergeklestirdigi Dilley ve ark tarafindan saptanmistir(62).
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Sekil 9. ALT olusum mekanizmasi(60)

ALT; telomer uzunlugunu koruyabilmek igin telomeraz aktivitesinin
olmadidi %10-15 tGmor grubunda gordlir ve DNA hasarinin fazla oldudu,
Ozellikle histon fonksiyonlari bozulmus olan hucreler tarafindan kullanildigi
gosterilmigtir(25). ALT nin aktive oldugu telomerlerin, ALT-iligkili promyelositik
nukleer cisimleri(APBns) ile kaplandigi, TERRA ekspresyonunun arttigi ve T-
SCE nin arttigi saptanmigtir ve belirteglerin ALT mekanizmasini basglattigi
ongorulmektedir(28,61).ALT hicre tiplerin en oOnemli belirteci APNB

cisimleridir(59).
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ALT telomerleri uzunluk bakimindan oldukga heterojendir ve
subtelomerik bolgelerinde rekombinasyona katilmasindan dolay telomerik DNA

sekansi standart tekrarlari icermeyebilir(59).

ALT nin naslil tetiklendigi niye bazi kanser gruplarinda goruldigu henuz
aydinlatilamamis olmakla birlikte TRF2 proteininin azaldigi ve kromatin
remodelingten sorumlu histone saperon ATRX ve apoptozis iligkili
protein(DAXX, death domain associated protein)’in mutant oldugu timor

hidcrelerinin ALT yolagini kullandigi dastnilmektedir(36,63).

2.1.4 Telomer Ve Kanser

DNA yapisi ve kromzomlarin kesfinden 6nce Theodor Bovery kanser
hdcrelerinde, normal hucrelerden  farklh  olarak ince  mikroskobik
cisimlerin(kromozomlarin)anormal dagildigini gézlemlemistir. 1930 larda insan
hicrelerinde 46 kromozom bulundugu ve kanser hucrelerinin anormal yapi ve

saylida oldugu gozlemlenmistir(64).

Karsinogenez uzun sure boyunca, hucrelerimizin kontrolstiz ¢cogalma hali
olarak tanimlandi. Ancak gunumuzde tumor gelisimi kontrolsiz c¢ogalmayi
saglayabilmek ve agresif timorlerdeki gibi hizli adaptasyonu saglayabilmek igin
DDR ve DNA tamir mekanizmalarinin down regule olmasinin, genetik ve

epigenetik instabilitenin artisinin gerekliligi bilinmektedir(65).

Kromozomlarin telomer hemostazinin bozulmasi genom stabilitesini
bozarak, kanser gelisimini destekler. Vertebralilarin telomerlerindeki bu tandem
tekrar dizileri telomer baglayici proteinler sayesinde T-loop yapisini olusturarak
kromozom uclarini kapatir. Bu kapanma DNA hasar tamir mekanizmalarinin
tetiklenmesini 6nleyerek kromozomlari uglarinin fiUzyonunu engeller. Telomerik
DNA hasari veya telomerik proteinlerinin sayisinin azalmasi bu flzyonlari
tetikler(39). Birgok kanser tipinde telomer disfonksiyonunun kromozomal
instabiliteyi tetikledigi ve tumorogenezisi baslattigi bilinmektedir. Pre-neoplastik
hicrelerin hizla gogalmasi telomer kisalmasi ile sonuglanir ve bu da DDR sinyal

yolaklarini tetikler, bunun sonucunda huicre yaslanmasi veya apoptozisi uyarir.

23



P53 vel/veya RB yollarinda defekt olan hucreler bu noktayi atlatirlar ve
bolinmeye devam ederlerse shelterin proteinlerin kaybi ve buna bagl telomer
yapisi bozulur(28). Kromozom fluzyonlari, disentrik kromozomlar, ring
kromozomlar olusur. Tekrarlayan BFB(breakage-fusion-bridge) sikluslari FISH
yontemi ile incelendiginde flzyon bdogelerinde telomerik sinyallerin arttigi
gorulebilir(48). Telomer krizi olarak bilinen bu durumda, ug uca birlesen (end to
end fusions) kromozomlarin %50 sinde telomerik DNA
tekrarlarinin(TTAGGG)tamamen kaybedildigi bildirilmistir. Telomer krizinde

telomerazi veya ALT yi aktive edemeyen ¢ogu hucre 6lur(28).

Somatik hicrelerde telomerlerin kisalmasi ve buna bagh replikatif
senesens’in; kontrolstiz hlicre ¢ogalmasi ve malign transformasyonun 6nlne
gegiyor olmasi, telomerlerin timor supresor fonksiyonlarini desteklemektedir.
Telomer disfonksiyonu kaynakli kromozom fuzyon ve kirilmalari da tumor
supresor bir genin heterozigotlugunu kaybetmesine(LOH) veya bir onkogenin
amplifikasyonuna neden olabilir(39). iste bu noktada telomer disfonksiyonunun

pro kanser genotip olusumunu belirledigi noktadir(48).

Replikatif yaslanmaya giren hucrelerin molekuler markirlarinin DNA cift
iplik kiriklari icin karakteristik olmasi, disfonksiyonel telomerlerin DDR
mekanizmasini uyardigini desteklemektedir. Bu markirlar fosforile histon protein
gama-H2Ax, P53 baglayici protein 1(TP53BP1), nibrin(NBS1), DNA damage
checkpoint 1 mediatéru(MDC1) ve checkpoint kinaz 2(CHK2) dir. Bu faktorler
dogrudan disfonksiyonel telomerlere baglanip, p53 ve RB genlerini uyararak
p21 ve INK4A(p16) ekspresyonunun indikler.. Bu da hicreyi S fazina geri
getirerek yaslanmayi baslatir(48). Yine ATM ve ATR yolaklarinin da uyarilmasi;
CHK1ve CHK2 araciligi ile p53 0 uyararak hicreyi yaslanma veya apoptozise
goturdr. Bununla birlikte; p53 mutasyonlarinin  hucrede kanser gelisim
basamagini baslattigi bilinmektedir. Telomer kisalmasinin ¢ift dal kingi olarak

nasil algilandigi henuz agiklanamamistir(48).
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Sekil 10. Telomer disfonksiyonunun p53 ve RB yolaklarini aktive
etmesi(48)

Prekanser6z dokularda ATM ve ATR bagimh DDR sinyal yolaklarinin
uyarildigl hiucre siklus kontrol noktalarinin durdugu ve DNA hasar markirlarini

ekspresyonunun arttiyi agikca ortaya konmustur(65).

Jeko ve ark. yakin zamanda yapilan timoér genom mutasyon profillerinde
DDR genlerinin tum kanser tiplerinde siklikla mutasyona ugradigini ve DDR

surecinin kanser etiyolojisindeki dnemini vurgulamiglardir(65).

Guncel c¢alismalarda DDR mekanizmalarinin yalnizca DNA tamir
yolaklarini aktive etmedigi, unstabil hiicrelerin gogalmasini da onledigi yani ayni

zamanda DNA hasar sagkalim mekanizmasi oldugu dikkate alinmalidir(65).

Kanser genom sekanslamanin, telomer disfonksiyonu ve genomik
instabiliteye neden olan yeni mekanizmalara isik tutacagi tahmin edilmektedir.
Bu calismalarda POT1 mutasyonlar bir ¢ok kanser tipinde saptanmigtir(or;
kronik lenfositik |6semi, ailesel melonom, gliomlar, mantle hicreli lenfoma, T
hicreli I6semi/lenfoma)(28). POT1 in telomer uzunlugunu arttirarak telomerde

frajilite artisina neden oldugu bildirilmistir(66).
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Kanser hucreleri bu yolaklari inhibe etmekle kalmayip, mekanizmayi
lehlerine gevirip induklemektedirler ve kolaylikla adaptasyon kazanarak

karsinogenez ve metastaz asamalarini hizlica katederler(65).

Telomerazin telomerlere nasil girdigi henuz agiklanamasa da shelterin
proteinlerinin telomeraz regulasyonunda 6nemli gorevleri oldugu bilinmektedir.
Ozellikle TPP1 komponentinin telomerazin telomere girisini sagladig
belirteilmekte olup telomeraza ydnelik kanser tedavi stratajileri bu proteini hedef
almaktadir(40).

Telomeraz, stem cell ve kanser hicrelerinin uzun sureli replikasyon
potensiyelleri icin mutlaka gereklidir. Bununla birlikte TERT overexprese eden
transgenik farelerde spontan timor insidansinda artis saptanmigtir. Kanser
hicre senaryosuna gore onkojenik stres altinda huicreler kendi proliferasyon
limitlerini arttirirlar. Telomer uzunlugu bu bélinme kapasitesi i¢in sinirlayici bir
faktordir bununla birlikte tim kanser dokularinda c¢evre saglikli dokuya goére
telomerler kisadir. Telomeraz aktivitesinin ¢cogu kanser turinde olmasindan
dolay! telomerazi hedef olan anti kanser terapilerin de kisalan telomerlerle

birlikte kanser hucrelerinin bolinme kapasitesini kaybedecedi ongorulmektedir.

2.1.5 Telomerin Kanser Tani Tedavi Ve Takipteki Rolu

Gunumuzde kanser tedavisinde kullanilan birgok kemoterapi ilaglarinin
en onemli dez avantaji tumor spesifik olmamalaridir. Yani kanser hcreleriyle
birlikte normal yapidaki hucreler igin de toksik olmalaridir. Ancak telomeraz
aktivitesi sadece kanser hucrelerinde bulundugundan telomerlerin uzamasini
engeleyecek bir adjuvan geligtirildiginde sistemik yan etkileri az olan ve kanser
dokusuna spesifik bir tedavi olacagi disunulmektedir(67). Telomeraz
antagonisti olan GRN163L(imetelstat sodyum)un kanser hicre kultarlerinde
etkili olup, hayvan deneylerinde meme ve akciger kanserinde etkili oldugu

gOsterilmistir(48,68).
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Bircok tumorde telomeraz aktivitesinin oldugunun gosterilmesiyle,
telomeraz  aktivitesinin  kanser  belirleyicisi  olarak  kullanilabilecegi
bildiriimistir(18).

Telomerlerin molekuler mekanizmasi anlasildikgca yeni anti kanser
terapileri geligtirilecektir. Telomerler tarafindan indiklenen, hicresel yaglanma
ile tumor gelisimini azaltmak uzun zamandir antikanser terapisi olarak

arastinimaktadir(21).

Yine POT1 ve TPP1 araciligi ile DDR uyarilmasi ve buna bagl hucre
yaslanmasi saglanabilir. Ancak anti-telomeraz ajanlarin hedefi olan p53 bagimli
apoptozis veya senesens icin mutasyona ugramamis p53 gereklidir Ne varki

%50 kanser hucresinde p53 mutasyona ugramistir(48).

Telomerlerin promoter bolgesine yakin bdlgelerde bulunan guanin
bakimindan zengin dort zincirli yapi G4 DNA(G-tetrad) veya G-kuadrupleks
denmektedir. Bu yapinin telomeraz enzimini inhibe etmesi nedeni ile kanser
tedavisinde G4-DNA(G-tetrad) yapilarini stabilize edip telomeraz aktivitesini

durduran bilesikler Gstunde 6nemle durulmaktadir(69).

Telomerlerin disfonksiyonunu senesens yonine kaydirip timoérogenezisi

azaltmak ileride kansere karsi tedavi yolu olarak kullanilablir(48).

2.1.6 Telomer Uzunlugu Olgiim Yéntemleri

GUnUumuze kadar telomer uzunlugu oOlcim yontemleriyle ilgili bir¢ok
metod geligtirilmistir. Herbir metod telomerin farkli bdlgelerinin uzunlugunu
Olcmekte olup bu nedenle avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Yagsam
kosullari, sahip olunan kronik hastaliklar telomer uzunlugunu etkilemektedir.
Telomerlerin  hastalik risk veya prognozunda kronolojik bir biomarkir

olabileceginin dugtinulmesi telomer analizlerinin dGneminini arttirmistir.
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Sekil 11. DNA ol¢gumiinde farkl tekniklerin karsilagtiriimasi(70)
2.1.6.1 Terminal Restriiksiyon Fragment (TRF) Analizi

Ortalama telomer uzunlugu 6lgum yontemleri iginde gelistirilen ilk ydontem
olup altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu prosedur de genomic DNA sik
kullanilan restruksiyon enzimleri ile telomerik ve subtelomerik bdlgeler
harig(telomerik ve subtelomerik DNA intakt) fragmanlara ayrilir. DNA terminal
restruksiyon fragmentleri (TRF) olarak adlandirilan bu pargalar agaroz jel
elektroforezi ile ayrilarak, southern blotlama veya telomerik DNA spesifik prob
kullanilarak jel hibridizasyon ile goruntilenir. Olgim blyukligi bilinen bir
marker veya dansitometre ile karsilastirilarak kilobaz olarak degerlendirilir. Bu
yontem butin kromozomlar igin telomer uzunluklarinin dagilimini bir dérnekte

vermektedir(19).

Yontemin avantaji ucuz ve 0zel ekipman gerektirmemesidir. DNA nin
uzun sure oda Isisinda kalmasindan ve ¢ozUllp tekrar dondurma iglemlerinden
etkilenmektedir. Diger yontem sonuglarinin tahmini kilobaza c¢evriimesinde
kullanilir. Dezavantaji ise bu yontemle elde olunan terminal restruksiyon
fragmanleri subtelomerik bdlgeleri igerdigi icin gergcek telomer uzunlugunu
vermez ve subtelomerik bolge polimorfizmleri sonuglari etkilemektedir. Ayrica
kullanilan restriksiyon enziminin farkliligi sonuclarin degismesine neden olur.
Yine bu yontemin diger bir dezavantaji kisa telomerleri tespit edememesidir. Bu

yontem kullanildiginda sub-telomerik bolgelerin telomer uzunlugunu ne kadar
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etkiledigi bilinmemekte, ancak kesim igin restriksiyon enzimlerinin bir karigimi

kullanilarak bu etkinin azaltilabilecegi dusunulmektedir(19,70).

2.1.6.2 Kantitatif Floresan in-Stu Hibridizasyon(Q-FISH)

Bu metod, telomerik DNA nin (CCCTAA); floresan problari
hibridizasyonu sonrasi interfaz nukeusu veya metafaz kromozomlarinda
telomerlerin degerlendirlmesini saglar. Q-FISH yonteminde telomerik DNA ya
yuksek hibridizasyon afinitesi olan sentetik peptid nukleik asit (PNA) problari
(CCCTAA) kullanilir.  Flerosan sinyal Q-FISH analiz programinda
standarta(genellikle sentromer) goére relative flerosan unit olarak élgulir ve 15-

20 metafazin degerlendiriimesi yeterli olmaktadir(70).

Bu metodun diger yontemlere gore en 6nemli avantaji metafaz Q-FISH te
asir kisa veya uzun telomerleri, telomer fizyonlarini veya telomerin tamamen
kaybini tespit edebilmesidir. Ayrica hticre spesifik telomer uzunlugu 6lgimine
olanak verir.Dezavantajlari ise zaman alan, pahali ve 06zel ekipmanlar
gerektiren bir yontem olmasidir. Diger yontemlerden farkh olarak huicre
kullanilir. Ozellikle metafaz Q-FISH igin sadece bdlinme kapasitesi olan
hicreler degerlendirilebilir ancak interfaz FISH icin bdyle bir gereksinim
yoktur(19).

2.1.6.3 FLOW-FISH

Q-FISHin flow sitometri ile kombine edlip birlestiriimesi ile olusan bu
yontemde oOzel flow sollisyonlarda PNA (CCCTAA); flerosan problari ile
telomerik DNAIlari hibridize olan hucreler, laserlerden tek tek gecerek floresan
emisyon/sinyal orani hesaplanir. Bu oran c¢alisilan hicre populasyonunun
ortalama telomer uzunlugunu verir. Bu yontemde hucreler sub populasyonlarina
ayriip ortama telomer uzunlugu verilebilir, yani hematopoetik hucreler
subtiplerine ayrilabilir.Q-FISH’de kullanilan kdlttr edilmis hicreler bu ydntem
icin gerekli olmadigindan periferik kandan uygulama yapilabilir(70).
Normalizasyon igin bir kontrol hicre hatti kullanilir ve hibridizasyon asamasinda

olusabilecek farkhliklar giderilir. Bu ydntemin telomer analiz yontemleri
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arasinda, klinik tani icin en kapsamli ve guvenilir datayr verdigi kabul
edilmigtir(71).

2.1.6.4 STELA Yontemi

Single TElomere Length Analysis (STELA); TRF ve PCR tabanl
yontemlerin  degerlendirilen  materyalin ortama telomer uzunlugunu
hesaplamasindan ve kritik kisaliktaki telomerlerin degerlendirelememesinden
kaynaklanan problemi ¢ozmek igin geligtiriien bu yontem Q-PCR ve ligasyon
tabanl bir yontemdir. Replikatif yaslanma ve apoptozis baglatici sinyal olarak
degerlendirilen kritik kisaliktaki telomerler o&lgllebilir. Hedef kromozomun,
telomerik DNA sini dlgmek igin kromozomun subtelomerik bdlgesine spesifik
primerler kullanilir ancak subtelomerik bolgelerin komplex yapisi ve sadece
kUguk bir grup kromozom telomeri icin spesifik primer dizayn edilebilmesi, bu
0zel kromozom spesifik, ayni zamanda, ayni kromozom farkli kollarina spesifik
bu yontemi sinirlamistir. Bu yontem ile XpYp, 2p, 11q, 12q, ve 17p Kkollari
telomer uzunluklari oélgulebilir. Cok uzun telomerler veya telomer kaybi bu
yontem ile saptanamaz. Materyal olarak hlcre gerektirmeyip kaliteli DNA
gerektirir. Calisma icin 6zel ekipman gerektirmez. STELA varyant ve telomer
bdlge tekrarlarini kapsar, ancak primer alani bilindigi i¢in sub-telomerik uzunluk

cikartilabilir.

2.1.6.5 HPA(Hibridizasyon Protection Assay)
DNA tabanli HPA yodnteminde ise telomerik tekrarlarin Alu tekrarlarina
orani hesaplanir. Ancak Alu tekrarlarinin kisiden kigsiye degismesi ve saptanan

bu oranin kilobaza ¢evrilmesinin gu¢ olmasi yontemin dezavantajlaridir.

2.1.6.6 Tek Sarmal 3’ Overhang Olgiimii

Overhang assay yontemleri; absolute uzunluk 6lgimu ve rolatif analiz
olarak ikiye ayrilabiir. Non denatlre hibridizasyon ve G—iplik HPA Rdlatif analiz
metodlarinda overhangin total telomerik DNA ya rolatif orani saptanir.Primer
extensiyon-nick translasyon(PENT),Telomerik-oligonukleotid ligasyon assay(T-
OLA), cift sarmal spesifik nikleaz(DSN) ve elektron mikroskobu ile dlgumler ise
absolute uzunluk oOl¢cimlerine ornek verilebili. DSN yonteminde ¢ift sarmal

spesifik enzimler ile DNA kesilir ve overhang DNA intact kalir 6rnekler southern
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blotlama ile analiz edilir. Diger yontemlerden farkh olarak c¢ok kisa(12nt)

overhang uzunlugunun Olgulebildigi bilidirilmistir(72).

2.1.6.7 PCR Tabanh Teknikler(Q-PCR, MMQ-PCR, aTL Q-PCR)

Bugune kadar olan yontemlerin galisma icin yuksek miktar DNA ya
ihtiyag duymasi PCR tabanli ydntemlerin gelistirimesine neden olmustur. Bu
prosedur; kantitatif PCR(Q-PCR), monochrome multiplex kantitatif PCR(MMQ-
PCR) ve absolute telomer uzunlugu kantitasyonunu(aTL Q-PCR)
icermektedir(19). Ortalama telomer uzunlugu olgumlerinde en fazla kullanilan
bu yontem Cawthon tarafindan gelistiriimistir. Geleneksel TRF metodunun
yuksek miktar DNA vya ihtiya¢ duymasi, c¢alismanin 2-3 gun sUrmesi,
subtelomerik restriksiyon bolge polimorfizmleri ve subtelomerik bdlgenin
uzunluk polimorfizmleri, dogru telomer uzunlugunu Olcimunu
kisittamaktadir(73).

Q-PCR da temel prensip; 20-40 dongude spesifik primerler kullanilarak
elde edilen DNA sekansi PCR urunlerinin(amplikon) her dongu sirasindaki
miktar artisinin élgulmesidir. Hedef DNA sekansinin miktar élgimu igin ya cift
zincirli DNA’ya baglanan fleurosan boyalar(6r;sybr green) veya fleurosan isaretli
dizi spesifik problar(or;taq man prob) kullaniimaktadir(19). Hedef DNA ya
baglanan flerosan boyalarin miktari her dongude olusan Grin miktari ile artis
gOsterir.  PCR  Urin miktari; flerosan sinyalin  yodunlugu olgulerek

hesaplanir(74).

Cawthon 2002 de uygun primer seti gelistirilip Q-PCR tekniginiyle
telomer uzunlugu olgimunun yapilabilecegini rapor etmistir(73). Telomerlerlerin
tekrarlayan TTAGGG yapisi primer dizaynini guclestirmektedir. Telomerik DNA
nin yapisi geregi kullanilan primerler komplementer yapida olup primer
dimerleri olusarak hedef DNA yerine primer sekanslari amplifiye olmaktadir.
Cawthon, telomerin C rich ve G rich dallarina baglanan fakat baz hatalari ve
uzunluk farki olan primerler dizayn ederek ve PCR In ilk 2 ddngisinde
baglanmayi saglamak igin dusik sicaklik kullanarak, primer dimerizasyonunun

ustesinden gelmigstir(19,70).
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Bu metodda ortalama telomer uzunlugu oran olarak verilir(standart
olarak oligomer kullaniimasi hari¢) southern blot teknigi kullanilarak ortalama
telomer uzunlugu kilobaza cevrilebilir. Ortalalama telomer uzunlugunu
verdiginden kromozomlara gore dagihmini veya telomer kaybini gostermez.
Ancak subtelomerik bolgeler amplifiye edilmedigi icin TRF ye goére daha dogru
sonuglar verir. Az miktar DNA ¢alisma icin yeterli olmaktadir. Yine diger bir
avantaji hizli, ucuz ve yuksek verimlilikte olmasidir. Buyuk epidemiyelojik
calismalar igin idealdir. Ancak gruplar arasinda farkliliklar hatta tekrar edilen
ayni ¢alismada bile farkliliklarin olmasi TRF metodunu Ustin kilmaktadir. Aviv
2011 yilindaki ¢alismasinda coefficient variationi daha iyi anlamak igin Q-PCR
tabanli metodlar ile TRF metodlarini karsilastirarak ayni hastanin farkh
zamanlardaki telomer uzunlugunu farkli yéntemlerle élgmustar.ve tim metodlar
kendi icinde korelasyon gosterirken birbirleriyla kiyaslandiginda Q-PCR
varyasyonlarinin(%6.45) TRF ye gbre(%1.74) daha yuksek oldugu
saptanmistir(75)

Cawthon’ un metodunda telomer uzunlugu, ayni miktardaki DNAnIn
telomer tekrarlarinin  amplifikasyon  Grunlerinin(T), tek kopya gen
amplifikasyon(S)drtnlerine orani karsilastirilarak bulunur. Bulunan T/S ratio
degeri ortalama telomer uzunlugunu vermektedir(73). Telomer ve tek kopya gen
ayri tup veya wellerde cgalisilir. T ve S degerleri arasinda pipetaj veya DNA
miktarinda degisiklik kaynakli hata olmasindan dolayr T/S ratio hassaslgi
etkilenebilir. Bu etkilenmeyi ortadan kaldirmak i¢cin Cawthon ve ark.2009 yilinda
eski metodu, telomerik(T) ve tek kopya genin(S) ayni tipte amplifiye olacak
sekilde revize etmistir ve bu metoda Monochrome Multiplex Quantiative
PCR(MM Q-PCR) adini vermislerdir(76).

Cawthon 2002’'de vyaptigi calismada cell-free DNA telomer
calismalarinda kisiler arasindali sentromerik DNA ve Alu tekrarlarinin farkl
olmasi sebebiyle; telomerik DNA tekrarlarinin tek kopya gene oranlanmasinin

sentromerik DNA veya Alu tekrarlarina gore daha dogru olacagini
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belirtmigstir(73).

Diger Q-PCR tabanli diger bir adaptasyon metodu ise Absolute Telomer
Uzunlugu Q-PCR(aTL Q-PCR) olup bu ydntemde ayni sekilde telomer(T) ve tek
kopya gen(S) amplifikasyon uUrunleri hesaplanir. Bu metotda farkh olarak
Standard egri uzunlugu bilinen bir oligomer standardi kullanilarak telomer

uzunlugu ol¢ulur(77).

QPCR metodundadikkat edilmesi gerekennokta floresan boya olan
SYBR green kullanimidir. SYBR green boyasi ¢ift iplik DNA ya baglandiginda
floresan yaydigindan non-spesifik cift iplik DNA(primer dimerizasyonu gibi)ya
baglanip yanlis sonug¢ verebilir. Ancak erime egdrisi analizi kullanilarak bu

problem ¢ozulebilir(78).
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Sekil 12. Sybr green dye floresan yayma prensibi (78)

Q-PCR sonuglari degerlendirilirken Ct (dongu esigi) veya Cp (gegis
noktasi) olarak adlandirilan degerler dikkate alinir. Bu deger, PCR UrUnlerin
amplifikasyonunun basladigi dongu sayisidir. Kantitatif PCR’ da Absolut ve

Relatif Kantitasyon olmak tzre iki gesit hesaplama metodu kullaniimaktadir.
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\ Kantitatif PCR Yontemleri ’
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Sekil 13. PCR kantitasyon yontemlerinin sematik gosterimi(79)

Absolut kantitasyon igin, miktarlari bilinen standartlar kullanilirak absolut
standart egri olusturulup ve 6rnedin miktari belirlenir. Relatif kantitasyon, relatif
standart egri ve kalibratér kullanilan karsilastirmali Ct metodu(AACt) olarak
ikiye ayrilir. Her iki analiz yonteminde de sonuglar oran olarak belirlenir. Relatif
standart egri yonteminde her galisma icin standart egri olusturmak gerekirken
kalibrator kullanilan karsilastirmali Ct metodunda her calisma igin standart
egriye gerek duyulmaz. Relatif kantitasyon telomerik DNA Graninin (T)
genomda tek kopya olarak bulunan referans gen (S)e bolunerek T/S

orani(ratio) hesaplanir(79).

2.2 CELLFREE DNA Nedir?
Cell free DNA(cfDNA) ; insan plazma veya serumunda hucre digl serbest

cift sarmal DNA fragment yapilari ile karakterizedir.

Cell free DNA, hucrelerden apoptozis, nekrozis ve aktif sekresyon ile
salinmaktadir ve plazma disinda idrar, BOS, tlukruk ve plevral sivida da
bulunmaktadir(80). CfDNA, somatik hicrelere ait; nokta mutasyonlari,
heterozigotlugun kaybini, mikrosatellit instabilitesini, genlerin metilasyon profil

degisimlerini, ve kopya sayisi degisikliklerini saptayabilir(81).
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CfDNAnNIn dolagima nasil katildigi konusunda iki ana gorus vardir; aktif ve
pasif salinim. Pasif salinim mekanizmasinda, apoptik veya nekroze hticrelerden
nukleer ve mitDNAnin hicre destriUksiyonuna baglhl olarak salindigi
dusundlmektedir. Aktif salinnm mekanizmasi ise farkhh hicre kulturi
calismalarinda rapor edilmis olup hucrenin spontan olarak DNA sini salgiladigi
One surulmektedir(82). Diger bir gortus ise CfDNA fragmanlarinin hicre dis
yuzeyindeki fosfolipidlere veya duzenleyici proteinlere baglh olarak
bulundugu(83) ve hucre ylzeyinde bulunan DNA baglayici proteinlerin, DNAaz
gibi enzimlerle hidrolize edilmesi durumunda, DNA fragmanlarinin dolagima
salindigi disunilmektedir(80). Yine 6zellikle hematopoetik hiicreler aktif olarak
cfDNA fragmentlerini salgimaktadir ve bunun hicreler arasi iletisim gorevi
gormekte oldugu dusunulmektedir(80).

Tumor hicrelerinin DNAIlarini nasil ve neden salgiladigi konusunda farkli
gorusler mevcuttur. Bir gorise gore; kanser hlcreleri mutant DNAlarini farkh
yerlerdeki stipheli hiicrelerin transformasyonunu saglamak icin salgiladigidir ve

cfDNA ayni zamanda dolasimdaki kanser hucrelerinden de salinmaktadir(82).

CfDNA fragman boylarinin 150-180bp olmasi, apoptotik hiicre dlumune(
nikleozomlar arasindan kesilme) bagli olabileceg@ini distndirmektedir(84).
Ancak hiicre nekrozuna bagh oldugu dustnulen 21kb uzunlugunda da cfDNA
fragmenti saptanmistir(85).1000 bp Uzerindeki cfDNA  fragmanlarinin
dolagsimdaki  eksosomlara veya tumor nekrozisine  bagh  oldugu
dusunulmektedir. Ancak yinede bu DNAlarin orijini net olarak ortaya

konamamistir(86).

CfDNA  fragmentleri  saghkh  kisilerde de  bulunabilir  ancak
konsantrasyonunun 1-10 ng/ml™* gegcmedigi bildirilmisir(13). Kanser, miyokard
enfarktis, Sistemik lupus eritemozus, inme, sepsis, travma, hemodiyaliz ve
gebelik cfDNA nin konsantrasyonunu degismektedir(80,87).

CfDNA nin dolagimdaki yarilanma omru 16 dakika ile 2,5 saat arasinda olup

dolasimdaki nikleazlarca parcalanmaktadir. Plazma ve idrar arasinda fragment
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boyunun farkli olmasi idrardaki yuksek nukleaz  aktivitesiyle
iligkilendirilmektedir(87).

Sekil 14. CfDNA nin aktif ve pasif olarak kana salinimi (82)

2.2.1 CT DNA Kanser

CfDNA analizlerinde saptanan mutasyonlarin kanser igin spesifik
markirlar oldugunun gorulmesiyle cfDNA teriminin yerini circulating tumor
DNA(ctDNA) almistir(87). Ancak diger hastaliklar i¢in henuz spesifik bir marker

bulunamamistir(80).

CtDNA ve dolasimdaki tUmor hucreleri(CTC); timor dokusunun ve diger
organlardaki metastazlarin homojen molekuler bir gostergesi oldugu
bildirilmektedir(82).

Dolagsimdaki kanser ve fetls orijinli cfDNA fragment profilinin normal
hicrelere ait cfDNA dan daha kisa oldugu ve bu farkhligin size tabanh
molekuler yontemlerlerin gelistiriimesi ile kanser ve prenatal tani testlerinde

kullanilabilecegi bildiriimigstir(86).
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Akciger kanserine spesifik LOH mutasyonlarini saptamada CtDNA
analizlerinin biyopsi materyali analizleri kadar yuksek spesifiklikte oldugu
saptanmistir(88).Yine; tp53 geni kodon 249 mutasyonlari aflotoksin
maruziyetine bagli gelisir ve bu mutasyon aflotoksin igin ¢ok spesifik olup,
plazmalarinda mutasyon saptanan kisilerde Hepatosellller kanser geliseceginin

bir gostergesi olarak kabul edilmistir(81).

2.2.2 CELL FREE DNA Tarihge

Dolasimdaki serbest nikleik asitlerin varhgi ilk olarak 1948 de Mandel ve
Metais tarafindan insan plazmasinda kakesfedilmistir(89). Radyoterapi géren
kanser hastalarindanin kan serumlarinda cfDNA nin ylksek oldugu ve timor
markir olarak kullanilabilecegi 1977 yilinda Leon ve ark. tarafindan
saptanmistir(90). 1989 da Stroun ve ark. kanser hastalarinin plazmalarindaki
cfDNA nin orjininin kanser oldugunu ve neoplastik karakter tasidigini rapor
etmistir(85). 1991 de Sidranfky ve ark. 1 p53 mutasyonuna sahip invaziv
mesane kanserli hastalarin idrarinda cfDNA sinda ayni mutasyonu
saptamiglardir(91). Sozkonusu c¢alisma ile likid biyopsinin temelleride
atiimistir(87).

Fetal DNA nin maternal plazmada 1997 yilinda saptanmasi ile cfDNA
prenatal tanida yerini almigtir. Non invaziv prenatal testler (NIPT) 2007 de
tanimlanmis olup klinik kullanima hizla dahil olmustur. NiPT ile andploidi,
cinsiyet tespiti(cinsiyete bagh kalitilan hastaliklar i¢in), monogenik hastaliklarin

prenatal taramasi yapilabilir(87).

2.2.3 CTDNA’nin Kanserde Kullanim Amaglari
Likid biyopsi ile cfDNA ve dolagimdaki kanser hucrelerinin onkolojideki

baglica kullanim alanlari gun gectikge artmaktadir.

2.2.3.1 CtDNA’nin Evre Ve Prognoz ile iligkisi

Kanser hastalarinin dolagimindaki ctDNA konsantrasyonunun kanser
evre ve boyutuyla korelasyonu saptanmistir. Bilinen kansere spesifik mutasyon
kantifikasyonun ¢alismalarinda Evre 1 hastalarin 5ml plazmasindaortalama 10

mutant kopya varken, ileri evre prostat, over,kolon kanseri hastalarinin ortalama
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5ml plazmasinda 100-1000 kopya saptanmis ancak ayni kanser tipi ve evreye
ait olan hastalarin ctDNA  konsantrasyonlarinin  degisken  oldugu

gOrulmustir(87).

Yine yapilan galismalarla ctDNA kanser hastalarinda saglikli kontrollere
gore daha yuksek konsantrasyonda saptanmistir ancak bunun igin bir cut off

deger belirlenememistir(84).

Yine saptanabilir ctDNAya sahip kolon kanserli hastalarin 2 yil sureli

sagkalimlari saptanmayanlara gére daha dugsuktur(87).

2.2.3.2 CtDNA’ nin Tani Ve Erken Tanidaki Yeri

Kanserin erken evrede veya metastaz yapmadan saptanmasi hastanin
kiratif tedavisini saglayip, uzun sireli sagkalimini arttirir. cfDNA biyopsi
yapillamayan hastalarda timoér dokusuna ait mutasyonlari gdsterebilir(84).
Yapilan galismalarda plazmalarinda KRAS mutasyonu tespit edilen mesane
kanserli hastalarin kanser tanisindan yaklasik 2 yil(20-14ay) 6ncesine kadar
tukardk ve plazmada mutasyonlarin saptanabildigi gosterilmistir(81). Yine NIPT
testiyle hamile kadinlarda insidental olarak erken evre over kanserleri

saptanmistir(87).

Yine kronik obstriktif akciger hastahgi(KOAH) olan hastalarda yapilan
calismada, dolasimda CTC saptanan hastalarin 1-4 vyil igerisindeki BT
kontrollerinde cerrahiye izin veren erken evre akciger Kkanserleri

saptanmisgtir(92).

Evre 1 hastalarda ctDNA saptanma orani %47 olarak bildirilmigtir.
Sensiviteyi arttirip, CtDNAnIn erken tanida kullanilabilmesi igin cfDNA icindeki
ctDNANIn ayrilmasi veya miktarinin arttirlmasi gerekmektedir. CtDNANIn size
farki veya CTClerin plazmadan 6zel filtreler ile toplanarak analizlerin

yapillmasinin spesiviteye ¢ozUm olabilecegi dusunulmektedir(87,93).
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Ayrica saglikli insanlarda, gunese maruz kalan bdlgelerden yapilan cilt

biyopsi drneklerinde dusuk de olsa tp53 ve kras mutasyonlari saptanmigtir(94).

2.2.3.3 CtDNA’nin Primeri Belli Olmayan Kanserledeki Yeri

Primeri bilinmeyen kanserlerde kanser lokalizasyonunu saptamada
ctDNA doku spesifik bilgiler tasidigi 6ngorulmektedir. Nitekim yapilan
calismalarda genotipik mutasyonlara bakilmaksizin, cfDNAnin protein-DNA
etkilesimlerinden hucre tiplerini belirlemede kullanilabilecedi ve potansiyel
biyopsi materyali olarak kullanilabilecegi belirtiimigtir(95). Metilasyon ve
nikleozom paternlerinin tGmaor orijinini belirlemede hicre spesifik bilgiler icerdigi
saptanmistir. NIPT testi sirasinda farkli kromozom anomalileri olan hastanin,
doku spesifik metilasyon profillerinden ctDNAnin B lenfositlere ait oldugu

saptanmig ve hastaya folikuler lenfoma tanisi konmustur(87).

2.2.3.4 CtDNA’ ninKanser Takibindeki Yeri

Klratif tedavi sonrasi, Minimal Rezidlel Hastallk veya rekirrens icin
cfDNA nin saptanmasinin belirte¢ olabilecedi disunilmektedir(87). Minimal
rezidUel hastalik; kuratif tedavi sonrasi, morfolojik olarak saptanamayacak veya
klinik bulgu vermeyecek kadar duguk sayida kanser hucrelerinin bulunmasi
olarak tanimlanir. Kanser hucrelerinin uyku haline geg¢mesi olarak da
tanimlanabilir ancak 6zellikle I16semilerde relapslardan sorumludur(96). Kuratif
tedavi sonrasi CfDNA ile dusuk veya yuksek riskli grup ayriminin yapilabilecedi,
adjuvan tedavilerin yerinde kullaniimasiyla gereksiz tedavilerin 6nune

gegcilebilecegi dustnulmektedir(87).

Metastatik meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada CTC ve
kanser anjiteni 15-13 (CA15-13) e gore ctDNAnin kemoterapiye cevabi ve
relapsi degerlendirmede en erken ve spesifik belirte¢ oldugu gosterilmistir(97).

Farkli bir calismada erken evre meme kanserli hastalarin kiratif tedavi
sonrasiplazmalarinda ctDNA saptanmasinin metastatik relaps ile iligkili oldugu

ve klinik relapstan yaklasik 8 ay dnce saptanabildigi bildirilmistir(98).
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2.2.3.5 CtDNA’ ninKanser Tedavisini izlemede Yeri

CfDNA’nin yarilanma omrandn ¢ok kisa olmasi ve doku biyopsilerine
gore likit biyopsilerin tekrarlanmasinin kolayligi, kanser tedavisine cevabi
izlemede cfDNAyiI ideal bir belite¢ vyapar. Ayni sekilde ctDNA
konsantrasyonundaki degisimlerin tedavi etkinliginin bir gostergesi olabileceqgi
dusundlmektedir(87). Hatta cfDNA kanserde tedaviye cevabi, en erken

degerlendirebilen markir olabilecedi disinilmektedir(99).

Kanser kendi iginde farkli mutasyonlar ile gelisen subgruplar barindirir ve
bu gruplari godalmak i¢in en iyi sekilde kullanmaktadir. Bu derece farkl somatik
mutasyonlar barindiran kanserin, tedavi edilirken klonal evrimlegsmesine sebep
olunabilir(100). Murtaza ve ark yaptigi bir calismada metastatik meme kanserli
hastanin tekrarlayan tumor ve plazma biyopsilerinde mutasyon profillerinin
tedavi ile farkhlastigini, cfDNAnin bu kolonal evrimi timoér dokusuna gore
daha iyi yansittigini belirtmislerdir(101). Bunun Uzerine tedaviye direng
izleminde ctDNAnIin tumor dokusunun klonal evrimini izlemede ve direncin
hangi mekanizmayla olustugunu gostermede kullanilabilecegi bilidiriimistir ve
yine ardigik likit biyopsiler ayni anda diren¢ mutasyonlarini ortaya koyup, farkl
bir tedaviye gecilmesine olanak saglayip, hastalarin duyarli ve etkin tedavi

almasini saglayabilir(87).

Cok sayidaki calismada, akciger kanserlerinde timoér doku epidermal
blylime faktori(EGFR) mutasyon profilinin likit biyopsiler ile korale olmasina
dayanarak, US Food and Drug Administration ve European Medicines Agency,
biyopsi materyali olmamasi durumunda mutasyon analizin plazmadan

yapilabilecegini onaylamiglardir(92).

40



L
T‘ r'n ‘ Kantitatif analizler;
e, | Hastalk evreleme
= - R Tedavi cevabini izleme
D) Kanzer tespity | Molekiiier Rezialel | Tedsviye | Klonal surimi I Prognoz tahmini
\ ( = |tammaveya profillems veys| hastalk | cevab zleme - L/
erl B =rken tan prognoz tahmini | tespiti | Zeme I —
, z g d
{ | | 8804, | . Q
| A A \ |
/] \\\ ||@Kont /1% (\\ 3 B33
“1"/ ‘\ \ \‘).:‘ Kion 2 “'/' / \\\‘\ o/
/N \ . /M )
& ) | | [@Kon3 ; S R , | p b
(| / )(:n ; ' : / \ () /
I [ 2 £ H ! \ \ / - -
‘l, | 3 1 ' . ! ) ()| Genomik analizler;
N/ & i \ } /1 \ L/ Tumor mutasyon profi
\/\/ = f \[1/ t ety
NI\ § D : | . : y. 1 Tedavi secimi
OO Sl . it = e a0 Ki e
- ‘ ] onal evrimi izleme
Zaman  Cerrahi (veya digent 1. tedavi 2. tedavi
L - J L 3
\\ Tedavi segimi //

Sekil 15. CtDNA analizlerinin kanser tedavi ve takibinde kullanimi(87)

2.2.4 CELL-FREE DNA Elde Edilmesi Hakkinda

Bazi kanser ve erken evre hastaliklarda ctDNA miktari ¢ok disuk olup
cfDNAnIn nukleazlarca yikilmasi sebebiyle miktarinin dahada dusmesi
molekuler testlerde Ozellikle kantitasyon ¢aligmalarinda sonuglarin sensivitesini
dusurmektedir(87). Heparinize kanin PCR reaksiyonunu inhibe etmesinden
ornekler tuplere(EDTA) alinmalidir(82).
alimasini takiben birka¢ saat icinde yapilmaldir diger kan hucrelerinin lizis

olmasi cfDNA safligini bozabilir. Santriflj sonrasi buffy coat germline DNA

antikoagulanh Ik santifirlj kan

olarak kullanilabilir. cfDNA eldesi i¢in serum yerine plazma kullaniimasi daha
etkilidir. Serumda da ctDNA vardir ancak serum hazirlanirken diger kan

hucrelerinin lizisine bagli ctDNA safligi bozulmaktadir(84,87).
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3 YONTEM VE GEREGLER

3.1 GEREGCLER
3.1.1 Etik izin

Tez projemiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Rektorligi Tip
Fakultesi Dekanligi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ nun 12.10.2014 tarih ve 21-24
saylli etik kurul karari ile onaylanip(Ek 1), 2015 yili 4/8 sayili Fakulte Yonetim
Kurulunda uygun gérilerek uygulanmistir. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan TTU-2015-510 numarali proje

ile desteklenmistir.

3.1.2 Orneklem Segimi ve Galismaya Alim Olgiitleri

Calismamiza Ocak 2016- Kasim 2016 tarihleri arasinda Canakkale
Devlet Hastanesine kanser hastaligi tani veya tedavisi i¢cin bagvurmus, patolojik
kanser tanisi konmusg, tumor orneklerine ulagilabilen ve calismaya katiimayi
kabul eden 40 kanser hastasi dahil edilmigtir. 1 hastanin tUmor doku ornegine
ulagilamamistir ve doku degerlendirmesinde c¢alisma disi birakiimistir. Kontrol
grubu olarak kanser hastaligi veya suUphesi bulunmayan, yas ve cinsiyet
acisindan olabildigince benzer olan 18 yas Ustu, calismaya katilmayi kabul
eden 20 kisi calismaya dahil edilmistir. Toplam g¢alisma grubu 40 hasta ve 20
kontrol grubu olmak Uzere 60 kigiden olugmaktadir. Bu galigmaya katilan tim
kisiler, ornekleri alinmadan once calisma hakkinda bilgilendirilip ve ¢alismaya
gonulli olarak katildiklarini ve istediklerinde ayrilaileceklerini belirten onam

formu imzalatildiktan sonra galismaya dahil edildiler.

3.1.3 Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi ve Plazmanin Ayristiriimasi

Her bir olgudan 6n koldan 8-10 ml venoz kan Ornegi Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (EDTA) iceren tuplere alindiktan sonra yarim saat icinde 3800RPM
de 10 dakika santriflij edilerek plazma ve kan urUnlerine ayrilmistir. Plazma ve
kan ornekleri ayri kryo tuplere aktarilarak daha sonra kullaniimak tzere -20 Cde
saklanmigtir. Doku Ornekleri, cerrahi olarak ¢ikarilan kanser dokusunndan
patoloji 6rnekleri alindiktan sonra kalan materyalin, makroskopik tumaor

alanindan alinmistir.
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3.14

3.1.5

3.1.6

Cihazlar

Real Time PCR (Light Cycler 2.0-Roche)

Otomatik izolasyon Cihazi (MagNA Pure Compact-Roche)
Santriflj (Rotofix 32A- Hettich)

Mikrosantriftj ( Mikro 120-Hettich)
Nanodrop(Nanophotometer, Implen)

Derin dondurucu(Ugur)

Isitici blok (Eppendorf)

Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

Otomatik pipet seti (Eppendorf Researce plus 1-10 ul,10-100pl ve 100-
1000plI)

Sarf malzemeler

Manuel Nukleik Asit izolasyon kiti: Qiagen QIAMP DNA Blood Mini Kit,
Roche Highpure PCR Template Preparation Kit, Qiagen QIAMP DNA
tissue Kit

MagNA Pure Compact otomatik Nikleik Asit izolasyon Kiti, Roche
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany refl2 239 264 001)

Human Genomic DNA(Roche,USA refll 691 112 001)

Kapiller (Light Cycler Kapiller 20ul)

EDTA" tip

2ml steril ependorf tupleri

Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uclar

Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

Primerler

Calismamizda daha 6nce Richard Cawthon tarafindan dizyan edilmis

olan primer setleri kullanildi(73). Kromozomlarda tek kopya olarak bulunan ve

psoddogeni bulunmayan betaglobulin geni referens gen olarak segildi. Primerler

standart HPLC yontemi ile sentez edilerek kuru gsekilde teslim

alindi.(ThermoFisher-scientific)

Telomere primerleri dizisi;
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Tell;5-GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3'
Tel2;5-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3'

Beta globulin primerleri dizisi;
HBG1;5-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3'
HBG2;5'-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3'

3.2 YONTEM
3.2.1 DNA izolasyonu

3.2.1.1 Plazmadan DNA izolasyonu

Plazma orneklerinden DNA izolasyon Kkitlerini ve plazma miktarlarini
kargilastirmak amaciyla ayni plazma ornegi 2 farkli miktar(200ul ve 400ul) ve 3
farkh izolasyon Kkitiyle izole edildip DNA konsantrasyonlari karsilastirildi ve
calismaya Highpure PCR Template Preparation Kiti ile devam edilmesine
plazma miktarinin ise 200 pl olmansina karar verildi. DNA izolasyonu
kullanilarak dreticinin kan ve vicut sivilarindan DNA eldesi protokoline gore
gerceklestirilip, spin kolon yontemi kullanilmistir. Farkli olarak son basamakta
25 ul AE buffer eklenmistir. . DNA konsantrasyonlari 5-30ng/ul arasinda olacak
sekilde diliie edilip -20°C ye kaldirilmistir.

3.2.1.2 Kandan DNA izolasyonu

Highpure PCR Template Preparation Kiti kullanilarak Ureticinin kan ve
vucut sivilarindan DNA eldesi protokoline gore gergeklestirilip, spin kolon
yontemi kullaniimigtir.  DNA konsantrasyonlari 5-30ng/ul arasinda olacak
sekilde diliie edilip -20°C ye kaldiriimistir.

3.2.1.3 Dokudan DNA izolasyonu
Qiagen tissue kiti kullanilarak Ureticinin dokudan DNA eldesi protokolline
gore gercgeklestirilip, spin kolon yontemi kullaniimigtir. DNA konsantrasyonlari 5-

30ng/pl arasinda olacak sekilde diltie edilip -20°C ye kaldirilmistir.
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3.2.2 Q-PCR Yéntemi ile Telomer Uzunlugu Olgiimii

3.2.2.1 Standartlarin Hazirlanmasi

Human Genomic DNA standart egri icin, telomere ve betaglobulin
calismalarinda kullaniimak Uzre 3 farkli konsantrasyonda PCR calismasina
alindi1.(17.5/35/70ng/pl)

Relatif kantitasyon calismalarinda hedef ve referans gen Q-PCR
calismasi icin PCR verimliligi(efficiency) belirtiimelidir. PCR verimliligini
hesaplamak icin ¢alismaya standart egri eklenebilir veya daha once olusturulan

standart egri calismaya import edilir veya verimlilik 2(E=2) olarak ayarlanabilir.

Real-time Q-PCR calismalarinda maksimum verimlilik elde edilmesi ¢ok
onemlidir. Standart egri ile reaksiyon parametreleri ve verimligi hakkinda bilgi
edinilir. Verimlilik dugtkse sonuglar etkileyebilir. Ozellikle monochrome
monoplex calismasinda Telomer ve Tek Kopya genin farkli yurimelerde
degerlendiriimesi, degdiskenligi arttirmaktadir. Calismalar arasi degiskenligi en
aza indirmek ve sonuglari diger yurumlerle standardize etmek igin, standartlarin
ng ortalamasi galismaya kalibrator olarak koyuldu. Tum galigsmalarda kalibrator
olarak Human Genomic DNA(Roche) kullanildi. Kalibrator ile normalize edilen
calismalarda her c¢alismada standart egri gerekli degildir. Orneklerin
hedef/referans gen ratiolari kalibratér hedef/referans gen ratio ile normalize
edildiginden sonuglar sadece hedef ve referans genin farki PCR
verimliliklerinden etkilenmektedir.bunu ortadan kaldirmak icin analiz edilirken

PCR verimliligi 2 olarak ayarlanabilir.

3.2.2.2 Numunelerin Telomer ve Betaglobulin PCR ¢aligmasina alinmasi

HPLC ile sentez edilen primerler 100 pmol/ul ana stoklar halinde
sulandinidi ve PCR igin 10pmol/ul ara stoklar hazirlanarak -20°C’ye
kaldirildi.Numuneler telomer ve betaglobulin primerleri kullanilarak, Tablo 2’deki
miktarlara uygun sekilde PCR calismasina alindi. Ornekler LightCycler 2.0
(Roche) cihazinda galisild1.
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Tablo 2. PCR Caligmasi Hazirlhigi

PCR Bilesenleri Miktar
SYBR (10X) 1 18

MgCl; (final konst; 2mM) 0.4 1L
Primer F (stok 10pmol/ul) 0,3 14
Primer R (stok 10pmolul) 0,3 14
DNA 30ng

Distile su 10 #£ ye tamamlayacak sekilde
TOPLAM 10 14

Calismalarin, Tablo 3 ve 4’te belirtilen programlar kullanilarak Real-time
PCR(Roche Lightcycler2.0) cihazinda kantifikasyon islemi gergeklestirildi.
Ornekler duplike calisildi.

Tablo 3. Telomer Kantitasyon Protokolii

Programin adi Hedef Kazanma | Siire | Siklus Analiz
sicaklik (°C) modu modu
Preinkibasyon 95 Yok 10 dk 1 Yok
Amplifikasyon 25 Kantifikasyon
95 Yok 10s
58 Yok 1dk
72 Tek 10s
Erime egrisi 95 Yok 5 1 Erime egrisi
40 Yok 1dk
97 Cont -
Tablo 4. Betaglobulin Kantitasyon Protokoli
Programin adi Hedef Kazanma | Sire | Siklus Analiz

sicaklik modu
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(°C) modu
Preinkiibasyon 95 Yok 10 dk 1 Yok
Amplifikasyon 35 Kantifikasyon
95 Yok 10s
56 Yok 15s
72 Tek 10s
Erime egrisi 95 Yok 5s 1 Erime eqgrisi
40 Yok 1dk
97 Cont -

3.2.2.3 224t y8ntemi ile Kantitatif Telomer Uzunlugu Degerlendirilmesi
PCR verimliligi %100 kabul edildiginde telomer/single copy gene
(T/S)orani su sekilde hesaplanmaktadir:

T/S ratio:[2 Ct(telomer) /2 Ct(beta globin)]-1 — [2 [Ct(telomer)-Ct(beta globin)] ]-1: 2-ACt

ACt:[Ct(teIomer)—Ct(beta globin)]

Relatif T/S ratio=2"(ACt1- ACt2)= 5- AACt
AACt= ACtT-ACtkalibrator

Analizler LightCycler Software 4.1 de kanal 530 da Relative Quantification

Monocolor ile analiz edildi.

Her bir érnegin telomer uzunlugu hesaplamasi ACt [Ct (telomer)/Ct (tek
kopya gen)] yontemi ile telomer(T)-tek kopya gen(S) orani (T/S ratio)
hesaplandi. Orneklerin T/S orani kalibratér T/S orani ile normalize edilerek (2°
(ACtACIS).—p AACHS) reatif T/S orani belirlendi. Sonuclar kalibratoriin n kati olarak
belirlendi. Ornegin telomer Ct degeri 20.94, beta globulin Ct degeri 27.430lan
bir hastanin retalif telomer uzunlugu su sekilde hesaplanir(kalibratér telomer Ct

21.15, kalibrator beta globulin Ct 27.49).

T/S Ratio=(2%094/22743)1= 22743/220-94-180822629,8/2011722,666=89,88447205
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KalibratdrT/S Ratio=(2%11°/2%74%)1= 2274912211581 00842201
Relatif T/S Ratio=89,88447205/81,00842201=1,1

Sonug olarak érnek, kalibratorin 1,1 kati olarak saptanmistir.

3.3 Sonuglarin istatiksel Analizi

Verilerin  istatistiksel analizi SPSS 19.0 paket programi ile
degerlendirilmigtir. Verilerin normal dagihma uygun olup olmadiklarina
bakildiktan sonra; normal dagilim gostermeyenler igin Mann Whitney-U testi
kullaniimistir. Kategorik ozellik tagiyan veriler icin ki-kare testi kullanilip, sayisal
degiskenler arasindaki iliski Spearman’in korelasyon katsayisi hesaplanarak
degerlendirilmistir. P < 0,05 oldujunda Iistatistiksel olarak anlamlikabul
edilmistir. Sonuglar ortalama * standart sapma, min ve max degerleri olarak

verilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 DNA izolasyon sonuglari

40 hasta ve 20 kontrolin kan, plazma ve tumor dokusundan elde edilen
DNA'nin safligini ve konsantrasyonunu belirlemek amaci ile 6rneklere nanodrop
ile 6lcim yapildi DNA miktarlar 5-30 ng/ul olacak sekilde seyreltildi. Orneklerin
saflik derecesini gosteren 260/280 oraninin 1.2 ile 1.6 arasinda yogunlastigi

goraldu.

4.2 Katiimcilarin Kantitatif Telomer Uzunlugu Olgiimii Sonuglari

Q-PCR ile telomer o6lciminde; telomerik tekrarlara primerlerin baglanip
olusan Urlnlerin kantitasyonu ile telomer uzunlugunun saptanabilmesidir.
Telomerik tekrarlar arttikca baglanan primer sayisi ve buna bagl Grun sayisi

artacaktir.

Hastalara ait telomer ve betaglobulin ¢calismasi amplifikasyon egrileri sekil

16 ve 17°de gosterilmistir.

Fluorescence History

0:11:51 02343 04214 1:00: 46
Time (h:mm:ss)

Sekil 16. Telomerik Teakrar Uriinlerinin Amplifikasyon Egrileri

49



Fluorescence History

Fluorestence (530)

11:07 1504 2059 2654 2 a9 545 44 40
Time (hmmss)

Sekil 17. Betaglobulin Gen Uriinlerinin Amplifikasyon Egrileri

Sybergreen kullanimina ait primer dimerizasyon veya non spesifik
baglanma kontroli igin erime egrisi analizi sonuglari $ekil18 ve 19 da

gOsterilmigtir. Tim ornekler ayni erime noktasinda toplanmistir.

Melting Curves

Fluorescence (530)

an as 50 55 &0 65 70 75 80 a5 a0 a5
Temperature (°C}

Melting Peaks

-(d/dT} Fluorescence (530)

40 45 50 k5] 60 65 70 75 80 85 a0 a5
Temperature (°C)

Sekil 18. Telomer Caligmasi Erime Egrisi Analiz Goruntusii
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Melting Curves
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01264
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00264
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Temperature (°C)

Sekil 19. Betaglobulin Caligmasi Erime Egrisi Analiz Goriintisi

Calismalara ait Standart Egricihaz Goruntuleri Sekil 20 ve 21°de gosterilmistir

Amplification Curves
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Sekil 20. Telomer Caligmasina Ait Standart Egri Goruintusu
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Sekil 21. Betaglobulin Galismasina Ait Standart Egri Goriintusu

4.2.1 Katihmcilarin Demografik Ozellikleri
Katiihmcilarin %66,7’ si (n:40) hasta, %33,3’ U (n:20) kontrol grubu

olarak yer almaktadir. Tum katilimcilarin %61,7’ si (n:37) kadin, %38,3’ U (n:23)
erkektir (Tablo-5).
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Tablo 5. Katilimcilarin Sayi ve Cinsiyet Dagilimlari

N %
Katilimcilar
Hasta 40 66,7
Kontrol 20 33,3
Cinsiyet
Kadin 37 61,7
Erkek 23 38,3

Katilimcilarin tamaminin yas ortalamasi 56,9 + 13,7(33-88) oldugu

g6zlenmistir. (tablo-6-)

Tablo 6. Katilimcilarin Yas Dagilimlari

N Ortalama SS Min-Max

Yas 60 56,9 13,7 33-88

4.2.2 Katihmcilarin Klinik Ozellikleri

Katilimcilarin plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,32 + 0,51(0,02-3,17),
tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 1,9 + 1,7(0,13-11,50) oldugu gozlenmisgtir.
(tablo-7)

Tablo 7. Katilimcilarin Tam Kan ve Plazma Relatif T/S Ratio Dederleri

n Ortalama SS Min-Max
Plazma relatif T/S ratio 60 0,32 0,51 0,02-3,17
Tam kan relatif T/S ratio 60 19 1,7 0,13-11,50
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4.2.3 Hasta ve kontrol grubunun karsilagtiriimasi

Katilimcilarin  6lgim degerleri acgisindan hasta ve kontrol grubu
degerlendirmesinde  kontrol  grubunun 20 kisi olmasi  nedeniyle
kargilastirmalarda parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullaniimigtir.
Katihmcilarin sayimsal degerlerinin  hasta ve kontrol grubu acgisindan

kargilastiriimasi ki-kare testi ile yapiimigtir.

Hasta olan grubun %601 (n:24) kadin, %40’ 1 erkek (n:16); kontrol
grubunun %65’ i kadin, %35’ i erkek olup; gruplarin karsilastirimasinda cinsiyet
sikliklari agisindan istatistiksel olarak anlamh farkliigin olmadigi gozlenmigtir
(p:0,707).

Tablo 8. Hastalarin Cinsiyetlere Gére Dagilimi

Hasta Kontrol P
n % n %
Cinsiyet
Kadin 24 60 13 65 0,707
Erkek 16 40 7 35

Ki kare testi, n:sayi,

%: sltun yuzdesi

Hasta olan grubun yas ortalamasi 59 + 15(33-88), ortanca degeri 58; kontrol
grubunun yas ortalamasi 52,8 + 9,5(36-67), ortanca degeri 54,5 olup yapilan
karsilastirmada gruplar arasinda yas ortanca de@erleri agisindan istatistiksel

olarak anlamh farklihgin olmadigi gézlendi (p:0,126).

Tablo 9. Hasta ve Kontrol Grubun Yas Dagilimlari

n Ortalama SS  Ortanca Min-Max p

Yas
Hasta 40 59,0 15,0 58,0 33-88 0,126
Kontrol 20 52,8 95 545 36-67

Mann-Whitney U testi

53



Hasta olan grubun plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,45 + 0,58,
ortanca degeri 0,26; kontrol grubunun plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,04 +
0,03, ortanca degeri 0,04 olup yapilan karsilastirmada hasta olan grubun
plazma relatif T/S ratio ortanca degerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak

anlamli sekilde yuksek oldugu gozlendi (p<0,001).

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubun Plazma Telomer Uzunluklari Karsilastirmasi

n Ortalama SS Ortanca Min-Max P

Plazma relatif T/S ratio
Hasta 40 0,45 0,58 0,26 0,02-3,17 <0,001
Kontrol 20 0,04 0,03 0,04 0,02-0,13

Mann-Whitney U testi

Hasta olan grubun tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 1,94 + 1,96,
ortanca degeri 1,39; kontrol grubunun tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 1,92 +
1,09, ortanca degeri 1,71 olup yapilan karsilastirmada gruplar arasinda tam kan
relatif T/S ratio ortanca degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamh farkliligin

olmadigi gézlendi (p:0,380).

Tablo 11. Hasta ve Kontrol Grubun Tam Kan Telomer Uzunluklari Karsilagtirmasi

n Ortalama SS Ortanca Min-Max p

Tam Kan Relatif T/S Ratio
Hasta 40 1,94 1,96 1,39 0,13-11,50 0,380
Kontrol 20 1,92 1,09 1,71 0,30-4,21

Mann-Whitney U testi

4.2.4 Hasta grubunun ozellikleri
Hasta grubunun %40’ inin (n:16) meme, %40’ inin (n:16) kolon, %7,5’
unun (n:3) mide, %5’ inin (n:2) rektum, %2,5’ unun (n:1) testis, %2,5" unun (n:1)

akciger, %2,5 unun (n:1) tiroid kanseri oldugu gozlendi (Tablo-12).
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Tablo 12. Hasta Grubun Kanser Tipine Gore Dagilimi

N %
Kanser Turu
Meme 16 40
Kolon 16 40
Mide 3 7,5
Rektum 2 5
Testis 1 2,5
Akciger 1 2,5
Tiroid 1 2,5

Doku relatif T/S ratio de@eri yalnizca hasta olan grupta ol¢iimus olup 1
hastada 6l¢tiimemigtirtir. Hastalarin ortalama doku relatif T/S ratio degeri 0,85 +
0,48 olup, ortanca degeri 0,92 olarak ol¢cuimustur (Tablo-13).

Tablo 13. Hasta Grubun Relatif T/S Ratio Degerleri

n Ortalama SS Min-Max

Doku Relatif T/S Ratio 39 0,85 0,48 0,03-2,20

4.2.5 Hasta grubunun yas ve klinik degerlerinin korelasyonu

Hasta grubundaki katilmci sayisinin 40 olmasi nedeniyle klinik ve
demografik degiskenlerin korelasyonu o6ncesinde normal dagilima uygunluk
testi yapilmistir. Yapilan Shapiro-Wilk normal dagihm testine gore yas ve doku
relatif T/S ratio degerlerinin normal dagilima uydugu goézlenmekle birlikte
plazma ve kan relatif T/S ratio degerlerinin normal dagihima uymadigi gézlendi.
Bu nedenden dolayl Spearman korelasyon testi kullaniimistir. Korelasyon testi
sonucunda hasta grubunda yas ile birlikte kan relatif T/S ratio degerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde negatif yonde orta gugliltkte korelasyonun

oldugu goézlendi (r:-0,467, p:0,002). (Grafik 1)Grubun kendi icerisinde plazma,
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kan ve doku relatif T/S ratio degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde

korelasyon gostermedigi gozlendi (Tablo-14).

Tablo 14. Hasta Grubun Plazma, Tam Kan ve Doku Relatif T/S Ratio
Degerlerinin Yasa Gore Korelasyonu

Plazma Kan Doku
n Yas Ratio Ratio Ratio
Yas R 1,000
40 p
R 0,091 1,000
Plazma Ratio 40 p 0,578
R -0,467** 0,002 1,000
Tam Kan Ratio 40 p 0,002 0,990
R 0,162 -0,149 -0,082 1,000
Doku Ratio 39 p 0,325 0,365 0,618

Spearman Korelasyon Testi
** p degeri <0,01

Grafik 1. Hastalara ait Tam Kan Telomer uzunluklarinin Yasa Goére Dagilimi

12,00 r: —0,467 p: 0,002

10,00

5,00

6,00

4,00

TAM KAN TELOMER UZUNLUGU

2,00

00—
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4.2.6 Hasta grubunun kanser tiplerinin plazma, tam kan ve doku relatif

T/S ratio agisindan karsilastiriimasi

Hasta grubunda meme kanseri olan katilimcilarin plazma relatif T/S ratio
ortalamasi 0,26 + 0,29, ortanca degeri 0,08; testis kanseri olan katiimcinin
plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,75, ortanca deg@eri 0,75; kolon kanseri olan
katilimcilarin plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,64 + 0,76, ortanca degeri
0,45; mide kanseri olan katihmcilarin plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,64 *
0,85, ortanca degeri 0,27; akciger kanseri olan katilimcinin plazma relatif T/S
ratio ortalamasi 0,02, ortanca degeri 0.02; rektum kanseri olan katilimcilarin
plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,43 + 0,58, ortanca degeri 0,43; tiroid
kanseri olan katihmcinin plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,02, ortanca degeri
0,02 olup kanser tirlerinin ile plazma relatif T/S ratio ortanca degerlerinin
kargilastiriimasi neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklihgin olmadigi gézlendi (p:0,155) (Tablo-15).

Tablo 15. Kanser Tipine Gore Plazma Orneklerinin Telomer Uzunluklari
Karsilastirmasi

n  Ortalama SS Ortanca Min-Max p
Plazma Relatif T/S Ratio

Meme kanseri 16 0,26 0,29 0,08 0,03-0,85

Testis kanseri 1 0,75 - 0,75 -

Kolon kanseri 16 0,64 0,76 0,45 0,02-3,17 0,155
Mide kanseri 3 0,64 0,85 0,27 0,04-1,62

Akciger kanseri 1 0,02 - 0,02 -

Rektum kanseri 2 0,43 0,58 0,43 0,02-0,85

Tiroid kanseri 1 0,02 - 0,02 -

Kruskal- Wallis Testi

Hasta grubunda meme kanseri olan katiimcilarintam kan relatif T/S ratio
ortalamasi 1,90 + 1,39, ortanca degeri 1,68; testis kanseri olan katihimcinin tam
kan relatif T/S ratio ortalamasi 0,75, ortanca degeri 0,75; kolon kanseri olan
katilimcilarin tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 1,98 £ 2,63, ortanca degeri
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1,19; mide kanseri olan katilimcilarin tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 0,52 +
0,13, ortanca degeri 0,47; akciger kanseri olan katiimcinin tam kan relatif T/S
ratio ortalamasi 4,20, ortanca degeri 4,20; rektum kanseri olan katihmcilarin
tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 1,85 + 1,20, ortanca degeri 1,85; tiroid
kanseri olan katiimcinin tam kan relatif T/S ratio ortalamasi 0,02, ortanca
degeri 0,02 olup kanser tirlerinin ile tam kan relatif T/S ratio ortanca
degerlerinin karsilastiriimasi neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkhligin olmadigi gézlendi (p:0,119) (Tablo-16).

Tablo 16. Kanser Tipine Gore Tam Kan Orneklerinin Telomer Uzunluklari
Kargilastirmasi

n Ortalama SS Ortanca Min-Max N
Tam Kan Relatif T/S Ratio

Meme kanseri 16 1,90 1,39 1,68 0,13-4,97

Testis kanseri 1 2,30 - 2,30 -

Kolon kanseri 16 1,98 2,63 1,19 0,50-11,50 0,119
Mide kanseri 3 0,52 0,13 0,47 0,42-0,67

Akciger kanseri 1 4,20 - 4,20 -

Rektum kanseri 2 1,85 1,20 1,85 1,00-2,70

Tiroid kanseri 1 0,02 - 0,02 -

Kruskal- Wallis Testi

Hasta grubunda meme kanseri olan katilimcilarin doku relatif T/S ratio
ortalamasi 0,89 + 0,60, ortanca degeri 0,95; testis kanseri olan katilimcinin
doku relatif T/S ratio ortalamasi 2,30, ortanca degeri 2,30; kolon kanseri olan
katilimcilarin doku relatif T/S ratio ortalamasi 0,85 + 0,34, ortanca degeri 0,97;
mide kanseri olan katilimcilarin doku relatif T/S ratio ortalamasi 0,70 + 0,70,
ortanca degeri 0,66; akciger kanseri olan katiimcinin doku relatif T/S ratio
ortalamasi 0,47, ortanca degeri 0,47; rektum kanseri olan katilimcilarin doku
relatif T/S ratio ortalamasi 0,92 + 0,57, ortanca degeri 0,92 olup kanser

turlerinin ile doku relatif T/S ratio ortanca dederlerinin karsilastiriimasi
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neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliigin olmadigi

gdzlendi (p:0,940). (Tablo-17).

Tablo 17. Kanser Tipine Gore Dokularin Telomer Uzunluklari Karsilastirmasi

n Ortalama SS Ortanca Min-Max p
Doku Ratio
Meme kanseri 16 0,89 0,60 0,95 0,12-2,20
Testis kanseri 1 1,01 - 1,01 -
Kolon kanseri 16 0,85 0,34 0,97 0,07-1,15 0,940
Mide kanseri 3 0,70 0,70 0,66 0,03-1,43
Akciger kanseri 1 0,47 - 0,47 -
Rektum kanseri 2 0,92 0,57 0,92 0,52-1,33
1

Tiroid kanseri

Kruskal- Wallis Testi

4.2.7 Hasta GrubunTam Kan, Doku ve Plazma Telomer Uzunluklarinin

Karsilagtiriimasi

Katilimcilar arasindan hasta olan grubun tam kan relatif T/S ratio

ortalamasi 1,94 + 1,96, ortancasi 1,39; doku relatif T/S ratio ortalamasi 0,85 +

0,48, ortancasi 0,92; plazma relatif T/S ratio ortalamasi 0,45 + 0,58, ortancasi

0,26 olup, doku ve plazma ratio degerleri

kargilastirmasinda gruplarin

birbirlerinden anlamli sekilde farkli olduklari gézlenmistir (p<0,001) (Tablo-18).

Tablo 18.Hastalarin Plazma Tam Kan ve Tumor Doku Telomer Uzunluklari

n Ortalama SS Ortanca  Min-Max
Tam Kan relatif T/S ratio 40 1,94 1,96 1,39 0,13-11,50
Doku relatif T/S ratio 39 0,85 0,48 0,92 0,03-2,20
Plazma relatif T/S ratio 40 0,45 0,58 0,26 0,02-3,17
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Tablo 19. Hastalarin Plazma Tam Kan ve Timor Doku Telomer Uzunluklari
Karsilastirmasi

n Ki-Kare  df p
Tam Kan-Plazma-Doku 39 30,821 2 <0,001

Friedman Testi

Ayrintili degerlendirmede Tam Kan ve plazma orneklerinin relatif T/S
ratio de@erleri arasinda anlamh farklhlik oldugu, tam kan 6rnekleri relatif T/S
ratio ortalamasinin plazma o6rnekleri relatif T/S ratio ortalamasindan yaklagik
4,3 kat daha fazla oldugu goézlenmistir (p<0,001). Benzer sekilde tam kan
Ornekleri relatif T/S ratio ortalamasinin doku ornekleri relatif T/S ratio
ortalamasindan 2,2 kat daha fazla oldugu goézlenmis olup, tam kan ornekleri
relatif T/S ratio ortalamasinin istatistiksel olarak anlamli sekilde doku ornekleri
relatif T/S ratio degerinden yluksek oldugu goézlenmistir (p:0,001). Doku 6rnekleri
relatif T/S ratio ortalamasi plazma 6rnekleri relatif T/S ratio ortalamasindan 1,8
kat daha ylUksek olarak g6zlenmis olup, doku ornekleri relatif T/S ratio ortanca
degeri plazma ornekleri relatif T/S ratio ortanca degerinden istatistiksel olarak

anlamli sekilde yuksek oldugu saptanmistir (p:0,002).

Tablo 20. Hastalarin Plazma-Tam Kan-Doku Telomer Uzunluklarinin ikili
Karsilastiriimasi

Z P
Tam Kan- Plazma -4,731 <0,001
Tam Kan-Doku -3,475 0,001
Doku-Plazma -3,070 0,002

Wicoxon Testi
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5 TARTISMA

Telomerler; Okaryotlarda lineer kromozomlarin uglarini saran Ozel
nikleoprotein basliklardir. Telomerik DNA erozyonu veya telomerik proteinlerin
disfonsiyonu sonucu, DDRyolaklari aktive olup ve telomerler tamir edilir.
Persistan DDR,tumor supresor 6zellik olarak gorulen replikatif senesensi uyarir.
Cesitli genetik defekt bulunduran (6r; p53 ve pRb defekti olan) hucreler
yaslanmaya ragmen bolinmeye devam ederlerse, telomer disfonksiyonu
kaynakli kromozom flizyon ve kirilmalari meydana gelir. Telomer disfonksiyonu
kanserlerde sik gorulen, sayisal ve yapisal kromozomal instabilite(CIN) ile
sonuglanir. Kromozomal instabilite karsinogenezisin ilk basamaklarinda kilit
oneme sahiptir. Yine telomer kisalmasi tum genome metilasyonunu etkileyerek

onkogen veya tumaor supresor bir genin ekspresyonunu degistirebilir.

Somatik hulcrelerde telomerlerin kisalmasi ve buna bagh replikatif
senesens’in; kontrolstiz hiicre ¢ogalmasi ve malign transformasyonunun éntine
gegiyor olmasi, telomerlerin timor supresér fonksiyonlarini desteklemektedir.
Telomer disfonksiyonu kaynakli kromozom fiuzyon ve kirilmalari da tumor
supresor bir genin heterozigotlugunu kaybetmesine(LOH) veya bir onkogenin
amplifikasyonuna neden olabilir(39). Bunokta da telomer disfonksiyonunun pro

kanser genotip olusumunu belirledigi noktadir.

Telomerlerin kisalmasi; subtelomerik bolgelerde H3K9 trimetilasyonunu,
H3, H4 asetilasyonunu arttirnp, DNA metilasyonunu azaltarak, defektif bir
heterokromatin yapisina neden olur(25). Bununla birlikte telomer kisalmasina
bagli subtelomerik bolgelerin hipometilasyonu heterokromatin yapilarin kaybina,
buda telomerik DNAIlar arasindaki rekombinasyonda(ALT) artisa neden oldugu
saptanmigtir. Telomer kisalmasi hem epigenetik degisiklikler Uzerinden
karsinogenezisi tetikleyebilir, mevcut bir timoérin malignitesinde artisa sebep
olabilir, ayrica telomerler arasindaki rekombinasyon da kanserin progresyonunu

arttirabilir.
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Memeli telomerleri primidinden zengin vyapilarindan dolayr UV
radyasyona daha sensitiftr. Bu drum glnesin ve radyasyonun
karsinogenezdeki rollyle iligkili olabilir. Ayrica radyoterapinin sekonder kanser
olusturma riski agisindan onemli bir belirte¢ olabilir. Telomer kisaligi saptanan
vakalar radyasyon etkilerine daha fazla maruz kaliyor olabilirler. Bu konuda yeni

calismalara ihtiyag vardir.

Kanser tani ve takibinde yeni ve ideal belirte¢ olan cfDNA, glinimuzde
artan calismalarla birlikte klinik kullanimda hizla likit biyopsi olarak yerini alip,
kanserin es zamanl takibini saglayabilecegini gostermektedir. Plazma, serum
ve diger vicut sivilarindan elde edilebilen cfDNA nin kanser hastalarinda
konsantrasyonun arttigi bircok calismada gdsterilmistir (82,84,87,102). Ancak
net bir cutoff degeri belirlenmemistir. Ornegin yiiksek ve dislk riskgrubunun
ayrimindakaraciger kanseri i¢in 36.6-117.8 ng/ml,prostat kanseri i¢in ise 5.75-
55 ng/mlkonsantrasyon degerlerinin kullanilabilecegi belirtilse de kisiden kisiye
degisken olan bu degerlerin tani ve takip igin uygun olmadigi gorulmektedir
(103). Yinetumor dokularinda gorulen mutasyonlar, metilasyon ve mikrosatellit
degisimleri tek basina kanser icin spesifik degildir(103). Ancak telomerler bu

konuda diger degiskenlere ustin olabilir.

Bu calismanin en onemli avantaji ve gunumuz literaturindeki diger
calismalara Ustunligu kanser hastalarina ait tUmor doku, tam kan ve cfDNA
orneklerinin telomer uzunluklarinin birbirleriyle karsilastiriimasi ve kontrollerde

de hem cfDNA hem de tam kan analizlerinin yapilmis olmasidir.

Calismamizda katilimcilarin %66,7’ si (n:40) kanser tanisi olan
hastalardan olugmaktadir. Cinsiyetler agisindan bakildiginda tum katilimcilar
arasinda kadinlarin daha fazla oldugu gézlendi (%61,7). Katihmcilarin yas
ortlamasi ise 56,9 + 13,7 yil idi.

Vaka Kontrol Karsilagtirmasi

Vaka-kontrol grubunun yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikleri benzerlik

gostermektedir. Bu durum kontrol grubunun vaka grubundan demografik olarak
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ayri olmadigini gostermektedir.

Vaka-kontrol karsilastirmasinda cgalismamizda sadece kan ve plazma
telomer uzunluguna bakilmig. Bu degerler arasinda bir oran olarak hesaplanan
relatif T/S ratio degerleri baz alinmistir. Vaka grubunun plazma relatif T/S ratio
degeri kontrol grubundan anlamli derecede uzun bulunmustur (Tablo 10).
Birgcok calismada cfDNA’ nin bir kanser biyomarkeri olabilecegi gosterilmigstir
(104-106).Calismamiza benzer olarak Fu ve ark (102), 2012 yilinda yaptiklar
bir calismada 140 tane HBV ile enfekte olan hepatoseluler (HCC) kanser tanili
hastalarin ve 280 tane kanser tanisi almayan HBV ile enfekte olan kontrol
grubunun alindi§i bir gcalismada serum relatif T/S ratio de@erinin kanser
hastalarinda daha uzun saptamiglardir. Bu ¢caligmada, ortanca ve aralik degeri
de galismamiza benzerlik gostermektedir. Calismamizda bundan farkli olarak
HCC tanisinin yaninda farkh kanser tlrleri ve tumor doku analizleri
bulunmaktadir. Orneklem sayisinin daha az olmasi ve farkli kanser tirlerinin
bulunmasina ragmen bu arallk ve ortanca degerlerinin benzerligi, kanser
turlerinden bagimsiz olarak telomer uzunluklarinin benzer sekilde artabilecegi
seklinde yorumlanabilir. Her bir kanser turinden ¢ok sayida hastanin analiz
edilecegdi yeni arastirmalar, ilerde telomer uzunlugunun kanser tipini belirlemede

faydali olup olamayacagini gosterebilir.

Plazma cfDNA fragmante ve normal kromozomal yapida olmadidi igin
Wu ve ark (104), 2015 yilinda yaptiklari calismada referans gen olarak tek
kopya gen yerine SINE ve LINE nikleotid sekanslarini kullanarak telomerik
cfDNA’ yi QPCR ybéntemi ile hesaplamiglardir vememe kanserli hastalarda
saglkh kontrollere gore telomerik cfDNA’ nin daha kisa oldugunu
g6zlemiglerdir. Bu durumun c¢alismamizdan farkli olmasi SINE ve LINE
tekrarlarinin kisiden kisiye degismesinden kaynaklanabilir. Cawthon 2002 (73)
calismasinda Alu tekrar sayilarinin kisiden kisiye degismesine bagli olabilecek
hatali sonuglara vurgu vyapilarak o6zellikle cfDNA calismalarindatelomer
uzunlugu kantitasyonunun tek kopya gen kullanilarak yapilmasinin onerilmesi

bizim gorusumuzu destekler niteliktedir.
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Calismamizda vaka ve kontrol gruplari arasinda kan relatif T/S ratio
degerleri arasinda anlamh farklihgin olmadigi gézlenmistir (Tablo 11).
Calismamizdan farkli olarak Chen ve ark. (107), 2014 yilinda yaptiklari bir
calismada kandaki telomer kisalmasinin kolorektal kanseri olan bireylerde
prognostik bir faktor olabilecegi belirtiimis, bunun yaninda Duggan ve ark. (11),
2014 vyilindaki calismada periferik kandaki ldkositlerden yapilan telomer
uzunlugundaki kisalmanin meme kanseri acgisindan risk faktérli olabilecegi
belirtiimis olup bunun tersi olarak Liu ve ark. tarafindan (108), 2011 yilinda
yapilan diger bir calismada HCC tanisi alan hastalarda periferal kandaki
telomer uzunlugunun kanser agisindan risk faktori oldugunu ve Gramatges ve
ark tarafindan (109), 2010 yilinda yapilan diger bir calismada goégus kanseri
olan kadinlarda periferik kanda telomer uzunliugu artisinin kanser riskini
arttirdigi goézlenmigtir. Periferik kandaki telomer uzunlugunun kanserle olan
iliskisindeki farkli gorusler, tam kanin kanseri iyi yansitmadiginin bir goéstergesi
olabilir. Yine bu durum hasta gurubumuzla kontrol gurubumuzun benzer yas ve
cinsiyette secilmesi sayesinde olabilir ve kontrol gurubumuzun iyi segilip, uygun

olduguna isaret etmektedir.

Vaka grubu

Doku telomer uzunlugu degerlerine bakildiginda calismamizda sadece
vaka grubunda bu deg@erlere bakilmis oldugundan bu uzunluklar kontrol grubu
ile veya hastanin saglkh dokulari ile karsilagtirrimamigstir. Calismamizda en
fazla telomer uzunlugu periferal kandan, ikinci olarak timoér dokusundan, en
kisa telomer uzunlugu ise serumdan elde cfDNA oldugu gézlenmektedir(tam
kan> tm dokusu >cfdna)(p<0,001). Bu degerler de istatistiksel olarak anlaml
sekilde birbirinden farklihk gdstermektedir (Tablo 18, 19). Literatur verilerine
bakildiginda Ozellikle kolorektal kanserle ilgili veriler gdoze ¢carpmaktadir. Birgok
calismada kanser dokularindaki telomer uzunlugunun normal dokulardan daha

kisa oldugu gozlenmistir (9,110-112)

Plazma serum ve diger vucut sivilarindan izole edilebilen cfDNA, kanser
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tani, takibinde yeni bir biyomarkir olarak yerini almaktadir. Artan g¢aligmalarla
birlikte cfDNA’ nin likit biyopsi olarak kullanilabilecegi desteklenmektedir.
CfDNA’ nin konsantrasyon farklihgi ve timoér dokusunda meydana gelen
mutasyonlari es zamanli olarak gdstererek tedavinin etkinliginde ve sec¢iminde,
kanser yukundn belirlenmesinde, relapslarda ve minimal reziduel hastaligin
takibinde kullanilabilmesi klasik biyopsiye diger avantajlaridir. Her ne kadar,
tam kan az miktarda plazma ve cfDNA da igeriyor olsa da DNA nin blyuk
kisminin lenfositlerden kaynaklandigi ve hastanin kanserinden etkilenmedigi
anlasiimaktadir. Tumoér dokusundaki telomer tekrar sayisinin cfDNA dan daha
uzun olmasi aslinda tumoér dokusunun sadece kanser hulcrelerinden
kaynaklanmayip bir miktar damar, bag dokusu, normal hucrelerle karigim
halinde olmasindan ve sadece biyopsi yapilan alan hakkinda bilgi vermesinden
kaynaklaniyor olabilir. Oysa kanserli hastalarda cell free DNA tim vucutta (olasi
metastaz alanlari dahil) timoér dokularindan sadece kanserli hicrelerden ve
nekrotik-apoptotik hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Bu sonucumuz bize cell free
DNA’ dan yapilacak genetik analizlerin timér dokusundan yapilanlara goére
daha guvenilir oldugunu ve hastadaki kanserin durumunu daha iyi yansittigini

gOstermektedir.

Telomer uzunlugu ve yas arasindaki iligki literatirdeki diger calismalara
uyumlu olarak periferik kan ile korelasyon gosterirken, timoér doku ve cfDNA ile
korelasyon saptanmamistir. Wu ve ark. meme kanserli hastalarda plazma
telomerik DNA tekrarlari ile yas arasinda bir iliski saptamamislardir(104). Yine
Rampazzo ve ark. kolorektal kanserli hastalarda yaptiklari ¢alismada tumor
olmayan dokular ile yas arasinda iligki saptarken tumor dokulari ile yas
arasinda iliski saptamamislardir (113). Bu da cfDNA’ ninorijininin kanser oldugu

gOrusunu desteklemektedir.

Bizim calismamiza benzer olarak Vals-Bautista ve ark.kolon kanserli
hastalarin doku ve kan telomer uzunluklarini kargilastirdiklari ¢aligsmalarinda
tiumor dokutelomer uzunlugunu, ayni hastanin normal kolon dokusu ve tam

kanina gore kisasaptamislardir. Ancak hastalara ait normal kolon dokusu
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telomer uzunlugunu da tam kana gore kisa saptamiglar bunun inflamasyona
bagli olarak meydana geldigini, normal kolon mukozasinin da timoér dokusu ile
korele oldugunu dolayisiyla kontrol olarak kullanmanin uygun olmayacagini
belirtmiglerdir (114).

Farkli kanser turlerinden ¢ok sayida hastanin analiz edilebildigi daha
bayuk bir orneklemle caligiimasi telomer uzunlugundaki degisikliklerin kanser
tipini belirlemede, Ozellikle de primeri bilinmeyen kanserler igin faydali olup
olmayacagini 6ngérmede faydali olabilirdi. Calismamizin baslica kisithhgdi hasta
sayisinin ¢ok fazla olmamasi olmasina ragmen yine de ayni hastanin( ve
kontroliin) farkli numunelerinden c¢alisiimis olmasi bize degerli veriler
saglamistir. Diger bir kisithlik faktéri olarak vaka grubunun doku telomer
uzunlugunun kontrol grubu veya vaka grubundaki saglikli dokularla
kargilastirma yapilmamis olmasidir, ancak hasta gurubunda saglikli doku olarak
tam kan numunelerinin kullaniimasi énemli bir kargilagtirma imkani saglamigtir.
Hastalarimizin hi¢ birinde kemik iligi metastazi olmadigindan periferik kan

hucreleri saglikl doku olarak degerli veriler saglamistir.

6 SONUG

Calismamizda kanserli hastalarda plazma cfDNA telomer uzunlugunun
hastanin tam kan ve tumor dokularindan anlamli sekilde kisa olmasi kanser
biyomarkiri olarak plazma cfDNA’ nin kullanilabilecegini, cfDNA analizlerinin

tumor doku analizlerinden daha hassas oldugunu goéstermektedir.
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RUTIN HIiZMETLER

A- Sitogenetik Adet
Lenfosit Hiicre Kiiltliri 2100
FISH 350
B- Molekiiler Genetik Adet
FMF 950
CVD 800
Farmakogenetik 140
Onkogenetik 80
Prenatal Tani (QF-PCR) 330
CFTR 175
Immunogenetik 800

MLPA 680
Diger 760

C- Molekiiler-Sitogenetik Adet
Array-CGH 160

D- Poliklinik Adet
Polikilinik hasta sayisi 2150

2013-2017 yillari arasinda tani laboratuari
olarak(Sitogenetik ve Molekdiler) verdigi hizmetler

Karyotip — karyogram analiz
Metafaz ,interfaz analiz

Molekdler tani

Tekrarh disik, PTE, SVH, Trombozis, Behget Sendromu, DVT, MI,
Atherosclerozis

Warfarin, Coumadine, ve kompleks ilag detoksifikasyon profil
analizleri

Kras ,EGFR sekans ve Bcr-ABL RT-PCR ile

Kromozom 13,18,21,X ve Y STR fragment analizi

Direkt sekanslama,

B5,B27

Mikrodelesyon subtelomerik kanser vs. panelleri

Talasemi, TRAPS.CAPS.MVK,Frajil X ,HPV

Degerlendirme, raporlama

Degerlendirme,takip

ILGi ALANLARI - LABORATUVAR DENEYiMi (ARASTIRMA ALANI)

A-Sitogenetik

Al- Lenfosit hiicre kltlirii ve kromozom analizi

A2- Seks kromatin analizi

A3- Manuel ve otomatik karyotip, karyogram analizler
A4- GTG, C, NOR bantlama teknikleri
A5- Mikronukleus, SCE analizleri ve geno — sitotoksisite

B- Molekiiler Sitogenetik

B1- Direkt, indirekt hibridizasyon teknikleri, CGH ve FISH

C- Molekiiler Genetik

C1- Elektroforetik teknikler (agaroz)

C2- Western blot analiz

C3- PCR, Multiplex PCR, Nested PCR teknikleri

C4- RSM, RFLP mutasyon ve polimorfizm taramalari

C5- Genomik DNA izolasyonu (solid, kan, Sag ve diger dokular) ve DNA dizi analizi
C6- Epigenetik, DNA metilasyon analizi

C7- Real Time PCR
C8- MLPA, Strip Assay

C9- RT-PCR, QF PCR, Direkt sekanslama

C10- MikroArray-CGH
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