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ÖZET 

 
KANSERLĠ HASTALARDA CELL FREE DNA VE TÜMÖR DOKUSUNDAN TELOMER 

UZUNLUĞU BAKILMASI 

 

GĠRĠġ VE AMAÇ: Telomer disfonksiyonunun sayısal, yapısal kromozom 

instabilitesini(CIN) tetiklediği ve tümörogenezisde önemli bir etyolojik parametre olduğu 

bilinmektedir. Kanser hastalarının periferik dolaĢımlarındaki serbest DNA(cfDNA) 

konsantrasyonunun kanser evre ve prognozuyla iliĢkili olabileceği bildirilmiĢtir. Klasik 

biyopsilerin tümör dokusunun belirli kısmı hakkında bilgi verdiğini ancak günümüzde 

kanserin taĢıdığı mutasyon ve davranıĢ özelliklerine göre kendi içinde subgruplara 

ayrıldığını bilmekteyiz. Bu araĢtırmadaki amacımız kanser hastalarına ait cfDNA telomere 

uzunluğu sonuçlarının, periferik kan ve solid tümör dokulardaki telomere uzunluğu ile 

karĢılaĢtırılarak özellikle periferik dolaĢımdaki cfDNA‘ nın kanser erken tanı ve tedavi 

takibinde tümör dokusundan yapılacak genetik çalıĢmalara alternatif non- invaziv etkin bir 

yöntem olup olmadığını araĢtırmaktır. 

 

YÖNTEM: ÇeĢitli kanser hastalarına ait(n:40) tümör doku, periferik kan ve 

plazmaörnekleri ve kanser hastalığı bulunmayan kontrol grubu(n:20) periferik kan ve 

plazmaörnekleri Q-PCR telomere ölçümü çalıĢmasına alındı. Herbir örneğin telomer 

uzunluğu; Telomerin(T) ve Singlecopy gene(S) oranı olan T/S ratio(T/S=2−.ΔCt ) 

değeri,formülde Ct değerleri yerine koyularak hesaplandı ve her bir örneğin T/S ratiosu 

referans DNA ya görenormalize edilerek relative T/S ratio(2- ΔΔCt) değerleri hesaplandı. 

 

BULGULAR: Hasta grubun plazma relatif T/S ratio ortanca değerinin kontrol grubundan 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde yüksek olduğu gözlendi(p<0,001). Hasta grubun kendi 

içinde tam kan örnekleri relatif T/S ratio ortalamasının plazma örnekleri relatif T/S ratio 

ortalamasından yaklaĢık 4,3 kat daha fazla olduğu gözlenmiĢtir(p<0,001). Tamkan 

relative T/S ratio ortalamasının, Tümör doku relative T/S ratio ortalamasından 2,2 kat 

daha fazla olduğu gözlenmiĢ olup(p:0,001), benzer Ģekilde; Tümör doku relative T/S ratio 

ortalaması Plazma relative T/S ratio ortalamasından 1,8 kat daha yüksek olarak 

gözlenmiĢtir(p:0,002)(tam kan> tm dokusu >cfdna). 
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TARTIġMA VE SONUÇ: CtDNA T/S rationundoku T/S ratioya göre daha kısa 

saptanması, plazma ctDNAnın, tümör dokusunun homojen bir moleküler markırı olduğu 

ve saf tümöre ait hücreler içerdiğive kanser tanı ve takibinde moleküler bir markır 

olabileceğini göstermektedir. 

 

ANAHTAR KELĠMELER:Cellfree DNA, kanser, real-time pcr, telomer 
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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−.ΔCt) were calculated by substituting the Ct values in the formula 

and each sample was normalized to the calibrator DNA using T/S ratio(2-ΔΔCt)formula. 

 

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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1 GĠRĠġ VE AMAÇ 

Dünya‘da yeni tanı alan kanserli hasta sayısı ve kanserden kaynaklanan 

ölümler giderek artmaktadır. Uluslararası Kanser Ajansı (IARC) tarafından 

yayınlanan GLOBOCAN 2012 verilerine göreDünya‘da 2012 yılında;14,1 milyon 

yeni kanser vakası görülmüĢ, 8,2 milyon kansere bağlı ölüm gerçekleĢmiĢ ve 

32,8 milyon yaĢayan kanser vakası olduğu bildirilmiĢtir(1). 

 

Kanser artıĢ hızının bu Ģekilde devam etmesi durumunda, Dünya 

nüfusunun artıĢına ve nüfustaki yaĢlanmaya bağlı olarak 2030 yılında toplam 22 

milyon yeni kanser vakası olacağı belirtilmiĢtir(2). Kanser artıĢındaki bu hız, 

hücresel düzeyde yaklaĢım ve etkin tedavi arayıĢlarını doğurmuĢtur. Kanser 

tedavisi için günümüzde en önemli problem tedaviye direnç geliĢmesidir. Aynı 

kanser türünün kiĢiden kiĢiye farklılıklar taĢıması, her hastanın tedaviye 

cevabının farklı olması kanserin içinde barındırdığı moleküler farklılık ve 

dinamik patogeneze bağlı olarak tedaviyle evrimleĢme sürecine girip, karĢımıza 

daha güçlü çıkmasıyla açıklanabilir. Yakın gelecekte kanser tedavisinde kiĢiye 

özel tanı ve takip protokolleri geliĢtirilecektir. Yaygın görüĢe göre kansere ve 

metastaza neden olan genetik faktörlerin ortaya konması ve sonrasında genetik 

değiĢimlere yönelik geliĢtirilen tedavilerin uygulanmasının standart 

protokollerden üstün olduğu düĢünülmektedir(3–5).  

 

Telomerler, ökaryotik hücre kromozomlarının uçlarında bulunan, 

guaninden den zengin tekrarlayan DNA sekanslarından oluĢan, genomik 

stabilite ve replikatif potansiyelden sorumlu nukleoprotein komplex yapılardır. 

Ayrıca, replikasyon sırasında internal DNA‘ nın hasar görmesini engeller. 

Hücresel hasar veyaĢlanma için, telomer uzunluğunun bir biomarkerolarak 

gösterilmesiyle ilgili çalıĢmalar artmakladır(6). Kompansatuar mekanizmaların 

yokluğunda; her hücre siklusunda end replikasyon problemine bağlı olarak 

telomerik DNA sekansı progresif olarak kısalır, telomerler kritik kısalığa ulaĢınca 

hücre replikatif senesense girer. Ancak hücrenin taĢıdığı mutasyon yüküne 
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bağlı olarak bölünmeye devam ederse telomer disfonsiyonu ve telomerazın 

active olmasıyla prokanser hücreler oluĢurak ve kanserin en önemli özelliği olan 

sınırsız bölünme yeteneğikazanılmıĢ olur(7). Birçok çalĢmada tumor doku ve 

periferik tam kan telomer uzunluğunun prognoz ve kanser riskiyle iliĢkisi 

saptanmıĢtır(8). Bertorelle R ve ark. kolorektal kanserli hastalarda yaptığı 

çalıĢmada telomer uzunluğu ve telomeraz aktivitesinin kanser geliĢimi ve 

prognozunda etkili olduğunu belirtmiĢlerdir(9). Yoon HJ ve ark. telomer 

uzunluğunu gastrik kanserli dokularda, normal mukoza dokularına göre belirgin 

bir Ģekilde azalmıĢ bulmuĢlardır(10). Yine Duggan ve ark. meme kanserinde 

telomer uzunluğu ve 5 yıllık mortalite ile bir iliĢki saptamazken telomer 

kısalığının kötü progozla iliĢkisini ortaya koymuĢlardır(11).  

        Cell Free DNA (cfDNA), apopitozis, nekroz ve aktif sekresyon sonucu 

oluĢan dolaĢımdaki küçük nükleik asit partikülleridir(12). DolaĢımdaki cfDNA 

normal Ģartlarda plazmada düĢük konsantrasyonlarda bulunur. CfDNA 

konsantrasyonunun 1-10 ng/ml-1 geçmediği bildirilmiĢir(13). Gebelik, kanser ve 

bazı hastalıklarda plazma konsantrasyonu belirgin Ģekilde artar(14). Bu 

sebeple; prenatal test, kanser tanı ve izleminde cfDNA‘nın önemi gittikçe 

artmaktadır. CA 19-9, CA 15-3, CEA, PSA gibi kanser nüks ve prognoz 

izleminde kullanılan tümör markerları, düĢük sensivite ve spesifiteye rağmen 

uzun yıllardır klinik değerlendirmede yer almıĢtır(15). Bu durum daha spesifik 

biomarker arayıĢını gerekli kılmıĢtır. Birçok çalıĢma sonucunda ortaya çıkan 

veriler cfDNA‘nın erken tanı, prognostik faktör, tedavi seçimi ve izleminde 

alternatif biomarker olarak kullanılabileceğini desteklemektedir(16). Dolayısıyla 

cfDNA‘ nın biyopsi materyalleri ve tümor dokusundan çalıĢılan spesifik 

mutasyonların, metilasyon analizlerinin, mikrosatellit farklılıklarınınkandan 

çalıĢılması olanağını sağlamaktadır(14). 

  

ÇalıĢmamızda kanser hastaları periferik kandan elde edilecek cfDNA‘ dan 

telomer analizi yapılacaktır. Bu araĢtırmadaki amacımız cfDNA telomere 

uzunluğu sonuçlarının, periferik kan ve solid tümör dokulardaki telomere 

uzunluğu ile karĢılaĢtırılarak özellikle periferik dolaĢımdaki cfDNA‘ nın kanser 

erken tanı ve tedavi takibinde tümör dokusundan yapılacak genetik çalıĢmalara 

alternatif non- invaziv etkin bir yöntem olup olmadığını araĢtırmaktır. 
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2 GENEL BĠLGĠLER 
 

2.1 Telomer Nedir 

Telomerler; ökaryotlarda lineer kromozomların uçlarında bulunan ve 

genleri nükleazlara karĢı koruyan özel heterokromatin DNA-protein komplex 

yapılarıdır(17). Telomer kelimesi yunancada ―telos‖ (son) ve ―mere‖ (kısım) 

kelimelerinin birleĢmesiyle oluĢmuĢtur.  

 

Ġlk defa 1938 de Muller tarafından tanımlanmıĢtır. AraĢtırmalarında X 

radyasyonuna maruz kalan hücre kromozomlarında, terminal bölge delesyon ve 

inversiyonlarının daha az görüldüğünü, kırık uçlu kromozomların diğer 

kromozomlarla birleĢme eğiliminde olduğunu, ancak kırık olmayan kromozom 

uçlarının ise birbirleriyle veya diğer kromozomların kırıklarıyla birleĢmediğini ve 

daha kararlı yapıda olduğunu saptamıĢtır(18). Bundan 3 yıl sonra McClintock 

(1941) kromozom uçlarında; kromozomların bütünlüğünü sağlayan özel 

yapıların olduğunu ve bu yapıların kromozom uçlarını çift dal krıklarına karĢı 

koruduğunu bildirmiĢtir(19). Ġlk defa 1973 te Olovnikov her replikasyondan 

sonra kromozom uçlarından DNA kaybını tanımlamıĢ olup bunun hücre 

yaĢlanmasında rol alabileceğini belirtmiĢtir. 2009‘da da Elizabeth Blackburn ve 

Carol Greider telomerlerin kromozom uçlarını nasıl koruduğu ve telomeraz 

enzimiyle nasıl yapılandırıldığını açıklamalarıyla Nobel ödülünü almıĢlardır(20). 

 

Telomerler; kromozom stabilitesinde, kromozom uçlarının 

replikasyonlarının tamamlanmasında, telomeraz ile yeniden 

yapılandırılmasında, DNA hasar cevabının susturulmasında ve gen 

ekspresyonunda görev almaktadır(21). Yine kromozom terminalerinin füzyon, 

yıkım ve rekombinasyonunu önleyip, 3‘ overhangin eksonükleaz ve ligazlara 

karĢı dayanıklılığı sağlar(22). 

 

Telomer; interfaz çekirdeğine ait üç boyutlu yapının oluĢturulmasında 

önemli olup yokluğunda disentrik, halkalı vs. gibi dayanıksız kromozom yapıları 

oluĢabilir(23,24). Telomerlerin fonksiyon kaybında, DNA hasar cevabının(DNA 
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Damage Response-DDR) tetiklenmesine bağlı DNA uçlarının rastgele tamir 

edilmesi genomik instabilite ve hücresel fonksiyonlarda bozulmaya yol 

açar(20,21). 

2.1.1 Telomer Yapısı 

Ġnsan telomerik TTAGGG tekrarlarının sentromerik tarafında 100-300kb 

uzunluğunda telomer ile iliĢkili tekrar bölgeleri(telomere-associated repeat 

sequences) yer almaktadır. Bu bölgeler evrim sırasında korunmamakla birlikte 

fonksiyonları henüz tam olarak belirlenememiĢtir(17). 

 

Telomerik nükleozomlar da diğer nükleozomlar gibi H2A, H2B, H3, H4 ve 

H1 histonlarını içermektedir. Telomerin subtelomerik bölgelerinin 

heterokromatin yapısı; içerdiği HP1(heterokromatinprotein1) ve heterokromatin 

tipte histon proteinleri (histone 3 trimethylated at lysine 9 (H3K9) ve H4K20) ile 

paketlenmesinden kaynaklanmaktadır(25). Bu bölgelerin epigenetik durumları 

telomer uzunluğunu regüle eder. Ayrıca heterokromatin bölgelerin kaybı da aĢırı 

uzun telomerlere neden olmaktadır(26). Telomer yapısı; telomerik DNA ve 

telomerik proteinler olarak incelenebilir. 

 

 

ġekil 1. Telomerik DNA ve Telomer iliĢkili bölgelerin büyüklüklerinin Ģematik 
gösterimi B) T-loop yapısı C)T-loop yapısı elektron mikroskop görüntüsü(17) 
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2.1.1.1 Telomerik DNA 

Telomerik DNA sekansları; short tandem tekrarların uzun diziler boyunca 

yerleĢmesiyle oluĢur. Sentromerik DNA‘ya göre evrim sırasında korunmuĢ olup, 

tüm vertebralılarda tekrarlayan hexanükleotid ‗‘TTAGGG‘‘ yapıları yer alır. Fakat 

türler arasında tekrar sayısı farklılıkları olabilir. Örneğin tekrar sayısı insanda 

10-15kb iken farede 100kb‘dır(17). Bazı canlı türlerine ait telomerik DNA 

sekansları tabloda belirtilmiĢtir. 

 

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

 

(TTAGGG)n dizileri insan telomerinde 10-15kb büyüklüğündedir ve total 

DNA nın yaklaĢık %0,003 ünü oluĢturmaktadır(18). 

 

Telomerik tekrarlar DNA sarmalının bir ipliğinde G açısından zengin(G-

rich strand) karĢı ipliğinde ise C açısından zengindir(C-rich strand). Telomer 

uçlarında G-rich iplikler 3‘ ucunda 150-200 nükleotid daha uzundur. Bu 

seviyede telomer bağlayıcı proteinler kendi üzerine katlanarak T-ilmek(T-loop) 

yapısını oluĢturur. G-rich tek iplik geriye dönüp çift iplikli telomer dizisinde C-rich 

dalla birleĢerek ikinci bir ilmek yapısı olan D-ilmek(Displacement-loop) 

formasyonunu oluĢturur(27). T-loop formasyonu kromozom uçlarını koruyan, 

genomun stabilitesinden sorumlu özel yapılardır. Eğer kromozom telomerini 

kaybederse; diğer kırık kromozomlarla birleĢir, yeni bir rekombinasyona katılır 

veya degrede olur(17).  

2.1.1.2 Telomerik Proteinler 

Telomerik DNA‘yı tanıyıp, ona bağlanan ve birçok komponenti olan 

protein komplexine telozom(veya shelterin) adı verilir. Altı subuniti olan bu 
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protein komplexi telomerleri anormal DDR ye karĢı korur. Telomerik tekrar 

bağlayıcı faktör 1(telomere repeat binding faktor 1-TRF1 veya TERF1) ve 

Telomerik tekrar bağlayıcı faktör 2(telomere repeat binding faktor 2-TRF2 ve 

TERF2) çift ipliğe, TIN2(TRF interacting nuclear faktor) ise TRF1 ve TRF2 

arasında yer alıp bir ucuyla tek ipliğe bağlanan POT1-TPP1(Protection of 

telomeres 1-POT1 ile etkileĢen protein) heterodimerine bağlanır. Represör 

aktivatör protein 1 (RAP1) ise telomerlere TRF2 aracılığı ile bağlanır(28). Tek 

ve çift iplik proteinlerinin katlanma motiflerinden kaynaklanan yapıları nedeniyle, 

DNA ya bağlanma spesifiteleri farklıdır. Myb-like/homeodomain motif içerenler 

çift iplik DNA‘ya sensitif iken OB-fold motif yapısındakiler tek ipliğe 

sensitiftirler(29).  

 

Bu komponentte çift iplik TTAGGG tekrarlarına bağlanan TRF1, TRF2 ve 

TIN2 proteinleri telomerazın bağlanmasını engelledikleri için telomerin negatif 

düzenleyicileri olarak da adlandırılırlar. Telomer bağlayıcı proteinlerden POT1 

ve TPP1 ise tek iplik TTAGGG tekrarlarına bağlanarak terminal DNA yı korur. 

POT1 ve TPP1 de telomerin pozitif düzenleyicileri olarak adlandırılır(17).  

 

ġekil 2. Telomerik proteinler ve T-loop yapısı(28) 
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Bu proteinlerin telomer için iki önemli fonsiyonu vardır; telomer 

hemostazı ve telomerik DNA uçlarının korunması. Ancak son zamanlarda bu 

proteinlerin telomeraz ve DNA tamir yollarıyla iliĢkileri üzerine odaklanılmıĢtır. 

Vertebra evriminde tek bir genin duplikasyonu sonucu TRF1 ve TRF2 nin 

oluĢtuğu ve zamanla özelleĢip yeni ve farklı biyokimyasal özellikler kazandıkları 

öngörülmektedir(29). Temel olarak TRF1 proteini telomer uzunluğu 

hemostazıyla iliĢkiliyken, TRF2 proteini 3‘terminal DNA nın ayrılması ve 

uygunsuz DNA hasar cevabını önleme ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir(30). 

TRF1 ve TRF2 proteinlerinin hareketli ve dimerik Myb-like uniteye sahip 

olmaları vertebralılarda telomerik loopun oluĢmasını sağlar(31). Ayrıca, insan 

telomer proteini POT1 DNA yapılarının gevĢemesini ve TPP1 ile birlikte 

telomeraz enziminin primer uzamasını aktive eder(32). 

 

TRF1 proteini telomerlerdeki replikasyonu asiste eden en önemli 

shelterin proteindir. TRF1, Bloom Sendromu RecQ helikaz(BLM;Bloom 

Sendrom RecQ helikaz like)ve telomer uzunluğunu regüle edici 

helikazlarının(RTEL1)sekonder yapılarını açarak replikasyonu düzgün 

gerçekleĢtirmelerini sağlar. Farelerde TRF1 delesyonu frajil telomerlerin veya 

telomerlere yakın frajil bölgelerin oluĢumunu arttırır. Bu da telomer 

replikasyonunda defektlere yol açar(21).  

 

Önceki çalıĢmalarda fare germ hücrelerinde, mayoz spesifik telomer 

komplex‘in (shelterin protein komplex yerine geçer), telomerlerin nükleer 

membrana tutunmasını kolaylaĢtırdığı gösterilmiĢtir(28,33). 

 

Hücre siklusunun S fazında TRF2 direk olarak telomer RTEL1‘ e 

bağlanarak T-loop ilmeğin açılmasını ve replikasyon çatalının ilerlemesi sağlar. 

TRF2 azalması veya fonksiyon kaybında T-loop açılamaz ise loop ilmeği eksize 

edilerek(persistent T-loop excision) replikasyonun ilerlemesi sağlanır. Bu yol 

telomer halkalarının(T-circles) oluĢmasını ve hızlı telomer kısalmasını sağlar. 

Bu yol yapı spesifik endonükleaz homolog subunit 4(SLX4; structure specific 

endonuclease subunit homolog 4) tarafından yönetilir. Ġnsan SLX4 ünde TFR2 
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nin bağlandığı bölgelerin bulunması TRF2 nin telomer hemostazında uzun 

telomerler için bu yolağı kullandığını düĢündürmektedir(34,35). 

 

Yine TRF2 proteini T-loopu Xray çapraz tamamlama onarımı(XRCC3, X-

ray repair cross-complementing 3) ve Nibrin(NBS1) aracılı eksizyondan korur. 

Telomerin XRCC3 ile kırpılması özellikle erkek germ hücrelerinde olmak üzere 

uzun telomere sahip normal hücrelerde görülür(36). 

 

Shelterin kompleksi fonksiyonları bozulduğunda, telomer uçlarının 

korunamamasına bağlı olarak, DDR yolaklarının aktive olur ve buna bağlı 

apoptozis, senensens veya bazı hücrelerde genomik instabilite meydana gelir. 

Telomer uzunluğu kritik kısalığa ulaĢan hücrelerde Shelterin proteinleri 

fonsiyonlarını kaybeder(28). 

2.1.1.3  Diğer Telomerik Yapılar 

Artık telomerlerdeki DNA-protein komplexinde fonsiyonel RNA yapılarının 

da varlığı kabul edilmektedir. RNA polimeraz II tarafından sentezlenen ve 

telomer etrafını saran, telomerik kromatin olarak da adlandırılan bu transkript 

yapılara Long Non-codding Telomeric Repeat RNA(TERRA) denilmektedir(37). 

TERRA nın downregüle olmasının; telomeraz aktivitesini arttırarak kanser 

oluĢumunda rol oynadığı düĢünülmektedir(38). 

 

Ayrıca TERRA yapıları telomerik kromatin yapının en önemli 

düzenleyicilerinden biridir. SUV39H1‘e bağlanarak trimetil histon(H3K9) 

seviyesini artırarak heterokromatin yapının yoğunlaĢmasını sağlar. TERRA 

seviyesi azalırsa telomerlerin korunması bozulur ve füzyonlar meydana 

gelir(34). 

 

Telomerik tekrarlar replikasyon çatalı ilerlemesini yavaĢlatan, stabil 

kuadroplex(G4) DNA yapıları Ģeklindedirler.  

 

Telomer proteom komplexinde telomer proteinleri dıĢında; DNA hasar 

faktörleri(Ku ve MRN(MRE11/RAD50/NBS1 komplexi)), nükleazlar(SLX4, 
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Apollo), helikazlar(Bloom Sendrom RecQ helikaz like(BLM)ve Werner Sendrom 

RecQ helikaz like(WRN)) ve kromotin modifiye ediciler(α-talasemi/mental 

retardasyon sendrome X-linked(ATRX)) yer almaktadır(28). 

2.1.2 Telomerlerin Fonksiyonu 

Telomerlerin fonksiyonları temel olarak; kanser geliĢimini önlemek ve 

replikatif senesenstir. Telomerlerin fonksiyonları; hücrelerin taĢıdığı 

mutasyonlara, hücre tipine göre telomeraz ekspresyonuna ve DNA tamir 

yollarındaki defektlere bağlı olarak bu iki nokta arasında değiĢir(39).Telomer 

disfonksiyonu yaĢlanma ve genomik instabiliteye bağlı malign hücre 

transformasyonu ile sonuçlanır(40).  

 

Ġnsan kromozom uçlarında bulunan TTAGGG tekrarları shelterin adı 

verilen 6 özel proteine bağlanarak kromozomları çift dal kırıklarına karĢı korur 

ve telomeraz aktivitesini regüle eder(40). Kromozom telomerlerinin aĢırı 

kısalması; telomerik proteinlerin de azalmasına bağlı olarak, DNA hasar cevap 

mekanizmasını uyarır ve bu uçların çift dal kırıkları olarak algılanmasını 

sağlar(34). Telomere bağlanan proteinler normal miktardayken; kromozomların 

uçlarını kapatarak, DNA tamir mekanizmalarının buraları kırık olarak tanımlayıp 

tetiklenmesini önlerler. Bu kırıklar telomerik DNA sekans dizisinin 

karıĢmasına(telomerik ve subtelomerik bölgelerin rekombinasyona katılmasına 

bağlı) ve telomerik proteinlerin tükenmesine bağlı olarak, telomerlerin temel 

yapısının değiĢmesine ve telomer hemostazını bozulmasına sebep olur(39). 

2.1.2.1 DNA Hasar Cevabının(DDR) Durdurulması 

T-loop formasyonu; telomerleri DDR ve telomer füzyonlarından korur. 

Ancak hücre bölümesi sırasında T-loop yapılarının açılması, replikasyon 

sırasında telomerleri koruyan farklı mekanızmaların da olduğunu 

desteklemektedir(34). 

 

Hücreler, DNA tek veya çift iplik kırıklarını iki sinyal yolağıyla tespit 

ederler; Ataksi Telenjiektazi Mutant(ATM;Ataxia Telangiectasia Mutated) ve 

Ataksi Telenjiektazi Rad3 iliĢkili(ATR;Ataxia Telengiectasia Rad3 Related) kinaz 
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bağımlı yolaklar. Bu yolaklar uyarıldığında hücre siklusu durdurulur. Eğer 

mümkünse hasar onarılır ancak onarılamaz ise hücre yaĢlanma veya 

apoptozise girer(28). 

 

DDR sinyal yolağını baĢlatan ATM, telomerler tarafından TRF2 aracılığı 

ile baskılanır. TRF2 inhibisyonu ise ATM yolağını aktive eder. TRF‘nin ATM 

bağımlı yolakları nasıl inhibe ettiği tamamı ile anlaĢılamamıĢ olup kompleks bir 

mekanizmadır. TRF 2 hücre bölünmesinin S fazında, ATM sinyalizasyon 

kaskadını direkt olarak bir kinaz enzimi gibi inhibe edip, telomerlerin 

korunmasını gerçekleĢtirir. Telomer disfonksiyonunun en önemli göstergesi olan 

kromozom uç uca birleĢmeleri sonucu oluĢan disentrik kromozomlar hücre 

döngüsünde anafaz köprü oluĢmasını ve kromozom instabilitesini tetikler. TRF 

2 proteininin azalması kromozom uçlarını klasik homolog olmayan uç uca 

birleĢtirme(cNHEJ) için bir substrat haline getirir(28,40,41). 

 

Aynı Ģekilde ATRnin telomerler üzerindeki aktivitesi POT1 tarafından 

bloke edilir. POT1 in tek iplik DNA ya olan afinitesinin, ATR sinyal yolağı 

aktivasyonu için gerekli replikasyon protein A(RPA) dan daha yüksek olması bu 

yolağı suprese eder. Yeterli POT 1 varlığında RPA telomerlere 

bağlanamaz(28). 

2.1.2.2 DNA Hasar Onarım Yolaklarının Durdurulması 

Ökaryotik hücreler DNA çift sarmal kırıklarını iki yolak üzerinden onarır. 

-Homolog Rekombinasyon (HR) 

-Homolog Olmayan uç uca birleĢtirme(NHEJ, Non Homolog End Joining); bu yol 

hataya eğilimli bir onarım biçimidir ve iki tipi vardır: 

 Klasik NHEJ(cNHEJ) 

 Alternatif NHEJ(alt-NHEJ) 

 

Homolog rekombinasyon, hücre döngüsü G2/S fazında salınımı artan 

rekombinasyon protein A(Rad51,recombination protein A) tarafından baĢlatılır. 

NHEJ‘de ise DNA bağımlı protein kinaz katalitik subunit (DNA-PKcs), Ku antıjen 

70 ve 80-kd subunit(Ku70-Ku80) ve XRCC4 rol oynar(39). 
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Tüm kromozomların uçlarında kilobazlarca tekrarlayan DNA yapılarının 

olması telomerleri homolog rekombinasyon için eĢsiz substratlar yapar. Ancak 

kardeĢ kromatidler arası(T-SCE) veya diğer kromozomlarla oluĢan bu 

rekombinasyon telomer uzunluğu hemostazını bozar ve kromozom füzyonlarına 

neden olur. Shelterin komponentleri(TRF2 ve RAP1) ve Ku70-Ku80 komplexi 

telomerlerleri homolog rekombinasyondan korur(34). 

 

CNHEJ yolağında Ku70-Ku80 kompleksi kilit öneme sahip olup 

deplesyonu, telomerik tekrarların hızlı bir Ģekilde kaybı ile sonuçlanır. TRF2, 

Ku70-Ku80 heterotetramizasyonunu önleyerek cNHEJ yolağının aktifleĢmesini 

bloke eder(34). Memeli hücrelerinin mitoz sırasında cNHEJ yolaklarının 

tamamen kapalı olmasının nedeni henüz bilinmemektedir(28). 

 

Alt-NHEJ‘in tümörogenezisin erken evrelerinde disfonksiyonel telomer 

oluĢumundan sorumlu olduğu düĢünülmektedir. Nitekim kanser hücrelerinde, 

telomer birleĢme noktaları incelendiğinde, mikrohomolojilerin sıklığı ve büyük 

delesyonların varlığı Alt-NHEJ‘in sorumlu olduğunu göstermektedir. Hücre 

bölünmesinin G2/S fazında ATM ve ATR sinyal yolaklarının tümünün 

aktifleĢmesi, shelterin kompleksinin kaybı ile gerçekleĢmektedir. Nitekim TRF2 

ve TPP 1 in co-deplesyonu durumunda, Alt-NHEJ aktivitesinin tetiklendiği 

gösterilmiĢtir(28,34). 

 

DNA tamir mekanizmasının bozulduğu Werner sendromu ve DNA hasar 

cevabın bozulduğu Ataksi Telenjiektazi gibi prematür yaĢlanma sendromlarında 

telomer uzunluğu hızla kısalır ve hücreler senesense girerler. AT ve WS 

hastalarında uç uca birleĢmeler sık görülür. Werner sendromunda kısalan 

telomerlere bağlı olarak, mozaik değiĢken translokasyonlar karakteristiktir(39). 

Bu da telomer kısalmasının direk olarak yaĢlanma ile iliĢkisini desteklemektedir. 

 

Shelterin kompenenti olan RAP1 subtelomerik bölgelerdeki genlerin 

transkripsiyonel regülasyonu veya susturulması ile iliĢkilidir. Aynı zamanda 
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nükleer faktö-KB aracılı yolakta modulatör olarak görev yapmaktadır(40). Rap1 

proteini sadece telomere bağlanmayıp (TTAGGG)2 tekrarlarının bulunduğu non-

telomerik bölgelerde de bulunur. 2,11 ve 17. kromozomların non-koding 

bölgerinde bulunan TTAGGG tekrarlarına bağlandığı gösterilmiĢ olup, bu 

bölgelerin frajilite ve rekombinasyonunu önlemede görevli olduğu 

düĢünülmektedir(42). 

 

 

ġekil 3.RAP1 proteininin telomerik ve ekstratelomerik fonksiyonları(40) 

 

Ağır kombine immün yetmezlikte(SCID) DNA bağımlı protein kinaz(DNA-

PK) enziminde eksiklik mevcuttur. Kombine SCID fare hücre kültürlerinde 

telomerler uzunluklarının normalden çok uzun(10 kat) saptanmasının, DNA-

bağımlı protein kinaz(DNA-PK) enziminin katalitik alt ünitesine ait(DNA-PKcs) 

mutasyona bağlı geliĢtiği düĢünülmüĢtür. Ve katalitik alt ünitenin direk veya 

indirek telomer uzunluğu regülasyonunda yer aldığı düĢünülmektedir(41). 

 

Telomerlerin kısalması; subtelomerik bölgelerde H3K9 trimetilasyonunu, 

H3, H4 asetilasyonunu arttırıp, DNA metilasyonunu azaltarak, defektif bir 

heterokromatin yapısına neden olur(25). Bununla birlikte telomer kısalmasına 

bağlı subtelomerik bölgelerin hipometilasyonu heterokromatin yapıların kaybına, 
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buda telomerik DNAlar arasındaki rekombinasyonda(Telomerlerin Alternatif 

Uzatılması;ALT gibi.) artıĢa neden olduğu saptanmıĢtır(43). Bu telomerlerin 

subtelomerik bölger için düzenleyici olduğunu göstermektedir. 

 

Memeli telomerleri primidinden zengin yapılarından dolayı UV 

radyasyona daha sensitiftir. UV irritasyonu sonrası oluĢan siklobutan primidin 

dimerleri nükleotid eksizyon tamir mekanizması(NER) ile tamir edilir. TRF1 ve 

TRF2 shelterin komponentleri, NER mekanizmasını baskılayarak, telomer 

boyunu regüle eder(40). Bu da telomerlerin tümör süpresör özelliklerini 

desteklemektedir. 

 

Mayoz 1 profazı leptoten evresinde kromozom telomerleri bir araya 

gelerek kromozom uçlarının nukleus zarına tutunup belirli bir pozisyonda 

kalmasını sağlar(44). 

 

Telomerlerin farklı hücrelerde; telomeraz expresyonuna, genetik 

mutasyonların seviyesine ve DNA tamir mekanizmalarının hasarına bağlı olarak 

replikatif yaĢlanmayı uyarması ve kanser geliĢimini desteklemesi gibi değiĢen 

rolleri de bulunmaktadır(39).  

2.1.2.3 Hücre YaĢlanması Ve Telomer 

Kromozom uçlarındaki bu özel yapıları oluĢturan telomerik DNAnın her 

hücre siklusunda kayba uğrayarak yeniden sentez edilebilmesine ‗Telomer 

Dinamiği‘ denmektedir(45). Her hücre bölünmesi sırasında telomer 

uzunluğunda, DNA polimerazın uzama için 3‘OH gruna gerek duymasından 

kaynaklan 50-100bp bir kısalma meydana gelir. Ġnsan somatik hücrelerinde 

telomer dinamiği negatif olup her hücre siklusunda sentez edilen telomerik 

DNA, kaybedilenden azdır(45). Telomeraz her bölünmede telomerleri yeniden 

yapılandıran özel RNA ve enzim sistemidir. 

 

 1973 te Olovkinov telomer uzunluğunun replikasyon limiti ve hücre 

yaĢlanması ile iliĢkili olabileceğini tespit etmiĢ ancak telomer fonksiyon ve 
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yapısı ile ilgili bilgiler 1990 yılında Harley tarafından ortaya konmuĢtur(46). 

YaĢlanma ve ölüm iki evrede meydana gelir.  

Uzun süreli kültürlerde normal insan fibroblastlarının yaklaĢık 60-80 

hücre bölünmesi sonunda bölünmeyi durdurup, yaĢlanma sürecine(replikatif 

senesence) girdiğini Leonard Hayflick çalıĢmalarında gözlemlemiĢtir(47). 

Mortalite 1(M1) evresi; olarak adlandırılan bu evrede telomerler kritik boya 

ulaĢırlar. Bu nokta Hayflick limiti(proliferatif blok) olarak adlandırılır. Ancak 

telomerler fonksiyonel olup koruyucu T-loop yapısı füzyonları önleyecek kadar 

TRF2 proteini içermektedir(34). Bu noktada hücrede p53 geni devreye girer ve 

Cyclin Dependent Kinaz (CDK) oluĢumu baskılanarak hücre G0 fazına geçmesi 

sağlanır veya G1-S geçisi önlenir(48). 

 

Ancak çeĢitli genetik defekt bulunduran (ör; p53 ve pRb defekti olan veya 

viral onkoprotein bulunduran) hücreler yaĢlanmaya rağmen bölünmeye devam 

ederlerse hücre bir kriz noktasına ulaĢır (M2 evresi). Muhtemelen bu kriz 

noktası telomerlerin çok kısaldığı ve artık kromozom uçlarını koruyamaz hale 

geldiği noktadır(telomer krizi). Bu noktadan sonra hücre kendini kromozom 

uçlarında kırıklar oluĢturarak homolog veya homolog olmayan birleĢtirmeler 

yapar. Bu rastgele birleĢmeler; hücrede translokasyonlar, çift centromerli 

kromozomlar, ring kromozomlar oluĢumuyla sonuçlanır ve bu genetik değiĢimler 

kromozomal kaos oluĢturur.(M2 evresi) Bu noktada çoğu hücre ölür veya 

10.000.000:1hücre ölümsüz olmanın yolunu bulmuĢtur. Kanser hücreleri bir 

veya birkaç Ģekilde telomerlerini onararak bölünmeye devam ederler. Metastatik 

kanserler telomerlerini, %85-90 oranında telomerazı aktive ederek veya 

alternatif bir yolla restore ederek çoğalmaya devam ederler(17,22,49). 
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ġekil 4. Hücre yaĢlanması ve telomer uzunluğu iliĢkisi(67) 

 

2.1.2.4 Ġnsanda Telomer Disfonksiyonu ĠliĢkili Hastalıklar 

2.1.2.4.1 Konjenital Diskeratozis 

 Distrofik tırnaklar, ciltte hiperpigmentasyon ve oral lökoplaki ile 

karakterize nadir görülen genetik bir hastalıktır. %80 hastada semptomlar 10 

yaĢ civarında kemik iliği yetmezliği(Aplastik anemi) ve diğer fiziki bulgular olarak 

ortaya çıkar. Prematür yaĢlanma, pulmoner hastalıklar, dental anomaliler, 

özafagus stenozu ve alopesi diğer bulgular arasında yer alır. Otozomal 

dominant, resesif ve en ağır form olan X linked ressesif geçiĢ gösterir. 

Telomeraz enzim komplexi diskerin(DKC1), insan telomeraz RNA 

komponenti(h-TERC)veya insan telomeraz revers transkriptazı(h-TERT) ana 

yapılarında meydana gelen mutasyonlar sonucu oluĢur. Hoyeraal- hreidarsson 

sendromu(X-linked) mikrosefali, mental retardasyon ve aplastik anemi ile 

kendini gösterir. Xq28 de bulunan DKC1 geni mutasyonları sonucu oluĢur. Bu 

hastalarda telomerler anormal kısa olup, buna bağlı artmıĢ kromozomal 

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

2.1.2.4.2 Ġdiyopatik Pulmoner Fibrozis 

Ġdiyopatik pulmoner fibrozis(ĠPF) penetransı değiĢken otozomal dominant 

progresif seyirli, tekrarlayan intertisyel pnömoni ile karakterize bir hastalıktır. 

Hastalarda akciğerde de fibrozis ve inflamasyona bağlı nefes darlığı ve öksürük 

semptomları görülür. ĠPF li hastaların tümünde telomer boyu, kendi yaĢ 

gruplarına kıyasla aile öyküsü veya telomeraz komponentlerinde mutasyon 

bulundurmasından bağımsız olarak kısa saptanmıĢtır(51). Diskeratozis 

konjenita hastalarında da ĠPF sıklığı artmıĢtır. Bu hastalarda telomeraz 

komponentlerine ait mutasyonlar %15 oranında saptanmıĢtır(40,50). 

2.1.2.4.3 Aplastik Anemi(AA) 

 Kemik iliği yetmezliği olarak da bilinen ciddi pansitopeni ile karakterize bir 

kan hastalığıdır. AA li hastaların tümünde telomer boyu ciddi kısalmıĢ olup, 

hastalarda TERT,TERC, TRF1,TRF2 ve TIN2 mutasyonları saptanmıĢtır(50). 

2.1.2.4.4 Myelodisplastik Sendrom 

 Orta yaĢ ve üzerinde görülen genellikle kanda klonal bir grup kan 

hücresinin displastik özellikte olması ile karakterize(sitopeni), AML riski artmıĢ 

bir kemik iliği hastalığıdır. Hastalarda TERC ve TERT mutasyonları 

saptanmıĢtır. Bu hastalarda da telomer uzunluğu kısalmıĢ olup ileri evre 

hastalarda erken evreye göre daha kısa bulunmuĢtur(51). 
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2.1.2.4.5 Kıkırdak- Saç Hipoplazi Sendromu 

 Hipoplastik saçlar, kısa boy, eklem gevĢekliği, immün yetmezlik ve 

intestinal nöronal displazi ile karakterize kanser insidansının(özellikle lenfoma) 

arttığı bir sendromdur(40). 

  

Yine Akut Myelositik lösemi, EriĢkin-T Hücreli lösemi, Kronik myelositik 

Lösemi, Multiple Myelom Ve Mantle Hücreli lenfomada TERC, TERT gibi 

telomer ve telomeraz komponentleri mutasyonları bildirilmiĢtir(22). 

2.1.3 Telomer Uç Replikasyon Problemi Ve 3’ Overhang OluĢumu 

Ökaryotlarda replikasyon sırasında lineer kromozom uçlarında özel bir 

sorunla karĢılaĢılır. 5‘->3‘ yönünde olan replikasyon iĢlemine DNA polimeraz 

direk baĢlayamayıp ve replikasyon için mutlaka serbest bir 3‘-OH grubuna 

gereksinim duyar. RNA primeri DNA polimeraz için bu 3-‘OH grubunu 

sağlar(44). Kesintisiz zincirde DNA replikasyonu kromozom ucuna kadar 

olurken kesintili zincir 5‘ ucunda RNA primerleri uzaklaĢtıktan sonra buranın 

doldurulması için serbest 3‘-OH grubu bulunmamaktadır. End Replikasyon 

Problemi olarak tanımlanan bu durumda kromozom uçları her bölünmede, RNA 

primer boyu(8-12 baz) kadar kısalacaktır(20). Ancak telomerlerde her 

bölünmede50-200 baz çifti kadar bir kısalma görülür. Bunun sebebinin oksidatif 

stres olabileceği düĢünülmektedir(52). 

 

Telomer replikasyonunu takiben telomer uçlarında 3‘ overhang oluĢumu 

telomerlerin korunması için en önemli aĢamadır. Hücre siklusunun geç S ve G2 

fazında meydana gelen bu oluĢum birçok faktör tarafından yönetilmektedir. 

Özellikle shelterin komponenti olan TRF 2 ve POT 1 kritik öneme sahiptir. TRF 

2 Apollo nükleazı çağırarak kesintisiz çift sarmal ucunda küçük bir overhang 

oluĢumunu sağlar. Okazaki fragmanları içeren sarmalda ise RNA primerinin 

uzaklaĢması ile küçük overhang oluĢur. Daha sonra ekzonükleaz 1 (EXO1) 

gelerek kesintili ve kesintisiz zinciri kırpmaya baĢlar. CST(CTC-STEN1-TEN1) 

komplexi ve EXO1 arasındaki etkileĢim ve dengeye bağlı olarak sonunda 50-

200 nükleotidlik overhang oluĢur(28,34).  
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2.1.3.1 Telomeraz 

RNA polimeraz ve DNA polimerazların uzama için serbest 3‘OH grubuna 

gerek duymalarından kaynaklanan uç-replikasyon problemini çözmek için özel 

bir revers transkiptaza ihtiyaç duyulur. Telomeraz(RNA bağımlı DNA polimeraz) 

bu uzamayı sağlar(17). 550 kDa büyüklüğündeki telomeraz enziminin üç 

komponenti vardır(53). 

1-insan telomeraz RNA komponenti(h-TERC/h-TR) 

2-insan telomeraz revers transkriptazı(h-TERT/h-TRT/h-EST2) 

3- insan telomerazı protein komponenti(H/ACA motif binding komplex) ;diskerin 

venükleolar protein A(NOLA) ailesi üyeleri NHP2(NOLA2), NOP10(NOLA3), 

GAR1(NOLA1) 

 

 

ġekil 6. Telomeraz holoenzim subunitleri(50) 

 

Ribonükleoprotein yapıdaki bu enzimin polimeraz fonksiyonunu RNA 

subuniti TERCve protein subuniti TERTile sağlar. TERC RNA dizisi, telomerik 

DNA dizisinin komplementeridir(3‘-AUCCCAAUC-5‘) ve kalıp görevi görerek 

atasal zincirin uzması sağlanır. Atasal zincir yeteri kadar uzadığında DNA 

polimeraz için yeterli kalıp oluĢur ve yeni zincir sentezlenir(20). 
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ġekil 7. Telomeraz ve repkikasyon sonu problemi(54) 

 

Telomerazın diğer revers transkriptazlardan farkı kendi RNA alt birimini 

kalıp olarak kullanmasıdır. TERC geni 3 nolu kromozomun uzun kolunda 

bulunur(3q26.3)ve bu gen hem normal hemde kanserli dokularda eksprese 

olmaktadır(17). TERT ekspresyonu ise birçok somatik hücrede 

bulunmamaktadır. Bu sebeple TERT ‗in telomeraz aktivasyonu ile iliĢkili olduğu 

düĢünülmektedir(22,53). 

 

TERT telomerden bağımsız olarak Wnt-β katenin sinyal yolağında 

transkripsiyenel modülatör olarak görev yapar. . Hücre mebranındaki Wnt 

reseptörleri uyarıldığında TERT; Wnt transkripsiyon faktör,brahma iliĢkili gen 

1(BRG1,brahma related gene 1) proteini ile komplex yapar ve sinyal yolağı 

hedef gen promoterlarına bağlanarak expresyonu regüle ederler. 

Mitokondride,mitokondrial RNA yapan Endoribonukleaz RNA 

komponenti(RMPR,RNA Component Of Mitochondrial RNA Processing 

Endoribonuclease) ile komplex oluĢurup RNA bağımlı RNA polimeraz aktivitesi 

gösterir, oluĢan dsRNAlar endoribonükleaz dicer ile siRNAlara parçalanıp gen 

expresyonunda görev alırlar. Mitokondriyal DNA oksidatif hasarında TERTin 

apoptozisi nasıl uyardığı henüz netleĢtirilememiĢtir(40,55). 



 
 

 20 

 

ġekil 8. Telomeraz subunit TERTin fonksiyonları (40) 

 

Telomeraz komponenti olan TERT‘in overekspresyonunun, p53, p16 ve 

ARF tümor süpresör genlerinin expresyonunu arttırarak kansere direnç 

oluĢturduğu, nöromüsküler koordinasyonı arttırdığı, glukoz toleransını arttırdığı, 

yaĢam sürelerini %40 arttırarak antiaging fenotipe neden olduğu TERT-

transgenik farelerde gösterilmiĢtir(40). 

 

Ġnsanlarda telomer uzunluğu oldukça değiĢken olup telomeraz 

aktivitesinin germline, kan, cilt ve intestinal hücreleri haricinde olmadığı kabul 

edilir. Telomeraz yokluğunda; S fazında telomerik DNA tümüyle replike olamaz 

ve her bölünmede ortalama 50-150bp kısalır. Telomerin kısalması yaĢlanma ve 

hücre bölünmesinin indirekt bir göstergesidir. Kanser hücreleri bir Ģekilde 

telomerazlarını aktive ederek kontrolsüz çoğalmanın yolunu bulmuĢlardır(27). 

 

Shelterin telomeraz koordinasyonu hücre tipine göre farklılık gösterir. 

Embriyonik kök hücrelerdeki telomer uzunluğu kanser hücrelerinden çok daha 

uzundur(56). Telomeraz komponent mutasyonlarına bağlı geliĢen ve prematür 

stem cell fonksiyon kaybı ile sonuçlanan hastalıklarda telomeraz aktivitesini 

arttırmanın tedavi seçeneği olabileceği düĢünülse de yapılan fare deneylerinde 

telomerazın kanser geliĢimini destekleği gösterilmiĢtir. Ancak %40 farede ise 
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TERT in antiaging etkilerine bağlı; yaĢlanmanın geciktiği, nöromüsküler 

koordinasyonun geliĢtiği, glukoz intoleransında azalmanın sağlandığı ve 

epitelyal bariyerlerin iyileĢtiği gözlenmiĢtir(57). 

 

Telomer uzunluklarının nasıl algılandığı ve telomeraz seviyesini nasıl 

tetiklediği merak konusudur. Telomerazın telomerlere giriĢi 

holoenzimintelomeraz kajal body proteın1(TCAB1,WRAP53) subunititarafından 

stimüle edilir. TCAB1 in holoenzimden ayrılmasıyla telomer-telomeraz etkileĢimi 

azalır. TCAB1 telomeraz ile htr-H/ACA(diskerin) subuniti üzerinden bağlantı 

kurar ve ribonükleoprotein(RNP)‘ nin hücre içi konsantrasyonu kajal hücreleri 

tarafından algılanıp, bu bağlantı düzenlenir(53). 

 

Her bir telomerin uzunluğuna göre telomeraz aktivitesinin regüle 

edilmesi; Shelterin- telomeraz ilĢkisi ile sağlanmaktadır(53). Cis regulatuar feed-

back mekanizmasında TRF1 ve TRF2 nin çift iplik, POT1 in tek iplik üzerindeki 

yoğunluklarına bağlı olarak telomer uzunluğunun algılandığı ve bunun POT1 e 

iletildiği daha sonra POT1 inde telomerazın 3‘ ucuna giriĢini engellediği 

düĢünülmektedir (30). TPP1 proteinin OB kıvrımında telomeraz ile iliĢkili bir 

yüzü bulunmaktadır(TEL patch). Telomeraz bu yüze bağlanarak telomer içine 

alınır. TPP1 in de telomerazın aktivasyonunda ve telomer uzunluğunun regüle 

edilmesinde rolü olduğu gösterilmiĢtir (58). 

2.1.3.2 Alternatif Telomer Uzatma Mekanizması 

Kanser geliĢimi sırasında hücreler sınırsız çoğalabilme yeteneğini 

telomeraz enzimini upregüle ederek veya genellikle homolog rekombinasyona 

dayanan bir mekanizmayı aktive ederek sağlamaktadır. Alternatif Telomer 

Uzatma(ALT,Alternative Lengthing of Telomeres) olarak adlandırılan bu 

mekanizma bir çok telomer fonksiyonunun kontrolünün kaybedilmesi ile 

sonuçlanır(59). 

 

Telomerlerin uzunluklarını koruyabilmek için homolog rekombinasyonu 

nasıl gerçekleĢtirdikleri ile ilgili iki görüĢ vardır; birincisi eĢit olmayan kardeĢ 

kromatidler arasında değiĢimin(T-SCE)olması ikincisi ise telomerik DNAnın 
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farklı bir telomerden veya ekstra kromozomal telomerik DNA adı verilen serbest 

tekrarlayan DNA ait moleküllerden sentez edildiğidir. Kabul gören bu görüĢte; 

ALT nin moleküler temelinde farklı bir DNA polimeraz olduğu Dilley ve ark 

tarafından açıklanmıĢtır(60). 

 

ALT nin aktive olması için önce tek ipliğe(overhang) bağlanan POT1 

proteini telomerden uzaklaĢırken, onun yerine RAD51 proteini tek ipliğe 

dolmaya baĢlar ve bu protein(RAD51), homolog rekombinasyon için G-rich 

overhang ipliğin terminalinin komplamenter ipliğe bağlanmasını sağlar; 

ardından hücre proliferasyon nükleer antijen(PCNA,Proliferating cell nuclear 

antigen) proteini ve DNA polimeraz δ aktivasyonu ile sentez gerçekleĢir(61). Çift 

dal kırıkların tetiklediği telomer sentezinde(break induced telomere synthesis) 

hasarlı DNA ucuna replikasyon faktör C 1—5(RFC1-5) proteini bağlanır ve bu 

proteinin, PICNA ve DNA Pol δ ın doğrudan sentez iĢlemine giriĢini sağlayarak 

telomer sentezini gerçekleĢtirdiği Dilley ve ark tarafından saptanmıĢtır(62). 

 

ġekil 9. ALT oluĢum mekanizması(60) 

 

ALT; telomer uzunluğunu koruyabilmek için telomeraz aktivitesinin 

olmadığı %10-15 tümör grubunda görülür ve DNA hasarının fazla olduğu, 

özellikle histon fonksiyonları bozulmuĢ olan hücreler tarafından kullanıldığı 

gösterilmiĢtir(25). ALT nin aktive olduğu telomerlerin, ALT-iliĢkili promyelositik 

nükleer cisimleri(APBns) ile kaplandığı, TERRA ekspresyonunun arttığı ve T-

SCE nin arttığı saptanmıĢtır ve belirteçlerin ALT mekanizmasını baĢlattığı 

öngörülmektedir(28,61).ALT hücre tiplerin en önemli belirteci APNB 

cisimleridir(59). 
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ALT telomerleri uzunluk bakımından oldukça heterojendir ve 

subtelomerik bölgelerinde rekombinasyona katılmasından dolayı telomerik DNA 

sekansı standart tekrarları içermeyebilir(59).  

 

ALT nin nasıl tetiklendiği niye bazı kanser gruplarında görüldüğü henüz 

aydınlatılamamıĢ olmakla birlikte TRF2 proteininin azaldığı ve kromatin 

remodelingten sorumlu histone Ģaperon ATRX ve apoptozis iliĢkili 

protein(DAXX, death domain associated protein)‘in mutant olduğu tümör 

hücrelerinin ALT yolağını kullandığı düĢünülmektedir(36,63).  

2.1.4 Telomer Ve Kanser 

DNA yapısı ve kromzomların keĢfinden önce Theodor Bovery kanser 

hücrelerinde, normal hücrelerden farklı olarak ince mikroskobik 

cisimlerin(kromozomların)anormal dağıldığını gözlemlemiĢtir. 1930 larda insan 

hücrelerinde 46 kromozom bulunduğu ve kanser hücrelerinin anormal yapı ve 

sayıda olduğu gözlemlenmiĢtir(64). 

 

Karsinogenez uzun süre boyunca, hücrelerimizin kontrolsüz çoğalma hali 

olarak tanımlandı. Ancak günümüzde tümör geliĢimi kontrolsüz çoğalmayı 

sağlayabilmek ve agresif tümörlerdeki gibi hızlı adaptasyonu sağlayabilmek için 

DDR ve DNA tamir mekanizmalarının down regüle olmasının, genetik ve 

epigenetik instabilitenin artıĢının gerekliliği bilinmektedir(65). 

 

Kromozomların telomer hemostazının bozulması genom stabilitesini 

bozarak, kanser geliĢimini destekler. Vertebralıların telomerlerindeki bu tandem 

tekrar dizileri telomer bağlayıcı proteinler sayesinde T-loop yapısını oluĢturarak 

kromozom uçlarını kapatır. Bu kapanma DNA hasar tamir mekanizmalarının 

tetiklenmesini önleyerek kromozomları uçlarının füzyonunu engeller. Telomerik 

DNA hasarı veya telomerik proteinlerinin sayısının azalması bu füzyonları 

tetikler(39). Birçok kanser tipinde telomer disfonksiyonunun kromozomal 

instabiliteyi tetiklediği ve tümörogenezisi baĢlattığı bilinmektedir. Pre-neoplastik 

hücrelerin hızla çoğalması telomer kısalması ile sonuçlanır ve bu da DDR sinyal 

yolaklarını tetikler, bunun sonucunda hücre yaĢlanması veya apoptozisi uyarır. 
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P53 ve/veya RB yollarında defekt olan hücreler bu noktayı atlatırlar ve 

bölünmeye devam ederlerse shelterin proteinlerin kaybı ve buna bağlı telomer 

yapısı bozulur(28). Kromozom füzyonları, disentrik kromozomlar, ring 

kromozomlar oluĢur. Tekrarlayan BFB(breakage-fusion-bridge) siklusları FISH 

yöntemi ile incelendiğinde füzyon bögelerinde telomerik sinyallerin arttığı 

görülebilir(48). Telomer krizi olarak bilinen bu durumda, uç uca birleĢen (end to 

end fusions) kromozomların %50 sinde telomerik DNA 

tekrarlarının(TTAGGG)tamamen kaybedildiği bildirilmiĢtir. Telomer krizinde 

telomerazı veya ALT yi aktive edemeyen çoğu hücre ölür(28). 

 

Somatik hücrelerde telomerlerin kısalması ve buna bağlı replikatif 

senesens‘in; kontrolsüz hücre çoğalması ve malign transformasyonun önüne 

geçiyor olması, telomerlerin tümör supresör fonksiyonlarını desteklemektedir. 

Telomer disfonksiyonu kaynaklı kromozom füzyon ve kırılmaları da tümör 

supresör bir genin heterozigotluğunu kaybetmesine(LOH) veya bir onkogenin 

amplifikasyonuna neden olabilir(39). ĠĢte bu noktada telomer disfonksiyonunun 

pro kanser genotip oluĢumunu belirlediği noktadır(48). 

 

Replikatif yaĢlanmaya giren hücrelerin moleküler markırlarının DNA çift 

iplik kırıkları için karakteristik olması, disfonksiyonel telomerlerin DDR 

mekanizmasını uyardığını desteklemektedir. Bu markırlar fosforile histon protein 

gama-H2Ax, P53 bağlayıcı protein 1(TP53BP1), nibrin(NBS1), DNA damage 

checkpoint 1 mediatörü(MDC1) ve checkpoint kinaz 2(CHK2) dir. Bu faktörler 

doğrudan disfonksiyonel telomerlere bağlanıp, p53 ve RB genlerini uyararak 

p21 ve INK4A(p16) ekspresyonunun indükler.. Bu da hücreyi S fazına geri 

getirerek yaĢlanmayı baĢlatır(48). Yine ATM ve ATR yolaklarının da uyarılması; 

CHK1ve CHK2 aracılığı ile p53 ü uyararak hücreyi yaĢlanma veya apoptozise 

götürür. Bununla birlikte; p53 mutasyonlarının hücrede kanser geliĢim 

basamağını baĢlattığı bilinmektedir. Telomer kısalmasının çift dal kırığı olarak 

nasıl algılandığı henüz açıklanamamıĢtır(48). 
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. 

ġekil 10. Telomer disfonksiyonunun p53 ve RB yolaklarını aktive 
etmesi(48) 

Prekanseröz dokularda ATM ve ATR bağımlı DDR sinyal yolaklarının 

uyarıldığı hücre siklus kontrol noktalarının durduğu ve DNA hasar markırlarını 

ekspresyonunun arttığı açıkca ortaya konmuĢtur(65). 

 

Jeko ve ark. yakın zamanda yapılan tümör genom mutasyon profillerinde 

DDR genlerinin tüm kanser tiplerinde sıklıkla mutasyona uğradığını ve DDR 

sürecinin kanser etiyolojisindeki önemini vurgulamıĢlardır(65). 

 

Güncel çalıĢmalarda DDR mekanizmalarının yalnızca DNA tamir 

yolaklarını aktive etmediği, unstabil hücrelerin çoğalmasını da önlediği yani aynı 

zamanda DNA hasar sağkalım mekanizması olduğu dikkate alınmalıdır(65). 

 

Kanser genom sekanslamanın, telomer disfonksiyonu ve genomik 

instabiliteye neden olan yeni mekanizmalara ıĢık tutacağı tahmin edilmektedir. 

Bu çalıĢmalarda POT1 mutasyonları bir çok kanser tipinde saptanmıĢtır(ör; 

kronik lenfositik lösemi, ailesel melonom, gliomlar, mantle hücreli lenfoma, T 

hücreli lösemi/lenfoma)(28). POT1 in telomer uzunluğunu arttırarak telomerde 

frajilite artıĢına neden olduğu bildirilmiĢtir(66). 
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Kanser hücreleri bu yolakları inhibe etmekle kalmayıp, mekanizmayı 

lehlerine çevirip indüklemektedirler ve kolaylıkla adaptasyon kazanarak 

karsinogenez ve metastaz aĢamalarını hızlıca katederler(65). 

 

Telomerazın telomerlere nasıl girdiği henüz açıklanamasa da shelterin 

proteinlerinin telomeraz regülasyonunda önemli görevleri olduğu bilinmektedir. 

Özellikle TPP1 komponentinin telomerazın telomere giriĢini sağladığı 

belirteilmekte olup telomeraza yönelik kanser tedavi stratajileri bu proteini hedef 

almaktadır(40). 

 

Telomeraz, stem cell ve kanser hücrelerinin uzun süreli replikasyon 

potensiyelleri için mutlaka gereklidir. Bununla birlikte TERT overexprese eden 

transgenik farelerde spontan tümor insidansında artıĢ saptanmıĢtır. Kanser 

hücre senaryosuna göre onkojenik stres altında hücreler kendi proliferasyon 

limitlerini arttırırlar. Telomer uzunluğu bu bölünme kapasitesi için sınırlayıcı bir 

faktördür bununla birlikte tüm kanser dokularında çevre sağlıklı dokuya göre 

telomerler kısadır. Telomeraz aktivitesinin çoğu kanser türünde olmasından 

dolayı telomerazı hedef olan anti kanser terapilerin de kısalan telomerlerle 

birlikte kanser hücrelerinin bölünme kapasitesini kaybedeceği öngörülmektedir. 

2.1.5 Telomerin Kanser Tanı Tedavi Ve Takipteki Rolü 

Günümüzde kanser tedavisinde kullanılan birçok kemoterapi ilaçlarının 

en önemli dez avantajı tümör spesifik olmamalarıdır. Yani kanser hücreleriyle 

birlikte normal yapıdaki hücreler için de toksik olmalarıdır. Ancak telomeraz 

aktivitesi sadece kanser hücrelerinde bulunduğundan telomerlerin uzamasını 

engeleyecek bir adjuvan geliĢtirildiğinde sistemik yan etkileri az olan ve kanser 

dokusuna spesifik bir tedavi olacağı düĢünülmektedir(67). Telomeraz 

antagonisti olan GRN163L(imetelstat sodyum)un kanser hücre kültürlerinde 

etkili olup, hayvan deneylerinde meme ve akciğer kanserinde etkili olduğu 

gösterilmiĢtir(48,68). 
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Birçok tümörde telomeraz aktivitesinin olduğunun gösterilmesiyle, 

telomeraz aktivitesinin kanser belirleyicisi olarak kullanılabileceği 

bildirilmiĢtir(18). 

 

Telomerlerin moleküler mekanizması anlaĢıldıkça yeni anti kanser 

terapileri geliĢtirilecektir. Telomerler tarafından indüklenen, hücresel yaĢlanma 

ile tümör geliĢimini azaltmak uzun zamandır antikanser terapisi olarak 

araĢtırılmaktadır(21).  

 

Yine POT1 ve TPP1 aracılığı ile DDR uyarılması ve buna bağlı hücre 

yaĢlanması sağlanabilir. Ancak anti-telomeraz ajanların hedefi olan p53 bağımlı 

apoptozis veya senesens için mutasyona uğramamıĢ p53 gereklidir Ne varki 

%50 kanser hücresinde p53 mutasyona uğramıĢtır(48). 

  

Telomerlerin promoter bölgesine yakın bölgelerde bulunan guanin 

bakımından zengin dört zincirli yapı G4 DNA(G-tetrad) veya G-kuadrupleks 

denmektedir. Bu yapının telomeraz enzimini inhibe etmesi nedeni ile kanser 

tedavisinde G4-DNA(G-tetrad) yapılarını stabilize edip telomeraz aktivitesini 

durduran bileĢikler üstünde önemle durulmaktadır(69).  

 

Telomerlerin disfonksiyonunu senesens yönüne kaydırıp tümörogenezisi 

azaltmak ileride kansere karĢı tedavi yolu olarak kullanılablir(48). 

2.1.6 Telomer Uzunluğu Ölçüm Yöntemleri 

Günümüze kadar telomer uzunluğu ölçüm yöntemleriyle ilgili birçok 

metod geliĢtirilmiĢtir. Herbir metod telomerin farklı bölgelerinin uzunluğunu 

ölçmekte olup bu nedenle avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. YaĢam 

koĢulları, sahip olunan kronik hastalıklar telomer uzunluğunu etkilemektedir. 

Telomerlerin hastalık risk veya prognozunda kronolojik bir biomarkır 

olabileceğinin düĢünülmesi telomer analizlerinin öneminini arttırmıĢtır. 
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ġekil 11. DNA ölçümünde farklı tekniklerin karĢılaĢtırılması(70) 

2.1.6.1 Terminal Restrüksiyon Fragment (TRF) Analizi 

Ortalama telomer uzunluğu ölçüm yöntemleri içinde geliĢtirilen ilk yöntem 

olup altın standart olarak kabul edilmektedir. Bu prosedür de genomic DNA sık 

kullanılan restrüksiyon enzimleri ile telomerik ve subtelomerik bölgeler 

hariç(telomerik ve subtelomerik DNA intakt) fragmanlara ayrılır. DNA terminal 

restrüksiyon fragmentleri (TRF) olarak adlandırılan bu parçalar agaroz jel 

elektroforezi ile ayrılarak, southern blotlama veya telomerik DNA spesifik prob 

kullanılarak jel hibridizasyon ile görüntülenir. Ölçüm büyüklüğü bilinen bir 

marker veya dansitometre ile karĢılaĢtırılarak kilobaz olarak değerlendirilir. Bu 

yöntem bütün kromozomlar için telomer uzunluklarının dağılımını bir örnekte 

vermektedir(19). 

 

Yöntemin avantajı ucuz ve özel ekipman gerektirmemesidir. DNA nın 

uzun süre oda ısısında kalmasından ve çözülüp tekrar dondurma iĢlemlerinden 

etkilenmektedir. Diğer yöntem sonuçlarının tahmini kilobaza çevrilmesinde 

kullanılır. Dezavantajı ise bu yöntemle elde olunan terminal restrüksiyon 

fragmanleri subtelomerik bölgeleri içerdiği için gerçek telomer uzunluğunu 

vermez ve subtelomerik bölge polimorfizmleri sonuçları etkilemektedir. Ayrıca 

kullanılan restriksiyon enziminin farklılığı sonuçların değiĢmesine neden olur. 

Yine bu yöntemin diğer bir dezavantajı kısa telomerleri tespit edememesidir. Bu 

yöntem kullanıldığında sub-telomerik bölgelerin telomer uzunluğunu ne kadar 
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etkilediği bilinmemekte, ancak kesim için restrüksiyon enzimlerinin bir karıĢımı 

kullanılarak bu etkinin azaltılabileceği düĢünülmektedir(19,70).  

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

Bu metod, telomerik DNA nın (CCCTAA)3 floresan probları 

hibridizasyonu sonrası interfaz nükeusu veya metafaz kromozomlarında 

telomerlerin değerlendirlmesini sağlar. Q-FISH yönteminde telomerik DNA ya 

yüksek hibridizasyon afinitesi olan sentetik peptid nükleik asit (PNA) probları 

(CCCTAA) kullanılır. Flerosan sinyal Q-FISH analiz programında 

standarta(genellikle sentromer) göre relative flerosan unit olarak ölçülür ve 15- 

20 metafazın değerlendirilmesi yeterli olmaktadır(70). 

 

Bu metodun diğer yöntemlere göre en önemli avantajı metafaz Q-FISH te 

aĢırı kısa veya uzun telomerleri, telomer füzyonlarını veya telomerin tamamen 

kaybını tespit edebilmesidir. Ayrıca hücre spesifik telomer uzunluğu ölçümüne 

olanak verir.Dezavantajları ise zaman alan, pahalı ve özel ekipmanlar 

gerektiren bir yöntem olmasıdır. Diğer yöntemlerden farklı olarak hücre 

kullanılır. Özellikle metafaz Q-FISH için sadece bölünme kapasitesi olan 

hücreler değerlendirilebilir ancak interfaz FISH için böyle bir gereksinim 

yoktur(19).  

 

2.1.6.3 FLOW-FISH  

Q-FISHin flow sitometri ile kombine edlip birleĢtirilmesi ile oluĢan bu 

yöntemde özel flow solüsyonlarda PNA (CCCTAA)3 flerosan probları ile 

telomerik DNAları hibridize olan hücreler, laserlerden tek tek geçerek floresan 

emisyon/sinyal oranı hesaplanır. Bu oran çalıĢılan hücre popülasyonunun 

ortalama telomer uzunluğunu verir. Bu yöntemde hücreler sub popülasyonlarına 

ayrılıp ortama telomer uzunluğu verilebilir, yani hematopoetik hücreler 

subtiplerine ayrılabilir.Q-FISH‘de kullanılan kültür edilmiĢ hücreler bu yöntem 

için gerekli olmadığından periferik kandan uygulama yapılabilir(70). 

Normalizasyon için bir kontrol hücre hattı kullanılır ve hibridizasyon aĢamasında 

oluĢabilecek farklılıklar giderilir. Bu yöntemin telomer analiz yöntemleri 
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arasında, klinik tanı için en kapsamlı ve güvenilir datayı verdiği kabul 

edilmiĢtir(71). 

2.1.6.4 STELA Yöntemi  

Single TElomere Length Analysis (STELA); TRF ve PCR tabanlı 

yöntemlerin değerlendirilen materyalin ortama telomer uzunluğunu 

hesaplamasından ve kritik kısalıktaki telomerlerin değerlendirelememesinden 

kaynaklanan problemi çözmek için geliĢtirilen bu yöntem Q-PCR ve ligasyon 

tabanlı bir yöntemdir. Replikatif yaĢlanma ve apoptozis baĢlatıcı sinyal olarak 

değerlendirilen kritik kısalıktaki telomerler ölçülebilir. Hedef kromozomun, 

telomerik DNA sını ölçmek için kromozomun subtelomerik bölgesine spesifik 

primerler kullanılır ancak subtelomerik bölgelerin komplex yapısı ve sadece 

küçük bir grup kromozom telomeri için spesifik primer dizayn edilebilmesi, bu 

özel kromozom spesifik, aynı zamanda, aynı kromozom farklı kollarına spesifik 

bu yöntemi sınırlamıĢtır. Bu yöntem ile XpYp, 2p, 11q, 12q, ve 17p kolları 

telomer uzunlukları ölçülebilir. Çok uzun telomerler veya telomer kaybı bu 

yöntem ile saptanamaz. Materyal olarak hücre gerektirmeyip kaliteli DNA 

gerektirir. ÇalıĢma için özel ekipman gerektirmez. STELA varyant ve telomer 

bölge tekrarlarını kapsar, ancak primer alanı bilindiği için sub-telomerik uzunluk 

çıkartılabilir. 

2.1.6.5 HPA(Hibridizasyon Protection Assay) 

 DNA tabanlı HPA yönteminde ise telomerik tekrarların Alu tekrarlarına 

oranı hesaplanır. Ancak Alu tekrarlarının kiĢiden kiĢiye değiĢmesi ve saptanan 

bu oranın kilobaza çevrilmesinin güç olması yöntemin dezavantajlarıdır. 

2.1.6.6 Tek Sarmal 3’ Overhang Ölçümü 

Overhang assay yöntemleri; absolute uzunluk ölçümü ve rölatif analiz 

olarak ikiye ayrılabiir. Non denatüre hibridizasyon ve G–iplik HPA Rölatif analiz 

metodlarında overhangin total telomerik DNA ya rölatif oranı saptanır.Primer 

extensiyon-nick translasyon(PENT),Telomerik-oligonükleotid ligasyon assay(T-

OLA), çift sarmal spesifik nükleaz(DSN) ve elektron mikroskobu ile ölçümler ise 

absolute uzunluk ölçümlerine örnek verilebilir. DSN yönteminde çift sarmal 

spesifik enzimler ile DNA kesilir ve overhang DNA intact kalır örnekler southern 
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blotlama ile analiz edilir. Diğer yöntemlerden farklı olarak çok kısa(12nt) 

overhang uzunluğunun ölçülebildiği bilidirilmiĢtir(72). 

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

Bugüne kadar olan yöntemlerin çalıĢma için yüksek miktar DNA ya 

ihtiyaç duyması PCR tabanlı yöntemlerin geliĢtirilmesine neden olmuĢtur. Bu 

prosedür; kantitatif PCR(Q-PCR), monochrome multiplex kantitatif PCR(MMQ-

PCR) ve absolute telomer uzunluğu kantitasyonunu(aTL Q-PCR) 

içermektedir(19). Ortalama telomer uzunluğu ölçümlerinde en fazla kullanılan 

bu yöntem Cawthon tarafından geliĢtirilmiĢtir. Geleneksel TRF metodunun 

yüksek miktar DNA ya ihtiyaç duyması, çalıĢmanın 2-3 gün sürmesi, 

subtelomerik restriksiyon bölge polimorfizmleri ve subtelomerik bölgenin 

uzunluk polimorfizmleri, doğru telomer uzunluğunu ölçümünü 

kısıtlamaktadır(73). 

 

 Q-PCR da temel prensip; 20-40 döngüde spesifik primerler kullanılarak 

elde edilen DNA sekansı PCR ürünlerinin(amplikon) her döngü sırasındaki 

miktar artıĢının ölçülmesidir. Hedef DNA sekansının miktar ölçümü için ya çift 

zincirli DNA‘ya bağlanan fleurosan boyalar(ör;sybr green) veya fleurosan iĢaretli 

dizi spesifik problar(ör;taq man prob) kullanılmaktadır(19). Hedef DNA ya 

bağlanan flerosan boyaların miktarı her döngüde oluĢan ürün miktarı ile artıĢ 

gösterir. PCR ürün miktarı; flerosan sinyalin yoğunluğu ölçülerek 

hesaplanır(74). 

 

 Cawthon 2002 de uygun primer seti geliĢtirilip Q-PCR tekniğiniyle 

telomer uzunluğu ölçümünün yapılabileceğini rapor etmiĢtir(73). Telomerlerlerin 

tekrarlayan TTAGGG yapısı primer dizaynını güçleĢtirmektedir. Telomerik DNA 

nın yapısı gereği kullanılan primerler komplementer yapıda olup primer 

dimerleri oluĢarak hedef DNA yerine primer sekansları amplifiye olmaktadır. 

Cawthon, telomerin C rich ve G rich dallarına bağlanan fakat baz hataları ve 

uzunluk farkı olan primerler dizayn ederek ve PCR ın ilk 2 döngüsünde 

bağlanmayı sağlamak için düĢük sıcaklık kullanarak, primer dimerizasyonunun 

üstesinden gelmiĢtir(19,70). 
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 Bu metodda ortalama telomer uzunluğu oran olarak verilir(standart 

olarak oligomer kullanılması hariç) southern blot tekniği kullanılarak ortalama 

telomer uzunluğu kilobaza çevrilebilir. Ortalalama telomer uzunluğunu 

verdiğinden kromozomlara göre dağılımını veya telomer kaybını göstermez. 

Ancak subtelomerik bölgeler amplifiye edilmediği için TRF ye göre daha doğru 

sonuçlar verir. Az miktar DNA çalıĢma için yeterli olmaktadır. Yine diğer bir 

avantajı hızlı, ucuz ve yüksek verimlilikte olmasıdır. Büyük epidemiyelojik 

çalıĢmalar için idealdir. Ancak gruplar arasında farklılıklar hatta tekrar edilen 

aynı çalıĢmada bile farklılıkların olması TRF metodunu üstün kılmaktadır. Aviv 

2011 yılındaki çalıĢmasında coefficient variationı daha iyi anlamak için Q-PCR 

tabanlı metodlar ile TRF metodlarını karĢılaĢtırarak aynı hastanın farklı 

zamanlardaki telomer uzunluğunu farklı yöntemlerle ölçmüĢtür.ve tüm metodlar 

kendi içinde korelasyon gösterirken birbirleriyla kıyaslandığında Q-PCR 

varyasyonlarının(%6.45) TRF ye göre(%1.74) daha yüksek olduğu 

saptanmıĢtır(75) 

 

Cawthon‘ un metodunda telomer uzunluğu, aynı miktardaki DNAnın 

telomer tekrarlarının amplifikasyon ürünlerinin(T), tek kopya gen 

amplifikasyon(S)ürünlerine oranı karĢılaĢtırılarak bulunur. Bulunan T/S ratio 

değeri ortalama telomer uzunluğunu vermektedir(73). Telomer ve tek kopya gen 

ayrı tüp veya wellerde çalıĢılır. T ve S değerleri arasında pipetaj veya DNA 

miktarında değiĢiklik kaynaklı hata olmasından dolayı T/S ratio hassaslığı 

etkilenebilir. Bu etkilenmeyi ortadan kaldırmak için Cawthon ve ark.2009 yılında 

eski metodu, telomerik(T) ve tek kopya genin(S) aynı tüpte amplifiye olacak 

Ģekilde revize etmiĢtir ve bu metoda Monochrome Multiplex Quantiative 

PCR(MM Q-PCR) adını vermiĢlerdir(76). 

 

Cawthon 2002‘de yaptığı çalıĢmada cell-free DNA telomer 

çalıĢmalarında kiĢiler arasındali sentromerik DNA ve Alu tekrarlarının farklı 

olması sebebiyle; telomerik DNA tekrarlarının tek kopya gene oranlanmasının 

sentromerik DNA veya Alu tekrarlarına göre daha doğru olacağını 
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belirtmiĢtir(73).  

 

 Diğer Q-PCR tabanlı diğer bir adaptasyon metodu ise Absolute Telomer 

Uzunluğu Q-PCR(aTL Q-PCR) olup bu yöntemde aynı Ģekilde telomer(T) ve tek 

kopya gen(S) amplifikasyon ürünleri hesaplanır. Bu metotda farklı olarak 

Standard eğri uzunluğu bilinen bir oligomer standardı kullanılarak telomer 

uzunluğu ölçülür(77). 

  

QPCR metodundadikkat edilmesi gerekennokta floresan boya olan 

SYBR green kullanımıdır. SYBR green boyası çift iplik DNA ya bağlandığında 

floresan yaydığından non-spesifik çift iplik DNA(primer dimerizasyonu gibi)ya 

bağlanıp yanlıĢ sonuç verebilir. Ancak erime eğrisi analizi kullanılarak bu 

problem çözülebilir(78). 

 

 

ġekil 12. Sybr green dye floresan yayma prensibi (78) 

 

Q-PCR sonuçları değerlendirilirken Ct (döngü eĢiği) veya Cp (geçiĢ 

noktası) olarak adlandırılan değerler dikkate alınır. Bu değer, PCR ürünlerin 

amplifikasyonunun baĢladığı döngü sayısıdır. Kantitatif PCR‘ da Absolut ve 

Relatif Kantitasyon olmak üzre iki çeĢit hesaplama metodu kullanılmaktadır.  
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ġekil 13. PCR kantitasyon yöntemlerinin Ģematik gösterimi(79) 

Absolut kantitasyon için, miktarları bilinen standartlar kullanılırak absolut 

standart eğri oluĢturulup ve örneğin miktarı belirlenir. Relatif kantitasyon, relatif 

standart eğri ve kalibratör kullanılan karĢılaĢtırmalı Ct metodu(ΔΔCt) olarak 

ikiye ayrılır. Her iki analiz yönteminde de sonuçlar oran olarak belirlenir. Relatif 

standart eğri yönteminde her çalıĢma için standart eğri oluĢturmak gerekirken 

kalibratör kullanılan karĢılaĢtırmalı Ct metodunda her çalıĢma için standart 

eğriye gerek duyulmaz. Relatif kantitasyon telomerik DNA ürününün (T) 

genomda tek kopya olarak bulunan referans gen (S)‘e bölünerek T/S 

oranı(ratio) hesaplanır(79). 

2.2 CELLFREE DNA Nedir? 

Cell free DNA(cfDNA) ; insan plazma veya serumunda hücre dıĢı serbest 

çift sarmal DNA fragment yapıları ile karakterizedir. 

 

Cell free DNA, hücrelerden apoptozis, nekrozis ve aktif sekresyon ile 

salınmaktadır ve plazma dıĢında idrar, BOS, tükrük ve plevral sıvıda da 

bulunmaktadır(80). CfDNA, somatik hücrelere ait; nokta mutasyonları, 

heterozigotluğun kaybını, mikrosatellit instabilitesini, genlerin metilasyon profil 

değiĢimlerini, ve kopya sayısı değiĢikliklerini saptayabilir(81). 
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CfDNAnın dolaĢıma nasıl katıldığı konusunda iki ana görüĢ vardır; aktif ve 

pasif salınım. Pasif salınım mekanizmasında, apoptik veya nekroze hücrelerden 

nükleer ve mitDNAnın hücre destrüksiyonuna bağlı olarak salındığı 

düĢünülmektedir. Aktif salınım mekanizması ise farklı hücre kültürü 

çalıĢmalarında rapor edilmiĢ olup hücrenin spontan olarak DNA sını salgıladığı 

öne sürülmektedir(82). Diğer bir görüĢ ise CfDNA fragmanlarının hücre dıĢ 

yüzeyindeki fosfolipidlere veya düzenleyici proteinlere bağlı olarak 

bulunduğu(83) ve hücre yüzeyinde bulunan DNA bağlayıcı proteinlerin, DNAaz 

gibi enzimlerle hidrolize edilmesi durumunda, DNA fragmanlarının dolaĢıma 

salındığı düĢünülmektedir(80). Yine özellikle hematopoetik hücreler aktif olarak 

cfDNA fragmentlerini salgımaktadır ve bunun hücreler arası iletiĢim görevi 

görmekte olduğu düĢünülmektedir(80).  

Tümör hücrelerinin DNAlarını nasıl ve neden salgıladığı konusunda farklı 

görüĢler mevcuttur. Bir görüĢe göre; kanser hücreleri mutant DNAlarını farklı 

yerlerdeki Ģüpheli hücrelerin transformasyonunu sağlamak için salgıladığıdır ve 

cfDNA aynı zamanda dolaĢımdaki kanser hücrelerinden de salınmaktadır(82). 

 

CfDNA fragman boylarının 150-180bp olması, apoptotik hücre ölümüne( 

nükleozomlar arasından kesilme) bağlı olabileceğini düĢündürmektedir(84). 

Ancak hücre nekrozuna bağlı olduğu düĢünülen 21kb uzunluğunda da cfDNA 

fragmenti saptanmıĢtır(85).1000 bp üzerindeki cfDNA fragmanlarının 

dolaĢımdaki eksosomlara veya tümör nekrozisine bağlı olduğu 

düĢünülmektedir. Ancak yinede bu DNAların orıjini net olarak ortaya 

konamamıĢtır(86). 

 

CfDNA fragmentleri sağlıklı kiĢilerde de bulunabilir ancak 

konsantrasyonunun 1-10 ng/ml-1 geçmediği bildirilmiĢir(13). Kanser, miyokard 

enfarktüs, Sistemik lupus eritemozus, inme, sepsis, travma, hemodiyaliz ve 

gebelik cfDNA nın konsantrasyonunu değiĢmektedir(80,87). 

CfDNA nın dolaĢımdaki yarılanma ömrü 16 dakika ile 2,5 saat arasında olup 

dolaĢımdaki nükleazlarca parcalanmaktadır. Plazma ve idrar arasında fragment 
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boyunun farklı olması idrardaki yüksek nükleaz aktivitesiyle 

iliĢkilendirilmektedir(87). 

 

ġekil 14. CfDNA nın aktif ve pasif olarak kana salınımı (82) 
 

2.2.1 CT DNA Kanser 

CfDNA analizlerinde saptanan mutasyonların kanser için spesifik 

markırlar olduğunun görülmesiyle cfDNA teriminin yerini circulating tumor 

DNA(ctDNA) almıĢtır(87). Ancak diğer hastalıklar için henüz spesifik bir marker 

bulunamamıĢtır(80). 

 

CtDNA ve dolaĢımdaki tümör hücreleri(CTC); tümör dokusunun ve diğer 

organlardaki metastazların homojen moleküler bir göstergesi olduğu 

bildirilmektedir(82). 

 

DolaĢımdaki kanser ve fetüs orijinli cfDNA fragment profilinin normal 

hücrelere ait cfDNA dan daha kısa olduğu ve bu farklılığın size tabanlı 

moleküler yöntemlerlerin geliĢtirilmesi ile kanser ve prenatal tanı testlerinde 

kullanılabileceği bildirilmiĢtir(86). 
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Akciğer kanserine spesifik LOH mutasyonlarını saptamada CtDNA 

analizlerinin biyopsi materyali analizleri kadar yüksek spesifiklikte olduğu 

saptanmıĢtır(88).Yine; tp53 geni kodon 249 mutasyonları aflotoksin 

maruziyetine bağlı geliĢir ve bu mutasyon aflotoksin için çok spesifik olup, 

plazmalarında mutasyon saptanan kiĢilerde Hepatosellüler kanser geliĢeceginin 

bir göstergesi olarak kabul edilmiĢtir(81).  

2.2.2 CELL FREE DNA Tarihçe 

DolaĢımdaki serbest nükleik asitlerin varlığı ilk olarak 1948 de Mandel ve 

Metais tarafından insan plazmasında kakeĢfedilmiĢtir(89). Radyoterapi gören 

kanser hastalarındanın kan serumlarında cfDNA nın yüksek olduğu ve tümör 

markır olarak kullanılabileceği 1977 yılında Leon ve ark. tarafından 

saptanmıĢtır(90). 1989 da Stroun ve ark. kanser hastalarının plazmalarındaki 

cfDNA nın orjininin kanser olduğunu ve neoplastik karakter taĢıdığını rapor 

etmiĢtir(85). 1991 de Sidranfky ve ark. ı p53 mutasyonuna sahip invaziv 

mesane kanserli hastaların idrarında cfDNA sında aynı mutasyonu 

saptamıĢlardır(91). Sözkonusu çalıĢma ile likid biyopsinin temelleride 

atılmıĢtır(87).  

 

Fetal DNA nın maternal plazmada 1997 yılında saptanması ile cfDNA 

prenatal tanıda yerini almıĢtır. Non invaziv prenatal testler (NĠPT) 2007 de 

tanımlanmıĢ olup klinik kullanıma hızla dahil olmuĢtur. NĠPT ile anöploidi, 

cinsiyet tespiti(cinsiyete bağlı kalıtılan hastalıklar için), monogenik hastalıkların 

prenatal taraması yapılabilir(87). 

2.2.3 CTDNA’nın Kanserde Kullanım Amaçları 

Likid biyopsi ile cfDNA ve dolaĢımdaki kanser hücrelerinin onkolojideki 

baĢlıca kullanım alanları gün geçtikçe artmaktadır. 

2.2.3.1 CtDNA’nın Evre Ve Prognoz Ġle ĠliĢkisi 

Kanser hastalarının dolaĢımındaki ctDNA konsantrasyonunun kanser 

evre ve boyutuyla korelasyonu saptanmıĢtır. Bilinen kansere spesifik mutasyon 

kantifikasyonun çalıĢmalarında Evre 1 hastaların 5ml plazmasındaortalama 10 

mutant kopya varken, ileri evre prostat, over,kolon kanseri hastalarının ortalama 
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5ml plazmasında 100-1000 kopya saptanmıĢ ancak aynı kanser tipi ve evreye 

ait olan hastaların ctDNA konsantrasyonlarının değiĢken olduğu 

görülmüĢtür(87). 

 

Yine yapılan çalıĢmalarla ctDNA kanser hastalarında sağlıklı kontrollere 

göre daha yüksek konsantrasyonda saptanmıĢtır ancak bunun için bir cut off 

değer belirlenememiĢtir(84). 

 

Yine saptanabilir ctDNAya sahip kolon kanserli hastaların 2 yıl süreli 

sağkalımları saptanmayanlara göre daha düĢüktür(87). 

2.2.3.2 CtDNA’ nın Tanı Ve Erken Tanıdaki Yeri 

Kanserin erken evrede veya metastaz yapmadan saptanması hastanın 

küratif tedavisini sağlayıp, uzun süreli sağkalımını arttırır. cfDNA biyopsi 

yapılamayan hastalarda tümör dokusuna ait mutasyonları gösterebilir(84). 

Yapılan çalıĢmalarda plazmalarında KRAS mutasyonu tespit edilen mesane 

kanserli hastaların kanser tanısından yaklaĢık 2 yıl(20-14ay) öncesine kadar 

tükürük ve plazmada mutasyonların saptanabildiği gösterilmiĢtir(81). Yine NIPT 

testiyle hamile kadınlarda insidental olarak erken evre over kanserleri 

saptanmıĢtır(87). 

 

Yine kronik obstrüktif akciğer hastalığı(KOAH) olan hastalarda yapılan 

çalıĢmada, dolaĢımda CTC saptanan hastaların 1-4 yıl içerisindeki BT 

kontrollerinde cerrahiye izin veren erken evre akciğer kanserleri 

saptanmıĢtır(92). 

 

Evre 1 hastalarda ctDNA saptanma oranı %47 olarak bildirilmiĢtir. 

Sensiviteyi arttırıp, CtDNAnın erken tanıda kullanılabilmesi için cfDNA içindeki 

ctDNAnın ayrılması veya miktarının arttırılması gerekmektedir. CtDNAnın size 

farkı veya CTClerin plazmadan özel filtreler ile toplanarak analizlerin 

yapılmasının spesiviteye çözüm olabileceği düĢünülmektedir(87,93). 

 



 
 

 39 

Ayrıca sağlıklı insanlarda, güneĢe maruz kalan bölgelerden yapılan cilt 

biyopsi örneklerinde düĢük de olsa tp53 ve kras mutasyonları saptanmıĢtır(94). 

2.2.3.3 CtDNA’nın Primeri Belli Olmayan Kanserledeki Yeri 

Primeri bilinmeyen kanserlerde kanser lokalizasyonunu saptamada 

ctDNA doku spesifik bilgiler taĢıdığı öngörülmektedir. Nitekim yapılan 

çalıĢmalarda genotipik mutasyonlara bakılmaksızın, cfDNAnın protein-DNA 

etkileĢimlerinden hücre tiplerini belirlemede kullanılabileceği ve potansiyel 

biyopsi materyali olarak kullanılabileceği belirtilmiĢtir(95). Metilasyon ve 

nükleozom paternlerinin tümör orijinini belirlemede hücre spesifik bilgiler içerdiği 

saptanmıĢtır. NIPT testi sırasında farklı kromozom anomalileri olan hastanın, 

doku spesifik metilasyon profillerinden ctDNAnın B lenfositlere ait olduğu 

saptanmıĢ ve hastaya foliküler lenfoma tanısı konmuĢtur(87). 

2.2.3.4 CtDNA’ nınKanser Takibindeki Yeri 

Küratif tedavi sonrası, Minimal Rezidüel Hastalık veya rekürrens için 

cfDNA nın saptanmasının belirteç olabileceği düĢünülmektedir(87). Minimal 

rezidüel hastalık; küratif tedavi sonrası, morfolojik olarak saptanamayacak veya 

klinik bulgu vermeyecek kadar düĢük sayıda kanser hücrelerinin bulunması 

olarak tanımlanır. Kanser hücrelerinin uyku haline geçmesi olarak da 

tanımlanabilir ancak özellikle lösemilerde relapslardan sorumludur(96). Küratif 

tedavi sonrası CfDNA ile düĢük veya yüksek riskli grup ayrımının yapılabileceği, 

adjuvan tedavilerin yerinde kullanılmasıyla gereksiz tedavilerin önüne 

geçilebileceği düĢünülmektedir(87). 

 

Metastatik meme kanserli hastalarda yapılan bir çalıĢmada CTC ve 

kanser anjiteni 15-13 (CA15-13) e göre ctDNAnın kemoterapiye cevabı ve 

relapsı değerlendirmede en erken ve spesifik belirteç olduğu gösterilmiĢtir(97). 

Farklı bir çalıĢmada erken evre meme kanserli hastaların küratif tedavi 

sonrasıplazmalarında ctDNA saptanmasının metastatik relaps ile iliĢkili olduğu 

ve klinik relapstan yaklaĢık 8 ay önce saptanabildiği bildirilmiĢtir(98). 
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2.2.3.5 CtDNA’ nınKanser Tedavisini Ġzlemede Yeri 

CfDNA‘nın yarılanma ömrünün çok kısa olması ve doku biyopsilerine 

göre likit biyopsilerin tekrarlanmasının kolaylığı, kanser tedavisine cevabı 

izlemede cfDNAyı ideal bir belirteç yapar. Aynı Ģekilde ctDNA 

konsantrasyonundaki değiĢimlerin tedavi etkinliğinin bir göstergesi olabileceği 

düĢünülmektedir(87). Hatta cfDNA kanserde tedaviye cevabı, en erken 

değerlendirebilen markır olabileceği düĢünülmektedir(99). 

 

Kanser kendi içinde farklı mutasyonlar ile geliĢen subgruplar barındırır ve 

bu grupları çoğalmak için en iyi Ģekilde kullanmaktadır. Bu derece farklı somatik 

mutasyonlar barındıran kanserin, tedavi edilirken klonal evrimleĢmesine sebep 

olunabilir(100). Murtaza ve ark yaptığı bir çalıĢmada metastatik meme kanserli 

hastanın tekrarlayan tümör ve plazma biyopsilerinde mutasyon profillerinin 

tedavi ile farklılaĢtığını, cfDNAnın bu kolonal evrimi tümör dokusuna göre 

daha iyi yansıttığını belirtmiĢlerdir(101). Bunun üzerine tedaviye direnç 

izleminde ctDNAnın tümör dokusunun klonal evrimini izlemede ve direncin 

hangi mekanizmayla oluĢtuğunu göstermede kullanılabileceği bilidirilmiĢtir ve 

yine ardıĢık likit biyopsiler aynı anda direnç mutasyonlarını ortaya koyup, farklı 

bir tedaviye geçilmesine olanak sağlayıp, hastaların duyarlı ve etkin tedavi 

almasını sağlayabilir(87).  

 

Çok sayıdaki çalıĢmada, akciğer kanserlerinde tümör doku epidermal 

büyüme faktörü(EGFR) mutasyon profilinin likit biyopsiler ile korale olmasına 

dayanarak, US Food and Drug Administration ve European Medicines Agency, 

biyopsi materyali olmaması durumunda mutasyon analizin plazmadan 

yapılabileceğini onaylamıĢlardır(92). 
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ġekil 15. CtDNA analizlerinin kanser tedavi ve takibinde kullanımı(87) 

2.2.4 CELL-FREE DNA Elde Edilmesi Hakkında 

Bazı kanser ve erken evre hastalıklarda ctDNA miktarı çok düĢük olup 

cfDNAnın nükleazlarca yıkılması sebebiyle miktarının dahada düĢmesi 

moleküler testlerde özellikle kantitasyon çalıĢmalarında sonuçların sensivitesini 

düĢürmektedir(87). Heparinize kanın PCR reaksiyonunu inhibe etmesinden 

örnekler antikoagülanlı tüplere(EDTA) alınmalıdır(82). Ġlk santifürüj kan 

alımasını takiben birkaç saat içinde yapılmalıdır diğer kan hücrelerinin lizis 

olması cfDNA saflığını bozabilir. Santrifüj sonrası buffy coat germline DNA 

olarak kullanılabilir. cfDNA eldesi için serum yerine plazma kullanılması daha 

etkilidir. Serumda da ctDNA vardır ancak serum hazırlanırken diğer kan 

hücrelerinin lizisine bağlı ctDNA saflığı bozulmaktadır(84,87). 
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3 YÖNTEM VE GEREÇLER 

3.1 GEREÇLER 

3.1.1 Etik izin 

Tez projemiz Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Rektörlüğü Tıp 

Fakültesi Dekanlığı Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu‘ nun 12.10.2014 tarih ve 21-24 

sayılı etik kurul kararı ile onaylanıp(Ek 1), 2015 yılı 4/8 sayılı Fakülte Yönetim 

Kurulunda uygun görülerek uygulanmıĢtır. Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Bilimsel AraĢtırma Projeleri Komisyonu tarafından TTU-2015-510 numaralı proje 

ile desteklenmiĢtir. 

 

3.1.2 Örneklem Seçimi ve ÇalıĢmaya Alım Ölçütleri 

ÇalıĢmamıza Ocak 2016- Kasım 2016 tarihleri arasında Çanakkale 

Devlet Hastanesine kanser hastalığı tanı veya tedavisi için baĢvurmuĢ, patolojik 

kanser tanısı konmuĢ, tümör örneklerine ulaĢılabilen ve çalıĢmaya katılmayı 

kabul eden 40 kanser hastası dahil edilmiĢtir. 1 hastanın tümör doku örneğine 

ulaĢılamamıĢtır ve doku değerlendirmesinde çalıĢma dıĢı bırakılmıĢtır. Kontrol 

grubu olarak kanser hastalığı veya Ģüphesi bulunmayan, yaĢ ve cinsiyet 

açısından olabildiğince benzer olan 18 yaĢ üstü, çalıĢmaya katılmayı kabul 

eden 20 kiĢi çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. Toplam çalıĢma grubu 40 hasta ve 20 

kontrol grubu olmak üzere 60 kiĢiden oluĢmaktadır. Bu çalıĢmaya katılan tüm 

kiĢiler, örnekleri alınmadan önce çalıĢma hakkında bilgilendirilip ve çalıĢmaya 

gönüllü olarak katıldıklarını ve istediklerinde ayrılaileceklerini belirten onam 

formu imzalatıldıktan sonra çalıĢmaya dahil edildiler. 

3.1.3 Doku ve Kan Örneklerinin Alınması ve Plazmanın AyrıĢtırılması 

Her bir olgudan ön koldan 8-10 ml venöz kan örneği Etilen Diamin Tetra 

Asetikasit (EDTA) içeren tüplere alındıktan sonra yarım saat içinde 3800RPM 

de 10 dakika santrifüj edilerek plazma ve kan ürünlerine ayrılmıĢtır. Plazma ve 

kan örnekleri ayrı kryo tüplere aktarılarak daha sonra kullanılmak üzere -20 Cde 

saklanmıĢtır. Doku örnekleri, cerrahi olarak çıkarılan kanser dokusunndan 

patoloji örnekleri alındıktan sonra kalan materyalin, makroskopik tümör 

alanından alınmıĢtır. 
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3.1.4 Cihazlar 

• Real Time PCR (Light Cycler 2.0-Roche) 

• Otomatik Ġzolasyon Cihazı (MagNA Pure Compact-Roche) 

• Santrifüj (Rotofix 32A- Hettich) 

• Mikrosantrifüj ( Mikro 120-Hettich) 

• Nanodrop(Nanophotometer, Implen) 

• Derin dondurucu(Uğur) 

• Isıtıcı blok (Eppendorf) 

• Vorteks (IKA Vortex Genius 3) 

• Otomatik pipet seti (Eppendorf Researce plus 1-10 μl,10-100μl ve 100-

1000μl) 

3.1.5 Sarf malzemeler 

 Manuel Nükleik Asit Ġzolasyon kiti: Qiagen QiAMP DNA Blood Mini Kit, 

Roche Highpure PCR Template Preparation Kit, Qiagen QiAMP DNA 

tissue Kit 

 MagNA Pure Compact otomatik Nükleik Asit Ġzolasyon Kiti, Roche 

 LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I kit (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Germany ref12 239 264 001) 

 Human Genomic DNA(Roche,USA ref11 691 112 001) 

 Kapiller (Light Cycler Kapiller 20μl) 

 EDTA‟lı tüp 

 2ml steril ependorf tüpleri 

 Steril, filtreli 10 μl,100 μl,ve 1000 μl pipet uçları 

 Tek kullanımlık pudrasız nitril eldiven 

3.1.6 Primerler 

ÇalıĢmamızda daha önce Richard Cawthon tarafından dizyan edilmiĢ 

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

psödogeni bulunmayan betaglobulin geni referens gen olarak seçildi. Primerler 

standart HPLC yöntemi ile sentez edilerek kuru Ģekilde teslim 

alındı.(ThermoFisher-scientific) 

Telomere primerleri dizisi; 
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Tel1;5'-GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3'  

Tel2;5'-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3' 

 

Beta globulin primerleri dizisi; 

HBG1;5'-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3' 

HBG2;5'-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3' 

 

3.2 YÖNTEM 

3.2.1 DNA izolasyonu 

3.2.1.1 Plazmadan DNA izolasyonu 

Plazma örneklerinden DNA izolasyon kitlerini ve plazma miktarlarını 

karĢılaĢtırmak amacıyla aynı plazma örneği 2 farklı miktar(200μl ve 400μl) ve 3 

farklı izolasyon kitiyle izole edildip DNA konsantrasyonları karĢılaĢtırıldı ve 

çalıĢmaya Highpure PCR Template Preparation Kiti ile devam edilmesine 

plazma miktarının ise 200 μl olmansına karar verildi. DNA izolasyonu 

kullanılarak üreticinin kan ve vücut sıvılarından DNA eldesi protokolüne göre 

gerçekleĢtirilip, spin kolon yöntemi kullanılmıĢtır. Farklı olarak son basamakta 

25 μl AE buffer eklenmiĢtir. . DNA konsantrasyonları 5-30ng/μl arasında olacak 

Ģekilde dilüe edilip -200C ye kaldırılmıĢtır. 

 

3.2.1.2 Kandan DNA izolasyonu 

Highpure PCR Template Preparation Kiti kullanılarak üreticinin kan ve 

vücut sıvılarından DNA eldesi protokolüne göre gerçekleĢtirilip, spin kolon 

yöntemi kullanılmıĢtır. DNA konsantrasyonları 5-30ng/μl arasında olacak 

Ģekilde dilüe edilip -200C ye kaldırılmıĢtır. 

 

3.2.1.3 Dokudan DNA izolasyonu 

Qiagen tissue kiti kullanılarak üreticinin dokudan DNA eldesi protokolüne 

göre gerçekleĢtirilip, spin kolon yöntemi kullanılmıĢtır. DNA konsantrasyonları 5-

30ng/μl arasında olacak Ģekilde dilüe edilip -200C ye kaldırılmıĢtır. 
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3.2.2 Q-PCR Yöntemi ile Telomer Uzunluğu Ölçümü 

3.2.2.1 Standartların Hazırlanması 

Human Genomic DNA standart eğri için, telomere ve betaglobulin 

çalıĢmalarında kullanılmak üzre 3 farklı konsantrasyonda PCR çalıĢmasına 

alındı.(17.5/35/70ng/μl) 

 

Relatif kantitasyon çalıĢmalarında hedef ve referans gen Q-PCR 

çalıĢması için PCR verimliliği(efficiency) belirtilmelidir. PCR verimliliğini 

hesaplamak için çalıĢmaya standart eğri eklenebilir veya daha önce oluĢturulan 

standart eğri çalıĢmaya import edilir veya verimlilik 2(E=2) olarak ayarlanabilir. 

 

Real-time Q-PCR çalıĢmalarında maksimum verimlilik elde edilmesi çok 

önemlidir. Standart eğri ile reaksiyon parametreleri ve verimliği hakkında bilgi 

edinilir. Verimlilik düĢükse sonuçları etkileyebilir. Özellikle monochrome 

monoplex çalıĢmasında Telomer ve Tek Kopya genin farklı yürümelerde 

değerlendirilmesi, değiĢkenliği arttırmaktadır. ÇalıĢmalar arası değiĢkenliği en 

aza indirmek ve sonuçları diğer yürümlerle standardize etmek için, standartların 

ng ortalaması çalıĢmaya kalibratör olarak koyuldu. Tüm çalıĢmalarda kalibratör 

olarak Human Genomic DNA(Roche) kullanıldı. Kalibratör ile normalize edilen 

çalıĢmalarda her çalıĢmada standart eğri gerekli değildir. Örneklerin 

hedef/referans gen ratioları kalibratör hedef/referans gen ratio ile normalize 

edildiğinden sonuçlar sadece hedef ve referans genin farklı PCR 

verimliliklerinden etkilenmektedir.bunu ortadan kaldırmak için analiz edilirken 

PCR verimliliği 2 olarak ayarlanabilir. 

3.2.2.2 Numunelerin Telomer ve Betaglobulin PCR çalıĢmasına alınması 

HPLC ile sentez edilen primerler 100 pmol/μl ana stoklar halinde 

sulandırıldı ve PCR için 10pmol/μl ara stoklar hazırlanarak -20°C‘ye 

kaldırıldı.Numuneler telomer ve betaglobulin primerleri kullanılarak, Tablo 2‘deki 

miktarlara uygun Ģekilde PCR çalıĢmasına alındı. Örnekler LightCycler 2.0 

(Roche) cihazında çalıĢıldı. 
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Tablo 2. PCR ÇalıĢması Hazırlığı 

PCR BileĢenleri Miktar 

SYBR (10X) 1 ㎕ 

MgCl2 (final konst; 2mM) 0.4 ㎕ 

Primer F (stok 10pmol/μl) 0,3 ㎕ 

Primer R (stok 10pmolμl) 0,3 ㎕ 

DNA 30ng 

Distile su 10 ㎕ ye tamamlayacak Ģekilde 

TOPLAM 10 ㎕ 

 

ÇalıĢmaların, Tablo 3 ve 4‘te belirtilen programlar kullanılarak Real-time 

PCR(Roche Lightcycler2.0) cihazında kantifikasyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

Örnekler duplike çalıĢıldı. 

 

Tablo 3. Telomer Kantitasyon Protokolü 

Programın adı Hedef 
sıcaklık (°C) 

Kazanma 
modu 

Süre Siklus Analiz 

modu 

Preinkübasyon 95 Yok 10 dk 1 Yok 

Amplifikasyon  25 Kantifikasyon  

95 Yok 10s  

58 Yok  1dk 

72 Tek  10s 

Erime eğrisi 95 Yok 5 1 Erime eğrisi 

 40 Yok  1dk  

97 Cont  - 

 

 
Tablo 4. Betaglobulin Kantitasyon Protokolü 

Programın adı Hedef 
sıcaklık 

Kazanma 
modu 

Süre Siklus Analiz 
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3.2.2.3 2-ΔΔCt Yöntemi ile Kantitatif Telomer Uzunluğu Değerlendirilmesi 

PCR verimliliği %100 kabul edildiğinde telomer/single copy gene 

(T/S)oranı Ģu Ģekilde hesaplanmaktadır: 

 

T/S ratio=[2 Ct(telomer) / 2 Ct(beta globin)]-1 = [2 [Ct(telomer)-Ct(beta globin)] ]-1= 2-ΔCt 

ΔCt=[Ct(telomer)-Ct(beta globin)] 
 
Relatif T/S ratio=2-(ΔCt1- ΔCt2)= 2- ΔΔCt 
 
ΔΔCt= ΔCtT-ΔCtkalibratör  
 

Analizler LightCycler Software 4.1 de kanal 530 da Relative Quantification 

Monocolor ile analiz edildi.  

 

Her bir örneğin telomer uzunluğu hesaplaması ΔCt [Ct (telomer)/Ct (tek 

kopya gen)] yöntemi ile telomer(T)-tek kopya gen(S) oranı (T/S ratio) 

hesaplandı. Örneklerin T/S oranı kalibratör T/S oranı ile normalize edilerek (2-

(ΔCtkΔCts).=2 ΔΔCts) relatif T/S oranı belirlendi. Sonuçlar kalibratörün n katı olarak 

belirlendi. Örneğin telomer Ct değeri 20.94, beta globulin Ct değeri 27.43olan 

bir hastanın retalif telomer uzunluğu Ģu Ģekilde hesaplanır(kalibratör telomer Ct 

21.15, kalibratör beta globulin Ct 27.49). 

 

T/S Ratio=(220.94/227.43)-1= 227.43/220.94=180822629,8/2011722,666=89,88447205 

(°C) modu 

Preinkübasyon 95 Yok 10 dk 1 Yok 

Amplifikasyon  35 Kantifikasyon  

95 Yok 10s  

56 Yok  15s 

72 Tek  10s 

Erime eğrisi 95 Yok 5s 1 Erime eğrisi 

40 Yok  1dk  

97 Cont - 
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KalibratörT/S Ratio=(221,15/227.49)-1= 227.49/221.15=81,00842201 

Relatif T/S Ratio=89,88447205/81,00842201=1,1  

Sonuç olarak örnek, kalibratörün 1,1 katı olarak saptanmıĢtır. 

 

3.3 Sonuçların Ġstatiksel Analizi 

  Verilerin istatistiksel analizi SPSS 19.0 paket programı ile 

değerlendirilmiĢtir. Verilerin normal dağılıma uygun olup olmadıklarına 

bakıldıktan sonra; normal dağılım göstermeyenler için Mann Whitney-U testi 

kullanılmıĢtır. Kategorik özellik taĢıyan veriler için ki-kare testi kullanılıp, sayısal 

değiĢkenler arasındaki iliĢki Spearman‘ın korelasyon katsayısı hesaplanarak 

değerlendirilmiĢtir. P < 0,05 olduğunda Ġstatistiksel olarak anlamlıkabul 

edilmiĢtir. Sonuçlar ortalama ± standart sapma, min ve max değerleri olarak 

verilmiĢtir. 
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4 BULGULAR 

4.1 DNA izolasyon sonuçları 

40 hasta ve 20 kontrolün kan, plazma ve tümör dokusundan elde edilen 

DNA‗nın saflığını ve konsantrasyonunu belirlemek amacı ile örneklere nanodrop 

ile ölçüm yapıldı DNA miktarları 5-30 ng/μl olacak Ģekilde seyreltildi. Örneklerin 

saflık derecesini gösteren 260/280 oranının 1.2 ile 1.6 arasında yoğunlaĢtığı 

görüldü. 

 

4.2 Katılımcıların Kantitatif Telomer Uzunluğu Ölçümü Sonuçları 

Q-PCR ile telomer ölçümünde; telomerik tekrarlara primerlerin bağlanıp 

oluĢan ürünlerin kantitasyonu ile telomer uzunluğunun saptanabilmesidir. 

Telomerik tekrarlar arttıkça bağlanan primer sayısı ve buna bağlı ürün sayısı 

artacaktır. 

 

Hastalara ait telomer ve betaglobulin çalıĢması amplifikasyon eğrileri Ģekil 

16 ve 17‘de gösterilmiĢtir. 

 

  

ġekil 16. Telomerik Teakrar Ürünlerinin Amplifikasyon Eğrileri 

 



 
 

 50 

 

ġekil 17. Betaglobulin Gen Ürünlerinin Amplifikasyon Eğrileri 

 

Sybergreen kullanımına ait primer dimerizasyon veya non spesifik 

bağlanma kontrolü için erime eğrisi analizi sonuçları ġekil18 ve 19 da 

gösterilmiĢtir. Tüm örnekler aynı erime noktasında toplanmıĢtır. 

 

 

ġekil 18. Telomer ÇalıĢması Erime Eğrisi Analiz Görüntüsü 
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ġekil 19. Betaglobulin ÇalıĢması Erime Eğrisi Analiz Görüntüsü 

 

ÇalıĢmalara ait Standart Eğricihaz Görüntüleri ġekil 20 ve 21‘de gösterilmiĢtir 

 

ġekil 20. Telomer ÇalıĢmasına Ait Standart Eğri Görüntüsü 

 

 

ġekil 21. Betaglobulin ÇalıĢmasına Ait Standart Eğri Görüntüsü 

 

4.2.1 Katılımcıların Demografik Özellikleri 

Katılılımcıların %66,7‘ si (n:40) hasta, %33,3‘ ü (n:20) kontrol grubu 

olarak yer almaktadır. Tüm katılımcıların %61,7‘ si (n:37) kadın, %38,3‘ ü (n:23) 

erkektir (Tablo-5). 
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Tablo 5. Katılımcıların Sayı ve Cinsiyet Dağılımları 

 N % 

Katılımcılar 

Hasta 

Kontrol 

 

40 

20 

 

66,7 

33,3 

Cinsiyet 

Kadın 

Erkek 

 

37 

23 

 

61,7 

38,3 

 

Katılımcıların tamamının yaĢ ortalaması 56,9 ± 13,7(33-88) olduğu 

gözlenmiĢtir. (tablo-6-) 

 

Tablo 6. Katılımcıların YaĢ Dağılımları 

 
 N Ortalama  SS Min-Max 

YaĢ 60 56,9 13,7 33-88 

 

4.2.2 Katılımcıların Klinik Özellikleri 

Katılımcıların plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,32 ± 0,51(0,02-3,17), 

tam kan relatif T/S ratio ortalaması 1,9 ± 1,7(0,13-11,50) olduğu gözlenmiĢtir. 

(tablo-7) 

 

Tablo 7. Katılımcıların Tam Kan ve Plazma Relatif T/S Ratio Değerleri 

 
 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 1,9 1,7 0,13-11,50 
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4.2.3 Hasta ve kontrol grubunun karĢılaĢtırılması 

Katılımcıların ölçüm değerleri açısından hasta ve kontrol grubu 

değerlendirmesinde kontrol grubunun 20 kiĢi olması nedeniyle 

karĢılaĢtırmalarda parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanılmıĢtır. 

Katılımcıların sayımsal değerlerinin hasta ve kontrol grubu açısından 

karĢılaĢtırılması ki-kare testi ile yapılmıĢtır. 

 

Hasta olan grubun %60‘ı (n:24) kadın, %40‘ ı erkek (n:16); kontrol 

grubunun %65‘ i kadın, %35‘ i erkek olup; grupların karĢılaĢtırılmasında cinsiyet 

sıklıkları açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılığın olmadığı gözlenmiĢtir 

(p:0,707).  

Tablo 8. Hastaların Cinsiyetlere Göre Dağılımı 

 
 Hasta Kontrol P 

 n % n %  

Cinsiyet 

Kadın 

Erkek 

 

24 

16 

 

60 

40 

 

13 

7 

 

65 

35 

 

0,707 

Ki kare testi, n:sayı, 

%: sütun yüzdesi 

     

 

Hasta olan grubun yaĢ ortalaması 59 ± 15(33-88), ortanca değeri 58; kontrol 

grubunun yaĢ ortalaması 52,8 ± 9,5(36-67), ortanca değeri 54,5 olup yapılan 

karĢılaĢtırmada gruplar arasında yaĢ ortanca değerleri açısından istatistiksel 

olarak anlamlı farklılığın olmadığı gözlendi (p:0,126). 

 

Tablo 9. Hasta ve Kontrol Grubun YaĢ Dağılımları 

 n Ortalama  SS Ortanca Min-Max p 

YaĢ 

Hasta 

Kontrol 

 

40 

20 

 

59,0 

52,8 

 

15,0 

9,5 

 

58,0 

54,5 

 

33-88 

36-67 

 

0,126 

Mann-Whitney U testi       
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Hasta olan grubun plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,45 ± 0,58, 

ortanca değeri 0,26; kontrol grubunun plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,04 ± 

0,03, ortanca değeri 0,04 olup yapılan karĢılaĢtırmada hasta olan grubun 

plazma relatif T/S ratio ortanca değerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak 

anlamlı Ģekilde yüksek olduğu gözlendi (p<0,001). 

 

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubun Plazma Telomer Uzunlukları KarĢılaĢtırması 

 
 n Ortalama  SS Ortanca Min-Max P 

Plazma relatif T/S ratio 

Hasta 

Kontrol 

 

40 

20 

 

0,45 

0,04 

 

0,58 

0,03 

 

0,26 

0,04 

 

0,02-3,17 

0,02-0,13 

 

<0,001 

Mann-Whitney U testi       

 

Hasta olan grubun tam kan relatif T/S ratio ortalaması 1,94 ± 1,96, 

ortanca değeri 1,39; kontrol grubunun tam kan relatif T/S ratio ortalaması 1,92 ± 

1,09, ortanca değeri 1,71 olup yapılan karĢılaĢtırmada gruplar arasında tam kan 

relatif T/S ratio ortanca değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılığın 

olmadığı gözlendi (p:0,380). 

 

Tablo 11. Hasta ve Kontrol Grubun Tam Kan Telomer Uzunlukları KarĢılaĢtırması 

 
 n Ortalama SS Ortanca Min-Max p 

Tam Kan Relatif T/S Ratio 

Hasta 

Kontrol 

 

40 

20 

 

1,94 

1,92 

 

1,96 

1,09 

 

1,39 

1,71 

 

0,13-11,50 

0,30-4,21 

 

0,380 

Mann-Whitney U testi       

 

4.2.4 Hasta grubunun özellikleri 

Hasta grubunun %40‘ ının (n:16) meme, %40‘ ının (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) 

akciğer, %2,5‘ unun (n:1) tiroid kanseri olduğu gözlendi (Tablo-12). 
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Tablo 12. Hasta Grubun Kanser Tipine Göre Dağılımı 

 
 N % 

Kanser Türü 

Meme 

Kolon 

Mide 

Rektum 

Testis 

Akciğer 

Tiroid 

 

16 

16 

3 

2 

1 

1 

1 

 

40 

40 

7,5 

5 

2,5 

2,5 

2,5 

 

Doku relatif T/S ratio değeri yalnızca hasta olan grupta ölçülmüĢ olup 1 

hastada ölçülmemiĢtirtir. Hastaların ortalama doku relatif T/S ratio değeri 0,85 ± 

0,48 olup, ortanca değeri 0,92 olarak ölçülmüĢtür (Tablo-13). 

Tablo 13. Hasta Grubun Relatif T/S Ratio Değerleri 

 
 n Ortalama  SS Min-Max 

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

 

4.2.5 Hasta grubunun yaĢ ve klinik değerlerinin korelasyonu 

Hasta grubundaki katılımcı sayısının 40 olması nedeniyle klinik ve 

demografik değiĢkenlerin korelasyonu öncesinde normal dağılıma uygunluk 

testi yapılmıĢtır. Yapılan Shapiro-Wilk normal dağılım testine göre yaĢ ve doku 

relatif T/S ratio değerlerinin normal dağılıma uyduğu gözlenmekle birlikte 

plazma ve kan relatif T/S ratio değerlerinin normal dağılıma uymadığı gözlendi. 

Bu nedenden dolayı Spearman korelasyon testi kullanılmıĢtır. Korelasyon testi 

sonucunda hasta grubunda yaĢ ile birlikte kan relatif T/S ratio değerinin 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde negatif yönde orta güçlülükte korelasyonun 

olduğu gözlendi (r:-0,467, p:0,002). (Grafik 1)Grubun kendi içerisinde plazma, 
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kan ve doku relatif T/S ratio değerlerinin istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde 

korelasyon göstermediği gözlendi (Tablo-14). 

 

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

Değerlerinin YaĢa Göre Korelasyonu 

  

n 

  

YaĢ 

Plazma 

Ratio 

Kan 

Ratio 

Doku 

Ratio 

YaĢ   

40 

R 

p 

1,000    

 

Plazma Ratio 

 

40 

R 

p 

0,091 

0,578 

1,000   

 

Tam Kan Ratio 

 

40 

R 

p 

-0,467** 

0,002 

0,002 

0,990 

1,000  

 

Doku Ratio 

 

39 

R 

p  

0,162 

0,325 

-0,149 

0,365 

-0,082 

0,618 

1,000 

Spearman Korelasyon Testi 

** p değeri <0,01 
 

   

Grafik 1. Hastalara ait Tam Kan Telomer uzunluklarının YaĢa Göre Dağılımı 
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4.2.6 Hasta grubunun kanser tiplerinin plazma, tam kan ve doku relatif 

T/S ratio açısından karĢılaĢtırılması 

Hasta grubunda meme kanseri olan katılımcıların plazma relatif T/S ratio 

ortalaması 0,26 ± 0,29, ortanca değeri 0,08; testis kanseri olan katılımcının 

plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,75, ortanca değeri 0,75; kolon kanseri olan 

katılımcıların plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,64 ± 0,76, ortanca değeri 

0,45; mide kanseri olan katılımcıların plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,64 ± 

0,85, ortanca değeri 0,27; akciğer kanseri olan katılımcının plazma relatif T/S 

ratio ortalaması 0,02, ortanca değeri 0.02; rektum kanseri olan katılımcıların 

plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,43 ± 0,58, ortanca değeri 0,43; tiroid 

kanseri olan katılımcının plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,02, ortanca değeri 

0,02 olup kanser türlerinin ile plazma relatif T/S ratio ortanca değerlerinin 

karĢılaĢtırılması neticesinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılığın olmadığı gözlendi (p:0,155) (Tablo-15). 

 

Tablo 15. Kanser Tipine Göre Plazma Örneklerinin Telomer Uzunlukları 
KarĢılaĢtırması 

 n Ortalama SS Ortanca Min-Max p 

Plazma Relatif T/S Ratio 

Meme kanseri 

Testis kanseri 

Kolon kanseri 

Mide kanseri 

Akciğer kanseri 

Rektum kanseri 

Tiroid kanseri 

 

16 

1 

16 

3 

1 

2 

1 

 

0,26 

0,75 

0,64 

0,64 

0,02 

0,43 

0,02 

 

0,29 

- 

0,76 

0,85 

- 

0,58 

- 

 

0,08 

0,75 

0,45 

0,27 

0,02 

0,43 

0,02 

 

0,03-0,85 

- 

0,02-3,17 

0,04-1,62 

- 

0,02-0,85 

- 

 

 

 

0,155 

Kruskal- Wallis Testi      

 

Hasta grubunda meme kanseri olan katılımcılarıntam kan relatif T/S ratio 

ortalaması 1,90 ± 1,39, ortanca değeri 1,68; testis kanseri olan katılımcının tam 

kan relatif T/S ratio ortalaması 0,75, ortanca değeri 0,75; kolon kanseri olan 

katılımcıların tam kan relatif T/S ratio ortalaması 1,98 ± 2,63, ortanca değeri 
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1,19; mide kanseri olan katılımcıların tam kan relatif T/S ratio ortalaması 0,52 ± 

0,13, ortanca değeri 0,47; akciğer kanseri olan katılımcının tam kan relatif T/S 

ratio ortalaması 4,20, ortanca değeri 4,20; rektum kanseri olan katılımcıların 

tam kan relatif T/S ratio ortalaması 1,85 ± 1,20, ortanca değeri 1,85; tiroid 

kanseri olan katılımcının tam kan relatif T/S ratio ortalaması 0,02, ortanca 

değeri 0,02 olup kanser türlerinin ile tam kan relatif T/S ratio ortanca 

değerlerinin karĢılaĢtırılması neticesinde gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılığın olmadığı gözlendi (p:0,119) (Tablo-16). 

 

Tablo 16. Kanser Tipine Göre Tam Kan Örneklerinin Telomer Uzunlukları 
KarĢılaĢtırması 

 n Ortalama SS Ortanca Min-Max N 

Tam Kan Relatif T/S Ratio 

Meme kanseri 

Testis kanseri 

Kolon kanseri 

Mide kanseri 

Akciğer kanseri 

Rektum kanseri 

Tiroid kanseri 

 

16 

1 

16 

3 

1 

2 

1 

 

1,90 

2,30 

1,98 

0,52 

4,20 

1,85 

0,02 

 

1,39 

- 

2,63 

0,13 

- 

1,20 

- 

 

1,68 

2,30 

1,19 

0,47 

4,20 

1,85 

0,02 

 

0,13-4,97 

- 

0,50-11,50 

0,42-0,67 

- 

1,00-2,70 

- 

 

 

 

0,119 

Kruskal- Wallis Testi      

 

Hasta grubunda meme kanseri olan katılımcıların doku relatif T/S ratio 

ortalaması 0,89 ± 0,60, ortanca değeri 0,95; testis kanseri olan katılımcının 

doku relatif T/S ratio ortalaması 2,30, ortanca değeri 2,30; kolon kanseri olan 

katılımcıların doku relatif T/S ratio ortalaması 0,85 ± 0,34, ortanca değeri 0,97; 

mide kanseri olan katılımcıların doku relatif T/S ratio ortalaması 0,70 ± 0,70, 

ortanca değeri 0,66; akciğer kanseri olan katılımcının doku relatif T/S ratio 

ortalaması 0,47, ortanca değeri 0,47; rektum kanseri olan katılımcıların doku 

relatif T/S ratio ortalaması 0,92 ± 0,57, ortanca değeri 0,92 olup kanser 

türlerinin ile doku relatif T/S ratio ortanca değerlerinin karĢılaĢtırılması 
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neticesinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılığın olmadığı 

gözlendi (p:0,940). (Tablo-17). 

 

Tablo 17. Kanser Tipine Göre Dokuların Telomer Uzunlukları KarĢılaĢtırması 

 
 n Ortalama SS Ortanca Min-Max p 

Doku Ratio 

Meme kanseri 

Testis kanseri 

Kolon kanseri 

Mide kanseri 

Akciğer kanseri 

Rektum kanseri 

Tiroid kanseri 

 

16 

1 

16 

3 

1 

2 

1 

 

0,89 

1,01 

0,85 

0,70 

0,47 

0,92 

- 

 

0,60 

- 

0,34 

0,70 

- 

0,57 

- 

 

0,95 

1,01 

0,97 

0,66 

0,47 

0,92 

- 

 

0,12-2,20 

- 

0,07-1,15 

0,03-1,43 

- 

0,52-1,33 

- 

 

 

 

0,940 

Kruskal- Wallis Testi      

 

4.2.7 Hasta GrubunTam Kan, Doku ve Plazma Telomer Uzunluklarının 

KarĢılaĢtırılması 

Katılımcılar arasından hasta olan grubun tam kan relatif T/S ratio 

ortalaması 1,94 ± 1,96, ortancası 1,39; doku relatif T/S ratio ortalaması 0,85 ± 

0,48, ortancası 0,92; plazma relatif T/S ratio ortalaması 0,45 ± 0,58, ortancası 

0,26 olup, doku ve plazma ratio değerleri karĢılaĢtırmasında grupların 

birbirlerinden anlamlı Ģekilde farklı oldukları gözlenmiĢtir (p<0,001) (Tablo-18). 

 

Tablo 18.Hastaların Plazma Tam Kan ve Tümör Doku Telomer Uzunlukları 

 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. Hastaların Plazma Tam Kan ve Tümör Doku Telomer Uzunlukları 
KarĢılaĢtırması 

 n Ki-Kare df p 

Tam Kan-Plazma-Doku 39 30,821 2 <0,001 

Friedman Testi   

 

Ayrıntılı değerlendirmede Tam Kan ve plazma örneklerinin relatif T/S 

ratio değerleri arasında anlamlı farklılık olduğu, tam kan örnekleri relatif T/S 

ratio ortalamasının plazma örnekleri relatif T/S ratio ortalamasından yaklaĢık 

4,3 kat daha fazla olduğu gözlenmiĢtir (p<0,001). Benzer Ģekilde tam kan 

örnekleri relatif T/S ratio ortalamasının doku örnekleri relatif T/S ratio 

ortalamasından 2,2 kat daha fazla olduğu gözlenmiĢ olup, tam kan örnekleri 

relatif T/S ratio ortalamasının istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde doku örnekleri 

relatif T/S ratio değerinden yüksek olduğu gözlenmiĢtir (p:0,001). Doku örnekleri 

relatif T/S ratio ortalaması plazma örnekleri relatif T/S ratio ortalamasından 1,8 

kat daha yüksek olarak gözlenmiĢ olup, doku örnekleri relatif T/S ratio ortanca 

değeri plazma örnekleri relatif T/S ratio ortanca değerinden istatistiksel olarak 

anlamlı Ģekilde yüksek olduğu saptanmıĢtır (p:0,002).  

 

Tablo 20. Hastaların Plazma-Tam Kan-Doku Telomer Uzunluklarının Ġkili 
KarĢılaĢtırılması 

 Z P 

Tam Kan- Plazma 

Tam Kan-Doku 

Doku-Plazma 

-4,731 

-3,475 

-3,070 

<0,001 

0,001 

0,002 

Wicoxon Testi  
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5 TARTIġMA 

Telomerler; ökaryotlarda lineer kromozomların uçlarını saran özel 

nükleoprotein baĢlıklardır.Telomerik DNA erozyonu veya telomerik proteinlerin 

disfonsiyonu sonucu, DDRyolakları aktive olup ve telomerler tamir edilir. 

Persistan DDR,tümör süpresör özellik olarak görülen replikatif senesensi uyarır. 

ÇeĢitli genetik defekt bulunduran (ör; p53 ve pRb defekti olan) hücreler 

yaĢlanmaya rağmen bölünmeye devam ederlerse, telomer disfonksiyonu 

kaynaklı kromozom füzyon ve kırılmaları meydana gelir. Telomer disfonksiyonu 

kanserlerde sık görülen, sayısal ve yapısal kromozomal instabilite(CIN) ile 

sonuçlanır. Kromozomal instabilite karsinogenezisin ilk basamaklarında kilit 

öneme sahiptir. Yine telomer kısalması tüm genome metilasyonunu etkileyerek 

onkogen veya tümör süpresör bir genin ekspresyonunu değiĢtirebilir. 

 

Somatik hücrelerde telomerlerin kısalması ve buna bağlı replikatif 

senesens‘in; kontrolsüz hücre çoğalması ve malign transformasyonunun önüne 

geçiyor olması, telomerlerin tümör supresör fonksiyonlarını desteklemektedir. 

Telomer disfonksiyonu kaynaklı kromozom füzyon ve kırılmaları da tümör 

supresör bir genin heterozigotluğunu kaybetmesine(LOH) veya bir onkogenin 

amplifikasyonuna neden olabilir(39). Bunokta da telomer disfonksiyonunun pro 

kanser genotip oluĢumunu belirlediği noktadır. 

 

Telomerlerin kısalması; subtelomerik bölgelerde H3K9 trimetilasyonunu, 

H3, H4 asetilasyonunu arttırıp, DNA metilasyonunu azaltarak, defektif bir 

heterokromatin yapısına neden olur(25). Bununla birlikte telomer kısalmasına 

bağlı subtelomerik bölgelerin hipometilasyonu heterokromatin yapıların kaybına, 

buda telomerik DNAlar arasındaki rekombinasyonda(ALT) artıĢa neden olduğu 

saptanmıĢtır. Telomer kısalması hem epigenetik değiĢiklikler üzerinden 

karsinogenezisi tetikleyebilir, mevcut bir tümörün malignitesinde artıĢa sebep 

olabilir, ayrıca telomerler arasındaki rekombinasyon da kanserin progresyonunu 

arttırabilir.    
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Memeli telomerleri primidinden zengin yapılarından dolayı UV 

radyasyona daha sensitiftir. Bu drum güneĢin ve radyasyonun 

karsinogenezdeki rolüyle iliĢkili olabilir. Ayrıca radyoterapinin sekonder kanser 

oluĢturma riski açısından önemli bir belirteç olabilir. Telomer kısalığı saptanan 

vakalar radyasyon etkilerine daha fazla maruz kalıyor olabilirler. Bu konuda yeni 

çalıĢmalara ihtiyaç vardır.  

 

Kanser tanı ve takibinde yeni ve ideal belirteç olan cfDNA, günümüzde 

artan çalıĢmalarla birlikte klinik kullanımda hızla likit biyopsi olarak yerini alıp, 

kanserin eĢ zamanlı takibini sağlayabileceğini göstermektedir. Plazma, serum 

ve diğer vücut sıvılarından elde edilebilen cfDNA nın kanser hastalarında 

konsantrasyonun arttığı birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir (82,84,87,102). Ancak 

net bir cutoff değeri belirlenmemiĢtir. Örneğin yüksek ve düĢük riskgrubunun 

ayrımındakaraciğer kanseri için 36.6-117.8 ng/ml,prostat kanseri için ise 5.75-

55 ng/mlkonsantrasyon değerlerinin kullanılabileceği belirtilse de kiĢiden kiĢiye 

değiĢken olan bu değerlerin tanı ve takip için uygun olmadığı görülmektedir 

(103). Yinetümör dokularında görülen mutasyonlar, metilasyon ve mikrosatellit 

değiĢimleri tek baĢına kanser için spesifik değildir(103). Ancak telomerler bu 

konuda diğer değiĢkenlere üstün olabilir. 

 

Bu çalıĢmanın en önemli avantajı ve günümüz literatüründeki diğer 

çalıĢmalara üstünlüğü kanser hastalarına ait tümör doku, tam kan ve cfDNA 

örneklerinin telomer uzunluklarının birbirleriyle karĢılaĢtırılması ve kontrollerde 

de hem cfDNA hem de tam kan analizlerinin yapılmıĢ olmasıdır. 

 

ÇalıĢmamızda katılımcıların %66,7‘ si (n:40) kanser tanısı olan 

hastalardan oluĢmaktadır. Cinsiyetler açısından bakıldığında tüm katılımcılar 

arasında kadınların daha fazla olduğu gözlendi (%61,7). Katılımcıların yaĢ 

ortlaması ise 56,9 ± 13,7 yıl idi.  

 

Vaka Kontrol KarĢılaĢtırması 

Vaka-kontrol grubunun yaĢ, cinsiyet gibi demografik özellikleri benzerlik 

göstermektedir. Bu durum kontrol grubunun vaka grubundan demografik olarak 
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ayrı olmadığını göstermektedir.  

 

Vaka-kontrol karĢılaĢtırmasında çalıĢmamızda sadece kan ve plazma 

telomer uzunluğuna bakılmıĢ. Bu değerler arasında bir oran olarak hesaplanan 

relatif T/S ratio değerleri baz alınmıĢtır. Vaka grubunun plazma relatif T/S ratio 

değeri kontrol grubundan anlamlı derecede uzun bulunmuĢtur (Tablo 10). 

Birçok çalıĢmada cfDNA‘ nın bir kanser biyomarkerı olabileceği gösterilmiĢtir 

(104–106).ÇalıĢmamıza benzer olarak Fu ve ark (102), 2012 yılında yaptıkları 

bir çalıĢmada 140 tane HBV ile enfekte olan hepatoselüler (HCC) kanser tanılı 

hastaların ve 280 tane kanser tanısı almayan HBV ile enfekte olan kontrol 

grubunun alındığı bir çalıĢmada serum relatif T/S ratio değerinin kanser 

hastalarında daha uzun saptamıĢlardır. Bu çalıĢmada, ortanca ve aralık değeri 

de çalıĢmamıza benzerlik göstermektedir. ÇalıĢmamızda bundan farklı olarak 

HCC tanısının yanında farklı kanser türleri ve tümör doku analizleri 

bulunmaktadır. Örneklem sayısının daha az olması ve farklı kanser türlerinin 

bulunmasına rağmen bu aralık ve ortanca değerlerinin benzerliği, kanser 

türlerinden bağımsız olarak telomer uzunluklarının benzer Ģekilde artabileceği 

Ģeklinde yorumlanabilir. Her bir kanser türünden çok sayıda hastanın analiz 

edileceği yeni araĢtırmalar, ilerde telomer uzunluğunun kanser tipini belirlemede 

faydalı olup olamayacağını gösterebilir.  

 

Plazma cfDNA fragmante ve normal kromozomal yapıda olmadığı için 

Wu ve ark (104), 2015 yılında yaptıkları çalıĢmada referans gen olarak tek 

kopya gen yerine SĠNE ve LĠNE nükleotid sekanslarını kullanarak telomerik 

cfDNA‘ yı QPCR yöntemi ile hesaplamıĢlardır vememe kanserli hastalarda 

sağlıklı kontrollere göre telomerik cfDNA‘ nın daha kısa olduğunu 

gözlemiĢlerdir. Bu durumun çalıĢmamızdan farklı olması SĠNE ve LĠNE 

tekrarlarının kiĢiden kiĢiye değiĢmesinden kaynaklanabilir. Cawthon 2002 (73) 

çalıĢmasında Alu tekrar sayılarının kiĢiden kiĢiye değiĢmesine bağlı olabilecek 

hatalı sonuçlara vurgu yapılarak özellikle cfDNA çalıĢmalarındatelomer 

uzunluğu kantitasyonunun tek kopya gen kullanılarak yapılmasının önerilmesi 

bizim görüĢümüzü destekler niteliktedir.  
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ÇalıĢmamızda vaka ve kontrol grupları arasında kan relatif T/S ratio 

değerleri arasında anlamlı farklılığın olmadığı gözlenmiĢtir (Tablo 11). 

ÇalıĢmamızdan farklı olarak Chen ve ark. (107), 2014 yılında yaptıkları bir 

çalıĢmada kandaki telomer kısalmasının kolorektal kanseri olan bireylerde 

prognostik bir faktör olabileceği belirtilmiĢ, bunun yanında Duggan ve ark. (11), 

2014 yılındaki çalıĢmada periferik kandaki lökositlerden yapılan telomer 

uzunluğundaki kısalmanın meme kanseri açısından risk faktörü olabileceği 

belirtilmiĢ olup bunun tersi olarak Liu ve ark. tarafından (108), 2011 yılında 

yapılan diğer bir çalıĢmada HCC tanısı alan hastalarda periferal kandaki 

telomer uzunluğunun kanser açısından risk faktörü olduğunu ve Gramatges ve 

ark tarafından (109), 2010 yılında yapılan diğer bir çalıĢmada göğüs kanseri 

olan kadınlarda periferik kanda telomer uzunlıuğu artıĢının kanser riskini 

arttırdığı gözlenmiĢtir. Periferik kandaki telomer uzunluğunun kanserle olan 

iliĢkisindeki farklı görüĢler, tam kanın kanseri iyi yansıtmadığının bir göstergesi 

olabilir. Yine bu durum hasta gurubumuzla kontrol gurubumuzun benzer yaĢ ve 

cinsiyette seçilmesi sayesinde olabilir ve kontrol gurubumuzun iyi seçilip, uygun 

olduğuna iĢaret etmektedir. 

 

Vaka grubu 

Doku telomer uzunluğu değerlerine bakıldığında çalıĢmamızda sadece 

vaka grubunda bu değerlere bakılmıĢ olduğundan bu uzunluklar kontrol grubu 

ile veya hastanın sağlıklı dokuları ile karĢılaĢtırılmamıĢtır. ÇalıĢmamızda en 

fazla telomer uzunluğu periferal kandan, ikinci olarak tümör dokusundan, en 

kısa telomer uzunluğu ise serumdan elde cfDNA olduğu gözlenmektedir(tam 

kan> tm dokusu >cfdna)(p<0,001). Bu değerler de istatistiksel olarak anlamlı 

Ģekilde birbirinden farklılık göstermektedir (Tablo 18, 19). Literatür verilerine 

bakıldığında özellikle kolorektal kanserle ilgili veriler göze çarpmaktadır. Birçok 

çalıĢmada kanser dokularındaki telomer uzunluğunun normal dokulardan daha 

kısa olduğu gözlenmiĢtir (9,110–112) 

 

Plazma serum ve diğer vücut sıvılarından izole edilebilen cfDNA, kanser 



 
 

 65 

tanı, takibinde yeni bir biyomarkır olarak yerini almaktadır. Artan çalıĢmalarla 

birlikte cfDNA‘ nın likit biyopsi olarak kullanılabileceği desteklenmektedir. 

CfDNA‘ nın konsantrasyon farklılığı ve tümör dokusunda meydana gelen 

mutasyonları eĢ zamanlı olarak göstererek tedavinin etkinliğinde ve seçiminde, 

kanser yükünün belirlenmesinde, relapslarda ve minimal reziduel hastalığın 

takibinde kullanılabilmesi klasik biyopsiye diğer avantajlarıdır. Her ne kadar, 

tam kan az miktarda plazma ve cfDNA da içeriyor olsa da DNA nın büyük 

kısmının lenfositlerden kaynaklandığı ve hastanın kanserinden etkilenmediği 

anlaĢılmaktadır. Tümör dokusundaki telomer tekrar sayısının cfDNA dan daha 

uzun olması aslında tümör dokusunun sadece kanser hücrelerinden 

kaynaklanmayıp bir miktar damar, bağ dokusu, normal hücrelerle karıĢım 

halinde olmasından ve sadece biyopsi yapılan alan hakkında bilgi vermesinden 

kaynaklanıyor olabilir. Oysa kanserli hastalarda cell free DNA tüm vücutta (olası 

metastaz alanları dahil) tümör dokularından sadece kanserli hücrelerden ve 

nekrotik-apoptotik hücrelerden kaynaklanmaktadır. Bu sonucumuz bize cell free 

DNA‘ dan yapılacak genetik analizlerin tümör dokusundan yapılanlara göre 

daha güvenilir olduğunu ve hastadaki kanserin durumunu daha iyi yansıttığını 

göstermektedir.  

 

Telomer uzunluğu ve yaĢ arasındaki iliĢki literatürdeki diğer çalıĢmalara 

uyumlu olarak periferik kan ile korelasyon gösterirken, tümör doku ve cfDNA ile 

korelasyon saptanmamıĢtır. Wu ve ark. meme kanserli hastalarda plazma 

telomerik DNA tekrarları ile yaĢ arasında bir iliĢki saptamamıĢlardır(104). Yine 

Rampazzo ve ark. kolorektal kanserli hastalarda yaptıkları çalıĢmada tümör 

olmayan dokular ile yaĢ arasında iliĢki saptarken tümör dokuları ile yaĢ 

arasında iliĢki saptamamıĢlardır (113). Bu da cfDNA‘ nınorijininin kanser olduğu 

görüĢünü desteklemektedir. 

 

Bizim çalıĢmamıza benzer olarak Vals-Bautista ve ark.kolon kanserli 

hastaların doku ve kan telomer uzunluklarını karĢılaĢtırdıkları çalıĢmalarında 

tümör dokutelomer uzunluğunu, aynı hastanın normal kolon dokusu ve tam 

kanına göre kısasaptamıĢlardır. Ancak hastalara ait normal kolon dokusu 
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telomer uzunluğunu da tam kana göre kısa saptamıĢlar bunun inflamasyona 

bağlı olarak meydana geldiğini, normal kolon mukozasının da tümör dokusu ile 

korele olduğunu dolayısıyla kontrol olarak kullanmanın uygun olmayacağını 

belirtmiĢlerdir (114). 

 

Farklı kanser türlerinden çok sayıda hastanın analiz edilebildiği daha 

büyük bir örneklemle çalıĢılması telomer uzunluğundaki değiĢikliklerin kanser 

tipini belirlemede, özellikle de primeri bilinmeyen kanserler için faydalı olup 

olmayacağını öngörmede faydalı olabilirdi. ÇalıĢmamızın baĢlıca kısıtlılığı hasta 

sayısının çok fazla olmaması olmasına rağmen yine de aynı hastanın( ve 

kontrolün) farklı numunelerinden çalıĢılmıĢ olması bize değerli veriler 

sağlamıĢtır. Diğer bir kısıtlılık faktörü olarak vaka grubunun doku telomer 

uzunluğunun kontrol grubu veya vaka grubundaki sağlıklı dokularla 

karĢılaĢtırma yapılmamıĢ olmasıdır, ancak hasta gurubunda sağlıklı doku olarak 

tam kan numunelerinin kullanılması önemli bir karĢılaĢtırma imkanı sağlamıĢtır. 

Hastalarımızın hiç birinde kemik iliği metastazı olmadığından periferik kan 

hücreleri sağlıklı doku olarak değerli veriler sağlamıĢtır.  

 

6 SONUÇ 

 

ÇalıĢmamızda kanserli hastalarda plazma cfDNA telomer uzunluğunun 

hastanın tam kan ve tümor dokularından anlamlı Ģekilde kısa olması kanser 

biyomarkırı olarak plazma cfDNA‘ nın kullanılabileceğini, cfDNA analizlerinin 

tümor doku analizlerinden daha hassas olduğunu göstermektedir.  
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RUTĠN HĠZMETLER  2013-2017 yılları arasında tanı laboratuarı 
olarak(Sitogenetik ve Moleküler)  verdiği hizmetler 

A- Sitogenetik                            Adet  

Lenfosit Hücre Kültürü               2100 Karyotip – karyogram analiz 

FISH                                            350 Metafaz ,interfaz analiz 

B- Moleküler Genetik               Adet  

FMF                                             950 Moleküler tanı 

CVD                                             800 Tekrarlı düĢük, PTE, SVH, Trombozis, Behçet Sendromu, DVT, MI, 
Atherosclerozis 

Farmakogenetik                          140 Warfarin, Coumadine,  ve kompleks ilaç detoksifikasyon profil 
analizleri 

Onkogenetik                               80 
Kras ,EGFR sekans ve Bcr-ABL RT-PCR ile 

Prenatal Tanı (QF-PCR)             330 
Kromozom 13,18,21,X ve Y STR fragment analizi 

CFTR                               175 
Direkt sekanslama, 

İmmunogenetik  800 
B5,B27 

MLPA                                         680 
Mikrodelesyon subtelomerik kanser vs. panelleri 

Diğer                760 
Talasemi,TRAPS.CAPS.MVK,Frajil X  ,HPV 

C- Moleküler-Sitogenetik         Adet  

Array-CGH   160 Değerlendirme, raporlama 

D- Poliklinik                               Adet  

Polikilinik hasta sayısı                2150 Değerlendirme,takip  

ĠLGĠ ALANLARI - LABORATUVAR DENEYĠMĠ (ARAġTIRMA ALANI) 
A-Sitogenetik 
              A1-  Lenfosit hücre kültürü 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- Moleküler Sitogenetik 
  B1- Direkt, indirekt hibridizasyon  teknikleri,  CGH ve FISH  
C- Moleküler Genetik 
              C1-  Elektroforetik  teknikler (agaroz)  
 C2-  Western blot analiz 
 C3-  PCR, Multiplex PCR, Nested PCR teknikleri 
C4-  RSM, RFLP mutasyon ve polimorfizm  taramaları  
 C5- Genomik DNA izolasyonu (solid, kan, Saç ve diğer 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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