T.C.
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

KANSERDE TELOMERAZ AKTIVITESININ DUZENLENMESI

DOKTORA TEZI

Uzm.Ecz.Emel GALISKAN CAN

Tez Danismani

Do¢.Dr.Sevgi AKAYDIN

ANKARA
Ocak 2012



T.C.
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

KANSERDE TELOMERAZ AKTIVITESININ DUZENLENMESI

DOKTORA TEZI

Uzm.Ecz.Emel GALISKAN CAN

Tez Danismani

Do¢.Dr.Sevgi AKAYDIN

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
GU BAP 02/2009-20 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
Ocak 2012



T.C.
GAZIi UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Biyokimya (Ecz.) Anabilim Dali Doktora Programi
¢ercevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢caliyma asagidaki jiiri tarafindan
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savanma Tarihi: 23/02/2012

Prof.Dr.Bolkan SIMSE

Gazi Universitesi
Jiiri Bagkani
il
Prof.Dr.Meral TORUN Prof.Dr.Cumhur BILGI
Gazi Universitesi Giilhane Askeri Tip Akademisi
Prof.Dr.Mustafa ARK Dog¢.Dr.Sevgi AKAYDIN

Gazi Universitesi Gazi Universitesi



iCINDEKILER

igindekiler

Sekiller

Grafikler

Tablolar

Kisaltmalar

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

21. Kanser

2.2. Kanser Olusumunda ve Progresyonunda Rol Oynayan
Molekiiler Mekanizmalar

221. Onkogenler

22.2. Blyume Faktorleri

2.2.3. Tumor Baskilayici Genler

2.3. Kolon, Meme, Mide ve Yumusak Doku Kanserlerinin
Ozellikleri

2.3.1. Kolon Kanseri

2.3.2. Meme Kanseri

2.3.3. Mide Kanseri

2.34. Yumusak Doku Kanseri (Yumusak Doku Sarkomu)

2.4. Telomer

24.1. Telomer Yapisi

24.2. Telomer Kisalmasi

2.5. Telomeraz Enzimi

2.6. Telomerazin Kanserle ilikisi

2.7. Telomeraz Enzim Kompleksi Bilesenleri

2.71. TERC

2.7.2. TERT

2.7.3. Diskerin

2.8. AAA" Siiperailesi ATPazlari

2.8.1. Telomeraz ile Kompleks Olusturan AAA™ ATPaz Proteinleri

2.8.1.1. Pontin

2.8.1.2. Reptin

2.9. TERT, Pontin, Reptin ve Diskerin iIi§kisi

2.10. Pontin, Reptin ve Diskerinin Kanserdeki Rolleri

o o0 N N

11
12
13
14
14
17
18
22
23
23
23
24
27
28
29
33
35
37



211,
211.1.
211.2.
2.11.3.
211.4.
2.11.5.
2.11.6.
2.12.
212.1.
212.11.
2.121.2.

2.12.2.

3.1.
3.1.1.
3.1.2.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.3.
3.3.1.

3.3.1.1.

3.3.1.2.

3.3.1.3.

Pontin ve Reptinin Yer Aldigi Hiicresel Yolaklar
Transkripsiyon Aktivasyonu
Transkripsiyon Baskilanmasi
DNA Hasar Cevabi
snoRNP Olusumu
Hucre Transformasyonu ve Metastaz
DNA Replikasyonu, Mitoz ve Uri/Prefoldin Kompleksleri
Serbest Radikal Hasarlari ve Uriinleri
DNA Hasari
DNA Seker Hasari
DNA Baz Hasari
8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (80OHAG)
Lipit Peroksidasyonu
Malondialdehit (MDA)
GEREG VE YONTEMLER
Hasta ve Kontrol Gruplarinin Tanimi ve Ozellikleri
Hasta Grubu
Kontrol Grubu
Materyal
Kullanilan Kimyasal Maddeler
Kullanilan Alet ve Cihazlar
Kullanilan Biyolojik Materyal
Deneysel Prosediir
Doku Orneklerinde Kantitatif Real-Time RT-PCR (qRT-PCR/
Gergek Zamanli RT-PCR) ile hTERT, Pontin, Reptin ve
Diskerin Gen Ekspresyonlarinin Analizi
Doku Orneklerinden RNA izolasyonu
Kullanilan Cozeltiler
Orneklerin Hazirlanisi
RNA Orneklerinden RT-PCR ile cDNA Sentezi

Kullanilan Coézeltiler (Roche Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit)

Orneklerin Hazirlanigi
Kantitatif Real-Time PCR Analizi

Kullanilan Coézeltiler (Roche LightCycler 480 Probes
Master Kit)

38
39
40
41
43
43
46
46
47
47
48
48
50
51
52
52
52
52
54
54
55
56
57

57
57
57
58
58

58
59
60

60



Orneklerin Hazirlanigi 60

3.3.2. idrar Orneklerinde ELISA ile 8OHdG Analizi 63
Kullanilan Coézeltiler (80OHAG EIA Kit) 63
Orneklerin Hazirlanisi 64
Standartlarin Hazirlanigi 65
3.3.3. idrar Orneklerinde Spektrofotometri ile Kreatinin Analizi 67
Kullanilan Coézeltiler (Kreatinin Kit) 67
Orneklerin Hazirlanisi 68
Standartlarin Hazirlanigi 68
3.3.4. Serum Orneklerinde HPLC ile MDA Analizi 69
Kromatografi Sartlari 69
Kullanilan Cézeltiler 70
Orneklerin Hazirlanisi 70
Standartlarin Hazirlanigi 71
3.4. Kullanilan istatistiksel Yontemler 73
4. BULGULAR 74
4.1. Hasta Grubunda Normal ve Tiimoér Dokularindaki hTERT,
Pontin, Reptin ve Diskerin Gen Ekspresyonlarinin
Duzeyleri 74
4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda 80HdG/Kreatinin ve MDA
Diizeyleri 91
4.3. Hasta Grubunda Gen Ekspresyonlari, 8OHdG/Kreatinin
ve MDA Arasindaki Korelasyonlar 98
5 TARTISMA 102
6. SONUC 119
7. OZET 121
8 SUMMARY 123
9. KAYNAKLAR 125
10. EKLER 147
10.1. Etik Kurul izni 147
10.2. Tesekkiir 148

11. OZGECMIS 149



SEKILLER

Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:

Sekil 8:
Sekil 9:
Sekil 10:

Sekil 11:

Sekil 12:
Sekil 13:
Sekil 14:
Sekil 15:

Sekil 16:

Sekil 17:
Sekil 18:

isaretlenmis telomerler

Telozom yapisinda bulunan proteinler

Yetiskin kdk hucrelerde telomer tekrarlari kisalmistir
Telomeraz enzim kompleksinin yapisi

Telomerin telomeraz ve polimeraz tarafindan uzatiimasi
Telomeraz yUksek Greme hizi olan hicrelerde etkindir
insan telomeraz riboniikleoprotein kompleksinin kismi
yapisi

Bir snoRNP partiklli iginde insan diskerin modeli
Pontinin monomer ve heksamer yapilari

Pontin monomeri ve monomerlerin olusturdugu cesitli
oligomerik pontin formlari

Saccharomyces cerevisiae’de pontin ve reptinin insanda
pontinle kiyaslanmasi

Pontin-reptin dodekamer yapisi
TERT kompleks yapilari
Hucre donguasu

Ino80 kompleksinin kromatin yeniden modelleme
fonksiyonu

KAI1 metastaz baskilayici genin reptin, pontin, B-katenin
ve Tip60 ile regilasyonu

80OHdG’nin yapisi
MDA'nin yapisi

14
16
18
19
20
21

24
26
31

32

33
34
36
37

40

45
49
51



GRAFIKLER

Grafik 1:

Grafik 2:
Grafik 3:
Grafik 4:
Grafik 5:
Grafik 6:
Grafik 7:
Grafik 8:

Grafik 9:

Grafik 10:

Grafik 11:

Grafik 12:

Grafik 13:

Grafik 14:

Grafik 15:

Grafik 16:

Bir mikroplaka igindeki tim cDNA &6rneklerinin real-time PCR

amplifikasyon egrileri

Hasta grubuna ait bir amplifikasyon grafigi
80OHdG standart kalibrasyon grafigi

Kreatinin standart kalibrasyon grafigi

Hasta grubuna ait bir MDA kromatogram &érnegi
MDA standart kalibrasyon grafigi

Standartlara ait bir MDA kromatogram &rnegi

Total ve kanser tiplerine gbre hastalarin normal ve timoér
dokularinda saptanan hTERT ekspresyonlarinin ortalama
degerleri

Total ve kanser tiplerine gbre hastalarin normal ve timoér
dokularinda saptanan pontin ekspresyonlarinin ortalama
degerleri

Total ve kanser tiplerine gbre hastalarin normal ve timoér
dokularinda saptanan reptin ekspresyonlarinin ortalama
degerleri

Total ve kanser tiplerine gére hastalarin normal ve timaér
dokularinda saptanan diskerin ekspresyonlarinin ortalama
degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére hTERT
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére pontin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére reptin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére diskerin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Total hasta grubunda cinsiyete gére hTERT ekspresyonlarinin

normal ve tumoér dokularinda saptanan ortalama degerleri

61
62
67
69
71
72
73

80

80

81

81

83

83

84

84



Grafik 17:

Grafik 18:

Grafik 19:

Grafik 20:

Grafik 21:

Grafik 22:

Grafik 23:

Grafik 24:

Grafik 25:

Grafik 26:

Grafik 27:

Grafik 28:

Grafik 29:

Grafik 30:

Grafik 31:

Total hasta grubunda cinsiyete gére pontin ekspresyonlarinin
normal ve timér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Total hasta grubunda cinsiyete gére reptin ekspresyonlarinin
normal ve tumdér dokularinda saptanan ortalama dedgerleri

Total hasta grubunda cinsiyete gére diskerin ekspresyonlarinin
normal ve timér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Kadin hasta grubunda menopozal duruma gére hTERT
ekspresyonlarinin normal ve tUmér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Kadin hasta grubunda menopozal duruma gére pontin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Kadin hasta grubunda menopozal duruma gére reptin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Kadin hasta grubunda menopozal duruma gére diskerin
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

80HdG/kreatinin oraninin kontrol ve hasta gruplarinda total ve
kanser tiplerine gére ortalama degerleri

MDA'nin kontrol ve hasta gruplarinda total ve kanser tiplerine
gore ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére 80OHdG/ kreatinin
ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére MDA ortalama
degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete gére 80OHdG/
kreatinin ortalama degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete gére MDA
ortalama degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal duruma gére
80HdG/kreatinin ortalama degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal duruma gére
MDA ortalama degerleri

86

87

87

89

89

90

90

93

93

94

95

96

96

97

98

VI



TABLOLAR

Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:

Tablo 5:

Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:
Tablo 9:

Tablo 10:

Tablo 11

Tablo 12:

Tablo 13:

Tablo 14:

Tablo 15:

Tablo 16:

Tablo 17:

Tablo 18:

Tablo 19:

Cesitli canlilarda terminal tekrar dizileri
Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ézellikleri
Hasta ve kontrol gruplarinin rutin biyokimya degerleri

cDNA sentezi icin gerekli reaksiyon karigsiminda 1 RNA 6rnegi
icin kullanilan ¢ozelti miktarlari

Her bir mikroplaka kuyucugu icin gereken PCR reaksiyon
karigim orani.

Mikroplakalara érnek uygulama duzeni

Mikroplakalara uygulanacak érneklerin pipetlenen miktarlar
80HdG standart ¢ozeltilerinin %B/By degerleri

Kreatinin standart ¢dzeltilerinin absorbans farki degerleri
MDA standart ¢ézeltilerinin pik alani degerleri

Gen ekspresyonlari normal dokuya kiyasla timoérli dokuda
daha fazla olan érneklerin ilgili gruplar icindeki oranlari

Hasta grubunda hTERT geninin normal ve timér dokularinda
saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

Hasta grubunda pontin geninin normal ve timér dokularinda
saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

Hasta grubunda reptin geninin normal ve timd&r dokularinda
saptanan ekspresyon deg@erleri ve oranlari

Hasta grubunda diskerin geninin normal ve timér dokularinda
saptanan ekspresyon degerleri ve oranlari

Total ve kanser tiplerine gére hastalarin normal ve timor
dokularinda saptanan gen ekspresyonlarinin ortalama
degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére gen
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

Total hasta grubunda cinsiyete gére gen ekspresyonlarinin
normal ve tumoér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Kadin hasta grubunda menopozal duruma goére gen
ekspresyonlarinin normal ve timér dokularinda saptanan
ortalama degerleri

15
53
54

59

60
64
65
66
68
72

74

75

76

77

78

79

82

85

88

VI



Tablo 20:

Tablo 21:

Tablo 22:

Tablo 23:

Tablo 24:

Tablo 25:

Tablo 26:

Tablo 27:

Hasta ve kontrol gruplarinda dlgilen 80OHdG/kreatinin ve
MDA degerleri

Hasta ve kontrol gruplarinda 80OHdG/kreatinin ve MDA
ortalama degerleri

Total hasta grubunda kanser fazina gére 8OHdG/kreatinin ve
MDA ortalama degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete gére 80OHdAG/
kreatinin ve MDA ortalama degerleri

Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal duruma gére
80OHdG/kreatinin ve MDA ortalama degerleri

Gen ekspresyonlarinin total hastalarda ve kanser tiplerine
gbre korelasyonlari

Gen ekspresyonlarinin total hastalarda ve kanser tiplerine
gore erken ve ileri faz korelasyonlari

Total hasta grubunda cinsiyete gére gen ekspresyonlarinin
80OHdG/kreatinin ve MDA ile korelasyonlari

91

92

94

95

97

99

100

101

VI



KISALTMALAR

80OHdG
80HGua
8-oxodG
%B/Bg

AAA
AChE
ALT
APC
AR
ATF
ATM
ATR

Bo
Bak
BAX
BCL
Blk
BRCA

Cdc25a
Cdk
cDNA
CE

Chk

Cr

DES
DK
DKC1
DKCA1
DNMT3p
dNTP

E2F
ECD
ECP51
ECP54
EIA
ELISA
EST2

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
8-hidroksiguanin
8-okso-2’-deoksiguanozin

%Bagl analit/maksimum bagdl isaretleyici

Cesitli hlicresel aktivite iligkili ATPazlar
Asetilkolinesteraz

Telomerlerin alternatif uzatiimasi
Adenomatoz polipozis koli geni
Androjen reseptoéri

Aktive edici transkripsiyon faktéri
Mutant ataksi telenjiektazi

Rad3 iligkili ataksi telenjiektazi

Maksimum baglanma

Bcl2 antagonist/killer proteini
BCL2 iligkili X geni

B hiicreli I6semi/lenfoma geni
Kor

Meme kanseri duyarlilik geni

Hucre bdlinme siklusu 25 proteini homologu A
Siklin bagiml protein kinaz

Komplementer DNA

Kapiller elektroforez

Kontrol noktasi kinazi

Esik donguisu

Dietilstilbesterol
Diskeratozis konjenita
Diskerin geni

Telomeraz RNA komponenti
DNA metiltransferaz 3 beta
Deoksiribontikleotit trifosfat

E2F transkripsiyon faktéri
Elektrokimyasal dedektdr

Eritrosit sitozolik protein 51kDa-reptin
Eritrosit sitozolik protein 54kDa-pontin
Enzim immuin assay

Enzim bagli immin assay

Telomeraz ters transkriptaz



FAP
FOS

GAR1
GC

H2A
H2AX
H4
HAT
HCC
HDAC
Hela
Hint
HNPCC
HPLC
hTERT
hTR

g
IL
INK

KAI
KIP

LP

MDA
Mdm
Miz
MLH
mRNA
MS
MUC
MutL
MutY
MYC
MYH

NF
(NF)-kB
NHP
NMP238
NOP
NSB

Ailesel adenomatoz polipozis
FBJ osteosarkoma proto-onkogeni

H/ACA kucuk nikleolar RNP komponenti
Gaz kromatografisi

Histon H2A

Histon H2AX varyanti

Histon H4

Histon asetiltransferaz

Hepatoseliler karsinoma

Histon deasetilaz

Henrietta Lacks dlimstiz tumadr hicreleri
Histidin ¢l nukleotit baglayici protein
Kalitimsal polipozis-olmayan kolorektal kanser geni
Yuksek basingli sivi kromatografisi
insan telomeraz ters transkriptazi

insan telomeraz RNA komponenti

immunoglobulin
interlékin
Cdk inhibitéri

Kangai metastaz baskilayici geni
Kinaz inhibitér proteini

Lipit peroksidasyonu

Malondialdehit

p53 baglayici protein homologu (mouse double minute)
Myc iligkili gcinko parmak proteini

MutL homologu

Haberci RNA

Kltle spektrometrisi

Musin protein geni

Metil-yonetimli hatali eglesme onarimi proteini
Adenin DNA glikozilaz

Myelositomatozis proto-onkogeni

MutY homologu

Noérofibromatozis

B-hticrelerinde hafif zincir arttirici nikleer faktér kappa
Histon olmayan kromozom proteini

Nukleer matriks proteini 238-pontin

Kiguk nukleolar ribontkleoprotein homologu

Spesifik olmayan baglanma



NTP Nukleotit trifosfat

NuA4 NuUkleozomal histon H4 asetiltransferaz
onc Onkogen

p16 Siklin-bagimli kinaz inhibitér 2A

p21 Siklin-bagimli kinaz inhibitér 1A

p27 Siklin-bagiml kinaz inhibitér 1B

p53 TUmor protein 53

pS7 Siklin-bagiml kinaz inhibitér 1C

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGF Trombositten tlreyen blyime faktéri
Pex Peroksin

PKCI Protein kinaz C inhibitdru

POT Telomerleri koruma proteini

pRB Retinoblastoma proteini

PTEN Fosfataz ve tensin homologu

Rap Represodr aktivator protein

RAS Rat sarkoma proto-onkogeni

RB Retinoblastoma geni

RK Roélatif kantifikasyon

RNP Ribonukleoprotein

RNT Reaktif nitrojen tirleri

ROT Reaktif oksijen turleri

Rpb5 RNA polimeraz |l B subuUniti

rRNA Ribozomal RNA

RT Ters transkriptaz

RT-PCR Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
RuvB Holliday kavsagi DNA helikazi

Ruvbl RuvB-benzeri protein

RuvBL RuvB-benzeri protein

Rvb RuvB-benzeri protein

SCARNA19 Telomeraz RNA komponenti

SENP SUMO-sentrin spesifik proteaz

SERPINE  Serin proteaz inhibitdr (serpin) protein

SKD K" transport defekt baskilayici protein

SMAD Mad (mothers against decapentaplegic) homologu protein
snoRNA Klguk nukleolar RNA

snoRNP Kaguk nidkleolar ribontkleoprotein

SnRNA Kiguk nikleer RNA

SRC Sarkoma proto-onkogeni

SRH ikinci homoloji bélgesi

STK Serin/treonin protein kinaz

SUMO Kiguk ubikitin benzeri modifiye edici



SUSP
SV-40
Swr

TA
TAP54a
TAP5483
Tat
TBARSs
TBP
TCF
TCS1
TER
TERC
TERT
TGFB
TIN
Tip48
Tip49
Tip49a
Tip49b
Tip60
TR
TRC3
TRF
TRF
tRNA
TRT

UBC
Uri

Vpsdp
Wnt

YY

SUMO-spesifik proteaz
Simian virls 40
Swi2 ATPaz bélgesi iligkili kompleks

Total aktivite

TIP60-iliskili protein 54 alfa-pontin
TIPG0-iligkili protein 54 beta-reptin
insan immiinyetersizligi virtisi-HIV
Tiyobarbitirik asit-reaktif bilesikleri
TATA-baglayici protein

T hicre faktoru

Telomeraz ters transkriptaz
Telomeraz RNA komponenti
Telomeraz RNA komponenti
Telomeraz ters transkriptaz
Doénastiricu bliylime faktori beta
TRF1 etkilegimli nUkleer protein
TBP-etkilesimli protein 48kDa-reptin
TBP-etkilesimli protein 49kDa-pontin
TBP-etkilesimli protein 49kDa-pontin
TBP-etkilesimli protein 48kDa-reptin
Tat-etkilesimli protein 60kDa
Telomeraz RNA komponenti
Telomeraz RNA komponenti
Telomerik tekrar baglanma faktorleri
Terminal restriksiyon fragmani
Tasiyict RNA

Telomeraz ters transkriptaz

Ubikitin-konjuge enzim
Alsilmadik prefoldin Rpb5 etkilesimli protein

Vakuoler protein ayirma-iligkili protein 4p
Wingless proteini

Ying yang proteini

Xl



1.GIiRIiS

GUnumuizde insan dlumlerinin kardiyovaskuler hastaliklardan
sonra gelen en 6nemli sebebi kanser olmaktadir. Kanser olusumu
kimyasal ajanlar, virtsler, radyasyon etkileri, genetik faktérler, herediter
Ozellikler, yasam bicimi, obezite, diyet gibi c¢ok cesitli etkenlerle
tetiklenmektedir. Bugline kadar yapilan pek ¢ok calismayla bu faktérlerin
etkileri arastirlmis ve kanser olusumunda ¢ok 6nemli katkilari oldugu
kanitlanmistir. Ginimuzde kanser arastirmalarinda gevresel etkilerin yani
sira genetik faktdrlerin karsinogenez yani kanser olusum sireci Uzerindeki

etkilerine odaklaniimaktadir.

Kanser hdcreleri; normal hicrelerin blyime, bélinme ve
gerektiginde yavru hucreler Gretme slrecinden farkli olarak buylmenin
denetiminde azalma veya ortadan kalkmaya bagl ve kontrolstiz bir
bicimde bdlinmektedir. Bundan daha kritik olarak komsu dokulara ve
vicudun diger bdlumlerine yayillma ve metastaz nitelikleri ile karakterize
edilmektedir. Kanserde tedavi surecini zorlastiran en &nemli etken,
blylyen ve yayillan bu hicrelerin “6limstz” olmalaridir. Bu noktada
karsimiza telomer yapilari c¢ikmaktadir. Telomerler, 6karyotik hcre
kromozomlarinin her iki ucunda bulunan ve tim canlilarda benzersiz
(5')(TxGy)n tekrarlarini igeren, heterokromatin yapida DNA dizileridir."?>
Telomer yapisi, telomerik proteinler icin pek c¢cok baglanma bélgesine
sahip molekdler bir iskele olusturmaktadlr.4 Telomerlere bagli, bu yapisal
proteinlerin TTAGGG tekrarlarini baglama ve telozom yapimini

kolaylastirma yetenekleri bulunmaktadir.®

Telomerik baz dizileri, kromozomlarin 3’ ugclarini gift zincir
kiriklarindan, eksonukleaz ve ligazlardan, DNA yikimindan, ug¢ uca
birlesmelerden, yeniden duzenlenmelerden ve kromozom kayiplarindan

koruyan bir baslik olusturdugu gibi telomerik proteinler vasitasiyla DNA

1



replikasyonunda, DNA onariminda ve kromatin reorganizasyonunda aktif
rol oynamaktadir."® DNA uglarinin kendini eslemesi icin gerekli 6zel bir
mekanizma olmadiginda geng ve bdlinmekte olan somatik hicrelerde, her
bir hiicre bélinmesinde telomer boyu giderek kisalmakta ve zamanla
hiicre béliinmesi sona ermektedir.?® Bunun tersine bugiine kadar
incelenen &limstz hucrelerde, hicre bdélinmesiyle net bir telomer
kisalmasi veya sekans kaybi gérilmemigtir. Dolayisiyla telomerlerin bakim
ve onarimi hicrelerin siresiz cogalmasi icin gereklidir.” Her hiicre
bdlinmesinde meydana gelen telomer kaybi, telomeraz enzim kompleksi

tarafindan telafi edilerek hiicrenin yasam siiresi uzatiimaktadir.?

Kromozomlarin telomerler tarafindan nasil korundugunun
ortaya c¢lkariimasi ve telomeraz enziminin kesfedilmesi ile ilgili
calismalarindan dolayr molekuler biyolog Elizabeth H. Blackburn, 2009
yilinda Carol W. Greider ve Jack W. Szostak ile birlikte Nobel Fizyoloji
veya Tip Oduli'ni kazanmistir. Telomeraz, 5-TTAGGG-3’ tekrarlarinin
kromozom uclarindan kaybini dengelemek Uzere, bu tekrarlari hicre
siklusunun replikatif fazinda telomerlerin sonuna eklemektedir. Telomeraz
aktivitesinin kanser hicrelerinde c¢ogunlukla ancak normal somatik
hicrelerde nadiren saptanabildigi gdsterilmistir. Embriyogenez sonrasi,
cogu somatik hiicrede telomeraz aktivitesi kaybolmasina karsin fizyolojik
olarak kendini dikkate deger bicimde yenileyebilen somatik htcrelerde
telomeraz aktivitesinin digsik de olsa varoldugu gdsterilmigtir.1 Bu da
gOstermektedir ki bu enzim, ister normal ister malign olsun yiksek Greme
hizi gbsteren hicrelerde etkindir.® Sonug olarak disik telomeraz aktivitesi
gbsteren normal hicrelerde telomerik tekrarlar korunmakta, bdylece
hticreler kendini yenileyebilmektedir.* Telomeraz aktivitesinin eksik oldugu
somatik hicrelerde ise telomerler kisalmaktadir. Telomeraz ters
transkriptazi insan somatik hicrelerine in vitro olarak sokuldugunda
telomeraz aktivitesi yenilenmekte ve hicresel yasam siresi dikkate deger

bicimde artmaktadir.®



TUamor hdcresinin 8limsizIUgdu ve karsinogenez sireci igin
telomeraz aktivitesi gereklidir.? insan kanserlerinde telomeraz, fonksiyonel
telomerlerin korunmasina yardim ederek timér proliferasyonunu arttirma
gorevi Ustlendigi yerlerde up-regiile olmaktadir.’ Telomeraz insan
kanserleriyle olduk¢a yakindan iligkilidir. Hematolojik malignansi, beyin
tumdrleri, primer akciger kanseri, hepatoseliler kanser, mide kanseri,
kolorektal kanser, prostat kanseri, meme kanseri, serviks kanseri,
endometriyal kanser, over kanseri ve mesane kanserinde telomeraz enzim
aktivitesinin arttigi beIirIenmi§,tir.2‘8 Bu sekilde c¢ogu insan kanser
hiicresinde telomeraz aktivitesinin bulunmasi ve telomeraz aktivitesinin
kanserin ilerlemesine uygun bir sekilde artis géstermesi; bu enzimin hem
kanser tanisi icin diagnostik ve tumor seyrinin takibi igin prognostik bir
belirte¢ olabilecegini, hem de antikanser terapi icin potansiyel bir hedef
olabilecegini dustndiirmektedir.?® Telomer uzunlugu ve dolayisiyla bu
uzunlugun korunmasinda gdrevli olan telomere bagh proteinler ile
telomeraz enzim aktivitesi hakkinda elde edilecek her cesit bilgi, kanserin
molekdler dizeyi, erken teghisi ve tedavisi konusunda 6énemli derecede

yol gosterici olabilecektir.?

Telomeraz kompleksi TERT (telomeraz ters transkriptaz),
TERC (telomeraz RNA komponenti) ve TERC bagh protein diskerinden
olugsmaktadir. Bunun yani sira telomeraz enzim kompleksinde pontin ve
reptin ATPaZz'lari da onun bilesenleri olarak tanimlanmistir. Pontin ve
reptin, diger telomeraz bilesenleri TERT ve diskerin ile etkilesime girmekte
ve telomeraz aktivitesi icin kritik bir 6neme sahip olmaktadir. Pontin ve
reptin ayrica, yeni bir TERT iceren kompleks olusturmaktadir.’® Bu TERT-
pontin-reptin kompleksi, hicre déngisinin her S fazi esnasinda pik
yapmaktadir.” Bu da TERT komplekslerinin dinamik oldugunu, pontin ile
reptinin déngusel telomeraz kurulugsunda yer aldigini ve kompleksin en az
iki farkli formda bulundugunu dijgijndilrmektedir.g*10 Bu formlardan biri

dusik telomeraz katalitik aktiviteye sahip TERT-pontin-reptin kompleks
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formu (pretelomeraz kompleksi), digeri ise ylUksek enzimatik aktiviteye
sahip TERT-TERC-diskerin kompleks formudur (olgun telomeraz
kompleksi).'® Pretelomeraz yapinin kurulmasinin ardindan pontin ve
reptin, TERT-TERC-diskerin kompleksinden ayriimakta ve TERT-pontin-

reptin kompleksi, TERT-TERC-diskerin kompleksine ddnugmektedir.g'10

Telomeraz aktivitesi ve hTERT (insan telomeraz ters
transkriptazi) ekspresyonu (ifadelenmesi) daha 6nce pek c¢ok kanser
turiinde calisiimigken, pontin ekspresyonu kiguk hicreli olmayan akciger

12,13

kanseri,'  kolon kanseri, hepatoseliler  karsinoma;™  reptin

ekspresyonu hepatoseltler karsinoma,” mide kanseri;'® diskerin

17,18

ekspresyonu ise meme kanseri, prostat kanseri'® vakalarinda ayri ayri

calisiimistir.

Calismamiz kolon kanseri, meme kanseri, mide kanseri ve
yumusak doku kanseri gibi ¢esitli kanser tiplerinde timoér hTERT, pontin,
reptin ve diskerin ekspresyonunu ayni anda inceleyen ilk arastirma olma
6zelligini tagimaktadir. Calismamizda hTERT, pontin, reptin ve diskerinin
ekspresyonlarinin timor spesifik olup olmadiginin arastiriimasi ve galisma
sonunda elde edilen bulgular isi1ginda, birlikte pek c¢ok islevi olan bu
proteinlerin telomeraz aktivitesini dizenleyici etkilerinden dolayi yapilacak
antikanser calismalarina katkida bulunmasi amaclanmistir. Calismamiz;
ileride hTERT, pontin, reptin ve diskerini dolayisiyla telomerazi hedefleyen

etkili terapotik ilaglarin gelistiriimesine yardimci olabilecektir.

Calismamizda hTERT, pontin, reptin ve diskerin genlerinin
ekspresyonunun cesitli kanser tiplerinde nasil etkilendigi arastirilmis ve
buna paralel olarak oksidatif stres dizeyi 80OHdG (8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin) ve MDA (malondialdehit) belirtecleri ile olcllerek gen

ekspresyon dizeyleriyle iliskilendiriimesi yapilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kanser

Kanser, bazi hicrelerin diizgiin fonksiyon géstermedigi, cok
hizli bélindigld ve sonugta timoér olusumuyla seyreden bir hastaliktir.
Organizma, normal sartlar altinda tamir edilebilen ve yeniden Uretilebilen
cok cesitli, kuclik hucrelerden olugmaktadir. Kanserde ise bu streg
bozulmakta, hucreler kontrolsiiz bir bigcimde bdlinmekte ve tumor
olusturmaktadir. Eger timoéra olusturan bu hicreler belli bir bélgede sinirli
kaliyorsa olusumlar benign tiimér adini almaktadir. Tamor hicreleri
komsu doku veya organlari da isgal ederse bu olusumlar malign tiimér
olarak adlandinimaktadir. Malign kanser hicreleri kan dolagimina veya
lenfatik sisteme gecerek vicudun bagska bdlgelerinde metastatik
(sekonder) tiimér olusturabilmektedir. Sonug¢ olarak kanser hcreleri;
biylimenin denetiminde azalma veya ortadan kalkma, komsu dokulari
isgal, vicudun diger bdlumlerine yayllma ve metastaz nitelikleri ile

karakterize edilmektedir.?%-%?

Karsinogenez temel olarak 1sima etkisi, kimyasal bilesikler ve
virisler nedeniyle olusmakla birlikte herediter 6zellik de g&stermektedir.
Bu faktdrler genellikle genlerde mutasyonlara neden olmaktadir.?° DNA'nin
oksidatif hasara ugramasi da mutasyon hizini arttiran etkenlerden

biridir.2%?"

Isima etkisiyle olugan karsinogenezde DNA yapisinda
pirimidin dimerlerinin olusmasi, plrinsiz veya pirimidinsiz bélgelerin ortaya
clkmasi, tek veya c¢ift zincir kirnlmalari, zincirler arasinda c¢apraz
baglanmalar goérulebilmektedir. x ve y-isinlari, DNA {zerindeki dogrudan
etkilerinin yani sira dokularda serbest radikal olusumuna neden

olmaktadir.®® Olusan bu reaktif oksijen tirleri (ROT) [stperoksit (Oy™),



hidroksil (OH"), alkoksil (RO"), peroksil (ROQO") ve hidroperoksil (ROOH")
gibi oksijen merkezli serbest radikaller)] ile reaktif nitrojen tirleri (RNT)
[nitrik oksit (NO"), nitrojen dioksit (NO,") gibi serbest radikaller] protein, lipit
ve DNA vyapilariyla etkilesmekte, molekiler hasara neden olmakta ve
karsinogeneze yol agcmaktadir. Serbest radikaller ayrica aerobik canlilarda
oksijenin yer aldigi pek c¢ok biyokimyasal tepkime ve c¢evreden
kaynaklanan kimyasal ve fiziksel etkenlerin yani sira; hiperoksi,
inflamasyon gibi durumlarla, oksitleyici 6zellik tasiyan ajanlara (6rnedin
parakuat), antineoplastik ajanlara ve ksenobiyotiklere maruziyetle de

olusmaktadir.?*%

Kimyasal karsinojenler, insan kanserlerinin yaklasik %80’
inden sorumlu oldugu dasunulen gevresel etkiler icinde en 6n siralarda yer
almaktadir.? Benzo [a] piren, benzen, asbest, aflatoksin B4 en ¢ok bilinen
kimyasal karsinojenlerdir. Etkilerini DNA, RNA ve proteinler gibi hiicresel

makromolekiillere genellikle kovalent baglanarak géstermektedir.°

insan kanserlerinin yaklasik %15’inden sorumlu karsinojenik
ajanlar viruslerdir.? Eppstein-Barr, hepatit B, insan papilloma virlsleri, SV-
40 virasu (Simian virtisu-40), insan T hicre 16semi virlisu tip | ve tip Il gibi
cesitli virGsler karsinojenik virislerden bazilaridir ve bunlar onkojenik
viriisler olarak tanimlanmaktadir.?® Bunlar, yeni genleri hicre icine
sokarak, hucreleri enfekte ederek veya gen ifadesini degistirerek malign

doéntstime neden olmaktadir.?%%!



2.2.Kanser Olusumunda ve Progresyonunda Rol Oynayan Molekiiler
Mekanizmalar
2.2.1.0nkogenler

Onkogenler  karsinogenez  olusturan genlerdir.  Viral
onkogenlerde (v-onc/viral onkogen) virlsler hicrelerden gegcigsleri
sirasinda bu hicrelere ait bazi genleri kendi genomlari igine yerlestirirken,
dénusime ugrattigr hicrelerde degismis blUyume 0&zelliklerine sebep
olmaktadir. Proto-onkogenler ise normal hucrelerde bulunan, urtnleri
normal farkhlasma ve diger hiicresel olaylarda etki gésteren genlerdir (x-
onc proto-onkogeni). Tumor hicrelerinden elde edilen onkogenler (c-
onc/hiicresel onkogen) ise hicre kultirlerinde kullaniimaktadir. Proto
onkogenlerin ifadesini veya yapisini degistiren yani onkogene
dénigsmesini saglayan promoter sokulmasi, arttirici sokulmasi, kromozom
translokasyonlari, gen amplifikasyonu, nokta mutasyonu gibi
mekanizmalar iglemektedir. Kanser gelisiminde sadece onkogenlerin
aktivitesinde artis degil, tumor baskilayici genlerin aktivitesinde de azalma

s6z konusu olmaktadir.?%-2226

Onkogenler, hicresel biyumeyi dis kaynakl uyaranlardan
bagimsiz olarak yoénetmek (zere hicre ici Kkilit mekanizmalari
etkilemektedir. Cesitli hedef proteinleri tirozin kalintilari Gzerinden fosforile
eden bir protein-tirozin kinaz kodlayan SRC (sarkoma proto-onkogeni),
adenilil siklaz etkinligini uyarmak Uzere G tipi bir proteini kodlayan RAS
(rat sarkoma proto-onkogeni), DNA-baglayici bir protein kodlayarak gen
ekspresyonunu degistiren MYC (miyelositomatozis proto-onkogeni)
bunlara  6rnek  verilebilmektedir. Bunlar  mitozun denetimini
etkileyebilmektedir. Mutasyonlarda veya kanserlerde siklinler, siklin
bagdimli protein kinazlar (Cdks) ve Cdk inhibitorleri etkilenmektedir. Cdk
inhibitdrleri; kinaz inhibitér protein ailesi (KIP) Gyeleri p21, p27, p57 (siklin



bagdimli kinaz inhibitér 1A, 1B, 1C) ve proteinlerin Cdk4 inhibitér ailesi
(INK4) uyelerini (p16-siklin bagdimli kinaz inhibitér2A) kapsamaktadir.
Sikhkla, mutant kanser hicrelerinde pRB (retinoblastoma proteini), p53
(tumdr protein 53), p16 gibi baskilayici genlerin protein UrUnleri de hiicre

déngustinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.?

2.2.2.Biylume Faktorleri

Cesitli bliyume faktorleri kendilerine ait hedef hicrelerde
mitojenik bir yanit olusturmaktadir. PDGF (trombositten tlireyen blylime
faktéril) bunlara o6rnektir. Hicrelerin PDGF’ ye maruz kalmasi, bazi
hicresel proto-onkogenlerin [MYC ve FOS (FBJ osteosarkoma proto-
onkogeni) gibi] hizla etkinlesmesine neden olmaktadir. Biyime faktorleri
ile onkogenler arasinda iliski bulunmaktadir. Keza hicre kuiltirinde
bulunan birgok timdér hicresi ortama blyume faktdrleri salgilamaktadir.
TGFB (donUstirict blyime faktori beta) gibi blylmeyi inhibe eden

faktorler de bulunmaktadir.?°

2.2.3.Tumor Baskilayici Genler

Tumoér baskilayict genler anti-onkogenler veya c¢ekinik
onkogenler olarak da adlandiriimaktadir. Bu genlerin baskilanmasi
blyume Uzerindeki bazi kisitlamalari ortadan kaldirmaktadir. Bunlarin en
6nemlilerinden biri de p53 genidir. Bu genin drind olan protein, ¢ekirdege
yerlesiktir, fosforilasyon ve defosforilasyona ugramakta ve bazi viral
proteinleri baglamaktadir. p53 hicre bdlinmesine katilan bazi genleri
duzenleyerek bir transkripsiyon aktivatéri olarak etki gdstermektedir.
Ayrica DNA hasarinda bir Gy denetim noktasi iglevi gérmektedir. DNA
hasari ¢oksa p53 etkinligi artmakta, hicre bélinmesi inhibe olmakta ve

onarim igin zaman saglanmaktadir. Hucre bdélinmesi denetimsiz olarak



devam edecek olursa hasarli DNA replike olmakta ve genomda kalici
mutasyonlar olusmaktadir. p53 ¢ok sayida timdrde goérilmesine ragmen
etkisizlestirildiginde DNA hasari hicrede birikmektedir. p53’in bir diger
islevi de programli bir hiicre 6lumU olan apoptozisin baslatiimasidir. p53
bunu BAX (BCL2 iligkili X geni) geninin transkripsiyonunu aktive ederek ve
BCL2 (B hucreli 16semi/lenfoma protein2 geni) geninin transkripsiyonunu
baskilayarak yapmaktadir. Kaspazlar ise apoptozisi baslatan ve hicre igi
bilegenlerin sindiriminden sorumlu bir proteaz enzim ailesidir. Apoptozis
embriyonik blyime ve dokularin yeniden bicimlenmesi gibi fizyolojik ve
Alzheimer, Parkinson gibi patolojik durumlarda goérilmektedir. MYC
apoptozisi uyaran, BCL2 inhibe eden onkogenlerdir. Pek c¢ok kanser
vakasinda p53 geninin en az 100 sekilde mutasyona ugradigi

gorulmektedir. 2022

RB1 (retinoblastoma1) diger o6nemli timér baskilayici
genlerdendir. pRB de p53 proteini gibi hiicre déngusinin G1/S kontrol

noktasinda gérevi olan bir timér baskilayici proteindir.?!2

Tdmorun ilerlemesi muhtemelen DNA onarim sistemlerindeki
kusurlara, onkogen aktivasyonuna ve tumér baskilayici genlerin
inaktivasyonuna bagli olusan tumoér genomundaki kararsizhgi

yansitmaktadir.?

2.3.Kolon, Meme, Mide ve Yumusak Doku Kanserlerinin Ozellikleri

2.3.1.Kolon Kanseri

Saglhk Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagskanhgi
Epidemiyoloji ve Koruma Sube MauadarlGgd 2006 yili verilerine gére
Tarkiye’de gorilen kanser tipleri arasinda kolon kanseri kadinlarda 13.2

insidansla 2.sirada, erkeklerde 17.3 insidansla 4.sirada yer almaktadir



(100,000 kisi icinde). Dinya Saglik Orgiiti GLOBOCAN 2008 (Cancer
Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2008) verilerine goére
Dinya genelinde gelismis Ulkelerde kadinlar arasinda 24.2 (2.sirada),
erkekler arasinda 37.6 (3.sirada), az gelismis Ulkelerde kadinlar arasinda

9.4 (5.sirada), erkekler arasinda 12.1 (4.sirada) insidans gérulmektedir.

Kolon kanserinde malign timdrler metastaz yaptiginda en

cok karaciger ve akcigerde tutulum goéstermektedir.?’

Risk faktorleri arasinda aile kanser éykusu, sigara icme, 60
yas Uzerinde olma, cinsiyet, yiksek yagli dusuk lifli diyet, kilo artisi ve
obezite, fiziksel aktivite yoklugu, sedanter yagsam, kentsel bélgede yasama
(kirsal bolgeye oranla daha fazla goériimektedir), adenomatoz polipler,
inflamatuvar barsak hastaliklar (Ulseratif kolit, Crohn hastaligi gibi), artmis
anaerobik barsak florasi, alkol bagimlihgi, pelvik radyoterapi yer

almaktadir.?”%°

FAP (ailesel adenomatoz polipozis), HNPCC (kalitimsal
polipozis olmayan kolorektal kanser) ve MYH (MutY homolodu) gen
mutasyonlarinin, kolon kanserine yatkinligi arttirdigi dastndlmektedir.
FAP’larin ¢cogu APC (adenomatoz polipozis koli) gen mutasyonlarina
baghdir. APC geni timoér supresdr gendir ve kodladigi protein
transkripsiyon faktéri 3-katenin ile etkilesmektedir. FAP’In ayrica retinal
pigment konjenital hipertrofisi, desmoid timoérler ve beyin timodrleri ile
iligkili oldugu diagunitlmektedir. HNPCC’nin de ayrica endometriyum, over
kanserleri, Ust gastrointestinal kanserler ve renal pelvis/ureter kanserleri
ile iligkili oldugu diugsunilmektedir. MYH kromozomun kisa ucuna yerlesmis
baz eksizyon yenileme genidir. Bu gendeki mutasyonlarin kolorektal

kanserlerle iliskili oldugu distintlmektedir.?”
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2.3.2.Meme Kanseri

Kadinlarda en sik goérulen kanser tiplerinden biridir. Saglk
Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi Epidemiyoloji ve Koruma
Sube Mudurlugu 2006 yil verilerine gére Tirkiye'de goérilen kanser tipleri
arasinda meme kanseri kadinlarda 39.1 insidansla (100,000 kisi icinde)
1.sirada yer almaktadir. Bununla beraber erkeklerde de 0.7 insidans
gorulmektedir. Dinya Saghk Orguti GLOBOCAN 2008 verilerine gére
Dinya genelinde kadinlar arasinda, gelismis Ulkelerde 66.4 (1.sirada), az

gelismis Ulkelerde 27.3 (1.sirada) insidans gérilmektedir.

Malign timdrler metastaz yaptiginda kanserli hiicreler meme
dokusuna yakin lenf digumlerinde gdérilmektedir. Meme kanseri ayrica
kemikler, karaciger, akciger ve beyin gibi vicudun farkl bdlgelerinde

metastaz yapmaktadir.>*'

Risk faktérleri arasinda 40 yas Uzerinde olma, birinci derece
akrabalarda meme kanseri, meme dokusundaki belirgin degisiklikler,
genetik degisiklikler [ BRCA1 ve BRCA2 (meme kanseri duyarlilik geni1 ve
2) genlerindeki mutasyonlar], Greme ve menstriiel gegmis (erken menars,
gec¢ menopoz, ¢cocuk dogurmamak veya ilk dogumu 30 yasindan sonra
yapmak), torasik radyoterapi, meme dokusu yogdunlugu, dietilstilbesterol
(DES) alimi, kilolu olma veya obezite, fiziksel aktivite kaybi, alkol alimi

sayllmaktadir.?>33

BRCA1 ve BRCA2 timor supresor genlerdir. DNA hasar
cevabinda ve DNA onariminda yer almaktadir. Bu genlerde olusan
mutasyonlar meme kanseri duyarhhigini arttirmaktadir. BRCA1 ve
BRCAZ2'nin meme kanseri diginda over, prostat, pankreas kanseri ve

melanom ile iligkili oldugu dusunulmektedir. PTEN (fosfataz ve tensin
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homologu), p53, MLH1 (MutL homologu1), MLH2 ve STK11 (serin/treonin
protein kinaz11) genlerindeki nadir goérilen mutasyonlar da riski

arttirabilen diger genetik faktorlerdir.3"3?

2.3.3.Mide Kanseri

Saglhk Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanhgi
Epidemiyoloji ve Koruma Sube MauduarlGgd 2006 yili verilerine gére
Turkiye’de gérulen kanser tipleri arasinda mide kanseri, kadinlarda 7.8
insidansla 6.sirada, erkeklerde 14.6 insidansla 5.sirada yer almaktadir
(100,000 kisi icinde). Diunya Saglik Orguti GLOBOCAN 2008 verilerine
gore Dinya genelinde gelismis Ulkelerde kadinlar arasinda 7.3 (8.sirada),
erkekler arasinda 16.7 (4.sirada), az gelismis Ulkelerde kadinlar arasinda

10.0 (4.sirada), erkekler arasinda 21.1 (2.sirada) insidans gértlmektedir.

Malignan primer mide kanseri hicreleri baslangigta midenin
en i¢ tarafindaki mukoza tabakasinda sinirlidir. Ancak ilerlemeye bagl
olarak tumor hdcreleri adim adim mide duvarinin dig tabakalarina dogru
infiltre olmaktadir. ilerleyen evrelerde dalak, transvers kolon, karaciger,
pankreas, abdominal bosluk, over, akciger, beyin gibi organlarda metastaz

yapmaktadir 29343

Risk faktorleri arasinda Helicobacter pylori ve Eppstein-Barr
viris enfeksiyonu, genetik faktérler, aile kanser dykisu, 55 yas Ustinde
olma, tuzlu, fime, nitrit-nitrath gida tlketimi, sigara igme, kronik atrofik
gastrit, Ulser, ailesel adenomatoz polipozis, hipertrofik gastropati, gastrik
polip, pernisiydz anemi, dusiuk sosyoekonomik dizey ve obezite

sayllmaktadir.>>*
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HNPCC ve E-kaderin mutasyonu mide kanseriyle iligkili
olabilmektedir. IL10 (interl6kin10), IL17, MUC1 (muUsin protein1 geni),
MUC6, DNMT3B (DNA metiltransferaz 3 beta), SMAD4 (Mad homologu
proteind) ve SERPINE1 [serin proteaz inhibitdr (serpin) protein] genlerinin

varyantlarinin mide kanseri riski ile iliskili oldugu diistintilmektedir.®**’

Mide malignansilerinin %90’ InI adenokarsinomalar
olusturmaktadir. Mide lenfomalari %2-7 arasinda bir orana sahipken

geriye kalanlari mide stromal sarkomalar oIU§turmaktad|r.34

2.3.4.Yumusak Doku Kanseri (Yumusak Doku Sarkomu)

Saglhk Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanhgi
Epidemiyoloji ve Koruma Sube Muduarliga 2006 yili verilerine gore
Tarkiye’de goérilen kanser tipleri arasinda yumusak doku kanseri,
kadinlarda 1.8, erkeklerde 2 insidansla alt siralarda yer almaktadir
(100,000 kisi icinde).

Genellikle ekstremitelerde (yaklasik %45 oraninda),
abdominal bélgede gdrilmekle birlikte bas, boyun, gévde veya kalp gibi
tim vicut bdlgelerinde de olusabilmektedir. Yag, kas, kikirdak, bag
dokusu, damarlar ve diger mezenkimal dokulardaki tum malign timorleri
kapsamaktadir. Liposarkom, ndérosarkom, anjiyosarkom, malign fibréz
histiyositom ve leyomiyosarkom gibi histolojik alt tipleri bulunmaktadir.
Yumusak doku kanserinde cogunlukla sporadik timoérler gérilmektedir.
Genetik veya cevresel risk faktdrlerinin etkisi gérilmemektedir. Bununla
birlkte nérofibromatozis1 (NF1), herediter retinoblastoma ve Li-
Fraumeni sendromu ile sarkom gelisimi riskinin arttigi ile ilgili gorugler
vardir. Ayrica radyoterapi veya kemoterapinin kanser gelisiminde etkili

oldugu dustnulmektedir. Yabanci cisimlere bagh olugan sekonder kronik
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irritasyonlar da etken olabilmektedir. Ekstremite ve gdévde sarkomlari en
cok akcigerde; karin ve karin zari sarkomlari akciger ve karacigerde

metastaz yapmaktadir.*'#?

2.4.Telomer

2.4.1.Telomer Yapisi

Telomerler, dkaryotik hiicre kromozomlarinin her iki ucunda
bulunan ve tim canlilarda benzersiz (5°)(TxGy), tekrarlarini igeren,
6zellesmis, heterokromatin yapida DNA dizileridir, x ve y genellikle 1-4
arasindadir (Sekil 1)."? Telomer zinciri, tamamlayici zincirinden daha
uzundur ve 3’ ucunda birka¢ ylz nikleotit uzunlugunda tek zincirli bir DNA

parcas! bulunmaktadir.®

Sekil 1: isaretlenmis telomerler.*”®

Telomer tekrar sayisi n, cogu tek hucreli dkaryotun ve
genellikle 1,500’Gn Uzerinde memelinin kromozomlari i¢in  20-100

arasindadir.® Dolayisiyla telomer uzunlugu, bazi silli protozoalarda birkag
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duzine baz ciftinden, memelilerdeki onbinlerce baz ¢ifti uzunluguna kadar

degismektedir.® insanda telomerler (5-TTAGGG-3'), tekrarlarini icermekte

iken pek ¢ok canlida bu tekrarlar farklilik géstermektedir (Tablo 1).2

Tablo 1: Cesitli canlilarda terminal tekrar dizileri.*

Telomer Dizisi

Tir

Euplotes (protozoa)

TTTTGGGG Oxytricha (silli protozoa)
Stylonychia (protozoa)
TTGGGG Glaucoma (sincap cinsi)
Tetrahymena (protozoa)
TTGGGG ve TTTGGG Paramecium (silli protozoa) (terliksi hayvan)

TTTAGGG ve TTCAGGG

Plasmodium (protozoa) (sitma etkeni)

Trypanasoma brucei (protozoa) (uyku hastalgi
etkeni)

Podospora anserina (mantar)
Fusarium oxysporum (maya)

TTAGGG Neospora crassa (protozoa)

Didymium iridis (civik mantar)

Physarum polycephalum (civik mantar)

Homo sapiens (insan)

Mice (fare)
TAGGG Giardia lamblia (protozoa) (ince barsak paraziti)
(TG)16TGo3 Saccharomyces cerevisiae (bira mayasi)
TTACAG, g Schizosaccharomyces pombe (fisyon mayasi)
TTAGGGGG Cryptococcus neoformans (kapsilli maya)
ACGGATGTCTAACTTCTTGGTGT | Candida albicans (maya)
AGs Dictyostelium discoideum (kUf mantari)
TTAGGC Ascaris lumbricoides (yuvarlak solucan)
TTGCA Parascaris univalens (parazit)
TTAGG Bombyx mori (ipek bdcegdi)

HeT-A, TART (retroposons)

Drosophila melanogaster (sirke sinegi)

TTTAGGG

Arabidopsis thaliana (brassicaceae familyasi)

TT(T/A)AGGG

Lycopersicon esculentum (domates)

TTTTAGGG

Chlamydomonas reinhardtii (yesil alg)
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Art arda gelen tekrarlar, telomerik proteinler icin pek c¢ok
baglanma bdlgesine sahip molekiler bir iskele oIU§turmaktad|r.4
Telomerlere bagli, histon olmayan bu yapisal proteinlerin TTAGGG
tekrarlarini baglama ve telozom olarak da bilinen bir kompleks T ilmegi
yapimini kolaylastirma yetenekleri bulunmaktadir. Bu proteinler TRF1 ve
TRF2 (telomerik tekrar baglanma faktérleri 1 ve 2), TIN2 (TRF1 etkilesimli
nikleer protein2), Rap1 (represor aktivator protein1) ve POT1 (telomerleri
koruma proteini1)dir. Artan kanitlar TRF2 ve POT71in, telomer
batinligunidn korunmasinda anahtar rol oynadigini géstermektedir (Sekil
2).°

TELOMERAZ
KOMPLEKSI
[f TERT
& TER
TELOMER YAPISI 4“ HSP90

5'TTAGGG
3'AATCCC

Sekil 2: Telozom yapisinda bulunan proteinler.5

Telozomlar olugurken telomerin tek zincirli ucu geriye dogru
katlanmakta ve cift zincirli kismindaki tamamlayici bdlgeyle eslesmektedir.
Boylece telomerin tek zincirli 3° ucu, T ilmegdini olusturarak cift zincirli
DNA'yl sarmaktadir.® Telozomlar, dolayisiyla telomerik baz dizileri,
kromozomlarin 3’ uglarini gift zincir kiriklarindan, eksonlkleaz ve
ligazlardan, DNA vyikimindan, u¢ uca birlesmelerden, yeniden
duzenlenmelerden ve kromozom kayiplarindan koruyan bir bagslk
olusturdugu gibi telomerik proteinler vasitasiyla DNA replikasyonunda,
DNA onariminda ve kromatin reorganizasyonunda aktif rol

oynamaktadir."®
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2.4.2. Telomer Kisalmasi

Hicresel DNA polimerazlar dogrusal DNA sentezini 5°-3’
yoninde gercgeklestirirken bagslangic icin bir RNA primerine ihtiyag
duymaktadir.*® Ancak dogrusal DNA molekiltiniin ucundaki kalip bélgesi
RNA primerinin baglanmasi icin yeterli uzunlukta degildir.°® DNA uclarinin
kendini eglemesi igin gerekli 6zel bir mekanizma olmadiginda geng ve
bélinmekte olan somatik hicrelerde, her bir hiicre bélinmesinde telomer

boyu giderek kisalmaktadir.?®

Bugline kadar incelenen butin normal somatik hicrelerde
TRFs (terminal restriksiyon fragmanlari) analizleri, DNA polimerazin lineer
DNA uclarini replike etmedeki yetersizligi ile tutarli olarak, kromozomlarin
her hicre bélinmesinde telomerik dizisinin 50 ila 200 arasindaki
nukleotidini kaybettigini g('j:~“,termi§tir.1‘7 Buna bagli olarak zamanla hucre
bolinmesi sona ermektedir.? Dolayisiyla hiicre ve organizma
yaslanmasinda temel nedenin bu telomerik kisalma oldugu ileri

strtilmektedir (Sekil 3).°

Boyle DNA replikasyon-bagimli telomer kisalmasi, hicresel
yaslanmada hicre bdlinmesinin ve sinyalizasyonunun sayisini saymakta;
dolayisiyla insan somatik hicrelerinin maksimum replikatif kapasitesinin
belirlenmesinde bir mitotik saat olarak rol oynamaktadlr.47 Bunun tersine
buglne kadar incelenen 6lumsiz hicrelerde, hicre bélinmesiyle net bir
telomer kisalmasi veya sekans kaybi goéralmemigtir. Dolayisiyla
telomerlerin bakim ve onarimi hdcrelerin  replikatif yaslanmadan

kagabilmesi ve siiresiz cogalmasi igin gereklidir.”
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Sekil 3: Yetiskin kék hiicrelerde telomer tekrarlari klsalm|§t|r.46

Bunun yani sira, telomer kisalmasi, hicrenin apoptozise
gegmesini veya kromozomal kararsizhk olusmasini da

indiikleyebilmektedir.*®

Telomer kisalmasina; ug¢ replikasyon problemi, kalip zincir
degredasyonu ve tek zincir hasarlari olmak Gzere Ug¢ farkli mekanizmanin

katkida bulundugu distintlmektedir.”

2.5.Telomeraz Enzimi

Telomeraz ribonUkleik asit-protein kompleksinden olugan
hicresel bir ters transkriptaz (RT)'dir ve telomer boyunun kontroliinden

sorumludur.”® Telomeraz enzimi sayesinde, her hiicre bdlinmesinde
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meydana gelen telomer kaybi telafi edilerek hicrenin yasam suresi

uzatiimaktadir.?

Telomeraz, 5-TTAGGG-3’ heksamerik tekrarlarinin
kromozom ugclarindan kaybini dengelemek Uzere, bu tekrarlari hicre

siklusunun replikatif fazinda telomerlerin sonuna eklemektedir (Sekil 4).”

5!
Protein (hnTERT
) ( ) "Parmaklar"-Telomeraz
, 3 proteini
(3 pe / 4
K7 \A RNA (TERC)
Telomer
"Aya"-Telomerazin
aktif bolgesi
"Basparmak"

Nikleotid

Sekil 4: Telomeraz enzim kompleksinin yap|3|.49

Telomeraz primer olarak kromozomun 3’ ucuna gereksinim
duymakta, 5’-3° ydninde ilerleyerek distal uca dogru kromozomu
uzatmaktadir. Tekrar bdlgesinin bir kopyasini sentezledikten sonra yerini
degistirerek kaldigi yerden telomeri uzatmaya devam etmektedir.
Tamamlayici CyAx zincirinin ise RNA primerinden baslanarak hicresel
DNA polimerazlar tarafindan sentezlendigi diJ§iJniJImektedir.6 Telomeraz
birka¢ tekrarli DNA dizisini ekledikten sonra serbest hale gecmekte ve
ikinci bir enzim, DNA polimeraz; DNA’nin komplementer zincirine
kromozom uglarinin ¢ift zincirli olarak uzatiimasini tamamlamak Uzere
baglanmaktadir (Sekil 5).%°
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Sekil 5: Telomerin telomeraz ve polimeraz tarafindan uzatilmas.*®

Pek ¢cok calisma yapilmasina karsin telomeraz aktivasyon ve
regilasyonun mekanizmasi tespit edilememigtir. Ancak en énemli yolagin
telomer uzunlugu ile iligkili mekanizma oldugu dastnidlmektedir. Bununla
birlikte telomeraz aktivasyonunun regilasyonu igin telomer uzunlugu
bagimli mekanizma farkli hicre tiplerinde ©&nemli veya spesifik
olabilmektedir. Ornegin dinlenen lenfositlerde diisik telomeraz aktivitesi
gbzlenirken, hiicre plazma membraninda spesifik antijen ve mitojen
reseptorlerinin - stimilasyonuyla &nemli derecede artmis telomeraz
aktivitesi gbézlenmektedir. Ayrica normal insan derisinin yiksek duzeyde
glines sidina maruziyetinde telomeraz aktivitesinin arttigi, insan
hematopoetik hucrelerinin y-isini  maruziyetinde veya insan kanser
hicrelerinin - x-1siIn1 maruziyetinde telomeraz aktivitesinin induklendigi

gosterilmistir.”

20



Telomeraz aktivitesinin kanser hicrelerinde ¢ogdunlukla
ancak normal somatik hlcrelerde nadiren saptanabildigi go&sterilmigtir.
Embriyogenez sonrasi, ¢ogu somatik hicrede telomeraz aktivitesi
kaybolmasina karsin hematopoetik kék hicreler, deri ve barsak epitel
hicreleri, 6zofagus epiteli, gamet hicreleri, endometriyum hiicreleri ve sa¢
folikulleri gibi fizyolojik olarak kendini dikkate deger bicimde yenileyebilen
somatik hucrelerde telomeraz aktivitesinin disik de olsa varoldugu
gosterilmistir.! Bu da géstermektedir ki bu enzim, ister normal ister malign

olsun yiiksek Greme hizi gosteren hiicrelerde etkindir (Sekil 6).

Sametler

L)

Kromozomlar

e Tee TR D00

Yash Hicre

(st riseeeE=ie iy
Olimsiz Hicre
% Weya Kanser &
CG=————""17)
\ o =7

Sekil 6: Telomeraz yiiksek iireme hizi olan hiicrelerde etkindir.”

Sonug olarak dusik telomeraz aktivitesi gosteren normal
hicrelerde telomerik tekrarlar korunmakta, bdylece hucreler kendini
yenileyebilmektedir.* Telomeraz aktivitesinin eksik oldugu somatik
hiicrelerde ise her hicre bolinmesinde telomerler kisalmaktadir.®®"
Telomeraz ters transkriptazi insan somatik hicrelerine in vitro olarak
sokuldugunda telomeraz aktivitesi yenilenmekte ve hiicresel yasam suresi

dikkate deger bicimde artmaktadir.®
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2.6.Telomerazin Kanserle iliskisi

Tamor hicresinin 8lumsizlGgdu ve karsinogenez sireci igin
telomeraz aktivitesi gereklidir.? insan kanserlerinde telomeraz, fonksiyonel
telomerlerin korunmasina yardim ederek timér proliferasyonunu arttirma

gorevi Ustlendigi yerlerde up-regiile olmaktadir.®

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yéntemlerinin gelisimine
bagli olarak artan calismalarda pek cok tumdér grubunda telomeraz

aktivitesi arastiriimis ve %85 oraninda pozitiflik saptanmistir.®

Codu insan kanser hucresinde telomeraz aktivitesinin
bulunmasi ve telomeraz aktivitesinin kanserin ilerlemesine uygun bir
sekilde artis gostermesi; bu enzimin hem kanser tanisi icin diagnostik,
hem de tiumor seyrinin takibi icin prognostik bir belirte¢ olabilecegini
dl'Jg,Undt'erektedir.z’9 Telomeraz enzim  aktivitesinin  hematolojik
malignansi, beyin tumérleri, primer akciger kanseri, hepatoseliler kanser,
mide kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri, meme kanseri, serviks
kanseri, endometriyal kanser, over kanseri ve mesane kanserinde arttigi

belirlenmistir.?®

Telomer fonksiyonu telomeraz aktivitesinin yanisira telomer
uzunlugunun Slctiimesi ile de degerlendirilebilmektedir.*® Kromozom TRFs
analizi, bir hiicre populasyonundaki tim telomerlerin karma uzunluklarini
vermektedir. Telomeraz aktivitesi ise TERT’in oligontkleotit primerleri
Uzerine telomerik tekrarlari sentezledigi bir primer uzatma analizi olan

PCR ile in vitro olarak &lgtilebilmektedir.”’

Karsinogeneze katkida bulunan farkli molekuler faktérler

arasinda telomer disfonksiyonu (kisalmis telomerler) genetik kararsizlikla
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ilgili erken uyari olarak ortaya ¢cikmaktadir. Gergekten de genetik butunlik,
kismen telomerlerin yapisal sekliyle korunmaktadir. Ancak telomerler her
hiicre replikasyon dongusuyle birlikte kisaldik¢a, bu genetik batinlik de

giderek kaybolmaktadir.*®

2.7.Telomeraz Enzim Kompleksi Bilesenleri

Telomeraz 3 esansiyel bilesenden olusmaktadir: TERT
(telomeraz ters transkriptaz), TERC (telomeraz RNA komponenti) ve
TERC bagli protein diskerin."

2.71.TERC

TER, TR, hTR, TRC3, DKCA1, SCARNA19 isimleriyle de
tanimlanmistir.>> Baslangic telomer replikasyonu icin kalip olarak
kullanilan bir snoRNA (kiictik nikleolar RNA)'dir.>® Telomerazin tasidigi
RNA bileseni yaklasik 451 nikleotit uzunlugundadir ve telomeraz RNA’s|
telomer DNA tekrarinin yaklasik 1.5 kati kadar olan komplementer CyAx
tekrarlarini kullanarak telomer DNA tek zincirini sentezlemektedir.®°2
TERC, korunmus RT homolog bélgelerinin disindaki TERT bdlgelerine

yuksek afinitede bagjlanmaktadlr.4

2.7.2.TERT

EST2, TCS1, TRT isimleriyle de tanlmlanm|:§t|r.54 Telomeraz
aktivitesinin  hiz  kisitlayici  faktoridur.®®  Hicrede  nikleolusta,
nikleoplazmada ve telomerlerde bulunmaktadir.>* Telomerazin katalitik
protein subiniti olan TERT, kendi RT bdlgesinin digindaki korunmus

bdlgeleri iceren oldukga blyuk bir yaplya sahip selller bir
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ribontikleoproteindir (RNP).* insanlarda TERT 1,132 amino asitlik, 127
kDa’luk bir proteindir.*” TERT protein yapisi Sekil 7 ’de gérilmektedir.

RNA Tekrari

Sekil 7: insan telomeraz riboniikleoprotein kompleksinin kismi yapisi. RT: Katalitik
ters transkriptaz boélgesi, TRBD: RNA baglayici bélge, TEN: N-terminal “capa”
bolgesi. RNA tekrari olarak etiketlenen yapi TERC RNA zincirini gostermektedir

(sari1). Mor renkli serit ise komplementer DNA zincirini géistermektedir.56

2.7.3.Diskerin

RNA-baglayici bir protein olan diskerin, TERC yapisinin ve
diskeratozis konjenitanin (DK) analiz edilmesi, ardindan tglncl telomeraz

komponentinin belirlenmesiyle kegfedilmigtir.9
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Bir kemik iligi yetmezligi sendromu olan DK’nin X baglantili
formu olan hastalarda diskerin mutasyonu, TERC dlizeylerinde énemli bir
azalmaya, azalmis telomeraz aktivitesine ve olduk¢a kisa telomerlere
neden olmaktadir.®*®> Telomer disfonksiyonu muhtemelen; kan, deri,
akciger ve oral mukoza gibi kendini yenileyebilen dokularda, ¢oklu ciddi
defektlerin bulundugu DK fenotipinin temelini olusturmaktadir. DK’nin
otozomal dominant formlari, bu hastalikta bozulmus telomeraz fonksiyonu
icin santral roli olmasi ile tutarl olarak, TERT ve TERC mutasyonlari ile

baglantihdir.®

Diskerin, telomer stabilitesi ve surdurulebilirligine katkida
bulunmak Uzere ve telomeraz kompleksinin tam aktivite géstermesi igin, 3’
bdélgesinde H/ACA motifi sergileyen, kompleks yapisi icinde bulunan

TERC ile birlegen bir proteindir.'®°%%

Nukleolar multifonksiyonel bir protein olan diskerin, DKC1
geni tarafindan kodlanmaktadir ve 58 kDa'dur. Cok cesitli biyolojik
proseslerle iligskili olmasina ragmen, DKC1 geni molekller seviyede
ayrintill olarak karakterize edilmemistir ve simdiye kadar, tek temel

transkript olan niikleolar diskerin tanimlanmistir.®’

Diskerin en az iki farkli fonksiyonel kompleksin icinde yer
almaktadir: Aktif telomeraz kompleksi ve rRNA (ribozomal RNA) isleme ve
ps6douridilasyon islemine katilan H/ACA snoRNP (klglk nukleolar

ribonUkleoprotein) kompleksleri.'”:%3°7%8

RNA modifikasyonuna katilan H/ACA snoRNP’ler icinde
diskerin, NOP10 (kuguk nukleolar ribontkleoprotein homologu10), NHP2
(histon olmayan kromozom proteini2), GAR1 (H/ACA kuguk nikleolar RNP

komponenti) proteinleri ve snoRNA molekull igindeki H/ACA motifi ile

25



birlesmekte, uridin rezidllerinin psédouridine c¢evrilmesine katkida

bulunarak katalitik psédouridin sentaz olarak etki etmektedir (Sekil 8).""*’

NHP2

Diskerin

Sekil 8: Bir snoRNP partikiilii iginde insan diskerin modeli.*

Uridinlerin ~ psodouridinlere  izomerizasyonu,  &karyotik
hicrelerde en cok gerceklesen RNA modifikasyonlarindan biridir. rRNA
ps6douridilasyonun en blylk hedefini temsil etmesine ragmen,
splisozomalRNA [snRNA (klglk nikleer RNA) ve protein subilnitinden
olusan bir kompleks] ve tRNA (tasiyici RNA) gibi baska RNA’lar da bu
modifikasyonlara maruz  kalabilmektedir.  Spesifik  fonksiyonunun
belirlenmesi zor olsa da, psédouridilasyonun RNA molekdllerinin stabilite,
katlanma ve fonksiyonelligini etkiledigine inanilmaktadir.®” Katalitik roltintin
Otesinde diskerin, kodlama yapmayan H/ACA snoRNA’lara baglanarak

onlari stabilize etmektedir.>>°’
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2.8.AAA" Siiperailesi ATPazlari

Hucrede kimyasal enerjinin biyolojik olaylara dénigtimiinde
veya farkli selliler aktivitelerde ATPaz veya NTPazlarin kritik &nemi vardir.
En yaygin olarak bulunan NTPazlar, NTP (nikleotit trifosfat) baglama ve
hidrolizde yer alan Walker A ve B motiflerinden isim alan Walker tipi

NTPazlardir.5%¢

AAA proteinleri (ATPases associated with diverse cellular
activities-cesitli hticresel aktivite iligkili ATPazlar) Walker tipi NTPazlarin alt
familyasini olusturmaktadir ve AAA moduli veya kaseti olarak adlandirilan
200-250 aminoasit kalintisindan olugsan ATPaz bdlgesi icermektedir. AAA
ATPazlarinin ¢odu enerji-bagimli  bir gekilde protein katlanmasi ve
acllmasi, protein komplekslerinin kurulmasi ve ayrilmasi, membran
fuzyonu araciliiyla protein transportu, nikleik asitlerin yeniden
modellenmesiyle hedef makromolekullerin ¢ozilmesi ve birbirinden

ayrilmasi gibi proseslere katilmaktadir.®":%?

Son zamanlarda klasik AAA ailesini de kapsayan daha genis
bir AAA® siperailesi <'3'neri|mi§tir.61 Kristallografik calismalar AAA"
tiyelerinin benzer sekans ve yapiya sahip oldugunu géstermektedir.®'®®
Klasik AAA ailesi Uyeleri, SRH (ikinci homoloji bdlgesi) olarak anilan
spesifik bir motif veya Walker A ve B motiflerine ek olarak ortak AAA
moduilii icermesiyle ayirt edilebilmesine ragmen, AAA ile AAA™ gosterimleri
birbirlerinin yerine kullanilabilmektedir. Pek cok AAA® proteini AAA
proteinlerine benzer sekilde fonksiyon géstermesine karsin diger AAA”
proteinleri  DNA replikasyonunda, rekombinasyonda, onarimda ve

transkripsiyonda yer almaktadir.®’
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AAA™ proteinleri korunmus ATP baglayici ve hidroliz bélgesi
icermekte ve oligomerik yapilarin kurulumuyla aktive edilmektedir. ATP
baglanmasi ve hidrolizi, hedef substratlarin translokasyonu veya yeniden
modelleme aktiviteleri icin gerekli olan konformasyonel degisiklikleri
indiiklemektedir.®? Bu proteinlerden bir kismi ATP baglasa bile ATPaz
aktivitesi gbstermemekte, ATPaz aktivitesi géstermesi icin bu ailenin diger

tiyeleriyle kompleks olusturmak zorundadir.®®

AAA" proteinlerinin birgok sinifi bulunmaktadir. Bunlar; ATP-
badimli proteazlar, membran flizyon proteinleri, Pex1p (peroksin1p) ve
Pex6p, katanin ve SKD1/Vps4p (K" transport defekt baskilayici/vakuoler
protein ayirma-iligkili protein 4p), dinein, DNA replikasyon proteinleri, RuvB

(Holliday kavsagi DNA helikazi) proteinleridir.®"

2.8.1.Telomeraz ile Kompleks Olusturan AAA* ATPaz Proteinleri

Pek c¢ok genin transkripsiyonu, koordineli olarak
transkripsiyonel kofaktdrler ve kromatin-yeniden modelleme kompleksleri

tarafindan dizenlenmektedir.'°

Kromatin yeniden modelleme kompleksleri kromatin yapisini
ve proteinlerin DNA'ya girisini diizenlemektedir.®® Kromatin degisen
derecelerde  DNA ve histon modifikasyonlart tasidigindan ve bu
modifikasyonlarin bazilan transkripsiyonel regulasyonla ortak
yuratuldiginden, epigenetik durumu ayarlayan kromatin-modifiye edici
proteinlere odaklaniimaya bag,lanmlg,nr.10 Bu proteinlerden ikisi olan pontin
ve reptin ile telomeraz enzim kompleksinin yapisina katilan TERT ve

diskerin bu ¢alismanin temel konusunu olusturmaktadir.
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Pontin ve reptin, ilk olarak TATA-baglayici protein (TBP) ve
50'den fazla komponent igeren, protein kodlayan genlerin
transkripsiyonundan sorumlu, blUydk RNA polimeraz Il holoenzim
kompleksi ile etkilestiginde bulunmustur.’® Daha sonradan pontin ve
reptin, B-katenin proteini, transkripsiyon faktérleri c-Myc; sadece pontin
E2F1 (E2F transkripsiyon faktérii1); sadece reptin ATF2 (aktive edici
transkripsiyon faktéri2 ) ve snoRNA kompleksleriyle fiziksel etkilesimleri

yoluyla tanimlanmisgtir.®°

Venteicher ve arkadaslari, HelLa hicrelerinden (Henrietta
Lacks olumsuz tumdér hicreleri) TERT kompleksinin saflagtiriimasini
basarmiglar, pontin ve reptin ATPazlarini telomeraz komponenti olarak

tanimlamislardir.®

SUMO (ktg¢ik ubikitin benzeri modifiye edici) modifiye edici
enzimler pontin ve reptin-iceren komplekslerden elde edilmektedir. Pontin
ve reptinin  SUMO modifikasyonlari transkripsiyonel aktivitelerini ve
protein-protein etkilesimlerini dizenlemektedir. Bundan dolayi; pontin ve
reptinin c¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlarinin, telomeraz etkisinin
karmasik modulasyonuna (6rnegin telomer uzunlugunun epigenetik
regulasyonu) katildigi tahmin edilmektedir. SUMOilasyon, ubikitinasyon ve
metilasyon gibi potansiyel dizenleyici mekanizmalarin, sinyal yolaklariyla
baglantih olarak pontin ve reptin fonksiyonlari arasinda dizenleyici

velveya anahtar olabilecegi diistintilmektedir.™®

2.8.1.1.Pontin

Pontin; Ruvbl1 (RuvB benzeri protein), RuvBL1, Rvb1, Tip49
(TBP-etkilesimli protein 49kDa), Tip49a, ECP54 (eritrosit sitozolik protein
54kDa), NMP238 (nikleer matriks proteini238), TIH1 (Saccharomyces
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cerevisiae), TAP54a (TIP60-iligkili protein 54 alfa) (metazoa) ve pontin 52

isimleriyle de tanimlanan helikaz AAA* ATPazidr."%60:64.65

Pontin homolog rekombinasyonunda veya ilerlemesi durmus
replikasyon catalinin onariminda fonksiyon gtistermektedir.64 Keza pontin
ve reptinle sinirh homoloji gdsteren bakteriyel helikaz RuvB de homolog
rekombinasyonu veya geciken replikasyon catalinin onarimi esnasinda

olusan Holliday kavsaklarindaki zincir gégunu katalize etmektedir.®®

Pontin baslica ntkleusta lokalizedir ancak ayni zamanda
sitozolde de bulunmug,tur.60 Bununla birlikte pontin ve reptinin
sitoplazmadaki multimerik durumu ¢ok iyi tanimlanmamistir. Pontin ve
reptinin hicre bélinmesi devam ederken farkli subseliler lokasyonlarda
bulunduguna dair bilgiler bulunmaktadir. Bu iki proteinin bilinen butlin
fonksiyonlari nikleer lokalizasyonla tutarhidir, keza her iki protein de cesitli
organizmalardan alinan pek cok farkli hiicre tipinde nukleusta lokalizedir.
Diger taraftan mitoz esnasinda farkli lokasyonlarda bulunabilirlerse de
hem pontin hem de reptin mitotik aygitla birlesmis olarak da
bulunabilmektedir. Dolayisiyla bu stre¢ boyunca kendi nikleer

fonksiyonlarindan farkli olarak farkli roller oynayabilmektedirler.®®

Pontin 456 amino asitten olusmaktadir.?® in vitro kosullarda
heksamerik veya duble heksamerik (dodekamerik) halka sistemini

olusturmaktadir.®®

Pontin Gg¢ farkl bolgeden olusmaktadir.?® 1.Bélge (amino asit
1-120 ve 296-365) ve 3.bdlge (amino asit 368-456), ATP baglanmasinda
ve hidrolizinde gérev almakta, bakteriyel RuvB ve diger AAA" helikazlarda
da bulunmaktadir.®®®® 1.Bélge, P-ilmegi apa niikleotit baglayici cekirdek

bélgesini icermekte ve 5 zincirli a-heliksler arasinda B-plili yapisindan
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olusmaktadir. 3.Bolge ise diger AAA™ proteinlerle benzer sekilde katlanma
yapmakta ve a-heliks demetlerinden oIU§maktad|r.63 2.Boélge (amino asit
121-295) pontine spesifiktir ve. DNA/RNA baglayici gorevi vardir.%3667

Sekil 9'da pontinin monomor ve heksamer yapilari gérilmektedir.

C-terminali

Walker A
Walker B

1.Bolge

Sekil 9: Pontinin monomer ve heksamer yapilari. (A) ADP’ye bagl pontin
monomerinin seritsel gésterimi. (B) Pontin heksamerinin seritsel gésterimi (yandan
gorinim). Bitisik monomerler mavi ve san olarak gosterilmistir. (C) Pontin
heksamerinin farkl gosterimi (iistten goriiniim). Herbir zincir farkli N-terminalinden

(kirmizi) C-terminaline (mavi) kadar gesitli renklerle g('isterilmi§tir.6'5’69
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Sekil 10’da pontinin c¢esitli oligomer yapilari ve elektron

mikroskopisi haritasi gésterilmektedir.

Monomer
(3.3 8)

Heksamer Nonamer
(10.6 S) (14.7 S)

Heksamer Elektron

(Ustten gdriinim) Mikroskopisi

(Gstten goriiniim)

Sekil 10: Pontin monomeri ve monomerlerin olusturdugu cesitli
oligomerik pontin formlari. Her modelden tahmin edilen sedimentasyon
katsayisi parantez iginde gdsterilmistir. Mavi renkte gériilenler heksamer

yapisina bagh 6 adet ADP molekiiliinii temsil etmektedir.”
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2.8.1.2.Reptin

Reptin, Ruvbl2, RuvBL2, Rvb2, Tip48 (TBP-etkilesimli
protein 48kDa), Tip49b, ECP51 (eritrosit sitozolik protein 51kDa), CGI-46
(metazoa), TIH2 (Saccharomyces cerevisiae), TAP543 (TIP60-iligkili
protein 54 beta) ve reptin52 isimleriyle de tanimlanan helikaz AAA®
ATPazidir.’006485  Homoplog  rekombinasyonunda veya  geciken
replikasyon catalinin onariminda pontin ile birlikte fonksiyon

gostermektedir.®*

Reptin baglica nlkleusta lokalizedir ancak ayni zamanda

sitozolde de bulunmustur.®

Reptin, 463 amino asitten olugsmaktadir. Pontin ile %43
Ozdestir ve nukleotit dizisi %65 benzerlik gé‘>stermektedir.60 in vitro
kosullarda pontin gibi heksamerik veya duble heksamerik halka sistemini

olusturmaktadir.®®

Reptinde, pontinde oldugu gibi afa altbdlgesi bulunmaktadir.

Sekil 11°de bu bdélge kirmizi, Walker A ve B bélgeleri sari ile gésterilmistir.

AAA" bolgesi

o llave bﬁlgh

sceo! [ NN N

Walker A Walker B 463 aa
o2 I I
471 aa

ot [ ENE N
456 aa

Sekil 11: Saccharomyces cerevisiae’de pontin ve reptinin insanda pontinle

klyaslanmaSL69
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Reptinin  katlanmis yapisi heniz belirlenmemistir ancak
pontin-reptin karigimi oligomerler elektron mikroskopisi ile analiz edilmistir.
Pontin ve reptin, farkh sekillenmis, her ikisi de pontin heksamerlerinden
farkli gértnen, siralanmis iki heksamer iceren bir dodekamer vyapi
olusturmaktadir. Dodekamerler pontin ve reptinin esit miktarlarindan
olusmasina ragmen, heksamerlerden birinin yalnizca reptin, digerinin
yalnizca pontin igerip icermedidi veya her iki heksamerin de esit miktarda
pontin ve reptin igerip icermedigi kesinle§memi§tir.66 Bununla birlikte
pontin ve reptin dodekamerik yap! olustursa bile, bu yapinin kismi olarak
pontince zengin tek bir heksamer yapisina ayrilabildigi bildirilmistir. Sonug
olarak pontin ve reptin monomer, homo veya hetero heksamer ve
genellikle de 2 homo heksamerden olusmus dodekamer yapilarinda
bulunabilmektedir.®” Sekil 12'de pontin-reptin  kompleksinin elektron

mikroskopisi haritasi ve dodekamer yapisi gosterilmigtir.

Sekil 12: Pontin-reptin dodekamer yapisi. Dodekamer kafa-kuyruk modeli
icin Ust Uste binmis pontin-reptin kompleksinin elektron mikroskopisi

haritasi gosterilmistir.”
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2.9.TERT, Pontin, Reptin ve Diskerin iligkisi

TERC dlzeylerinin sdrdidrtlmesinde pontin, reptin  ve
diskerinin benzer sekilde gerekli olmasi bu proteinler arasinda fonksiyonel

bir iliski oldugunu akla getirmektedir.’

Telomeraz kompleksinde pontin ve reptinin rollerine g6z
attigimizda ilk olarak, pontin ve reptin; telomeraz komponentleri olan
TERT ve diskerin ile etkilesmektedir. ikinci olarak pontin ve reptin, yeni bir
TERT iceren kompleks olugturmaktadlr.10 Bu TERT-pontin-reptin
kompleksi hiicre déngusinin her S fazi esnasinda pik yapmaktadlr.9 Bu
da TERT komplekslerinin dinamik oldugunu, pontin ile reptinin dénguisel
telomeraz kurulusunda yer aldigini ve kompleksin en az iki farkli formda

bulundugunu dustindiirmektedir.®°

Bu formlardan biri distk telomeraz katalitik aktiviteye sahip
TERT-pontin-reptin kompleksi (pretelomeraz kompleksi), digeri ise
yuksek enzimatik aktiviteye sahip TERT-TERC-diskerin kompleks (olgun
telomeraz kompleksi) formudur.”® Pretelomeraz yapinin kurulmasinin
ardindan pontin ve reptin TERT-TERC-diskerin kompleksinden
ayriimaktadir ve TERT-pontin-reptin kompleksi, TERT-TERC-diskerin

kompleksine déntismektedir (Sekil 13).%1°
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Diiigiik Alctivite Dider Yeniden Yilksek Aktivite
Modelleyici Faltarler

g mp =)
f i, x "
Pretelomeraz Komplelsi i i Olgun Telomeraz Komplelsi
TERT/ Pantin/ Reptin
Kompleksi
&1 s G2 M Hiicre biinglisii

Sekil 13: TERT kompleks yapilari. Pontin ve reptin, S fazina spesifik
bicimde telomeraz komplekslerini kurmak veya yeniden modellemek lizere
TERT ile etkilesmektedir."

TERT-pontin-reptin kompleksi ortamda TERT-TERC-diskerin
kompleksine gére daha fazla bulunmaktadir. Bunun nedeni; TERT-pontin-
reptin kompleksinin olugmasi igin belli bir zaman gerekmesi veya bu
kompleksin regilasyon igin hedef olmasi gibi olasiliklardir. Bu distnce ile
tutarli olarak TERT’in pontin ve reptin ile birlesmesi énemli diciide hiicre
déngusine bagdimlidir; S fazinda oldukga yiksek géralurken G2, M ve G1
fazlarinda azalmaktadir. TERT ve pontin/reptin birlesmesinin S fazina
bagdimli olmasi telomeraz kompleksinin her S fazi esnasinda de novo
olustugu distncesini uyandirmaktadir.’ Sekil 14’te hiicre dongusu

g6rilmektedir.
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Hazirlik
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Yaklagik 12 saat

IKINCI BUYUME FAZI
Yaklagik 5 saat

Sekil 14: Hiicre déngiisii.

2.10.Pontin, Reptin ve Diskerinin Kanserdeki Rolleri

Pontin ve reptin ekspresyonunun pek cok kanser tipinde
arttig  dustintimektedir.?> Pontin ve reptinin etkilestigi cok sayida

molekiiltin kanserde rolii oldugu bilinmektedir.5>5”

ik ipucu pontin, reptin ve kanser arasindaki iligkinin; yani bu
iki proteinin B-katenin ve c-Myc ile etkilestiginin kesfedilmesiyle elde
edilmistir.®° B-katenin ve c-Myc &zellikle karaciger karsinogenezinde
anahtar rol oynamaktadir.” Bunun disinda her iki proteinin ekspresyonu c-
Myc tarafindan regiile edilmektedir.®® Transkripsiyon faktorleri arasinda
onkojenik potansiyeli ile c-MYC, insan kanserlerindeki mutasyonlarin en

sik tekrarlanan bélgelerinden biridir.*°
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Hucre proliferasyonunun regtlasyonundaki rollerinin yaninda
pontin ve reptin, apoptozis regilasyonunda da yer almaktadir. Pontin ve
reptin hiicre proliferasyonunu desteklerken apoptozisi inhibe etmektedir. in
vitro kosullarda pontin ve reptinin azalmis ekspresyonu, timér hiicrelerinin

blyumesinde azalma ve apoptoziste artma ile sonuglanmaktadlr.65

Molekuler diizeyde antagonistik etki ediyor gériinse de, her

iki protein de timdr gelisimine yol agan olaylarda yer almaktadir.®®

Diskerinin timér olusumuna katkida bulunmasi i¢in hangi
spesifik fonksiyonunun bozulmus olabilecedi acik degildir. Telomeraz
fonksiyonunun  yoklugu, kansere yatkinhgin artmasina neden
olabilmektedir."”

BUtin bu varsayimlarin yani sira her ¢ proteinin de,
kanserle ilgisi bulunan telomeraz kompleksiyle iligkili olmasi bu proteinlerin

de kanserle ilgisi oldugunu akla getirmektedir.

2.11.Pontin ve Reptinin Yer Aldig: Hiicresel Yolaklar

Pontin ve reptin pek c¢cok hicresel yolaga katilmaktadir.
Bunlar transkripsiyon aktivasyonu ve baskilanmasi, DNA hasar cevabil,
snoRNP kurulusu, hicresel transformasyon, metastaz, apoptozis, DNA
replikasyonu, mitoz, biayime, Uri (aligsilmadik prefoldin Rpb5 etkilesimli

protein)/prefoldin kompleksleri bilinen bu yolaklardan bazilaridir.®’

Mayadan insana kadar ¢ok cesitli pontin ve reptin-iceren

kompleksin bulundugu rapor edilmistir."®

38



2.11.1.Transkripsiyon Aktivasyonu

Genlerin transkripsiyonu icin DNA'ya erisimi kolaylastiran
kromatin yeniden modelleme komplekslerinin varligi gereklidir.” Bu
kompleksler DNA’daki histonlarin degisimi, nukleozomlarin mobilize
edilmesi veya histonlarin kovalent olarak modifiye edilmesi gibi kromatin
durumunu degistiren modifikasyonlarda, bu modifikasyonlari taniyan
proteinleri bir arada tutarak, ATP’nin hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiden
faydalanmaktadir.”®® RVB proteinleri bu kromatin yeniden modelleme
komplekslerinin yapisinda yer almakta ve transkripsiyonu regule
etmektedir."*®” Ino80, Swr1 (Swi2 ATPaz bolgesi iliskili kompleks) ve
Tip60 (Tat-etkilesimli protein 60kDa) bu komplekslerden bazilaridir.®” Sekil
15’te kromatin yeniden modelleme fonksiyonu Ino80 kompleksi Gzerinden

gOsterilmigtir.
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Hedefleme/Saperonlama Katalitik

Ve

Sekil 15: Ino80 kompleksinin kromatin yeniden modelleme fonksiyonu.71

2.11.2.Transkripsiyon Baskilanmasi

RVB proteinleri, transkripsiyon baskilayici fonksiyonu olan
protein komplekslerine de katilmaktadir. c-Myc bagka bir transkripsiyon
faktdéri olan Miz1’e (Myc iliskili ¢inko parmak proteini1) baglanarak
baskilayic olarak etki etmektedir.t”*%" Bu kompleks siklin-bagimli kinaz
ve hlcre proliferasyonunun inhibitérii olan p21 genini baskilamaktadir.
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RVB oligomerleri c-Myc/Miz1 kompleksi ile birleserek kompleks ile isbirligi
yapmakta, p21 genini baskilamakta ve bu da hicre proliferasyonunu
tetiklemektedir.?®®” RVB proteinleri polycomb, B-katenin ve niikleer faktor
(NF)-kB (B-hicrelerinde hafif zincir arttinci nikleer faktdr) benzeri
diger baskilayici komplekslerin yapisinda da bulunmakta ve bu

komplekslerinkine benzer fonksiyon géstermektedir. %67

2.11.3.DNA Hasar Cevabi

DNA hasar sensoéri olarak etki eden ATM (mutant ataksi
telenjiektazi) protein kinazi, DNA hasar sinyalini algilamakta ve sinyali
aktive etmektedir. ATM araciligi ile olusan DNA hasar sinyalinin etkili bir
bicimde aktive olabilmesi icin Tip60'In asetiltransferaz aktivitesi
gereklidir.73 RVB proteinlerinin, Tip60’in histon H4 {zerindeki histon
asetiltransferaz (HAT) aktivitesi icin gerekli olmasi, DNA hasarini
algilamada ATM asetilasyonu icin de bu proteinlerin gerekli oldugunu
dustndirmektedir.® Bununla birlikte pontinin down regiilasyonu ATM
substratlarinin  fosforilasyonunu azaltmamakta, pontinin  Tip60
kompleksinin asetiltransferaz aktivitesi icin gerekli olmasinin substrat

spesifik olmasi ihtimalini arttirmaktadir.®>¢”

RVB iceren drosophila, maya ve insan NuA4 (nukleozomal
histon H4 asetiltransferaz)/Tip60 kompleksleri, DNA hasar bdlgesine
toplanmakta ve olusan DNA hasar sinyal amplifikasyonunun ortadan
kaldirimasinda énemli rol oynamaktadir. insan Tip60 kompleksi DNA
hasar bolgesinde fosfoH2AX (fosforillenmis histon H2AX varyanti)
iceren niUkleozomlarin yeniden modellenmesinden ve fosfoH2AX'in
defosforillenmesinden 6nce histon H4'G asetillendirmektedir.”* Pontin,
Tip60 kompleksinin HAT aktivitesinin strdurilmesindeki roliinden dolayi

fosfoH2AX’nin defosforillenmesi icin kritik Gneme sahiptir.®”"
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RVB proteinlerini iceren Tip60 kompleksi, 6zellikle ¢ift zincir
kiriklarinin etkili bir bigimde onarilmasinda histon H2A veya H2AX
varyantinin asetilasyonu icin kritik role sahiptir. Kompleks cift zincir
kiriklarinin  bir belirteci olan fosfoH2AX'i hedef se¢mekte ve histon

varyantini asettillemektedir.®®

insan Ino80 ve RVB proteinleri ayni zamanda YY7 (ying
yang proteini1) kompleksinde de bulunmustur. YY7?'in veya Ino80’in
tukenmesi, homolog rekombinasyonundaki bir bozulmaya bagli olugsan
DNA hasarindan sonra hicrenin hayatta kalma sansini azaltmaktadir.
Reptin tikenmesinin de benzer bir etkiye sahip olmasina ragmen reptinin,
memeli Ino80 veya YY1 komplekslerinin aktivitesi icin gerekli olup
olmadigi halen bilinmemektedir. Memeli RVB proteinleri, DNA hasar
bdlgesinde kromatin yeniden modelleme icin gerekliliginden dolayi kismen

de olsa DNA hasarinin onarimi igin énemli olmaktadir.®’

DNA hasari, hicre déngldsunin bir sonraki evreye
gecmesinden o6nce hasarin onarildigindan emin olmak icin hicre
déngusiunt bloke eden kontrol noktasi yolaklarini aktive etmektedir.
Kontrol noktasi aktivasyonuna katilan iki ATM/ATR (Rad3 iliskili ataksi
telenjiektazi)-bagimh yolak vardir. ATM-Chk2-(kontrol noktasi kinazi2)
Cdc25a (hiicre béliinme siklusu 25 proteini homologu A) yolagi, DNA
hasar cevabinda DNA sentezini inhibe eden erken cevaptir. p53’U
fosforilleyen, Mdm2 (p53 baglayici protein homologu2) ile etkilesimini
zayiflatan ve bdylece p53’tu stabilize eden ATM-Chk2-p53 sinyal yolagi
ise DNA hasarina verilen ge¢ cevaptir. insan Tip60 kompleksi ATM
aktivasyonuna katilmakta ve her iki yolakta pontin, Tip60 aktivitesi icin
gerekmektedir. Ino80 ve Swr1 kompleksi de hiicre déngisi kontrol

noktasi aktivasyonuna katilmaktadir.®”-®
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2.11.4.snoRNP Olusumu

snoRNP’ler, proteinlerle kompleks olusturan snoRNA’lari
iceren RNP kompleksleridir. snoRNP’ler snRNA, rRNA ve tRNA'larin
ayriimasina ve modifikasyonuna katiimaktadir.®” RVB proteinleri
snoRNP’lerle c¢alismaktadir. Yapilan c¢alismalar RVB proteinlerinin
snoRNP’lerin  lokalizasyonunda, muhtemelen de kurulusunda ve

snRNA’larin stabilitesinde nemli rolti oldugunu géstermektedir.®”"

2.11.5.Hlcre Transformasyonu ve Metastaz

RVB proteinleri, en iyi karakterize edilen onkojenik
transkripsiyon faktérlerinden biri olan c-MYC ve B-katenin onkogenlerinin
fonksiyonlarinin regulasyonundaki rollerinden  dolayi hicresel

transformasyona katilmaktadir.®”-"®

RVB proteinleri, hiicrelerin proliferasyonu ve hiicre akibetinin
belirlenmesi gibi c¢esitli hicresel prosesleri regile eden Wnt (wingless
proteini)-B-katenin sinyal yolagina da katilmaktadir.®”-’® Pontinin hem in
vivo hem de in vitro ortamda [B-kateninin 187-284 rezidlleri ile etkilestigi
kesfedilmistir. Pontin, B-katenin tarafindan hedef alinan genlerin kromatin
yapisini modile ederek Wnt-B-katenin sinyal yolaginin verimini regile
etmektedir. Hint1/PKCI (histidin Ug¢li nukleotit baglayici protein1/protein
kinaz C inhibitéri) RVB proteinlerinin etkilesimlerini saglamakta ve regile

etmektedir.5%6"77

Hint1, pontin ve reptin halkalari arasindaki etkilesime aracilik
etmek icin RVB proteinlerinin 2.bélgesine baglanmaktadir.>®” Hint1’in
asir ekspresyonu RVB-B-katenin regulasyonlu genleri modile etmekte ve

Hint1'in RVB ve Wnt-B-katenin sinyal yoladinin regilatéri oldugunu
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desteklemektedir. TUmoér supreséri Hint1 pontinin agonistik fonksiyonunu

baskilarken, reptin indtiklti baskilanmayi arttirmaktadir.®

KAI1 (kangai), metastaz baskilayici genler arasinda
tanimlanmis birkag genden biridir.°®” KAI1 tetraspanin ailesi proteinidir.®®
Hucre adhezyonunu baslatarak ve pek ¢ok plazma membran reseptériyle
etkileserek metastazi inhibe etmektedir. RVB iligkili transkripsiyon
faktorlerinin karmasik etkilesimi KAI1’in regiilasyonunu yonetmektedir.'®®
Tip60 pontinin yani sira, KAI1 promoterine baglanmakta ve promoter
bélgedeki histonlarin  asetilasyonu yoluyla KAI1 ekspresyonunun
koaktivatori olarak etki etmektedir. Tip60'in metastatik hiicrelerde agiri
ekspresyonu hem Tip60’in KAI1 promoterine baglanmasini hem de KAI1
duzeylerini restore etmektedir. Bunun tersine metastatik hicrelerde, reptin
B-kateninin yani sira KAI1 promoter bdlgesini isgal etmekte ve gen

ekspresyonunu baskilamaktadir.®”"®

Tip60-pontin (aktivatér) ve pB-
katenin-reptin (represér) komplekslerinin antagonistik aktivitesi ile tutarl
olarak’®™® ki kompleks birbirini diglayan bir sekilde, nonmetastatik
hicrelerde Tip60’in orijinal Gstinlidini saglamak icin Tip60 veya [-
kateninin dizeyleri maniptle edildiginde bile KAI1 promoter bdlgesini isgal
etmektedir. Reptin ismi de bu antagonistik aktiviteden gelmektedir

(reptin52=repressing pontin52).5”"®

Yapilan c¢alismalarda HDAC1 (histon deasetilaz1) ile
etkilegsen iki yeni SUMO-modifiye edici enzim tanimlanmigtir: SENP1
(SUMO-sentrin-spesifik proteaz1) ve SUSP1 (SUMO-spesifik proteaz1).
Reptin kompleksinde SUMO-modifiye edici enzimlerin varligi ile tutarl
olarak reptin, lizin 456 (zerinden SUMOilasyona ugramaktadir. SUMO
akseptor boélgesindeki mutasyonlar ve bir SUMO molekilinin bu mutant
ile birlegsmesi, reptin SUMOQilasyonunun reptinin nikleusa translokasyonu

ve promoter baskilamasi igin esansiyel oldugunu ortaya koymaktadir.
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UBC9 (ubikitin-konjuge enzim9)’'un asiri ekspresyonuyla SUMOilasyonun
artisi, reptin tarafindan transkripsiyonel baskilanmayi arttirmaktadir.
SENP1 asin ekspresyonuyla SUMOilasyonun azalmasi ise reptin aracilikh
transkripsiyonel baskilanmayi tersine ¢evirmektedir. Sonug olarak reptinin
SUMOilasyonu, nUkleer transporttaki roline bagl olarak promoter
baskilama icin kritiktir. CUnkU buylk olasilikla SUMO modifikasyonu KAI1
promoter bélgesine HDAC1 yonlenmesi icin gereklidir.®®®” Pontinin
SUMOilasyonu, lizin 225 Gzerinden gerceklesmektedir ve pontinin nikleer
lokalizasyonunu koruyarak AR (androjen reseptdri)-bagimli transkripsiyon
Uzerindeki agonist aktivitesini arttirmaktadir. Ayrica prostat kanseri hicre
proliferasyonunun regiilasyonuna katiimaktadir.®® Reptin, pontin, pB-
katenin, Tip60’In KAI1 geni Uzerindeki regulasyonu Sekil 16’'da

gOsterilmigtir.

Kanser Reptin Normal

<, o

D o
= —) \
IS . CQ T o~ v S 0N
KAI1 Devre disi KAI1 Devrede

— . SENP1  Tip60

Sekil 16: KAI1 metastaz baskilayici genin reptin, pontin, B-katenin ve Tip60 ile
regiilasyonu. S: SUMO.™
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2.11.6.DNA Replikasyonu, Mitoz ve Uri/Prefoldin Kompleksleri

Ino80, RVB proteinlerinin yani sira replikasyon stresinden
sonra durmus replikasyon catalinin yeniden baslatilmasi ve surdurilmesi
icin gereklidir. RVB proteinleri mitoza katilan komplekslerin icinde de
tanimlanmistir.®”"® Pontin ve reptinin her ikisi de tubulin ile etkilesmekte,
mitotik i§ ipliklerini ve ig kutuplarini lokalize etmektedir.*®° Ayrica pontini
knockdown edilmis (ekspresyonu azaltilmig) hicrelerde, hicre 6limi
daha sik gorilmekte ve apoptozisin baslatimasindan 6énce mitozun
durdugu gt‘)ﬂ']lmektedir.69 RVB proteinlerini iceren bir baska protein
kompleksi Uri kompleksidir.?®®” Uri kompleksi E3-ubikitin ligaz SCF, Rpb5
(RNA polimeraz Il B subuniti) ve birkag prefoldin iligkili Uri1 proteininden
olu\g,maktadlr.66 Prefoldinler protein katlama komplekslerinde kullanilan
bir protein ailesidir. Uri kompleksinin genom stabilitesinin kontrolinde roll
oldugu bulunmustur®® RVB proteinleri Uri kompleksi icinde
tanimlanmasina ragmen, bu proteinlerin kompleks icindeki roli henlz

tespit edilememistir.®’

2.12.Serbest Radikal Hasarlari ve Uriinleri

ROT yuksek redoks potansiyeline bagli olarak proteinler,
lipitter ve DNA gibi yapilarin oksidatif modifikasyonlarini yaratma

yetenegine sahiptir.”

Lipit peroksidasyonu (LP), biyolojik dnemi en bilylk serbest
radikal reaksiyonlarindan biridir. Verimli bir lokal antioksidatif savunma
sistemiyle karsi koyulmadiginda plazma fosfolipitlerinde olusan
peroksidatif hasar, ciddi hiicre hasarina yol agabilmektedir. Diger yandan
endojen oksidanlarin, serbest radikallerin ve diger reaktif tdrlerin

olusturdugu oksidatif hasarin en buyuk hedefi DNA olmaktadir. Selller
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makromolekilleri oksidasyona kargli koruyan birgok savunma sistemi
olmasina ragmen vyilksek oranda DNA hasari olusmaktadir.?%%2
Proteinlerin ROT/RNT tarafindan oksidasyonu, protein hidroperoksitler gibi
gecis metal iyonlariyla etkilestiginde fazladan radikal Uretebilen reaktif
artnler olugturabilmektedir.83 Membran proteinleri LP sirasinda hasara
ugrayabilmektedir. Ayni zamanda serbest radikaller tarafindan da direkt
hasara ugratilabilmektedir.®* Proteinlerde yer alan tirozin ve fenilalanin

Ozellikle serbest radikal ataklarina uygun aminoasitlerdir.®®

2.12.1.DNA Hasari

DNA’nin oksijen serbest radikalleri ile hasara ugramasi,
sikhkla insan kanserlerinin baglamasi ve ilerlemesiyle iligkili olan

mutasyonlara neden olmaktadir.2%%°

ROT kaynakh DNA hasari; modifiye edilmis bazlar, abazik
bdlgeler, tek veya cift zincir kiriklari, DNA-protein ¢capraz baglanmasi,
kardes kromatit degisimi ve sonradan ortaya g¢ikan klastojenik faktorlerin

tiretimi seklinde olabilmektedir.9%9"

2.12.1.1.DNA Seker Hasari

Serbest radikaller deoksiriboz molekulleri Gzerinden de
DNA’ya hasar verebilmektedir. Bazi seker UrlUnleri, modifiye sekerler
olarak DNA’'dan c¢dézulirken, digerleri DNA (zerinde kalabilmekte veya
kirlmis DNA zincirinin sonlanma grubunu olusturabilmektedir. DNA’ya
bagli olarak bulunan oksidatif hasar drlnlerine 2-deoksipentoz-4-uloz,
eritroz, 2-deoksipentonik asit lakton; 3’ sonlanma grubunu olusturan hasar

drtnlerine 2,3-dideoksipentoz-4-uloz, glikolik asit; 5 sonlanma grubunu
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olusturan hasar UrUnlerine ise 2,5-dideoksipentoz-4-uloz, 2-deoksitetro

dialdoz, 5’-aldehit niikleozit drnek verilebilmektedir.®?

2.12.1.2.DNA Baz Hasari

DNA oksidasyonu doért nukleik bazin hepsinde hasarla
sonuclanabilmektedir. Bltin pdrin ve pirimidin bazlar arasinda en fazla
okside olmaya egilimi olan baz guanindir. 80HdG (8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin), 80HGua (8-hidroksiguanin), 5-hidroksi-6-hidro timin,
timin glikol, sitozin glikol, urasilglikol, 5-hidroksimetilurasil, 5-hidroksi-5-
metil hidantoin, 5-formilurasil, alloksan, 8-hidroksiadenin, oksazolon gibi
cesitli DNA hasar triinleri bulunmustur.?*% Son yillarda, 8-OHdG [veya 8-
oxodG (8-okso-2’-deoksiguanozin)] oksidatif stres belirteci olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle Uriner 8-OHdG, teknik olarak karisik ve
agresif olmamasindan dolayl endojen oksidatif DNA hasarinin ve
prekursorlerinin  derecesini gostermek igin en sik O&lgllen belirtegtir.
80OHdG, oldukga hassas olarak ©6lculebilmekte ve hedef dokulardaki
duzeyleri oksidatif stres ve kanser insidansi ile korelasyon gostermektedir.
Bu nedenle 80HAG oksidatif hasar calismalari i¢in oldukca kullanisli

olmaktadr 80:8288.91.94-97

8-hidroksi-2'-deoksiquanozin (80HdAG)

ROT indUkli hasarin pek ¢ok spesifik formundan biri olmasi
nedeniyle, hayvan ve insanlarda yapilan calismalarda oksidatif stres ve
oksidatif DNA hasarinin gésterilmesinde bir belirte¢ olarak genis kullanimi

bulunmaktadr 88:90:91.97-99

80HdG inflamatuvar siure¢ ve yaslanma gibi pek ¢ok hastalik

ve durumda Uretiimektedir. 80OHdG kimyasal olarak hidroksil radikalinin
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veya singlet oksijenin guaninin 8.pozisyonuna atak yapmasiyla
olusmaktadir. Ayrica LP rinleri araciligiyla da uretildigi gosterilmistir.'®
Kanserin ¢esitli evrelerinde énemli rol oynadiginin bulunmasindan itibaren
DNA baz modifikasyonlarinin tim kalitatif ve kantitatif 6zellikleri, 6zel ilgi
g6rmektedir. Okside bazlarin hidrojen baglarini degistirmesi ya da spesifik
kodlamada transversiyon mutasyonlarina neden olmasiyla karsinogenez
meydana gelmektedir. Transversiyon mutasyonlarini (G-T eslesmesi gibi)
oksidatif olarak modifiye edilmis DNA replikasyonu izlemektedir.89:101

Sekil 17°de 80HdG’in numaralandiriimis yapisi gérilmektedir.

o
64 NH
‘i 1
HD—é»:ﬁ}\
M d 3
N N TNH,

Sekil 17: 80OHdG’nin yap|S|.97

Guaninin 8.pozisyonundan oksidatif hidroksilasyonu, en sik
gorilen ve nukleer DNA’daki en mutajenik lezyondur. 8OHdG'nin
olusmasiyla gorilen DNA oksidatif hasari, mutajenezde oldugu gibi
karsinogenez sirecinde de 6énemli olmaktadir. Guaninin hidroksilasyonu
6zgul baz eslesmesinde eksikliklere ve modifiye bazlarla onlarin yakin
rezidllerinin yanlis okunmasina yol agmaktadir. Hucrelerin hayatta
kalmasi icin oksidatif DNA modifikasyonlarinin ortadan kaldiriimasina veya
onariilmasina araci olan cgesitli onarim enzim sistemleri bulunmaktadir.
Onarilamayan herhangi bir oksidatif lezyon, mutasyonlara ve

karsinogenez riskinin artmasina yol agmaktadir.®
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Oksidatif olarak modifiye edilmis DNA miktarindaki artig
insan dokularinda 6zellikle timérlerde tespit edilebilmektedir. 8-OHdAG kan
dolagimina ve idrara salinmakta, hasarli DNA’nin  onariminin

degerlendirmesi igin fikir vermektedir 808198102

80OHAG duzeylerinin  c¢esitli  tumorlerde arttidi  ortaya
cikariimigtir.  Uteral miyomlarda timdérin  bUyUukliginin 80OHdG
duzeylerinin artmasiyla iligkili oldugu bulunmustur. Meme kanserinde
kanserli dokularda ve kan hucrelerindeki DNA'da 80HdG ve 5-
hidroksimetil-2'-deoksiuridin diizeylerinde artis oldugu bulunmustur. Kigik
hicreli akciger, mesane ve prostat kanserli hastalarda 8OHdG
duzeylerinin yukseldigi gésterilmistir. Dolayisiyla triner 8OHdG'nin kanser
riskinin gdsteriimesinde oldukc¢a kullanisli oldugu gt’>riJImektedir.80 Bunlarin

disinda kolorektal kanserde de 80OHdG diizeylerinin arttigi bildirilmistir.’®

80HdG duzeylerini 6lgmek icin HPLC/ECD (yiksek basingh
sivi kromatografisi/elektrokimyasal dedektor ile),2%9"1%%1% HPLC-MS/MS

(tandem kutle spektrometrisi ile),2%8"®" GC/MS (gaz kromatografisi/kiitle

82,88-90,95 CE )89

spektrometrisi ile), (kapiller elektroforez yéntemleri

kullaniimaktadir. Son zamanlarda 80OHdG’ye spesifik monoklonal antikor
yontemi yayginlagsmakta, serum ve idrardaki 80HdG duzeyleri ELISA

(enzim bagl immiin assay) yontemiyle de 6lgtilebilmektedir 808189105

2.12.2.Lipit Peroksidasyonu

Baslica hicre membraninda lokalize olan lipitler, oksidatif
strese ¢ok hassastir. Membran lipitlerinin oksidatif hasari, LP’yi
baslatmaktadir. Serbest radikal ataklari 6zellikle hicre membrani veya
lipoproteinler icindeki poliansatire yag asidi zincirleri Uzerine etki

gostermekte, LP meydana gelmekte ve sonugta lipit hidroperoksit,
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tiyobarbiturik asit-reaktif bilesikleri (TBARs) ve uzun émurl aldehit Gretimi
olmaktadir. Bu reaksiyon, ilerleyerek hiicre hasarina neden olabilen ve
zincir reaksiyonu gibi kendi kendine devam edebilen bir suregtir. LP
artnleri serbest radikal aktivitesi gosterebilmekte, bu nedenle kendi lipit
membraninda hasari arttirabilmektedir.”® LP reaksiyonlarinin  sonunda
MDA (malondialdehit), 4-OH nonenal, konjuge yag asitleri, izoprostanlar,

etan ve pentan olusmaktadr.”87.106-109

LP GUrlnleri ve reaktif oksijen turlerinin, DNA’ya baglanmak
suretiyle mutasyonlara ve kanserlerin baslamasina neden oldugu
bulunmustur. Cesitli organlarda uretilen veya artan LP Grinleri serum icine
salinmaktadir.”#871%.1% | p icin tasarlanmis en popiiler belirtecler MDA,
okside LDL, MDA-modifiye LDL, okside LDL ve MDA-modifiye LDL’ye

kargi gelisen oto-antikorlar, F2-izoprostan ve konjuge dienlerdir.®

Malondialdehit (MDA)

MDA LP’den ve prostaglandin biyosentezinden endojen
olarak tlreyen ve biyolojik ortamlarda bazi biyomolekillerin SH ve/veya
NH, gruplarina bagl olarak veya serbest formda bulunan bir bilegiktir
(Sekil  18). Enzimatik ve oksijen radikali indUdklG LP Granudur,
genotoksiktir.2®''®  MDA'nin potansiyel olarak DNA hasarina ve
mutasyonuna 6nemli katkilari vardir. MDA’'nin bakteri ve memeli hlicre

testlerinde mutajen ve tavsanlarda karsinojen oldugu gCSsteriImigtir.86

NNNA

Sekil 18: MDA’niIn yapisi.
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3.GEREG VE YONTEMLER
3.1.Hasta ve Kontrol Gruplarinin Tanimi ve Ozellikleri
3.1.1.Hasta Grubu

Hasta grubu, T.C.Saglik Bakanhigi Dr.Abdurrahman
Yurtarslan Ankara Onkoloji ve Egitim Arastirma Hastanesi’nden biyopsi ile
kesin kolon kanseri, meme kanseri, mide kanseri ve yumusak doku
kanseri teshisi konmus, herhangi bir tedavi almamis ve tedavi amaciyla
opere edilerek dokularinin ¢ikariimasina karar verilmis olan 17’si kadin
10’u erkek olmak Uzere toplam 27 (13 kolon, 7 meme, 6 mide ve 1
yumusak doku kanseri) hastadan olusturuldu. Yumusak doku kanseri
hastasi parametrelerde degisiklik olup olmadigini kontrol etmek amaciyla

calismadan cikariimadi.

3.1.2.Kontrol Grubu

Kontrol grubu, T.C.Saghk Bakanligi Dr.Abdurrahman
Yurtarslan Ankara Onkoloji ve Egitim Arastirma Hastanesi'nden, kanser
tanisi almamis, hicbir hastaligi olmayan, rutin kontroller igin hastaneye
basvurmus saglikl, 6zellikle cinsiyet ve yas bakimindan hasta grubuna

benzer 14'U kadin 13’0 erkek olmak tzere toplam 27 kisiden olusturuldu.

Sadece serum ve idrar deneylerinde, saglikli génullilerden
alinan serum ve idrar érnekleri ile kanserli hasta grubundan alinan serum
ve idrar oOrneklerinde karsilagstirma vyapildi. Doku c¢aligmalarinin
kargilagtirmalari, kanserli hastalarin timér dokulart ve kendi saglikli
dokular arasinda yapildi. Kanser hastalarindan alinan doku &rnekleri
rezeksiyon amaciyla alinan dokulardan secildi. Tablo 2’de hasta ve kontrol
gruplarinin demografik ézellikleri, Tablo 3’te rutin biyokimya degerleri yer

almaktadir.
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Tablo 2: Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikleri

Degisken

Hasta Grubu (n=27)

Kontrol Grubu (n=27)

Yas (Standart Sapma)

Cinsiyet
Kadin (%)

Erkek (%)

Menopoz Durumu
Premenopoz (%)
Postmenopoz (%)

Kanser tiri
Kolon (%)

Meme (%)
Mide (%)
Yumusak Doku (%)

Kanser Evresi*

Total Hasta- Evre I, 111111V
Kolon- Evre I, IL1I1,1IV
Meme- Evre |, ILIII

Mide- Evre LI, IV
Yumusak Doku- Evre |

Kanser Fazi

Total Hasta
Erken Faz** (%)
ileri Faz** (%)
Kolon
Erken Faz (%)
ileri Faz (%)
Meme
Erken Faz (%)
ileri Faz (%)
Mide
Erken Faz (%)
ileri Faz (%)
Yumusak Doku
Erken Faz (%)

55.48 (10.41)

17 (63.0)
10 (37.0)

5 (29.4)
12 (70.6)

13 (48.1)
7 (26.0)
6 (22.2)
1(3.7)

7,7,7,5
5,2,3,3
1,5,1
1,2,2
1

15 (55.6)

11 (40.7)

7 (53.8)
6 (46.2)

6 (85.7)
1(14.3)

1(16.7)
4 (66.7)

1 (100.0)

45.37 (6.58)

14 (51.9)
13 (48.1)

10 (71.4)
4 (28.6)

*Evreleme American Joint Committee on Cancer kriterlerine gére yapiimistir.

**Erken Faz =Evre | + Evre Il, ileri Faz = Evre lll + Evre IV
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Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarinin rutin biyokimya degerleri

Ortalama (Standart Sapma)
Parametre Hasta_Grubu Kontrcll Grubu p*
(n=27) (n=27)
Glukoz (mg/dL) 130.62 (48.04) 94.63 (27.99) 0.002
Total protein (g/dL) 5.54 (0.79) 7.12 (0.54) 0.000
Albumin (g/dL) 3.08 (0.58) 4.05 (0.75) 0.000
Urik asit (mg/dL) 3.31(1.11) 4.52 (1.17) 0.001
AST (SGOT) (U/L) 23.00 (14.13) 20.81 (8.83) 0.499
ALT (SGPT) (U/L) 16.37 (14.72) 28.19 (14.97) 0.005
GGT (U/L) 28.25 (18.16) 17.00 (8.06) 0.005
BUN (mg/dL) 13.69 (5.52) 29.79 (7.64) 0.000

*p>0.05 anlamsiz, p<0.05 anlamli

3.2.Materyal
3.2.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

-RNaz inhibitérli ¢bzelti: RNase Zap

-RNA koruyucu ¢ozelti: RNASafer

-RNA izolasyon ¢ézeltisi: Roche Tripure Isolation Reagent

-Kloroform: Merck

-izopropanol: Merck

-Etanol: Merck

-cDNA sentez kiti: Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
-Real-Time PCR enzim kiti: Roche LightCycler 480 Probes Master Kit
-Nlkleaz icermeyen su

-80HdG EIA (enzim immun assay) kiti: Cayman

-Kreatinin kiti: Bio Aktif Kimya

-Kreatinin kontrol soliisyonu: Bio-Rad Liquichek Urine Chemistry Control
-Ultra saf su

-Tetraetoksipropan %95 (TEP): Fluka
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-Sulfurik asit %95-98 (H,SO4): Merck
-Sodyum hidroksit (NaOH): Merck
-Perklorik asit %70-72 (PCA): Merck
-Hidroklorik asit %37 (HCI): Merck
-Dinitrofenilhidrazin (DNPH): Acros
-Heksan %95: Lab-Scan

-Asetonitril (ACN): Merck

-Asetik asit %96: Merck

-Metanol: Sigma-Aldrich

-Ultra saf su

3.2.2.Kullanilan Alet ve Cihazlar

-Buzdolabi: Bosch

-Derin dondurucu (-20°C): Bosch

-Derin dondurucu (-80°C): New Brunswick Scientific U410 Premium
-Distile su cihazi: GFL-2012

-Ultra saf su cihazi: Thermo Scientific Barnstead NANOpure, Millipore-
Simlpicity 185

-Hassas terazi: And GR-200

-Otomatik pipetler: Eppendorf, Hirschmann, Axygen-Axypet, Pipetus
-Ultrasonik banyo: Bandelin Sonorex RK 100

-Vorteks: Select Bio-Products Select Vortexer

-Termal ¢alkalayici: Analytik Jena TMix, Biosan Bio TDB-100

-Su banyosu: GFL-1083

-Santriflij cihazi: Jouan MR-1822, Hettich Mikro 200R

-Mini santriftj cihazi: Grant-Bio PCV-3000

-Isiticili manyetik karistirici: FALC F-60

-Slizme kiti: Knf, Alltech Applied Science

-Ornek konsantratérii; Techne
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-Isitici blok: Techne DB 3A

-HPLC cihazi: Hewlett Packard-1050

-HPLC enjekér: Hamilton 702SNR

-HPLC kolonu: Hewlett-Packard ODS Hypersil 5 um, 100 x 4.6 mm
-Spektrofotometre: Shimadzu UV-160A

-Mikroplaka calkalayici: Grant-Bio PMS-1000

-Mikroplaka yikayici: TriContinent Multiwash Advantage
-Mikroplaka okuyucu: Molecular Devices-VersaMax

-Mikroplaka santrifij: Kubota PlateSpinl|

-Bariyerli pipet uclari: Neptune Barrier Tip, Greiner Bio-one Filter Tip
-Homojenizatér: Roche MagNA Lyser

-Homojenizasyon tlpleri: MagNA Lyser Green Beads
-Biyoguivenlik Kabini: Esco Class || BSC Airstream Max

-Rotator: Biosan Multi RS 60

-PCR cihazi: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
-Real-Time PCR cihazi: Roche Light Cycler 480lI

-Mikroplakalar: Real Time Ready Custom Panel 96 + 16

3.2.3.Kullanilan Biyolojik Materyal

Kanserli hasta grubundan alinan timd&r doku érneklerinde ve
ayni hasta grubundan alinan saglkh doku &rneklerinde hTERT, pontin,

reptin ve diskerin gen ekspresyon analizleri yapildi.

Saglikli kontrol grubundan ve kanserli hasta grubundan
alinan idrar orneklerinde 80HdG analizi, serum O6rneklerinde ise MDA

analizleri yapildi.

Her bir doku 6rnegi, alindiktan sonraki 30 dakika icinde

aseptik kosullarda kiuguk parcalara ayrilarak icinde 1 mL RNASafer
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cOzeltisi bulunan eppendorf tipler icinde, -80°C’de o&lgcimlere kadar
saklandi. Serum ve idrar Ornekleri ise alindiktan sonra 3,000 g'de

santriftjlenerek eppendorf tiplerde -80°C’de 6lgiimlere kadar sakladi.

3.3.Deneysel Prosediir
3.3.1.Doku Orneklerinde Kantitatif Real-Time RT-PCR (qRT-PCR/Gercek
Zamanli RT-PCR) ile hTERT, Pontin, Reptin ve Diskerin Gen

Ekspresyonlarinin Analizi

Calismanin yéntemi; timér dokulari ve normal dokularin
homojenizatér yardimiyla pargalandiktan sonra izole edilen total mRNA
(haberci RNA)larindan hareketle komplementer DNA (cDNA)larinin
sentezlenmesi, ardindan bu cDNA’larin in vitro kosullarda real-time PCR
cihazi yardimiyla c¢ogaltimasi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon
sonunda elde edilen degerler ne oranda yiiksek ise her bir genin dokudaki

ekspresyon diizeyi de o oranda fazla olacaktir.

3.3.1.1.Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Kullanilan Cézeltiler

-RNase Zap

-Roche Tripure Isolation Reagent
-Kloroform

-izopropanol

-%75 Etanol

-Nukleaz icermeyen su
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Orneklerin Hazirlanisi

Calisma ortami ile kullanilan alet ve cihazlar RNAse Zap
cOzeltisi ile temizlendi. Her bir homojenizasyon tuptne 1 mL Tripure
izolasyon reajani koyuldu. RNASafer icerisinde donmus olarak bulunan
yaklasik 100 mg’lik doku érnekleri ¢6zuldu ve bistiri ile kiigik pargalara
ayrildi. Pargalanmis doku &rnekleri homojenizasyon tiplerine alindi.
Tipler homojenizatérde 6,000 rpm’de 50 saniye cevrildi. Ornekler énce
4°C’de 2 dakika, daha sonra oda i1sinda 5 dakika bekletildi. Her bir
parcalanmis doku &rnegine 200 pL kloroform eklenerek 5 dakika oda
Isisinda bekletildi ve daha sonra 4°C’de 12,000 rpm’de 20 dakika santrifij
edildi. Santriftij sonunda érnekler 3 faza ayrildi. En Ustteki akdz ve renksiz
RNA fazindan 500 uL nikleaz icermeyen eppendorf tiplere alindi. Her bir
6rnege 500 L izopropanol eklendi. Oda isisinda 10 dakika rotatorda
cevrilerek inkiibe edildi. Ornekler daha sonra 4°C’de 15,000 rpm’de 10
dakika santrifujlendi. Supernatan uzaklastirilarak olusan RNA pelletinin
Uzerine 1 mL %75’lik etanol eklenip vortekslendi. Ornekler 4°C’de 10,000
g'de 5 dakika santriflij edildi. Santriflij sonunda stpernatan atildi. 57°C’de
Isitict  blokta etanol ucguruldu. Kalan RNA pelletine 50 pL nukleaz
icermeyen su eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan 57°C’de isitici blokta 15
dakika inklibe edilerek RNA pelleti ¢ézulda. Tipler 3,000 rpm’de 5 dakika
santrifilj edildi. RNA c¢dézeltileri daha sonra kullaniimak Utzere -80°C’de
saklamaya alindi. RNA izolasyonu dretici firmanin ydnergesine uygun

olarak yapildi.

3.3.1.2.RNA Orneklerinden RT-PCR ile cDNA Sentezi

Kullanilan Cézeltiler (Roche Transcriptor High Fidelity cONA Synthesis Kit)

-Ters transkriptaz (200 mM potasyum fosfat, 2 mM ditiyotreitol, %0.2 triton
X-100 (v/v), %50 gliserol (v/v) iceren tampon iginde, pH yaklasik 7.2)
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-Reaksiyon Tamponu [250 mM Tris/HCI, 150 mM KCI, 40 mM MgCl,, pH
yaklasik 8.5 (25°C)]

-40 U/uL koruyucu RNaz inhibitér [20 mM HEPES-KOH, 50 mM KCI,
8 mM ditiyotreitol, %50 gliserol (v/v), pH 7.6 (4°C) tamponu iginde]
-Deoksinukleotit karisimi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP-Her biri 10 mM)

-600 yM random heksamer primeri

-0.1 M ditiyotreitol (DTT)

Orneklerin Hazirlanigi

Doku ekstraktlarindan total RNA izole edildikten sonra
buradan RT-PCR ile cDNA elde edilmesi iglemine gegcildi. Bunun igin
4°C’de nukleaz icermeyen her bir eppendorf tipline 2 pL random
heksamer primer ¢oézeltisi koyuldu. RNA 6rnekleri ¢6ziltip her birinden
9.4 uL eppendorf tiplere eklendi. 65°C’de 10 dakika PCR cihazinda
inkiibe edildi. inkibasyon sonunda 6rnek tiipleri dogrudan buza
yerlestirildi. Bu arada 1.5 mL’lik eppendorf tipte reaksiyon karisimi, her bir

RNA 6rnegi icin Tablo 4’te verilen miktarlardan hesaplanarak hazirlandi.

Tablo 4: cDNA sentezi icin gerekli reaksiyon karisiminda 1 RNA 6rnegi igin
kullanilan ¢dzelti miktarlarn

Reaksiyon DTT Deoksiniikleotit Koruyucu Ters

Tamponu Karisimi RNaz inhibitér  Transkriptaz Toplam

4 uL 1 L 2 uL 0.5uL 1.1 L 8.6 uL

Daha 6nce inkibe edilen her bir 6rnek tuplu Gzerine
hazirlanan bu karigimdan 8.6 uL eklendi. Ornekler PCR cihazinda 55°C’de
30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkube edildi. Elde edilen cDNA &rnekleri
daha sonra kullaniimak tGzere -80°C’de saklamaya alindi. cDNA sentezi

Uretici firmanin yénergesine uygun olarak yapildi.
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3.3.1.3.Kantitatif Real-Time PCR Analizi

Kullanilan Cézeltiler (Roche LightCycler 480 Probes Master Kit)

-Enzim karisimi [tampon, MgCl, dNTP (deoksiribontkleotit trifosfat),
FastStart Taqg DNA Polymerase enzimi iceren LightCycler 480 Probes
Master]

-Primer, prob (mikroplakalar Gzerinde kaplanmis olarak)

-Nukleaz icermeyen su

Orneklerin Hazirlanigi

Elde edilen cDNA &6rneklerinden hareketle real-time PCR ile
amplifikasyon islemine gecildi. Bu islemlerle hTERT, pontin, reptin ve
diskerin gen ekspresyonlarinin dizeylerinin 6l¢llebilmesi ic¢in kit Uretici
firmanin tasarladidi her bir gene &6zgu ileri ve geri primerler ile bu
primerlere uygun problar kullanildi ve her dort gen ekspresyonu igin ayni

deney protokoli uygulandi.

Reaksiyon karigimlari her bir cDNA &6rnegi icin ayr tuplerde
ve her bir mikroplaka kuyucugu icin Tablo 5te verilen miktarlardan
hesaplanarak 4°C’de hazirlandi. Negatif kontrol olarak her bir érnegin
RNA’si kullanildi. Mikroplakalarin Gzeri folyo ile kaplanarak mikroplaka
santrifijunde 3,000 g’de 2 dakika santriftj edildi. Deney protokolU Uretici

firmanin yénergesine uygun olarak yapildi.

Tablo 5: Her bir mikroplaka kuyucugu i¢in gereken PCR reaksiyon karigim orani

cDNA KEnZ|m Su Primer, Prob Toplam
arisimi
1L
5L 10 L 4 uL 20 uL
H H H (Mikroplaka Gzerinde kaplanmis olarak) H
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Gen amplifikasyonu igin kit Ureticisinin 6nerdigi asagidaki

PCR programi kullanildi.

Pre-inkiibasyon:  95°C’de 10 dakika } 1 déngu
Amplifikasyon: 95°C’de 10 saniye

60°C’de 30 saniye 45 doéngi
72°C’de 1 saniye
Sogutma: 40°C’de 30 saniye } 1 déngu

Grafik 1’de bir amplifikasyon egrisi 6rnedi goérilmektedir.

Amplification Curves

67,5074
£1.507
55,507
43.507]
© 435071
§ 37.507
31507
5 25507
19,5071
135071
7.5074
1507{ - _

Grafik 1: Bir mikroplaka igindeki tiim cDNA orneklerinin real-time PCR

amplifikasyon egrileri.

Bagil ekspresyon, hedef genin timér doku érneklerinde ve
normal doku &rneklerinde (kalibratér o6rnek) referans bir gene goére
kantifikasyonunun [rélatif kantifikasyon (RK)] hesaplanmasiyla belirlendi.

Calismada referans gen olarak (3-aktin kullanildi. RK degeri,
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2[C_|_(tl'jm6r, referans gen) —CT(tl'jmér, hedef gen)]

2[(:T (kalibrator, referans gen) —CT(kaIibratér, hedef gen)]

formulinden hesaplandi.””" Bu yontemle referans gen kullanilarak ACt
degeri hesaplandi. Ct (esik déngusi), gen amplifikasyonunun lineer
bolgeye ulasmasi icin gerekli PCR dongii sayisini ifade etmektedir."
Hedef ve referans genler arasindaki Ct degerleri farkindan (ACry), timoér
dokusundaki ve normal dokudaki hedef gen ekspresyonlari (oransal

olarak) referans gen ekspresyonlarina kiyasla hesaplandi (Grafik 2).

Amplification Curves

29,403
26.903
24,403
21.903
19,403
16.903
14 403
11,903
9,407
£.903
4 40731
1.903
05971

Fluorescence

10 15 20 25 0 5 40 45
Cycles

1|

Grafik 2: Hasta grubuna ait bir amplifikasyon grafigi. A referans gen egrisini, B

hedef gen egrisini géstermektedir.

Tamor dokusundaki ekspresyon oraninin normal dokudaki
(kalibratér 6rnek) ekspresyon oranina bélinmesiyle elde edilen deger,
hedef genin timdér dokusunda normal dokuya gére kag¢ kat daha fazla

ifadelendigini belitmektedir. Bu deger RK ekspresyon oranidir.
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3.3.2.Idrar Orneklerinde ELISA ile 80OHdG Analizi

Yéntemde anti-fare IgG (imminoglobulin G)-kapli mikroplaka
ve 80HdG-enzim konjugatindan olusan bir isaretleyici kullaniimaktadir ve
bu yéntem sinirli miktardaki 8OHdG monoklonal antikor i¢in, 8OHdG ve
80HdG-asetilkolinesteraz  (AChE) konjugati (80OHdG isaretleyicisi)
arasindaki yarismaya dayanmaktadir. 80OHdG konsantrasyonu degisirken,
80OHdG isaretleyicisinin konsantrasyonunun sabit kalmasindan dolayi,
80OHdG monoklonal antikora baglanabilen 8OHdG isaretleyicisinin miktari,
kuyucuktaki 80HdG’nin konsantrasyonuyla ters orantil olmaktadir. Bu
antikor-80HdG kompleksi daha &6nce kuyucuga baglanmis olan kegi
poliklonal anti-fare 1gG’ye baglanmaktadir. Mikroplaka, baglanmamis
herhangi bir reajani bertaraf etmek icin yilkanmakta ve daha sonra AChE
substrati iceren Ellman’s reajani kuyucuklara eklenmektedir. Bu enzimatik
reaksiyonun Urltina sari renkli bir bilesiktir ve 412 nm dalga boyunda guclu
bir absorbans vermektedir. Spektrofotometrik olarak saptanan bu rengin
siddeti, inklbasyon sirasinda kuyucuklarda bulunan serbest 80OHdG
miktariyla ters orantili olan 80OHAG isaretleyicisinin (kuyucuga bagl olan)
miktariyla orantiidir. Analiz sonunda elde edilen 80HdG degerleri

kreatinin degerleriyle normalize edilerek ele alinmistir.

Kullanilan Cézeltiler (BOHdAG EIA Kit)

-1060 nmol/L 80OHAJG EIA standardi
-EIA tamponu

-Yikama tamponu

-Tween 20

-80HAG AChE isaretleyici

-80HdG AChE isaretleyici boyasi
-80HAG EIA monoklonal antikor
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-80HAdG EIA monoklonal antikor boyasi

-Ellman’s reajani

Orneklerin Hazirlanisi

Tum konsantre ¢ozeltiler kitte belirtiien miktarlarda ultra saf
su veya EIA tamponu ile seyreltildi. Mikroplaka Uzerinde calismayi
kolaylastirmak Uzere 80OHdG AChE isaretleyici boyasi, 80OHdG AChE
isaretleyiciye; 80OHdG EIA monoklonal antikor boyasi ise 80HdG EIA
monoklonal antikora 1:100 oraninda eklenerek hazirlandi. idrar érnekleri
1:100 oraninda EIA tamponu ile seyreltildi. Keci anti-fare 1gG kapl
mikroplakalara Tablo 6’da belirtiien dizende ve Tablo 7’de belirtilen
miktarlarda pipetleme yapildi. Deney protokoli dretici firmanin

ybnergesine uygun olarak yapildi.

Tablo 6: Mikroplakalara 6rnek uygulama diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Blk S1 O1 | 05| 09 | 013 | O17 | 021 | 025 | ©29 | 033 | O37

Blk S2 | O1 | O5 | O9 | 013|017 | 021 | 025 | 029 | 033 | 037

NSB | S3 | O2 | 06 | O10 | O14 | 018 | 022 | ©26 | O30 | O34 | O38

NSB | S4 | O2 | O6 | O10 | O14 | 018 | 022 | ©26 | O30 | O34 | O38

Bo S5 | 03 | O7 [ O11| 015|019 | 023 | 027 | O31 | O35 | 039

Bo S6 | O3 | O7 | O11 | 0O15| 019 | 023 | 027 | O31 | O35 | 039

Bo S7 | O4 | 08 | 012 | O16 | 020 | 024 | 028 | 032 | 036 | 040

IO MM OO | W|>

TA S8 | O4 | O8 | 012 | O16 | 020 | 024 | 028 | 032 | 036 | 040

Blk (Blank-kor): Ellman’s reajanindan kaynaklanan absorbans.

NSB (Non-spesifik baglanma): isaretleyicinin kuyucuklara immiinolojik
olmayan baglanmasi. Spesifik antikorun yoklugunda bile c¢ok dusuk
miktarlarda isaretleyici kuyucuklara bagdlanmaktadir. NSB bu dusik

baglanma miktarinin élgusaddr.
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By (Maksimum baglanma): Serbest analitin yoklugunda antikorun
baglayabildigi maksimum igaretleyici miktari.

%B/Bo: Ornek ya da standart kuyucuk absorbansinin maksimum
baglanmaya orani.

TA (Total aktivite): AChE-bagli isaretleyicinin total enzimatik aktivitesi.
S1.s: Standartlar

O1.40: Idrar 6rnekleri

Tablo 7: Mikroplakalara uygulanan érneklerin pipetlenen miktarlar

Kuyucuk EIA Tamponu Standart/Ornek isaretleyici Antikor
Blk - - - -
NSB 100 pL - 50 L -

Bg 50 uL - 50 uL 50 uL
Standart/Ornek - 50 uL 50 uL 50 L
TA - - 5uL -

(developman asamasinda)

Mikroplakalar kit ile birlikte verilen filmler ile kapatilarak
4°C’de 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilarak
yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 200 pL Ellman’s
reajani, ayrica TA kuyucuguna 5 L isaretleyici eklendi. Mikroplakalar film
ile kapatilarak karanlikta, 100 dakika calkalayicida inktbe edildi. 412 nm

dalga boyunda absorbans dederleri 6lgulda.

Standartlarin Hazirlanigi

1059 nmol/L'lik 80OHdG standart ¢dzeltisinden EIA tamponu
ile seyreltmeler yapilarak 10.59 nmol/L-0.04 nmol/L konsantrasyonlari
arasinda standart 8OHdAG c¢b6zelti serisi hazirlandi. Her bir mikroplaka igin

yeni standart serisi hazirlandi. Standart g¢ozeltilerine idrar 6rneklerine
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uygulanan tim islemler uygulandi. Mikroplakalar film ile kapatilarak
karanlikta, 100 dakika calkalayicida inktbe edildi. 412 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6lgtldi ve elde edilen degerlerden kalibrasyon grafigi
cizildi (Tablo 8, Grafik 3).

Tablo 8: 80HdG standart ¢ézeltilerinin %B/B, (%bagl analit/maksimum

bagl isaretleyici) degerleri

Konsantrasyon (nmol/L)  %B/B,
10.59 1.49
4.71 3.72
2.09 8.29
0.93 13.60
0.41 29.22
0.18 51.01
0.08 72.48
0.04 90.12
r’=0.9994

y=0.4087+[(115.1437-0.4087)/(1+(x / 0.1385)"°4)]
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B80OHdG Kalibrasyon Grafigi
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Grafik 3: 80HdG standart kalibrasyon grafigi. Konsatrasyon (x) ekseni logaritmik

olarak gosterilmistir.

3.3.3.idrar Orneklerinde Spektrofotometri ile Kreatinin Analizi

Yoéntem idrar 6rneklerinde bulunan kreatininin pikrik asitle
olusturdugu kirmizi renkli kreatinin pikrat bilesiginin 510 nm dalga
boyunda verdigi absorbansin  spektrofotometre ile  dlgllmesine

dayanmaktadir. Absorbans idrardaki kreatinin miktariyla dogru orantilidir.

Kullanilan Cézeltiler (Kreatinin Kit)

-478.4 mM NaOH
-24.2 mM sodyum tetra borat R2 reajani
-28.1 mM disodyum hidrojen fosfat

-22.2 mM pikrik asit R1 reajani
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Orneklerin Hazirlanisi

R1 ve R2 reajani oda sicakhigina getirilerek 4:1 oraninda
karistirildi ve calisma c¢ozeltisi elde edildi. idrar érnekleri 1:100 oraninda
seyreltildi. Her bir idrar érneginden 160 pL alinarak Uzerine 1600 L
calisma cozeltisi eklendi. 510 nm dalga boyunda 10. ve 130. saniyede
Olcllen absorbans degerlerinin farki alinarak hesaplama yapildi. Deney

protokolu dretici firmanin yénergesine uygun olarak yapildi.

Standartlarin Hazirlanigi

6.47 mmol/L’lik kreatinin kontrol ¢dzeltisinden ultra saf su ile
seyreltmeler vyapilarak 1.35 mmol/L-0.04 mmol/L konsantrasyonlari
arasinda standart kreatinin ¢ozelti serisi hazirlandi. Standart ¢ozeltilerine
idrar 6rneklerine uygulanan tim islemler uygulandi. 510 nm dalga
boyunda 10. (A1) ve 130. (Az) saniyede oélclilen absorbans degerlerinin
farki alinarak hesaplama yapildi. Elde edilen degerlerden kalibrasyon
grafigi ¢izildi (Tablo 9, Grafik 4).

Tablo 9: Kreatinin standart ¢ézeltilerinin absorbans farki degerleri

Konsantrasyon (mmol/L)  Absorbans (A,-A)
1.35 0.181
0.68 0.081
0.34 0.043
0.17 0.022
0.08 0.009
0.04 0.003
r’=0.9974

y=0.1342x-0.0029
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y=0.1342x-0.0029
R?=0.9974

Absorbans
o
o
[o5]

0.0000 0.2000 0.4000 0.6000 0.8000 1.0000 1.2000 1.4000 1.6000

Konsantrasyon (mmol/L)

Grafik 4: Kreatinin standart kalibrasyon grafigi.

3.3.4.Serum Orneklerinde HPLC ile MDA Analizi

Yontem serum 6rneklerinde bulunan total MDA'nin DNPH ile
tirevlendirilmesi ve olusan turevin 310 nm dalga boyunda HPLC cihazi ile
pik alaninin d&lgilmesine dayanmaktadir. Pik alani serumdaki MDA

miktariyla dogru orantilidir.

Kromatografi Sartlari

-Kolon Isisi: 30°C

-Akis Hizi: 0.6 mL/dak

-Mobil Faz: Asetonitril:UItra saf su [%0.2(v/v) Asetik Asit] (38:62)
-Dalga Boyu: 310 nm

-Enjeksiyon Miktari: 20 pL
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Kullanilan Cézeltiler

-20 umol/L TEP standardi
-6M NaOH

-%35 PCA

-2M HCI

-5 mM DNPH

-%1 HaSOq4

-Metanol:Ultra saf su (70:30) (sistem yikama ¢ézeltisi)

Orneklerin Hazirlanigi

Her 250 pL serum uzerine 50 pL NaOH c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra érnekler 60°C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Hidrolize olmus &6rnekler 125 pL perklorik asit ¢ozeltisi ile
asidifiye edildi. 14,000 g'de 10 dakika santrifijden sonra 250 pL
supernatan cam tiplere aktarildi. 25 yL DNPH c¢dzeltisi ilave edildikten
sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Ornekler heksan ile iki kez ekstre
edildi. Organik faz cam tlUplere alindi, azot altinda 40°C’de kurutuldu. Her
bir 6rnek 100 pL mobil fazda ¢ézulerek 20 pL’lik reaksiyon karigimi direkt
HPLC sistemine enjekte edildi.'" Serum &rneklerine ait bir kromatogram

6rnegi Grafik 5’te verilmigtir.
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Grafik 5: Hasta grubuna ait bir MDA kromatogram o6rnegi. Ok isareti MDA pikini

gdstermektedir.

Standartlarin Hazirlanigi

%71’lik HSO4 ¢bzeltisi icinde 4 mmol/L konsantrasyonda
hazirlanan TEP standart ¢ozeltisinden HySO,4 ¢bzeltisi ile seyreltmeler
yapilarak 20 pmol/L-0.63 pmol/L konsantrasyonlari arasinda standart MDA
cOzelti serisi hazirlandi. Standart c¢o6zeltilerine serum &rneklerine
uygulanan tim iglemler uygulandi. Her bir standart HPLC sistemine 20 pL
enjekte edilerek 310 nm dalga boyunda 6lcim yapildi ve elde edilen

degerlerden kalibrasyon grafigi ¢izildi (Tablo 10, Grafik 6).
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Tablo 10: MDA standart ¢ozeltilerinin pik alani degerleri

Konsantrasyon (umol/L)  Pik Alani
20.00 210.8
10.00 102.2
5.00 53.7
2.50 26.9
1.25 13.0
0.63 9.1
0.31 4.8
r’=0.9995

y=10.422x+0.9799

y=10.397x+ 1.3324
R?=0.9995

Konsantrasyon (umol/L)

Grafik 6: MDA standart kalibrasyon grafigi.
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Standart c¢ozeltilerine ait bir kromatogram Grafik 7’de

verilmistir.
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Grafik 7: Standartlara ait bir MDA kromatogram o6rnegi. Ok isareti MDA pikini

gdstermektedir.

3.4.Kullanilan istatistiksel Yéntemler

Calisma sonucu elde edilen veriler ortalama (standart
sapma) olarak ifade edilmistir. Parametrelerin gruplar arasinda
karsilagtiriimasi, student-t testi ve Mann-Whitney U (kiguk gruplar igin)
testi kullanilarak yapilmigtir. Normal doku timérli doku kargilastirmasini
yapabilmek icin Compared-t testi ve Wilcoxon Signed Ranks testi (kliglik
gruplar icin) kullanilmistir. Parametreler arasindaki korelasyonlarin
incelenmesinde Pearson korelasyon testi kullaniimistir. istatistiksel
analizler SPSS 11.5 Paket Programi ile yapiimistir (SPSS Inc, USA).
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4 BULGULAR

4.1.Hasta Grubunda Normal ve Tiimor Dokularindaki hTERT, Pontin,

Reptin ve Diskerin Gen Ekspresyonlarinin Diizeyleri

Calismamizda total hastalarin %40.7’sinde (3 meme, 2 mide,
5 kolon, 1 yumusak doku kanseri=toplam 11 kigi) butin genlerin RK
degerleri 1’in Gzerinde iken %29.6’sinda (3 meme, 2 mide, 3 kolon=toplam
8 kisi) butun genlerin RK degerleri 1’in altinda bulunmustur. Bazi normal
ve timoér dokusu drneklerinde ekspresyon gézlenmedigi icin RK degeri
sayisal olarak hesaplanamamistir. Bu &rneklerdeki gen ekspresyon
sonuglari  “timoérli  dokudaki ekspresyon normal dokudan fazla/az”
seklinde ifade edilmistir. Total hasta grubunda, timoér doku ekspresyonu
normal doku ekspresyonundan fazla olan &érnekler, hTERT igin %55.6,
pontin igin %77.8, reptin icin %66.7, diskerin %55.6 oraninda bulunmustur.
Tablo 11'de gen ekspresyonlari normal dokuya kiyasla timoérli dokuda
daha fazla olan érneklerin ilgili gruplar icindeki oranlari verilmistir.

Tablo 11: Gen ekspresyonlari normal dokuya kiyasla tiimérlii dokuda daha fazla olan

orneklerin ilgili gruplar igindeki oranlan*

Total Hasta Kolon Meme Mide Yumusak Doku
(n=27) (n=13) (n=7) (n=6) (n=1)
hTERT 15/27 (55.6) 9/13 (69.2)  3/7 (42.9) 2/6(33.3) 1/1 (100)
Pontin 21/27 (77.8)  11/13 (84.6) 5/7 (71.4) 4/6 (66.7) 1/1 (100)
Reptin 18/27 (66.7) 7/13 (53.8)  6/7 (85.7) 4/6 (66.7) 1/1 (100)
Diskerin 15/27 (55.6) 5/13 (38.5)  5/7(71.4) 4/6 (66.7) 1/1 (100)

*RK degeri 1'in Uzerinde olan degerler dikkate alinmistir.

Tablo 12, 13, 14 ve 15'te hasta grubunda d&lgilen hTERT,
pontin, reptin ve diskerin gen ekspresyonlarinin normal dokularda ve
timor dokularindaki dizeyleri ile timér dokusu/normal doku ekspresyon

oranlari (RK) yer almaktadir.
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Tablo 12: Hasta grubunda hTERT geninin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari

Normal Doku

Timor Dokusu

RK

Lot i o S
Orani) Orani) Normal Doku)
Kolon
1 Kadin 1 0.0000706 0.0014076 19.92328°
2 Kadin 3 0.0000535 0.0000610 1.140764°
3 Kadin 4 0.0000466 0.0001130 2.424893°
4 Erkek 4 0.0002010 0.0002460 1.223881°
5 Kadin 2 0.0001690 0.0002017 1.193619°
6 Kadin 4 0.0000000 0.0034010 Hesaplanamadlb
7 Kadin 3 0.0000000 0.0000167 Hesaplanamadlb
8 Erkek 1 0.0000527 0.0000000 0.0000000°
9 Erkek 2 0.0000447 0.0000650 1.454139°
10 Erkek 1 0.0000131 0.0000000 0.0000000°
1 Kadin 3 0.0000169 0.0000000 0.0000000°
12 Kadin 1 0.0008774 0.0014000 1.595633°
13 Erkek 1 0.0000161 0.0000000 0.0000000°
Meme
1 Kadin 2 0.0000000 0.0000000 Hesaplanamad:®
2 Kadin 2 0.0000000 0.0000000 Hesaplanamad:®
3 Kadin 2 0.0000000 0.0000204 Hesaplanamadlb
4 Kadin 2 0.0000000 0.0000083 Hesaplanamadlb
5 Kadin 1 0.0000000 0.0000193 Hesaplanamadlb
6 Kadin 3 0.0000000 0.0000000 Hesaplanamad:®
7 Kadin 2 0.0000000 0.0000000 Hesaplanamad:®
Mide
1 Kadin - 0.0000000 0.0000075 Hesaplanamadlb
2 Kadin 4 0.0000000 0.0000000 Hesaplanamad:®
3 Erkek 3 0.0000000 0.0000231 Hesaplanamad:®
4 Erkek 1 0.0007610 0.0000035 0.0046386°
5 Erkek 3 0.0001170 0.0000800 0.6837607°
6 Erkek 4 0.0000351 0.0000000 0.0000000°
Yumusgak Doku
1 Erkek 3 0.000000 0.0001490 Hesaplanamadlb

a Normal ve tumdér dokusunda ekspresyon yok

b Normal dokuda ekspresyon yok, timér dokusunda ekspresyon var

¢ Normal dokuda ekspresyon var, tumor dokusunda yok

d Timér dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha az

e Tumdr dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha fazla
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Tablo 13: Hasta grubunda pontin geninin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari

Normal Doku
Ekspresyonu

Timor Dokusu
Ekspresyonu

RK

Ekspresyon Orani

HastaNo  Cinsiyet Evre o infPontin (B-aktin/Pontin (Tiimér Dokusul/
Orani) Orani) Normal Doku)
Kolon
1 Kadin 1 0.0229841 0.2539416 11.04856°
2 Kadin 3 0.0096564 0.0278842 2.887641°
3 Kadin 4 0.0050130 0.0532900 10.63036"
4 Erkek 4 0.0257370 0.0595400 2.313401°
5 Kadin 2 0.0085201 0.0227916 2.675058°
6 Kadin 4 0.0017825 0.1261144 70.75106°
7 Kadin 3 0.0092522 0.0170879 1.846898"
8 Erkek 1 0.0084315 0.0085492 1.013959"
9 Erkek 2 0.0061857 0.0070961 1.147181°
10 Erkek 1 0.0072151 0.0088866 1.231664°
1 Kadin 3 0.0074943 0.0025594 0.3415101°
12 Kadin 1 0.0479203 0.1704006 3.555914°
13 Erkek 1 0.0062584 0.0037732 0.6029039°
Meme
1 Kadin 2 0.0000000 0.0387410 Hesaplanamadi®
2 Kadin 2 0.0073400 0.0144780 1.972480°
3 Kadin 2 0.0098343 0.0245005 2.491315°
4 Kadin 2 0.0041578 0.0155171 3.732042°
5 Kadin 1 0.0065709 0.0166344 2.531513°
6 Kadin 3 0.0083732 0.0078125 0.9330330°
7 Kadin 2 0.0052992 0.0039883 0.7526234°
Mide
1 Kadin - 0.0187868 0.0318392 1.694765"
2 Kadin 4 0.0112121 0.0223767 1.995760°
3 Erkek 3 0.0054860 0.0896220 16.33649"
4 Erkek 1 0.0178240 0.0019130 0.1073272°
5 Erkek 3 0.0148907 0.0315170 2.116558°
6 Erkek 4 0.0019396 0.0018350 0.9460576°
Yumusak Doku
1 Erkek 3 0.0072390 0.0170980 2.361928°

a Normal dokuda ekspresyon yok, timdr dokusunda ekspresyon var

b Timor dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha fazla
¢ Tumdr dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha az
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Tablo 14: Hasta grubunda reptin geninin normal ve timér dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari

Normal Doku

Timor Dokusu

RK

Hasta No Cinsiyet Evre Eksp-resyomlj Eksp.resyomlj Ekspresyon Orani
(B-aktin/Reptin  (B-aktin/Reptin (Tiimér Dokusu/
Orani) Orani) Normal Doku)
Kolon
1 Kadin 1 0.0660443 0.1332386 2.017412°
2 Kadin 3 0.0115624 0.0561128 4.853025°
3 Kadin 4 0.0231960 0.0934280 4.027763°
4 Erkek 4 0.0392820 0.0953910 2.428364°
5 Kadin 2 0.0423939 0.0445016 1.049717°
6 Kadin 4 0.0035369 0.1330185 37.60855°
7 Kadin 3 0.0351581 0.0238478 0.6783022°
8 Erkek 1 0.0289559 0.0092265 0.3186402°
9 Erkek 2 0.0094204 0.0091628 0.9726549"
10 Erkek 1 0.0306069 0.0155171 0.5069797"
1 Kadin 3 0.0310341 0.0103087 0.3321715"
12 Kadin 1 0.2669081 0.3597935 1.348005°
13 Erkek 1 0.0480273 0.0055243 0.1150235°
Meme
1 Kadin 2 0.0163530 0.1215820 7.434831°
2 Kadin 2 0.0099580 0.0178240 1.789918°
3 Kadin 2 0.0439872 0.0965528 2.195019°
4 Kadin 2 0.0076264 0.0323181 4.237669°
5 Kadin 1 0.0120906 0.0718782 5.944943°
6 Kadin 3 0.0106722 0.0096183 0.9012505"
7 Kadin 2 0.0087895 0.0089122 1.013959°
Mide
1 Kadin - 0.0433313 0.0494857 1.142030°
2 Kadin 4 0.0105117 0.0237564 2.259994°
3 Erkek 3 0.0137920 0.1707550 12.38073°
4 Erkek 1 0.0445020 0.0074420 0.1672284°
5 Erkek 3 0.0319258 0.0751575 2.354131°
6 Erkek 4 0.0144779 0.0037994 0.2624292°
Yumusak Doku
1 Erkek 3 0.0140820 0.0250330 1.777659°

a Tumor dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha fazla

b Timor dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha az
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Tablo 15: Hasta grubunda diskerin geninin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ekspresyon degerleri ve oranlari

Normal Doku
Ekspresyonu

Tiimo6r Dokusu
Ekspresyonu

RK

Ekspresyon Orani

HastaNo  Cinsiyet  Evre o | tin/Diskerin (B-aktin/Diskerin (Tiimdr Dokusu/
Orani) Orani) Normal Doku)
Kolon
1 Kadin 1 0.0157381 0.1270865 8.075070°
2 Kadin 3 0.0113135 0.0142068 1.255738"
3 Kadin 4 0.0145790 0.0295640 2.027848"
4 Erkek 4 0.0738120 0.0683930 0.9265838"
5 Kadin 2 0.0283600 0.0230355 0.8122524°
6 Kadin 4 0.0018230 0.1018268 55.85579°
7 Kadin 3 0.0107464 0.0107464 1.000000°
8 Erkek 1 0.0168629 0.0077585 0.4600938"
9 Erkek 2 0.0069924 0.0053732 0.7684376"
10 Erkek 1 0.0105253 0.0039063 0.3711309°
11 Kadin 3 0.0125167 0.0016769 0.1339717°
12 Kadin 1 0.0248377 0.0777924 3.132028"
13 Erkek 1 0.0415214 0.0064343 0.1549635
Meme
1 Kadin 2 0.0043465 0.0266450 6.130281°
2 Kadin 2 0.0026680 0.0068010 2.549100°
3 Kadin 2 0.0048718 0.0158374 3.250816°
4 Kadin 2 0.0021559 0.0280781 13.02411°
5 Kadin 1 0.0044429 0.0318007 7.157720°
6 Kadin 3 0.0094859 0.0086086 0.9075192°
7 Kadin 2 0.0052992 0.0041866 0.7900413°
Mide
1 Kadin - 0.0150366 0.0268463 1.785397°
2 Kadin 4 0.0094005 0.0188200 2.002029°
3 Erkek 3 0.0287560 0.0379440 1.319516°
4 Erkek 1 0.0174580 0.0054480 0.3120632°
5 Erkek 3 0.0117387 0.0272838 2.324261°
6 Erkek 4 0.0055627 0.0008680 0.1560413°
Yumusak Doku
1 Erkek 3 0.0082010 0.0312500 3.810511°

a Tumor dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha fazla
b Tumdr dokusundaki ekspresyon, normal dokudaki ekspresyondan daha az

¢ Normal dokudaki ekspresyon ile tim&r dokusundaki ekspresyon esit
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Total hasta grubunda pontin, reptin ve diskerinin; kolon

kanserinde pontinin,

meme kanserinde

reptinin

timorlt dokudaki

ekspresyonlari, normal doku ekspresyonlarindan anlamli derecede yiksek

bulunmustur. hTERT ekspresyonu ise kolon kanseri grubunda timér

dokusunda yuksek olmasina kargin istatistiksel olarak anlamli degildir

(Tablo 16).

Tablo 16: Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve tiimor

dokularinda saptanan gen ekspresyonlarinin ortalama degerleri

Normal Doku Tiimér Dokusu
Ekspresyonu Ekspresyonu p*
(Standart Sapma) (Standart Sapma)
Total Hasta (n=27)
hTERT 9.17E-05 (21.67E-05)**  26.75E-05 (72.66E-05) 0.214
Pontin 10.57E-03 (9.65E-03)  40.00E-03 (58.24E-03) 0.008
Reptin 3.40E-02 (4.92E-02) 6.31E-02 (7.62E-02) 0.006
Diskerin 14.78E-03 (15.04E-03) 27.71E-03 (31.35E-03) 0.042
Kolon (n=13)
hTERT 1.20E-04 (2.36E-04) 5.32E-04 (9.98E-04) 0.064
Pontin 12.80E-03 (12.56E-03) 58.61E-03 (77.98E-03) 0.011
Reptin 4.89E-02 (6.76E-02) 7.61E-02 (9.73E-02) 0.173
Diskerin 20.74E-03 (18.95E-03) 36.75E-03 (42.39E-03) 0.754
Meme (n=7)
hTERT 0.00E-00 (0.00E-00) 6.86E-06 (9.38E-06) 0.109
Pontin 5.94E-03 (3.22E-03) 17.38E-03 (11.48E-03) 0.063
Reptin 1.56E-02 (1.28E-02) 5.12E-02 (4.55E-02) 0.043
Diskerin 4.75E-03 (2.38E-03) 17.42E-03 (11.35E-03) 0.063
Mide (n=6)
hTERT 15.22E-05 (30.17E-05) 1.90E-05 (3.11E-05) 0.225
Pontin 11.69E-03 (6.81E-03)  29.85E-03 (32.25E-03) 0.249
Reptin 2.64E-02 (1.55E-02) 5.51E-02 (6.28E-02) 0.345
Diskerin 14.66E-03 (8.07E-03) 19.54E-03 (14.14E-03) 0.345

*p>0.05 anlamsiz, p<0.05 anlamli

**E-On =x 10"

79



Grafik 8-11’de gen ekspresyonlarinin kanser tiplerine gore

normal ve timorlu dokulardaki ortalama degerleri gosterilmektedir.

hTERT

wNormal Doku  * Tamor Dokusu

Grafik 8: Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve tiimér

dokularinda saptanan hTERT ekspresyonlarinin ortalama degerleri.

Grafik 9: Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve timér

dokularinda saptanan pontin ekspresyonlarinin ortalama degerleri.
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wNormal Doku  * Tamér Dokusu

Grafik 10: Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve
timo6r dokularinda saptanan reptin ekspresyonlarinin ortalama
degerleri.

o

®Normal Doku = Timér Dokusu

Grafik 11: Total ve kanser tiplerine gore hastalarin normal ve
timoér dokularinda saptanan diskerin ekspresyonlarinin
ortalama degerleri.
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Total hasta grubunda ileri fazda pontin ve reptinin tUmaorli
dokudaki ekspresyonlari, normal doku ekspresyonlarindan anlamli

derecede ylksek bulunmustur (Tablo 17).

Tablo 17: Total hasta grubunda kanser fazina gére gen ekspresyonlarinin

normal ve tiimér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Normal Doku Tiimér Dokusu
Ekspresyonu Ekspresyonu p*
(Standart Sapma) (Standart Sapma)
Erken Faz (n=14)
hTERT 13.99E-05 (29.23E-05) 22.92E-05 (50.14E-05) 0.464
Pontin 11.40E-03 (11.93E-03) 42.94E-03 (74.18E-03) 0.098
Reptin 4 .57E-02 (6.62E-02) 6.78E-02 (9.47E-02) 0.100
Diskerin 1.34E-02 (1.16E-02) 2.83E-02 (3.45E-02) 0.138
ileri Faz (n=12)
hTERT 4.29E-05 (6.07E-05)  33.38E-05 (96.85E-05) 0.326
Pontin 8.92E-03 (6.47E-03)  37.23E-03 (38.58E-03) 0.031
Reptin 1.95E-02 (1.20E-02) 5.87E-02 (5.52E-02) 0.037
Diskerin 1.64E-02 (1.92E-02) 2.71E-02 (3.02E-02) 0.231

*p>0.05 anlamsiz, p<0.05 anlamli

Kanser tiarleri ve kanser fazina gbére degerlendirme
yapildiginda, meme kanserinde ileri fazda sadece 1 hasta, mide
kanserinde de erken fazda sadece 1 hasta olmasi nedeniyle sadece kolon
kanserine gore degerlendirme yapilmistir. Kolon kanserinde sadece
hTERT orani erken fazda yuksek bulunurken, diger genlerin mRNA
ekspresyonlari ileri fazda ylksek bulunmustur ancak farklar istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Grafik 12-15’te gen ekspresyonlarinin total hasta grubunda
kanser fazina gére normal ve tumdrli dokulardaki ortalama degerleri

g6sterilmektedir.
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Grafik 12: Total hasta grubunda kanser fazina goére hTERT
ekspresyonlarinin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ortalama degerleri.

Grafik 13: Total hasta grubunda kanser fazina gore pontin

ekspresyonlarinin normal ve tiimér dokularinda saptanan
ortalama degerleri.
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# Normal Doku = Tamér Dokusu

Grafik 14: Total hasta grubunda kanser fazina goére reptin
ekspresyonlarinin normal ve tiimor dokularinda saptanan
ortalama degerleri.

®Normal Doku  ® Tamidr Dokust

Grafik 15: Total hasta grubunda kanser fazina goére diskerin
ekspresyonlarinin normal ve tiimoér dokularinda saptanan

ortalama degerleri.
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Total hasta grubunda kadinlarda pontin, reptin ve diskerinin
tumorllu dokudaki ekspresyonlari, normal doku ekspresyonlarindan anlamli

derecede ylksek bulunmustur (Tablo 18).

Tablo 18: Total hasta grubunda cinsiyete gére gen ekspresyonlarinin

normal ve tiimér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Normal Doku Tiimér Dokusu
Ekspresyonu Ekspresyonu p*
(Standart Sapma) (Standart Sapma)
Kadin (n=17)
hTERT 7.26E-05 (21.20E-05) 39.16E-05 (90.00E-05) 0.147
Pontin 10.84E-03 (11.05E-03) 50.00E-03 (68.82E-03) 0.020
Reptin 3.78E-02 (6.16E-02) 7.57E-02 (8.51E-02) 0.003

Diskerin 10.45E-03 (7.65E-03) 32.56E-03 (35.57E-03) 0.019
Erkek (n=10)

hTERT 12.41E-05 (23.23E-05)  5.67E-05 (8.29E-05) 0.415
Pontin 10.12E-03 (7.18E-03) 22.98E-03 (29.45E-03) 0.184
Reptin 2.75E-02 (1.39E-02) 4.17E-02 (5.54E-02) 0.469

Diskerin 22.14E-03 (21.29E-03) 19.46E-03 (21.67E-03) 0.612

*p>0.05 anlamsiz, p<0.05 anlamli

Kanser tlrleri ve cinsiyete gbre gen ekspresyonlari
degerlendirildiginde sadece kolon kanserinde hTERT karsilastiriimasi
yapilabildi. Buna gbére bitin genlerin ekspresyon oranlari erkeklere goére
kadinlarda daha yiksek bulunmakla birlikte, sadece pontin ve diskerinde

anlamli bir yikselme vardi (p=0.045).

Grafik 16-19’da gen ekspresyonlarinin total hasta grubunda
cinsiyete goére normal ve tumoérli dokulardaki ortalama degerleri

gOsterilmektedir.
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Grafik 16: Total hasta grubunda cinsiyete gore hTERT
ekspresyonlarinin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ortalama degerleri.

i AR

Grafik 17:Total hasta grubunda cinsiyete goére pontin
ekspresyonlarinin normal ve tiimér dokularinda saptanan

ortalama degerleri.
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®Normal Doku  * Tamér Dokusu

Grafik 18: Total hasta grubunda cinsiyete gére reptin
ekspresyonlarinin normal ve tiimoér dokularinda saptanan

ortalama degerleri.

Grafik 19: Total hasta grubunda cinsiyete goére diskerin
ekspresyonlarinin normal ve tiimér dokularinda saptanan
ortalama degerleri.

87



Kadin hasta grubunda postmenopoz durumunda reptinin

tumorll dokudaki ekspresyonlari, normal doku ekspresyonlarindan anlamli

derecede ylksek bulunmustur (Tablo 19).

Tablo 19: Kadin hasta grubunda menopozal duruma gére gen ekspresyonlarinin

normal ve timér dokularinda saptanan ortalama degerleri

Normal Doku

Timor Dokusu

Ekspresyonu Ekspresyonu p*
(Standart Sapma) (Standart Sapma)

Premenopoz (n=5)

hTERT 17.88E-05 (39.05E-05) 28.95E-05 (62.07E-05)  0.344

Pontin 15.20E-03 (18.41E-03) 45.92E-03 (70.03E-03)  0.256

Reptin 7.23E-02 (10.98E-02)  11.42E-02 (14.13E-02)  0.093

Diskerin 9.76E-03 (9.29E-03) 31.04E-03 (28.67E-03)  0.112
Postmenopoz (n=12)

hTERT 2.83E-05 (5.13E-05)  43.40E-05 (101.56E-05) 0.195

Pontin 9.02E-03 (6.49E-03) 51.70E-03 (71.38E-03)  0.054

Reptin 2.35E-02 (1.91E-02) 5.96E-02 (4.82E-02) 0.021

Diskerin 10.73E-03 (7.31E-03)  33.20E-03 (39.24E-03)  0.076

*p>0.05 anlamsiz, p<0.05 anlamli

Grafik 20-23’te gen ekspresyonlarinin kadin hasta grubunda

menopozal duruma gdére normal ve timorli dokulardaki ortalama degerleri

gOsterilmektedir.
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Grafik 20: Kadin hasta grubunda menopozal duruma
goére hTERT ekspresyonlarinin normal ve tiimér
dokularinda saptanan ortalama degerleri.

Grafik 21: Kadin hasta grubunda menopozal duruma
gore pontin ekspresyonlarinin normal ve tiimor

dokularinda saptanan ortalama degerleri.
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Grafik 22: Kadin hasta grubunda menopozal duruma
gore reptin ekspresyonlarinin normal ve tiimér

dokularinda saptanan ortalama degerleri.

Grafik 23: Kadin hasta grubunda menopozal duruma
gore diskerin ekspresyonlarinin normal ve tiimér

dokularinda saptanan ortalama degerleri.
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4.2.Hasta ve Kontrol Gruplarinda 80HdG/Kreatinin ve MDA Diizeyleri

Tablo 20'de hasta ve kontrol gruplarinda o&lgulen idrar

80OHdG/kreatinin ve serum MDA dizeyleri yer almaktadir.

Tablo 20: Hasta ve kontrol gruplarinda élgiilen 80HdG/kreatinin ve MDA degerleri

Hasta Grubu

Kontrol Grubu

Yumusak Doku

1

Erkek

8OHdG/ 8OHdG/
No Cinsiyet Evre Klg?atinr}in I(V:RAA)‘ No Cinsiyet Krc()a?;i:lin I(v:lli\)nl;‘
(nM/mM) (nM/mM)

Kolon 1 Erkek - 0.84
1 Kadin 1 - - 2 Erkek 30.44 4.04
2 Kadin 3 21.67 5.02 3 Erkek 23.36 1.29
3 Kadin 4 72.01 1.87 4 Erkek 23.23 0.71
4 Erkek 4 20.73 3.87 5 Erkek 22.08 2.07
5 Kadin 2 33.77 3.21 6 Erkek 17.59 0.81
6 Kadin 4 19.36 4.66 7 Erkek - 2.43
7 Kadin 3 24.00 242 8 Kadin - 3.96
8 Erkek 1 22.33 3.46 9 Kadin 23.14 0.66
9 Erkek 2 18.04 3.48 10 Kadin 18.02 2.32
10 Erkek 1 14.41 2.73 11 Kadin 27.34 2.23
1 Kadin 3 36.29 2.86 12 Kadin 32.10 2.82
12 Kadin 1 19.02 2.44 13 Kadin 20.14 1.55
13 Erkek 1 24.56 2.32 14 Kadin 16.44 2.26

Meme 15 Kadin - 2.44
1 Kadin 2 17.68 2,77 16 Erkek 25.45 2.94
2 Kadin 2 - - 17 Erkek 8.69 2.97
3 Kadin 2 - - 18 Kadin - 2.62
4 Kadin 2 47.07 3.62 19 Erkek 11.45 1.96
5 Kadin 1 - - 20 Kadin 31.65 3.28
6 Kadin 3 17.56 2.98 21 Kadin 30.82 3.02
7 Kadin 2 - - 22 Kadin 21.90 3.19

Mide 23 Erkek 15.49 2.46
1 Kadin - 15.55 4.23 24 Kadin 7.77 1.33
2 Kadin 4 23.99 4.03 25 Erkek 20.05 3.67
3 Erkek 3 41.38 4.37 26 Kadin 26.50 3.82
4 Erkek 1 32.46 2.41 27 Erkek - 2.65
5 Erkek 3 18.02 3.94
6 Erkek 4 22.42 2.99
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Tablo 21'de hasta ve kontrol gruplarinda olgllen idrar
80OHdG/kreatinin ve serum MDA dlzeylerinin ortalama degerleri yer
almaktadir. Buna gére kontrol grubuna kiyasla serum MDA dizeyleri total
hasta grubunda, kolon kanseri grubunda ve mide kanseri grubunda
anlamli derecede ylksek bulunmustur.

Tablo 21: Hasta ve kontrol gruplarinda 80HdG/kreatinin ve MDA
ortalama degerleri

Ortalama (Standart Sapma)
80HdG/Kreatinin (nM/mM) MDA (pM)
Total Hasta (n=27) 26.78 (13.56) 3.32(0.85)*
Kolon (n=13) 27.18 (15.44) 3.19 (0.96)°
Meme (n=7) 27.43 (17.00) 3.12 (0.44)
Mide (n=6) 25.64 (9.67) 3.66 (0.78)°
Kontrol (n=27) 21.60(7.12) 2.38 (0.99)

a, p=0.001 Kontrollerle karsilastirildiginda
b, p=0.049 Kontrollerle karsilastiriidiginda
¢, p=0.007 Kontrollerle karsilastirildiginda

Grafik 24’'te 80HdG/kreatinin oraninin, Grafik 25te ise
MDA'nin kontrol grubunda ve hasta gruplarinda total ve kanser tiplerine
gore ortalama degerleri verilmigtir.
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Konsantrasyon (nM/

Grafik 24: 80HdG/kreatinin oraninin kontrol ve
hasta gruplarinda total ve kanser tiplerine gore
ortalama degerleri.
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Grafik 25: MDA’nin kontrol ve hasta gruplarinda
total ve kanser tiplerine gore ortalama degerleri.
Kontrollerle  karsilagtinldiginda a, p=0.001;
b, p=0.049; ¢, p=0.007 anlamhhk diizeyi
gorilmektedir.
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Total hasta grubunda kanser fazina gére 80OHdG/kreatinin ve
MDA ortalama degerleri Tablo 22 ve Grafik 26, 27°de verilmistir. Buna

gore erken ve ileri fazlarda degerler arasinda anlamli bir fark
g6rilmemigtir.

Tablo 22: Total hasta grubunda kanser fazina goére
80HdG/kreatinin ve MDA ortalama degerleri

Ortalama (Standart Sapma)
80HdG/Kreatinin (nM/mM) MDA (pM)
Erken Faz (n=15) 25.48 (10.46) 2.94 (0.51)
ileri Faz (n=11) 27.75 (15.89) 3.60 (0.96)

Konsantrasyon nh/

mErken Faz miler Faz

Grafik 26: Total hasta grubunda kanser fazina

gore 80HdG/kreatinin ortalama degerleri.
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Grafik 27: Total hasta grubunda kanser fazina
gore MDA ortalama degerleri.

Cinsiyete gére parametre degerlerine bakildiginda kadin ve
erkek gruplarinda 80HdG/kreatinin ve MDA duzeylerinde anlamli bir fark
g6rilmemistir (Tablo 23, Grafik 28, 29).

Tablo 23: Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete goére
80HdG/kreatinin ve MDA ortalama degerleri

Ortalama (Standart Sapma)

80HdG/Kreatinin (nM/mM) MDA (uM)

Hasta (n=27)

Kadin (n=17) 29.00 (16.48) 3.34 (0.97)

Erkek (n=10) 23.82 (8.31) 3.28 (0.72)
Kontrol (n=27)

Kadin (n=14) 23.26 (7.47) 2.54 (0.93)

Erkek (n=13) 19.78 (6.59) 2.22 (1.08)
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Grafik 28: Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete
gore 80HdG/kreatinin ortalama degerleri.
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Grafik 29: Total hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyete
gore MDA ortalama degerleri.
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Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal duruma gére
80OHdG/kreatinin ve MDA ortalama degerleri Tablo 24 ve Grafik 30, 31'de
verilmigtir. Buna gbre premenopoz ve postmenopoz gruplari arasinda

anlamli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 24: Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal duruma gére
80HdG/kreatinin ve MDA ortalama degerleri

Ortalama (Standart Sapma)

80HdG/Kreatinin (hnM/mM) MDA (uM)

Hasta (n=27)

Premenopoz (n=5) 34.12 (14.15) 2.97 (0.60)
Postmenopoz (n=12) 27.29 (17.62) 3.47 (1.07)
Kontrol (n=27)

Premenopoz (n=10) 23.74 (5.80) 2.31(0.74)

Postmenopoz (n=4) 21.97 (12.57) 3.10 (1.22)

E
S
=
=
c
]
==
"
"
|
=
c
"
0
c
o
=

" Premenopoz hasta ™ Postmenopoz hasta

Grafik 30: Total hasta ve kontrol gruplarinda
menopozal duruma gore 8OHdG/kreatinin ortalama

degerleri.
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" Premenopoz hasta ®™Postmenopoz hasta

Grafik 31: Total hasta ve kontrol gruplarinda menopozal

duruma goére MDA ortalama degerleri.

4.3.Hasta Grubunda Gen Ekspresyonlari, 80HdG/Kreatinin ve MDA
Arasindaki Korelasyonlar

Hasta grubunda gen ekspresyonlarinin  birbirleriyle
korelasyonlari ele alindiginda total hasta grubunda ve kolon kanseri
grubunda hTERT ile reptin disinda diger genler arasinda pozitif
korelasyonlar bulunmustur. Meme kanseri grubunda sadece pontin ile
diskerin arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir. Mide kanserinde hTERT
ile reptin ve diskerin arasinda, pontin ile reptin arasinda pozitif
korelasyonlar gézlenmistir (Tablo 25).
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Tablo 25: Gen ekspresyonlarinin total hastalarda ve kanser

tiplerine gére korelasyonlari

Korelasyonlar (R/p)
hTERT Pontin Reptin

Total Hasta (n=27)

Pontin 0.752/0.002

Reptin 0.208/0.475 0.975/0.000

Diskerin 0.937/0.000 0.947/0.000 0.929/0.000
Kolon (n=13)

Pontin 0.742/0.009

Reptin 0.175/0.606  0.988 /0.000

Diskerin 0.955/0.000 0.994/0.000 0.985/0.000
Meme (n=7)

Pontin -

Reptin - 0.736 /0.096

Diskerin - 0.914/0.011 0.643/0.119
Mide (n=6)

Pontin 0.907/0.277

Reptin 0.999/0.028 0.995/0.000

Diskerin 0.998/0.037 0.113/0.831 0.192/0.715

Kanser fazina gére degerlendirme yapildiginda total hasta
grubunda erken fazda diger tim genler arasinda pozitif korelasyonlar
go6zlenirken sadece pontin ile reptin arasinda korelasyon gézlenmemistir.
lleri fazda ise pontin ile tim genler arasinda, reptin ile diskerin arasinda
pozitif korelasyonlar gdézlenmistir. Bununla birlikte anlamliik dizeyine
ragmen hTERT ile

g6zlenmigtir. Kolon kanserinin erken fazinda tim genler arasinda pozitif

erisememesine reptin arasinda da korelasyon
korelasyon goézlenirken ileri fazda diskerin ile tim genler arasinda, pontin
ile reptin arasinda pozitif korelasyonlar gozlenmistir. Ayrica anlamlilik
dizeyine erisememesine ragmen hTERT ile pontin arasinda pozitif
korelasyon gozlenmistir. Meme kanserinde sadece erken fazda pontin ile

diskerin arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir. Mide kanserinde sadece
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ileri fazda pontin ile reptin arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir (Tablo

26).

Tablo 26: Gen ekspresyonlarinin total hastalarda ve kanser

tiplerine gore erken ve ileri faz korelasyonlari

Korelasyonlar (R/p)

hTERT

Pontin

Reptin

Total Hasta (n=27)

Erken Faz (n=15)
Pontin
Reptin
Diskerin

ileri Faz (n=11)
Pontin
Reptin
Diskerin

0.969 / 0.000
0.799/0.017
0.958 /0.000

0.923/0.009
0.806/0.053
0.679/0.138

0.313/0.276
0.614/0.019

0.990/0.000
0.974/0.000

0.712/0.003

0.953/0.000

Kolon (n=13)

Erken Faz (n=7)
Pontin
Reptin
Diskerin

ileri Faz (n=6)
Pontin
Reptin
Diskerin

0.974/0.000
0.806 / 0.029
0.957/0.001

0.932/0.068
0.732/0.268
0.978/0.022

0.881/0.009
0.985/0.000

0.994/0.000
0.994/0.000

0.885/0.008

0.995/0.000

Meme (n=7)

Erken Faz (n=6)
Pontin
Reptin
Diskerin

ileri Faz (n=1)
Pontin
Reptin
Diskerin

0.664 / 0.221
0.903/0.036

0.571/0.236

Mide (n=6)

Erken Faz (n=1)
Pontin
Reptin
Diskerin

ileri Faz (n=4)
Pontin
Reptin
Diskerin

- 0.994 /0.006

- -0.020/0.980 0.085/0.915
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Korelasyon tablolarina yumusak doku sarkomu &érnek sayisi

yeterli olmadigi i¢in dahil edilmemistir.

Total hasta grubunda gen ekspresyonlarinin
80HdG/kreatinin ve MDA ile korelasyonlari ele alindijinda sadece MDA
ile reptin arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir (r=0.469, p=0.032).

80HdG/kreatinin ile MDA arasinda korelasyon bulunamamistir.

Total hasta grubunda gen ekspresyonlarinin
80OHdG/kreatinin ve MDA ile korelasyonlari cinsiyete goére ele alindiginda
erkeklerde 80OHdG/kreatinin ile pontin ve reptin arasinda, MDA ile reptin

ve diskerin arasinda pozitif korelasyonlar gézlenmistir (Tablo 27).

Tablo 27: Total hasta grubunda cinsiyete gore gen
ekspresyonlarinin  80HdG/kreatinin ve MDA ile
korelasyonlari

Korelasyonlar (R/p)
80HdG/Kreatinin MDA

Kadin

hTERT 0.508/0.383 -0.378 /0.531

Pontin -0.102/0.765 0.365/0.270

Reptin -0.149/0.645 0.441/0.151

Diskerin -0.130/0.687 0.426/0.167
Erkek

hTERT -0.372/0.365 0.697 / 0.055

Pontin 0.731/0.025 0.660/0.053

Reptin 0.713/0.031 0.712/0.031

Diskerin 0.018/0.964 0.755/0.019
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5.TARTISMA

Cogu kanser hicresinde telomeraz aktivitesinin bulunmasi
ve telomeraz aktivitesinin kanserin ilerlemesine uygun bir sekilde artis
gOstermesi; bu enzimin hem kanser tanisi igin diagnostik bir belirte¢ hem
de tumér seyrinin  takibi icin prognostik bir belirte¢ olabilecegdini
dustndurmektedir.?®  Telomeraz enzim  aktivitesinin  hematolojik
malignansi, beyin timorleri, primer akciger kanseri, hepatoseliler kanser,
mide kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri, meme kanseri, serviks
kanseri, endometriyal kanser, over kanseri ve mesane kanserinde arttigi

belirlenmistir.?®

Telomer dizisi kaybini telafi eden telomeraz, normalde
germinal ve yetiskin kok hticrelerinde gdzlenmektedir.'™ Embriyogenez
sonrasi, ¢cogu somatik hicrede telomeraz aktivitesi kaybolmasina karsin
fizyolojik olarak kendini dikkate deger bicimde yenileyebilen somatik
hiicrelerde telomeraz aktivitesinin diistik de olsa var oldugu gésterilmistir.”
Bu da gdstermektedir ki bu enzim, ister normal ister malign olsun yiksek
Ureme hizi gbsteren hicrelerde etkindir. Telomeraz aktivitesinin kanser
hicrelerinde c¢ogunlukla ancak normal somatik hicrelerde nadiren
saptanabildigi g('jsterilmi§tir.1’8 Telomeraz ters transkriptazi insan somatik
hicrelerine in vitro olarak sokuldugunda telomeraz aktivitesi yenilenmekte
ve hicresel yasam suresi dikkate deger bicimde artmaktadir.® Telomerin
korunmasi vasitasiyla hicresel 6limsuzIuk, bir tdmdr hicresini tanimlayan
temel Ozelliklerden biri olarak kabul edilir. Malign kanserlerin buydk
cogunlugunun (%85-90), bu amagla telomeraz aktivitesi goéstererek,
kalaninin da telomerlerin alternatif uzatiimasi (ALT) olarak anilan bir
rekombinasyon-bazli mekanizmay! kullanarak telomerlerini korudugu

bilinmektedir."
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Telomeraz, 5-TTAGGG-3’ tekrarlarinin kromozom
uclarindan kaybini dengelemek Uzere, bu tekrarlari hicre siklusunun
replikatif fazinda telomerlerin sonuna eklemektedir." Telomeraz enziminin
aktif formunun en az Ug¢ bilesenden olustugu bilinmektedir: hnTERC, hTERT
ve diskerin. Telomerazin dizenlenmesi hentz tam olarak anlagilmamis
olmakla birlikte, coklu mekanizmalar aracihgiyla olustugu
dusindlmektedir. Telomerazin diger bilesenleri her yerde eksprese
edilmekte ve bu nedenle genel dizenleme bilylk 6lcide hTERT gen
ekspresyonuna bagimli olmaktadir. hTERT gen promoterinin epigenetik
durumu, transkripsiyon baslangi¢ bdlgesi yakinindaki histon asetilasyonu
ve DNA hipometilasyonu ile hTERT ekspresyonunun dizenlenmesinde
6nemli bir belirleyicidir. hTERT, telomeraz aktivasyonundaki hiz sinirlayici
determinanttir ve hTERT’in hipermetilasyonu telomeraz ekspresyonu ile
iliskilidir."™

Total hasta grubundaki hTERT mRNA ekspresyon
duzeylerinin ortalamalarini ele aldigimizda, timér dokusunda ekspresyon
yliksek olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli degildir. Cinsiyete gore
kargilastirma yapildiginda kadinlarda hTERT ekspresyonlari yiksek ancak

anlamli degildir.

Total hasta grubuna bakildiginda, 15 hastanin hnTERT mRNA
ekspresyonu timér dokusunda normal dokudan fazla bulunmustur. hTERT
MRNA ekspresyon dizeylerinin ortalamalari karsilastirildiginda, kolon ve
meme kanserinde timdr dokusundaki dizeyler normal dokudan anlamlilik
dizeyine ulasmasa da yUksek bulunmustur. Yumusak doku kanserli 1
hastanin normal dokusunda ekspresyon gézlenmezken, timér dokusunda

g6zlenmisgtir.
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Calismamizda yer alan kolon kanserli hastalarin %69.2’sinde
(9/13) hTERT mRNA ekspresyonu timér dokusuda normal dokudan fazla
bulunmustur. Bu hastalarin 6’si evre 3 ve 4’ de yer almakta idi. Palmqvist
ve arkadaslari, kolorektal kanserli hastalarla yurattikleri calismalarinda
hastalarin %77’sinde pozitif telomeraz aktivitesi ve %91’inde degisen
dizeylerde hTERT mRNA ekspresyonu tespit etmiglerdir. Calismalarinda
hTERT ile telomeraz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
gt’)ZIemig,Ierdir.115 Benzer sekilde, Flavin ve arkadaslari caligmalarinda
kolon kanserli hastalarin %78’inde pozitif hTERT ekspresyonu
gostermislerdir.”’® Saleh ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada kolorektal
kanserli hastalarin timinde timdr dokularinda hTERT ekspresyonu
g6zlenmigstir. hnTERT in timd&r dokusundaki ekspresyonu normal dokudaki
ekspresyonlarindan anlamli derecede ylUksek bulunmU§tur.116 Valls-
Bautista ve arkadaslari, hTERT promoter metilasyonunun hTERT
ekspresyonu ve telomeraz aktivitesi icin gerekli oldugunu, ancak 6zellikle
kolon kanserinde hTERT aktivasyonu igin vyeterli olmadigini 6ne

surmektedirler.’"’

Gigek ve arkadaglari, 55 mide kanserli hasta ve 18 kontrolle
yaptiklari bir galigmada timoér dokularinin %80’inde hTERT ekspresyonu
gbzlerken kontrol dokularinda ekspresyon olmadigini gézlemiglerdir.
Hipermetilasyonun da normal mukoza ile karsilastirildiginda timéral
mukozada artmig oldugu gézlenmistir. Ancak hipermetillenmis promoterler
ile hTERT ekspresyonu arasinda iligki bulamamlglardlr.118 Bir baska
calismada, 42 mide kanserli hastanin %86’sinda hTERT ekspresyonu
gbzlenmis, ancak ekspresyon cinsiyet, tir, kanser fazi ile iliskili

bulunmamistir.’®

Calismamizda, mide kanserli 6 hastadan sadece 2’sinde
(%33.3) hTERT mRNA ekspresyonu timoér dokusunda eksprese edilmigtir.

Ayni hastalarin normal dokusunda ekspresyon goérilmemistir. Mide
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kanserli hastalarin 1’'inde ne normal ne de timoér dokusunda hTERT

MRNA ekspresyonu gézlenmemistir.

Calismamizda meme kanserli hastalarin %42.9'unda hTERT
MRNA ekspresyonu timdér dokusunda normal dokudan fazla bulunmustur.
Hastalarin normal dokularinin higbirinde ve timér dokularinin da
bazilarinda d&lgllebilir dizeyde hTERT ekspresyonu gbézlemedik.
Kirkpatrick ve arkadaslarinin 18 meme kanserli hasta ile yaptiklar bir
calismada ise, hTERT mMRNA ekspresyonu telomeraz aktivitesi ile
korelasyon géstermis ve hTERT’in telomerazin katalitik ve hiz sinirlayici
subtiniti oldugu hipotezi dogrulanmistir.’® Elkak ve arkadaslari 116 meme
tumoér dokusu ve 31 normal dokuda vyaptiklari calismada, kanser
dokularinin hepsinde ve saglikh dokularin da ¢ogunda hTERT mRNA
ekspresyonu gézlendigini ve timdr doku ekpresyonunun yaklasik 2.5 kat
fazla oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmasa da,
kanser fazina gére hTERT ekspresyonunun arttigini da gdéstermigler ve
hTERT’in, meme kanserinde k&t klinik sonucla iligkili olabilecegini ve
prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini 6ne strmuslerdir.
Aragtirmacilar, hTERT'in sadece telomeraz aktivitesinin bir yansimasi
olmakla kalmayip ayni zamanda telomerazin kontroll igin bir arag ve ilag
tedavi stratejileri icin de potansiyel olarak yasamsal bir éneme sahip

oldugunu 6ne surmuslerdir.'!

Calismamizda yer alan meme kanserli
hastalarin hepsinin erken fazda olmasi ve bir kisminda hTERT
ekspresyonunun gdzlenmemesi bahsedilen g¢aligmadaki sonuglarla
tutarhdir. Bir baska galismada, plazmada hTERT ekspresyonu, 87 meme
kanserli hastanin %47’sinde, kanser olmayan hasta 22 kisinin %32’sinde,
21 saglhkh kontrolin %5’inde pozitif ¢ikmistir.'”* Rha ve arkadaslarinin
calismasinda, meme kanserli 45 hastanin 38’i (%84) telomeraz aktivitesi,
41’i (%91) hTERT ekspresyonu gbstermisg, telomeraz aktivitesi en ¢ok tam

boy ve B-varyantlarinda gorilmustir.'® Dolasim hTERT DNA’sinin erken
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meme kanserinde CA 15-3’ten daha iyi bir diagnostik belirte¢ olacagi éne

strilmektedir.’®*

RuvB grubunda yer alan iki dkaryotik AAA+ proteini olan
RUVBL1 ve RUVBL2, c-Myc ile iligkili nikleer protein kompleksi, kromatin
yeniden modelleme kompleksi, Tip60 histon asetilaz kompleksi gibi bazi
makromolekuler gruplarin komponentleri olarak tespit edilmistir. Bu
bulgular, pontin ve reptinin; transkripsiyonel regulasyon, DNA onarimi,
kromatin yeniden modelleme, apoptozis ve onkojenik transformasyon gibi
farkh yolaklara katildiklarini éne sirmektedir. Bununla birlikte pontin ve
reptinin biyokimyasal 6zellikleri hakkinda, etkili ATP hidrolizi i¢in sart olan
bir heteromultimer olusturmalarinin disinda, bilinenler aynidir."?® Pontin ve
reptinin dne surtlen 6zelliklerini goésteren deneysel caligmalarin ¢cok az
olmasi nedeniyle, calismamizda da oldugu gibi son yillarda giderek artan
sayida klinik ¢calisma yapilmaktadir.®® Pontin ve reptinin kanserle iligkisini
76,126 127 ile

6ne suren ilk ipuclari, her iki proteinin de B-katenin ve c-Myc

olan iliskisinin kesfinden gelmektedir. Ayrica her iki protein de c-Myc

tarafindan regtile edilmektedir.'%%°

Calismamizda, pontin ve reptin igin total hasta grubunda
tumor doku ekspresyonu normal doku ekspresyonundan fazla olan
Ornekler, sirasiyla %77.8 ve %66.7 olarak bulunmustur. Gen ekspresyon
duzeylerinin ortalamalari ele alindiginda pontin ve reptin timér doku
ekspresyonlari normal doku ekspresyonlarindan anlamh derecede
yuksektir. Evreye gore degerlendirme yaptigimizda, hem evre 1 ve 2'de
hem de evre 3 ve 4’te her iki genin de timér doku ekspresyonlari normal
dokulara goére yuksek olmasina karsin sadece ileri faz pontin ve reptin
ekspresyonlarinda normal dokularla karsilastirildiginda anlamlihk
bulunmustur. Cinsiyete goére karsilastirma yapildiginda kadinlarda pontin

ve reptinin timoér doku ekspresyonlari normal dokulara kiyasla anlamli
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derecede yiksektir. Premenopozal ve postmenopozal durumlarin her
ikisinde tim genlerde tUmoér doku ekspresyonu normal dokulara goére

artmigtir ancak anlamli artig sadece reptin geninde gorialmustar.

Yakin zamana kadar, pontin ve reptinin insan kanserlerindeki
ekspresyonuna dair bilgi bulunmamakta idi. Rousseau ve arkadaslari
tarafindan 96 hepatoseliler karsinomali (HCC) hastada yapilan
calismada, ¢ogu hastada reptinin asiri eksprese edildigi gézlenmis ve
reptinin  timoér  hdcresinin - yasayabilmesi icin  gerekli oldugu ©6ne
strtlmastir. Bu asiri ekspresyonun tiumoér farklilasma safhasiyla iliskili
oldugu ve kétu prognozun bir belirteci olabilecegi dustndlmustir. Son
zamanlarda, reptinin anti-metastatik KAI1 geninin transkripsiyonu Uzerinde
B-kateninin baskilayici etkisi icin gerekli oldugunun gdsterilmis olmasina
ragmen, Rousseau ve arkadaslari reptin ekspresyonu ile [-katenin
ekspresyonu arasinda bir iliski olmadigini gostermislerdir.”® Bunu, B-
kateninden bagimsiz olmasinin, reptinin  onkojenik  &zelliklerini
g6sterebildigi seklinde yorumlamiglardir. Haurie ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir baska ¢alismada pontinin de reptin gibi HCC’de asiri eksprese
edildigi ve HCC’de hicre bliyumesi ve yasamasi i¢in gerekli oldugu éne
surdlmustur. Arastiricilar ayrica, karsinogenezdeki muhtemel rolleri ve
6zgln hicre homeostazisi icin pontin ve reptin arasindaki sitokiyometrinin
siki kontrolinin surdUrtdlmesinin  énemini vurgulamaktadlrlar.14 Kuguk
hicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda yapilan bir calismada,
pontinin asir  eksprese edildigi ve [(-katenin aracili neoplastik

transformasyonun énemli bir kofaktéri oldugu gosterilmistir.”

Calismamizda, kolon kanseri grubunda timér doku
ekspresyonu normal doku ekspresyonundan fazla olan 6rnekler, pontin
icin %84.6 ve reptin icin %53.8 olarak bulunmustur. Gerek pontin gerekse

reptin ekspresyon oranlari, kolon kanserli kadin hastalarda erkek
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hastalardan ve post-menopozal kadinlarda da pre-menopozal kadinlardan
daha ylUksek bulunmustur. Lauscher ve arkadaglarinin kolorektal kanserde
yaptiklari  bir c¢alismada pontinin ve beraberinde [(-kateninin up-
regulasyonunun, kolorektal kanserin ilerlemesine katkida bulunabilecegi
6ne surulmektedir. Arastirmacilar, pontinin B-katenin ile etkileserek, TCF
(T hicre faktéri)/B-katenin aracili Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu
arttirabilecegini ve bdylece karsinogeneze katkida bulunabileceg@ini éne
sUrmU§Ierdir.12 Wnt  sinyalizasyonu, hiicre proliferasyonu ve
farkhlasmasinin kontroliinde temel bir role sahiptir ve Wnt hedef genlerinin
ekspresyonundaki artmaya yol agan kolorektal kanserde siklikla deregiile
edilmektedir. Flavin ve arkadaslari ¢calismalarinda kolon kanserli hastalarin

%60’Inda pozitif reptin ekspresyonu géstermislerdir.’

Calismamizda kolon kanserli hastalarin yalnizca 2’sinde
tumor doku pontin ekspresyonu dusiuk gorialmekle birlikte, 4’Gn0 erkeklerin
olusturdugu 6 hastada pontinin partneri olan reptinin ekspresyonu diguk
bulunmustur. Reptindeki bir down regilasyonun, DNA fragmantasyon
olusumu ve kaspaz 3 aktivitesindeki artma ile kanitlandigi gibi hicre
proliferasyonunda bir azalma ve tabi ki gucli bir apoptozisin
indUksiyonunu gosterdigi 6ne sdrulmektedir. Yani reptin eksikliginin
apoptozisi indikledigi 6ne surllmektedir. CUnklU reptindeki bir down
regulasyon Bak1 (Bcl2 antagonist/killer1 proteini) ve Bax gibi proapoptotik
proteinlerin konformasyonel aktivasyonlarindaki artisla iligkili bulunmusgtur.
Onlarin aktivasyonu mitokondri dis membraninin permeabilitesinde artisa
yol agmakta, bu da sitokrom c salinimi ve kaspaz aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir. Reptin  eksikligi ile apoptozis induklenmesi,
proapoptotik Bcl2 ailesi Uyelerinin aktivasyonu ile de iligkili

olabilmektedir.®
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Mide kanseri grubumuzda timoér doku ekspresyonu normal
doku ekspresyonundan fazla olan 6rnek oranlari pontin ve reptin igin
%66.7 olarak tespit edilmistir. Pontin ve reptin ekspresyonlarindaki artis
ayni hastalarda gozlenmistir. Li ve arkadaslari mide kanserli hastalarda,
saglikh  kontrollerle  karsilagtinidiginda asiri  reptin  ekspresyonu
g6zlemlemiglerdir.  Arastirmacilar, kanser hdcrelerinin  klonojenik
potansiyeli icin reptin gereksinimleri ile birlikte mide kanseri ve diger kati
tumorlerdeki asiri reptin ekspresyonu bulgusunu, reptinin olasi bir tedavi

hedefi olabilecegi seklinde yorumlamislardir.®

Telomeraz kompleksinin iki gekirdek bileseninin, TERT ve
TERC'’in diginda kompleksin tam aktivitesi icin ¢esitli ilave faktorlere de
gereksinim duyulmaktadir. Diskerin bunlardan biri olup, kompleks i¢inde
TERC’e direkt baglanmakta ve onu stabilize etmektedir. Diskerin RNP’nin
biyogenezi igin gerekli olan, oldukga iyi korunmus ve yasamsal bir
nikleolar RNA baglayici proteindir. Diskerinin fonksiyon kaybi, TERC’in
kararli durum duzeylerini dusirmekte, telomeraz aktivitesini azaltmakta ve
prematire (erken) telomer kisalmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte,
diskerinin ribozom yapimi ve fonksiyonunda da &nemli roller oynadigi
gosterilmigtir. H/ACA snoRNA'ya baglanarak, diskerin prekirsér rRNA’nin
post-translasyonel islenmesinde de kullaniimaktadir. Son zamanlarda
yapilan bir calismada, diskerinin internal bir ribozom girig bolgesi
vasitasiyla bir mRNA alt kiimesinin translasyonunu regile ettigi de 6ne
surtlmektedir. Boylece diskerin, timér hicre fenotipi icin esas olarak
6nemli olan iki molekuler yolagin anahtar bir bilesenidir; neoplazmalar
sadece telomer homeostazisi icin bir mekanizmaya ihtiyag duymamakta,
protein sentezi icin de yuksek bir talepleri bulunmaktadir. Bu amagla,
DKC1’in mRNA’sinin, lenfoma, melanoma, néroblastoma ve meme, kolon
ve overin adenokarsinomalarini da iceren pek ¢ok insan kanserinde sik sik

ve 6nemli derecede asiri eksprese edildigi gt)rt'JImiJgtUr.53

109



Calismamizda, total hasta grubunda timér doku diskerin
MRNA ekspresyon degerleri normal dokulardan anlamli derecede yiksek
bulunmustur. Cinsiyete goére karsilastirma yapildiginda kadinlarda
diskerinin timdr doku ekspresyonlari normal dokulara kiyasla anlaml
derecede yuksek ¢ikarken, erkeklerde fark gézlenmemistir. Kanser fazinin

da diskerin ekspresyonlarini degistirmedigini gézledik.

Montanaro ve arkadaslari yaptiklari bir ¢alismada, meme
kanserli hastalarda diskerin mRNA dulzeylerinin oldukga degisken ve
TERC ile direkt olarak iligkili oldugunu gésterdiler. Arastirmacilar, disuk
diskerin ekspresyonunun daha iyi bir klinik bakim ve prognozun géstergesi
oldugunu iddia ettiler.'” Calismamizda meme kanserli 7 hastanin 5inde
(%71.4) diskerin mRNA ekspresyonlari timér dokusunda normal doku ile
karsilastirildiginda oldukca ylksek bulunmustur. 2 hastada ise diskerin
ekspresyon dizeyleri normal ve timér dokusunda birbirine yakin ancak
normal dokuda daha yiiksek olarak gézlenmistir.

Calismamizda mide, kolon ve yumusak doku kanserinde de
diskerin  mRNA ekspresyonunu inceledik. Ancak baska calisma
bulunmamasi nedeniyle sonuglarimizi karsilastiramadik. Bununla birlikte
kolon kanserinde elde ettigimiz diskerin mRNA ekspresyon artislari meme
kanserine goére dusuk duzeydedir. 13 hastanin 5'inde (%38.5) diskerin
ekspresyonu tumor dokusunda artarken, 4 hastada belirgin azalma, 4
hastada da disik oranda azalma gozlenmistir. Caligmamizda yer alan
hastalarin yeni kanser teshisi konmus ve tedavi almamis olmalar
nedeniyle, dusik diskerin dizeylerinin hastahdin fazi ile iliskili olabilecegi
dustndlmustar. Bununla birlikte, gergekten de oldukgca dusuk diskerin
dizeylerine sahip hastalarin erken fazda olduklari gézlenmis olsa da,
erken fazda olup yuksek diskerin diizeylerine sahip 1 hasta bulunmaktadir.

Etkili olabilecek diger faktdrler incelendiginde dikkati ceken nokta, yiuksek
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tumoér mRNA ekspresyonuna sahip hastalarin timandn kadin oldugu ve
erkek hastalarin hepsinde dusik timdr diskerin ekspresyonu gozlenmis
olmasidir. Mide kanserinde yalnizca 2 (%33.3) hastanin timér diskerin
MRNA ekspresyon dizeylerinde belirgin digsme gdézlenmigtir. Yumusak

doku kanserinde de tumor doku diskerin ekspresyonu artmigtir.

Telomeraz; yaslanma, hicre yaglanmasi ve kanserde 6nemli
bir rol oynayan ve anti-kanser tedavide potansiyel bir hedef olarak
odaklaniimig bir enzimdir. Venteicher ve arkadaslari, HeLa hicrelerinden;
TERT, TERC ve diskerinden olusan TERT kompleksinin afinite
saflagtirmasini yaptilar ve pontin ile reptin ATPazlarini da telomeraz
bilesenleri olarak tanimladilar. TERT ile pontin ve reptin iligkisi endojen
dizeyde olugsmakta ve reptin bir TERT kompleksine pontin k&prisui
vasitasiyla dahil olmaktadir. Bu sekilde yeni tanimlanmis telomeraz
kompleksinde pontin ve reptinin rollerine bakildiginda birincisi; pontin ve
reptin, telomeraz bilegenleri TERT ve diskerin ile etkilesime girmekte,
telomeraz aktivitesi ile TERC ve diskerin birikimi icin kritik éneme sahip
olmaktadir. ikincisi, pontin ve reptin, son derece S fazina 6zgi olan yeni
bir TERT igeren kompleks olusturmaktadir. Telomerazin hicre déngusu
sirasinda dinamik olarak duzenlenme sekli uzun sire belirsiz kalmistir.
Venteicher ve arkadaslari TERT, pontin ve reptin arasindaki S fazina
spesifik etkilesimin, TERT’in hicre dbénglsi regllasyonunu ve hicre
dbéngusine bagimh bir sekilde telomeraz kompleksinin olusumunu
aciklayabilecegini ileri strmektedir.® Ayrica, TERT komplekslerinin dinamik
oldugunu ve bu nedenle en az iki farkh formda TERT kompleksinin var
oldugunu iddia etmektedirler. Bu formlarin biri dislk telomeraz katalitik
aktiviteli pontin/reptin/TERT kompleksi yani pretelomeraz kompleksi, digeri
de yuksek enzimatik aktiviteye sahip bir TERT/TERC/diskerin kompleksi
yani olgun telomeraz kompleksidir. Adim adim montaj modelinde, olusan
pontin/reptin/TERT kompleksi, daha sonra TERT/TERC/diskerin kompleksi
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olusturacak sekilde yeniden sekillenmektedir. Telomeraz kompleksinin 3
bilesenden olustugunun séylenmesinin yanisira 5 bilesenden olustugu da
one surtlmektedir.”®® Buna gore, TERT, TERC ve diskerinin yanisira
telomeraz montajina yardimci olabilecek 2 ilave protein yani pontin ve
reptin de telomeraz kompleksi igine dahil edilmektedir. Calismamiz, bu
komplekste yer alan bilesenlerin degisik kanser tirlerinde incelenmesi
Uzerine kurgulanmigtir. Buna goére, genlerin birbirleriyle korelasyonlarini
inceledigimizde, total kanser hastalarinda hTERT ile pontin ve diskerin
arasinda yuksek pozitif korelasyon gdzlememize ragmen, reptin ile bir
korelasyon gbzlemedik. Bunun yaninda pontin ile reptin arasinda ve
diskerin ile pontin ve reptin arasinda yiksek pozitif korelasyonlar
gbzlemledik. Total hasta gruplar acgisindan ele alindiginda, elde edilen
korelasyonlar, kanserde telomeraz kompleksini dogrular niteliktedir.
Diskerin ve hTERT, zaten aktif telomeraz kompleksinin bilesenleri olarak
aciklanmislardir. Pontin ve reptin ise bu olusumun bir é6nceki safhasi yani
pretelomeraz kompleksinin bilesenleri ve ayrica telomeraz kompleksinin
olusumuna yardimci olabilecek proteinler olarak kabul edilmektedirler.
Yani her ne kadar timér hicresinde lider olan  formun
TERT/TERC/diskerin kompleksi oldugu kabul edilse de pontin ve reptinin
gen ekspresyonlarinin da artmasi beklenmelidir. Calismamizda reptin ile
hTERT arasinda korelasyon gérilmese de diger bilesenlerle hTERT
arasinda yuUksek korelasyon gdérulmesi, telomeraz kompleksi olusumunda
bu bilesenlerin rol oynayabilecegini dusindirmektedir. Sonugclarin
degerlendiriimesinde yapilan korelasyon isleminde RK vyani timor
doku/normal doku oranlarinin kullanilmasi gerekmektedir. Diger genler
hemen hemen tim hastalarin normal ve timér dokusunun her ikisinde de
eksprese edilirken hTERT 8 hastanin timdr dokusunda eksprese edilip
normal dokularinda degerlendirilebilir oranda eksprese edilmemis,
dolayisiyla bu hastalarda RK oranlari hesaplanamamuistir. iiging bir sekilde
bu hastalarin timinde ylUksek pontin RK oranlari, ayni hastalar olmak

Uzere 7’sinde yilksek reptin ve diskerin RK oranlari gézlenmigtir. Ote
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yandan normal dokuda hTERT ekspresyonu olup timér dokusunda
Olculebilir NTERT ekspresyonu gostermeyen 5 hastanin, diger genlerinin
de timodr doku ekspresyonu dusik bulunmus, sadece 1’inde pontin RK
degeri 1’in Uzerinde ¢cikmigtir. Bu hTERT RK orani hesaplanamayan 13
hasta istatistiksel degerlendirmeye dahil edilebilmis olsaydi, elde edilen
korelasyon degerleri genler arasindaki iddia edilen iligkiyi destekler

nitelikte olacakti.

Kanser tiplerine gére ayri ayri degerlendirme yaptigimizda,
kolon kanseri hastalarinin total grubun yansimasi niteliginde oldugunu ve
hemen hemen ayni korelasyon degerlerini gésterdigini gézledik. Yukarida
bahsedildigi gibi hTERT ile reptin arasindaki iligkiyi kolon kanseri
grubunda da goézlemleyemedik. Flavin ve arkadaglari ise kolon kanserinde

reptin ve TERT arasinda pozitif bir korelasyon géstermislerdir.’™

Mide kanserli hastalarda ise hTERT’in ekspresyonunda ¢ok
degisken sonuclar elde edilmigtir. Bir hastada her iki dokuda da
ekspresyon gbézlenmezken, 2 hastanin normal dokusunda, 1 hastanin da
tumér dokusunda hTERT ekspresyonu gézlenememistir. Bu nedenle
hTERT ile diger genler arasindaki korelasyonlarin degerlendirilmesinin
dogru olmayacagi dugunulerek g6z ardi edilmistir. Bununla birlikte, diger
genler acisindan degerlendirme yaptigimizda yalnizca pontin ile reptin
arasinda gézlenen pozitif korelasyon ve timér doku ekspresyonlarindaki
artis, bu iki genin farkh mekanizmalarla mide kanserinde rol
oynayabilecegine isaret etmektedir. Nitekim bu c¢alismanin devaminda
pontin ve reptin ile Tip 60 arasinda pozitif korelasyon gozlemledik (veriler
bu calismaya dahil edilmemistir). Li ve arkadaslari mide kanserli
hastalarda, saglikh kontrollerle karsilastirildiginda asiri reptin ekspresyonu
g6zlemlemiglerdir. Arastirmacilar, ayrica reptin ekspresyonu ile TERT

ekspresyonu arasinda pozitif iligki oldugunu gdsterdiler. TERT geni,
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reptinin  direkt hedefidir ve TERTin transkripsiyonu, reptinin
ekspresyonunu ve onun c-Myc ile kooperasyonunu gerektirmektedir.

Boylece reptin telomerazi iki farkli diizeyde regiile etmektedir.™

Meme kanserli hastalarda da, degisken sonuclar elde
edilmesinden dolayr hTERT ac¢isindan degerlendirme yapmanin dogru
olmadigi kanisindayiz. Bununla birlikte meme kanserli hastalarda pontin
ile reptin arasinda zayif ama diskerin ile gicli pozitif korelasyon gézledik.
Genel olarak meme kanserli hastalara tek tek bakildiginda genlerde ayni
anda artma ve azalma gbézlenmistir. Montanaro ve arkadaslari, meme
kanserli hastalarda diskerin mRNA degerlerinin dismesi ile telomeraz
aktivitesinin azalmasi arasinda siki bir iligki oldugunu g&stermiglerdir.
Bunun TERTten bagimsiz oldugunu ancak TERC dizeylerinin

regilasyonu yoluyla oldugunu tespit etmi§lerdir.18

ROT proteinler, lipitter ve DNA gibi bilesiklerin oksidatif
modifikasyonlarini yaratma yetenegine sahiptir.” DNA’nin oksijen serbest
radikalleri ile hasara ugramasi, siklikla insan kanserlerinin baglamasi ve
ilerlemesiyle iliskili olan mutasyonlara neden olmaktadir.24%° DNA’nin ROT
indUkIl  oksidatif hasari sonucu olusan 8OHdG’nin, mutajenez ve
karsinogenez sureclerinde énemli olan oksidatif DNA hasarinin bir belirteci

olarak genis kullanimi bulunmaktadr.8%:88:90.91.97-99

95,129,130

Yapilan c¢alismalarda akciger ve prostat95 kanserli

95,131-133 ye kolon'*"3¢ kanserli hastalarda idrar ve

hastalarda idrar; meme
serum (veya plazma) 80OHdG duzeylerinin kontrol gruplarina gére yiksek
oldugu gézlenmistir.”>”"*® Genel olarak kanserli hastalardaki diizeylerinin
artmis olmasi, Uriner 80OHdG'’in kanser riskinin gdsteriimesinde oldukca

kullanisli oldugunu géstermektedir.®
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Calismamizda idrar 80OHdG duzeylerinde yapilan diger
calismalarla uyumlu olarak total hasta, kolon, meme ve mide kanseri
gruplarindaki hastalarin timuinde kontrol grubuna gére kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamh olmamakla birlikte daha ylksek sonuclar
bulduk.

LP Grlnleri ve reaktif oksijen tirlerinin, DNA’ya baglanmak
suretiyle mutasyonlara ve kanserlerin baglamasina neden oldugu
bulunmustur. Cesitli organlarda Uretilen veya artan LP Urinleri serum icine
salinmaktadir.”®8719%199 | p'nin paglica wrtini olan MDA'nin potansiyel
olarak DNA hasarina, mutasyonuna ve karsinogeneze 6nemli katkilari

vardir.8®

129,139,140

Yapilan calismalarda akciger kanseri, prostat

' endometriyal kanser,'? yumurtalik kanseri,'*? agiz kanseri,'*?

meme kanseri,"***° kolon kanseri’®®'%? ve mide kanserinde'®'** hasta

kanseri,

gruplarinin serum veya plazma MDA dizeylerinin kontrol grubuna kiyasla

arttigr  gozlenmistir.®

Calismamizda serum MDA dizeylerinde diger
calismalarla uyumlu olarak, total hasta, kolon ve mide kanseri
gruplarindaki hastalarin timinde kontrol grubuna goére kiyaslandiginda
anlamli derecede artis gbézledik. Meme kanseri grubunda da yalniz 3
hastanin 6lcima yapilabildigi icin istatistiksel olarak anlamli olmamasina

karsin artig gézledik.

G-C iceriginin fazla olmasi ve tekrarlayan DNA dizilerinin
uzun olmasi, telomerleri telomerik olmayan baz dizilerine gore oksidatif
stres hasarina daha acik hale getirdigini dusindiarmektedir. Ayrica
telomerik DNA dizisinin, direkt ROT ile veya indirekt olarak DNA onarim
surecinin bir pargasi olarak tamir edilememesinden dolay! tek zincir

kiriklar1 olugabilmektedir. Bunun tersine antioksidanlarin in vitro olarak
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telomer kisalma hizini azalttigi gosterilmistir.’® Peterson ve arkadaslari
insan fibroblastlarindaki telomer restriksiyon fragmanlarinin kisalma
hizinin oksidatif stres tarafindan &6nemli derecede arttirilabilecegini

belirtmislerdir.”’

Artmis oksidatif stres altinda telomeraz ¢ekirdedin disinda ve
mitokondri iginde bulunabilmektedir. Bu telomeraz eksprese eden hucreler
icinde azalmis oksidatif stresle ve gelistiriimis mitokondriyal fonksiyon ile
iligkili gérinmektedir. Saretzki, oksidatif stresin telomerik DNA hasarini
arttirarak ve telomeraz dlzeylerini disurerek telomer kisalmasina
katildigini  belirtmektedir. Oksidatif stresin telomerazin nuikleustan
mitokondriye gecisini indiikledigi ileri strtilmektedir.™®

Lopez ve arkadaglari kemoterapétik ilaclarin  toksik
mekanizmalari esnasinda olusan oksidatif stresin  Bcl2 artisini
indUkledigini, telomeraz aktivitesini arttirdigini ve onkojenik prosesleri

reaktive ettigini ileri stirmektedirler.’®

intraselliler ROTun hTERT’, ekspresyonunun ve
aktivitesinin dizenlenmesi, lokalizasyonunu modile etme ve iglevlerini
degistirme gibi degisik dizeylerde regile etti§i gosterilmistir.'®%"2
Hucresel redoks durumunun hTERT biyolojisini etkiledigine dair inandirici
kanitlar olmasina ragmen, hTERT’in kanser hiicresi redoks ortami Ulzerine
etkisi daha az tanimlanmigtir. Bu baglamda calismalar, asirn hTERT
eksprese eden hucrelerde oksidatif strese karsi koruyucu bir hicresel

yanit One strmektedir.'®*"%°

Buna ek olarak, raporlar hTERT
ekspresyonunun mitokondri fonksiyonunu onun kalsiyum tamponlama
kapasitesini arttirarak ve O,- Uretimini azaltarak pozitif olarak etkiledigini

de 6ne siirmektedir.'®®
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Pizzimenti ve arkadaglart bir LP 0rind olan 4-

hidroksinonenalin hTERT’i inhibe ettigini gostermislerdir."®’

Nishikawa ve arkadaslari oksidatif stres belirteci olarak
80OHdG duzeylerini dl¢tukleri bir calismada oksidatif stres dizeyi arttikga
ortalama telomer boyunun 0&zellikle hTERT-negatif hepatoseliler
karsinomlu hastalarda &6nemli derecede kisaldigini, hTERT-pozitif
hicrelerin hnTERT-negatif hicrelere gére ¢cok daha proliferatif ve daha az
apoptotik 6zellik gdsterdigini gdzlemlemiglerdir. Ayrica telomeraz
aktivitesinin hepatoseliler karsinomada oksidatif stresle guclu bir
korelasyon gdésterdigini bildirmiglerdir. Oksidatif stresin, telomer kisalmasi
ile iligkili oldugunu ve ayni zamanda telomeraz aktivasyonuyla
hepatoseliler karsinomanin malignan potansiyelini arttirdigini ileri

surmektedirler.'®®

Liu ve arkadaslari hepatoselller karsinomada yaptiklari bir
calismada, hepatoseliler karsinomali 6rneklerin %85.7’sinde telomeraz
aktivitesinin artmig oldugunu buna kargin kanser olmayan sirozlu
orneklerin  %13.4’Unde zayif telomeraz aktivitesi  bulundugunu
g6stermiglerdir. Ayrica MDA miktarinin hepatoseliler karsinomal ve
sirozlu o6rneklerde anlaml derecede farkhh oldugunu gdézlemiglerdir.
Bununla birlikte telomeraz aktivitesi ile MDA miktari arasinda anlamli
pozitif korelasyon gdérilmesi, ayni zamanda anti-oksidatif sistemin
disfonksiyonunun sirozun hepatoseltler kansere dogru ilerlemesiyle siki
iligki icinde olmasi nedeniyle oksidatif stresin kismen telomeraz

aktivitesine katkida bulunabilecegini 6ne stirmektedirler.”

Calismamizda gen ekspresyonlariyla parametreler
arasindaki korelasyon ele alindiginda erkek hastalarda 80OHdG/kreatinin

orani ile pontin ve reptin arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur. Yine
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erkek hastalarda MDA ile reptin ve diskerin arasinda pozitif korelasyon
g6zlenmigtir. Bununla birlikte erkek hastalarda MDA ile hTERT ve pontin
arasinda anlaml olmayan pozitif korelasyonlar gézlenmistir. Yapilan diger
calismalar 1s1ginda, oksidatif stresin telomer kisalmasina neden oldugunu,
telomeraz aktivitesini arttirdigini akla getirmektedir. Calismamizda bu
hipotezle tutarl olarak kanserli hastalarda oksidatif stres belirtecleri olan
MDA ve 80HdG duzeyleri artmis ve telomeraz komponenti proteinlerin

gen ekspresyonlariyla pozitif korelasyon géstermistir.
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6.SONUC

o Total hasta grubunda, tumér doku ekspresyonu normal doku
ekspresyonundan fazla olan érnekler, hTERT igin %55.6, pontin igin

%77.8, reptin i¢in %66.7, diskerin i¢in %55.6 oraninda bulunmustur.

o Total hasta gruplari acgisindan ele alindiginda, elde edilen
korelasyonlar, kanserde telomeraz kompleksinin etkisini dogrular
niteliktedir. Calismamizda reptin ile hTERT arasinda korelasyon
goérilmese de diger bilesenlerle hTERT arasinda yuksek korelasyon
goérulmesi, telomeraz kompleksi olusumunda bu bilesenlerin rol

oynayabilecegini digtndirmektedir.

o Genlerin birbirleriyle korelasyonlari degisken olmasina ragmen genel
olarak ayni hastada hTERT hari¢ pontin, reptin ve diskerin

ekspresyonlari ayni anda artip ayni anda azalmaktadir.

o Ekspresyon oranlarinin ayni olmamasi, bu genlerden sentezlenen
proteinlerin  muhtemelen baska yolaklarda da fonksiyon
gostermesinden kaynaklanabilir. Degisik yolaklarda eksprese edilen

farkh gen gruplarinin bir arada calisilmasi daha aydinlatici olacaktir.

o Kolon kanserinde erken fazda tum genler arasinda goérilen
korelasyonlarin ileri fazda ayni sekilde goérilmemesi, genlerin

kanserin ileri fazinda farkl yolaklara yénelebilecegine isaret edebilir.

o Calismamizda, hasta ve saglikli kontrollerde oksidatif stres
belirteclerinden LP urint MDA ve DNA hasar 0rini 8OHdG

calisiimig, kanserli hastalarda daha yiksek sonuclar elde edilmigtir.
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MDA ve 80HAG duizeyleri ile bazi genlerin ekspresyonlari arasinda
pozitif korelasyonlar gbézlenmistir. Bu sonuclar serbest radikallerin
telomeraz ile iligkili genlerin ekspresyonlarini tetikleyebilecedi

yonindeki calismalari destekler niteliktedir.

Calismamiz degisik kanser turlerinde pontin ve reptinin telomeraz
kompleksinin olusumundaki rollerine 1sik tutarak, pontin veya reptini
hedefleyen etkili terapétik ilaglarin gelistirimesi igin  de fikir
verebilecektir.

Bu arastirmada her bir hastadan alinan normal ve timorlu doku
orneklerini ayni anda calisip, kiyaslayarak oldukga net sonuclar elde
etmemize ragmen her hasta grubunda daha fazla dérnekle ¢alismak

daha aydinlatici olacaktir.
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7.0ZET

KANSERDE TELOMERAZ AKTIVITESININ DUZENLENMESI

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, ¢evresel etkilerin yani sira
genetik faktdrlerin karsinogenez Uzerindeki etkilerine odaklaniimaktadir.
Tamoér hicresinin 6lumsuzliglu ve karsinogenez sireci igin telomeraz
aktivitesi  gereklidir. insan kanserlerinde telomeraz, fonksiyonel
telomerlerin korunmasina yardim ederek timdr proliferasyonunu arttirma

gorevi Ustlendigi yerlerde up-reglle olmaktadir.

Calismamizda, RT-PCR ydntemiyle kolon, mide, meme ve
yumusak doku kanserlerinde telomeraz ile iligkili hTERT, pontin, reptin ve
diskerinin normal ve timér dokularinda gen ekspresyonlarinin dizeyleri
Olculmastir. Ayrica kanserle iliskisi bulunan oksidatif stres belirtecleri

80OHdG'in idrar dizeyleri ve MDA'nin serum dizeyleri élgtlmustar.

Total hasta grubunda pontin, reptin ve diskerinin tumaorli
doku ortalama ekspresyonlari normal doku ortalama ekspresyonlarindan
anlaml derecede yiksek bulunmustur (sirasiyla p=0.008, p=0.006 ve
p=0.042). hTERT timoérli doku ortalama ekspresyonu da normal doku
ortalama ekspresyonundan yiksek bulunmustur ancak istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0.214). Kanser turlerine gére degerlendirildiginde, mide
kanserinde hTERT ekspresyonu hari¢, tim kanser gruplarinda genlerin
tumorll  doku ortalama ekspresyonlari  normal doku ortalama
ekspresyonlarindan yuksek bulunmustur. Ancak anlamliik duzeylerinde
artiglar kolon kanserinde pontinde ve meme kanserinde reptinde elde

edilmistir (sirasiyla p=0.011 ve p=0.043).
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Calismamizda, total hasta ve tim kanser gruplarinda MDA
ve 80HdG/kreatinin dizeyleri kontrollere gbre belirgin derecede yiksek
bulunurken, anlaml artiglar sadece total hasta, kolon ve mide kanseri
gruplarinda, MDA degerlerinde elde edilmistir (sirasiyla p=0.001, p=0.049
ve p=0.007).

Total hasta grubunda diger tim genler arasinda pozitif
korelasyonlar gdzlenirken sadece hTERT ile reptin arasinda korelasyon
bulunamamigtir. Oksidatif stres belirtecleri ile gen ekspresyonlari
arasindaki korelasyonlar ele alindiginda total hasta grubunda MDA ile

reptin arasinda pozitif korelasyon gézlenmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglara gore, tumér dokusunda
artan pontin, reptin ve diskerin ekspresyonlari kanserde, &zellikle
hastaligin erken fazinda telomeraz aktivitesindeki artisi destekler nitelikte
olabilir. Ayrica kanserli hastalarda arttigi gdsterilen oksidatif stres
belirteclerinin c¢aligilan genlerden sadece birkagiyla bulunan pozitif
korelasyonlari, oksidatif stresin telomeraz aktivitesinde kismen etkili

olabilecegini digtundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Telomeraz, hTERT, pontin, reptin, diskerin, kanser
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8.SUMMARY

REGULATION OF TELOMERASE ACTIVITY IN CANCER

Recently, in addition to environmental effects, researches
focused on effects of genetic factors on carcinogenesis. The telomerase
activity is required for immortality of tumor cell and carcinogenesis
process. In human cancers, telomerase is up regulated where it serves to
increase tumor proliferation by helping to protection of functional

telomeres.

In our study, gene expression levels of hTERT, pontin, reptin
and dyskerin measured with RT-PCR method which telomerase related
molecules in normal and tumor tissues in colon, gastric, breast and soft
tissue cancers. In addition 80OHAG levels in urine and MDA levels in serum

were measured which cancer related oxidative stress markers.

In total patient group, mean expression levels of pontin,
reptin and dyskerin in tumor tissues were significantly higher than normal
tissues (p=0.008, p=0.006 and p=0.042, respectively). Also mean
expression levels of hTERT in tumor tissues were higher than normal
tissues but it was not significant level (p=0.214). When we evaluated
according to the types of cancer, average gene expression levels of tumor
tissues in all cancer groups were higher than in normal tissues, except
hTERT expression in gastric cancer. Hovewer, significantly increased
levels were obtained for pontin in colon cancer and for reptin in breast

cancer (p=0.001 and p=0.043, respectively).

In our study, while the levels of MDA and 80HdG/creatinine

in total patient group and all types of cancer were higher compared to
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control group, significant increases were only in MDA levels in total, colon

and gastric cancer groups (p=0.001, p=0.049 and p=0.007, respectively).

We did not find any correlation between hTERT and reptin,
while all other genes were in positive correlations in total patient group.
There was a positive correlation between MDA and reptin according to

correlations between oxidative stress markers and gene expressions.

Results obtained in this study reveal that increasing
expressions of pontin, reptin and dyskerin in tumor tissues may be
suppporting the telomerase activity in cancer, especially in the early stage
of disease. Additionally, positive correlations observed between only a few
of the studied genes and oxidative stress markers which were shown to
have increasing levels in cancer patients lead us to suggest that oxidative

stress may be partially effective in telomerase activity.

Key Words: Telomerase, hTERT, pontin, reptin, dyskerin, cancer
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