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Telomeraz Enziminin Tani ve Tedavide Kullanim
Alani
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Telomer Nedir?

Telomerler, lineer kromozomlarin uglarinda yer alan tekrarlayan DNA
dizileridir ve ilk kez 1931'de Drosophila ile yapilan bir galisma sonucunda
Muller tarafindan gijsterilmigtir1’2. Muller tarafindan yapilan c¢alismada;
mutajenik X-ray isinlarina karsi kromozomun u¢ kisimlarinda yer alan
telomerlerin dayanikli oldugu bulunmu§tur3.

Canli organizmalarda birbirinden farkli olarak tekrarlayan DNA dizileri
bulunmaktadir. Ayni bigimde Telomerik RNA primerleri farkli canli gruplarinda
farkl diziler icermektedir (Tablo 1). insanda telomer tekrar dizileri TTAGGG
iken Protozoa grubundan olan Tetrahymena'da ise bu tekrar dizileri TTGGGG
seklindedir’**.

Tablo I. Telomerik RNA primerlerinin farkli canh gruplarindaki dizileri?

Organizma Telomerik Diziler RNA Primer Dizileri RNA Biyuklikleri (kb)
Tetrahymena TTGGGG CAACCCCAA 160
Euplotes TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACC 190
Oxytricha TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACC 190
Human TTAGGG CUAACCCUAAC 450
Mouse TTAGGG CCUAACCCU 450
S. cerevisiane  TG(1-3) CACCACACCCACACAC 1300
K. lactis TITGATTAGGTATGT- UCAAAUUUCCGUACACC- 1300

GGTGTCGGA AAUACCUAAUCAAA

*Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, ADANA
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Telomerlerin yapisi; T-ilmek ve D-ilmekten olugmaktad|r5. Telomer
baglayici proteinler kendi Uzerine katlanarak telomerlerinT-ilmek yapisini
olusturur®. D-ilmek yapisi ise; tek iplikli sarkan (overhanging) Guanin zengini
zincir (G- kuyrugu) cift iplikli telomerin igine girer ve bu yapi da telomer
ipliklerinden birinin yerine gegerek ikinci bir ilmek yapisi olustururlar® (Sekil 1).

D-ilmek

Sekil 1. Telomerlerin T-ilmek ve D-ilmek yapllarl7

Telomer baglayici proteinler; ¢ift zincirli (6rn; insanda TRF1, TRF 2 ve Tin2
“telomerlerin negatif dizenleyicileri”) ve tek zincirli (6rn; insanda POT1 ve
TPP1 “telomerlerin pozitif dizenleyicileri”) olarak iki gruba ayr|I|r2. TRF 1
proteinleri, ¢ift zincirli DNA'da telomerik tekrarlara baglanir ve telomeraz
enzimini baskilayarak telomerin uzamasini engeller. TRF1, memeli
telomerlerindeki TTAGGG dizilerini spesifik olarak tanidigi i¢cin "TTAGGG
tekrarina baglanan faktor" olarak da isimlendirilir. TRF2 ise amino
terminalinde TRF1’e oranla daha fazla sayida bazik aminoasit igerir ve
kromozomlarin u¢ uca flzyonunu Onleyerek telomerlerin yapisini

70



Arsiv, 2010 Glzelgul ve Aksoy

korumaktadir. Telomerlerin "TTAGGG" dizi tekrarlari ve telomer baglayici
proteinlerden olusan kismina ‘telesom’ denilmektedir®. T-iimek yapisiyla
birlikte telomerler ve onlarla iligkili proteinler ve yapilar DNA hasarindan
kromozom sonlarini  korurlar®. T-ilmek yapisinin olusturulmasinda ve
stabilitesinde rol alan 6 adet telomer spesifik protein “Shelterin® kompleksi
bulunur, bu proteinlerden TRF1, TRF2 ve POT1 direkt TTAGGG tekrarlarina
tutunur, birbirlerine TIN2, TPP1 ve Rap1 proteinleri ile baglanlrlar6 (Sekil 2).

Sekil 2. Telomerde “shelterin” kompleksi'

1961 yilinda telomerlerin; telomer baglayici protein ve telomere 6zgi DNA
dizilerini kullanarak replikasyon sirasinda genetik materyali korumada gérev
aldiklari bqunmusturz. Hayflick insan fibroblastlar ile yaptigi cgalismada
“Telomer kaybini” gézlemistirg. "Telomer kaybi"nin ortadan kalkmasi igin iki
mekanizma bulunmaktadir; bunlardan ilki, bir revers transkriptaz enzimi olan

71



Arsiv, 2010 Glzelgul ve Aksoy

aktif telomeraz RNA primeri kullanarak de novo olarak telomerik tekrar dizileri
sentezlerler, ikinci mekanizma ise; ALT (alternatif uzatilan telomerler) yolagi
sonucu meydana gelir. Bu yolak tam aydinlatilamamis olmakla birlikte
telomerik tekrarlar kendi aralarinda homolog rekombinasyonlar sonucu
meydana gelmektedirz."TeIomer kaybl" hipotezine gére, her bdlinme
sonunda kromozomlarin uglarinda yer alan telomerler belli miktarlarda
azalarak yaslanmaya neden olmakta ve telomerazlar DNA'nin son kisminin
tamamlanmasinda rol oynamaktadir. Bu u¢ kisim, kromozomlari
rekombinasyon, yikim, gen ekspresyonu ve flzyon gibi dis etkilere karsi
korur. Ayrica kromozomun butinligind korumayi saglayan telomerler; timor
olusumunda, yaslanmada ve hicre bdélinmesinde gorev alirlar™®. Ayrica
telomerler; yakininda bulunan genlerin ifadelerini baskilamada goérev alir
ancak bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir’. Telomerler DNA
replikasyonunun dizgunligl konusunda sentromer bdolgeleri ile ayni
derecede énemlidir. interfaz gekirdeginin (i¢c boyutlu yapisinin kurulmasinda
da etkili oldugu dusunulmektedir. Hiicre icinde telomer ¢ekirdekleri zara yakin
konumda olup sentromerlerle 180° ac¢i olustururlar. Telomerler homolog
kromozomlarla homolog olmayan kromozomlar arasinda gegis saglarlar”.

Telomerler organizmalarda az miktarda bulunup total DNA’nin yaklasik
%0.003’U telomerik DNA olusturur. Bunlarin islevlerinin ve sentezlenmelerinin
anlasilmasi ancak yakin zamanlarda basarilabilmistir. Bu alandaki ¢alismalar
daha sonralari kisa ve dogrusal DNA'lari olan silli protozoalar Uzerinde
yogunlasmistir. Ginimuzde telomerlerin yapi, islev ve sentez mekanizmalari;
protozoalarda, kif mantarlarinda, bitki ve hayvan hiicrelerinde incelenmeye
devam etmektedir. Bugline kadar calisilan tim organizmalarda kromozom
uclarinin G ve T'den olusan kisa, basit ve tekrar eden zincirler oldugu
bilinmektedir. Tekrar edilen bu zincirlerin sayisi kazanilan ve kaybedilen
zincirlerle belirlenir'".
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2.Telomeraz Enzimi

Telomeraz enzimi (telomer terminal transferaz, telomer deoksinukleotidil
transferaz), kromozomal uglardaki “TTAGGG” tekrarlarinin sentezinden
sorumlu olan riboniikleoprotein yapida ézel bir DNA polimerazdir. ik defa
Tetrahymena'da Greider ve Blackburn tarafindan tanimlanan telomeraz
enzimi, daha sonra Morin tarafindan insan HelLa hucrelerinde gdsterilmigtir.
Embriyonik hucreler ve erigkin kdk hicrelerinde aktif olan bu enzim, normal
somatik hicrelerde bulunmamaktadir. Fakat, immortal kanser hicrelerinde
yeniden aktive olmaktadir®. Telomerazlar; germ hdcreleri, embriyonik kok
hdcreler, tek hiicreli 6karyotlar ve kanser hiicrelerinde bulunmaktadir®.

2.1. Telomeraz Enziminin Bilesenleri

Telomeraz enzimi bir ribonUkleoprotein olup, Ug¢ alt Gniteden olusmaktadir.
Bunlardan insan telomerazi RNA(hTER); de novo telomer sentezi igin kalip
olusturur®. Telomeraz RNA’sI telomer DNA tekrarinin komplementer dizisini
kullanarak telomer DNA'sinin tek zincirini sentezler. hTER, telomerik DNA
dizisine komplementer olan 8-30 bazlik kisa bir segmenti, zincirin 3’ ucunun
uzatiimasinda kalip olarak kullanir11. insan telomeraz RNA komplementer
dizisi 3' -AUCCCAAUC-5' ‘dir'%. insan telomerazi revers transkriptazi
(hTERT); protein yapida olup reverse transkriptaz domain igeren telomerik
DNA sentezi sirasinda fosfodiester baglarini sentezler13. TP 1 ise, insan
telomeraz protein komponentinden meydana gelmektedir® (Sekil 3).
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Telomeraz
RNA'sinin
geri kalan kismi

Telomeraz protein
“parmaklar”

Kalip olarak kullamilan
telomeraz RNA'sI

“avucici”
telomerazin
= I aktif bolgesi
- Yeni sentezlenen
“bagparmak”

telomer DNA's!

Sekil 3. Telomeraz enziminin yap|S|9

2.2. Telomeraz Enziminin Mekanizmasi

Replikasyon sirasinda, kromozomun telomerik bdlgesinin bir pargasi olan
dogrusal kromozomun uglarinda 6zel bir durumla karsilagir®. Replikasyon
sirasinda, DNA polimeraz, DNA sentezine direkt olarak baglayamaz. DNA
replikasyonu sadece 5' - 3' yonunde olur ancak 8-12 bazlik bir 6n RNA
parcas! ile gergeklesebilir. Bu RNA pargasina “RNA Primeri” denir. RNA
primeri, DNA polimerazin baglanabilmesi igin bir 3'-OH grubu olusturur.
Boylece DNA polimeraz hem kesikli sentezlenen iplikte hem de kesintisiz
iplikte okumasini sirdarir. Yeni DNA, 3' yonunde yapilabildigi icin RNA
primerinin uzaklastirnimasindan sonra, cift iplikli yeni DNA molekdlinin 5'
ucunda doldurulmamig bir bosluk olacaktir. Bu bosluk DNA polimeraz
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tarafindan tamir edilemez. Dolayisiyla her sentezin sonunda kromozom, teorik
olarak RNA primerinin boyu kadar kisalacaktir. Telomeraz adi verilen ve ters
transkriptaz iglevi goéren bu enzim tarafindan her replikasyon sonrasi
telomerin kisalmasini engellemek igin tekrarlayan diziler kromozomlarin
uglarina eklenir. ilave edilen diziler “sag tokas!” gibi kivrilir ve kargi kargiya
gelen guanozinler arasinda hidrojen badlari olusur. RNA primeri
uzaklastiginda, DNA polimeraz I'in boslugu doldurmasi igin substrat olarak is
gorecek olan serbest 3'-OH ucu olusturulur. Daha sonra sag¢ tokasi yapisi
kirilir ve replikasyon déngusu sonucu DNA kaybi engellenmig olur® (Sekil 4).

Kesintili zincir kalibi
S [ A or G

]

. L4 =] 2

Telomeraz sag tokasi yapisi
olusturan TTGGGG tekrar dizileri

'+ ekler
r TGO G GGTTG GGG
I
oo T

Sag tokas! yapisinin 3' ucuna bazlar
eklenerek bosluk doldurulur
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AEEENEEEEEES §

PR N G S Y L i e arpy e

Telomer DNA’nin replikasyonu basarili

Bosluklar doldurulur ve sag tokasi : -
bir sekilde tamamlanir

yapisi kesilir d .
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AENEEREEEEED J
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Sekil 4. DNA replikasyonu esnasinda telomeraz enziminin islevi®
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2.3. Telomeraz Enziminin islevleri

Blackburn ve Greider enziminin nasil galistigini ortaya koymuslardir.
Enzim yapisinda katalitik etki icin gerekli olan kisa RNA parcasi bulunduran
¢ok 6zgun yapida bir riboniikleoproteindir. Enzim kalip olarak 159 baz iceren
RNA bilesenindeki 5-AAC(T)CCC-3' dizisinin eslenigini olusturmak Uzere
yonlendirilir™ ™.

Telomer dizilerinin uzatiimasi disinda telomerazlarin baska bir islevi de,
intrinsik nukleaz aktivitesi gostermesidir. Telomer sentezinden &nce
kromozomlarin iplikgiklerinin 3' uglarindan nukleotitlerin uzaklastiriimasinda
gérev alirlar. Bazi calismalarda telomerazin nikleaz aktivitesiyle aslinda
telomerler Uzerindeki iglevlerini gerceklestirmede daha etkin oldugu
savunulmustur.  Ancak  uyumsuz  nukleotidlerin  uzaklastirimasinda
telomerazlarin gorev aldigi deneysel olarak heniiz ispatlanmam|§t|r2.

2.4. Telomeraz Enziminin Diizenlenmesi

Telomeraz enziminin dizenlemesi bircgok mekanizma tarafindan
gerceklesmektedir.  Bunlar hTERT ve  hTER’lerin  maturasyonu,
transkripsiyonlari, modifikasyonlari ve mRNA splicing mekanizmalari
tarafindan kontrol edilmektedir. Ozellikle hTERT geninin transkripsiyonel
duzenlemeler ile telomeraz enziminin aktivitesini etkiledigine dair veriler
bulunmaktadir. Codu somatik insan hiicrelerinde telomeraz aktivite eksikligi
hTERT geninin transkripsiyonun baskilanmasi nedeniyle oldugu ileri
strlilmektedir®. Ayrica hTERT eksikligi ile, 5. kromozomun bir pargasinin
kaybiyla iligkili olan Cri du Cat sendromu buna 6érnek oIU§turmaktad|r15.

2.5. Telomeraz Enzimi ve Yaglanma

Replikatif senesens; geri donlisiimstiz olarak hiicre déngusinin durmasi,
apoptozise karsi diren¢ ile gen ekspresyon ve islevlerinde dedgisikliklerin
ortaya ¢ikmasi ile karakterize edilir'®.

Olovnikov tarafindan yapilan bir calismada, Telomer kisalmasinin ileride
olime yol acabilecedi, somatik hlcrelerde ¢cogdalmayi sinirlandirarak hicre
yaslanmasina neden olabilecegi bildirilmistir'".
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Hicre vyaslanirken morfolojik olarak hacmi artar ve sitoplazmasi
donuklasir. Ayrica, gen ekspresyonunda, nukleer yapilarda, proteinlerin
islenmesinde bozulmalar izlenirken bu hiicreler metabolik olarak canlidirlar.
Yaygin ve geleneksel olarak yashlikla iliskili B-galaktozidaz ve p161NK4A
tumor supresor yaslilik belirtecleri olarak kullaniimaktadir. Telomerler huicresel
replikasyonda anahtar rol oynamaktadir ve telomerlerin kaybi hicrenin
replikasyon yetenegini kaybetmesine yol acmaktadir®.

insan hiicrelerinde replikasyonu sinirlayan iki yolak bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi telomer bagimh (p53 bagiml), digeri ise p16INK4A ve pRB
timor supresoérlerine bagh (kismen tanimlanmis ve stres sinyalleri ile uyarilan)
yolaklardir. Genel olarak, bu mekanizmalar onkogenler tarafindan
induklenerek yaslilik esnasinda aktive olabilirler. p53/p21 ve p161NK4A/pRB
genleri stres kaynakli erken yasliligi tetikleyebilir ve sonrasinda da bozulmus
telomer islevi yaslihgi indijkleyebilir9 (Sekil 5).

Telomer Islev Kavb: Onkogenle Uyanlan Yaghlik, Stresle Uyanlan Yaghlik

p2l
i3 p161NK4ApRE
Aktivasyonu = Altivasyomy

-~

Sekil 5. Yaslihgin iki 6nemli yolagi p53/p21 ve p161NK4A/pRB®

Yaghlik
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Normal dokulardaki telomerin uzatiimasindan sorumlu sistemler bdlinme
sirasinda etkinliklerini sirdiremezler. Bu nedenle telomerler hicre bdlinmesi
sirasinda kisalirlar. Telomer uzunlugu huicrelerin replikatif yasama suresini
belirler. Telomerler kritik uzunluga kadar kisaldiklarinda yaslanma programi
aktive olur. Bundan sonra hicre boélinmesi durur. Fakat yagsamaya ve iglev
gbérmeye devam ederler. Esey hicrelerinde telomerlerin bakimi aktif olarak
yapilmaktadir. Bunun sebebi, bir sonraki nesle kromozom transferi yapiima
zorunlulugudur. Bu durum telomer replikasyonunda gorevli olan telomeraz
enziminin aktivitesi ile gergeklesmektedir. Telomer uzunlugu ile yas arasindaki
iliskiyi aydinlatmak amaci ile farkli yaslardaki insanlara ait hucrelerde, insan
fibroblastlarinin 6n kiltlirlerinde ve bazi kanser hicrelerinde calismalar
yapilmistir, telomer uzunlugunun artan hdcre bélinme hizi ve yasiyla azaldigi
anla§|lm|§t|r”.

Harley yaslanmanin ve 6limin iki evrede meydana geldigini agiklamistir.
“Mortalite 1 (M1)” evresi, replikatif hayat uzunlugunu temsil eder. M1
evresinde telomerlerin kisalmasi ile kromozom uzunluklari kritik boydadir ve
boy uzunluguna “Hayflict Limiti (Proliferasyon Limiti)” denilir. Proliferasyon
limiti hiicre dongusutni durdurur ve yashlik programini baslatlr”. M1 evresi
p53 ve p110Rb gibi timdr baskilayici proteinlerle kontrol edilir. Bu noktadaki
telomer boyu korunabilirse hlcre yasli olarak hayatini strddrtr. TP53 geninin
devreye girmesi ile Cyclin Dependent Kinase (CDK) olusumu engellenir ve
hicrenin GO ya da G1'den S fazina gegisi durdurulur. Béylece hicre
béliinemez ve senesense girer"'®. TP53 geninin mutant formu p53 ve p110Rb
artnlerini inaktive eder, telomerik erozyonlarin taninmamasina ve hucrelerin
M2 evresine gegmesine neden olur®™. Boylece bu proteinler, G1 evresinde
gorev yapamayacagindan hicre siklusu, G2'den S fazina atlar ve hicre
bdlinmesi devam eder. M2 evresi “kriz noktas!” olarak da adlandiriimakta
olup bu evrede, somatik hlcrede telomeraz enzim aktivitesi yok denecek
kadar azaldigindan, telomer boyu giderek kisalir yaygin hicre 6limu
meydana gelirw. Bu basamakta bir¢ok hiicre, kisalir ve iglevlerini kaybeder.
Telomerler tarafindan olusturulan kromozomal anormallikler sonucunda
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hlcreler apoptozise girerler. Fakat yine de canli kalabilen hcreler vardir.
Canh kalabilen hicreler, telomeraz aktivitesini yeniden kazanmis, élimsuiz
hiicrelerdir®.
insanlarda yaslanma ile beyin ve miyokard dokularinda telomer
kisalmalarinin olusmadigi biIdiriImi§tir16'18.
Yaslanmada telomer hipotezi bes veri ile desteklenir:
1. Geng bireylerle karsilastirildiginda yash bireylerin somatik doku
telomerleri daha kisadir.
2. Somatik hicrelerdeki telomerler Ureme hucrelerindekinden daha
kisadir.
3. Erken yaslanma sendromu olan progeryali ¢ocuklarin telomerleri ayni
yastaki kontrol grubu ile kargilastirildiginda daha kisadir.
4. Geng¢ bireylerin normal hucreleri hicre kultirinde buyiddikce
telomerleri giderek kisalir.
5. Telomerlerin deneysel olarak uzatiimasi kultire edilmis hicrelerin
cogalma kapasitesini artirir’.

Yaslanmanin oniine gegmek igin Simian viris 40 (SV 40), insan papiloma
viris (HPV) ve adenoviris gibi DNA timor virUsleri ile transformasyon
yapilabilmektedir. Pek ¢ok 6limsuz hiicrede p53 ve p110Rb gen urlnlerinin
bulunmamasindan dolayi bu transformasyon ile hedef genler (p53 ve p110Rb)
kontrol altina alinarak hiicrelerin émrleri uzatilabilir'".

Telomeraz Enziminin Tani ve Tedavideki Yeri

Telomeraz enziminin son yillarda diskeratozis kongenita, idiyopatik
pulmoner fibrozis ve kemik iligi yetmezligi sendromlarinda, telomerazin
komponenti olan hTERT ve hTER genlerindeki heterozigot mutasyonlari
tanimlanmistir. Kisa telomerlerle karakterize olan bu hastaliklarda, telomerik
kisalik hastaligin erken baglamasi ve ciddiyeti ile korelasyon géstermektedire.
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Ayrica cgesitli kanser tlrlerinde yapilan arastirmalar neticesinde, kanserli
dokularda telomeraz enzim aktivitesinin normal dokulardaki enzim aktivitesine
oranla daha yuksek oldugu bulunmustur.

Telomeraz enzimi ve bagisiklik sistemi arasindaki iliskiyi netlestirmek igin
cesitli arastirmalar yapilmistir. ilk yapilan galismalarda; T ve B lenfosilerde
enzim dizeyleri diglk bulunmustur. Ancak daha detayll yapilan
incelemelerde timus ve bademciklerde enzim aktivitesinin varligi gosterilmistir.
Ancak yas ilerledikce telomer kaybiyla beraber bagisiklik sisteminin de
zayifladigi belirlenmistir'®.

3.1. Telomeraz Enzimi ve Kanser

Kim ve arkadaslari tarafindan 24 farkli kanser tlrinde vyapilan
incelemelerde hucrelerin telomer uzunluklari ve telomeraz aktivitelerinin
normal olgulara gdre anlamli degisiklikler gésterdigi saptanm|§t|r8’11’20’21($ekil
6). Iyi huylu timérlerde telomeraz aktivitesi yoktur ve telomer kisaldikga erken
evrelerine geri donmektedirler. Daha saldirgan seyreden metastatik
timorlerde ise ylksek telomeraz aktivitesi gijsterilmigtir”. Bugiine kadar
incelenen farkl tip timorlerin % 8%5’inden fazlasinda telomeraz aktivitesinin
tespit edilmesi, Olimslz hicrelerde telomerazin tekrar aktive oldugunu
g('jstermektedirg'11'20'22 .
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Sinir sistemi

Retinablastoma(%50)

Glioblastoma multiform(%75) Kanserde telomeraz

Oligodendrogliom (%100) — Akciger

Anaplastik astrositor = | Kigik hiicreli akciger kanseri (%100)
Meningiom Ordinary  g,¢ ye poyun Kigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (%78)

Atipik (%92) Normal oral mukoza (%3)

Malignant (%100) ) PR )
Néroblastoma (%94) Epitel hiicreli karsinom (%86) / Meme

Fibroadenoma (%28)
Karsinom in situ( %75)
¥ Karsinom ductal ve lobular (%86)
—_—

Karaciger
Nonmalignant(%29)
Hepatosellller

‘ Gastrointestinal
karsinoma 86)

Gastrik adenom (%27)
Gastrik karsinom (%85)
Kolorektal adenom (%45)
Kolorektal karsinom (%89)
Pankreatik karsinom (%95)

Ureme yolu —Disi

Fetal yumurtalik(%100)
Yetigkin yumurtalik(%33)
Leiomyosarkom (%100)
Servikal kanseri (%100)

Vajina kanseri( %100) y L?;f,;gf;’esane
Ovaryum kanseri (%91) endotelyumu(%43)

Mesane kanseri (%92)
Renal kanseri (%83)
Wilm’s timor(%100)

Ureme yolu-Erkek
Testis (%100)

Kansersiz BPH(%5)
Kanserli BPH (%11)

Deri
Prostat kanseri (%99) en

Normal epidermis (%44)
Skuiamoz hiicre kanseri(%83)
Bazal hiicre kanseri (%95)
Melanom (%86)

Sekil 6. Kanser ve Telomeraz®

Glnimizde ¢ok sayida timor hicrelerindeki telomeraz ekspresyon hiziyla
ilgili calismalar yapilmaktadir. Bu sonuclar telomerazin kanser belirleyicisi
oldugunu gdstermektedir. Shay ve Wright'in 1996 yilinda yaptiklari bir calisma
da habis timoérlerin % 85’inin telomeraz aktivitesi gosterdigini saptamiglardir.
Habis dokularda saptanan bu bulgu, telomerazin kanser tanisinda énemli bir
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gosterge oldugunu diistindiirmektedir®.

Beyin tumorlerinin telomerazla iliskisini arastiran Nakatani ve arkadaslari,
normal beyin dokusunda telomeraz aktivitesi saptayamazken habis
timorlerde % 81, metastatik timoérlerde % 100 aktivite oldugunu
g6zlemiglerdir. Telomeraz aktivitesi pozitif olan hastalarin takibinde, telomeraz
aktivitesi negatif olanlara gére daha kétl, yasam surelerinin ise daha kisa
oldugunu gbésteren bulgularin 1s1§1 altinda, telomeraz aktivitesinin beyin
tumorlerinin tani ve takibinde kullanilabilecegi kanitlanmistir*®.

Bednarek ve arkadaslari meme kanserli olgularin % 95’inde,
fibroadenomlarin ise %Z20’sinde telomeraz aktivitesi bulmuslardir. Enzim
aktivitesi ile timoérin boyutu, evresi, lenf nodu metastazi ve &strojen-
progesteron reseptdér miktari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptayamadiklarindan, prognoz tayininde gavenilir olmadigini ileri
strmuslerdir®.

Daha dnceki ¢calismalarda gastrointestinal sistemde telomeraz aktivitesinin
bulunmadigi rapor edilmis olmasina ragmen, Bachor ve arkadaslari, en fazla
6zofagus, bunu takiben ince ve kalin bagirsak ve en diisik olarak da midede
yani tim gastrointestinal sistemde telomeraz aktivitesi saptamiglar ve enzim
aktivitesindeki  farklihgi  yenilenen epitelin  rejenerasyon zamanindan
kaynaklandigini ileri sirmuglerdir. Kolorektal adenokarsinomada telomeraz
aktivitesi ilk defa Chadeneau ve arkadaslari tarafindan incelenmis; kolorektal
kanserli olgularin %93’Uinde  telomeraz aktivitesi saptanirken, benign
patolojilerde (adenomatdéz polip, Crohn, divertikiler hastalik) aktivite
saptanamamistir’®?.

Yoshida ve arkadaslari, mesane kanserli doku &rneklerinin %86’sinda
telomeraz aktivitesini pozitif bulurken, timoér evresiyle telomeraz aktivitesi
arasinda korelasyon saptayamamlglardwzs. Bayramoglu yaptidi calismada,
saglikli kisilere oranla, mesane kanserli hastalarda telomeraz aktivitesinin
yuksek oldugunu belirlemistir. Dolayisi ile telomeraz aktivitesinin diger bir ¢cok
kanserde oldugu gibi mesane kanserinin tanisinda da kullanilabilir bir belirte¢
olabilecegini ileri stirmustiir'?.
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Endometrium kanseri, ABD’li kadinlarda sik gorilen bir kanser tipi olup,
Ozellikle menapoz sonrasi dénemde zirveye ¢ikmaktadir. Kyo ve arkadaslari
endometriumdaki telomeraz aktivitesi ile hicrelerin ¢ogalma kapasitesinin
iligkili oldugunu ve hTERT ekspresyonunun menstriiel dongu fazlarinda
karakteristik olarak degistigini saptamlglardlrzg. Bu nedenle telomeraz
aktivitesinin, post menopozal kadinlardaki endometrial kanserin erken
dénemde tanisinda kullanilabilecedini diastinmuslerdir. Ayrica Akbay ve
arkadaglarinin gerceklestirdikleri bir calismada da meme kanseri ve telomer
kisalmas! arasinda iliski oldugu gésterilmistir®.

Kinugawa ve arkadaslari, 38 yas altinda olup diizenli adet géren kadinlarin
normal over dokularinda telomeraz aktivitesinin belirgin sekilde daha ylksek
oldugunu ve artan yasla birlikte aktivitenin azaldigini saptamlslard|r31.

3.2. Tedavide Telomeraz Enziminin Yeri

Telomeraz inhibisyonu; hTER veya hTERTnin transkripsiyonu
engellenerek, hTER veya hTERT mRNA’sI parcalanarak, hTERT nin sentezi
ve sentez sonrasi modifikasyonu engellenerek, enzimin aktif bdlgesi bloke
edilerek, hTER ile hTERTnin birlesmesi onlenerek, enzim kompleksinin
cekirdege transfer olmasi veya substrati olan telomerlere tutunmasi
engellenerek saglanabilmektedir. Bugline kadar Uretilen telomeraz inhibitorleri
Tablo I'de verilmistir. Ayrica, telomeraz inhibitérlerinin kan dolagsiminda daha
uzun slre kalabilecek sekilde kapsile edilmesi, yikima ugramadan timorin
bulundugu alana ulasmasi ve yiksek oranda malign hicreler tarafindan
alinmasi hedeflenmektedir®.
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Tablo II. Telomeraz inhibitérleri®?

1. Telomeraz katalitik alt birimini (hnTERT) hedef alanlar
“Dominant” negatif hnTERT
hTERT transkripsiyon inhibitorleri
Revers transkriptaz inhibitdrleri
“Hammerhead” ribozimler

2. Telomerazin RNA komponentini hedef alan inhibitorler
“Hammerhead” ribozimler
Peptid nikleik asitler (PNA)
Antisense oligonuklectidler
2,5-oligoadenilat antisense oligonukletidler
2'-ucu modifiye edilmis RNA analoglan

N3'—P5' fosforamidatlar, N3'=P5" tiyofosforamidat
oligonukleotidler

2. Telomeraza yonelik immun tedavi

4. Telomeraza yonelik gen tedavisi

Telomeraz; kendi RNA'sini kullanarak sentezledigi telomerik dizileri
kromozomlarin ucuna ekleyerek, RNA kalibinin fiziksel blokajiyla inhibe
edilebilir. insan telomerazinin RNA dizisine komplementer dizi iceren "Peptid
nikleik asit" (PNA), negatif yikli deoksiriboz-fosfat birimi yerine noétral N-(2-
aminoetil) glisin Uniti igeren modifiye nukleotidler ilave edilerek inhibe
edilebilirler. Nikleazlarla veya proteazlarla degradasyona direngli olan
"PNA"lar, invitro sartlarda etkili inhibisyon yapmakta ve kanserli hastalarin
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tedavisinde umut vaad etmektedir. Telomeraz inhibisyonunda diger bir hedef,
telomerazin nikleotid baglayici kisminin bloke edilmesidir. Dideoksiguanin
(ddG) ve Azidotimidin (AZT) gibi ajanlar, tercihen bu boélgeyi inhibe
etmektedir. Henlz spesifik inhibitérleri bulunmamis olmakla beraber,
telomerazin DNA ile baglantisini saglayan kismin bloke edilmesi de tedavide
yeni bir umut kaynagi olabilir. Telomeraz inhibitorleri, rezistan kanser
hlcrelerinin yeniden gogalmasini dnlemek icin diger terapilerle birlikte veya
onlari takiben kullanilabilir. Tiumore spesifik olan ilk tedavi rejimi olmakla
birlikte, Ozellikle telomeraz aktivitesi gdsteren hicrelerde (hematopoetik
hlcreler, germ hicreleri, aktive T ve B lenfositler, proliferatif hiicreler) yan
etkileri gorilebilir®.

Ayrica, tim ileri evre kanserlerde hTERT eksprese edilirken normal
hicrelerde hTERT ekspresyonunun olmamasi, hTERT geninin proksimal
promotorunun  Universal bir gen tedavi sistemi kurmak amaciyla
kullanilabilecegini dustindiirmektedir®?.

4. Telomeraz Enzimininin Olgiim Yéntemleri

Telomeraz aktivitesi  6lciminde vicut sivilari  (idrar  6rnekleri,
plevra/bronkoalveoler lavaj sivilari, asit sivisi, pelvik/periton yikama sivilari)
kulanilabilmekte ve bu da telomerazin beliteg olarak kullanim degerini
artirmaktadir®.

Telomeraz aktivitesini saptamak amaciyla bir ¢ok yontem geligtirilmigtir.
Geligtirilen ilk ydntem telomerik tekrarlarin PCR ile c¢ogaltiimasi esasina
dayanan TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) yontemidir. Bu
yontem 1994’'de Kim ve arkadaslarn tarafindan gelistiriimistir. Fakat bu
yontemde miktar saptamasi ¢ok hassas degildir. Aktiviteyi nicel olarak
saptamak zor ve guvenilir olmadidindan, sonugclar kalitatif olarak negatif veya
pozitif olarak degerlendiriimektedir. TRAP’da karsilasilan zorluklari asabilmek
ve uygulamay! kolaylastirmak icin TRAP-eze ve TRAP-eze-Elisa Kkitleri
gelistirilmigtir33.

Hirose ve arkadaslari TMA/HPA yontemini 6nermislerdir. Bu yéntemin

85



Arsiv, 2010 Glzelgul ve Aksoy

uygulamasi kolay ve hizlidir; ayrica klinik érneklerden gelebilecek TRAP
inhibitérlerinden ¢ok az etkilenmektedir. Telomeraz UrGndnin transkripsiyon
yoluyla amplifikasyonu hizli oldugundan ve bir tek kaliptan bir saat i¢inde
milyarlarca RNA amplikonu olusturulabildiginden c¢ogaltmada su banyosu
kullanilabilir. Bu yontem RNA’larla hibridize olmus ve olmamis problarin farkli
hidroliz olmalarina ve telomeraz tarafindan uzatilacak primere promotor
eklenmesi esasina dayanir*.

Yajima ve arkadaslari hTER'in ifade edilme dizeyini saptamak icin RT-
PCR yoOntemini gelistirmiglerdir. Bu sistemde spesifik PCR drindndn
degerlendiriimesinde DNA polimerazin 5 —3’ ekzonikleaz aktivitesinden
yararlanilir®.

Fletcher ve arkadaslari primerin pargalanmamis c¢ekirdek icerisinde
uzatimasini  saglayan bir sistemi gelistirmiglerdir. insan T-I6semik
hlcrelerinden izotonik olarak izole edilen gekirdeklerdeki telomeraz aktivitesi
cok dusuk bir diizeydedir. Ancak dort kadar TTAGGG telomerik tekrar dizisini
ekleyebilir. Telomeraz aktivitesinin dodal ortaminda arastiriimasi, enzimin
islevine vyeni bir 1sik tutabilecegi gibi yeni telomeraz inhibitdrlerinin
degerlendiriimesi i¢in de kullanigh bir sistem oldugu dﬂsﬂnﬂlmﬂgtur%.

Tani agisindan telomeraz aktivitesinin klinikte kullanilabilmesi igin ¢ok
blylk sayillarda o6rneklerle calisiimali ve kesin miktar veren yontemler
geligtiriimelidir. Eger TRAP yéntemi kullanilacaksa PicoGreen ile “stretch-
PCR” ydnteminin uygulanmasi, RT-PCR yoéntemi kullanilacaksa hTERT’in
ifade edilme dizeyinin saptanmasi tercih edilmektedir. Yapilan galismalar,
hTERT ve telomeraz aktivitesi arasinda glclu bir korelasyonun varhigini
gostermistir®.
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