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Ozet
Telomerler, 6karyotik organizmalarda linear kromozomlarin uglarinda bulunur (sekil 1). Kodlanmayan 6zellesmis DNA tekrar dizilerinden
olusur. Telomerlerin varlig ilk defa 1970’lerde Ciliat kromozomlarinda fark edilmis, bunu mayalar ve diger organizmalar takip etmistir. Normalde
olmasi gereken esas telomer boyu, telomeraz enzimi ve telomere bagli gesitli proteinlerce diizenlenir. Telomeraz, dkaryotik kromozomlarin
telomerlerine telomerik tekrarlarin eklenmesini katalizleyen riboniikleoprotein yapisinda bir reverstranskriptazdir ve biyiik bir enzim kompleksidir.
Anahtar Kelimeler: Telomer, telomeraz, kromozom, hiicre dongiisii, yaslanma

Telomere and Telomerase

Abstract

Telomeres are found at the ends of linear chromosomes in eukaryotes. They consist of noncoding repetitive DNA sequences that have become
special. The existence of telomeres was first noticed in the chromosomes of Ciliate in the 1970s, and was followed by yeasts and other organisms.
The size that the basic telomere must normally have is arranged by various proteins depending on telomere and the telomerase enzyme. Telomerase
is a reverstranscriptase in the form of ribonucleoprotein, which catalyses the addition of telomeric repetitions to the telomeres of eukaryotic
chromosomes, and is a huge complex of enzymes

Key word: Telomere, telomerase, chromosome, the cell cycle, aging

GIRIS

Telomerler kodlanmayan 6zellesmis DNA tekrar dizilerinden
olusan heterokromatik bolgelerdir [1-2]. Telomerik DNA
dizileri diger DNA dizilerinden yap1 ve islev olarak farklidir,
ayrica temel biyolojik bir isleve sahiptir [1]. Telomer yapisi
incelenebilen organizmalarda, bu yapinin temelde ayni oldugu
fakat farkli tekrarlar icerdigi tespit edilmistir [2]. Ornegin;
omurgalilarda TTAGGG, tek hiicreli, silli bir organizma olan
Tetrahymena’da TTGGGG’dir [2]. Telomerlerin varligr ilk
defa 1970’lerde Ciliat kromozomlarinda fark edilmis, bunu
mayalar ve diger organizmalar takip etmistir [12].

Sekil 1. Kromozomlarda telomer bdlgelerinin yeri

Telomerin Olusumu

Belirli (siurl) ozelligi denetleyen bakteri DNA’s1 tek
bir ¢ember halinde tutulup replike edilebiliyordu. Ciinkii
biiyiikliigli optimumdu. Fakat evrimlesmeye bagl olarak
ozellik sayisi artinca, onu denetleyen DNA zincirinin boyuda
artt1 ve optimum biiytikligii asti.

Artik bu kadar uzun bir molekiil bir defada sentezlenemezdi.
Pargalara ayrilsa, kromozomlarin ug kisimlart yapiskan 6zellik
gosterdigi icin su yada bu sekilde sonunda yine birbirine
kaynastyordu. Ne zamanki DNA zincirinin igine TTGGGG
(birgok oOkaryotta) ve TTAGGG (insanda dahil bir ¢ok
memelide) bazlarindan olusmus bir kisim girdi, o zaman bu
bdlgede DNA zinciri bir gesit koparak ayrildi ve bu baz dizilimi
olan kisimlar bir ¢esit yalitilmis ug gibi davranarak birbirlerine
yapisma 6zelligini yitirdiler. Boylece bir zamanlarin iplik-halka
seklinde olan DNA zinciri ¢ubuksu (lineer) yapilara doniisti.
Yine de ¢ok uzun olan bu zincirler, bdlinmeye hazirlanirken
ve boliinme sirasinda 6zel enzimlerle sentezlenen proteinlerin
katilimiile, makaraya sarilan bir bobin gibi kisalarak, tanidigimiz
tipik kromozomlari olusturdular; aktif olan evrede (interfazda),
yani vejetatif evrede ise okunabilmeleri igin tiim uzunluklari
boyunca ¢oziildiiler. Her iki evrede de kromozomlarin ucunda
yalitimi saglamak icin, bugiin telomer olarak adlandirdigimiz
TTAGGG baz dizilimi yer alir. Yani insanda 46 kromozom
olduguna gore ve her kromozomun her iki ucunda telomer
tasidigina gore; bir insanda toplam 92 telomer vardir [S].
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Telomerlerin Fonksiyonu

Replikasyon  sirasinda  linear  kromozomal = DNA
molekiiliniin son kisminin tamamlanmasinda rol oynar.
Kromozom son kismini rekombinasyon, yikim ve flizyon gibi
anormal durumlara karsi korur. Kromozomlarin biitinligiini
ve stabilitesini saglar. Kromozomlarin niikleus zarina tutunarak
belirli bir pozisyonu korumasini saglar [9]. Fonksiyonel telomer
yoklugunda, serbest kalan DNA ucu stabil olamaz ve DNA
kirtklarinin rastgele tamir edilmesi bozuk hiicresel fonksiyonlar
ortaya cikarir. Kirilmig kromozomlar, niikleazlar tarafindan
kesilerek bu uglar rastgele kaynasir. Telomer konusundaki asil
soru; telomerlerin, stabiliteyi ve telomer ucunun kromozom
kirg olarak algilanmamasini nasil sagladigidir. Calismalar,
bu gorevlerin Telomere Baglanan Proteinler tarafindan
saglandigini agiklar [9].

Telomerlerin Yapisi
Telomerler, telomer DNA’s1 ve telomere bagli proteinler
olarak incelenebilir [9].

Telomer DNA’s1

Telomer DNA’s1 CA ve GT agisindan zengin, basit tandem
tekrarlardan olusur . Telomerin yapist degisik organizmalarda,
temelde ayni olmakla birlikte, uzunluk ve tekrar dizilerinde
farkliliklar goriilir [9]. Telomerik DNA’nmin bir zinciri G
kiimeleri icermesiyle karakterize edilir. 3’ucunda bulunur ve
G-rich veya G3’ overhang’t denir [3].

Bu boélge, subtelomerik ve telomerik bolgeler olarak ayrilir.
Subtelomerik ve telomerik bdlgeler tiim tiirlerde mevcut olup,
farkl: dizilerden olusurlar ve kromozom ucunun dogal yapisini
olustururlar [16].

Insan kromozom ucunda kromozomlara bitisik bolgede
(proksimal) subtelomerik, bunu takiben de esas telomerik
bolge bulunur (Sekil 2) [16]. Subtelomerik bolgenin boyu
degiskendir ve DNA tekrarlari heterojendir [2]. Subtelomerik
bolgeyi takiben gelen esas telomer bolgesi; ¢ift ve sonra tek dal
halinde devam eder [16]. Uzunlugu ve DNA tekrarlar1 tiirlere
Ozeldir, fakat her tiiriin DNA tekrart homojen yapidadir. Biitiin
okaryotlarda telomer yapist muhafaza edilir [9].

GT’ce zengin birbiri ardina gelen bu tekrar dizileri gesitli
canlilarda tespit edilmistir

Bunlar;

Tetrahymena’da

Ciliat ve Oxytricha’da

Insan ve farede

: TTGGGG
: TTTTGGGG
: TTAGGG “dir [9].

Telomere —=
Sub-telomeric region ——=

Telomeric DNA
repeats (human):
(TTAGGG)n

centromere —3

Metaphase
Sub-telomeric region — chromosome

Telomere —=

Sekil 2. Subtelomerik ve esas telomerik bolgeler

Normalde olmasi1 gereken esas telomer boyu, telomeraz enzimi
ve telomere bagl cesitli proteinlerce diizenlenir. Fakat bu
proteinlerin gdrev, yapt ve ¢esitleri heniiz kesin olarak ortaya
konmamustir [4].

Telomere Bagh Proteinler

Bugiine kadar incelenen organizmalarda telomer ¢ift ve
tek dalina baglanarak goérev yapan degisik proteinler tespit
edilmistir. Bu proteinlerin bir kismui telomer tek ve gift dal
ucunu sararak ve t-loop olusumuna yardim ederek telomeri
yikilmaktan korur. Bir kism1 da telomeraz enziminin telomere
baglanip baglanmamasini saglayarak telomer boy uzunlugunu
kontrol ederler. Biitiin bu proteinlerin yap1 ve gérevleri temelde
ayni olmakla birlikte degisik tiirlerde farklidir. Bu proteinler tek
ve ¢ift dal proteinleri olarak incelenebilir [13-14].

Tek Dal Proteinleri

G3’ tek dal proteinleri ilk defa Ciliatlardan Oxytricha ve
Euplotes’de kesfedilmistir. Tek dal proteinleri canli tiiriine gore
degisik tip proteinlerdir [4]. Bunlardan bugiine kadar tespit
edilenler,

1.0/ Heterodimer Proteini (Oxytricha nova)

2.r'TP = Replikasyon Telomer Proteini (Euplotes)

3.Cdc 13p (S.cerevisae)

4. Estlp ((S.cerevisae)

5.Ku Heterodimer Proteini ((S.cerevisae)

6.hnRNPA 1 (heterogeneousniikleerRiboNiikleoProtein-A1)
(insan)

Cift Dal Proteinleri

Cift dal proteinleri, double strand denen telomer ¢ift dalina
baglanirlar. Bunlar mayalarda ve insanda tespit edilmistir.
Heniiz bilinmeyen baska tip proteinler de vardir [15]. Bugiine
kadar tespit edilen ¢ift dal proteinleri:

1-Raplp (Represor Aktivator Protein) (Saccharomyces
cerevisae)

2-Ku-Heterodimer Proteini (Double Strand Break Repair

Proteins)(DSBs) (S.cerevisae)

3-Tazl proteini (Saccharomyces pombe)

4-TRF1 (Telomer Repeat Factor 1) [memelilerde(insan,
fare)]

5-TRF2 (Telomer Repeat Factor 2) [memelilerde (insan,
fare)]

6-Tankyraz [memelilerde (insan, fare)].

Telomerlerde D-loop ve T-loop Yapisi

Telomerler biiyiik terminal loop’lar halinde sonlanir [9-11].
Niikleik asit yapida, tek zincir halinde ti¢ tip displament loop
(bir noktadan ¢ikip ilmek haline gelmis kivrim) bulundurur.

Bunlar:

DNA displaments loops = D-loops

RNA displaments loops = R-loops

Telomer loops = T-loops’lardir.

p/d
77

Sekil 3. T-loop ve D-loop yapisi.
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Bu yeni yapilar elektron mikroskobu ile kesfedilmistir.
Griffith ve Lange elektron mikroskobuyla laboratuarda
memeli telomer yapisini incelemisler. Telomerleri in vitro
olarak elde edip ve TRF2 ile inkiibe etmigler. Kleinschmitt
yayma teknigi ile bunlar1 elektron mikroskobunda incelediler.
Bunun sonunda suni olarak elde edilen bu telomerin ucunda,
tek dal olarak uzanan G3’ dalinin mevcudiyetine bagl olarak,
bu bolgedeki molekiillerin %42’sinin genis loop halinde
sekillendigini gérmiisler (Sekil 3). Bu serbest 3’ ug kisim geriye
dogru kivrilarak DNA’nin ¢ift dalinin loop bitigme noktasinda
kalinlagsmugtir [4].

TRF2 proteininin, loopun kaidesine baglandig: diistiniiliir,
G tek dali, cift dalli DNA’y1 istila eder gibidir, t-looplarin
sekillenmesi veya stabilizasyonunda TRF2 proteininin aracilik
ettigi diisiiniilmektedir. In vitro baglanma reaksiyonlarindan
elde edilen sonuca gore; TRF2’nin gérevini yapmamasi sonucu,
loplarin sayisinda %42’de %2-12"ye varan bir diisme goriiliir
[4].

Fare karaciger hiicrelerinden elde edilen telomer DNA’s1
da biiyiik oranda t-loop fraksiyonu igerir. Yalnizca bunlarda
telomerik tekrarlar, loop dist bolgelerde bulunur ve bu looplar
¢ok genistir, siklikla 10-20 kb’lik telomerik diziyi kaplar. Uzun
kromozomlu hiicrenin telomerleri biiyiik loop, kisa kromozomlu
hiicrelerin telomerleri kiigiik loop ihtiva eder [4].

O halde, loop boyunu diizenleyen mekanizmalar vardir.
Elektron mikroskop deneylerinde molekiiliin yalnizca bir
pozisyonunun, telomer olarak bulunmasi yaninda, Ornek
hazirlanmas1  esnasinda  karsilagilan  teknik  gliglikten
dolayr hiicre siklusu boyunca tiim telomerlerin t-loop
konformasyonunda olup olmadigi bilinmemektedir. Elektron
mikroskop da DNA’nin loop halinde goriinmesi, preparasyon
sirasinda DNA’nin kendi {izerine katlanmast sonucu olabilir
diye diisiiniilmiis. Fakat bazi aragtirmalar bu ihtimalin karsisinda
olup bunun bdyle olmadigimi ispatlamiglar. Bunun i¢in birinci
olarak; elektron mikroskop preparatlarindaki rastgele katlanmig
DNA’nin, t-looplardan ¢ok daha kiigiik oldugu (yani t-loop
daha biiyiik), Howard ve arkadaslar1 tarafindan 1995°te
gosterilmistir. Bu arastirmacilar, elektron mikroskobu igin
yaptiklar1 preparasyonlarda rastgele katlanma sonucu olusan
DNA c¢emberlerinin ortalama biiytkligiiniin  300-500 bp
oldugunu tespit etmislerdir [4].

Telomerik DNA Tekratlan
| e— | .
» Telomerik DNA

K (G-Rich

o

ot 1

5

T-LOOP

T

C-Rich

\ TRF1
TRF2

Sekil 4. T-loop olusumu

Ikinci olarak, t-looplar1 gostermek icin telomer DNA’sinin
rastgele kendi iistiine katlanma yetenegini gosteren karisik bir
deney yapilmigtir. Bu deneyde, uzun telomerli hiicrelerden,
uncross-linked DNA elde edilip depronize edilmistir. Bu DNA,
kisa telomerli hiicrelerden alinan nukleus ile karistirilmig. Bu
karisim, psoralen krodd-linked edildi ve sonra telomer DNA’st
izole edilmistir. Bunun sonucunda; kii¢iik ¢emberlerin, genis
¢emberlerden 10 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Boylece,
t-looplarin preparasyon sirasindaki hatalardan kaynaklanmadig:
ve ger¢ekten var olduklari gosterilmistir [4].

Sonug olarak, 100-200 bp’lik bir D-loop’ta, telomerin tek
dalt D-loopa girdigi noktada, D-looptaki DNA homologu ile
baz eslesmesi yapar, bu sayede t-loop olusur. O halde t-loop
olusumu rastgele olmayip, dncelikle D-loop bodlgesi ve D-loop
bolgesinde de homolog yapacagi bolge oldugu takdirde olur.
Bunun i¢in, telomer ucu ¢ikintisindaki (G-dali) TTAGGG
dizisi, D-loop i¢inde yer alan CCCTAA dizisi ile baz eslesmesi
yapmasi gerekir. Biitiin bunlar t-looplarin spesifik bir yapr ile
bir arada tutuldugunu, elektron mikroskop preparasyonlarinda
DNA’nin rastgele loop olusturmadigini gosterir. Boylece olusan
t-loop, DNA’nin ucunu kiriklardan korur.

Buraya kadar yukarida anlatilan modele gore, t-looplar
telomerlerin zedelenebilir durumdaki G3’ tek dalinin telomer
¢ift dal i¢ine girip (birkag yiiz kilo bazlik boliimiine) baglanip
iplik haline gegmesiyle olusur, bu ilmigin olusmasi sayesinde,
G tek dali ucu kirilmaktan korunur, yani bu tek dalli ug, ¢ift dalli
ilmik haline gegerek korunmus olur (Sekil 4).

Yeni goriislere gore, t-loop’larin kesfi sayesinde, telomerin
korunmasinin telomere baglanan kuvvetli proteinler yerine, tek
dalli G3” ucu ¢ikintisinin, ¢ift zincirli DNA iginde muhafaza
edilmesi ile saglandig1 bulunmustur. ilging olan1 Oxtricha’da
telomer tek dali ucuna baglanan proteine benzer bir protein
Xenopus’ta da bulunmasina ragmen, diger tiirlerde izole
edilmemesidir. Kisa telomerleri olan Oxytricha’da ancak
20 baz ¢ifti uzunlugunda olan telomer c¢ift ipliginin boyu
(TTTTGGGG/CCCCTTTT) t-loop olusumu icin yeterli
uzunlukta degildir. O nedenle Oxytricha’da telomer ucunu o/f3
heterodimer yapidaki proteinler korur. Uzun telomerli tiirlerde
ise (insan, fare gibi) t-loop olusumuna yeterli telomer ¢ift DNA
iplik¢igi bulundugundan telomer ucunun korunmasi bu ¢ift
iplikten olusan t-loop sayesinde olmaktadir.

T-looplar, telomer fonksiyonlar: igin ¢ok temel yapilar
olduklarindan tiim tiirlerde evrimsel gelisim siireci icinde
genetiksel yonden korunmus olduklari disiiniiliir. Telomer
uzunlugunun nasil diizenlendigi en iyi sekilde maya
t-loop’larinda gosterilmistir. Maya telomerlerindeki t-loop’lari
saptamak i¢in 0zel ¢aligmalar yapilmigtir. Mayadaki telomer
uzunlugunun diizenlenisi, ¢cok iyi bir sekilde tanimlanmustir.
Maya telomerlerinin sahip oldugu birkag 6zellik sayesinde
t-loop daha kolay meydana gelir. Yaklasik 300-400 baz ¢iftlik
tekrarlayan diziler ihtiva eden maya telomerleri, memeli
telomerlerinden Onemli derecede kisadir. Bununla birlikte
bu uzunluk mayalarda yeterlidir, ¢ok nadir olarak t-loop
olusturmadigi da goriilmiistiir.

Bu nedenle telomerlerin birinci gorevi; t-loop’taki G
ucunun D-loop’a baglanmasini saglamaktadir. Béylece telomer
t-loopunun, kromozomda olusan diger kiriklarla kaynasmasi
onlenir. T-looplar, ayn1 zamanda direkt ya da indirekt olarak
kromozom telomerinin stabilligini saglamada yardimci
olurlar. Telomerin DNA’sinda hasar oldugunda DNA hasar
mekanizmalar;, G3° tek dalin1 yikarak kromozomlarin uc
uca birlesmesine neden olur. Bu nedenle, bu kontrol noktasi
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tarafindan taninmayi bloke etmeye kromozom uglarmin
stabilitesini saglamak icin yeterli olabilmektedir.

Telomerlerin ikinci 6nemli gorevi; telomeraz enziminin
telomere girisini saglamak ve telomer tek dal uzunlugunu
korumaktir.  T-looplarin  kesfi ile telomerle ugrasan
arastirmacilara ¢dzmeleri i¢in yeni bir soru ortaya ¢ikmistir. Bu
soru ““ telomeri uzatmak i¢in telomeraz enziminin, kapali olan 3’
ucuna nasil girebildigidir?”. Telomerlerin bir protein ile sikica
baglandig1 ( Oxytricha’da o/p heterodimer proteini gibi) 6nceki
modellerdeki problem, G ipligini uzatmak igin telomeraz
enziminin girebilmesi ancak G3’ tek dalina daha 6nce baglh
bulunan proteinin ¢ikmasiyla miimkiin oldugu idi. Simdiki yeni
modelde ise telomerazin girisini saglamak i¢in T-loop ile baz
ciftlesmesi yapmis olan D-loop bdlgesinin ayrilmasi gerekir.
Bu nedenle telomerazin girisini saglamak i¢in T-loop’un D-loop
bolgesinden ayrilmasi bir helikaz tarafindan yapilmaktadir. Bu
olay, T-loop yapisinin hareketli olup DNA sentezinden sonra
diizenlenmek zorunda oldugunu gostermektedir. O halde
T-loop’un &zel yapisi, uzamak i¢in uygun bir substrat olarak
telomeraz tarafindan kolayca taninmayi saglamaktadir. Yani
geng hiicrelerde telomer G3’ tek dali uzayacagi zaman helikaz
enzimi yardimiyla T-loop ¢oziiliir ve tek dal haline geger. G3’
ucuna telomeraz enzimi yardimiyla yeni tekrarlar eklenir.
Eklenme sona erince, telomeri korumak igin tekrar G3’ tek
dal ucu ile D-loop birlesmesi meydana gelir. Boylece uzayan
T-loop telomeri korur.

T-loop olusturmak i¢in minimal bir uzunluk gerekmektedir.
Telomerler bir defa kritik bir kisaliga ulasinca, artik uglarini
koruyamazlar. T-loop olusumu icin gerekli minimal uzunluk
aynt zamanda hem ¢ift iplikli telomer bolgeleri hem de
G3’ ipliginin ¢ikinti uzunlugu oldugu icin tiirlere ozeldir.
Bu model, telomeraz enzimi azalan fare ve maya hiicreleri

(Kesintili zincirin kalibr)

w

5
(Kesintisiz zincirin kalibi)
Kesintili ve

kesintisiz DNA sentezi

(AN = RNA primeri)
3
i AVAVARE AVAVALY
3
5

RNA primerleri uzaklastirilir,
(--a--) ve (- -b--)
bosluklari olusur

- (- -a- -) e (- -b- -)

fe
s s

w

Bosluk (- -a- -) kapatilabilir
Bosluk (- -b- -) kapatilamaz

3

< (--b--)

.
-

Sekil 5. Dogrusal kromozomlarin replikasyon sorunu

yaninda, yaslanan insan hiicrelerine de bakilarak test edilebilir.
Telomerler kisalirken ve fonksiyon kaybederken T-looplarin
orant azalir m1?

Gegmiste T-looplarin olusumu ve regiilasyonu hakkinda
bir ¢cok sey Ogrenilmistir. Kirillan kromozomlarin sitolojik
incelemelerini igeren telomer yapist ve fonksiyonunun ilk
tanimlanmast  1930’larin  sonunda Muller ve McClintock
tarafindan  yapilmisti.  1970’lerin  sonlarinda  telomerik
DNA dizisinin belirlenmesinden sonra telomer aragtirmalart
molekiiler biyoloji sahasina kaymistir. Gecen 20 yilda DNA’nin
biyokimyasal etkilesimleri ve telomer proteinlerinin telomer
uzunlugunu nasil diizenledigi konusu ile birlikte telomer sentezi
hakkinda ¢ok sey 6grenilmistir [6-7-17].

Dogrusal Kromozom Uclarinin Replikasyon Sorunu

Bilindigi iizere prokaryot ve Okaryotik DNA sentezi
arasinda bir takim farklar vardir. Bunlarim bir tanesi de
kromozomlarin yapisi ile ilgilidir. Bakteri ve fajlarin ¢ogunda
bulunan kapali halkasal kromozomlarin aksine dkaryotlardaki
kromozomlar dogrusaldir. Replikasyon esnasinda kromozomun
telomerik bolgesinin bir pargasi olan dogrusal kromozom
uglarinda 6zel bir sorunla karsilasilir. Kesintisiz zincirdeki
sentez normal olarak kromozom ucuna kadar devam ederken,
kesintili zincirde, RNA primeri uzaklastiginda sorun ortaya
¢ikar. Normal olarak, kesintili sentez sirasinda olusan 3’-
OH grubuna niikleotit ilavesi yapilarak yeni olusan bosluklar
doldurulmalidir. Ancak burasi kromozom ucu oldugu i¢in, 3’-
OH grubunu saglayacak kalip zincir yoktur.

Dolayzsi ile her sentezin sonunda kromozom, teorik olarak,
RNA primerinin boyu kadar kisalacaktir (Sekil 5). Bu 6nemli
problemi ¢6zmek igin, en azindan bazi hiicrelerin evrim
siirecinin erken déneminde molekiiler bir ¢ozlim gelistirdiklerini
ve ¢ogu Okaryotlarinda bu ¢6ziimiin kullanilmakta oldugunu
tahmin edebiliriz ve gergektende durum aynen boyledir.
Telomeraz olarak adlandirilan essiz bir enzimin bulunmasi,
daha karmasik yapidaki organizmalarin bu problemi nasil
¢ozdiigiinii anlamamizi saglamistir [10].

Telomeraz

Telomeraz, Okaryotik kromozomlarin  telomerlerine
telomerik tekrarlarin eklenmesini katalizleyen riboniikleoprotein
yapida bir reverstranskriptazdir ve bityiik bir enzim kompleksidir
[1-10].

Telomer sentezindeki aktiviteyi bulan ilk kisi, 6zel musir
dokularinda kromozom sonunun iyilestirebilme islevini belirten
Barbara McClintock’dur. Hemen hemen 40 yil sonra Elizabeth
Bluckburn ve Joe Gall Tetrahymena thermofila’da ilk telomer
DNA’sin1 klonlad: ve tekrarlanan zengin bir G bdlgesinden,
TTGGGG, olustugu bulunmustur. Bluckburn laboratuvarda
yeni telomer DNA’s1i ekleyebilen enzimatik aktiviteyi
aragtirmaya baslamis ve nihayetinde 1985’de telomer terminal
transferaz veya telomeraz, Greider ve Bluckburn tarafindan
kesfedilmistir. Telomeraz, telomer DNA’si1 sentezleyebilen

Telomer DNA’s1 3.
TTAGGGATTAC
AUC

C

R LB AETORRR
Telomeraz RNA’s1
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Sekil 6. Telomeraz bilesenleri
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essiz bir enzimi temsil eder. Greider ve Bluckburn telomerazin
G-rich’i uzattigini fark etmislerdir.

Telomeraz uzama aktivitesi, riboniikleaz A ile muamele
edildikten sonra Greider ve Bluckburn bir integral RNA
bileseninin telomer ilavesi i¢in kalip islevi gordiigiinii 6ne
stirdiler. Bu durum Tetrahymena telomeraz RNA’sinin
bulunmasi ile desteklendi. in vitro’da telomeraz ile uzama
denemesi diger ciliatlarida igeren birgok farkli organizmada,
insanda, farede, mayada, kurbagada ve bitkilerde telomeraz
aktivitesinin tanimlanmasi i¢in temel bir tastir [10].

Insanda telomeraz aktivitesine ilk kez servikal kanser hiicre
hattt olan HeLa’da rastlanmistir. Bunun disinda fetal, yeni
dogmus ve yetiskin testis ve ovaryumlarinda rastlanmistir. Fakat
yaslilarin spermatazoa ve testislerinde bulunmamustir. Insanm
fetal dokularinda, yeni doganlarin periferal kan hiicrelerinde
yiiksek oranda telomeraz aktivitesi goriiliir. Yetiskinlerde, tek
cekirdekli periferal kan hiicrelerindeki telomeraz aktivitesi
timor hiicrelerine gore, ayni zamanda yash bireylerdeki de
cocuklardakine gore daha diisiiktiir. Ozellikle 19 yasindan
daha yash bireylerde telomeraz aktivitesi diismektedir. Yeni
doganlarin 16kositlerindeki telomeraz aktivitesine bagl olarak
bulunan telomerler, yetigkinlerinkine oranla daha uzundur.
Telomeraz aktivitesi, birgok insan somatik dokusunda goriilmez.
Genellikle yiiksek replikatif kapasitesi olan dokularda ve birgok
insan kanser tiiriinde goriiliir.

Telomerlerin  korunmasi i¢in telomeraz aktivitesine
gereksinim vardir. Clinkii DNA polimerazlar, diiz DNA uglarini
tam olarak replike edemezler. Yiiksek oranda yeniden ¢ogalma
potansiyeline sahip kendi kendini yenileyebilen bazi dokular
hari¢ normal somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesi genellikle
baskilanmistir. Bu yiizden telomer uzunlugunun sabit kalmasi
ile kanser hiicrelerinin ilerlemesi veya biiylimesinin devam
etmesi i¢in telomeraz aktivitesi ¢ok dnemlidir [18].

Telomeraz Bilesenleri

Telomeraz iki kisimdan olusur (Sekil 6):
1- Telomeraz RNA’s1
2- Telomeraz proteinleri [8].

Telomeraz RNA’s1

Telomerazin aktivitesi, yapisinda yer alan RNA alt
birimine baglidir. Bu RNA’ya ait gen farelerde, insanlarda,
Kluyveromyces lactis’de Saccharomyces cerevisae’de ve silli

p66 POL
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Sekil 7. Bagparmak-avug i¢i-diger parmaklar yapisi

protozoalarin 20’den fazla tiiriinde klonlanmistir. Bu RNA’larin
hepsi protein kisminin avug i¢i kisminda uzanan ve yaklasik
olarak 1,5 telomer tekrarma komplementer olan bir diziyi
icermektedir. Bu dizi insanda 5’UAACCUAA3’ seklindedir [8].

Telomeraz Proteinleri
Telomeraz yapisina katilan ve bugiine kadar belirlenebilen
proteinleri iki baslik altinda toplayabiliriz: [8].

Telomeraz Revers Transkriptaz

Telomeraz enziminin protein alt birimi olan telomeraz
revers transkriptaz, uzun siire yapilan arastirmalar sonucunda
belirlenmistir. Bu protein (TERT) cesitli canli gruplarinda
tiim revers transkriptaz enzimlerinde bulunan yaygin motifleri
icermekle birlikte farkli canlilarda farkli isimler almaktadir.
Ornegin; Tetrahymena thermophila’da Tt-TERT, Oxytricha
trifallax’da  Ot-TERT, Euplotes aediculatus’da EA-p123,
Saccharomyces cerevisae’de Sc-Est2p, Homo sapiens’de
hTERT ve Mus musculus’da MTERT adin1 almaktadir [8].

Telomeraz enziminin protein kismini olusturan TERT’in
yapist ile ilgili olarak ileri siiriilen modelde; TERT, yar1 agtk
sag ele benzetilmektedir. Dolayisiyla protein, bagparmak-avug
ici-diger parmaklar kisimlarindan olusur (Sekil 7). Enzim
kompleksinin tasidigit RNAnin avug i¢i kisminda yer alan 1,5
telomerik tekrara tamamlayici olan kismi DNA’nin G3” ucunun
uzamasinda gorev alirken RNA’nin geri kalan kisimlarinin
gorevi tam olarak bilinmemektedir [8].

Yapilan in vitro c¢aligmalarda telomeraz aktivitesi
bulunmayan insan  hiicrelerinde, hTERT  proteininin
sentezlenmesi, telomerazin tekrar aktif olmasini saglamistir [8].

Telomerazla iliskili Diger Proteinler

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, in vivo kosullarda,
telomeraz enziminin gdrevini yapabilmesi i¢cin TERT alt {initesi
ve telomeraz RNA’sindan bagka yardimci proteinlerin de gerekli
oldugunu géstermistir. Kesin olmamakla birlikte bu proteinler,
enzim komplekslerinin bir araya gelmesinde etkilidirler. Bazi
canlilarda belirlenen bu proteinlere 6rnek olarak; Euplotes
aediculatus’da p43, Tetrahymena termophila’da p80 ve p95
(p80, telomeraz RNA’sina baglanirken, p95 telomerik DNA
tek dali ile iliski kurar), Saccharomyces cerevisae’de Estlp
ve Est3p proteinleri ile memelilerde (insan ve kemirgenler)
bulunan TEP1 ve saperon proteinleri (p23 ve hsp 90)’ni
verebiliriz. Insanda  bulunanlardan; TEP1 (Telomerase
associated proteinl) , 7. termophila’daki p80°e homolog olup
telomeraz RNA’sia baglandig diisiiniilmektedir. P23 ve hsp90
(chaperone proteinleri), proteinlerin kompozisyonunu ve dogru
olarak kivrilmalarini saglayan proteinlerdir. Insanlarda bunlara
ek olarak dyskerin, L22, La autoantigen, hStau, hnRNPs
(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) de bulunur [8].

Telomerin Uzamasi

Telomeraz enzimi biitiin bu yapilar1 kullanarak telomerin
uzamasini saglar. Bir gesit revers transkriptaz olan telomeraz
enzimi yapisinda bulunan RNA’sini kalip olarak kullanarak
telomerleri uzatir. Telomerazin bu uzatma mekanizmasi ilk
olarak Carol Gredier ve Elizabeth Bluckburn tarafindan
Tetrahymena’da arastirllmistir. Tetrahymena telomerazi kendi
telomerik tekrarlarmin tamamlayicisi olan ve 3> AACCCCAAC
5> seklinde uzanan tekrarlardan olusmus 159 niikleotid
uzunlugunda bir RNA’ya sahiptir. Telomeraz bu RNA’nin avug
ici kisminda yer alan, 1.5 telomer tekrarina (9 baz uzunlukta)
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Sekil 8. Tetrahymena’da telomerin uzama mekanizmasi

karsilik gelen kismini, kalip olarak kullanarak DNA’nin 3’
¢ikintisint uzatir. Bunun igin 6nce, telomeraz DNA’daki 3’
cikintida kendisine uygun yere baglanir, bu noktadan itibaren
3’ ucu kendi RNA’sina uyumlu olarak uzatir ve oradan ayrilir.
Ilave edilen diziler sag tokasi gibi kivrilir ve karsi karsiya
gelen guanozinler arasinda alisilmadik bir sekilde hidrojen
baglar1 kurularak yapinm dayaniklilifi saglanir. Artik burada,
RNA primeri uzaklastirildiginda, DNA polimeraz I’in boslugu
doldurmast i¢in substrat olarak is gorecek olan serbest 3> OH
ucu olusturulmus bulunmaktadir. Normal DNA replikasyonunda
oldugu gibi 6nce bir primazin bu kisma bir primer eklemesi
daha sonra da DNA polimerazin primer ile 5’ ug¢ arasinda
kalan boslugu doldurmasiyla kapatilir. Bundan sonra sag tokasi
yapist kirilir ve atilir. Son olarak 5° ugtaki primer bu kisimdan
bir 5°’—3’ ekzoniikleaz ile uzaklastirilarak tekrar yeni bir G3’
cikintt olusturulur ve replikasyon dongiisii sonucu DNA kayb1
engellesmis olur (Sekil 8) [8-10].

Telomer - Yaslanma - Kanser iliskisi

Replikatif yaslanma ve bunun hiicresel yaslanma ile
iliskisini, kiltiire almmis insan fibroblastlar1 ile ¢alisan
Hayflick ve Moor-head tanimlamistir. Normal memeli somatik
hiicreleri, in vitro kosullarda belli sayida boliinebilir. Bu

a Normal somatic cells
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Sekil 9. Telomerlerdeki kisalma ve hiicresel yaglanma

AACCCC AAGGGG

maksimum bolinme sayisina “Hayflick Limiti” denir (Sekil
10). Proliferasyon limiti, mitotik saat olarak da adlandirilabilir.
Replikatif yaglanma, toplam hiicre boliinme sayisina baglt iken
kronolojik ya da metabolik zamana bagl degildir.

Olovnikov, DNA replikasyonu sonucunda  biitiin
kromozomlarn fiziksel olarak sonlarinda bir eksilme oldugunu,
belli sayida boliinme yapabildigini kritik bir eksilme noktasindan
sonra hiicrenin dliimiine neden oldugunu gostermistir (Sekil 9).

Germ-line hiicrelerinde telomeraz aktivitesi stirekli olarak
vardir. Bu yiizden germ-line hiicreleri mutasyona ugrayabilir
fakat yaglanmazlar [2].

Genel olarak incelendiginde insan hiicrelerinde yaslanma
ve 0liim iki evrede gerceklesir:

M1 evresi: Telomer tek dalinin 6nemli miktarda kisalmasi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu kisalik kritik bir noktaya ulaginca hiicre
boliinmesi durur ve yaslanma baslar. Bu noktadaki telomer
boyu korunabilirse hiicre yasl olarak hayatini siirdiiriir. Cyclin
Dependent Kinase (CDK) olusumu engellenir ve hiicrenin G, ya
da G ’den S fazina gegisi durdurulur. Bylece hiicre béliinemez
ve yaslanir.

Yaslanma programint uyaran farkli etmenler vardir.
Telomer kisalmasi, yaslanma programi i¢in en iyi tanimlanmig
fizyolojik uyaricidir. Bu olayin yaslanma agisindan merkezi
rolii tanimlanmistir. Degismis DNA metabolizmasi, erken
yaglanma gibi birgok hastaligi belirler. Bu hastaliklar
tarafindan etkilenen enzimler, DNA metabolizmasmin ya
da tamirin ¢esitli asamalarinda ise karigirlar. Bu hastaliklar
gelecekte erken yaslanmayi beraberinde getirir. Aktive
edilmis onkogenlerin ekpresyonu da yaslanmay: baslatir.
Yaslanma, bir tiir tiimor baskilayici sistem olarak ¢aligir. Ataxia
telangiactasia, Werner sendromu, Hutchinson-Gilford progeria,
Down sendromu ve Nijmegen-breakage sendromu DNA’nin
degismis metabolizmas ile meydana gelen hastaliklardir. DNA
hasarlarinin, yaglanmanin molekiiler mekanizmasimi nasil
uyardigi tam olarak bilinmemekle birlikte bu hastaliklarin
telomer uzunlugunu ve fonksiyonunu etkiledigi sdylenebilir [1].

M2 evresi: Bu evre, M1 evresini asan hiicrelere aittir. Bir
hiicrenin M1 evresini asarak M2 evresine gegebilmesi igin,
M1 evresinde bekleyen hiicrenin p53 ve Rb benzeri proteinleri
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Sekil 10. Cesitli hiicrelerdeki telomer uzunlugunun zamana bagl grafigi

viral onkoproteinlerce (viral onkogenler kullanilarak) bozulur.
Boylece bu proteinler, G, evresinde gorev yapamayacagindan
hiicre dongiisii, G,’den S fazina atlar ve hiicre boliinmesi devam
eder. Fakat boyle bir durumdaki soma hiicresinde, telomeraz
enzim aktivitesi yok denecek kadar azaldigindan, telomer
boyu giderek kisalir. Telomer boyu asirt kisalan hiicreler M2
noktasinda 6liir. Eger M2 noktasinda hiicrenin telomer boyu
stabil bir halde kalirsa, hiicre M2 noktasini agarak 6limsiizlesir
ve bolinmeye devam eder (Sekil 10). Bu olay, telomeraz
enziminin regililasyonu yada yeniden aktiflesmesi sonucu ortaya
cikar. Kanser hiicreleri, M2 evresini asabilen bu tip hiicrelerdir.

Telomer kisalmasi primer insan hiicrelerinde replikatif
yaslanmaya Onciiliik eder. Kontrol noktalarida p53 ve Rb
proteinlerine baglidir. p5S3/Rb inhibisyonu, hiicreye boliinmesi
icin izin verir fakat daha sonra hiicre “ telomer krizine” girer.
Bu peryotta kromozomlarin yapist bozulur ve hiicre 6limi
gergeklesir. p53 kaybi nedeni ile hiicre biiyikliigii kontrol
edilemez. Telomer fonksiyonu aksar ve hiicre mikro diizeyde
bir kaosa siiriiklenir. Bu asamada hiicrede meydana gelebilecek
ikinci bir genetik degisiklik, hiicreyi ya oliime gotiirlir yada
hiicresel bir degisime yol agar. Genetik kaos, insanda bir ¢ok
kanser ¢esidinin gelisimindeki en O6nemli adimdir. Telomer
krizi, replikatif yaglanmay1 baslatir. Telomeraz ekspresyonu ile
replikatif yaslanma yada telomer krizi atlatilir ve 6limsiizliik
gergeklesir [2].

Ozet olarak;

- Telomeraz, gametogenezde bazi asamalarda aktiftir
ve telomer uzunlugu, kok hiicrelerinde kusaktan kusaga aktarilir.

- Farklilasmanin devam ettigi kusaklar boyunca —biitiin
somatik dokularda degil- telomeraz baskilanir. Ozellikle kiiltiirii
yapilmis insan fibroblastlarinda bu gosterilmistir.

- Somatik hiicrenin bdliinmesi siirditk¢e telomerik
DNA ucunda kayiplar meydana gelir.

- Hiicre siklusundaki “checkpoint” denen kontrol
noktasi, hiicre dongiisiinii yonetir. Telomer uzunlugundaki
azalma kritik noktaya geldiginde, hiicre dongiisii “Hayflick
Limitini” baslatir ve hiicre boliinmesi durur.

- Hayflick Limiti, mutasyonlarla ya da
onkogenlerin ekspresyonu ile atlatilabilir.

- Bir hiicre ilk andan itibaren 6liimsiiz olabilir, birkag
boliinme sonra, kriz sirasinda ya da krizin baslamasina yakin
bir asamada telomerazin aktizasyonu ile 6liimsiizliige ulasir [2].

viral

Telomer Artis1 Yapay Olarak Saglamirsa Ne Olur?

Aragtiricilar, kiiltiirdeki normal insan hiicrelerine klonlanmig
telomeraz genini soktuklarinda telomer boylar1 binlerce baz
¢ifti kadar uzamis ve hiicreler yaslilik noktasini asip cogalmaya
devam etmistir. Bu gozlemler, telomer boyunun hiicresel saat
olarak davrandigini dogrulamistir. Ayrica yaslanmayla olusan
bazi doku bozukluklarinin telomeraz genlerinin aktivasyonu ile
geri dondiiriilebilecegi ileri stiriilmiistiir.

insan primer hiicrelerinin kullanildigi deneylerde, belli
sayidaki hiicre boliinmesinden sonra yaglanmanin gorildiigi
fakat telomeraz pozitif olan hiicrelerde, yaslanma 6zelliginin
ortadan kalktigi ve bolinmeye devam ettigi goriilmiistiir.
Bazi hiicre hatlari, normal yaslanma noktalarindan sonra 20
populasyon boyunca incelenmis ve sadece bilylimelerine
devam etmekle kalmadiklart ayn1 zamanda normal bir karyotip
ve geng bir morfolojide gosterdikleri gorilmiistiir. Retinal
epitelial hiicreler gibi ii¢ farkli hiicre tipinde yapilan denemeler
de benzer sonuglar vermis ve telomer kisalmasinin insan
hiicrelerinin 6miir uzunlugunun kisalmasinda tiniversal bir rol
oynadigint dogrulamistir.

Ancak bunlar her ne kadar olumlu sonuglar olarak goriilse
de hiicresel 6liimsiizliigiin —kanserin- olast sonuglarini gézden
gecirmemiz gerekir.

Normal hiicreler, 6zgiil sayidaki hiicre boliinmesinden sonra
yaslanirken, kanser hiicrelerinde durum bdyle degildir. Kanserin
hiicredebirkag genetik mutasyonun birikimi sonucu ortaya giktigi
diistiniilmektedir. Bu mutasyonlar normal hiicre biiyiimesini ve
boliinmesini kontrol eden ve dengeleyen islemleri bozar. Ayrica
kanser hiicrelerinin normal yaglanma saatinin durdurulacagini
diistinmekte mantiksiz olmaz. Her hiicre boliinmesinin ardindan
kanser hiicresinde telomerler kisalirsa, tiimor hiicreleri yasliliga
yenik diisecek ve boliinmeleri duracaktir. Ancak, bu hiicreler
telomeraz enzimini sentezlerse, yaslanma saatinin ¢aligmasi
duracak ve oliimsiizliik kazanacaklardir. Bu diisiinceye uygun
bicimde, tlimor hiicrelerinin %90’ 1mnda telomeraz aktivitesi
vardir ve telomerleri dayaniklidir.

Tiimor hiicresinin kontrolsiiz iiremesi ile telomeraz
aktivitesi arasinda olduk¢a dogrusal, iyi bir oranti vardir
ve bu nedenle, kanserin tani belirleyicisi olarak telomeraz
aktivitesi ile ilgili yontemler gelistirilmeye baglanmistir. Ancak,
telomeraz aktivitesindeki artisin hiicre transformasyonunun
(kanserlesmenin) onciisii mii yoksa sonucu mu oldugu
tartismalidir. Yine de, kanser hiicresinin gelisimi i¢in telomeraz
aktivitesininkazanilmasi 6nemli birbasamak olabilir. Buhipotezi
destekleyen son arastirmalara gore; telomeraz aktivitesinin
uyarilmasi, tiimor-baskilayict genin (pl6™*4) etkisiz hale
getirilmesi ile birlesince, hiicre dliimsiizlik kazanmaktadir-bu
durum timor gelisiminde gerekli bir basamaktir. Dolayisiyla
normal hiicrelerde telomeraz aktivitesini yiikseltmek igin
yapilan her girisim, timor gelisimi riskini arttirir.

Telomerazin, kansere karsi kullanilan ilaglar igin ideal bir
hedef olabilmesi cazip goriilmektedir. Telomeraz aktivitesini
engelleyen ilaglar, telomer boylarin1 kisaltarak, kanser
hiicrelerini yaslandirarak &ldiirebilir. Insan normal viicut
hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesi bulunmadigi igin,
boyle bir tedavi kanser hiicrelerine 6zgii olacaktir ve su anda
kullanilan kanser ilaglarina gore daha az toksiktir. Bu yontem,
kiiltirdeki tiimor hiicrelerinde ¢alisiyor goriinmektedir ancak,
hayvan deneylerindeki gegerliligini heniiz bilmemekteyiz.
Antitelomeraz ajanlarla muamele edilen tiimor hiicreleri,
telomerik dizileri kaybeder ve yaklagik 25 hiicre boliinmesinin
ardindan 6liir [10].
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Telomer - kanser ve telomer - yaslanma iligkisinin tam
olarak agikliga kavusabilmesi i¢in ¢ok sayida yeni aragtirmaya
ihtiya¢c duyulmaktadir. Hatir1 sayilir bir ilerlemeye karsin,
almacak yol epeyce uzundur. Herseye ragmen elimizde
yanitlanmas1 gereken iki biiyiikk soru bulunmaktadir: 1)
Transplantasyon yapilmis dokularda, telomerazin disardan
ekspresyonu ile yaglanmay1 6nleyebilir miyiz? ve ii) Telomeraz
ekspresyonu, transplantasyon yapilmis dokularda hassas
onkogenik degisikliklerin olusma olasiligint artirabilir mi?
Su ana kadar bilinen bulgulara dayanarak telomer kisalmasi,
mitotik saat olarak normal somatik hiicrelerin replikatif
Oykiisiinii  anlatabilecek durumdadir. Hiicresel yaslanma
sirasina kromozomal anormalliklerin olusmasina ve hiicrelerin
transformasyonuna katkida bulundugu i¢in telomer kaybi adeta
bir genetik saatli bombaya da benzetilebilir. Hiicresel kaos bu
kayiplardan sonra ortaya ¢ikacaktir.

SONUC

Elizabeth Blackburn ve Jack Szostak, kromozomlari
yikimdan koruyan telomerlerde, benzeri olmayan DNA
dizisini kesfettiler. Carol Greider ve Elizabeth Blackburn,
telomer DNA’sim1 meydana getiren telomeraz enzimini
belirledi. Bu kesifler kromozom uglarinin telomerlerle nasil
korundugunu ve telomerazlarla nasil yapildiklarini agikladi.
Amerikali bu ii¢ bilim adami isbirliginin verimli sonuglarimni
alarak “Kromozomlarin Telomerler ve Telomeraz Enzimi ile
Nasil Korunduklar1” konulu ¢aligmalariyla 2009 yili fizyoloji/
tip alaninda Nobel ddiiliine layik goriildiiler. Buluslari hiicre
biyolojisinin anlasilmasina, kanser ve diger hastaliklarin
gelisimine ve tedavilerin planlanmasina 1s1k tutacak ¢ok biiyiik
6neme sahiptir.
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