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ONSOZ

Bu calismada Veteriner Fakiiltesi Kliniklerine as1 amaciyla getirilen ve 6zel kdpek
ciftliklerinde bakilan parazit muayeneleri yapilmis klinik olarak saglikli farkli yaglarda 38
kopekten alinan kanlar kullanildi. Bu kanlardan RNA izolasyonu ve ardindan cDNA elde
edip, telomeraz revers transkriptaz’in mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.
DogTERT primerinin ekspresyonlar1 degerlendirilerek, kopeklerde yasa baglh telomeraz

enzim ekspresyon degisiklikleri incelendi.

Deney grubumuz; grup 1 (2,5-18 ay arasi) ve grup 2 (3-6 yas arasi) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Kopeklerin 15’1 grup 1 ve 13’4 grup 2’yi olusturmaktadir. Bu iki grup
arasinda ya da gruplarin kendi aralarindaki telomeraz enziminin mRNA ekspresyon
diizeyindeki degisimleri Light Cycler Nano Real Time PCR (Roche) cihazi kullanilarak, es

zamanli olarak ekspresyon diizeyleri izlendi ve sonuglar kantitatif olarak degerlendirildi.
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1. GIRiS
1.1. TELOMERLER

Okaryotik hiicrelerdeki DNA yapisi lineerdir. DNA nin replikasyonu sirasinda hem
kesintisiz sentezlenen dizide hem de Kkesintili sentezlenen dizide polimerizasyonun
baslamasi i¢in bir RNA primerine ihtiya¢ vardir. Kesintisiz dizide bir tane primer yeterli
olurken, kesintili dizide sentezlenen her DNA pargasi i¢in bir primere ihtiya¢ vardir.
Kesintili dizideki DNA-primer yapisinin her birine “okazaki parcacigi” denir (He ve ark.
2004).

Kesintili sentez, okazaki pargaciklarmin DNA ligazla biraraya getirilmesi ile
sonlanir. Kesintisiz sentezlenen dizede bir sorun olmaksizin replikasyon tamamlanirken;
kesintili sentezlenen dizede, son okazaki pargacigi ile kromozomun sonu arasindaki
bolgeyi doldurabilecek bir DNA pargasi yoktur. Bu yiizden kromozomun ug¢ kismi replike
olamaz ve telomer bolgeleri kisalir. Bu problem “replikasyon sonu problemi” olarak
adlandirilir (Riethman ve ark. 2004).

Okaryotik kromozomlarin sonlarinda bulunan ve &zel bilgi icermeyen telomerik
DNA ile bu sorun ¢6ziimlenmistir. Uglarinda telomerik DNA bulunan kromozomlara
“telomerler adi verilmektedir. Telomerler hiicrelerin ¢ogalma kapasitesini ve
yaslanmalarini kontrol eden molekiiler bir saat gibi fonksiyon gérmektedir (Kalmbach ve

ark. 2013).
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Sekill.1. DNA replikasyonu (users.rcn.com)

Telomerler ilk defa 1938'de Muller tarafindan tanimlanmigstir. Okaryotik
kromozomlarin uglarinda yer alan ve c¢ok sayida "TTAGGG" dizi tekrari igeren
heterokromatik yapilar olan telomerler ekzoniikleazlara ve ligazlara direnglidirler.
Telomerler kromozomlar1 pargalanma, fiizyon, rekombinasyon gibi olaylardan koruyarak

kromozom biitiinliigiiniin siirdiiriilmesini saglarlar (Metzger ve ark. 2009).

Telomer dinamik bir yapiya sahiptir ve uzunlugu farkli orjinden kaynaklanan hiicre
veya organizmalar arasinda degisir. Ornegin insanda uzunlugu 3-20 kb arasinda degisirken,

farelerde 150 kb’ a kadar uzun olabilir (Long ve ark. 2005).

Telomer DNA’s1 subtelomerik ve esas telomerik bolge olmak iizere iki kisimdan
meydana gelir. Subtelomerik bolge, cift dal halinde olup, heterojen yapida DNA tekrarlari
ierir. Insan telomerlerinde bu bolge 40-60 kb uzunlugundadir ve bu bdlge 5’uctan 3’ uca
dogru TTGGG ve TGAGGG tekrarlarindan olusan 30-45 kb’lik uzun bloktan olusur.
Devaminda ise TTAGGG tekrar1 olan bir ara blok ve 10-15 kb uzunlugunda TTGGGG ve
TGAGGG tekrari igeren bir kisa bloktan olusur. Esas telomerik bdlge ise subtelomerik

bolgeden sonra gelir ve kromozomun ucunu olusturan bdlgedir. Once ¢ift sonra tek dal

2



halinde devam eder. Esas telomerik bolge 5’ ugtan 3” uca dogru TTAGGG tekrarlar igerir.
Insan telomerlerinde 5-15 kb uzunlugundadir (Nelson ve Cox 2005). Memeli telomer ve
subtelomerleri, sekans birlesimi ve gen igerigi acisindan perisentromerik bolgeye
benzerler. lkisi de yiiksek DNA tekrar icerigi ile karakterizedir. Telomerler gen
icermezken, subtelomerik bolge perisentromerik bolgeye benzer sekilde genden fakirdir

(Lundbland ve Wright 1996).

Son c¢alismalar, fare telomer ve subtelomerik kromatinlerinin histon
modifikasyonlar1 igerdigini ve subtelomerik DNA’nin metillenebildigini gostermistir.
Telomerik  kromatindeki  histon  modifikasyonlar1  veya  subtelomerik  DNA
metilasyonunudaki degisiklikler telomer uzunlugundaki diizensizlik ile iliskili bulunmustur
(Blackburn 1991). Memeli telomerleri de mayalarda oldugu gibi telomer pozisyon etkisi

(TPE) nedeniyle subtelomerik genleri susturma yetenegine sahiptir (Cosan 2006).

Telomere —
Sub-telomeric region ——» \

Telomeric DNA
repeats (human):
(TTAGGG)n

centromere ——»

Metaphase
Sub-telomeric region ——» chromosome

Telomere —>

Sekil 1.2. Subtelomerik ve esas telomerik bolgeler (Miroglu 2011)

Telomerik DNA'nin hiicre siklusuna bagli olarak kaybi ve yeniden kazanilmasi
olayma “telomer dinamigi“ denmektedir. Telomerler bu 6zelligiyle kromozomun geri
kalan kisimlarindan ayrilirlar. Her hiicre siklusunda kaybedilen telomerik DNA miktari,
yeniden sentezlenen telomerik DNA miktarindan fazla oldugundan insan somatik
hiicrelerinde telomer dinamigi negatiftir. Replikasyon sonu problemini kompanse edecek
molekiiler mekanizmalarin yoklugunda, normal somatik insan hiicrelerinde her hiicre
bolinmesinde 50-200 niikleotidlik kayip izlenmekte ve hiicreler 40-70 PD (population

doubling, hiicre bdliinmesi) sonrasinda yaslanmaktadir (Cong ve ark. 2002).



1.1.1. Telomeraz Enziminin Yapisi ve Alt Birimleri

Telomeraz veya diger bir adlandirmayla telomer terminal transferaz, kendi RNA alt
birimini kalip olarak kullanarak sentezledigi hekzamerik tekrarlar1 (TTAGGG) telomer

uclarina ekleyen riboniikleoprotein yapida bir ters transkriptazdir (Long ve ark. 2005).

Ik defa Greider ve Blackburn (1985) tarafindan Tetrahymena'da tanimlanan
telomeraz enzimi, daha sonralar1 insanlarda Morin (1989) tarafindan HeLa hiicrelerinde de
gosterilmistir. Embriyonik hiicreler ve erigkin kok hiicrelerinde aktif olan bu enzim,
normal somatik hiicrelerde belirlenememis, immortal kanser hiicrelerinde ise reaktive

oldugu goriilmiistir (Koutroumba ve ark. 2003).

Elizabeth Blackburn ve Jack Szostak, kromozomlari yikimdan Kkoruyan
telomerlerde, benzeri olmayan DNA dizisini kesfettiler. Carol Greider ve Elizabeth
Blackburn, telomer DNA’sin1 meydana getiren telomeraz enzimini belirledi. Bu kesifler
kromozom uglarinin telomerlerle nasil korundugunu ve telomerazlarla nasil yapildiklarini
acikladi. Amerikali bu ¢ bilim adami isbirliginin verimli sonuglarin1 alarak
“Kromozomlarm Telomerler ve Telomeraz Enzimi ile Nasil Korunduklari” konulu
calismalariyla 2009 yili fizyoloji/tip alaninda Nobel o&diiline layik goriildiiler
(http://www.thd.org.tr).

DNA polimerazlar, primerleri sadece 5’den 3’ yOniinde uzattiklar i¢in dogrusal
DNA molekiillerinin ug dizilerinin replikasyonu i¢in 6zel mekanizmalara ihtiyag vardir. Bu
diziler (telomerler), basit DNA dizisi ardisik tekrarlarini igerirler. Bunlar sentezlerini DNA
kalib1 olmaksizin katalizleyerek telomerleri koruyan, telomeraz olarak adlandirilan nadir
bir enzim sayesinde replike olurlar. Telomerazin, u¢ tekrar dizilerine tamamlayicisi olan
kendi kalip RNA’sin1, enzim kompleksinin bir parcasi olarak tasimasi 6nemlidir. Bu
RNA’nin kalip olarak kullanilmasiyla telomeraz, ug¢ tekrar dizilerin ¢oklu kopyasini
olusturabilmekte ve boylelikle bir DNA kalib1 kullanmadan telomerleri korumaktadir (Edo
ve Andres 2005).
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Sekil 1.3. Telomer replikasyonu: Kromozomun bir ucunun replikasyonu sekilde

gosterilmektedir (www.readcube.com)
Telomeraz enziminin bilinen 3 bileseni mevcuttur. Bunlar:
1. Telomeraz RNA alt birimi (TR)
2. Telomerazin katalitik alt birimi (TERT)
3. Telomeraz protein komponenti (TP 1)

1.1.1.1. Telomeraz RNA Alt Birimi (TR):

Telomeraz RNA alt birimi kendi RNA alt birimini kalip olarak kullandigindan
dolayr diger ters transkriptaz enzimlerden ayrilir. TR, RNA polimeraz Il tarafindan
transkripsiyona ugratilmakta ve 5’ ucuna yakin olan bolgede telomer DNA’sina tutunma
ve revers transkripsiyon i¢in kalip olarak kullanilmaktadir.Bu nedenle antitelomeraz tedavi

i¢in uygun bir hedeftir (Angelopoulou ve ark. 2008).

Insanlarda telomeraz RNA alt birimi hTR olarak gosterilmektedir. Yapilan
calismalarda hTR mRNA ekspresyonuna hem kanserli, hem de normal dokudalarda
rastlanmistir. hTR ekspresyonu, kanser hiicrelerine gore daha diigiikk olmakla birlikte tim
somatik hiicrelerde mevcuttur ve telomeraz ekspresyonu olmayan hiicrelerde h'TR nin rolii
kesin olarak bilinmemektedir. hTR geni 3 nolu kromozomun uzun kolunda tek kopya
olarak bulunmaktadir (Rojas ve ark. 2012).



1.1.1.2. Telomerazin katalitik alt birimi (TERT):

TERT (Telomeraz Revers Transkriptaz), telomerazin ters transkriptaz aktiviteli
kismidir. TR’in kalip kismi telomere baglanirken komplementer bazlar kaliba uygun olarak

TERT tarafindan eklenir ve telomerin uzamasi saglanir (Edo ve Andres 2005).

TERT, genelde tiim canlilarda benzer olmakla beraber aralarinda bazi
farkliliklarinda oldugu goriilmektedir. Telomerazin katalitik alt birimi ilk olarak Euplotes
aediculatus’den p123 seklinde saflagtinlmistir (Jarstfer ve Cech 2002). Insanlarda da
hTERT (Thewissen ve ark. 2005) ismini alirken kdpeklerde dogTERT (Nasir 2004), farelerde
rTERT (Long ve ark. 2005), tavuklarda chTERT (Delany ve Daniels 2004) olarak

adlandirilmaktadir.

hTERT, 127 kDa’luk biiyiik bir proteindir. Insan hTERT geni 16 ekson ve 15 intron
icermekte olup, yaklasik 40 kb’dir. insan diploid hiicrelerinde hTERT geni tek kopya
olarak 5. kromozom iizerinde bulunmaktadir. Telomeraz aktivitesi ile "hTERT”1 kodlayan
genin ekspresyon diizeyi arasinda giiglii bir korelasyon saptanmasi, telomeraz aktivitesi

reglilasyonundan "hTERT"in sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (Rojas ve ark. 2012).

Canin familiaris (kopek)’den katalitik alt birimli telomerazin izolasyonu ve sekans
karakterizasyonu ile ilgili caligmalar dogTERT ile hTERT in biiylik oranda yapisal
benzerlik gosterdigine isaret etmektedir (Angelopoulou ve ark. 2008).

Telomerazin katalitik bolgesinde ters transkriptaz aktivitesinden sorumlu yedi bolge
oldugu bilinmektedir. Ters transkriptaz {initesi proteinin karboksi ucunda, telomeraza
ozgiil bolge olan “T-domain” ise amino ucunun hemen yaninda yer almaktadir. N-ucu
olduk¢a i1yi korunmus olup, “domain I, II ve IIIi igerir ki bu domainlerin timi

telomerlerin uzatilmasi i¢in gereklidir (Dikmen ve ark. 2006).



1.1.1.3. Telomeraz protein komponenti (TP 1):

Telomeraz protein kompleksi telomeraz enziminin regiilator bileseni olup, spesifik
olarak telomerazin RNA alt birimini baglar. RT-PCR ile yapilan g¢alismalarda, hem
telomeraz (+) hem telomeraz (-) hiicrelerde TP1 mRNA ekspresyonuna rastlanmistir. Bu
ylizden bu bilesenin telomeraz enzim aktivitesinin kontroliinde etkin olmadigi
diistiniilmektedir. Ancak Nakayama ve ark. (1998) TP1 proteininin post-translasyonel
modifikasyonunun, enzimatik  aktivitenin  diizenlenmesinde rolii  olabilecegini

bildirmislerdir.

1.1.2. Telomere Baglanan Faktorler:

Telomerik DNA tekrarlarina tutunan dizi spesifik olan proteinler, telomere
baglanan faktorler olarak adlandirilir. Bu proteinler telomer uzunluklarinin
diizenlenmesine ve telomerik stabilitenin saglanmasina aracilik ederler. 1997'de Lange ve
ark. , in vitro insan hiicrelerinde "TTAGGG" dizisine spesifik olarak baglanan "TRF1" ve
"TRF2" proteinlerini tanimlamiglardir (Cherif ve ark. 2003). “TRF1", ¢ift zincirli
DNA'daki telomerik tekrarlara baglanir ve telomerazin telomerlere baglanmasinm
diizenleme ile telomer uzunlugu kontrolii yapar. Memeli telomerlerindeki TTAGGG
dizilerini spesifik olarak tanidigindan dolay1 TRF1, "TTAGGG tekrarina baglanan faktor"
olarak da bilinmektedir (Cherif ve ark. 2003).

“TRF2", amino ucunda "TRF1"e oranla daha fazla sayida bazik aminoasit
icermekte ve guanince zengin telomerik tek iplik¢igi degredasyondan korumaktadir. Ayni
zamanda DNA tamir aktivitelerinden de bu bolgeyi korur. Boylece kromozomlarin uguca

yapismasini engelleyerek telomerlerin yapisini korumaktadir (Cherif ve ark. 2003).

Tamir yolaklarinda rol alan DNA tamir proteinleri telomerlere komsu olacak
sekilde bulunur. Bu DNA tamir proteinlerinin dogrudan TRF-2 kompleksi ile etkilestikleri
diisiiniilmektedir (Iwama ve ark. 1998). Telomerlerin telomer baglayici proteinler ve

"TTAGGG" dizi tekrarlarindan olusan kismi ‘telezom’ olarak adlandirilmaktadir.
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Sekil 1.4. Telomerde halka yapisina katilan proteinler (Miroglu, 2011).

1.1.3. Telomerlerin Fonksiyonu

Telomerazlar genel olarak germ line hiicreler (ireme hiicreleri, yumurta ya da
sperm hiicreleri), embriyonik kok hiicreler, tek hiicreli 6karyotlar ve kanser hiicrelerinde
bulunurlar (Long ve ark. 2005). Telomeraz enziminin aktivitesini somatik hiicrelerde
kaybetmis olmas1 evrimsel bir avantaj saglayarak hiicreleri kanser hiicrelerine transforme

olma ve asir1 proliferasyona bagl bozukluklardan korumaktadir (Lledo ve ark. 2003).

Telomerazin etki mekanizmasi ile ilgili ilk ¢aligmalar protozoa Tetrahymena
tizerinde yapmistir. Tetrahymena telomerazi 3’-AACCCCAAC-5’ dizisini barindiran 159
niikleotid uzunlugunda bir RNA ile kompleks yapmistir. Bu dizi, Tetrahymena ug
tekrarinin 5°-TTAGGG-3’ tamamlayicisidir vetelomerik DNA’nin sentezi igin kalip olarak
gorev yapmaktadir. Telomeraz bu RNA’y1 kalip olarak kullanir ve kromozomal DNA’nin
3’ ucunu orijinal uzunlugunun bir birim Gtesine uzatir. Sonrasinda tamamlayict iplik,
polimeraz—a primaz kompleksi tarafindan RNA primeri kullanilarak sentezlenebilir. RNA
primerin uzaklastirilmasi kromozomal DNA’da ¢ikintili bir 3* ucu birakir. Bu ug¢ 6karyotik

kromozomlarin uglarinda halkalar olusturur (Edo ve Andres 2005).



Telomerlerin 3' ucunda bulunan guanin ve timince zengin 12-16 niikleotidlik
kisimlar1 telomer uzamasinda kalip gorevi goriir. TERT ise bu diziye tamamlayicist olan
"GGTTAG” dizi tekrarlarin1 sentezler ve guanince zengin olan 3' ucuna ekler. RNA kalib1
yeni sentezlenen telomerik dizinin 3' ucuna dogru kayar. DNA polimeraz, telomerazin

sentezledigi bu diziyi kalip olarak kullanarak zinciri tamamlar (Yamada ve ark. 1995).

Telomerik
DNA

5

Telomeraz RNA'sinin
baglanmasi

RNA attuniti

Telomeraz Reverse Transkriptaz
Aktivitesi

B 5

N 3

3" vcunun uzatdmasi
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l Kargt zincirin uzatilmasi

—

5" 3
3 5
lRNA primerinin uzaklastinkmas:
5 Y 3
Uzatilrms
3" 5' Telomerik DNA

Sekil 1.5. Telomerazin Fonksiyonu (Ferreira ve ark. 2006)



1.1.4. Telomeraz Enzimini Ol¢iim Yontemleri:

Telomeraz aktivitesini saptamak amaciyla bircok yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen ilk yontem telomerik tekrarlarin PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanan TRAP
(Telomeric Repeat Amplification Protocol) yontemidir. Bu yontem 1994’de Kim ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir. Fakat yontemde miktar saptamasi ¢ok hassas
degildir. Aktiviteyi nicel olarak saptamak zor oldugundan ve giivenilir sonuglar
vermediginden, sonuglar kalitatif olarak negatif veya pozitif olarak degerlendirilemektedir.
TRAP’da karsilasilan zorluklar1 asabilmekve uygulamay1 kolaylastirmak i¢in TRAP-eze ve
TRAP-eze-Elisa kitleri gelistirilmistir (McKevitt TP. 2002).

Aldous ve Grabill (1997) telomeraz aktivitesini saptamak i¢in Floresan-TRAP
yontemini (F-TRAP) kullanmislardir. Bu yontemde radyoizotoplarin kullanimini elimine

etmek icin floresans isaretli primerler kullanilmaktadir.

Tatematsu ve arkadaglar1 (1996) TRAP’1 biraz daha gelistirip 6zel olarak dizayn

edilmis primerler kullanarak strecth-PCR yoOntemi iizerine ¢alismislardir.

Hirose ve arkadaslari 1998 yilinda Transcription-Mediated Amplification and
Hybridization Protection Assay (TMA/HPA) yontemini oOnermislerdir. Bu ydntemin
uygulamas1 kolay ve hizlidir. Ayrica klinik Orneklerden gelebilecek TRAP
inhibitorlerinden c¢ok az etkilenmektedir. Telomeraz {iriiniinlin transkripsiyon yoluyla
amplifikasyonu hizli oldugundan ve tek bir kaliptan bir saat iginde milyarlarca RNA
amplikonu olusturulabildiginden transkripsiyon basamaginda su banyosu kullanilabilir. Bu
yontem RNA’larla hibridize olmus ve olmamus problarin farkli hidroliz olmalarina ve

telomeraz tarafindan uzatilacak primere promotor eklenmesi esasina dayanir.

Gelmini ve arkadaslar1 1998’de hizli, miktara bagli ve nonizotopik bir yontem olan
PicoGreen yontemini gelistirmislerdir. Bu yontemde telomeraz {iriiniiniin ¢cogaltilmasinda
“stretch-PCR” yontemi uygulanir. Yontem floresan bir boya olan PicoGreen’in segici
olarak ¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi esasina dayanir. Spektroflorometre kullanilarak
floresans degeri okunur. DNA konsantrasyonu, kontrol DNA kullanilarak hazirlanan
standart egrisinden hesaplanir. Telomeraz aktivitesini belirleyen DNA miktari ise; saptanan
DNA miktarindan, negatif kontrolde saptanan DNA’nin ¢ikarilmasi ile hesaplanir. RNaz

ile muamele edilmis hiicre ya da doku homojenati negatif kontrol olarak kullanilir.
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Sonuglar protein miktar1 saptanmis her 6rnek i¢in ngDNA/ug protein olarak verilir

(Durusoy 2003).

Ohyashiki ve arkadaslar1 (1997) tiimor hiicrelerinde telomeraz enziminin varligini
TRAP yonteminin modifikasyonu olan in situ PCR yo6ntemi ile géstermislerdir. Boylece

hiicre diizeyinde telomeraz aktivitesinin arastirilmasina olanak saglanmistir.

Yajima ve arkadaslar1 (1998) yilinda TERT’in ekspresyon diizeyini saptamak i¢in
revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) yontemini gelistirmislerdir. Bu metotta spesifik PCR
trlininiin  degerlendirilmesinde DNA polimerazin 5°—3” ekzoniikleaz aktivitesinden

yararlanilmaktadir.

Fletcher ve arkadaglari 1999°da primerin parcalanmamis ¢ekirdek igerisinde
uzatildig1 bir sistem kullanmislardir. Bu yontem telomeraz aktivitesinin dogal ortaminda
arastirilmasi, enzimin fonksiyonun belirlenmesine ve yeni telomeraz inhibitdrlerinin

degerlendirilmesine kullanish bir metot olusturmustur.

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda, Telomeric Repeat Amplification
Protocol (TRAP) yontemi kullanilacaksa PicoGreen ile “stretch-PCR” yonteminin
uygulanmasi, RT-PCR yontemi kullanilacaksa TERT’in ifade edilme diizeyinin

saptanmasinin tercih edilebilecegi diistiniilmektedir (Zavlaris ve ark. 2009).

1.1.5. Telomeraz ve Kanser:

Replikasyon sonu problemine bagli olarak; ¢ok fazla boliinen hiicreler (lenfositler,
cok fonksiyonel doku hiicreleri ve fibroblastik hiicreler), telomerlerin boylarindaki
kisalmadan en fazla etkilenen hiicrelerdir (Long ve ark. 2005). Ilerleyen yasla birlikte
mitotik replikasyona bagli olarak telomerlerde izlenen ilerleyici kisalma, bu hiicrelerde
hiicresel yaslanmaya yol agmaktadir (Yamada ve ark. 1995). Proliferasyon gosteren
hiicrelerde izlenen diisiik diizeydeki telomeraz ekspresyonunun, kok hiicre
popiilasyonunun yenilenmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Telomer hipotezi ile
uyumlu olarak, yaslanmadan kagarak oliimsiiz olma 06zelligi kazanan tiimor hiicreleri,
genetik kararliligin ve telomer uzunlugunun saglanabilmesi i¢in telomeraz aktivitesine

ihtiyag duymaktadir (Kalmbach ve ark. 2013).
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Sekil 1.6. Normal hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde telomeraz enzimi tarafindan

telomer uzunlugunun diizenlenmesi (Tozkir 2008)

Telomer kisalmasi ile hiicresel yaslanma arasindaki mekanizmalar heniiz tam
olarak agiklanamamis olmasina ragmen tiimor supresor genler ve hiicre siklusu kontrol
genleri (p53 ve Rb/pl6) bununla iligkili olabilir. Hiicrelerin malignlesmesi i¢in tek bir
mutasyondan bagka daha fazla sayida mutasyon olmasi gerektigi 6n goriisii hakimdir (Lin
ve Elledge 2003; Nasir 2004). Mutasyonlar, telomeraz1 aktive eden telomeraz kontrol
yolaginda olusmaktadir. Kanser hiicrelerindeki telomeraz aktivitesi telomer uzunlugu ve
hiicresel oliimsiizlik ile dogru orantilidir. Telomeraz aktivitesi veya telomer yapisin
koruyan mekanizma, hiicrelerin ¢ogalmasinin devamu igin gerekli ve kanser yayilmasinda

belkide hiz kisitlayict 6nemli bir basamaktir (Huh ve ark. 2005; Boldrini ve ark. 2006).
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Sekil 1.7. Normal ve kanserli hiicrelerde telomer dinamigi (Nasir 2008)

Kanser multifaktoryel bir hastaliktir ve bugiine kadar incelenen farkl tip tiimdrlerin
%85'inden fazlasinda telomeraz aktivitesinin tespit edilmesi, kanser hiicrelerinde

telomerazin reaktive oldugunu gostermektedir (Granger ve ark. 2002).

Ito ve ark (1998) mesane kanseri {izerine yaptiklari ¢alismada, 33 mesane kanserli,
26 saglikli bireyi ve ayrica 3 tane kanser hiicre serisini (T24, RT4, KK47) calismalarina
dahil etmisler ve hem kanserli hiicre hatlarinda hem de klinik olarak belirlenmis kanserli
dokularda telomeraz seviyelerinde ve hTERT ekspresyonunda artis gozlemlemisler. Sonug
olarak telomeraz aktivitesi ile kanserli dokulardaki hTERT ekspresyonu arasinda

korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Lehner ve ark (2001) 26 endometrioid adenokarsinom ve 20 normal endometrioid
dokudan total RNA ekstraksiyonu yaparak, TRAP metodu ile telomeraz aktivitesini ve
gRT-PCR ile hTERT mRNA ekspresyon seviyelerini incelemisler. hTERT mRNA ve
telomeraz aktivitesi arasinda lineer bir iliski oldugunu gostermislerdir. Ayrica timor
seviyesi ve benign endometriyum proliferasyon seviyelerinin de hTERT mRNA’s1 ve

telomeraz aktivitesi ile olan iligkisini inceleyerek hem telomeraz aktivitesinin hem de
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hTERT mRNA seviyesinin, endometriyal kanserli (44 relatif unit (RU),179 pg/ng)
dokularda normal (15 RU, 45 pg/ng) dokulara gore oldukca yiiksek oldugunu tespit

etmislerdir.

Wang ve ark. (2002), 18 bireyin prostat sivi 6rneklerinde (9’u prostat kanserli
(PCa), 9’u saglikli bireyde) yapilan ¢alismada, kanserli hiicrelerde telomeraz aktivitesinin
(24,5 £ 28,4 U) saglikli bireylerden alinan hiicrelerdekine gore (7,2 + 2,2 U) anlaml1 bir
artig gosterdigi prostat igne biyopsi ile 48 bireyden (32 tanesi patolojik olarak kanserli
oldugu belirlenmis, 16 tanesi histolojik olarak belirlenmis) alinan 6rneklerde telomeraz
aktivitesi incelendiginde ise patolojik olarak kanser tespit edilen bireylerdeki telomeraz

aktivitesinin %95, diger grubun ise %69 oldugunu bildirmislerdir.

Lledo ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada 50 saglikli, 50 kolorektal cerrahi kanserli
bireyde plazma hTERT ekspresyonunu periferal kanda, qRT-PCR kullanarak saptamiglar
ve kanserli hastalarda hTERT mRNA gen ekspresyonunun (0,23-47,67 ng) saglikli
bireylerden (0,00-4,63 ng) daha fazla oldugunu gozlemislerdir. Kanserli hastalar ile kontrol
grubundaki 40 yas istii bireyler karsilastirildiginda hTERT ekspresyonunda belirgin bir
fark oldugunu bulmuslar (kanserli ve saglikli bireylerde sirasiyla ortalama degerleri 11,52
ng ve 0,66 ng). Kadin ve erkek kanserli bireylerin hTERT ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda ise kadinlar da hTERT ekspresyon diizeyi ortalama 13,62 ng iken
erkeklerde 11,52 ng olarak bildirilmistir.

Miura ve ark. (2005) 64 hepatoseliiler karsinomali (HCC), 20’si siroz, 20’si kronik
hepatit ve 50 saglikli bireyde, serumda hTERT mRNA ve klinik HCC tanisinin kantitatif
olarak belirlenmesini gelistirmek amaciyla yaptiklari ¢aligmada serum hTERT mRNA
ekspresyon seviyesinin HCC’li hastalarda oldukg¢a yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
hTERT mRNA ekspresyonunun klinik ¢esitlilikler (tiimor biiyiikliigii, sayis1 ve derecesi)
ile bagimsiz korelasyona sahip oldugunu ve HCC teshisinde hTERT mRNA ve o-
fetoprotein (AFP) mRNA’nin diizeyinin duyarlilik/6zgiilliik oran1 hTERT igin % 88,2/%70
iken, AFP i¢in %71,6/%67,5 olarak bulunmus serumdaki hTERT mRNA’nin diizeylerinin

HCC dokulari ile iligkili oldugu sonucuna varmislardir.

Boldrini ve ark. (2006) glial tiimorde telomeraz ekspresyonunun prognositk ve

terapotik onemi agiklamak amagli yaptiklar1 bir calismada Gliomalarda %50 oraninda
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yiiksek telomeraz aktivitesi belirleyerek Telomeraz mRNA ve enzim aktivitesi seviyeleri

arasinda 6nemli bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Zavlaris ve ark. (2009) kopek (5-15 yas arasinda 50 disi, 4 tanesi klinik olarak
saglikli)) meme dokularinda dogTERT mRNA ekspresyonlarini incelemisler ve sonugta
dogTERT mRNA ekspresyonunu gerek gRT-PCR gerekse immunhistokimyasal yontemler
kullanrak; malign dokuda %96 oraninda, bitisik normal dokularda %88 ve saglikli dokuda

%350 oraninda saptamiglardir.

Metzger ve ark. (2009) akciger kanseri teshisi konulmus hastalarda doku hTERT
MRNA ekspresyonunu gRT-PCR ve telomeraz aktivitesini de TRAP metoduyla analiz
edilerek numunelerde hTERT mRNA ekspresyonunu %89,9 oraninda belirlemislerdir. Bu
calisma timorlii hastalarda yiiksek hTERT mRNA ekspresyonunun sagkalim avantajin

gostermesi acisindan bir ilk niteligindedir.

Qi ve ark. (2011) immiin trombositopenili (ITP) bireylerde, PBMC hiicrelerinde
gRT-PCR metoduyla telomeraz aktivitesini dlgmiisler, CD4+, CD8+, CD19+
lenfositlerinin, ITP’li hastalarda kontrol grubu bireylerin lenfositlerine gore telomeraz
aktivitesinin daha fazla oldugu ve CD19+ hiicre tipinde ise diger iki lenfositlere gore
telomeraz aktivitesi daha yiiksek bulundugu saptamiglardir. Calisma ITP’de yliksek

telomeraz aktivitesi ve kisa telomer uzunlugu agisindan yapilmais ilk ¢caligmadir.

Rahmati-Yamchi ve ark. (2011) meme kanserli obez ve obez olmayan kadinlarda
leptin seviyesi ile hTERT mRNA ekspresyonu arasinda korelasyon oldugunu rapor

etmislerdir.

Akut myelojenik 16semi (AML) hastalarinda yapilan bir calismada, hTERT mRNA
ekspresyon diizeylerinin prognoz ve klinik bulgularla olan iligkisi qRT-PCR metoduyla
arastirilmis. 21 AML’li hastadan 54 kemik iligi 6rnegi alinmigs. Hem TRAP metodunda
(%73-100) hem de QgRT-PCR metodunda (%73-80) hTERT mRNA ekspresyonu
seviyelerinin yakin oldugunu bildirmisler. Yiiksek hTERT mRNA ekspresyonu olan
hastalarda CR (complete remission)(%33) oraninin diisitk oldugunu belirlemisler (Huh ve
ark. 2005).
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1.1.6. Telomeraz inhibitorleri ve Kanser Tedavisi:

Heniiz spesifik inhibitorleri bulunmamis olmakla beraber, telomerazin DNA ile
baglantisint saglayan kismin bloke edilmesi kanser tedavisinde yeni bir umut kaynagi
olarak diistiniilmektedir. Telomeraz inhibitorleri, direngli kanser hiicrelerinin yeniden
cogalmasini Onlemek i¢in diger tedavilerle bir arada veya onlar1 takiben kullanilabilir.
Ancak tedavi sirasinda ozellikle telomeraz aktivitesi gosteren hiicrelerde (hematopoetik
hiicreler, tireme hiicreleri, aktive T ve B lenfositler, proliferatif hiicreler) yan etkileri

olabilecegi goz onilinde bulundurulmalidir (Rojas ve ark. 2012).

Telomeraz inhibisyonu; TR veya TERT’nin transkripsiyonu engellenerek, TR veya
TERT mRNA’s1 parcalanarak, TERT nin sentezi ve sentez sonrast modifikasyonlari
Onlenerek, enzimin aktif bolgesi bloke edilerek, TR ile TERT’nin birlegsmesi; enzim
kompleksinin ¢ekirdege transfer olmasi veya substratt olan telomerlere tutunmasi

engellenerek saglanabilir (Tiikiin ve ark. 2006).

Telomerleri kendi RNA’simm1 kalip olarak kullanarak sentezlediginden dolay1
telomeraz enzimi, RNA kalibinin fiziksel blokajiyla inhibe edilebilir. "Peptid niikleik asit"
(PNA) bu amagla kullanilabilir. Ciinkii PNA telomeraz enziminin TR alt biriminin
tamamlayicist olan diziyi igerir. Ayrica PNA, negatif yiikli deoksiriboz fosfat birimi
yerine notral N-glisin igerir. PNA’lar, niikleazlarla veya proteazlarla pargalanmaya

direnglidirler ve in vitro sartlarda efektif inhibisyon yaparlar (Lichtsteiner 1999).

Telomerazin niikleotid baglayici kisminin blokaji, telomeraz inhibisyonunda diger
bir hedeftir. Dideoksiguanin (ddG) ve azidotimidin (AZT) gibi ajanlar, spesifik olarak bu
bolgeyi inhibe ederler (Rojas ve ark. 2012).

1.1.7. Telomer Uzunlugu ve Telomer Kaybi

Normal dokulardaki telomerin uzatilmasindan sorumlu sistemler boliinme sirasinda
etkinliklerini slirdiirmezler. Bu nedenle telomerler hiicre bdliinmesi sirasinda kisalirlar.
Telomer uzunlugu (TL) hiicrelerin replikatif yasama siiresini belirler. Telomerler kritik
uzunluga kadar kisaldiklarinda yaslanma programi aktive olur. Bundan sonra hiicre
boliinmesi durur. Fakat hiicre yasamaya ve fonksiyon gormeye devam eder (Jesus ve ark.

2013).
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Telomer uzunlugunu etkileyen degisik bir¢ok genetik ve fizyolojik faktdr vardir.
Yart korumali (semikonservatif) DNA replikasyonu dengeleyici bir mekanizma ile
kromozomlar1 giderek ug¢ kisimlarindan kisalmaktan kurtarir. Hiicre kiiltiiriindeki hiicrelere
ait telomerlerin pasaj basma kisalabildigi bildirilmektedir (Nasir 2001). Nasir (2001)
kiiltiire edilmis dermal fibroblastlarda TRF uzunlugunu ilk pasajda 20,5 kb,16. pasajda ise
17,5 kb olarak tespit etmistir.

Esey hiicreleri yavru hiicrelere, uzunlugu tam olan kromozomlar1 transfer etmek
zorundadirlar. Fakat telomer hipotezi somatik dokularda yaslanmayla telomer uzunlugunun
azaldig@ini ileri siirmektedir (Long ve ark. 2005). Sperm hiicreleri uzun telomer dizilerine
sahiptir ve telomer uzunlugu istikrarli bir bi¢imde korunmaktadir. Buna karsin kan
hiicrelerinde telomer uzunlugunun yaslanma ile azaldig1 anlasilmistir. Bu sonuglar, esey
hiicrelerinin ~ telomer  biitiinliglinii  sagladigin1  fakat somatik dokularin  bunu

yapamadiklarini géstermektedir (Long ve ark. 2005).

Hiicre bdliinmesi sirasinda meydana gelen telomerik zincirlerin kaybi kromozomal
anomalilere sebep olabilir. Ornegin mayadaki “est]” mutasyonu ile meydana gelen telomer
uzunlugunun kisalmasi, kromozom kaybina ve dliimiine sebep olmaktadir (Lundblad ve

Blackburn 1993; Muntoni ve Reddel 2005).

Ik defa 1973 yilinda Olovnikov adli bir arastirmaci, telomer kisalmasinin ileride
Olime yol acabilecegini, somatik hiicrelerde cogalmay1 sinirlayip hiicre yaslanmasina
neden olabilecegini bildirmistir. Daha sonra yapilan aragtirmalar Olovnikov’un bulgularim

destekler niteliktedir (Oeseburg ve ark. 2010).

Rodent telomerleri genelde insanlardan uzundur ve rodentlerle galisilmasi teknik
olarak zordur. Bu nedenle rodentlerde doku spesifik telomer uzunluklar: 1y1 anlagilamamis

ve telomerlerin heterojen uzunlukta oldugu rapor edilmistir (Kipling ve Cooke 1990).

Hosting ve ark. 2004 yilinda yenidogan rat karaciger, beyin, kalp, bobrek ve
akciger dokularinda ortalama TRF uzunluklarini birbirine yakin yaklasik 60-65 kb olarak
bulmuslardir. Yenidogan fare dokulariin ortalama TRF uzunlugu benzerken, yetiskin fare
dokular arasinda fark gozlenmistir. Ornegin yetiskin fare testis telomeri; bobrek ve beyin

telomerlerinden 2-3 kb, karaciger telomeri ise 1 kb daha uzun bulunmustur (Prowse ve
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Greider 1995). Fare telomerleri insan telomerlerinin 5-10 katidir ve yash ile geng farelerin
telomerleri arasinda dikkate deger bir farklilik yoktur (Long ve ark 2005).

Ratlarda TRF uzunlugu 20-100 kb olarak bildirilmektedir (Golubovskoya ve ark.
1999, Jennings ve ark. 1999). Okuyucu ve ark.2011 yilnda rat dokularinda (karaciger,
pankreas, ince bagirsak) ve lenfositlerde qRT-PCR kullanarak yaptiklari calismada
ortalama telomer uzunluklarini sirasiyla 61,5kb, 93kb, 110kb, 190kb olarak saptamiglardir.

Yaglar1 1-17 arasinda degisen 30 kedide yapilan bir ¢alismada, 16kositlerde TRF
uzunluklarinin 4,7-26,3 kbp oldugu ve yasla beraber telomer uzunluklarinin anlamli bir
sekilde azaldig1 ve geng kedilere oranla yash kedilerin de daha kisa telomerlere sahipler
oldugu bildirilmistir (McKevitt 2003).

Briimmendorf ve ark. (2002) yenidogan, 2 ve 10 yaslarindaki kedilerin graniilosit
ve lenfositlerinde telomer uzunluklarini 6lgerek kedilerdeki ortalama telomer uzunlugunun
insanlara gére 5-10 kat daha uzun oldugu, fakat telomer kisalma oraninin ¢ok daha hizli
oldugu sonucuna varmiglardir. Ayni zamanda bu ¢alisma ile  geng¢ kedilerin
lenfositlerindeki telomer uzunlugunun graniilositlere gére anlamli derecede uzun oldugu
yasla beraber hem graniilosit hem de lenfositlerdeki telomer uzunluklarinin azaldigi,
yenidoganlardaki telomer kisalmasmin her iki kan hiicrelerinde de ¢ok hizli oldugu

gosterilmistir.

Baerlocher ve ark. (2007) yenidogan babunlarda, lenfosit ve graniilositlerde telomer
uzunluklarin1 1 yasma kadar takip ettikleri ¢alismanin sonucunda yeni dogduklarinda
telomer uzunluklarmin fazla olmasina ragmen, telomer kaybinin daha fazla oldugunu

bildirmislerdir.

Cadile ve ark. (1998) kopeklere ait normal (nonneoplastik; dalak, oral mukoza,
akciger, lenfosit, lenf ndodiili)ve malignant dokularda (splenic hemangiosarkoma,
bronsogenik karsinoma, oral skuaméz hiicre karsinoma, lenfoma, fibrosarkoma)telomer
uzunluklarini 6lgmiisler ve neoplastik dokularda normal dokulara gére TRF uzunlugunun

azaldigini, lenfomada ise arttigini rapor etmislerdir.

McKevitt ve ark. (2002) farkli kopek irklarinda (Labrador Retriever, Minioture
Schnouzer ve Beagle) periferik kan mononiikleer hiicrelerinde TRF uzunluklarmin 9,7-

22,3 kb arasinda degistigini ve yasa bagl olarak TRF uzunlugunun azaldigin1 ve wrklar
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arasinda da uzunluklarin farkli oldugunu saptamiglardir. 2001 yilinda Yazawa ve ark. 27
meme timorli  kopekte yaptiklart galismada, TRF uzunlugunu 14,5kb olarak

belirlemislerken, normal meme dokularinda 18kb olarak bulmuslardir.

Fick ve ark. (2012) 15 farkli kopek irkinda, toplam 175 kopekte, PBMC
hiicrelerinde telomer uzunluguna bakmislar ve kopeklerde telomerik DNA kaybinin yilda
360 bp, buna karsin insanlarda 20-40 bp azalma oldugu ve insanlardan 10 kat daha hizli
gerceklestigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda erkek kopeklerde telomer kisalmasimin disi
kopeklere gore daha hizli oldugu ve kisa telomer uzunluguna sahip kopek irklarinda, kisa
telomer uzunluguna sahip insanlarla karsilastirildiginda kardiyovaskiiler hastaliklarda

oliimlerde artis oldugunu rapor etmislerdir.

Iwama ve ark. (1997) yaslar1 4-95 arasinda degisen 124 saglikli bireyde PBMC
hiicrelerinde TRF uzunluklarini arastirdiklar1 calismalari sonucunda 4-39 yas arasindaki
bireylerde TRF uzunlugunda yilda yaklasik 84 baz kisalma, 40 yasindan sonra ise 41 baz
kadar kisalma oldugunu gostermislerdir. Ayrica sonuglar degerlendirildiginde 4-39 yas
aras1 bireylerde telomeraz aktivitesi diisiikkken, 40 yas iizerinde olan bireylerde %65’inde

cok daha diistik, 40 yas listii kalan bireylerde hi¢ telomeraz aktivitesine rastlamamislardir.

Cawthon ve ark. (2003) 60 yas iistii 143 bireyde telomer uzunlugu ve mortalite
arasindaki ilskiyi inceledikleri ¢alismalarinda kadin telomer uzunluklarin1 erkek telomer
uzunluklarina gore daha fazla bulurken kisa telomere sahip olan bireylerin daha zayif 6mre
sahip oldugu ve 3,18 kat kalp hastaliklarinda, 8,54 kat enfeksiydz hastaliklarda 6liim
oraninin fazla oldugunu bildirmislerdir. Yash insanlarda telomer uzunlugunun; telomeraz
aktivitesi, hiicre boliinme hizi, oksidatif stres miktari, ¢evresel faktorler ve genetikten

kaynaklanan kosullardan etkilenebilecegi sonucuna varmislardir.

Shervington ve ark. (2008) glioma kanser hiicreleri ve normal hiicrelerde yaptiklart
caligmada geng bireylerde (20-39 yas) telomeraz mRNA ekspresyonunun %100, daha yasl
bireylerde (40-70 yas) ise %25 eksprese oldugunu bulmuslar. Telomer uzunluklari
incelendiginde ise geng kanserli bireylerde 11,5-16,3 kbp ve daha yagh kanserli bireylerde
6,1-10,1 kbp, saglikli bireylerde de 7,4-9-5 kbp oldugunu bildirmislerdir.

Xu ve ark. (2009) 34-75 yas arasi 586 kadinda (2004’ten 2009 yilina kadar)

yaptiklart ¢alismada sigara igmeyen, giinlik multivitamin kullanan bireylerde
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kullanmayanlara gore, 16kosit DNA’sinin relatif telomer uzunlugunu ortalama %5,1 daha
uzun olarak dl¢miislerdir. Ozellikle uzun telomere sahip kisilerin vitamin B ve C acisindan
zengin olan gidalarla besinlendigi sonucuna varilmis. Bu ¢alisma kadinlar arasinda telomer
uzunluguyla multivitamin kullanim1 arasindaki iligskiyi gosteren ilk epidomiyolojik

caligmadir.

2013 yilinda; fransa’da ortalama yaslar1 56 olan, 193 bireyde (120 erkek, 73 kadin)
beyaz kan hiicrelerinde telomer uzunluklarini arastiran bir ¢alismada kadinlarin (8,67 kbp)
erkeklere (8,37 kbp) oranla daha uzun telomerlere sahip olduklari ve her iki cinste de
telomer uzunluguyla yas arasinda korelasyon bulundugu bildirilmistir. Bu ¢alismadaki
daha kisa telomer uzunluguna sahip erkeklerde, arteriyal sertlik ve nabiz basinci (PP) artist
gibi bulgular erkeklerle kadinlar arasindaki kardiyovaskiiler yaslanma farkliliklarini

gostermektedir (Benatos ve ark. 2013).

Yamada ve ark. (2013), 50-60 yas arasi dondrlerden alinan normal kan hiicrelerinde
telomer uzunlugunu 8,5-9 kbp arasinda, 12 l6kemi hastasinda ise tedavi oncesi 16kemik

hiicrelerde telomer uzunluklar 4,7 kb, tedavi sonrasinda 8,2 kb olarak belirlemislerdir.

1.1.8. Telomer ve Yaslanma

Hiicrelerdeki yaslanma ve Oliim evreleri incelendiginde ilk evre ‘“Mortalite 1
Evresi” olarak adlandirilir. Bu evrede telomerlerin kisalmasi ile kromozomlar kritik boya
ulagirlar. Kritik nokta Hayflick and Moorhead tarafindan “Hayflick Limiti (Proliferasyon
Limiti)” olarak adlandirilmistir. Bu olay hiicre dongiisiinii durdurur ve yaglilik programini
baglatir. M1 noktas1 replikatif hayat uzunlugunu temsil eder. Eger bir hiicre bu noktay1
atlarsa, o6zellikle onkogenik transformasyonla telomerleri M2 noktasina kadar kisalirlar

(Tiikiin ve ark. 2006)
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Ikinci evre olan M2 Evresi ise “kriz noktas1” olarak adlandirilir. M2 noktasinda
biiylik hiicre 6limii meydana gelir. Bu, zayiflayan telomer fonksiyonuna bagl olarak
kromozom o6liimiinden dolayr olabilir. Bu krizi asmak i¢in telomeraz aktivitesine ihtiyag
vardir. Boylelikle telomer uzunlugu ve yapisi yeniden saglanabilir ve devam ettirilebilir.
M2 noktasinda ortaya ¢ikan hiicreler sinirsiz sekilde boliinebilir. Normal somatik dokular
ya da hiicreler sadece senesens durumuna ulasabilirler; yalnizca esey hiicreleri ya da
doniisiim yapabilen hiicreler limitsiz hiicre boliinme yetenegine sahiptirler (Tiikiin ve ark.

2006).
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1.2. PCR VE REAL TIME PCR

1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR) Olusum Mekanizmasi

PCR, cift sarmal bir DNA molekiiliinde bulunan hedef dizilere in vitro kosullarda
iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanan tepkimelere verilen
isimdir. Kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra,
oligoniikleotid primerler tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict
olan bolgelerle baglanirlar. Oligoniikleotid primerlerin spesifik olarak hedef dizilerine
baglanmas1 diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’hidroksil
ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayic1 olan yeni DNA

molekiiliiniin sentezi ger¢eklesmis olur (Mcpherson, 2006).

PCR dongiisii  denatiirasyon, primerin baglanmast (annealing) ve uzama
(elongasyon) olmak iizere {i¢ basamaktan olusur. Art arda tekrarlanan denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA pargalari eksponansiyel
olarak artar. Bu artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen iirliniin, ardisik dongiide diger
primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisii DNA molekiilii {izerinde
istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. Boylece baslangigtaki az miktarda
kalip DNA’dan yeterli miktarda DNA elde edilmesi saglanir. Ornegin 30 dongii boyunca
amplifiye edilen tek bir DNA molekiiliinden, teorik olarak 230 adet (yaklasik 1 milyar)
yeni molekiil elde edilebilir (http://irc.igd.cornell.edu/MolecularMarkers/PCR).

1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilesenleri

PCR’nin temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz

enzimi, primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCl,* diir.

a) Kahip DNA: PCR‘da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler
ve hatta herhangi bir DNA parcas1 kalip olarak kullanilabilir. PCR’da kalip olarak tek ya
da cift iplikli DNA’nin yani sira RNA’ da kullanilabilir. Kalip olarak RNA kullanilacaksa
total RNA’ dan 6nce klasik yolla cDNA elde edilir. Genomik DNA ve cDNA 6rneginin
elde edildigi RNA saf olarak izole edilmeli, proteinden ve alkolden ¢ok iyi bir sekilde
arindirtlmis olmalidir (McPherson, 2006).
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b) Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri, orjinal kalip DNA zincirindeki baz
bilgisini kullanarak dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfattan tamamlayicisi olan DNA
zincirinin sentezini kataliz eder. Bu enzimler, sentezi baslatmak iginkalip molekiiliindeki
tamamlayici1 diziye baglanan kisa DNA pargalarina (primerler) ihtiya¢ duyarlar. Sentezin
yonii 5 ugtan 3’ uca dogru olup, primerin serbest 3° hidroksilucuna ortamdaki dNTP’lerin
niikleofilik etki yapmalartyla fosfodiester baglarinin katalizive yeni DNA ipliginin

polimerizasyonu saglanir (McPherson, 2006).

Termostabil DNA polimerazlardan PCR‘da en yaygin olarak kullanilan1 Thermus
aquaticus 'dan elde edilen Taq DNA polimeraz’dir. Taq DNA polimerazin polimerizasyon
orani (niikleotid/saniye) enzim i¢in en uygun sicaklik olan 70-80 °C‘de (optimum 72°C )
35-100 diir. Enzimin reaksiyondaki konsantrasyonuda o6nemlidir. 100 pL’lik bir
reaksiyonda polimeraz enzim konsantrasyonu 1-5 {inite arasinda olmalidir. Bu miktarlar

hedef ve kaliba gore degisim gosterir (McPherson, 2006).

c) Primerler: Genellikle kimyasal olarak sentezlenen, 15-20 bazlik DNA
oligoniikleotid dizileridir. Tamamlayict DNA ipliklerinden karsit yonlerde DNA sentezini
baslatabilmek i¢in iki adet primer kullanilir. Primer tasarimi yapilirken hedef DNA
dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu boélgelere tamamlayict

olanprimerler tasarlanir (McPherson, 2006).

d) dNTP karisimi: Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde ticari olarak saglanir. Tag DNA
polimeraz diisiik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100 pM) kaliba uygun dogru bazlari
segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 pM dNTP
konsantrasyonu ile gerceklestirilir. Ayrica dort dANTP nin esit konsantrasyonda

kullanilmasi 6nemlidir (McPherson, 2006).

e) Tamponlar ve MgCl,: PCR’ de kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok
kullanilan1 Taq/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan 10-50 mM derisiminde 20 °C’de pH=8,3-
8,8 arasinda olan tris-HCI tamponudur. Ancak hedef dizi ve amaca uygun olarak farkl
tamponlarda kullanilabilir. Tampon igeriginde bulunan KCI’nin 50 mM’a kadar olan
konsantrasyonlar1 primer yapigsmasmi arttirir.  Ancak 50 mM iizerindeki KCI

konsantrasyonlarinin Taq polimeraz enzimini engelledigi unutulmamalidir. MgCI,‘nin

23



reaksiyon karigimindaki sonkonsantrasyonu degisebilmekle birlikte genellikle 0,5-
5,0mM’lik degerler arasinda calisilir (McPherson, 2006).

1.2.3. PCR’nin Isleyisi

Giliniimiizde PCR’1in verimi ve kullaniminda onemli gelismelerin yasanmasinin
nedeni, termostabil DNA polimerazlarin ve farkli sicaklik derecelerini istenilen siireler i¢in
otomatik olarak ayarlayabilen PCR cihazlarinin (thermal cycler) kullanima sunulmasidir.
Verimli bir PCR i¢in; denatiirasyon, primerlerin baglanmasi, primerlerin uzamasi, dongii

sayis1 ve PCR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis siireleri 6nemlidir (McPherson, 2006).

a) Denatiirasyon: Baslangi¢ denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks
kaliplarin denatiire olmasin1 saglamak tiizere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir.
Ancak PCR sirasinda genellikle en etkin denaturasyon sicakliginin 92-95 °C oldugu
saptanmistir. Denatiirasyonun tam olarak gergeklesmesi onemlidir. Tamamlanmamis
denatiirasyon DNA zincirlerinde kopmalara neden olarak iirlin verimini azaltir. Ayrica Taq
DNApolimerazin yar1 émriide dikkate alinmalidir. Taq DNA polimeraz enzimi 92,5 °C ‘de
2 saatten fazla, 95°C ‘de 40 dakika ve 97°C’de ise 5 dakika yar1 6mre sahiptir (McPherson,
2006).

b) Primer Yapismasi (Annealing): Primer yapigmasi igin gerekli zamanin
uzunlugu ve sicakligr primerlerin uzunluguna, baz icerigine ve konsantrasyonuna bagl
olarak degisir. Denatiirasyonu takiben primerin baglanmasi asamasindaki Tm/baglanma
sicakligl oraninin saptanmasi, PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi agisindan onemlidir.

55-72 °C aras1 yapisma sicakliklarinda elde edilebilir (McPherson, 2006).

¢) Primer Uzamas1 (Extensiyon): Uzama zamani hedef dizinin uzunluguna,
konsantrasyonuna ve sicakliga baghdir. Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle
Tag/Amplitaq DNA polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun sicaklik
derecesi olan 72 °C kullanilir. Uzama asamasi i¢in ¢ogu zaman 2 dakika yeterli olmaktadir,
ancak uzun amplikonlar ¢ogaltiliyorsa siire arttirilir. PCR {irlinii olan tiim molekiillerde
reaksiyonun tamamlanmasii garanti altina almak i¢in son dongiiniin uzama siiresi

cogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur. En uygun dongii sayist hedef DNA baslangi¢
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konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermekle beraber,

genellikle 25-35 arasindadir (McPherson, 2006).

PCR : Polymerase Chain Reaction
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1.2.4. Real Time PCR

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflagtirilan, 1siya dayanikli
polimerazin (Taq Polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlari igin
otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirilmesi ve floresan 1s1ma tekniklerinin de kullanima
girmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)’de yapilan arastirmalarin sayisi
artmistir. Bu sayede tiimor hiicrelerinin ila¢ direnglerinden kemoterapi taramalarina ve
tiimdr evrelerinin molekiiler saptanmasina kadar uzanan bir¢ok farkli alanda gen anlatimini
sayisal bir deger olarak 6l¢gmek miimkiin olmaktadir. Bu gelisim sayesinde gen kopya
triinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek Olgmek, devam eden PCR
reaksiyonunu ekranda izleyerek ‘Real Time’ (es zamanli) olarak reaksiyonun gidigine
miidahale etmek ve PCR dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir (Zhang
2013).

RT-PCR, PCR amplifikasyonunu goriiniir hale getirir ve moniterize eder. PCR
sonuclarina ulagsmak i¢in harcanan zamani azaltir. Sistemin 6zellikleri tek bir reaksiyondan
elde edilen bilginin miktarin1 en {ist seviyeye cikarabilmek iizere gelistirilmistir. Sistem
gen ekspresyonunun miktarini belirleme ve tek niikleotid polimorfizminin saptanmasi
olanaklarini saglayarak polimeraz zincir reaksiyonunun kisa siirede tanimlamak igin yeni

bir hizl sicaklik dongiisii kullanilir (Pfaffl 2001).

RT-PCR iistiin kopyalama yetenegi ve hassasiyet performansi saglar ve PCR
uygulamalarinda optimum performansa ulasabilmek i¢in gelistirilmistir. Floresan isaretli
problar veya interkalatdr boyalar kullanilir. Olusan DNA ile dogru orantili floresan 1s1ma
meydana gelir. Hizli (1 saat) sonug verir. Giinlik numune ¢alisma sayis1 yiiksektir (~200
numune/giin). Diisiik kontaminasyon riski vardir. Sensitivite yliksektir (< 5 kopya).
Tekrarlanabilirligi olduk¢a iyidir (CV<%2.0). PCR sonuglar1 kantite edilebilir. PCR
sonras1 elektroforez gibi ilave tekniklere ihtiya¢ yoktur. Multiplex PCR kullanimina
uygundur. Bu nedenlerle, kantitatif RT-PCR analizi ile minimal rezidiiel hastaliklarla
baglantili O6zglin gen diizeylerinin saptanmasi kliniklere biiylik katki saglayacak

potansiyeldedir (Giinel ve ark. 2009; Zhang 2013).
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1.2.5. Real-time PCR’da Kullanilan Metodlar

Real-time PCR"da kullanilan metodlar spesifik ve spesifik olmayan metodlar olarak

2 ana baslik altinda incelenebilir. Spesifik metodlar her PCR 6l¢limii i¢in bir veya daha
fazla floresan probun sentez ve dizaynimi gerektirir ve FRET teknolojisinin kullanildig:
tekniklerdir. TagMan veya hidroliz prob, molekiiler beacon prob, scorpion prob ve
hibridizasyon problar spesifik metodlara 6rnek olarak gosterilebilir (Giinel ve ark. 2009).

Spesifik olmayan metotta, SYBR Green ve etidyum bromid gibi ¢ift zincirli
DNA’ya baglanarak floresan emisyonunda artisa neden olan boyalar kullanilmaktadir. En
sik kullanilan boya SYBR Green boyasidir. SYBR Green ¢ift zincirli DNA"nin minor

oluguna baglanir (Simpson ve ark. 2000; www.mhhe.com/engerll). SYBR Green serbest

formunda tespit edilemeyen miktarda diigiik floresan verir. Cift zincirli DNA’ya
baglandiginda ise yiiksek miktarda floresan emisyonu verir. Herhangi bir primer ciftiyle
caligilabilir olmas1 ve problardaki gibi sentez ve dizayna ihtiyag¢ duymamasi en onemli
avantajidir ve bu da maliyeti olduk¢a diisiirmektedir. Ancak nonspesifik PCR iiriinlerinin
amplifiye olma riski ve SYBR Green boyasinin da bunlara baglanabilmesi nedeniyle

spesifitesi diigiiktiir. Bu da en Onemli dezavantajini olusturmaktadir (Simpson ve ark.
2000).

Primer prob dizayni; iy1 diizenlenmis primerler ve problar dogru bolgelere
baglanarak amplifikasyon ya da genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis
pozitif sonuglar1 6nleyebilir. Bu nedenle primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmis
cesitli bilgisayar programlar1 kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat edilecek

baslica noktalar sunlardir.

1.Tm dereceleri, primer i¢in 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali
2.G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmal

3.Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali

4. Primerin 3" ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2"yi asmamali.

5.Maksimum amplikon biiyiikliigii 400 bp“i asmamali (ideali 50-150 bp).
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6. Problar ardisik benzer niikleotit icermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G),

7. Problardaki % 30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G"den fazla olmals,

8. Problarin 5' ucunda G olmamali (Wong ve ark. 2005).

1.2.6. Komperatif Cq (Threshold Siklus, Ct) Metodu

AACq metodu olarak da isimlendirilen bu metod da, standart egri metoduna benzer
ama konsantrasyonlarin yerine Cq degerleri kullanilir. Hedef genin Cq degeri bir referans
genin Cq degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra standart egri metodunda oldugu
gibi normalize Cq degerleri segilen bir kalibratdre oranlanir. Sonuglar kalibratoriin n kati
seklinde verilir. Asagida gosterilen hesaplamalar kullanilarak Komperatif Cq metodu,
27449 formiilii ile ifade edilir (Cawthon 2002; Zhang 2013).

AACq = ACq(hedef) - ACq(kalibrator)
ACq(hedef) = Cq(hedef) - Cq(referans)
ACq(kalibrator) = Cq(kalibrator) - Cq(referans)

Karsilagtirmali Cq metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun i¢in iki sart gereklidir. Birincisi, hedef gen
amplikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplikasyon verimliliginin yaklasik esit ve
% 100’e yakin olmasi gerekir. Ikincisi de farkli baslangic konsantrasyonlarda ACq
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karst ACq grafiginde slope

degerinin sifira yakin (< 0,1) olmasidir (Wong ve ark. 2005).
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Sekil 1.10. Kantitatif RT-PCR Amplifikasyonu (http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/gene-expression-analysis-of-arabidopsis-thaliana.html)

1.2.7. Revers Transkriptaz PCR

Calismadaki 6rneklerde MRNA diizeyleri arastirilacaksa; o zaman ters transkriptaz
PCR kullanilabilir. Once ters transkriptaz veya bir primer yardimi ile RNA’dan ¢cDNA
tiretilir. Meydana gelen RNA/cDNA heterodubleksi polimeraz zincirinin RNAaz aktivitesi
ile parcalanir. cDNA tek iplik¢ik haline doner. Baglanma sicakliginda, cDNA’daki hedef
diziye baglanan primer, Taq DNA Polimeraz i¢in hedef haline gelir ve uzamay1 baslatir.

Boylece 30 siklus sonunda milyonlarca mRNA fiiretilir (Mcpherson, 2006).

1.2.8. Gen ekspresyonu

DNA gibi uzun ve dallanmis bir makromolekiil olan RNA, niikleotidlerin 3’-5’
fosfodiester baglariyla birlesmesinden olugmustur. RNA’daki niikleotidlerin sayis1 75’ten
birkac¢ bine kadar degismektedir. RNA’nin kovalent yapisi, DNA’dan iki 6nemli farklilik
gostermektedir. Bunlar, pentoz biriminin deoksiriboz yerine riboz olmasi ve dort bazindan
birisinin timin gibi adeninle komplamenter olan urasil olmasidir
(www.mhhe.com/engerll). RNA molekiileri bazi viriislerin diginda biitiin canlilarda tek
zincir yapisinda olup DNA’larda oldugu gibi, komplamenter bazlar1 arasinda belirli bir
oran yoktur. Bununla birlikte RNA molekiilleri sa¢ tokasi benzeri doniislerle ortaya ¢ikan
cift sarmal yapili bolgeler icerir ki bu yapiy1 da bazlar arasindaki spesifik eslesme saglar

(www.mhhe.com/engerl1l).
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Hiicrelerde birbirinden farkli ii¢ ¢cesit RNA bulunmaktadir. Bunlar; messenger veya
haberci RNA (mRNA)’dir ve protein sentezinde kalip rolii oynar. Ikincisi transfer RNA
(tRNA)’dir ve mRNA kalib1 tarafindan belirlenen siraya uygun olarak peptid bagi
olusturmak iizere amino asitleri aktiflesmis halde ribozomlara tasimakla gorevlidir. 20
amino asidin her birisi i¢in en az bir tane tRNA vardir. Ortalama 75 baz igerdiklerinden
RNA’lar i¢inde en kiigiik olanlardir. Ugiinciisii ribozomal RNA (rRNA)’dir. Ribozomlar,
RNA ve proteinlerden ibaret olup, protein sentezinin gerceklestigi  yerlerdir

(www.mhhe.com/engerl1l).

Gen ekspresyonu, DNA’nin mRNA’ya c¢evrilmesi ve 6zel mRNA’larin kalip olarak
kullanmas: ile 6zel proteinlerin sentezlenmesi siireglerini igerir (Uzun ve Gokge 2005).
Okaryotlarda, gen transkripsiyonu, ¢oklu diizenleyici bdlgeleri olan ve ayni anda coklu
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina olanak veren hizlandirict DNA dizileriyle
diizenlenir. DNA’ya bagl olan proteinler birbirleriyle protein-protein etkilesimi yaparak
gene has transkripsiyonu diizenleyen kompleksleri olustururlar. Bu sekilde DNA
bolgelerinin ve ¢ok sayida faktoriin icinde oldugu gruplasmis spesifik bilesimler, hangi
genin hangi hiicre tipinde eksprese olacagini belirler. Bu gene has transkripsiyon
kompleksleri, bir genin belirli kosullarda aktif veya baskilanmis olmasi gerektigine karar

verir (Uzun ve Gokge 2005).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerec

Calisma Veteriner Fakiiltesi Kliniklerine as1 amaciyla getirilen ve 6zel kopek
ciftliklerinde bakilan parazit muayeneleri yapilmis klinik olarak saglikli, farkli irklarda
grup 1 (2,5-18aylik) 23 adet ve grup 2 (3-6 yas) aras1 15 adet olmak iizere 38 kopek
kullanilarak yapildi. Calismaya baslamadan 6nce Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik kurulundan 23/07/2013 tarih ve 2013/054 sayili etik kurul karar1 ile

onay alinmistir.

Kan ornekleri ¢alismaya dahil edilen kopeklerin 6n bacaklarinda bulunan Vena
Cephalica Antebrachii’den EDTA’ll tiiplere alindi. Analizler Adnan Menderes
Universitesi  Veteriner ~Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dali laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim dali laboratuvarlarinda bulunan PCR kabini, Mikrodalga firm (Altes),
Elektroforez tanklar1 (Biorad) ve gii¢ kaynag: (Biorad), Lightcycler Nano Real Time PCR
(Roche) cihazi, analitik terazi (Denver Instrument), distile su cihazi (Niive),
spektrofotometre (Thermo scientific multiscan go microdrop), etiiv (Memmert), pH metre
(Hanna Instrument), sogutmali santrifiij (Niive), mini santrifiij (VWR mini star silverline),
manyetik karistirict (Velp Scientifica), su banyosu (Niive), -80°C derin dondurucu
(Nuaire),4’C buzdolabi (Indesit), goriintiileme sistemi (UVP EC3 Imaging System Chemi

HR 410), otomatik pipetler ve ¢esitli cam malzemeler kullanildi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak; Glasiyel asetik asit (Merck,
K41429056), agaroz (Sigma, A5093), tris base (Sigma, T1503), etilendiamintetraasetik asit
(EDTA, Merck, K43782018), fosfat tamponu (Invitrogen, 003002), etanol absolute
(Sigma, 32221), hiicre lizis tamponu ( Red Blood Cell Lysis buffer, Roche, Version8,
11814389 001), RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Version 12,

11828 665001), cDNA sentez Kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche,
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Version 8, 05091284 001), PCR Kkiti (Fast Start Essential DNA Green Master kit, Roche,
version 2, 06402712 001), DNA Ladder 100bp (Invitrogen, 15628-019), 6x Loading Dye
solution (Intron Biotechnology, 21161), SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, S33102),
RNase-ZAP (Ambion, AM9782) kullanildi.

2.1.3. Primerler

Gen materyali olarak RNA, primer olarak ise dogTERT geni ve dog gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (dogGAPDH) spesifik primerler kullanildi. internet ortamindaki gen
bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kopeklere ait dogTERT geni ve dogGAPDH
genine ait sirasiyla AF38351 ve NL 006609 kod numarali mRNA verileri 1s18inda baz
dizilimleri degerlendirmeye alindi ve olusturulan primerlerin ilgili bolgeye spesifiklikleri
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak kontrol edildi.

Cizelge 2.1. Primer dizilimi tablo

dogTert-Reverse Primer 5" CTCCCATGATGTAGTCCATATTCACA

dogTert-Forward Primer: 3’'AGAGCATAGGAATCAGACAACTCTTC

dogGAPDH-Reverse Primer: 5'-TCCACAACATACTCAGCACCAGC 3’

dogGAPDH-Forward Primer: 5 -AGTCAAGGCTGAGAACGGGAAAYZ
2.2. Yontem

2.2.1. Total Kan RNA izolasyonu

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 6zelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’de Slgiilen absorbsiyon degerleri oldukca
saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng/uL veya pg/mL diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilir. RNA’nin  konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan
spektrofotometrik yontemler DNA’nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek

zincirli RNA’nin miktarinin belirlenmesinde kullanilan formil farklidir.

El“otal RNA (ng/ul)=260 nm’deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktorii }

RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40 pg/mL’ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Yukardaki formiilde 40 sayisida buradan gelmektedir. Bununla beraber 260
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ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi
hakkinda bilgi vermektedir. Proteinler bilindigi gibi 280 nm’de absorbsiyon o&zelligi
gosterirler. Bu nedenle 280 nm’de Olgiilen bir degerdeki artis A260/A280 oraninda
diismeye neden olur. Izole edilen total RNA &rneklerinin safligindan bahsetmek igin bu

oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir. Olgiimlerde kesinlikle UV gegirgen kiivet kullanilmalidir.

Bu amagla iiretilmis olan UV gegirgen 96’11k plak kullanilarak 5 pl total RNA 95 pl
eliisyon tamponu kullanilarak 20 kat seyreltildi. UV microdrop spektrofotometrede 260 ve
280 nm dalga boylarinda absorbanslar élgiildii. Orneklerin RNA konsantrasyonu yukarda
bahsedilen formiile gore hesaplandi. Ayrica A260/A280 oraninin 1,8-2,00 olup olmadigt
kontrol edildi.

EDTA’ll tiiplere alinan kan ornekleri Red Blood Cell Lysis Buffer kullanilarak
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra, tam kan RNA izolasyon ticari kiti (High Pure
RNA Isolation Kit) kullanilarak RNA izolasyonlar1 yapildi ve elde edilen RNA’lar
-80°C’de saklanda.

Total RNA izolasyonu PCR igin 6zel yapilmis kabinde yapildi. izolasyon islemine
baslamadan once pudrasiz eldiven giyildi. Tek kullanimlik filtreli RNAse free pipet uglari
kullanildi. Deneye baslamadan once RNA’y1 kesen enzimleri inhibe etmek icin RNA
1zolasyon asamasinda kullanilacak ependorf tlipler otoklavlandi yada ticari olarak satilan

DNase/RNase free olan tiipler kullanildi.
Analiz prosediirii:

Ependorf tiiplere 500 pl kan 6rneklerinden ve 1ml Red Blood Cell Lysis Buffer
eklendi ve iyice pipetaj yapildi. 10 dakika karistirldi (vorteks yapilmamali), siipernatant
kismi atildi. Ayni islemler bir set daha gerceklestirildi. Pellete 200 ul PBS eklenerek,
pelletin tamponda ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 400 pl Lysis-Binding Buffer eklendi ve
15 saniye vorteks yapild1 ve ornekler filtreli tliplere aktarilarak 9230 rpm’de 15s santrifiij
edildi. Daha sonra 90 ul DNase inkiibasyon buffer + 10 ul DNase karisimi eklendikten
sonra 15dk. inkiibe edildi. Uzerine 500 ul 1. yikama soliisyonu eklendi ve 9230 rpm’de 15s
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tiipteki siv1 atildi ve filtreye 500 pl 2. yikama soliisyonu
eklenerek 9230 rpm’de 15s santrifiijlendi. Tiipteki siviyr attik ve filtreli tiipiin {izerine

tekrar 200 pl 2. yikama soliisyonu eklendi ve 11770 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Filtreler
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temiz ependorf tiiplere alindi ve 50 pl eliisyon buffer eklenerek 9230 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Eliisyon buffer da ¢oziinmiis RNA 6rnekleri -80°C’de saklandi.

2.2.2. ¢DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genler etkilerini mRNA {iretimi ile ortaya ¢ikarirlar. RNAz enzimlerinin aktivitesi
ile normal kosullarda ¢ok ¢abuk pargalandiklarindan, mRNA’lar ile laboratuvar sartlarinda
calisilmasi oldukga giictiir. Bu nedenle, mRNA 6rnekleri mRNA’nin DNA karsilig1 olan
cDNA’ya cevrilirler ve bu halde kullanilir. Elde edilen RNA’lar1 kullanarak cDNA sentez
kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche) prosediiriine uygun olarak
Light Cycler Nano Real Time PCR cihazinda cDNA’lar elde edildi.

Analiz prosediirii:

9,4 ul RNA ve 2 pl random hekzamer 65 °C’de 10 dakika qRT-PCR cihazinda
inkiibe edildi. Reaksiyon tamponu (8mM) 4 ul, Protector RNase Inhibitor (20U) 0,5 pul,
dNTP (ImM) 2 ul, DTT (5mM) 1 pl, Revers Transkriptaz enzim (10U) 1.1 pl kullanilarak
bir karisim hazirlandi. 10 dakika RT’de inkube edildi. Daha sonra gRT-PCR; 60 dakika 55
°C’de,5 dakika 85 °C olacak sekilde programlandi. Elde edilen cDNA’lar 4°C’de saklandi.

2.2.3. Real Time PCR ile Telomeraz mRNA Ekspresyonunun Kantitatif
Olarak Belirlenmesi

H,O, PCR Primer (10x), master mix (2x), cDNA karisimi (Cizelge 2.2) hazirlandi.
PCR iiriinleri cizelge 2.3.teki prosediire uygun olarak qRT-PCR kullanilarak elde edildi.
DogTERT geninin ekspresyon analizinde kantifikasyon yapabilmek icin referans gen

olarak dogGAPDH geni se¢ildi.

Cizelge 2.2.PCR karisimi ( Fast Start Essential DNA Green Master)

Konsantrasyon Hacim
H,0 - 3ul
Pcr Primer (10x) 10x 2 ul
Master Mix (2x) 2X 10 pl
cDNA - 5ul
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Cizelge 2.3 Real Time PCR dongii kosullart

Hold

95 4 600
95 5 20
60 4 20
72 4 10
65 4 60
95 0,1 1

2.2.4. PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii

PCR iiriiniiniin kontroliinde % 2’lik agaroz jeli hazirlandi. Bu amagla 1,5 g agaroz
ve 75 ml 1x Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu mikrodalga firinda kaynatildiktan
sonra biraz sogutuldu ve goriintiileme amagli olarak 1 pl SYBR safe DNA gel stain (10
mg/ml) eklendi. Daha sonra elektroforez kiiveti igerisine dokiildii. Agaroz donduktan
sonra tarak cikarilarak Ornekler kuyucuklara eklendi. DNA isaretleyiciden 5 pL ilk
kuyucuga yiiklendi. Her bir 6rnege ait PCR {irlinline 5 pl yiikleme boya soliisyonu eklendi
ve PCR iirilinleri her bir kuyucuga 20’ser ul olacak sekilde yiiklendi. 100V°da ~90 dakika

yiriitiildii. UV goriintiileme sistemi kullanarak jel elektroforez goriintiilendi.
10x TAE (tris-asetat-EDTA) Tampon Hazirlamsi:
24,2 g Tris base A

5,7 ml asetik asit 1 litre saf suda ¢Oziiliir.

1,85 g EDTA
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarin AACq Degerleri

Calismaya dahil edilen kopeklerin yas, cinsiyet, irk, Cq ve AACq degerleri tablo

3.1.de gosterildi.

ekspresyonunda 1-2 kat arasinda degisen kat artis1 oldugu belirlendi.

Gruplarin AACq sonuglar1 kendi iglerinde degerlendirildiginde dogTERT mRNA

1 | 1yas Disi Golden Retriever 39,46 1,22812E-06
2 | 1,5yas | Disi Golden Retriever 34,19 5,75821E-05
3 |8ay Erkek Belgika Malinois 34,56 4,33661E-05
4 | 8ay Erkek Belgika Malinois 41,10 3,89317E-07
5 |9ay Disi Alman Coban Kopegi 34,65 4,1784E-05

6 |85ay |Erkek Labrador Retriever(Cikolata) | 35,56 1,22039E-05
7 |9ay Erkek Akbas 33,27 5,00787E-05
8 |8ay Disi Belgika Malinois 34,76 6,97868E-05
9 [85ay | Disi Golden Retriever 33,83 5,0073E-05

10 | 10ay | Disi Alman Coban K&pegi 34,74 2,60923E-05
11 | 95ay | Erkek Labrador Retriever(Siyah) 35,56 4,35073E-05
12 | 8,5ay | Disi Labrador Retriever(Cikolata) | 30,59 0,000724865
13 | 4,5ay | Disi Akbas Coban Kopegi 34,64 3,31645E-05
14 | 55ay | Disi Amerikan Mastif 31,96 0,000278507
15 | 5,5ay | Erkek Amerikan Mastif 33,15 0,000100536
16 | 5,5ay | Erkek Amerikan Mastif 33,21 5,69478E-05
17 | 5,5ay | Disi Amerikan Mastif 30,65 0,000354974
18 | 4 ay Erkek Cocker Spaniel 31,08 0,000478233
19 | 25ay | Erkek Kangal 30,46 0,00031771

20 | 3ay Disi Kangal 30,97 0,000402144
21 | 4ay Disi Kangal 32,23 0,000229376
22 | 3ay Disi Terrier 32,87 0,000146177
23 | 3,5ay | Erkek Beagle 31,02 0,000502009
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24 | 6 yas Erkek Alman Coban Kopegi 35,37 1,09803E-05
25 | 4 yas Disi Alman Coban Kopegi 35,44 2,712415E-05
26 | 4 yas Disi Alman Coban Kopegi 34,57 5,46675E-05
27 | 4 yas Erkek Golden Retriever 32,72 1,19E-04

28 | 5 yas Disi Alman Coban Kopegi 33,54 6,66168E-05
29 | 4 yas Erkek Labrador Retriever(Cikolata) | 33,61 1,04E-04

30 | 5 yas Erkek Labrador Retriever (Cikolata) | 32,56 8,72909E-05
31 | 5 yas Disi Alman Coban Kopegi 33,52 8,9616E-05
32 | S5yas | Disi Beagle 32,61 7,59639E-05
33 | 3 yas Disi Golden Retriever 33,26 7,4624E-05
34 | 4 yas Erkek Golden Retriever 33,44 0,000242454
35 | 4 yas Disi Alman Coban Kopegi 34,54 4,11143E-05
36 | 4 yas Disi Golden Retriever 32,71 0,000119558
37 | 4 yas Disi Golden Retriever 33,56 0,00012207
38 | 3 yas Erkek Doberman 33,59 0,000171441

Tablo 3.1. TERT ekspresyon miktarlar1. 1-23 aras1 2,5-18 ay (grup 1), 24-38 arasi

3-6 yas (grup 2) kopeklerin degerleri.

Calismada grup 1°deki bazi kopeklerin dogTERT mRNA ekspresyon degerleri

sekil 3.1.de, grup 2’deki bazi kopeklerin dogTERT mRNA ekspresyon degerleri 3.2.de ve

sekil 3.3.te ¢aligmaya dahil ettigimiz tiim kopeklerin mRNA ekspresyon degerleri grafiksel

olarak gosterildi.
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Sekil 3.2. 3-6 yas aras1 (grup 2) kopeklerin gRT-PCR’den alinan ekspresyon degerlerinin
grafigi
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Sekil 3.3. Grup 1 ve 2’deki kdpeklerin AACq degerleri.

3.2. Telomeraz Reverse Transkriptaz (dogTERT) Geninin mRNA Ekspresyonu

Calismada dogTERT geninin mRNA ekspresyonunun kantifikasyonu Light Cycler
Real Time cihaziyla yapildi.

Referans gen olan dogGAPDH’e gore dogTERT geninin ekspresyonu Cq degerleri

Ancd degeri hesaplandi. Elde edilen sonuglar gruplar arasinda

kullanilarak
degerlendirildiginde ortalamalarini birbirlerine oranlayarak ekspresyon sayilarindaki fark
kat artig olarak hesaplandi ve bu hesabin sonunda grup 2’deki kopeklerin TERT mRNA
ekspresyonlarinin, grup 1°deki kdpeklerdekine gore ~2 kat fazla eksprese oldugu goriildi

(Sekil 3.4.)

39



H Seri...

0,00018 ~
0,00016 -
0,00014 A
0,00012 A
0,0001 -
0,00008 -
0,00006 -
0,00004 -
0,00002 -

0 . .
grup 1 grup 2

AACq

Sekil 3.4. Grup 1 ve 2’deki kopeklere ait TERT ekspresyon diizeylerinin grafiksel

karsilastirilmast

Grup 1’deki baz1 kdpeklerin dogTERT mRNA ekspresyonlarinin es zamanli grafigi
sekil 3.5.te, grup 2’deki baz1 kopeklerin dogTERT mRNA ekspresyonlarinin es zamanl
grafigi sekil 3.6.te ve ¢alismaya dahil edilen grup 1 ve grup 2’deki kopeklerin bazilarinin
dogTERT mRNA ekspresyonlarinin es zamanli grafigi sekil 3.7.da gosterildi.

40



Intensity (RFU)

T T 1
30 35 40 45

Sekil 3.5. Grup 1’deki kopeklere ait dogTERT ve dogGAPDH’in gRT-PCR’de elde

edilen amplifikasyonun es zamanl ekspresyon goriintiisii
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Sekil 3.6. Grup 2’deki kopeklere ait dogTERT ve dogGAPDH’in gRT-PCR’de elde

edilen amplifikasyonun es zamanli ekspresyon goriintiisii
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Sekil 3.7. Grup 1 ve 2°deki kopeklere ait dogTERT ve dogGAPDH’in qRT-PCR’de

elde edilen amplifikasyonun es zamanli ekspresyon goriintiisii

3.3. Melting Point (Tm) Analizi

Melting point analizi ile eksprese edilen orneklerin safliklari, girisim yapan
maddelerin olup olmadigi, farkli 6rneklerde ayni gen bdlgesinin analiz edilip edilmedigi,
primer dimeri olusturup olusturmadigi saptanmaktadir. Sekil 3.8.de goriildiigi gibi piklerin
ayn1 yerde {list iiste ¢ikmalari 6rneklerde herhangi bir girisim, primer dimeri olmadigim
gostermektedir. Sadece bazi piklerin daha kiiclik olmasi o 6rnekte dogTERT mRNA

ekspresyonunun digerlerine gére daha az oldugunu goéstermektedir.

Ayni durum referans gen olarak kullanilan dogGAPDH i¢in de gegerlidir. Yine
sekil 3.9.da goriildiigii gibi referans gende herhangi bir girisim, primer dimeri s6z konusu

degildir.
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Sekil 3.8. Grup 1 ve 2’deki kopeklere ait TERT mRNA ekspresyonunun melting point
(Tm) grafikleri

dFidT

T T
65 75

T T T
80 a0 a5
Temperature (°C}

Sekil 3.9. Grup 1 ve 2’deki kopeklere ait GAPDH mRNA ekspresyonunun melting point
(Tm) grafikleri
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3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelinde Kontrolii

PCR Uriiniiniin %2’lik agaroz jel elektroforezdeki goriintiileri sekil 3.10. ve sekil
3.11.de verildi.

Ladder T1 T2 T3 G1 G2 G3 G4

Sekil 3.10. Grup 1’den rastgele se¢ilmis PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri. G:
dogGAPDH, T: dogTERT genlerini ifade etmektedir.
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ladder G1 G2 G3 T3 T4

200bp

100bp

Sekil 3.11. Grup 2’den rastgele secilmis PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri.G:
dogGAPDH, T: dogTERT genlerini ifade etmektedir.

3.5. RNA’min Kantitatif Tayini

Izole edilen RNA’larin yogunluklari spektrofotometre (Thermo microdrop) ile 3
kez tekrar edilerek 6l¢iilmiistiir. Bu ii¢ tekrardan elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak
seyrelmefaktorii ile carpildi ve her grup icin tek tek RNA yogunlugu hesaplandi (Tablo
3.5.1).

Absorbans/yas

Grup 1 Grup 2
260 0,165 0,1023
280 0,1432 0,0887
260/280 1,152235 1,153326

Tablo 3.5.1. RNA’nin kantitatif tayini
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0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -

0,08 -

absorbans

0,06 -
0,04 -

0,02 -

Absorbans/yas

Grup 1

Grup 2

H260
14280

Sekil 3.12. Grup 1 ve 2°deki kdpeklerde RNAnin kantitatif 6l¢limiiniin grafiksel gosterimi

RNA Kalitesi (ng/ml)

Grup 1

Grup 2

Ort.

132,01

81,83

Tablo 3.5.2. Grup 1 ve 2’deki kdpeklerin RNA yogunluklarinin ortalamalar:
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4. TARTISMA

Lineer kromozomlarin sonunda biiyiikk 0l¢lide korunmus niikleoprotein
kompleksleri olan telomerler yaslanma ve kanserde 6nemli role sahiptir (Shay ve ark.
2011). Telomer uzunlugu 5 ile 60 kbp aralifinda degismektedir, sekansi ve uzunlugu
tirlere ozgldir. Kopek telomerleri 10-23 kbp araligindadir (McKevitt ve ark. 2002).
Glinimiize kadar tizerinde ¢alisilan tiim omurgali telomerleri (TTAGGG), niikleotid tekrar

dizilerine sahiptir (Shay ve ark. 2011).

Telomeraz, kromozomlarin 3’ wuclarmma telomerik sekanslarin eklenmesini
katalizleyen son derece 6zel bir riboniikleoprotein kompleksidir (Kow ve ark. 2008).
Telomerazin iki 6nemli bileseni; katalitik ters transkriptaz alt birimi olan TERT ve
telomerik sekanslarin eklenmesi i¢in sablon olarak gorev alan RNA bileseni olan TR’dir.
Koépek TERT (dogTERT) yakin zamanda klonlanmistir ve insan TERT (hTERT) ile
olduk¢a benzer oldugu bulunmustur (Nasir 2008). Ayrica kanserli kopek ve insan
dokularindaki telomerler de incelendiginde, histopatolojik, biyolojik yapilarinin ve terapiye

cevaplarinin yakin oldugu goriilmiistiir (Kow ve ark. 2008; Zavlaris ve ark. 2009).

Insanlarda telomeraz biyolojisi iizerine yapilan ¢alismalar tiirler arasinda telomeraz
ekspresyonunda farkliliklar oldugunu gostermektedir. Transgenik kemirgen modeller
kanser biyolojisi ¢aligmalarinda ve tedavisinde genis ¢apta kullanilmasina ragmen telomer
biyolojisi ile ilgili fare ve insanlar arasinda ciddi o6l¢iide farklar mevcuttur. Insan
telomerleri (5-15 kbp) kemirgen telomerlerinden (40-60 kbp) ¢ok daha kisadir (Nasir ve
ark. 2001). Telomer kisalmasi ve telomeraz aktivitesi insanlarda tiimor biiyiimesi ve
yasayabilirliginde rol oynayabilir iken kemirgenlerde az da olsa etkiye sahiptir. Insan
somatik dokularinda telomeraz aktivitesi yok iken yetigskin kemirgen somatik hiicrelerinde
eksprese oldugu saptanmistir. Fare hiicreleri kendiliginden Oliimsiizlesirken, insan
hiicrelerinde bu gergeklesmez. Bu farkliliklar kemirgen modellerin kanser aragtirmalarinda

kullanimini olumsuz etkilemektedir (Nasir ve ark. 2001).

Tavuk telomerleri tizerine yapilan galismalarda da tiirlii varyasyonlara rastlanmistir.
Venkatesan ve price (1998) tavuk telomerlerinin insan telomerlerine benzemesine ragmen
tavuklarda telomeraz aktivitesinin dagiliminin farelere benzer oldugunu gostermislerdir.

Buna benzer bir sekilde yetiskin hamster ve domuzun ayrica diger potansiyel hayvan
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modellerinin telomeraz aktivitesinin insan somatik dokularindakinden farkli oldugu

bildirilmistir (Long ve ark. 2005).

Ozel bir revers transkriptaz enzimi olan dogTERT mRNA diizeylerine bakmayi
segmemizin nedeni, telomeraz ile ilgili diger bilesenlerin telomeraz aktivitesinin
etkinligine bakmazsizin devamli eksprese edilmesine karsilik dogTERT mRNA’sinin
telomeraz aktivitesiyle ilgili olarak artmasidir ki bu dogTERT’in telomeraz denetleyen
faktor oldugunu gostermektedir (Nasir ve ark. 2001).

TERT’in ekspresyonu telomeraz aktivitesinde hiz sinirlayicidir ¢iinkii TERT’in

ekspresyonu telomeraz aktivitesi ile hiicreyi biiyiik 6lgiide siirlandirir (Metzger ve ark.

2009).

Telomeraz aktivitesi ile dogTERT’in ekspresyonunun iligkili olup olmadigini
belirlemek igin yapilan bir c¢alismada dogTERT ekspresyonu telomeraz aktivitesi
bakimindan durumu bilinen kdpek hiicre kiiltiirlerinin panelinde degerlendirilmis ve
dogTERT mRNA ekspresyonunun biitiin tiimorlii hiicre hatlarinda (A72, CML10, CMT3,
CMT7, CMTS8 ve MDCK) gerceklestigi saptanmistir (Nasir ve ark. 2004). Bdoylece
telomeraz aktivitesinin varligi ile dogTERT ekspresyonunun baglantili ve bu nedenle
TERT ekspresyonunun kopek hiicresi i¢inde telomeraz aktivitesini diizenleyen birincil
belirleyicisi ve insan hiicresiyle uyumlu oldugu sonucuna varmiglardir (Nasir ve ark. 2004;

Peruzzi ve ark. 2010).

Telomeraz aktivitesi fetal ve ergin testislerde, fetal ovaryumlarda, tamir goren
dokularin ¢ogalan hiicrelerinde, hematopoetik kok hiicrelerde, lenfositlerde, sag
folikiillerinde, barsak kripta hiicrelerinde ve birgok kanser hiicresi ¢esidinde gosterilmistir
(Hiyama and Hiyama 2003, Ferreira ve ark. 2004). Telomeraz aktivitesine sahip bu tip
hiicrelerde hiicre boliinmesinde meydana gelen telomer kaybi telafi edilerek hiicrenin
boliinmeye devam etmesi saglanir (Testorelli 2003, Incles ve ark 2003). Bu sekilde
korunan sabit telomer uzunlugunun hiicresel yaslanmayr Onledigi ve kromozom

dayanikliligini sagladigi kabul edilmektedir (Heist ve ark 2003).

Yapilan bazi ¢aligmalarda yetigkin saglikl kisilerden alinan periferik kan ve kemik
iligi mononiiklear hiicrelerinde telomeraz aktivitesi belirlenmistir (Trentin ve ark 1999,

Engelhardt ve ark 2000, Koutroumba ve ark 2003). Ayrica normal insan T ve B
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lenfositlerinde ¢ok diisiik seviyelerde telomeraz aktivitesinin bulundugu ancak bu hiicreler
invitro olarak mutajenler ile uyarildiklarinda telomeraz aktivitesinin arttig1 belirtilmektedir

(Qi ve ark. 2013).

Hematopoetik kok hiicrelerinin ve antijenik bir uyar ile ¢ogalan lenfositlerin her
hiicre boliinmesinde meydana gelen telomer kisaltmasim1 azaltmak i¢in telomeraz
aktivitesine sahip olduklar1 diisiiniilmektedir (Koutroumba ve ark 2003, Peruzzi ve ark.
2010). Calismamizda kopeklerden almman periferik kan I6kositlerinde telomer
ekspresyonunu belirledik. Bu durumun nonspesifik mitojenlere yada antijenlere maruz
kalinca lenfoblastlara doniisen dinlenme halindeki lenfositlerin ¢ogalabilmesinden

kaynaklanabildigi kanisindayiz.

Hematopoetik kok hiicreleri ve lenfositlerde telomeraz aktivitesine ragmen bu
hiicrelerde yaslanma ile beraber telomerlerin kisaldigi bildirilmektedir. Telomeraz
aktivitesi bu normal hiicrelerde muhtemelen bu dokunun rejeneratif potansiyelini saglamak
icin korunmaktadir. Bununla beraber organizma bir antikanser mekanizmasi olarak bu
hiicrelerin ¢cogalma kapasitelerini sinirlamaya ihtiyag duymaktadir. Cilinkii bu hiicrelerde
telomeraz aktivitesi telomer kisaltmasini yavaslatabilmekte fakat oOnleyememektedir
(Koutroumba ve ark. 2003). Literatiirler ile uyumlu olarak calismamizin sonuglari
degerlendirildiginde yas arttikca dogTERT mRNA ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir
(Sekil 3.4.).

Normal tonsiller igerisindeki lenfositlerin periferal kandakine gdre ¢cok daha fazla
telomeraz aktivitesi tagidig1 ve aktive lenfositlerde hem in vivo hem de in vitro kosullarda
telomeraz aktivitesi gosterilmistir (lwama 1998). Geng¢ kopeklerde periferal kan
hiicrelerinin aktive lenfosit fraksiyonunda bir artis olabilir ve yine tonsiller ve lenf
nodiillerini igeren lenfatik dokulardaki aktive lenfositler periferal kan igine gb¢ etmis
olabilirler. Bundan dolay1 dinlenme halindeki lenfositler ile karsilastirildiginda
mitojenlerle karsilasan aktive lenfositler ile immatiir proliferatif hiicreler yiiksek telomer
aktivitesi gosterebilirler. Biitiin bunlar gen¢ kopeklerdeki telomeraz mRNA ekspresyonunu

aciklamada yardime1 olabilir.
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Yapilan caligmalar kanser tanisi igin tiimor hiicrelerinden koken alan mutant
DNA’nin feges, idrar, balgam, pankreatik sivi, safra, serebrospinal sivi, plazma ve serumda
tespit edilebildigini gostermistir. Bunlardan bazilarimin gilinlimiizde kanserin erken
tanisinda, prognozunda, malign progresyonun gidisatin1 takip etme asamalarinda faydali
olabilecegini gosteren caligmalar vardir. Timorlerin tiimiinde DNA hasarlari, k-ras
mutasyonlart gibi kolayca belirlenememektedir. Aksine bu tiir timorlerde gen {izerinde
dagilmis mutasyonlar, mikrosatellit instabilite ve heterozigozite olabilmektedir. Bu tiir
degisikliklerin belirlenmesinin daha zor oldugu ortadadir. Bunlardan dolayr DNA
hatalarinin belirlenmesi i¢in alternatif bir metod olarak doku numunelerinden dokiilen
hiicrelerde gen ekspresyonunun kantifikasyonunun bir timor belirteci  olarak

kullanilabilecegi diistiniilmiis ve yapilan ¢alismalar bunu dogrulamigtir (Oeseburg ve ark.
2010).

Telomeraz mRNA ekspresyonu ya minimal invaziv ya da tamamen invaziv
olmayan tekniklerle elde edilen numunelerde calisabilmektedir. Ozellikle viicut sivilari,
diskilar, gastrik vekolonik yikamalar, bronkoalveolar fircalama numuneleri, idrar, plazma,
serum ve tam kan gibi biyolojik érnekler bu amagla kullanilabilmektedir. Ornegin, Ito ve
ark. (1998) mesane kanserinde idrar orneklerinde hTERT ekspresyonunun kantitatif

Olctimiinti yapmislardir.

Tiimorlii insan dokularinda telomeraz aktivitesinin (TA) oldukg¢a yiiksek
seviyelerde oldugu insanlardaki kati tiimorlerin %85’inde telomerazin eksprese edildigi ve
kopek tiimorlerinin %92-95’inde telomeraz aktivitesinin pozitif oldugu gosterilmistir.
Tiumorli dokulara spesifikligi, telomerazi, terapotik miidahalelerde ¢ekici bir hedef haline
getirmekte ve insan onkolojisinde birgok antitelomeraz klinik c¢aligmalart devam

etmektedir (Kow ve ark. 2008).

Yapilan son ¢alismalarda kdpek genom dizileri, kopeklerin insan kanserleri igin
karsilastirmali bir model olmasina ve gelisimine katki saglayacagini diisiindiirmektedir.
Ayrica, kanser, yilda 100,000 kopek basina 1437 tahmini yillik vaka adedi ile kopeklerde
onde gelen Olim nedenlerinden biridir ve bu yilizden kopek kanserlerinin temel
biyolojisinin agiklanmasinda ve tedavinin hedeflerini belirlemek ic¢in karsilagtirmali
biyolojik yaklasimlarin uygulanmasi kanserli kopek hastalarinin yararina olacaktir (Long

ve ark. 2005; Shay 2011).
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Birgok kopek kanser hiicre hatlarinda ornegin osteosarkom hiicre hatlarinda
(CMT3, CMT7 ve CMTS) oldukga yiiksek seviyelerde telomeraz aktivitesi belirlenmistir.
Telomeraz aktivitesi tiniteleri ayrica melanom (CLM10) ve kdpek bobrek hiicre hatlarinda
(GHK) vyiiksekken CMT3-8 hatlarinda daha diisiik bulunmustur. Telomeraz aktivite
seviyesi MDCK hiicrelerinde 0.2U’den diisiliktiir ve bu hiicre hatt1 telomeraz aktivitesi

acisindan negatif olarak kabul edilmektedir (Nasir ve ark. 2001).

Kanser hiicrelerinin biiytlik bir kisminin yagliliga bagl telomeri devre dis1 birakmak
icin telomeraz enzimi treterek kullandigi ve antikanser ilaglarmin gelistirilmesinde
telomerin anahtar rolii oldugu bulunmustur (Jesus ve ark. 2013). Telomeraz aktivitesinin
artisinin regililasyonu anlasildiginda kanser tedavisi i¢in yeni bir hedef tanimlanmis olacak
ve klinik degerlendirmelerde yeni tedavi stratejileri ortaya ¢ikacaktir. Ancak bu amagla
kullanilacak olan telomeraz inhibitorleri ile ilgili daha ayrintili ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
Bu nedenle hassas tiimorlerin hedeflenmesi modeller kullanilarak denemelere devam
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla kopekler ayrica kanser tedavisinde telomeraz igin
hayvan modeli olarak kullanilabilir. Kopekler telomerazin hedeflendigi yeni tedavi
stratejileri caligmalarinda ya da inhibisyon ve telomeraz esasli gen terapi protokollerinde

yarar saglayabilir (Peruzzi ve ark. 2010).

Giliniimlizde kanser hastalarinda dolasan tiimor hiicrelerini belirlemek i¢in Real-
Time PCR kullanilarak tiimérle iligkili proteinleri sifreleyen mRNA’larin belirlenmesinin
oldukga sensitif bir ara¢ olduguna inanilmaktadir. Konvansiyonel PCR end-point dl¢iim
yaparken, real time PCR “ekponansiyel biiylime fazinda” o&lglim yapmaktadir. Aym
zamanda floresan sinyalin giicii dogrudan cogaltilan iiriin miktar1 ile orantilidir ve
konvansiyonel 6l¢iimlerden daha az niikleik asit ile ¢alisilabilmektedir. Daha hizhidir (< 1
saat) ve PCR sonrasi elektroforez gerektirmez. Giinliikk numune calisma sayist yiiksektir
(~200 numune/giin) ve kontaminasyon riski diigiiktiir. Sensitivitesi (< 5 kopya) ve
tekrarlanabilirligi (CV < % 2.0) yiiksektir. Genis dinamik aralifa sahiptir (10 - 1010
kopya).Sonuglar kantite edilebilir. Floresan veren proplar kullanilarak hedef niikleik
asitteki mutasyonlar saptanabilir (Zhang 2013).
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Telomeraz aktivitesi ile TERT ekspresyonu arasindaki korelasyondan
faydalanilarak TERT in ifade edilme diizeyinin saptanmasinda kullanilan yontemlerden bir
tanesi de Real Time PCR’dir. Calismamiz dogTERT’in periferik kandan izolasyonu ile
kantitatif miktar tayininin Light Cycler Real Time PCR Sybr Green yontemi kullanilarak

yapilmasi agisindan bir ilk niteligindedir.
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5. SONUC

Son yillarda yaslanma ile telomer kaybi, farkli dokularda telomeraz regiilasyonu ve
kopek telomeraz gen sekansinin tanimlanmasi dahil olmak {izere bir¢ok 6nemli parametre
lizerine ¢alismalar devam etmektedir. Ozellikle kdpeklerin in vivo telomeraz calismalar

icin ideal bir model organizma olabilecegi ongoriilmektedir.

Bu c¢alismada klinik olarak saglikli farkli irklarda 2,5-18 aylik 23 adet, 3-6 yas
aras1 15 adet olmak tlizere 38 kopekten kan Ornekleri alinarak kantitatif olarak telomer
mRNA (dogTERT) gen ifade diizeyleri qRT-PCR SYBR Green metodu kullanilarak
bakildi. iki grup arasindaki mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda nispeten daha
yaslt olan grupta daha geng olan gruba gore yaklasik iki kat diizeyinde bir azalis saptandi.
Kopeklerde tam kan kullanilarak dogTERT ekspresyonunun gosterilebilecegi ve bu
sonucun bundan sonra ayni irk kopekler kullanilarak ve kopek yasi arttirilarak yapilacak

yeni ¢aligsmalar i¢in referans olabilecegi sonucuna varildi.

Biyolojik yaslanmanin etiyolojisinde telomer uzunlugunun marker olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu konulardaki c¢alismalar ¢ok yenidir.
Kopeklerde telomeraz mRNA ekspresyonundaki bu azalmanin bir risk faktorii mii yoksa
bir sonu¢ mu olduguna dair ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. DogTERT ’in kandan kantitatif
tayini telomeraz-hastalik iliskisi yada tedavi yaklasimlari agisindan yeni ¢aligmalara 1s1k

tutacaktir.
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OZET

Telomer; kromozom uglarinda bulunan 6zellesmis DNA ve protein kompleksinden
olusmaktadir. Omurgalilarda telomerik DNA, TTAGGG gibi, guaninden zengin dizelerden
olusur.

Telomerler kromozomlarin uclarinda bulunan tekrarlayict DNA  dizileri
olupkromozomlar1 replikasyon sonu problemine ve niikleaz parcalanmasina Kkarsi
korurlar.Telomeraz riboniikleoprotein yapisinda bir enzim kompleksidir. Polimerizasyon
icin kendiRNA’sin1 kalip olarak kullanarak replikasyon sirasinda kaybolan telomer
dizilerini yerine koyar. Telomeraz enzim aktivasyonunun hiicre OliimsiizIigi ve
karsinogenez siirecindeénemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Telomerazin aktivasyonu
siirsiz proliferasyon ve oliimstizliige yol acar ve bu suretle tiimor olusumunda bu enzimin
aktivasyonu ¢okdnemli bir basamagi olusturur. Yapilan ¢alismalarla insan telomeraz revers
transkriptaz (hnTERT) mRNA ekspresyonunun telomeraz aktivasyonu ile korele oldugu
ispatlanmig ve prekanseroz lezyon ve insan kanserlerinin ¢ogunda regiilasyon artisina

neden oldugu bulunmustur.

Bu calismada dogTERT mRNA ekspresyonunun kantitatif belirlenmesi, dogTERT
mRNA ekspresyon seviyelerinin farkli yas ve iwrklaradaki kopeklerle korelasyonlarinin

analiz edilmesini amaglandi. Bunun i¢in farkli irk ve yaslardaki 38 kopek kullanarak

dogTERT mRNA seviyelerini Light Cycler Real-Time PCR (gQRT-PCR) ile analiz edildi.
Sonugta grup 1°deki (2,5-18 ay) kopeklerde dogTERT mRNA ekspresyon

seviyelerinin grup 2°deki (3-6 yas) kopeklere gore ~2 Kat artig vardir. Sonuglarimiz qRT-

PCR kullanarak tam kandan dogTERT mRNA 6l¢timii yapilmasi agisindan kopek telomer

caligmalar arasinda ilk niteligindedir.

Ilerdeki galigmalarda, daha fazla sayida kdpek kullanilmas: gerektigi diisiiniilmekte

ve bu ¢alisma klinik ¢alismalara onciil olacak bir ¢alismadir.

Anahtar sozciikler: Telomer, Telomeraz, dogTERT, qRT-PCR, kopek.
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ABSTRACT

Telomeres are situated at the ends of human chromosomes; with repeating
TTAGGG sequences (bases) and related proteins; which protect sticking of chromosome
ends and thus from chromosomal defects. Intactness of telomeres is maintained by an

enzymecalled telomerase.

Telomeres are repetitive DNA sequences at the ends of chromosomes, protecting
them against incomplete replication and nuclease degradation. Telomerase is a
ribonucleoprotein enzyme complex. It restores telomere sequences lost during replication
by using its RNA component as a template for polymerization. It is believed that
telomerase enzyme activation play a significant role in the cell immortalization and
carcinogenesis. The telomerase activation leads to indefinite proliferation and
immortalization therefore, it is an important step in tumourigenesis. It has been found that
the human telomerase revers transcriptase ("nTERT) mRNA expression is correlated with

telomerase activity and is up-regulated in most pre-cancerous lesions and human cancer.

In this study, we aimed to evaluate quantitative determination of dogTERT mRNA
expression and to analyze the correlation between the expression level of dogTERT mRNA
and different age and race. The level of dogTERT mRNA was analyzed in 38 different
ageand race dogs by Real-Time quantative RT-PCR.

The levels of dogTERT mRNA expression in group 1 (2,5-18 month) were
significantly higher than group 2 (3-6 age) dogs. Our preliminary results show that real
time PCR measurement of dogTERT mRNA in peripheric blood discriminatesis the first

study of all about dog telomer studies.

However, a further study with long-term follow up in a larger number of patients is

required to confirm the clinical application of this molecular marker.

Key words: Telomere, Telomerase, dogTERT, gRT-PCR, Dog.
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