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ABSTRACT

In various studies short telomere length and low telomerase activity have been shown to have a
protective role in some types of cancer. Patients with NF1 are under risk of developing certain types of
cancer. Malignant tumors such as brain tumors, malignant peripheral nerve sheat tumors, optic gliomas,
soft tissue sarcomas and benign tumors such as neurofibromas and hamartomas are among them.
Interestingly, prognosis is generally better in patients with NF1 than those without NF1. In the present
review, we aimed to delineate telomerase activity in patients with NF1 with various types of cancer.
Measurement of telomerase activity in patients with NF1 can be a diagnostic marker for tumorigenesis.
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Cesitli kanser tiirlerinde yapilan calismalarda kisa telomer uzunlugu ve diisiik telomeraz aktivitesinin
bazi kanser tiplerinde koruyucu etkisi oldugundan bahsedilmektedir. Nérofibromatozis Tip-1 (NF1)
hastalarinin bazi kanser tiirleri icin yiiksek risk altinda oldugu bilinmektedir. Beyin tiimérleri, malign
periferik sinir kilifi tiimaorleri, optik gliom, yumusak doku sarkomlan gibi malign tiimérler ve
norofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar arasinda sayilabilir. ilging olarak NF1
hastalarinda ortaya ¢ikan kanserlerde prognoz genel olarak ayni tanili NF1 olmayan hastalara gore daha
iyi olmakta ve sagkalim daha uzun olmaktadir. Bu derlemede NF1 hastalarindaki telomeraz aktivitesinin
gelisebilecek kanserlerle olan iligkisi literatiir bilgileri 1siGinda irdelenmitir. NF1 hastalarinda benign
veya malign tiimor gelisimi agisindan telomeraz aktivitesi dl¢imii tiimdr belirleyici iglevi gorebilir.
Anahtar kelimeler: Norofibromatozis Tip1, telomeraz aktivitesi, timorler.
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Girig

Bircok kanser tiiriinde yapilan calismalar telomeraz aktivitesi ve malignite arasinda giclii bir
iliski olabilecegini gdstermistir. insan kromozomlarinin sonu 15 kilobaza kadar uzayabilen basit
telomerik tekrar dizilerinden (5'-TTAGGG- 3') olusur'. Telomerik baz dizileri hiicresel DNA'yi
kararli halde tutar ve onlar yeni kombinasyonlardan (end to end fusion) ve enzimatik
yikimlardan korur’. DNA polimerazlar DNA sentezini 5'—3" dogrultusunda gerceklestirirken
baglangic icin bir RNA primerine gereksinim duyarlar. Bu primerin atilmasiyla olusan bogluk
bagka bir mekanizmayla yeniden doldurulmazsa, her hiicre bdliinmesinden sonra bir miktar
telomerik kisalma ortaya cikar. Hiicre ve organizma yaslanmasinda, ana nedenin bu telomerik
kisalma oldugu ileri siiriilmistiir'.

Bu kaybi 6nlemenin yollarindan biri telomeraz enziminin aktivite gostermesidir. Telomeraz bir
riboniikleoprotein kompleksidir. Kromozom sonlarina (TTAGGG)n den olugan hekzomerik
tekrarlari ekleyerek telomer uzunlugunu kararli halde tutar. Enzim yapisinda telomerik dizilere
kaliplik yapacak 159 niikleotidlik bir RNA icerir. Diger iki onemli bilesen ise “reverse”
transkriptaz ve “Protein 1"dir*®. Bu derlemede NF1 hastalarindaki telomeraz aktivitesinin
benign veya malign tiimorlerle olan iliskisinin literatiir bilgileri isiginda irdelenmesi
amaclanmigtir.

Tanim

Son yillarda bircok kanser tiiriinde yapilan calismalar telomeraz aktivitesi ve malignite arasinda
gliclii bir iligki olabilecegini ortaya koymustur. Bu nedenle telomeraz enzimi yaygin kullanima
aday bir tiimor belirleyici haline gelmistir®®. Telomeraz, telomerik DNA sentezleyen ozellesmig
bir “reverse transkriptaz” olup fonksiyonel telomerlerin devamliliginda gérev alir®. insanlarda
telomeraz aktivitesi esas olarak esey hiicrelerinde ve kok hiicrelerde mevcut olup diferansiye
somatik hiicrelerde telomeraz ekspresyonu saptanamamakta ve hiicre boliinmesiyle birlikte
telomerlerde siirekli bir kisalma meydana gelmektedir. Bunun disinda lenfositlerde de diisiik
seviyelerde de olsa telomeraz aktivitesinin saptanabildigi gosterilmistir'™'2. Codu kanser
tiirlinde ve kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi genellikle hiicrenin proliferasyon durumu ile
korelasyon gdstermektedir. Bu enzimin varligi sinirsiz proliferasyon icin olmazsa olmaz bir
gerekliliktir'®. Telomeraz aktivitesinin yeniden kazaniimasinin ve bu sayede telomer
uzunlugunun korunmasinin kanser hiicrelerinin 6liimsiizlik kazanmasinda rolii olabilecegi
diistintilmektedir.
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Telomerler kromozomlarin uglarini kaplayan 1500-15000 baz cifti uzunlugunda olabilen ardigik
niikleotid dizileridir. Telomerler dokularin mitotik aktivitesine ve yagsam sekline bagl olarak
yilda ortalama 15-28 baz cifti kisalirlar. Kisa telomer uzunlugunun bu nedenle kiimiilatif
hiicresel yaglanmanin, artmis kanser riskinin ve kanser sonrasi artmig erken 6lim riskinin bir
gostergesi olabilecegi disiiniilmektedir'. Cesitli kanser tiirlerinde ve normal popiilasyonda
telomer uzunluklan calisiimig ve bazi calismalarda kisa telomer uzunlugunun artmig kanser riski
ve kisa sagkalimla iliskili oldugu gdsterilmistir. Bazi calismalarda ise kisa telomer uzunlugu ve
diisik telomeraz aktivitesinin ~ bazi kanser tiplerinde koruyucu etkisi oldugundan
bahsedilmektedir®.

Norofibromatozis Tip 1

Norofibromatozis Tip-1 (NF1) kansere yatkinlik yaratan bir sendrom olup “cafe au-lait” lekeleri,
aksiller ve inguinal cillenme, “Lisch” nodiilleri, dermal ve/veya pleksiform nérofibromlar ile
karakterizedir. Bu hastalarin bazi kanser tiirleri icin yiiksek risk altinda oldugu bilinmektedir®.
Beyin tiimorleri, malign periferik sinir kilifi tiimorleri, optik gliom, yumusak doku sarkomlar
gibi malign tiimorler ve norofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar arasinda
sayilabilir. ilging olarak NF1 hastalarinda ortaya ¢ikan kanserlerde prognoz genel olarak ayn
tanili NF1 olmayan hastalara gore daha iyi olmakta ve sagkalim daha uzun olmaktadir. Bu
durum NF1 hastalarinda telomeraz aktivitesinin saglikli bireylere gore daha fazla veya az olup
olmadigi konusunda soru isareti yaratmaktadir.

Telomeraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lokositlerin Ayrilmasi

Telomeraz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan islemler RNA'nin izole edilmesi ve mRNA
ekpresyon seviyesinin belirlenmesi basamaklarini icermektedir"’. Periferik kanda hTERT mRNA
calismasi “real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction” (RT-PCR) yontemiyle ve
“Light Cycler 480" sistemi kullanilarak yapilabilmektedir. Bu amacla NF1 hastalarindan ve
kontrollerden elde edilen periferik kandan dncelikle kirmizi kan hiicre parcalayia yontemle
lokositler aynlir. Baslangi¢ hacmi hesaplanirken 10.000/WB(= X l formiili kullanilr.
Hesaplanan hacim ependorf tiiplerinde iki kati miktarda kirmizi kan hiicresi eklenerek “shaker”
lizerinde 10 dakika bekletilir. 10 dakika sonra ependorflar 13.000 rpm’de 30 saniye santrifij
edilip siipernatan atildiktan sonra pellet iizerine 900 wl kirmizi kan hiicresi eklenir. “Shaker”
lizerinde 5 dakika bekletildikten sonra ependorflar tekrar 13.000 rpm’de 30 saniye santrifij
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edilerek stiipernatan tamamen atilir ve pellet iizerine 500 i % 0.9'luk NaCl eklenir. Ependorflar
13.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra % 0.9'luk NaCl tiipten tamamen atilir. Pellet
iizerine 400 pl “High Pure RNA izolasyon kiti” ierisinden ¢ikan “Lysis Buffer” eklenir.

RNA izolasyonu

Lokositlerden RNA izolasyonu amaciyla ornek sayisi kadar filtreli ve “collection” tiipleri
hazirlanarak numaralandinilir. Hazirlanan kanigim filtreli tiipler icerisine konularak tiiplerin
kapaklan kapatilir. 8000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildikten sonra “collection” tiipler
bosaltilir. Filtreli tiipler “collection” tiiplere aktarilir ve her bir drnege 90 ul “DNase incubation
buffer” ve 10 pul DNase | eklenerek 15 dakika inkiibasyona birakilir. Filtreli tiiplerin icine 0.5 ml
“wash buffer 1” konularak 8000 rpm’'de 15 saniye santrifiij edilir. “Collection” tiipleri
bosaltilarak filtreli tiipler tekrar “collection” tiiplerine aktanlir. Filtreli tiiplerin icine 0.5 ml
“wash buffer 11" konularak 8000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilir. “Collection” tiipleri
bogaltilarak filtreli tiipler tekrar “collection” tiiplerine aktarilir. Sonraki asamada filtreli tiiplerin
icine 0.2 ml “wash buffer 1" konularak 13.000 rpm’de 2 dakika cevrilir ve “collection” tiipleri
atilir. Filtreli tiipler kapakli ependorf tiiplerine aktanlir. Her drnege 50-100 pl “elution buffer”
eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika cevilir. Elde edilen RNA’lar direkt -80 °C'de saklanr.

cDNA Eldesi

(DNA sentezi agamasinda -80 °C'den ¢ikanlan RNA’lar oda sicakliginda bekletilerek ¢ozdiiriilir.
“Transcriptor First Strand ¢(DNA” sentez kiti kullanilarak cDNA sentezine baglanir. Her bir drnek
icin 9 wl “pure total RNA” ve 2 pl “random hexamer” primer ve 0.5 pl “PCR grade water”
eklenerek 13 p total hacim elde edilir. Bu kangim “termal cycler”da 10 dakika bekletilir. Cikan
iriine 4 pl “Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0.5 pl “protector RNA'se
inhibitor”, 2 pl “deoxynucleotide mix”, 0.5 pl “Transcriptor Reverse Transcriptase” eklenerek
20 pl'lik hacim elde edilir. Bu kanigim “termal cycler"da 25 °C'de 10 dakika, 50 °C'de 60 dakika,
85 °C'de 5 dakika bekletilerek cDNA'lar elde edilir.

Real Time PCR Asamasi

“Real Time PCR” asamasinda her bir drnek icin 0.5 pl primer (hTERT geni), 0.5 ul “probe” (Real
Time Ready), 10 pl “probe master”, 4 ul “grade water” eklenerek 15 pul total hacim elde edilir.
Bu kangimlara 5er ul ¢DNA eklenerek “Light Cycler 480" sistemine ait “plate”ler lizerinde “Real
Time PCR Heat” protokolii ile ¢alisilir. Denatiirasyon basamaginda 1 “cycle” 95 °C'de 10 dakika
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bekletilir. Amplifikasyon (annealing) basamaginda 45 “cycle” 95 °C'de 10 saniye, 60 °C'de 30
saniye, 72 °C'de 1 saniye bekletilir ve 72 °C'de okuma alinir. “Cooling” basamaginda ise 40
°C'de 1 dakika bekletilir. Sonuglarin dogru karilastirimasi ve yorumlanabilmesi amaciyla beta
aktin primeri kullanilir. Calisma bitiminde orneklerin 222  degerlerine bakilarak sonular
degerlendirilir.

Telomeraz Aktivitesi ve Tiimorlerle iliskisi

Telomeraz aktivitesi bircok malign timérde gosterilmis olup tanisal anlamda ve prognozu
tahmin etmede faydali olabilecegi diisiinilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar telomeraz
aktivitesi ve malignite arasinda giiclii bir iliski olabilecegini ortaya koymus ve telomeraz enzimi
yaygin kullanma aday bir timor belirleyici haline gelmistir™®. Telomeraz aktivitesi ile
“telomeraz reverse transkriptaz” (TERT) ekspresyonu arasinda da korelasyon oldugu
bildirilmigtir®'. Norofibromatozis Tip-1 (NF1) kansere yatkinlik yaratan bir sendrom olup “cafe
au-lait” lekeleri, aksiller ve inguinal cillenme, “Lisch” nodiilleri, dermal ve/veya pleksiform
norofibromlar ile karakterizedir. Bu hastalarin bazi kanser tiirleri icin yiiksek risk altinda oldugu
bilinmektedir. Beyin tiimorleri, malign periferik sinir kilifi timdrleri, optik gliom, yumusak doku
sarkomlari gibi malign tiimdrler ve nérofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar
arasinda sayilabilir. ilgin¢ olarak NF1 hastalarinda ortaya cikan kanserlerde prognoz genel
olarak ayni tanili NF1 olmayan hastalara gore daha iyi olmakta ve sagkalim daha uzun
olmaktadr.

Mantripragada ve arkadaslan NF1 hasta grubunda MPSKT drneklerinde telomeraz aktivitesini
calismislar ve kontrol grubu olarak yine NF1 iliskili benign tiimorii olan hastalari kullanmislar.
MPSKT'lerde telomeraz aktivitesi pozitifligini %61 olarak saptamuglar ve benign tiimorli
hastalarin hichirinde telomeraz aktivitesi saptanamamistir®. Benzer sekilde Levy ve arkadaslari
NF1 hasta grubunda malign tiimorii olanlarda benign timorii olanlara oranla oldukga fazla
TERT ekspresyonu oldugunu saptamislardir®.

Bazi yazarlar telomeraz aktivitesi tayini icin periferik kan drneklerinden de yararlanilabilecegini
belirtmislerdir. Periferik kanda mononiikleer hiicreler “soluble” faktorlerin veya metastatik lenf
nodlarindaki tiimor hiicrelerinin - antijenik uyanimiyla aktive olabilmektedir. Lee ve
arkadaglarinin calismasinda da bas-boyun kanseri olan hastalar calisiimis ve telomeraz
aktivitesinin periferik kanda mononiikleer hiicrelerde calisilabilecegi gosterilmistir. Timor
progresyonunu belirlemede ve prognozu tahmin etmede onemli bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir*'.
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Sonug

Diisiik dereceli tiimorlerde artmis TERT ekpresyonunun saptanmasi yiiksek dereceli tiimorlere
progresyon agisindan uyaric olabilir. Ayrica bircok kanser tipinde telomeraz bazli terapotik
ajanlarin kullanimi agisindan yararli olabilir.
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