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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. 
Key words: Neurofibromatosis Type 1, telomerase activity, tumors.  

ÖZ 
Çeşitli kanser türlerinde yapılan çalışmalarda kısa telomer uzunluğu ve düşük telomeraz aktivitesinin 
bazı kanser tiplerinde koruyucu etkisi olduğundan bahsedilmektedir. Nörofibromatozis Tip-1 (NF1) 
hastalarının bazı kanser türleri için yüksek risk altında olduğu bilinmektedir. Beyin tümörleri, malign 
periferik sinir kılıfı tümörleri, optik gliom, yumuşak doku sarkomları gibi malign tümörler ve 
nörofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar arasında sayılabilir. İlginç olarak NF1 
hastalarında ortaya çıkan kanserlerde prognoz genel olarak aynı tanılı NF1 olmayan hastalara göre daha 
iyi olmakta ve sağkalım daha uzun olmaktadır. Bu derlemede NF1 hastalarındaki telomeraz aktivitesinin 
gelişebilecek kanserlerle olan ilişkisi literatür bilgileri ışığında irdelenmiştir. NF1 hastalarında benign 
veya malign tümör gelişimi açısından telomeraz aktivitesi ölçümü tümör belirleyici işlevi görebilir. 
Anahtar kelimeler: Nörofibromatozis Tip1,  telomeraz aktivitesi, tümörler. 
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Giriş 
Birçok kanser türünde yapılan çalışmalar telomeraz aktivitesi ve malignite arasında güçlü bir 
ilişki olabileceğini göstermiştir. İnsan kromozomlarının sonu 15 kilobaza kadar uzayabilen basit 
telomerik tekrar dizilerinden (5’-TTAGGG- 3’) oluşur1. Telomerik baz dizileri hücresel DNA’yı 
kararlı halde tutar ve onları yeni kombinasyonlardan (end to end fusion) ve enzimatik 
yıkımlardan korur2. DNA polimerazlar DNA sentezini 5’→3’ doğrultusunda gercekleştirirken 
başlangıç için bir RNA primerine gereksinim duyarlar. Bu primerin atılmasıyla oluşan boşluk 
başka bir mekanizmayla yeniden doldurulmazsa, her hücre bölünmesinden sonra bir miktar 
telomerik kısalma ortaya çıkar. Hücre ve organizma yaşlanmasında, ana nedenin bu telomerik 
kısalma olduğu ileri sürülmüştür1.  

Bu kaybı önlemenin yollarından biri telomeraz enziminin aktivite göstermesidir. Telomeraz bir 
ribonükleoprotein kompleksidir. Kromozom sonlarına (TTAGGG)n den oluşan hekzomerik 
tekrarları ekleyerek telomer uzunluğunu kararlı halde tutar. Enzim yapısında telomerik dizilere 
kalıplık yapacak 159 nükleotidlik bir RNA içerir. Diğer iki önemli bileşen ise “reverse” 
transkriptaz ve “Protein I”dir3-5. Bu derlemede NF1 hastalarındaki telomeraz aktivitesinin 
benign veya malign tümörlerle olan ilişkisinin literatür bilgileri ışığında irdelenmesi 
amaçlanmıştır. 

Tanım 
Son yıllarda birçok kanser türünde yapılan çalışmalar telomeraz aktivitesi ve malignite arasında 
güçlü bir ilişki olabileceğini ortaya koymuştur. Bu nedenle telomeraz enzimi yaygın kullanıma 
aday bir tümör belirleyici haline gelmiştir6-9. Telomeraz, telomerik DNA sentezleyen özelleşmiş 
bir “reverse transkriptaz” olup fonksiyonel telomerlerin devamlılığında görev alır10. İnsanlarda 
telomeraz aktivitesi esas olarak eşey hücrelerinde ve kök hücrelerde mevcut olup diferansiye 
somatik hücrelerde telomeraz ekspresyonu saptanamamakta ve hücre bölünmesiyle birlikte 
telomerlerde sürekli bir kısalma meydana gelmektedir. Bunun dışında lenfositlerde de düşük 
seviyelerde de olsa telomeraz aktivitesinin saptanabildiği gösterilmiştir11,12. Çoğu kanser 
türünde ve kök hücrelerde telomeraz aktivitesi genellikle hücrenin proliferasyon durumu ile 
korelasyon göstermektedir. Bu enzimin varlığı sınırsız proliferasyon için olmazsa olmaz bir 
gerekliliktir13. Telomeraz aktivitesinin yeniden kazanılmasının ve bu sayede telomer 
uzunluğunun korunmasının kanser hücrelerinin ölümsüzlük kazanmasında rolü olabileceği 
düşünülmektedir.  



Küpeli 201 
                                                                                               

Arşiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal  
 

Telomerler kromozomların uçlarını kaplayan 1500-15000 baz çifti uzunluğunda olabilen ardışık 
nükleotid dizileridir. Telomerler dokuların mitotik aktivitesine ve yaşam şekline bağlı olarak 
yılda ortalama 15-28 baz çifti kısalırlar. Kısa telomer uzunluğunun bu nedenle kümülatif 
hücresel yaşlanmanın, artmış kanser riskinin ve kanser sonrası artmış erken ölüm riskinin bir 
göstergesi olabileceği düşünülmektedir14. Çeşitli kanser türlerinde ve normal popülasyonda 
telomer uzunlukları çalışılmış ve bazı çalışmalarda kısa telomer uzunluğunun artmış kanser riski 
ve kısa sağkalımla ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bazı çalışmalarda ise kısa telomer uzunluğu ve 
düşük telomeraz aktivitesinin  bazı kanser tiplerinde koruyucu etkisi olduğundan 
bahsedilmektedir15.  

Nörofibromatozis Tip 1 
Nörofibromatozis Tip-1 (NF1) kansere yatkınlık yaratan bir sendrom olup “cafe au-lait” lekeleri, 
aksiller ve inguinal çillenme, “Lisch” nodülleri, dermal ve/veya pleksiform nörofibromlar ile 
karakterizedir. Bu hastaların bazı kanser türleri için yüksek risk altında olduğu bilinmektedir16. 
Beyin tümörleri, malign periferik sinir kılıfı tümörleri, optik gliom, yumuşak doku sarkomları 
gibi malign tümörler ve nörofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar arasında 
sayılabilir. ilginç olarak NF1 hastalarında ortaya çıkan kanserlerde prognoz genel olarak aynı 
tanılı NF1 olmayan hastalara göre daha iyi olmakta ve sağkalım daha uzun olmaktadır. Bu 
durum NF1 hastalarında telomeraz aktivitesinin sağlıklı bireylere göre daha fazla veya az olup 
olmadığı konusunda soru işareti yaratmaktadır. 

Telomeraz Aktivitesinin Belirlenmesi 
Lökositlerin Ayrılması 

Telomeraz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla yapılan işlemler RNA’nın izole edilmesi ve mRNA 
ekpresyon seviyesinin belirlenmesi basamaklarını içermektedir17. Periferik kanda hTERT mRNA 
çalışması “real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction” (RT-PCR) yöntemiyle ve 
“Light Cycler 480” sistemi kullanılarak yapılabilmektedir. Bu amaçla NF1 hastalarından ve 
kontrollerden elde edilen periferik kandan öncelikle kırmızı kan hücre parçalayıcı yöntemle 
lökositler ayrılır. Başlangıç hacmi hesaplanırken 10.000/WBC= X µl formülü kullanılır. 
Hesaplanan hacim ependorf tüplerinde iki katı miktarda kırmızı kan hücresi eklenerek “shaker” 
üzerinde 10 dakika bekletilir. 10 dakika sonra ependorflar 13.000 rpm’de 30 saniye santrifüj 
edilip süpernatan atıldıktan sonra pellet üzerine 900 µl kırmızı kan hücresi eklenir. “Shaker” 
üzerinde 5 dakika bekletildikten sonra ependorflar tekrar 13.000 rpm’de 30 saniye santrifüj 
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edilerek süpernatan tamamen atılır ve pellet üzerine 500 µl % 0.9’luk NaCl eklenir. Ependorflar 
13.000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildikten sonra % 0.9’luk NaCl tüpten tamamen atılır. Pellet 
üzerine 400 µl “High Pure RNA izolasyon kiti” içerisinden çıkan “Lysis Buffer” eklenir. 

RNA İzolasyonu 

Lökositlerden RNA izolasyonu amacıyla örnek sayısı kadar filtreli ve “collection” tüpleri 
hazırlanarak numaralandırılır. Hazırlanan karışım filtreli tüpler içerisine konularak tüplerin 
kapakları kapatılır. 8000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildikten sonra “collection” tüpler 
boşaltılır. Filtreli tüpler “collection” tüplere aktarılır ve her bir örneğe 90 µl “DNase incubation 
buffer” ve 10 µl DNase I eklenerek 15 dakika inkübasyona bırakılır. Filtreli tüplerin içine 0.5 ml 
“wash buffer I” konularak 8000 rpm’de 15 saniye santrifüj edilir. “Collection” tüpleri 
boşaltılarak filtreli tüpler tekrar “collection” tüplerine aktarılır. Filtreli tüplerin içine 0.5 ml 
“wash buffer II” konularak 8000 rpm’de 15 saniye santrifüj edilir. “Collection” tüpleri 
boşaltılarak filtreli tüpler tekrar “collection” tüplerine aktarılır. Sonraki aşamada filtreli tüplerin 
içine 0.2 ml “wash buffer II” konularak 13.000 rpm’de 2 dakika çevrilir ve “collection” tüpleri 
atılır. Filtreli tüpler kapaklı ependorf tüplerine aktarılır. Her örneğe 50-100 µl “elution buffer” 
eklenerek  8000 rpm’de 1 dakika çevilir. Elde edilen RNA’lar direkt -80 °C’de saklanır. 

cDNA Eldesi 

cDNA sentezi aşamasında -80 °C’den çıkarılan RNA’lar oda sıcaklığında bekletilerek çözdürülür. 
“Transcriptor First Strand cDNA” sentez kiti kullanılarak cDNA sentezine başlanır. Her bir örnek 
için 9 µl “pure total RNA” ve 2 µl “random hexamer” primer ve 0.5 µl “PCR grade water” 
eklenerek 13 µl total hacim elde edilir. Bu karışım “termal cycler”da 10 dakika bekletilir. Çıkan 
ürüne 4 µl “Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0.5 µl “protector RNA’se 
inhibitor”, 2 µl “deoxynucleotide mix”, 0.5 µl “Transcriptor Reverse Transcriptase” eklenerek 
20 µl’lik hacim elde edilir. Bu karışım “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 Aşaması 

“Real Time PCR” aşamasında her bir örnek için 0.5 µl primer (hTERT geni), 0.5 µl “probe” (Real 
Time Ready), 10 µl “probe master”, 4 µl “grade water” eklenerek 15 µl total hacim elde edilir. 
Bu karışımlara 5er µl cDNA eklenerek “Light Cycler 480” sistemine ait “plate”ler üzerinde “Real 
Time PCR Heat” protokolü ile çalışılır. Denatürasyon basamağında 1 “cycle” 95 °C’de 10 dakika 



Küpeli 203 
                                                                                               

Arşiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal  
 

bekletilir. Amplifikasyon (annealing) basamağında 45 “cycle” 95 °C’de 10 saniye, 60 °C’de 30 
saniye, 72 °C’de 1 saniye bekletilir ve 72 °C’de okuma alınır. “Cooling” basamağında ise 40 
°C’de 1 dakika bekletilir. Sonuçların doğru karşılaştırılması ve yorumlanabilmesi amacıyla beta 
aktin primeri kullanılır. Çalışma bitiminde örneklerin 2-∆∆ CT değerlerine bakılarak sonuçlar 
değerlendirilir.  

Telomeraz Aktivitesi ve Tümörlerle İlişkisi 
Telomeraz aktivitesi birçok malign tümörde gösterilmiş olup tanısal anlamda ve prognozu 
tahmin etmede faydalı olabileceği düşünülmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar telomeraz 
aktivitesi ve malignite arasında güçlü bir ilişki olabileceğini ortaya koymuş ve telomeraz enzimi 
yaygın kullanıma aday bir tümör belirleyici haline gelmiştir6-9. Telomeraz aktivitesi ile 
“telomeraz reverse transkriptaz” (TERT) ekspresyonu arasında da korelasyon olduğu 
bildirilmiştir18,19. Nörofibromatozis Tip-1 (NF1) kansere yatkınlık yaratan bir sendrom olup “cafe 
au-lait” lekeleri, aksiller ve inguinal çillenme, “Lisch” nodülleri, dermal ve/veya pleksiform 
nörofibromlar ile karakterizedir. Bu hastaların bazı kanser türleri için yüksek risk altında olduğu 
bilinmektedir. Beyin tümörleri, malign periferik sinir kılıfı tümörleri, optik gliom, yumuşak doku 
sarkomları gibi malign tümörler ve nörofibromlar ve hamartomlar gibi benign olanlar bunlar 
arasında sayılabilir. İlginç olarak NF1 hastalarında ortaya çıkan kanserlerde prognoz genel 
olarak aynı tanılı NF1 olmayan hastalara göre daha iyi olmakta ve sağkalım daha uzun 
olmaktadır.  

Mantripragada ve arkadaşları NF1 hasta grubunda MPSKT örneklerinde telomeraz aktivitesini 
çalışmışlar ve kontrol grubu olarak yine NF1 ilişkili benign tümörü olan hastaları kullanmışlar. 
MPSKT’lerde telomeraz aktivitesi pozitifliğini %61 olarak saptamışlar ve benign tümörlü 
hastaların hiçbirinde telomeraz aktivitesi saptanamamıştır6. Benzer şekilde Levy ve arkadaşları 
NF1 hasta grubunda malign tümörü olanlarda benign tümörü olanlara oranla oldukça fazla 
TERT ekspresyonu olduğunu saptamışlardır20.  

Bazı yazarlar telomeraz aktivitesi tayini için periferik kan örneklerinden de yararlanılabileceğini 
belirtmişlerdir. Periferik kanda mononükleer hücreler “soluble” faktörlerin veya metastatik lenf 
nodlarındaki tümör hücrelerinin antijenik uyarımıyla aktive olabilmektedir. Lee ve 
arkadaşlarının çalışmasında da baş-boyun kanseri olan hastalar çalışılmış ve telomeraz 
aktivitesinin periferik kanda mononükleer hücrelerde çalışılabileceği gösterilmiştir. Tümör 
progresyonunu belirlemede ve prognozu tahmin etmede önemli bir belirteç olarak 
kullanılabileceği öne sürülmüştür21. 
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Sonuç 
Düşük dereceli tümörlerde artmış TERT ekpresyonunun saptanması yüksek dereceli tümörlere 
progresyon açısından uyarıcı olabilir. Ayrıca birçok kanser tipinde telomeraz bazlı terapötik 
ajanların kullanımı açısından yararlı olabilir. 
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