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OZET: Okaryotik lineer kromozomlarin uglarinda yer alan
ve tekrarlayan DNA dizileri ile 6zel proteinlerden olusan
telomerler, kromozom uglarini yikima kars1 korurlar.
Telomer boyu degisimi, telomer proteinleri ve telomeraz en-
zim kompleksi tarafindan kontrol edilir.

Telomeraz aktivitesi, fetal ve ergin testisler, fetal ovaryum,
tamir géren dokularin ¢ogalan hiicreleri, hematopoietik kok
hiicreleri, lenfositler, sa¢ folikiilleri ve barsak kripta hiicrele-
rinde tespit edilmistir. Bununla birlikte en sik olarak
malignansilerin %85’inde (6rnegin; hematolojik
malignansiler) yliksek telomeraz aktivitesi belirlenmistir. Bu
nedenle telomeraz aktivitesinin, kanser teshisinde 6nemli bir
gosterge olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda 16semik hiicrelerde ve normal lenfositlerde
telomeraz aktivitesinin tayini ve kiyaslanmasi amaglanmis-
tir. Bu nedenle, sirastyla Rai ve FAB kriterlerine gore yeni
tan1 7 kronik lenfositik 16semi (KLL), 7 akut myeloblastik
16semi (AML) hastas1 ve 7 saglikli kisiden elde edilen top-
lam 21 periferik kan oOrneginde telomeraz aktivitesi,
TeloTAAGGG Telomerase PCR ELISA™YS (Roche) kiti
kullanilarak tayin edildi. PCR reaksiyonunun dogrulugun-
dan emin olmak i¢in PCR iiriinleri poliakrilamid jelde yiirii-
tiildii ve glimiis boyama y6ntemi ile bantlar goriiniir hale ge-
tirildi. KLL’li hastalarda kontrol grubuna gore diisiik,
AML’1i hastalarda ise kontrol grubuna gore yiiksek oranda
telomeraz aktivitesi belirlendi. Ancak gruplar arasindaki
fark, istatistiksel olarak anlamli degildi.

Sonug olarak; 16semilerin prognozu, evrelendirilmesi, hasta-
ligin remisyonu ve tedaviye verdigi yanitin takibinde
telomeraz aktivite tayininin giivenilir bir gosterge olabilece-
gi disiintildi.

[Anahtar Kelimeler: Telomer, telomeraz aktivitesi, kronik
lenfositik 16semi (KLL), akut myeloblastik 16semi (AML),
TRAP, ELISA]

SUMMARY: Telomeres, which are located at the ends of
eukaryotic linear chromosomes and are comprised of
repetitive DNA sequences with special proteins, protect
ends of chromosomes against degradation.

Telomere lenght is controlled by telomere proteins and
telomerase enzyme complex. Telomerase activity is not
detectable in somatic cells except for fetal and adult testes,
fetal ovary, proliferative cells from renewal tissues,
hematopoietic stem cells, lymphocytes, hair follicles and
cryptic cells in the intestine. However high telomerase
activity had been detected in %85 of human malignancies
(e.g. hematologic malignancies). Thus it has thought that
telomerase activity is a important marker in the cancer
diagnosis.

In our study it had been aimed determination of telomerase
activity and comparison in leukemic cells and lymphocytes.
Thus telomerase activity was determined by using
TeloTAAGGG Telomerase PCR ELISA™™YS (Roche) kit in
total 21 peripheral blood samples collected from newly
diagnosed patients according to Rai and FAB criteria
respectively 7 chronic lymphocytic leukemia (CLL), 7 acute
myeloblastic leukemia (AML) patients and 7 healthy
persons. To ensure the truth of PCR reaction PCR products
were electrophoresed on a polyacrylamide gel and bands
were made visible by the method of silver staining.
Telomerase activity was low in the CLL patients and high in
the AML patients according to control group. But the
differences between the groups statistically was not
significant.

As a result, it was thought that determination of telomerase
activity could be significant marker for prognose, remission
and therapy of leukemia.

[Key words: Telomere, telomerase activity, chronic
lymphocytic leukemia (CLL), 7 acute myeloblastic leukemia
(AML), TRAP, ELISA]

GIRiS

Okaryotik canlilarmn lineer kromozomlarmin ug-
larinda bulunan ve tekrarlayan DNA dizileri (6rnegin;
insanda ve farede TTAGGG) ile proteinlerden mey-
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dana gelen telomerler (1,2), kromozomlarin biitiinlii-
giini korur, kromozom uglarinda ekzoniikleaz enzim-
lerinin etkileri sonucu ortaya ¢ikabilecek kromozom
yikimini ve ug uca kaynasmalar1 engellerler (2,3). In-
sanda, normal somatik hiicrelerin telomer boyu, her
hiicre bdliinmesinde kisalir (4,5). Bu kisalma, telomer
proteinleri ve telomeraz enzimi tarafindan kontrol edi-
lir (1,6).
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Telomeraz enzimi, protein ve RNA’dan olusan
bir riboniikleoprotein kompleksi olup, kendine ait
RNA’sini1 kalip olarak kullanarak, telomer DNA’smin
uzamasini saglar (6,7).

Telomeraz aktivitesi, fetal ve ergin testislerde,
fetal ovaryumda, tamir géren dokularin ¢ogalan hiicre-
lerinde, hematopoietik kok hiicrelerde, lenfositlerde,
sa¢ folikiillerinde, barsak kripta hiicrelerinde ve bir¢ok
kanser ¢esidinde gosterilmistir (3,8). Telomeraz
aktivitesine sahip bu tip hiicrelerde, hiicre boliinme-
sinde meydana gelen telomer kaybi telafi edilerek,
hiicrenin boéliinmeye devam etmesi saglanir (4,9). Bu
sekilde korunan sabit telomer uzunlugunun, hiicresel
yaslanmay1 engelledigi ve kromozom dayanikliligini
sagladigi kabul edilmektedir (2).

Bilindigi gibi, karsinogenezisin nedeni kontrol-
siiz hiicre boliinmesidir (10,11). Bu béliinmenin ger-
ceklesebilmesi i¢in telomer boyunun belirli bir uzun-
lukta olmasi gerekir. Bunun i¢in bu tip hiicrelerde
telomeraz aktivitesinde artis veya reaktivasyon gorii-
lir (5,12).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, birgok kanser
¢esidinin  taranmasi, telomeraz  aktivitesi ile
malignensi arasinda ¢ok giiclii bir iliskinin bulundu-
gunu gostermistir (7,13).

Yapilan bu calismalarda, telomeraz aktivitesi,
hematolojik malignensilerin %67-100’iinde, primer
akciger karsinomalarinin %80’inde, hepatoselliiler
karsinomalarin  %85’inde, gastrik karsinomalarin
%85’inde, prostat karsinomalarinin %78-84’{inde, be-
yin tiimorlerinin %066-94’1inde, meme
karsinomalarmin ~ %93’inde = ve  endometrial
karsinomalarin %95’inde belirlenmistir (14,15).

Biitiin bu calismalardan elde edilen sonuglar,
telomeraz aktivitesinin, ¢esitli insan kanserlerinin er-
ken teshisi ve hastaligin seyrinde prognostik bir
marker olabilecegini diisiindiirmektedir (4,8). Ayrica
yapilan bir¢ok ¢aligmada telomeraz aktivitesi
inhibisyonunun umut vaat eden bir tedavi sekli olabi-
lecegi de ileri siiriilmektedir (16,17).

Biz de, bu ¢aligmamizda, kronik lenfositik 16se-
mili (KLL) ve akut myeloblastik 16semili (AML) has-
talardan ve saglikli kisilerden alinan periferik kan
mononiiklear hiicrelerinde telomeraz aktivitesini belir-
lemeyi ve 16semiyi molekiiler agidan ele alan bilgilere
katkida bulunmay1 amagladik.

MATERYAL - METOD

Calismamizda Hematoloji Bilim Dali’ndan temin
edilen herhangi bir tedavi almamus, sirasiyla Rai ve
FAB kriterlerine gore tanis1 konulmus olan 7 kronik
lenfositik 16semi (KLL), 7 akut myeloblastik 16semi
(AML) hastas1 ve 7 saglikli kisiden alman kan 6rnek-
leri 2ml’lik EDTA’1 tiiplerde toplandi.
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Toplanan kan orneklerinden Ficoll-Histopaque
yontemi (18) ile mononiiklear hiicreler izole edildi.
Elde edilen hiicreler, ¢alisma giiniine kadar -80°C’de
saklandu.

Orneklerin toplanmast tamamlaninca
TeloTAAGGG Telomerase PCR ELISA™YS (Roche)
kiti kullanilarak hiicre ekstraksiyonu, PCR ve
hibridizasyon-ELISA  islemleri  yapildi.  Hiicre
ekstraksiyonunu hazirlamak igin her bir 6rnekten steril
tiiplere 2x10° hiicre alind1 ve hiicreler lizis soliisyonu
ile patlatildi. Hiicre ekstraktlar1 30 dak. 25°C primer
uzamast, 5 sn. 94°C telomeraz inaktivasyonu ve 30 sn.
94°C denatiirasyon, 30 sn. 50°C annealing, 90 sn.
72°C polimerizasyon (30 déngii), 10 dak. 72°C son
uzamadan olusan PCR islemine tabi tutuldu. Elde edi-
len PCR iiriinlerine hibridizasyon-ELISA islemleri
yapildi ve ELISA okuyucuda A450,,-A690,,,’de oku-
tularak orneklerdeki telomeraz aktivitesi tayin edildi.
Yine poliakrilamid jelde yiiriitiilen PCR firiinleri, gii-
miis boyama yontemi ile boyanarak telomeraz enzim
aktivitesini gosteren merdiven band goriintiisii (50
bp’lik artan bandlar) yoniinden incelendi (Sekil -1).
Elde edilen tiim sonugclar, student t testi ile degerlendi-
rildi.

BULGULAR

Yaptigimiz bu ¢aligmada, 7 saglikli kisi (kontrol
grubu), 7 KLL’li hasta [6 gec evreli (evre III-1V) ve 1
intermediate evreli (evre II)] ve 7 AML’li hasta (1
M1, 2 M2, 2 M3 ve 2 M4 alt gruplarinda olan) dan el-
de edilen periferik kan mononiiklear hiicrelerinde
telomeraz aktivite diizeylerinin incelenmesi sonunda;.
KLL’li hastalarin telomeraz aktivitesinin (0,0213 +
0,004), kontrol grubuna gore (0,1744 + 0,098) daha
disiik olmakla birlikte, istatistiksel ag¢idan anlamli
fark gostermedigi belirlendi (p>0,05). Yine AML’li
hastalarin telomeraz aktivitesinin (0,53 £+ 0,215), kont-
rol grubuna gore (0,1744 + 0,098) yiiksek olmasina
ragmen, istatistiksel acidan anlaml fark gdstermedigi
belirlendi (p>0,05) (Tablo-1).

Tablo-1: Kontrol grubu, KLL ve AML hastalarinin
telomeraz aktivitesi

Grup n Telomeraz
Aktivitesi
Kontrol 7 0,1744 + 0,098
KLL 7 0,0213 + 0,004
AML 7 0,53£0,215
p>0.05 n.s.
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TARTISMA

Telomeraz aktivitesi pek ¢ok normal somatik
hiicrede tayin edilemezken, hematolojik
malignensileri de kapsayan cesitli kanser tiirlerinde
tayin edilebilmektedir. Bu nedenle telomeraz
aktivitesinin karsinogenez siirecinde nemli rol oyna-
dig1 diistintilmektedir (19,20).

Yapilan bazi ¢aligmalarda, yetigkin saglikli kisi-
lerden alian periferik kan ve kemik iligi mononiiklear
hiicrelerinde  telomeraz  aktivitesi  belirlenmistir
(20,21,22). Ayrica normal insan T ve B lenfositlerinde
cok diigiik seviyelerde telomeraz aktivitesinin bulun-
dugu, ancak bu hiicreler in vitro olarak mitojenlerle
uyarildiklarinda, telomeraz aktvitesinin arttig1 belir-
tilmektedir (22). Biz de g¢alismamizda literatiirlerle
uyumlu olarak yetiskin saglikli kisilerden alman
periferik kan lenfositlerinde telomeraz aktivitesi belir-
ledik. Bu durum, nonspesifik mitojenlere ya da anti-
jenlere maruz kalinca, lenfoblastlara doniisen dinlen-
me halindeki lenfositlerin, ¢gogalabilmesinden kaynak-
lanmaktadir (22,23).

Hematopoietik kok hiicrelerinin ve antijenik bir
uyarl ile ¢ogalan lenfositlerin, her hiicre bolinmesinde
meydana gelen telomer kisalmasini engellemek igin
telomeraz aktivitesine sahip olduklari diistiniilmekte-
dir (22).

Hematopoietik kok hiicrelerde ve lenfositlerde
telomeraz aktivitesine ragmen, bu hiicrelerde yaslan-
mayla birlikte telomerlerin kisaldigi belirtilmektedir
(22). Telomeraz aktivitesi bu normal hiicrelerde muh-
temelen bu dokunun rejeneratif potansiyelini sagla-
mak i¢in korunmaktadir. Bununla birlikte organizma,
bir antikanser mekanizma olarak, hematopoietik hiic-
relerin ¢ogalma kapasitelerini sinirlamaya ihtiyag

duymaktadir. Ciinkii bu hiicrelerde telomeraz
aktivitesi telomer kisalmasini yavaslatabilmekte, fakat
6nleyememektedir (22).

KLL’li hastalarda telomeraz aktivitesini 6lgmeye
yonelik yapilan caligmalarda, erken evre KLL’li hasta-
larda ortalama telomeraz aktivitesinin normal seviye-
de hatta kontrol grubundan daha diigiik oldugu bulun-
mustur. Ancak telomeraz aktivitesinin hastaligin gec
evrelerinde 2-4 kat artt181 gosterilmistir (20,22,24)

Bunlara karsilik Counter ve arkadaglart tarafin-
dan yapilan bir ¢aligmada, ge¢ evre KLL’li hastalar-
daki ortalama telomeraz aktivitesinin, kontrol grubun-
daki ortalama aktiviteden diisiik, fakat bu degerlerin
birbirine yakin oldugu bildirilmistir (25). Bu calisma-
da ayrica hem erken hem de ge¢ evreli KLL hastalari-
nin bazilarinda, telomeraz aktivitesinin hi¢ belirlene-
medigi de belirtilmistir (25).

Biz de ¢alismamizda Counter ve arkadaslarmin
caligmasiyla (25) uyumlu olarak ge¢ evre KLL’li has-
talarda telomeraz aktivitesinin kontrol gruba gore ista-
tistiksel olarak 6nemsiz olmakla birlikte bir miktar dii-
siik oldugunu belirledik. Bu durum, Counter ve arka-

daglart (25) tarafindan ileri siiriilen “Reaktivasyon
Modeli” ile bagintili olarak agiklanabilir. Bu modele
gore; baslangicta progenitor 16semik hiicre telomeraz
aktivitesine sahip olmayip, KLL’nin ilerlemesi esna-
sinda 16semik hiicrelerin bir kisminda telomeraz
reaktivasyonu gergeklestiginden toplamda telomeraz
aktivitesi diisik bulunabilmektedir. Calismamizda
KLL’1i hastalardaki telomeraz aktivitesinin diisiik ol-
masmin nedeni, KLL’deki 16semik lenfositlerin ¢ok
yavas ¢ogalmalarindan ve ¢ogalan bu hiicrelerin bir
kisminda gerceklesen telomeraz reaktivasyonuna bagli
olabilecegi diisiiniilebilir.

Bunlara karsilik, AML’li hastalarda telomeraz
aktivitesini belirlemek i¢in yapilan bazi ¢aligmalarda,
AML’li hastalarda telomeraz aktivitesinin kontroller-
den 10-50 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(20,22). Ayrica AML’li hastalarda yiiksek telomeraz
aktivitesinin kotii prognoz ve tedaviye direncle iliskili
oldugu ileri siiriilmektedir (22,26).

Biz de c¢aligmamizda AML’li hastalarda
telomeraz aktivitesinin kontrole gore yiiksek olmakla
birlikte istatistiksel olarak bu yiiksekligin 6nemli ol-
madigint belirledik. Caligmamizda AML’li hastalarda
telomeraz aktivitesinin kontrol ve KLL’li hastalara
gore Onemsiz de olsa yiiksek olmasinin nedeni,
AML’li hastalarda l6semik hiicrelerin tam olarak ol-
gunlasmamig olmasi ve bu olgunlasmamis hiicrelerin
asirt ¢ogalabilme yeteneklerinden dolayi, telomeraz

enzimlerinin aktive olmasina bagli olabilecegi
diistinilebilir (27).
Sonug olarak; 16semilerin prognozu,

evrelendirilmesi, hastaligin remisyonu ve tedaviye
verdigi yanitin takibinde telomeraz aktivite tayininin
giivenilir bir gdsterge olabilecegi diisiiniildii.

KAYNAKLAR

1. Kanoh J, Ishikawa F. Composition and conservation of
the telomeric complex. Cell Mol Life Sci 60(11):2295-
302, 2003

2. Heist EK, Huq F, Hajjar R. Telomerase and the aging
heart. Sci Aging Knowledge Environ 14(19):11, 2003

3.  Ferreira MG, Miller KM, Cooper JP. Indecent
exposure: when telomeres become uncapped. Mol Cell
13(1):7-18, 2004

4. Testorelli C. Telomerase and cancer. J Exp Clin
Cancer Res 22(2):165-9, 2003

5. Bibby MC. An introduction to telomeres and
telomerase. Mol Biotechnol 24(3):295-301, 2003

6. Wong JM, Collins K. Telomere maintenance and
disease. Lancet 362(9388):983-8, 2003.

7. Mokbel K. The evolving role of telomerase inhibitors
in the treatment of cancer. Curr Med Res Opin
19(6):470-2, 2003.

8. Hiyama E, Hiyama K. Telomerase as tumor marker.
Cancer Lett May 194 (2):221-33, 2003

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 2, Ocak 2004.



28

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

OZDEMIR ve ark.

Incles CM, Schultes CM, Neidle S. Telomerase
inhibitors in cancer therapy: current status and future
directions. Curr Opin Investig Drugs (6):675-85, 2003.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K,
Walter P. Molecular Biology of The Cell. Fourth
Edition, Garland Science, New York, 1313-32, 2002.

Harrington L, Mcphail T, Mar V, Zhou W, Oulton R,
Bass MB et.al. A mammalian telomerase-associated
protein. Science 275: 973-7, 1997.

Blasco MA, Hahn WC. Evolving views of telomerase
and cancer. Trends Cell Biol 13 (6):289-94, 2003

Gu J, Fang B. Telomerase promoter-driven cancer ge-
ne therapy. Cancer Biol Ther Jul-2(4 Suppl 1):64-70,
2003.

Beltz LA. The ‘other’ telomerase inhibitors: non-G-
quadruplex interactive agent, non-antisense, non-
reverse transcriptase telomerase inhibitors. Curr Med
Chem Anti-Canc Agents 2(5):589-603, 2002.

Mu XC, Brien TP, Ross JS, Lowry CV, Mckenna BJ.
Telomerase activity in benign and malignant cytologic
fluids. Cancer (Cancer Cytopathol) 87:93-9, 1999.

Nguyen B, Elmore LW, Holt SE. Telomerase as a
target for cancer immunotherapy. Cancer Biol Ther
2(2):131-6, 2003.

Mego M. Telomerase inhibitors in anticancer therapy:
gossypol as a potential telomerase inhibitor. Bratisl
Lek Listy 103(10):378-81, 2002.

Boyum A. Separation of leukocytes from blood and
bone marrow. Scand. J. Clin. Lab. Invest 21 (Suppl
97):77, 1968.

Cong YS, Wright WE, Shay JW. Human telomerase
and its regulation. Microbiol Mol Biol Rev 66(3):407-
25,2002.

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 2, Ocak 2004.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Engelhardt M, Mackenzie K, Drullinsky P, Silver RT,
Moore MA. Telomerase activity and telomere length in
acute and chronic leukemia, pre- and post-ex vivo
culture. Cancer Res 60 (3):610-7, 2000.

Trentin L, Ballon G, Ometto L, Perin A, Basso U,
Chieco-Bianchi L, Semenzato G, De Rossi A.
Telomerase activity in chronic lymphoproliferative
disorders of B-cell lineage. Br J] Haematol 106(3):662-
8, 1999.

Koutroumba P, Polychronopoulou S, Haidas S.
Structure and function of telomeres/telomerase and
their role in preleukaemia and haematologic
malignancies. Haema 6(1):35-47, 2003.

Cavusoglu, H. (trans. ed.). Renkli Fizyoloji Atlasi. Is-
tanbul: Nobel Tip Kitabevleri, 1997.

Trentin L, Ballon G, Ometto L, Perin A, Basso U,
Chieco-Bianchi L, Semenzato G, De Rossi A.
Telomerase activity in chronic lymphoproliferative
disorders of B-cell lineage. Br J Haematol
Sep;106(3):662-8, 1999.

Counter CM, Gupta J, Harley CB, Leber B, Bacchetti
S. Telomerase activity in normal leukocytes and in
hematologic malignancies. Blood 85(9):2315-20,
1995.

Ohyashiki JH, Sashida G, Tauchi T, Ohyashiki K.
Telomeres and telomerase in hematologic neoplasia.
Oncogene 21(4):680-7, 2002.

Ohyashiki JH, Ohyashiki K, Iwama H, Hayashi S,
Toyama K, Shay JW. Clinical implications of
telomerse activity levels in acute leukemia. Clinical
Cancer Research 3:619-25, 1997.





