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OZET

Son zamanlardaki ¢aligmalar neoplastik lezyonlarin gelisimini telomeraz reaktivas-
yonunun belirledigini gostermistir. Esey hiicrelerinde ve bir ¢ok kanser hiicresinde
telomeraz aktivitesi saptanirken, normal somatik hiicrelerin buyuk bir kisminda
telomeraz aktivitesi agik olarak gozlenememistir. Telomeraz aktivitesinin yeniden
kazanilmas1 ve bu sayede telomer uzunlugunun korunmasi kanser hiicrelerinin
olumsuzlugunde telomerazin onemli rolti olacagini dusundurmustir. Bunun sonu-
cunda kanser tanisinda telomeraz aktivitesinin belirteci olarak kullanilabilecegi
gosterilmis ve bu konuda aragtirmalar yogunlagtirilmigtir. Bu ¢alismada, telomeraz
aktivitesi tayin yontemleri ve bu yontemlerin dayandigi esaslar sergilenmek isten-
migtir.

Anahtar Kelimeler: telomeraz aktivitesi tayin yontemleri, kanser belirteci

ABSTRACT

Recent studies have shown that the progression of neoplastic lesions is character-
ised by telomeric reactivation. Telomerase activity has been detected in germline
cells and in most cancer cells, whereas most normal somatic cells have no clearly
detectable telomerase activity (1,2). The reactivation of telomerase activity and the
maintenance of telomere length is considered to be important in the immortality of
cancer cells. As a result, telomerase activity is considered to be a diagnostic marker
of malignancy and therefore a number of methods for determining telomerase activ-
ity have been developed by several investigators (3,4,5). In this paper, we aimed
to exhibit the assay methods for determination of telomerase activity and the key
points that these methods are based on.
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I. GIRIS

Insan kromozomlarinin sonu 15 kilobaza kadar uzaya-
bilen basit telomerik tekrar dizilerinden (5’-TTAGGG-
3’) olusur (6). Telomerik baz dizileri hiicresel DNA’y1
kararli halde tutar ve onlar1 yeni kombinasyonlardan
(end to end fusion) ve enzimatik yikimlardan korur (7).

DNA polimerazlar DNA sentezini 5°—3’ dogrultusun-
da gerceklestirirken baglangic i¢in bir RNA primerine
gereksinim duyarlar. Bu primerin atilmasiyla olugan
bosluk bagka bir mekanizmayla yeniden doldurulmazsa,
her hiicre boluinmesinden sonra bir miktar telomerik
kisalma ortaya cikar. Hiicre ve organizma yaglanma-
sinda, ana nedenin bu telomerik kisalma oldugu ileri
surulmugtur (6). Bu kaybi1 onlemenin yollarindan biri
telomeraz enziminin aktivite gostermesidir. Telomeraz
bir riboniikleoprotein kompleksidir. Kromozom son-
larma (TTAGGG),, den olugan hekzomerik tekrarlari
ekleyerek telomer uzunlugunu kararli halde tutar. Enzim
yapisinda telomerik dizilere kaliplik yapacak 159 niikle-
otidlik bir RNA icerir. Onemli komponentlerinden diger
ikisi ise “reverse” transkriptaz ve Protein I’dir ( 8-10).

Baslangigta kullanilan aktivite tayin yontemlerinde
miktar saptamasi hemen hemen imkansiz oldugundan
sonuglar telomeraz pozitif ve telomeraz negatif olarak
verilmigtir. Daha sonra gelistirilen yontemlerde bu sorun
asilmaya calisilmig ve miktar saptamada degisik yollar
kullanilmustir.

II. KULLANILAN YONTEMLER

Telomeraz aktivitesini saptamak amaciyla bir ¢ok yon-
tem gelistirilmisti. Bu sayede, daha once kullanilan
geleneksel yontemin gerektirdigi fazla miktardaki doku
ve hiicre kullanimi giderilmigtir. Geligtirilen ilk yontem
telomerik tekrarlarin PCR ile ¢cogaltilmasi esasina daya-
nan TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol)
yontemidir. Daha sonra gelistirilen bir ¢cok modifikasyon
ile TRAP yonteminin klinik uygulamalarda daha hassas
ve guvenilir olmas1 amaglanmigtir.

1. TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol)

Bu yontem 1994’de Kim ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmigtir (1). Eger hiicre ve dokulardan elde
edilen homojenat telomeraz igeriyorsa, ortama konan
ozel hazirlanmis primerler telomeraz ile uzatilir. Uzama
uruinleri (extension product), PCR amplifikasyonunda
kalip; 150 bp’lik myogenin (si¢an) fragmentleri internal
standard olarak kullanilir. Urtinler spekroforetik olarak
ayrilir. Radyoaktif igaretli primerler kullanilarak ya da
radyoaktif isaretli dCTP’ler PCR ortamina eklenerek
telomeraz urlinlerinin goruntulenmesi saglanir. TRAP
sonunda goruntu ¢ozumleyici (Image Analyzer) kulla-
nilir. Elde edilen veri, dongi sayisina karsi grafiklenir.
Standarda gore degerlendirilir. Bununla birlikte miktar
saptamasi cok hassas degildir. Aktiviteyi nicel olarak
saptamak zor ve guvenilir olmadigindan, sonuclar
telomeraz negatif ve pozitif olarak degerlendirilir.
Radyoizotoplar istenmiyorsa jel SYBR green I ile boya-
nir. Yontemin uygulanigi Sekil 1’de gosterilmisgtir.

Bu yontemin kusurlari,

1. Radyoizotoplarin kullanilmasi,
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2. Zaman alic1 poliakrilamid jel elektroforeze gereksi-
nim olmasi,

3. Klinik orneklerden gelen PCR inhibitorlerinin etkile-
rine agik olusu,

4. Miktar saptamada karsilasilan zorluklar,

5. Internal kontrole gereksinim olmasi,

6. CX primerde primer-dimer olusumu

olarak siralanabilir

TRAP’da kargilagilan zorluklar1 asabilmek ve uygula-
may1 kolaylagtirmak i¢in zaman i¢inde degisik Kkitler
uretilmigtir. Bunlar TRAP-eze ve TRAP-eze-Elisa kit-
leridir.

TRAP-eze yontemi

Oncor firmasi 1996’da TRAP-eze kitlerini tretmigtir. Bu
kitler daha hassas, daha ucuzdur ve daha kisa zaman-
da uygulanabilir. Bu yontemde “reverse” primer (RP)
TRAP’ daki “reverse” primer CX’in modifiye seklidir
(Sekil 1). Primer-dimer olusumu azaltilmistir. Kit 36
bp’lik internal standard igerir (11). Sekil 2’de yontem
gosterilmigtir.

TRAP-eze-Elisa yontemi

1. Telomeraz enzimi biotin igaretli “forward” P1-TS

primerinin 3’ ucuna telomerik tekrar dizilerini ekler.

2. Uzayan urunler P2 “reverse” primeri kullanilarak

1. Telomerazli ortamda non-telomerik oligoniikleotid primerin
(TS) uzatilmasi

TS (5’-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3")
2. “Hot start” PCR amplifikasyonu ile homojenat igindeki
telomeraz tarafindan uzatilan primerlerin ¢ogaltilmasi saglanir
ve 6 bazlik DNA ladder’lar1 elde edilir. “Reverse” primer (CX)
sadece telomeraz tarafindan eklenen TTAGGG tekrarlariyla
hibrid yapar.
CX (5’-(CCCTTA)3CCCTAA-3%)

Hot start tuplerin hazirlanmasi.

| (mum) ile
Hicre ya da doku homojenati

!
TRAP karigiminin hazirlanmasi

!
3 evreli PCR amplifikasyonu

(31 dongu)

| 94-50-72 °C
Mumun dokiilmesi ve yeni tiplere aktarma

!
Boyanin eklenmesi (loading)

!

% 10 PAGE

!

Fiksasyon

!
Phosphorimaging
( Toplam 20-24 saat alir.)

Sekil 1. TRAP yonteminin uygulanisi
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Hiucre ya da doku homojenizasyonu
| 1- TS primerin telomeraz ile uzatilmasi
Isaretli TS primer
| 2- Uzatilmig irtiniin ¢ogaltilmasi
TRAP karigiminin hazirligi
!
2 evreli PCR amplifikasyonu
(27-28 dongir)
} 94-60 °C
!
% 10 PAGE
!
Fiksasyon
!
Phosphorimaging
Toplam 8-10 saat

Sekil 2. TRAP-eze yonteminin uygulanist

PCR sisteminde amplifiye edilir.

3. PCR urunleri denature edilir ve telomerik tekrar
dizileri ile hibridize olabilen digoksigenin (DIG) isa-
retli spesifik prob ile hibridize edilir. Bu son urtnler
streptoavidin kapli mikrotiter plaklarina biotin igaretli
primer araciligiyla baglanir.

4. Plaklara bagli PCR urunleri antiDIG-peroksidaz ile
kompleks olusturur.

5. Son olarak peroksidaz substrati 3,3’,5,5’-tetrametil
benzidin (TMB) peroksidaz enzimi tarafindan renkli
oksidasyon urtinlerine donugturulur. Reaksiyon dur-
durucu ¢ozelti eklenerek renk olugumu durdurulur.
Orneklerin absorbanslar1 450 nm ve 620 nm’de mik-
rotiter plak okuyucuda okunur.

1.a. Floresan-TRAP yontemi

Aldous ve Grabill (12) telomeraz aktivitesini saptamak
icin floresan bir yontem (F-TRAP) kullanmislardir.
Radyoizotoplarin kullanimini elimine etmek i¢in flore-
sans isaretli primerler kullanilmistir.

1.b. “Strech-PCR” yontemi (Stretch-PCR assay)

1996’da Tatematsu ve arkadaglart TRAP’1 biraz daha
gelistirmiglerdir (13). PCR’a dayanan yontemlerde iki
sorun her zaman gorulebilir.

1. “Forward” ve “reverse” primerler birbirleriyle etki-
li bicimde hibridize olarak turla kombinasyonlar
olugturabilirler ¢ciinkil bunlar tekrar eden diziler icin
hazirlanmistir. Amplifikasyon sirasinda uzama uriin-
leri yerine bunlar cogaltilabilir. Burada telomeraz
tarafindan uzatilmig primer kalip gibi kullanilmamais-
tir.

2. “Reverse” primerler telomerazla uzatilmis tekrar-
lanan dizilerden herhangi biriyle hibrid yapabilir.
Sonugta kisalmig PCR urtinleri ortaya ¢ikabilir.

Bu sorunlarin uistesinden gelmek icin bu yontemde 6zel
olarak dizayn edilmig primerler kullanilmugtir.

1. “Forward” ve “reverse” primerler 3’ uclarinda esles-
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meyen (mismatch) bir baz cifti igerirler. Bu durum
primer-dimer olugsa bile uzamayi engeller. Telomeraz
enzimi sadece dimer olusturmayan “forward” primeri
uzatir.

2. Bu primerlerin 5° uglarina telomer dizileriyle iligki-
si olmayan ekstra “tag” dizileri ( M13-U, M13-R)
eklenir ve boylece amplifikasyonda PCR urtinleri her
zaman orijinal boylarini korur. Yontemin uygulanis:
Sekil 3’de gosterilmigtir.

1.c. PicoGreen yontemi

Gelmini ve arkadaslar1 1998°de hizli, miktara bagh ve
nonizotopik bir assay yontemi gelistirmiglerdir (14).
Telomeraz uriininin cogaltilmasinda “stretch-PCR”
yontemi uygulanir. Burada PCR urtinlerine PAGE gibi
zaman alic1 iglemler uygulanmaz. Bunun yerine PCR
urinleri PicoGreen ile muamele edilir. Yontem floresan
bir boya olan PicoGreen’in segici olarak c¢ift zincirli
DNA’ya baglanmasi esasia dayanir. Spektroflorometre
ile floresans okunur. DNA konsantrasyonu kontrol DNA
ile hazirlanan standart egrisinden hesaplanir. Telomeraz
aktivitesini belirleyen DNA miktar1 ise saptanan DNA
miktarindan negatif kontrolde saptanan DNA’nin ¢ika-
rilmasi ile hesaplanir. RNaz ile muamele edilmis hiicre
ya da doku homojenati negatif kontrol olarak kullanilir.
Sonuglar protein miktar1 saptanmig her ornek icin ng
DNA/ug protein olarak verilir.

1.d. In situ PCR yontemi

Ohyashiki ve arkadaglar1 (15) tumor huicrelerinde telo-
meraz enziminin varligini TRAP yonteminin modifi-
kasyonu olan in situ PCR yontemi ile gostermiglerdir.
Boylece hiicre duzeyinde telomeraz aktivitesinin aragti-
rilmasina olanak saglanmugtir.

2. TMA/HPA Yontemi (Transcription-Mediated
Amplification and Hybridization Protection Assay )

Hirose ve arkadaslar1 (16) TMA/HPA yontemini Oner-
miglerdir. Bu yontemin uygulamas: kolay ve hizlidir;
ayrica klinik orneklerden gelebilecek TRAP inhibitor-
lerinden cok az etkilenir. Telomeraz uriinunun trans-
kripsiyon yoluyla amplifikasyonu hizli oldugundan ve
bir tek kaliptan bir saat i¢inde milyarlarca RNA amp-
likonu olugsturulabildiginden ¢ogaltmada su banyosu
kullanilabilir. Bu yontem RNA’larla hibridize olmus ve
olmamus problarin farkli hidroliz olmalar1 ve telomeraz
tarafindan uzatilacak primere promotor eklenmis olmasi
esasina dayanir.

Promotor primerle telomerik tekrarlarin birlesme nokta-
sina komplementer olan akridinyum ester-isaretli problar
hazirlanir ve kullanilir. Amplikon ve problar 65 ©C’de
20 dak. inkuibe edilir ve hidroliz tamponu eklenerek
tekrar 10 dak. inkube edilir ve sogutulur. Luminometre
ile kemiluminesans ol¢ulir. Yontemin uygulanist Sekil
4’de gosterilmistir.

3. “Reverse” Transkripsiyon —-PCR Yontemi (Reverse
Transcription-PCR Assay or Taq Man Fluorogenic
Detection System)

Telomeraz kompleksinin agagidaki komponentleri klon-
landiktan sonra, bu komponentlerin mRNA diizeylerinin
saptanmasi enzim aktivite ¢alismalarinda yeni bir yakla-
sim olmugtur.

Telomeraz RNA komponenti TERC (hTR), telomeraz
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“Forward” TAG-U 5’-GTAAAACGACGGCCAGTTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG-3’
“Reverse” CTA-R 5’-CAGGAAACAGCTATGACCCCTAACCCTAACCCTAACCCT-3’

Bu yontemde telomeraz urtinleri temizlenir (Fenol-kloroform ile temizlenir ve etanol ile ¢okturulir) ve boylece dokudan gelen

PCR inhibitorleri yok edilir. Gorintilemede jel yontemi kullanilir.

M13-U
TAG-U 5° G G—3’ uzamaz
uzamaz 3’<T T 5’ CTA-R
| MI3R
G-T eslesemeyeceginden dolay1 uzamaz
5 3> Tm=58°C
7 CTAR
Tm = 68°C
5 — CTA-R

“Reverse” primer (CTA-R) tekrarlanan dizilerin icinden baglayamaz, bu durumda Tm 68°C’in altina duser, oysa PCR kosullar1

68°C’ye gore ayarlanmigtir.

Sekil 3. “Stretch-PCR” yonteminin uygulanist

e 3’ promotor primer
1. Promotor primer Telomeraz ile uzatilir
5 e e e -3

2. Telomeraz enzimi inaktive edilir
“Reverse” primer ile ¢ift zincirli DNA yapilir (RTaz ile)

R I T M DI\ V.Y
3 e e o oo ... - - < 5’DNA
e e e eeeee e eeeee- - ----------DNA
T7 RNA polimeraz promotoru tanir ve RNAlar sentezlenir.
3. “Reverse” Transkriptaz
“Reverse” primerler RNA ile hibridize olur ve RNA'nin DNA kopyasini ¢ikarir
4.
B e S S e B R R S \ ---— RNA
RTaz’in RNaz H aktivitesi ile RNA yikima ugrar
e L — DNA
RTaz ile yeniden cift zincirli DNA elde edilir

AE prob

Her bir DNA kalib1 100-1000 RNA amplikonu olugturur. Sonugta 10 milyar amplikon olusur.

Sekil 4. TMA/HPA yonteminin uygulanist
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“reverse” transkriptaz TERT (TCS1, EST2), telomeraz
protein I komponenti TEP1 (TP1).

Yajima ve arkadasglar1 (17) hTR’in ifade edilme duzeyini
saptamak i¢in RT-PCR yontemini gelistirmislerdir. Bu
sistemde spesifik PCR urtiniinin degerlendirilmesinde
DNA polimerazin 5°—3’ ekzonuikleaz aktivitesinden
yararlanilir. Taq Man analiz yontemi PCR’1 nicel yapar.
Bu yontemde hTR i¢in iki primer (“forward” ve “rever-
se””) ve bir de hibridizasyon probu yer alir. Taq polime-
raz PCR’1n uzama evresinde, uzama 6zelligi olmayan ve
iki ucundan isaretli florojenik hibridizasyon problarimi
keser ve buraya primeri yerlestirir. Bu sirada serbest
floresans veren haberciler ¢ikarilmis olur ve bunlar da
aninda okunur. Bu islem i¢in birlestirilmis PCR ve flore-
sans dedektor kullanilir. Floresansdaki artig suirekli ola-
rak optik monitorden izlenir. Bu yontemde PCR sonrasi
hicbir islem yapilmaz. Prob 5’ ucundan FAM ya da JOE
adlar1 verilen haberci floresan boyalarla, 3’ ucundan ise
floresans sonduriicti bir boya ile isaretlenir. Prob butin
iken higbir sinyal vermez ¢unku 3’ ucundaki boya 5’
ucundaki etkiyi yok eder. Prob, Amply Taq DNA tara-
findan 5°—3’ dogrultusunda kesilerek yerine “forward”
primer girer ve primer uzatilir. FAM 517 nm’de, JOE
554 nm’de okunur. Sonuglarin hesaplanmasinda standart
egriden yararlanilir. Amplifikasyon ti¢ farkli basamakta
gerceklestirilir ( Evre I: 30 dak. 48 °C, “reverse” trans-
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