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OZET

ULSERATIF KOLITLi VE KOLOREKTAL KANSERLI HASTALARDA
TELOMERAZ AKTiVASYONUNUN ARASTIRILMASI

Dr. TUGBA AKIN DUMAN, UZMANLIK TEZi , KONYA-2017

Amag: Ulseratif kolit , kolorektal kanser gelisimi acisindan risk artisina neden olan ve
diinya genelinde siklig1 giderek artan bir hastaliktir. Kolorektal kanserler ise diinyada en
sik goriilen tiglincii ve hem erkek hem de kadinlarda maligniteler i¢inde O6liime neden olan
ikinci kanserdir. Calismamizda {ilseratif kolit inflame dokusu, kolorektal tiimor dokusu ve

normal kolon mukozasinda telomeraz aktivitesinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve
Gastronteroloji Kliniklerine bagvuran , kolorektal timor ya da ilseratif kolit tanisi alan
hastalardan tiimor dokusu, inflame doku ve normal kolon dokusundan biyopsi 6rnegi
alindi. TRAPeze yontemi (Merck Millipore TRAPeze Kit RT Telomeraz saptama Kiti
(S7710)) kullanilarak telomeraz aktivitesi kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismamizda ilseratif kolit, kolorektal tiimor dokusu ve normal kolon
mukozast seklinde 3 grup karsilastirildiginda telomeraz aktivitesinde farklilik oldugu
gozlendi. Daha sonra gergeklestirilen ikili kargilastirmalarda iilseratif kolit ile normal doku
arasinda telomeraz aktivitesi yoniindan istatistiksel anlamli bir fark tespit edilemezken,
kolorektal kanserli dokularda komsu normal mukozaya gore istatistiksel olarak telomeraz

aktivitesinin artmis oldugu saptandi.

Sonu¢: TRAPeze yontemi ile telomeraz aktivitesi kolorektal kanser, iilseratif kolit ve
normal dokuda degerlendirildiginde, kolorektal kanser ile normal doku arasinda farklilik
oldugu saptanmis, ancak {ilseratif kolit ile normal doku arasinda bir farklilik olmadig
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda telomeraz aktivitesinin kolorektal kanser
acisindan premalign bir durum olan ilseratif kolit olgularinda kansere gidisi
degerlendirmek agisindan kullanmighh  bir marker degilken kolorektal kanser icin

kullanilabilir bir marker olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : telomeraz, kolorektal kanser, iilseratif kolit



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TELOMERASE ACTIVATION IN ULCERATIVE COLITIS
AND COLORECTAL CANCER PATIENTS

Dr. TUGBA AKIN DUMAN, UZMANLIK TEZi , KONYA-2017

Aim: Ulcerative colitis is an increasingly prevalent disease worldwide that increases the
risk of developing colorectal cancer. On the other hand colorectal cancer is the third most
common malignancy in the world and the second cause of cancer death in both men and
women. In our study, it was aimed to evaluate telomerase activity in ulcerative colitis

inflamed tissue, colorectal tumor tissue and normal colon mucosa.

Method: A biopsy was taken from tumor tissue, inflamed tissue and normal colon tissue
(99 samples) from patients who were admitted to the Necmettin Erbakan University
Meram Medical Faculty General Surgery and Gastroenterology clinics with colorectal
tumor or ulcerative colitis. Telomerase activity was quantitatively assessed by using the
TRAPeze method (Merck Millipore TRAPeze Kit RT Telomerase detection kit (S7710)).

Findings: In our study, we observed a difference in telomerase activity when 3 groups
were compared as ulcerative colitis, colorectal tumor tissue and normal colon mucosa.
Later, bilateral comparisons revealed no statistically significant difference between
ulcerative colitis and normal tissue in terms of telomerase activity, but increased
telomerase activity in colorectal cancer tissues was found statistically significant relative to

neighboring normal mucosa.

Results: Telomerase activity in colorectal cancer, ulcerative colitis and normal tissue was
assessed by TRAPEZE method and it was found that there was difference between
colorectal cancer and normal tissue, but no difference between ulcerative colitis and
normal tissue. These results suggest that telomerase activity may not be a useful marker for
evaluating the development of cancer in patients with ulcerative colitis, a premalignant

condition for colorectal cancer but may be useful marker for colorectal cancer

Keywords: telomerase, colorectal cancer, ulcerative colitis
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1. GIRIS

Inflamatuar bagirsak hastaliklarindan birisi olan iilseratif kolit; rektumu da icine alan,
genellikle kolon proksimali boyunca uzanan, kronik, tekrarlayici bir durumdur. Hastaligin
kesin patogenezi bilinmemekle beraber genetik faktorler, cevresel maruziyet ve bagisiklik
yanitinin etkilesimi sorumlu tutulmustur . Diinya genelinde 5 milyondan fazla insanin
etkilendigi bilinmektedir. Ulseratif kolit , kolorektal kanser gelisimi acgisindan risk artisina
neden olan bir durumdur. Bu hastalarin kolorektal kanser gelisimi i¢in riskleri normal
poplilasyona gore 2.4 kat artmistir. Son zamanlarda yapilan bir metaanalize gore, iilseratif
kolit hastalarmin kiimiilatif sekilde olas1 kolorektal kanser gelistirme riski 10 yilda %2, 20
yilda %8 ve 30 yilda %18 dir.

Kolorektal kanserler ise diinyada en sik goriilen iigiincii ve hem erkek hem de
kadinlarda maligniteler iginde Oliime neden olan ikinci kanserdir. Tiirkiye' de kolorektal
kanser insidansi erkeklerde doérdiincii, kadinlarda besinci sirada yer almaktadir. Her yil

6000 civarinda yeni vakanin goriildiigli tahmin edilmektedir.

Kolorektal kanserler farkli molekiiler yolaklara sahip heterojen kompleks bir
hastaliktir. Cesitli genetik ve epigenetik olaylarin gozlendigi cok asamali bir siire¢ sonrasi
meydana gelmesi karakteristiktir. Kolorektal kanserlerin cogunda gozlenen kromozomal

instabilitenin karsinogenez siirecinde kritik bir rol oynadigi bilinmektedir.

Telomer/telomeraz ise kromozom stabilitesinin saglanmasinda rol alan 6nemli
mekanizmalardan birisidir. Kromozomlarin ucunda bulunan ve kromozomlart DNA
bozunmalar1 ile ug uca flizyonlardan koruyarak kromozomlarin stabilizasyonu icin gerekli
olan 6zellesmis DNA yapilari olan telomerler, DNA polimerazin kromozomlarin 3’ ucunu
tamamiyla replike edememesinden kaynaklanan DNA uglarindaki dizilerin replikasyon
bagimli kaybi nedeniyle her hiicre boliinmesinde devamli sekilde kisalmaktadir. Ancak
hiicre boliinmesiyle iligkili telomer kisalmasi; sinirsiz hiicre ¢ogalmasini ve bdylelikle de
timor gelisimini Onlemektedir. Cogu tiimdr sonsuz biiylime yetenegini, uygunsuz
telomeraz ekspresyonu iizerinden saglar. Bir kanserde mutlaka gerekli olan sinirsiz hiicre
biiyiimesi igin telomeraz aktivasyonu gereklidir. Ozellikle kanserli hiicrelerde telomeraz

aktivitesi artmigken, cogu normal hiicrede sessiz kalmaktadir.

Cesitli insan kanserlerinde hem in vivo, hem in vitro olarak telomeraz aktivitesi ve

timOr malignitesi arasinda giiclii bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Diinya ¢apinda



cesitli laboratuvarlarda yapilan ¢alismalarda insan kanserlerinin %80-90’ inda telomerazin

aktif oldugu gézlenmistir.

Sporadik kolon kanseri ve kolitle iliskili kolorektal kanser arasinda mikrosatellit
instabilitesi, DNA metilasyonu ve sonunda p53 {in heterozigosite kaybini igeren genetik
yolakta benzerlikler vardir. Onceki ¢alismalarda telomeraz aktivitesinin komsu kanserli
olmayan mukozaya gore kolorektal kanserlerde daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. ilaveten
bazi premalign dokularda telomerazin aktive oldugu saptanmistir. Bu bilgiler bize,
kolorektal kanser gelisimi bakimindan riskli olan {ilseratif kolit hastalifinda da benzer
sekilde telomeraz aktivitesinde degisiklik olabilecegini diisiindiirmektedir. Boyle bir
degisikligin bulunmasi durumunda ise, telomeraz aktivitesinin  degerlendirilmesinin,
ilseratif kolit hastalarinda kolorektal kanser gelisimi agisindan bir marker olarak
kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Yapacagimiz ¢alisma ile normal kolon mukozasi,
iilseratif kolitli hastalardan ve kolorektal kanserden alinan dokular arasindaki telomeraz
aktivitesi karsilastirilarak ilseratif kolitli hastalardaki premalign lezyonlarda telomeraz
aktivitesi acisindan bir benzerlik olup olmadiginin saptanmasi ve premalign lezyonlarin

kansere doniismesinin hiicresel diizeydeki dnemini vurgulamak amaglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. ULSERATIF KOLIT
2.1.1. Tanim

Inflamatuar bagirsak hastaliklardan birisi olan iilseratif kolit (UK), kolonun kronik,
tekrarlayici, kontrolsiiz inflamasyonu ile giden ve rektumu da icine alacak sekilde

kolonun proksimaline dogru yayilim gosteren bir hastaliktir (Kaya 2012).

2.1.2. Epidemiyoloji

UK epidemiyolojisinde diinya genelinde cografik bdlgeler arasinda ve ayni cografik bolge
icinde dahi belirgin farkliliklar bulunmaktadir. Endistrilesmenin yaygin oldugu
toplumlarda daha sik goézlenmektedir. En yiiksek insidans Kuzey Avrupa ve Kuzey
Amerika ‘da izlenmektedir. Ancak basta Asya ve Dogu Avrupa gibi daha az goriildiigii
bolgeler olmak iizere diinya genelinde insidans1 giderek artmaktadir. UK insidansi

Avrupa’da yillik 0,9-24/100.000, prevalansi ise 2,4-294/100.000°dir (Burisch 2015).

Ulkemizde UK prevalanst 79/1.000 olarak bildirilmistir (Kalkan 2013).

2.1.3. Etyoloji

UK etyopatogenezi heniiz tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte ; genetik yatkinlik,
bakteriyel antijenler, ¢cevresel faktorler, immiin cevap bozuklugu gibi ¢esitli etkenlerin rol

oynadig literatiirde bildirilmektedir.

2.1.3.1. Cevresel Faktorler

Son on yilda, dikkate deger bir sekilde Bati iilkelerinde diyetin yiiksek yag ve karbonhidrat
agirlikl olarak sekillendigi bilinmektedir. Bu durumun baz1 kronik hastaliklardaki artigin
nedeni olabilecegi ifade edilmektedir. Yiiksek doymus veya doymamis kati ve sivi yag
icerikli yiyecekler, seker / tatlandiricilar, fastfood tarzi beslenmenin UK gelisimi ile iliskili
oldugu bildirilmektedir. Hastalarin %86’ s1 alkollii igecekler, soda, kahve ve fazla baharatl
yiyeceklerin relapslart tetikledigini sdylemektedir. Buna karsilik sebze ve meyve tiiketimi

ise koruyucudur. Koruyucu oldugu bilinen bir diger besin ise anne siitiidiir. Anne siitii
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mikrobiyal flora ve besin antijenlerine karsi oral tolerans gelisimindeki etkisi sayesinde

UK gelisimini énleyebildigi diisiiniilmektedir.

UK ile iliskili iyi tanimlanmis bir diger ¢evresel faktor ise sigaradir. Aktif sigara
icen bireyler, hi¢ sigara kullanmayan ya da eskiden kullanmis Dbireylerle
karsilastinildiginda aktif icicilerde UK gelisiminin daha az oldugu gosterilmistir. Ancak
pasif i¢icilik koruyucu degildir.

2008 yilinda yapilmis bir metaanaliz, UK ile oral kontraseptif ila¢ kullanimi
arasinda pozitif bir iliski oldugunu gdostermistir. Bunun yanisira cocukluk caginda
antibiyotik kullaniminin enterik bakterilere karsi tolerans gelisiminin normal siirecini
etkileyerek UK gelisimine yol agabilecegi ileri siiriilmektedir. Felder ve arkadaslarmimn
(2000) yaptiklar1 vaka-kontrol ¢aligmasinda nonsteroid antiinflamatuar ila¢ kullanimi ile

UK gelisimi arasinda anlaml1 iliski bulunmustur.

10 yas oncesi ¢ocuklarda apandisit nedeniyle gergeklestirilen apendektomi ile UK
gelisimi arasinda negatif bir iliski saptanmustir. Cesitli metaanalizlerde apendektomi
sonrast UK gelisme riskinin énemli dlgiide azaldigi gosterilmistir (Molodecky 2010;

Annahazi 2014).

2.1.3.2.Mikrobiyal faktorler

15.000- 36.000° den fazla cesitli bakteri, viriis, bakteriofaj ve mantarin yer aldig1 bagirsak
mikrobiyal florast UK patogenezinde yer alan ana komponentlerdendir. Farkli veriler UK

’de bu mikrobiyal florada degisikliklerin oldugunu gostermektedir (Annahazi 2014) .

Hastaligin patogenezinde rol oynayan cesitli bakteriler (kizamik, mikobacterium
paratiiberkiilozis ) ve viral ajanlar ileri siirlilmekle birlikte spesifik enfeksiyona ait

herhangi bir bulgu tespit edilememistir (Oktay 2001).

UK hastalarinin operasyon &rneklerinin  normal kontrollerle karsilagtirildigi bir
calismada, bu hastalarda Bacteroidetes ve Lachnospiraceae gibi gastrointestinal yararli
bakterilerin azaldig1 bulunmustur. Diger bir calismada ise UK hastalariin rektal biyopsi
orneklerinde  Clostridia ve E.coli deki artisa paralel olarak yararli bakterilerden

Bifidobakterin azaldig1 gosterilmistir (Annahazi 2014).



23 galigmalik bir meta-analizde ise H.pylori enfeksiyonunun UK ile negatif iliskili
oldugu sonucuna varilmistir. H.pylori enfeksiyonu regiilator T hiicre fonksiyonlarinda yer
alan genlerin ekspresyonunu arttirarak kolit gelisimine karst koruyucu olabilmektedir.
Ancak UK hastalarindaki azalmis H. Pylori kolonizasyonu , H.pylori eradikasyonu
olusturabilen antibiyotik ve meselamin kullanima sekonder de gerceklesebilmektedir

(Molodecky 2010).

2.1.3.3 Psikolojik faktorler

UK ‘nin arka planinda yatan psikojenik faktorler &nemli bir dier konudur. Asiri
bagimlilik, immatiir duygusal reaksiyonlar ve asir1 sorumluluk {izerinde durulmasi gereken

kisilik bozukluklaridir (Warren 1948).

Uzun siireli duygusal gerilimler ~ ve stresin UK hastalarinda relapslari

siddetlendirdigini gosteren ¢alismalar da vardir (Levenstein 2000; Bitton 2003).

2.1.3.4 immiin faktorler

Mukozal i1mmiin sistemin disfonksiyonu inflamatuar bagirsak  hastaliklarinin
patogenezinde Onemli bir yere sahiptir. Cesitli inflamatuar hiicreler arasinda mukozal
CD4+T hiicrelerin  proinflamatuar  sitokinleri iireterek  kronik inflamasyonun

indiiksiyonunda ve devamliliginda merkezi rol oynadig: diistiniilmektedir.

Fizyolojik kosullarda lamina propriada T hiicreler, B hiicreler, naturel killer (NK)
hiicreler, makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, noétrofiller, eozinofiller,
fibroblastlar gibi pek gok hiicre bulunmaktadir. inflamatuar sartlarda , cok sayida aktive
olmus immiin hiicre intestinal mukoza i¢ine infiltre olur. Bu immiin hiicreler ve bazi
stromal hiicreler sadece yliksek oranda adezyon molekiilleri, yardimer sinyal molekiilleri
(CD54,CD62L gibi) degil ayrica inflamatuar mediatdrler ve kemokin reseptorleri (CCRS,
CCR6, CCRY ) ve integrin eksprese ederler. Ayrica intestinal mukozadaki fibroblastlar ve
kapiller endotelyal hiicreler yiikksek miktarda kemokin , selektin ve dolagimdan intestinal
mukozaya goc¢ eden lokositlerin intraselliiler etkilesimini iyice arttiran intraselliiler

adezyon molekiillerini (ICAM-1) de salgilarlar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levenstein%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10811330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bitton%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572569

UK’ deki inflame dokularda CD4+T hiicreler ve NK T hiicreler ¢ok miktarda IL-4, IL-
13 gibi T-helper2 aracili sitokinler ve T helper-17 iliskili proinflamatuar sitokinler (IL-
17A) salgilarlar. Pro/ antiinflamatuar sitokinler arasindaki dengesizlik UK' de intestinal

mukozadaki inflamasyona katkida bulunmaktadir (Xu 2014).

2.1.3.5 Genetik faktorler

UK ’deki ailesel kiimelenme ilk olarak 1930’lu yillarda fark edilmistir. Pozitif aile dykiisii
halen hastalik i¢in en 6nemli bagimsiz risk faktdrlerinden birisidir. UK’li hastalarin birinci
derece akrabalarinda UK gelisme oran1 %5.7-15.5 , inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH)
gelisme orani ise %6.6-15.8’dir. IBH duyarliliginda genetik faktorlerin katkisini en giiclii
sekilde ortaya koyan ikiz caligmalari olmustur. Ilk sistematik ikiz uyum calismasi
monozigotik ikizlerde Crohn hastaliginda (CH) %37.3, UK’de %10 ve dizigotik ikizlerde
Crohn hastalarinda %7, UK’de %3’liik birliktelik gosteren iki calisma tarafindan

desteklenmistir.

Bu bulgular géstermistir ki, IBH poligenik bir hastaliktir. Simdiye kadar yapilan 12
genom-wide g¢alismada 12 kromozom fizerinde olasi bolgeler tanimlanmistir. Genetik
heterojeniteyle uyumlu sekilde ,hastalikla uyumlu tek bir lokus tespit edilememistir. Ilk
raporlanma tarihlerine goére, kromozom 16, 12, 6, 14, 5, 19 ve 3 {izerindeki duyarlilik
bolgeleri sirasiyla IBD1-9 seklinde yeniden isimlendirilmistir. Sonrasinda pozisyonel
klonlama teknikleri ve duyarlilik bélgelerinin genom taramalar1 yoluyla ince haritalanmasi

ile daha fazla sayida gen tespit edilmistir (Baumgart 2007).
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Sekil 2.1. Inflamatuar bagirsak hastaligi olan insan karyotipindeki duyarlilik lokuslart
(Baumgart 2007)

(Cogaltilmis ve dogrulanmis ilk belirlenen duyarlilik bolgeleri kirmizi dairelerle, diger

duyarlilik bolgeleri agik mavi dairelerle temsil edilmektedir)

Literatiirde simdiye kadar 163 duyarlilik lokusu tanimlanmistir. Bunlardan 110°u
hem UK hem CH ile baglantili iken , 30’u CH ve 23’ii UK ‘ye spesifiktir. TNF ailesinin
yeni saptanan iiyelerinden TL1A ‘y1 kodlayan TNSF15 ile endoplazmik retikulum stres
cevabinda anahtar komponent olan XBP1 ve diger endoplazmik retikulum stres genleri ;
ORMDL3, AGR2 ve MUC19 ‘daki gen polimorfizmleri hem UK hem de CH ile iligkilidir
(Annahazi 2014).

Ozellikle UK igin, 6nemli aday genlerden birisi 4q24 iizerinde lokalize Niikleer
Faktor Kappa Beta Subiinit 1 (NFKB1) genidir. NFKB1; immiinite ve inflamasyonla
iliskili genleri kodlar (Karban 2003).

Epitelyal biitiinliiglin saglanmasinda yardimci proteinleri kodlayan Disks large
homolog 5 (DLG5) geninin iki haplotipi UK ve CH ile iliskilidir. Yine Multi-Drug
Resistance gen (MDR1) varyantlart hem UK hem de CH ile iliskilidir. Ayrica Mdr1 delete
olan farelerde kolit gelistigi gozlenmistir (Sartor 2006).



Spesifik olarak UK’yi hedefleyen ilk genis kapsamli assosiasyon calismasi 2008
yilinda yayinlanmistir. Bu ¢alismada UK’ye ait 3 lokus tanimlanmustir. Bunlar MHC

bolgesi, ekstraselliiler matriks protein 1(ECM1) kodlayan gen ve makrofaj stimiile edici
gen MSTL1 dir (Ek 2014).

Human Lokosit Antijen (HLA) genleri IBH genetik ¢alismalarinda birincil aday
genler olmustur. Ciinkii bu genler antijen sunan hiicrelerdeki hiicre yiizey
glikoproteinlerini  kodlayarak antijen taninmasi ve saglikli 16kosit cevab1 gibi
immiinregiilasyon fonksiyonlar1 ile otoimmiin hastaliklarla iliskilidir. Cesitli ¢alismalarda
ozellikle HLA smif 2' ye ait HLA DR varyantlari ile IBH gelisimi arasinda artmus risk
oldugu bulunmustur. UK; HLA DR?2 ile pozitif iliskili iken HLA DR 4 ve DR6 ile negatif

iliskilidir. Baz1 alleller, dzellikle DRB1* 0103 ve B *52 hem UK hem CH ile iliskilidir
(Yang 1993;Annahazi 2014).

DRB1*0103 ve DRBI1*15 allellerinin kolektomiye gitmek zorunda kalan , yaygin
hastalig1 olanlarda daha sik oldugu gézlenmistir (Bouma 1999).
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Sekil 2.2. Inflamatuar bagirsak hastaligi lokuslar1 (Ek 2014)



2.1.4. Klinik Bulgular ve Tam

UK rektumu igerecek sekilde kalin bagirsak mukozasmi etkileyen, kesintisiz olarak
proksimale dogru ilerleyen bir hastaliktir. Bazen bu inflamasyon tiim kolonu da igine
alacak sekildedir. Anatomik tutuluma bagli olarak hastalar proktitis ( rektuma smirl
tutulum), sol tarafli kolit (splenik fleksuradan ileriye ulasamayan tutulum) veya ilerlemis

kolit olarak simiflandirilirlar .

Klinik bulgular tutuluma ve hastaligin ilerlemisligine gore degismekedir. Kanli
mukuslu ishal, karin agrisi, gaytada zorlanma, acil gayta yapma istegi ve rektal kanama en
stk goriilen bulgulardir. Kanli digkilama hastalarin %90’indan fazlasinda goriilmektedir.

Istahsizlik, ates, kirginlik gibi sistemik bulgular ciddi atak belirtisidir.

Tani icin tek bir test mevcut degildir. Hastanin tibbi 6ykiisii, endoskopik bulgular,
kolonoskopik cesitli biyopsi orneklerinin histopatolojik degerlendirmesi ve enfeksiyoz
ajanlara yonelik negatif gayta testleri ile tani konulmaktadir. Kolonoskopi Ve
sigmoidoskopi UK’nin karakteristik mukozal degisikliklerinin saptanmasinda onemlidir.
Karakteristik endoskopik degisiklikler; damarsal ag yapisinin kaybi, graniiler goriiniim,
kirilganlik ve iilserasyonlardir. Bu degisiklikler tipik olarak distal rektumda baslayip,
simetrik, devamli ve dairesel bigimde kolonun bir boliimiinii ya da tiimiinii igerecek

sekilde proksimale dogru ilerler ( Dignass 2012; Boirivant 2012).

2.1.5. Ulseratif Kolit ve Kolorektal Kanser Gelisimi

UK hastalar1 displazi ve kolorektal kanser (KRK) gelisimi agisindan normal popiilasyona
gore daha riskli durumdadirlar. Crohn ve Rosemberg tarafindan UK komplikasyonu olarak
adenokarsinom gelisen ilk vaka 1925 yilinda tanimlanmistir. Bundan sonra UK gibi uzun

siiredir IBH olan kisilerde KRK gelisim riskinin artmis oldugu kabul edilmistir.

[BH’da KRK gelisimine iliskin hastaligin = siiresi, tutulumun yayginlg,
inflamasyonun derecesi , tan1 yasi, aile dykiisii ve primer sklerozan kolanjit (PSK) varlig

gibi bir¢ok risk faktorii tanimlanmustir (Yashiro 2015).

Kolit iligkili kolorektal kanser gelisim riski kolondaki inflamasyon siiresinin
uzamasiyla birlikte artar. Ozellikle kolondaki inflamasyondan 8-10 yil sonrasinda

goriilmeye baglar (Bektas 2014).



UK hastalarinda genel KRK gelisim riski 2,4 kat artmis durumdadir. Yeni bir meta-
analize gore, UK hastalarinda kiimiilatif KRK gelistirme olasilig1 10 yilda %2, 20 yilda %8
ve 30 yilda %18 “dir. Kronik inflamasyon ve epitel hiicrelerindeki artmis doniisiim displazi

gelisimine katkida bulunmaktadir (Sameshima 2015).

Onemli bagimsiz risk faktdrlerinden birisi de hastaligin yayginhigidir. Yapilan
calismalarda pankoliti olan hastalarin KRK gelisimi agisindan en riskli olduklari
bilinmektedir. Eaden ve arkadaslarimin 2001 yilinda yaptigi, diinya genelinde birgok
cografi bolgeyi kapsayan 116 calismayr iceren metaanalizde UK hastalarinda KRK
gelisme insidans1 %0,3 olarak bulunmustur. Ayni1 analizde UK hastalarinda KRK gelisim
prevalans1 %3,7 iken, pankolitli olgularda bu oran %5.4 olarak bulunmustur. UK tanil
1515 hastanin yer aldig1 yeni bir Danimarka popiilasyon temelli kohort ¢aligmasinda, UK
iligkili KRK gelisim riskinin en yiiksek oranda bulundugu grubun yaygin koliti olan
hastalar oldugu gozlenmistir (Kim 2014; Yashiro 2015).

IBH’larindaki kronik inflamasyonun karsinogenezisi destekledigi diisiiniilmektedir.
Kronik inflamasyon seviyesinin IBH iliskili KRK ile direk etkisi olup olmadigini arastiran
birka¢ calisma mevcuttur. Retrospektif bir vaka kontrol ¢alismasinda kolonoskopik ve
histolojik inflamasyon skorlar1 ile kolorektal neoplazi arasinda dnemli bir korelasyon
saptanmistir. Ancak ¢ok degiskenli analizlerde yalnmizca histolojik inflamasyonun 6nemli

bir risk faktori oldugu ortaya konmustur (Kim 2014).

Mathy ve ark. (2003) 30 kolektomi 6rnegini yeniden incelediklerinde, gross kolitli
alanlarin proksimalindeki mikroskobik kolit alanlarinda displazi ve KRK  ortaya
cikabildigini gostermislerdir. Bu da kolonoskopik degisiklikler olmasa bile, gercek
histolojik degisikliklerin kanser riskinin degerlendirilmesinde hastaligin yayginligini daha

1yl tamimlanabilecegini gostermektedir (Xie 2008).

UK’de inflamasyonun terminal ileuma kadar ilerlemesi olarak tanimlanan
backwash ileitis durumunda KRK gelisim riskinin arttig1 ileri siiriilmektedir. Ancak bu
teoriyi destekleyen kesin bir veri heniiz yaymlanmamistir ve dogrulanmasi i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir (Xie 2008; Sunkara 2011).

Hastaligin erken yasta ortaya ¢ikmasi siireden bagimsiz olarak riski arttirmaktadir.
15-29 yas aras1 tan1 alanlara gore 15 yas oncesi tan1 alanlarda risk 4 kat artmistir (Ozer

2011).
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Genis bir kore popiilasyon calismasinda, UK iliskili KRK ‘larin kadinlarda daha
fazla goriildiigi saptanmistir. 169 hastayi iceren baska bir Japon popiilasyon ¢aligmasinda

ise kadin erkek arasinda bir farklilik tespit edilmemistir ( Zhigin 2014).

PSK, IBH ile giiclii iliski igerisinde olan kronik kolestatik karaciger hastaligidir.
IBH komplikasyonu olarak PSK olan hastalarda KRK gelisme riskinin artmis oldugu
gdzlenmektedir. Molodocky ve ark. (2011) yaptig1 bir metaanalizde PSK olgularinda IBH
orant %68 olarak raporlanmistir. IBH alt tipleri i¢inde %80’e karsilik % 10 gibi bir oranla
CH’na gore UK’de PSK daha siktir. Soetikno ve ark. (2002) 16844 hastay1 kapsayan 11
calismadan olusan metaanalizlerinde, PSK olmayan hastalarda KRK gelisme riski %4
iken, UK ve PSK birlikteligi olan hastalarda bu oran %21 seklide bulunmustur ( Kim
2014).

2.2. Kolorektal Kanser

KRK o6zellikle bati toplumlarinda ciddi bir halk sagligi problemidir. Diinya genelinde
erkeklerde tigiincii, kadinlarda ise en sik goriilen ikinci kanserdir ( Aiello 2011; Arvelo
2015).

2.2.1. Epidemiyoloji

KRK diinya genelindeki major mortalite ve morbidite sebeplerindendir. Tiim kanserlerin
%09 kadarini1 olusturmaktadir. Diinya genelinde en sik goriilen {iglincii, en sik 6liime neden
olan dordiincii kanserdir. Kadinlarda ve erkeklerde hemen hemen esit sikliktadir (Haggar
2009).

Uluslararas1 Kanser Ajansi tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore
hem diinyada hem de iilkemizde erkeklerde en sik goriilen 3 kanser akciger, prostat ve
kolorektal kanserdir. Kadinlarda en sik gézlenen 3 kanser tiiriine bakildiginda ise diinyada
siralama meme, kolorektal, uterus-serviks kanseri iken Tiirkiye' de meme, tiroit ve
kolorektal kanser seklindedir. Ulkemizde kolorektal kanserler hem kadinlarda hem de
erkeklerde 3. sirada yer almaktadir. Erkeklerde yilizbinde 24,4 ve kadinlarda ise yiizbinde
15,3 siklikta goriilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, Ankara 2016).
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Diinyada 550.000’1 erkek ve 470.000’1 kadin olmak tiizere her yil bir milyon yeni
vaka bildirilmektedir. Bu da ne denli 6nemli bir halk sagligi problemi oldugunu ortaya
koymaktadir (Arvelo 2015).

Hastalarin  %90’indan fazlast 50 yas tizerindedir. Bati Avrupa ve Kuzey

Amerika’da sik iken iilkemizde orta derece sikliktadir (Uyanikoglu 2015).

2.2.2. Etyoloji

KRK gelisimi cesitli ¢cevresel ve genetik faktorlerin bir araya gelmesi sonucu meydana

gelen bir siiregtir.

2.2.2.1.Cevresel faktorler

Cesitli caligmalar gevresel risk faktorlerinin toplumlardaki KRK gelisme riskinin en dnemli
belirleyicilerinden oldugunu gostermistir. KRK; Amerika, Kanada, Bati Avrupa iilkeleri

gibi gelismis tlilkelerde daha sik iken az gelismis iilkelerde daha azdir (Gertig 1998).

Diistik riskli bolgelerden yiiksek riskli bolgeler go¢ edenlerde KRK insidansinin
artma egiliminde olmasi ¢evresel kosullarin 6nemini ortaya koymaktadir. Yine kentlerde

yasayanlarda KRK goriilme riski daha fazladir (Haggar 2009).

2.2.2.2. Kisisel Ozellikler, Yasam Bicimi ve Ahskanliklar

Hayvansal yaglardan ve kirmizi etten zengin, lif orani diisiik besinlerle beslenme KRK
gelisim riskini arttirmaktadir. Buna karsilik 1if orani yliksek sebze meyvelerle beslenme
riski azaltmaktadir. Fiziksel inaktivite ve sismanlik KRK gelisen hastalarin dortte liciinde
bildirilmistir. Sigara KRK 06ncii lezyonlar1 olan adenomatdz polip gelisimi ile iliskili
bulunmustur. Sigara igenlerde ortalama KRK gelisim yasinin daha erken oldugu
gosterilmistir. Diizenli alkol kullanimi1 da daha erken yaslarda KRK gelisimi ile iligkilidir
(Haggar 2009).
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2.2.2.3. Klinik Risk Faktorleri

Belli basli poliplerin bir kismmin malignite gelisimi ile iliskisi tespit edilmistir. Polipin
neoplastik olarak smiflandirilmasi i¢in polip epitel hiicrelerinde atipi goriilmesi gerekir.

(Yamaner 2007).

Tiibiller ve villoz adenomlar gibi neoplastik polipler KRK gelisimi i¢in
predispozandir. Sporadik KRK’larin %95°’i bu adenomlardan gelismektedir. Adenom
Oykisl olan kisilerde olmayanlara gore risk artmistir. Malign doniisiim olmadan Once

adenomlarin tespit edilerek ¢ikarilmasi KRK riskini azaltmaktadir (Haggar 2009).

IBH; UK ve Crohn hastaligi varligi genel olarak KRK gelisme riskini
arttirmaktadir. Bu hastalarda KRK geligim riski rolatif olarak 4-20 kat artmaktadir. Bu
nedenle bu bireylerin yasi ka¢ olursa olsun daha sik bir sekilde KRK i¢in taranmasi

gerekmektedir (Haggar 2009).

2.2.3.Klinik Ozellikler ve Tam

Semptom ve bulgular tiimoriin yerlesimi, makroskopik yapisi, yayilimi, kanama, tikanma,

perforasyon gibi komplikasyonlarin varligina gore degisiklik gostermektedir.

Sag kolon kanserlerinde; halsizlik, dispeptik yakinmalar, karin sag alt kadranda ele
gelen kitle ve karin agris1 en sik goriilen bulgulardir. Nedeni bulunamayan anemi ve hizl
kilo kayb1 durumunda sag kolon tiimorii mutlaka akla gelmelidir. Sag kolon tiimoérlerinde

tikanma nadiren goriiliir.

Sol kolon tiimdrlerinde ise, sol kolon c¢apinin daha dar olmasi nedeniyle temel
yakinmalar digkilama ile iligkilidir. Digkilama giicliigii, diski capinda incelme, kabizlik
veya kabizlig: takiben ishal, kolik tarzinda karin agris1 ve diskiya bulagmis kan gortiniimii
olasi bulgulardir. Tikanmalar daha sik goriiliir. Rektal kanserlerde ise ana semptom rektal

kanama ve bosalamama hissidir.

Fizik muayene, oykii ve diger testlerle taniya gidilmektedir. Fizik muayenede karin

muayenesi, kanama agisindan rektal tuse mutlaka yapilmalidir (Karahasanoglu 2001).

KRK tanisinda endoskopi, ¢ift kontrastli baryum grafisi ve bilgisayarli tomogrofik

(BT) kolonografi olmak iizere ii¢ methodun oldukga etkin oldugu gosterilmistir.
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Gogiis, pelvis ve karmin kontrastli BT ile degerlendirilmesi evrenin belirlenmesi ve
uzak matastazlarin degerlendirilmesi bakimindan olduk¢a duyarhidir. Karacigerin
ultrasonografi ve manyetik rezonans (MR) ile goriintiilemesi BT ‘de tam olarak
belirlenmeyen lezyonlarin tespitinde karakteristiktir. Karaciger MR, karacigere olan
metastazlarin dogru sekilde degerlendirilmesi amaciyla da kullanilmaktadir (Diagnosis and

management of colorectal cancer .A national clinical guideline 2011).

2.2.4. Kolorektal Kanser ve Genetik

KRK'nin molekiiler genetik analizlerinden, kanser olusumuna iligkin dort merkezi ilke
saptanmistir. Bunlardan ilki, kolon kanser gelisiminin altinda yatan genetik ve epigenetik
degisikliklerdir. Bu degisiklikler hiicrelere klonal biiyiime avantaji kazandirir. Ikincisi,
kanser hem molekiiler hem de morfolojik diizeyde ¢ok asamali bir siirecte ortaya
¢ikmaktadir. Ugiinciisii genomik stabilite kaybidir ki bu kanser olusumunda anahtar
molekiiler basamaktir. Sonuncu olarak herediter kanser sendromlari; siklikla somatik
olarak goriildiiglinde sporadik kolorektal kanser olusumuna gotiiren anahtar genetik

defektlerin germ line formlarina karsilik gelmektedir.

KRK'ya hizlanmis kolonosit ¢ogalmasi ve lokal DNA replikasyonu bozukluguna
yol acan genetik mutasyon kaskadinin sebep olduguna inanilmaktadir. Cesitli genetik
mutasyonlarin ilerleyici bigimde birikmesi normal mukozadan, benign adenom, agir

displazi ve sonugcta karsinoma doniisiimle sonuclanmaktadir (Alsgier 2015).

Normal kolon epitelinin adenoma, invaziv kansere ve metastatik kansere

dontlisiimiinli iceren basamaklar Vogelstein ve Fearon tarafindan tanimlanmistir (Canbay

2011).

ol EBEORIENIRE e EEET TS e gt >

Normal Aberan Kript Erken =% lleriEvre i Kanser
Kolon Odagi Evre Adenom
Epiteli Adenom

Sekil 2.3. Vogelstein ve Fearon tarafindan tanimlanan kolorektal karsinogeneziste

adenom-karsinom ardisikligi (Canbay 2011)
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Sporadik  kolorektal kanserlerin  kolonik epitel hiicrelerinin biiyiimesini
diizenleyen genlerdeki degisikliklerin ardisik olarak birikmesinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Bu degisiklikler 6zellikle kromozom 521 deki adenomatozis polipozis
geni (APC) inaktivasyonu, K-ras nokta mutasyon aktivasyonu ve kromozom 17p13 deki
P53 geni, kromozom 18q tlizerindeki birkag aday genden biri olan; DCC ile DPC4 genleri

gibi spesifik timdr supresor genlerinin inaktivasyonunu igermektedir (Yashiro 2015).

KRK olusumu ile ilgili ¢alismalarda, 3 temel kategoride bulunan genlerdeki genetik
degisikliklere odaklanilmistir. Bunlar tiimor siipresor genler ; APC, DCC, P53, SMAD2,
SMAD4 ve pl6INK4a, protoonkogenler; K-ras, N-ras ve DNA tamir genleri MMR ve
MUTYH dir (Arvelo 2015).

Normal mukozodan adenoma, ondan karsinoma ilerleyis, APC, K-RAS, P53, DCC
genlerindeki kiimiilatif mutasyonlarla desteklenmektedir. Tiim bu mutasyonlarin hepsinin
onemli oldugu diisiiniilmektedir ancak tiim kolorektal kanserlerden sorumlu oldugunu

sOylemek miimkiin degildir.

APC mutasyonlarinin KRK'larin  %80'inden sorumlu olduguna inanilmaktadir.
APC'deki degisiklikler Wingless/Wnt sinyal yolaginda overaktivasyonla sonuglanir ve
kolonda tiimor olusumunu baglatict gibi goriinmektedir. Sonrasinda diger genlerde goriilen
degisiklikler timor biiyiimesi ve doku invazyonu ve metastaz yapma kabiliyeti gibi diger

malignite 6zelliklerinin kazanilmasinda rol oynamaktadir (Alsgier 2015).

Sporadik KRK'lardan sorumlu olan molekiiler degisikliklerden bazilari iilseratif
kolit iliskili KRK gelisiminde de rol oynamaktadir. Sporadik KRK ve kolit iligkili KRK
arasinda DNA metilasyonu, mikrosatellit instabilitesi, P53 mutasyonu ve nihayetinde p53
heterozigosite kaybini kapsayan genetik yolaklarda benzerlikler bulunmaktadir. Ancak bu

degisikliklerin siklig1 ve ortaya ¢ikis zamanlarinda farliliklar vardir (Yashiro 2015).
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Sekil 2.4. Kolit-iligkili KRK ve sporadik KRK 'daki molekiiler degisiklikler (Yashiro
2015)

Tablo 2.1. Kolorektal karsinogenezisde hiicre i¢i molekiiler lezyonlar (Canbey 2011)

Kolorektal Karsinogenezisde

Hiicre igi Molekiller Molekiiler Lezyon Sikhik
WHNT/E-katenin24 aktive mutasyon %14
TGFBR225 inakiive mutasyon Yol
SMAD429 artan ekspresyon %50
18gLOHS,13 18 kromozomun uzun delesyonu %50
TP335 inaktive mutasyon %50
KRAS32 12. ve 13 kodonunda mutasyonu %40
BRAF3 WVE00E mutasyonu 10
Pl3KCAIT mutasyonu Hod2
2.3. Telomer

Telomerler lineer kromozomlarin uglarinda yer alan yapilardir ve ilk kez Herman Muller
tarafindan meyve sinegi Drosophilia melanogaster iizerindeki c¢aligsmalar1 sirasinda
gosterilmistir. Muller kromozomlarin ucundaki koruyucu yapilara yunanca telos (ug
anlaminda) ve meros (kistm anlaminda) kelimelerini birlestirerek “telomer”  ismini

vermistir. Sonraki yillarda Herman Muller ve Barbara McClintock kirilan kromozomlarin
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fiizyon ve yeniden diizenlenmelere kars1 egilimliyken, u¢ kisimlarinin bu gibi olaylara
karst korunmus oldugunu belirtmiglerdir (Bailey 2006; The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2009).

2.3.1.Telomerlerin Yapisi

Telomerler, telomere bagli proteinler ve telomer DNA’s1 olarak incelenebilir (Miroglu

2001).

Telomerik DNA 5 — 3’ yoniinde ilerleyen, guanince zengin bir iplik¢ik ve
komplementeri olan daha kisa bir iplik¢ikten olusur. 3’ uctaki tek zincirli kisim guanin(G)

kuyrugu olarak adlandirilir ve 30-200 niikleotid uzunluktadir.

Bu G zinciri telomer baglayici proteinlerin de yardimiyla kendi lizerinde katlanir ve
telomerik (T) loop seklinde adlandirilan bir ilmek yapisi olusturur. T loop yapisinin
olusmas1 sirasinda ayni zamanda 3’G kuyrugu c¢ift zincirli DNA’nin igine girerek
displasement (D) loop olarak adlandirilan ikinci bir ilmek olusumuna yol agar. T loop
yapisinin kromozom uglarini yikimdan, DNA tamiri ve telomeraz aktivasyonundan

korudugu diistiniilmektedir (Chakparonian 2003; Marti'nez 2015).

Subtelomerik
tekrariar 2.20kb dsDNA 50-500 nt ssDNA

TTAGGG 3
tekrarlarn:

TTAGGGTTAGGEGTTAGGGTTAGGEGTTAGGGTTAGGGTTA 37
AATCCCAATCCCAATC 5/

Sekil 2.5. insan telomerlerinde T loop ve D loop yapist (Wyatt 2009)

Insanlarda telomerler shelterin kompleksi ya da telosom olarak bilinen 6zellesmis
yapilarla bagli halde bulunurlar. Shelterin kompleksi alt1 tane c¢ekirdek proteininden
olusur. Bunlar telomeric repeat binding factor 1 ve 2 (TRF1 ve TRF2), TRF1-interacting
protein 2 (TIN2), protection of telomeres protein 1 (POT1), POT1-interacting protein
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(TPP1) ve repressor/ activator protein 1 (RAP1) dir. Bunlarin igerisinde direk DNA’ya
baglandig1 bilinen 3 protein TRF1, TRF2 ve POT1 dir (Mart1 'nez 2015).

TRF1 ¢ift zincirli telomerik DNA'ya baglandigi bulunan ilk proteindir. 1992
yilinda Zhang ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Myb iliskili bolgelerden olusan
homodimer formdadir ve telomeraz aktivasyonu ya da ekspresyonunu etkilemeksizin

telomer uzamasinin kontroliinde telomeraz inhibitorii olarak gorev yapmaktadir (Calle’n

2004).

TRF1, TRF2 ve TPPI ile direk etkileserek telozom kompleksinde merkezi bir rol
alir (Lu 2013).

TRF1 telomerazin kendi substratina ulagsmasini engelleyerek veya bazi diger
proteinler iizerinden telomeraza negatif sinyaller yaymak yoluyla indirek olarak telomeraz

aktivitesini engeller. Bu araci proteinlerden birisi de tankirazdir (tankyrase)( Callen

2004).

Poly (ADP-riboz) polimerazlar (PARPs) olarak da bilinen tankiraz , telomeraz
inhibisyonu i¢in indirek yolla hedef saglar. Tankiraz'in overekspresyonu TRF 1' in
ribozilasyonuna neden olur. Ribozillenmis TRF1 daha fazla telomere baglanamaz ve cift
zincirli DNA telomerik tekrarlarini stabilize edemez. Boylelikle telomeraz igin daha fazla
tek zincirli telomerik yapi1 bulunur. Bu nedenle, tankiraz aktivitesinin baskilanmasi

telomer uzamasini azaltabilmektedir (Philippi 2010).

1997 yilinda diger bir myb -iligkili bolgesi olan telomere baglanan protein TRF2
tanimlanmistir. TRF2, telomer biitiinliigliniin saglanmasinda gorev alir. TRF2 inhibisyonu
G-kuyrugun kaybiyla sonuglanir ve kromozom uglarinin kovalent fiizyonu artar. TRF2
ayni zamanda apopitotik cevabin aktivasyonunu ve ATM/p53 yolagint iceren hiicre

siklusunda duraksamayi saglar ( Calle'n 2004).

TRF1 ve TRF2 telomer uzunlugunun ve yapisinin korunmasinda ; diger telosom
proteinleri ,hiicre siklusu, DNA tamiri ve rekombinasyonundaki farkli protein ve protein
komplekslerle etkileserek , telomer sinyalizasyon aginda protein-etkilesim merkezi gibi rol
alirlar. TRF1 diger telosom proteinleri TIN2, TPP1 , POT1 ve telomeraz inhibitdrii olan
PINX1 ile etkilesimi lizerinden telomer tekrarlarinin uzunlugunun diizenlenmesinde yer

almaktadir.

TRF2 t loop yapisinin stabilizasyonunda onemlidir. Boylelikle telomerik uglarin

korunmasinda gorev alir. Bu koruyucu fonksiyonuna kismen diger bir shelterin kompleksi
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iiyesi olan RAP1 ile heterodimerizasyonu aracilik eder. insanlarda ,RAP1 inhibisyonu ya
da RAP1 dominant negatif ifadesi telomerlerin uzamasina ve telomer heterojenitesinin

kaybina yol agar (Xin 2008).

RAPI ayrica, 6zellikle obezite ve metabolik sendromlara kars1 koruyucu metabolik
yolaklarda gen ifadesinin diizenlendigi gosterilen, telomerik olmayan genomik bolgelerle
de iligkilidir (Mart1'nez 2015).

TRF1 ve TRF2; herikisi de DNA hasar cevabi yolaklariyla yakindan baglidir.
Telomerlerdeki ¢ift zincirli ve tek zincirli DNA yapisi, hiicre tarafindan DNA hasar1 olarak
algilanabilir. TRF1 ve TRF2 olusan bu hasar cevabini 6nleyen mekanizmalarin bir
parcasidir. TRF2 , ATM (ataksi telenjiektazi mutated) protein kinaz' a ek olarak niikleazlar
ERCC1/XPF , Apollo, DNA tamir MRN kompleksi, helikazlar BLM ve WRN ,Ku 70/80
ve poli-ADP riboz polimerazlar PARP1/2 gibi DNA hasar-algilayici ve tamir
proteinlerinin telomerde bir araya gelmesini saglar. Bu proteinlerin bir araya gelmesi,
muhtemelen telomer uclarinin DNA kirnig seklinde algilanmasini Onleyerek fonksiyon

gormektedirler.

TIN2, telosomdaki anahtar komponenttir. Telomer uzamasinin negatif
diizenleyicisidir ve telosom kompleksi icindeki DNA baglayici proteinlerin bir araya
gelmesi i¢in gereklidir . TIN2’nin hem TRF1’e hem de TRF2 ‘ye baglandig
gosterilmistir (Xin 2008).

TIN2 bugiine kadar mutasyonunda insanlarda hastaliga yol actig1 saptanmus tek
telozom elemanidir. Diskeratozis konjenita hastalarinda TIN2 de bulunan yanlis anlamhi
mutasyonlar, hastalarda goriilen telomer kisalmasi durumunu 6zetlemektedir ve TIN2 'yi

tan1 ve tedavi ¢aligsmalarinda olas1 hedef yapmaktadir (Lu 2013).

TPP1, TIN2 ve POTI ile etkilesim icindedir ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanan
TRF1 ile tek zincirli DNA ‘ya baglanan POT1 aktivitelerini birbirine baglar. TIN2; TRF1
ile TPP1 ise POT1 ile etkilesen major proteinlerdir. Bu TRF1- TIN2- TPP1- POTI iligkisi

telomer boyunca iletilecek sinyaller i¢in 6nemli bir yoldur (Xin 2008).

POT1 tek zincirli telomerik DNA dizisi i¢in yiiksek 6zgiilliige sahiptir. Boylece
G-kuyruga baglanabilmektedir. POT1 protein-protein etkilesimi iizerinden TRF1
kompleksi ile etkilesim igerisindedir ve bu etkilesimin POTI1' in tek zincirli telomerik

DNA' ya baglanmasinda etkili oldugu diisiintilmektedir ( Martinez 2011) .
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Insanlarda tek bir POT1 geni bulunurken, fareler POT1a ve POT1b ' ye sahiptir. Bu
iki protein telomer iizerinde farkli gorevlere sahiptir. POT1a telomer uglarindaki DNA
hasar cevabininin baskilanmasinda 6nemli iken POT1b 3' tek zincirli DNA kuyrugunu

diizenler. Telomer biitiinliigiiniin saglanmasinda POT1 kompleksin efektorii gibi hizmet

eder (Xin 2008).

7;0'0
7
RAP1 K
AGGGTTAGGGTTAGGGTTA GOTIRGGGTIY IAGGGTTAGGG TTAG G-3'
ATCCCAATAATCCCAATAATCW . G ARTCCCAATCCCARIRATCCOAATCCCAATCS'

e 6&{_’, ‘

Sekil 2.6. Telomer yapisi ve shelterin kompleksi (Denchi, 2009)

Selterin kompleksinde yer alan proteinler disinda insanlarda telomerlere baglanan baska

proteinlerin de oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilari tablo 2.2' de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2.Telomere baglanan diger proteinler (Campisi 2001, de Lange 2005

kaynaklarindan alinarak yeniden diizenlenmistir)

PROTEIN OZELLIKLERI

KOMPLEKSI

Mrcl11/Rad50/Nbsl | Rekombinasyon tamiri, t loop olusumu/ayrigsmast

ERCC1/XPF NER, eksikliginde TDM olusumuna yol ¢ar, TRF2 kayb1 sonrasi
telomerik ¢ikint1 larin islenmesinde rol alir

WRN helikaz G4 DNA rezoliisyonu, eksiklgi kesintili zincir telomerlerinin
kayb1

BLM helikaz T loop olusumu/ayrigsmasi, crosover baskilanmasi

DNA -PK NHEJ

PARP2 BER

Tankiraz Mitozda rol oynar(tankirazl), TRF inhibisyonu iizerinden telomer
uzunlugunun pozitif diizenleyicisi

Rad51D
HR?

HRAP1
TREF2 ile etkilesim, telomer uzunlugunun pozitif diizenleyicisi

Ku

TRF1 ve TRF2 ile etkilesim, DSB tamiri i¢in gerekli

HR:homolog rekombinasyon NHEJ:non homolog end joinig BER:baz eksizyon tamiri
TDM:telomerik DNA igeriklidouble minute kromozom

Insan telomerlerinin korunmasi ve stabilizasyonunda énemli diger bir yapi ise

telomerik G dortliileridir (quadruplex). Guanince zengin igeriginden dolay1 tek zincirli

telomer G kuyrugu G-dortlilerini olusturur (Lu 2013).

G-tetrad (G dortliileri) olarak da adlandirilan G-quadrupleks yapilar ii¢ ya da dort

guanin iceren dizilerden olusurlar. Bu gibi diziler RNA genomu boyunca ve &zellikle

telomerlerde bulunurlar. Insanlarda telomerik DNA ardistk TTAGGG dizilerine sahiptir.
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G-quadruplex yapisinin temel yapitaslart G-tetratlardir. Diizlemsel G dortliileri {ist iiste
gelerek  sarmal quadruplex yapisini olusturmaktadir. Quadruplex yapilar oOzellikle

potasyum, sodyum gibi alkali metal iyonlarinin merkeze yerlesmesiyle daha kararli hale

gelirler.

4.
L)
Ij—
\r'fr
4,
.-1’

Sekil 2.7. G-tetrad ve G4 DNA Yapisi (Lipps,2009)

y
5 TTAGGGTTAGGGTTAGGG TTAGHE-3 -/l I 4 T

Sekil 2.8. G-quadruplex yapisi (Heeg,2015)

2.3.2.Telomerlerin Ozellikleri

Telomerler okaryot organizmalarin dogrusal kromozomlarmin ug¢ kisimlarinda bulunan
heterokromatik bdlgelerdir ve Guanin ve Timin (T) bazlarinca zengin  ardisik
tekrarlardan olusmaktadirlar. Incelenebilen gesitli organizmalarda temelde bu yapinin ayni

oldugu fakat farkli tekrarlar igerdigi goriilmiistiir (Bozcuk 2002).
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Insanlarda ve farelerde TTAGGG, siliyatlarda TTTTGGGG ve Tetrahymena'da
TTGGGG tekrar dizilerinden olugmaktadir (Miroglu 2011).

Telomer uzunlugu da tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Bazi tek
hiicrelilerde 50 baz uzunlugundayken, farelerde yiizlerce Kkilobaz (kb) uzunlukta

olabilmektedir. insanlarda ise 5-20 kb uzunluktadir (Paranjape 2010).

Telomerler cesitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Lineer kromozomal DNA’nin ug
kisminda yer alan bu yapilar, replikasyon sirasinda DNA molekiiliiniin son kisminin

tamamlanmasinda rol almaktadir (Miroglu 2011).

Telomerler boliinen hiicrelerde, ug¢ replikasyon probleminden dolayr giderek
kisalmaktadirlar. Hiicre bolinmesinin siirdiiriilebilmesi i¢in kisalan kisimlarin yeniden
uzatilmasi gerekmektedir. Bu uzatilma islemi ters transkriptaz aktivitesine sahip bir enzim
olan telomeraz tarafindan gergeklestirilmektedir. Telomer uzunlugu telomer kaybi ve
yeniden uzatilmasi arasindaki dengeyle saglanir. Telomer uzunlugu germ hiicrelerinde
korunurken, ¢ogu somatik hiicre boliinme esnasindaki telomer kaybini onleyecek yeterli

telomeraz aktivitesine sahip degildir (Bailey 2006).

Somatik hiicrelerde her replikasyonda 50-200 baz ¢ifti (bp) kadar telomerik DNA
kayb1 gozlenmektedir. Bunun sonucu olarak da, belirli sayida bolinme sonrasinda,
replikatif yaslanma olarak biliinen kalict biiylime duraksamast meydana gelir (Dikmen
2008).

Bununla birlikte telomerler kromozomlarm wu¢ kismlarinin biitiinliigiiniin

korunmasinda 6nemlidirler (Miroglu 2011).

Telomer icermeyen kromozomlardaki kirik uglar kararsiz kromozom yapilari
olusturacak sekilde ug uca eklenebilir. Bu kararli ve kararsiz yapilar arasindaki farkliliklar,
telomerlerin normal kromozomlarin uglarinda bulundugunu ve bu yapilar olmadiginda

kromozomlarin dayaniksiz oldugunu gostermistir (Yildiz 2009).

Fonksiyonel telomerler olmadiginda, serbest kalan DNA ucu korunamaz. DNA
kriklarinin rastgele tamir edilmesi bozuk hiicresel fonksiyonlar ortaya cikarir. Kirllmis
kromozomlar, niikleazlar tarafindan kesilir ve bu uglar rastgele kaynasir. Telomerlerin
diger bir gorevi de kromozomlarin niikleus zarina tutunarak belirli pozisyonda durmasina

katkida bulunmaktir (Miroglu 2011).
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Sekil 2.9. Telomer Yapisi (Oeseburg 2010)

Sekil 2.10. Kromozomlarda telomer bolgelerinin yeri (Aubert 2008)
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2.3.3.U¢ Replikasyon Problemi

DNA replikasyonu, herbir atasal ipligin karsisina yeni tamamlayici bir zincir
sentezlenmesiyle olusan yar1 korunumlu bir siirectir. DNA ipligine niikleotidlerin
eklenmesi DNA polimeraz enzimi ile gerceklestirilmektedir. DNA polimeraz uzayan
zincirin 3’ hidroksil (3’- OH) grubuna niikleotid ekleyerek DNA’y1 5’=»3’ yoniinde
sentezlemektedir. Ancak DNA polimeraz sentezi de nova olarak baglatamaz ve sentez igin
primere gereksinim duyar. DNA sentezinin aksine RNA sentezi de nova baslayabilir.
Primaz enzimi replikasyon c¢atalinda kalip zincire uygun kisa RNA parcalari
sentezleyebilmektedir. Insan kromozomlari, birlikte tek bir lineer ¢ift sarmal DNA

molekiilii olusturacak, birbirine anti-paralel iki zincirden olusmaktadir (Cooper,2006).

Yeni sentezlenen zincirlerden birisi kesintisiz sentezlenirken (leading zincir=lider
zincir), diger zincir (lagging zincir) 8-12 bazlik RNA primerlerinin kullanildig1 okazaki
fragmentleri denilen kisa kesintili DNA dizileri seklinde kesintili olarak
sentezlenmektedir. RNA primerleri daha sonra ortamdan uzaklastirilir ve olusan bosluklar
DNA polimeraz tarafindan doldurulur, sonrasinda da DNA ligaz ile birlestirilir (Paranjape

2010).

Prensipte eger en distaldeki RNA primeri terminal kisimda yerlesmisse, kesintili
zincirdeki kaylp minumum RNA primerinin uzunluguna (7-10 niikleotid) esit olacaktir.
Ohki ve arkadaslarinin SV40 replikasyon sistemini kullanarak yaptiklart in vitro ug
replikasyon problemi calismalarinda; kesintisiz (lider) zincir tamamen sentezlenirken,
kesintili zincirde tek iplik¢ikte ortalama 250 niikleotidlik bir kayip oldugunu
gdzlemlemislerdir. In vitro kosullarda kurgulanan ug replikasyonu problemi galismalarina
dayanarak insan hiicrelerinde her hiicre boliinmesinde 63 bp' lik telomer kaybinin oldugu
tahmin edilmektedir. Bu oranlar telomeraz negatif normal insan diploid fibroblastlarinda

gozlenen telomer kaybiyla uyumludur (Baird 2008).

Kisa telomerler hiicre igerigine bagli olarak hiicresel yaslanma, hiicre 6limi veya

genomik diizensizlige sebep olabilmektedir (Campisi 2001).

Normal memeli somatik hiicreleri, in vitro kosullarda maksimum sayis1 Hayflick
limiti olarak ifade edilen, smirli sayida c¢ogalabilme kapasitesine sahiptir. Normal
hiicrelerde telomerlerde goriilen bu kisalma, hiicrelerin ¢ogalabilme hikayesini kontrol

eden molekiiler bir saat gibi rol oynamaktadir. Hayflick limitinde, bir veya daha fazla
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kritik derecede kisalmig olan telomer replikatif yaslanma ya da O6lim asamasi 1

(M1=Mortalite Evresi 1) olarak bilinen kalic1 biiyiime duraksamasini tetiklemektedir. p53

gibi kritik hiicre kontrol noktas1 genlerinin inaktivasyonuyla replikatif yaslanmadan kagan

hiicreler boliinmeye devam eder ve ikinci bir ¢cogalma blogu, kriz ya da 6liim asamas1 2

(M2=Mortalite Evresi 2) siirecine ulasincaya dek daha fazla telomer kaybetmeyi siirdiiriir.

Bu kriz siirecinden kagarak hayatta kalan nadir hiicreler telomer uzunlugunu koruyabilir.

Bu cogu hiicrede telomeraz aktivitesi ile gergeklestirilir ve bu da simirsiz ¢ogalma

kapasitesine yol acar (Cong 2002).
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Sekil 2.11. DNA Replikasyonu (Web1)
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normal somatik hiucreler

g telomer tekrar dizileri

yaslanma

Sekil 2.12. Telomer kisalmasi ve hiicresel yaslanma (Miroglu 2001)

2.4.Telomeraz Enzimi

Telomeraz (terminal transferaz), oOkaryotik kromozomlarin telomerlerine telomerik

tekrarlarin eklenmesini saglayan riboniikleoprotein yapida bir ters transkriptazdir.

Telomer sentezindeki aktiviteyi bulan ilk kisi olan Barbara McClintock , 6zel misir
dokularinda kromozom uglarinin iyilestirilme islevini belirtmistir. Greider ve Bluckburn,
Bluckburn laboratuvarinda Tetrahymena hiicrelerinden bir 6ziit hazirlamis ve buna kisa
telomerik DNA dizileri ve radyoaktif isaretli niikleotidlerin oldugu bir karisim eklemisler
ve baglangicta ekledikleri DNA fragmentlerinin uzunluklarinda degisiklik oldugunu,
radyoaktif isaretli niikleotidlerin bu dizilere eklendigini gérmiislerdir. Boylelikle telomeraz
, 1985 yilinda bu iki arastirmaci tarafindan kesfedilmistir (The Nobel Prize in Physiology
or Medicine 2009; Miroglu, 2011).

Insanlarda telomeraz aktivitesine ilk kez servikal kanser hiicre hatt1 olan HeLa' da
rastlanmistir. Normal insan somatik hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesi
bulunmazken, kanser hiicrelerinin %90' indan fazlasinda, bunun yanisira fetal, yeni
dogmus ve yetiskin testis ve ovaryumlarinda telomeraz aktivitesinin  bulundugu

gosterilmistir. Fakat yaslilarin spermatozoa ve testislerinde rastlanmamastir.

Telomerazin; telomerik DNA sentezi i¢in kalip gorevi goren fonksiyonel RNA
tinitesi olan insan telomeraz RNA'st ( hTR veya hTER ) ve ters transkriptaz aktivitesine
sahip katalitik alt iinitesi telomeraz ters transkriptaz (hTERT) olmak {izere 2 ana

komponenti bulunmaktadir. hTR; kanserli hiicrelerde normal hiicrelere gore bes kat daha
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fazla ifadeye sahiptir. Ancak telomeraz aktivitesi ne olursa olsun tiim dokularda yiiksek

oranda ifade edilmektedir.

Tersine katalitik bilesen hTERT (mRNA) ifadesi ; hiicre bagina en az 1 ila 5 kopya
olarak tahmin edilmektedir ve hiicrelerdeki telomeraz aktivitesi ile yakindan iligkilidir.
hTERT normal hiicrelerde genellikle baskilanmis iken, Oliimsiiz hiicrelerde etikinligi
artmistir. Bu da enzim aktivitesi icin hTERT'in ana belirleyici oldugunu gostermektedir

(Bozcuk 2002; Cong 2002; Miroglu 2011).

2.4.1.Telomerazin Yapisi ve Fonksiyonu

Telomerazin RNA bileseni telomer tekrarlarina spesifik kisa sablon dizisi igerir ve bu

telomerazin enzim aktivitesi i¢in gereklidir ( Chen 2000).

Blackburn laboratuvarlarinda protozoa telomerazi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
telomer tekrar dizilerinin (omurgalilarda TTAGGG, siliatlarda TTGGGG) TER igindeki
RNA sablonu iizerinden sentezlendigi gosterilmistir. TER, tiirler arasinda boyut ve dizilim
acisindan farkliliklar gdstermektedir. Siliatlarda yaklasik 150 niikleotid (nt), mayalarda
yaklasik 930-1300 nt iken omurgalilarda yaklasik 450 nt uzunluktadir (Theimer 2006).

Telomeraz enziminin katalitik alt iinitesi olan hTERT, ilk olarak protozoalardan
Euplotes 'de Thomas R. Cech'in grubu tarafindan saflastirilmistir. Dizi analizleri katalitik
alt birimin ters transkriptaz (RT) igerdigini gostermistir. Sonrasinda, RT -bolgesindeki
korunmus dizilere dayanarak, hemen hemen es zamanli olarak Thomas R Cech ve Robert
A Weinberg gruplar tarafindan insanlardaki hTERT analogunu kodlayan cDNA

tanimlanmistir (Paranjape 2010).

hTERT , 127 kDa’luk biiyiik bir proteindir. hTERT geni yaklasik 40 kb’dir ve insan
diploid hiicrelerinde tek kopya olarak 5p15.33” te bulunmaktadir (Dikmen 2006).

Insan dokularindan ve hiicre hatlarinda yapilan cesitli calismalardan elde edilen
kanitlar hTERT mRNA ifadesi ve telomeraz aktivitesi arasinda iliski oldugunu

gostermistir (Urquidi 1998).

Tetrahymena telomerazi 3'-AACCCCAAC-5' dizisini ¢eren 159 niikleotid
uzunlukta bir RNA'ya sahiptir. Bu dizi Tetrahymena ug tekrarlariin ( 5'-TTGGGG-3')

tamamlayicisidir. Telomeraz bu RNA'min avug i¢i kisminda yer alan , 1.5 telomer tekrarina
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(9 baz uzunlukta) karsilik gelen kismini kalip olarak kullanarak DNA'nin 3' ¢ikintisini
uzatir. Telomeraz, DNA'daki 3' ¢ikintida kendine uygun yere baglanir ve 3'ucu kendi
RNA'sina uygun olarak uzatir, sonrasinda da oradan ayrilir. Eklenen diziler sa¢ tokasi gibi
kivrilir ve karst karsiya gelen G 'ler arasinda hidrojen baglari kurularak yapinin
dayaniklilig1 saglanir. Sonra tamamlayict iplik , polimeraz a- primaz kompleksi tarafindan
, primazca iretilen RNA primerleri kullanilarak sentezlenir. RNA primerleri
uzaklastirilldiginda artik DNA polimeraz'in boslugu doldurmasi i¢in is gorecek 3' OH ucu
olusturulmustur. Klasik DNA replikasyonunda oldugu gibi, primaz 6nce bir primer ekler
ve sonrasinda da DNA polimeraz primer ile 5' u¢ arasindaki boslugu doldurur. Sonrasinda
sac tokast yapisit kirilir ve atilir. Son olarak, 5' ugtaki primer bu kisimdaki bir 5'-3'
ekzoniikleaz ile uzaklastirilarak tekrar yeni bir 3' kuyruk olusturulur ki bu Okaryot
kromozomlarin ucunda halkalar olusturur. Boylelikle replikasyon déngiisii sonucu DNA

kayb1 engellenmis olur (Cooper 2006 ; Miroglu 2011).

Telomeraz -

RNA’sinIn Telomeraz protein
“narmaklar”

geri kalan kismi P
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Sekil 2.13. Telomeraz proteinin yapis1 (Giizelgiil 2011)
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Sekil 2.14.Tetrahymena’da telomerin uzama mekanizmasi (Miroglu 2011)

2.4.2.Telomeraz iliskili Proteinler

Telomeraz iligkili proteinler ilk olarak Tetrahymena thermophila'da tanimlanmustir. ki
protein p80 ve p90 telomeraz aktivitesinin kopiirifikasyonu ve telomeraz RNA ile
iliskisiyle tanimlanmistir. Yeni bir ¢alismada Tetrahymena i¢inde telomeraz aktivitesi ve
telomeraz RNA diizeyleri tamamen normal olan , p80 ve p90 dan yoksun suslar oldugu
gosterilmistir. Bu da bu proteinlerin ¢ekirdek telomeraz bilesenlerinden olmadigini, farkl
bir riboniikleoprotein olabilecegini ileri siirmektedir. Memelilerde p80 analogu telomeraz
iligkili protein 1(TEP 1) dir. Telomeraz aktivitesi ile iligkilidir ve insan, fare ve ratlarda
tanimlanmistir. TEP1 , p80 den daha biiylikdiir. TEP1'in amino ucundaki 900 aminoasit
p80 ile homoloji gosterir ve telomeraz RNA ile etkilesmektedir. Telomeraz aktivitesi ne
olursa olsun ¢ogu dokuda TEP1'in ifade edildigi saptanmistir. TEP1 'in telomeraz ve diger

riboniikleoproteindeki rolii halen tam olarak bilinmemektedir.

p23, hTERT ile iliskili tanimlanmis ilk molekiiler saperondur. Sonrasinda, p23 ve

p90 'm hem in vitro hem de memeli hiicrelerinde hTERT ile iliskili oldugu gosterilmistir.

hTR bolgesindeki korunmus alanin hTR'ye baglanan proteinler igin tanima bolgesi

oldugu tahmin edilmektedir. Cesitli RNA'ya baglanan proteinlerin hTR ile iliskili oldugu
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gosterilmistir. Bu proteinler, RNA stabilitesi, matiirasyonu , pre-RNA iglenmesi ve
lokalizasyonunde yer alan kiigiik riboniikleoprotein kompleksi (SNORNP) ve heterojen
niikleer protein kompleksinin bilesenleridir. 4 ortak H/ACA  snoRNA baglayici
proteinlerin (hGARL, dyskerin/NAP57, hNOP10 ve hNHP2) hTR ve telomeraz aktivitesi
ile iliskili olabilecegi bulunmustur (Cong 2002).

Tablo 2.3. Insanlarda telomerazla iliskili proteinler (Cong 2002 )

protein Etkilegim bdlgesi fonksiyon
hTERT iligkili I
TEPI aa 1-350, 601-927 pinmyo
P23/pti aa 1-195 montajkonformasyon
14-3.3 an 1004-1132 nikleer lokalizasyon
hTR iligkili
TEPI nt 1-&71 bilinmmnyor
hGARI1 hTE H'ACA domain stabilite, matiirazyon, lokalizazyon
Dyskerin/NAPST hTR H/ACA domain stabilite, maturazyen, lokalizasyon
hNOP1D hTR H/ACA domain ilinminyor
hNHFP2 hTR H/ACA domain stabilite, matirasyon, lokalizasyon
Cl1/C2 nt 33-147 stabilite, maturasyon, lokalizasyon
La nt 1-205, 250451 telomerlere ulasilabilriik?
Al/UP1 nt 1-208 Bilinmiyor
hStau nt 64222 telomeriere ulagilabilrlik?
L2? nt 64-222 TR iglenmesi lokalizazyon
"aa, amino asit; at, nikleotid

2.5.Kanser ve Telomeraz

Timor olusumu, dinamik, ¢ok asamali bir siirectir. Bu asamalar, normal hiicrelerin
ilerleyici sekilde malign tiirevlerine donilisiimiinii destekleyen genomik degisiklikleri
icermektedir. Kanserle ilgili hiicresel deneylerde bu hiicrelerde gesitli farkliliklarin oldugu
gozlenmektedir. Bunlardan birisi de kanserli hiicrelerin sinirsiz ¢ogalabilme kapasitesidir

(Hanahan 2000).

Normal hiicrelerde, telomerler kritik bir kisaliga ulastiginda hiicre buna replikatif
yaglanma ile cevap verir. En azindan memelilerde, yaslanma cevabi tiimdrogenezisi

baskilayan mekanizmalardandir (Campisi 2001).

Normal memeli somatik hiicreleri, in vitro kosullarda belli sayida béliinebilirler. Bu
maksimum bdliinme sayisina "Hayflick Limiti" denir. Proliferasyon limiti mitotik saat

olarak da adlandirlabilir. Insan hiicrelerinde yaslanma ve 6liim iki evrede gergeklesir.

M1 evresi; telomerin belirli kritik bir kisaliga ulasmasi sonucu hiicre bdliinmesi

durur ve yaslanma baglar. Bu noktada telomer boyu korunabilirse hiicre yasli olarak
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hayatini siirdiirebilir. Bu evre p53 ve pRb gibi tiimdr baskilayici proteinlerle kontrol edilir.
Bu proteinleri inaktive edebilen E6 gibi viral onkoproteinler, telomerik erozyonlarin
taninmamasina ve bu tip hiicrelerin M2 evresine ge¢mesine neden olur. p53 ve pRb her
ikisi de inaktif oldugunda, telomerler ¢ok fazla kisalincaya kadar ¢ogu hiicrenin
boliinmeyi siirdiirebildikleri kriz olarak adlandirilan kararsiz bir siirece girmis olurlar. Kriz
asamasindaki hiicreler ¢ogalmay1 siirdiirme egilimindedir ancak telomer erozyonu ve
kromozomal kararsizligin ¢ok agir olmasi nedeniyle siklikla oliirler. Kriz periyodu hiicre
bliylimesi ve hiicre 6liimii arasinda bir dengenin oldugu evredir. Kriz siirecinden kagarak
hayatta kalan nadir hiicre telomer uzunlugunu koruyabilir. Hiicre M2 noktasini agarak
Olumsiizlesir ve bolinmeye devam eder. Bu durumda maligniteye doniisiim agisindan
olduke¢a artmis bir risk s6z konusudur. Kriz asamasindan kacan hiicreler telomer stabilitesi
(telomerlerin boyu oldukca kisadir) ve telomeraz aktivasyonu gibi bazi ozelliklere
sahiptirler. Ayrica baglangigta ¢cok kisa telomerlere sahip ancak hala preneoplastik agamada
olan hiicreler genomik karasizliga neden olabilirler. Bu da ilerleyici hastaliga yol
acabilmektedir. Genomik karasizligin malign doniisiim siirecine gotiirdiigii biiytik 6l¢iide
kabul edilmistir ve cogu insan kanser hiicresi degismis kromozomal yeniden diizenlemeye

sahiptir (Campisi 2001; Dikmen 2003; Chen 2011; Miroglu 2011).
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Sekil 2.15. Hiicresel yaslanma ve 6liimsiizliik (Sekaran 2010)
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Telomerik uzunlugun korunmasi, tiimdr hiicrelerinin yaglanmadan kagist i¢in kabul
goren Onemli mekanizmalardandir. Cogu hiicrede bu telomeraz ifadesinin arttirilmasi ya
da yeniden aktive edilmesi yoluyla saglanmaktadir. Telomeraz aktivitesinin saptanmasina
yonelik yontemler kullanilarak ¢esitli insan kanserleri analiz edilmis, hem in vivo hem in
vitro olarak  telomeraz aktivitesi ile timor malignitesi arasinda ciddi bir korelasyon

oldugu gosterilmistir (Chen 2011).

Kim ve arkadaslar1 1994' de hiicre ve dokulardaki telomeraz aktivitesini saptamak
i¢in telomerik tekrar amplifikasyon protokolii (TRAP) yontemini gelistirmisler ve 24 farkli
dokuda calisarak kanser ve telomeraz aktivitesi arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu
gostermislerdir. Bugiine kadar incelelen farkli tipte timorlerin %85' inden fazlasinda
telomeraz aktivitesinin gdzlenmesi, telomerazin tiimor hiicrelerinde reaktive oldugunu

gostermektedir (Dikmen 2003).

Buna ek olarak telomeraz bazi premalign dokularda da aktiflestirilir. Bu nedenle
yilksek riskli hastalarin taramalarinda telomeraz aktivite testleri kullanilmasi
umulmaktadir. Bu nedenle, malignitenin en ileri asamasinda olsa dahi hangi kanserler
erken donemde giiclii telomeraz aktivitesine sahip, hangilerinde telomeraz aktivitesi hig

yok ya da ¢ok az miktardadir, bunlar1 saptamak énemlidir (Chen 2011).

Telomerazin tiim tiimorlerin %90' indan fazlasinda tespit edilmesi ve prognozla
ilgili bilgi verebilmesi , telomerazi kanser tanisi, tedavisi ve prognoz tayini i¢in ¢ekici bir

hedef ve isaretleyici yapmaktadir.

Ideal kanser tedavisi spesifik olarak kanserli hiicreleri hedeflemelidir. Normal
hiicreler lizerinde etkisi minimal diizeyde olmali ya da hi¢ olmamalidir. Hemen hemen tiim
kanserlerde telomeraz aktivitesi gozlenirken, ¢ogu normal insan hiicresinde telomerazin
sessiz olmasi telomerazi kanser tedavisi i¢in neredeyse evrensel bir hedef olarak ortaya
cikarmaktadir. Cogu somatik hiicrede telomeraz aktivitesinin bulunmamasindan dolayi ,
geleneksel kemoterapotik yaklasimlarla karsilastirildiklarinda, telomeraz temelli tedaviler
daha spesifik, yan etkileri daha az ve daha az toksik olmalidir. Bu da telomerazin

hedeflenmesini yeni kanser tedavi yaklagimlardan birisi haline getirmektedir (Shay 2011).

Telomeraz eksprese eden kanser hiicrelerinin anti-telomeraz ajanlarla inhibe
edilmesi, telomer boylarmi kisaltir. Etkin telomeraz kisalmasi gerceklestiginde, hiicreler

yaslanma ya da kriz siirecine girerler.
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Kanser tedavisinde kullanilan standart tedaviler, ille de kanser kok hiicrelerini yok
etmeye yonelik degil, kiimelenmis tiimdr hiicrelerini dldiirmek i¢in optimize edilmistir.
Standart kemoterapi sonrasi, hayatta kalan kanser hiicreleri kanser kok hiicre bakimindan
zenginlesmis hale gelebilir. Boylelikle ¢coklu boliinmeler sonrasi bu hiicrelerden yeni timor
olusumu meydana gelebilmektedir. Hastalar kemoterapiyi takiben telomeraz inhibitdrleri
ile tedavi edilirse , bu kalan kanser kok hiicrelerinin boliindiiklerinde telomerik DNA'
larinin kisalmasi , boylelikle de belirli sayidaki boliinme sonrasinda kriz siirecine girmesi
beklenmektedir. Telomeraz inhibitorii kullanimindan beklenti, daha kalic1 yanitlara yol

acabilmesidir (Quellette 2011).
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Sekil 2.16. Kanserli hiicrelerde telomeraz aktivitesi ve 6liimstizliik (Miroglu 2011)
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Sekil 2.17. Kanser tedavisinde telomeraz inhibitorleri (Quellette 2011).
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Tiim bu bilgiler dogrultusunda ,yapacagimiz ¢aligmada normal kolon mukozasi,
UK hastalarindaki inflame kolon dokusu ile KRK olgularindan alman tiimérlii doku
orneklerinin telomeraz aktivitesi yoniinden karsilastirilmas1 amaclanmistir. KRK ve UK'li
dokularda benzer sekilde artmis telomeraz aktivitesi bulunmasi durumunda, telomeraz
aktivitesinin degerlendirilmesi ,UK hastalarinda KRK gelisimi agisindan marker olarak
kullanilabilir. Ayrica telomeraz inhibitorii ajanlar kullanilarak siirecin ilerlemesinin
durdurulabilecegi, yine KRK hastalarinda bu ajanlarin tedaviye eklenmesi ile daha kalici

yanitlar elde edilebilecegi umulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirmanin Tipi

Aragtirma prospektif vaka-kontrol klinik ¢aligmadir.

3.2.Arastirma Bolgesi ve Zamanm

Hasta grubu, 2015-2016 yillarinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi ve Gastronteroloji Kliniklerine basvuran , kolorektal tiimor ya da iilseratif
kolit tanis1 alan hastalardan olugmaktadir ve kontrol grubu olarak da aym hastalarin

normal kolon dokular1 hedeflenmistir.

3.3.Arastirma Evreni ve Yeri

Bu arastirmada, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve
Gastronteroloji Kliniklerine bagvuran , kolorektal timor ya da ilseratif kolit tanisi alan
hastalar aragtirma evrenini olusturmaktadir. Arastirma uygulamasi Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali biinyesindeki Genetik

Hastaliklar Tan1 Merkezi Molekiiler laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.4. Orneklem Secme Kriterleri
Hasta grubunda;

- Klinik muayene ve patolojik inceleme sonucunda kolorektal kanser ya da

tilseratif kolit tanist almis olmak

- Kolorektal kanser agisindan radyoterapi ya da kemoterapi tedavisi almamis

olmak
-Arastirmaya katilmaya goniillii olmak

Kontrol grubunda;
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- Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireyler ayni kisilerdir

3.5. Calisma Gruplarimin Randomizasyonu

Arastirmanin yapildigr bolgede Orneklem se¢me  kriterlerine uygun belirlenen 28
kolorektal kanser hastas1 ,27 iilseratif kolit tanil1 hastadan alinan tiimorlii doku ve inflame
kolon dokusu Ornekleri ile bu bireylerin normal kolon dokulari aragtirma kapsamina
alinmistir. Aynmi islem esnasinda alinan kolorektal kanser ve inflame doku ornekleri
patolojik olarak teyit edilmis, nonspesifik kolit seklinde degerlendirilen olgular ¢alismaya
dahil edilmemistir. Arastirmaya ilk dahil edilen bireylerin uygulama asamasi baglatilmig

ve yeni dahil edilenlerle siirdiiriilmiistiir. Bu agsama toplam 6 ay siirmiistiir.

3.6. Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Hasta ve kontrol gruplarina oncelikle arastirmaya dahil olma kriterleri anlatilmistir.
Kriterlere uygun bireylere, ameliyat esnasinda kanserli doku ve normal kolon dokusundan
ya da kolorektal kanser tanili hastalardan yapilan biyopsi esnasinda ve dnceden tan1 almis
tilseratif kolitli hastalarin rutin takipleri esnasinda uygulanan kolonoskopik biyopsi
ornekleri almirken birer adet biyopsi Oorneginin de tez ¢alismasinda kullanilmak {izere
alimacagt  ve bu dokulardaki telomeraz aktivitesinin arastirilmasinin amaglandigi
anlatilmigtir. Calismanin tamamen goniilliliik esasina dayandigi ve doku verseler dahi
istedikleri zaman c¢alismadan ¢ikabilecekleri 6zellikle ifade edilmistir. Gerekli bilgiler
verildikten sonra caligmaya katilmak isteyen ve kriterlere uyan bireylere goniillii onam

formlar1 okutulup imzalatilmistir (Ek-1).

3.7.Arastirmanin Izni ve Etik Durum

Arastirmaya baslamadan 6nce Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’ne
bagli Etik Kurul komisyonuna yapilacak tiim islemleri bildiren detayli bir calisma
protokolii sunulmustur. Etik kurul onayr 19.06.2015 tarih ve 2015/269 sayili karari ile
alinmistir (Ek-2, Ek 3)
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3.8. Telomeraz Aktivitesini Belirlemede Kullanilan Yontemler

Telomeraz aktivitesi saptamak amaciyla birgok yontem gelistirilmistir. Gelistirilen ilk
yontem telomerik tekrarlarin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmasi esasina
dayanan TRAP yontemidir. Daha sonra gelistirilen birgok modifikasyon ile TRAP

yonteminin klinik uygulamalarda daha hassas ve giivenilir olmasi amaglanmistir.

3.8.1. Telomerik Tekrar Amplifikasyon Yontemi (TRAP)

Bu yontem 1994 yilinda Kim ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Eger hiicre ve
dokulardan elde edilen icerik telomeraz iceriyorsa, ortama konan 6zel primerler telomeraz
ile uzatilir. Sonrasinda telomerazca sentezlenen uzatilmis DNA 'lar PCR ile cogaltilir.
Uriinler spektroforetik olarak ayrilir. Radyoaktif isaretli primerler kullanilarak ya da
radyoaktif isaretli dCTP' ler PCR ortamina eklenerek telomeraz iiriinlerinin goriintiilenmesi
saglanir. Miktar saptamasi ¢ok hassas degildir, sonuglar telomeraz negatif veya pozitif

olarak degerlendirilir. Yontemin uygulanisi sekil 3.1." de gosterilmistir.

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

TS (5°-AATCCGTOGAGCAGAGTT-37)
2. "Hot start”” PCR amplifikasyvonu ile homojenat icindeli

telomeraz tarafindan unzatilan primerlerin cogaltilmasi saglamir
we O bazlilk DIN A ladder " larmn elde edilir. “"Reverse™ primer (C3XD
sadece telomerar tarafindan eklenen TTAGGG tekrarlarivla
hibrid sapar.
CX (5" (CCCTTA)I3CCCTAMA-3)

Hot start tiiplerin hazirlanmasi.

Ll (muam) ile
Hiicre ya da dolku homojenata

+
TRAP kansinunin hazirlanmasa

+
3 evreli PCR amplifikasyvonu

(31 dongiid)

l 924-50-72 9C

Mumun dakiillmesi ve weni tiiplere alktarma

-

Bovanin eklenmesi (loading)

T 10 PAGE
Filisaswyon
L
Phosphorimaging
{ Toplamm 20-24 saat alir.)

Sekil 3.1.TRAP yonteminin uygulanisi
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TRAP'da karsilasilan zorluklar1 asabilmek ve uygulamalar1 kolaylagtirmak i¢in zamanla
modifiye yontemler gelistirilmistir. Bunlar TRAP-eze ve TRAP-eze ELISA yontemleridir
(Durusoy 2003).

3.8.2.TRAP-eze ELISA Yontemi

Amplifikasyon sonrasi DNA kolorometrik olarak belirlenir. Telomeraz enzimi biotin
isaretli 'forward' primerinin 3'ucuna telomerik tekrar dizilerini ekler. Uzayan primerler
PCR ile ¢ogaltilir. PCR iiriinleri denatiire edilir ve telomerik tekrar dizileri ile hibridize
olan digoksigenin ile hibridize edilir. Bu iiriinler streptovidin kapli mikroplaklara biotin
isaretli primerler araciligiyla baglanir. Plaklara bagli tirinler anti-digoksigenin -peroksidaz
ile kompleks olusturur. Peroksidaz substrati renkli oksidasyon {iriinlerine doniistiiriiliir ve
orneklerin absorbanslart 450 nanometre(nm) ve 620 nm'de plak okuyucuda okunur

(Durusoy 2003).

3.8.3.Floresan-TRAP Yontemi

Aldouys ve Grabill telomeraz aktivitesini saptamak i¢in radyoizotoplarin elimine

edilmesini amaglayarak floresans isaretli problar kullanmiglardir (Durusoy 2003).

3.8.4.Stretch-PCR Yontemi

Bu yontemde PCR'a dayanan yontemlerde her zaman karsilasilabilecek olan forward ve
revers primerlerin birbiriyle hibridize olabilmesi ve revers primerlerin telomerazla
uzatilmis tekrar dizilerle hibridizasyonu sonucu kisa PCR firiinlerinin  olusabilmesi
sorununu ortadan kaldirabilmek i¢in 6zel dizayn edilmis primerler kullanilmigtir. Forward
ve revers primerler 3' uglarinda eslesmeyen bir baz c¢ifti icerirler. Boylelikle primer
dimerleri olugsa bile uzamay1 engeller. Telomeraz enzimi yalnizca dimer olusturmayan

forward primeri uzatir (Durusoy 2003).
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3.8.5. PicoGreen Yontemi

PCR iiriinlerine zaman alic1 jel elektroforezi gibi islemler uygulanmaz. PCR {iriinleri
PicoGreen ile muamele edilir. Yontem floresan bir boya olan PicoGreen'in segici olarak
cift zincirli DNA'ya baglanmas1 esasina dayanir. Spektrofotometre ile floresans okunur.
Telomeraz aktivitesini belirleyen DNA miktar1 ; saptanan DNA miktarindan negatif

kontrolde saptanan DNA miktarinin ¢ikarilmasi ile hesaplanir (Durusoy 2003).

3.8.6.Ger¢cek Zamanh Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Yontemi

Telomeraz bilesenleri hTR ve hTERT mRNA diizeylerinin saptanabilmesi enzim aktivite
caligmalarinda yeni bir yaklasim olmustur. Yajima ve arkadaslart hTR’ nin ifade edilme
diizeyini saptamak i¢cin RT-PCR yontemini gelistirmislerdir Bu sistemde spesifik PCR
triiniiniin  degerlendirilmesinde DNA polimerazin 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesinden
yararlanilir. Bu iglem i¢in birlestirilmis PCR ve floresans dedektor kullanilir. Floresansdaki
artig siirekli olarak optik monitérden izlenir. Bu yontemde PCR sonrasi higbir islem

yapilmaz. Sonuglarin hesaplanmasinda standart egriden yararlanilir (Durusoy 2003).

3.8.7. Transkripsiyon Aracih Amplifikasyon ve Hibridizasyon Koruma Yéntemi
(TMA/HPA Y ontemi)

Bu yontem RNA’larla hibridize olmus ve olmamis problarin farkli hidroliz olmalar1 ve
telomeraz tarafindan uzatilacak primere promotor eklenmis olmasi esasina dayanir.
Promotor primerle telomerik tekrarlarin birlesme noktasina komplementer olan akridinyum
ester-isaretli problar hazirlanir ve kullanilir. Luminometre ile kemiluminesans olciiliir

(Durusoy 2003).

3.8.8.TRAP-eze Yontemi

Bu yoOntemde enerji transfer primerleri (Amplifluor™ primer) kullanilmaktadir. Bu

primerler yalnizca TRAP PCR iiriinleri ile bir araya geldiklerinde 1s1ma yayarlar. Ticari
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kitler mevcuttur. Bu kitlerde; sirasiyla floresan ve siilforodamin ile etiketlenmis amplifiye
telomeraz {riinleri ve internal PCR kontroliiniin her ikisini de saptamak i¢in amplifluor
primerleri uygulanir. Amplifluor primerleri , 3' ugta hedef diziye komplementer bir dizi ve
5" uclarinda sa¢ tokasi yapisi igerirler. Florofor (enerji verici) ve sondiiriicii dabsyl
(dimetilaminobenzenesulfonil, 4-dimetil-aminobenzene-4'sulfonil) 5' sa¢ tokasi yapisi
icinde birbirine oldukca yakin bulunmaktadir. Primerler ¢ift zincirli PCR iiriinleri icerisine
dahil oldugunda sag¢ tokasi yapisi polimeraz tarafindan acilir. Bu durumda florofor ile
sondiiriicii arasindaki mesafe artar ve floresan sinyal olusur. Ikinci bir floroforla
isaretlenmis internal kontrollerin varligi , PCR amplifikasyonunun izlemi i¢in kaynak
saglar ve telomeraz aktivitesinin miktar tayinine yardimei olur. Tiim agamalar kapali PCR
sistemlerinde  gerceklestirilmektedir. Bu ydntem kontaminasyon riskini oldukca
azaltmaktadir. PCR sonrasi islemlere (jel elektroforez gibi) olan gereksinimi ortadan

kaldirarak analizlerin daha kisa siirede gerceklesmesine olanak saglamaktadir ( Fajkus
2006).

Biz de calismamizda telomeraz aktivitesinin miktar tayininde kullanilabilmesi ve

PCR sonrasi sonrast islemlere gereksinim duyulmamasi sebebiyle bu yontemi kullandik.

3.9.Doku Oziitlerinin Hazirlanmasi

- Igerisinde 100-200 {inite(U)/ ml konsantrasyonda RNAase inhibitorii olacak
sekilde RNAase inhibitorii + CHAPS Liziz tamponu hazirlandi.

- Oziit hazirlamak igin -80 C °’den c¢ikarilan &rnekler hazirlanan 200 pl’ lik

RNAase inhibitorii +CHAPS liziz tamponu karisiminin igerisine konuldu.

- Mekanik etki ile homojenizasyona yardimei olmasi i¢cin RocheMagna Lyser Green

Bead (sekil 3.2) kullanild1.

- Eritilen yaklasik 50 mg doku 6rnegi soguk ortamda mekanik homojenizator ile
homojenize edilerek 200 pl xLiziz tamponu ile muamele yoluyla siispansiyon haline

getirildi.
- Siispansiyon 30 dakika buz iizerinde bekletildi.
- Sonrasinda +4 C kosullarinda 12.000 devirde 20 dakika santrifiijlendi.

- Siipernatan kismi alinip protein konsantrasyonlari 6l¢iildii.
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- Oziitlerdeki protein miktar1 Bradford yontemi ile saptand.

Sekil 3.2. Roche Magna Lyser Green Bead

3.10. DNA Standardinin Hazirlanmasi

- Merck Millipore TRAPeze Kit RT Telomeraz saptama kiti (S7710) igerisinde

bulunan TSK’ nin seri diliisyonlar1 kullanilarak standart egri olusturuldu.

- Kit igerisinde bulunan stok konsantrasyonu 0,2 amol/ul olan TSK ¢o6zeltisinden
CHAPS liziz tamponu kullanilarak  sirasiyla  0.02, 0.002 ve 0.0002 amol/ pnl

konsantrasyonlarda olacak sekilde standart DNA serisi hazirlandi.

Tablo 3.1. DNA standart egrisinin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zeltiler ve miktari

TSK  stok  soliisyonu CHAPS liziz tampon

TSK Konsantrasyonu st e

1-0.2 amol/ pl Diliisyon yok -
2- 0.02 amol/ nl 2ul#1. 18 ul

3-0.002 amol/ pl 2l #2. 18 ml
4-0.0002 amol/ pl 2 ul #3. 18 ml
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3.11. Pozitif Kontrol Orneginin Hazirlanmasi

- Kit igerisinde saglanan telomeraz pozitif hiicre o6ziitiine 200 ul CHAPS liziz

tamponu eklenerek 10 ° hiicre / pl olacak sekilde diliie edildi.

- Hazirlanan soliisyon kullanilmadan énce CHAPS liziz tamponu ile 1:10 seklinde

diliie edildi ve her TRAPeze® RT deneyi i¢in 2 ul kullanildi (2 pl=1000 hiicre).

3.12. RealTime PCR yonteminin uygulanmasi

- Telomeraz aktivitesi tayini i¢in; telomeraz aktivitesinin es zamanl kantitasyonu

ve florometrik Ol¢iimii i¢in olduk¢a duyarli bir in vitro yontem olan Merck Millipore

TRAPeze® Kit RT Telomerase Detection Kiti (S7710) kullanildu.

-Oncelikle asagida belirtilen reaktifler belirtilen oranlarda karistirilarak 2 ayri

Master Mix hazirlandi (tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Master mixlerin hazirlanisi

5X TRAPEZE® RT Reaction Mix*

Taq Polimeraz (5 units/pL) 0.4 pL (2 Units
Nuclease Free Water 17.6 uL
Ornekler:

(TSK diliisyonlari, Pozitif kontrol, Minus Telomeraz kontrol, 2.0 uL

NTC, deneysel érnekler)

TOTAL VOLUME 25.0 pLL
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5X TRAPEZE® RT Control Reaction Mix*

Taq Polimeraz (5 iinite/pL) 0.4 pL (2 tnite)
TSK 2.0 uL
Nuclease Free Water 15.6 uL
Ornekler 2.0

TOTAL VOLUME 25.0 pL.

- Hazirlanan mixler vortekslendi.

- Plate tizerindeki ilk stitundaki herbir kuyucuga 5X TRAPEZE® RT Reaction
Mix kullanarak hazirladigimiz Master Mixten 23 puL ve 6rneklerden (doku 6rnekleri, TSK

diliisyonlari, telomeraz pozitif kontrol, Minus telomeraz kontrol= CHAPS liziz tamponu,

NTC=c¢ekirdeksiz su) 2’ser pL. konuldu.

- I¢ kontrol amaciyla diger siitunda yer alan kuyucuklara 23 pL 5X TRAPEZE®

RT Kontrol Reaction Mix kullanarak hazirladigimiz mix ile 2’ser pL 6rneklerden konuldu.

-Tim asamalar buz lizerinde gerceklestirildi.

(Calisma dizayn1 tablo 3.3.de gosterilmistir).

44



Tablo 3.3. Calisma dizayn

A TSK 0.2 amol/ pl ornek1 ornek 1
T TSK 0.02 amol/ pl ornek?2 Ornek2
Ci TSK 0,002 amol/ pl ornek3 ornek3
T TSK 0,0002 amol/ pl ornek4 ornek4
E Pozitif kontrol ornek5 ornek5
Fi Minus Telomeraz orneko6 ornek6
Kontrol
Gi NoTemplate Control ornek7 ornek7
(NTC)
T Ornek8 Oornek8
S5X TRAPEZE® RT |S5X TRAPEZE® RT 5X TRAPEZE® RT
Reaction Mix Reaction Mix Kontrol Reaction Mix

- Reaksiyon karigiminin konuldugu plate 1000 rpm’ de 1 dk santrifiij edildi (sekil
3.4.).

- PCR tiipleri 1s1-dongii cihazi (Thermal cycler)( Primus 96 plus , MWG AG
Biotech, Almanya)’ nda (sekil 3.3.) 30°C * de 30 dakika bekletildi.

- Sonrasinda LightCycler ® 480 (Roche) (sekil 3.5.) cihazina konarak protokole
uygun program olusturuldu.( Tablo 3.3)
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Sekil 3.3. Is1 dongii cihazi (Primus 96 Sekil 3.4. Biosan LMC 3000 santrifiij
plus, MWG AG Biotech, Almanya) cihazi.

Sekil 3.5. LightCycler ® 480 (Roche) Sekil 3.6. Plate'in cihaza yiiklenmesi
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Tablo 3.4.PCR programi

30°C

95°C

45 siklus

94°C

59°C

*45°C

3.13. istatistiksel Analiz

30 dakika

2 dakika

15 saniye

60 saniye

10 saniye

1 siklus

Isiklus

Arastirmadan elde edilen tiim veriler, bilgisayar ortaminda SPSS 21.0 paket programi

kullanilarak analiz edildi.

Calismamizda kolorektal kanserli doku, iilseratif kolitli hastalardan alinan inflame

doku ve normal kolorektal mukoza olmak {izere 3 grup arasindaki telomeraz aktivitesi

Kruskal wallis testi ile

karsilastirildi. Kolorektal kanser ile komsu normal mukoza ve

tilseratif kolitli inflame doku ile komsu normal mukoza arasindaki telomeraz aktivitesinin

karsilastirilmasinda ise student t testi kullanildi. Biitiin test sonuglarinda, p <0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

47



4 BULGULAR
4.1. Doku Orneklerinde Telomeraz Aktivitesinin Saptanmasi

28 kolorektal kanser, 27 iilseratif kolit, 44 normal doku olmak {izere toplam 99 Grnekte
Merck Millipore TRAPeze® Kit RT Telomerase Detection Kit (S7710) kullanilarak

telomeraz aktivitesi degerlendirilmistir.

Kruskal wallis testi ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda , bu 3 grup arasinda
anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (p=0,026). Daha sonra yapilan ikili analizlerde
asagida da goriilecegi lizere bu farkin tiimorli doku ve normal doku arasinda oldugu tespit

edilmistir. Bu 3 dokunun ortalama Cp degerleri sekil 4.1. de gosterilmistir.

Ortalama Cp degerleri

36

34
32

30 -:l I‘
28 - E——

Tumér Ulseratif Kolit Normal

Sekil 4.1. 3 dokunun ortalama Cp degerleri

4.2. Ulseratif Kolit Olgularinda Telomeraz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Calismaya yas ortalamas1 44,26+16,8 (22-76) olan toplam 27 iilseratif kolit olgusu dahil
edilmistir. Bu bireylerden 10 tanesi (%37) kadin ve 17 tanesi (%63) erkek idi. 17
hastadan, bir adet iilsere mukoza dokusu ve bir adet de normal goriiniimlii komsu mukoza
olmak {iizere ikiser adet 6rnek alinmistir. Kalan 10 hastadan ise pankolit olmalar1 nedeniyle
normal doku alimamamistir. Tiim dokularda telomeraz 6l¢iimii gerceklestirilmistir. Sekil
4.3. ve 4.4. te goriildiigi lizere ilseratif kolit olgularinin inflame dokularinin Cp degerleri
26.4-42.3, komsu normal goriinlimlii mukozanin Cp degerleri ise 26,6-40.3 arasinda idi.
Ulseratif kolit dokusunun ortalama Cp degeri 33,15+4,46 komsu normal dokunun ortalama

Cp degeri ise 35,37+4,37 idi (sekil 4.2.). Ulseratif kolit dokusundaki telomeraz aktivitesi
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komsu normal mukozaya gore daha fazla olmakla birlikte student t testi ile bakilan iilsere
doku ve komsu normal doku arasindaki incelemede istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p=0,113) (Tablo 4.1)

Tablo 4.1.Ulsere doku ile komsu normal dokularin ortalama Cp degerleri

Say1 Yiizde (%) Ortalama Cp|P
Degeri
Ulseratif Kolit | 27 61 33,15+4,46 0,113
dokusu
Normal doku 17 39 35,37+4,37
ortalama Cp degerleri
36
35,5
35
34,5
34
33,5
33
32 .
Ulseratif kolit normal

Sekil 4.2. UK ve komsu normal dokunun ortalama Cp degerleri
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Cp degerleri

45
40
35
30
25
20
15
10

Ulseratif Kolitli Hastalarin inflame Dokularindaki Telomeraz
Aktivitesi

0 5 10 15 20 25

Hasta Numarasi

30

Sekil 4.3. UK olgularinda inflame doku &rneklerinin Cp degerleri

Cp degerleri

Ulseratif Kolitli Hastalarin Normal Dokularinda Telomeraz Aktivitesi

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

0 5 10 15 20 25
Hasta Numarasi

30

Sekil 4.4. UK olgularinda normal mukoza érneklerinin Cp degerleri

Ulseratif kolit olgulari igerisindeki 10 pankolit olgusu ile normal doku karsilastirildiginda

10 pankolit olgusunun ortalama Cp degeri 33,62 £3,81 normal dokununki ise 35,37+4,37

idi. Pankolit dokusundaki telomeraz aktivitesi normal dokuya gore yiiksek bulunmakla

birlikte bu fark istatistiksel agidan anlamsiz olarak degerlendirilmistir (p=0,191).
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Tablo 4.2. Pankolit ve normal dokularin ortalama Cp degerleri

Say1 Yiizde (%) Ortalama Cp|P
Degeri
Pankolit dokusu 10 27 33,62 +£3,81 0,191
Normal doku 17 73 35,37+4,37

Ulseratif kolit hastalar1 kendi igerisinde pankolit olanlar ve olmayanlar seklinde
siiflandirildiginda ise pankolit olmayan iilseratif kolitli dokulardaki telomeraz aktivitesi
pankolitli dokulara gore daha fazla bulunmakla birlikte bu fark anlamli olarak

degerlendirilmemistir( p=0,687).

Tablo 4.3. Pankolit ve diger iilseratif kolitli dokularin ortalama Cp degerleri

Say1 Yiizde (%) Ortalama Cp|P
Degeri
Pankolit dokusu 10 27 33,62+3,81 0,687
Diger iilseratif kolit | 17 73 32,88+4,90
dokusu

4.3. Kolorektal Kanser Olgularinda Telomeraz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Bu c¢alismaya yas ortalamasi 60.7£12,9 olan (34-86), kolorektal kanser tanis1 konmus 28
birey dahil edilmistir. Bu bireylerin 11 tanesi (%39,3) kadin, 17 tanesi (%60,7) ise erkek
cinsiyet idi. 27 hastadan; biri kanserli doku digeri ise komsu normal kolon mukozasindan
olmak iizere ikiser 6rnek alimmistir. Kalan 1 hastadan ise sadece kanserli dokudan 6rnek
alinmistir. Timoriin histolojik tipine bakildiginda; 27'si (%96) kolorektal kanserlerde
gozlenen major histolojik tip olan adenokanser iken yalnizca 1 olgu (%4) miisindz
adenokanser idi. Hastalarin genel 6zellikleri, tiimoriin histolojik tipleri ve yerlesim yerleri

tablo 4.4 de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Kolorektal kanserli hastalara ait cinsiyet, yas, timor yerlesim yeri ve timoriin

histolojik tipi
Cinsiyet Yas Yerlesim yeri Histolojik tip

1 | Kadm 53 Rektum Adenoca
2 | Kadn 61 Sigmoid Adenoca
3 | Erkek 77 Sigmoid adenoca
4 | Erkek 57 Sigmoid Miisin6z adenoca
5 | Erkek 61 Rektum Adenoca
6 | Kadin 66 Sigmoid Adenoca
7 | Erkek 68 Rektum Adenoca
8 | Kadn 80 Sigmoid Adenoca
9 | Erkek 72 Sag hepatik fleksura Adenoca
10 | Erkek 34 Rektum Adenoca
11 | Erkek 50 Rektum Adenoca
12 | Erkek 66 Rektum Adenoca
13 | Erkek 49 Sol kolon tm Adenoca
14 | Erkek 53 Cekum Adenoca
15 | Kadm 52 Rektum Adenoca
16 | Kadin 51 Sigmoid Adenoca
17 | Erkek 60 Rektum Adenoca
18 | Erkek 52 Sigmoid Adenoca
19 | Kadin 55 Cekum Adenoca
20 | Erkek 78 Rektum Adenoca
21 | Kadmn 62 Rektum Adenoca
22 | Erkek 82 Cekum Adenoca
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23 | Kadm 74 Rektum Adenoca
24 | Erkek 86 Rektum Adenoca
25 | Kadin 44 Cikan kolon Adenoca
26 | Erkek 66 Rektum Adenoca
27 | Erkek 44 Transvers kolon Adenoca
28 | Kadin 49 Sigmoid kolon Adenoca

28 kanserli dokunun 3'linde telomeraz Olglimii gergeklestirilemezken 27 normal

dokunun hepsinde dl¢iim gerceklestirilmigtir. Sekil 4.6. ve 4.7' de gosterildigi gibi timorli
dokulardaki Cp degerleri 18.8- 41.9, komsu normal dokularin Cp degerleri 24.46- 44.6

arasinda olup tiimorlii dokunun ortalama Cp degeri 30,34+6,18, normal dokununki ise

33,76+5,7 idi (sekil 4.5.). Student t testi ile bakilan kolorektal kanserli doku ile normal

doku arasindaki incelemede, kanserli dokudaki telomeraz aktivitesi komsu normal

mukozaya gore istatistiksel yonden anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur (p=0,044)

(tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Kolorektal kanser dokusu ile komsu normal mukozanin ortalama Cp

degerleri

Say1 (%) Ortalama Cp Degeri P
Tiimorlii Doku 25 (%48) 30,34+6,18 0,44
Normal Doku 27 (%52) 33,76+5,7
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Sekil 4.5. KRK ve komsu normal mukozanin ortalama Cp degerleri
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Sekil 4.6. KRK olgularinda tiimorlii doku 6rneklerinin Cp degerleri
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Sekil 4.7. KRK olgularinda komsu normal mukoza 6rneklerinin Cp degerleri

Rektum tiimorleri ile kolon tiimoérleri karsilastirildiginda; kolon tiimoérlerinin Cp

degerlerinin ortalamast 31,2846,42 rektum timoérlerinin ise 29,33+6,02 olarak
saptanmistir. Rektal tiimorlerin telomeraz aktivitesi kolon tiimoérlerine gore yiiksek
bulunmakla birlikte bu fark istatistiksel yonden anlamli olarak degerlendirilmemistir

(p=0,44)(tablo 4.6).

Tablo 4.6. Tiimor yerlesim bolgesi ve ortalama Cp degerleri arasindaki iliski

Tiimor Yeri Say1 Yiizde (%) Ortalama Cp Degeri | P
Kolon 13 52 31,3+6,4 0,44
Rektum 12 58 29,3+6,0

Kolon tiimorleri yerlesim yerlerine gore kendi i¢inde degerlendirildiginde sag kolon

tiimdrlerinin Cp degerlerinin ortalamasi 35,9+3,6;

sol kolon tiimorlerinin ise 28,4+6,2

olarak saptanmustir. Telomeraz aktivitesi sol kolon tiimdrlerinde sag kolon tiimorlerine

gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0,03) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Kolon tiimérlerinin yerlesim yerleri ile Cp degerleri arasindaki iligki

Tiimdr Yeri Say1 Yiizde (%) Ortalama Cp Degeri | P
Sag 5 38 35,9+3,6 0,03
Kolon
Sol Kolon | 8 62 28,4162

Tiimor lokasyonuna gore ortalama Cp

degerleri
40
35 4
30 -
25 -
20 -
15 -+
10 -+

Sag Kolon Sol Kolon Rektum

Sekil 4.8. Tiimor yerlesim yeri ile telomeraz aktivitesi arasindaki iligki

Calismaya dahil edilen kolorektal tiimor ve iilseratif kolit inflame dokusunun
herbiri i¢in bulunan Cp degerleri sekil 4.9. da gosterilmistir. Kolorektal kanser dokusu ile
tilseratif  kolitli  olgularin  inflame dokular1 arasindaki telomeraz  aktivitesi

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p 0.065)(tablo 4.8.)
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Tablo 4.8. KRK ile UK dokusunun ortalama Cp degerleri

Say1 (%) Ortalama Cp Degeri P
Tiimorlii Doku 25 30,34+6,18 0,065
Ulseratif Kolit | 27 33,15+4,46
dokusu
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Sekil 4.9. Tiimérlii doku ve UK inflame dokularin Cp degerleri
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TARTISMA

Kronik inflamatuar bagirsak hastaliklardan birisi olan iilseratif kolit, kolon mukozasi ve
submukoza dokusunu tutan , rektumu da icine alacak sekilde proksimale dogru ilerleyen
relaps ve remisyonlarla seyreden kolonun iltihabi hastaligidir (Oktay 2001; Uzerk 2009;
Kaya 2012).

IBH diinya genelinde yaygin goriilen bir hastalik olmakla birlikte hem insidans hem
de prevalans acisindan cografi bolgeler arasinda hatta ayni cografi bolge i¢inde dahi

degisiklikler gbzlenebilmektedir (Burisch 2015)

Son birkag yildir diinya capinda UK varhig: artma egilimindedir. Kuzey Amerika,
Bati Avrupa gibi UK'nin plato ¢izdigi hatta azaldign gelismis iilkelerin aksine yaymlar
gostermektedir ki Latin Amerika, Asya, Dogu Avrupa gibi gelismekte olan iilkelerde
insidans: yiikselmektedir. Incelenen popiilasyona bagl olarak UK insidans oranlar1 0.5 -

31.5/ 100000 arasinda degisebilmektedir.

Ulkemizde ise UK insidanst 2,6/100000 ve prevalanst 79 /1000 olarak
bildirilmistir (Goktiirk 2012; Kalkan 2013 ).

UK hastalar1 ¢cogu toplumda 6zellikle 30-40’l1 yaslarda tan1 alirlar. Hastalik ayrica
6.-7. dekadlarda ikinci bir pik yapmaktadir . Bazi toplumlarda hafif erkek baskinligi
goriilse de cinsiyetler arasinda énemli bir farklilik yoktur. (Burisch 2015). Calismamizda
yer alan hastalarin %37' sini kadin, %63' iinii ise erkekler olusturmaktaydi. Yas aralig1 22-

76 olup, yas ortalamasi1 44,26+16,8 idi.

IBH; KRK gelisimi icin Familyal Adenomatéz Polipozis ve Herediter
Nonpolipozis Kolorektal Kanser Sendromu’ ndan sonra 3. en yiiksek risk kosuludur (Kim
2014).

Ulseratif kolitin KRK gelisimi igin bir risk faktérii oldugu ilk kez 1925 yilinda
Crohn ve Rosenberg tarafindan bulunmus, sonrasinda farkli arastirmalarda bu risk

dogrulanmistir (Eaden 2001).

UK hastalarinda genel KRK gelisim riski 2,4 kat artmis durumdadir. Yeni bir meta-
analize gore, UK hastalarinda kiimiilatif KRK gelistirme olasilig1 10 yilda %2, 20 yilda %8
ve 30 yilda %18 ‘dir (Sameshima 2015).
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Kronik {ilseratif kolitteki neoplaziye gidis genetik degisiklikler esligindeki epitelyal
displazi gelisimiyle karakterizedir (Holzmann 2000).

Karsinogenez mekanizmalar1 ile ilgili olarak, sporadik kolorektal kanserden
sorumlu molekiiler degisikliklerin, yani kromozomal instabilite, mikrosatellit instabilitesi
ve hipermetilasyonun kolitle iligkili kolon karsinogenezisinde de rol oynadigi iyi

bilinmektedir ( Triantafillidis 2009).

Smirsiz  ¢ogalma kabiliyeti sliphesiz kanser hiicrelerinin  olmazsa olmaz
Ozelliklerindendir. Kanserli hiicrelere bu 6zelligi kazandiran normal somatik hiicrelerde
goriilmeyen telomerazin aktivasyonudur. Diger genetik yolaklardaki benzerlikler de goz
oniine alindiginda, KRK i¢in predispozan bir durum olan UK'de de benzer sekilde
telomeraz aktivasyonu olabilecegi akla gelmektedir. Yapilan c¢esitli ¢alismalarda bazi
premalign  dokularda telomerazin aktive oldugunun gosterilmesi bu  fikri

giiclendirmektedir.

Telomerler kromozomlarin uglarinda bulunan tekrarlayici (TTAGGG) DNA
dizileridir. Telomerlerin ana fonsiyonlarindan birisi kromozomlar1 u¢ uca fiizyondan ve
DNA bozunmasindan korumaktir. DNA polimerazin kromozomlarin 3' ucunu
cogaltmadaki yetersizliginden kaynaklanan ug¢ replikasyon problemi, hiicre boliinmesine
bagh ilerleyici telomer kisalmasina neden olmaktadir. Telomerdeki kisalma kritik bir
noktaya ulastiginda genetik olarak kararsiz hale gelmis hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemek
i¢in apoptozis ve yaslanma gibi bir takim koruyucu mekanizmalar aktive olurlar. Eger bu
mekanizmalar basarisiz olursa, hiicreler boliinmeye devam ederek hiicre 6liimii ve masif
genomik instabiliteyle karakterize kriz siirecine girerler. Bu noktada, internal RNA
komponenti ve telomer-spesifik ters transkriptaz aktivitesine sahip katalitik proteinden
olusan bir riboniikleoprotein kompleksi olan telomerazin aktivasyonu telomer kisalmasini
kompanze eder ve hiicrelerin bu kriz siirecinden basarili sekilde ¢ikmasina izin verir.
Telomeraz, 6zellikle kanser hiicresi, kok hiicre ve germ hiicreleri gibi 6liimsiiz hiicrelerde
ifade bulmaktadir. Hiicrelere sinirsiz ¢ogalma potansiyeli sunarak oliimsiizlestirmede ve

boylelikle de kanser olusumunda rol oynar (Fernandez-Marcelo 2016).

Literatlirde pek¢ok malign tiimér tipinde farkli yontemler kullanilarak telomeraz
aktivitesi arastirllmigtir. Telomeraz aktivitesini saptamak icin gelistirilen ilk yontem

tekrarlarin PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanan TRAP yontemidir. 1994 yilinda Kim ve
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arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra gelistirilen ¢esitli modifikasyonlarla

yontemin klinik uygulamalarda daha hassas ve giivenilir olmast amaglanmustir.

Kanserin yanisira telomerazin bazi premalign dokularda da aktiflestirildigi
bilinmektedir. Bu nedenle premalign hastaligi oldugu bilinen yiiksek riskli hastalarin

taramalarinda telomeraz aktivite testleri kullanilmas1 umulmaktadir (Chen 2011).

Literatiire bakildiginda farkli premalign dokularda telomeraz aktivitesinin
degerlendirildigi cesitli calismalara rastlanmaktadir. 1997 yilinda Kannan ve arkadaslari,
oral mukozada en sik goriilen premalign lezyon olan oral I6koplaki dokusunda telomeraz
aktivitesini degerlendirmislerdir. Telomeraz aktivitesini saptamak i¢in TRAP yontemini
kullandiklar1 caligmalarinda, 36 oral l6koplaki dokusunun 27'sinde (%75) telomeraz
aktivitesi saptamiglardir. Benzer sekilde 1999 'da Chang ve arkadaslar1 modifiye TRAP
yontemi kullanarak agresif, premalign bir lezyon olan oral verriikoz lokoplakideki
telomeraz aktivitesinin sasiritict sekilde oral yassi hiicreli karsinomdaki seviyelerine
yaklastigin1 gdrmiislerdir. 42 oral yassi hiicreli karsinom olgusunun 36' sinda (%86) ve 12

oral premalign lezyonun 8' inde (%67) telomerazin aktive oldugu gosterilmistir.

Tahara ve ark.1995 yilinda TRAP yontemini kullanarak 8 sirotik karaciger
dokusundan 6' sinda diisiik telomeraz aktivitesi saptamiglardir. Aynmi yil Tahara ve
arkadaslar1 yine TRAP yontemini kullanarak bu kez prekanser6z olan 10 kolorektal

tiibiiler adenom olgusunun tamaminin (%100) telomeraz pozitif oldugunu gostermislerdir.

Bunlarin  yanisira literatiirde kolit olgularinda telomeraz aktivasyonunun
arastirildig gesitli ¢alismalar da mevcuttur. Bu ¢alismalarda UK' li hastalarla ilgili kolon
mukozasinda telomeraz aktivasyonunun olup olmadigma iligkin farkli sonuglara

ulasilmistir.

1997 yilinda Engelhardt ve arkadaslarinin 50 kolorektal kanser , 20 polip ve 10
kolit dokusunda donmus numunelerde modifiye = TRAP yontemi kullanarak kantitatif
olarak telomeraz aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kolorektal tiimorlerin %90' inda ,
poliplerin %60' 1 (20 olgudan 12'si) ve kolitlerin %40' inda (10 olgudan 4'iinde) telomeraz
aktivitesi saptamiglardir. Ancak timor dokusuyla karsilastirildiginda telomeraz
aktivitesinin poliplerde 25.5 kat ve kolitte 54 kat daha az oldugu gosterilmistir. Normal
dokuda ise telomeraz aktivitesi saptamamislardir. Ayni yi1l Yoshida ve arkadaslarinin

TRAP yéntemi kullanarak 7'si UK, 5'i Crohn olmak iizere 12 IBH dokusunda telomeraz
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aktivitesini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda; tiimoér dokularma kiyasla hayli zayif olmakla
birlikte 7 UK dokusundan 3' iinde ve 5 Crohn &rneginin 3' iinde telomeraz aktivitesi
saptamiglardir. 35 tiimore komsu mukozanin 30" unda ise telomeraz aktivitesi

gbozlenmemistir.

Yine 2005 yilinda Myung ve arkadaslari 21 UK olgusunda TRAP yéntemi ile
telomeraz aktivitesini arastirdiklar1 ¢calismalarinda, 21 UK hastasmin 14" iinde (%67) ve 11

normal mukozanin 3'tinde (%27) telomeraz aktivitesi saptamislardir.

Mevcut calismalarin ¢ogunda az sayida iilseratif kolit olgusu yer almaktadir ve
telomeraz aktivitesi pozitif ya da negatif seklinde degerlendirilmistir. Biz ¢alismamizda
farkli olarak; telomeraz aktivitesinin es zamanl kantitasyonu ve florometrik 6lgiimii igin
olduk¢a duyarli bir in vitro yontem olan, TRAPeze yontemini kullanarak premalign bir
lezyon oldugu bilinen UK hastalarinda telomeraz aktivitesini  kantitatif olarak
degerlendirdik ve KRK olgulart ile karsilastirdik. Bizim ¢alismamiza 27 iilseratif kolit
hastasinin inflame kolon mukozasindan ve kontrol grubu olarak da 17 hastanin normal
goriinimlii mukoza dokusundan alinan O&rnekler dahil edildi. 10 hasta pankolit olmasi
dolayistyla normal mukoza dokusu elde edilemedi. Tiim dokularda telomeraz Olglimii
gerceklestirildi. Normal mukozada telomeraz aktivitesinin  bulunmadigi  Onceki
calismalarin (Engelhardt 1997; Usselmann 2001) aksine biz kantitatif olarak normal
dokularda da telomeraz aktivitesi saptadik. Tablo 4.1. de gosterildigi iizere iilseratif kolit
dokusundaki telomeraz aktivitesi komsu normal mukozaya gore daha fazla bulunmakla
birlikte bu fark istatistiksel acidan anlamli olarak degerlendirilmedi. Bu sonug Kleideiter
ve arkadaglarinin ¢aligmasi ile uyumluydu. Kleideiter ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar
calismada telomeraz aktivitesini modifiye TRAP yontemi kullanarak O(aktivite yok)-4
(yiiksek aktivite) arasinda skorlamislardir. UK, Crohn ve normal kolonik mukoza seklinde
3 dokuyu karsilastirdiklarinda , telomeraz aktivitesi bakimindan 3 grup arasinda anlamh
bir fark bulunmamistir. Ayrica UK hastalig1 ile hastalifin siiresinin, telomeraz aktivitesi

tizerine herhangi bir etkisi olmadigini bildirilmislerdir.

Literatiirde kolit dokusunda telomeraz aktivitesinin normal dokulara goére daha
fazla bulundugu calismalarin yanisira telomeraz aktivitesinin normal dokudan daha diisiik
oldugu calismalar da mevcuttur. 2001 yilinda Uselmannn ve arkadaslar1 TRAP yontemi

kullanarak 25 iilseratif kolit dokusunda telomeraz aktivitesini arastirdiklarinda, kolit
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dokusunda normal dokuya kiyasla telomeraz aktivitesinin belirgin sekilde azaldigini

gostermislerdir.

UK anatomik tutulum yerine gore siniflandirildiginda %80 olguda sadece rektum
ya da rektosigmoid tutulum goriilmektedir. Sadece rektum tutulursa proktit, rektum ve
sigmoid kolon tutulumunda distal tutulumlu UK ,cekuma kadar tiim kolonun tutulmasi
durumu ise pankolit olarak adlandirilmaktadir. Olgularin %40-50'sinde distal, %20'sinde
ise pankolit goriiliir (Kalkan 2013).

Pankolit kolorektal kanser gelisimi agisindan en yiiksek riske sahip hasta grubu
olarak bilinmektedir (Sapmaz 2016). Calismamizda yer alan 27 UK dokusunun 10 tanesi
(%37) pankolit idi. KRK gelisimi acisindan en riskli oldugu bilinen bu hasta grubunda
telomeraz aktivitesini degerlendirdigimizde tablo 4.3'te gosterildigi gibi istatistiksel
yonden fark anlamli olmamakla birlikte sasirtic1 sekilde telomeraz aktivitesi pankolit olan
UK olgularinda pankolit olmayan iilseratif kolit olgularindan daha diisiik idi. Bu durum
bize UK'de inflamasyonun yaygmhiginin telomeraz aktivitesini degistirmedigini
diisiindiirtmektedir. Bu sonu¢ Kleideiter ve arkadaslarinin 2003'te yaptiklar1 ¢aligmalari ile
uyumluydu. Yine pankolit dokusu ile normal mukoza karsilastirildiginda tablo 4.2.'de
gosterildigi lizere istatistiksel yonden anlamli bir fark bulunmadi. Calisgmamizda KRK
gelisimi igin predispozan olan UK 6rneklerinin yanisira KRK tiimor drnekleri ile komsu

normal goriiniimlii mukoza 6rneklerinde de telomeraz aktivitesini degerlendirdik.

Literatiire bakildiginda KRK'larin da ic¢inde oldugu bir¢ok farkli kanser tiirlinde
telomeraz aktivitesi arastirilmis ve incelenen kanserli hiicrelerin %90'1nda telomerazin
aktif oldugu bulunmustur. Bu nedenle telomeraz aktivitesinin saptanmasi ,kanserin erken

teshisinde fayda saglayabilir ve tedavi i¢in de yeni bir hedef olabilir (Tatsumoto 2000).

Telomeraz temelli kanser tedavisi igin farkli terapotik yaklasimlar gelistirilmistir ve
bunlar arastirma asamasindadir. Kisa telomerlerin uzatilmasina yonelik tedavilerden
bazilar1 basarili sekilde faz 1 klinik arastirma seviyesine ulasmistir. Bir diger yaklagim ise
timor hiicrelerinde artmis olan telomeraz fonksiyonunun yok edilmesini amaclamaktadir.
Bunun i¢in dogal ve kiiciik telomeraz inhibitorii ilaglar, immiinoterapotik yaklasimlar,
oligoniikleotid inhibitorleri ve telomeraz gen terapisi yararli tedavi stratejilerindendir
(Jager 2016)
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Kanser, diinya genelinde dnemli bir halk sagligi problemi olmay1 siirdiirmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 6liimlerin 6nde gelen ikinci nedenidir (Siegel 2016).

2013 yili kanser istatistiklerine gore iilkemizde 103.070 erkek ve 71.233 kadinin
kansere yakalandigi tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de 2013 yilinda yasa standardize kanser
hiz1 erkeklerde yiizbinde 267,9, kadinlarda ise yiizbinde 186,5°dir. Toplamda kanser
insidans1 ise yiizbinde 227,2’dir. Tirkiye kanser insidansi diinya insidansinin iizerinde
seyrederken, Avrupa Birligi llkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan
iilkelere gore kanser acgisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda
oldugu gériilmektedir. Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiirii diinyadaki ve diger gelismis
tilkelerdekine benzerdir. Uluslararast Kanser Ajansi tarafindan yayinlanan Globocan 2012
verilerine gore hem diinyada hem de iilkemizde erkeklerde en sik goriilen 3 kanser
akciger, prostat ve kolorektal kanserdir. Kadinlarda en sik gozlenen 3 kanser tiiriine
bakildiginda ise diinyada siralama meme, kolorektal, uterus-serviks kanseri iken Tiirkiye'
de meme, tiroit ve kolorektal kanser seklindedir. Ulkemizde kolorektal kanserler hem
kadinlarda hem de erkeklerde 3. sirada yer almaktadir. Erkeklerde ylizbinde 24,4 ve
kadinlarda ise yiizbinde 15,3 siklikta goriilmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, Ankara
2016).

Diinya genelinde en sik 2. tan1 konan kanser olan kolorektal kanserler uzak organ
ya da lenf nodu metastaz1 durumunda kotii prognoza sahiptir. Akciger kanserinden sonra,
Avrupa' da kanser o6limlerinin en sik nedenidir. 2012 yilinda Avrupa'da 241600 erkek
kolorektal kanser tanist almis ve 113200" i bu hastaliktan Olmiistiir. Yine Avrupali
kadinlara bakildiginda 205200 kolorektal kanser olgusunun 101500" i@ bu hastalik
nedeniyle hayatini kaybetmistir (Ouakrim 2015).

Gelisen tedavi segenekleri, artmis farkindalik ve erken taniya ragmen hala kanserle
ilskili 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden birisi olan KRK , ¢esitli genetik ve epigenetik
olaylar1 kapsayan cok basamakli bir siirecten kaynaklanan farkli molekiiler yolaklara ve

biyolojik siireclere sahip bir hastalik kompleksidir (Bertorelle 2014).

Kolon kanser gelisimi siirecindeki malign doniisiim; onkogen aktivasyonu, tiimor
supresOr genlerin inaktivasyonu ve kolon epitel hiicrelerini kolon adenokarsinom
hiicrelerine doniistiiren kontrolsiiz mitojenik uyaricilar1 kapsayan c¢ok asamali birtakim

genetik ve epigenetik olaylarin birikimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyon siireci
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boyunca telomeraz aktivasyonu tiimor progresyon kaskadinda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Ayiomamitis 2014).

Literatiire bakildiginda KRK'larda telomeraz aktivitesinin aragtirildigt caligmalarin
birgogunda (Kawanishi-Tabata 2002; Garcia-Aranda 2005 ; Sanz-Casla 2005 ;Vidaurreta
2007) dokudaki telomeraz aktivitesinin telomeraz pozitif ya da negatif seklinde, nitel
olarak degerlendirildigi yontemler kullanilmistir. Biz c¢alismamizda UK'de oldugu gibi
telomeraz aktivitesini kantitatif sekilde degerlendirme imkani sunan TRAPeze yontemini

kullandik.

Calismamiza enzim aktivitesinde degisiklik yapabilecegi diisiiniilerek neoadjuvan
kemoterapi 6ykiisii olmayan , 28 KRK olgusu dahil edilmis , bunlarin 25' inde kanserli
doku oOrneginden telomeraz Olgiimii gerceklestirilmistir. Kolorektal kanserli doku ile
normal doku arasindaki incelemede, telomeraz aktivasyonu ya da hTERT ifadesinin KRK'
It dokuda komsu normal mukozaya gore daha yiiksek oldugunun gosterildigi onceki
calismalarla ( Engelhardt 1997; Tatsumoto 2000; Ghori 2002; Bautista2007; Terrin 2008;
Ayiomamitis 2014) uyumlu sekilde tablo 4.5. de gosterildigi gibi kanserli dokudaki

telomeraz aktivitesi komsu normal mukozaya gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Literatiir incelendiginde kanserli olmayan normal dokudaki telomeraz aktivitesine
iliskin bulgular tartismahidir. Birdizi ¢alismada kanserli hiicrelerde yiiksek telomeraz
aktivitesi ifade edilirken normal somatik hiicrelerde telomeraz aktivasyonu neredeyse hig
gdzlenmemektedir. Ote yandan diger ¢aligmalarda normal insan hiicrelerinde telomerazin
her zaman mevcut oldugunu ve hiicresel proliferasyonun bir belirteci olarak
diisiiniilebilecegi ifade edilmektedir. insan kolon dokusuyla ilgili durum da tartismalidir

(Ayiomamitis 2014).

Telomerazin normal gastrointestinal sistem boyunca kesin rolii tam olarak agik
olmasa da hizl1 boliinmeye devam eden hiicrelerde proliferasyon i¢in sart olduguna dair
giiclii kanitlar mevcuttur. Kript kok hiicrelerinde kantitatif olarak daha yliksek miktarda
ifade edilmesine karsin bu enzim gastrointestinal kanal boyunca hiicrelerin ¢ogunda

eksprese edilmektedir (Usselmann 2001).

Calismamizda  normal mukozada telomeraz aktivitesinin saptandigr diger
calismalarla (Usselmann 2001; Nowak 2003; Ayiomamatis 2014) uyumlu sekilde komsu

normal mukozada da telomeraz aktivitesi oldugunu saptadik. Normal dokudaki telomeraz
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aktivitesine iligskin farkli sonuglarin nedeninin kullanilan yontemlerin duyarhiliklarindaki

farkliliklara bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sag ve sol kolon timorleri farkli embriyolojik kokenlerinden o&tiirti farkli ama
birbirleriyle iliskili timdr gruplaridir. Sag kolon yerlesimli ve sol kolon yerlesimli sporadik
kolon adenokarsinomlar1 arasinda epidemiyolojik, morfolojik ve molekiiler o6zellikler
bakimindan farkliliklar olmasi, sporadik kolorektal kanser mekanizmasmin yerlesim
alanlarina gore degisiklik gosterebilecegini diisiindiirmektedir (Birkenkamp-Demtroder
2005).

Bu farkli oOzellikler karsinogenez siirecindeki farkli genetik yolaklar1 isaret
edebilmektedir. Sonu¢ olarak KRK'larin proksimal, distal kolon ve rektum kanserleri

seklinde ayrilabilecegi ileri siiriilmektedir (Ayiomamatis 2014).

Kolon tiimérleri sag ve sol kolon seklinde kendi i¢inde siniflandirilarak telomeraz
aktivitesinin degerlendirildigi dnceki ¢alismalarda farkli sonuglar ortaya konmustur. 2014
yilinda Ayiomamitis ve arkadaslarinin real-time PCR yontemini kullanarak 49 KRK
olgusunda telomeraz aktivitesini degerlendirdikleri ¢caligsmalarinda , sag kolon tiimorlerinin

sol kolon tiimérlerine gore daha fazla telomeraz ifade ettigi gosterilmistir.

Izgi ve arkadaslar ise 2013 yilinda 20 KRK ve komsu normal mukozada TRAP -
Glimiis Boyama yontemini kullanarak telomeraz aktivitesini degerlendirdiklerinde, sol
kolondaki tiimdrlerde sag kolondaki tiimorlere kiyasla belirgin olarak daha yiiksek
telomeraz aktivitesi saptamislardir. Benzer sekilde Garcia-Aranda ve arkadaslariin 2005
yilinda TRAP ELISA ile 91 KRK olgusunda telomeraz aktivitesini arastirdiklar
calismalarinda, sag kolonda yerlesen tiimorlerin %73.9'y, sol kolon tiimorlerinin ise %92.3'
iinde pozitif telomeraz aktivitesi bulunmustur. Bu aragtirmalarla uyumlu olarak biz de
calismamizda kolon tiimorlerini kendi icinde sag kolon ve sol kolon tiimoérleri olarak
siiflandirdigimizda telomeraz aktivitesi yoniinden farklilik oldugunu saptadik. Tablo 4.7.'
de gosterildigi tizere telomeraz aktivitesi sol kolon tiimoérlerinde sag kolon tiimorlerine

gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu.

Kolon ve rektum kanserlerini karsilastirdigimizda ise tablo 4.6.'da gosterildigi tizere
rektal tiimorlerde telomeraz aktivitesi kolon tiimorlerine gore daha fazla olmakla birlikte
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi . Bizim ¢alismamizla benzer sekilde Garcia-

Aranda ve arkadaglar1 2005 yilinda gergeklestirdikleri aragtirmalarinda rektum ve kolon
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timorlerinde telomeraz aktivitesini kiyasladiklarinda, rektumda yerlesen tiimorler ile

kolonda yerlesen tiimorler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamuislardir.

Buna zit olarak Ayiomamitis ve arkadasglarmin real-time PCR  yOntemini
kullanarak 49 KRK olgusunda telomeraz aktivitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda,
kolon kanserlerinde telomeraz aktivitesinin rektal kanserlere gére anlamli sekilde artmis
oldugu gosterilmistir. Yine Sanz-Casla ve ark. 2005' te 103 KRK dokusunda TRAP-
ELISA ile telomeraz aktivitesini arastirdiklarinda telomeraz pozitif hasta sayisinin kolon
kanserlilerde rektum kanserlilerden daha fazla oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde
Vidaurreta ve arkadaslar1 2007' de TRAP ELISA kullanarak telomeraz aktivitesini

arastirdiklarinda kolondaki aktivitenin rektumdakinden fazla oldugunu bulmuslardir.

Calismamizda kolorektal kanser ornekleri ile iilseratif kolit inflame lezyonlarim
karsilastirdigimizda, kolorektal kanser 6rneklerinde telomeraz aktivitesi daha fazla olmakla
birlikte tablo 4.8." de gosterildigi lizere bu fark istatistiksel yondem anlamli olarak
degerlendirilmedi. Bu da bize iilseratfi kolit hastalarinda kanser i¢in telomerazin

kullanilabilir bir marker olmadigini diisiindiirtmektedir.

KRK gelisim siirecindeki malign doniisiimiin; onkogen aktivasyonu, timor
supresor genlerin aktivasyonu gibi bir¢ok farkli genetik ve epigenetik olaylarin birikimi
sonucu oldugu bilinmektedir. Telomeraz aktivasyonunun da bu siiregte rol oynadigi
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Biz ¢alismamizda 6nceki cogu calismadan farkli olarak
telomeraz aktivasyonunu kantitatif olarak degerlendirdigimizde Onceki ¢aligmalarla
uyumlu sekilde tiimorlii dokuda telomeraz aktivasyonunun komsu normal dokuya gore
artmis oldugunu gosterdik. Ayrica normal dokularin tiimiinde telomeraz aktivitesi saptadik.
Normal dokuda da telomeraz aktivitesinin saptanmasi kullandigimiz yontemin duyarliligin
normal dokuda telomeraz aktivitesinin bulunmadigi Onceki ¢alismalarin ¢ogunda
kullanilan yontemlerden daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirtmektedir.
Kansere yatkinlik olusturan durumlarin kansere doniisiim siireglerinin aydinlatilmasi
kansere gidisatin durdurulabilmesi ya da erken donemde bu tip olgularin tespit edilebilmesi
acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda tez ¢alismamizda 6nceki diger
calismalardan farkli olarak KRK igin predispozan olan UK olgularinda da es zamanl
olarak  telomeraz aktivasyonunu arastirdigimizda, UK olgularindan alman inflame
dokularda telomeraz aktivitesinin komsu normal mukozaya gore yiiksek olmakla birlikte

bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigim1 gosterdik. Bu sonuglar dogrultusunda

66



telomeraz aktivite tayini ilseratif kolit hastalarinda KRK gelisimini degerlendirmek
acisindan kullanighi bir marker gibi goriinmemektedir. Calismamizda ayrica sasirtict
sekilde KRK gelisimi i¢in en biiyiik risk grubunu olusturan pankolit olgularindaki
telomeraz aktivtesinin diger UK dokularindan daha az oldugunu saptadik. UK olgularinda
telomerazin komsu normal mukozaya gore artmamig bulunmasi bize kiimiilatif
degisikliklerin birikimi sonrasi ortaya ¢ikan KRK'larda telomeraz aktivitesindeki artisin
hastaligin erken asamalarinda degil daha ileriki siireclerde meydana gelen bir degisiklik
olabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu konuda yapilacak ek c¢aligmalarin siirecin

aydinlatilmasinda faydali olacagi umulmaktadir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginde su sonuglara varildi:

» Bu calismada 28 kolorektal kanser, 27 iilseratif kolit, 44 normal doku olmak
iizere toplam 99 oOrnekte TRAPeze® Kit RT Telomerase Detection Kit
kullanilarak telomeraz aktivitesi degerlendirildi.

» Kanserli dokudaki telomeraz aktivitesi komsu normal mukozaya gore anlamli
olarak ytiksek bulundu. Bu bize telomeraz aktivasyonunun KRK i¢in tanisal bir
belirteg olabilecegini, ayrica telomeraz inhibitorii ilaglarin da ileride kanser
tedavisi i¢inde yer alabilecegini diisiindiirtmektedir. Bunun i¢in ek ¢alismalara
ihtiyac vardir.

» Sag kolon tiimorleri ile sol kolon tiimoérleri kendi i¢inde telomeraz aktivitesi
yoniinden degerlendirildiginde telomeraz aktivitesi sol kolon tiimorlerinde sag
kolon tiimdrlerine gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu.

» Rektal tiimorler ve kolon tiimdrleri seklinde bir siniflama yapildiginda ise;
rektal tiimorlerin telomeraz aktivitesi kolon tiimorlerine gore daha fazla
olmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

» 27 iilseratif kolitli hastanin inflame dokusu ile 17 komsu normal mukozadaki
telomeraz aktivitesi degerlendirildiginde; tilseratif kolit dokusundaki telomeraz
aktivitesi komsu normal mukozaya gore daha fazla olmakla birlikte,
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmada.

> 10 pankolitli olgunun inflame dokusu ile diger 17 U.K olgusunun inflame
dokular karsilastirildiginda sasirtict sekilde telomeraz aktivitesinin pankolit
olan UK olgularinda pankolit olmayan iilseratif kolit olgularindan daha diisiik

oldugu saptandi.

Sonu¢ olarak, telomerazin KRK dokusunda komsu normal mukozaya gore daha
yilksek  bulunmasi, telomeraz aktivitesinin KRK gelisiminde rolii oldugunu
desteklemektedir. Bu ¢alismada UK dokusunda komsu normal mukozaya kiyasla hafif
yiiksek telomeraz aktivitesi bulunmakla birlikte bu fark istattistiksel yonden analaml
olarak degerlendirilmemistir. Calismamizda ayrica pankolitli olgularla diger UK olgularmi

karsilastirdigimizda; istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte pankolit olgularinda
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diisiik telomeraz aktivitesi saptadik. Bu konuda yapilacak multidisipliner, daha genis

oOlgekli caligmalarin bu konunun aydinlatilmasi agisindan faydali olacagi diisiiniilmektedir.
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BiLIMSEL ARASTIRMA iCiN AYDINLATILMIS HASTA ONAM FORMU
LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Klinik bir ¢alismaya dahil edildiniz. Bu ¢alismada yer almayi kabul etmeden once
¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini tam olarak anlamamz ve karariniz, arastirma
hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra ozgiirce vermeniz gerekmektedir.
Arastirma ile ilgili olarak belirtildigi halde anlayamadiginiz ya da belirtilemedigini fark
ettiginiz noktalar olursa hekiminize sorunuz ve sorulariniza agik yanitlar isteyiniz. Bu
arastirmaya katihp katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina
dayalidir. Arastirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra, kararinizi 6zgirce
verebilmeniz ve diisiinmeniz i¢in formu imzalamadan 6nce hekiminiz size zaman
tamyacaktir. Kararmmiz ne olursa olsun, hekimleriniz sizin tam saghk halinizin
saglanmasina ve korunmasina yonelik goérevlerini bundan sonra da eksiksiz
yapacaklardir. Aragtirmaya katilmay1 kabul ettiginiz taktirde formu imzalayiniz.

ARASTIRMANIN ADI
Ulseratif kolitli ve kolon kanserli hastalarda telomeraz aktivasyonu ve klinik éneminin

arastirilmasi

ARASTIRMANIN AMACI

Ulseratif kolitli ,kolon kanserli hastalarin kolon dokusu ve normal kolon dokusu
arasindaki telomeraz aktivitesinin degerlendirilmesi

KULLANILAN YONTEM

Kolon kanseri tanisi alarak cerrahi tedaviye karar verilen hastalardan operasyon
sirasinda rutinde alinan patolojik doku ve normal doku 6rnekleri ile iilseratif kolit
nedeniyle takipli hastalarin rutin izlemlerinde kolonoskopi esnasinda kolon
dokularindan numuneler alinacak. Alinan numuneler sonrasinda enzim aktivitesinin
degerlendirilmesi amaciyla soliisyon igerisinde -80 derecede 6zel besiyerlerinde
saklanacaktir.

KULLANILACAK OLAN MATERYAL
Ameliyet esnasinda rutinde alinan patolojik doku ve normal doku drnegi ile tilseratif
kolitli hastalarda rutin takipte kolonoskopi sirasinda alinan doku érnegi

BILGILENDIRME
Hastay: etkileyecegi diisiiniilen bir sonuca ulasihirsa hasta bilgilendirilecektir.

Arastirma ile ilgili olarak yeterince bilgilendirildim. Calismaya goniillii olarak
katilacagim.

TARIH :

IMZALAR:
Goniillii ad soyad: Arastirmaci ad soyad: Ars.Gor.Dr.Tugba AKIN DUMAN
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Yoo . NECMETTiN.ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
ILAC VE TIBBi CiHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI
/gplantl Sayis1:16 Toplanti Tarihi: 19.06.2015

Karar_ Sayisi1:2015/269:Fakiiltemiz Dahili Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Genetik Anabilim Dali
Baskam Prof. Dr. M. Selman YILDIRIM’ m “ULSERATIF KOLITLi VE KOLON KANSERLI
HASTALARDA TELOMERAZ AKTiVASYONU VE KLINIK ONEMININ ARASTIRILMASI”
baslikli uzmanlik tez galismasi ile ilgili 12.06.2015 tarihli ve ekleri gortistildi, Ars. Gor. Dr. Tugba AKIN
DUMAN’ 1n uzmanlik tez ¢alismasinin Fakiiltemiz Dahili Tip Bilimleri B6limi Tibbi Genetik Anabilim
Dali Bagkani Prof. Dr. M. Selman YILDIRIM’ 1n sorumlulugunda biitge desteginin saglandigina dair
belgenin Ilag ve Tibbi Cihaz Dig1 Aragtirmalar Etik Kuruluna sunulduktan sonra ¢alismanin baslamasinin
uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. M. Selman YILDIRIM
Yardimci Arastirmacilar: Ars. Gor. Dr. Tugba AKIN DUMAN, Dog. Dr. Hiiseyin ATASEVEN, Dog. Dr.
Murat CAKIR
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oplant1 Sayi1s1:48 Toplant1 Tarihi: 14.04.2017

Karar Sayis1:2017/888:Fakiiltemiz Dahili Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Genetik Anabilim Dali
Baskani Prof. Dr. M. Selman YILDIRIM’ i “Ulseratif Kolitli Ve Kolon Kanserli Hastalarda
Telomeraz Aktivasyonu Ve Klinik Oneminin Arastirilmasi” baslikli uzmanlik tez ¢alismast ile ilgili
14.04.2017 tarihli ¢calisma baghigi degisiklik dilekgesi ve ekleri goriisiildii, Ars. Gor. Dr. Tugba AKIN
DUMAN’ 1n uzmanlik tez ¢alisma bashgmin “Ulseratif Kolitli Ve Kolerektal Kanserli Hastalarda
Telomeraz Aktivasyonun Arastirllmasi” olarak degistirilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar
verilmistir.

Not: Calisma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.

Sorumlu Arastirmact: Prof. Dr. M. Selman YILDIRIM

Yardimer Arastirmacilar: Ars. Gor. Dr. Tugba AKIN DUMAN, Prof. Dr. Hiiseyin ATASEVEN, Dog. Dr.
Murat CAKIR
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