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Mesane Kanserli Hastalarin idrar Orneklerinde
Telomeraz Enzim Aktivitesi

Telomeraz enzimi kendisine ait RNA ve proteinlerden olusan bir reverse transkriptaz olup telomer
boyunun kontrolliinden sorumludur. Telomer ise, 6karyot hicre kromozomlarinin her iki ucunda
bulunan, heterokromatin yapida 6zel DNA dizileridir. Telomeraz aktivitesi, timor hicre
6lumsuzligu ve karsinogenez surecinin isleyebilmesi igin gereklidir. Cogu insan kanser hiicresinde
telomeraz aktivitesinin bulunusu, bu enzimin kanser tanisi igin diagnostik bir marker olabilecegini
diustndirmektedir. Yine, telomeraz aktivitesinin kanserin ilerlemesine uygun sekilde artis
gostermesi, timor seyrinin takibi agisindan da prognostik bir marker olabilecegi fikrini dogurmustur.
Bu galisma, mesane kanserli hastalarin idrara atilan hlcrelerinde, telomeraz aktivitesini belirlemek
amaci yapildi. Bu amagla, Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Klinigine
basvuran hastalardan, kontrol grubu olarak mesane kanseri olmayan 7 erkek ve hasta grubu olarak
mesane kanseri teshisi konmus ve kemoterapi almamis 13 erkek kullanildi. Deney grubu yas
ortalamasi 40 ve Uzerindeydi. Hlcre ekstraktlarinin telomeraz aktivitesi, telomer tekrari gogalma
protokoliine (TRAP) gére olgiildii. Bunun icin, TeloTAGGG Telomerase PCR —ELISAPLUS
(Roche) kiti kullanildi. PCR drinlerinin dogrulugu igin, poliakrilamid jel elektroforez uygulandi ve
glimiis boyama ile bantlar gériiniir hale getirildi. istatistiksel analiz sonunda, telomeraz aktivitesinin,
kontrol grubuna gére, hasta grubunda yuksek oldugu tespit edildi. Calisma sonuglarimiz, telomeraz
aktivitesinin mesane kanserinin teshisi ve tedaviye verdigi yanitin takibinde yardimci olabilecegini
gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Telomeraz aktivitesi, TRAP, PCR, Mesane kanseri, Idrar
Telomerase Enzyme Activity Observed In Urine Samples of Bladder Cancer Patients

Telomerase is a reverse transcriptase formed by its own RNA and proteins,and is also responsible
from telomere length control. Telomere is a sort of special DNA series with heterochromatine
structure occuring at both ends of eucaryot cell chromosomes. Telomerase activity is essential for
the immortality of tumor cells, and for the manipulate of carcinogenic process. Therefore this
activation is consideration as an indicator for the diagnosis of cancer. Also telomerase activation
exhibits an increase in proportion to the development of cancer, has brought attention to the idea
that it may be a marker for monitoring the course of the tumour.

This study was planned to determine telomerase in the cells of the urines of bladder cancer
patients.For this goal, we used 7 male without diagnosed bladder cancer in control group and 13
male diagnosed with bladder cancer and without chemotheraphy in patient group who were
referred to the urology clinics of Eskisehir Osmangazi University Medical Faculty. The mean age all
of the experiment groups were over the 40 years old. The telomerase of cell extracts were
determined by using TRAP method. We used the TeloTAGGG TelomerasePCR —ELISAPLUS
(Roche) kit. PCR products, electrophoresis process was applied, and then bands were made
noticeable by silver painting. Statistical analysis, it was found that telomerase was higher in urinary
bladder cancer patients than the control group. This findings indicate that telomerase could aid in
the diagnosis of bladder cancer, and also could help in following the response of the patients to
treatment.

Key Words: Telomerase activity, TRAP, PCR, Urinary bladder cancer, Urine.

Giris

Mesane tiumorleri, organizmanin en sik goérilen timodrlerindendir. Erkeklerde
kadinlara gére daha sik gorilir. Mesane kanseri genelde ileri yas hastaligi olup 40
yasin altinda olduk¢a nadir 60 yasin Uzerinde ise oldukga fazladir. Glinimizde,
sanayilesmedeki hiz diger kanser tiplerinde oldugu gibi mesane kanserinde de yas
sinirini giderek duisirmektedir (1). Mesane kanserinin nedenleri arasinda genetik ve
cevresel faktorler yer alir. Bu gevresel faktorler arasinda sigara, suni tatlandirici igeren
bazi gidalar, tekrarlayan uriner sistem enfeksiyonlari, uzun sureli bébrek ve mesane
taslar ve kataterizasyon gibi yabanci cisimler, pelvise yapilan ylksek doz radyoterapi,
uzun slreli phenacetin tirt analjezik kullaniimasi, anilin boyalari, 2-naphthylamine, 4-
aminobiphenyl, benzidine ve aromatik aminlerin metabolitleri yer alir (1-3). Mesane
timéorlerinin olusumunda gevresel faktorlerin yaninda, 9. kromozomun tamaminin ve 17.
kromozomun kisa kolunun kaybinin rol oynayabilecedi de ileri sliriimektedir.
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Bunlara ilaveten p53 mutasyonlari da o6zellikle ileri
evre ve ylksek dereceli tumdrlerin olusumunda etkili
olmaktadir (1,4). Ayrica, telomer boyunun belirli bir
uzunlukta kalmasini  saglayan telomeraz enzim
aktivitesinin de hematolojik malignansi, primer akciger
kanseri, hepatoselller karsinom, gastrik karsinom,
prostat kanseri, beyin timorleri, meme kanseri,
endometrial kanser gibi mesane kanserinde de arttidi
belirlenmistir (4-13).

Telomerler, 6karyot kromozomlarin her iki ucunda yer
alan heterokromatin yapida tekrarlayan DNA dizileri ve
telomer bagh proteinlerden olusur. Geng ve bolinmekte
olan soma hicrelerinde belli bir uzunlugu olan telomer
boyu her huicre bélinmesinde giderek kisalir. Buna bagli
olarak da hiicre bélinmesi sona erer ve huicreler yaglilik
dénemine girerler (6,7,14-23). Telomeraz enzim
kompleksi ise, bir ribonlkleoprotein olup, kendisine ait
RNA ve proteinlerden olusur. Bir revers transkriptaz olan
telomeraz RNA’st 1,5 telomer DNA tekrarina
komplementer dizisini kullanarak telomer DNA tek dalini
sentezler. Insan telomeraz RNA komplementer dizisi 3' -
AUCCCAAUC-5' ‘dir. Telomeraz enzimi sayesinde, her
hicre bélinmesinde meydana gelen telomer kaybi telafi
edilerek, hiicrenin yasam siresi uzatilir (6,7, 14-23).

Telomer uzunlugu ve dolayisiyla bu uzunlugun
korunmasinda gorevli olan telomer bagh proteinler ve
telomeraz enzim aktivitesi hakkinda elde edilecek her
cesit bilgi, kanserin molekuler dizeyi, erken teshisi ve
tedavisi konusunda énemli derecede yol gosterici olabilir.

Biz bu galismamizda, mesane kanserli hastalarin
idrara atillan hucrelerinde telomeraz enzim aktivitesini
TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) teknigi
ile belirlemeyi ve boylece kanseri molekuler acidan ele
alan bilgilere katkida bulunmayi amagladik.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, kontrol amaciyla Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalin’ da
mesane kanseri tanisi konmamis 40 yasin Ustinde 7
erkek birey ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalin’ da mesane kanseri
tanisi konmus 40 yasin Uzerinde olan, kemoterapi
almamis 13 mesane kanserli erkek hasta olmak Uzere
toplam 20 kisiden, en az 30 ml idrar 6rneg@i alinarak
yapildi.

Alinan idrar 6rnegi, 20 dakika icinde sogutmal
santrifijde +4 °C ‘de 2000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra 2 kere 10 mM PBS (pH: 7.4) ile
yikandi (30). Elde edilen hicre ekstraktl, 06lgiim
yapllincaya kadar — 80 OC ‘de saklandi. Telomeraz
aktivitesi Kim N.W’ nin TRAP yénemine (28) gore
Olguldi. Bunun igin TeloTAGGG Telomerase PCR —
ELISAPLUS (Roche) kiti kullanildi. Elde edilen hiire
ekstraktlarina kit'de verilen yonteme goére PCR islemi
yapildi. Bunun i¢in Tablo I'de verilen amplifikasyon
sartlari  uygulandi. Elde edilen PCR {rinlerine
hibridizasyon-ELISA islemleri yapildi ve ELISA okuyucu-
da A450nm-A690nm ‘de okutularak telomeraz aktivitesi
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tayin edildi. %20 poliakrilamid jel elektroforezine tabi
tutulan PCR urinleri, gmis boyama yoéntemi ile boyanip
g6runlr hale getirilerek telomeraz enzim aktivitesini
gOsteren bantlar elde edildi (Sekil 1).

Elde edilen tim sonuglar istatistiksel olarak, student
t-testi ile degerlendirildi.

M A B CDETFGH I K

Sekil 1.
goriintiisii.
M: Marker, AF: Pozitif kontrol, B-E: Hasta grubu, G-K: Kontrol grubu.

PCR sonrasi, poliakrilamid jel elektroforezi

Bulgular

Calismamizda; kontrol olarak Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dalin’da
mesane kanseri tanisi konmamis 40 yasin Ustiinde 7
erkek birey ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalin’da mesane kanseri tanisi
konmus 40 yasin uzerinde olan, kemoterapi almamis 13
mesane kanserli hastadan alinan idrar &rneklerinden
elde edilen hicre ekstraktlarinda, TeloTAGGG Telome-
rase PCR-ELISAPLUS (Roche) kit metoduna uygun
olarak telomeraz aktivite diizeylerinin élglilmesi sonunda,
kontrol grubunda telomeraz aktivitesi 0,31+0,076, hasta
grubunda 23,845,25 olarak belirlendi. Kontrol grubuna
gére hasta grubundaki telomeraz aktivitesi artisi,
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P< 0,01) (Tablo 2).

Tartisma

Papanicolaou ve Marshall 1945 yilinda idrari santrifQj
edip icine dokilen kanser hicrelerini tanimlayarak
mesane kanserinin sitolojik olarak test edilebilecegini
acikladilar. Bu yontemle mesane kanseri teshisindeki
hassasiyetin %40 civarinda oldugunu tespit ettiler (30).
Daha sonra Yoshida ve arkadaslari da yapmis olduklari
¢alismada, timor dokularinin ve vicut sivilar igine
dokilen kanser hicrelerinin tanimlanmasi igin, onlarda
telomeraz  aktivite tayininin  hassas bir marker
olabilecegini ileri surdiler (27).
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Tablo 1. Amplifikasyon Uriinii Elde Etme Programu.
Adim Zaman Sicaklik (+) Devir sayisi
1.Primer uzamasi 30 dak. 25°C
2.Telomeraz inaktivasyonu 5 dak. 94°C
3. Amplifikasyon 30
Denaturasyon 30s 94°C
Anneling 30s 50°C
Polimerizasyon 90s 72°C
Son uzatma 10 dak. 72°C
4. Bekletme 4°C
Tablo 2. Kontrol ve Hasta Grubunda Telomeraz Enzimi
Aktivite Ortalamalari. kanserlerinin  bile tanimlanabilecegdi ileri sirilerek,

Grup N Telomeraz Aktivitesi
Kontrol 7 0,31+0.076
Hasta 13 23,8 +5,25

P<0,01

Kim ve arkadaslari, telomeraz aktivite tayini igin kolay
ve ylksek hassasiyete sahip TRAP (Telomer tekrar
¢ogalma protokolll) metodunu buldular (28). Daha
sonraki galismalarda bir ¢gok arastirici, malign timdrlerin
hemen hemen tim tiplerinde, % 90’dan fazla siklikta,
telomeraz aktivitesinin belirlenmesi i¢cin bu metodu
kullandi (4, 5, 8, 27-34).

Yapilan bir ¢cok ¢alismada, mesane kanserinin erken
evrelerinde, telomeraz aktivite tayininin teshis igin
kullanigh bir marker olabilecegi ileri surilmastir (4, 5, 8,
27-37). Yokota, Kanda ve arkadaslari da vyaptiklari
calismada, mesane kanserli kigilerin idrarindan elde
edilen kanserli hicrelerdeki telomeraz aktivitesinin,
saglikh kigilere oranla ylksek seviyede oldugunu
belirtmiglerdir (5). Telomeraz aktivitesinin belirlenmesi
sayesinde, diger bir cok kanserde oldugu gibi mesane
kanserinin, erken asamalarda teshis edilebilecegi,
minimal yayilma gosteren diusik seviyeli mesane
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