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OZET

Hiicre boliinmesinin belli bir sayidan sonra son bulmasi veya kesintisiz
devam etmesi, telomer boy uzunlugu ve telomeraz aktivitesi ile iligkilidir. Telomeraz
enzim kompleksi bir riboniikleoprotein kompleksi olup, yapisinda telomeraz RNA’s1

(TR, TERC), telomeraz proteini (TERT) ve yardimci proteinler bulunur.

Siyalik asitler, hiicrelerin birbirini tanimasinda, noéron gelisiminin

uyarilmasinda, hiicre gocii ve hiicreler arasi biitiinliigiiniin saglanmasinda gorev alirlar.

Kanser metastazi ve malignansilerde telomeraz aktivitesi ve siyalik asidin
normal dokulara gore artmis olarak bulunmasi, bu iki parametrenin timor marker’

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Calismamizda, insan glioma (DK-MG) ve sican glioma (C6) hiicre dizisi
kiiltiirlerinden elde edilen hiicre ekstratlarinda; telomeraz aktivitesi, siyalik asit diizeyi,
hiicre zarinda noronal hiicre baglanti molekiili NCAM i varligi, telomeraz RNA’s1
(TR) ve telomeraz revers transkriptaz (TERT) ekspresyonunu degerlendirerek,
telomeraz aktivitesi ile siyalik asit diizeylerinin pasajdan pasaja gosterdikleri

degisimleri incelemeyi amacladik.

dizisi icin DMEM/F12 besiyeri kullamlarak hiicreler 37°C’de CO,’li etiivde inkiibe
edildi. 3.,6.,9.,12 ve 15. pasajlarda TRAP yontemi ile telomeraz aktivitesi belirlendi.
Siyalik asit miktarlar1 spektrofotometrik olarak olgiilerek tesbit edildi. Ayrica bu
orneklerde telomeraz aktivitesinin sonuglarmi desteklemek icin RT-PCR yontemi ile
TERT, TR ekspresyonlart ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile de hiicre

zarindaki NCAM gosterildi.

Calismamizda, DK-MG ve C6 hiicre dizilerinin ilerleyen pasajlarinda, her
iki hiicre dizisinde, telomeraz aktivitesi ve siyalik asidin birbirine paralel olarak arttig1
gozlendi. TR ve TERT ekspresyonlar1 porzitif olarak bulundu. NCAM, birbirlerine

benzer sekilde boyandi. Kiiltiire edilen her iki glioma hiicre dizisinin ilerleyen
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pasajlarinda telomeraz aktivitesi ve siyalik asidin artmasi, malignansi ve invazyonda
olan artis ile iliskilendirilebilir. Glial tiimor hiicre dizilerinin ilerleyen pasajlarinda,
telomeraz aktivitesinde goriilen artis siirekli olmayip inis ve c¢ikislar gostermektedir.
Siyalik asit miktar ise, telomeraz aktivitesine gore, ilerleyen pasajlarda, daha diizenli
olarak artmaktadir. Bu nedenle glial tiimorler i¢in yapilan tetkiklerin yaninda, telomeraz
aktivitesi ve ozellikle siyalik asit miktar1 tesbitinin, tiimoriin durumunu belirlemede ve
tedaviyi yonlendirmede destekleyici bir parametre olarak kullanilabilecegi

kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Glioma, DK-MG hiicre dizisi, C6 hiicre dizisi,
telomeraz aktivitesi, siyalik asit, h\TERT, hTR, rTERT, rTR, NCAM

Xi



SUMMARY

Termination or non-stop continuation of the cell cycle is related to telomere
length and telomerase activity. Telomerase is a ribonucleoprotein complex, and it
contains telomerase RNA (TR, TERC), telomerase protein (TERT) and associated

proteins.

Sialic acids play a role in the recognition of cells each other, cell migration

and maintenance of inter-cellular integrity.

Telomerase activity in metastases and malignancies, and increased sialic
acid levels compared with normal tissues indicate that these parameters could be used as

tumor markers.

In our study, we evaluated telomerase activity, sialic acid levels, existence
of neuronal cell adhesion molecule (NCAM) in cell membrane, expression of
telomerase RNA and telomerase reverse transcriptase in cell extracts from the human
(DK-MGQG) and rat (C6) glioma cell lines. We purposed to investigate the alterations of

telomerase activity and sialic acid levels in the cell line passages to passages.

Cells were incubated in RPMI and DMEM/F12 growth mediums for DK-
MG and C6 cell lines, respectively, at 37°C in a CO, contained incubator. Telomerase
activity was determined using TRAP method, and sialic acid level was determined using
spectrophotometry, in third, 6th, 9th, 12th, and 15" passages. In addition, TERT and TR
expressions using RT-PCR, NCAM in cell membrane by immuno-histochemical

staining were showed to support the results of the telomerase activity.

Increased telomerase activity and sialic acid levels were observed, compared
with each other in the later passages of DK-MG and C6 cell lines. TR and TERT
expressions were found as positive. NCAMs were stained similarly with each other.
Increased telomerase activity and sialic acid levels in the later passages of both cultured
glioma cell lines may indicate malignancy and invasion. In the later passages of glioma

cell lines, telomerase activity was not increased continuously and linearly, it showed

xii
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reducing and rising pattern. Sialic acid levels in the later passages showed a more
regular rising than telomerase activity. We are coinvinced that, determination of
telomerase activity and especially sialic acid with examination in glial tumors will be

used in finding tumor situation and directing therapy as supporting parametres.

Key Words: Glioma, DK-MG cell line, C6 cell line, telomerase
activity, sialic acid, hTERT, hTR, rTERT, rTR, NCAM
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1. GIRIS VE AMAC

Hiicre boliinmesinin belli bir sayidan sonra son bulmasi veya kesintisiz
devam etmesi, telomeraz aktivitesi ile iliskilidir. Telomeraz enzim kompleksi bir
riboniikleoprotein kompleksi olup, yapisinda telomeraz RNA’s1 ve telomeraz proteini

bulunur (4,5,16,75,95,109,110).

Boliinen insan hiicrelerinde telomeraz RNA’s1 (hTR), 5’-CUAACCCUA-
3’ dizisi, 1,5 telomer DNA tekrarina komplementer dizi olup, telomerik DNA
sentezinde kalip Odevi goriir. Telomeraz enzimi, RNA’sinin bir bd6liimiinii
kullanarak, guanince (G) zengin telomer DNA tek dalim sentezleyen bir revers
transkriptazdir. Telomeraz temel proteini olan TERT, bu olayda katalitik gorev
yapar. Telomeraz aktivitesi ile telomeraz RNA’s1 ve TERT ekspresyonu arasinda bir
korelasyon vardir. Her ikisi de telomeraz aktivitesinin belirlenmesinde marker olarak
gorev yapar. Insanda normal somatik hiicrelerin boyu her hiicre boliinmesinde
kisalir. Bu kisalma, telomer proteinleri ve telomeraz enzimi tarafindan kontrol edilir

(4,5,16,75,95, 109,110)

Germ hiicrelerinde (sperm), tamir goren dokularda, sa¢ follikiillerinde,
barsak kripta hiicrelerinde, hematopoietik kok hiicrelerde, lenfositlerde ve kanser
hiicrelerinde telomeraz pozitif, diger soma hiicrelerinde ise, telomeraz negatiftir. Ayrica
kanser hiicrelerinin malignansi ve invazyonunda da telomeraz aktivitesinin arttig
goriilmiistiir. Telomeraz pozitif olan hiicrelerde, her hiicre boliinmesinde kaybolan
telomer boyu tamir edilir. Boylece telomer boyu her zaman hiicre boliinmesine yetecek

uzunlukta tutulur (4,9,14,30,33,47,53,55,56,69,72,75,91,93,130).

Kanserde telomeraz aktivitesinin pozitif oldugunu gosteren bir¢cok yayin
bulunmaktadir. Pleural mezoteliomalar ile yapilan bir ¢calismada, 22 mezoteliomanin 20
(%91)’sinde  ve mezotelioma hiicre dizilerinden elde edilen tiimorlerin tiimiinde
telomeraz pozitif, 2 benign soliter fibr6z tiimorde ise negatif olarak bulunmustur (30).
Tiroid dokusu ile yapilan bir calismada, malign paratiroid karsinom ve metastatik
dokularda telomeraz aktivitesi pozitif, normal dokuda negatif olarak bulunmustur (33).

Bir diger calismada, telomeraz aktivitesi, 12 servikal kanserin 10’unda, 13 endometriyal



kanserin 12’sinde, 21 ovarian kanserin 18’inde, 2 tubal kanserin 2’sinde, 1 vulvar
kanserin 1’inde pozitif olarak belirlenmistir. Sonuclara goére jinekolojik malign
timorlerin %88’de telomeraz aktivitesi pozitif olarak bulunmustur (69). 27 farkh
akciger kanser hiicre dizisinde ve 7 normal akciger dokusunda 6l¢iim yapilan bir baska
calisgmada, 27 hiicre dizisinin hepsinde telomeraz aktivitesi gozlenirken, normal
dokularda goriilmemistir (72). Kanserde telomeraz aktivitesi ile birlikte TERT ve TR
ekspresyonlar da pozitif goriilmektedir (13,67,70,76,77,80,82,128,136).

Hiicrede karbohidratlar, proteinlere baglanarak glikoproteinleri ve lipidlere
baglanarak glikolipidleri olustururlar. Bunlarin her ikisi de molekiiller glikokonjugatlar
olarak adlandirilir. Glikokonjugatlar hiicre zarinda bulunur ve onlarin en u¢ bolgesine
siyalik asitler  baglanir. Siyalik asitler, hiicrelerin birbirini tamimasinda, néron
gelisiminin uyarilmasinda, hiicre gocii ve hiicreler arasi biitiinliigiin saglanmasinda
gorev alirlar. Beyin hiicrelerinde siyalik asitler, noronal hiicre baglanti molekiilii
(NCAM)’'ne baglanir. Kanserde, kanser invazyonunda ve metastazda siyalik asit
miktarinin normal dokulara goére artmasi, kanserde onun bir tiimoér marker’t olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (1,4,7,11,21,24,26,29,61,100,114,120,129,139).

Kanserde siyalik asit miktarlarinin arttiimi  gosteren bircok c¢alisma
mevcuttur. Bunlardan; basg-boyun kanserli 52 hastada yapilan bir ¢alismada, squamoz
hiicreli karsinom antijeninin (SCCAg) %33, karsinoembriyojenik antijenin (CEA) %28
ve laktat dehidrojenazin (LDH) %18 oraninda arttigi, siyalik asit seviyesinde tesbit
edilen %71 oranindaki artigin ise, bunlarin hepsinden daha fazla oldugu gosterilmistir.
Viicuttaki siyalik asit seviyeleri selim ve habis hastaliklarda degisim gostermektedir.
Nitekim ayn1 ¢alismada kanseri niikseden hastalarda da, siyalik asit diizeylerinin %100
oraninda arttig1 tesbit edilmistir (32). Yine, meme-kolon ve akciger kanserleri ile
yapilan bir calisgmada serum siyalik asit seviyelerinin kontrol grubuna gore arttig
goriilmiistir (100). Siyalik asidin, musindz benzeri karsinomla iligkili antijenin (MCA)
ve karsinoembriyojenik antijen (CEA)’nin iiciiniin birlikte ol¢iildiigii bir calismada, bu
parametreler yardimiyla akciger kanserlerinin %94.9 dogrulukla saptanabildigi

gosterilmistir (62).
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Calismamizda, kisaca bilgi verdigimiz bu parametrelerin, insan glioma (DK-
MG) ve sican glioma (C6) hiicre dizi kiiltiirlerinin ilerleyen pasajlarinda, birlikte
Olciiliip degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu noktadan hareketle, glioma
hiicre dizilerinin ilerleyen pasajlarinda telomeraz aktivitesi ve siyalik asitte olan
degisimleri karsilastirarak arastirmayi amacladik. Telomeraz aktivitesini desteklemek
amaciyla TERT ile TR ekspresyonlarini belirledik. Siyalik asitlerin baglandigi

NCAM’larn varligim da immunohistokimyasal olarak gosterdik.
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2. GENEL BIiLGIiLER
2.1.GLIiAL HUCRELER VE GLIOMALAR

2.1.1.Normal Glial Hiicreler

Omurgalilarda néronlar, noroglia hiicrelerinden olusan 6zel bir destek
dokusu i¢inde yuvalanmistir. Noroglia hiicreleri uzantili hiicrelerdir, bunlarin yapisi
noronlara benzemekle birlikte gorevleri onlardan farklidir (Sekil 2.1). Bunlar sinir
dokusunun dejenere oldugu yerlerde ¢ogalarak oray: bir yama gibi kapatir, néronlarin
beslenmesinde ve artik maddelerin uzaklastirilmasinda rol oynarlar. Noronlart komsu
noronlardan ayirarak, impulslarin néron boyunca diizenli iletilmesine yardimeci olur ve
noronlar arasinda destek gorevi goriirler. Ayrica mikrop, toksin v.b. zararli etkenlerin
noronlara ulasmasina engel olurlar. Tiim Santral Sinir Sistemi (S.S.S) hiicreleri
embriyogenezis sirasinda ektodermden yani noral plaktan olusur. Bu sistemde T1A ve
O2A ad1 verilen ana (progenitor) hiicrelerin astrosit ve oligodendrositlere farklilastigi
gosterilmistir. T1A hiicreleri S.S.S’de yapisal bir rol oynar. O2A progenitor hiicreleri
ise, farklilasmanin yaninda aksonal iletimde fonksiyonel bir rol oynayan 6zellesmis

hiicrelerin artisini da saglar (4,106).
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Sekil 2.1. Bir noroglia hiicresi genel sekil (37).
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Noroglial hiicreler 3 grupta incelenir:

2.1.1.1. Astrositler

Astrositler cok sayida uzantist olan hiicrelerdir. Kan beyin bariyerinin
olugsmasim1 ve devamliligini saglayacak sekilde kapillerlerin etrafindaki endoteliyal
hiicrelerle iligski kurarlar (Sekil 2.2. A,B,C, Sekil 2.3.A). Noron ve onun uzantist aksona
biyokimyasal ve fiziksel destek yaninda, noron alic1 yiizeyinin yalittmini saglarlar. Kan-
beyin bariyeri (KBB), beyin icine kan kimyasal yapilarmin girisini kontrol eden
kompleks bir sistemdir. Bu sistem kapiller yatak ile parankimal doku (sik hiicreli bag
doku) arasindadir. Bu bariyere bazen ekstraselliiler-kan bariyeri adi da verilmektedir.
KBB’de endotelial hiicreler ve bunlarin bazal membranlarim astrositler cevreler.
Endotelial hiicreler, birbirlerine sikica bagli olup, bazi iyon ve metabolitlerin gecisinde
etkilidir. Bu bolgeler, yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerin gecisine engel teskil eder.
Normal durumlarda, su, bazi iyon ve yagda ¢oziinebilen yapilarin gecisini saglarken,
globiilin, albumin ve norotransmitterlerin gecisini engellerler. Iyon ve metabolitlerin

(glikoz gibi) gecisini diizenleyen enzim sistemlerine de sahiptirler (23,106,142).

Kan damar1  Perivaskiiler
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Sekil 2.2. A) Fibroz astrositlerin 1s1k mikroskobundaki goriintiisii (37), B)
Astrositlerin sematik sekilleri (37), C) Kan-Beyin Bariyerinde
astrositler (23).
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Astrositler hasar gormiis beyinde, gliozis adi verilen nedbe (skar) dokusunu

olustururlar. Bu gorevleri ile fibrositlere benzerler (106).

2.1.1.2.0ligodendrositler

Miyelin kilif periferik sinirlerde Schwann hiicreleri tarafindan, SSS’de ise,
oligodendrositler tarafindan meydana getirilir. S.S.S’de bulunan miyelinin yerini
tutarlar. Onlar1 bu gorevleri ile Periferik Sinir Sistemindeki (PSS) Schwann hiicreleri

gibi diisiinebiliz (Sekil 2.3.A,B,C) (4,106,142).
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Sekil 2.3. A) Noroglia hiicrelerinin beyinde yerlesimi (142)
B) Oligodentrositin sematik ¢izimi (37), C) Noron hiicresi (4)

2.1.1.3.Ependimal hiicreler

Serebral ventrikiiller ve spinal kordun santral kanalimn icini tek kath olarak
doseyen kiibik sekilli hiicrelerdir (Sekil 2.3.A). Beyin ventrikiillerinin sinirlarinda ve spinal
kordun santral kanalinda bulunurlar. Ventrikiiler ependimada ve KBB’de diizenli bir sivi

alis verisi olur. Beyindeki ependim doseli kavitelerin bazi bolgelerinde beyin omurilik s1visi



(BOS) iiretilir. Iste bu bolgelerdeki ependimal hiicreler ile kapiller yapilarin bir araya
geldigi yapiya koroid pleksus adi verilir (106).

2.1.2. Gliomalar

Gliomalar, santral sinir sisteminde bulunan glial hiicrelerden gelisen
timorlerdir. Gliomalar, tiim S.S.S tiimorlerinin % 40’dan fazlasinda tamimlanan en

yaygin primer beyin tiimorleridir (15).

Yiiksek oranda beyin dokusunun i¢ine sizarak beyini kusatirlar. Gliomalarin
tamaminin cerrahi olarak kesilip ¢ikarilmasi her zaman miimkiin degildir. Bu nedenle
de, genellikle tiimor hizla biiyiir ve sik sik niiks eder. Bu asamada hastalarin tedaviye
ragmen yasam siiresi ortalama 8-12 aydir. Son zamanlardaki ¢alismalarla in vitro ve in
vivo gliomalarin invaziv davranmislan anlagilmis olmasina ragmen, yaygin infiltrasyona

neden olan faktorler hala tam olarak tanimlanamamustir (15).

Glial hiicrelerin degisik tipleri, S.S.S.’deki lokalizasyonuna, yas, gelisim
potansiyeli, invazivitenin yayginligi, morfolojik 6zellikler, progresyon (hizli ilerleme)

egilimi ve klinik tabloya gore, farkliliklar gosterir (106).

Gliomalar agresif tiimorler olup, yiiksek proliferatif aktivite gosterirler.
Kanserin malignansi derecesi arttikca telomeraz aktivitesi de artmaktadir ve bu artis,
coklu genetik degisimlere ve mutasyonlara baglidir (15,18,91). Gliomalarda, timor
stipressor genlerde (p53, RB, Ras, pl6, PTEN/MMAC), siklin dependent kinazlarda
(CDK4, CDK6), growth faktor reseptorlerinde (EGFR, PDGFR) bozukluklar oldugu ve
ayrica bazi kromozomal anomaliler goriildiigii bildirilmektedir (18). Gliomalarin
olusumunda en 6nemli etken olarak ise, p53 ve RB genlerindeki bozukluklar gosterilmis
olup, telomeraz aktivitesinin artisinda da 6zellikle bu genlerdeki mutasyonlarin etkili

oldugu bildirilmektedir (18).

Glial hiicrelerden olusan tiimorler kendi aralarinda astrositomalar,

oligodendromalar ve ependimomalar olmak iizere iice ayrilir:
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2.1.2.1. Astrositomalar

Gliomalarin astrositlerden koken alan tiimor cesidine astrositoma denir

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kiiltiirde astrositoma hiicreleri.

Astrositomalar, Diinya Saglik Teskilati (World Health Organization,

WHO)’na gore kisaca agagidaki gibi siniflanmistir;

Grade I: Pilositik astrositoma, dev hiicreli astrositoma da denir ve en yaygin
olarak cocuklarda goriilen tiimorlerdir. Astrositlerin oldugu her yerde olabilmesine
ragmen, Ozellikle, optik sinirler, 3. ventrikiil, talamus, medial temporal lob, beyin sap1
(pons) ve serebellum gibi, tipik olarak orta ¢izgi yapilarinda lokalizedir. Pilositik
astrositomlar etrafi sinirh tiimorlerdir ve nadiren etraf dokuya invaze olurlar. Bu

tiimorler, siklikla yavag gelisirler ve malign transformasyon nadirdir (15,23,106).

Grade II: Diisiikk grade astrositoma grubuna fibriler ve protoplazmik
astrositomalar girmektedir. Bu neoplazmlar tipik olarak genclerde olur. Diisiik grade
astrositoma, beyin paransimasinmi cevreleyen yayilici karakterdedir. Bu neoplazmlar
tipik olarak genglerde olur, astrositlerin oldugu her yerde olabilmesine ragmen 6zellikle

serebral hemisferde lokalize olmaya egilimlidir (15,23,106) .

Grade III: Anaplastik astrositoma, her yasta goriilebilir. Anaplastik
astrositoma (WHO grade III) neoplastik fibroz ya da gemistocytic astrositler ile

karakterizedir. Astrositlerin oldugu her yerde olabilir (15,23,106).

Grade IV: Glioblastoma multiforme, 55 yasin iizerinde siktir ve tiim primer



intrakraniyal tiimorlerin % 40’11 icermektedir. Malign astrositoma olarak da
bilinmektedir. Astrositlerin oldugu her yerde olabilmesine ragmen, 6zellikle noral
dokular icinde yaygindir. Siklikla nekroz gosterir. Glioblastoma multiforme ¢ok sik
olarak meydana gelir ve cogunlukla tipik olarak yetigkinlerde etkili olan malign beyin
tiimorleridir. Glioblastomanin en yaygin lokalizasyonu frontotemporal bolgededir, fakat
parietal loblar da siklikla etkilenir. Glioblastomalar genellikle kontrolateral hemisfer

icinde genisleyerek kospus kallosum boyunca inftratedir (15,23,66,106).

2.1.2.2. Oligodendrogliomalar

Oligodendrogliomalar neoplastik oligodendrositlerden olusan, diffiiz gelisen
tiimorlerdir. Glioblastomaya dogru malign isleyis olur, ancak bu malignansi diffiiz

astrositomalara gore daha azdir (15,23,106).

2.1.2.3. Ependimomalar

Ependimal hiicrelerden gelisen ependimomalar genellikle yavas gelisen,
bening neoplazmlardir ve nadiren anaplaziye (malignlesme) giderler. Ependimomanin
ilerleyisi kismen tiimor lokalizasyonuna ve anaplazinin var olup olmamasina gore

degisim gosterir (15,23,106).
2.2. TELOMER VE TELOMERAZ ENZiM KOMPLEKSI

Okaryotik canlilarm lineer kromozomlarinin uglarinda bulunan telomerler,
basit tandem tekrarlar halindeki DNA dizileri ve 6zel proteinlerden olusan
niikleoprotein yapilaridir. Subtelomerik bolgeden itibaren 5°—3’ yoniinde bu tandem
diziler 6rnegin; insan ve farede TTAGGG, Tetrahymena’da TTGGGG ve Oxytricha’da
TTTTGGGG olarak belirlenmistir (2,4,6,25,69,73,74,92,101,122,125).

Hiicre boliinmesinin belli bir sayidan sonra son bulmasi veya kesintisiz
devam etmesi, telomer boy uzunlugu ve telomeraz aktivitesi ile iliskilidir.
Kromozomlarin uclarinda bulunan telomerler, telomerik DNA ve proteinlerinden olusur
(Sekil 2.5). Telomerler, kromozomlarin dayanikliligimi saglar. Bu fonksiyonlarini,

kromozom uglarinda ekzoniikleazlarin neden olabilecegi kromozom yikimi ve fiizyon
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olaylarim1 engelleyerek yaparlar. Boylece DNA replikasyonu esnasinda meydana
gelebilecek terminal DNA segmentlerinin kaybim onlerler

(2,4,5,8,12,13,25,45,54,70,72,74,77,87,92,101,102,126).

¥

Subtelomerik holge ™ \

Sentromer —»
Telomerik DNA dizileri

/ (TTAGGG)
Subtelomerik hlge =

Telomer

Sekil 2.5. Lineer kromozomda telomerler (4).

Ayrica her kromozomun telomeri lamin B proteini ile niiklear laminaya
baglanarak, kromozomun niikleus icinde belli bir pozisyonda bulunmasini saglar (Sekil
2.6.A). Kromozomlarin niiklear laminaya tutunup, belli bir pozisyonda kalmalar ile at

kuyrugu goriiniimii (Horstail) ortaya ¢ikar (Sekil 2.6.B). Bu sayede hiicre bdoliinmesi

sirasinda niikleusta meydana gelen dagilma (segregasyon) olaylarini kontrol ederler

(4,109).

B Nblbaloin  Niblobs  Fondtn Sentromer Spindle pole Spindle pole

A B

Sekil 2.6. A) Niikleusta kromatin iplerinin lamin tabaka ile iliski kurarak
belli bir pozisyonda bulunmasi (21). B) Schizosaccharomyces
pombe’de mayoz béliinmenin profazinda at kuyrugu
olusumunda telomer ve sentromerlerin dolayisi ile homolog

kromozomlarin organizasyonu (109).

10
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2.2.1.Telomeraz Enzim Kompleksi

Telomeraz enzim kompleksi bir riboniikleoprotein kompleksi olup
yapisinda, telomeraz RNA’s1 ve telomeraz proteini bulunur. Telomeraz RNA’s1 TR
(telomeraz RNA’s1) veya TERC (telomeraz RNA komponenti) olarak isimlendirilir.
Telomeraz proteini ise, katalitik gérev yapan temel protein TERT (telomeraz revers
transkriptaz) ve yardimci proteinlerden ibarettir. Boliinen insan hiicrelerinde
telomeraz RNA’s1 (hTR) 5’-CUAACCCUA-3’ dizisi, 1,5 telomer DNA tekrarina
komplementer dizi olup, telomerik DNA sentezinde kalip 6devi goriir. Kendisine ait
RNA’sinin bir boliimiinti kullanarak, guanince (G) zengin telomer DNA tek dalini
sentezleyen bir revers transkriptazdir (Sekil 2.7). Telomeraz temel proteini olan
TERT, bu olayda katalitik gorev yapar. Telomeraz aktivitesi ile telomeraz RNA’s1
ve TERT ekspresyonu arasinda bir korelasyon vardir. Her ikisi de telomeraz
aktivitesinin belirlenmesinde marker olarak gorev yapar. O nedenle telomeraz enzim
aktivitesi, telomer boyu ve hiicre cogalmasi birbiriyle iliskili kavramlardir

(2,4,6,12,16,34,36,50,71,75,76, 78,89,95, 99,109,110,119,124,125,133,137,140).

Sekil 2.7. Telomeraz enzim kompleksi (73)

Yapilan ¢aligmalar sonucu telomeraz enzim kompleksini tanimlayan bir
model olusturulmustur. Bu modele gore telomeraz enzim kompleksi yar1 acik sag

elin i¢ kismi goriiniimiindedir (Sekil 2.8) (4,5,75,94).

11
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Sekil 2.8. Telomeraz enzim kompleksi modeli ve avu¢ i¢i bolgesinde

telomer DNA’s1 ile telomeraz RNA’sinin bulunusu (5)

Telomeraz enzim kompleksi, telomeraz proteinleri ve telomer

RNA’sindan olusur:

2.2.1.1. Telomeraz Proteinleri

Bunlar temel protein (TERT) ve yardimci proteinlerdir.

2.2.1.1.1-Temel Protein TERT (Telomeraz Revers Transkriptaz)

TERT, telomeraz enzim kompleksinin katalitik alt birimi olup, RNA’dan
DNA sentezlenmesinde gorev yapar. TERT in, agirligi 103-127 kd’dur. Bugiine kadar
incelenen tiirlerin hemen hepsinde ayn1 olan motifleri icermekle birlikte, aralarinda bazi
farkliliklar vardir. Canli tiiriine gore degisik adlar alr. Ornegin; insanda hTERT,
sicanda rTERT, Tetrahymena thermophila’da Tt-TERT , Mus musculus’ta mTERT,
Euplotes aediculatus’ta Ea-p123 veya pl23, Saccharomyces cerevisiae’da Sc-Est2p

veya Est2p gibi (4,5,9,75).

Gelistirilen modelde TERT proteini, telomeraz enziminin avug¢ igi,
basparmak ve diger parmaklar bolgesini kapsar. Modelin avug i¢i bolgesi, Sekil 2.9°da
goriildigii gibi, bir RT (Revers transkriptaz) domaini, diger parmaklarin bolgesi ise T
motifini icerir. Incelenen organizmalarin hemen hepsinde bulunan bu motiflere ilaveten,
sadece ciliatalarda bir de CP (Ciliated Protozoa) motifi bulunur. RT domaini; N ugtan

C uca dogru 1,2,A,B,C,D,E olmak iizere 7 motiften olusur. RT domaininde yer alan

12



PDF Eraser Free

motiflerin tasidig1 aspartik asitlerin en dnemlileri A motifinde bulunan 1 ve C motifinde
bulunan 2 aspartik asittir. Telomerazin aktiflesmesinde 6nemli rolii olan bu aspartik
asitleri kodlayan genlerden birinde olan bir mutasyon, telomeraz aktivitesini bozar. Bu
konuda c¢alismalar devam etmekte olup, yapilan bir calismada, S.cerevisiae RT
domaininde aspartik asitlerden birini kodlayan est2 geninde olusan bir mutasyon sonucu
aspartik asitin alanine degismesi sonucu telomeraz aktivitesinin bozuldugu tespit
edilmistir (4,5,9,75,94).

Dig akl L .
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e “
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2 4 Li2 .pombe
faiad ﬂlllfm H.sapiens

i e , M. musculus
BT domaini = 7 motif

Sekil 2.9. Cesitli canlilarda TERT proteini motifleri (4).

. R
SN

TERT’in yapisi ve gorevi bugiine kadar incelenen organizmalarda birbirine
cok benzer ise de, aralarinda ufak tefek farkliliklar vardir, organizmalara gore TERT

proteini:

2.2.1.1.1.1. Ea-p123 veya p123

Bir ciliat tiirii olan Euplates aediculatus’da TERT proteini p123 olarak
adlandirilir, bunun agirlig 123 kd kadardir. Beraberinde 43 kd agirliginda p43 yardimci
proteinini tasir. Euplotes aediculatus’a ait p123 proteinini kodlayan gen dizisi ile,
S.cerevisiae’da Est2p (Ever shorter telomeres) proteinini kodlayan est2 geni birbiriyle

homologdur (Sekil 2.10) (9,75).
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\ Telomer DNA’s1

Memeliler (Insan ve Kemirgen) paccharbieRs colevisin

Sekil 2.10. Cesitli canlilarda, telomeraz esas proteinleri (TERT), yardimci
proteinler, ile telomeraz RNA’s1, telomeraz DNA’s1 ve bunlarin

birbirleri ile iliskileri (9).

2.2.1.1.1.2. Tt-TERT

Bir ciliat tiirli olan Tetrahymena thermophila’da bulunan, Tt-TERT in yapis1
da maya ve insandakine benzer, sadece fazladan ciliatlara 6zel CP motifini de igerirler.

Bu protein hakkinda fazla bilgi mevcut degildir (5,9,75) (Sekil 2.10).

2.2.1.1.1.3. Est2p=Ever Shorter Telomeres 2p

S.cerevisiae’da tanimlanan bu TERT proteini 103 kd agirliginda olup, est2
geni tarafindan kodlanir. est2 geni, kisa telomer fenotipine sahip mutantlarda belirlenen
genlerden biridir (bu genler, estl, est2, est3 ve est4’diir). Telomer kisalmasi ve
dolayistyla hiicre yaglanmasina, est2 geninde olusan bir delesyonun sebep oldugu tesbit
edilmistir. Ciinkii; bu delesyon sonucu, aspartik asitlerden biri alanine deZismistir
(5,9,75) (Sekil 2.11).

2.2.1.1.1.4. hTERT=Human Telomeraz Revers Transkriptaz

Memelilerden insan ve kemirgenlerde belirlenen TERT, insanda (hTERT)
olarak adlandirilir, h\TERT in molekiil agirlig1 127 kd’dur. Insanda hTERT proteininin
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geni 5pl5.33’de lokalize olmustur. Deneysel olarak da hTERT’in telomeraz
aktivitesindeki 6nemi belirlenmistir. Yapilan calismalarda telomerazi inaktif hiicrelerde,

hTERT sentezlenmesi sonucu telomerazin yeniden aktiflestigi goriilmiistiir (5,9,75,94).

2.2.1.1.2. Yardimci Proteinler

Incelenen tiirlerde, telomeraz aktivitesi i¢in yardimci proteinlerin mutlaka
gerekli oldugu tesbit edilememistir. Bununla birlikte, yardimci proteinlerin telomeraz
enzim kompleksi elemanlarinin biraraya gelmesinde ve telomer ile iliski kurarak

enzimin islev gormesinde rol oynadiklan zannedilir (5,9,75). Bunlar;

2.2.1.1.2.1. p43 proteini:

Euplotes aediculatus’da tanimlanan bu protein hakkinda fazla bilgi yoktur,

sadece TERT (p123) ile iliski kurdugu tesbit edilmistir (5,9).

2.2.1.1.2.2. p80 ve p95 proteinleri:

Tetrahymena thermophila’da, tanimlanan bu proteinlerden;

p80; Kemirgen ve insanda bulunan TEP1’e benzer ve onun gibi sadece

telomeraz RNA’s1 ile iligki kurar (5,9,75).

p95; Telomer DNA’s1 ile iligski kurar ve bdylece revers transkripsiyonda

telomeraz enziminin tek dala baglanmasini saglar (5,9,75).

2.2.1.1.2.3. Estlp ve Est3p (Ever shorter telomeraz 1 ve 3 protein)

S.cerevisiae’da tanimlanan bu proteinlerden;

Estlp; Telomer DNA’s1 ile iligki kurarak revers transkripsiyon olayinin

gerceklesebilmesi icin telomerazin olaya katilmasim saglar

(5,9,75).

Est3p; 181 amino asitten olusur. Gorevi tam olarak bilinmemektedir (5,75).
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2.2.1.1.2.4.TEP1, p23 ve hsp90
TEP1

Insan ve kemirgenlerde tanimlanan bu proteinlerden TEP1; insan ve farede
TPI1, siganda TLP1 olarak adlandirilir, 290 kd agirligindadir. Telomeraz RNA’si ile
iligki kuran bu yardimeci protein; amino ucunda 30 amino asidlik bir dizinin 4 tandem
tekrari, bunu takiben T.thermophila’daki p80 proteinine homolog bir bolge, ATP
baglama bolgesi ve karboksil uca yakin 16 WD40 tekrarindan olusur. [WD40 tekrart:
W:Tryptofan, D: Aspartik asit. WD dizileri yaklasik 40 amino asitlik araliklarla
yerlestiklerinden WD40 tekrar1 olarak bilinen WD amino asitleri 40 amino asitte bir
olmak iizere 16 defa tekrar eder] Sican TLP1 proteini ile yapilan bir ¢calismada, WD40
tekrar bolgesinin, telomeraz ve telomere baglanan proteinler arasinda etkilesime aracilik

ettigi tesbit edilmistir (5,58,75,96) (Sekil 2.11).

WD 40 tekrarlanX16

309aX4 tekrar  P80'c hiomolog bilge  ATP baglamia bilgesi

N

1 13 W: Triptofan, D: Aspartik asit

Sekil 2.11. WD40 tekrar1 (58).
p23 ve hsp90 (heat shock protein 90) Chaperon Proteinleri

Memelilerde tamimlanan bu yardimci proteinler, telomeraz enzimi icin
gerekli translasyon olay1 ve telomerazin aktivitesinde yardimci rol oynarlar. Tavsan
retikiilositleri ile yapilan caligmalarda, p23 ve hsp90 proteinlerinin translasyon
olayinda gorev yaptign goriilmiistiir. In vivo olarak da telomeraz komponentlerinin

dogru olarak bir araya gelmesini saglarlar (5,9).

2.2.1.2.Telomeraz RNA’s1 (TR, TERC)

Telomeraz RNA’s1 kisaca TR ya da TERC olarak isimlendirilir. Insanda
hTR ya da hTERC, sigcanda rTR ya da rTERC adi alir. Telomeraz RNA’s1 (TR) veya
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telomeraz RNA komponenti (TERC), revers transkripsiyon olayiyla RNA’dan DNA
sentezlenmesini saglar. Insan telomeraz RNA geni, 3q21-q28’de lokalize olmustur.
Telomeraz RNA’s1, telomeraz aktivitesinde onemli rol oynar. Telomeraz RNA’sini
kodlayan DNA dizisi; fare, insan, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae ve

ciliatlarin 20’den fazla tiiriinde klonlanmastir (5,9,34,75,127).

Telomeraz RNA’si, ciliatlarda 147-209 insan ve farede 450 ve mayada 1301
niikleotid boyundadir. TR, yaklasik 1,5 telomer DNA tekrarina komplementer bir dizi
(6rnegin; Tetrahymena thermophila’da 5’-CAACCCCAA-3’, fare ve insanda 5’-
AAUCCC-3’) igerir. Bu dizi Sekil 2.9°da goriildiigii gibi telomeraz modelinin avug ici
bolgesinde yer alir ve revers transkripsiyonda kalip gorevi yapar. RNA’min diger
kistmlann ise, diger parmaklar bolgesi ve onun disinda yer alir. Tam olarak
bilinmemekle birlikte, avu¢ i¢i disinda uzanan bu kisimlarin, riboniikleoprotein
kompleksinin bir araya gelmesinde ve telomeraz aktivitesinin gerceklesmesinde rol

oynadig1 zannedilmektedir (31,34,75).

Telomeraz enziminin aktivitesine bagli olarak, telomer boyu wuzar ve
hiicreler sinirsiz ¢ogalir veya telomer boyu kisalir ve cogalma sona erer. O nedenle
telomeraz enzim aktivitesi, telomer boyu ve hiicre cogalmas1 birbiriyle iligkili

kavramlardir (4,45,48,74,77,90,92).

Germ hiicrelerinde, tamir goren dokularda, sa¢ follikiillerinde, barsak kripta
hiicrelerinde, hematopoietik kok hiicrelerde, lenfositlerde ve kanser hiicrelerinde
telomeraz aktif (pozitif), diger soma hiicrelerinde ise, telomeraz inaktif (negatif) tir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda, telomeraz aktivitesinin, insan normal intestinal
mukozasinin kok hiicrelerinde ve epidermisin bazal hiicrelerinde de pozitif oldugu
bulunmustur. Telomeraz porzitif olan hiicrelerde, her hiicre boliinmesinde kaybolan
telomer boyu tamir edilir. Boylece telomer boyu her zaman hiicre boliinmesine yetecek
uzunlukta tutulur. Bununla birlikte tamir géren dokularin ana hiicreleri ve aktive edilmis
lenfositlerin telomeraz aktivitesi digerlerinden daha diisiiktiir ve belli bir siire sonra
telomer boyu kisalmak zorundadir. Aksi halde bu hiicrelerde kanserlesme olabilir

(2,4,14,54,74,77,84,92,103,104,105,110,135,141).
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Geng¢ ve boliinmekte olan normal soma hiicrelerinde telomeraz enzimi
inaktif oldugu halde hiicre boliinmesi belli bir siire devam eder (Hayflick sinir1) (Sekil
2.12). Ciinkii bunlarda telomer boyu, hiicre bdliinmesine yetecek uzunluktadir
(~15kbp). Fakat her boliinme sonucu telomer boyu giderek kisalir ve hiicre boliinmesini
saglayamayacak duruma gelir (~5-7kbp), bdylece hiicre yaslilik donemine girer. insan
soma hiicrelerinde telomer boyu, telomeraz enzim aktivitesinin olmamasi veya
belirlenemeyecek kadar diisiik olmasi nedeniyle, hiicrenin olgunlagsmasina paralel olarak
kisalir. Telomer boyunda bu kisalmaya bagli olarak, bdliinmenin durdugu ve

dolayistyla,  hiicrelerin yaslanarak Oliime gittigi ortaya konmustur

(2,4,16,25,30,33,40,41,42,46,54,69,74,86,92,115,122,128).

~ A
£
22, - Germ hiicreleri- Telomeraz pozitif
=~15
=
2 Stem
8 hiicreler Normal soma hilcreleri - Telomeraz negatif
= 4
& _Transforme edici olaylar
M .
~5-7 ) _
Kriz & - Oliimsiiz timér hiicreleri
T ;Z oneesi hinere Telomeraz p ozitif
M elomeraz negatif
el
M1 M2 Ya
Hayflick Kriz ?
S

Sekil 2.12. Telomeraz negatif soma hiicrelerinde boliinme sinir1 (4).

Kanser hiicrelerinde yapilan caligsmalar, telomeraz enzim aktivitesinin hiicre
Olumsiizligii ve mitozu destekleyerek tiimor dokusunun bilyiimesinde kritik bir role
sahip oldugunu gostermistir. Ciinkil kanser hiicrelerinde telomeraz kompleksi yeniden
aktive olur, telomer boyu uzar ve hizli bir hiicre boliinmesi gerceklesir. Sonunda timor
dokusu olusur, biiyiir ve yayilir. Telomeraz RNA’s1 ve temel protein olan TERT
ekspresyonu tiimor hiicrelerinde yiiksektir. Kanser hiicrelerinde metastaz ve
invazyonda telomeraz aktivitesinin arttig goriilmiistiir

(4,16,25,49,64,74,92,93,95,97,101,105,118,121,122,136).
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2.3. SIYALIK ASIT (N-ASETIiL NOROMINIiK ASiT) (NANA)

Siyalik asitler, ilk kez 1936 yilinda iist cene alt1 bezi salgisindan
(submaksillar musinden) elde edilmistir, 1935-1939 yilinda ise, sinir dokusu
glikolipitlerinden elde edilmistir. 1968 yilinda, yapisindaki siyalik asidi enzimle
uzaklastirnlmig seruloplazminin (plazma glikoproteini) dolasimdaki omriiniin kisaldigi
ve karacigerde biriktigi gozlenmistir. Aciklamaya gore, karacigerdeki bazi reseptorler
galaktoza Ozeldir. Plazma glikoproteinindeki siyalik asidin uzaklastirilmas: ile agiga
cikan alttaki galaktozu, karaciger hiicreleri taniyip baglamis ve siyalik asitsiz
glikoproteini kandan uzaklastirmistir. Bu 6nemli bulgu, karbohidratlara ilgiyi arttirmis,
sekerlerin anlamsiz maddeler olmadiklar1 anlasilmaya baglamistir. Aksine 6zel bilgi
tasiyicilart olarak is gordiikleri ortaya ¢ikmistir. 1969 yilinda kanser hiicrelerinin
yiizeyindeki glikokonjugatlara ait seker zincirlerinin, normal hiicrelerde bulunanlara

gore ¢ok daha fazla oldugu bulunmustur (61).

Calismamizin asil elemani, hiicre zarmin glikokaliksinde yer alan siyalik

asidi anlatmadan 6nce, glikokonjugatlar hakkinda bilgi verecek olursak;

Hiicrede karbohidratlar, proteinlere baglanarak glikoproteinleri ve
proteoglikanlar1, lipidlere baglanarak glikolipidleri olustururlar. Bu molekiiller

glikokonjugatlar olarak adlandirilir (4,44,61).

Glikolipid ve glikoproteinlere her seker ilavesi farkli tiplerdeki transferaz
enzimleri aracilig1 ile olur. Ornegin galaktoz ilave eden galaktozil transferaz, glikoz
ilave eden glikozil transferaz enzimleri gibi. Bir ¢ok seker, salgi ve zar proteinlerine bu
proteinler heniiz hiicre zarina ulasmadan 6nce Golgi vezikiillerinde eklenir. Sekerlerin
biyosentezinin son adimi olan N-asetilnoraminik asit (NANA, siyalik asit) ilavesi ise

trans Golgi ve trans Golgi retikulumunda gergeklesir (Sekil 2.13) (44,59,73).
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Sekil 2.13. Hiicre zar proteinleri glikolizasyonunun Golgi’de son agamasi (4).

Siyalik asit 9-karbon iskeletinden olusan monosakkarittir ve karbohidrat
zincirlerinin sonunda bulunur (Sekil 2.14). Siyalik asit genellikle oligosakkarit
zincirlerinin terminal pozisyonunda diger sekerlere glikozidik baglar ile baglanmis

olarak bulunur. Bu glikozidik baglar galaktoz ile olur (22,27,43,85,134,135,139).
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CH.OH |
el | CH.0H
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Sekil 2.14. A) Siyalik asidin molekiiler yapisi (1) B) Siyalik asidin agik
formiilii (20)

Siyalik asitler hiicre zarina yerlesmeden Once hiicrede bir seri yolu takip
ederler. Besin yolu ile alinan N-asetilglukozamin (GIcNAc) ile fruktoz birleserek

sitozolde GIcNAc-6-P’yi olusturur. GIcNAc-6-P-mutaz aracili@i ile GlcNAc-1-P’yi
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olusturur. UDP-GIcNAc-pirofosforilaz/pirofosfataz yardimi ile UTP’den bir fosfat ¢ikar
ve UDP-GIcNAc olusur. Bu yapirya UDP- GlcNAc-2-epimeraz yardimi ile 1 mol su
katilirken UDP ayrilir ve N-asetilmannozamin (ManNAc) olusur (Sekil 2.15)
(19,51,63,132,139).
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Sekil 2.15. Siyalik asidin olusumunda takip edilen yol (hiicre zarina

gelinceye kadar) (63).

ManNAc sitozolde, GlcNAc 2-epimeraz yardimiyla GIcNAc’ye doniisebilir,
bu reaksiyon geri doniisiimliidiir. Olusan bu yap1 ATP’den fosfor alarak ManNAc kinaz
enziminin yardimi ile ManNAc-6-P’ye doniisiir. Daha sonra siyalik asit 9-P- sentaz
yardimu ile siyalik asit 9 fosfata ve yine ayni enzim araciligi ile siyalik asite doniisiir.
Sitozolde gerceklesen bu olayin sonunda, olusan yapi niikleusun porlarindan girerek
niikleusa ulagir. Niikleusta bulunan CMP siyalik asit sentaz araciligi ile yapiya CMP
baglanir ve CMP-siyalik asit olusur ve bu yap1 niikleusun porlarindan c¢ikarak Golgi’ye
gelir. Bu molekiiliin Golgi’ye girebilmesi icin, CMP siyalik asit Golgi transporter adi
verilen tasiyici proteine ihtiya¢c vardir. Tasiyici proteinler taginacak olan molekiile

baglanarak onun zar1 gecebilmesi icin yapisal bir degisiklige ugrar. Bu yolla Golgi’ye
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alman yapi, sialil transferazlar araciligi ile CMP siyalik asit molekiiliinden CMP
cikmasi ile Golgi zarinda bulunan bir transmembran proteinin —OH grubunun ayrilmasi
ile bu proteine baglanir. Bunun sonucunda siyalik asit, glikokaliksin yapisinda bulunan
zar proteinlerine glikoz molekiillerinin baglanmasi isleminde oldugu gibi, en uca

baglanir ve hiicre zarinin yapisina katilir (Sekil 2.16) (19,51,63).
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Sekil 2.16. Siyalik asidin metabolik yolu. ManNAc hiicre zarini difiizyon ile
gecer, olusan siyalik asit niikleusun porlarindan gecer, CMP-
siyalik asit Golgi tasiyicisi ile Golgi’ye alinir, transmembran

proteinlerin u¢ kismina eklenmis olarak zara yerlesir (59).

Glikokonjugatlardaki siyalik asitler, hiicrelerin birbirini tanimasinda onemli
rol oynar. Herhangi bir nedenle siyalik asitlerin yikilmasi halinde, zarin glikokaliks
yapisi bozulur. Bu durumda hiicre yabanci hiicre olarak algilamir ve fagositoz yapan

hiicreler tarafindan yok edilir veya tamimasi gereken yabanci hiicreyi tamyamaz (1,4).

Gangliositler, tiim omurgali canlilarin sinir hiicrelerinde bulunan ve beyinde
biiyiik miktarlarda siyalik asit tagiyan glikokonjugatlardir. Sinaptik uclarda ve depolama
gorevi yapan hiicre i¢i vezikiillerin membrandz yapilarinda da bulunur ve boylece

beyinde bilginin iletimi ve depolanmasinda 6énemli rol oynarlar. Dolayisiyla, hiicrelerin
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gercek komponentlerini olusturarak biiylime, farklilasma, hiicre-hiicre etkilesimi ve
sinyal iletimini iceren cesitli hiicresel fonksiyonlarda gorev yaparlar. Gangliositlerin
biiyiik kismi hiicre zarina yerlesir, bunun yaninda E.R. ve mitokondride de bulunurlar.
Ayrica gangliositlerin sitozolde bulundugu ve intermediate flamentlerle de iliskisi
oldugu bildirilmektedir. Gangliositler bir veya birkac¢ siyalik asit ihtiva eder. Bu olay
gangliositte negatif yiik olusmasina neden olur. Bu negatif yiik, pozitif yiikli

molekiillerin zardan ge¢cmesini saglar (1,3,4,26,112,113,117,130).

Gangliositler zarlarin ¢ogunda az miktarda bulunmalarina ragmen, sinir
hiicresi zarlarinda bol bulunur (toplam lipidlerin % 5 -10 u kadar). Bas gruplarindaki

farklilik nedeniyle 40 dan fazla gangliosit tipi tammmlanmstir (1,4).

Gangliositlerdeki siyalik asitler; noron gelisiminin uyarilmasi, hiicre gocii,
hiicreler aras1 biitiinlik ve zar biitiinligiiniin saglanmasinda gorev alirlar.
Gangliositlerdeki siyalik asit yikimi, zar biitiinliigiiniin bozulmasina, dolayisiyla

hiicreler arasi baglant1 ve hiicre biitiinliigiin bozulmasina neden olur (29,114,129,139).

Siyalik asitlerin, glikoprotein konformasyonuna da etkileri vardir. iki komsu
hiicrenin glikokaliksindeki karbohidratlarin u¢ kisimlarina bagl bulunan siyalik asitler,
tasidiklar1 negatif yiikler nedeni ile birbirlerini iterek komsu hiicrelerin belirli bir
pozisyonda kalmalarin1 saglarlar. Bu bolgelerdeki siyalik asit eksikligi, hiicre

adezyonunu bozar (26).

Siyalik asit konsantrasyonlari, yas, genetik hastaliklar, kanser ve
enflamasyon gibi durumlarda degisir. Kanserde, kanser invazyonunda ve metastazda
siyalik asit miktarinin normal dokulara gore artmis olarak bulunmasi, kanserde onun bir
timér marker’t olarak kullanilabilecegini gostermektedir (17,26,35,38,60,68,
112,114,120,129,138,139).
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2.4. NORONAL HUCRE BAGLANTI MOLEKULU (NEURAL CELL
ADHESION MOLECULE: NCAM)

Hiicre-hiicre adezyon molekiillerinden olan NCAM’lar, omurgalilarda Ig
benzeri yapilar tasiyan reseptdr proteinlerdir. Ca* bagimsiz hiicre-hiicre adezyon
molekiillerinin en yaygin olanlaridir. Bunlar antikorlarin yapisinda bulunan Ig benzeri

bolgelerden 1-7 tane tasirlar (Sekil 2.17A,B) (1,29,108).
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Sekil 2.17. A) Nonjunctional hiicre adezyonunda NCAM baglantis1 (1)
B) NCAM - NCAM baglanmasi (79).

Immunglobulin benzeri hiicre baglanti molekiilleri (Ig-CAM) embriyonik
gelisim boyunca, organ sekillenmesinde ihtiya¢ duyulan hiicresel etkilesimlere katkida
bulunurlar. Noronlar ve glial hiicreler kendine 6zgii Ig-CAM’lan eksprese ederler. Ig-
CAM’lar néron biiyiimesine yardimci olur ve miyelin kilifin sekillenmesini saglarlar.

Ig-CAM’larin bazilar sinyal isleyisine katilirlar (108).
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Segmentasyon sonucu olusan blastomerler belirli gorevleri yapabilecek
potansiyele sahiptirler. Bu potansiyelin olusmasinda, diger tip proteinler yaninda Ig
benzeri bolgeler tasiyan NCAM, ICAM ve fasciclin II gibi proteinler de rol oynar. Bu
tip 6zellesmis proteinler, gastrulasyon evresi basindan itibaren hiicrelerin gerekli yerlere

goclinil saglayarak, doku ve organlarin sekillenmesinde gorev yaparlar (1,4).

En az 20 c¢esit NCAM yapis1 bilinmektedir. Bunlarin hepsi tek bir gen
tarafindan kodlanir. Bunun i¢in bu gen bolgesinden ilk olarak 6ncii mRNA meydana
gelir. Daha sonra, bu 6ncii m-RNA’dan, 20 ¢esit splicing islemi yapilarak, 20 cesit
NCAM’1 sentezleyecek 20 cesit olgun mRNA meydana gelir. Biitiin NCAM cesitleri,
bir amino (NH;) ve bir karboksil (COOH) u¢ bolgesi tagir. Bunlardan amino bolgesi en
uzun bolge olup ekstraselliiler sivida (hiicreler arasi sivi) uzanir ve Ig benzeri 5 bolge
icerir. Karboksil ug¢ tasiyan bolge ise, sitozole yonelik olarak veya degisik uzunluklarda

olmak {iizere sitozolde bulunur (1,4).

Hiicreler arasi sinyalleri alarak hiicre go¢iinii ve ayn1 tip hiicrelerin birbirini
cekmesini saglayan 4 tip NCAM proteini Sekil 2.18de goriildiigii gibi, sitozole farkl

sekillerde uzanir, bunlar:
1. Tip: Hiicre zanyla iliski kurmaz. Sadece ekstraselliiler sivida uzanir (A).

2. Tip: NCAM’1n karboksil ucu, hiicre zarindaki glikozil-fosfotidilinositol

(GPI]) ile hiicre zarina tutunur (B).
3. Tip: NCAM 1n karboksil ucu hiicre zarini gecerek sitozole girer (C).

4. Tip: NCAM’1n karboksil ucu yine hiicre zarimi geger fakat sitozoliin daha
derinlerine yayilir (D) (4,21,29,114,139).
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Ig benzeri bolge

tutunma bolgesi
(GPI)

Sekil 2.18. Farkli yapidaki NCAM proteinleri ve hiicre zarina
yerlesimleri(4).

NCAM’1n ¢esitli gorevlerinin yaninda hiicre gociinde de énemli rolii vardir.
Periferal sinir ganglionlarini olusturmak {izere go¢ eden ektodermal noral krest
hiicrelerinde N-kaderinlerle birlikte NCAM’1n ortaya ¢ikmasi, kaybolmasi ve yeniden
olugmasi periferal sinir ganglionu olusumunda rolii oldugunu ortaya koyar (Sekil 2.19).
NCAM’larin  hiicre gociinde gorev almalari yaninda hiicre-hiicre birlestirici
fonksiyonlar1 da vardir. Bu c¢ok c¢esitli gorevlerinin bir kismi, glikolizasyon
mekanizmasi ile siyalik asit tekrarlar tasiyan degisik NCAM formlariyla yapmaktadir.
Bu formlardan bazilan siyalik asidin yiizlerce tekrarindan olusan uzun bir bolge

igerirken, bazilar1 da siyalik asit bolgelerinin ¢ok azin1 tasir (1,4,114,117).
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Sekil 2.19. Periferal sinir ganglionlarinin olusumunda NCAM (4).

NCAM gelismekte olan sinir sisteminde, intraselliiler sinyal transdiiksiyon
yolunu aktive ederek ndron olusumunu saglar. Bu olayda, NCAM’1n homofilik olarak
baglanmasi ile intraselliiler sinyal akisi aktive olur. CAM homoloji domain (CHD)
olarak bilinen molekiiliin aracilik etmesiyle, fibroblast growth faktor reseptér (FGF-R)
ile NCAM etkilesir. Bu etkilesim sonrasinda, FGF-R’ye NCAM baglanmasi ile
fosfolipaz Cy aktif hale gecer ve DAG lipaz araciligy ile diacil gliserol (DAG)’den
arasidonik asit (AA) olusumu sitiimiile edilir (FGF-R—Fosfolipaz Cy— DAG — DAG
lipaz —AA). AA ise, voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 boyunca kalsiyum akimini
indiikler. Bu sinyal akisimin aktivasyonu ile homofilik NCAM baglanmasi ve ndron

gelisimi tesvik edilir (111,114).

Yapilan calismalar NCAM’1n yetigkin sinir sistemindeki rejenerasyon ve
o0grenmede de 6nemli oldugunu gostermistir. Farelerde yapilan ¢alismalarda NCAM lar1
eksik farelerin hafiza ve 6grenme yetilerinin eksildigi ve ayn1 zamanda 6grenme olay1

gerceklesirken NCAM yenilendigi gézlenmistir (39,114).
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2.4.1.NCAM’1n Polisialilasyonu

Birgok siyalik asidin bir araya gelmesi ile olusan polisiyalik asit (PSA),
omurgalilarin beyninde lokalize olan NCAM’da bulunur. Siyalik asit rezidiileri
polisialiltransferaz enzimleri ile - 2,8 baglantili olarak birbirlerine baglarak uzun linear
homopolimerler meydana getirirler. Her PSA homopolimeri 55 kadar siyalik asit
bulundurur, bazen 200’iin iistiine ¢ikabilir. PSA, NCAM’1n 2 asparagin amino asidine

tutunur (Sekil 2.20) (4,68,81,83,114,117).

HO
Ho. \ on ©02

ACHN o HO, O\_ oH SO
KO - e
BEHN Ll /1O, X OH CO;

B /n 070
AcHN -"“'-/ 2
PSA HO

Hiicre zar:

NCAM

Sekil 2.20. Hiicre zarinda NCAM-PSA baglantis1 (81).

Noron gelisiminin NCAM aracilign ile uyarilmasi, polisialilasyon ile
NCAM’1n glikozilasyonuna baglidir. NCAM’da PSA eksik olursa, ndronlarin gelismesi
icin gereken uyan yetersiz olur ve noron gelisimi tam olarak gerceklesmez. Ayrica
santral sinir sisteminin olusumu sirasinda, hiicre gogii, aksonal biiyiime ve sinyal

iletiminde gorev alir (4,11,39,68,88,114,116,117)

PSA-NCAM, embriyonik gelisim sirasinda beyinde bol miktarda eksprese
olur. Fazlalasan PSA zincirleri uzun ve negatif sarjli olmasi nedeniyle NCAM’1n hiicre
adezyonunu Onler, boylece yapisal yeniden sekillenme baslar. Yeni doku ve organlarin
olusumu icin, hiicre-hiicre baglantilar1 koparak, yeni dokularin olugmasini saglayan

hiicreler uygun bolgelere go¢ ederler. Boylece NCAM, hiicre-hiicre adezyonunun
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diizenleyicisi olarak gorev alir. Yetiskinlerde ise, NCAM’daki PSA’lar normal
hiicrelerde daha siirli olup, santral sinir sisteminin hafizada gorevli hiicrelerinde bolca
bulunur, beyinde rejenerasyon icin gereklidir ve yenilenen hiicrelerde miktar1 artar.
Ayrica kanserde de, NCAM’a baglanan PSA miktarlarinin arttigr tesbit edilmistir
(11,39,114,131).

2.4.2.NCAM’1in Metastazla iliskisi

Hiicre adezyon molekiillerinden Ig stiperfamilyas1 tiimor gelisimi ve
metastatik isleyisin kontroliinde kritik bir rol oynar. Bobrekte NCAM, postiskemik
rejenerasyon ve renal hiicre karsinomlarinin yayilmasi boyunca bol eksprese olur.
NCAM, SSS ve adrenal bezde bolca eksprese olur. Renal hiicre karsinomlarinin, SSS ve
adrenal bez gibi NCAM’1 eksprese eden organlara metastazinin daha fazla oldugu
gosterilmistir. Kiiciik hiicreli akciger kanseri, noroblastoma ve Wilm’s tiimoriiniin
metastazlarinda, NCAM’daki PSA miktar1 artmis olarak bulunmustur. Yapilan
calismalar, kanserli hiicrelerde ve metastazda PSA miktarinin fazla oldugunu
gostermistir. Bu nedenle de NCAM’a baglanan PSA’larin, kanserin metastazindan

sorumlu faktorlerden biri oldugu diistiniilmektedir (4,11,28,57,81,114,117,129,139).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Hiicre Dizileri

Calismamizda, insan ve si¢ana ait glioma hiicre dizileri kullanildi. Bu
diziler;

Insan glioma hiicre dizisi : DK-MG

Sican glioma hiicre dizisi : C6

3.1.2. Kimyasal Maddeler

- Acrilamide/bisacrilamide %30 soliisyon (29:1) (Across)
- Agaroz (Sigma)

- Amonyum persiilfat [(NH4),SOs] (Q-Biogene)

- Asetik asit (C,H40;) (Merck)

- Aseton (C5HgO) (Merck)

- Borik asit (H;PO,4) (Carlo Erba)

- Cell freezing medium (Biological Industries)

- Distile su

- dNTP (Larova)

- Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) toz besiyeri (Sigma)
- Etanol (C¢HgO) (Merck)

- Ethidium bromid (Across)

- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma)
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- Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries)

- Formaldehit (HCHO) (J.T. Baker)

- Formaldehit free detergent (Serva)

- Glimiis nitrat (AgNO3) (Fluka)

- Ham’s F12 Nutrient Medium (Biological Industries)

- Hanks’ Balanced Salt Soliisyonu (HBSS ) (Sigma)

- Immunohystostain kiti (Zymed)

- Potasyum dihidrojen fosfat(KH,PO,) (Merck)

- L-glutamin (Biological Industries)

- Loading buffer (Sigma)

- Metanol (CH40) (Merck)

- Molecular Weight Marker (MBI Fermentas)

- N°’N’N’N’-Tetrametyhylenediamine (TEMED) (Fluka)

- Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) (Merck)

- Sodyum dihidrojen fosfat 2 hidrat (NaH,PO4.2H,0) (Merck)
- NCAM antibody (CD56) (Diagnostic Biosystems)

- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Biological Industries)
- Primer dizileri (MVG-Biotech)

- Puck’s Saline A (Sigma)

- Redistile su
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- RPMI 1640 besiyeri (Biological Industries)

- RT (Revers transkriptaz) -PCR kiti (Qbiogene)
- Siyalik asit 6l¢iim kiti (Sigma)

- Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck)

- Sodyum hidroksit (Reidel deHaen)

- Sodyum karbonat (Na,COs3) (Merck)

- Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

- Steril distile su (Eczacibasi-Baxter)

- Taq DNA polimeraz (Bioron)

- Telomeraz ELISA Ol¢iim Kiti TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
PIYS Kit (Roche)

- Total RNA isolasyon kiti (Biological Industries)
- Tripan Blue Soliisyonu (Sigma)

- Tripsin EDTA 1x (Biological Industries)

- Trizma base (Sigma)

3.1.3. Aygitlar

- Binokiiler mikroskop (Olympus)

- Buz makinas1 (Hoshizaki)

- Buzdolab1 (Argelik)

- Cam kalemi
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- Cam pipet (5, 10 ml) (HBG)

- Cam uzun pastor pipeti (Isolab)

- COy’li Etiiv (Sanyo)

- Cryotiip (TTP)

- Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)

- Derin dondurucu (-80°C) (New Brunswick Scientific)
- Dijital fotograf makinasi (Nicon)

- Gazli bez

- Eldiven (Steril ameliyat eldiveni) (Beybi)

- Elektroforez (Biorad)

- Enjektor (1,5,10ml’lik) (Ayset)

- Etiiv (Ecocell)

- Filtre 0.22 mikrolitre por (Orange Scientific)
- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Inverted mikroskop (Euromex)

- Jel Analiz Software (Yazilim programi)

- Kurutma kagidi

- Lamin air kabin (Steril Kabin) (Nuaire)

- Manyetik karistiric1 (Niive)

- Meziir (50 mI’lik, 100mlI’lik, 500ml’lik, 1000m!’lik) (Isolab)
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- Mikrodalga firin (Arcelik)

- Mikropipet ucu (silikonlu 1, 200, 1000 ml) (Neptune)
- Mikroplate okuyucu (ELISA) (LabSystems)

- Nitrojen tanki1 (MVE)

- Otoklav (Dedeoglu)

- Otoklavlanabilen sise (350ml, 500ml, 1000ml)(Witeg)
- Otomatik pipetler (Gilson)

- Parafilm (American National Can)

- PCR (Eppendorf)

- pH metre (NEL)

- Santrifijj tiipleri (Orange Scientific)

- Shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)
- Sogutmali santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos)

- Spektrofotometre (Shimadzu)

- Steril plastik petri kiigiik, biiyiik (Orange Scientific)

- Su banyosu (Niive)

- Thoma lami1 (Assistent)

- Vial (Eppendorf)

- Vidal kapakl kiiltiir flaski (25 cm?’1ik) (CellStar)

- Vorteks (IKA)
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3.2.YONTEM

Calismamizda, insan glioma (DK-MG) ve sigan glioma (C6) hiicre dizileri
kullanilmistir. Deneye American Type Culture Collection (ATCC)’dan dondurulmusg
halde cryotiiplerde gelen DK-MG ve C6 hiicre dizilerinin ilk ekiminin yapildig1 birer
flask ile basland1 ve Olciimlerde kullanilacak hiicre miktarina ulasabilmek icin yeterli
sayida flask elde edilinceye kadar pasajlama islemine devam edildi. Her bir hiicre
grubu icin 80’er flask elde edildikten sonra deneye baglandi. Bu flasklarin 40’1 6l¢iimler
icin ayrilirken, diger 40 flask sonraki pasajlarda yapilacak Olctimler i¢in pasajlandi.
Islemler deney sonuna kadar aym sekilde devam etti. DK-MG ve C6 hiicre dizileri igin
ayrt ayri yapilan 15 pasajin 3., 6., 9., 12, ve 15. pasajlarinda telomeraz aktivitesi, siyalik
asit miktari, telomeraz aktivitesini destekleyici TERT ve TR ol¢iimleri i¢in ayr1 ayr
elde edilen iicer hiicre ekstraktinda, NCAM boyanmasi i¢in ise, belirtilen pasajlara ait
iicer flaskta degerlendirme yapilarak, pasajlar arasi ve iki dizi arasindaki farklar

incelendi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1 Sterilizasyon

Kiiltiirde kullanilan tiim malzeme ve ajanlar sterilize edildi. Radyasyona
maruz birakilan doku kiiltiirii plastikleri ve kullanima hazir durumdaki steril besiyerleri
ticari firmalardan elde edildi. Laboratuvarda, ¢ok yiiksek 1s1ya dayaniksiz materyaller, 8
kg basing ve 115°C’de 20 dk otoklavlanirken; cam malzemeler 160 °C’de 60-90 dk
otoklavlandi. Sivi ajanlar ise por biiyiikliigii 0.22 um olan mikrobiyolojik filtreden
gecilerek sterilize edildi. Pipetler ve uglarin sterilizasyonu eter+alkol karigimina
batirilarak saglandi. Steril kabinin temizligi %75’lik alkol ve formaldehid icermeyen

(formaldehid free) deterjan ile yapildi. Tiim islemler sirasinda steril eldiven kullanildi.
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3.2.1.2. Kullamlan besiverleri ve hazirlanisi

Kiiltiirde kullanilan 2 hiicre tipine 6zel besiyerleri hazirlandi.

3.2.1.2.1. insan glioma hiicre dizisi (DK-MG)

RPMI Besiyeri hazirlanisi:

RPMI (4.5 g Glukozlu ve 4 mM L-glutaminli) :73.775 ml

FBS : 20 ml
Penisilin/Streptomisin :1ml
NaHCO3 (%7.5) :5.225 ml

%1.5’lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) cozeltisi hazirlanisi:

7.5 g NaHCOs tartildi, 100 ml steril distile suda ¢oziildii. Kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandi.

Besiyeri icin kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por biiyiikliigii

0.22 pum olan filtreden geg¢ilerek hazirlandi.

3.2.1.2.2. Sican glioma hiicre dizisi (C6)

DMEM/F12 Besiyeri hazirlanisi

DMEM 10X :S5ml

F12 Ham’s Nutrient Medium : 5 ml

FBS :10 ml
Penisilin/Streptomisin 21 ml
NaHCO3 (%7.5) :5.225 ml
Steril distile su 2 73.775 ml

Besiyeri icin kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por biiyiikliigii

0.22 um olan filtreden geg¢ilerek hazirlandi.
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3.2.1.3. Stoktan hiicre cikarma, Kiiltiir asamasi ve pasajlama

3.2.1.3.1. Stoktan hiicre cikarma

1.

Hazirladigimiz besiyerlerinden hiicre tipine uygun olan besiyeri 25

cm? ik kiiltiir flasklarina 4 ml olacak sekilde kondu.

2. Stoklanmus halde gelen hiicre dizilerinin bulundugu cryotiipler 37°C’lik
su banyosunda 2 dk bekletilerek eritildi.

3. Cryotiipler su banyosundan steril kabine alinirken, dis1 %75’lik alkol ile
temizlendi.

4. Cryotiiplerin icindeki hiicreler, steril cam pastdr pipeti yardimi ile
santrifiij tiipiilerine aktarildi.

5. 125 g’de oda 1sisinda 10 dk. santrifiij edildikten sonra, dipte coken
hiicrelerle birlikte 0.5 ml s1v1 birakilarak, iistteki siipernatantlar atildi.

6. Altta kalan hiicreler steril cam pastor pipeti yardimiyla, igcerisinde 4 ml
besiyeri bulunan kiiltiir flasklarina aktarildi.

3.2.1.3.2.Kiiltiir asamasi

1. Flaskin kapagi kapatilarak 37°C’de %5 CO,’li etiivde inkiibasyona
birakildi.

2. Ertesi giin kontaminasyon olup olmadigi kontrol edildi.

3. Yeterli ¢cogalma oluncaya kadar flasklar inverted mikroskop altinda her
giin kontrol edildi.

3.2.1.3.3. Pasajlama

1. Flasklarin tabani hiicrelerle tamamen kaplaninca, flasklardaki tiim
besiyeri steril bir pipet yardimu ile cekildi.

2. Besiyeri alinan flasklara, enjektér yardimi ile Onceden 37°C su
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banyosunda 1sitilmis 1X’lik Tripsin-EDTA’dan  1-2 ml (hiicre
yogunluguna gore) eklenerek, flaskin tabanina hafif¢ce vuruldu. Bunu

takiben pastor pipeti ile flasklara konan tripsin cekilerek atildi.
3. Tripsini ¢ekilen flasklara tekrar ayn1 miktarda tripsin eklendi.
4. Flasklar 5-10 dk 37°C %5 CO, etiivde inkiibe edildi.

5. Flask tabanina tutunmus hiicrelerin serbestlesmesi inverted mikroskopta

gozlendi.

6. Serbestlesen hiicreler, 6nceden hazirlanmis ve igerisinde 4 ml besiyeri

bulunan santrifiij tiiplerine steril cam pastor pipeti ile aktarildi.

7. 125 g’de oda 1sisinda 10 dk. santrifiij edildikten sonra dipte c¢oken

hiicrelerle birlikte 0.5 ml s1v1 birakilarak, iistteki stipernatantlar atildi.

8. Altta kalan hiicreler, steril cam pastor pipeti yardimiyla, icerisinde 4 ml
besiyeri bulunan kiiltiir flasklarina (hiicre yogunluguna gore 2-6 flask

olabilir) esit miktarda dagitildi.

9. Islemler 5. basamaktan itibaren aym sekilde, yeterli hiicre sayisi elde

edilinceye kadar tekrarlandi.

3.2.1.3.4. Siipernatant eldesi

1. Yeterli iireme saglanan flaskin besiyeri 48. saatte alind.

2. Besiyeri alinan flaska, enjektor yardimi ile onceden 37°C su banyosunda
isitilmig 1X’lik Tripsin-EDTA’dan 1-2 ml (hiicre yogunluguna gore)

eklendi, pastor pipeti yardimu ile bu ilk konan tripsin ¢ekilerek atildi.
3. Daha sonra tekrar ayn1 miktarda tripsin eklendi.

4. Flask 5-10 dk 37°C %5 CO, etiivde inkiibe edildi.
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3. Flask tabanina tutunmus hiicrelerin serbestlesmesi inverted mikroskopta

gozlendi.

4. Serbestlesen hiicreler, hiicre tipine uygun olan besiyerinden 2 ml
(hiicreleri kaldirma isleminde kullanilan tripsin miktarinin iki kati1 kadar)
konarak onceden hazirlanmis santrifiij tiiplerine, steril pastor pipeti ile

aktarildi.

5. Santrifiij tiiplerine aktarilan hiicrelerin sayisi, tripan blue boyama

yontemi uygulanarak belirlendi.

3.2.1.3.5. Tripan blue boyama yontemi

Tripan Blue hiicre sayimi icin tavsiye edilen cesitli boyamalardan biridir. Bu

metoda gore canli hiicreler boyanmaz, 6li hiicreler boyanir.

1. Bir tiipe 0.5 ml % 0.4 Tripan Blue soliisyonu, tizerine 0.3 ml Hank’s
Balanced Salts (HBSS) (Diliisyon faktor= 5) ve son olarak da
siipernatant  eldesinin 5. basamaginda tipe alinan  hiicre

siispansiyonundan 0.2 ml kondu.
2. Hazrlanan tiip 5-15 dk oda 1sinda beklemeye birakildi.

3. Siirenin sonunda, tiip icerigi pipetlenerek karistirildi, bu siispansiyondan

pipetle bir damla alinarak thoma lamu iizerine kondu.

4. Thoma lammmin ortasindaki 1 mm alandaki karelerde bulunan tim

hiicreler sayildi.

5. Mavi boyanan cansiz hiicreler ile hi¢ boyanmayan canl hiicreler ayn

ayri sayildi.

Not: Her bir karenin g¢evresinin orta hattinin sol ve en lst tarafina
dokunan hiicreler sayildi. Sag ve alt alanin cevresindeki hiicreler

sayllmadi.
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6.

7.

Not: Eger hiicrelerin kiimeler halinde goriilmesi %10’dan fazla ise,

hiicrelerin yayildigindan emin oluncaya kadar tiim prosediir tekrarlandi.

Thoma lamumin her bir karesi 0.lmm’ ya da 10* cm’ toplam hacmi
gosterir. lem® ~Ilml’ye esit oldugu icin, her ml’deki hiicre

konsantrasyonunu asagidaki hesaplarin kullanilmasi belirleyecektir:

Her ml’de bulunan toplam hiicre: Ortalama her karedeki sayim X

diliisyon faktor X 10* (sayilan 10 karedeki).

Orn. Eger her karede sayilan hiicre sayisi ortalama 45 ise 45 X 5 X 10*
=2.25 X 10° hiicre/ml.

Toplam Hiicre : Her ml’de bulunan toplam hiicre X orjinal s1vi hacimde

kalan hiicre.

Orn: 2.25 x 10° (hiicre/ml) x 10 ml (orjinal hacim) = 2.25 x 10’ toplam

hiicre

Hiicre canlilign (%)= Toplam canli hiicreler (boyanmamig) /toplam

hiicreler (boyanmis ve boyanmamig) x 100

Not: Eger boyanmamis (canli) hiicrelerin her karedeki ortalama sayisi
37.5 ise, Toplam canli hiicre = [37.5X5X104] canli hiicre / ml x 10 ml

(orjinal voliim)=1 .875x10" diir.

Hiicre canliligl (%)= 1.875X10’ (canli hiicre)/ 2.25X10’ (toplam hiicre) x

100=%383 oraninda canli hiicre var demektir.

Buna gore canli hiicrelerin sayisi belirlenip hiicre siispansiyonundan

istenen miktar kadar alindi.
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3.2.1.3.6. Stok hiicre hazirlama

1. Yiizeyi hiicrelerle tamamen kaplanmis olan her iki hiicre dizisine ait birer

flaskin tiim besiyeri bir pipet yardimiyla ¢ekildi.

2. Besiyeri alinan flasklara, enjektor yardimi ile Onceden 37°C su
banyosunda 1sitilmis 1X’lik  Tripsin-EDTA’dan  1-2 ml (hiicre
yogunluguna gore) eklendi. Bunu takiben pastor pipeti ile flasklara

konan tripsin ¢ekilerek atildi.
3. Ardindan flasklara tekrar ayn1 miktarda tripsin eklendi.
4. Flasklar 5-10 dk 37°C %5 CO, etiivde inkiibe edildi.

5. Flask tabanina tutunmus hiicrelerin serbestlesmesi inverted mikroskopta

gozlendi.

6. Serbestlesen hiicreler, icerisinde 4 ml stok soliisyonu bulunan 6nceden

hazirlanmis santrifiij tiiplerine steril cam pastor pipeti ile aktarildi.

7. 125 g’de oda 1sisinda 10 dk. santrifiij edildikten sonra, tiiplerin dibinde
coken hiicrelerle birlikte 1.8 ml siv1 birakilarak, iizerindeki siipernatant

atildi.

8. Hiicrelerin i¢inde saklanacagi cryotiiplerin iizerine, hiicre tipi, pasaj
numaras1 ve tarih yazilarak etiketlendikten sonra, bu tiiplere 0.2 ml

DMSO ya da cell freezing medium kondu.

9. Santrifiij edilen tiiplerdeki 1.8 ml hiicre siispansiyonlar1 pipetlenerek

karistirildi ve her biri kendine ait tiipe aktarildi.

10. Kapagi kapatilan cryotiipler 1 saat -80°C’de tutuldu.
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11.Son olarak da nitrojen tankina alindi ve tekrar kullamilincaya kadar

burada saklandi.

Stok Soliisyonunun Hazirlamsz:

Her hiicre tipi i¢in kendine 6zgii besiyerinden 7ml alinarak iizerine 2 ml FBS

eklendi.

3.2.2. TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) vontemi ile

telomeraz aktivitesinin ortaya cikarilmasi ve ELISA ile

aktivitenin belirlenmesi

Orneklerde telomeraz aktivitesi PCR ve ELISA teknikleri kullanilarak
birka¢ asamada tayin edildi. Bu amagla TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA™YS
(Roche) kiti kullanildi.

3.2.2.1. Kit icerigi

Kit igerigi ve kullanim amac1 Cizelge 3.1°de verildigi gibidir.

Cizelge 3.1: TRAP kit icerigi ve kullanim amac1

Soliisyon Soliisyonun icerigi, kullanim amact
1-Lizis
soliisyonu ¢ 11 ml kullamima hazir soliisyon.

e Doku ve hiicre kiiltiiriinden hiicre
ekstraktlarinin hazirlanmasi icin

kullanilir.

2-Reaksiyon

karisimu, e 2 x 900 pl kullanima hazir soliisyon, 2X
soliisyon.

e Telomeraz substrati olan biotinle
isaretlenmis P1-TS primerini, optimize
edilmis baglayici1 P2 primerini,
niikleotidleri ve Taq polimerazi icerir.

e Telomeraz aracilikli uzama ve PCR
amplifikasyonu i¢in kullanilir.
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[IS]

3-internal standart | *

350 pl kullanima hazir soliisyon.

216 bp’lik bir internal standart [IS]
DNA, 0.001 amol/pl igerir.

Internal amplifikasyon standart: olarak
kullanilur.

Amplifikasyon siirecinin inhibitorlerini
ortaya ¢ikarir.

4-Kontrol kalip
(template), diisiik

35 ul, 0.001 amol/pl kullanima hazir
soliisyon

8 telomerik tekrarli [TS8] bir telomeraz
iiriinii ile ayn1 diziye sahip pozitif
kontrol kalip DNA igerir.

5-Kontrol kalip
(template),yiiksek

35 ul, 0.1 amol/pl kullanima hazir
soliisyon.

8 telomerik tekrarli [TS8] bir telomeraz
iriinii ile ayn1 diziye sahip pozitif
kontrol kalip DNA igerir.

6-Niikleazsiz su

2 x 1.1 ml iki kere distile edilmis,
niikleazsiz su igerir.

7-Denatiirasyon
soliisyonu

1.2 ml kullanima hazir soliisyon.
9%0.5’den daha az sodyum hidroksid
icerir.

Amplifikasyon iiriinlerini denatiire
etmek ic¢in kullanilir.

8-Hibridizasyon
soliisyonu T

7 ml kullanima hazir soliisyon.
Telomerik tekrar dizilerine
komplementer olan DIG (digoksigenin)
ile isaretlenmis bir prob igerir
Telomeraz aracilikli amplifikasyon
iiriinlerinin spesifik tayini i¢in kullanilir.

9-Hibridizasyon
soliisyonu IS

3.5 ml kullanima hazir soliisyon.
Internal standarda komplementer olan
DIG (digoksigenin) ile isaretlenmis bir
prob icerir.

IS’1i amplifikasyon tiriinlerinin spesifik
tayini i¢in kullanilir.
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10-Yikama
soliisyonu 50 ml 10X konsantrasyonludur.
11-Anti-DIG-
HRP 120 mU poliklonal koyun antikoru olup,
soliisyonu liyofilize edilerek, stabil hale
(Anti- getir.ilmistir. N
Digoksigenin- Konjugat soliisyonunu hazirlamak i¢in
Horseradish kullanilir.
Peroksidaz)
12-Konjugat
diliisyon 12 ml kullanima hazir soliisyon.
soliisyonu Konjugat ¢alisma soliisyonunu
hazirlamak i¢in kullanilir.
13-TMB
substrat 12 ml kullanima hazir soliisyon
soliisyonu 3,3’,5,5’-tetrametil benzidin igerir.
14-Stop
soliisyonu 12 ml kullanima hazir soliisyon.
%5’ den daha az siilfirik asit igerir.
Mikrotiter
plate 1 plate 12x8 gozlidir, kullanima
hazirdir.
Onceden streptavidin ile kaplanmistir.
Yapisict band
3 adet, inkiibasyon esnasinda MTP
gozlerindeki buharlasmayr engellemek
i¢in kullanilir.

3.2.2.2. Hiicre Ekstraktimmn Hazirlanmasi

Tiim iglemler buz {izerinde yapildi.
1. Her 6rnekten alinan 2 x 10° hiicre eppendorf tiipiine kondu.

2. Hiicreler 3000 x g’ de 4°C’de 5 dk. santrifiij edildi.

3. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Dipte kalan pelet tizerine 200 pl
PBS (fosfat buffer) ilave edildi.
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4. 3000 x g’ de 4°C’de 5 dk. santrifiij edildi.
5. Siipernatant dikkatlice uzaklastirild.

6. Pelet iizerine 200 pl lizis soliisyonu (soliisyon 1) ilave edildi. En az 3
kez buz iizerinde pipetleme yapildi. Sonra buz iizerinde 30 dk. inkiibe

edildi.
7. 16000 x g’ de 4°C’de 20 dk. santrifiij edildi.

8. Hiicre ekstrakt1 (stipernatant) 175 ul’si yeni bir tiipe dikkatli bir sekilde

aktarildi.

3.2.2.3. Negatif Kontroliin Hazirlanmasi

1. 5 pl hiicre ekstrakti (3.2.2-9) alindu.

2. Uzerine 10 pul DNaz’s1z RNaz ilave edildi. Bu karisim 20 dk. 37°C’de
inkiibe edildi.

3.2.2.4. Pozitif Kontroliin Hazirlanmasi

1. Pozitif kontrol olarak, kitte verilen kullanima hazir soliisyon 5 kullanildi

(Soliisyon 4 de kullanilabilir ).

3.2.2.5. TRAP (Telomerik Tekrari Cogaltma Yontemi=Telomeric

Repeat Amplification Protocol) Yontemi

Tiim islemler buz iizerinde yapildi.
1. Normal Ornek Tiipiiniin Hazirlanmas:

e  Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karigimi (soltisyon 2) ve 5 pl

internal standart (soliisyon 3) kondu.

e Hazirlanan bu karisima 3 pl 6rnek (3.2.2-9) ilave edildi.
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e 17 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
2. Negatif Kontrol Tiipiiniin Hazirlanmas:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 il reaksiyon karisimi (soliisyon 2) ve 5 pul

internal standart (soliisyon 3) kondu.

e Hazirlanan bu karisima 2 pul DNaz’s1iz RNaz ile muamele edilmis

ornek (3.2.3-2 ) ilave edildi.
e 18 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
3. Pozitif Kontrol Ornek Tiipiiniin Hazirlanmasz:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karisimi (soliisyon 2) ve 5 pl

internal standart (soliisyon 3) kondu.
e Hazirlanan bu karigima 1 pl kontrol kalip (soliisyon 5) ilave edildi.
e 19 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.
4.Lizis Soliisyonlu Tiipiin Hazirlanmast:

e Uygun bir PCR tiipiine 25 pl reaksiyon karisimi (soliisyon 2) ve 5 pl

internal standart (soliisyon 3) kondu.
¢ Hazirlanan bu karisima 1 pl lizis soliisyonu (soliisyon 1) ilave edildi.
e 19 ul niikleazsiz su (soliisyon 6) ilave edildi.

Yukarida hazirlanan PCR tiiplerinin hepsi thermal cyclera yerlestirilerek,

Cizelge 3.2°deki programa gore amplifikasyon iiriinii (PCR iiriinii) elde edildi.
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Cizelge 3.2. TRAP amplifikasyon iiriinii elde etme programi

Adim Zaman Sicaklik (+) | Devir
sayis1

1. Primer uzamasi 30 dk. 25°C

2. Telomeraz 5 dk. 94°C
inaktivasyonu

3. Amplifikasyon 30
Denatiirasyon 30s 94°C
Annealing 30s 50°C
Polimerizasyon 90s 72°C

4. Son Uzatma 10 dk. 72°C

5. Bekletme 4°C

3.2.2.6. PCR’1n Kontrolii

3.2.2.6.1. Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi icin Gerekli Soliisyonlar

10x Tris-Borat Tamponu (TBE)
50 g borik asit
108 g Tris bazi

40 ml 0.5M EDTA (pH 8) (181.8 g Na,EDTA.2H,0 + 20 g NaOH + 800ml

distile su olarak hazirlandiginda pH 8 oluyor).
Distile su ile 1000ml’ye tamamlandi, manyetik karistiricida karistirildi.
% 30’luk Poliakrilamid Jel
10 ml Acrilamid/Bisacrilamid 29:1
12.35 ml distile su
2.5ml 10x TBE
175 wl %25’lik Amonyum persiilfat
8.5 ul TEMED

Meziir icerisine kondu.
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3.2.2.6.2. Poliakrilamid Jel Elektroforez Yontemi

1. %30’luk poliakrilamid jel ¢ozeltisi dikey jel elektroforez diizenegine
dokiilerek 12 disli tarak yerlestirildi.

2. Jel donduktan sonra kurulan diizenek, icerisinde 1x TBE tamponu

bulunan dikey elektroforez tankina yerlestirildi.

3. 10 pl PCR iiriinii ve 2 Wl loading buffer karistinlarak kuyucuklara
yiiklendi (1 kuyucuga 12 pl marker yiiklendi).

4. Yiikleme isleminden sonra elektrotlar yerlestirilerek 120V’da 4 saat

yiiriitiildii.

5. Elektroforez islemi bitince giimiis boyama ile bantlar goriiniir hale

getirildi.

3.2.2.6.3. Giimiis Boyama Yonteminde Kullanmilan Soliisyonlar

9%10’1luk etanol ¢ozeltisi

% 5’lik Asetik asit ¢ozeltisi
% 0.1’lik AgNOs cozeltisi
9%1.5’1ik NaOH cozeltisi
150 wl stok formaldehit

% 0.75’lik Na,COs

3.2.2.6.4. Giimiis Bovama Yontemi

Elektroforez isleminin sonunda poliakrilamid jel asagida bildirilen soliisyon

serilerinden gecirilerek boyandi.
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%10 etanol + %5 asetik asit (v/v) 6 dk

% 0.1 AgNO3 15 dk

% 1.5 NaOH 30 dk

% 1.5 NaOH + formaldehit Bantlar olusuncaya kadar
% 0.75 Na,CO; Yikama iglemi yapildi

PCR iiriinleri laboratuvarimizda Nicon marka dijital fotograf makinasi ile

goriintiilendi.

3.2.2.7. Hibridizasyon ve ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) Yontemi

1. Pozitif kontrol i¢in 3 adet denatiirasyon tiipii hazirlandi. Bu tiipler:
¢ IS- pozitif kontrol
¢ Normal- pozitif kontrol
¢ Lizis soliisyonu-pozitif kontrol olarak etiketlendi.
2. Her bir 6rnek i¢in 3 denatiirasyon tiipii hazirlandi. Bu tiipler:
¢ 1S-Ornek
¢ Normal-6rnek
¢ Negatif kontrol-6rnek olarak etiketlendi.

3. Her tiipe oOncelikle 10 pul denatiirasyon soliisyonu (soliisyon 7) ilave

edildi.

4. Hazirlanan denatiirasyon tiiplerine sirasiyla;
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¢ IS’li pozitif kontrol i¢in hazirlanan denatiirasyon tiipiine pozitif

kontroliin amplifikasyon iiriiniinden (3.2.5-3) 2.5 ul kondu.

¢ Normal porzitif kontrol icin hazirlanan denatiirasyon tiipiine pozitif

kontroliin amplifikasyon iiriiniinden (3.2.5-3) 2.5 pul kondu.

¢ Lizis soliisyonu icin hazirlanan denatiirasyon tiipiine lizis soliisyon

amplifikasyon iiriiniinden (3.2.5-4) 2.5 ul kondu.

¢ IS’li oOrnek icin hazirlanan denatiirasyon tiipline Ornegin

amplifikasyon iiriiniinden (3.2.5-1) 2.5 pl kondu.

¢ Omek igin hazirlanan denatiirasyon tiipiine 6rnegin amplifikasyon

iiriiniinden (3.2.5-1) 2.5 ul kondu.

¢ Negatif kontrol i¢in hazirlanan denatiirasyon tiipiine negatif kontrol

amplifikasyon iiriiniinden (3.2.5-2) 2.5 pl kondu.
5. Tiim tiipler oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi.

6. Hazirlanan tiiplerden, normal-pozitif kontrol, lizis soliisyonu-pozitif
kontrol, normal-6rnek ve negatif kontrol-ornek tiiplerine 100 ul
hibridizasyon soliisyonu T (soliisyon 8), IS-6rnek ve IS-pozitif kontrol

tiiplerine ise 100 pl hibridizasyon soliisyonu IS (soliisyon 9) ilave edildi.
7. Tiipler kisa siireli olarak vortekslendi.

8. Tiiplerdeki karisimlardan MTP’nin gozlerine tek tek 100 ul kondu ve

buharlagsmay1 6nlemek i¢in kendi yapisici bandi ile gozler kapatildi.
9. MTP 37 °C “de shakerda 300 rpm’de 2 saat inkiibe edildi.

10. MTP’deki soliisyonlarin tamami dokiilerek uzaklastirildi, ters sekilde

kurutma kagidina kuvvetlice vurularak iyice kurumasi saglandi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Her bir goze 250 pl yikama soliisyonu 1X (soliisyon 10 ) ilave edildi ve

en az 30 sn sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 3 kez yapildi.

Her bir goze 100 pl Anti-DIG- HRP calisma soliisyonu (soliisyon 11)

ilave edildi.

MTP gozleri kendi yapisici bandi ile ortiildii. Oda sicakliginda 300
rpm’de 30 dk. shakerda inkiibe edildi.

MTP gozlerindeki soliisyonun tamami uzaklastirildi.

Her bir goze 250 ul yikama soliisyonu 1X (soliisyon 10 ) ilave edildi
ve en az 30 sn sonra dokiilerek uzaklastirildi. Bu islem 5 kez

tekrarlandi.
Her bir goze 100 pl TMB substrat soliisyonu (soliisyon 13) ilave edildi.

MTP gozleri kendi yapisict bandi ile ortiildii ve renk gelisimi i¢in oda

sicakliginda 300 rpm’de 10-20 dk. shakerda inkiibe edildi.

Substrat atilmaksizin renk gelisimini durdurmak i¢in her bir gdze 100

ul stop soliisyonu (soliisyon14 ) ilave edildi.

Stop soliisyonu ilave edilince HRP- substrat etkilesimi ile maviden

sartya dogru bir renk degisimi goriildii.

Bir mikrotiter plate okuyucu kullanarak, stop soliisyonunun
(soliisyon 14) ilavesinden sonra 30 dk. icinde 450,,’de (650, referans

dalga boyunda) absorbans degeri her drnek i¢in okundu.
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3.2.2.8. Hesaplama

Orneklerin telomeraz aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

(As- As,o)/ AS,IS
RTA = x100
(Atss - Atss,0)/ Atss.1s

Aq = Ornegin Absorbansi

A;, = Negatif Kontroliin Absorbansi

A, = Internal Standartl Ornegin Absorbansi
Atss = Kontrol Kalibin Absorbansi

Arsso = Lizis Soliisyonunun Absorbansi

Arsgis = Internal Standartli Kontrol Kalibin Absorbansi

3.2.2.9. istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar istatistiksel olarak tek yonlii varyans (Oneway ANOVA) testi
uygulanarak karsilastirildi. Coklu karsilastirmalar p<0.05 olarak alinip, Tukey c¢oklu

karsilagtirma metodu ile Biyoistatistik Anabilim Dal1 tarafindan degerlendirildi.

3.2.3.Spektrofotometrik Olciim ile Siyalik Asit Miktarmin Belirlenmesi

1. Tripan blue yontemi ile sayilan 2. 10° hiicre santrifiij tiiptine alindi.

2. lcerisinde hiicreler bulunan santrifiij tiipiine 0,5 ml Tris Buffer soliisyonu

eklenerek 1000rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatant kismi1 atilarak altta pelet kismi birakildi.

4. Pelete 60 pl distile su ve 20 pl sialidaz buffer eklenerek, hiicreler 5 dk

90°C’de 6ldiiriildii ve oda 1s1sinda sogutuldu.
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5. Uzerine 1 ul o-2(3,6,8,9)-nérominidaz eklendi. 1 gece 37°C’de su

banyosunda inkiibe edildi.
6. Hiicreler santrifiij edilerek, siipernatant baska bir tiipe ayrildi.
7. Siipernatant tiipiiniin hacmi Tris Reaksiyon buffer ile 980 pl tamamlandi.

8. 1 ul N-asetilnérominik asit aldolaz eklenerek, minimum 10dk 37°C su

banyosunda inkiibe edildi.

9. 20 ul B-NADH soliisyonu eklendi, birka¢ kez alt tist edildikten sonra,
tiim icerik pipetle kiivete alind1 ve blanka (distile su) kars1 340nm dalga

boyunda absorbans spektrofotometrede okunarak not edildi.

10. Igerik tiipe bosaltilarak iizerine 1 ul laktik asit dehidrojenaz eklendi ve
birkag kez alt iist edildi.

11. Daha sonra 37°C’de sicak su banyosunda 10 dk inkiibe edildi.
12. 340nm dalga boyunda final absorbans okundu.

13. Okunan absorbanslar agsagidaki formiile gore hesaplandi.

(A340 baslangic-A340 sonug) x 1000
nmol NANA=

6.22

3.2.3.1. istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar istatistiksel olarak tek yonlii varyans (Oneway ANOVA) testi
uygulanarak karsilastirildi. Coklu karsilagtirmalar p<0.05 olarak alinip, Tukey ¢oklu

karsilagtirma metodu ile Biyoistatistik Anabilim Dal1 tarafindan degerlendirildi.
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3.2.4.RT-PCR ile TERT ve TR Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

3.2.4.1. Total RNA Eldesi

10.

11.

12.

13.

. 6x10° hiicre 1.8 mI’lik viale alind1.

. Uzerine 0.5 ml denatiirasyon soliisyonu eklendi.

. Homojenat oda 1s1sinda 5 dk bekletildi.

. Sonra iizerine 0.5 ml ekstraksiyon soliisyonu eklendi.
. Kapagi kapatilip elde 15 sn kuvvetlice karistirildi.

. 10 dk oda 1s1s1nda bekletildi.

. 4°C’de 12000 g’de 15 dk santrifiij edildi.

. Santrifiij isleminden sonra iistte renksiz akoz faz, altta kirmizi renkli bir

baska faz ve arada beyaz renkli organik faz ayrildi. Ustte kalan renksiz

akoz faz yeni bir viale aktarildi.

. Yeni vialdeki renksiz fazin iizerine 0.5 ml izopropanol (4°C’de saklanan

ve soguk olan) eklenerek RNA ¢oktiiriildii.

10 dk oda 1sinda bekletildikten sonra, 4°C’de 12000 g’de 8 dk santrifiij
edildi. Mahsiilii arttirmak i¢in bu asamadan sonra ornekler -20°C’de 1

gece bekletildi.

Ertesi giin iistteki siipenatant kismu atild1 ve dipte kalan RNA peleti %75
etanol (-20°C’de saklanan ve soguk olan) eklenerek tiipiin kapagi

kapatilip elde calkalandi.
Sonra 7500 g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatant kismi atildi, vial kurutma kagidi tizerinde ters cevrilip fazla
siv1 kagida emdirildi. Bu agamadan sonra orneklerin iizerine %75 etanol

eklenerek, -20°C’de saklandu.
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3.2.4.2. Revers Transkriptase —-PCR (RT-PCR) Asamasi

1. -20°C’den alinan vial i¢indeki drnekler 4°C’de 7500 g’de 5 dk santrifiij
edildi.

2. Siipernatant kismi atildi, vial kurutma kagidi iizerinde ters cevrilip fazla

stv1 kagida emdirildi.
3. RNA peleti havada 5 dk kurutuldu.
4. Kurutulan pelet iizerine 50 pl steril distile su eklendi, pipetlendi.

5. Boylece elde edilen total RNA, cDNA eldesi i¢in yapilacak uygulamaya
hazir hale geldi.

DNA sentezi

1. 0.2 mI’lik bir PCR tiipiine asagidaki iiriin karisim1 hazirlandi:
6.3 ul Total RNA (0.1-1pg)
1 ul Anchored primer (dT)25V
2.7 ul steril su DEPC muameleli

2 ul DDT 100mM

12 (toplam hacim)
2. Uzerine RT-&GOTM MasterMix 2.5xC’den 8 ul eklendi.
3. Ornekler 1 saat 42°C inkiibe edildi.

4. 70°C’de 15 dk Revers transkriptaz inaktive edildi.
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5. 80 ul steril su eklendi ve boylece cDNA eldesi tamamlandi (Yeni
sentezlenen cDNA direkt amplifikasyonu i¢in kullanilir ya da -20°C’de

saklanir).
6. 0.2 mI’lik bir PCR tiipiine, agsagidaki iiriin karisim hazirlandi:
Sul  cDNA (cDNA sentez reaksiyonundan)
2ul 5’ primer (Spmol/ul)
2ul 3’ primer (S5pmol/ul)
Sul Isis-&GOTM MasterMix 5xC

11ul  Steril su

25ul  (toplam hacim)

Primerler;

hTERT sense

5’- CGG AAG AGT GTC TGG AGC AA-3°

hTERT antisense

5’- GGA TGA AGC GGA GTC TGG A-3’

hTR sense

5’- TCT AAC CCT AAC TGA GAA GGG CGT AG-3’
hTR antisense

5’- GTT TGC TCT AGA ATG AAC GGT GGA AG-3’
rTERT forward

5’-GGT CTT CCG CAC GTT GGT TG -3’

rTERT reverse

5’-CAG CAG GTA GAG CGC ACA GT-3’

rTERC Forward

5’-GTC TAA CCC TAT TGT TAT AGC TG-3’
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Cizelge 3.3. RT-PCR amplifikasyon iiriinii elde etme programi

rTERC reverse
5°- CAG GTG CAC TTC CCA CAT CT-3

GAPDH sense

5°-GCA GGG GGG AGC CAA AAG GG-3
GAPDH antisense
5°-TGC CAG CCC CAG CGT CAA AG-3

2.

Her primere uygun PCR
gerceklestirildi.

Yukarida hazirlanan PCR
yerlestirilerek, Cizelge

amplifikasyon iiriinii (PCR tiriinii) elde edildi.

3.3

islemleri yapilarak, RT-PCR islemi
tiiplerinin hepsi thermal cyclera
de bildirilen programlara gore

Primer Program Primer Amplifikasyon Denatiirasyon Annealing | Polimerizasyon Son Bekletme
ozellikleri uzamasi Uzatma

hTERT Zaman (sn) 60 60 60 60 240
Sicaklik (C°) 94 94 58 72 72 4
Devir sayist 37

hTR Zaman (sn) 60 45 45 90 90
Sicaklik (C°) 94 94 60 72 72 4
Devir sayist 30

ITERT Zaman (sn) 180 30 30 60 240
Sicaklik (C°) 94 94 60 72 72 4
Devir sayist 34

TR Zaman (sn) 180 30 30 60 240
Sicaklik (C°) 94 94 60 72 72 4
Devir sayist 32

GAPDH Zaman (sn) 180 30 30 60 240
Sicaklik (C°) 94 94 60 72 72 4
Devir sayist 27

hazirland1 ve 6rnekler jel elektroforezi yontemine tabi tutuldu.

4. Reaksiyon iiriinlerinin analizi icin agaroz jel elektroforezi kullanildi.

3.2.4.3. Agoroz Jel Elektroforezi

RT-PCR sonrasit olusan iiriinlerin incelenmesi i¢in %1.6 g agaroz jeli
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3.2.4.3.1. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1. 1.6 g agaroz tartilip, balon joje icerisinde 1x TBE buffer ile 80 ml’ye

tamamlandi.

2. Mikrodalga firinda kaynatildi.

98]

. Uzerine 4 pl ethidium bromid konup karistirildi.

4. Jel fokiilmeden Once tarak ve jel kiiveti temizlendi.

W

. Hazirlanan jel kiivete dokiilerek tarak yerlestirildi.

6. Jel donduktan sonra tizeri 1XTBE buffer ile dolduruldu.

-

. 12 pl PCR iiriinii alimip, 2 pl loading buffer ile karistirilarak, jeldeki
kuyucuklara yiiklendi (bir kuyusuna 14 pul marker yiiklendi).

8. Yikleme isleminden sonra elektrotlar yerlestirilerek 40 voltta 2 saat

yiiriitiildii.

9. Elektroforez islemi bitince jel, CCD kamera altinda incelenerek

laboratuvarnimizda goriintiilendi.

3.2.5.immunohistokimya Protokolii ile NCAM belirlenmesi

Flask yiizeyinde kiiltiire edilmis hiicreler, bulunduklar1 ortamda fikse edildi.
Daha sonra immunohistokimyasal boyama prosediiriiniin agsamalar1 adim adim
uygulandi. NCAM i¢in uygun primer antibody ile inkiibe edildi. En son preparat

kapatildi ve inverted mikroskop altinda incelenerek ¢ift kor olarak degerlendirildi.
Yapilan islemler sirasi ile;

1. Hiicreler istendiginde {ist kismi ayrilabilen immunohistokimyasal
boyama i¢in 6zel iiretilmis flasklara ekildi (hiicrelerin flaska ekim islemi

pasajlama asamasinda anlatildigi gibi gerceklestirildi).

58



10.

11.

12.

Flaskin tabani hiicrelerle kaplandiktan sonra, flasktaki besiyerinin

tamamu pipet yardinmu ile ¢ekildi.

Besiyeri alindiktan sonra, flaskin icine hiicrelerin iizerini kaplayacak
miktarda (yaklasik 3 ml) fiksasyon soliisyonu pipetlendi ve 1dk sonra

soliisyon ortamdan pipet yardimi ile uzaklastirild.

Ozel flaskin (alt kism1 lam seklinde olan ve iist kismi ayrilabilen flask)
iist kism1 ayrildi ve islemler bu asamadan sonra iizeri hiicrelerle kaph

olan lam iizerinde devam etti.

Hiicrelerin yogun oldugu boliimii kaplayacak kadar (1 damla) bloke edici

serum damlatilarak 5-10 dk. inkiibe edildi.

Sonra hiicrelerin yogun oldugu boliimii kaplayacak kadar (1 damla)

primer antikor damlatilarak, bir gece oda 1sinda inkiibe edildi.

Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

tizerindeki PBS soliisyonu lamu silkeleyerek uzaklastirildi.

Alanin iizerini kaplayacak kadar biotin isaretli sekonder antikor

damlatilarak 10dk inkiibe edildi.

Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

iizerindeki PBS soliisyonu lamu silkeleyerek uzaklagtirildi.

Alanin {izerini kaplayacak kadar streptavidin-peroksidaz konjugati

damlatilarak 10 dk inkiibe edildi.

Alanlara bir pipet yardimi ile PBS soliisyonu damlatildi ve preparatin

tizerindeki PBS soliisyonu lamu silkeleyerek uzaklastirildi.

Alanin iizerini kaplayacak kadar substrat-kromojen soliisyonu (AEC)

damlatilarak 1-10 dk inkiibe edildi.
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13. Mikroskopta gozlemleyerek, isaret alindiktan sonra distile suda

calkalandu.

14. Alanin iizerini kaplayacak kadar hematoksilen damlatilarak 2dk, cesme

suyunda 3 dk., PBS’de yaklasik 30 saniye bekletildi.
15. Distile suda calkaland.

16. Preparat havada kurutulduktan sonra, PBS:gliserin (1:1) veya GVA hazir

kapama ortamu ile kapatildi.

17. Preparatlar inverted mikroskop altinda incelenerek, mikroskoba baglh

Nicon marka fotograf makinasi ile laboratuvarimizda goriintiilendi.

Boyama islemi sirasinda kullanilan soliisyonlarin hazirlanis1 ve inkiibasyon

isleminin teknigi asagida bildirilmistir.

Fiksasyon soliisyonu: 1:1 oraninda Aseton:Metanol karisimi hazirlandi,

kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

Fosfat Buffer (PBS) Soliisyonu: 8.79 g NaCl, 0.274 g KH,PO,, 1.135 g
Na,HPOy tartildiktan sonra, 1000 ml distile suda eritildi. pH 7.2-7.4 olmasina dikkat
edildi.

Primer antikor: NCAM boyanmasi i¢in CD56 primer antikoru kullanild.

Substrat-kromojen soliisyonu: Kitin i¢inde bulunan AEC kromojenine ait
A, B ve C soliisyonlarn kullamildi. Bir vial icerisine birer damla A, B ve C
soliisyonundan damlatilip, iizerine 1 ml distile su konarak hazirlandi ve hemen

kullanildi.

Inkiibasyon: Kapakli bir kap icerisinde yapildi. Kaba biraz 1lik su kondu.

Cam cubuklar kabin tabanina uzatildi. Cam ¢ubuklarin iizerine de preparatlar siralandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, insan glioma (DK-MG) ve sican glioma (C6) hiicre
dizilerinde ard arda 15 pasaj yapildi. 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan her bir Sl¢iim
parametresi icin ayr1 ayri elde edilen licer hiicre ekstratinda; telomeraz aktivitesi, siyalik
asit diizeyi, hiicre zarinda NCAM’in varhigi, telomeraz aktivitesinin sonucunu
desteklemek amaci ile telomeraz enzimi kompleksinden RNA (TR) ve telomeraz revers
transkriptaz (TERT) ekspresyonunu degerlendirildi. Secilen hiicre dizilerinin (DK-MG
ve C6) telomeraz aktivitesi ve siyalik asit diizeylerinin birbirleri ile iliskili olarak,
belirtilen pasajlarda nasil farklilik gosterdikleri incelendi. Bu bulgular asagida sirayla

verilecektir.
4.1. Telomeraz Aktivitesi ve Siyalik Asit

DK-MG ve C6 hiicre dizilerinden elde edilen 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlarin
iic ayr1 hiicre ekstraktinda Olciilen, telomeraz enzim aktivitesi ve siyalik asit

sonuclarinin ortalama degerleri Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde pasajlara gore telomeraz aktivitesi ve

siyalik asit

Telomeraz Aktivitesi Siyalik Asit (nmol)
Pasaj | n

No DK-MG Coé DK-MG Cé

3 31 0,12£0,01 0,14 +£0,03 1,93 +£0,27 2,50 £ 0,09
6 3 110,94 £2,24 4,80+ 1,26 9,11 £3,90 7,40 = 1,45
9 31 0,19+0,05 0,62 +0,25 9,00+ 2,41 9,33 £4,03
12 3114,52+3,71 0,18 £ 0,09 19,78 £ 0,16 17,40+ 2,54
15 312511+£6,93 |21,88+5,53 45,62 +20,39 18,81 £ 0,32
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4.1.1. DK-MG ve C6 Hiicre Dizilerinde Telomeraz Aktivitesi

DK-MG ve C6 hiicre dizilerinden elde edilen 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlara
ait li¢ ayn hiicre ekstraktinda, telomeraz enzim aktivite ol¢iimii icin PCR ve ELISA
islemleri yapildi. Bu islemde, belirtilen pasajlardan elde edilen iic ayr1 Ornegi
hazirlamak igin 2x10”er hiicre kullamldi. ELISA Olciimiine ge¢gmeden ©nce, PCR
isleminin dogrulugunu kontrol amaci ile poliakrilamid jelde giimiis nitrat boyama

yapild1 (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Telomeraz aktivitesi Ol¢limii Oncesinde, PCR iiriinlerinin
poliakrilamid jel elektroforez goriintisii (1-3 DK-MG
hiicrelerinin PCR fiiriinleri, 4 pozitif kontrol 5-8 C6 hiicrelerinin
PCR iiriinleri, 9 Marker).

DK-MG hiicre dizisinde pasajlara gore, telomeraz aktivitesinin ortalama

degerleri, standart hatalan ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.2’de verildi.
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Cizelge 4.2. DK-MG hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi ¢coklu karsilastirma

sonuglar
PasajNo | n Ortalama Tukey Coklu Karsilastirma
Deger + Testi Sonuclari
Standart Hata 3 6 9 12 15

3 3 0,12 £0,01

6 3 110,94 +2.24 *

9 3 0,19 £ 0,05

12 3 | 14,52+£3,71 ek * ek

15 3 25,11 i6,93 skokck %ok skokck *

Anova Test Sonucu: F4.105=24,89 p<0.001 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

DK-MG hiicre dizisinde, 3. pasaja gore 9. pasaj hari¢ diger pasajlarda
telomeraz aktivitesi artis gosterdi. Bu artis, 6. pasajda istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
bulundu. 3. pasaja gore 12. pasajdaki artis ise, cok farkli (p<0.01) ve 15. pasajdaki artis
ileri diizeyde farkli (p<0.001) bulundu. Ayrica, 6. pasaja gore, 12. pasajda istatistiksel
olarak farkli (p<0.05) ve 15. pasajda ileri diizeyde farkli (p<0.001) bir artis bulundu. 9.
pasaja gore, 12. pasajda istatistiksel olarak c¢ok farkli (p<0.01) ve 15. pasajda ileri
diizeyde farkli (p<0.001) bir artis gézlendi (Cizelge 4.2., Sekil 4.2.).

DK-MG HUCRE DiZziSi
35
@ 30 T
E
= 251 )
g
< 20
N
L
Z 10
|
ko5
0 ‘
1 2 3 4 5
PASAJ SAYISI

Sekil 4.2. DK-MG hiicre dizisinde telomeraz aktivitesinin pasajlara gore
degisimi
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C6 hiicre dizisinde pasajlara gore, telomeraz aktivitesinin ortalama degerleri,

standart hatalar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.3’de verildi.

Cizelge 4.3. C6 hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi coklu karsilastirma

sonugclari
PasajNo | n Ortalama Tukey Coklu Karsilastirma
Deger + Testi Sonuclari
Standart Hata 3 6 9 12 15
3 3 0,14 £ 0,03
6 3 4,80+ 1,26
9 3 0,62 £ 0,25
12 3 0,18 £0,09
15 3 21,88i5,53 Heoksk Hkeoksk Heoksk Heoksk

Anova Test Sonucu: F4.10=40,64 p<0.001 ***p<0.001)

C6 hiicre dizisi telomeraz aktivitesinde, 3. pasaja gore sadece 6. ve 15.
pasajlarda goriilen artis, 15. pasajda istatistiksel olarak ileri diizeyde farkli (p<0.001)
bulundu. Ayrica 15. pasajda tiim pasajlara gore istatistiksel olarak ileri diizeyde farkli

(p<0.001) bir artig gozlendi (Cizelge 4.3., Sekil 4.3.).

C6 HUCRE DiziSi
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TELOMERAZ AKTIVITESI
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PASAJ SAYISI

Sekil 4.3. C6 hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesinin pasajlara gore degisimi
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DK-MG ve C6 hiicre dizilerinin telomeraz aktivitelerini birlikte
inceledigimizde, 3. pasaja gére, DK-MG hiicre dizisnde 9., C6 hiicre dizisinde 9. ve 12.
pasajlar hari¢, diger pasajlarda artig ve her iki hiicre dizisi arasinda paralellik oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.4., Tablo 4.1.).

DK-MG VE C6 HUCRE DIiZILERINDE TELOMERAZ
AKTIVITESI

—¢— DK-MG
——C6

TELOMERAZ AKTIVITESI

PASAJ SAYiISI

Sekil 4.4. DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesinin pasajlara gore

degisimi

4.1.2. DK-MG ve C6 Hiicre Dizilerinde Siyalik Asit

DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde siyalik asit miktarlarinin 6l¢iimii, telomeraz
aktivitesi Ol¢iimlerinin yapildifi aym pasajlara ait hiicre ekstraktlarinda, Sigma
Aldrich’in Sialic Acid Quantification Kiti kullanilarak belirlenmistir. DK-MG ve C6
hiicre dizilerinden elde edilen 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlarin her biri icin, igerisinde
2x10%sar hiicre bulunan ic ayr hiicre ekstrakti kullanildi. Bu hiicrelerdeki siyalik asit

miktar1 spektrofotometrik olarak belirlendi.
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DK-MG hiicre dizisinde pasajlara gore, siyalik asit miktarlarinin ortalama

degerleri, standart hatalan ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.4’de verildi.

Cizelge 4.4. DK-MG hiicre dizisinde siyalik asit coklu karsilagtirma sonuglar

PasajNo | n Ortalama Tukey Coklu Karsilastirma
Deger + Testi Sonuclari
Standart Hata 3 6 9 12 15

3 3 1,93 £ 0,27

6 3 9,11 £3,90

9 3 9,00 +2.41

12 3 119,78+0,16

15 3 |45,62+20,39 ok ** ok *

Anova Test Sonucu: F4.10=10,13 p<0.001 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

DK-MG hiicre dizisinin siyalik asit miktarinda 3. pasaja gore diger
pasajlarda artis goriilmekle birlikte bu artis 15. pasajda istatistiksel olarak ¢ok farkli
(p<0.01) bulundu. Ayrica 15. pasajda 6. ve 9. pasajlara gore istatistiksel olarak cok
farkli (p<0.01), 12. pasaja gore ise farkli (p<0.05) bir artis gozlendi (Cizelge 4.4.,
Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. DK-MG hiicre dizisinde siyalik asit diizeylerinin pasajlara gore
degisimi
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C6 hiicre dizisinde pasajlara gore, siyalik asit miktarlarinin ortalama

degerleri, standart hatalan ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.5’de verildi.

Cizelge 4.5. C6 hiicre dizisinde siyalik asit ¢oklu karsilagtirma sonuglari

PasajNo | n Ortalama Tukey Coklu Karsilastirma
Deger + Testi Sonuclari
Standart Hata 3 6 9 12 15

3 3 2,50 £ 0,09

6 3 7,40 £ 1,45

9 3 9,33 +£4,03 *

12 3 117,40%2,54 otk ek *

15 3 |18,81%£0,32 ok ok ok

Anova Test Sonucu: F4.10=27,33 p<0.001 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

C6 hiicre dizisinde 3. pasaja gore, 9. pasajda istatistiksel olarak farkli
(p<0.05), 12. ve 15. pasajlarda ileri diizeyde farkli (p<0.001) bir artis bulundu. Ayrica
12. ve 15. pasajlarda 6. pasaja gore istatistiksel olarak ¢ok farkli (p<0.01) artig gézlendi.
9. pasaja gore 12. pasajda farkli (p<0.05) ve 15. pasajda ¢ok farkli (p<0.01) artig

bulundu (Cizelge 4.5., Sekil 4.6.).

N
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Sekil 4.6. C6 hiicre dizisinde siyalik asit diizeylerinin pasajlara gore degisimi
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DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesini birlikte sekilde
inceledigimizde 3. pasaja gore sonraki pasajlarda artis ve her iki dizide paralellik oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.7., Tablo 4.1.).

DK-MG VE C6 HUCRE DIZILERINDE SIYALIK ASIT
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Sekil 4.7. DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde siyalik asit diizeylerinin pasajlara
gore degisimi
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DK-MG ve C6 hiicre dizilerindeki telomeraz aktivitesi ve siyalik asit

miktarlarini birlikte bir sekilde incelersek;

DK-MG hiicre dizisinde; telomeraz aktivitesi ve siyalik asidin son
pasajlarda (12 ve 15) giderek arttign goriilmektedir. Istatistiksel olarak, telomeraz
aktivitesi ve siyalik asit artig1 6zellikle 15. pasajda belirginlesmistir. Bu iki parametrenin

sonugclari birbirleri ile paralellik gostermektedir (Sekil 4.8., Tablo 4.1.).

DK-MG HUCRE DiziSi
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40 /

—¢— TELOMERAZ
AKTIVITESI

—4—SIYALIK ASIT

TELOMERAZ AKTIVITESI
SIYALIK ASIT

PASAJ SAYISI

Sekil 4.8. DK-MG hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi ve siyalik asit
diizeylerinin pasajlara gore degisimi

DK-MG hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi ve siyalik asit miktarin birlikte

yorumlayacak olursak;

- telomeraz aktivitesinde pasajdan pasaja bir artis gozlenmekle birlikte, bu
artis diizensiz olarak degerlendirilebilir, zira 6. pasajda ani bir artis olup,

9. pasajda diisiis ve daha sonra 15. pasaja kadar tekrar siirekli bir artis,

- siyalik asitte ise, pasajdan pasaja diizenli olarak siirekli bir artig

gozlenmektedir.
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C6 hiicre dizisinde; telomeraz aktivitesi ve siyalik asidin son pasajlarda

arttig1 goriilmekle birlikte, bu durum 9. ve 12. pasajda farklilik gdstermis olup, siyalik

asit artmaya devam ederken, telomeraz aktivitesi diigmektedir. Ancak genel olarak

bakildiginda, aralarinda paralellik oldugu sdylenebilir (Sekil 4.9., Tablo 4.1.).

TELOMERAZ AKTIVITESI
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PASAJ SAYISI

C6 HUCRE Dizisi

Sekil 4.9. C6 hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi ve siyalik asit diizeylerinin

pasajlara gore degisimi

C6 hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi ve siyalik asit miktarim birlikte

yorumlayacak olursak;

telomeraz aktivitesinde pasajdan pasaja bir artis gozlenmekle birlikte, bu
artis DK-MG  hiicre dizisinde oldugu gibi, diizensiz olarak
degerlendirilebilir, zira 6. pasajda ani bir artig olup, 9. ve 12. pasajlarda

diisiis ve 15. pasaja kadar tekrar diizenli bir artis,

siyalik asitte ise, pasajdan pasaja diizenli olarak siirekli bir artig

gozlenmektedir.
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4.2. Telomeraz Revers Transkriptaz (TERT) ve Telomeraz Enzimi (TR)

Ekspresyonlari

hTERT ve hTR ekspresyonlarinin gézlemlenmesi i¢in gerekli ilk asama olan
hiicrelerden total RNA eldesi asamas1 gerceklestirildi. Calismamizda total RNA eldesi
icin DK-MG ve C6 hiicre dizilerinin 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlarindan her biri i¢in

6x10% sar hiicre iceren iicer hiicre ekstrakti hazirlandi.

Elde edilen RNA’lara iki agamali RT-PCR (reverse-transcriptase polimerase
chain reaction) islemi uygulandi. Reaksiyon iiriinlerinin analizi icin agaroz jel
elektroforezi kullanildi. Total RNA eldesini dogrulamak amaci ile, DK-MG ve C6 hiicre
ekstraktlarinda GAPDH primerleri kullanilarak RT-PCR islemi yapildi.

4.2.1. DK-MG Hiicre Dizilerinde TERT (hTERT), TR (hTR)
ve Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ekspresyonlari

4.2.1.1. DK-MG Hiicre Dizilerinde Telomeraz Revers
Transkriptaz (hTERT) Ekspresyonu

Caligmamizda hTERT ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan ayr1 ayri
alman iicerli 6rneklerin tiimiinde pozitif olarak bulundu. Bu ekspresyona ait bantlar
Sekil 4.10.’da gosterilmistir. hTERT ekspresyonuna ait bantlarin goriintiilenebilmesi

icin RT-PCR isleminde amplifiye edilen bolge 144 baz ciftinden (bc) olusmaktadir.

MARKER

Sekil 4.10. DK-MG hiicre dizilerinde hTERT mRNA’sinin RT-PCR
amplifikasyon iiriinleri (A-J), basta ve sonda marker.
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4.2.1.2. DK-MG Hiicre Dizilerinde Telomeraz RNA (hTR) Ekspresyonu

Caligmamizda hTR ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan ayr1 ayri
alman iicerli 6rneklerin tiimiinde pozitif olarak bulundu. Bu ekspresyona ait bantlar
Sekil 4.11.’de gosterilmistir. hTR ekspresyonuna ait bantlarin goriintiilenebilmesi igin

RT-PCR isleminde amplifiye edilen bolge 125 baz ¢iftinden (b¢) olugsmaktadir.

125 hg
250 by

500 b
50 b

1988 B¢

2000 by

Sekil 4.11. DK-MG hiicre dizilerinde hTR mRNA’sinin RT-PCR
amplifikasyon tiriinleri (A-J), basta ve sonda marker.

4.2.1.3. DK-MG Hiicre Dizilerinde Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) Ekspresyonu

GAPDH, RNA eldesi asamasinin dogrulugunu gostermektedir. Hiicrelerde
GAPDH ekspresyonu pozitif olarak goriildiikten sonra hTERT ve hTR’nin
ekspresyonuna gecilmistir. Eger GAPDH pozitif ¢ikmiyorsa, RNA’nin dogru elde
edilemedigini ve ortamda RNA olmadigin1 gosterir. Calismamizda her bir 6rnege ait
RNA eldesi isleminin dogrulugunu kontrol etmek amaci ile tiim DK-MG o6rneklerinde
GAPDH i¢in RT-PCR islemi gerceklestirilmistir. GAPDH ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve
15. pasajlardan ayr1 ayr alinan iigerli 6rneklerin tiimiinde pozitif olarak bulundu. Bu
ekspresyona ait bantlar Sekil 4.12.°de gosterilmisti. GAPDH ekspresyonuna ait
bantlarin goriintiilenebilmesi i¢cin RT-PCR isleminde amplifiye edilen bolge 567 baz
ciftinden (bg¢) olusmaktadir.
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250 by

300 kg
367 be
750 kg

1000 B¢

1500 bg
3000 b

Sekil 4.12. DK-MG hiicre dizilerinde GAPDH mRNA’sinin RT-PCR
amplifikasyon iiriinleri (A-J), basta ve sonda marker.

4.2.2. C6 Hiicre Dizilerinde TERT (fTERT), TR (rTR) ve
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ekspresyonlari

4.2.2.1. C6 Hiicre Dizilerinde Telomeraz Revers Transkriptaz (rTERT)

Ekspresyonu

Calismamizda rTERT ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan ayn ayr
alman icerli 6rneklerin tiimiinde pozitif olarak bulundu. Bu ekspresyona ait bantlar
Sekil 4.13.de gosterilmistir. rTTERT ekspresyonuna ait bantlarin goriintiilenebilmesi

i¢in RT-PCR isleminde amplifiye edilen bolge 349 baz ciftinden (bc) olugsmaktadir.

Sekil 4.13. C6 hiicre dizilerinde rTERT mRNA’sinin RT-PCR
amplifikasyon iiriinleri (A-J), basta ve sonda marker.
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4.2.2.2. C6 Hiicre Dizilerinde Telomeraz RNA (TR, rTERC)
Ekspresyonu

Calismamizda rTR ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan ayr ayri
alman iicerli 6rneklerin tiimiinde pozitif olarak bulundu. Bu ekspresyona ait bantlar
Sekil 4.14.’de gosterilmistir. TR ekspresyonuna ait bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in

RT-PCR isleminde amplifiye edilen bolge 369 baz ciftinden (b¢) olusmaktadir.

250 g
369 by
500 bg

150 g
1000 by

hof b2

Sekil 4.14. C6 hiicre dizilerinde rTR mRNA’sinin RT-PCR amplifikasyon
tirtinleri (A-J), basta ve sonda marker.

4.2.2.3. C6 Hiicre Dizilerinde Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH) Ekspresyonu

Calismamizda her bir 6rnege ait RNA eldesi isleminin dogrulugunu kontrol
etmek amaci ile tiim C6 orneklerinde GAPDH icin RT-PCR islemi gerceklestirilmistir.
GAPDH ekspresyonu 3., 6., 9., 12. ve 15. pasajlardan ayr1 ayn alinan iigerli 6rneklerin
timiinde pozitif olarak bulundu. Bu ekspresyona ait bantlar Sekil 4.15.’de
gosterilmistir. GAPDH ekspresyonuna ait bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in RT-PCR

isleminde amplifiye edilen bolge 567 baz ciftinden (bg) olusmaktadir.
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RGAPDH

250 kg
e T L L I LI rrrs

T50hg
1000 kg

1500 b}
20000 .

MARKER

Sekil 4.15. C6 hiicre dizilerinde GAPDH mRNA’sinin RT-PCR
amplifikasyon iiriinleri (A-J), basta ve sonda marker.

4.3. DK-MG ve C6 Hiicre Dizilerinde Noronal Hiicre Adezyon Molekiilii
(Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM) Boyamasi

Caligmamizda  siyalik  asidin  baglandifiti = NCAM  molekiiliinii

immunohistokimyasal olarak boyayarak gostermek istedik.

Her iki hiicre dizisinin immunohistokimyasal boyama islemi yapilmadan
onceki goriintiileri alind1 (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.19, Sekil 4.20) ve hiicrelerde
NCAM gozlenmesi i¢in immunohistokimyasal boyama islemi yapildi. Yapilan cift kor
calisma sonucu her iki hiicre dizisine ait tiim pasajlarda hiicre zarlarindaki NCAM
birbirine benzer sekilde boyandi ve pasajlar arasinda herhangi bir farklilik goriilmedi

(Sekil 4.18, Sekil 4.21).
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A

Sekil 4.16. DK-MG hiicrelerinin boyanmamis gortintiisii (Filtresiz A,B)

A B
Sekil 4.17. DK-MG hiicrelerinin boyanmamis gortintiisii (Filtreli A,B)

A I T

Sekil 4.18. DK-MG hiicre zarinda NCAM’1n immunohistokimyasal olarak belirlenen
goriintiisii (A,B).
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A ' B

A B
Sekil 4.20. C6 hiicrelerinin boyanmamig goriintiisii (Filtreli A,B)

B

Sekil 4.21. C6 hiicre zarinda NCAM’in immunohistokimyasal olarak belirlenen
goriintiisii.
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S. TARTISMA

Yapilan bu calismada, glioma hiicre dizilerinde telomeraz aktivitesi,
ilerleyen pasajlarda artis gosterdi, buna paralel olarak TERT ve TR’de pozitif bulundu.

Siyalik asit, telomeraz aktivitesinde oldugu gibi ilerleyen pasajlarda artis gosterdi.
5.1. Telomeraz Aktivitesi

Germ hiicreleri (sperm) ve tamir goren doku, sa¢ folikiilii, barsak kripta
hiicresi, hemapoietik hiicre, kanser hiicresi gibi soma hiicreleri hari¢ diger hiicrelerde
telomeraz  aktivitesi negatiftir (2,4,14,54,74,77,84,92,103,104,105,110,135,141).
Ozellikle kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin pozitif oldugunu gosteren bircok
yaym mevcuttur (4,16,25,49,64,74,92,93,95,97,101,105,118,121,122,136). Kanserde
malignansi derecesi ve agresifligin artmasi ile telomeraz aktivitesi de artmaktadir.
Nitekim bir arastirmaci, 13 malign pankreas timor 6rneginin 11 (%85)’inde telomeraz
aktivitesini pozitif bulurken, 15 bening pankreas tiimor orneginin hepsinde, telomeraz
aktivitesinin negatif oldugunu gostermistir. Bunun sonucu olarak, pankreas
timorlerinde telomeraz aktivitesinin malignansiyi belirlemede, énemli bir parametre
olabilecegini ileri stirmiistiir (56). Malign olup olmadigina karar verilemeyen gogiis
kanserli 62 hastadan, ince igne aspirasyon yoOntemi ile alinan sivida telomeraz
aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 62 6rnegin 50’sinde telomeraz aktivitesinin
arttignt  bulunmustur. Bu sonuca gore yine gogiis kanserlerinin malignansisini
belirlemede %81 dogrulukla, telomeraz aktivitesinin kullanilabilecegi diisiincesi ortaya
konmustur (53). Yapilan bir bagka calismada, telomeraz aktivitesi 12 servikal kanserin
10’unda, 13 endometriyal kanserin 12’sinde, 21 ovarian kanserin 18’inde, 2 tubal
kanserin 2’sinde, 1 vulvar kanserin 1’inde pozitif olarak belirlenmistir. Bu bulgularda
jinekolojik malign tiiméorlerin %88’ de pozitif olan telomeraz aktivitesinin, bu tiimdorlerin
malignansisinin belirlenmesinde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (69). Ovaryum
tiimorlerinde telomeraz aktivitesinin incelendigi bir baska calismada, 25 malign
ovaryum tiimdriiniin 23 (%92)’iinde, 6 borderline malign tiimoriin 1 (%16.7)’inde ve 10
benign tiimoriin 2 (%20)’sinde tesbit edilen telomeraz aktivitesinin malignlesen

timorlerde telomeraz aktivitesinin, digerlerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir
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(93). Yumusak doku tiimorlii 41 Ornekte yapilan bir calismada, telomeraz pozitif
hiicrelerin sadece malign degil, aym zamanda da agresif olduklar1 gosterilmis ve
bolgesel olarak tekrarlayan bu tiimérlerde, telomeraz aktivitesi artis1 ile metastaz
arasinda iliski oldugu goriilmiistiir (128). Malign glioblastomalardan anaplastik
astrositoma (Grade III)’da %45, glioblastome multiforme (Grade IV)’de %89 oraninda
telomeraz aktivitesi belirlenmis olup, telomeraz aktivitesindeki artisin bu tiimorlerin

malignansi derecesini gosterdigi bildirilmistir (65).

Dokularda yapilan cok sayida ¢alismaya karsilik hiicre dizilerinde telomeraz
aktivitesi daha az calisilmistir. Bir ¢calismada, kanserli LN-18, U138MG, U87MG, LN-
428, D247MG, T98G, LN-319, LN-229, A172, U25IMG, U373MG, LN-308 glioma
hiicre dizileri ve normal astrosit TEN hiicre dizisinde telomeraz aktivitesi incelenmistir.
Bu calismada telomeraz aktivitesi secilen 12 glioma hiicre dizisinde pozitif, normal
hiicre dizisinde ise, telomeraz olarak belirlenmistir (130). Oliimsiiz embriyonik
0zofageal epiteliyum hiicre dizisi SHEE hiicre dizilerinde yapilan bir ¢aligmada, ortama
herhangi bir madde verilmeden, ard arda yapilan pasajlar incelenmis ve 31. pasajda
hiicrelerin farklilasarak kanserlesmeye basladigi, 61. pasajda premalignant hiicrelere
doniistiigii ve 85. pasajda giiglii invaziv potansiyel ve tam anlamu ile malign
transformasyon gosterdikleri bulunmustur. Bu ¢alisma ile pasajdan pasaja hiicrelerde
meydana gelen transformasyonun hiicreleri malignansiye gotiirdiigii gosterilmistir
(123). Bu aragtirmalara paralel olarak bizde malign kanser hiicre dizisi olan
glioblastoma hiicre dizilerinin, ilerleyen pasajlarda tesbit ettigimiz telomeraz aktivitesi
ve siyalik asit artisina bakarak, malignansi derecesinin arttigini sdyleyebiliriz. Ancak bu
artis, her iki tiimor hiicre dizisinin ara pasajlarinin bazilarinda diisiis gosterdi. Bu
sonucumuza uyumlu olarak, kiiltiire edilen LE/2, LE/6 ve WB-F344 sican hepatik stem
benzeri epiteliyal hiicre dizilerinden, WB-F344 hiicre dizileri, kimyasallarla
kanserlestirilerek 140 pasaj boyunca rastgele secilen 8 pasajda telomeraz aktivitesi
Olciilmiistiir. Bu dlctimlerde telomeraz aktivitesinin siirekli artmayarak aralarda diisiisler
gosterdigi tesbit edilmistir. Telomeraz aktivitesinde dalgalanma olan pasajlarin tiimiinde
TERT ve TR pozitif bulunmustur. Telomeraz aktivitesinde kaydedilen diisiislerin sebebi

olarak, kiiltiirdeki hiicrelerde meydana gelen transformasyonlar gosterilmistir (98).
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Calismamizda ve farkli hiicre dizilerinde yapilan diger c¢aligmalarda
goriildiigii  gibi telomeraz aktivitesi gittikce artmakla birlikte dalgalanmalar
gostermektedir. Telomeraz aktivitesinde goriilen bu dalgalanmalar glioblastoma
tedavisinde kullanilmasi planlanan ila¢ ya da bitki ekstresi etkinliginin arastirilmasinda,
arastirmaciy1 yaniltabilir. O nedenle bu arastirmalarda telomeraz aktivitesinin yaninda

baska parametrelere de bakilmasi daha aydinlatici olabilir.
5.2. Siyalik Asit (NANA)

Embriyonik gelisim sirasinda, yeni doku ve organlarin olugmasi,
yetigkinlerde ise, hafizada gorevli hiicrelerde, yenilenen beyin hiicrelerinde ve tiim
kanserli hiicrelerde siyalik asit miktarlarnn yiiksekken, diger hiicrelerde normal

diizeylerdedir (4,11,21,29,39,114,129,131,139).

Gastrointestinal sistem kanserli olan 50 ve kontrol olarak kullanilan 20
saglikli insan serum siyalik asit diizeylerinin arastirildigi bir calismada, kanserli
hastalarda siyalik asidin kontrollere gore anlamli bir artis gosterdigi tesbit edilmistir
(10). Malign 21ve benign 19 akciger kanserli hastanin serum ve brongioalveolar lavage
(BAL) sivisinda siyalik asit diizeylerinin 6l¢iildiigii bir diger ¢alismada, serum ve BAL

orneklerindeki siyalik asit diizeylerinin kontrole gore yiiksek oldugu bulunmustur (57).

Primer tiimorlii 37, niiks larinks kanserli 8 hastanin kan 6rneginde siyalik
asit seviyelerine bakilmis, sonucta her iki kanser tipinde de siyalik asidin arttig1 ve bu
artisin niiks vakalarinda daha belirgin oldugu tesbit edilmistir. Yine aym1 ¢alismada
siyalik asit degerlerinin ameliyat oncesi yiiksekken, ameliyattan 1 ay sonra diismeye
basladig1 ve 3 ay sonra da kontrol degerlere yaklastigi gozlenmistir (100). Bir baska
arastirmaci, 76’s1 yeni kanser teshisi konmus, 113’ii niiks etmis ve 63 saglikli olan
kisilerden olusturulan calismasinda, saglikli grup hari¢, diger iki grupta serum siyalik

asit seviyesinin arttigin1 bulmustur (35).

50 kontrol ve 43 bag-boyun kanserli hasta ile yapilan bir ¢caligmada, kanserli
hastalarda siyalik asit seviyelerinin kontrole gore arttigi, ayrica malignlerde bu artisin

daha fazla oldugu ve histolojik goriiniimiin de bunu destekledigi tesbit edilmistir (7).
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Metastaz1 olan 35 ve metastaz1 olmayan 25 kolorektal kanserli hasta ile 20
kontroliin serum siyalik asit diizeylerinin oOl¢iildiigi bir calismada, metastazi olan
grubun siyalik asit diizeyinin, metastazi olmayan gruba ve kontrol grubuna goére, daha

yiiksek oldugu tesbit edilmistir (129).

Yapilan literatiir aragtirmasinda, ¢alisma materyalimiz olan C6 glioma hiicre
dizisinde siyalik asit ol¢limii yapilan herhangi bir ¢calisma tesbit edilemedi. Siyalik asit
Olctimii yerine, siyalik asit belirleyicisi olarak sialiltransferaz enzim aktivitesine bakilan
bir caligmada neuro-2A mouse neuroblastoma hiicreleri, C6 rat glioma hiicreleri ve
H41le rat hepatoma hiicre dizileri kullamilmistir. Bunlarin hepsinde, siyalik asit
diizeyinin yiiksek oldugu belirlenmistir (24). Biitiin bu calismalardan anlagilmaktadir ki,

kanser tiirlerinin hepsinde, siyalik asit miktarinda artis vardir.

Yaptigimiz literatiir taramalar1 bugiine kadar, glioma hiicre kiiltiiriinde,
siyalik asit miktarinin pasajdan pasaja nasil degistigini gosteren bir caligmanin da
olmadigin1 ortaya koymustur. Yaptigimiz bu calismada glial tiimor hiicre dizilerinin
ilerleyen pasajlarinda, siyalik asit miktarinin giderek arttigi tesbit edilmis ve bu artigin
telomeraz aktivitesine gore daha diizenli oldugu ortaya konmustur. Bu sonuglara gore
kanser tedavisinde, telomerazin aktivitesi yaninda, siyalik asit miktarinin da tesbiti
kullanilan ilag veya bitki ekstrelerinin ne derece etkili oldugu konusunda yardimci

olabilir kanisindayiz.
5.3. TERT ve TR ekspresyonlari:

Calismamizda telomeraz aktivitesini desteklemek i¢in kullandigimiz TERT
ve TR ekspresyonlari, cesitli tiimor dokularinda ve hiicre dizilerinde incelenmistir.

Yapilan bu ¢alismalart incelersek;

6 farkli malign glioma hiicre dizisi kullanilan bir calismada, insan malign
glioma (U87-MG, A172, T98G, U373-MG@G, U251MG, GB-1) ve normal fibroblastlarda
(MRCS) hTERT ekspresyonu arastirnlmistir. MRCS5’te  hTERT ekspresyonu
goriilmezken, tiim malign glioma dizilerinde goriilmiistiir (65). Noroblastomali 40

hastadan alinan doku ile yapilan bir caligmada, yiiksek telomeraz aktivitesine paralel
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hTERT ekspresyonu gozlenmistir (%100). Bu arastirmada mRNA izolasyonunun
dogrulugunu test etmek icin, GAPDH ekspresyonu kullamilmistir (52). Bir bagka
calismada, degisik tiplerdeki gliomalarda telomerazin rolii incelenmistir. Calismada
kanserli LN-18, U138MG, U87MG, LN-428, D247MG, T98G, LN-319, LN-229, A172,
U251MG, U373MG, LN-308 dizileri ve normal TEN astrosit dizisi kullanilmuistir.
Telomeraz aktivitesi secilen 12 glioma hiicre dizisinde goriiliirken, normal olan dizide
degisim goriillmemis ve bu dizilerde hTERT ekspresyonu pozitif olarak bulunmustur
(130). Insan glioblastoma hiicre dizilerinde tesbit ettigimiz hTERT sonuglar1 bu

caligmalarin sonuglari ile uyumlu olarak bulunmustur.

Beyin tiimorlerinde yapilan bir baska ¢alismada, 1 pilositik astrositoma (I), 7
oligo-astrositoma (II), 1 anaplastik astrositoma (III) ve 11 glioblastoma (IV)’da ve
normal plasentada telomeraz enzimi pozitif bulunurken, kalp yetmezliginden olen bir
kisinin beyin dokusunda telomeraz negatif bulunmustur. Aym arastirmada, telomer
boyu ve hTR ekspresyonlarina da bakilarak telomerazin varligi desteklenmistir (91).
Bizde calismamizda insan glioblastoma hiicre dizilerinde hTR’yi pozitif olarak tesbit

ettik.

Cocukluk c¢agr losemilerinde (8 akut 10semili hastada), telomeraz
aktivitesinin yiiksek bulundugu bir calismada, tedavi doneminden sonra telomeraz
aktivitesinin kontrollere yaklastig1 gézlenmistir. RT-PCR yontemi ile bakilan hTERT ve
hTR ekspresyonu tedavi oncesi tiim orneklerde goriilmiis, bu ekspresyonlar tedaviden
sonra kaybolmustur (82). Non-Hodgkin’s lenfomali (HG-NHL) 31 hastada hTERT,
hTR (hTERC) ve telomeraz aktivitesi arasindaki iligskinin arastirildig1 bir calismada, non
Hodgkin’s lenfomalarda hTERT ve hTR ekspresyonlar1 pozitif bulmustur (80). Bu
sonuclar ¢alistifimiz insan glioblastoma hiicre dizilerindeki hTERT ve hTR sonuglar

ile uyumluluk gostermektedir.

Holzmann (2003) arastirmasinda, sican kalp, testis, karaciger, dalak, beyin
bobrek, iskelet kasi ve akciger kanser hiicre dizilerinde ilk defa belirledigini soyledigi,

rTERT, rTR (fTERC) ve GAPDH ekspresyonlarinin pozitif oldugunu bildirmektedir
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(55). Biz de calisgmamizda sigan C6 glioma hiicre dizilerinde, bu calismada oldugu gibi

rTERT, rTR ve GAPDH ekspresyonlarin1 pozitif olarak belirledik.

5.4. Noronal Hiicre Adezyon Molekiilii (Neural Cell Adhesion Molecule,
NCAM)

Birgok siyalik asidin bir araya gelmesi ile olusan polisiyalik asit (PSA)’ler,
omurgalilarin  beyin  hiicre zarmma lokalize olan NCAM’lara  baglanir
(1,4,11,57,68,114,117). Biz de c¢alismamizda DK-MG ve C6 hiicre dizilerinde
NCAM’1n varligim gosterdik.
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6. SONUC
Caligmamizin sonucunda;

1. DK-MG ve C6 hiicre dizilerinin her ikisinde de telomeraz aktivitesi

ilerleyen pasajlarda dalgali bir artig gdstermistir.

2. Her iki hiicre dizisinde telomeraz aktivitesinde goriilen dalgali artig

yerine siyalik asit miktar1 daha diizenli bir artig gostermistir.
3. Tiim pasajlarda TERT ve TR ekspresyonlari pozitif olarak bulunmustur.
4. Hiicre zarinda NCAM’1n varligi her iki hiicre dizisinde gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, calismamizda glial tiimor hiicre dizilerinin ilerleyen
pasajlarinda telomeraz aktivitesi ve siyalik asit miktarinin giderek arttifini tesbit ettik.
Simdiye kadar ayn ayrn degerlendirilen bu iki parametreden, Ozellikle siyalik asit
miktarinin bilinmesi ve bunlarin birlikte degerlendirilmesi glioma veya diger kanser
cesitlerinin durumunu belirlemede yapilan tetkikleri destekleyecektir. Ayrica tedavide
kullanilan ya da kullanilmasi planlanan ilaglarin veya bitki ekstrelerinin, timoriin
seyrine uygun etkili dozunun belirlenmesinde yardimci olacagi kanisindayiz. Telomeraz
aktivitesi ve siyalik asidin birlikte degerlendirildigi yeni ¢aligmalarin yapilmasi bu

konuyu daha da aydinliga kavusturacaktir.
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