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OZET

Amag:  Total parenteralniitrisyon  (TPN)  gastrointestinal  sistemin
kullanilamadig1 durumlarda hayati fonksiyonlarin devamai i¢in gerekli olan substratlarin
periferik veya santral vendzkompartmana verildigi bir tekniktir. TPN’un kullanimi ile
cerrahi islemler sonucunda mortalite Onemli Olgiide azalmistir. TPN uygulamasi
sirasinda gelisen komplikasyonlar 6nemli bir mortalite nedeni olarak ortaya ¢ikmustir.
Hepatobilier disfonksiyon ve sepsis, lizerinde en fazla durulan ve pek c¢ok arastirma
yapilan en 6nemli komplikasyonlardir.

Telomerler bir¢ok biyolojik fonksiyonun pargasidir. DNA tahribinin taninmast,
uc uca fiizyonu ve rekombinasyonundan kromozomlari korur. Kromozomlarin tam
cogalmasi icin bir arag olarak iglev goriir. Cekirdek i¢indeki kromozomlarin fonksiyonel
organizasyonuna katkida bulunur. Genifadesinin diizenlenmesinde rol oynar, hiicrelerin
cogalma kapasitesini kontrol eder ve yaslanmaya girmeleriyle ilgili bir molekiiler saat
olarak hizmet goriir. Yaptigimiz deneysel calisma; TPN uygulamasi yapilan tavsanlarin
gonad dokularindaki yaglanmaya olan etkisini arastirmakti.

Materyal ve Metod: Calismada ayni yasta ve esit sayida erkek ve disiden
olusan, her biri ortalama 2600 + 500 gr agirliginda toplam 42 adet yeni Zellanda tavsani
kullanildi. Tavsanlar, indnii Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin edildi.
Calisma igin Inonii Universitesitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
onay alindi. 12 saat gilindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde 23°C de deney ortami
hazirlandi. Tavsanlar deneyden Once ve sonra tartildilar.

Toplam 42 adet tavsan 3 gruba ayrildi. Her grupta 14 tavsan vardi. Birinci ve
ikinci gruptaki tavsanlara santral vendzkateter yerlestirildi. Birinci gruba 10 giin TPN
verilirken ikinci grupda ki tavsanlaralQ giin 50 cc/kg/glin serum fizyolojik verildi.
Kontrol gruptaki 14 adet tavsana herhangi bir islem uygulanmadi. Caligma siiresince
gruplarda yer alan tavsanlarin hepsinin oral beslenmesine ve su igmelerine izin verildi.
Deney peryodu sonunda testislerinden ve overlerinden 6rnekler alindi ve tavsanlar
sakrifiye edildi. Hemotoksilin&eosin boyas1 ile boyandi ve Telomeraz reverse
transcriptaz ekspresyonu i¢in immunohistokimyasal boyama yapildi.

Istatiksel analiz SPSS Version 12 kullanilarak yapildi. Quantitative data
Standard deviasyon (SD)+/- araciligi ile sunuldu. Qualitative data ylizde ve say1 olarak

sunuldu.
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Bulgular: TERT aktivitesi agisindan TPN, Serum Saline ve kontrol gruplar
arasinda anlamli bir fark vardi (p<0.05). Coklu karsilastirmalarda ise Gonad doku
kesitlerinde TPN verilen gruptaki TERT aktivitesi Serum Saline ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 6nemli bir artis gosterdigi tespit edildi.

Sonu¢: TERT aktivitesi kontrol grubunda ve serum saline grubunda mevcut ve
TPN grubundan daha diisiikk olarak bulundu. Mevcut bulgularla TERT aktivitesindeki
bu artisla TPN nun hiicre yaslanmasin1i gonad doku hiicrelerinde deneysel olarak
azalttigin1 tespit ettik. Daha once yapilmis olan caligmalarda TPN’un apopitozisi
mitokondrilerdeki membran permeabilitesini artirarark indiikledigi tespit edilmis olsa
da, biz TPN ‘un gonad hiicre ¢ekirdeginde telomer kinetikleri iizerine olumlu etkiye
sahip oldugu saptadik.

Anahtar kelimeler: Total parenteral nutrisyon, telomeraz reveres transkriptaz,

over, testis.
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ABSTRACT

Aim: Total parenteral nutrition (TPN) is a technique where the substrates
required for the maintenance of vital functions are released into the peripheral or central
venous compartment in cases where the gastrointestinal system can not be used. By th
euse of TPN, mortality rates were significantly reduced in surgical procedures.

Complications that arise during TPN administration have emerged as a
significant cause of mortality. Hepatobiliary dysfunction and sepsis are among the most
important complications that were predominantly investigated and several studies have
been conducted on these complications.

Telomerase is a component of several biological functions. It preserves the
chromosomes from the identification of DNA damage, end-to-end fusion and
recombination. It acts as a mediator in the full proliferation of chromosomes. It
contributes to the functional organization of the chromosomes in the nucleus. It plays a
role in the regulation of gene expression, controls the cellular proliferative capacity and
serves as a molecular clock related to senescence.

The aim of the present empirical study was to investigate the impact of TPN
administration on ageing in rabbit gonad tissues.

Material and Method: 42 New Zealand rabbits that were at the same age and
included equal number of males and females, each weighing 2600 + 500 gr, were used
in the study. The rabbits were obtained Inonu University Experimental Research Center.
The study was approved by the of Inonu University Faculty of Medicine, Experimental
Animals Ethics Committee. The experiment environment was designed at 23 santigrad
degrees, with 12 hours day light and 12 hours darkness. Rabbits were weighed before
and after the experiment.

Forty-two rabbits were divided into 3 groups. 14 rabbits in each group. Central
venous catheters were applied to the rabbits in the first and second groups. TPN was
administered to the first group for 10 days, the second rabbits were administered to 50
cc/kg/day saline for 10 days. No treatment was administered to 14 rabbits in the control
groups. During the study, oral feeding and water were provided for all the rabbits in the
groups. At the end of experiment, gonad and ovary tissue sample were obtained and the
rabbits were sacrificed. The samples were stained with Hemotoxylin & eosin and the
immunohistochemicl staining was conducted for telomerase reverse transcriptase
(TERT) ekspression.



Statistical analysis was conducted SPSS Version 12. Quantative data were
presented via Standard deviation (SD)+/-. Qualitative data was presented as percentages
and counts.

Findings: A significant difference was determined in TERT ativity between
TPN, Serum Saline and control groups (p<0.05). In multiple comparisons, it was
observed that TERTactivity in the gonad tissue sections in the TPN group significantly
increased when compared to Serum Salin and the control group.

Results: It was determined that TERTactivity was lower in the control group
and in the serum saline group when compared to the TPN group. The study findings
demonstrated that TPN decreased cell senescence in gonad tissue cells experimentally
based on the increase in TERT activity. Although it was observed in previous studies
that TPN caused the same impact by increasing the apoptosis and membrane
permeability in mitochondria, we identified that TPN had a positive effect on telomeres
kinetics in gonad cell nuclei.

Key Words: Total parenteral nutrition, telomerase reverse transcriptase, over,

testis.
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1. GIRIS

Total Parenteral Niitrisyon (TPN); gastrointestinal sistemin, susama ve acikma
ile ilgili santral regulatér mekanizmalarin devre disi birakilarak, hayati fonksiyonlarin
ve anabolik ortamin devami i¢in hastanin gereksinimi olan su, protein, karbonhidrat,
lipit, elektrolit, vitamin ve eser element gibi substratlarin uygun preperatlar halinde
periferik veya santral vendz kompartmana verilmesi ile yapilan bir beslenme teknigidir
(1). Birgok cerrahi veya tibbi patolojide ¢ok sik ihtiya¢ duydugumuz bir tedavi ve
beslenme yontemidir.

Telomerler, kromozomun bas ve son kisminin ilerleyisini stabilize eden DNA-
protein kompleksidir (2). Bir hiicrenin ne kadar boliinecegini mevcut telomer uzunlugu
gosterir. Her boliinmede telomer kisalir, telomeri progresif olarak kisalmig hiicre yash
konuma gecer ve boliinemez (3). Telomeraz bir riboniikleoprotein kompleksidir (4).
Telomeraz reverse transkriptaz (TERT) telomeraz kompleksinin katalitik kompenentidir
ve telomeraz aktivitesinin hiz sinirlayici faktoriidiir (5).

Bu deneysel c¢alismada; TPN uygulanan tavsan gonad hiicrelerinde
immiinohistokimyasal olarak dokulardaki TERT diizeyi ile telomeraz aktivitesini
arastirdlk ve TPN’ un telomer dinamiklerini etkileyerek TERT aktivitesini nasil

etkiledigini arastirdik.



2.GENEL BILGILER

2.1. TOTAL PARENTERAL NUTRISYON

Total parenteral niitrisyon; gastrointestinal sistemin, susama ve acikma ile ilgili
santral regiilatuar mekanizmalarin devre dis1 birakilarak, hayati fonksiyonlarin ve
anabolik ortamin devami i¢in hastanin gereksinimi olan su, protein, karbonhidrat, lipid,
elektrolit, vitamin ve eser element gibi substratlarin uygun preparatlar halinde periferik
veya santral vendz kompartmana verilmesi ile yapilan bir besleme teknigidir (1).

Parenteral beslenmenin tarihgesi 1665°de Sir Christopher Wren’in kdpeklere
intravendz yoldan sarap vermesiyle basladigi kabul edilir (6). Helfrick ve Abelson
tarafindan1940’11 yillarda bugiinkii sekliyle olmasa da parenteral beslenme tanimlanmas,
ancak klinik uygulama alanma 19701i yillarda girebilmistir (7). Ilk dénemlerde verilen
aminoasitlerin anabolize olmasi ve yeterli kalorinin saglanamamasi nedeniyle, enteral
yoldan beslenemeyen hastalara yiiksek konsantrasyonda dekstroz igeren sivilar
verilmistir. Bu sivilarin periferik venlerin endotelini zedeleyerek, tromboflebite neden
oldugu diistinlilmiis. Bunun iizerine sivi hacmi artirilarak, ayni miktardaki sekerin daha
diliie bir siv1 iginde verilmesine ¢alisilmistir. Bu yaklasim sonucunda da, hastalarda
akciger 0demi, kalp yetmezligi veya periferal 6dem gibi komplikasyonlar oldugu
goriilmiistiir (7). Daha sonra, sivi miktar1 sabit tutularak kalori miktarinin artirilmasina
diisiniilmiis ve parenteral sivilara 1 grami 5-6 kcal iceren etanol eklenmis ancak
etanoliinde, hepatotoksik oldugu  goriilmiistiir. Parenteral beslenmeye yag
emiilsiyonlarimin ilk kez katilmas1 1869 yilinda Menzel ve Perco tarafindan deneysel
olarak yapilmistir (8). Yag emiilsiyonlar: insanlarda yaklasik yiizyil sonra 1950 ‘lerde
kullanilmaya baslanmistir. ABD’de Lipomul adli ilk yag emiilsiyonu insanlarda
kullanilmis; ancak toksik etkileri nedeniyle kisa siire i¢inde piyasadan toplatilmistir.
Wretlind, 1962 yilinda soya fasiilyesinden elde ettigi yag emiilsiyonlarinin yeniden
kullanim alanina girmesi ile hastalara istenilen miktarda kalorinin verilmesi
saglanmistir. Parenteral beslenme bugiinkii popularitesini, enteral yoldan yeterince
beslenemeyen bebeklerin intravendéz aminoasit ve hipertonik glukoz sivilan ile kilo
alabilecegini ve biiyiiyebilecegini gosteren Dudrick ve arkadaslarina borgludur (8).

Parenteral beslenme sivilarinin siiperior vena kava gibi biiyiik santral venler

icine verilebilmesini saglayan kateterlerin liretilmeside parenteral beslenme konusunda



onemli bir gelisme olmustur. Bu sayede konsantra sivilarin komplikasyonu olan
tromboflebit insidans1 azalmistir (8).

Total parenteral niitrisyon uygulamasi ile pediatrik yas grubu ve ozellikle
yenidoganlarda mortalite ve morbidite 6nemli derecede azalmistir. Bununla beraber bu

yontem pahali, invazif, fizyolojik olmayan ve birgok yanetkisi olan bir yontemdir (9).
2.1.1. Total Parenteral Niitrisyon Endikasyonlari

Pediatrik hastalarda TPN endikasyonlar1 Tablo 1°de gosterilmistir (10,11). Total
parenteral niitrisyon; multipl gastrointestinal fistiiller, kisa barsak sendromu, agir Crohn
hastaligt ve renal yetmezlikte primer tedavi yoOntemiyken, inat¢1i diare ve

malniitrisyonda, kanser, Ssepsis, yanikve konjenital gastrointestinal anomalili hastalarda

destek tedavisidir (12-15).
2.1.2. Total Parenteral Niitrisyon Uygulama Yolu

Parenteral beslenme uygulanan hastalar da sivilar ¢esitli yollarla verilebilir.
Engok kullanilanlar periferal venlereve santral venlere yapilan uygulamalardir. Periferal
venler 10-14 giinden daha kisa siiren parenteral beslenme uygulamalarinda kullanilir.
Periferal venlere takilan kateterler 2-3 giinde bir degistirilmelidir, degistirilmedigi
durumlarda soliisyonun ven disina sizmasina bagli inflamasyon ve cilt nekrozu gibi
ciddi komplikasyonlara neden olabilir (7).

Santral vendz parenteral niitrisyon uygulamasi 14 giin’den daha uzun siire
parenteral beslenme uygulanacak hastalarda kullanilir. Bunun igin iki tip kateter
kullanilir (7). “Broviac” tip kateterler silastik yapidadir, eksternal juguler ven, internal
juguler ven basilic ven veya safen ven gibi bir ekstremite venine ‘“‘cut-down”
uygulamasi seklinde cilt alt1 tiinel hazirlanarak takilir. Broviac tip kateterlerde lokal
veya genel anestezi gereklidir (7).

Parenteral niitrisyon uygulamasin da kullanilan diger bir santral kateter de
perkiitan intravendz kateterlerdir. Bu kateterler cocuk ve erigkinler tarafindan son
derece iyi tolere edilirler. Bu kateterlerde internal juguler venlere, subklavian vene,
femoral venlere minimal sedasyon altinda yerlestirilir. Perkiitan kateterlerin infeksiyon
gelistirme ihtimali de daha diisiiktiir (14). Kateter giris bolgesine her giin pansuman
yapilmalidir. Inflizyon setleri, mikroorganizmalarla kontamine olmamas1 ve kalsiyum
partikiillerinin birikmemesi i¢in 72 saatte bir degistirilmeli ve setlerin ucuna millipore

filtresi takilmalidir. Lipid verilen set 24 saatte bir degistirilmelidir (7).



Kateterlerin bakimi ve kullanimu titizlikle yapilmali ve temizlige son derece

onem verilmelidir. Bu sekilde infeksiyon ve sepsis gelisimi onlenebilir (14).

Tablo 1. Pediatrik yas grubunda TPN endikasyonlar1 (11).

Cerrahi Gastrointestinal Hastaliklar
-Gastrosizis, omfalosel
-Trakeodzefageal fistiil
-Multipl intestinal atreziler
-Mekonyum ileus ve peritonitler
-Malrotasyon ve volvulus
-Enterokolitli Hirschsprung Hastalig1
-Diafragma hernisi, ekstrakorporeal membrandz oksijenasyon (ECMO), Diigiik dogum agirlikli
bebekler
-Asfiksik bebekler, respiratuvar distres sendromu
-Cok diisiik dogum agirlikli bebekler,
Inflamatuar barsak hastaliklari
-Crohn hastaligy, iilseratif Kolit
Bebeklerin inatg1 diareleri
Kronik idiopatik intestinal psddoobstriiksiyon sendromlar1
Kisa barsak sendromu
Agir akut alimenter hastalik
-Pankreatit
-Psddomembrandz kolit
-Nekrotizan enterokolit
Agir malabsorbsiyon
-Idiopatik villoz atrofi
Gastrointestinal fistiiller
Hipermetabolik durumlar
-Agir yanik ve travma
Renal yetmezlik
Malignensiler
-Ozellikle abdominal irradiasyon alanlar (radyasyon enteriti)
-Agir bulant1 ve intestinal disfonksiyona neden olan kemoterapi
Kemik iligi ve organ transplantasyonlar1
Spesifik durumlar ve nadir hastaliklar

-Anoreksia nervoza, kistik fibrozis, kardiak kaseksi, sepsis, silotoraks yetmezlik




2.1.3.Total Parenteral Niitrisyon Sivilarinin Kompozisyonu

Parenteral beslenmede kullanilan sivilar glukoz, aminoasit, yag emiilsiyonu,
elektrolit, mineral, vitamin ve eser elementleri igerir.

Parenteral beslenmeyle verilecek kalori miktari: 10 kg’a kadar 100-120
kcal/kg/giin, 10-20 arasi, ilk 10kg icin 1000+50 kcal/kg/giin, 20kg iistliinde ise, 1500-
1700 kcal/glindiir (16).

Ideal bir parenteral beslenme sivisiin 1 mililitresinde 1 kcal olmalidir. %20°lik
glukoz soliisyonlarinin 1 mililitresinde ancak 0.68 kcal vardir. Parenteral sivilardaki
monohidrat glukozun 1 grami 3.4 kcal saglar. Yiizde 10’luk yag emiilsiyonlariin 1
mililitresinde 1.1 kcal, %20’lik yag emiilsiyonlarinin ise 1 mililitresinde 2.2 kcal enerji
vardir. Bu nedenle tek basina sekerli sivilarla hastaya ihtiyag olan kalorinin
verilebilmesi ancak verilecek sivi hacminin yliksek tutulmasi ile miimkiin olur. Bu
sorun beslenme sivilari i¢ine yag emiilsiyonlarinin eklenmesi ile ¢oziimlenebilir (7).

Sivi

Parenteral beslenme sivilart her 1 kcal’e karsihlk 1 ml veya 1500-1700
ml/m?/giin su igermelidir. Bebek ve gocuklarda alman sivilarin %50’si bobrekler, %3-
10’u sindirim kanali yoluyla ve %40-50’si de hissedilmeyen kayip seklinde viicuttan
atilir. Giinliik alinan sivinin %0.5-3"1 kadar viicutta kalir (14).

37 derecenin iizerindeki, her bir derecelik 1s1 artisi i¢in su miktarini%]12, yanikli
hastalarda yanigin genisligi ve derinligine gore, idame su gereksiniminin %100’{ine
kadar, sepsiste %40-50, biiyiik ameliyatlar ge¢irmis hastalarda %20-30 kadar artirilmasi
gerekir (7).

Glukoz

Hem enteral hem de parenteral beslenmenin 6nemli G6gelerinden biri olan
karbonhidratlar {i¢ sekilde bulunurlar: monosakkaritler, disakkaritler veya bunlarin
kompleks formudur. insan metabolizmasi, yeterince karbonhidrat alamadig1 durumlarda
yag depolarint ve aminoasitleri sekere c¢evirebilme yetenegine sahiptir. Katabolik
durumlarda bu metabolik faaliyetler arzu edilmemektedir. Bu nedenle protein
depolarinin  korunmas1 amaciyla parenteral beslenme sivilari ig¢inde yeterince
karbonhidrat bulunmasi sarttir. Parenteral beslenme sivilari i¢cinde yer alan karbonhidrat
ve yaglardan saglanan enerji sayesinde aminoasitlerin glukoza déniigmesi yerine protein
sentezine katilmasini saglayarak, kas yikimini ve {ire yapimini azaltirlar. Santral sinir

sistemi, eritrositler, retina, renal parankim ve intestinal mukoza glukozu enerji kaynagi



olarak dogrudan kullanirlar. 4 saat aclik sonrasi, 8-12 saat boyunca viicudun enerji
gereksinimi  karacigerde depolanmig olan glikojenden saglanir. Yenidoganlarin
karaciger glikojen depolari daha sinirli oldugundan, daha kisa siireli agliklarda bile
kolayca hipoglisemiye girebilirler (17).

Sagliklt bir ¢ocugun toplam kalori gereksiniminin %40-45’1 karbonhidratlar
tarafindan kargilanmalidir (17).

Glukoz konsantrasyonu %>5’in {istiinde olan parenteral sivilar hipertoniktir.
Prematiire bebeklerde, parenteral beslenmeye, dnce %10 glukoz igeren sivilarla baglanir
ve daha sonra artirilir. Prematur bebeklerin hipertonik glukoz solusyonlarina karsi
insulin cevab1 yeterli degildir. Daha biylik ¢ocuklarda glukozlu sivilarin
konsantrasyonu %20-25¢ kadar artirilabilir. Hipertonik glukoz infiizyonunun en 6nemli
komplikasyonu, hastanin soka dahi girmesine neden olabilen hiperosmolar diiirezdir.
Ayrica agir1 karbonhidrat alinmas1 kompleman sistemi inaktive ederek immdiin sistemin
cokmesine neden olabilir (14).

Sivi haldeki 1 gr glukoz 3.4 kcal/gr enerji verir. Normalde 6.25 gr proteinden 1
gr nitrojen agiga cikar. Proteinlerin enerji olarak tiiketilmesini engellemek i¢in verilen
her 1 gram nitrojene karsilik 135-150 kalorilik glukoz ve yag verilmelidir (18).

Protein

Gilinliik enerji gereksiniminin %15’ proteinlerden karsilanmalidir. Nitrojen
bebeklerin viicut agirliginin %2’sini, eriskinin ise viicut agirliginin %3’iinii meydana
getirir. Viicut nitrojenindeki artis biiylik oranda ilk bir yas ig¢inde olur. Bu nedenle,
yenidogan ve siit ¢ocuklarinin protein ihtiyaci yetiskinlerden daha yiiksektir. Biiylime,
hiicresel onarim, yaralarin iyilesmesi, vitamin ve enzimlerin sentezi i¢in pozitif nitrojen
dengesi iginde olmak zorundadir (19).

Erigkin stabil hastalarin gilinliik almasi1 gereken protein miktar1 1.5 gr/kg/giin
iken, kritik hastalarda bu oran 2.5 gr/kg/giin’dii (19). Saglikli bir yenidoganin almasi
gereken protein miktar1 2-2.8 gr/kg/glin’diir (20). Amerikan Pediatri Akademisinin
onerisine gore 1800 gr’dan daha diisiik agirlikli bebeklere verilmesi gereken giinliik
protein miktar1 enteral yoldan 3.5-4 gr/kg, parenteral yoldan da 3 gr/kg’dir (21).

Parenteral beslenme sivilarina protein kaynagi olarak veya plazma kolloidal
basincini idame ettirmek amaciyla albiimin de eklenebilir (7).

Lipidler

Enteral beslenmenin yapilamadigi hastalarda yasami kurtaran bir strateji

olmasma ragmen total parenteral beslenme, yiiksek enfeksiydoz komplikasyonu
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nedeniyle ciddi problemleri olan bir uygulamadir (22). Cogunlukla bu enfeksiyonun
giris yeri verilis yolundaki kateterdir (23). Buna ek olarak klinik ve deneysel pek ¢ok
calismada TPN igerigindeki lipidlerin immiin sistemde olusturdugu bozuklugunda bu
komplikasyonun gelismesinde temel rol oynadig ileri stiriilmustiir (24).

Klinik olarak ilk lipid emiilsiyonu 1960 da soya yagindan elde edilen uzun
zincirli yag asitlerinin (LCT) kullanimi ile baglamistir. Bu LCT emiilsiyonu baglica
¢oklu doymamis yag asidi (Polyunsatured fatty acids, PUFA), biiyiikk miktarda a-
linoleik asit ve arakidonik asit prekiirsorlerinden olusmaktayd: (25). Yiiksek oranda
doymamis yag asiti igeren LCT‘nin kullanimi sirasinda inflamasyon oncesi olusan
eikozanoid iirtinleri arakidonik asid ve ondan iiretilen prostonoidlerin ve l6kotrienlerin
yapiminin bozuldugunun farkedilmesi lipid kullanimi sirasinda immiin sistemde bir
bozukluk olustugundan siiphelenilmesine neden olmustur. 1980 yilindan itibaren uzun
zincirli ve orta zincirli yag asitleri ((medium-chain triglycerides)(MCT)) karigimi
kullanilmaya baslanmistir. Ayrica LCT ve MCT’nin esansiyel yag asitleri ile birlikte
verilmedigi durumlarda tamamen metabolize olmayip metabolik artiklarinin biriktigi
gosterilmistir (26). Bu artiklarinda metabolize edilerek ortadan kaldirilabilmesi igin
sentetik yapili lipidlerin LCT ve MCT ile birlikte verilmesi gerektigi one siirtilmiistiir.
Bunun iizerine sentetik yapilt lipidler LCT ve MCT’nin esterifiye edilmesiyle elde
edilmis ve gliserol adiyla kullanilmaya baglanmistir (27).

Gilinlimiizde bu emiilsiyonlarin i¢ine PUFA, zeytinyagi, tekli doymamis yag olan
oleik asid veya balik yag:1 da katilmaktadir. Bu soliisyonlardaki PUFA proinflamatuar
sitokinlerin yapiminm1 saglamakta ve oksidatif streste reaktif oksijen radikallerinin
yapimini azaltmakta ve peroksizom proliferasyonunu aktive eden reseptorlerin down-
reglilasyonunu saglamaktadir (25).

Giinlimiizde lipid emiilsiyonlarinda LCT, MCT, zeytinyag1 ve balik yag1 birlikte
verilmektedir (25).

Uzun Zincirli Trigliseridler

Uzun zincirli trigliseridler ¢ok sayida n-6, n-3 baglar igerirler ve sepsis, travma
gibi klinik durumlarda proinflamatuar eikozanoidlerin fazladan yapimina neden olurlar
(28).

Ayrica l16kosit fonksiyonlarini hiicre membranindaki sivi igerigini veya hiicre i¢i
sinyalin iletimini degistirerek kontrolsiiz bir inflamatuar yanita neden oldugu da iddia
edilmistir (29). Ancak LCT’nin ¢ok 6nemli 16kosit fonksiyonlarini olumsuz yonde

etkilemedigine dair pek ¢ok yayinda literatiirde bulunmaktadir (30).



LCT kanda nétrofillerin membran ylizeyindeki aktivasyonu saglayan molekiilleri
azaltir. LCT inflizyonu kanin akigkanligini bozmaz ve plazma vizkozitesi ile hiicre
hasarina etkisi yoktur (30).

Uzun Zincirli ve Orta Zincirli Trigliseridlerin Karisim

MCT biyolojik olarak inerttir. Yapilan deneysel ¢alismalarda MCT, LCT ile
karsilastirildiginda aktive lokositlerin kalsiyum modiilasyonunu ve protein kinaz-C
bagimli hiicre i¢i sinyal iletimini daha ¢ok etkiledigi iddia edilmistir. MCT’nin 16kosit
fonksiyonunu degistirmesi inflamatuar cevabi artirir. Bu etki MCT’nin LCT ve yapisal
tabanli lipidler ile birlikte verilmesiyle yok olur. Bu degisiklik LCT / MCT oraninin ve
n-6/n-3 baglarindaki oranin degismesiyle gerceklesir (26,31).

Plasebo ile kontrollii yapilan ¢alismalarda ARDS’li (acute respiratory distress
syndrome) hastalara LCT / MCT infiizyonunu takiben akciger dokusundaki
proinflamatuar mediatorler olan fosfolipaz A> ve PAF salimimi artmis ve doku
inflamasyonu siddetlenmistir (32). ARDS olmayan hastalara LCT / MCT verildiginde
bu etki goriilmemistir. ARDS’li hastalara LCT diisiik infiizyon hizinda verildiginde bile
benzer etkileri olusturmustur (33).

Yapisal Lipidler

Yapisal lipidler LCT ve MCT’nin uzunve orta zincirinin gliserol ile yeniden
esterifikasyonu ile olusur. Yapisal lipidler insanlarda iyi tolere edilir. MCT ve LCT ile
karsilagtirildiginda insan metabolizmasi tizerine daha faydali etkileri vardir. Ayrica
yapisal lipidler LCT ve MCT’den daha iyi metabolize olurlar (34). Deneysel
caligmalarda yapisal lipidler LCT veya LCT/MCT verilmesinin tersine notrofil
fonksiyonlarini 6nemli 6lgiide etkilemez (35). Yapisal lipidler hiicre i¢i sinyal iletimini
ve membran akiskanlhiginida etkilemez (34).

Zeytinya@ Tabanh Lipidler

Zeytinyag: tabanh lipidler tekli doymamis yag asidi olan oleik asidden olusur.
LCT’nin %80’nin zeytinyag ile degistirilmesi ile olusan TPN lerde n-6/n-3 oraninin
degisip 9: 1 olmasina neden olur (26). Zeytinyag: tabanli lipidlerin immiin fonksiyonu
PUFA ile membran fosfolipidlerine katilmakta yarisarak gosterir (24).

Yapilan caligsmalarda TPN alan 13 hastaya LCT/MCT yerine zeytinyag: tabanli
lipidlerin verilmesiyle inflamatuar yanit iiriinlerinde bir degisim goézlenmemistir (36).
Bagka bir calismada TPN deki LCT’nin olusturdugu karaciger hasari zeytinyagi
kullanilarak azaltilmistir (37).



Immiin sistem agisindan LCT veya LCT/MCT ile kasilastirildiginda zeytinyag
insan lenfositleri ve fagositler iizerine zararli bir etkisinin olmadigi saptanmistir.
Zeytinyag tabanli lipidlerin proinflamatuar sitokin {iretimini azalttigi diistinlilmiistiir
(38).

Balik Yag1 Tabanh Emiilsiyonlar

Artmig proinflamatuar yanitla karekterize otoimmiin hastaliklar iizerinde dietle
alinan balik yaginin olumlu etkileri oldugu kanitlanmistir (39). Enteral yoldan verilen
balik yaginin immiiniteyi bozdugu iddia edilse de, parenteral verilen balik yagi bazl
lipidler hakkinda bdyle bir iddia bulunmamaktadir (39). Parenteral verilen balik
yagmin, cerrahi girisim uygulanan hastalarda l6kositlerden 16kotrien iiretimini azaltip
antiinflamatuar  etki  gosterdigi  bulunmustur(40). Uzun zincirli  trigliseridle
karsilastirildiginda inflamasyonda azalma, enfeksiyon gelismesi durumunda diizelme
gozlenmekle birlikte bagirsak cerrahisinden sonra verildiginde inflamatuar yaniti
artirdigr iddia edilmistir (41). Balikk yagi tabanli lipidlerin, 16kosit membranin
yapisindaki n-6/n-3 oranini azaltarak proinflamatuar sitokin tiretimini baskiladig tesbit
edilmistir (42).

Septik sok gelismis hastalara verilen balikyaginin nétrofillerin signalizasyonunu
tyilestirdigi gozlenmis ve LCT nin sepsiste notrofil fonksiyonlarini bozarak hastanin
durumunu daha da katiilestirdigi gézlenmistir (43).

Retrospektif yapilan bir ¢alismada cerrahi uygulanacak hastalarda balik yagi,
LCT ve MCT ile karsilagtirllmis ve postoperatif ventilator ihtiyacin1 ve mortaliteyi
olumlu etkiledigi bulunmustur (44).

Parenteral lipidler ratlara ciddi pankreatit olusturulup verildiginde balik yaginin
inflamasyonu azalttigi, LCT ve zeytinyaginin boyle bir etkisinin olmadigi gézlenmistir
(37).

Kanisik Emiilsiyonlar

Karigik emiilsiyonlar LCT’nin MCT ve balikyagr tabanhi lipidler ile
karistirtlmasiyla veya %30 MCT, %25 zeytinyagt + %15 balik yagi seklinde
birlestirilmesiyle olusturulur. Tek basina MCT verildiginde metabolize olamayan
artiklar1 birikirken, karigik emiilsiyonlarla verildiginde dolasimda artik {irlin birikmez.
Karigik emiilsiyonlarda n-6/n-3 orani 2.5:1 dir. Bu da insan gelisimini olumlu etkiler
(26).

Karigik emiilsiyonlarin akciger ve karaciger makrofaj fonksiyonunu olumlu

etkiledigi de gozlenmistir (37).



Karisik emiilsiyonlarin oksidatif streste karaciger enzim anomalilerini azalttigi,
antioksidanlarin seviyesini minimal artirdig1 gézlenmistir (45).

Sonug olarak; TPN uygulamas: sirasinda TPN igerigindeki lipidler tarafindan
olusturulan immiinmodiilasyon dikkat edilmesi gereken énemli bir konudur. Parenteral
uygulamada kullanilan lipidler immiin cevabi kendi kimyasal yapisina bagli olarak
degistirir (27,37). Ozellikle balik yag: tabanli emiilsiyonlar bozulmus inflamatuar
yanitin rol aldig1 otoimmiin hastaliklarda yeni bir tedavi segenegi olabilir (26).

Parenteral beslenme alan yetigkinlere 2 gr/kg/giin dozunda yag emiilsiyonlar
verilmesi gerekirken, cocuklara 0.5-4 gr/kg/giin dozunda yag emiilsiyonlar1 verilmelidir
(17,46). Trigliserid klirensini dengede tutabilmek amaciyla 2 gr/kg/glin dozunun {izerine
¢ikildiginda infiizyon 16-24 saat gibi uzun zamana yayilmalidir (46).

Giinliik lipid dozunun 4 gr/kg/gilin ’lin iizerine ¢ikmasi lipid toksisitesine neden
olur. Parenteral beslenme sirasinda, hipertrigliseridemi ortaya ciktigir takdirde, her
100ml yag emiilsiyonu i¢in 100 {inite heparin sivilara eklenir. Heparin lipaz aktivitesini
ve yagin klirensini artirir (47). Yag asidi emiilsiyonu alan hastalarin ¢gogunda serum
trigliserid ve kolesterol diizeyleri normal seyreder. Esansiyel yag asidi yetmezliginin
kimyasal bulgulari, yag icermeyen parenteral beslenmeden 2-3 hafta sonra ortaya ¢ikar.
Bu hastalarda tipik olarak bacak, gogiis ve yilizde pul pul eritematdz, papiiler dokiintiiler
gelisir. Hastanin giinliik kalori ihtiyacinin en az %4’ linoleik asit olarak verilirse klinik
belirtiler diizelir (7).

Elektrolit ve Mineraller

Viicutta alikoyulan her 1 gr protein i¢in 0.3 gr mineral depo edilir. Viicudun
thtiyagc duydugu en Onemli katyonlar; Kalsiyum, Magnezyum, Potasyum ve
Sodyumdur. En 6nemli anyonlar ise; Fosfor, Siilfiir ve Klor’dur (48).

Parenteral beslenme sivilar1 iginde 2-4 mEg/It Sodyum, 3-6 mEq/It Klor, 2-4
mEg/It Potasyum, 0.5-1 mMol/lt Fosfor, 0.5-3 mEqg/It Kalsiyum ve 0.5-1 mEq/It
Magnezyum bulunmasi gereklidir (48).

Vitaminler

AD,E ve K gibi yagda eriyen ve tiamin, riboflavin, folik asit, vitamin By,
nikotinik asit, biotin, pantotenik asit ve vitamin C gibi suda eriyen vitaminler de hiicre
metabolizmasimin i¢in gerekli olan maddelerdir. Bu vitaminlerin uygun dozlari;
Askorbik asit 80 mg, Vitamin A 2300 IU, Vitamin D 400 IU, Tiamin 1.2 mg,
Riboflavin 1.4 mg, Piridoksin 1 mg, Niasinamid 17 mg, Pantotenik asit 5 mg, Vitamin E
7 mg, Biotin 20 pgr, Folik asit 140 pgr, Vitamin B2 1 pgr, Vitamin K 200 pgr’dir (7).
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Eser Elementler

Flor, cinko, bakir, manganez, krom ve selenium gibi eser elementler enzim
sistemleri, hiicre boliinmesi, hiicre zarmnin stabilitesi ve kollagen sentezi icin gerekli
oldugu bilinen maddelerdir (1). Eser elementlerin giinliik miktarlari; ¢inko 100-300
ug/giin, bakir 20 pg/giin, manganez 10 pg/giin, krom 0.05-0.2 spcg/giin, selenium 1.2-2
pg/giin’diir (7). Hazirlanan siviya flebitin dnlenmesi amaciyla her 1ml i¢in 0.5-1 iinite
heparinin eklenmesi gereklidir (49).

Total Parenteral Niitrisyonda izleme Protokolii

Parenteral beslenme baslamadan once hastalardan Tam kan tetkiki, serum
elektrolitleri, serum demir baglama kapasitesi, SGOT, SGPT, ALP, bilirubin,
protrombin zamani, aglik kan sekeri, BUN, kreatinin, iirik asit, protein fraksiyonlari,
kolesterol, trigliserid, serum osmolaritesi, idrar tetkiki, PA akciger grafisi, EKG
cekilmelidir (50).

[lk giin 6-8 saat arayla idrarda seker/keton tayini ve kan sekeri tayini
yapilmalidir (48). 5-7 giinlere kadar: 6 saatte bir kan sekeri, serum elektrolitleri, alinan
c¢ikarilan sivilarin tesbiti ve viicut agirlig: tayini yapilmalidir (50).

Hasta stabilize olduktan sonra her giin agirlik kontrolii, alinan ve c¢ikarilan
stvilar, elektrolitler tesbit edilmeli, haftada bir trombosit, protrombin zamani, BUN,
kreatinin, SGOT, SGPT, biluribin, ALP, kalsiyum, fosfor bakilmalidir. Ayda bir,
baslamadan onceki tiim tetkiklerin tekrar1 yapilmalidir (50).

Tromboflebit periferik ven kateterizasyonunun en énemli komplikasyonu olmasi

nedeniyle 48-72 saatte bir degistirilmelidir (49).
2.1.4. Total Parenteral Niitrisyon Komplikasyonlari

Total parenteral beslenme uygulamasiyla gastrointestinal sistem devre dist
birakilip besin maddeleri dogrudan dolasima verilirken, asir1 alinan maddelerin
kontrolii, diger maddelerin tiretilmesi, aktif sekillerine dondiiriilmeleri gibi bircok dogal
mekanizmalar da ortadan kaldirilmis olur (51).

Prematiire ve hasta matur bebeklerin besin ihtiyaglar1 hakkinda yeterli bilgi
olmamasi, kaynak olarak bagvurulan standart degerlerin normal matur bebeklerden
saglanmig olmasi ve bu normlarin prematiire ve hasta matur bebeklere uygunluk
gostermemesi, hesaplanarak  verilen miktarin  bebek tarafindan  yeterince
kullanilamamasi, TPN’un organ sistemleri {izerine olan toksisite nedenlerinin

aydinlatilamamis olmasi ve TPN’un recetelendirilme, hazirlanma ve hastaya verilmesi
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sirasindaki uygulamalar; bebeklerde TPN’a bagli komplikasyonlara neden olan genel
etkenler olarak siralanabilir (51).
Total parenteral niitrisyon uygulamasi sirasinda ortaya c¢ikabilen

komplikasyonlar Tablo II’de gosterilmistir (52).

Tablo 2. TPN komplikasyonlari (52).

Kateter komplikasyonlar:
-Sepsis
-Mekanik komplikasyonlar
-Pnémotoraks
-Malpozisyon
-Hemotoraks
-Trombozis / Tromboflebit
Siv1 dengesi ile ilgili komplikasyonlar
-Siv1 yiiklenmesi / Dehidratasyon
Metabolik komplikasyonlar
-Hipo/Hiperglisemi
-Metabolik asidoz
-Hiperamonyemi
-Azotemi
-Akciger komplikasyonlari
-Hepatobiliyer komplikasyonlar
-Elektrolit bozukluklar1
-Vitamin ve eser element eksikligi
-Esansiyel yag asitleri eksikligi

Metabolik Komplikasyonlar

Izlemin yetersiz yapildigi durumlarda oldukg¢a sik rastlanan bu tiir
komplikasyonlar, parenteral beslenmenin dogru ayarlanmasi1 ve dikkatli bir bicimde
izlenmesiyle genellikle ¢6ziimlenir niteliktedir (7).

Hiperglisemi: Baslangicta stk meydana gelir. Ozellikle ¢ok diisiik dogum
agirhikli yenidoganlar risk altindadir. Bu hastalarda insiilin salinimi yetersizdir ve
insiiline karst artmis direng vardir (53). Glikoziiri 4 pozitif olmadik¢a ya da ciddi
osmotik diiirez gelismedikge miidahaleye gerek yoktur (54). Ciddi ozmotik diiirez,
hiperozmolar-hiperglisemik- nonketotik dehidratasyon nedenidir. Parenteral beslenmede
hasta stabil haldeyken kan sekeri diizeyinin 200mg/dl olmasi ya da artmis dozlarda
insiilin ihtiyaci ortaya ¢ikmasi durumunda 6ncelikle sepsis diistiniilmelidir (7). Ciinkii
sepsiste glukoz intoleransi geligir (14).

Hipoglisemi: Total parenteral beslenmenin aniden sonlandirilmasi durumunda
reaktif hipoglisemi sonucu terleme, ¢ift gérme, acitasyon ya da konfiizyonortaya

cikabilir. Yiiksek oranda glukoz iceren TPN sonlandirilmak istendiginde, soliisyonun
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dekstroz igerigi oncelikle %10’a indirilmeli ve inflizyon kademeli olarak azaltilmalidir
(7,14).

Hiperkalemi: Total parenteral beslenme uygulanan hastalarda anabolizma
yetersizse, verilen potasyum tam olarak kullanilamiyorsa, bobrek fonksiyonlari
azalmissa, metabolik asidoz ile birlikte diisiik kardiyak output varsa, doku nekrozu ve
sistemik sepsis mevcutsa potasyum yiikselir (7).

Hipokalemi: TPN alan hastalarda yeni protein sentezi baslar. Bu asamada
intraseliiler potasyum gereklidir. Potasyum giinliik soliisyona uygun miktarda eklenir.
Aksi takdirde hipokalemi gelisir (8).

Diger nadir goriilebilen elektrolit bozukluklari: hipo-hiperkalsemi, hipo-
hiperfosfatemi, hipomagnezemi, hiperamonyemi, eser element eksikligidir (14).

Metabolik Asidoz:

Genellikle klor tuzlar igeren proteinlerin metabolize olmasi nedeniyle ortaya
cikar (14).

Hepatobiliyer Disfonsiyonu:

Total parenteral niitrisyon uygulamasi sirasinda gelisebilen hepatobiliyer
disfonksiyon; siddeti hastanin yasiyla iligkili olan, klinik gidisi ve olusan patolojik
degisiklikleri iyi bilinen, ancak etyopatogenezi tam olarak aciklanamamis major bir
problemdir (15). Bu sendromun hasta ve/veya TPN’ye bagh faktorler nedeniyle
olustugu, dolayisiyla patogenezinin multifaktoriyel oldugu kabul edilmektedir (15,55).
Hepatobiliyer disfonksiyon TPN uygulanmasindan hemen sonra baslayabilir ve erken
donemde klinik ve rutin biyokimyasal bulgu olmayabilir (56).

Yapilan caligmalar immatiir organizmada total safra tuzu havuzunun hacminin,
safra tuzlarinin karacigere alimmin ve intestinal liimenden safra asitlerinin emiliminin
az oldugunu gostermistir (57). Major gastrointestinal sistem hastalig1 olmayan, enteral
beslenmeye egilimli prematiirelerde bile TPN’a bagh kolestaz gelisimi klinik olarak
onemli bir problemdir. Bu probleme sahip bebeklerde TPN kesilip oral beslenme
baslayinca hepatik disfonksiyon geriye doner (15).

Ancak pediatrik cerrahlar igin, gastrointestinal sistem cerrahisi gerektiren
yenidoganlarda uzamis TPN zorunlu oldugundan, TPN’a bagli kolestaz gelisimi major
klinik problem olarak kalir (56). Uzun stireli TPN (3 ay ve ilizeri) uygulanan ¢ocuklarin
%43 linde, eriskinlerin ise %45’inde kolelithiyazis gelistigi bildirilmistir (58). Total

parenteral niitrisyon uygulanan bebeklerde daha yaygin olarak kolestazis ortaya ¢ikar,
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diger hepatobiliyer bozukluklar fibrozis, mikronodiiler siroz, abdominal psddotimér
(sismis safra kesesi), safra camuru, hepatoselliiler karsinom ve kolelitiyazistir.

Eriskinlerde ise hapatoselliiler hasar (steatozis ve steatonekrozis) baskinken,
daha az olarak sirasiyla kolestazis, fibrozis, mikronodiiler siroz, safra c¢amuru,
kolelithiyazis, akalkiiloz kolesistitler geligir (59).

Sepsis Komplikasyonu:

Sepsis organizmanin enfeksiyona verdigi siddetli sistemik yanittir. Bunun
ilerlemis sekline “sistemik inflamatuar cevap sendromu” da denir. Eger erken taninip
tedavi edilmezse sepsis, septik sok, multiorgan yetmezligi ve 6liimle sonuclanabilir.
Sepsisde olusan sistemik inflamatuar yanitin gram negatif bakterilerin endotoksinlerine
ya da gram pozitif bakterilerin lipoteikoik asit-peptidoglikan kompleksine karsi
organizmanin verdigi yanitin sebep oldugu doku hasarinin yol actigr diistiniilmektedir.
Bakteri iirlinleri kana karistiginda daha sonra pek ¢ok fizyolojik bozukluga yol agacak
olan sitokinler aktive olmaktadir. Bu sitokinler; tiimor nekrozis faktor (TNF),
interlokin 1, interlokin 6, interlokin 8, PAF, interferon-y dir. TNF, IL 1 ve 6’nin
yiiksekliginin sepsisli hastalarda yliksek mortalite ile birlikte oldugu bildirilmistir.
Sonug olarak bakteri iiriinleri ve olusan sitokinler mikroorganizmalar1 durdurmak i¢in
kompleman ve koagiilasyon sistemi aktive olmakta polimorfoniikleer lokositler ve
kallikrein-kinin sistemi aktive olmaktadir (60).

TNF ve diger inflamatuar mediatorler vaskiiler gegirgenligi artirip, vaskiiler
tonusu azaltirlar. Bunun sonucunda kapiller kagak artar, doku perfiizyonu azalir yani
sok ortaya cikar. Olay ilerledikce doku oksijen kullaninmi1 doku oksijen sunumundan
fazla oldugu icin, doku hipoksisi, asidoz, myokard yetmezligi, periferik
vazokonstriksiyon, solunum yetmezligi gelisir. Diger sistemlerinde etkilenmesiyle
yaygin intravaskiiler koagiilasyon, akut bobrek yetmezligi, akut karaciger yetmezligi ve
santral sinir sistemi fonksiyonlarinin bozulmasinin ardindan 6liim gelisir (14).

Uzun siire total parenteral beslenme uygulamasi yapilan hastalarin bazilarinda
sepsis gelisebilir. Sepsis parenteral beslenme uygulamasinin en ciddi komplikasyonudur
(61).

Parenteral beslenme wuygulanan hastalarda sepsis gelisme riski  %0,5-4
arasindadir (62). immiinosiipresif hastalarda bu rakam daha da yiiksektir (63).

Sepsisli hastalarin klinigi; ates, 10kositoz, agiklanamayan glukoziiri ya da
bunlarin kombinasyonu seklindedir. Yenidoganlarda ise letarji, ani gelisen glukoz

intoleransi, apne ve bradikardi ataklarimin siklagsmasi gibi belirtiler gézlenir (15).
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Parenteral beslenme uygulamasina baslamadan Once ates kaynagi iyice
arastirilmalidir. Kontrolsiiz bir enfeksiyonun erken donemlerinde parenteral beslenmeye
gecilmemelidir. Sepsisin karacigeri kolestatik hasara daha duyarli hale getirdigi
gbozoniinde bulundurulursa, total parenteral beslenme uygulanan hastanin gegirdigi her
sepsis atagi karaciger harabiyeti olasiligini artirmaktadir.

Parenteral beslenme sirasinda gelisen sepsisin  nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Parenteral beslenme uygulanan her hastada sepsis gelismemekte,
sepsis gelisen hastalarda da parenteral beslenme kesilip uygun antibiotik tedavisi
verildiginde hastalar iyilesmektedir.

Diger Komplikasyonlar:

Kolelithiyazis: Uzun siireli TPN alan hastalarda %43 oraninda kolelitiazis, %6-
10 oraninda da safra ¢amuru goriildiigii bildirilmistir. Bu oran kisa barsak sendromunda
%100’¢ yakin oldugundan, genis barsak rezeksiyonu yapilan hastalara ameliyat
sirasinda kolesistektomi uygulanmasi da onerilmektedir (64).

Sonug olarak, TPN soliisyonlarinin steril sartlarda hazirlanmasi1 ve hastaya

uygulanirken gereken 6zenin gosterilmesi olusabilecek komplikasyonlari en aza indirir

(7).

2.2.TELOMERAZ VE DUZENLENMESI
2.2.1. Telomer Nedir ve Tolemerin Gorevleri

Telomerler, kromozomlarin DNA ve protein iceren terminal (ug) bolgeleridir.
Diger kromozomal DNA dizilerinden hem yapisal hemde fonksiyonel olarak
farklidirlar. Telomerler; kromozomun bas ve son kisminin ilerleyisini stabilize eden
DNA-protein kompleksidir (2). Bir hiicrenin ne kadar boliinecegini mevcut telomer
uzunlugu belirler. Her boliinmede telomer kisalir, telomeri progresif olarak kisalmis
hiicre yash konuma geger ve boliinemez (3).

Telomer sentezinden telomeraz (telomer terminal transferaz veya revers
transkriptaz) enzimi sorumludur (2). Telomeraz bir riboniikleoprotein kompleksidir (4).
Telomeraz kompleksinin katalitik kompenentidir ve Telomeraz aktivitesinin hiz

sinirlayici faktoridiir (5).

Telomer kavrami 1930'larin sonunda ortaya ¢ikmistir. Muller ve Mc Clintock
sitogenetik yaklagimlar kullanarak dogal kromozom sonlarinin, rastgele DNA

kopmalarindan farkli olarak, onlar1 u¢ uca kaynagsmaya karsi koruyan 6zgiin 6zelliklere

15



sahip olduklarin1 bagimsiz olarak gozlemlemislerdir. Son birka¢ yildir yapilan
aragtirmalar sayesinde, dogrusal kromozomlarin uglarindaki yiiksek oranda korunmus
telomer yapilarin tekrarli DNA zincirleri ve iliskili proteinlerden olustugunu artik
bilinmektedir (65). Telomerlerin DNA zinciri, tipik olarak, tandem GT-zengin
tekrarlardan, (TTAGGG) insan ve diger omurgalilarda tek zincirli 3'-u¢ ¢ikintidan
olusur (66,67). Elektron mikroskobu ile yapilan gozlemler, tek zincirli 3'-u¢ ¢ikintinin
cift yonli telomerik DNA tekrar dizisini in vitro olarak bir D-dongiisti ve T-dongiisii
yapist olusturmak amaciyla istila ettigini ortaya koymustur (68,69). Telomer baglayici

proteinler, bu 6zgiin yapiy1 koruma ve diizenleme islevine sahiptir.

Telomerler iki problemi ¢ozmek i¢in bulunmaktadirlar. Birincisi; kromozom
uclarimin replikasyonlarinin tamamlanmasina olanak vermek, ikincisi ise bu uglarin
birbiri ile karismasin1 ya da kromozomlarin i¢ kisimlari ile reaksiyon vermelerini

onlemektir (70,71).

Telomeraz enzimi ile gergeklestirilen telomer sentezi kromozomlarin ug
bolgesinin biitiinliigiini  korumast i¢in gereklidir. Telomer igermeyen kirik uglar
disentrik, halkali veya diger kararsiz yapilar olusturacak sekilde u¢ uca eklenebilirler.
Bu kararli ve kararsiz yapilar arasindaki farkliliklar, telomerlerin normal kromozom
uclarinda bulunan 6zel yapilar oldugunu goéstermistir. Telomerler DNA replikasyonun
diizgiinliigli konusunda sentromer bolgeleri ile ayni derecede Onemlidir. Ayrica

¢ekirdegin ti¢ boyutlu yapisinin kurulmasida da etkili oldugu disiiniilmektedir (70-72).

Telomer birgok temel biyolojik fonksiyonlarin bir pargasidir. Kromozomlari gen
olusumu, u¢ uca fiizyon ve hasarli DNA olarak taninmaktan korur. Kromozomlarin tam
cogalmasi icin bir arag olarak islev goriir. Cekirdek icinde kromozomlarin fonksiyonel
organizasyonuna katkida bulunur. Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar ve insan
hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesini kontrol eden ve yaslanmaya girmeleriyle ilgili bir

molekiiler saat olarak hizmet goriir (73-76).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda telomerler de bulunan G4-DNA yapilar
kesfedilmistir. G4-DNA yapilart guanin bakimindan zengin niikleik asit dizileri olup G-
kuadrupleks (G-tetred veya G4-DNA) adi verilen guaninlerin olusturdugu dort zincirli
bir yapiy1 ifade etmektedir. G4-DNA’y1 stabilize eden ve telomeraz aktivitesini
durdurabilen bilesikler kanser tedavisinde ilgi ¢cekmeye baslamistir. Bu bilesikler G4
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kuadrupleks yapiyi stabilize etmek suretiyle telomeraz enziminin telomerlere ulasmasini

engellemektedir (77).

Telomerlerin organizmada az miktarda bulunmasi nedeniyle total DNA’ nin
yaklasik %0,003’ii telomerik DNA’dir. Hiicre i¢inde telomer g¢ekirdekleri zara yakin
konumda olup sentromerlerle 180 derece a¢i olustururlar. Telomerler homolog

kromozomlarla homolog olmayan kromozomlar arasinda gecis saglarlar (72).

Bugiine kadar calisilan tiim organizmalarda kromozom uglarinin G ve T ‘den
olusan kisa, basit ve tekrar eden zincirler oldugu bilinmektedir. Tekrar edilen bu

zincirlerin sayisi kazanilan ve kaybedilen zincirlerle belirlenir (71,72).
Telomerik Proteinler

Kromozomal DNA’nin ucunda bulunan yapilari ile etkilesen kisimlar, telomeraz
enzimi ve telomer yapisal proteinleridir. Telomerik DNA tekrarlarina tutunan o6zel
aminoasit dizisine sahip olan proteinler, telomerik kararliligin saglanmasi ve telomer
uzunluklarinin diizenlenmesine yardim ederler. Telomerlerin, TTAGGG dizi tekrarlar

ve telomer baglayici proteinlerden olusan kismina “telesom”denilmektedir (72).

2.2.2.Telomerik Dizilerin Diizenlenmesi

Telomerik Diziler: Aralarinda 6nemli evrimsel farkliliklar bulunan 6karyotik
organizmalarin telomer bolgelerindeki DNA dizileri ve yapilari benzerdir. Bu telomer

bolgeleri, oldukca basit olan ve arka arkaya tekrar eden 6zel diziler igerir.

DNA ipliklerden bir tanesi guanin yoniinden zengindir; 5’ yoniine dogru uzar ve
sitozin yoniinden olan iplikten daha uzundur. Disariya dogru uzanti yapan bu tek iplik
kendi iizerinde kivrilip, Watson-Crick eslesmesi gostermeyen, sa¢ tokasi seklinde ve

guanozin-guanozin eslesmesi yapan bir yapi olusturur (70-72).
Telomer Uzunlugu ve Telomer Kaybi

Telomer uzunlugunu etkileyen genetik ve fizyolojik bircok faktdr vardir.
Dengeleyici bir mekanizma olmasaydi yar1 korumali (Semi konservatif) DNA
replikasyonu sonucunda kromozomlar giderek ug¢ kisimlarindan kisalacaklar. Telomer
uzunlugu ve yas1 arasindaki iliskiyi aydinlatmak amaci ile farkli yaslardaki insanlara ait

hiicrelerden, insan fibroblastlarinin 6n Kkiiltiirlerinde ve bazi kanser hiicrelerinde
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caligmalar yapilmis; telomer uzunlugunun artan hiicre boliinme hizi veya yasi ile

azaldig1 anlagilmistir (78).

1973 yilinda Olovnikov adli bir aragtirmaci, telomer kisalmasinin ileride 6liime
yol agabilecegini, somatik hiicrelerde ¢ogalmay1 sinirlayip hiicre yaslanmasina neden
olabilecegi bildirilmistir (79). Normal memeli somatik hiicreleri, in vitro kosullarda
siirli sayida ¢ogalir ve maksimum say1r Hayflick limiti olarak anilir (80). Normal insan
hiicrelerindeki bu kisalma, hiicrelerin cogalma Oykiisiinii izleyebilen bir molekiiler saat

olarak gérev yapar (79, 81).

Hayflick limitinde, kritik olarak kisaltilmis bir veya daha fazla telomer,
replikatif yaslanma veya mortalite evresi 1 (M1) olarak bilinen kalici bir biiyiime
durmasimi tetikler (82-84). Bu evrede telomerlerin kisalmasi ile kromozomlar kritik
boya ulasirlar. Bu olay hiicre dongiisiinii durdurur ve yaslilik programini baglatir. M1

noktasi replikatif hayat uzunlugunu temsil eder (80).

P53 gibi kritik bir hiicre dongiisii kontrol noktasi geninin inaktivasyonu ile
replikatif yaslanmadan kurtulan hiicreler, ikinci bir proliferatif blok, noktasi olan
mortalite evresi 2'ye erisene kadar boliinmeye devam ederler ve telomer kayb1 yasarlar
(85-87). Krizden kurtulan ender hiicreler ¢ogu zaman telomerazin aktivasyonu ile
telomer uzunlugunu muhafaza edebilmektedir ve bu da smirsiz bir ¢ogalma

kapasitesine, yani hiicresel 6liimsiizlestirmeye yol agmaktadir.

Telomerik tekrarlar her hiicre dongiisinde kaybedilir; ancak bu tekrarlar
telomeraz enziminin etkisiyle kazanilir. Telomeraz, telomerik tekrarlart 3’ucundan
ekleyerek islev goriir. Telomeraz yoklugunda telomerlerde meydana gelen kayiplari
azaltmak i¢in kromozomlarin 3’ucundaki TnGn zincirlerinin DNA polimeraz enzimleri

icin iyi kalip olmalar1 gereklidir (88).

Telomerlerin  kesfi ile kromozom wuglarinin  kararli yapida olmadigt
kesinlesmigtir. Kirillan uglar u¢ uca kaynasabilirler ya da diger kararli olmayan
kromozom formlarin1 meydana getirebilirler. Molekiiler analizler telomerlerin her bir
DNA zincirinin 5° ucunda terminal noktasinda kayip olmadan lineer kromozomal DNA

ucunun replikasyonuna izin verdigini gostermistir (72).
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Hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen telomerik zincirlerin  kaybi
kromozomal anomalilere sebep olabilir. Esey hiicreleri yavru hiicrelere uzunlugu tam
olan kromozomlar1 transfer etmek zorundadirlar. Sperm hiicreleri uzun telomer

dizilerine sahiptir ve telomer uzunlugunu istikrarli bir bicimde korumaktadir (89).

2.2.3. Telomeraz ve Yapisi

Telomeraz, telomerik DNA zincirlerini sentezleyen ve neredeyse evrensel olarak
siirsiz proliferatif potansiyel i¢cin molekiiler bir temel saglayan RNA'ya bagimli bir
DNA polimerazidir (90). Telomeraz kromozomal uglarindaki TTAGGG tekrarlarinin
sentezinden sorumludur (89). ilk kez 1985 yilinda Tetrahymena thermophila'da
kesfedildiginden bu tarafatelomeraz aktivitesinin ¢ogu normal insan somatik
hiicrelerinde bulunmadigi, ancak kanserli hiicrelerin %90'dan fazlast ve in vitro

oliimsiizlestirilmis hiicrelerde bulundugu saptanmistir (90-92).

Telomeraz, iki temel bilesenden olusur: biri telomerik DNA sentezinin sablonu
olarak islev goren islevsel RNA bilesenidir (insanlarda hTR veya TERC olarak
adlandirilir); digeri ise ters transkriptaz aktivitesine sahip bir katalitik proteindir
(hnTERT) (93-97). hTR, telomeraz aktivitesine bakilmaksizin tiim dokularda yiiksek
oranda ifade edilir, kanser hiicrelerinde genellikle normal hiicrelere gore bes kat daha
fazla ifade edilir (98,99). Buna karsilik, insan katalitik bileseni hTERT'in (MRNA),
hiicre bagina 1 ila 5 6rnekten daha az oldugu tahmin edilmektedir ve bu hiicrelerdeki

telomeraz etkinligi ile yakindan iliskilidir (99).

hTERT genellikle normal hiicrelerde baskilanmis ve 6liimsiiz hiicrelerde artmig

ve bu da hTERT'm enzim aktivitesinin baslica belirleyicisi oldugunu diigiindiirmektedir
Telomerazin Fonksiyonu

Okaryotik hiicrelerdeki DNA replikasyonunda, lider zincirdeki sentez tek RNA
primeri kullanilarak 5’yoniinde kesintisiz olarak tamamlanirken, kesikli zincirdeki
sentez 8-12 bp’lik RNA primerleri kullanarak “Okazaki fragmanlar” seklinde
gerceklesmektedir. Terminal RNA primerlerinin uzaklagmasina bagli olarak yeni
sentezlenen yavru zincirin 5’ ucunda, -12 bp’lik bir bosluk olusturmaktadir. Bunu telafi
edecek molekiiler mekanizmalarin yoklugunda, her hiicre boliinmesinde kromozomal

DNA’nin 3’ ucunda, yaklasik 50-200 niikleotidlik kayip olmakta ve hiicresel yaslanma
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gelismektedir. Telomerlerin 3 ucunda bulunan guanin ve timin yoniinden zengin 12-16
niikleotidik uzantinin, uzama evresinde kalip gorevi gordiigii disiiniilmektedir. Kalip
DNA ‘nin 3’ucunun normal replikasyon mekanizmasiyla kopyalayamamasina
“replikasyon sonu problem” denmektedir. Insan telomeraz enzimi (hTR), telomerik
DNA dizisine komplementer olan 8-30 bazlik kisa bir segmentini, zincirin 3’ucunun
uzatilmasinda kalip olarak kullanmaktadir. Telomerazin katalitik alt birimi olan insan
telomeraz katalitik alt tnitesi (hTERT), bu diziye komplementer GGTTAG dizi
tekrarlarim1 sentezleyerek guanin yoniinden zengin olan 3’ ucuna ekler. RNA kalibs,
yeni sentezlenen telomerik dizinin 3° ucuna dogru kayar ve DNA polimeraz, telomeraz
enziminin sentezledigi bu diziyi kalip olarak kullanarak, karsi tamamlayan zincirin

sentezini gergeklestirir (67,100).

2.2.4. Insan Telomerazinin Fonksiyonel Kurulumu

Telomeraz aktivitesi, hTR eksprese eden telomeraz negatif hiicrelerde,
hTERT'nin ektopik ekspresyonu ile in vitro kopyalanmig hTR'den ve in vitro olarak
kopyalanmis ve c¢evrilmis hTERT den tavsan retikiilosit lizatlarinda yeniden
olusturulabilir (101,102). Insan telomeraz aktivitesi hTR ve hTERT birlikte ifade
edilerek Saccharomyces cerevisiae'de yeniden olusturulabilir (103,104-106). Bu
calismalar, hTR ve hTERT'nin telomeraz aktivitesi i¢in asgari sart oldugunu ortaya
¢ikarmistir. Bununla birlikte, telomer tekrarlanan amplifikasyon protokolii (TRAP)
analizi ile oOlgiilen telomeraz aktivitesi her zaman in vivo telomerin idamesi anlamina
gelmez (91). Fonksiyonel telomerazin kurulumu ve telomerlerin uzamasi, muhtemelen
diger telomeraz bilesenlerini ve ilgili proteinleri i¢eren ve ¢ok boliinmeli bir telomeraz

holo enzimini olusturmak amaciyla gergeklesen ¢ok basamakli siireglerdir.
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Telomer uzunlugunun telomeraz tarafindan muhafaza edildigi germ hiicrelerinin
aksine, somatik insan hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz seviyesi daha disiiktiir veya
telomeraz negatiftir ve sonug olarak her bir hiicre boliinmesiyle telomer kisalmasina
maruz kalir. Pluropotent kok hiicreler telomeraz pozitif olmakla birlikte tam telomer
uzunluklarini korumazlar. Telomer uzunlugu kok hiicrelerde telomeraz negatif somatik
hiicrelerden daha yavas kisalir. Kritik oranda kisalmis telomerler, hiicrelere Hayflick
smirinda veya M1 evresinde yaslanmaya girme konusunda isaret gonderebilir. Bu
proliferatif kontrol noktast pRB / pl6 veya p53'iin inaktivasyonu ile asilabilir. Bu
hiicreler telomer erozyonuna maruz kalmaya devam eder ve nihayetinde krize veya
yaygin hiicre 6liimiiyle karakterize olan M2 evresine girerler. Cok az sayida yasamayi
siirdliren hiicreler sinirsiz ¢ogalma potansiyeli ve telomerazin aktivasyonuyla hemen
hemen evrensel olarak istikrarli telomer uzunluguna sahip olurlar. Hiicreler uygun
kosullar altinda kiiltiirlendiginde, hTERT 1n ektopik ekspresyonu hiicrelerin ¢ogalma

engellerini asip dliimsiizlesmelerine izin verir (106,107).
Telomerazin RNA Alt Birimi (hTR)

Telomerazin RNA alt bileseni (hTR), telomerik tekrar sentezi i¢in bir sablon
saglar. Insanlarda hTR, RNA polimeraz II ile kopyalanir ve 451 niikleotidin olgun bir

kopyasini tiretmek i¢in 3' ucunda islenir (93).

Telomeraz riboniikleoprotein mimarilerinin memeli ve alt 6karyotik hiicreler
arasindaki farkliliklari, biyogenezdeki ve telomeraz birlesimindeki temel farkliliklart
yansitabilir. Gorlinlise gore, hTR molekiilii i¢indeki korunmali alanlar, hTR baglayici
proteinlerin taninma alanlaridir. HTR molekiilii igindeki iki alan (sablon alanlari igeren
1 ila 209 niikleotidleri ve kutu H / ACA alan1 ve CR4-CR5 alam igeren 241 ila 330
niikleotidleri), isbirligi yapmaksizin telomerazin (hTERT) Katalitik bileseni ile
bagimsiz olarak etkilesime girer (108).

Telomerazin Katalitik Alt birimi (hTERT)

Telomerazin katalitik alt-birimi basta Euplotes aediculatus'tan p123 olarak
biyokimyasal yontemle saflagtirilmistir (96). Dizilim analizi, p123'"in ters transkriptaz
motifleri icerdigini ve telomer idamesi i¢in gerekli olan, basta indirgenmis telomer
uzunluga sahip maya mutantlarinin ve yaglanma fenotipinin genetik taramasi ile

tanimlanan bir protein olan Est2p mayasina homolog oldugunu ortaya koymustur (109).
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Ters transkriptaz motiflerde tekli aminoasit dizilimlerinin baslamasi, S. cerevisiae'de
telomer kisalmasi ve yaslanmaya yol agmakta ve bu motiflerin in vivo telomer
uzamasinin katalizi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (110). Telomeraz katalitik alt
birimi birkag 6zellik ile ayirt edilmektedir; tiim ters transkriptaz motifleri proteinlerin
C-terminal yarisinda bulunur, T motifi olarak adlandirilan korunmus bir telomeraza
Ozgii alan, ters transkriptaz motiflerinde sadece N-terminalde bulunur ve biiyiik bir N-
terminal bolgesi muhafaza edilmis, islevsel olarak 6nemli alanlar ihtiva eder (111-114).
Hem insanlar hem de S. Cerevisiae iizerinde yapilan deneyler telomerazin birden fazla
katalitik ve bir RNA alt birimi igeren bir kompleks iginde islev gorebilecegini
gostermektedir (108,109,115,116). Muhtemelen telomerlerin telomeraz ile uzatilmasi,
cok adim igeren bir siireci gerektirmektedir ve hTR'nin olgunlagmasi, islenmesi ve
biriktirilmesi, niikleer transport, hTERT'nin posttranslasyonel modifikasyonlari,
riboniikleoprotein birlesimi, substrat tanima ve C-zincirinin esglidiimlii sentezi dahil
olmak {izere hassas bir bicimde diizenlenir. Bu islemlerin her birine dahil olan
telomeraz ile iligkili proteinlerin, enzimin tam aktivitesi ve biyolojik fonksiyonu i¢in

gerekli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Telomerazla iliskili Proteinler

Tavsan retikiilositlerinde hTERT ve hTR'nin birlikte sentezlenmesi, temel
telomeraz enzimatik aktivitesini yeniden olusturmak igin yeterli olsa da, bu in vitro
yeniden yapilanma, aktif enzimin olusmasi i¢in gerekli olan diger faktorlerin bazi in
vivo gereksinimlerini agik bir sekilde ele almamaktadir, ¢linkii bu faktorlerin bazilar
tavsan retikiilositlerinde zaten mevcut olabilir. Gergekten de, hTERT ile dogrudan
iligkili molekiiler saperonlar Hsp90 ve p23, tavsan retikiilositlerinde bulunmaktadir ve
telomeraz aktivitesi igin gereklidir (103,104,107,117). Hem biyokimyasal hem de
genetik arastirmalar, aktif telomerazin biyogenezinde veya birlesmesinde rol
oynayabilen ve telomerazin alt tabaka telomerlerine erismesine aracilik edebilecek veya

diizenleyebilecek ek telomeraz alt birimlerinin varligini ortaya koymustur (Tablo 3).
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Tablo3. Insan telomeraz ile iliskili proteinler

TABLE 1. Human telomerase-associated proteins®

Protein Interacting region Function Reference(s)

hTERT associated

TEPI aa 1-350, 601-927 Unknown 16
P23/p%0 aa 1-195 Assembly/conformation 108
14-33 aa 1004-1132 Nuclear localization 206
hTR associated

TEP1 nt 1-871 Unknown 97
hGAR1L hTR H/ACA domain Stability, maturation, localization 55, 195
Dyskerin/NAP57 hTR H/ACA domain Stability, maturation, localization 55, 167
hNOP10 hTR H/ACA domain Unknown 168
hNHP2 hTR H/ACA domain Stability, maturation, localization 195
Ccuc2 nt 33-147 Stability, maturation, localization 195

La nt 1 205, 250 4151 Acceseibility to telomeres? 68
ALUP nt 1-208 Unknown 67
hStau nt 64-222 Accessibility to telomeres? 65

L2 nt 64-222 hTR processing, localization? 140

* aa, amino acids; nt, nucleotides.

hTERT ile iliskili proteinler: ilk telomeraz ile iliskili proteinler, Tetrahymena
thermophila'dan telomeraz aktivitesinin biyokimyasal olarak Kkesitlenmesi ile
tanimlanmistir  (118). iki protein, p80 ve p95, telomeraz aktivitesinin birlikte
purifikasyonu ve telomeraz RNA ile iliskilendirilerek tanimlanmistir. Yeni bir
aragtirmanin sonuglari, p80 ve p95'den yoksun Tetrahymena suslarinda, telomeraz
aktivitesi ve telomeraz RNA seviyeleri tamamen normal sekilde calistigi i¢in bu
proteinlerin ¢ekirdek telomeraz bilesenleri olmadigini ve telomeraz ile spontan olmayan
sekilde birlesmis ayri riboniikleoproteinler olabilecegini diisiindiirmektedir (119).
Bununla birlikte, bagimsiz bir arastirmanin sonuglar1 p80 ve p95 icermeyen hiicrelerin
hem makro c¢ekirdeklerde hem de mikronukleusda telomereleri uzattigini ve
mikronukleus genetik igeriklerinin kayboldugunu gostermis ve bu telomer uzunlugu
idamesinde ve mikroniikleer genetik istikrarda p80 ve p95’in bir rol oynadigimi

diistindiirm{stiir (117).

Bir maya cift-hibrid elekte yem olarak hTERT'in amino terminalini (amino
asitler 1 ila 195) kullanarak, molekiiler separon p23’in ilk olarak hTERT ile iligkili
oldugu bulunmustur. Daha sonra hem p23 hem de p90, hTERT ile birlikte in vitro
olarak memeli hiicrelerinde tespit edilmistir (117). In vitro olarak sentezlenmis
telomeraz bilesenlerinden fonksiyonel telomerazin olusturulmasi i¢in p23 ve p90'un
gerekli oldugunun gbzlemlenmesi, bu etkilesimlerin islevsel Onemini ortaya
koymaktadir. Hsp90 separon kompleksi, uygun riboniikleoprotein birlestirme ve aktif
telomeraz enziminin olusumuna yardimci olmak i¢in insan telomeraziyla fiziksel ve

fonksiyonel olarak etkilesime giren ilk bilinen protein grubudur (117). Viral kokenli
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diger ters transkriptazlarin da hsp70, hsp90 ve p23 ile iliskili oldugu bilinmektedir,
ancak etkilesimleri gegici gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, son ¢aligmalar hsp90
ve p23'in degil hsp70'in insan telomeraziyla kararli bicimde iliskili oldugunu

gostermistir (120).

Insan telomerazi, sablon RNA alt birimi ile iliskili kalmasi nedeniyle birgcok
diger ters transkriptazdan farklidir. Telomeraz, hTR sablon bdlgesi ile iligkisi nedeniyle
telomerleri tanir ve uzatir ve daha sonra hTR bagi i¢in bir sonraki mevcut konuma
geger. Bu yer degistirme basamagi, kararli bir iliskiye sahip hsp90 ve p23 tarafindan
aracilik edilen, birlestirilmis aktif telomerazin uyarlanmasinin diizenlenmesini

gerektirebilir (120).

hTR ile iliskili proteinler; hTR molekiilii i¢indeki korunan alanlarin, hTR
baglayici proteinler i¢in tanima bolgeleri oldugu tahmin edilmektedir (121). Yapisal
analize uygun olarak, birkagc RNA baglayic1 proteinin hTR ile etkilesime girdigi

gosterilmistir.

Dort ortak bag proteinin; hGAR1, diskerin / NAP57, hNOP10 ve hNHP2 hTR
ve insan telomerazi ileiligkili oldugu bulunmustur (122-125). Buna ek olarak, toplam
niikleer hTR'nin %7 ila 8'Q niikleolar fraksiyondan tekrarlanabilir sekilde geri
kazanilabilir (126). Ilging bir sekilde, yakim tarihli bir arastirmada, hTERT'n
kendisinin bir niikkleolar lokalizasyon alani igerdigini ve aslinda ¢ekirdekgikte lokalize
oldugunu gosterilmistir (127). Niicleusda ki hTR ve hTERT'nin birlikte lokalizasyonu,
niicleusun telomeraz riboniikleoprotein  biyogenez alani olabilecegi fikrini
desteklemektedir. hTR ve telomeraz ile etkilesime giren diger RNA baglayici proteinler
de tespit edilmistir. Ornegin, La antijeni spesifik olarak hTR ve telomeraz ile etkilesir

ve telomer uzunlugunu invivo etkiler (128).

Telomerazla iligkili proteinlerin listesi hala biiylimektedir, fakat hTR biyogenezi
ve telomeraz montajinin ¢ok adiml siireglerinde ve telomeraz aktivitesini diizenleyen
potansiyel islevleri ve telomerazin telomerlere kooperatif G-zinciri sentezi igin

erigebilirligindeki hassas etkileri heniiz bilinmemektedir
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2.2.5. Normal ve Kanserli insan Hiicrelerinde Telomeraz Etkinligi

Telomeraz aktivitesinin varligin1 ve seviyesini kiiciik numune boyutlarinda
algilayan ve Olgen son derece hassas TRAP analizi, telomeraz aktivitesinin ¢ok farkl
normal insan dokularinda ve tiim insan tiimorleri spektrumunda belirlenmesine imkan
vermektedir (91,92). Normal insan hiicrelerinde, gelisme sirasinda telomeraz
etkinliginin siki bir sekilde diizenlendigi gozlemlenmektedir (129). Telomeraz
aktivitesi, cogu somatik hiicrede embriyonik farklilagma sirasinda ortadan kalkar, ancak
erkek germ hiicreleri, aktive edilmis lenfositler ve bazi kok hiicre popiilasyonu tiirleri
gibi bazi dokularda aktif halini stirdiiriir (91,92 ve 129). Telomer hipoteziyle uyumlu
bir bigimde, bu normal dokularin yiiksek proliferatif potansiyeli, telomer uzunlugunu
ve genetik istikrar1 korumak amaciyla telomeraz igin 6zel bir ihtiya¢ duyacaktir.
Telomeraz ekspresyonunun serbest birakilmasi dogrudan insanlarda goriilen
hastaliklarla baglantilidir (130). Insanlardan gériilen dyskeratosis congenita, tiimii
stirekli yenilenmeyi gerektiren ve normal olarak yiiksek rejeneratif olan cilt, bagirsak ve
kemik iligi gibi dokular etkileyen proliferatif eksikliklerden kaynaklanan ¢oklu sistem
hastaligidir. Dyskeratosis congenita’da olusan molekiiler bir kusur, ya hTR ya da
telomeraz RNA ile iliskili protein diskerin mutasyonlari nedeniyle telomeraz islev
bozuklugr ile sonuglanir (124,131). Etkilenen hastalar normal kisilere gore ciddi
bi¢imde daha kisa telomere sahiptir. Dyskeratosis congenita, normal insan biiylimesi ve

gelisiminde telomerazin dneminin dogrudan kanitidir.

Telomeraz bozukluklart hem p53 hem de telomerazdan yoksun geg¢ nesil hayvan
modellerinde goriildiigii gibi genetik istikrarsizlifa ve deri kanseri insidansinda artisa
neden olmaktadir (132,133). Genellikle telomeraz ifade eden hizla boliinen dokulardaki
hiicrelerin, telomeraz  bozukluklarindan en ciddi  sekilde etkilenecekleri
ongoriilmektedir. Bu bozukluklarda, her hiicre bdliinmesiyle daha hizli ve progresif
telomer kaybi, oOzellikle p53 mutasyonlar1 gelisen, glinese maruz kalmis ciltte
telomerlerin kritik derecede kisalmasina ve kromozom kararsizliginin indiiklenmesine
neden olur. Gergekten de, ugtan uca kromozom flizyonlar1 hem dyskeratosis congenita

hem de geg nesil telomeraz yetersizligi olan farelerde tespit edilmistir (134).

Bununla birlikte, normal insan somatik hiicrelerinin c¢ogunlugu telomeraz
negatiftir ve siirh ¢ogalma kapasitesine sahiptir (135-137). Hiicrenin tiiriine ve

kokenine bagli olan bu smira ulasildiginda, hiicreler ¢ogalmayr kalici olarak
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durdururlar. Bu tiir hiicreler bir dizi biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere ugrar
ancak kiiltiirde uzun siire canli kalabilirler (138). Yaslanmanin, ¢ok sayida onkojenik
mutasyon birikiminin onlenmesi i¢in bir timor baskilayici mekanizma olarak islev

gorebilecegi 6ne siiriilmiistir (137,139).

Normal insan biiylimesi ve gelisimi sirasinda, telomeraz aktivitesi spesifik
hiicresel fonksiyonlarin ¢cogalma talebini karsilamak {izere diizenlenirken, ayn1 zamanda
da tiimor olusumuna karsi proliferatif engelleri (yaslanma) korumaktadir. Bugiine
kadar, tiim6r numunelerinin yaklasik % 90’nin da telomeraz aktivitesi tespit edilmistir
(91,92). Son zamanlarda elde edilen deneysel veriler telomerazin ekspresyonunun,
hiicrelerin iki proliferasyon engelinden (M1 ve M2) kagmasi ve birgok hiicre tiiriiniin

oliimsiizlestirilmesi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir (140).

Cesitli onkogenlerle isbirligi yaparak, telomeraz ekspresyonu, normal insan
epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarinin  dogrudan Karsinojenik  doniistimi  ile
sonuglanmaktadir (145). Bu siiregte telomerazin spesifik rolii, smirsiz g¢ogalma
potansiyeli saglamasidir. Yeterli miktarda proliferatif kapasiteye sahip geng hiicreler
kullanilirsa, buna gerek kalmayabilir. Ayrica oOliimsiiz hiicrelerde telomerazin
baskilanmasi, telomer kisalma ve apoptotik hiicre 6liimiine yol agar (142-144). Biitiin
bu gozlemler telomeraz aktivitesinin kanser hiicrelerinin hiicre Oliimsiizlesmesi ve
sinirsiz ¢ogalma o6zelligi i¢in neredeyse evrensel olarak vazgecilmez bir gereklilik
oldugunu ortaya koymaktadir. Telomeraz diizenlenmesinin mekanizmalarinin
anlasilmasi, insan kanserlerinin arastirilmasi ve yonetimi {izerinde kesinlikle onemli

etkilere sahip olacaktir.

2.2.6. insanlarda Telomeraz Aktivitesinin Diizenlenmesi

Telomeraz aktivitesinin regiilasyonu, transkripsiyon, mRNA birlestirme, hTR ve
hTERT'nin olgunlagsmas1 ve modifikasyonlari, her bilesenin nakil ve hiicre ici
lokalizasyonu, aktif telomeraz riboniikleoproteininin birlestirilmesi ve telomerlerde
telomeraz riboniikleoproteinin erisilebilirligi ve islevi dahil olmak iizere c¢esitli
seviyelerde gergeklesir. Telomeraz aktivitesinin, doku gelisimi ve homeostaz sirasinda
belirli fizyolojik kosullar altinda modiile edildigini gosteren birtakim c¢alismalar
mevcuttur (129,145 ve 146). Biiylimeyle ilgili diizenlemeye ek olarak, telomeraz
aktivitesi, UV 1sinlamasi, alfa interferon ve dstrojen ve hiicre i¢i sinyaller ile farklilasma
yoluyla diizenlemeye tabidir (97,147-153).
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Insan telomerazinin temel bilesenleri arasinda, sadece katalitik bilesen
hTERT’in, telomeraz aktivitesinin sinirlayict belirleyicisi oldugu goriilmektedir. Cogu
vakada, hTERT ekspresyonu telomeraz aktivitesi ve kanser baslangici ve ilerlemesi ile
yakindan iligkilidir. Bir¢ok normal hiicrede transkripsiyonel olarak bastirilmis ve
Oliimsiizlestirme sirasinda yeniden baslatilmis veya yukar1 dogru diizenlenmis oldugu
goriilmektedir. Onemli deneysel veriler, hTERT ekspresyonunun transkripsiyonel
diizenlenmesinin, ¢cogu hiicrede telomeraz aktivitesinin aktivasyonunda birincil ve hiz

smirlayici basamagi temsil ettigini gostermektedir (97,154-156).
HTERT Geninin Transkripsiyonel Diizenlenmesi

Telomeraz aktivitesi, embriyonik gelisim sirasinda bircok dokuda soniik
durumdadir (129). hTERT mRNA ve telomeraz aktivitesi arasindaki korelasyon,
hTERT geninin transkripsiyonel diizenlenisini yansitir. hTERT cDNA's1 ortaya

ciktiginda kisa siire sonra hTERT'in genomik diizenlenmesi saglanir (154).

hTERT geninin lokalizasyonu ve organizasyonu; insan diploid hiicrelerinde
hTERT geni, kromozom 5p 'nin kisa kolu iizerindeki en uzak bant olan 5p15.33
kromozom bandinda tek bir kopya olarak bulunur (97, 157), (Sekil 2).

Normal insan hiicreleri her bir hiicre boliinmesiyle olusan progresif telomer
kisalmasi nedeniyle giderek yaslanir ve nihayetinde yashi konuma geger. Ancak kanser

hiicreleri genelde goreceli olarak daha kisa fakat kararli telomerlere sahiptir (158).

ATG hTERT (16 exons)
Telomere i""‘ . Centromere
e/ —S—+H—H- Ilq /f O 5p15
| ~z2mb | ~ 41kb |
mRNA (DT T T T T T 1T T T e
hTERT N-terminus T domain RT domain C-terminus

1132
1132 aa

Sekil 2. hTERT geninin gen organizasyonu. Insan hTERT geni, telomere yaklasik 2 Mb
mesafedeki kromozom 5'in (5p15.33) kisa kolunda bulunan 16 ekson ve 15 introndan olusur. Centromere
dogru kopyalanir. hTERT proteininin spesifik telomeraz alant (T alani), ters transkriptaz alan1 (RT alan1)
ve C-terminal bolgesi gosterilmistir.
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hTERT geni 16 ekzon ve 15 introndan olusur (154,158). hTERT geni kademeli
olarak ug uca eklenmis ve insan hiicrelerinde birgok 6rnegi ¢ikartilmistir (98,163-165).
Tiim farkli transkriptler insan gelisimi sirasinda doku bagimli ve gebelik yasma bagh
olarak ifade edilir, ancak sadece tam wuzunlukta hTERT transkripti telomeraz
aktivitesiyle iligkilidir (159,160).

hTERT alternatif eklenmis mRNA'larin islevleri heniiz bilinmemektedir. Bu
alternatif eklenmis transkriptlerin protein iriinleri, eklenmis bir {iriiniin potansiyel
dominant negatif fonksiyonu harici ekspresyon aracilifiyla gozlemlenmesine ragmen,
hiicrelerde tespit edilememistir (162,163). HTERT geni siklikla insan tiimorleri ve
timor hiicre dizilerinde yiiksek diizeyde goriliir (157,164). Bu, hTERT geninin artmis
bir kopya sayisinin, liimsiizlestirilen hiicrelerdeki telomeraz ekspresyonunun yukari
diizenlenmesine katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Ilginctir ki, ektopik
hTERT ekspresyonu, normal insan hiicrelerinde telomeraz aktivitesini ve habis fenotipi
indiiklemeden hiicreleri 6limsiizlestirmektedir (101,165-167). Telomerlerin kromozom
kararsizligina katkida bulundugu ve andploidi arttirdigi p53 mutasyonunun ardindan
telomerazin aktive oldugu tiimorlerde hTERT gen amplifikasyonunun daha sik oldugu

varsayilabilir.

hTERT transkripsiyon baslaticisinin  6zellikleri; hTERT'nin transkripsiyonel
diizenlenmesinin, insan hiicrelerinde telomeraz diizenlenmesinin ana mekanizmasi
oldugu diisiiniilmektedir. hTERT baslatici-lusiferaz habercileri tlizerinde yapilan gegici
transfeksiyon deneyleri, hTERT baslaticinin normal ve donistiiriilmiis 6liimstizlik
oncesi hiicrelerde inaktif oldugunu, ancak telomeraz gibi 6liimsiiz hiicrelerde aktive

oldugunu gostermektedir (154,156).
HTERT Transkripsiyonunun Aktive Edilmesi

C-myc, proliferasyonu, biiyiimeyi ve apoptosu destekleyen, iyi tanimlanmis bir
onkojendir (158). Yapisindaki veya ifadesindeki degisiklikler ile ¢ok farkli insan
kanseri arasinda baglantt bulunmustur (168). Myc gen ailesi, N terminallerinde
aktivasyon alanlar1 ve bir C terminali bHLHZ (bazik-sarmal-dongii-helezon-fermuar)
alan igeren transkripsiyonel faktorleri kodlar. Myc, bagka bir bHLHZ proteini olan Max
ile bir heterodimer olusturur ve bu heterodimerler, bir E-kutusu olarak adlandirilan 5'-

CACG TG sekansmi veya hedef gen baglaticilar iizerindeki ilgili sekanslar1 tanir ve
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bunlara baglanir (169). Myc ailesi transkripsiyon faktorlerinin hedef genleri, hiicre
dongiisli, biiylime, farklilasma ve Omiir uzunlugunu igeren hiicresel islevlerin bir¢ok
yoniiyle ilgilidir. Myc'nin transkripsiyonel aktivasyon islevine, en azindan kismen, bir
histon asetil-transferaz kullanimi tarafindan aracilik edildigi diistiniilmektedir (170).
Asir1 ekspresyon, yiikseltme, translokasyon ve mutasyon yoluyla c-myc fonksiyonunun
serbestlesmesi insan kanserlerinde siklikla goriilmekle birlikte, c-myc onkojenik
fonksiyonunun  altinda  yatan  molekiiler = mekanizmalar  henliz  acikliga
kavusturulmamistir. Birgok vakada, yiiksek proliferatif ve 6liimsiiz hiicrelerde yukari
diizenlendigi ve terminal farklilasma sirasinda asagi diizenlendigi igin, c-myc
ekspresyonu hTERT ile paralel gibi goriinmektedir. C-Myc'nin normal insan meme
epitel hiicresinde ve primer fibroblastlarda hTERT ekspresyonunu ve telomeraz
aktivitesini indiikledigi gosterilmistir (171). C-Myc'nin hTERT gen ekspresyonunu ve
telomeraz aktivitesini aktive etme kabiliyeti, c-myc'ye bagl hiicresel 6liimsiizlesmeye
ve doniisime katkida bulunabilir (172). Menstriiel siklus sirasinda normal insan
endometriyumunda telomeraz aktivitesi saptanmis ve bununla endometriyal hiicrelerin

proliferatif aktivitesi arasinda siki bir korelasyon bulunmustur (146,173).

Androjenlerin telomeraz etkinligi iizerindeki etkileri insan prostat kanseri
hiicrelerinde de incelenmistir. Bu mekanizmalar hakkinda arastirmalar devam
etmektedir. Steroid hormonlarin insan telomerazint dogrudan hedefledigi bulgusu,
hormon bagimli dokulardaki tiimor olusumunun molekiiler mekanizmalarina ve belki de
gelecekte hormona bagiml kanserlerin klinik yonetimine dair 6nemli bilgiler verebilir

(174).

hTERT transkripsiyonunun baskilanmasi; Cogu somatik insan hiicresinde
telomeraz  aktivitesi  eksikliginin hTERT  geninin transkripsiyonel olarak
baskilanmasindan kaynaklandigi ve bu baskinin ortadan kalkmasinin, ¢ok asamali
karsinojenez sirasinda goriilen ve hiicresel 6liimsiizliikle iliskili h\TERT ekspresyonunun
ve telomeraz aktivitesinin yukari diizenlenmesiyle sonuglandig: ileri siiriilmiistiir. Bu
hipotezle uyumlu olarak, normal somatik hiicreler ile bazi telomeraz-pozitif 6liimsiiz
hiicreler arasindaki hiicre fiizyonlari, telomeraz aktivitenin bastirilmasina neden olur
(175,176). Daha onemlisi, spesifik insan kromozomlarmin kanser hiicrelerine mikro
hiicreler araciligiyla aktarilmasi, hTERT ekspresyonunun baskilanmasina ve telomeraz
etkinliginin asagi diizenlenmesine neden olur (177). Bu gozlemler, normal hiicrelerin
hTERT ‘i islevsel transkripsiyonel baskilayicilarini eksprese ettigini gostermektedir.
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Belirli bir normal kromozomun bir telomeraz-pozitif hiicreye transferinin
hTERT ekspresyonunu ve telomeraz etkinligini baskiladigi gozlemi normal insan
hiicrelerinin hTERT'nin transkripsiyonel baskilayicilarim1 eksprese ettigini ve bu
baskilayicilarin bir tiimor bastirma islevine sahip olabilecegini giiclii bir sekilde 6ne

siirmektedir (177).
hTERT Transkripsiyonunun Negatif Diizenleyicileri

Madl. C-Myc / Max / Mad agmin iiyeleri, normal hiicre biiylimesi ve
gelisiminin kontroliinde merkezi islevler tasimakta olup, hiicresel transformasyonve

apoptozis gibi gesitli siiregleri diizenlerler (169).

Analiz edilen bir dizi timér numunesinde, Madl ekspresyonunun ya kayboldugu
yada normal eslenmis dokulardaki seviyeye kiyasla saptanamayacak kadar diisiik

oldugu bulunmustur (178).

Tiimor baskilayici protein p53, cesitli tiir hiicre hasarina yanit olarak hiicre
siklusu arrestini veya apoptozisi indiikleyerek tiimor olusumunu engeller (179). Bir
transkripsiyon faktorii olarak p53, hiicre siklusu, farklilasma, yaglanma ve apoptozis ile
ilgili birgok spesifik hedef geni diizenlemektedir (180). P53 fonksiyonu, tiim insan
kanserlerinin % 50'sinden fazlasinda aktif degildir (181,182). Telomeraz aktivitesinin
cogu insan kanserinde ve yiiksek proliferatif somatik hiicrelerde yukariya diizenlendigi
ve hiicre donglisii sonlanmasinda asagi diizenlendigi ve farklilasma gergegi, hiicre
siklusu regiilatorlerinin  telomerazin  diizenlenmesinde de rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Telomeraz etkinligi, hiicre siklusu sirasinda diizenlenmiyor goriinse de hiicre
siklusundan ¢ikis ve hiicresel farklilasma genellikle insan telomeraz aktivitesinin asagi
diizenlenmesiyle iliskilidir (183-185). Bunun molekiiler temeli heniiz anlasilamamustir.
Birgok farklilagma indiikleyici ve antiproliferatif reaktifler, hTERT transkripsiyonunda
dogrudan bir etkiye sahip gibi goziikmektedir (185).

Interferon-o. (IFN-0) iyi bilinen bir hiicresel proliferasyon inhibitoriidiir ve
birgok malignitede antitiimor aktiviteye sahiptir (186). IFN-a,hTERT transkripsiyonunu
4 saat icinde bastirmakta ve bdylelikle habis ve habis olmayan insan hematopoetik

hiicre hatlar1, primer 16semik hiicreler ve normal T lenfositlerinde telomeraz aktivitesini
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inhibe etmektedir (148). HTERT transkripsiyonunun IFN-aile baskilanmasi, IFN-a
aracili hiicre biiyiime arresti veya c-Myc ekspresyonunun inhibisyonuna bagh
olmadigindan, hTERT geninin IFN-a sinyal yolagi i¢in dogrudan transkripsiyonel bir
hedef oldugunu diistindiirmektedir (186).

Otokrin transforme edici biiytime faktorii 1'in - (TGF-1) reseptoriiniin tekrar
eksprese edilmesinden sonra insan kolon karsinoma HCT116 hiicrelerinde hTERT
ekspresyonunu inhibe ettigi ve TGF-1'in lusiferaz geri doniisiimcii testlerinde hTERT
baslatic1 aktivitesini baskiladigr gosterilmistir (187). TGF-11mRNA’nin, in vitro
trofoblast farklilasmasi sirasinda telomeraz aktivitesinin asag1 diizenlenmesiyle iliskili
olarak 6nemli 6l¢giide artar. Son olarak, TGF-11 ile tedavi BeWo insan koryokarsinoma
hiicrelerini hTERT transkripsiyonunu farklilastirmak ve bastirmak iizere indiikler

(183).

Yeni sentezlenen D3 vitamini analogu 5,6-trans-16-ene-vitamin D3, prostat,
gogiis ve miyeloid 16semik hiicrelerin hiicre proliferasyonunu ve siklin bagimli protein
kinaz inhibitorleri p21 ve p27'nin yukar1 dogru diizenlenmesini engellemis ve ayrica
hTERT de baskilandigi gozlemlenmistir (188). U-87MG insan glioblastomalariin
biiylime hormonu salinim hormonunun bir antagonisti ile tedavisi telomeraz
aktivitesinde ve hTERT mRNA ekspresyonunda azalma ile sonuglanmistir (189).
Farklilagma sirasinda telomeraz aktivitesinin postmitotik bir terminal duruma gegmesi,
muhtemelen belirli gelisimsel yolaklara baglanma sirasinda ortaya g¢ikanlardan farkli
mekanizmalar igerecektir. F9 embriyo karsinomu ve insan embriyonik kok hiicreleri,
farklilasmaya indiiklendikten sonra proliferasyonlarini siirdiiriirler ve bu soylarin
lusiferaz raportor analizlerinde hTERT ve hTERT baslatic1 aktivitesini baskiladiklari
gozlenmistir  (190). Bu, birgok hiicresel farklilasma programimin hTERT
transkripsiyonel diizenlemeyle baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir (190). Bu ve
benzeri transkripsiyon faktorlerinin belirlenmesi, insan telomerazinin dokuya spesifik
ve gelisimsel diizenlenmesinin mekanizmalarin1 anlamada faydali olacaktir. Gergekten
de, kromozom transferi deneyleri, normal insan hiicrelerinden alinan bir¢ok insan
kromozomunun, telomeraz pozitif kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesini ve hTERT
ekspresyonunu baskilayabildigini gostermektedir (191-193). Boylece, bu baskilayicilar,
telomeraz aktivasyonuna yol acan hiicresel Oliimsiizlestirme sirasinda ekspresyonunu
yitirmekte veya aktiviteleri degismektedir. Genomun epigenetik modifikasyonu,
memelilerin gelisimi igin gerekli olan genlerin koordineli bir bigimde eksprese olmasini
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saglar. Neredeyse yaslanmis somatik hiicrelerin niikleer transferinden tiiretilen
klonlanmig buzagilarda telomeraz aktivitesinin yeniden aktive edilmesi ve telomer
uzunlugunun restorasyonu, yeniden yapilandirilmis embriyoda epigenetik yeniden
programlamanin olusabilecegini gostermektedir (194-196). hTERT'nin transkripsiyonel
diizenlenmesi, kuskusuz hiicrelerdeki telomeraz aktivitesinin kontrol edilmesinde
birincil mekanizmadir fakat ciddi oranda bulgular hnTERT proteininin post-translasyonel
modifikasyonlarinin  telomeraz  aktivitesine ek bir katman saglayabilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, normal yumurtalik dokular1 ve uterin leiomyoma
hiicrelerinin, hem hTR hem de tam uzunlukta hTERT mRNA'sin1 eksprese etmelerine
ragmen tespit edilebilir bir telomeraz aktivitesine sahip olmadiklar1 gdsterilmistir (160).
Buna ek olarak, hTERT mRNA'lar, telomeraz aktivitesinin durumundan bagimsiz
olarak, insan lenfositleri, bademcikler ve periferik kan T ve B hiicrelerinde benzer
seviyelerde bulunurlar (197). Telomeraz aktivitesi ile hTERT ekspresyonu arasindaki
benzer uyumsuzluklar, insan kolon ve bobrek dokusunda ve tiimorlerde ve hipoksik ve
normoksik kiiltiir kosullarinda insan diiz kas hiicrelerinde de goriilmektedir (198-200).
Bu veriler, hTERT' nin ekspresyonunun bazi hiicre tiplerinde aktif telomeraz tiretmek
icin daima yeterli olmadigin1 ve hTERT'nin post-translasyonel modifikasyonunun insan
telomeraz aktivitesinin aktif ve pasif durumlarint modiile etmede rol oynayabilecegini
ortaya koymaktadir. Giderek artan kanitlar telomeraz aktivitesinin hTERT

fosforilasyonu ile diizenlenebildigini gostermektedir (201).
Telomeraz Holoenzim'in Telomerlere Erisiminin Kontrolii

Insan telomerleri, proteinlerle baglh TTAGGG tekrarlarmin uzun tandem
dizilerinden olusur (65). Bu yiiksek derecede diizenlenmis telomerik DNA-protein
kompleksi, hiicrelerin, sadece telomerleri hasar gdrmiis DNA'lardan ayirmasini,
bozunum ve fiizyona karsi korunmasini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda telomeraz
erigilebilirligini diizenleyerek telomerlerin algilamalarini ve kontrol etmelerini saglar.
Insanlarda telomerler; 75-300 niikleotid uzunlugunda olabilen 3'tek zincirli ¢ikint1 ile
sonlanir(67,202). Bu G-zengin tek zincirli ¢ikinti, telomerik DNA dupleksi iginde,
kromozom uglarmi stabilize eden ve koruyan bir yapi olan in vitro bir t-halkasi
olusturmak tizere kenetlenebilir (68,69). In vitro calismalar, telomerazin de novo
telomer sentezinin erisilebilir bir 3 '¢ikint1 gerektirdigini gostermektedir (203, 204). T
dongiisiinlin olusmasi, telomerleri korumak ve ayni zamanda telomerazin erisimini
engellemek i¢in yapisal bir ¢oziim saglayacaktir. Son birkac¢ yilda, telomerle iligkili
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proteinlerin ve etkilesen partnerlerinin sayis1 giderek artmaktadir (206-208). Toplu
olarak, bu telomerik proteinler, telomer biitiinligiinii ve islevselligini korumak, DNA
hasar onarim agi hiicresel yaslanma kontrolleriyle birlestirmek telomerazin
telomerlere erisimini diizenlemek gibi islevler gorebilir. Insan hiicrelerindeki
telomerlere telomeraz erisiminin nasil diizenlendigi heniiz tam olarak anlasilamamuistir.
Son yillardaki arastirmalar, telomerle iliskili proteinlerin telomeraz erisimini olumlu ya
da olumsuz ydnde diizenleyebilecegini gdstermektedir (206). Ik tanimlanan telomerik
protein terminal sinir fragmani 1(TRF1) ve terminal sinir fragmani 2 (TRF2) (TTAGGG
tekrar baglayici faktorler 1 ve 2) dupleks telomerik DNA'ya baglanir ve t-dongiisii
olusumunda yer alir ve bdylece telomer uzunlugunun negatif regiilatorleri olarak islev
goriir (69,208, 209). TRF1 veya TRF2'min asir1 ekspresyonu, telomeraz-pozitif
hiicrelerde telomerin uzamasini engeller (208). Bu gozlem, telomer biitiinliigi ile DNA
hasar onarim yolu arasindaki dogrudan etkilesim i¢in molekiiler bir temel
saglamaktadir. Telomerlerden endojen TRF1'i uzaklastiran baskin negatif TRF1'in asir1
ekspresyonu, telomeraz-pozitif hiicrelerde telomerin uzamasina neden olur, ancak bu

telomeraz negatif hiicrelerde goriillmez (209, 210).

TRF1, cift zincirli telomerik DNA tekrarlar1 boyunca baglanir ve telomerazin
telomerlere erigimini engelleyebilir. Daha uzun telomerler daha fazla TRF1’e
baglanacagindan, telomer uzunlugunu kontrol eden olumsuz bir geri bildirim
olusturabilir ve en azindan kismen, insan telomerazinin tercihen en kisa telomerleri nasil

uzatabilecegini agiklayabilir (211).

2.3. ANATOMIi

2.3.1. Over

Basik oval sekilli bir ¢ift organdir. Pelvisin yan kisimlarinda fossaovaria igine
yerlesmislerdir. 2.5-5 cm uzunluk, 1.5-3 cm. genislik, 4-8 gr agirligindadirlar. Ig yiizii
fimbrialarla ortiiliidiir ve yuvarlaktir (212). Overler asimetrik olup sagdaki soldakinden
daha biiyiiktiir. Pelviste“fossa ovarica” denilen ¢ukurlarda yerlesir (213,214).

Ligamentleri: Overin asil ligamenti olan utero-ovarian ligament, broad
ligamentin arka tabakasi ile kusatilmis kordon seklinde bir yapidir. Diiz kas ve bag
dokusundan olugmustur. Ovarian ligament, overin alt kutbundan uterus yan duvarina

kadar uzanir. Mezosalpinks ile mezoovarium arasinda yerlesmistir (215). Overin asici

33



ligamenti olan infundibulopelvik ligament, fibromiiskiiler bag dokusundan olusan
yelpaze seklinde bir banttir ve iginden overin {ist kutbundan pelvis yan duvarina uzanan
arter, ven, lenfatikler ve visseral sinirler de yer alir. Bu ligamentin karin boslugundan
pelvis bosluguna girdigi yer pelvik giris seviyesinde, ana iliak arter bifurkasyonundan
daha ylizeysel, iireterin c¢aprazladigi yerin hemen lateralindedir (215). Mezoovarium,
broad ligamentin arka yiizlinden G&verin On yiiziine uzanan bir periton kalintisidir.
Overin damar ve sinirlerinin over hilusuna gecisini saglar. Mezoovarium,
infundibulopelvik ligament ve utero-ovarian ligament birlikte overi destekleyerek onun
pelvis duvarindaki konumunu belirler (215,216).

Arterleri: Overler, aortanin anterolateral yiizeyinde renal arterlerin daha
altindan ¢ikan ovarian arterler ve uterus arterinin ovarian dali tarafindan beslenirler.
Over arterleri ayni zamanda tuba uterinayi, uterusun fundus ve govdesinin iist
boliimiinii de beslerler ve uterusun lateral yilizeyinde uterus arteri ile anastomoz
yaparlar. Retroperitonda asagi dogru oblik bir hatta seyreden over arterleri
beraberindeki ven, sinir, lenfatik kanal ve iizerindeki peritonla birlikte pelvik giris
seviyesinde infundibulopelvik ligamenti olustururlar. Karin igerisinde {ireterin
medialinde ilerleyen bu damarlar pelvik girisinden itibaren iireterin anterolateralinde
¢ok nadirende posteriorunda seyrederler (215,216).

Venleri: Overin venleri, mezoovarium ve infundibulopelvik ligament
bolgesinde bir pleksus halinde baslarlar. Bu pleksuslardan 6nce, ovarian artere bitisik
iki ven ¢ikar, bu iki ven de birleserek tek ven haline gelirler. Sagdaki ven vena cava
inferora, soldaki ven sol renal vene acilir (215,216).

Lenfatikleri: Overin lenfatikleri, teka eksternadan girerek stromayi gegmekte ve
hilustaki daha biiyiik trunkuslara bosalarak pleksus yapmaktadir. Bunlar bobrek alt
sinir1 hizasinda {ist paraaortik lenf nodlarina, bir kismi eksternal iliak, internal iliak ve
interaortik lenf nodlarina, bir kismi ise common iliak ve inguinal lenf nodlarina
dokiilmektedir (215,216).

Innervasyonu: Over, sempatik visseral innervasyonunu aortikorenal pleksustan
alir. Bununla birlikte, over pleksusu over damarlar ile infundibulopelvik ligamente
uzandigl icin st ve alt hipogastrik pleksustan da sempatik uyari alabilir. Overin
innervasyonundan sorumlu olan preganglionik sempatik liflerin, spinal T10 ve T11
seviyesinde intermediolateral hiicrelerden koken aligina ve torasik splanik sinirlerin

icinden karmna gectigine inanilmaktadir (215). Bu sinirler siiperior mezenterik arter
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yakinlarindaki ganglionlarla sinaps yapar. Parasempatik lifler, inferior hipogastrik

pleksusdan, dolayisi ile S2 ile S4 seviyesindeki pelvik splenik sinirlerlerde gelir (215).
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Sekil 3. Uterus, Vajina, Uterin Tiipler, Yumurtaliklar ve Destekleyici Baglar (Seeley RR,
Anatomy and Physiology, 2004). 26

2.3.2. Testis

Eriskin bir erkegin testisi 4x3.5x3 cm boyutlarindadir. Testisler ovoid sekilli
gonadlardir. Her birinin hacmi 30 ml kadardir. Testisin anterolateral boliimii serbest
iken, posterolateral yiizli epididim, bag dokusu ve damarlarla ortiiliidiir. “Mediastinum
testis” olarak adlandirilan krainoposterior kismindan, seminal tasiyicilar ¢ikar (217).
Testis, tunika albuginea adi verilen kompakt bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Bu tabaka;
fibroblastlar ve kollojenden yogun bir yapidadir. Tunika albuginea ‘nin altinda nispeten
daha gevsek bag dokusu yapisinda, tunika vaskiilosa ad1 verilen damarsal bir tabaka yer
alir. Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlagsarak mediastinum testisi olusturur.
Burada tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklasik 250 adet,
piramit bicimli lobullere ayirir. Herbir lobiiliin i¢inde bir ile dort arasinda degisen
sayida kivrimli seminifer tiiblil bulunur. Seminifer tiibiiller ise rete testis diye
isimlendirilen kanal agina acilirlar. Tunika albuginea’nin iizerinde peritonun uzantisi
olan tunika vaginalis yer almaktadir. Tunika vaginalis iki yapraklidir. Anteriorda,
testise yakin olan ve epididimi ¢evreleyen kismina visseral tabaka, daha dista yer alan

kismina ise pariyetal tabaka adi verilir. Bunlarin diginda sirasiyla “fascia spermatica
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interna”, “musculus cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer
alir (218). Tim bu olusumlar birbirlerine gevsek bag dokusu ile baglanmistir (218).
Testisin ana damart aortanin 6n yiiziinden ve bobrek arterinin yaklasik 2-3 cm altindan
cikan testikiiler arterdir. Bu damar i¢ kasik halkasina kadar retroperitonda ilerleyip
spermatik kord yapilar1 arasina katilir. Tek veya dallara ayrilan testikiiler arter, testis
arka yliziinii oblik olarak gecer. Sonra ana dallar boliinerek ilerler ve seminifer tiibiiller
arasinda yer alan interlobiiler arteriolleri olusturur. Ana damar, testikiiler arter olmasina
karsin, kremasterik, vazal ve epididimal arterlerle testikiiler arter arasinda birgok
anastomoz goriilebilmektedir (217,218)

Testisin vendz drenaji kapiller ile baslar ve testis disinda “plexus
pampinoformis i meydana getiririler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi seviyesinde bu venler
birleserek testikiiler veni olustururlar. Sag testikiiler ven, sag bobrek veninin 4-5 cm
kadar altindan vene cava inferiora, sol testikiiler ven sol bobrek venine agilir. Testisin
innervasyonu asil olarak sempatik postganglionik ve viseral afferent sinirlerle
olmaktadir. Sinirler genelde damarlar takip ederek testise ulasirlar. Testis lenfatikleri,
seminifer tiibiiller etrafinda goriilmeyen lenfatik kapillerle interlobiiler septadan baslar.
Daha sonra spermatik kordu takip ederek paraaortik, interaortokaval ve perikaval lenf

diigtimlerine agilirlar (217,218).

2.4. EMBRIYOLOJI

Disi Ureme Sistemi: Embriyoda 7. haftaya kadar gonadda cinsiyet ayirimi
yapilamamaktadir. Gonadlar ii¢ kaynaktan gelismektedir. Colemik epitelyum, bunun
altindaki mezensim ve primordial germ hiicreleri. Besinci haftada mezonefrozun
medialinde ¢olemik epitelin kalinlagmasi ve alttaki mezensimin proliferasyonu ile plika
genitalis meydana gelmektedir. 6. haftada primer seks kordonlari denen parmaksi
epitelyum kordonlari, alttaki mezensime uzanmakta ve bu donemde heniiz differansiye
olmamis gonadda dista korteks, igte medulla secilmektedir. 5.ayda seks kordonlari,
korteksi ¢ok sayida primitif kortikal lobiillere bolmektedir. Arastirmacilarin bir kismi
granuloza hiicrelerinin bu seks kordonlarindan, digerleri ise mezensiminden gelistigini
ileri siirmektedir. Teka interna ve eksterna gibi stromal hiicreler ise medulla
mezensiminden koken almaktadir (213,214).

4. Haftada kaudal mezoderm i¢in dogru giren yolk kesesinin allontoise yakin

duvarindaki enodermal hiicrelerin farklilagmasi ile primordial germ hiicreleri
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olusmaktadir. Bu hiicreler ameboid hareketlerle son barsagin dorsal mezenterinden plika
genitalise go¢ etmektedir (213,214).

Altinc1 haftada primordial germ hiicreleri mezensime girmekte, buradaki
pregraniiloza hiicreleri germ hiicrelerini sarmakta ve primordial folikiiller ortaya
cikmaktadir. Daha sonra oogonia’ya doniisen germ hiicreleri siirekli olarak mitozla
cogalarak, 7-9. Ayda primitif kortikal lobiilleri doldurmaktadirlar (213,214).

Oogonia, oosite doniligerek dogumdan 6nce 1. Mayotik bolinmeye girmekte,
ancak puberteye kadar profaz sathasinda kalmaktadir. Pubertede, ovulasyon ile 2.
mayotik bdliinmenin metafaz safthasina kadar ulasmakta, dollenme olursa 2. mayoz

boliinme tamamlanmaktadir.
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Testislerin Gelisimi Overlerin Gelisimi
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Overlerde, intrauterin hayatin 6. Haftasinda 600 bin germ hiicresi, yenidoganda
2 milyon primer oosit bulunmaktadir. Pubertede ise 30-40 bine diismekte, bunlarin

sadece 400’1 sekonder oosit haline gelmekte ve ovulasyonla atilmaktadir (213,214).
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Sekil 5. Folikiil gelisim asamalar1 (Ross MH,Histology A Text And Atlas,1995).

Erkek Ureme Sistemi: Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmakla beraber, gonadlarin erkek ve disi morfolojik 6zellikleri, ancak 7 haftadan sonra
gozlenebilir. Primordial germ hiicreleri, embriyonik gelisimin erken devrelerinde yolk
kesesi duvarinda, allontozise yakin bir yerde, endoderm hiicreleri arasinda belirir;
amebik hareketlerle son barsak mezenterinin dorsali boyunca ilerler. 5. haftanin baginda
primitif gonadlara ulasir ve 6 haftada da genital kivrimlari isgal eder. Gonadlarin over
veya testise farklilasmasinda primordial germ hiicrelerinin belirleyici etkisi vardir (219).

Dordiincii ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve bu at nalinin uglar1 rete
testis ile devam eder. Bu durumda artik testis kordonlari, primitif germ hiicreleri ile
bezin ylizeyel epitelinden kaynaklanan Sertoli hiicrelerinden olusmustur. Fotal Sertoli
hiicrelerinden ~ salman  “Miillerian  Inhibiting  Faktér” (MIF)’in  yardimiyla
paramezonefrik yapilar (Miiller kanal1) ortadan kaybolur. (219)

Interstisyel Leyding hiicreleri, gonadal siskinligin orijinal mezensiminden kdken

alir ve spermatik kordlar arasinda yer alarak, bu kordlarin farklilagmasindan hemen
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sonra gelismeye baslar. Gebeligin 8. Haftasinda, Leyding hiicrelerinden testesteron
salinimi baglar ve testosteronun etkisiyle mezonefrik yapilar (Wolf kanali) epididim,

seminal bez, vas deferens ve ejakiilator kanal olarak farklilasir (219,220).

Forequt ____  Hindgut — ey
2 s sislik
(f*“ ~A % £ Allontois
: _ ~ |
1CRAER ) 4/ P\ /] Genital
S : I A i Hindgut . e
A\"%’ S~ Primordial ]
el & germ I
% hicreleri
.' Mezonefroz
{ i
Kloaka -

R s Yolk kesesi .\
A "’“M"‘"'/ B\

Sekil 6. A. 3 Haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allontosis baglantisina yakin bir yerde
primordial germ hiicrelerini gosteren sematik ¢izim. B. Primordial germ hiicrelerinin, son barsak ve
dorsal mezenter boyunca genital kivrima dogru giden gb¢ yolu. (Langman’s Medikal Embriyoloji’den
almmugtir.)
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Sekil 7. A: Genital kabariklik ve mezonefroz arasindaki iliskiyi gdsteren ¢izim. 7B. Mezonefroz
ve genital kabarikliktan A’da belirtilen seviyeden gecen transvers kesit. (Langman’s Embriyoloji’den
almmugtir.)

2.5. HISTOLOJi

Over: Overin dis yiizii tek swrali kiibik, yer yer psodostratifiye, modifiye
peritoneal hiicrelerle déselidir. Kortikal ve mediiller stroma sinir1 segilememektedir. igsi
sekilli, vimentin ve aktine kars1 immiinreaktif stroma hiicreleri tipik olarak girdaplar ve
stariform patern yapmakta, hiicrelerin arasinda kortekste daha yogun olmak iizere
retikulum ag1 ve kollojen demetleri bulunmaktadir. Stromal hiicrelerde yag, diiz kas ve

desidual hiicre metaplazisi meydana gelebilmektedir (213,214).
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Dogumda primordial folikiiler korteksi doldurmakta olup eriskinde ise kortekste
diizensiz kiimeler halindedir. Bunlar tek sirali ve yassi ve inaktif granuloza hiicreleri ile
cevrili primer oositten meydana gelmektedir. Oositin niikleusu iri, ince graniiler
kromatin yapisina sahip, bir veya daha fazla niikleolliidiir. Her siklusta folikiil stimiilan
hormon (FSH)’in etkisi ile 5-12 primer folikiill maturasyona baslamakta, ancak
bunlardan sadece birisi matiir folikiil haline gelmektedir. Kalan folikiiller dejenereolarak
corpus atreticum ad1 verilen bag dokusu ile yer degismektedir (213,214).

Folikiiler matiirasyonda, ilk olarak oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri
kolumnar lale gelerek primer folikiil olusmaktadir. Graniiloza hiicreleri dar, soluk
sitoplazmali, kiiglik, yuvarlak veya oval, hiperkromatik niikleuslu olup sitoplazmalari
vimentin, sitokeratin ve desmopolkine karsi immiinreaktiftir. Bu hiicrelerdeki mitotik
aktivite sonucu oosit ¢evresinde 3-5 sirali konsantrik tabakalanma ortaya c¢ikmakta,
sekonder ve preantral folikiil olusmaktadir. Preantral folikiilde graniiloza hiicrelerinin
tirettigi miilkopolisakkaritten zengin siv1 ile hiicreler arasinda kii¢iik bosluklar ortaya
¢ikmakta, bunlar birleserek tek bir biiylik kavite veya antrum olusturur (213,214).

Sonugta tersiyer, antral veya vezikiiler folikiil meydana gelir. Bu donemde oosit
belli bir biiyiikliige ulasip, folikiiliin bir kenarmna itilmektedir. Granuloza hiicreleri
“Cumulus Oophorus” u olusturmak iizere ¢cogalarak matiir folikiilii meydana getirirler.
Ovulasyondan once folikiil, stigma adi verilen avaskiiler bir alanda over yiizeyinde
disar1 dogru protriide olmaktadir. Ovulasyonda luteinizin hormonun (LH) etkisi ile
stigma patlamakta, preovulatuar folikiildeki oosit ve g¢evresindeki hiicreler sivi ile
birlikte peritoneal bosluga atilmaktadir (213,214).

Ovulasyonu takiben folikiil kollabe olarak korpus luteum (KL) adi verilen
glandiiler yapiya doniismektedir. KL makroskopik olarak ortalama 1.5-2.5 cm capinda,
yuvarlak, ortasi gri, yer yer kanamali kistik kavite halinde, ¢evresi agik sar1 olarak
izlenmektedir. KL ‘un iki veya daha fazla nikleolli yuvarlak niikleuslar
bulunmaktadir. Bu hiicreler tipik olarak hormon iiretmektedir. Teka interna hiicreleri
biiyliylip, sitoplazmalar1 genislemekte ve teka liitein hiicreleri adini almakta ve bu
hiicrelerde hormon iiretmektedir (213,214). Fertilizasyon meydana gelirse korpus
luteum, gebelik korpus luteumuna dontigmekte, ovum fertilize olmazsa ovulasyonu
takiben 8-9. giinde KL dejenere olup corpus albikans adi verilen fibréz skarlara
dontigmektedir (213,214).

Over hilusunda, testisin Leyding hiicrelerine benzeyen, c¢esitli sekil ve

biiyiikliiklerde kiimeler halinde, karekteristik olarak non medullar sinirlere komsu,
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sitoplazmalarinda homojen, eozinofilik boyanan spesifik Reinke kristloidleri igeren
hilus hiicreleri bulunmaktadir.

Testis: Testis tunika albuginea adi verilen beyaz, sert ve yogun fibréz bir doku
ile sarilidir. Bu bag doku testisin iist yiizeyinde epididim ile testisin birlesim yerinde
(mediastinum testis) testis i¢ine uzanan septalar verir. Bu septalarla testis yaklasik 250
adet lobiilusa ayrilir. Her testis lobiilusunda sayilar1 bir ile dort arasinda degisen
kivrimlar yapmis seminifer tiibiiller bulunur. Bu tiibiiller arasinda bag ve destek
dokusundan zengin interstisyel aralik vardir.

Seminifer tiibliller mediastinum testiste birleserek rete testisi yaparlar. Rete
testisler de birbiri ile birleserek eferent duktuslart olusturup kaput epididimise
dokiiliirler. Seminifer tiibiiller elastik liflerden zengin bag dokusundan yapilmis bazal
membran ile bunun i¢ yiiziinli doseyen germinatif epitel ve Sertoli hiicrelerinden olusur.
Sertoli hiicreleri bazal membrana oturmus ve birbirine siki baglarla tutunmustur. Bu
hiicreler sabit sayida ¢ogalmayan hiicrelerdir. Bazal membran, peritiibiiler kontraktil
hiicreler ve birbirine sikica baglanmis Sertoli hiicreleri ile arada kan-testis bariyerini
olustururlar. Bu bariyer spermatogenetik hiicrelerin immiin sistem hiicreleri ile
karsilagsmasini Onler (221-223).

Sertoli hiicreleri tiibiil liimenine dogru filamentéz sitoplazmik dallanmalar
gosterirler ve germ hiicreleri bu filementdz dallanmalar arasinda bulunur. Sertoli
hiicreleri germ hiicrelerinin enerji ihtiyacin1 karsiladiklar1 gibi, gelisimin ¢esitli
evrelerinde olusan germ hiicrelerinin artiklarinin fagosite ederler ve folikiil uyaran
hormon (FSH) reseptorleri tasirlar. Salgiladiklar1 iriinler ile liimen iginde
spermatogenezi kolaylastirici kimyasal bir ortam saglar (221-223).

Seminifer tiibiil i¢inde yer alan ikinci 6nemli yap1 ise germ hiicreleridir. Bunlar
bazalden liimene dogru degisik olgunlagsma asamalarindadirlar.

Interstisiyumda ise kan damarlari, lenfatik kanallar, fibroblastik destek hiicreleri,
makrofajlar, mast hiicreleri ve Leydig hiicreleri vardir. Leydig hiicreleri liiteinizan

hormon (LH) etkisi ile kolesterolden testesteron sentezler (221-223).

2.6. FIZYOLOJI

Preovulatuvar folikiil ve bunun ardindan ortaya ¢ikan KL, en basta dstrojen ve
progesteron olmak {izere over hormonlarinin siklusunu saglar. Bu hormonlar, ovumun
olgunlasmasint ve endometriumun dollenmis ovumun yerlesebilecegi sekilde

hazirlanmasin1 diizenler. Bu ovarian dongii, gonadotropin relasing hormon (GnRH),
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folikiil stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) tizerinden yaptig1 pozitif ve
negatif geri bildirimlerle hipotalamik-hipofizer ve over aksini diizenler (225).

Erkek tireme fonksiyonlarinda o©Onemli 3 steroid hormon; testesteron,
dihidrotestesteron ve Ostradioldiir. Bunlardan en Onemlisi testesterondur. Leydig
hiicreleri mevcut testosteronun %95 den fazlasinin yaparlar. Kalan %5’lik kisim adrenal
bezden salgilanir. Testisler, testesterondan baska az miktarda az giiglii androjen olan
dihidrotestosteron, zayif androjen dehidroepiandrosteron ve androstenedion da
salgilarlar. Leydig hiicreleri ayn1 zamanda az miktarda ostradiol, Ostron, pregnelon,
progesteron, 17alfa-hidroksipregnenolon ve 17 alfa-hidroksiprogesteron da salgilarlar.
Dihidrotestosteron ve ostradiol sadece testisten salgilanmaz, periferik dokularda testis
ve adrenal glandin yaptigi androjen ve Osrojen prekiirsorlerinden doniiserek de
olusurlar. Dolasimdaki miktarin %80 ‘i periferik doniisiim iirtintidiir (225).

Androjenler ve ostrojenler kanda serbest halde veya serum proteinlerine bagl
halde bulunurlar. Testesteron %38 oraninda albiimine ve ¢ogunlukla da “seks hormon
binding globiilin’e” (SHBG) baghidir. SHBG karacigerden sentezlenir.

Testesteronun % 2’lik kismi serbesttir. Hiicrelere girerek metabolik etkilerinin
gosterir (224,225).

Erkekte androjenlerin bir¢ok etkileri vardir. Fotal hayatta internal ve eksternal
genital organlarin farklilasmasindan sorumludur. Pubertal donemde skrotum, epididim,
vas deferens, seminal vesikiiller, prostat ve penis gelisimini saglarlar. Bu organlarin
fonksiyonel iliskileri yine androjenlerin etkisiyle olusur (224,225).

Hipotalamus “Gonadotropin relasing hormon” (GnRH) adinda bir peptit
salgilar. Her 90-120 dakikada bir hipotalamo-hipofiziel portal vene salinir. Hipofiz 6n
lobuna etki ederek, Luteinizing hormone” (LH) ve daha az olarak da “Follicle
stimulating hormone” (FSH) ‘in dolagima salgilanmasimi saglar. Artan androjen
sekresyonu hem hipotalamus hem hipofiz {izerinden LH’nin sekresyonunu inhibe eder.
Hipotalamus ve hipofizde androjenler ve 6stroje igin reseptorler vardir ( 224,225).

Literatiirde TPN uygulamasi sirasinda olusan komplikasyonlar ve yeni durumlar
hakkinda calismalar mevcuttur ancak TPN ile yaslanma arasindaki iliskiyi, gdsteren
calismalara rastlanilmadi. Bu ¢alismada TPN nin hiicre yaslanmasi iizerine olan etkisini

gostermek amaclanmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismada ayn1 yasta ve esit sayida erkek ve disiden olusan, her biri ortalama
2600 + 500 gr agirliginda toplam 42 adet yeni Zellanda tavsani kullanildi. Tavsanlar,
Inonii Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma i¢in inénii
Universitesitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay alindi. 12 saat
giindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde 23°C de deney ortami hazirlandi. Tavsanlar

deneyden Once ve sonra tartildi.

3.1. Yontem
3.1.1. Deney Gruplari

Calismada kullanilan toplam 42 adet tavsan 3 gruba ayrildi.

Grup 1: TPN grubu: Bu gruptaki 14 adet tavsana santral vendz kateter
yerlestirilip 10 giin TPN verildi. (Tablo IV)

Grup 2: Serum fizyolojik grubu: Bu gruptaki 14 adet tavsana santral venoz
kateter yerlestirilip 10 giin 50 cc/kg/gilin serum fizyolojik verildi.

Grup 3: Kontrol grubu: Bu grupta bulunan 14 adet tavsana herhangi bir islem

uygulanmadi.
3.1.2. TPN Modeli

Calisma siiresince gruplarda yer alan tavsanlarin hepsinin oral beslenmesine
devam edildi ve su igmelerine izin verildi. Grup 1, Grup 2 daki tavsanlarin her birinin
internal juguler venlerine cut-down yoluyla kateter0.5x0.5 mm, 45 cm polyethylen
catheter (Cavafix, Certo, Braun, Melsungen Germany) yerlestirildi. Islem ketamin (35
mg/kg IM) (ketalar, Parke-Davis, Ann Arbor, MI, USA) + Xilazin (5 mg/kg IM)
(Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Germany) anestezisi altinda gerceklestirildi (91).

TPN igerigindeki {iriinler; %10 lipid (Intralipid®, Fresenius Kabi, Uppsala,
Sweeden), %6 aminoacids (Trophamin®, Eczacibasi-BAXTER, Istanbul, Tiirkiye), %20
Dekstroz® (Eczacibasi-BAXTER, Istanbul, Tiirkiye), Addamel TMN (Fresenius Kabi,
Uppsala, Sweeden)’ den olusmaktaydi.

Birinci gruptaki tavsanlara kateter takildiktan 1 giin sonra baslayarak 10 giin
boyunca giinde 8 saat siirekli inflizyon seklinde TPN uygulanda.

Ikinci gruptaki tavsanlara kateter takildiktan lgiin sonra 50cc/kg/giin serum

fizyolojik 10 giin siiresince giinde 8 saat infiizyon seklinde verildi.
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Ucgiincii gruptaki tavsanlara herhangi bir islem yapild1 ve normal beslenmelerine

devam edildi ve kontrol grubu olarak kabul edildi.

Tablo 4. Tavsanlara uygulanan TPN’nun 6zellikleri.

Soliisyonlar Doz Voliim Enerji Ozmolalite
(9/kglq) (ml) (kcallg) (mOsm/L)

%6 TrophAmine® 4 160 40 525

%20 Dextroz® 18 250 170 1250

%10 Intralipid 2 50 55 280

9%0.9 NaCl (3 mEqg/kg) 50 310

KCI (3 mEg/kg) 3

Mg (1 mEg/kg) 1

Eser elementler 1

Ca (1 mEg/kg) 1

Total TPN Karigimi 516 365 825

3.1.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Calisma sonunda testislerden ve overlerden Ornekleri alindi ve tavsanlar
sakrifiye edildi. Alinan dokular transversal kesitler olarak iki par¢aya boliindii. Doku
materyalleri 24 saat siiresince %10’luk formalin solusyonu igerisinde fikse edildi. Bu
stire icerisinde makroskopik Ornekleme ve rutin doku takibi yapildi ve ondan sonra
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesilerek hazirlanan
preparatlar deparafinize edildi, hemotoksilin & eosin ile boyand: ve telomeraz reverse
transcriptase expresyonu i¢in immunohistokimyasal boyama yapildi.
Immiinohistopatolojik inceleme materyallerin hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin
Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda iki patolog

tarafindan yapildu.

3.2. HiSTOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM VE
DEGERLENDIRME

Over ve testis dokular1 %10 buffered formalin ile fiske edildi. Parafine gomiildii
ve rutin doku takibi yapildi. 5 mikronluk kesitler alindi. Slide’ler etiivde 70 derecede 1
saat bekletildi ve xylen’de deparafinize edildi.

Histopatolojik inceleme icin hemotoxylin and eosin (H&E) ile boyandi.

Telomeraz reverse transcriptase antigen ekspresyonu i¢in TERT antikoru (Biorbyt,
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Midland, ON, Canada, polyclonal, orb 11463, 1:300 dilution) ile immiinohistokimyasal
(IHC) boyama yapildi

Immiinohistokimyasal boyamada slideslar 5 dakika boyunca peroksidaze
giderici (quenching) soliisyonda birakildi. Ethylene daimine tetra aceticacit (EDTA) ile
1sitilmadan 6nce mikrodalganin igine yerlestirildi. Daha sonra 20 dakika 1sitilmis
EDTA igine immiino boyama prosediirii i¢in her bir slidese reagent 4 damla eklenip 15
dakika inkiibe edildi ve ondan sonra bosaltildi.

Inkiibe edilmis slideslere 200 mikrolitre primer antibody soliisyonu
(Telomerazreverse transcriptase antibody) (Biorbyt, Midland, ON, Canada, polyclonal,
orb 11463,1:300 dilution) eklendi ve bir gece bekletildi. Slidesler daha sonra yikandi. 4
damla ikincil kit (liniversal kit) her bir slidese eklendi ve 1 gece bekletildi. Slidesler
daha sonra yikandi ve 4 damla ikincil antibody (iiniversal kit)her bir slayta eklendi ve 1
saat inkiibe edildi. Son olarak slidesler hemotoksilen ile kars1 boyama yapildi.

Over ve testis doku kesitinde TERT i¢in sadece niiklear veya niikleolar boyama
pozitif kabul edildi. IHC skorlama 3 katogoriye ayrildi ve su sekilde yapildi; boyama
yoksa negatif, zayif noktasal nuklear/niikleolar boyanma +1 pozitif, kuvvetli niikleolar

boyanma +2 pozitif olarak kabul edildi (Resim1A-D).

3.3. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatiksel analiz SPSS Version 12 (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) kullanilarak
yapildi. Quantitative data Standard deviasyon (SD)+/- araciligi ile sunuldu. Qualitative
data yiizde ve say1 olarak sunuldu. Qualitative data arasindaki farklar analiz edildi. One-
way analysis of variance (ANOVA)multiple quantitative degiskenler arasinda
karsilastirmak icin kullanildi. Pearson’s correlation coefficient test iki degiskenin
cizgisel sekilde birbiriyle olan iligkisini gostermek igin kullanildi. The chi-squared test
teorik veya beklenen oranlarin dagilimindan birtek serideki gozlenen farklarin oranlarin
boyutunu belirlemek i¢in kullanildi. Farklar; p<0,05 énemli, p values >0,05 6nemsiz

ve p<0,01yiiksek oranda 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Total parenteral beslenme uygulamasi sonrast gonadlardaki telomeraz
aktivitesindeki degisiklikler, TPN ‘nin yaslanma iizerindeki etkisi ve elde ettigimiz
bulgular asagida sunulmustur.

Tiim gruplardaki tavsanlarin deney baslangicindaki agirliklar: (2600 + 500 gr)
ile ve bitimindeki (2550 £ 475) gr agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak fark yoktu
(p>0.05).

TERT aktivitesi agisindan TPN, Serum Saline ve kontrol gruplar1 arasinda
anlamli bir fark vardi (p<0.05). Coklu karsilastirmalarda ise gonad doku kesitlerinde
TPN verilen gruptaki TERT aktivitesi Serum Saline ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 6nemli bir artis gosterdigi saptandi (Gradel; %28, %71.4 ve %71.4
Grade 2; %28, %21.4 ve %21.4 Grade 3;%42.9, %7.1 ve %7.1).

Tablo 5. Gruplar aras1 TERT aktivitesi

Groups
TERT Activity PN Serum Saline Control PValue
Paint Grade
Grade | 1(286f 10(704f 10(714)
Grate (86 i To: 0
Grade I 6(429] 1.1 1(11f

a,0: Different superscript letters indicate significant difference in each row (p<0.05); The data are given as n(’a).
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Resim Al. Kontrol grubu testis dokusu spermatositlerde TERT ekspresyonu soluk niikleer boyanma.
Resim A2. Kontrol grubu testis dokusunun histopatolojik goriiniimii (Hematoksilin ve eozin)
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Resim B1. Kontrol grubu over dokusunda non-spesifik stoplazmik TERT ekspresyonu.
Resim B2. Kontrol grubu over dokusunun histopatolojik goriiniimii (Hematoksilin ve eozin)
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Resim C1. Serum saline grubu over dokusunda non-spesifik stoplazmik TERT ekspresyonu.
Resim C2. Serum saline grubu over dokusunun histopatolojik goriiniimii, (Hematoksilin ve eozin)

v TF 3By
PR i ’

Jr 4 “rdy & Ry Y5 o
Pty Ty
v .,‘\i'.:?_‘,!

Ew

D
Q 50um

! o s

wRe

Resim D1. Serum saline grubu testis dokusu germ hiicrelerinde negative TERT ekspresyonu.
Resim D2. Serum saline grubu testis dokusunun histopatolojik goriiniimii (Hematoksilin ve eozin)
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Resim E1. TPN grubu testis dokusu spermatositlerde kuvvetli nitkleer TERT ekspresyonu (ok basgt)
Resim E2. TPN grubu testis dokusunun histopatolojik goriintiimii (Hematoksilin ve eozin)
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Resim F1. TPN grubu over dokusunda kuvvetli niikkleer TERT ekspresyonu (ok bast)
Resim F2. TPN grubu overdokusunun istopatolojik goriiniimii (Hematoksilin ve eozin)
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5. TARTISMA

Total parenteral beslenme uygulamasimnin yaygin bir sekilde kullanilmaya
basladigr 1969°dan bu yana enteral yoldan beslenemeyen hastalarin mortalitesinde
onemli bir diisiis gézlenmistir (62). Bu diisiis TPN’un popiilaritesini artirmakla birlikte
uygulama esnasinda gelisen komplikasyonlar 6nemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir
(15).

Hepatobilier disfonksiyon en O6nemli komplikasyonlardan biri olarak
vurgulanmistir (15). Yapilan arastirmalar sonucunda bu etkinin TPN soliisyonunun
iceriginden kaynaklandig: diisiiniildii (15).

TPN alan hastalarda mortalite ve morbiditeyi artiran bir diger Onemli
komplikasyonda sepsis olarak tesbit edildi (62).

TPN ‘nin hiicresel diizeyde olan bazi etkileri halen aydinlatilmamistir. Hiicre
yaslanmasini belirleyen telomerler bunlardan biridir.

Telomer birgok biyolojik fonksiyonun pargasidir. DNA tahribinin taninmasi, uc
uca filizyonu ve rekombinasyonundan kromozomlar1 korur. Kromozomlarin tam
cogalmasi i¢in bir arag olarak islev goriir, ¢cekirdek icindeki kromozomlarin fonksiyonel
organizasyonuna katkida bulunur, gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar ve
hiicrelerin ¢ogalma kapasitesini kontrol eden ve yaslanmaya girmeleriyle ilgili bir
molekiiler saat olarak hizmet goriir (226).

Telomer kisalmasinin replikatif yasam uzunlugunu kontrol edebilecegi ilk kez
Olivkinov tarafinda 1973’de tespit edilmistir (74).

Normal dokularda telomerin uzatilmasindan sorumlu sistemler bdliinme
sirasinda etkinliklerini siirdiiremezler. Bu nedenle telomerler hiicre boliinmesi sirasinda
kisalirlar. Telomer uzunlugu hiicrelerin replikatif yasama siiresini belirler. Telomerler
kritik uzunluga kadar kisaldiklarinda yaslanma programi aktive olur (70).

Telomer aktivitesini belirleyen hTERT geninin gen organizasyonu Cong’un
caligmasinda gosterilmistir (226). Telomerler ile ilgili ¢alismalar ¢ogunlukla tiimorleri
kapsayan calismalardir (66,158 ve 226). Telomeraz aktiviteside artis ve kanser iligkisi
arastiritlmis ve kanser de hTERT geninin tek bir hTERT kopyasini tagiyan artan sayida
kromozomlar olustugu tesbit edilmistir (158).

Human papilloma virlisiiniin keratinosit hiicreleri ve meme epitelyum

hiicrelerinde telomeraz aktivitesini baslatip artirdig1 gosterilmistir (183).
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Steroid hormonlarin menstriiel siklus sirasinda normal insan endometriyumunda
Telomeraz aktivitesini artirdig1 ve bununla baglantili endometrial hiicre proliferasyonun
artig1 arasinda siki bir korelesyon oldugu iddia edilmistir (117,125).

Gogiis kanseri, kolon kanseri ve meme kanseri tedavisinde kullanilan nonsteroid
bir antidstrojen ilag olan Tamoksifen’in telomeraz aktivitesini azalttigi iddia edilmistir
(226).

Andojenelerin telomeraz aktivasyonu yaptigi iddia edilmis ancak altta yatan
mekanizma bilinmemektedir (162).

Calismalarda Telomeraz aktivitesinin hTERT in ters protein fosforilasyonu ile
diizenlenebilecegi periferik kan mononiikleer hiicrelerinde telomeraz etkinligi protein
kinase C (PKC) aktivatorii phorbol miristat asetat ile artirilirken, PKC inhibitorii
bisindolymeimid 1 tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (227).

Sigara i¢gmenin deri de telomeraz aktivitesini azalttigi ve deri yaslanmasina
katkida bulundugu gosterilmistir (228).

TPN’un hiicre yaslanmasiyla ilgili ¢aligma yapilmamis olmasina ragmen doku
rejenarasyonu ile ilgili bir ¢alisma yapilmistir. TPN ve apoptozis arasindaki iliskiyi
arastiran bir¢ok calisma vardir.

TPN i¢indeki lipidler yasam igin gerekli olan yag asitlerini saglar. Bununla
birlikte lipidler o6zellikle karaciger dokusunda hepatositlerde Bcl-2 araciligiyla
mitokondrial etkilesimde bulunup bu yolla appoptozisi indiikledigi iddia edilmistir
(155).

Apoptozisi indiikkleyen 3 ana yol vardir. Bunlar: 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu, mitokondrial hasar, hiicre ¢ekirdegi kromozomunun tahribidir (228).

Katayama ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢caligmada immatiir ratlara siirekli TPN
verilmesi sonucu hepatik mitokondrilerin oksidatif fosforilasyonunun azaldig: tesbit
edilmistir. Bunun sonucunda infantlardaki hepatik disfonksiyona yol acan hepatik
apoptozisi indiikleyen mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun yol agabilecegi yorumu
yaptlmistir (85). Wang ve arkadaslarida yaptiklari bir ¢aligmada TPN verilmesi
sonrasinda karaciger hiicrelerindeki mitokondrilerden Cytochrome C nin saliniminin
gerceklesip apoptozisin artigini tespit etmislerdir (100). Ayrica immiinohistokimyasal
olarak mitokondrial yaralanmanin indirekt markir1 olan ubiquitin saliniminin artigin

gostermiglerdir (229).
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Bulunan bu sonuglar TPN nin hiicre ¢ekirdeginde gosterdigi etkilerle ilgili
olmayip mitokondriler iizerinden olusan apoptozisin indiiklenmesi ile alakalidir. Bu
yiizden bizim sonuglarimizla ¢elismemektedir.

TPN’un telomer uzunlugunu etkileyip etkilemedigi daha Onceden
aragtirtlmamistir. Bu nedenle biz bu arastirmada TPN uygulamasinin telomer
fonksiyonlarmin ¢ok etkin oldugu gonad dokusu iizerine olan etkisini arastirdik.

Bu calismada; hiicrelerdeki niikleer ve niikleolar TERT in ekspresyonu,
Telomeraz aktivitesi niikleus ve niikleolusta belirgin oldugu i¢in pozitif diisiiniildi
(66). Sectionlarin tiimiinde TERT i¢in sitoplazmik boyanma ¢alisilip gosterildi. Buda
hiicrelerdeki niikleer ve niikleolar lokalizasyondaki TERT proteini barindiran sinyalin
yani sira mitokondrial olarak bulunan telomerazin aktivitesini de gosteren Saretzki’nin
bulgulariyla uyumludur (66).

Bu deneysel calismanin sonucunda TPN ‘un testis ve over doku hiicrelerinde
TERT aktivitesini 6nemli sekilde artirdigi bulduk. TERT aktivitesi kontrol grubunda ve
serum saline grubunda mevcut ve TPN grubundan daha diisiik olarak tesbit edildi.
Mevcut bulgularla TERT aktivitesindeki bu artisla TPN’ un hiicre yaslanmasini gonad
doku hiicrelerinde deneysel olarak azalttigini tesbit ettik. Daha once yapilmis olan
calismalarda TPN un apoptosisi mitokondrilerdeki membran permeabilitesini artirarak
bu vasitayla artirdigi bulunmussa da biz TPN in gonad hiicre ¢ekirdeginde telomer

kinetiksleri lizerine olumlu etkiye sahip oldugunu tespit ettik.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu deneysel ¢alismanin sonucunda TPN’un testis ve over doku hiicrelerinde
TERT aktivitesini 6nemli sekilde artirdig tespit edildi.

2. TERT aktivitesi kontrol grubunda ve serum saline grubunda mevcut ve TPN
grubundan daha diisiik olarak saptandi.

3. TERT aktivitesindeki bu artisla TPN nin hiicre yaslanmasini gonad doku
hiicrelerinde deneysel olarak azalttigi bulundu.

4. TPN’nun gonad hiicre ¢ekirdeginde telomer kinetikleri iizerine olumlu etkiye

sahip oldugu bulundu.
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