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OZET

Amac: Akcidger kanserli hastalarda plevral eflizyon varhd ileri evre gdstergesidir ve bu tip hastalarin
cerrahi tedavi sonrasi sag kalim oranlarn son derece dusiiktiir. Bu nedenle malign ve benign plevral
eflizyonlarin ayirici tanisinin yapilmasi, dogru taninin konup tedavinin planlanmasinda 6énemlidir. Bu
konuda sitolojik incelemenin tanisal yeterliligi sinirli oldugundan daha duyarli tanisal ydntemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir cok calismada telomeraz ekspresyonunun vicut sivilarinda maligniteyi
gosteren tanisal bir belirte¢ olarak Kkullanilabilecedi ileri suiriilmektedir. Bu calismadaki amacimiz,
akciger kanserli hastalardan alinan plevral eftizyon Orneklerinde telomeraz aktivitesi tayin etmek ve
sonugclar sitolojik inceleme ile karsilastirmaktir.

Yontem: Akcider kanserlerinden (n=18) ve benign hastaliklardan (n=15) toplanan 33 plevral eflizyon
Orneginin tanisi, sitolojik ve/veya histolojik inceleme ile konuldu. Telomeraz aktivitesi tayini PCR’a
dayali TRAP (The telomeric repeat amplification protocol) yéntemi kullanilarak yapildi.

Bulgular: Telomeraz aktivitesi tayininin sensivitesi %77.8, spesifitesi %80.0 ve tanisal dogrulugu
%78.7 olarak bulundu. Sitolojik incelemenin sensitivitesi tek basina %66.7 iken, telomeraz aktivitesi
ile kombine edildiginde %88.9’a yilikseldidi ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (p
= 0.046).

Sonuc: Plevral eflizyonlarda telomeraz aktivitesi tayininin, gercekci ve efektif tanisal bir metod oldugu
ve akciger kanseri tanisinda sitolojik incelemeye yardimci olarak kullanilabilecegdi kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Akcider kanseri, telomeraz, plevral efiizyon

20-25 Ekim 2002 tarihleri arasinda istanbul’dayapilan FEBS (Federation of European Biochemistry Society) kongresinde
sunulmustur.

19



Dikmen G. ve ark.

ABSTRACT

Objective: The presence of malignant pleural effusion in lung cancer refers to an advanced stage and
the survive of these patients after surgical resection is unfortunately poor. The nature of pleural
effusion should be clarified in lung cancer as it is important for accurate diagnosis and an appropriate
treatment protocol. However, diagnostic yield of cytological examination of pleural fluids may sometimes
be limited in clinical practice so more sensitive diagnostic methods are needed. Telomerase has been
proposed to be a diagnostic marker for malignancy in body cavity fluids in various papers. In this
study, our aim is to evaluate the diagnostic efficacy of telomerase activity in pleural effusions of
patients with lung cancer and to compare with the results of cytologic examination.

Patients and Method: A total of 33 pleural effusion samples were collected from patients with lung
cancer (n=18) and with benign disease (n=15) in whom the diagnosis was confirmed with cytological
and/or histological examinations. Telomerase activity was determined with PCR-based TRAP (The
telomeric repeat amplification protocol) assay.

Results: The sensitivity and specificity of telomerase activity were found to be 77.8%, and 80.0%,
respectively. Diagnostic accuracy of telomerase activity was 78.7%. The sensitivity rate of cytological
examination when combined with telomerase activity (88.9%) was observed to be significantly greater
than that of cytological examination alone (66.7%) (p = 0.046).

Conclusion: Detection of telomerase activity in pleural effusion is a reliable and effective diagnostic

method and may be used as an adjunct to cytological examination in lung cancer.

Key Words: Lung cancer; telomerase; pleural effusion

GiRi$

Akciger Kkanseri, kadinlarda ve erkeklerde
kansere bagh o6limlerin en dnemli sebebi-
dir. Tani ve tedavideki gelismelere ragmen,
akciger rezeksiyonunu takiben 5 yillik sag
Kalim oranlan sadece erken evredeki hasta-
larda tatminkardir. Bu nedenle uygun metod-
lar ile dogru tani konulabilmesi, akciger
Kanserlerinde Ozellikle cerrahi tedavinin plan-
lanmasi i¢in ¢ok énemlidir. Santral lokalizas
yonlu akciger tiimorlerinde, bronkoskopi ile
sitolojik veya histolojik inceleme igin uygun
ornek alinabilmektedir ve periferik yerlesim-
li timorlere oranla daha kolay tani koyula-
bilmektedir. Bununla birlikte, periferik akci-
der tumorleri, parietal plevrayl invaze edip
plevral efiizyona yol agabilir. Akcigerde kitle
ile birlikte plevral eflizyon varlidl, ileri evre
hastaliga isaret eder ve bu tip hastalar cerra-
hi rezeksiyondan yarar gébrmezler (1). Akciger
Kanseri suiphesi bulunan olgularda, plevral
eflizyonun incelenmesi hastanin cerrahi ope-
rasyondan fayda goérmesi konusunda yol
dgosterici olmaktadir.

Telomeraz, kendi RNA komponentini kalip
olarak kullanarak sentezledigi telomerik dizi
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leri krom ozomal uclara ekleyen ribontikleo-
protein yapida bir DNA polimerazdir. insan
tumorleri ve tiimor hiticre serilerinde yapilan
cesitli calismalarda, hiicresel immortalizas-
yonun saglanmasinda telomeraz aktivasyo-
nunun Kritik bir rol oynadig ortaya konmus-
tur (2-4). Telomeraz ekspresyonu; cesitli tip-
teki timorlerde, immortal huicre serilerinde
ve erken donemdeki akciger kanserlerinde
saptanmistir (5,6). Malign ve benign plevral
eftizyonlarin ayirici tanisinda telomeraz akti-
vitesi umut verici bir ttimoér belirtecidir (7-10).

Bu calismada, akciger kanserli hastalarin plev-
ral eflizyon 6rneklerinde malignite tayininde
telomeraz aktivitesinin tanisal degerinin aras-
tirnlmas1 amaclanmis ve sonuclar sitolojik
inceleme ile karsilastinlmistir.

GEREC VE YONTEM
Hastalar ve Plevral Efiizyon Omekleri

Ocak 2001-Mart 2002 tarihleri arasinda Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanes
ve Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi'nde incelenen 33 hastadan (28 kadin,
5 erkek, ortalama yas: 56.2 + 11.5) plevral
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eflizyon Ornekleri alindi. Plevral eflizyonlarin
niteligine gére hastalar iki gruba aynldi. Grup
1; akciger kanserli 18 (54.5%) hastadan ali-
nan malign plevral eflizyon, Grup 2; 15 benign
plevral efiizyondan olusan kontrol grubunu
(45.5%) olusturmaktaydi.

Grup l’deki toplam 18 hastanin (ortalama
yas: 60.8 = 9.5) 11’inde (% 61.1) bronkosko-
pik incelemede endobronsiyal timor izlenme-
di, yedi hastada (%38.9) ise endobronsiyal
timor saptandi. Histopatolojik olarak 12 (%66.7)
olgu adenokarsinom (AC), dort (%22.2) olgu
epidermoid karsinom ve iki (%11.1) olgu i
Kicuk hiicreli karsinom tanisi aldi.

Grup 2’deki (ortalama yas: 50.6 + 11.4) 15
hastada mevcut veya 6nceden bilinen kanser
hastali@i yoktu. Hastalarnn sekizi ampiyem,
besi konjestif kalp yetmeszligi, biri nefrotik
sendrom ve biri de tiiberkiiloz hastasiydi.

Telomeraz Aktivitesi Tayini

Plevral eflizyon Ornekleri alindiktan sonraki
3 saat icinde laboratuara ulastirildi. 2000
rpm'de 10 dk santrifiij edilmesiyle elde edi-
len hucre pelletleri, buzda sogutulmus 10
mM PBS (Fosfat buffered saline, pH: 7.4) ile
2 Kkez yikandi. 200 m buzda sogutulmus
CHAPS (3-{(3-klomidopropil)-dimetil-amonyo}
1-propanstulfonat) (Sigma) lizis buffer ile ho-
mojenize edilen hiicre pelletleri, 30 dk buz
uizerinde inkube edildikten sonra ornekler
13000 g'de, 4°C’de, 30 dk santriftij edildi.
Stiipernatanlardaki protein konsantrasyonlan
Bradford yontemiyle tayin edildi (11).

Telomeraz aktivitesi tayininde TRAP (Telomeric
Repeat Amplification Protocol) yontemi kulla-
nildi (2). ikini siipernatan (3ng protein / ml),
50 mM dNTP (Operon Technologies), 0.1 mg
TS primeri (5-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3")
ve 1x TRAP Buffer iceren 43 ml reaksiyon Kart
simina eklendi. Otuz dakika oda i1sisinda
bekletildikten sonra, 0.1 ng CX primeri (5'-

CCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3’) ve 2 U
Tag-DNA Polimeraz (Sigma) iceren 5m ampli-
fikasyon karisimi PCR tiliplerine eklendi.
Telomeraz urilnleri, 94°C’de 30 sn, 50°C’de
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30 sn ve 72°C’de 90 sn olacak sekilde 33 PCR
siklusu ile amplifiye edildi (Perkin- Elmer
Gene Amp PCR System 2400, Roche). 20 ni
PCR urunleri, %12’lik poliakrilamid jelde,
0.5 x TBE (Tris-Borat-EDTA) icinde 200V’da
120 dk yurituldu ve SYBR Green I (Molecular
Probes) ntukleik asit jel boyasi ile 30 dk boya-
narak goriuntilendi.

Alt1 baz ciftlik merdiven tarzinda artis goste-
ren Ornekler telomeraz (+) kabul edildi.
Pozitif kontrol olarak HeLa huicreleri, negatif
kontrol olarak ise CHAPS lizis tamponu kul-
lanild1 (Sekil 1). Telomeraz aktivitesi sonug-
lan ile sitolojik / histolojik sonuclar karsilas-
tinldi.

Sekil 1. TRAP metodu ile plevral efiizyon érneklerinde
telomeraz aktivitesi tayini.

1. Marker (pUC 18 Msp [,26-SOlbp), 2. Pozitif kontrol
(HeLa), 3. Negatif kontrol (CHAPS lysis buffer), 4. Telo-
meraz (+) akcider kanseri (epidermoid Ca), 5. Telomeraz
(-) ampiyem, 6. Telomeraz (+) akciger kanseri (adeno
Ca), 7. Telomeraz (+) akciger kanseri (kiiciik huicreli
kanser).

istatistiksel Analiz

Sonuglarin analizinde Fisher's exact test
Kullanildi. P degerinin 0.05’in altinda bulun-
masl anlamli olarak kabul edildi. Tim ista-

tistiksel analizler SPSS 10.0 versiyonu kulla-
nilarak yapildi.

BULGULAR

Sitolojik inceleme, Grup 1’deki 18 hastanin
12’sinde (%66.7), Grup 2’deki 15 hastanin
tamaminda (% 100) tanisaldi (p=0.078) (Tablo I).
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Tablo I. Hastalarin patolojik 6zellikleri ile birlikte gruplara gore sitolojik inceleme ve telomeraz aktivitesi

sonuglari.
Tanisal Sitoloji Telomeraz aktivitesi
(n) n / (%) n / (%)
Grup 1 (Akciger kanseri) 18 12 (66.7) 14 (77.8)
Adeno karsinom 12 7 (58.3) 10 (83.3)
Epidermoid karsinom 4 3 (75) 2 (50)
Kuguk hiicreli karsinom 2 - 2 (100)
Group 2 (Benign plevral eflizyon) 15 15 (100) 3 (20)
Ampiyem 8 - 2 (25)
Kalp yetmezligi 5 - -
Nefrotik sendrom 1 - -
Tuberkuloz 1 - 1 (100)
Telomeraz aktivitesi ise Grup 1°deki hasta-
larin 14’tinde (%77.8), Grup 2’deki hastala- 14
rnn ise sadece 3’'linde (%20) pozitif bulundu Telomeraz aktivitesi
(p=0.002) (Sekil 2). 2|l roztir
|:| Negatif
10 Telomeraz aktivitesi 10 (p=0727)
Bl Pozitif T
| Negatif = B
I =
— (p=0.002) in
E i 6
G owu 5
0
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i 4
-E Ad
5 2
al-
¢ ; :
Non-diagnostik Diagnostik
L — Sitolojik tani

Benign Malign

Sito / histolojik tani

Sekil 2. Benign ve malign eflizyon gruplarinda telomeraz
aktivitesi sonuclari.

Sitolojik olarak yanlis negatif bulunan akci-
der kanseri kaynakli 6 plevral eflizyon 6rne-
dginden 5’inde (%83.3) telomeraz aktivitesi
saptandi. Bunun yanisira telomeraz aktivites
saptanamayan 4 malign eflizyondan 3’tinde
(%75) ise sitolojik inceleme tanisaldi (p=
0.727) (Sekil 3). Sadece sitolojik inceleme
ile hastalarin % 66.7’sine (12/18) dogru tan
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Sekil 3. Akciger kanserine bagh plevral eflizyonlard:
telomeraz aktivitesi ve sitolojik inceleme
arasindaki iliski.

konulabilirken, sitolojik inceleme ile telome-
raz aktivitesi kombine edildiginde bu oranin
%88.9’a (16/18) yukseldigi ve istatistiksel
olarak anlaml oldugu gézlendi (p=0.046).

Sitolojik incelemenin sensitivitesi %66.7,
spesifitesi %100 bulunurken, bu oranlar telo-
meraz aktivitesi icin %77.8 ve %80 olarak
bulundu (Tablo II). Telomeraz aktivitesinin
pozitif prediktif degeri 0.82 ve negatif pre-
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Tablo II. Sitolojik inceleme ve telomeraz aktivitesi
icin sensitivite, spesifite ve tanisal dogruluk

oranlari.
Sensitivite Spesifite Tanisal
dogdruluk
(%) (%) (%)
Sitolojik inceleme 66.7 100 81.8
Telomeraz aktivitesi 77.8 80 78.7

diktif degeri 0.75, tanisal dogrulugu ise %78.7
olarak bulundu.

Sitolojik inceleme, adeno kansere bagh eftiz-
yonlarin %58.3'tinde (7/12) ve epidermoid
karsinoma bagl eflizyonlarin %75’inde (3/4)
tanisaldi. Diger taraftan, telomeraz pozitifli-
dinin adeno kansere bagh eflizyonlarda epi-
dermoid karsinomlara oranla daha fazla oldu-
du saptandi. Telomeraz aktivitesi adeno Kan
sere badl eflizyonlarin %83.3'tinde (10/12)
pozitif iken, epidermoid karsinoma bagh efiiz-
yonlarin %50’sinde (2/4) pozitif bulundu
ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlam
Ii degildi (p=0.276) (Sekil 4). Kugilik hucreli
akciger kanserine badl 2 plevral eflizyon
Ornegdinin 2’sinde de (%100), hem telomeraz
aktivitesi hem de sitolojik inceleme tanisaldi.

13
Telomeraz aktivitesi
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14
0
n q -
Y
L
E
£ 6
n
F
a
N l
4]
Epidermoid Adeno Kucuk
karsinom karsinom hticreli
Karsinom

Sekil 4. Akcider kanseri hiicre tiplerine gore telomeraz
aktivitesi.
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TARTISMA

Malign plevral eftizyonu olan hastalarda cer-
rahi rezeksiyonun sonuclarn ytiz gulduricu
degildir (1). Bu nedenle akcigerde Kitle ile
beraber plevral eflizyonu bulunan hastalardan
alinan eflizyon O6rneklerinin malign hicre
icerip icermediginin belirlenmesi, tedavinin
planlanmasinda énemlidir. Bu tip hastalarda
tan1 torakoskopi ile %78, sitolojik incele-
meyle ise %34 oraninda konulabilmektedir
(12). Bundan dolay1 akciger kanserli hasta-
lardaki plevral eflizyonlarin ayirici tanilari-
nin yapilabilmesi icin daha hassas yontem-
lere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kim ve ark. (2) tarafindan gelistirilen PCR’a
dayali TRAP (Telomeric repeat amplication
protocol) yontemi ile 6rneklerdeki az sayida-
Ki malign huicrenin tespit edilebilmesi miim-
Kun hale gelmistir. TRAP ile incelenen malign
tumorlerin %85’inde telomeraz aktivitesi tes
pit edilirken, normal somatik hticrelerde enzi-
matik aktivite izlenmemektedir (3,13). Lite-
ratirde akciger tiimorlerindeki telomeraz
aktivitesiyle ilgili yayinlar olmakla birlikte,
plevral sivilarin ayirici tanisinda telomeraz
aktivitesinin bir belirte¢ olarak Kkullanilma-
sini ile ilgili az sayida arastirma mevcuttur
(14-17). Bu ¢calismalarda malign plevral eftiz-
yonlarda telomeraz aktivitesinin sensitivitesi
%52-91 olarak bildirilmektedir (7-10). Bizim
calismamizda ise bu oran %77 olarak bulun
mustur.

Calismamizda sitolojik incelemenin tanisal
degderinin Grup 1 ve Grup 2 arasinda fark-
Ik gostermedidi tespit edildi (p=0.078).
Telomeraz pozitifligi ise Grup 1’de Grup 2’ye
oranla anlaml derecede fazla bulundu (p=
0.002). Sitoloji ile telomeraz aktivitesi arasin-
daki korelasyon anlamh degildi (p= 0.727).
Bu iki yontem birbirine gdre belirgin bir
ustunlik saglamamakla birlikte, kombine
olarak kullanildiklarinda, tek basina sitolojik
inceleme ile elde edilen sonuglara gore
duyarhiligin arttiqi saptandi.

Telomeraz aktivitesinin plevral eftizyonlarda-
Ki yanlis negatifik oraninin literatiirde %9-33
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arasinda oldugu bildirilmektedir (7-10). Bizim
calismamizda ise bu oran %23 olarak bulun
du. Deney ortaminda hemoglobin, musin,
RNaz, proteaz gibi Taq polimeraz inhibitor-
lerinin bulunmasi, 6rneklerin yeterli sayida
malign huicre icermemesi veya uygunsuz
kosullarda saklanan Ornekler yanlis negatif
sonugclara yol acabilmektedir (3,18).

Normal somatik hiicrelerde telomeraz eks-
presyonu izlenmemekle birlikte, cildin bazal
hticreleri, intestinal kriptler, sa¢ foliktlleri
ve endometriyum gibi proliferasyon gdsteraen
huicreler ile inflamatuar hiicreler (16kosit,
lenfosit) ve hematopoetik kok hiicrelerde
diistik duzeyde telomeraz aktivitesi izlenmek-
tedir (13,20). Literatiirde yanhs pozitiflik orani
%5-11 arasinda bildirilmektedir (7-9). Calis-
mamizda ise bu oran % 20 (3/15) bulundu.
iki ampiyem ve bir tiiberkiiloz olgusunda
izlenen bu yalanci pozitifligin, yogun lenfo-
sit ve 16kosit infiltrasyonuna baglh olabilece-
gi dusunuldu (20,21).

Calismamizda adeno karsinoma bagh efiiz-
yonlarda, epidermoid Karsinomlara oranla
telomeraz pozitifligi daha yiuksek bulundu,
ancak istatistiksel olarak anlamli fark saptan-
madi. Kicuk hiicreli kanserde ise telomeraz
pozitifligi oran1 %100 olarak bulundu. Hiyama
ve ark. (14) benzer sekilde telomeraz aktivi
tesini kuicuk hiicreli akciger kanserlerinde
%100, kuguk hucreli olmayan kanserlerde
ise % 80 oraninda pozitif bulmustur.

Sonug olarak, eldeki veriler plevral eflizyon

orneklerinde telomeraz aktivitesi tayininin
malignite ayiricl tanisinda oldukga sensitif
oldugunu gostermektedir. Telomeraz aktivi-

tesi tayini akciger kanserlerine bagh olarak
gelisen plevral eflizyonlarin ayirici tanisinda
sitolojiye yardimci bir parametre olarak kulla-
nilabilir.
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