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Meme Kanseri Hastalarinda hTERT Gen Ekspresyonunun Klinikopatolojik
Onemi
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Amagc: Bu ¢alisma, meme kanserinde insan telomeraz ters transkriptaz ("TERT) genin mRNA ekspresyonunun klinik
o6nemini incelemeyi ve klinikopatolojik roliinii arastirmay1 amaglamistir. h\TERT geni hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
hiicre invazyonu gibi olaylarda rol almaktadir. Yiiksek hTERT mRNA ekspresyonunun meme kanseri, mide, akciger,
glioblastoma, bas ve boyun gibi solid tiimorlerde kotii prognoz ile iligkili oldugu bildirilmektedir.

Gere¢ ve Yontemler: 59 meme kanser ve saglikli kan 6rneklerinin RNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. hTERT geni
mRNA ekspresyonu Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile analiz edildi. mRNA
ekspresyon sonuglar1 2*® metoduyla kanserli ve saglikli 6rneklerde degerlendirildi. Klinik veriler toplandi ve bu
verilerin hnTERT gen ekspresyonu ile iliskisi istatiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Meme kanser hastalarinda hTERT geni mRNA ekspresyonu saglikli orneklere kiyasla anlamli derecede
yiiksekti (p=0,0211). Diisiik hTERT geni ekspresyonu dstrojen reseptor (OR) (+) ve insan epidermal bilyiime faktor
reseptorii 2 (HER 2) (+) olan hastalarda anlamli derecede iliskiliydi (sirasiyla p=0,0464; p=0,0080). hTERT geni
ekspresyonu histolojik derece (grade) 3 hastalarda derece 2’ye kiyasla yiiksek anlamli bulundu (p=0,0389). Bununla
birlikte hNTERT ekspresyonun bazal benzeri histolojik tipte luminal A ve luminal B’ye kiyasla anlamli derecede yiiksek
oldugu gosterildi (sirastyla p=0,0160; p=0,0008).

Sonug¢: Caligmamizin bulgulari, meme kanser hastalarinda hTERT gen ekspresyonunun saglikli 6rneklere gore anlamli
olarak daha yiiksek oldugunu gosterdi. Anormal hTERT gen ekspresyonu kanserojenez veya teshiste énemli bir rol
oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; hTERT; OR; PZR; bazal benzeri; luminal.

Clinicopathological Significance of hTERT gene expression in Breast Cancer Patients

ABSTRACT

Aim: This study aimed to examine the clinical significance of the mMRNA expression of the human telomerase reverse
transcriptase (nTERT) gene in breast cancer (BCa) and to investigate its clinicopathological role. The hTERT gene is
involved in events such as cell proliferation, apoptosis and cell invasion. It has been reported that high nTERT mRNA
expression is associated with poor prognosis in solid tumors such as BCa, stomach, lung, glioblastoma, head and neck.
Material and Methods: RNA isolations of 59 BCa and healthy blood samples were performed. hTERT gene mRNA
expression was analyzed by Real-Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method. mMRNA expression results were
evaluated in cancer and healthy samples by the 2 method. Clinical data were collected and the relationship of these
data with hTERT gene expression was evaluated statistically.

Results: hTERT gene mRNA expression in BCa patients was significantly higher than in healty samples (p=0,0211).
Low hTERT gene expression was significantly associated with estrogen receptor (ER) (+) and human epidermal growth
factor receptor 2 (HER 2) (+) patients (p=0.0464; p=0.0080, respectively). hTERT gene expression was found to be
higher in histological grade 3 patients compared to grade 2 (p=0.0389). Moreover, hTERT expression was shown to be
significantly higher in basal-like histological type compared to luminal A and luminal B (p=0.0160; p=0.0008,
respectively).

Conclusion: The findings of our study showed that hnTERT gene expression was significantly higher in BCa patients
than in healthy samples. Abnormal hTERT gene expression may play an important role in carcinogenesis or diagnosis.
Keywords: Breast cancer; hTERT; ER; PCR; Basal like; luminal
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GIRiS

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda en
yaygin  goriilen kanser tiriidir (1). Telomeraz
ekspresyonunun insan tiimor hiicreleri igin gerekli oldugu
ve insan telomeraz ters transkriptaz (hTERT) genin
ekspresyon profilinin telomer boyu ve telomeraz enzim
aktivitesi i¢in Onemli olabilecegi belirtilmistir (2,3).
hTERT geni, telomeraz kompleksinin katalitik alt
iinitesinde yer aliyor olup, insan tiimorlerinin %85’inde
yiiksek eksprese oldugu ve bunun zayif prognozla iliskili
oldugundan bahsedilmistir (4,5). hTERT genin, normal
somatik hiicrelerde az yada hi¢ eksprese olmadigi
bildirilmistir (6). hTERT geni ekspresyon durumunun,
telomer boyunun korunmasi ile iliskili olabilecegi ve
kanser hiicrelerinin smursiz proliferasyon yetenekleri
oldugu i¢in 6nemli olabilecegi diisliniilmektedir. Kanser
hiicrelerinde telomerazin asirt ekspresyon durumunun
bazi mutasyonlardan, kromozomal dengesizliklerden
veya MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription
Factor) genin ekspresyonunun artmasiyla iligkili olabilir.
hTERT genin hiicre proliferasyonu, apoptozla direncte ve
invazyonu etkileme gibi fonksiyonlar1 vardir (7). Yiiksek
hTERT ekspresyonunun, mide, akciger, servikal, bas ve
boyun, meme ve yumurtalik kanseri ve glioblastoma gibi
solid (kat1) tiimorlerde kotli prognoz ile iliskili oldugu
rapor edilmistir (8,9). hTERT in asir1 ekspresyonu, daha
kisa medyan tekrarlama siiresi ve 6liimle iliskilidir ve bu
da onu umut verici bir ilag hedefi haline getirmektedir
(10).

Bizde biitiin bu bilgiler 15181nda, bu ¢alismamizda meme
kanser hastalarinin kan 6rneklerinde hTERT geni mRNA
ekspresyonunu analiz  etmeyi ve hastalarimizin
klinikopatolojik  verileriyle olan iliskisini ortaya
cikarmay1 amagladik. Elde ettigimiz verilerin hTERT
mRNA ekspresyonu ile telomeraz aktivitesi arasinda bir
baglant1 olabilecegini ve gelecekteki meme kanser
calismalarina 151k tutacagini iimit ediyoruz.

GEREC VE YONTEMLER

Orneklerin toplanmasi

Bu ¢alismaya Istanbul Aydin Univesitesi Hastanesi Genel
Cerrahi Anabilim Dali’na bagvuran 59 adet neoadjuvan
kemoterapi almamis meme kanser tanisi konmus hastalar
ile meme kanser tanis1 almamig 59 saglikli goniilli tam
kan ornekleri dahil edilmistir. Orneklerin toplanmast icin
gerekli etik kurul izinleri i¢in Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik kurulundan onay alinmustir (Etik
no:2021/197B.30.2.ATA.0.01.00). Bir uzman patolog
tarafindan  kanser  hastalarmin  patolojik  verileri
degerlendirildi. Tim bireylerin kan 6rnekleri hemogram
tiipte alindi ve izolasyon asamasina kadar (-80°C)‘de
saklandi.

RNA izolasyonu

Tiim 6rneklerimizin RNA izolasyonlart igin Epitech pure
RNA izolasyon kiti (Tirkiye) kullanildi ve Bayburt
Universitesi, SHMYO, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Laboratuvari’nda basariyla gerceklestirildi. Orneklerin
izolasyonu tamamlandiktan sonra Take3 Plate (BioTek,
Winooski Vermont, USA) Nanodrop cihazinda 260/280
nm dalga boyunda, izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin
RNA Kkaliteleri ve konsantrasyonlari analiz edildi ve RT-
PCR islemleri gerceklestirilinceye kadar -20° Cede
muhafaza edildi.

cDNA sentez reaksiyonu

RNA o6rnekleri kolay kirllma 6zelligine sahip oldugu igin
gen ekspresyon deneyleri yapilincaya kadar kararli bir
yapt olan cDNA formuna doniisiimleri gerceklestirildi.
cDNA sentezi i¢in iScript™ ¢DNA sentez kiti (Bio-Rad)
kullanildi. cDNA sentez reaksiyonu igin 4 pl 5x iScript
reaction miks, 1 pl iScript reverse transcriptase, 8 pl
RNA ve iizeri su ile 20 pl’ye tamalanarak kitin dnerdigi
sicakliklarda thermalcycler (1s1  dongiisii) cihazinda
reaksiyon gergeklestirildi.

hTERT geni mMRNA ekspresyon analizi

hTERT mRNA ekspresyon analizi igin Atatiirk
Universitesi, DAYTAM Merkez Aragtirma
Laboratuvari’ndaki Bio-Rad CFX-96 RT-PCR cihaz1
kullanildi. 10 ul SYBR Green master miks (SsoAdvanced
Universal SYBR Green Master Supemix), 5 pl cDNA,
I’er ul ileri (forward) ve geri (reverse) primerler ve lizeri
su ile 20 pl tamamlanarak reaksiyon hTERT igin master
miksinde {iretici firmanin o6nerdigi sicaklik ayarlarinda
reaksiyon gerceklestirildi. Housekeeping Beta-actin ve
hTERT geni i¢in asagidaki primerler kullandi.

Beta-actin geni icin;

Forward Primer:
5-TCCTCCTACCGAGCGCATGTAGTACTC-3
Reverse Primer:
5-CTGCAGCTTGCTGATCGTTCACATCTG-3
hTERT geni icin;

Forward (ileri) Primer:
5-GCCGATCGATGTGAACGGCATGGACTACG-3
Reverse (geri) Primer:
5-GCTCGCGATAGCGGTTGAGCACGCTGAA-3
Istatistiksel Analiz

[statiksel analizler igin GraphPad Prism Version 7.04 and
SPSS software 16 programlar1 kullanildi. Gen ekspresyon
analizleri i¢in dnce 2*“* metodu kullanilarak hTERT
genin ekspresyonu beta actinle normalize edilerek
hesaplandi. Daha sonra gruplara gore gen ekpresyon
sonuglariin normal dagilip dagilmadigin1 D'Agostino &
Pearson ve  Shapiro-Wilk  normalite  testleriyle
degerlendirdik ve buna gore parametrik/non parametrik
test secimleri yapilarak gruplar arasindaki farklarin
istatiksel ~ analizleri gerceklestirildi. hTERT  geni
ekspresyonun HER2 (+)/(-), ER (+)/ (-) durumlar1 gore,
kanserli ve saglikli 6rneklerdeki dagilimlarinin analizi
icin Mann Whitney U testi kullanildi. hTERT geni
ekspresyonun histolojik grade 2 ve grade 3 durumuna
gore dagilmlarmin  analizi i¢in  Student’s  t-testi
kullamildi. hTERT geni ekspresyonun meme kanser
molekiiler alt tiplerine gore dagilimlarinin analizi i¢in
One Way Anova kullanildi. p<0.05 oldugunda istatiksel
olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Meme kanser hastalarmin  klinik  verilerinin
dagilimlar:

Meme kanser orneklerimizin yas ortalamasi 40,5+17,68
olarak  belirlendi.  Orneklerimizin  klinikopatolojik
verilerinin ~ dagilimlarina  baktifimizda  6rneklerin

%44,07’si luminal B molekiiler tipte, %66,10’u invazif
duktal karsinom, %35,60’s1 timor stage (satha) 2,
%44,07’si histolojik grade 3, %38,98’i nod-1 durumuna
sahip olduklarin1 gosterdik. Bununla birlikte, hormon
reseptdr durumlarina gore hastalarimizin dagilimlarina
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baktigimizda hastalarin  %59,32°si  Ostrojen reseptor
durumu (ER) pozitif, %62,71°1 progesteron reseptor (PR)
ve %61,01’1 hormon reseptor (HER2) negatif olduklarim
gosterdik. Son olarak hastalarin Ki-67 durumlarina gore
dagilimlarina baktigimizda 9%59,32’si 14’ten biiyiik
olduklarini gosterdik (Tablo 1).

Tablo 1. Meme kanser hastalarmmin klinik verileri
(n=59)

Klinikopatolojik
parametreler Toplam hasta sayisi
Molekiiler tip
Luminal A 12
Luminal B 26
Bazal 8
HER2 2
Tammlanamadi 11
Hitolojik tip
Invazif duktal 39
Invazif miks 9
Invazif lobular 1
Bazal benzeri -
*Diger 2
Tammlanamadi 8
Tiimor safhasi
Tl 21
T2 20
T3 6
T4 -
Tanimlanamad 12
Histolojik grade
G2 21
G3 26
G5 2
Tammlanamadi 10
Nod durumu
NO 18
N1 23
N2 5
N3 1
Tammlanamadi 12
Yas
<50 25
>50 27
Tanimlanamadi 7
Hormon reseptér durumu
OR (+) 35
ER (-) 13
Tammlanamadi 11
PR (+) 37
PR (-) 11
Tammlanamadi 11
HER2 (+) 12
HER2 (-) 36
Tammlanamadi 11
Ki-67 durumu
<14 12
>/4 35
Tammlanamadh 12
*Pleomorfik  lobular  karsinoma, ~ metaplastik
karsinoma; -G:Grade; OR: Ostrojen reseptorii;

PR:Progesteron reseptorii; HER2: Human epidermal
growth factor

Saghkh ve kanserli orneklerdeki hTERT geni
ekspresyonun dagilimi

Saglikli ve kanserli 6rneklerin hTERT gen ekspresyon
analiz sonuglarina baktigimizda, hTERT genin timorlii
orneklerde saglikli orneklere kiyasla anlamli diizeyde
yiiksek eksprese oldugunu gosterdik (p=0,0211) (Grafik

1).
p=0,0211

2.519

2.0

1.5+

hTERT Geni Relative Ekspresyonu

Grafik 1. Saglikli ve meme kanser 6rneklerinde hTERT
geni ekspresyonun dagilimi (p=0,0211)

hTERT geni ekspresyonun klinikopatolojik verilere
gore dagilim

ER(+) ve HER2(+) olan meme kanser oOrneklerinde
hTERT geni ekspresyonunu istatiksel olarak anlaml
diizeyde disiik oldugu gosterildi (sirasiyla p=0,0464;
p=0,0080) (Grafik 2).

Histolojik derece-3’e sahip Orneklerde, hTERT genin
ekspresyon seviyesinin histolojik derece-2’ye sahip olan
orneklere kiyasla yiiksek oldugu belirlendi (p=0,0389)
(Grafik 3). Bununla birlikte bazal benzeri molekiiler tipte
hTERT geni ekspresyon seviyesinin luminal A ve
luminal B’ye kiyasla anlamli ve yiiksek oldugu gosterildi
(strasiyla p=0,0160; p=0,0008) (Grafik 4).
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Grafik 2. A) ER (+) ve B) HER2 (+) meme kanser
orneklerinde hTERT geni ekspresyonun dagilimi
(strasiyla p=0,0464; p=0,0080)
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Grafik 3. Histolojik grade 2 ve grade 3 meme kanser

orneklerinde hTERT geni ekspresyonun dagilimi
(p=0,0389)
p=0.0000
p=0.0160

hTERT Geni Relative Ekspresyonu

Molekiler tip

Grafik 4. Meme kanser 6rneklerinde molekiiler tiplere
gore hTERT geni ekspresyonun dagilimi (sirasiyla
p=0,0160; p=0,0008)

TARTISMA

Meme kanseri kompleks ve heterojen bir hastalik olup
kadmlar arasinda kanserden Oliimlerin 6nemli bir
sebebidir (11). Biz meme kanserinde ¢esitli ¢evresel ve
genetik faktorlerin kanserin patofizyolojisini
etkileyebildigini ve kanserin ilerlemesinden sorumlu
olabileceklerini tahmin edebiliyoruz. Bizde bu ¢alismada
meme kanserinde 6nemli olabilecek olan hTERT geninin
ekspresyonunu saglikli ve meme kanserli Orneklerde
analiz ettik. Ayrica hTERT genin ekspresyonunu meme
kanser hastalarinin klinikopatotolojik 6zelliklerine gore
ekpresyon dagilimlarini inceledik.

TERT, telomeraz enziminin katalitik bir alt birimidir ve
insanlarda hTERT olarak kisaltilir. Telomeraz, timor
olusumundaki ana rolii nedeniyle kanser hiicrelerinde
kiiresel bir terapdtik hedef olarak bilinir (12). Kanser
hiicreleri, telomerazi kodlayan normalde sessiz olan
hTERT’i aktive ederek veya diizenleyerek proliferatif
oliimsiizliige ulagirlar (13). Kanser hiicrelerinde, normal
hiicrelerin  ¢ogunun aksine, TERT transkripsiyon
aktivitesinin upregiile oldugu gosterilmistir (14,15).
Elkak ve ark. (16) meme kanser hastalarinda hTERT
genin ekspresyonunu saglikli orneklere kiyasla yiiksek
oldugunu, fakat istatiksel olarak anlamh bir fark

bulamadiklarint  rapor etmislerdir. Ayni  sekilde
Kirkpatrick ve Mokbel (2001) de hTERT genin
ekspresyonunu meme kanser Orneklerinde yiiksek

bulmuslardir (17). Benzer sonuglart bulan 2017 yilinda
yapilmig bir diger ¢aligmada ise Can ve ark. (18) tiimor
orneklerinde hTERT genin ekspresyonunu saglikli
orneklere kiyasla yiiksek oldugunu rapor etmiglerdir.
Bizde bu ¢alismamizda literatiirle benzer ve uyumlu bir
sekilde hTERT genin ekspresyonunu meme kanser
orneklerinde saglikli drneklere kiyasla yiiksek oldugunu
gosterdik.

Diisiik hTERT geni ekspresyon durumunun miisinoz
karsinomalarda, duktal ve lobiiler karsinomalara kiyasla
iyi prognoz iliskili oldugu gosterilmistir (16). Bir bagka
¢alismanin sonuglarina gére, meme kanser orneklerinde
hTERT genin hastalarin yasi, timér boyu, grade, nod ve
ER durumu ile herhangi bir anlamli iliski bulamadiklarim
bildirmislerdir (17). Hines ve ark. (2005) yiiksek gradeli
meme tiimorlerinde hTERT geni ekspresyon seviyesinin
normalin {izerinde oldugunu bildirmislerdir (19). Bizde
bu calisgmamizda hTERT geni ekspresyonunu ER(+) ve
HER2(+) olan meme kanser 6rneklerinde istatiksel olarak
anlaml ve diisiik ekspresyon profiline sahip olduklarini
gosterdik. hTERT geni ekspresyonu histolojik derece 3’e
sahip olan hastalarda histolojik derece 2’ye sahip olan
hastalara kiyasla anlamh ve yiiksek oldugunu gosterdik.
Bununla birlikte son olarak hTERT geni ekspresyon
seviyesinin bazal benzeri molekiiler tipe sahip hastalarda
luminal A ve luminal B’ye sahip olan hastalara kiyasla
anlaml derecede yiiksek oldugunu belirledik.

Literatiire baktigimizda meme kanserinde hTERT geni
ekspresyonununu baskilamay1 hedefleyen bazi denemeler
(aragtirmalar) da yapilmigtir. Bunlar arasinda bir ilag
salim g¢aligmasinda, T47D meme hiicre hattinda hTERT
ekspresyon seviyesi {izerindeki bireysel ve kombine
ilaclarin sitotoksik ve inhibe edici etkileri aragtirildiginda,
metformin  (Met), curcumin (Cur) ve Met-Cur
kombinasyonunun serbest ve nano kapsiillenmis
formlarda hTERT geni ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir (20). Bir baska arastirmada ise, ¢inko
parmak E-kutusu baglayict homeobox 1 (Zinc finger E-
box binding homeobox 1) (ZEB1)’in bilyliimeyi uyardig
ve meme kanserinde invazif duktal karsinoma
orneklerinde hem mRNA hem de protein seviyelerinde
hTERT ekspresyonu ile pozitif bir iligkisi oldugu
bildirilmistir. Bu arastirmada ayni zamanda meme
kanserinde hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan yeni bir ZEB1-hTERT sinyal yolu ortaya
¢ikarilmigtir (21). Noureini ve ark. (2018) ise chelidonine
kullanarak MCF7 hiicre hattinda telomer uzunlugunu
biiyiik dl¢lide azalttiklarin1 gostermislerdir. (22). Zhang
ve ark. (2020) RIN1'in (Ras and Rab interactor 1) asir1
eksprese oldugu zaman, telomeraz aktivitesini ve hTERT
ekspresyonunu bloke ettigini gostermislerdir (23).
Mathiyazhagan ve Muthukaliannan (2020) MCF7 hiicre
hatlarina Zingiber officinale (ZO) ve Terminalia chebula
(TC) maddelerini uygulayarak, hiicre proliferasyonunda
rol oynayan mTOR ve hTERT genlerinin ekspresyon
seviyesini asag1 yonde etkilediklerini bildirmislerdir(24).
Diger bir caligmada ise, hTERT asag1 regiilasyonunun,
meme kanseri hiicrelerinin doksorubisine duyarliliginin
artmasina yol a¢tigini rapor edilmistir (25).
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SONUC

Sonuglarimiza gore, Tiirk popiilasyonunda meme kanser
hastlarinda hTERT geni ekspresyon seviyesinin saglikli
bireylere kiyasla yiiksek oldugu ve bundan dolayr meme
kanser hastalarimizin telomeraz aktivitesinin de bu
durumdan etkilenmig olabilecegini  gostermektedir.
Ayrica yiiksek  histolojik dereceli Orneklerde de
ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu belirlendi. Biitiin
bu bulgularimiz gelecekte daha genis meme kanser hasta
popiilasyonlarinda yapilacak arastirmalar sayesinde,
hTERT genin ekspresyon seviyesi profiline gére meme
kanser patolojisinin tahmin edilebilecegini diisiiniiyoruz.
Ayn1 zamanda bu genin prognoztik veya prediktif
O6neminin agiga ¢ikarilmasi ve hedefe yonelik yeni tedavi
modellerinin kesfedilmesine 151k tutacagina inantyoruz.
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