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OZET

MEME KANSERLER HUCRE HATLARINDA NEAT1 EKSPRESYON SEVIYESININ
DOKSORUBISIN DIRENCI ILE iLiSKiSININ ARASTIRILMASI

Zahra Azizi
Yuksek lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS
Ocak 2022, 63 Sayfa

Meme kanseri kadinlar arasinda diinyada en sik goérilen kanserdir ve kansere
bagh 6lim sebebinde en basta yer almaktadir. Bir antrasiklin tirevi olan doksorubisin,
meme kanseri icin en sik kullanilan kemoterapdétik ajanlardan biridir. En guglu
kemoterapdtik ilaglardan biri olarak kabul edilir ve metastatik lezyonlar igin yanit orani
yaklasik %25-40 olmaktadir. Doksorubisin kullaniminda ilaca direnc ve kanserli olmayan
hicreler lzerinde toksisite gibi problemler gorilmektedir. Kemoterapi ilaclarina karsi
geligtirilen direng, kanser kemoterapisinin basarisini engelleyen en énemli etkendir.
Yapilan ¢alismalarda NEAT1’in doksorubisin direncinde rolG oldugu dustntlmektedir.

Bu calisma ile, MCF-7 ve MDA-MB231 meme kanseri hlicre hatlarinda ve MCF-
10a saghkh meme epitel hiicre hattinda NEAT1’in doksorubisin direncinde miR410 ile
iligkisi incelendi. NEAT1 ekspresyon sevsiyesinin degisimleri qRT-PCR analizleri ile
belirlendi. NEAT1 ekspresyonu doksorubisin muamelesi sonrasi MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda, anlaml bir sekilde azaldi. Saglikli meme epitel hiicresi olan MCF-
10A hicre hattinda ise, bekledigimiz gibi, ekspresyon kanser hticre hatlarina gére, daha
ylksek gozlendi. Ayni zamanda miR410 ekspresyonu ise hem hiicre hatlari hem de doz
uygulamasi dizeylerinde bir degisim olmadigi gézlendi.

Biz bu calisma ile meme kanserinde doksorubisin direngliligi ile NEAT1’in iliskili
olabilecegi fakat miR410’un bu yolakta etkili olmadigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Doksorubisin, NEAT-1, miR-410, ila¢ Direnci

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon (Proje No:
2020SABEO029) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN NEAT1 EXPRESSION LEVEL
AND DOXORUBICIN RESISTANCE IN BREAST CANCER CELL LINES

AZizZi, Zahra
M.Sc. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim ACIKBAS
January 2022, 63 pages

Breast cancer is the most common cancer among women in the world and is the
leading cause of cancer-related death. Doxorubicin, an anthracycline derivative, is one
of the most commonly used chemotherapeutic agents for breast cancer. It is regarded
as one of the most potent chemotherapeutic drugs and its response rate for metastatic
lesions is approximately 25—-40%. Despite its therapeutic effects, there are limitations to
its use; one of them is drug resistance, and another is toxicity to non-cancerous cells.
Resistance to chemotherapy drugs is the most important factor preventing the success
of cancer chemotherapy. Studies have shown that NEAT1 contributes to doxorubicin
resistance.

This study investigated the relationship of NEAT1 with miR410 regulation in
doxorubicin resistance in MCF-7 and MDA-MB231 breast cancer cell lines and MCF-10a
healthy breast epithelial cell line. Changes in NEAT1 expression level were determined
by gRT-PCR analyses.

NEAT1 expression was significantly decreased in MCF-7 and MDA-MB-231 cell
lines after doxorubicin treatment. In the MCF-10A cell line, which is a healthy mammary
epithelial cell, more expression then cancer cell lines was observed, as we expected. At
the same time, it was observed that there was no change in miR410 expression in both
cell lines and dose administration levels.

In this study, we showed that NEAT1 may be associated with doxorubicin
resistance in breast cancer, but miR410 is not effective in this pathway.

Keywords: Breast Cancer, Doxorubicin, NEAT-1, miR-410, Drug Resistance
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1.GIRIS VE AMAG

Kalp ve damar hastaliklarindan sonra, diinyada en c¢ok 6lime neden olan
hastaliklar listesinde yer alan kanser, ¢cagin hastaligi olarak tanimlanan ve oldukga zorlu
bir tedaviye sahip olan bir hastaliktir. Dinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére 2020
yilinda yaklasik 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve 10 milyon kanser 6limu olmugtur. Her
5 erkekten 1’i, her 6 kadindan 1’i hayati boyunca kanser hastaligi ile karsilasmakta ve
her 8 erkekten 1’i, her 11 kadindan 1'i kanserden dolay! hayatini kaybetmektedir.
Uluslararasi Kanser Arastirma Derneginin (IARC) yaptigi yeni arastirmalarin sonuglarina
gore, kadin meme kanseri, en sik gorilen kanser olarak akciger kanserini geride
birakmis (vaka orani %11,7) (toplam kanser 6limlerinin %6,9'U), akciger kanseri ise
ikinci sikhikla gorilen kanser (vaka orani %11,6) (toplam kanser olumlerinin 18%),
olmustur. 2020'de dinya ¢apinda meme kanseri teshisi konan 2,3 milyon kadin ve
627,000 6lim olmustur. 2020'nin sonu itibariyle, son 5 yilda meme kanseri teshisi konan
7,8 milyon kadin hayatta kalmistir. Dlinyada her yil 2 milyon, tlkemizde ise 30 bin kadin
meme kanserinden etkilenmektedir. Yeni dogmus bir kiz cocugunun hayati boyunca
meme kanserine yakalanma riski yaklagik %12 olmaktadir. Erkeklerde ise %1 oraninda
gorilmektedir (Webl, Web2, Web3, Sung vd, 2021).

Meme kanseri icin en énemli risk, kadin olmaktir. Bunun disinda bazi faktérler bu
riski daha da artirmaktadir: 50 yas Uzeri olmak, 12 yasin altinda menars olmak, 55 yas
sonrasinda menopoza girmek, hi¢c dogum yapmamis olmak yada 35 yas Uzeri dogum
yapmak, emzirmemis olmak, fazla kilo, alkol tuketimi ve fiziksel egzersiz eksikligi gibi
yasam tarzi faktorleri dahil olmak Uzere birgok risk faktori arz etmektedir. Radyasyon ve
cesitli kimyasallar mevcut yiksek meme kanseri insidansina baglayan bazi durumlarda
mevcuttur; Ornegin; gocukluk gaginda toraks bdlgesine radyoterapi almak, menopoz
sonras! uzun sureli hormon tedavileri, uzun sireli oral kontraseptif kullanimi ve ayrica
ailesel ve genetik faktorler meme kanseri riskini artirmaktadir. Genetik risk faktorleri
arasinda en sik rastlanani, BRCA 1 ve BRCA 2 mutasyonlaridir (Feigelson, 2004,
Henderson, 2010; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012;
Ban vd, 2014).



Histolojik olarak, meme kanseri iki tipe ayrilmaktadir: insitu ve invaziv. Molekdler
siniflamasi ise: 1. Ostrojen ve progestron hormon reseptoér pozitifligi (en ¢ok sayida ve
cesitli olan grup), 2. HER-2 pozitifligi (en ¢ok basarili tedavisi olan grup), 3. Uclii negatif
meme kanserleri (TNBC) (sadece kemoterapi se¢enekleri olan ve hastalarda insidansi
artan bir grup). Molekdler alt tipleri ise: Luminal A, Luminal B, HER2, bazal benzeri ve
normal benzeri olmak tzere 5 gruba ayrilmaktadir. Bu alttiplerden en sik gérulen ve
prognozu en iyi olan Luminal A ve en az gorilen ve en kot prognozu olan bazal
benzeridir (The Cancer Genome Atlas Network, 2012; Feng vd, 2018).

Son dénemde, RNA dinyasinin meme kanserinin olusumunda énemli bir roli
oldugunu ortaya ¢ikmigtir. RNA tipleri arasinda, uzun kodlamayan RNA’larin daha
onemli ve etkili roli oldugu bilinmektedir. Son ¢alismalar, bu RNA'larin onkojenik veya
timor baskilayici fonksiyonu olabilecegini ve kanser gelisiminde ve ilerlemesinde etkili
oldugunu gostermektedir. Kodlamayan RNA’lar uzunluklarina bagh olarak iki guruba
ayrilmaktadir; 1. kisa kodlamayan RNA'lar (sncRNA), 200nikleotidden daha kisadir ve
mikroRNA'lar(miRNA) ve kuglk nukleolar RNA’lari (snRNA) icermektedir. 2. Uzun
kodlamayan RNA'lar (Long Non-coding RNA: IncRNA), 200 niikleotidden daha uzundur
ve kodlama potansiyeli olmayan farkli RNA’lari igermektedir. insan genomu tarafindan
kodlanan 15,000 farkh IncRNA kesf edilmistir (Deniz vd, 2017; Turgut Cosan vd, 2018).

LncRNA'lar ve Kanser genleri bazi genel biyolojik iglevlerde rol aldiklari
gorilmektedir. Ornegin; gelisim ve transkripsiyonel diizenlemeye katihm. Bu da kanser
ve IncRNA’lar arasinda 6nemli iliski oldugunu gostermektedir. Cok sayida IncRNA’larin
anormal ifadelerinin ve mutasyonlarinin bulunmasi kansere neden olabileceklerini
gostermektedir. LncRNA’lar, protein kodlayan genler gibi, onkogenler ve timor
baskilayici genler olarak timorijenezi etkilemektedir. Kanserle iligkili iki énemli ve
incelenmis INcRNA, hox transcript antisense intergenic RNA (HOTAIR) ve MALAT1'dir
(Metastaz-iligkili Akciger Adenokarsinomal). Meme kanseri epitelyal htcrelerinde
HOTAIR’in sistematik dizensizliginde, gen ekspresyonunda PRC2'nin yeniden
hedeflenmesine neden olur ve embriyonik fibroblastlara daha ¢cok benzeyen yeni bir gen
ifadesi kalibi olusturmaktadir (Gupta vd, 2010; Cogill vd, 2014; Zhang vd, 2014; Arun vd,
2018).

Kemoterapinin asil amaci, kemoterapdétik ajanlar kullanarak, kanser hiicrelerini
oldurmesidir. Sitotoksik anti-neoplastik ajanlar bu tedavinin basrélindedir. Ama
kemoterapinin basarisinin en blylk engeli olan, coklu ila¢ direnci (MDR), kanser
hastalarinin yaklasik %90'inda kanser tedavisinde basarisizliga neden olmaktadir.
MDR, kemoterapétik ilaglari kullanilmadan 6nce kanser hicrelerinde dogal olarak
mevcut olabilir ve direnci yavru hicrelere kalitilabilir, yada kemoterapi ilaglarina maruz
kaldiktan sonrada edinilebilir (Mian vd, 2016; Liu vd, 2020; Barth vd, 2020).



Doksorubisin bir antrasiklin tirevi, en gucli kemoterapdtik ilaclardan biri olarak
meme kanseri icin en sik kullanilan kemoterapdtik ajanlardan biridir. Doksorubisin, bazi
durumlarda tedavi sadlarken, kullaniminin sinirlamalari vardir; bunlardan biri ilaca
direng, digeri ise kanserli olmayan hucreler Uzerindeki toksisitesidir. Doksorubisinin
etkinligi, P-glikoprotein (Pgp) nedeni ile sinirhdir. Pgp, doksorubisinin hicre igi birikimini
ve ilacin pleiotropik sitotoksik etkilerini ortaya cikarma yetenegdini sinirlamaktadir.
Yuksek bir ifadenin yani sira, yiuksek bir Pgp aktivitesi de doksorubisin direncini
belirlemektedir (Carvalho vd, 2009; Thorn vd, 2011; Alrushaid vd, 2017).

1.1. Amag

Coklu ilag direngliligi mekanizmalarinin belirlenmesi, kisiye bagli kemoterapi
yontemlerinin gelistirilerek kanser kemoterapisinde basarinin artiriimasi agisindan énem
tasimaktadir.

Son 10 yilda, kodlamayan RNA'lar, 6zellikle IncRNA'larin, kanser hicrelerinde
karsinojeneze ve ilag direncine aracilik edebilecegi bildirilmigtir (Liu vd, 2020; Barth vd,
2020; Guo vd, 2018).

Bu calismada, MCF-7 ve MDA-MB231 hiicre hatlarinda, IncRNA NEAT1 ve
miR-410-3p ekspresyon seviyelerini, meme kanseri tedavisinde sikga kullanilan

doksorubisin direnci ile iligkisinin arastiriimasini amagladik.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Meme Kanseri

Dinya’da kadinlarda gorilen tim kanserler arasinda V2 orani ile meme kanseri
ilk sirada; hatta kadin ve erkek birlikte degerlendirildiginde ise; meme kanseri akciger
kanserini geride birakmakta ve birinci sirada yer almaktadir. Kanserden 6lim nedenleri

arasinda ise, besinci sirada oldugu goérilmektedir (Espie vd, 2013; Youlden vd, 2012).

2.1.1. Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadin kanserlerinin %25’ini, kadinlarin kanserden élimlerinin ise
%15'ini teskil etmektedir. WHO verilerine gore, 2020 de dinyada yaklagik yeni tani
konulan hasta sayisi 2,3 milyon ve mortalitesi ise 627 bin oldugu belirtimektedir. Kanser
dinyanin herhangi bir yerinde var olmasina ragmen, insidansi, mortalitesi ve sagkalim
oranlari dinyanin farkli bélgelerinde 6nemli élgctide farklilik géstermektedir ve bu durum
ndfus yapisi, yasam tarzi, genetik faktorler ve gevre gibi bircok faktére bagl olmaktadir
(Momenimovahed ve Salehiniya, 2019; Sung vd, 2021).

Gelismis Ulkelerde her 8 kadindan biri hayati boyunca meme kanseri riski ile
karsilasmaktadir. Ama goériime sikhgindaki artisa ragmen, mortalitede azalma dikkat
cekmektedir. Bunun aksine gelismekte olan llkelerde meme kanseri sikhdindaki artis
mortalitedeki artis ile birliktedir. Orta Afrika ve Dogu Asya'da 100.000'de 27'den, Kuzey
Amerika'da 100.000'de 92'ye kadar degismektedir. Meme kanserine rastlanma oraninin
2050 yilinda 3.2 milyona ulagsmasi tahmin edilmektedir (Hortobagyi, 2005; Ferlay vd,
2012; Desantis vd, 2014;).

Tarkiye 2017 kanser verileri; dinya, Bati Asya, Orta ve Dogu Avrupa ve ABD’de
en son kanser verileri olan 2020 yili GLOBOCAN verileri ile karsilastirldiginda; Turkiye
kanser insidansi dunya insidansinin bir miktar Gzerinde seyretmektedir. 2017 yilinda
yasa standardize kanser hizi erkeklerde 259,2/100,000 kadinlarda ise 187,0/100,000 dir.
Toplamda kanser insidansi 223,1/100,000 dir. Saghk Bakanhigi verilerine gore 2018



yilinda kadinlarda meme kanseri sikligi 45.6/100.000 kadardir. Meme kanseri evreleri

incelendiginde vakalarin %11’i ileri evre olmaktadir (Web5).
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Sekil 1.1. 2020'de Kadin Meme Kanseri igin Bolgeye Ozgl insidans ve Mortalite (Sung
vd, 2021).

2.1.2. Etiyoloji

Meme kanserinin  etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte,
multifaktoriyeldir ve baslica genetik, epigenetik ve endokrin faktorler yer almaktadir ve
bir cogu degistirilemeyen faktorlerdir. Ayrica gevresel faktorlerde, obezite, sigara ve alkol

kullanimi vb faktorlerinde kanser gelisiminde rol aldigi bilinmektedir (sekil 2.1.).

2.1.2.1. Cevresel faktorler

Cevresel faktorlerin meme kanseri insidansinin buydk bir bélimund
acikladigina inanilmaktadir. ABD’de bilinen cevresel faktorler, genelde %60-70’'lik
oranda ve meme kanserinin sadece %25-47'sini aciklamaktadir. Ayrica 1% de tanisal
radyografiye atfedilmektedir (Sen ve Aygin, 2014).

Cevresel kimyasallar, viral enfeksiyonlar, radyasyon ve elektromanyetik alanlar
meme kanserinin etiyolojisinde bilinen cevresel fakttrlerinde yeralmaktadirlar. Cevresel

kimyasallar; DNA'da hasar olusturarak, tumor gelisimini tetikler veya meme bezinin



gelisimini degistirmekle duyarlihdini arttirir, bu sekilde meme kanserinin gelisiminde rol
oynadigi dusinilmektedir. Etiyolojisi acisindan, meme kanserinde en ¢ok ilgi ¢eken
cevresel kimyasallar, dstrojen takliti yapanlardir (6strojenik). Ornegin, kadmiyum, hatta
¢ok az dozlarda, éstrojene duyarli meme kanseri hiicre dizilerinde 6stradiyoliin etkilerini
taklit eden gevresel bir faktor oldugu distntlmektedir (Brody vd, 2003; Coyle, 2004).

Meme kanseri igin iyi bilinen bir gevresel risk faktorl, medikal prosedurler de
dahil olmak (zere, iyonize radyasyon maruziyetinde kalmaktir. Radyasyon
maruziyetinde kalmakta, yasin dnemli bir rolu bilinmektedir. 20 yasin altinda radyasyona
maruz kalmak (6rnegin Hodgkin hastaligi tedavisi nedeniyle), meme kanserinin riskini
daha fazla artirmaktadir. Ayrica, gdégus bdlgesine dusik dozda uygulanan radyografi
veya mamografinin de meme kanseri riskin artdigini bilinmektedir (Brenner vd, 2003; Ma
vd, 2008).

2.1.2.2. Sigara

Uluslararasi Kanser Aragtirmalari Ajansi’'nin degerlendirmelerine gore; sigara
dumaninda, deney hayvanlar igin kanserojen oldugu ispatlanmis 60’tan fazla madde
bulunmaktadir. Aktif sigara kullanan kadinlarin meme dokularinda, DNA hasarlari ve P-
53 gen mutasyonlarinin, sigara icmeyen kadinlara gére daha yuksek oldugunu bildiren
¢ok sayida calisma vardir. Sigara icmek, Ozellikle ergenlik doneminde veya menars
Oncesi yaslarda baslayan kadinlar arasinda orta dizeyde, ancak énemli dlgiide meme
kanseri riskini artirmaktadir. Ayrica ailesinde hastalik dykisU olan kadinlarda sigara
icmeye bagh meme kanseri riskinin 6nemli 6lclide daha yuksek oldugu bildiriimektedir
(Perera vd, 1995; Livd, 2002; Sen ve Aygin, 2014).

2.1.2.3. Alkol

Alkolin meme kanseri i¢in en tutarli diyet risk faktori oldugu bilinmektedir.
Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan, alkol meme kanseri riskiyle iligkili
olarak kabul edilmektedir. Alkol kullanimi, hem menopoz 6ncesi hem de sonrasi,
Ostradiyol seviyesinde ve meme yapisinin yogunlugunda artis yapmakla, meme kanseri
riski ile iliskilendiriimektedir. Ayrica, alkol kullaniminin buyuk 6lgude 6strojen reseptor
pozitif (ER+) ve 6strojen reseptor negatif (ER—) meme kanseri riski ile pozitif iligkili oldugu
saptanmaktadir. Yetigkin kadinlarin gtnlik tukettigi her 10 g (~1 bardak) alkol, meme
kanserin riskini %7-10 arttirmaktadir. Diger organlarla kiyaslandiginda, meme, alkoliin

kanserojen etkilerine daha duyarli gérilmektedir. Hatta hafif alkol tiketimi (<1 icecek/gln



veya £12.5 g/giin), meme kanseri riski %4-15 oraninda 6nemli élglide artmaktadir (Liu
vd, 2015; Jung vd, 2016; Lofterod vd, 2020; Freudenheim, 2020).

2.1.2.4. Beslenme

Son yillarda diyet faktorleri ve meme kanseri arasindaki iligkiyi arastiran ¢ok
sayida cgalisma yapilmistir. Mevcut literatiirdeki genel kanitlarin tutarsiz ve sonugsuz
olmasi nedeniyle, meme kanseri etiyolojisinde diyetin potansiyel roll belirsizligini
korumaktadir. Bazi ¢alismalarda ise genel olarak yagdan zengin ve seker orani fazla
gidalar ve ozellikle kizarmis yiyecekler ile meme kanseri riskinin arttigi gosterilmigtir.
Ayda bir kereden fazla kizarmis yiyeceklerin tiketimi, meme kanserin riskini %4,5
arttirmaktadir. Sebze, meyve ve baliktan zengin diyetlerin antikanserojenik etkileri
olduklar distinlldigu icin ve fitokimyasal icerigi nedeniyle meme kanseri riskini azalttigi
gOsterilmistir (Lof vd, 2009; Edefont vd, 2009; Marzbani vd, 2019; Heath vd, 2020).

2.1.2.5. Obezite

Obezite, meme kanseri ilerlemesi igin en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak
tanimlanmigtir. Obezitenin meme kanseri riski Gzerindeki etkisi yasam evresine goére
degismektedir. Menopoz 6ncesi yiksek vicit kitle indeksi (BMI) meme kanseri riski ile
ters orantiliyken, menopoz sonrasi yillarda risk ile pozitif iligkilidir (Schoemaker vd,
2020). Premenopozal kadinlarda obezite, daha disuk ER pozitif meme kanseri riski ve
daha yilksek Uc¢li negatif meme kanseri (TNBC) riski ile iligkilidir. Postmenopozal
kadinlarda ise obezite, belirgin sekilde daha yiuksek ER pozitif meme kanseri riski ve
mortalitesi ile iliskilidir. Prospektif gdzlemsel ¢alismalardan olusan bir meta-analizde ise,
BMI’deki her 5 kg/m2’lik artisin postmenoposal meme kanseri riskinde %12 artisa neden
oldugu bildirilmistir (Renehan vd, 2008; Picon-Ruiz vd, 2017; Kasiappan vd, 2017;
Schoemaker vd, 2020).

2.1.2.6. Hormon replasman tedavisi

Hormon Replasman Tedavisi (HRT) genellikle ciddi menopozal semptomlarini
hafifletmek i¢in kullaniimaktadir. Ayrica osteoporoza ve diger kronik bazi sorunlarada
olumlu katkisi oldugu igin kullaniimaktadir. Ama bu etkilerine ragmen, uzun sire
kullaniminda meme kanseri riskini artirdig bilinmektedir (Azam vd, 2018). Sadece

Ostrojen iceren tedavi ve kombine Ostrojen ve progestron tedavisinin, uzun sireli



kullanimi ile meme kanseri risklerinin arttigi bilinmektedir (Marjoribanks vd, 2017; Azam
vd, 2018; Vinogradova vd, 2020).

2.1.2.7. Aile dykusi ve genetik yatkinhk

Aile 6ykisu meme kanseri igin en 6nemli risk faktdrlerinden birisidir. Meme
kanserinin yaklasik %10-30'u ailesel kimelenme g0sterir, ancak vakalarin yalnizca %5-
10'unun kalitsal oldugu tahmin edilmektedir. Birinci derece akrabalarinda meme kanseri
Oykusu olan kadinlarda, aile dykusu olmayan bireylerle kargilastinidiginda iki kat daha
fazla meme kanseri gorilmektedir. Ayrica, birden fazla birey bulunmasi halinde, meme
kanseri 3-4 kat daha fazla olarak gortulmektedir (Gage vd, 2012; Angeli vd, 2020;
Coignard vd, 2021).

Meme kanserinin otozomal dominant kalitim yoluyla gecis yapabildigi ilk defa
1988 yilinda bildirilmis olup, hastalarin %5-10'unda patolojik gen saptanmaktadir.
Gunumuzde kalitsal meme kanseri ile iliskili ok sayida gen tanimlanmistir. BRCA1 ve
BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlar, meme ve yumurtalik kanserinde ¢ok 6nemli bir risk
faktord olarak bilinmektedir (meme kanserin riskinin yaklasik %15-20'si). Ayrica yeni
calismalarda, meme ve yumurtalik kanseri yatkinlikla ilgili birgok yeni gen tanimlanmistir.
TP53/P53; tamir yolagindaki genler, PTEN, Fosfataz ve Tensin homolog geni ve kontrol
noktas! kinaz 2 (CHEK2) geni daha dusuk risk faktoru olarak tanimlanmigtir (%5)
(Newman vd, 1988; Hamdi vd, 2016; Angeli vd, 2020; Coignard vd, 2021).
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Sekil 2.1. Meme kanseri ile iligkili risk faktorlerine genel bakis (Howell vd, 2014).

2.2. Meme Kanseri Evrelendirmesi

1977'den beri Meme kanserli hastalarin olasi prognozunu tahmin etmek igin
temel arag, derecelendirmeyi, immuinohistokimya biyobelirteglerini ve hastaligin
anatomik ilerlemesini iceren ve uluslararasi kabul gérilmuas, Amerikan Ortak Kanser
Komitesi (AJCC) evreleme sistemidir. Bu sistemde, Primer timdér boyutu (T), lenf nodu
durumu (N) ve metastazlarin varligina/yokluguna (M) dayal bilgiler kullanilir. TNM
evrelemesi klinikte en yaygin kullanilan sistemdir (Vuong vd, 2014; Ding vd, 2019;

tukasiewicz vd, 2021).
Ayrica bu sistem, sayisal asamalarada ayrilir: (Tablo 2.1)

Ozetle:

T. Tumor size

TX : Primer tumor degerlendirilemedi.
TO : TGmor kanitr yok.

T1 : TUmér ¢api 2 cm veya daha az.
T2 : Tumér gapi 2 ile 5 cm arasinda.
T3 : Tumér capl 5 cm'den fazla.
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T4 : Tumor her boyutta, gégus duvarina yapismis ve pektoral (gégus) lenf bezlerine

yayillmis.

N. Hissedilebilir nodlar

NX : Lenf nodlari degerlendirilemez (lenf nodlari dnceden alinmis vs.).

NO : Kanser lenf bezlerine yayllmamis.

N1 : Kanser hareketli ipsilateral aksiller lenf nodlarina yayiimistir (meme kanserinin ayni
tarafindaki koltuk alti lenf nodlari).

N2 : Kanser ipsilaterale (g6gus kanseri ile vicudun ayni tarafina) yayllmis lenf
digumlerine veya kol altindaki diger yapilara fikse.

N3 : Kanser ipsilateral meme lenf nodlarina veya ipsilaterale (vicudun meme kanseri ile

ayni tarafi) supraklavikuler lenf nodlarina yayilmistir.

M. Metastaz
MX : Uzak metastaz varligi degerlendirilemedi.
MO : Diger organlara uzak metastaz yok.

M1 : Diger organlara uzak metastaz var (Web 4)

Tablo 2.1. Meme kanseri evre gruplari (www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp.)

Evre Tamor (T) Nod (N) Metastaz (M)
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 T1 NO MO
Evre lIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre IlIA T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Evre llIB T4 Herhangi bir N MO
Herhangi bir T N3 MO

Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1



http://www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp
http://www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp
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2.3. Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri, mikroskobik goériinim ve biyolojik davranislarina goére, iki ana

gruba ayrilmaktadir; in situ ve invaziv.

2.3.1. In situ

in situ meme kanserinde, timér hicreleri duktus veya lobile sinirli olup Igik
mikroskobunda stromaya invazyon goérilmez. in situ meme kanseri iki gruba
ayrilmaktadir: duktal karsinoma in situ (DCIS) (Evre 0 meme karsinomu olarak da bilinen)
ve lobiiler karsinoma in situ (LCIS). DCIS ile kanser hiicreleri, memedeki st kanallariyla
sinirhdir ve yagh meme dokusuna veya vucudun herhangi bir yerine (lenf dugumleri gibi)
yayllmamaktadir. Ayrica timor hicreleri, duktus veya lobdle sinirli oldgu igin, 11k
mikroskobunda stromaya invazyon gorilmemektedir (Rosen ve Maia, 1998; Mukama vd,
2020).

LCIS, lobiiliin en i¢ tabakasi olan epitelde baglamis ancak lobiiliin disina (bazal
membran) gcikmamistir. invaziv meme karsinomunun hem bir risk faktdrii hem de zorunlu
olmayan bir dénciisii olmaktadir. LCIS tanisindan sonra, meme invaziv karsinom riski,
genel populasyonuna kiyasla, 9-10 kat artmaktadir (Fabbri vd, 2008; Wen ve Brogi,
2018).

Sekil 2.2. A. Lobiiler karsinoma in situ (LCIiS). B. Duktal karsinom in situ (DCIiS) (Wen
ve Brogi, 2018).
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2.3.2. Invaziv

Meme kanserlerin, 50%-80%'i invaziv tiplerdir. invaziv meme kanser hiicreleri,
kanal ve lobiller duvari gecerek memenin c¢evresindeki yag ve bag dokularina
yayllmaktadir. Hiicre morfolojisi, biylmesi ve yapisal desenin temeline gére, meme
kanserinde yaklasik 21 tane histolojik alttipi ve en az 4 farkli molekuler alt tipi
bulunmaktadir (Sharma vd, 2010; Dieci vd, 2014).

Mikrodizi tabanli galismalar sayesinde, gen ekspresyon profiline dayali, meme
kanserinin molekuler alt tipleri daha iyi anlagilabilmektedir. Meme kanserinin 4 molekuler
alt tipi; hormon reseptérleri (HR+/HR-) varligi/yokluguna ve HER2 seviyesine ve/veya
HER2 geninin ekstra kopyasini igceren bazal benzeri, normal benzeri ve luminal
(Fragomeni vd, 2018; Xia vd, 2019).

Meme kanserinin molekuler alt tipleri ve dagihmlari asagidaki sekildedir:
Luminal A: 70% oranla en yaygin ve en iyi prognoza sahip olan tiptir. Bu alt tipde,
ostrojen reseptoril (ER) velveya progesteron reseptdrt (PR) pozitif, HER2 negatiftir ve
Ki-67 duslk seviyeye sahip olmaktadir. Diger alt tiplere gbre yavas blyurler ve tedavi
olarak anti-hormon tedaviyi icermektedirler (Kimberly ve Allison, 2012; Feng vd, 2018).
Luminal B: Tim meme kanserlerin < %20 olugturmaktadir. Bu alt tipte de luminal A gibi,
ER ve/veya PR pozitiftir ama HER2 pozitif veya negatif olabilir, ayrica Ki-67 seviyeside
yiksektir. Luminal A kanserlerine kiyasla biraz daha hizl biyidr ve prognozlari biraz daha
kot prognoza sahip olmaktadir (Kimberly ve Allison, 2012; Feng vd, 2018).

Uclu negatif/bazal benzeri meme kanseri (TNBC): Tum meme kanserlerinin %20'sini
olugturmaktadir. Bu alt tipte ER, PR ve HER2 negaitiftir ve bu nedenle hedefe yonelik
veya anti-hormon tedavisine yanit vermez o yiizden sitotoksik ilaglar TNBC tedavisi i¢in
tek secenek olmaktadir. TNBC meme kanseri, BRCAL geninde mutasyon olan kadinlar,
40 yasindan kiguk kadinlar ve Afrikali-Amerikali kadinlar arasinda daha ¢ok yaygindir.
Bununla birlikte, tim TNBC'lerin bazal benzeri meme kanseri oldugu bilinmemektedir
(%70-80'ni bazal benzeri) ve bunun tersi de gecerli olmaktadir. TNBC genellikle diger
meme kanseri tlrlerinden daha kétl ve kisa bir prognoza sahip olmaktadir. (Prat vd,
2010; Feng vd, 2018; Dass vd, 2021).

HER2 ile zenginlestirilmis: %10-15 oraninda gézlenmektedir. Bu alt tipte, ER ve PR
negatif ancak HER2 pozitiftir. Diger alt tiplerine gore, daha hizli blyume ve daha kétu
prognoza sahip oldugu bilinmektedir. Genellikle Trastuzumab ile basarili bir sekilde
tedavi edilmektedir (Feng vd, 2018; Dass vd, 2021).
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2.4. Kodlamayan RNA’lar

insan genomunun dizilimi, genlerimizin yalnizca yaklasik %2'sinin nihai olarak
proteinleri kodladigini gésterdi ve bilim camiasindaki pek ¢ok kisi, kalan %98'in basitce
islevsel olmayan "¢op" olduguna inanmaktaydi. Ancak ENCODE projesi, genomun
protein kodlamayan kisminin binlerce RNA molekiline eksprese oldugunu ortaya
cikardi. Son zamanlara kadar, genomun geri kalani 6nemsiz oldugu dustnulmekteydi.
Ancak kucik RNA’larin kesfinden sonra, bu digtince degersiz kalmigtir (Cabili vd, 2011;
Slack ve Chinnaiyan, 2019).

RNA’lar, protein kodlayan yada kodlamayan (ncRNA) olarak, iki genis sinifa
ayrilmaktadirlar. Kodlamayan RNA'lar, insan hiicrelerindeki RNA transkriptlerinin en az
80.000 ve muhtemelen daha fazlasini icermektedir. Kodlamayan RNA'lar, diger
kodlamayan veya kodlayan RNA'lar Uzerinde hareket eden ve nihayetinde insan
hicresindeki cogu biyolojik slireci dlizenleyen, hala blyulyen, heterojen bir gen grubudur
(Sponer vd, 2018; Crudele vd, 2020).

Kodlamayan RNA’lar (ncRNA) boyutlarina goére, iki ana gruba ayrilmaktadirlar:
1. Kisa kodlamayan RNA’lar (sncRNA); 200 nikleotidden kisa ve 30 bp’den azdir ve
mikroRNA’lari (miRNA), kisa interferans yapan RNA’lar (siRNA), piwi etkilesimli RNA'lar
(piIRNA), tRNA'dan turetilen parcalar (tRF'ler) ve tRNA yarilarini (tiRNA'lar) icermektedir.
2. Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA); 200 nukleotidden fazla ve bazen 10 kb kadar
uzundur (Romano vd, 2020).

2.4.1. Uzun kodlamayan RNA’lar

LncRNA’lar, mRNA’lara benzer bir yapiya sahipler. Onlar gibi, RNA polimeraz
Il (Pol Il tarafindan eklenme, kep ucu eklenme, poliadenile olma ve ekspresyon islemleri
yapilmaktadir ama acgik okuma ¢ergeveleri (ORF) eksik olmaktadir. 1989 da, H19, ilk
memeli INncRNA’sI olarak kesf edilmistir. Bundan kisa birslre sonra, antisense of IGF2R
non-protein coding RNA (AIRN) ve X kromozomun inaktivasyonunda 6nemli roli olan,
Xist INcCRNA tespit edilmistir (Brannan vd, 1990; Andergassen ve Rinn, 2021).

LncRNA'lar, 1990'larda mRNA transkriptlerinin ekspresyonunun dizenlenmesi
arastirilirken kesf edildi. Onceden transkripsiyonun yan Urinlerinden olduklari
disiiniluyordu. islevleriise, hiicre ici lokalizasyonuna baghdir; spesifik olarak DNA, RNA
ve proteinlerle etkilesime girerler ve kromatin fonksiyonunu degistirirler, cesitli
asamalarda transkripsiyonu dizenlerler, nikleer yodunlagtirma cisimleri ve nikleolar
organizasyon olustururlar. LncRNA'lar ayrica sitoplazmik mRNA'larin stabilitesini ve

translasyonunu degistirebilir ve sinyal yollarini engelleyebilmektedir. Boylece, IncRNA'lar
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fizyopatolojik durumlari etkiler ve gesitli bozukluklarin, bagisiklik tepkilerinin ve kanserin
gelismesine yol agmaktadir. Ayrica IncRNA’larin kanser dahil olmak Uzere, bir ¢ok
hastalik patogenezinde yer aldigi kabul edilmektedir. LncRNA'lar genomdaki
konumlarina gore, 6 alttipe ayriimaktadir: sense IncCRNA, antisense IncCRNA, iki yonlu
INcRNA, intron INCRNA, intergenic INncRNA, and enhancer IncRNA (Hu vd, 2018; Chi vd,
2019; Singh 2021).

2.4.2. Uzun kodlamayan RNA’larin siniflandiriimasi

LncRNA'lar, genomik yapilarina ve gendeki konumlarina gore bir kag farkh tipte
siniflandirilabilir:
Ortlisen IncRNA'lar; bu tip IncRNA’lar tamamen yada kismen kodlayan genlerle
ortismekteler. IncRNA’larin yaklasik %20’sini bu gruptan olustugu tahmin edilmektedir.
Dort ana kategoride incelenebilir:
e Sense IncRNA: bir genin bir veya daha fazla eksonu ile ortistr ve ayni yonde

eksprese olurlar.

Antisense IncRNA: bir genin bir yada daha fazla eksonu ile ortusur ve zit yonde

eksprese olurlar.

Intronic INcRNA: protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunur ve eksprese olur.

Enhancer IncRNA: transkripsiyon faktorleri (TF'ler) tarafindan sinirlanan ve gen

ekspresyonunu artirmak icin promotor ile etkilesime gece bilen genomik bolgelerdir.

Ortusmeyen IncRNA'lar; iki ana kategoriye ayrilabilir:

iki yonli IncRNA: protein kodlayan genlerin yakininda ama karsit DNA ipliginde
bulunurlar.

intergenic ncRNAs (lincRNAs): iki farkli protein kodlayan genin arasindaki bir genomik

diziden tlrev almistir.
LncRNA’larinin  ¢gogunun, antisense ve intergenik RNA’lardan olustugu
bildiriimektedir (Sekil 2.3.) (Kim vd, 2015; Hou vd, 2019; Yousefi vd, 2020).
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Sekil 2.3. LncRNA'lar, genomik yapilarina ve gendeki konumlarina gore
siniflandirimalari. A. Bir gen siniri iginde, transkriptlerinin eksonlari veya intronlari
tarafindan 6rtisen birden fazla IncRNA olabilir. B. LncRNA'lar, en yakin konumunda
bulunan protein kodlayan genlere gére siniflandirilir (Uszczynska-Ratajczak , 2018).

2.4.2. LncRNA’larin lokalizasyonu

LncRNa’larin ¢ogu c¢ekirdekte ve bazilari ise sitoplazmada lokalize oldugu
bilinmektedir. Ayrica bazi IncRNA’lar eksozom yoluyla komsu hicrelere yada seruma
gecebilmektedir (Chi vd, 2019).

2.4.3. Kanserde uzun kodlamayan RNA'lar

LncRNA’larin, hicresel slreclerde ve genomdaki ekspresyonlarin
dizenlenmesinde énemli rolleri bilinmektedir. Onlarin ¢odu, hastaligin baslangicinda ve
gelisimindeki dizensizligi, metabolizma, hicre 6limu, anjiyogenez ve metastaz ile iligkili
genlerin  regulasyonunu etkilemektedir. LncRNA’larin iglevlerinin arastirmasinin
sonucunda, kanser ile iligkili rolleri oldugu ortaya ¢cikmistir. Son yillarda kanserin biyolojik
sireclerinde rol alan ¢ok sayida IncCRNA tesbit edilimistir. LncRNA'larin mutasyonlarinin,
disregllasyonlarinin, anormal ifadelerinin ve promotérlerinin  hipometilasyonunun
kansere yol agabilecedini disundirmektedir. Farkli kanser tlrlerinde genom ¢apindaki
calismalar sayesinde, kanserle iligkili tek nUkleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) %80'den
fazlasinin genomun kodlamayan bdlgelerinde, yani intergenik veya intronik bdlgelerde
bulundugu ve buradaki kodlamayan dizilerin karsinojenezde 6nemli bir rolu oldugunu
gostermektedir (Hindorff vd, 2009; Cerk vd, 2016; Hu vd. 2018; Yousefi vd, 2020).
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LncRNA'larin anormal ekspresyonu, tumdrijenez ile iliskilidir. Kanserde
IncRNA'larin diizensiz ekspresyonu, hastalik ilerlemesine isaret eder ve hasta sonugclari
icin, bagimsiz bir dngdriict olarak hizmet edebilir. Mekanik olarak, bugline kadar iyi
karakterize edilmis IncRNA'larin cogu, gen ekspresyonu duzenlemesinde, transkripsiyon
sonras! duzenlemeden ziyade tipik olarak transkripsiyoneldir. Bu, genomik olarak lokal
(cis-regllasyon) veya uzak (trans-regllasyon) genleri hedefleyerek gergceklesmektedir.
Bdylece bazi IncRNA'lar onkogenik olarak ve bazilar timdér baskilayici olarak iglev
gormektedir. Onkojenik IncRNA'lar, timorijenez ile iligkilidir ve kanser gelisimini ve
ilerlemesini destekler. Tumor baskilayici IncRNA'lar ise, hiicre 6lumind ve apoptozu
tesvik etmektedir. Ayrica transkripsiyon faktorlerine ya da represorlerine baglanarak
aktivasyona ya da gen susturmaya sebep olabilmektedir. Bunun yani sira, sinyal
molekiilleri olarak etki edebilir ya da protein kompleksleri ve kofaktorlerin baglanmasi
icin yonlenmis merkezi bir iskele olarak da islev gérebilir. Bunlara ek olarak, IncRNA'lar
miRNA'lara baglanir ve onlarin hiicrede gen ekspresyonu Uzerindeki dizenleyici
etkilerini inhibe etmektedir. Ayrica IncRNA'lar, farkli mekanizmalar kullanarak,
mikroRNA'lari ve diger sinyal yollarini, metastaz ve hiicre dongusu ilerlemesinde tesvik
etmektedir (Prensner ve Chinnaiyan, 2011; Cerk vd, 2016; Yousefi vd, 2020; Yurtsever
ve Tiftik, 2021).

2.4.4. Meme kanserinde uzun kodlamayan RNA’lar

Kanserle iligkili ilk tanimlanan ve iyi calisiimis IncRNA’lar, HOX antisens
intergenik RNA (HOTAIR), H19, XIST, prostat kanseri antijen 3 (PCA3) ve metastazla
iligkili akciger adenokarsinom transkript 1 (MALAT1)'dir. H19, 2.3 kb'lik intergenik ve
anne tarafindan eksprese edilen, kromozom 11p15.5 lzerinde yer alan bir IncRNA'dir.
H19 ilk olarak ER+ meme timorlerinde ve hiicre dizilerinde yiksek oranda eksprese
edilen, fetal IncRNA olarak tanimlandi. H19, meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu
tesvik eder ve apoptozu azaltir, bu sekilde kendi rolini timdrijenez ve timor
blyumesinde belirlemektedir. Ayrica H19, farkli mekanizmalar yoluyla bir onkogen
olarak calisir. Meme kanseri hiicreleri de dahil olmak tzere ¢esitli hiicre tiplerinde timoér
olusumunu gii¢lendirmek icin Myc tarafindan yukari regtle edilmis bir gen olarak da iglev
gorebilir. H19'un, let-7 miRNA ailesinin tyelerini dizenlemek igin molekdler bir siinger
g6revi gérdugu bildirimistir (Cerk vd, 2016; Hu vd, 2018; Chi vd, 2019).

X-inaktif spesifik transkript ( XIST ), X kromozomunun uzun kolunda bulunur ve
RNA'si 17 Kb uzunlugundadir. Xist, disi somatik hlcrelerde X kromozomu
inaktivasyonunun baslatilmasindan ve yayillmasindan sorumludur. XIST, XCI

lokuslarindan eksprese olur ve PRC2'nin ylklenmesini kolaylastirmak ve DNA
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metilasyonunu ve ardindan kromozom c¢apinda susturmayi baslatmak icin, YY1
transkripsiyon faktéri ve ayni lokustan diger birkag IncRNA ile uyum icinde hareket
etmektedir. XIST meme timord o6rneklerinde ve diger kanser hucre dizilerinde, timor
baskilayici ve asagi regtile edilmis bir IncRNA olarak iglev almaktadir. XIST, miR-155'in
dogrudan hedeflenmesi yoluyla meme kanseri invazyonunu baskilamaktadir (Sun ve
Kraus, 2015; Hu vd, 2018; Yousefi vd, 2020).

MALAT1, kromozom 1113 (izerinde yer alan, 8.7 kb'lik ve normal dokularda
en fazla eksprese edilen IncRNA'lardan birisidir. MALAT1, gen ekspresyonunun ve
transkripsiyon sonrasi dizenlenmesinde rol oynamaktadir. MALATZin, asiri
ekspresyonu meme karsinomlari ile iliskilidir ve meme kanserinde, 6zellikle ER+ ve
HER2+ timorlerinde énemli 6lgtide yukari regule edilmektedir. MALAT1 meme hicresi
¢ogalmasi, gbgu ve invazivi igin gereklidir. Bu nedenle, MALATL’in yikilmasi, tUmor
buyimesi ve metastazda bir azalma ile sonuglanmaktadir (Hu vd, 2018; Chi vd, 2019).

2007 yihinda HOXC lokusunda 12g13.13 kromozomu uzerinde yer alan HOX
antisense transcript intergenic RNA's1 (HOTAIR) tanimlanmistir. 2,2 kb uzunlugunda ve
bir onkogen olarak kabul edilen trans-etkili, eklenmis ve poliadenile edilmis bir IncRNA
dir. HOTAIR ¢ogu insan kanserinde asiri eksprese edilir ve timor invazyonu, ilerlemesi,
metastazi ve kot prognozu ile iligkilidir. HOTAIR, metastatik meme karsinomlarinda
asiri eksprese edilir ve histon metilasyon durumunu ve kromatin modifikasyonunu
dizenledigi bilinen PRC2 ve LSD1'in alimi icin bir iskele olarak tanimlanmaktadir.
HOTAIR, PRC2'yi kullanarak ve epigenetik modifikasyonlari tesvik ederek metastazi ve
invazivazyonu destekleyen onkojenik bir IncRNA'dir (Cerk vd, 2016; Yousefi vd, 2020).

2.4.5. Nuclear enriched abundant transcript 1 (NEAT-1)

NEAT1, kromozom 11q13.1 Gzerindeki ailesel timor sendromu ¢oklu endokrin
neoplazisi (MEN) tip 1 lokusundan eksprese edilmektedir. NEAT1 1 (3.7 kb) ve
NEAT1 2 (23 kb) olarak adlandirilan iki transkripsiyon varyantina sahiptir. NEAT1 2,
RNA ve proteinlerin ayirim yoluyla gen ekspresyonunu dizenleyen, ribonikleoprotein
gobvdelerinin olusumu icin gereklidir. NEAT1 1, parabeneklerde daha boldur, ayni
zamanda, parabenek bagimsiz fonksiyonlarda NEAT1_1'i gbsteren c¢ekirdekteki
parabenek olmayan odaklarda da bulunmaktadir. Her ikisi de nikleer parabeneklerde
bulunur ve parabeneklerin dnemli bir yapisini olugturmaktadir (sekil, 2.4). NEAT1,
cekirdekte daha fazladir, ancak sitoplazmada da bulunmaktadir (Bond ve Fox, 2009;
Heesch vd, 2014; Dong vd, 2018).

Yapilan bir calismada NEAT1i olmayan farelerin, normal gelismedigi

g6zlenmistir, bu da NEAT1’in normal embriyonik gelisim ve yetigkin yasami igin gerekli
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oldugunu dustndirmektedir. Ayrica, baska bir g¢alismada, NEAT1'in susturulmasi
anormal meme bezi morfogenezi ve laktasyon hatalari ile sonuglandigi billinmistir
(Nakagawa vd, 2011; Standaert vd, 2014).

NEAT1 timorin baslamasindan ve ilerlemesinden sorumludur ve kanserlerdeki
sik dizensizligi, metastaz, niiks orani ve hasta sag kalimi gibi klinik 6zelliklerle iligkili
olmaktadir. Bu ylizden, meme tumorlerinde, endometriyal karsinomda ve insan
osteosarkom hicrelerinde bir onkogen oldugu rapor edilmektedir. NEAT1'in agir
ekspresyonu, meme kanserinde timor boyutu ve metastazi ile iligkili olmaktadir.
NEAT1 2, (HER2+) meme kanserlerinde ylksek oranda ifade edilirken, NEAT1 1,
(ER+) alt tiplerinde daha yiiksek oranda ifade edilmektedir. NEAT1'in ekspresyonunun
inhibisyonu, metastazi azaltmaktadir. Mekanik olarak, B-katenin ve N-kadherin
ekspresyonu, NEAT1 supresyonunun bir sonucu olarak azalirken, E-cadherin
ekspresyonu artmaktadir. Ayrica, NEAT1'in susturulmasi kok hilicre popllasyonunu
azaltir ve TNBC hicrelerinde TNBC hicrelerinin kemoterapiye duyarlih@ini arttirir (Shin
vd, 2019; Yousefi vd, 2020; Edwards ve French, 2020).

NEAT1 2
5'end

Paraspeckle

Sekil.2.4. NEAT1'in etki alani mimarisi ve sematik parabenek yapisi(Lin vd, 2018).

2.5. MikroRNA'’lar

ilk basta, Caenorhabditis elegans'ta kesfedilen MikroRNA (miRNA), insanlar
dahil ¢gogu Okaryotta bulunmaktadir. miRNA'lar, 18-22 nukleotit uzunlugunda, tek
sarmalll, kodlamayan, yuksek oranda korunmus ve gen ekspresyonunun
duzenlenmesinde yer alan kicik, kodlamayan RNA molekilleridir. miRNA'lar, RNA
polimerazlar Il ve Il tarafindan eksprese olur ve olgun miRNA'yi olusturmak igin bir dizi
bolinme olayindan gecen o6ncilleri Uretirmektedir (Macfarlane ve Murphy, 2010;
Rahman vd, 2019).
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miRNA'lar, memelilerdeki tim protein kodlayan genlerin yaklagik %60'in1 kontrol
ederek, gelisme, farklilasma, ¢cogalma, apoptoz, metabolizma ve dokunun yeniden
sekilenmesi dahil olmak Uzere hemen hemen tim biyolojik surecleri
dizenlenmektedirler (Siddeek vd, 2019).

Yeni yapilan analizlerde, insan genomunda yaklagik 2300 gergek olgun miRNA
oldugu tahmin edilmektedir. miRNA'larin genomik dagilimi, siklikla intronlarda ve ¢ok
nadiren eksonlarda bulunmaktadir. miRNA'nin biyogenezi buyuk dlgide miRNA'larin
genomik organizasyonuna baglidir. Ornegin konak gen ile bir promotérii paylasabilir
veya bagimsiz bir promotore sahip olabilir ve genler arasi bolgelere yerlestirildiginde,
bagimsiz halde transkripsiyonel olarak diizenlenebilir (Rahman vd, 2019; Fridrichova ve
Zmetakova, 2019).

Cok sayida calisma, kanserli hiicre proliferasyonu ve buyimesinde, hicre
6lum0u inhibisyonunda, immin invazyonda, metastazda ve neoanjiyogenezde
miRNA'larin dizensizligini bildirmektedir. Ayrica miRNA'larin kanser kok hicrelerinin
kaderini diizenledigide bilinmektedir. insan kanserlerindeki miRNA'lar, saglikli
hucrelerdekilere kiyasla farkli gsekilde eksprese edilmektedir. miRNA ekspresyonu ile
kanser gelisimi arasindaki iligki ilk olarak kronik lenfositik I6semide tanimlanmistir. Bu
hastalarda kromozom 1314 bélgesi ve miR-15a/16a kimesi siklikla silinmektedir (Wu
vd, 2018; Fridrichova ve Zmetakova, 2019).

2.5.1. miR-410-3p

Yakin zamanda miR-410'un embriyonik kok hucrelerin geligimi ve farklilagmasi
icin ¢ok o©nemli oldugu bilinmektedir. miR-410'un anormal ekspresyonu cesitli
kanserlerde yaygindir, bu da miR-410'un kanser gelisimi ve ilerlemesinde énemli bir rol
oynayabilecegini distindirmektedir. miR-410, c¢esitli kanser tlrlerinde bir onkogen veya
timor baskilayici gen goérevi goérmektedir. miR-410'nin mide kanseri ve glioma
hicrelerinin go¢unu ve invazyonunu baskiladigi bildiriimektedir. Diger ¢alismalar, miR-
410'nin kaguk hicreli disi akciger kanseri, karaciger kanseri ve kolorektal kanserde bir
onkogen olarak iglev goérdigini goéstermektedir. Bu veriler, miR-410 dizensizliginin
farkli kanser turlerinde dokuya 6zgu bir sekilde meydana gelebilecegini géstermektedir.
Ancak meme kanserinde miR-410'nin ve hatta NEATL1 ‘in roluyle ilgili olarak tek yayin
bulunmakta ve etkisi hala bilinmemektedir (Zhang vd, 2016; Ke vd, 2017; Liu vd 2020).
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2.6. Coklu ilag Direnci

Son birkag on yilda kanserin 6nlenmesi, tespiti ve tedavisinde ¢ok iyi ilerleme
olmasina ragmen, timorlerin kemoterapiye diren¢ kazanma riski, kan, meme,
yumurtalik, akciger ve alt gastrointestinal sistem kanserleri dahil gesitli kanser tlrlerinin
basarili tedavisinin dntinde blyuk bir engel olmaya devam etmektedir. Coklu ila¢ direnci
(MDR), kanser hucrelerinin kemoterapétik ajanlarin gucini ve etkinligini azaltma
yetenedi olarak tanimlanabilir. Kemoterapideki basarisizliklarin ve kansere bagli
olimlerin %90 MDR gelisiminden kayankldir ki kanserlerin invazyonu ve metastazi
sirasinda gergeklesmektedir (Baguley, 2010; Mansoori vd, 2017; Bukowski vd, 2020;
Talib vd, 2021).

MDR dogasina iligkin ilk fikirler giglu bir sekilde bakterilerde ¢oklu ila¢ direnci
Uzerine yapilan ¢alismalardan etkilenmistir (Baguley, 2010).

Kanser hicreleri, antikanser ilaglarinin terapdétik etkilerini azaltmak igin birden
fazla mekanizmay! kullanir ve bdylece kemoterapi basarisizligina neden olur. Ornegin;
hdcre Olimunin engellenmesi (apoptoz baskilanmasi), ilag metabolizmasindaki
degisiklikler, epigenetik ve ila¢ hedefleri, DNA onariminin arttirmasi ve gen
amplifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar kullaniimaktadir (Mansoori vd, 2019; Talib vd,
2021).

Drug Compartmentalization

g /
Change in drug metabolism T
I}rug:=])rug*

Changes in drug target or drug
Increased

target levels
Drugefllex . ‘ !'*.

Increased DNA y ¢ Increased resistance
damage repair : {0 apoptosis

Sekil 2.5. Kanser hicrelerinde ilag¢ direnci mekanizmalari (Mansoori vd, 2019).
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Direnc ikiye ayrilir:
1-Kemoterapi ilaclari kullaniimadan énce meydana gelen birincil direng.
2-Kemoterapi ilaglarina maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikan edinilmis direnc.
Calismalar, MDR’nin ¢esitli mekanizmasi oldugunu gdstermektedir: ila¢ atis
sistemi, genetik faktorler (gen mutasyonlari, amplifikasyonlar ve epigenetik degisiklikler),
buytime faktorleri, DNA onarimini gelistirmek ve ilag metabolizmasini degistirmek dahil

olmak Uzere farkli mekanizmalar icermektedir (Bukowski vd, 2020).

2.7. Goklu ilag Direng Mekanizmalari

2.7.1. llag atig sistemi

Meme kanseri hicrelerindeki ila¢ konsantrasyonu, transmembran proteinlerle
yakindan iligkilidir. Neoadjuvan kemoterapi ilaglari, transmembran proteinler yoluyla
meme kanseri hiicrelerinin digina tasinabilir, bdylece ila¢ konsantrasyonunu azaltir ve
dirence yol acar. P-glikoprotein (P-gp), insan vicidunda ABCB1 geni tarafindan
kodlanan bir ABC tasiyici ailesisinin alt tyesi, ¢oklu ilaca direngli protein-1 (MDR-1)
olarak da bilinen bir ilag atis pompasidir (An vd, 2021; Talib vd, 2021).

P-gp’nin normal islevi, hiicreleri ksenobiyotiklere ve hiicresel toksik maddelere
karsi korumaktir ve bu nedenle fizyolojik homeostazin korunmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. P-gp ekspresyonu, cesitli kanser tirlerinde degisiklik géstermektedir.
Meme, yumurtalik, akciger ve 6zofagus kanserleri baslangi¢ta disik P-gp seviyeleri
gosterir, ancak kanser kemoterapotik tedaviye direng gosterdikten sonra, P-gp atis
tasiyicilarinin seviyeleri artmaktadir. P-gp, hicre ici ilag konsantrasyonunun azalmasina
neden olmaktadir. P-gp'nin asiri ekspresyonu her zaman MDR ile iliskilenmektedir. P-
gp'nin neden oldugu MDR’nin ana mekanizmasi, neoadjuvan kemoterapi ilaglarini hiicre
disina pompalamak icin ATP hidrolizi tarafindan salinan enerjinin kullaniimasiyla
iliskilidir. Boylece ilag konsantrasyonu etkin konsantrasyondan daha disuktir. Ayrica P-
gp ile ayni ABC tasiyici ailesine ait olan ¢oklu ila¢ direng proteini (MRP) ve meme kanseri
direng proteini (BCRP) de bir “ilagc pompasi” islevi gorebilir. Neoadjuvan kemoterapi
ilaclari uzun sire kullanildiginda, yukarida bahsedilen proteinleri kodlayan genleri asiri
eksprese edilmektedir. Bu da ilag atisini arttirmakta ve neoadjuvan kemoterapiye direng
olusturmaktadir (Bukowski vd, 2020; Talib vd, 2021; An vd, 2021).
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2.7.2. Genetik faktorler

Kanser hicresinin antikanser ajanlara karsi direnci, 6zellikle timdéral somatik
hicrelerde, bireyin genetik farkhliklarindan kaynaklanmaktadir. Gen mutasyonlari,
amplifikasyonlari ve epigenetik degisiklikler dahil olmak uGzere, G¢ yol ile MDR
gerceklestirmektedir (Mansoori vd, 2017; Bukowski vd, 2020).

2.7.3. Buyume faktdorleri

Deneysel ve klinik veriler, iltihaplanma ile kanser gelisimi ve ilerlemesi arasinda
onemli iligkiler oldugunu gostermektedir. Akut inflamasyon, timaorin yok edilmesinde ve
kronik immiin yanit ise timér biyimesi ve invazyonunu desteklemektedir. interlékinler
dahil olmak tzere, biylime faktdrlerinin artan otokrin tretimi, MDR kanser hiicrelerinde
gozlenmektedir (Bukowski vd, 2020).

2.7.4. DNA onarimini geligtirmek

DNA onarimi, kanser alaninda ilag direncinin iyi bilinen mekanizmalarindan
biridir. Platin bazli ilaglar, alkilleyici ajanlar ve antrasiklinler gibi cok sayida kemoterapdtik
ilag, ana etki mekanizmasi olarak kanserli hiicrelerinin DNA’sina dogrudan ve/veya
dolayli olarak zarar vermektedir. Bununla birlikte, bu aktivite, ilag etkinligini azaltan ve
direnci giclendiren kanser hiicresi, DNA onarim yaniti ile savunulmaktadir (Helleday vd,
2008; Talib vd, 2021).

2.7.5. ilag metabolizmasini degistirmek

flac  detoksifikasyonu, kemoterapi tedavisine karsi, ©onde gelen
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir. Kemoterapdtik ajan metabolizmalari
enzimler araciligiyla gercgeklesebilir. Enzimler, hucrelerin icinde ve disinda ajan

konsantrasyonunu belirleyen en 6nemli faktérlerdir (Mansoori vd, 2017; Talib vd, 2021).

2.8. Doksorubisin

Bir antrasiklin tlrevi olan doksorubisin (DOX), klinikte, meme, endometriyal ve
mide kanserleri, cocukluk ¢adi solid organ timdrleri, yumusak doku sarkomlari ve agresif

lenfoblastik veya miyeloblastik Idsemi tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi
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ilacidir. En gucli kemoterapotik ilaclardan biri olarak kabul edilir ve metastatik lezyonlar
icin yanit orani yaklasik %25-40'tir (Angulo vd, 2007; Katsuta vd, 2017; Wu vd, 2020).

ilk iki antrasiklin, 1960'larin baslarinda pigment ireten Streptomyces
peucetius'tan izole edildi ve doksorubisin (DOX) ve daunorubisin (DNR) olarak
adlandiniimistir. Her iki ila¢ aglikonik ve seker pargalari icermektedir. Aglikon tetrasiklik
bir halka ile bitisik kinon-hidrokinon gruplari, bir metoksi ve bir karbonil grubu ile kisa bir
yan zincirden olugur. DOX’un kimyasal yapisi sekil 2.6 da gosterilmistir (Carvalho vd,
2009).

NHz
Sekil 2.6. Doksorubisin (DOX) kimyasal yapisi (Carvalho vd, 2009).

DOX'un timoér gelisimini dnleyen etkisinin altinda yatan ana mekanizmalardan
birisi, topoizomeraz aktivitesi ve DNA sarmalina karisma ve/veya DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunda yer alan proteinlere kovalent olarak baglanma yetenegi ile ilgilidir.
DOX basit difiizyonla kanser hicrelerine girer ve sitoplazmada proteazoma yiksek
afinite ile baglanir. Daha sonra DOX, 20S proteazomal alt birimine baglanir ve nikleer
gbzenekler yoluyla ¢ekirdede girer ve bir DOX proteazom kompleksi olusturur. Son
olarak, DOX proteazomdan ayrilir ve DNA'ya proteazomdan daha yuksek afinitesi
nedeniyle, baglanir. Bir diger tumor gelisimini 6nleyen mekanizmasi ise, DNA hasarini
indUkleyerek, nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen ve nitrojen tirlerini artirarak,
mitokondriyal metabolizmayl bozarak, endoplazmik retikulum (ER) stresini ve
immunojenik hicre 6lumund (ICD) indikleyerek, timor hdcrelerini dldirmektir. DOX
kaynakli ICD'nin ana mekanizmasi, kalretikilinin (CRT) kalsiyum sensori ve saperon
olarak calstigi ER'den plazma zarina yer degistirmesini tetikleyen ER stresinin
uyariimasidir. Burada CRT, dendritik hicreler (DC) tarafindan tUmoér hicrelerinin
fagositozunu ve CD8+T-lenfositler tarafindan kalici bir anti-tumor tepkisinin
aktivasyonunu desteklemektedir (Carvalho vd, 2009; Salaroglio, 2018).

DOX, bazi durumlarda bir tedavi saglarken, kullaniminin sinirlamalari vardir;

bunlardan biri ilaca direng, digeri ise kanserli olmayan hucreler Uzerinde toksisitesidir.
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Onemli bir toksiksisite, antrasikline 6zgu yan etki olan kardiyotoksisitedir. Kimlatif
antrasiklin dozu, doksorubisin kaynakl kardiyotoksisite ile sonuglanabilmektedir (Thorn
vd, 2011).

Diren¢ mekanizmasi, ABCB1 (MDR1, Pgp) ve ABCC1 (MRP1) ve diger
tasiyicilari (ABCC2, ABCC3, ABCG2 ve RALBP1) icermektedir. DOX, P-gp ve sitokrom
P450'nin bir substratidir. Her ikisi de zayif oral emilimine ve duglk oral biyoyararlanimina
sebep olmaktadir. P-gp ise doksorubisin hiicre igi birikimini ve ilacin pleiotropik sitotoksik
etkilerini ortaya gikarma yetenegini sinirlamaktadir. Yuksek bir ifadenin yani sira, yuksek
bir P-gp aktivitesi de doksorubisin direncini belirlemektedir. Bu nedenle doksorubisin,
yalnizca bir hidroklorir tuzu formilasyonu olarak damar yolu ile uygulanan parenteral bir
tedavi olarak kullaniimaktadir (Sekil 2.7), (Thorn vd, 2011; Alrushaid vd, 2018).

DOX|
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Sekil.2.7. Kanser hiicrelerinin DOX direncinde rol oynayan molekiler yollar ve
mekanizmalar. (Ashrafizade vd, 2021).

2.9. Hipotez

Bu c¢alismadaki hipotezimiz NEAT1’in ekspersyonunun doxorubisin direnci ile

artmasi ve miR410-3p’nin ifadesinin buna bagl olarak azalmasidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hicre Kaltart

MCF-7: invaziv duktal karsinoma, non-metastatik, 6strojen reseptdr pozitif,
Luminal A hiicre hatt

Hucrelere 1si ile inaktive edilmis %10 Fetal Dana Serumu (FBS), %1 Penisilin-
Streptomisin  Sollisyonu (100U/ml penisilin/streptomisin) ilave edildi, RPMI 1640
besiyerinde, %5 CO2 iceren 37°C ve % 95 nemli hava iceren etiivde T25 flasklarda,

kultire edilerek ¢ogaltildi.

MDA-MB-231: invaziv duktal karsinoma, metastatik, dstrojen reseptdr negatif,
Claudin-low, triple-negatif hiicre hatti

Hucrelere isi ile inaktive edilmis %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu
(100U/ml penisilin/streptomisin) ilave edildi, RPMI 1640 besiyerinde, %5 CO2 iceren

37°C ve % 95 nemli hava iceren etlivde T25 flasklarda, kultire edilerek ¢ogaltildi.

MCF-10A: immortal insan meme epitel hiicre hatti. insan fibrokistik meme
dokusundan tiurevlenmistir

Bu hicreler normal meme epitel hicreleri olarak tanimlanmaktadir ve
proliferasyonlari icin ekzojen buyume faktorleri gereklidir. MCF-10A hucre hatti %1
Penisilin-Streptomisin, L-glutamin, 5% isiyla inaktive edilmis at serum, 10ug/ml insulin,
20ng/ml EGF, 0.5ug/ml hidrokortizon iceren DMEM/F12 besi ortaminda 37°C’de, %5
CO2 ve %95 nemli etiivde inkube edildi.

3.1.2. Hucrelerin pasaiji
Hucreler %80 yogunluga ulastijinda pasajlama islemi gerceklestirildi. Besiyeri

uzaklastirilan hiicreler 8-10 ml PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin

tzerine 2-3 ml Tripsin/EDTA ilave edildi. Yeni flasklara 1x10° hiicre ekim gergeklestirildi.
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3.1.3. Hucrelerin dondurulmasi ve ¢ézdirulmesi

Hicreleri dondurmak amaciyla %10 dimetil silfoksit (DMSO) iceren besiyeri
hazirlandi. MCF10A hicrelerinde dondurma medyumu, diger hlcrelerden farkli olarak
%70 besiyeri, %20 at serum ve %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi. Diger hicrelerde
ise %10 DMSO iceren 2ml besiyeri ile cryo tlplerle -80°C derecede saklandi.

-80°C’de muhafaza edilen hucreler ¢ikartildi ve 37°C su banyosunda kisa sure
inkibasyon islemiyle ¢dzlldl. Falkon tlp igerisinde 5 ml besiyerinde homojen edildikten
sonra 100xg santrif(jj islemi uygulandi. SUpernatant vakum araciligiyla aspire edildi.

Pelet besiyerinde homojen hale getirildikten sonra flasklara aktarildi.

3.2. Sitotoksisite Tayini (MTT Testi)

Doksorubisin’ in IC50 (The half maximal inhibitory concentration) degerinin
belirlenmesi icin MTT testi yapildi .ilk olarak 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 um
konsantrasyonda PBS ile sulandirilan doksorubisin triplike olarak 24, 48 ve 72. saat
uygulandi. Bunun icin 96-well platelerin her kuyusuna 10.000 hicre ekimi gergeklesti. 24
saat inklibasyon sonrasi doksorubisin eklenerek hicreler muamele edildi. Daha sonra
24, 48 ve 72. saatlerde okumalar yapildi.

Hicrelerin isaretlenmesi igin;

o Besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul taze besiyeri ile dedistirildi.

e 10 pL MTT stok solusyonu her kuyuya eklendi. Negatif kontrol olarak sadece 100 pL
medium iceren kuyuya 10 pL MTT stok soliisyonu eklendi.

o 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi.

e 200 pL DMSO solusyonu her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi.

¢ 570 nm de ve arka plan i¢cin 630 nm de absorbans 6lcimu gergeklestirildi.

3.3. Total RNA izolasyonu

MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen RNA izolasyonu
TRIZOL reaktifi kullanilarak gerceklestirildi. Protokol asagidaki sekildedir:
1. T25 Flaskda kulttre edilen hicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve hicreler 750 pl lysis
Reagent ile kaldirilhp ve 1,5 ml'lik ependorflara aktarildi.
2. Oda sicakhginda (15-25°C'de) 5 dakika bekletildikten sonra 150 pl kloroform
eklenerek vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakliginda bekletildi.
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3. 12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrif(j edildi.

4. Santrifuj sonrasi olusan 3 fazdan, RNA iceren beyaz ara faz yeni bir tipe alindi.
Uzerine Ust faz kadar (yaklasik 500 ul) buffer RBI ilave edildi ve pipetaj yapilarak
karigtirildi.

5. Elute spin kolonlarina 700 pl drnek koyulup, 10,000 x g'de oda sicakliginda 30 saniye
santrifij edildi.

6. Santriflj sonrasi kolona 700 ul 6rnek eklendi ve 10,000 x g'de 30 saniye santrifij
yapildi.

7. Sonrasinda 500 pl buffer SWI eklendi 10,000 x g'de 30 saniye oda sicakliginda
santrifij edildi.

8. Santriflj sonrasi, 500 ul buffer RNW eklendi ve 10,000 x g'de 30 saniye oda
sicakhiginda santrifiij edildi.

9. Bu islemden sonra, RNeasy min elute spin kolonlar, 10,000 x g'de oda sicakliginda
60 saniye santrifij edildi ve spin kolonlar 1,5 ml'lik toplama tliplerine yerlestirildi ve 50 pl
RNase-free water spin kolonun ortasina koyulup ve 1dk bekletip daha sonra 1dk 10,000
xg'de santrif(jj yapildi.

10. kolonda bulunan miRNA 1,5 ml'lik yeni eppendorfa toplandi.

3.4. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi:

RT-PCR ile RNA duzeyindeki ekspresyon degisimlerini tespit etmek amaciyla
hem IncRNA i¢in hem de mikro RNA icin revers transkriptaz enzimi ile ticari kitler
yardimiyla cDNA sentezi gergeklestirildi:

cDNA sentezi, Uretici firmanin belirtmis oldugu prosediir dogrultusunda 96 well
plakalar kullanilarak Real-Time PCR cihazi ile gergeklestirildi. cDNA sentez karisim
prosedurt total RNA son konsantrasyon 2 ug olacak sekilde ayarlandi. Karisim
hazirlandiktan sonra kit protokolli dogrultusunda, cDNA sentezi icin 25°C' de 10 dakika,
37°C' de 120 dakika inklbe edildi ve stire sonunda, enzimi inhibe etmek icin 85°C'de 5
dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA'lar, serumda RNA ekspresyon dedisimini tespit
etmek amaciyla Real-Time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapmak tzere -20°C'de
muhafaza edildi.

IncRNA ve miRNA ekspresyon analizi igcin cDNA doénlsimi gerceklestirildi.

Reaksiyon karigimi Tablo 3.1 da verilen miktarlarla hazirlandi:
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Tablo 3.1. cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi.

Madde Miktar
5x HiFlex Buffer 4 ul
10x MiScript Nucleics Mix, 2 ul
MiScript Reverse Transkriptaz Mix 2 ul
RNA 1l
dH20 11 pl
Toplam 20 pl

3.5. Real-Time gPCR ile RNA (IncRNA ve miRNA) Ekspresyon Analizi:

Reaksiyon kosullart;

Her bir kuyucukta 5 pl SYBR Green mix, 2 pl nikleaz icermeyen su, 1 pl primer
ve 2 ul cDNA olacak sekilde 96-kuyucuklu plakada kuruldu ve plakanin ylzeyi seffaf
yapiskan etiketle kapatildi. Gergcek-zamanli PCR cihazina yuklenen plaka, NEAT1 igin,
40 dongl olacak sekilde, 95 C'de 10 dk, 95 C'de 10 sn, 62 C'de 45 snh ve 72°C 30 sn
olarak ve miR-410 icin 45 dongl olacak sekilde 95 C'de 15 dk, 94 C'de 15 sn, 55 C'de
30 sn ve 70°C 30 sn olarak amplifiye edildi (Tablo 3.2).

Kullanilan primer dizileri:

NEAT1 FORWARD: 5'- GTACGCGGGCAGATAACAC-3'
REVERSE : 5'- TGCGTCTAGACACCACAACC-3'

miR-410 FORWARD: 5'-CCG CAC GAT ATA ACA CAG ATG-3'
REVERSE. 5'-GTG CAG GGT CCG AGG TAT TC-3'
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Tablo 3.2. Real-Time PCR reaksiyon karisimi

Madde Miktar
SYBR green PCR mastermix 5
Forward Primer 0,5
Reverse Primer 0,5
cDNA 2
dH20 2
Toplam 10

NEAT1 reaksiyon kosullari;

95°C 10 dakika

95°C 10 saniye,

62°C 45 saniye, 40 doéngu
72°C 30 saniye

miR410 reaksiyon kosullari;

95°C 15 dakika

94°C 15 saniye,

55°C 30 saniye, 45 dongu
70°C 30 saniye

3.6. Istatistiksel Analizler

Elde edilen IC50 verileri icin Excel programinda lineer grafik elde edilerek
sonuglar bulundu. Ekspresyon degisimleri 2-AACT metodu ile web tabanl olarak RT?
IncRNA PCR data analiz (Qiagen) kullanilarak belirlendi. Bu web tabanli analiz student-

t test prensibine dayanmaktadir.
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4. Bulgular

4.1. Galigsmada Kullanilan Hiicre Hatlarinda DOX icin IC50 Degerlerinin Tayini

Yapilan tez galismasinda kullanilan MCF-7 ve MDA-MB 231 hlcre hatlarinda
doksorubisin igin %50 sad kalim orani hesaplama iglemi gerceklestirildi. Uygun
yogunluga gelen hicre dizileri tripsin edildikten sonra 96-well platelere 10.000 hiicre
ekildi. MCF-7 ve MDA-MB 231 hicre dizileri igcin DOX'un IC50 degerleri tayin edildi.
MCF-7 hicre hatti icin DOX'un IC50 degeri; 48. Saatte 6,14 uM, MDA-MB231 hiicre hatti
icin ise DOX'un IC50 degeri; 72. Saatte 1,28 uM bulundu (Tabblo 4.1.), (Tablo 4.2.).

Tablo 4.1: MCF-7 Ylzde canlilik grafigi

100.00 y =-10.314x + 97.933
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Tablo 4.2: MDA-MB231 Yuzde canlilik grafigi

100%

80%

60%
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0% y=-0.278x + 1.095
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MCF-10A kontrol hiicre hattinda doksorubisin muamelesi sonrasi 24. Saatte IC50 degeri
8,3 UM bulundu (Sekil 4.3).

Tablo 4.3: MCF-10A Yuzde canhlik grafigi
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4.2. Hicre Hatlarinda NEAT1 ve miR410 Ekspresyon Sonuglari

Hucre hatlarina doksorubisin muamelesi sonrasinda kantitatif gercek zamanli
PCR ile NEAT1 ve miR410 ekspresyonlari belirlendi. NEAT1 ekspresyonu, doksorubisin
uygulanmayan hicrelere gére MCF-7 hicre hattinda -155.42 kat azalirken, MDA-MB-
231 hucre hattinda -69.55 kat azaldi. MCF-10a hicre hattinda ise -7.78 kat azalma
gorildi. miR-410 ekspresyonu ise MCF-7 hicre hattinda 1.21 kat artarken, MDA-MB-
231 hiicre hattinda 1.83 kat artdi, MCF-10a hlicre hattinda ise 1.40 kat artis goruldi
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. kanser hucre hatlarinda NEAT1 ve miR410 ekspresyon kat degisimleri.

MCF-7 MDA-MB231 MCF-10A
NEAT-1 -155.42 -69.55 -7.78
p 0.000016 0.000000 0.000000
. 1.83 1.40
mIR410 1.21
p 0.006058 0.00003 0.000000
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5. TARTISMA

Meme kanseri, meme hucrelerinde baslayan ve kontrol disi biaylyen bir grup
kanser hiicresidir. Meme kanseri, tim diinyada en sik teshis edilen kanserdir ve kadinlar
arasinda kansere bagll 6limlerin 6nde gelen nedenidir. Klresel olarak, meme kanseri
insidans orani son birka¢ on yilda hizla artmaktadir. Hem genetik hem de yasam tarzi
faktorleri 6zellikle diyet, meme kanseri etiyolojisinde rol oynamaktadir. Tim meme
kanseri timor teshisi, meme kanseri tipini ayirt etmek igin imminohistokimya (IHC)
kullanilarak, 6Ostrojen (ER), progesteron (PR) ve insan epidermal blylime faktori
reseptori-2 (HER2) reseptdrlerinin saptanmasiyla baglamaktadir (Xiao vd, 2019; Dass
vd, 2021).

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) genomda yaygin olarak kodlanir ve gen
dizenlemesinde, transkripsiyon sonrasi ve epigenetik mekanizmalarindaki cesitli
islevlerinden dolayi timdrijenezde yeni oyuncular olarak ortaya gikmaktadir. LncRNA'lar
bir dizi kanserde diizensizdir, hem onkojenik hem de timor baskilayici rolleri gdsterir, bu
nedenle anormal ekspresyonlarinin kanser gelisimine dnemli bir katkida bulunabilecegini
disundurmektedir. NEAT-1, 2007 yiinda Hutchinson ve arkadaslari tarafindan
metastazla iligkili MALAT1'e paralel olarak ekspresyon dizisi deneylerinde kegsfedildi.
Parabenekler icinde lokalize olan c¢ekirdekte zenginlestiriimis bir IncRNA olarak ve
parabenek bitlnllgu icin esasen gerekli oldugu bulunmustur. Meta-analizler, NEAT1'in
cesitli kanser tirlerinde yukari reguile edildigini ve bunun olumsuz bir prognoz ve genel
olarak koétld bir sagkalim ile sonuglandigini agikga gostermektedir. NEAT1'in meme
kanseri biyolojisinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigina dair ilk kanit, NEAT1, kanserde aktive
oldugu, hipoksi ile indUklenebilir faktér 2'nin (HIF-2) dogrudan hedefi oldugundan,
Choudhry ve arkadaslari tarafindan sunuldu. HIF-2'nin NEAT1'i transkripsiyonel olarak
dizenledigi gostermektedir. HIF-2 aktivasyonuna yol agan hipoksi altinda, NEAT1 yukari
regule edilir ve sonug olarak parabenek olusumu indiklenir, bu da daha énce hipoksik
kosullar altinda c¢ekirdekte tutuldugu goésterilen bir faktér olan F11R'nin nukleer
retansiyonu ile sonuglanir. F11R tutulmasinin hipoksi kaynakh NEAT1 yukari
regllasyonuna bagh oldugunu kanitlayabilmektedir. Artan hicresel proliferasyon ve

klonojenik hayatta kalmanin yani sira meme kanseri hicrelerinin azalmis apoptozisi,
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hipoksiye bagh NEAT1 yukari regilasyonunun sonucudur (Hutchinson vd, 2007
;Hauptman ve Glavac, 2013; Choudhry vd, 2015; Klec vd, 2018).

2016'dan bu yana, NEAT1'in meme kanseri ilerlemesine katkisi konusunda
bircok arastirma yapildi ve birka¢ ¢alisma, bu INCRNA'nin farkli miRNA ile baglantisini
goOsterdi. Ke ve arkadaslari, sarkomda kaynasmis/liposarkomda yer degistirmis
(FUS/TLS) ile NEAT1 ve mir-548ar-3p arasinda bir iliski bulmuglar. FUS ve NEAT1
dogrudan etkilesime girer ve ayrica FUS'un inhibe edilmesi, artan apoptoz ile
sonuglanmaktadir. miR-548'in NEAT1 ekspresyonunu duzenledigi gosterilmistir, clinki
miR-548'in asir ekspresyonu, NEAT1 ekspresyonunun azalmasina yol agarak sonugta
apoptozu induklemektedir. Ayni zamanda NEAT-1, kalitsal meme kanseri vakalarinda,
BRCAL'in bir hedefidir. BRCA1 eksikligi, NEAT1 ekspresyonunu arttirmakla, in vitro ve
in vivo olarak timorijenisiteyi arttirmaktadir. NEAT1, miR-129-5p genindeki CpG
adalarinin DNA metilasyonunu artirarak, miR-129-5p'yi negatif olarak diizenlemektedir.
Azaltilmis miR-129-5p seviyeleri, onkojenik WNT sinyalini aktive eden artiriimis WNT4
ekspresyonu ile sonucglanmaktadir. Yazarlar, BRCAL1/NEAT1/miR-129-5p sinyal
ekseninin meme kanseri timoér olusumuna katkida bulundugu sonucuna varmiglardir.
Ayrica yukari reglle edilmis NEAT1 ekspresyonu, NEAT1 ekspresyon seviyeleri ile
negatif iliski gosteren miR-101'i hedefleyerek, meme kanseri hicre blylimesini
arttirmaktadir. miR-101, agresif meme kanseri igin bir belirte¢ olan zest homolog 2'nin
(EZH2) arttincisini hedefler ve miR-101'in yukari regulasyonu, EZH2 seviyelerinin
dismesine neden olur. Bu nedenle arastiricilar, NEAT1 yikiminin miR-101'e bagli EZH2
duzenlemesi yoluyla kanser hicresi buylimesini baskilayabilecegini 6ne sirmektedir.
NEAT1'in yukari regllasyonu, 5-florourasil (5-FU) direncini tetikleyen EMT'yi
desteklemketedir. Li ve arkadaslari, NEAT1 kaynakli EMT'nin yani sira, meme kanseri
hicrelerinin kemo direnci, miR-211/HMGAZ2 ekseni ile diizenledigini gosterdiler. Kanser
hicresi goclni ve invazyonunu inhibe ettigi bilinen miR-211, yukari regile edilmis
NEAT1 tarafindan bastirilir ve sonug olarak EMT indukleyici yliksek mobilite grubu AT-
hook 2'nin yukari regulasyonuna yol acmaktadir. Yazarlar, NEAT1, miR-211'i
stingerledigini ve bdylece HMGAZ2'deki baskilayici islevini engelledigini bildirmektedir
(Klee vd, 2003; Ke vd, 2016; Li vd, 2017; Qian vd, 2017; Klec vd, 2019).

Jiang ve arkadaslari, MCF-10A hicrelerine kiyasla, ¢esitli meme kanseri hiicre
dizilerinde NEAT1 seviyelerinin arttigini tespit etmistir. NEAT1'in yukari regulasyonu,
kanser hicresi buyimesinin bilinen bir inhibitdri olan miR-448 ekspresyonu ile negatif
iliski gostermektedir. NEAT-1 ile indiklenen miR-448'in ortakhdi, bu miRNA'nin ZEB1
Uzerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirir, bdylece EMT'yi tesvik ederek kanser
ilerlemesinden sorumlu bu transkripsiyon faktérinu yukari dogru dizenlemektedir. TUm

bu ilgili miRNA ve farkli dizenleyici yollarin nedeni, Zhou ve arkadaslari'nin yakin tarihli
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calismasinda aciklanabilmektedir: Meme kanserinin dort alt tipinde IncRNA’larin (NEAT-
1, OPI5-AS1 ve AC008124.1) etkisini gosterdiler. NEAT-1, OPI5-AS1 ve AC008124.1
IncRNAlar, cesitli miRNA ile rekabet ederek ceRNA aginda belirli roller uygular ve
anormal bir ifade, ag yapisini bozabilmektedir. NEAT1'in dort meme kanseri alt tipinde
farkli RNA ile rekabet ettigi ve dolayisiyla hiucre aktiviteleri Uzerinde ¢esitli dizenleyici
islevler uyguladigi gosterilmistir. Ornegin bazal tipte NEAT1 tipi, timérigenezin temeli
olan vaskillogenezi etkileyen TGFB1 ile rekabet eder. HER2+ tipinde, NEAT1, kanser
hicreleri igindeki glikolitik surecleri dizenleyen LDHA ile rekabet etmektedir (Jiang vd,
2018; Zhou vd, 2018; Klec vd, 2018).

Kemoterapi, sistemik veya lokal tedavi dahil olmak Uzere timor tedavisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Malesef, bircok kanser tliriinde kemoterapi yavas yavas
duyarsizlasmaktadir. Bircok c¢alisma, ila¢ direncinin IncRNA'lar anormal ifadeleriyle
yakindan iligkili oldugunu géstermektedir. Klinik ila¢ direnci, direncin bir veya birden fazla
ilacla sinirli oldugu tekli ve ¢oklu ilag direnci (MDR) olmak (izere iki farkli tipte karakterize
edilebilmektedir. MDR, genis bir antikanser ila¢ yelpazesine karsi direnci yansitmaktadir
(Deng vd, 2016; He vd, 2021).

Doksorubisin (DOX), kanser hicrelerinde proliferasyonu baskilayabilen ve
topoizomeraz Il aktivitesini inhibe eden ve DNA kirilmalari dreterek apoptozu
tetikleyebilen iyi bilinen bir kemoterapdtik ajandir. DOX'un bu aktivitesi mitoz ve hucre
dongusu ilerlemesini sinirlar. Ancak DOX'un sik uygulanmasi kanser hucrelerinde
direncin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Genetik ve epigenetik faktorlerin, kanser
hdcrelerinin - DOX direncini  saglayabildigi gorulmektedir. LncRNA dlzensizligi,
kemorezistans ile iligkilendirilmigtir ve bu profil, kanserin DOX tedavisi Uzerine ortaya
cikmaktadir. LncRNA'lar, NF-kB, PI3K/Akt, Wnt ve FOXC2 gibi yollari aktive ederek DOX
direncini surdirebilir. Bazi IncRNA'lar, dirence aracilik eden DOX'un neden oldugu
strese, yanit olarak koruyucu otofajiyi etkinlestirebilir (Sekil 5.1). Tersine, PTCSC3 ve
FENDRR, Polidatin gibi bazi anti-timér ajanlari, IncRNA'larin ekspresyonunu
dizenleyerek DOX duyarliigini arttirabilir. Genel olarak, IncRNA'lar DOX direncinde
potansiyel oyunculardir ve bunlarin tanimlanmasi ve hedeflenmesi kemosensitivite

acisindan énemlidir (Ashrafizade vd, 2021).
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Sekil 5.1. Kanser hicresinin doksorubisin direncinde uzun kodlamayan RNA’lar
(Ashrafizade vd, 2021).

Liu ve arkadasalari yaptigi bir calismada, meme kanserinde NEAT1 ve Cyclin
D1'in (CCND1) regulasyonlari, miR-410-3p’nin regulasyonu ile iligkili oldugunu
belirlenmigtir. NEAT1 ve CCND1 yukari dogru duzenlenirken miR-410-3p meme kanseri
doku ve hucrelerinde asagi dogru regule edilmektedir. Daha yiiksek NEAT1 ekspresyon
seviyesi, meme kanseri hastalarinin daha dusuk hayatta kalma orani ile iligkilendirildi.
MiR-410-3p'nin yikilmasi, geri yUklenen susturulmus NEAT1 aracili, meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyon, gog¢, imvazyon ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)'sinin
inhibisyonuna aracilik etmektedir. Ek olarak, NEAT1, meme kanseri hiicrelerinde miR-
410-3p'yi suingerleyerek CCND1 ekspresyonunu duzenlemektedir. NEAT1 yikimi, in vivo
olarak timor buyimesini bloke etmektedir (Liu vd, 2020).

Guo ve arkadaslarinin yaptidi bir calismada, DOX'e direncli Urotelyal mesane
kanserinde (UBC) dokularinda ve hicrelerinde NEAT 1'in yukari reglile edildigini ve miR-
214-3p'nin asagi regule edildigini belirlenmektedir. Ayrica, mekanizma analizi, NEAT1
yikiminin negatif olarak dizenlenmis miR-214-3p ekspresyonunu ve NEAT1/miR-214-
3p'nin, Wnt/B-katenin yolagi ile UBC 06n c¢alismasinda DOX direncine katkida
bulundugunu ortaya koydu (Sekil 5.2). Bu calisma, UBC'de NEAT1/miR-214-3p kaynakl
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bir DOX direnci dizenleyici agi kuran ilk ¢galismadir ve DOX direncine sahip UBC icin

umut verici bir terapdtik stratejiye isaret etmektedir (Guo vd, 2018).
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Sekil 5.2. DOX'a direngli UBC dokularinda ve hicrelerinde NEAT1 yukari
regule edildi ve miR-214-3p asagi regtle edildi (Guo vd, 2018).

Bu calismada yaptigimiz analizlerde; doksorubisinin etkisinin  NEATZ'in
tzerinden miR410 regulasyonu ile katkida bulundugunu gostermeyi amacladik.

NEAT1 ekspresyonunun doksorubisin muamelesi sonrasi MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiucre hatlarinda sirasi ile -155.42 ve -69.55 kat azalmaktadir. Saglikli meme epitel
hicresi olan MCF-10A hicre hattinda ise -7.78 kat ekspresyon azalmasi
gOzlenmektedir.

miR410 ekspresyonu ise hem hucre hatlari hem de doz uygulamasi ile iligkili
bulunmamistir. Biz bu ¢alisma ile meme kanserinde doksorubisin direnci ile NEAT1'in

iliskili olabilecegi fakat miR410’un bu yolakta etkili olmadigini gésterdik.
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6. SONUCLAR

NEAT1 ekspresyonu, meme kanseri hiicre hatlari olan MCF-7 ve MDA-MB231
hicre hatlarinda dusuk dizeyde ekspresyon gosterirken, MCF-10A saglikl meme hiicre
hattinda kanser hucre hatlarina gére daha yuksek dizeyde ekspresyon gostermektedir.
Bu da doksorubisinin meme kanseri hlcre hatlarinda etkisinin NEAT1 Gzerinden
olabilecegini distndirmektedir. Saglikli hiicreledeki ekspresyon seviyesenin kanser
hicrelerine gore farklihk gostermesi, NEAT1 ekspresyonunun ilag direncliligi icin bir
belirte¢ olabilecedini ortaya c¢ikartmaktadir.

miR-410 ekspresyon kat degisimi ise, hlcre hatlari arasinda anlamli fark
gostermemistir. Bu da bize miR-410’nun doksorubisin etki mekanizmasinda goérev

almadigini disindirmektedir.
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