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ÖZET 
 

MEME KANSERLER HÜCRE HATLARINDA NEAT1 EKSPRESYON SEVİYESİNİN 
DOKSORUBİSİN DİRENCİ İLE İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 
Zahra Azizi 

Yüksek lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji AD  
Tez Yöneticisi: Prof. Dr. İbrahim AÇIKBAŞ 

 Ocak 2022, 63 Sayfa  
 

 Meme kanseri kadınlar arasında dünyada en sık görülen kanserdir ve kansere 
bağlı ölüm sebebinde en başta yer almaktadır. Bir antrasiklin türevi olan doksorubisin, 
meme kanseri için en sık kullanılan kemoterapötik ajanlardan biridir. En güçlü 
kemoterapötik ilaçlardan biri olarak kabul edilir ve metastatik lezyonlar için yanıt oranı 
yaklaşık %25-40 olmaktadır. Doksorubisin kullanımında ilaca direnç ve kanserli olmayan 
hücreler üzerinde toksisite gibi problemler görülmektedir. Kemoterapi ilaçlarına karşı 
geliştirilen direnç, kanser kemoterapisinin başarısını engelleyen en önemli etkendir. 
Yapılan çalışmalarda NEAT1’in doksorubisin direncinde rolü olduğu düşünülmektedir.  
 Bu çalışma ile, MCF-7 ve MDA-MB231 meme kanseri hücre hatlarında ve MCF-
10a sağlıklı meme epitel hücre hattında NEAT1’in doksorubisin direncinde miR410 ile 
ilişkisi incelendi. NEAT1 ekspresyon sevsiyesinin değişimleri  qRT-PCR analizleri ile 
belirlendi. NEAT1 ekspresyonu doksorubisin muamelesi sonrası MCF-7 ve MDA-MB-
231 hücre hatlarında, anlamlı bir şekilde azaldı. Sağlıklı meme epitel hücresi olan MCF-
10A hücre hattında ise, beklediğimiz gibi, ekspresyon kanser hücre hatlarına göre, daha 
yüksek gözlendi. Aynı zamanda miR410 ekspresyonu ise hem hücre hatları hem de doz 
uygulaması düzeylerinde bir değişim olmadığı gözlendi.  
 Biz bu çalışma ile meme kanserinde doksorubisin dirençliliği ile NEAT1’in ilişkili 
olabileceği fakat miR410’un bu yolakta etkili olmadığını gösterdik. 
 
Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Doksorubisin, NEAT-1, miR-410, İlaç Direnci 

 
 
 
 
 
 
 

Bu çalışma, PAÜ Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon (Proje No: 
2020SABE029) tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT  
 

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

 
AZİZİ, Zahra 

M.Sc. Thesis in Medical Biology 
Supervisor: Prof. Dr. İbrahim AÇIKBAŞ 

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 qRT-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.GİRİŞ VE AMAÇ 
 
 
 Kalp ve damar hastalıklarından sonra, dünyada en çok ölüme neden olan 

hastalıklar listesinde yer alan kanser, çağın hastalığı olarak tanımlanan ve oldukça zorlu 

bir tedaviye sahip olan bir hastalıktır. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre 2020 

yılında yaklaşık 19,3 milyon yeni kanser vakası ve 10 milyon kanser ölümü olmuştur. Her 

5 erkekten 1’i, her 6 kadından 1’i hayatı boyunca kanser hastalığı ile karşılaşmakta ve 

her 8 erkekten 1’i, her 11 kadından 1’i kanserden dolayı hayatını kaybetmektedir. 

Uluslararası Kanser Araştırma Derneğinin (İARC) yaptığı yeni araştırmaların sonuçlarına 

göre, kadın meme kanseri, en sık görülen kanser olarak akciğer kanserini geride 

bırakmış (vaka oranı %11,7) (toplam kanser ölümlerinin %6,9'ü), akciğer kanseri ise 

ikinci sıklıkla görülen kanser (vaka oranı %11,6) (toplam kanser ölümlerinin 18%), 

olmuştur. 2020'de dünya çapında meme kanseri teşhisi konan 2,3 milyon kadın ve 

627,000 ölüm olmuştur. 2020'nin sonu itibariyle, son 5 yılda meme kanseri teşhisi konan 

7,8 milyon kadın hayatta kalmıştır. Dünyada her yıl 2 milyon, ülkemizde ise 30 bin kadın 

meme kanserinden etkilenmektedir. Yeni doğmuş bir kız çocuğunun hayatı boyunca 

meme kanserine yakalanma riski yaklaşık %12 olmaktadır. Erkeklerde ise %1 oranında  

görülmektedir (Web1, Web2, Web3, Sung vd, 2021). 

 Meme kanseri için en önemli risk, kadın olmaktır. Bunun dışında bazı faktörler bu 

riski daha da artırmaktadır: 50 yaş üzeri olmak, 12 yaşın altında menarş olmak, 55 yaş 

sonrasında menopoza girmek, hiç doğum yapmamış olmak yada 35 yaş üzeri doğum 

yapmak, emzirmemiş olmak, fazla kilo, alkol tüketimi ve fiziksel egzersiz eksikliği gibi 

yaşam tarzı faktörleri dahil olmak üzere birçok risk faktörü arz etmektedir. Radyasyon ve 

çeşitli kimyasalları mevcut yüksek meme kanseri insidansına bağlayan bazı durumlarda 

mevcuttur; Örneğin; çocukluk çağında toraks bölgesine radyoterapi almak, menopoz 

sonrası uzun süreli hormon tedavileri, uzun süreli oral kontraseptif kullanımı ve ayrıca 

ailesel ve genetik faktörler meme kanseri riskini artırmaktadır. Genetik risk faktörleri 

arasında en sık rastlananı, BRCA 1 ve BRCA 2  mutasyonlarıdır (Feigelson, 2004; 

Henderson, 2010; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012; 

Ban vd, 2014). 
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 Histolojik olarak, meme kanseri iki tipe ayrılmaktadır: insitu ve invaziv. Moleküler 

sınıflaması ise: 1. Östrojen ve progestron hormon reseptör pozitifliği (en çok sayıda ve 

çeşitli olan grup), 2. HER-2 pozitifliği (en çok başarılı tedavisi olan grup), 3. Üçlü negatif 

meme kanserleri (TNBC) (sadece kemoterapi seçenekleri olan ve hastalarda insidansı 

artan bir grup). Moleküler alt tipleri ise: Luminal A, Luminal B, HER2, bazal benzeri ve 

normal benzeri olmak üzere 5 gruba ayrılmaktadır. Bu alttiplerden en sık görülen ve 

prognozu en iyi olan Luminal A ve en az görülen ve en kötü prognozu olan bazal 

benzeridir (The Cancer Genome Atlas Network, 2012; Feng vd, 2018). 

 Son dönemde, RNA dünyasının meme kanserinin oluşumunda önemli bir rolü 

olduğunu ortaya çıkmıştır. RNA tipleri arasında, uzun kodlamayan RNA’ların daha 

önemli ve etkili rolü olduğu bilinmektedir. Son çalışmalar, bu RNA’ların onkojenik veya 

tümör baskılayıcı fonksiyonu olabileceğini ve kanser gelişiminde ve ilerlemesinde etkili 

olduğunu göstermektedir. Kodlamayan RNA’lar uzunluklarına bağlı olarak iki guruba 

ayrılmaktadır: 1. kısa kodlamayan RNA’lar (sncRNA), 200nükleotidden daha kısadır ve 

mikroRNA’lar(miRNA) ve küçük nükleolar RNA’ları (snRNA) içermektedir. 2. Uzun 

kodlamayan RNA’lar (Long Non-coding RNA: lncRNA), 200 nükleotidden daha uzundur 

ve kodlama potansiyeli olmayan farklı RNA’ları içermektedir. İnsan genomu tarafından 

kodlanan 15,000 farklı lncRNA keşf edilmiştir (Deniz vd, 2017; Turgut Coşan vd, 2018). 

 LncRNA'lar ve Kanser genleri bazı genel biyolojik işlevlerde rol aldıkları 

görülmektedir. Örneğin; gelişim ve transkripsiyonel düzenlemeye katılım. Bu da kanser 

ve lncRNA’lar arasında önemli ilişki olduğunu göstermektedir. Çok sayıda lncRNA’ların 

anormal ifadelerinin ve mutasyonlarının bulunması kansere neden olabileceklerini 

göstermektedir. LncRNA’lar, protein kodlayan genler gibi, onkogenler ve tümör 

baskılayıcı genler olarak tümörijenezi etkilemektedir. Kanserle ilişkili iki önemli ve 

incelenmiş lncRNA, hox transcript antisense intergenic RNA (HOTAIR) ve MALAT1’dir 

(Metastaz-ilişkili Akciğer Adenokarsinoma1). Meme kanseri epitelyal hücrelerinde 

HOTAIR’in sistematik düzensizliğinde, gen ekspresyonunda PRC2’nin yeniden 

hedeflenmesine neden olur ve embriyonik fibroblastlara daha çok benzeyen yeni bir gen 

ifadesi kalıbı oluşturmaktadır (Gupta vd, 2010; Cogill vd, 2014; Zhang vd, 2014; Arun vd, 

2018). 

 Kemoterapinin asıl amacı, kemoterapötik ajanlar kullanarak, kanser hücrelerini 

öldürmesidir. Sitotoksik anti-neoplastik ajanlar bu tedavinin başrölündedir. Ama 

kemoterapinin başarısının en büyük engeli olan, çoklu ilaç direnci (MDR), kanser 

hastalarının yaklaşık %90'ında kanser tedavisinde başarısızlığa neden olmaktadır. 

MDR, kemoterapötik ilaçları kullanılmadan önce kanser hücrelerinde doğal olarak 

mevcut olabilir ve direnci yavru hücrelere kalıtılabilir, yada kemoterapi ilaçlarına maruz 

kaldıktan sonrada edinilebilir (Mian vd, 2016; Liu vd, 2020; Barth vd, 2020). 
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 Doksorubisin bir antrasiklin türevi, en güçlü kemoterapötik ilaçlardan biri olarak 

meme kanseri için en sık kullanılan kemoterapötik ajanlardan biridir. Doksorubisin, bazı 

durumlarda tedavi sağlarken, kullanımının sınırlamaları vardır; bunlardan biri ilaca 

direnç, diğeri ise kanserli olmayan hücreler üzerindeki toksisitesidir. Doksorubisinin 

etkinliği, P-glikoprotein (Pgp) nedeni ile sınırlıdır. Pgp, doksorubisinin hücre içi birikimini 

ve ilacın pleiotropik sitotoksik etkilerini ortaya çıkarma yeteneğini sınırlamaktadır. 

Yüksek bir ifadenin yanı sıra, yüksek bir Pgp aktivitesi de doksorubisin direncini 

belirlemektedir (Carvalho vd, 2009; Thorn vd, 2011; Alrushaid vd, 2017). 

 

 

1.1. Amaç 
 
 Çoklu ilaç dirençliliği mekanizmalarının belirlenmesi, kişiye bağlı kemoterapi 

yöntemlerinin geliştirilerek kanser kemoterapisinde başarının artırılması açısından önem 

taşımaktadır. 

 Son 10 yılda, kodlamayan RNA’lar, özellikle lncRNA’ların, kanser hücrelerinde 

karsinojeneze ve ilaç direncine aracılık edebileceği bildirilmiştir (Liu vd, 2020; Barth vd, 

2020; Guo vd, 2018). 

 Bu çalışmada, MCF-7 ve MDA-MB231 hücre hatlarında, lncRNA NEAT1 ve 

miR-410-3p ekspresyon seviyelerini, meme kanseri tedavisinde sıkça kullanılan 

doksorubisin direnci ile ilişkisinin araştırılmasını amaçladık.  
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI 
 
 
2.1. Meme Kanseri 
 
 Dünya’da kadınlarda görülen tüm kanserler arasında ¼ oranı ile meme kanseri 

ilk sırada; hatta kadın ve erkek birlikte değerlendirildiğinde ise; meme kanseri akciğer 

kanserini geride bırakmakta ve birinci sırada yer almaktadır. Kanserden ölüm nedenleri 

arasında ise, beşinci sırada olduğu görülmektedir (Espie vd, 2013; Youlden vd, 2012).  

 
2.1.1. Epidemiyolojisi 
 
 Meme kanseri kadın kanserlerinin %25’ini, kadınların kanserden ölümlerinin ise 

%15’ini teşkil etmektedir. WHO verilerine göre, 2020 de dünyada yaklaşık yeni tanı 

konulan hasta sayısı 2,3 milyon ve mortalitesi ise 627 bin olduğu belirtilmektedir. Kanser 

dünyanın herhangi bir yerinde var olmasına rağmen, insidansı, mortalitesi ve sağkalım 

oranları dünyanın farklı bölgelerinde önemli ölçüde farklılık göstermektedir ve bu durum 

nüfus yapısı, yaşam tarzı, genetik faktörler ve çevre gibi birçok faktöre bağlı olmaktadır 

(Momenimovahed ve Salehiniya, 2019; Sung vd, 2021). 

 Gelişmiş ülkelerde her 8 kadından biri hayatı boyunca meme kanseri riski ile 

karşılaşmaktadır. Ama görülme sıklığındaki artışa rağmen, mortalitede azalma dikkat 

çekmektedir. Bunun aksine gelişmekte olan ülkelerde meme kanseri sıklığındaki artış 

mortalitedeki artış ile birliktedir. Orta Afrika ve Doğu Asya'da 100.000'de 27'den, Kuzey 

Amerika'da 100.000'de 92'ye kadar değişmektedir. Meme kanserine rastlanma oranının 

2050 yılında 3.2 milyona ulaşması tahmin edilmektedir (Hortobagyi, 2005; Ferlay vd, 

2012; Desantis vd, 2014;). 

 Türkiye 2017 kanser verileri; dünya, Batı Asya, Orta ve Doğu Avrupa ve ABD’de 

en son kanser verileri olan 2020 yılı GLOBOCAN verileri ile karşılaştırldığında; Türkiye 

kanser insidansı dünya insidansının bir miktar üzerinde seyretmektedir. 2017 yılında 

yaşa standardize kanser hızı erkeklerde 259,2/100,000 kadınlarda ise 187,0/100,000 dir. 

Toplamda kanser insidansı 223,1/100,000 dir. Sağlık Bakanlığı verilerine göre 2018 



5 
 

 
 

yılında kadınlarda meme kanseri sıklığı 45.6/100.000 kadardır. Meme kanseri evreleri 

incelendiğinde vakaların %11’i ileri evre olmaktadır (Web5). 

 

 
Şekil 1.1. 2020'de Kadın Meme Kanseri İçin Bölgeye Özgü İnsidans ve Mortalite (Sung 
vd, 2021).  
 

 

2.1.2. Etiyoloji 
 

 Meme kanserinin etiyolojisi tam olarak anlaşılamamakla birlikte, 

multifaktöriyeldir ve başlıca genetik, epigenetik ve endokrin faktörler yer almaktadır ve 

bir çoğu değiştirilemeyen faktörlerdir. Ayrıca çevresel faktörlerde, obezite, sigara ve alkol 

kullanımı vb faktörlerinde kanser gelişiminde rol aldığı bilinmektedir (şekil 2.1.). 

  

2.1.2.1. Çevresel faktörler  
 
 Çevresel faktörlerin meme kanseri insidansının büyük bir bölümünü 

açıkladığına inanılmaktadır. ABD’de bilinen çevresel faktörler, genelde %60-70’lik 

oranda ve meme kanserinin sadece %25-47’sini açıklamaktadır. Ayrıca 1% de tanısal 

radyografiye atfedilmektedir (Şen ve Aygin, 2014). 

 Çevresel kimyasallar, viral enfeksiyonlar, radyasyon ve elektromanyetik alanlar 

meme kanserinin etiyolojisinde bilinen çevresel faktörlerinde yeralmaktadırlar. Çevresel 

kimyasallar; DNA’da hasar oluşturarak, tümör gelişimini tetikler veya meme bezinin 
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gelişimini değiştirmekle duyarlılığını arttırır, bu şekilde meme kanserinin gelişiminde rol 

oynadığı düşünülmektedir. Etiyolojisi açısından, meme kanserinde en çok ilgi çeken 

çevresel kimyasallar, östrojen takliti yapanlardır (östrojenik). Örneğin, kadmiyum, hatta 

çok az dozlarda, östrojene duyarlı meme kanseri hücre dizilerinde östradiyolün etkilerini 

taklit eden çevresel bir faktör olduğu düşünülmektedir (Brody vd, 2003; Coyle, 2004). 

 Meme kanseri için iyi bilinen bir çevresel risk faktörü, medikal prosedürler de 

dahil olmak üzere, iyonize radyasyon maruziyetinde kalmaktır. Radyasyon 

maruziyetinde kalmakta, yaşın önemli bir rolü bilinmektedir. 20 yaşın altında radyasyona 

maruz kalmak (örneğin Hodgkin hastalığı tedavisi nedeniyle), meme kanserinin riskini 

daha fazla artırmaktadır. Ayrıca, göğüs bölgesine düşük dozda uygulanan radyografi 

veya mamografinin de meme kanseri riskin artdığını bilinmektedir (Brenner vd, 2003; Ma 

vd, 2008). 

 

2.1.2.2. Sigara  
 
  Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı’nın değerlendirmelerine göre; sigara 

dumanında, deney hayvanlar için kanserojen olduğu ispatlanmış 60’tan fazla madde 

bulunmaktadır. Aktif sigara kullanan kadınların meme dokularında, DNA hasarları ve P-

53 gen mutasyonlarının, sigara içmeyen kadınlara göre daha yüksek olduğunu bildiren 

çok sayıda çalışma vardır. Sigara içmek, özellikle ergenlik döneminde veya menarş 

öncesi yaşlarda başlayan kadınlar arasında orta düzeyde, ancak önemli ölçüde meme 

kanseri riskini artırmaktadır. Ayrıca ailesinde hastalık öyküsü olan kadınlarda sigara 

içmeye bağlı meme kanseri riskinin önemli ölçüde daha yüksek olduğu bildirilmektedir 

(Perera vd, 1995;  Li vd, 2002; Şen ve Aygin, 2014). 

 

2.1.2.3. Alkol 
 

 Alkolün meme kanseri için en tutarlı diyet risk faktörü olduğu bilinmektedir. 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı tarafından, alkol meme kanseri riskiyle ilişkili 

olarak kabul edilmektedir. Alkol kullanımı, hem menopoz öncesi hem de sonrası, 

östradiyol seviyesinde ve meme yapısının yoğunluğunda artış yapmakla, meme kanseri 

riski ile ilişkilendirilmektedir. Ayrıca, alkol kullanımının büyük ölçüde östrojen reseptör 

pozitif (ER+) ve östrojen reseptör negatif (ER−) meme kanseri riski ile pozitif ilişkili olduğu 

saptanmaktadır. Yetişkin kadınların günlük tükettiği her 10 g (~1 bardak) alkol, meme 

kanserin riskini %7-10 arttırmaktadır. Diğer organlarla kıyaslandığında, meme, alkolün 

kanserojen etkilerine daha duyarlı görülmektedir. Hatta hafif alkol tüketimi (≤1 içecek/gün 
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veya ≤12.5 g/gün), meme kanseri riski %4-15 oranında önemli ölçüde artmaktadır (Liu 

vd, 2015; Jung vd, 2016; Lofterod vd, 2020; Freudenheim, 2020). 

 

2.1.2.4. Beslenme 
 

 Son yıllarda diyet faktörleri ve meme kanseri arasındaki ilişkiyi araştıran çok 

sayıda çalışma yapılmıştır. Mevcut literatürdeki genel kanıtların tutarsız ve sonuçsuz 

olması nedeniyle, meme kanseri etiyolojisinde diyetin potansiyel rolü belirsizliğini 

korumaktadır. Bazı çalışmalarda ise genel olarak yağdan zengin ve şeker oranı fazla 

gıdalar ve özellikle kızarmış yiyecekler ile meme kanseri riskinin arttığı gösterilmiştir. 

Ayda bir kereden fazla kızarmış yiyeceklerin tüketimi, meme kanserin riskini %4,5 

arttırmaktadır. Sebze, meyve ve balıktan zengin diyetlerin antikanserojenik etkileri 

oldukları düşünüldüğü için ve fitokimyasal içeriği nedeniyle meme kanseri riskini azalttığı 

gösterilmiştir (Lof vd, 2009; Edefont vd, 2009; Marzbani vd, 2019; Heath vd, 2020). 

 

2.1.2.5. Obezite 

 

 Obezite, meme kanseri ilerlemesi için en önemli risk faktörlerinden biri olarak 

tanımlanmıştır. Obezitenin meme kanseri riski üzerindeki etkisi yaşam evresine göre 

değişmektedir. Menopoz öncesi yüksek vücüt kitle indeksi (BMI) meme kanseri riski ile 

ters orantılıyken, menopoz sonrası yıllarda risk ile pozitif ilişkilidir (Schoemaker vd, 

2020). Premenopozal kadınlarda obezite, daha düşük ER pozitif meme kanseri riski ve 

daha yüksek üçlü negatif meme kanseri (TNBC) riski ile ilişkilidir. Postmenopozal 

kadınlarda ise obezite, belirgin şekilde daha yüksek ER pozitif meme kanseri riski ve 

mortalitesi ile ilişkilidir. Prospektif gözlemsel çalışmalardan oluşan bir meta-analizde ise, 

BMI’deki her 5 kg/m2’lik artışın postmenoposal meme kanseri riskinde %12 artışa neden 

olduğu bildirilmiştir (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 semptomlarını 

hafifletmek için kullanılmaktadır. Ayrıca osteoporoza ve diğer kronik bazı sorunlarada 

olumlu katkısı olduğu için kullanılmaktadır. Ama bu etkilerine rağmen, uzun süre 

kullanımında meme kanseri riskini artırdığ bilinmektedir (Azam vd, 2018). Sadece 

östrojen içeren tedavi ve kombine östrojen ve progestron tedavisinin, uzun süreli 
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kullanımı ile meme kanseri risklerinin arttığı bilinmektedir (Marjoribanks vd, 2017; Azam 

vd, 2018; Vinogradova vd, 2020). 

 

2.1.2.7. Aile öyküsü ve genetik yatkınlık 
 
 Aile öyküsü meme kanseri için en önemli risk faktörlerinden birisidir. Meme 

kanserinin yaklaşık %10-30'u ailesel kümelenme gösterir, ancak vakaların yalnızca %5-

10'unun kalıtsal olduğu tahmin edilmektedir. Birinci derece akrabalarında meme kanseri 

öyküsü olan kadınlarda, aile öyküsü olmayan bireylerle karşılaştırıldığında iki kat daha 

fazla meme kanseri görülmektedir. Ayrıca, birden fazla birey bulunması halinde, meme 

kanseri 3-4 kat daha fazla olarak görülmektedir (Gage vd, 2012; Angeli vd, 2020; 

Coignard vd, 2021). 

 Meme kanserinin otozomal dominant kalıtım yoluyla geçiş yapabildiği ilk defa 

1988 yılında bildirilmiş olup, hastaların %5-10’unda patolojik gen saptanmaktadır. 

Günümüzde kalıtsal meme kanseri ile ilişkili çok sayıda gen tanımlanmıştır. BRCA1 ve 

BRCA2 genlerindeki mutasyonlar, meme ve yumurtalık kanserinde çok önemli bir risk 

faktörü olarak bilinmektedir (meme kanserin riskinin yaklaşık %15-20'si). Ayrıca yeni 

çalışmalarda, meme ve yumurtalık kanseri yatkınlıkla ilgili birçok yeni gen tanımlanmıştır. 

TP53/P53; tamir yolağındaki genler, PTEN, Fosfataz ve Tensin homolog geni ve kontrol 

noktası kinaz 2 (CHEK2) geni daha düşük risk faktorü olarak tanımlanmıştır (%5) 

(Newman vd, 1988; Hamdi vd, 2016; Angeli vd, 2020; Coignard vd, 2021). 
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 Şekil 2.1. Meme kanseri ile ilişkili risk faktörlerine genel bakış (Howell vd, 2014). 

 

 
2.2. Meme Kanseri Evrelendirmesi 
 
 1977’den beri Meme kanserli hastaların olası prognozunu tahmin etmek için 

temel araç, derecelendirmeyi, immünohistokimya biyobelirteçlerini ve hastalığın 

anatomik ilerlemesini içeren ve uluslararası kabul görülmüş, Amerikan Ortak Kanser 

Komitesi (AJCC) evreleme sistemidir. Bu sistemde, Primer tümör boyutu (T), lenf nodu 

durumu (N) ve metastazların varlığına/yokluğuna (M) dayalı bilgiler kullanılır. TNM 

evrelemesi klinikte en yaygın kullanılan sistemdir (Vuong vd, 2014; Ding vd, 2019; 

Łukasiewicz vd, 2021). 

Ayrıca bu sistem, sayısal aşamalarada ayrılır: (Tablo  2.1) 

Özetle: 

 

T. Tümor  size 
 TX : Primer tümör değerlendirilemedi. 

T0 : Tümör kanıtı yok. 

T1 : Tümör çapı 2 cm veya daha az. 

T2 : Tümör çapı 2 ile 5 cm arasında. 

T3 : Tümör çapı 5 cm'den fazla. 
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T4 : Tümör her boyutta, göğüs duvarına yapışmış ve pektoral (göğüs) lenf bezlerine 

yayılmış. 

 
N. Hissedilebilir nodlar  
NX : Lenf nodları değerlendirilemez (lenf nodları önceden alınmış vs.). 

N0 : Kanser lenf bezlerine yayılmamış. 

N1 : Kanser hareketli ipsilateral aksiller lenf nodlarına yayılmıştır (meme kanserinin aynı 

tarafındaki koltuk altı lenf nodları). 

N2 : Kanser ipsilaterale (göğüs kanseri ile vücudun aynı tarafına) yayılmış lenf 

düğümlerine veya kol altındaki diğer yapılara fikse. 

N3 : Kanser ipsilateral meme lenf nodlarına veya ipsilaterale (vücudun meme kanseri ile 

aynı tarafı) supraklaviküler lenf nodlarına yayılmıştır.  

 
M. Metastaz 
MX : Uzak metastaz varlığı değerlendirilemedi. 

M0 : Diğer organlara uzak metastaz yok. 

M1 : Diğer organlara uzak metastaz var (Web 4) 

 

 

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

 

Evre Tümor (T) Nod (N) Metastaz (M) 
Evre 0 Tis N0 M0 
Evre 1 T1 N0 M0 
Evre IIA T0 N1 M0 

T1 N1 M0 
T2 N0 M0 

Evre IIB T2 N1 M0 
T3 N0 M0 

Evre IIIA T0 N2 M0 
T1 N2 M0 
T2 N2 M0 
T3 N1, N2 M0 

Evre IIIB T4 Herhangi bir  N M0 
Herhangi bir T N3 M0 

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 görünüm ve biyolojik davranışlarına göre, iki ana  

gruba ayrılmaktadır; in situ ve invaziv.   

 
2.3.1. İn situ  
 
 İn situ meme kanserinde, tümör hücreleri duktus veya lobüle sınırlı olup ışık 

mikroskobunda stromaya invazyon görülmez. İn situ meme kanseri iki gruba 

ayrılmaktadır: duktal karsinoma in situ (DCİS) (Evre 0 meme karsinomu olarak da bilinen) 

ve lobüler karsinoma in situ (LCİS). DCİS ile kanser hücreleri, memedeki süt kanallarıyla 

sınırlıdır ve yağlı meme dokusuna veya vücüdun herhangi bir yerine (lenf düğümleri gibi) 

yayılmamaktadır. Ayrıca tümör hücreleri, duktus veya lobüle sınırlı oldğu için, ışık 

mikroskobunda stromaya invazyon görülmemektedir (Rosen ve Maia, 1998; Mukama vd, 

2020). 

 LCİS, lobülün en iç tabakası olan epitelde başlamış ancak lobülün dışına (bazal 

membran) çıkmamıştır. İnvaziv meme karsinomunun hem bir risk faktörü hem de zorunlu 

olmayan bir öncüsü olmaktadır. LCİS tanısından sonra, meme invaziv karsinom riski, 

genel popülasyonuna kıyasla, 9-10 kat artmaktadır (Fabbri vd, 2008; Wen ve Brogi, 

2018). 

 

 
                             A                                                                  B 

Şekil 2.2. A. Lobüler karsinoma in situ (LCİS). B. Duktal karsinom in situ (DCİS) (Wen 
ve Brogi, 2018). 
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2.3.2. İnvaziv 
          
 Meme kanserlerin, 50%-80%’i invaziv tiplerdir. İnvaziv meme kanser hücreleri, 

kanal ve lobüler duvarı geçerek memenin çevresindeki yağ ve bağ dokularına 

yayılmaktadır. Hücre morfolojisi, büyümesi ve yapısal desenin temeline göre, meme 

kanserinde yaklaşık 21 tane histolojik alttipi ve en az 4 farklı moleküler alt tipi 

bulunmaktadır (Sharma vd, 2010; Dieci vd, 2014). 

 Mikrodizi tabanlı çalışmalar sayesinde, gen ekspresyon profiline dayalı, meme 

kanserinin moleküler alt tipleri daha iyi anlaşılabilmektedir. Meme kanserinin 4 moleküler 

alt tipi; hormon reseptörleri (HR+/HR-) varlığı/yokluğuna ve HER2 seviyesine ve/veya 

HER2 geninin ekstra kopyasını içeren bazal benzeri, normal benzeri ve luminal 

(Fragomeni vd, 2018; Xia vd, 2019). 

 Meme kanserinin moleküler alt tipleri ve dağılımları aşağıdaki şekildedir: 

Luminal A: 70% oranla en yaygın ve en iyi prognoza sahip olan tiptir. Bu alt tipde, 

östrojen reseptörü (ER) ve/veya progesteron reseptörü (PR) pozitif, HER2 negatiftir ve 

Ki-67 düşük seviyeye sahip olmaktadır. Diğer alt tiplere göre yavaş büyürler ve tedavi 

olarak anti-hormon tedaviyi içermektedirler (Kimberly ve Allison, 2012; Feng vd, 2018). 

Luminal B: Tüm meme kanserlerin < %20 oluşturmaktadır. Bu alt tipte de luminal A gibi, 

ER ve/veya PR pozitiftir ama HER2 pozitif veya negatif olabilir, ayrıca Ki-67 seviyeside 

yüksektir. Luminal A kanserlerine kıyasla biraz daha hızlı büyür ve prognozları biraz daha 

kötü prognoza sahip olmaktadır (Kimberly ve Allison, 2012; Feng vd, 2018). 

Üçlü negatif/bazal benzeri meme kanseri (TNBC): Tüm meme kanserlerinin %20'sini 

oluşturmaktadır. Bu alt tipte ER, PR ve HER2 negatiftir ve bu nedenle hedefe yönelik 

veya anti-hormon tedavisine yanıt vermez o yüzden sitotoksik ilaçlar TNBC tedavisi için 

tek seçenek olmaktadır. TNBC meme kanseri, BRCA1 geninde mutasyon olan kadınlar, 

40 yaşından küçük kadınlar ve Afrikalı-Amerikalı kadınlar arasında daha çok yaygındır. 

Bununla birlikte, tüm TNBC'lerin bazal benzeri meme kanseri olduğu bilinmemektedir    

(%70-80’ni bazal benzeri) ve bunun tersi de geçerli olmaktadır. TNBC genellikle diğer 

meme kanseri türlerinden daha kötü ve kısa bir prognoza sahip olmaktadır. (Prat vd, 

2010; Feng vd, 2018; Dass vd, 2021).  

HER2 ile zenginleştirilmiş: %10-15 oranında gözlenmektedir. Bu alt tipte, ER ve PR 

negatif ancak HER2 pozitiftir. Diğer alt tiplerine göre, daha hızlı büyüme ve daha kötü 

prognoza sahip olduğu bilinmektedir. Genellikle Trastuzumab ile başarılı bir şekilde 

tedavi edilmektedir (Feng vd, 2018; Dass vd, 2021). 
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2.4. Kodlamayan RNA’lar 
 
 İnsan genomunun dizilimi, genlerimizin yalnızca yaklaşık %2'sinin nihai olarak 

proteinleri kodladığını gösterdi ve bilim camiasındaki pek çok kişi, kalan %98'in basitçe 

işlevsel olmayan "çöp" olduğuna inanmaktaydı. Ancak ENCODE projesi, genomun 

protein kodlamayan kısmının binlerce RNA molekülüne eksprese olduğunu ortaya 

çıkardı. Son zamanlara kadar, genomun geri kalanı önemsiz olduğu düşünülmekteydi. 

Ancak küçük RNA’ların keşfinden sonra, bu düşünce değersiz kalmıştır (Cabili vd, 2011; 

Slack ve Chinnaiyan, 2019). 

 RNA’lar, protein kodlayan yada kodlamayan (ncRNA) olarak, iki geniş sınıfa 

ayrılmaktadırlar. Kodlamayan RNA’lar, insan hücrelerindeki RNA transkriptlerinin en az 

80.000 ve muhtemelen daha fazlasını içermektedir. Kodlamayan RNA'lar, diğer 

kodlamayan veya kodlayan RNA'lar üzerinde hareket eden ve nihayetinde insan 

hücresindeki çoğu biyolojik süreci düzenleyen, hala büyüyen, heterojen bir gen grubudur 

(Sponer vd, 2018; Crudele vd, 2020). 

 Kodlamayan RNA’lar (ncRNA) boyutlarına göre, iki ana gruba ayrılmaktadırlar: 

1. Kısa kodlamayan RNA’lar (sncRNA); 200 nükleotidden kısa ve 30 bp’den azdır ve 

mikroRNA’ları (miRNA), kısa interferans yapan RNA’lar (siRNA), piwi etkileşimli RNA'lar 

(piRNA), tRNA'dan türetilen parçalar (tRF'ler) ve tRNA yarılarını (tiRNA'lar) içermektedir. 

2. Uzun kodlamayan RNA’lar (lncRNA); 200 nükleotidden fazla ve bazen 10 kb kadar 

uzundur (Romano vd, 2020). 

 

2.4.1. Uzun kodlamayan RNA’lar 
 
 LncRNA’lar, mRNA’lara benzer bir yapıya sahipler. Onlar gibi, RNA polimeraz 

II (Pol II) tarafından eklenme, kep ucu eklenme, poliadenile olma ve ekspresyon işlemleri 

yapılmaktadır ama açık okuma çerçeveleri (ORF) eksik olmaktadır. 1989 da, H19, ilk 

memeli lncRNA’sı olarak keşf edilmiştir. Bundan kısa birsüre sonra, antisense of IGF2R 

non-protein coding RNA (AIRN) ve X kromozomun inaktivasyonunda önemli rolü olan, 

Xist lncRNA tespit edilmiştir (Brannan vd, 1990; Andergassen ve Rinn, 2021). 

 LncRNA’lar, 1990'larda mRNA transkriptlerinin ekspresyonunun düzenlenmesi 

araştırılırken keşf edildi. Önceden transkripsiyonun yan ürünlerinden oldukları 

düşünülüyordu. İşlevleri ise, hücre içi lokalizasyonuna bağlıdır; spesifik olarak DNA, RNA 

ve proteinlerle etkileşime girerler ve kromatin fonksiyonunu değiştirirler, çeşitli 

aşamalarda transkripsiyonu düzenlerler, nükleer yoğunlaştırma cisimleri ve nükleolar 

organizasyon oluştururlar. LncRNA'lar ayrıca sitoplazmik mRNA'ların stabilitesini ve 

translasyonunu değiştirebilir ve sinyal yollarını engelleyebilmektedir. Böylece, lncRNA'lar 
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fizyopatolojik durumları etkiler ve çeşitli bozuklukların, bağışıklık tepkilerinin ve kanserin 

gelişmesine yol açmaktadır. Ayrıca lncRNA’ların kanser dahil olmak üzere, bir çok 

hastalık patogenezinde yer aldığı kabul edilmektedir. LncRNA’lar genomdaki 

konumlarına göre, 6 alttipe ayrılmaktadır: sense lncRNA, antisense lncRNA, iki yönlü 

lncRNA, intron lncRNA, intergenic lncRNA, and enhancer lncRNA (Hu vd, 2018; Chi vd, 

2019; Singh 2021). 

 

2.4.2. Uzun kodlamayan RNA’ların sınıflandırılması 
 
 LncRNA'lar, genomik yapılarına ve gendeki konumlarına göre bir kaç farklı tipte 

sınıflandırılabilir:  

Örtüşen lncRNA’lar; bu tip lncRNA’lar tamamen yada kısmen kodlayan genlerle 

örtüşmekteler. lncRNA’ların yaklaşık %20’sini bu gruptan oluştuğu tahmin edilmektedir. 

Dört ana kategoride incelenebilir: 

• Sense lncRNA: bir genin bir veya daha fazla eksonu ile örtüşür ve aynı yönde 

eksprese olurlar. 

• Antisense lncRNA: bir genin bir yada daha fazla eksonu ile örtüşür ve zıt yönde 

eksprese olurlar. 

• Intronic lncRNA: protein kodlayan genlerin intronlarında bulunur ve eksprese olur. 

• Enhancer lncRNA: transkripsiyon faktörleri (TF'ler) tarafından sınırlanan ve gen 

ekspresyonunu artırmak için promotör ile etkileşime geçe bilen genomik bölgelerdir. 

 

• Örtüşmeyen lncRNA’lar; iki ana kategoriye ayrılabilir: 

• İki yönlü lncRNA: protein kodlayan genlerin yakınında ama karşıt DNA ipliğinde 

bulunurlar. 

• İntergenic ncRNAs (lincRNAs): iki farklı protein kodlayan genin arasındaki bir genomik 

diziden türev almıştır. 

 LncRNA’larının çoğunun, antisense ve  intergenik RNA’lardan oluştuğu 

bildirilmektedir (Şekil 2.3.) (Kim vd, 2015; Hou vd, 2019; Yousefi vd, 2020). 
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Şekil 2.3. LncRNA'lar, genomik yapılarına ve gendeki konumlarına göre 
sınıflandırımaları.  A. Bir gen sınırı içinde, transkriptlerinin eksonları veya intronları 
tarafından örtüşen birden fazla lncRNA olabilir.   B. LncRNA'lar, en yakın konumunda 
bulunan protein kodlayan genlere göre sınıflandırılır (Uszczynska-Ratajczak , 2018). 
 
 
2.4.2. LncRNA’ların lokalizasyonu 
 
 LncRNa’ların çoğu çekirdekte ve bazıları ise sitoplazmada lokalize olduğu 

bilinmektedir. Ayrıca bazı lncRNA’lar eksozom yoluyla komşu hücrelere yada seruma 

geçebilmektedir (Chi vd, 2019). 

 
2.4.3. Kanserde uzun kodlamayan RNA’lar  
 

 LncRNA’ların, hücresel süreçlerde ve genomdaki ekspresyonların 

düzenlenmesinde önemli rolleri bilinmektedir. Onların çoğu, hastalığın başlangıcında ve 

gelişimindeki düzensizliği, metabolizma, hücre ölümü, anjiyogenez ve metastaz ile ilişkili 

genlerin regülasyonunu etkilemektedir. LncRNA’ların işlevlerinin araştırmasının 

sonucunda, kanser ile ilişkili rolleri olduğu ortaya çıkmıştır. Son yıllarda kanserin biyolojik 

süreçlerinde rol alan çok sayıda lncRNA tesbit edilimiştir. LncRNA'ların mutasyonlarının, 

disregülasyonlarının, anormal ifadelerinin ve promotörlerinin hipometilasyonunun 

kansere yol açabileceğini düşündürmektedir. Farklı kanser türlerinde genom çapındaki 

çalışmalar sayesinde, kanserle ilişkili tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) %80'den 

fazlasının genomun kodlamayan bölgelerinde, yani intergenik veya intronik bölgelerde 

bulunduğu ve buradaki kodlamayan dizilerin karsinojenezde önemli bir rolü olduğunu 

göstermektedir (Hindorff vd, 2009; Cerk vd, 2016; Hu vd. 2018; Yousefi vd, 2020). 
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 LncRNA'ların anormal ekspresyonu, tümörijenez ile ilişkilidir. Kanserde 

lncRNA'ların düzensiz ekspresyonu, hastalık ilerlemesine işaret eder ve  hasta sonuçları 

için, bağımsız bir öngörücü olarak hizmet edebilir. Mekanik olarak, bugüne kadar iyi 

karakterize edilmiş lncRNA'ların çoğu, gen ekspresyonu düzenlemesinde, transkripsiyon 

sonrası düzenlemeden ziyade tipik olarak transkripsiyoneldir. Bu, genomik olarak lokal 

(cis-regülasyon) veya uzak (trans-regülasyon) genleri hedefleyerek gerçekleşmektedir. 

Böylece bazı lncRNA'lar onkogenik olarak ve bazıları tümör baskılayıcı olarak işlev 

görmektedir. Onkojenik lncRNA'lar, tümörijenez ile ilişkilidir ve kanser gelişimini ve 

ilerlemesini destekler. Tümör baskılayıcı lncRNA’lar ise, hücre ölümünü ve apoptozu 

teşvik etmektedir. Ayrıca transkripsiyon faktörlerine ya da represörlerine bağlanarak 

aktivasyona ya da gen susturmaya sebep olabilmektedir. Bunun yanı sıra, sinyal 

molekülleri olarak etki edebilir ya da protein kompleksleri ve kofaktörlerin bağlanması 

için yönlenmiş merkezi bir iskele olarak da işlev görebilir. Bunlara ek olarak, lncRNA'lar 

miRNA'lara bağlanır ve onların hücrede gen ekspresyonu üzerindeki düzenleyici 

etkilerini inhibe etmektedir. Ayrıca lncRNA'lar, farklı mekanizmalar kullanarak, 

mikroRNA'ları ve diğer sinyal yollarını, metastaz ve hücre döngüsü ilerlemesinde teşvik 

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 ilişkili ilk tanımlanan ve iyi çalışılmış lncRNA’lar, HOX antisens 

intergenik RNA (HOTAIR), H19, XIST, prostat kanseri antijen 3 (PCA3) ve metastazla 

ilişkili akciğer adenokarsinom transkript 1 (MALAT1)’dir. H19, 2.3 kb'lik intergenik ve 

anne tarafından eksprese edilen, kromozom 11p15.5 üzerinde yer alan bir lncRNA'dır. 

H19 ilk olarak ER+ meme tümörlerinde ve hücre dizilerinde yüksek oranda eksprese 

edilen, fetal lncRNA olarak tanımlandı. H19, meme kanseri hücrelerinde proliferasyonu 

teşvik eder ve apoptozu azaltır, bu şekilde kendi rolünü tümörijenez ve tümör 

büyümesinde belirlemektedir. Ayrıca H19, farklı mekanizmalar yoluyla bir onkogen 

olarak çalışır. Meme kanseri hücreleri de dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerinde tümör 

oluşumunu güçlendirmek için Myc tarafından yukarı regüle edilmiş bir gen olarak da işlev 

görebilir. H19'un, let-7 miRNA ailesinin üyelerini düzenlemek için moleküler bir sünger 

görevi gördüğü bildirilmiştir (Cerk vd, 2016; Hu vd, 2018; Chi vd, 2019). 

 X-inaktif spesifik transkript ( XIST ), X kromozomunun uzun kolunda bulunur ve 

RNA'sı 17 Kb uzunluğundadır. Xist, dişi somatik hücrelerde X kromozomu 

inaktivasyonunun başlatılmasından ve yayılmasından sorumludur. XIST, XCI 

lokuslarından eksprese olur ve PRC2'nin yüklenmesini kolaylaştırmak ve DNA 



17 
 

 
 

metilasyonunu ve ardından kromozom çapında susturmayı başlatmak için, YY1 

transkripsiyon faktörü ve aynı lokustan diğer birkaç lncRNA ile uyum içinde hareket 

etmektedir. XIST meme tümörü örneklerinde ve diğer kanser hücre dizilerinde, tümör 

baskılayıcı ve aşağı regüle edilmiş bir lncRNA olarak işlev almaktadır. XIST, miR-155'in 

doğrudan hedeflenmesi yoluyla meme kanseri invazyonunu baskılamaktadır (Sun ve 

Kraus, 2015; Hu vd, 2018; Yousefi vd, 2020). 

 MALAT1, kromozom 11q13 üzerinde yer alan, 8.7 kb'lık ve normal dokularda 

en fazla eksprese edilen lncRNA'lardan birisidir. MALAT1, gen ekspresyonunun ve 

transkripsiyon sonrası düzenlenmesinde rol oynamaktadır. MALAT1’in, aşırı 

ekspresyonu meme karsinomları ile ilişkilidir ve meme kanserinde, özellikle ER+ ve 

HER2+ tümörlerinde önemli ölçüde yukarı regüle edilmektedir. MALAT1 meme hücresi 

çoğalması, göçü ve invazivi için gereklidir. Bu nedenle, MALAT1’in yıkılması, tümör 

büyümesi ve metastazda bir azalma ile sonuçlanmaktadır (Hu vd, 2018; Chi vd, 2019). 

 2007 yılında HOXC lokusunda 12q13.13 kromozomu üzerinde yer alan HOX 

antisense transcript intergenic RNA'sı (HOTAIR) tanımlanmıştır. 2,2 kb uzunluğunda ve 

bir onkogen olarak kabul edilen trans-etkili, eklenmiş ve poliadenile edilmiş bir lncRNA 

dır. HOTAIR çoğu insan kanserinde aşırı eksprese edilir ve tümör invazyonu, ilerlemesi, 

metastazı ve kötü prognozu ile ilişkilidir. HOTAIR, metastatik meme karsinomlarında 

aşırı eksprese edilir ve histon metilasyon durumunu ve kromatin modifikasyonunu 

düzenlediği bilinen PRC2 ve LSD1'in alımı için bir iskele olarak tanımlanmaktadır. 

HOTAIR, PRC2’yi kullanarak ve epigenetik modifikasyonları teşvik ederek metastazı ve 

invazivazyonu destekleyen onkojenik bir lncRNA'dır (Cerk vd, 2016; Yousefi vd, 2020). 

 

2.4.5. Nuclear enriched abundant transcript 1 (NEAT-1) 
 
 NEAT1, kromozom 11q13.1 üzerindeki ailesel tümör sendromu çoklu endokrin 

neoplazisi (MEN) tip 1 lokusundan eksprese edilmektedir. NEAT1_1 (3.7 kb) ve 

NEAT1_2 (23 kb) olarak adlandırılan iki transkripsiyon varyantına sahiptir. NEAT1_2, 

RNA ve proteinlerin ayırım yoluyla gen ekspresyonunu düzenleyen, ribonükleoprotein 

gövdelerinin oluşumu için gereklidir. NEAT1_1, parabeneklerde daha boldur, aynı 

zamanda, parabenek bağımsız fonksiyonlarda NEAT1_1'i gösteren çekirdekteki 

parabenek olmayan odaklarda da bulunmaktadır. Her ikisi de nükleer parabeneklerde 

bulunur ve parabeneklerin önemli bir yapısını oluşturmaktadır (şekil, 2.4). NEAT1, 

çekirdekte daha fazladır, ancak sitoplazmada da bulunmaktadır (Bond ve Fox, 2009;  

Heesch vd, 2014; Dong vd, 2018). 

 Yapılan bir çalışmada NEAT1’i olmayan farelerin, normal gelişmediği 

gözlenmiştir, bu da NEAT1’in normal embriyonik gelişim ve yetişkin yaşamı için gerekli 
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olduğunu düşündürmektedir. Ayrıca, başka bir çalışmada, NEAT1'in susturulması 

anormal meme bezi morfogenezi ve laktasyon hataları ile sonuçlandığı billinmiştir 

(Nakagawa vd, 2011; Standaert vd, 2014). 

 NEAT1 tümörün başlamasından ve ilerlemesinden sorumludur ve kanserlerdeki 

sık düzensizliği, metastaz, nüks oranı ve hasta sağ kalımı gibi klinik özelliklerle ilişkili 

olmaktadır. Bu yüzden, meme tümörlerinde, endometriyal karsinomda ve insan 

osteosarkom hücrelerinde bir onkogen olduğu rapor edilmektedir. NEAT1’in aşırı 

ekspresyonu, meme kanserinde tümör boyutu ve metastazı ile ilişkili olmaktadır. 

NEAT1_2, (HER2+) meme kanserlerinde yüksek oranda ifade edilirken, NEAT1_1, 

(ER+) alt tiplerinde daha yüksek oranda ifade edilmektedir. NEAT1’in ekspresyonunun 

inhibisyonu, metastazı azaltmaktadır. Mekanik olarak, β-katenin ve N-kadherin 

ekspresyonu, NEAT1 supresyonunun bir sonucu olarak azalırken, E-cadherin 

ekspresyonu artmaktadır. Ayrıca, NEAT1’in susturulması kök hücre popülasyonunu 

azaltır ve TNBC hücrelerinde TNBC hücrelerinin kemoterapiye duyarlılığını arttırır (Shin 

vd, 2019; Yousefi vd, 2020; Edwards ve French, 2020). 

      

     
       Şekil.2.4. NEAT1'in etki alanı mimarisi ve şematik parabenek yapısı(Lin vd, 2018). 

 

 

2.5. MikroRNA’lar  
 
 İlk başta, Caenorhabditis elegans'ta keşfedilen MikroRNA (miRNA), insanlar 

dahil çoğu ökaryotta bulunmaktadır. miRNA'lar, 18-22 nükleotit uzunluğunda, tek 

sarmallı, kodlamayan, yüksek oranda korunmuş ve gen ekspresyonunun 

düzenlenmesinde yer alan küçük, kodlamayan RNA molekülleridir. miRNA'lar, RNA 

polimerazlar II ve III tarafından eksprese olur ve olgun miRNA'yı oluşturmak için bir dizi 

bölünme olayından geçen öncülleri üretirmektedir (Macfarlane ve Murphy, 2010; 

Rahman vd, 2019). 
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 miRNA'lar, memelilerdeki tüm protein kodlayan genlerin yaklaşık %60'ını kontrol 

ederek, gelişme, farklılaşma, çoğalma, apoptoz, metabolizma ve dokunun yeniden 

şekillenmesi dahil olmak üzere hemen hemen tüm biyolojik süreçleri 

düzenlenmektedirler (Siddeek vd, 2019). 

 Yeni yapılan analizlerde, insan genomunda yaklaşık 2300 gerçek olgun miRNA 

olduğu tahmin edilmektedir. miRNA'ların genomik dağılımı, sıklıkla intronlarda ve çok 

nadiren eksonlarda bulunmaktadır. miRNA'nın biyogenezi büyük ölçüde miRNA'ların 

genomik organizasyonuna bağlıdır. Örneğin konak gen ile bir promotörü paylaşabilir 

veya bağımsız bir promotöre sahip olabilir ve genler arası bölgelere yerleştirildiğinde, 

bağımsız halde transkripsiyonel olarak düzenlenebilir (Rahman vd, 2019; Fridrichova ve 

Zmetakova, 2019). 

 Çok sayıda çalışma, kanserli hücre proliferasyonu ve büyümesinde, hücre 

ölümü inhibisyonunda, immün invazyonda, metastazda ve neoanjiyogenezde 

miRNA'ların düzensizliğini bildirmektedir. Ayrıca miRNA'ların kanser kök hücrelerinin 

kaderini düzenlediğide bilinmektedir. İnsan kanserlerindeki miRNA'lar, sağlıklı 

hücrelerdekilere kıyasla farklı şekilde eksprese edilmektedir. miRNA ekspresyonu ile 

kanser gelişimi arasındaki ilişki ilk olarak kronik lenfositik lösemide tanımlanmıştır. Bu 

hastalarda kromozom 13q14 bölgesi ve miR-15a/16a kümesi sıklıkla silinmektedir (Wu 

vd, 2018; Fridrichova ve Zmetakova, 2019). 

 

2.5.1. miR-410-3p 
 

 Yakın zamanda miR-410'un embriyonik kök hücrelerin gelişimi ve farklılaşması 

için çok önemli olduğu bilinmektedir. miR-410'un anormal ekspresyonu çeşitli 

kanserlerde yaygındır, bu da miR-410'un kanser gelişimi ve ilerlemesinde önemli bir rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. miR-410, çeşitli kanser türlerinde bir onkogen veya 

tümör baskılayıcı gen görevi görmektedir. miR-410'nın mide kanseri ve glioma 

hücrelerinin göçünü ve invazyonunu baskıladığı bildirilmektedir. Diğer çalışmalar, miR-

410'nin küçük hücreli dışı akciğer kanseri, karaciğer kanseri ve kolorektal kanserde bir 

onkogen olarak işlev gördüğünü göstermektedir. Bu veriler, miR-410 düzensizliğinin 

farklı kanser türlerinde dokuya özgü bir şekilde meydana gelebileceğini göstermektedir. 

Ancak meme kanserinde miR-410'nin  ve hatta NEAT1 ‘in rolüyle ilgili olarak tek yayın 

bulunmakta ve  etkisi hala bilinmemektedir (Zhang vd, 2016; Ke vd, 2017; Liu vd 2020).  

 

 

 

 



20 
 

 
 

2.6. Çoklu İlaç Direnci 
     
 Son birkaç on yılda kanserin önlenmesi, tespiti ve tedavisinde çok iyi ilerleme 

olmasına rağmen, tümörlerin kemoterapiye direnç kazanma riski, kan, meme, 

yumurtalık, akciğer ve alt gastrointestinal sistem kanserleri dahil çeşitli kanser türlerinin 

başarılı tedavisinin önünde büyük bir engel olmaya devam etmektedir. Çoklu ilaç direnci 

(MDR), kanser hücrelerinin kemoterapötik ajanların gücünü ve etkinliğini azaltma 

yeteneği olarak tanımlanabilir. Kemoterapideki başarısızlıkların ve kansere bağlı 

ölümlerin %90'ı  MDR gelişiminden kayanklıdır ki kanserlerin invazyonu ve metastazı 

sırasında gerçekleşmektedir (Baguley, 2010; Mansoori vd, 2017; Bukowski vd, 2020; 

Talib vd, 2021).  

 MDR doğasına ilişkin ilk fikirler güçlü bir şekilde bakterilerde çoklu ilaç direnci 

üzerine yapılan çalışmalardan etkilenmiştir (Baguley, 2010). 

 Kanser hücreleri, antikanser ilaçlarının terapötik etkilerini azaltmak için birden 

fazla mekanizmayı kullanır ve böylece kemoterapi başarısızlığına neden olur. Örneğin; 

hücre ölümünün engellenmesi (apoptoz baskılanması), ilaç metabolizmasındaki 

değişiklikler, epigenetik ve ilaç hedefleri, DNA onarımının arttırması ve gen 

amplifikasyonu gibi çeşitli mekanizmalar kullanılmaktadır (Mansoori vd, 2019; Talib vd,  

2021). 

 

      
Şekil 2.5. Kanser hücrelerinde ilaç direnci mekanizmaları (Mansoori vd, 2019). 
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 Direnç ikiye ayrılır: 

1-Kemoterapi ilaçları kullanılmadan önce meydana gelen birincil direnç.  

2-Kemoterapi ilaçlarına maruz kaldıktan sonra ortaya çıkan edinilmiş direnç. 

 Çalışmalar, MDR’nin çeşitli mekanizması olduğunu göstermektedir: ilaç atış 

sistemi, genetik faktörler (gen mutasyonları, amplifikasyonlar ve epigenetik değişiklikler), 

büyüme faktörleri, DNA onarımını geliştirmek ve İlaç metabolizmasını değiştirmek dahil 

olmak üzere farklı mekanizmalar içermektedir (Bukowski vd, 2020). 

 

 

2.7. Çoklu İlaç Direnç Mekanizmaları 
 

2.7.1. İlaç atış sistemi  
 

 Meme kanseri hücrelerindeki ilaç konsantrasyonu, transmembran proteinlerle 

yakından ilişkilidir. Neoadjuvan kemoterapi ilaçları, transmembran proteinler yoluyla 

meme kanseri hücrelerinin dışına taşınabilir, böylece ilaç konsantrasyonunu azaltır ve 

dirence yol açar. P-glikoprotein (P-gp), insan vücüdunda ABCB1 geni tarafından 

kodlanan bir ABC taşıyıcı ailesisinin alt üyesi, çoklu ilaca dirençli protein-1 (MDR-1) 

olarak da bilinen bir ilaç atış pompasıdır (An vd, 2021; Talib vd, 2021). 

 P-gp’nin normal işlevi, hücreleri ksenobiyotiklere ve hücresel toksik maddelere 

karşı korumaktır ve bu nedenle fizyolojik homeostazın korunmasında önemli bir rol 

oynamaktadır. P-gp ekspresyonu, çeşitli kanser türlerinde değişiklik göstermektedir. 

Meme, yumurtalık, akciğer ve özofagus kanserleri başlangıçta düşük P-gp seviyeleri 

gösterir, ancak kanser kemoterapötik tedaviye direnç gösterdikten sonra, P-gp atış 

taşıyıcılarının seviyeleri artmaktadır. P-gp, hücre içi ilaç konsantrasyonunun azalmasına 

neden olmaktadır. P-gp'nin aşırı ekspresyonu her zaman MDR ile ilişkilenmektedir. P-

gp'nin neden olduğu MDR’nin ana mekanizması, neoadjuvan kemoterapi ilaçlarını hücre 

dışına pompalamak için ATP hidrolizi tarafından salınan enerjinin kullanılmasıyla 

ilişkilidir. Böylece ilaç konsantrasyonu etkin konsantrasyondan daha düşüktür. Ayrıca P-

gp ile aynı ABC taşıyıcı ailesine ait olan çoklu ilaç direnç proteini (MRP) ve meme kanseri 

direnç proteini (BCRP) de bir “ilaç pompası” işlevi görebilir. Neoadjuvan kemoterapi 

ilaçları uzun süre kullanıldığında, yukarıda bahsedilen proteinleri kodlayan genleri aşırı 

eksprese edilmektedir. Bu da ilaç atışını arttırmakta ve neoadjuvan kemoterapiye direnç 

oluşturmaktadır (Bukowski vd, 2020; Talib vd, 2021; An vd, 2021). 
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2.7.2. Genetik faktörler  
 
 Kanser hücresinin antikanser ajanlara karşı direnci, özellikle tümöral somatik 

hücrelerde, bireyin genetik farklılıklarından kaynaklanmaktadır. Gen mutasyonları, 

amplifikasyonları ve epigenetik değişiklikler dahil olmak üzere, üç yol ile MDR 

gerçekleştirmektedir (Mansoori vd, 2017; Bukowski vd, 2020). 

 

2.7.3. Büyüme faktörleri 
 

 Deneysel ve klinik veriler, iltihaplanma ile kanser gelişimi ve ilerlemesi arasında 

önemli ilişkiler olduğunu göstermektedir. Akut inflamasyon, tümörün yok edilmesinde ve 

kronik immün yanıt ise tümör büyümesi ve invazyonunu desteklemektedir. İnterlökinler 

dahil olmak üzere, büyüme faktörlerinin artan otokrin üretimi, MDR kanser hücrelerinde 

gözlenmektedir (Bukowski vd, 2020). 

 

2.7.4. DNA onarımını geliştirmek 
 

 DNA onarımı, kanser alanında ilaç direncinin iyi bilinen mekanizmalarından 

biridir. Platin bazlı ilaçlar, alkilleyici ajanlar ve antrasiklinler gibi çok sayıda kemoterapötik 

ilaç, ana etki mekanizması olarak kanserli hücrelerinin DNA’sına doğrudan ve/veya 

dolaylı olarak zarar vermektedir. Bununla birlikte, bu aktivite, ilaç etkinliğini azaltan ve 

direnci güçlendiren kanser hücresi, DNA onarım yanıtı ile savunulmaktadır (Helleday vd, 

2008; Talib vd, 2021). 

 

2.7.5. İlaç metabolizmasını değiştirmek 
 

 İlaç detoksifikasyonu, kemoterapi tedavisine karşı, önde gelen 

mekanizmalarından biri olarak kabul edilmektedir. Kemoterapötik ajan metabolizmaları 

enzimler aracılığıyla gerçekleşebilir. Enzimler, hücrelerin içinde ve dışında ajan 

konsantrasyonunu belirleyen en önemli faktörlerdir (Mansoori vd, 2017; Talib vd, 2021). 

 

 

2.8. Doksorubisin  
 

 Bir antrasiklin türevi olan doksorubisin (DOX), klinikte, meme, endometriyal ve 

mide kanserleri, çocukluk çağı solid organ tümörleri, yumuşak doku sarkomları ve agresif 

lenfoblastik veya miyeloblastik lösemi tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir kemoterapi 
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ilacıdır.  En güçlü kemoterapötik ilaçlardan biri olarak kabul edilir ve metastatik lezyonlar 

için yanıt oranı yaklaşık %25-40'tır (Angulo vd, 2007; Katsuta vd, 2017; Wu vd, 2020). 

 İlk iki antrasiklin, 1960'ların başlarında pigment üreten Streptomyces 

peucetius'tan izole edildi ve doksorubisin (DOX) ve daunorubisin (DNR) olarak 

adlandırılmıştır. Her iki ilaç aglikonik ve şeker parçaları içermektedir. Aglikon tetrasiklik 

bir halka ile bitişik kinon-hidrokinon grupları, bir metoksi ve bir karbonil grubu ile kısa bir 

yan zincirden oluşur. DOX’un kimyasal yapısı şekil 2.6 da gösterilmiştir (Carvalho vd, 

2009). 

 

                               
Şekil 2.6. Doksorubisin (DOX) kimyasal yapısı (Carvalho vd, 2009). 

 

 

 DOX'un tümör gelişimini önleyen etkisinin altında yatan ana mekanizmalardan 

birisi, topoizomeraz aktivitesi ve DNA sarmalına karışma ve/veya DNA replikasyonu ve 

transkripsiyonunda yer alan proteinlere kovalent olarak bağlanma yeteneği ile ilgilidir. 

DOX basit difüzyonla kanser hücrelerine girer ve sitoplazmada proteazoma yüksek 

afinite ile bağlanır. Daha sonra DOX, 20S proteazomal alt birimine bağlanır ve nükleer 

gözenekler yoluyla çekirdeğe girer ve bir DOX proteazom kompleksi oluşturur. Son 

olarak, DOX proteazomdan ayrılır ve DNA'ya proteazomdan daha yüksek afinitesi 

nedeniyle, bağlanır. Bir diğer tümör gelişimini önleyen mekanizması ise, DNA hasarını 

indükleyerek, nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen ve nitrojen türlerini artırarak, 

mitokondriyal metabolizmayı bozarak, endoplazmik retikulum (ER) stresini ve 

immünojenik hücre ölümünü (ICD) indükleyerek, tümör hücrelerini öldürmektir. DOX 

kaynaklı ICD'nin ana mekanizması, kalretikülinin (CRT) kalsiyum sensörü ve şaperon 

olarak çalıştığı ER'den plazma zarına yer değiştirmesini tetikleyen ER stresinin 

uyarılmasıdır. Burada CRT, dendritik hücreler (DC) tarafından tümör hücrelerinin 

fagositozunu ve CD8+T-lenfositler tarafından kalıcı bir anti-tümör tepkisinin 

aktivasyonunu desteklemektedir (Carvalho vd, 2009;  Salaroglio, 2018). 

 DOX, bazı durumlarda bir tedavi sağlarken, kullanımının sınırlamaları vardır; 

bunlardan biri ilaca direnç, diğeri ise kanserli olmayan hücreler üzerinde toksisitesidir. 



24 
 

 
 

Önemli bir toksiksisite, antrasikline özgü yan etki olan kardiyotoksisitedir. Kümülatif 

antrasiklin dozu, doksorubisin kaynaklı kardiyotoksisite ile sonuçlanabilmektedir (Thorn 

vd, 2011). 

 Direnç mekanizması, ABCB1 (MDR1, Pgp) ve ABCC1 (MRP1) ve diğer 

taşıyıcıları (ABCC2, ABCC3, ABCG2 ve RALBP1) içermektedir. DOX, P-gp ve sitokrom 

P450’nin bir substratıdır. Her ikisi de zayıf oral emilimine ve düşük oral biyoyararlanımına 

sebep olmaktadır. P-gp ise doksorubisin hücre içi birikimini ve ilacın pleiotropik sitotoksik 

etkilerini ortaya çıkarma yeteneğini sınırlamaktadır. Yüksek bir ifadenin yanı sıra, yüksek 

bir P-gp aktivitesi de doksorubisin direncini belirlemektedir. Bu nedenle doksorubisin, 

yalnızca bir hidroklorür tuzu formülasyonu olarak damar yolu ile uygulanan parenteral bir 

tedavi olarak kullanılmaktadır (Şekil 2.7), (Thorn vd, 2011; Alrushaid vd, 2018). 

 

 
Şekil.2.7. Kanser hücrelerinin DOX direncinde rol oynayan moleküler yollar ve 
mekanizmalar. (Ashrafizade vd, 2021). 
 
 
 
 
2.9. Hipotez  
 
 Bu çalışmadaki hipotezimiz NEAT1’in ekspersyonunun doxorubisin direnci ile 

artması ve miR410-3p’nin ifadesinin buna bağlı olarak azalmasıdır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 
 
3.1. Hücre Kültürü 
 
MCF-7: İnvaziv duktal karsinoma, non-metastatik, östrojen reseptör pozitif, 
Luminal A hücre hattı 
 Hücrelere ısı ile inaktive edilmiş %10 Fetal Dana Serumu (FBS), %1 Penisilin-

Streptomisin Solüsyonu (100U/ml penisilin/streptomisin) ilave edildi, RPMI 1640 

besiyerinde, %5 CO2 içeren 37°C ve % 95 nemli hava içeren etüvde T25 flasklarda, 

kültüre edilerek çoğaltıldı. 

 

MDA-MB-231: İnvaziv duktal karsinoma, metastatik, östrojen reseptör negatif, 
Claudin-low, triple-negatif hücre hattı 
 Hücrelere ısı ile inaktive edilmiş %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin Solüsyonu 

(100U/ml penisilin/streptomisin)  ilave edildi,  RPMI 1640  besiyerinde, %5 CO2 içeren 

37°C  ve % 95 nemli hava içeren etüvde T25 flasklarda, kültüre edilerek çoğaltıldı. 

 

MCF-10A: İmmortal insan meme epitel hücre hattı. İnsan fibrokistik meme 
dokusundan türevlenmiştir 
 Bu hücreler normal meme epitel hücreleri olarak tanımlanmaktadır ve 

proliferasyonları için ekzojen büyüme faktörleri gereklidir.  MCF-10A hücre hattı %1 

Penisilin-Streptomisin, L-glutamin, 5% ısıyla inaktive edilmiş at serum, 10ug/ml insülin, 

20ng/ml EGF, 0.5ug/ml hidrokortizon içeren DMEM/F12 besi ortamında 37°C’de, %5 

CO2 ve %95 nemli etüvde inkübe edildi. 

 

3.1.2. Hücrelerin pasajı  
 

 Hücreler %80 yoğunluğa ulaştığında pasajlama işlemi gerçekleştirildi. Besiyeri 

uzaklaştırılan hücreler 8-10 ml PBS ile yıkandı. PBS uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin 

üzerine 2-3 ml Tripsin/EDTA ilave edildi. Yeni flasklara 1x106 hücre ekim gerçekleştirildi. 
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3.1.3. Hücrelerin dondurulması ve çözdürülmesi 
 

 Hücreleri dondurmak amacıyla %10 dimetil sülfoksit (DMSO) içeren besiyeri 

hazırlandı. MCF10A hücrelerinde dondurma medyumu, diğer hücrelerden farklı olarak  

%70 besiyeri, %20  at serum ve %10 DMSO olacak şekilde hazırlandı.  Diğer hücrelerde 

ise %10 DMSO içeren 2ml besiyeri ile cryo tüplerle -80°C derecede saklandı.  

 -80°C’de muhafaza edilen hücreler çıkartıldı ve 37°C su banyosunda kısa süre 

inkübasyon işlemiyle çözüldü. Falkon tüp içerisinde 5 ml besiyerinde homojen edildikten 

sonra 100xg santrifüj işlemi uygulandı. Süpernatant vakum aracılığıyla aspire edildi. 

Pelet besiyerinde homojen hale getirildikten sonra flasklara aktarıldı. 

 

 

3.2. Sitotoksisite Tayini (MTT Testi) 
 

 Doksorubisin’ in IC50 (The half maximal inhibitory concentration) değerinin 

belirlenmesi için MTT testi yapıldı .İlk olarak 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 μm 

konsantrasyonda PBS ile sulandırılan doksorubisin triplike olarak 24, 48 ve 72. saat 

uygulandı. Bunun için 96-well platelerin her kuyusuna 10.000 hücre ekimi gerçekleşti. 24 

saat inkübasyon sonrası doksorubisin eklenerek hücreler muamele edildi. Daha sonra 

24, 48 ve 72. saatlerde okumalar yapıldı. 

Hücrelerin işaretlenmesi için; 

• Besiyeri uzaklaştırıldı ve 100 μl taze besiyeri ile değiştirildi. 

• 10 µL MTT stok solüsyonu her kuyuya eklendi. Negatif kontrol olarak sadece 100 µL 

 medium içeren kuyuya 10 µL MTT stok solüsyonu eklendi. 

• 37°C'de 4 saat inkübasyona bırakıldı. 

• 200 µL DMSO solüsyonu her kuyuya eklendi ve pipetaj yapılarak karıştırıldı. 

• 570 nm de ve arka plan için 630 nm de absorbans ölçümü gerçekleştirildi. 

 

 

3.3. Total RNA İzolasyonu 
 
 MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinden elde edilen RNA izolasyonu 

TRIZOL reaktifi kullanılarak gerçekleştirildi.  Protokol aşağıdaki şekildedir: 

1. T25 Flaskda kültüre edilen hücrelerin besiyerleri uzaklaştırıldı ve hücreler 750 μl lysis 

Reagent ile kaldırılıp ve 1,5 ml'lik ependorflara aktarıldı. 

2. Oda sıcaklığında (15-25°C'de) 5 dakika bekletildikten sonra 150 µl kloroform 

eklenerek vorteks yapıldı ve 2-3 dk oda sıcaklığında bekletildi. 
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3. 12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrifüj edildi. 

4. Santrifüj sonrası oluşan 3 fazdan, RNA içeren beyaz ara faz yeni bir tüpe alındı. 

Üzerine üst faz kadar (yaklaşık 500 μl) buffer RBI ilave edildi ve pipetaj yapılarak 

karıştırıldı. 

5. Elute spin kolonlarına 700 μl örnek koyulup, 10,000 x g'de oda sıcaklığında 30 saniye 

santrifüj edildi.  

6. Santrifüj sonrası kolona 700 μl örnek eklendi ve 10,000 x g'de 30 saniye santrifüj 

yapıldı. 

7. Sonrasında 500 μl buffer SWI eklendi 10,000 x g'de 30 saniye oda sıcaklığında 

santrifüj edildi. 

8. Santrifüj sonrası, 500 μl buffer RNW eklendi ve 10,000 x g'de 30 saniye oda 

sıcaklığında santrifüj edildi. 

9. Bu işlemden sonra, RNeasy min elute spin kolonlar, 10,000 x g'de oda sıcaklığında 

60 saniye santrifüj edildi ve spin kolonlar 1,5 ml'lik toplama tüplerine yerleştirildi ve 50 µl 

RNase-free water spin kolonun ortasına koyulup ve 1dk bekletip daha sonra 1dk  10,000 

xg'de santrifüj yapıldı. 

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

 

 

3.4. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi: 
 

 RT-PCR ile RNA düzeyindeki ekspresyon değişimlerini tespit etmek amacıyla 

hem lncRNA için hem de mikro RNA için revers transkriptaz enzimi ile ticari kitler 

yardımıyla cDNA sentezi gerçekleştirildi:  

 cDNA sentezi, üretici firmanın belirtmiş olduğu prosedür doğrultusunda 96 well 

plakalar kullanılarak Real-Time PCR cihazı ile gerçekleştirildi. cDNA sentez karışım 

prosedürü total RNA son konsantrasyon 2 μg olacak şekilde ayarlandı. Karışım 

hazırlandıktan sonra kit protokolü doğrultusunda, cDNA sentezi için 25°C' de 10 dakika, 

37°C' de 120 dakika inkübe edildi ve süre sonunda, enzimi inhibe etmek için 85°C'de 5 

dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA'lar, serumda RNA ekspresyon değişimini tespit 

etmek amacıyla Real-Time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapmak üzere -20°C'de 

muhafaza edildi. 

 lncRNA ve miRNA ekspresyon analizi için cDNA dönüşümü gerçekleştirildi. 

Reaksiyon karışımı Tablo 3.1 da verilen miktarlarla hazırlandı:  
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Tablo 3.1. cDNA sentezi için hazırlanan reaksiyon karışımı. 

 

Madde  Miktar  

5x HiFlex Buffer 4 μl 

10x MiScript Nucleics Mix, 2 μl 

MiScript Reverse Transkriptaz Mix 2 μl 

RNA 1 μl 

dH2O 11 μl 

Toplam  20 μl 

 

 

3.5. Real-Time qPCR ile RNA (lncRNA ve miRNA) Ekspresyon Analizi: 
 

Reaksiyon koşulları; 

  Her bir kuyucukta 5 μl SYBR Green mix, 2 μl nükleaz içermeyen su, 1 μl primer 

ve 2 μl cDNA olacak şekilde 96-kuyucuklu plakada kuruldu ve plakanın yüzeyi şeffaf 

yapışkan etiketle kapatıldı. Gerçek-zamanlı PCR cihazına yüklenen plaka, NEAT1 için, 

40 döngü olacak şekilde, 95 C'de 10 dk, 95 C'de 10 sn, 62 C'de 45 sn ve 72°C 30 sn 

olarak ve miR-410 için 45 döngü olacak şekilde 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). 

 

 Kullanılan 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' 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

 
 

Tablo 3.2. Real-Time PCR reaksiyon karışımı 

 

Madde  Miktar  

SYBR green PCR mastermix 5 

Forward Primer 0,5 

Reverse Primer 0,5 

cDNA 2 

dH2O 2 

Toplam 

 

10 

 

 

NEAT1 reaksiyon koşulları; 

95°C 10 dakika  

95°C 10 saniye,  

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

 

 

miR410 reaksiyon koşulları; 

95°C 15 dakika  

94°C 15 saniye,  

55°C 30 saniye,   45 döngü 

70°C 30 saniye 

 

 

 

3.6. İstatistiksel Analizler 
 

 Elde edilen IC50 verileri için Excel programında lineer grafik elde edilerek 

sonuçlar bulundu. Ekspresyon değişimleri 2-ΔΔCT metodu ile web tabanlı olarak RT2 

lncRNA PCR data analiz (Qiagen) kullanılarak belirlendi. Bu web tabanlı analiz student-

t test prensibine dayanmaktadır. 
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4. Bulgular  
 

 

4.1. Çalışmada Kullanılan Hücre Hatlarında DOX İçin IC50 Değerlerinin Tayini 
 

 Yapılan tez çalışmasında kullanılan MCF-7 ve MDA-MB 231 hücre hatlarında 

doksorubisin için %50 sağ kalım oranı hesaplama işlemi gerçekleştirildi. Uygun 

yoğunluğa gelen hücre dizileri tripsin edildikten sonra 96-well platelere 10.000 hücre 

ekildi. MCF-7 ve MDA-MB 231 hücre dizileri için DOX’un IC50 değerleri tayin edildi. 

MCF-7 hücre hattı için DOX’un IC50 değeri; 48. Saatte 6,14 µM, MDA-MB231 hücre hattı 

için ise DOX’un IC50 değeri; 72. Saatte 1,28 µM bulundu (Tabblo 4.1.), (Tablo 4.2.). 

 

 

Tablo 4.1: MCF-7 Yüzde canlılık grafiği 

 

 
 

 

 

 

 

 

y = -10.314x + 97.933
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Tablo 4.2: MDA-MB231 Yüzde canlılık grafiği 

 

 
 

 

MCF-10A kontrol hücre hattında doksorubisin muamelesi sonrası 24. Saatte IC50 değeri 

8,3 µM bulundu (Şekil 4.3). 

 

 

Tablo 4.3: MCF-10A Yüzde canlılık grafiği 

 

 
 

y = -0.278x + 1.095
R² = 0.9101
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4.2. Hücre Hatlarında NEAT1 ve miR410 Ekspresyon Sonuçları 
 

 Hücre hatlarına doksorubisin muamelesi sonrasında kantitatif gerçek zamanlı 

PCR ile NEAT1 ve miR410 ekspresyonları belirlendi. NEAT1 ekspresyonu, doksorubisin 

uygulanmayan hücrelere göre MCF-7 hücre hattında -155.42 kat azalırken, MDA-MB-

231 hücre hattında -69.55 kat azaldı. MCF-10a hücre hattında ise -7.78 kat azalma 

görüldü. miR-410 ekspresyonu ise MCF-7 hücre hattında 1.21 kat artarken, MDA-MB-

231 hücre hattında 1.83 kat artdı, MCF-10a hücre hattında ise 1.40 kat artış görüldü 

(Tablo 4.4). 

 

 

Tablo 4.4. kanser hücre hatlarında NEAT1 ve miR410 ekspresyon kat değişimleri.   

  
MCF-7 

  
MDA-MB231 

 

 
MCF-10A 

 

NEAT-1 
 

-155.42 

 

-69.55 

 

-7.78 

p  0.000016 0.000000 0.000000 

mİR410 1.21 
1.83 

 

1.40 

 

p 0.006058 0.00003 0.000000 
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5. TARTIŞMA 
 
 
 Meme kanseri, meme hücrelerinde başlayan ve kontrol dışı büyüyen bir grup 

kanser hücresidir. Meme kanseri, tüm dünyada en sık teşhis edilen kanserdir ve kadınlar 

arasında kansere bağlı ölümlerin önde gelen nedenidir. Küresel olarak, meme kanseri 

insidans oranı son birkaç on yılda hızla artmaktadır. Hem genetik hem de yaşam tarzı 

faktörleri özellikle diyet, meme kanseri etiyolojisinde rol oynamaktadır. Tüm meme 

kanseri tümör teşhisi, meme kanseri tipini ayırt etmek için immünohistokimya (IHC) 

kullanılarak, östrojen (ER), progesteron (PR) ve insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü-2 (HER2) reseptörlerinin saptanmasıyla başlamaktadır (Xiao vd, 2019; Dass 

vd, 2021). 

  Uzun kodlamayan RNA'lar (lncRNA'lar) genomda yaygın olarak kodlanır ve gen 

düzenlemesinde, transkripsiyon sonrası ve epigenetik mekanizmalarındaki çeşitli 

işlevlerinden dolayı tümörijenezde yeni oyuncular olarak ortaya çıkmaktadır. LncRNA'lar 

bir dizi kanserde düzensizdir, hem onkojenik hem de tümör baskılayıcı rolleri gösterir, bu 

nedenle anormal ekspresyonlarının kanser gelişimine önemli bir katkıda bulunabileceğini 

düşündürmektedir. NEAT-1, 2007 yılında Hutchinson ve arkadaşları tarafından 

metastazla ilişkili MALAT1'e paralel olarak ekspresyon dizisi deneylerinde keşfedildi. 

Parabenekler içinde lokalize olan çekirdekte zenginleştirilmiş bir lncRNA olarak ve 

parabenek bütünlüğü için esasen gerekli olduğu bulunmuştur. Meta-analizler, NEAT1'in 

çeşitli kanser türlerinde yukarı regüle edildiğini ve bunun olumsuz bir prognoz ve genel 

olarak kötü bir sağkalım ile sonuçlandığını açıkça göstermektedir. NEAT1'in meme 

kanseri biyolojisinde çok önemli bir rol oynadığına dair ilk kanıt, NEAT1, kanserde aktive 

olduğu, hipoksi ile indüklenebilir faktör 2'nin (HIF-2) doğrudan hedefi olduğundan, 

Choudhry ve arkadaşları tarafından sunuldu. HIF-2'nin NEAT1'i transkripsiyonel olarak 

düzenlediği göstermektedir. HIF-2 aktivasyonuna yol açan hipoksi altında, NEAT1 yukarı 

regüle edilir ve sonuç olarak parabenek oluşumu indüklenir, bu da daha önce hipoksik 

koşullar altında çekirdekte tutulduğu gösterilen bir faktör olan F11R'nin nükleer 

retansiyonu ile sonuçlanır. F11R tutulmasının hipoksi kaynaklı NEAT1 yukarı 

regülasyonuna bağlı olduğunu kanıtlayabilmektedir. Artan hücresel proliferasyon ve 

klonojenik hayatta kalmanın yanı sıra meme kanseri hücrelerinin azalmış apoptozisi, 
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hipoksiye bağlı NEAT1 yukarı regülasyonunun sonucudur (Hutchinson vd, 2007  

;Hauptman ve Glavač, 2013; Choudhry vd, 2015; Klec vd, 2018). 

 2016'dan bu yana, NEAT1'in meme kanseri ilerlemesine katkısı konusunda 

birçok araştırma yapıldı ve birkaç çalışma, bu lncRNA'nın farklı miRNA ile bağlantısını 

gösterdi. Ke ve arkadaşları, sarkomda kaynaşmış/liposarkomda yer değiştirmiş 

(FUS/TLS) ile NEAT1 ve mir-548ar-3p arasında bir ilişki bulmuşlar. FUS ve NEAT1 

doğrudan etkileşime girer ve ayrıca FUS'un inhibe edilmesi, artan apoptoz ile 

sonuçlanmaktadır. miR-548'in NEAT1 ekspresyonunu düzenlediği gösterilmiştir, çünkü 

miR-548'in aşırı ekspresyonu, NEAT1 ekspresyonunun azalmasına yol açarak sonuçta 

apoptozu indüklemektedir. Aynı zamanda NEAT-1, kalıtsal meme kanseri vakalarında, 

BRCA1’in bir hedefidir. BRCA1 eksikliği, NEAT1 ekspresyonunu arttırmakla, in vitro ve 

in vivo olarak tümörijenisiteyi arttırmaktadır. NEAT1, miR-129-5p genindeki CpG 

adalarının DNA metilasyonunu artırarak, miR-129-5p'yi negatif olarak düzenlemektedir. 

Azaltılmış miR-129-5p seviyeleri, onkojenik WNT sinyalini aktive eden artırılmış WNT4 

ekspresyonu ile sonuçlanmaktadır. Yazarlar, BRCA1/NEAT1/miR-129-5p sinyal 

ekseninin meme kanseri tümör oluşumuna katkıda bulunduğu sonucuna varmışlardır. 

Ayrıca yukarı regüle edilmiş NEAT1 ekspresyonu, NEAT1 ekspresyon seviyeleri ile 

negatif ilişki gösteren miR-101'i hedefleyerek, meme kanseri hücre büyümesini 

arttırmaktadır. miR-101, agresif meme kanseri için bir belirteç olan zest homolog 2'nin 

(EZH2) arttırıcısını hedefler ve miR-101'in yukarı regülasyonu, EZH2 seviyelerinin 

düşmesine neden olur. Bu nedenle araştırıcılar, NEAT1 yıkımının miR-101'e bağlı EZH2 

düzenlemesi yoluyla kanser hücresi büyümesini baskılayabileceğini öne sürmektedir. 

NEAT1'in yukarı regülasyonu, 5-florourasil (5-FU) direncini tetikleyen EMT'yi 

desteklemketedir. Li ve arkadaşları, NEAT1 kaynaklı EMT'nin yanı sıra, meme kanseri 

hücrelerinin kemo direnci, miR-211/HMGA2 ekseni ile düzenlediğini gösterdiler.  Kanser 

hücresi göçünü ve invazyonunu inhibe ettiği bilinen miR-211, yukarı regüle edilmiş 

NEAT1 tarafından bastırılır ve sonuç olarak EMT indükleyici yüksek mobilite grubu AT-

hook 2'nin yukarı regülasyonuna yol açmaktadır. Yazarlar, NEAT1, miR-211'i 

süngerlediğini ve böylece HMGA2'deki baskılayıcı işlevini engellediğini bildirmektedir 

(Klee vd, 2003; Ke vd, 2016; Li vd, 2017; Qian vd, 2017; Klec vd, 2019). 

 Jiang ve arkadaşları, MCF-10A hücrelerine kıyasla, çeşitli meme kanseri hücre 

dizilerinde NEAT1 seviyelerinin arttığını tespit etmiştir. NEAT1'in yukarı regülasyonu, 

kanser hücresi büyümesinin bilinen bir inhibitörü olan miR-448 ekspresyonu ile negatif 

ilişki göstermektedir. NEAT-1 ile indüklenen miR-448'in ortaklığı, bu miRNA'nın ZEB1 

üzerindeki inhibitör etkisini ortadan kaldırır, böylece EMT'yi teşvik ederek kanser 

ilerlemesinden sorumlu bu transkripsiyon faktörünü yukarı doğru düzenlemektedir. Tüm 

bu ilgili miRNA ve farklı düzenleyici yolların nedeni, Zhou ve arkadaşları'nın yakın tarihli  
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çalışmasında açıklanabilmektedir: Meme kanserinin dört alt tipinde lncRNA’ların (NEAT-

1, OPI5-AS1 ve AC008124.1) etkisini gösterdiler. NEAT-1, OPI5-AS1 ve AC008124.1 

lncRNAlar, çeşitli miRNA ile rekabet ederek ceRNA ağında belirli roller uygular ve 

anormal bir ifade, ağ yapısını bozabilmektedir. NEAT1'in dört meme kanseri alt tipinde 

farklı RNA ile rekabet ettiği ve dolayısıyla hücre aktiviteleri üzerinde çeşitli düzenleyici 

işlevler uyguladığı gösterilmiştir. Örneğin bazal tipte NEAT1 tipi, tümörigenezin temeli 

olan vaskülogenezi etkileyen TGFB1 ile rekabet eder. HER2+ tipinde, NEAT1, kanser 

hücreleri içindeki glikolitik süreçleri düzenleyen LDHA ile rekabet etmektedir (Jiang vd, 

2018;  Zhou vd, 2018; Klec vd, 2018). 

 Kemoterapi, sistemik veya lokal tedavi dahil olmak üzere tümör tedavisinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Malesef, birçok kanser türünde kemoterapi yavaş yavaş 

duyarsızlaşmaktadır. Birçok çalışma, ilaç direncinin lncRNA'lar anormal ifadeleriyle 

yakından ilişkili olduğunu göstermektedir. Klinik ilaç direnci, direncin bir veya birden fazla 

ilaçla sınırlı olduğu tekli ve çoklu ilaç direnci (MDR) olmak üzere iki farklı tipte karakterize 

edilebilmektedir. MDR, geniş bir antikanser ilaç yelpazesine karşı direnci yansıtmaktadır 

(Deng vd, 2016; He vd, 2021). 

 Doksorubisin (DOX), kanser hücrelerinde proliferasyonu baskılayabilen ve 

topoizomeraz II aktivitesini inhibe eden ve DNA kırılmaları üreterek apoptozu 

tetikleyebilen iyi bilinen bir kemoterapötik ajandır. DOX'un bu aktivitesi mitoz ve hücre 

döngüsü ilerlemesini sınırlar. Ancak DOX'un sık uygulanması kanser hücrelerinde 

direncin ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Genetik ve epigenetik faktörlerin, kanser 

hücrelerinin DOX direncini sağlayabildiği görülmektedir. LncRNA düzensizliği, 

kemorezistans ile ilişkilendirilmiştir ve bu profil, kanserin DOX tedavisi üzerine ortaya 

çıkmaktadır. LncRNA'lar, NF-κB, PI3K/Akt, Wnt ve FOXC2 gibi yolları aktive ederek DOX 

direncini sürdürebilir. Bazı lncRNA'lar, dirence aracılık eden DOX'un neden olduğu 

strese, yanıt olarak koruyucu otofajiyi etkinleştirebilir (Şekil 5.1). Tersine, PTCSC3 ve 

FENDRR, Polidatin gibi bazı anti-tümör ajanları, lncRNA'ların ekspresyonunu 

düzenleyerek DOX duyarlılığını arttırabilir. Genel olarak, lncRNA'lar DOX direncinde 

potansiyel oyunculardır ve bunların tanımlanması ve hedeflenmesi kemosensitivite 

açısından önemlidir (Ashrafizade vd, 2021). 
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Şekil 5.1. Kanser hücresinin doksorubisin direncinde uzun kodlamayan RNA’lar 
(Ashrafizade vd, 2021).  
 
 
 
 Liu ve arkadaşaları yaptığı bir çalışmada, meme kanserinde NEAT1 ve Cyclin 

D1'in (CCND1) regülasyonları, miR-410-3p’nin regülasyonu ile ilişkili olduğunu 

belirlenmiştir. NEAT1 ve CCND1 yukarı doğru düzenlenirken miR-410-3p meme kanseri 

doku ve hücrelerinde aşağı doğru regüle edilmektedir. Daha yüksek NEAT1 ekspresyon 

seviyesi, meme kanseri hastalarının daha düşük hayatta kalma oranı ile ilişkilendirildi. 

MiR-410-3p'nin yıkılması, geri yüklenen susturulmuş NEAT1 aracılı, meme kanseri 

hücrelerinin proliferasyon, göç, imvazyon ve epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT)'sinin 

inhibisyonuna aracılık etmektedir. Ek olarak, NEAT1, meme kanseri hücrelerinde miR-

410-3p'yi süngerleyerek CCND1 ekspresyonunu düzenlemektedir. NEAT1 yıkımı, in vivo 

olarak tümör büyümesini bloke etmektedir (Liu vd, 2020). 

 Guo ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, DOX'e dirençli ürotelyal mesane 

kanserinde (UBC) dokularında ve hücrelerinde NEAT1'in yukarı regüle edildiğini ve miR-

214-3p'nin aşağı regüle edildiğini belirlenmektedir. Ayrıca, mekanizma analizi, NEAT1 

yıkımının negatif olarak düzenlenmiş miR-214-3p ekspresyonunu ve NEAT1/miR-214-

3p'nin, Wnt/β-katenin yolağı ile UBC ön çalışmasında DOX direncine katkıda 

bulunduğunu ortaya koydu (Şekil 5.2). Bu çalışma, UBC'de NEAT1/miR-214-3p kaynaklı 
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bir DOX direnci düzenleyici ağı kuran ilk çalışmadır ve DOX direncine sahip UBC için 

umut verici bir terapötik stratejiye işaret etmektedir (Guo vd, 2018). 

 

 

 
 Şekil 5.2. DOX'a dirençli UBC dokularında ve hücrelerinde NEAT1 yukarı 
regüle edildi ve miR-214-3p aşağı regüle edildi (Guo vd, 2018). 
 

 

 Bu çalışmada yaptığımız analizlerde; doksorubisinin etkisinin NEAT1’in 

üzerinden miR410 regülasyonu ile katkıda bulunduğunu göstermeyi amaçladık. 

 NEAT1 ekspresyonunun doksorubisin muamelesi sonrası MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücre hatlarında sırası ile -155.42 ve -69.55 kat azalmaktadır. Sağlıklı meme epitel 

hücresi olan MCF-10A hücre hattında ise -7.78 kat ekspresyon azalması 

gözlenmektedir. 

 miR410 ekspresyonu ise hem hücre hatları hem de doz uygulaması ile ilişkili 

bulunmamıştır. Biz bu çalışma ile meme kanserinde doksorubisin direnci ile NEAT1’in 

ilişkili olabileceği fakat miR410’un bu yolakta etkili olmadığını gösterdik.  
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6. SONUÇLAR 
 
 NEAT1 ekspresyonu, meme kanseri hücre hatları olan MCF-7 ve MDA-MB231 

hücre hatlarında düşük düzeyde ekspresyon gösterirken, MCF-10A sağlıklı meme hücre 

hattında kanser hücre hatlarına göre daha yüksek düzeyde ekspresyon göstermektedir. 

Bu da doksorubisinin meme kanseri hücre hatlarında etkisinin NEAT1 üzerinden 

olabileceğini düşündürmektedir. Sağlıklı hücreledeki ekspresyon seviyesenin kanser 

hücrelerine göre farklılık göstermesi, NEAT1 ekspresyonunun ilaç dirençliliği için bir 

belirteç olabileceğini ortaya çıkartmaktadır.  

 miR-410 ekspresyon kat değişimi ise, hücre hatları arasında anlamlı fark 

göstermemiştir. Bu da bize miR-410’nun doksorubisin etki mekanizmasında görev 

almadığını düşündürmektedir. 
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