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OZET

Tez calismasinda, meme kanserinde (BC) doksorubisin (Dox) direncinin gelisiminde uzun
kodlanmayan RNA (IncRNA) UCAT’in PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonu tlizerindeki etkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Oncelikle, MCF-7 hiicrelerinde doksorubisin direnciindiiklenmis,
hiicrelerde diren¢ 0,64 uM seviyesine ulasilmistir. Direngli hiicrelerde (MCF-7/Dox) direnc
olusumu; hiicre morfolojisinin incelenmesi, ¢oklu ilag direnci ile iliskili protein 1 (MRP1) gen
ekspresyonunun degerlendirilmesi ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun regiilasyonu ile
dogrulanmistir. Hiicrelerin igsi sekil aldigi, uzunluklarinin arttig1 ve sitoplazmalarinda birden
fazla vezikiil bulundugu gozlemlenmistir. Ilaca direncin, MRP1 gen ekspresyon seviyesinin
transkript diizeyinde 4 kat artmasiyla olustugu gosterilmistir. Ayrica, direng gelistiren
hiicrelerin mezenkimal 06zellik kazandigini desteklemek amaciyla epitelyal-mezenkimal
doniisiim (EMD) stirecine iliskin genlerin (E-kaderin, Okludin, Klaudin-1, N-kaderin, Twist-1,
Vimentin) ekspresyon seviyeleri kantitatif PCR (qPCR) yontemiyle analiz edilmistir. MCF-
7/Dox hiicrelerinde E-kaderin, Okludin ve Klaudin-1 gen ekspresyon seviyelerinin azalirken,
N-kaderin, Twist-1 ve Vimentin gen ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede arttigi
belirlenmistir. Bu bulgular, direng gelistiren hiicrelerin mezenkimal 6zellik kazandigini ortaya
koymaktadir. MCF-7/Dox hiicrelerinde doksorubisinin hiicre canlihigl tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla MTT testi yapilmis ve MCF-7/S ile MCF-7/Dox hiicrelerinin inhibitor
konsantrasyonu 50 (ICso) degerleri sirasiyla 1,65 uM ve 128,5 uM olarak belirlenmistir. MCF-
7/Dox hiicrelerinin, MCF-7/S hiicrelerine kiyasla doksorubisine karsi 78 kat daha yiiksek
diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, Dox direnci gelisen hiicrelerde UCA1l gen
ekspresyonunun arttigt ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun upregiile oldugu, bu sinyal
yolunda gorev alan Akt1, Akt2, mTOR ve PTEN genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artisa

baghh olarak gosterilmistir. Calismanin ilerleyen asamasinda, lipofektamin yontemi
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kullanilarak siUCA1 hiicrelere transfekte edilmistir. qPCR analizleri, siUCA1 transfeksiyonu
sonrasinda UCA1 gen ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
diizeyde (%50) azaldigini gostermistir. siUCA1 transfeksiyonu, hem MCF-7 /Dox hem de MCF-
7/S hiicrelerinde 1Cso degerlerini anlamli sekilde azaltmistir. Bu sonug, UCA1’in doksorubisin
direncini tersine cevirmede potansiyel bir aday olabilecegini gostermektedir. Ayrica, UCA1'in
susturulmasinin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu baskiladigi ve hiicrelerin motilite yetenegini
anlamli derecede azalttigl saptanmistir. Sonu¢ olarak, IncRNA UCA1'in meme kanserinde
doksorubisin direncinin tersine g¢evrilmesinde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu ile iliskili

olabilecegi, literatiirde ilk kez bu tez calismasi ile tanimlanmistir.

Anahtar Kavramlar: Meme Kanseri, Doksorobusin Direnci, IncRNA, PI3K/AKT/mTOR

Bilim Kodu: 20610
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ABSTRACT

This thesis study aimed to investigate the effect of the long non-coding RNA (IncRNA) UCA1 on
PI3K/AKT/mTOR signaling in the development of doxorubicin (Dox) resistance in breast
cancer (BC). Initially, doxorubicin resistance was induced in MCF-7 cells, and the resistance
level reached 0.64 uM. The development of resistance in resistant cells (MCF-7/Dox) was
validated through the examination of cell morphology, the evaluation of multidrug resistance-
associated protein 1 (MRP1) gene expression, and the regulation of the PI3K/AKT/mTOR
signaling pathway. Resistant cells were observed to adopt a spindle-like shape, exhibit
increased length, and contain multiple vesicles in their cytoplasm. Dox resistance was
demonstrated by a 4-fold increase in MRP1 gene expression at the transcript level
Additionally, to support the acquisition of mesenchymal features in resistant cells, the
expression levels of genes associated with the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)
process (E-cadherin, Occludin, Claudin-1, N-cadherin, Twist-1, Vimentin) were analyzed using
quantitative PCR (qPCR). In MCF-7 /Dox cells, the expression levels of E-cadherin, Occludin, and
Claudin-1 genes were decreased, whereas the expression levels of N-cadherin, Twist-1, and
Vimentin genes were significantly increased. These findings indicate that resistant cells
acquired mesenchymal characteristics. To examine the effect of doxorubicin on cell viability in
MCF-7 /Dox cells, an MTT assay was performed, and the half-maximal inhibitory concentration
(ICso) values of MCF-7/S and MCF-7/Dox cells were determined as 1.65 pM and 128.5 pM,
respectively. MCF-7/Dox cells exhibited 78-fold higher resistance to doxorubicin compared to
MCF-7/S cells. Furthermore, it was shown that UCA1l gene expression and the
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway was upregulated in Dox-resistant cells, as evidenced by
increased expression levels of genes involved in this pathway, including Akt1, Akt2, mTOR, and
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PTEN. In the next step of the study, siUCA1 was transfected into the cells using the
lipofectamine method. qPCR analyses revealed that UCA1 gene expression was statistically
significantly reduced by 50% in transfected cells compared to the control group. siUCA1l
transfection significantly decreased ICso values in both MCF-7/Dox and MCF-7/S cells. This
result suggests that UCA1 could be a potential candidate for reversing doxorubicin resistance.
Additionally, it was observed that UCA1 silencing suppressed PI3K/AKT/mTOR signaling and
significantly reduced the motility of cells. In conclusion, this thesis study is the first in the
literature to identify that IncRNA UCA1 may be associated with the reversal of doxorubicin

resistance in breast cancer through its regulation of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.

Key Terms: Breast Cancer, Doxorubicin Resistance, IncRNA, PI3K/AKT/mTOR

Science Code: 20610
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GIRIS
Meme kanseri (BC), meme dokusundaki hiicrelerin degistigi ve kontrolstiz boliindigg,
genellikle bir yumru veya kitleye neden olan heterojenik bir kanserdir. Bu kanser, diinya
genelinde kadin saglhigini tehdit eden en yaygin malign tiimoérlerden biri olarak bilinmektedir
(Siegel vd., 2017). Meme kanseri, cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, hormonal tedavi
ve hedefe yonelik tedavi gibi bir dizi multidisipliner yaklasim ile tedavi edilmektedir.

Kemoterapi, meme kanserinin tedavisinde hala temel bir rol oynamaktadir (Prihantono &
Faruk, 2021).

Doksorubisin (DOX), erken evrede teshis edilen ya da metastatik BC tiimorlerinin tedavisinde
siklikla tercih edilen etkili kemoterapide kullanimaktadir (Nicolini vd., 2006). Bununla birlikte,
kemoterapi ilaglarinin siirekli kullanimiyla bazi hastalarda kemoterapi ilaglarina karsi direng
gelismekte, bu da zayif kemoterapi etkisine ve kotii prognoza yol agmaktadir. Bu durum,
kanser kemoterapisi alaninda oldukg¢a zorlu bir bilimsel problem haline gelmistir (Wijdeven
vd.,, 2015). Kemoterapi oncesinde veya tedavi sirasinda, 6zellikle baslangigcta duyarlilik
gosteren tlimorler, intrinsik olarak direngli olabilirler. Bu nedenle, kemoterapi direncinin
mekanizmalarini anlamak, kanser tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde ¢ok 6nemlidir
(Abdullah & Chow, 2013).

Kemoterapi direncinin olasi molekiiler mekanizmalar1 arasinda, ilag metabolizmasi, ilag¢
tasiyicilari, ilag metabolize eden enzimler, sinyal yolaklari, epitelyal mezenkimal gecis
kodlanmayan RNA’lar, DNA tamiri ve apoptozdan kacinma yer almaktadir (Simstein vd., 2003).
Son yillarda, yeni molekiler hedeflerin belirlenmesi amaciyla kemorezistans
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile ilgili kodlanmayan RNA’larin roli ve fonskiyonlarinin
arastiran c¢alismalara yogunlasilmistir (Chang vd., 2018; X.-L. Hu vd., 2018; Z. Li, Qian, vd.,
2019; M. Zhang vd., 2020).

LncRNA'lar, tek sarmally, ¢ift sarmalli ve dairesel gibi ¢esitli karmasik ikincil yapilara sahiptir.
DNA, RNA ve proteinlerle etkilesime gecerek sirasiyla yem molekiilii, kilavuz molekiil, sinyal
molekulli ve iskele molekili olarak gorev yapar ve bu etkilesimler aracilifiyla kanserin
olusumu ve ilerlemesini diizenler. Artan bilimsel kanitlar, IncRNA'larin kemoterapi direncinde
onemli ve ¢ok yonli roller iistlendigini ortaya koymaktadir. LncRNA'lar (MALAT1, HOTAIR,
GAS5, NEAT1, UCA1), apoptozun baskilanmasi, kanser kok hiicre 6zelliklerinin desteklenmesi,
hiicrelerin epitelyal formdan mezenkimal forma doniismesi (EMD), hiicresel metabolizmanin
modifiye edilmesi, otofajinin indiiklenmesi, hiicre donglsi diizenlemesinin degistirilmesi,
DNA onarim mekanizmalarinin yeniden yapilandirilmasi ve ilag metabolizmasi ile tasiniminin
etkilenmesi gibi cesitli mekanizmalarla kemoterapi direncine katkida bulunabildigi
bildirilmistir (Connerty vd., 2020; Khalili-Tanha & Moghbeli, 2021)



Urothelial carcinoma associated 1 (UCA1), ilk kez mesane kanserinde tanimlanmis bir
kodlanmayan RNA tiiriidiir. Insan endojen retroviriis H gen ailesine ait olan UCA1, malign
mesane Kkanseri hiicrelerinde yliksek diizeyde ifade edilmektedir. UCAl'in asir
ekspresyonunun, sisplatin tedavisi sirasinda mesane kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasini
destekledigi gosterilmistir (Y. Fan vd. 2014a). UCA1l’in yiiksek ekspresyonu, diisiik hiicre
farklilasmasi, yiiksek tiimor derecesi ve kotlii genel sagkalim ile iliskilidir. UCA1’in
susturulmasi, tlimor hiicresi proliferasyonunu engelleyebilmektedir. Ayrica, DOX'un,
SGC7901/DOX hiicrelerinde UCA1’in ekspresyonunu baskilayarak apoptozu indiikledigi, PARP
proteininin parcalanmasina ve BCL-2 seviyelerinin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.
Bu bulgular, UCA1’'in mide kanserinde hiicre proliferasyonu ve DOX direnci mekanizmalarini
diizenleyerek onkojenik bir role sahip oldugunu ortaya koymustur (Shang vd. 2016).
Bildigimiz kadariyla literatiirde meme kanserinde UCA1’'in doksorubisin direncini artirdigi ile
ilgili suana kadar sadece bir arastirma sonucu yayinlanmistir (Wo vd., 2022). Burada meme
kanseri hiicrelerin, kisa siireli TGF-beta uygulamasi sonucunda doksorubisin direnci kazandigi
tespit edilmistir.

Insanda goriillen kanserlerde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi en diizensiz sinyal iletim
sistemlerinden biridir. PI3K/AKT/mTOR yolak, hiicrelerin hayatta kalma, biliyiime, cogalma
ve hareketliligini kontrol eden kritik mekanizmalardan biridir. Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K),
fosfoinositlerin 3-hidroksil grubunu fosforile eden, daha genis bir lipid kinaz ailesine ait
heterodimerik bir molekil olarak tanimlanmaktadir. PI3K, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfati
(PIP3) diizenleyerek AKT kinazinin aktivasyonunu saglar. AKT'nin aktivasyonu, memeli
rapamisin hedefi (mTOR) proteininin fosforilasyonunu tetikleyerek protein sentezini ve hiicre
biiylimesini artirir; bu durum, malign hiicrelere 6nemli bir avantaj sunmaktadir. PAM
aktivitesi, tlimor baskilayic1 fosfataz ve tensin homologu (PTEN) tarafindan negatif olarak
diizenlenir. PTEN kayb1 ve yliksek AKT ekspresyonu nedeniyle PAM yolu genellikle agresif
tiimorler, kotli prognoz ve meme kanserinde kemoterapi direnci ile iliskilendirilir. Bu yolaginin
aktivitesi, PTEN araciligiyla negatif yonde diizenlenmektedir. Ancak, PTEN kaybi ve yiiksek
AKT ekspresyonu, bu yolakta diizensizliklere yol acarak, bu yolaginin agresif tiimorler, kot
prognoz ve meme kanserinde kemoterapi direnci ile iliskilendirilmesine neden olmaktadir
(McKenna vd., 2018; Nedeljkovi¢ & Damjanovié¢, 2019; P. Xia & Xu, 2015). Bu baglamda, uzun
kodlanmayan RNA’larin PI3K/AKT/mTOR yolagini hedefleyen yeni tedavi stratejileri, 6zellikle
doksorubisin direnci gelismis durumlarda, gelistirilmesi umut vadetmektedir. = Bu tez
calismasinda amacimiz, meme kanserinde doksorubisin direnci gelistirdigimiz meme
kanserini altinda yatan mekanizmalardan biri olan PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonunda
UCAT’in etkisinin anlasilmaya c¢alisilmasidir. Ayrica doksorubisin diren¢li meme kanseri
hiicreleri ile epitelyal mezenkimal dontlistim siireci arasindaki etkilesim ve UCA1'in meme

kanseri hiicrelerinin go¢ etme yetenegine etkisinin arastirilmasi bir diger amacimizdir.



Tezin amaci dogrultusunda, 6ncelikle laboratuvarda in-vitro kanser modeli insan MCF-7 hiicre
hatlar1 kullanilarak bu hiicrelere doksorubisin direnci gelistirilmistir. Literatiirde kemoterapi
direnci gelistiren kanser hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal doniisiim gecirdigi ve invaziv
ozellikler kazandig1 bilindigi icin bir baska ifadetle EMD stireci, AKT/mTOR yolu da dahil olmak
tizere ¢oklu sinyal yollar1 araciligiyla diizenlendigi rapor edildiginden , laboratuvarda
gelistirlen MCF-7/Dox hiicrelerinin mezenkimal forma doéniisiip/donilismedigi bu siirecte
gorevli baz1 genlerin ekpresyon diizeylerine bakilarak tespit edilmistir. Bir sonraki asamada
bu hiicrelerde IncRNA UCAlgen susturma isleminin ardindan PI3K/AKT/mTOR
sinyalizayonunda gorev alan bazi molekiillerin (PTEN, Aktl, Akt2, mTOR) etkilesimlerine
ekspresyon analizleri ile bakilarak aralarindaki iliski tanimlanmistir. Ayrica, UCA1l'in
baskilanmasinin, meme kanseri hiicrelerinin DOX'a duyarliligini nasil etkiledigi ve bu etkinin
molekiiler mekanizmalari incelenmistir. Bu c¢alismada elde edilen bulgular, ve tez
calismasindan sonra daha detayli bir sekilde bu konudaki arastirmalar arttiginda UCA1’in,
meme kanseri hastalarinda direng gelisimi tedavi etmek i¢in PI3K/AKT/mTOR
sinyalizasyonunu hedef alan anahtar bir molekiil olabilecegi, alternatif terapotik yaklasimlar

gelismesine katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Meme kanserinde UCA1 susturulmasi ile eger doksorubisin direnci kirilirsa, bu ilacain direng
mekanimasini anlamak i¢cin 6nemli olacaktir. UCA1’in susturulmasi, endokrin direnci olusmus
meme kanseri hiicrelerinin doksorubisine direncini tersine ¢evrilmesi durumunda yeni bir
terapotik hedef olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece, hedef tedavi etkinligi arttirilmasi,
daha glivenli, etkin ve tedavi secenegi olusturulmasinda tez arastirmasi sonuclarinin 6nemli

katki saglayacagini diisiinmekteyiz.



1. BOLUM
GENEL BILGILER

Kanser, viicudun normal hiicresel diizenini bozan ve kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve
cogalmasiyla karakterize olan bir hastaliktir. Bu hastalik, normal hiicrelerin genetik yapisinda
meydana gelen degisiklikler sonucunda ortaya cikar. Kanser genellikle multifaktoriyel bir
hastaliktir. Kanserin olusumunda etkili faktorler: genetik yatkinlik, cevresel faktorler (6rnegin,
sigara icme, radyasyona maruz kalma, zararh kimyasallara maruz kalma), kronik enfeksiyonlar
(6rnegin, HPV, Helicobacter pylori), hormonal faktdrler, ve yasam tarzi aliskanhklaridir
(6rnegin, sagliks1z beslenme, hareketsiz yasam tarzi) (Hanahan & Weinberg, 2000). Kanser
hastaliginin tedavisinde cerrahi operasyon, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, hedefe
yonelik ilaglar gibi secenekler mevcuttur. Kanser cesidine ve evresine gore bu tedavi
seceneklerinden bir veya bir kaci tercih edilmektedir (Siegel vd., 2020).

Hanahan ve Weinberg'in makalelerinde (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011)
tim kanser hiicrelerinin hiicresel fenotip diizeyinde birlestiren ortak o6zelliklerin neler
oldugunu Sekil 1.1.'deki gibi gosterilmistir. Sekil 1.1.’"de sekiz temel ayirt edici 6zellik, kanser
hiicrelerinin kazanilmis biyolojik yeteneklerini ifade etmektedir. Bu yetenekler arasinda
araliksiz proliferatif sinyallesme, biiylime baskilayici mekanizmalardan ka¢inma, hiicre
6limiine direng gelistirilmesi, sinirsiz ¢ogalma potansiyelinin olmasi, yeni damar yapisi
olusumu veya indiiklenmesi, invazyon ve metastazin aktive edilmesi, hiicresel metabolizmanin
yeniden programlanmasi ve bagisiklik sisteminden kac¢is (immun aracili yok edimden
kurtulma) yer almaktadir (Hanahan, 2022).
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Sekil 1.1. Hanahan, (2022)’dan modifiye edilen kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri



1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagh kadinlarin birincil
6liim sebebidir. Amerikan Kanser Dernegi'ne (ACS) gore 2023 itibariyla, her 8 kadindan birine
(%13) yasamlarinin bir doneminde meme kanseri teshisi konacagi rapor edilmistir (Breast
Cancer Facts&Figures, t.y.). Erkekler icin ise meme kanseri gelistirme olasiligi 833 erkekten biri
(%0,12) olarak belirlenmistir (American Cancer Society Facts & Figures 2022-2024, 2022).

Tirkiye’'de de her sekiz kadindan birinin hayatlar1 boyunca meme kanserine yakalanma riski
tasidigl ve bu siireci etkileyen bircok faktériin bulundugu belirtilmistir. Ulkemizin batisinda
doguya gore iki kat daha fazla meme kanseri tanisi alan hasta tespit edilmistir (Akyolcu vd.,
2013). Meme kanserinin etiyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte, ¢cevresel faktorler,
sigara ve alkol kullanimi, hormon replasman tedavisi, genetik yatkinlk, aile oykiisii gibi
faktorlerden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir ( Azizi, 2022).

Meme kanseri, siit iireten bezler ve bu bezleri meme basina baglayan kanallardan olusan meme
dokusunda ortaya ¢ikar. Meme dokusunun geri kalani, yag, bag dokusu ve lenfatik doku igerir.
Her ne kadar meme dokusundaki herhangi bir hiicre kanser olusturabilse de, tiimo6r olusumu
genellikle kanallardan (duktal karsinom) veya bezlerden (lobiiler karsinom) kaynak alir
(Darcansoy Iseri, 2009) ve bu kisimlardan invaziv 6zellik kazamr. Invaziv meme kanseri
hiicreleri farkh histolojik goriiniim olusturabilirken, molekiiler altipi olarak 4 gruba
ayrilmaktadir (Sert & Tiiyli Kugtikkiling, 2022).

1.1.1. Meme kanserinin molekiiler alttipleri

Luminal A: Bu alt tip, en sik goriilen (%50-60) tip olmakla beraber, 6strojen reseptorii (ER)
ve/veya progesteron reseptorii (PR) pozitif, ancak insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii
2 (HERZ2) negatif olan kanserleri icerir. Diisiik hiicre ¢cogalma oranina ve genellikle daha iyi bir

prognoza sahiptirler.

Luminal B: Luminal A'dan farkli olarak, bu alt tipte ER ve/veya PR pozitif ve HER2 pozitif veya
HER2 negatif, ayrica Ki-67 ekpresyon seviyeleri yiiksektir. Luminal B kanserlerinin genellikle

daha ytiksek hiicre cogalma orani ve daha koétii bir prognoza sahiptir.

HER2-pozitif: Bu alt tip, HER2 proteinini asir1 miktarda ifade eden kanserleri kapsar. Bu tiir
kanserler genellikle agresif bir seyir gosterir ve hedefe yonelik tedavilerle kontrol altina

alinmaya ¢alisilir (Sert & Tiiyli Kiiglikkiling, 2022).

Uclii negatif (Bazal benzeri) meme kanseri: Bu alt tip, ER, PR ve HER2'nin higbirini ifade
etmeyen kanserleri icerir. Meme kanserinin %15-20’si bu alt tipte goriilmektedir. Hormon
tedavisi ve hedefe yonelik ilaclar bu meme kanseri alt tipinde kullanilamamaktadir. Meme

kanseri tipleri arasinda en agresif seyire sahiptir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon



goriilen, 40 yas altindaki kadinlarda daha sik karsilasilmaktadir (Dass vd., 2021). Bu molekiiler

altiplerin genel 6zellikleri ve birbirinden farkliliklar1 Tablo 1.1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1. Meme kanseri alt tiplerinin 6zellikleri. ERa: 6strojen reseptorii alfa; HER2: insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2; PR: progesteron reseptori (Clusan vd., 2023).Meme
kanseri alt tiplerinin 6zellikleri. ERa: 6strojen reseptorii alfa; HER2: insan epidermal biiyiime

faktorii reseptorii 2; PR: progesteron reseptorii (Clusan vd., 2023)

Luminal A Luminal B Her2-pozitif Uclii Negatif
Vaka Orani 60% 10% 20% 10%
ERa ++ + - -
ekspresyonu
PR ekspresyonu ++ + - -
HER2 - +/- + -
ekspresyonu
Proliferasyon Diisiik Yiiksek Yiiksek Yiiksek
(Ki67)
Prognoz Iyi Orta Orta Kotii
Tedavi Endokrin Endokrin Anti-Her2 Kemoterapi

1.1.2. Ostrojen ve dstrojen reseptorii pozitif meme kanseri

Ostrojen, kolesterolden sentezlenen bir steroid hormondur. Premenopozal kadinlarda
yumurtaliklarin trettigi bu hormonun, meme bezinin biiylimesi, farklilasmasi ve islevini
etkiledigi uzun siiredir bilinmektedir. Ostrojen cesitli yapilarda bulunabilse de, estradiol (E2)
olarak da adlandirilan 17f-estradiol, meme bezlerinde en bol bulunan 6strojen formudur
(Carroll vd., 2017).
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Hormon bagimli meme kanseri vakalarimin yaklasik %70'i, luminal A ve B olarak
siniflandirilan, ostrojen reseptorii (ER) eksprese eden tiimor hiicrelerinden olusur. Bu tip
kanserlerde, Ostrojenler timor hiicrelerinin biiylime ve gelismesinde merkezi rol oynayan
baslica sinyallerdir. Ostrojenlerin hiicresel etkisi, esas olarak niikleer dstrojen reseptérleri
ERa, ER3 ve membrana bagli G-protein eslenik dstrojen reseptorii (GPER, ayni zamanda GPR30
olarak da bilinir) araciligiyla gerceklesir. Ostrojen, 6strojen reseptorlerine (ERa ve ERP)
baglanarak etkilerini gosterir. Meme dokusunda ilk tanimlanan reseptor alt tipi ER-a olmustur,
bu yiizden arastirmalarin ¢ogu meme bezindeki ER-a'nin biyolojik roliine odaklanmistir
(Roger vd., 2001).

ERa’'nin etki mekanizmasi 6strojen (E2)'nin ERa'ya baglanmasi ile baslar. Reseptor
konformasyonel degisime ugrar, dimerize olur, cekirdege gider ve transkripsiyonel
koaktivatorlarla birlikte ¢alisir. Ligand tarafindan aktive edilen ERa, hedef genlerin
promoterlerindeki dstrojene duyarl elementlere (ERE) baglanir ve ayn1 zamanda aktivator
protein 1 (AP1) ve spesifik protein 1 (SP1) gibi transkripsiyon faktorleriyle de etkilesime
girerek, ERE'si olmayan genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde de rol alir. Bu genomik
mekanizma, hiicre biiyltimesi ve farklilasmasi, hiicre dongtisii, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
gibi ilgili yiizlerce genin transkripsiyonunu diizenlemektedir (Clusan vd., 2023). Bu ylizden
ERa, biyolojik siirecleri diizenleyen o©nemli bir transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapmaktadir. Kanserlesmede, ERa'nin aktive olmasi, onkojenik potansiyele sahip MYC, BCL ve
Cyclin D1 gibi ¢esitli genlerin ekspresyonunu indtkler. Bu genlerin ekspresyonu, 6strojen
uyarisina yanit olarak kanser hiicrelerinin hizli cogalmasina ve DNA hasarinin artmasinda
neden olur. Boylece ERa, meme kanseri gibi dstrojen reseptorii (ER)-pozitif tiimorlerde hiicre
cogalmasi ve tiimor gelisiminde kritik bir rol oynar. ERa, hiicre zarinda G proteinleri (Ga) veya
biiytime faktori (GF) reseptorleri ile etkilesime girebilir. Bu durumda, ERa'nin aktivasyonu,
ikinci haberci molekiiller olan siklik adenozin monofosfat (cAMP) gibi sinyallerin iiretilmesine
ve PI3K/AKT ya da Ras/MAPK sinyal yollarinin aktive olmasina neden olur. Bu non-genomik
etki, hiicrelerin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin

(TFs) aktivasyonunu tetikleyerek, hiicresel siireclerde 6nemli rol oynar (Harbeck vd., 2019).

ERa-pozitif metastatik meme kanseri vakalarinda birinci basamak tedavi olarak endokrin
tedavi uygulanir. Endokrin tedavi, ilaclarin etki mekanizmalarina gore ii¢ gruba ayrilir. ilk
grup, ERa fonksiyonunu antagonize eden tamoksifen ve raloksifen gibi sec¢ici ER modiilatorleri
(SERM'ler) igerir. Ostrojenin aksine, tamoksifen gibi antagonist molekiiller ERa'y1 inaktif
konformasyonuna neden olur. ikinci grup, aromataz enzimini bloke ederek periferik dokularda
Ostrojen iiretimini baskilayan letrozol, anastrozol ve eksemestan gibi aromataz inhibitérlerini
(Al'lar) icerir. Uciincii grup olarak ERa 'min ifadesini azaltmak icin anti-6strojen olan
fulvestrant gibi secici ER diizenleyiciler (SERD'ler) yer alir (Traphagen vd., 2021). Ostrojen
bagiml sinyal yolunun ER+ meme tiimérlerinin biiylimesi icin kritik oldugu, dolayisiyla
terapotik miidahalede 6nemli bir hedef oldugu belirtilmistir (Xue vd., 2019). Ancak, endokrin

tedaviler baslangigta etkili olsa da, bu tedavilere diren¢ gelismesi ciddi bir sorun olarak



karsimiza ¢ikmaktadir. Direng, tedavi baslangicinda de novo olarak veya tedavi siirecinde
kazanilmis olarak gelisebilir (H. Yang vd., 2021). Bu direncin ortaya ¢cikmasinda, ESR1 geninde
mutasyonlar ve ERa sinyalini etkileyen ko-regiilator proteinlerdeki degisiklikler gibi faktorler
rol oynamaktadir (Nath vd., 2022; Spoerke vd., 2016). Son ¢alismalar, endokrin direncinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinin énemini vurgulamaktadir. Ornegin,
ESR1 mutasyonlarinin, daha agresif bir hastalik fenotipi ve standart endokrin tedavilere daha
zayif yanitlarla iligkili oldugu bildirilmistir (Spoerke vd., 2016). Diren¢ sorununu ¢ézmek icin,
arastirmacilar, endokrin tedavisini CDK4/6 inhibitérleri ve mTOR inhibitorleri gibi diger
tedavi yontemleriyle birlestiren kombinasyon terapileri iizerine yogunlasmistir (A vd., 2021).
Bu kombinasyonlar, tiimor biiyiimesi ve hayatta kalmasi ile ilgili birden fazla yolu hedefleyerek
endokrin tedavisinin etkinligini artirmay1 amaglamaktadir. Ornegin, CDK4/6 inhibitérlerinin,
ER+ meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engelleyerek direnci asmada
umut verici oldugu gorilmiistiir (A vd., 2021). Bunlara ek olarak, endokrin direncin diger
sinyal yolaklariyla, 6zellikle insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve epidermal biliyiime
faktorii reseptorii (EGFR) yollariyla etkilesime girerek, bu yollarda meydana gelen ¢apraz

etkilesimin sonucunda olusabilecegi belirlenmistir (H. Yang vd., 2021).

Calismalar, ERa sinyali ile iliskili genlerin ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin
direngli kanser hiicre fenotiplerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini gostermektedir
(Fillmore vd. 2010). Ornegin, fibroblast biiyiime faktérii (FGF) sinyal yolunun yukar
regiilasyonu, dstrojen bulunmamasina ragmen daha agresif bir kanser fenotipine gecisle
iliskilendirilmistir. Ayrica timor davranisini ve tedaviye yanitlar1 kolektif olarak etkileyen
sinyal yollari, diizenleyici proteinler ve post-translasyonel modifikasyonlar da direngli kanser
hiicre fenotip gozlenmesinde Onemli rollere sahiptir. ERa aktivitesinin diizenlenmesi,
fosforilasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlarla regiile
edilmektedir. Bu modifikasyonlar, ERa sinyalini giiclendirebilir veya zayiflatabilir ve boylece
tamoksifen gibi endokrin tedavilere karsi meme kanseri hiicrelerinin yanitini etkiler (H. Yang
vd., 2018, 2021). Ornegin, ubikitin ligaz TRIM3, ERa sinyalini kolaylastirirken, SMURF1 gibi
baz1 proteinler tiimdr baskilayic1 yollar1 baskilayarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasim
destekler (H. Yang vd. 2018). Ayrica, FOXA1 gibi ko-regiilatorlerin ekspresyonu, ERa'nin
kromatine baglanmasinda 6nemli rol oynar ve transkripsiyonel aktivitesinin etkili bir sekilde
diizenlenmesi icin gereklidir (M. Zhu vd., 2013). Bu mekanizmalarin anlasilmasi, 6zellikle
tedavi direnci baglaminda, ERa-pozitif mem e kanseri i¢in daha etkili tedavilerin gelistirilmesi

acisindan kritik 6neme sahiptir.

1.1.3. MCF-7 hiicre hatt1

MCF-7 hiicre hatti, 1973 yilinda Dr. Soule ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan Michigan Kanser
Vakfi'nda, metastatik hastaligi bulunan 69 yasindaki bir kadinin plevral sivisindan izole

edilmistir. Bu hiicreler, ileri evre meme kanseri arastirmalari icin 6nemli bir model teskil



etmekte olup, 6zellikle 6strojen reseptor pozitifligi ile taninmaktadir (Soule vd., 1973). Bu
hiicre hatti, 6strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) pozitif luminal A molekiiler
alt tipi meme kanseri hiicre hattidir (Done, 2011). MCF-7, diistik metastatik potansiyele sahip,
diisiik saldirganlik ve invazyon gosterir (Gest vd., 2013; H.vd., 2011) . MCF-7 hiicreleri, normal
meme epitelyal hiicrelerinin bircok 6zelligini gostermektedir. Bu hiicreler, 6zellikle ¢cok hiicreli
3D agregatlar olusturabilme ve bu agregatlarin zamanla liimen iceren sferoidlere déniisebilme
yetenegine sahiptir. Ancak MCF-7 hiicrelerine ait sferoidler, genellikle diizensiz ¢ekirdek
yapisina sahip, hiicreler arasi gii¢lii baglantilar sergileyen ve liimen olusumu goézlenmeyen

hiicre kiitleleri olarak tanimlanmaktadir.

1.1.4. Tedavi yontemleri

Meme kanseri hastalarn icin tedavi stratejisi belirlerken, tiimériin boyutu, tiimoériin yeri,
kanserin evresi, hastanin yasi, menopoz durumu, hormon reseptér durumu, belirli genlerin
ekspresyonu, mutasyonu ve gen amplifikasyonu gibi kisisel degiskenler g6z Oniinde
bulundurulur. Bu faktorlerin degerlendirilmesine gore, cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi ve immunoterapi yaklasimlarindan biri veya bunlarin kombinasyonlari
secilir. Primer bu tedavilere ek olarak, kalan kanser hiicrelerini yok etmek, kanserin
yayllmasini veya tekrarini 6nlemek amaciyla kemoterapi ilaglari, radyoterapi ve hormon

tedavisinin kombinasyonu ile yapilan adjuvan tedavi sekli uygulanir.

Meme kanserinde genis bir tedavi yelpazesi gelistirilmis olmasina ragmen, genel sagkalim
orani diisiik kalmaya devam etmektedir. Ornegin iiclii negatif meme kanseri gibi bazi meme
kanseri tiirleri ozellikle tedavi edilmesi zor olan tiirlerdir. Tekli tedaviler (hedefe yonelik
tedavi, hormon tedavisi, immiinoterapi veya kemoterapi gibi) bazi meme kanseri hastalarinin
tedavisinde etkili olsa da, bu tedavilerin etkinligi zamanla azalabilmektedir ve bazi hastalar
tedaviye karsi direnc gelistirebilmektedir. Ozellikle metastatik meme kanseri olan hastalar bu
tedavilere iyi yanit vermemektedir (Y. Liang vd., 2020). Meme kanseri 6liimlerinin yaklasik
%75'i metastazlar nedeniyle gerceklesmekte olup, bu oran son yillarda degismemistir. Onemli
monoterapilerinin bazilar1 Tablo 1.2’ de verilmistir (Greenwalt vd., 2020). Monoterapi
tedavisine olumlu yanit veren hastalar arasinda bile, birgok hastada sonunda timor niiks
etmektedir (Tan vd. 2021; D. Wu vd., 2021). Bu nedenle, meme kanseri i¢in daha etkili ve

hedefe yonelik tedavi yaklasimlari arastirilmaya devam etmektedir.

Geleneksel tedavi olarak kullanilan monoterapiler disinda, klinikte ve klinik deneylerde cesitli
kombinasyon terapileri kullanilmaktadir. Kombinasyon terapilerinde ila¢ direncini 6nleme,
toksisite, ilag-ilag etkilesimi riskleri ve yetersiz sagkalim analizi gibi zorluklar mevcuttur. Bu
ylzden hastaya yonelik en iyi yaklasimi gelistirmek amaciyla klinik ve preklinik calismalar

yapilmaya devam etmektedir (Bianchini vd., 2022; Fares vd., 2020).



Tablo 1.2. Monoterapilerde yaygin olarak kullanilan se¢ilmis ilaglar (Y. Wang & Minden,

2022a)
No Monoterapiler ila¢ Acitklamasi Mekanizmasi
Hedefe Yonelik Terapi
1 Abemaciclib, Ribociclib, CDK 4/6 Inhibitérii Rb fosforilasyonunun
Palbociclib diizenlenmesi, hiicre dongiisii
ilerlemesinin kontrolii
2 Capivasertib AKT Inhibitérii PI3K/AKT/mTOR sinyalinin
3 Everolimus mTOR Inhibitori inhibisyonu, hiicre
4 Pilaralisib, Alpelisib PI3K Inhibitérii proliferasyonunun
5 Voxtalisib PI3K ve mTOR diizenlenmesi
Inhibitéri
6 Bevacizumab VEGF Inhibitérii Anti-VEGF monoklonal antikor,
kan damari biiylimesinin
inhibisyonu
7 Olaparib, Talazoparib, PARP Inhibitérii PARP inhibisyonu, DNA onarim
Niraparib siirecinin bozulmasi, artmis
kanser hiicresi 6liimii
No Hormon Terapi lla¢ Aciklamasi Mekanizmasi
1 Letrozole, Anastrozole, Als Aromataz enziminin
Exemestane inhibisyonu, boylece 6strojen
iretiminin engellenmesi
2 Tamoxifen SERM Ostrojen/ER etkilesiminin
inhibisyonu
3 Fulvestrant SERD Meme kanseri hiicrelerinde
ER'nin y1ikimi
No Immiin Terapi lla¢ Aciklamasi Mekanizmasi
1 Durvalumab, Pembrolizumab, PD-1/PD-L1 inhibitor Bagisiklik diizenleyici kontrol
Atezolizumab noktalarinin inhibisyonu,
boylece T hiicreleri ile timor
hiicreleri arasindaki etkilesimin
engellenmesi
2 Pertuzumab, Trastuzumab HER2 hedefli HER?2 sinyal yolunun
immiinoterapi inhibisyonu ve HER2 asir1
ekspresyonuna karsi
bagisiklikla ilgili tepkilerin
aktivasyonu
No Kemoterapi ilag Agiklamasi Mekanizmasi
1 Paklitaksel, Doksetaksel Taksanlar Hiicre boliinmesinin 6nlenmesi
2 Doksorubisin, Epirubisin Antrasiklinler DNA hasarinin tetiklenmesi
3 Sisplatin, Karboplatin Platin ajanlar DNA sentezini miidahele ederek

hiicre boliinmesini engellemek

Als: aromataz inhibitorleri, mTOR: rapamisinin memelilerdeki hedefi, SERD: selektif dstrojen reseptorii diistiriicii, SERM: selektif
Ostrojen reseptorii modiilatori, ER: 6strojen reseptérii, CDK 4/6: siklin bagimh kinaz 4 ve 6, PD-1/PD-L1: programlanmis hiicre
6limii-1/programlanmis 6liim ligandi-1, PARP: Poli ADP-Riboz Polimeraz, VEGF: vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, HER2:
insan epidermal biiytime faktori reseptorii 2, PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaz.

1.1.4.1. Radyoterapi

Son 20 yilda radyasyon biyolojisinde biiyiik bir paradigma degisimi yasanmis ve hiicresel
radyasyon tepkilerinin biyolojik ve molekiiler belirleyicilerini anlamada biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Radyoterapi veya 1s1n tedavisi, kanser tedavisinde son derece etkili bir terapi

yontemi olup, kanser tedavisinde 6nemli yollardan biridir ve hayatta kalma ve palyatif faydalar
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saglar (Guadagnolo vd., 2013; Liauw vd., 2013). Ameliyat edilemeyen tiimoérlere sahip hastalar
icin radyoterapi tek secenektir (Durante & Loeffler, 2010). Ayrica, ameliyat sonrasi tam olarak
cikarilamayan veya niiks eden tiimorlere sahip hastalar da genellikle radyoterapi ile tedavi
edilir. Kanser hastalarinin yaklasik %50'si hastaliklar: siiresince ya tedavi amaciyla ya da
kanserin neden oldugu agr1 gibi semptomlari hafifletmek i¢in palyatif tedavi olarak (Delaney
vd., 2005) radyoterapi alir (Begg vd., 2011).

Radyoterapi, kanser hiicreleri iizerinde yiiksek fiziksel enerji biriktirerek kanseri yok eder.
Kanser tedavisinde radyasyonun ilk klinik kullanimi, Roentgen'in 1895'te X-isinlarini
kesfetmesinden kisa bir siire sonra, 19. ylizyilin sonlarinda kaydedilmistir ve yillar icinde
gelistirilen radyasyonun etkinligi bilyiik faydalar géstermistir. Iyonlastirici radyasyon, DNA
hasar yanit1 agisindan hizla cogalan kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha duyarh
oldugu mantigina dayanarak kanseri tedavi etmek icin kullamlir. Ozet olarak lokalize malign
tiimorleri olan hastalar, hastaliklarinin seyri boyunca bir asamada radyoterapi ile tedavi
edilmektedir (Moding vd., 2013; Baskar vd., 2012; Bentzen, 2006).

Radyoterapi normal hiicre toksisitesini azaltmak amaciyla, genellikle birka¢ hafta siiresince
coklu fraksiyonlar halinde uygulanir ve yaklasik %40 oraninda kiiratif tedavi sagladig tahmin
edilmektedir (Barnett vd., 2009). Radyoterapi ayrica oldukc¢a uygun maliyetli bir tedavi
yontemidir ve tek bir radyoterapinin kanser bakiminin toplam maliyetinin yalnizca %5'ini
olusturdugu belirtilmektedir (Ringborg vd., 2003). Radyoterapi, tlimor hiicrelerini etkili bir
sekilde yok etmek icin diistik ve yiiksek lineer enerji transferi (LET) radyasyonlar1 kullanir ve
bu sirada normal dokulara verilen biyolojik etkili dozu en aza indirerek toksisiteyi 6nlemeyi
amaglar. ET, radyasyonun canl hiicreler veya dokular boyunca ilerlerken birim mesafe basina
neden oldugu iyonizasyon sayisini ifade eden bir 6l¢ciim olarak tanimlanir. Kanser tedavisinde
en yaygin kullanilan radyasyon tiirleri arasinda X-1sinlari, gamma 1sinlari ve ytikli parcaciklar
yer alir. Radyasyon onkolojisinde, radyasyon viicut disindaki bir makineden (harici 1sin
radyoterapisi) veya kanser hiicrelerine/dokularina yakin viicuda yerlestirilen radyoaktif
materyalden (i¢ radyasyon tedavisi) uygulanabilir. Ayrica, sistemik radyasyon tedavisi, kanser
hiicrelerini 6ldiirmek icin kanda dolasan radyoaktif iyot gibi radyoaktif maddeleri kullanir
(Niemantsverdriet vd., 2012).

Iyonlastiric radyasyona maruz kaldiktan sonra bir hiicrenin genom bakiminda secebilecegi
bir¢cok yol bulunmaktadir. p53, kanserde en sik mutasyona ugrayan genlerden biri olan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Brosh&Rotter, 2009). Iyonlastirici radyasyona yanit olarak, hiicre
dongiistiniin durdurulmasi, senescence, apoptozis ve DNA hasari onarimini baslatarak tepki
verir (Stiewe, 2007). Ancak, p53'iin DNA hasari onarimi i¢in apoptozis mi yoksa hiicre
dongilistiniin durdurulmasi1 mi1 baglattigi karmasik bir siirectir ve kismen p53 proteininin
bolluguna baghdir (diisiik protein seviyeleri hiicre dongiisiiniin durmasina ve ytiksek protein
seviyeleri apoptoza yol acar) (Lai vd., 2007). Bununla birlikte, tiimér hiicrelerinin ¢esitli DNA

onarim mekanizmalar1 ile radyasyonla indiiklenen hasari engelleyebildigi ve kanser
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hiicrelerinin radyo direncini daha da artirdig1 bilinmektedir (Jorgensen, 2009). Ayrica, ATM
veya DNA bagiml protein kinazi (DNA-PK) gibi DNA onarim proteinlerinin inhibisyonunun
kanser hiicrelerini radyasyon tedavisine duyarh hale getirdigi gosterilmistir (Hickson vd.,
2004; Rainey vd., 2008; Veuger vd., 2003).

DNA tamir yollarinin yani sira, iyonlastirici radyasyon ayni zamanda kanser hiicrelerinde
adaptifhiicresel tepkilere neden olur. Farkli tedavilere direngli sinyal iletim yollar1 aktive edilir
ve direnc, fraksiyonlu radyasyon tedavisi sirasinda hem icsel hem de sonradan edinilmis
olabilir (Toulany&Rodemann, 2013). Kanser hiicrelerine bir proliferatif avantaj saglayan veya
hiicre 6liimiinden kacinmalarina izin veren sinyal iletim yollari, énemli bir klinik problem
olarak kalir. Tiimérlerin radyo direngli hale gelebilecegi molekiiler olaylardan biri, hiicre
membranina bagh reseptdr tirozin kinazlar1 (RTK'lar) tarafindan diizenlenen sinyal iletim
yollarinin ligand bagimsiz aktivasyonuyla gerceklesir. Bu baglamda, radyoterapi epidermal
bliyiime faktorii reseptorii (EGFR), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve AKT ve mammalian
target of rapamycin (mTOR) gibi downstream kinazlar, sinyal transdiiktor ve aktivatorii olan
transkripsiyon (STAT) yolu ve Ras-mitogen-aktive edici protein kinaz (MAPK) yolu gibi cesitli
downstream sinyal iletim yollarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Rodemann &
Blaese, 2007). Bu yollar, hiicre dongiisii, hayatta kalma, metabolizma, invazyon, anjiyogenez ve

genomik istikrarsizlik gibi kanserin ana 6zelliklerini kontrol eder (Nyati vd., 2006).

Sonug¢ olarak radyasyon tedavisinin genel etkisi, DNA'ya dogrudan zarar vererek hiicre
6limiini ve ardindan hiicre popiilasyonlarinin azalmasini, sonrasinda da islevsel eksikligi
icerir. Radyasyonla indiiklenen iyonizasyonlar, hiicresel molekiillere dogrudan etki edebilir ve
hasara yol agabilir. Ayrica, hiicrelerin su bileseni (bir hiicrenin %80'ini olusturan) tizerindeki
iyonizasyon veya uyarilma sonucunda serbest radikaller iireterek dolayli olarak etki
edebilirler. Radyasyonla indiiklenen ¢ift iplik kiriklar1 (DSB'ler), onarilmazsa hiicre 6liimiine
neden olan en 6liimciil DNA hasar tiirlerini temsil eder. Bununla birlikte, DNA hasar yanit
mekanizmalari, radyasyon tarafindan neden olan dis ve i¢ hasara karsi hayati bir savunma
hattimi olusturur ve hayatta kalma ile genomik kararliligin korunmasi gibi iki farkli sonugtan
birini tetikler (Haussmann vd., 2020).

1.1.4.2. Cerrahi Yaklasim

Meme koruyucu cerrahiyi tanimlamak i¢in kullanilan, kadrantektomi, lumpektomi veya kismi
mastektomi dahil olmak iizere cesitli terimler vardir. Bu terimler teknik olarak biraz farklilik
gosterse de cerrahi yaklasimda memenin korunmasi amacini korur. Kadranektomi, tiimoriin 2
ila 3 cm'lik bir kenar boslugu, pektoralis fasyasi ve tistteki deri dahil olmak {izere eksizyonunu
icerir. Erken evre tiimorlerin cogunlugu kadrantektomiyi gerektirmez. Ote yandan
lumpektomi, 1 cm'lik bir marjla daha az bir doku eksizyonu anlamina gelir. Lumpektomi

genellikle lenf diiglimi ¢ikarimi ile veya Evre 0, Evre I veya Evre Il (bazen Evre III) meme
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kanserlerinde uygulanir.  Ayrica, biyopsi meme kanserinin siit kanalinin disina yayildigini
gosteriyorsa, lumpektomi ve mastektomi sirasinda lenf diiglimlerinin ¢ikarilmasi veya aksiller

lenf nodu diseksiyonu yapilabilmektedir (Czajka & Pfeifer, 2024; Darcansoy Iseri, 2009).

Mastektomi teknikleri, yiiksek morbidite ve onemli kozmetik deformitelerle iliskilidir.
Mastektomi, etkilenen memenin cerrahi olarak ¢ikarilmasi islemidir. Basit bir mastektomide
tam bir koltuk alt1 lenf bezi diseksiyonunu gerektirmeden tiim meme dokusunu ¢ikarilir.
Mastektomi, Evre 0, Evre I, Evre Il veya Evre III (bazen Evre IV) meme kanseri olan kadinlar
icin yaygin bir tedavi yontemidir. Mastektomi genellikle eliptik bir kesi ve tekdiize fleplerin
kaldirilmasini igerir. Bu flepler tipik olarak kalinlik bakimindan farklilik gésterir ancak
genellikle 5 mm ile 1,0 cm arasinda degisir. Mastektominin iki ek sekli de mevcuttur. Bunlar

cilt koruyucu ve meme ucu koruyucu mastektomilerdir (Freeman vd., 2018).

1.1.4.3. Hormon/Endokrin Tedavisi

ABD'de meme kanseri hastalarinin %70'inden fazlasinda ostrojen reseptor-alfa (ERa) yliksek
diizeyde ifade edilmektedir (Marquez-Garban vd. 2019). Hormon tedavisi, diger adiyla
endokrin tedavi, hormon reseptorii (HR) pozitif meme kanseri olan hastalarin yasam stirelerini
artirmaktadir. Bu tedavi yaklasimi, antiostrojenler ve aromataz inhibitorlerinin kullanimini
icerir. Antidstrojenler genellikle dstrojen reseptoérlerini modiile ederek etki gostermektedir.
Antiostrojenlerin baslica tiirleri "selektif dstrojen reseptdor modilatorleri” (SERM'ler) ve
"selektif Ostrojen reseptor azalticilar” (SERD'ler) olarak bilinir (Maximov vd. 2013).
Giiniimiizde, SERM'ler ve SERD'ler (6rnegin, Tamoksifen, Toremifen, Raloksifen, Fulvestrant)
ozellikle postmenopozal kadinlarda meme kanseri tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Pinkerton & Thomas, 2014). Aromataz inhibitorleri (Al'lar) ise ostrojen
liretimini bloke etmek icin tasarlanmis baska bir inhibitor grubunu olusturmaktadir. Al'lar,
periferik dokularda androjenlerin 6strojene donilisiimiinii engelleyerek ER-pozitif meme
kanserini tedavi etmekte de kullanilmaktadir (Loibl vd., 2021). Baz1 hormon reseptorii pozitif
meme kanserleri ayn1 zamanda progesteron hormonu icin de pozitiftir. Bircok ER-pozitif
meme kanseri ayn1 zamanda PR-pozitif oldugundan, ER'yi bloke eden tedaviler genellikle
ER+/PR+ meme kanseri tedavisinde de kullanilmaktadir (Fowler vd., 2020; Kharb vd., 2020; Y.
Liang vd., 2020). Hormon tedavisi bircok meme kanseri hastasinda yararl etkiler gosterse de,
uzun siireli dstrojen stimiilasyonu nedeniyle bazi dokulara (6rnegin, kemik, kalp ve beyin) bu
tedavi sekli zarar verebilmektedir (Maximov vd., 2013). Bu nedenle, hormon tedavisinin yan
etkileri bu terapinin kullanimini sinirlayabilmektedir. Bu sorunlari ¢ézmek icin yeni
kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesi ve arastirilmasi hala devam etmektedir (Loibl vd.,
2021).
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1.1.4.4. Immunoterapi

Bagisiklik sistemimizi gliclendirmeye yonelik immiinoterapi stratejileri gelistirmek, ge¢ evre
kanser tedavilerinde oldukga spesifik ve timit verici bir yaklasimdir. Son on yilda, hastalarin
bagisiklik sistemini degistirip egitmeye yonelik bircok yeni ydntem ortaya ¢ikmistir (Marra vd.,
2019). Bu yontemler, bagisiklik sisteminin viicut icindeki anormal hiicreleri tespit edip
tanimasina ve gesitli hiicre yiizeyi belirteclerini kullanarak bu hiicreleri hedef almasina olanak
tanir. Ornegin, tedavi rejimlerine immiinoterapi eklenmesi, bircok kanser tiiriinde, 6zellikle
Uclii negatif meme kanserlerinde kemoterapi ilaglarinin basari oranini énemli Ol¢iide
artirmistir (Sambi vd., 2019).

TNBC, tiim meme kanserlerinin %15-20'sini olusturur. TNBC, ER, PR ve Her2'nin ifadesine
sahip olmadigindan, TNBC hastalar1 endokrin tedavisi veya HER2-hedefli tedaviden fayda
gormezken, immunoterapi bu tip hastalar icin tercih edilmektedir. Diger tedavilerin aksine,
immiinoterapi, hastanin kendi bagisiklik sistemi aracilifiyla anormal hiicreleri yok etme
stratejisidir, bu da tiimér bilyiimesinin baskilanmasina yol agar. immiinoterapide bagisiklik
kontrol noktasi inhibitorleri, T-hiicre transfer tedavisi, monoklonal antikorlar, tedavi asilari ve

bagisiklik sistemi modiilatorleri kullanilabilmektedir (Emens vd., 2021).

Bagisiklik kontrol noktasi inhibitérleri, kontrol noktasi proteinlerinin partner proteinleriyle
baglanmasini engelleyerek T-hiicre yanitinin aktivasyonuna ve ardindan kanser hiicrelerinin
oldiirtilmesine yol agmaktadir. Yaygin olarak kullanilan bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri
arasinda programlanmis hiicre o6liimii-1/programlanmis o6lim ligand-1 (PD-1/PD-L1)
antagonistleri (Avelumab, Atezolizumab, Tezolizumab ve Pembrolizumab gibi) ve sitotoksik T-
lenfosit iligkili protein 4 (CTLA-4) antagonistleri (Tremelimumab ve ipilimumab gibi) bulunur.
PD1, PD-L1 ve CTLA-4 inhibitorleri genellikle metastatik TNBC, HR-pozitif (HR+) ve HER2-
negatif (HER2-) meme Kkanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (Emens vd., 2021;
Marquez-Garban vd., 2019).

Ozellikle Her2+ meme kanseri tedavisindeTrastuzumab (Herceptin), Trastuzumab-DM1 (T-
DM1) ve Pertuzumab gibi Her2’ye karsi gelistirilmis monoklonal antikorlar kullanilmaktadir
(Schneble vd. 2015). Trastuzumab, HERZ+ metastatik meme kanserinin birinci basamak
tedavisinde, FDA tarafindan onaylanmis monoterapi olarak ya da kemoterapi ile kombinasyon
halinde kullanilan bir monoklonal antikordur. Trastuzumab gibi monoklonal antikorlar T
hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler ve makrofajlarin aktive ederek bagisikligi uyarmaktadir.
Ayrica, Trastuzumab HER2'yi down regiile ederek kanser hiicrelerinin biiyiimesini
engellemektedir. Immiinoterapi ilaglari, daha iyi klinik sonuclar elde etmek amaciyla tek

basina veya kemoterapi ile birlikte kullanilabilmektedir (Rimawi vd., 2018).
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1.1.4.5. Kisisellestirilmis Hedefe Yonelik Tedavi

Bir hastanin kanseri bir diger hastaya gore kanserli hiicrelerin heterojen 6zellik géstermeleri,
hastadan hastaya degisen genetik anormallikler, hastaliin hizi ve ilerlemesi, tedaviye yaniti ve
uygulanan ilaglara karsi direncg gelistirme olasilig1 acisindan farklilik géstermektedir (Caon vd.,
2020). Kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinda bu heterojenligi anlayarak molekiiler
diizeydeki farkliliklara gore her bir hastaya 6zgii tedavi sekli uygulanmaktadir. Bu tedaviler
arasinda PI3K/AKT/mTOR inhibitoérleri ve mTOR yolunu inhibe eden AMPK aktivatorleri
(Metformin ve Demetoksikurkumin), PARP inhibitorleri (Olaparib, Talazoparib, Veliparib,
Iniparib), mTOR inhibitorleri (Everolimus), pan-PI3K inhibitdrleri (6rnegin, Buparlisib,
Alpelisib, Pictilisib, Taselisib), CDK4/6 inhibitorleri (Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib) ve
diger tiimor-spesifik molekiiler hedef ilaclar (6rnegin, Deubikuitinazlar) ve mikroRNA'lar
(6rnegin, miRNA-200c, miRNA-21, miR-185-5p) bulunmaktadir (Cao vd., 2019; Perez, 2016).
Ornegin, BRCA1 ve BRCA2 (meme kanseri duyarlilik genleri) mutasyonlarina sahip ve HER2-
negatif metastatik meme kanseri olan hastalar, monoterapi ilact Olaparib (oral PARP
inhibitori) ile tedavi edildiklerinde hastalarin progresyonsuz sagkalim siiresi, kemoterapi ile
tedavi edilenlere gore 2.8 ay daha uzun oldugu ve hastaligin ilerleme veya 6liim riskinin
kemoterapiye gore %42 daha diisiik oldugu saptanmistir (Robson vd., 2017).

1.1.4.6. Kemoterapi

Kemoterapi fikri (toksik bilesikler ve ilaclar kullanarak kanserli hiicreleri yok etme) lenfatik
dokularin ve kemik iliginin hardal gaz1 tarafindan yok edildigine dair raporlarin ardindan
ortaya ¢iktl. Bu etkinin, gazin etkili bir tiirevi (nitrojen hardali) kullanilarak fareler tizerinde
dogrulanmasi, lenfoma dokularinin etkili bir sekilde gerileme gosterdigini ortaya koydu(Y.
Chen vd., 2018; Ghanei, 2004). Nitrojen hardal alan ilk hasta, lenfosarkoma hastasi olan kirk
sekiz yasindaki bir hastaydi ve hastaligin seyri baslangicta yavasladi ve sonrasinda hastalik
temizlendi. Daha sonra hastalik niiks etti ve hasta 61dii, ancak Yale Universitesi'nde yapilan bu
gizli askeri deneme, kimyasallarin kanser tedavisinde kullanilmasinin ve cesitli kanserlerin

tedavisinde kanser kemoterapisi alaninin gelismesinin yolunu a¢ti (Christakis, 2011).

Kanser hiicreleri genellikle normal hiicrelere kiyasla cok daha hizli biiyiir ve boliiniirler ve bu
da onlan fizyolojik olarak yiiksek diizeyde stres altinda birakir. Bu nedenle, kemoterapide
genellikle hiicrelerin biiyiime yetenegini etkileyen ilaglar kullanilir. Béylece kanserli hiicreler
diger saglikli hiicrelere gore daha hizli ve etkili bir sekilde yok edilebilmektedir.
Kemoterapinin hedefi, birincil tiimoérleri kigiiltmek, tiimér biylimesinin ilerlemesini
yavaslatmak, birincil tiimor boélgesinden viicudun diger boélgelerine yayilmis olan (metastaz
yapmis) kanser hiicrelerini yok etmektir. Kemoterapide kullanilan ilaclar dogal, sentetik veya
yari sentetik olmalarina bagh olarak dogalarina gore siiflandinlabilirler (Darcansoy iseri,
2009).
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Kemoterapi dnleyici ilaglarin veya ila¢ kombinasyonlarinin secimi genellikle kanserin tiiriine
ve evresine baghdir. Bu ilaclarin birincil amaci, kanser hiicrelerini etkisiz hale getirmek ve
tlimoriin biiylimesinin neden oldugu stresi hafifletmektir. Tedavinin dozu ve stiresi dikkate
alinmasi gereken énemli iki noktadir. ilaclarin ¢ok yiiksek dozlarda verildigi ve bu nedenle
bircok yan etkiye ve diger saglikli hiicrelere zarar verdigi géozlemlenmistir (Torino vd., 2013).
Hastaligin niiksetmesi biiytik bir zorluktur. Tekrarlama durumunda, kanser hiicrelerinin uzun
stireli ilag maruziyeti sonrasinda ila¢ direnci kazandig1 yaygin olarak gézlemlenmektedir.
Kemoterapi ¢ogunlukla hastanin hayatta kalma siiresini uzatmak ve rahatlatmak icin verilir,
bu nedenle palyatif kemoterapi olarak adlandirilir. Bu ilaclara uzun siire maruz kalmak,
hastanin fiziksel ve zihinsel saglig1 iizerinde asir1 olumsuz etkiler birakabilmektedir ve devam
eden tedaviyi zorlastirabilmektedir. Onkologlar genellikle bu ilaglari belirli zaman araliklariyla

vererek, kansere doniismemis hiicrelere iyilesme sansi verir (Mahner vd., 2013).

Birincil tedavinin yani sira, hastaliga karsi destekleyici stratejilerle ekstra miicadele saglamak
icin hastalara adjuvan tedavi de verilir. Cerrahi ve radyasyon, kemoterapoétik bir plani
desteklemek ve aksi takdirde hedef alinamayan gizli kanser hiicrelerini yok ederek hastalig
kontrol altina almak i¢in hastalara verilebilir. Bazen, niiks etme olasiliini azaltmak icin
ameliyat veya radyasyon veya her ikisinden sonra hastalara mikrometastazlari yok etmek icin
adjuvan kemoterapi verilmektedir. Adjuvan kemoterapi genellikle bir timoériin cerrahi olarak
cikarilmasindan sonraki ii¢ ila bes hafta icinde baslar ve hastalia bagh olarak farkli tedavi
strelerine sahiptir. Kemoterapi genel sagkalimi 6nemli 6lciide iyilestirmis olmasina ragmen,
hastalar yasam kalitelerini etkileyen genis bir yelpazede fiziksel ve psikolojik semptomlar
yasamaktadir. Semptomlar nadiren tek basina ortaya cikar. Kanser ve kemoterapi sag
dokiilmesi, istah kaybi, tat degisiklikleri, agiz yaralari, mide bulantis1 ve kusma, artmis tokluk
hissi, agri, yorgunluk, depresif ruh hali ve anksiye neden olan yan etkiler ortaya
cikarabilmektedir. Kemoterapi ilaglari, etki mekanizmalari, kimyasal yapilar1 ve baska bir
ilacla iliskileri gibi faktorlere gore cesitli gruplara ayrilmaktadir. Baz1 ilaclar birden fazla
sekilde etki etmektedir ve birden fazla gruba dahil olabilmektedir. Alkilleyici ajanlar,
topoisomeraz inhibitorleri, antimetabolitler, mitotik inhibitérler (vinka alkoloidler, taksanlar),
anjiyogenez inhibitorleri, hormonal ilaclar, hedefe yonelik terapi ilaglari ve immiinsiipresanlar,
kemoterapotik olarak kullanilan tiirlerdir (Anand vd., 2023). Sekil 1'de kemoterapi prensibi,

etki mekanizmalar1 sematize edilmistir.
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Hedefler: Kemoterapinin Temel Prensipleri Amaglar:

Hiicresel stresi tetiklemek S ES) Kanser bulgularim azaltmak
Hiicre savunmasim baskilamak flacl Yasam/kaliteyi uzatmak
aclar
A}’°P¢??“ _l.)a?latn_xék = 4 _~agar Hastaligmn tekrarlanmasim 6nlemek
Kanserli hiicreleri 6ldiirmek / < Rahathik saglamak
Kanserli Saghkh .
Hiicreler Hiireler Indiiklenmisg hiicre 6liimi
Kemoterapétik ilaglarin Simiflandirilmas:
Taksanlar
Spesifik olmayan ilaglar
Tumor antibiyotikleri
Alkilleyici ajanlar
Platin bazh ajanlar Vinka alkaloidler
G2
DNA kontrol /tamir
Sitokinez
Antimetabolitler Antineoplastik
Antipirimidinler enzimler
Antiptrinler
Antifolatlar
Replikasyon Hiicre igeriginin ikiye G1
katlanmas: Hoional
ilaclar
3 GO0
Topoizomeraz
inhibitérleri Nitroziireler,

Sekil 1.3. Anand vd., (2023)’den modifiye edilen kemoterapinin temel prensiplerini ve farkl

kemoterapotik ajan/siniflarini gosteren sematik diyagram

1.1.4.7. Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar, niikleik asitlerdeki guanidin bazinin 7. Azot atomuna irreversibl baglanarak
alkillenmesine neden olurlar. Bu sekilde DNA ¢ift sarmalinin olusumunu/baglanmasini
engellerler ve DNA replike ve transkribe olmasini bozarlar. Bunlar, ¢ogu kanser tiirtine karsi
verilen birinci basamak kemoterapo6tik ajanlardir, ancak terapotik degerlerinin yavas biiyiiyen
kanserlerde bilindigi bilinmektedir (Kondo vd., 2010; Qui & Wang, 2009). Bu ilaclar 16semi,
lenfoma, Hodgkin hastalifl, multip] miyelom ve sarkomun yani sira akciger, meme ve
yumurtalik kanserleri gibi bir¢ok farkli kanseri tedavi etmek i¢in kullanilir. Bunlar DNA'ya
zarar verdikleri i¢in kemik iliginde uzun vadeli hasara neden olabilirler ve nadir durumlarda
bu, akut losemiye yol acabilir. Alkilleyici ajanlar, farkli sinmiflara ayrilir; Azot hardallar:
mechlorethamine (azot hardali), chlorambucil, cyclophosphamide (Cytoxan®), ifosfamide ve
melphalan gibi, Nitroziireler: streptozocin, carmustine (BCNU) ve lomustine gibi, Alkil
stlfonatlar: busulfan gibi, Triazinler: dacarbazine (DTIC) ve temozolomide (Temodar) gibi,

Etileniminler: thiotepa ve altretamine (hexamethylmelamine) gibi (Pereg vd., 2008).
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1.1.4.8. Antimetabolitler

Antimetabolitler, hiicre icindeki bazi spesifik metabolitlerle rekabet edebilen, onlarin yerine
gecebilen veya onlari inhibe edebilen ve boylece hiicresel metabolizmaya miidahale eden -
madde sinifidir. Bu molekiiller genellikle bir hiicresel metabolit veya enzim-substratina benzer
bir yapiya sahiptir, genellikle hiicresel ihtiyaclar1 karsilamak icin bir enzim tarafindan
taninmaktadir ve islenmektedir. Tetrahidrofolatlar, dihidrofolat rediiktaz enzimi tarafindan
indirgenmemis diyet folatlarindan olusur. Ornegin, aminopterin, metotreksat (amethopterin),
pirimetamin, trimetoprim ve triamteren gibi ¢esitli ilaglar bu metabolitlerin {iretimi {izerinde
dogrudan etkili olup, enzimin folat lretimini engelleyerek folat yetersizligine yol agar.
Metotreksat, bir antifolat ila¢ olarak, dihidrofolat rediiktazi1 (DHFR) baskilayarak dihidrofolik
asidin (DHFA) tetrahidrofolik aside (THFA) doniisiimiinii engelleyen son derece basarih
antikanser ilaclarindan biridir. (Mehrmohamadi vd., 2017; Raimondi vd., 2019). Metotreksat,
anti-enflamatuar bir molekiil olup, bir¢cok kanser tiiriiniin yan sira romatoid artrit ve asiri
sedef hastaligi gibi bircok enflamatuar hastaligin tedavisinde de kullanilmaktadir. Yaygin
olarak kullanilan antimetabolitler arasinda 5-fluorourasil (5-FU), 6-merkaptopurin (6-MP),
capecitabine, cytarabine, floxuridine, fludarabine, gemcitabine, hidroksiiire, methotrexate ve
pemetrexed bulunmaktadir (Azim & Peccatori, 2011).

1.1.4.9. Mitotik Inhibitorler

Mitotik ig ipligi inhibitorleri, hiicrelerde mikrotiibiil dengesini bozarak etki gosterir. Mitotik
inhibitorler genellikle bitki alkaloidleri ve diger dogal iiriinlerden tiiretilen bilesiklerdir. Bu
ilaclar, hiicre dongiisiiniin M fazinda mitozu durdurarak ¢alisir, Bu, ya mitotik ig ipliklerinin
olusumunu engelleyerek destabilizasyona neden olur ya da mitotik ig ipliklerinin geri
dontiistimstliz stabilizasyonuna neden olur. Mitotik inhibitorlere 6rnek olarak Estramustin,
paklitaksel ve dosetaksel gibi taksanlar, iksabepilon gibi epotilonlar, vinblastin, vinkristin ve
vinorelbin gibi vinka alkaloidleri verilebilir. Bu ilaglar, meme, akciger, miyelomlar, lenfomalar
ve losemiler dahil olmak iizere bir¢ok farkl kanser tiirtiniin tedavisinde kullanilir (Pereg vd.,
2008).

1.1.4.10. Diger Antineoplastik Ilaglar/Ajanlar

Kanser kemoterapisinde klinik uygulamalarda kullanilan alkilelleme 6zelligine sahip DNA’y1
hedef alan birka¢ diger antineoplastik ajan da bulunmaktadir. Karboplatin, busiilfan,

bendamustin ve altretamin antineoplastik ilaglara érnektir (Tournilhac vd., 2004).
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1.1.4.11. Hormonal ilaglar/ Anjiyogenez Inhibitérler/ Immiinosiipresif Antikanser ilaglar

Cinsiyet hormonlari veya hormon benzeri ilaglar, kadin veya erkek hormonlarinin etkisini veya
tretimini degistiren hormon tedavisinde kullanilir. Bunlar, anti-6strojenler (6rnegin,
tamoksifen ve toremifen), aromataz inhibitérleri (6rnegin, anastrozol ve exemestan),
progestinler, Ostrojenler ve anti-androjenlerdir. Anjiyogenez inhibitorleri, pre-angiyojenik
faktorlerin ekspresyonu ve tiimor vaskiilarizasyonunun artmasi tlzerinde etki gdosterir,
ornegin, talidomid (TNFa'min azaltilmasi) ve bevasizumab (vaskiiler endotel biiyiime
faktériine karsi monoklonal antikor). Immiinosiipresif antikanser ilaglar, hematolojik
malignitelerde kanserli beyaz kan hiicrelerinin asir1 biiylimesini bastirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kortikosteroidler (6rnegin, prednizon), siklofosfamid ve merkaptopurin

immiinosiipresif antikanser ilaglara 6rnektir (Anand vd., 2023).

1.1.4.12. Topoizomeraz Inhibitérleri

Bu ilaglar, S fazi sirasinda DNA ipliklerinin ayrilmasina yardimci olan topoizomeraz adl
enzimlere kovalent baglar olusturarak protein-DNA kompleksinin kalic1 olarak stabil hale
gelmesini ve DNA ipliklerinin ayrilmasinin engellenmesini neden olur. Topoizomeraz
inhibitorleri, belirli 16semi tiirlerinin yani sira akciger, meme, yumurtalik, gastrointestinal ve
diger kanserlerin tedavisinde kullanilir. Topoizomeraz inhibitorleri, etkiledikleri enzim tiiriine
gore simiflandirilir: Topoizomeraz I inhibitérleri Topotekan ve Irinotekan (CPT-11) icerirken,
Topoizomeraz II inhibitorleri antrasiklinler (Doksorubisin), Etoposid (VP-16), Teniposid ve
Mitoksantron (ayni zamanda bir anti-timér antibiyotigi olarak da islev goriir) icerir
(Missailidis, 2008).

1.1.4.13. Anti-Tumor Antibiyotikleri

Antibiyotikler, mikroorganizmalar (bakteriler, mantarlar, aktinomisetler) veya daha yiiksek
hayvanlar ve bitkiler tarafindan yasam siirecinde tiretilen, anti-patojen veya diger aktiviteleri
olan ve diger canl hiicrelerin gelisimini engelleyebilen ikincil metabolitlerdir (Barrios-
Gonzalez & Mejya, 2008). Arastirma bulgularina gore, antibiyotikler kanser hiicrelerinin
apoptozunu tetiklerken, kanser biliyiimesini engelleyebildigi ve kanser metastazini
onleyebildigini gostermistir. Bu nedenlerle, antibiyotiklerin kullanimi1 kanser tedavisinde
giderek daha fazla artmaktadir (D. Xia vd., 2017). Ancak, antibiyotiklerin uygulanmasi,
patojenik bakterilerin yani sira Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararh bakteri gruplarini
da ayrim gozetmeksizin 6liimiine sebep olmaktadir (Reuter, 2001). Bagirsak mikrobiyomu,
kanser tedavisinde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Dolayisiyla, antibiyotik kullanimi mikrobiyomun
bozulmasina, viicudun bagisiklik kapasitesinin azalmasina ve enflamasyonun artmasina yol

acar, bu da nihayetinde kanser tedavisinin etkisini azaltabilmektedir (Hernandez, 2016).
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Antikanser antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve antikanser aktiviteye
sahip kimyasallardir. Bunlar baslica peptidler ve antrakinonlar olup, malign kanserlerin
kontrolsiiz cogalmasi, agresif biliylimesi ve metastazi iizerinde belirgin ve etkili bir inhibitor
etkiye sahiptirler. Antikanser antibiyotiklerin siniflandirmasi baslica antrasiklinler, mitomisin,
bleomisin, aktinomisin, guanorisin ve endiyinleri icerir. Ayrica, antikanser etkileri de oldukca
karmasik ve etkilidir (Saeidnia, 2015). Antrasiklin antikanser antibiyotikleri arasinda baslica
daunorubisin, doksorubisin, epirubisin ve mitoksantron bulunur. Doksorubisin genis klinik
antikanser spektrumuna sahiptir. Genellikle solid kanserler icin kullanilir ve malign lenfoma,
meme kanseri, akciger kanseri, karaciger kanseri, mide kanseri ve yumusak doku sarkomuna
karsi etkilidir (M. Cheng vd., 2017; Miladiyah vd. 2020). Hem daunorubisin hem de
doksorubisin, DNA baz ciftleri arasina girip DNA'ya siki bir sekilde baglanabilen antrasiklik bir
diizleme sahiptir, bu da DNA'nin uzaysal yapisina bir engel olusturur, boylece DNA ve DNA'ya
bagimli RNA sentezini inhibe eder ve pilrin ntkleozitler lizerinde secici olarak etkili
olabilmektedir. Ayn1 zamanda, sitotoksisite etkileri ile birlikte, daunorubisin ve doksorubisin
niikleer topoizomeraz aktivitesini de inhibe eder, topoizomerazin neden oldugu DNA kirilma-
baglanma reaksiyonuna etki eder, bu da DNA ¢ift sarmal kirilmasina ve DNA tek sarmal
kirilmasina yol acar (Al-Aamri vd., 2019; Y. Wang vd., 2019).

1.2. Meme Kanserinde Doksorubisin Kullanimi

Kemoterapi, lenf nodu pozitif, timéri 1 cm'den biiyiik olan kadinlar icin standart tedavi
yontemidir. Doksorubisin hidrokloriir (HCI) liposomal enjeksiyonu, klinik onay alan ilk
liposomal kaplh antikanser ilaci olup, kat1 tiimérler, nakledilebilir 16semiler ve lenfomalar dahil
olmak tzere bircok koti huylu tiimoére karsi etkilidir (Slingerland vd., 2012). Doksorubisin su
anda meme kanserini tedavi etmek icin kullanilan en etkili kemoterap6étik ilag olmasina karsin
yan etkilerinden dolay1 kullaniminda sinirlamalar mevcutur. Bu sinirlamalardan biri kanserli
olmayan hiicreler iizerindeki toksisite digeri ise ila¢ direnci gelismesidir. Toksik etkileri ¢ok
yonliidiir ve kardiyotoksisite en iyi bilinen ve en kapsamli ¢alisilan yan etkilerden biridir (Y.
Shi vd., 2018). Konvansiyonel doksorubisinin kiimiilatif dozlar1 450 mg/m?Z'nin altinda
kardiyomiyopati nadiren gézlemlenmistir; ancak, ¢alismalar, doksorubisin kaynakli konjestif
kalp yetmezliginin (CHF) daha 6nce belirtilenden daha diisiik dozlarda ve daha sik meydana
gelebilecegini gostermistir. Kiimilatif dozun ilacin viicut yiizey alanina gore 400 mg/m? oldugu
durumlarda konvansiyonel doksorubisin kaynakli CHF insidansinin yaklasik %5 oldugunu, bu
oranin 550 mg/m?'de %26'ya, 700 mg/m?2'de %48'e yiikseldigini rapor etmistir (Swain vd.,
2003; Von Hoff vd.,, 1979). Doksorubisin ile tedavi edilen hasta popiilasyonunun %9'unda
doksorubisine bagl kardiyotoksisite meydana geldigi ve alinan kiimiilatif doza baglh olarak bu
oranin degistigi bildirilmistir. Bu kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar yogun bir
sekilde arastirilmis olsa da, kesin kanitlar bulunamamistir (van der Zanden vd. 2021).

Kardiyotoksisitenin altinda yatan mekanizmalarin apoptoz, mitokondriyal disfonksiyon,
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kalsiyum diizensizligi, inflamasyon ve oksidatif stres olabilecegi rapor edilmistir (Linders vd.,
2023).

1.2.1. Doksorubisin

1950’lerin baslarinda antikanser bilesik olara toprak kaynakli bir mikroorganizma olan
Streptomyces peucetius susundan iiretilen bir antibiyotik, fare tiimorleri lizerinde iyi aktivite
gosterdigi bulundu. Bu yeni bilesik daunorubisin olarak adlandirildi ve akut 16semi ve lenfoma
tedavisinde basariyla kullanild1 (Brockmann, 1963). Ancak, 1967'de daunorubisinin 6liimciil
kardiyak toksisiteye neden olabilecegi anlasildi. Arastirmacilar, 1969 yilinda daunorubisinin
modifiye edilmis tiirevi antrasiklin yapisinda Adriamisin adi1 verilen bir antibiyotik iirettiler
daha sonra bu bilesik doksorubisin olarak adlandirildi (Arcamone vd., 1969). Doksorubisin
kemik sarkomlari, solid tiimorler, 16semi, lenfoma, yumurtalik ve meme kanseri tedavisinde
yaygin bir sekilde kullanilan bir kemoterapdtik ajandir (Johnson-Arbor & Dubey, 2024). Bu
antikanser bilesigin FDA tarafindan bir ¢ok kanser (karsinom, sarkom, hematolojik malignite
ve meme kanseri) tedavisinde onaylanmis en etkili kemoterapi ilaglarindan biri olarak kabul
edildigi gosterilmistir (Carvalho vd., 2009).

Doksorubisinin etki mekanizmasi olduk¢a karmasiktir ve hiicre icine alindiktan sonra birden
fazla yolla etki gosterir (Kciuk vd. 2023). Doksorubisinin etki mekanizmasi oldukca
karmasiktir ve hiicre icine alindiktan sonra birden fazla yolla etki gosterir (Mattioli vd., 2023).
Bunun yani sira, son ¢alismalar doksorubisinin DNA hasarina neden olma, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) tretimi, apoptozu tetikleme, mitokondri islevini bozma, otofaji indiikleme ve
oksidatif stresi artirma gibi cesitli antikanser mekanizmalara etki ettigini ortaya koymustur
(Linders vd., 2024). Asagida, bu antikanser mekanizmalarin bazilar1 ayrintili olarak ele

alinmstir.

1.2.1.1. DNA Interkalasyonu

Antrasiklinler cogunlukla diizlemsel, aromatik molekiillerdir ve aglikon gruplar1 DNA ‘da GC
baz ciftleri arasina girerek interkalasyon yoluyla DNA'ya baglanir, béylece komsu baz ciftlerini
birbirinden ayirirlar ve bir veya daha fazla sekerle DNA'nin kii¢ciik oluguna yerlesirler.
Antrasiklinler, DNA'ya yiiksek afinite ile baglanir. Bir Dox molekiiliiniin baglanmasi, cift
sarmalin biikiimiinii -27° kadar gevsetir ve DNA heliksinde pozitif siipersallanmaya yol acar.
Bu gevseme ile DNA topoizomeraz Il enzimi calisamaz bu olay DNA replikasyonu ve

transkripsiyon inhibe olmasina neden olur (Salerno vd., 2010; F. Yang vd., 2013).

Antrasiklin interkalasyonu, DNA'ya bagh siirecleri etkileyen burulma stresine neden olur ve
niikleozomlarin yapisini ve dinamiklerini degistirir. Bu, niikleozomlarin artan sekilde serbest

birakilmasina (ntikleozom uzaklastirilmas:1 olarak da adlandirilir) ve niikleozomlarin
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kendilerinde yapisal degisikliklere neden olarak H2A/H2B dimerlerinin tetramerik histon
cekirdeginden ayrilmasini artirir (Martins-Teixeira & Carvalho, 2020). Dox, DNA'nin bir
ipligindeki guanin ile formaldehit araciligiyla kovalent bir bag olusturur ve karsi iplikteki
guanin ile hidrojen baglar1 olusturur. Antrasiklin gruplarinin baglanma boélgeleri "DNA
interkalat domain" kirmizi renkte gosterilmis, topoisomeraz II interkalat domaini ise yesil
renkte gosterilerek Sekil 1.4’te belirtilmistir.

Doksorubisin
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Sekil 1.4. Mattioli vd. (2023)’den modifiye edilen Dox-DNA kompleksinin yapisi

1.2.1.2. DNA-Antrasiklin Kompleks Olusumu

Antrasiklinler, DNA ile kovalent ve hidrojen baglar1 araciligiyla kompleks olusturur. Bir iplik
antrasiklinle kovalent baglar olustururken, bu etkilesim diger iplikte hidrojen baglarinin
olusumuyla stabil hale gelir (Bilardi vd., 2012). Yapisal olarak, antrasiklinler 6ncelikle GC baz
ciftlerinde interkalasyon olusturur. Bu, guanin bazinin diger DNA bazlarindan daha biiytik bir
ylzey alanina sahip olmasindan dolayidir, bu da antrasiklin molekiilii ile etkilesim olasiligini
artirir (Chaires vd., 1987).

Antrasiklinlerin dongiiye girmeleri ve enzimatik olarak yikimi1 DNA-ila¢ addtiktleri tarafindan
engellenir, bu sekilde ROS ve toksik metabolitler iiretilir (Rephaeli vd., 2007). DNA-ilag
addiiktleri, transkripsiyon ve replikasyonun inhibe olmasi, ¢ift sarmalli kiriklarin (DSB)
olusumu ve apoptozun indiiklenmesi gibi farkll etkilere sahiptir. in vitro transkripsiyon
deneyleri, Dox'un (formaldehit ile 6nceden aktive edilmis) transkripsiyon siirecine bloklar
olusturarak transkripsiyonu engelledigini gostermistir. Bu bloklarin, muhtemelen ilag¢ ile
guanin (G) arasindaki etkilesim ve bir zincirler arasi1 G-Dox-G ¢apraz bagi olusumu nedeniyle,

GpC bolgelerine yakin yerlerde daha biiyiik oldugu bulunmustur (Cullinane & Phillips, 1990).

Bilardi vd., (2012) fare meme kanseri hiicrelerine Dox uygulamasi sonrasi, doksorubisinin

[8H]-timidin inkorporasyonunu engelleyerek DNA replikasyonunu bozdugu ve hiicre
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dongiisiinii durdurarak Dox'un hiicrenin replikatif siireclerine miidahale etme yeteneginin
oldugunu tespit etmistir. Ayrica, bu ekip DNA replikasyonu esnasinda, replikasyon makineleri
addiikt olusumu noktalarinda duraklayabilecegini ve bunun da DSB'lerin (¢ift sarmalli kiriklar)
ve DNA hasarinin olasihigini artirarak replikasyon catalinin ¢ékmesine neden olabilecegini

savunmustur.

1.2.1.3. Topoisomeraz II inhibisyonu

Memelilerde DNA'da tek iplikli kiriklar olusturan monomerik tip I topoisomeraz ve cift iplikli
kiriklar olusturan dimerik tip II topoisomeraz enzimleri bulunmaktadir. Bu enzimler, DNA
stiper sarmallarina baglanir, DNA'da kiriklar olusturur, burulma stresini azaltir ve kiriklari
yeniden birlestirerek DNA transkripsiyonu, replikasyonu, onarimi ve diger siireclere yardim
eder. Antrasiklinler ise topoisomeraz Il enzim fonksiyonunu engelleyerek abortif antrasiklin-
topoisomeraz-DNA iiclii kompleksi olusturur ve geri dontisii olmayan DNA hasari indiiklenir.
Bu kompleks, DNA-topoisomeraz Il kompleksini stabilize eder, muhtemelen enzimi kirilma
bolgesinde hapsederek topoisomerazin kirilmis fosfodiester baglarini diizgiin bir sekilde
yeniden olusturmasini engeller. Dolayisiyla, antrasiklinler topoisomeraz Il'nin fizyolojik
fonksiyonunu bozarak onu DNA'y1 kiran bir niikleaz haline doniistiriiliir, bu da genomik

instabiliteye yol agar ve bu da hiicreyi apoptotik yola siirtikler (Visone vd., 2020).

1.2.1.4. ROS Olusumu ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Doksorubisinin mitokondride sitozolden 100 kat daha fazla biriktigi bilinmektedir. Bu birikme
mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun yan iriinii olan ROS iiretiminin artmasina neden
olmaktadir. ROS, baz1 aerobik metabolizma reaksiyonlarinda iiretilen molekiillerdir; bunlar
cogunlukla mitokondrinin i¢ zarinda oksidatif fosforilasyon sirasinda elektron tasima
zincirinde olusur. ROS seviyesi hiicre icerisinde ¢ok arttif1 zaman hiicre zarinda ve hiicre
yapilari iizerinde hasara yol agarak hiicresel disfonksiyon ve apoptoza neden olabilmektedirler
(S. Zhang vd., 2012). Doroshow (2019) tarafindan Ehrlich kanser hiicreleri ile yaptiklari
arastirmada Dox dozuna bagh bir sekilde siiperoksit anyonunun fiiretiminin de arttigini
saptandi. Bu, elektronlarin NADPH'den Dox'a gectigi ve NADPH: sitokrom P-450 rediiktaz
tarafindan Dox yari-kinonuna (SQ-Dox) doniistiirildiigii, ardindan bir oksijen molekiiliine
(02) gectigi, siiperoksit anyonu (02--) iirettigi ve tekrar bir Dox molekiilii elde ettigi dongiisel
olarak gerceklestigi goriilmiistiir. Bu mekanizma ile Dox, Dau ve bleomisin gibi antrasiklinler,
elektron tasima zinciri komplekslerine dogrudan miidahale ederek ROS iiretimini
artirmaktadir. Dox, ayrica kardiyomiyositlerde topoizomeraz II3 enzimini inhibe ederek
mitokondriyal fonksiyonu bozabilirler, bu da niikleer hasara, p53 aktivasyonuna ve
mitokondriyal fonksiyonun ve bozuk mitokondriyal biyogenezin asag1 yonlii inhibisyonuna yol
acar (S. Zhang vd., 2012).
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1.2.1.5. Apoptozun Indiiklenmesi

Doksorubisin, otofaji, ferroptoz, nefroptoz, piroptoz ve apoptoz gibi farkli mekanizmalar
araciligiyla kontrollii hiicre d6liimiint indiikleyebilmektedir (Christidi & Brunham, 2021). J.
Chen vd., (2011), H9c2 sigan miyokard hiicrelerinde Dox uygulamasi sonrasi hiicrelerde
oksidatif stres olustugu ve ROS iiretiminin arttigin1 saptamistir. Bu olayin sonucunda AMPK
proteininin aktive oldugu, bu aktivasyonun p53'iin fosforilasyonuna ve sonug olarak apoptoza
yol actigi bildirilmistir. Apoptozun gerceklesme stirecinde p53'iin aktivasyonu, Bax'in
sitoplazmadan mitokondriyal yiizeye tasinmasina neden olur ve Bcl-2 ile kompleks olusturur.
Ardindan sitokrom ¢ salinimini gerceklesir, sonrasinda sitokrom c, ve Apaf-1 procaspase-9 ile
kompleks olusturur, bu da caspase-9 ve caspase-3'lin ve ardindan caspase-6 ve caspase-7'nin
aktivasyonuna yol acar, bu da apoptoza neden olur. Dox ayrica NFAT /Fas/FasL yolunu aktive
ederek apoptozu indiikleyebilmektedir. Wistar sicanlarinda yapilan bir ¢alismada Dox'un
kardiyomiyositler iizerindeki apoptotik etkisini degerlendirilmistir. Bu calismada Dox
uygulamas1 sonrasi, sitokrom c, Bax ve kaspaz-3 protein seviyelerinin degistigi, mTOR
aktivitesinin azaldig1 ve Bcl-2 seviyelerini azalirken, ERK1/2, MAPK ve JNK seviyelerini arttigi
bildirilmistir. Ayrica, Dox'un niikleer faktor-aktive T hiicresi 2/3/4 (NFAT 2/3/4)"'i modiile
ettigi Fas/FasL seviyelerini arttirdig1 saptanmistir. Fas/FasL seviyelerinin artmasinin kaspaz-
8 araciligiyla programlanmis hiicre 6liimiine yol actig1 bildirilmistir (Shati, 2020).

1.2.1.6. Hiicre Zar1 Degisiklikleri ve Lipid Disfonksiyonu

Antrasiklinler, 6zellikle Dox, hiicre zarlarina zarar vermesi ve hiicre zarlarinin akiskanhigini ve
lipid organizasyonunu azaltmasi (Murphree vd., 1981) ve hiicre zarinin bilesimini ve islevini
degistirmesi ile iliskilendirilmistir. Dox, fosfatidiletanolaminin (PE) fosfatidilserinden (PS)
sentezini katalize eden fosfatidilserin dekarboksilaz enzimini inhibe ederek mitokondri
zarinda PS/PE oraninda bir azalmaya yol agmaktadir. Bu oranin azalmasi mitokondriyal zar1

hasara karsi daha duyarl hale getirmektedir (Bellance vd., 2020).

1.2.2. Doksorubisin direncliligi

DOX, ¢ogunlukla meme kanseri, multipl miyelom, yumusak doku sarkomu, non-Hodgkin
lenfomasi, c¢ocukluk ¢agi solid timord, akciger kanseri ve akut losemi tedavisinde
kullanilmaktadir (Guo vd., 2011; Marina vd., 2002; Ruggiero vd., 2013). DOX, hizla b6liinen
hiicreleri 6ldiirmede ve solid ve siv1 tlimorlerin ilerlemesini geciktirmede biiyiik bir etkinlik
gostermektedir, ancak DOX tedavi stiresince ila¢ direnci ve cesitli yan etkiler gézlenmesi

tedavinin etkinligi 6nemli 6l¢iide sinirlandirmaktadir (Varela-Lopez vd., 2019).

Meme kanserinde siniflarindan agresif seyirli ilerleyen ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC)

tedavisinde rutin olarak kullanilan DOX beklenen etkiyi tam olarak saglayamamakta ve
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Topoizomeraz II inhibitorleri ile iliskili diren¢ mekanizmalari nedeniyle istenen terapotik
sonuclar elde edilememektedir. Bu sebepten dolayi, DOX'un etkinligi simirli kalmaktadir.
Kanserde ila¢ direnci, tedaviden 6nce mevcut olan (intrinsik direng) veya kemoterapi ile
indiiklenen (kazanilmis direng) olabilmektedir. DOX'un ila¢ direnci gelistirmesi ile kanserli
hiicrelerin daha da ¢ogalmasinin indtiklenebilecegi ve bu sekilde hastalarda kotii prognoz ve
diisiik sagkalimlara yol agabilecegi farkli calismalarda goésterilmistir (Lee vd., 2006; X. Li vd.,
2005; Shukla vd., 2010). DOX direncine neden olan bircok mekanizma arastirilmis olmasina
ragmen, DOX direnci kanser hastalarinin tedavisinde hala biiyiik ¢éziilememis bir sorun
olmaya devam etmektedir (Smith vd., 2006). Yapilan calismalarin bir kismi, sinyal yollari
arasindaki etkilesimin, proliferasyonun indiiklenmesi, ATP Baglayic1 Kaset (ABC) ilag
tasiyillarinin regtlasyonu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve apoptozun inhibe olmasi ile DOX
direncinin olusabilecegini bildirmistir (Abrams vd., 2010; Christowitz, Davis, Isaacs, van
Niekerk, vd., 2019; Mohammad vd., 2015).

Tercih edilen kemoterapi ilaglarindan biri bir c¢ok kanser tiriinde de kullanilan
doksorubisindir. Ancak doksorubisinin klinik kullanimi genellikle meme kanserinin
tedavisinde dnemli bir zorluk olusturan ila¢ direncinin gelismesiyle sinirlidir. Terapotik
sonuglar iyilestirmek icin genellikle siklofosfamid ve taksanlar gibi diger ajanlarla birlikte
uygulanir (Sokolosky vd., 2011). Klinik ¢alismalar, doksorubisinin hem erken evre hem de
metastatik meme kanseri olan hastalarda sag kalim oranlarini 6nemli 6lciide
iyilestirebilecegini gostermistir. Ancak diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasi kullanimini
zorlastirmaktadir. Diren¢ mekanizmalarinda en ¢ok ¢alisilan ATP baglayici kaset (ABC) tasiyici
ailesinin bir iiyesi olan P-glikoproteinin (P-gp) ekspresyonunun artisi, doksorubisini kanser
hiicrelerinin disina aktif olarak pompalandig1 ve hiicre i¢i konsantrasyonunu ve etkinligini
azalttign saptanmistir. P-gp'nin hedeflenmesi ile direnci asmak potansiyel bir strateji
olusturulabilecek ancak kemoterapi direncinin ER+ meme kanseri terapilerinde 6nemli bir
zorluk olmaya devam edecektir (Bao vd., 2011; J.-F. Huang vd., 2018).

Doksorubisin direncinin olusmasinda diger molekiiler yolaklarinda etkili oldugu
bilinmektedir. Ornegin, NF-kB sinyal yolunun aktivasyonu hiicre sag kalim1 ve kemoterapiye
direncin artirilmasinda rol oynamaktadir. Doksorubisin tedavisinin, NF-kB transkripsiyonel
aktivitesini artirarak BCL-XL gibi anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu indiikledigi ve bu
sayede kanser hiicrelerini doksorubisin kaynakli apoptoza karsi korudugu gosterilmistir
(Dalmases vd., 2014). Bunlara ilave olarak, Akt sinyal yolunun aktivasyonunun, 0strojen
reseptori pozitif meme kanserlerinde kemoterapiye karsi diren¢ ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, bu yolun inhibisyonu, doksorubisin gibi kemoterapétik ajanlarin
etkinligini artirmada potansiyel bir strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir. Hem PI3K hem de Akt'in
eszamanl inhibisyonunun direncli meme kanseri modellerinde kemoterapiye duyarhiligi
artirabildigi cesitli arastirma gruplan tarafindan ortaya konmustur (Wallin vd., 2010;
Yndestad vd., 2017). Bu bulgular, PI3K/Akt yolunu hedefleyen tedavi yaklasimlarinin,
doksorubisin gibi standart kemoterapilerle kombinasyon halinde kullanilarak daha etkin
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tedavi sonuclar1 elde edilebilecegini gostermektedir. Ayrica, mikroRNA'lar (miRNA'lar)
doksorubisin duyarhligimin diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, miR-
145'in coklu ila¢ direnciyle iliskili proteinleri hedefleyerek meme Kkanseri hiicrelerinin
doksorubisin duyarliligini artirdig: tespit edilmistir (M. Gao vd., 2016). Bu bulgular, miRNA
bazli tedavi stratejilerinin doksorubisin etkinligini artirmada potansiyel bir yaklasim

olabilecegini gostermektedir.

PI3K/AKT/mTOR yolu, hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in kritik dneme sahiptir; bu
sinyal yolunun aktivasyonu, kemoterapi ilaclarina karsi artan direnc ile iliskilendirilmistir.
HOTAIR'in susturulmasinin, meme kanseri hiicrelerinde ila¢ direncini azaltti1 ve doksorubisin
direncini asmak icin potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi gosterilmistir (Z. Li vd., 2019).
Doksorubisin direncinde etkili olan bir diger uzun kodlanmayan RNA H19'dur. Yapilan
arastirmalar, H19'un DNA onarim mekanizmalarinda kritik rol oynayan poli (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP1) proteinini diizenledigini ortaya koymustur. Sonug olarak, H19'un, PARP1
ekspresyonunu artirarak meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigi ve
doksorubisine karsi direng gelistirmesine yol actig1 gosterilmistir (Y. Wang vd., 2020). Uzun
kodlanmayan RNA (IncRNA) LINP1, meme kanserinde kemoterapiye direng gelisimine katkida
bulunan bir onkogen olarak tanimlanmistir. Yapilan c¢alismalar, LINP1'in doksorubisin
tedavisine karsilik olarak hiicre c¢ogalmasini artirdigini ve apoptozu baskiladigini
gostermektedir. Bu IncRNA'nin yiiksek diizeyde eksprese edilmesinin koéti klinik sonuclarla
iliskilli olabilecegi ve kemoterapi direncinde énemli bir rolii olabilecegini ortaya koymustur (X.
Liang vd., 2018). Ayrica, IncRNA CRALA meme kanserinde doksorubisin direnciyle iliskili
onemli bir diizenleyici olarak tanimlanmistir. Yapilan arastirmalar, CRALA'nin inhibisyonunun
cesitli hiicresel stiregleri ve sinyal yollarini etkileyerek doksorubisin diren¢li meme kanseri
hiicre hatlarinda kemoterapi direncini tersine ¢evirdigini ortaya koymustur (Y. Li vd., 2017).
Orre vd. (2021) tarafindan doksorubisine diren¢li MCF-7 /Dox meme kanseri hiicre hattinda
IncRNA SAMMSON'un metabolizma ve kemorezistans lizerindeki rolii arastirilmistir. Dikkat
cekici bir sekilde, bu calismada, SAMMSON'un doksorubisine duyarli MCF-7 hiicrelerine
kiyasla MCF-7/Dox hiicrelerinde asirn eksprese edildigi bulunmustur. SAMMSON'un
susturulmasinin, MCF-7/Dox hiicrelerinin doksorubisine karsi direncini azalttigi ve
doksorubisin tedavisinden sonra MCF-7 hiicrelerinde goriilen yaslanma kagisini dnledigi
gosterilmistir. Bu bulgular, SAMMSON'un doksorubisin direnci ve yaslanma siireglerinde kritik
bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir . Sonug olarak bu bulgulardan IncRNA'larin meme
kanserinde doksorubisin direncinin olusumuna cesitli mekanizmalar araciligiyla rol oynadigi

sonucuna varilmaktadir.
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1.2.3. Doksorubisin diren¢ mekanizmalari
1.2.3.1. Topoizomeraz Il Degisiklikleri/Mutasyonlari

Daha oOnceki kisimlarda ifade edildigi lizere DOX'un etki mekanizmasi DNA'ya kovalent
baglanarak DNA aduktlar1 olusturmasi ve TOP II'nin fonksiyonunu degistirmesi ile
gerceklesmektedir. Bu iki etki mekanizmasi da sonunda direng olusumuna yol agabilmektedir.
Bu nedenle, DNA hasar onarimi ilag¢ direncine 6nemli bir katki saglar. Ancak, eger hiicrelerde
DNA onarim yollarinda yer alan proteinler eksikse, hiicreler mevcut hasari onaramaz.
Niikleotid Eksizyon Onariminin (NER) ve Homolog Rekombinasyonunun (HR), antrasiklin-
DNA aduktlarinin onariminda énemli bir rol oynayabilecegini rapor eden calismada DOX'un
neden oldugu hiicresel hasarin iistesinden bu iki DNA hasar onarim sisteminin gelebilecegini
(Spencer vd., 2008). Topoizomeraz Ila enziminde olusan mutasyonlar veya bu enzimin
ekspresyon regililasyonunun bozulmasi, antrasiklinlerin diizgiin ¢alismasini etkilemektedir.
Topoizomeraz II'nin asir1 ekspresyonu sonucunda hiicrelerin DOX’a duyarl hale geldigi,
gerekenden az ekspresyon halinde ise hiicrelerin topoizomeraz Il zehirlerine kars1 direng
kazandig1 saptanmistir (Nitiss & Beck, 1996). RNA interferans ile topoizomeraz I o'nin
baskilanmasi sonucu, kanserli hiicrelerin Dox'a diren¢ kazandig1 hem in vitro hem de in vivo
deneylerde gosterilmistir. Topoizomeraz Il ekspresyonu azaltildiginda, topoizomeraz-DNA
kesme komplekslerinde azalma DNA hasar sinyali ve yanitinda bir azalmaya neden olarak daha
az DNA hasariyla sonucglandigr bildirilmistir. Ayrica ¢ekirdek yerine sitoplazmadaki
Topoizomeraz II a'nin apoptotik yolag1 aktive ettigi DOX direncine sebep oldugu rapor
edilmistir (Burgess vd., 2008).

Antrasiklin duyarlilig ile topoizomeraz Il arasindaki iliskinin altinda yatan mekanizma(lar)
hala tam olarak anlasilamamistir. Cox ve Weinman ¢alismalarinda Topoizomeraz II'nin ytliksek
ekspresyonun DNA zincir kirilmalarinin tetikleyerek apoptozun downregiilasyonuna neden
oldugunu bildirmistir (Cox & Weinman, 2016). Baska bir calisma, topoizomeraz II'nin ytliksek
eksprese olmasi, bu enzimin katalitik olarak aktif mutasyonlarinin (etoposide de dirence
neden olan K798L ve K798P mutasyonlari) gelisimi ile iligkili oldugunu ve bunun da Dox
duyarliliginda azalmaya yol agtigini géstermistir (Okada vd., 2001). Ayrica, topoizomeraz II'nin
B-izozomunun ekspresyon seviyesindeki artisin da Dox duyarliligini azalttig1 raporlanmistir
(Cox ve Weinman, 2016). Ancak, baz1 calismalar, kanserin ¢esidine bagh olarak Dox- Top II
iliskisinin farkl etkilerinin olabilecegini gostermektedir: doksorubisine direngli hepatoselliiler
karsinom hiicre hatlarinda topoizomeraz Il o ekspresyonu yiiksek iken, diisiik topoizomeraz
II a ekspresyonuna sahip meme kanserlerinde Dox'a karsi1 direncin arttig1 saptanmistir (Pang
vd., 2005; Press vd., 2011).
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1.2.3.2. Hiicre I¢i Ila¢ Konsantrasyonunda Degisiklikler

Kemoterapinin temeli, ilaclarin hiicresel hedeflere etkili bir sekilde ulasma kapasitesine
dayanmaktadir. Ancak, hiicre ici ilag konsantrasyonunu sinirlayabilecek ve ilacin etkisinin
azalmasina ve/veya antrasiklinlere karsi diren¢ gelismesine yol acabilecek belirgin

mekanizmalar bulunmaktadir.

1.2.3.2.1. Disa atim pompalari

Kanser hiicrelerindeki ATP bagiml disa atim tasiyicilari, ATP hidrolizinden gelen enerji ile
cesitli substratlari hiicre zarinin disina aktif olarak tasinmasinda rol alirken, bu durum MDR
(coklu ilag direnci) fenomeni olarak bilinmektedir (Fruci vd., 2016; Perez, 2016). MDR; ATP
baglayic1 kaset (ABC) tasiyicilary, MDR ile iliskili proteinler, P-glikoprotein (P-gp), ¢coklu ila¢
direnci ile iliskili protein (MRP), ABCC alt ailesi ve meme kanseri diren¢ proteini (meme
kanseri direnc proteini (BCRP), ABCG alt ailesi) gibi proteinleri icermektedir (Kort vd., 2015).

ATP baglayic1 kaset (ABC) tasiyicilari, hiicre zarlar1 boyunca cok cesitli molekiillerin
tasinmasinda rol oynayan bir protein siiper ailesidir (Mattioli vd., 2023). Bu tasiyicilar tiim
canli hiicrelerde bulunur ve hiicreleri toksik maddelerden korumada o6nemli bir role
sahiptirler. Bu tasiyici protein ailesi, fosfat baglayici dongii (P-dongiisii) ve "ldsin-serin-glisin-
glisin-glutamin (LSGGQ)" dizisinden olusan yiiksek derecede korunmus ATP baglama bolgeleri
icermektedir (Higgins vd., 1986). Bilinen 48 ABC tasiyic1 proteininden P-glikoprotein (P-gp) ve
MRP1, dox direnci ile iliskili olarak genis ¢apta tanimlanmistir. P-gp veya ¢oklu ila¢ direnci
proteini 1 (MDR1), ABCB1 geni tarafindan kodlanan 170 kDa transmembran proteini olup,
diisik molekiiler agirlikli, hidrofobik veya amfipatik ve iyonik olmayan molekiilleri
tasimaktadir (Y. Zhou vd., 1999). Ote yandan, MRP1 (190 kDa), ABCC1 geni tarafindan kodlanir
ve faz Il metabolize edici enzimler tarafindan glutatyon, glukuronat, fosfat/siilfat ile konjuge
edilmis ilaclar1 tasir (Grant vd., 2008).

MDR1 (P-gp veya ABCB1) pompasi, bir¢ok farkli hiicrenin apikal membraninda yer alir ve
vitaminler, amino asitler, peptitler, lipidler, sekerler, metal kimeleri, niikleozitler,
polisakkaritler ve oligoniikleotidler gibi kii¢iik organik ve inorganik molekiillerin hiicre disina
atilmasinda gorev alan genis substrat 6zgiillligiine sahip tasiyici proteinlerdir. Doksorubisin de
bu tasiyici proteinler tarafindan hiicre disina atilmaktadir (Higgins vd., 1986). Meme kanseri,
adrenokortikal, kolon, bobrek, over, AML, osteosarkom, mesane tiimorii, hepatoselliiler
tlimorler, merkezi sinir sistemi kanserleri ve bircok diger tiimorli hiicrelerde ABC tasiyici
pompalarinin ekspresyonunun arttigl, bu artisin antrasiklinlerin hiicre disina daha yiiksek
oranda atilmasina neden oldugu bildirilmistir (J. Fan vd., 2023). Bu durum, hiicre ici ilag
konsantrasyonunu azaltabilmektedir ve kanser hiicrelerini antrasiklin tedavisine kars1 daha

direncli hale getirebilmektedir. P-gp'nin ¢oklu ila¢ direnci mekanizmalari;
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e P-170 ve P-150 glikoproteinlerinin miktar artisi ilacin disa atilimi
e (Glutatyon ve glutatyon metabolizma enzimlerindeki artis

e DNA onarim mekanizmasinin artmast

e DNA topoizomeraz azalmasi

e 05-guanin alkiltransferaz yolaginin aktif hale gelmesi ile olmaktadir (Ji vd., 2019).

ABCC1 (MRP1) epitelyal hiicre katmanlarinin bazolateral membraninda bulunmaktadir
(Young vd., 2003) ve substratlarini bu nedenle epitelyanin bazolateral tarafina tasidig
bilinmektedir. Ozellikle, fetiisii yabanc1 maddelerden korumak icin insan plasentasinda, kan-
beyin bariyerinde, bagirsakta ve bobrekte yiliksek oranda eksprese oldugu saptanmistir
(Eisenblatter vd., 2003; Schinkel & Jonker, 2003). MRP1’'in meme, mesane, kolorektal ve
prostat kanserleri ile akut lenfoblastik I6semide de DOX direncine neden oldugu gosterilmistir
(Duvd., 2018; Hanssen vd., 2021; Jaramillo vd., 2019; Tada vd., 2002; Zalcberg vd., 2000).

1.2.3.2.2. Ice alim pompalari

Gegmis yillarda antrasiklinlerin hiicre icine girisinin sadece pasif difiizyonla gerceklestigi
bilinmekteydi (Dalmark & Storm, 1981). Ancak, son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Dox ve
diger antrasiklinlerin hiicresel aliminin organik katyon (OCT) OCT1, OCT2, OCT3, OCTS6,
OCTN1 ve anyon polipeptid (OATP) OATP1A2 tasiyicilar ile yapildigini ortaya koymustur.
Ayrica, OCT1, OCT3 ve OATP1A2'nin insan kalbi ve meme kanseri dokularinda bulundugu
gosterilmistir. OCT tasiyicilar inhibe edildiginde, Dox'un sitotoksik etkisini azaltarak kanser
hiicrelerinde ilag¢ diirencininin arttig1 belirlenmistir (K. M. Huang vd., 2021; Otter vd., 2021).

1.2.3.3. ilacin Hiicresel Dagilimi, Emilimi, Metabolizmas1 ve Atilimindaki Degisim

Doksorubisin gibi antrasiklinler, intravendz olarak uygulanmakta olup oral yolla iyi
emilmedikleri icin intravendz infiizyon yapilmaktadir. Dox hizla enjekte edilebilmektedir yari
omrii 30 saattir ;bu ytlizden kalp, bobrekler, akcigerler, karaciger ve dalaga alinmasini azaltmak
icin plazmadan hizla uzaklastiritlirilmaktadir. Antrasiklinler viicutta esit sekilde dagilmazlar.
Saglikli dokularda, o6zellikle kalp, karaciger, dalak ve bobreklerde birikirler. Bu birikim,
antrasiklinlerin ¢ogu yan etkisinden sorumludur (Nicoletto & Ofner, 2022; Patel vd., 2013).
Insanlarda, Dox'un yaklasik %50'si degismeden viicuttan atilir. Kalan %50'si {i¢ ana yolak
iizerinden metabolize edilmektedir: hidroksilasyon, semikuinon olusumu ve deoksiaglikon

olusumu (Edwardson vd., 2015).

Bir ilacin hiicre igerisine emilimi ve hedef boélgeye dagilimi ilacin etkinli§i ve insan
viicudundaki yamt1 acisindan énemlidir. ilacin dagilimi, emilim, metabolizmaya katilmas ve
atiliminda gorev alan en 6nemli proteinler ABC tasiyicilaridir. Bu proteinler ilaglarin lizozom

gibi organeller ile taginabilmesine yardimci olmaktadir. ila¢ bu sekilde tasindiginda etkinligi
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hem azalmakta hem de savunma hiicreleri tarafindan nétraliz edilebilmektedirler (Fletcher
vd., 2016; Noack vd., 2018).

Tlmor hiicrelerinde detoksifikasyonun bozulmasi, ilaca karsi direng¢ gelisimine yol acar ve
tedaviye karsi etkisiz bir yanit olusmasina neden olur. Hiicre detoksifiye edici enzimler, hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz gibi bircok hiicresel silirecte rol alarak kanser
hiicrelerinde ¢oklu ilag direncinin (MDR) olusumunda etkili olmaktadir. Bu enzimlerden en ¢cok
calisilanlart aldehit dehidrogenaz (ALDH), DNA topoisomeraz, protein kinaz C, dihidrofolat
rediiktaz, glutatyon ve glutatyon S-transferazlar (GST) dir (Estrela vd., 2006; Ji vd., 2019). Al-
Harras vd. (2016) tarafindan Glutatyon S-transferaz m (GST-m)'nin, doksorubisin gibi ilaclarin
doniislimiinii ve metabolizmasini artirabildigi, ilaclarin hiicrelerdeki etkin konsantrasyon
siiresini kisaltabildigi, ilaclarin hedef bolgelerdeki etkili birikimini azaltabildigi ve boylece ilag

etkinliginin azalmasina yol acabildigi bildirilmistir.

1.2.3.4. Sinyalizasyon Yolaklarinin Regiilasyonunun Bozulmasi

Kanserli bireylerde genellikle hiicrenin yasamsal faaliyetlerini yoneten bazi sinyal yolaklarinin
regiillasyonu degismektedir. Onkojenik mutasyonlar veya sinyal bilesenlerinin anormal ifadesi,
hiicre islevini yoneten diizenleyici aglar1 bozarak tedavide kullanilan ilaglara direng
gostermesine neden olmaktadir. Epidermal biiyime faktorii reseptorii (EGFR),
Ras/Raf/MAPK, PI3K/AKT/mTOR, Wnt/B-katenin, Notch, TGF-§ sinyalizasyonunun hepsi,
cesitli kemoterapotik ilaglara karsi diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir (Sritharan &
Sivalingam, 2021). Ornegin, tamoksifen direncine EGFR, HER-2/nue ve PI3K gibi biiyiime
faktorii sinyal yollarininin regiilasyon bozuklugunun ya da bu yolaklarda gorev alan
proteinlerdeki bir mutasyonun neden oldugu rapor edilmistir (Ziauddin vd., 2014). PI3K-AKT-
mTOR sinyal yolagi, en ¢ok diizensizlik gosteren sinyal iletim mekanizmalarindan biri olarak
dikkat c¢ekmektedir. Bu yolaktaki degisikliklerin, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi,
biiylimesi ve metastaz yapmasini destekledigi; ayrica metabolizma, hiicre hareketliligi,
biliyiime ve proliferasyon gibi temel hiicresel siireclerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
bildirilmektedir (Ortega vd., 2020).

1.3. PI3K/AKT/mTOR Sinyalizasyonu

Hiicre zar1 reseptorleri ve iyon kanallari, hiicre sinyalizasyonunu etkileyen noérotransmitterler,
antikorlar, sitokinler, bliyiime faktorleri ve hiicre dis1 bolgeden gelen iyonlar gibi uyaranlari
alirlar (Nooren ve Thornton, 2003). Bunlar arasindaki etkilesim meme kanserinde c¢esitli
sinyalizasyon yolaklarim1 etkilemekte, bu yolaklarda ve alt sinyalizasyonda c¢ok fazla
degisiklikler meydana getirmektedir. Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) ve
fosfoinositid-3-kinaz-protein kinaz B (PI3K / AKT) ve hiicre i¢i olarak Ca2 + sinyalleme
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yolaklari, NF-KB, TGF-beta, Notch sinyal yolaklar1 meme kanserinde bozulan yolaklar olup, iyi
calisilmis ve tanimlanmis yolaklardir (Booy vd., 2011; de Kruijf vd., 2013; W. Kim vd., 2016;
Krishna vd., 2019).

PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonu, meme kanseri de dahil cesitli kanser tiirlerinde en sik aktive
edilen yolaklardan biridir (Alzahrani, 2019). Bu yolakta sinyalizasyonun bozulmasi, meme
kanserinde tiimoriin biiyiimesi/ilerlemesi ve ila¢ direncliligi ile iliskilidir (Dong vd., 2021).
Meme kanseri gelisiminde 6nemli rol oynayan bu sinyal yolunun onkojenik aktivasyonu, ¢esitli
molekiiler degisimlerle iliskilendirilmektedir. Bu degisiklikler arasinda reseptor tirozin
kinazlarin asir1 ekspresyonu (6rnegin EGFR, HER2, HER3), PIK3CA genindeki mutasyonlar,
tiimor baskilayict PTEN geninin fonksiyon kaybi ve Akt ile mTOR sinyal yolaklarinin asiri
aktivasyonu yer almaktadir. Bu bozukluklar, hiicre proliferasyonu ve hayatta kalma siireclerini
diizenleyen bu yolakta dengesizliklere neden olarak kanser gelisimini hizlandirmaktadir
(Hernandez-Aya & Gonzalez-Angulo, 2011; Vivanco & Sawyers, 2002). Bu sinyalizasyon,
hormonlar, biiyiime faktorleri (fibroblast biiyiime faktorii reseptorleri (FGFR), insiilin benzeri
biiylime faktorii 1 reseptorii (IGF-1R) ve transmembran tirozin kinaz biiylime faktorii
reseptorleri) ve hiicre dis1 matris bilesenleri gibi cesitli uyaranlara maruz kalan hiicrelerde
aktive edilir (Wysocki, 2009). Sekil 1.5'te PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin aktivasyonu kisaca
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Sekil 1.5. Ortega vd. (2020)’den modifiye edilen 6strojen ve tirozin reseptorleri tarafindan

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin aktivasyonu

Tirozin reseptorleri uygun ligandlar baglandiktan sonra PI3K aktivasyonu gergeklesir. Tirozin
kinaz reseptorleri aktive edildiginde, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfata (PIP2) fosfatidilinositol
(3,4,5) -trisfosfata (PIP3) doniistiirtlen bir fosfat grubu eklenir boylece PI3K/AKT/mTOR
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sinyalizasyonu aktive olur (Alzahrani, 2019). Bu yolaktaki sinyalizasyonun bozulmasi, meme
kanserinde tlimoriin biiyiimesi/ilerlemesi ve ila¢ direngliligi ile iliskilidir (Dong vd., 2021). Bu
sinyalizasyonun calismasini yavaslatan fosfatazlar vardir; inositol polifosfat-4-fosfataz tip I B
(INPP4B) ve fosfataz ve tensin homologu (PTEN). INPP4B ve PTEN, PIP3'lin fosforilasyonunu
geri cevirerek AKT/mTOR sinyal yolunun asir1 aktivasyonunu 6nler ve boylece hiicrelerde
kontrollii biiylime sinyalinin devamlilig1 saglanmis olur. AKT, mTORC2 ile Ser473'te ve baska
bir serin-treonine kinaz PDK1 (Fosfosinositite bagimli Kinaz 1) tarafindan Thr308'i fosforile
ederek aktive olur. Fosforile edilmis AKT, pro-apoptotik genleri (BAD ve BAX) inhibe ederek
hiicre sagkalimini arttirir. Daha sonra AKT, tiiberoskleroz kompleksi 2 (TSC2)’ yi fosforile
ederek, TSC2 ve TSC1 kombinasyonunun bloke olmasina neden olur, TSC1/TSC2
heterodimerleri de mTOR aktivitesini inhibe eder. Serin / treonin protein kinaz olan mTOR,
PI3K ve Akt'in asag akis efektoriidiir. Yapisal olarak benzer ancak fonksiyonel olarak farkli
olan bu iki farkli kompleks, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC2)
icerir. mTORC1, everolimus gibi rapamisin ve rapamisin analoglarinin hedefidir ve mRNA
translokasyonunu ve protein sentezini indiikleyerek hiicrenin anabolik sekilde biiylimesine
yol acar ve ayrica glikoz metabolizmasi ve lipit sentezinde rolleri vardir. Ayrica, mTORC1’in
downstream substrat1 S6 kinaz 1, ligandtan bagimsiz reseptdr aktivasyonundan sorumlu olan
Ostrojen reseptoriinii fosforile eder. mTORC2 ise hiicresel aktin hiicre iskeletini ve AKT
fosforilasyonunu diizenler. PTEN, PIP3'ten PIP2'ye defosforilasonu (doniisiimii) saglayan
tlimor baskilayici olarak goérev alan bir proteindir. PTEN’in gérevi Akt ve PDK1 proteinlerinin
plazma membranina toplanmasini engelleyip sinyal yolunu baskilamaktir (Ortega vd., 2020).

Bu yolagin kanser patogenezinde hem fazla aktive oldugu hem de bu aktivasyonn ilag
direncinin olusumuna neden olacagini gosteren literatliir ¢alismalar1 rapor edilmistir.
Fosforilenmis mTOR'un miktarinin artmasi, meme kanseri hastalarinda metastaz ve kotii
prognozile iliskilendirilmistir (Meric-Bernstam & Gonzalez-Angulo, 2009). Bu sinyalizasyonda
PI3K geninin aktivasyonunun PTEN’in ekspresyonunun baskilanmasina ve AKT
ekspresyonunda artisina sebep olarak ila¢ direnci gelistirmesine yol actigini bildiren farkl
calismalar literatiirde bildirilmistir (Campbell vd., 2004; Liedtke vd., 2008; Pérez-Tenorio vd.,
2007). Klinik 6ncesi ¢alismalar ise hormonal tedavi, kemoterapi ve hedefleme ajanlarinin
kanser hiicre dizilerinde PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonun bir yanit olusturdugunu
gostermistir (Berns vd., 2007; X. Zhou vd., 2004). L. Zhang vd. (2020) tarafindan PI3K/AKT
sinyalizasyon yolaginin ¢oklu ila¢ direnci ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu ve hiicrelerin
proliferasyonunu artirarak hiicrelerde kemoterapi direnci gelismesine neden oldugu
bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise AKT’'nin fosforillenmesi sonucu mTORC1 proteininin
ekspresyonu indiiklenmis olup hiicrelerin doksorubisine direng gelistirdigi gosterilmistir (C.
Gao vd., 2019). PI3K/AKT yolunun, ATP-baglayan kaset (ABC) tasiyici siiper ailesi araciligiyla
kemoterapotik ilaglarin hiicre disina atilimini artirarak, tiimoér hiicrelerinin c¢oklu ilag
direncine neden oldugu bildirilmistir (Kathawala vd., 2015). Baska bir ¢alismada, PI3K

inhibitérii wortmannin, MCF-7/ADR (ADR: Adriyamin direnci) meme kanseri hiicrelerinde

32



hiicre proliferasyonunu ve doksorubisin direncini neredeyse tamamen engelledigi
saptanmistir (Tsou vd., 2015). Dong vd. (2021) tarafinda yapilan ¢alismada PI3K'nin ekonazol
ile inhibisyonunun, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerini hem in vitro hem de in vivo olarak
doksorubisine karsi belirgin sekilde duyarh hale getirdigini gostermistir. Bu sinyalizasyonda
ilac direngliliginde rolii oldugu disiiniilen bir diger molekiil PTEN’dir. Bununla ilgili bir
calismada miRNA-29’un PTEN ekspresyonu indiiklenmesi sonucunda DOX duyarliligini arttigi
saptanmistir(Mirzaei vd., 2021) . Baska bir ¢alismada ise PTEN’in aktive olmasi sonucu, kolon
kanseri hiicrelerinde P-gp (P-glikoprotein) ekspresyonu ve aktivitesinin azalarak apoptozun
tetiklendigi ve hiicrelerin DOX duyarhiligini geri kazandig bildirilmistir (X. Shi vd., 2020). Lei
vd. (2020) tarafindan PTEN'in asag1 akis hedeflerinden biri olan PI3K/Akt sinyal yolunun DOX
kemoterapisindeki rolii de gosterilmistir. Bu yolun Ostrojen reseptér [3 tarafindan inhibe

edilmesi, meme kanseri hiicrelerinde DOX duyarhligini artirdig raporlanmistir.

1.4. Epitelyal-Mezenkimal D6niisiim (EMD)

Epitelyal-mezenkimal dontlisiim (EMD), normalde embriyogenez (Tip 1 EMD), yara iyilesmesi
ve doku yenilenmesi (Tip 2 EMD) gibi siireclerde 6énemli bir rol oynayan, ancak tiimoér
metastazi sirasinda patolojik bir nitelik kazanan karmasik ve dinamik bir biyolojik siirectir
(Lamouille vd., 2014). Bu siire¢ boyunca, epitelyal hiicrelerde hiicreler arasi yapiskanlik azalir,
bu da hiicre iskeletinin kendini yeniden diizenlemesine ve hiicrelerin daha hareketli hale
gelmesine yol acar, bdylece hiicreler mezenkimal bir fenotipe dogru donilisiim gosterirler ve
bazal membrani gecebilmektedirler (Voulgari & Pintzas, 2009). EMD, SNAI1/2, TWIST1/2 ve
ZEB1/2 gibi temel EMD transkripsiyon faktorler (TF'ler) tarafindan indiiklenmektedir. Bu
faktorler, epitelyal genlerin (6rnegin, CDH1 (E-kaderin), OCL (Okludin) ve TJP1 (ZO-1))
ifadesini dogrudan veya dolayl olarak baskilarken ve mezenkimal genlerin (6rnegin, VIM
(vimentin), FN1 (fibronektin), CDH2 (N-kaderin) ve FSP1) ifadesini artirmaktadir (Dongre &
Weinberg, 2019; Nieto vd., 2016). EMD’nin uyarilmasi sonucu karsinoma hiicreleri apikal-
bazal polaritesini ve epitelyal baglantilarin1 kaybetmekte ve bu hiicreler invazif 6zelliklere,
apoptozise dirence ve yayillim kapasitesine sahip mezenkimal tiirevlerine donlismektedir
(Pachmayr vd., 2017).
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Son arastirmalar, bireysel karsinoma hiicrelerinin EMD'yi farkli derecelerde aktive ederek,
hibrit veya kismi E/M durumlarina girdigini ortaya koymustur. Bu tiir tiimér hiicreleri
genellikle hem E hem de M belirteclerini aymi1 anda farkli seviyelerde ifade ettigini ve hem
epitelyal hem de mezenkimal hiicrelerin fenotipik, transkripsiyonel ve epigenetik 6zelliklerini
sergiledigini gostermektedir. Bu 6zelliklerin her ikisine de sahip olma durumu epitelyal-
mezenkimal plastisite (EMP) olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, EMP'nin kanser kok hiicre
benzeri 6zelliklerin kazanilmasi, metastaz, timor dormansi ve kanser tedavisine direng
tizerinde kritik rollerenin oldugu bilinmektedir (Garg, 2022; Lytle vd., 2018; Pastushenko &
Blanpain, 2019).

EMD’nin kanser hiicrelerinin malignite ve agresif davranislarinin artmasina neden oldugu
boylece kemorezistansi indiikledigi bilinmektedir. Kemoterapi ilaglarina karsi direng
gelismesinin altinda yatan molekiiler yollardan birinin de EMD oldugunun bilinmesi, bu
siirecte farkli kanser tiirlerinde bu mekanizmanin arastirilmasina yoénelik bir ilgi
olusturmustur (Mirzaei vd., 2021). Ozellikle kolorektal, gastrik, meme ve karaciger kanserleri
olmak iizere bircok kanser tiiriinde EMD'nin regtilasyonunun DOX direncinin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu gosterilmistir (S.-H. Hu vd., 2016). Dudas vd., (2020) ¢alismalarinda hiicrelerin
bu stire¢ boyunca gecirdigi degisikliklerin, 6zellikle E-kaderin ekspresyonunun azalmasinin ve
Vimentin ile N-kaderin'in yam sira diger belirte¢lerin artmasinin, DOX (doksorubisin)

kemorezistansina sebep olabilecegini bildirmistir.

J.-X. Pan vd. (2016) karaciger kanser hiicrelerini doksorubisine maruz biraktiklarinda,
EMD’nin vimentin ve SEMA4A gibi ilgili proteinlerin ekspresyonlarindaki artisla

indiiklendigini rapor etmistir. DOX direncinin elde edilmesinin zaman bagimli oldugu ve
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molekiiler diizeyde EMD indiiksiyonunun bu siliregcte 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir
(Ponnusamy vd., 2017). Kubiliité vd. (2016) tarafindan kolerektal kanser hiicrelerinein kiiltiir
ortaminda besiyeri icerisndeki kademeli olarak doksorubisin konsantrasyonunu artirilmasi ile
yapilan calismada DOX'a maruz kalma sonrasinda kanser hiicrelerinde EMD’nin bir diger ifade
ile hiicrelerin gog, hareketlilik ve agresif davranislarini arttifin1 ve doksorubisin direncinin
gelistigini rapor edilmistir. Osteosarkoma hiicrelerinin doksorubisine (DOX) maruz
birakilmasinin sonucunda Notch sinyalizasyonunun aktive oldugu tespit edilmistir. Ayrica
EMD mekanizmasinin indiiklenmesi sonucu bu hiicrelerin gé¢ yeteneginin ve mezenkimal
fenotipinin 6nemli olciide arttigr bildirilmistir (J. Yang vd., 2017). Daha onceki ¢alismalar,
diistiik konsantrasyonda DOX'un da osteosarkoma hiicrelerinde EMD'yi indiikleyerek direnc
sagladigim1 ortaya koymustur. DOX kemoterapisinde konsantrasyon kadar zaman da
onemlidir. Kanser hiicrelerine 48 saat boyunca DOX uygulandiginda, hiicrelerin ¢cogu 6liirken,
kalan hiicreler koloniler olusturmustur. Hayatta kalan bu hiicrelerin EMD siirecinde oldugu
vimentin, Twist ve (-katenin gibi ilgili molekillerin indiiklenmesi veve mezenkimal fenotip
sergilemesi ile gosterilmistir (Y. Han vd., 2014). Ozet olarak, kanser tedavisinde DOX kullanim1
sirasinda, EMD ile olan iliskisi ve olas1 diren¢ g6z 6ntinde bulundurularak bir tedavi yaklasimi

gelistirilmelidir.

1.5. Kodlanmayan RNA (ncRNA)

Son yillarda gercgeklestirilen transkriptom analizlere gore, insan genomunun g¢ogunun
transkripte edildigi ancak bu transkriptlerin ¢ogunun protein kodlama kapasitesine sahip
olmadig1 gosterilmistir (W. Wang vd., 2021). Proteinlere doniistiiriilmeyen ve kodlanmayan
RNA'lar (ncRNA) olarak adlandirilan RNA molekiillerinin, ékaryotlarda genom boyutunun,
kromatin yapisinin ve sikistirmanin diizenlenmesi siireclerinde, genom biittinliigiinde ve DNA
onariminin etkinliginde, gen susturma ve protein sinyal yollarinin diizenlenmesi gibi hiicresel
stireclerde rol aldig1 tespit edilmistir (Kovalchuk & Kovalchuk, 2021). Memeli genomu, 20
niikleotid uzunlugundaki mikroRNA'lar (miRNA) ile kilobazlar boyutundaki uzun
kodlanmayan RNA'lar (IncRNA) arasinda degisen boyutlarda binlerce kodlanmayan RNA
icermektedir. Diger kodlanmayan RNA molekiilleri; snoRNA'lar, tRNA'lar, spliceozom
regiilatorleri, telomer RNA's1 ve cok daha biiyiik ribozomal RNA'lar, biiyiik ¢oklu protein
komplekslerinin yapisal iskelelerini olusturan énemli RNA molekiilleridir. Bu RNA tiirleri,
genellikle karmasik biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde ve hiicresel islevlerin korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, snoRNA'lar ribozomal RNA'nin (rRNA) kimyasal
modifikasyonunda goérev alirken, tRNA'lar protein sentezi sirasinda amino asitlerin ribozoma
tasinmasini  saglamaktadir. Spliceozom regiilatorleri, pre-mRNA'nin olgun mRNA'ya
dontsiimiinii saglarken, telomer RNA'st kromozom uglarinin korunmasinda yer alir.
Ribozomal RNA'lar ise ribozomun yapisal ve fonksiyonel temelini olusturur. Bu RNA

molekiilleri, hiicresel makromolekiiler komplekslerin stabilitesini ve islevselligini saglamak
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icin birer yap1 tasi olarak hareket etmektedir (Q. Chen vd., 2016). Kodlanmayan en kiiciik RNA
mikroRNA'lar, olarak bilinmektedir ve bu RNA’lar belirli dokularda iretilmektedir.
MikroRNA’lar RISC (RNA kaynakli susturma kompleksi) olarak bilinen ¢ok proteinli bir
komplekse baglanarak bu kompleksi hedef mRNA molekiillerine yonlendirmektedirler. Bu
sayede, ilgili proteinlerin iiretimini baskilayarak hiicredeki protein dengesini
diizenlemektedirler. Bu yonleriyle, mikroRNA'lar hiicredeki protein yapisini sekillendirme
acisindan, gen ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorlerine benzemektedirler (Gebert &
MacRae, 2019). Kodlanmayan RNA’larin yapilarinin stabil bir sekilde kalmasi zorken, genomda
diisiik seviyede eksprese olmaktadirlar ve zamana bagli olarak ekspresyon paternleri
degismektedir. Bilim insanlar1 bu kodlanmayan RNA’larin davrams iizerinde etkili
olabilecegini diisiinmektedir. ncRNA'lar i¢in, protein kodlayan genlerin sayisinda bir degisiklik
olmaksizin, gen diizenlemesinde ek bir katman olusturarak fenotipik cesitliligin evrimini

aciklamaya yardimeci olabilecegi de diisiiniilmektedir (Dayal vd., 2024).

1.6. Uzun Kodlanmayan RNA’lar (Long Non-coding RNAs, IncRNA)

Kodlanmayan RNA’larin en heterojen ve islevsel olarak gesitli alt sinifin1 uzun kodlanmayan
RNA'lar (LncRNA'lar) olusturmaktadir. LncRNA’lar, proteinler gibi, karmasik yapilar
olusturacak sekilde katlanabilme ve dizilimleri sayesinde DNA ve RNA gibi diger niikleik
asitlerle etkilesime girebilme yeteneklerine sahiptir (Statello vd., 2021). Memeli genomunun
sadece kiiglik bir kism1 protein kodlayan mRNA'lara transkribe edilirken biiytik cogunlugu ¢cok
saylda uzun kodlanmayan RNA (IncRNA'lar) iiretmektedir. Uzun kodlanmayan RNA'lar 200
niikleotitten daha uzun olan RNA'lar (IncRNA) olarak bilinmektedir ve proteinlere
cevrilmemektedir (R.-W. Yao vd., 2019).

Mesajct RNA'lara (mRNA) benzer sekilde, IncRNA'lar da RNA polimeraz Il tarafindan
transkripte edilmektedir, 5' uclarina kap takilmaktadir, splicing siirecinden ge¢cmektedir ve
genellikle poliadenilasyona ugramaktadir. Mesajct RNA'dan farkli olarak IncRNA'lar daha
hiicrede ¢ok daha diisiik seviyelerde ifade edilmektedir ve evrimsel olarak korunmamistir
(Achour & Aguilo, 2018). LncRNA'lar bir zamanlar "transkripsiyonel giiriiltii" olarak
diisiiniilmiisse de, promotorlerdeki arindirici secilim, 6rnegin yer degistirmeler, eklemeler,
silinmeler ve splicing gibi stirecler, bu molekiillerin islevsel oldugunu ortaya koymustur. Bazi
IncRNA'larin kiigiik agik okuma cergevelerine (sORF'ler/smORF'ler) sahip oldugunu ve
ribozomlarla iliskili olduklarini, bu durumun da protein kodlama potansiyellerini isaret ettigini
gosteren calismalar literatiirde raporlanmistir (Aspden vd., 2014; Mackowiak vd., 2015). Son
yapilan calismalarda az sayida IncRNA'nin ¢esitli biyolojik stlireclerin diizenlenmesinde rol
oynadigl ve 100 amino asitten daha az uzunluga sahip mikropeptitler adi verilen kii¢iik
proteinleri kodlayabildigini ortaya koymustur (Yeasmin vd., 2018). Baslangictaki calismalar,
IncRNA'larin kararsiz transkriptler oldugunu dusiindiirmekteydi. Ancak, daha sonraki

arastirmalar, 800'den fazla IncRNA'min ¢ogunlugunun yari émriiniin 16 saatin lizerinde
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oldugunu ve oldukea stabil olduklarini, sadece az sayida IncRNA'nin ise yar1 6mriiniin 2 saatin
altinda oldugunu gostermistir (Clark vd. 2012). Hiicredeki konumlarina bagh olarak,
IncRNA'lar farkli molekiiler siireclerde rol oynamaktadir. Niikleer IncRNA'lar, kromatin
yapilariyla yakindan iliskilidir ve belirli genlerin transkripsiyonel ve epigenetik diizenlenmesi
ile pre-mRNA islenmesi gibi cesitli mekanizmalari etkileyerek gen ekspresyonunu diizenlerler.
Buna karsilik, sitoplazmik IncRNA'lar, mRNA'larin stabilitesi ve ¢evirisi lizerinde baskin olarak
kontrol saglarlar (Noh vd., 2018). Ornegin, MALAT1 ve NEAT1 gibi IncRNA'lar agirlikli olarak
cekirdekte bulunurken; DANCR ve OIP5-AS1 daha ¢ok sitoplazmada yer alir; TUG1, CasC7 ve
HOTAIR ise hem niikleer hem de sitoplazmik dagilima sahiptir (Lennox & Behlke, 2016). Bu
kodlanmayan RNA'lar, genomun genis, kesfedilmemis ve fonksiyonel bir bileseni
olduklarindan, bu alanin incelenmesi insan biyolojisi ve hastaliklar1 acisindan biiyiik 6neme
sahiptir (Carninci vd., 2005; ENCODE Project Consortium vd., 2007).

LncRNA'lar, genetik bilginin iletiminde ¢esitli diizeylerde rol oynamaktadir. Bu roller arasinda
kromatinin yeniden programlanmasi, transkripsiyonel kontrol (6rnegin, enhanser bélgelerde
cis-regiilasyon), posttranskripsiyonel kontrol (6rnegin, mRNA islenmesi) ve translasyonel
diizenleme bulunmaktadir. LncRNA'larin bu genis kapsamli fonksiyonlari, onlar1 biyomarker
olarak kullanimi ve terapotik hedef olarak degerlendirilmesi agisindan umut verici kilmaktadir
(Tao vd. 2023). LncRNA'larin birincil siniflandirma semalarindan biri, protein kodlayan
genlere gore genomik konumlarina dayanmaktadir. Protein kodlayan genler arasinda yer
alanlara intergenik IncRNA'lar (lincRNA'lar), protein kodlayan genlerin intronlarindan
tiireyenlere intronik IncRNA'lar, enhanser dizilerinden transkripte edilenlere enhanser
IncRNA’lar, protein kodlayan genlerin ters ipliginden transkripte edilenlere ise antisens
IncRNA'lar olarak bir siniflandirma énermistir (Sekil 1.7).

Enhancer IncRNA 'R\ intergenik IncRNA _ﬁd\

- /
X _AGeni K X B Geni [])(
/

Sense IncRNA intronik IncRNA

m@m COVDE"EOOOD

Antisense IncRNA

mRNA

Sekil 1.7. Tao vd. (2023)’den modifiye edilen farkli IncRNA tiirlerinin siniflandirilmasini

gosteren sematik diyagram
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Son donem genomik c¢alismalar, memeli genomunun 6nemli bir kisminin transkripte
edilebilecegini gostermistir, bu da ¢ok daha fazla sayida kodlanmayan transkriptin varligim
isaret etmektedir (Carninci vd., 2005; Harrow vd., 2006). Bu amacla, tiling mikroarray verileri
ifade edilen sekans etiketlerinin (EST'ler) ve klonlanmis cDNA'larin shotgun dizilimi ve histon
modifikasyon desenlerinin haritalan gibi yontemler kullanilmaktadir. Ozellikle, son calismalar,
protein kodlayan bolgelerle 6rtiismeyen biiylik intergenik kodlanmayan RNA'lar (lincRNA'lar)
tizerinde yogunlasmistir, ¢linkii bu IncRNA'lar deneysel manipiilasyon ve hesaplamali
analizleri kolaylastirmaktadir (Cabili vd., 2011).

LncRNA'lar dogrudan DNA, RNA ve proteinlerle etkilesime girerek hiicrelerin molekiiler
diizeydeki diizenlemesinde etkili olmaktadir. Bu etkilesimler, IncRNA'larin enhanser, kilavuz
(guide), tuzak (decoy) ve iskele (scaffold) olarak siniflandirilmasina olanak saglamaktadir.
Ornegin biiyiik intergenik kodlanmayan RNA'lar, gen ekspresyon analizlerinde cesitli hiicresel
siireclerin 6nemli diizenleyicileri olarak ve klavuzluk (guide) yaparak gorev almaktadir.
Ayrica, IncRNA'lar, genomun ii¢c boyutlu organizasyonunu yeniden sekillendirme, kromatin
modifiye edici proteinlerin baglanmasini kolaylastirma ve diizenleyici faktorleri ya da
mikroRNA'lar1 molekiiler tuzaklar (decoy) veya siingerler (sponge) gibi tutarak da gen
ekspresyonunu diizenlemektedir (Sekil 1.8)(Sweta vd., 2019).
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Sekil 1.8. Sweta vd. (2019)’den modifiye edilen IncRNA'nin etki mekanizmalari
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1.7. LncRNA’larin Gen Ekpresyonunu Diizenleme Yéntemleri
1.7.1. Epigenetik regiilasyon

LncRNA'lar, epigenetik mekanizmalar lizerinde karmasik ve ¢ok yonlii etkiler sergilemektedir.
Kromatin yapisinin diizenlenmesi, histon modifikasyonlarinin yoénlendirilmesi ve DNA
metilasyonunun kontrolii gibi cesitli mekanizmalar aracilifiyla gen ekspresyonunu
etkilemektedir (Guh vd., 2020). LncRNA'lar, kromatinin acik veya kapali hale gelmesine
yardimci olarak gen ekspresyonunu diizenler. 1975 yilinda Paul ve Duerksen, biyokimyasal
olarak saflastirilan kromatinin DNA'min iki kati kadar RNA icerdigini saptayarak, RNA'nin
kromatin yapisi ve gen diizenlemesi lizerindeki potansiyel etkisini glindeme getirmislerdir
(Paul & Duerksen, 1975). Zamanla yapilan arastirmalar, RNA'nin kromatinin dogru yapisinin
korunmasi ve kromatin modifiye edici komplekslerin DNA'ya yonlendirilmesinde kilit bir rol
oynadigini ortaya koymustur. Heterokromatin olusumu ve gen baskilanmasi gibi siireglerle
iligkili olarak Xist, Air, H19 IncRNA’lar1 saptanmistir (Bernstein & Allis, 2005; Brown vd,,
1991). LncRNA araciligiyla gerceklestirilen kromatin diizenlemesine 6rnek, memelilerde X
kromozomu inaktivasyonunda gézlenmektadir. X kromozomu inaktivasyonu, disi hiicrelerdeki
iki X kromozomunun gen ekspresyon diizeyinin, erkek hiicrelerde bulunan tek X kromozomu
ile dengelenmesi siirecidir. Disi hiicrelerde, iki X kromozomundan birinden IncRNA Xist
sentezlenir ve IncRNA Xist genlerin biiyiik c¢ogunlugunun transkripsiyonel olarak
susturulmasinda rol oynamaktadir (Wutz, 2011; ]J. Zhao vd., 2008). LncRNA MANTIS'in,
kromatin yeniden sekillendirme komplekslerinin aktivitesini modiile ederek endotelyal
anjiyogenik fonksiyonu artirdigi gésterilmistir (Leisegang vd., 2017). Benzer sekilde, HOTAIR
gibi IncRNA'lar da kromatin dinamiklerinin diizenlenmesinde rol oynamakta, protein
komplekslerini genomun belirli bolgelerine yonlendirerek transkripsiyonel susturma ve gen
ekspresyonunu etkilemektedir (Bhan & Mandal, 2015; Y. Tang vd., 2017).

LncRNA'lar, histon modifikasyonlarin1 diizenleyen enzimleri belirli kromatin bdlgelerine
yonlendirerek histon asetilasyonu ve metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerde kritik bir rol
oynamaktadir (Calanca vd., 2020; Y. Zhao vd., 2016). Ornegin, IncRNA TARID'in, belirli gen
bolgelerinde demetilasyon siireglerini  yonlendirerek tiimér baskilayict  genlerin
aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir (Arab vd., 2014). Ayrica, IncRNA'lar, histon
proteinlerinin modifikasyonu ve gen ekspresyonunun kontroliinde kritik bir rol oynar.
LncRNA'larin  histon metilasyonu, asetilasyonu gibi modifikasyonlar1 diizenledigi
gosterilmistir. Ornegin, HOTAIR (HOX transcript antisense RNA), PRC2 kompleksini genomun
belirli bolgelerine yonlendirerek histon H3 lizin 27'nin trimetilasyonunu (H3K27me3)
indiiklemektedir. Bu modifikasyon, gen susturulmasini indiikler ve kanser gibi hastaliklarla
iliskilendirilmistir. LncRNA'lar, gen ekspresyonunu etkileyen bir diger kritik epigenetik
modifikasyon olan DNA metilasyonunun diizenlenmesinde de rol oynar. DNA metiltransferaz
veya demetilazlara kilavuzluk ederek, belirli genlerin metilasyon durumunu
yonlendirmektedir (Y. Zhao vd., 2016). LncRNA'lar ile DNA metilasyonu arasindaki etkilesim,
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kanser biyolojisinde 6zellikle 6nemlidir; ciinkii kanserlerde siklikla anormal metilasyon
kaliplar1 gézlemlenmektedir. Ornegin, NEAT1 gibi IncRNA'larin, kemoterapiye direnci artiran
belirli kromatin modifikasyonlarini indiikleyerek, kolorektal kanser hiicrelerinde kok hiicre

benzeri 6zellikleri korudugu gosterilmistir (Y. Zhu vd., 2020).

1.7.2. Transkripsiyonel regiillasyon

Uzun kodlanmayan RNA'lar, gen ekspresyonunu cesitli mekanizmalarla diizenleyerek
transkripsiyonel siireglerde kilit rol oynayan énemli molekiillerdir. Ornegin, IncRNA'lar belirli
genomik bolgelerde protein komplekslerinin bir araya gelmesini saglayan iskeleler olarak
gorev yapabilmektedir. iskele olarak, IncRNA'lar transkripsiyon faktérlerini ve kromatin
diizenleyici proteinleri bir araya getirir ve bunlar1 hedef genlere yonlendirerek genlerin
transkripsiyonel regiilasyonunu saglarlar. Akerman vd. (2017) pankreatik 3 hiicrelerinde,
belirli IncRNA'larin adacik hiicresi transkripsiyonel programlar icin kritik olan enhancer
kiimelerini diizenlendigini saptamistir bu da hiicreye 06zgli dilizenleyici aglarin
olusturulmasindaki rollerini ortaya koymaktadir. HOTAIR gibi IncRNA'larin kromatin yeniden
sekillendirme ve gen susturma siireclerinde rol oynadigy, hiicresel proliferasyon ve farklilasma
gibi strecleri etkiledigi bildirilmistir (J.-X. Pan vd. 2016). Baska bir calismada GAS5
IncRNA'sinin aktiflesmis glukokortikoid reseptoriiniin DNA'ya baglanma bolgesi ile etkilesime
girerek bu reseptoriin glukokortikoid yanit elemanlar: ile olan etkilesimini engelledigi ve
boylece glukokortikoid-duyarli genlerin ekspresyonunu azalttigl bildirilmistir (Kino vd.,
2010). Radhakrishnan & Kowluru (2021) yaptiklarni ¢alismada MALAT1'in birgok
transkripsiyonel diizenleyici ile etkilesime girerek bu diizenleyicilerin gen ekspresyonunu

kontrol etme yetenegi ve aktivitelerini etkiledigi gdsterilmistir.

1.7.3. Post transkripsiyonel regiilasyon

Okaryotik hiicrelerde, bir genin transkripsiyonu sonucunda ortaya ¢ikan ilk iiriin, genellikle
pre-mRNA'dir. Bu pre-mRNA, ¢ogu durumda intronlarin ¢ikarilmasi yoluyla olgun mRNA'ya
dontsiir ve bu isleme "alternatif kirpma” (splicing) ad1 verilir. mRNA'lar ¢ekirdekte transkribe
edildikten sonra 5’ ucuna 7-metilguanozin kapagi eklenir, poliadenilasyon (3’ ucuna poli(A)
kuyrugu eklenir) gerceklestirilir ve son olarak olgun mRNA'lar, ilgili polipeptitlere ¢evrilmek
lizere sitoplazmaya tasinir. Bu post-transkripsiyonel diizenleme, transkriptlerin stabilitesi ve
hiicre i¢cindeki dagilimini etkileyen siirecleri kapsar. Bu slirecler arasinda alternatif ekleme,
niikleer bozunma (6rnegin ekzom yoluyla), RNA islenmesi ve niikleer tasinma yer alir.
Genellikle RNA baglayic1 proteinler (RBP'ler), bu mekanizmalarda énemli bir rol oynar. Bu
stirecler ayni zamanda protein modifikasyonlar1 ve proteinin hiicre icindeki yerlesimini
saglamaktadir. RBP'ler, transkriptlerin 5' ve 3' UTR (¢evrilmeyen bolge) dahil olmak tizere
belirli bir dizisini veya ikincil yapisini baglayan bir RNA tanima motifi (RRM) araciligiyla bu

40



olaylari gerceklestirir. Post-transkripsiyonel diizeyde, IncRNA'larin, mRNA stabilitesi, ekleme,
protein stabilitesi ve hiicre ici yerlesimi gibi degisikliklere yol acarak ¢esitli RNA baglayici
proteinler (RBP'ler) ile etkilesime girebildigi ve hedef genlerin tamamlayict RNA dizilerine
baglanarak post-transkripsiyonel diizenleyiciler olarak islev gorebildigi rapor edilmistir (He
vd., 2019).

Yoon vd. (2013) ¢alismalarinda IncRNA’larin splayzing faktorleri ile etkilesime girerek bu
siireci modiile edebildigini ve bodylece farkli mRNA izoformlarinin sentezlenmesini
indiikleyebildigini bildirmistir. Ayrica, IncRNA'larin RNA-baglayic1 proteinlerle etkilesime
girerek mRNA stabilitesini etkileyebildigi gosterilmistir; bu etkilesimler mRNA transkriptinin
stabilizasyonu regiile etmektedir (Szcze$niak & Makatowska, 2016; F.-]. Yuvd., 2015). MALAT1
adli IncRNA, splayzing faktorleriyle etkileserek, diger bir IncRNA olan Gomafu/MIAT ise,
spliceozom olusumunu engelleyerek ve ekleme faktorii 1 (SF1) ile etkileserek alternatif
splazyzingi regiile ettigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Pandey vd., 2008). Ayrica, bazi
IncRNA’larin miRNA’lar ile rekabet ederek miRNA’larin hedef bdlgelere baglanmasim
engelleyerek hedef mRNA’larin stabilitesini ve transkripsiyonunu artirdigi rapor edilmistir (X.
Jiang vd., 2022). Sonug olarak, IncRNA'lar, farkli mekanizmalar aracilifiyla mRNA stabilitesini
modiile etmektedir (Sekil 1.9). Sekil 1.9°da, IncRNA’larin hedef mRNA'daki miRNA veya RBP
baglanma bolgeleri ile dogrudan etkileserek (A), miRNA veya RBP'lerin sekestrasyonu
(tutulmasi) yoluyla bu molekiillerin mRNA ile etkilesiminin baskilyarak (B); RBP-mRNA
etkilesimlerini artirmak icin iskele gorevi gorerek (C); hedef mRNA'larin m6A seviyelerini
modiile ederek (D) mRNA stabilitesinin diizenledigi sematik olarak gosterilmistir (Sebastian-
delaCruz vd., 2021).
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Sekil 1.9. Sebastian-delaCruz vd. (2021)’den modifiye edilen LncRNA aracili mRNA stabilite

duzenlemesinin etki mekanizmalar:
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1.7.4. Translasyonel regiilasyon

LncRNA'larin translasyonel makineye baglanarak gen tranlasyonunu modiile edebildigi
bilinmektedir. Yoon vd. (2012) uzun kodlanmayan lincRNA-21, CTUNNB1 ve JUNB mRNA'lar1
ile esleserek ribozomun diisiisiine yol acan bir mekanizma ile translasyonu inhibe etigini
bildirmistir. LncRNA'larin ayrica translasyon faktorlerinin diizenlenmesi yoluyla translasyon
tizerindeki inhibitor rollerinin oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Bir calismada, IncRNA
GASS5, apoptoz ve hiicre cogalmasinin diizenlenmesine gorev aldig1 rapor edilmistir. Lenfoma
hiicreleriyle yapilan bu calismada, GAS5'in dogrudan elF4E'ye baglanarak translasyon
baslatma kompleksi elF4F ile etkilesime girdigi ve c-Myc'in translasyonunu azalttig
gosterilmistir (G. Hu vd., 2014). Benzer sekilde, IncRNA RP1-506.5'in elF4E ile etkilesime
girdigi ve elF4E'nin elF4G'ye baglanmasimi engelleyerek, meme kanseri hiicrelerinde
p27kipl'in translasyonunu inhibe ettigi ve bu sekilde Snail seviyelerini negatif olarak
diizenledigi gosterilmistir (Jia vd., 2019). Diger bir litliratiir calismasinda, IncRNA treRNA'nin
riboniikleoproteinler (RNP'ler) ile etkilesime girerek treRNA-RNP kompleksi olusturdugu ve
elF4G1l'e baglanarak E-kaderin'in translasyon verimliligini baskiladigi gdsterilmistir
(Gumireddy vd., 2013). Beyine 6zgii bir IncRNA olan BC1'in, e[F4A ve poli(A)-baglayici protein
(PABP) ile etkilesime girerek translasyon siirecini negatif olarak diizenledigi bildirilmistir (H.
Wang vd., 2002). LncRNA GAPLINC'in, kii¢lik hiicre dis1 akciger kanseri hiicrelerinde asiri
eksprese oldugu ve miR-661 i¢in bir siinger gorevi gorerek eEF2'nin negatif diizenleyicisi olan
eEF2K ekspresyonunu artirdigl gosterilmistir (Gu vd., 2018). Diger bir calismada, IncRNA
FOXD1-AS1'in elF5A'ya baglandigl, ancak mRNA ekspresyon seviyelerini degistirmedigi ve
bunun da FOXD1-AS1'in post-translasyonel diizenleme streglerinde rol alabilecegini
distindiirdiigi gosterilmistir (Y.-F. Gao vd., 2020). Genel olarak, bu ¢alismalar IncRNA'larin
translasyon faktorlerini diizenleyerek mRNA translasyonu iizerinde 6nemli inhibitor roller

olabilecegini gdstermektedir.

1.7.5. Post-translasyonel regiillasyon

Post-translasyonel modifikasyon, proteinlerin biyosentezlerinin ardindan kovalent ve
genellikle enzimatik olarak modifiye edilmesini kapsar ve hiicre sinyal iletiminde yaygin olarak
gerceklesir. Ornegin, bir proteinin fosforilasyonu aktivasyon durumunu diizenlerken,
ubikitinasyonu proteinin spesifik bozunma sinyallerini icermektedir (Vu vd., 2018). Bu
baglamda, IncRNA'larin, proteinler ile protein-modifiye edici enzimler arasindaki etkilesimi
bozarak post-translasyonel modifikasyonlari engelleyebildigi ve boylece kritik sinyal yollarini
etkileyebildigi bildirilmistir. Ozellikle geleneksel dendritik hiicrelerde ifade edilen
transkriptler olan Inc-DC'yi iceren ¢alismalar, bu IncRNA'nin sitoplazmada sinyal ileticisi ve
transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) ile etkilesime girdigini gostermistir. Bu ¢calismada, Inc-DC,
STAT3'li bir SH2 domain icgerikli protein tirozin fosfataz 1'den ayirarak STAT3'lin tirozin 705

tizerinde fosforilasyonunu indiikledigi ve STAT3 sinyalizasyonunun aktiflestigi raporlanmistir
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(P. Wang vd., 2014). Baska bir calismada, NF-kB tarafindan indiiklenen bir IncRNA olan NKILA,
sitoplazmada dogrudan NF-kB/IkB ile etkilesime girerek kararh bir NKILA: NF-«B: IkBa ti¢li
kompleksi olusturabildgi ve IfARrKK fosforilasyon bolgelerini maskeliyerek IxB
fosforilasyonunu engelledigi, bunun da NF-kB'nin inaktif hale gelmesine yol actif
gosterilmistir (B. Liu vd., 2015).

1.8. Uzun Kodlanmayan RNA'larin Meme Kanserinde Rolii

LncRNA'larin biyolojik islevlerinin biiylik bir kismi heniiz tam olarak anlasilmamis olsa da,
bunlar, normal gelisim ve timor olusumu siireclerinde 6nemli rollere sahip bir kodlanmayan
RNA grubudur. Giincel calismalar meme kanserinde bazi IncRNA'larin anormal sekilde ifade
edildigi bu genlerin islevleri ve tiimoér dokularindaki ekspresyon modellerine gére tiimor
baskilayic1 genler veya onkogenler olarak siniflandirilabilecegini gostermektedir. Ayrica,
IncRNA'larin anormal ekspresyonunun, ozellikle meme kanseri basta olmak iizere cesitli
kanserlerde hiicre proliferasyonu, invazyon, gé¢, apoptoz, epitel-mezenkimal déniisiim (EMD)
stirencinde rol almaktadir (Saranya vd., 2024).

1.8.1. Hiicre proliferasyonununda rol alan IncRNA’lar

Hiicre proliferasyonu, kanserin ilerlemesi acisindan temel bir stire¢ olup genellikle hiicre ici
biiylime sinyal yollarinin anormal aktivasyonu ile desteklenmektedir. Yapilan giincel
arastirmalar, IncRNA'larin meme kanserinde spesifik sinyal yollarini aktive ederek veya inhibe
ederek hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde kritik roller tistlendigini ortaya koymustur.
Ozellikle, SPRY4 intron transcript 1 (SPRY4-IT1), DANCR, PVT1, CCAT1 ve KCNQ10T1 gibi
IncRNA'larin meme kanseri hiicre proliferasyonunu pozitif yonde etkiledigi tespit edilmistir
(C. Han vd., 2019; Y. Shi vd., 2015; J. Tang vd., 2018; L. Xu vd., 2018). Bununla birlikte, bu
IncRNA'larin hiicre proliferasyonunu artirma mekanizmalarinin birbirinden farkl isleyise
sahip oldugu goriilmektedir. Kromozom 5 lizerinde yer alan ve 708 bp uzunlugunda bir IncRNA
olan SPRY4-IT1, meme kanseri hastalarinda daha biiylik tiimor boyutlar: ve ileri patolojik
evrelerle pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir. SPRY4-IT1, luminal B meme tiimorlerinde
8p12 amplifikasyonunun genetik bir striiciisii olarak tanimlanan zinc finger 703 (ZNF703)
geninin ekspresyonunu diizenleyerek tiimoér hiicrelerinin biiylimesini indikledigi
raporlanmistir (Y. Shi vd.,, 2015). Diger taraftan, DANCR ve PVT1 gibi IncRNA'larin belirli
"aracilar” ile etkilesim kurarak spesifik sinyal yollarin1 aktive ettigi gosterilmistir. Ornegin,
DANCR, RXRA proteini ile baglanir, bu proteinin glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3f) tarafindan
serin fosforilasyonunu artirarak PI3K/AKT sinyal yolunun aktivasyonunu sagladigi; bu da
tlimor olusumunu tetikledigi raporlanmistir (J. Tang vd., 2018). Buna karsin, bazi IncRNA'larin
meme kanseri hiicre proliferasyonunda tiimor baskilayici etkiler gosterdigi belirlenmistir. Ai
vd. (2019) yaptiklari calismada, LINCO1355 IncRNA'sinin FOXO3 proteini ile etkilesime girerek
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bu proteinin stabilitesini artirdigini ve bunun sonucunda CCND1 transkripsiyonunun inhibe
oldugunu gostermistir. Ancak, CCND1'in asir1 ekspresyonu ya da FOXO3 proteininin
seviyesinin dusiiriilmesi, LINC01355'in meme kanseri hiicre biiylimesini baskilama etkisini

tersine ¢evirebildigi raporlanmistir.

1.8.2. invazyon ve Metastaz’da rol alan IncRNA’lar

Timor invazyonu ve metastazi, diger kanserlerde oldugu gibi meme kanseri hastalarinda da
en belirgin biyolojik 6zellikler olup, hastaligin ilerlemesinin baslica nedenlerindendir. Meme
kanseri hiicrelerinde IncRNA'larin anormal ekspresyonu, bir dizi molekiiler mekanizma
araciligiyla invazyon ve metastaz gibi agresif fenotiplerin ortaya ¢ikmasini yada ilerlemesini
tetiklemektedir (L. Liu vd., 2020). Epitelyel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere déniismesi
olarak tanimlanan epitel-mezenkimal doniistim, belirli fizyolojik ve patolojik kosullar altinda
hiicrelere invazyon ve migrasyon yeteneklerini kazandiran énemli bir siirectir. EMD'nin
karakteristik 6zellikleri arasinda, mezenkimal belirte¢lerin (vimentin, fibronektin, N-kadherin,
Twistl ve ZEB1 gibi) artan ekspresyonu ve epitel hiicrelerine ait baglanti proteinlerinin (E-
kadherin, klaudinler ve a-katenin gibi) azalan ekspresyonu yer alir. LncRNA'larin miRNA'larla
etkilesime girerek meme kanseri hiicrelerinin metastaz ve invazyon siireclerini
diizenleyebilecegini rapor edilmistir (Goodall & Wickramasinghe, 2021; O’Brien vd., 2018; S.
Zhou vd., 2018). X. Jiang vd. (2018) calismalarinda, IncRNA NEAT1'in, meme kanseri
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon potansiyelini artirdigini rapor etmistir. NEAT1, miR-448'e
baglanarak ZEB1 transkripsiyon faktoriiniin ifadelenmesini artirarak ve miR-218'in
ekspresyonunu baskilayarak meme kanseri hiicre invazyonunu desteklemektedir (X. Jiang vd.,
2018).

Son calismalar, IncRNA'larin EMD ile iligkili transkripsiyon faktorleri (EMD-TF'ler) ve baz
sinyal yollar (NF-kB, Notch, Wnt, Hedgehog, AKT-mTOR ve MAPK/ERK)] ile iligkili oldugunu
bildirmistir (Ye vd., 2022). IncRNA'larin EMD siirecindeki islevleri, kemorezistans gelisen
meme kanserinde (BC) kritik bir rol oynamaktadir. X. Sun vd., (2019),IncRNA kiiciik niikleolar
RNA tasiyici gen 7'nin (SNHG7) meme kanserinde miR-34a'nin molekiiler siingeri olarak islev
goren bir onkojenik IncRNA oldugunu bildirmistir. Ayrica, sh-NC grubuyla karsilastirildiginda,
sh-SNHG7 grubunda EMD ile iliskili proteinler olan vimentin ve Snail'in azaldigini, buna karsin
E-kaderin'in arttigin1 gézlemlemislerdir. Bu sonug, SNHG7 ekspresyonunun EMD-TF'lerin
ekspresyonunu artirdigini, EMD siirecini indiikledigi ve tiimor progresyonuna neden oldugunu
gostermektedir (Ye vd., 2022). Meme kanserinin ilerlemesini kontrol eden diger IncRNA'lar
arasinda HOX transkript antisens intergenik RNA (HOTAIR), metastazla iliskili akciger
transkripti 1 (MALAT-1), ¢inko parmak antisens 1 (ZFAS1), biiyime durma-o6zgiil 5 (GAS5),
uzun stres kaynakli kodlama yapmayan transkript 5 (LSINCT5), steroid reseptor RNA
aktivatori 1 (SRA1), X-inaktif spesifik transkript (XIST), H19 ve BC200 bulunmaktadir
(Juracek vd., 2014; Serviss vd., 2014). Ayrica, LINC00520 adli uzun kodlanmayan RNA'nin
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(IncRNA), src, PI3K ve STAT3 gibi onkojenik sinyal yollarinin etkisi altinda meme kanseri hiicre
invazyonu ve gocii ile iliskili oldugu gosterilmistir (X. Li vd., 2016). Benzer sekilde, baska bir
calismada, IncRNA'larin 6strojen reseptorii (ER) ile etkilesim halinde tiimor progresyonunu
artirdigl vurgulanmistir. Bu calisma kapsaminda 6zellikle DSCAM-AS1'in, ER-pozitif meme
kanserinde yiiksek diizeyde upregiile oldugu ve tlimor invazivligini belirgin sekilde artirdigi
tespit edilmistir (Niknafs vd., 2016).

1.8.3. Meme kanseri kemorezistansinda rol Alan LncRNA'lar

Kemoterapi, neredeyse tiim meme kanseri alt tiplerinde uygulanmakta olup, cerrahi
sonrasinda meme kanserinin tekrarlamasini ve metastazini etkili bir sekilde 6nlemektedir.
Antrasiklinler, taksanlar ve platin bazh ilaglar, meme kanseri i¢in standart birinci basamak
kemoterapi ilaglaridir. Antrasiklin ailesinin bir {iyesi olan Doksorubisin/Adriamisin
(DOX/ADR), meme kanseri dahil olmak tizere bircok kanser tiirii i¢in birinci basamak
kemoterapi ilac1 olarak kullanilmaktadir. DOX/ADR, DNA replikasyonunu durdurur, serbest
radikal olusumunu indiikler ve topoizomeraz Il aktivitesini inhibe ederek DNA hasarina,
baglanmaya, alkilasyona ve capraz baglanmaya neden olur. Bu siireg, kanser hiicrelerinde
apoptozu tetiklemesine ragmen bir¢ok hasta kisa bir siire icinde ila¢ direnci gelistirerek niiks
yasamaktadir (Jasra & Anampa, 2018; Kalyanaraman, 2020). Giincel bilimsel ¢alismalar, uzun
kodlanmayan RNA'larin (IncRNA) meme kanserinde (BC) kemoterapi direncinin
(kemorezistans) gelisiminde 6nemli roller oynadigini ortaya koymaktadir (Chang vd., 2018; Y.
Wang & Minden, 2022b; Xing vd., 2021; M. Zhang vd., 2021; L. Zhu vd., 2021). Ozellikle, MALAT-
1, HOTAIR ve H19 gibi IncRNA'larin, apoptoz mekanizmalar1 ve tasiyici proteinlerin (efflux
transporters) aktivitesini degistirerek meme kanserinde hem kanserli hiicrelerin cogalmasi,
invazyonu, metastaz1 gibi siireclerle hem de kemorezistans ile yakindan iligkili oldugu
bildirilmistir (J. Yu vd., 2020). Bu tiimdrijenik siireclerde rol alan IncRNA'lar ve 6zellikle
kemoterapi direnci lzerindeki etkilerine odaklanilan ¢alismalar asagida 6zenlenmistir.
Collette vd. (2017), IncRNA H19'un yaklasik %70 oraninda meme kanseri (BC) hastasinda asir1
eksprese edildigini ve onkojenik bir IncRNA oldugunu ortaya koymustur. 60 hastadan alinan
dokular karsilastirilarak yapilan bir ¢alismada H19'un 6zellikle li¢li negatif meme kanseri
(TNBC) dokularinda anlaml sekilde yukar: regiile oldugunu gostermistir (Y. Li vd., 2020).
Paklitaksel direngli TNBC ile paklitaksel duyarli TNBC arasindaki H19 ekspresyon seviyesini
karsilastirmis ve H19'un direncli grupta yukari regiile oldugunu bulmuslardir. Ayrica, H19'un
Akt sinyal yolu dahilindeki kilit proteinlerin (p-Akt (Ser473), Akt, Bax, Bcl-2 ve kesilmis
kaspaz-3) ekspresyonunu diizenleyerek Akt'in fosforilasyonunu anlamli o6l¢lide artirdigini
dogrulamislardir (J. Han vd., 2018) . ilaveten, paklitaksel direncli ERa pozitif meme kanseri
hiicre dizilerinde H19'un, Bcl-2 ailesine ait iiyeler olan BIK ve NOXA'nin transkripsiyonunu
baskilayarak hiicre apoptozunu inhibe ettigini rapor etmislerdir. Ayrica, H19'un ERa'nin asagi

akis hedef molekiilii oldugunu belirlemis ve ERa'nin meme kanseri ilerlemesinde diizenleyici
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bir rol oynadigini ortaya koymuslardir. Bu bulgular sonucunda, ERa pozitif meme kanserinde
H19'un yiiksek diizeydeki ekspresyonunun, paklitaksel tedavisinin klinik etkinligini olumsuz

yonde etkileyebilecegi sonucuna varilmistir (Si vd., 2016).

Gooding vd. (2019) yaptiklari calismada, IncRNA BORG’un, NF-kB sinyal yolunu aktive ederek
DNA hasarini azalttig1 ve boylece TNBC'lerde DOX direncini artirdigini bildirmistir. Ayrica
Qian vd., (2020) calismalarinda IncRNA LINC00668’in , meme kanseri hiicrelerinde upregiile
oldugu ve stafilokokal niikleaz domeni iceren 1 (SND1) hedef alarak DOX direncini artirdigi
bildirilmistir. Antrasikline direncli meme kanserinde yukarida bahsedilen IncRNA'larin pozitif
diizenleyici etkilerinin aksine, bazi IncRNA'lar ila¢ direncini azaltabilmektedir. IncRNA
PTENP1, meme kanseri hiicrelerinde ve dokularinda diisiik ekspresyon gosterir. PTENP1, miR-
20a'nin endojen bir siingeri gibi davranarak PTEN ekspresyonunu artirdigl ve bu yolla
PI3K/AKT yolunu inhibe ettigi; PTENP1'in asir1 ekspresyonu, meme kanseri hticrelerinde ADR
direncini 6nemli 6lciide tersine cevirdigi bildirilmistir ((C. Gao vd. 2019). Benzer bir
calismada, IncRNA MEG3'in diisiik diizeydeki ekspresyonu, Bax/Bcl-2 ekseni tlzerinden
apoptozun baskilanmasina yol agarak DOX direncinin artmasina katki sagladigi raporlanmistir
(Deocesano-Pereira vd., 2019).

1.8.4. Urothelial cancer associated 1 (UCA1)

Urothelial cancer associated 1 (UCA1), uzun kodlanmayan bir RNA (IncRNA) olup, ilk olarak
mesane gecis hiicreli karsinomunda tanimlanmistir. Dizi analizleri, bu RNA'nin insan endojen
retroviriis H ailesi ile homolojisini gostermistir (X.-S. Wang vd., 2006). UCA1 geni, insan
kromozomu 19p13.12 Uzerinde pozitif iplikte yer almakta olup ii¢ ekzon ve iki intron
icermektedir. UCA1 dizisi, herhangi bir koruyucu uzun agik okuma cergevesi (ORF) icermeyen
bir¢ok sonlandirma dizisi barindirmaktadir (F. Yao vd., 2019). UCA1'in, 5' ucunda bir TATA
kutusu ve 3' ucunda bir poliA kuyrugu bulundugu tespit edilmistir. Son ¢calismalar UCA1'in ti¢
farkli izoformu oldugunu ortaya koymustur (1.4, 2.2 ve 2.7 kb)(Xue vd. 2016). En ¢ok
incelenen izoform, IncRNA UCA1 olarak adlandirilan ve en kii¢iik boyutta olan varyanttir (H.
Wang vd., 2017). Doku ekspresyon profiline gére, UCA1 embriyonik dokularda yaygin olarak
ifade edilirken, yetiskinlerin ¢ogu normal dokularinda (kalp ve dalak hari¢) ifade
edilmemektedir. UCA1, ilk olarak mesane kanserinde incelenmis ve ¢ogunlukla sitoplazmada
lokalize oldugu gosterilmistir. Bu durum, asagi akis genlerinde protein sentezi siirecinin

diizenlenmesinde 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir (F. Yao vd., 2019).

Urotelyal kanserle iliskili 1 (UCA1) ilk olarak mesane kanserinde, hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu, invazyon kemorezistanini ve metabolizmasini diizenledigi bildirilen bir
onkojenik IncRNA’'dir (F. Wang vd., 2008). Mesane kanserinin yani sira, IncRNA UCA1'in

onkojenik fonksiyonlar1 meme kanseri, kolorektal kanser, 6zofagus yassi epitel hiicreli
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karsinom, mide kanseri, hepatoselliiler karsinom, melanom, yumurtalik kanseri ve dil skuamoz

hiicreli karsinom gibi diger kanserlerde de tanimlanmistir (H. Wang vd., 2017; Xue vd., 2016).

Onkojenik fonksiyonun yani sira, IncRNA UCA1'in birgok malign tiimor tipinde ilag direncini
diizenledigi bulunmustur; 6rnegin, meme kanserinde, UCA1'in yakin zamanda yapilan bazi
calismalarda tamoksifene karsi ila¢ direncini indiikledigi gosterilmistir (X. Li vd., 2016; C.-G. Xu
vd., 2016). UCA1'in, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde miR-193a (Nieto vd. 2016),
hepatoselliiler kanserde miR216b (F. Wang vd., 2015), meme kanseri hiicrelerinde miR-18a
iceren cesitli kanser hiicrelerinde birka¢ miRNA'ya baglandig bildirilmistir. LncRNA-UCA1'in
p27'nin baskilanmasi ve koleraktal kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonu, apoptozu ve
hiicre dongilisii dagilimini1 etkileyerek meme kanserinde de onkojenik bir rol oynadigi
gosterilmistir (Y. Han vd., 2014). C. Wu & Luo, (2016) direncgli LLC2 ve LLC9 meme kanseri
hiicrelerinde UCA1'in MCF7 hiicrelerine kiyasla 6nemli 6l¢ciide daha yiliksek ekspresyon
seviyelerine (~ 20 kat) sahip oldugunu bulmustur. Ayrica UCA1 geninin susturulmasi ile meme
kanseri hiicrelerinin tamoksifene karsi duyarhligin arttign gosterilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda UCAT’in regiilasyonunun artmasinin, meme kanserinde tamoksifen direnci ile
iligkili oldugu ve UCA1’in kismi olarak mTOR sinyalizasyonunu aktive ederek meme kanseri
hiicrelerine tamoksifen direnci kazandirdig1 rapor edilmistir. Bu calismaya paralel olarak,
baska bir calismada UCA1'in tamoksifene karsi ila¢ direncini indiikledigi gosterilmistir (C.-G.
Xuvd., 2016).

IncRNA UCA1'in ekspresyonunun artirilmasinin, sisplatine direngli mesane kanseri
hiicrelerinin canliligini énemli 6l¢iide artirdigi, UCA1 geninin susturulmasinin ise hiicre
canliligini azalttigini rapor edilmistir (Y. Fan vd. 2014a). UCA1 ekspresyonunun artisinin,
p27'nin baskilanmasi yoluyla meme tiimori biiylimesini destekledigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, shRNA kullanilarak UCA1'in inhibe edilmesinin, meme kanseri hiicrelerinin
invazivligini belirgin sekilde azalttig1 bildirilmistir (S. Chen vd., 2015). UCA1’in ayni zamanda
meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini destekledigi, tiimér baskilayici miR-143"lin
ifadelenmesi baskiladig1 bdylece hiicrelerin apoptoza gitmesini azalttigi gosterilmistir (Tuo
vd., 2015). UCA1’'in onkojenik etkisinin yani sira, 6nceki ¢alismalarda, AKT / mTOR yolunu
aktive ederek EGFR-mutant kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde EGFR-TKI'lara karsi direng
gelisimini indiikleyebildigi bildirilmistir (S. Chen vd., 2015). Bu ¢alismalara ek olarak, Liu ve
arkadaslarinin ¢alisma raporu, UCA1 ile tamoksifen direnci arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu
dogrulamistir. UCA1'in inhibisyonunun, tamoksifen direngli MCF-7-R ve T47D-R hiicrelerinde
proliferasyonu, migrasyonu ve kemoterapi direncini 6nemli dl¢iide azalttig1 bildirilmistir. Son
olarak, UCA1'in ekspresyonu pozitif yonde regiile oldugunda, zeste homolog 2 (EZH2)’ye
baglandig1 ve p21 ekspresyonunu inhibe ettigi boylece tamoksifen duyarli hiicrelerin ilaca
direnci artirdig1 gosterilmistir. Ayni calisma ekibi, UCA1'in PI3K / AKT sinyalizasyonunu da
modiile ettigini gostermistir (Z. Li, Yu, vd., 2019a). Bu sonuglardan, IncRNA UCA1'in meme
kanseri hiicrelerinde tamoksifen direncini indiikledigi ve bunu kismen mTOR sinyal yolunun

aktivasyonu ile yaptig1 ortaya cikmaktadir. Ozetlenirse de, literatiir bulgular1 UCA1'in meme
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kanseri hiicrelerinin kemoterapi direncini dilizenlemede o6nemli bir rol oynadigini

gostermektedir.
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2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma , laboratuvarda yapilan deneysel bir calismadir.

2.2. Arastimanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Hitit Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda 13
Nisan 2021-01 Mart 2024 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir. Arastirmanin 6n verilerinin
elde edilmesi, malzeme temini ve 6n hazirlik boliimii 5.10.2020-13.04.2021 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir. Arastirma toplamda yedi tez izleme déneminde 28.11.2019-13.05.2024

tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

2.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:

Arastirmada insan tizerinde bir ¢calisma yapilmamistir. Arastirmada insan meme kanseri hiicre

hatlar1 kullanilmistir.

2.4. Calisma Materyali

Arastirmada Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu tarafindan saglanmis olan MCF-7 hiicre hatlar
(RRID:CVCL_0031) laboratuvarda kademeli olarak doksorubisin uygulamasi ile doksoubisine
direngli MCF-7 hiicre hattina doniistiirilmistiir. Bu hiicre hatti MCF-Dox isimlendirilmistir.
Kontrol hiicre grubu (MCF-7/S) ve MCF-DOX hiicreleri ile hiicre kiiltiirii laboratuvarinda elde

edilen hiicresel verilerle (RNA vb. ) calismalar gergeklestirilmistir.

2.5. Malzeme ve Cihazlar
2.5.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan reaktifler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri (glutaminsiz, phenollii) (Capricorn, ,
RPMI besiyeri (glutaminsiz, phenolli) (Capricorn) Fetal Sigir Serum (Capricorn),
Penisillin/Stretomisin, 10,000 wunits/ml (Capricorn), L-glutamin (Capricorn), Trypsin-
EDTA(0.25%) (Capricorn), Dimethyl sulfoxyde (DMSO) (Capricorn), Phosphate Buffered
Saline(PBS) (Capricorn) ,10X Trypan Mavisi 0.5% Soliisyonu (Capricorn), Doksurubisin
hidrokloriir (Sigma), Silencer Select siRNA (UCA1 ve negatif kontrol, Ambion), OptiMEM I
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reduced serum besiyeri (Invitrogen, 1985-070), Lipofect Max (Invitrogen, 18324012), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (Sigma ), sodyum dodesil siilfat (SDS)

(Sigma ) malzemeleri kullanilmistur.

2.5.2. RNA izolasyon, komplementar DNA (cDNA) sentezi, kantitatif Gercek zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve RT-PCR reaktifleri

RNA izolasyon kiti (GeneAll), one-step cDNA sentez kiti (A.B.T., C03-05-25), sybergreen master
mix (A.B.T. Company Brand, Turkey), Supreme NZYTaq 2X green Master mix (NZY, M805-403),
agaroz (NZY, MB502), 6X gel loading dye, Etidyum bromiir, etanol, TAE buffer (A.B.T. B04-10-
01), 100 bp DNA Marker, sentetik primer dizileri kullanismistir. Bu diziler Tablo 2.1’de

verilmistir.

Tablo 2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer dizileri

Primer Forward Reverse Arc
5----- >3’ 5----- >3’

MRP1 GGATCATGCTCACTTTCTGG AAGTGATGTCACGAAACAGGTC 51

UCA1 TTTGCCAGCCTCAGCTTAAT TTGTCCCCATTTTCCATCAT 50

E-Kaderin GAACTGCAAAGCACCTGTGA TTTGAATCGGGTGTCGAGGG 60

Vimentin GGACCAGCTAACCAACGACA TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 55
Twist ACCATCCTCACACCTCTGCATTCT GTGATGCCTTTCCTTTCAGTGGCT 55
Okludin GAA GCC AAA CCT CTGTGA GC GAA GAC ATC GTC TGG GGT GT 60

Klaudin-1 CGGGTTGCTTGCAATGTGC CCGGCGACAACATCGTGAC 55
N- GCGTCTGTAGAGGCTTCTGG GCCACTTGCCACTTTTCCTG 60
Kaderin
PTEN AAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCT  ACTGAGGATTGCAAGTTGCCA 58
AKT1 GAAGGACGGGAGCAGGCGGC CCTCCTCCAGGCAGCCCCTT 57
AKT2 CCGGTGACAGACTGTGCCCTGT CCCAATGAAGGAGCCGTCGCT 63
mTOR AGTGGACCAGTGGAAACAGG TTCAGCGATGTCTTGTGAGG 56

GAPDH GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT 55

2.5.3. Cihazlar

Arastirmada kullanilan cihaz listesi Tablo 2.2’de verilmisgtir.

Tablo 2.2. Kullanilan cihaz listesi

Cihaz Ad1 Firma

CO2 inkiibatérii ESCO
Sinif 2 Biyogiivenlikli Hava Esco-ClasslI-BSC LAminar

Kabini Kabin

Inverted Mikroskop Zeiss

50



Hemositometri, Neubauer lami

Hausser Scientic,

Transilliiminator DNR-Bioimaging Sistem-Min-
Bis
Jel Elektroforez Sistemi Biorad
Chemidoc Gortintiileme Sistemi Biorad
Hassas terazi Radwag
Mikrosantrifiij Eppendorf
Nanodrop ThermoScietific
Isiticili Manyetik karistirici Stuart
Vorteks Niive
Thermal Cycler Biorad
Gergek zamanl PCR sistemi Applied Biosystems

ELISA okuyucu

2.6. Besiyeri ve Hazirlanan Soliisyonlar

Biochrom Anthos 2020

Tablo 2.3. Besiyeri hazirlanis protokolii

Tam Besiyeri 500 ml Son Konsantrasyon
DMEM /RPMI 440 ml
FBS 50 ml
Penisilin/Streptomisin 5 ml
L glutamin 5ml

Tablo 2.4. Hiicre sayim soliisyonu

Hiicre saymak icin hazirlanan soliisyon Son Hacim
Trypan mavisi (2x) 1x
Hiicre 1x

Tablo 2.5. Hiicre dondurma soliisyonu

Hiicre dondurulurken hazirlanan soliisyon
FBS
DMSO

2.7.Yontemler

Son Konsantrasyon

%90
%10

2.7.1. Hiicre Kkiiltiirii ve hiicrelerin pasajlanmasi

MCF-7 hiicre hatlar1 Dog. Dr. Bala GUR DEDEOGLU tarafindan ¢ahsmada kullanilmak iizere
hediye edildi. Insan meme karsinomu icin bir model hiicre hatti olan MCF-7, farklilasmis meme
epiteli 6zelliklerini yansitmaktadir (Bacus vd., 1990). Hiicreler, DMEM besiyerinde %10 (v/v)
serumu (FBS), %1 (v/v)

penisilin/streptomisin eklenerek kiltiire edildi. Yapisik monolayer kiiltiir olarak biiyiitiilen

1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir %1 glutamin ve

hiicreler, 37°C sicaklikta, %5 CO, iceren %95 nemlendirilmis atmosferde, inkiibatorde inkiibe

edildi. Hiicrelerle ilgili tiim islemler laminar akis kabini icerisinde yapilirken, 25 cm? veya 75
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cm? biiyiikliigiinde filtre kapakl kiiltiir flasklarinda kiiltiire edildi. Hiicreler flask yiizeyindeki
hiicre yogunlugu %70’den fazla doluluga ulastiginda, hiicreler tripsin-EDTA (Biochrom AG) ile
tripsinize edildi. Oncelikle, flask icindeki bilyiime ortami bosaltild1 ve flask yiizeyine yapisik
hiicreler 1X PBS ile yikandi. Daha sonra, tripsin-EDTA (25 cm? flasklar i¢in 1 mL, 75 cm?
flasklar icin 3 mL) eklendi ve hemen ardindan 37 biiylik kismi1 uzaklastirilarak flasklarda az
miktarda tripsin-EDTA birakildi (25 cm? flasklar icin yaklasik 0,5 mL, 75 cm? flasklar icin
yaklasik 1 Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasini takiben, eklenen Tripsin/EDTA miktarinin en az
tic kat1 kadar FBS ilave edilerek tripsin aktivitesi durduruldu. Ardindan, hiicreler istenilen
yogunlukta pasajlanarak yeni platelere transfer edildi. Bir kismi ise deneyler icin ayrilmis ya

da dondurularak saklandi.

2.7.2. Hiicrelerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi

Tripsinize edilmis ve yiizeyden ayrilmis hiicreler, 15 mL'lik Falcon tiiplerinde 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi stipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti, 1 mL soguk
dondurma ortaminda (FBS'nin %90 (v/v) ve DMSO'nun %10 (v/v), siispanse edildi.
Dondurmak icin hazirlanan soliisyon ve hiicre karisimi kriyoviyallere aktarilmis 24 saat
boyunca -20°C'de bir derin dondurucuda tutulmus ve ardindan -80°C dondurucuya aktarildi.
Kriyoviyaller, -80°C dondurucudan ¢ikarilmis ve hemen 37°C'lik bir su banyosuna aktarildi.
Tamamen ¢oziildiiklerinde, uygun hacimdeki aliquotlar 15 mL'lik Falcon tiiplerine alinmis ve
hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirild1 ve hiicre pelleti,
kiltir flaskinin tiiriine uygun bir hacimde tam besiyeri icerisinde stispanse edildi. Hiicreler,

uygun bliyiime kosullarinda kiiltiire alindi.

2.7.3. Hiicre sayimi

Tripan Mavisi boyanin reaktivitesi, kromoporun negatif yiiklii olmasina ve zar hasar
gormedikce hiicre ile etkilesime girmemesine dayanir (Freshney, 1988). Bu nedenle, canh
hiicreler boyay1 disarida birakir ve 6lu hiicreler maviye boyanir. Sonug olarak, metodun temel
prensibi, canli hiicreler boyay1 almaz iken 6lii hiicrelerin almasidir. Hiicre slispansiyonu tripan
mavisi ile seyrelti§inde canl hiicreler kiigiik, yuvarlak olarak gériiniirler. Oli hiicreler ise,
biiylik ve koyu mavi hale gelirler. Bu protokol, tripan mavisi dislama yontemi kullanilarak
hiicrelerin canlilik oranini belirlemek ve hiicre yogunlugunu hesaplamak i¢in hazirlandi.
Hiicreler pasajlama islemi sonrasi tripsinize edilerek yiizeyden ayrildi. Hiicre siispansiyonu,
besiyeri eklenerek 15 mL'lik Falcon tiiplerine alind1 ve 1.200 rpm hizda 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirildi, hiicre pelletinin lizerine 1 mL tam besiyeri eklendi.
Hiicre siispansiyonu, hiicre yogunluguna bagl olarak uygun sekilde seyreltme islemi yapildi.
Hazirlanan hiicre siispansiyonundan esit miktarda (%1:1 oraninda) alind1 ve %0,4°liik tripan

mavisi ¢ozeltisi ile karistirildi. Tripan mavisi ile karistirilmis hiicre siispansiyonundan 10 pL
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alindi ve Thoma sayim lamina dikkatlice yerlestirildi (Resim 2.1). Isik mikroskobu altinda lam
tizerindeki mavi (6lii) ve renksiz (canl) hiicreler sayildi. Hiicre sayisini hesaplamak icin

asagidaki formiil kullanildi:

Hiicre sayisi/mL = 3 Karede sayilan hiicre sayisinin ortalamasi x Seyreltme faktorii x 250.000

Resim 2.1. Hiicrelerin trypan blue ile karistirilip lama yiiklenme goériintiisii Thoma sayim

laminin goériintimi

Thoma Ilamina koyularak (Resim 2.1) inverted mikroskop altinda bir Neubauer
hemasitometresinde sayild1 (Sekil 2.1) hiicreler Hemasitometre 16 biiyiik kareden olusur ve
her biri 16 kii¢iik kareye boliinmiistiir. Kiigiik bir kare, 0.00025 mm3'liik bir hacmi temsil eder.
1 mL'deki hiicre sayisi asagidaki formiil kullanilarak belirlendi:

Sekil 2.1. Thoma sayim laminin gériiniimi
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2.7.4. Doksorubisin ilacinin hazirlanmasi

Doksorubisin (Adriamisin) bir antrasiklin antibiyotiktir. ilacinin molekiiler formiilii
C27H29NO11.HCl'dir. Molekiiler agirligt 580 gr/mol’diir. Doksorubisin ilacini ¢6zmek igin
DMSO kullanildi. Stok doksorubisin ¢6zeltisi 5 mM hazirlandi. Bunun i¢in, 5 mg doksorubisin
hassas terazi de tartilarak 1,72 ml DMSO igerisinde ¢6ziildii. Hazirlanan bu stok -20°C dolapta
saklandi. Hiicrelere uygulanacagi zaman, 5 mM stok ¢ozeltisi ilk olarak 5 pM’a seyreltildi. 5 pM
doksorubisin ¢ozeltisinden istenilen konsantrasyonlarda (10 -20 - 40- 80- 160-320-640 nM)
besiyerine hazirlanarak hiicrelere doksorubisin ilaci uygulandi. Direncli hiicreler asamali

secim yontemi ile secildi.

2.7.5. Doksorubisin direncli MCF-7 hiicre hattinin gelistirilmesi

Doksorubisine direncli MCF7/DOX hiicre hatti, Kars vd. (2006) tarafindan gelistirilen
protokole gore olusturuldu (1). Doksorobusine direnc gelistirilen hiicreler MCF-7/ DOX ve
direncli olmayan hiicre hatt1 MCF-7/S olarak isimlendirildi.

Baslangicta hiicreler, 10 nM doksorubisin konsantrasyonu iceren bir hiicre kiiltiirti ortaminda
biiyiitiildii ve uygun konfluansa eristiklerinde, hiicreler pasajlanarak asamali olarak plate’e
yapisan hiicreler secildi. 640 nM (0,64 uM)’a kadar doksorubisin konsantrasyonu ytikseltilerek
direnc gelisimi takip edildi. Bu asamada, ilk olarak hiicreler 4 giin boyunca 10 nM ilach
besiyerinde biiytitiiliip, 6len hiicreler plakadaki besiyeri ile beraber atildi. Sonrasinda, ayni
plakaya ilag¢ icermeyen besiyeri koyularak yaklasik 2 hafta boyunca, 10 nM konsantrasyonda
doksorubisine direnc gelistiren hiicrelerin cogalmasina izin verildi. Bu sekilde 640 nM’a kadar
cikildi. Sonug olarak, direncli hiicreler asamali secim yontemi ile secilmeye c¢alisildi;
baslangicta hiicrelerin her 4 giinde bir besiyeri degistirilmis olup % 70 konfluansa
erisebildiklerinde, hiicreler pasajlandi ve direngli hiicrelerin asamali olarak secilmesi saglandi.
MCF-7 hiicrelerinin uzun stireli kiiltiiriiyle iliskili etkileri hari¢ tutmak i¢in, MCF-7/S hiicreleri
0zdes kosullar altinda kiiltiirlenerek ve kiiltiirde MCF-7/ DOX hiicreleriyle ayni siire boyunca
ancak doksorubisin yoklugunda tutuldu. Diren¢ gelistiren hiicrelerin morfolojileri

mikroskopta invaginasyon ve cikinti olusturmalarina, gore degerlendirilerek incelendi.

2.7.6. Hiicrelerin doksorubisin direncliligi gelistirmesinin dogrulanmasi

In vitro calismalar, kanser hiicrelerinin c¢esitli mekanizmalar yoluyla kemoterapotiklere
degisen derecelerde direng¢ gelistirebilecegini gostermistir. Bu mekanizmalar, '¢oklu ilag
direnci' (MDR) sergileyen bir fenotipin gelismesine yol acar (Rivera & Gomez, 2010). ilag
direncinin en iyi bilinen mekanizmasinda, ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili protein (MRP1) geninde
ekpresyonlarinda artis meydana gelmektedir (Bod6 vd., 2003). Bu sebeple, ¢alismamizda
laboratuvarda bulunan MRP1 primerleri kullanilarak MCF-7/Dox ve MCF-7/S hiicrelerinde bu

54



genlerin ekspresyon seviyeleri kantitatif es zamanli PCR (qPCR) yontemi ile arastirild, ilaca
kars1 direnc¢ olusmasi gen diizeyinde de tespit edildi. Ayrica, hiicrelerin doksorubisine direng

gelistirme dogrulamasi hiicre canlilik deneyi (MTT uygulamasi) yapilarak da test edildi.

2.7.6.1. Total RNA Izolasyonu

Hiicreler 6ncelikle deneyde kullanilmak iizere 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 200.000
hiicre/1ml olacak sekilde ekildi. Etiivde 24 saat bekletildikten sonra, besiyerleri uzaklastirilip,
PBS ile yiizeyi yikandi. 6 kuyucuklu plakalardaki her bir kuyucugun iizerine 400 pl tripsin
konup hiicrelerin kalkmasi saglandi. Hiicreler 1.5 ml ependorf tiiplere alinarak +4 °C, 2000 g’de
5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernetant dokiiliip, pellet kismi total RNA izolasyonu
icin kullanildi. RNA izolasyon kitindeki (Ribospin II, GeneAll) protokol uygulandi. Bu protokole

gore;

e Tiplere 350 ul RAL Buffer eklenip, pipetleme ile liziz islemi gerceklestirildi.

o %70’lik etanolden 350 pl eklenip pipetajlama yapildu.

e Karisim mini-spin kolonlarina aktarildi.

e (Oda sicakliginda 1 dk boyunca 10 000 g de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi alta gecen
kisim atilip yeniden mini spin toplama kolonu yerlestirildi.

e Tiiplere 350 pl RF Buffer’dan eklenip 30 sn boyunca 10 000 g de santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasi alta gecen kisim atilip yeniden mini spin toplama kolonu yerlestirildi.

e Tiiplere 350 pul RW Buffer’dan eklenip 30 sn boyunca 10 000 g de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasl alta gecen kisim atilip yeniden mini spin toplama kolonu yerlestirildi.

e Tiiplere 500 ul RSW Buffer’dan eklenip 30 sn boyunca 10 000 g de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasl alta gecen kisim atilip yeniden mini spin toplama kolonu yerlestirildi.

o Tiiplere 500 ul RSW Buffer’dan eklenip 30 sn boyunca 10 000 g de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi alta gecen kisim atilip yeniden mini spin toplama kolonu yerle yerlestirildi.

¢ Yikama Buffer ile 1 dk boyunca 13 000 g hizda yikama islemi gerceklestirildi. Sonrasinda
minispin kolonu 1,5 ml mikrosantrifiij tiipleriyle degistirildi.

e Mini spin kolonunun merkezine 50 pl Niikleaz-free suyu eklendi. Oda sicakliginda 1 dk
boyunca inktbe edildi.

e (Oda sicakliginda 1 dk boyunca 10 000 g de santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi filtrenin bulundugu yesil tiipler atildi ve alt kisimdaki ependorfun
icerisine giren sivida izole edilen RNA miktar 6l¢iimii (Nanodrop cihazi kullanilarak)
yapildiktan sonra-80°C (WiseCryo) dolapta saklandi. Elde edilen RNA'nin miktari ve saflig1
NanoDrop cihazi kullanilarak analiz edildi. Saflik derecesini belirten A260/A280 oraninin
2.0'ye yakin olmasi 6zellikle gz 6niinde bulunduruldu. Ek olarak RNA o6rnekleri %1’lik
agaroz jelde 100V 30 dk yiiriitildii ve UV gortintiileme sistemi (Chemidoc Imaging System)
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kullanilarak goriintiilendi. RNA miktar1 ve jel goriinttiisii EK-1'e temsili olarak yer

almaktadir.

2.7.6.2. cDNA Sentez Protokolii ve Kantitatif Es Zamanli PCR Reaksiyonu (qPCR)

MCF-7/Dox hiicrelerinden elde edilen total RNA’lar ile birlikte kontrol hiicrelerden elde edilen
total RNA’larin cDNA sentezi yapildi. cDNA synthesis Kit with RNase Inhibitor (High Capacity)
(A.B.T. Company Brand, Turkey) kitindeki prosediir uygulandu. izole edilen RNA 6rneklerinden
komplementer DNA (cDNA) sentezlemek icin Tablo 2.6’da gosterildigi sekilde tiiplere 10X
buffer, Rnaz inhibitorii, dNTP karisimi, rastgele altili primer karisimi, RNA 6rnegi ve enzim
eklenip kisa santrifiij isleminden sonra 25°C’de 10 dakika ardindan 37°C’de 120 dakika, 85
oC’de 5 dk, +4°Cde oo inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler -80°C’de saklandh.

Tablo 2.6. cDNA sentez reaksiyonu

Reaktif Miktar (pl)
10X Rxn Buffer 2
RNAse Inhibitor 5
dNTP 1
Random Hexamer primer 2
Reverse Transcriptase 1
Total RNA 6rnegi (500 ng) Degisken
RNAs1z su Degisken
Toplam 20

Elde edilen cDNA’'lar qPCR deneylerinde kalip DNA olarak kullanildi. Belirlenen spesifik
primerler yardimiyla real-time reaksiyonu hazirland1 (Tablo 2.7). SYBER Green Mastermix
(A.B.T. Company Brand, Turkey) kullanilarak genlerin ekspresyon seviyelerine bakildi. Bu
islemin analizi Step One Plus (Applied Biosystem) cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 2.7. Kantitatif Es-zamanl PCR reaksiyonu (qPCR)

Reaktif Miktar (pl)
SYBR Green Mix 10
lleri Primer (FP) 0,4
Geri Primer (RP) 0,4

Rox dye 0,2

cDNA (5ng) 5
RNAs1z su 4
Toplam 20

Gen ifadelerinin analizi, ti¢ bagimsiz tekrarli deneyin sonucunda elde edilen CT degerlerinin

ortalamasi alinarak yapildi. Bu calismada GAPDH geni referans gen olarak kullanildi. Oncelikle
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arastirilmak istenen ilgili genin CT degeri, referans genin CT degerinden ¢ikartilarak normalize
edilerek delta CT (ACT) degeri hesaplandi. Sonrasinda kontrol grubunun ACT degerleri, deney
grubunun ACT degerlerinden cikartilarak AACT degeri bulundu. Gen ifadelerinin kat cinsinden

artan ya da azalan degerleri 2-AACT olarak hesaplandi. Bu anlatim asagida formiilize edildi.

ACT = CT (kontrol) - CT (referans)
AA CT = A CT (hedef) - A CT (kontrol)
Kat degisimi = 2-AA CT

Sentezlenen cDNA'lar kullanilarak, hedef genlere 6zgii primerlerle qPCR analizi yapildi. MRP1,
UCA1, E-Kaderin, Vimentin, Twist, Okludin, Klaudin-1, N-Kaderin, PTEN, AKT1, AKT2, Mtor
primer setleri, genlerin kodlama dizilerinden tasarlandi. Bu tasarim, 'Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (NCBI)'nin (www.ncbi.nlm.nih.gov) veritabanlarindan elde edilen gen dizileri
kullanilarak, Perlprimer Yazilimi ile gerceklestirildi.

2.7.6.3. Hiicre Canlilik Deneyi (MTT Testi)

MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] ile doksorubisinin
MCF-7/S ve MCF-7/Dox (640 nM’a kadar dox uygulanmis) hiicre proliferasyonu iizerine etkisi
arastirildi. Bu testte, MTT formazana indirgenir, bu esnada olusan renk kolorimetrik olarak
Olctlir. Olusan formazan miktari canl hiicre sayisini verir. Hiicre canliliklarini analiz etmek
icin Kazan wvd., (2020) c¢alismasinda belirtilen (4) 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolyum bromir (MTT) metodu uygulanarak gergeklestirildi. Kontrol grubu
hiicrelere (MCF-7/S) ve direnc gelistirmis hiicrelere seyreltilmis farkli konsantrasyonlarda
(0,0625-200 uM) doksorubisin uygulamasindan 48 saat sonra MTT testi uygulandi. Kisaca,
hiicreler 5x103 sayida olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekildi. 24 saat boyunca hiicreler plaka
ylizeyine yapismasi i¢in inkiibe edildi. Degisen konsantrasyonlarda doksorubisin verilerek 48
saat inkiibatérde inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/ml,
Sigma) her bir kuyucuga eklenerek 37°C'de 4 saat inkiibe edildi. Stipernatant aspire edilmeden
olusan MTT-formazan kristalleri 100 pl SDS-HCl soliisyonu (10 ml soliisyonda 1 gr SDS ve 0.01
M HC1 iceren) ile ¢oziilerek 570 nm'de absorbans 6l¢iimii alind1. Ila¢ uygulanmayan kontrol
grubunun canlilig1 %100 kabul ederek doksorubisin uygulanan hiicrelerin canlili1 bagil olarak
hesaplandi. Absorbans verileri kullanilarak hiicre canlilik oranlari ve ICso degerleri hesaplandi.
[Cso degeri, GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak konsantrasyon ve canlilik oranlari temel
alinarak belirlendi. ICso degeri, bir maddenin, belirli bir biyolojik veya biyokimyasal siireci
inhibe etme etkinligini 6lcen bir parametredir. Baska bir deyisle, bu deger, bir siireci %50

oraninda inhibe etmek i¢in gerekli olan ila¢ veya inhibitér miktarim1 ifade etmektedir
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(Hoetelmans ,2017). MTT testi, belirli konsantrasyonlardaki doksorubisin i¢in en az li¢ kez

tekrarlanarak sonuglar dogrulandi.
Hiicre canlilik ylizdesinin hesaplanmasinda su formiil kullanildi:

% Hiicre Canlih@i= (Olgiilen optik dansite degeri) / (Kontrol ortalama optik dansite degeri) x
100

2.7.7. RT-PCR yontemi

MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerde EMD siirecini analiz etmek icin belirlenen alt1 genin (E-
kaderin- Vimentin, Twist, Okludin, Klaudin-1 ve N-Kaderin) mRNA diizeyinde ekspresyon
degisimlerini incelemek hem RT-PCR hem de qPCR yapildi. PCR islemi; Reaktif 10 ul PCR
master Mix, 0,4 ul ileri primer, 0,4 ul Geri Primer, 5 pl cDNA ve 4,2 ul niikleaz free su
karistirilarak konavnsiyonel PCR reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon sonrasinda érnekler %1,5 ‘lik
agaroz jelde 100 V’de 30 dk siireyle yiriitiildi. Jeldeki drnekler UV goriintiileme sistemi

(Biorad Chemidoc Imaging System) kullnilarak goriintiilendi.

2.7.8. siRNA teknolojisi ile UCA1 IncRNA'nin susturulmasi

Transfeksiyon deneyi icin T25 flask igerisinde biiyiitiilen MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicreleri
Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific GmbH, Germany) ile kaldirildi Thoma laminda
(MARIENFELD, Germany) incelenmesi icin Trypan Blue (Gibco, Life Technologies, USA) ile
boyandi. Burada yazilan protokol susturma deneylerinde yapilan optmizasyonlar sonucu karar
verilen ve son uygulanan protokoldiir. Her iki hiicre grubu da 24 kuyulu kiiltiir kuyularina
(30000/kuyu) ekildi ve antibiyotik icermeyen %10 FBSli kiiltir ortami ile bir gece
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, siRNA ile gelen protokol uygulanarak transfeksiyon deneyi
gerceklestirildi. Bu protokole gore 10 pmol’liik hazirlanan Silencer Select siRNA’dan 2 ul alinip
lizerine 48 ul OPTIMEM soliisyonu eklendi. Ayn bir tiip icerisinde 1 ul Lipofect Max + 49 ul
OPTIMEM soliisyonu hazirlandi. Bu iki ¢ézelti karistirilarak son hacmi 100 ul olan bir karisim
hazirlandi. Bu karisim 20 dk boyunca oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
her bir kuyucuga 50 ul olacak sekilde bu karisimdan yavasc¢a ve esit sekilde dagitilarak eklendi.
Plaka yukar1 asag1 dogru calkalandi. 37 °C %5 COZ2’lik inklbatore plakalar kaldirilip, 48 saat
inkiibasyona birakildi. Bu islemler bittikten sonra deneysel ¢alismalar yapildi. Sekil 2.2 'de

protokol 6zetlenmistir.
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48l opti-MEM 48 ul opti-MEM
’ i 1 pl Lipofectamin
2 plsiRNA RNAIMAX reager

37°C. %5 COy'de
48 saat inkiibasyon

5 snvorteks & 20 dk inkiibasyon 100 ulwell/transfeks:

Sekil 2.2. Gen susturma protokiiliiniin sematize edilmis goriintiisii

2.7.9.Yaraiyilesmesi (wound healing) yontemi

UCA1 gen ekspresyonunun hiicre gocii lizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yara iyilesmesi
(wound healing or t-scratch assay) deneyi yapildi (C.-C. Liang vd., 2007). MCF-7/S ve MCF-
7 /Dox hiicreleri 24’liik kuyulu plakalarina her bir kuyuda 30.000 hiicre yogunlugunda olacak
sekilde ekimi yapildi ve %5 CO2 ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra, hiicreler 10
pmol konsantrasyonlarinda UCA1-siRNA veya kontrol-siRNA ile transfekte edildi ve ekstra 24
saat inkiibe edildi. Ortam daha sonra serum icermeyen Opti-MEM ile degistirildi ve hiicreler
%90-100 yogunluga ulasana kadar inkiibe edildi. Ardindan hiicreler iizerinde ¢izik alan
olusturmak icin bir 200 pl'lik sar1 renkli pipet ucu yardimi ile yukaridan asagiya dogru dikey
bir cizgi cekildi. Yapisan hiicrelere zarar vermeden c¢izik yapilan hiicreleri ¢ikarmak icin
hiicreler PBS ile dikkatlice yikandi ve daha sonra taze Opti-MEM icinde 37°C'de inkiibe edildi.
Yara yiizeyine goc eden hiicreler, 24 saat sonra bir trinokiiler ters mikroskop (Olympus)

altinda fotograflar ¢ekildi. Goriintiiler, Image] (v1.42, NIH) yazilimi ile analiz edildi.

2.7.10. Verilerin istatiksel analizi

Gruplar arasindaki anlaml farki belirlemek igin istatistiksel analiz SPSS yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Ornekler arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklarin degerlendirilmesi

icin Student's t-testi uygulanmis ve anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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3. BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda 6strojen resptori pozitif hiicre hattt MCF-7’ye kademeli artirim saglayarak
doksorubisin ila¢ uygulamasi yapilmistir. MCF-7/Dox hiicrelerde doksorubisine direng
gelistirilebildigi dogrulayan deneyleri, uzun kodlanmayan RNA UCA1’in bu hiicrelerde
transkripsiyonel regiilasyonunu, IncRNA UCA1’susturulmasi ile PI3K/AKT/mTOR sinyal
yoluna etkisinin gdsteren bulgular yer almaktadir. Ek olarak, UCA1’in hiicrelerin go¢ etme

yetenegine etkisini gosteren bulgular da gosterilmistir.

3.1. MCF-7 Hiicrelerinde Doksorubisin Direncinin Gelistirilmesi
3.1.1. Hiicrelerin morfolojik goriuniimlerinin incelenmesi

llag direnci gelistirmis hiicrelerin fenotipte farkhh morfolojjk &zellikler kazandigi tespit
edilmistir. Doksorubisine diren¢gli MCF7/Dox hiicre dizisi 0,64 pM'lik bir doksorubisin
konsantrasyonuyla ardisik doksorubisin uygulamalar1 sonrasinda olusturulmustur. ilag
konsatrasyonu arttikca hiicre 6liimii artmistir. Ancak 14 giinde bir doksorubisin uygulamasi
yapildigr icin hiicreler kisa periyotlarla doksorubisine maruz birakilmistir. Sekil 3.1'de
hiicrelere 10 nM (a), 20 nM (b), 40 nM (c), 80 nM (d), 100 nM (e), 160 nM (f) doksorubisin
uygulandigl hiicrelerin ters mikroskop altindaki morfolojileri gosterilmistir. 80 nM’dan 160
nM doksorubisin uygulamasina gecildiginde hiicrelerin biiyiik bir kisminin 61diigii gozlendi ve
morfolojileri yuvarlak hale geldi. 14 giin doksorubisin icermeyen besiyerinde de hiicreler
biiylimedigi icin 6ncelikle hiicreler, 100 nM doksorubisin besiyeri icerisinde inkiibe edildi. 80
nM ve 100 nM doksorubisin i¢eren besiyerindeki hiicrelerin morfolojileri tamamen yuvarlak

gorinimlii yapida iken, ileri dozajlarda tekrar bu hiicrelerde ipliksi ¢ikintilar gézlendi.

60



Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda doksorubisin uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin
morfolojileri (Doksorubisin konsantrasyonlari a: 10 nM b:20 nM c:40 nM d:80 nM e: 100 nM
f:160 nM)

Doksorubisin konsantrasyonu160 nM’a ¢ikarilip hiicreler iki hafta boyunca bu konsatrasyonda
besiyeri iceren kiiltiir ortaminda biiylitiildiikten sonra otuz giin doksorubisin icermeyen
besiyerine alinarak kiiltiire edilmistir. Boylece bu konsatrasyona adapte olabilen hiicrelerin
morfolojik olarak yuvarlak gériiniimden tekrar igsi forma doniistimleri tespit edilmistir. Son
olarak 640 nM (0,64 pM) doksorubisin iceren besiyerinde tutulan hiicreler Sekil 3.2’de
gosterildigi sekilde kaydedilmistir. MCF-7/S hiicreleri sik hiicre-hiicre adezyonlar1 olan bir
fenotipten doksorubisin uygulamasi sonrasinda (MCF-7/Dox) hiicreler ig benzeri bir
gorinime doniismistiir ve sekil olarak uzamistir. Ayrica sitoplazmalarinda ¢oklu, nispeten

biiytik vezikiiller de gozlenmistir.
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Sekil 3.2. MCF-7/S ve MCF7 /Dox"un morfolojisinin karsilastirilmasi. MCF-7/S hiicreleri, tek
cekirdekli, ig seklindeki hiicreler olarak goriintir. MCF-7 /Dox hiicreleri diizensiz ¢ok sayida
vezikillii (mavi dairelerle vurgulanan) ve ¢ok ¢ekirdekli (kirmizi dairelerle vurgulanan) ve

uzantilar1 olan hiicreler diizensiz goriiniir
Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) Sonuclar1
3.1.2. MRP1 geninin ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi

MRP1 (Multidrug Resistance-associated Protein 1), ABCC1 geni tarafindan kodlanan ve cesitli
kanser tiirlerinde kemoterapiye direng gelisiminde 6nemli bir rol oynayan iyi tanimlanmis bir
proteindir. Bir baska ifade ile, Coklu ila¢ direnci ile iligkili protein (MRP1)’in antikanser
ajanlarin hiicre i¢ine alinmasi ve dagiliminda énemli bir ¢oklu ilag salinim pompasi gorevi
vardir. ATP'ye bagiml bir tasima pompasi olan MRP1, kemoterapdtik ilaglarin genis bir
yelpazesini hiicre icinden hiicre disi alana etkin bir sekilde tasiyarak bu ilaglarin hiicre ici
birikimini ve sitotoksik etkilerini azaltmaktadir (Ohya vd., 2021; J. Yu vd., 2021).

62



Doksorubisin direnci gelisimini, ila¢ direncinin indiiklenmesinde rolii oldugu bilinen MRP1'in

ekspresyonu qPCR metodu kullanilarak incelendi.

MRP1

— %

Goreceli mRNA ekspresyonu

MCF-7/S MCF-7/Dox

Sekil 3.3. MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerininin MRP1 ve GAPDH genlerinin qPCR y&ntemi
ile mRNA ekspresyon seviyeleri. GAPDH geninden elde edilen CT ile normalizasyon yapildi
*
p<0,05.

Sekil 3.3’te gosterildigi tizere MCF-7/Dox hiicrelerinde duyarlh hiicrelerdekine kiyasla MRP1
mRNA gen ekspresyon seviyesi anlamli derecede dort kat daha fazla eksprese oldugu tespit
edildi.

3.1.3. Hiicre canlilik testi

MCF-7 hiicrelerinde doksorubisine karsi direncin olusmasiyla ilaca yaniti belirlemek icin MCF-
7 /Dox ve MCF-7/S hiicrelerinin doksorubisine duyarliligi karsilastirilmistir. Duyarl ve direncli
MCF-7 hiicrelerine 48 saat boyunca 0,0625- 200 pM aralifinda doksorubisin ile muame
edilmistir. Hiicre canlihiini 6lgmek icin MTT testi uygulanmistir. MCF-7/Dox hiicrelerinin
MCF-7/S ile karsilastirildiginda doksorubisine karsi olusan sitotoksite deneyi sonucu hiicre
canlilik ylizdeleri Sekil 3.4'te gosterilmistir. MCF-7 /Dox ve MCF-7/S icin ICso degerleri sirasiyla
128,5+ 0,22 pM ve 1,65 #0,10 pM olarak saptanmistir. Direng¢ derecesi, su bagintiya gore
hesaplanan direnc indeksi (R) cinsinden degerlendirilmistir; R = ICso direngli hiicreler/ ICso
duyarli hiicreler. Bu nedenle, MCF7/Dox hiicreleri, doksorubisine karsi duyarl hiicre

hattindan yaklasik 78 kat daha direncli oldugu belirlenmistir. Sekil 3.4’te goriildigl {lizere,
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doksorubisin konsantrasyonu arttikca MCF-7/S hiicrelerde hiicre canliligin ciddi oranda
diistiigii, ancak MCF-/Dox hiicrelerde canlilik yiizdesinin sadece 200 pM uygulamada %50'nin
altina diisebildigi tespit edilmistir.

MTT Analizi
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™
Sekil 3.4. MCF.-7/S ve MCF-7/Dox hiicreleri, 48 saat boyunca farkli oranlarda doksorubisine
maruz birakildi. Hiicre canliligt MTT sitotoksisite deneyi kullanilarak degerlendirildi. Veriler,
hiicre canliliginin %100 oldugu varsayilan negatif kontrol ile karsilagtirildiginda hiicre
canliliginin yiizdesi olarak ifade edildi (*p < 0,05)

3.1.4. Doksorubisin direngli hiicrelerde epitelyal-mezenkimal déniisiim siirecindeki
bazi genlerin ekspresyon degisimleri

PCRve qPCR yontemleriile MCF-7/S ve MCF-7 /Dox hiicrelerinde E-kaderin, Okludin, Klaudin-
1, N-kaderin, Twist ve Vimentin mRNA ekspresyon diizeylerini tespit etmek icin
gerceklestirilmistir. Sekil 3.5’te MCF-7/S hiicrelerde, MCF-7 /Dox hiicrelere kiyasla E- kaderin
geninin ekspresyonun anlaml sekilde arttifi tespit edilmistir. Doksorubisine duyarh
hiicrelerde bu artisin 6,85 kat daha fazla oldugu qPCR sonuglarindan elde edilen Ct degerleri
hesaplanarak bulunmustur. Sekil 3.6’da okludin genindeki ekpresyon degisimini ifade eden
grafik sunulmustur. Bu grafige goére Okludinin MCF-7/S hiicrelerde 1,9 kat daha fazla ekprese
oldugu soylenebilir. Sekil 3.7°de ise Klaudin 1 geni kontrol grubunda 2,2 kat daha yiiksek
diizeyde ekprese oldugu goriilmektedir. Epitelyal 6zelliklerin olusmasina sebep olan bu ii¢ gen
doksorobisine direngli hiicre grubunda duyarl gruba gore daha fazla ekprese olmustur. MCF-
7/Dox hiicrelerin epitelyal 6zelliklerinin azalmasi ya da kaybolmasi bu genlerin ekresyon

seviyelerinin diismesi ile orantili oldugu seklinde yorumlanabilir
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,okludin, klaudin-1 genlerinin ekspresyon diizeyinde anlaml bir artis tespit edilmistir. Ancak,
MCF-7/Dox hiicrelerinde N-kaderin, twist ve vimentin mRNA ekspresyon diizeylerinde MCF-
7/S hiicrelerine kiyasla belirgin bir azalma gézlemlenmistir.

MCF-7/Dox NK

12 - E-kaderin _
’ E-KADERIN

0,8 -

ekspresyonu

0,6 -

Goreceli mRNA

0,4 -
0,2 -

— %

0 T 1
MCF-7/S MCF-7/Dox

Sekil 3.5. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki E-kaderin karsilastirilmasi
(sol) E-kaderin’'nin mRNA’sinin qPCR analizi ve (sag) RT-PCR analizi. mRNA seviyeleri
GAPDH’e gore normalize edildi

OKLUDIN

1kb ladder MCF-7/Dox MCF-78  NK

157  OKludin

0,5 - 1

Goreceli mRNA
ekspresyonu

0 T 1
MCF-7/S MCF-7/Dox

Sekil 3.6. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki Okludin karsilastirilmasi.
(sol) Okludin’'nin mRNA’sinin gPCR analizi ve (sag)RT-PCR analizi. mRNA seviyeleri GAPDH’e
gore normalize edildi
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Sekil 3.7. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki Klaudin-1 karsilastirilmasi.
(sol) Klaudin-1'in mRNA’sinin gPCR analizi ve (sag)RT-PCR analizi. mRNA seviyeleri GAPDH’e

gore normalize edildi

15 -
N-kaderin

10 A

Goreceli mRNA ekspresyonu

MCF-7/S MCF-7/Dox

N-KADERIN

1kbLadder MCF-78  MCF-7Dox MK

Sekil 3.8. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki N-kaderin karsilastirilmasi
(sol) N-Kaderin'in mRNA’sinin qPCR analizi ve (sag)RT-PCR analizi. mRNA seviyeleri

GAPDH’e gore normalize edildi
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TWiST
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Sekil 3.9. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki Twist-1 karsilastirilmasi
(sol) Twist-1'in mRNA’sinin qPCR analizi ve (sag) RT-PCR analizi mRNA seviyeleri GAPDH’e

gore normalize edildi
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Sekil 3.10. MCF-7/S hiicreleri ile MCF-7 /Dox hiicreleri arasindaki Vimentin karsilastirilmasi
(sol) Vimentin'in mRNA’sinin qPCR analizi ve (sag) RT-PCR analizi mRNA seviyeleri GAPDH’e

gore normalize edildi

N-kaderin gen ekpresyonu MCF-7/Dox hiicrelerde MCF-7/S hiicrelere kiyasla anlmali sekilde
13, 7 kat daha yiiksek tespit edildi (Sekil 3.8). Benzer sekilde Twist-1 gen ekspresyonunda
MCF-7/S hiicrelere gore istatiksel olarak anlamli 10,9 kat artis saptandi (Sekil 3.9). Son olarak,
MCF-7/Dox hiicrelerde Vimentin geninin 6,85 kat daha fazla ekprese oldugu tespit edildi.
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Sonug olarak, gen diizeyinde bu ii¢ genin upregiile olmasi hiicrelerin mezenkimal forma

dontsebildigi seklinde yorumlanabilir.

3.2. Doksorubisin Direncli Hiicrelerde PI3K/AKT/mTOR Sinyalizasyonunun
Arastirilmasi

Literatilirde fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt) sinyalizasyonu, ¢ok sayida
meme kanserinde hiicrelerin hayatta kalma sinyal yolaklarin1 aktive ederek tiimor
mikrocevresindeki kemoterapi ilaclarina (Doksorubisin gibi) diren¢ olusumunda etkili oldugu
bilinmektedir (Dong vd., 2021; Miricescu vd., 2020; Christowitz, Davis, Isaacs, Van Niekerk, vd.,
2019). Bundan yola ¢ikarak doksorubisin direnci gelistirilen MCF-7 hiicrelerinde bu
sinyalizasyonun nasil regiile oldugunu tespit etmek icin sinyalizasyonda gorev alan AKT1,
AKT2, PTEN, mTOR genlerinin ekspresyon degisimleri qPCR yontemi ile analiz edildi. qPCR
sonucu elde edilen bu genlerrin ekspresyon desimleri MCF-7/S duyarli hiicrelerle
kiyaslandiginda Sekil 3.11’deki sekilde gozlendi.

mMCF7/S
OMCF7/Dox

*

Goreceli mRNA ekspresyonu

*

AKT1 AKT2 PTEN mTOR

Sekil 3.11. MCF/S ve MCF7/Dox hiicrelerde AKT1, AKT2, PTEN ve mTOR genlerinin mRNA

diizeyinde ekspresyon seviyeleri *p < 0,05

MCF7/Dox hiicrelerinde AKT1, AKT2, mTOR genlerinin mRNA diizeyleri MCF7/S hiicrelere
gore istatiksel olarak anlaml olarak sirasiyla 4,2, 1,8 ve 2,5 kat daha fazla eksprese oldugu
gorillmektedir. PTEN geninin mRNA diizeyinde ise MCF7/Dox hiicrelerde MCF/S hiicrelere
gore 10 kat daha az eksprese oldugu saptandi (Sekil 3.11). Doksorubisin direnci gelismis
hiicrelerde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin daha fazla calistifi seklinde bir sonuca

varilabilir.

68



3.3. Doksorubisin Direncli Hiicrelerde IncRNA UCA1’in Transkript Diizeylerinin
Arastirilmasi

Doksorubisin direnci gelistirilen hiicrelerde PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonunun kontrol
grubu hiicrelere kiyasla daha fazla aktive oldugu gosterildikten sonra IncRNA UCA1’in bu hiicre
gruplarinda ekspresyon degisikligini saptamak qPCR gerceklestirildi. Istatiksel olarak MCF7 /S
ve MCF-7/Dox hiicre grubu arasinda UCA1 mRNA ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark
tespit edildi. Sekil 3.12’deki grafikte MCF-7 /Dox ve MCF-7/S hiicrelerde UCA1 geninin mRNA
diizeyinde ekspresyon seviyeleri gosterildi. qPCR test sonucuna gore, MCF7 /Dox hiicrelerinde
kontrol hiicre grubuna gore, UCA1 geninin mRNA diizeyinde yaklasik 9,5 kat (p<0.01) daha
fazla regiile oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.12. qPCR ile saptanan MCF7/S ve MCF7/Dox hiicrelerde UCA1’in ekspresyon
seviyeleri (p<0.01)

Sonug olarak MCF-7/Dox hiicrelerinde AKT1, AKT2, ve mTOR genlerinin ekspresyonlarinda
1,8-4,2 kat arasinda anlamli olarak artis saptanirken UCA1'in 9,5 kat artmasi1 doksorubisin
diren¢ mekanizmasinda daha fazla indiiklenebilen bir gen oldugunu diger genlerinin
regiilasyonunun daha bazal seviyede degistigi yorumu yapilabilir. Ayrica, IncRNA UCA1'in

diren¢ mekanizmasinda markor olmaya potansiyel bir aday olabilir.
3.4. siRNA Teknolojisi ile IncRNA UCA1’in Susturulmasi

Tez calismasinda onceden yapilan deneylerde doksorubisin direnci gelistirilen hiicrelerde
UCAT’in ekspresyonu ve PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonu regiilasyonu analiz edilmistir. Bu

kisimda ise UCA 1’in regtilasyonundaki degisimin MCF-7 /Dox hiicrelerin doksrorubisine olan
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duyarliliginda bir degisime sebep olup olmamasi incelenecektir. Bu amacla UCA1 ekspresyonu
ylksek olan MCF-7/Dox hiicrelerinde siRNA teknolojisi ile baskinlanmistir. Bu dogrultuda,
UCA1 ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugu MCF-7/Dox hiicrelerinde, siRNA teknolojisi
kullanilarak UCA1 gen ekspresyonu susturulmustur. Bu calisma ile UCA1'in PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolag iizerindeki diizenleyici etkisinin ve bu iki molekiil arasindaki karsilikl iliskinin

detayl bir sekilde incelenmesi hedeflenmistir.
3.4.1. UCAY’in susturulmasi ile mRNA seviyesinin qPCR ile analizi

MCF-7/Dox ve MCF-7/S hiicre hatlarinda ticari olarak satin alinan ve IncRNA’lar icin
gelistirilmis, UCA1'i hedefleyen UCA1 siRNA (Ambion, The RNA Company, USA) kullanilmistir.
Ticari olarak alinan Negatif Silencer Select siRNA kontrol olarak kullanilmistir. Farkh
protokollerller hazirlanan (siRNA ve lipofektamin protokolleri ) ile ve farkli sayida plakadaki
kuyulara hiicre ekilmesi (20 000 ve 30 00 hiicre/well) sonucu en iyi susturmanin gerceklestigi
ve hiicrelerde en az toksik etki ve 6liime sebep olan anlaml sekilde UCA1 susturuldugu deney
10 pmol ve 30.000/kuyu ile gerceklestirilen olmustur. Bu deney sonucunda 10 pmol siUCA1’in
kullanilmasi ile anlaml olarak UCA1 ekspresyonunun MCF-7/S hiicrelerde 0,47 kat, MCF-
7/Dox hiicrelerde 0,53 kat ekprese oldugu qPCR ile analizi gosterilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. 10 pmol siUCA1 ile transfeksiyon sonrast MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerinde
UCAT’in ekspresyon seviyesinin qPCR ile gosterimi (p < 0.001).
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3.4.2. UCA1 susturulmasinin hiicre canliligina etkisi

UCAY’in susturulmasinin ila¢ direncliligini nasil etkiledigini arastirmak i¢in transfeksiyondan

48 saat sonra MTT yontemi ile hiicre canlilig1 teshisi gergeklestirildi.
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Sekil 3.14. UCAT1’in susturulmasinin hiicre canhlik tizerine etkisi % Canlhlik grafigi

MCF-7/S hiicrelerinin kontrol grubunda (Negatif Kontrol siRNA) ICso degeri 1,64 pM tespit
edilirken, bu deger MCF-7/S-siUCA1 hiicrelerde 0,95 uM olarak saptanmistir. MCF7-/S-siUCA1
hiicrelerinde 1Cso degerinin MCF-7/S-si-negatif kontrol grubuna gore yaklasik %43 azaldig
belirlenmistir. MCF7 /Dox hiicrelerinin kontrol grubunda (Negatif Kontrol siRNA) ICso degeri
120 uM tespit edilirken, bu deger MCF-7/Dox-siUCA1 hiicrelerde 88,5 pM’a diismiistur.
MCF7/Dox-siUCA1 hiicrelerinde ICso degerinin MCF-7 /Dox-si-negatif kontrol grubuna gore ise
%26 azaldigl saptanmistir. Bu sonuglara gore, UCA1l'in fonksiyonunu kaybetmesi hiicre

proliferasyonunu disiirdiigii yorumu yapilabilir.

71



3.4.3. UCA1 susturulmasi sonrasi AKT1, AKT2, PTEN ve mTOR genlerinin hiicre
diizeyinde ekspresyon analizi

MCF-7/Dox hiicrelerinde siRNA teknolojisi ile UCA1 baskilanmis ve baskilanmamis hiicre
gruplar1 ve kontrol olarak MCF-7 hiicre grubunda UCA1’in susturulmasi sonrasi, hiicre
diizeyinde AKT1, AKT2, PTEN ve mTOR genlerinin ekspresyonlarinin degisimleri qPCR

yontemi ile karsilastiriimistir.
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Sekil 3.15. Doksorubisine duyarh ve direngli, MCF-7/S ve MCF-7/Dox hticrelerde UCA1’in
susturulmasi sonucu AKT1 gen ekspresyon degisimleri (AKT1 geni GAPDH genine gore
normalize edildi) (*p<0.05)

UCAY’in susturulmasi sonucunda AKT1 gen ekspresyonunun hem MCF-7/S hiicrelerde (-0,66
kat) hem de MCF-7/Dox hiicrelerde (-0,41 kat) anlamh olarak azaldig1 saptanmistir (Sekil
3.15).
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Sekil 3.16. Doksorubisine duyarl ve direngli, MCF-7/S ve MCF-7 /Dox hiicrelerde UCA1’in
susturulmasi sonucu AKT2 gen ekspresyon degisimleri (AKT2 geni GAPDH genine gore
normalize edildi) (*p<0.05)

Benzer sekilde, UCA1’in susturulmasi sonucunda AKT2 gen ekspresyonunun hem MCF-7/S
hiicrelerde (-0,57 kat) hem de MCF-7/Dox hiicrelerde (-0,40 kat) anlamli olarak azaldig1
saptanmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.17. Doksorubisine duyarl ve direngli, MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerde UCA1’in
susturulmasi sonucu mTOR gen ekspresyon degisimleri (mMTOR geni GAPDH genine gore
normalize edildi) (*p<0.05)
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AKT1 ve AKT2 gen ekspresyonlarindakine benzer sekilde, UCA1’in susturulmasi sonucunda
mTOR gen ekspresyonunun hem MCF-7/S hiicrelerde (-0,42 kat) hem de MCF-7/Dox
hiicrelerde (-0,36 kat) anlaml olarak azaldig1 saptanmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.18. Doksorubisine duyarl ve direngli, MCF-7/S ve MCF-7 /Dox hiicrelerde UCA1’in
susturulmasi sonucu PTEN gen ekspresyon degisimleri (PTEN geni GAPDH genine gore
normalize edildi) (*p<0.05)

UCAY’in susturulmasi sonucunda PTEN geninin ekspresyonunun anlamli olarak MCF-7/Dox
hiicrelerde (+9,38 kat) arttig1 tespit edilmistir (p<0.05). MCF-7/S hiicrelerdeki artis istatiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05). Sonug olarak, UCA1’in susturulmasi ile birlikte her iki hiicre
grubunda da genlerin regiilasyonu kontrol gruplarina gore tersine donmiistiir. Bir diger ifade
ile siUCA1 transfekte hiicrelerde kontrol grubuna goére AKT1, AKT2 ve mTOR mRNA
ekspresyon seviyeleri azalirken, tam tersi PTEN geninin ekspresyon seviyesi artmistir (Sekil
15-18). Sonuc¢ olarak UCA1’in susturulmasi bu sinyalizasyonda goérevli AKT1, AKT2, mTOR,

PTEN molekiillerini mRNA seviyelerini module sonucuna varilabilir.

3.5. UCAT1’in Motilite Uzerine Etkisi

UCA1’in motilite lizerine etkisini incelemek MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicre hatlarinda siUCA1
transfeksiyonunun ardindan yara iyilesme (Wound Healing Assay, WHA) deneyleri yapilmistir.
24 saat sonunda siUCA1 ile transfekte edilen hiicrelerde negatif kontrol siRNA’ya kiyasla bos

alan varhigi gézlenmis ve yara ylizeyine go¢ eden hiicrelerin trinokiiler ters mikroskop altinda
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fotograflar c¢ekilmistir (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Cizik olusturulan ve hiicrelerin go¢ etmesi
sonucu olusan alanlar Image ] programi kullanilarak ¢izilerek bu alan degerleri excel dosyasina
kaydedildi. Hicrelerde 0. saatte c¢izik atilarak olusturulan alandan 24. saatin sonunda
hiicrelerin go¢ etmesi sonucu kalan alan cikarildi. Sonu¢ olarak arada kalan bos alan
hesaplandi. Negatif siRNA uygulamasinda hiicre gocii sonrasinda kalan bu alan %100 kabul
edilerek normalizasyonu gergeklestirildi ve si-UCA1 uygulamasinda hiicrelerin goreceli gocii
% olarak ifade edildi. Bu ylizde ifadeler cubuk grafikleri olusturularak gosterildi. Yara iyilesme
deneyleri her iki hiicre hattinda da UCA1’in hiicre hareketliligini engelledigini gostermektedir
(Sekil 3.19 ve Sekil 3.20).

MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerde, siNK grubu ile karsilastirildiginda UCA1'in siRNA ile
inhibisyonu hiicre gociinii kontrol gruplarina kiyasla yavaslattigi goriilmektedir. Hiicre gocii
analizinde, si-UCA1 grubundaki goreli géo¢ oraninin MCF-7/S hiicrelerinde anlaml olarak
%47.67 azaldig1 (Sekil 3.19) ve MCF-7 /Dox hiicrelerde %26.77 azaldig: (Sekil 3.20) saptandi.
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Sekil 3.19. MCF-7/S hiicrelerde siUCA1’in transfeksiyonunun hiicre gocii lizerine etkisi
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Sekil 3.20. MCF-7/Dox hiicrelerde siUCA1’in transfeksiyonunun hiicre gogii lizerine etkisi
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4. BOLUM
TARTISMA

Meme kanserinde doksorubisin direnci 6nemli bir klinik zorluk olmaya devam etmektedir (X.
Pan vd., 2021). Son arastirmalar, P-glikoprotein (P-GP) ekspresyonundaki artisin (Billington
vd.,, 2018), hiicre sinyal yolaklarindaki degisimlerin, EMD’nin, mikroRNA ile uzun
kodlanmayan RNA'larin (IncRNA) farkli ekspresyonlarinin, meme Kkanseri hiicrelerinde
doksorubisin direncine yol actigini gostermistir (Mirzaei vd., 2021; Zheng vd., 2020; Perez-
Afiorve vd., 2019). Doksorubisin veya diger antrasiklinlere karsi tiimor hiicrelerinin direncini
tersine cevirmeyi amaglayan bir¢ok calisma, uzun siireli maruziyetle gelistirilen direncli hiicre
hatlar1 kullanmigtir. Ornegin, Kars vd. (2006), MCF-7 meme kanseri hiicrelerini bir yildan fazla
slire boyunca doksorubisine maruz birakmislardir. Bu galismaya benzer sekilde, ¢calismamizda,
doksorubisin direngli hiicre hatti uzun dénem (yaklasik 1 yil) hiicrelerin doksorubisin ile
kiiltiire edilmesi sonucu elde edilmistir. Calismamizda doksorubisin direncinin gelistigi
dogrulamak icin hiicrelerin morfolojisi, MRP1 gen ekspresyonu, doksorubisine karsi hiicre
canlilik testi ve literatiirde dox-iliskili oldugu bilinen PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonunun
aktivasyonu qPCR ile incelenmis ve tiim bu veriler sonucunda hiicrelerde doksorubisin direnci

gelistigi dogrulanmistir.

Hiicre morfolojisi, hiicrenin fenotipik 6zelliklerini ve biyolojik stire¢lerini yansitan énemli bir
gostergedir. Kanser tedavisinde kemoterapoétik ajanlara gelisen direng, in vitro hiicre kiltiirt
ortaminda hiicre hatlarinda geleneksel biyomarkérlerde ayirt etmek gii¢ olabilmektedir. ilk
olarak hiicrelerin niikleer morfolojilerindeki anormallikler dikkat cekici bir sekilde 6ne ¢ikar
ve bu anormallikler, niikleer boyut ve sekil degiskenlikleri gibi patolojik 6zellikler, cesitli
kanser tiirlerinin klinik teshisinde kritik bir rol oynar. Ozellikle, cok loblu ya da ¢ok ¢ekirdekli
yapilar gibi ileri derecede anormal niikleer morfoloji tiirleri, metastaz olusumu ve hastaligin
tekrar niiks etmesiyle gliclii bir sekilde iliskilidir. Bu tiir hiicresel morfolojik 6zelliklerin analizi,
kemoterapi sonrasi hiicrelerin hayatta kalmasini saglayan biyolojik mekanizmalarin ve direng
gelistiren hiicrelerin evrimsel siire¢lerinin daha iyi anlasilmasinda temel bir 6neme sahiptir
(C.-J. Kim vd., 2023).

Morfolojik analizler, protein isaretcilerinden bagimsiz olarak direng 6zelliklerini incelemek
icin alternatif bir yaklasim sunmakta olup, direncli ve hassas hiicrelerin ayrilmasinda yardimci
olmaktadir. Kanserli hiicrede farkli morfolojilerin gézlenmesi bu hiicrelerin kemoterapi
ilacinina direng gelistirirken genellikle mitoz ve/veya sitokinez siireclerini atlamasi, G2/M
hiicre dongilisii kontrol noktasini devre dis1 birakmasindan olabilmektedir. Bu mekanizma,
hiicresel iceriklerin artmasina neden olmakta; bu artis, 6zellikle ¢ekirdek boyutunda ve
genomik materyal miktarinda belirgin hale gelmektedir (Mirzayans vd., 2018). Sonug olarak
ila¢ direncli kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden biri, yalnizca yiizeysel bir degisiklik
degil, ayn1 zamanda altinda yatan biyokimyasal ve genetik adaptasyonlar:1 yansitan belirgin

morfoloji degisiklikler oldugu diisiiniilebilir. Baska bir g¢alismada, doksorubisin direncli
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MCF7/D320 hiicre hatt1 olusturturulmustur. Hiicrelerin sitoplazmalarinda ¢oklu ¢ekirdeklerin
varligi gozlenmistir; bu gozlem, cogunlukla, siirekli doksorubisin stresi altinda hiicreler
arasindaki artan hiicresel fiizyona baglanmistir. Ek olarak, direngli hiicrelerin sitoplazmasinda
cok sayida biiyiik vezikiillerde tespit edilmistir (AbuHammad & Zihlif, 2013). MCF-7
hiicrelerini 0.5 pg/ml doksorubisin iceren ortamla bir hafta siireyle kiiltiire ettiklerinde
hiicrelerin morfolojilerinin daha biiylik hale gelerek lamellapodialar olusturacak sekilde
degistiklerini saptanmistir (Putri vd., 2011). MCF-7 hiicrelerine doksorubsisin direnci
gelistirilen baska bir calismada benzer morfolojik degisiklikler goriilmekle birlikte, hiicrelerin
epitelyal formdan mezenkimal forma doniistiikleri EMD markérleri (BMI1, SLUG, SNAIL,E-
KADERIN, SOX9, EZH2) ile gen ekspresyonu diizeyinde tespit edilmistir (Santos vd., 2018).
Glncel olarak arastirmasi yapilmis sisplatin direnci gelistiren adenokarsinom PC3 hiicre
hattinda, hiicrelerin multiniikleer morfolojilere sahip oldugunu raporlanmistir (C.-J. Kim vd.,
2023). Bu bulgular, ilag direncinin hiicresel morfoloji ve biyolojik siirecler tizerindeki etkisini
ortaya koymaktadir. Sonug olarak, litertiirdeki bulgulara benzer sekilde direng gelistirdigimiz
hiicrelerinde morfolojileri degismistir. ilk olarak ¢alismamizda direngli hiicre hattinin
morfolojik incelemeleri ger¢eklestirilmistir. MCF-7 /S hiicrelerinin sik hiicre-hiicre adezyonlari
olan bir fenotipten doksorubisin uygulamasi sonrasinda (MCF-7/Dox) hiicreler ig benzeri bir
goriiniime doniistiigi ve hiicre uzantilarinin olustugu goézlemlendi. Ayrica sitoplazmalarinda
coklu, nispeten biiyiik vezikiiller de gozlendi. Calismamizda olusturulan MCF-/Dox hiicrelerin
AbuHammad vd. (2013) ve Putri vd. (2011) calismalarinda rapor edilen doksorubiisn direnci
gelistirmis MCF-7 hiicreleri ile benzer morfolojilere sahip oldugu sdylenebilir.

Ikinci asamada MCF-7/Dox hiicrelerde direng gelistigini molekiiler olarak dogrulamak icin
MRP1 geninin regiilasyonu transkript diizeyinde incelenmistir. Calismamizda MRP1 mRNA
gen ekspresyon seviyesi, MCF-7/Dox hiicrelerinde MCF-/S hiicrelerine kiyasla dort kat daha
yuksek bulunmustur. Literatiirde, doksorubisin direncinin temel nedenlerinden biri de, coklu
ila¢ direnci (MDR) olarak bilinen fenomendir. MDR genellikle hiicre zarinda bulunan disa akis
pompa proteinlerinin asir1 ekspresyonu ile iligkilidir. Bu pompa proteinleri arasinda P-
glikoprotein (P-gp), coklu ila¢ direnci ile iliskili protein-1 (MRP1) ve meme kanseri direnci
proteini (BCRP) yer alir . Doksorubisin, bu disa akis tasiyicilarinin hem substrati hem de
indiikleyicisi olarak bilinir ve bu tasiyicilarin artmis ekspresyonu, doxorubisinin hiicre igi
birikimini engelleyerek tedaviye karsi diren¢ olusumuna katkida bulunur (Choi, 2005; Wind &
Holen, 2011). Bu mekanizma, doksorubisin gibi kemoterapotik ajanlarin etkinligini azaltan
temel etmenlerden biri olarak éne ¢ikmaktadir. ila¢ direnciyle iligkili genlerden P-GP ve
MRP1'in protein seviyeleri, MCF-7 hiicreleriyle karsilastirildiginda MCF-7 /ADR hiicrelerinde
belirgin sekilde farkl ifade edildigini ve bu proteinlerin hiicre i¢i ekspresyonlarinin arttigini
ortaya koymustur (N.-N. Chen vd., 2023).

llaclara 6zgii MDR (¢oklu ila¢ direnci) mekanizmalarini arastirildiginda, MCF-7/Adr hiicre
hatlarinda, MCF-7/S'ye kiyasla, MRP1'in yukari regiile edildigi bildirmistir (W.-]. Li vd., 2013).

Baska bir lieratiir calismasinda meme hiicre hatlarinda doksorubisinin, MRP1 ekspresyonunu
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ve fonksiyonunu indiikledigi tespit edilmistir (B. Kim vd., 2015). Bagska bir MCF-7 doksorubisin
direngli hiicre hatti olusturma siirecinin yapildigi c¢alismada, doksorubisin dozunun
arttirllmasi, miR-145 seviyesinin belirgin bir sekilde azalmasina ve MRP1 seviyesinin
artmasina yol acmistir (M. Gao vd., 2016). Bunlara ilaveten, MCF-7 hiicre hatlarina
doksorubisin (2,5 pM)’i 2 giin arayla 12 giin boyunca uygulandigi bir ¢alismada, hiicrelerde
MRP1, MRP-2-3-6,7 protein seviyeleri arastirllmistir. MRP 2, 3, 6, 7 ila¢ 6ncesine gore ilac¢
sonrasinda artma gozlenirken, ila¢ 6ncesi ve sonrasinda MDR, MRP1 protein ekspresyon
seviyesinde bir artis saptanmamistir. Bu ¢alisma, calismamizdaki sonuglardan farklidir. Benzer
bir baska calismada doksorubisin direngli MCF-7 hiicreler, MCF-7 hiicreleriyle
karsilastirildiginda MDR1 mRNA'sin1 veya onun triinii olan P-glikoproteini ekprese ederken
MRP1'i asir1 eksprese etmedigi saptanmistir (Kaya Kog¢dogan vd. 2020). Bir calismada,
doksorubisini nanokiirelere yiiklemisler (NS-Dox) P-glikoprotein ve MRP1 ekspresyon
seviyesini yabanil MCF-7, MCF-7/Dox ve NS-DOX-MCF-7 hiicrelerde analiz etmislerdir. Bu
analiz sonucunda, MRP1’in dox direngli MCF-7’lerde kontrol hiicrelerdekine kiyasla iki kattan
fazla eksprese oldugu saptanmistir (Aouali vd., 2003). Baska bir kemoterapi ilac1 olan
doksotakselve doksorubisin MCF-7 hiicre hatlarina uygulanmis ve diren¢ kazandirilmis,
sonrasinda ila¢ direnci mekanizmasini ile ilgili calismalar bildirilmistir. Bu calismada, direncli
hiicre hatlarinin belirli ABC tasiyic1 proteinlerini daha yiiksek dizeyde eksprese ettigi rapor
edilmistir. ABCB1'in (Pgp) ekspresyon seviyesi yalnizca hiicrelerinde c¢ok yliksekken,
ABCC1'in (MRP1) ekspresyon seviyesi yalnizca MCF-7/DOX hiicrelerinde ¢ok yliksek oldugu
saptanmistir (H. Wang vd., 2014). Literatiirdeki bu bulgular ile kiyaslandiginda, ¢alismamizda
MRP1 transkript seviyesinin MCF-7/Dox hiicrelerde anlamli olarak 4 kat daha ¢ok ekprese
oldugu bulgusu bir sekilde hiicrelerin ilaca direng gelistirebildigi ve ilacin hiicre disina salinimi

icin bu geni aktive etttigi yorumu yapilabilir.

Calismamizda doksorubisin direncinin gelistirildigini dogrulamak icin yapilan sitotoksisite
deneylerinde, MCF-7/S ve MCF-7/Dox hiicrelerin doksorubisin ilacina karsi diren¢ derecesini
belirlemek i¢in diren¢ indeksi (R), direncli hiicrelerin ICso degerlerinin ilgili ana hiicrelerin ICso
degerlerine boliinmesiyle hesaplanmistir. Diren¢ indeksi, Kars vd., (2006) yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. MCF-7/Dox ve MCF-7/S hiicreleri i¢in yar1 maksimum
inhibitor konsantrasyon (ICso) degerleri sirasiyla 128,5 pM ve 1,65 uM olarak belirlenmistir.
Bu nedenle, MCF-7 /Dox hiicrelerinin doksorubisine karsi yaklasik 78 kat daha direncli oldugu
tespit edilmistir. Literatiirde direng derecesi ile ilgili bu ¢alismaya ¢ok benzer doksorubisin
direnci gelistirilmis bir arastirmada, 1 pM’a kadar doksorubisin direnci gelistirdikleri MCF-7
hiicrelerine 0,4-200 pM araliklarinda doksorubisin uygulamasi sonrasi yapilan hiicre canhlik
testlerinden XTT yontemi sonucunda ICso degerini 183,11 * 23,63 uM olarak saptanirken MCF-
7/S hiicrelerde ICso degeri 1,14 + 0,38 pM saptanmistir. Sonug olarak, MCF-7 /Dox hiicrelerinde
direng¢ indeksinin istatiksel olarak anlaml bir sekilde 160,6 kat doksorubisine daha direncli
oldugu belirlenmistir (Darcansoy Iseri, 2009). Giincel bir ¢alismada, MCF-7/ADR hiicre

hattinin ilag¢ direnci fenotipini koruyup korumadigini test etmek icin, doksorubisinin artan
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konsantrasyonlari altinda hiicre canlilig1 degerlendirdiklerinde, bu hiicrelerin 48 saat boyunca
artan doksorubisin dozlarina maruz birakilmasi ile hiicre canliliginin 6nemli 6l¢tide azaldigi
rapor edilmistir (Miri vd., 2023). Ek olarak, MCF-7/WT hiicre hattini, farkli direng seviyeleri
gosteren bir dizi MCF-7 hiicre hatti olusturmak icin doksorubisin uygulamasi yapilmistir.
Direngli hiicreler, baslangicta 1 nM doksorubisin ile secilmistir. Hiicreler bu doza tolerans
gelistirdikten sonra ila¢ konsantrasyonu iki katina ¢ikarilarak hiicreler diren¢ kazanana kadar
islem tekrarlamislardir. Bu tekrar eden uygulamalar sonucunda, 1 nM'den 1 pM'ye kadar artan
diren¢ gilicline sahip 11 hiicre hatti olusturmuslardir. MCF-7/ADR-n hiicre hattinin
sitotoksisitesi MTT testi ile Olciilmiistiir. Ana MCF-7 (MCF-7/WT) ve 6zgiin doksorubisin
direngli MCF-7 (MCF-7/ADR) hiicrelerinde 1Cso degerleri sirasiyla 0,1 uM ve 12,9 uM olarak
bulunmustur. MCF-7/1024'teki 1Cso degeri (10,3 uM), MCF-7/ADR'ye yakindir. Tiim MCF-
7/ADR hiicre hatlarinin diisiik diren¢ indeksine sahip oldugu gézlenmistir (Tsou vd., 2015).
Ayni y1l baska bir arastirmada MCF-7/ADR hiicrelerin doksorubisin uygulmasi sonrasi ICsg
degeri 74 pM, MCF-7 hiicrelerde bu deger 2 uM olarak saptanmistir (M. Gao vd., 2016). Bir
baska calismada, adriamisin (doksorubisin) direngli hiicrelerde ICso degeri saptanmaya
calisilmis, hiicrelerin yaklasik 50 ila 200 kat daha direncli oldugu belirtilmistir. MCF-7 /ADR
hiicrelerde 1Cso 1,9 puM saptanirken, MCF-7/WT hiicrelerde bu deger 0,012 pM olarak
belirlenmistir (Panasci vd. 1996). Literatiirde bu bulgular ¢alismamizda elde edilenlerle

ortiismektedir.

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMD), epitel kokenli hiicrelerin epitel dzelliklerini ve polaritesini
kaybettigi ve hiicrelerin bir bolgeden baska bir bolgeye go¢ edebilmek icin mezenkimal bir
fenotip kazandig1 temel bir gelisim siirecidir (Thompson vd., 2005) . Suana kadar yapilan
calismalar kemorezistans ile kanserde epitel-mezenkimal gecisin (EMT) kazanilmasi arasinda
bir iliski oldugunu goéstermistir (Mirzaei vd., 2021; Bastid, 2012; Rosano vd., 2011). Vimentin
gibi mezenkimal proteinlerin pozitif sekilde regiilasyonu ile hiicreler arasi adezyon
molekiillerinin, E-KADERIN ve OKLUDIN genlerinin negatif regiilasyonu, kanser hiicrelerinin
motilitesinde, invazivliinde ve metastaz yeteneklerinde artisa yol acan EMT'nin ilk
belirleyicileridir (Sarrié vd., 2008). E-KADERIN'nin downregiilasyon ile mezenkimal kaderin
N-KADERIN upregiilasyonu da "kaderin switch" olarak bilinen bir fenomen olan EMT'nin
karakteristik 6zelligidir (Loh vd., 2019). Literatiirde, MCF-7 /Dox hiicrelerinde EMD siirecinde
etkili genler degerlendirildiginde; 15 genin ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin EMD
stireci ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Dokuz genin pozitif yonde regiile (SNAIZ (36,56), N-
KADERIN (5,15), VIMENTIN (99,99), CLDN1 (75,12), CLDN11 (39,45), EGFR (18,27), FGFR1
(6,04), SMAD3 (8,65) ve TGFRB2 (6,30); alt1 genin downregiile (ER (-71,94), E-KADERIN
(-328,95) , OCLN (-5,08), CLDN3 (-225,23), CLDN4 (-29,33) ve CLDN7 (-34,01)) oldugu
rapor edilmistir (Darcansoy Iseri, 2009). Tez ¢alismasinda ise, MCF-7/S ve MCF-7/Dox
hiicrelerinde EMD siirecini ve regiilasyonununda E-KADERIN (-6,82), OKLUDIN (-1,9),
KLAUDIN-1(-2,2), N-KADERIN (+13,7), TWIST-1(10,9), ve VIMENTIN (+6,85) genlerinin

regiile oldugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, bulgularimiz, literatiirdeki ¢alisma bulgulari ile

80



benzer dogrultuda meme kanserinde DOX direncinin EMD ile iligkili oldugunu ortaya

koymustur.

Doksorubisin direnci mekanizmalariindan bir tanesi Dox tarafindan indiiklenen apoptozun
baskilanmasina yol agan hiicresel sinyal yollarindaki bozulmalar olarak bilinmektedir.
PI3K/AKT sinyaizasyonu, hiicre proliferasyonu ve tiimdr progresyonunun diizenlenmesinde
hayati 6neme sahip bir yolaktir. Ayrica bu yolak pek ¢ok insan malignitesinde artis gosteren ve
coklu ila¢ direnci (MDR) mekanizmalarinda kritik bir rol oynadigi belirlenen 6nemli bir sinyal
yoludur. Bu yol, yukari ve asag1 akis hedefleriyle etkilesimde bulunarak kanserin
progresyonunu desteklemekte ve BCRP, MRP1 ve P-gp gibi ABC tasiyicilarinin ekspresyonunu
artirarak kemoterapi tedavilerine karsi diren¢ gelisimine katkida bulunmaktadir (Tazzari vd.,
2007). Bu yolagin doksorubisin ile iliskili olabilecegini rapor eden bir arastirmada p-AKT ve p-
mTOR genlerinin MCF-7/Dox hiicrelerinde sirasiyla yaklasik 2,8 ve 1,5 kat daha fazla ekprese
oldugu saptanmistir (J. Chen vd., 2018). Ek olarak, bir c¢cok preklinik arastirma,
PI3K/AKT/mTOR inhibitorlerinin meme kanserinde kemoterapi direncini tersine ¢cevirmede
o6nemli bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bir ¢alismada, PI3K inhibit6rii wortmannin, MCF-
7/ADR (ADR: Adriamisin direnci) hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu ve doksorubisine
karsi olusan direnci neredeyse tamamen baskiladigl tespit edilmistir (Tsou vd., 2015). Benzer
sekilde, yapilan bir baska calismada, econazole aracilifiyla PI3K inhibisyonunun hem in vitro
hem de in vivo ortamda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerini adriamisine karsi daha duyarl hale
getirdigi gosterilmistir (Dong vd., 2019). Bununla birlikte, pan-PI3K inhibitérii BKM120'nin
hem duyarli hem de ¢oklu ila¢ direnci (MDR) sergileyen meme kanseri hiicrelerinde
PI3K/AKT/NF-kB sinyal yolunu baskilayarak giliclii bir antitimor etkisi gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica, BKM120'nin doksorubisin ile kombinasyonu sinerjistik bir antikanser
etki saglamistir. Benzer sekilde, doksorubisin ile pan-PI3K inhibitérii buparlisib
kombinasyonunun da belirgin bir sinerjistik antiproliferatif etki ortaya koydugu rapor
edilmistir (Y. Hu vd., 2015). Ek olarak, 3-metiladenin (3-MA)'in PI3K/AKT/mTOR yolunu
inhibe ederek ve ila¢ disa akis tasiyicilarini baskilayarak MDR'yi tersine ¢evirdigi belirtilmistir
(Zou vd., 2014). Sonuc¢ olarak, kemoterapotik tedavilerde kullanilan doksorubisin, bu
sinyalizasyonu da dolayli olarak daha fazla aktive etmektedir ve direng gelisimine sebep
olmaktadir. Calismamizda, MCF7/Dox hiicrelerinde AKT1, AKT2, mTOR genlerinin mRNA
diizeyleri MCF7/S hiicrelere gore istatiksel olarak anlamli sirasiyla 4,2, 1,8 ve 2,5 kat daha fazla
eksprese oldugu gorilmektedir. PTEN geninin mRNA diizeyinde ise MCF7/Dox hiicrelerde
MCF/S hiicrelere gore 10 kat daha az eksprese oldugu bulunmustur. Direnc¢ gelisiminde bu

yolagin calismasinin bozuldugu, daha fazla aktive oldugu yorumu yapilabilir.

Literatiirde, UCA1'in doksorubisine diren¢ gelistirmis MCF-7 hiicrelerinde ila¢ direncini
azaltmada rol oynayabilecek bir molekiil oldugu diisiiniildiigii icin tez kapsaminda oncelikli
olarak MCF-7 /Dox hiicrelerde UCA1’in transkript diizeyinde regiilasyonunda bir degisim olup
olmadigina qPCR ile bakilmistir. MCF7 /Dox hiicrelerinde kontrol hiicre grubuna goére, UCA1
geninin mRNA diizeyinde istatiksel olarak anlaml derecede 9,5 kat daha fazla regiile oldugu
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tespit edilmistir. Literatiirde, paklitaksel ve tamoksifen gibi ilaglara direncli meme kanseri
hiicre hatlarinda UCA1’in upregiile oldugu gosterilsede (C. Liu vd., 2020; H. Wang vd., 2014),
doksorubisin direngli meme kanseri hiicre hatlarinda UCA1’in regiilasyonu ile ilgili sinirh
sayida ¢alisma mevcuttur (Wo vd., 2022). Tamoksifene duyarli MCF-7 ve T47D (kontrol) ve
tamoksifene direngli LCC2 ve LCCI hiicrelerde yapilan bir calismada UCA1 ekspresyonunun
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu analizi sonucunda yaklasik 30 kat arttigini rapor
edilmistir (Z. Li, Yu, vd,, 2019b). Baska bir ¢alismada, tamoksifen diren¢li MCF-7 ve T47D
hiicrelerde UCA1 mRNA ekspresyon diizeyinin kontrol hiicrelere kiyasla sirasiyla yaklasik 4
kat ve 6 kat daha yiiksek oldugu gosterildi (H. Liu vd., 2016). Sonug olarak, MCF-7/Dox
hiicrelerinde AKT1, AKT2, ve mTOR genlerinin ekspresyonlarinda 1,8-4,2 kat arasinda anlaml
olarak artis saptanirken UCA1’'in 9,5 kat artmasi doksorubisin diren¢ mekanizmasinda daha
fazla indiiklenebilen bir gen oldugunu diger genlerinin regiilasyonunun daha bazal seviyede
degistigi yorumu yapilabilir. Bu sonuclardan, IncRNA UCA1’in diren¢ mekanizmasinda markor
olmaya potansiyel bir aday molekiil olabilecegi diistiniilebilir.

Tezde doksorubisin direncinin gelistirildigine dair dogrulama ¢alismalar1 yapildiktan sonra ve
UCAYT’in dox direngli hiicrelerde upregiile oldugu tespit edildikten sonra, UCA1 gen susturmasi
deneyleri gerceklestirilmistir. UCA1 genini susturmak lizere RNA interferansi (RNAi)
teknolojisi kullanilmistir. RNAi kesfedildigi giinden bu yana herhangi bir hiicre tipinde
herhangi bir genin ekspresyonunu hizli ve etkili bir sekilde susturma yetenegine sahip giiclii
bir arac olarak kabul edilmistir. Bu devrim niteligindeki yaklasim, onkogenlerin hedeflenerek
baskilanmasina olanak taniyarak kanser tedavileri icin 6nemli bir yol agmistir. Kiigiik
interferansli RNA (small interfering RNA, siRNA) molekiilii, bir mRNA molekiiliiniin yikimi
yoluyla belirli bir proteinin ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu siire¢ genellikle siRNA
oligosu ile mRNA'daki karsilik gelen dizilim arasinda miikemmel bir eslesme gerektirmektedir
(Shen vd., 2013). Gen susturmada kullanilabilen bu teknikte, siRNA hiicreye tanitildiktan
sonra, gen susturulmasi baslatilmakta, bu stire¢ endojen RNAi makinesinin yonlendirdigi bir
stirec olarak islemektedir. Ilk olarak lipozomlarla kapsiillenmis siRNA'y1 hiicreye iletmek icin
ticari olarak mevcut olan farkli Lipofectamine RNAIMAX ve HiPerfect gibi bilesikler ile siRNA
muamele edilmekte ve hiicre igcerisine alinmaktadir (Van Kuijk vd., 2022). Hiicre i¢inde, cift
sarmalli siRNA'lar RNAi yoluna dahil edilmektedir. Antisens zincirleri, karsilik gelen bu
molekil, mRNA'lar1 tanimak i¢in rehber olarak gorev yapan RNA indiiklenmis susturma
kompleksine (RISC) yiiklenmektedir. Hedef dizi tanimlandiktan sonra, RISC kompleksinin bir
bileseni olan AGO2 proteini, mRNA'y1 keserek susturulan genin trettigi protein seviyelerini
diisiirmektedir. SiRNA'larin geleneksel ila¢ tedavilerine karsi en biiyiik avantaji, ¢ok diisiik

toksisiteye sahip olmalari ve yiiksek 6zgiilliik sergilemeleridir (Ahmadzada vd., 2018).

Calismamizda hiicre icerisine siRNA'nin alinmasinda Lipofektamin 2000 bilesigi kullanilmigtir.
Lipofektamine 2000, siRNA iletimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir reaktandir. Bu katyonik
lipit, negatif yiiklii siRNA iskeleti ile etkilesime girerek, oligoniikleotid alimini artiran bir

kompleks olusturmaktadir (Meade & Dowdy, 2007). Ayrica, nispeten verimli olmasi ve ¢esitli
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oligoniikleotitlere genis capta uygulanabilir olmasi nedeniyle, Lipofectamine 2000 ile yapilan
iletim, diger yeni siRNA tasiyicilarinin etkinligini karsilastirmak icin genellikle bir standart
olarak kullanilmaktadir (Kumar vd., 2007). Gen susturma deneylerinde genin basarili bir
sekilde susturuldugunun degerlendirilmesi i¢in yapilan mRNA analizlerinde literatiirde farkli
kat oranlar1 kabul gérmektedir. Ek olarak, NCBI GEO'da, gen susturma 6ncesi ve sonrasi tam
transkriptom analizi iceren 6rnekleri arastiran bir ¢alismada dizi tabanli ekspresyon verileri
kullanarak hedef ve yan hedef genler icin etkinligi degerlendirdiler. Toplamda 1,643 6rnek,
429 deneyi temsil eden ve 207 calismada yayimlanan calisma sonuclari analiz edildi. Hedef
genin negatif regiilasyonunun katlanmis degisimi (FC), deneylerin %18.5'inde 0,7'nin lizerinde
ve %38.7'sinde 0,5'in lizerinde ve %42,8’inde 0,5’in altinda tespit ettiler (Munkacsy vd., 2019).
Mide kanseri hiicre hatlarinda UCA1’i susturduklarinda kontrole gére 0,4 kat bu genin regiile
oldugunu belirlemislerdir. Akut miyeloid l6semi hiicre hatlarinda UCA1 susturuldugunda,
kontrole kiyasla yaklasik 0,5 kat UCA1’in eksprese oldugu saptand1 (Shang vd., 2016). Iki farkh
yumurtalik kanser hiicre hattinda ti¢ farkli UCA1 siRNA’s1 kullanarak yaptiklari gen susturma
calismalarinda kontrole kiyasla UCA1 geninin ekspresyonu 0,2-0,7 kat arasinda degistigini
saptadilar (J. Wang vd., 2018). Bunlara ek olarak, retinablastoma hiicrelerinde UCA1’in
susturuldugu bir calismada, 9 kat kontrol gruba gére UCA1’in mRNA diizeyinde daha az regtile
oldugu saptandi (N. Wang vd., 2022). Giincel baska bir calismada ise MCF7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre dizilerinde UCA1'’i susturduklarinda gen ekspresyon seviyesinin kontrol
gruba gore yaklasik 4 kat az regiile oldugu gosterildi (X. Zhang vd., 2022). Wo vd., (2022)
yaptiklar1 calismada meme kanseri hiicre hatlarini TGF-beta ile muamele ettikten sonra
hiicrelere doksorubisin direnci kazandirilmis olup UCA1 geni susturulmustur. Kontrol grubuna
gore <0,5 kattan daha ekprese oldugu bildirilmistir (Wo vd. 2022). Calismamizda
kullandigimiz gen susturma yontemi ve bu ydntem sonucu elde edilen UCA1’in
ekspresyonundaki azalma (MCF-7/S hiicrelerde 0,47; MCF-7 /Dox hiicrelerde 0,53 kat daha az
ekprese) ile ilgili bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu séylenebilir.

Calismanin diger kisminda UCA1’in susturulmasi sonucunda BC hiicrelerini DOX'a karsi
duyarli hale getirmeye katkida bulunabilecegini arastirmak icin hiicre canlilik testi (MTT)
uygulanmistir. MCF7/S hiicrelerinin kontrol grubunda (Negatif Kontrol siRNA) ICso degeri
1,64 pM tespit edilirken, bu deger MCF-7/S-siUCA1 hiicrelerde 0,95 pM olarak saptand.
MCF7/S-siUCA1 hiicrelerinde ICso degerinin MCF-7/S-si-negatif kontrol grubuna gore yaklasik
%43 azaldig1 saptandi. MCF7 /Dox hiicrelerinin kontrol grubunda (Negatif Kontrol siRNA) ICso
degeri 120 puM tespit edilirken, bu deger MCF-7/Dox-siUCA1 hiicrelerde 88,5 pM’a diisti.
MCF7/Dox-siUCA1 hiicrelerinde ICso degerinin MCF-7 /Dox-si-negatif kontrol grubuna gore ise
%26 azaldig1 saptandi. Bu sonuclara gore, UCA1’in fonksiyonunu kaybetmesi hiicre canliligin
azalttigl seklinde yorumlanabilir. Bu bulgu ile benzer dogrultuda, UCA1'in meme kanseri
hiicrelerinde canliliga etkisini arastiran baska bir ¢alismada, UCA1 siRNA’sinin MCF7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde doksorubisin uygulamasi ile bu ilaca duyarliligl arttirdigini, hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi rapor edildi (Wo vd., 2022). Ek olarak, UCA1 susturmasinin,
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mide kanserinde SGC7901/ADR hiicrelerinin Adriamisin duyarlihigini artirdigini bildirildi
(Shang vd., 2016). Sonug olarak, literatiirdeki sonuclarla benzer olarak, ¢calismamizda UCA1'in
doksorubisin direngli MCF-7 hicrelerinde baskilanmasi, hiicrelerin doksorubisine

duyarhiligini artirdigi seklinde yorumlanabilir.

Gilincel yayinlanan, meme kanseri hiicre dizilerini (MDA-MB-231 ve MDA-MB-468) 48 saat
TGF-B ile hiicrelerin indiiklendigi calismada hiicrelerin doksorubisin direnci kazandigi
gosterildikten sonra, MCF-7/Dox hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla UCA1 mRNA
ekspresyonunda yaklasik 2 kat artis saptandi (Wo vd., 2022). Meme kanseri hiicre hatlarindan
MDA-MB-231, MDA-MB-468, ve MCF-7 hiicrelerine 48 saat TGF-8 (10 ng/mL) uygulandi. Bu
hiicrelerin doksorubisine yanitinin nasil degistigini goézlemlemek i¢in hiicre canlilik
testlerinden biri olan CCK-8 yodntemi uygulandi. MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7
hiicrelerinde Dox icin ortalama yari maksimum inhibitdr konsantrasyon (ICso) degerleri
sirasiyla 1,66 + 0,12 pM, 1,14 + 0,09 uM ve 0,28 + 0,03 uM olarak belirlendi. 48 saat TGF-f3 (10
ng/mL) uygulamasi ardindan MDA-MB-231, MDA-MB-468 ve MCF-7 hiicrelerinde Dox i¢in ICsg
degerleri sirasiyla 3,47+0,27puM, 1,92+0,11uM ve 0,41+0,07uM olarak saptandi. Bu
calismada, 24 saat TGF-$ (10 ng/mL) uygulanmis hiicrelerde kontrol gruba kiyasla UCA1’in
MDA-MB-231, MDA-MB-468 hiicrelerinde anlaml sekilde yaklasik 2-2,5 kat ekspresyonunda
artis oldugu qPCR yodntemi ile saptandi. Ayni grubun ¢alismasinda meme kanseri hiicrelerine
sadece 48 saat TGF-f'nin uygulanmasi ile hiicrelerin doksorubisine direnc gelistirdikleri rapor
edilmistir. Ek olarak, UCA1'in inhibisyonunun, meme kanseri hiicrelerinin Dox'a duyarliligini
arttirdigini in vitro deneylerde belirlendi. Sonuc olarak, TGF-B'nin direng tizerindeki etkisi, si-
UCA1 ile kombinasyon uygulamasi sonrasi hiicrelerin doksorubisine direnglerini ortadan
kaldirdigini in vitro deneylerle rapor edildi. TGF-f uygulamasi ile indiiklenen VIMENTIN ve E-
KADERIN seviyesindeki degisikliklerin, siUCA1 ile susturma islemi sonunda kayboldugu
saptandi. Sonuc olarak TGF- {3 ile meme kanseri hiicre hatlarinda in vitro olarak doksorubisin
direncini indiiklediklerinde IncRNA UCAT’in doksorubisin direncinde ve epitelyal-
mezemkimal doniisiim (EMD) siirecinde etkili olabilecegi bulgusunu ortaya konulmustur. Bu
sonug, UCA1l'in, EMD'yi diizenleyerek TGF-f-aracili direncte yer aldiginmin bir gostergesi
olabilecegini diistindiirmektedir. Bu ¢alismadaki bulgular ilk bakista tez kapsamimda yapilan
deneyler ile kismen benzerlikler gostermektedir. Ancak tez calismasinda kullandigim MCF-7
hiicreleri uzun dénem (yaklasik 1,5 y1l) ilaca maruz birakildiktan sonra doksorubisin direnci

gelistirilmistir. Bu durum, ¢alismadan ayrilan en temel farktir.

Tezin 6zglinliiglinii ve hipotezin temelini olusturan, UCA1’'in PI3K/AKT/mTOR sinyalizayonu
iliskisini arastirmak iizere bu yolaktaki belirli molekiillerin nasil diizenlendigi gPCR yontemi
ile analiz edilmistir. UCA1’in susturulmasi ile birlikte her iki hiicre grubunda da genlerin
regiilasyonu kontrol gruplarina gore tersine donmiistiir. Bir diger ifade ile MCF7/S-siUCA1 ve
MCF-7/Dox-siUCA1 hiicrelerinde kontrol grubuna goére AKT1, AKT2 ve mTOR genlerinin
mRNA ekspresyon seviyeleri anlamli olarak azalmistir. Sinyal yolaginda inhibitor olarak gorev

yapan PTEN geninin aktivitesinin ise arttigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, UCA1’in
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susturulmasinin bu sinyalizasyon yolagini bir sekilde inaktive ettigi ve bu inaktivasyonunun
PTEN molekiliniin ekpresyon seviyesindeki ciddi bir artis gostermesi ile de olabilecegi

yorumu yapilabilr.

UCAl'in PI3K/AKT, Wnt/p-katenin, MAPK, NF-xB ve JAK/STAT sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde rol oynadigi ve bu yolaklarin, hiicre proliferasyonu, apoptoz, migrasyon,
invazyon ve ila¢ direnci gibi hiicresel biyolojik islevlerin modiilasyonunda dnemli bir etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica, UCA1l'in transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve
epigenetik diizeylerde birden fazla hiicresel sinyal yolunun diizenlenmesinde etkili oldugu
bildirilmistir (Z. Liu vd., 2021). Doksorubisin direncli meme kanseri hiicreleri hari¢ bir ¢ok
kanserde ve hiicre hatlarinda, UCATl’in PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyon iliskisini calisan
literatiirde veriye ulasilmistir. UCA1'in, AKT sinyal yolunu aktive ederek pankreatik duktal
adenokarsinom (PDAC) hiicrelerinde malign fenotiplerin gelisimine katkida bulundugu
bildirilmistir (X. Liang vd., 2018). Bu siireg, hiicre proliferasyonunun, invazyonunun, epitel-
mezenkimal donilisim silirecinin tetiklenmesini, apoptozun inhibe edilmesini ve 5-FU
direncinin artmasini kapsamaktadir (X. Liang vd., 2018). Baska bir kanser ¢alismasi, mesane
kanseri ve sistemik lupus eritematozus (SLE) durumlarinda UCA1'in yliksek diizeyde
ekspresyon gosterdigi ve PI3K/AKT sinyal yolunu aracilik ederek hiicre proliferasyonunu
artirdigl rapor etmistir (C.-R. Jiang & Li, 2018; W. Wu vd., 2013). Makalede rapor edilen
bilgilere gore, akut miyeloid l6semi (AML) hastaliginda, UCA1'in miR-126 ile rekabet ederek
PI3K/AKT yolunun inhibe ettigi ve bu mekanizmanin, RAS ile iligkili C3 botulinus toksin
substrat 1 (RAC1) ekspresyonunun baskilanmasina yol actig1 bildirilmistir (M.-D. Sun vd.,
2018). Prostat kanseri (PC) ve meme kanserinde (BC) yapilan arastirmalar, UCA1'in p27
ekspresyonunu inhibe ederek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigini ortaya
koymustur (P. Chen vd., 2016; ]. Huang vd. 2014). Ayrica, UCAl'in mesane kanseri
hiicrelerinde PI3K-bagiml yolak araciligiyla cAMP yanit elemani baglayic1 (CREB) protein
seviyesini dusiirdiigl ve hiicre dongiistinii diizenledigi bildirilmistir. Bir baska ¢alismada ise,
UCA1'in brahma-iligkili gen 1 (BRG1) proteininin p21 promotdériine baglanmasini engelledigi
ve BRG1'in kromatin yeniden diizenleme aktivitesini bozarak mesane kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu hizlandirdigl belirtilmistir (X. Wang vd., 2014). Ayrica, mesane kanseri
hiicrelerinde sisplatin ve gemsitabin direncinin, UCA1-CREB-miR-196a-5p yolaklari
araciligiyla regiile oldugu rapor edilmistir (J. Pan vd., 2016).

UCA1'in, AKT/mTOR yolunu aktive ederek EGFR-mutant kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinde
EGFR-TKI'lara kars1 kazanilmis direng indiikleyebildigini bildirilmistir (N. Cheng vd., 2015).
UCA1, Wnt sinyalini Wnt6'ya bagimh bir sekilde aktive ederek, mesane kanseri hiicrelerinin
kemorezistansinin artmasina neden oldugu baska bir calismada rapor edilmistir (Y. Fan vd,,
2014b). UCA1'in overeksprese edildigi bir calismada, zeste homolog 2 (EZH2) ile baglanmasi
ve p21 ekspresyonunun inhibisyonu ile daha 6nceden duyarli hiicrelerin ila¢ direnci
gelistirmesini tetikledigi gosterilmistir. Ayni ¢alisma ekibi, UCA1'in PI3K / AKT sinyal yolunu
da modiile ettigini géstermistir (Z. Li, Yu, vd., 2019b). Wu ve dig. tamoksifen direncli LCC2 ve
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LCCOY hiicrelerinde IncRNA UCA1'in susturulmasinin, p-AKT ve p-mTOR'da anlaml azalma ile
birlikte tamoksifen tedavisi lizerine apoptozu arttirdigini gostermistir. Bu c¢alismalarinin
devaminda IncRNA UCA1'in tamoksifen duyarli MCF7 hiicrelerinde fazla ekspresyonu,
tamoksifen kaynakli apoptozu 6nemli olciide azalttigr ve bu etkinin mTOR'a 6zgii inhibitor
rapamisin tarafindan kaldirilabilecegi gosterilmistir (C. Wu & Luo, 2016). Bu sonuclardan,
IncRNA UCA1'in meme kanseri hiicrelerinde tamoksifen direncini indiikledigi ve bunu kismen
mTOR sinyal yolunun aktivasyonu ile yaptig1 ortaya ¢ikmaktadir. Tim bu bilgiler 1s181nda
UCAYl'in farkli kansererde PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonu ile farkli yollardan iliskili

olabilecegi ortaya ¢cikmaktadir.

Calismamizin sonucunda, IncRNA UCA1'in susturulmasinin, meme kanseri hiicrelerinin
doksorubisine direncinde bir azalmaya neden oldugunu ve bu azalmanin PI3K/AKT/mTOR
yolunun asagi regiilasyonu ile iliskili oldugunu géstermistir. IncRNA-UCA1, BC'de doksorubisin
direncini tersine cevirmek icin potansiyel bir aday olabilecegi diisiiniilmektedir.Sonug olarak,
UCA1'in baskilanmasi, BC hiicrelerinin doksorubisine duyarhligini artirmaktadir ve bu durum,
doksorubisin direnci ile UCA1'in PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki etkisi arasinda yakin bir
iliski olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Tezin son asamasinda ise, UCA1 gen ekspresyonunun hiicre gocii lizerindeki etkisini
degerlendirmek icin yara iyilesmesi (wound healing, scratch assay) deneyi yapildi. Bu deney
hiicre go¢linii incelemek icin yaygin olarak kullanilan basit, ekonomik ve etkili bir yontemdir.
Bu ydntem, hilicre monolayerinde bir "¢izik" olusturulmasiyla baslar. Olusturulan bu ¢izik
cevresindeki hiicrelerin go¢ ederek alani kapatmasi stiresince, baslangi¢ ve belirli araliklarla
gorintiller alinir. Hiicrelerin gé¢ hizi, bu gorintiilerin karsilastirilmasiyla nicel olarak
hesaplanir. Diger tekniklere kiyasla, in vitro scratch testi, 6zellikle hiicre-matriks ve hiicre-
hiicre etkilesimlerinin hiicre gocii tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in uygundur. Ayrica,
in vivo yara iyilesme siirecinde hiicre gociinii taklit etmek ve hiicre ici siiregleri canl hiicreler
lizerinde izlemek isteyen calismalar icin elverisli bir platform saglar (C.-C. Liang vd., 2007).
Calismamizda bu teknik, maliyetli olmadig1 ve hiicre gociinii taklit etmekte hala kullanilan
standart bir ydontem oldugu icin tercih edilmistir. UCA1’in hiicre gociine etkisini arastirdigimiz
bu testte, hiicrelere si-Negatif kontrol (NK) ve si-UCA1 uygulanarak 24- kuyulu plaklarda
transfeksiyon gerceklestirildi. Hiicre ¢izik assayi, siUCAl'in hiicre goclindeki roliinii
belirlemek i¢in yapildi. UCAl'in siRNA ile inhibisyonunun kontrolle kiyaslandiginda
hiicrelerde goc etme kapasitesini yavaslattigi goriilmektedir. Hiicre gocii analizinde, si-UCA1
grubundaki goreli go¢ oranminin MCF-7/S hiicrelerinde %47,67 azaldigi ve MCF-7/Dox
hiicrelerde'de %26,77 azaldig1 saptandi. Literatiirde farkl kanser tiirlerinde UCA1'in hiicre
gociine etkisini arastirmak icin yapilan ¢alismalar da mevcuttur. UCA1'in susturulmasinin
hiicre gocii iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilan bir calismada SCC15 ve Cal27 hiicre
hatlar1 (Ag1z Skuamdéz Karsinom Hiicre Hatt1) kullanilarak, iki hiicre hatlarinda yara iyilesme
deneyini gerceklestirildi. 24 saatlik kiiltiirleme sonrasinda, si-UCA1 ile transfekte edilen

hiicrelerin her iki hiicre hattinda da go¢ eden hiicre sayisi, si-kontrol ile transfekte edilenlere
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gore onemli olciide azaldigi rapor edildi (Y.-T. Yang vd., 2016). Baska bir transfeksiyon
calismasinda, CCLP1 ve RBE (safrakanali hiicreleri) hiicrelerinde transfeksiyon sonrasi
UCA1'in baskilanmasi ile hiicrelerin go¢ yeteneginin azaldigi saptandi (Y. Xu vd., 2017). UCA1
ve miR-182-5p'in birlikte transfeksiyonunun hiicre goci iizerindeki etkisini arastirdiklari
calismada bobrek kanseri hiicrelerinin gociiniin shUCA1 ve miR-182-5p mimigi ile 6nemli
Olctide baskilandigi rapor edildi (W. Wang vd., 2020). Cizik assayi, shUCA1 grubundaki goreli
gbc oraninin 786-0'da %44,35 azaldig, ve Caki-1'de %42,23 azaldig1 saptandi. Sonug olarak,
UCAY’in susturulmasinin hiicre goclinii yavaslattifina dair elde edilen veriler literatiir ile

benzer bulgular vermistir.
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SONUC/SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismas1 kapsaminda, meme kanserinde doksorubisine karsi edinilmis direncin altinda

yatan mekanizma, PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonu ve UCA1'in iliskisi acisindan

degerlendirildi. Bunlara ek olarak, doksrobusin direncli hiicrelerde UCA1’in hiicrelerdeki goc

etme yetenegi lizerindeki etkisi arastirildi. Asagida elde edilen bulgular 6zetlenmistir.

Tezde kullanilan doksorubsine direncli MCF-7 (MCF-7/Dox) hiicreler, laboratuvarda uzun
donem (yaklasik 1 y1l) doksorubisin ile muamele edilerek gelistirildi. Bu hiicrelerin igsi bir
forma biiriindiigii ve hiicre uzantilarinin olustugu fark edildi. Bunun yami sira,
sitoplazmalarinda birden fazla ve goreceli olarak biiylik vezikiillerin bulundugu
gozlemlendi.

Direnc¢ gelistigi gen diizeyinde arastirildiginda, literatiirde en sik bakilan MRP1 gen
ekpresyonu analiz edildi. MCF-7 /Dox hiicrelerinde, duyarl hiicrelerle karsilastirildiginda,
MRP1 mRNA gen ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde yaklasik dort kat daha yiiksek
oldugu belirlendi. Hiicrelerin doksorubisinin hiicre igine alinmasini MRP1 genini aktive
ederek direng gelisimini saglamis olabilecegi yorumu yapilabilir.

MCF-7/Dox hiicrelerin doksorubisine duyarliginin test edilmesi icin yapilan MTT
analizinde, MCF-7/Dox ve MCF-7/S i¢in ICso degerleri sirasiyla 128,5+ 0,22 pM ve 1,65
+0,10 pM olarak tespit edildi. MCF-7/Dox hiicrelerde ICso degerinin yiliksek olmasi
doksorubisine direncin arttig1 seklinde yorumlanabilir. Bu sonuglardan, MCF7/Dox
hiicrelerinin, doksorubisine duyarli (MCF-7/S) hiicrelere kiyasla, doksorubisine karsi 78
kat daha direncli oldugu belirlendi.

MCF-7 hiicrelerinin doksorubisine diren¢ kazandiktan sonra mezenkimal hiicre formuna
doniistiigii  bilinmektedir. Bu doniisim epitelyal-mezenkimal doéntsim olarak
isimlendirilen bir siirectir. Bu siirecte markor olarak bilinen alti genin transkript
diizeyinde ekpresyonu incelendi. Epitelyal hiicrelerde markér oldugu bilinen E-kaderin,
Okludin, Klaudin-1 ekpresyon seviyelerinin diistiigii, mezenkimal hiicrelerde markér N-
kaderin, Twist-1 ve Vimentin gen ekpresyonlarinin arttig1 saptandi. Bu sonuctan, MCF-
/Dox hiicrelerimizin de mezenkimal forma doniistiigii soylenebilir.

Dox direnci gelisen hiicrelerde ile PI3K/AKT/mTOR sinyalizayonunun daha fazla calistigi,
bu sinyalizayonda gorev alan AKT1, AKT2, mTOR, PTEN genlerinin ekpresyonlarindaki
degisime baglh olarak tespit edildi. Dox direngli hiicrelerde duyarh gruba gore AKT1 (+4,2),
AKT2 (1,8), mTOR (+2,5), PTEN (-10) kat gen ekpresyonunda farklilik saptandi.
MCF-7/Dox hiicrelerde UCA1’in upregiile oldugu tespit edildi.

UCA1'in susturulmasini takiben gerceklestirilen hiicre canlilik testi sonuclari, MCF7/S-
siUCA1 hiicrelerinde ICso degerinin MCF-7 /S-si-negatif kontrol grubuna gore yaklasik %43
azaldigi, MCF7 /Dox-siUCA1 hiicrelerinde ise ICso degerinin MCF-7 /Dox-si-negatif kontrol
grubuna gore ise %26 azaldig1 saptandi. ICso degerlerindeki diisiisle birlikte, UCA1'in hiicre

canliliklarini inhibe ettigi sonucuna varilabilir.
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e UCA1 ile susturulmasi ile birlikte her iki hiicre grubunda da genlerin regtilasyonu kontrol
gruplarina gore tersine donmiistiir. Bir diger ifade ile siUCA1 transfekte MCF7/Dox
hiicrelerde AKT1, AKT2 ve mTOR genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri anlamli olarak
azalirken, PTEN gen ekpresyonu ise anlamli derecede ytlikseldi. PTEN, bu yolagin inhibitoérii
oldugu icin, PTEN gen ekspresyonundaki bu artsin PI3K/AKT/mTOR sinyalizayonunun
calismasini inhibe ettigi yorumu yapilabilir.

e UCAYin susturulmasi PI3K/AKT/mTOR sinyalizayonunun c¢alismasini azaltti. UCA1’in
susturulmasinin bu yolag1 bir sekilde inaktive ettigi ve bu inaktivasyonunun PTEN
molekiiliiniin ekpresyon seviyesindeki ciddi bir artis gostermesi ile de olabilecegi
diistintilmektedir. Ciinkii PTEN bu sinyalizayonu baskilamada gorev almaktadir.

e Yukarida bahsedilen deneylerden kismen bagimsiz olarak UCA1'in susturulmasi ile
kanserli hiicrelerin gé¢c etme yeteneginin azaldigi bulundu.

Elde edilen verilerden, IncRNA-UCA1, meme kanserinde DOX direncini tersine ¢evirmek icin
potansiyel bir aday olarak degerlendirilebilir. Sonu¢ olarak, UCA1'in baskilanmasi, meme
kanseri hiicrelerinin doksorubisine duyarliigini artirmaktadir. Tez ¢alismamiz ile, meme
kanserinde doksorubisin direnci ve UCA1l'in PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu arasinda iliski
olabilecegi diisiindiiren veriler literatiire ilk kez kazandirilmistir (Suicmez vd., 2024). UCA1’in
susturulmasi, kemoterapi direnci olusmus meme kanseri hiicrelerinin doksorubisine direncini
tersine ¢evirebilmistir. Bu calismada elde edilen bulgular, ER-pozitif meme tiimoérlerinin
kemoterapi yaniti i¢in yeni bir mekanizma saglamasi ve UCA1’in, meme kanseri hastalarinda
direng gelisimi tedavi etmek icin PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyonunu hedef alan yeni terapotik

stratejiler gelistirmede anahtar bir molekiil olabilecegini diisiindliirmektedir.

Biitcedeki sinirliliklar nedeniyle, tez kapsaminda planlanan protein seviyesinin arastirilmasi
ile ilgili deneylerin yapilmasi mimkiin olmamistir. Bu ylizden gelecek ¢alismalarda, UCA1-
PI3K/AKT/mTOR iligkisi Western blotlama veya immun floresans yontemleri ile protein
diizeyinde ekpresyonu analizi yapilmasi planlanmaktadir. Bunlara ilaveten, hiicrelere UCA1
asir1 ekprese eden sistemler entegre edildiginde, bu sinyalizasyonun nasil ¢alistigina tersten
bakilabilir. Literatiirde ¢ok fazla sayida UCA1l geninin siinger (sponge) gorevi gorerek
miRNA’larla etkilesimde oldugu bilindiginden, bu sinyalizasyon icerisinde de etkilesime
girebilecegi aday miRNA'lar saptanabilir. ileri asamalarda, klinikte meme kanseri doksorubisin
tedavisi uygulanmis ancak tedaviye yanit alinamamis bireylerde, UCA1’in klinikopatolojik

ozellikleri ile iliskilendirilme yapilabilir.
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EK-1. RNA spektrofotometrik él¢iim sonuclari ve temsili agaroz jel goriintiisii

Asagidaki cizelgede yapilan RNA izolasyonlarinin spektrofotometrik degerleri yer almaktadir.

Tablo EK 1-1. Hiicrelerden elde edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflik degerleri

Ornek Ad1 Konsantrasyon A260/230
(ng/ul)

MCF-7/S 672.964 2.04

MCF-7/Dox 606.184 2.10

MCF-7/S-Negatif 221.32 2.0
kontrol siRNA

MCF-7/S-siUCA1 151.25 2.0

MCF-7 /Dox-Negatif 332.14 1.99
Kontrol siRNA

MCF-/Dox-siUCA1 265.9 2.0

MCF-7/Dox MCF-7
1 kb ladder RNA  RNA

Sekil Ek 1-1. Hiicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinin temsili jel goriintiisii (%0,8’lik
agaroz jelde ylriitme)
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EK-2. Erime egrisi analiz sonuglar1
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Sekil EK 2-1. Temsili MRP1 geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-2. Temsili GAPDH geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-3. Temsili AKT1 geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-4. Temsili AKT2 geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-5. Temsili PTEN ve mTOR genleri SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-6. Temsili E-KADERIN geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-7. Temsili KLAUDIN-1 geni SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-8. Temsili OKLUDIN ve N-KADERIN genleri SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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Sekil EK 2-9. Temsili VIMENTIN ve TWIST genleri SYBER Green Mix erime egrisi analizi
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