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OZET
MEME KANSERINDE UZUN KODLAMAYAN RNA FAMS3H-AST’IN
PROLIFERASYON UZERINE ETKISININ INCELENMESI

SERCAN KAPANCIK
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. V. Kenan CELIK

2020, 95 sayfa

Meme kanseri, insidans ve prognoz a¢isindan farklilik gosteren, farkli alt tipleri
kapsayan, diinyada ve iilkemizde kadinlar arasinda en fazla rastlanilan ve en sik
6liimle sonuglanan heterojen bir hastaliktir.

Insan genom projesinin tamamlanmasmin ardindan, insan DNA’sinmn
¢ogunun protein kodlayan mesajct RNA (mMRNA) yerine kodlamayan RNA'lara
(ncRNA) transkribe oldugu ortaya ¢ikmistir. Kodlamayan RNA sinifi olan uzun
kodlamayan RNA'larin (IncRNA) islevinin desifre edilmesi, son yillarda ortaya
¢ikan yeni bir aragtirma alanidir. LncRNA’lar kanser de dahil olmak {izere ¢esitli
patolojik hastaliklarda rol oynadigi bulunmustur. LncRNA'lar hedef gen
ekspresyonunu  ¢esitli  mekanizmalar veya  biyolojik  molekiillerle
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, calismamizda meme kanserinde yiiksek
diizeyde eksprese edilen IncRNA FAM83H-AS1’in tiimor siipresor genler ve
onkogenler iizerinde etkilerinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda meme kanseri hiicre hattt MCF-7 kullanildi. Dizayn edilen
FAMB83H-AS1-siRNA havuzunun transfekte edildigi hiicreler (Grup 2) ile
negatif kontrol siRNA’sinin (Grupl) transfekte edildigi hiicrelerden cDNA
sentezlendi. Onkogenler ve timdr siipresor genler ile iligkili proliferasyon
genlerinin ifade edilme profilleri real-time PCR ile belirlendi. Proliferasyon ile
iliskili genlerin ifade edilme diizeyleri belirlendikten sonra, iki grup arasinda bu
genlerin ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar belirlendi. Ayrica MCF-7 hiicre
hattinda her iki grup icin 72 saatlik inkiibasyonun ardindan XTT hiicre canliligi
analizleri yapildu.

Tiimor slipresor genler olan BAX, FOXD3, MLH1, RUNX3 ve
SERPINB5’in, grup 1’e gore kiyaslandiginda grup 2’de ekspresyonlar1 anlaml



olarak artti (p<0,05). MYCN ve REL onkogenlerinin grup 1’e gore
kiyaslandiginda grup 2’de ekspresyonlart anlamli olarak azaldi (p<0,05).

Sonug olarak, INCRNA FAMB83H-AS1 tiimoér siipresér ve onkogenlerin
ekspresyon diizeylerini etkileyerek, proliferasyonu arttirdigit meme kanserinin

olusumunda ve ilerlemesinde etkili oldugu sdylenebilir.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF LONG NON CODING RNA
FAM83H-AS1 ON PROLIFERATION IN BREAST CANCER

SERCAN KAPANCIK
PhD Thesis, Department of Biochemistry
Adviser: Prof. Dr. V. Kenan CELIK
2020, 95 pages

Breast cancer, is a heterogeneous disease which is the most common cause of
death among women in our country and in the World, that shows the index of
incidence and prognosis, with different subtypes,

Upon completion of the human genome project, it turns out that most of
the human DNA is transcribed into non-coding RNAs (ncRNA) instead of the
protein-encoding messenger RNA (mMRNA).

Revealing the function of long non-coding RNAs (IncRNA), the class of
non-coding RNAS, is a recently emerging area of research. It was found that,
LncRNAs play a role in a variety of pathological diseases, including cancer.

LncRNAs can affect target gene expression by several mechanisms or
biological molecules. Therefore, in our study, it was aimed to investigate
whether the IncRNA FAM83H-AS1, which is highly expressed in breast cancer,
has effects on tumor supressor genes and oncogenes or not.

The Dbreast cancer cell line MCF-7 was used in our study. cDNA was
synthesized from the designed siRNA-FAM83H-AS1 transfected cells (Group
2) and transfected cells of the negative control siRNA (Groupl) .

The expression of proliferation genes, which are related with oncogenes
and tumor supressor genes, was determined by real-time PCR. After determining
the expression levels of proliferation related genes, the differences of expression
levels between two groups were compared. Furthermore, XTT cell viability test
was performed for both groups on MCF-7 cell line.

Expression of tumor supressor genes BAX, FOXD3, MLH1, RUNX3 and

SERPINBS were significantly increased in group 2 when compared to group 1



(p <0.05). When MYCN and REL oncogenes were compared to group 1, their
expressions in group 2 decreased significantly (p <0.05).

As aresult, it can be concluded that the INcRNA FAM83H-AS1 is effective
in formation and progression of breast cancer by affecting the expression levels

of oncogenes and tumor supressor genes.
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1. GIRIS
1.1. Problemin Tanim ve Onemi
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yapilan kiiresel kanser
projesinin  (GLOBOCAN, 2018) meme kanseri insidansi ve mortalite
tahminlerine gore, kadinlarda en sik teshis edilen kanser oldugu ve kansere bagl
6limlerin 6nde gelen nedeni oldugu belirtilmistir. (Sekil 1.1) (Bray, ve digerleri,

2018) .
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Sekil 1. 1 2018 yilinda kadin meme kanserlerinin yasa gore standartize edilmis,
bolgeye 6zgii insidans ve mortalite oranlari bar tablosu (GLOBOCAN, 2018)

Diinya ¢apinda, 2018'de yeni teshis edilen kadin meme kanseri vakalarinin
yaklasik 2,1 milyon kisi olacagi ve kadinlar arasinda neredeyse 4 kanser
vakasindan 1'inin meme kanseri olacagi tahmin edilmistir. Meme kanserinin,
100'den fazla tilkede kanser 6liim nedenlerinin basinda gelen ve iilkelerin biiytik
cogunlugunda (185 iilkenin 154’linde) en sik teshis edilen kanser oldugu
belirtilmistir (Sekil 1.2). 2018 yilinda, diinyanin 5 bolgesinde (Amerika, Afrika,
Avrupa, Asya ve Okyanusya) 2.088.849 yeni meme kanseri vakast ve meme
kanseri nedeniyle 626.679 6liim vakas1 olacagi belirtilmistir (Bray, ve digerleri,

2018) (GLOBOCAN, 2018).
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Sekil 1. 2 Kadinlarda 2018'de en yaygin 10 kanserin insidans ve dliimlerinin
dagilimi (GLOBOCAN, 2018)

Avrupa Birligi iilkelerinde meme kanseri 6liimlerinin sayis1 2002'de 17.9
/ 100.000'den 2012'de 15.2 / 100.000'e diismiis ve 2020 yilinin sonunda 13.4 /
100.000'e azalacagi tahmin edilmektedir (Carioli, ve digerleri, 2017). Bu
diististeki en biiyiik etken, tedavi yontemindeki ilerlemelerin yani sira daha sik
tarama yapilmasiyla birlikte hastaligin erken teshis edilmesidir (Carioli, ve
digerleri, 2017). Ayrica postmenopozal kadinlarda hormon kullanimin kesilmesi
de bu diislise yardimc1 olmustur (Bray, ve digerleri, 2018). Giiney Amerika,
Afrika ve Asya gibi diger bolgelerde ise meme kanseri goriilme sikligi halen
artmaktadir (Bray, ve digerleri, 2018).

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlar arasinda en fazla rastlanilan
ve en sik oliimle sonuglanan kanser tiirtidiir. Meme kanserinin insidansi yasa
bagli olarak artmaktadir, bati iilkelerinin bir¢ogunda ise meme kanseri insidansi
artarken mortalite oranlar1 azalmakta veya stabil kalmaktadir. Tiirkiye'de
yaklasik olarak her yil 17.000 kadinda meme kanseri goriilmektedir ve meme
kanserinin insidanst 100 binde 46,8 olarak bildirilmektedir (Tirkiye Halk
Sagligi Kurumu, 2016).

Amerikan kanser toplulugunun 2020 yili verilerine gére ABD'de
kadinlarda tani alan 276.480 yeni invaziv meme kanseri ve 48.530 duktal

karsinom (DCIS) vakasi olacagi ongoriilmiistiir ayrica 2020 yilinda yaklasik



olarak 42.690 meme kanseri 6liimii (42.170 kadin, 520 erkek) meydana gelecegi
tahmin edilmektedir (American Cancer Society, 2020). Meme kanserinin erken
evrelerde teshis ve tedavi edilmesi sag kalim oranmi arttirmaktadir. Invaziv
meme kanseri teshisi alan kadinlar i¢in 5 ila 10 yil i¢indeki sag kalim oranlar1
sirastyla %91 ve %84'tiir. Olgularin ylizde altmis ikisi lokalize bir asamada
(memeyle sinirli, lenf diigiimlerine yayilma yok) teshis edilmektedir ve bu
hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 %99 oldugu belirtilmistir (Brinton, Gaudet, &
Gierach, 2018).

Ailede meme kanseri oykiisii, kalitsal mutasyonlar (BRCA1, BRCA2 ve
diger meme kanseri iligkili genler) ve genetik faktdrler meme kanseri vakalariin
sadece %05 ila %10'luk kismin1 olugturmaktadir (Bray, ve digerleri, 2018). Meme
kanserinde diger risk faktorleri; menstriiasyondaki diizensizlikler (menarsta
erken yas, menopozda daha ileri yas), tireme (nulliparite, ilk dogumda gec yas
ve daha az ¢ocuk), ekzojen hormon alimi (oral kontraseptif kullanim1 ve hormon
replasman tedavisi), beslenme (alkol alimi) ve antropometri (yetiskinlikte kilo
alimi ve viicut yag orani fazlaligi) olarak bildirilmektedir. Tiim bu risk
faktorlerinin aksine emzirme ve fiziksel aktivitenin ise koruyucu faktorler

oldugu belirtilmektedir. (Brinton, Gaudet, & Gierach, 2018)

1.2. Arastirmanin Amaci

Tiim 6liim nedenlerine bakildiginda, kanserin hem erkeklerde hem de kadinlarda
2. swrada yer aldigi soylenebilir. Kanserden dolayr meydana gelen dliimleri
azaltabilmek i¢in yeni terapdtik yontemlerin bulunmasi biliyiilk Onem arz
etmektedir. Ayrica kansere ya da kanserin kotli prognozuna sebep olan genetik
fonksiyonlarin belirlenmesi, gelecek adina yeni tedavi kombinasyonlarinin
gelistirilmesinde oncii calismalar olacaktir.

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii olup,
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30 unu olusturur. Malign meme
tiimorlerinin yaklagik %75°1 luminal tip grubunda bulunmaktadir. Bu nedenle
luminal tip meme kanserinin gen fonksiyonlarinin aydinlatilmasi, gelecekte

modern biyolojide ve tipta onemli gelismelere yol agacaktir.



Luminal tip meme kanserinde uzun kodlamayan RNA’larin (IncRNA)
rolleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Yapilan bir calismada Luminal tip meme
kanseri dokusunda INcRNA FAM83H-AS1’in yiiksek diizeyde eksprese edildigi
gosterilmis ve yeni bir biyobelirteg olabilecegi 6ngdriilmiistiir (Song, Wei, Pei,
& Zhenjun, 2018). Fakat, Luminal tip meme kanserinde, IncRNA FAM83H-
AS1’in biyolojik rolii hala aydmlatilamamistir. Bu tezden ¢ikan sonuglar ile
luminal tip meme kanserinde INCRNA FAM83H-AS1’in proliferasyondaki rolii
belirlenecek ve bdylelikle hastaligin biyolojisi hakkinda FAM83H-AS1’in olas1

roliiniin tespiti saglanmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
Kanser hiicreleri genellikle ¢evre dokuya yayilir veya kan ya da lenfatik sistem
yoluyla uzak organlara metastaz yapar (Rusciano & Burger, 1992) (Fidler, 1989)
. Kanser hiicreleri bircok doku ve organda ortaya ¢ikabilir (Baylin & Ohm,
2006). Erken teshis ve tedavideki ilerlemelere ragmen, kanser halen
arastirmalarda Oncelige sahip biiyiik bir saglik sorunudur (Bray, Jemal, Grey,
Ferlay, & Forman, 2012) (Bertucci, Finetti, & Birnbaum, 2012). Kanser
olusumunun ilk adimi genetik mutasyon olan “Baglatma” asamasidir. Genetik
mutasyon siirecine neden olan veya bunu destekleyen “baglaticilar’’; hormonlar,
kimyasallar, radyasyon, enfeksiyon ve hipoksiyi icerir (Weinberg, 1988)
(Nelson, ve digerleri, 2004). Genetik mutasyonlar RAS (Downward, 2003) ve
MYC (Finver, ve digerleri, 1988) gibi pro-onkojenik genlerde veya meme
kanseri geni 1 (BRCA1), meme kanseri geni 2 (BRCAZ2) ve tiiméor protein p53
geni (TP53) (Friedenson, 2007) (Baker, Markowitz, Fearon, Willson, &
Vogelstein, 1990) gibi tiimor baskilayicit genlerde meydana gelebilir. Genel
olarak, kanser ¢oklu genetik degisikliklerin ortaya ¢ikmasiyla gelisir (Devilee &
Cornelisse, 1994) (Bieche & Lidereau, 1995). Mutasyona ugramis hiicreler
yavaglamig bir fazda kalabilir veya proliferatif olabilirler. Kanser olusumunun
ikinci asamasi olan “Yiikselme” asamasi, hiperplazi (hiicre sayisinda artis),
displazi (hiicrelerde fenotipik degisiklikler), in situ karsinom (erken evre kanser)
ve son olarak invaziv karsinom (yayilmis ¢cevre dokular) gibi adimlari igerir (H.
& S.L., 2000).

Bugiine kadar, kanser hiicrelerinin anormal biiyilimelerini siirdiirdiikleri ve
bliyiime baskilayici mekanizmalardan kagtiklar1 alti  kanser belirtisi
tamimlanmistir (Hanahan & Weinberg, 2011). Bunlar arasinda proliferasyon
sinyalinin siirdiiriilmesi, bliylime baskilayicilardan kaginma, apoptoza direnme,
replikatif Olimslizliglin saglanmasi, anjiyogenezin indiiklenmesi ve aktif

invazyon ve metastaz bulunmaktadir (Hanahan & Weinberg, 2011).



2.2 MEME KANSERI

2.2.1 Tanim

Meme bezi, siit liretimi gorevi olan degisiklige ugramis bir apokrin ter bezidir.
Erigkin kadin normal meme dokusu epitelyal ve stromal kisimlardan
olusmaktadir. Dallanan duktus yapilar1 ile birlesen lobiiller, epitelyal
komponenti olustururken, birbirinden farkli miktardaki adipoz ve fibroz bag
dokusu stromal komponenti meydana getirir (Ellis & Cox, 1984) (Wenstein,
1990) (MacNoughton, Bonoh, Mcloud, Hee, & Burger, 1992).

Meme kanseri, glandiiler siit kanallarinin epitel hiicrelerinden veya
memenin lobiillerinden kaynaklanan malign bir tiimérdiir (Benson, ve digerleri,
2009). Meme karsinomu, tiimoriin bazal zarin disinda biiylimeye baslayip
baslamamasina bagli olarak invaziv ve noninvaziv (in situ karsinom) olarak
siniflandirilir. Invaziv karsinomlar, kanserlesmis hiicrelerin gevredeki bag
dokulara yayildig1 ve viicudun uzak organlarina metastaz yaptig1 kanserlerdir.
Meme karsinomlarinin yaklagik ticte ikisi duktal karsinom adi verilen kanallarin
epitel hiicrelerinden geri kalan tigte birlik kismi lobiiler karsinom adi verilen
lobiillerden kaynaklanir (Malhotra, Zhao, Band, & Band, 2010). Diger daha az
yaygin histolojik gruplar, enflamatuar, mediiller, apokrin, miisinéz ve tiibiiler

karsinomlar olarak tanimlanmaktadir (Malhotra, Zhao, Band, & Band, 2010).

2.2.2 Epidemiyoloji

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik teshis edilen kanser
hastaligidir. 2018 yilinda yaklasik 2,1 milyon yeni vakanin teshis edilmesi
beklenmistir ve kadinlar arasinda kanserden oliimlerin en Onemli sebebidir
(Bray, ve digerleri, 2018). 2018 yilinda, diinyanin 5 bdolgesinde (Amerika,
Afrika, Avrupa, Asya ve Okyanusya) 2.088.849 yeni meme kanseri vakasi ve
meme kanseri nedeniyle 626.679 6liim vakasi olabilecegi belirtilmistir (Bray, ve
digerleri, 2018) (GLOBOCAN, 2018).

Amerikan kanser toplulugunun 2020 y1il1 verilerine gére Amerika Birlesik
Devletleri’nde kadinlarda tanmi1 alan 276.480 yeni invaziv meme kanseri ve
48.530 duktal karsinom (DCIS) vakasi olacagi ongdoriilmistiir ayrica 2020
yilinda yaklasik olarak 42.690 meme kanseri 6liimii (42.170 kadin, 520 erkek)



meydana gelecegi tahmin edilmektedir (American Cancer Society, 2020). Meme
kanserinin erken evrelerde teshis ve tedavi edilmesi sag kalim oranini
arttirmaktadir. Invaziv meme kanseri teshisi alan kadinlar igin 5 ila 10 yil
icindeki sag kalim oranlari sirastyla %91 ve %84'tiir. Olgularin yilizde altmis ikisi
lokalize bir asamada (memeyle sinirli, lenf diiglimlerine yayilma yok) teshis
edilmektedir ve bu hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 %99 oldugu belirtilmistir
(American Cancer Society, 2020).

Avrupa Birligi iilkelerinde meme kanseri 6liimlerinin sayis1 2002'de 17.9
/ 100.000'den 2012'de 15.2 / 100.000'e diismiis ve 2020 yilinin sonunda 13.4 /
100.000'e azalacagi tahmin edilmektedir (Carioli, ve digerleri, 2017). Bu
diisiisteki en biiyiik etken, tedavi yontemindeki ilerlemelerin yani sira daha sik
tarama yapilmasiyla birlikte hastaligin erken teshis edilmesidir (Carioli, ve
digerleri, 2017). Ayrica postmenopozal kadinlarda hormon kullanimin kesilmesi
de bu diislise yardimci olmustur (Bray, ve digerleri, 2018). Giiney Amerika,
Afrika ve Asya gibi diger bolgelerde ise meme kanseri goriilme sikligi halen
artmaktadir (Bray, ve digerleri, 2018). Tiirkiye'de yaklasik olarak her y1l 17.000
kadinda meme kanseri goriilmektedir ve meme kanserinin insidanst 100 binde
46,8 olarak bildirilmektedir (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2016). Bu bolgesel
insidans fakliliklar1 yas dagilimi, diyet, yasam tarzi, etnik koken, genetik arka
plan ve popiilasyonlar arasindaki diger meme kanseri risk faktorlerindeki

farkliliklardan kaynaklanabilir.

2.2.3 Meme Kanserinde Biyobelirtegler

Tiimdr biyobelirtecleri, bir tiimor tarafindan veya bir tlimore yanit olarak
tiretilen bir molekiil olarak tanimlanir (Mishra & Verma, 2010) ("Biomarker",
NCI Dictionary of Cancer Terms. National Cancer Institute., tarih yok).
Biyobelirtegler, meme dahil viicuttaki herhangi bir dokudan saptanabilir (Mishra
& Verma, 2010) ("Biomarker”, NCI Dictionary of Cancer Terms. National
Cancer Institute., tarih yok). Prognostik, diagnostik ve / veya prediktif degerleri
olabilir (Vivanco, 2010). Prognostik biyobelirtecler tedaviden bagimsiz olarak
dogal hastalik seyrini 6nceden bildirirken, prediktif biyobelirtecler bir hastanin

belirli bir tedaviye yanitii éngdriir (Weigel & Dowsett, 2010). Ostrojen reseptdr



(ER) ve progesteron reseptor (PR) gibi hormon reseptorlerinin ekspresyon
seviyeleri zayif prognostik ancak giiclii prediktif biyobelirteglerin iyi
ornekleridir (Radhakrishna, 2015). Oysa insan Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptor 2'nin (HER?2) asir1 ekspresyonu, hem giiglii bir prognostik biyobelirteg
hem de giiglii bir prediktif biyobelirte¢ i¢in uygun bir ornek olabilir
(Radhakrishna, 2015). Bununla birlikte, bilinen biyobelirteglere ek olarak, ¢cogu
klinik kullanim i¢in onaylanamayan ve pratik olarak nitelendirilemeyen ok

sayida bagka biyobelirte¢ Onerilmistir.

2.2.4. Meme kanserinin simiflandirilmasi

Meme kanseri, farkli klinik davranislar ile karakterize edilen farkli histolojik ve
molekiiler 6zelliklere sahip heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle, meme kanseri
tedavisinde dogru yaklagimda bulunabilmek i¢in kanserin biyolojik 6zellikleri
hakkinda bilgi sahibi olmak 6nemlidir. Kesin prognozu belirlemek ve etkili bir
tedavi planlamak i¢in meme kanseri siniflandirmasi son derece énemlidir. Bu
nedenle, histopatolojik 6zellikleri ile molekiiler 6zelliklerinin her ikisi de meme
kanserinin siniflandirilmasinda dikkate alinmaktadir (Russnes, Lingjerde,

Barresen-Dale, & Caldas, 2017).

2.2.4.1. Meme Kanserinin Histopatolojik Simiflandirmasi

Meme kanserleri, lezyonun yayilimina gore invaziv veya non-invaziv form
olmak tlizere ikiye ayrilir. Noninvaziv formlar, c¢evresindeki normal gogiis
dokusuna yayilmadan hiicrelerin anormal proliferasyonu ile karakterizedir ve
meme bezindeki kanserli lezyonun bulundugu yere bagli olarak Duktal
Karsinom In Situ (DCIS) veya Lobiiler Karsinom In Situ (LCIS) (Lakhani, Ellis,
Schnitt, Hoon, & Van de, 2012) olarak tanimlanir. Kanser hiicrelerinin meme
kanalinin (veya lobiiliiniin) 6tesindeki anormal biiyiimesi, “6zel olmayan tip”
(NST) veya “o6zel tip” (ST) olarak iki sinifa ayrilan invazif meme karsinomu
formlarii tanimlar. NST, invaziv meme kanserleri arasinda en sik karsilasilan
tiptir ve farklilasma ozellikleri olmayan tiim tiimorleri icerir (tiim meme
kanserlerinin %75'1). ST meme kanserleri arasinda; invaziv lobiiler karsinomlar,

tiibiiler, cribriform, metaplastik, apokrin, miisin, papiller ve mikropapiller



karsinomlar ile mediller, noroendokrin ve adeno-kistik karsinomlar
bulunmaktadir (Lakhani, Ellis, Schnitt, Hoon, & Van de, 2012).

Histolojik derece ve TNM evreleme sistemi tanida hastaligin siddetini
degerlendirmek i¢in kullanilir. TNM tiimor (T), lenf nodu (N) ve metastaz (M)
kelimelerinin kisaltmasidir. Derecelendirme sistemi tiibiil olusumu, mitotik
hiicre sayis1 ve niikleer pleomorfizmanin frekanslarina dayanir ve tiimorleri 1 ila
3 arasinda degisen bir puana gore boler (Elston & Ellis, 1991): Derece 1 (G1),
iyi diferansiye karsinomlar; derece 2 (G2), orta derecede diferansiye
karsinomlar; derece 3 (G3), zayif diferansiye karsinomlar. TNM timor
evrelemesinde, nodiillerin ¢cap1 T (0-4) ile belirtilir, T1; 2 cm'den kiigiik tiimorler,
T2; 2-5 cm arasinda, T3; 5 cm'den biiylik ve T4; komsu organlar istila eden
timor lezyonlari igin kullanilir. Hastaligin lenf diigiimlerine yayilmasi N (0-3)
ile uzak bolge metastazinin varligi M (0-1) ile gosterilir (Giuliano, ve digerleri,
2017). Patolojik ozellige ek olarak, invaziv meme kanserlerinde ER, PR, HER2
ve Ki67 gibi molekiiler biyobelirteglerin analizi tedavinin yonetiminde rutin
olarak kullanilmaktadir Ik ii¢ biyobelirte¢ klinik uygulamada kullanilan etkili
tedavilerin hedefini temsil etmekle birlikte tedaviye yanit1 da 6ngérmektedir. ER
ve PR’nin ekspresyonu hormonal tedavinin etkinligini gosterebilmektedir
(Hammond, ve digerleri, 2010). ER meme kanserlerinin neredeyse %70'inde
ifade edilirken meme kanserlerinin %60-65'i ise PR pozitiftir (Lakhani, Ellis,
Schnitt, Hoon, & Van de, 2012). Diger yandan HER2, meme kanserlerinin
yaklastk  %10-15'inde  asirn  eksprese  edilir.  Ekspresyon analizi
immiinohistokimyasal boyama (IHC) yontemleri ile yapilmaktadir (Wolff, ve
digerleri, 2018).

Son prognostik belirteg, neoadjuvan kemoterapi ile tedavi edilen ER
pozitif meme kanserinde hiicreler tarafindan eksprese edilen ve prognostik

olarak degerli bir antijen olan Ki67 proteinidir (Bertucci, ve digerleri, 2013).

2.2.4.2. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi
Genomik ¢aligsmalarin evrimi, meme kanseri heterojenliginin molekiiler agidan
analiz edilmesine destek olmustur. Gen ekspresyon profili verileri, meme

timorlerini Luminal A, Luminal B, HER2+, Triple Negatif/Bazal benzeri ve



Claudin low alt tipleri olarak adlandirilan bes alt tipe ayirarak tanimlamistir
(Perou,ve digerleri, 2000) (Serlie, ve digerleri, 2001) (Herschkowitz, ve
digerleri, 2007).

Meme tiimorleri, ER, PR, HER2 ve Ki-67 dahil olmak iizere dort iyi
bilinen biyobelirte¢ kullanilarak 5 alt tipe siniflandirilabilir (Sorlie, ve digerleri,
2001). Bu molekiilerin siniflandirmasi genellikle prognoz ve terapdtik stratejinin
belirlenmesi igin kritik 6neme sahiptir (Parker, ve digerleri, 2009). Luminal A,
ER-pozitif, PR-pozitif, HER2-negatif ve Ki-67'nin diisiik ekspresyonuna
sahiptir, ayn1 zamanda hormonal tedavi ile en iyi sonuca sahip olan en yaygin
tiptir (Cheang, ve digerleri, 2009). Luminal B luminal A'ya benzemektedir,
ancak proliferasyonla iliskili bir gen olan yiiksek Ki-67 ekspresyonuna sahiptir
ve bu alt tip liiminal A'dan daha agresiftir (Heitz, ve digerleri, 2009) (Cheang,
ve digerleri, 2009). Luminal B alt tipine sahip hastalar, HER2 ekspresyonuna
bagli olarak anti-HER2 antikoru Trastuzumab (Herceptin) ile kombinasyon
halinde hormonal tedaviden yararlanabilir (Onitilo, Jessica, Robert, & Bickol,
2009) (Yersal & Barutca, 2014). Son olarak, Triple-Negatif/ Bazal Benzeri
(TNBC) meme kanseri, spesifik ilag hedeflerinin eksikligi nedeniyle kotii
prognozu olan bir alt tiptir. Bu alt tip i¢in birincil tedavi kemoterapidir (Senkus,
ve digerleri, 2013).

2.2.4.2.1.Luminal A Tip

Tiim meme kanserlerinin neredeyse %50-60"1 Luminal A alt tipine girmektedir.
Bu tiimorler diisiik histolojik derece ve proliferasyon orani ile karakterize edilir.
Meme luminal hiicrelerinde belirli genlerin ekspresyonu artmistir. (Perou, ve
digerleri, 2000) Luminal A tiimorleri, GATA3 ve Ostrojene baghh LIV-1
(Sotiriou, ve digerleri, 2003) gibi ER transkripsiyon faktorii tarafindan aktive
edilen genlerin yiiksek ekspresyonunu gosterir ve DNA diizeyinde, bu
tiimorlerde diisiik sayida mutasyon veya kopya sayis1 degisikligi bulunmustur
(Curtis, ve digerleri, 2012). Iyi prognoz ve diisiik niiks oran1 Luminal A alt tipi
ile iliskilidir ve ayrica hormonal aromataz inhibitorleri veya secgici Ostrojen
reseptOr inhibitdrleri (yani tamoksifen) ve fulvestrant gibi segici ER regiilatorleri

ile hasta endokrin terapisinden en iyi sekilde yararlanir.
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2.2.4.2.2. Luminal B Tip

Luminal B tiimérleri, meme kanserlerinin %10-20'sini olusturur ve daha diisiik
histolojik derece ve proliferatif indekse sahip Luminal A'dan daha agresif bir
fenotip sunar. Bu tiimoérler, proliferasyon ve hiicre dongiisii (6rn. MKI67 ve
AURKA) ile iligkili yiiksek seviyelerde gen veya protein eksprese eder. Ayrica
genomik mutasyon ve kopya sayist degisiklikleri Luminal A'dan daha siktir
(Curtis, ve digerleri, 2012). Luminal B tiimorii ayrica HER2'nin asir1
ekspresyonuna veya amplifikasyonuna sahip olabilir. ER'nin Liiminal A ya
benzer ekspresyonuna ragmen, Luminal B alt tipi Luminal A'dan daha kotii bir
prognoza sahiptir, buna ek olarak endokrin tedavisine kismi bir cevap ile
iliskilidir, ancak neoadjuvan kemoterapiye olumlu yanit vermektedir (Eroles,

Bosch, Pérez-Fidalgo, & Lluch, 2012).

2.2.4.2.3. HER2 Pozitif Tip

Bu tip, ERBB2 onkogeninin ve HER2 yolagindaki g¢esitli genlerin asir1
ekspresyonu ile karakterize edilen tiim meme kanseri tiplerinin %15-20'sini
icerir (Perou, ve digerleri, 2000). Bu tiimdrler Ostrojen Reseptor 1 (ESR1) ve
Progesteron Reseptor (PGR) gibi liimenle iliskili genlerin orta dereceli
ekspresyonunu ve bazal iligkili genlerin (6rn. KRT5 ve FOXCI1) diisiik
ekspresyonunu gosterirken, 6zellikle tiim meme kanseri tipleri arasinda genom
boyunca en fazla mutasyona sahiptirler. Bu mutasyonlara 6rnek olarak TP53 ve
Fosfoinozitol 4,5-bisfosfat 3-kinaz (PIK3CA) gosterilmistir (Curtis, ve digerleri,
2012). Klinik agidan, HER2 pozitif tiimoérler, yiiksek proliferatif indeks ve
yiiksek histolojik derece ile karakterize edilirler. Ayrica HER2 pozitif tiimorleri
olan hastalar, liiminal tiimdrlerden daha yiiksek yanit oranina sahip neoadjuvan
tedaviden yarar gorselerde, zayif bir prognoza sahiptirler (Eroles, Bosch, Pérez-

Fidalgo, & Lluch, 2012).

2.2.4.2.4. Bazal Tip ve/veya Triple Negatif Tip
Bazal tip ve/veya Triple Negatif tiimorler tiim meme kanserlerinin %10-20'sini
temsil eder, bu timodrler meme bazal epitel hiicrelerine 6zgii genleri eksprese

eder ve immiinohistokimyasal analizinde EGFR ile birlikte bazal keratinler 5/6
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ve 17 igin pozitif boyama yaparlar. Bazal tiimdrler yiiksek diizeyde
proliferasyonla iligkili genleri (Ornegin MKI67 geni), orta diizeyde HER2 ile
iliskili genleri ve ¢ok diisik miktarda liminal gen ekspresyonunu
gergeklestirirler. TP53 ve PIK3CA en stk mutasyon geciren genlerdir ve
BRCAT1'deki mutasyonlar genellikle Bazal tip ile iliskilidir (Curtis, ve digerleri,
2012). Yiiksek histolojik derece, genis tiimor boyutu ve yiiksek mitotik indeks
ile birlikte lenf nodu tutulumu bazal tip tiimoérlere 6zgidir (Slamon & Pegram,
2001). HER2+ gruba benzer sekilde, daha kotii prognoz ile karakterize olmasina

ragmen kemoterapiye yiiksek yanit vermektedirler (Rouzier, ve digerleri, 2005).

2.2.4.2.5. Claudin-low

2007 yilinda, Herschkowitz ve arkadaglar1 transgenik meme kanseri fare
modelleri ve insan meme kanseri veri setleri arasinda karsilastirmali gen
ekspresyon analizi yaparken, “claudin-low” (CL) adin1 verdikleri yeni bir meme
kanseri molekiiler alt tipi kesfetmislerdir. Bu tipte de tiimorlerin ti¢li-negatif
fenotip sergiledigi belirtilmistir, ancak ii¢lii-negatif meme kanserlerinin sadece
az bir kismi claudin-low 6zellik gostermektedir. Claudin-low alt tipi, meme
kanseri kok hiicresi 6zelliklerini tagimaktadir (Herschkowitz, ve digerleri, 2007).
Bu alt tip; claudin 3, 4, 7, Okkludin ve e-cadherin gibi transmembran proteinleri
ve hiicre-hiicre adezyon molekiillerinin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir
buna karsilik yliksek oranda mezenkimal ve meme kok hiicresi benzerligi
gosterirler (Herschkowitz, ve digerleri, 2007) Claudin-low kanserleri kotii
prognoza sahiptir. ER-, PR-, HER2- olan meme tiimorlerine de benzedigi
belirtilmistir. Diger tip meme kanserlerinin yaklasik %5-7’si Claudin-low tip

tiimdrlerden olugsmaktadir (Prat, ve digerleri, 2010).

2.2.5. Meme Kanserinde Yaygin Genetik Degisiklikler

Proto-onkogenlerin aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlar ile inaktivasyonu meme kanseri gelisimine katkida bulunur (Lee &
Muller, 2010). 100 insan meme tiimoriiniin genomlarini analiz eden bir
calismada, en az 40 kanser geninde mutasyonlar ve mutasyona ugramis genlerin

73 farkli kombinasyonu bulunmustur (Stephens, ve digerleri, 2012). Bu
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gbzlemler, biiylik genetik cesitlilige sahip bir hastalik olarak meme kanseri
kavramini vurgulamaktadir.

Heterodimerik Fosfoinozitid 3-Kinazin (PI3-kinaz) pl110 Katalitik alt
birimini kodlayan PIK3CA geni, tiim meme kanserlerinin %30-36'sinda nokta
mutasyonlari ile hedeflenen bir onkogen olarak kabul edilmektedir (Stephens,
ve digerleri, 2012) (Network, 2012). PIK3CA mutasyonlarinin ER+ meme
kanserlerinde ve HER2+ meme kanseri grubunda fazlasiyla oldugu
bildirilmektedir (Network, 2012) (Cizkova, ve digerleri, 2012). Meme
kanserinde yer alan bir bagka onkogen, 11q13 kromozomunda bulunan ve tiim
meme kanserlerinin %8-15'inde amplifiye edilen siklin D1'dir (CCND1).
(Jirstrom, ve digerleri, 2005) (Lundgren, ve digerleri, 2012). HER2'yi kodlayan
ERBB2 geni (17g12), meme kanserlerinin %10-34'tinde amplifiye edilir ayrica
MYC (8924) meme kanserlerinin yaklasik %11'de amplifiye edilir (Cuny, ve
digerleri, 2000) (Ross & Fletcher, 1998). Meme kanserinde kromozom 20q13
tizerindeki amplifiye-1 (AIB1) geni, ER'nin koaktivatorii olarak islev goriir ve
meme kanserlerinin %5-10'unda bulunmaktadir (S.L., ve digerleri, 1997)
(Bautista, ve digerleri, 1998).

BRCA1 ve BRCA2'nin kalitsal germ hatti mutasyonlar1 gibi genetik
degisiklikler, fonksiyon kaybinin malign hiicre davranisina katkida bulundugu
timor baskilayici genlerin Ornekleridir. Tiimor baskilayici genlerin diger
ornekleri, TP53 ve Retinoblastoma (RB) genleridir. Her ikisinin de tiim meme
kanserlerinin sirasiyla %15-34 ve %39'unda somatik nokta mutasyonlari
tarafindan inaktive edildigi gosterilmistir (Herschkowitz, He, Fan, & Perou,
2008) (Ingvarsson, 1999). ’E-cadherin’® kodlayan CDHI1 geninin nokta
mutasyonlar1 veya promotdr gen metilasyonunun, lobiiler invaziv karsinomlarin
%385'inde var oldugu bildirilmistir (Droufakou, ve digerleri, 2001). Meme
kanserinde tiimor baskilayicilar olarak tanimlanan diger genler fosfataz ve tensin
homologu (PTEN), niikleer reseptor korepresor 1 (NCOR1), kaspaz 8 (CASP8),
mitojen aktive protein kinaz 1 (MAP3KI1) ve siklin bagimli kinaz inhibitor
1B'dir (CDKN1B). (Stephens, ve digerleri, 2012). Transkripsiyon faktori
GATA3'in ER+ tiimorlerinin yaklasitk %18'inde nokta mutasyonlarini
barmdirdig1 gosterilmistir (Stephens, ve digerleri, 2012).
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2.3. HUCRE DONGUSU

Normal hiicreler ve dokular, hiicre dongiisiine girisi diizenleyen ve boylece doku
homeostazi ve fonksiyonunun korunmasini saglayan, biliyiimeyi tesvik eden
sinyallerin modiilasyonu ile hiicre proliferasyonunu kontrol eder. Hiicre
dongiisii, bir hiicrenin iki hiicreye boliinmesine neden olan karmasik olaylar
dizisidir. Hiicre biiyiimesi ve boliinmesinin temel stireci, siklinler olarak bilinen
bir protein ailesi tarafindan baslatilir ve siirdiiriiliir. Siklinler, serin / treonin
sikline bagimli kinaz (CDK) ailesinin {iyelerine spesifik bir sekilde baglanir ve
bunlari aktive eder (Norbury & Nurse, 1992). Okaryotik hiicre dongiisii iki faza
ayrilir: interfaz ve mitoz/M fazi. Interfaz, G1, S ve G2 fazindan olusan hiicre
dongiisiiniin en uzun fazidir.

Hiicre dongiisiiniin ana agamalar1 sunlardir:

Go faz1 (Gap faz1); Hiicrenin, bir hiicre dongiisiiniin baglamasini tetiklemek
icin harici bir uyaran bekleyen, durgun, dinlenme durumunda kaldig1 fazdir.
Viicuttaki hiicrelerin ¢ogu bu asamada bulunur.

G1 faz1 (Bosluk 1 faz1); Hiicre, harici bir mitojenik sinyal aldiginda bu faza
girilir ve DNA replikasyonunun hazirlanmasini igerir.

S faz1 (Sentetik faz); Hiicrenin DNA'sim1 kopyaladigi fazdir.

G2 faz1 (Bosluk 2 fazi); Hiicrenin M fazi1 ve hiicre bdliinmesine
hazirlandig1 asamadir.

M fazi (Mitoz); Kopyalanmis kromozomlarin iki ayri hiicre olarak
ayrilmasini igerir. Bu faz profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bir¢ok
farkli alt fazdan olusur. M fazi, gercek hiicre boliinmesi olan sitokinez ile sona
erer.

Normal hiicrede, hiicre ¢ogalmasina yonelik cesitli adimlarin diizgiin bir
sekilde uygulanmasini saglamak i¢in, farkli asamalar boyunca ‘kontrol
noktalar1” olarak adlandirilan gesitli mekanizmalar bulunmaktadir (Hartwell &
Weinert, 1989). Kanser hiicreleri, bu tiir kontrol noktalarin1 gegersiz kilarak
kontrolsliz ¢ogalmaya yol agan edinilmis Ozelliklere sahip hiicreler olarak
tanimlanabilir. Kisitlama noktasi1 basglangigta mayada ge¢ G1 fazinda hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini kontrol eden bir kontrol noktasi olarak tanimlanmustir,

ancak giiniimiizde kendi basina bir kontrol noktas1 olarak diisiiniilmemektedir
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(Planas-Silva & Weinberg, 1997). Bunun yerine, kisitlama noktasi, hiicre
dongiisii ilerlemesi i¢in geri doniislii olmayan bir nokta olarak tanimlanir ve
hiicrenin, dis mitojenik uyaranlara bagimliliktan bagimsizliklarina gecgebilecegi
hiicre dongiisii zamanindaki noktay1 belirtir. Kanserli hiicrelerin ayirt edici
ozelliklerinden biri, hiicre proliferasyonu i¢in dis sinyallerden bagimsiz olmasi
ve kisitlama noktasinin diizenlenmesinde yer alan olaylarin kanserde siklikla
degismesidir (Hanahan & Weinberg, 2011) (Malumbres & Barbacid, 2001).
Asagidaki boliim, esas olarak ge¢ G1 / S fazinda kisitlama noktasinin gegisine

katilan hiicre dongiisii proteinlerini ele alacaktir.

2.3.1. G1/ S Fazimin Hiicre Dongiisii Molekiilleri

Hiicre bir dis mitojenik sinyal aldiginda eksprese edilecek ilk siklinler, siklin D1
gibi D-tipi siklin ailesidir (Sherr, 1993). Ras / Raf / MAPK, ER ve Pl 3-kinaz
yolaklar1 da dahil olmak tizere siklin D1 ekspresyonunu indiikleyen birkag sinyal
yolag1 belirtilmistir (Sabbah, Courilleau, Mester, & Redeuilh, 1999) (Takuwa &
Takuwa, 2001). Cesitli sitokinler, STAT3 ve STATS yoluyla siklin DI
ekspresyonunu indiikleyebilirler (Leslie, ve digerleri, 2006) (Matsumura, ve
digerleri, 1999).

Siklin D, fosforilasyona ve bdylece retinoblastom tiimor baskilayici proteininin
(RB) inaktivasyonuna izin veren siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) ve siklin bagimli
kinaz 6 (CDK®6) katalitik alt birimleri ile bir kompleks olusturur. Fosforilasyon
ile RB'ye uygulanan konformasyonel degisiklik, E2F transkripsiyon faktori
ailesine ait transkripsiyon faktorlerinin salinmasina yol agar ve siklin E ve siklin
A gibi hedef genlerin ekspresyonunu tetikler. E2F'lere ek olarak RB kompleksi,
histon deasetilazlar ve kromozomal yeniden modellenen SWI / SNF
kompleksleri gibi transkripsiyonel baskilayicilari igerir ve bu etkilesimler de
fosforilasyon olayi tarafindan bozulur (Sherr, The Pezcoller lecture: cancer cell
cycles revisited., 2000). Sonrasinda siklin E-CDK2 ve siklin D-CDK4 / 6
kompleksleri, RB'yi fosforile etmeye devam ederek siklin E ve siklin A
transkripsiyon seviyelerini artiran pozitif bir geri besleme dongiisii olusturur.
Hiicre G1'den S fazina dogru daha fazla itilir. RB'nin daha fazla fosforilasyonunu

inhibe eden hicbir negatif sinyal (6rn. Mitojenlerin geri ¢ekilmesi) alinmazsa,
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kisitlama noktas1 geger ve hiicre dongiistiniin ilerlemesi, siklin E-CDK2
kompleksleri tarafindan uygulanan intrinsik sinyallere bagimlidir. Hiicre S
fazina girdiginde siklin A, CDK2'ye bagli baskin siklin haline gelir (Sherr, The
Pezcoller lecture: cancer cell cycles revisited., 2000).

Siklin ailesi, proliferasyonu tesvik etme kapasiteleri nedeniyle proto-onkogenler
olarak tanimlanmigtir ve meme kanserinde siklin D1 ve siklin E'min asir1
ekspresyonu veya deregiilasyonu siklikla gozlenmektedir (Sutherland &
Musgrove, 2004). Tiimor baskilayict RB'nin kanser ortaminda ya kaybedildigi
ya da islevsel olarak inaktive edildigi bildirilmektedir (Malumbres & Barbacid,
2001).

2.4. TUMOR SUPRESOR GENLER VE ONKOGENLER

Tiimor siipresor genler ve onkogenler, kanser olusumun inaktivasyonunu (timor
stipresor genler) veya aktivasyonunu (onkogenler) yonlendirebilen iki gen
smifidir. Timor siipresor genlerindeki mutasyonlar, kromozomal yeniden
diizenlemeler veya epigenetik degisiklikler bu genlerin inaktivasyonuna neden
olurken mutasyonlar, kromozomal translokasyonlar veya anormal sinyallesme
nedeniyle asir1 ekspresyon, onkogenlerin aktivasyonuna yol agabilir.

Genel olarak, Knudson'un “iki vurug hipotezi” tiimor siipresor genler igin
gecerlidir. Knudson'un bu hipotezi, her iki allel de iki mutasyonel olay tarafindan
inaktif hale gelirse tliimor baskilayict genlerin islevlerini kaybettigini
gostermektedir (Knudson, 1971). Bu kurala istisna olarak tiimdr supresor
genlerin epigenetik degisiklikler yoluyla da islevlerini kaybedebilecegi
bildirilmistir (Paige, 2003). Yogun olarak ¢alisilmis TP53 geni, timor siipresor
genin bir ornegidir ve insan kanserlerinde en yiliksek mutasyon oranlarina
sahiptir (Suzanne, ve digerleri, 1990). TP53 ¢ogunlukla hiicre dongiisii durmasi
ve apoptozu indiikleme yetenegi ile bilinir (Kastenhuber & Lowe, 2017). Ayni
zamanda BRCAl ve BRCA2 genleri de tiimdr supresor genlerin iyi
orneklerindendir. BRCA genleri DNA hasar1 onariminda 6énemli bir rol oynar.
BRCA genlerindeki kalitsal mutasyonlarin meme, yumurtalik ve prostat kanseri
riskini biiyiik 6l¢tide arttirdigr bildirilmistir (Miki, 1994) (Wooster & al., 1996)
(Tavtigian, ve digerleri, 1996) (Sigurdsson & al., 1997).
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Onkogen Src, tavuk retroviriisiinde kesfedilen ilk onkogendir (Martin,
2001). O zamandan beri ¢ok sayida onkogen kesfedilmistir. Onkogenlerin bagka
bir 6rnegi, insan kanserlerinde siklikla ¢ogalan transkripsiyon faktoérii MY C'dir.
Proto-onkogen MYC'nin anormal ekspresyonu bir¢ok genin transkripsiyonal
deregiilasyonu sebep olur ayrica genomik instabilite rolleriyle de bilinmektedir
(Kuzyk & Mai, 2014). Insanlarda iic RAS geni bulunur (NRAS, KRAS ve
HRAS) ve hepsinin ¢esitli kanser tiirlerinde onkojenik oldugu gosterilmistir
(Bos, 1989). RAS proteinleri GTPazlardir ve RAS genlerindeki onkojenik
mutasyonlar, PISBKAKT-MTOR ve Raf-MEK yolaklarin1 aktive ederler
(Takashima & Faller, 2013).

Birlikte ele alindiginda, tiimor supresdr genler ve onkogenler timor
olusumu ve tiimdr progresyonunda 6nemli bir rol oynar.

Bir diger tiimor supresér molekiil olan PTEN cesitli timor tiplerinde
siklikla diizensiz oldugu ve PTEN baskilanmig farelerin timor olusumlarina
egilimli oldugu gosterilmistir (Steck, ve digerleri, 1997) (Song, Salmena, &
Pandolfi, 2012). Bu ilk c¢alismalar PTEN'in timor baskilayici aktivitesini
dogrulamistir. PTEN seviyeleri transkripsiyonel, post-traskripsiyonel ve post-
translasyonel olarak diizenlenebilir. Tiimor baskilayici p53, biliylime yaniti
proteini 1 (EGR-1) ve peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor gama
(PPAR- y), PTEN transkripsiyonunu aktive etmek i¢in PTEN promotoriine
baglanarak PTEN'in pozitif diizenleyicileri olarak gérev yapmaktadir (Patel &
al., 2001) (Stambolic, ve digerleri, 2001) (Virolle, ve digerleri, 2001).

Bu fosfatazin ana katalitik fonksiyonu, PIP3'iin (fosfotidilinozitol 3,4,5
trifosfat) defosforilasyonu ile inaktif PIP2 formunu (Fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfat) tretmektir. Tipik olarak PI3K (fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-
kinaz), reseptor kinazlar veya G proteinleri bagli reseptorlere (GPCR'ler) bazi
sinyal molekiillerinin (hormonlar, biliylime faktorleri, kemokinler veya
sitokinler) baglanmasiyla aktive edilir. PI3K, PIP2 inositol halkasinin 3-
pozisyonunu fosforile ederek fosfolipid PIP3" iiretir (Vanhaesebroeck, ve
digerleri, 2001). PIP3, hiicresel i¢ membrana lokalizedir ve PDK (3-
fosfoinositiide bagimli kinaz) ve AKT'yi (protein kinaz B) aktive eder (Maehama
& Dixon, 1998). AKT’nin Thr308 ve Ser473 aminoasit kalintilar1 fosforillenir

17



ve aktive edilir (Manning & Cantley, 2007). Aktif AKT, hiicrenin hayatta
kalmasini, hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezi ve hiicresel metabolizmay1
yonlendiren ¢esitli proteinlerin aktivasyonuna yol agar. Bu nedenle PTEN kaybi1
yapisal olarak PI3K-AKT-mTOR yolunun aktivasyonuna yol acar ve hiicre
biliylimesini ve hayatta kalmasini destekler (Leslie & Downes, 2004) (Sekil
2.4.1).

Cellular membrane

Cell survival/proliferation (

Sekil 2. 1 PIP3. PI3K / AKT yolu. (Leslie & Downes, 2004)

Reseptor tirozin kinaz (RTK) bir sinyal molekiilii bagladiginda, PIP2'nin
PIP3'e fosforilasyonunu katalize eden PI3K kinazi aktive eder. PIP3 daha sonra
PDK’y1, aktive olan PDK’da AKT'yi fosforiller ve aktive eder. PTEN, PIP3'u
defosforile ederek PI3K / AKT yolunu antagonize eder ve dongii bu sekilde
tekrarlanir.

BRAF (v-Raf murin sarkomu viral onkogen homolog B) mutasyonlari
insan tiimorlerinin %8'inde bulunur ve en yiliksek BRAF mutasyon insidansi
melanomda (%27-67) goriilir. BRAF, melanomada hiicre proliferasyonunu,
hayatta kalma, yaglanma ve farklilasmay1 kontrol eden RAS / RAF/ MEK / ERK
sinyal yolunun bir pargasidir (Fecher, Amaravadi, & Flaherty, 2008). RAS
(HRAS, KRAS ve NRAS), RAF (ARAF, BRAF, CRAF), MEK (MEK1, MEK?2)
ve ERK (ERK1, ERK?2) proteinleri MAPK yolunun temel bilesenleridir. Genel
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olarak, RAS proteinlerinin aktivasyonu i¢in, hiicre dist sinyaller veya reseptor
tirozin kinazlarin aktive olmasi gereklidir (Cobb, 1999). Bu, aktif olmayan RAS-
GDP formundan aktif RAS-GTP komplekslerinin olusumuna yol agar. RAS-
GTP, homodimerizasyonunu destekleyen BRAF'in fosforilasyonuna ve
aktivasyonuna aracilik eder (Leevers, Paterson, & Marshall, 1994).
Homodimerizasyon sonucu ERK aktiflenir (Howe & al., 1992). Aktif ERK
hiicre proliferasyonuna yol acan genlerin transkripsiyonunu aktive eder. ERK
ayrica reseptor tirozin kinazlarin inhibisyonu ve BRAF’1in defosforilasyonu
aracilif1 ile RAS'!n fosforilasyonunu inhibe ederek MAPK yolunda negatif
feedbacki indiikler. (Dougherty, ve digerleri, 2005) (Douville & Downward,
1997).

2.5. KODLAMAYAN RNA’LAR (ncRNA)

1958'de Francis Crick, genetik bilginin DNA'dan RNA'ya aktigini 6ne
slirerek proteinlere ¢eviri igin bir sablon gérevi gordiigiinii bildirmistir (Crick,
1958). Daha sonra 1961'de Jacob ve Monod, mesajct RNA veya mRNA olarak
adlandirilan bir RNA ara maddesine ihtiyag oldugunu gostermistir. (Jacob &
Monod, 1961). Bu, genetik Dbilgiyi iceren DNA'nin mRNA'ya
transkripsiyonunun yapildigi biyolojinin santral dogmasina yol agmis ve protein
kritik fonksiyonel {irlin olarak kabul edilmistir. Molekiiler biyolojinin santral
dogmasina gore RNA, DNA'daki genetik bilgiyi proteinlere ¢eviren bir haberci
molekiil olmasina ragmen, tiim RNA molekiillerinin mesajc1t RNA'lar olarak
hareket etmedigi ve protein kodlamadig1 daha sonrasinda anlagilmistir. RNA'nin
protein sentezinde sadece bir haberci molekiil olarak degil, daha sonra transfer
RNA'lar (tRNA'lar) olarak adlandirilan amino asitler i¢in bir adaptdr molekiili
oldugu gosterilmistir (RajBhandary & Kohrer, 2006). Benzer sekilde, ribozomal
RNA'lar (rRNA) ve ribozomlar arasinda da aym zamanda bir baglanti
kurulmustur (Palade, 1955). Bunlar, protein kodlayici olmayan fonksiyonlara
sahip ilk RNA molekiilleridir. Ribozomal RNA (rRNA) ve transfer RNA
(tRNA) dan olusan kodlayict olmayan RNA'lar protein kodlamasalar bile
translasyon siirecine katkida bulunurlar. rRNA, amino asitlerin protein

zincirlerine katilimini katalize eden ribozomlar1 olusturmak igin proteinlerle
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birlesir. Her bir amino asit, biiyiiyen polipeptit zincirine eklenmek {izere spesifik
bir tRNA'ya kovalent olarak baglanir (Fox, 2010). rRNA'larin ve tRNA'larin
kesfinden sonra, kiigiik niikleer RNA'lar (snRNA'lar) ve kiigiik niikleolar
RNA'lar (snoRNA'lar) gibi diger kiiciik RNA gruplarinin bir¢ogu kesfedilmistir.
snRNA'lar RNA eklemesinde rol oynar (Dreyfuss, Philipson, & Mattaj, 1988)
(Weinberg & Penman, 1968) , snoRNA'lar ise rRNA islemede (Maxwell &
Fournier, 1995) gorev alir.

1982'de, ilk "enzimatik olarak aktif" RNA (ribozim), spesifik biyolojik
fonksiyonlart ile tanimlanmistir (Kruger, ve digerleri, 1982). Bu RNA enzimleri,
transkripsiyon sonrasinda RNA'daki bazi boliimlerin (intron'larin) ¢ikartilmasini
katalize eder (Garriga & Lambowitz, 1984). Bu ilk bulgular, kodlayici olmayan
fonksiyonlar sergileyen RNA'larin arastirilmasina neden olmustur.

Sekanslama teknolojilerinin ilerlemesi, DNA Elementleri Ansiklopedisi
(ENCODE) c¢alismast ve Insan Genom Projesinin tamamlanmasi, insan
genomunun yaklasik %80'inin transkribe oldugunu ve transkribe edilen genlerin
cogunun proteinleri kodlamadigmi ortaya koymustur (Insan genomunun %3’den
daha azinin proteinleri kodladigi anlasilmistir) (Birney, ve digerleri, 2007).
Baglangicta kodlayict olmayan genomik bélgelerin ¢ogunun "transkripsiyonel
giiriilti" oldugu diisiiniilmesine ragmen simdi bunlarin birgogunun biyolojik
olarak cesitli fonksiyonlara sahip oldugu kabul edilmektedir.

Bir zamanlar "6nemsiz" olarak kabul edilen ncRNA'larin, proteinleri
kodlamamasina ragmen cesitli biyolojik fonksiyonlara sahip olduklar1 tespit
edilmistir. NcRNA'lar tipik olarak proteinleri kodlamamalarinin sebebi Agik
Okuma Kesitleri (ORF) olmamasidir. Bazt ncRNA'lar kii¢iik peptitler iireten ¢ok
kiicik ORF'ler igerir (Bazzini, ve digerleri, 2014) (Galindo, Pueyo, Fouix,
Bishop, & Couso, 2007), ancak bu durum islevsel olduklari anlamina
gelmemektedir. Bu ncRNA'lar genel olarak boyutlarina gore, kiigiik ve uzun
kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) olarak smiflandirilir. Kiigiikk ncRNA'lar
arasinda kiiclik niikleer RNA'lar (snRNA'lar), kii¢lik niikleolar RNA'lar
(snoRNA'lar), mikroRNA'lar (miRNA'lar), kiiciik interfering RNA'lar
(siRNA'lar) ve PIWI etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar) yer alir.
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LncRNA'lar, protein kodlamayan 200 niikleotitten daha uzun RNA'lar
olarak tanimlanmaktadir. 2002'de IncRNA'lar, farede tam uzunlukta bir cDNA
kiitiiphanesinin sekanslanmasindan sonra resmen protein kodlamayan RNA
molekiillerinin 6nemli bir siifi olarak tanimlanmistir (Okazaki Y, ve digerleri,
2002).

NcRNA'larin bu sinifi, kanser de dahil olmak iizere gesitli patolojik
hastaliklarda rol oynadigi bulunmustur. Spesifik ncRNA ekspresyonu sagkalim
ile iliskilendirilmistir ve bu nedenle hastalik tanisi ve prognozu igin
biyobelirtegler olarak ¢alisilmaktadir. Ek olarak, spesifik ncRNA'larin, kanserin
ayirt edici ozellikleri ile fonksiyonel olarak iligkili oldugu tespit edilmistir ve

terapotik hedefler olarak takip edilmektedir.

2.3.1. Uzun Kodlimayan RNA’lar (LncRNA)

2009 yilinda, Dr. John Rinn ve Dr. Eric Lander'in Broad Institute'deki
laboratuvarlarinda, memelilerde yiiksek oranda korunan binden fazla IncRNA
tespit etmistir (Guttman, ve digerleri, 2009). Bu, son 10 yil icinde IncRNA'lar
tizerindeki aragtirmalarda biiyiik artisa katkida bulunmustur (Miao, ve digerleri,
2017). Simdiye kadar, LNCipedia genel veritabaninda (Incipedia.org)
127.000'den fazla insan IncRNA transkripti vardir, ancak bunlardan ¢ok azi tam
olarak karakterize edilmistir. Kuskusuz, IncRNA’larin transkribe edilmesi
biyolojik bir fonksiyona sahip oldugu anlamina gelmez, fakat son zamanlarda
bircok IncRNA’nin fonksiyonel olarak o©nemli oldugu belirtilmektedir.
LncRNA'lar, genomun kodlamayan kisminin
(https://www.gencodegenes.org/human/stats.html, tarih  yok) biiyiik bir
cogunlugunu olusturur, bu nedenle bu RNA sinifin1 daha fazla arastirmak ve

karakterize etmek onemlidir.

2.3.1.1 Uzun Kodlamayan RNA'larin siniflandirmasi

Uzun kodlamayan RNA'lar, protein kodlama potansiyeli minimum olan veya hi¢
olmayan 200 bazdan daha uzun RNA molekiilleri olarak tanimlanir (Djebali &
digerleri, 2012). Uzunluga gore siiflandirilmanin disinda, IncRNA'lar ayrica en

yakin protein kodlayan genin genomik yonelimine bagl olarak sens, antisens,
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cift yonli, intergenik veya intronik transkriptlere gruplanabilirler (Djebali &
digerleri, 2012) (Mercer, Dinger, & Mattick, 2009) (Ponting, Oliver, & Reik,
2009) (Zhang, 2014). Interjenik bolgelerden transkripsiyon yapilan IncRNA'lara
uzun intergenik kodlamayan RNA'lar (lincRNA'lar) denir. Intragenik
transkriptler ise bir protein kodlayici genle ¢akisir. LncRNA transkriptlerinin
neredeyse %60'1 intergenik kategoriye girmektedir (Ulitsky & Bartel, 2013).
Intrajenik IncRNA'lar ayrica protein kodlayan gene gore yonlerine bagli olarak
sense veya anti-sense transkriptler olarak simiflandirilabilir. Bunlar dis
promotorlerden veya {ist liste geldikleri genlerin dahili promotorlerinden
kaynaklanabilir. Internal promotorlerden kaynaklanan transkriptler, toplam
transkriptlerin %30'unu olusturan ikinci en biiyiik IncRNA grubudur (Derrien &
etal., 2012). Ek olarak, IncRNA'lar ayrica proto-onkojenik (Chen & et al., 2016)
(Wang & et al., 2015) veya tiimér baskilayici (Yang & al., 2013) (Wang & al.,
2016) gibi kanserdeki fonksiyonel rollere gore siniflandirilmaktadir.

2.3.1.2. Uzun Kodlamayan RNA’larin Karakterizasyonu

LncRNA'lar ve mRNA'lar benzer oOzelliklere sahiptir. LncRNA'lar,
mRNA'lardan farkli olarak ORF'den yoksundurlar. LncRNA'lar RNA polimeraz
II tarafindan transkribe olurlar ve 5' bashk takilmasi ve 3'-poliadenilasyonu
iceren post transkripsiyonel isleme tabi tutulurlar (Derrien T. e., 2012)
(Consortium, 2012). LncRNA'lar genel olarak mRNA'’lara kiyasla daha az
eksprese edilir, ancak yiiksek doku spesifisitesi gosterir (Djebali & et, Landscape
of transcription in human cells., 2012) (Mercer & et, Specific expression of long
noncoding RNAs in the mouse brain., 2008) (Cabili & et al., 2011) ve biyolojik
fonksiyona bagli olarak hiicrede belirli bir kompartimanda lokalize olabilir
(Geisler & Coller, 2013) (Batista & Chang, 2013).

LncRNA'larin  mRNA'lara benzer sekilde, ekspresyonu epigenetik
diizenlemeye tabidir (Mikkelsen & et al., 2007) (Guttman & al., 2009) (Khalil
& al., 2009) (Sati & al., 2012). Transkripsiyon baslangi¢ bolgesi (TSS)
cevresindeki aktive eden (H3K4me3 ve H3K36me3) ve baskilayan (H3K27me3)

histon isaretleri, bir IncRNA'min transkripsiyon durumunu tanimlamaktadir.

22



LncRNA'larin da mRNA muadillerine gore ¢ok daha yogun bir metilasyon
durumu sergiledigi gosterilmistir (Sati & al., 2012).

LncRNA'lar mRNA'larla karsilastirildiginda, mRNA'lar genellikle
sitoplazmada ribozomlarda lokalize iken, IncRNA'larin lokalizasyonlarinda
farkliliklar goriilebilmektedir. LncRNA'lar esas olarak g¢ekirdekte lokalizedir
ancak sitoplazmada da lokalize olabilir (Djebali S, ve digerleri). LncRNA'larin
esas olarak c¢ekirdekte lokalizasyonu, IncRNA'larin ¢ekirdekteki gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesine katkida bulunabilir (Derrien T. e.,
2012). Birgok IncRNA, ana transport kompleksi TREX ve NXF1 / NXT1
niikleer transport reseptori ile kanonik mRNA yolu araciligi ile c¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinir (Palazzo & Lee, 2018).

Niikleer IncRNA'lar transkripsiyon faktorleri (Chen & al., 2016) {izerinde
veya kromatin modifiye edici kompleksler i¢in kilavuz olarak hareket edebilir
(Gupta & al., 2010), buna karsin sitoplazmik IncRNA'lar, siklikla
transkripsiyonel gen ekspresyonu diizenlemesinde veya mRNA'larin
stabilitesinin diizenlenmesi rol oynarlar (Yuan & al., 2014) (Wang, ve digerleri,
2010.).

Heterojen bir molekiil sinift olan IncRNA'lar, kromatin modifiye edici
komplekslerin (Wang & et al., 2015) veya transkripsiyon faktorlerinin (Chen &
et al., 2016) aliminda DNA, RNA veya proteinlerle etkilesime girerek veya
endojen RNA'lar olarak hareket ederek ¢esitli fonksiyonel roller oynar (Wang,
ve digerleri, 2010.) (Yuan & al., 2014). Farkli organizmalar, sinirli ekspresyon
paternleri ve karmagiklik arasinda smirlt dizi korunmasina bakilmaksizin,
IncRNA'larin, ¢oklu biyolojik stireclerin diizenlenmesindeki 6nemli fonksiyonel
rolleri nedeniyle daha yiiksek evrilmis organizmalarin  gelisimsel
karmasikliklarin1 anlamamiza yardimei oldugu gosterilmistir (Mercer, Dinger,
& Mattick, 2009) (Taft, Pheasant, & Mattick, 2007) (Pang, Frith, & Mattick,
2006).

2016 yilinda yapilan bir derlemede, yeni tanimlanan bir IncRNA'y1
tanimlamak ve karakterize etmek ic¢in kullanilabilecek bazi arastirma teknikleri
Ozetlenmistir (Kashi, Henderson, Bonetti, & Carninci, 2016). Belirli bir I\cRNA

tanimlandiktan sonra arastirmacilarin bu RNA’larin biyogenezi, genomik yeri,
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protein olmayan kodlama potansiyeli, ekspresyon seviyesi, boyutu ve birincil
yap1 ve ikincil yapi, lokalizasyonu ve biyolojik fonksiyonu gibi 6zelliklerini

saptayabilecegi bildirilmistir. (Kashi, Henderson, Bonetti, & Carninci, 2016).

2.3.1.3. Uzun Kodlamayan RNA’larin Biyolojik Fonksiyonu

LncRNA'nin biyolojik fonksiyonunun incelenmesi kritiktir, ¢iinkii IncRNA'larin
gelisimsel siireglerle iliskili oldugu bulunmustur (Amaral & Mattick, 2008) ve
IncRNA'larin diizensizligi hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Esteller, 2011).
ncRNA'lar proliferasyon, apoptoz ve gen ekspresyonunu diizenleyerek
farklilasma, mRNA splicing gibi bir¢ok biyolojik siiregle iliskili oldugu
bulunmustur. (Kim, ve digerleri, 2015)

2.3.1.4.Kanserde Uzun Kodlamayan RNA'lar

Bir¢ok IncRNA’nin, Alzheimer hastalig1, sizofreni, hipertansiyon ve kanser gibi
cesitli hastaliklarda rol oynadigi belirlenmistir (Harries, 2012) ve bu
IncRNA'larin kanserdeki rollerini belirleyebilmek i¢in son dénemlerde yogun
bir sekilde arastirmalar yapilmaktadir. LncRNA'larin diizensizligi ve diger
biyolojik molekiiller ile etkilesimleri sonucu meydana gelen degisiklikler, gen
ekspresyonunu ve kanserde Onemi belirtilen cesitli yolaklarin aktive veya
inaktive olmasini saglayabilmektedir. LncRNA'larin, sindirim, solunum, iireme,
idrar, iskelet ve santral sinir sistemi gibi birgok sistemi igeren kanserlerle
iliskileri saptanmistir (Zhang, Xia, Lu, Zhang, & Zhu, 2016). Bu IncRNA'lar
farkli kanserlerde rol oynamaktadir. Ayrica, bazi kanserlerde tiimorgenesise
veya tlimoriin progresyonuna katkida bulunan birden fazla IncRNA vardir.
LncRNA HOTAIR, migrasyon ve invazyonu aktive ederek tiimorgenesizden
sorumlu vaskiiler epitelyal biiylime faktorii (VEGF), matris metallopeptidaz 9
(MMP-9) ve epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) ile ilgili genlerin upregiile
edilmesiyle insan serviks kanserinin ilerlemesinde rol oynamistir (Kim, ve
digerleri, 2015) . HOTAIR’in asir1 ekspresyonu primer meme Kkanseri
tiimorlerinde de bulunmustur, ancak en sik metastatik tiimorlerde bulunur
(Gupta, ve digerleri). HOTAIR’in asir1 ekspresyonu, metastatik progresyona yol

acan H3 lizin 27 trimetilasyonuna ve polycomb baskilayici kompleksi 2'nin
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(PRC2) genomik yer degistirmesine neden oldugu bildirilmektedir (Gupta & al.,
2010). ANRIL (INK4 lokusundaki antisens kodlayict olmayan bir RNA) over
kanseri (SOC) dokularinda asir1 eksprese edilmektedir; yliksek ANRIL
seviyelerinin lenf nodu metastazi ve SOC'de kotii prognoz ile iligkili oldugu
bulunmustur (Qiu, ve digerleri, 2015). LncRNA SRA'nin (steroid reseptor
aktivatorii) artan ekspresyonu meme kanseri ile giiclii bir sekilde iliskilidir;
ayrica IncRNA SRA'daki polimorfizmlerin meme gelisimindeki &strojen
reseptorlerini etkiledigi ileri siiriilmiistir (Yan, ve digerleri, 2016). Meme
kanseri hiicrelerindeki Ostrojenle uyarilan hiicre biiylimesinin de IncRNA
H19'dan etkilendigi, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda biiylimeyi
destekleyen H19 ekspresyonunun arttig1 bulunmustur (Sun, ve digerleri, 2015).
Cesitli  caligsmalar, IncRNA MALATI (metastazla iligkili akciger
adenokarsinom transkript 1) ekspresyonunun akciger kanserlerinde arttigini
gostermistir (Feng, ve digerleri, 2019) (Gutschner, ve digerleri, 2013) (Li, Mei,
Hu, & Zhang, 2018); metastatik gen ekspresyonunu (Gutschner, ve digerleri,
2013) diizenleyerek, miR-124 ekspresyonunu modiile ederek (Li, Mei, Hu, &
Zhang, 2018) ve miR-200a siingerimsi yoluyla gefitinib direncini diizenleyerek
hastalik ilerlemesine katki sagladigi saptanmistir (Feng, ve digerleri, 2019).
Safra kesesi kanserlerinde MALATI ekspresyonunun arttig1 ve timor supresor
bir rol oynayan miR-206’y1 suprese ederek kansere neden olabilecek onkojenik
bir rol oynadig bildirilmistir (Wang, ve digerleri, 2016).

H19 da mesane kanserlerinde upregiile olarak EZH2 (zeste homolog 2'nin bir
arttiricisi) ile etkilesir ve E-cadherin'i (hiicreden hiicreye yapismada dnemli bir
molekiil) inhibe ederek metastazi tegvik edebilir (Luo, ve digerleri, 2013). XIST
IncRNA'nin mesane kanserlerinde rol oynadigi ve mesane kanseri dokularinda
artmis androjen reseptor seviyeleri ile birlikte ekspresyonunun upregiile edildigi
bulunmustur. Artan XIST ve androjen reseptdr seviyeleri, mesane kanserinin
daha kotii bir timor, nod, metastaz (TNM) evresi ile pozitif korelasyon
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, IncRNA XIST'in parcalanmasi, hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunun azalmasina neden olmustur
(Xiong, ve digerleri, 2017). LncRNA XIST’ in glioblastomun (yaygin ve agresif

bir beyin tiimorii) progresyonuna katkida bulundugu ve glioblastom kok
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hiicreleri ve dokularinda upregiile oldugu bulunmustur (Yao, ve digerleri, 2015).
LncRNA MEG3'in (maternal olarak eksprese edilen gen 3) asin
ekspresyonunun, hepatoselliiler karsinom (HCC) hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu azalttig1 ve HCC hiicreleri ve dokularinda downregiile oldugu
bulunmustur (He, ve digerleri, 2017). MEG3'iin asir1 eksprese edilmesinin miR-
664’1 suprese ederek, HCC'de bir tiimor baskilayici olarak islev goéren, HCC
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eden ADH4 geninin transkripsiyonunu ve
translasyonunu sagladigi saptanmistir (He, ve digerleri, 2014). Akut miyeloid
l6semide (AML) (M4 ve M5 alt tipleri) ve kolon kanserlerinde LncRNA CCAT1
(kolon kanseri ile iligkili transkript 1) ekspresyonu artmaktadir (Alaiyan, ve
digerleri, 2013) (Chen, Wang, Cao, Li, & Wang, 2016). AML'de artan CCAT1
ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu arttirir ve bir tiimor baskilayici olarak islev
goren ve AML'de upregiile edilen miR-155'i baglayarak miyeloid hiicrelerin
farklilasmasini inhibe eder ve c-Myc ekspresyonunu kontrol eder (Chen, Wang,
Cao, Li, & Wang, 2016). Kolon kanserlerinde, CCAT1'in asir1 ekspresyonu
kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna ve invazyonuna neden olur ki bu
durumda hasta dokularinda evre, lenf nodu metastaz1 ve sagkalim siiresi ile
anlaml bir iliski oldugunu gostermektedir. c-Myc'in ayrica kolon kanserlerinde
CCAT!I transkripsiyonunu ve ekspresyonunu tesvik ettigi bulunmustur (He, ve
digerleri, 2014). CCATI1'in, mide kanserinde upregiile edilmesiyle kanser
hiicrelerinin proliferasyonunun ve migrasyonunun arttig1 bildirilmistir. CCAT1
asirt ekspresyonu, primer tiimorlerin biiytimesi, lenf nodu metastaz1 ve
metastatik  hastalik ile de iliskilidir; c-Myc, mide karsinomundaki
ekspresyonunu etkiler (Yang, ve digerleri, 2013). Onkojenik veya timor
baskilayic1 kapasitelerde olasi iliskilerin ve katkilarin ana hatlarini ¢izerek,
kanserlerde diger bircok IncRNA tanimlanmistir ve tanimlanmaya devam

etmektedir.

2.3.2. Onkogenik Uzun Kodlayic1 Olmayan RNA FAM83H-AS1 (Onco-
INcCRNA-3)

2014 yilinda, genomdaki FAMS3H-AS1, ENST00000533004,
ENST00000534398 ve ENST00000435097'nin bir kismini igeren LCAL7’nin
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(akciger kanseri ile iliskili uzun kodlayic1 olmayan RNA 7) ilk olarak akciger
adenokarsinomu (LUAD) ve akciger yassi epitel hiicreli karsinom da (LUSC)
kontrollere kiyaslandiginda up regiile oldugu belirtilmistir. LCAL7, bir akciger
kanseri hiicre hattinda LCAL7 sekans1 ve chr8: 144,823,553-144,828,510'da
bulunur ve GenBank'ta kayitlara gegmistir (erisim numarasi: KF773847) (White,
ve digerleri, 2014). Genel olarak, LCAL7 (bir kism1 FAM83H-AS1 igerir)
akciger kanserinde up regiile edilmektedir.

2015 yilinda, ‘FAMS83H-AS1’ ekspresyonu, tiimorlerden ve normal
dokulardan agik erisimli TCGA RNAseq verileri kullanilarak ayrica analiz
edilmistir. LncRNA FAMS83H-AS1’in, meme invaziv karsinomu (BRCA),
kolorektal ve rektal kanser (CRC), akciger adenokarsinomu (LUAD) ve akciger
skuamoz hiicreli karsinomda (LUSC) up regiile edildigi belirlenmistir. LncRNA
FAMB83H-AS1'in mesane iirotelyal karsinomunda (BLCA), bobrek renal hiicre
karsinomunda (KIRC) veya uterin korpus endometriyal karsinomda (UCEC)
degistigi saptanmamustir. Fonksiyonel olarak, LncRNA FAMS83H-ASI, hiicre
dongiisii regililasyonunda yer alan birgok protein kodlayici gen ile birlikte ifade
edildiginden, FAM83H-AS1'in hiicre dongiisii progresyonunda rol oynadigi
tahmin edilmektedir. LncRNA FAMS83H-AS1’in, kanserde S-faz hiicre
dongiisiinde rol oynadigi gosterilmistir. (Cabanski, ve digerleri, 2015). Bu
calismada, IncRNA FAMS3H-AS1'in meme kanseri, kolorektal kanser ve
akciger kanserinde up regiile oldugu ve hiicre dongiisii ilerlemesinde rol
oynadig1 bulunmustur.

Yang ve arkadaglari FAM83H-AS1't meme kanseri dokularini normal
dokularla kiyaslandiginda, meme kanseri dokularinin RNA-seq analizlerinde en
fazla up regiile olan IncRNA olarak tanimlamustir. Ek olarak, 626 meme kanseri
orneginin 105 kanserli olmayan meme dokusu kiyaslandiginda, kanserli
dokularda 6nemli Gl¢lide daha yiiksek bir FAM83H-AS1 ekspresyon diizeyi
gosterilmistir. Luminal tip meme kanseri ‘The Cancer Genome Atlas® TCGA
verilerinin analizi, daha yliksek FAM83H-AS1 ekspresyonunun daha diisiik
genel sagkalim ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Meme kanseri
hastalarinin TCGA kohortunun (tiim alt tipleri iceren) analiz edilmesi, daha

diisiik genel sagkalim ile iligkili yiiksek FAM83H-AS1 ekspresyonunu ortaya
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cikarmistir (Yang, ve digerleri, 2016). Bu nedenle FAM83H-AS1’in meme
kanserinde bagimsiz bir prognostik belirte¢ olabilecegi diigiiniilmektedir.

LncRNA'larin diferansiyel ekspresyonu i¢in ¢oklu kolorektal kanser
mikroarray analizinde, FAM83H-AS1'in, komsu normal dokulara kiyasla
kolorektal kanser (CRC) dokularinda up regiile oldugu gosterildi. insan
kolorektal kanser hiicre dizilerinin daha ayrintili analizinde, analiz edilen bir
hiicre hatt1 hari¢ hepsinde FAM83H-AS1 ekspresyon artis1 dogrulanmistir. CRC
hastalarinda yliksek FAMS83H-AS1 ekspresyonu, diisik FAMS83H-AS1
ekspresyonuna sahip olanlardan daha zayif genel sagkalim ile korelasyon
gostermistir (Yang, Xu, Wang, Wang, & An, 2016). FAM83H-AS1’in,
kolorektal kanser hastalarinda da potansiyel bir prognoz biyobelirteg olabilecegi
diistiniilmektedir.

TCGA'da LUAD  dokularinin  RNA-seq analizi  kontrollerle
kiyaslandiginda FAM83HAS1’in ekspresyonunun artigi gosterilmistir. Ayni
soydaki bitisik normal dokuya karsi tiimérde FAM83H-ASL ekspresyonunu
analiz eden diger ¢alismalarda, LUAD, akciger biiyiik hiicreli karsinom (LULC),
LUSC, mesane kanseri, meme kanseri, mide kanseri, kafa ve boyun kanseri ve
prostat kanserinde FAM83H-AS1 ‘in ekspresyon artist onemli bulunurken
bobrek kanseri, karaciger kanseri ve tiroid kanserinde onemli bir fark
gozlemlenmemistir (Zhang, ve digerleri, 2017). Farkl1 bir calismadan elde edilen
veriler, TCGA'daki  gastrik  kanser  hastalarmin ~ FAM83H-AS1'in
ekspresyonunun da farklilik ortaya koymadigimi gostermistir (Baratieh, ve
digerleri, 2017). Akciger kanseri hastalarinda, yiiksek FAMS83H-AS1
ekspresyonu, daha kotii sagkalim ile korelasyon géstermistir. Akciger kanseri
hiicre hatlarinda FAM83H-AS1 ekspresyonunun baskilanmasi, proliferasyon,
migrasyon ve invazyonun yani sira hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicrelerin
yilizdesini de azaltmistir. FAM83H-ASI1 oncelikle akciger kanseri hiicrelerinin
cekirdeginde lokalize olarak bulunmaktadir. Akciger kanseri hiicre hatlarinda
FAMB83H-AS1'in susturulmasi, MET, EGFR ve bunlarin alt proteinleri AKT ve
ERK1 / 2'nin protein ekspresyonunu azaltmistir. Ozellikle, FAM83H-AS1'in
susturulmast MET'in transkripsiyonel ve translasyon diizeyinde degisikliklere

neden oldugu bildirilmistir (Zhang, ve digerleri, 2017). Akciger kanserinde
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FAMB83H-ASI1, potansiyel olarak bir hiicre proliferasyonu ve invazyonu ile
iliskili MET / EGFR sinyalini etkileyen prognostik bir belirte¢ veya terapotik bir
hedef olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Pankreas adenokarsinom duktal tipinde (PDA) TCGA'daki RNA-seq
verileri, diferansiyel IncRNA ekspresyonu i¢in analiz edilmistir. FAM83H-AS1
ve yakinindaki protein kodlayan gen FAM83H muhtemelen ayni promotor
bolgesini paylasir, ancak zit yonlerde kopyalanir. FAM83H-AS1, PDA'da
siklikla amplifiye edilen bir genomik bolgede bulunur (8q23.3-8924.3) ve
ekspresyonu aslinda amplifikasyon ile onemli oOl¢iide iligkilidir. Analiz
sonucunda dort eksona sahip oldugunu ve pankreas kanseri hiicre hattinda aktif
olarak transkripsiyona ugramis bir bolgede bulundugu gésterilmistir. FAM83H-
ASI ekspresyonunun PDA hiicre hatlarinda ve ayrica bir meme kanseri hiicre
hattinda up regiile oldugu gosterilmistir. Klinik olarak FAM83H-AS1'in yiiksek
ekspresyonu, PDA'da daha diisiik genel sagkalim ile iliskilidir. iki farkl1 siRNA
(siRNAT ve siRNA2) tarafindan bir pankreas kanseri hiicre hattinda FAM83H-
AST1'in susturulmastyla hiicrelerde farkli sekilde eksprese edilen 719 gen ortaya
cikarilmigtir. Regulator network analizi 146 FAM83H-AS1 genini (78 pozitif /
aktif ve 68 negatif / inhibe edilmis) 6ngoérdii. Bu genlerden negatif olarak
diizenlenen hedefler daha 1yi huylu siireclerle iliskiliyken, pozitif olarak
diizenlenen hedefler daha kotii huylu siireglerle iligkili bulunmustur (Arnes, ve
digerleri, 2018). Bu nedenle, FAM83H-ASI’in pankreas kanserinin
progresyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir.

Bi ve arkadaslar1 FAM83H-AS1’in, glioma dokularinda ve hiicre
hatlarinda up regiile edildigini saptayarak FAM83H-AS1 ekspresyonunun,
tiimdr derecesi ile 6nemli 6l¢iide iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir. Yiiksek
FAMS83HASI ekspresyonu olan hastalar, gliomada daha kétii genel sagkalim ile
iliskili olarak bulunmustur. Arastirmacilar FAM83H-AS1 ekspresyonunun
gliomada bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegini diistinmiislerdir.
Calismada glioma hiicrelerinde FAM83H-ASI'in asir1 ekspresyonu, hiicre
canliligin1 ve koloni olusumunu arttirmistir. Glioma hiicrelerinde FAM83H-
AS1'in susturulmasi, hiicre canliligini, koloni olusumunu, hiicre dongiisiiniin S

fazindaki hiicrelerin yiizdesini ve sikline bagl kinazlar1 (CDK2, CDK4, CDK6)
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azaltirken, glioma hiicrelerinde hiicresel apoptozu arttirmistir. Ek olarak, glioma
hiicrelerinde  FAMS83H-AS1 oncelikle c¢ekirdekte lokalizedir ve glioma
hiicrelerinde EZH2'ye  baglanarak p21  ekspresyonunun epigenetik
transkripsiyonel diizenlemesine katkida bulunur. P21 ekspresyonundaki azalma
potansiyel olarak FAM83H-AS1 onkojenik fonksiyonuna katkida bulunur (Bi,
Shen, Quan, Jiang, & Xu, 2018). Birlikte, FAM83H-AS1, glioma hastalarinda
prognostik bir belirte¢ olabilir ve / veya terap6tik olarak FAM83H-AS1 hedefli
ilaglar glioma hastalarini iyilestirebilir.

Kolorektal kanser (CRC) dokularinda ve hiicrelerinde FAM83H-AS1
ekspresyonu up regiile edilmistir. CRC klinik hastalarinda, FAM83H-AS1
ekspresyonu tiimor evresi ve boyutu ile iliskilidir ve FAM83H-AS1'in yiiksek
ekspresyonu azalmis toplam sagkalim ile iligkilidir. Kolorektal kanser
hiicrelerinde FAM83H-AS1'in susturulmasi, proliferasyonun, invazyonun ve
migrasyonun azalmasia neden olurken hiicre apoptozunun artmasina sebep
olmustur. Ek olarak, FAMS83H-ASI'in susturulmasi Notchl mRNA
ekspresyonunda bir azalmaya yol agmustir. Kolorektal kanser hiicrelerinin,
Notch sinyal yolundaki (Notchl dahil) reseptorleri ve ligandlar1 bloke eden,
yaygin olarak kullanilan bir gamma-sekretaz inhibitorii (DAPT) ile tedavisinin,
FAMB83H-AS1 ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir. Bu sonuglar, FAM83H-
AS1'in Notch yolagi yoluyla diizenlendigini gostermektedir. (Lu, Dong, Zhao,
& Liu, 2018) Genel olarak, kolorektal kanser dokularindaki FAM83H-AS1
ekspresyonunun analizi, kolorektal karsinomda bagimsiz bir prognostik faktor
olarak islev gorebilmektedir. Terapotik olarak FAM&3H-ASL'i hedeflemenin,
hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve 6liimii ile iligkili olan Notch sinyal yolaginin
diizenlenmesiyle klinik olarak destekleyici sonuglara yol agabilecegi
distiniilmektedir.

Genel olarak, FAM83H-AS1 akciger (Cabanski, ve digerleri, 2015)
(White, ve digerleri, 2014) (Zhang, ve digerleri, 2017), meme (Cabanski, ve
digerleri, 2015) (Yang, ve digerleri, 2016) (Zhang, ve digerleri, 2017), kolorektal
(Cabanski, ve digerleri, 2015) (Yang, ve digerleri, 2016) (Lu, Dong, Zhao, &
Liu, 2018), pankreatik (Arnes, ve digerleri, 2018), glioma beyin (Bi, Shen, Quan,
Jiang, & Xu, 2018), mesane (Zhang, ve digerleri, 2017), prostat (Zhang, ve
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digerleri, 2017) kanserlerinde up regiile edilmektedir. FAMS83H-AS1
ekspresyonunun, bazi gastrik kanser (Zhang, ve digerleri, 2017) ve HNSCC
(Zhang, ve digerleri, 2017) calismalarinda up regiile oldugu belirlenmis ve bu
calismalar1 dogrulayan baska bir ¢alismada da gastrik (Baratieh, ve digerleri,
2017) ve HNSCC (Cabanski, ve digerleri, 2015) dokularinda ekspresyon artigi
saptanmistir. Dolayisiyla, FAM83H-AS1 potansiyel olarak bu kanserlerde
tanisal bir belirteg olabilecegi distliniilmektedir. FAM83H-ASI'in yiiksek
ekspresyonu, meme (Yang, ve digerleri, 2016), kolorektal (Yang, Xu, Wang,
Wang, & An, 2016), akciger (Zhang, ve digerleri, 2017), pankreatik (Arnes, ve
digerleri, 2018), ve glioma beyin (Bi, Shen, Quan, Jiang, & Xu, 2018)
kanserlerinde daha kotii genel sagkalim ile iligkilidir; bu nedenle FAM83H-AS1
potansiyel olarak bu kanser tiirlerinde prognostik bir belirtec olabilir. FAM83H-
AS1 esas olarak pankreas kanseri hiicrelerinde (Arnes, ve digerleri, 2018)
epitelde ve ozellikle akciger kanseri (Zhang, ve digerleri, 2017), glioma beyin
kanseri (Bi, Shen, Quan, Jiang, & Xu, 2018) hiicrelerinde ¢ekirdekte lokalizedir.
Ayrica FAM83H-AS1, kolorektal kanserde Notch sinyal yolagini (Lu, Dong,
Zhao, & Liu, 2018), akciger kanserinde MET / EGFR sinyal yolagin1 ve
gliomada (Bi, Shen, Quan, Jiang, & Xu, 2018) p21 ekspresyonunu

diizenlemektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Real-time PCR (Rotor Gene Q 6000, Qiagen; Almanya)
Real-time PCR Kabini (Biosan; Tiirkiye)

Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied Biosystems;
ABD)

Nanodrop spektrofotometresi (Maestro Gen; Tayvan)

CO2’li inkiibator (Niive; Tirkiye)

Invert (ters) mikroskop (Bes Scope; ABD)

Santrifiij (Niive; Tiirkiye)

Mikro santrifiij (Sigma; ABD)

Mikro hacimli spektrofotometre (BMG Labtech; Almanya)
Biyogiivenlik kabini (Bilser class Il; Tiirkiye)

Otomatik pipetler (10 ul, 200 ul ve 1000 ul) (Gilson; ABD)
Buzdolab1 (Arcelik; Tiirkiye)

Derin dondurucu (Ugur; Tiirkiye)

Vorteks (WiseMix; Kore)

-80 °C Dondurucu (Niive; Turkiye)

Strip tiip (0,ImL, Qiagen; Almanya)

Manyetik karistirict (Niive MK 218; Tiirkiye)

Flask (25 cm?ve 75 cm?, Nest; Cin)

Steril pipetler (5 ml ve 10 ml, Sarstedt; Almanya)

Steril polipropilen test tiipleri (15 ml ve 50 ml, Nest; Cin)
Steril mikrosantifiij tiipleri (1,5 ml ve 0,2 ml, Isolab; Almanya)
Cesitli ebatlarda erlen, beher, cam pipet ve meziirler (Teknik cam, Tiirkiye)

Otomatik pipet uclar1 (Sar1, mavi ve beyaz, Gilson; ABD)

3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

LPHO02105A Katalog Numarali FAM83H-AS1 Primeri (Qiagen; Almanya)
100128338 Katalog Numarali FAM83H-AS1-siRNA (Dharmacon: ABD)
DMEM (Hyclone; ABD)

Fosfat Tamponu (Hyclone; ABD)
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= Fotal Sigir Serum (Hyclone; ABD)

= Penicillin-Streptomycin (Capricorn; Almanya)

= Tripsin-EDTA (Hyclone; ABD)

= XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5 karboksilik
-anilid) (Sigma-Aldrich, ABD)

= Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck, Almanya)

= Etil alkol (Merck, Almanya)

= RNA izolasyon kiti (GeneAll Hybrid-RTM Kit, Giiney Kore)

= cDNA sentez kiti (WizScriptTM Kit, Giiney Kore)

= RT2? SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen; Almanya)

» Transfeksiyon Cozeltisi (ABT; Tiirkiye)

= PPHOO0150F Katalog Numaralt GAPDH Primeri (Qiagen; Almanya)

3.3. Meme kanseri Hiicre Hatti

Projeye baslamadan &nce Sivas Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuruldu ve 30.07.2018 tarih ve “2018-
07/13” karar numarasi ile etik kurul onay1 alindi. Meme kanserinde IncRNA
FAMB83H-AS1 en yiiksek ekspresyon seviyesine luminal tipte ulasilmistir (Yang
F., ve digerleri, 2016). Bu nedenle luminal tip meme kanseri hiicre hatt1 olan
MCF-7 secildi.

Calismamizda, MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari i¢in, %10 fotal sigir
serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin ilave edilmis DMEM (%] oraninda L-
glutamine’li) besiyeri kullanildi. Hiicreler 37°C ‘de, %95 nem ve %5 CO2’li
etlivde ¢ogaltildi.

3.3.1 Meme Kanseri Hiicre Hattinin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Kriyo tiip icinde -80°C’de dondurulmus MCF-7 hiicreleri, sicakligr 37°C ‘ye
ayarlanmis su banyosunda hizla ¢6zdiiriildii. Ardindan kriyotiip igerigi 15 ml 'lik
falkon tlipe alinarak, 5 ml yukarida icerigini verdigimiz besiyeri ilave edildi ve
1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilip, peletin tizerine
5 ml besiyerinden eklenerek, peleti olusturan hiicreler siispanse edilerek ve 25

cm? lik flasklara aktarildi. Flasklarin etiivde inkiibasyona birakilmasini
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miiteakiben, ilk giin 24 saat sonrasinda, sonraki glinlerde 48 saatte bir, besi
ortamlar1 yenilendi. Hiicreler biitiin flask yiizeyini yogun bir sekilde (%80)
kaplamissa bagka flasklara pasaj yapildi, kaplamamigsa flasktaki atik besiyeri
ortami degistirilerek yilizen Olii hiicreler uzaklastirildi ve flask etlivde
inkiibasyona birakildi.

Cogaltilmakta olan hiicreler, kiiltlir flaskinin yaklasik %80’ini kaplayan
yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemleri gergeklestirildi. Pasajlama igin,
hiicre kiiltiir flaskinin igerisindeki tiim besiyeri uzaklastirildi. Hiicrelerin lizerine
2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklendi, yikama islemi gergeklestirilip
PBS ortamdan uzaklastirildi. Flasktaki hiicrelerin {izerine 1 ml tripsin ilave
edilip flasklar 5 dakika inkiibatorde bekletildi. Inkiibatérden alinan flasklar
inverted mikroskopla incelenip, tiim hiicrelerin kalkip kalkmadiginin kontrolii
yapildi. Hiicreler yilizeyden kalktiktan sonra, flaska 1 ml besiyeri ilave edilerek
tripsin aktivitesi inhibe edildi ve flasktaki karisim 15 ml ‘lik falcon tiipe alinarak
5 dakika 1500 rpm ‘de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve peletin
tizerine 1 ml taze besiyeri eklenip hiicreler siispanse hale getirildi. Siispanse hale
gelen hiicrelerin thoma laminda sayimi gerceklestirildi. Sayimi yapilan hiicreler,
uygun hiicre yogunlugunda, flasklara ekimleri yapilarak pasajlama islemi
gergeklestirildi.

Hiicreler ¢ogaldiginda, birinci donem igin deneyde kullanilmayacak kismi
donduruldu. Sayim1 yapilmis olan siispanse haldeki hiicreler, falkon tiipte 1500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi, sonrasinda supernatant uzaklastirildi. Pelet,
dondurma ortaminda (9 ml 0,22pum boyutundaki filtreden gecirilmis fotal sigir
serumu (FBS) ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karigtirilarak hazirlanmis)
pipetaj yapilarak siispanse edildi (1 ml ‘lik ortam iginde, yaklasik 1 x 10° hiicre).
Dondurma ortami i¢indeki hiicreler, her kriyotiipe Iml diisecek sekilde dagitildi

ve -80°C ‘lik derin donduruculara saklanmak tizere kaldirildi.

3.4 RNA lzolasyonu
RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon kiti (GeneAll Hybrid-RTM Kit, Giiney
Kore) kullanildi. Kitin kullanim protokoliine uygun olarak izolasyon islemi

gerceklestirildi.
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3.4.1 MCF-7 Hiicre Hattindan Total RNA izolasyonu

Flaskdaki 1x10" hiicre sayis1 basma 1 ml RiboEXTM c¢ozeltisi flaska
aktarilarak hiicreler lizis edildi. Homojenat oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi ve steril ependorf tiipe aktarildi.

Homojenatin lizerine, her 1 ml RiboExTM ¢d6zeltisi basina 200ul kloroform
eklendi. Karisim 15 saniye giiglii bir sekilde karistirildi ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Ependorf tiipteki karisim, 4°C ve 12000xg ‘de 15 dakika santrifiij edildi. Ust
seffaf olan faz(slipernatant) bir diger steril ependorf tiipe aktarildi.
Ependorf tiipe siipernatantin 1/1 oraninda RPI tamponundan eklendi ve 700
pl’lik karigim mini kolona aktarildi.

Mini kolon 30 saniye 10000xg ‘de santrifiij edildi ve kolonun altindaki eliit
uzaklagtirildi.

Mini kolonun tizerine SWI tamponundan 500 pl eklendi.

Mini kolon 30 saniye 10000xg ‘de santrifiij edildi ve kolonun altindaki eliit
uzaklastirildi.

Mini kolonun iizerine RNW tamponundan 500 pl eklendi ve mini kolon yine
30 saniye 10000xg ‘de santrifiij edildi ve kolonun altindaki eliit
uzaklastirildu.

Mini kolon yeni bir steril ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 50 pl niikleaz
icermeyen su eklenip, ependorf tiip 1 dakika 10000xg ‘de santrifiij edilerek
total RNA eliie edildi.

Elde edilen RNA’nin 1-2 pl kadart RNA saflik ve konsantrasyon dl¢iimiinde
kullanildi. Kalan kisim uzun siireli saklanmak tizere -20 °C’lik dondurucuya

kaldirildi.

3.4.2 RNA Kalitesi ve Miktarimin Belirlenmesi

RNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi i¢in nanodrop spektrofotometresi
kullanildi. Izole edilen RNA 6rneklerinin A260/A280 oranmnin 2 civarinda

olmasina dikkat edildi.
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3.5 cDNA Sentezi

Omneklerden elde edilen RNA’lardan, cDNA sentez Kiti (WizScriptTM Kit,
Giiney Kore) kullanilarak cDNA sentezlendi. Tablo 3.1°de verildigi gibi cDNA
sentez reaksiyonu i¢in toplam hacim 10 pl olacak sekilde reaksiyon karisimi

hazirlandi.

Tablo 3. 1 cDNA sentez reaksiyonu i¢in reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Reaksiyon bileseni Her bir ornek icin
eklenecek miktar (ul)

10X Reaksiyon Tamponu 2

20X dNTP Karisim 1

Hekzamer 2
WizScript™RTaz 1

RNAaz inhibitorii 0,5

Niikleaz icermeyen su 3.5

Toplam hacim 10

Tabloya uygun sekilde hazirlanan 10 pl reaksiyon karigiminin {izerine, 10 pl
izole edilmis olan RNA 6rneginden eklendi ve son karigim 25°C ‘de 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan, karisim 37°C ‘de 120 dakika inkiibasyona
birakildi. Son olarak karisim 85°C ‘de 5 dakika inkiibasyona birakilarak cDNA
sentezi gergeklestirildi. Sentezlenen cDNA o6rnekleri -20°C ‘lik dondurucuya
kaldirildi.

3.6 Gen Ifadesi Analizi

Sentezi gergeklestirdigimiz ¢cDNA Orneklerinde real-time PCR yontemi
kullanilarak FAM83H-AS1’in gen ifadesi analizi yapildi. FAM83H-AS1 genine
spesifik PCR iiriinii olusturmak igin, sicaklik profilleri tiretici firma tarafindan
optimize edilmis primerler (Qiagen, Almanya) kullanildi. Referans gen primeri

olarak da GAPDH geni primeri (Qiagen, Almanya) kullanildi.
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3.6.1 Gen ifadelerinin Belirlenmesi

Her bir PCR reaksiyon karisim1 toplam hacim 25 pl olacak sekilde Tablo 3.2’de
belirtildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3. 2 Her bir 6rnek i¢in PCR karigimi

PCR bilesenleri Her bir ornek i¢in
eklenecek miktar (ul)

SYBR® Green Mastermix 125

Primer 1

cDNA 1

Niikleaz icermeyen su 10.5

Toplam Hacim 25

Hazirlanan PCR karisimi real-time PCR cihazina yerlestirilerek Tablo
3.3’de gosterilen DNA amplifikasyon kosullarina gore her bir genin amplifiye
edilmesi saglandi. Real-time PCR reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen PCR

tirtinlerinin spesifikligi erime egrisi analizi yoluyla teyit edildi.

Tablo 3. 3 DNA amplifikasyonu kosullari

Basamak Sicakhik Siire Aciklamalar

Baslangi¢ aktivasyonu | 95 °C 10dk. | HotStarTag Plus DNA
Polimerazi aktive eder

Denatiirasyon | 40 95 °C 15sn

Uzama dongii | 60 °C 60 sn Floresan veri birikimi saglar.

3.6.2 Gen Ifadesi Verilerinin Analizi

Gen ifadesi analizine ait tim RT-PCR sonuglari, Rotor-Gene 6000 Series
Software Version 1.7 yazilimi ile kantite edildi. Verilerin AACT metodu ile
istatistiksel analizi “RT? profiler RT-PCR Array Data Analysis Version 3.5”

yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
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3.7 siRNA Havuzu ile FAMS83H-ASI’in Susturulmasi ve Susturma
Isleminin Basarisinin Ortaya Konulmasi

FAMB83H-AS1’1 susturacak (Knockdown islemi) siRNA havuzu (siRNA;
5nmol) ve negatif kontrol siRNA’s1 (siRNA; Snmol) hazir olarak satin alindi.
Gen susturma iglemi asamasinda;

1. siRNA ile gen susturma islemine tabi tutulmayan meme kanseri
hiicreleri

2. Negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen meme kanseri hiicreleri

3. Dizayn edilen FAM83H-AS1-siRNA havuzu ile transfekte edilen meme
kanseri hiicrelerinin oldugu 3 farkli hiicre hatt1 kullanildu.

Dizayn edilen FAM83H-AS1-siRNA havuzu ile gen susturma islemine
tabi tutulan hiicrelerdeki uzun kodlamayan RNA FAMS83H-AS1 diizeyi, negatif
kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicreler ve higbir islem gérmemis
hiicrelerdeki uzun kodlamayan RNA FAM83H-AS1 diizeyi ile karsilastirilarak
susturma isleminin basarisi ortaya konuldu. Islem sonunda, negatif kontrol
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki uzun kodlamayan RNA FAM83H-
AS1’in diizeyi ile higbir islem gérmemis hiicrelerdeki uzun kodlamayan RNA
FAM83H-AS1 in diizeyi arasinda anlaml1 bir fark olmamustir.

Flasklarda %80 yogunluga ulasmis olan meme kanseri hiicreleri 6
kuyucuklu plaklara sirasiyla; %10 FBS iceren fakat antibiyotik igermeyen 2’ser
ml DMEM besiyerlerinde 2x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C’de, %5 CO2
ve %95 nemli hava ortaminda bir gece inkiibe edildi. Pelet halindeki
siRNA’lardan, iiretici firmanin verdigi tabloya uygun sekilde siRNA buffer
kullanarak 5 pM siRNA stok soliisyonlar1 hazirlandi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan her bir kuyucuk i¢in 2 ayr1 ependorf tiipii hazirland1. Birine A, digerine
B yazild1. A tiipiine 5 uM stok siRNA soliisyonundan, 10 pl (25nM) eklendi ve
FBS ile antibiyotik igermeyen DMEM ile 200 pl ‘ye tamamlandi. B tilipiine 4 pl
transfeksiyon reaktifi eklendi ve FBS ile antibiyotik icermeyen DMEM ile 200
pl ‘ye tamamlandi. A ve B tiipii karigtirilip, 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. 400 ul’lik transfeksiyon ¢ozeltisine, %10 FBS igeren fakat antibiyotik
icermeyen 1600 ul DMEM besiyerlerinden eklenerek toplam hacim 2 ml’ye

tamamlandi. Plakalardaki besiyeri ortami kaldirilarak, hazirladigimiz 2ml’lik
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transfeksiyon ortami kuyucuklardan birine aktarilarak, hiicreler 37°C’de, %5
CO2 ve %95 nemli hava ortaminda 24 inkiibasyona birakildi. Bu islemler 6
kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Sonrasinda, FAM83H-AS1-siRNA havuzu veya
negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis hiicreler tripsinize edilerek toplandi.
Ardindan hiicrelerin lizatlar1 hazirlanip RNA izolasyonu yapilarak elde edilen
cDNA ornekleri RT-PCR proliferasyon analiz kiti tayinlerinde ve gen susturma
isleminin basarisinin belirlenmesi amaciyla FAM83H-AS1’in 3 tekrarli olarak

ekspresyon analizinde kullanildu.

3.8 Onkogenler ve Tiimor Supresor Genler RT? Profiler™ PCR Array Kit
Araciigiyla Proliferasyon ile Iliskili Genlerin Gen Ifadesi Profillerinin
Belirlenmesi

Dizayn edilen FAM83H-AS1-siRNA havuzunun transfekte edildigi hiicreler ile
negatif kontrol siRNA ‘sinin transfekte edildigi hiicrelerden, elde edilmis olan
cDNA orneklerinden, onkogenler ve tlimor stipresor genler RT? Profiler™ PCR
Array (Kiagen, Almanya) kiti araciliiyla, proliferasyon ile iliskili genlerin ifade
edilme profilleri, kit protokoliine uygun sekilde analiz edildi. Proliferasyon ile
iligkili genlerin ifade edilme diizeyleri belirlendikten sonra, iki hiicre tipinde bu
genlerin ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar belirlendi.

Kit araciligiyla ifade edilme diizeyleri belirlenen proliferasyon ile iligkili
genler; BAX, BCL2L1 (BCLXL), CASP8 (FLICE), CDK4, ELK1, ETS1, HGF,
JAK2, JUNB, JUND, KIT (CD117), KITLG (SCF), MCL1, MET, MOS, MYB,
NFKBIA (IxBa, MAD3), NRAS, PIK3CA (p110-alpha), PML, PRKCA, RAF1,
RARA, REL, ROS1, RUNX1 (AML1), SRC, STAT3, ATM, BRCAL, BRCAZ2,
CDH1 (E-Cadherin), CDKN2B (p15INK4b), CDKN3, E2F1, FHIT, FOXD3,
HIC1, IGF2R, MEN1, MGMT (AGT), MLH1, NF1, NF2, RASSF1, RUNX3,
S100A4, SERPINB5 (maspin), SMAD4 (MADH4), STK11 (LKB1), TP73,
TSC1, VHL, WT1, WWOX, XRCC1, BCR, EGF, ERBB2 (HER-2, NEU),
ESR1 (ERa), FOS, HRAS, JUN, KRAS, MDM2, MYC, MYCN, NFKBI,
PIK3C2A, RB1, RET, SH3PXD2A, TGFB1, TNF, TP53 (p53), ABLI,
CDKNZ2A (p16INK4a), CTNNBL1, E2F1, MEN1, MYB, TGFB1, ZHX2 dir.
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Verilerin AACt metodu ile istatistiksel analizi “RT? profiler RT-PCR

Array Data Analysis version 3.5” yazilimi1 kullanilarak gerceklestirildi.

3.9 Proliferasyon diizeylerinin belirlenmesi

Dizayn edilen FAM83H-AS1-siRNA havuzunun transfekte edildigi hiicreler ile
negatif kontrol siRNA ‘sinin transfekte edildigi hiicrelerin proliferasyon diizeyi;
24, 48 ve 72. saat i¢in ayr1 ayr1 olarak XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksilik-anilid) ~ ticari ~ kiti  araciligiyla
belirlendi.

Proliferasyon diizeyinin tayini i¢in, % 10 fotal sigir serum (FBS), % 1
penisilin-streptomisin ilave edilmis DMEM besiyeri igerisindeki hiicre
siispansiyonlarindan (1 x 10° /ml hiicre yogunluguna sahip), 96 kuyucuklu
plaklara 100 pl eklendi. Kontrol kuyucuguna sadece besiyeri ortamindan 100 pl
eklendi. XTT proliferasyon diizeyinin tayini, 3 tekrarli olarak yapildi ve bulunan
degerlerin ortalamasi alindi. Hiicre proliferasyonunda zamana bagimli etkinin
arastirilabilmesi amaciyla tayin islemi her drnek grubu icin 24, 48 ve 72.
saatlerde ¢aligildi. Bu saatlerin sonunda her bir kuyucuga 50 pL aktive edilmis
XTT soliisyonu (49 pL. XTT Reaksiyon Soliisyonu ve 1 pL Aktivator
Soliisyonu) eklendi. Plakalar, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava ortaminda
4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan, plakalarda calisilan
gruplarin absorbans degerleri, ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630
nm referans araliginda okundu. Yiizde proliferasyon degeri, her bir kuyucukta
Olciilen optik dansite degerinin, kontrol kuyucugundaki optik dansite degerine

boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile hesaplandi.
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4. ISTATIKSEL ANALIZ
Sonuglarin istatistiki degerlendirilmesi SPSS (Statistical Packages of Social
Sciences version 16.0 for Windows) programi ve AACT metodu ile “RT? profiler
RT-PCR Array Data Analysis version 3.5” yazilimi kullanilarak ger¢eklestirildi.
“p<0,05” degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
Caligmamizdaki genlerin ekspresyonlarinin verileri (ct degeri) kullanilarak iki
grup arasindaki kat degisiminin “fold change” (2724") hesaplanmasi igin iki

ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi “Student’s T-test” kullanildi.
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5. BULGULAR

5.1. FAM83H-AS1’in Susturma Isleminin Basarisinin Kontrolii

MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 25 nM FAMS83H-AS1-siRNA ve 25 nM
Kontrol-siRNA’larin uygulanmasindan 24 saat sonra FAM83H-AS1’in ifade
edilme diizeyleri belirlendi. FAM83H-AS1 geninin ifade diizeyleri RT-PCR
cihazi kullanilarak 222" metodu araciligiyla rolatif kantitasyonla saptandi.
Calismadan elde edilen FAM83H-ASI1 gen amplifikasyonu egrilerine ait 6rnek
Sekil 5.1°de, i¢ kontrol olan GAPDH gen amplifikasyonu egrilerine ait 6rnek ise
Sekil 5.2 ‘de verildi.

100

80 -

60 -

Fluorescence

40

20 4

Sekil 5. 1 FAM83H-AS1 gen amplifikasyonu 6rnek egrileri.
Yesil=MCF-7 hiicre hattina ait egri, Mavi=Kontrol-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre hattina ait
egri, Kirmizi=FAMS83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hattina ait egri.
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Sekil 5. 2 GAPDH gen amplifikasyonu 6rnek egrileri.
Yesil=MCF-7 hiicre hattina ait egri, Mavi=Kontrol-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hattina ait
egri, Kirmizi=FAMS83H-AS1-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre hattina ait egri.

Real-time PCR igleminin ardindan amplifiye edilmis olan PCR {irlinlerinin

spesifikligi erime egrisi analizi yontemi yardimiyla test edildi. Calismadan elde
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edilen FAM83H-AS1’in erime egrilerine ait 6rnek Sekil 5.3°de, i¢ kontrol olan

GAPDH “in erime egrilerine ait 6rnek ise Sekil 5.4’de verildi.

20

dF /T

0

55 60 B5 70 75
deg.

Sekil 5. 3 FAM83H-AS1 e ait o6rnek erime egrileri.

55 B0 B5 70 75 [0 95 100
deg.

Sekil 5. 4 GAPDH’a ait 6rnek erime egrileri.

RT-PCR cihaz1 yardimiyla her bir ornek icin 3 tekrarli elde edilen
verilerden ortalama Ct degerleri hesaplandi. FAM83H-AS1 gen amplifikasyonu
egrileri igin Threshold=0,020 olarak saptandi. I¢ kontrol olan GAPDH gen
amplifikasyonu egrileri i¢in Threshold=0,030 olarak saptandi.
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Tablo 5. 1 Her bir 6rnek igin genlerin ortalama Ct degerleri

GEN ADI
FAM83H-AS1 GAPDH
MCF-7 hiicre hattina ait ortalama Ct degeri 19,85 16,18
Kontrol-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre 19,88 16,19
hattina ait ortalama Ct degeri
FAMB83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 23,64 16,39
hiicre hattina ait ortalama Ct degeri

222 metodu araciligtyla her bir

Ortalama Ct degerlerinden yararlanarak
ornek i¢cin FAM83H-AS1’in ifade edilme diizeyleri belirlendi. MCF-7 hiicre
hattt ile Kontrol-sSiRNA uygulanan MCF-7 hiicre hatt1 arasinda FAM83H-
ASY1’in ifade edilme diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Kontrol-
siRNA uygulanan MCF-7 hiicre hatti ile FAM83H-AS1-siRNA uygulanan
MCF-7 hiicre hatt1 arasinda FAMS83H-AS1’in ifade edilme diizeyleri
karsilastirildiginda, FAM83H-AS1-siRNA uygulamasinin ardindan FAM83H-
AS1 ‘in ifadesinin %91 oraninda susturuldugu saptandi (Sekil 5.5). Boylelikle

siRNA araciligiyla susturma isleminin bagarisi ortaya konuldu.

0.8

0.6

Fold Change

0.4

Sekil 5. 5 MCF-7 hiicre hatlarinda FAM83H-AS1 ‘“in ifade edilme diizeyleri.
Kontrol grubu=MCF-7 hiicre hatti, Grup 1=25 nM Kontrol-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre
hatt1, Grup 2=25 nM FAMS83H-AS1-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre hatt.
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5.2. FAM83H-AST’in Susturulmasinin Onkogen ve Tiimor Siipresor Genler
Uzerine Etkisi

Kontrol-siRNA uygulanan MCF-7 hiicre hatt1i ile FAMS83H-AS1-siRNA
uygulanan MCF-7 hiicre hattindan elde edilme cDNA o6rneklerinde, 84 adet
onkogen ve timor siipresor genin ifade edilme diizeyleri belirlendi. Calistigimiz
bu genlerden BAX, FOXD3, MLH1, MYCN, REL, RUNX3 ve SERPINB5
ifade edilme diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi (p<0,05)

(Sekil5.6)ve(Tablo5.2).

BAX
FOXD3
MLH1
MYCN
REL
RUNX3
SERPINBS

Fold Change

0 .._

Control Group

Sekil 5. 6 MCF-7 hiicre hatlarinda onkogen ve tiimor siipresor genlerin ifade

edilme diizeyler:.
Kontrol grubu=25 nM Kontrol-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hatti, Grup 1=25 nM
FAMB83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hatti.

FAMB83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hatti ile Kontrol-sSiRNA
uygulanmig MCF-7 hiicre hatt1 tiimdr siipressor genlerin ifadesi bakimindan
kiyaslandiginda; FAM83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hattinda
BAX ifadesi 5,97 kat, FOXD3 ifadesi 4,75 kat, MLH1 ifadesi 8,44 kat, RUNX3
ifadesi 4,19 kat ve SERPINBS ifadesi 3,15 kat anlamli olarak artmistir (p <0,05)
(Tablo 5.2).

FAM83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hatti ile Kontrol-SiIRNA
uygulanmis MCF-7 hiicre hatt1 onkogenlerin ifadesi bakimindan

kiyaslandiginda ise; FAM83H-AS1-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre hattinda
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MYCN ifadesi 3,32 kat, REL ifadesi 4,32 kat anlamli olarak azalmistir (p <0,05)
(Tablo 5.2).

Tablo 5. 2 MCF-7 hiicre hatlarinda onkogen ve tiimor siipresor genlerin ifade
edilme kat regiilasyonlari.

K=25 nM Kontrol-siRNA uygulanmig MCF-7 hiicre hatti, S=25 nM FAMS83H-AS1-siRNA
uygulanmig MCF-7 hiicre hatti. K icin i¢c kontrollerin ortalama Ct degeri 18,16 olarak
saptanmustir. S i¢in ise i¢ kontrollerin ortalama Ct degeri 18,93 olarak saptanmustir.

Ortalama Ct | Ortalama ACt | Kat degisimi Kat
GEN ADI degeri 2 (AACH Farki

K S K S K S SIK
BAX 21,81 | 20 3,65 |1,07 |0,07988 |0,47698 | 5,97

FOXD3 30,22 | 28,74 | 12,06 | 9,81 | 0,00024 | 0,00111 | 4,75

MLH1 30,70 | 28,39 | 12,54 | 9,46 | 0,000168 | 0,00142 | 8,44
MYCN 32,50 | 35 14,34 | 16,07 | 0,00005 | 0,00002 | -3,32
REL 23,64 | 26,47 | 548 | 7,54 |0,02247 | 0,00538 | -4,18

RUNX3 2250 | 21,20 | 4,34 | 2,27 |0,04952 |0,20762 | 4,19

SERPINBS | 29,75 | 28,61 | 11,59 | 9,68 | 0,00033 | 0,00122 | 3,15

5.3. FAM83H-AS1’in Susturulmasinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

FAM83H-AS1’in meme kanserindeki biyolojik roliiniin ortaya ¢ikarilmasi
amaciyla, bu gen MCF-7 hiicre hattinda FAM83H-AS1-siRNA araciliiyla
susturuldu. MCF-7 hiicrelerinde susturma isleminin 24, 48 ve 72 saat sonrasi,
hiicre canliligi XTT testi araciligiyla degerlendirildi. Kontrol-siRNA uygulanan
MCF-7 hiicre hatt1 ile FAM83H-AS1-siRNA uygulanan MCF-7 hiicre hattindaki
hiicre canlilik oranlar karsilagtirildi. FAM83H-AS1-siRNA grubundaki hiicre
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canliliginin 24., 48. ve 72. saatlerde sirastyla %71, %49 ve %46 oldugu saptandi
(Sekil.5.7).

120

100
80
60
4
2 I
0
24 48 72

Saat

% Hicre Canhhgi
o

o

W Kontrol siRNA B FAM83H-AS1-siRNA

Sekil 5. 7 FAM83H-AS1’in hiicre proliferasyonu tizerine etkisi

FAM83H-AS1-siRNA uygulanmis MCF-7 hiicre hatlarinda 24. ve 48.
saatlerdeki proliferasyonun anlamli diizeyde azaldigi belirlendi (p<0,05).
Ayrica, 72. saatte proliferasyonun anlamli diizeyde azalmadigi saptandi
(p>0,05). FAM83H-AS1-siRNA uygulamasinin 6zellikle ilk 48 saatte hiicre
canliligini anlamli diizeyde azalttig1 belirlendi (p <0,05) (Sekil.5.7).
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6. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik teshis edilen kanser
hastaligidir. Her yil yaklasik 2,1 milyon yeni meme kanseri vakasi teshis
edilmektedir ve kadinlar arasinda kanserden oliimlerin en 6nemli sebebidir
(Bray, ve digerleri, 2018). 2018 yilinda, diinyanin 5 bolgesinde (Amerika,
Afrika, Avrupa, Asya ve Okyanusya) 2.088.849 kisi meme kanseri tanis1 almis
ve meme kanseri nedeniyle 626.679 kisi ise hayatini kaybetmistir(Bray, ve
digerleri, 2018) (GLOBOCAN, 2018).

Amerikan kanser toplulugunun 2020 yili verilerine gére ABD'de
kadinlarda tani alan 276.480 yeni invaziv meme kanseri ve 48.530 duktal
karsinom (DCIS) vakas1 olacagi ongoriilmiistiir ayrica 2020 yilinda yaklagik
olarak 42.690 meme kanseri 6liimii (42.170 kadin, 520 erkek) meydana gelecegi
tahmin edilmektedir (American Cancer Society, 2020). Meme kanserinin erken
evrelerde teshis ve tedavi edilmesi sag kalim oranmi arttirmaktadir. Invaziv
meme kanseri teshisi alan kadinlar i¢in 5 ila 10 yil icindeki sag kalim oranlari
sirastyla %91 ve %84'tiir. Olgularin yilizde altmis ikisi lokalize bir asamada
(memeyle simurli, lenf diiglimlerine yayilma yok) teshis edilmektedir ve bu
hastalarda 5 yillik sag kalim oraninin %99 oldugu belirtilmistir (American
Cancer Society, 2020). Sonug olarak, meme kanseri erken evrede teshis edilen
bireylerde 6liim oran1 diisiik olmasina ragmen, ileri evrede teshis alan hastalarin
6liim oranlar yiiksektir. Bundan dolayr meme kanseri nedeniyle meydana gelen
oliimleri azaltabilmek i¢in yeni terapdtik yontemlerin bulunmasi biiytik (Birney,
ve digerleri, Identification and analysis of functional elements in 1% of the
human genome by the ENCODE npilot project., 2007) 6nem arz etmektedir.
Ayrica kansere ya da kanserin kotii prognozuna sebep olan genetik
fonksiyonlarin belirlenmesi, gelecek adina yeni tedavi edici ajanlarin
gelistirilmesinde 6ncii calismalar olacaktir.

Genel olarak, DNA’daki genomik bilgilerin RNA’ya aktarildigi ve son
iiriin olarak proteinlerin sentezlendigi, molekiiler biyolojinin santral dogmasi
temelinde biyomedikal aragtirmalar yapilmistir. 2007 yilinda DNA Elementleri
Ansiklopedisi (ENCODE), insan genomunun %80'inden fazlasinin transkribe

oldugunu gdstermistir, ancak bu molekiillerin %3'tiinden daha az1 protein olarak
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sentezlenmistir (Consortium, 2011). Bu yeni kesfedilmis ¢ok sayida
kopyalanmis RNA, kodlamayan RNA’lar (ncRNA'lar) olarak siniflandirilmistir.
Insan genomu tarafindan kodlanan 30.000 protein kodlayan genin yami sira
hiicresel yolaklarin yeni regilatorlerini tanimlamak ic¢in arastirmacilar
ncRNA’lara odaklanmistir. Tek bir ncRNA, bir¢ok farkli hiicresel yolakta yer
alan birgok farkli geni diizenleyebilmektedir, bu nedenle bu bireysel
NCRNA'larin rollerini daha ayrintili olarak incelemek 6nem arzetmektedir.

NcRNA cekspresyonlari, kanser ile iligkili c¢esitli hiicresel siireglerle
degisiklik gostermistir (Bierhoff, ve digerleri, 2014).

Insan hiicrelerinde ifade edilen farkli kodlamayan RNA siiflarinin
(ncRNA'lar) son zamanlarda kesfi, kromatinin yeniden sekillenmesi,
transkripsiyonel kontrol ve transkripsiyonel diizenleme gibi hiicresel siireclerin
anlagilmasinda yeni bir arastirma alani ortaya ¢ikmistir. Uzun kodlayict olmayan
RNAlar (IncRNA'lar) olarak adlandirilan bu ncRNA siniflarindan biri,
proteinlere doniistiiriilmemis 200 niikleotitten daha biiyiik RNA'lar olarak
tanimlanir. Son bulgular, IncRNA'larin sinyal, kilavuz, tuzak veya iskele
RNA'lar1 olarak iglev gorerek transkripsiyonel seviyede gen diizenlemesine
dahil oldugunu goéstermektedir (Long, Wang, Youmans, & Cech, 2017.)
(Marchese, Raimondi, & Huarte, 2017). LncRNA'larin diizensizligi, gesitli
kanserlerde meydana gelmektedir ve bu ncRNA'larin tani, prognoz, kanser
evresi ve tedaviye yanit icin biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi
distintilmektedir. (Chen, Dzakah, & Shan, 2018).

2015 yilinda, TCGA RNAseq verileri kullanilarak yapilan bir ¢alismada
INcRNA FAMB83H-AS1 ekspresyonunun meme invaziv karsinomu (BRCA),
kolorektal ve rektal kanser (CRC), akciger adenokarsinomu (LUAD) ve akciger
skuam6z hiicreli karsinomda (LUSC) upregiile oldugu belirtilmistir.
Fonksiyonel olarak, IncRNA FAM83H-ASI1, hiicre dongiisii regiilasyonunda yer
alan bircok protein kodlayan gen ile birlikte ifade edildiginden, FAM&3H-
AS1'in hiicre dongiisii progresyonunda rol oynadigi tahmin edilmektedir. Ayni
calismada LncRNA FAMS83H-AS1’in, kanserde S-faz hiicre dongiisiinde rol
oynadig1 gosterilmistir. (Cabanski, ve digerleri, 2015).
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Yang ve arkadaslart FAM83H-AS1'i meme kanseri dokularinda ve normal
meme dokularinda ayr1 ayr1 incelediginde, meme kanseri dokularinin RNA-seq
analizlerinde FAMS83H-AS1'i en fazla upregiile olan IncRNA olarak
tanimlamstir. Ek olarak, 626 meme kanseri dokusu oOrnegi ile 105 kanserli
olmayan meme dokusu kiyaslandiginda, kanserli dokularda 6nemli dl¢iide daha
yiiksek bir FAM83H-AS1 ekspresyon diizeyi gosterilmistir. Luminal tip meme
kanseri hastalarinda ‘The Cancer Genome Atlas’ TCGA verilerinin analizi, daha
yuksek FAM83H-AS1 ekspresyonunun daha diisiik genel sagkalim ile iliskili
oldugunu ortaya koymustur. Meme kanseri hastalarinin TCGA kohortunun (tiim
alt tipleri igeren) analiz edilmesi, daha diisiik genel sagkalim ile iliskili yiiksek
FAMB83H-AS1 ekspresyonunu ortaya ¢ikarmistir (Yang, ve digerleri, 2016).
Meme kanserinde IncRNA FAMS83H-AS1’in ekspresyonunda artisi
belirtilmesine ragmen hiicre progresyonunu etkileyen genetik veya molekiiler
mekanizmalar hakkinda yeterli kanit bulunmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizda
INcRNA FAM83H-AS1’in luminal tip meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7"de,
timor siipresor genler ve onkogenleri etkileyerek proliferasyon iizerine etkisinin
olup olmadig1 incelenmistir. Bu amaca uygun olarak toplamda 84 timor
stipresor genlerle onkogenlerin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Calistigimiz
bu genlerin 7 tanesinin (BAX, FOXD3, MLH1, MYCN, REL, RUNXS3,
SERPINB5) ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (p<0,005). Calisilan bu genler hiicre proliferasyonu, invazyonu,

migrasyonu ve apoptozun da 6nemli rol oynadig: bildirilen genlerdir.

FOXD3 olarak da bilinen ’Forkhead box’’ D3 tiimor siipresor geni bir
transkripsiyon  baskilayict  olarak islev goren Forkhead proteinini
kopyalamaktadir (Pohl & Kndéchel, 2001). Xu ve arkadaslari, FOXD3'lin
WDRS5'i transkripsiyonel olarak baskilayarak akciger kanserinde tiimor baglatma
ozelliklerini inhibe ettigini gostermistir (Xu, ve digerleri, 2019). Li ve
arkadaglar1 ise, FOXD3"in EGFR-Ras-Raf-MEK-ERK yolunu inaktive ederek
kolon karsinomunu baskiladigint bulmustur (Li, ve digerleri, 2016). Liu ve
arkadaslari, FoxD3 / miR-137 / AKT2 diizenleyici agin hepatoselliiler

karsinomdaki timdr bilylimesini ve metastazini baskiladigini bildirmistir (Liu,
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ve digerleri, 2014). Farkli bir ¢alismada, FOXD3'in fare embriyosunun
multipotent embriyonik hiicrelerinin  gelisimi i¢in gerekli oldugunu
gosterilmistir (Hanna, Foreman, Tarasenko, Kessler, & Labosky, 2002). Son
zamanlarda, FOXD3"in kanser olusumu ve ilerlemesi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. FOXD3’lin susturulmasi akciger kanseri hiicre hatlarinda
hiicre biiylimesini uyarmis ve hiicre apoptozunu inhibe etmistir (Yan, Zhao,
Ding, & Zhou, 2015). Melanomada FOXD3, PAX3 ekspresyonunu arttirdig1 ve
melanom ilerlemesine katkida bulundugu belirtilmistir (Kubic, Little, Kaiser,
Young, & Lang, 2016). FOXD3 ekspresyonundaki artig, melanomada hiicre
migrasyonunda onemli bir azalmaya yol agmustir (Weiss, Abel, Dadpey, &
Aplin, 2014). FOXD3 ayn1 zamanda néroblastomun biiylimesini, invazyonunu,
metastazini ve anjiyogenezini etkileyen yeni bir timor siipresor olarak
saptanmustir (Li, ve digerleri, 2013).

Xiaoxing ve arkadaslarin yaptigi calismada FOXD3’iin, nazofarengeal
karsinomu (NPC) dokularinda ve hiicrelerinde down regiile olan bir gen oldugu
saptanmistir. Ayrica FOXD3 up regiilasyonunun, PI3K / Akt yolagi hedef
genlerinin ve proteinlerinin ekspresyonunu inhibe ettigi belirlenmis ve FOXD3
ekspresyonunun artmasinin, proliferasyon, migrasyon ve NPC hiicrelerinin
invazyonun inhibisyonuna sebep oldugu saptanmistir (Xiaoxing, ve digerleri,
2020). PI3K / Akt Yolaginin anormal aktivasyonu meme, akciger,
endometriyum ve prostat da dahil olmak iizere insanlardaki pek ¢ok kanserde
yaygin olarak gézlenmektedir (Andrea & Lewis, 2010). Calismamizda FOXD3
geninin, FAMB83H-AS1-siRNA ile susturulan MCF-7 hiicre hattinda
ekspresyonu anlamli olarak 4,75 kat artmistir. Onceki ¢alismalardan elde edilen
verilere dayanarak FAM83H-AS1’in susturulmasiyla hiicre proliferasyonunun
inhibe oldugu disiiniilmektedir. Ayrica MCF-7 hiicrelerinde FAM83H-AS1’in
hangi yolak {izerinden proliferasyonu aktive ettigini tanimlayabilmek i¢in daha
fazla ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Bununla birlikte, FOXD3'lin meme
kanseri olusumunu etkilemedeki rolii hakkinda ¢ok az bilgi mevcut oldugundan
calismamizin gelecekteki ¢alismalara da 151k tutatcagi ongoriilmektedir.

MLHI1 geni, kalitsal kolon kanserinde siklikla mutasyona ugramis bir gen

lokusu olarak tanimlanmistir. E. Coli’de DNA yanlis eslesme tanima, DNA
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zincir ayrimi ve DNA baz dizisi ¢ikarma sirasinda protein-protein
etkilesimlerine aracilik eden DNA onarim geni mutL'nin homologudur. ("Entrez
Gene: MLH1 mutL homolog 1, kolon kanseri, nonpoliposis tip 2 (E. coli)", tarih
yok). DNA onarim mekanizmalarindan biri olan yanlis eslesme tamiri (MMR)
replikasyon esnasinda meydana gelen yanlis baz eslesmeleri ve genellikle
replikasyon sirasindaki kaymalardan olusan insersiyon/delesyon ilmeklerini
diizelterek genomik kararligi korumaktir (Peltomaki, 2016) (Crouse, 2016).
MLHI1 geni ve kodladigi MLH1 proteini, MutL kompleksi olarak adlandirilan
heterodimer olusturmaktadir. MutL. heterodimerlerlerinin 6nemi MMR’da
oldukg¢a yiiksektir. (Li G. , 2008) (Peltomaki, 2016). MLH1'in endonukleaz
aktivitesi yanlis eslesmenin oldugu dizinin ayirt edilmesini saglamaktadir (Li G.
, 2008). MMR ile DNA onarimi miimkiin degilse, hiicre dongiisii durmakta ya
da hiicre apoptoza gitmektedir (Li, 2008) (Li, Pearlman, & Hsieh, 2016)
(Peltomaki, 2016). Yapilan ¢alismalarda, MutS ve MutL mutasyonlu hiicrelerde
DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda kusurlar
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Bunun sebebi olarak apoptoz proteinleri olan p53
ve p73’in fosforilasyonunun gergeklesmemesi distiniilmiistiir (Li G. , 2008).
MutS ve MutL'nin p53 ve p73°ii fosforilleyen ATM, ATR ve c-Abl kinazlariyla
fiziksel olarak iliskide oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmalar, MutS ve MutL’nin
dahil oldugu sinyal yolaklarinin hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda ve/veya
apoptozda rolii oldugu diisiindiirmektedir (Li, 2008). Meme kanserinde yapilan
bir calismada MLH1 ekspresyonundaki azalma kemoterapiye olan direnci
arttirmis ve hastaligin ko6tii progresyonuna sebep olmustur (Mackay, ve digerleri,
2000). Bu verilerin 1s1ginda ¢alismamizda, MCF-7 hiicre hattinda IncRNA
FAMB3H-AS1’in FAMS83H-AS1-siRNA ile susturulmasindan sonra MLH1
geninin ekspresyonunun anlamli olarak 8,44 kat arttigi belirlenmistir. Uzun
kodlamayan RNA FAM83H-AS1’in meme kanseri hiicre hattt MCF-7"de MLH1
ekspresyonunu baskiladigini bu nedenle hiicrenin apoptoza gidemedigi ve
prolifere oldugu varsayilmaktadir. Meme kanserinde FAM83H-AS1’in MLH1
geni lizerinden proliferasyon ve apoptozla olan iliskisini 1yi anlayabilmek i¢in

destekleyici ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica meme kanserinde FAMS&3H-

52



ASI’in MLHI1 ekspresyonunu baskiladigindan dolay1 toropatik bir hedef
olabilir.

MYCN, ayni zamanda c¢c-MYC ve MYCL’yide igeren MYC proto-
onkogen ailesinin bir iiyesidir. Gen ilk olarak néroblastoma hiicre hatlarinda
kesfedilmistir(Schwab, ve digerleri, 1983) (Kohl, ve digerleri, 1983).
Noroblastomaya ek olarak, MYCN amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu,
siklikla embriyonik ve/veya noéroendokrin kokenli retinoblastom (Lee,
Murphree, & Benedict, 1984), Wilm's tiimorii (Nisen, Zimmerman, Cotter,
Gilbert, & Alt, 1986), rabdomyosarkom (Dias, ve digerleri, 1990),
medulloblastom (E. Rouah, 1989). , glioblastoma (Hui, Lo, Yin, Poon, & H.K.,
2001) ve kiigtik hiicreli akciger kanseri (Nau, ve digerleri, 1986) gibi kanserlerle
iligkili oldugu bildirilmistir.

Diger MYC proteinleri gibi MYCN, bir¢ok hedef genin ekspresyonunu
kontrol eden bir transkripsiyon faktoridiir ve bu da proliferasyon, hiicre
biiylimesi, protein sentezi, metabolizma, apoptoz ve farklilagma dahil olmak
tizere temel hiicresel siiregleri diizenlemektedir (Eilers & Eisenman, 2008).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gére MCF-7 hiicre hattinda
INcRNA FAMB83H-AS1’in susturulmasiyla proto-onkogen olan MYCN’nin
ekspresyon seviyeleri anlamli olarak 3,32 kat azalmistir. 2018 yilinda yapilan
bir ¢aligmada uzun kodlamayan RNA LINCO1296’1n asir1 ekspresyonu MYCN
ekspresyonunu arttirdigt ve MYCN nin kolanjiokarsinoma hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu tesvik ettigi belirtilmistir
(Dawei, ve digerleri, 2018). Rabdomyosarkom ve noéroblastoma timor
orneklerinde ve MYCN genomik amplifikasyonu olan hiicre hatlarinda farkli bir
INcRNA MYCNOS-01 transkript seviyeleri yiiksek bulunmus ve MYCOS-01’in
indirgenmesiyle MYCN ekspresyonu azalmis ve hiicre proliferasyonunu
azaltmistir. Bu nedenle IncRNA MYCNO-01’in, MYCN’nin post-
transkripsiyonel diizenleyicisi oldugu bildirilmistir (Eleanor, Selfe, Martins,
Walters, & Shipley, 2018). Bir bagka c¢alismada uzun kodlamayan RNA
IncUSMycN’nin  RNA baglayic1 protein NonO'ya baglanarak N-Myc’nin
upregiilasyonuna ve noroblastoma hiicre proliferasyonuna yol actig1

belirlenmistir (Pei Y. Liu, 2014). Insan noéroblastoma dokularinda yiiksek
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seviyelerde IncUSMycN ve NonO ekspresyonu kétii hasta prognozuna sebep
oldugu saptanmistir (Pei Y. Liu, 2014). Calismamiz1 litaratiirle
kiyasladigimizda onkojenik bir kodlamayan RNA oldugu diisiiniilen IncRNA
FAMB83H-AS1 meme kanseri hiicrelerinde MYCN’nin pozitif diizenleyicisi
olabilecegi ve bu yolla hiicre proliferasyonuna katki saglayabilecegi
distiniilmektedir.

Tiim memeli hiicrelerinde bulunan NF-kB tek bir gen degil, birbiriyle
yakin iligkili 5 tiyeden olusan bir ailedir: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105
(NF-xB1) ve p52/p100 (NF-kB2). Rel proteinleri kendi arasinda RelA, RelB, c-
Rel ve p50, p52 olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Proto-onkogen c-Rel, insanlarda
REL geni tarafindan kodlanan bir proteindir. (Ruben, ve digerleri, 1992) Tiim
tiyeler korunmus Rel homoloji domain (RHD) tagimaktadir. C-Rel proteini,
transkripsiyon faktorlerinin NF- kB ailesinin bir tiyesidir. (Li, Li, & Chen, 2020)
c-Rel, B hiicresinin hayatta kalmasi ve proliferasyonunda 6nemli bir role
sahiptir. REL geninin, diffiize biiyiik B hiicreli lenfoma ve Hodgkin lenfoma
dahil olmak iizere birgok insan B hiicresi lenfomasinda amplifiye veya
mutasyona ugradigi bildirilmistir  (Gilmore, Kalaitzidis, Liang, &
Starczynowski, 2004).

Niikleer faktor-xB (NF-xB)/Rel ailesi iiyeleri, sitokinlerin, biiyiime
faktorlerinin ve apoptoz inhibitdrlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde
onemli rol oynayan dimerik transkripsiyon faktorleri olarak islev gérmektedir
(Li, Li, & Chen, 2020).

NF-kB/Rel, okaryotik hiicreler tarafindan proliferasyon, invazyon,
migrasyon, inflamasyon, apoptoz, farklilasma ve hiicre sagkalimini kontrol eden
genlerin diizenleyicisi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. NF-xB yapisal
olarak aktiftir, aktif NF-kB, hiicrenin ¢ogalmasini saglayan ve hiicreyi apoptoz
yoluyla O6lmesine neden olacak kosullardan koruyan genlerin ekspresyonunu
saglamaktadir. Kanserde, NF-xB sinyalini kontrol eden proteinler mutasyona
ugramakta veya anormal bir sekilde ifade edilmektedir. Bu durum da malign
hiicre ile organizmanin geri kalan1 arasinda hatali koordinasyona yol

acabilmektedir (VIahopoulos, 2017).
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MCF-7 hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada NF-xB’nin down-regiile
edilmesinin, proliferasyonu ve invazyonu baskiladigi gosterilmistir. (Ch. V.
Rao, 2004).

Artan kanitlar, IncRNA'larin kanserle ilgili ¢esitli genlerin pro-inflamatuar
transkripsiyon faktorii olan NF-«xB,’yi diizenledigini gostermistir. NF- kB iligkili
IncRNA’lar H19 (Y. Sun, 2017), NKILA (B. Liu, 2015)), Pacer (M. Krawczyk,
2014), Hotair (Ozes, ve digerleri, 2016), ANRIL (X. Zhou, 2016), thril (Z. Li,
2014) ve MALAT1 (N.E. llott, 2014) olarak belirtilmistir.

Ayrica, NF-kB aktivasyonu meme kanseri patogenezi ile yakindan iligkili
bulunmustur (M.A. Sovak, 1997). NF-«xB tarafindan diizenlenen gen triinleri
meme kanserli hastalarda gii¢lii aktivasyona sahiptir(X. Dai, 2012). NF-kB'nin
aktivasyonu ayni zamanda meme kanseri hiicreleri tarafindan kemoterapiye
diren¢ gelisimine de katkida bulunmustur (K. Velaei, 2017). NF-«xB
aktivasyonu, tiimor olusumu ile iligkili proteinlerin ekspresyonunu modiile
ederek meme kanseri gelisimine katkida bulunabilecegi belirtilmistir(M. Liu,
2010).

Bir c¢alismada multiple myeloma hiicrelerinde IncRNA H19’un
susturulmasinin proliferasyonu, canliligi, koloni olusumunu ve NF-kB yolagini
da inhibe ettigi bildirilmistir (Y. Sun, 2017).

Caligmamizda NF-kB ile iligkili onkogen REL ekspresyonunun MCF-7
hiicre hatlarinda up regiile edildigi saptanmistir. Bu ekspresyonun FAM83H-
AS1-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, edilmeyenlere gore anlaml
diizeyde 4,18 kat azaldig1 saptanmustir. Literatiirdeki benzer ¢alismalar
bulgularimiz1 desteklemektedir. Uzun kodlamayan RNA FAM83H-AS1’in NF-
kB yolaginda 6nemli bir diizenleyici oldugu diisiiniilebilir. Bu uzun kodlamayan
RNA’nin NF-xB yolag: tizerindeki molekiiler mekanizmalarini agiklayabilmek
icin yeterli kanittimiz bulunmamaktadir. Bu nedenle FAM83H-AS1’in bu
yolaklar iizerindeki rolleri hakkindaki kanitlar i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag
vardir.

RUNX3, birka¢ 6nemli gelisim yolunda gen ekspresyonunu diizenleyen
Runt ile iligkili transkripsiyon faktor ailesine ait bir gendir (Levanon, ve
digerleri, 1994). RUNX3 ilk olarak, RUNX3’iin down regiilasyonu ile mide
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kanserinin olugsumu ve progresyonu arasindaki iliski nedeniyle bir timor
stipresor gen oldugu ileri stiriilmiistiir (Li, ve digerleri, 2002). Mide kanserinin
baslamasi ve ilerlemesinde RUNX3'iin potansiyel roliiniin kesfedilmesinden bu
yana, RUNX3"in kolorektal kanser, karaciger kanseri, akciger kanseri ve meme
kanseri dahil olmak {iizere cesitli kanserlerin gelisiminde rol oynadigi
bulunmustur (Subramaniam, ve digerleri, 2009). Bir¢ok kanserde oldugu gibi,
RUNX3, meme kanserinde genin ifadesindeki azalma, promoter
hipermetilasyon, homozigot delesyon ve protein yanlis lokalizasyonu
araciligiyla inaktive edilmektedir (Chen, ve digerleri, 2007.) (Lau, ve digerleri,
2006) (Subramaniam, ve digerleri, 2009). RUNX3 inaktivasyonu gogis
kanserinin ilk evrelerinde meydana gelmekte ve bu siire¢ sirasinda ekspresyonu
azalmaktadir (Subramaniam, ve digerleri, 2009). Artan RUNX3 ekspresyonu,
meme kanseri hastalarinda azalmig niiks ve daha iyi hayatta kalma oranlari ile
olumlu prognoz gostergesi olarak bildirilmistir (Finak G, 2008). RUNX3"in asir1
ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, tiimorijenik
potansiyelini ve invazivligini inhibe etmistir (Lau, ve digerleri, 2006) (Chen, ve
digerleri, 2007.). Ortaya ¢ikan kanitlar, RUNX3'lin meme kanserinde bir timor
baskilayict oldugunu gostermektedir. Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda MCF-7
hiicre hatlarinda tiimor stipresér gen RUNX3’{lin ekspresyonunun azaldigini ve
FAMB83H-AS1-siRNA ile INcRNA FAM83H-AS1’in susturulmasiyla RUNX3
ekspresyonunun anlamli diizeyde artt1g1 saptanmistir. FAM83H-AS1’in MCF-7
hiicre hatlarinda ekspresyon artist RUNX3’iin baskilanmasina ve meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyonuna, tiimdrjenik potansiyeline veya invazivligine
sebep oldugu diisiiniilebilir. RUNX3'liin inaktivasyonu, meme kanserinin
baglamast ve ilerlemesi ile iligkili oldugundan dolayr, FAMS83H-AS1
hedeflenerek RUNXS3 aktivasyonu eski haline getirilebilecegi varsayilmaktadir.
LncRNA FAM83H-AS1 hedeflenerek meme kanserinin tedavisi i¢in yeni bir
terapotik  strateji  planlanabilir.  LncRNA  FAMB83H-AS1’in  RUNX3
inaktivasyonunu hangi mekanizmalar ile gerceklestigi hakkinda yeterli kanit
bulunmamaktadir. Bu nedenle sonraki ¢alismalar ile FAM83H-AS1’in meme

kanserinde RUNX3 geni lizerinden nasil bir etkiye sahip oldugu aragtirilmalidir.
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LncRNA FAMS83H-AST’in susturulmasiyla RUNX3 ekspresyonun arttigi ilk
defa bizim ¢alisgmamizda bildirilmistir.

Maspin veya serpin BS (meme serin proteaz inhibitorii) tiimor siipresor bir
gen olup serpin ailesinin bir {iyesidir (Khalkhali-Ellis, 2006)(EL-Magsoud
Nehad & Tawfiek Ehab, 2010). Maspin ilk olarak invaziv ve metastatik meme
kanserinde down regiile edilmis bir gen olarak kesfedilmistir (Zou, ve digerleri,
1994). O zamandan beri, yumurtalik, tiroid, kolon, prostat, pankreas, cilt, over
ve korneanin stromal hiicreleri ile akciger epitelyum hiicreleri gibi ¢ok cesitli
hiicrelerde maspin ekspresyonu gosterilmistir (Shao-Xin, ve digerleri, 2020).
Onceki calismalar maspinin klinikte faydali olabilecegini gdstermistir (Latha,
Zhang, Cella, ShiH, & Zhang, 2005) (Shay & Roninson, 2004).

Mesane kanseri hiicre hatlar1 ve tiimor dokularinda yapilan bir ¢alismada,
Maspinin in vitro ve in vivo hiicre biiylimesini bloke eden PTEN ve p53 up
regiilatorii oldugu ve mesane karsinom hiicrelerinde HDACT inhibitorii olarak
islev gbren bir gen oldugu bildirilmistir. Ayrica Maspinin mesane kanserinde
potansiyel bir tiimér baskilayici gen oldugu disiintilmistir (Yu-Hsiang, ve
digerleri, 2020).

2020 yilinda yapilan bir ¢aligmada azalmis miR-21 ekspresyonunun
MCF-7 hiicrelerinin istilasinin ve proliferasyonunun baskilandig1 ortaya
konulmustur. Tiimor silipresdor gen olan Maspinin potansiyel molekiiler
mekanizmasinin, miR-21 ekspresyonunu down regiile ederek proliferasyonu
diizenledigi ve spesifik miR-21 hedef genlerinin ekspresyonunu artirdigi
bildirilmistir (Shao-Xin, ve digerleri, 2020).

Maspin, meme kanserinde bir tiimdr baskilayici gen olarak tanimlanmustir,
ancak altta yatan diizenleyici mekanizmalar belirsizligini korumaktadir.
Calismamizda MCF-7 hiicre hatlarinda IncRNA FAMS83H-AS1’in
susturulmasiyla birlikte Maspin ekspresyonu anlamli olarak 3,75 kat artmustir.
Literatiirdeki verilere ve elde ettigimiz sonuglara dayanarak IncRNA FAM8&3H-
AS1’in susturulmasiyla proliferasyonun diizenlendigi 6ngoriilmektedir. Ancak
FAM83H-AS1’in hangi mekanizmalarla maspin ekspresyonunu baskiladigi
konusunda yeterli kanit bulunamamistir. Bu nedenle sonraki caligmalarla altta

yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Apoptoz olarak da bilinen programlanmis hiicre 6liimii, meme kanserinde
tedaviye yanit ve direngle iliskilidir (Parton, Dowsett, & Smith, 2001). Apoptoz,
hiicre homeostazinin stirdiiriilmesinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir.
Apoptoz, diger farkli yollarin yani sira ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yollarla
programlanmis bir hiicre 6liimii tiirtidiir (Liang, ve digerleri, 2014) (Peng, Tong,
Gu, & Li, 2020) (Song, ve digerleri, 2014). Apoptoz intrinsik yolunda kanser
hiicreleri, mitokondride Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-B, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 dahil
olmak tizere daha yiiksek anti-apoptotik faktor ekspresyonuna sahiptir (Placzek,
ve digerleri, (2010)). Anti-apoptotik faktorlerin aksine, Bax, Bak ve Bid gibi
proapoptotik proteinler, intrinsik bir apoptotik yolagin tesvik edilmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. intrinsik apoptotik yol, mitokondriyal membran
gecirgenligini diizenlemek i¢in mitokondride anti-apoptotik Bcl-2 veya pro-
apoptotik Bax't azaltarak karsilikli olarak antagonize edilmektedir (Ghobrial,
Witzig, & Adjei, 2005). Apoptoz siireci, Bcl-2'yi inhibe edebilen veya Bax gen
ekspresyonunu artirabilen belirli maddelerle hizlandirilabilmektedir. Bununla
birlikte Meme kanserinde FAM83H-AS1’in rolii iyi bilinmemektedir. Bu
calismada MCF-7 hiicre hatlarinda Oncesinde belirtmis oldugumuz birkag
proliferasyonla iliskili tiimor siipresor ve onkogenlerin yani sira IncRNA
FAM83H-AS1’in susturulmasindan sonra anormal ekspresyon seviyeleri
gosteren apoptotik gende (BAX) belirlenmistir. BAX, kanserde apoptozu pozitif
olarak diizenleyen bir gendir (Kushnareva, Andreyev, Kuwana, & Newmeyer,
2012) (Jia, ve digerleri, 2001). Onceki caligmalar BAX'm IncRNA ile
indiiklenen hiicre apoptozu sirasinda kritik bir regiilatér oldugunu gostermistir
(Gao, ve digerleri, 2015). Akciger kanseri hiicre hattinda ve dokularin da yapilan
bir ¢alismada IncRNA TUG1’in susturulmastyla BAX ekspresyonunun arttigt
ve hiicreleri apoptoza yonlendirdigi gosterilmistir (Huan, ve digerleri, 2017). Bu
nedenle, calismamizda FAMS83H-AS1'in BAX" hedefleyerek apoptozu
diizenleyip diizenlemedigini belirledi. MCF-7 hiicre hattinda FAM83H-AS1-
SiRNA ile FAM83H-AS1'in susturulmast BAX mRNA ekspresyon seviyesini
onemli dlgiide arttirmistir. Onciil ¢alismalara benzer olarak calismamizda da
proapoptotik bir gen olan BAX’1n, FAM83H-AS1’in susturulmasiyla birlikte

artan ekspresyonunun, hiicreleri apoptoza yonlendirebilecegi diistiniilmektedir.
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Ayrica meme kanserinde Bax, apoptozun kolaylastiricisi olarak ¢ok 6nemli bir
rol oynamakta ve antiapoptotik iiyesi Bcl-2 tarafindan dengede tutulmaktadir
(Reed, 1996). Hiicrenin hayatta kalip kalmayacagina karar verenin Bcl-2/Bax
orani oldugu ¢esitli aragtirmalarla saptanmistir. Calismamizda FAM83H-AS1’in
susturulmasiyla Bcl-2 mRNA ekspresyon seviyesinde onemli bir degisiklik
olmamistir. Bu nedenle Bcl-2/Bax oram1 Bax yoniine kaymistir. Bu durum,
hiicrenin apoptoza yonlendirildigi hipotezini biiylik oranda dogrulamaktadir.
FAMB83H-AS1’in hangi molekiillerle/genlerle etkileserek BAX ekspresyonunu
ve bununla birlikte apoptozu nasil baskiladigina dair mekanizmalarin
anlasilmas1 gelecekte yapilacak ¢aligmalarin 1s181nda netlik kazanabilecektir.
Sonug olarak, ¢alismamizda insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda
uzun kodlamayan RNA FAMB83H-AS1’in gesitli timor siipresor genleri (Or:
BAX, FOXD3, MLH1, RUNX3 ve SERPINBS5) ve onkogenleri (6r: MYCN ve
REL) diizenleyerek proliferasyon ve apoptoz iizerinde dnemli etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle kanserin olusumunda ve ilerlemesinde FAM&3H-
AST’in etkili oldugu sdylenebilir. FAM83H-AS1’in sinyal yolaklar1 veya genler
tizerindeki etkilerini degerlendirebilmek i¢in farkli deneylere ve daha fazla
calismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica ¢alismanin bulgularn 1s1§inda, FAM83H-
AS1’in liiminal tip meme kanserinde terapotik bir hedef olarak kullanilabilecegi
ve arastirmanin gerek halihazirda siiregelen calismalara gerekse gelecekte

yapilacak ¢aligmalara ve literatiire katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
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