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Uzun Kodlamayan RNA NORAD’in Mitomisin C iligkili
Kemorezistansta Olasi Rolii

The Possible Role of the Long Non-coding RNA NORAD in Mitomycin C-Related
Chemoresistance

© ibrahim BOZGEYiK
Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Adiyaman, Tiirkiye
0z
Amagc: Non-coding RNA activated by DNA damage (NORAD), deoksiribo niikleik asit (DNA) hasari cevabi sirasinda aktive olan bir uzun kodlamayan
ribontikleik asittir (RNA). Calismalar, NORAD'In insan kanserlerinde asiri eksprese edildigini ve ilaca bagl kemorezistans ile iliskili oldugunu

gostermektedir. Bu calisma, mitomisin C ile iliskili kemorezistans ve mitomisin C ile indiiklenen DNA hasar yaniti sirasinda spesifik olarak aktive
edilen bir uzun kodlamayan RNA NORAD'in olasi roliinli arastirmayi amaclamaktadir.

Gerec ve Yontem: Hiicre kiiltiirli deneylerinde MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri kullanildi. Mitomisin C'nin meme kanseri hiicreleri Gizerindeki
etkilerini belirlemek icin MTT hiicre canhhg testi kullanildi ve uygulama dozu buna gdre belirlendi. NORAD gen ekspresyon diizeylerinin analizi icin
kantitatif qPCR ydntemi kullanildi.

Bulgular: Mitomisin C'nin meme kanseri hiicrelerinin hiicre canliigini doza bagli olarak baskiladigi ve yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonunun
1,12 ug/mL oldugu belirlendi (p<0,0001). Ozellikle, mitomisin C ile muamele edilen meme kanseri hiicrelerinde NORAD'in 6nemli bir farkl aktivasyonu
belirlendi (p<0,0001).

Sonugc: Burada elde edilen bulgular, mitomisin C ile iliskili kemoresistans ve mitomisin C ile indiiklenen DNA hasar yanitinda NORAD'in olasi roliiniin
olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, meme kanseri, mitomisin C, IncRNA, NORAD

ABSTRACT

Aim: Non-coding ribonucleic acid (RNA) activated by deoxyribonucleic acid (DNA) damage (NORAD) is a long non-coding RNA activated during
DNA damage response. Accumulating evidence suggest that NORAD is overexpressed in human cancers and associated with the drug-induced
chemoresistance. The present study aims to explore the possible role of long non-coding RNA NORAD during mitomycin C-related chemoresistance
and mitomycin C-induced DNA damage response.

Materials and Methods: In cell culture experiments, MDA-MB-231 breast cancer cells were used. MTT cell viability assay was used to determine
the effects of mitomycin C on breast cancer cells and application dose was determined accordingly. For analysis of NORAD gene expression levels,
quantitative real-time polymerase chain reaction method was used.

Results: Mitomycin C was found to suppress cell viability of breast cancer cells in a dose-dependent manner and half-maximal inhibitory
concentration was determined as 1.12 pg/mL (p<0.0001). Notably, significant differential activation of NORAD was determined in breast cancer
cells treated with the mitomycin C (p<0.0001).

Conclusion: Findings obtained here strongly suggest that NORAD is possibly involved in mitomycin C-related chemoresistance and mitomycin
C-induced DNA damage response.
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GiRiS
insan genomu vyiizlerce uzun kodlamayan riboniikleik asidi
(RNA) (IncRNA'lar) barindirsa da, farkh biyolojik aktivitelere
ve biyokimyasal ozelliklere sahip olan sadece yaklasik bir
dizine tanimlanmistir. DNA hasarina yanit olarak uyarilan
belirli bir IncRNA transkripti olan, DNA hasariyla aktive
edilen kodlamayan RNA'nin (NORAD, eski adiyla LINCO0657)
genom butlinliginiin - korunmasi icin gerekli oldugu
bildirilmistir'. NORAD'in silinmesi kromozomal instabiliteye ve
andploidiye yol acar’. NORAD, cesitli insan hiicre dizilerinde
ve dokularinda bol miktarda eksprese edilir. Memelilerdeki
diger IncRNA'larla karsilastirildiginda, NORAD vyiiksek oranda
korunmustur*®.  NORAD'In DNA replikasyonu ve onarim
mekanizmalarini diizenleyen ve DNA hasari veya replikasyon
stresi ile uyarnldiginda cekirdege yer degistiren proteinlerle
etkilesime girdigi kesfedilmistir*®. NORAD, bir DNA hasari
tepki bileseni olan RBMX ile etkilesime girer ve RBMX'in
NORAD ile aktive olan ribonikleoprotein kompleks 1'de
birlesmesini dnler. Deplete edilmis NORAD veya RBMX hiicreler,
daha yiiksek kromozomal segregasyon anormallikleri, daha
yavas replikasyon catal hizi ve hiicre donglisii progresyonu
dereglilasyonu insidansi sergilemislerdir?. Ayrica, calismalar
NORAD'In meme, yumurtalik, servikal, gastric, kolorektal,
mesane, pankreas, hepatoseliiler, 6zofagus, prostat, akciger,
tiroid, retinoblastom ve noroblastom kanserlerinde deregle
oldugunu gostermektedir®. Spesifik olarak, NORAD'in asiri
ekspresyonu, kanserli hiicrelerin proliferasyonunu, invazyonu
ve metastazini uyarir ve apoptozu 6nler*. Ek olarak, birkag kanit
dizisi, NORAD'in doksorubisin, gemsitabin ve 5-florourasil gibi
su anda mevcut kemoterapdtik ajanlara karsi kemorezistans
ile iliskili oldugunu gostermektedir. Néroblastomda, NORAD
ekspresyonunun artmasinin  proliferasyon, metastaz ve
doksorubisin direncini arttirdigi ve miR-144-3p sponging
yoluyla HDAC8 ekspresyonunu indiikleyerek noroblastom
hiicrelerinin apoptotik 6llimiine miidahale ettigi gosterilmistir®.
Ayrica, NORAD'In, miR-155-5p sponging vyoluyla WEE1
ekspresyonunu diizenleyerek mesane kanserinde gemsitabin
kemorezistansina aracilik etmek icin rakip bir endojen RNA
(ceRNA) olarak hareket ettigi bildirilmistir®. Ayrica, NORAD'in
diferansiyel aktivasyonunun, kolorektal kanserde miR-495-3p/
HIF-1o ekspresyonunu sponging yoluyla ceRNA gibi davranarak
hipoksi sirasinda 5-florourasil kemorezistans ile iliskili oldugu
gosterilmistir’.

Mitomycin C, Streptomyces Caespitosus ve diger Streptomyces
tirlerinden elde edilen, dogal olarak olusan bir antikanser
antibiyotik maddesidir. Mitomisin C, 1950'lerde Japon
mikrobiyologlar tarafindan kesfedildi. Mitomisin C, DNA ile
reaksiyona girdigi bilinen birka¢ antibiyotikten biridir®. Tek
islevli ve ciftislevli DNA ¢capraz baglarini tanitarak DNA hasarina
neden olur. Bir 6n ila¢ olarak, mitomisin C'nin kendisi inaktif
halde kalir ve DNA ile reaksiyona girmez ve biyoaktivasyon
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gerektirir®. Mitomisin C'yi oldukca reaktif, kararsiz bir alkilleyici
tire donistiiren kinon halkasinin redaksiyonu, DNA capraz
baglama ve alkilleme aktiviteleri icin gereklidir’®. Mitomisin
C, DNA replikasyonunu ve hiicre bdllinmesini baskilama
yeteneginden dolay bircok insan malignitesinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gogus kanseri, rahim agz
kanseri, kiiclik hticreli olmayan akciger kanseri, pankreas
kanseri, mide kanseri, prostat kanseri ve mesane kanseri dahil
olmak tizere cesitli kanserlerde etkili bir antitlimor ajani oldugu
gosterilmistir. Mitomisin C, hipoksik kosullar altinda yuiksek
biyo-indirgeyici alkilasyonu ile karakterizedir. Kati timorlerin
icinde oksijenden yoksun hiicreler mitomisin C'nin oldukca
aktif oldugu bir ortam olusturur™.

Mitomisin C'nin biyolojik ve farmakolojik dzelliklerinin altinda
yatan molekiler mekanizma iyi tanimlanmis olmasina ragmen,
DNA hasar yaniti sirasinda aktive olan kodlamayan RNA'lar
Uzerindeki etkisi heniiz tanimlanmamistir. Buna gore, bu
calismada, mitomisin C ile iliskili kemorezistans ve mitomisin C
ile indiiklenen DNA hasar yaniti sirasinda DNA hasar yanitinda
spesifik olarak aktive olan bir IncRNA olan NORAD'In olasi
roliinli arastirmaya calistik.

GEREG VE YONTEM

Hiicre Hatlari, Kiiltiir Kosullar1 ve Kimyasallar

Calisma icin, ATCC'den HTB-26 (MDA-MB-231) liclii negatif
meme adenokarsinom hiicreleri elde edildi ve %1 penisilin/
streptomisin ve %10 fetal buzagi serumu soliisyonu (Cat. No.:
A4766801, Sigma-Aldrich) ile tamamlanan DMEM mediyumu
(Cat. No.: D6429, Sigma-Aldrich) kullanilarak ¢ogaltildi.
Hiicre kulturleri, 37 "C'de nemlendirilmis karbon dioksit
inklibatoriinde tutuldu. Streptomyces Caespitosus'tan izole
edilen mitomisin C, ticari olarak Sigma-Aldrich'ten elde edildi
(Cat. No.: M4287). 200 ug/mL'lik bir stok sollisyonu elde etmek
icin 2 mg mitomisin C 10 mL ddH,0 iginde siispanse edildi.

MTT Analizi

Hicreler, 96  oyuklu plakalarda  3x10*  hiicre/mL
konsantrasyonunda tohumlandi ve hicre canhligini belirlemek
icin gece boyunca inkiibe edildi. Gece boyunca inkiibasyonun
ardindan hicreler, 0,125 ila 2 ug/mL arasinda degisen cesitli
mitomisin C konsantrasyonlari ile isleme tabi tutuldu ve 24 saat
sureyle inkibe edildi. Daha sonra stipernatanlar ekarte edildi ve
hiicreler birkag kez 1 X PBS ¢ozeltisi ile yikandi ve ardindan 1
mg/mL MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-yl) 2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) ¢ozeltisi ile 37 'C'de 40-60 dakika inkiibe edildi.

Gen Ekspresyon Analizi

Mitomisin C'nin  NORAD ekspresyon seviyeleri ({izerindeki
etkilerini arastirmak igin hiicreler 12 kuyulu kiltir kaplarina
yerlestirildi ve baglanmaya izin vermek icin gece boyunca
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inklibe edildi. Daha sonra hicreler mitomisin C ile muamele
edildi ve 24 saat inkiibe edildi. Hicreler ardindan Trypsin-
EDTA cozeltisi kullanilarak toplandi ve dretici tavsiyelerine
g6re GenelET RNA Purifikasyon Kiti (Cat. No.: K0702, Thermo
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak RNA purifikasyonu
yapildi. Thermo Scientific Multiskan GO cihazi yardimiyla RNA
kalitesi ve konsantrasyonlari belirlendi. RNA drneklerinin cDNA
orneklerine ters transkripsiyonu icin RevertAid First Strand
c¢DNA Sentez Kiti (Cat. No.: FERK1622, Thermo Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanildi.  Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) ve NORAD'a 6zgii gen ekspresyonu PCR
primerleri, NCBI primer blast yardimiyla tasarlandi. GAPDH igin
primer ciftleri Forward: 5'-AGACCACAGTCCATGCCATCAC-3',
Reverse: 5'-GGTCCACCACCCTGTTGCTGT-3'" ve NORAD igin
primer ciftleri Forward: 5-CAGAGGAGGTATGCAGGGAG-3',
Reverse: 5'-CCACCATCCGTGACTAAG-3' idi. Son olarak,
NORAD ve GAPDH genlerinin gen ekspresyon seviyelerini
degerlendirmek icin RealQ Plus 2x Master Mix Green (Cat. No.:
A323402, Ampliqon) kullanildi ve reaksiyonlari gerceklestirmek
icin Rotor-Gene Q real-time PCR cihazi kullanildi. Kisaca, 12,5
ul RealQ Plus 2x Ana Karisim, her bir primerden (10 uM) 0,5
ul, 2 ul cDNA ve 9,5 ul PCR-grade H,0 karistirildi ve asagidaki
termal kosullara tabi tutuldu; 95 "C'de 15 dakika, 94 "C'de 15
saniyelik 40 dongii, 60 ‘C'de 30 saniye ve 70 ‘C'de 30 saniye.
Her reaksiyon sonunda 72 "C ile 95 "C arasinda bir erime egrisi
analizi yapildi.

istatistiksel Analiz

Goreceli gen ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasi igin 2-2¢
formilu kullanildi. GAPDH, hesaplamalar icin referans gen
olarak kullanildi. Tim deneyler Ug¢ tekrar halinde yapildi. Elde
edilen verilerin istatistiksel incelemesi GraphPad Prism 9 yazilimi
kullanilarak yapildi ve 0,05'ten kiiglik p degerleri anlamli olarak
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kabul edildi. iki bagimsiz grup arasindaki karsilastirmalar icin
Student's t-testi, ikiden fazla grup arasindaki karsilastirmalar
icin varyans analizi kullanildi.

BULGULAR
Mitomisin C Tedavilerinde Hiicrelerin Canhlig

Ugll’j negatif meme kanseri (TNBC), su anda etkili bir tedavisi
olmayan agresif bir meme kanseri alt tipidir. Meme kanserinde
mitomisin C ile iliskili kemorezistansi arastirmak icin MDA-
MB-231 TNBC kullanildi. Buna goére, mitomisin C'nin meme
kanseri hiicrelerinin canlihg tizerindeki etkisini incelemek icin
MTT tahlili kullanildi ve hiicreler, degisen konsantrasyonlarda
mitomisin C ile tedavi edildi. Dikkat ¢ekici bir sekilde, meme
kanseri hicrelerinin canlihginin doza bagh bir sekilde onemli
olctide azaldigi bulundu (Sekil 1). Mitomisin C'nin MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerine karsi yari maksimum
inhibitér konsantrasyonu (IC,)) 1,12 pg/mL olarak hesaplandi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,125 ug/mL, 0,25 pg/mL,
0,5 ug/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL mitomisin C ile 24 saat boyunca
tedavi sonucunda sirasiyla %68,72, %60,86, %53,20, %49,27,
ve 935,20 hiicre canlihgi gozlendi (Sekil 1). Mitomisin C'nin
1 pg/mL (p<0,0001) ve 2 pg/mL (p<0,0001) dozlarinda, tedavi
edilmeyen grupla karsilastirildiginda, hiicre canliliginin anlamli
inhibisyonu go6zlendi.

NORAD’In

Mitomisin C Tedavilerinde

Aktivasyonu

Diferansiyel

Mitomisin C'nin NORAD IncRNA'nin ekspresyonu tizerindeki
etkisini daha fazla test etmek icin meme kanseri hiicrelerinde
mitomisin C tedavileri lizerine gen ekspresyonu analizi yaptik.
Ozellikle, 1 ug/mL ve 2 ug/mL mitomisin C ile tedavi edilen
hiicrelerde NORAD ekspresyon seviyelerinin dnemli 6lclide
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda mitomisin C ile muamele edilen MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliliginin doza

baglh inhibisyonu
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arttigr belirlendi (p<0,0001). Kat degisimi analizi, 1 pg/mL
ve 2 ug/mL mitomisin C ile tedavi edilen hiicrelerde NORAD
ekspresyonununsirasiyla 5,7 katve 5,2 kat arttigini ortaya koydu
(Sekil 2), bu da mitomisin C ile tedavinin NORAD IncRNA'yi
iceren DNA hasar tepkisini indiikledigi gostermektedir.

TARTISMA

Kanser tedavisinin temel amaci, timor hiicrelerinin cerrahi
olarak cikarilmasi veya radyasyon veya kemoterapi ile yok
edilmesidir. Bu nedenle, ilaca bagl genetik degisiklikleri
ve kemorezistansi anlamak, kanser kemoterapisinde hasta
sonuglarini iyilestirmek icin buyiik 6nem tasimaktadir. Kanser
kemoterapisinin zayif basarisi genellikle yan etkilerden ve
kemoterapotik ajanlara direncten  kaynaklanmaktadir'.
Malign transformasyonu o©nlemek icin mutasyonlarin ve
DNA lezyonlarinin ortadan kaldirilmasi amaciyla optimal bir
DNA onarimi seviyesinin gerekli olduguna dair artan kanitlar
vardir'2. Boylece DNA onarim fonksiyonu kanser tedavisinde iki
ucu keskin bir kili¢ olarak karsimiza cikmaktadir. Duisiik diizeyde
DNA onarim aktivitesi, kanser hiicrelerini kemo-aracili 6liime
duyarli hale getirirken, ayni zamanda ikinci bir birincil timorin
gelismesine de izin vermektedir'>. Buna karsilik, DNA onarim
islevlerinin asin aktivitesi, kanserin ilerlemesini destekler. DNA
hasar yaniti ve onarim mekanizmalari ile genom bitiinliginiin
korunmasi, genomik stabiliteyi saglar ve kromozom sayisini
sabit tutar. Ayrica, IncRNA NORAD, DNA hasarina yanit
olarak tetiklenen, kodlamayan spesifik bir RNA molekulidiir.
Daha yakin zamanlarda, NORAD'in, DNA replikasyonu ve
onarim mekanizmasinin proteinleri ile etkilesime girdigi ve
stres kosullari durumunda cekirdege gog ettigi gosterilmistir.
NORAD'In ayrica, genom stabilitesinin korunmasi icin kritik

0.08

*kkk

0.06- —

Goreceli ekspresyon seviyeleri

SF 1ug 2pg

olan NARC1 adi verilen bir topoizomeraz kompleksinin
olusumu icin gerekli oldugu gosterilmistir. NORAD'In ayrica
genom bitlnliglni korumak icin PUMILIO proteinlerini
ayri tuttugu da gosterilmistir'*™. NORAD, genomik stabilite
icin 6nemli olmasina ragmen, insan kanserlerinde ¢cok énemli
bir onkojenik siiriicii olarak bildirilmistir. NORAD'in yiiksek
aktivitesi, artan hiicre proliferasyonu ve insan kanserlerinin
agresifligi ile iliskilendirilmistir. NORAD'In, komsu saglikli
dokuya kiyasla mide kanseri dokusunda belirgin sekilde asiri
eksprese edildigi rapor edilmistir. NORAD ekspresyonunun
inhibisyonu, hiicre canlihgini ve go¢lini azalttigi ve E-cadherin
Bax ve PTEN ekspresyonunu indlkleyerek ve Bel-2 proteinlerini
asagl regile ederek mide kanseri hicrelerinin apoptotik
oliminl destekledigi bulunmustur'™. NORAD'In ayrica oral
skuamdz hiicreli karsinom dokularinda ve hiicre dizilerinde
asiri eksprese edildigi belirlenmis ve miR-577 sponging yoluyla
oral skuamoz hiicreli karsinomun ilerlemesini arttirmak icin bir
tlmor promotdri olarak islev gordiigi ifade edilmistir'®. Benzer
sekilde, tiroid karsinomu hastalarinin kanserli dokularinda
NORAD'in daha yiiksek ekspresyonu bulunmus ve NORAD'in
ektopik asiri ekspresyonu artan hiicre proliferasyonu, invazyonu
ve gociinde artis ile iliskilendirilmis ve miR-202-5p'yi inhibe
ederek epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) aktive etmistir'.
NORAD'In yikilmasinin, miR-26a-5p'yi dilizenleyerek bas ve
boyun kanseri kok hiicrelerinin EMT'sinin inhibisyonu ile iliskili
oldugu da kesfedilmistir'®. NORAD'in &nemli asiri ekspresyonu
osteosarkom tiimorlerinde de bulundu ve hastalarin tiimor
boyutu, derecesi ve metastazi gibi klinik ve patolojik bulgulari
ile iliskilendirildi'. Sinirh olmasina ragmen, NORAD ile belirli
kemoterapotik ajan tiplerine direnc arasinda bir iliski de
gosterilmistir.  Ozellikle NORAD, miR-155-5p aktivitesini

g4 . 5.2 kat

5,7 kat

Kat degisimi

SF 1pg 2pg

Sekil 2. Mitomisin C muamelesinin NORAD ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisi. NORAD'in mitomisin C tedavilerine yanit olarak

farkli sekilde aktive oldugu belirlendi
NORAD: Non-coding RNA activated by DNA damage
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inhibe eden rekabetci bir endojen RNA olarak hareket ederek
gemsitabin baglanmistir.
NORAD'In gemsitabine direncli mesane kanseri hiicrelerinde
susturulmasi, proliferasyonu ve hiicre donglisli progresyonunu
bozmakta ve miR-155-5p/WEE1 ekseninin regiilasyonu yoluyla
apoptozu indiiklemektedir®. Ek olarak, NORAD'In kolorektal
kanserde hipoksi ile indliklenen 5-florourasil kemorezistans
ile iliskili oldugu gosterilmistir’. Tim bu go6zlemlerle tutarl
olarak, bu calismada meme kanseri hiicrelerinde mitomisin C
tedavisine yanit olarak NORAD'in 6nemli dlclide aktive oldugu
gosterilmistir, bu da NORAD'in organizma diizeyinde mitomisin
C direnci ile iliskili olabilecegini distindiirdi. Mitomisin C
kemoterapisi ile kombinasyon halinde olarak NORAD inhibitor
tedavisi, TNBC icin iyi bir tedavi yontemi olabilir. Genel
olarak, guiglii tlimor tegvik edici islev ve belirli ilaclara kars
kemorezistans ile olan iliski, NORAD'in ayni zamanda mitomisin
C'ye karsi kemorezistanstaki roliinii desteklemektedir.

mesane kanserinde direncine

Cahismanin Kisithliklarn

Bu calisma, NORAD'in mitomisin C ile iliskili kemorezistans
ve mitomisin C ile indiiklenen DNA hasar yanitindaki rollini
basariyla degerlendirirken, bazi sinirlamalar vardi. Yapilacak
olan calismalarda, mitomisin tedavileri ile birlikte NORAD'in
fonksiyon kazanimi ve fonksiyon kaybi deneyleri, NORAD'in
DNA hasar yaniti ve onarimindaki rollinii daha iyi anlamak icin
ilgi gorecektir.

SONUG

Sonuc¢ olarak, bu calismada IncRNA NORAD'in TNBC
hiicrelerinde mitomisin C tedavilerine yanit olarak aktive
edildigini, bunun da NORAD'In mitomisin C ile baglantili
kemorezistans ile iliskili olabilecegini kuvvetle gosterdigini
acikliyoruz. Ancak, bu bulgularin baska kapsaml calismalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Calisma kanser hiicre dizilerinde yapiimistir;
bu nedenle etik onay gerekmemistir.

Hasta Onami: Hasta onami gerekmemektedir.

Hakem Degerlendirmesi: Editdrler kurulu ve editorler kurulu
disinda olan kisiler tarafindan degerlendirilmistir.

Finansal Destek: Yazar bu calismanin herhangi bir finansal
destek almadigini beyan etmistir.
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