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ÖZET 

Doktora Tezi 

Beta  Arrestin Proteinlerinin Meme Kanseri Hücrelerinin Regülasyonuna Etkileri 

Saber Yari Bostanabad 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Hakan Gürdal 

Beta Arrestinler (βArrs) 1 ve 2 proteinleri, hücre içi sinyal düzenleyici proteinlerdirler. 

Ifade seviyeleri kanser türlerine göre değişiklik gösterir. Kanser hücresi regülasyonunda 

farklı GPkR sinyallerinin çeşitliliği göz önüne alındığında, βArrs’lerin kanser 

araştırmalarındaki rolü ile ilgili çelişkili sonuçlar kaçınılmazdır. Bu çalışmada Üçlü 

negatif meme kanser hücrelerin davaranışlarını GPkR sinyal yolağı yerine, βArrs’lerin 

ifade seviyelerini değiştirerek hücresel fonksiyon ve gen ifade profilleri üzerinde etkileri 

incelenmiştir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücrelerinde proliferasyon, invazyon ve 

hücre döngüsünü incelemeden önce βArrs 1 veya 2 proteinlerin ifade seviyeleri özgül 

siRNA veya cDNA'larıila transfekte edilmesiyle değiştirildi. Bu değişikliklerin sonunda 

farklı ifade olan genleri ve proteinleri tanımlamak ve moleküler mekanizmalarını daha iyi 

anlamak için mikroarray analizi, qRT-PCR ve Western blot analizi yapıldı. βArrs1 veya 2 

proteinlerin ifadesinin azaltılması, hücre proliferasyonu ve invazyonunun artırma 

eğilimindeyken, bu proteinlerin ekspresyon seviyelerinin artırılması onları inhibe 

etmektedir. βArrs’lerin aşırı ifade edilmesi, hücre döngüsünün S fazını ve hücre döngüsü 

genleri, CDC45, BUB1, CCND1, CCND2, CDKN2C'nin diferansiyel ekspresyonuna 

neden oldu. Ayrıca HER3, IGF-1R ve Snail'de azalmaya neden oldu. Bu bulgular, βArrs1 

veya 2’nin, üçlü negatıf meme kanserlerinde hücre döngüsü genleri ve HER3, IGF-1R ve 

Snail üzerindeki etkileri yoluyla hücre döngüsü ve antikanser sinyal yolaklarında önemli 

ölçüde yer aldığını gösterir.  

2020, 144 sayfa  

Anahtar kelimeler: Beta Arrestin, Üçlü Negatif Meme Kanser; GPkR; Hücre dongüsü.  
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

‘The Effects Of Beta-Arrestin Proteins On The Regulation Of Triple Negatif Breast 

Cancer Cells‘  

Saber Yari Bostanabad 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Hakan Gürdal 

Beta Arrestins (βArrs) 1 and 2 are intracellular signal regulating proteins. Their 

expression level varies in some cancers. Given the diversity of different GPCR signals in 

cancer cell regulation, contradictory results are inevitable regarding the role of βArrs in 

cancer research. Instead of determining their significance in cancer cell behavior through 

GPCR signalling, we examine here their direct influence on cellular function and gene 

expression profiles by changing their expression levels in breast cancer cells. The 

expression levels of βArr1 or βArr2 were changed in MDA-MB-231 and MDA-MB-468 

cells. The expression level of βArrs was changed by transfecting their specific siRNA or 

cDNA into TNBCs. Cell proliferation, invasion, and cell cycle were measured. To better 

understand the molecular mechanisms, microarray analysis, qRT-PCR, and Western blot 

analysis were performed to identify differentially expressed genes and proteins. Reducing 

expression of βArr1 or βArr2 tended to increase cell proliferation and invasion whereas 

increasing their expression levels inhibited them. The overexpression of βArrs caused cell 

cycle S-phase arrest and differential expression of cell cycle genes, CDC45, BUB1, 

CCNB1, CCNB2, CDKN2C. It also reduced HER3, IGF-1R, and Snail. These findings 

indicate that βArr1 and βArr2 are significantly involved in cell cycle and anticancer 

signalling pathways through their influence on cell cycle genes and HER3, IGF-1R, and 

Snail in TNBCs.  

2020, 144 pages 

Keywords: Beta Arrestin; Triple Negatif Braest Cancer(TNBCs); GPCR; Cell cycle. 
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1. GİRİŞ               

Dünya Sağlık Örgütünün 2018 verilerine göre, kadınlarda meme kanseri, toplam tanı sayısı 

ve ölüm oranı bakımından diğer kanserlere kıyasla, birinci sırada yer almaktadır. Tedavisinde 

ve genel sağ kalımda önemli gelişmeler görülmesine karşın, bu kanser dünya çapında önemli 

bir ölüm sebebi  olmaya devam etmektedir (1). Dünya genelinde her yıl bir milyondan fazla 

kadına meme kanseri teşhisi konulmaktad (2) ve her yıl yaklaşık 500.000’den fazla kadın bu 

hastalıktan hayatını kaybetmektedir.2018 yılında açıklanan verilere göre ,dünya genelinde 

kadınlarda en fazla tanı konulan  (yaklaşık 2.088.849 kadın) ve ölüme sebebiyet veren 

(yaklaşık 626.679 kadın) kanser türü olarak tanımlanmıştır (3).  

Meme kanseri, kliniği ve hastalığın biyolojik yapısı gereği heterojen bir hastalıktır. Meme 

kanseri hastalarının tedavisi, hastalıkla ilişkili faktörler ve hastalığın progresyonu gözönünde 

tutularak dikkatlice planlanmaktadır (4). 

Son zamanlarda,gen ifade profilleme teknikleri sayesinde meme kanserlerinin moleküler alt 

tipleri daha iyi tanımlanarak anlaşılmıştır (5). 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Bulaşıcı olmayan hastalıklar (Non-communicable diseases-NCD) günümüzde küresel çapta 

ölümlerin çoğundan sorumludur. Kanserin 21’inci yüzyılın sonunda, beklenen yaşam süresi 

önündeki en büyük engel olacağı düşünülmektedir (3)(6). 

Bulaşıcı olmayan hastalıklar başlığı altında sınıflandırdığımız hastalıkların en önemlilerinden 

birisi de meme kanseridir. Dünya Sağlık Örgütünün 2018 yılında yayınladığı verilere 

dayanarak, meme kanseri tanı alma ve ölüm oranı bakımından, akciğer kanserinin ardından 

ikinci sırada yer almaktadır. Kadınlar arasında ise birinci sırada yer almaktadır. Meme 

kanserinin tedavisinde ve genel sağ kalımda önemli ilerlemeler olmasına karşın, dünya 

çapında ciddi bir ölüm nedeni olmayı sürdürmektedir (1). Dünya genelinde her yıl bir 

milyondan fazla kadına meme kanseri tanısı konulmaktadır(2). Bu verilerden yola çıkarak, 

meme kanseri konusundaki güncel yaklaşımların tedavi ve sağ kalımda istenen başarıyı 

yakalamada yetersiz olduğu ve yeni gelişmelere ihtiyaç duyulduğu anlaşılmaktadır. 

Bu tezin çalışma konusu olan Beta Arrestinler ve meme kanserinin tanımı, alt tipleri, 

genetiği, biyolojisi ve tedavi hedefleri ile ilgili kısa bilgiler bu bölümde yer almaktadır. 

2.1. MEMENİN ANATOMİSİ 

Meme, süt üreten lobüller sütü taşıyan kanallar (duktuslar) ve destek dokusundan oluşur. 

Kadınların memesi, erkeklere kıyasla daha fazla bez dokusu içerir ve bebekler için en uygun 

beslenmeyi sağlamak için evrimleşmiştir. Meme ucuna uygulanan stimülasyon hipofiz 

bezinden salgılanan prolaktin hormonunun miktarını çoğaltarak  süt üretimini tetikler (7). 

Kadın memesinde ortalama 12-20 lob bulunur ve her bir lobda da 20-40 lobül bulunur (8). 

Bu loblar ve lobüller süt kanalları(duktuslar) aracılığı ile birbirlerine bağlanırlar. Memenin 

destek dokusu olarak adlandırılan bölümü adipoz doku, sinir ağı, kan damarları, lenf 

damarları, lenf nodları, fibröz bağ dokusu ve ligamentlerden oluşur (Şekil 2.1.). 
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Şekil 2.1. Meme Anatomisi (9). 

 

2.2. MEME KANSERİNİN TANIMI 

Rutin muayenede bir kitle fark edildiğinde, ilk olarak kanser olasılığının dışlanması gerekir 

ve bu amaçla, mamogram gibi çeşitli tetkiklerle hasta muayene edilip incelenir. 

Mamogramda kitle görülmesi, görülen kitlenin kanser olduğu anlamına gelmemektedir. 

Kitlenin yeri, büyüklüğü aynı zamanda histopatolojik ve genetik analizleri gibi birçok faktör 

göz önüne alınıp değerlendirilerek kesin tanı konulmaktadır (9).  

Meme kanseri, hücrelerin yapısının değişmesi ve kontrolsüz çoğalması sonucunda ortaya 

çıkan bir hastalıktır. Kanserler, köken aldıkları dokunun hücrelerine göre isimlendirilirler 

(10). Meme kanserlerinin çoğu, loblardan veya lobülleri meme ucuna bağlayan kanallardan 

köken alır (11).  Meme kanseri tanım olarak, heterojen bir tümör grubunu kapsar. Meme 

kanserinin alt tipleri; histomorfolojik değişimlere, mutasyonlara, metastatik potansiyele göre 
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farklılık gösterir. Dolayısıyla hastalık progresyonu ve terapötik yanıt meme kanserinin her alt 

tipinde aynı olmamaktadır (12).  

Dünya genelinde nüfusun artması ve yaşlanması kanser sıklığını ve kansere bağlı mortaliteyi 

hızlı bir şekilde artırmaktadır. Nüfusun yaşlanması, meme kanseri risk faktörlerini, 

popülasyonların sosyoekonomik ve gelişmişlik düzeyleriyle de ilişkili olarak, etkilemektedir 

(13)(14). 

Dünya genelinde, 2018 yılındaki istatistiklere göre, yeni kadın meme kanseri vakalarının 

sayısı yaklaşık olarak 2.1 milyondur. Bu sayı kadınlar arasındaki tüm kanser vakalarının 

%25’ine tekabül etmektedir.  

2.3. MEME KANSERİ RİSK FAKTÖRLERİ 

Meme kanseri için önemli risk faktörlerinin sınıflandırılması: 

• Cinsiyet 

• Yaş 

• Etnik köken 

• Aile öyküsü 

• Çevresel faktörler ve yaşam tarzı 

• Genetik faktörler 

2.3.1. CİNSİYET 

Meme kanseri, kadınlarda erkeklere oranla daha fazla görülmektedir. Erkeklerde meme 

kanseri nadirdir. ABD'de tüm meme kanseri vakalarının % 1'inden azını erkek hastalar 

oluşturmaktadır. Cinsiyet en önemli risk faktörü olarak öne çıkmaktadır. Kadınlar, östrojen 

hormonunun fazlalığı ve etkileri nedeniyle erkeklere kıyasla daha fazla risk altındırlar. Meme 

kanseri sıklığı, kadınlarda erkeklere göre 100 kat daha fazladır (15).  
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2.3.2. YAŞ 

Meme kanserlerinin yaygınlığı ve mortalitesi yaşla birlikte artmaktadır. 2010 ile 2014 yılları 

arasında tanı alan meme kanseri hastaların yarısı 62 yaşın altındadır. 20 yaşından önce meme 

kanseri görülme ihtimali düşüktür. Yaşlanmayla birlikte kansere yakalanma oranı artmaktadır 

(16). Erken yaşta görülen meme kanserleri genellikle kalıtsal faktörlerden kaynaklanmaktadır 

(17).  

2.3.3. ETNİK KÖKEN 

Genç yaşlarda meme kanseri görülme oranı; beyaz ırka mensup kadınlarda, siyah kadınlara 

göre daha düşüktür (3). Uluslararası Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezinin (center for 

disease control and prevention, CDC) 2018  yılı istatistiklerine göre Asyalı / Pasifik Adalı 

(API) kadınlar meme kanseri açısından en düşük insidansa ve mortaliteye sahiptirler. 

Hispanik olmayan beyaz (Non-hispanic white, NHW)  ve siyah (Non-hispanic black, NHB) 

kadınlarda meme kanserinin yaygınlık ve ölüm oranları diğer ırk ve etnik gruplara kıyasla 

daha yüksektir (16). 

2.3.4. AİLE ÖYKÜSÜ 

 Ailesinde meme kanseri öyküsü olan kadınlar ve erkekler, hastalığa yakalanma bakımından 

yüksek risk altındadırlar. Birinci derece (ebeveyn, çocuk veya kardeş) akrabalarından biri 

meme kanseri tanısı almış kadınların meme kanserine yakalanma riskleri yaklaşık iki kat 

artmaktadır. Eğer birinci derece akrabalarında birden fazla kişide meme kanseri tanısı alan 

varsa meme kanserine yakalanma riski yaklaşık üç kat artmaktadır. Aile öyküsü, meme 

kanseri riski ile ilişkili olmasına rağmen meme kanseri olan her 100 kadından sadece 15’inde 

aile öyküsü pozitiftir (22). Meme kanseri hastalarının çoğunda aile öyküsü negatiftir 

(22)(20). 
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2.3.5. ÇEVRESEL FAKTÖRLER VE YAŞAM TARZI 

2.3.5.1. Obezite 

  Meme kanserine yakalanma riski, menopoza giren kadınlarda bir buçuk kat, arttırırken  

obez kadınlarda ise iki kat artırmaktadır (18). Menopoza giren kadınlarda meme kanseri 

artışının sebebinin aynı zamanda kilo alımı ile ilişkili olabileceği tahmin edilmektedir. Bu 

artışın ayrıca yüksek östrojen seviyelerine bağlı olabileceği de düşünülmektedir (19). 

2.3.5.2. Fiziksel Aktivite 

Düzenli olarak fiziksel aktivite yapan kadınlar, sedanter yaşayan kadınlara kıyasla meme 

kanserine yakalanma riski bakımından %15-20 daha az riske sahiptirler. Meme kanserine 

yakalanma riski, spor ile bire bir ilişkilidir. Yüksek fiziksel aktivite ile risk azalmaktadır. 

Yürüme gibi daha küçük aktiviteler bile riski azaltma açısından faydalı görünmektedir 

(20)(19). 

2.3.5.3. Radyasyon 

 Radyasyona maruz kalmış  atom bombası mağdurlarının ile yapılan  çalışmalarda, meme 

kanserine yakalanma riskinin arttığı gösterilmiştir (21). Son çalışmalar, düşük doz radyasyon 

içermesine rağmen, radyoterapinin meme kanseri riskini artırdığını göstermektedir (22).  

2.3.6. GENETİK FAKTÖRLER  

  Genetik faktörlerı arasında bahsedilmesi gereken en önemli genler, meme kanseri riskini    

arttırdığı saptanan  brca1 ve brca2 genleridir. Bu genler , tümör baskılayıcı olarak görev 

yapmaktadırlar (23). Brca1 ve brca2 , meme kanseri hastalarında en fazla öne çıkan ve 

araştırılan genlerdir. Tüm kadın meme kanserlerinin % 5-10'unda ve erkek meme 

kanserlerinin % 5-20'sinde bu iki genin mutasyonları görülmektedir (24). Ayrıca son 

zamanda PALB2 (partner and localizer of brca2) denilen ve brca2 ile birlikte görev yapan 

yeni bir gen tanımlanmıştır. Bu gende görülen mutasyonların brca2 mutasyonlarında olduğu 

gibi, meme kanseri riskini artırdığı gösterilmiştir (25). Li-fraumeni ve Cowden sendromları 
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da meme kanseri risk artışı ile ilişkili olduğu bilinen kalıtsal sendromlardır (24). Bu bilgilere 

ek olarak, meme kanserine yakalanma riskini artıran 150'nin üzerinde nadir rastlanan genetik 

varyant tanımlanmıştır (16).  

2.4. MEME KANSERİ ALT TİPLERİ VE SINIFLANDIRILMASI 

Kanser tiplerinin sınıflandırılması, kanser tipine özgü tedavi yöntemlerini araştırmak ve 

uygulamak için, son yıllarda oldukça ön plana çıkmıştır.  

Meme kanserlerinde, heterojen tümör gruplarının varlığı söz konusudur. Bu heterojenite ve 

farklı alt tiplerin varlığı, hücresel köken, mutasyonlar, histolopatoji, metastatik potansiyel, 

terapötik yanıt ve klinik yaklaşımlarda farklılıklar doğurmaktadır (12). 

2.4.1. HİSTOPATOLOJİK SINIFLANDIRILMA 

Histopatoloji bakımından, meme kanserleri invaziv ve invaziv olmayan diye ikiye 

ayrılmaktadır. Meme kanseri birçok farklı histolojiye sahip olmasına rağmen bu kanserin 

büyük çoğunluğu kanalları veya lobülleri kaplayan epitelden köken alır ve meme duktal 

karsinomu olarak sınıflandırılır (26)(27).  

2.4.1.1.  Karsinoma İn Situ 

 Karsinoma in situ, meme kanserinin invaziv olmayan alt tipidir ve çevre dokuları istila 

etmeden epitel dokusunda sınırlı olarak gelişim gösterir. Kaynaklandığı yere göre iki farklı 

tipe ayrılmaktadır: İn situ duktal karsinom (ductal carcinoma in situ, DCIS) ve in situ lobüler 

karsinom (Lobular carcinoma in situ, LCIS). LCIS ayrıca lobüler neoplazi olarak da bilinir. 

DCIS hem duktal hem de lobüler karsinomların özelliklerine sahiptir (27). 

Duktal karsinoma in situ (DCIS):  Kanser olarak tanımlanmayan ancak;süt kanallarındaki 

normal epitel hücrelerinin  neoplastik hücrelere dönüşmeye başladığıve bazal memranda 

sınırlı kalan karsinomadır. Eğer bazal membran sınırlarını aşarsa invaziv kanser olarak 

adlandırılır.  İnvaziv kanser gelişim süreci çok uzun yıllar alabilmekte ve hasta tedavi almasa 

dahi hastanın sağ kalımı etkilenmemektedirinvaziv (27)(28).  
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Lobüler karsinoma in situ (LCIS): Memenin lobüllerindeki yerleşik normal hücrelerin 

neoplastik  hücrelere  dönüşmeye başlamasıdır. Patolojik oluşumlar lobül içinde 

sınırlanmıştır ve çevre dokuya yayılmamıştır. Kanser olarak tanımlanmazlar ancak tedavi 

edilmediği sürece invaziv kanser geliştirme ihtimali yüksektir (28).  

2.4.1.2. İnvaziv Karsinoma 

karsinoma in situnun tersine, çevre dokuyu istila eder (26). Bu grupta en sık görülen 

karsinom tipi invaziv duktal karsinomdur ve tüm invazivinvaziv karsinomların yaklaşık % 

80' nini  oluşturmaktadır. ABD'de tanı konulan meme kanseri vakalarının % 55'i invaziv 

duktal karsinomdur (27).  İnvaziv lobüler karsinomalar invaziv karsinomların yaklaşık % 

10’unu ve abd'deki tüm vakaların yaklaşık % 5'ini oluşturur. DCIS kendisi zararsız olsa da 

tedavi edilmediği taktirde  DCIS lezyonları invaziv kansere dönüşebilir. Tedavi edilmeyen 

DCIS lezyonlarının yaklaşık % 60'ı 40 yıl içerisinde invazivinvaziv kansere dönüşür (28). 

Meme karsinomlarının çoğu (yaklaşık 80%) invazivdir, invaziv kansere dönüşen hücreler 

anormal bir büyüme patterni gösteri.  Çevrelerindeki bezlerin veya kanalların duvarlarını 

parçalayarak meme dokusuna yayılırlar. İnvaziv meme kanserlerinin histolojik alt tipleri, risk 

faktörleri ve tedaviye yanıtları farklılık gösterir. İnvaziv meme kanserleri en az dört farklı 

moleküler alt tipe ayrılarak sınıflandırılır. Son yıllarda geliştirilen gen ekspresyonu 

profilleme teknikleri meme kanserinin moleküler alt tiplerinin daha iyi tanımlanıp 

anlaşılmasını sağlamıştır. 

2.4.2. MOLEKÜLER ALT TİPLER  

Moleküler alt tipler, biyolojik belirteçler kullanılarak değerlendirilmiş ve tanımlanmıştır. 

Kullanılan yöntemler doğrultusunda bazı  hormon reseptörlerinin varlığı ya da  yokluğu 

incelenerek dört ana moleküler alt tip tanımlanmıştır;  

1) Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-) (% 71); Bu alt tipin özelliği yavaş büyüme 

göstermesi ve diğer alt tiplere nazaran daha az agresif olmasıdır. Luminal A 

tümörleri, anti-hormon tedavisine diğer tiplere göre daha duyarlı oldukları  için 

prognozu en iyi seyreden alt tip olarak kabul edilir. Ki67 indeksi (hızlı bölünen 
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hücreleri saptamak için kullanılan bir proliferasyon göstergesi) düşüktür ve genellikle 

kemoterapiye olumlu cevap verirler (29)(30). 

 

2) Luminal B (ER+, PR+/-, HER2+) (% 12);  Luminal B alt tipi, luminal A gibi ER + ve 

/ veya PR +   kanser türleridir, Ki67 indeksi yüksektir ve HER2 reseptörü de 

pozitiftir. Genellikle hormon tedavisine cevap verirler. Kemoterapiye ve trastuzumab 

gibi HER2 antikor tedavisine değişken cevap gösterirler. 

Histopatolojik tanısı Luminal B olan hastaların sağ kalım oranı, luminal A tanılı 

hastalara göre düşüktür (31)(30). 

  

3) HER2 pozitif (ER-, PR-, HER2+) (% 5); HER2 reseptörü pozitif kanserler diğer alt 

tiplerden daha agresif bir şekilde büyümeye ve yayılmaya meyillidirler. Ayrıca HR- 

meme kanserlerine kıyasla daha kötü  prognoza sahiptirler. Bu alt tipin Ki67 indeksi 

yüksektir ve genellikle trastuzumab gibi HER2 reseptör antikoru tedavilerine cevap 

verirler (32)(33). 

Ayrıca son zamanlarda HER2 pozitif meme kanserleri için hedefe yönelik tedaviler 

yaygın olarak kullanılmaya başlanmış ve iyi sonuçlar elde edilmiştir.  

 

4) Üçlü negatif (ER-, PR-/ HER2-) (% 12);  Bu alt tipte, östrojen (ER), progesteron (PR)  

ve HER2 reseptörleri bulunmadığı için, Üçlü negatif meme kanseri olarak 

adlandırılırlar. Üçlü negatif alt tipte Ki67 indeksi yüksektir ve EGF reseptörü yüksek 

miktarda ifade edilmektedir. Bu kanser alt tipi premenopozal kadınlarda ve BRCA1 

gen mutasyonu olan kadınlarda daha sık görülür. Üçlü negatif meme kanserlerinin 

çoğunluğu (yaklaşık% 75), gen ifade profillerine göre, bazal benzeri alt tip ailesine 

aittir ve üçlü negatif meme kanserlerinde hedefe yönelik tedaviler henüz yeterince 

geliştirilmediği için  prognoz diğer alt tiplere göre daha kötü seyreder (34)(35)(36). 

2.5. ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERLERİ 

Üçlü negatif meme kanseri, diğer meme kanser tiplerine kıyasla daha agresif özellikler taşır. 

Genellikle, yüksek metastaz oranlarına sahiptirler ve prognozları kötü  seyreder (37). Üçlü 
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Negatif Meme Kanseri (ÜNMk) olarak adlandırılmasının nedeni , östrojen reseptörü-a (ER-

a), insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) ve progesteron reseptörü (PR) 

ekspresyonu olmamasıdır. Üçlü negatif meme kanseri ile en fazla benzerlik gösteren meme 

kanseri alt tipi bazal benzeri tümörlerdir, fenotip olarak % 50-75 oranında bazal benzeri 

tümörler ile örtüşmektedirler. Aynı zamanda, bazal benzeri tümörlerin de yaklaşık % 80'i ER 

negatif / HER2 negatifdir. Üçlü negatif Meme kanseri, tanı konulan tüm meme kanserlerinin 

% 10-15'ini oluşturur. Nüksün ve uzak metastazın sık görüldüğü bir alt tiptir, beş yıllık sağ 

kalım oranı ise % 15'ten azdır (38). ABD'de üçlü negatif meme kanserleri siyahi kadınlarda 

beyaz kadınlara oranla iki kat daha fazla görülmektedir. Menopoz öncesi dönemdeki ve 

BRCA1 gen mutasyonuna sahip kadınlarda daha yaygın olarak görülmektedir (39). 

Günümüzde, Üçlü negatif meme kanseri için kullanılan tedavi yöntemi kemoterapidir. Bu 

kanseri tedavi etmek için kullanılan paklitaksel gibi genel ve birinci basamak antikanser 

ilaçlar ideal bir terapötik yanıt oluşturamamaktadır (40). Üçlü negatif meme kanseri, 

geleneksel kemoterapi ve radyoterapi dışında, FDA onaylı hedefe yönelik tedavilere henüz 

geliştirilememiştir (41). Bununla birlikte, adjuvan tedavi gören hastaların yaklaşık üçte 

birinde, tedaviyi takip eden üç yıl içinde nüks gözlenir (42). Üçlü negatif meme kanseri için 

hedefe yönelik tedavilerin geliştirilememesinin nedenlerinden birisi bu hastalığın gelişim ve 

metastaz mekanizmalarının detaylı olarak bilinmemesidir. 

Bu agresif özellikler ve hedefe yönelik tedavilerin eksikliği araştırmacıların bu  alana 

yoğunlaşmasına ve  birçok çalışma yapmasına neden olmuştur. Bu çalışmaların genel amacı, 

bahsedilen alt tipin tedavisi için uygun moleküler hedeflerin araştırılması ve keşfedilmesidir. 

Yapılan büyük kohort çalışmaları, klinik araştırmalar ve meta analizlerin sonucunda Üçlü 

negatif meme kanserı’nde farklı moleküler değişiklikler ortaya koymuştur ancak, bu 

değişikliklerin çoğunun kanserin ilerlemesine olan etkisi tartışmalıdır (43).   

Üçlü-negatif meme kanseri, histolojik ve biyolojik özellikleri önemli farklılıklar gösteren 

heterojen bir hastalıktır (31). Mikrodiziler ve yeni nesil sekanslama gibi moleküler 

teknolojilerden elde edilen veriler bu tip kanserlerin mutasyonlarının profillenmesine ve alt 

kümelerinin tanımlanmasına imkân vermiştir.  Elde edilen moleküler veriler, daha iyi 

prognoz sağlamak için  etkili tedavilerin geliştirilmesine olanak sağlamaktadır (44).  Üçlü-
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negatif meme kanserinde görülen alt tipler farklı hücre hatlarıyla temsil edilmektedir. 

Moleküler esaslı tedaviler için, bu hücre hatlarının daha iyi tanınması ve alt tiplerinin 

belirlenmesi gerekmektedir. Üçlü-negatif meme kanserlerinin, gen ifade analizleri ve Küme 

analizleri (cluster analysis) sonucunda, farklı gen ifadesi ve ontolojisi gösteren 6 farklı alt tip  

belirlenmiştir.  

2.5.1. ÜÇLÜ-NEGATİF MEME KANSERİ HÜCRE HATTI MODELLERİ 

Lehmann ve arkadaşları tarafından 2011 yılında, Şekil 2.2.’de görüldüğü gibi üçlü negatif 

meme kanserleri 6 alt tipi ve bir değişken alt tipi olarak tanımlandı ve sınıflandırıldı (31). 

 1) Bazal Benzeri 1 Alt Tipi (BL1); 

BL1 alt tipinde, hücre bölünmesi ve hücre döngüsü yolaklarında rol oynayan genlerin 

ifadeleri artmıştır. BL1 alt tipindeki proliferasyon yolaklarındaki ifade artışlarına , DNA 

hasarı sonucunda aktive olan yolaklarda eşlik eder. Yüksek Ki67 indeksine sahip olması bu 

alt tipin yüksek  proliferatif özelliği olduğunu desteklemektedir (31). 

BL1 alt tipi, Üçlü negatif meme kanseri alt tipleri arasında, TP53 mutasyonu %92 oranla en 

sık görülen alt tipidir. Yüksek düzeyde MYC, CDK6 veya CCNE1 amplifikasyonu 

göstermektedir. Aynı zamanda BRCA2, PTEN, MDM2 ve RB1 genlerinde delesyon 

saptanan alt tip olarak bilinmektedir. (45). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarının saptandığı 

hücre hatlarının neredeyse tümü, bazal alt tip ile ilişkili olan gen ifade patternlerine sahiptir 

(46). 

  2) Bazal benzeri 2 Alt Tipi (BL2);  

BL2 alt tipinde, EGF, NGF, MET, Wnt / β-katenin ve IGF1R gibi büyüme faktörü ile ilgili 

sinyal yolakları aktif olarak görülmektedir. BL2 alt tipi, BL1’e benzer şekilde, EGFR, MET 

ve EPHA2 gibi büyüme faktörü reseptörlerinin ifadesi artmıştır. BL2 alt tiplerinde, hücre 

döngüsü ve DNA hasarı yanıt genleri daha yüksek ifade oranına sahiptirler ve genellikle 

sisplatine iyi cevap verirler (36). 
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 3) Mezenkimal Kök Hücre Benzeri Alt Tipleri (MSL);   

Mezenkimal alt tip olarak tanımlanan alt tipte, hücre motilitesi, hücresel farklılaşma, hücre 

dışı reseptör etkileşimi (extracellular receptor interaction) gibi çeşitli yolak genlerinde ifade 

artışı vardır.MSL olarak(Mezenkimal Kök Hücre Benzeri) alt tiplerde  mezenkimal alt tipte 

olduğu gibi benzer  yolak genlerinde ifade artışı vardır (47).  

Bununla birlikte, MSL alt tipine özgü genler ve genlere bağlı süreçler de ayrıca 

tanımlanmıştır. Bu genlerin ürünleri inositol fosfat metabolizması, EGFR, PDGF, kalsiyum 

sinyal mekanizmaları, G-protein bağlı reseptör ve ERK 1 /2 sinyalizasyonunda görev 

almaktadır. Bahse konu olan genler ek olarak, ABC (ATP-Binding Cassette) taşıyıcı ve 

adipositokin sinyalizasyonunu da içeren büyüme faktörü sinyal yolaklarına bağlı bileşenleri 

ve işlemleri de düzenlemektedir. Burstein ve arkadaşları bu alt tiplerde normalde osteositlere 

(OGN) ve adipositlere (ADIPOQ, PLIN1) özgü genlerin ifade edildiğini ve büyüme 

faktörlerinden biri olan IGF-1’in (Insulin-like growth factor 1) de yüksek oranda ifade 

edildiğini göstermişlerdir (42).  

4) Mezenkimal alt tipi (M);  

Mezenkimal benzeri Üçlü negatif meme kanseri alt tipleri, M ve MSL, hücre motilitesi, 

farklılaşma ve EMT(Epitelyal-Mezenkimal Geçiş) ile ilişkili genlerde benzer ifade profilleri 

gösterirler, MSL alt tipi anjiyogenez ve kök hücre ile ilişkili genlerin ifadesindeki artış ve 

düşük claudin ekspresyonu ile diğer alt tiplerden ayrılır (48). 

5) Lüminal androjen reseptör alt tipi (LAR);   

Bu alt tip Androjen reseptörü (AR) sinyalizasyonu artışı ile karakterizedir. LAR alt tipi tanılı 

hastalarda sağkalım diğer alt tiplere göre daha yüksektir. LAR’yi temsil eden  hücre hatları 

bir AR antagonisti olan bikalutamid’e karşı oldukça duyarlıdır (29).  
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 6) İmmünomodülatör alt tipi (IM); 

İmmünomodülatör alt tipinde, TH1/TH2 yolağı, NK hücre yolağı, IL-12 yolağı gibi immün 

düzenlenmede rol oynayan genlerin ifadesi artmıştır. STAT genlerinin de ekspresyonu 

artmıştır. Bu alt tipte grade yüksek olmasına rağmen prognoz genellikle iyidir (31). 

 

 
Şekil  2.2. Üçlü Negatif Meme Kanseri sınıflandırması, gen ontolojisi ve oranı. (44). 

 

2.5.2. HÜCRE HATLARI VE ÖZELLİKLERİ 

Bu çalışmada kullanılan meme kanseri hücreleri, Üçlü negatif meme kanseri ailesine ait olan 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre hatlarıdır.  
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1). MDA-MB-231  

MDA-MB-231 hücre hatları, metastatik meme adenokarsinoması olan 51 yaşındaki kadın 

hastanın metastatik plevral efüzyonundan izole edilmiştir. Morfolojik olarak epitel 

hücrelerinin özelliklerini taşırlar. Bu hücre hatlarında epidermal büyüme faktörü (EGF) ve 

dönüşüm büyüme faktörü alfa (TGF alfa) reseptörleri ifade edilmektedir. Transfeksiyon 

deneyleri için uygun hücrelerdir (34). 

MDA-MB-231 kanser hücreleri, Üçlü-negatif meme kanserlerin Mezenkimal benzeri alt 

grubunda yer almaktadırlar. Bu hücre hatları invaziv duktal karsinom histolojisine sahiptirler. 

Bu hücre hatlarının mutasyon haritasında BRAF ve KRAS genlerinde heterozigot 

mutasyonlar ayrıca  CDKN2A, NF2, TP53 ve PDGFRA genlerinde homozigot mutasyonları 

görülmüştür (49). 

2). MDA-MB-468 

MDA-MB-468 hücre hatları, 1977 yılında, metastatik meme adenokarsinoması olan 51 

yaşındaki Siyahi bir kadının plevral efüzyonundan izole edilmiştir. Bu hücre hattı, epitel 

hücre morfolojisine sahiptir, reseptör olarak epidermal büyüme faktör reseptörü (EGF) ve 

dönüşüm büyüme faktörü alfa (TGF alfa) ifade edilmektedir.MDA-MB-468 hücreleri 

transfeksiyona uygundur , ATCC sitesini verilerine göre transfeksiyon verimi yaklaşık % 

90’dır.  

MDA-MB-468 kanser hücreleri , Üçlü-negatif meme kanserlerin bazal benzeri 1 alt grubunda 

sınıflandırılırlar. Bu hücreler histolojileri bakımından duktal karsinom olarak 

sınıflandırılmaktalar. PTEN, RB1, SMAD4 ve TP53 genlerinde homozigot mutasyonlar 

bulunmaktadır (36).  

2.6. ARRESTİN PROTEİNLERİ 

Arrestin proteinleri ifade edilme yerlerine göre iki ana gruba ayrılmaktadırlar. Birinci 

gruptaki Arrestin proteinleri, görsel Arrestin (Arrestin-1) ve koni Arrestini (Arrestin-4) 
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olmak üzere iki tanedir ve genellikle gözde bulunurlar. İkinci grupta olan β -Arrestin 1 

(Arrestin-2) ve β-Arrestin 2 (Arrestin-3) proteinleri ise tüm dokularda ifade edilir (50)(51). 

Bu proteinler ilk olarak 1977 yılında Wacker ve arkadaşları tarafından görsel algılamadaki 

görevleri nedeniyle “retinal S antigen” olarak tanımlanmıştır. Bu proteinin geni, HUGO veri 

tabanında hala S antigen (Sag) olarak kayıtlıdır (52)(53). 1980'lerin başında, görme 

fizyolojisi üzerinde yapılan çalışmalarda, bu proteinin Rodopsin’in ışıkla olan 

aktivasyonunda rol aldığı gösterilmiştir (54)(55). O yıllarda, görsel sistem ile reseptörlerin 

çalışma mekanizmaları arasındaki ilişki tam olarak anlaşılamamıştır. Bu ilginç ilişki 1986'da 

β2-adrenerjik reseptörün (β2AR) klonlanmasıyla aydınlanmaya başlamıştır. İlk olarak, 

β2AR'ın zar topolojisinin rodopsin ile benzer olduğu ortaya konuldu (56)(57). Arrestin 

proteinleri görsel rodopsin sisteminde G-protein kenetli reseptörlerin (GPKR'ler) aktivitesini 

düzenleyen mekanizmanın bir parçası olarak 1986 yılında Herman Kuhn ve arkadaşları 

tarafından tanımlandı(58). Aynı zamanda başka bir laboratuarda, Martin Lohse ve arkadaşları 

tarafından β-adrenerjik reseptörlerin sinyal yolaklarında rol aldıkları gösterilmiştir (59). S-

antijeninin; Rodopsin sinyalini “engellemesi (arrest)” nedeniyle bu proteine Arrestin ismi 

verildi. Daha sonra bu ailedeki tüm proteinlerin ilk tanımlanan görevleri reseptör 

desensitizasyonu olduğu için bunlara da Arrestinler denilmiştir (60). İnsan Arrestin proteinin 

geni 1990 yılında analiz edilerek , yaklaşık 50 kilo baz uzunluğunda olduğu, 16 ekzon ve 15 

intron içerdiği tespit edildi. Bu ekzonların çoğu 100 baz çiftin altındayken intronlar daha 

uzun gen dizilerine  sahiptir. İnsandaki gen dizisinin 405 amino asitten oluşan proteinleri 

kodladığı gösterilmiştir (52).  

2.6.1. ARRESTİN TİPLERİ 

Bu proteinlerin keşif sürecinde yapılan çalışmalar sonucunda, proteinlerin isimleri de zaman 

içerisinde değişmiştir. Arrestin proteinleri günümüzde  4 alt tipe  ayrılarak inceleniyor .Dört 

Arrestininde farklı isimlendirmeleri mevcuttur.Memeliler, dört Arrestin alt tipinin hepsini 

eksprese etmektedirler.  
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 Arrestin-1: 48 kDa ağırlığındadır ve ilk tanımlanan Arrestin proteinidir. Üveite 

(otoimmün göz hastalığı) neden olur. S-antijen (SAG) olarakta adlandırılır (60).  

 

 Arrestin-2: 47066 Dalton ağırlığındadır. Görsel olmayan Arrestin proteinlerinden ilk 

tanımlananıdır ve Beta Arrestin1 olarak isimlendirilmiştir. Beta Arrestin 1 proteini, 

β2-adrenerjik reseptörlere bağlı olarak bulunduğu için BETA ismi Arrestin 

kelimesinin önüne eklenmiştir. Başka bir çalışmada ise saflaştırılmış formdaki  

Arrestin-2, ortamdaki rodopsin ve β2-adrenerjik reseptörler arasında  β2-adrenerjik 

reseptöre bağlanmayı tercih ettiği için β-Arrestin olarak adlandırıldığı öne 

sürülmektedir (61).  

 

 Arrestin-3: 46106 Dalton ağırlığındadır. Tanımlanan ikinci görsel olmayan 

Arrestindir ve Beta Arrestin 2 olarak isimlendirilmiştir. β2-adrenerjik reseptörlere 

bağlandığı için bu proteine β-Arrestin-2 ismi verilmiştir. Fakat daha sonra bu 

bağlanmanın  sadece β2-adrenerjik reseptör ile sınırlı kalmadığı diğer reseptörlerle de 

etkileşime geçtiği ortaya çıkmıştır (62).  

 

 Arrestin-4: Fotoreseptörler ile etkileştiği için koni Arrestin veya X-Arrestin olarak 

tanımlanmıştır. HUGO veritabanında bu proteinin genine Arrestin-3 ismi verilmiştir 

(60)(63).  

2.6.2. BETA ARRESTİN PROTEİNLERİ 

İki tip Beta Arrestin proteini vardır: Beta Arrestin 1, 53 kDa  ağırlığında , kodlayıcı geni 7. 

kromozomda bulunan bir proteindir.. Beta Arrestin 2 ise 46 kDa ağırlığındadır ve geni 11. 

kromozomda bulunur (64)(65). Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin amino asit sekansları 

arasında % 70’lik oranda benzerlik saptanmıştır. B-Arrestin 1/2 proteinlerinin omurgalı ve 

omurgasız türler arasındaki sekans benzerliğinin insanlar, fareler, sıçanlar ve kurbağalar da 

dahil olmak üzere yüksek oranda korunduğu gösterilmiştir (63)(66).  
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Beta Arrestin proteinleri, serbest haldeyken katlanmış iki antiparalel β tabakası şeklinde 

bulunmaktadır. N terminalin dışbükey yüzü kısa bir alfa heliks yapısı içerir. Bu heliks yapısı 

C terminal alanına, yüklü tuz köprüleri ile oluşturulan polarize çekirdek aracılığı ile bağlanır 

ve proteinin doğru pozisyonunu korumasını sağlar (56)(67). Ayrıca Şekil 2.3.’de görüldüğü 

gibi Beta Arrestin proteinleri, tersinir membran çapası (reversible membrane anchor) işlevi 

yapan bir katyonik amfipatik sarmal içerirler(68). Aktif olmadığı zaman, Beta Arrestin'lerin 

polarizasyon çekirdeği olarak tanımlanan bölgesi, N ve C terminal alanlarının bağlantı 

noktasına hareket eder ve C terminalinin karboksil kuyruğu arasındaki kavşağa bağlanır. 

Aktivasyon ve sonrasındaki polarizasyonun ardından Beta Arrestinlerin çekirdek bölgeleri 

yok olur ve C terminal karboksil kuyruğu serbest kalır. Klatrin ve adaptin proteini 2, c Jun N 

terminal kinaz (JNK) 3 ve ERK1 / 2 proteinlerinin bağlanma bölgeleri açığa çıkar (69)(70).                                           

 
Şekil 2.3. Beta Arrestin protein yapısının şematik özeti (66). 
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Beta Arrestinlerin hemen hemen tüm G protein kenetli reseptörlerin sinyal iletiminde görevli 

oldukları görülmüştür. Bu proteinler ilk olarak G protein-kenetli reseptörlerin (GPKR'ler) 

duyarsızlaştırılmasındaki rolleriyle öne çıkmışlardır.Günümüzdeki bilgiler doğrultusunda  

birçok reseptör bağımlı olmayan proteinle etkileşimlerinde adaptör protein olarak görev 

aldıkları bulunmuştur. Ayrıca sinyal yolaklarını kontrol etme sürecinde de rol oynadıkları 

görülmüştür (55). Bu nedenle β-Arrestin proteinleri, hücre büyümesinden hayatta kalmaya, 

hücre iskeleti düzenlemesi ve hücre migrasyonuna kadar uzanan geniş bir yelpazedeki  

hücresel süreçlerde görev alırlar (71). Son zamanlarda  Beta Arrestinlerin üzerinde yapılan in 

vivo çalışmaların artması, bu proteinlerin rol aldığı fizyolojik ve patolojik işlevlerin açığa 

çıkmasını sağlamıştır. Bu proteinlerin keşfedilecek yeni tanı ve tedavi süreçlerinde 

kullanılabileceği vurgulanmıştır. Beta Arrestinler hakkında bilgilerimizin ilerlemesi, bu 

proteinlerin işlevlerini daha iyi anlamak için birçok yeni tekniğin ve yaklaşımın 

geliştirilmesine olanak sağlamaktadır (72).  

2.6.3.  BETA ARRESTİNLER VE G PROTEİN-KENETLİ RESEPTÖR 

REGÜLASYONU  

2.6.4.  KLASİK SİNYAL YOLAKLARI 

Arrestinler, G protein-kenetli reseptörlerin (GPKR) sinyal iletiminde önemli görevleri olan 

ve aynı zamanda birçok farklı işlevi olan küçük bir protein ailesidir. Bu proteinler, GPKR’ye 

oldukça düzgün bir şekilde bağlanırlar ve bu bağlanma sayesinde bazı sinyal yolakları 

sustururlar. Aynı zamanda başka birçok hücresel sinyali kuvvetlendirerek bazı reseptörlerin 

internalizasyonuna da yardımcı olurlar. 

Birçok araştırma, bu proteinlerin GPKR’lerin aktif ve fosforile formu ile etkileşime girme 

yeteneği olduğunu göstermiştir ayrıca farklı  GPKR’ler için farklı özgüllüklerde etkileşime 

girdiklerini  ve çeşitli fonksiyonel etkileri olduğu görülmüştür. 

Bu fonksiyonel etkiler, hem GPKR’ler ile olan hem de altında yer alan sinyal (downstream)  

proteinleri ile etkileşimleriyle ortaya çıkar. Reseptörler ile olan etkileşimleri ilk başta 



 

19 

 

“klasik” G proteinine bağlı sinyalizasyonun durdurulması olarak tanımlanmıştır. Ardından bu 

proteinlerin reseptör internalizasyonuna neden olduğu ve “klasik olmayan” sinyal yolaklarını 

tetiklediği görülmüştür. 

Son 15 yılda Arrestin proteinlerinin hepsinin (her 4’ünün) yapıları X-ışınları ile 

tanımlanmıştır. Bu proteinlerin yapıları birbirlerine oldukça benzemektedir. Temel olarak 

polar bir çekirdek ve menteşe gibi bağladığı iki içbükey antiparalel β tabaka bölgesinden 

oluşmaktadır. Fosforile reseptörler bu proteinlerin ikili B-tabaka bölgelerinin içbükey 

kısmına bağlanırlar ve proteinlerin içbükey tarafları aşağı akış fonksiyonlarına aracılık eden 

başka proteinin kenetlenmesi için geniş bir alan sağlar (64).  

2.6.5. RESEPTÖR  İNTERNALİZASYONU 

1996 yılında birbirlerinden bağımsız bir şekilde Marc Caron ve Jeff Benovic gruplarının 

reseptör ve G protein iletişimi üzerindeki yaptıkları çalışmaların sonucunda, Beta Arrestin 

proteinlerinin reseptör internalizasyonunda da önemli bir rol oynadıkları keşfedildi (73)(59).  

Her iki çalışmada da, Beta Arrestin proteinlerinin Beta2-adrenerjik reseptörlerinin 

internalizasyonuna yardımcı olduğu gösterilmiştir. Aynı çalışmada mutant Beta Arrestin 

kullanılmasının reseptör internalizasyonunu bozduğu gösterilmiştir. Bu işlevin “Beta” 

Arrestinlere özgü olduğu düşünülmektedir. Diğer bir deyişle, görsel Arrestinlerde reseptör 

internalizasyonu fonksiyonu gözlenmemiştir ve bu ayrım bize görsel Arrestinler ile Beta 

Arrestinler arasında büyük farklılıklar olduğunu ortaya koymaktadır (74). 

Mekanik olarak, Beta Arrestin proteinlerinin reseptör internalizasyon etkileri, Clathrin 

proteinleri ile olan stokiyometrik etkileşimi neticesinde ortaya çıkmıştır. Aynı zamanda Beta 

Arrestinlerin reseptörler aracılığı ile sitoplazma içerisinde adaptör proteinler olarak da görev 

yapabilecekleri öne sürülmüştür (74) (75). 

2.6.6. KLASİK OLMAYAN SİNYAL YOLLARI   

 Çoklu sinyal moleküllerinin bir araya toplanması ve yeni sinyal iletimine yol açmaları Beta 

Arrestin proteinlerinin klasik olmayan işlevlerindendir (76)(77). Reseptörlerin 
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internalizasyonu, reseptörleri sadece hücre yüzeyinden ayırmakla kalmaz, reseptörlerin geri 

dönüşümüne veya degredasyonuna da yol açar, ayrıca bu işlemler esnasında yeni sinyal 

yolaklarını da tetikler  (78). 

Beta Arrestinlerin başka proteinler ile iskele kurma fonksiyonu (klasik olmayan işlevleri) 

çeşitli sinyal moleküllerin bir araya getirilmesini sağlamaktadır. Bu moleküller üç ana sınıfa 

ayrılırlar: Birinci sınıf; (a) Beta Arrestin tarafından çesitili reseptörlere sunulan (recruit)  

cSrc, Hck, Fgr ve Yes gibi reseptör olmayan tirozin kinazlar(non-receptor tyrosin kinazlar). 

İkinci sınıf; (b) MAP kinaz kaskatına (cascade) ait olan bileşenler olup hem ERK1 ve 

ERK2'yi aktive eden Raf, MEK ve ERK’i hem de JNK3'i aktive eden ASK1, MKK4 ve 

JNK3’ü kapsamaktadır. Üçüncü sınıf ise, (c) fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve AKT 

kinazlarıdır (76). 

Reseptör internalizasyonu ile "klasik olmayan" G proteininden bağımsız sinyal yolaklarının 

aktivasyonu arasında yakın bir ilişki görülmektedir. Örneğin, MAP kinazlara yönelik 

sinyallerin Clathrin kaplı (clathrin-coated pit) veziküllerde meydana geldiği gösterilmiştir 

(57)(70). Bu işlevin reseptörlerin Beta Arrestin bağlı kaldığı sürece devam ettiği saptanmıştır 

(79). Geçici olarak klasik olmayan sinyallerin aktivasyonu, G proteininin aracılık ettiği 

etkileri takip eder ve Beta Arrestinlerin reseptöre bağlanması, hem klasik olan hem de klasik 

olmayan sinyalleri etkileyebilmektedir (80).  

Beta Arrestin ve dinamin bağımlı internalizasyon, hücre içi sinyal iletiminin ilk aşamasında 

gereklidir. Beta Arrestinler, zamansal ve uzamsal (temporally and spatially) olarak 

düzenlenmiş reseptör aracılı sinyalizasyon modelini üç sinyal dalgası şekilde 

düzenlemektedir. İlk olarak, hücre yüzeyinde G proteinlerinin aktivasyonuyla oluşan sinyali 

durdurlar, ikinci olarak klasik olmayan sinyal oluşumunu tetiklerler (reseptör olmayan tirozin 

kinazlar, MAP kinazlar, PI3 kinaz ve AKT), ve son olarak G proteinlerinin hücre içi 

aktivasyonunun aracılık ettiği üçüncü bir sinyal oluşumuna izin verirler (80)(81).         
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2.7. KANSERLERDE BETA ARRESTİNLERİN ROLÜ 

Genellikle tüm dokularda ifade edilen, görsel olmayan Beta Arrestin1 ve Beta Arrestin2 

proteinleri, başlangıçta G protein-bağlı reseptörlerin duyarsızlaştırma ve internalizasyon 

süreçlerinde aldıkları roller ile bilinirler (73)(82). Sonradan yapılan çalışmalar sonucunda, 

Beta Arrestinlerin sitoplazma içerisindeki farklı proteinleri bir araya getirmeleri (recruitment) 

ve aynı zamanda bazı hücresel işlemleri düzenlemek için çekirdek ve sitoplazma arasında yer 

değiştirdikleri saptanmıştır (83).  

Beta Arrestinler kanser oluşum süreci içerisinde, hem sitoplazmada hem de çekirdekte çeşitli 

işlevler gerçekleştirirler. Son gelişmelerde, Beta Arrestinlerin kanserogenezis sırasında hücre 

ölümünün inhibisyonu, tirozin kinaz yolaklarının aktivasyonu ve gen ifade düzenlenmesinin 

regülasyonu gibi, yeni ve çok önemli rolleri olduğu ortaya çıkmıştır (84)(85). Beta 

Arrestinlerin bahsedilen bu yeni görevleri invazyon, metastaz hücre proliferasyonu ve hücre 

göçü gibi kanser oluşma sürecinde kilit öneme sahip hücresel düzenlenmelerle yakından 

ilişkilidir. Çizelge 2.1.’de görüldüğü gibi bahse konu olan bu süreçler ve etkiler hücrelerin 

hem sitoplazmasında hem de çekirdeğinde gerçekleşen çeşitli etkiler ile düzenlenmektedir 

(86).  

Beta Arrestinler hücrelerin kontrolsüz büyümesine de sebebiyet verebileceği çeşitli hücre 

hatlarında apoptoz sürecinin düzenlenmesinde rol aldıklarından bahsedilmektedir (87)(88). 

Son çalışlmalarda Beta Arrestinlerin hücre çekirdeği içerisinde yaptığı bazı etkiler 

tanımlanmıştır ve ilk olarak 2001 yılında Beta Arrestinlerin gen transkripsiyonun 

düzenlenmesindeki rolü aydınlatılmıştır. Bu çalışmada, Beta Arrestin 1’in  lenfosit arttırıcı 

faktörün (lymphoid enhancer factor, LEF) transkripsiyon faktörünün aktivasyonunu 

düzenlediği gösterilmiştir (89). Beta Arrestin 1 proteinleri çekirdeğe geçtiklerinde, histon 

asetiltransferaz, p300, ve cAMP yanıt elemanı bağlayıcı protein (cAMP response element-

binding protein) ile etkileşime girerek histon asetilasyonunu ve gen transkripsyonunu 

düzenledikleri gösterilmiştir (90).  
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Çeşitli kanser türlerinin evrelendirilme derecesi arttığında Beta Arrestinlerin 

lokalizasyonunda ve seviyelerinde değişiklikler olduğu belirtilmiştir (91). 

β-Arrestinlerin kanser üzerinde in vivo etkileri, farelerde tümör modeli oluşturularak 

gösterilmiştir. Örneğin, Beta Arrestin 1'i aşırı eksprese eden transgenik farelerde, tümör 

büyümesinin hızlandığı ve anjiyogenezin arttığı görülürken, Beta Arrestin 2 nakavt farelerde 

oluşturulan akciğer kanseri modelinde, metastaz ve tümör büyümesinde artış olduğu 

görülmüştür (92).  

 

Çizelge 2.1. Beta Arrestinlerin kanser türleri özerinde bulunan etkileri (86). 
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2.8. BETA ARRESTİNLER VE MEME KANSERİ 

Beta Arrestin'lerin meme kanseri üzerindeki etkileri konusundaki çalışmalar sayıca azdır. Bu 

nedenle Beta Arrestinlerin meme kanseri üzerindeki rolü iyi tanımlanamamıştır (93). Bu 

konuda yapılan ilk araştırmada, Beta Arrestin 1 ve 2'nin MDA MB-231 metastatik meme 

kanseri hücre hatlarında PAR-2-aracılı (protease activated receptor 2) hücre göçünde önemli 

rolü olduğu gösterilmiştir (94)(93). Beta Arrestin'lerin siRNA’sı veya bir MEK-1 inhibitörü 

kullanımı sonrasında, meme kanseri hücrelerinin migrasyonunun azaldığı görülmüştür. Bu 

çalışmanın önemli tarafı, Beta Arrestinlerin G-protein sinyal sonlandırıcıları olarak bilinen 

görevinin dışında yeni bir işlevinin daha gösterilmesi olmuştur (93). Başka bir çalışmada ise 

βArr'lerin LPA reseptörünün sinyal iletiminde yer aldığı gösterilmiştir. LPA, biyolojik olarak 

aktif bir fosfolipittir ve spesifik GPKR'lerin aktivasyonuna bağlı olarak çeşitli hücresel 

işlevleri düzenleyebilmektedir. LPA'nın meme kanseri hücre migrasyonu, invazyon ve 

metastazdaki rolü iyi araştırılmıştır. Aynı zamanda, Beta Arrestinlerin Ral GTPase bağımlı 

bir yolak aracılığı ile LPA'nın migrasyon üzerindeki etkilerine de aracılık ettiği gösterilmiştir 

(95). 

Genel olarak, Beta Arrestin proteinlerinin ekspresyonu ve klinik etkileri üzerinde az sayıda 

çalışma yapılmıştır.İki büyük kohort çalışmasından elde edilen verilerin değerlendirildiği 

2011’de yapılan bir çalışmada, tümör hücreleri ve stromal hücrelerdeki βArr1’in ifade 

farklılıklarının klinik önemi araştırılmıştır ve çalışma sonucunda kanser hastalarının 

histolojik derece, tümör büyüklüğü ve tümörün evresi gibi verileri ile immünohistokimyasal 

analizlerle saptanan Arrestinin doku ekspresyonu düzeyleri arasında korelasyon bulunmuştur 

(96). 

2.8.1. MEME KANSERİNDE BETA ARRESTİN SEVİYELERİ 

Beta Arrestin proteinleri her meme kanseri tipinde farklı seviyelerde ifade edilmektedir. 

Östrojen negatif meme kanserleri ve üçlü negatif meme kanserlerinde tümör büyüklüğü ve 

tümör agresifliği gibi klinik parametreler ile Beta Arrestin miktarı arasında yakın bir 

korelasyon olduğu saptanmıştır. Her iki tür kanserde de tümörün agresifliği artarken Beta 
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Arrestin 1 seviyesinin azaldığı tespit edilmiştir. Beta Arrestin 2 proteininin ifadesi, sadece 

progesteron pozitif kanserlerde istatistiksel olarak anlamlı düşük düzeyde görülmüştür 

(97)(98). 

Meme Kanseri hastalarının doku örneklerini kantitatif real-time PCR (qPCR) ile 

incelendiğinde, Beta Arrestin 1 veya 2 proteinlerinde ifade değişikliği ve bu proteinlerin 

mRNA seviyelerinin kanserin evresine göre ne şekilde değiştiği belirtilmiştir (95). İnsan 

tümörlerinde Beta Arrestin proteinlerin ifade farklılıkları Çizelge 2.2.'de gösterilmiştir (99).  

 

Çizelge 2.2. βArr1 ve βArr2 proteinlerin kanser türlerinde bulunan ifade düzeyleri (99).
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İnvazif olmayan meme kanseri (evre 0) ile invaziv olan (evre 1’den evre 4’e kadar) meme 

kanserleri arasındaki β-arr2 proteininin ifade seviyeleri arasında anlamlı oranda fark 

bulunmuştur. Yapılan bir çalışmada, Evre 0’da evre 1-4’e göre β-arr2 seviyesi anlamlı olarak 

daha az bulunmuştur yine aynı çalışmada β-arr1’in ifadesi evre 1-4’te, evre 0'a göre hafif bir 

artış göstermiş, fakat bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (99). 

Beta Arrestin 1 protein seviyesinin azalmasının ve Beta Arrestin 2’nin artmasının, kötü 

prognoz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmadan elde edilen veriler, meme kanserinin 

ilerlemesi sırasında B-arr2 seviyesinin arttığını ve B-arr1 ifadesinin azaldığını ve bu 

değişimlerin, hastanın sağkalımının azalmasıyla bağlantılı olduğunu göstermektedir(97). 

Başka bir çalışma, β-arr1 protein düzeyinin normal meme dokusunda daha az olduğunu, 

invaziv duktal kanser (IDC) ve metastatik IDC'de ise yükseldiğini belgelemiştir (100). 

Bu çalışmaları birlikte değerlendirdiğimizde, Beta Arrestin protein ifadesinin artması veya 

azalmasının meme kanserinin ilerlemesi ile ilişkili olduğu görülmektedir. Bu farklılıklar 

çelişkili görünebilir, meme kanserinin ilerlemesi ile ilişkili olduğu görülmektedir. Bu 

farklılıklar çelişkili görünebilir, bunun nedeni büyük olasılıkla, sitoplazmadaki kritik rollerini 

yerine getirilmesi için Beta Arrestin proteinlerin konsantrasyonunun önemli olmasıdır. Aynı 

zamanda Arrestinler çeşitli proteinleri zamansal ve uzamsal olarak bir araya getirerek 

proteinlerin biyolojik rollerini değiştirebilmektedir. Bu nedenle Beta Arrestin proteinlerin 

seviyelerindeki değişiklikler, hücrelerde oluşan sinyalin bozulmasına veya bir yolağın işleyiş 

yönünü değiştirerek hastalığın ilerlemesine veya ilerleyişinde duraksamaya neden olabilir 

(101). 

2.9. BETA ARRESTİN VE PROLİFERASYON  

Beta Arrestinlerin proliferasyon üzerindeki etkileri halen tartışılan bir konudur. Beta Arrestin 

proteinlerinin hücre proliferasyonuna olan etkilerinin genellikle, ERK1/2 ve AKT aracılığı 

ile olduğu düşünülmektedir. Beta Arrestinlerin G protein aracılığıyla ERK1/2'yi hücre 

çekirdeğine yönlendiren sinyaller arasındaki dengeyi kontrol ederek aynı zamanda uzun 
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süreli sitozolik ERK1/2 aktivitesi sonucunda oluşan cevapları da kontrol ettikleri 

gösterilmiştir (102)(71). 

Bazı çalışmalarda β-arr1 proteinlerinin PI3K aktivasyonuna neden olduğu gösterilmiştir. Bu 

aktivasyonun takip eden süreçte, AKT'ın fosforilasyonuna ve  apoptozun azalmasına neden 

olduğu gösterilmiştir(103). Başka bir çalışmada, insülin reseptörünün aktivasyonu sonucunda 

β-arr2 proteinlerinin, AKT ve Src proteinlerini bir araya getirerek AKT aktivasyonuna yol 

açabileceği gösterilmiştir (92).  

Yukarıda açıklanan pozitif düzenleyici rollerinin aksine, Beta Arrestinler farklı 

mekanizmalar ile PI3K / AKT yolunu inhibe de edebilirler. Arrestin 1 ve 2'lerin, PAR-2 

reseptör aracılı PI3K aktivitesini, doğrudan inhibe ettiğini gösteren çalışmalar mevcuttur 

(104) bu bilgiyi destekler nitelikte Beta Arrestinler fosfatazları, AKT ile bir araya getirerek, 

sinyalizasyonu “sonlandırabilirler”. Örneğin, Beta Arrestin 2, dopamin (D2) reseptörünün 

aşağısındaki AKT proteini ile PP2A'yı bir araya getirerek, AKT'ın defosforilasyonuna ve 

bunun sonucunda da sinyalin sonlandırılmasına aracılık etmektedirler (105).  

Beta Arrestin proteinleri proliferasyona olan etkilerini PTEN proteini aracılığı ile de 

gösterebilirler. Beta Arrestinler, PTEN / PI3K / AKT yolağı boyunca çok sayıda müdahale  

noktasına sahiptir ve bu yolakta hem negatif hem de pozitif düzenleyici olarak rol 

oynayabilirler (99). 

2.10. BETA ARRESTİNLER VE APOPTOSİS 

Beta Arrestinlerin GPKR aracılı apoptozun düzenlenmesinde rol aldıkları son yıllarda 

çalışmalarda çokça tartışılmıştır. Bu çalışmalara bakıldığında, Beta Arrestin proteinlerinin 

hücrelerde  hem apoptoziz  hem de anti apoptoziz yönünde etki gösterebileceği 

görülmektedir.. Bir çalışmada, Beta Arrestinlerin endotel hücrelerde eksprese edilen 

nörokinin-1 reseptörü (NK1R) üzerinden anti-apoptotik etkisi olduğu gösterilmiştir. Beta 

Arrestinlerin, NK1R- βArr -Src-ERK'den oluşan bir kompleksin oluşumunu sağladığı ve 

ardından ERK1/2 aktivasyonuna neden olduğu gösterilmiştir (106). 
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Başka bir çalışmada ise çeşitli GPKR'lerin (N-formil peptidi reseptörü, AT1AR, V2R ve 

CXCR2) uyarılmasının, βArr1 ve βArr2 nakavt edilmiş MEF hücrelerinde apoptozu 

başlatabildiği gösterilmiştir. Bu hücrelerin βArr ifadesi geri kazanması, GPKR uyarılmasıyla 

oluşan apoptozda azalmaya sebep olmuştur (107)(108). 

Başka bir  çalışmada Beta Arrestin 2’yi eksprese eden hücrelerde, Beta Arrestin 2'nin C-

terminal kuyruğunda apoptoz önleyici diziler bulunmuştur, bu hücrelerde Beta Arrestin2 

adaptör proteinleri yokluğunda, apoptozun gerçekleşmediği görülmüştür (109). 

Yukarıda geçen çalışmalarla karşıt olarak,  Beta Arrestin proteinlerinin NFkB aracılığı ile 

anti-apoptotik sinyalizasyonu baskıladığı ve dolayısıyla apoptozu arttırdığına yönelik 

bulgular da vardır (110)(111). 

Bu çalışmalar özetlenecek olursa, Beta Arrestinlerin hücre ölümü ve sağ kalımına olan 

etkileri birçok farklı mekanizma ile gerçekleşmektedir (112). Beta Arrestin proteinlerinin 

apoptoz ve hücre sağkalımı üzerindeki etkisini daha iyi anlamak için her kanser türüne özgü 

farklı deney ve yöntemler tasarlanarak uygulanmalıdır. 

2.11. BETA ARRESTİN PROTEİLERİ VE İNVASYON, MİGRATİON  

Beta Arrestin proteinleri, kanser hücrelerinin migrasyonu ve invazyonunda önemli rol 

oynamaktadırlar. Yapılan güncel araştırmalarda Beta Arrestin proteinlerinin çeşitli kanser 

türlerinin migrasyonunda ve invazyonunda önemli görevleri olduğundan sıkça 

bahsedilmektedir.  

Bu proteinlerin migrasyona olan etkileri ilk olarak Beta Arrestin 2 nakavt farelerden elde 

edilen lenfositler üzerinde gösterilmiştir. Çalışmada, nakavt tip farelerin lenfositlerinde 

CXCR aracılı hücre hareketliliğinin normal tiplere göre azaldığı görülmüştür (113). Bu 

çalışmanın devamı mahiyetindeki bulgularda, CXCR aracılı hücre migrasyonunun Beta 

Arrestinlere bağımlı olduğu ve p38, MAPK, SAPK ve ERK1 / 2 yolaklarındaki aktivasyon 

artışıyla ilişkili olduğu bildirilmiştir. Kanser hücreleri  düzeyinde, siRNA aracılığıyla  Beta 

hakan gurdal
****
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Arrestin protein ifadesini susturulduğunda, hücre migrasyonunda ve  migrasyonla ilişkili olan 

sinyalizasyon artışında,  belirgin azalma tespit edilmiştir (114). 

Transgenik farelerde Beta Arrestin 1 protein'in aşırı ifade edilmesinin, vasküler endotel 

büyüme faktörü (VEGF) ekspresyonunun artmasına, MMP9 aktivitesinde artışa ve net etki 

olarak büyümeye neden olduğu gösterilmiştir. Aynı deneyde kanser hücreleri subkutan 

enjekte edildiğinde tümör oluşum süresinin kısaldığı saptanmıştır (115). 

Beta Arrestinlerin, meme kanseri üzerindeki migrasyon ve invazyon etkilerine bakıldığında, 

LPA reseptörü ile Beta Arrestin bağlantısı öne çıkmaktadır. Lipid mediatörü lizofosfatidik 

asit (LPA) reseptörü migrasyona ve invazyona aracılık eden reseptör olarak tanımlanmıştır 

ve bu işlevini Beta Arrestin proteinlerin varlığında gerçekleştirebilmektedir. Aynı zamanda 

her ikisinin de meme kanserinin ileri evrelerinde ekspresyonunun arttığı görülmüştür (95). 

Başka bir çalışmada, meme kanseri hücrelerinin hipoksik koşullar altında hayatta 

kalmalarının Beta Arrestinler ile ilişkisi olduğu öne sürülmüştür. Çalışmada, hipoksik 

koşullar altında meme karsinom hücrelerinin transkripsiyonel regülatörü HIF-1a'nın βArr1 ile 

çekirdekte stabilize edildiği tespit edilmiştir. Hif-1a’nın stabilizasyonundan sonra, vasküler 

endotelyal büyüme faktörü-A (VEGF-A) ifadesinin arttığı görülmüştür.Bu artışın 

neticesinde, hipoksik koşullardaki hücrelerin hayatta kalması sinyallerinin Beta Arrestin 

aracılı olduğu gösterilmiştir (100). 

Meme kanseri hücrelerinde yapılan farklı bir çalışmada, proteaz ile aktif olan reseptör-2'nin 

(PAR-2), ERK 1/2'yi aktive etmesi ve ardından tümör hücrelerinde migrasyonu arttırtması 

için her iki Beta Arrestin proteininin toplanması ve bu proteinlerin ERK 1/2 ile kompleks 

oluşturması gerektiği gösterilmiştir (93).  

2.12. BETA ARRESTİN VE HÜCRE DÖNGÜSÜ 

Kanser,hücre döngüsü süreçlerinin anormal bir biçimde ilerlemesi sonucunda kontrolsüz 

hücre bölünmesi olarak basitçe tanımlanabilir. Hücre döngüsü, genetik materyalin 

çoğaltılması ile hücre bölünmesini sağlayan oldukça organize ve sıkı bir şekilde kontrol 
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edilen bir süreçtir. Memelilerde, hücre döngüsü G0 / G1, S, G2 ve M fazlarına ayrılmaktadır. 

Hücre döngüsü farklı fonksiyonel siklinler ve onlara bağımlı kinazlar (Cyclin-dependent 

kinases ,CDK'ler) tarafından kontrol edilir (116). Döngünün düzenlemesinde yer alan 

CDK'lerin aktivitesi sürekli kontrol altındadır. CDK aktivitesi  mitojenik sinyaller tarafından 

uyarılır. DNA hasarı olduğunda hücre döngüsünün kontrol noktalarında aktivasyon meydana 

gelir. Bu aktivasyonlar neticesinde  hücre döngüsünü inhibe olur. İnsan kanserlerinde sıklıkla 

CDK'lerin anormal aktivasyonu görülmektedir. Bu aktivasyonun inhibe edilmesi ve sentetik 

olarak bu kinazlara karşı inhibitörler tasarlanması antikanser ilaçların geliştirilmesinde 

hedeflenen noktalardandır (117).  

Son zamanlarda Beta Arrestin proteinlerin hücre döngüsü üzerinde olan etkileri 

gösterilmiştir. Bu konuda yapılan ilk çalışma proteinlerin hücre döngüsü üzerindeki etkisinin 

aktif IGF-1 reseptörleri üzerinden olduğunu göstermektedir. Çalışmada, IGF-1 reseptörünün, 

uyarıldığı zaman, Beta Arrestin1 proteini ile bağ kurduğu gösterilmiştir. Daha sonra ikisinin 

beraber MDM2 proteini ile bir kompleks oluşturduğu, bu kompleks oluşumunun da MDM2 

proteinin proteozomal yıkımına eşzamanlı olarak ERK1/2 proteinin aktivasyonuna neden 

olduğunu gösterilmiştir (118). 

CXCL12 kemokininin hematopoetik kök/progenitör hücrelerin göçü ve toplanması üzerinde 

iyi bilinen etkilerine ek olarak insan CD341 HSPC’lerinde hücre döngüsünü ve hücre 

sağkalımını arttırıcı işlevler sergilemektedirler. CXCR7 keşfedilene kadar, CXCL12'nin 

neden olduğu biyolojik etkilerden CXCR4 sorumlu tutulmuştur (114). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Son yıllarda, Beta Arrestin proteinlerinin kanser oluşumu ve gelişimi üzerindeki muhtemel 

etkilerini anlamak için yapılan çalışmaların sayısı hayli artmaktadır fakat bu çalışmalar, 

genellikle muğlak ve birbiriyle çelişen sonuçlar vermektedirler. Bu çelişki ve belirsizlik hem 

in-vivo ve hem in-vitro çalışmalarda araştırmacının karşısına çıkmaktadır. Bu çelişkilerin bir 

nedeninin Beta Arrestin'lerin G protein kenetli reseptörler ile olan etkileşiminin yanında bu 

proteinlerin G proteinlerden bağımsız olarak sitoplazma ve çekirdekte yaptığı karmaşık 

etkilerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Meme kanseri dışındaki kanserlerde yapılan 

çalışmalarla paralel olarak, Üçlü negatif meme kanseri üzerinde yapılan Beta Arrestin 

bağımlı çalışmalarda da hem in-vitro ve hem in-vivo sonuçlarının arasında tutarsızlık olduğu 

görülmektedir.  

Bu tez çalışması, Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin Üçlü negatif meme kanserini temsil eden 

hücre hatları üzerindeki hücre çoğalmasını önleyici veya tetikleyici etkilerini moleküler 

yöntemler ile hücresel düzeyde aydınlatılması ve incelenmesi üzerine tasarlanmıştır. 

Çalışma, tezin başlığında da sunulduğu gibi Beta Arrestinlerin  Üçlü negatif meme kanseri 

hücreleri üzerindeki etkilerini araştırmak amacıyla yapılmıştır. Çalışmada diğer meme 

kanserlerine kıyasla daha invaziv olmaları ve standart tedavilere dirençli olmaları nedeniyle 

Üçlü negatif meme kanseri hücreleri kullanılmıştır.  Bu çalışmanın amaçlarından birisi de 

Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin reseptörlerden bağımsız olarak yapabileceği görevleri 

daha iyi anlayabilmektir.  

Sonuç olarak bu çalışmayı, Beta Arrestinler ve etkileşime geçtiği hücresel yolakları daha iyi 

anlamak ve ileride bu proteinlerin muhtemel ilaç hedefi ya da biomarker olarak 

kullanılmasına katkı sunmak için gerçekleştirdik. 
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4.  MATERYAL VE YÖNTEM    

4.1. MATERYAL 

Bu çalışmada meme kanseri hücre hatları kullanılmıştır, hücre hatları ATCC (American Type 

Culture Collection)’dan temin edilmiştir. Çalışmada kullanılan hücre hatlarına ait bilgiler 

Çizelge 4.1.’de sunulmuştur.  

 

Çizelge 4.1. Çalışmada kullanılan hücre hatları genel bilgileri 

Tarih 
Pasaj 

numarası 
Hücre hattı Hücre tipi 

Kullanılan besiyeri ve 

katalog numarası 

25.02.2016 18 MDA-MB-231 Üçlü Negatif 

Meme kanseri 

Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM)-F12 

25.02.2016 16 MDA-MB-468 Üçlü Negatif 

Meme kanseri 

Eagle’s minimal essential 

medium- (EMEM) 

 

Çalışma boyunca kullanılan materyaller (kimyasal maddeler ve kitler), katalog numaraları ve 

temin edildikleri marka adları ile birlikte Çizelge 4.2.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.2. Çalışmada kullanılan Kimyasal Maddeler ve Kitler 

Madde Adı Marka Katalog Nomarası 

FuGENE® HD Transfection 

Reagent 

Promega E2311 

RNeasy extraction Kit Qiagen #74106 

Plasmid izolasyon kit GeneJET Plasmid Maxiprep Kit K0491 

cDNA Kitti iScript cDNA synthesis (Bio-Rad,) 

kit 

1708891 

TurboFectin 8.0 Transfection 

Reagent 

Origene TF81001 

HiPerFect Transfection Reagent QIAGEN 301705 

Lipofectamine™ 2000 

Transfection Reagent 

Invitrogen 11668019 

Opti-MEM Thermo Scientific Gibco-51985-026 

Plasmid Transfection Medium Santa Cruz Biotechnology sc-108062 

siRNA Transfection Medium  Santa Cruz Biotechnology sc-36868 

β-Arrestin-2 siRNA Santa Cruz Biotechnology sc-29208 

β-Arrestin-1 siRNA Santa Cruz Biotechnology sc-29741 

Control siRNA-A Santa Cruz Biotechnology sc-37007 
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β-Arrestin-2 Antibody  Santa Cruz Biotechnology sc-13140 

ErbB-3 Antibody  Santa Cruz Biotechnology sc-7390 

TGFβ2 Antibody   Santa Cruz Biotechnology sc-374659 

EGFR Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-53274 

IGF-IR Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-81464 

Met Antibody  Santa Cruz Biotechnology sc-8057 

GAPDH Antibody   Santa Cruz Biotechnology sc-47724 

β-Actin Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-517582 

Mouse anti-rabbit, Secondary 

Antibody,  

Santa Cruz Biotechnology sc-2357 

Goat anti-rabbit, Secondary 

Antibody,  

Santa Cruz Biotechnology Sc-31460 

Donkey anti-mouse, Secondary 

Antibody, 

Santa Cruz Biotechnology Sc-2314 

Rabbit anti-goat, Secondary 

Antibody,  

Santa Cruz Biotechnology Sc-2768 

β-Arrestin-2 Antibody  Santa Cruz Biotechnology sc-9182 

Snail-Monoklonal Antikor Cell Signaling Technology C15D3 

E-Cadherin-Monoklonal Antikor Cell Signaling Technology 24E10 

Vimentin- Monoklonal Antikor Cell Signaling Technology D21H3 
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Beta Arrestin 1 Human 

Untagged Clone 

OriGene SC303424 

Beta Arrestin 2 Human 

Untagged Clone 

OriGene SC108950 

Cloning vector PCMV6-XL5 OriGene PCMV6XL5 

FITC Annexin V  BioLegend, San Diego, CA,USA 640906 

propidium Iodide boyama  BioLegend, SanDiego, CA, USA 421301 

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich A2153 

Tripsin Biochrom L2103 

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich F0804-500ML 

Dulbecco's phosphate-buffered 

saline (DPBS) Biowest L0615-500 

Trizma-base Sigma-Aldrich T1503 

Penycilin-Streptomycin 100X Cegrogen Biotech P0100-790 

Metanol Merck 34860 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma-Aldrich L4509 

PMSF Proteaz Inhibitörü   Thermo Scientific  36978  

Glisin Sigma-Aldrich 67419 

Nonidet P-40 (NP-40) Sigma-Aldrich 74385 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/34860?lang=en&region=TR
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/67419?lang=en&region=TR
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Bradford Reagent Sigma-Aldrich B6916 

Aquaguard-1 Solution Biological Industries 01-867-1B 

TEMED Bio-Rad 1610801 

Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad 170-5061 

Mini Trans-Blot Filter Paper Bio-Rad #1703932EDU 

Tween 20 Bio-Rad #1706531 

Beta-merkaptoetanol Bio-Rad #1610710 

Cihazlar 

Cihaz Adı Marka Model 

NovoCyte Flow cytometer,  
ACEA Biosciences, Inc., San 

Diego, CA, USA  
 2000R 

xCelligence Gerçek Zamanlı 

Hücre Analiz Cihazı 

ACEA Biosciences, Inc., San 

Diego, CA, USA 

xCELLigence RTCA 

DP - Cell Invasion & 

Migration 

Spectrophotometer Molecular Devices LLC, ABD SpectraMax Plus 384 

ChemiDoc MP Imaging System Bio Rad Universal Hood III 

 qRT-PCR Cihazı  Roche, Germany Roche LightCycler 480 
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4.2.  YÖNTEM                    

4.2.1. HÜCRE HATLARI VE HÜCRE KÜLTÜRÜ  

Laboratuvarımızda rutin olarak kültüre edilen ve ATCC‘den temin edilen MDA-MB-231 ve   

MDAMB-468 Üçlü negatif meme kanseri hücre hatları kullanılmıştır. Hücreler 75 cm2’lik 

kültür flasklarında (Corning, Tewksbury, MA, ABD), içinde %10 fötal sığır serumu, 100 

U/mL penisilin ve 100 μg/mL streptomisin içeren besiyeri ile çoğaltılmıştır. MDA-MB-231 

hücreleri için DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Gibco, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, ABD), MDA-MB-468 hücreleri için (Eagle’s minimal essential medium- 

EMEM), besiyerleri kullanılmıştır. Hücreler 370C sıcaklık ve %5 CO2’li ortamda 

çoğaltılmıştır. Hücrelerin pasajlama ve deneylerde kullanılmak amacı ile belli sayıda 

hazırlanması aşamasında fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ve 0.1% Tripsin içeren 10 μM 

etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) kullanılmıştır. 

4.2.2. SİRNA TRANSFEKSİYONU VE KULLANILAN AJANLAR 

Sağlıklı şekilde %60-%80 oranında büyütülmüş MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerine Beta Arrestin1 ve 2 siRNA’ları transfekte edildi. Transfekte edilen 

siRNA’lar ve dizileri Çizelge 4.3.’de verilmiştir. Deneyden 24 saat önce kuyu başına 

yaklaşık 250 bin hücre içerecek şekilde, 6’lık kültür plakalarına hücre ekimi yapıldı. 24. saat 

sonunda hücre dolgunluğu %70’e ulaştığında deney aşamasına geçildi. Transfeksiyon 

solüsyonları protokole uygun şekilde A ve B solüsyonları olarak hazırlandı; her bir 6’lık 

kuyu için; solüsyon A: 4μl (0.5 μg / 40 pmol ) miktarlarında ilgili siRNA (β-Arrestin-1 

siRNA sc-29741 veya β-Arrestin-2 siRNA sc-29208 veya kontrol siRNA sc-37007) ve 100 

μl siRNA transfeksiyon medyumuolarak hazırlandı. Solüsyon B’ise aynı transfeksiyon 

medyumu ve 8 μl siRNA transfeksiyon bileşeni (siRNA transfection reagent- sc-29528) 

kullanılarak hazırlandı.  

İkinci aşamada solüsyon A, solüsyon B üzerine aktarıldı 30 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. İnkübasyon sonrası 0.8 ml siRNA transfeksiyon medyumu (sc-36868), A ve B 

karşımına ilave edildi ve hızlı bir şekilde 6’lık plakalara dağıtıldı. Transfeksiyon bileşenleri 
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eklenen hücreler 5 saat süre ile 37 0C sıcaklıkta ve % 5 CO2’de inkübe edildi.  5 saatl 

inkübasyon sonrası %20 FBS içeren 1 ml besiyeri 6’lık plakalara ilave edildi ve 48 saat süre 

ile 37 0C sıcaklıkta ve %5 CO2’de inkübe edildi. 48 saat inkübasyon sonrası, transfeksiyonun 

gerçekleşip gerçekleşmediği Western-blot yöntemi ile ilgili proteinin düzeyinin  saptanması 

ile kontrol edildi. 

 

Çizelge 4.3. siRNA Transfeksyonunda kullanılan Diziler 

Hedef Gen 
siRNA Dizisi Firma ve Katalog no  

βArr 1 
5′-AAAGCCUUCUGCGCGGAGAAU-3′ Santa cruz,   

  sc-29741  

βArr 2 
5′-AAGGACCGCAAAGUGUUUGUG-3′ Santa cruz,     

   sc-29208 

Kontrol siRNA 
(5′-AAGUGGACCCUGUAGAUGGCG-3′ Santa cruz,   

  sc-37007 

 

4.2.3. BETA ARRESTİN1 VE 2 PROTEİNLERİNİN HÜCRE İÇİ İFADELERİNİN 

ARAŞTIRILMASI  

MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri sağlıklı şekilde %70 oranında 

büyütüldü , Beta Arrestin1 ve 2 cDNA’ları içeren plazmidler ile Turbofection.8 (TF81001) 

kulanılarak transfekte edildi.. Beta Arrestin1 ve 2 ifade artışı için, OriGEN’den sağlanan 

βArr1 (Untagged-Human Arrestin, Beta 1, SC303424) ve  βArr2 (Untagged-Human Arrestin, 

Beta 2, sc108950) genleri içeren pCMV6-XL5 plazmidler kullanıldı. Kontrol plazmid olarak 

(Şekil 4.1.) Origen’den temin edilen boş plazmid (Nontarget DNA plasmids Cloning vector 

PCMV6-XL5, CAT#: PCMV6XL5), kullanıldı.  

Transfeksiyondan 24 saat önce 6’lık plakalara yaklaşık 200 bin hücre kültüre edildi. Hücreler 

24 saat sonunda %70 dolgunluğa ulaştıktan sonra %10 FBS içeren yeni medyuma aktarıldı. 
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Transfeksiyon solusiyonları, kuyu başına 100 µl Opti-MEM (Gibco 51985-026) + 2 µg ilgili 

cDNA, βArr1 (sc303424) ve βArr 2 (sc108950) ve kontrol (Nontarget DNA plasmids 

Cloning vector PCMV6-XL5) cDNA’ları eklenerek hazırlandı. Ardından, cDNA 

solüsyonlanlarına kuyu başı 4 µl transfeksiyon8 (CAT#: TF81001) ilave edilerek 20 dakika 

oda sıcaklığında bekletildi. Ardından, hazırlanan Opti-MEM/cDNA/ Turbofection karışımı 

6’lık plakalara kuyu başına yaklaşık 100 µl olacak şekilde dağıtıldı. Transfeksiyonun 

gerçekleşmesi için hücreler 48 saat 37 °C sıcaklık ve % 5 CO2’li ortamda inkübe edildi. 

Deney sonunda hücrelerden total protein izolasıyonu gerçekleştirildi ve cDNA 

transfeksiyonu gerçekleştirilen ilgili proteinlerin ifadesi Western-blot yöntemi ile kontrol 

edildi. 
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Şekil 4.1. pCMV6-XL5 Plazmidi (119). 

 

4.2.4. BETA ARRESTİN1 VE 2 PROTEİNLERİNİN WESTERN BLOT YÖNTEMİ 

İLE MİKTAR SAPTANMASI  

Western blot deneylerinde ilgili proteinlere karşı kullanılacak antikorların miktar ve süresine 

ilişkin optimizasyon çalışmaları deneylerden önce laboratuvarımızda yapılmıştır. 



 

40 

 

4.2.4.1.  Protein İzolasyonu Ve Lizatının Hazırlanması 

Hücreler üzerinde yapılan deneylerin sonucunda ortaya çıkabilecek protein değişikliklerini 

incelemek amacı ile protein izolasyonu yapıldı.  

Başlangıçta hücreleri içeren plakalar buz üzerine alınarak PBS ile yıkandı. Hücrelerin üzerine 

Çizelge 4.4.’de görüldüğü gibi önceden hazırlanan lizis tamponu eklendi, tüm hücreler 

spatula kullanılarak kazındı ve plakalardan toplandı. (6’lık plakalarda her kuyu için 120 μl 

olacak şekilde lizis tamponu kullanılmıştır). Toplanan hücreler soğuk ependorflara aktarıldı 

ve 5 dakika buz içinde bekletildi. Örnekler santrifüj edilikten sonra süpernatantlar deneyin 

devamı için yeni ependorflara aktarıldı.  

  

Çizelge 4.4. Protein izolasyon için kullanılan lizis buffur 

 150 mM NaCI 

 % 1.0 Nonidet P-40 (NP-40) 

 50 mM Tris-CI 

 PH'ı 7.4'e ayarlayın 

 1mM PMSF (proteaz inhibitörü-en son ekle) 

       

4.2.4.2. Protein Ölçümü Ve Örneklerin Yürütülmesi 

Çalışma boyunca elde edilen proteinlerin konsantrasyonları Bradford (Coomassie Brillant 

Blue) Yöntemi ile belirlenmiştir. 

Bradford belirteci (Cat: B6916, Sigma-aldrich) 1:4 (1 hacim Bradford belirteci, 4 hacim ultra 

saf gsu) oranında sulandırıldı, ardından 190 μl miktarında ölçümünün yapılacağı 96’lık 

plakalara eklendi. BSA (Bovine serum albumin) kullanarak standart protein stoku hazırlandı 

ve bu stok solusyonu 7 kere seyreltilerek, 2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0625 mg/ml’lik 

standart çözeltiler hazırlandı. İzole edilen protein çözeltileri 95:5 oranında sulandırarak 
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hazırlandı. Hazırlanan lizatlar benzer şekilde sulandırılarak ve Bradford çözeltisi eklenerek 

96’lık plakalarda ölçüm spektrofotometre (SpectraMax Plus 384 Spectrophotometer, 

Molecular Devices LLC, ABD) kullanılarak 595 nm OD (Optik Dansite-abzorbans)’de 

okutma işlemi gerçekleştirildi. Protein düzeyi standart OD değerlerine göra analiz edilerek 

saptandı. 

4.2.4.3. SDS-PAGE Jel Kalıbının Oluşturulması;  

Yükleme jeli (Stacking), ayırma jeli (Separation) olmak üzere Çizelge 4.5.’de görüldüğü gibi 

sırayla alt ve üst iki farklı jel olarak hazırlanmıştır. Ayırma jeli incelediğimiz proteinlerin 

boyutuna göre %8, %10 ve %12 olarak farkılı konsantrasyonlar şeklinde hazırlanmıştır. 

Her kuyucuğa eşit miktarda protein konulması amacıyla Bradford ölçüm yönteminden elde 

edilen sonuçlar kullanıldı. Proteinler farklı ependorflara aktarılarak ve 3:1 oranında taze 

hazırlanmış %10 Beta-merkaptoetanol içeren yükleme tamponu (Cat#1610710) ile 

karıştırıldı. Protein karışımları, 3 dakika süre ile 95 0C’de kaynar su içinde bekletilip, 

ardından yükleme aşamasına dek buz içerisine alındı.  Hazırlanan jel, dikey elektroforez 

sistemine yerleştirilip, ortama taze hazırlanmış yürütme tamponu eklendi. Jelde bulunan  

kuyucuklara eşit konsantrasyonda hazırlanan protein örneklerinin yüklemeleri gerçekleştirildi 

ve örnekler 20-40 miliamper (mA) aralığında 1,5  saat süresince yürütülerek proteinlerin 

moleküler ağırlıklarına göre ayrılması sağlandı.  
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Çizelge 4.5. Yükleme jeli (Stacking) ve Ayırma jeli (Separation) hazırlanması 

Kullanılan Maddeler Yükleme jeli (Stacking) 

%5 

Ayırma jeli (Separation) 

%7 %10 

d Su 1.380 2.465 1.965 

Akrilamid  %30 0.329 1.167 1.667 

Tris(0.5 M PH: 6.8) 0.250 1.266 1.266 

SDS %10 0.020 0.050 0.050 

Temed 0.020 0.050 0.050 

APS %10 0.002 0.002 0.002 

Toplam 2(ml) 5(ml) 5(ml) 

 

Jeller Çizelge 4.5.’de verilen içeriğe göre hazırlanmış olup kalınlığı 0.75 -1.5mm aralığında 

olan camlar aralığna dökülmüştür.  

4.2.4.4. Transfer Düzenekleri  

Proteinleri jelden membrana geçirme işlemi yarı kuru transfer sistemi ile gerçekleştirildi. 

Ayarlanan yürütme zamanı bittikten sonra jeller dikkatlice yerlerinden çıkarıldı. Jellerin 

boyutlarına göre 045 μm’lik Polivinil fluoride (PVDF) membranları hazırlandı. Membranlar 

30 sn methanol ile ıslatıldı.  Membran ile filtre kağıtları bir dakika transfer tamponu içinde 

bekletilerek ıslanmaları sağlandı. Transfer işlemini gerçekleştirmek için transfer sandviçi 

denilen; aşağıdan yukarıya sırayla, filtre kağıdı/ PVDF membran / Protein içeren jel/ filtre 

kağıdı olacak şekilde ve kabarcık olmamasına dikkat edilerek yarı kuru transfer cihazına 

yerleştirildi. Islak ortam yaratmak ve elektrik akımını sağlamak ve proteinlerin jelden 
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membrana geçmesini gerçekleştirmek için sandviç üzerine transfer buffer eklendi. Transfer 

işlemi 1 miliamper (mA) 30 dk süre ile geçekleştirildi.  

4.2.4.5.  Bloklama ve Antikor Uygulama 

Antikorların membranlar üzerindeki nonspesifik bağlanmalarını azaltmak için bloklama 

işlemi gerçekleştirildi. Transfer sonrası alınan membranlar, %6 yağsız süt tozu ile TBST 

(Tween20 içeren TBS) tampon içerisinde 90 dakika süre ile çalkalayıcı üzerinde oda 

sıcaklığında inkübe edilerek bloklandı.   

Birinci Antikor Uygulanması; Çalışma boyunca kullanılan tüm birinci antikorların miktarı, 

sağlandığı firmanın önerdiği konsantrasyonlar dikkate alınarak, çeşitli konsantrasyonlarda 

denenerek optimize edildi ve uygun konsantrasyondaki antikorlar kullanıldı. Bu antikorlar 

TBST ile seyreltilerek membranların üzerine konuldu.  Bir gece boyunca 4 0C’lik sıcaklıkta 

ve yaklaşık 65 rpm hızında çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Membranlar oda sıcaklığında 

TBST ile 3 kez, 10 dk ve 90 rpm hızla çalkalayıcı üzerinde yıkandı. 

İkinci antikor kullanımı; Membranlar, birinci antikora karşı üretilmiş olan ikinci yada 

sekonder denilen antikor ile, sağlanan firmanın kullanım konsantrasyonunu göre PBS ile 

seyreltildikten sonra oda sıcaklığında 90 dk ve yaklaşık 60 rpm’le çalkalayıcı üzerinde 

inkübe edildi. Membranlar 90 dk’nin sonunda PBST ile 3 kez, 10 dk ve 90 rpm hız’la 

çalkalayıcı üzerinde ve oda sıcaklığında yıkandı. 

4.2.4.6. Görüntüleme İşlemi  

Görüntüleme işlemi Biorad firmasından sağlanan ChemiDoc MP Görüntüleme cihazı 

(Bio‑Rad Laboratories, Inc) kullanarak yapılmıştır. Sekonder antikorlara bağlı bulunan 

horseradish peroksidaz (HRP) enzimi, ECL (Enhanced chemiluminescence) kiti (Bio ‑ Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, ABD) içinde bulunan Lumigen PS-3 maddesini katalize 

edip katalizasyon sonucu olarak ışıma ortaya çıkarmaktadır (Şekil 4.2.). Bu aşamada protein 

bantlarını ayrıntılı bir şekilde görebilmek için, membranın tüm yüzeyi ECl kullanılarak 
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kapatıldı ve 5 dk karanlık ortamda bekletildi. Reaksiyon gerçekleştikten sonra ortaya çıkan 

ışıma ChemiDoc MP Görüntüleme Sistemi kullanarak görüntülendi ve kayıt edildi.  

 
Şekil  4.2. kemilüminesans ile western blot gürüntüleme prensibi. 

 

4.2.4.7.   Protein Ekspresyonlarının Normalizasyonu Ve Dansitometrik Analizi  

İlgili proteinlerin bant yoğunluklarını saptamak amacıyla Image Lab cihazı kullanılmıştır. Bu 

aşamada proteinin ifade değişikliklerini anlamak için aynı membran üzerinde GAPDH 

(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) veya β-Actin proteininin bant yoğunluğu, 

referans olarak kullanıldı. Proteinlerin görüntüleme işlemi yapıldıktan sonra, bantların 

yoğunluğu Image Lab yazılımını (versiyon 5; Bio ‑ Rad Laboratories, Inc.) kullanılarak 

sayısal veri şeklinde kayıt edildi. Son aşama olarak ilgili proteinlerin bant yoğunlukları 

GAPDH veya β-Actin verilerine göre düzenlendi ve analiz işlemi gerçekleştirildi.  
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4.2.5.  XCELLIGENCE SİSTEMİ İLE PROLİFERASYON, VE MOTİLİTE 

ÖLÇÜMÜ 

Bu aşamada hücrelerin canlı olarak proliferasyon ve motiliteleri ölçülmüştür. Deneyler, 

xCelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Cihazı (Real-Time Cell Analysis, RTCA) 

kullanılarak yapılmıştır. XCELLigence sistemi hücrelerin gerçek zamanlı olarak izlenmesine, 

aynı zamanda hücrelerin proliferasyon ve motilite verilerini rakamsal olarak deney süresi 

boyunca, fizyolojik koşullarda yüksek hassasiyetler ölçmeyi sağlamaktadır. Hücre 

proliferasyon ölçümleri için 16 kuyucuklu E-plate (Elektronik Plat) ve motilite için CIM-

plate (cell invasion and migration plate)  kullanılmıştır.  

CIM-plateler 2 katlı yapıya sahip olup; üst kısım zar işlevi gösteren bir tabaka ile alt 

kısımdan ayrılmaktadır. Motilitenin ölçüm işlevi temel olarak hücrelerin plate’in üst 

kısmından alt kısmına  geçiş miktarının ölçümü ile gerçekleşmektedir. 

Bu aşamada proliferasyon ve motilite ölçümüleri yapılacak olan  MDA-MB-231 ve MDA-

MB-468 hücrelerine, ölçümden 24 saat önce Beta Arrestin1 ve 2  cDNA ve siRNA  

transfeksyon işlemleri yapıldı.  

İlk aşamada,  proliferasyon ölçümü için 16’lık E-plate’in her bir kuyucuğuna 100 ul besiyeri 

(FBS içeren ve hücrelere özgü besiyeri) eklenerek cihaza yerleştirildi ve  1 saat süresince 

bazal ölçüm yapıldı.  

Motilite ölçümü için CIM-plate’in üst kısmına 50 ul FBS içermeyen medium;  alt kısmına da 

160 ul FBS içeren besiyeri eklenerek background ölçüm işlemi gerçekleştirildi.  

Proliferasyon ölçümü için 16lık plate’ı-in her bir kuyucuğunda transfekte edilmiş ve 

transfekte edilmemiş hücreler (kontrol olarak) 100 ul besyeri içinde (toplam 200 ul besyeri) 

ve 5000 hücre olacak şeklinde kültür edilidi. 

Motilite ölçümü için her bir kuyucuğa 160 ul FBS içermeyen besiyeri ve 40,000 hücre olarak 

şeklinde ekim yapıldı. Ekim işlemi yapıldıktan sonra plateler xCELLigence cihazındaki 

yerlerine yerleştirilerek % 5 CO2, 37 OC ortamda inkübe edildi. Proliferasyon ve motilite 
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ölçümlerinin yapılması için cıhaz, her 15 dakikalık aralıkla ölçüm yapacak şekilde 

ayarlanarak 48 saat süre ile ölçüm işlemi gerçekleştirildi.  Son aşamada xCelligence 

systeminden elde edilen veriler ve grafikler  hücrelerin çoğalma, ikiye katlama (doubling 

time) ve motilite indeksi zamana bağlı olarak analiz edildi.  

4.3. AKIŞ SİTOMETRİ İLE HÜCRE DÖNGÜSÜ VE APOPTOZ İNCELENMESİ 

Akış sitometri deneyleri NovoCyte Flow cytometer (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, 

CA, ABD) cıhazı,  FITC Annexin V (640906, BioLegend, San Diego, CA,ABD) ve 

propidium iodide boyama (421301, BioLegend, SanDiego, CA, ABD) kitleri kullanarak 

yapılmıştır. Akış sitometri deneylerinde, MDA-MB-231 ve  MDA-MB-468  hücrelerine Beta 

Arrestin1 ve 2 proteinlerin cDNA  transfeksyon işlemeleri  gerçekleştirdikten sonra apoptosiz 

ve hücre döngüsü incelemeleri yapılmış ve NovoExpress 1.0.2 yazılımı  kullanılarak veri 

analizi gerçekleştirilmiştir.  

4.3.1.  APOPTOZ VE NEKROZ ANALİZİ 

Apoptoz deneyi için MDA-MB-231 ve  MDA-MB-468  hücrelerine deneyden 24 saat önce 

Beta Arrestin1 ve 2 proteinlerin siRNA ve cDNA  transfeksyon işlemi yapılmıştır. 

Apoptoz incelemesi aşağıdaki aşamalar takip ederek gerçekleştirilmiştir:   

İlk aşamada transfekte edilmiş ve edilmemiş hücreler (kontrol hücreler) 6'lık plaklardan 

tripsin aracılığıyla toplanmış; toplanan hücreler binding buffer denilen HEPES tamponu ile 

(yaklaşık 1 ml  tampon içinde 1 milyon hücre olacak şekilde) süspanse edildi. Yıkama işlemi 

(tripsin uzaklaştırma) yapılıp,  Hepes/ hücre süspansiyonundan 100 ul (yaklaşık 50,000 

hücre) olacak şekilde alınarak, üzerine 3 ul FITC Annexin V boyası (Biolegend) eklendi. 

Ardından taze hazırlanmış 50 ug/ml konsantrasyonundaki propidium iodide boyama 

solüsyonundan 10 ul karışımın üzerine eklenerek   oda sıcaklığı ve karanlık ortamda 30 

dakika  boyama işleminin gerçekleşmesi için bekletildi.  30 dakika sonunda hücreler buz 

üzerine alındı ve  pipetleme işlemi yaparak cihaza yüklendi. Veri analizi için cihazın kendi 
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yazılım programı (NovoExpress 1.0.2) kullanıldı. Elde edilen veriler sayısal ve grafiksel veri 

şekline çevrilerek analiz edildi.  

4.3.2.  HÜCRE DÖNGÜSÜ ANALİZİ 

Hücre döngüsü deneyı için MDA-MB-231 ve  MDA-MB-468  hücrelerine deneyden 24 saat 

önce Beta Arrestin1 ve 2 proteinlerin siRNA ve cDNA’ları  transfekte edildi.  Hücre döngüsü 

analizi aşağıdaki aşamalar takip edilerek gerçekleştirildi:  

Hücre döngüsü analizini başlamadan 24 saat önce kullanılan hücrelere Beta Arrestin1 ve 2 

proteinlerinin cDNA ve siRNA aktarım işlemi  6’lık plakalarda gerçekleştirildi. 

İlk aşamada transfekte edilmiş ve edilmemiş hücreler (kontrol hücreleri) 6'lık plaklardan 

tripsin kullanarak toplandı. Toplanan hücrelerde, PBS  tamponu aracılığı ile  yıkama ve 

tripsin uzaklaştırma işlemi yapıldı. Hücrelerin fiksasyonu için % 70 soğuk etanol kullanıldı 

ve 250 ul etanol ile süspanse edilen hücreler 30 dk, 4 oC buzdolabında inkübe edildi. -20 C 

Fiksasyon işleminin sonunda hücrelerden alkolün uzaklaştırılması  için 2 kere PBS ile 

yıkama işlemi gerçekleştirildi. Kullanacak olduğumuz PI boyasının RNA ile etkileşmesini 

engellemek için, hücrelerin üzerine 50 ul ve 200ug/ml olacak şekilde RNAase eklenerek  15 

dakika, 37 oC ‘de bekletildi. Bekleme süresinin sonunda taze hazırlanmış 50 ug/ml 

konsantrasyonundaki PI solüsyonundan 200 ul hücre lizatının üzerine eklendi. Hücreler 30 

dakika 37 oC sıcaklıkta inkübe edildi. Son olarak hücre klamp oluşumunu engellemek için 

pipetleme işlemi yapıldı ve  hücreler NovoCyte Flow sitometri cihazına yüklendi. Deney 

sonunda elde edilen veriler cihazın kendi yazılım program (NovoExpress 1.0.2) kullanarak 

analiz edildi.  

4.3.3. MİKRODİZİN TESTİ İLE SİRNA IFADELERİNİN DÜZEY İNCELENMESİ 

MDA-MB-231 hücrelerinin Beta Arrestin1 ve 2 cDNA transfekte edilmiş ve edilmemiş 

(kontrol) hücrelerinde tüm genom çapında gen ifade profilini incelemek için Mikrodizin 

analizi yapıldı. Bu iş için İlk aşamada, MDA-MB-231 kanser hücreleri 6'lık plakalarda kültür 

edildi ve hücrelerin %70 konfulense ulaşması beklendi. Hücreler beklenen konfluense 
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ulaşınca Beta Arrestin1 ve 2 proteinlerinin cDNA'ları transfeksiyon protokollerine uygun 

şekilde bu hücrelere aktarıldı. Transfeksiyon işleminin başlangıcından 48 saat sonra RNA 

izolasyonu Qiagen firmasından tedarik edilen RNeasy Ekstraksyon Mini Kiti’nin (#74106, 

Qiagen) protokolü takip edilerek gerçekleştirildi.  

4.3.4. RNA KALİTE KONTRULU 

İzole edilen RNA’ların kalite kontrolü ve derişim tayini için spektrofotometre Nano Drop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, ABD) cihazı kullanıldı. RNA 

örneklerinin içindeki protein ve DNA kontaminasyonu 260 ve 280 nanometre aralığındaki 

absorbans oranı ölçülerek belirlendi. Son aşamada RNA degredasyonunu kontrol etmek için, 

elde edilen RNA örnekleri hazırlanan %1,5 agaroz jeli kullanılarak yürütüldü ve 28s ve 18s 

RNA bantlarının temizlik ve netlikleri kontrol edildi. 

4.3.5. MİKRODİZİN ANALİZİ 

Mikrodizin analizi için GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, Santa 

Clara, CA) sistemi kullanılmıştır. Bu deney Beta Arrestin1 ve 2 proteinleri transfekte edilmiş 

ve kontrol hücreleri (Beta Arrestin içermeyen ancak plasmid transfekte edilmiş hücreler)  ile 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen total RNA’dan her bir örnek için 1 ug içerecek şekilde 

kullanıldı.  

4.3.6. MİKRODİZİN VERİ ANALİZİ 

Mikrodizin analizi için test sayısı 6 olmak üzere; Beta Arrestin1 ve 2 cDNA ve  kontrol-

cDNA ile transfekte edilmiş MDA-MB-231 hücreleri iki biyolojik tekrar şeklinde 

yapılmıştır. Normalizasyon ve istatistiksel analiz için BRB Array Tools 4.3.2. stable release  

kullanılmıştır (120). Normalizasyon ve istatistiksel karşılaştırmalar için Bioconductor 

programı kullanılmıştır. Veri analizi Quantile normalizasyon yöntemi ile yapılmıştır. 

İstatistiksel karşılaştırmalar BRB dizi yazılımların “between group of arrays (BGA)” denilen 

t-testi tabanlı sınıf karşılaştırma araçlarını kullanılarak yapılmıştır. Beta Arrestin1 ve 2 

proteinlerini aşırı eksprese eden ve kontrol hücreler arasındaki tüm mRNA’lar arasındakı 
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ifade farklıkları t testi kullanılarak, p değeri 0,05'ten düşük olmasına göre saptandı. 

Örneklerin hem genlere hem de örnek türlerine göre kümelenme analizi Cluster 3.0 (121) 

programi kullanıllarak yapıldı  ve heatmap veri sunumu için treeview programı kullanıldı.  

4.3.7. EŞ ZAMANLI KANTİTATİF POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU (QRT-

PCR) 

4.3.8. RNA EKSTRAKSİYONU; MİKTAR VE KALİTE KONTROLÜ 

Mikroarray’den elde edilen verilere göre eş zamanlı PCR yöntemi ile gen ifade analizi 

yapıldı. İlk aşamada, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 kanser hücreleri 6'lık plakalarda 

kültür edildi ve hücrelerin %80 konfulense ulaşması beklendi. Hücreler beklenen konfluense 

ulaşınca Beta Arrestin1 ve 2 proteinlerinin ilgili siRNA ve cDNA'ları transfeksiyon 

protokollerine uygun olarak bu hücrelere aktarıldı. Transfeksiyon işleminin başlangıcından 

48 saat sonra RNA izolasyonu Qiagen firmasından tedarik edilen RNeasy Ekstraksyon Mini 

Kiti’nin (#74106, Qiagen) protokolü takip edilerek yapıldı.  

İzole edilen RNA’ların kalite kontrolü ve derişim tayini için spektrofotometre Nano Drop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, ABD) cihazı kullanıldı. RNA 

örneklerinin içindeki protein ve DNA kontaminasyonu 260 ve 280 nanometre aralığındaki 

absorbans oranı ölçülerek belirlendi. Son aşamada RNA degredasyonunu kontrol etmek için, 

elde edilen RNA örnekleri hazırlanan %1,5 agaroz jeli kullanılarak yürütüldü ve 28s ve 18s 

RNA bantlarının temizlik ve netlikleri kontrol edildi. 

4.3.9. CDNA SENTEZİ 

Elde edilen total RNA örneklerinde DNA kontaminasyonu olmadığı tespit edildikten sonra 

bu örneklerden  ters transkriptaz PCR (RT- PCR) yöntemi ile cDNA elde edildi. Bu işlem, 

iScript cDNA synthesis (Bio-Rad, 1708891) kiti ile gerçekleştirildi.  

Tüm cDNA reaksiyonları için, total RNA miktarı 1 μg olarak şekilde sabitlendi ve cDNA 

sentezi gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA’lar, eş zamanlı Kantitatif PCR için kullanılmadan 

önce 1: 5 oranında seyreltildi ve sonraki kullanımlar için -20 °C'de saklandı.  
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Ters Transkriptaz PCR, SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen-ABD) kullanılarak 

aşağıdaki reaksiyon koşullarında beş basamaklı olarak gerçekleştirildi.  

1- 10 μl RNA (10 ng/μl) 1 μl Oligo dT (0,1 µM) 1 μl random primer (0,1 µM) 1 μl dNTP 

(0,1 µM) hazırlanıp karıştırıldı.  

 2- Reaksiyon hazırlanıp karıştırıldıktan sonra 65 oC’ de 5 dk ve ardından buz üzerinde 1 dk 

inkübe edildi.  

3- 4 μl First-Strand Buffer (5X) 1 μl (0.1 M) DTT 1 μl RNaseOUTTM Recombinant RNase 

Inhibitor (5000 u) 1 μl Superscript IIIRT (200 ünite/μl ) Her bir tüp için yukarıdaki karışım 

miktarı hesaplanıp inkübe edilen tüpler üzerine eklendi.  

4- 50 oC’ de 60 dk inkübe edildi. 

 5- 70 oC’ de 15 dk inaktive edildi. Bu reaksiyondan sonra elde edilen RNA’ da genomik 

DNA kontaminasyonun olup olmadığı, KAPA2GTM Fast PCR Kit (KapaBiosystems, ABD) 

kullanılarak, β-Aktin PCR ile aşağıdaki reaksiyon koşullarında kontrol edildi. 4 μl 5X 

KAPA2G Buffer A veya B 0.4 μl dNTP Mix (0,1 µM) 1.0 μl Primer Mix (0,1 µM) 8.52 μl 

dH2O 0.08 μl KAPA2G Fast DNA Polimeraz (5 ünite/ μl) Yukarıdaki reaksiyon koşulları 

hazırlanıp üzerine 1 µl (10ng/µl) RNA eklendi. Reaksiyon sonrası elde edilen PCR örnekleri, 

%1 agaroz jelde yürütüldü. Görüntülenen bantlar, DNA pozitif kontrol bandı ile mukayese 

edilerek kontaminasyon olmadığı belirlendi.  

4.3.10. SYBR GREEN İLE EŞ-ZAMANLI KANTİTATİF PCR REAKSİYONU  

Eş zamanlı Kantitatif PCR (RT-PCR) elde edilen cDNA örnekleri ile Roche LightCycler 480 

sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. Bu aşamada, hedef genlere özgü primer ve SYBR Green 

Master Mix'i (Roche, Almanya) kullanıldı.  Eş zamanlı PCR sonuçlarının analizinde ΔΔCt 

yöntemi ve normalizasyon faktörü olarak GAPDH kullanıldı. 
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4.3.10.1. Sonuçların Değerlendirilmesi Ve Analizi 

Hedef DNA’ların çoğaltılmasının kontrolü DNA’ların erime eğrisi analizleri yapılarak 

sağlanmıştır. 

4.3.10.2. Veri Analizi 

İstenilen hedef genlerin ifade düzeyini hesaplamak için, Delta-Delta Ct METODU kullanıldı. 

Örneklerin qRT-PCR reaksiyonu sırasında eksponansiyel faza geçtiği, eşik siklusları (Ct)]  

saptanarak ve 2 –ΔΔCt  formülü  kullanılarak analiz gerçekleştirildi. Hedef genlerin ifade 

seviyelerinin normalizasyonu GAPDH house-keeping (referans) geni kullanılarak yapıldı. 

Analiz için aşağıda verilen formül kullanılmıştır. 

2 –ΔΔCt  =  2-ΔCt target gen- 2-ΔCt referans gen. 

 

4.4. BİYOİNFORMATİK ANALİZ 

4.4.1. TCGA VERİ ANALİZİ 

Santa Cruz Kaliforniya Üniversitesinin sağladığı Xena tarayıcı (UCSC  Xena browser) 

kullanarak fonksiyonel genomik ve fenotipik değişkenler arasındaki korelasyonlar tespit 

edildi. 

Beta Arrestin1 ve 2 proteinlerin klinik verilere göre ifade seviyeleri, UCSC xena sitesinde 

sunulan TCGA (The Cancer Genome Atlas) veri tabanı kullanarak analiz edildi. Bu 

proteinlerin düzeyleri, meme tümörü dokularında, normal numunelerde ve PAM50 

sınıflandırmaya göre mem kanser alt tiplerinde, Xena Tarayıcı yoluyla TCGA Meme Kanseri 

BRCA veri tabanı (n= 1,247) kullanılarak değerlendirildi (122) (123).  

4.4.2. HEDEF GENLERİN YOLAK ANALİZİ 

Beta Arrestin1 ve 2’i aşırı ifade ettğimiz hücrelerde farklı eksprese olan mRNA'ların 

fonksiyonel özelliklerini daha iyi anlamak için WebGestalt aracı kullanılarak, KEGG veri 

tabanı üzerinden yolak analizi gerçekleştirildi(124). 
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4.5. İSTATİSTİKSEL ANALİZ  

Bu çalışmadaki tüm veriler ortalama ± standart hata ortalaması olarak hesaplanır iken, ‘n’ 

sayısı her bir durum için bağımsız deney sayısını temsil etmektedir.  

Gruplar arasındaki karşılaştırmalar Student's t testi veya tek yönlü varyans analizi ve 

ardından Tukey’in post-hoc testi ile gerçekleştirildi. P değerinin 0.05’in altında olduğunda 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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5. BULGULAR 

Bu çalışmada MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 olmak üzere iki farklı  meme kanser hücre 

hattı kullanılmıştır ve her ikisi de üçlü negatif insan meme kanseri hücreleridir.  

Bu çalışmanın ilk aşamasında hücreler Beta arrestin 1 veya Beta Arrestin 2  proteinlerine 

karşı özel siRNA’lar kullanılarak susturuldu. Daha sonra proteinlerin ifade düzeyleri western 

blot yöntemi ile kontrol edidi. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 bakımından susturulmuş 

hücrelerin proliferasyon ve invazyon yetenekleri Xcelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analizi 

(RTCA) ile incelendi. Çalışmanın devamında yine MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 

kullanılarak bu hücrelere Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin cDNA’ları 

aktarıldı ve hücrelerde bu proteinlerin aşırı ifade edilmeleri sağlandı. Daha sonra western blot 

yöntemi ile  ifade düzeyleri kontrol edildi. Ardından bu hücrelerde proliferasyon ve invazyon 

ölçümleri XCelligence sistemi ile gerçekleştirildi. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 

proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde mikrodizin analizi 

gerçekleştirildi. Her iki hücre hattında gerçekleştirilen flow sitometri analizi ile hücre 

döngüsü gözlemlendi. Mikrodizin analizinde değişimini gözlemlediğimiz bazı genler qRT 

PCR  ve western blot ile valide edildi.  

5.1. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2'NİN SİRNA İLE 

SUSTURULMASI VE HÜCRE PROLİFERASYONU ÖLÇÜMÜ 

5.1.1. MDA-MB-231 VE MDA-MB-468 HÜCRELERİNDE BETA ARRESTİN 1 

VEYA BETA ARRESTİN 2 PROTEİNLERİNİN SİRNA İLE SUSTURULMASI  

Şekil 5.1.’de görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücrelerinde Beta Arrestin 1 proteininin ifade 

miktarı bazal ifade miktarına (K-siRNA) göre yaklaşık %70, Beta Arrestin 2 proteininin 

ifade miktarı ise yaklaşık %40 azalmaktadır. MDA-MB-468 hücre hatlarında ise bu miktarlar 

Beta Arrestin 1’de %75, Beta Arrestin 2 ise %80 azalmaktadır. 



 

54 

 

 
Şekil 5.1. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre hatlarında Beta Arrestin 1 veya Beta 
Arrestin 2 proteinlerin susturulması; MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre hatlarında Beta 
Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinleri kendilerine özgü siRNA’ları ile susturuldu. 
Western Blot yöntemi ile yapılan inceleme sonucunda, Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 
siRNA'larının transfeksiyonu, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücrelerinde bu proteinlerin 
ifade seviyelerini anlamlı ölçüde azalttı. Proteinlerin ifadeleri GAPDH proteininin ifade 
düzeyine göre normalize edilmiştir. n sayısı, 8, ve *p <0.05, Kontrol siRNA'ya karşı anlamlı 
kabul edilmiştir. 

 

5.1.2. XCELLİGENCE GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZ (RTCA) SİSTEMİ 

İLE SUSTURULMUŞ HÜCRELERDE PROLİFERASYON İNCELENMESİ 

Hücrelerin proliferasyon indeksi hücrelerin e-plakaya ekilmesini takiben 72, saate kadar 

ölçüldü. Dördüncü saatin sonu hücre indeksinin başlangıç çizgisi olarak tanımlandı. 

Başlangıç çizgisinin (Baseline) kat değişimi (fold change) sonraki ölçümler için belirlendi ve 

hücre indeksinin normalizasyonu için kullanıldı.  

Şekil 5.2.’nin panel A kısmında görüldüğü gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2  

siRNA’ları transfekte ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde proliferasyon indeksi incelendi. 

Proliferasyon indeksi kontrol hücrelerinde 4 iken Beta Arrestin 1 susturulduğu zaman  5.4’e 

ve Beta Arrestin 2 susturulduğu zaman ise 6.9’a anlamı biçimde yükselmektedir. Aynı 



 

55 

 

deneyde hücrelerin ikiye katlama süresi bir proliferasyon simgesi olarak panel B‘de 

incelendi. Görüldüğü gibi kontrol MDA-MB-231 hücreleri 45 saatte ikiye katlanırken Beta 

Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteini susturulduğu zaman hücrelerin ikiye katlanma 

zamanının sırasıyla 30 ve 25 saate düştüğü saptandı. 

Şekil 5.3.’de aynı deneyin MDA-MB-468 hücre hattı üzerindeki sonuçları görülmektedir. 

Susturma işlemi sonrasında MDA-MB-468 hücrelerinde kontrol hücrelerine göre hücre 

indeksinde artma ve ikiye katlanma zamanında azalma saptandı. Hücre indeksi kontrol 

hücreleri, Beta Arrestin 1 siRNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 siRNA transfeksiyonu 

yapılan hücreler için sırasıyla  1.9, 2.2 ve 2.5 olarak saptandı. İkiye katlanma süresi ise 

sırasıyla 35, 25 ve 30 saat olarak ölçüldü. 

 

 

 

Şekil 5.2. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin 2 veya K-siRNA’lar ile transfekte edilmiş MDA-
MB-231 hücrelerinde proliferasyon seviyelerinin xCelligence Hücre Analiz sistemi ile 
incelenmesi. n sayısı 7, *= p <0.05. Panel A, Hücre indeksi, panel B, katlanma süresi 
parametreleri açısından  Kontrol-siRNA’ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 
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Şekil 5.3. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin 2 veya K-siRNA’larla transfekte edilmiş MDA-MB-
468 hücrelerinde (panel A) proliferasyon seviyelerinin, (panel B) katlanma süresi 
parametrelerinin xCelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz (RTCA) DP sistemi ile ölçümü. 
Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. n sayısı 7, *= p <0.05. Panel A, Hücre 
indeksi, panel B, katlanma süresi parametreleri açısından  Kontrol-siRNA’ya karşı anlamlı 
kabul edilmiştir. 

 

5.2. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2'NİN AŞIRI İFADESİ VE 

HÜCRE PROLİFERASYONU ÖLÇÜMÜ 

5.2.1. MDA-MB-231 VE  MDA-MB-468 HÜCRELERİNDE BETA ARRESTİN 1 

VEYA 2  PROTEİNLERİNİN AŞIRI İFADESİ VE HÜCRE PROLİFERASYONU 

Şekil 5.4.’de görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücrelerinde Beta Arrestin 1 proteininin ifade 

miktarı bazal ifade miktarına (K-cDNA) göre yaklaşık 12 kat, Beta Arrestin 2 proteininin 

ifade miktarı ise yaklaşık 3 kat artmaktadır.  MDA-MB-468 hücre hatlarında ise bu mikar 

Beta Arrestin 1’de yaklaşık 18 kat, Beta Arrestin 2’de yaklaşık 3 kat artmış olarak saptandı. 
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Şekil 5.4. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin  2 veya K-cDNA’larıyla (k-plasmid) transfekte 
edilmiş MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücre hatlarında Beta Arrestin 1 veya 2 
proteinlerinin ifade seviyeleri Western Blot yöntemi ile incelendi. Beta Arrestin 1 veya Beta 
Arrestin 2 cDNA'larnın transfeksiyonu bu proteinlerin ifade seviyelerini kontrol ile kıyasla 
anlamlı ölçüde arttırdı. Proteinlerin ifade düzeyleri GAPDH proteininin ifade miktarına göre 
normalize edilmiştir. n sayısı, 10, ve *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya karşı anlamlı kabul 
edilmiştir. 

 

5.2.2. XCELLİGENCE GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZ (RTCA) SİSTEMİ 

İLE PROLİFERASYON SEVİYELERİNİN İNCELENMESİ  

Hücrelerin proliferasyon indeksi hücrelerin e-plakaya ekilmesini takiben 72 saate kadar 

ölçüldü. Dördüncü saatin sonu hücre indeksinin başlangıç çizgisi olarak tanımlandı. 

Şekil 5.5.’in panel A kısmında görüldüğü gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 

cDNA’larını transfekte ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde proliferasyon indeksi incelendi. 

Proliferasyon indeksi kontrol hücrelerinde 7,5 iken Beta Arrestin 1‘de 4.1’e ve Beta Arrestin 

2’ ise 4.9’a anlamı biçimde azalmıştır. Aynı deneyde hücrelerin ikiye katlama süresi bir 

proliferasyon simgesi olarak panel B‘de incelendi. Görüldüğü gibi kontrol MDA-MB-231 
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hücreleri 38 saatte ikiye katlanırken Beta Arrestin 1 veya 2 proteini ifadesi arttığı zaman 

hücrelerin ikiye katlanma zamanının sırasıyla 65 ve 50 saate çıktığı saptandı.  

Şekil 5.6.’da aynı deneyin MDA-MB-468 hücre hattı üzerindeki sonuçları görülmektedir. 

Beta arrestinler aşırı ifade edildikten sonra MDA-MB-468 hücrelerinde kontrol hücrelerine 

göre, hücre indeksinde azalma ve ikiye katlanma zamanında artma saptandı. Hücre indeksi 

kontrol hücreleri (control c-DNA transfekte edilen), Beta Arrestin 1 cDNA transfeksiyonu 

veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonu yapılan hücreler için sırasıyla  4, 2.7 ve 2.6 olarak 

saptandı. İkiye katlanma süresi ise sırasıyla 35, 45 ve 48 saat olarak ölçüldü.  
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Şekil 5.5. Beta arrestin 1, Beta Arrestin 2 (βArr1 ve βArr2) veya K- cDNA’larıyla transfekte 
edilmiş MDA-MB-231 hücrelerinde proliferasyon seviyelerinin incelenmesi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. n sayısı 7, *= p <0.05. Panel A, Hücre indeksi, 
panel B, katlanma süresi parametreleri açısından  Kontrol cDNA’ya karşı anlamlı kabul 
edilmiştir. 
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MDA-MB-468 

A.                                                                                    

 

               
Şekil 5.6. βArr1, βArr2 veya K-cDNA’larıyla transfekte edilmiş MDA-MB-468 hücre 
hattında proliferasyon seviyelerinin incelenmesi. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
verilmiştir. n sayısı 6, *= p <0.05. Panel A, Hücre indeksi, panel B, katlanma süresi 
parametreleri açısından  Kontrol cDNA’ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 
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5.3. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2'NİN İFADELERİNİN 

SUSTURULMASI VE HÜCRE İNVAZYONU ÖLÇÜMÜ 

Hücrelerin invazyonu, Matrigel kaplı CIM plakalarında ve xCelligence Gerçek Zamanlı 

Hücre Analiz sistemi kullanılarak 36-48 saat süresince kaydedildi. Beta Arrestin 1, 2 ve 

Kontrol-siRNA transfekte edilmiş MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücreleri CIM 

plakaların matrigel ile kaplı bölmesine (üst kısım) ekildi ve empedans ölçümleri 48 saat 

boyunca yapıldı. Hücre indeksinin eğimi invazyon göstergesi olarak kullanıldı. Birim 

zamanda plakanın üst kısmından alt kısmına geçen hücre sayısını hızı ve miktarı arttıkça 

hücre indeksinin eğimi de artmaktadır.  

Şekil 5.7.’nin A ve C panellerinde görüldüğü gibi her iki hücre hattında invazyon oranında 

anlamlı olarak artış görüldü. İnvazyon oranı hücreler cim-plakalara konulduktan ve 30 dk 

bekletildikten sonra 48 saat ölçüm alınarak saptandı. Şekil 5.7.’nin A panelinde görüldüğü 

gibi kontrol hücrelerinde 4’üncü saat ile 15 inci saat aralığında en hızlı geçiş gerçekleşmiş ve 

hücre indeksi 0.9’dan 1.68’e ulaşmıştır. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 susturulmuş 

hücrelerde ise aynı indekse ulaşma zamanı sırayla 8.5 ve 10’üncü saatte gerçekleşmiştir ve 

maksimum olarak 2.50 ve 2.06  hücre indeksine ulaşmaktadırlar. 

Şekil 5.7.’nin C panelinde görüldüğü gibi kontrol hücrelerinde 4’üncü saat ile 24 inci saat 

aralığında hafıf geçiş gerçekleşmiş ve hücre indeksi 1.05’dan 1.16’e ulaşmıştır. Beta Arrestin 

1 veya Beta Arrestin 2  susturulmuş hücrelerde ise aynı indekse ulaşma zamanı sırayla 15 ve 

16’ıncı saatte gerçekleşmiştir ve maksimum solarak 1.30 ve 1.26  hücre indeksine 

ulaşmaktadırlar. 

Şekil 5.7.’nin panel B ve D’sinde görüldüğü grafikte Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 

susturulmuş hücrelerde K-siRNA'ya karşı invazyon eğrilerinin eğiminde anlamlı artış 

saptandı. MDA-MB-231 hücrelerinde bu eğim K-siRNA, Beta Arrestin 1 siRNA 

transfeksiyonu ve Beta Arrestin 2 siRNA transfeksiyonunda yaklaşık olarak sırasıyla 0.055, 

0.09 ve 0.085 birim/saat olarak ölçüldü. MDA-MB-468 hücrelerinde ise sırasıyla 0.02, 0.05 

ve 0.04 birim/saat olarak ölçüldü. 
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MDA-MB-468   

 
Şekil 5.7. βArr1, βArr2 veya K-siRNA’lar ile transfekte edilmiş MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hücrelerinde invazyon oranlarının xCelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz 
(RTCA) DP sistemi ile incelenmesi. Veriler ortalama ± standart hata olarak hesaplanmıştır; n 
sayısı 5, *= p <0.05. Panel A, Hücre indeksi, panel B, eğim parametreleri açısından Kontrol-
siRNA’ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 
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5.4.  BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2 PROTEİNLERİN AŞIRI 

İFADESİ VE HÜCRE İNVAZYONU ÖLÇÜMÜ 

Hücrelerin invazyon oranı, Matrigel kaplı CIM plakalarında ve xCelligence Gerçek Zamanlı 

Hücre Analiz sistemi kullanılarak incelendi.  

Şekil 5.8.’in A ve C panellerinde görüldüğü gibi her iki hücre hattında invazyon oranında 

anlamlı olarak azalma görüldü. İnvazyon oranı 48 saat süresince ölçülerek elde edildi. Şekil 

5.8.’in A panelinde görüldüğü gibi kontrol hücrelerinde 4’üncü saat ile 10 inci saat aralığında 

en hızlı geçiş gerçekleşmiş ve hücre indeksi 1.3’dan 1.85’e ulaşmıştır. Beta Arrestin 1 veya 

Beta Arrestin 2  aşırı ifade edilmiş hücrelerde ise aynı indekse ulaşma zamanı sırayla 25 ve 

29’üncü saatte gerçekleşmiştir.  

Şekil 5.8.’in C panelinde görüldüğü gibi kontrol hücrelerinde 6’inci saat ile 21’inci saat 

aralığında en hızlı geçiş gerçekleşmiş ve hücre indeksi 1.1’dan 1.8’e ulaşmıştır. Beta Arrestin 

1 veya Beta Arrestin 2 aşırı ifade edilmiş hücrelerde ise gerçek geçiş görülmedi ve hücre 

indekslerinde zamana karşı değişiklik gerçekleşmemiştir. 

Şekil 5.8.’in panel B ve D’sinde görüldüğü grafikte Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 aşırı 

ifade edilden hücrelerde k-cDNA’ya  karşı invazyon eğrilerinin eğiminde anlamlı azalma 

saptandı. MDA-MB-231 hücrelerinde bu eğim k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA 

transfeksiyonu ve Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonunda yaklaşık olarak sırasıyla 0.08, 

0.05 ve 0.03 birim  /saat olarak ölçüldü. MDA-MB-468 hücrelerinde ise sırasıyla 0.04, 0.005 

ve 0.005  birim/saat olarak ölçüldü. 
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Şekil 5.8. βArr1, βArr2 veya K-cDNA’larıyla transfekte edilmiş MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hücrelerinde invazyon oranlarının xCelligence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz 
(RTCA) DP sistemi ile incelenmesi. Veriler ortalama ± standart hata olarak hesaplanmıştır; n 
saysı= 5, ve *= p <0.05. Panel A, Hücre indeksi, panel B, eğim parametreleri açısından 
Kontrol-cDNA’ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 

 

5.5. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2 PROTEİNLERİ AŞIRI İFADE 

EDİLMİŞ MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE İNVAZYON İLE İLGİLİ ÖNEMLİ 

GENLERİN MRNA DEĞERLERİNİN QRT-PCR YÖNTEMİ İLE 

İNCELENMESİ  

Şekil 5.9.’da görüldüğü gibi özellikle Beta Arresin 1 aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 

hücrelerinde, TGFB2, HER3 ve IGF1R gen ifadelerinde k-cDNA’ya karşı anlamlı ölçüde 
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azalma görülürken Beta Arrestin 2 transfekte edilmiş hücrelerde sadece HER3 ve IGF1R 

genlerinde anlamlı azalma görülmüştür. Aynı deneyde MET genin ifade düzeylerinde 

değişiklik görüldü. 

 

 
Şekil 5.9. Hücre invazyon ilişkili genler ile gerçekleştirilen Eş-zamanlı PCR sonuçlarıı. Beta 
Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde 
mikrodizin analizi sonucuna göre elde edilen hücre invazyonu ile ilişkili genlerin mRNA 
değerlerinin qRT-PCR sistemi ile değerlendirilmesi. Y ekseni, ifade düzeyinde kat değişimini 
göstermektedir. Sonuçlar, iki biyolojik ve teknik tekrarın ortalama ve standart sapması olarak 
gösterilmektedir (Beta Arrestin 1/ kontrol için * p <0.05; Beta Arrestin 2/ kontrol için # p 
<0.05; t-testi). 

 

5.6. MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE İNVAZYON İLE İLGİLİ GENLERİN 

PROTEİN DÜZELERİNİN WESTERN BLOT İLE İNCELENMESİ 

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 ifadesinin artırılması ile hücre invazyonunda 

gözlemlediğimiz azalmanın moleküler mekanizmaları daha detaylı araştırılmıştır. Öncelikle 

mikrodizin analizi sonuçları değerlendirilmiş ve özellikle TGFbeta, HER3 ve IGFR 

genlerinin Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2’in ifadesinin artırılması ile azalmasının hücre 
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invazyonundaki azalma ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. Bu verilere ek olarak hücre 

hareketliliğinde önemli olan Vimentin, Snail, Cadherin proteinlerinin düzeyi western-blot ile 

araştırılmıştır. Cadherin proteini MDA-MDA-231 hücrelerinde ifade olmadığı için 

saptanamamış ve diğer iki protein araştırılmıştır. Şekil 5.10.’ün panel A kısmında görüldüğü 

gibi MDA-MB-231 hücrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifadesinin 

artırılması IGF-R1 ve Snail proteinlerin ifade düzeylerinde anlamlı olarak azalmaya neden 

olmuştur. Vimentin proteininde ise anlamlı bir değişikliğe neden olmadığı görülmüştür. Şekil 

5.10.’ün panel B kısmında görüldüğü üzere IGFR ve Snail proteininin ifade miktarı bazal 

ifade miktarına (K-cDNA) göre yaklaşık %40 oranında azalmaktadır. 
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Şekil 5.10. İnvazyon ile ilgili genlerin protein düzeylerinin western blot ile incelenmesi.  
Beta Arrestin 1 (βArr1) veya Beta Arrestin 2 (βArr2) proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-
MB-231 hücrelerinde IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifadelerinin anlamlı şekilde azaldığı 
görülürken, vimentin proteininin ifadesinin değişmediği görüldü. Panel B, ilgili proteinlerin 
GAPDH proteinine göre normalize edilmiş bant yoğunluklarının dansitometrik analizini 
göstermektedir. Veriler ortalama ± standart hata olarak hesaplanmıştır, n sayısı 6 olacak 
şekildedir, p <0.05 Kontrol cDNA'ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 
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5.7. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2 PROTEİNLERİ AŞIRI İFADE 

EDİLMİŞ MDA-MB-468 HÜCRELERİNDE İNVAZYON İLE İLGİLİ ÖNEMLİ 

GENLERİN MRNA DEĞERLERİNİN QRT-PCR YÖNTEMİ İLE 

İNCELENMESİ 

Şekil 5.11.’de görüldüğü gibi Beta Arrestin 1 aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-468 hücrelerde 

TGFB2, HER3 ve IGF1R gen ifadelerinde k-cDNA’ya karşı anlamlı ölçüde azalma 

görülürken Beta Arrestin 2 transfekte edilmiş hücrelerde TGFB2, HER3 ve IGF1R 

genlerinde anlamlı değişiklik izlenmedi. Aynı deneyde Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerini aşırı 

ifade ettiğimiz hücrelerde MET genin ifade düzeylerinde değişiklik görülmedi. 

 

 

 

  
Şekil 5.11. βArr1 veya βArr2 proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-468 hücrelerinde 
invazyonuyla ilişkili genlerin mRNA değerlerinin qRT-PCR sistemi ile incelenmesi. 
Sonuçlar iki biyolojik ve teknik tekrarın ortalama ve standart sapması olarak gösterilmektedir 
(βArr1 / kontrol için * p <0.05; βArr2 / kontrol için # p <0.05; t-testi). 
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5.8. BETA ARRESTİN 1 VEYA BETA ARRESTİN 2 AŞIRI İFADE EDİLMİŞ MDA-

MB-468 HÜCRELERİNDE İNVAZYON İLE İLGİLİ PROTEİNLERİN 

DÜZEYLERİNİN WESTERN BLOT YÖNTEMİ İLE İNCELENMESİ 

Hücre invazyonunda önemli olan Vimentin, Snail ve İGFR1 proteinlerinin düzeyleri western-

blot ile araştırıldı. Şekil 5.12.’nin panel A kısmında görüldüğü üzere MDA-MDA-468 

hücrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin ifadesi K- cDNA’ya (Basal 

ifade) karşı sırasıyla yaklasık 6 ve 2 kat artırıldı. Şekil 5.12.’nin panel B kısmında görüldüğü 

gibi İGFR ve Snail proteinlerinin ifadelerinde hem Beta Arrestin 1 transfeksiyonu hem de 

Beta Arrestin 2 transfeksiyonu sonucunda K-cDNA’ya (Basal ifade) karşı anlamlı düzeyde 

azalma görüldü. Bu azalma Beta Arrestin 1 transfeksiyonu için yaklaşık %32 ve Beta 

Arrestin 2 transfeksiyonu için yaklaşık %20 olarak saptandı. Vimentin proteininin ifade 

düzeyinde ise anlamlı bir değişiklik saptanmadı. 
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Şekil 5.12. βArr1 veya βArr2 proteinlerin aşırı ifade edilmesi ve IGF-1R, Snail ve Vimentin 
proteinlerin westrn blot ile incelenmesi. MDA-MB-468 hücrelerinde Beta Arrestin 1 (βArr1) 
veya Beta Arrestin 2 (βArr2) proteinlerinin cDNA’larının transfeksiyonu sonucunda bu 
proteinlerin miktarlarnı kontrol hücrelerine göre anlamlı şekilde arttırıldı, transfeksiyon 
sonrasında IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifadelerinin anlamlı şekilde azaldığı görülürken 
Vimentin proteininin ifadesinin değişmediği görüldü. Panel B grafiği ilgili proteinlerin 
GAPDH enzimine göre normalize edilmiş bant yoğunluklarının dansitometrik analizini 
göstermektedir. Veriler ortalama ± standart hata olarak hesaplanmıştır, n sayısı 5 olacak 
şekildedir, *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 
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5.9. MİKRODİZİN ANALİZİ 

Mikrodizin analizi sadece MDA-MB-231 hücrelerinde gerçekleştirildi. Beta Arrestin 

proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz hücreler ile kontrol cDNA’lı hücrelerin mRNA ifade 

düzeyleri mikrodizin analizi ile incelendi. Mikrodizin sonuçlarından ortaya çıkan farklı 

mRNA (Bazı genlerde azalma ve bazılarında çoğalma) ifadeleri üzerinde yolak analizi 

yapıldı. 

Kanser ile ilgili yolaklarda, kontrol cDNA’ya karşı Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 aşırı 

ifade ettiğimiz hücrelerde anlamlı olarak sırasıyla 455 ve 390 adet farklı düzeyde ifade 

edilmiş mRNA bulduk. Şekil 5.13.’de görüldüğü gibi ortak değişim gösteren genleri 

saptamak için Venny analizi yapılmıştır. Tespit edilen bu mRNA’ların 388’inin ifadesi 

kontrol cDNA’lı hücrelere kıyasla, Şekil 5.13.’de görüldüğü gibi, hem Beta Arrestin 1 hem 

de Beta Arrestin 2 aşırı ifade ettirilen hücrelerde değişmiştir. Beta Arrestin 1’i aşırı ifade 

ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerde anlamlı olarak ifade değişimi gösteren genlerin hangi 

yolaklar ve hücresel fonksiyonlar ile ilişkili olabileceğini ortaya çıkarmak amacıyla yolak 

zenginleştirme (pathway enrichment) analizi yapıldı. İfadesinde farklılık saptanan genlerin 

kanser ile ilişkili yolaklar Çizelge 5.1.’de görüldüğü gibi hücre döngüsü, P53, Jak-STAT gibi 

yolaklarda zenginleştiği saptandı. 
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Şekil 5.14. βArr1, βArr2 ve Kontrol cDNA’lar ile transfekte edilmiş MDA-MB-231 
hücrelerinin mikrodizin analizi ile incelenmesinin Venn Diyagramı ile şematize edilmesi. 
Kanser ile ilgili yolaklarda, B-arrestin 1 ve B-arrestin 2 aşırı ifade edilen hücrelerde kontrol 
cDNA ile transfekte edilen hücrelere karşı mRNA düzeyindeki ifade farklılıklarının Venn 
Diyagramı ile gösterilmesi.  

 

5.9.1. MİKRODİZİN VERİLERİNİN ANALİZİ SONUCUNDA FARKLILIK 

GÖSTEREN GENLERLE YAPILAN YOLAK ZENGİNLEŞTİRME ANALİZİ 

Venn diyagramında görüldüğü gibi toplam 457 değişen gen arasında; Sadece Beta Arrestin 1 

ifadesinin artırılması ile 67 gen, Beta Arrestin 2 ifadesinin artırılması ile 2 gen değişiminin 

ortak olmadığı görüldü ve  Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerin aşırı ifadesi sonucunda 388 

genin ifadesindeki değişimlerde ortak etkiyi gösterdikleri saptandı. Bu sonuçlar 

doğrultusunda Beta-Arrestin 1 ifadesinin artırılması ile ortaya çıkan gen ifadesindeki 

değişimin Beta-Arrestin 2 ifadesindeki artış ile gözlemlenebilecek değişikliği büyük ölçüde 

kapsadığı görüşü doğmuştur. Anlamlı olarak ifade değişimi gösteren genlerin hangi yolaklar 

βArr1 βArr2 

MDA-MB-231 
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ve hücresel fonksiyonlar ile ilişkili olabileceğini ortaya çıkarmak amacıyla yolak 

zenginleştirme (pathway enrichment) analizi yapılmıştır. WEB-based GEne SeT AnaLysis 

Toolkit (Webgestalt) kullanılarak KEGG analizi gerçekleştirildi. İfadesinde farklılık saptanan 

genlerin kanser ile ilişkili hücre döngüsü, P53, Jak-STAT, ‘Natural killer’ hücre aracılı 

sitotoksisite gibi yolaklarda zenginleştiği bulunmuştur.  

Çizelge 5.1.’de görüldüğü gibi kanser ile ilgili yolaklarda Beta Arrestin 1 aşırı ifade ettiğimiz 

hücrelerde kontrol cDNA’lı hücrelere kıyasla mRNA düzeyindeki ifade farklılığı hücre 

döngüsü yolaklarındaki genlerde daha fazla izlendi. Yolaklarda değişen genlerin sayısı ve bu 

değişimin istatistiksel olarak anlamlılığını ifade eden p değerleri Çizelge 5.1.’de 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 5.2. Beta Arrestin 1 aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde mikrodizin 
verilerinin analizi sonucunda farklılık gösteren genlerle yapılan yolak analiz. 

Yolak İsmi Gen p Değeri 

Hücre döngüsü 14 4.30e-07 

p53 Sinyal yolaği 7 0.0007 

Jak-STAT Sinyal yolaği 9 0.0054 

‘Natural killer’ hücre aracılı sitotoksisite 

yolagği 7 0.0195 
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5.9.2. MİKRODİZİN’DEN ELDE EDİLEN HÜCRE DÖNGÜSÜ İLE İLGİLİ 

FARKLI İFADE GÖSTEREN GENLER İÇİN HİYERARŞİK SINIFLANDIRMA 

‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI  

Şekil 5.14.’de görüldüğü gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini aşırı ifade 

ettiğimiz MDA-MB-231 hücrelerinde mikrodizin analizinden elde edilen hücre döngüsü 

genlerindeki farklı ifade profilinin görülmüştür. Bunun sonucunda daha detaylı analiz 

yapmak amacıyla, Beta Arrestin 1 aşırı ifade ettğimiz hücre döngüsü ile ilgili farklı ifade 

gösteren genler için hiyerarşik sınıflandırma ‘Hierarchical clustering’ analizi yapılmıştır ve 

kontrole göre değişenler arasında, CDC6, CDC25A, CDC45, BUB1, CCNB1, CCNB2 ve 

CDKN2C daha fazla öne çıkmışlar. 
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Şekil 5.15. İfadesi farklılık gösteren “Hücre Döngüsü” genleri ile gerçekleştirilmiş hiyerarşik 
sınıflandırma analizi. Hücre döngüsü genleri ile gerçekleştirilen hiyerarşik sınıflandırmaya 
göre Beta Arrestin 1’in aşırı ifade edildiği hücreler kontrol hücrelerinden ve Beta Arrestin 
2’nin aşırı ifade edildiği hücrelerden ayrı sınıflanmıştır. Yeşil kutucuklar ifade azalmasını 
temsil ederken kırmızı kutucuklar ifade artışını göstermektedir.   
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5.9.3. MİKRODİZİN SONUÇLARINA GÖRE HÜCRE DÖNGÜSÜNE ÖZGÜ 

DEĞİŞEN GENLERİN QRT-PCR YÖNTEMİ İLE İFADE DÜZEYLERİNİN 

DOĞRULANMASI 

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB -231 

hücrelerinde, mikrodizin analizi sonucunda elde edilen verilerle gerçekleştirilen hiyerarşik 

sınıflandırma sonucunda grupları birbirinden anlamlı olarak ayırabilen genler eş zamanlı 

PCR yöntemiyle doğrulanmıştır. Şekil 5.15.’de görüldüğü gibi mikrodizin sonuçları ile 

uyumlu olarak CDC6 ve CDC25A hem Beta Arrestin 1 hem de Beta Arrestin 2 aşırı ifade 

ettiğimiz hücrelerde kontrole hücrelere göre ifade artışı gösterirken CDC45, BUB1, CCNB1, 

CCNB2 ve CDKN2C her iki hücre grubunda da kontrole göre azalmıştır. İfade artış ve 

azalışlarının özellikle Beta Arrestin 1’in ifade artışının gerçekleştiği hücrelerde daha belirgin 

olduğu saptanmıştır.  

 
Şekil 5.16. Hücre döngüsü genlerinin ifade profilleri qRT-PCR yöntemi ile doğrulanması. 
Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 
hücrelerinde kontrole göre değişen mRNA değerleri, mikrodizin verilerini izleyerek eş 
zamanlı kantitatif PCR sistemi ile valide edildi. Y ekseni, ifade düzeyinde kat değişimini 
göstermektedir. Sonuçlar, iki biyolojik ve teknik tekrarın ortalama ve standart sapması olarak 
gösterilmektedir (Beta Arrestin 1 / kontrol için * p <0.05; Beta Arrestin 2  / kontrol için # p 
<0.05; t-testi). 
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5.10. AKIŞ SİTOMETRİ İLE HÜCRE DÖNGÜSÜ ANALİZİ  

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 

proteinleri aşırı ifade edildikten sonra akış sitometri sistemi kullanılarak hücre döngüsü 

incelendi.  

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 aşırı ekspresyonunu takiben, MDA-MB-231 ve MDA-

MB-468 hücrelerinde S faz fraksiyonu anlamlı biçimde artarken, G2 faz fraksiyonunda 

anlamlı olarak azalma görüldü. Şekil 5.16.’nın A panelinde görüldüğü gibi MDA-MB-231 

hücrelerinde S fazındakı hücre döngüsü dağlımı k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA 

transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonunda yaklaşık olarak sırasıyla %14, 

%20.5 ve %23 olarak ölçüldü. G2 fazındakı hücre döngüsü dağlımı k-cDNA, Beta Arrestin 1 

cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonunda yaklaşık olarak 

sırasıyla %13, %9 ve %11.5 olarak ölçüldü.  

Şekil 5.16.’nın B panelinde görüldüğü gibi MDA-MB-468 hücrelerinde S fazındakı hücre 

döngüsü dağlımı k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA 

transfeksiyonunda yaklaşık olarak sırasıyla %21.5, %29 ve %34 olarak ölçüldü. G2 fazındakı 

hücre döngüsü dağlımı k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 

cDNA transfeksiyonunda yaklaşık olarak sırasıyla %14, %9.5 ve %8 olarak ölçüldü. 
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Şekil 5.17. Hücre döngüsü analizi; Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 (βArrl ve βArr2)  
proteinlerini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231(Panel A.) ve MDA-MB-468 (Panel B.) 
hücre hatlarında yapıldı. Sonuç olarak, her iki hücre hattının S fazındaki (Sentetik faz) hücre 
popülasyonlarının anlamlı ölçüde arttığını gözlemledik. Dolayısıyla G2 (Gap 2) fazındaki 
hücrelerin miktarının her iki hücre hattında anlamlı olarak azaldığını tespit ettik. Sonuçlar 
NovoExpress 1.0.2 analiz yazılımı ile analiz edilmiştir. Veriler, ortalama ± standart hatası 
şeklinde verilmiştir, n sayısı 4, *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya karşı anlamlı kabul edilmiştir. 

 

 



 

79 

 

5.11. MİKRODİZİN’DEN ELDE EDİLEN İNVAZYON İLE İLGİLİ FARKLI İFADE 

GÖSTEREN GENLER İÇİN HİYERARŞİK SINIFLANDIRMA 

‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI YAPILMASI 

MDA-MB-231 hücrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 artışı ile xCelligence 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz (RTCA) DP  sistemi ile  ölçüm sonuçlarını göz önüne alarak 

ve mikrodizin sonuçlarında anlamlı olarak ifade farklılığı gösteren genlerin analizi sırasında 

özellikle hücre invazyonu ile ilişkili olabilecek genler dikkat çekmiştir.  Bu genler ile 

hiyerarşik sınıflandırma analizleri ve Gerçek-zamanlı PCR ile doğrulama çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Bu genlerin ifade düzeylerine bakıldığında özellikle Beta Arrestin 1 

ifadesinin arttırıldığı hücrelerde invazyon ile ilgili genlerin ifadelerinde azalma olduğu 

saptandı. Hiyerarşik sınıflandırma analizlerinde Beta Arrestin 1 ve Beta Arrestin 2 transfekte 

hücreler kontrol hücrelerinden farklı gruplanmıştır. Beta Arrestin 1 aşırı ifade ettiğimiz 

MDA-MB-231 hücrelerinde TGFB2 ve MET genlerin ifade düzeylerinde anlamı miktarda 

azalma görüldü.  
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5.12. İNVAZYON İLE İLGİLİ GENLER İÇİN HİYERARŞİK SINIFLANDIRMA 

‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI 

 

 
Şekil 5.18. Hücre hareketliliği ve invazyon ile ilgili olabilecek İfadesi farklılık gösteren 
genler ile gerçekleştirilmiş hiyerarşik sınıflandırma analizi. Mikrodizin veri analizinden 
invazyon ile ilgili olabilecek seçilen genler ile gerçekleştirilen hiyerarşik sınıflandırmaya 
göre özellikle Beta Arrestin 1’in aşırı ifade edildiği hücreler kontrol hücrelerinden ve Beta 
Arrestin 2’nin aşırı ifade edildiği hücrelerden ayrı sınıflanmıştır. Yeşil kutucuklar ifade 
azalmasını temsil ederken kırmızı kutucuklar ifade artışını göstermektedir.   

 



 

81 

 

5.13. TCGA VERİ ANALİZİ 

5.13.1. BETA ARRESTİN 1 PROTEİNİNİN TCGA VERİ ANALİZİ  

 Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin klinik önemini belirlemek için bu iki genin ifade profilleri 

‘’Xena Browser’’ aracılığıyla TCGA veri tabanında araştırıldı (122).  Şekil 5.18.’in panel A 

kısmında görüldüğü gibi, meme kanserlerinde normal dokulara kıyasla Beta Arrestin 1 

ekspresyonunun anlamlı ölçüde azaldığı gösterilmiştir. Panel B kısmında meme kanserlerinin 

moleküler alt tiplerinde yapılan analiz gösterilmiştir. Bu analize göre Beta Arrestin 1 

proteininin ekspresyonu luminal A alt tipinden daha agresif alt tiplere doğru kademeli olarak 

azaldığı görülmektedir. 
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Şekil 5.19. Klinik verilere dayanarak Beta Arrestin 1 proteininin meme kanserindeki ifade 
düzeyinin TCGA veri tabanı aracılığıyla incelenmesi. Panel A; Normal doku ile tümör 
dokusunun Beta Arrestin1 proteini seviyesinin kıyaslanması, Beta Arrestin 1 proteini 
seviyesi tümör dokularında anlamlı biçimde düşük saptandı. Tek yönlü anova, p= 0.000 
(f=77.84). Panel B; Beta Arrestin 1 proteini ifade seviyesi, PAM50 (Prediction Analysis of 
Microarray 50) sınıflandırmasına göre Normal benzeri alt tipinden Bazal benzeri alt tipe 
doğru gidildikçe anlamlı olarak azalmaktadır. Tek yönlü anova, p = 1.799e-14 (f = 18.84).    
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5.13.2. BETA ARRESTİN 2 PROTEİNLERİN TCGA VERİ ANALİZİ 

Beta Arrestin 2 proteini için yapılan TCGA analizi, Şekil 5.19.’ün panel A kısmında 

görüldüğü gibi tümör dokusu ve normal dokulardan alınan örnekler arasında anlamlı bir 

farklılık izlenmedi. Fakat meme kanserinin moleküler alt tipleri değerlendirildiğinde, Şekil 

5.19’ün panel B kısmında görüldüğü normal benzeri tipinden daha agresif alt tiplere doğru 

Beta Arrestin 2 proteininin ifadesinin azaldığı saptandı.   
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Şekil 5.20. Klinik verilere dayanarak Beta Arrestin 2 proteininin meme kanserlerindeki ifade 
düzeylerinin TCGA veri tabanı aracılığı ile incelenmesi. Panel A; Normal dokularla tümör 
dokuları arasında Beta Arrestin 2 ifade seviyelerinde anlamlı fark görülmedi. Tek yönlü 
anova. p = 0.09138 (f = 2.397). Panel B; Beta Arrestin 2 ifade seviyesi, PAM50 
sınıflandırmasına göre Normal benzeri alt tipten Bazal benzeri alt tipine doğru anlamlı olarak 
azalmaktadır. Tek yönlü anova. p =1.117e-13 (f = 17.77). 
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5.14. BETA ARRESTİN 1 VEYA 2 PROTEİNLERİN IFADE DÜZEYLERİNİN 

FARKLI HÜCRE HATLARINDA İNCELENMESİ 

Şekil 5.21.’de görüldüğü gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin farklı meme 

kanseri hücrelerinde ifade düzeyleri TCGA datalar ile paralel olarak analmı şekilde farklık 

güstermektedir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücrelerinde Beta Arrestinlerin ifadesi 

Üçlu Negatif olmayan SKBR3 ve BT474 meme kanseri hücre hatlarına karşı anlamlı ölçüde 

azalma görülmektedir.  
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B. A. 

Şekil 5.21 Farklı meme kanseri hücre hatlarında Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 
proteinlerin ifade seviyeleri; Proteinlerin ifadeleri GAPDH proteininin ifade düzeyine göre 
normalize edilmiştir. n sayısı, 4, *p <0.05. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

Arrestin proteinleri 1986 yılında Herman Kuhn tarafından görsel rodopsin sisteminde G-

protein bağlı reseptörlerin (GPKR'ler) aktivitesini düzenleyen mekanizmanın bir parçası 

olarak keşfedilmiştir (125). Aynı zamanda bu proteinlerin β-adrenerjik reseptörler üzerinde 

de etkili rol aldıkları, Martin Lohse ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir. Keşif 

tarihlerinden bu zamana kadar Beta Arrestin proteinlerinin çeşitli hücresel mekanizmalarda 

yer aldıkları gösterilmiştir (59). Bu ailedeki proteinlerin ilk tanımlanan görevleri reseptör 

desensitizasyonu olduğu için, Arrestinler denilmiş ve isimlerinin Beta kısmı, β2-adrenerjik 

reseptörlere bağlanma kabiliyetlerinin rhodopsinlere göre daha fazla olduğu için 

verilmiştir(126).  

Beta Arrestinler G protein kenetli reseptörler ile iyi karakterize edilmiş rollerinin ötesinde, 

hücre döngüsü regülasyonu, hücre göçü ve apoptotik sinyal dahil olmak üzere birçok temel 

hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde rol almaktadırlar.  

Son zamanlarda Beta Arrestinlerin kanser gelişimi ve progresyonunda düzenleyici görevleri 

olduğuna dair artan miktarda kanıt vardır. Genel olarak bu çalışmalar, Beta Arrestinlerin G 

proteini bağımlı ve bağımsız olarak GPKR sinyalleri üzerinde düzenleyici etkileri olduğu 

için bu proteinlerin kanser üzerindeki etkileri GPKR üzerindeki düzenleyici etkilerine 

odaklanmaktadır. Genel olarak bu çalışmalarda Beta Arrestinlerin kanser hücrelerindeki 

etkileri GPKR’ler üzerinden dolaylı olarak açıklanmaktadır. Kanser hücrelerinde 

birbirlerinden yapı ve fonksiyon bakımından farklı birçok GPKR’nin farklı farklı etkinlikleri 

söz konusu olması nedeniyle Beta Arrestinlerin kanser araştırmalarındaki rolü hakkında 

çelişkili sonuçların elde edilmesi kaçınılmazdır.  Ancak Beta Arrestinlerin kanser hücreleri 

üzrinde doğrudan etkisi ve kanser hücrelerinin gen ifade düzeyleri üzerindeki etkileri 

konusunda az sayıda çalışma yapılmıştır (127).   
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Bu çalışmada Beta Arrestinlerin meme kanser hücrelerinin fonksiyonları ve regülasyonlarına 

olan etkilerini mümkün olduğunca daha  doğrudan gözlemlemeyi ve bu proteinlerin meme 

kanseri hücrelerindeki gen ifade düzeyleri üzerinde etkilerini araştırmayı hedefledik. 

İlk aşamada Beta Arrestin 1 ve Beta Arrestin 2 proteinleri, ilgili siRNA’larını kullanarak 

susturuldu. Bunun sonucunda MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hücrelerinde proliferasyon 

miktarının arttığı, invazyonun ise kolaylaştığı görüldü. Bunun yanısıra, Beta Arrestin 1 ve 

2’nin aşırı ifade edilmesiyle her iki hücre hattında proliferasyon ve invazyonun azaldığı 

saptanmıştır. Yaptığımız deneylerin sonuçları bu proteinlerin ÜÇLÜ NEGATIF MEME 

KANSER hücre hatlarında potansiyel bir tümör baskılayıcı etkisi olduğu yönündedir.  

Beta arrestinlerin hücre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve tümör büyümesi üzerindeki 

etkilerini gösteren çelişen sonuçların varlığına rağmen, çalışmamızla paralel sonuçlar 

gösteren çalışmalar da mevcuttur (112)(128)(129)(130). 

Bizim sonuçlarımızı destekleyen çalışmalardan, Cao ve arkadaşları, Beta Arrestin 2 

ekspresyonunun azalmasının böbrek kanseri hücre hatlarında proliferasyonun ve invazyonun 

artmasına neden olduğunu ve aynı deneyde bu proteinin ifade artışının tam tersine bu 

bahsedilen etkileri azalttığını göstermişlerdir (129). Başka bir çalışmada Sun ve arkadaşları, 

Beta Arrestin 2 proteininin azaltılmasının hepatoselüler karsinoma hücrelerinde invazyonu 

arttırdığını, Beta Arrestin 2 proteininin düşük düzeylerinin kötü prognozla ilişkili 

olabileceğini bildirmişlerdir (131). Ayrıca, Raghuwashi ve arkadaşları Beta Arrestin 2 

proteininin beta arr2-deficient mice (beta arr2(-/-) olmadığı iki farklı akciğer fare kanseri 

modelinde anjiyogenez, tümör gelişimi ve metastazı hızlandırıp arttırdığını göstermişlerdir 

(92).   

Beta Arrestinlerin potansiyel antikanser etki mekanizmalarını anlamak ve tanımlayabilmek 

için, microarray analizi yapıldığında Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin aşırı ifade edilmesi 

sonucu MDA-MB-231 hücrelerinde gen ifade düzeylerinde farklılıkların olduğu 

gözlemlendi. Bu farklı ifade olan genler ile hiyerarşik kümeleme ve yolak analizleri 

yapıldığında beta-arrestinlerin aşırı ifadesi ile özellikle hücre döngüsü, p53, jak stat ve 
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‘Natural killer’ hücre aracılı sitotoksisite yolakları ile ilgili genlerde kümeleşmenin olduğu 

görüldü. Bu sonuçlar, Beta Arrestin 1 veya 2 proteininin hücre döngüsü genleri üzerinde 

etkisi olduğunu ve etkinin hücre proliferasyonunda gözlemlenen azalmayı açıklayabileceğini 

göstermektedir. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade ettiğimiz MDA-MB-231 ve MDA-

MB-468 hücrelerinde hücre döngüsü değerlendirdiğimizde, hücre döngüsünün S fazında 

uzama olduğunu ve G2 fazın azaldığını gözlemledik. Hücre döngüsünde gözlemlenen bu 

etkinin proliferasyonundaki azalmayı açıklayabileceğini düşünüyoruz. Mikroarray’den elde 

edilen hücre döngüsü ile ilgili bazı genler qRT-PCR ile valide edildi. Beta Arrestin 1 ve 2 

proteinini aşırı ifade ettiğimiz hücrelerde kontrol hücrelerine kıyasla CDC6 ve CDC25a 

genlerinin upregüle olduğu görüldü.  

CDC6 proteini, DNA replikasyonunda görev alan ana proteinlerden biridir ve bu proteinin 

upregülasyonunun mitozu önlediğine dair kanıtlar mevcuttur (132). 

Bu çalışmada Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin overekspresyonuyla CDC6 proteini aracılı 

antiproliferatif bir yanıt oluşabileceği gözlenmiştir.  

Siklin bağımlı kinaz’ler (CDK; Cyclin-dependent kinases) hücre döngüsünün ilerlemesini ve 

aktivitesini sıkı bir biçimde kontrol eden proteinlerdir. Bu kontrolü bir defosforilasyon 

enzimi olan CDC25A aracılığı ile yaparlar (133) ve aynı zamanda aşırı ya da anormal CDK 

aktivitesi DNA’da çift zincir kırıklıklarına ve DNA hasarlarına yol açabilir (134)(135). Beta 

Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade ettiğimiz hücrelerde CDC25A’nın upregülasyonu CDK 

aktivitesini attırabilir ve bu artış S fazının uzamasının altında yatan sebeplerden biri olabilir. 

Ayrıca çalışmamızda Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade ettiğimiz hücrelerde CDK4 ve 

Farklı meme kanseri hücre hatlarında Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifade 

seviyeleri; Farklı meme kanseri hücre hatlarında Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 

proteinlerin ifade seviyeleri; CDK6 inhibitörü olarak bilinen CDKN2C (p18) miktarının 

azaldığını gösterdik. CDKN2C’nin downregüle olması CDK aktivitesinin anormal artmasına 

yol açabilir. Üçlü negatif meme kanseri ailesine ait olan BT-20 meme kanseri hücrelerinde 

yapılan bir çalışmada CDKN2c geni nokta mutasyonu ile inaktive edilmiş ve bu hücrelerde 

hücresel büyümenin baskılandığı görülmüştür (136). Bu çalışmada görülen CDK düzeyindeki 
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artış ÜÇLÜ NEGATIF MEME KANSER'lerde saptanan hücre döngüsüne ve hücre 

çoğalmasıa olan etki ile ilişkili olabileceği yönündedir.  

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin aşırı ifadesinin proliferasyon ve hücre döngüsü üzerindeki 

etkisinin altında yatan bir diğer mekanizma ise  CDC45 azalması ile ilgili olabilir. Bazı 

çalışmalarda CDC45 varlığının ve aktivitesinin, bölünen hücrelerde ve hücre döngüsünün S 

fazında önemli görevleri olabileceği, ayrıca CDC45 seviyelerinin sağlıklı hücrelerle 

kıyaslandığında kanser hücrelerinde daha fazla bulunduğu gösterilmiştir (137)(138). 

Bir diğer önemli gen ise BUB1’dir ve aynı isimli proteini kodlamaktadır. Bu proteinin 

ifadesini shRNA kullanarak susturulması MDA-MB-231 hücrelerinde kanser kök hücre 

potansiyelini azaltmıştır. Ayrıca proteinin xenograft fare modellerinde antikanser etkisi 

olduğu gösterilmiştir (139). Bu çalışmada Beta Arrestin 1 ve 2 proteini aşırı ifade edilen 

MDA-MB-231 hücrelerinde BUB1 proteini ekspresyonunun önemli oranda azaldığı 

saptanmıştır. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade ettiğimiz hücrelerde CCNB1 ve 

CCNB2 genlerinde anlamlı şekilde azalma gözlemledik. Bu genlerin kodladığı proteinler 

kanserle ilişkili olup ve meme kanseri dahil çeşitli kanser tiplerinde yüksek oranda ifade 

edilmektedirler. Ayrıca bu genlerin downregülasyonunun tümör gelişimini inhibe edebileceği 

ve antikanser ilaçların etkililiğini artırabileceği bildirilmiştir (140)(141). Bunlara ek olarak, 

bu proteinlerin ifade seviyelerinin ölçülmesinin kanser progresyonu için bir biomarker olarak 

kullanılabileceği de öne sürülmüştür (142)(143).  

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin hücre motilitesi migrasyonu ve invazyonu üzerine olan 

etkileri ile ilgili  çelişkili sonuçlar bulunmaktadır (128)(130)(131)(144)(92). Birkaç 

çalışmada GPKR aracılı hücre motilitesinin Beta Arrestinlere bağlı olduğu söylenirken Beta 

Arrestin 2 ekspresyonunun azalmasının CXCR4 (chemokine receptor type 4aracılı hücre 

göçünü azalttığından da bahsedilmektedir (130)(144)(145). Diğer yandan, Raghuwani ve 

Sun, Beta Arrestin 2 proteininin downregulasyonunun fare hücrelerinde oluşturulan akciğer 

ve hepatoselüler kanser modellerinde tümör metastazını ve invazyonunu arttırdığını 

göstermişlerdir (131)(92). Bizim sonuçlarımız, MB-231 ve MB-468 hücre hatlarında Beta 



 

91 

 

Arrestin 1 ve 2 proteininin overekspresyonunun hücre invazyonunu anlamlı derecede 

düşürdüğünü göstermiştir. 

Bu gözlemlerin altında yatan mekanizmayı daha iyi anlamak için, hücre motilitesinde görev 

alan farklı proteinlerin ifade düzeylerini inceledik. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade 

ettiğimizde, IGF1-R, HER-3 ve Snail ekspresyonunda anlamlı bir azalma olduğu tespit 

edildi. Bizim bulgularımızı destekleyecek nitelikte Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin, IGF-

IR’nin ubiquitinasyon ile yıkılmasında temel öneme sahip oldukları gösterilmiştir (146)(147). 

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin IGF-1R sinyal yolağı üzerindeki negatif etkisinin Üçlü 

negatif meme kanseri hücrelerinde gözlemlenen proliferasyon ve invazyonu azaltıcı etkide 

önemli olduğu düşüncesindeyiz. 

HER3 reseptörü meme kanserlerinin davranışlarının oluşumunda önemli görevleri olan 

düzenleyici bir proteindir. HER3’ün HER2 ve EGFR ile heterodimerize olarak uyardığı 

yolaklar hücre proliferasyonu, tümör gelişimi, invazyon ve metastazı arttırmaktadır. 

(148)(149).  

E-cadherin, SNAIL ve Vimentin hücre motilitesi ve metastazı ile ilişkili olduğu bilinen 

epitelyal-mezenkimal geçiş belirteci olan proteinlerdir. E-cadherin’in düşük düzeyde, SNAIL 

ve Vimentin’in yüksek seviyede ekspresyonunun invazyonu ve metastaz riskini arttırdığı 

düşünülmektedir (150)(151). E-cadherin ve Snail’i önemli ölçüde ifade etmeyen MDA- MB-

231 hücrelerinde Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade ettiğimiz zaman bu hücrelerde 

Snail’in ifade düzeyinde anlamlı azalma görülürken, E-cadherinde anlamlı bir değişim 

gözlenmedi. MDA-MB-468 hücrelerinde ise Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini aşırı ifade 

ettiğimiz zaman Snail’in ifade seviyesinde anlamlı miktarda azalma tespit ettik. Bu sonuçları 

göz önüne aldığımızda Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin aşırı ifadesinin hücre motilitesine 

etkisinin HER3, IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifade seviyesindeki azalmayla ilişkili 

olabileceğini düşündük. 

Beta Arrestin 1 ve 2’nin çekirdekteki çeşitli genlerin ekspresyonu üzerinde düzenleyici 

etkileri olabileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur (127)(90). Bu çalışma Beta Arrestin 1 ve 
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2 proteininin CDC45, BUB1, CCNB1, CCNB2, CDKN2C, HER-3 ve Snail’in ifade 

seviyeleri üzerindeki etkisini gösteren ilk çalışmadır. IGFR-1R ifade seviyesi de dahil olmak 

üzere bu etkilerin altında yatan mekanizmaları aydınlatmak için daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

vardır.  

Çalışmanın devamında bizim çalışmalarımız ve Beta Arrestin proteinlerinin klinik verileri 

arasındaki ilişkiyi değerlendirerek sonuçlarımızın çeşitli meme kanserlerinde önemini 

araştırdık. 

İlk aşamada meme kanser hücrelerindeki Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin ifade profillerini 

TGCA veri seti üzerinden inceledik ve meme kanseri üzerindeki klinik önemini araştırdık. 

TGCA veri taban üzerindeki yapılan analizler sonucunda Beta Arrestin 1 proteininin ifadesi 

luminal A alt tip meme kanserinden, bazal benzer agresif kanser alt tiplerine doğru kademeli 

olarak azaldığı görülmüştür. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifade 

düzeylerini Üçlü negatif meme kanseri olmayan hücre hatlarında western blot ile 

incelediğimizde’de Beta Arrestin proteinlerin ifade seviyeleri Üçlü negatif meme kanseri 

olmayanlarda daha fazla ifade olduğunu gözlemledik. Bu sonuçlar TGCA analiz sonuçlar ile 

paralel olduğunu göstermektedirler.  

PAM 50 sınıflandırma sistemi ile TGCA verilerini kullanarak tümör verileri ve normal 

veriler karşılaştırıldı. Elde edilen sonuçlar bu genin potansiyel bir tümör supressor 

olabileceğini ve meme kanserinde prognostik bir değere sahip olabileceğini göstermektedir 

(123). 

Buna ek olarak Michal ve arkadaşlarının immünofloresan bazlı çalışmasında meme 

kanserinin agresifliğinin artmasının Beta Arrestin 1 ekspresyonunda anlamlı şekilde 

azalmaya neden olduğu gösterilmiştir. Aynı çalışmada Beta Arrestin 1 proteininin azalması 

tümör boyutu, çekirdek çapı ve lenf nodu metastazında artış ve hayatta kalma süresinde bir 

azalma ile ilişkili olduğu bulunmuştur (97). 
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Bu kapsamda, Lundgren ve arkadaşları tarafından öne sürülen Beta Arrestin 1 proteininin 

meme kanserinde potansiyel prognostik bir marker olabileceği fikrini de desteklemektedir 

(96). 

Bu çalışmada; TGCA analizlerinden elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde tümör doku 

örneklerindeki Beta Arrestin 2 proteininin ifade düzeyinde kontrole göre anlamlı bir fark 

görülmedi, ancak normol benzer fenotipli kanser örnekleri ile karşılaştırıldığında meme 

kanserinin moleküler alt tiplerinde downregüle olduğu gözlenmiştir. 

TGCA verilerinin analizi ile elde  edinilen bilgilere göre Beta Arrestinlerin değişik düzeyde 

ifade edilmelerinin kanser meme dokularının davranışlarını değiştirdiğini ve bu durumun 

klinik veriler içinde önemli olduğunu tespit ettik. 

TCGA veri analizine ve mikrodizi sonuçlarına göre Beta Arrestin 1 proteini klinik olarak 

daha anlamlı göründüğü için, Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin ÜÇLÜ NEGATIF MEME 

KANSER hücrelerindeki antikanser etkilerinin moleküler mekanizmaları arasındaki farklar 

İleriye yönelik çalışmalar ile aydınlatılmalıdır. 

6.2. SONUÇ 

Sonuç olarak Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin ifadesindeki artış ÜÇLÜ NEGATIF MEME 

KANSER hücrelerinin proliferasyon ve invazyon kapasitesini azaltmaktadır. Moleküler 

analiz sonuçları bize Beta Arrestinlerin hücre döngüsü genleri, büyüme faktör reseptörleri, 

IGF-1R, HER3, Snail ve hücre invazyonu ile ilişkili gen/proteinler üzerindeki etkilerinin 

olduğunu ve bu etkilerin hücre hareketliliğini ve hücre döngüsünün S fazında duraklama ile 

proliferasyonu azaltıcı yönde olabileceğini göstermektedir. Ayrıca elde ettiğimiz sonuçların 

klinik veriler ile uyum içinde ve paralel olduğu saptanmıştır. İleriye yönelik çalışmalar ile 

Beta Arrestin 1 ve 2’nin antikanser ve tümör baskılayıcı etkileri preklinik olarak hayvanlarda 

yapılacak meme kanser modelleri üzerinde araştırılmalıdır. 
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