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OZET
Doktora Tezi
Beta Arrestin Proteinlerinin Meme Kanseri Hiicrelerinin Regiilasyonuna Etkileri
Saber Yari Bostanabad
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Hakan Giirdal

Beta Arrestinler (BArrs) 1 ve 2 proteinleri, hiicre i¢i sinyal diizenleyici proteinlerdirler.
Ifade seviyeleri kanser tiirlerine gore degisiklik gosterir. Kanser hiicresi regiilasyonunda
farkli GPkR sinyallerinin ¢esitliligi g6z oOniine alindiginda, PArrs’lerin  kanser
arastirmalarindaki rolii ile ilgili ¢eliskili sonuglar kaginilmazdir. Bu calismada Uglii
negatif meme kanser hiicrelerin davaraniglarini GPkR sinyal yolagi yerine, BArrs’lerin
ifade seviyelerini degistirerek hiicresel fonksiyon ve gen ifade profilleri lizerinde etkileri
incelenmistir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde proliferasyon, invazyon ve
hiicre dongiisiinii incelemeden once BArrs 1 veya 2 proteinlerin ifade seviyeleri 6zgiil
siRNA veya cDNA'lariila transfekte edilmesiyle degistirildi. Bu degisikliklerin sonunda
farkl1 ifade olan genleri ve proteinleri tanimlamak ve molekiiler mekanizmalarini daha iyi
anlamak i¢in mikroarray analizi, qQRT-PCR ve Western blot analizi yapildi. BArrs] veya 2
proteinlerin ifadesinin azaltilmasi, hiicre proliferasyonu ve invazyonunun artirma
egilimindeyken, bu proteinlerin ekspresyon seviyelerinin artirilmasi onlari inhibe
etmektedir. BArrs’lerin asir1 ifade edilmesi, hiicre dongiisiiniin S fazini ve hiicre dongiisii
genleri, CDC45, BUBI, CCNDI1, CCND2, CDKN2C'nin diferansiyel ekspresyonuna
neden oldu. Ayrica HER3, IGF-1R ve Snail'de azalmaya neden oldu. Bu bulgular, BArrs1
veya 2’nin, ii¢lii negatif meme kanserlerinde hiicre dongiisii genleri ve HER3, IGF-1R ve
Snail iizerindeki etkileri yoluyla hiicre dongiisii ve antikanser sinyal yolaklarinda énemli

Olciide yer aldigini gosterir.
2020, 144 sayfa

Anahtar kelimeler: Beta Arrestin, Uclii Negatif Meme Kanser; GPkR; Hiicre dongiisii.
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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 Giirdal

Beta Arrestins (BArrs) 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 BArrs 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 BArrl or BArr2 were changed in MDA-MB-231 and MDA-MB-468
cells. The expression level of BArrs 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, qQRT-PCR, and Western blot
analysis were performed to identify differentially expressed genes and proteins. Reducing
expression of BArrl or BArr2 tended to increase cell proliferation and invasion whereas
increasing their expression levels inhibited them. The overexpression of fArrs caused cell
cycle S-phase arrest and differential expression of cell cycle genes, CDC45, BUBI,
CCNBI1, CCNB2, CDKN2C. It also reduced HER3, IGF-1R, and Snail. These findings
indicate that BArrl and PArr2 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. GIRiS

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2018 verilerine gore, kadinlarda meme kanseri, toplam tan1 sayisi
ve 0liim oran1 bakimindan diger kanserlere kiyasla, birinci sirada yer almaktadir. Tedavisinde
ve genel sag kalimda 6nemli gelismeler goriilmesine karsin, bu kanser diinya ¢apinda énemli
bir 6liim sebebi olmaya devam etmektedir (1). Diinya genelinde her yil bir milyondan fazla
kadina meme kanseri teshisi konulmaktad (2) ve her y1l yaklagik 500.000’den fazla kadin bu
hastaliktan hayatin1 kaybetmektedir.2018 yilinda agiklanan verilere gore ,diinya genelinde
kadinlarda en fazla tam1 konulan (yaklasik 2.088.849 kadin) ve Oliime sebebiyet veren
(yaklasik 626.679 kadin) kanser tiirii olarak tanimlanmistir (3).

Meme kanseri, klinigi ve hastaligin biyolojik yapis1 geregi heterojen bir hastaliktir. Meme
kanseri hastalarinin tedavisi, hastalikla iligkili faktorler ve hastaligin progresyonu gézoniinde

tutularak dikkatlice planlanmaktadir (4).

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

tipleri daha 1yi tanimlanarak anlasilmistir (5).



2. KURAMSAL TEMELLER

Bulasict olmayan hastaliklar (Non-communicable diseases-NCD) giiniimiizde kiiresel capta
Oliimlerin ¢ogundan sorumludur. Kanserin 21’inci yiizyilin sonunda, beklenen yasam siiresi

ontindeki en biiylik engel olacag diistiniilmektedir (3)(6).

Bulasic1 olmayan hastaliklar baslig1 altinda siniflandirdigimiz hastaliklarin en énemlilerinden
birisi de meme kanseridir. Diinya Saghk Orgiitiiniin 2018 yilinda yaymladig1 verilere
dayanarak, meme kanseri tan1 alma ve 6liim orani bakimindan, akciger kanserinin ardindan
ikinci sirada yer almaktadir. Kadinlar arasinda ise birinci sirada yer almaktadir. Meme
kanserinin tedavisinde ve genel sag kalimda Onemli ilerlemeler olmasina karsin, diinya
capinda ciddi bir 6liim nedeni olmay1 siirdiirmektedir (1). Diinya genelinde her yil bir
milyondan fazla kadina meme kanseri tanisi konulmaktadir(2). Bu verilerden yola ¢ikarak,
meme kanseri konusundaki gilincel yaklasimlarin tedavi ve sag kalimda istenen basariy1

yakalamada yetersiz oldugu ve yeni gelismelere ihtiya¢ duyuldugu anlagilmaktadir.

Bu tezin calisma konusu olan Beta Arrestinler ve meme kanserinin tanimi, alt tipleri,

genetigi, biyolojisi ve tedavi hedefleri ile ilgili kisa bilgiler bu boliimde yer almaktadir.

2.1. MEMENIN ANATOMISI

Meme, siit iireten lobiiller siitii tasiyan kanallar (duktuslar) ve destek dokusundan olusur.
Kadinlarin memesi, erkeklere kiyasla daha fazla bez dokusu igerir ve bebekler i¢in en uygun
beslenmeyi saglamak i¢in evrimlesmistir. Meme ucuna uygulanan stimiilasyon hipofiz
bezinden salgilanan prolaktin hormonunun miktarin1 ¢ogaltarak siit iiretimini tetikler (7).
Kadin memesinde ortalama 12-20 lob bulunur ve her bir lobda da 20-40 lobiil bulunur (8).
Bu loblar ve lobiiller siit kanallari(duktuslar) araciligi ile birbirlerine baglanirlar. Memenin
destek dokusu olarak adlandirilan boliimii adipoz doku, sinir agi, kan damarlari, lenf

damarlari, lenf nodlar1, fibr6z bag dokusu ve ligamentlerden olusur (Sekil 2.1.).



1- Gogsiis duvari

2- Pektoralis kaslari
3- Lobiiller

4- Meme ucu yiizeyi
5- Areola

6- Laktiferdz Duktus
7- Yag doku

8- Cilt

Sekil 2.1. Meme Anatomisi (9).

2.2. MEME KANSERININ TANIMI

Rutin muayenede bir kitle fark edildiginde, ilk olarak kanser olasiliginin diglanmasi gerekir
ve bu amacla, mamogram gibi c¢esitli tetkiklerle hasta muayene edilip incelenir.
Mamogramda kitle goriilmesi, goriilen kitlenin kanser oldugu anlamina gelmemektedir.
Kitlenin yeri, biiyiikliigii ayn1 zamanda histopatolojik ve genetik analizleri gibi bir¢ok faktor

g0z Oniine alinip degerlendirilerek kesin tan1 konulmaktadir (9).

Meme kanseri, hiicrelerin yapisinin degismesi ve kontrolsliz ¢ogalmasi sonucunda ortaya
cikan bir hastaliktir. Kanserler, koken aldiklari dokunun hiicrelerine gore isimlendirilirler
(10). Meme kanserlerinin ¢ogu, loblardan veya lobiilleri meme ucuna baglayan kanallardan
koken alir (11). Meme kanseri tanim olarak, heterojen bir tiimor grubunu kapsar. Meme

kanserinin alt tipleri; histomorfolojik degisimlere, mutasyonlara, metastatik potansiyele gore

3



farklilik gosterir. Dolayisiyla hastalik progresyonu ve terapotik yanit meme kanserinin her alt

tipinde ayn1 olmamaktadir (12).

Diinya genelinde niifusun artmasi ve yaslanmasi kanser sikligin1 ve kansere bagli mortaliteyi
hizli bir sekilde artirmaktadir. Niifusun yaslanmasi, meme kanseri risk faktorlerini,

popiilasyonlarin sosyoekonomik ve gelismislik diizeyleriyle de iliskili olarak, etkilemektedir

(13)(14).

Diinya genelinde, 2018 yilindaki istatistiklere gore, yeni kadin meme kanseri vakalarinin
sayis1 yaklasik olarak 2.1 milyondur. Bu say1 kadinlar arasindaki tiim kanser vakalarinin

%:25’1ne tekabil etmektedir.

2.3. MEME KANSERI RiISK FAKTORLERI

Meme kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerinin siiflandirilmasi:
e Cinsiyet
e Yas
e Etnik kdken
e Aile oykiisi
e (Cevresel faktorler ve yasam tarzi

e QGenetik faktorler
2.3.1. CINSIYET

Meme kanseri, kadinlarda erkeklere oranla daha fazla goriilmektedir. Erkeklerde meme
kanseri nadirdir. ABD'de tiim meme kanseri vakalarinin % 1'inden azini erkek hastalar
olusturmaktadir. Cinsiyet en onemli risk faktorii olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kadinlar, dstrojen
hormonunun fazlalig1 ve etkileri nedeniyle erkeklere kiyasla daha fazla risk altindirlar. Meme

kanseri siklig1, kadinlarda erkeklere gore 100 kat daha fazladir (15).



2.32. YAS

Meme kanserlerinin yayginligi ve mortalitesi yasla birlikte artmaktadir. 2010 ile 2014 yillari
arasinda tan1 alan meme kanseri hastalarin yaris1 62 yasin altindadir. 20 yagindan 6nce meme
kanseri goriilme ihtimali diigiiktiir. Yaslanmayla birlikte kansere yakalanma oran1 artmaktadir

(16). Erken yasta goriilen meme kanserleri genellikle kalitsal faktoérlerden kaynaklanmaktadir

(17).
2.3.3. ETNiK KOKEN

Geng yaslarda meme kanseri goriilme orani; beyaz irka mensup kadinlarda, siyah kadinlara
gore daha diisiiktiir (3). Uluslararas1 Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezinin (center for
disease control and prevention, CDC) 2018 yil1 istatistiklerine gore Asyal1 / Pasifik Adal
(API) kadinlar meme kanseri agisindan en diisiik insidansa ve mortaliteye sahiptirler.
Hispanik olmayan beyaz (Non-hispanic white, NHW) ve siyah (Non-hispanic black, NHB)
kadinlarda meme kanserinin yayginlik ve 6liim oranlar1 diger itk ve etnik gruplara kiyasla

daha yiiksektir (16).
2.3.4. AILE OYKUSU

Ailesinde meme kanseri 0ykiisii olan kadinlar ve erkekler, hastaliga yakalanma bakimindan
yuksek risk altindadirlar. Birinci derece (ebeveyn, ¢ocuk veya kardes) akrabalarindan biri
meme kanseri tanis1 almis kadinlarin meme kanserine yakalanma riskleri yaklasik iki kat
artmaktadir. Eger birinci derece akrabalarinda birden fazla kiside meme kanseri tanisi alan
varsa meme kanserine yakalanma riski yaklasik ii¢ kat artmaktadir. Aile Oykiisli, meme
kanseri riski ile iligkili olmasina ragmen meme kanseri olan her 100 kadindan sadece 15’inde
aile oOykiisii pozitiftir (22). Meme kanseri hastalarinin ¢ogunda aile Oykiisii negatiftir

(22)(20).



2.3.5. CEVRESEL FAKTORLER VE YASAM TARZI

2.3.5.1. Obezite

Meme kanserine yakalanma riski, menopoza giren kadinlarda bir bucguk kat, arttirirken
obez kadinlarda ise iki kat artirmaktadir (18). Menopoza giren kadinlarda meme kanseri
artisinin sebebinin ayni zamanda kilo alimi ile iligkili olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu

artisin ayrica ylksek 0strojen seviyelerine bagli olabilecegi de diisiiniilmektedir (19).

2.3.5.2. Fiziksel Aktivite

Diizenli olarak fiziksel aktivite yapan kadinlar, sedanter yasayan kadinlara kiyasla meme
kanserine yakalanma riski bakimidan %15-20 daha az riske sahiptirler. Meme kanserine
yakalanma riski, spor ile bire bir iligkilidir. Yiiksek fiziksel aktivite ile risk azalmaktadir.
Yiirime gibi daha kiigiik aktiviteler bile riski azaltma agisindan faydali goriinmektedir

(20)(19).
2.3.5.3. Radyasyon

Radyasyona maruz kalmis atom bombasi magdurlarinin ile yapilan c¢alismalarda, meme
kanserine yakalanma riskinin arttig1 gosterilmistir (21). Son ¢aligsmalar, diisiik doz radyasyon

icermesine ragmen, radyoterapinin meme kanseri riskini artirdigini gdstermektedir (22).
2.3.6. GENETIK FAKTORLER

Genetik faktorler1 arasinda bahsedilmesi gereken en 6nemli genler, meme kanseri riskini
arttirdig1 saptanan brcal ve brca2 genleridir. Bu genler , tiimdr baskilayici olarak gorev
yapmaktadirlar (23). Brcal ve brca2 , meme kanseri hastalarinda en fazla 6ne ¢ikan ve
arastirllan genlerdir. Tim kadin meme kanserlerinin % 5-10'unda ve erkek meme
kanserlerinin % 5-20'sinde bu iki genin mutasyonlar1 goriilmektedir (24). Ayrica son
zamanda PALB2 (partner and localizer of brca2) denilen ve brca2 ile birlikte gérev yapan
yeni bir gen tamimlanmistir. Bu gende goriilen mutasyonlarin brca2 mutasyonlarinda oldugu

gibi, meme kanseri riskini artirdig1 gosterilmistir (25). Li-fraumeni ve Cowden sendromlari



da meme kanseri risk artisi ile iliskili oldugu bilinen kalitsal sendromlardir (24). Bu bilgilere
ek olarak, meme kanserine yakalanma riskini artiran 150'nin {izerinde nadir rastlanan genetik

varyant tanimlanmaistir (16).

2.4. MEME KANSERI ALT TiPLERI VE SINIFLANDIRILMASI

Kanser tiplerinin siniflandirilmasi, kanser tipine 6zgii tedavi yontemlerini arastirmak ve

uygulamak i¢in, son yillarda olduk¢a 6n plana ¢ikmistir.

Meme kanserlerinde, heterojen timdr gruplarinin varligi s6z konusudur. Bu heterojenite ve
farkl alt tiplerin varligi, hiicresel kéken, mutasyonlar, histolopatoji, metastatik potansiyel,

terapotik yanit ve klinik yaklagimlarda farkliliklar dogurmaktadir (12).
2.4.1. HISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRILMA

Histopatoloji bakimindan, meme kanserleri invaziv ve invaziv olmayan diye ikiye
ayrilmaktadir. Meme kanseri bircok farkli histolojiye sahip olmasina ragmen bu kanserin
biiyiik ¢cogunlugu kanallar1 veya lobiilleri kaplayan epitelden koken alir ve meme duktal

karsinomu olarak siiflandirilir (26)(27).

2.4.1.1. Karsinoma in Situ

Karsinoma in situ, meme kanserinin invaziv olmayan alt tipidir ve ¢cevre dokular istila
etmeden epitel dokusunda sinirli olarak gelisim gosterir. Kaynaklandigi yere gore iki farkli
tipe ayrilmaktadir: In situ duktal karsinom (ductal carcinoma in situ, DCIS) ve in situ lobiiler
karsinom (Lobular carcinoma in situ, LCIS). LCIS ayrica lobiiler neoplazi olarak da bilinir.

DCIS hem duktal hem de lobiiler karsinomlarin 6zelliklerine sahiptir (27).

Duktal karsinoma in situ (DCIS): Kanser olarak tanimlanmayan ancak;siit kanallarindaki
normal epitel hiicrelerinin neoplastik hiicrelere donlismeye basladigive bazal memranda
simirli kalan karsinomadir. Eger bazal membran smirlarini asarsa invaziv kanser olarak
adlandirilir. Invaziv kanser gelisim siireci cok uzun yillar alabilmekte ve hasta tedavi almasa

dahi hastanin sag kalimi etkilenmemektedirinvaziv (27)(28).



Lobiiler karsinoma in situ (LCIS): Memenin lobiillerindeki yerlesik normal hiicrelerin
neoplastik  hiicrelere donlismeye baglamasidir. Patolojik olusumlar lobiil iginde
simirlanmistir ve ¢evre dokuya yayilmamistir. Kanser olarak tanimlanmazlar ancak tedavi

edilmedigi siirece invaziv kanser gelistirme ihtimali yiiksektir (28).

2.4.1.2. invaziv Karsinoma

karsinoma in situnun tersine, ¢evre dokuyu istila eder (26). Bu grupta en sik goriilen
karsinom tipi invaziv duktal karsinomdur ve tiim invazivinvaziv karsinomlarin yaklasik %
80' nini olusturmaktadir. ABD'de tan1 konulan meme kanseri vakalarinin % 55'i invaziv
duktal karsinomdur (27). Invaziv lobiiler karsinomalar invaziv karsinomlarin yaklasik %
10’unu ve abd'deki tiim vakalarin yaklasik % 5'ini olusturur. DCIS kendisi zararsiz olsa da
tedavi edilmedigi taktirde DCIS lezyonlar invaziv kansere doniisebilir. Tedavi edilmeyen
DCIS lezyonlarinin yaklasik % 601 40 yil igerisinde invazivinvaziv kansere doniisiir (28).
Meme karsinomlarinin ¢ogu (yaklasik 80%) invazivdir, invaziv kansere doniisen hiicreler
anormal bir biiyiime patterni gosteri. Cevrelerindeki bezlerin veya kanallarin duvarlarini
parcalayarak meme dokusuna yayilirlar. Invaziv meme kanserlerinin histolojik alt tipleri, risk
faktorleri ve tedaviye yamtlar farklilik gosterir. invaziv meme kanserleri en az dért farkli
molekiiler alt tipe ayrilarak smiflandirilir. Son yillarda gelistirilen gen ekspresyonu
profilleme teknikleri meme kanserinin molekiiler alt tiplerinin daha iyi tanimlanip

anlasilmasini saglamistir.
2.4.2. MOLEKULER ALT TiPLER

Molekiiler alt tipler, biyolojik belirtegler kullanilarak degerlendirilmis ve tanimlanmistir.
Kullanilan yontemler dogrultusunda bazi hormon reseptorlerinin varligr ya da yoklugu
incelenerek dort ana molekiiler alt tip tanimlanmustir;
1) Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-) (% 71); Bu alt tipin 6zelligi yavas biiylime
gostermesi ve diger alt tiplere nazaran daha az agresif olmasidir. Luminal A
tiimorleri, anti-hormon tedavisine diger tiplere gore daha duyarl olduklar1 i¢in

prognozu en iyi seyreden alt tip olarak kabul edilir. Ki67 indeksi (hizli boliinen



hiicreleri saptamak icin kullanilan bir proliferasyon gostergesi) diisiiktiir 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 tiirleridir, Ki67 indeksi yliksektir ve HER2 reseptorii de
pozitiftir. Genellikle hormon tedavisine cevap verirler. Kemoterapiye ve trastuzumab
gibi HER?2 antikor tedavisine degisken cevap gosterirler.

Histopatolojik tanis1 Luminal B olan hastalarin sag kalim orani, luminal A tanili

hastalara gore diistiktiir (31)(30).

3) HER2 pozitif (ER-, PR-, HER2+) (% 5); HER2 reseptorii pozitif kanserler diger alt
tiplerden daha agresif bir sekilde biiylimeye ve yayilmaya meyillidirler. Ayrica HR-
meme kanserlerine kiyasla daha kétii prognoza sahiptirler. Bu alt tipin Ki67 indeksi
yuksektir ve genellikle trastuzumab gibi HER2 reseptor antikoru tedavilerine cevap
verirler (32)(33).

Ayrica son zamanlarda HER2 pozitif meme kanserleri i¢in hedefe yonelik tedaviler

yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve iyi sonuglar elde edilmistir.

4) Uglii negatif (ER-, PR-/ HER2-) (% 12); Bu alt tipte, 6strojen (ER), progesteron (PR)
ve HER2 reseptorleri bulunmadig icin, Uglii negatif meme kanseri olarak
adlandirilirlar. Uglii negatif alt tipte Ki67 indeksi yiiksektir ve EGF reseptorii yiiksek
miktarda ifade edilmektedir. Bu kanser alt tipi premenopozal kadinlarda ve BRCA1
gen mutasyonu olan kadinlarda daha sik gériiliir. Uglii negatif meme kanserlerinin
cogunlugu (yaklasik% 75), gen ifade profillerine gore, bazal benzeri alt tip ailesine
aittir ve ti¢lii negatif meme kanserlerinde hedefe yonelik tedaviler heniiz yeterince

gelistirilmedigi i¢in prognoz diger alt tiplere gore daha kotii seyreder (34)(35)(36).
2.5. UCLU NEGATIF MEME KANSERLERI

Ucglii negatif meme kanseri, diger meme kanser tiplerine kiyasla daha agresif 6zellikler tasir.

Genellikle, yiiksek metastaz oranlarina sahiptirler ve prognozlari kotii seyreder (37). Uglii
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Negatif Meme Kanseri (UNMKk) olarak adlandirilmasinin nedeni , dstrojen reseptorii-a (ER-
a), insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) ve progesteron reseptorii (PR)
ekspresyonu olmamasidir. Uglii negatif meme kanseri ile en fazla benzerlik gosteren meme
kanseri alt tipi bazal benzeri timorlerdir, fenotip olarak % 50-75 oraninda bazal benzeri
tiimorler ile ortlismektedirler. Ayn1 zamanda, bazal benzeri tiimorlerin de yaklasik % 80't ER
negatif / HER2 negatifdir. Uglii negatif Meme kanseri, tan1 konulan tiim meme kanserlerinin
% 10-15"ini olusturur. Niikslin ve uzak metastazin sik gortildiigi bir alt tiptir, bes yillik sag
kalim orani ise % 15'ten azdir (38). ABD'de iiclii negatif meme kanserleri siyahi kadinlarda
beyaz kadinlara oranla iki kat daha fazla goriilmektedir. Menopoz Oncesi donemdeki ve
BRCA1 gen mutasyonuna sahip kadinlarda daha yaygin olarak gorilmektedir (39).
Giiniimiizde, Uglii negatif meme kanseri icin kullanilan tedavi yontemi kemoterapidir. Bu
kanseri tedavi etmek ic¢in kullanilan paklitaksel gibi genel ve birinci basamak antikanser
ilaglar ideal bir terapotik yamit olusturamamaktadir (40). Uglii negatif meme kanseri,
geleneksel kemoterapi ve radyoterapi disinda, FDA onayli hedefe yonelik tedavilere heniiz
gelistirilememistir (41). Bununla birlikte, adjuvan tedavi goren hastalarin yaklasik {icte
birinde, tedaviyi takip eden ii¢ yil i¢inde niiks gdzlenir (42). Uglii negatif meme kanseri i¢in
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilememesinin nedenlerinden birisi bu hastalifin gelisim ve

metastaz mekanizmalarinin detayli olarak bilinmemesidir.

Bu agresif ozellikler ve hedefe yonelik tedavilerin eksikligi arastirmacilarin bu alana
yogunlagmasina ve bir¢ok ¢alisma yapmasina neden olmustur. Bu ¢aligmalarin genel amaci,
bahsedilen alt tipin tedavisi i¢in uygun molekiiler hedeflerin arastirilmasi ve kesfedilmesidir.
Yapilan biiyiik kohort ¢alismalari, klinik arastirmalar ve meta analizlerin sonucunda Uglii
negatif meme kanseri’nde farkli molekiiler degisiklikler ortaya koymustur ancak, bu

degisikliklerin cogunun kanserin ilerlemesine olan etkisi tartismalidir (43).

Uclii-negatif meme kanseri, histolojik ve biyolojik 6zellikleri 6énemli farkliliklar gdsteren
heterojen bir hastaliktir (31). Mikrodiziler ve yeni nesil sekanslama gibi molekiiler
teknolojilerden elde edilen veriler bu tip kanserlerin mutasyonlarinin profillenmesine ve alt
kiimelerinin tanimlanmasma imkan vermistir. Elde edilen molekiiler veriler, daha iyi

prognoz saglamak igin etkili tedavilerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (44). Uglii-
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negatif meme kanserinde goriilen alt tipler farkli hiicre hatlariyla temsil edilmektedir.
Molekiiler esasli tedaviler i¢in, bu hiicre hatlarinin daha iyi taninmasi ve alt tiplerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Uglii-negatif meme kanserlerinin, gen ifade analizleri ve Kiime
analizleri (cluster analysis) sonucunda, farkli gen ifadesi ve ontolojisi gosteren 6 farkli alt tip

belirlenmistir.
2.5.1. UCLU-NEGATIF MEME KANSERI HUCRE HATTI MODELLERI

Lehmann ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda, Sekil 2.2.’de goriildigi gibi ti¢lii negatif

meme kanserleri 6 alt tipi ve bir degisken alt tipi olarak tanimlandi ve siniflandirildi (31).
1) Bazal Benzeri 1 Alt Tipi (BL1);

BL1 alt tipinde, hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisii yolaklarinda rol oynayan genlerin
ifadeleri artmigtir. BL1 alt tipindeki proliferasyon yolaklarindaki ifade artislarina , DNA
hasar1 sonucunda aktive olan yolaklarda eslik eder. Yiiksek Ki67 indeksine sahip olmast bu

alt tipin yiiksek proliferatif 6zelligi oldugunu desteklemektedir (31).

BL1 alt tipi, Uclii negatif meme kanseri alt tipleri arasinda, TP53 mutasyonu %92 oranla en
stk goriilen alt tipidir. Yiiksek diizeyde MYC, CDK6 veya CCNEIl amplifikasyonu
gostermektedir. Ayni zamanda BRCA2, PTEN, MDM2 ve RBI1 genlerinde delesyon
saptanan alt tip olarak bilinmektedir. (45). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin saptandigi
hiicre hatlarinin neredeyse tiimii, bazal alt tip ile iligkili olan gen ifade patternlerine sahiptir

(46).
2) Bazal benzeri 2 Alt Tipi (BL2);

BL2 alt tipinde, EGF, NGF, MET, Wnt / B-katenin ve IGF1R gibi biiylime faktori ile ilgili
sinyal yolaklar1 aktif olarak goriilmektedir. BL2 alt tipi, BL1’e benzer sekilde, EGFR, MET
ve EPHA2 gibi biiyiime faktorii reseptorlerinin ifadesi artmigtir. BL2 alt tiplerinde, hiicre
dongiisii ve DNA hasar1 yanit genleri daha yiiksek ifade oranina sahiptirler ve genellikle

sisplatine iyi cevap verirler (36).
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3) Mezenkimal K6k Hiicre Benzeri Alt Tipleri (MSL);

Mezenkimal alt tip olarak tanimlanan alt tipte, hiicre motilitesi, hiicresel farklilagsma, hiicre
dis1 reseptor etkilesimi (extracellular receptor interaction) gibi ¢esitli yolak genlerinde ifade
artis1 vardir. MSL olarak(Mezenkimal Kok Hiicre Benzeri) alt tiplerde mezenkimal alt tipte
oldugu gibi benzer yolak genlerinde ifade artis1 vardir (47).

Bununla birlikte, MSL alt tipine 6zgli genler ve genlere bagh siirecler de ayrica
tanimlanmistir. Bu genlerin {irlinleri inositol fosfat metabolizmasi, EGFR, PDGF, kalsiyum
sinyal mekanizmalari, G-protein bagli reseptér ve ERK 1 /2 sinyalizasyonunda gorev
almaktadir. Bahse konu olan genler ek olarak, ABC (ATP-Binding Cassette) tasiyict ve
adipositokin sinyalizasyonunu da iceren biiylime faktorii sinyal yolaklarina bagli bilesenleri
ve islemleri de diizenlemektedir. Burstein ve arkadaslari bu alt tiplerde normalde osteositlere
(OGN) ve adipositlere (ADIPOQ, PLIN1) 6zgii genlerin ifade edildigini ve biiyiime
faktorlerinden biri olan IGF-1’in (Insulin-like growth factor 1) de yiiksek oranda ifade
edildigini gostermislerdir (42).

4) Mezenkimal alt tipi (M);

Mezenkimal benzeri Uclii negatif meme kanseri alt tipleri, M ve MSL, hiicre motilitesi,
farklilasma ve EMT(Epitelyal-Mezenkimal Gegis) ile iliskili genlerde benzer ifade profilleri
gosterirler, MSL alt tipi anjiyogenez ve kok hiicre ile iliskili genlerin ifadesindeki artig ve

diisiik claudin ekspresyonu ile diger alt tiplerden ayrilir (48).
5) Liiminal androjen reseptor alt tipi (LAR);

Bu alt tip Androjen reseptorii (AR) sinyalizasyonu artisi ile karakterizedir. LAR alt tipi tanili
hastalarda sagkalim diger alt tiplere gore daha yiiksektir. LAR’yi temsil eden hiicre hatlar
bir AR antagonisti olan bikalutamid’e kars1 olduk¢a duyarlidir (29).
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6) Immiinomodiilatér alt tipi (IM);

Immiinomodiilatér alt tipinde, TH1/TH2 yolagi, NK hiicre yolag:, IL-12 yolag: gibi immiin

diizenlenmede rol oynayan genlerin ifadesi artmistir. STAT genlerinin de ekspresyonu

artmistir. Bu alt tipte grade yiliksek olmasina ragmen prognoz genellikle iyidir (31).

kanceri alt tipleri

Uclii negatif meme

Bazal Benzeri 1; (Basal like,
BL1).

Bazal Benzeri 2; (Basal like,
BL2).

immiinomodiilator;
(immunomodulatory, IM).

Mezenkimal ; (Mesenchymal,
M).

Mezenkimal K6k Hiicre Benzeri;
(Mesenchymal Stem cell-type,
MSL),

Liiminal androjen reseptor;
(Luminal Androgen Receptor, LAR)

Hiicresel hasara tepki olarak
hiicresel cogalma

Unstable BL1
10% 10%

LAR
10%
BL2
20%
MSL
10%

20% 20%

Sekil 2.2. Uglii Negatif Meme Kanseri siniflandirmasi, gen ontolojisi ve orani. (44).

2.5.2. HUCRE HATLARI VE OZELLIKLERi

Bu ¢alismada kullanilan meme kanseri hiicreleri, Uclii negatif meme kanseri ailesine ait olan

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlaridir.
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1). MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre hatlari, metastatik meme adenokarsinomasi olan 51 yasindaki kadin
hastanin metastatik plevral eflizyonundan izole edilmistir. Morfolojik olarak epitel
hiicrelerinin 6zelliklerini tasirlar. Bu hiicre hatlarinda epidermal biiylime faktorii (EGF) ve
donlisim bliytime faktorii alfa (TGF alfa) reseptorleri ifade edilmektedir. Transfeksiyon

deneyleri i¢in uygun hiicrelerdir (34).

MDA-MB-231 kanser hiicreleri, Uglii-negatif meme kanserlerin Mezenkimal benzeri alt
grubunda yer almaktadirlar. Bu hiicre hatlar1 invaziv duktal karsinom histolojisine sahiptirler.
Bu hiicre hatlarinin mutasyon haritasinda BRAF ve KRAS genlerinde heterozigot
mutasyonlar ayrica CDKN2A, NF2, TP53 ve PDGFRA genlerinde homozigot mutasyonlari
goriilmiistiir (49).

2). MDA-MB-468

MDA-MB-468 hiicre hatlar1i, 1977 yilinda, metastatik meme adenokarsinomasi olan 51
yasindaki Siyahi bir kadinin plevral efiizyonundan izole edilmistir. Bu hiicre hatti, epitel
hiicre morfolojisine sahiptir, reseptor olarak epidermal biiyliime faktor reseptorii (EGF) ve
doniisiim biiyiime faktorii alfa (TGF alfa) ifade edilmektedir. MDA-MB-468 hiicreleri
transfeksiyona uygundur , ATCC sitesini verilerine gore transfeksiyon verimi yaklasik %

90’dur.

MDA-MB-468 kanser hiicreleri , Uglii-negatif meme kanserlerin bazal benzeri 1 alt grubunda
smiflandirilirlar.  Bu  hiicreler  histolojileri bakimindan duktal karsinom olarak
siniflandirilmaktalar. PTEN, RB1, SMAD4 ve TP53 genlerinde homozigot mutasyonlar
bulunmaktadir (36).

2.6. ARRESTIN PROTEINLERI

Arrestin proteinleri ifade edilme yerlerine goére iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Birinci

gruptaki Arrestin proteinleri, gorsel Arrestin (Arrestin-1) ve koni Arrestini (Arrestin-4)
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olmak iizere iki tanedir ve genellikle gézde bulunurlar. Ikinci grupta olan B -Arrestin 1

(Arrestin-2) ve B-Arrestin 2 (Arrestin-3) proteinleri ise tiim dokularda ifade edilir (50)(51).

Bu proteinler ilk olarak 1977 yilinda Wacker ve arkadagslar tarafindan gorsel algilamadaki
gorevleri nedeniyle “retinal S antigen” olarak tanimlanmistir. Bu proteinin geni, HUGO veri
tabaninda hala S antigen (Sag) olarak kayithdir (52)(53). 1980'lerin basinda, gdérme
fizyolojisi tlizerinde yapilan ¢alismalarda, bu proteinin Rodopsin’in 1sikla olan
aktivasyonunda rol aldig1 gosterilmistir (54)(55). O yillarda, gorsel sistem ile reseptorlerin
calisma mekanizmalar1 arasindaki iliski tam olarak anlagilamamistir. Bu ilging iliski 1986'da
B2-adrenerjik reseptoriin (B2AR) klonlanmasiyla aydinlanmaya baslamistir. ilk olarak,
B2AR'!m zar topolojisinin rodopsin ile benzer oldugu ortaya konuldu (56)(57). Arrestin
proteinleri gdrsel rodopsin sisteminde G-protein kenetli reseptorlerin (GPKR'ler) aktivitesini
diizenleyen mekanizmanin bir pargasi olarak 1986 yilinda Herman Kuhn ve arkadaglari
tarafindan tanimlandi(58). Ayn1 zamanda bagka bir laboratuarda, Martin Lohse ve arkadagslar
tarafindan B-adrenerjik reseptorlerin sinyal yolaklarinda rol aldiklar1 gésterilmistir (59). S-
antijeninin; Rodopsin sinyalini “engellemesi (arrest)” nedeniyle bu proteine Arrestin ismi
verildi. Daha sonra bu ailedeki tiim proteinlerin ilk tanimlanan gorevleri reseptor
desensitizasyonu oldugu i¢in bunlara da Arrestinler denilmistir (60). Insan Arrestin proteinin
geni 1990 yilinda analiz edilerek , yaklasik 50 kilo baz uzunlugunda oldugu, 16 ekzon ve 15
intron igerdigi tespit edildi. Bu ekzonlarin ¢ogu 100 baz ciftin altindayken intronlar daha
uzun gen dizilerine sahiptir. Insandaki gen dizisinin 405 amino asitten olusan proteinleri

kodladig1 gosterilmistir (52).

2.6.1. ARRESTIN TiPLERI

Bu proteinlerin kesif siirecinde yapilan ¢aligmalar sonucunda, proteinlerin isimleri de zaman
icerisinde degismistir. Arrestin proteinleri glinlimiizde 4 alt tipe ayrilarak inceleniyor .Dort
Arrestininde farkli isimlendirmeleri mevcuttur.Memeliler, dort Arrestin alt tipinin hepsini

eksprese etmektedirler.
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% Arrestin-1: 48 kDa agirligindadir ve ilk tanimlanan Arrestin proteinidir. Uveite

(otoimmiin g6z hastaligi) neden olur. S-antijen (SAG) olarakta adlandirilir (60).

X/
°e

Arrestin-2: 47066 Dalton agirligindadir. Gorsel olmayan Arrestin proteinlerinden ilk
tanimlananidir ve Beta Arrestinl olarak isimlendirilmistir. Beta Arrestin 1 proteini,
B2-adrenerjik reseptorlere bagl olarak bulundugu i¢cin BETA ismi Arrestin
kelimesinin Oniine eklenmistir. Bagka bir ¢alismada ise saflastirilmis formdaki
Arrestin-2, ortamdaki rodopsin ve 2-adrenerjik reseptorler arasinda B2-adrenerjik
reseptore baglanmayi tercih ettigi i¢in B-Arrestin olarak adlandirildigi 6ne

siiriilmektedir (61).

X/
°e

Arrestin-3: 46106 Dalton agirligindadir. Tanimlanan ikinci gorsel olmayan
Arrestindir ve Beta Arrestin 2 olarak isimlendirilmistir. B2-adrenerjik reseptorlere
baglandigi i¢in bu proteine B-Arrestin-2 ismi verilmistir. Fakat daha sonra bu
baglanmanin sadece f2-adrenerjik reseptor ile sinirli kalmadigi diger reseptorlerle de

etkilesime gectigi ortaya ¢cikmistir (62).

< Arrestin-4: Fotoreseptorler ile etkilestigi i¢in koni Arrestin veya X-Arrestin olarak

tanimlanmistir. HUGO veritabaninda bu proteinin genine Arrestin-3 ismi verilmistir

(60)(63).
2.6.2. BETA ARRESTIN PROTEINLERI

Iki tip Beta Arrestin proteini vardir: Beta Arrestin 1, 53 kDa agirliginda , kodlayic1 geni 7.
kromozomda bulunan bir proteindir.. Beta Arrestin 2 ise 46 kDa agirligindadir ve geni 11.
kromozomda bulunur (64)(65). Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin amino asit sekanslari
arasinda % 70’lik oranda benzerlik saptanmistir. B-Arrestin 1/2 proteinlerinin omurgali ve
omurgasiz tiirler arasindaki sekans benzerliginin insanlar, fareler, sicanlar ve kurbagalar da

dahil olmak iizere yiiksek oranda korundugu gosterilmistir (63)(66).
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Beta Arrestin proteinleri, serbest haldeyken katlanmig iki antiparalel  tabakasi seklinde
bulunmaktadir. N terminalin digbiikey yiizii kisa bir alfa heliks yapisi igerir. Bu heliks yapisi
C terminal alanina, yiikli tuz kopriileri ile olusturulan polarize ¢ekirdek araciligi ile baglanir
ve proteinin dogru pozisyonunu korumasini saglar (56)(67). Ayrica Sekil 2.3.’de goriildiigii
gibi Beta Arrestin proteinleri, tersinir membran capasi (reversible membrane anchor) islevi
yapan bir katyonik amfipatik sarmal icerirler(68). Aktif olmadigi zaman, Beta Arrestin'lerin
polarizasyon cekirdegi olarak tanimlanan bolgesi, N ve C terminal alanlarinin baglanti
noktasia hareket eder ve C terminalinin karboksil kuyrugu arasindaki kavsaga baglanir.
Aktivasyon ve sonrasindaki polarizasyonun ardindan Beta Arrestinlerin ¢ekirdek bolgeleri
yok olur ve C terminal karboksil kuyrugu serbest kalir. Klatrin ve adaptin proteini 2, ¢ Jun N

terminal kinaz (JNK) 3 ve ERK1 / 2 proteinlerinin baglanma bdlgeleri agiga ¢ikar (69)(70).

an /)

vi ( Polarcore

L

3
=t

Aaceptor binding
Phosphoinositide binding

Adaplin binding site

C-domain W-gdomain

Sekil 2.3. Beta Arrestin protein yapisinin sematik 6zeti (66).
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Beta Arrestinlerin hemen hemen tiim G protein kenetli reseptorlerin sinyal iletiminde gorevli
olduklar1 goriilmiistiir. Bu proteinler ilk olarak G protein-kenetli reseptorlerin (GPKR'ler)
duyarsizlastirilmasindaki rolleriyle one cikmiglardir.Giintimiizdeki bilgiler dogrultusunda
bircok reseptér bagimli olmayan proteinle etkilesimlerinde adaptor protein olarak gorev
aldiklart bulunmustur. Ayrica sinyal yolaklarint kontrol etme siirecinde de rol oynadiklari
goriilmiistiir (55). Bu nedenle B-Arrestin proteinleri, hiicre biiyiimesinden hayatta kalmaya,
hiicre iskeleti diizenlemesi ve hiicre migrasyonuna kadar uzanan genis bir yelpazedeki
hiicresel siireclerde gorev alirlar (71). Son zamanlarda Beta Arrestinlerin iizerinde yapilan in
vivo caligmalarin artmasi, bu proteinlerin rol aldig1 fizyolojik ve patolojik islevlerin agiga
cikmasini saglamigtir. Bu proteinlerin kesfedilecek yeni tam1 ve tedavi siireclerinde
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Beta Arrestinler hakkinda bilgilerimizin ilerlemesi, bu
proteinlerin iglevlerini daha iyt anlamak i¢in bircok yeni teknigin ve yaklasimin

gelistirilmesine olanak saglamaktadir (72).

2.63. BETA ARRESTINLER VE G PROTEIN-KENETLI RESEPTOR
REGULASYONU

2.6.4. KLASIK SINYAL YOLAKLARI

Arrestinler, G protein-kenetli reseptorlerin (GPKR) sinyal iletiminde énemli gorevleri olan
ve ayni zamanda bir¢ok farkli iglevi olan kii¢iik bir protein ailesidir. Bu proteinler, GPKR’ye
oldukca diizgiin bir sekilde baglanirlar ve bu baglanma sayesinde bazi sinyal yolaklar
sustururlar. Ayn1 zamanda bagka birgok hiicresel sinyali kuvvetlendirerek bazi reseptorlerin

internalizasyonuna da yardimci olurlar.

Birgok arastirma, bu proteinlerin GPKR’lerin aktif ve fosforile formu ile etkilesime girme
yetenegi oldugunu gostermistir ayrica farkli GPKR'’ler i¢in farkli 6zgiilliiklerde etkilesime

girdiklerini ve gesitli fonksiyonel etkileri oldugu goriilmiistiir.

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

proteinleri ile etkilesimleriyle ortaya cikar. Reseptorler ile olan etkilesimleri ilk basta
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“klasik™ G proteinine bagh sinyalizasyonun durdurulmasi olarak tanimlanmistir. Ardindan bu
proteinlerin reseptor internalizasyonuna neden oldugu ve “klasik olmayan™ sinyal yolaklarini

tetikledigi goriilmustiir.

Son 15 yilda Arrestin proteinlerinin hepsinin (her 4’iliniin) yapilart X-1smlart ile
tanimlanmigtir. Bu proteinlerin yapilar1 birbirlerine olduk¢a benzemektedir. Temel olarak
polar bir ¢ekirdek ve mentese gibi bagladig: iki i¢biikey antiparalel B tabaka bolgesinden
olusmaktadir. Fosforile reseptorler bu proteinlerin ikili B-tabaka bolgelerinin igbilikey
kismina baglanirlar ve proteinlerin igbiikey taraflari agag1 akis fonksiyonlarina aracilik eden

baska proteinin kenetlenmesi i¢in genis bir alan saglar (64).
2.6.5. RESEPTOR INTERNALIZASYONU

1996 yilinda birbirlerinden bagimsiz bir sekilde Marc Caron ve Jeff Benovic gruplarinin
reseptdr ve G protein iletisimi lizerindeki yaptiklar1 ¢aligmalarin sonucunda, Beta Arrestin

proteinlerinin reseptor internalizasyonunda da 6nemli bir rol oynadiklar1 kesfedildi (73)(59).

Her iki calismada da, Beta Arrestin proteinlerinin Beta2-adrenerjik reseptorlerinin
internalizasyonuna yardimci oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada mutant Beta Arrestin
kullanilmasinin reseptdr internalizasyonunu bozdugu gosterilmistir. Bu islevin “Beta”
Arrestinlere 6zgli oldugu distliniilmektedir. Diger bir deyisle, gorsel Arrestinlerde reseptor
internalizasyonu fonksiyonu gozlenmemistir ve bu ayrim bize gorsel Arrestinler ile Beta

Arrestinler arasinda biiyiik farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir (74).

Mekanik olarak, Beta Arrestin proteinlerinin reseptdr internalizasyon etkileri, Clathrin
proteinleri ile olan stokiyometrik etkilesimi neticesinde ortaya ¢ikmistir. Ayn1 zamanda Beta
Arrestinlerin reseptorler araciligi ile sitoplazma igerisinde adaptor proteinler olarak da gorev

yapabilecekleri one stiriilmistiir (74) (75).
2.6.6. KLASIK OLMAYAN SINYAL YOLLARI

Coklu sinyal molekiillerinin bir araya toplanmasi ve yeni sinyal iletimine yol agmalar1 Beta

Arrestin  proteinlerinin  klasik  olmayan islevlerindendir (76)(77). Reseptorlerin
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internalizasyonu, reseptdrleri sadece hiicre ylizeyinden ayirmakla kalmaz, reseptorlerin geri
dontistimiine veya degredasyonuna da yol acar, ayrica bu islemler esnasinda yeni sinyal
yolaklarini da tetikler (78).

Beta Arrestinlerin bagka proteinler ile iskele kurma fonksiyonu (klasik olmayan islevleri)
cesitli sinyal molekiillerin bir araya getirilmesini saglamaktadir. Bu molekiiller {i¢ ana siifa
ayrilirlar: Birinci sinif; (a) Beta Arrestin tarafindan cesitili reseptorlere sunulan (recruit)
cSre, Hek, Fgr ve Yes gibi reseptor olmayan tirozin kinazlar(non-receptor tyrosin kinazlar).
Ikinci siif; (b) MAP kinaz kaskatina (cascade) ait olan bilesenler olup hem ERKI1 ve
ERK2'yi aktive eden Raf, MEK ve ERK’i hem de JNK3'i aktive eden ASK1, MKK4 ve
JNK3’ii kapsamaktadir. Uciincii sinif ise, (c) fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve AKT
kinazlaridir (76).

Reseptor internalizasyonu ile "klasik olmayan" G proteininden bagimsiz sinyal yolaklarinin
aktivasyonu arasinda yakin bir iliski goriilmektedir. Ornegin, MAP kinazlara yonelik
sinyallerin Clathrin kapli (clathrin-coated pit) vezikiillerde meydana geldigi gosterilmistir
(57)(70). Bu islevin reseptorlerin Beta Arrestin bagh kaldig: slirece devam ettigi saptanmistir
(79). Gegici olarak klasik olmayan sinyallerin aktivasyonu, G proteininin aracilik ettigi
etkileri takip eder ve Beta Arrestinlerin reseptore baglanmasi, hem klasik olan hem de klasik

olmayan sinyalleri etkileyebilmektedir (80).

Beta Arrestin ve dinamin bagimli internalizasyon, hiicre i¢i sinyal iletiminin ilk asamasinda
gereklidir. Beta Arrestinler, zamansal ve uzamsal (temporally and spatially) olarak
diizenlenmis reseptdr aracili sinyalizasyon modelini ii¢ sinyal dalgas1 sekilde
diizenlemektedir. ilk olarak, hiicre yiizeyinde G proteinlerinin aktivasyonuyla olusan sinyali
durdurlar, ikinci olarak klasik olmayan sinyal olusumunu tetiklerler (reseptor olmayan tirozin
kinazlar, MAP kinazlar, PI3 kinaz ve AKT), ve son olarak G proteinlerinin hiicre ici

aktivasyonunun aracilik ettigi iiglincii bir sinyal olusumuna izin verirler (80)(81).
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2.7. KANSERLERDE BETA ARRESTINLERIN ROLU

Genellikle tiim dokularda ifade edilen, gorsel olmayan Beta Arrestinl ve Beta Arrestin2
proteinleri, baslangicta G protein-bagli reseptdrlerin duyarsizlastirma ve internalizasyon
siireglerinde aldiklar1 roller ile bilinirler (73)(82). Sonradan yapilan ¢alismalar sonucunda,
Beta Arrestinlerin sitoplazma igerisindeki farkli proteinleri bir araya getirmeleri (recruitment)
ve ayni zamanda bazi hiicresel islemleri diizenlemek i¢in ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda yer

degistirdikleri saptanmistir (83).

Beta Arrestinler kanser olusum siireci igerisinde, hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte ¢esitli
islevler gerceklestirirler. Son gelismelerde, Beta Arrestinlerin kanserogenezis sirasinda hiicre
Oliimiiniin inhibisyonu, tirozin kinaz yolaklarinin aktivasyonu ve gen ifade diizenlenmesinin
regiilasyonu gibi, yeni ve ¢ok Onemli rolleri oldugu ortaya cikmistir (84)(85). Beta
Arrestinlerin bahsedilen bu yeni gorevleri invazyon, metastaz hiicre proliferasyonu ve hiicre
gocii gibi kanser olusma siirecinde kilit 6neme sahip hiicresel diizenlenmelerle yakindan
iligkilidir. Cizelge 2.1.’de goriildiigii gibi bahse konu olan bu siiregler ve etkiler hiicrelerin
hem sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde gerceklesen cesitli etkiler ile diizenlenmektedir

(86).

Beta Arrestinler hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesine de sebebiyet verebilecegi ¢esitli hiicre

hatlarinda apoptoz siirecinin diizenlenmesinde rol aldiklarindan bahsedilmektedir (87)(88).

Son caliglmalarda Beta Arrestinlerin hiicre ¢ekirdegi igerisinde yaptigi bazi etkiler
tammmlanmistir ve ilk olarak 2001 yilinda Beta Arrestinlerin gen transkripsiyonun
diizenlenmesindeki rolii aydinlatilmistir. Bu ¢alismada, Beta Arrestin 1’in lenfosit arttirici
faktorin  (lymphoid enhancer factor, LEF) transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu
diizenledigi gosterilmistir (89). Beta Arrestin 1 proteinleri ¢ekirdege gectiklerinde, histon
asetiltransferaz, p300, ve cAMP yanit eleman1 baglayict protein (CAMP response element-
binding protein) ile etkilesime girerek histon asetilasyonunu ve gen transkripsyonunu

diizenledikleri gosterilmistir (90).
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Cesitli  kanser tiirlerinin

evrelendirilme

derecesi

arttiginda  Beta  Arrestinlerin

lokalizasyonunda ve seviyelerinde degisiklikler oldugu belirtilmistir (91).

B-Arrestinlerin kanser iizerinde in vivo etkileri, farelerde tiimér modeli olusturularak

gosterilmistir. Ornegin, Beta Arrestin 1'i asir1 eksprese eden transgenik farelerde, timor

biliyiimesinin hizlandig1 ve anjiyogenezin arttig1 goriiliirken, Beta Arrestin 2 nakavt farelerde

olusturulan akciger kanseri modelinde, metastaz ve tiimor biiylimesinde artis oldugu

gorlilmiistiir (92).

Cizelge 2.1. Beta Arrestinlerin kanser tiirleri 6zerinde bulunan etkileri (86).

Tiimor Parr Tiimor metastazi ve ilerlemesinde olan rolleri

Ovanan cancer B-ami/B-anr2  Chemoresistance, angiogenesis, invadopodia,
invasion, EMT, metastasis

Lung cancer B-ami/B-amr2  EMT, invasion, chemorasistance

Prostate cancer B-ami/p-an2  Cellgrowth, migration, invasion, EMIT,
angiogenasis, metastasis

Acute lymphoblastic leukermia p-ami Cell propagation and senescence

Chronic myeloid leukaamia B-ami/p-an2  Tumorcells intiation and growth, stemness

Colorectal cancer B-ami/B-an2  Cell proliferation, apoptosis, chemorasistance,
migration, invasion and metastasis

Gastric cancer B-ami Cell proliferation

Osteosarcoma/ Ewing's sarcorma B-an Cell sensitivity, proliferation and invasion

Breast cancer p-ami/p-anr2  Cell proliferation, apoptosis, chemotaxis,
invasion, invadopodia, metastasis,
angiogenasis, multidrug resistance

Medulloblastorna B-ami/p-an2  Cancer stemcells seff-renewal

Renal cancer B-an2 Cell growth, metastasis

Melanoma B-ami Cell migration, vasculogenic mirmicry

Pancreatic cancer B-an?2 Cell proliferation and invasion
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2.8. BETA ARRESTINLER VE MEME KANSERI

Beta Arrestin'lerin meme kanseri lizerindeki etkileri konusundaki ¢alismalar sayica azdir. Bu
nedenle Beta Arrestinlerin meme kanseri lizerindeki rolii iyi tanimlanamamistir (93). Bu
konuda yapilan ilk arastirmada, Beta Arrestin 1 ve 2nin MDA MB-231 metastatik meme
kanseri hiicre hatlarinda PAR-2-aracil1 (protease activated receptor 2) hiicre gociinde 6nemli
rolli oldugu gosterilmistir (94)(93). Beta Arrestin'lerin siRNA’s1 veya bir MEK-1 inhibitorii
kullanimi sonrasinda, meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunun azaldigi goriilmiistiir. Bu
calismanin Onemli tarafi, Beta Arrestinlerin G-protein sinyal sonlandiricilart olarak bilinen
gorevinin disinda yeni bir islevinin daha gosterilmesi olmustur (93). Baska bir ¢alismada ise
BArr'lerin LPA reseptoriiniin sinyal iletiminde yer aldig1 gosterilmistir. LPA, biyolojik olarak
aktif bir fosfolipittir ve spesifik GPKR'lerin aktivasyonuna bagli olarak cesitli hiicresel
islevleri diizenleyebilmektedir. LPA'nin meme kanseri hiicre migrasyonu, invazyon ve
metastazdaki rolii iyi arastirilmistir. Ayni1 zamanda, Beta Arrestinlerin Ral GTPase bagimli
bir yolak aracilig1 ile LPA'nin migrasyon iizerindeki etkilerine de aracilik ettigi gosterilmistir

(95).

Genel olarak, Beta Arrestin proteinlerinin ekspresyonu ve klinik etkileri iizerinde az sayida
calisma yapilmistir.Iki biiyiik kohort ¢alismasindan elde edilen verilerin degerlendirildigi
2011°de yapilan bir caligmada, tiimor hiicreleri ve stromal hiicrelerdeki BArrl’in ifade
farkliliklarinin  klinik Onemi arastirilmistir ve c¢alisma sonucunda kanser hastalarinin
histolojik derece, tiimor biiyilikliigli ve tiimdriin evresi gibi verileri ile immiinohistokimyasal
analizlerle saptanan Arrestinin doku ekspresyonu diizeyleri arasinda korelasyon bulunmustur

(96).
2.8.1. MEME KANSERINDE BETA ARRESTIN SEVIYELERI

Beta Arrestin proteinleri her meme kanseri tipinde farkli seviyelerde ifade edilmektedir.
Ostrojen negatif meme kanserleri ve ii¢lii negatif meme kanserlerinde tiimér biiyiikliigii ve
timor agresifligi gibi klinik parametreler ile Beta Arrestin miktar1 arasinda yakin bir

korelasyon oldugu saptanmistir. Her iki tiir kanserde de tlimoriin agresifligi artarken Beta
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Arrestin 1 seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Beta Arrestin 2 proteininin ifadesi, sadece

progesteron pozitif kanserlerde istatistiksel olarak anlamli diisiik diizeyde goriilmiistiir

(97)(98).

Meme Kanseri hastalarinin doku oOrneklerini kantitatif real-time PCR (qPCR) ile

incelendiginde, Beta Arrestin 1 veya 2 proteinlerinde ifade degisikligi ve bu proteinlerin

mRNA seviyelerinin kanserin evresine gdre ne sekilde degistigi belirtilmistir (95). Insan

tlimorlerinde Beta Arrestin proteinlerin ifade farkliliklar Cizelge 2.2.'de gosterilmistir (99).

Cizelge 2.2. BArrl ve BArr2 proteinlerin kanser tiirlerinde bulunan ifade diizeyleri (99).

Arrestin ifade diizeyleri

ilgili klinik 6zellikler

Kanser p-arrl B-arr2 Yontem
Breast Increase (Non-significant qPCR T p-arr2 transcripts in advanced cancer (stages I-1V)
increase) versus stage 0 non-invasive cancer
Breast Decrease Increase qlF | B-arrl and T B-arr2 levels in luminally derived tumours
associated with | survival
Breast Increase N.D. qlF T B-arrl expression in IDC and mIDC. VEGF expression
positively correlated with p-arrl
Breast High or low N.D. IHC Low or high p-arr] expression levels in tumour stroma
predicts clinical outcome
Glioblastoma Increase total ~ N.D. IHC, WB | p-p-arrl correlates with poor survival in grade IV
B-arrl glioblastoma
Decrease
p-p-arrl:
total
p-arrl
ALL Increase N.D. qPCR, WB T p-arrl expression positively related with risk stratifi-
cation. Notch 1 expression inversely correlated with
p-arrl
Prostate N.D. Inverse correlation IHC N.D.
between p-arr2
and AR levels
Ovary Increase N.D. HC Increased co-expression of p-arrl with ETAR in
advanced cancer stages (grades 3—4)
Lung Increase total ~ N.D. IHC T total and nuclear expression of -arrl in squamous cell
p-arrl carcinoma, adenocarcinoma and bronchio-alveolar
Increase carcinoma
nuclear

localisation
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Invazif olmayan meme kanseri (evre 0) ile invaziv olan (evre 1’den evre 4’e kadar) meme
kanserleri arasindaki B-arr2 proteininin ifade seviyeleri arasinda anlamli oranda fark
bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada, Evre 0°da evre 1-4’e gore B-arr2 seviyesi anlamli olarak
daha az bulunmustur yine ayni ¢aligmada B-arr1’in ifadesi evre 1-4’te, evre 0'a gore hafif bir

artis gostermis, fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (99).

Beta Arrestin 1 protein seviyesinin azalmasinin ve Beta Arrestin 2’nin artmasinin, koti
prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, meme kanserinin
ilerlemesi sirasinda B-arr2 seviyesinin arttigini ve B-arrl ifadesinin azaldigini ve bu
degisimlerin, hastanin sagkaliminin azalmasiyla baglantili oldugunu gdstermektedir(97).
Baska bir ¢alisma, B-arrl protein diizeyinin normal meme dokusunda daha az oldugunu,

invaziv duktal kanser (IDC) ve metastatik IDC'de ise yiikseldigini belgelemistir (100).

Bu calismalan birlikte degerlendirdigimizde, Beta Arrestin protein ifadesinin artmasi veya
azalmasinin meme kanserinin ilerlemesi ile iliskili oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklar
celigkili goriinebilir, meme kanserinin ilerlemesi ile iliskili oldugu goriilmektedir. Bu
farkliliklar geliskili goriinebilir, bunun nedeni biiyiik olasilikla, sitoplazmadaki kritik rollerini
yerine getirilmesi i¢in Beta Arrestin proteinlerin konsantrasyonunun énemli olmasidir. Aynm
zamanda Arrestinler ¢esitli proteinleri zamansal ve uzamsal olarak bir araya getirerek
proteinlerin biyolojik rollerini degistirebilmektedir. Bu nedenle Beta Arrestin proteinlerin
seviyelerindeki degisiklikler, hiicrelerde olusan sinyalin bozulmasina veya bir yolagin isleyis
yoniinii degistirerek hastaligin ilerlemesine veya ilerleyisinde duraksamaya neden olabilir

(101).
2.9. BETA ARRESTIN VE PROLIFERASYON

Beta Arrestinlerin proliferasyon tizerindeki etkileri halen tartisilan bir konudur. Beta Arrestin
proteinlerinin hiicre proliferasyonuna olan etkilerinin genellikle, ERK1/2 ve AKT aracilig1
ile oldugu disiiniilmektedir. Beta Arrestinlerin G protein aracilifiyla ERK1/2'yi hiicre

cekirdegine yonlendiren sinyaller arasindaki dengeyi kontrol ederek ayni zamanda uzun
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siireli sitozolik ERK1/2 aktivitesi sonucunda olusan cevaplari da kontrol ettikleri

gosterilmistir (102)(71).

Bazi ¢alismalarda B-arrl proteinlerinin PI3K aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu
aktivasyonun takip eden siirecte, AKT'in fosforilasyonuna ve apoptozun azalmasina neden
oldugu gosterilmistir(103). Baska bir ¢alismada, insiilin reseptoriiniin aktivasyonu sonucunda
B-arr2 proteinlerinin, AKT ve Src proteinlerini bir araya getirerek AKT aktivasyonuna yol

acabilecegi gosterilmistir (92).

Yukarida aciklanan pozitif diizenleyici rollerinin aksine, Beta Arrestinler farkli
mekanizmalar ile PI3K / AKT yolunu inhibe de edebilirler. Arrestin 1 ve 2'lerin, PAR-2
reseptor aracili PI3K aktivitesini, dogrudan inhibe ettigini gosteren calismalar mevcuttur
(104) bu bilgiyi destekler nitelikte Beta Arrestinler fosfatazlari, AKT ile bir araya getirerek,
sinyalizasyonu “sonlandirabilirler”. Ornegin, Beta Arrestin 2, dopamin (D2) reseptdriiniin
asagisindaki AKT proteini ile PP2A'y1 bir araya getirerek, AKT'in defosforilasyonuna ve

bunun sonucunda da sinyalin sonlandirilmasina aracilik etmektedirler (105).

Beta Arrestin proteinleri proliferasyona olan etkilerini PTEN proteini araciligr ile de
gosterebilirler. Beta Arrestinler, PTEN / PI3K / AKT yolag1 boyunca ¢ok sayida miidahale
noktasina sahiptir ve bu yolakta hem negatif hem de pozitif diizenleyici olarak rol

oynayabilirler (99).
2.10. BETA ARRESTINLER VE APOPTOSIS

Beta Arrestinlerin GPKR aracili apoptozun diizenlenmesinde rol aldiklari son yillarda
caligmalarda c¢okca tartisilmistir. Bu ¢alismalara bakildiginda, Beta Arrestin proteinlerinin
hiicrelerde =~ hem apoptoziz hem de anti apoptoziz yoOniinde etki gosterebilecegi
goriilmektedir.. Bir caligmada, Beta Arrestinlerin endotel hiicrelerde eksprese edilen
norokinin-1 reseptorii (NKI1R) iizerinden anti-apoptotik etkisi oldugu gosterilmistir. Beta
Arrestinlerin, NK1R- BArr -Src-ERK'den olusan bir kompleksin olusumunu sagladigi ve
ardindan ERK1/2 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (106).
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Basgka bir ¢alismada ise cesitli GPKR'lerin (N-formil peptidi reseptorii, ATIAR, V2R ve
CXCR2) uyarilmasinin, BArrl ve PArr2 nakavt edilmis MEF hiicrelerinde apoptozu
baglatabildigi gosterilmistir. Bu hiicrelerin BArr ifadesi geri kazanmasi, GPKR uyarilmasiyla

olusan apoptozda azalmaya sebep olmustur (107)(108).

Baska bir ¢alismada Beta Arrestin 2’yi eksprese eden hiicrelerde, Beta Arrestin 2'nin C-
terminal kuyrugunda apoptoz Onleyici diziler bulunmustur, bu hiicrelerde Beta Arrestin2

adaptor proteinleri yoklugunda, apoptozun gergeklesmedigi goriilmiistiir (109).

Yukarida gegen caligmalarla karsit olarak, Beta Arrestin proteinlerinin NFkB aracilig1 ile
anti-apoptotik sinyalizasyonu baskiladigi ve dolayisiyla apoptozu arttirdi§ina yonelik

bulgular da vardir (110)(111).

Bu calismalar 6zetlenecek olursa, Beta Arrestinlerin hiicre oliimii ve sag kalimina olan
etkileri bir¢cok farkli mekanizma ile gergeklesmektedir (112). Beta Arrestin proteinlerinin
apoptoz ve hiicre sagkalimi tizerindeki etkisini daha iyi anlamak i¢in her kanser tiiriine 6zgii

farkli deney ve yontemler tasarlanarak uygulanmalidir.

2.11. BETA ARRESTIN PROTEILERI VE INVASYON, MiGRATION

Beta Arrestin proteinleri, kanser hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonunda onemli rol
oynamaktadirlar. Yapilan giincel arastirmalarda Beta Arrestin proteinlerinin g¢esitli kanser
tirlerinin migrasyonunda ve invazyonunda Onemli gorevleri oldugundan sik¢a

bahsedilmektedir.

Bu proteinlerin migrasyona olan etkileri ilk olarak Beta Arrestin 2 nakavt farelerden elde
edilen lenfositler {izerinde gosterilmistir. Calismada, nakavt tip farelerin lenfositlerinde
CXCR aracili hiicre hareketliliginin normal tiplere gore azaldig gorilmiistiir (113). Bu
calismanin devami mahiyetindeki bulgularda, CXCR aracili hiicre migrasyonunun Beta
Arrestinlere bagimli oldugu ve p38, MAPK, SAPK ve ERKI1 / 2 yolaklarindaki aktivasyon
artistyla iliskili oldugu bildirilmistir. Kanser hiicreleri diizeyinde, siRNA araciligiyla Beta
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Arrestin protein ifadesini susturuldugunda, hiicre migrasyonunda ve migrasyonla iligkili olan

sinyalizasyon artiginda, belirgin azalma tespit edilmistir (114).

Transgenik farelerde Beta Arrestin 1 protein'in asir1 ifade edilmesinin, vaskiiler endotel
biliylime faktorii (VEGF) ekspresyonunun artmasina, MMP9 aktivitesinde artisa ve net etki
olarak biliyiimeye neden oldugu gosterilmistir. Ayni1 deneyde kanser hiicreleri subkutan

enjekte edildiginde tiimor olusum siiresinin kisaldig1 saptanmistir (115).

Beta Arrestinlerin, meme kanseri lizerindeki migrasyon ve invazyon etkilerine bakildiginda,
LPA reseptorii ile Beta Arrestin baglantis1 6ne ¢ikmaktadir. Lipid mediatorii lizofosfatidik
asit (LPA) reseptorii migrasyona ve invazyona aracilik eden reseptor olarak tanimlanmistir
ve bu islevini Beta Arrestin proteinlerin varliginda gergeklestirebilmektedir. Ayn1 zamanda

her ikisinin de meme kanserinin ileri evrelerinde ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (95).

Baska bir calismada, meme kanseri hiicrelerinin hipoksik kosullar altinda hayatta
kalmalarinin Beta Arrestinler ile iliskisi oldugu oOne siiriilmiistiir. Calismada, hipoksik
kosullar altinda meme karsinom hiicrelerinin transkripsiyonel regiilatérii HIF-1a'nin fArrl ile
cekirdekte stabilize edildigi tespit edilmistir. Hif-1a’nin stabilizasyonundan sonra, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktori-A (VEGF-A) ifadesinin arttigit  goriilmiistiir. Bu artisin
neticesinde, hipoksik kosullardaki hiicrelerin hayatta kalmasi sinyallerinin Beta Arrestin

aracili oldugu gosterilmistir (100).

Meme kanseri hiicrelerinde yapilan farkli bir ¢alismada, proteaz ile aktif olan reseptor-2'nin
(PAR-2), ERK 1/2'yi aktive etmesi ve ardindan tiimor hiicrelerinde migrasyonu arttirtmasi
icin her iki Beta Arrestin proteininin toplanmasi ve bu proteinlerin ERK 1/2 ile kompleks

olusturmasi gerektigi gosterilmistir (93).
2.12. BETA ARRESTIN VE HUCRE DONGUSU

Kanser,hiicre dongiisii siireclerinin anormal bir bi¢cimde ilerlemesi sonucunda kontrolsiiz
hiicre boliinmesi olarak basitce tanimlanabilir. Hiicre dongiisli, genetik materyalin

cogaltilmasi ile hiicre boliinmesini saglayan oldukca organize ve siki bir sekilde kontrol
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edilen bir siirectir. Memelilerde, hiicre dongiisii GO / G1, S, G2 ve M fazlarina ayrilmaktadir.
Hiicre dongiisti farkli fonksiyonel siklinler ve onlara bagimli kinazlar (Cyclin-dependent
kinases ,CDK'ler) tarafindan kontrol edilir (116). Dongliniin diizenlemesinde yer alan
CDK'lerin aktivitesi siirekli kontrol altindadir. CDK aktivitesi mitojenik sinyaller tarafindan
uyarilir. DNA hasar1 oldugunda hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda aktivasyon meydana
gelir. Bu aktivasyonlar neticesinde hiicre dongiisiinii inhibe olur. Insan kanserlerinde siklikla
CDK'lerin anormal aktivasyonu goriilmektedir. Bu aktivasyonun inhibe edilmesi ve sentetik
olarak bu kinazlara karst inhibitorler tasarlanmasi antikanser ilaglarin gelistirilmesinde

hedeflenen noktalardandir (117).

Son zamanlarda Beta Arrestin proteinlerin hiicre dongiisii tizerinde olan etkileri
gosterilmistir. Bu konuda yapilan ilk ¢alisma proteinlerin hiicre dongiisii izerindeki etkisinin
aktif IGF-1 reseptorleri iizerinden oldugunu gdstermektedir. Calismada, IGF-1 reseptoriiniin,
uyarildigr zaman, Beta Arrestinl proteini ile bag kurdugu gdosterilmistir. Daha sonra ikisinin
beraber MDM2 proteini ile bir kompleks olusturdugu, bu kompleks olusumunun da MDM?2
proteinin proteozomal yikimina eszamanli olarak ERK1/2 proteinin aktivasyonuna neden

oldugunu gosterilmistir (118).

CXCLI12 kemokininin hematopoetik kok/progenitor hiicrelerin gogii ve toplanmasi iizerinde
iyl bilinen etkilerine ek olarak insan CD341 HSPC’lerinde hiicre donglisiinii ve hiicre
sagkalimimi arttirict islevler sergilemektedirler. CXCR7 kesfedilene kadar, CXCL12'nin
neden oldugu biyolojik etkilerden CXCR4 sorumlu tutulmustur (114).
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3. GEREKCE VE AMAC

Son yillarda, Beta Arrestin proteinlerinin kanser olusumu ve gelisimi {izerindeki muhtemel
etkilerini anlamak i¢in yapilan c¢alismalarin sayis1 hayli artmaktadir fakat bu c¢alismalar,
genellikle muglak ve birbiriyle ¢elisen sonuglar vermektedirler. Bu ¢eliski ve belirsizlik hem
in-vivo ve hem in-vitro ¢aligsmalarda arastirmacinin karsisina ¢ikmaktadir. Bu celiskilerin bir
nedeninin Beta Arrestin'lerin G protein kenetli reseptorler ile olan etkilesiminin yaninda bu
proteinlerin G proteinlerden bagimsiz olarak sitoplazma ve c¢ekirdekte yaptigi karmasik
etkilerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Meme kanseri disindaki kanserlerde yapilan
caligmalarla paralel olarak, Uglii negatif meme kanseri iizerinde yapilan Beta Arrestin
bagimli ¢alismalarda da hem in-vitro ve hem in-vivo sonuglarinin arasinda tutarsizlik oldugu

goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasi, Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin Uclii negatif meme kanserini temsil eden
hiicre hatlar1 iizerindeki hiicre ¢ogalmasini Onleyici veya tetikleyici etkilerini molekiiler
yontemler ile hiicresel diizeyde aydinlatilmasi ve incelenmesi {izerine tasarlanmustir.
Calisma, tezin baslhiginda da sunuldugu gibi Beta Arrestinlerin Uglii negatif meme kanseri
hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir. Calismada diger meme
kanserlerine kiyasla daha invaziv olmalar1 ve standart tedavilere direngli olmalar1 nedeniyle
Uclii negatif meme kanseri hiicreleri kullamlmistir. Bu calismanin amaclarindan birisi de
Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin reseptorlerden bagimsiz olarak yapabilecegi gorevleri

daha iyi anlayabilmektir.

Sonug olarak bu calismay1, Beta Arrestinler ve etkilesime gectigi hiicresel yolaklar1 daha iyi
anlamak ve ileride bu proteinlerin muhtemel ilag hedefi ya da biomarker olarak

kullanilmasina katki sunmak i¢in gergeklestirdik.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

Bu ¢alismada meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir, hiicre hatlar1 ATCC (American Type

Culture Collection)’dan temin edilmistir. Caligmada kullanilan hiicre hatlarina ait bilgiler

Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 genel bilgileri

Pasaj Kullanilan besiyeri ve
Tarih Hiicre hatti Hiicre tipi
numarasi katalog numarasi
25.02.2016 18 MDA-MB-231 Uclii Negatif Dulbecco's modified Eagle's
Meme kanseri medium (DMEM)-F12
25.02.2016 16 MDA-MB-468 Ucglii Negatif Eagle’s minimal essential

Meme kanseri

medium- (EMEM)

Calisma boyunca kullanilan materyaller (kimyasal maddeler ve kitler), katalog numaralar1 ve

temin edildikleri marka adlari ile birlikte Cizelge 4.2.’de verilmistir.

31




Cizelge 4.2. Calismada kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Madde Adi Marka Katalog Nomarasi
FuGENE® HD Transfection Promega E2311
Reagent
RNeasy extraction Kit Qiagen #74106
Plasmid izolasyon kit GeneJET Plasmid Maxiprep Kit K0491
cDNA Kitti iScript cDNA synthesis (Bio-Rad,) 1708891
kit
TurboFectin 8.0 Transfection Origene TF81001
Reagent
HiPerFect Transfection Reagent QIAGEN 301705
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen 11668019

Transfection Reagent

Opti-MEM Thermo Scientific Gibco-51985-026
Plasmid Transfection Medium Santa Cruz Biotechnology sc-108062
siRNA Transfection Medium Santa Cruz Biotechnology sc-36868
B-Arrestin-2 siRNA Santa Cruz Biotechnology sc-29208
B-Arrestin-1 siRNA Santa Cruz Biotechnology sc-29741
Control siRNA-A Santa Cruz Biotechnology sc-37007
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B-Arrestin-2 Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-13140
ErbB-3 Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-7390
TGFB2 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
B-Actin Antibody Santa Cruz Biotechnology sc-517582

Mouse anti-rabbit, Secondary Santa Cruz Biotechnology sc-2357
Antibody,
Goat anti-rabbit, Secondary Santa Cruz Biotechnology Sc-31460
Antibody,
Donkey anti-mouse, Secondary Santa Cruz Biotechnology Sc-2314
Antibody,
Rabbit anti-goat, Secondary Santa Cruz Biotechnology Sc-2768
Antibody,
B-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 OriGene SC303424
Untagged Clone
Beta Arrestin 2 Human OriGene SC108950
Untagged Clone
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 siilfat (SDS) Sigma-Aldrich L4509
PMSF Proteaz Inhibitorii Thermo Scientific 36978
Glisin Sigma-Aldrich 67419
Nonidet P-40 (NP-40) Sigma-Aldrich 74385
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/34860?lang=en&region=TR
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/67419?lang=en&region=TR

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 Ad1 Marka Model
NovoCyte Flow cytometer, ACEA Biosciences, Inc., San 2000R
Diego, CA, USA
xCELLigence RTCA

xCelligence Gergek Zamanli

Hiicre Analiz Cihaz1

ACEA Biosciences, Inc., San
Diego, CA, USA

DP - Cell Invasion &

Migration
Spectrophotometer Molecular Devices LLC, ABD | SpectraMax Plus 384
ChemiDoc MP Imaging System Bio Rad Universal Hood III
gRT-PCR Cihazi Roche, Germany Roche LightCycler 480
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4.2. YONTEM
4.2.1. HUCRE HATLARI VE HUCRE KULTURU

Laboratuvarimizda rutin olarak kiiltiire edilen ve ATCC‘den temin edilen MDA-MB-231 ve
MDAMB-468 Uclii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler 75 cm?’lik
kiiltiir flasklarinda (Corning, Tewksbury, MA, ABD), icinde %10 fotal sigir serumu, 100
U/mL penisilin ve 100 pug/mL streptomisin igeren besiyeri ile ¢ogaltilmistir. MDA-MB-231
hiicreleri i¢cin DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, ABD), MDA-MB-468 hiicreleri i¢in (Eagle’s minimal essential medium-
EMEM), besiyerleri kullamilmustir. Hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO2’li ortamda
cogaltilmistir. Hiicrelerin pasajlama ve deneylerde kullanilmak amaci ile belli sayida
hazirlanmas1 agamasinda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ve 0.1% Tripsin igeren 10 uM

etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) kullanilmistir.
4.2.2. SIRNA TRANSFEKSIYONU VE KULLANILAN AJANLAR

Saglikli sekilde %60-%80 oraninda biiyiitiilmiis MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerine Beta Arrestinl ve 2 siRNA’lar1 transfekte edildi. Transfekte edilen
siRNA’lar ve dizileri Cizelge 4.3.’de verilmistir. Deneyden 24 saat once kuyu basina
yaklagik 250 bin hiicre icerecek sekilde, 6’lik kiiltiir plakalarina hiicre ekimi yapildi. 24. saat
sonunda hiicre dolgunlugu %70’e ulastiginda deney asamasina gecildi. Transfeksiyon
sollisyonlart protokole uygun sekilde A ve B soliisyonlar1 olarak hazirlandi; her bir 6’lik
kuyu i¢in; soliisyon A: 4ul (0.5 pg / 40 pmol ) miktarlarinda ilgili siRNA (B-Arrestin-1
siRNA sc-29741 veya B-Arrestin-2 siRNA sc-29208 veya kontrol siRNA sc-37007) ve 100
ul siRNA transfeksiyon medyumuolarak hazirlandi. Soliisyon B’ise ayni transfeksiyon
medyumu ve 8 upl siRNA transfeksiyon bileseni (siRNA transfection reagent- sc-29528)

kullanilarak hazirlanda.

Ikinci asamada soliisyon A, soliisyon B iizerine aktarildi 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi 0.8 ml siRNA transfeksiyon medyumu (sc-36868), A ve B
karsimina ilave edildi ve hizli bir sekilde 6’lik plakalara dagitildi. Transfeksiyon bilesenleri

36



eklenen hiicreler 5 saat siire ile 37 °C sicaklikta ve % 5 CO’de inkiibe edildi. 5 saatl
inkiibasyon sonras1 %20 FBS iceren 1 ml besiyeri 6’lik plakalara ilave edildi ve 48 saat siire
ile 37 °C sicaklikta ve %5 CO,’de inkiibe edildi. 48 saat inkiibasyon sonrasi, transfeksiyonun
gerceklesip gerceklesmedigi Western-blot yontemi ile ilgili proteinin diizeyinin saptanmast

ile kontrol edildi.

Cizelge 4.3. siRNA Transfeksyonunda kullanilan Diziler

siRNA Dizisi Firma ve Katalog no
Hedef Gen
5'-AAAGCCUUCUGCGCGGAGAAU-3' Santa cruz,
BArr 1
sc-29741
5'-AAGGACCGCAAAGUGUUUGUG-3' Santa cruz,
BArr 2
sc-29208
(5'-AAGUGGACCCUGUAGAUGGCG-3’ Santa cruz,
Kontrol siRNA
sc-37007

4.2.3. BETA ARRESTIN1 VE 2 PROTEINLERININ HUCRE iCi IFADELERININ
ARASTIRILMASI

MDA-MB-468 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri saglikli sekilde %70 oraninda
biiylitiildi , Beta Arrestinl ve 2 cDNA’lart igeren plazmidler ile Turbofection.8 (TF81001)
kulanilarak transfekte edildi.. Beta Arrestinl ve 2 ifade artisi i¢in, OriGEN’den saglanan
BArrl (Untagged-Human Arrestin, Beta 1, SC303424) ve BArr2 (Untagged-Human Arrestin,
Beta 2, sc108950) genleri igeren pCMV6-XL5 plazmidler kullanildi. Kontrol plazmid olarak
(Sekil 4.1.) Origen’den temin edilen bos plazmid (Nontarget DNA plasmids Cloning vector
PCMV6-XL5, CAT#: PCMV6XLYS), kullanildi.

Transfeksiyondan 24 saat 6nce 6’lik plakalara yaklasik 200 bin hiicre kiiltlire edildi. Hiicreler
24 saat sonunda %70 dolgunluga ulastiktan sonra %10 FBS igeren yeni medyuma aktarildi.
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Transfeksiyon solusiyonlari, kuyu basina 100 ul Opti-MEM (Gibco 51985-026) + 2 g ilgili
cDNA, BArrl (sc303424) ve PArr 2 (sc108950) ve kontrol (Nontarget DNA plasmids
Cloning vector PCMV6-XL5) cDNA’lar1 eklenerek hazirlandi. Ardindan, cDNA
sollisyonlanlarina kuyu basi 4 pl transfeksiyon8 (CAT#: TF81001) ilave edilerek 20 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Ardindan, hazirlanan Opti-MEM/cDNA/ Turbofection karigimi
6’lik plakalara kuyu basina yaklasik 100 pl olacak sekilde dagitildi. Transfeksiyonun
gerceklesmesi igin hiicreler 48 saat 37 °C sicaklik ve % 5 CO?1i ortamda inkiibe edildi.
Deney sonunda hiicrelerden total protein izolasiyonu gerceklestirildi ve cDNA
transfeksiyonu gerceklestirilen ilgili proteinlerin ifadesi Western-blot yontemi ile kontrol

edildi.
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f1_origin
AmpR_promoter,

ORF frame 1
Ampicillin

4479 bp

Sekil 4.1. pCMV6-XL5 Plazmidi (119).

Pvull (95)
lacZ a
M13_pUC_fwd_prim

CAG_enhancer

Ndel (592)

CMV_immearly_promoter

CMV_fwd_primer

CMV_promoter

Sacl (926)
CEP_fwd_primer
7_promoter

M13_forward20_primei.oR| (979)

Spel (357)

pBABE_3_primer
SV40 enhancer
SV40_promoter
SV40_origin
SV40pro_F_primer
Stul (2023)

Bylll (985)
Kpnl (995)
EcoRV (999)
Hindlll (1003)
Sall (1009)
Xbal (1015)
Sacll (1030)
Xmal (1056)
Smal (1058)

hGH_PA_terminator
Agel (1604)

4.2.4. BETA ARRESTIN1 VE 2 PROTEINLERININ WESTERN BLOT YONTEMIi

iLE MiKTAR SAPTANMASI

Western blot deneylerinde ilgili proteinlere karsi kullanilacak antikorlarin miktar ve siiresine

iligkin optimizasyon c¢aligsmalar1 deneylerden dnce laboratuvarimizda yapilmistir.
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4.2.4.1. Protein Izolasyonu Ve Lizatinin Hazirlanmasi

Hiicreler iizerinde yapilan deneylerin sonucunda ortaya ¢ikabilecek protein degisikliklerini

incelemek amaci ile protein izolasyonu yapildi.

Baslangigta hiicreleri iceren plakalar buz lizerine alinarak PBS ile yikandi. Hiicrelerin {izerine
Cizelge 4.4.°de gorildiigli gibi 6nceden hazirlanan lizis tamponu eklendi, tiim hiicreler
spatula kullanilarak kazindi ve plakalardan toplandi. (6’lik plakalarda her kuyu i¢in 120 ul
olacak sekilde lizis tamponu kullanilmistir). Toplanan hiicreler soguk ependorflara aktarildi
ve 5 dakika buz iginde bekletildi. Ornekler santrifiij edilikten sonra siipernatantlar deneyin

devamu i¢in yeni ependorflara aktarildi.

Cizelge 4.4. Protein izolasyon i¢in kullanilan lizis buffur

% 150 mM NaClI
¢ % 1.0 Nonidet P-40 (NP-40)
< 50 mM Tris-CI

% PH"1 7.4'e ayarlayin

« 1mM PMSF (proteaz inhibitorii-en son ekle)

4.2.4.2. Protein Ol¢iimii Ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

Calisma boyunca elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 Bradford (Coomassie Brillant

Blue) Yontemi ile belirlenmistir.

Bradford belirteci (Cat: B6916, Sigma-aldrich) 1:4 (1 hacim Bradford belirteci, 4 hacim ultra
saf gsu) oraninda sulandirildi, ardindan 190 pl miktarinda Slgiimiiniin yapilacagi 96°lik
plakalara eklendi. BSA (Bovine serum albumin) kullanarak standart protein stoku hazirlandi
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 ¢ozeltiler hazirlandi. izole edilen protein ¢ozeltileri 95:5 oraminda sulandirarak
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hazirlandi. Hazirlanan lizatlar benzer sekilde sulandirilarak ve Bradford ¢ozeltisi eklenerek
96’lik plakalarda oOlgiim spektrofotometre (SpectraMax Plus 384 Spectrophotometer,
Molecular Devices LLC, ABD) kullanilarak 595 nm OD (Optik Dansite-abzorbans)’de
okutma islemi gergeklestirildi. Protein diizeyi standart OD degerlerine gora analiz edilerek

saptandi.

4.2.4.3. SDS-PAGE Jel Kalibinin Olusturulmasi;

Yiikleme jeli (Stacking), ayirma jeli (Separation) olmak tizere Cizelge 4.5.’de goriildiigii gibi
sirayla alt ve st iki farkli jel olarak hazirlanmistir. Ayirma jeli inceledigimiz proteinlerin

boyutuna gore %8, %10 ve %12 olarak farkili konsantrasyonlar seklinde hazirlanmistir.

Her kuyucuga esit miktarda protein konulmasi1 amaciyla Bradford 6l¢iim yonteminden elde
edilen sonuglar kullanildi. Proteinler farkli ependorflara aktarilarak ve 3:1 oraninda taze
hazirlanmis %10 Beta-merkaptoetanol iceren yiikleme tamponu (Cat#1610710) ile
karistirildi. Protein karigimlar, 3 dakika siire ile 95 °C’de kaynar su icinde bekletilip,
ardindan yiikleme asamasina dek buz igerisine alindi. Hazirlanan jel, dikey elektroforez
sistemine yerlestirilip, ortama taze hazirlanmis yiiriitme tamponu eklendi. Jelde bulunan
kuyucuklara esit konsantrasyonda hazirlanan protein 6rneklerinin yiiklemeleri gerceklestirildi
ve Ornekler 20-40 miliamper (mA) araliginda 1,5 saat siiresince Yyiiriitiilerek proteinlerin

molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi saglandi.
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Cizelge 4.5. Yiikleme jeli (Stacking) ve Ayirma jeli (Separation) hazirlanmasi

Kullanilan Maddeler Yiikleme jeli (Stacking) Ayirma jeli (Separation)

%5 %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 Cizelge 4.5.’de verilen igerige gore hazirlanmis olup kalinligi 0.75 -1.5mm araliginda

olan camlar araligna dokiilmiistiir.

4.2.4.4. Transfer Diizenekleri

Proteinleri jelden membrana gegirme iglemi yar1 kuru transfer sistemi ile gerceklestirildi.
Ayarlanan yiirlitme zamani bittikten sonra jeller dikkatlice yerlerinden ¢ikarildi. Jellerin
boyutlaria goére 045 um’lik Polivinil fluoride (PVDF) membranlar1 hazirlandi. Membranlar
30 sn methanol ile 1slatildi. Membran ile filtre kagitlar1 bir dakika transfer tamponu iginde
bekletilerek 1slanmalar1 saglandi. Transfer islemini gergeklestirmek icin transfer sandvigi
denilen; asagidan yukariya sirayla, filtre kagidi/ PVDF membran / Protein igeren jel/ filtre
kagidi olacak sekilde ve kabarcik olmamasina dikkat edilerek yar1 kuru transfer cihazina

yerlestirildi. Islak ortam yaratmak ve elektrik akimini1 saglamak ve proteinlerin jelden
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membrana gegmesini gergeklestirmek i¢in sandvig lizerine transfer buffer eklendi. Transfer

islemi 1 miliamper (mA) 30 dk siire ile gegeklestirildi.
4.2.4.5. Bloklama ve Antikor Uygulama

Antikorlarin membranlar iizerindeki nonspesifik baglanmalarini azaltmak i¢in bloklama
islemi gerceklestirildi. Transfer sonrasi alinan membranlar, %6 yagsiz siit tozu ile TBST
(Tween20 iceren TBS) tampon igerisinde 90 dakika siire ile calkalayici iizerinde oda

sicakliginda inkiibe edilerek bloklandi.

Birinci Antikor Uygulanmasi; Caligma boyunca kullanilan tiim birinci antikorlarin miktari,
saglandig1 firmanin Onerdigi konsantrasyonlar dikkate alinarak, ¢esitli konsantrasyonlarda
denenerek optimize edildi ve uygun konsantrasyondaki antikorlar kullanildi. Bu antikorlar
TBST ile seyreltilerek membranlarin iizerine konuldu. Bir gece boyunca 4 °C’lik sicaklikta
ve yaklagik 65 rpm hizinda galkalayici lizerinde inkiibe edildi. Membranlar oda sicakliginda
TBST ile 3 kez, 10 dk ve 90 rpm hizla calkalayici {izerinde yikandi.

Ikinci antikor kullamimi; Membranlar, birinci antikora karsi iiretilmis olan ikinci yada
sekonder denilen antikor ile, saglanan firmanin kullanim konsantrasyonunu gore PBS ile
seyreltildikten sonra oda sicakliginda 90 dk ve yaklasik 60 rpm’le ¢alkalayici iizerinde
inkiibe edildi. Membranlar 90 dk’nin sonunda PBST ile 3 kez, 10 dk ve 90 rpm hiz’la

calkalayici tizerinde ve oda sicakliginda yikandi.

4.2.4.6. Géoriintiileme Islemi

Goriintileme islemi Biorad firmasindan saglanan ChemiDoc MP Goriintiileme cihazi
(Bio-Rad Laboratories, Inc) kullanarak yapilmistir. Sekonder antikorlara bagli bulunan
horseradish peroksidaz (HRP) enzimi, ECL (Enhanced chemiluminescence) kiti (Bio - Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, ABD) i¢inde bulunan Lumigen PS-3 maddesini katalize
edip katalizasyon sonucu olarak 1s1ma ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 4.2.). Bu asamada protein

bantlarin1 ayrintili bir sekilde goérebilmek i¢in, membranin tim yiizeyi ECIl kullanilarak
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kapatildi ve 5 dk karanlik ortamda bekletildi. Reaksiyon ger¢eklestikten sonra ortaya ¢ikan

1s1ma ChemiDoc MP Gériintiileme Sistemi kullanarak goriintiilendi ve kayit edildi.

; A Hedef protein
N A% Birinci antikor
/I ikinci antikor
Q
A 4 ¥
&S AY HRP enzimi
S Substrat
U Uran
isima

Membran

Sekil 4.2. kemiliiminesans ile western blot giiriintiileme prensibi.

4.2.4.7. Protein Ekspresyonlarinin Normalizasyonu Ve Dansitometrik Analizi

Ilgili proteinlerin bant yogunluklarini saptamak amaciyla Image Lab cihazi1 kullanilmistir. Bu
asamada proteinin ifade degisikliklerini anlamak i¢in ayni membran lizerinde GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) veya B-Actin proteininin bant yogunlugu,
referans olarak kullanildi. Proteinlerin goriintiileme islemi yapildiktan sonra, bantlarin
yogunlugu Image Lab yazilimimi (versiyon 5; Bio - Rad Laboratories, Inc.) kullanilarak
sayisal veri seklinde kayit edildi. Son asama olarak ilgili proteinlerin bant yogunluklari

GAPDH veya B-Actin verilerine gore diizenlendi ve analiz islemi gerceklestirildi.
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4.2.5. XCELLIGENCE SISTEMI ILE PROLIFERASYON, VE MOTILITE
OLCUMU

Bu asamada hiicrelerin canli olarak proliferasyon ve motiliteleri 6l¢iilmiistiir. Deneyler,
xCelligence Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi (Real-Time Cell Analysis, RTCA)
kullanilarak yapilmistir. XCELLigence sistemi hiicrelerin ger¢ek zamanl olarak izlenmesine,
ayni zamanda hiicrelerin proliferasyon ve motilite verilerini rakamsal olarak deney siiresi
boyunca, fizyolojik kosullarda yiliksek hassasiyetler Olgmeyi saglamaktadir. Hiicre
proliferasyon ol¢iimleri i¢in 16 kuyucuklu E-plate (Elektronik Plat) ve motilite i¢in CIM-

plate (cell invasion and migration plate) kullanilmistir.

CIM-plateler 2 kathi yapiya sahip olup; iist kisim zar islevi gosteren bir tabaka ile alt
kisimdan ayrilmaktadir. Motilitenin 6l¢iim islevi temel olarak hiicrelerin plate’in {ist

kismindan alt kismina ge¢is miktarinin 6l¢iimii ile gerceklesmektedir.

Bu asamada proliferasyon ve motilite Ol¢limiileri yapilacak olan MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicrelerine, ol¢iimden 24 saat once Beta Arrestinl ve 2 c¢DNA ve siRNA

transfeksyon islemleri yapildu.

[k asamada, proliferasyon &lgiimii i¢in 16°lik E-plate’in her bir kuyucuguna 100 ul besiyeri
(FBS igeren ve hiicrelere 6zgii besiyeri) eklenerek cihaza yerlestirildi ve 1 saat siiresince

bazal 6l¢tim yapildi.

Motilite 6l¢iimii i¢in CIM-plate’in iist kismina 50 ul FBS igermeyen medium; alt kismina da

160 ul FBS igeren besiyeri eklenerek background 6l¢lim islemi gergeklestirildi.

Proliferasyon Ol¢limii i¢in 16lik plate’1-in her bir kuyucugunda transfekte edilmis ve
transfekte edilmemis hiicreler (kontrol olarak) 100 ul besyeri i¢inde (toplam 200 ul besyeri)
ve 5000 hiicre olacak seklinde kiiltiir edilidi.

Motilite 6l¢iimii i¢in her bir kuyucuga 160 ul FBS icermeyen besiyeri ve 40,000 hiicre olarak
seklinde ekim yapildi. Ekim islemi yapildiktan sonra plateler xXCELLigence cihazindaki

yerlerine yerlestirilerek % 5 CO,, 37 °C ortamda inkiibe edildi. Proliferasyon ve motilite
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Olctimlerinin yapilmasi icin cihaz, her 15 dakikalik aralikla 6l¢iim yapacak sekilde
ayarlanarak 48 saat siire ile Ol¢liim islemi gercgeklestirildi. Son asamada xCelligence
systeminden elde edilen veriler ve grafikler hiicrelerin ¢ogalma, ikiye katlama (doubling

time) ve motilite indeksi zamana bagli olarak analiz edildi.

4.3. AKIS SITOMETRI iLE HUCRE DONGUSU VE APOPTOZ INCELENMESI

Akis sitometri deneyleri NovoCyte Flow cytometer (ACEA Biosciences, Inc., San Diego,
CA, ABD) cihazi, FITC Annexin V (640906, BioLegend, San Diego, CA,ABD) ve
propidium iodide boyama (421301, BioLegend, SanDiego, CA, ABD) kitleri kullanarak
yapilmistir. Akis sitometri deneylerinde, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerine Beta
Arrestinl ve 2 proteinlerin cDNA transfeksyon islemeleri gergeklestirdikten sonra apoptosiz
ve hiicre dongiisii incelemeleri yapilmis ve NovoExpress 1.0.2 yazilimi kullanilarak veri

analizi gergeklestirilmistir.
4.3.1. APOPTOZ VE NEKROZ ANALIZi

Apoptoz deneyi icin MDA-MB-231 ve  MDA-MB-468 hiicrelerine deneyden 24 saat 6nce
Beta Arrestinl ve 2 proteinlerin siRNA ve cDNA transfeksyon islemi yapilmistir.

Apoptoz incelemesi asagidaki agsamalar takip ederek gerceklestirilmistir:

Ilk asamada transfekte edilmis ve edilmemis hiicreler (kontrol hiicreler) 6'lik plaklardan
tripsin araciligiyla toplanmis; toplanan hiicreler binding buffer denilen HEPES tamponu ile
(yaklasik 1 ml tampon i¢inde 1 milyon hiicre olacak sekilde) siispanse edildi. Yikama islemi
(tripsin uzaklagtirma) yapilip, Hepes/ hiicre silispansiyonundan 100 ul (yaklasik 50,000
hiicre) olacak sekilde alinarak, iizerine 3 ul FITC Annexin V boyast (Biolegend) eklendi.
Ardindan taze hazirlanmis 50 ug/ml konsantrasyonundaki propidium iodide boyama
soliisyonundan 10 ul karisimin tlizerine eklenerek oda sicakliglr ve karanlik ortamda 30
dakika boyama isleminin gerceklesmesi i¢in bekletildi. 30 dakika sonunda hiicreler buz

iizerine alind1 ve pipetleme islemi yaparak cihaza yiiklendi. Veri analizi i¢in cihazin kendi
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yazilim programi (NovoExpress 1.0.2) kullanildi. Elde edilen veriler sayisal ve grafiksel veri

sekline ¢evrilerek analiz edildi.
4.3.2. HUCRE DONGUSU ANALIZI

Hiicre dongiisii deney1 i¢in MDA-MB-231 ve. MDA-MB-468 hiicrelerine deneyden 24 saat
once Beta Arrestinl ve 2 proteinlerin siRNA ve cDNA’lar1 transfekte edildi. Hiicre dongiisti

analizi asagidaki asamalar takip edilerek gerceklestirildi:

Hiicre dongiisii analizini baslamadan 24 saat 6nce kullanilan hiicrelere Beta Arrestinl ve 2

proteinlerinin cDNA ve siRNA aktarim islemi 6’lik plakalarda gergeklestirildi.

Ilk asamada transfekte edilmis ve edilmemis hiicreler (kontrol hiicreleri) 6'lik plaklardan
tripsin kullanarak toplandi. Toplanan hiicrelerde, PBS tamponu araciligi ile yikama ve
tripsin uzaklastirma islemi yapildi. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in % 70 soguk etanol kullanildi
ve 250 ul etanol ile siispanse edilen hiicreler 30 dk, 4 °C buzdolabinda inkiibe edildi. -20 C
Fiksasyon isleminin sonunda hiicrelerden alkoliin uzaklastirilmast i¢in 2 kere PBS ile
yikama islemi gercgeklestirildi. Kullanacak oldugumuz PI boyasinin RNA ile etkilesmesini
engellemek i¢in, hiicrelerin tizerine 50 ul ve 200ug/ml olacak sekilde RNAase eklenerek 15
dakika, 37 °C ‘de bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda taze hazirlanmig 50 ug/ml
konsantrasyonundaki PI soliisyonundan 200 ul hiicre lizatinin iizerine eklendi. Hiicreler 30
dakika 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Son olarak hiicre klamp olusumunu engellemek i¢in
pipetleme islemi yapildi ve hiicreler NovoCyte Flow sitometri cihazina yiiklendi. Deney
sonunda elde edilen veriler cihazin kendi yazilim program (NovoExpress 1.0.2) kullanarak

analiz edildi.
4.3.3. MIKRODIZIiN TESTI iLE SIRNA IFADELERININ DUZEY iNCELENMESI

MDA-MB-231 hiicrelerinin Beta Arrestinl ve 2 ¢cDNA transfekte edilmis ve edilmemis
(kontrol) hiicrelerinde tiim genom ¢apinda gen ifade profilini incelemek i¢in Mikrodizin
analizi yapildi. Bu is i¢in ilk asamada, MDA-MB-231 kanser hiicreleri 6'lik plakalarda kiiltiir

edildi ve hiicrelerin %70 konfulense ulagsmasi beklendi. Hiicreler beklenen konfluense
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ulaginca Beta Arrestinl ve 2 proteinlerinin ¢cDNA'lar1 transfeksiyon protokollerine uygun
sekilde bu hiicrelere aktarildi. Transfeksiyon isleminin baslangicindan 48 saat sonra RNA
izolasyonu Qiagen firmasindan tedarik edilen RNeasy Ekstraksyon Mini Kiti’nin (#74106,
Qiagen) protokolii takip edilerek gerceklestirildi.

4.3.4. RNA KALITE KONTRULU

Izole edilen RNA’larm kalite kontrolii ve derisim tayini igin spektrofotometre Nano Drop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, ABD) cihaz1 kullanildi. RNA
orneklerinin igindeki protein ve DNA kontaminasyonu 260 ve 280 nanometre araligindaki
absorbans orani Ol¢iilerek belirlendi. Son asamada RNA degredasyonunu kontrol etmek igin,
elde edilen RNA 6rnekleri hazirlanan %1,5 agaroz jeli kullanilarak yiiriitiildii ve 28s ve 18s

RNA bantlarinin temizlik ve netlikleri kontrol edildi.
4.3.5. MIKRODIZIN ANALIZi

Mikrodizin analizi i¢in GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, Santa
Clara, CA) sistemi kullanilmistir. Bu deney Beta Arrestinl ve 2 proteinleri transfekte edilmis
ve kontrol hiicreleri (Beta Arrestin icermeyen ancak plasmid transfekte edilmis hiicreler) ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen total RNA’dan her bir 6rnek icin 1 ug icerecek sekilde
kullanildi.

4.3.6. MIKRODIZIiN VERI ANALIZi

Mikrodizin analizi i¢in test sayisi 6 olmak iizere; Beta Arrestinl ve 2 ¢cDNA ve kontrol-
cDNA ile transfekte edilmis MDA-MB-231 hiicreleri iki biyolojik tekrar seklinde
yapilmistir. Normalizasyon ve istatistiksel analiz i¢in BRB Array Tools 4.3.2. stable release
kullanilmigtir (120). Normalizasyon ve istatistiksel karsilastirmalar i¢in Bioconductor
programi kullanilmistir. Veri analizi Quantile normalizasyon yontemi ile yapilmistir.
Istatistiksel karsilastirmalar BRB dizi yazilimlarm “between group of arrays (BGA)” denilen
t-testi tabanli sinif karsilastirma araglarini kullanilarak yapilmistir. Beta Arrestinl ve 2

proteinlerini asir1 eksprese eden ve kontrol hiicreler arasindaki tiim mRNA’lar arasindaki
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ifade farkliklar1 t testi kullanilarak, p degeri 0,05'ten diisiik olmasina gore saptandi.
Orneklerin hem genlere hem de drnek tiirlerine gore kiimelenme analizi Cluster 3.0 (121)

programi kullanillarak yapildi ve heatmap veri sunumu i¢in treeview programi kullanildu.

4.3.7. ES ZAMANLI KANTITATIiF POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (QRT-
PCR)

4.3.8. RNA EKSTRAKSIYONU; MIKTAR VE KALITE KONTROLU

Mikroarray’den elde edilen verilere gore es zamanli PCR yontemi ile gen ifade analizi
yapildi. ilk asamada, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 kanser hiicreleri 6'lik plakalarda
kiiltiir edildi ve hiicrelerin %80 konfulense ulasmasi beklendi. Hiicreler beklenen konfluense
ulaginca Beta Arrestinl ve 2 proteinlerinin ilgili siRNA ve cDNA'lar1 transfeksiyon
protokollerine uygun olarak bu hiicrelere aktarildi. Transfeksiyon isleminin baslangicindan
48 saat sonra RNA izolasyonu Qiagen firmasindan tedarik edilen RNeasy Ekstraksyon Mini
Kiti’nin (#74106, Qiagen) protokolii takip edilerek yapildi.

Izole edilen RNA’larm kalite kontrolii ve derisim tayini igin spektrofotometre Nano Drop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, ABD) cihaz1 kullanildi. RNA
orneklerinin igindeki protein ve DNA kontaminasyonu 260 ve 280 nanometre araligindaki
absorbans orani Olciilerek belirlendi. Son asamada RNA degredasyonunu kontrol etmek igin,
elde edilen RNA 6rnekleri hazirlanan %1,5 agaroz jeli kullanilarak yiiriitiildii ve 28s ve 18s

RNA bantlarinin temizlik ve netlikleri kontrol edildi.
4.3.9. CDNA SENTEZI

Elde edilen total RNA 6rneklerinde DNA kontaminasyonu olmadig: tespit edildikten sonra
bu orneklerden ters transkriptaz PCR (RT- PCR) yontemi ile cDNA elde edildi. Bu islem,
iScript cDNA synthesis (Bio-Rad, 1708891) kiti ile gergeklestirildi.

Tiim cDNA reaksiyonlar1 i¢in, total RNA miktar1 1 pg olarak sekilde sabitlendi ve cDNA
sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’lar, es zamanli Kantitatif PCR i¢in kullanilmadan

once 1: 5 oraninda seyreltildi ve sonraki kullanimlar i¢in -20 °C'de saklandi.
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Ters Transkriptaz PCR, SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen-ABD) kullanilarak

asagidaki reaksiyon kosullarinda bes basamakli olarak gergeklestirildi.

1- 10 pl RNA (10 ng/pl) 1 pl Oligo dT (0,1 uM) 1 pl random primer (0,1 pM) 1 ul ANTP
(0,1 uM) hazirlanip karistirildi.

2- Reaksiyon hazirlanip karistirildiktan sonra 65 °C’ de 5 dk ve ardindan buz tlizerinde 1 dk
inkiibe edildi.

3- 4 ul First-Strand Buffer (5X) 1 pl (0.1 M) DTT 1 pl RNaseOUTTM Recombinant RNase
Inhibitor (5000 u) 1 pl Superscript IIIRT (200 iinite/pl ) Her bir tiip i¢in yukaridaki karisim

miktar1 hesaplanip inkiibe edilen tiipler {izerine eklendi.
4- 50 °C’ de 60 dk inkiibe edildi.

5- 70 °C’ de 15 dk inaktive edildi. Bu reaksiyondan sonra elde edilen RNA’ da genomik
DNA kontaminasyonun olup olmadigi, KAPA2GTM Fast PCR Kit (KapaBiosystems, ABD)
kullanilarak, B-Aktin PCR ile asagidaki reaksiyon kosullarinda kontrol edildi. 4 pl 5X
KAPA2G Buffer A veya B 0.4 pul ANTP Mix (0,1 pM) 1.0 pl Primer Mix (0,1 pM) 8.52 pl
dH20 0.08 ul KAPA2G Fast DNA Polimeraz (5 tinite/ pl) Yukaridaki reaksiyon kosullari
hazirlanip iizerine 1 pl (10ng/ul) RNA eklendi. Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR 6rnekleri,
%1 agaroz jelde yiiriitiildii. Goriintiilenen bantlar, DNA pozitif kontrol band1 ile mukayese

edilerek kontaminasyon olmadigi belirlendi.
4.3.10. SYBR GREEN iLE ES-ZAMANLI KANTITATIF PCR REAKSIYONU

Es zamanli Kantitatif PCR (RT-PCR) elde edilen cDNA 6rnekleri ile Roche LightCycler 480
sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Bu asamada, hedef genlere 6zgii primer ve SYBR Green
Master Mix'i (Roche, Almanya) kullanildi. Es zamanli PCR sonuglarinin analizinde AACt

yontemi ve normalizasyon faktorii olarak GAPDH kullanildi.
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4.3.10.1.Sonug¢larin Degerlendirilmesi Ve Analizi

Hedef DNA’larin ¢ogaltilmasinin kontrolii DNA’larin erime egrisi analizleri yapilarak

saglanmustir.

4.3.10.2.Veri Analizi

Istenilen hedef genlerin ifade diizeyini hesaplamak i¢in, Delta-Delta Ct METODU kullanilds.
Orneklerin qRT-PCR reaksiyonu sirasinda eksponansiyel faza gectigi, esik sikluslar1 (Ct)]
saptanarak ve 2 “2C' formiili kullanilarak analiz gerceklestirildi. Hedef genlerin ifade
seviyelerinin normalizasyonu GAPDH house-keeping (referans) geni kullanilarak yapildi.
Analiz i¢in asagida verilen formiil kullanilmistir.

2 AACt = Al target gen- 24 referans gen.

4.4. BiYOINFORMATIK ANALIZ
4.4.1. TCGA VERI ANALIZi

Santa Cruz Kaliforniya Universitesinin sagladigi Xena tarayici (UCSC Xena browser)
kullanarak fonksiyonel genomik ve fenotipik degiskenler arasindaki korelasyonlar tespit

edildi.

Beta Arrestinl ve 2 proteinlerin klinik verilere gore ifade seviyeleri, UCSC xena sitesinde
sunulan TCGA (The Cancer Genome Atlas) veri tabani kullanarak analiz edildi. Bu
proteinlerin diizeyleri, meme timorii dokularinda, normal numunelerde ve PAMS0
siniflandirmaya gére mem kanser alt tiplerinde, Xena Tarayici yoluyla TCGA Meme Kanseri

BRCA veri tabani (n= 1,247) kullanilarak degerlendirildi (122) (123).
4.4.2. HEDEF GENLERIN YOLAK ANALIiZi

Beta Arrestinl ve 2’1 asir1 ifade ettgimiz hiicrelerde farkli eksprese olan mRNA'larin
fonksiyonel 6zelliklerini daha iy1 anlamak i¢cin WebGestalt araci kullanilarak, KEGG veri

tabani ilizerinden yolak analizi gergeklestirildi(124).
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4.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Bu calismadaki tiim veriler ortalama + standart hata ortalamasi olarak hesaplanir iken, ‘n’

say1s1 her bir durum i¢in bagimsiz deney sayisini temsil etmektedir.

Gruplar arasindaki karsilagtirmalar Student's t testi veya tek yonlii varyans analizi ve
ardindan Tukey’in post-hoc testi ile gergeklestirildi. P degerinin 0.05’in altinda oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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S. BULGULAR

Bu calismada MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 olmak iizere iki farkli meme kanser hiicre
hatt1 kullanilmistir ve her ikisi de ti¢lii negatif insan meme kanseri hiicreleridir.

Bu ¢alismanin ilk asamasinda hiicreler Beta arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerine
kars1 6zel siRNA’lar kullanilarak susturuldu. Daha sonra proteinlerin ifade diizeyleri western
blot yontemi ile kontrol edidi. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 bakimindan susturulmus
hiicrelerin proliferasyon ve invazyon yetenekleri Xcelligence Gergek Zamanli Hiicre Analizi
(RTCA) ile incelendi. Calismanin devaminda yine MDA-MB-231 ve MDA-MB-468
kullanilarak bu hiicrelere Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin cDNA’lar1
aktarild1 ve hiicrelerde bu proteinlerin asir1 ifade edilmeleri saglandi. Daha sonra western blot
yontemi ile ifade diizeyleri kontrol edildi. Ardindan bu hiicrelerde proliferasyon ve invazyon
Olciimleri XCelligence sistemi ile gerceklestirildi. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
proteinlerini asir1  ifade ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde mikrodizin analizi
gerceklestirildi. Her iki hiicre hattinda gerceklestirilen flow sitometri analizi ile hiicre
dongiisii gozlemlendi. Mikrodizin analizinde degisimini goézlemledigimiz bazi genler qRT

PCR ve western blot ile valide edildi.

5.1. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2'NIN SiRNA IiLE
SUSTURULMASI VE HUCRE PROLIFERASYONU OLCUMU

5.1.1. MDA-MB-231 VE MDA-MB-468 HUCRELERINDE BETA ARRESTIN 1
VEYA BETA ARRESTIN 2 PROTEINLERININ SiRNA iLE SUSTURULMASI

Sekil 5.1.°de goriildigii gibi MDA-MB-231 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 proteininin ifade
miktar1 bazal ifade miktarina (K-siRNA) gore yaklasik %70, Beta Arrestin 2 proteininin
ifade miktar1 ise yaklasik %40 azalmaktadir. MDA-MB-468 hiicre hatlarinda ise bu miktarlar
Beta Arrestin 1°de %75, Beta Arrestin 2 ise %80 azalmaktadir.
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Sekil 5.1. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Beta Arrestin 1 veya Beta
Arrestin 2 proteinlerin susturulmasi; MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Beta
Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinleri kendilerine 6zgii siRNA’lar1 ile susturuldu.
Western Blot yontemi ile yapilan inceleme sonucunda, Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
siRNA'larinin transfeksiyonu, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde bu proteinlerin
ifade seviyelerini anlamli Ol¢lide azaltti. Proteinlerin ifadeleri GAPDH proteininin ifade
diizeyine gore normalize edilmistir. n sayisi, 8, ve *p <0.05, Kontrol siRNA'ya kars1 anlamli
kabul edilmistir.

5.1.2. XCELLIGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIiZ (RTCA) SISTEMI
ILE SUSTURULMUS HUCRELERDE PROLIFERASYON INCELENMESI

Hiicrelerin proliferasyon indeksi hiicrelerin e-plakaya ekilmesini takiben 72, saate kadar
Olciildii. Dordiincli saatin sonu hiicre indeksinin baglangic ¢izgisi olarak tanimlandi.
Baslangic cizgisinin (Baseline) kat degisimi (fold change) sonraki 6l¢limler i¢in belirlendi ve
hiicre indeksinin normalizasyonu i¢in kullanildi.

Sekil 5.2.’nin panel A kisminda goriildiigii gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
siRNA’lar1 transfekte ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferasyon indeksi incelendi.
Proliferasyon indeksi kontrol hiicrelerinde 4 iken Beta Arrestin 1 susturuldugu zaman 5.4°¢

ve Beta Arrestin 2 susturuldugu zaman ise 6.9’a anlami bigimde yiikselmektedir. Ayni
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deneyde hiicrelerin ikiye katlama siiresi bir proliferasyon simgesi olarak panel B‘de

incelendi. Goriildiigii gibi kontrol MDA-MB-231 hiicreleri 45 saatte ikiye katlanirken Beta

Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteini susturuldugu zaman hiicrelerin ikiye katlanma

zamaninin sirastyla 30 ve 25 saate diistiigii saptandi.

Sekil 5.3.’de ayn1 deneyin MDA-MB-468 hiicre hatt1 {izerindeki sonuglar1 goriilmektedir.

Susturma islemi sonrasinda MDA-MB-468 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine goére hiicre

indeksinde artma ve ikiye katlanma zamaninda azalma saptandi. Hiicre indeksi kontrol

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

yapilan hiicreler icin sirasiyla 1.9, 2.2 ve 2.5 olarak saptandi. Ikiye katlanma siiresi ise

sirasiyla 35, 25 ve 30 saat olarak 6l¢iildi.
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Sekil 5.2. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin 2 veya K-siRNA’lar ile transfekte edilmis MDA-
MB-231 hiicrelerinde proliferasyon seviyelerinin xCelligence Hiicre Analiz sistemi ile
incelenmesi. n sayist 7, *= p <0.05. Panel A, Hiicre indeksi, panel B, katlanma siiresi
parametreleri agisindan Kontrol-siRNA’ya kars1 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 5.3. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin 2 veya K-siRNA’larla transfekte edilmis MDA-MB-
468 hiicrelerinde (panel A) proliferasyon seviyelerinin, (panel B) katlanma siiresi
parametrelerinin xCelligence Gergek Zamanli Hiicre Analiz (RTCA) DP sistemi ile dl¢iimii.
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. n sayis1 7, *= p <0.05. Panel A, Hiicre
indeksi, panel B, katlanma siiresi parametreleri agisindan Kontrol-siRNA’ya karst anlaml
kabul edilmistir.

5.2. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2'NiN ASIRI iFADESI VE
HUCRE PROLIFERASYONU OLCUMU

5.2.1. MDA-MB-231 VE MDA-MB-468 HUCRELERINDE BETA ARRESTIN 1
VEYA 2 PROTEINLERININ ASIRI IFADESI VE HUCRE PROLIFERASYONU

Sekil 5.4.°de goriildiigii gibi MDA-MB-231 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 proteininin ifade
miktar1 bazal ifade miktarina (K-cDNA) gore yaklasik 12 kat, Beta Arrestin 2 proteininin
ifade miktar1 ise yaklasik 3 kat artmaktadir. MDA-MB-468 hiicre hatlarinda ise bu mikar
Beta Arrestin 1°de yaklasik 18 kat, Beta Arrestin 2°de yaklasik 3 kat artmis olarak saptandi.
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Sekil 5.4. Beta Arrestin 1, Beta Arrestin 2 veya K-cDNA’lariyla (k-plasmid) transfekte
edilmis MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre hatlarinda Beta Arrestin 1 veya 2
proteinlerinin ifade seviyeleri Western Blot yontemi ile incelendi. Beta Arrestin 1 veya Beta
Arrestin 2 cDNA'larnin transfeksiyonu bu proteinlerin ifade seviyelerini kontrol ile kiyasla
anlamli 6l¢iide arttirdi. Proteinlerin ifade diizeyleri GAPDH proteininin ifade miktarina gore
normalize edilmistir. n sayisi, 10, ve *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya kars1 anlamli kabul
edilmisgtir.

5.2.2. XCELLIGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIiZ (RTCA) SISTEMI
ILE PROLIFERASYON SEVIYELERININ INCELENMESI

Hiicrelerin proliferasyon indeksi hiicrelerin e-plakaya ekilmesini takiben 72 saate kadar
Olciildii. Dordiincti saatin sonu hiicre indeksinin baslangi¢ ¢izgisi olarak tanimlandi.

Sekil 5.5.’in panel A kisminda goriildiigii gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
cDNA’larin1 transfekte ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferasyon indeksi incelendi.
Proliferasyon indeksi kontrol hiicrelerinde 7,5 iken Beta Arrestin 1‘de 4.1°e ve Beta Arrestin
2’ ise 4.9’a anlam1 bigimde azalmistir. Ayni deneyde hiicrelerin ikiye katlama siiresi bir

proliferasyon simgesi olarak panel B‘de incelendi. Goriildiigii gibi kontrol MDA-MB-231
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hiicreleri 38 saatte ikiye katlanirken Beta Arrestin 1 veya 2 proteini ifadesi arttigi zaman
hiicrelerin ikiye katlanma zamaninin sirasiyla 65 ve 50 saate ¢iktig1 saptandi.

Sekil 5.6.’da ayni deneyin MDA-MB-468 hiicre hatt1 iizerindeki sonuglar1 goriilmektedir.
Beta arrestinler asir1 ifade edildikten sonra MDA-MB-468 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine
gore, hiicre indeksinde azalma ve ikiye katlanma zamaninda artma saptandi. Hiicre indeksi
kontrol hiicreleri (control c-DNA transfekte edilen), Beta Arrestin 1 ¢cDNA transfeksiyonu
veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonu yapilan hiicreler i¢in sirasiyla 4, 2.7 ve 2.6 olarak

saptand. Ikiye katlanma siiresi ise sirasiyla 35, 45 ve 48 saat olarak olgiildii.
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Sekil 5.5. Beta arrestin 1, Beta Arrestin 2 (BArrl ve BArr2) veya K- cDNA’lariyla transfekte
edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferasyon seviyelerinin incelenmesi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir. n sayis1 7, *= p <0.05. Panel A, Hiicre indeksi,
panel B, katlanma siiresi parametreleri agisindan Kontrol cDNA’ya karst anlamli kabul
edilmisgtir.
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Sekil 5.6. BArrl, BArr2 veya K-cDNA’lanyla transfekte edilmis MDA-MB-468 hiicre
hattinda proliferasyon seviyelerinin incelenmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak

verilmistir. n sayist 6, *= p <0.05.

Panel A, Hiicre indeksi, panel B, katlanma siiresi

parametreleri acisindan Kontrol cDNA’ya kars1 anlamli kabul edilmistir.
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53. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2'NiN iFADELERININ
SUSTURULMASI VE HUCRE INVAZYONU OLCUMU

Hiicrelerin invazyonu, Matrigel kapli CIM plakalarinda ve xCelligence Ger¢ek Zamanl
Hiicre Analiz sistemi kullanilarak 36-48 saat siiresince kaydedildi. Beta Arrestin 1, 2 ve
Kontrol-siRNA transfekte edilmis MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicreleri CIM
plakalarin matrigel ile kapli bélmesine (list kisim) ekildi ve empedans Slgiimleri 48 saat
boyunca yapildi. Hiicre indeksinin egimi invazyon gostergesi olarak kullanildi. Birim
zamanda plakanin iist kismindan alt kismina gecen hiicre sayisin1 hiz1 ve miktar arttikga

hiicre indeksinin egimi de artmaktadir.

Sekil 5.7.’nin A ve C panellerinde goriildiigii gibi her iki hiicre hattinda invazyon oraninda
anlaml1 olarak artis goriildii. Invazyon orani hiicreler cim-plakalara konulduktan ve 30 dk
bekletildikten sonra 48 saat Ol¢clim alinarak saptandi. Sekil 5.7.’nin A panelinde goriildiigii
gibi kontrol hiicrelerinde 4’iincii saat ile 15 inci saat araliginda en hizli gegis ger¢eklesmis ve
hiicre indeksi 0.9°dan 1.68’e ulagmistir. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 susturulmus
hiicrelerde ise ayni indekse ulasma zamani sirayla 8.5 ve 10’lincii saatte gerceklesmistir ve

maksimum olarak 2.50 ve 2.06 hiicre indeksine ulagsmaktadirlar.

Sekil 5.7.’nin C panelinde goriildiigii gibi kontrol hiicrelerinde 4’{incii saat ile 24 inci saat
araliginda hafif ge¢is ger¢eklesmis ve hiicre indeksi 1.05°dan 1.16’e ulasmistir. Beta Arrestin
1 veya Beta Arrestin 2 susturulmusg hiicrelerde ise ayni indekse ulagsma zamani sirayla 15 ve
16’inc1 saatte gerceklesmistir ve maksimum solarak 1.30 ve 1.26  hiicre indeksine

ulasmaktadirlar.

Sekil 5.7.’nin panel B ve D’sinde goriildiigii grafikte Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
susturulmus hiicrelerde K-siRNA'ya kars1 invazyon egrilerinin egiminde anlamli artis
saptandi. MDA-MB-231 hiicrelerinde bu egim K-siRNA, Beta Arrestin 1 siRNA
transfeksiyonu ve Beta Arrestin 2 siRNA transfeksiyonunda yaklasik olarak sirasiyla 0.055,
0.09 ve 0.085 birim/saat olarak 6l¢iildii. MDA-MB-468 hiicrelerinde ise sirasiyla 0.02, 0.05
ve 0.04 birim/saat olarak ol¢iildii.
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Sekil 5.7. BArrl, BArr2 veya K-siRNA’lar ile transfekte edilmis MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicrelerinde invazyon oranlarinin xCelligence Gergek Zamanli Hiicre Analiz
(RTCA) DP sistemi ile incelenmesi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak hesaplanmistir; n
sayis1 5, *= p <0.05. Panel A, Hiicre indeksi, panel B, egim parametreleri a¢isindan Kontrol-
siRNA’ya kars1 anlaml1 kabul edilmistir.
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54. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2 PROTEINLERIN ASIRI
IFADESI VE HUCRE INVAZYONU OLCUMU

Hiicrelerin invazyon orani, Matrigel kapli CIM plakalarinda ve xCelligence Gergek Zamanli

Hiicre Analiz sistemi kullanilarak incelendi.

Sekil 5.8.”in A ve C panellerinde goriildiigii gibi her iki hiicre hattinda invazyon oraninda
anlaml1 olarak azalma goriildii. iInvazyon oran1 48 saat siiresince dlgiilerek elde edildi. Sekil
5.8.’in A panelinde goriildiigii gibi kontrol hiicrelerinde 4’{lincii saat ile 10 inci saat araliginda
en hizli gecis gerceklesmis ve hiicre indeksi 1.3’dan 1.85°e ulagsmistir. Beta Arrestin 1 veya
Beta Arrestin 2 asir1 ifade edilmis hiicrelerde ise ayni indekse ulasma zamani sirayla 25 ve

29’lincii saatte gergceklesmistir.

Sekil 5.8.”in C panelinde goriildiigii gibi kontrol hiicrelerinde 6’inci saat ile 21’inci saat
araliginda en hizli gegis gerceklesmis ve hiicre indeksi 1.1°dan 1.8’e ulasmistir. Beta Arrestin
1 veya Beta Arrestin 2 asir1 ifade edilmis hiicrelerde ise gercek gegis goriilmedi ve hiicre

indekslerinde zamana kars1 degisiklik gerceklesmemistir.

Sekil 5.8.”in panel B ve D’sinde goriildiigii grafikte Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 asir1
ifade edilden hiicrelerde k-cDNA’ya kars1 invazyon egrilerinin e§iminde anlamli azalma
saptandi. MDA-MB-231 hiicrelerinde bu egim k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA
transfeksiyonu ve Beta Arrestin 2 ¢cDNA transfeksiyonunda yaklagsik olarak sirasiyla 0.08,
0.05 ve 0.03 birim /saat olarak 6l¢iildii. MDA-MB-468 hiicrelerinde ise sirasiyla 0.04, 0.005
ve 0.005 birim/saat olarak ol¢iildii.
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Sekil 5.8. BArrl, BArr2 veya K-cDNA’lartyla transfekte edilmis MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicrelerinde invazyon oranlarinin xCelligence Gergek Zamanli Hiicre Analiz
(RTCA) DP sistemi ile incelenmesi. Veriler ortalama + standart hata olarak hesaplanmaistir; n
saysi= 5, ve *= p <0.05. Panel A, Hiicre indeksi, panel B, egim parametreleri agisindan
Kontrol-cDNA ’ya kars1 anlamli kabul edilmistir.

5.5. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2 PROTEINLERI ASIRI iIFADE
EDILMIS MDA-MB-231 HUCRELERINDE INVAZYON iLE iLGILi ONEMLI

GENLERIN MRNA DEGERLERININ QRT-PCR YONTEMIi

INCELENMESI

iLE

Sekil 5.9.°da goriildiigii gibi 6zellikle Beta Arresin 1 asir1 ifade etti§imiz MDA-MB-231
hiicrelerinde, TGFB2, HER3 ve IGFIR gen ifadelerinde k-cDNA’ya kars1 anlamli 6l¢iide
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azalma goriilirken Beta Arrestin 2 transfekte edilmis hiicrelerde sadece HER3 ve IGFIR

genlerinde anlamli azalma goriilmiistir. Ayn1 deneyde MET genin ifade diizeylerinde

degisiklik goriildii.
MDA-MB-231
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: I
g 08 1 *
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E 0.6
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=
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o
kontrol TGFB2 HER3 IGF1R MET

Sekil 5.9. Hiicre invazyon iligkili genler ile gerceklestirilen Egs-zamanli PCR sonuglarii. Beta
Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini asir1 ifade ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde
mikrodizin analizi sonucuna gore elde edilen hiicre invazyonu ile iliskili genlerin mRNA
degerlerinin qRT-PCR sistemi ile degerlendirilmesi. Y ekseni, ifade diizeyinde kat degisimini
gostermektedir. Sonuglar, iki biyolojik ve teknik tekrarin ortalama ve standart sapmasi olarak
gosterilmektedir (Beta Arrestin 1/ kontrol i¢in * p <0.05; Beta Arrestin 2/ kontrol igin # p
<0.05; t-testi).

5.6. MDA-MB-231 HUCRELERINDE INVAZYON ILE IiLGILi GENLERIN
PROTEIN DUZELERININ WESTERN BLOT iLE iINCELENMESI

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 ifadesinin artirilmasi ile hiicre invazyonunda
gdzlemledigimiz azalmanm molekiiler mekanizmalar1 daha detayli arastirilmistir. Oncelikle
mikrodizin analizi sonuglar1 degerlendirilmis ve Ozellikle TGFbeta, HER3 ve IGFR

genlerinin Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2’in ifadesinin artirilmasi ile azalmasinin hiicre
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invazyonundaki azalma ile iliskili olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu verilere ek olarak hiicre
hareketliliginde 6nemli olan Vimentin, Snail, Cadherin proteinlerinin diizeyi western-blot ile
aragtirllmistir.  Cadherin proteini MDA-MDA-231 hiicrelerinde ifade olmadig1 igin
saptanamamig ve diger iki protein aragtirilmistir. Sekil 5.10.’lin panel A kisminda gorildigi
gibi MDA-MB-231 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifadesinin
artirilmas1 IGF-R1 ve Snail proteinlerin ifade diizeylerinde anlamli olarak azalmaya neden
olmustur. Vimentin proteininde ise anlamli bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir. Sekil
5.10.’lin panel B kisminda goriildiigii iizere IGFR ve Snail proteininin ifade miktar1 bazal

ifade miktarina (K-cDNA) gore yaklasik %40 oraninda azalmaktadir.
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Sekil 5.10. Invazyon ile ilgili genlerin protein diizeylerinin western blot ile incelenmesi.
Beta Arrestin 1 (BArrl) veya Beta Arrestin 2 (BArr2) proteinlerini asir1 ifade ettigimiz MDA-
MB-231 hiicrelerinde IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifadelerinin anlamli sekilde azaldigi
goriiliirken, vimentin proteininin ifadesinin degismedigi goriildii. Panel B, ilgili proteinlerin
GAPDH proteinine gore normalize edilmis bant yogunluklarinin dansitometrik analizini
gostermektedir. Veriler ortalama + standart hata olarak hesaplanmistir, n sayis1 6 olacak
sekildedir, p <0.05 Kontrol cDNA'ya karst anlamli kabul edilmistir.
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5.7. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2 PROTEINLERI ASIRI iFADE
EDILMIiS MDA-MB-468 HUCRELERINDE iNVAZYON iLE iLGiLi ONEMLI
GENLERIN MRNA DEGERLERININ QRT-PCR YONTEMi iLE
INCELENMESI

Sekil 5.11.’de goriildiigii gibi Beta Arrestin 1 agir1 ifade ettigimiz MDA-MB-468 hiicrelerde
TGFB2, HER3 ve IGFIR gen ifadelerinde k-cDNA’ya karsi anlamli 6l¢lide azalma
gorililirken Beta Arrestin 2 transfekte edilmis hiicrelerde TGFB2, HER3 ve IGFIR
genlerinde anlamli degisiklik izlenmedi. Ayni deneyde Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerini asirt

ifade ettigimiz hiicrelerde MET genin ifade diizeylerinde degisiklik goriilmedi.
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Sekil 5.11. BArrl veya BArr2 proteinlerini asirt ifade ettigimiz MDA-MB-468 hiicrelerinde
invazyonuyla iligkili genlerin mRNA degerlerinin qRT-PCR sistemi ile incelenmesi.
Sonuglar iki biyolojik ve teknik tekrarin ortalama ve standart sapmasi olarak gosterilmektedir
(BArrl / kontrol i¢gin * p <0.05; BArr2 / kontrol i¢in # p <0.05; t-testi).

68



5.8. BETA ARRESTIN 1 VEYA BETA ARRESTIN 2 ASIRI iIFADE EDIiLMi$S MDA-
MB-468 HUCRELERINDE INVAZYON ILE ILGILIi PROTEINLERIN
DUZEYLERININ WESTERN BLOT YONTEMI iLE INCELENMESI

Hiicre invazyonunda 6nemli olan Vimentin, Snail ve IGFR1 proteinlerinin diizeyleri western-
blot ile arastirildi. Sekil 5.12.’nin panel A kisminda goriildigl lizere MDA-MDA-468
hiicrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin ifadesi K- cDNA’ya (Basal
ifade) kars1 sirasiyla yaklasik 6 ve 2 kat artirildi. Sekil 5.12.’nin panel B kisminda goriildiigii
gibi IGFR ve Snail proteinlerinin ifadelerinde hem Beta Arrestin 1 transfeksiyonu hem de
Beta Arrestin 2 transfeksiyonu sonucunda K-cDNA’ya (Basal ifade) karsi anlamli diizeyde
azalma gorildii. Bu azalma Beta Arrestin 1 transfeksiyonu i¢in yaklasik %32 ve Beta
Arrestin 2 transfeksiyonu icin yaklasik %20 olarak saptandi. Vimentin proteininin ifade

diizeyinde ise anlaml bir degisiklik saptanmadi.
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Sekil 5.12. BArrl veya BArr2 proteinlerin asiri ifade edilmesi ve IGF-1R, Snail ve Vimentin
proteinlerin westrn blot ile incelenmesi. MDA-MB-468 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 (BArrl)
veya Beta Arrestin 2 (BArr2) proteinlerinin ¢cDNA’larinin transfeksiyonu sonucunda bu
proteinlerin miktarlarn1 kontrol hiicrelerine gore anlamli sekilde arttirildi, transfeksiyon
sonrasinda IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifadelerinin anlamli sekilde azaldigi goriiliirken
Vimentin proteininin ifadesinin degismedigi gorildii. Panel B grafigi ilgili proteinlerin
GAPDH enzimine gore normalize edilmis bant yogunluklarinin dansitometrik analizini
gostermektedir. Veriler ortalama + standart hata olarak hesaplanmistir, n sayis1 5 olacak
sekildedir, *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya kars1 anlamli kabul edilmistir.
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5.9. MIKRODIZIN ANALIZi

Mikrodizin analizi sadece MDA-MB-231 hiicrelerinde gerceklestirildi. Beta Arrestin
proteinlerini asir1 ifade ettigimiz hiicreler ile kontrol cDNA’l1 hiicrelerin mRNA ifade
diizeyleri mikrodizin analizi ile incelendi. Mikrodizin sonuglarindan ortaya g¢ikan farkli
mRNA (Bazi1 genlerde azalma ve bazilarinda ¢ogalma) ifadeleri ilizerinde yolak analizi

yapildi.

Kanser ile ilgili yolaklarda, kontrol cDNA’ya kars1 Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 asir1
ifade ettigimiz hiicrelerde anlamli olarak sirasiyla 455 ve 390 adet farkli diizeyde ifade
edilmis mRNA bulduk. Sekil 5.13.’de gorildiigli gibi ortak degisim goOsteren genleri
saptamak icin Venny analizi yapilmistir. Tespit edilen bu mRNA’larin 388’inin ifadesi
kontrol cDNA’I1 hiicrelere kiyasla, Sekil 5.13.’de goriildiigii gibi, hem Beta Arrestin 1 hem
de Beta Arrestin 2 asir1 ifade ettirilen hiicrelerde degismistir. Beta Arrestin 1’1 asir1 ifade
ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerde anlamli olarak ifade deg§isimi gosteren genlerin hangi
yolaklar ve hiicresel fonksiyonlar ile iligkili olabilecegini ortaya ¢ikarmak amaciyla yolak
zenginlestirme (pathway enrichment) analizi yapildi. ifadesinde farklilik saptanan genlerin
kanser ile iligkili yolaklar Cizelge 5.1.’de goriildiigii gibi hiicre dongiisii, P53, Jak-STAT gibi
yolaklarda zenginlestigi saptandi.
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MDA-MB-231

BArrl BArr2

Sekil 5.14. BArrl, BArr2 ve Kontrol cDNA’lar ile transfekte edilmis MDA-MB-231
hiicrelerinin mikrodizin analizi ile incelenmesinin Venn Diyagrami ile sematize edilmesi.
Kanser ile ilgili yolaklarda, B-arrestin 1 ve B-arrestin 2 asir1 ifade edilen hiicrelerde kontrol
cDNA ile transfekte edilen hiicrelere karst mRNA diizeyindeki ifade farkliliklarinin Venn
Diyagrami ile gosterilmesi.

5.9.1. MIiKRODIiZiN VERILERININ ANALiZIi SONUCUNDA FARKLILIK
GOSTEREN GENLERLE YAPILAN YOLAK ZENGINLESTIRME ANALIZI

Venn diyagraminda goriildiigii gibi toplam 457 degisen gen arasinda; Sadece Beta Arrestin 1
ifadesinin artirilmasi ile 67 gen, Beta Arrestin 2 ifadesinin artirilmasi ile 2 gen degisiminin
ortak olmadig1 goriildii ve Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerin asir1 ifadesi sonucunda 388
genin ifadesindeki degisimlerde ortak etkiyi gosterdikleri saptandi. Bu sonuglar
dogrultusunda Beta-Arrestin 1 ifadesinin artirilmasi ile ortaya c¢ikan gen ifadesindeki
degisimin Beta-Arrestin 2 ifadesindeki artis ile gozlemlenebilecek degisikligi biiyiik Olciide

kapsadig1 goriisii dogmustur. Anlaml olarak ifade degisimi gosteren genlerin hangi yolaklar
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ve hiicresel fonksiyonlar ile iligkili olabilecegini ortaya ¢ikarmak amaciyla yolak
zenginlestirme (pathway enrichment) analizi yapilmistir. WEB-based GEne SeT AnaLysis
Toolkit (Webgestalt) kullanilarak KEGG analizi gerceklestirildi. Ifadesinde farklilik saptanan
genlerin kanser ile iligkili hiicre dongiisii, P53, Jak-STAT, ‘Natural killer’ hiicre aracili

sitotoksisite gibi yolaklarda zenginlestigi bulunmustur.

Cizelge 5.1.°de goriildiigii gibi kanser ile ilgili yolaklarda Beta Arrestin 1 asir1 ifade ettigimiz
hiicrelerde kontrol ¢cDNA’I1 hiicrelere kiyasla mRNA diizeyindeki ifade farkliligi hiicre
dongiisii yolaklarindaki genlerde daha fazla izlendi. Yolaklarda degisen genlerin sayis1 ve bu
degisimin istatistiksel olarak anlamlihigimi ifade eden p degerleri Cizelge 5.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Beta Arrestin 1 asir1 ifade ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde mikrodizin
verilerinin analizi sonucunda farklilik gésteren genlerle yapilan yolak analiz.

Yolak Ismi Gen p Degeri
Hiicre dongiisii 14 4.30e-07
p53 Sinyal yolagi 7 0.0007
Jak-STAT Sinyal yolagi 9 0.0054

‘Natural killer’ hiicre aracili sitotoksisite

yolaggi 7 0.0195
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5.9.2. MIiKRODIZIN'DEN ELDE EDILEN HUCRE DONGUSU ILE ILGILI
FARKLI IFADE GOSTEREN GENLER ICIN HIYERARSIK SINIFLANDIRMA
‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI

Sekil 5.14.’de goriildiigli gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini asir1 ifade
ettigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde mikrodizin analizinden elde edilen hiicre dongiisii
genlerindeki farkli ifade profilinin goriilmiistiir. Bunun sonucunda daha detayli analiz
yapmak amaciyla, Beta Arrestin 1 agir1 ifade ettgimiz hiicre dongiisii ile ilgili farkli ifade
gosteren genler i¢in hiyerarsik siniflandirma ‘Hierarchical clustering’ analizi yapilmistir ve
kontrole gore degisenler arasinda, CDC6, CDC25A, CDC45, BUB1, CCNB1, CCNB2 ve
CDKN2C daha fazla 6ne ¢ikmuislar.
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Sekil 5.15. Ifadesi farklilik gdsteren “Hiicre Dongiisii” genleri ile gerceklestirilmis hiyerarsik
siniflandirma analizi. Hiicre dongiisii genleri ile gergeklestirilen hiyerarsik siniflandirmaya
gore Beta Arrestin 1’in asir1 ifade edildigi hiicreler kontrol hiicrelerinden ve Beta Arrestin

2’nin asirt ifade edildigi hiicrelerden ayri siniflanmistir. Yesil kutucuklar ifade azalmasini
temsil ederken kirmizi kutucuklar ifade artisin1 gostermektedir.
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5.9.3. MIKRODIZIN SONUCLARINA GORE HUCRE DONGUSUNE OZGU
DEGISEN GENLERIN QRT-PCR YONTEMi iLE iFADE DUZEYLERININ
DOGRULANMASI

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini asirt ifade ettiimiz MDA-MB -231
hiicrelerinde, mikrodizin analizi sonucunda elde edilen verilerle gergeklestirilen hiyerarsik
siniflandirma sonucunda gruplar1 birbirinden anlamli olarak ayirabilen genler es zamanl
PCR yontemiyle dogrulanmistir. Sekil 5.15.°de goriildiigli gibi mikrodizin sonuglar1 ile
uyumlu olarak CDC6 ve CDC25A hem Beta Arrestin 1 hem de Beta Arrestin 2 asir1 ifade
ettigimiz hiicrelerde kontrole hiicrelere gore ifade artis1 gosterirken CDC45, BUB1, CCNBI,
CCNB2 ve CDKN2C her iki hiicre grubunda da kontrole gére azalmistir. ifade artis ve
azalislarinin ozellikle Beta Arrestin 1’in ifade artisinin gerceklestigi hiicrelerde daha belirgin

oldugu saptanmustir.

MDA-MB-231

= 3Arrl
3 1 BArr2
ES
2.5 A
2 A T
T I
3
[=] 1.5
§ H#
= X T
. = #
. & T " =
* 1 *
) I : i
' * * oL
o ] B &
Kontrol CDCe6 CDC25A CcDcCAa5s BUB1 CCNB1 CCNB2 CDKN2C

Sekil 5.16. Hiicre dongiisii genlerinin ifade profilleri QqRT-PCR yontemi ile dogrulanmasi.
Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerini agir1 ifade etti§imiz MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrole gore degisen mRNA degerleri, mikrodizin verilerini izleyerek es
zamanl kantitatif PCR sistemi ile valide edildi. Y ekseni, ifade diizeyinde kat degisimini
gostermektedir. Sonuglar, iki biyolojik ve teknik tekrarin ortalama ve standart sapmasi olarak
gosterilmektedir (Beta Arrestin 1 / kontrol i¢in * p <0.05; Beta Arrestin 2 / kontrol i¢in # p
<0.05; t-testi).
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5.10. AKIS SITOMETRI ILE HUCRE DONGUSU ANALIZI

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
proteinleri asir1 ifade edildikten sonra akis sitometri sistemi kullanilarak hiicre dongiisii

incelendi.

Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 asir1 ekspresyonunu takiben, MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicrelerinde S faz fraksiyonu anlamli bigimde artarken, G2 faz fraksiyonunda
anlamli olarak azalma goriildii. Sekil 5.16.’nin A panelinde goriildiigi gibi MDA-MB-231
hiicrelerinde S fazindaki hiicre dongiisii daglimi k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA
transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonunda yaklasik olarak sirasiyla %14,
%20.5 ve %23 olarak 6l¢iildii. G2 fazindaki hiicre dongiisti daglimi k-cDNA, Beta Arrestin 1
cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA transfeksiyonunda yaklasik olarak
strastyla %13, %9 ve %]11.5 olarak dl¢tildii.

Sekil 5.16.’nin B panelinde goriildiigii gibi MDA-MB-468 hiicrelerinde S fazindaki hiicre
dongiisii daglimi1 k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2 cDNA
transfeksiyonunda yaklasik olarak sirastyla %21.5, %29 ve %34 olarak 6l¢iildii. G2 fazindak:
hiicre dongiisii daglimi1 k-cDNA, Beta Arrestin 1 cDNA transfeksiyonu veya Beta Arrestin 2
cDNA transfeksiyonunda yaklagsik olarak sirasiyla %14, %9.5 ve %8 olarak olciildii.
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Sekil 5.17. Hiicre dongiisii analizi; Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 (BArrl ve BArr2)
proteinlerini asir1 ifade ettigimiz MDA-MB-231(Panel A.) ve MDA-MB-468 (Panel B.)
hiicre hatlarinda yapildi. Sonug olarak, her iki hiicre hattinin S fazindaki (Sentetik faz) hiicre
popiilasyonlariin anlamli 6l¢iide arttigini gozlemledik. Dolayisiyla G2 (Gap 2) fazindaki
hiicrelerin miktarinin her iki hiicre hattinda anlamli olarak azaldigimi tespit ettik. Sonuclar
NovoExpress 1.0.2 analiz yazilimi ile analiz edilmistir. Veriler, ortalama + standart hatasi
seklinde verilmistir, n sayis1 4, *= p <0.05, Kontrol cDNA'ya kars1 anlamli kabul edilmistir.
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5.11. MiKRODIZiN’DEN ELDE EDILEN iNVAZYON iLE iLGIiLi FARKLI iFADE
GOSTEREN GENLER ICIN HIYERARSIK SINIFLANDIRMA
‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI YAPILMASI

MDA-MB-231 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 artist ile xCelligence
Gergcek Zamanl Hiicre Analiz (RTCA) DP sistemi ile 6l¢iim sonuglarii géz oniine alarak
ve mikrodizin sonuglarinda anlamli olarak ifade farklilig1 gosteren genlerin analizi sirasinda
ozellikle hiicre invazyonu ile iligkili olabilecek genler dikkat ¢ekmistir. Bu genler ile
hiyerarsik siniflandirma analizleri ve Gergek-zamanli PCR ile dogrulama c¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Bu genlerin ifade diizeylerine bakildiginda 6zellikle Beta Arrestin 1
ifadesinin arttirildig1 hiicrelerde invazyon ile ilgili genlerin ifadelerinde azalma oldugu
saptandi. Hiyerarsik siniflandirma analizlerinde Beta Arrestin 1 ve Beta Arrestin 2 transfekte
hiicreler kontrol hiicrelerinden farkli gruplanmigtir. Beta Arrestin 1 asir1 ifade ettigimiz
MDA-MB-231 hiicrelerinde TGFB2 ve MET genlerin ifade diizeylerinde anlami miktarda

azalma goriildii.
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5.12. INVAZYON ILE iLGILI GENLER ICIN HIYERARSIK SINIFLANDIRMA
‘HIERARCHICAL CLUSTERING’ ANALIZI

B-arrestin 1
B-arrestin 1
B-arrestin 2
B-arrestin 2
Kontrol
Kontrol

}_

COLBA3
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GUCY1B3
PREKAR2ZEB
CTTN
GUCY1B3
MYH10
MYH10
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NCF2
VCAN
VCAMN
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PLD1
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TGFB2
IQGARP1
MY LK
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FIK3CB
LMO7F
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SOSs2

Sekil 5.18. Hiicre hareketliligi ve invazyon ile ilgili olabilecek Ifadesi farklilik gdsteren
genler ile gerceklestirilmis hiyerarsik smiflandirma analizi. Mikrodizin veri analizinden
invazyon ile ilgili olabilecek segilen genler ile gergeklestirilen hiyerarsik siniflandirmaya
gore Ozellikle Beta Arrestin 1’in asir1 ifade edildigi hiicreler kontrol hiicrelerinden ve Beta
Arrestin 2°nin agir1 ifade edildigi hiicrelerden ayri siniflanmigtir. Yesil kutucuklar ifade
azalmasini temsil ederken kirmizi kutucuklar ifade artisin1 gostermektedir.
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5.13. TCGA VERI ANALIiZi
5.13.1. BETA ARRESTIN 1 PROTEINININ TCGA VERI ANALIZIi

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin klinik 6nemini belirlemek i¢in bu iki genin ifade profilleri
“’Xena Browser’’ araciligiyla TCGA veri tabaninda arastirildi (122). Sekil 5.18.”in panel A
kisminda goriildiigii gibi, meme kanserlerinde normal dokulara kiyasla Beta Arrestin 1
ekspresyonunun anlamli 6lgiide azaldig1 gosterilmistir. Panel B kisminda meme kanserlerinin
molekiiler alt tiplerinde yapilan analiz gosterilmistir. Bu analize gore Beta Arrestin 1

proteininin ekspresyonu luminal A alt tipinden daha agresif alt tiplere dogru kademeli olarak

azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.19. Klinik verilere dayanarak Beta Arrestin 1 proteininin meme kanserindeki ifade
diizeyinin TCGA veri tabani aracilifiyla incelenmesi. Panel A; Normal doku ile tiimor
dokusunun Beta Arrestinl proteini seviyesinin kiyaslanmasi, Beta Arrestin 1 proteini
seviyesi timor dokularinda anlamli bi¢imde diisiik saptandi. Tek yonlii anova, p= 0.000
(f=77.84). Panel B; Beta Arrestin 1 proteini ifade seviyesi, PAMS50 (Prediction Analysis of
Microarray 50) siniflandirmasina gore Normal benzeri alt tipinden Bazal benzeri alt tipe
dogru gidildik¢e anlamli olarak azalmaktadir. Tek yonlii anova, p = 1.799e-14 (f = 18.84).
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5.13.2. BETA ARRESTIN 2 PROTEINLERIN TCGA VERI ANALIZi

Beta Arrestin 2 proteini i¢in yapilan TCGA analizi, Sekil 5.19.’tin panel A kisminda
gorildiigi gibi tiimor dokusu ve normal dokulardan alinan 6rnekler arasinda anlamli bir
farklilik izlenmedi. Fakat meme kanserinin molekiiler alt tipleri degerlendirildiginde, Sekil
5.19’iin panel B kisminda goriildiigii normal benzeri tipinden daha agresif alt tiplere dogru

Beta Arrestin 2 proteininin ifadesinin azaldigi saptandi.
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ARRB2 Expression Profile in Normal and Primary Tumor Samples
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Sekil 5.20. Klinik verilere dayanarak Beta Arrestin 2 proteininin meme kanserlerindeki ifade
diizeylerinin TCGA veri tabani aracilig1 ile incelenmesi. Panel A; Normal dokularla timoér
dokular1 arasinda Beta Arrestin 2 ifade seviyelerinde anlamli fark goriilmedi. Tek yonlii
anova. p = 0.09138 (f = 2.397). Panel B; Beta Arrestin 2 ifade seviyesi, PAMS50
simiflandirmasina gore Normal benzeri alt tipten Bazal benzeri alt tipine dogru anlamli olarak
azalmaktadir. Tek yonlii anova. p =1.117e-13 (f=17.77).
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5.14. BETA ARRESTIN 1 VEYA 2 PROTEINLERIN IFADE DUZEYLERININ
FARKLI HUCRE HATLARINDA INCELENMESI

Sekil 5.21.’de goriildiigli gibi Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerinin farkli meme
kanseri hiicrelerinde ifade diizeyleri TCGA datalar ile paralel olarak analmi sekilde farklik
gilistermektedir. MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde Beta Arrestinlerin ifadesi
Uclu Negatif olmayan SKBR3 ve BT474 meme kanseri hiicre hatlarina kars1 anlamli 6lciide

azalma gortilmektedir.
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Sekil 5.21 Farkli meme kanseri hiicre hatlarinda Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
proteinlerin ifade seviyeleri; Proteinlerin ifadeleri GAPDH proteininin ifade diizeyine gore
normalize edilmistir. n sayisi, 4, *p <0.05.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Arrestin proteinleri 1986 yilinda Herman Kuhn tarafindan goérsel rodopsin sisteminde G-
protein bagl reseptorlerin (GPKR'ler) aktivitesini diizenleyen mekanizmanin bir parcasi
olarak kesfedilmistir (125). Ayn1 zamanda bu proteinlerin B-adrenerjik reseptorler iizerinde
de etkili rol aldiklari, Martin Lohse ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir. Kesif
tarihlerinden bu zamana kadar Beta Arrestin proteinlerinin cesitli hiicresel mekanizmalarda
yer aldiklar1 gdsterilmistir (59). Bu ailedeki proteinlerin ilk tanimlanan gorevleri reseptor
desensitizasyonu oldugu i¢in, Arrestinler denilmis ve isimlerinin Beta kismi, f2-adrenerjik
reseptorlere baglanma kabiliyetlerinin rhodopsinlere gore daha fazla oldugu igin

verilmistir(126).

Beta Arrestinler G protein kenetli reseptorler ile iyi karakterize edilmis rollerinin 6tesinde,
hiicre dongiisii regiilasyonu, hiicre gocii ve apoptotik sinyal dahil olmak iizere birgok temel

hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol almaktadirlar.

Son zamanlarda Beta Arrestinlerin kanser gelisimi ve progresyonunda diizenleyici gorevleri
olduguna dair artan miktarda kanit vardir. Genel olarak bu ¢aligmalar, Beta Arrestinlerin G
proteini bagimli ve bagimsiz olarak GPKR sinyalleri iizerinde diizenleyici etkileri oldugu
icin bu proteinlerin kanser tiizerindeki etkileri GPKR {izerindeki diizenleyici etkilerine
odaklanmaktadir. Genel olarak bu calismalarda Beta Arrestinlerin kanser hiicrelerindeki
etkileri GPKR’ler iizerinden dolayli olarak agiklanmaktadir. Kanser hiicrelerinde
birbirlerinden yap1 ve fonksiyon bakimindan farkli birgok GPKR’nin farkli farkl etkinlikleri
s0z konusu olmasi nedeniyle Beta Arrestinlerin kanser arastirmalarindaki rolii hakkinda
celiskili sonuclarin elde edilmesi kacinilmazdir. Ancak Beta Arrestinlerin kanser hiicreleri
iizrinde dogrudan etkisi ve kanser hiicrelerinin gen ifade diizeyleri iizerindeki etkileri

konusunda az sayida ¢alisma yapilmistir (127).
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Bu calismada Beta Arrestinlerin meme kanser hiicrelerinin fonksiyonlar1 ve regiilasyonlarina
olan etkilerini miimkiin oldugunca daha dogrudan gozlemlemeyi ve bu proteinlerin meme

kanseri hiicrelerindeki gen ifade diizeyleri iizerinde etkilerini aragtirmay1 hedefledik.

[lk asamada Beta Arrestin 1 ve Beta Arrestin 2 proteinleri, ilgili siRNA’larin1 kullanarak
susturuldu. Bunun sonucunda MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde proliferasyon
miktarinin artti§1, invazyonun ise kolaylastig1 goriildii. Bunun yanisira, Beta Arrestin 1 ve
2’nin asin ifade edilmesiyle her iki hiicre hattinda proliferasyon ve invazyonun azaldigi
saptanmugtir. Yaptigimiz deneylerin sonuglart bu proteinlerin UCLU NEGATIF MEME
KANSER hiicre hatlarinda potansiyel bir tiimor baskilayici etkisi oldugu yoniindedir.

Beta arrestinlerin hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve timor biiylimesi {lizerindeki
etkilerini gosteren celisen sonucglarin varligina ragmen, calismamizla paralel sonuglar

gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (112)(128)(129)(130).

Bizim sonuglarimizi destekleyen c¢alismalardan, Cao ve arkadaslari, Beta Arrestin 2
ekspresyonunun azalmasinin boébrek kanseri hiicre hatlarinda proliferasyonun ve invazyonun
artmasina neden oldugunu ve ayni deneyde bu proteinin ifade artiginin tam tersine bu
bahsedilen etkileri azalttigin1 gostermislerdir (129). Baska bir ¢alismada Sun ve arkadaslari,
Beta Arrestin 2 proteininin azaltilmasinin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde invazyonu
arttirdigini, Beta Arrestin 2 proteininin diisiik diizeylerinin kotii prognozla iliskili
olabilecegini bildirmislerdir (131). Ayrica, Raghuwashi ve arkadaslari Beta Arrestin 2
proteininin beta arr2-deficient mice (beta arr2(-/-) olmadig: iki farkli akciger fare kanseri

modelinde anjiyogenez, timor gelisimi ve metastazi hizlandirip arttirdigin1 gostermislerdir

(92).

Beta Arrestinlerin potansiyel antikanser etki mekanizmalarini anlamak ve tanimlayabilmek
icin, microarray analizi yapildiginda Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin asir1 ifade edilmesi
sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinde gen ifade diizeylerinde farkliliklarin oldugu
gozlemlendi. Bu farkli ifade olan genler ile hiyerarsik kiimeleme ve yolak analizleri

yapildiginda beta-arrestinlerin asir1 ifadesi ile Ozellikle hiicre dongiisii, p53, jak stat ve
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‘Natural killer’ hiicre aracili sitotoksisite yolaklari ile ilgili genlerde kiimelesmenin oldugu
goriildii. Bu sonuglar, Beta Arrestin 1 veya 2 proteininin hiicre dongiisli genleri iizerinde
etkisi oldugunu ve etkinin hiicre proliferasyonunda gézlemlenen azalmay1 agiklayabilecegini
gostermektedir. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade ettigimiz MDA-MB-231 ve MDA-
MB-468 hiicrelerinde hiicre dongiisii degerlendirdigimizde, hiicre dongiisiiniin S fazinda
uzama oldugunu ve G2 fazin azaldigim1 gézlemledik. Hiicre dongiisiinde gozlemlenen bu
etkinin proliferasyonundaki azalmay1 agiklayabilecegini diisiiniiyoruz. Mikroarray’den elde
edilen hiicre dongiisii ile ilgili baz1 genler qRT-PCR ile valide edildi. Beta Arrestin 1 ve 2
proteinini asir1 ifade ettigimiz hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla CDC6 ve CDC25a

genlerinin upregiile oldugu goriildii.

CDC6 proteini, DNA replikasyonunda gorev alan ana proteinlerden biridir ve bu proteinin

upregiilasyonunun mitozu 6nledigine dair kanitlar mevcuttur (132).

Bu c¢alismada Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin overekspresyonuyla CDC6 proteini aracili

antiproliferatif bir yanit olusabilecegi gozlenmistir.

Siklin bagimli kinaz’ler (CDK; Cyclin-dependent kinases) hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve
aktivitesini siki bir bigimde kontrol eden proteinlerdir. Bu kontrolii bir defosforilasyon
enzimi olan CDC25A araciligi ile yaparlar (133) ve ayn1 zamanda asir1 ya da anormal CDK
aktivitesi DNA’da ¢ift zincir kirikliklarina ve DNA hasarlarina yol agabilir (134)(135). Beta
Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade ettigimiz hiicrelerde CDC25A’nin upregiilasyonu CDK
aktivitesini attirabilir ve bu artig S fazinin uzamasinin altinda yatan sebeplerden biri olabilir.
Ayrica ¢calismamizda Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade ettigimiz hiicrelerde CDK4 ve
Farkli meme kanseri hiicre hatlarinda Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifade
seviyeleri; Farkli meme kanseri hiicre hatlarinda Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2
proteinlerin ifade seviyeleri; CDK6 inhibitorii olarak bilinen CDKN2C (p18) miktarinin
azaldigim gosterdik. CDKN2C’nin downregiile olmas1 CDK aktivitesinin anormal artmasina
yol acabilir. Uglii negatif meme kanseri ailesine ait olan BT-20 meme kanseri hiicrelerinde
yapilan bir calismada CDKN2c geni nokta mutasyonu ile inaktive edilmis ve bu hiicrelerde

hiicresel biiyiimenin baskilandig1 goriilmiistiir (136). Bu ¢aligmada goriilen CDK diizeyindeki
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aris, UCLU NEGATIF MEME KANSER'lerde saptanan hiicre déngiisiine ve hiicre

cogalmasia olan etki ile iligkili olabilecegi yoniindedir.

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin asir1 ifadesinin proliferasyon ve hiicre dongiisii tizerindeki
etkisinin altinda yatan bir diger mekanizma ise CDCA45 azalmasi ile ilgili olabilir. Bazi
caligmalarda CDC45 varliginin ve aktivitesinin, boliinen hiicrelerde ve hiicre dongiisiiniin S
fazinda Onemli gorevleri olabilecegi, ayrica CDC45 seviyelerinin saglikli hiicrelerle

kiyaslandiginda kanser hiicrelerinde daha fazla bulundugu gosterilmistir (137)(138).

Bir diger onemli gen ise BUBI1’dir ve aymi isimli proteini kodlamaktadir. Bu proteinin
ifadesini shRNA kullanarak susturulmast MDA-MB-231 hiicrelerinde kanser kok hiicre
potansiyelini azaltmistir. Ayrica proteinin xenograft fare modellerinde antikanser etkisi
oldugu gosterilmistir (139). Bu ¢alismada Beta Arrestin 1 ve 2 proteini asir1 ifade edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde BUB1 proteini ekspresyonunun o6nemli oranda azaldigi
saptanmistir. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade ettigimiz hiicrelerde CCNBI1 ve
CCNB2 genlerinde anlamli sekilde azalma gozlemledik. Bu genlerin kodladigi proteinler
kanserle iligkili olup ve meme kanseri dahil cesitli kanser tiplerinde yiiksek oranda ifade
edilmektedirler. Ayrica bu genlerin downregiilasyonunun tiimor gelisimini inhibe edebilecegi
ve antikanser ilaglarin etkililigini artirabilecegi bildirilmistir (140)(141). Bunlara ek olarak,
bu proteinlerin ifade seviyelerinin 6l¢iilmesinin kanser progresyonu i¢in bir biomarker olarak

kullanilabilecegi de one siiriilmiistiir (142)(143).

Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin hiicre motilitesi migrasyonu ve invazyonu iizerine olan
etkileri ile 1ilgili  ¢eligkili sonuglar bulunmaktadir (128)(130)(131)(144)(92). Birkag
calismada GPKR aracili hiicre motilitesinin Beta Arrestinlere bagli oldugu sdylenirken Beta
Arrestin 2 ekspresyonunun azalmasinin CXCR4 (chemokine receptor type 4aracili hiicre
gbclinli azalttigindan da bahsedilmektedir (130)(144)(145). Diger yandan, Raghuwani ve
Sun, Beta Arrestin 2 proteininin downregulasyonunun fare hiicrelerinde olusturulan akciger
ve hepatoseliiler kanser modellerinde tiimor metastazini ve invazyonunu arttirdigini

gostermislerdir (131)(92). Bizim sonuglarimiz, MB-231 ve MB-468 hiicre hatlarinda Beta
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Arrestin 1 ve 2 proteininin overekspresyonunun hiicre invazyonunu anlamli derecede

diistirdiiglinii géstermistir.

Bu gozlemlerin altinda yatan mekanizmay1 daha iyi anlamak icin, hiicre motilitesinde gorev
alan farkli proteinlerin ifade diizeylerini inceledik. Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade
ettigimizde, IGF1-R, HER-3 ve Snail ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu tespit
edildi. Bizim bulgularimiz1 destekleyecek nitelikte Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin, IGF-
IR ’nin ubiquitinasyon ile yikilmasinda temel 6neme sahip olduklar1 gosterilmistir (146)(147).
Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin IGF-1R sinyal yolag: iizerindeki negatif etkisinin Uclii
negatif meme kanseri hiicrelerinde gozlemlenen proliferasyon ve invazyonu azaltici etkide

onemli oldugu diisiincesindeyiz.

HER3 reseptorii meme kanserlerinin davraniglarinin olusumunda 6nemli gorevleri olan
diizenleyici bir proteindir. HER3’tin HER2 ve EGFR ile heterodimerize olarak uyardigi
yolaklar hiicre proliferasyonu, tiimor gelisimi, invazyon ve metastazi arttirmaktadir.

(148)(149).

E-cadherin, SNAIL ve Vimentin hiicre motilitesi ve metastazi ile iligkili oldugu bilinen
epitelyal-mezenkimal gegis belirteci olan proteinlerdir. E-cadherin’in diistik diizeyde, SNAIL
ve Vimentin’in yiiksek seviyede ekspresyonunun invazyonu ve metastaz riskini arttirdigi
diistintilmektedir (150)(151). E-cadherin ve Snail’i 6nemli 6l¢iide ifade etmeyen MDA- MB-
231 hiicrelerinde Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade ettigimiz zaman bu hiicrelerde
Snail’in ifade diizeyinde anlamli azalma goriiliirken, E-cadherinde anlamli bir degisim
gozlenmedi. MDA-MB-468 hiicrelerinde ise Beta Arrestin 1 ve 2 proteinini asir1 ifade
ettigimiz zaman Snail’in ifade seviyesinde anlamli miktarda azalma tespit ettik. Bu sonuglari
g6z Oniine aldigimizda Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin asir1 ifadesinin hiicre motilitesine
etkisinin HER3, IGF-1R ve Snail proteinlerinin ifade seviyesindeki azalmayla iligkili

olabilecegini diislindiik.

Beta Arrestin 1 ve 2’nin ¢ekirdekteki gesitli genlerin ekspresyonu iizerinde diizenleyici

etkileri olabilecegini gdsteren ¢alismalar mevcuttur (127)(90). Bu ¢aligma Beta Arrestin 1 ve
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2 proteininin CDC45, BUB1, CCNB1, CCNB2, CDKN2C, HER-3 ve Snail’in ifade
seviyeleri lizerindeki etkisini gdsteren ilk calismadir. IGFR-1R ifade seviyesi de dahil olmak
izere bu etkilerin altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

vardir.

Calismanin devaminda bizim caligmalarimiz ve Beta Arrestin proteinlerinin klinik verileri
arasindaki iligskiyi degerlendirerek sonuglarimizin c¢esitli meme kanserlerinde 6nemini

aragtirdik.

[lk asamada meme kanser hiicrelerindeki Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin ifade profillerini
TGCA veri seti lizerinden inceledik ve meme kanseri tizerindeki klinik onemini arastirdik.
TGCA veri taban iizerindeki yapilan analizler sonucunda Beta Arrestin 1 proteininin ifadesi
luminal A alt tip meme kanserinden, bazal benzer agresif kanser alt tiplerine dogru kademeli
olarak azaldig1 goriilmistiir. Beta Arrestin 1 veya Beta Arrestin 2 proteinlerin ifade
diizeylerini Uglii negatif meme kanseri olmayan hiicre hatlarinda western blot ile
inceledigimizde’de Beta Arrestin proteinlerin ifade seviyeleri Uglii negatif meme kanseri
olmayanlarda daha fazla ifade oldugunu gozlemledik. Bu sonuglar TGCA analiz sonuglar ile

paralel oldugunu gostermektedirler.

PAM 50 smiflandirma sistemi ile TGCA verilerini kullanarak tiimor verileri ve normal
veriler karsilastirildi. Elde edilen sonuglar bu genin potansiyel bir tiimor supressor
olabilecegini ve meme kanserinde prognostik bir degere sahip olabilecegini gostermektedir

(123).

Buna ¢k olarak Michal ve arkadaslarinin immiinofloresan bazli calismasinda meme
kanserinin agresifliginin artmasinin Beta Arrestin 1 ekspresyonunda anlamli sekilde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada Beta Arrestin 1 proteininin azalmasi
tiimor boyutu, ¢ekirdek capr ve lenf nodu metastazinda artis ve hayatta kalma siiresinde bir

azalma ile iligkili oldugu bulunmustur (97).
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Bu kapsamda, Lundgren ve arkadaslar tarafindan One siiriilen Beta Arrestin 1 proteininin
meme kanserinde potansiyel prognostik bir marker olabilecegi fikrini de desteklemektedir

(96).

Bu calismada; TGCA analizlerinden elde edilen sonuclar degerlendirildiginde tiimér doku
orneklerindeki Beta Arrestin 2 proteininin ifade diizeyinde kontrole gore anlamli bir fark
goriilmedi, ancak normol benzer fenotipli kanser Ornekleri ile karsilastirildiginda meme

kanserinin molekiiler alt tiplerinde downregiile oldugu gézlenmistir.

TGCA verilerinin analizi ile elde edinilen bilgilere gore Beta Arrestinlerin degisik diizeyde
ifade edilmelerinin kanser meme dokularinin davraniglarim1 degistirdigini ve bu durumun

klinik veriler icinde 6nemli oldugunu tespit ettik.

TCGA veri analizine ve mikrodizi sonuglarina gore Beta Arrestin 1 proteini klinik olarak
daha anlamli gériindiigii i¢in, Beta Arrestin 1 ve 2 proteininin UCLU NEGATIF MEME
KANSER hiicrelerindeki antikanser etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 arasindaki farklar

Ileriye yonelik ¢alismalar ile aydinlatiimalidir.

6.2. SONUC

Sonug olarak Beta Arrestin 1 ve 2 proteinlerinin ifadesindeki artiy UCLU NEGATIF MEME
KANSER hiicrelerinin proliferasyon ve invazyon kapasitesini azaltmaktadir. Molekiiler
analiz sonuglar1 bize Beta Arrestinlerin hiicre dongiisii genleri, biiylime faktor reseptorleri,
IGF-1R, HER3, Snail ve hiicre invazyonu ile iligkili gen/proteinler iizerindeki etkilerinin
oldugunu ve bu etkilerin hiicre hareketliligini ve hiicre dongiisiiniin S fazinda duraklama ile
proliferasyonu azaltic1 yonde olabilecegini gostermektedir. Ayrica elde ettigimiz sonuglarin
klinik veriler ile uyum icinde ve paralel oldugu saptanmustir. ileriye yonelik calismalar ile
Beta Arrestin 1 ve 2’nin antikanser ve tiimor baskilayici etkileri preklinik olarak hayvanlarda

yapilacak meme kanser modelleri lizerinde arastirilmalidir.
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Abstract. Cetuximab is a monoclonal antibody developed
to inhibil the binding of growth factors and the subsequent
activation of epidermal growth factor receptor (EGFR).
Triple-negative breast cancer (TNBC) is resistant to
cetuximab treatment. The aim of the present study was to
examine the partial agonistic properties of celuximab, which
nol only blocks ligand binding. but also partially triggers
EGFR activation, which may lead to cetuximab resistance
in TNBC. The phosphorylation of growth factor receptors
and their signalling pathways were evaluated by determining
the phosphorylation of EGFR, insulin-like growth factor
receptor (IGF-1R), vascular endothelial growth factor
receptor (VEGFR)-2, Sre kinase, phosphoinositide-3-kinase
(PI3K), extracellular signal-regulated Kinase (ERK1/2)
and serine/threonine-specific protein kinase (AU and the
degradation of EGFR. and by assessing the morphology
and proliferation of MDA-MB-23]1 and MDA-MB-468
cells. Cetuximab treatment led to the phosphorylation of
EGFR, VEGFR-2, IGF-IR and downsiream signalling
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MAPK, mitopen-activated protein kinase; SDS-PAGE, sodinm
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel elecirophoresis:  PI3K,
phosphoinositide-3-kinase; TNBC, triple-negative breast cancer;
VEGFR. vascular endothelial growth factor receptor

Kev words: epidermal growth factor receptor, breast cancer,
cetuximab, partial agonist, Src kinase, insulin-like prowth factor
recepior, vascular endothelial growth factor receplor. transactivation.
monoclonal  anttbody. MDA-MB231, MDA-MB-468, PP2,
triple-negative breast cancer

114

molecules. Src kKinase and PI3K in these cells, as well as
Akt in the MDA-MB-231 cells. The cetuximab-mediated
phosphoryiation of IGF-1R., VEGFR-2 and Akt was inhibited
by the EGFR kinase inhibitor, AGI478, and the Src kinase
inhibitor, PP2. Cetuximab treatment led to the degradation of
EGFR. The celuximab-induced phosphorylation and EGFR
degradation were less prominent compsared with those induced
by EGF. Cetuximab partially inhibited EGF-mediated
responses. Cetuximab, similar with EGF, altered cellular
morphology in a serum-free medium. In both cell lines,
the Src kinase inhibitor enhanced the cetuximab-induced
anti-proliferative response. These results indicate that
celuximab exerts a partial agonistic effect on EGFR. which
activales Sre Kinase and subsequently transactivates IGF-1R
and VEGFR-2. This partial agonistic property is likely one
of the mechanisms underlying the resistance of TNBC 1o
cetuximab.

Introduction

Epidermal growth factor (EGF) receptor (EGFR) is a receplor
tyrosine kinase (RTK) and a member of the ErbB Family.
EGFR agonists, such as EGF. transforming growth factor-o and
epiregulin, bind to the extracellular domain of EGFR and cause
the homodimerization or heterodimerization of Erb family
receplors, which leads io the phosphorylation of intracellular
EGFR sites, such as the Tyrl 173 and Tyrl068 residues. The
phosphorylation of these siles activates signalling pathways,
such as the RAS/mitogen-activated protein kinase (MAPK),
phosphoinositide -3-kinase {PI3K )serine/threonine-specific
protein kinase (Akt) and Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription (Jak/Stat) pathways (1-5). The
activation of these pathways mediales cellular proliferation
and transformation, which may cause cancer occurrence,
growth, invasion and metastasis,

Triple-negative breast cancer (TNBC) does not express
human epidermal growth factor receptor type (HER)2.
progesterone receptor (PR) or oestrogen receplor (ER),
but does express EGFR (6.7). There is evidence that EGFR
overexpression is associated with an aggressive phenolype
and a poor clinical outcome in breast cancers, including
TNBC {(8-12).
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Therefore, blocking the EGFR-mediated signalling
pathway is a therapeutic targel for treating EGFR-expressing
cancer lypes, suchas TNBC. Cetuximab (CTX) was developed
1o bind o the extracellular domain of EGFR, which blocks the
binding of EGF and inhibits the subsequent phosphorylation
and activation of EGFR and downstream signalling pathways,
such as RAS/MAPK. PI3K/AKL and Jak/Stat (13-15). CTX
has been used in the treatment of metastatic colorectal
cancer and head and neck squamous cell carcinoma, both
as monotherapy and in combination with chemotherapy and
radiotherapy (14.16).

However, certain types of cancer, such as TNBC and lung
and colon cancer are resistant o CTX treatment (4,16.17).
Primary and acquired resistance to anti-EGFR treatment
has been described (4), with several studies reporting
that genenic alterations in key regulators, such as KRAS,
BRAF, phosphatase and tensin homologue (PTEN) and
phosphoinositide-3-kinase, catalytic subumit a (PIK3CA), in
the signalling pathways of RTKs are an important mechanism
underlying resistance to ani-EGFR tremtment (4.6,17-20).
These alterations lead to the activation of RAS/MAPK and
PI3K/AKL, independently of the activation stalus of growth
factor receptors. As a result, the blocking of EGFR by
anlibodies or (yrosine Kinase inhibitors becomes ineffective
in shutting down these signalling pathways. TNBC cells, such
as MDA-MB-231. harbour mutations in KRAS and BRAF,
whereas MDA-MB-468 cells do not have the Akt signalling
pathway-inhibiting genc, PTEN, as a tumour suppressor (21).
Hence, these cell lines ofien exhibit resistance to anti-EGFR
treatment. However. the mutations in KRAS, BRAF, PTEN
and PIK3CA cannot fully explain this resistance, since il
15 also observed in wild-type breast and colon cancer cells,
which do pot harbour these mutations (20,22).

The ligands of RTKs possess partial agonist properties,
which cause homo- or heterodimer formation and.
subsequently, recepror phosphorylation and activation (23).
Some antibodies directed against RTKs to block the binding
of growth factors may also act as partial agonists (24-26). Onc
study evaluating the targeting strategies of RTKs emphasised
that the binding of an antibody with partial agonist properties
to the receplor may cause phosphorylation. which triggers the
ubiquitination and degradation of the receptor, resulting in
irreversible antagomism of the RTK (26), the mhibition of the
malignant response and cell proliferation, which may lead o a
significant anticancer response in cancer cells.

On the other hand, the partial agonistic action of an
antibody on the RTK may imduce the phosphorylation of
receptor yrosine residucs, activating PI3K/Akt, RAS/MAPK
and PLCyPKC, similar 1o EGF or a full agonist. Therefore,
a partial agonist anlibody may lead to RTK activation,
which may cause resistance o this antibody in cancer
cells. For example, trastuzumab binds 1o ErbB2., induces
phosphorylation and exerts an agonistic effect on this
receptor (27-29). Yoshida ef al (30) demonsirated that
matuzumab and CTX actuivated EGFR by inducing the
phosphorylation of the Tyr845. Tyrl068 and Tyrl173 residucs
in the non-small-cell lung cancer cell lines, H292 and H460.
Similarly, Raben ef af (31) observed that CTX induced the
phosphorylation of the TyrB45, Tyr992 and Tyrl068 residues
of EGFR in H322 and H292 cells. Furthermore. CTX
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treatment has been shown to enhance the phosphorylation
of EGFR. Tyr845 residues in MDA-MB-231 cells (32) and
Tyrl068 in MDA-MB-468 cells (33).

The aim of the present study was (o examine the partial
agonistic effect of CTX on EGFR in the TNBC cell lines,
MDA-MB-231 and MDA-MB-468. For this purpose. by
treating TNBC cells with EGF or CTX. we measured the
phosphorylation levels of EGFR (Tyrl173), PI3K. Akl
extracellular signal-regulated Kinase (ERK11/2 and Src
kinase. the cellular level of EGFR and cellular morphology,
using impedance measurement as an indication of RTK
activity. Since the agonistic action on EGFR may lead 10
the transactivation or cross-activation of msulin-like growth
factor receptor (IGF-1R) and vascular endothelial growth
factor receptor ( VEGFR)-2 (34 35), the phosphorylation status
of these receptors with CTX or EGF treatment of TNBC eells
was also determined. Finally, the anti-proliferative response of
the cells 1o CTX was evaluated in the presence or absence of
the Sre kinase inhibitor, PP2, which inhibits the partial agonist
action of CTX on EGFR.

Materials and methods
Reagents and antibodies., The EGFR kinase
inhibitor, AGI478. the PI3K inhibitor, LY294002

[2-(4-morpholinyl)-8-phenyl- H4H )-benzopyran-4-one hvdro-
chloride]. the Src kinase inhibitor, PP2 [4-amino-3-i4-chlo
rophenyl)-1-(1-butyl}- 1 H-pyrazolo] 3.4- dlpyrimidine], EGF
and CTX were obtained from Sigma-Aldrich, Merck KGaA
{Darmstadt. Germany). The antibodies used were as follows
{dilution, catalogue number. host and clonality used for western
blot analysisy. p-VEGFR-2-Tyrl175 (1:1.000, 3770, rabbit
moeneclonal), p-Sre-Tyrdl6 (1:1.000, 2101, rabbit polyclonal)
from Cell Signalling Technology. Inc.. Danvers, MA, IISA:
p-EGFR-Tyrl 1730 1:1.000, sc-12351-R. rabbit polyclonal), EGFR
(1:1.000, 5c-53274, mouse monoclonal). p-1GF-1R-Tyrl161
(1:1,000, sc-101703, rabbit polyclonal), p-Erk1/2 (1:5.000,
sc-136521, mouse monoclonal), ERK1/2 (1:1,000, sc-514302,
mouse monoclonal), p-Akt-Serd73 (1:1,000, sc-T9ES, rabbit
polyclonal), Akt (1:1.000. sc-8312, rabbit polyclonal), p-PI3K
(1:1,000, 5c-12929, goat polyclonal). GAPDH (1:5.000,
sc-47724, mouse monoclonal), mouse anti-rabbit (1:10,000,
$¢-2357), rabbit anti-goat IgG-HRP (1:10,000, sc-2768) and
donkey anti-mouse [gG-HRP (1:10.000, sc-2314) all from Santa
Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz. CA. USAL In all control
experiments. the cells were incubated with the corresponding
dilution of solvent used for the ligand.

Cell culture, treatmenis, protein isolation and western blof
andalvsis. The MDA MB 231 and MDA MB 468 TNBC
cell lines, which are negative for ER. PR and HERZ, but
positive for EGFR, were employed in this siudy. The cell
lings were obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). The MDA-MB-231 and
MDA-MB-468 cells were grown in 75-cm® non-treated cell
culture flasks (Corming, Tewksbury, MA, USA) in Dulbecco's
modified Eagle's medium and Eagle's minimal essential
medium, respectively, enriched with 10% foetal bovine
serum and 1% penicillinfstreptomyein at 5% 0., 37°C, with
90-95% humidity. For each experiment. the cells (2.5x10°
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Figure 1. Cetuximab leads to EGFR phosphorylation in MDA-MB-231 cells. Treatment of the cells with cetuximab (2 hi at concentrations of 001, 0.0, 1.
13 and 100 oM (A) increased EGFR phosphorylation and (B) decreased EGFR levels. (C) CTX-stimulsted phosphorylation was observable afier 10 min
of imcubation at the 100 M concentration and persised for 72 b i the MDA-MB-231 cells. Representative western blot banids for p-EGFR and EGFR are
presensed along with two replicase bands for the controd (indicated by 7C*). and for the treatment groups. as various concentrations of CTX (A and B) and for
ihe ireatment groups in differcnt treatment periods with CTX (C) Since CTX decrcases EGFR levels, GAPDH hands anc preseated as a controd of the loading

af p Band i

were pormalized to (GAPDH and preseated as a percentage of phosphate bufiercd saline-treated control cells. Data ane pre-

scnied as the means + standard crror of the mean, n=4-5 expenments. P<lL05 vs. the control cells, CTX. cetuximab; BGGFR, epidermal growth factor receptor.

cells/well) were plated in 6-well plates and treated with CTX
(0.01.0.1, 1, 10 or 100 nM} or EGF (1 nM} on the third day
following overnight serum starvalion. The concentration of
ligands and the duration of cell treatment are specified in
the results section. In some experiments. prior to CTX or
EGF stimulation. the cells were pre-treated with one of the
following inhibitors: AGI478 (10 pM), LY 294002 (10 aM)
or PP2 (10 M) for 30 min. Following stimulation. the cells
were immediately placed on ice and washed with ice-cold
phosphate-buffered saline and homogenised in 100 pl lysis
buffer (Roche Molecular Diagnostics, Mannheim, Germany)
containing 1% Nonidet P40, 0.02 M sodium orthovansdate
and protcase inhibitors. Following homogenization, the cells
were incubated for 15 min and centrifuged at 5000 x g for
5 min at 4°C. After collecting the supernatant, the protein
concentration was determined using the Bradford protein
assay and the samples were stored at -B0°C. Electrophoresis
and weslern blot analysis were performed as previously
described (36). Band intensities were corrected against
+ERKL2. t-AKT or GAPDH expression. As a control of the
loading amount of protein. GAPDH bands were used and the
band intensitics of p-EGFR. p-1GF-1R or p-VEGFR-2 were
corrected against the GAPDH bands. The band intensities
of EGFR. IGF-1R and VEGFR-2 were notl used for the
corrections, due 1o internalization and/or degradation of these
receptors following ligand stimulation.

Real-time cellular morphelogy and cell prodiferation assay
by impedance measurements. These assays were performed as

116

previously described (37-39), using the xCelligence Real Time
Cell Analyzer (RTCA) DP system (ACEA Biosciences.
Inc., San Dicgo, CA, USA). Bricfly, the MDA-MB-231 or
MDA-MB-468 cells (6,500 cells/well: E-plate) were sceded
inle each well. Subsequently, the impedance of cach well
of the E-plate was measured continuously for 20-24 h at
37°C with 5% CO;. For the cell proliferation assay, after
the first 20-24 h, CTX or EGF was added to the wells and
the impedance measurement was recorded for 72-96 h. For
cellular morphology measurement, after the first 20-24 h, the
medium in each well was replaced with serum-free medimm
and incubated for 4 h at 37°C with 5% CO,. CTX or EGF
wis then added to the wells and impedance was recorded for
24 h. The results were analysed using RTCA data analysis
software 1.0 {ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA).

Cell viability wis also assessed by the WST-1 proliferation
assay according o the manufacturer's instructions (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany).

Statistical analvsis. Data are reported as the means + standard
error of the mean, while “n’ represents the number of
independent experiments for each indicated condition. The
results were obtained from 4-5 independent experiments.
Stanstical analysis was performed using SPSS 17.0 software
for Windows (SPS3, Inc., Chicago, 1L, USA). Comparisons
between multiple groups were performed with one-way
analysis of variance followed by Tukey's post-hoc test.
P<0.05 was considered to indicale a statistically significant
difference.
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HResults The CTX-stimulated phosphorylation was observable after
10 min of incubation at 100 nM and persisied for 72 h in
the MDA-MB-231 cells (Fig. IC) CTX also induced EGFR

phosphorylation in the MDA-MB-468 TNBC cells (Fig. 2B).

CTX induces the phosphorylation of EGFR. The ligands
that activate EGFR lead to the phosphorylation of the
1173 tyrosine residue of the EGFR receptor (5). CTX at

concentrations of 0.01. 0.1, 1, 10 and 100 oM significantly CTX induces fess prominent EGFR phosphorviation

increased the phosphorylation of the 1173 tyrosine residue
of the EGFR receptor (Fig. 1 A), similar to EGF (Fig. 2A).
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compared with EGF. CTX at a concentration of 100 nM [used
as the maximum concentration. which is =200-fold its Kd
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phosphorylation (1 nM. 30 min) of PI3K and Akt in the MDA-MB-231 cells. Represeatative western blot bands for p-SRC, p-PLMK, p-Akt p-ERK 12, Akt and
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Pl 05 v, CTX: P05 ve. BGE. CTX. cetuximab; EGF, epidermal growth factor: BEGFR. epadermal growth factor receptor.

(dissociation constant) of 039 nM and sufficient Lo saturate
EGFR] producced significantly less EGFR phosphorylation
compared with | oM EGF, a full agonist, in both the
MDA-MB-231 (Fig. 2A) and MDA-MB-468 (Fig. 2B) cells.

CTX partially inhibits EGF-mediated EGFR phosphorylation.
1115 well known that a partial agonist causes the incomplete inhi-
bition of the response induced by a full agonist. Accordingly,
CTX (100 nM) incompletely inhibited EGF-induced EGFR
phosphorylation at the 1 nM EGF concentration in both the
MDA-MB-231 (Fig. 2A) and MDA -MB-468 (Fig. 2B) cells.

CTX causes the degradation of EGFR and partially mhibits
the EGF-mediated degradation of EGFR. When measuring
the EGFR levels following treatment of the cells with
CTX (100 aM) or EGF (1 nM), a decreased level of EGFR
was observed in the MDA-MB-23] (Figs. 1B and 3A) and
MBDA-MB-468 (Fig. 3B) cells. These results indicale that CTX
functions hike a partial agonist in the degradation of EGFR
and. as expected, CTX reduces the EGFR levels 1o a lesser
extent compared with EGF (Fig. 3). Furthermore, CTX only
partially inhibited the EGF-mediated decrease in EGFR levels
(Fig. 3).

CTX triggers the EGER downstream pathwey. Allerobserving
Tyrl173 phosphorylation of EGFR with CTX, the downstream
signalling of EGFR was investigated. Inthe MDA-MB-231 cells,
CTX treatment significantly enhanced the phosphorylation of
Src kinase. PI3K and Akt but not ERK1/2 (Fig. 4A and B).
The phosphorylation of Akl was antagonized by the Src Kinase
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inhibitor. PP2. and the PI3K inhibitor, LY294002 (Fig. 4B). It
was therefore deduced that the stimulation of EGFR by CTX
activates Sre kinase and PI3K, and canses the phosphorylation
of Akt. The CTX-mediated phosphorylation of PIAK and Akt
was less prominent compared with that induced by EGFE, and it
also partially inhibited the EGF-sumulated phosphorylation of
PI3K and Akt in the MDA-MB-231 cells (Fig. 4C).

In the MDA-MB-468 cells. CTX also increased the
phosphorylation of Src Kinase and PI3K. but not that of Akl
and ERK1/2 (Fig. 5A4). The CTX-mediated phosphorylation
of PI3K was less prominent compared with that induced by
EGF, and it also partially inhibited the EGF-stimulated phos-
phorylation of PI3K in the MDA-MB-468 cells (Fig. 5B).
These results indicate that the partial agonistic activity of
CTX is observable in the EGFR downstream signalling
pathway.

The possible reasons as to why CTX did not increase the
basal phosphorylation of ERK1/2 in the MDA-MB231 cells or
the phosphorylation of ERK1/2 and Akt in the MDA-MB.468
cells are addressed below in the Discussion.

CTX induces IGF-IR and VEGFR-2 phosphorylation. In the
present study, the effects of CTX or EGF on the phosphoryla-
tion status of IGF-1R and VEGFR-2 were also evaluated. CTX
and EGF induced the phosphorylation of both IGF-IR and
VEGFR-2 in the MDA-MB231 (Fig. 6) and MDA-MB-468
(Fig. 7 cells. This induced ylation was inhibited by
the EGFR tyrosine kinase inhibitor, AGI4TE. and the Src kinase
inhibator. PP2. in both the MDA-MB-231 (Fig. 6A and B) and
MDA-MB-468 (Fig. 7A and B) cells. These results suggest that
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the CTX-mediated activation of EGFR and Src kinase trigger
the phosphorylation of IGF-1R and VEGFR 2.

CTX partially inhibits EGF-mediated IGF-IR und VEGFR-2
phosphorylation, As with EGFR phosphorylation, CTX
treatment at 100 oM produced significantly less IGF-1R and
VEGFR-2 phosphorylation compared with the full agonist,
EGF at 1 nM (Figs. 6C and 7C). CTX also functioned as a
partial agonist. partially inhibiting the IGF-1R and VEGFR-2
phosphorylation induced by EGF (1 nM) in the MDA-MB-231
{Fig. 6C) and MDA-MB-468 cells (Fig. 7C).

CTX alters cellular morphology in a manner similar to
EGF. Immediate morphological changes induced by growth
factors can be detected using real-time cell-based impedance
measurement (38-40). In this study. cell-based impedance
technology was also used to evaluate the rapid morphological
changes induced by RTK activity triggered by EGF or CTX
in the MDA-MB-23] and MDA-MB-468 cells. Both CTX
{100 nM) and EGF (1 nM) induced sigmficant morphologacal
changes during 4-10 h of cell stimulation (Fig. B). These resulis
indicate that CTX induces RTK activity similar to EGF in
terms of cellular morphology in both the MDA-MB-23] and
MDA-MB-468 cells.

Sre kinase inhibilor enhances the CTX-mediated anti-prolife-
rative effect. The effect of CTX on eellular proliferation was
examined in the presence of the Src kinase inhibitor. PP2.
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which anlagonires the CTX-induced phosphorylation of Sre
kinase, PI3K. Akt, IGF-IR and VEGFR-2. CTX alone did not
affect the proliferation of the MIDA-MB-231 cells. but induced
a 15% inhibition of the proliferation of the MDA-MB-468
cells (Fig. 9). The Src kinase inhibitor, PP2, at 10 M induced
4 20 and 27% inhibition of MDA-MB-23] and MDA-MB. 468
cell proliferation, respectively. In combination with CTX,
however. this response increased to 38% in the MDA-MB-231
cells and to 45% in the MDA-MB-468 cells (Fig. 9). The
results oblained by assessing cell viability by WST-1 assay
idata not shown) and the RTCA system were similar.

Medel of CTX-mediated partiol agonistic action. Based on
the observations that the CTX-mediated phosphorylation of
EGFR, IGF-1R and VEGFR-2, PI3K and Akt were inhibited
by the EGFR tyrosine kinase inhibitor, AGI478. and the Src
kinase inhibitor, PP2, it was suggested thal the partial agonistic
action of CTX leads to the phosphorylation of EGFR and
Sre kinase. which mediates the phosphorylation of IGF-IR,
VEGFR.-2, PI3K and Akt (Fig. 10).

Discussion

The blocking and/or silencing of the EGFR signalling pathway
is one of the fundamental treatment stralegies for TNBC,
since EGFR overcxpression is associated with an aggressive
phenotype and a poor clinical outcome (8-12). Several
antibodics have been developed to shut down EGFR signalling
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Figure 1. Model of cetuximab effect on epidermal growih factor receptor | EGFR) in brenst cancer cell lines. Cetuximab leads to transactivation of IGF-1R and
VEGFR-2 via an BEGFR and Sre kinase-dependent pathway tn MDA-MB-231 and MIDA-MB-468 cclls, which also cooses activation of phosphoinosgtide-3-ki-
nasc (PI3K) in both cell lines and serine-threonine kinases (Akt) in MDA-MB-23) cells,

by blocking the binding of growth factors. However, these
antibodies may not only antagonize the binding of growth
factors or completely shut down EGFR signalling. but may also
exeri agonist-like effects or act like partial agonists (24-26).
Omne of the unavoidable resulls of this action may be Inggering
malignant signalling in cancer cells, similar to growth factors,
which may explain the lack of an anticancer response pattern
in TNBC cells. TNBCs are resistant lo treatment with the
EGFR antibody, CTX. The primary focus of the present study
was o determine whether CTX possesses partial agonist-like
properties and triggers the EGFR signalling pathway: we then
investigated whether these properties are partly responsible for
TNBC cell resistance to CTX.

To define an antibody as a partial agonist, it must exert
an agonistic effect upon binding 1o a receptor. To clucidate
this. we initially determined whether CTX causes the
auto-phosphorylation of EGFR and triggers ils downstream
signalling pathway similar 1o an EGFR agonist. [t was observed
that the treatment of MDA-MB-23]1 and MDA-MB-468 cells
with U1 X significantly increased the 1yrl 113 phosphoryiaton
of EGFR.. which was the first indication that CTX may
function as a partial agonist of EGFR. To determine whether
the CTX-mediated Tytl 173 phosphorylation of EGFR tnggers
downstream signalling. the activily status of Sr¢ kinasc,
PI3K, Akt and ERK1/2 in the CTX-treated cells was then
evaluated. CTX treatment was found 1o markedly enhance
the phosphorylation of Src kinase. PI3K and Akt in the
MDA-MB-231 cells, and the phosphorylation of Src Kinase
and PI3K in the MDA-M468 cells. However, we observed no
increase in the phosphorylation of ERK 1/2 with CTX treatment
in either the MDA-MB-231 or MDA-MB-468 cells. This may
be explained by the high level of ERK1/2 expression in these
cells. together with the high basal phosphorylated ERK1/2
level (41), which may also be linked 1o KRAS and BRAF
mutations in MDA-MB-231 cells (21). Therefore, CTX cannot
further promote the phosphorylation of ERK1/2 in these cell
limes. Stmalarly, CTX did not enhance Akt phosphorylation in
MDA-MB-468 cells, which is also most likely associated with
the high hasal level of phosphorylated Akt in MDA-MB-468
cells, which lack the funclional tumour suppressor

Akt-inhibiting gene, PTEN (21.42). By contrast, EGF, as a full
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agomst, did enhance ERK1/2 and Akl phosphorylation in these
cell lines (data rot shown). These results indicate that the signal
strength must be at the level induced by the full agonist (EGF)
on EGFR in order to observe AKl or ERK1/2 phosphorylation,
whercas the weak signal induced by the partial agonist (CTX),
is not sufficient o achieve phosphorylation of ERK1/2 and Akt
in the MDA-MB-468 and ERK1/2 in MDA-MB-231 cells.

Growth factors cause the activation of both their own
specific receptors and different types of growth factor
receptors (34.35). The EGF sumulation of EGFR leads 1o
the phosphorylation of IGF-1R in an Src kinase-dependent
manner (34). There is also a synergistic interaction between
EGFR and VEGFR-2, while EGF stimulation increases
both the expression and phosphorylation of VEGFR-2 (35),
and activation of Src kinase also mediates transactivation
aof VEGFR-2 (43). After observing the CTX-mediated
phosphoryiation of EGFR and Sre kinase, the effect of CTX on
IGF-1R and VEGFR-2 phosphorylation was examined, and it
was observed that CTX enhanced the phosphorylation of both,
and that this induced phosphoryiation was mhibited by the
EGFR tyrosmme kinase inhibitor, AGGI478, and the Src Kinase
inhibitor. PP2. In our experiments. although CTX treatment
led to an mmerease m the level of phosphorylated 1GF-1R and
VEGFR-2. it caused some dechne or no change in the level
of IGR-1 and VEGF-2. After observing this vanability in the
total level of IGF-IR or VEGF-2 we did not measure their
level in each experiment. The stimulation or phosphorylation
of tyrosine kinase residues of EGFR, VEGFR-2 and IGF-1R
leads to their internalization and degradation but does
nol increase their cellular level (44-47). We also observed
that CTX stimulation significantly decreased the level of
EGFR (Figs. 1-3). Taken together. our data suggest that the
CTX-mediated phosphorylation of EGFR. VEGFR-2 and
IGF-1R is not related 1o an increase in their expression fevel.
Based on these findings. it is suggested that the CTX-mediated
activation of EGFR tyrosine kinase leads to the phosphorylation
of EGFR and triggers Src kinase activation, which mediates
the phosphorylation of IGF-1R and VEGFR-2 (Fig. 10).

As mentioned above. the stimulation of EGFR by agonists,
such as EGF, causes the rapid internalization and degradation
of the receptor (44). Based on these and our initial observations
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indicating the decline in the level of EGFR with both CTX
and EGF treatments, we measured the EGFR levels following
treatment with CTX to further evaluate the agonist-like action
of CTX. It was observed that CTX treatment led to a decline
in EGFR levels in both the MDA-MB-231 and MDA-MB468
cells. In this response pattern, CTX acted as an agonist, but
did not reduce the EGFR levels to a greater extent than EGF.
Riese (26) proposed that partial agonist/antagonist antibodies
trigger the phosphorylation of the Tyr residues of RTK s, leading
1o the degradation and irreversible inhibition of the receptor.
This partial agonistic property of monoclonal antibodics may
be an advantage for EGFR-targeted anlicancer effectiveness.
Ferraro ef al (48} also suggested an alternalive stratcgy for
inhibiting tumour growth by enhancing the internalization of
EGFR. increasing #s degradation amd inhibiting its recycling
through the use of EGFR-targeted monoclonal antibodies.
From our results, it may be concluded that although CTX
causes the degradation of EGFR, this is not sufficient to exert
a pronounced anti-proliferative effect on TNBC cells.

Several studies have demonstrated that growth factors
and RTK agonists induce immediate morphological or
behavioural changes thal may be detected using real-time
cell-based impedance measurement (38-40). Thus, in this
study, we also measured the effect of CTX on cellular
behaviour or morphology as another approach to evaluating
its partial agonist-lilm sctivity. CTX was found to nduce
significanl morphological changes in the cells, similar 1o EGF,
indicating that CTX has a partial agonistic action n terms of
cellular morphology. It would also be better 1o visualize the
morphological changes induced with CTX in these cells by
using microscopic techniques in a future study,

The second important indication to define an antibody as
a partial agonist is that it has a notably lower signal sirength
compared with a full agonist. We therefore compared CTX- and
EGF-mediated responses. All the responses induced by CTX.
namely the phosphorylation of EGFR, IGF-1R, VEGFR-2, Akt
and PI3K. and reduced EGFR levels, were significantly less
pronounced compared with those induced by EGF as a full
agonist. These results clearly indicate that CTX can partally.
but ot fully. activate EGFR. A third typical indication of a
partial agonist is that it partmlly inhibits the response induced
by a full agonist. Our results clearly demonstrated that CTX
partially, but not fully, inhibited the EGF-mediated responses.

An important aspect of the results of the present study
is that the partial agomistic action of CTX causes EGFR
phosphorylation on the Tyrl173 residue, leading to the
phosphorylation of Src kinase. PI3K, Akt. IGF-IR and
VEGFR-2, All these signalling molecules are coupled to
4 malignant phenolype. Previous research, as well as the
present study, have demonstrated that MDA-MB-231 and
MDA-MB-468 cells are resistant 1o CTX treatment (33 49 50).
This partial agonistic property may therefore be implicated in
the mechanism underlying the resistance of these cell lines to
CTX. Based on the observation that the inhibition of Src kinase
significantly inhibited the CTX-mediated phosphorylation of
PI3K. Akt IGF-1R and VEGFR-2, we investigaled whether
the activation of Src kinase could partly explain the resistance
of these cells 1o CTX. For this purpose, the effect of CTX on
cellular proliferation was examined m the presence of the Src
kinase inhibitor, PP2, in the MDA-MB-231 and MDA-MB-468

GURDAL et el PARTIAL AGONISTIC EFFECT OF CETUXIMAB ON EGFR IN TNBC

cells. Indeed. PP2 significantly enhanced the CTX-mediated
anti-proliferative response in these cell lines. As expected,
however. the partial agonistic action of CTX could not fully
explain the resistance observed in these cell lines, since these
cells harbour mutations in KRAS/BRAF and PTEN that cause
EGFR-independent activation of malignant signalhing.

Various results reported in the literalure also supporl
our findings that CTX can cause the phosphorylation of
EGFR, IGF-IR and Src kinase in several different cancer
cell lines, which are primarily refractory or have acquired
resistance (30-32.51.52). In particular, CTX.scnsitive cancer
cells may become resistant following CTX treatment (18 .53-55).
There is evidence to indicate that EGFR. HER2. HER3.
e-Met and VEGFR-2 are overexpressed, and also that Src
kinase and PI3KJAKL actlivity increase in acquired CTX
resistance (18-20.54 56-58). CTX can phosphorylate and
activate EGFR in non-small cell lung cancer cells or in head
and neck squamous cancer cells (30.31.54). Yoshida er al (30)
reported that CTX led to the dimerization of EGFR and caused
the phosphorylation of the Tyr845. Tyrl068 and Tyrl173
residites in the non-small cell lung cancer cells lines, H292
and H460. Accordingly. it is very important Lo examine and
clucidate a possible partial agomist action of CTX and its role
in acquired resistance of cancer cells. The CTX-mediated
phosphorylation or activation of growth faclor receplors
have not been specifically addressed to date as a mechanism
underlying resistance, and this phenomenon has not been
dehned as partial agonism. The results of the present study are
novel, as they clearly demonstrated the partial agonist action of
CTX and, therefore, have drawn attention to the possibility that
the partial agonistic action of monoclonal antibodies may be
key to the resistance to EGFR-targeted therapies.

To further elucidate the cffectivencess of EGFR-1argeted
antibodies in cancer cells exhibiling high EGFR signalling,
it would be valuable to compare the anticancer effectiveness
of antibodies with different properties or efficacies; one may
act like a neutral antagonist on EGFR. thereby preventing
any type of phosphorylation or activation of EGFR or its
downstream signalling molecules, whereas another may act
hke a biased agomist that sclectively tniggers a speaibic EGFR
signalling pathway. The binding of this iype of antibody to
EGFR may lead to the phospherylation of the Tyr residues
that trigger its ubiquitination and facilitate its degradation, but
without the phosphorylation of the Tyr residues that trigger
malignant signalling. Such an antibody could completely shut
down EGFR signalling. Therefore, it is ¢rucial 1o understand
the therapeutic effectiveness of EGFR-targeted antibodies
with different properties, such as partial agonists, neutral
antagonists and bissed agonists. in the treatment of cancers
that retam ligh EGFR signalling.

In conclusion, the results of the present study indicate
that CTX exerts a partial agonistic effect on EGFR. which
leads to the phosphorylation of EGFR, Src kinase, PI3K,
Akt IGF-IR and VEGFR-2. whereas the inhibition of this
induced phosphorylation by the Sr¢ Kinase inhibitor, PP2,
enhances its anti-proliferative effect. To the best of our
knowledge, this study is the first to emphasize the partial
agonist properties of CTX, which are likely implicated in the
mechanisms underlying the resistance of MDA-MB23] and
MDA-MB46E cells 1o CTX. The anticancer effectiveness of
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CTX should thus be examined further by blocking its partial
agonist action through Src kinase inhibition in preclinical
and clinical studies.
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