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ÖZET 

MDA-MB-231 MEME KANSERİ HÜCRE DİZİSİNDE PROSTAGLANDİN 

ENDOPEROKSİD H SENTAZ 2 (PTGS2), KALRETİKULİN (CALR) VE 

KERATİN-19 (KRT19) GENLERİNİN TRANSKRİPSİYON AŞAMASINDA 

ANLATIMLARININ ARAŞTIRILMASI  

 

Duygu Kaya 

Tıbbi Biyoloji ve Genetik Yüksek Lisans Programı 

Danışman: Dr. Öğretim Üyesi Süreyya BOZKURT 

 

2020 

 

Çalışmadaki amaç, bir meme kanseri hücre dizisi olan MDAMB-231’de prostaglandin 

endoperoksid h sentaz 2 (ptgs2), kalretikulin (calr) ve keratin-19 (krt19) genlerinin 

transkripsiyon düzeyindeki gen anlatımlarının belirlenmesi ve karşılaştırılmasıdır. Bu 

çalışmada hücre kültürü teknikleri, yarı manuel kit ile RNA izolasyonu, termal döngü 

cihazında cDNA sentezi ve eş zamanlı kantitatif PCR yöntemleri kullanılmıştır. 

Kültürlenen meme hücre hatlarından total RNA’lar ayrıştırılıp enzimatik olarak 

tamamlayıcı DNA’lara dönüştürülmüştür. PTGS2, CALR ve KRT19 genlerine özgü 

tasarlanmış olan primerler ile eş zamanlı PCR yapılmıştır.  

Sonuç olarak 3 kez tekrarlı eş zamanlı PCR sonuçlarının delta delta Ct hesaplaması ile 

MDAMB-231 hücre hattında PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat; CALR gen ifadesinde 

1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artış olduğu saptanmıştır. Bu üç genin 

farklı kanserlerde, apoptoz direnci, metastatik dağılımlar, anjiyogenez gibi biyolojik 

süreçlerde rol alabildiği tespit edilmiştir.KRT19, CALR, PTGS2  genlerinin meme 

kanseri gelişiminde rol aldığı ve ileride yapılacak detaylı çalışmalarla prognostik 

öneme sahip olacağı ön görülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, eş-zamanlı PCR, gen anlatımı, PTGS2, CALR, 

KRT19  
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF PROSTAGLANDIN ENDOPEROXID H SYNTHASE 2 

(PTGS2), CALRETICULIN (CALR) AND KERATIN-19 (KRT19) GENES 

EXPRESSION AT THE TRANSCRIPTION STAGE IN THE MDA-MB-231 

BREAST CANCER CELL LINE 

 

Duygu Kaya 

Medical Biology and Genetics Master Program 

Advisor’s: Asst. Prof. Sureyya BOZKURT 

 

2020 

 

The aim of the study was to determine and compare the gene expression of 

prostaglandin endoperoxide h synthase 2 (PTGS2), calreticulin (CALR) and keratin-

19 (KRT19) genes in MDAMB-231 transcription-level, a breast cancer cell sequence. 

Cell culture techniques, RNA isolation with semi-manual kit, cDNA synthesis in 

thermal loop device and real time PCR methods were used in this study. Total RNAs 

from cultured breast cell lines were isolated and enzymatically converted into 

complementary DNA. PCR was used simultaneously with designed specific primers 

for the PTGS2, CALR, and KRT19 genes. 

As a result, 3-time simultaneous PCR results were found to be 14.92 times higher in 

PTGS2 gene expression; 1.45 times higher in CALR gene expression; and 6.72 times 

higher in KRT19 gene expression in MDA MB-231 cell line by Delta Delta Ct 

calculation. These three genes have been found to play a role in different cancers, in 

biological processes such as apoptosis resistance, metastatic distributions, 

angiogenesis. KRT19, CALR, PTGS2 genes are involved in the development of breast 

cancer and may will have prognostic significance with detailed studies to be carried 

out in the future. 

Keywords: Breast cancer, Real-time PCR, expression, PTGS2, CALR, KRT19 
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GİRİŞ  

Meme kanseri en sık görülen kanser türüdür ve ölüm nedenleri arasında ikinci 

sırada gelmektedir. Meme kanseri alanında yapılan birçok çalışmada, KRT19, CALR, 

COX-2 genlerinin tümör gelişimi, ilerlemesi, yayılması ve metastazı açısından önemi 

vurgulanmıştır. KRT19, CALR, COX-2 genlerinin ekspresyon mekanizmalarının 

ortaya çıkarılmasının yeni bilgiler sağlayabileceği ve yeni hedefler belirleyebileceği 

bildirilmektedir. 

1. GENEL BİLGİLER 

  KANSER  

Kanser, genetik değişikliklerin düzenli olan sürece müdahalesi ile başlar. Hücreler 

kontrolsüz bir şekilde çoğalırlar. Bu hücreler, tümör adı verilen bir kitle oluşturabilir. 

Bir tümör kötü veya iyi huylu olabilir.  

Metastasik bir tümör çoğaldıkça, kan akımı veya lenfatik sistem kanser hücrelerini 

vücudun diğer kısımlarına taşıyabilir. Metastaz olarak bilinen bu süreçte kanser 

hücreleri çoğalır ve yeni tümörlere dönüşebilir (Caughran ve ark.,2018). 

Bir kanserin yayıldığı ilk yerlerden biri lenf bezleridir. Lenf bezleri, enfeksiyonla 

savaşmaya yardımcı olan küçük organlardır. Boyun, kasık bölgesi ve kolların altı gibi 

vücudun farklı bölgelerinde küme şeklinde bulunurlar. 

Kanser kan dolaşımı ile kemik, karaciğer, akciğer veya beyin gibi vücudun her 

bölgesine yayılabilir. Kanser ilk nerede başladıysa ona göre isimlendirilir. Örneğin, 

meme kanseri akciğerlere yayılırsa, akciğer kanseri değil, metastatik meme kanseri 

olarak adlandırılır. 

Kanser vücudun hemen her yerine yayılabilir. Bazı kanser türleri vücudun belirli 

bölgelerine yayılma eğilimindedir. Örneğin meme kanseri kemik, karaciğer, akciğer, 

göğüs duvarı ve beyne yayılma eğilimindedir (Joshi ve ark.,2018). 
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 Meme Kanseri  

Kanser, oluştuğu vücut kısmından sonra adlandırılır; bu nedenle, meme kanseri, 

meme dokusundan kaynaklanan hücrelerin düzensiz büyümesini ve çoğalmasını ifade 

eder (Khuwaja ve ark.,2004). 

Meme, iki ana doku türünden, yani glandüler dokulardan ve stromal dokulardan 

oluşur. Glandüler dokular süt üreten bezleri ve kanalları barındırırken, stromal dokular 

memenin yağlı ve lifli bağ dokularını içerir. Meme, hücresel sıvıları ve atıkları gideren 

lenfatik doku bağışıklık sistemi dokusundan da yapılır (Khuwaja ve ark.,2004). 

 

 

Şekil 1.1. Meme Anatomisi 

Meme kanseri uzun yıllardan beri yaygın olan ve farklı alt tipler içeren son derece 

heterojen bir hastalıktır. Meme kanserinin heterojenitesinin tanınmasında ilk adım, 

meme kanseri örneklerinin yaklaşık üçte ikisinde fonksiyonel hormonal reseptörlerin 

varlığının gösterilmesidir. Teknolojilerin geliştirilmesi ve özellikle tamamlayıcı DNA 

(cDNA) mikrodizilerinin kullanılması bize şimdi binlerce genin eşzamanlı analizini 

ve gen ekspresyon profilleri / genetik parmak izlerine dayalı yeni, daha rafine edilmiş 

meme kanserinin alt tiplerinin oluşturulmasını sağlamaktadır (Martín M. ,2006 ). 
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  MEME KANSERİNİN SINIFLANDIRILMASI VE AŞAMALARI 

 Patolojiye, İnvazivliğe ve Prevalansa Dayalı Meme Kanseri Tipleri 

Kanallar, lobüller veya aralarındaki doku gibi memenin farklı bölgelerinde 

bulunan birçok meme kanseri türü vardır. Meme kanseri tipi, etkilenen spesifik 

hücreler tarafından belirlenir. Hangi hücre orijininin dahil olduğuna bağlı olarak, 

meme kanserleri, karsinomlar ve sarkomlar olmak üzere iki sınıfta incelenebilir. 

Karsinomlar, memenin epitelyal bileşeninden kaynaklanan meme kanserleridir. 

Bunlar, lobülleri düzenleyen hücreler ve süt üretiminden sorumlu terminal 

kanallarından oluşur. Sarkomlar, memenin stromal bileşenlerinden kaynaklanan, 

miyofibroblastları içeren çok nadir görülen bir meme kanseridir. Bazı durumlarda tek 

bir meme tümörü farklı hücre tiplerinin bir kombinasyonu olabilir (Veronesi ve ark 

2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 

2007; Allison ve ark 2012). 

Çoğu meme kanseri karsinomdur. Büyük karsinom grubunda, primer tümör 

bölgelerine göre tanımlanmış birçok meme kanseri türü vardır. Çeşitli alt tipler 

arasında ayrım yapabilmek, her birinin farklı prognozları ve tedavi sonuçları 

olduğundan hayati öneme sahiptir. Patolojik özellikler ve invazivite kriterlerine göre, 

yaygın meme kanserleri üç ana gruba ayrılabilir: invaziv olmayan, invaziv ve 

metastatik meme kanserleri (Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 

1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012). 

1.2.1.1 İnvaziv olmayan meme kanseri 

Yerinde Ductal karsinomu (DCIS; ayrıca intraductal karsinom olarak da bilinir): 

En yaygın meme kanseri türlerinden biri olan DCIS, önceden var olan normal 

kanalların içinde gelişen invaziv olmayan bir meme kanseridir (Veronesi ve ark 2005; 

Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; 

Allison ve ark 2012). 

DCIS'in kendi invazif olmasa da, in situ karsinomların invazif kanser olma 

potansiyeli yüksektir, bu nedenle erken ve yeterli tedavi, hastanın invaziv kanser 

geliştirmesini önlemede önemlidir. 
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1.2.1.2 İnvaziv veya infiltre olan meme kanseri  

İnvaziv meme kanserleri, çevresindeki meme stromal dokusunda büyüyen normal 

meme lobları ve kanallarının dışına saldıran ve yayılan kanser hücrelerine sahiptir 

(Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; 

Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012). 

1.2.1.3 İnvaziv karsinomlar 

Lenf bezleri veya diğer organlar gibi vücudun diğer bölgelerine yayılma ve 

metastaz oluşturma ve böylece metastatik meme kanserlerinin sınıflandırmasına giren 

bir potansiyele sahiptir (Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; 

Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012). 

İlgili doku ve hücre tiplerine dayanarak, invaziv meme kanserleri ayrıca aşağıdaki 

iki tipe ayrılır: 

İnvaziv Ductal Karsinomu (IDC): IDC, tüm meme kanserlerinin yaklaşık %80'i 

invaziv duktal karsinomlardan oluşan en yaygın meme kanseri türüdür (Veronesi ve 

ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 

2007; Allison ve ark 2012). 

IDC sınıflandırması birkaç alt tip içerir: Memenin tübüler karsinoması, memenin 

medüller karsinoması, memenin müköz karsinomu, memenin papiller karsinoması ve 

memenin kribriform karsinomu (Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve 

ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012). 

İnvaziv Lobüler Karsinom (ILC): ILC, en yaygın ikinci tip meme kanseridir ve 

tüm meme kanserlerinin yaklaşık %10-15'ini oluşturur. ILC her yaşta kadını 

etkileyebilse de, yaşlı kadınlarda daha yaygındır. ILC, IDC'den daha erken yaşta, 

örneğin 60'lı yaşların başında IDC için 50'li yaşların ortasına geçme eğilimindedir 

(Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; 

Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012). 

IDC ve ILC kanserlerinin her biri farklı patolojik özellikler gösterir. Lobüler 

karsinomlar, ayrı ayrı veya tek hücreler halinde büyür ve bunları duktal 

karsinomlardan ayıran farklı moleküler ve genetik sapmalara sahiptir. Ductal ve 

lobüler karsinomlar farklı prognozlara ve tedavi seçeneklerine sahip olabilir ve bu 

nedenle birbirlerinden açıkça ayırt edilebilmeleri önemlidir (Veronesi ve ark 2005; 
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Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; 

Allison ve ark 2012). 

  MEME KANSERİ VE ETİYOLOJİSİ 

Meme kanseri en sık görülen kanser türüdür ve ikinci önde gelen ölüm 

nedenlerindendir. Bu hastalık, 45-55 yaşları arasındaki kadınlarda birincil ölüm 

nedenidir (Jemal ve ark.,2009) Kanserin primer risk faktörleri yaş (Steiner ,2008), 

yüksek hormon seviyesi (Yager ve ark.,2006), ırk, ekonomik durum ve diyetteki iyot 

eksikliğidir (Venturi,2001; Stoddard ve ark.,2008).  

  MEME KANSERİ GELİŞİMİ VE ETKİLİ OLAN GENLER 

Moleküler düzeyde embriyonik gelişim ve kanserin ilerlemesi arasında dikkate 

değer paralellikler vardır (H. Macias ve ark.,2012; RJ Huebner ve ark.,2014). İnsan 

gelişimi, hücrelerin birbirleriyle ve çevreleriyle iletişim kurmasına izin veren karmaşık 

sinyal yolları ile sıkı bir şekilde kontrol edilir (Hunter, 2000; Hunter,2007). Temel 

olarak, kanser, hücrelerin normal olarak çoğalma, hayatta kalma ve göçlerini kontrol 

eden mekanizmalardan kaçmalarına izin veren genetik ve epigenetik değişiklikler 

tarafından yönlendirilir (Sever ve ark.,2015). Bu değişikliklerin çoğu, hücre 

çoğalmasını ve bölünmesini, hücre ölümünü, hücre farklılaşmasını ve hücre 

hareketliliğini yöneten sinyal yollarına işaret eder (Sever ve ark.,2015). Böylece, 

proto-onkogenlerin aktif mutasyonları, bu sinyal yollarının hiperaktivasyonuna neden 

olabilirken, tümör baskılayıcı genlerin etkisizleştirilmesi, sinyalleşmenin kritik negatif 

regülatörlerini ortadan kaldırır (Sever ve ark.,2015). 

Meme kanseri, aşırı ifade edilen ve meme kanseri hücrelerinin ilerlemesinde kilit 

aktörler olarak rol oynayan birçok farklı gen bulunduğundan, heterojen bir hastalıktır. 

Östrojen reseptörü (ER), insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2 / neu), 

progesteron reseptörü (PR) ve ürokinaz plazminojen aktivatörü (uPA) gibi meme 

kanseri belirteçlerinin ifadesi, meme kanserinin ilerlemesini ve agresifliğinin 

değerlendirilmesi amacıyla kullanılmaktadır (Polyak ve ark.,2011; Chan ve ark.,2015; 

Tang ve ark.,2013). 

 Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü (EGFR) 

EGFR, reseptör tirozin kinaz ailesinde bulunan bir transmembran reseptörüdür 

(Mansel ve ark.,2007).  
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EGFR, meme kanserinin ilerlemesi ile ilişkilendirilen reseptörlerden biridir ve 

EGFR'nin aşırı ekspresyonu sıklıkla kötü prognoz ile ilişkilidir (Harris ve ark.,1992).  

MDA-MB-231 göğüs kanseri hücre dizisi üzerinde ve EGF'nin, ERK1 / 2 sinyal 

yolunun aktivasyonu ile meme kanseri hücrelerinin göçünü uyarabildiği tespit 

edilmiştir (Price ve ark., 1999; Witsch ve ark.,2010). Moleküler apokrin meme kanseri 

(MABC) durumunda, meme kanserinin bu moleküler alt tipi, bu alt tip östrojen 

reseptörünün negatif ekspresyonuna sahip olduğundan kötü prognoz ile ilişkilidir (Liu 

ve ark.,2018). 

 İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör 2 (HER2 / ERBB2) 

HER2, ERBB2 geni tarafından kodlanan reseptör tirozin kinaz ailesinin 

üyelerindendir. Transmembran reseptörü, hücre büyümesi ve farklılaşması gibi çeşitli 

hücresel fonksiyonlarda önemli roller oynar (Gutierrez ve ark.,2011; Rubin ve 

ark.,2001). Bununla birlikte, bu genin amplifikasyonunun %20 ile %30'u meme 

kanseri tümörlerinde sıklıkla görülür (Mitri ve ark.,2012). HER2 ile östrojen reseptörü 

(ER), IGFR ve EGFR gibi diğer hücre zarı reseptörleri arasındaki çapraz geçişler, 

meme kanseri hücrelerinde MAPK ve PI-3 kinaz yolaklarında aşağı akış sinyalini 

başlatabilir (Kamaruzman ve ark.,2018). 

  MEME KANSERİNDE SİNYAL YOLLARI  

Hücre zarı reseptörleri ve iyon kanalları, hücre sinyalini etkileyen hücre dışı 

bölgeden hormonlar, nörotransmiterler, antikorlar, sitokinler, büyüme faktörleri ve 

iyonlar gibi uyaranları alırlar (Nooren ve ark.,2003). Uyarıcılar ve reseptörler veya 

iyon kanalları arasındaki etkileşimler, Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve 

fosfoinositid-3-kinaz-protein kinaz B (PI3K / AKT) ve Ca²⁺ sinyal yollarında olduğu 

gibi çeşitli sinyal yolaklarını tetikleyebilir. Sinyal iletim yolları arasındaki etkileşim 

veya karşılıklı konuşmalar, meme kanseri sinyal kaskadlarının karmaşıklığını arttırır, 

böylece hastalığın iyileştirilmesi sürecini zorlaştırır. Proto-onkojenler ve tümör 

baskılayıcı genler, büyüme, bölünme ve hayatta kalma gibi normal hücre 

fonksiyonlarının korunmasında rol oynarlar. Bununla birlikte, bu genlerin fonksiyon 

kazanma veya kayıplarla sonuçlanan delesyon, insersiyon veya nokta mutasyon 

formundaki mutasyonları, tümörijenezi başlatan, sinyalleme yollarını yapısal olarak 

aktive edebilir (Chial,2008; Basu,2018). 
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Şekil 1.2. Meme kanseri hücrelerinde çoğalma ve birkaç sinyal yolunun diyagramı 

 Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) Yolu 

Mitojenle aktifleştirilen protein kinazlar (MAPK'ler), hücre dışı sinyalleri iletme 

ve çoğaltmada işlev gören proteinlerdir (Schaeffer ve ark.,1999). ERK yolu 

aktivasyonundan sinyal veren MAPK, reseptör tirozin kinaz (RTK) gibi ligandın hücre 

zarı reseptörüne bağlanmasıyla düzenli olarak aktive edilir. Bunlar daha sonra örneğin 

Ras proteininin aktivasyonu için yolun aşağı akış tepkilerini teşvik edecektir. Ras 

aktivasyonu, gen transkripsiyonu ve ekspresyonu için sinyalleri çekirdeğe iletmek 

üzere ERK1 / 2 sinyal proteinlerinin daha sonra uyarılmasına yol açabilir; Böylece 

hücre proliferasyonu, sağkalım, apoptoz ve farklılaşma gibi biyolojik olaylar 

tetiklenebilir (Cargnello ve ark.,2011). MAPK'nın gen ifade düzeyinde azalma 

olduğunu gösteren çalışmalar, meme kanseri hücre proliferasyonunda ve hücre 

göçünde azalma olduğu tespit edilmiştir (Meng ve ark.,2011). 

 PI3K / AKT Yolu 

AKT veya protein kinaz B, hücre proliferasyonu, hayatta kalım, glikojen 

metabolizmasının ve hareketliliğinin düzenlenmesinde önemli bir faktördür (Vivanco 

ve ark.,2002). Memelilerde üç izoformda bulunur; AKT1, AKT2 ve AKT3. 

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), kognat reseptör tirozin kinazdan AKT'ye sinyallerin 

bağlanması için hayati bir proteindir (Baselga ve ark.,2011). Yapılan çok sayıda 
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çalışma, meme kanserlerinin %70'inde bu yolda yer alan genlerde birçok mutasyonun 

varlığını ortaya koymaktadır (Luo ve ark.,2003; Wickenden ve ark.,2010). 

 Kalsiyum Sinyal Yolu 

Kalsiyum (Ca²⁺) hücre sinyalizasyonunda görev alan önemli ikincil habercil 

molekülüdür. Homeostazını, normal hücre sinyal dizisinde stabil tutmak çok 

önemlidir. Ca²⁺, hücre döngüsünün G1'den S fazına ilerlemesi için siklin bağımlı 

kinazların (CDK4 ve CDK2) aktivasyonu ile ilgili olduğu için hücre çoğalmasında rol 

oynar (Roderick ve ark.,2008). 

 Notch Sinyal Yolu 

Notch sinyal yolu, bir hücrede ligandların ve bitişik hücrede Notch reseptörünün 

etkileşimi ile başlar (Acar ve ark.,2016). Bu sinyal yolu, proliferasyon, apoptoz, 

anjiyogenez, hipoksi, kanser kök hücre aktivitesi, mezenkimal geçiş ve metastaz gibi 

hücresel ilerleme ile ilişkilidir. Meme kanserinde Notch reseptörleri ve ligandlarının 

aşırı ifade edildiği bulunmuştur.  Meme kanseri hücrelerinin hayatta kalımının Notch 

sinyal yolu ile AKT yolu aktivasyonu üzerinden indüklenebileceği bulunmuştur (Acar 

ve ark.,2016; Ling ve ark.,2010; Cohen ve ark.,2010). 

 Hedhedog Sinyal Yolu 

Hedhedog sinyal yolu, hücre proliferasyonu, sağkalım, farklılaşma, doku 

homeostazı, rejenerasyon ve kök hücre bakımı sürecini kontrol eder (Kasper ve 

ark.,2009). Bazal benzeri meme kanserlerinin çoğu, önemli reseptörlerin (ER−, PR− 

ve HER2) üçlü negatif fenotipine sahiptir ve kemoterapi tedavilerine dirençlidir. Bazal 

benzeri meme kanserleri agresif bir büyümeye sahiptir ve diğer organlara metastaz 

yapma olasılığı yüksektir (Mott ve ark.,2018). 

 JAK / STAT Sinyal Yolu 

Sitokinler (örneğin, interlökinler, interferonlar ve büyüme faktörleri) gibi hücre 

dışı uyarıcılar, JAK / STAT sinyal yolunu aktive edebilir. JAK veya Janus kinaz ve 

STAT (sinyal transdüserleri ve transkripsiyon aktivatörü), transkripsiyonu ve gen 

ekspresyonu için çekirdeğe sinyalleri iletmede transmembran reseptörü ile işbirliği 

yapan hücre içi proteinlerdir. STAT, JAK'ın substratı olarak işlev görür, fosforile edilir 

ve gen transkripsiyonunu teşvik etmek için çekirdeğe gider. JAK / STAT sinyal yolu, 

hematopoezde rol oynar ve enflamatuar yanıt sürecine katılır. Bu sinyal yolu, hücre 
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çoğalmasını, farklılaşmasını destekleyebilir ve hücresel apoptozun kontrolünde bir rol 

alır (Croker ve ark.,2008). 

 Anti-Apoptotik Sinyal Yolu 

Anti-apoptotik sinyal yolu, meme kanserinde bir başka önemli bileşendir. BCL-

2, anti-apoptotik bir gendir. Bu genin, prostat, akciğer, mide, yumurtalık ve meme 

karsinoması gibi birçok kanserde aşırı ifade edildiği belirlenmiştir (Kirkin ve 

ark.,2004). BCL-2 (B hücreli lenfoma 2) proteini, kanser hücrelerinin uzun süreli 

hayatta kalımına yol açan anti-apoptotik bir rol oynar (Oltersdorf ve ark.,2005;Klasa 

ve ark.,2002;Carpenter ve ark.,2013;Hata ve ark.,2015). 

HER2 gibi büyüme faktörü reseptörlerinin aktivasyonu, PI-3 kinaz 

sinyalizasyonunun aktivasyonu yoluyla BCL-2 ifadesini değiştirebilir ( Carpenter ve 

ark.,2013). Östrojen reseptörü (ER) ile diğer membran reseptörleri arasındaki çapraz 

etkileşimler, BCL-2 gen ekspresyonu gibi hedef genlerin transkripsiyonunu 

indükleyebilir. BCL-2, proapoptotik proteinleri inhibe ederek, kanser hücrelerinin 

hayatta kalım süresini uzatırlar (Hata ve ark.,2015). 

  MEME KANSERİNDE TEDAVİ 

Meme kanserinin temel biyolojisinin anlaşılması başarılı tedaviler için yeni 

hedeflerin belirlenmesine veya meme kanserinin önlenmesine yardımcı olabileceği 

ümit edilmektedir. İdeal olarak, yeni terapötik veya profilaktik ajanların, meme tümör 

hücrelerinde kritik biyolojik yolları spesifik olarak hedefleyebileceği 

düşünülmektedir. Tedavinin 2 temel prensibi lokal nüks olasılığını ve metastatik 

yayılma riskini azaltmaktır. Radyoterapi, kanserin lokal kontrolünü sağlar. Metastatik 

nüks riski varsa, sistemik tedavi, hormonal tedavi, kemoterapi, hedefe yönelik tedavi 

veya bunların herhangi bir kombinasyonu uygulanır. Lokal ilerlemiş hastalıkta, 

sistemik tedavi, ameliyat için küçük veya hiç rolü olmayan bir palyatif tedavi olarak 

kullanılır (Rocque ve ark.,2018; Vande ve ark.,2018; Seroussi ve ark.,2018). 

  MDA-MB-231 HÜCRE HATTI 

MDA-MB-231 hücre hattı tıpta en sık kullanılan meme kanseri hücre hatlarından 

biridir. Bu hücre hattı ilk kez metastatik meme adenokarsinoması olan 51 yaşında bir 

kadının plevral efüzyonundan elde edilmiştir. En sık kullanılan insan meme kanseri 

hücre hattıdır (Cailleau ve ark.,1978). 
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Şekil 1.3. Kültürde MDA-MB-231 hücreleri 

MDA-MB-231 hücreleri östrojen reseptörü (ER) ve progesteron reseptöründen 

(PR) yoksun olduğu için oldukça agresif, zayıf farklılaşmış üçlü negatif meme kanseri 

(TNBC) hücre dizisidir. MDA-MB-231 hücrelerinin invazivliği, hücre dışı matriksin 

proteolitik bozunması ile ortaya çıkar (Liu ve ark.,2003; Chavez ve ark.,2010). 

ER, PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun eksikliğinin bir sonucu 

olarak, hücre hattı başlangıçta 'bazal' meme kanseri hücre dizisi olarak 

sınıflandırılmıştır (Holiday ve ark.,2011). 

Üçlü negatif meme kanseri, agresif bir meme kanseri şeklidir ve tedavi seçenekleri 

sınırlıdır. Üçlü negatif meme kanserinin moleküler temelini anlamak, etkili yeni ilaç 

gelişimi için çok önemlidir. Kemik metastazı araştırması için MDA-MD-231 hücre 

hattı, iyi bir araç olarak belirlenmiştir (Simmons ve ark.,2015). Çalışmalarda 

genellikle farelerin kemiklerine, beynine ve akciğerlerine metastaz yapan MDA-MB-

231 hücrelerinin alt klonları da izole edilmiştir. Böylece bu hücre hattı metastaz 

potansiyel aracıları olan genlerin ve yolakların çalışmaların da kullanılmıştır (Chavez 

ve ark.,2010; Bos ve ark.,2009; Kang ve ark.,2003; Minn ve ark.,2005). 

  CALR GENİ 

Kalretikulin, endoplazmik retikulumun lümeninde majör bir Ca²⁺ bağlayıcı 

(depolama) proteini görevi gören çok fonksiyonlu bir proteindir (Perrone ve ark., 

1999).  

Kalsiyum homeostazı, ER'nin lümenindeki kalretikulinin temel işlevidir 

(McCauliffe ve ark.,1992). ER dışında, kalretikulin hücre adezyonu (Rooke ve 
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ark.,1997), gen ekspresyonunun modifikasyonu (Wase ve ark.,1997) ve immün yanıtta 

(Smith ve ark.,1989) rol oynamaktadır. Kalretikulinin ayrıca hücresel proliferasyon ve 

metaplastik olaylar ile korele olduğu bildirilmiştir (Wase ve ark.,1997). 

Kalretikulin proteini, CALR geni tarafından kodlanan ve endoplazmik retikulum 

içerisinde ve dışarısında kritik görevlere sahip olmakla birlikte protein katlanmasında 

ve kalsiyum dengesinde anahtar rol oynayan bir proteindir. Kalretikulin, nüklear 

hormon reseptörleri tarafından gen transkripsiyonunun düzenlenmesinde önemli bir 

modülatör görevi görebilir (Michalak ve ark.,1999). 

  KRT19 GENİ 

Sitokeratin 19 (KRT19), yapısal sertlikten ve çok amaçlı iskelelerden sorumlu 

olan bir sitoplazmik ara filament proteinidir. Bu gen tarafından kodlanan protein, 

keratin ailesinin bir üyesidir (Subbroto ve ark.,2018). 

Sitokeratin ailesi, 20'den fazla farklı protein içerir ve asidik tip I, temel tip II 

olmak üzere iki alt gruba bölünmüştür. Temel tip keratinler KRT1 ila KRT8, asidik tip 

keratinler, KRT9 ila KRT20'yi içerir. Yapısal bütünlüğünü korumanın yanı sıra, 

keratinler hücre sinyalleşmesinde, stres yanıtında ve apoptozda önemli rol oynar 

(Coulombe ve ark,2002).  

Krt19 transkripsiyonunun HER2/ERK/SP1 sinyal yolunun aktivasyonu ile 

arttırıldığı ve Krt19'un HER2 reseptörüne translokasyonuyla sonuçlandığı ortaya 

çıkmıştır (Ju ve ark.,2015; Ohtsuka ve ark.,2016). 

KRT19'un EGR1/PTEN/AKT, Wnt/β-katenin/çentik ve diğer yollar (Saha ve 

ark.,2017; Ju ve ark.,2013) gibi sinyal yolu kaskadlarını modüle ederek kanser 

özelliklerini düzenleyebileceğini ve KRT19'un meme kanseri hücre çoğalmasını, 

göçünü ve küre oluşumunu teşvik edebileceğini göstermektedir (Ju ve ark.,2013). 

 PTGS2 GENİ 

Prostaglandin-endoperoksit sentaz (PTGS), aynı zamanda siklooksijenaz olarak 

da bilinen prostaglandin biyosentezinde anahtar bir enzimdir ve hem dioksijenaz hem 

de peroksidaz olarak görev yapar. İki PTGS tipi vardır: PTGS1 ve PTGS2. Bu gen, 

indüklenebilir izozimi kodlar. İltihaplanma ve mitogenezde rol oynayan prostanoid 

biyosentezden sorumlu olduğunu düşündüren spesifik uyarıcılar tarafından düzenlenir 

(Hla T.,1992). 
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Aynı zamanda siklooksijenaz veya COX olarak da bilinen prostaglandin-

endoperoksit sentaz (PTGS), hasarlı hücre zarlarının bir ürünü olan araşidonik asidin 

prostaglandinlere dönüşümünde sınırlayıcı bir enzimdir (Daneau ve ark.,2010). 

PTGS, PTGS1 (COX-1) ve PTGS2 (COX-2) halde bulunur. PTGS1 birçok 

dokuda yapısal olarak ifade edilir. Mide mukozasında ve böbreklerde fazla ifade edilir. 

PTGS2 normal koşullar altında ifade edilmezken sitokinler ve büyüme faktörleri 

tarafından indüklenen iltihaplanma sırasında yüksek seviyelerde bulunurlar. PTGS2 

aktivasyonu, hücre proliferasyonu, anjiyogenez, apoptoz inhibisyonu, immün yanıt 

baskılanması ve tümör hücresi istilası ve metastazını artırabilen bir dizi hücre sinyal 

yolu üzerinde etkili olan prostaglandin E2'yi (PGE2) üretir. Hipoksi, tümör 

hücrelerinde tercihli bir PTGS2 indüksiyonuna yol açar ve tümör hücrelerinin 

metastatik olma durumunu arttırır (Daneau ve ark.,2010). 

PTGS2'nin çoğu solid tümör tipinde ifade edildiğine dair güçlü kanıtlar vardır. 

PTGS2'nin hücresel ifadesi, karsinojenezisin ilk evrelerinde, tümör gelişimi ve invaziv 

tümör büyümesi yoluyla artmıştır (Ogino ve ark.,2008). PTGS2 genotip, meme 

kanseri, safra yolu kanseri ve kolorektal kanser ile de ilişkili bulunmuştur ( Sakoda ve 

ark.,2006; Langsenlehner ve ark.,2006; Cox ve ark.,2004 ). 

PTGS2 CpG adası hipermetilasyonu insan prostat kanserinde artmış nüks riski 

taşımaktadır (Yegnasubramanian ve ark.,2004). PTGS2-pozitif pankreas kanserinde, 

nimesulid kaynaklı VEGF üretiminin kanser hücreleri tarafından artması, tümör 

anjiyogenezinin azalmasına yol açan ve tümör dışı hücre tiplerinin VEGF üretimindeki 

bir düşüş ile dengelenmiştir (Eibl ve ark.,2005). Kanser ve lenf nodu metastazı, zayıf 

farklılaşma ve artmış tümör büyüklüğü gibi kötü prognoz indükleyicileri ile 

ilişkilendirilmiştir. Ayrıca, PTGS-2 bynonsteroidal anti-enflamatuar ilaçların 

inhibisyonu, çeşitli kanserlere karşı koruyucu bir etkiye neden olmuştur ve meme 

kanserinin önlenmesinde ve tedavisinde etkili olabileceği düşünülmektedir. 

PTGS2'nin meme kanseri ve hasta prognozu ile ilişkili olduğu konusunda neredeyse 

fikir birliği vardır. Bununla birlikte, tüm meme kanseri hastalarında PTGS2 geni veya 

PTGS2 ifadesi anomalileri gözlenmez, bu nedenle PTGS2'nin diyagnostik belirteçler 

veya ilaç hedefi olarak tanımlanabileceği hala belirsizdir (Daneau ve ark.,2010). 
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2. MATERYAL VE METOD 

Besiyeri RPMI-1640 içerisinde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %1 

Penicilin/streptomisin eklenerek hazırlanmıştır. 

Hücre Kültürlerinin Stoktan Çıkartılması: 

Hücreleri çoğaltmak amacıyla kriyovialler -80⁰C den alınarak sıcak su 

banyosunda hızlı bir şekilde çözülmüştür. Hücre süspansiyonu; ilgili hücrenin 

büyütülmesinde kullanılan besiyeri içerisine alınıp ve  falkon tüp, 21⁰C 800 rpm’de 

5dk santrifüj edilmiştir. Daha sonra süpernatant kısım aspire edilip ve hücre peleti 

üzerine 1ml besiyeri ilave edilerek hücrelerin süspansiyon hale gelmesi sağlanmıştır. 

Hücre süspansiyonu, içerisinde 5ml besiyeri bulunan 25 cm²’lik flasklara alınarak 

37⁰C’de, %5 CO₂ içeren ortamda inkübe edilmiştir. 

  BESİYERİ DEĞİŞTİRME 

Flask içerisindeki besiyeri uzaklaştırılarak (aspire edilerek) 1X PBS; 25 cm²’lik 

flask içerisine 2 ml, 75 cm²’lik flask içerisine 4 ml ilave edilir ve hücrelerin 

yüzeylerinin hafifçe yıkanması sağlanmıştır. PBS ortamdan aspire edilerek 

uzaklaştırıldıktan sonra 25cm²’lik flask içerisine 5 ml, 75 cm²’lik flask içerisine 10 ml 

taze besiyeri eklenmiştir. 

  HÜCRE KÜLTÜRÜNÜN PASAJLANMASI 

Hücre kültürleri, flask yüzeyini % 60-70 kapladıklarında flask içerisindeki 

besiyeri aspire edilmiştir. Hücrelerin serumdan arındırılması için 25 cm²’lik flask 

içerisine 2 ml 1X PBS ilave edilip hücrelerin yüzeyleri hafifçe yıkanmıştır. PBS 

ortamdan aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra flask yüzeyine yapışan hücrelerin 

yüzeyden ayrılmaları için 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA solüsyonu kullanılmıştır. 

Hücreler 37⁰C’de, %5 CO₂’li ortamda 5 dk inkübe edilmiştir. Mikroskopla 

bakıldığında flask yüzeyinden ayrıldığı kabul edilen hücrelere, tripsinin inhibe 

edilmesi için on katı kadar besiyeri ilave edilmiştir. Böylece tripsinin hücreleri 

yüzeyden ayırdıktan sonra hücre membranlarına zarar vermeye başlaması 

engellenmiştir. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu, içerisinde besiyeri bulunan 15 

ml’lik falkon tüp içerisine alınmıştır. 21 ⁰C 800 rpm’de 5 dk santrifüj yapıldıktan sonra 

süpernatant kısım aspire edilip elde edilen hücre peleti 1 ml besiyerinde çözündükten 

sonra hücre süspansiyonu 75 cm²’lik flasklara alınarak 37⁰C’de, %5 CO₂ içeren 
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ortamda inkübasyona bırakılmıştır. Bu şekilde hücreler istenilen sayıya gelene kadar 

çoğalmaları sağlanmıştır. 

  HÜCRE SOYLARININ STOKLANMASI 

Hücreler konfluent olduklarında flask içerisindeki besiyeri aspire edilerek 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. Hücreler 1X PBS ile hafifçe yıkandıktan sonra PBS aspire 

edilerek uzaklaştırılıp ve hücrelerin flask yüzeyinden kalkmalarını sağlamak için % 

0,05 Tripsin-EDTA solüsyonu eklenmiştir. Hücreler 37⁰C’de, %5 CO⁰₂’li ortamda 5 

dk inkübasyona bırakılmıştır. Hücrelere, tripsinin inhibe edilmesi için on katı kadar 

besiyeri ilave edilmiştir. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu içerisinde besiyeri 

bulunan 15 ml’lik falkon tüp içerisine alınarak 21⁰C 800 rpm’de 5 dk santrifüj yapılıp 

ve sonra süpernatant kısım aspire edilmiştir. Pelet üzerine her bir kriyovial için 1.5 ml 

dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlık ortamda ilave 

edilerek hücre süspansiyonu kriyovialler içerisine dağıtılıp ve hemen -80⁰C’ye 

kaldırılmıştır. 

  HEMOSİTOMETRE İLE HÜCRELERİN SAYIMI 

Hücre sayımında; tripsinizasyon işlemi sonucunda elde edilen hücre 

süspansiyonundan 10 µl alınıp ve üzerine eşit miktarda %0,5 tripan konarak iyice 

karışmaları sağlanmıştır. Bu karışımdan 10 µl alınarak thoma lamına koyulup ve 

mikroskopta bu lam üzerinde beş alanda hücre sayımı yapılmıştır. Bulunan sayı 

sulandırma katsayısı ile çarpılarak 1ml besiyerinde ne kadar hücre olduğu 

hesaplanmıştır. 

 

Şekil 2.1. Thoma Lamı Düzeni 
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1 büyük karenin hacmi;  

0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm²  

Bölmenin derinliği;  0,1mm= 0,01 cm  

0,01 cm²*0,01 cm = 0,0001 cm³ = 0,0001ml = 0,1 µl 

 

Konsantrasyon (hücre/ml) =
Hücre Sayısı x 10.000

Sayılan Alan x Dilüsyon
 

 

Sulandırma katsayısı (dilüsyon);  1:10   dilüsyon için; 0,1 

 

Şekil 2.2. MDA-CNT 
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  TOTAL RNA İZOLASYONU  

Kültür yapılmış olan 1 x 10⁶ hücreden total RNA elde etmek için, Omega Biotek 

marka, R6834 katalog numaralı RNA izolasyon kit ürünü kullanılmıştır. Çeker ocakta 

trizol içerikli TRK solüsyonuna 1 mililitre/20 mikrolitre beta-merkaptoetanol 

eklenmiştir. Beta-merkaptoetanol disülfit bağlarını kırar ve RNAaz DNAaz gibi 

enzimlerin, enzim işlevselliği için gereken üç boyutlu konformasyonu bozarak 

istediğimiz nükleik asidi elde etmemize olanak sağlar. Daha sonra 1 mililitre besiyeri 

içerisindeki hücre süspansiyonuna 350 mikrolitre TRK solüsyonu eklenerek 

homojenizasyon yapılmıştır.  

TRK içindeki Trizol, fenol ve guanidium izotiyosiyanatın bir çözeltisidir, 

proteinleri denatüre eder. Bu kimyasallar, nükleik asitlerin yapısına zarar vermez, 

hücre bileşenlerini bozar ve proteinleri denatüre eder, proteinleri ortamdan ayrılmak 

istenen nükleik asitlerden kurtarır. 

Hücre lizatına 500 mikrolitre %70 etil alkol ilave edilip vortekslenmiştir. Hücre 

lizatı, kit içerisinde bulunan döndürme kolonlu toplama tüpüne aktarılmıştır. 60 saniye 

10.000 g'de santrifüjlenip toplama tüpüne inen sıvı boşaltılmıştır. 

RNA Yıkama Tamponu I’den 500 mikrolitre kolonlu tüpe eklenip ve 10.000 g’de 

30 saniye santrifüj edilmiştir. Tüpe inen sıvı boşaltılmıştır. %99’luk etil alkol ile dilüe 

edilmiş RNA Wash Buffer II’den 500 mikrolitre eklenir ve santrifüj tekrarlanır. Tüpe 

inen sıvı boşaltılmıştır. 

Kolonlu tüp, koleksiyon tüpten alınıp ve yeni bir koleksiyon tüpüne oturtulup 

10.000 g’de 3 dakika santrifüj edilmiştir.Daha sonra kolonlu tüp, boş 1,5 mililitrelik 

santrifüj tüpüne alınıp ve 60 mikrolitre steril distile su eklenerek 10.000 g’de 2 dakika 

santrifüj edilmiştir. RNA, su ile çözünüp kolondan ayrılmıştır. Elde edilen RNA  -80⁰C 

dereceye kaldırılmıştır. 

 “SPECTROstar Nano absorbance plate reader” cihazı ve LVis Plate ile RNA 

konsantrasyon ve saflık oranı ölçülmüştür. Konsantrasyon ölçümü ve optik yoğunluk 

değeri (OD)  Tablo 2.1’de ki gibidir. 
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Tablo 2.1. İzole edilen RNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık değerleri 

Blank: Su 

 Örnek OD Değeri Konsantrasyon 

1 MDAMB-231 1,77  9,11 ng 

  

  CDNA SENTEZİ  

cDNA sentezi için Qiagen marka QuantiTect Reverse Transcription Kit ürünü 

kullanıldı. Sırasıyla aşağıdaki basamaklar gerçekleşmiştir. 

1.10 ml RNA 0,2’lik tüplere alınmıştır. 

2.65⁰C’ de 5 dakika inkübe edilmiştir. 

3.1 dakika buzda bekletilmiştir. 

4.Mix aşağıdaki 2.2. Tablo’ da ki gibi hazırlanmıştır.  

 

Tablo 2.2. cDNA sentez reaksiyonu bileşenleri 

İçerik  Miktar 

5X Reaksiyon tamponu  5 µl 

dNTP  2 µl 

Randomize primerler 5,25 µl 

RNaz inhibitörü 0,5 M 

DTT  1,25 M 

RTE  1 M 

RNA örnekleri 10 µl 

Toplam hacim  25 µl 

 

 

5.Total mix miktarı 30 olacak şekilde ayarlanmıştır. 

6.Tablo 2.3’te bulunan sıcaklık ve inkübasyon değerlerine göre PCR’a yükleme 

yapılmıştır. 
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Tablo 2.3. cDNA sentez reaksiyon aşamaları 

cDNA  Döngü Aşamaları 

Primer bağlanması  65⁰C  5 dakika, 4⁰C  5 dakika 

DNA polimerizasyonu  25⁰C 10 dakika, 50⁰C  60 dakika  

Enzim deaktivasyonu 85⁰C  5 dakika 

 

  GERÇEK ZAMANLI PCR 

qPCR çalışmasında genlerin ifade düzeylerini incelemek için, öncelikle primerler 

tasarlanmıştır. Kullanılan primer dizileri aşağıda Tablo 2.4’teki gibidir. 

Tablo 2.4. Primer dizilimleri 

CALR Forward 

CALR Reverse 

AAGTTCTACGGTGACGAGGAG 

GTCGATGTTCTGCTCATGTTTC 

PTGS2 Forward 

PTGS2 Reverse 

ATCATTCACCAGGCAAATTGC 

GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG 

KRT19 Forward 

KRT19 Reverse 

CGGGACAAATTCTTGGTGCC 

ATCCAGCACCCTGCGCAGGCC 

 “Corbett Research Real-time PCR Thermal Cycler” cihazı amplifikasyon için 

kullanılmıştır. Reaksiyon tüpüne 2X konsantrasyondaki Sybr Green (HibriGen marka, 

mg-sybr-01-400 katalog numaralı ürün) içerikli reaksiyon karışımından 10 mikrolitre 

eklenmiştir. Reverse ve forward primerlerin her birinden 1,5 mikrolitre eklendi ve 4 

mikro litre cDNA örneği ile 4 mikrolite nükleazdan arındırılmış su eklenmiştir (2.5. 

isimli tabloya bakınız.)  Reaksiyonun döngü aşamaları 2.6. Tablodaki gibi yapılmıştır. 
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Tablo 2.5. qPCR reaksiyon bileşenleri 

İçerik  Miktar 

2X SYBR Green Reaksiyon Karışımı  10 µl 

Forward primer  1,5 µl 

Reverse primer  1,5 µl 

cDNA  4 µl 

Su 4 µl 

Toplam hacim:  21 µl 

 

 

Tablo 2.6. qPCR döngüsü 

qPCR Döngü Aşamaları 

Denatürasyon 94 ⁰C 4 dakika 

Çoğalma 

1. Denatürasyon 95 ⁰C 30 saniye 

2. Bağlanma 58 ⁰C 30 saniye 

3. Uzama 72 ⁰C 30 saniye 

Sonlanma 72 ⁰C 10 dakika 

X 36 DÖNGÜ 
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3. BULGULAR 

  GERÇEK ZAMANLI PCR SONUÇLARININ ANALİZİ  

Gerçek zamanlı PCR analizinde, referans olarak kullanılan GAPDH geni ile 

PTGS2, CALR ve KRT19 genlerinin Ct ve Tm değerlerini Tablo 3.1’ de belirtilmiştir. 

İfade analizi, üç tekrarlı deney seti sonucu çıkan  Ct değerlerinin ortalaması şeklinde 

alınmaktadır (Rao ve ark., 2013). Her genin Ct değeri, house-keeping olarak 

isimlendirilen ifade seviyesi bir hücrede her zaman aynı olan genin Ct değerinden 

çıkartılmıştır. Bu değer, “delta Ct” olarak isimlendirilir. Sonrasında deneyde 

kullanınlan genlerin delta Ct değerleri, kontrol geninin delta Ct değerlerinden sırasıyla 

çıkartılarak “delta delta Ct” değerleri olarak tespit edilmiştir. Elde edilen değerlerin 

her bir replikasyon döngüsündeki artan veya azalan kat sayısını bulmak için 2 üzeri 

negatif kuvveti alınmıştır. 
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Şekil 3.1. PTGS2 Geninin Ct ve Tm grafiği 

 

 

 

Şekil 3.2. CALR Geninin Ct ve Tm grafiği 

 

 

 

Şekil 3.3. KRT19 Geninin Ct ve Tm grafiği 
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Tablo 3.1. Ct değerleri ile ifade değişim oranını hesaplama sonuçları 

 

 

 

 

Tablo 3.1’de, housekeeping gen GAPDH olmak üzere, MDA MB 231 hücre 

hattında PTGS2, KRT19 ve CALR genlerinin ifade seviyeleri verilmiştir. Gerçek 

zamanlı PCR analizi sonuçlarına göre her üç genin ifade seviyesinde de artış 

gözlemlenmiştir. Analiz, üç tekrarlı deney seti halinde gerçekleştirilmiş olup, esas 

alınacak değer için üçünün ortalaması alınmıştır. 

Çalışmanın sonuçlarında 3 kez tekrarlı gerçek zamanlı PCR sonuçlarının delta 

delta Ct hesaplaması ile MDA-MB-231 hücre hattında PTGS2 gen ifadesinde 14,92 

kat; CALR gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artış olduğu 

saptanmıştır. 

  

 MDA-MB-231 Delta CtΔCt 

(MDA-MB-

231) 

Ekspresyon Değişimi 

2^- ΔΔCt Ortalama Ct 

değeri 

GAPDH 

(house-

keeping gen) 

 

29,31 

  

KRT19 22,28 7,95 6,72 

CALR 30,23 13,1 1,45 

PTGS2 23,16 7,07 14,92 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Meme kanseri, dünya çapında kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerin başında 

gelen bir sağlık sorunudur. Görülme sıklığı giderek artmakta olup, Türkiye’nin de 

içinde yer aldığı gelişen ülkelerde daha fazla görülmektedir (Murray ve ark.,1997).  

Kalretikulin proteini, CALR geni tarafından kodlanan ve endoplazmik retikulum 

içerisinde ve dışarısında kritik görevlere sahip olmakla birlikte, özellikle protein 

katlanmasında ve kalsiyum dengesinde anahtar rol oynayan bir proteindir (Michalak 

ve ark.,1999). Akciğer kanseri, yumurtalık kanseri, glioblastoma, gastrointestinal 

kanser, meme kanseri gibi çeşitli kanser türlerinde CALR ifade düzeylerinde 

değişiklikler görülmüştür ve bunun sonucunda da kanser oluşumunu kolaylaştırmış ya 

da baskılamıştır.   

Bu tez çalışmasında CALR geninin ifadesi, meme hücre hattı MDA- MB-231 de 

qPCR yöntemi ile belirlenmiştir. MDA-MB-231 hücre hattında, CALR geninin 

ifadesinde 1,45 kat artış tespit edilmiştir. 

Zamanian ve arkadaşları yaptıkları çalışmada meme kanserinde malign 

lezyonların invazivliği ile CALR ifade düzeyi arasında doğru- korelasyon olduğunu 

göstermiştir (Zamanian ve ark.,2016). Chen ve arkadaşları ise bizim çalışmamıza 

benzer şekilde, yaptıkları çalışmada dahil ettikleri 30 gastrik kanser hastasının % 67’ 

sinde CALR geninin anlamlı bir şekilde yüksek olduğunu, hücre proliferasyonunu ve 

göçünü arttırdığını gözlemlemişlerdir (Chen ve ark.,2009).  

Lwin ve arkadaşlarının MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatlarını dahil ettiği 

çalışmada ise CALR ifade düzeyinin MDA-MB-231 hücre hattında anlamlı bir şekilde 

yüksek olduğu saptamışlardır (Lwin ve ark.,2010). Kageyama ve arkadaşlarının 

mesane kanserinde yaptığı çalışmada ise hasta idrar örneklerinde kalretikulin 

miktarının yüksek olduğu belirlenmiş ve araştırıcılar tarafından bu kanser türü için 

biyobelirteç olarak kullanılması önerilmiştir (Kageyama ve ark.,2009). 

Ayrıca akciğer kanser hücre hatlarının dahil edildiği çalışmalarda, kalretikulin 

ifade düzeyinde meydana gelen azalmaların proliferasyonu arttırdığı belirlenmiştir 

(Bergner ve ark.,2009 ; Chen ve ark.,2007). 

Bir sitoplazmik ara filament proteini olarak KRT19, yapısal sertlikten ve çok 

amaçlı yapı iskelelerinden ve ayrıca epitel hücre ve dokuların bir belirteci olmaktan 
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sorumlu olabilir (Coulombe ve ark.,2004). Yaptığımız çalışmada KRT19 gen ifade 

düzeyinin 6,72 kat artışı gözlemlenmiştir. Subbroto Kumar ve arkadaşları 2018 yılında 

KRT19 ekspresyonunun bazı hastalardan türetilmiş meme kanseri dokularında 

zayıfladığını ve KRT19 ekspresyonunun düşük olduğu meme kanseri hastalarında 

kötü prognoz ile anlamlı şekilde korele olduğunu bulmuşlardır (Subbroto ve 

ark.,2018). 

KRT'lerin, sinyal yollarını düzenleyen ve hücre apoptozuna, hücre döngüsü 

inhibisyonu, istila ve metastaza aracılık edebilen adaptörler, efektörler, kinazlar ve 

reseptörler gibi birkaç sinyal iletim molekülü ile etkileşime girebileceği de 

bilinmektedir (Coulombe ve ark.,2004 ; Hendrix ve ark.,1996 ). Bununla 

birlikte KRT19 ifadesinin, meme kanseri kök hücre benzeri hücrelerde ve hücre 

hatlarında kanser ilerlemesi ile negatif ilişkili olduğu da bilinmektedir (Saha ve ark., 

2017; Ju ve ark.,2013 ; Bambang ve ark., 1964-1974). KRT19 ifadesi meme 

kanserinde klinik sonuçlarla anlamlı şekilde ilişkilidir.  

Kabir NN ve arkadaşları 2014 yılında 2.400 hastanın gen ifade profillerini 

kullanarak, keratin 19'u (KRT19) meme kanserinde oldukça düzensiz bir gen olarak 

tanımlamıştır. KRT19 ekspresyonunun hasta ırkından bağımsız, ancak hastalık 

derecesi ve ER, PR veya HER2 ekspresyonu ile korele olduğunu bulmuşlardır. 

Yaptıkları çalışmanın sonucunda KRT19 ifadesinin prognostik bir biyobelirteç olarak 

kullanılabileceğini göstermişlerdir (Kabir ve ark., 2014). 

Keratin 19 (K19), insan hepatoselüler karsinomunda (HCC) kötü prognoz ve 

yayılımın bilinen bir belirtecidir. Takayukı Kawaı ve arkadaşları 2015 yılında K19' un 

HCC'de yeni bir kanser kök hücresi (CSC) markörü ve terapötik hedefi olarak 

kullanılıp kullanılamayacağını belirlemişlerdir. K19, EMT ve TGFb / Smad 

sinyalleşmesi ile bağlantılı yeni bir CSC işaretleyicisi olarak, TGFbR1 inhibisyonu 

için iyi bir terapötik hedef olacağını ortaya koymuşlardır (Kawai ve ark., 2015). 

Prostaglandin metabolizmasının enflamatuar süreçlerde önemli bir rol oynadığı 

ve ayrıca kansere neden olan kanserojenez, tümör farklılaşması ve tümör büyümesinde 

rol oynadığı gösterilmiştir. Siklooksijenaz-2 (COX-2) prostaglandin sentezini 

tetiklediği için kilit bir enzimdir.  
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Prostaglandin H sentetaz (PGHS) olarak da bilinen siklooksijenaz enzim sistemi, 

iki farklı izoenzimlerden, siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2'den (COX-2) 

oluşur. Siklooksijenaz-2 enzim sistemi ile meme kanserojenezi arasında önemli bir 

ilişki vardır. Cox2 ifadesi düzeyinin MDAMB 231 hücre hattında ki değişimini tespit 

etmek için yaptığımız çalışmada, ekspresyon düzeyinde 14,92 kat artış olduğunu tespit 

edilmiştir. 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar, yüksek seviyelerde prostaglandin ve COX-

2'nin kolon, mide ve mesane tümörleri dahil olmak üzere çeşitli tümörlerde eksprese 

edildiğini göstermiştir (Sano ve ark.,1995; Ristimaki ve ark.,1997; Yoshimura ve 

ark.,2000; Mohammed ve ark., 1999). 

Ari Ristimaki ve arkadaşları 2012 yılında 1576 kişiyi dahil ettikleri meme kanseri 

çalışmasında ilk kez artan Cox-2 proteini ekspresyonun, kötü prognoz için belirteç 

olarak kullanılabileceğini ve sağkalımın azalmasıyla anlamlı şekilde korele olduğunu 

ortaya koymuşlardır. Elde ettikleri diğer bir bulgu ise, karsinomaların % 37.4'ünde 

yüksek düzeyde Cox-2 protein ekspresyonunu tespit etmeleridir (Ari Ristimaki ve 

ark.,2012). 

Soslow Ra ve arkadaşları (2000 Aralık) Akciğer tümörlerinin % 90’ında 

(skuamöz hücreli karsinomlar ve adenokarsinomlar), kolon adenokarsinomlarının 

%71'inde ve meme tümörlerinin % 56'sında (DCIS ve sızan duktal ve lobüler 

karsinomlar), COX-2'yi orta ile güçlü düzeyde anlamlı şekilde farklı göstermişlerdir. 

Meme karsinomları arasında, DCIS'in COX-2'yi eksprese etme oranlarının invaziv 

karsinomlardan daha fazla olduğunu göstermişlerdir (Soslow ve ark.,2000). 

COX-2 ifadesinde, akciğer, kolon ve memenin iyi ve orta derecede farklı 

karsinomlarında artış gözlenirken, COX-1'in yapısal olarak düşük seviyelerde ifade 

edildiğini ortaya koymuşlardır (Soslow ve ark.,2000). 

2003 yılında Shim jeong ve arkadaşları, çalıştıkları meme kanseri örneklerinin 

%72'sinde COX-2 pozitifliği göstermişlerdir ve COX-2 geninin aşırı ifadesini, tümör 

büyüklüğü ve ileri evre ile anlamlı olarak korele olduğunu bulmuşlardır.  COX-2'nin 

meme kanseri gelişimine katkıda bulunabileceğini ve meme kanserinde prognostik bir 

gösterge olarak kullanılabileceğini ve seçici COX-2 inhibitörlerinin meme kanserinin 
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kemoprevensiyonunda ve adjuvan tedavisinde yararlı olabileceğini göstermişlerdir 

(Shim ve ark.,2003). 

Ghahremanfard ve arkadaşları ise 2013 yılında yaptığı çalışmada COX-2'nin aşırı 

ifadesinin, lenf nodu tutulumunun derecesi ile pozitif ilişkili olduğunu, ancak HER2, 

ER ve PR reseptörlerinin ekspresyonu ile ilişkili olmadığını gözlemlemişlerdir 

(Ghahremanfard ve ark.,2013). 

SinghRanger ve arkadaşları (2008) ile Zhao ve arkadaşları (1996) hormon 

reseptörü pozitif meme karsinomunda COX-2 mRNA ekspresyonunda bizim 

çalışmamıza benzer şekilde artış bulmuşlardır. Bu bulgular ışığında, hormon-reseptör 

negatif meme kanserinde COX-2 protein ifadesinin azaldığını gözlemlemişlerdir. 

COX-2 mRNA ekspresyonu, tüm meme karsinomlarının ortalama %90'ında tespit 

edilir. mRNA ve protein ekspresyon seviyelerindeki fark muhtemelen transkripsiyon 

sonrası işleme ve translasyon sonrası değişikliklere dayanmaktadır (SinghRanger ve 

ark., 2008; Zhao ve ark., 1996). 

Çalışmanın sonuçlarında 3 kez tekrarlı eş zamanlı PCR sonuçlarının delta delta Ct 

hesaplaması ile MDA MB-231 hücre hattında PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat; CALR 

gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artış olduğu 

saptanmıştır. Bu üç genin farklı kanserlerde, apoptoz direnci, metastatik dağılımlar, 

anjiyogenez gibi biyolojik süreçlerde rol alabileceği saptanmıştır. Bu çalışma 

sonucunda, bu üç genin meme kanseri gelişiminde rol aldığı ve ileride yapılacak 

detaylı çalışmalarla prognostik öneme sahip olacağı ön görülmektedir. 
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