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ÖNSÖZ 

Bu projede sağlıklı meme dokusunda ve meme kanserlerinde ifadesi ve rolü hakkında limitli 

bilgi bulunan connexin32’nin normal meme hücresi MCF10A ve farklı metastatik özellikleri olan 

meme kanseri hücreleri MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T’de gap junction ve yarım kanalların 

fonksiyonlarına, hücrelerin çoğalmasına, hücre döngüsüne, migrasyonuna ve invazyonuna 

etkisi araştırılmıştır. Bunun sonucunda Cx32’nin hücrenin tipine ve kanser tip özelliklerine bağlı 

olarak farklı şekillerde fizyolojik etkiler oluşturukları gözlenmiştir.  
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ÖZET 

Meme kanseri kadınlarda kansere bağlı ölümlerde ilk sıradadır ve bunlarin büyük bir kısmı 

metastazdan kaynaklanmaktadır. Bu nedenle metastazın moleküler mekanizmalarının 

araştırılması önemlidir. Meme kanserinde connexin (Cx)’ler de rol oynamaktadır. Bunlar, 

komşu hücreler arasında oluklu bağlantılarla küçük moleküllerin geçişini sağlayarak ve/veya 

yarım kanallarla hücre dışına moleküller salgılayarak dokuların homeostazisini sağlarlar.  

İnsan meme dokusunda Cx26 ve Cx43 genleri hücrelerin çoğalma ve farklılaşma 

mekanizmalarında ve memede tümör oluşumunda rol oynamaktadır. Meme primer 

tümörlerinde, connexinlerin miktarları azalarak veya proteinlerin lokalizasyonları değişerek 

hücreler arasındaki iletişimin ortadan kalkması nedeniyle bunların tümör baskılayıcı olduklarını 

göstermektedir. Buna karşılık, invaziv meme kanserinde Cx26 ve Cx43’nin ifadesinin olduğu 

ve hücre sitoplazmasında biriktikleri gözlenmiştir. Bu, connexinlerin kanserin farklı evrelerinde 

görevlerinin değişebildiğine işaret etmektedir.  

İnsan meme kanseri dokularında, normal meme dokusunda ifade edilmeyen Cx32’nin lenf 

tutunumlu meme kanseri hastalarında sentezlendiği ve hücre zarı yerine sitoplazmada biriktiği 

gösterilmiştir. Fakat, Cx32’nin meme kanserde hangi rolleri oynadığı bilinmemektedir. Projede 

meme kanserlerinin ileri safhalarında sentezlenen ve hücre sitoplazmasında bulunan Cx32’nin 

farklı metastatik özellikler gösteren meme kanseri hücrelerinin yaşam ve çoğalmalarına yaptığı 

etkiler ile Cx32’nin hücrelerin migrasyon/invazyonuna etkileri araştırılmıştır.  

Çalışmada Cx32’nin normal meme hücresi MCF10A’de ve farklı metastatik özellikteki meme 

kanseri hücreleri MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T’de sadece MCF10A’lerde gap junction 

plakaları oluşturdukları ve diğerlerinde sitoplazmada oldukları gözlenmiştir. Cx32’nin MCF10A 

ve Hs578T’nin canlılıklarını azaltmış ama MCF7 ve MDA-MB-231’nin canlılıklarını 

etkilememiştir. Cx32 MCF10A ve MCF7’nin hücre döngüsünü değiştirmemiş, MDA-MB-231’de 

G1’deki hücre oranını azaltmış ve G2’deki hücre oranını artırmıştır. Hs578T hücrelerinde 

G1’deki hücre oranını azaltmış ve S’teki hücre oranını artırmıştır. Cx32 MCF10A’nın 

migrasyonunu artırma eğilimi göstermiş fakat MCF7 ve Hs578T’nin migrasyonunu azaltmıştır. 

Son olarak Cx32 MDA-MB-231’in migrasyonunu etkilememesine rağmen epitel belirteçlerden 

E-cadherinin protein ve mRNA seviyesini azaltmış ve mezenkimal belirteçlerden vimentin, slug 

ve Zeb2’nin mRNA miktarını artırmıştır.  

Sonuç olarak Cx32’nin hücrenin tipine, durumuna ve karakteristiğine bağlı olarak hücrelerin 

fizyolojisini ve özelliklerini farklı şekillerde etkilediği gözlenmiştir.  

Anahtar kelimeler: Connexin32, oluklu bağlantılar, meme kanseri, invazyon/migrasyon, 

metastaz  
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ABSTRACT 

Breast cancer is the leading cause of cancer-related mortality in females due to metastasis. 

Therefore, it is important to understand molecular mechanisms of metastasis. Connexins (Cx), 

associated with breast cancers, regulate tissue homeostasis via both gap junction channels 

that exchange molecules between neighboring cells and hemichannels that release molecules 

into the extracellular environment. 

Cx26 and Cx43 play role in proliferation and differentiation of mammary cells. Furthermore, 

they were down-regulated leading to loss of gap junctional communication in primary breast 

tumors, indicating their tumor suppressor role. In invasive tumors, they were mainly in 

cytoplasms rather than cell membranes, suggesting differential Cx roles in different stages. 

Moreover, Cx32, which is not normally expressed in normal breast, was observed in 

cytoplasms of primary breast cancers with lymph node metastasis. Roles of Cx32 in breast 

cancer is unknown so, we investigated effects of Cx32 on viability, proliferation and 

migration/invasion of breast cancer cells with different metastatic potentials.  

Exogenous Cx32 expression caused formation of gap junction plaques between adjacent 

MCF10A cells while Cx32 was cytoplasmic in MDA-MB-231, MCF7 and Hs578T cancer cells. 

Further, Cx32 decreased viability of MCF10A and Hs578T with no effect on MCF7 and MDA-

MB-231. Cx32 did not alter cell cycle phases in MCF10A and MCF7, but it decreased 

percentage of MDA-MB-231 in G1 and increased that in G2 phases. Hs578T cells in G1 phase 

decreased with an increase in S phase. For migration, Cx32 showed an increasing trend in 

movement of MCF10A; whereas it decreased migration of MCF7 and Hs578T. Finally, 

although Cx32 did not influence MDA-MB-231 migration, it decreased expression of epithelial 

marker E-cadherin and increased expression of mesenchymal markers, vimentin, slug and 

Zeb2.  

As a result, it was observed that Cx32 affects properties of cells in different ways depending 

on the type and characteristics of the cell. 

Key words: Connexin32, gap junctions, breast cancer, invasion/migration, metastasis 
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1. GİRİŞ 

Hücreler arası iletişimi sağlayan connexin (Cx) molekülleri: 1) Sağlıklı dokulardaki hücrelerin 

koordineli çalışmaları, 2) dokuların dış uyaranlara karşı hızlı ve uyumlu cevap vermeleri ve 3) 

doku homeostazisinin devamlılığını sağlamaları, sebebiyle organizma için önem taşırlar 

(Delmar vd., 2017). Cx moleküllerinde oluşabilen mutasyon ve değişimler sonucunda, ilgili 

dokuların fonksiyon ve organizasyonlarında bozulmalar gözlenir. Bu bağlamda, bir önemli 

özelliği de doku fonksiyon ve organizasyonlarındaki bozulma olan tümör dokularını oluşturan 

hücrelerdeki Cx seviyelerinde, lokalizasyonlarında ve fonksiyonlarında, sağlıklı dokulara göre 

önemli farklılıklar bulunması şaşırtıcı değildir. Kanser hücrelerinde Cx moleküllerinde gözlenen 

bu tür değişimler hücreler arası oluklu bağlantılarla yapılan iletişimin (gap junctional 

intercellular communication (GJIC)) miktarı ve paylaşılan moleküllerin çeşitliliğinin yanı sıra 

GJIC’den bağımsız mekanizmaları tetikleyerek de kanser fizyolojisini etkilemektedir (Graham 

vd., 2018). Tümör dokusunda Cx’lerin protein miktarlarında ve dolayısıyla oluşturdukları oluklu 

bağlantılarda önemli ölçüde azalma olduğu gözlenmekte, bu nedenle de bu moleküllerin 

kanser biyolojisinde tümör baskılayıcı potansiyele sahip oldukları düşünülmektedir (Delmar 

vd., 2017; Graham vd., 2018). Buna karşılık, Cx’lerin hücreler arası iletişimi sağlama dışındaki 

görevlerinin kanserin oluşmasında ve/veya ilerlemesinde nasıl görevler yüklendiğine dair bilgi 

birikimi oldukça sınırlıdır.  

Son zamanlarda yapılan araştırmalarda, kanserli dokularda bazı connexinlerin, miktarlarındaki 

azalmalardan ziyade proteinlerin hücre içindeki lokalizasyonlarında değişimler olduğu da 

gözlenmektedir (Stoletov vd., 2013). Değişik kanser tiplerinde (karaciğer, meme), 

connexinlerin hücre sitoplazmasında ve/veya Golgi aygıtı gibi bazı organellerde birikerek, 

oluklu bağlantı kanalları kurulmasından bağımsız olarak hücre metabolizmasında 

değişikliklere neden olabildiği gözlenmektedir (Kanczuga-Koda vd., 2010.; Stoletov vd., 2013). 

Bu özelliğin kanser oluşumu sırasında değil de kanserin daha ileri evrelerinde özellikle 

metastatik özellik kazanmış hücrelerde gözlenmiş olması, connexinlerin tümörün gelişim 

evresine bağlı olarak farklı fonksiyonlar üstlenebileceğine işaret etmektedir (Naus ve Laird, 

2010). Son dönemdeki insan meme kanseri dokularında yapılan çalışmalarda özellikle normal 

insan meme dokusunda ifade edilmeyen connexin 32 (Cx32)’nin lenf tutulumu görülen 

hastalarda ifade edilmeye başlandığı ve bu moleküllerin hücre sitoplazmasında biriktiği 

gözlenmiştir (Kanczuga-Koda vd., 2007). Günümüze kadar yapılan çalışmalarda, normal insan 

meme dokusunda sadece Cx26 ve Cx43 genlerinin ifade edildiği ve bunların meme kanserinde 

özellikle tümör baskılayıcı olarak çalıştığı gösterilmiştir (Phillips vd., 2017). Fakat, Cx32’nin 

meme kanseri hücrelerinde ifade edilmeye başlamasının ve oluklu bağlantı kanalları kurmak 

yerine hücre sitoplazmasında birikmesinin meme kanseri hücrelerinin fonksiyonunu ve meme 
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kanserinin gelişim evrelerini nasıl etkilediği bilinmemektedir. Bu bağlamda meme kanseri 

hücrelerinde, normal meme dokusunda bulunmayan, fakat kanserli dokularda ifade edilmeye 

başlanan Cx32 geninin farklı metastatik potansiyellere sahip meme kanseri hücrelerinde 

biyosentez ve fonksiyonun araştırılması, metastatik evrelerde özellikle migrasyon ve 

invazyonda nasıl çalıştığının tanımlanması Cx32’nin metastatik meme kanserlerindeki rolünün 

ortaya konulması önem arz etmektedir. 

2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1 Hücreler arası iletişim ve connexinler 

Hücreler arası iletişim çok hücreli canlılarda doku içi dengesinin sağlanmasında ve devam 

ettirilmesinde önemli roller oynamaktadır. Hücrelerin kullandığı çeşitli  iletişim mekanizmaları 

içerisinde gap junction (oluklu bağlantı) kanalları önemli bir yer tutar (Robertson, 1963; Revel 

ve Karnovsky, 1967; Wei vd., 2004). Bu kanallar biribirlerine komşu olan hücrelerin 

sitoplazmaları arasında doğrudan bağlantı kurarak iyonların, aminoasitlerin, ikincil ulakların, 

küçük metabolitlerin ve siRNA’lerin değişimini gerçekleştirirler (Şekil 1A) (Valiunas vd., 2005; 

Mese vd., 2007). Gap junctionlar hücreler arasında molekül geçişini sağlayarak hücrelerin 

senkronizasyonu, farklılaşması, büyümesi ve damarsız dokuların atık ve metabolit 

koordinasyonunun yapılması gibi bir çok fizyolojik olayın düzenlenmesini sağlayan 

vazgeçilmez unsurlardır (Kanno ve Loewenstein, 1964; Lawrence vd., 1978; White ve Paul, 

1999; Valiunas vd., 2005). 

Oluklu bağlantılar omurgasız ve omurgalı bütün canlılarda faaliyet gösterirler (Şekil 1A) 

(Bruzzone vd., 1996; White ve Paul, 1999; Vinken vd., 2006). Omurgasızlarda gap junctionlar 

innexin adı verilen bir gen ailesi tarafından oluşturulmaktadır. Buna karşılık, Chordate 

filumunda gap junctionlar connexin (Cx) adı verilen bir gen ailesi tarafından kodlanır (Şekil 1B) 

(Goodenough, 1974; Zoidl ve Dermietzel, 2010). Connexin ailesinin üyeleri, gap junction 

kanallarının duvarlarını oluşturan 4 tane transmembran bölge, bu bölgeleri hücre dışında 

birbirine bağlayan ve kanalların/hücrelerin birbirlerini tanımasında ve connexonların (yarım 

kanalların) birbirlerine yapışmasında görev alan 2 tane dış döngü (extracellular loops, EL1 and 

EL2) ile hücre içinde bulunan amino-terminal uç, karboksil-terminal uç ve ikinci ve üçüncü 

transmembranları birbirine bağlayan bir iç döngü (intercellular loop, IL) içermektedir. Bu 

bölgeler arasında transmembran, amino uç ve dış döngülerin sekansları oldukça 

korunmuşken, C-terminal uç ve hücre içindeki döngü hem dizilim hem de uzunluk bakımından 

izoformlar arasında farklılıkların en çok olduğu ve posttranslasyonel değişikliklerin (örneğin 

fosforlama) en çok görüldüğü bölgelerdir (Harris, 2001; Lampe ve Lau, 2004; King ve Lampe, 

2005). 
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İnsan genomunda vücudun hemen hemen bütün hücrelerinde ifade edilern en az 21 farklı 

connexin izoformu bulunmaktadır. Mesela, Cx43 vücudumuzdaki bir çok hücrede bulunurken, 

Cx32 başlıca karaciğer ve Schwann hücrelerinde üretilmektedir (Harris, 2001). Bazı hücreler 

birden çok connexin izoformu sentezlemekte bu da bu hücrelerde oluşturulan connexonların 

ve oluklu bağlantıların yapısını etkilemektedir. Yarım kanallar ya da oluklu bağlantılar 

yapılırken eğer bir çesit connexin kullanılırsa homomerik/homotipik kanallar, kanal oluşumu 

sırasında birden fazla connexin kullanıldıysa heteromerik/heterotipik kanallar oluşur (Şekil 1B) 

(Beyer vd., 1995; Bukauskas vd., 2006). Bu türden farklı organizasyonlar yapısal ve 

fonksiyonel çeşitliliği arttırdığı gibi hücreler arasında değiştirilen moleküllerin çeşitliliğini de 

etkiler. 

 

A                                                         B 

 

Şekil 1. Connexin ve oluklu bağlantıların organizasyonu.a) Gap junctionlar komşu hücrelerin 
sitoplazmaları arasında doğrudan bağlantı kurarak iyonların ve küçük moleküllerin değişimini 
sağlarlar (Evans ve Martin, 2002). b) 4 transmembran bölgesine sahip 6 connexin bir araya 
gelerek önce connexon adı verilen yarım kanalları daha sonra da hücre zarında gap junction 
kanalları oluştururlar (Mese vd., 2007). 

Hücrelerde gap junction’ların yapımı, connexinlerin sentez sırasında endoplazmik retikuluma 

entegrasyonuyla başlayıp, trans-Golgi aygıtında altı tanesinin bir araya gelip connexon adı 

verilen yarım kanalları oluşturmasıyla tamamlanır (Musil ve Goodenough, 1993; Das vd., 2002; 

Laird, 2006). Yarım kanallar daha sonra hücre zarına keseciklerle taşınarak ya kendi başlarına 

görev yaparlar (non-junctional kanallar) ya da hücre zarında serbest bir şekilde dağılarak 

hücrenin komşu hücrelerle birbirlerine çok yaklaştığı kısımlardaki komşu connexonlarla 

kenetlenerek oluklu bağlantıların yapımını tamamlarlar (Harris, 2001; Goodenough ve Paul, 

2003). Connexinlerin yarılanma ömürleri 2-6 saat arasındadır. Bu da hücrelerin çevrelerinde 
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olan olaylara çabuk bir şekilde değişikliklere uyarak gerekli yanıtları vermelerini sağlamaktadır 

(Musil vd., 2000). 

Son senelerde, connexinlerin gap junction kanalları oluşturarak hücreler arasında madde 

geçişini sağlamalarının yanı sıra, hücre zarına gönderilen connexonların (non-junctional) 

yarım kanallar vasıtasıyla hücrelerin yaşamlarını ve faaliyetlerini sürdürmeleri için önemli roller 

üstlendikleri gösterilmiştir. Normal şartlarda ya da hastalık durumlarında bu kanallar açılarak 

farklı faktörlerin (ATP, kalsiyum, glutamate, NAD gibi) hücre dışına salınımını sağlayarak 

otokrin ve parakrin sinyallerle çevrelerini etkilemelerinin yanı sıra bu moleküllerin hücre içine 

alımını sağlayarak hücre homeostazisinde görev almaktadırlar (Goodenough ve Paul, 2003; 

Saez vd., 2005; Evans vd., 2006).              

2.2 Connexinlerin fizyolojik görevleri 

Connexinlerin insan fizyolojisi için önemi bu genlerde oluşan mutasyonların farklı genetik 

hastalıklara neden olduğunun gösterilmesiyle ortaya konmuştur (Srinivas vd., 2018). 

Günümüze kadar en az 10 connexin izoformundaki mutasyonların 28 farklı genetik hastalığa 

neden olduğu gösterilmiştir (Srinivas vd., 2018). Mesela, Cx32 mutasyonlarının Charcot- 

Marie- Tooth disease adı verilen kalıtsal periferal neuron hastalığı, Cx46 ve Cx50 

mutasyonlarının katarak ve Cx26, Cx30 ve Cx31’in sağırlık ve deri hastalıklarıyla ilintili olduğu 

gösterilmiştir (Bergoffen vd., 1993.; Gong vd., 1997; Shiels vd., 1998; Scott ve Kelsell, 2011). 

Connexinlerin kalıtsal genetik hastalıklarla bağlantısının yanı sıra meme kanseri gibi farklı 

kanserlerin başlangıcında ve ilerlemesinde de rol oynadığı gösterilmiştir. Yapılan öncül 

çalışmalarda tümör hücrelerinin arasında gap junctional intercellular communication (GJIC) 

olmadığı ve bu durumun connexin ifadesinin azalmasından kaynaklı olduğu gösterilmiştir 

(Mesnil vd., 2005; Aasen vd., 2017). Bu nedenle GJIC ve connexinlerin tümör baskılayıcı 

olarak görev aldıkları düşünülmüştür (Mesnil vd., 2005). Fakat daha sonra gerçekleştirilen 

çalışmalar connexinlerin kanser indükleyici olarak da çalışabildiklerine işaret etmektedir. Bu 

bağlamda connexinlerin tümör oluşumunda hücre, evre ve zamana bağlı olarak farklı roller 

üstlenebileceği vurgulanmıştır.  

2.3 Connexinler ve meme kanseri 

Gelişmiş ülkelerdeki kadınlarda en sık rastlanan kanser türü olan meme kanseri, düzenli 

mamografi taramalarının erken teşhise yaptığı önemli katkılara rağmen, halen kadınlarda 

kansere bağlı ölüm sebepleri arasında ilk sırada yer almaktadır. Lokalize ya da bölgesel lenf 

tutulumu aşamasında tespit edilen meme kanseri etkili bir şekilde tedavi edilebilirken, uzak 

metastaz durumlarında kullanılan rutin uygulamalar yetersiz kalmakta ve bu durum 5 yıllık 
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hayatta kalma oranını oldukça düşürmektedir. Meme kanserinde başlıca ölüm sebebi olan 

metastazın öngörülebilmesi ya da etkin olarak tedavi edilebilmesi mevcut tıbbi yöntemlerle 

mümkün değildir. Bu nedenle, hastaya uygun tedavi yöntemlerinin doğru bir şekilde 

uygulanabilmesi için metastaz riskinin kesin bir şekilde belirlenebilmesi gerekmektedir. Bu 

amaca ulaşabilmek için metastazı yöneten tüm faktörlerin moleküler düzeyde belirlenmesine 

ihtiyaç duyulmaktadır (Weigelt vd., 2005; Dünya Sağlık Örgütü, 2018).    

Normal ve patolojik meme fizyolojizisinde görev alan moleküllerden biri olan connexinler (Cx) 

hem hücreler arasında oluklu bağlantılar (gap junction) kurarak hem de etkileşim içinde 

oldukları diğer moleküller vasıtasıyla meme homeostazında önemli roller üstlenmektedir (El-

Saghir vd., 2011). İnsan meme dokusunda, meme küçültme operasyonlarından elde edilen 

örneklerde connexin ailesi üyelerinden sadece Cx26 ve Cx43 genlerinin ifade edildikleri 

gözlenmiştir (Monaghan vd., 1996) . Bu dokularda Cx26’nın özellikle lüminal hücrelerde, 

Cx43’ün de miyoepitel hücrelerde bulunduğu ve bulundukları hücrelerin çoğalma ve 

farklılaşma mekanizmalarında rol oynadıkları ön görülmüştür (Şekil 2) (El-Sabban vd., 2003; 

McLachlan vd., 2007). İnsanlardan memenin her gelişim evresinden istenilen doku örnekleri 

elde edilmesi zor olduğu için, kemirgenlerde (fare ve sıçan) yapılan çalışmalar connexinlerin 

meme fizyolojisinde oynadığı rollere ışık tutmuştur. Bu çalışmalarda memenin farklı gelişim 

evrelerinde Cx26 ve Cx43’ün yanı sıra Cx32 ve Cx30’un da ifade edildiği gözlenmiştir (El-

Sabban vd., 2003; Sohl ve Willecke, 2004; Talhouk vd., 2005; McLachlan vd., 2007). 

Kemirgenlerde, bakirelik, hamilelik, emzirme ve sütten kesme dönemlerinde connexinlerin 

çeşitlerinde, ifade düzeylerinde ve miktarlarında değişimler olduğu gösterilmiştir (Talhouk vd., 

2005). Mesela, Cx26 ve Cx32’nin süt üretimi döneminde hem mRNA hem de protein 

seviyelerinde önemli ölçülerde artmalar olduğu, sütten kesme evresinde ise bu moleküllerin 

seviyelerinin bakire farelerinkine benzer düzeylere dönmeye başladığı gözlenmiştir. Bu da 

Cx26 ve Cx32’nin en azından kemirgenlerde süt üretiminde ya da salgılanmasında görev 

aldığına işaret etmektedir (Monaghan vd., 1996; Talhouk vd., 2005).            
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Şekil 2. İnsan ve fare meme dokusunda connexin ifadesinin karşılaştırılması. İnsan meme 
dokusunda Cx26 ve Cx43 bulunurken, fare meme dokusunda Cx26, Cx30, Cx32 ve Cx43’ün 
ifade edildiği gözlenmiştir (McLachlan vd., 2007). 

Meme kanserinde connexinlerin ya da gap junctionların görev aldığı bilgisine normal meme 

dokusu ve meme kanseri dokusundan elde edilen mRNA’ların subractive hibridizasyon 

yöntemiyle karşılaştırılması sonucunda ulaşılmıştır. Bu çalışmalara göre, tümör dokusundan 

elde edilen hücrelerde Cx26 ve Cx43 miktarlarının normal dokulara göre önemli ölçüde 

azaldığı ve hücreler arasındaki gap junction plakalarının oluşmadığı gözlenmiştir (Lee vd., 

1992). Daha sonra yapılan araştırmalarda memede ifade edilen connexinlerin primer tümör 

dokularında genel olarak ya miktarlarında azalma olduğu ya da proteinlerin lokalizasyonlarının 

değiştiği, böylece hücreler arasındaki GJIC (gap junctional intercellular communication)’ın 

tamamen ortadan kalktığı gözlenmiştir (Laird vd., 1999; Kanczuga-Koda vd., 2003; Kanczuga-

Koda vd., 2005; Conklin vd., 2007). Ek olarak, GJIC bulunmayan kanser hücrelerinde 

connexinlerin yeniden ifade ettirilmelerinin hücre bölünmesini ve tümör büyümesini 

engellemesi, bu genlerin meme kanserinde tümör baskılayıcı görevler üstlendiklerine işaret 

etmektedir (Zhu vd., 1991; McLachlan vd., 2006; Naus ve Laird, 2010). Bunun yanı sıra, 

hastalardan elde edilen bazı invaziv meme kanseri türlerinde Cx26 ve Cx43’nin ifade edilmeye 

devam ettikleri, bu proteinlerin büyük çoğunlukla hücre sitoplazmasında biriktikleri gözlenmiştir 

(Jamieson vd., 1998; Kanczuga-Koda vd., 2006; McLachlan vd., 2007). Bu gözlemler 

connexinlerin kanserin farklı evrelerinde farklı görevler üstlenebildiğine işaret etmektedir: Bu 

da connexinlerin kanserin ilk evrelerinde ve/veya primer kanserlerde tümör baskılayıcı olarak 

çalışırken, kanserin ileri safhalarında ise metastazı teşvik edici faaliyetlerde bulunabileceğini 

göstermektedir (Şekil 3). Buna göre, kanserin ileri safhalarında connexinlerin hücre zarında 

gap junction kanallar yapmak yerine hücre sitoplazmasında birikerek bilinmeyen 

mekanizmalarla metastazda görev alabilecekleri düşünülmektedir (McLachlan vd., 2007; Naus 

ve Laird 2010).   
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Şekil 3. Connexin ifadesindeki değişimlerin meme kanserinin farklı evrelerinde oynadığı roller. 
Connexinlerin tümör oluşumunun ilk dönemlerinde azaldığı fakat ileri aşamalarında 
seviyelerinin arttığı gözlenmiştir (Naus ve Laird, 2010) 

Yukarıda da işaret edildiği üzere, normal insan meme dokusunda ve meme kanseri 

araştırmalarında kullanılan hücre hatlarında sadece Cx26 ve/veya Cx43 genlerinin ifade 

edildikleri gösterilmiştir. Bununla beraber son dönemlerde, meme kanseri hastalarından elde 

edilen doku örneklerinde yapılan immunokimyasal çalışmalar, kanser dokularında Cx26 ve 

Cx43’e ek olarak Cx32’nin de ifade edilmeye başladığını göstermiştir (Conklin vd., 2007; 

Kanczuga-Koda vd., 2007). Normal meme dokusundaki bu Cx moleküllerine ek olarak 

miyoepitel ve bazı lüminal hücrelerde Cx30 varlığı ve Cx32’nin lüminal epitel hücreler arasında 

bulunduğu gösterilmiştir (Teleki vd., 2014). Fakat, Cx30 ve Cx32’nin insan meme 

fizyolojisindeki fonksiyonu bilinmemektedir. Cx32’nin insan meme dokusunda kanser gelişimi 

sırasında ifade edilmeye başlamasının meme kanserine etkisi ve bu bağlamda Cx32’nin meme 

fizyolojisinde oynadığı roller bilinmemektedir. 

Cx32 geni ilk olarak karaciğer hücrelerinden klonlanmış, daha sonra da Schwann hücreleri ve 

böbrekteki podocyte gibi bir çok farklı hücrede bulunduğu gösterilmiştir (Kumar ve Gilula, 1986; 

Kumar ve Gilula, 1996). Cx32 mutasyonlarının insanlarda X kromozomuna bağlı kalıtsal 

Charcot-Marie-Tooth (CMTX1, OMIM# 302800) hastalığına neden olduğu gösterilmiştir 

(Bergoffen vd., 1993). Bu da Cx32’nin insan fizyolojisi için olan önemini ortaya koymaktadır. 
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Ek olarak, Cx32’nin farklı kanser türlerinde de etkin rol üstlendiği bilinmektedir. Özellikle deney 

hayvanlarında yapılan çalışmalarda, Cx32 geni çıkarılan farelerin kimyasal ya da radyasyonla 

indüklenen karaciğer ve akciğer kanserlerine normal farelerden daha yatkın oldukları 

gösterilmiştir (Temme vd., 1997; King ve Lampe, 2004). Bu da Cx32’nin bu dokularda tümör 

baskılayıcı görevler üstlendiğine işaret etmektedir. Bazı hepatocellular carcinoma (HCC) 

türlerinde Cx32’nin ifade edilmeye devam ettiği ve Cx32’nin hücreler arasında oluklu bağlantı 

kurmak yerine, hücre sitoplazmasında biriktiği gözlenmiştir (Li vd., 2007). Bu çalışmada 

Cx32’nin oluşturduğu oluklu bağlantıların HCC’nin gelişmesini engellediği fakat sitoplazmada 

biriken Cx32’nin HCC hücrelerinin invazyon ve metastazını artırdığı gösterilmiştir. Cx32’nin 

hücre sitoplazmasında biriktiği durumlar mide, prostat, kolon kanseri gibi farklı kanser 

türlerinde de kaydedilmiştir (Mehta vd., 1999; Kanczuga-Koda vd., 2010; Jee vd., 2011). Fakat, 

Cx32’nin hücre sitoplazmasında birikmesinin kanser hücrelerinin hareket ve metastaz 

kabiliyetlerini nasıl etkilediği tam olarak bilinmemektedir.  

Bu projede, lenf tutulumlu meme kanserlerinde ifade edilmeye başlandığı gözlenen Cx32’nin 

farklı metastatik özellikler gösteren meme kanseri hücrelerinde oynadığı rollerin araştırılması 

amaçlanmıştır.   

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Connexin 32’nin farklı ekpresyon vektörlerine klonlanması 

İnsan connexin 32 (hCx32) cDNA’sı ABD’deki University of Pennsylvania’da bulunan 

Professor Steven S. Scherer’dan tedarik edilmiştir. Ek olarak, hCx32’nin polimeraz zincir 

reaksiyonuyla (PZR) çoğaltılması için gerekli olan Tablo 1’deki primerler klonlama için gerekli 

restriksiyon enzim kesim bölgeleri (sırasıyla XhoI ve EcoRI) eklenerek tedarik edilmiştir.  

Tablo 1. Cx32’nin çoğaltılması için kullanılan primerler 

hCx32-XhoI-F TGT TGT CTC GAG atg aac tgg aca ggt t 
hCx32-EcoRI-R TGT TGT GAA TTC tca gca ggc cga gca gc 

hCx32 cDNA’sı farklı vektörlere klonlanmak amacıyla PZR ile çoğaltılmıştır. cDNA XhoI ve 

EcoRI enzimleriyle kesilerek öncelikle sekansının doğrulanması amacıyla pBSBK bakteriyel 

vektörüne klonlanmıştır. Sekansı teyit edilen hCx32 cDNA’sını içeren klonlar daha sonra tekrar 

XhoI ve EcoRI enzimleriyle kesilerek aynı enzimlerle kesilmiş pIRES2-EGFP memeli ve 

pMSCV PIG viral ekspresyon vektörlerine klonlanmıştır.  

3.2 Hücre kültürü  

hCx32’nin fonksiyonun araştırılması için normal meme hücresi MCF10A ve farklı metastatik 

özellikleri olan meme kanseri hücreleri, MCF7 (invaziv olmayan), Hs578T (orta derece invaziv), 
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MDA-MB-231(invaziv)) kullanılmıştır (Guo vd., 2002; Hughes vd., 2008). Hücreler aşağıda 

listelenen besi yeri ortamlarında 37°C ve %5 CO2 ile nemlendirilmiş inkübatörde çoğaltılarak 

kültürleri devam ettirilmiştir. 

MCF10A: DMEM/F-12 (GIBCO)/%5 Donor Horse Serum (Biological Industries)/%1 

Penicillin/Streptomycin (GIBCO)/ 20ng/mL EGF (Sigma)/ 0.5 μg/mL Hydrocortisone (Sigma)/ 

100ng/mL Cholera Toxin (Sigma)/10 µg/mL insülin (Sigma)  

MCF7, MDA-MB-231 ve 293T: DMEM (GIBCO)/%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO)/%1 

Penicillin-Streptomycin (GIBCO)  

Hs578T: DMEM (GIBCO)/%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO)/%1 Penicillin-

Streptomycin (GIBCO)/10µg/ml insülin(Sigma) 

NIH3T3: DMEM, %10 Newborn Calf Serum (NBCS) (Life Technologies, Cat# 16010159) /%1 

Penicillin-Streptomycin (GIBCO) 

Hücreler haftada iki kere, %0.05  Trypsin-EDTA (Biological Industries) ile 2-15 dakika 37°C’de 

bekletirek kaldırılmış ve yeni kaplara uygun sayıda ekilerek pasajlanmıştır.   

Hücrelerin pIRES2-EGFP2-Cx32 ile transfeksiyonları aşağıda belirtildiği şekilde üreticinin 

protokolü takip edilerek gerçekleştirilmiştir: 

MCF10A- Transfeksiyondan 24 saat önce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk başına 500,000 hücre 

ekilerek transfeksiyon günü Fugene HD transfeksiyon ajanıyla hücrelere pIRES2-EGFP2 ve 

pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 2µg DNA:4µl Fugene HD (Promega) oranıyla verilmiştir. 

Transfeksiyondan 24 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskobuyla kontrol edilerek 

deneylerde kullanılmıştır. 

MCF7- Transfeksiyondan 24 saat önce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk başına 300,000 hücre 

ekilerek transfeksiyon günü Fugene HD transfeksiyon ajanıyla hücrelere pIRES2-EGFP2 ve 

pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 1µg DNA:6µl Fugene HD (Promega) oranıyla verilmiştir. 

Transfeksiyondan 48 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek 

deneylerde kullanılmıştır. 

Hs578T- Transfeksiyondan 24 saat önce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk başına 200,000 hücre 

ekilerek ertesi gün Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajanıyla hücrelere pIRES2-EGFP2 ve 

pIRES2-EGFP2-Cx32 plazmidleri 3µg DNA:4µl Lipofectamine 3000 oranıyla verilmiştir. 

Transfeksiyondan 72 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek 

deneylerde kullanılmıştır. 
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MDA-MB-231- Transfeksiyondan 48 saat önce 6-kuyucuklu kaplara kuyucuk başına 400,000 

hücre ekilerek Fugene HD transfeksiyon ajanıyla hücrelere pIRES2-EGFP2 ve pIRES2-

EGFP2-Cx32 plazmidleri 2µg DNA:6µl Fugene HD (Promega) oranıyla verilmiştir. 

Transfeksiyondan 48 saat sonra EGFP sinyali floresan mikroskopuyla kontrol edilerek 

deneylerde kullanılmıştır. 

Fugene HD transfeksiyonu için belirlenen DNA ve Fugene miktarları serumsuz DMEM’de 

karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 30 dakika beklenmiştir. Karışım hücrelere damla damla 

verilerek hücreler 24 ile 48 saat arasında deneylerde kullanılmıştır.   

Lipofectamine 3000 transfeksiyonu için öncelikle Lipofectamine 3000 serum olmayan DMEM’e 

eklenip vortex’le karıştırılmıştır. DNA serum olmayan DMEM ve kitle gelen P3000 miyarıyla 

karıştırılarak hazırlanmıştır. DNA solüsyonu, Lipofectamine 3000 solüsyonuna eklenerek 10 

dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Karışım hücrelere damla damla verilerek hücreler 24 ile 

48 saat arasında deneylerde kullanılmıştır.  

3.3 Virüs üretimi  

3.5-4.5x106 293T hücresinin 10 cm lik kültür kabına ekiminden 24 saat sonra, hücreler lentiviral 

vektörler: 2µg pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro (pLenti-GFP, ABMGOOD) veya 2µg pLenti-GIII-

CMV-GFP-2A-Puro-Cx32 (pLenti-Cx32-GFP, ABMGOOD), 1.3µg paketleme vektörü 

(pCMVdR8.74) ve 0.7µg sarmalama vektörü (pMD2.VSVG) ile 12 µl Fugene HD kullanılarak 

transfekte edilmiştir. Transfeksiyondan 24 saat sonra, hücrelerin besiyeri uzaklaştırılmış ve 

yeni 8.5 mL besiyeri eklenmiştir. Transfeksiyondan 48 saat sonra, virüsleri içeren besiyeri 

falcon tüplerine toplanmış ve yerine 8.5 mL yeni besiyeri eklenmiştir. Toplanmış virüsler, bir 

sonraki toplamaya kadar 4°C’de saklanmıştır. Transfeksiyondan 72 saat sonra, virüs içeren 

besiyeri tekrar toplanmıştır. Titrasyon için 200 µl virüs ayrılmış ve geriye kalan virüsler – 

80°C’de saklanmıştır. 

3.4 Virüs titrasyonu  

Virüs üretiminin verimliliğini belirlemek amacıyla, virüslerin titresine karar verilmiştir. Virüs 

titrasyonu fare fibroblast hücreleri olan NIH3T3+ hücre hattı kullanılarak yapılmıştır. 2x105 

NIH3T3+ hücresinin 6-kuyucuklu kaplara ekilmesinden 24 saat sonra, 10-3, 10-4, 10-5 

oranlarında seyreltilmiş virüsler ve 8 µg/mL polybrene içeren 4mL son hacimli besiyeri 

hücrelerin üzerine eklenmiştir. Hücreler 2 saat, 2,500 rpm ve 32°C’de santrifüj edilmiştir. 

Besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra kuyucuk başına 2mL yeni besiyeri eklenmiştir. Virüs 

enfeksiyonundan 48 saat sonra, hücreler trypsin ile kaldırılmış ve 10 cm’lik kültür kabına, 2 
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µg/mL puromycin içeren seçilim besiyerine ekilmiştir. Virüs içermeyen negatif kontrol (mock) 

koşulundaki hücreler ölene kadar seçilim devam ettirilmiştir. 

Seçilim tamamlandığında, kültür kapları 1X PBS ile iki kere kabin içerisinde yıkanmıştır. 4 mL 

1X PBS eklendikten sonra, kültür kapları kabin dışına alınmış ve PBS uzaklaştırılmıştır. Sonra 

kültür kapları 5mL % 5’lik Crystal Violet boya solüsyonu ile çalkalama kabında, oda 

sıcaklığında 10 dk inkübe edilmiştir. Crystal Violet boya solüsyonu uzaklaştırılmış ve kültür 

kabı 1X PBS ile yıkanmıştır. 1X PBS ile yapılan 10 dk’lık yıkamalar mock koşulundaki 

hücrelerin kültür kabı transparan oluncaya kadar devam ettirilmiştir. 1X PBS uzaklaştırıldıktan 

sonra, kültür kapları ters çevrilmiş ve kurumaya bırakılmıştır. Kültür kapları kuruduktan sonra 

koloniler sayılmıştır. 

3.5 Virüs enfeksiyonu 

6-kuyucuklu kaplara, kuyucuk başına 2.5-3.5x105 MCF10A, MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T 

hücresi ekilmiştir. Hücre ekiminden 24 saat sonra hücrelerin besi yeri uzaklaştırılmış, her 

kuyucuğa 8 µg/mL polybrene ile birlikte 4mL virüs eklenmiştir. 6-kuyucuklu kaplar 2 saat 

boyunca 2,500 rpm ile 32°C de santrifüj edilmiştir. Kuyucuk başına 2 mL yeni besiyeri 

eklenmiştir. Enfeksiyondan 48 saat sonra, hücreler trypsin ile kaldırılıp 10 cm’lik hücre kültürü 

kaplarına transfer edilmiştir. Hücreler 2 µg/mL puromycin içeren seçilim besiyerine ekilmiştir. 

Mock koşulundaki hücreler ölene kadar seçilim devam ettirilmiş ve böylece Cx32’yi kalıcı 

olarak ifade eden hücreler elde edilmiştir. 

3.6 Tekli immunohistokimyasal analizler 

Lamel’de büyütülen ve pIRES2-EGFP ve pIRES2-EGFP2-hCx32 ile transfekte edilen hücreler 

iki defa 1X PBS’le yıkandıktan sonra 1X PBS’te hazırlanmış %4 paraformaldehyde ile 20 

dakika boyunca sabitlenmiştir. %0.1 TritonX-100’lü 1XPBS’le hücre zarının geçirgenliği 15 

dakika boyunca artırılmış ve hücreler %3-%5 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’lü 1XPBS’le 30-

60 dakika boyunca bloklanmıştır. Daha sonra hücrelere 1:200 oranında seyreltilen tavşan anti-

Cx32 birincil antikoru (rabbit anti-Cx32 antibody - Invitrogen) bütün gece 4°C’de ya da oda 

sıcaklığında 1 saat boyunca uygulanmıştır. Sonrasında birincil antikor üç kere 1X PBS’le 

yıkandıktan sonra tavşana karşı üretilen floresan molekül bağlı ikincil antikor (Alexa Fluor 555- 

anti-rabbit antikor (Invitrogen)) 1:200 ve DAPI 1:500 oranlarında seyreltilerek 30 dakika 

boyunca uygulanmıştır. Üç kere 1X PBS’le yıkanan lameller cam lamlara yükleme 

solüsyonuyla (mounting medium) yüklenmiştir. Hazırlanan cam lamlar floresan mikroskopta 

40X-100X objektifiyle kontrol edilip resimleri çekilmiş, ImageJ programıyla da (NIH) 

birleştirilmiştir. 
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3.7 Western blot analizleri 

3.7.1 Protein izolasyonu 

Transfekte veya enfekte edilen hücreler sıvı nitrojende dondurulmuş ve -80oC’de saklanmıştır. 

Protein izolasyonu sırasında dondurulmuş hücreler buzun üzerinde 5 dakika boyunca 

eritildikten sonra üzerlerine Lysis buffer (10 mmol/l Tris pH 7.5, 1 mmol/l EDTA, %0.1  Triton 

X-100, 1X protease inhibitor and 1 mM DTT) eklenerek, hücreler kazınarak toplanmıştır. 

Eppendorf tüplere toplanan hücreler 26G’lik insülin şırıngalarıyla homojenize edildikten sonra 

buzun üzerinde 20 dakika boyunca bekletilmişlerdir. Kısa bir vortex’ten sonra hücreler 4oC’de 

ve 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifüj edilip sıvı kısmı yeni Eppendorf tüplere 

aktarılmış, protein miktarı Bradford testiyle belirlendikten sonra -80oC’de saklanmışlardır.  

Bradford için proteinler 1:200 oranında (1 µl protein, 159 µl dH2O and 40 µl 5X Bradford miyar 

olacak şekilde) 96-kuyucuklu kaplarda ikili örnekler olarak hazırlanmıştır. Protein 

konsantrasyonlarının tayini için 0.2, 0.5, 1, 2, 4, 8 mg/ml BSA konsantrasyonları hazırlanarak, 

spektrofotometre ile 595 nm’de ölçümler yapılıp standart eğri hazırlanmıştır. Deneysel örnekler 

spektrofotometrede ölçülmüş, standard eğri kullanılarak örneklerdeki protein miktarları tayin 

edilmiştir.  

3.7.2 Western blot protokolü 

Hücrelerden izole edilmiş proteinler yükleme boyası eklenerek eşit konsantrasyonlarda 

hazırlanmıştır. Örnekler protein belirteciyle beraber (NEB) SDS-PAGE jelinde yürütülmüştür. 

Nitrocellulose membranına geçirilen proteinler 1X TBS-Tween-20 (0.05 %) (TBS-T) ile 

yıkandıktan sonra, 1X TBS-T’te çözünen %5 süt tozu ile membran 2-3 saat boyunca 

bloklanmıştır. Membran daha sonra 1:1000 olarak seyreltilen birincil antikorlarla (Tablo 2) 

bütün gece 4°C’de döndürülmüştür. Bir sonraki gün membran 1X TBS-T ile 15’er dakika 

süreyle 3 kere yıkandıktan sonra 1:2500 olarak seyreltilen peroxidase’e bağlı ikincil antikorla 

(Pierce) muamele edilmiştir. Membran 1X TBS-T ile 15’er dakika süreyle 3 kere yıkandıktan 

sonra üzerine SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo) uygulanarak 

Versadoc görüntüleme sistemiyle (Bio-Rad) görüntülenmiştir. Bu deneylerde, -tubulin 

yükleme kontrolü olarak kullanılmış, aynı membran aynı protokol takip edilerek 1:10000 

seyreltilen -tubulin miktarının tayini için kullanılmıştır. Birincil antikor olarak fare anti--tubulin 

antikoru (Sigma) ve ikincil antikor olarak peroxidase’e bağlı keçi anti-fare (Dako) kullanılarak 

görüntüleme gerçekleştirilmiştir.  
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Tablo 2. Western blot için kullanılan birincil ve ikincil antikorlar 

Antikorlar Üretildiği canlı Katalog numarası 

Cx32 birincil antikor Rabbit Abcam, Cat# ab66613 

Cx32 birincil antikor Rabbit Sigma, Cat# C3595 

Cx32 birincil antikor Rabbit Invitrogen, Cat# 34-5700 

Cx26 birincil antikor Goat Abcam, Cat# ab59020 

Cx43 birincil antikor Rabbit Invitrogen, Cat# 71-0700 

γ-tubulin birincil antikor Mouse Sigma, Cat# T6557 

Slug birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 9585P 

Snail birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3879P 

Twist birincil antikor Rabbit Calbiochem,  Cat# DR1088 

E-Cadherin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3195P 

N-Cadherin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 13116P 

Zo-1 birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 8193P 

Zeb-1 birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 3396P 

Zeb-2 birincil antikor Rabbit Merck, Cat# ABT332 

Vimentin birincil antikor Rabbit Cell signaling, Cat# 5741P 

İkincil antikor anti-rabbit Thermo, Cat# 31460 

İkincil antikor anti-goat Pierce, Cat# 31460 

İkincil antikor anti-mouse Dako, Cat# 00071312 

 

3.8 mRNA ifade analizleri 

Moleküler ifade analizlerinde kullanılmak üzere dizayn edilen primerler (Tablo 3) nükleaz 

içermeyen suda çözülmüş, kullanım solüsyonu 500X’lik stok solüsyonunu 10X’e seyrelterek 

elde edilmiştir. Toplam mRNA izolasyonu için, 6 kuyulu platelerde bulunan hücreler iki kere 
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1XPBS ile yıkandıktan sonra sıvı azotla dondurulmuştur. Sıvı azottan alınan platelerin 

kuyularına 200μl lysis buffer eklenip hücreler buzun üzerinde 2-3 dk boyunca bekletilmiştir. 

Kuyulardaki parçalanmış hücreler 1.5 ml’lik eppendorf tüplerde toplanmış ve insülin iğnesi 

yardımıyla homojenize hale getirilmiştir. Tüpteki sıvılar, üzerlerine kendi hacimleri kadar etanol 

eklendikten sonra, toplam mRNA izolasyonu PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen) protokolü 

takip edilerek gerçekleştirilmiştir. Elde edilen örneklerin mRNA konsantrasyonları Nanodrop 

kullanılarak ölçülmüştür. Eşit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas) ile elde edilen cDNA’lar RT-PCR analizi için kullanılmıştır. Çevrimler sonucu 

(Tablo 4) elde edilen ifade eğrileri kontrollü olarak analiz edilmiştir. Üç tekrarlı (triplicate) olarak 

yürütülen RT-PCR deneylerinde numune sayısı da üç olarak kullanılmıştır. 

Tablo 3. RT-PCR’da kullanılan primer listesi 

Gen adı İleri (forward) primer (5’-3’) Geri (reverse) primer (5’-3’) 

Connexin 32 ggcacaaggtccacatct gcatagccagggtagagc 

GAPDH gaaggtgaaggtcggagtca aatgaaggggtcattgatgg 

E-cadherin cagcacgtacacagccctaa ggtatgggggcgttgtcatt 

ZO-1 atggaggaaacagctatatggga ccaaatccaaatccaggagc 

ZEB1 cccaggtgtaagcgcagaaa gtctggtctgttggcaggtc 

ZEB2 ataagggagggtggagtggaa gttaattgcggtctggatcgtg 

Vimentin gctaaccaacgacaaagccc cgttcaaggtcaagacgtgc 

Snail ctaggccctggctgctacaa tgtggagcagggacattcg 

Slug ctcctcatctttggggcgag ttcaatggcatgggggtctg 

Twist1 ctgtccattttctccttctctgg ttctcggtctggaggatgga 

N-cadherin gacggttcgccatccagac tcgattggt ttgaccacgg 

 

Tablo 4. qRT-PCR protolokü 

Preincubation 95 °C 600 s 1 cycle 

 

3 step amplification 

95 °C  

30 s 

 

45 cycle 60 °C 

72 °C 

 

Melting 

95 °C 10 s  

1 cycle 

 

65 °C 60 s 

72 °C 1 s 
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Bütün mRNA ifade analizi deneylerinde insan GAPDH geni içsel kontrol (housekeeping gene) 

olarak kullanılmıştır. RT-PCR Roche LightCycler® 96 sisteminde gereçekleştirilmiş ve 

sonuşlar Delta-Delta Ct yöntemiyle analiz edilmiştir. 

3.9 Hücre içine floresan boya alım (dye uptake) analizleri 

Kalıcı olarak enfekte edilmiş hücreler 6-kuyucuklu kaplara ekildikten 48 saat sonra, 1X PBS ile 

yıkanmış ve Opti-MEM® ile 20 dk. 37°C’de inkübe edilmiştir. Sonra, 0,5 mg/mL Neurobiotin 

(NB) içeren Opti-MEM® hürelerin üzerine eklenmiş ve hücreler 20 dk. 37°C’de inkübe 

edilmiştir. Hücreler sonrasında DMEM besiyeri ile 3 kere 10’ar dk.’lık aralıklarla yıkanmıştır. 

Bunu takiben hücreler 1X PBS’de hazırlanan 0,5mg/ml neurobiotin boyasına 20 dakika 

boyunca karanlıkta ve 37°C’de maruz bırakılmışlardır. Belirtilen sürenin sonunda hücreler 1X 

PBS’le yıkanmış ve 1X PBS’te hazırlanmış %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca 

sabitlenmiştir. %0.1 TritonX-100’lü 1X PBS’le hücre zarının geçirgenliği 10 dakika boyunca 

artırılmış ve hücreler %3 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’lü 1X PBS’le 15 dakika boyunca 

bloklanmıştır. Daha sonra hücreler 1:1000 oranında tetra methyl rhodamine isothiocyanate 

(TRIT-C)’e bağlı streptavidin’le (Pierce) muamele edilmişlerdir. 1X PBS’le yıkanan hücreler 

floresan mikroskopta 20X objektifiyle kontrol edilip resimleri çekilmiş, ImageJ programıyla da 

analizleri gerçekleştirilmiştir. 

3.10 Yarıkla floresan boya yükleme (scrape loading) analizleri  

Hücreler 6-kuyucuklu kaplara ekildikten 48 saat sonra, 1X PBS ile yıkanmıştır. Sonra, 0.5 

mg/mL Neurobiotin (NB) içeren Opti-MEM® hücrelerin üzerine eklenmiştir. Bistüri ile hücreler 

üzerinde kesik yapıldıktan sonra hücreler 10 dk. 37°C‘de inkübe edilmiştir. Neurobiotin (NB) 

içeren Opti-MEM® çekildikten sonra hücreler DMEM besiyeriyle 20 dk. 37°C’de inkübe 

edilmiştir. Opti-MEM® ile 3 kere 10’ar dk.’lık yıkamalardan sonra hücreler %4  

Paraformaldehyde (PFA) ile 15 dk. oda sıcaklığında inkübe edilerek sabitlenmiştir.  Hücreler 

sonrasında 3 kez 1X PBS ile yıkandıktan sonra with %0.1 TritonX-100/PBS ile oda sıcaklığında 

15 dk. bekletilmiştir. Sonra, hücreler 3 % BSA kullanılarak 4°C’de gece boyunca inkübe 

edilerek bloke edilmiştir. Hücreler, 1:500 seyreltme oranında Rhodamine-conjugated 

streptavidin ve 1:1000 seyreltme oranında DAPI ile blok solüsyonunda 1 saat oda sıcaklığında 

inkübe edilmiş ve sonrasında 1X PBS ile 10’ar dk.’lık ara ile 2 kere yıkanmıştır. 1X PBS’le 

yıkanan hücreler floresan mikroskopta 10X objektifiyle kontrol edilip resimleri çekilmiş, ImageJ 

programıyla da analizleri gerçekleştirilmiştir. 
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3.11 MTT analizleri  

2x103 MCF10A ve MDA-MB-231 hücreleri 48-kuyucuklu kaplara ekilmiştir. 1, 4, 7 ve 10. 

günlerde hücreler %10 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

içeren solüsyon ile 4 saat 37°C de inkübe edilmiştir. MTT içeren solüsyon uzaklaştırıldıktan 

sonra, kristaller DMSO ile çözülerek 96-kuyucuklu kaplara transfer edilmiştir. Örneklerin 

absorbans değerleri 570 nm and 650 nm de spectrophotometer ile ölçülmüştür. 

Hücreler Hs578T hücreleri için 2500 hücre/kuyu ve MCF7 hücreleri için 5000 hücre/kuyu olarak 

24 kuyulu ortama ekilip 10 gün boyunca büyütülerek aynı protokolle 3,5,7 ve 10. günlerde MTT 

analizleri gerçekleştirilmiştir. 

3.12 BrdU boyaması 

2x105 MDA-MB-231 ve 1x105 MCF10A hücresi 6-kuyucuklu kaplara konulmuş lamellere 

ekilmiş ve 48 saat sonra hücrelerin besiyeri uzaklaştırılmıştır. Her kuyu için 1:500 seyreltme 

oranında BrdU (20 µM) içeren 500 µl besiyeri eklenmiş ve 2 saat 37°C’de inkübe edilmiştir. 

Hücreler 3’er dk. aralıklarla iki kere yıkanmış ve sonrasında %4 Paraformaldehyde (PFA) 

kullanılarak, 20 dk. oda sıcaklığında inkübe edilerek sabitlenmiştir. Hücreler 1X PBS ile 5’er 

dk. aralıklarla üç kere yıkanmış ve sorasında 1.5 M HCl ile 30 dk. oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Hücreler 1X PBS ile 5 er dk. aralıklarla iki kere yıkanmıştır.  Hücreler %5  Normal 

Horse Serum (NHS), %0,2 Triton X içeren 1X PBS ile hazırlanmış bloke solüsyonuyla 1 saat 

oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Hücreler bir kere 1X PBS ile yıkandıktan sonra 1:50 

seyreltilmiş BrdU antikoru ile antikor solüsyonunda (%2 Normal Horse Serum (NHS), %1 Triton 

X içeren 1X PBS ile hazırlanmış solüsyon) 4°C de gece boyunca bekletilmiştir. Sonra hücreler 

5’er dk aralıklarla 3 kere yıkanmış ve 1:1000 seyreltme oranında DAPI içeren antikor 

solüsyonunda 45 dk. bekletilmiştir. Hücreler 3 kere 1X PBS ile yıkandıktan sonra, lameller 

otoklavlanmış suya batırılmış, kurutulmuş ve lama mount edilmiştir. Örneklerin 

görüntülemeleri, Olympus floresan mikroskobu kullanılarak alınmış ve görüntüler ImageJ 

programı ile analiz edilmiştir. 

3.13 PI boyaması ve akış sitometrisi ile hücre döngüsü analizleri  

Hücreler 6-kuyucuklu kaplara ekilmiş ve 48 saat sonra 1X PBS ile yıkanmıştır. Hücreler 

tripsinize edildikten sonra falcon tüplerine toplanmış ve 10 dk. 1200 rpm ile santrifüj edilmiştir. 

Üstte kalan sıvı kısmı çekilmiş ve pelet içeren tüpler buza konmuştur.  1 mL 1X PBS 

eklendikten sonra, hücreler nazikçe pipetlenmiştir. 4mL soğuk %100 EtOH eklenmesinden 

sonra, hücreler nazikçe karıştırılmıştır. Falcon tüpler –20’°C’de gece boyunca bekletilmiştir. 

1500 rpm ile 10 dk.’lık santrifüjü takiben, 1 dk.lık 2000 rpm ile santrifüj yapılmıştır. Üstte kalan 
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sıvı kısmı çekilmiş ve 1mL PBS eklenmiştir. Solüsyonlar Eppendorf tüplere transfer edildikten 

sonra, +4°C’de 1500 rpm ile 10 dk. santrifüj edilmiştir. Üstte kalan sıvı kısmı çekilmiş ve 200 

µl 0.1 % TritonX-100/PBS ve 20 µl RNase A (200 µg/mL) eklenip iyice karıştırılmış, 37°C’de 

30 dk. inkübe edilmiştir. Solüsyon flow cytometer tüplerine transfer edildikten sonra 20 µl PI 

(1mg/mL) eklenmiş ve oda sıcaklığında 15 dk. bekletilmiştir. Hücre döngüsü analizleri FACS 

Canto (BD Biosciences, CA, USA) ile yapılmıştır. 

3.14 Yara kapama deneyleriyle migrasyon analizleri 

2x105 MCF10A, 9x105 MCF7, 2,5x105 MDA-MB-231 ve 4.5x105 Hs578T hücresi 12-kuyucuklu 

kaplara ekilmiş ve 48 saat sonra hücrelerin besiyeri uzaklaştırılmıştır. Hücreler 1X PBS ile 

yıkanmış ve 10 µg/mL mitomycin C içeren serumsuz besiyeri ile 2 saat boyunca 37°C sıcaklık 

ve %5 CO2 ile inkübe edilmiştir. 10 µl’lik tip ile kuyucuklara çizik atıldıktan sonra hücreler 1X 

PBS ile yıkanmıştır. %1 FBS içeren (MCF7, MDA-MB-231 ve Hs578T hücreleri için) ve %1.3 

DHS içeren (MCF10A hücreleri için) besiyerleri eklenmiştir. Leica konfokal mikroskopta, 

hücrelerin saat başı görüntüleri alınmış ve görüntüler ImageJ programında analiz edilmiştir. 

3.15 Boyden chamber ile invazyon analizleri  

Matrigel buzun üzerinde çözdürüldükten sonra 1:6 oranında serumsuz besi yerinde 

seyreltilmiştir. Daha sonra 8µm’lik delikler içeceren transwell kaplarına hazırlanan 40µl 

matrigel eklenerek 24 kuyucuklu hücre kültürü kaplarına yerleştirilerek 37°C’de 

polimerizasyonu sağlanmıştır. Bu sırada hücreler tripsinle kaldırılmış ve 2ml %10 FBS içeren 

besi yeri ile toplanarak falcon tüplere aktarılmıştır. Hücreler 2 dk boyunca 1400 rpm’de 

döndürülerek çökertilmiş ve 5ml serumsuz besi yeri ile karıştırılarak sayılmıştır. 200 µl 

serumsuz besiyerinde 50000 hücre olacak şekilde hazırlanan hücreler transell kaplarındaki 

matrigel’in üzerine ekilmiştir. Kuyucuklara da 700µl normal besi yeri eklenerek hücreler 24 saat 

37°C sıcaklık ve %5 CO2 ile inkübe edilmiştir. 24 saatin sonunda transwell kapları dikkatlice 

alınarak matrigelin üstü kulak çöpüyle temizlenmiştir. Kaplar daha sonra 1X PBS ile iki defa 

yıkanmış ve hücreler %4 PFA ile 20 dk süreyle sabitlenmiştir. Daha sonra hücreler iki kere 1X 

PBS ile yıkanmış ve 1:100 dilüe edilmiş DAPI ile 30 dk boyunca karanlıkta bekletilmiştir. Kaplar 

tekrar 1X PBS ile iki defa yıkandıktan sonra lamın üstüne konularak 4X objektifle resimleri 

çekilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1 Connexin 32’nin farklı ekpresyon vektörlerine klonlanması 

ABD’deki University of Pennsylvania’da çalışmalarını sürdüren Professor Steven S. 

Scherer’dan tedarik edilen insan connexin 32 (hCx32) cDNA’sı Tablo 1’de listelenen primerler 

ve iki farklı enzim (Taq ve High Fidelity (HF) polimeraz) kullanılarak polimeraz zincir 

reaksiyonuyla (PZR) çoğaltılmıştır (Şekil 4).  

 

Şekil 4. PZR reaksiyonundan sonra jelden izole edilen hCx32 cDNA’sının kontrolü 

cDNA’lar ve pBSBK bakteriyel vektör ayrı ayrı EcoRI ve XhoI enzimleriyle kesilerek ligasyon 

yapılmış ve elde edilen klonlardan izole edilen plazmid DNA’lar sekanslamaya gönderilmiştir. 

Sekanslamaya gönderilen klonlar normal insan Cx26 gen dizilimine karşı Multialin programı 

kullanılarak hizalanmıştır (Şekil 5). Sekansları doğrulanan pBSBK-Cx32 plazmidi XhoI ve 

EcoRI enzimleriyle kesilerek, yine aynı enzimlerle kesilmiş pIRES2-EGFP2 memeli ve pMSCV 

PIG viral vektörlerine klonlanlanmıştır. 
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Şekil 5. Sekanslamaya gönderilen örneğin normal Cx32 cDNA’sı ile Multalin programıyla 

karşılaştırılması 

4.2 Cx32 ile transfekte edilen hücrelerdeki Cx32‘nin lokalizasyonunun tespiti 

Projede kullanılan hücreler bir doktora öğrencisi ve bir yüksek lisans öğrencisi arasında 

paylaştırılmıştır. Normal meme hücresi MCF10A ve invaziv meme kanseri hücresi MDA-MB-

231 ile yapılan çalışmalar yüksek lisans öğrencisi tarafından ve invaziv olmayan MCF7 ve orta 

derece invaziv olan Hs578T ile yapılan çalışmalar doktora öğrencisi tarafından yürütülmüştür. 

Projenin ilk amacı Cx32 verilen hücrelerdeki Cx32’nin hücre lokalizasyonunun tespitidir (Şekil 

6).  
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Şekil 6.  MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hücrelerinde ifade edilen Cx32’nin 
hücrelerdeki lokalizasyonu. Yeşil GFP’yi, kırmızı Cx32’yi ve mavi DAPI hücre çekirdeğini 
göstermektedir. Oklar gap junction plakaları işaret etmektedir. Ölçek 10µm. 

Şekil 6’da kırmızı sinyaller Cx32, mavi sinyaller hücre çekirdeğini ve yeşil sinyaller GFP’yi 

göstermektedir. Bu ve diğer deneylerde GFP ile enfekte edilen hücreler kontrol hücresi olarak 

kullanılmış ve karşılaştırmalar GFP ifade eden hücrelere karşı yapılmıştır. Buna göre tüm 

hücre gruplarında bir miktar Cx32 ifadesinin olduğu gözlenmiştir. Cx32 overekpresyonu 

hücrelerde Cx32 protein ifadesinde bir artışa neden olmuştur ve MCF10 hücrelerinde gap 

junction plakalarının oluştuğu gözlenmiştir (beyaz oklar). Diğer hücelerde gap junction 

plakalarından ziyade proteinlerin hücre içinde bulunduğu gözlenmiştir. Cx32 proteinlerinin 

hücre içindeki lokalizasyonlarının tespiti için hücrelerin GFP içermeyen pLenti-GIII-CMV-C 

term-HA-Cx32 ile enfekte edilerek ikili hücre boyamalarının gerçekleştirilmesi planlanmıştır. 

Fakat HA lenti viral vektörlerle 3-4 kez denenerek gerçekleştirilen kalıcı enfeksiyonlar 

sonucunda istenilen ölçüde Cx32 mRNA ve protein ifadesi elde edilemediği için ikili immuno 

boyama deneyleri (hücre zarı-Cx32 ve hücre zarı-Golgin 97 (Golgi aygıtı belirteci)) 

gerçekleştirilememiştir. Cx32 immuno boyamaları sonucunda Cx32 ifadesi tespit edilmiş ve 

sadece MCF10A hücrelerinde gap junction plakaları gözlenmiştir. 

4.3 Ekzojen olarak ifade ettirilen Cx32 potein ve mRNA ifadesinin teyidi  

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde immuno boyama ile Cx32 

lokalizasyonunun tespitinden sonra hücrelere dışarıdan verilen Cx32’nin protein ve mRNA 

ifadesini nasıl etkilediği sırasıyla Western blot ve gerçek zamanlı yarı kantitatif PCR ile 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 7 ve Şekil 8). 
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Şekil 7. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin 
protein miktarının Western blot ile karşılaştırılması. Tubulin yükleme kontrolü olak 
kullanılmıştır. 

Western blot sonuçlarına göre Cx32 ifade eden MCF10A, MDA-MB-231 ve MCF7 hücrelerinde 

kontrol GFP hücrelerine göre protein seviyesinde bir değişiklik gözlenmemiştir. Buna karşılık 

Hs578T hücrelerinde protein ifadesinde artışın olduğu gözlenmiştir (Şekil 7 sağ panel). Bunun 

yanı sıra bütün Cx32 ifade eden hücrelerde mRNA seviyesinde anlamlı farklılıklar gözlenmiştir 

(Şekil 8). GFP ve Cx32 ifade eden hücrelerideki mRNA miktarları önce içsel gen 

(housekeeping gen) olan GAPDH’e ve daha sonra da Cx32’deki mRNA oranı GFP ifade eden 

hücrelerdeki mRNA’ya oranlanmıştır. Buna göre Cx32 enfekte edilen MCF10 hücrelerinde 68 

kat, MDA-MB-231 hücrelerinde 209 kat, Hs578T hücrelerinde 270 kat ve MCF7 hücrelerinde 

170 kat artış olmuştur (şekil 8, p<0.05).  

 

Şekil 8. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7, Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin 
mRNA miktarının gerçek zamanlı yarı kantitatif PCR ile karşılaştırılması (n=3 *, p<0.05, 
Student’s ttest) 

4.4 Cx32’nin hücrelerdeki gap junction kanallarının ve yarım kanallarının 

fonksiyonlarına etkisi 

Dışarıdan verilen Cx32 ifadesinin özellikle mRNA seviyesinde 60-200 kat arasında değişimlere 

neden olduğu için Cx32’nin bu hücrelerdeki gap junction kanallarının ve yarım kanallarının 
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fonksiyonlarına etkisi araştırılmıştır. Yarıkla floresan boyama yükleme deneylerinde hücre 

kaplarındaki kuyucukları tamamen dolduran hücreler neurobiotin ile bekletilirken bistirü ucu 

kullanılarak yarıklar oluşturulmuştur. Bu deneylerde aynı zamanda gap junction kanal 

inhibitörü carbenoxolone (CBX) deneyin çalıştığının gösterilmesi amacıyla kontrol olarak 

kullanılmış ve boyanın oluşturulan yarıktan ilerleme mesafesi belirlenmiştir (Şekil 9 ve 10). 

Gösterilen örnek resimlerde kırmızı neurobiotin ve yeşil GFP’yi göstermektedir. Cx32 ifade 

eden hücrelerle GFP ifade eden hücreler karşılaştırıldığında MCF10 ve MDA-MB-231 

hücrelerinde boya geçiş mesafeleri arasında bir farklılık gözlenmemiştir. Örnek resimlerde 

CBX uygulamasının MCF10 kontrol ve Cx32 hücrelerinde belirgin bir azalmaya neden olduğu 

fakat MDA-MB-231 hücrelerindeki geçişe etkisi olmadığı gözlenmiştir. Fakat farklı deneylerden 

en az 20 resimle gerçekleştirilen analizlerde CBX’in sadece Cx32 içeren MCF10A hücresindeki 

boya geçişini azalttığı gözlenmiş (p<0.01), buna karşılık MCF10A kontrol hücrelerindeki gap 

junctional iletişime etki etmediği gözlenmiştir. 

 

Şekil 9. MCF10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin oluşturduğu gap 
junction kanallarının aktivitelerinin yarıkla floresan boyama yükleme ile karşılaştırılması. Örnek 
resimlerde yeşil GFP sinyali ve kırmızı neurobiotini göstermektedir. Grafikler boyanın yarıktan 
ilerleme mesafesini karşılaştırmaktadır. Ölçek 100µm, (n= 3 ve toplam 20-30 farklı resim, *, 
p<0.01). 
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MCF7 ve Hs578T hücrelerinde gerçekleştirilen deneylerde GFP ifade eden hücrelerle Cx32 

ifade eden hücreler arasında hücreler arasında gerçekleştirilen iletişimde anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (Şekil 10). Buna karşılık hücrelere CBX verilmesi durumunda MCF7-Cx32 

hücreleri hariç diğer hücre gruplarında gap junctional iletişimde istatiksel olarak anlamlı (MCF-

GFP için 6, Hs578T-GFP için 24 ve Hs578T-Cx32 için 26 kat) azalma olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 10, p<0.001) 

 

Şekil 10. MCF7 ve Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin oluşturduğu gap 
junction kanallarının aktivitelerinin yarıkla floresan boyama yükleme ile karşılaştırılması. 
kırmızı neurobiotini göstermektedir. Grafikler boyanın yarıktan ilerleme mesafesini 
karşılaştırmaktadır. Ölçek 100µm, (n= 3 ve 30 farklı resim, *, p<0.01). 

Bu sonuçlar doğrultusunda MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerine dışarıdan 

verilen Cx32’nin hücrelerdeki gap junctional iletişimi etkilemediği gözlenmiştir. Buna karşılık 

hücrelere verilen Cx32’nin hücre zarında fonksiyonel yarım kanallar yapabileceği düşünülmüş 

ve bunu test etmek amacıyla neurobiotin ile hücre içine boya alım deneyleri gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 11). Gerçekleştirilen deneylerde hiç bir hücre grubunda Cx32 ifadesinin fonksiyonel 

yarım kanal oluşturmadığı gözlenmiştir.  
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Şekil 11. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen 
Cx32’nin oluşturduğu yarım kanalların aktivitelerinin hücre içine neurobiyotin alım deneyi ile 
karşılaştırılması (n=2, toplam 15-20 resim).  

 MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerine dışarıdan verilen Cx32’nin fonksiyonel 

gap junction ve yarım kanallarına etkilerinin olmadığı gözlenmiştir.  

4.5 Cx32’nin hücrelerin büyüme ve çoğalmalarına etkisi  

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerine ekzojen olarak verilen Cx32’nin 

hücrelerin canlılıklarına (viability) etkisi hücrelerin 10 gün boyunca büyütülerek farklı günlerde 

gerçekleştirilen MTT testiyle ortaya konmuştur (Şekil 12). MTT analizlerinde MDA-MB-231-

GFP ve Cx32 içeren hücrelerinin 10 gün boyunca canlılıkları arasında farklılık gözlenmemiştir. 

Hücreler ilk günden itibaren aynı oranlarda çoğalmış ve canlılık göstermişlerdir (Şekil 12b). 

Buna karşılık MCF10A-Cx32 hücreleri 10 gün boyunca büyüme göstermiş fakat bu büyüme 4, 

7 ve 10. günlerde MCF10A-GFP hücrelerine göre daha yavaş olmuştur (Şekil 12a, **, p<0.01). 

Benzer bir durum Hs578T hücrelerinde de gözlenmiştir. Hs578T-Cx32 hücrelerinin çoğalmaları 

Hs578T-GFP’ye göre daha az olmuştur (Şekil 12d, **, p<0.01). Son olarak MCF7 hücrelerinde 

genel olarak Cx32 içeren hücrelerin GFP içeren hücrelere göre 5. günden itibaren daha hızlı 

artış gösterdiği, fakat bu artışın sadece 7. günde istatiksel olarak anlamlı olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 12c, p<0.05). 
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Şekil 12. MCF10A (a), MDA-MB-231 (b), MCF7 (c) ve Hs578T (d) hücrelerinde ifade edilen 
ekzojen Cx32’nin hücrelerin canlılıklarına (viability) etkileri. (MCF10A için n=4; MDA-MB-231 
için n=6; MCF7 ve Hs578T için n=3; p<0.05 **, p<0.01) 

Cx32’nin hücrelerin çoğalmasına etkisinin test edilmesi amacıyla Cx32 ve GFP ifade eden 

hücreler BrdU ile bekletildikten sonra anti-BrdU antikoru kullanılarak çoğalan hücrelerin 

oranları belirlenmiştir. Farklı alanlardan resimler çekilerek 1000 tane hücre sayılmış ve bu 

resimerdeki BrdU pozitif hücre sayıları belirlenerek bölünen hücrelerin yüzdeleri hesaplanarak 

karşılaştırılmıştır (Şekil 13). Yapılan öncül deneylerde MCF10A hücrelerinde Cx32 ifade eden 

hücrelerde GFP’ye oranla bölünen hücre sayısında bir azalma olduğu gözlenmiştir. Buna 

karşılık diğer hücre grupları arasında BrdU pozitif hücre yüzdesinde bir değişim gözlenmemiştir 

(Şekil 13). Bu deneylerin uygun bir şekilde değerlendirilebilmeleri için deneylerin en az 2 defa 

daha tekrarlanması gerekmektedir.  
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Şekil 13. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen 
Cx32’nin hücrelerin çoğalmalarına etkisi. (n=2, toplam 1000 hücre sayımı için 10-20 resim 
analizi*, p<0.01) 

4.6 Cx32’nin hücre döngüsüne etkisi  

MTT analizleriyle Cx32’nin MCF10A ve Hs578T hücrelerinin 10  gün boyunca çoğalmalarını 

kontrol hücrelere göre yavaşlattığı buna karşılık MCF7 hücrelerinde ise sadece 7. günde 

istatiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmesine rağmen 10 gün boyunca bir artış eğilimi  olduğu 

gözlenmiştir. Bu farklılıkların hücre döngüsüne etkisinin test edilmesi amacıyla PI boyaması ve 

arkasından akış sitometresi gerçekleştirilmiştir (Şekil 14). Hücre döngüsü analizlerinde 

MCF10A ve MCF7 hücrelerinde GFP kontrol ve Cx32 deneysel gruplar arasında arasında G1, 

S ve G2 fazlarında bulunan hücre yüzdeleri bakımından farklılık gözlenmemiştir. Buna karşılık 

MDA-MB-231-GFP ve Cx32 ifade eden gruplar arasında G1 fazındaki hücrelerde %7 oranında 

azalma (p<0.01) ve G2 fazındaki hücre oranında %19 artma (p<0.05) olduğu gözlenmiştir. 

Bunun yanı sıra Hs578T hücrelerinde GFP ve Cx32 bulunan gruplar arasında G1 fazındaki 

hücre yüzdesinde %15 azalma (p<0.05) ve S fazındaki hücrelerde %55 oranında artış (p<0.01) 

not edilmiştir.  
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Şekil 14. MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen 
Cx32’nin hücre döngüsüne etkisi. (n=3, her bir deneyde 3 farklı örnek; *, p<0.05; **, p<0.01). 

4.7 Cx32’nin hücrelerinin migrasyonuna etkisi  

Ekzojen Cx32 ifadesinin normal meme hücresi MCF10A, invaziv meme kanseri hücresi MDA-

MB-231, invaziv olmayan meme kanseri hücresi MCF7 ve orta derece invaziv olan meme 

kanseri hücresi Hs578T’lerin migrasyonunu nasıl etkilediği yara kapama deneyleriyle tespit 

edilmiştir. Mitomycin C ile bekletilen hücrelerde hücre bölünmesi durdurularak gerçekleştirilen 

yara kapama deneylerinde hücrelerin migrasyon kapasiteleri ölçülmüştür (Şekil 15 ve Şekil 

16).  
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Şekil 15. MCF10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin migrasyona 
etkisi. a) 0, 10, 20, 30 ve 40. saatlerde çekilmiş örnek resimler gösterilmektedir. Ölçek 50µm. 
b) MCF10A ve c) MDA-MB-231 hücrelerinin migrasyonu sırasında açık kalan yarığın 
alanlarının karşılaştırılması (n=3 deneyin 3 farklı örneğinde en az 3 farklı bölgenin resmi). 

Şekil 15a’da MCF10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde yara kapama deneyinin 40 saatlik takibi 

sonucunda elde edilen örnek resimler gösterilmektedir. Bu resimlerde MCF10-Cx32 

hücrelerindeki yaranın MCF10A-GFP’ye oranla daha hızlı kapandığı gözlenmiştir (Şekil 15a, 

üst panel). 3 defa tekrarlanan deneylerden elde edilen resimler ImageJ programında hücreler 

arasındaki yarığın alanı hesaplanarak analiz edilmiştir. Bu doğrultuda elde edilen sonuçlarda 

MCF10-Cx32 hücrelerinin GFP hücrelerine göre yarayı daha hızlı kapattığı yönünde bir eğilim 

(trend) olmasına rağmen, bu farklılıklar istatiksel olarak anlamlı değildir (Şekil 15b). Buna 

karşılık MDA-MB-231-Cx32 ve GFP hücrelerinin hem resimlerinde (Şekil 15a, alt panel) hem 

de ImageJ analizlerinde (Şekil15c) yara kapama kapasitelerinde bir farklılık gözlenmemiştir.  

b      c

a 
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Yara kapama deneyleri MCF7 ve Hs578T hücreleri için de gerçekleştirilmiştir (Şekil 16). Örnek 

resimlerde gözleneceği üzere MCF7-Cx32 hücreleri GFP hücrelerine göre yarayı daha yavaş 

kapatmıştır (Şekil 16a, üst panel). ImageJ’de gerçekleştirilen analizlerde hücrelerin yara 

kapama kapasitesi 3. saatten itibaren istatiksel olarak anlamlı farklılıklar göstermiştir (Şekil 

16b, *, p<0.05 ve **, p<0.01). Hs578T hücreleri de benzer şekilde davranmıştır, GFP içeren 

hücreler Hs578T-Cx32’ye göre yarayı daha hızlı kapatmış (Şekil 16a, alt panel) ve gruplar 

arasındaki fark 12.saatten itibaren istatiksel olarak anlamlılık göstermiştir (Şekil 16c, ***, 

p<0.002). 
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Şekil 16. MCF7 ve Hs578T hücrelerinde ifade edilen ekzojen Cx32’nin migrasyona etkisi. a) 
0, 6, 12 ve 18. saatlerde çekilmiş örnek resimler gösterilmektedir. Ölçek 50µm. b) MCF7 ve c) 
Hs578T hücrelerinin migrasyonu sırasında açık kalan yarığın alanlarının karşılaştırılması. (n=2 
deneyin 3 farklı örneğinde en az 3 farklı bölgenin resmi *, p<0.05; ** ,p<0.01; ***, p<0.002). 

Hücrelerde gözlenen migrasyondaki farklılıkların moleküler temellerinin araştırılması için 

epitel-mezenkimal geçiş belirteçlerinin seviyelerindeki değişimler mRNA ve protein 

seviyesinde sırasıyla gerçek zamanlı yarı kantitatif PCR ve Western blot ile tespit edilmiştir 

(Şekil 17, 18, 19 ve 20).  

a 

b      c
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Şekil 17. a) MCF10A ve b) MDA-MB-231 hücrelerinde Cx32 ifadesini epitel-mezenkimal geçiş 
belirteçlerinin mRNA seviyesinde ifade analizleri (n=3; *, p=0.059; **, p<0.03; ***, p<0,001). 

MCF10A-GFP ve Cx32 hücrelerinde gerçekleştirilen mRNA ifade analizlerinde gruplar 

arasında anlamlı farklılıklar gözlenmemiştir (Şekil 17a). Buna karşılık MDA-MB-231-Cx32 

hücrelerinde GFP hücrelerine göre epitel belirteç E-cadherinde %50 azalma (p<0.03) ve 

mezenkimal belirteçler vimentinde %20 (p<0.001) ve Zeb2’de %20 (p<0.03) artış ve 

mezenkimal belirteç slugda artış eğilimi (p=0.059) gözlenmiştir. 
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Şekil 18. MCF10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde Cx32 ifadesini epitel-mezenkimal geçiş 
belirteçlerinden E-cadherin, Slug ve vimentinin protein seviyesinde ifadesine etkileri (n=3; *, 
p=0.034). 

MDA-MB-231 hücrelerinde mRNA seviyesinde değişim gözlenen E-cadherin, Slug ve Vimentin 

için Western blot analizleri gerçekleştirilmiştir. MCF10A-GFP ve Cx32 hücrelerinde belirtilen 

proteinlerin seviyelerinde değişim gözlenmemiştir (Şekil 18 sağ üst panel). Bunun yanı sıra 

MDA-MB-231 hücrelerinde epitel belirteç E-cadherin protein miktarında %75 azalma olduğu 

tespit edilmiş (p=0.034) fakat mezenkimal belirteç slug ve vimentinde bir farklılık 

gözlenmemiştir (Şekil 18 sağ alt panel). 

Epitel-mezenkimal geçiş belirteçlerindeki değişimler MCF7 ve Hs578T hücrelerinde de hem 

mRNA (Şekil 19) hem de protein (Şekil 20) seviyesinde analiz edilmiştir. Bu çalışmalarda 

MCF7-GFP ve Cx32 hücrelerinde mRNA ifade analizlerinde mezenkimal belirteç N-cadherin 

ifadesinde %58 oranında azalma (p<0.02) ve epitel belirteç ZO-1 ifadesinde ise %20 oranında 

artış (p<0.01) gözlenmiştir (Şekil 19a). Bunun yanı sıra, Hs578T-Cx32 hücrelerinde GFP 

hücrelerine göre mezenkimal belirteç snail’de %23 azalma (p<0.02) olduğu gözlenmiştir (Şekil 

19b). 
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Şekil 19. a) MCF7 ve b) Hs578T hücrelerinde Cx32 ifadesinin epitel-mezenkimal geçiş 
belirteçlerinin mRNA seviyesindeki ifadelerine etkisi (n=3; *, p<0.02; **, p<0,01). 

Epitel-mezenkimal belirteçlerin protein ifadelerinin tespitinde (Şekil 20) MCF7 ve Hs578T 

hücrelerinde çalıştığı gösterilen epitel belirteç E-cadherin (n=3) ve mezenkimal belirteçler Zeb2 

(n=2) ve snail ifadelerinde Cx32 ve GFP ifade eden gruplar arasında istatiksel (E-cadherin için) 

ya da görsel olarak (Zeb2 ve snail için) anlamlı değişimler gözlenmemiştir.  
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Şekil 20. MCF7 ve Hs578T hücrelerinde Cx32 ifadesinin epitel-mezenkimal geçiş 
belirteçlerinden E-cadherin, Zeb2 ve snailin protein seviyesinde ifadesine etkileri (E-cadherin 
için n=3; Zeb2 için n=2 ve snail için n=1). 

4.8 Cx32’nin hücrelerinin invazyonuna etkisi  

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinin invazyon kapasitelerine etkisi transwell 

geçirgen kap yöntemi (Boyden chamber) ile tespit edilmeye başlanmıştır. Transwell geçirgen 

kaplarda matrigel üzerine ekilen hücrelerin matrigelden transwell kabın zarına geçişiyle 

hücrelerin invaziv kapasiteleri belirlenmesi amaçlanmıştır. Öncelikle deneylerin optimizasyon 

çalışmaları ilk olarak invaziv olmayan MCF10A ve invaziv olan MDA-MB-231 hücrelerinde 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 21). Şekil 21’de yuvarlak resimler DAPI ile boyanmış hücreleri içeren 

transwell geçirgen kabın zarının tüm yüzeyini, kare resimler ise kırmızı ile belirlenmiş alanın 

büyütülmüş halini göstermektedir. Gerçekleştirilen ilk çalışmalarda hücrelerin matrigelden 

geçişlerinin daha çok zarın kenarlarında gerçekleştiği gözlenmiştir. Bunun yanı sıra MCF10A-

GFP ile MCF10A-Cx32 karşılaştırıldığında MCF10A-Cx32 hücrelerinin daha çok geçtiği 

gözlenmesine rağmen (Şekil 21a ve b) kantitatif analiz yapılabilmesi için deneyin en az 3 kere 

tekrarlanması gerekmektedir. MCF10A hücrelerine benzer şekilde MDA-MB-231 hücrelerinde 

Cx32 içeren hücrelerin matrigelden geçişinin daha fazla olduğu gözlenmiştir. MCF10A’ye 
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benzer şekilde kantitatif analiz yapılabilmesi için deneyin en az 3 kere tekrarlanması 

gerekmektedir. MDA-MB-231 hücreleri invaziv olan meme kanseri hücreleridir buna karşılık 

MCF10A hücreleri normal meme hücresidir, bu yüzden MDA-MB-231 hücrelerinin MCF10A’ye 

göre matrigelden daha çok geçmesi beklenmektedir. Fakat gerçekleştirilen optimizasyon 

çalışmalarında MCF10A-GFP kontrol hücrelerinin MDA-MB-231-GFP hücrelerinden daha 

fazla geçtiği tespit edilmiştir (Şekil 21a ve c). Bu nedenle deneyin optimizasyonları devam 

etmektedir ve uygun koşullar sağlandıktan sonra deneyler en az 3’er kere tekrarlanacaktır. 

 

 

Şekil 21. Transwell geçirgen kap ile invazyon deneyleri. Matrigele yüklenen a) MCF10A-GFP, 
b) MCF10A-Cx32, c) MDA-MB-231-GFP ve d) MDA-MB-231-Cx32 hücrelerinin transwell 
geçirgen kabın zarına geçişleri (n=2). 

 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ  

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda, normal insan meme dokusunda sadece Cx26 ve Cx43 

genlerinin ifade edildiği ve bunların meme kanserinde özellikle erken evrelerde tümör 

baskılayıcı olarak çalıştığı gösterilmiştir (Zhu vd., 1991; McLachlan vd., 2006; Naus ve Laird, 

2010). Fakat, Cx32’nin meme kanseri hücrelerinde ifade edilmesinin ve oluklu bağlantı 

kanalları kurmak yerine hücre sitoplazmasında birikmesinin meme kanseri hücrelerinin 

fonksiyonunu ve meme kanserinin farklı evrelerini nasıl etkilediği bilinmemektedir. Yapılan 

çalışmada farklı metastatik özellikleri olan meme kanseri hücrelerinde, normal meme 

a                                    b                               c                                d    
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dokusunda bulunmayan, fakat kanserli dokularda ifade edilen Cx32 geninin hücre içindeki 

lokalizasyonları, gap junction ve yarım kanal fonsiyonları, çoğalma, hücre döngüsü, migrasyon 

ve invazyonda oynadığı roller araştırılmıştır.  

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde Cx32’nin ifade edilmesi durumunda 

sadece MCF10A hücrelerinin gap junction plakaları oluşturduğu buna karşılık diğer hücrelerde 

Cx32’nin çoğunlukla hücre içinde olduğu gözlenmiştir. Bunun yanı sıra Cx32’nin hücre zarında 

oluşturulan gap junction kanallarının ve yarım kanalların (connexon) fonksiyonlarını 

etkilemediği gözlenmiştir. Gerçekleştirilen Western blot analizlerinde MCF10A ve MCF7 

hücrelerinin endojen olarak Cx32 ifade ettiği tespit edilmiştir. Dışarıdan Cx32 verilmesi  

MCF10A, MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerindeki Cx32 ifadesinde ve/veya 

lokalizasyonunda değişime neden olmuştur. MCF10A-GFP kontrol hücrelerinde proteinler 

daha çok hücre içinde yayılmış bir halde bulunurken MCF10A-Cx32’de büyük Cx32 

kümelerinin (cluster) ve gap junction plakalarının oluştuğu gözlenmiştir. Fakat bu plakalar 

MCF10A hücrelerindeki gap junction kanallarının aktivitelerini değiştirmemiştir. Buna karşılık 

MDA-MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde Cx32 gap junction kanalları kurmadan hücre 

içinde etkili olarak hücrelerin fizyolojisini etkileyebileceği düşünülmüştür (Dang vd., 2003; Li 

vd., 2007). Benzer durum yarım kanalların fonksiyonları için de geçerlidir:   MCF10A, MDA-

MB-231, MCF7 ve Hs578T hücrelerinde yarım kanalların fonksiyonlarında bir değişim olmadığı 

gözlenmiştir. Normal fizyolojik durumlarda memeli dokularında connexon yarım kanallarının 

fonksiyonel olmadığı bilinmektedir (Thimm vd., 2005). Yarım kanalların fonksiyonel olması 

dışarıdan bir etki ile tetiklenerek (Tran Van Nhieu vd., 2003; Guttman vd., 2010) ya da connexin 

genlerindeki mutasyonların sürekli açık kanallar yapmasıyla mümkün olmaktadır (Gerido vd., 

2007; Mese vd., 2011). Deneyler hücrelerdeki yarım kanalları açacak bir hasar verilerek 

tekrarlanabilir ve bu şekilde fonksiyonel yarım kanallardaki farklılıklar ortaya konabilir (Johnson 

vd., 2016). 

MTT analizlerinde MCF10A ve Hs578T hücrelerinde Cx32’nin hücrelerin 10 gün boyunca 

çoğalmasını/canlılığını kontrol hücrelerine göre yavaşlattığı gözlenmiştir. Bununla ilintili olarak, 

BrdU ile yapılan deneylerde de Cx32 içeren MCF10A hücrelerinin sayılarında MCF10A-

GFP’ye göre istatiksek olarak anlamlı bir azalma ve Hs578T hücrelerinde ise istatiksel olarak 

anlamlı olmasa da azalış yönünde bir trend olduğu tespit edilmiştir. BrdU deneyleri 1-2 defa 

tekrarlanarak deneyin istatistiksel gücü artırılarak gözlemler teyit edilmeye çalışılacaktır. Fakat 

bu iki gözlem Cx32’nin MCF10A ve Hs578T hücrelerinin çoğalmasını azalttığına işaret 

etmektedir. Benzer durumlar hepatocellular karsinomda, glioma ve melanoma hücrelerinde de 

gözlenmiştir; Cx32 ifadesi hepatocellular karsinomda hücre çoğalmasını azalttığı (Zhao vd., 
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2015) ve Cx43 ifadesinin de glioma ve melanoma hücrelerin çoğalmalarını negatif yönde 

etkilediği gözlenmiştir (Zhu vd., 1991; Tittarelli vd., 2015).  

MTT ve BrdU deneylerinde invaziv olan MDA-MB-231 hücrelerinde GFP kontrol ve Cx32 

hücrelerinin 10 gün boyunca çoğalmalarında anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. Buna karşılık 

MCF7-Cx32 hücrelerinde kontrol hücrelerine göre hem MTT hem de BrdU deneylerinde bir 

artış eğilimi (trendi) gözlenmiştir. Connexinlerin, mesela Cx43’ün, hücre çoğalmasını arttırdığı 

hepatocellular karsinoma gibi farklı kanserlerde de gözlenmiştir (Zhang vd., 2007). Bu 

gözlemler Cx32’nin hücre tipine bağlı olarak farklı etkiler gösterdiğine işaret etmektedir. 

Hücre döngüsü analizlerinde Hs578T hücrelerinde Cx32 ifadesinin G1 fazındaki hücre 

oranında azalmaya ve S fazındaki hücre oranında artmaya neden olduğu gözlenmiştir. MTT 

ve BrdU analizlerinde Cx32 ifadesinin hücre canlılığı ve çoğalmasını azalttığı gözlenmiştir. 

Hücre döngüsü ve MTT analizlerindeki bu farkın Cx32’nin mitokondriyel fonksiyonundan 

kaynaklı olduğu düşünülmektedir. Cx32’nin mitokondrinin iç zarında lokalize olduğu gösterilmiş 

ve Cx32 overekpresyonunun mitokondriyel aktiviteyi negatif şekilde etkileyerek MTT ile test 

edilen hücre canlılığını azaltabileceği düşünülmektedir (Fowler vd., 2013). 

Cx32’nin MCF10A hücrelerinin migrasyonunu istatiksel olarak anlamlı olmasa da artırdığı 

gözlenmiştir. Buna karşılık gerçek zamanlı yarı kantitatif PCR deneylerinde incelenen epitel-

mezenkimal geçiş belirteçlerin mRNA seviyesinde bir değişim gözlenmemiştir. Bu da Cx32’nin 

migrasyona etkisinin epitel-mezenkimal geçişten ziyade aktin hücre iskeletindeki 

organizasyonel değişimlerden kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. Connexinlerin aktin 

iskelet ağı ve yardımcı molekülleriyle bağlantılı olduğu ve bu vesileyle aktin ağının 

organizasyonunu etkilediği bilinmektedir (Kotini ve Mayor, 2015). Aktinin MCF10A’lerdeki 

organizasyonel değişimleri phalloidin immunoboyamasıyla teyit edilebilir.  

MDA-MB-231 hücreleri invaziv hücrelerdir ve mezenkimal özelliklere sahiptir. Migrasyon 

deneylerinde Cx32’nin hücrelerin hareketlerini değiştirmediği gözlenmiştir. Buna karşılık 

gerçek zamanlı yarı kantitatif PCR ve Western blot deneylerinde incelenen epitel-mezenkimal 

geçiş belirteçlerinden epitel belirteç E-cadherinin ifadesinde sırasıyla mRNA ve protein 

seviyelerinde azalmaya neden olduğu gözlenmiştir. Bunun yanı sıra mRNA seviyesinde 

mezenkimal belirteçlerden vimentin, Slug ve Zeb2’de artış olmuştur. Bu durum hücrelerin 

mezenkimal özelliklerinin arttığına işaret etmektedir. MDA-MB-231 hücreleri zaten mezenkimal 

özellikli hücreler olduğu için epitel-mezenkimal geçiş belirteçlerindeki değişimlerin hücrelerin 

migrasyon kapasitelerini değiştirmeyeceği düşünülmektedir.  

Cx32’i MCF7 ve Hs578T hücrelerinin migrasyonunu azaltmıştır. MCF7 hücrelerinin 

migrasyonunda gözlenen değişimin GFP ve Cx32’de deneyler sırasında oluşturulan yarıkların 
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boyutlarındaki farklılıklardan kaynaklanabileceği düşünülmüştür. Hücreler arasındaki mesafe 

arttıkça hücreler arasındaki etkileşim de farklılaşarak hücrelerin migrasyonunu değiştirebilir. 

Bunun yanı sıra, mRNA seviyesinde epitel belirteci ZO-1’de artma ve mezenkimal belirteci N-

cadherinde ise azalma gözlenmesi, MCF7-Cx32 hücrelerinin kontrol hücrelerine göre 

migrasyonunda gözlenen yavaşlamanın kaynağı da olabileceği düşünülmüştür. Hs578T 

hücrelerinde ise GFP ve Cx32 arasında migrasyonda gözlenen farkın teyit edilmesi amacıyla 

epitel-mezenkimal geçiş belirteçler mRNA seviyesinde karşılaştırılınca sadece snailde 

istatiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu, fakat Western blot örneğinde snail proteinin 

seviyesinde bir farklılık olmadığı gözlenmiştir. Bu doğrultuda, mezenkimal özellikli Hs578T 

hücrelerinde Cx32’nin hücrelerin migrasyonunu azaltmasının mezenkimal-epital dönüşümden 

(mesenchymal-epithelial transition-MET) kaynaklı olmayabileceği, farklı mekanizmaların rol 

oynayabileceği düşünülmüştür.   

Özetle, bu çalışmada Cx32’nin normal meme hücresi MCF10A ve farklı metastaik özellikleri 

olan invaziv MDA-MB-231, invaziv olmayan MCF7 ve orta derece invaziv olan Hs578T 

hücrelerindeki  rolü ortaya konmaya çalışılmıştır. Yapılan çalışmalar göstermiştir ki Cx32, diğer 

connexinlerde olduğu gibi, hücre tipine ve durumuna bağlı olarak hücrelerin fizyolojilerini farklı 

şekillerde etkilemektedir.  
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