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1. TURKCE OZET

DUSP1 PROTEINININ MEME KANSERi UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ailesi hedef proteinlerinin serin ve treonin
aminoasitlerini fosforile eden bir protein kinaz ailesidir. Bu protein kinazlar ERK, JNK, p38
olmak iizere ii¢ temel alt aile seklinde siniflandirilabilir. MAPK ailesi hiicre biliyiimesi, hiicre
proliferasyonu, mitoz, apoptozis gibi bir¢ok hayati hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde
gorev alir. Dual-specificity phosphatase (DUSP) ailesi MAPK’leri defosforile eden protein
fosfataz ailesidir. Hedef proteinlerinin hem tirozin hem de serin/treonin rezidiilerini
defosforile edebilme yeteneklerinden dolayr bu proteinlere Cift Spesifik fosfataz ismi
verilmistir. Dual-specificity phosphatase 1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu diizenleyerek
inflamasyon, apoptozis, hiicre biiylimesi, hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonda rol alir.

Calismamizda tiglii negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicreleri kullanilmistir.
CRISPR/Cas9 yontemi ile bu hiicrelerde DUSP1 proteini ifadesi azaltilmistir. Bu hiicrelerde
proliferasyon ve motilite deneyleri yapilmis, Western Blot yontemi ile MAPK proteinlerinin
ifadelerinde degismeler degerlendirilmistir. Proliferasyon deneyleri Incucyte live-cell
analysis’ sistemi ile yapilmistir. Elde edilen proliferasyon egrileri iizerinden hiicrelerin ikiye
katlanma zamanlari ve maksimum hiicre sayilar1 hesaplanmistir. Hiicre motilitesi ‘Transwell
migration assay’ ve yara iyilesmesi deneyleri ile 6l¢iilmiistiir.

Proliferasyon deneylerinde DUSP1 ifadesinin azalmasinin hiicrelerin proliferasyonunu
azalttign gorilmiistiir. EK olarak DUSP1 inhibitorii olan BCI, MDA-MB231 hiicrelerinde
antiproliferatif etki gostermistir. Bu antiproliferatif etki kontrol hiicrelerinde daha fazladir. Bu
durumun nedeninin, DUSP1-CRISPR hiicrelerinde DUSP1 proteininin azalmasindan
kaynaklandig1 ve azalmig DUSPI ifadesi nedeniyle BCI’nin bu grupta daha az etkin oldugu
diistintilmiistiir. Ayrica DUSP1 ifadesinin azalmasi bu hiicrelerde sisplatinin antiproliferatif
etkisinin artmasina neden olmustur. Ayni sisplatin konsantrasyonunda DUSP1-CRISPR
hiicrelerinin ikiye katlanma zamanlar1 kontrol hiicrelerine goére daha fazla artmistir.
Yukaridaki sonuglara benzer sekilde DUSPI1 inhibitérii olan BCI’'nin kontrol hiicrelerinde
sisplatinin antiproliferatif etkisini DUSP1- CRISPR grubuna gore daha fazla artirdig
goriilmiistiir. Bu sonug da benzer sekilde bize, DUSP1-CRISPR hiicrelerinde BCI'nin daha az

etkili olmasimin DUSP1 proteininin azalmasindan kaynaklandigini diisiindiirmiistiir.



DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda hiicrelerin migrasyon kapasiteleri Yyara
iyilesme deneyi ve Transwell migrasyon deneyi ile degerlendirilmistir. Bu deneyler
sonucunda DUSP1-CRISPR uygulamasmin hiicrelerin migrasyon kapasitesini azalttigi
gorilmistir. Bu sonu¢ DUSP1 diizeyinin azalmasinin MDA-MB231 hiicrelerinin
hareketliligi ve metastaz yetenegini azalttigini gostermektedir.

p38 ve JNK inhibitdrleri ile yapilan deneylerde, p38 inhibitorii SB202190°1n her iki
hiicre grubunda benzer diizeylerde proliferasyonu artirdig1 goriilmiistiir. Sisplatin etkinliginde,
tedavisinde ve gelisen direngte, p38 ve JNK’nin aktivitesinin rol aldigi diisiiniilmektedir.
Sisplatin ve p38 inhibitoriiniin beraber verilmesi DUSP1-CRISPR hiicrelerinde kontrol
hiicrelerine gore daha biiylik bir proliferasyon artisina yol agmistir. Bu durum DUSPI1-
CRISPR hiicrelerinde goriilen sisplatinin antiproliferatif etkisindeki artisin nedeninin, artmis
p38 proteini aktivasyonundan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu sonuglar DUSP1
aktivitesindeki azalmanin dolayli olarak p38 proteini aktivitesini degistirerek sisplatine olan
duyarlilig1 ve tedaviye direnci etkileyebilecegini gostermektedir.

Western blot sonuglarina gore DUSPI1-CRISPR hiicrelerinde p38 ve JNK
proteinlerinin fosforile/total protein oranlarinda artig saptanmig bu artis ERK proteininde
goriilmemistir. DUSPI1 proteininin hedef seciciligi diisiiniildiiglinde DUSP1 aktivitesindeki
degisikligin p38 ve JNK proteini lizerinden olabilecegini gostermektedir ve bu sonug literatiir
ile uyumludur.

Sonug olarak DUSP1 proteini ifadesinin azalmast MDA-MB231 kanser hiicrelerinde,
hiicre hareketliligini, migrasyonu ve proliferasyonunu azaltarak antikanser etkinlik
gostermektedir. Ayrica sonuglarimiz, sisplatine olan duyarlilikta ve gelisen direncte p38
aktivitesinin 6nemli oldugunu diisiindiirmiis ve DUSP1 inhibisyonu ile p38 aktivitesinin
dolayl olarak artirilmasiyla, sisplatin duyarliliginin ve antikanser etkinligin arttirilabilecegini

diistindiirm{istiir.

Anahtar Kelimeler: DUSP1, Meme Kanseri, Sisplatin, JINK, p38, MDA-MB-231



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DUSP1 PROTEIN ON BREAST CANCER

The Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) family is a protein kinase family that
phosphorylate the serine and threonine amino acids of target proteins. These protein kinases
can be classified as three basics subfamilies: ERK, JNK, p38. The MAPK family is involved
in the regulation of many vital cellular functions such as cell growth, cell proliferation and
apoptosis. Dual-Specificity Phosphase (DUSP) family is the protein phosphatase family that
dephosphorylate MAPKSs. These proteins are called double specificity phosphatases because
of their ability of dephosphorylating both tyrosine and serine/Treonin residues of target
proteins. Dual-Specificity Phosphase 1 (DUSP1) protein regulates MAPK activation. In this
way, it is involved in many cellular functions such as inflammation, apoptosis, cell growth,
cell proliferation.

In our study, triple negative breast cancer cell line, MDA-MB-231 were used. With the
CRISPR/CAS9 method, the expression of DUSP1 protein in these cells is reduced. We
performed proliferation and motility assays in these cells and evaluated the changes in the
expressions of MAPK proteins. Proliferation assays were performed with Incucyte Live-Cell
Analysis system. The doubling time of the cells and the maximum number of cells were
calculated over the obtained proliferation curves. Protein expression analysis were evaluated
by Western Blot method. The cell motility was measured by ‘Transwell Migration Assay’ and
wound healing assay.

In proliferation assays, the reducing the expersion level of DUSP1 by using
CRISPR/Cas9 methodology inhibited the proliferation of MDA-MB-231 cells. In addition,
BCI, which is an inhibitor of DUSP1, has an antiproliferative effect on MDA-MB-231 cells.
The antiproliferative effect of BCI is lower in the DUSP1-CRISPR group than Control
CRISPR group. This is most probably related to decreased DUSP1 expression in DUSP1
CRISPR group. The decrease in DUSP1 expression caused an increased antiproliferative
effect of sisplatin in MDA-MB-231cells. In the same concentration of cisplatin, doubling
times of DUSP1-CRISPR group were more than the control group’s. Similar to the above
results, it has been seen that BCI increased the antiproliferative effect of cisplatin in DUSP1-
CRISPR group more than the control group. Similarly, this result supported the explanation
that the less effectiveness of BCI in DUSP1-CRISPR group was due to the reduction of the
DUSP1protein.



Migration capacities of the cells in DUSP1-CRISPR group were evaluated by wound
healing assay and transwell migration assay. As the result of these experiments, the migration
capacity of MDA-MB-231 cells in DUSP1-CRISPR group significantly declined compared to
Control CRISPR group. This result shows that the decrease in DUSP1 protein level reduces
the mobility and metastasis ability of MDA-MB-231 cells.

In experiments with p38 and JNK inhibitors, the p38 inhibitor SB202190, increased
proliferation in both groups at similar levels. When cells treated together with p38 inhibitor
and cisplatin, DUSP1-CRISPR group has led to a greater increase in proliferation than control
group. This situation was thought to be caused by increased p38 protein activation in DUSP1-
CRISPR group. Additionally, it is thought that p38 and JNK proteins can take a part in
developing cisplatin resistance.

According to Western Blot results, ratio of phosphorylated/total proteins of p38 and
JNK were increased in DUSP1-CRISPR group. This increase has not been seen in ERK
protein. Considering the target selectivity of DUSP1 protein, this result is compatible with the
literature.

As a result, the decrease in DUSP1 protein expression mediates anticancer activity in
MDA-MB231 cancer cells by reducing cell mobility, migration and proliferation. In addition,
our results suggest that p38 activity takes important role in DUSP1-inhibition mediated

anticancer effect and also in susceptibility to cisplatin treatment in MDA-MB-231 cells.

Key Words: DUSP1, Breast Cancer, Cisplatin, JNK, p38, MDA-MB-231



3. GIRIS VE AMAC

Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi, ¢evre dokulara yayilmasi ile karakterize
olan kanser, igerisinde 100’den fazla alt tipi barindiran bir hastalik grubudur. Hastalik normal
hiicrelerin kanser hiicresine doniismesi ile gelismektedir. Bu doniisiim ile hiicreler asiri
cogalma, apoptotik sinyallere direng, yeni damar olusturma, bagisiklik yanitindan kaginma
gibi Ozellikler kazanmaktadir. 2020 yilinda kanser nedeniyle yaklagik 10 milyon insan
hayatin1 kaybetmistir. Meme kanseri kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %25’ini
olusturarak kadinlarda en sik goriilen kanser ¢esididir. Kadinlarda kansere bagli 6liim nedeni
olarak birinci siradadir(l). Meme kanseri birgok alt tip iceren heterojen ve genis bir
hastaliktir. Kanser koken aldigi hiicreye gore veya barindirdigi reseptor tiplerine gore
siniflandirilabilmektedir. Reseptor tiplerine gére siniflandirma kanser i¢in prognostik 6neme
sahiptir ve bunlar, Ostrojen reseptdrii (ER), Progesteron reseptorii (PR) ve HER?2
reseptoriidir. ER ve PR bulunduran hormon reseptorii pozitif grup, HER2 reseptorii
bulunduran HER2 pozitif veya bu li¢ reseptorii de bulundurmayan ii¢lii negatif meme kanseri
olarak adlandirilir (2).

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ailesi hedef proteinlerini fosforile eden bir
protein kinaz ailesidir. Bu proteinler hiicre biiyiimesi, mitoz boliinme, apoptozis gibi birgok
hayati hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde gorev almaktadir. Dual-specificity phosphatase
1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu diizenleyerek inflamasyon, apoptozis, hiicre biiylimesi,
hiicre proliferasyonu gibi birgok hiicresel fonksiyonda rol alir. Bu hiicresel fonksiyonlari
nedeniyle DUSP1’in kanser patofizyolojisindeki etkileri merak edilmektedir. Bu proteinin
kanser olusumu, hastalik prognozu ve kemoterapi direncindeki rolii ¢esitli caligmalarda
incelenmistir (3—6). DUSP1 proteininin kanser tizerindeki etkileri, MAPK araciligiyla oldugu
diistiniilmektedir(7).

DUSP1 proteini ifadesi ile hastaligin prognozu arasindaki iliskiyi inceleyen c¢alismalar
farkli sonuglar sunmaktadir. Malign dokudaki DUSPI ifadesini artisinin meme kanseri
hastalarinda sagkalimi azalttigimi goésteren ¢alismalar mevcuttur(8—10). DUSP1 proteininin
meme kanseri tedavisindeki rolii iizerine yapilan caligmalar, bu proteinin radyoterapi ve
kemoterapi direnci gelismesinde rolii olabilecegini disiindiirmektedir. HER-2(+) meme
kanseri hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada DUSPI1 ifadesinin artisinin radyoterapi
direnci ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayni c¢alismada siRNA ile DUSP1 ifadesinin
baskilanmasinin meme kanseri hiicrelerinin sagkalimimi azaltti§i ve bu hiicrelerin
radyoterapiye duyarliligini artirdig1 gosterilmistir (8). MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan bir

caligmada DUSPI1 ifadesi artisginin alkilleyici ajanlar, antrasiklinler ve mikrotiibiil



inhibitorlerine karst kanser hiicrelerinin  duyarliigin1 azaltirken, DUSP1 ifadesinin
baskilanmasinin kemoterapi ile tetiklenen apoptozisi artirdigi gosterilmistir(5). Baska bir
calismada DUSP1 agir1 ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinde doksorubisin ve dosetaksel
direncine yol ac¢tig1 gosterilmistir(9).

Bu tez g¢alismasinda iglii negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicre hatti
kullanilmigtir.  MDA-MB-231 hiicrelerine CRISPR/Cas9 uygulamasi yapilarak bu
hiicrelerdeki DUSPI1 proteini ifadesi azaltilmistir. Daha sonra bu hiicrelerin proliferasyonu ve
motilitesinin DUSP1 proteini ifadesinin azaltilmasi ile nasil degistigi degerlendirilmistir.
DUSPI proteini ifadesinin azaltilmasinin MAPK yolag1 proteinlerinin ifadeleri tizerindeki
etkileri western blot yontemi ile incelenmistir. DUSP1 proteini silinmesinin hiicre
proliferasyonu ve migrasyonuna olan etkileri Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile
incelenmistir. Proliferasyon deneylerinden elde edilen sonuglar kanserin biiylime hizi,
migrasyon deneylerinden elde edilen sonuglar ise kanserin metastaz kapasitesi hakkinda bilgi
vermektedir. Ayrica hiicrelere antineoplastik ajan verilerek DUSP1 proteininin kemoterapi
direncindeki olas1 rolii incelenmistir. Daha sonra spesifik MAPK inhibitorleri kullanilarak
DUSP1, MAPK yolagi ve proliferasyon iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Calismanin amac1 DUSP1 proteininin meme kanseri ve kemoterapi direnci tizerindeki
etkilerini daha iyi anlayabilmek ve bu etkilerin olas1 mekanizmalar1 hakkinda fikir sahibi
olmak ve bu proteinin antikanser etkinlik agisindan hedef olup olmayacagim agikliga

kavusturmaktir.



4. GENEL BILGILER

Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasi, ¢evre dokulara yayilmasi ile karakterize
olan kanser, icerisinde 100’den fazla alt tipi barindiran bir hastalik grubudur. Kanser
kelimesinin kokeni Yunan hekim Hipokrata (MO 460-370) dayandirilir. Hipokrat bazi
tiimorleri tanimlamak i¢in karsinom terimini kullanmistir. Bu kelime Yunancada yengeg
anlamma gelmektedir. Hipokrat'in kanser dokusunda gordiigii parmaks: ¢ikintilar1 yengeg
sekline benzettigi i¢in bu hastalifi boyle isimlendirdigi diisliniilmektedir. Hastalik normal
hiicrelerin kanser hiicresine doniismesi ile gelismektedir. Bu doniisiim ile hiicreler asiri
cogalma, apoptotik sinyallere direng, yeni damar olusturma, bagisiklik yanitindan kaginma
gibi ozellikler kazanmaktadir. Hastaligin ileriki doneminde kanser hiicreleri lenf ve/veya kan
dolagimina karisip viicudun diger bolgelerinde de ¢ogalabilmektedir(11). 2020 yilinda kanser
nedeniyle yaklasik 10 milyon insan hayatinm1 kaybetmistir. Erkeklerde en sik goriilen ilk ii¢
kanser prostat, akciger ve kolon kanseri iken, kadinlarda en sik goriilen {i¢ kanser meme,
akciger ve kolon kanseri olarak raporlanmistir(12,13).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan kanser ¢esididir
(12). Bu hastaliga eski tibbi kayitlarda da rastlanmaktadir. MO 16. yiizyilda yazilan ve bilinen
en eski tibbi metinlerden biri olan Edwin Smith Papiriisiinde memede sert, hareketsiz ve
yaygin yumrular seklinde ortaya ¢ikan bir hastalik tanimlanmis ve bu hastali§in tedavisinin
miimkiin olmadigi belirtilmistir (14). Giiniimiizdeki durum Antik Misir’a kiyasla ¢ok daha i¢
acicidir. Gerek erken tan1 yontemleri gerekse yeni tedavi yontemleri meme kanserinin tedavisi
konusunda bize yardimci olmaktadir. Bu tibbi gelismeler sayesinde giiniimiizde meme
kanserlerinde bes yillik ortalama sagkalim oran1 %90’lara ulasmaktadir (12).

Meme kanseri bir¢ok alt tip igeren heterojen ve genis bir hastaliktir. Kanser koken
aldig1 hiicreye gore siniflandirilabilir. Meme kanserinin Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
siniflamasina gore histolojik olarak 19 alt tipi vardir. Kanserlerin yaklasik %75°1 siit
kanallarin1 déseyen duktal epitel kokenlidir. Meme kanserleri barindirdig reseptor tiplerine
gore de smiflandiriimaktadir. Bu siniflandirmada kullanilan reseptodrler: Ostrojen reseptorii
(ER), Progesteron reseptorii (PR) ve ‘Human Epidermal Growth Factor Receptor 2° (HER2)
reseptOrii olmak tizere {i¢ tanedir. Bu reseptdrler kanserin tedavisinde kullanilabilecek ilaglart
belirlemekte, kanserin prognozu hakkinda bize fikir vermektedir (15).

Barindirdig1 reseptor tipine gore (ER, PR ve HER2) meme kanserleri Luminal A,
Luminal B, HER2 pozitif ve Uglii Negatif olmak iizere dért ana molekiiler alt tipe ayrilmustir.
Luminal A alt tipi en yaygin meme kanseri alt tipidir. Hastalarin yaklasik %60°1 bu alt

tiptedir. Hormon reseptorleri pozitif HER2 reseptorii negatiftir ve kanser hiicrelerinin



boéliinme hizin1 gosteren Ki67 indeksi diisiiktiir. Prognozu diger tiplere kiyasla en iyi olan bu
alt tip, hormon tedavisine ve kemoterapiye olumlu cevap verir. Luminal B alt tipi Luminal
A’ya gore daha nadir goriilmektedir. Bu alt tip hastalarin yaklasik %20’sini olusturmaktadir.
Luminal B alt tipinde hormon reseptorleri pozitiftir HER2 reseptorii ise pozitif veya negatif
olabilmektedir. Bu alt tipin Ki67 indeksi ise yiiksektir. Bu grubun prognozu Luminal A’ya
gore daha kotlidiir. HER2 pozitif alt tip meme kanserlerin yaklasik %10’unu olusturmaktadir.
Bu alt tipte hormon reseptorleri olan ER ve PR negatiftir. Dolayisiyla hormon tedavisine
cevap vermezler. Adindan da anlasilabilecegi gibi bu alt tip HER2 reseptorii pozitiftir. HER2
reseptorii pozitif oldugu i¢in trastuzumab bu kanserlerde kullanilabilir. Prognozu Luminal alt
tiplere gore daha kotiidiir. Uglii negatif alt tip hastalarin yaklasik %20’sini olusturmaktadir.
Prognozu en kotli olan alt tiptir. Bu alt tipte Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorleri
bulunmaz. Hormon reseptoric ve HER2 reseptorii bulunmadigi i¢in bu kanserler hormon
tedavisine ve trastuzumab tedavisine karsi cevapsizdir. Ayrica bu alt tipin Ki67 indeksi de
yiiksektir. Tedavide kemoterapi ve cerrahi tedaviye ek olarak bazi hastalarda PARP
inhibitorleri veya Pembrolizumab kullanilabilse de yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
ihtiyag vardir (2,16,17).

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ailesi hedef aldig1 proteinlerin serin ve
treonin amino asitlerini fosforile eden bir protein kinaz ailesidir. Bu ailedeki protein kinazlar:
extracellular signal-regulated kinase (ERK) ailesi, c-Jun amino-terminal kinase (JNK) ailesi,
p38 kinase ailesi ve Big MAP kinase 1 (BMKI1) olmak iizere dort alt aile olarak
siniflandirilmaktadir. MAPK ailesi hiicre biiylimesi, mitoz bdliinme, apoptozis gibi bir¢ok
hayati hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde gérev almaktadir(18).

MAPK ailesi hiicre dist sinyallerden gelen bilgileri alip ¢ogalma, farklilasma, go¢ ve
apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siiregleri kontrol eden efektorlere bilgi aktarmaya hizmet eden
yiikksek oranda korunmus bir kinaz ailesidir. MAPK’ler aktivasyon bdlgelerindeki t-X-y
motifinden fosforillenerek aktive olurlar. Hem treonin hem de tirozin rezidiilerinden fosforile
olurlar. Bu aktivasyon MAPK kinazlar tarafindan yapilir. MAPK kinazlar1 ise MAPK kinaz
kinazlar fosforile ederler. MAPK aktiviteleri, kanser olusumunda yer alan birgok siireci
etkiledigi i¢in MAPK sinyal yollarindaki anormallikler, ¢cok c¢esitli insan maligniteleriyle
iliskilendirilmistir(18,19).

ERK ailesi ERK1 ve ERK2 enzimlerinden olusmaktadir. ERK yolagi biiyiime
sinyalleri, sitokinler, virlisler, G proteini kenetli reseptorler gibi g¢esitli uyaricilar ile aktive
olabilmektedir. Bu yolakta bulunan Ras ve Raf proteinleri ERK sinyalindeki temel
proteinlerdendir. ERK proteini, EGFR gibi reseptor tirozin kinazlarin biiyiime faktorleri ile

aktiflesmesi sonrasinda, Ras, Raf, MEK proteinleri araciligiyla aktive olur ve daha sonra



aktive edilmis ERK proteini ¢ekirdege giderek cesitli transkripsiyon faktorleri {izerinden
biiyiimeyi, farklilasmay1 veya mitozu tesvik etmek icin gen ekspresyonunu degistirir. Insan
tiimorlerinin yaklasik %30'unda ERK yolaginda anormallik tespit edilmistir (18,20).

JNK ailesi JNK1, JNK2 ve JNK3’ten olusmaktadir. JNK1 ve JNK2 tiim hiicrelerde
yaygin olarak ifade edilirken JNK3 esas olarak sinir sisteminde ve kalpte ifade edilmektedir
(21). UV radyasyon, hipoksi, inflamasyon gibi hiicresel stres ile aktive olmaktadir. JNK
yolag1 aktivasyonu sonrasinda hem apoptotik hem de proliferatif yolaklar
tetiklenebilmektedir(18,21). Yapilan bir ¢alismada JNK aktivitesinin baskilanmasinin UV
radyasyon ile tetiklenen apoptozisi azalttigi gosterilmistir (22). JINK’nin apoptotik aktivitesini
bcl-2 ailesi tizerinden gosterdigi diistiniilmektedir(23). TNF-a’nin apoptotik yanit olusturmasi
JNK aktivitesi gergeklesmektedir (24). JNK aktivitesinin artmasi IL-3 ile tetiklenen
apoptozisi azaltmakta, bu aktivitenin inhibe edilmesi apoptozisi artirmaktadir (21). Ayrica
karaciger timorlerinde JNK’nin p53 aktivitesini baskilayarak proliferasyonu artirdigi
gOsterilmistir(25,26).

p38 ailesinde 4 enzim bulunmaktadir (a, B, vy ve d). P38 o ve p38 B, memeli
hiicrelerinde yaygin olarak ifade edilmektedir (19). p38 yolagt UV radyasyon, 1s1, osmotik
stres, lipopolisakkaritler veya TNF-a gibi inflamatuar sitokinler ile aktive olabilmektedir .
Aktivitesi sonucunda hiicre dongiistinii durdurabilmektedir (18).

p38 proteininin timor baskilayici etkilerinin p53 aktivitesi iizerinden olabilecegi
diistiniilmektedir(19). Bir calismada “Aurora kinase A” inhibitorii olan Alisertib ajaninin
MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde gosterdigi hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptozis
etkilerinin p38 aktivitesi ile iliskili oldugu bulunmustur (27). Ayrica p38 Cdc42 iizerinden
hiicre dongiisiinii durdurabilmektedir (28). Stres kaynakli apoptoza aracilik etmekte oynadigi
kilit rol nedeniyle 6zellikle JNK ve p38 yolaklarinin, kanser hiicrelerinin kemoterapi ve
radyoterapi cevaplarinda 6nemli rolleri oldugu diisiintilmektedir (19,21,29).

Protein fosforilasyonu protein kinazlar ve protein fosfatazlar ile kontrol edilen bir
dengeye sahiptir. MAPK proteinleri, MAPK kinazlar tarafindan treonin ve tirozin rezidiileri
fosforile edilmek suretiyle aktive olurlar. Bu amino asit rezidiilerinin defosforile olmasi ile
inaktive olurlar. Bu proteinlerin aktivasyonlar1 hiicre fizyolojisinde 6nemli gorevleri oldugu
icin inaktivasyonlari da en az aktivasyonlar1 kadar 6nemlidir (3).

MAPK sinyalinin siiresi ve siddeti bu sinyalin olusturacagi cevabi sekillendirmektedir.
Hiicre bu etkiyi pozitif ve negatif diizenleyici mekanizmalar arasindaki dengeyi saglayarak
olusturmaktadir. MAPK cevabinin olugsmasinda rol oynayan Onemli regiilasyon
mekanizmalarindan birisi de MAPK fosfotazlardir. MAPK aktivasyonu i¢in hem treonin hem

de tirozin rezidillerinin fosforile olmasi1 gerektigi icin bu rezidiilerin herhangi birisinde



gerceklesen defosforilasyon bu enzimleri inaktive etmek i¢in yeterlidir. Bu durum
serin/treonin fosfatazlar, tirozin fosfatazlar veya cift spesifik fosfatazlar araciligiyla olabilir.
Yapilan c¢alismalar bu {i¢ gruptaki fosfatazlarin da MAPK’leri inaktive edebildigini
gostermistir. MAPK aktivitesini diizenleyen ana fosfataz ailesi MAPK fosfataz (MKP) olarak
adlandirilan ¢ift spesifik fosfatazlardir(4).

Dual-specificity phosphatase (DUSP) ailesi Protein Tirozin Fosfataz (PTPs) ailesinin
bir iiyesidir. Hedef proteinlerinin hem tirozin hem de serin/treonin rezidiilerini defosforile
edebilme yeteneklerinden dolay1 bu proteinlere Cift Spesifik (Dual-specificity) fosfataz ismi
verilmistir (3,30). DUSP ailesinin alt ailesi olan MKP ailesinin hedef proteinleri adindan da
anlasilabilecegi tizere MAPK proteinleridir. MKP enzimleri MAPK’lerin hem treonin hem de
tirozin rezidiilerini defosforile ederek MAPK leri inaktive eder. Memelilerde on adet MKP
enzimi tanimlanmustir.

MKP’ler substrat afiniteleri, dokudaki dagilimlari, hiicre i¢i lokalizasyonlar1 ve
ckstraselliller uyarilarla indikklenme Ozellikleri agisindan farklilik  gostermektedirler.
Hiicredeki lokalizasyonuna gore ii¢ gruba ayrilirlar:

1) Cekirdekte lokalize olanlar DUSP1, DUSP2, DUSP4 ve DUSP5

2) Sitoplazmada lokalize olanlar DUSP6, DUSP7 ve DUSP9

3) Hem sitoplazma hem cekirdekte lokalize olanlar DUSP8, DUSP16 ve DUSP10
Bu proteinlerin MAPK’lere karsi afiniteleri degiskenlik gostermektedir.

Birinci grup DUSP1, DUSP2, DUSP4 ve DUSPS igerir. Birinci grup MKP’ler hiicre
cekirdeginde lokalize haldedirler ve MAPK’leri aktive eden sinyaller ile indiiklenirler.
Cekirdekteki MAPK sinyalinin geribildirim mekanizmasinda énemli rol oynarlar. Ikinci
gruptakiler ERK 1/2 selektiftirler. Sitoplazmada lokalize olan bu enzimler DUSP6, DUSP7 ve
DUSP9 dur. Ugiincii grup ise hem sitoplazmada hem de niikleusta bulunabilen DUSP’lar1
icerir. DUSP8, DUSP16 ve DUSP10 iigiincii gruba dahil enzimlerdir (3,30).

Dual-specificity phosphatase 1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu diizenleyerek
inflamasyon, apoptozis, hiicre biiylimesi, hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonda rol alir. DUSP1 bagisiklik sisteminde, kas-iskelet sisteminde ve sinir sisteminde
MAPK'lerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. DUSP1 dokularda farkli
miktarlarda ifade edilmektedir. Bu protein kalp, akciger ve karacigerde yiiksek oranda ifade
edilir. Yapilan calismalar DUSP1 enziminin ERK, JNK ve p38’i defosforile etme kapasitesi
olsa da substrat olarak p38 ve INK’yi ERK 1/2 ‘ye tercih ettigini gostermistir (3,31).

DUSPI proteininin ifadesi ve aktivitesi hiicre dist uyaranlar tarafindan
diizenlenebilmektedir. Birgok hiicrede bazal DUSP1 ifadesi disaridan gelen biiyilime
faktorleri, stres gibi uyarilarla hizli bir sekilde artabilmektedir (3). DUSP1 enziminin
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aktivitesi MAPK proteinleri ile iligkilidir. MAPK aktivitesi DUSP1 ifadesini artirmaktadir.
Diger bir deyisle MAPK ile DUSP1 arasinda negatif feedback mekanizmasi mevcuttur (32).
Bu protein transkripsiyonundaki artigla kontrol edildigi gibi mRNA stabilitesi lizerinden de
dinamik olarak kontrol edilmektedir. Oksidatif stres durumunda DUSP1 proteininin mRNA
stabilitesinin arttig1 bilinmektedir. Bu stabilite artist HuR ve NF90 proteinleri araciligiyla
olmaktadir (33). Kalsiyum gibi ikinci haberciler de DUSP1 ifadesini diizenleyebilmektedir.
BAPTA ile kalsiyum selasyonu sonrasinda fibroblastlarin DUSP1 indiiksiyon yetenekleri
azalmaktadir (34). Hiicrenin DUSPI islevi lizerindeki kontrolii protein stabilitesi {izerinden de
saglanabilmektedir. DUSP1 proteininin stabilitesi DUSP1 proteininin hangi bdlgesinden
fosforile edildigine bagl olarak degisiklik gdstermektedir. Baz1 fosforilasyon bdolgelerinin
proteini degredasyondan korudugunu distiniillmektedir (35,36). Ayrica kortikosteroidler de
DUSP1 ifadesini artirmaktadir (37). Kassel ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada glukokortikoit
verilmis mast hiicrelerinde DUSP1 ifadesini artirdigim1i ve DUSP1’in  proteozomal
degredasyonun azaldigin1 gostermislerdir. Bunun gibi ¢alismalar DUSP1 enziminin ifadesinin

diizenlenmesinin farkli mekanizmalar araciligiyla oldugunu ortaya koymaktadir(36,37).

MAPK lerin hiicrede bir¢ok fosforilasyon hedefi vardir. Bu sayede MAPK’ler bir¢ok
sinyal yolaginda gorev alirlar. DUSP1 proteini de MAPK defosforilasyonu yaparak MAPK
aktivitesini diizenler ve bu sayede bu yolaklarda s0yle ya da boyle gorev alir. Bu hiicresel
fonksiyonlart nedeniyle DUSP1 proteininin kanser patofizyolojisindeki etkileri merak
edilmektedir. Bu proteinin kanser olusumu, hastalik prognozu ve kemoterapi direncindeki
rolii ¢esitli galismalarda incelenmistir (7,30).

Bozulmus MAPK sinyalizasyonunun kanser gelisimindeki 6nemi g6z Oniine
alindiginda DUSP enzimlerinin de kanser gelisiminde rol oynamasi beklenmektedir ve bu
konu bilim insanlar1 tarafindan arastirilmaktadir. Literatirde DUSP1 ifadesindeki
degisikliginin direkt olarak kanser olusumuna yol agtigina dair bir ¢alisma mevcut degildir.
Fakat DUSP1 ifadesinin g¢esitli kanser tiirlerinde nasil degistigi birgok ¢alismada
incelenmistir(7). Baz1 kanser tiirlerinde DUSP1 ifadesi antikanser etki gosterirken bazi kanser
tirlerinde kanserojenik etki gosterdigi tespit edilmistir. Pankreas, kolon, mesane, mide ve
meme kanserlerinde DUSP1 ifadesinin arttig1 hepatoseliiler karsinomda ve skuamdoz hiicreli
deri kanserinde DUSP1 ifadesinin azaldigi tespit edilmistir(7,30) . Bu proteinin kanser
iizerindeki etkileri heniiz tam anlamiyla agikliga kavusmamistir. Prostat kanseri iizerinde
yapilmis bir ¢alismada DUSP1 ifadesinin malign prostat dokusunda azaldig1 goriilmiis fakat
bu azalmis DUSP1 ifadesi ile klinik seyir veya patolojik derece arasinda bir iliski

bulunamamistir(6). Hepatoseliiler karsinom hastalarinda yapilan bir calismada azalmis
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DUSPI1 diizeyinin kotli prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur ve DUSP1 ifadesindeki artisin
farelerde hepatoseliiler karsinom gelismesini zorlastirdigi gosterilmistir (7). DUSP1 ifadesinin
azaltilmas1 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde antikanser etkiye yol agmistir. Yapilan
caligmada H460 akciger kanseri hiicre hattinda DUSP1 ifadesinin azaltilmasi hiicrelerin
invazyon, migrasyon ve proliferasyon yeteneginde azalmaya neden olmustur (38).
Osteosarkom iizerinde yapilan bir ¢alismada, DUSP1 ifadesinin artis1 kanser hiicrelerinde
proliferasyon ve migrasyonda artisa yol agtig1 gosterilmistir. Ayrica osteosarkom biyopsileri
incelendiginde kanser hiicrelerinde DUSP1 ifadesinin normal dokuya goére daha yliksek
oldugu gorilmistir (39). Over kanseri tizerine yapilmis bir ¢alismada 90 adet biyopsi
materyali incelenmistir. Bu incelemenin sonunda DUSP proteininin, invaziv over
karsinomlarinin %57,6'sinda yiiksek seviyede ifade edildigi tespit edilmistir. Ayrica yiiksek
DUSP1 ifadesinin bu hastalarda daha kisa sagkalima yol agtigi belirtilmistir (40). DU145
prostat kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, DUSP1 ifadesinin artirilmasimin bu
hiicreleri Fas ligand1 aracili apoptoza karst direngli hale getirdigi goriilmiistiir. Bu durumun
nedeninin artmis DUSP1 ifadesi nedeniyle azalmis JNK aktivitesi olabilecegi
diistintilmustiir(41). Ayrica p53 proteininin hiicre dongiisii tizerindeki etkilerinin arastirildigi
bir ¢caligmada, p53’iin DUSP1 proteininin ifadesini artirarak MAPK proteinlerini inhibe ettigi
diistintilmektedir (42).

DUSP1 proteinin kanser hiicrelerinde kemoterapi direnci gelisiminde rol aldigini
gosteren calismalar mevcuttur. Bir ¢alismada, DUSP1 proteininin ifadesinin artirilmasinin
sisplatine kars1 hiicresel direnci arttirdig1 ve bunun nedeninin artmig DUSP1 aktivitesine bagl
diisiik JNK seviyeleri ile iliskili olabilecegini gosterilmistir(43). Meme kanseri hiicreleri
iizerinde yapilan bir ¢alismada, DUSP1 ifadesinin artisi bu hiicrelerde doksorubisin,
mekloretamin ve paklitaksel direncine yol agmustir. DUSP1 ifade artisinin kaspaz
aktivasyonunu azalarak DNA parcalanmasini azalttigi ve hiicre canliligini artirdigini
gostermislerdir. Daha sonra DUSP1 ifadesi siRNA ile azaltilmis ve bu ilaglarin antikanser
etkilerinde artis gdzlenmistir. Ila¢ direncinin gelisiminde JNK aktivitesinin baskilanmasinin
rol oynayabilecegi diistiniilmistiir (5). Akciger kanseri tizerinde yapilan bir ¢alismada DUSP1
ifadesinin siRNA ile baskilanmasinin, hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve hiicrelerde sisplatin
duyarliligina yol agtigi gozlenmistir. Ayrica sisplatinin kanser hiicrelerinde p38 ve JNK
proteinlerinin fosforilasyonunu artirdig1 ve bu artisin DUSP1 siRNA verilerek DUSP1 ifadesi
baskilanan hiicrelerde daha g¢ok oldugu gorilmiistiir. Bu sonuglardan hareketle, DUSPI
proteininin sisplatin tizerindeki etkilerinin p38 ve JNK aracili olabilecegi diisliniilmiistiir(44).
Pankreas kanserinde yapilan bir ¢alismada DUSP1 ifade artisinin kanser hiicrelerinde

proliferasyonu arttirdigi goriilmiis ve bu hiicrelerde gemsitabin direncine yol actig1
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gosterilmistir. Farelerde yaptiklari ¢alismada, gemsitabin ile DUSP1 inhibisyonunun bir arada
uygulanmasinin, tek basina gemsitabin uygulamasi ile karsilastirildiginda sagkalimi artirdigi,
anjiyogenezi azalttigi ve apoptotik hiicre 6liimiini artirdig1r goriilmiistiir(45). Glioblastoma
hiicrelerinde DUSP1 ifadesinin artis1 ¢oklu ilag direnci ile iligkili bulunmus ve bunun p38
tizerinden olabilecegi diistiniilmiistiir(46). DUSP1 ifadesinin tedavi direnci ile olan iligkisi
sadece kemoterapi ile sinirli degildir. Arastirmalar DUSP1 ifadesindeki artigin radyoterapi
direncine yol acabildigini de gostermektedir(47-50). U937 hiicrelerinde DUSP1'in UV
radyasyon ile indiiklenen apoptoza kars1 p38 ve JNK aktivitesini baskilayarak koruyucu bir
rol oynadigi bulunmustur (31). MEF hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, DUSP1
proteininin UV radyasyona karst koruyucu oldugu gdosterilmis ve bu durumun p38 ve JNK
iliskili oldugu ortaya konmustur(48).

DUSP1 proteini ifadesi ile meme kanserinin prognozu arasindaki iligkiyi inceleyen
caligmalar farkli sonuclar sunmaktadir. Malign dokudaki DUSP1 ifadesini artisinin meme
kanseri hastalarinda sagkalimi azalttigini gosteren galismalar mevcuttur (8-10). Tayvan’da
yapilan bir ¢alismada ise meme kanseri hastalarinin %63,7’sinde kanserli dokudaki DUSP1
ifadesinin normal dokuya gore azaldig1 saptanmis olup, azalmig DUSP1 ifadesi yiiksek timor
evresi ve kotii sagkalim ile iligkili bulunmustur(51). Bir ¢alismada malign doku 6rneklerinin
%31’inde DUSP1 ifadesinin arttig1 goriilmiis, tiimdr boyutu ve hastalik relapsi, artmis DUSP1
seviyesi ile iligkili bulunmustur (9). Baska bir ¢alismada meme kanseri hastalarinin %45’inde
DUSPI ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Artmig DUSP1 seviyesi relaps artisi ile iligkili
bulunmugtur (10). DUSP1 proteininin meme kanseri tedavisindeki rolii {izerine yapilan
caligmalar, bu proteinin radyoterapi ve kemoterapi direnci gelismesinde rolii olabilecegini
disiindiirmektedir. HER-2(+) meme kanseri hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada DUSP1
ifadesinin artisinin radyoterapi direnci ile iligkili oldugu bulunmustur. Aymi ¢alismada siRNA
ile DUSP1 ifadesinin baskilanmasinin meme kanseri hiicrelerinin sagkalimimni azalttigi ve bu
hiicrelerin radyoterapiye duyarliligini artirdigi gosterilmistir (8). MDA-MB-231 hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada DUSPI1 ifadesi artisinin alkilleyici ajanlar, antrasiklinler ve mikrotiibiil
inhibitorlerine kars1 kanser hiicrelerinin duyarliligini azaltirken, DUSP1 ifadesinin
baskilanmasiin kemoterapi ile tetiklenen apoptozisi artirdigi gosterilmistir (5). Baska bir
calisgmada DUSPI proteini ifadesinin artirilmasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde doksorubisin
ve dosetaksel direncine yol agtigi gosterilmistir (9). DUSP1’in meme kanseri iizerindeki
etkisinin incelendigi bagka bir ¢alismada, doksorubisinin malign dokudaki DUSP1 ifadesini
baskiladig1 gosterilmistir. Doksorubisin DUSP1 ifadesinin normale gore artmadigi hiicrelerde
DUSP1 ifadesini baskilarken, DUSP1 ifadesinin normal dokuya gore yiiksek oldugu
hiicrelerde ise DUSP1 ifadesini baskilamamustir (10).
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DUSPI proteininin hedefledigi MAPK proteinlerinin fosforilasyon ve ifade diizeyleri
kanserden kansere degismektedir. Kanserin tiirline bagli olarak, DUSP1 proteininin farkli
MAPK enzimlerini defosforile etmesi beklenebilir. Ayrica DUSP1 proteininin bagisiklik
sistemi ve tiimor mikrogevresi tizerinde de etkilerinin oldugu unutulmamalidir (3). Kanser
progresyonuna bu yonden de etki edebilecegi unutulmamalidir. Tiim bunlar DUSP1
proteininin kanser tizerindeki etkilerini degerlendirirken goz 6niinde tutulmalidir. Kemoterapi
direncine ve sagkalima olan etkileri gz oniine alindiginda DUSP1 proteininin ilag¢ direnci ve

antikanser etkinlik acisindan hedef olarak arastirmaya deger oldugu diistiniilmektedir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Gereg

5.1.1. Hiicre kiiltiirii

Bu ¢alismada laboratuvarimizda rutin olarak kiiltiire edilen ATCC‘den temin edilmis
MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler 75 cm?’lik flasklarda Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) besi yerinde cogaltilmistir. Besi yerine ek olarak %10 fotal sigir
serumu (FSS), 100 U/ml Penisilin ve 100 pg/ml Streptomisin eklenmis ve hiicreler 37 °C
sicaklikta %5 CO2’li ortamda ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi ve ekilmesi agamasinda
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ve 0.1% Tripsin igeren 10 uM etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) kullanilmistir.

5.1.2. Kullamlan kimyasal maddeler
Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve antikorlar firma adlar1 ve katalog
numaralart ile birlikte EK 1°de verilmistir.

5.2 Yontem

5.2.1 CRISPR/Cas9 TRANSFEKSIYONU

6 kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina hiicreler ekildi ve %60-70 yogunluga ulasmalari
beklendi. Hiicrelerin besi yeri transfeksiyondan 24 saat once antibiyotiksiz besi yeri ile
degistirildi. Daha sonra firmanin 6nerdigi protokoliine uygun sekilde DUSP1 plazmidi ve
Kontrol plazmid ile transfeksiyon gergeklestirildi (52,53). Transfeksiyon isleminden 48 saat
sonra transfekte olmus hiicreleri segmek i¢in puromisin kullanildi. Puromisin memeli
hiicrelerini genellikle 1-10 pg/ml konsantrasyonlarinda o6ldiirmektedir. CRISPR islemi
sonrasinda bu hiicrelere ayni zamanda puromisin diren¢ geni de transfekte edilmektedir.
Secim islemi i¢in uygun puromisin konsantrasyonu transfeksiyon islemi uygulanmamis
MDA-MB-231 hiicrelerinin hepsini 3-4 giin icinde Oldliiren minimum puromisin
konsantrasyonu olacak sekilde verildi. Bu tez ¢alismasinda 2,5 pg/ml puromisin kullanildi.
Hiicreler puromisinli besi yerinde 5 giin boyunca bekletildi ve her iki giinde bir puromisinli
besi yeri tazelendi. Se¢im islemi sirasinda hiicrelerin yesil floresan protein (GFP) sinyali

floresan mikroskopi goriintiisii saglayan ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile takip edildi.
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5.2.2 Hiicre Proliferasyonu Deneyleri

Hiicre sayis1 ol¢iimii i¢in ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanilmistir. Bu cihaz,
gergek zamanli olarak, plakalardaki canli hiicreleri faz kontrast goriintiilemeye ve hiicre
sayilarinin saptanmasina olanak saglamaktadir. Hiicreler siirekli izlenebilmekte, hiicre
cogalmasi ve morfolojisini kaydedilebilmektedir (54,55). Hiicreler 96 kuyulu plakalara 5000
adet ekildi ve hiicrelerin plakaya yapigsmalari icin 24 saat beklendi. 24 saat sonra hiicrelerin
besi yeri degistirildi, hiicrelere kimyasal maddeler ve ilaglar verilerek hiicreler ‘Incucyte live-
cell analysis’ cihazina yerlestirildi. Hiicrelerin 6 saatte bir 10x biiyiitmedeki faz kontrast
goriintiileri kaydedilerek 7 giin boyunca 6l¢iim yapildi. Her kuyudaki ortalama hiicre sayisi
‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazilimi ile hesaplanarak hiicrelerin proliferasyon
egrileri olusturuldu. BCI deneylerinde 50 nM, 500 nM, 1 uM ve 2uM konsantrasyonlarinda
BCI plakalara eklendi. Coziicii olarak %0,1 Dimetil siilfoksit (DMSO) kullanildi. BCI ve
sisplatinin beraber verildigi deneylerde yukaridaki BCI konsantasyonlarna ek olarak 0,05
pg/ml sisplatin kuyulara eklendi. Sisplatin deneylerinde 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 4
pg/ml ve 8 pg/ml konsantrasyonunda sisplatin besi yerine eklendi. JNK ve p38
inhibitorlerinin kullanildig1 deneylerde kullanilan enzim inhibitdrlerinin derisimleri bildirilen
afinite ve/veya IC50 degerlerinin 10 kat1 olacak sekilde belirlendi. Coziicii olarak %0,1
DMSO kullanildi. p38 inhibitori 1 pM SB202190, JNK inhibitori olarak 1 uM SP600125
uygulandi. JNK ve p38 inhibitorlerinin ve sisplatinin beraber verildigi deneylerde yukaridaki
konsantrasyonlara ek olarak 0,05 pg/ml sisplatin kuyulara eklendi. Hiicrelerin ikiye katlanma
zamani hiicreler logaritmik biiylime fazindayken hesaplandi. Hiicreler; t1 zamaninda ql

sayisinda, t2 zamaninda g2 sayisinda olmak iizere asagidaki formiil kullanildi.
In(2)

o] '
In( o )

Ty = (ts —t1)-

5.2.3 Hiicre Motilitesi Deneyleri

Hiicre motilitesi ol¢iimii icin ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanilmistir.
“Transwell migration assay” deneyi icin iki hazneli ‘Incucyte® Clearview 96-Well Plate’
(Cat. No. 4582) plakas1 kullanilmistir. Bu plakanin iist kuyusuna 150 pl fotal sigir serumu
icermeyen besi yeri icerisinde 40.000 hiicre ekildi, alt kuyusuna ise 100 pl %10 FSS igeren
besi yeri eklendi. Daha sonra plaka ‘Incucyte live-cell analysis’ cihazina yerlestirildi. Plaka
tabaninin {ist ve alt kistmlarinin faz kontrast goriintiileri 6 saatte bir kaydedilerek hiicreler 36
saat takip edildi. Plakanin {ist kismindan alt kismina gecen hiicrelerin alan1 ‘Incucyte live-cell
analysis’ sisteminin yazilimi kullanilarak hesaplandi. Normalizasyon i¢in deneyin

baslangicinda iist kuyuya ekilen hiicre sayis1 kullanildi. Hiicre sayis1 veya hiicrelerin kapladig:
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alan olgtimleri ‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazilim programu ile belirlendi. (Sekil

5.1)

T R WY LT T

Sekil 5.1 Transwell migration assay deneyinin sematik olarak gésterimi

“Yara lyilesmesi” deneyleri ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanilarak
yapilmistir. Hiicreler 96’lik plakalara ekilip konfluent olmalar1 beklendi. Daha sonra “The
WoundMaker” cihazi protokoliinde belirtildigi sekilde uygun olarak plakalarda yaklasik 800
um boyutunda yara olusturuldu. Plaka ‘Incucyte live-cell analysis’ cihazina yerlestirilerek faz
kontrast goriintiileri 6 saatte bir kaydedildi ve 24 saat ol¢iim yapildi. Baslangictaki yara
boyutunun zamana bagh degisimi, ‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazilimi
kullanilarak incelendi. Elde edilen veriler ile yara boyu-zaman grafigi olusturuldu.

5.2.4 Protein ifadesinin degerlendirilmesi

Hiicreler 6’lik plakalara ekildi ve ¢ogalmalar1 beklendi. Hiicreler %80-90 yogunluga
ulagtiklar1 zaman buz iistiine alind1 ve tizerlerindeki besi yeri uzaklastirildi. Sonra kuyular 500
ul PBS ile yikandi. Kuyu basina 120 pl lizis buffer (PBS i¢inde %1 nonidet p-40, 0.2 mM Na
ortho-vanadat ve proteaz inhibitor karisimi) eklendi. Hiicreler kaziyici kullanilarak kazindi ve
hiicre lizat1 tiiplere aktarildi. Hiicre lizatlar1 5.000 x g’de 5 dakika santrifuj edildi. Siipernatan
alinarak -80 C’de saklandi.

Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlari Bradford Yontemi kullanilarak belirlendi.
BSA (Bovine serum albumin) kullanilarak 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0.0625 mg/ml standart ¢6zeltiler hazirlandi. Olgiimiin yapilacag
96’lik plakalara 190 pl Bradford c¢ozeltisi + 10 pl standart veya Ornek eklendi.

Spektrofotometre kullanilarak 595 nm absorbansta 6l¢iim yapildi.

Deneylerden elde edilen hiicre lizatlar1 ¢oziildiikten sonra %10 B-merkaptoetanol
iceren tampon ¢ozelti ile karistirildi ve 95 °C’de 3 dakika bekletildi. Ornekler elektroforez ile
%10 poliakrilamid igeren jelin i¢inde yiiriitiildii. Daha sonra jeldeki proteinler elektro-transfer

yontemi kullanilarak polyvinyliden diflouride (PVDF) membrana transfer edildi. Membranlar
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% 5 yagsiz siit tozu ve %0,2 (v/v) tween-20 igeren Tris-Buffered Saline (TBS) bloklama
soliisyonunda oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Daha sonra uygun birincil antikor ile 16 saat
boyunca +4 °C’de bekletildi. Membranlar sonraki giin HRP (horse radish peroxidase) ile
konjuge uygun ikincil antikor ile oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Istenilen protein bantlari
HRP substrat1 kullanilarak Biorad goriintiilleme sistemi ile goriintiilendi. Bantlarin liiminesans
yogunlugu Imagemax yazilim programi kullanilarak sayisal veriye déniistiiriildii.

Normalizasyon i¢in glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) proteini kullanildi.

5.2.5. istatistiksel degerlendirme

Ikili karsilastirmalarda Ortalamalar arasi istatistiksel fark “Student’s t-test” kullanilarak
degerlendirildi. Birden fazla ikili karsilastirma yapildigi durumlarda bonferroni diizeltmesi
kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizler SPSS 20.0 Windows
software (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) ile yapildi.
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6. BULGULAR

Bu tez calismasinda iiglii negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hiicre hatti
kullanilmigtir.  MDA-MB-231 hiicrelerine CRISPR/Cas9 uygulamasi yapilarak bu
hiicrelerdeki DUSP1 proteini ifadesi azaltilmistir. Bu ydntem ile protein sentezinin
transkripsiyon basamagina miidahale ederek protein ifadesini kalict olarak azaltmak
miimkiindiir. Transfeksiyonun stabil hale gelmesi i¢in puromisin ile hiicreler se¢ilmis daha
sonra GFP sinyali ile kontrol edilmistir.

6.1 MDA-MB-231 Hiicrelerine DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda
hiicrelerin GFP sinyaline gore secilmesi.

Transfeksiyon sonrasinda hiicrelerin se¢imi puromisin ile saglanmistir. Hiicrelerin

puromisin verilmeden onceki ve verildikten sonraki GFP sinyalleri gosterilmistir (Sekil 6.1).

0. Gln 4. Gln

Sekil 6.1. DUSP1-CRISPR uygulamast sonrasinda GFP sinyalinin degerlendirilmesi

Hiicrelere 2,5 pg/ml puromisin verilerek hiicreler 4 giin takip edilmistir. 4. Giindeki yesil floresan sinyalindeki
artisin Floresans kanali ve Faz kanalindaki goriintiisii sekilde gdsterilmistir.
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Kontrole gére oranlanmisg p-DUSP1

Kontrole gore oranlanimis Duspl
proteini ifadesi
(2]
o

6.1.1 MDA-MB-231 Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamas1 ile DUSP1 proteini
ifadesinin azaltilmasi

MDA-MB-231 hiicrelerine CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda total ve fosforile
DUSPI1 proteini miktart Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda CRISPR islemi sonrasinda total DUSP1 proteininde yaklasik %60 azalma,
fosforile DUSP1 ifadesinde ise yaklasik %70 azalma tespit edilmistir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. CRISPR uygulamas: sonrasinda MDA-MB231 kanser hiicresinde DUSPI diizeyi

Total ve fosforile DUSP1 proteini bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak
saptanmigtir. Grafik kontrole gore normalize edilmis ve yilizde olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel
olarak anlamli farki gostermektedir (p<0.05), (n=4).
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6.2 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda
MAPK proteini ifadelerinin degerlendirilmesi
Calismamizda DUSPI proteini ifadesinin azaltilmasinin MAPK yolagi proteinlerinin
ifadeleri tizerindeki etkileri Western Blot yontemi ile incelenmistir. Kontrol protein olarak
GAPDH kullanilmistir.
6.2.1 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda
JNK proteini ifadesinin degisimi
MDA-MB-231 hiicrelerine DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda total ve fosforile
JNK proteininin ifade miktar1t Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir. DUSP1 CRISPR
uygulamasi sonrasinda, DUSP1-CRISPR grubu ile kontrol hiicreleri arasinda fosforile JNK
proteini miktarinda anlamli bir fark bulunamamigtir. Total JNK miktarinda ise yaklasik %50
azalma tespit edilmistir. DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda, DUSP1-CRISPR grubu ile
kontrol grubu arasinda JNK proteininin fosforile/total oraninda ise yaklasik olarak 2,3 kat
artig saptanmistir (Sekil 6.3).
6.2.2 MDA-MB-231 Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda p38
proteini ifadesinin degisimi
MDA-MB-231 hiicrelerine CRISPR uygulamasi sonrasinda total ve fosforile p38
proteininin ifade miktar1 Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir. DUSP1 CRISPR
uygulamasi sonrasinda, DUSPI1-CRISPR grubu ile kontrol grubu arasinda fosforile p38
proteini miktarinda anlamli bir fark bulunamamuistir. Fakat total p38 miktarinda yaklagik %40
azalma tespit edilmistir. DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda, DUSP1-CRISPR grubu ile
kontrol grubu arasinda p38 proteininin fosforile/total oraninda ise yaklasik olarak 2,4 kat artis
saptanmustir (Sekil 6.4).
6.2.3 MDA-MB-231 Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda ERK
proteini ifadesinin degisimi
MDA-MB-231 hiicrelerine DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda total ve fosforile
ERK proteininin ifade miktar1 Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir. DUSP1-CRISPR
uygulamasi sonrasinda, DUSP1-CRISPR grubu ile kontrol grubu arasinda ERK proteininin

fosforile ve total miktar1 agisindan anlamli bir fark bulunamamustir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.3 CRISPR uygulamasi sonrasinda MDA-MB231 kanser hiicresinde JNK diizeyi
Fosforile ve total JNK bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmustir. Grafik

kontrole gore normalize edilmis ve ylizde olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamli fark:
gostermektedir (p<0.05), (n=3).
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Sekil 6.4. CRISPR uygulamast sonrasinda MDA-MB231 kanser hiicresinde p38 proteini diizeyi
Fosforile ve total p38 bantlarmim yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptannustir. Grafik

kontrole gore normalize edilmis ve yiizde olarak sunulmustur. (*) Kontrole gore istatiksel olarak anlamli farki
gostermektedir (p<0.05), (n=7).
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Sekil 6.5 CRISPR uygulamasi sonrasinda MDA-MB231 kanser hiicresinde ERK proteini diizeyi
Fosforile ve total ERK bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna oranlanarak saptanmistir. Grafik

kontrole gbre normalize edilmis ve yilizde olarak sunulmustur. Kontrole gore istatiksel olarak fark
bulunamamistir (n=9).
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6.3 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1 proteini inhibisyonunun hiicre proliferasyonuna
etkisinin degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteini aktivitesi iki farkli yontem ile inhibe
edilmistir. CRISPR/Cas9 yontemi ile DUSP1 ifadesi azaltilmis veya allosterik bir DUSP1
inhibitori olan BCI ajanm1 kullanilmigtir. DUSP1 proteininin hiicre proliferasyona olan etkileri
‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile incelenmistir. Hiicrelerin proliferasyon egrileri
¢izilmis ve bu egrilerden hiicrelerin ikiye katlanma zamani hesaplanmistir. Proliferasyon
deneylerinden elde edilen sonuglar kanserin biiyiime hiz1 hakkinda bilgi vermektedir.
6.3.1 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda hiicre
proliferasyonunun degerlendirilmesi

Hiicreler 96’lik plakalara ekildikten sonra 7 giin boyunca izlenmistir. Hiicrelerin
proliferasyon egrileri Sekil 6.6’da gosterilmistir. Hiicrelerin proliferasyon egrilerinde deney

sonunda ulastiklar1 maksimum hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir. Ikiye katlanma zamani

35000
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]
L
= 25000 -
=
=
= 20000 -
o]
= =Kontrol
= CRISPR
= 15000
=
—_—
£. 10000 - ~DUsP1-
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0 12 24 356 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
=aat

Kontrol grubunda 35,0+1,6 DUSP1-CRISPR grubunda ise 37,5+1,9 olarak hesaplanmustir.

Sekil 6.6 MDA-MB231 hiicrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamasimin hiicre canliligi iizerine etkisinin
degerlendirilmesi

DUSP1-CRISPR uygulamasinin hiicre canlilig1 olan etkisi incelenmistir. Mavi Kontrol CRISPR MDA-MB231

hiicrelerini, kirmizit DUSP1 CRISPR MDA-MB231 hiicrelerini gostermektedir (n=8). (*) kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p<0.05).
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6.3.2 MDA-MB-231 Hiicrelerinde BCI uygulamasi sonrasinda hiicre proliferasyonunun

degerlendirilmesi
Kontrol hiicreleri ve DUSP1-CRISPR hiicreleri 96’lik plakalara ekildikten sonra 50

nM, 500 nM, 1 uM ve 2uM konsantrasyonundaki BCI besi yerine eklenmis ve hiicreler 6 giin
boyunca izlenmistir. Hiicrelerin proliferasyon egrileri Sekil 6.7’de gosterilmistir. Hiicreler
ikiye katlanma zamanlar1 acisindan degerlendirildiklerinde, 500 nM ve iizeri
konsantrasyonlardaki BCI’nin her iki grupta da hiicre proliferasyonunu azalttig1 goriilmiistiir.
Ikiye katlanma zamanlar1 Tablo 1°de gdsterilmisti. BCI'mm 1 upuM ve 2uM
konsantrasyonunda  proliferasyonu tamamen durdurdugu goézlenmistir. 500 nM
konsantrasyonundaki BCI’nin antiproliferatif etkisinin Kontrol hiicreleri {izerinde daha fazla

oldugu goriilmiistiir.

BCI konsantrasyonu (nM)
5 0 50 500(%)
<
[?]3 . Kontrol CRISPR (ortalamazstandart 34.24 0.6 33,6+ 0.6 109+ 6.5
g b hata) ’ ’ ’
s 8
S | DUSP1-CRISPR (ortalamasstandart | 54 4. 6 10 63.81 4.0
g hata) ) b 1 b ) 9
2
= p degeri p>0.05 p>0.05 p<0.05

Tablo 1. BCI'min MDA-MB231 kanser hiicrelerinde ikiye katlanma zaman tizerine etkisinin tablo olarak
gosterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkin1 gostermektedir
(p<0.05)

26



A | 40000

o 35000 —— DMS0 %0,1
E\
£ 30000
- —8-50nM BCl
2 25000
=
E 20000 === 500nM BCI
[5=1
5
S 15000 §
=) i1 1M BC
=
~ 10000
=
v st 2 LM BC
5000
0
Saat
B 45000
- |
40000 ;
= : —— DMSO %0,1
é‘ 35000 = & i
]
:3 | Z
=
o ;
S 25000 |
g . —de—500 nM BC|
[5=1
+ 20000 1
S I
[3=1
I
%—. 15000 I T | At =1 uM BCI
= 1
2. 10000 | s
7 . 2 ; st 2 LM BC
5000 |t
|
|
O T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
O W N TOWM™NOWSTO WMNOWS O WMNOSST O W 0 s
A N MM ST NW OSSO0 O A NN N ST
L e I B B T IO I |
Saat

Sekil 6.7 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde BCI'nin hiicre canliligy tizerine etkisinin degerlendirilmesi

BCI’'nin proliferasyona olan etkisi incelenmistir. BCI’nin verilme zamani mavi ¢izgi ile gosterilmistir A.)
Kontrol CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin konsantrasyon yanit grafigini B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231

hiicrelerinin konsantrasyon yanit grafigini gostermektedir. (n=8)
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6.4 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1-CRISPR uygulamasi1 sonrasinda migrasyon
kapasitesinin degerlendirilmesi
DUSP1 proteini silinmesinin hiicre migrasyonuna olan etkileri “Incucyte live-cell
analysis” sistemi ile incelenmistir. DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda kanser hiicrelerinin
migrasyon yeteneklerini degerlendirmek icin “transwell migration assay” ve yara iyilesmesi
deneyleri yapildi. Migrasyon deneyinde hiicrelerin kemoatraktana verdikleri kemotaksis cevabi
degerlendirildi. Yara iyilesmesi deneyinde ise hiicrelerin migrasyon ve boliinme kapasiteleri
degerlendirildi (sekil 6.8-9). Her iki deneyde de DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda

hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin azaldig: goriildii.

Kontrol CRISPR DUSP1-CRISPR

0. saat

12.saat

Sekil 6.8 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1 CRISPR uygulamasi sonrasinda hiicre gégiiniin Yara
iyilesmesi deneyi ile degerlendirilmesi

Hiicrelerin yara kapanma hizlarinin faz goriintiileri iizerinden karsilastirilmasi. Yara alani sar1 renk ile
gosterilmektedir.
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Sekil 6.9 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1 CRISPR uygulamasi sonrasinda hiicre gégiiniin Yara
iyilesmesi deneyi ile degerlendirilmesi

A.) Hiicre gbgii, bir plakadan diger plakaya gecis ile degerlendirildi. Ust plakaya hiicreler ekildikten sonra iist
ylizeyden alt yiizeye gecen hiicrelerin alani zamana baglh olarak 6l¢iildii. (n=30) B.) Yaklasik 700 pm olan
yaranin genigligi 6 saat arayla Olciildii. (n=16) (*) kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farki
gostermektedir (p<0.05)
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6.5 MDA-MB-231 Hiicrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda JNK ve
p38 inhibitorlerine yanitin degerlendirilmesi
MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteininin ifadesinin azaltilmasinin sonucunda

hiicrelerin JNK ve p38 inhibitorlerine verdikleri yanit incelendi. Hiicrelere p38 inhibitorii

olarak 1 uM SB202190, JNK inhibitorii olarak 1 uM SP600125 verildi ve hiicreler 6 giin

boyunca izlendi (Sekil 6.10-11). Hiicrelerin ulastigr maksimum hiicre sayisina bakildiginda,

p38 inhibitorii olan SB202190’un her iki grupta da maksimum hiicre miktarini artirdigi

goriilmustiir (Sekil 6.10). Deney sonucunda elde edilen ikiye katlanma zamanlar1 tablo 2’°te

gosterilmis ve uygulanan ajanlarin ikiye katlanma zamanini degistirmedigi gézlenmistir.

DMSO %0,1 SB202190 SP600125
Kontrol CRISPR
36,1+0,7 35,8+0,6 35,5+0,8
(ortalamazstandart hata)
DUSP1-CRISPR 35,9+1,0 35,3+0,5 35,9+0,9
(ortalama+standart hata)
p degeri p>0.05 p>0.05 p>0.05

Tablo 2. MDA-MB231 kanser hiicrelerinde SB202190 ve SP600125 un ikiye katlanma zamani iizerine

etkisinin tablo olarak gésterimi.
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Sekil 6.10 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1 CRISPR uygulamasi sonrasinda p38 inhibitorii ve JNK
inhibitériiniin Maksimum hiicre sayisina etkisi

1 uM SB202190 (p38 inhibitori) ve 1 uM SP600125 (JNK inhibitdrii) ajanlarinin Maksimum hiicre sayisina
etkisi incelenmistir. Ajan verilen hiicrelerin ulastigi maksimum hiicre sayisi, ilgili hiicrenin ajan verilmemis
grubunun maksimum hiicre sayisina oranlanmigtir. A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin oranini B.)
DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin oranmi gostermektedir. (*) ilgili ajanin kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlaml farkim gostermektedir (p<0.05), (n=8)
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Sekil 6.11 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1 CRISPR uygulamasi sonrasinda p38 inhibitorii ve JNK
inhibitériiniin proliferasyona etkisinin degerlendirilmesi

1 uM SB202190 (p38 inhibitéri) ve 1 pM SP600125 (JNK inhibitdrii) ajanlarinin proliferasyona olan etkisi
incelenmistir. Ajan verilme zamani1 mavi ¢izgi ile gosterilmistir A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin
zaman-hiicre sayisi grafigini B.) DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-hiicre sayisi grafigini
gostermektedir. (*) ilgili ajanin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkin1 gostermektedir (p<0.05),
(n=8)
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6.6 MDA-MB-231 Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamasi sonrasinda sisplatin
duyarhhgimnin degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicreleri 96’lik plakalara ekildikten sonra 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1
ug/ml, 4 pg/ml ve 8 pug/ml konsantrasyonunda sisplatin besi yerine eklendi. Her iki hiicre
grubunda da 0,1 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda sisplatinin antiproliferatif etkisi
oldugu goriildi (sekil 6.12). Proliferasyon egrileri lizerinden hesaplanan ikiye katlanma
zamani incelendiginde, sisplatin uygulanmis hiicrelerin ikiye katlanma zamaninin arttigi
gozlendi. Aynm1 konsantrasyondaki sisplatinin DUSP1-CRISPR uygulanmis hiicrelerde ikiye
katlanma zamanini daha fazla artirdigi goriildii (sekil 6.13, Tablo 3). Konsantrasyonlara gore
hesaplanmis ikiye katlanma zamanlari tablo 3’te verilmistir. 8 pg/ml konsantrasyonunda
sisplatin verilen hiicrelere baktigimizda, DUSP1-CRISPR uygulanmis hiicrelerin kontrol
hiicrelerine kiyasla ulasabildikleri maksimum hiicre sayisinin daha az oldugu goriilmektedir
(Sekil 6.14). Hiicreler sisplatinin etkisinin baglama siiresi ag¢isindan incelendiginde (Sisplatin
verildikten sonra proliferasyonun durdugu zaman veya proliferasyonun yavaslamaya basladigi
zaman), sisplatinin DUSP1-CRISPR hiicrelerinde ortalama 13,5+4,3 saat daha erken etki

ettigi goriilmiistiir.

Sisplatin konsantrasyonu (pg/ml)
0 0,01 0,1(*) 1(*)
Kontrol CRISPR 35,8+1,9 36,6+2,1 61,1£2,7 79,4+3,9
(ortalama+standart hata)
DUSP1-CRISPR 36,7+1,6 38,6+1,1 87,8+2,6 124,145,1
p degeri p>0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05

Tablo 3. MDA-MB231 kanser hiicrelerinde 48. Saatte verilen sisplatinin ikiye katlanma zamani iizerine
etkisinin tablo olarak gosterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkin
gostermektedir (p<0.05)
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Sekil 6.12 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde sisplatin duyariiigmnn degerlendirilmesi

Sisplatinin proliferasyona olan etkisi incelenmistir. Sisplatinin verilme zaman1 mavi ¢izgi ile gosterilmistir. A.)
Kontrol MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-hiicre sayis1 grafigini B.) DUSP1-CRISPR MDA-MB231
hiicrelerinin zaman- hiicre sayisi grafigini gdstermektedir. (n=8)
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Sekil 6.13 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde sisplatinin ikiye katlanma zamani iizerine etkisinin
degerlendirilmesi

Sisplatinin ikiye katlanma zamanina olan etkisi incelenmistir. Mavi siitun Kontrol MDA-MB231 hiicrelerinin
ikiye katlanma zamanini yesil siitun DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin ikiye katlanma zamanini
gostermektedir. Verilen sisplatin konsantrasyonu pg/ml olarak grafikte belirtilmistir. (*) ilgili konsantrasyonun
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkini gostermektedir (p<0.05), (n=8).
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Sekil 6.14 MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde 8 ug/ml sisplatinin hiicre proliferasyonuna etkisi
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6.7 MDA-MB-231
duyarhhigimmin degerlendirilmesi

Hiicrelerinde

BCI

uygulamasi

sonrasinda

sisplatin

MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteininin CRISPR ile azaltilmasiyla goriilen

sisplatinin antiproliferatif etkisindeki artisin bu proteinin kimyasal bir ajanla inhibe edilmesi

sonrasinda da goriiliip goriilmeyecegi incelendi. Bunun i¢in Duspl/6 enzim inhibitorii olan
BCI ajam1 kullanildi. 96’lik plakalara kontrol hiicreleri ve DUSPI1-CRISPR hiicreleri
ekildikten sonra 50 nM, 500 nM, 1 uM ve 2uM konsantrasyonundaki BCI ve 0,05 pg/ml

sisplatin besi yerine eklenerek hiicreler 6 giin boyunca izlendi. 50 nM BCI’'nin tek bagina

verilmesinin Kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna bir etkisi olmazken (Sekil

6.7), sisplatin ile beraber verildiginde, sisplatinin antiproliferatif etkisini artirdig1r goriildi

(Sekil 6.15-tablo3). Bu etki DUSP1-CRISPR hiicrelerinde goriilmedi (Sekil 6.15).

BCI konsantrasyonu (nM)

b 0 nM BCI 50 nM BCI 500 nM BCI
<

§ + Sisplatin 0,05 + Sisplatin 0,05 + Sisplatin 0,05
§ pg/ml (*) pg/ml pg/ml (*)
N Kontrol

g 46,7+1,6 56,9+2,1 -

= (ortalama+standart hata)

v: Dusp1

L 55,8+1,8 55,1+1,5 107,1+4,2
= (ortalamazstandart hata)

p degeri p<0.05 p>0.05 p<0.05

Tablo 3. MDA-MB231 kanser hiicrelerinde sisplatin ve BCI'nin ikiye katlanma zamanu iizerine etkisinin
tablo olarak gosterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkim

gostermektedir (p<0.05)
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Sekil 6.15 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde BCI ve sisplatinin antiproliferatif etkinsin degerlendirilmesi

BCI ve sisplatinin proliferasyona etkisi incelenmistir. BCI ve 0,05 pg/ml sisplatinin verilme zamani mavi ¢izgi
ile gosterilmistir. A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-hiicre sayis1 grafigini B.) DUSPI

CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-hiicre sayis1 grafigini gostermektedir. (n=8)
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6.8 MDA-MB-231 Hiicrelerinde JNK ve p38 inhibitorleri uygulamasi sonrasinda
sisplatin duyarhili@imin degerlendirilmesi
MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteininin ifadesinin azaltilmasinin sonucunda
hiicrelerin Sisplatin yanitlarinin, JNK ve p38 inhibitorleri ile nasil degistigi incelendi. 0,05
pg/ml sisplatin varliginda hiicrelere p38 inhibitorii olarak 1 uM SB202190, JNK inhibitorii
olarak 1 uM SP600125 uygulandi ve hiicreler 6 giin boyunca izlendi (Sekil 6.16). Deney
sonucunda elde edilen ikiye katlanma zamanlar1 tablo 4’te gosterilmistir. Yapilan deneyde
p38 inhibitorii olan SB202190’un sisplatin ile birlikte verildiginde her iki grupta da ikiye
katlanma zamanini azaltti§1 goriilmiistiir. Sisplatin varliginda hiicrelerin ulastigi maksimum
hiicre sayisina bakildiginda, p38 inhibitorii olan SB202190’un her iki grupta da maksimum
hiicre miktarin1 artirdigir goriilmistiir. DUSP1-CRISPR hiicrelerinde bu artisin daha fazla
oldugu izlenmektedir (Sekil 6.17).

DMSO %0,1 (*) SB202190 SP600125
= +Sisplatin 0,05 + Sisplatin 0,05 + Sisplatin 0,05
g pg/ml ug/ml ug/ml
§ Kontrol
ti (ortalamastandart 48,0+1,8 41,1%1,9 49,2420
£ hata)
=
Vi Duspl
X (ortalama--standart 55,8+1,8 37,1%1,5 50,5+2,1
=4
— hata)
p degeri p<0.05 p>0.05 p>0.05

Tablo 4. MDA-MB231 kanser hiicrelerinde SB202190 ve SP600125 un ikiye katlanma zamani itizerine
etkisinin tablo olarak gosterimi. (*) ilgili ajanin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkim
gostermektedir (p<0.05)
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Sekil 6.16 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda p38 ve JNK inhibitorleri
ve sisplatinin proliferasyona etkisinin degerlendirilmesi

0,05 pg/ml Sisplatin, 1 uM SB202190 (p38 inhibitéri) ve 1 puM SP600125 (JNK inhibitorii) ajanlarinin
proliferasyona olan etkisi incelenmistir. flag verilme zaman1 mavi ¢izgi ile gosterilmistir A.) Kontrol CRISPR
MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-hiicre sayisi grafigini B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin zaman-
hiicre sayis1 grafigini gostermektedir. (*) ilgili ilacin, sadece sisplatin verilmis grubuna gore istatiksel olarak
anlamli farkini gostermektedir (p<0.05), (n=8)
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Sekil 6.17 MDA-MB231 kanser hiicrelerinde DUSP1 CRISPR uygulamas: sonrasinda Sisplatin, p38 inhibitorii

ve JNK inhibitoriiniin Maksimum hiicre sayisina etkisi

Hiicrelerde, 0,05 pg/ml sisplatin varliginda 1 pM SB202190 (p38 inhibitorii) ve 1 uM SP600125 (JNK
inhibitorii) ajanlarnin Maksimum hiicre sayisina etkisi incelenmistir. inhibitér ve sisplatin verilen hiicrelerin
ulastigt maksimum hiicre sayisi, ilgili hiicrenin sadece sisplatin grubunun maksimum hiicre sayisina
oranlanmigtir. A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hiicrelerinin oranin1 B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231
hiicrelerinin oranini  gostermektedir. B.) Proliferasyon artisinin yiizde olarak karsilastirilmasi. (*) ilgili
inhibitoriin sadece sisplatin verilmis kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkini gostermektedir. (&)
sisplatin ve p38 inhibitoriiniin beraber verildiginde kontrol grubuna goére istatiksel olarak anlamli farki
gostermektedir (p<0.05), (n=8)
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7. TARTISMA

Bu ¢alismada MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde DUSP1 proteininin hiicre
proliferasyonu ve hiicre gogiine etkileri degerlendirilmistir. DUSP1 proteini farkli kanser
tiplerinde farkli etkiler gostermektedir. Prostat, over, pankreas ve meme kanserinde
karsinogenezi artirirken, hepatoseliiler karsinom ve Skuamoz hiicreli deri karsinomunda
karsinogenezi azaltmaktadir (7). Literatiirdeki meme kanseri iizerindeki ¢alismalar DUSP1
ifadesinin artisinin daha yiliksek tiimor derecesine ve daha kotii prognoza yol actigini
gostermektedir (10). Ayrica meme kanserinde goriilebilen kemoterapi direncinde rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir(5,9). Bu ¢alismanin amaci DUSP1 proteininin meme kanseri
iizerindeki etkilerini daha iyi anlayabilmek ve bu etkilerin olasi mekanizmalar1 hakkinda fikir
sahibi olmaktir. Ayrica bu enzimin antikanser etkinlik agisindan hedef olup olmayacagini

acikliga kavusturmaktir.

CRISPR UYGULAMASI SONRASINDA DUSP1 IFADESINDEKI DEGISIMIN
DEGERLENDIRILMESI

MDA-MB-231 hiicrelerinde CRISPR islemi sonrasinda DUSP1 proteini miktarinda
yaklagik %60°lik bir azalma gorildii (Sekil 6.2). CRISPR islemi DUSP1 geninde g¢ergeve
kaymas1 mutasyonu olusturarak translasyon sirasinda erken stop kodonu olusturmaktadir. Bu
sayede protein sentezini engellemektedir. CRISPR uygulamasi sonrasinda ilgili genin ifade
seviyesi degisiklik gdsterebilmektedir. Baz1 genlerin ifadesi tamamen susturulabilirken bazi
genlerin CRISPR sonrasinda ifade edilebildigi goriilebilmektedir. Yapilan calismalar bu
durumun “alternative splicing” kaynakli olabilecegini diistindiirmektedir(56). Bizim
calismamizda gordiiglimiiz rezidiiel DUSP1 ifadesinin nedeni olarak bu hiicresel

mekanizmalarin rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 7.1 Alternative Splicing isleminin sematik gosterimi

Hiicredeki protein ifadesinin azalmasi, ayni1 zamanda protein aktivitesinin de azaldig1
anlamma gelmemektedir. Bu nedenle protein ifadesinin azalisinin fonksiyonel olup
olmadigim1 ayrica degerlendirmek gerekmektedir. DUSP1 proteininin hedefi olan MAPK
proteinlerinin ifade diizeylerine baktigimizda, bu proteinlerin bu ifade paternlerindeki
degisimin DUSP1 proteininin azalmasi ile uyumlu oldugu goriilmektedir (sekil 6.3-4). Ek
olarak DUSP1 fosforilasyonu bu enzimin aktivitesi ile iliskilidir ve CRISPR/Cas9 uygulamasi
ile DUSP1 fosforilasyonu da belirgin olarak azalmistir (Sekil 6.2). Bu bulgular bize
CRISPR/Cas9 uygulamas: sonrasinda DUSP1 proteini aktivitesinin fonksiyonel olarak

azaldiginm1 gostermektedir.

MDA-MB-231 HUCRELERINDE DUSP1 CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA
MAPK PROTEINI IFADELERININ DEGERLENDIRILMESI

DUSP1 proteini MAPK ailesindeki proteinlerin hem treonin hem de tirozin
rezidiilerini defosforile ederek inaktive eden bir fosfatazdir. CRISPR/Cas9 islemi sonrasinda
hiicrelerde DUSP1 ifadesi ve aktivitesi azalmaktadir (Sekil 6.2). DUSP1 aktivitesinin
azalmasi sonucunda hiicrede beklenen degisim, fosfatazin hedef proteinlerinin fosforile
formlarmin total formlarma oraninin artmasi olarak Ongoriilebilir. Calismamizda
fosforile/total oranindaki artma JNK (Sekil 6.3) ve p38 (Sekil 6.4) proteinlerinde
gozlemlenirken ERK (Sekil 6.5) proteininde tespit edilmemistir. DUSP1 proteininin hedef
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segiciliginin p34,JNK>ERK seklinde olmasi gbéz Oniine alindiginda buldugumuz sonug
literatiir ile uyumludur(31).

DUSPI1 proteini iizerinde siRNA kullanilarak yapilan calismalarda fosforile/total
oraninin arttig1 gozlenmektedir. siRNA kullanilan deneylerde bu oran fosforile formun
artmasi1 sonucunda gozlenirken, ¢calismamizda biz bu orandaki artigin total formdaki azalma
ile kendini gosterdigini gozlemledik. 1-3 giin arasinda degisen siirelerde protein ifadesini
azaltan SIRNA uygulamasi ile protein ifadesinin kalici olarak azaltildigi CRISPR/Cas9
uygulamasi arasinda ¢esitli proteinlerin ifadesi farklilik gosterebilmektedir. Literatiirde
CRISPR uygulamas1 sonrasinda hiicrelerin gosterdigi cevabin siRNA uygulamasindan farkli
olabilecegini gosteren yayinlar mevcuttur (56-59). Bunun nedeninin CRISPR uygulamasinin
kalic1 olarak protein ifadesini azaltmasi ve hiicrenin bu kalici duruma kars1 verdikleri adaptif

yanit oldugu diisiiniilmektedir.

DUSP1-CRISPR  UYGULAMASI SONRASINDA HUCRE PROLIFERASYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

DUSP1-CRISPR uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna olan
etkisini incelendiginde hiicre ¢ogalmasinin azaldigi goriilmiistiir. Bu sonuglara uygun olarak
laboratuvarlarimizda Duspl siRNA kullanilarak yapilan caligmalarda da benzer sonuglar
goriilmistiir.  Ayrica DUSP1/6 inhibitorii olan BCI kullanilmis ve BCI 500nM ve iistii
konsantrasyonlarda antiproliferatif etki olusturmustur (Sekil 6.7). BCI’'nin antiproliferatif
etkisi daha 6nce yayinlanan ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur (60,61). Tiim bu sonuglar
MDA-MB231 hiicrelerinde DUSP1 inhibisyonunun antikanser etkinlik gosterebilecegi
yoOniindedir.

Tablo 1°deki Ikiye katlanma zamanlarindaki degisime baktigimizda BCI’nin
antiproliferatif etkisinin DUSP1-CRISPR hiicrelerinde daha az oldugu goriilmiistiir. Bu
sonug, DUSP1 miktarinin ve aktivitesinin CRISPR/cas9 uygulanan hiicrelerde daha az olmasi

ve bu dogrultuda BCI ile DUSP1 inhibisyonunun daha az olmasi ile agiklanabilir.

DUSP1-CRISPR UYGULAMASI SONRASINDA HUCRE GOCUNUN
DEGERLENDIRILMESI

Hiicre gogii, kemoatraktan sinyalin hiicreye ulagsmasi, bu sinyalin islenmesi, hiicrenin
adezyonu, hiicre iskeletindeki dinamik degisikliklerin rol oynadig1 ve hiicre hareketliliginde
onemli olan karmasik bir siiregtir. Kanser hiicrelerinin metastazinda hiicre gocii 6nemli bir rol
oynamaktadir. Kansere bagli 6liimlerin %90’1 metastatik yayilima baglanmaktadir (62,63).

Calismamizda hiicre gogli hem “transwell migration assay” hem de yara iyilesmesi deneyleri

44



ile incelenmistir. “transwell migration assay” sonucunda DUSP1-CRISPR uygulamasinin
MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonunu azalttigr gorilmiistir (Sekil 6.9). Transwell
migration assay deneyi hiicrelerin kemotaksis kapasitelerini incelemek i¢in kullanilmaktadir.
Yara iyilesmesi deneyinde hesaplanan yara kapanma siiresi ise hem hiicre proliferasyonu hem
de hiicre gociiniin birlikte oldugu bir siireci gostermektedir. Calismamizda DUSP1-CRISPR
hiicrelerinde yara iyilesmesinin yavasladigi goriildii (Sekil 6.8). Proliferasyon ve hiicre gogii
deneyleri birlikte degerlendirildiginde, DUSP1 proteininin azalmasi hiicrelerin biiylime ve
g0¢ kapasitelerini olumsuz yonde etkilemektedir. Literatiirde DUSP1 aktivitesinin metastatik
kanserlerde arttigi gosterilmistir dolayisiyla bu bulgu bizim ¢alismalarimizin sonuglari ile

uyumludur (38,61,64,65).

MDA-MB-231 HUCRELERINDE DUSP1-CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA
p38 ve INK INHIBITORLERINE YANITIN DEGERLENDIRILMESI

Bir fosfataz olan DUSP1 proteininin hiicresel etkilerini MAPK proteinleri iizerinden
gosterdigi diistiniilmektedir. DUSP1 proteini JNK, p38 ve ERK aileleri iizerinde fosfataz
aktivitesi gostermektedir. Hedef segiciligi agisindan degerlendirildiginde DUSP1 proteininin
JNK ve p38 aileleri tizerindeki etkileri daha belirgindir(4,31).

ERK ailesi, JNK ailesi ve p38 ailesi MAPK proteinlerine dahil olup hiicre biiyiimesi,
mitoz boliinme, apoptozis gibi bir¢ok hayati hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Bu proteinlerin aktivasyonu sonucunda olusan hiicresel degisiklikler
degerlendirildiginde, ERK aktivasyonu sonucunda genellikle hiicre biiylimesi ve
proliferasyon artis1 goriilmektedir. p38 aktivitesi sonucunda genellikle mitoz boliinmenin
durmas1 ve apoptozis goriilirken JNK aktivitesi sonrasinda hem proliferatif hem de
antiproliferatif sinyaller goriilebilmektedir (Sekil 7.2). p38 proteini aktivasyonu sonucunda
Bcl-2 ve p53 gibi proteinler aktive olarak apoptozisi tetikleyebilmektedir. Ayrica p21 proteini
iizerinden hiicre dongiisiinii G1-S fazinda durdurabilmektedir. JINK proteini Hem Ras yolag:
iizerinden proliferatif sinyaller hem de kaspaz aktivasyonu ile apoptotik sinyaller
olusturabilmektedir (18,66,67). Calismamizda bu proteinlerin inhibitorleri kullanilarak hiicre
proliferasyonuna olan etkilerinin DUSP1 proteininin ifadesinin azalmasi ile nasil degistigi
incelenmistir.

Calismamizda p38 inhibitorii olarak 1 uM SB202190, JNK inhibitérii 1 pM olarak
SP600125 kullanilmistir. Proliferasyon deneylerinde p38 inhibitoriiniin  hem kontrol
hiicrelerinde hem de DUSP1-CRISPR hiicrelerinde maksimum hiicre miktarin1 artirdigt
goriilmistiir.  (Sekil 6.10). Bu artis kontrol hiicrelerinde yaklasik %17, DUSP1-CRISPR
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hiicrelerinde yaklasik %14 olarak hesaplanmistir. Bu durumun, p38 proteininin yukarida
bahsedilen islevlerinin p38 inhibitorii ile engellenmesi sonucunda oldugu diistiniilmektedir.

Literatiirde p38 inhibitorleri kullanilan ¢aligmalara baktigimizda, p38 inhibitérlerinin
proliferasyonu artirict etkileri goériilmektedir(68). Bu proliferasyonu artirict etki 1-5 pM
konsantrasyonlarinda goriiliirtken 10 uM ve tizeri konsantrasyonlarda antiproliferatif etki
goriilmektedir. Kullanilan SB202190 kimyasalinin ICso degeri (p38a: 50 nM p38B: 100 nM)
gdz Oniine alindigi zaman yiiksek konsantrasyonlarda goriilen bu antiproliferatif etkinin
SB202190’1n non-selektif etkilesimleri nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Ozet olarak bizim sonuglarimiz ve literatiir sonuglari, p38 protein aktivitesinde artisin
MDA-MB-231 hiicrelerinde antikanser etkinlik olusturabilecegi ve bu enzimin aktivitesinin

engellenmesinin/ azalmasinin kanser proliferasyonunu artirabilecegini gdstermektedir.

DUSP1

ERK

Apoptozis Proliferasyon

Sekil 7.2 DUSPI proteini MAPK proteinlerinin aktivitesini diizenleyerek proliferasyon ve apoptozis

sinyallerine yol acabilir.

MDA-MB-231 HUCRELERINDE CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA
SISPLATIN DUYARLILIGININ DEGERLENDIRILMESI
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Sisplatin, Meme kanseri ilizerine yapilan caligmalarda yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotiktir (69—71). Sisplatin sitotoksik etkisini DNA’daki piirin bazlarina baglanarak
gostermektedir. Bu sayede DNA onarimint ve replikasyonunu engeller ve hiicrelerde
apoptozisi tetikler (72).

Calismamizda MDA-MB-231 hiicrelerinde 0,1 pg/ml ve iizerindeki sisplatin
konsantrasyonlarinda antiproliferatif etki goriilmektedir (Sekil 6.12). Hiicrelerin ikiye
katlanma zamanindaki degisim incelendiginde, ayn1 konsantrasyondaki sisplatinin DUSP1-
CRISPR hiicrelerinin ikiye katlanma zamanin1i daha fazla artirdigt ve bu hiicrelerin
maksimum hiicre sayisin1 daha fazla azalttig1 goriilmektedir (Sekil 6.13-14). Benzer sekilde
DUSPI aktivitesini BCI ile azalttigimizda da sisplatinin etkisinde artis gérmekteyiz (Sekil
6.15). Bu iki sonu¢ beraber degerlendirildiginde, CRISPR islemi sonrasinda hiicrelerin
sisplatine daha duyarli hale gelmesinin nedeninin CRISPR islemi sonrasinda ortaya ¢ikan bir
yan sonug (off-target effect) olmadigini, bu durumun DUSP1 diizeyinin azalmas: ile iliskili
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu konuda literatiirdeki calismalara baktigimizda: DUSPI
ifadesinin artisinin ¢esitli kemoterapdtiklere direng gelisimine yol agtigina dair olan
caligmalar (8,73,74) ve DUSP1 ifadesinin azalmasinin kemoterapi duyarliligina yol actigi
caligmalar (5,44) bize bu proteinin kemoterapi duyarliliginda rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. DUSP1 proteini ve kemoterapi cevabi arasindaki iliskinin MAPK ailesi
aracilig1 ile oldugu diistiniilmektedir. Calismamizda yaptigimiz Western Blot sonuglarinda
ERK proteini ifadesinde bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 6.5). INK ve p38 proteinlerinin
ifadelerinde degisiklik goriilmistiir (sekil 6.3-4). Dolayisiyla DUSPI proteini ifadesinin
azalmasi ile goriilen sisplatin duyarliliginin ERK proteini ile iligkili degil de daha ¢ok p38 ve
JNK proteinleri ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

50 nM BCI’nin hiicre proliferasyonuna bir etkisi olmadig: sekil 6.7°de goriilmektedir.
Kontrol hiicrelerinde 50 nM BCI, sisplatinle beraber verildiginde sisplatinin etkisini
artirmaktadir (sekil 6.15). Kontrol hiicrelerinde goriilen 50 nM BCI ve sisplatinin sinerjik
etkisi DUSP1-CRISPR hiicrelerinde goriilmemistir ve 500 nM BCI ve sisplatinin birlikte
verildigi durumda DUSPI1-CRISPR hiicrelerinin daha az 6ldiigii sekil 6.15 ve tablo-3’te
goriilmektedir. Bu sonucun sisplatin duyarliligindaki degismeden kaynaklanmadigi, DUSP1-
CRISPR hiicrelerinde DUSP1 diizeyindeki azalmaya bagli olarak BCI’'nin antiproliferatif
etkisinin daha az olmas1 (Sekil 6.7) nedeniyle karsimiza ¢iktig1 diisliniilmektedir. Ayrica
CRISPR uygulamasi protein ifadesini kalici olarak azaltmaktadir. Bu durum protein
aktivitesini kimyasal ajanlar ile engellemekten daha farkli adaptif fenotipik degisikliklere yol
acabilmektedir (57-59,75).
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1 uM ve 2 uM BCI konsantrasyonlarinda hiicre biiylimesi tamamen durdugu ig¢in
BCI’'nin bu konsantrasyonlardaki etkileri hakkinda yorum yapilamamaktadir. Her iki hiicre
grubunda da proliferasyonun tamamen durmasi BCI’'nmin bu konsantrasyonlardaki
antiproliferatif etkisinin DUSP1 inhibisyonundan farkli olarak nonspesifik toksik etkiler ile
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (76).

MDA-MB-231 HUCRELERINDE JNK VE P38 INHIBITORLERI UYGULAMASI
SONRASINDA SiSPLATIN DUYARLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

Sisplatinin hiicrelerde JNK ve p38 proteinlerinin aktivitesini artirdigini gosteren
caligmalar bu proteinlerin sisplatinin antiproliferatif etkilerinden sorumlu bir mekanizmada
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (77,78). Sisplatin ve p38 proteininin iliskisi g¢esitli
caligmalarda incelenmistir (43,70-72). Apoptozisin tetiklenmesinin p38 proteini ile yakin
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada cesitli hiicre hatlarinda sisplatin,
doksorubisin ve paklitaksel kemoterapdtiklerinin ve uv radyasyonun etkisi incelenmistir.
Sisplatin tiim hiicre hatlarinda p-p38 miktarin1 artirirken diger ajanlarda bu etki
goriilmemistir. Hiicrelere p38 inhibitorii verilmesinin sisplatin direncine yol actig
goriilmiistiir (77). Ayrica p38 inhibitorleri sisplatinin nefrotoksik etkilerini de azaltmaktadir
(79). Tim bu c¢alismalar sisplatinin antiproliferatif etkisini gdstermesinde p38 proteininin
onemli roliiniin oldugunu diislindiirmektedir. Bu durumu daha iyi anlayabilmek i¢in MDA-
MB-231 hiicrelerine ilgili proteinlerin inhibitdrlerini sisplatin ile birlikte vererek hiicre
proliferasyonunun nasil degistigi incelenmistir.

p38 inhibitdrii olan SB202190 sisplatinle beraber verildigi zaman proliferasyonu
artirict bir etki gdstermis ve sisplatinin etkinligini azaltmistir (Sekil 6.16-Tablo 4). Maksimum
hiicre sayilar1 incelendiginde bu etkinin DUSP1-CRISPR hiicrelerinde daha fazla oldugu
gorilmektedir. Sekil 6.17 incelendiginde Kontrol hiicrelerinde, p38 inhibitoriinii maksimum
hiicre sayisin1 yaklasik olarak %35 artirirtken DUSP1-CRISPR hiicrelerinde yaklasik %80
artirmaktadir. Artiglar arasindaki bu fark p38 inhibitoriiniin tek basina verildigi zaman
goriilmemistir (Sekil 6.10). Bu durum DUSP1-CRISPR uygulamasi sonrasinda goriilen
sisplatin etkisindeki artisin p38 proteini lizerinden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hiicrelerdeki DUSP1 proteini ifadesi sicak, UV radyasyon, oksidatif stress,
kemoterapotik ilaglar gibi gesitli hiicresel stres faktorleri ile indiiklenebilmektedir (3,80,81).
Bu sonuglar bize DUSP1-CRISPR hiicrelerinde gordiiglimiiz sisplatinin etkisindeki artiginin

nedeninin DUSP1 proteininin bu hiicrelerde stress durumunda yeterince ifade edilememesi ve
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bunun sonucu olarak p38 aktivitesini baskilayamamasi olabilecegini ve dolayisiyla DUSP1
proteini aktivitesindeki azalmanin p38 aracilif1 ile antiproliferatif etkinlik gosterebilecegi ve
bu etkinin p38 inhibisyonu ile engellenebilecegini diislindiirmektedir.

Tim bu sonuclar degerlendirildiginde MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 ifadesinin
azaltilmasimin hiicre hareketliligini ve proliferasyonunu azaltarak antikanser etki olusturdugu
goriilmektedir. DUSP1 ifadesinin azaltilmasi ve sisplatin arasindaki iligki ayrintili bir
incelemeyi hak etmektedir. Bu iliskide p38 proteininin onemli bir rolii oldugu
distiniilmektedir. Yapilacak olan ¢alismalar ile DUSP1, p38 ve sisplatin arasindaki iliskinin
aydinlatilmaya caligilabilir. DUSP1 proteini, kanserlerde kemoterapi direnci gelisiminin

onlenmesi i¢in umut vadeden bir hedef protein olarak goziikmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

1. Bu tez ¢aligmasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteininin CRISPR/Cas9
uygulamasi ile ifadesinin azaltilmasinin, hiicreler iizerinde antiproliferatif etkileri oldugu
izlenmistir.

2. MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSPI1 proteininin ifadesinin azaltilmasinin, bu
hiicrelerde sisplatinin antiproliferatif etkisinde artiga yol agtig1 gézlenmistir.

3. MDA-MB-231 hiicrelerinde DUSP1 proteininin BCI ajani ile inhibe edilmesi
sonucunda hiicrelerde sisplatinin antiproliferatif etkisinde artisa yol agtig1 gdzlenmistir.

4. DUSP1-CRISPR uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde BCI'nin antiproliferatif
etkisini azalttig1 gozlenmistir.

5. DUSP1-CRISPR uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinin motilitelerini azalttig1
gosterilmistir.

6. p38 inhibitori olan SB202190 ajaninin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunu
artirdig1 gozlenmistir.

7. DUSP1-CRISPR uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde JNK ve p38

proteinlerinin fosforile protein/total protein oranini artirdigr goriilmiistiir.
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