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1. TÜRKÇE ÖZET 

 

DUSP1 PROTEİNİNİN MEME KANSERİ ÜZERİNDEKİ ETKİLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

 

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 üzere üç temel alt aile şeklinde sınıflandırılabilir. MAPK ailesi hücre büyümesi, hücre 

proliferasyonu, mitoz, apoptozis gibi birçok hayati hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde 

görev alır. Dual-specificity phosphatase (DUSP) ailesi MAPK’leri defosforile eden protein 

fosfataz ailesidir. Hedef proteinlerinin hem tirozin hem de serin/treonin rezidülerini 

defosforile edebilme yeteneklerinden dolayı bu proteinlere Çift Spesifik fosfataz ismi 

verilmiştir. Dual-specificity phosphatase 1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu düzenleyerek 

inflamasyon, apoptozis, hücre büyümesi, hücre proliferasyonu gibi birçok hücresel 

fonksiyonda rol alır.  

Çalışmamızda üçlü negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hücreleri kullanılmıştır. 

CRISPR/Cas9 yöntemi ile bu hücrelerde DUSP1 proteini ifadesi azaltılmıştır. Bu hücrelerde 

proliferasyon ve motilite deneyleri yapılmış, Western Blot yöntemi ile MAPK proteinlerinin 

ifadelerinde değişmeler değerlendirilmiştir. Proliferasyon deneyleri Incucyte live-cell 

analysis’ sistemi ile yapılmıştır. Elde edilen proliferasyon eğrileri üzerinden hücrelerin ikiye 

katlanma zamanları ve maksimum hücre sayıları hesaplanmıştır. Hücre motilitesi ‘Transwell 

migration assay’ ve yara iyileşmesi deneyleri ile ölçülmüştür.  

Proliferasyon deneylerinde DUSP1 ifadesinin azalmasının hücrelerin proliferasyonunu 

azalttığı görülmüştür. Ek olarak DUSP1 inhibitörü olan BCI, MDA-MB231 hücrelerinde 

antiproliferatif etki göstermiştir. Bu antiproliferatif etki kontrol hücrelerinde daha fazladır. Bu 

durumun nedeninin, DUSP1-CRISPR hücrelerinde DUSP1 proteininin azalmasından 

kaynaklandığı ve azalmış DUSP1 ifadesi nedeniyle BCI’nın bu grupta daha az etkin olduğu 

düşünülmüştür. Ayrıca DUSP1 ifadesinin azalması bu hücrelerde sisplatinin antiproliferatif 

etkisinin artmasına neden olmuştur. Aynı sisplatin konsantrasyonunda DUSP1-CRISPR 

hücrelerinin ikiye katlanma zamanları kontrol hücrelerine göre daha fazla artmıştır. 

Yukarıdaki sonuçlara benzer şekilde DUSP1 inhibitörü olan BCI’nın kontrol hücrelerinde 

sisplatinin antiproliferatif etkisini DUSP1- CRİSPR grubuna göre daha fazla artırdığı 

görülmüştür. Bu sonuç da benzer şekilde bize, DUSP1-CRISPR hücrelerinde BCI’nın daha az 

etkili olmasının DUSP1 proteininin azalmasından kaynaklandığını düşündürmüştür. 
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 DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında hücrelerin migrasyon kapasiteleri yara 

iyileşme deneyi ve Transwell migrasyon deneyi ile değerlendirilmiştir. Bu deneyler 

sonucunda DUSP1-CRISPR uygulamasının hücrelerin migrasyon kapasitesini azalttığı 

görülmüştür. Bu sonuç DUSP1 düzeyinin azalmasının MDA-MB231 hücrelerinin 

hareketliliği ve metastaz yeteneğini azalttığını göstermektedir. 

 p38 ve JNK inhibitörleri ile yapılan deneylerde,  p38 inhibitörü SB202190’ın her iki 

hücre grubunda benzer düzeylerde proliferasyonu artırdığı görülmüştür. Sisplatin etkinliğinde, 

tedavisinde ve gelişen dirençte, p38 ve JNK’nın aktivitesinin rol aldığı düşünülmektedir. 

Sisplatin ve p38 inhibitörünün beraber verilmesi DUSP1-CRISPR hücrelerinde kontrol 

hücrelerine göre daha büyük bir proliferasyon artışına yol açmıştır. Bu durum DUSP1-

CRISPR hücrelerinde görülen sisplatinin antiproliferatif etkisindeki artışın nedeninin, artmış 

p38 proteini aktivasyonundan kaynaklanabileceğini düşündürmüştür. Bu sonuçlar DUSP1 

aktivitesindeki azalmanın dolaylı olarak p38 proteini aktivitesini değiştirerek sisplatine olan 

duyarlılığı ve tedaviye direnci etkileyebileceğini göstermektedir. 

Western blot sonuçlarına göre DUSP1-CRISPR hücrelerinde p38 ve JNK 

proteinlerinin fosforile/total protein oranlarında artış saptanmış bu artış ERK proteininde 

görülmemiştir. DUSP1 proteininin hedef seçiciliği düşünüldüğünde DUSP1 aktivitesindeki 

değişikliğin p38 ve JNK proteini üzerinden olabileceğini göstermektedir ve bu sonuç literatür 

ile uyumludur. 

Sonuç olarak DUSP1 proteini ifadesinin azalması MDA-MB231 kanser hücrelerinde, 

hücre hareketliliğini, migrasyonu ve proliferasyonunu azaltarak antikanser etkinlik 

göstermektedir. Ayrıca sonuçlarımız, sisplatine olan duyarlılıkta ve gelişen dirençte p38 

aktivitesinin önemli olduğunu düşündürmüş ve DUSP1 inhibisyonu ile p38 aktivitesinin 

dolaylı olarak artırılmasıyla, sisplatin duyarlılığının ve antikanser etkinliğin arttırılabileceğini 

düşündürmüştür. 

 

Anahtar Kelimeler: DUSP1, Meme Kanseri, Sisplatin, JNK, p38, MDA-MB-231 
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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 MAPKs. 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. 
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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.  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması, çevre dokulara yayılması ile karakterize 

olan kanser, içerisinde 100’den fazla alt tipi barındıran bir hastalık grubudur. Hastalık normal 

hücrelerin kanser hücresine dönüşmesi ile gelişmektedir. Bu dönüşüm ile hücreler aşırı 

çoğalma, apoptotik sinyallere direnç, yeni damar oluşturma, bağışıklık yanıtından kaçınma 

gibi özellikler kazanmaktadır. 2020 yılında kanser nedeniyle yaklaşık 10 milyon insan 

hayatını kaybetmiştir. Meme kanseri kadınlarda görülen tüm kanserlerin yaklaşık %25’ini 

oluşturarak kadınlarda en sık görülen kanser çeşididir. Kadınlarda kansere bağlı ölüm nedeni 

olarak birinci sıradadır(1). Meme kanseri birçok alt tip içeren heterojen ve geniş bir 

hastalıktır. Kanser köken aldığı hücreye göre veya barındırdığı reseptör tiplerine göre 

sınıflandırılabilmektedir. Reseptör tiplerine göre sınıflandırma kanser için prognostik öneme 

sahiptir ve bunlar, Östrojen reseptörü (ER), Progesteron reseptörü (PR) ve HER2 

reseptörüdür. ER ve PR bulunduran hormon reseptörü pozitif grup, HER2 reseptörü 

bulunduran HER2 pozitif veya bu üç reseptörü de bulundurmayan üçlü negatif meme kanseri 

olarak adlandırılır (2). 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ailesi hedef proteinlerini fosforile eden bir 

protein kinaz ailesidir. Bu proteinler hücre büyümesi, mitoz bölünme, apoptozis gibi birçok 

hayati hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde görev almaktadır. Dual-specificity phosphatase 

1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu düzenleyerek inflamasyon, apoptozis, hücre büyümesi, 

hücre proliferasyonu gibi birçok hücresel fonksiyonda rol alır. Bu hücresel fonksiyonları 

nedeniyle DUSP1’in kanser patofizyolojisindeki etkileri merak edilmektedir. Bu proteinin 

kanser oluşumu, hastalık prognozu ve kemoterapi direncindeki rolü çeşitli çalışmalarda 

incelenmiştir (3–6). DUSP1 proteininin kanser üzerindeki etkileri, MAPK aracılığıyla olduğu 

düşünülmektedir(7).  

DUSP1 proteini ifadesi ile hastalığın prognozu arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmalar 

farklı sonuçlar sunmaktadır. Malign dokudaki DUSP1 ifadesini artışının meme kanseri 

hastalarında sağkalımı azalttığını gösteren çalışmalar mevcuttur(8–10). DUSP1 proteininin 

meme kanseri tedavisindeki rolü üzerine yapılan çalışmalar, bu proteinin radyoterapi ve 

kemoterapi direnci gelişmesinde rolü olabileceğini düşündürmektedir. HER-2(+) meme 

kanseri hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada DUSP1 ifadesinin artışının radyoterapi 

direnci ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Aynı çalışmada siRNA ile DUSP1 ifadesinin 

baskılanmasının meme kanseri hücrelerinin sağkalımını azalttığı ve bu hücrelerin 

radyoterapiye duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (8). MDA-MB-231 hücrelerinde yapılan bir 

çalışmada DUSP1 ifadesi artışının alkilleyici ajanlar, antrasiklinler ve mikrotübül 
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inhibitörlerine karşı kanser hücrelerinin duyarlılığını azaltırken, DUSP1 ifadesinin 

baskılanmasının kemoterapi ile tetiklenen apoptozisi artırdığı gösterilmiştir(5). Başka bir 

çalışmada DUSP1 aşırı ifadesinin MDA-MB-231 hücrelerinde doksorubisin ve dosetaksel 

direncine yol açtığı gösterilmiştir(9).  

Bu tez çalışmasında üçlü negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hücre hattı 

kullanılmıştır. MDA-MB-231 hücrelerine CRISPR/Cas9 uygulaması yapılarak bu 

hücrelerdeki DUSP1 proteini ifadesi azaltılmıştır. Daha sonra bu hücrelerin proliferasyonu ve 

motilitesinin DUSP1 proteini ifadesinin azaltılması ile nasıl değiştiği değerlendirilmiştir. 

DUSP1 proteini ifadesinin azaltılmasının MAPK yolağı proteinlerinin ifadeleri üzerindeki 

etkileri western blot yöntemi ile incelenmiştir. DUSP1 proteini silinmesinin hücre 

proliferasyonu ve migrasyonuna olan etkileri Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile 

incelenmiştir. Proliferasyon deneylerinden elde edilen sonuçlar kanserin büyüme hızı, 

migrasyon deneylerinden elde edilen sonuçlar ise kanserin metastaz kapasitesi hakkında bilgi 

vermektedir. Ayrıca hücrelere antineoplastik ajan verilerek DUSP1 proteininin kemoterapi 

direncindeki olası rolü incelenmiştir. Daha sonra spesifik MAPK inhibitörleri kullanılarak 

DUSP1, MAPK yolağı ve proliferasyon ilişkisi aydınlatılmaya çalışılmıştır.  

Çalışmanın amacı DUSP1 proteininin meme kanseri ve kemoterapi direnci üzerindeki 

etkilerini daha iyi anlayabilmek ve bu etkilerin olası mekanizmaları hakkında fikir sahibi 

olmak ve bu proteinin antikanser etkinlik açısından hedef olup olmayacağını açıklığa 

kavuşturmaktır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

Hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması, çevre dokulara yayılması ile karakterize 

olan kanser, içerisinde 100’den fazla alt tipi barındıran bir hastalık grubudur. Kanser 

kelimesinin kökeni Yunan hekim Hipokrat'a (MÖ 460-370) dayandırılır. Hipokrat bazı 

tümörleri tanımlamak için karsinom terimini kullanmıştır. Bu kelime Yunancada yengeç 

anlamına gelmektedir. Hipokrat'ın kanser dokusunda gördüğü parmaksı çıkıntıları yengeç 

şekline benzettiği için bu hastalığı böyle isimlendirdiği düşünülmektedir. Hastalık normal 

hücrelerin kanser hücresine dönüşmesi ile gelişmektedir. Bu dönüşüm ile hücreler aşırı 

çoğalma, apoptotik sinyallere direnç, yeni damar oluşturma, bağışıklık yanıtından kaçınma 

gibi özellikler kazanmaktadır. Hastalığın ileriki döneminde kanser hücreleri lenf ve/veya kan 

dolaşımına karışıp vücudun diğer bölgelerinde de çoğalabilmektedir(11). 2020 yılında kanser 

nedeniyle yaklaşık 10 milyon insan hayatını kaybetmiştir. Erkeklerde en sık görülen ilk üç 

kanser prostat, akciğer ve kolon kanseri iken, kadınlarda en sık görülen üç kanser meme, 

akciğer ve kolon kanseri olarak raporlanmıştır(12,13).  

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen ve en çok ölüme neden olan kanser çeşididir 

(12). Bu hastalığa eski tıbbi kayıtlarda da rastlanmaktadır. MÖ 16. yüzyılda yazılan ve bilinen 

en eski tıbbi metinlerden biri olan Edwin Smith Papirüsünde memede sert, hareketsiz ve 

yaygın yumrular şeklinde ortaya çıkan bir hastalık tanımlanmış ve bu hastalığın tedavisinin 

mümkün olmadığı belirtilmiştir (14). Günümüzdeki durum Antik Mısır’a kıyasla çok daha iç 

açıcıdır. Gerek erken tanı yöntemleri gerekse yeni tedavi yöntemleri meme kanserinin tedavisi 

konusunda bize yardımcı olmaktadır. Bu tıbbi gelişmeler sayesinde günümüzde meme 

kanserlerinde beş yıllık ortalama sağkalım oranı %90’lara ulaşmaktadır (12).  

Meme kanseri birçok alt tip içeren heterojen ve geniş bir hastalıktır. Kanser köken 

aldığı hücreye göre sınıflandırılabilir. Meme kanserinin Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

sınıflamasına göre histolojik olarak 19 alt tipi vardır. Kanserlerin yaklaşık %75’i süt 

kanallarını döşeyen duktal epitel kökenlidir. Meme kanserleri barındırdığı reseptör tiplerine 

göre de sınıflandırılmaktadır. Bu sınıflandırmada kullanılan reseptörler: Östrojen reseptörü 

(ER), Progesteron reseptörü (PR) ve ‘Human Epidermal Growth Factor Receptor 2’ (HER2) 

reseptörü olmak üzere üç tanedir. Bu reseptörler kanserin tedavisinde kullanılabilecek ilaçları 

belirlemekte, kanserin prognozu hakkında bize fikir vermektedir (15). 

Barındırdığı reseptör tipine göre (ER, PR ve HER2) meme kanserleri Luminal A, 

Luminal B, HER2 pozitif ve Üçlü Negatif olmak üzere dört ana moleküler alt tipe ayrılmıştır. 

Luminal A alt tipi en yaygın meme kanseri alt tipidir. Hastaların yaklaşık %60’ı bu alt 

tiptedir. Hormon reseptörleri pozitif HER2 reseptörü negatiftir ve kanser hücrelerinin 
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bölünme hızını gösteren Ki67 indeksi düşüktür. Prognozu diğer tiplere kıyasla en iyi olan bu 

alt tip, hormon tedavisine ve kemoterapiye olumlu cevap verir. Luminal B alt tipi Luminal 

A’ya göre daha nadir görülmektedir. Bu alt tip hastaların yaklaşık %20’sini oluşturmaktadır. 

Luminal B alt tipinde hormon reseptörleri pozitiftir HER2 reseptörü ise pozitif veya negatif 

olabilmektedir. Bu alt tipin Ki67 indeksi ise yüksektir. Bu grubun prognozu Luminal A’ya 

göre daha kötüdür. HER2 pozitif alt tip meme kanserlerin yaklaşık %10’unu oluşturmaktadır. 

Bu alt tipte hormon reseptörleri olan ER ve PR negatiftir. Dolayısıyla hormon tedavisine 

cevap vermezler. Adından da anlaşılabileceği gibi bu alt tip HER2 reseptörü pozitiftir. HER2 

reseptörü pozitif olduğu için trastuzumab bu kanserlerde kullanılabilir. Prognozu Luminal alt 

tiplere göre daha kötüdür. Üçlü negatif alt tip hastaların yaklaşık %20’sini oluşturmaktadır. 

Prognozu en kötü olan alt tiptir. Bu alt tipte östrojen, progesteron ve HER2 reseptörleri 

bulunmaz. Hormon reseptörü ve HER2 reseptörü bulunmadığı için bu kanserler hormon 

tedavisine ve trastuzumab tedavisine karşı cevapsızdır. Ayrıca bu alt tipin Ki67 indeksi de 

yüksektir. Tedavide kemoterapi ve cerrahi tedaviye ek olarak bazı hastalarda PARP 

inhibitörleri veya Pembrolizumab kullanılabilse de yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine 

ihtiyaç vardır (2,16,17). 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) ailesi hedef aldığı 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 (BMK1) olmak üzere dört alt aile olarak 

sınıflandırılmaktadır. MAPK ailesi hücre büyümesi, mitoz bölünme, apoptozis gibi birçok 

hayati hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde görev almaktadır(18).  

MAPK ailesi hücre dışı sinyallerden gelen bilgileri alıp çoğalma, farklılaşma, göç ve 

apoptoz gibi çeşitli hücresel süreçleri kontrol eden efektörlere bilgi aktarmaya hizmet eden 

yüksek oranda korunmuş bir kinaz ailesidir. MAPK’ler aktivasyon bölgelerindeki t-x-y 

motifinden fosforillenerek aktive olurlar. Hem treonin hem de tirozin rezidülerinden fosforile 

olurlar. Bu aktivasyon MAPK kinazlar tarafından yapılır. MAPK kinazları ise MAPK kinaz 

kinazlar fosforile ederler. MAPK aktiviteleri, kanser oluşumunda yer alan birçok süreci 

etkilediği için MAPK sinyal yollarındaki anormallikler, çok çeşitli insan maligniteleriyle 

ilişkilendirilmiştir(18,19).  

ERK ailesi ERK1 ve ERK2 enzimlerinden oluşmaktadır. ERK yolağı büyüme 

sinyalleri, sitokinler, virüsler, G proteini kenetli reseptörler gibi çeşitli uyarıcılar ile aktive 

olabilmektedir. Bu yolakta bulunan Ras ve Raf proteinleri ERK sinyalindeki temel 

proteinlerdendir. ERK proteini, EGFR gibi reseptör tirozin kinazların büyüme faktörleri ile 

aktifleşmesi sonrasında, Ras, Raf, MEK proteinleri aracılığıyla aktive olur ve daha sonra 
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aktive edilmiş ERK proteini çekirdeğe giderek çeşitli transkripsiyon faktörleri üzerinden 

büyümeyi, farklılaşmayı veya mitozu teşvik etmek için gen ekspresyonunu değiştirir. İnsan 

tümörlerinin yaklaşık %30'unda ERK yolağında anormallik tespit edilmiştir (18,20).  

JNK ailesi JNK1, JNK2 ve JNK3’ten oluşmaktadır. JNK1 ve JNK2 tüm hücrelerde 

yaygın olarak ifade edilirken JNK3 esas olarak sinir sisteminde ve kalpte ifade edilmektedir 

(21). UV radyasyon, hipoksi, inflamasyon gibi hücresel stres ile aktive olmaktadır. JNK 

yolağı aktivasyonu sonrasında hem apoptotik hem de proliferatif yolaklar 

tetiklenebilmektedir(18,21). Yapılan bir çalışmada JNK aktivitesinin baskılanmasının UV 

radyasyon ile tetiklenen apoptozisi azalttığı gösterilmiştir (22). JNK’nın apoptotik aktivitesini 

bcl-2 ailesi üzerinden gösterdiği düşünülmektedir(23). TNF-α’nın apoptotik yanıt oluşturması 

JNK aktivitesi gerçekleşmektedir (24). JNK aktivitesinin artması IL-3 ile tetiklenen 

apoptozisi azaltmakta, bu aktivitenin inhibe edilmesi apoptozisi artırmaktadır (21). Ayrıca 

karaciğer tümörlerinde JNK’nın p53 aktivitesini baskılayarak proliferasyonu artırdığı 

gösterilmiştir(25,26). 

p38 ailesinde 4 enzim bulunmaktadır (α, β, γ ve δ). P38 α ve p38 β, memeli 

hücrelerinde yaygın olarak ifade edilmektedir (19). p38 yolağı  UV radyasyon, ısı, osmotik 

stres, lipopolisakkaritler veya TNF-α gibi inflamatuar sitokinler ile aktive olabilmektedir . 

Aktivitesi sonucunda hücre döngüsünü durdurabilmektedir (18). 

p38 proteininin tümör baskılayıcı etkilerinin p53 aktivitesi üzerinden olabileceği 

düşünülmektedir(19). Bir çalışmada “Aurora kinase A” inhibitörü olan Alisertib ajanının 

MDA-MB-231 hücreleri üzerinde gösterdiği hücre döngüsünü durdurma ve apoptozis 

etkilerinin p38 aktivitesi ile ilişkili olduğu bulunmuştur (27).  Ayrıca p38 Cdc42 üzerinden 

hücre döngüsünü durdurabilmektedir (28). Stres kaynaklı apoptoza aracılık etmekte oynadığı 

kilit rol nedeniyle özellikle JNK ve p38 yolaklarının, kanser hücrelerinin kemoterapi ve 

radyoterapi cevaplarında önemli rolleri olduğu düşünülmektedir (19,21,29).  

Protein fosforilasyonu protein kinazlar ve protein fosfatazlar ile kontrol edilen bir 

dengeye sahiptir. MAPK proteinleri, MAPK kinazlar tarafından treonin ve tirozin rezidüleri 

fosforile edilmek suretiyle aktive olurlar. Bu amino asit rezidülerinin defosforile olması ile 

inaktive olurlar. Bu proteinlerin aktivasyonları hücre fizyolojisinde önemli görevleri olduğu 

için inaktivasyonları da en az aktivasyonları kadar önemlidir (3).  

MAPK sinyalinin süresi ve şiddeti bu sinyalin oluşturacağı cevabı şekillendirmektedir. 

Hücre bu etkiyi pozitif ve negatif düzenleyici mekanizmalar arasındaki dengeyi sağlayarak 

oluşturmaktadır. MAPK cevabının oluşmasında rol oynayan önemli regülasyon 

mekanizmalarından birisi de MAPK fosfotazlardır.  MAPK aktivasyonu için hem treonin hem 

de tirozin rezidülerinin fosforile olması gerektiği için bu rezidülerin herhangi birisinde 
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gerçekleşen defosforilasyon bu enzimleri inaktive etmek için yeterlidir. Bu durum 

serin/treonin fosfatazlar, tirozin fosfatazlar veya çift spesifik fosfatazlar aracılığıyla olabilir. 

Yapılan çalışmalar bu üç gruptaki fosfatazların da MAPK’leri inaktive edebildiğini 

göstermiştir. MAPK aktivitesini düzenleyen ana fosfataz ailesi MAPK fosfataz (MKP) olarak 

adlandırılan çift spesifik fosfatazlardır(4). 

Dual-specificity phosphatase (DUSP) ailesi Protein Tirozin Fosfataz (PTPs) ailesinin 

bir üyesidir. Hedef proteinlerinin hem tirozin hem de serin/treonin rezidülerini defosforile 

edebilme yeteneklerinden dolayı bu proteinlere Çift Spesifik (Dual-specificity) fosfataz ismi 

verilmiştir (3,30). DUSP ailesinin alt ailesi olan MKP ailesinin hedef proteinleri adından da 

anlaşılabileceği üzere MAPK proteinleridir. MKP enzimleri MAPK’lerin hem treonin hem de 

tirozin rezidülerini defosforile ederek MAPK’leri inaktive eder. Memelilerde on adet MKP 

enzimi tanımlanmıştır. 

MKP’ler substrat afiniteleri, dokudaki dağılımları, hücre içi lokalizasyonları ve 

ekstrasellüler uyarılarla indüklenme özellikleri açısından farklılık göstermektedirler. 

Hücredeki lokalizasyonuna göre üç gruba ayrılırlar: 

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

2) Sitoplazmada lokalize olanlar DUSP6, DUSP7 ve DUSP9 

3) Hem sitoplazma hem çekirdekte lokalize olanlar DUSP8, DUSP16 ve DUSP10 

Bu proteinlerin MAPK’lere karşı afiniteleri değişkenlik göstermektedir. 

 Birinci grup DUSP1, DUSP2, DUSP4 ve DUSP5 içerir. Birinci grup MKP’ler hücre 

çekirdeğinde lokalize haldedirler ve MAPK’leri aktive eden sinyaller ile indüklenirler. 

Çekirdekteki MAPK sinyalinin geribildirim mekanizmasında önemli rol oynarlar. İkinci 

gruptakiler ERK 1/2 selektiftirler. Sitoplazmada lokalize olan bu enzimler DUSP6, DUSP7 ve 

DUSP9 dur. Üçüncü grup ise hem sitoplazmada hem de nükleusta bulunabilen DUSP’ları 

içerir. DUSP8, DUSP16 ve DUSP10 üçüncü gruba dahil enzimlerdir (3,30).  

Dual-specificity phosphatase 1 (DUSP1) MAPK aktivasyonunu düzenleyerek 

inflamasyon, apoptozis, hücre büyümesi, hücre proliferasyonu gibi birçok hücresel 

fonksiyonda rol alır. DUSP1 bağışıklık sisteminde, kas-iskelet sisteminde ve sinir sisteminde 

MAPK'lerin düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. DUSP1 dokularda farklı 

miktarlarda ifade edilmektedir. Bu protein kalp, akciğer ve karaciğerde yüksek oranda ifade 

edilir. Yapılan çalışmalar DUSP1 enziminin ERK, JNK ve p38’i defosforile etme kapasitesi 

olsa da substrat olarak p38 ve JNK’yi ERK 1/2 ‘ye tercih ettiğini göstermiştir (3,31). 

DUSP1 proteininin ifadesi ve aktivitesi hücre dışı uyaranlar tarafından 

düzenlenebilmektedir. Birçok hücrede bazal DUSP1 ifadesi dışarıdan gelen büyüme 

faktörleri, stres gibi uyarılarla hızlı bir şekilde artabilmektedir (3). DUSP1 enziminin 
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aktivitesi MAPK proteinleri ile ilişkilidir. MAPK aktivitesi DUSP1 ifadesini artırmaktadır. 

Diğer bir deyişle MAPK ile DUSP1 arasında negatif feedback mekanizması mevcuttur (32). 

Bu protein transkripsiyonundaki artışla kontrol edildiği gibi mRNA stabilitesi üzerinden de 

dinamik olarak kontrol edilmektedir. Oksidatif stres durumunda DUSP1 proteininin mRNA 

stabilitesinin arttığı bilinmektedir. Bu stabilite artışı HuR ve NF90 proteinleri aracılığıyla 

olmaktadır (33). Kalsiyum gibi ikinci haberciler de DUSP1 ifadesini düzenleyebilmektedir. 

BAPTA ile kalsiyum şelasyonu sonrasında fibroblastların DUSP1 indüksiyon yetenekleri 

azalmaktadır (34). Hücrenin DUSP1 işlevi üzerindeki kontrolü protein stabilitesi üzerinden de 

sağlanabilmektedir. DUSP1 proteininin stabilitesi DUSP1 proteininin hangi bölgesinden 

fosforile edildiğine bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Bazı fosforilasyon bölgelerinin 

proteini degredasyondan koruduğunu düşünülmektedir (35,36). Ayrıca kortikosteroidler de 

DUSP1 ifadesini artırmaktadır (37). Kassel ve arkadaşları yaptıkları çalışmada glukokortikoit 

verilmiş mast hücrelerinde DUSP1 ifadesini artırdığını ve DUSP1’in proteozomal 

degredasyonun azaldığını göstermişlerdir. Bunun gibi çalışmalar DUSP1 enziminin ifadesinin 

düzenlenmesinin farklı mekanizmalar aracılığıyla olduğunu ortaya koymaktadır(36,37).  

 

MAPK’lerin hücrede birçok fosforilasyon hedefi vardır. Bu sayede MAPK’ler birçok 

sinyal yolağında görev alırlar. DUSP1 proteini de MAPK defosforilasyonu yaparak MAPK 

aktivitesini düzenler ve bu sayede bu yolaklarda şöyle ya da böyle görev alır. Bu hücresel 

fonksiyonları nedeniyle DUSP1 proteininin kanser patofizyolojisindeki etkileri merak 

edilmektedir. Bu proteinin kanser oluşumu, hastalık prognozu ve kemoterapi direncindeki 

rolü çeşitli çalışmalarda incelenmiştir (7,30).  

Bozulmuş MAPK sinyalizasyonunun kanser gelişimindeki önemi göz önüne 

alındığında DUSP enzimlerinin de kanser gelişiminde rol oynaması beklenmektedir ve bu 

konu bilim insanları tarafından araştırılmaktadır. Literatürde DUSP1 ifadesindeki 

değişikliğinin direkt olarak kanser oluşumuna yol açtığına dair bir çalışma mevcut değildir. 

Fakat DUSP1 ifadesinin çeşitli kanser türlerinde nasıl değiştiği birçok çalışmada 

incelenmiştir(7). Bazı kanser türlerinde DUSP1 ifadesi antikanser etki gösterirken bazı kanser 

türlerinde kanserojenik etki gösterdiği tespit edilmiştir. Pankreas, kolon, mesane, mide ve 

meme kanserlerinde DUSP1 ifadesinin arttığı hepatoselüler karsinomda ve skuamöz hücreli 

deri kanserinde DUSP1 ifadesinin azaldığı tespit edilmiştir(7,30) . Bu proteinin kanser 

üzerindeki etkileri henüz tam anlamıyla açıklığa kavuşmamıştır. Prostat kanseri üzerinde 

yapılmış bir çalışmada DUSP1 ifadesinin malign prostat dokusunda azaldığı görülmüş fakat 

bu azalmış DUSP1 ifadesi ile klinik seyir veya patolojik derece arasında bir ilişki 

bulunamamıştır(6). Hepatoselüler karsinom hastalarında yapılan bir çalışmada azalmış 
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DUSP1 düzeyinin kötü prognoz ile ilişkili olduğu bulunmuştur ve DUSP1 ifadesindeki artışın 

farelerde hepatoselüler karsinom gelişmesini zorlaştırdığı gösterilmiştir (7). DUSP1 ifadesinin 

azaltılması küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde antikanser etkiye yol açmıştır. Yapılan 

çalışmada H460 akciğer kanseri hücre hattında DUSP1 ifadesinin azaltılması hücrelerin 

invazyon, migrasyon ve proliferasyon yeteneğinde azalmaya neden olmuştur (38). 

Osteosarkom üzerinde yapılan bir çalışmada, DUSP1 ifadesinin artışı kanser hücrelerinde 

proliferasyon ve migrasyonda artışa yol açtığı gösterilmiştir. Ayrıca osteosarkom biyopsileri 

incelendiğinde kanser hücrelerinde DUSP1 ifadesinin normal dokuya göre daha yüksek 

olduğu görülmüştür (39). Over kanseri üzerine yapılmış bir çalışmada 90 adet biyopsi 

materyali incelenmiştir. Bu incelemenin sonunda DUSP proteininin, invaziv over 

karsinomlarının %57,6'sında yüksek seviyede ifade edildiği tespit edilmiştir. Ayrıca yüksek 

DUSP1 ifadesinin bu hastalarda daha kısa sağkalıma yol açtığı belirtilmiştir (40). DU145 

prostat kanseri hücrelerinde yapılan bir çalışmada, DUSP1 ifadesinin artırılmasının bu 

hücreleri Fas ligandı aracılı apoptoza karşı dirençli hale getirdiği görülmüştür. Bu durumun 

nedeninin artmış DUSP1 ifadesi nedeniyle azalmış JNK aktivitesi olabileceği 

düşünülmüştür(41). Ayrıca p53 proteininin hücre döngüsü üzerindeki etkilerinin araştırıldığı 

bir çalışmada, p53’ün DUSP1 proteininin ifadesini artırarak MAPK proteinlerini inhibe ettiği 

düşünülmektedir (42). 

 DUSP1 proteinin kanser hücrelerinde kemoterapi direnci gelişiminde rol aldığını 

gösteren çalışmalar mevcuttur. Bir çalışmada, DUSP1 proteininin ifadesinin artırılmasının 

sisplatine karşı hücresel direnci arttırdığı ve bunun nedeninin artmış DUSP1 aktivitesine bağlı 

düşük JNK seviyeleri ile ilişkili olabileceğini gösterilmiştir(43). Meme kanseri hücreleri 

üzerinde yapılan bir çalışmada, DUSP1 ifadesinin artışı bu hücrelerde doksorubisin, 

mekloretamin ve paklitaksel direncine yol açmıştır. DUSP1 ifade artışının kaspaz 

aktivasyonunu azalarak DNA parçalanmasını azalttığı ve hücre canlılığını artırdığını 

göstermişlerdir. Daha sonra DUSP1 ifadesi siRNA ile azaltılmış ve bu ilaçların antikanser 

etkilerinde artış gözlenmiştir. İlaç direncinin gelişiminde JNK aktivitesinin baskılanmasının 

rol oynayabileceği düşünülmüştür (5). Akciğer kanseri üzerinde yapılan bir çalışmada DUSP1 

ifadesinin siRNA ile baskılanmasının, hücre proliferasyonunu azalttığı ve hücrelerde sisplatin 

duyarlılığına yol açtığı gözlenmiştir. Ayrıca sisplatinin kanser hücrelerinde p38 ve JNK 

proteinlerinin fosforilasyonunu artırdığı ve bu artışın DUSP1 siRNA verilerek DUSP1 ifadesi 

baskılanan hücrelerde daha çok olduğu görülmüştür. Bu sonuçlardan hareketle, DUSP1 

proteininin sisplatin üzerindeki etkilerinin p38 ve JNK aracılı olabileceği düşünülmüştür(44). 

Pankreas kanserinde yapılan bir çalışmada DUSP1 ifade artışının kanser hücrelerinde 

proliferasyonu arttırdığı görülmüş ve bu hücrelerde gemsitabin direncine yol açtığı 
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gösterilmiştir. Farelerde yaptıkları çalışmada, gemsitabin ile DUSP1 inhibisyonunun bir arada 

uygulanmasının, tek başına gemsitabin uygulaması ile karşılaştırıldığında sağkalımı artırdığı, 

anjiyogenezi azalttığı ve apoptotik hücre ölümünü artırdığı görülmüştür(45). Glioblastoma 

hücrelerinde DUSP1 ifadesinin artışı çoklu ilaç direnci ile ilişkili bulunmuş ve bunun p38 

üzerinden olabileceği düşünülmüştür(46). DUSP1 ifadesinin tedavi direnci ile olan ilişkisi 

sadece kemoterapi ile sınırlı değildir. Araştırmalar DUSP1 ifadesindeki artışın radyoterapi 

direncine yol açabildiğini de göstermektedir(47–50). U937 hücrelerinde DUSP1'in UV 

radyasyon ile indüklenen apoptoza karşı p38 ve JNK aktivitesini baskılayarak koruyucu bir 

rol oynadığı bulunmuştur (31). MEF hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, DUSP1 

proteininin UV radyasyona karşı koruyucu olduğu gösterilmiş ve bu durumun p38 ve JNK 

ilişkili olduğu ortaya konmuştur(48). 

DUSP1 proteini ifadesi ile meme kanserinin prognozu arasındaki ilişkiyi inceleyen 

çalışmalar farklı sonuçlar sunmaktadır. Malign dokudaki DUSP1 ifadesini artışının meme 

kanseri hastalarında sağkalımı azalttığını gösteren çalışmalar mevcuttur (8–10). Tayvan’da 

yapılan bir çalışmada ise meme kanseri hastalarının %63,7’sinde kanserli dokudaki DUSP1 

ifadesinin normal dokuya göre azaldığı saptanmış olup, azalmış DUSP1 ifadesi yüksek tümör 

evresi ve kötü sağkalım ile ilişkili bulunmuştur(51). Bir çalışmada malign doku örneklerinin 

%31’inde DUSP1 ifadesinin arttığı görülmüş, tümör boyutu ve hastalık relapsı, artmış DUSP1 

seviyesi ile ilişkili bulunmuştur (9). Başka bir çalışmada meme kanseri hastalarının %45’inde 

DUSP1 ifadesinin arttığı tespit edilmiştir. Artmış DUSP1 seviyesi relaps artışı ile ilişkili 

bulunmuştur (10). DUSP1 proteininin meme kanseri tedavisindeki rolü üzerine yapılan 

çalışmalar, bu proteinin radyoterapi ve kemoterapi direnci gelişmesinde rolü olabileceğini 

düşündürmektedir. HER-2(+) meme kanseri hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada DUSP1 

ifadesinin artışının radyoterapi direnci ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Aynı çalışmada siRNA 

ile DUSP1 ifadesinin baskılanmasının meme kanseri hücrelerinin sağkalımını azalttığı ve bu 

hücrelerin radyoterapiye duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (8). MDA-MB-231 hücrelerinde 

yapılan bir çalışmada DUSP1 ifadesi artışının alkilleyici ajanlar, antrasiklinler ve mikrotübül 

inhibitörlerine karşı kanser hücrelerinin duyarlılığını azaltırken, DUSP1 ifadesinin 

baskılanmasının kemoterapi ile tetiklenen apoptozisi artırdığı gösterilmiştir (5). Başka bir 

çalışmada DUSP1 proteini ifadesinin artırılmasının MDA-MB-231 hücrelerinde doksorubisin 

ve dosetaksel direncine yol açtığı gösterilmiştir (9). DUSP1’in meme kanseri üzerindeki 

etkisinin incelendiği başka bir çalışmada, doksorubisinin malign dokudaki DUSP1 ifadesini 

baskıladığı gösterilmiştir. Doksorubisin DUSP1 ifadesinin normale göre artmadığı hücrelerde 

DUSP1 ifadesini baskılarken, DUSP1 ifadesinin normal dokuya göre yüksek olduğu 

hücrelerde ise DUSP1 ifadesini baskılamamıştır (10).  
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DUSP1 proteininin hedeflediği MAPK proteinlerinin fosforilasyon ve ifade düzeyleri 

kanserden kansere değişmektedir. Kanserin türüne bağlı olarak, DUSP1 proteininin farklı 

MAPK enzimlerini defosforile etmesi beklenebilir. Ayrıca DUSP1 proteininin bağışıklık 

sistemi ve tümör mikroçevresi üzerinde de etkilerinin olduğu unutulmamalıdır (3). Kanser 

progresyonuna bu yönden de etki edebileceği unutulmamalıdır. Tüm bunlar DUSP1 

proteininin kanser üzerindeki etkilerini değerlendirirken göz önünde tutulmalıdır. Kemoterapi 

direncine ve sağkalıma olan etkileri göz önüne alındığında DUSP1 proteininin ilaç direnci ve 

antikanser etkinlik açısından hedef olarak araştırmaya değer olduğu düşünülmektedir.  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

5.1 Gereç 

 

5.1.1. Hücre kültürü  

 

Bu çalışmada laboratuvarımızda rutin olarak kültüre edilen ATCC‘den temin edilmiş 

MDA-MB-231 hücre hattı kullanılmıştır. Hücreler 75 cm2’lik flasklarda Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM) besi yerinde çoğaltılmıştır. Besi yerine ek olarak %10 fötal sığır 

serumu (FSS), 100 U/ml Penisilin ve 100 μg/ml Streptomisin eklenmiş ve hücreler 37 0C 

sıcaklıkta %5 CO2’li ortamda çoğaltılmıştır. Hücrelerin pasajlanması ve ekilmesi aşamasında 

fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ve 0.1% Tripsin içeren 10 μM etilendiamin tetraasetik asit 

(EDTA) kullanılmıştır. 

5.1.2. Kullanılan kimyasal maddeler 

Bu tez çalışmasında kullanılan kimyasal maddeler ve antikorlar firma adları ve katalog 

numaraları ile birlikte EK 1’de verilmiştir. 

5.2 Yöntem 

 

5.2.1 CRISPR/Cas9 TRANSFEKSİYONU  

6 kuyulu hücre kültür plaklarına hücreler ekildi ve %60-70 yoğunluğa ulaşmaları 

beklendi. Hücrelerin besi yeri transfeksiyondan 24 saat önce antibiyotiksiz besi yeri ile 

değiştirildi. Daha sonra firmanın önerdiği protokolüne uygun şekilde DUSP1 plazmidi ve 

Kontrol plazmid ile transfeksiyon gerçekleştirildi (52,53). Transfeksiyon işleminden 48 saat 

sonra transfekte olmuş hücreleri seçmek için puromisin kullanıldı. Puromisin memeli 

hücrelerini genellikle 1–10 µg/ml konsantrasyonlarında öldürmektedir. CRISPR işlemi 

sonrasında bu hücrelere aynı zamanda puromisin direnç geni de transfekte edilmektedir. 

Seçim işlemi için uygun puromisin konsantrasyonu transfeksiyon işlemi uygulanmamış 

MDA-MB-231 hücrelerinin hepsini 3-4 gün içinde öldüren minimum puromisin 

konsantrasyonu olacak şekilde verildi. Bu tez çalışmasında 2,5 µg/ml puromisin kullanıldı. 

Hücreler puromisinli besi yerinde 5 gün boyunca bekletildi ve her iki günde bir puromisinli 

besi yeri tazelendi.  Seçim işlemi sırasında hücrelerin yeşil floresan protein (GFP) sinyali 

floresan mikroskopi görüntüsü sağlayan ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile takip edildi. 
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5.2.2 Hücre Proliferasyonu Deneyleri 

 Hücre sayısı ölçümü için ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanılmıştır. Bu cihaz, 

gerçek zamanlı olarak, plakalardaki canlı hücreleri faz kontrast görüntülemeye ve hücre 

sayılarının saptanmasına olanak sağlamaktadır. Hücreler sürekli izlenebilmekte, hücre 

çoğalması ve morfolojisini kaydedilebilmektedir (54,55). Hücreler 96 kuyulu plakalara 5000 

adet ekildi ve hücrelerin plakaya yapışmaları için 24 saat beklendi. 24 saat sonra hücrelerin 

besi yeri değiştirildi, hücrelere kimyasal maddeler ve ilaçlar verilerek hücreler ‘Incucyte live-

cell analysis’ cihazına yerleştirildi. Hücrelerin 6 saatte bir 10x büyütmedeki faz kontrast 

görüntüleri kaydedilerek 7 gün boyunca ölçüm yapıldı. Her kuyudaki ortalama hücre sayısı 

‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazılımı ile hesaplanarak hücrelerin proliferasyon 

eğrileri oluşturuldu. BCI deneylerinde 50 nM, 500 nM, 1 μM ve 2μM konsantrasyonlarında 

BCI plakalara eklendi. Çözücü olarak %0,1 Dimetil sülfoksit (DMSO) kullanıldı. BCI ve 

sisplatinin beraber verildiği deneylerde yukarıdaki BCI konsantasyonlarına ek olarak 0,05 

μg/ml sisplatin kuyulara eklendi. Sisplatin deneylerinde 0,01 μg/ml, 0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 4 

μg/ml ve 8 μg/ml konsantrasyonunda sisplatin besi yerine eklendi. JNK ve p38 

inhibitörlerinin kullanıldığı deneylerde kullanılan enzim inhibitörlerinin derişimleri bildirilen 

afinite ve/veya IC50 değerlerinin 10 katı olacak şekilde belirlendi. Çözücü olarak %0,1 

DMSO kullanıldı. p38 inhibitörü 1 μM SB202190, JNK inhibitörü olarak 1 μM SP600125 

uygulandı. JNK ve p38 inhibitörlerinin ve sisplatinin beraber verildiği deneylerde yukarıdaki 

konsantrasyonlara ek olarak 0,05 μg/ml sisplatin kuyulara eklendi. Hücrelerin ikiye katlanma 

zamanı hücreler logaritmik büyüme fazındayken hesaplandı. Hücreler; t1 zamanında q1 

sayısında, t2 zamanında q2 sayısında olmak üzere aşağıdaki formül kullanıldı. 

 

5.2.3 Hücre Motilitesi Deneyleri 

Hücre motilitesi ölçümü için ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanılmıştır. 

“Transwell migration assay” deneyi için iki hazneli ‘Incucyte® Clearview 96-Well Plate’ 

(Cat. No. 4582) plakası kullanılmıştır. Bu plakanın üst kuyusuna 150 μl fötal sığır serumu 

içermeyen besi yeri içerisinde 40.000 hücre ekildi, alt kuyusuna ise 100 μl %10 FSS içeren 

besi yeri eklendi. Daha sonra plaka ‘Incucyte live-cell analysis’ cihazına yerleştirildi. Plaka 

tabanının üst ve alt kısımlarının faz kontrast görüntüleri 6 saatte bir kaydedilerek hücreler 36 

saat takip edildi. Plakanın üst kısmından alt kısmına geçen hücrelerin alanı ‘Incucyte live-cell 

analysis’ sisteminin yazılımı kullanılarak hesaplandı. Normalizasyon için deneyin 

başlangıcında üst kuyuya ekilen hücre sayısı kullanıldı. Hücre sayısı veya hücrelerin kapladığı 
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alan ölçümleri ‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazılım programı ile belirlendi. (Şekil 

5.1) 

Şekil 5.1 Transwell migration assay deneyinin şematik olarak gösterimi 

“Yara İyileşmesi” deneyleri ‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi kullanılarak 

yapılmıştır. Hücreler 96’lık plakalara ekilip konfluent olmaları beklendi. Daha sonra “The 

WoundMaker” cihazı protokolünde belirtildiği şekilde uygun olarak plakalarda yaklaşık 800 

μm boyutunda yara oluşturuldu. Plaka ‘Incucyte live-cell analysis’ cihazına yerleştirilerek faz 

kontrast görüntüleri 6 saatte bir kaydedildi ve 24 saat ölçüm yapıldı. Başlangıçtaki yara 

boyutunun zamana bağlı değişimi, ‘Incucyte live-cell analysis’ sisteminin yazılımı 

kullanılarak incelendi. Elde edilen veriler ile yara boyu-zaman grafiği oluşturuldu.  

5.2.4 Protein ifadesinin değerlendirilmesi  

Hücreler 6’lık plakalara ekildi ve çoğalmaları beklendi. Hücreler %80-90 yoğunluğa 

ulaştıkları zaman buz üstüne alındı ve üzerlerindeki besi yeri uzaklaştırıldı. Sonra kuyular 500 

μl PBS ile yıkandı. Kuyu başına 120 μl lizis buffer (PBS içinde %1 nonidet p-40, 0.2 mM Na 

ortho-vanadat ve proteaz inhibitor karışımı) eklendi. Hücreler kazıyıcı kullanılarak kazındı ve 

hücre lizatı tüplere aktarıldı. Hücre lizatları 5.000 x g’de 5 dakika santrifuj edildi. Süpernatan 

alınarak -80 C’de saklandı.  

Elde edilen proteinlerin konsantrasyonları Bradford Yöntemi kullanılarak belirlendi.  

BSA (Bovine serum albumin) kullanılarak 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 çözeltiler hazırlandı. Ölçümün yapılacağı 

96’lık plakalara 190 μl Bradford çözeltisi + 10 μl standart veya örnek eklendi. 

Spektrofotometre kullanılarak 595 nm absorbansta ölçüm yapıldı.  

 

Deneylerden elde edilen hücre lizatları çözüldükten sonra %10 ß-merkaptoetanol 

içeren tampon çözelti ile karıştırıldı ve 95 0C’de 3 dakika bekletildi. Örnekler elektroforez ile 

%10 poliakrilamid içeren jelin içinde yürütüldü. Daha sonra jeldeki proteinler elektro-transfer 

yöntemi kullanılarak polyvinyliden diflouride (PVDF) membrana transfer edildi. Membranlar 
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% 5 yağsız süt tozu ve %0,2 (v/v) tween-20 içeren Tris-Buffered Saline (TBS) bloklama 

solüsyonunda oda sıcaklığında 2 saat bekletildi. Daha sonra uygun birincil antikor ile 16 saat 

boyunca +4 0C’de bekletildi. Membranlar sonraki gün HRP (horse radish peroxidase) ile 

konjuge uygun ikincil antikor ile oda sıcaklığında 2 saat bekletildi. İstenilen protein bantları 

HRP substratı kullanılarak Biorad görüntüleme sistemi ile görüntülendi. Bantların lüminesans 

yoğunluğu İmagemax yazılım programı kullanılarak sayısal veriye dönüştürüldü. 

Normalizasyon için glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) proteini kullanıldı.  

 

5.2.5. İstatistiksel değerlendirme 

İkili karşılaştırmalarda Ortalamalar arası istatistiksel fark “Student’s t-test” kullanılarak 

değerlendirildi. Birden fazla ikili karşılaştırma yapıldığı durumlarda bonferroni düzeltmesi 

kullanıldı. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Analizler SPSS 20.0 Windows 

software (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) ile yapıldı. 
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6. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında üçlü negatif meme kanseri olan MDA-MB-231 hücre hattı 

kullanılmıştır. MDA-MB-231 hücrelerine CRISPR/Cas9 uygulaması yapılarak bu 

hücrelerdeki DUSP1 proteini ifadesi azaltılmıştır. Bu yöntem ile protein sentezinin 

transkripsiyon basamağına müdahale ederek protein ifadesini kalıcı olarak azaltmak 

mümkündür. Transfeksiyonun stabil hale gelmesi için puromisin ile hücreler seçilmiş daha 

sonra GFP sinyali ile kontrol edilmiştir. 

6.1 MDA-MB-231 Hücrelerine DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında 

hücrelerin GFP sinyaline göre seçilmesi. 

Transfeksiyon sonrasında hücrelerin seçimi puromisin ile sağlanmıştır. Hücrelerin 

puromisin verilmeden önceki ve verildikten sonraki GFP sinyalleri gösterilmiştir (Şekil 6.1). 

 

Şekil 6.1. DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında GFP sinyalinin değerlendirilmesi  

 

Hücrelere 2,5 μg/ml puromisin verilerek hücreler 4 gün takip edilmiştir. 4. Gündeki yeşil floresan sinyalindeki 

artışın Floresans kanalı ve Faz kanalındaki görüntüsü şekilde gösterilmiştir. 
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6.1.1 MDA-MB-231 Hücrelerinde CRISPR/Cas9 uygulaması ile DUSP1 proteini 

ifadesinin azaltılması  

MDA-MB-231 hücrelerine CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında total ve fosforile 

DUSP1 proteini miktarı Western Blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. Bu değerlendirme 

sonucunda CRISPR işlemi sonrasında total DUSP1 proteininde yaklaşık %60 azalma, 

fosforile DUSP1 ifadesinde ise yaklaşık %70 azalma tespit edilmiştir (Şekil 6.2).  

 

 

Şekil 6.2. CRISPR uygulaması sonrasında MDA-MB231 kanser hücresinde DUSP1 düzeyi  

Total ve fosforile DUSP1 proteini bantlarının yoğunluğu GAPDH bantlarının yoğunluğuna oranlanarak 

saptanmıştır. Grafik kontrole göre normalize edilmiş ve yüzde olarak sunulmuştur. (*) Kontrole göre istatiksel 

olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0.05), (n=4). 
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6.2 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında 

MAPK proteini ifadelerinin değerlendirilmesi 

Çalışmamızda DUSP1 proteini ifadesinin azaltılmasının MAPK yolağı proteinlerinin 

ifadeleri üzerindeki etkileri Western Blot yöntemi ile incelenmiştir. Kontrol protein olarak 

GAPDH kullanılmıştır. 

6.2.1 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında 

JNK proteini ifadesinin değişimi 

MDA-MB-231 hücrelerine DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında total ve fosforile 

JNK proteininin ifade miktarı Western Blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. DUSP1 CRISPR 

uygulaması sonrasında, DUSP1-CRISPR grubu ile kontrol hücreleri arasında fosforile JNK 

proteini miktarında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Total JNK miktarında ise yaklaşık %50 

azalma tespit edilmiştir. DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında, DUSP1-CRISPR grubu ile 

kontrol grubu arasında JNK proteininin fosforile/total oranında ise yaklaşık olarak 2,3 kat 

artış saptanmıştır (Şekil 6.3). 

6.2.2 MDA-MB-231 Hücrelerinde CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında p38 

proteini ifadesinin değişimi  

MDA-MB-231 hücrelerine CRISPR uygulaması sonrasında total ve fosforile p38 

proteininin ifade miktarı Western Blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. DUSP1 CRISPR 

uygulaması sonrasında, DUSP1-CRISPR grubu ile kontrol grubu arasında fosforile p38 

proteini miktarında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Fakat total p38 miktarında yaklaşık %40 

azalma tespit edilmiştir. DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında, DUSP1-CRISPR grubu ile 

kontrol grubu arasında p38 proteininin fosforile/total oranında ise yaklaşık olarak 2,4 kat artış 

saptanmıştır (Şekil 6.4). 

6.2.3 MDA-MB-231 Hücrelerinde CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında ERK 

proteini ifadesinin değişimi 

MDA-MB-231 hücrelerine DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında total ve fosforile 

ERK proteininin ifade miktarı Western Blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. DUSP1-CRISPR 

uygulaması sonrasında, DUSP1-CRISPR grubu ile kontrol grubu arasında ERK proteininin 

fosforile ve total miktarı açısından anlamlı bir fark bulunamamıştır (Şekil 6.5). 
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Şekil 6.3 CRISPR uygulaması sonrasında MDA-MB231 kanser hücresinde JNK düzeyi 

  

Fosforile ve total JNK bantlarının yoğunluğu GAPDH bantlarının yoğunluğuna oranlanarak saptanmıştır. Grafik 

kontrole göre normalize edilmiş ve yüzde olarak sunulmuştur. (*) Kontrole göre istatiksel olarak anlamlı farkı 

göstermektedir (p<0.05), (n=3). 
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Şekil 6.4. CRISPR uygulaması sonrasında MDA-MB231 kanser hücresinde p38 proteini düzeyi 

 

Fosforile ve total p38 bantlarının yoğunluğu GAPDH bantlarının yoğunluğuna oranlanarak saptanmıştır. Grafik 

kontrole göre normalize edilmiş ve yüzde olarak sunulmuştur. (*) Kontrole göre istatiksel olarak anlamlı farkı 

göstermektedir (p<0.05), (n=7).  
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Şekil 6.5 CRISPR uygulaması sonrasında MDA-MB231 kanser hücresinde ERK proteini düzeyi 

  

Fosforile ve total ERK bantlarının yoğunluğu GAPDH bantlarının yoğunluğuna oranlanarak saptanmıştır. Grafik 

kontrole göre normalize edilmiş ve yüzde olarak sunulmuştur. Kontrole göre istatiksel olarak fark 

bulunamamıştır (n=9).  
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6.3 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1 proteini inhibisyonunun hücre proliferasyonuna 

etkisinin değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteini aktivitesi iki farklı yöntem ile inhibe 

edilmiştir. CRISPR/Cas9 yöntemi ile DUSP1 ifadesi azaltılmış veya allosterik bir DUSP1 

inhibitörü olan BCI ajanı kullanılmıştır. DUSP1 proteininin hücre proliferasyona olan etkileri 

‘Incucyte live-cell analysis’ sistemi ile incelenmiştir. Hücrelerin proliferasyon eğrileri 

çizilmiş ve bu eğrilerden hücrelerin ikiye katlanma zamanı hesaplanmıştır. Proliferasyon 

deneylerinden elde edilen sonuçlar kanserin büyüme hızı hakkında bilgi vermektedir. 

6.3.1 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında hücre 

proliferasyonunun değerlendirilmesi 

Hücreler 96’lık plakalara ekildikten sonra 7 gün boyunca izlenmiştir. Hücrelerin 

proliferasyon eğrileri Şekil 6.6’da gösterilmiştir. Hücrelerin proliferasyon eğrilerinde deney 

sonunda ulaştıkları maksimum hücre sayısında azalma görülmüştür. İkiye katlanma zamanı 

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

 

Şekil 6.6 MDA-MB231 hücrelerinde CRISPR/Cas9 uygulamasının hücre canlılığı üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi 

 

DUSP1-CRISPR uygulamasının hücre canlılığı olan etkisi incelenmiştir. Mavi Kontrol CRISPR MDA-MB231 

hücrelerini, kırmızı DUSP1 CRISPR MDA-MB231 hücrelerini göstermektedir (n=8). (*) kontrol grubuna göre 

istatiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p<0.05). 
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6.3.2 MDA-MB-231 Hücrelerinde BCI uygulaması sonrasında hücre proliferasyonunun 

değerlendirilmesi 

Kontrol hücreleri ve DUSP1-CRISPR hücreleri 96’lık plakalara ekildikten sonra 50 

nM, 500 nM, 1 μM ve 2μM konsantrasyonundaki BCI besi yerine eklenmiş ve hücreler 6 gün 

boyunca izlenmiştir. Hücrelerin proliferasyon eğrileri Şekil 6.7’de gösterilmiştir. Hücreler 

ikiye katlanma zamanları açısından değerlendirildiklerinde, 500 nM ve üzeri 

konsantrasyonlardaki BCI’nın her iki grupta da hücre proliferasyonunu azalttığı görülmüştür. 

İkiye katlanma zamanları Tablo 1’de gösterilmiştir. BCI’nın 1 μM ve 2μM 

konsantrasyonunda proliferasyonu tamamen durdurduğu gözlenmiştir. 500 nM 

konsantrasyonundaki BCI’nın antiproliferatif etkisinin kontrol hücreleri üzerinde daha fazla 

olduğu görülmüştür. 
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BCI konsantrasyonu (nM) 

 
0 50 500(*) 

Kontrol CRISPR (ortalama±standart 

hata) 
34,2± 0,6 33,6± 0,6 109± 6,5 

DUSP1-CRISPR (ortalama±standart 

hata) 
34,4± 0,6 33,4± 0,6 63,8± 4,0 

p değeri p>0.05 p>0.05 p<0.05 

 

 

Tablo 1. BCI’nın MDA-MB231 kanser hücrelerinde ikiye katlanma zamanı üzerine etkisinin tablo olarak 

gösterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını göstermektedir 

(p<0.05) 
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Şekil 6.7 MDA-MB231 kanser hücrelerinde BCI’nın hücre canlılığı üzerine etkisinin değerlendirilmesi 

  

BCI’nın proliferasyona olan etkisi incelenmiştir. BCI’nın verilme zamanı mavi çizgi ile gösterilmiştir A.) 

Kontrol CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin konsantrasyon yanıt grafiğini B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231 

hücrelerinin konsantrasyon yanıt grafiğini göstermektedir. (n=8) 
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6.4 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında migrasyon 

kapasitesinin değerlendirilmesi 

DUSP1 proteini silinmesinin hücre migrasyonuna olan etkileri “Incucyte live-cell 

analysis” sistemi ile incelenmiştir. DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında kanser hücrelerinin 

migrasyon yeteneklerini değerlendirmek için “transwell migration assay” ve yara iyileşmesi 

deneyleri yapıldı. Migrasyon deneyinde hücrelerin kemoatraktana verdikleri kemotaksis cevabı 

değerlendirildi. Yara iyileşmesi deneyinde ise hücrelerin migrasyon ve bölünme kapasiteleri 

değerlendirildi (şekil 6.8-9). Her iki deneyde de DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında 

hücrelerin migrasyon yeteneklerinin azaldığı görüldü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.8 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1 CRISPR uygulaması sonrasında hücre göçünün Yara 

iyileşmesi deneyi ile değerlendirilmesi 

 

Hücrelerin yara kapanma hızlarının faz görüntüleri üzerinden karşılaştırılması. Yara alanı sarı renk ile 

gösterilmektedir. 
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Şekil 6.9 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1 CRISPR uygulaması sonrasında hücre göçünün Yara 

iyileşmesi deneyi ile değerlendirilmesi 

A.) Hücre göçü, bir plakadan diğer plakaya geçiş ile değerlendirildi. Üst plakaya hücreler ekildikten sonra üst 

yüzeyden alt yüzeye geçen hücrelerin alanı zamana bağlı olarak ölçüldü. (n=30) B.) Yaklaşık 700 μm olan 

yaranın genişliği 6 saat arayla ölçüldü. (n=16) (*) kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkı 

göstermektedir (p<0.05) 

 



 

  

 30 

6.5 MDA-MB-231 Hücrelerinde DUSP1 CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında JNK ve 

p38 inhibitörlerine yanıtın değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin ifadesinin azaltılmasının sonucunda 

hücrelerin JNK ve p38 inhibitörlerine verdikleri yanıt incelendi. Hücrelere p38 inhibitörü 

olarak 1 μM SB202190, JNK inhibitörü olarak 1 μM SP600125 verildi ve hücreler 6 gün 

boyunca izlendi (Şekil 6.10-11). Hücrelerin ulaştığı maksimum hücre sayısına bakıldığında, 

p38 inhibitörü olan SB202190’un her iki grupta da maksimum hücre miktarını artırdığı 

görülmüştür (Şekil 6.10). Deney sonucunda elde edilen ikiye katlanma zamanları tablo 2’te 

gösterilmiş ve uygulanan ajanların ikiye katlanma zamanını değiştirmediği gözlenmiştir.  
 

DMSO %0,1 SB202190 SP600125 
 

Kontrol CRISPR 

 (ortalama±standart hata) 
36,1±0,7 35,8±0,6 35,5±0,8 

DUSP1-CRISPR 

(ortalama±standart hata) 

35,9±1,0 35,3±0,5 35,9±0,9 

p değeri p>0.05 p>0.05 p>0.05 

 

Tablo 2. MDA-MB231 kanser hücrelerinde SB202190 ve SP600125’un ikiye katlanma zamanı üzerine 

etkisinin tablo olarak gösterimi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 31 

 

Şekil 6.10 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1 CRISPR uygulaması sonrasında p38 inhibitörü ve JNK 

inhibitörünün Maksimum hücre sayısına etkisi 

1 μM SB202190 (p38 inhibitörü) ve 1 μM SP600125 (JNK inhibitörü) ajanlarının Maksimum hücre sayısına 

etkisi incelenmiştir. Ajan verilen hücrelerin ulaştığı maksimum hücre sayısı, ilgili hücrenin ajan verilmemiş 

grubunun maksimum hücre sayısına oranlanmıştır.  A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin oranını B.) 

DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin oranını göstermektedir. (*) ilgili ajanın kontrol grubuna göre 

istatiksel olarak anlamlı farkını göstermektedir (p<0.05), (n=8) 
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Şekil 6.11 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1 CRISPR uygulaması sonrasında p38 inhibitörü ve JNK 

inhibitörünün proliferasyona etkisinin değerlendirilmesi 

1 μM SB202190 (p38 inhibitörü) ve 1 μM SP600125 (JNK inhibitörü) ajanlarının proliferasyona olan etkisi 

incelenmiştir. Ajan verilme zamanı mavi çizgi ile gösterilmiştir A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin 

zaman-hücre sayısı grafiğini B.) DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin zaman-hücre sayısı grafiğini 

göstermektedir. (*) ilgili ajanın kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını göstermektedir (p<0.05), 

(n=8) 
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6.6 MDA-MB-231 Hücrelerinde CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında sisplatin 

duyarlılığının değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücreleri 96’lık plakalara ekildikten sonra 0,01 μg/ml, 0,1 μg/ml, 1 

μg/ml, 4 μg/ml ve 8 μg/ml konsantrasyonunda sisplatin besi yerine eklendi. Her iki hücre 

grubunda da 0,1 μg/ml ve üzerindeki konsantrasyonlarda sisplatinin antiproliferatif etkisi 

olduğu görüldü (şekil 6.12). Proliferasyon eğrileri üzerinden hesaplanan ikiye katlanma 

zamanı incelendiğinde, sisplatin uygulanmış hücrelerin ikiye katlanma zamanının arttığı 

gözlendi. Aynı konsantrasyondaki sisplatinin DUSP1-CRISPR uygulanmış hücrelerde ikiye 

katlanma zamanını daha fazla artırdığı görüldü (şekil 6.13, Tablo 3). Konsantrasyonlara göre 

hesaplanmış ikiye katlanma zamanları tablo 3’te verilmiştir. 8 μg/ml konsantrasyonunda 

sisplatin verilen hücrelere baktığımızda, DUSP1-CRISPR uygulanmış hücrelerin kontrol 

hücrelerine kıyasla ulaşabildikleri maksimum hücre sayısının daha az olduğu görülmektedir 

(Şekil 6.14). Hücreler sisplatinin etkisinin başlama süresi açısından incelendiğinde (Sisplatin 

verildikten sonra proliferasyonun durduğu zaman veya proliferasyonun yavaşlamaya başladığı 

zaman), sisplatinin DUSP1-CRISPR hücrelerinde ortalama 13,5±4,3 saat daha erken etki 

ettiği görülmüştür.  
 

Sisplatin konsantrasyonu (μg/ml) 

 
0 0,01 0,1(*) 1(*) 

Kontrol CRISPR 

(ortalama±standart hata) 

35,8±1,9 36,6±2,1 61,1±2,7 79,4±3,9 

DUSP1-CRISPR 36,7±1,6 38,6±1,1 87,8±2,6 124,1±5,1 

p değeri p>0.05 p>0.05 p<0.05 p<0.05 

 

 

Tablo 3. MDA-MB231 kanser hücrelerinde 48. Saatte verilen sisplatinin ikiye katlanma zamanı üzerine 

etkisinin tablo olarak gösterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını 

göstermektedir (p<0.05) 
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Şekil 6.12 MDA-MB231 kanser hücrelerinde sisplatin duyarlılığının değerlendirilmesi 

Sisplatinin proliferasyona olan etkisi incelenmiştir. Sisplatinin verilme zamanı mavi çizgi ile gösterilmiştir. A.) 

Kontrol MDA-MB231 hücrelerinin zaman-hücre sayısı grafiğini B.) DUSP1-CRISPR MDA-MB231 

hücrelerinin zaman- hücre sayısı grafiğini göstermektedir. (n=8) 
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Şekil 6.13 MDA-MB231 kanser hücrelerinde sisplatinin ikiye katlanma zamanı üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi 

 

Sisplatinin ikiye katlanma zamanına olan etkisi incelenmiştir. Mavi sütun Kontrol MDA-MB231 hücrelerinin 

ikiye katlanma zamanını yeşil sütun DUSP1-CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin ikiye katlanma zamanını 

göstermektedir. Verilen sisplatin konsantrasyonu μg/ml olarak grafikte belirtilmiştir. (*) ilgili konsantrasyonun 

kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını göstermektedir (p<0.05), (n=8).  
 

 

 

Şekil 6.14 MDA-MB-231 kanser hücrelerinde 8 μg/ml sisplatinin hücre proliferasyonuna etkisi 

 



 

  

 36 

6.7 MDA-MB-231 Hücrelerinde BCI uygulaması sonrasında sisplatin 

duyarlılığının değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin CRISPR ile azaltılmasıyla görülen 

sisplatinin antiproliferatif etkisindeki artışın bu proteinin kimyasal bir ajanla inhibe edilmesi 

sonrasında da görülüp görülmeyeceği incelendi. Bunun için Dusp1/6 enzim inhibitörü olan 

BCI ajanı kullanıldı. 96’lık plakalara kontrol hücreleri ve DUSP1-CRISPR hücreleri 

ekildikten sonra 50 nM, 500 nM, 1 μM ve 2μM konsantrasyonundaki BCI ve 0,05 μg/ml 

sisplatin besi yerine eklenerek hücreler 6 gün boyunca izlendi. 50 nM BCI’nın tek başına 

verilmesinin Kontrol MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyonuna bir etkisi olmazken (Şekil 

6.7), sisplatin ile beraber verildiğinde, sisplatinin antiproliferatif etkisini artırdığı görüldü 

(Şekil 6.15-tablo3). Bu etki DUSP1-CRISPR hücrelerinde görülmedi (Şekil 6.15). 
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BCI konsantrasyonu (nM) 

 0 nM BCI 

+ Sisplatin 0,05 

μg/ml  (*) 

50 nM BCI  

+ Sisplatin 0,05 

μg/ml  

500 nM BCI 

+ Sisplatin 0,05 

μg/ml  (*) 

Kontrol 

(ortalama±standart hata) 
46,7±1,6 56,9±2,1 - 

Dusp1 

(ortalama±standart hata) 
55,8±1,8 55,1±1,5 107,1±4,2 

p değeri p<0.05 p>0.05 p<0.05 

 

Tablo 3. MDA-MB231 kanser hücrelerinde sisplatin ve BCI’nın ikiye katlanma zamanı üzerine etkisinin 

tablo olarak gösterimi. (*) ilgili konsantrasyonun kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını 

göstermektedir (p<0.05) 
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Şekil 6.15 MDA-MB231 kanser hücrelerinde BCI ve sisplatinin antiproliferatif etkinsin değerlendirilmesi 

BCI ve sisplatinin proliferasyona etkisi incelenmiştir. BCI ve 0,05 μg/ml sisplatinin verilme zamanı mavi çizgi 

ile gösterilmiştir. A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin zaman-hücre sayısı grafiğini B.) DUSP1 

CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin zaman-hücre sayısı grafiğini göstermektedir. (n=8)  
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6.8 MDA-MB-231 Hücrelerinde JNK ve p38 inhibitörleri uygulaması sonrasında 

sisplatin duyarlılığının değerlendirilmesi 

MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin ifadesinin azaltılmasının sonucunda 

hücrelerin Sisplatin yanıtlarının, JNK ve p38 inhibitörleri ile nasıl değiştiği incelendi. 0,05 

μg/ml sisplatin varlığında hücrelere p38 inhibitörü olarak 1 μM SB202190, JNK inhibitörü 

olarak 1 μM SP600125 uygulandı ve hücreler 6 gün boyunca izlendi (Şekil 6.16). Deney 

sonucunda elde edilen ikiye katlanma zamanları tablo 4’te gösterilmiştir. Yapılan deneyde 

p38 inhibitörü olan SB202190’un sisplatin ile birlikte verildiğinde her iki grupta da ikiye 

katlanma zamanını azalttığı görülmüştür. Sisplatin varlığında hücrelerin ulaştığı maksimum 

hücre sayısına bakıldığında, p38 inhibitörü olan SB202190’un her iki grupta da maksimum 

hücre miktarını artırdığı görülmüştür. DUSP1-CRISPR hücrelerinde bu artışın daha fazla 

olduğu izlenmektedir (Şekil 6.17).  
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 DMSO %0,1 (*) 

+Sisplatin 0,05 

μg/ml 

SB202190 

+ Sisplatin 0,05 

μg/ml 

SP600125 

+ Sisplatin 0,05 

μg/ml 

Kontrol 

(ortalama±standart 

hata) 

48,0±1,8 41,1±1,9 49,2±2,0 

Dusp1 

(ortalama±standart 

hata) 

55,8±1,8 37,1±1,5 50,5±2,1 

p değeri p<0.05 p>0.05 p>0.05 

 

Tablo 4. MDA-MB231 kanser hücrelerinde SB202190 ve SP600125’un ikiye katlanma zamanı üzerine 

etkisinin tablo olarak gösterimi.  (*) ilgili ajanın kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını 

göstermektedir (p<0.05) 
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Şekil 6.16 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında p38 ve JNK inhibitörleri 

ve sisplatinin proliferasyona etkisinin değerlendirilmesi 

 

0,05 μg/ml Sisplatin, 1 μM SB202190 (p38 inhibitörü) ve 1 μM SP600125 (JNK inhibitörü) ajanlarının 

proliferasyona olan etkisi incelenmiştir. İlaç verilme zamanı mavi çizgi ile gösterilmiştir A.) Kontrol CRISPR 

MDA-MB231 hücrelerinin zaman-hücre sayısı grafiğini B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin zaman-

hücre sayısı grafiğini göstermektedir. (*) ilgili ilacın, sadece sisplatin verilmiş grubuna göre istatiksel olarak 

anlamlı farkını göstermektedir (p<0.05), (n=8) 
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Şekil 6.17 MDA-MB231 kanser hücrelerinde DUSP1 CRISPR uygulaması sonrasında Sisplatin, p38 inhibitörü 

ve JNK inhibitörünün Maksimum hücre sayısına etkisi 

 

Hücrelerde, 0,05 μg/ml sisplatin varlığında 1 μM SB202190 (p38 inhibitörü) ve 1 μM SP600125 (JNK 

inhibitörü) ajanlarının Maksimum hücre sayısına etkisi incelenmiştir. İnhibitör ve sisplatin verilen hücrelerin 

ulaştığı maksimum hücre sayısı, ilgili hücrenin sadece sisplatin grubunun maksimum hücre sayısına 

oranlanmıştır.  A.) Kontrol CRISPR MDA-MB231 hücrelerinin oranını B.) DUSP1 CRISPR MDA-MB231 

hücrelerinin oranını göstermektedir. B.) Proliferasyon artışının yüzde olarak karşılaştırılması. (*) ilgili 

inhibitörün sadece sisplatin verilmiş kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkını göstermektedir. (&) 

sisplatin ve p38 inhibitörünün beraber verildiğinde kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı farkı 

göstermektedir (p<0.05), (n=8) 
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7. TARTIŞMA 

 

Bu çalışmada MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde DUSP1 proteininin hücre 

proliferasyonu ve hücre göçüne etkileri değerlendirilmiştir. DUSP1 proteini farklı kanser 

tiplerinde farklı etkiler göstermektedir. Prostat, over, pankreas ve meme kanserinde 

karsinogenezi artırırken, hepatoselüler karsinom ve Skuamöz hücreli deri karsinomunda 

karsinogenezi azaltmaktadır (7). Literatürdeki meme kanseri üzerindeki çalışmalar DUSP1 

ifadesinin artışının daha yüksek tümör derecesine ve daha kötü prognoza yol açtığını 

göstermektedir (10). Ayrıca meme kanserinde görülebilen kemoterapi direncinde rol 

oynayabileceği düşünülmektedir(5,9). Bu çalışmanın amacı DUSP1 proteininin meme kanseri 

üzerindeki etkilerini daha iyi anlayabilmek ve bu etkilerin olası mekanizmaları hakkında fikir 

sahibi olmaktır.  Ayrıca bu enzimin antikanser etkinlik açısından hedef olup olmayacağını 

açıklığa kavuşturmaktır. 

 

CRISPR UYGULAMASI SONRASINDA DUSP1 İFADESİNDEKİ DEĞİŞİMİN 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

MDA-MB-231 hücrelerinde CRISPR işlemi sonrasında DUSP1 proteini miktarında 

yaklaşık %60’lık bir azalma görüldü (Şekil 6.2). CRISPR işlemi DUSP1 geninde çerçeve 

kayması mutasyonu oluşturarak translasyon sırasında erken stop kodonu oluşturmaktadır. Bu 

sayede protein sentezini engellemektedir. CRISPR uygulaması sonrasında ilgili genin ifade 

seviyesi değişiklik gösterebilmektedir. Bazı genlerin ifadesi tamamen susturulabilirken bazı 

genlerin CRISPR sonrasında ifade edilebildiği görülebilmektedir. Yapılan çalışmalar bu 

durumun “alternative splicing” kaynaklı olabileceğini düşündürmektedir(56). Bizim 

çalışmamızda gördüğümüz rezidüel DUSP1 ifadesinin nedeni olarak bu hücresel 

mekanizmaların rol oynayabileceği düşünülmektedir. 
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Şekil 7.1 Alternative Splicing işleminin şematik gösterimi 

 

Hücredeki protein ifadesinin azalması, aynı zamanda protein aktivitesinin de azaldığı 

anlamına gelmemektedir. Bu nedenle protein ifadesinin azalışının fonksiyonel olup 

olmadığını ayrıca değerlendirmek gerekmektedir. DUSP1 proteininin hedefi olan MAPK 

proteinlerinin ifade düzeylerine baktığımızda, bu proteinlerin bu ifade paternlerindeki 

değişimin DUSP1 proteininin azalması ile uyumlu olduğu görülmektedir (şekil 6.3-4). Ek 

olarak DUSP1 fosforilasyonu bu enzimin aktivitesi ile ilişkilidir ve CRISPR/Cas9 uygulaması 

ile DUSP1 fosforilasyonu da belirgin olarak azalmıştır (Şekil 6.2). Bu bulgular bize 

CRISPR/Cas9 uygulaması sonrasında DUSP1 proteini aktivitesinin fonksiyonel olarak 

azaldığını göstermektedir.  

 

MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE DUSP1 CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA 

MAPK PROTEİNİ İFADELERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

DUSP1 proteini MAPK ailesindeki proteinlerin hem treonin hem de tirozin 

rezidülerini defosforile ederek inaktive eden bir fosfatazdır. CRISPR/Cas9 işlemi sonrasında 

hücrelerde DUSP1 ifadesi ve aktivitesi azalmaktadır (Şekil 6.2). DUSP1 aktivitesinin 

azalması sonucunda hücrede beklenen değişim, fosfatazın hedef proteinlerinin fosforile 

formlarının total formlarına oranının artması olarak öngörülebilir. Çalışmamızda 

fosforile/total oranındaki artma JNK (Şekil 6.3) ve p38 (Şekil 6.4) proteinlerinde 

gözlemlenirken ERK (Şekil 6.5) proteininde tespit edilmemiştir. DUSP1 proteininin hedef 
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seçiciliğinin p34,JNK>ERK şeklinde olması göz önüne alındığında bulduğumuz sonuç 

literatür ile uyumludur(31).  

DUSP1 proteini üzerinde siRNA kullanılarak yapılan çalışmalarda fosforile/total 

oranının arttığı gözlenmektedir. siRNA kullanılan deneylerde bu oran fosforile formun 

artması sonucunda gözlenirken, çalışmamızda biz bu orandaki artışın total formdaki azalma 

ile kendini gösterdiğini gözlemledik. 1-3 gün arasında değişen sürelerde protein ifadesini 

azaltan siRNA uygulaması ile protein ifadesinin kalıcı olarak azaltıldığı CRISPR/Cas9 

uygulaması arasında çeşitli proteinlerin ifadesi farklılık gösterebilmektedir. Literatürde 

CRISPR uygulaması sonrasında hücrelerin gösterdiği cevabın siRNA uygulamasından farklı 

olabileceğini gösteren yayınlar mevcuttur (56–59). Bunun nedeninin CRISPR uygulamasının 

kalıcı olarak protein ifadesini azaltması ve hücrenin bu kalıcı duruma karşı verdikleri adaptif 

yanıt olduğu düşünülmektedir.  

 

DUSP1-CRISPR UYGULAMASI SONRASINDA HÜCRE PROLİFERASYONUNUN 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

DUSP1-CRISPR uygulamasının MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyonuna olan 

etkisini incelendiğinde hücre çoğalmasının azaldığı görülmüştür. Bu sonuçlara uygun olarak 

laboratuvarlarımızda Dusp1 siRNA kullanılarak yapılan çalışmalarda da benzer sonuçlar 

görülmüştür.  Ayrıca DUSP1/6 inhibitörü olan BCI kullanılmış ve BCI 500nM ve üstü 

konsantrasyonlarda antiproliferatif etki oluşturmuştur (Şekil 6.7). BCI’nın antiproliferatif 

etkisi daha önce yayınlanan çalışmaların sonuçları ile uyumludur (60,61). Tüm bu sonuçlar 

MDA-MB231 hücrelerinde DUSP1 inhibisyonunun antikanser etkinlik gösterebileceği 

yönündedir. 

Tablo 1’deki İkiye katlanma zamanlarındaki değişime baktığımızda BCI’nın 

antiproliferatif etkisinin DUSP1-CRISPR hücrelerinde daha az olduğu görülmüştür. Bu 

sonuç, DUSP1 miktarının ve aktivitesinin CRISPR/cas9 uygulanan hücrelerde daha az olması 

ve bu doğrultuda BCI ile DUSP1 inhibisyonunun daha az olması ile açıklanabilir. 

 

DUSP1-CRISPR UYGULAMASI SONRASINDA HÜCRE GÖÇÜNÜN 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Hücre göçü, kemoatraktan sinyalin hücreye ulaşması, bu sinyalin işlenmesi, hücrenin 

adezyonu, hücre iskeletindeki dinamik değişikliklerin rol oynadığı ve hücre hareketliliğinde 

önemli olan karmaşık bir süreçtir. Kanser hücrelerinin metastazında hücre göçü önemli bir rol 

oynamaktadır. Kansere bağlı ölümlerin %90’ı metastatik yayılıma bağlanmaktadır (62,63). 

Çalışmamızda hücre göçü hem “transwell migration assay” hem de yara iyileşmesi deneyleri 
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ile incelenmiştir. “transwell migration assay”  sonucunda DUSP1-CRISPR uygulamasının 

MDA-MB-231 hücrelerinin migrasyonunu azalttığı görülmüştür (Şekil 6.9). Transwell 

migration assay deneyi hücrelerin kemotaksis kapasitelerini incelemek için kullanılmaktadır. 

Yara iyileşmesi deneyinde hesaplanan yara kapanma süresi ise hem hücre proliferasyonu hem 

de hücre göçünün birlikte olduğu bir süreci göstermektedir. Çalışmamızda DUSP1-CRISPR 

hücrelerinde yara iyileşmesinin yavaşladığı görüldü (Şekil 6.8). Proliferasyon ve hücre göçü 

deneyleri birlikte değerlendirildiğinde, DUSP1 proteininin azalması hücrelerin büyüme ve 

göç kapasitelerini olumsuz yönde etkilemektedir. Literatürde DUSP1 aktivitesinin metastatik 

kanserlerde arttığı gösterilmiştir dolayısıyla bu bulgu bizim çalışmalarımızın sonuçları ile 

uyumludur (38,61,64,65).  

 

MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE DUSP1-CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA 

p38 ve JNK İNHİBİTÖRLERİNE YANITIN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Bir fosfataz olan DUSP1 proteininin hücresel etkilerini MAPK proteinleri üzerinden 

gösterdiği düşünülmektedir. DUSP1 proteini JNK, p38 ve ERK aileleri üzerinde fosfataz 

aktivitesi göstermektedir. Hedef seçiciliği açısından değerlendirildiğinde DUSP1 proteininin 

JNK ve p38 aileleri üzerindeki etkileri daha belirgindir(4,31). 

ERK ailesi, JNK ailesi ve p38 ailesi MAPK proteinlerine dahil olup hücre büyümesi, 

mitoz bölünme, apoptozis gibi birçok hayati hücresel fonksiyonun düzenlenmesinde görev 

almaktadır. Bu proteinlerin aktivasyonu sonucunda oluşan hücresel değişiklikler 

değerlendirildiğinde, ERK aktivasyonu sonucunda genellikle hücre büyümesi ve 

proliferasyon artışı görülmektedir. p38 aktivitesi sonucunda genellikle mitoz bölünmenin 

durması ve apoptozis görülürken JNK aktivitesi sonrasında hem proliferatif hem de 

antiproliferatif sinyaller görülebilmektedir (Şekil 7.2). p38 proteini aktivasyonu sonucunda 

Bcl-2 ve p53 gibi proteinler aktive olarak apoptozisi tetikleyebilmektedir. Ayrıca p21 proteini 

üzerinden hücre döngüsünü G1-S fazında durdurabilmektedir. JNK proteini Hem Ras yolağı 

üzerinden proliferatif sinyaller hem de kaspaz aktivasyonu ile apoptotik sinyaller 

oluşturabilmektedir (18,66,67). Çalışmamızda bu proteinlerin inhibitörleri kullanılarak hücre 

proliferasyonuna olan etkilerinin DUSP1 proteininin ifadesinin azalması ile nasıl değiştiği 

incelenmiştir. 

Çalışmamızda p38 inhibitörü olarak 1 μM SB202190, JNK inhibitörü 1 μM olarak 

SP600125 kullanılmıştır. Proliferasyon deneylerinde p38 inhibitörünün hem kontrol 

hücrelerinde hem de DUSP1-CRISPR hücrelerinde maksimum hücre miktarını artırdığı 

görülmüştür.  (Şekil 6.10). Bu artış kontrol hücrelerinde yaklaşık %17, DUSP1-CRISPR 
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hücrelerinde yaklaşık %14 olarak hesaplanmıştır. Bu durumun, p38 proteininin yukarıda 

bahsedilen işlevlerinin p38 inhibitörü ile engellenmesi sonucunda olduğu düşünülmektedir. 

Literatürde p38 inhibitörleri kullanılan çalışmalara baktığımızda, p38 inhibitörlerinin 

proliferasyonu artırıcı etkileri görülmektedir(68). Bu proliferasyonu artırıcı etki 1-5 μM 

konsantrasyonlarında görülürken 10 μM ve üzeri konsantrasyonlarda antiproliferatif etki 

görülmektedir.  Kullanılan SB202190 kimyasalının IC50 değeri (p38α: 50 nM p38β: 100 nM) 

göz önüne alındığı zaman yüksek konsantrasyonlarda görülen bu antiproliferatif etkinin 

SB202190’ın non-selektif etkileşimleri nedeniyle olduğu düşünülmektedir.  

Özet olarak bizim sonuçlarımız ve literatür sonuçları, p38 protein aktivitesinde artışın 

MDA-MB-231 hücrelerinde antikanser etkinlik oluşturabileceği ve bu enzimin aktivitesinin 

engellenmesinin/ azalmasının kanser proliferasyonunu artırabileceğini göstermektedir. 

 

 

Şekil 7.2 DUSP1 proteini MAPK proteinlerinin aktivitesini düzenleyerek proliferasyon ve apoptozis 

sinyallerine yol açabilir. 

 

MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE CRISPR/CAS9 UYGULAMASI SONRASINDA 

SİSPLATİN DUYARLILIĞININ DEĞERLENDİRİLMESİ 
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Sisplatin, Meme kanseri üzerine yapılan çalışmalarda yaygın olarak kullanılan bir 

kemoterapötiktir (69–71). Sisplatin sitotoksik etkisini DNA’daki pürin bazlarına bağlanarak 

göstermektedir. Bu sayede DNA onarımını ve replikasyonunu engeller ve hücrelerde 

apoptozisi tetikler (72).  

Çalışmamızda MDA-MB-231 hücrelerinde 0,1 μg/ml ve üzerindeki sisplatin 

konsantrasyonlarında antiproliferatif etki görülmektedir (Şekil 6.12). Hücrelerin ikiye 

katlanma zamanındaki değişim incelendiğinde, aynı konsantrasyondaki sisplatinin DUSP1-

CRISPR hücrelerinin ikiye katlanma zamanını daha fazla artırdığı ve bu hücrelerin 

maksimum hücre sayısını daha fazla azalttığı görülmektedir (Şekil 6.13-14). Benzer şekilde 

DUSP1 aktivitesini BCI ile azalttığımızda da sisplatinin etkisinde artış görmekteyiz (Şekil 

6.15). Bu iki sonuç beraber değerlendirildiğinde, CRISPR işlemi sonrasında hücrelerin 

sisplatine daha duyarlı hale gelmesinin nedeninin CRISPR işlemi sonrasında ortaya çıkan bir 

yan sonuç (off-target effect) olmadığını, bu durumun DUSP1 düzeyinin azalması ile ilişkili 

olduğunu düşündürmektedir. Bu konuda literatürdeki çalışmalara baktığımızda: DUSP1 

ifadesinin artışının çeşitli kemoterapötiklere direnç gelişimine yol açtığına dair olan 

çalışmalar (8,73,74) ve DUSP1 ifadesinin azalmasının kemoterapi duyarlılığına yol açtığı 

çalışmalar (5,44) bize bu proteinin kemoterapi duyarlılığında rol oynayabileceğini 

düşündürmektedir. DUSP1 proteini ve kemoterapi cevabı arasındaki ilişkinin MAPK ailesi 

aracılığı ile olduğu düşünülmektedir. Çalışmamızda yaptığımız Western Blot sonuçlarında 

ERK proteini ifadesinde bir değişiklik saptanmamıştır (Şekil 6.5). JNK ve p38 proteinlerinin 

ifadelerinde değişiklik görülmüştür (şekil 6.3-4). Dolayısıyla DUSP1 proteini ifadesinin 

azalması ile görülen sisplatin duyarlılığının ERK proteini ile ilişkili değil de daha çok p38 ve 

JNK proteinleri ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

50 nM BCI’nın hücre proliferasyonuna bir etkisi olmadığı şekil 6.7’de görülmektedir. 

Kontrol hücrelerinde 50 nM BCI, sisplatinle beraber verildiğinde sisplatinin etkisini 

artırmaktadır (şekil 6.15).  Kontrol hücrelerinde görülen 50 nM BCI ve sisplatinin sinerjik 

etkisi DUSP1-CRISPR hücrelerinde görülmemiştir ve 500 nM BCI ve sisplatinin birlikte 

verildiği durumda DUSP1-CRISPR hücrelerinin daha az öldüğü şekil 6.15 ve tablo-3’te 

görülmektedir. Bu sonucun sisplatin duyarlılığındaki değişmeden kaynaklanmadığı, DUSP1-

CRISPR hücrelerinde DUSP1 düzeyindeki azalmaya bağlı olarak BCI’nın antiproliferatif 

etkisinin daha az olması (Şekil 6.7) nedeniyle karşımıza çıktığı düşünülmektedir. Ayrıca 

CRISPR uygulaması protein ifadesini kalıcı olarak azaltmaktadır. Bu durum protein 

aktivitesini kimyasal ajanlar ile engellemekten daha farklı adaptif fenotipik değişikliklere yol 

açabilmektedir (57–59,75). 
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1 μM ve 2 μM BCI konsantrasyonlarında hücre büyümesi tamamen durduğu için 

BCI’nın bu konsantrasyonlardaki etkileri hakkında yorum yapılamamaktadır. Her iki hücre 

grubunda da proliferasyonun tamamen durması BCI’nın bu konsantrasyonlardaki 

antiproliferatif etkisinin DUSP1 inhibisyonundan farklı olarak nonspesifik toksik etkiler ile 

ilişkili olabileceğini düşündürmektedir (76). 

 

 

 

MDA-MB-231 HÜCRELERİNDE JNK VE P38 İNHİBİTÖRLERİ UYGULAMASI 

SONRASINDA SİSPLATİN DUYARLILIĞININ DEĞERLENDİRİLMESİ 

Sisplatinin hücrelerde JNK ve p38 proteinlerinin aktivitesini artırdığını gösteren 

çalışmalar bu proteinlerin sisplatinin antiproliferatif etkilerinden sorumlu bir mekanizmada 

rol oynayabileceğini düşündürmektedir (77,78). Sisplatin ve p38 proteininin ilişkisi çeşitli 

çalışmalarda incelenmiştir (43,70–72). Apoptozisin tetiklenmesinin p38 proteini ile yakın 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada çeşitli hücre hatlarında sisplatin, 

doksorubisin ve paklitaksel kemoterapötiklerinin ve uv radyasyonun etkisi incelenmiştir. 

Sisplatin tüm hücre hatlarında p-p38 miktarını artırırken diğer ajanlarda bu etki 

görülmemiştir. Hücrelere p38 inhibitörü verilmesinin sisplatin direncine yol açtığı 

görülmüştür (77). Ayrıca p38 inhibitörleri sisplatinin nefrotoksik etkilerini de azaltmaktadır 

(79). Tüm bu çalışmalar sisplatinin antiproliferatif etkisini göstermesinde p38 proteininin 

önemli rolünün olduğunu düşündürmektedir. Bu durumu daha iyi anlayabilmek için MDA-

MB-231 hücrelerine ilgili proteinlerin inhibitörlerini sisplatin ile birlikte vererek hücre 

proliferasyonunun nasıl değiştiği incelenmiştir. 

p38 inhibitörü olan SB202190 sisplatinle beraber verildiği zaman proliferasyonu 

artırıcı bir etki göstermiş ve sisplatinin etkinliğini azaltmıştır (Şekil 6.16-Tablo 4). Maksimum 

hücre sayıları incelendiğinde bu etkinin DUSP1-CRISPR hücrelerinde daha fazla olduğu 

görülmektedir. Şekil 6.17 incelendiğinde Kontrol hücrelerinde, p38 inhibitörünü maksimum 

hücre sayısını yaklaşık olarak %35 artırırken DUSP1-CRISPR hücrelerinde yaklaşık %80 

artırmaktadır. Artışlar arasındaki bu fark p38 inhibitörünün tek başına verildiği zaman 

görülmemiştir (Şekil 6.10). Bu durum DUSP1-CRISPR uygulaması sonrasında görülen 

sisplatin etkisindeki artışın p38 proteini üzerinden olabileceğini düşündürmektedir.  

Hücrelerdeki DUSP1 proteini ifadesi sıcak, UV radyasyon, oksidatif stress, 

kemoterapötik ilaçlar gibi çeşitli hücresel stres faktörleri ile indüklenebilmektedir (3,80,81). 

Bu sonuçlar bize DUSP1-CRISPR hücrelerinde gördüğümüz sisplatinin etkisindeki artışının 

nedeninin DUSP1 proteininin bu hücrelerde stress durumunda yeterince ifade edilememesi ve 
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bunun sonucu olarak p38 aktivitesini baskılayamaması olabileceğini ve dolayısıyla DUSP1 

proteini aktivitesindeki azalmanın p38 aracılığı ile antiproliferatif etkinlik gösterebileceği ve 

bu etkinin p38 inhibisyonu ile engellenebileceğini düşündürmektedir. 

Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 ifadesinin 

azaltılmasının hücre hareketliliğini ve proliferasyonunu azaltarak antikanser etki oluşturduğu 

görülmektedir. DUSP1 ifadesinin azaltılması ve sisplatin arasındaki ilişki ayrıntılı bir 

incelemeyi hak etmektedir. Bu ilişkide p38 proteininin önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir. Yapılacak olan çalışmalar ile DUSP1, p38 ve sisplatin arasındaki ilişkinin 

aydınlatılmaya çalışılabilir. DUSP1 proteini, kanserlerde kemoterapi direnci gelişiminin 

önlenmesi için umut vadeden bir hedef protein olarak gözükmektedir. 
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8. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

1. Bu tez çalışmasında MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin CRISPR/Cas9 

uygulaması ile ifadesinin azaltılmasının, hücreler üzerinde antiproliferatif etkileri olduğu 

izlenmiştir.  

2. MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin ifadesinin azaltılmasının, bu 

hücrelerde sisplatinin antiproliferatif etkisinde artışa yol açtığı gözlenmiştir. 

3. MDA-MB-231 hücrelerinde DUSP1 proteininin BCI ajanı ile inhibe edilmesi 

sonucunda hücrelerde sisplatinin antiproliferatif etkisinde artışa yol açtığı gözlenmiştir. 

4. DUSP1-CRISPR uygulamasının MDA-MB-231 hücrelerinde BCI’nın antiproliferatif 

etkisini azalttığı gözlenmiştir. 

5. DUSP1-CRISPR uygulamasının MDA-MB-231 hücrelerinin motilitelerini azalttığı 

gösterilmiştir. 

6. p38 inhibitörü olan SB202190 ajanının MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyonunu 

artırdığı gözlenmiştir. 

7. DUSP1-CRISPR uygulamasının MDA-MB-231 hücrelerinde JNK ve p38 

proteinlerinin fosforile protein/total protein oranını artırdığı görülmüştür. 
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10. EKLER 

 

EK1. Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler 

 

Madde adı Firma Katalog No 

   

DMEM/F-12 Biowest  L0094-500 

Fötal Sığır Serumu Sigma F7524 

Penisilin/Streptomisin 100x Sartorius 03-031-1B 

BCI hydrochloride Sigma B4313 

Sisplatin Koçak Farma 19115261 

SB 202190  Sigma S7076 

SP600125 Gibco 10270 

ERK 1/2 Santa Cruz sc-514302 

p-ERK  Santa Cruz Sc-7383 

JNK Antibody Santa Cruz Sc-7345 

p-JNK Santa Cruz Sc-6254 

p38α Santa Cruz Sc-136210 

p-p38α Santa Cruz Sc-166182 

GAPDH Antibody Santa Cruz Sc-166545 

MKP-1 Antibody Santa Cruz Sc-373841 

Pdusp1 Santa Cruz  

m-IgGκ BP-HRP Santa Cruz Sc-516102 

Mouse Anti-Rabbit IgG-HRP Santa Cruz Sc-2357 

Control Double Nickase Plasmid Santa Cruz Sc-437281 

MKP-1 Double Nickase Plasmid Santa Cruz Sc-400243 

Puromycin dihydrochloride Chem Cruz Sc-108071A 

L-Glutamine 200nM Capricorn scientific GLN-B 

 


