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Amag: Giinimiizde yumurtalik (over) kanseri kadinlarda halen yaygin olarak goriilmekte ve
jinekolojik kansere bagli 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir. Tedavisinde siklikla
kemoterapotik bir ajan olan cisplatin kullanilmakla birlikte, zamanla hastalarda cisplatine karsi
direng gelismekte ve direnc¢ gelisiminde genetik faktorlerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu
calismada multivezikiiler cisim biyogenezinde etkin ESCRT-I kompleks bileseni VPS28 geninin,
over kanseri cisplatin direncindeki olasi roliiniin belirlenmesi amaglanmistir. Yontem: Cisplatin
direngli A2780 over kanseri hiicre serisinde VPS28 geni CRISPR-Cas9 yontemiyle susturulduktan
sonra proliferasyon, cisplatin yaniti, apoptoz ve hiicre dongiisii lizerine etkileri arastirilmistir.
Bulgular: Yapilan fonksiyonel analizler sonucunda, cisplatin direncli over kanseri hiicrelerinde
VPS28 geninin susturulmasi ile cisplatin duyarhiliginin arttigi, apoptozun indiiklendigi ve hiicre
dongiisii S evresinde mitotik katastrofa neden oldugu belirlenmistir. Sonug: VPS28 geninin A2780
over kanseri hiicrelerindeki kazanilmis cisplatin direncinde etkili oldugu ve susturulmasinin,
tedavisinde kullanilan cisplatin ile birlikte sinerjistik etki yarattigi gésterilmistir.
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Cisplatin direncli over kanserinde VPS28 geninin hedeflenmesi

Effects of CRISPR-Cas9 silencing of VPS28 gene on cisplatin response in
chemotherapy-resistant ovarian cancer cells

Abstract

Aim: Today, ovarian cancer is still common in women and is the leading cause of deaths from
gynecologic cancer. Although cisplatin, a chemotherapeutic agent, is frequently used in the
treatment, resistance to cisplatin develops in patients over time and genetic factors are known to
be responsible for the development of resistance. In this study, it was aimed to determine the
possible role of the ESCRT-1 complex component VPS28 gene, which is active in multivesicular
body biogenesis, in ovarian cancer cisplatin resistance. Method: After silencing the VPS28 gene in
cisplatin-resistant A2780 ovarian cancer cells using the CRISPR-Cas9 method, the effects on
proliferation, cisplatin response, apoptosis and cell cycle were investigated. Results: Functional
analyses revealed that VPS28 gene silencing in chemotherapy-resistant ovarian cancer increased
cisplatin sensitivity, induced apoptosis, and caused mitotic catastrophe by arresting the cell cycle
in the S phase. Conclusion: The VP528 gene has been shown to be involved in acquired cisplatin
resistance in A2780 ovarian cancer cells, and its silencing has a synergistic effect with the cisplatin
used in treatment.
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Giris

Over kanseri, diinya genelinde gelistirilmesinden once bunlarin

kadinlarda en sik goriilen ikinci jinekolojik
malignite ve bes yillik diisik sagkalim
oraniyla karakterize agresif bir kanser
tiridir! Kiresel kanser istatistikleri (Global
Cancer Observatory, GLOBOCAN) verilerine
gore 2022 yilinda 324,398 yeni vakaya over
kanseri tanis1t konmus ve 206,839 kisi de
over kanserine baghh olarak hayatini
kaybetmistir.2 Over kanserinin %95'ten
fazlasin1 epitelyal kanserler ve geriye
kalanlarini da germ hiicreli, seks kord
stromal ve kiiciik hiicreli yumurtalik
kanserlerinden gelisen non-epitelyal
maligniteler olusturmaktadir.3  Epitelyal
over maligniteleri de diisiik dereceli seroz,
yliksek dereceli serdz, mukoza, berrak
hiicreli ve endometrioid over kanseri olmak
iizere bes farkli histopatolojik alt tipe
ayrilmaktadir.# Over kanseri ¢ogunlukla ileri
evrelerde tespit edilmekte ve ilk tedavi
secenekleri arasinda cerrahi miidahale ve
kemoterapi yer almaktadir. Baslangicta,
cisplatin gibi platin-bazli kemoterapotik
ajanlara duyarli olan over kanseri cogunlukla
niikks etmekte ve bazi olgularda cisplatine
kars1 direng gelismektedir.5 Gelisen cisplatin
direncinde farkli genetik faktorler ve
hiicresel mekanizmalar rol
oynayabildiginden, yeni tedavi stratejilerinin
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belirlenmesi gerekmektedir.6”

Cisplatin, cesitli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan olduk¢a
etkin kemoterapotik bir ajandir.8 Birinci nesil
cisplatin ajanindaki [cis-dichlorodiammine
platinum (II)] platin atomu, o6zellikle
DNA'daki pilirin kalintilarindan guanin
bazinin imidazol halkasinda yer alan N7
pozisyonuna baglanarak, DNA zincirinin
icinde ya da DNA-DNA zincirleri arasinda
capraz baglar olusturmaktadir.® Bu ¢apraz
baglar da hiicre dongiisiinii G2 evresinde
durdurarak, DNA replikasyonunu bloke
etmekte ve apoptozu indiiklemektedir.10
Ancak, tedavi sirasinda gelisen icsel ya da
edinilmis ila¢ direnci ve/veya ¢oklu organ
toksisitesi cisplatinin terapotik etkinligini
sinirlamaktadir.11

Son yillarda, hiicre icin
multivezikiiler cisimlerin (MVC) timor
biiytimesi, bagisiklik yaniti ve ilag direnci gibi
kanser progresyonundaki 6nemli asamalari,
eksozomal ve/veya endosomal salgi
yolaklarini diizenleyerek etkiledikleri ortaya
konmustur. 12 MVC olusumunda rol oynayan
endozomal ayirma kompleksi (ESCRT)
endositoz  yoluyla plazma membran
proteinlerini diizenleyip, yeni sentezlenen
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membran proteinlerini trans-Golgi
vezikilleriyle endozomlara, lizozomlara ya
da plazma =zarina yonlendirmektedir.!3
ESCRT kompleksi islevsel olarak bes farkl
(ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III ve
Vps4) membran protein kompleksinden
olusmaktadir.14 ESCRT-I kompleksi TSG101,
VPS28, VPS37 ve MVB12 proteinlerinin
meydana getirdigi bir heterotetramerdir.
VPS28 alt birimi sitokinez, otofaji ve zar
onarimini destekleyen hiicresel siireclerde
kritik bir ©6neme sahiptir. 15  Yakin
zamanlarda, ESCRT kompleks bilesenlerinin
kanser tedavisindeki kullanilabilirlikleri de
arastirllmaya baslanmistir; 6rnegin, VPS28
gen  ekspresyonunun  ¢gesitli  kanser
tirlerinde arttignt  bilinmektedir.lé  Bu
nedenle, calismamizda over kanserindeki
kazanilmis cisplatin direncinde VPS28
geninin  kemoterapotik  hedef olarak
kullanilabilirligini  ve  susturulmasinin
cisplatin yanitl lizerine etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem
Hiicre kiilttirii

Over kanseri hiicre modeli olarak
cisplatine duyarl A2780 (Sigma,
#93112519), cisplatine direngli A2780cis
(Sigma, #93112517) ve lentiviris liretimi ile
paketlenmesi i¢in insan embriyonik bobrek
293T hiicre serisi hiicreleri (HEK293T; CRL-
3216™, ATCC) kullanilmistir. Cisplatine
direngli A2780cis hiicreleri CR-A2780
(Cisplatin Resistant - A2780) olarak
adlandirilmistin A2780 ve CR-A2780
hiicreleri icin RPMI1640 (Gibco™) besiyeri
kullanilirken, HEK293T hiicreleri icin DMEM
(Gibco™) besiyeri kullanilmis, %10 FBS, %1
penisilin-streptomisin ile %31 L-glutamin
eklendikten sonra 37°C, %5 CO; ve % 95
nemli etlivde inkiibe edilmistir. Cisplatin
(#13119, Cayman Chemical) ve puromisin
(#ant-pr-1, Invivogen) temin edildikten
sonra kullanilana kadar -20°C'de
saklanmisti.  Hiicreler diizenli olarak

Hoechst  boyamasi ile  mikoplazma
kontaminasyonu acisindan kontrol
edilmistir.
Cisplatin direng analizi

Cisplatine direngli CR-A2780
hiicrelerine  1-30 pM  konsantrasyon

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2025;18(2)

araliginda cisplatin uygulanarak cisplatin
hatirlatmasi yapilmistir. Cisplatinin, direncli
hiicreler {izerine uzun siireli etkisini
belirlemek amaciyla koloni olusumu analizi
gerceklestirilmisti. Bunun icin, A2780 ve
CR-A2780 hiicreleri 7.5 x 103 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6-kuyucuklu plakalara
ekilmis, ertesi giin 5-10-25-50-100 pM
cisplatin  dozlar1 48 saat siireyle
uygulanmistir. Ardindan cisplatin igermeyen
besiyeri verilen hiicreler 14 giin boyunca
koloni olusumu icin takip edilmistir. Cisplatin
uygulanmayan kontrol gruplarinda yeterli
saylidaki koloni olusumu goézlendiginde
lizerlerine soguk asetik asit/metanol (1:3)
ilave edilerek fikse edilmis, %1’lik kristal
viyole ile boyanarak manuel olarak koloni
saylilarn belirlenmistic A2780 ve CR-A2780
hiicrelerinin hangi cisplatin
konsantrasyonlarinda koloni olusumunun
devam ettigi belirlenerek duyarl ve direngli
hiicreler arasindaki diren¢ Kkat-farki
degerlendirilmistir.

Sitotoksisite analizi

Cisplatinin A2780 ve CR-A2780
hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerini ve
hiicrelerin = %50’sini  6ldiiren  sitotoksik
inhibitor konsantrasyonlarini (ICs0)
belirlemek amaciyla sitotoksisite analizleri
yapilmistir. Bunun igin, hiicreler 6.2 x 103
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-kuyucuklu
plakalara ekilmis, 24 saat inkiibe edildikten
ve besiyerleri aspire edildikten sonra,
tizerlerine A2780 hiicreleri i¢in 1-150 pM ve
CR-A2780 hiicreleri icin de 4-300 uM doz
araliklarinda hazirlanan cisplatin
konsantrasyonlar1 3-tekrarli olacak sekilde
eklenmistir. Cisplatin uygulanmayan
hticreler kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. 24.,48. ve 72.saatte XTT
eklenerek formazan boya olusumu Allsheng
AMR 100 cihazinda olglilmiis, Graphpad
Prism 8.0.2 (GrapPad Software, Inc) analiz
programi  kullanilarak cisplatinin  ICso
sitotoksik dozlar1 hesaplanmistir.

VPS28 geninin CRISPR-Cas9 ydntemi ile CR-
A2780 hiicrelerinde susturulmasi

vpS28 geni icin Brunello
kiitiiphanesinden secilen rehber RNA (guide
RNA; gRNA) TGTCCTCAGGTACGACAACA ve
negatif kontrol olarak insan genomunda
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herhangi bir geni hedeflemeyen RLuc
(Renilla  reniformis  luciferase) gRNA
GTAGCGCGGTGTATTATACC dizileri
LentiCRISPR V2  vektoriine (#52961,
Addgene, USA) klonlandiktan sonra 1si-soku
yontemiyle bakterilere transfekte edilmistir.
Koloni PCR ve Sanger dizi analizi
yontemleriyle klonlanan diziler
dogrulandiktan sonra vektorler HEK293T
hiicrelerinde lentiviriislere paketlenerek
iretilmistir. Bunun icin, klonlanan VPS28 ve
Renilla gRNA’lar1 iceren lentiCRISPR V2
vektorlerinin yaninda, psPAX2 (#12260,
Addgene, USA) ve pMD2.G (#12259,
Addgene, USA) paketleme vektorleri
HEK293T hiicrelerine polietilenimin ajani ile
transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 48
saat sonra lentiviriislerin icinde bulundugu
slipernatant toplanarak 0.45 uM’ lik SFCA
filtresinden gecirilerek saflastirilmis, izole
edilen virlisler esit hacimlere boéliinerek -
86°C'de saklanmistir. Hiicreleri transdiikte
edecek viriis enfeksiyon c¢okluk oraninin
(MOI) belirlenmesi i¢in ise 4 x 105
hiicre/kuyu CR-A2780 hiicresi 6 kuyulu
plaklara ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Transfeksiyon verimliligini artirmak icin
hiicrelere polibren (8 mg/ml) (#9268,
Sigma) ile birlikte 1/5, 1/10, 1/20, 1/40,
1/80 oraninda lentiviriis diliisyonlar
eklenmistir.l? 48 saatlik transdiiksiyondan
sonra hicreler PBS ile yikanarak enfekte
hiicrelerin segilimi icin 3 giin puromisin (1.5
ug/ml) uygulamasi yapilmistir. Puromisin
seciliminden sonra transdiiksiyon yiizdesini
hesaplamak icin hiicreler kaldirilarak
sayllmis, kontrole gore hiicreleri enfekte
eden MOI=0,5 (1/10) olan optimal viriis
titresi belirlenmistir.

Proliferasyon ve sitotoksisite analizi

Parental, VPS28 geni susturulmus
[knock-out, (KO)] ve Renilla enfekte [negatif
kontrol, (NK)] CR-A2780 hiicrelerinde VPS28
geninin esansiyel olup olmadig hiicre
cogalma hizlarina bakilarak analiz edilmistir.
Oncelikle, hiicreler 96 kuyulu plakalarda
farkli baslangi¢ sayilariyla (1250, 2500,
5000,10000, 20000 hiicre/kuyu) ekilmis, 72
saatlik inklibasyondan sonra XTT eklenmis,
Allsheng AMR-100 mikroplak okuyucusu
kullanilarak 450 ve 620 nm'de hiicre canliligl
fotometrik olarak olciilmistii. ~ Ayrica
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parental, KO ve NK hiicrelerinin gilinliik
¢ogalma oranlari tripan mavisi boyama ile
belirlenmistir. Bunun i¢in hiicreler 4 x 105
hiicre/kuyu olacak sekilde 3’lii tekrarlar
halinde 6 kuyulu plaklara ekilerek
inkiibasyona birakilmistir. 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasi hiicreler kaldirilmis ve
tripan mavisi boyasi ile boyanarak
sayllmistir.

VPS28 geninin susturulmasinin, CR-
A2780 hiicrelerinde cisplatin duyarlihig
lizerine etkisini  belirlemek amaciyla
sitotoksisite  analizi gerceklestirilmistir.
Kontrol ve negatif kontrol olarak sirasiyla
parental ve Renilla enfekte (NK) CR-A2780
hiicreleri kullanilmistir. Tiim hiicreler 96
kuyulu plaklara ekilerek 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hiicrelere 3 tekrarl olacak sekilde 4 puM, 8,5
uM, 19 uM, 37,5 uM, 75 uM, 150 pM ve 300
uM cisplatin konsantrasyonlari
uygulanmistir. 48. ve 72. saatte formazan
boya olusumu Allsheng AMR-100
mikroplaka okuyucusunda, 450 ve 620 nm
dalga boylarinda kalitatif ve fotometrik
olarak olc¢iilmiistiir. GraphPad Prism 8.0.2
(GraphPad Software, Inc) analiz programi
kullanilarak  hiicrelerin  ICso  dozlarn
hesaplanmistir.

Apoptoz ve hiicre donglisti analizi

CR-A2780 hiicrelerinde susturulan
VPS28 geninin apoptoz ve hiicre dongusii
tizerine etkisini belirlemek amaciyla apoptoz
ve hiicre dongiisii analizi gerceklestirilmistir.
Apoptoz ve hiicre dongiisii analizleri sirasiyla
BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit (#556570, BD) ve BD Cycletest
Plus DNA Reagent Kit (#340242, BD)
kullanilarak yapilmistir. Parental, VP528-KO
ve Renilla enfekte CR-A2780 hiicreleri 4 x
105 hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyucuklu
plaklara ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler cisplatinin
ICso ve daha diisiik dozu ile 48 saat tedavi
edilmistir. Tedavi edilmemis parental ve
Renilla enfekte CR-A2780 hiicreleri kontrol
gruplari olarak kullanilmistir. BD Accuri-Cé6
(BD Biosciences, Germany) akim sitometri
analizinden elde edilen sonuclar Cflow Plus
v1.0.264.15 yazilimi ile degerlendirilmistir.
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Istatistiksel Analiz

GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
Software, Inc.) analiz programi kullanilarak
hiicre gruplarinin karsilastirmali istatistiksel
analizi (ortalama + Standart sapma),
Student’s t-testi ve ANOVA testleri ile
gerceklestirilmis, p<0,05 olan veriler anlaml
kabul edilmistir.

Bulgular
CR-A2780 hiicrelerinin karakterizasyonu

A2780 hiicre serisine 1 - 150 uM doz
araliginda uygulanan cisplatin tedavisinin
ardindan cisplatinin A2780 hiicreleri icin
belirlenen ICso degerleri 24. saatte 72 uM, 48.

saatte 12,79 uM ve 72. saatte 9,8 uM iken 4-
300 pM arasinda degisen cisplatin
konsantrasyonlariyla tedavi edilen CR-
A2780 hiicreleri icin elde edilen ICso
degerleri 24 saatte 232 pM, 48 saatte 78,28
UM ve 72 saatte 54,52 uM’dir (Sekil 1 A-B).
Buna gore, CR-A2780 hiicrelerinin 24 saatte
cisplatine 3,2- kat, 48 saatte 6,12- kat ve 72
saatte 5,5- kat daha direncgli oldugu
goriilmiistir (Sekil 1 C). Ayrica CR-A2870
hiicrelerinin diren¢ karakterizasyonu igin
yapilan koloni olusum analizine gore; CR-
A2780  hiicrelerinin 50 pM cisplatin
konsantrasyonuna bile direncli oldugu ve
sinirhh  koloni olusumunun devam ettigi
belirlenirken duyarli A2780 hiicrelerinin ise
hi¢ koloni olusturmadig gorilmustiir (Sekil
1D).

A. B C:
8-
A2780 CR-A2780 -
£ 6
@ 6
128 - 243 125 - 245 2
1004 — 5 = 48s 1004 g - 48s v
= = "\‘ - 725 X -f-"‘i?-..,:;_._: a 728 54‘
= 75 <A . = 75 A
§ Tm ‘\\ § x-1 = g
S 50 a = \\. b 50 .'“".'-l _Egz.
25 !-"'?'f- E 25 N
0~ T T 1 0 T T 1 0~
1 10 100 1000 10 100 1000 24 48 T2
Cisplatin (uM) Cisplatin (uM)
Zaman (saat)

| | 24s 48s 72s |
[ 1C50 | 72.00 12.79 9.845 |

5 uM 10 uM 25 uM

A2780

CR-A2780

24s 48s 725
1C50 | 232.0 7828 54.52

Kontrol
P

50 uM 100 uM

T o
T

Sekil 1: CR-A2780 Hiicrelerinin Cisplatin Diren¢ Karakterizasyonu. A) A2780 ve B) CR-A2780
hiicrelerinin cisplatin tedavisi sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre canlilik grafigi. C) A2780 ve CR-A2780
hiicreleri arasinda 24, 48 ve 72. saatlerdeki cisplatin direnci kat farki degisimi. D) 48 saat farklh cisplatin
konsantrasyonlar1 uygulanan A2780 ve CR-A2780 hiicrelerinin koloni olusumu
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CR-A2780 hiicrelerinde VPS28 geni esansiyel
bir gen degildir

VPS28 geninin CR-A2780
hiicrelerinde susturulmasinin ardindan ilgili
genin esansiyel olup olmadig1 hiicre cogalma
hizlarina bakilarak analiz edilmistir. Yapilan
proliferasyon analiz sonug¢larina gore, CR-
A2780  hiicrelerinde  VPS28  geninin
proliferasyon hizi {izerine bir etkisinin
olmadigr belirlenmistir. (Sekil 2 A-B).
Boylece VPS28 geninin over kanseri
hiicreleri i¢in esansiyel bir gen olmadigl
gorilmiistiir. Genomda herhangi bir yeri
hedeflemeyen Renilla lentiviriisiiniin de
proliferasyon {lizerine etkisinin olmadigl
tespit edilmistir.

CR-A2780 hiicrelerinde VPS28 geninin
susturulmasi cisplatin duyarliligini arttirir

CR-A2780  hiicrelerinde  VPS28
geninin susturulmasinin cisplatin duyarliligi
uizerine etkisini belirlemek amaciyla
sitotoksisite testi gerceklestirilmistir.
Parental CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28
KO CR-A2780 hiicre serilerine 48 ve 72 saat
sureyle 4 - 300 uM konsantrasyonlarinda
cisplatin tedavisi uygulanmasinin ardindan
cisplatinin CR-A2780 hiicre serisi tizerindeki
ICso dozlari; 48. saatte 72,62 uM, 72. saatte
52,73 uM, VPS28 KO CR-A2780 serisi
tizerindeki 1Cso dozlar1 48. saatte 50,12 pM,
72. saatte 39,33 uM ve Renilla enfekte CR-
A2780 serisi lzerindeki ICso dozlar1 48.
saatte 74,97 uM, 72. saatte 56,76 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 2 C). 48. ve 72. saat ICso
sonuclarina gore VPS28 geninin
susturulmasinin parental CR-A2780
hiicresine gore cisplatin duyarliligini
sirasiyla 48 saatte ~1,45 -kat ve 72 saatte
1,34 -kat artirdig1 belirlenmistir. Genomda
herhangi bir yeri hedeflemeyen Renilla
lentiviriisiiniin sitotoksisite iizerine etkisinin
olmadigi gorilmiistiir.

Cisplatin, VPS28 geni susturulmus CR-A2780
hiicrelerinde apoptozu indtikler

CR-A2780 hiicrelerinde susturulan
VPS28 geninin apoptoz lizerine etkisini
belirlemek amaciyla Annexin V - FITC
yontemi ile apoptoz analizi yapilmistir.
Yapilan analize gore; VPS28 KO CR-A2780
hiicresinin apoptotik hiicre orant %6,3,
Renilla enfekte hiicrenin (NK) %5,1, parental
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CR-A2780 hiicresinin %4,7 olup sadece
VPS28 geninin susturulmasinin CR-A2780
hiicrelerinde apoptoz lizerine bir etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. Ancak 25 uM cisplatin
tedavisi uygulanan VPS28 geni susturulmus
CR-A2780 hiicresinin aym doz ilag
uygulanmis parental hiicre kontroliine gore
apoptotik hiicre oranmnin 3,16-kat, ilag
uygulanmayan KO hiicreye gore 3,46-kat
arttig1 belirlenmistir. 50 pM ciplatin tedavisi
uygulanan VPS28 KO CR-A2780 hiicresinin
aynit doz ila¢ uygulanmis parental hiicre
kontroliine gore apoptotik hiicre oraninin
3,32-kat, ilag uygulanmayan KO hiicreye gore
~8-kat arttigr belirlenmistir (p<0,0001).
Genomda herhangi bir yeri hedeflemeyen
Renilla lentiviriisiiniin CR-A2780
hiicrelerinde apoptoz {izerine etkisinin
olmadig: goriilmiustiir (Sekil 2 D-E).

VPS28 geninin CR-A2780 hiicrelerinde
susturulmast hiicre déngiisii lizerine etkisizdir

CR-A2780 hiicrelerinde susturulan
VPS28 geninin hiicre dongiisii tizerine etkisi
hiicre dongiisii analizi ile belirlenmigtir.
Gercgeklestirilen hiicre dongiisii analizlerinde
cisplatin CR-A2780 hiicrelerini hiicre
dongiisiiniin S evresinde durdurarak mitotik
katastrofa neden oldugu ve bu durumun
VPS28 geninin baskilanmasiyla degismedigi
gorilmiistir. VPS28 geninin susturulmasinin
ve genomda herhangi bir yeri hedeflemeyen
Renilla lentiviriisiiniin CR-A2780
hiicrelerinde hiicre dongilisii {lizerine bir
etkisinin olmadig tespit edilmistir (Sekil 2 F-
G).
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Sekil 2: Over Kanseri Hiicrelerinde VPS28 Geninin Validasyon Calismalari. A) CR-A2780, Renilla
enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hiicrelerinin giinliik proliferasyon hizlarinin tripan mavisi ile boyama
sonuglari. B) CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hiicrelerinin 72. saat sonunda XTT ile
absorbans 6l¢iimii (ns: p>0,05). C) Cisplatin tedavisi sonras1 VPS28-KO, Renilla enfekte ve parental CR-
A2780 hiicre serilerinin 48. ve 72. saat hiicre canlilig1 grafikleri. D) Anneksin V yéntemine gore cisplatinin
CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hiicre serileri iizerindeki apoptotik etkilerini gdsteren
akim sitometri gorintiileri (K: ila¢ verilmeyen kontrol; LL: canl hiicre ytiizde; LR: erken apoptotik hiicre;
UR: ge¢ apoptotik hiicre; UL: nekrotik hiicre). E) Cisplatin uygulanmis CR-A2780, Renilla, VPS28-KO CR-
A2780 hiicrelerinde Anneksin V ydntemine gore apoptotik etkileri gosteren kat degisim grafigi (p<0,0001).
F) Cisplatinin CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hiicrelerinde hiicre dongiisii iizerine
etkilerini gdsteren akim sitometri goriintileri (K: ilag verilmeyen kontrol grubu). G) CR-A2780, Renilla
enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hiicre serilerinde cisplatinin etkiledigi hiicre dongiisii evreleri ve yiizdeleri
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Tartisma

Epitel, stroma veya germ hiicreleri
dahil olmak flizere overin farkli histolojik
boliimlerinden kaynaklanan ve en sik
goriilen jinekolojik malignite tiirleri arasinda
yer alan over kanseri, ge¢ tanm ve yiiksek
niiks ile karakterizedir.l8 Over kanseri
vakalarinin %70'inden fazlasi ileri evrede
teshis edilmekte olup evreye ve nedene bagh
5 yillik sagkalim oranlar1 evre IV'te %20,
evre [lI'te %40, evre II'de %70 ve evre I'de
%90 arasinda degismektedir.1?

Kanser tedavi yontemleri arasinda
yer alan ve en sik kullanilan kemoterapide;
hastalar ilk tedaviye yliksek oranda yanit
vermelerine ragmen zamanla tiimor tekrar
niiks etmekte ve standart tedavide kullanilan
kemoterapoétige karsi direnc gelismektedir.20
I¢sel ve edinilmis/kazanilmis olmak tizere iki
sekilde gelisen ila¢ direnci, kemoterapi
basarisizliklarinin ana nedenini
olusturmaktadir.2! Igsel dirence sahip
tiimorler, baslangicta kemoterapiye direngli
bir fenotip gosterirken, edinilmis dirence
sahip timorlerin ¢ogu kemoterapiye yanit
vermekte ve daha sonra kullanilan ilaca karsi
duyarsiz hale gelmektedir. Bu yilizden ig¢sel
ve edinilmis ¢oklu ilag direnci,
kemoterapinin etkinligini sinirlamakta ve
kanser tedavisinde ciddi sorunlara neden
olmaktadir. Ornegin, over kanseri hastalarin
tedavisinde gelisen ila¢ direnci 6liimlerin
~%90'indan sorumludur.22 Cisplatin gibi
platin bazli bilesikler, over kanseri basta
olmak {lizere farkli kanser tiirlerinin
tedavisinde ve adjuvan kemoterapide
kullanilan kemoterapdétiklerdir. Cisplatin
DNA'da zincir i¢i ve zincirler arasi capraz
baglarin olusumu nedeniyle replikasyonu
bozmakta ve hiicre dongiisiiniin durmasi ile
birlikte apoptozun artmasina neden
olmaktadir.23 Cisplatin kanser vakalarinda
onemli yan etkiler olustururken ayni
zamanda gelisen ila¢ direnci cisplatinin
etkinliginin = diismesine ve  kanserin
ilerlemesine sebep olmaktadir.* Bu ylizden
cisplatin direncinin tstesinden gelebilmek
icin direncten sorumlu yeni genetik
bilesenlerin belirlenmesi artmis tedavi
aktivitesi ile sonuclanacaktir.
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CRISPR-Cas9 tabanh genetik
taramalar ile kanser hiicrelerinin sag
kalimini arttiran, diren¢ olusumuna neden
olan ve yeni kemoterapotik hedef olarak
kullanilabilecek genetik faktorler ve islevleri
belirlenebilmektedir.2+ Ornegin; “GeCKO
kiitiphanesi” kullanilarak yapilan tiim
genom  CRISPR-Cas9 genetik tarama
calismasinin sonucunda over kanserinde
SULF1 ve ZNF587B genlerinin cisplatin
direnci gelisimine neden oldugu
goriilmiistir.2s Malign plevral mezotelyoma
kanser hiicrelerinde tiim kinazlar1 hedef alan
bir CRISPR-Cas9 genetik tarama calismasi
sonucunda hiicre dongiisiinde gorevli WEE1
kinaz inhibisyonunun cisplatin duyarlligini
artirdig1 bildirilmistir.26 Bu sekilde yapilan
CRISPR-Cas9 genetik taramalar ile farkh
kanser tlrlerinde cisplatin direncine neden
olan genetik bilesenler belirlenmis ve
bunlarin her kanser tiiriinde farklilastig
gorilmiistur.

Son zamanlarda tim hiicre tipleri
tarafindan salinan ~20-1500 nm
multivezikiiller olan eksozomlarin
anjiyogenez, migrasyon, hiicre farklilasmasi,
invazyon, immun yanit ve metastazi
diizenleyerek kanser progresyonunda rol
oynadiklar bilinmektedir.27.28 Ayrica
multivezikiiler cisimlerin (MVC) aktif
proteinler, RNA'lar ve diger maddeleri iceren
eksozomlar1 segici olarak yiikleyerek
hiicreler arasi ila¢ direnci gelisiminde de
etkili oldugu gosterilmistir.l2  MCV’ler
endolizozomal sistem yoluyla besinlerin,
ligandlarin ve reseptorlerin tasinmasinda
gorevli gec bir endozom tiirtidiir. Membran
yeniden sekillendirme olayini katalize eden
ESCRT kompleksleri MCV biyogenezinde
onemli bir fonksiyona sahiptir.2® ESCRT-0,
ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III ve Vps4
protein komplekslerinden olusan ESCRT
kompleksleri, lizozomlarda ubikitinlenmis
membran proteinlerinin parcalanmasi igin
MCV olusumunda, sitokinez sirasinda orta
cisim absisyonunda, viral tomurcuklanma
slirecinde ve otofaji gibi bir¢ok biyolojik
yolakta rol oynamaktadir.3031 ESCRT-I
kompleksi, VPS23/TSG101, VPS28, VPS37 ve
MVB12 alt birimlerinden olusan bir
heterotetramer yapiya sahiptir.32
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Kromozom  8q24.3  bdlgesinde
lokalize olan VPS28in cesitli kanserlerde
koti prognozla iliskili oldugu
bildirilmektedir.16 Kolorektal kanser
hiicrelerinde ESCRT-I kompleksini olusturan
TSG101 ve VPS28 yoklugunun, MVC
biyogenezinde ve kargo transportunda
bozulmaya neden olarak endozomlarda
ligand icermeyen sitokin reseptorlerinin
birikmesine yol actig1 ve buna bagh NF-xB
aracili  inflamatuar yaniti  indiikledigi
gosterilmistir.33

Calismamizda cisplatin direncgli over
kanseri hiicresi olarak CR-A2780
kullanilmistir.  CR-A2780  hiicrelerinde
VPS28 geni CRISPR-Cas9 gen diizenleme
teknolojisi ile susturulmustur. Bunun icin
VPS28 genine 0zgii ekzon 5’i hedefleyen
gRNA dizisi LentiCRISPR V2 plazmidine
klonlanarak lentiviriislere paketlenmis,
ardindan hiicrelere transdiikte edilmistir.
VPS28 geni susturulan cisplatin direngli
hiicrelerde VPS28 geninin proliferasyon,
cisplatin yaniti, apoptoz, hiicre dongiisi
tizerine etkileri fonksiyonel analizlerle
arastirdmistir.  Fonksiyonel  ¢alismalar
sonucunda VPSZ8 geninin susturulmasinin
over kanseri hiicrelerinde cisplatin
duyarliligini artirdigy, cisplatin ile sinerjistik
etki gostererek apoptozu indiikledigi, hiicre
diinglisiiniin S evresinde durdurarak mitotik
katastrofa neden oldugu belirlenmistir.

Glioblastoma hiicrelerinde GeCKO-
V2 insan lentiviral kiitiiphanesi kullanilarak
yapilan tim genom CRISPR-Cas9 genetik
tarama c¢alismasinda VPS28in eksozom
salgilanmasini artirarak hiicre ici
temozolomid konsantrasyonunu azalttig1 ve
buna bagh temozolomid direnciyle iligkili
oldugu  bildirilmistir.3*+  Elde  edilen
bulgularda da over kanserinde VPS28
baskilanmasinin cisplatin yanitim1 artirdigi
gorilmiistir. Bu yiizden VPS28 geninin farkli
kanser tiirlerinde farkli kemoterapotiklerle
birlikte yeni tedavi secenegi olabilecegi
disiiniilmektedir Ancak farkli biyolojik
yolaklarda fonksiyon gosteren VPS28’in
farkli kanserlerde cisplatin direnciyle iliskisi
heniiz bilinmemektedir.

ESCRT-I kompleks bileseni olan
TSG101’in, enzimatik PARP1 aktivitesi ve
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PAR'a bagli DNA hasari ile indiiklenen NF-«xB
aktivasyonu icin gerekli oldugu
belirlenmistir. TSG101'e bagh parilasyonun
ve TSG101-PARP1 kompleks olusumunun,
TSG101'in ESCRT kompleksindeki roliinden
bagimsiz oldugu ve hiicreleri DNA hasarina
baglh apoptozdan korudugu gosterilmistir.
TSG101 eksikligi olan hiicrelerde DNA
onariminin  ve apoptoz  korumasinin
bozuldugu gorilmistir. TSG101 kaybinin
ayrica meme  kanserinde @ BRCA1/2
mutasyonlar1 ile birlikte sentetik olarak
oldiiriicii oldugu bildirilmistir.35 Buna gore
TSG101 stabilizasyonunda gorevli
VPS28’inde onkogenik roliiniin olabilecegi
disiiniilmektedir. ~ Yapilan bagka  bir
calismada ise meme kanserinde miR-491-5p
ile  VPS28 inhibisyonunun ardindan
apoptozun arttig, hiicre proliferasyonunun,
invazyonunun ve migrasyonun baskilandigi
gorilmiistir. Bu nedenle VPS28'in meme
kanser  tedavinde onkojenik  hedef
olabilecegi gosterilmistir.l6 Elde edilen
sonuglar dogrultusunda da over kanserinde
VPS28 geninin baskilanmasi apoptozu
artirmaktadir.  Sonuglarimiz  literatiirii
destekler niteliktedir. Bu nedenle VP528 gibi
ESCRT-I kompleks bilesenlerinin direng
mekanizmasinin  kirilabilmesi icin yeni
kemoterapotik hedefler olabilecegi
ongorilmektedir. VPS28 geni ile ilgili sinirh
saylda calisma bulunmasindan dolay1 heniiz
kanserdeki etki mekanizmasi ve direng
gelisimindeki roli net olarak
bilinememektedir. Bu yiizden 06zellikle
diren¢ gelisimindeki roliini tam olarak
aydinlatabilmek icin in vitro ve in vivo
arastirmalar planlanmaktadir.

Over kanseri tedavi siirecinde gelisen
ilac direnci hastaligin seyrini olumsuz
etkilemektedir. Halen giiniimiizde direng
mekanizmasindan sorumlu mekanizmalar
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ytizden
yeni terapotik hedeflere ihtiyag
duyulmaktadir. Sonug¢ olarak yapilan
calismada VPS28 geninin over kanserinde
cisplatin direncinin ilistesinden gelebilecek,
standart tedavide kullanilan anti-kanser
ilaclar1  ile  birlikte  sinerjistik  etki
olusturabilecek  terapotik  bir  aday
olabilecegi  dusiinlilmektedir. Kanserde
VPS28 geninin etki mekanizmasinin ve
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cisplatin direnci ile olan iliskisinin daha net
anlasilabilmesi i¢in transkriptom analizi, 3D-
hiicre Kkiltiri ya da farkli model
organizmalarda yapilacak in vivo ¢alismalar
gibi farkl calismalara gereksinim
duyulmaktadir.
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