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Öz 

Amaç: Gu nu mu zde yumurtalık (over) kanseri kadınlarda halen yaygın olarak go ru lmekte ve 
jinekolojik kansere bag lı o lu m nedenlerinin başında gelmektedir. Tedavisinde sıklıkla 
kemoterapo tik bir ajan olan cisplatin kullanılmakla birlikte, zamanla hastalarda cisplatine karşı 
direnç gelişmekte ve direnç gelişiminde genetik fakto rlerin sorumlu oldug u bilinmektedir. Bu 
çalışmada multiveziku ler cisim biyogenezinde etkin ESCRT-I kompleks bileşeni VPS28 geninin, 
over kanseri cisplatin direncindeki olası rolu nu n belirlenmesi amaçlanmıştır. Yöntem: Cisplatin 
dirençli A2780 over kanseri hu cre serisinde VPS28 geni CRISPR-Cas9 yo ntemiyle susturulduktan 
sonra proliferasyon, cisplatin yanıtı, apoptoz ve hu cre do ngu su  u zerine etkileri araştırılmıştır. 
Bulgular: Yapılan fonksiyonel analizler sonucunda, cisplatin dirençli over kanseri hu crelerinde 
VPS28 geninin susturulması ile cisplatin duyarlılıg ının arttıg ı, apoptozun indu klendig i ve hu cre 
do ngu su  S evresinde mitotik katastrofa neden oldug u belirlenmiştir. Sonuç: VPS28 geninin A2780 
over kanseri hu crelerindeki kazanılmış cisplatin direncinde etkili oldug u ve susturulmasının, 
tedavisinde kullanılan cisplatin ile birlikte sinerjistik etki yarattıg ı go sterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Over kanseri, cisplatin direnci, VPS28, CRISPR-Cas9 
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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-I 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 VPS28 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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Giriş 

Over kanseri, du nya genelinde 
kadınlarda en sık go ru len ikinci jinekolojik 
malignite ve beş yıllık du şu k sag kalım 
oranıyla karakterize agresif bir kanser 
tu ru du r.1 Ku resel kanser istatistikleri (Global 
Cancer Observatory, GLOBOCAN) verilerine 
go re 2022 yılında 324,398 yeni vakaya over 
kanseri tanısı konmuş ve 206,839 kişi de 
over kanserine bag lı olarak hayatını 
kaybetmiştir.2 Over kanserinin %95'ten 
fazlasını epitelyal kanserler ve geriye 
kalanlarını da germ hu creli, seks kord 
stromal ve ku çu k hu creli yumurtalık 
kanserlerinden gelişen non-epitelyal 
maligniteler oluşturmaktadır.3  Epitelyal 
over maligniteleri de du şu k dereceli sero z, 
yu ksek dereceli sero z, mukoza, berrak 
hu creli ve endometrioid over kanseri olmak 
u zere beş farklı histopatolojik alt tipe 
ayrılmaktadır.4 Over kanseri çog unlukla ileri 
evrelerde tespit edilmekte ve ilk tedavi 
seçenekleri arasında cerrahi mu dahale ve 
kemoterapi yer almaktadır. Başlangıçta, 
cisplatin gibi platin-bazlı kemoterapo tik 
ajanlara duyarlı olan over kanseri çog unlukla 
nu ks etmekte ve bazı olgularda cisplatine 
karşı direnç gelişmektedir.5 Gelişen cisplatin 
direncinde farklı genetik fakto rler ve 
hu cresel mekanizmalar rol 
oynayabildig inden, yeni tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesinden o nce bunların 
belirlenmesi gerekmektedir.6,7  

Cisplatin, çeşitli kanser tu rlerinin 
tedavisinde yaygın olarak kullanılan oldukça 
etkin kemoterapo tik bir ajandır.8  Birinci nesil 
cisplatin ajanındaki [cis-dichlorodiammine 
platinum (II)] platin atomu, o zellikle 
DNA'daki pu rin kalıntılarından guanin 
bazının imidazol halkasında yer alan N7 
pozisyonuna bag lanarak, DNA zincirinin 
içinde ya da DNA-DNA zincirleri arasında 
çapraz bag lar oluşturmaktadır.9 Bu çapraz 
bag lar da hu cre do ngu su nu  G2 evresinde 
durdurarak, DNA replikasyonunu bloke 
etmekte ve apoptozu indu klemektedir.10  
Ancak, tedavi sırasında gelişen içsel ya da 
edinilmiş ilaç direnci ve/veya çoklu organ 
toksisitesi cisplatinin terapo tik etkinlig ini 
sınırlamaktadır.11 

Son yıllarda, hu cre için 
multiveziku ler cisimlerin (MVC) tu mo r 
bu yu mesi, bag ışıklık yanıtı ve ilaç direnci gibi 
kanser progresyonundaki o nemli aşamaları, 
eksozomal ve/veya endosomal salgı 
yolaklarını du zenleyerek etkiledikleri ortaya 
konmuştur. 12 MVC oluşumunda rol oynayan 
endozomal ayırma kompleksi (ESCRT) 
endositoz yoluyla plazma membran 
proteinlerini du zenleyip, yeni sentezlenen 
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membran proteinlerini trans-Golgi 
veziku lleriyle endozomlara, lizozomlara ya 
da plazma zarına yo nlendirmektedir.13  
ESCRT kompleksi işlevsel olarak beş farklı 
(ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III ve 
Vps4) membran protein kompleksinden 
oluşmaktadır.14 ESCRT-I kompleksi TSG101, 
VPS28, VPS37 ve MVB12 proteinlerinin 
meydana getirdig i bir heterotetramerdir. 
VPS28 alt birimi sitokinez, otofaji ve zar 
onarımını destekleyen hu cresel su reçlerde 
kritik bir o neme sahiptir. 15 Yakın 
zamanlarda, ESCRT kompleks bileşenlerinin 
kanser tedavisindeki kullanılabilirlikleri de 
araştırılmaya başlanmıştır; o rneg in, VPS28 
gen ekspresyonunun çeşitli kanser 
tu rlerinde arttıg ı bilinmektedir.16 Bu 
nedenle, çalışmamızda over kanserindeki 
kazanılmış cisplatin direncinde VPS28 
geninin kemoterapo tik hedef olarak 
kullanılabilirlig ini ve susturulmasının 
cisplatin yanıtı u zerine etkisinin 
araştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Hücre kültürü 

Over kanseri hu cre modeli olarak 
cisplatine duyarlı A2780 (Sigma, 
#93112519), cisplatine dirençli A2780cis 
(Sigma, #93112517) ve lentiviru s u retimi ile 
paketlenmesi için insan embriyonik bo brek 
293T hu cre serisi hu creleri (HEK293T; CRL-
3216™, ATCC) kullanılmıştır. Cisplatine 
dirençli A2780cis hu creleri CR-A2780 
(Cisplatin Resistant - A2780) olarak 
adlandırılmıştır. A2780 ve CR-A2780 
hu creleri için RPMI1640 (Gibco™) besiyeri 
kullanılırken, HEK293T hu creleri için DMEM 
(Gibco™) besiyeri kullanılmış, %10 FBS, %1 
penisilin-streptomisin ile %1 L-glutamin 
eklendikten sonra 37oC, %5 CO2 ve % 95 
nemli etu vde inku be edilmiştir. Cisplatin 
(#13119, Cayman Chemical) ve puromisin 
(#ant-pr-1, Invivogen) temin edildikten 
sonra kullanılana kadar -20oC'de 
saklanmıştır. Hu creler du zenli olarak 
Hoechst boyaması ile mikoplazma 
kontaminasyonu açısından kontrol 
edilmiştir. 

Cisplatin direnç analizi 

Cisplatine dirençli CR-A2780 
hu crelerine 1-30 μM konsantrasyon 

aralıg ında cisplatin uygulanarak cisplatin 
hatırlatması yapılmıştır. Cisplatinin, dirençli 
hu creler u zerine uzun su reli etkisini 
belirlemek amacıyla koloni oluşumu analizi 
gerçekleştirilmiştir.  Bunun için, A2780 ve 
CR-A2780 hu creleri 7.5 × 103 hu cre/kuyucuk 
olacak şekilde 6-kuyucuklu plakalara 
ekilmiş, ertesi gu n 5-10-25-50-100 μM 
cisplatin dozları 48 saat su reyle 
uygulanmıştır. Ardından cisplatin içermeyen 
besiyeri verilen hu creler 14 gu n boyunca 
koloni oluşumu için takip edilmiştir. Cisplatin 
uygulanmayan kontrol gruplarında yeterli 
sayıdaki koloni oluşumu go zlendig inde 
u zerlerine sog uk asetik asit/metanol (1:3) 
ilave edilerek fikse edilmiş, %1’lik kristal 
viyole ile boyanarak manuel olarak koloni 
sayıları belirlenmiştir. A2780 ve CR-A2780 
hu crelerinin hangi cisplatin 
konsantrasyonlarında koloni oluşumunun 
devam ettig i belirlenerek duyarlı ve dirençli 
hu creler arasındaki direnç kat-farkı 
deg erlendirilmiştir. 

Sitotoksisite analizi 

Cisplatinin A2780 ve CR-A2780 
hu creleri u zerine sitotoksik etkilerini ve 
hu crelerin %50’sini o ldu ren sitotoksik 
inhibito r konsantrasyonlarını (IC50) 
belirlemek amacıyla sitotoksisite analizleri 
yapılmıştır. Bunun için, hu creler 6.2 × 103 
hu cre/kuyucuk olacak şekilde 96-kuyucuklu 
plakalara ekilmiş, 24 saat inku be edildikten 
ve besiyerleri aspire edildikten sonra, 
u zerlerine A2780 hu creleri için 1-150 µM ve 
CR-A2780 hu creleri için de 4-300 µM doz 
aralıklarında hazırlanan cisplatin 
konsantrasyonları 3-tekrarlı olacak şekilde 
eklenmiştir. Cisplatin uygulanmayan 
hu creler kontrol grubu olarak 
deg erlendirilmiştir. 24., 48. ve 72. saatte   XTT 
eklenerek formazan boya oluşumu Allsheng 
AMR 100 cihazında o lçu lmu ş, Graphpad 
Prism 8.0.2 (GrapPad Software, Inc) analiz 
programı kullanılarak cisplatinin IC50 

sitotoksik dozları hesaplanmıştır. 

VPS28 geninin CRISPR-Cas9 yöntemi ile CR-
A2780 hücrelerinde susturulması 

VPS28 geni için Brunello 
ku tu phanesinden seçilen rehber RNA (guide 
RNA; gRNA) TGTCCTCAGGTACGACAACA ve 
negatif kontrol olarak insan genomunda 



 Cisplatin dirençli over kanserinde VPS28 geninin hedeflenmesi 

Mersin Univ Saglık Bilim Derg 2025;18(2)  186 

herhangi bir geni hedeflemeyen RLuc 
(Renilla reniformis luciferase) gRNA 
GTAGCGCGGTGTATTATACC dizileri 
LentiCRISPR V2 vekto ru ne (#52961, 
Addgene, USA) klonlandıktan sonra ısı-şoku 
yo ntemiyle bakterilere transfekte edilmiştir. 
Koloni PCR ve Sanger dizi analizi 
yo ntemleriyle klonlanan diziler 
dog rulandıktan sonra vekto rler HEK293T 
hu crelerinde lentiviru slere paketlenerek 
u retilmiştir. Bunun için, klonlanan VPS28 ve 
Renilla gRNA’ları içeren lentiCRISPR V2 
vekto rlerinin yanında, psPAX2 (#12260, 
Addgene, USA) ve pMD2.G (#12259, 
Addgene, USA) paketleme vekto rleri 
HEK293T hu crelerine polietilenimin ajanı ile 
transfekte edilmiştir. Transfeksiyondan 48 
saat sonra lentiviru slerin içinde bulundug u 
su pernatant toplanarak 0.45 μM’ lik SFCA 
filtresinden geçirilerek saflaştırılmış, izole 
edilen viru sler eşit hacimlere bo lu nerek -
86°C'de saklanmıştır. Hu creleri transdu kte 
edecek viru s enfeksiyon çokluk oranının 
(MOI) belirlenmesi için ise 4 x 105 

hu cre/kuyu CR-A2780 hu cresi 6 kuyulu 
plaklara ekilerek 24 saat inku be edilmiştir. 
Transfeksiyon verimlilig ini artırmak için 
hu crelere polibren (8 mg/ml) (#9268, 
Sigma) ile birlikte 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 
1/80 oranında lentiviru s dilu syonları 
eklenmiştir.17 48 saatlik transdu ksiyondan 
sonra hu creler PBS ile yıkanarak enfekte 
hu crelerin seçilimi için 3 gu n puromisin (1.5 
µg/ml) uygulaması yapılmıştır. Puromisin 
seçiliminden sonra transdu ksiyon yu zdesini 
hesaplamak için hu creler kaldırılarak 
sayılmış, kontrole go re hu creleri enfekte 
eden MOI=0,5 (1/10) olan optimal viru s 
titresi belirlenmiştir. 

Proliferasyon ve sitotoksisite analizi 

Parental, VPS28 geni susturulmuş 
[knock-out, (KO)]  ve Renilla enfekte [negatif 
kontrol, (NK)] CR-A2780 hu crelerinde VPS28 
geninin esansiyel olup olmadıg ı hu cre 
çog alma hızlarına bakılarak analiz edilmiştir. 
O ncelikle, hu creler 96 kuyulu plakalarda 
farklı başlangıç sayılarıyla (1250, 2500, 
5000, 10000, 20000 hu cre/kuyu) ekilmiş, 72 
saatlik inku basyondan sonra XTT eklenmiş, 
Allsheng AMR-100 mikroplak okuyucusu 
kullanılarak 450 ve 620 nm'de hu cre canlılıg ı 
fotometrik olarak o lçu lmu ştu r. Ayrıca 

parental, KO ve NK hu crelerinin gu nlu k 
çog alma oranları tripan mavisi boyama ile 
belirlenmiştir. Bunun için hu creler 4 x 105 
hu cre/kuyu olacak şekilde 3’lu  tekrarlar 
halinde 6 kuyulu plaklara ekilerek 
inku basyona bırakılmıştır. 24, 48 ve 72 saat 
inku basyon sonrası hu creler kaldırılmış ve 
tripan mavisi boyası ile boyanarak 
sayılmıştır. 

VPS28 geninin susturulmasının, CR-
A2780 hu crelerinde cisplatin duyarlılıg ı 
u zerine etkisini belirlemek amacıyla 
sitotoksisite analizi gerçekleştirilmiştir. 
Kontrol ve negatif kontrol olarak sırasıyla 
parental ve Renilla enfekte (NK) CR-A2780 
hu creleri kullanılmıştır. Tu m hu creler 96 
kuyulu plaklara ekilerek 24 saat inku basyona 
bırakılmıştır. I nku basyonun ardından 
hu crelere 3 tekrarlı olacak şekilde 4 μM, 8,5 
μM, 19 μM, 37,5 μM, 75 μM, 150 μM ve 300 
μM cisplatin konsantrasyonları 
uygulanmıştır. 48. ve 72.  saatte formazan 
boya oluşumu Allsheng AMR-100 
mikroplaka okuyucusunda, 450 ve 620 nm 
dalga boylarında kalitatif ve fotometrik 
olarak o lçu lmu ştu r. GraphPad Prism 8.0.2 
(GraphPad Software, Inc) analiz programı 
kullanılarak hu crelerin IC50 dozları 
hesaplanmıştır. 

Apoptoz ve hücre döngüsü analizi 

CR-A2780 hu crelerinde susturulan 
VPS28 geninin apoptoz ve hu cre do ngu su  
u zerine etkisini belirlemek amacıyla apoptoz 
ve hu cre do ngu su  analizi gerçekleştirilmiştir. 
Apoptoz ve hu cre do ngu su  analizleri sırasıyla 
BD Pharmingen™ FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit (#556570, BD) ve BD Cycletest 
Plus DNA Reagent Kit (#340242, BD) 
kullanılarak yapılmıştır. Parental, VPS28-KO 
ve Renilla enfekte CR-A2780 hu creleri 4 × 
105 hu cre/kuyu olacak şekilde 6-kuyucuklu 
plaklara ekilerek 24 saat inku be edilmiştir. 
I nku basyonun ardından hu creler cisplatinin 
IC50 ve daha du şu k dozu ile 48 saat tedavi 
edilmiştir. Tedavi edilmemiş parental ve 
Renilla enfekte CR-A2780 hu creleri kontrol 
grupları olarak kullanılmıştır. BD Accuri-C6 
(BD Biosciences, Germany) akım sitometri 
analizinden elde edilen sonuçlar Cflow Plus 
v1.0.264.15 yazılımı ile deg erlendirilmiştir. 
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İstatistiksel Analiz 

GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad 
Software, Inc.) analiz programı kullanılarak 
hu cre gruplarının karşılaştırmalı istatistiksel 
analizi (ortalama ± Standart sapma), 
Student’s t-testi ve ANOVA testleri ile 
gerçekleştirilmiş, p<0,05 olan veriler anlamlı 
kabul edilmiştir. 

 

Bulgular 

CR-A2780 hücrelerinin karakterizasyonu 

A2780 hu cre serisine 1 - 150 μM doz 
aralıg ında uygulanan cisplatin tedavisinin 
ardından cisplatinin A2780 hu creleri için 
belirlenen IC50 deg erleri 24. saatte 72 μM, 48. 

saatte 12,79 μM ve 72. saatte 9,8 μM iken 4-
300 μM arasında deg işen cisplatin 
konsantrasyonlarıyla tedavi edilen CR-
A2780 hu creleri için elde edilen IC50 
deg erleri 24 saatte 232 μM, 48 saatte 78,28 
μM ve 72 saatte 54,52 μM’dır (Şekil 1 A-B). 
Buna go re, CR-A2780 hu crelerinin 24 saatte 
cisplatine 3,2- kat, 48 saatte 6,12- kat ve 72 
saatte 5,5- kat daha dirençli oldug u 
go ru lmu ştu r (Şekil 1 C). Ayrıca CR-A2870 
hu crelerinin direnç karakterizasyonu için 
yapılan koloni oluşum analizine go re; CR-
A2780 hu crelerinin 50 µM cisplatin 
konsantrasyonuna bile dirençli oldug u ve 
sınırlı koloni oluşumunun devam ettig i 
belirlenirken duyarlı A2780 hu crelerinin ise 
hiç koloni oluşturmadıg ı go ru lmu ştu r (Şekil 
1 D). 

 

 
 

 
 
Şekil 1: CR-A2780 Hücrelerinin Cisplatin Direnç Karakterizasyonu. A) A2780 ve B) CR-A2780 
hücrelerinin cisplatin tedavisi sonrası 24, 48 ve 72. saatlerde hücre canlılık grafiği. C) A2780 ve CR-A2780 
hücreleri arasında 24, 48 ve 72. saatlerdeki cisplatin direnci kat farkı değişimi. D) 48 saat farklı cisplatin 
konsantrasyonları uygulanan A2780 ve CR-A2780 hücrelerinin koloni oluşumu 
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CR-A2780 hücrelerinde VPS28 geni esansiyel 
bir gen değildir 

VPS28 geninin CR-A2780 
hücrelerinde susturulmasının ardından ilgili 
genin esansiyel olup olmadığı hücre çoğalma 
hızlarına bakılarak analiz edilmiştir. Yapılan 
proliferasyon analiz sonuçlarına göre, CR-
A2780 hücrelerinde VPS28 geninin 
proliferasyon hızı üzerine bir etkisinin 
olmadığı belirlenmiştir. (Şekil 2 A-B). 
Böylece VPS28 geninin over kanseri 
hücreleri için esansiyel bir gen olmadığı 
görülmüştür. Genomda herhangi bir yeri 
hedeflemeyen Renilla lentivirüsünün de 
proliferasyon üzerine etkisinin olmadığı 
tespit edilmiştir.  

CR-A2780 hücrelerinde VPS28 geninin 
susturulması cisplatin duyarlılığını arttırır 

CR-A2780 hücrelerinde VPS28 
geninin susturulmasının cisplatin duyarlılığı 
üzerine etkisini belirlemek amacıyla 
sitotoksisite testi gerçekleştirilmiştir. 
Parental CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28 
KO CR-A2780 hücre serilerine 48 ve 72 saat 
süreyle 4 - 300 μM konsantrasyonlarında 
cisplatin tedavisi uygulanmasının ardından 
cisplatinin CR-A2780 hücre serisi üzerindeki 
IC50 dozları; 48. saatte 72,62 μM, 72. saatte 
52,73 μM, VPS28 KO CR-A2780 serisi 
üzerindeki IC50 dozları 48. saatte 50,12 μM, 
72. saatte 39,33 μM ve Renilla enfekte CR-
A2780 serisi üzerindeki IC50 dozları 48. 
saatte 74,97 μM, 72. saatte 56,76 μM olarak 
belirlenmiştir (Şekil 2 C). 48. ve 72. saat IC50 
sonuçlarına göre VPS28 geninin 
susturulmasının parental CR-A2780 
hücresine göre cisplatin duyarlılığını 
sırasıyla 48 saatte ~1,45 –kat ve 72 saatte 
1,34 -kat artırdığı belirlenmiştir. Genomda 
herhangi bir yeri hedeflemeyen Renilla 
lentivirüsünün sitotoksisite üzerine etkisinin 
olmadığı görülmüştür. 

Cisplatin, VPS28 geni susturulmuş CR-A2780 
hücrelerinde apoptozu indükler 

CR-A2780 hücrelerinde susturulan 
VPS28 geninin apoptoz üzerine etkisini 
belirlemek amacıyla Annexin V – FITC 
yöntemi ile apoptoz analizi yapılmıştır. 
Yapılan analize göre; VPS28 KO CR-A2780 
hücresinin apoptotik hücre oranı %6,3, 
Renilla enfekte hücrenin (NK) %5,1, parental 

CR-A2780 hücresinin %4,7 olup sadece 
VPS28 geninin susturulmasının CR-A2780 
hücrelerinde apoptoz üzerine bir etkisinin 
olmadığı görülmüştür. Ancak 25 μM cisplatin 
tedavisi uygulanan VPS28 geni susturulmuş 
CR-A2780 hücresinin aynı doz ilaç 
uygulanmış parental hücre kontrolüne göre 
apoptotik hücre oranının 3,16-kat, ilaç 
uygulanmayan KO hücreye göre 3,46-kat 
arttığı belirlenmiştir. 50 μM ciplatin tedavisi 
uygulanan VPS28 KO CR-A2780 hücresinin 
aynı doz ilaç uygulanmış parental hücre 
kontrolüne göre apoptotik hücre oranının 
3,32-kat, ilaç uygulanmayan KO hücreye göre 
~8-kat arttığı belirlenmiştir (p<0,0001). 
Genomda herhangi bir yeri hedeflemeyen 
Renilla lentivirüsünün CR-A2780 
hücrelerinde apoptoz üzerine etkisinin 
olmadığı görülmüştür (Şekil 2 D-E). 

VPS28 geninin CR-A2780 hücrelerinde 
susturulması hücre döngüsü üzerine etkisizdir 

CR-A2780 hücrelerinde susturulan 
VPS28 geninin hücre döngüsü üzerine etkisi 
hücre döngüsü analizi ile belirlenmiştir. 
Gerçekleştirilen hücre döngüsü analizlerinde 
cisplatin CR-A2780 hücrelerini hücre 
döngüsünün S evresinde durdurarak mitotik 
katastrofa neden olduğu ve bu durumun 
VPS28 geninin baskılanmasıyla değişmediği 
görülmüştür. VPS28 geninin susturulmasının 
ve genomda herhangi bir yeri hedeflemeyen 
Renilla lentivirüsünün CR-A2780 
hücrelerinde hücre döngüsü üzerine bir 
etkisinin olmadığı tespit edilmiştir (Şekil 2 F-
G). 
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Şekil 2: Over Kanseri Hücrelerinde VPS28 Geninin Validasyon Çalışmaları. A) CR-A2780, Renilla 
enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hücrelerinin günlük proliferasyon hızlarının tripan mavisi ile boyama 
sonuçları. B) CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hücrelerinin 72. saat sonunda XTT ile 
absorbans ölçümü (ns: p>0,05). C) Cisplatin tedavisi sonrası VPS28-KO, Renilla enfekte ve parental CR-
A2780 hücre serilerinin 48. ve 72. saat hücre canlılığı grafikleri. D) Anneksin V yöntemine göre cisplatinin 
CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hücre serileri üzerindeki apoptotik etkilerini gösteren 
akım sitometri görüntüleri (K: ilaç verilmeyen kontrol; LL: canlı hücre yüzde; LR: erken apoptotik hücre; 
UR: geç apoptotik hücre; UL: nekrotik hücre). E) Cisplatin uygulanmış CR-A2780, Renilla, VPS28-KO CR-
A2780 hücrelerinde Anneksin V yöntemine göre apoptotik etkileri gösteren kat değişim grafiği (p<0,0001). 
F) Cisplatinin CR-A2780, Renilla enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hücrelerinde hücre döngüsü üzerine 
etkilerini gösteren akım sitometri görüntüleri (K: ilaç verilmeyen kontrol grubu). G) CR-A2780, Renilla 
enfekte ve VPS28-KO CR-A2780 hücre serilerinde cisplatinin etkilediği hücre döngüsü evreleri ve yüzdeleri 
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Tartışma 

Epitel, stroma veya germ hücreleri 
dahil olmak üzere overin farklı histolojik 
bölümlerinden kaynaklanan ve en sık 
görülen jinekolojik malignite türleri arasında 
yer alan over kanseri, geç tanı ve yüksek 
nüks ile karakterizedir.18 Over kanseri 
vakalarının %70'inden fazlası ileri evrede 
teşhis edilmekte olup evreye ve nedene bağlı 
5 yıllık sağkalım oranları evre IV'te %20, 
evre III'te %40, evre II'de %70 ve evre I'de 
%90 arasında değişmektedir.19  

Kanser tedavi yöntemleri arasında 
yer alan ve en sık kullanılan kemoterapide; 
hastalar ilk tedaviye yüksek oranda yanıt 
vermelerine rağmen zamanla tümör tekrar 
nüks etmekte ve standart tedavide kullanılan 
kemoterapötiğe karşı direnç gelişmektedir.20 
İçsel ve edinilmiş/kazanılmış olmak üzere iki 
şekilde gelişen ilaç direnci, kemoterapi 
başarısızlıklarının ana nedenini 
oluşturmaktadır.21 İçsel dirence sahip 
tümörler, başlangıçta kemoterapiye dirençli 
bir fenotip gösterirken, edinilmiş dirence 
sahip tümörlerin çoğu kemoterapiye yanıt 
vermekte ve daha sonra kullanılan ilaca karşı 
duyarsız hale gelmektedir. Bu yüzden içsel 
ve edinilmiş çoklu ilaç direnci, 
kemoterapinin etkinliğini sınırlamakta ve 
kanser tedavisinde ciddi sorunlara neden 
olmaktadır. Örneğin, over kanseri hastaların 
tedavisinde gelişen ilaç direnci ölümlerin 
~%90'ından sorumludur.22  Cisplatin gibi 
platin bazlı bileşikler, over kanseri başta 
olmak üzere farklı kanser türlerinin 
tedavisinde ve adjuvan kemoterapide 
kullanılan kemoterapötiklerdir. Cisplatin 
DNA'da zincir içi ve zincirler arası çapraz 
bağların oluşumu nedeniyle replikasyonu 
bozmakta ve hücre döngüsünün durması ile 
birlikte apoptozun artmasına neden 
olmaktadır.23 Cisplatin kanser vakalarında 
önemli yan etkiler oluştururken aynı 
zamanda gelişen ilaç direnci cisplatinin 
etkinliğinin düşmesine ve kanserin 
ilerlemesine sebep olmaktadır.4  Bu yüzden 
cisplatin direncinin üstesinden gelebilmek 
için dirençten sorumlu yeni genetik 
bileşenlerin belirlenmesi artmış tedavi 
aktivitesi ile sonuçlanacaktır. 

CRISPR-Cas9 tabanlı genetik 
taramalar ile kanser hücrelerinin sağ 
kalımını arttıran, direnç oluşumuna neden 
olan ve yeni kemoterapötik hedef olarak 
kullanılabilecek genetik faktörler ve işlevleri 
belirlenebilmektedir.24 Örneğin; “GeCKO 
kütüphanesi” kullanılarak yapılan tüm 
genom CRISPR-Cas9 genetik tarama 
çalışmasının sonucunda over kanserinde 
SULF1 ve ZNF587B genlerinin cisplatin 
direnci gelişimine neden olduğu 
görülmüştür.25 Malign plevral mezotelyoma 
kanser hücrelerinde tüm kinazları hedef alan 
bir CRISPR-Cas9 genetik tarama çalışması 
sonucunda hücre döngüsünde görevli WEE1 
kinaz inhibisyonunun cisplatin duyarlılığını 
artırdığı bildirilmiştir.26 Bu şekilde yapılan 
CRISPR-Cas9 genetik taramalar ile farklı 
kanser türlerinde cisplatin direncine neden 
olan genetik bileşenler belirlenmiş ve 
bunların her kanser türünde farklılaştığı 
görülmüştür.  

Son zamanlarda tüm hücre tipleri 
tarafından salınan ∼20–1500 nm 
multiveziküller olan eksozomların 
anjiyogenez, migrasyon, hücre farklılaşması, 
invazyon, immun yanıt ve metastazı 
düzenleyerek kanser progresyonunda rol 
oynadıkları bilinmektedir.27,28 Ayrıca 
multiveziküler cisimlerin (MVC) aktif 
proteinler, RNA'lar ve diğer maddeleri içeren 
eksozomları seçici olarak yükleyerek 
hücreler arası ilaç direnci gelişiminde de 
etkili olduğu gösterilmiştir.12 MCV’ler 
endolizozomal sistem yoluyla besinlerin, 
ligandların ve reseptörlerin taşınmasında 
görevli geç bir endozom türüdür. Membran 
yeniden şekillendirme olayını katalize eden 
ESCRT kompleksleri MCV biyogenezinde 
önemli bir fonksiyona sahiptir.29 ESCRT-0, 
ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III ve Vps4 
protein komplekslerinden oluşan ESCRT 
kompleksleri, lizozomlarda ubikitinlenmiş 
membran proteinlerinin parçalanması için 
MCV oluşumunda, sitokinez sırasında orta 
cisim absisyonunda, viral tomurcuklanma 
sürecinde ve otofaji gibi birçok biyolojik 
yolakta rol oynamaktadır.30,31 ESCRT-I 
kompleksi, VPS23/TSG101, VPS28, VPS37 ve 
MVB12 alt birimlerinden oluşan bir 
heterotetramer yapıya sahiptir.32  



 Cisplatin dirençli over kanserinde VPS28 geninin hedeflenmesi 

Mersin Univ Saglık Bilim Derg 2025;18(2)  191 

Kromozom 8q24.3 bölgesinde 
lokalize olan VPS28’in çeşitli kanserlerde 
kötü prognozla ilişkili olduğu 
bildirilmektedir.16 Kolorektal kanser 
hücrelerinde ESCRT-I kompleksini oluşturan 
TSG101 ve VPS28 yokluğunun, MVC 
biyogenezinde ve kargo transportunda 
bozulmaya neden olarak endozomlarda 
ligand içermeyen sitokin reseptörlerinin 
birikmesine yol açtığı ve buna bağlı NF-κB 
aracılı inflamatuar yanıtı indüklediği 
gösterilmiştir.33  

Çalışmamızda cisplatin dirençli over 
kanseri hücresi olarak CR-A2780 
kullanılmıştır. CR-A2780 hücrelerinde 
VPS28 geni CRISPR-Cas9 gen düzenleme 
teknolojisi ile susturulmuştur. Bunun için 
VPS28 genine özgü ekzon 5’i hedefleyen 
gRNA dizisi LentiCRISPR V2 plazmidine 
klonlanarak lentivirüslere paketlenmiş, 
ardından hücrelere transdükte edilmiştir. 
VPS28 geni susturulan cisplatin dirençli 
hücrelerde VPS28 geninin proliferasyon, 
cisplatin yanıtı, apoptoz, hücre döngüsü 
üzerine etkileri fonksiyonel analizlerle 
araştırılmıştır. Fonksiyonel çalışmalar 
sonucunda VPS28 geninin susturulmasının 
over kanseri hücrelerinde cisplatin 
duyarlılığını artırdığı, cisplatin ile sinerjistik 
etki göstererek apoptozu indüklediği, hücre 
düngüsünün S evresinde durdurarak mitotik 
katastrofa neden olduğu belirlenmiştir. 

Glioblastoma hücrelerinde GeCKO-
V2 insan lentiviral kütüphanesi kullanılarak 
yapılan tüm genom CRISPR-Cas9 genetik 
tarama çalışmasında VPS28’in eksozom 
salgılanmasını artırarak hücre içi 
temozolomid konsantrasyonunu azalttığı ve 
buna bağlı temozolomid direnciyle ilişkili 
olduğu bildirilmiştir.34 Elde edilen 
bulgularda da over kanserinde VPS28 
baskılanmasının cisplatin yanıtını artırdığı 
görülmüştür. Bu yüzden VPS28 geninin farklı 
kanser türlerinde farklı kemoterapötiklerle 
birlikte yeni tedavi seçeneği olabileceği 
düşünülmektedir Ancak farklı biyolojik 
yolaklarda fonksiyon gösteren VPS28’in 
farklı kanserlerde cisplatin direnciyle ilişkisi 
henüz bilinmemektedir. 

ESCRT-I kompleks bileşeni olan 
TSG101’in, enzimatik PARP1 aktivitesi ve 

PAR'a bağlı DNA hasarı ile indüklenen NF-κB 
aktivasyonu için gerekli olduğu 
belirlenmiştir. TSG101'e bağlı parilasyonun 
ve TSG101-PARP1 kompleks oluşumunun, 
TSG101'in ESCRT kompleksindeki rolünden 
bağımsız olduğu ve hücreleri DNA hasarına 
bağlı apoptozdan koruduğu gösterilmiştir. 
TSG101 eksikliği olan hücrelerde DNA 
onarımının ve apoptoz korumasının 
bozulduğu görülmüştür. TSG101 kaybının 
ayrıca meme kanserinde BRCA1/2 
mutasyonları ile birlikte sentetik olarak 
öldürücü olduğu bildirilmiştir.35 Buna göre 
TSG101 stabilizasyonunda görevli 
VPS28’inde onkogenik rolünün olabileceği 
düşünülmektedir. Yapılan başka bir 
çalışmada ise meme kanserinde miR-491-5p 
ile VPS28 inhibisyonunun ardından 
apoptozun arttığı, hücre proliferasyonunun, 
invazyonunun ve migrasyonun baskılandığı 
görülmüştür. Bu nedenle VPS28’in meme 
kanser tedavinde onkojenik hedef 
olabileceği gösterilmiştir.16 Elde edilen 
sonuçlar doğrultusunda da over kanserinde 
VPS28 geninin baskılanması apoptozu 
artırmaktadır. Sonuçlarımız literatürü 
destekler niteliktedir. Bu nedenle VPS28 gibi 
ESCRT-I kompleks bileşenlerinin direnç 
mekanizmasının kırılabilmesi için yeni 
kemoterapötik hedefler olabileceği 
öngörülmektedir. VPS28 geni ile ilgili sınırlı 
sayıda çalışma bulunmasından dolayı henüz 
kanserdeki etki mekanizması ve direnç 
gelişimindeki rolü net olarak 
bilinememektedir. Bu yüzden özellikle 
direnç gelişimindeki rolünü tam olarak 
aydınlatabilmek için in vitro ve in vivo 
araştırmalar planlanmaktadır. 

Over kanseri tedavi sürecinde gelişen 
ilaç direnci hastalığın seyrini olumsuz 
etkilemektedir.  Halen günümüzde direnç 
mekanizmasından sorumlu mekanizmalar 
tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu yüzden 
yeni terapötik hedeflere ihtiyaç 
duyulmaktadır. Sonuç olarak yapılan 
çalışmada VPS28 geninin over kanserinde 
cisplatin direncinin üstesinden gelebilecek, 
standart tedavide kullanılan anti-kanser 
ilaçları ile birlikte sinerjistik etki 
oluşturabilecek terapötik bir aday 
olabileceği düşünülmektedir. Kanserde 
VPS28 geninin etki mekanizmasının ve 
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cisplatin direnci ile olan ilişkisinin daha net 
anlaşılabilmesi için transkriptom analizi, 3D-
hücre kültürü ya da farklı model 
organizmalarda yapılacak in vivo çalışmalar 
gibi farklı çalışmalara gereksinim 
duyulmaktadır.  
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