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ÖZET 

DPPL2 Proteinin Apoptoz Üzerine Etkilerinin Meme Kanseri 

Hücrelerinde Araştırılması 

Amaç: Literatürde sadece meme kanserli dokularda ekspresyonunun arttığı 

bildirilen DPPL2 proteininin fonksiyonlarının nasıl icra ettiği bilinmemektedir. 

Çalışmada amaç, DPPL2 proteinin, hücre ölümü, hücre döngüsü ve hücre 

proliferasyonu üzerine etkisinin meme kanseri hücrelerinde araştırılması ve DPPL2 

proteininin kanser oluşum sürecindeki rolünün belirlenmesidir. 

Materyal ve Metod: Çalışmada MCF10A normal meme epitel hücresi, MDA-

MB-231 ve MCF-7 hücre hatları kullanılmıştır. DPPL2 protein varlığının hücrelerde 

analiz edilmesi için Western Blot tekniği kullanılmıştır. Oluşturulan siRNA sistemleri 

ile DPPL2 proteinin baskılanması sağlanmıştır. Hücre proliferasyonu MTS yöntemi ile 

belirlenmiştir. Hücre döngüsü ve hücre apoptozu Flow Sitometri yöntemi ile 

yapılmıştır. 

Bulgular: Western Blot analizi sonucunda DPPL2 proteinin MCF10A ve MCF-

7 de yüksek düzeyde, MDA-MB-231’de düşük düzeyde ifade edildiği görülmüştür. 

siRNA uygulamasından sonra DPPL2 proliferasyonunun tüm hücre hatlarında azaldığı 

görülmüştür. DPPL2 hücre proliferasyonun MDA-MB-231ve MCF-7 hücrelerinde % 

20, MCF10A hücrelerinde ise %25 azaldığı belirlenmiştir. DPPL2 siRNA uygulaması 

sonucu apoptoz miktarları, MDA-MB-231hücresinde %1,6, MCF-7 hücresinde %0,06 

ve MCF10A hücresinde ise %1,98 olarak belirlenmiştir. 

Sonuç: Çalışmada meme kanseri hücreleri ve meme epitel hücrelerinde DPPL2 

proteinin apoptozdaki rolü araştırıldı. DPPL2 proteinin baskılanmasının hücre 

proliferasyonuna azaltıcı yönde, hücre apoptozuna ise artırıcı yönde etki ettiği görüldü. 

 

Anahtar Kelimeler: DPPL2, Meme kanseri, Epitel hücre 
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ABSTRACT 

The Investigation of the Effects of DPPL2 Protein on Apoptosis in Breast Cancer 

Cells 

 

Aim:  It is not known how DPPL2 protein, which is reported that its expression 

is increased only in breast cancer tissues in literature, performs its functions. The aim of 

the study is to investigate the effect of DPPL2 protein on cell death, cell cycle, and cell 

proliferation in breast cancer cells and to determine the role of DPPL2 protein in the 

cancer formation process. 

Material and Method: In the study, MCF10A normal mammary epithelial 

cells, MDA-MB 231 and MCF-7 cell lines were used. The Western Blot technique was 

used to analyze the presence of DPPL2 protein in cells. Suppression of DPPL2 protein 

was achieved by generated siRNA systems. Cell proliferation was determined by the 

MTS method. Cell cycle and cell apoptosis were performed by flow cytometry method. 

Findings: In consequence of Western Blot analysis, it was seen that DPLL2 

protein was expressed in high levels in MCF10A and MCF-7, in low level in MDA-

MB-231. It was seen that DPLL2 proliferation was decreased in all cell lines after the 

treatment of siRNA. DPPL2 cell proliferation was reduced by 20% in MDA-MB-231 

and MCF-7 cells and by 25% in MCF10A cells. The amounts of DPPL2 siRNA 

apoptosis were determined to be 1.6% in MDA-MB-231 cells, 0.06% in MCF-7 cells 

and 1.98% in MCF10A cells. 

Conclusion: In the study, DPPL2 protein analysis was performed in breast 

cancer cells and mammary epithelial cells in vitro. It was seen that DPPL2 protein 

suppression effected in a decreased manner on cell proliferation, and in an enhanced 

manner on cell apoptosis. 

 

Key Words: DPPL2, Breast Cancer, epithelial cell 
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1. GİRİŞ 

Kanser normal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve yayılması ile karakterize olan 

bir hastalık grubudur. Amerikan Kanser Derneğine (American Cancer Society)’ne göre 

de 2014 yılı içinde Amerika’da yaklaşık olarak 1.665.000 yeni kanser vakasının tespit 

edilmesi ve 585.720 kişinin ise kanserden ölmesi beklenmektedir (1). 1975 yılı 

istatistiklerinde 2 yıllık sağ kalım oranı %49 iken 2003-2009 yılları arasında 6 yıllık sağ 

kalım oranı % 68’dir. Sağ kalım oranındaki gelişme, kanserin erken dönemde tanısı ve 

tedavisindeki gelişmeyi yansıtmaktadır. 2013’de De Santis tarafından yapılan 

araştırmalar da 2014’deki verilerle benzerlik göstermektedir (2). 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser çeşitlerindendir. Türkiye 

İstatistik Kurumu’nun verilerine göre meme kanseri kadınlarda en yüksek insidansa 

sahiptir (34.73/100000) (3). Güncel Globocan verilerine göre ise kanser olan her dört 

kadından biri meme kanseridir (4). Kanser oluşumuna katılan genler tümör supressör ya 

da protoonkogen olarak görev yapmaktadırlar. Protoonkogenler kanser oluşumuna iki 

şekilde neden olurlar: 

1-Protoonkogenlerin yapısında meydana gelen değişimlerle onkogenik özellik 

kazanması 

2-Protoonkogenlerin ekspresyon seviyelerindeki değişimler ile onkogenik 

karakter kazanması 

Tümör süpressör genler hücre büyümesinin ve bölünmesinin kontrolünü 

sağlayan genler olduklarından mutasyona uğramaları kanserleşmeye yol açar. 

Meme kanserinin tanı ve tedavisi sürecinde son on yılda önemli gelişmeler 

kaydedilmiştir. Bu gelişmelerde yapılan çalışmalarda risk faktörlerinin iyi belirlenmesi, 

etkin biçimde tarama stratejilerinin kullanılmasının ve genetik bilimindeki gelişmelerin 

rolü yüksektir. Özellikle BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki mutasyonların meme 

kanseriyle ilişkisinin saptanması ve bu kişilerin periyodik aralıklarla takibinin yapılması 

neticesinde erken tanı konan ve tedavi edilebilen hasta sayısında önemli artışlar 

olmuştur (5).Teknolojinin gelişmesi ile ilaçlar ve yeni cerrahi yöntemlerin katkısı ile 

meme kanserleri ölümlerinin sayısı azalmaktadır. 
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           Ancak ilaçlara karşı direnç ve ileri evre metastatik kanserler hala büyük sorun 

olarak bulunmaktadır. Bu sorunların aşılabilmesi için yeni ilaçlara veya var olan, 

cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavileri ile kombine edilerek 

kullanılabilecek yeni tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç bulunmaktadır. 

 Hücre membranının en önemli yapıtaşlarından olan fosfolipitler bir fosfat bağlı 

polar baş grup ve iki yağ asidi zincirinden oluşmaktadır. 

                              

 

Şekil 1:Yağ asidinin yapısı. R' ve R'', yağ asidi grupları; X, fosfolipitin tipini belirleyen alkol grubu. 

Polar kısım suya eğilimli bölüm, apolar kısmı ise sudan kaçan kısım (6). 

Gliserol-3- fosfat ile 2 molekül yağ açil coA, açil transferazlar tarafından 

katalizlenen iki kademeli bir reaksiyonda birleşirler ve fosfatidat oluşur (7). Fosfatidat 

ise fosfolipit sentezinde bir ara bileşiktir ve memeli hücrelerinde endoplazmik retikulum 

ve mitokondri dış zarlarında sentezlenmektedir. 

Fosfatazlar farklı maddeleri defosforile etme yeteneğine sahip bir grup 

proteinlerdir. Fosfatazlar, klasik serin/treonin fosfatazlar, protein tirozin fosfatazlar, 

aspartat bağlı tirozin fosfatazlar olmak üzere 3 gruba ayrılmışlardır (8). Bu 

sınıflandırma, katalitik etki ve bu proteinlerin yapısal benzerlik aminoasit sekansına 

dayanmaktadır. 
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Fosfatidat fosfatazlar ise C-3 fosfat grubunu hidrolize ederler ve diaçilgliserol 

açiltransferaz tarafından katalize edilen bir üçüncü asetilasyon ile triaçilgliserol 

oluşumunu sağlamaktadır. 

 

 

Şekil.2. Fosfolipit Sentez Basamakları (9). 

Fosfatidat fosfataz ailesinin üyeleri olan DPPL1ve DPPL2 gen ürünleri geniş 

substrat özgüllüğü olan, fosfatidat fosfataz aktivitesi gösteren ve farklı hücrelerde ifade 

edilen proteinlerdir. DPPL1 mRNA’sı, dokularda ve tüm hücrelerde ifade edilebilirken, 

DPPL2 mRNA’sı, beyin, böbrek ve testis olmak üzere bir kaç doku ile sınırlı ve endotel 

hücrelerinde ifade edilmektedir. DPPL1 ve DPPL2 genlerinin biyokimyasal ve 

fizyolojik fonksiyonları tam olarak bilinmemektedir. 

DPPL2 geni 10 ekzonlu bir gen olup, 10.q26.12’de yerleşiktir. Fosfatidatın 

defosforilasyonu katalizleyen, hem lipit biyosentezi hem de lipit sinyal moleküllerinin 

yıkımı/yapımına katılan fosfatidat fosfataz enzimlerinden birini kodlamaktadır (8). Bu 

enzimin kanser hücrelerinde rolü bilinmemekle birlikte östrojen negatif meme kanseri 

ile yapılan bir transkriptom çalışmasında DPPL2 mRNA’ sında 2.04 kat bir artma tespit 

edilmiştir (9). Lazer mikrodiseksiyon ile yapılan bir çalışmada ise meme tümörü ve 

normal doku karşılaştırılması sonucunda %84 oranında kanserli dokuda daha fazla 

DPPL2 ifadesi tespit edilmiştir (10). 
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Apoptoz, programlanmış hücre ölüm süreci olarak bilinmektedir. Apoptoz 

genlerin düzenlemiş olduğu,  organizmada hemostazın korunduğu, protein sentezi, RNA 

ve enerjiye ihtiyaç duyulan ve hücrelerin kendi kendilerini programlı olarak yok ettiği 

bir süreçtir. (11).  

Bu çalışmada hücre membranı komponentlerinden olan fosfolipit sentezinde bir 

ara bileşik olan fosfatidatların defosforile edilmesinde görev alan DPPL2 proteininin 

apoptoz süreci ile ilişkisinin meme kanseri hücrelerinde araştırılması planlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Meme Kanseri 

2.1.1. Meme Yapısı 

Meme yapısı, lobüler olarak bilinen süt bezleri, süt kanalları, bağlayıcı dokular 

ve yağ dokusundan meydana gelen stromadan oluşmaktadır. Göğüs ön yüzeyinde yer 

alan meme 15-20 tane bez dokusu lobundan oluşmuştur. Memeyi oluşturan loblar 

birbirine fibröz doku ile bağlanmışlardır. Loblar arasında ise bol miktarda yağ dokunun 

varlığı mevcuttur (12). 

 

 

 

 

Şekil 3: Memenin anatomik yapısı (13). 

2.1.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi 

           Meme kanseri Dünya Sağlık Örgütü 2008 verilerine göre, melanoma dışı deri 

kanserleri hariç tutulduğunda tüm dünyada akciğer kanserinden sonra ikinci sıklıkla 
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görülen, kadınlarda ise en çok görülen ve en fazla ölüme neden olan kanser türü olarak 

belirtilmiştir (1). Türkiye’de ise Sağlık Bakanlığının yayınladığı 2004-2006 yılları 

arasındaki kanser istatistiklerinde, kadınlarda, deri kanserleri dahil olmak üzere meme 

kanseri en fazla görülen kanser türü olarak belirtilmiştir (2). 

2008 yılında dünya çapında yapılan araştırmalar sonucunda 12,7 milyon kanser 

vakasının tespit edildiği ve bunların 7,6 milyonun kanser nedeniyle öldüğü tespit 

edilmiştir. Olguların % 56'sı, ölümlerin ise % 64’ü ekonomik olarak gelişmiş ülkelerde 

görülmektedir (14). 

 

 

 

Şekil.4. Türkiye’de görülen kanser çeşitleri (15). 

2.1.3. Meme Kanseri Risk Faktörleri 

Hormonal Faktörler: 

Meme kanserlerinde destekleyici tedavilerde tamoksifenin, kullanım sürecince 

kontralateral meme kanserlerinin beklendiğinden az olması, tamoksifenin meme 

kanserinde koruyucu bir rolü olduğu görüşünü güçlendirmektedir (16). 
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Vücuttaki hormonların seviyesi meme kanserinin oluşmasında ve ilerlemesinde 

önemli yer tutmaktadır. Menstrual döngü süresince bireyin yüksek düzeyde östrojene 

maruz kalması kişinin yaşamını olumsuz etkilemektedir. Doğum sayısının birden fazla 

olması, reprodüktif yaşamın uzun sürmesi ideal doğum yaşının normalden daha geç 

olması gibi hormonal risk faktörlerinin çoğu, menstrual döngü süresince kişinin yüksek 

oranda östrojen salgılamasının sonuçlarıdır. Over tümörlerinin fonksiyonel halde 

oldukları yerlerin östrojen üzerinde bulunması postmenopozal dönemdeki kadınlarda 

artan meme kanseri ile ilişkilendirilmiştir. Kadınların menopoz dönemlerinde oral 

kontraseptif kullanmaları ve bu süreçte hormon tedavisi almaları hormonal dengesizliğe 

yol açarak meme kanserine neden olabilmektedir (17). 

Çevresel Faktörler 

Beslenme: 

      Yağlı yiyeceklerin sürekli olarak tüketilmesinin serum östrojen düzeyini 

artırarak meme kanseri riskini artırdığına dair kanıtlar bulunmaktadır. Yapılan bazı 

araştırmalarda kırmızı eti çok tüketen toplumlarda meme kanseri oranının yüksek 

olduğu gözlemlenmiştir (18). Meme kanserinde korunmada D vitamini alımının etkili 

olabileceğine dair çalışmalar bulunmaktadır (19). 

Egzersiz: 

Meme kanseri olan kadınlarda özellikle menopoz öncesi dönemde egzersiz 

faaliyetlerin artmasının meme kanseri riskini azalttığı yönünde bulgular mevcuttur  (20). 

Yapılan çalışmalarda düzenli yapılan egzersizlerin anovalotuar döngü sayısında artışa 

yol açarak meme kanseri riskini azalttığı gözlemlenmiştir. 

Alkol: 

            Yapılan araştırmalarda alkol tüketme süresi ve tüketilen alkol miktarının meme 

kanseri riskinde artışa sebep olduğuna dair bulgular mevcuttur. Yapılan çalışmalarda 

alkol alımındaki günlük 1 ünitelik artışın meme kanseri riskini %7-10 arttırdığı 

belirtilmiştir (21). Östrojen serum seviyelerinin alkol tüketimi sayesinde yükseldiği 

bilinmektedir. Yakın dönemlerde yapılan çalışmalarda alkol tüketim miktarının artması 

ile östrojen pozitif reseptör meme kanseri sayısının arttığı gözlemlenmiştir (22). 
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Radyasyon: 

Kadınlarda meme gelişiminin en yoğun olduğu dönem 10-14 yaş aralığıdır. Bu 

meme gelişiminin kritik olduğu dönemde kadınların radyasyon yayan ortamda 

bulunmalarının meme kanseri riskini arttırdığı gözlemlenmiştir. Fakat kadınlar tanı 

konulması amacıyla hastanelerde radyasyona maruz kalabilmektedir. Bu tanı sürecinde 

alınan radyasyon ile meme kanseri riski arasındaki ilişki hala tartışma konusudur (23). 

Sosyoekonomik Düzey: 

Genel olarak meme kanseri sosyoekonomik durumu yüksek olan kadınlarda 

daha fazla görülmektedir. Bu yüzden meme kanseri riskinde yükselen sosyoekonomik 

durumun artan meme kanseri riskiyle alakalı olduğu düşünülmektedir. Fakat 

sosyoekonomik düzey, meme kanserinde bağımsız bir risk faktörü olarak 

düşünülmemiş, mevcut olan bu durumun üreme alışkanlıklarından kaynaklandığı 

düşünülmüştür (24). 

Genetik Faktörler 

Aile Öyküsü: 

Meme kanseri üzerinde yapılan çok yönlü araştırmalarda ailede meme kanseri 

bireyin varlığının meme kanseri oluşumunda risk faktörü olduğunu ortaya koymuştur. 

Fakat meme kanserinin oluşumunda ailesel ya da genetiksel yatkınlık, hastalığın %15-

20’sini oluşturmaktadır. Diğer geriye kalan %80-85 oranındaki hastalarda ise ailesel ya 

da genetiksel yatkınlık bulunmamaktadır (25). 

2.2. Meme Kanseri Genetiği 

Meme karsinogenezi, hücre büyümesi, hücre gelişmesi, hücresel yolaklar ve 

genetiksel değişimleri içeren çoklu bir mekanizma sonucu oluşmaktadır. Kanser 

oluşumuna neden olan temel genler, onkogenler ve protoonkogenlerdir. Onkogenlerin 

aktive olması kanser oluşumuna neden olmaktadır. İnsan kanser türlerinin oluşumunda 

birçok onkogen görev almaktadır. Transgenik fare modelleri üzerinde yapılan 

deneylerde meme kanserine özgü belirli onkogenlerin varlığı gözlenmiştir (26). 

Meme kanseri oluşumunda etkili olan bir diğer gen grubu tümör baskılayıcı 

genlerdir. Tümör baskılayıcı genler genellikle metastatik potansiyel üzerine negatif etki 
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yaparlar. Tümör baskılayıcı genlerde oluşan mutasyonlar bu genlerin etkisini 

kıracağından kanserleşme artmış olacaktır (27).  

2.2.1. Meme Kanseri Oluşumunda Etkili Onkogenler 

CerbB-2 (HER2/Neu): 

EGFR (Epidermal growt factor receptor) ailesinin bir üyesi olan cerbB-2 meme 

kanserlerinde genetik değişikler gösteren en yaygın protein olarak bilinmektedir. 

Protoonkogen olan cerbB-2 kromozomda 17q12’de yerleşiktir ve transmembran tirozin 

kinaz büyüme reseptörünü kodlamaktadır. cerbB-2 onkogenin protein ürünlerinin hücre 

farklılaşması ve hücre bölünmesinde görev aldığı bilinmektedir. Meme kanserleri için 

değerli bir prognostik belirteç olarak görülmektedir. Bunun sebebi ise, gen üretimini 

çok miktarda artırarak meme kanseri patolojisine katılmış olmasıdır. Bu sebepten dolayı 

meme kanserleri araştırmalarında üzerinde en çok durulan onkogenlerden biri 

olmaktadır (28). 

Epidermal Büyüme Faktör Reseptörü (EGFR): 

EGFR ailesi dört üyeden oluşmaktadır. Bunlar EGFR, HER2, HER3 ve HER4 

olarak bilinmektedir. Enzimatik görev olarak, EGFR’nin tirozin kinaz aktive ettiği 

bilinmektedir. EGFR geni kromozomun 7q12 bölgesinde bulunmaktadır. EGFR 

ifadesinin kanser hücrelerinde yükselmiş olması EGFR’nin onkogen olduğuna işaret 

etmektedir. Meme kanserlerinin yaklaşık yarısında EGFR’nin çok yüksek miktarlarda 

üretimi görülmüş, ancak bunun ifade edilebilirlik oranı %0-14 arasında değişkenlik 

göstermiştir (29). 

c-Myc: 

Hücresel metabolizmada ve proliferasyonda uzman düzenleyiciler olarak 

bilinmektedir. Normal hücrelerde c-Myc genin ifadesi ve fonksiyonu mitotik sinyallerle 

düzenlenir. Normal hücrelerde c-Myc protein düzeyi ve transkripsiyonu düşük ve 

proliferasyonu azdır. Fakat tümör hücrelerinde c-Myc proteinin ve transkripsiyonunun 

arttığı görülmektedir (30). Yapılan araştırmalar c-Myc proteinin mitokondriyal 

biyogenezde rolünün olduğunu ortaya çıkarmıştır (31). Son yıllarda glikoz ve glutamat 

metabolizması üzerinde yapılan çalışmalarda kanserle ilişkili değişimlerin c-Myc 

geninin ifadesinden etkilendiğini göstermiştir. c-Myc geninin olması gerekenden fazla 

olmasının genin yapısında değişikliğe yol açarak memede kanserleşmeye yol açtığı 
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saptanmıştır. Meme kanserlerinin %32’sinde c-Myc protoonkogeninin 2-15 kat daha 

fazla üretildiği saptanmıştır. Meme kanserleri hastalarında üç hastadan birinde c-Myc 

geninin expresyonunun arttığı belirtilmiştir. Özellikle yaşlı kadınlarda c-Myc onkogeni 

ifadesinin arttığı ve beraberinde meme kanseri oranlarınında yüksek olduğu 

görülmektedir(32). 

Ras: 

 Ras ve ras ailesi proteinleri hücre içi sinyal iletiminin anahtarları olarak görev 

yapmakta ve hücrelerdeki çoğalma, farklılaşma ve hücre ölümü faaliyetlerini 

yürütmektedirler. Hücreler arası mesajlaşmanın sağlanmasında aracı olarak işlev 

görmektedir. Mitoz bölünmelerin aktifleşmesinde görev yapmaktadır. Bunu protein 

kinazlar ile kurduğu ilişki ile gerçekleştirir. Meme kanseri hücrelerinde ras 

proteinlerinin aşırı ifade edilmesi veya nokta mutasyonlarının olması Ras proteinlerinin 

onkogenik özellik kazanmasına neden olmaktadır (33). 

2.2.2. Tümör Baskılayıcı Genlerin Meme Kanserinde Etkisi 

TP53: 

Moleküler ağırlığı 53kD olan bir proteini kodladığından bu isimle anılan TP53 

geni, kromozomun 17p13 bölgesine konumlanmıştır. Tümör baskılayıcı protein olarak 

bilinen TP53 geni, hücre döngüsünün kesilmesi, DNA hasarı, apoptozis, anjiyogenezis, 

senesens ve otofaji gibi önemli hücresel süreçlerde rol oynamaktadır. Bu hücresel süreç 

aracılığıyla TP53 tümör baskılayıcı özelliğini göstermekte ve hücrenin genomik 

stabilitesini sağlamakta ve hücreyi kanser gibi hastalıklara karşı korumaktadır (34). 

Radyasyona maruz kalma, UV ışığa maruz kalma ya da kanserojenik maddelere maruz 

kalma sonucu DNA hasarı oluştuğunda,  hasarın giderilmesi için aktifleşmektedir. Şayet 

oluşan bu kusuru giderilemez ise TP53, hücreyi apoptoz sürecine götürür. Meme 

kanseri hastalarında TP53 geni mutasyonların yarısından fazlasının nokta mutasyonu 

olarak ortaya çıktığı saptanmıştır (35). 

2.2.3. Meme Kanseri Yatkınlık Genleri 

ATM Geni (Mutant Ataksi Telenjiektasi): 

        ATM geni kromozom 11 de yerleşmiş olan, çekinik olarak diğer nesillere 

aktarılan, çok karmaşık ve uzun bir gendir. ATM geni hastalık oluşumuna iki mutant 
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alelle katılmaktadır. Meme kanseri riski tek mutant allellerde artmış olarak 

belirtilmiştir. Meme kanseri hastalarının yaklaşık %3’ü ATM gen kaynaklı 

mutasyonlardan oluşmaktadır (36). 

BRCA1 ve BRCA 2:  

         BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme kanseri yatkınlık genleri olarak bilinmekte ve 

bu genlerde oluşan mutasyonların kanserleşmeye neden olduğu bilinmektedir. BRCA 

ilişkili meme kanseri riski penetransının oldukça değişkenlik göstermesi, hastalığın 

yaşam tarzı ve çevresel faktörlerle modifiye edilebileceğini göstermektedir (37). 

BRCA1 geni 24 ekzonlu olup kromozom 17q21’de yerleşiktir ve 1863 amino 

asitlik bir proteini kodlamaktadır. BRCA1, DNA’nın tamirinde, transkripsiyonel 

düzenlemelerde ve hücre büyümesinin kontrolünde önemli rol oynamaktadır. BRCA1 

çoğunlukla endokrin dokularda ifade edilmektedir, ancak özellikle erken gelişim 

dönemlerinde diğer hücrelerde de bulunmaktadır. BRCA1 en yüksek seviyelerde, sinir 

sisteminde ve embriyonik fare dokusunda gelişmekte olan nöroepitelde görülmüştür 

(38). 

BRCA2 geni 27 ekzondan oluşmuş olup kromozomda 12q13.2’de yerleşiktir ve 

3418 amino asitlik bir protein kodlamaktadır. BRCA2 geni hücrelerde özellikle hücre 

döngüsünün geç-G1/erken-S fazında ifade edilen nükleer bir proteindir. BRCA2 

mutasyonunun sebep olduğu hastalıklar daha düşük penetransa sahiptir. BRCA2 

mutasyonuyla ortaya çıkan sendromlar az olmasına rağmen bazı toplumlarda yaygındır. 

Örneğin Aşkenazi topluluğunda %1.5 oranında spesifik bir mutasyon (6174delT), 

İzlandalılarda ise %0.6 oranında başka bir mutasyon (999del5) görülür (39). 

PALB2 Geni : 

Meme kanserinin gelişiminde etkili olduğu bilinen BRCA1 ve BRCA2’nin 

yanısıra, 2014 yılında PALB2 geninin meme kanseri oluşumunda etkili olduğu 

bulunmuştur. PALB2 geni kromozomun 16p12.2 bölgesinde yerleşiktir. PALB2 geni 

tümör süpressör işlevi olan bir protein kodlamaktadır. PALB2 geni BRCA2’nin büyük 

bir bağlanma partneri olarak tanımlanmıştır (40). 
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PTEN GENİ: 

           Tümör baskılanmasında görevli bir fosfataz olan PTEN, kromozomun 10q22-23 

bölgesinde yerleşik olarak bulunmaktadır. Protein tirozin fosfataz ailesinin üyesi olan 

PTEN, 403 aminoasit dizisinden oluşmaktadır. Lipit fosfataz olan PTEN genel olarak 

PI3-Kinaz sinyal yolaklarını düzenlemektedir (41). Kadınlarda yüksek oranlarda 

gözlenen ve dominant olarak kalıtılan Cowden Sendromlu hastaların %80’inde PTEN 

geni mutasyonu gözlenmesi PTEN geninin meme kanserinde yatkınlık geni olduğunu 

göstermektedir (42). 

CHEK2 GENİ: 

           Checkpoint kinase 2 olarak adlandırılan CHEK2 geni insan kromozomunda 

22q12.1’e yerleşik olarak bulunmaktadır. CHEK2 geni, DNA hasarına karşı hücresel 

yanıtta görev alan önemli bir sinyal ileticisi olarak görev yapmaktadır. CHEK2 Serin 

tironin kinaz ailesinin bir üyesidir. CHEK2 geninde meydana gelen mutasyonların Li-

Fraumeni sendromu ile ilişkili olup olmadığı hala tartışılmalı bir konudur (43). 

BRIP1 GENİ: 

            BRIP1 geni BRCA1 ile ilişkili bulunduğundan diğer ismi BACH1 (BRCA1 

Associated C-Terminal Helikaz 1)’dir. Kromozomun 17q22 bölgesine yerleşik olup 

BRCA1 genin hemen yanında bulunmaktadır. Erken meme kanseri başlangıcında BRIP1 

geni mutasyonları görülmüştür (44). 

                               

 



13 
 

 

 

Şekil.5. Meme Kanserleşmesinde Gen Mutasyonları İnsidansı (45). 

2.2.4. Meme Kanseri Tipleri 

Meme kanseri memenin çeşitli bölgelerinde meme dokusunu oluşturan doku 

tiplerinden ortaya çıkabilmektedir. 

Tablo.1.  Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 2003 

1-İn situ karsinom 

-İn situ duktal karsinom 

-İn situ lobüler karsinom 

2-İnvaziv Karsinom 

-İnvazif duktal karsinom 

                      -  Pleomorfik karsinom 

                      - Melanositik özellikli karsinom 

                      - Osteoklastik dev hücreli karsinom 

                      - Koryokarsinomatöz özellikli karsinom 
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-Tubuler karsinom 

-İnvaziv lobüler karsinom 

-İnvazif kribriform karsinom 

-Meduller karsinom 

-Müsinöz karsinom 

                       -  Müsinöz karsinom  

                        - Taşlı yüzük hücreli karsinom 

                       -  Müsinöz kist adenokarsinom 

-İnvaziv papiler karsinom 

-Sekretuar karsinom 

-Apokrin karsinom 

-Adenoik kistik karsinom 

-Metaploid karsinom 

             -Saf epitelyal karsinom 

            - Mixt epitelyal-Mezenşimal 

-İnflamatuar karsinom 

-Nöroendokrin karsinom 

-Onkositik karsinom 

-Adeno kistik karsinom 

-Yağ bezi karsinomu 

-Bilateral meme karsinomu 

-Asinik hücreli karsinom 

 

 

2.2.5. Meme Kanseri Tedavi Şekilleri 

Meme kanseri önemli bir sağlık problemi olduğu için meme kanseri tedavisinde 

doğru yaklaşım çok önemlidir. 

Meme kanseri olan kadınlarda tedavi şekilleri kanserin evrelerine göre, 

kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi, hormonal tedavi ve immünoterapi gibi bir çok 

yöntemle yapılmaktadır. Meme kanseri tedavi şekilleri sistematik tedaviler ve lokal 

tedaviler diye ikiye ayrılmaktadır.  
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Lokal Tedavi: 

Lokal tedavide amaç memedeki tümörün ortaya çıkarılmasıdır. Radyoterapi ve 

Cerrahi yöntemlerin kullanıldığı bu tedavide amaç, tümörün farklı yerlere ulaşmasını 

engellemektir. 

Cerrahi Tedavi: 

Meme kanserinin tedavisinde meme koruyucu ameliyatlar ve mastektomi olmak 

üzere iki tür tedavi uygulanmaktadır. 

Meme koruyucu ameliyatlarda sadece tümör çıkarılmakta meme ise 

alınmamaktadır. Meme koruyucu ameliyatlar parsiyel mastektomi ve lumpektomi 

olmak üzere iki yöntemle uygulanmaktadır. Parsiyel mastektomide memenin dörtte biri 

ya da daha fazlası kanserli doku ile birlikte alınmaktadır. Lumpektomi de ise normal 

meme dokusu ile çevrili 3-4 cm’yi geçmeyen kanserli dokular çıkarılmaktadır. Her iki 

yöntem sonunda da memede kalmış olabilecek kanserli hücreleri yok edebilmek için 

radyoterapi uygulanması gerekmektedir. 

Radyoterapi: 

        Radyoterapi meme kanseri tedavisinde sistematik ve cerrahi tedavi ile beraber 

önemli bir modelini oluşturmaktadır. Radyoterapi hastalığın evresine bağlı olarak 

bölgesel yineleme riskini azaltır, sağkalımı azaltır ve semptom palyasyonu sağlar (46). 

Erken evre meme kanserinde, meme koruyucu cerrahi sonrası radyoterapi, tedavinin 

mutlak bir bileşeni olarak kabul edilmektedir (47). Daha ileri evre olgularda adjuvan 

radyoterapinin lokal yineleme riskini azalttığı ve aksilla metastazı yapmış olgularda 

sağkalımı arttırdığı gözlenmiştir (48). 

Hormonal tedavi: 

          Meme kanserinin tedavisinde hormonal tedavi amaçlı en çok Tamoksifen 

kullanılmaktadır. Tamoksifen seçici östrojen reseptörü olarak işlev görmektedir. Meme 

kanserlerinde meme tümörlerinin %60-70 dolaylarında östrojen reseptörü ifadesinin 

bulunması tamoksifenin endokrin tedavi için kuvvetli bir aday olduğunu göstermektedir  

(49). Meme kanseri tedavisinde tamoksifenin haricinde Anastrozole, Letrezole, 

Exemestane ve Goserelin hormonal tedavi amaçlı kullanılan ilaçlardır. 
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   Kemoterapi: 

       Kemoterapötik tedavilere en duyarlı kanserlerden biri meme kanseri olmasına 

rağmen, meme kanserinde kemoterapötik tedavi sağlanamamaktadır. Kemoterapi hasta 

olan bireylerin yaşam kalitesini artırmak ve semptomların giderilmesi amacıyla 

uygulanmaktadır. Meme kanserinin tedavisinde en çok kullanılan kemoterapik ajanlar 

taksanlar ve antrasiklinlerdir (50). 

2.2.6. DPPL2 Proteini 

          DPPL2 diğer ismiyle PPAPDC1A (Phosphatidic acid phosphatase type 2 domain 

containing 1A)  geni fosfatidat fosfataz aktivitesi olan bir protein olarak bilinmektedir. 

Fonksiyonel olarak DPPL2 proteinin in vitro ortamda magnezyum bağımsız olarak 

fosfaditat fosfataz aktivitesinin olduğu bulunmuştur. DPPL2’nin diaçilgliserolde 

fosfatidik asit dönüşümünü katalizlediği belirtilmiştir (9). 

            DPPL1 ve DPPL2, maya diaçilgliserol profosfat fosfataz (DGPP) ile büyük 

oranda homojenik benzerlik göstermektedir. DPPL1 mRNA’ları çeşitli dokularda 

yaygın olarak ifade edilebilmektedir. DPPL2 mRNA’ları ise birkaç dokuda ifade 

edilmektedir. Bu dokular beyin, böbrek ve testislerdir (9). 

            Takeuchi ve arkadaşları çeşitli doku cDNA’ları kullanarak yapılan real-time 

PCR çalışmaları ile DPPL1 ve DPPL2’nin dokulardaki ifade düzeyine bakmışlardır. 

DPPL1 geninin pankreas ve prostat dokularında yüksek düzeyde ifade edildiğini 

belirtmişlerdir. Ancak beyin, kalp, plasenta, akciğer, karaciğer, kemik iliği, iskelet 

kasları, mide, timüs, testis ve dalak dokularında DPPL1 ve DPPL2 ifade düzeyinin az 

olduğunu belirtmişlerdir (9). 

DPPL2 mRNA’sı ile yapılan gerçek zamanlı PCR sonuçlarında öncelikli olarak 

insan endotel hücrelerindeki ifadesi araştırılmiştır. Bu hücreler; insan göbek bağı 

endotel hücreleri (HUVECs), insan deri mikrovasküler endotel hücreleri (HDMECs), 

insan akciğer mikrovasküler endotel hücreleri (HLMVECs), insan aort endotel hücreleri  

(HAECs) ve insan akciğer arter endotel hücreler (HPAECs)’ dir. Araştırma sonucunda 

insan akciğer mikrovasküler endotel hücreleri ile insan aort endotel hücrelerinde DPPL2 

ifadesinin yüksek düzeyde olduğu belirtilmiştir (9). 
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        Manzano ve arkadaşları tarafından 41 östrojen reseptör negatif meme kanseri 

hastaları ile hem ERBB2+  hem de ERBB2− iki grubu karakterize etmek amacıyla 

moleküler mikroarray fosfatom çalışması yapılmıştır. Yapılan çalışmada östrojen 

negatif meme kanseri hastalar ile östrojen pozitif meme kanseri hastalarda DPPL2 

geninin ifade düzeyi karşılaştırılmıştır. Karşılaştırma sonucunda ERBB2 tümörlerinde 

en çok ifade edilen fosfatazlardan birinin DPPL2 olduğunu belirtmişlerdir (8). 

         Dahl ve arkadaşları DNA mikroarray analizleri, cDNA dot blot analizleri ve 

revers transkripsiyon-PCR tekniklerini kullanarak invazive duktal meme karsinomları 

ve normal meme dokusu hücrelerini karşılaştırmışlardır. Yapılan analiz sonuçlarında 

DPPL2 proteinin meme kanseri dokularındaki seviyesinin normal meme dokusundaki 

DPPL2 seviyesinden %84 daha fazla bulunduğunu belirtmişlerdir. Bu analiz sonuçları 

DPPL2'nin, lipit fosfat fosfataz ailesinin yeni bir üyesi olduğunu göstermektedir (10). 

         Kang ve arkadaşları yaptıkları çalışmalarda kalıcı ve geçici dişlerin oluşumunda 

genlerin etkileşim durumlarına baktıklarında, dört genin merkezcil yapıda olduğunu 

görmüşlerdir. Bunlardan birinin DPPL2 geni olduğunu belirtmişlerdir. DPPL2 geninin 

kalıcı ve geçici dişlerin ifadesinde farklı düzeylerde ifade edildiğini belirtmişlerdir. 

Yaptıkları revers transkrıpsiyon-PCR sonuçlarında DPPL2 ifadesinin kalıcı dişlerde 

daha az olduğunu bulmuşlardır (51). 

           Zhang ve arkadaşları tarafından akciğer karsinomlarında LPP(lipid fosfat 

fosfataz) protein ailesinin ifade edilişine bakılmıştır. Kanser Genom Atlası (TCGA)’dan 

elde edilen verilerden akciğer karsinomlarındaki RNA ifade düzeyine bakılmıştır. 

TCGA’nın sonuçlarına göre akciğer karsinomlarında DPPL2 düzeyinin diğer LPP’lerle 

kıyaslandığında yüksek olduğu belirtilmiştir. Akciğer karsinomlarında ve hücrelerinde 

DPPL2’nin aşırı ifadesi ile akciğer kanseri hastalarının ilerleyen klinik patolojik 

özellikleri ve kötü prognozla pozitif bir ilişkisinin olduğu görülmüştür. 

          Zhang ve arkadaşaları tarafından 8 çift akciğer karsinomlarından gerçek zamanlı 

PCR ve 265 akciğer karsinom dokularından immünohistokimyasal analizler yapılmıştır. 

Analiz sonuçları değerlendirildiğinde, DPPL2 proteinin yüksek miktarda ifadesi artan 

akciğer karsinomlarının klinik patoloji ile ilişkilendirilmiştir. Analiz sonuçları DPPL2 

proteininin yüksek miktarda ifadesinin, akciğer hücrelerinde tümörleşmeyi ve 

proliferasyonu artırmasının yanı sıra katyon kanallarında kalsiyum geçirgenliğini 

sağladığını göstermiştir. Tüm bu bulgular göz önüne alındığında, DPPL2 proteinin 
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akciğer kanserlerinin ilerlemesinde önemli bir rolünün olduğunu ve insan akciğer 

kanserlerinin tedavisinde DPPL2’nin potansiyel bir hedef olabileceğini göstermektedir 

(52). 

        Kresovich ve arkadaşları Viva Cohort Projesi ile kord kanında DNA 

metilasyonuna ve onun erken ve orta yaş çocukluktaki şişmanlıkla olan ilişkisini 

araştırmışlardır. Bireylerin kord kanındaki CpG bölümlerinden PRLHR, KPRP, 

SLC9A10, MYLK2 ve DPPL2’deki metilasyonları saptamışlardır. Bunlarda oluşan 

metilasyonun erken çocukluktaki aşırı kilolukla ilişkisini araştırılmıştır. Deney 

sonuçlarında özellikle DPPL2’nin erken yaş ve orta yaş çocuklarda subskapular ve 

triseplerde ifade edildiği belirtilmiştir. 

      Sonuç olarak yağ doku ilişkili olan bu dört promotor bölgenin CpG bölümlerine 

bakıldığında DPPL2 miktarının artan düzeyde ifade edilmiş olmasının DPPL2‘nin yağ 

doku ilişkili olaylar için belirteç olabileceğini belirtmişlerdir (53). 

        DPPL2 proteinin hücresel olaylardaki rolü bilinmemektedir. Ancak fosfataz 

aktivitesi ile proteinlerin fonksiyonlarında değişmeler meydana getirmesi 

beklenmektedir. Böylelikle meme kanseri hücrelerinde hücre döngüsü, hücre 

proliferasyonu ve apoptozda rol oynayabileceği hipotez edilmiştir. 
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3.MATERYAL VE METOT 

3.1. Çalışmada Kullanılacak Malzemeler 

Tablo.2. Kullanılan Cihazlar 

 

Malzeme Adı      Markası 

Buz cihazı Scotsman AF 80 

Otoklav Hirayama 

Isı Bloğu Benchmark 

İnkübatör Euro Elone 

Ph metre Thermo Scientific 

Hassas Terazi AND Company 

Santrifüj Nüve 

Laminar Kabin Euro Elone 

Shaker Gerhardt 

Manyetik Karıştırıcı Daihan Scientific 

Kemolüminesens ChemiDoc-It2 

Su arıtma Cihazı Direct-Q 3UV 

Western Blot Tankı Bio-Rad 

Su banyosu Benchmark 
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3.2. Çalışmada Kullanılacak Kimyasallar 

Tablo.3. Kullanılan Kimyasallar ve Markaları 

Kimyasal Marka Adı 

Akrilamid Acros Organics 

Ammonium Persulfate %98 Acros Organics 

Bromophenol Blue Bio Basic 

Bovin Serum Albumin Sigma 

Dimethyl Sulfoxide Fisher Scientific 

Ethanol Sigma-Aldrich 

Glycine Carlo Erba 

Hiperfect Transfection Reagent Qiagen 

Luminol Sigma 

2-Mercaptoethanol, %99,extra pure Acros Organics 

Metanol Sigma-Aldrich 

N-Ethylmaleimide Sigma-Aldrich 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Zymed 

2-Propanol Sigma 

Propidium İodide Sigma 

Protease İnhibitör  Sigma 

Protogel (%30 Acr., %0,8 Bis) National Diagnostics 

Rnase A Applicem 

Resolving Buffer National Diagnostics 
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Sodium Chloride Merck 

Sodium Dodecyl Sulfate Fisher Scientific 

Stacking Buffer National Diagnostics 

Stripping Buffer Thermo 

Tetramethylethylenediamine %99, 

Extra Pure 

Acros Organics 

Tris Base Sigma 

Triton X-100 Fisher Scientific 

Trizma Hydrochloride Sigma 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

DMEM F12 1:1 Mix PAN Biotech 

Tripsin-EDTA PAA 

Fetal Bovine Serum PAA 

L-glutamin Lonza 

Penicilin-Streptomycin PAN Biotech 

MEBM Lonza 

Prism Ultra Protein Ladder (10-180 

kDa) 

Abcam 
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3.3. Çalışmada Kullanılan Kitler 

Tablo.4. Kullanılan Kitler ve Markaları 

CellTiter 96@Aqueous One Solution 

Cell Proliferation Assay 

Promega 

BD pharmingen FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I 

BD Biosciences 

BCA Protein Quantification Kit 1000 

tests 

Abcam 

Protein Assay Kit Bio-rad 

 

3.4. Çalışmada Kullanılan Antikorlar 

Tablo.5.Kullanılan antikorlar ve Markaları 

DPPL2 Abcam 

Caytaxin Santa Cruz 

Beta Actin Sigma  

Caspase 3 Cell Signalling   

Caspase 9 Cell Signalling 

Goat Anti-Rabbit lgG-HRP Santa Cruz 

Goat Anti-Mouse lgG-HRP Santa Cruz 

 

3.5. Çalışmada Kullanılan Çözeltiler 

3.5.1. 10X Yürütme Tamponu 

1L 10x’lik stok solüsyon için; 

 30 gr Tris Base 



23 
 

 144 gr Glisin  

1L’ye tamamlanarak çözdürüldü. +4°C de muhafazası sağlandı. 

3.5.2. 10X TBS (Tris-Buffer-Salin) 

1L stok için;  

 31,5 Tris-HCl 

 80 gr NaCl  

1L’ye tamamlanarak ve pH:7,6 ‘da sabitlenecek şekide çözdürüldü.  

3.5.3. 1X Yürütme Tamponu 

 100 ml 10X yürütme tamponu  

 %10 SDS 10ml 

 890 ml dH2O  

      Proteinlerin büyüklüklerine jelde elektrik akımı ile göre ayrıştırılması için tampon 

olarak kullanıldı. 

3.5.4. Transfer Solüsyonu 

 100 ml 10x’lik Yürütme Buffer 

 700 ml dH2O  

 200 ml metanol 

Jel üzerindeki proteinlerin nitroselüloz membrana aktarılması amacıyla hazırlandı ve 

+4oC de muhafazası sağlanarak kullanıldı.  

3.5.5. TBS/Tween -20 

         -900 ml dH2O 

        -100 ml TBS 

        -2 ml Tween-20 

Membran yıkamalarında ve membrana antikor uygulamalarında kullanıldı ve oda 

koşullarında muhafazası sağlandı. 

3.5.6. Lizis Solüsyonu 

100 ml için;  
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 %1 Triton-X, 1ml 

 150 mM NaCl, 876 mg 

 25 mM Tris, 303 mg 

 50 ml distile su üzerine 303 mg Tris eklenerek çözülene kadar karıştırıldı. Çözünme 

işlemi tamamlanarak pH 7,6’ya sabitlendi. Çözeltiye 876 mg NACI eklenerek 

çözdürülmesi sağlandı. Üzerine 1ml Triton-X-100 eklenerek çözdürülmesi sağlandı.  

3.6. Çalışmada Kullanılan Hücre Hatları 

           Çalışmalarda, ATCC firmasından MCF10A (ATCC® CRL-10317™), MCF-7 

(ATCC® HTB-22™) ve MDA-MB-231(ATCC® CRM-HTB-26™) hücre hatları temin 

edilerek kullanılmıştır. 

3.6.1. MDA-MB-231 Hüce Hattı 

       MDA-MB-231 hücre hattı meme dokusu epitel hücrelerinden oluşmaktadır. Hücre 

kültürü ortamında flaska alındığı zaman, flask tabanına yapışabilmektedir. Progesteron 

reseptör ve östrojen reseptör olarak negatif olan hücre hattıdır. HER2 amplifikasyonu 

negatif olan hücre hattıdır. 

3.6.2. MCF-7 Hücre Hattı 

       MCF-7 hücre hattı meme dokusu epitel hücrelerinden oluşmaktadır. Hücre kültürü 

ortamıyla beraber flaska alındığında flaskın tabanına yapışabilme özelliğindedir. HER2 

amplifikasyonu olarak negatif olmasına karşın, progesteron reseptörü ve östrojen 

reseptörü pozitif olan bir hücre hattıdır. 

3.6.3. MCF10A Hücre Hattı 

        MCF10A hücre hattı tümörojenik olmayan epitel hücre hatlarıdır. Hücre kültürü 

ortamıyla beraber flaska alındığında flaskın tabanına yapışabilme özelliğindedir. 

MCF10A hücre hatları kolera enterotoksin, insülin, glikokordiosit ve epidermal büyüme 

faktörü (EGF)’ne karşı hassastırlar. 
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3.7. Çalışmanın Aşamaları 

3.7.1. Hücre Kültürünün Hazırlanması 

            MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri için DMEM F-12-1:1 büyüme medyumu 

kullanıldı. Büyüme medyumunun içerisine 50 ml %10’luk Fetal Sığır Serum(FBS ), 5 

ml Penisilin/Streptomisin ve 5 ml L-Glutamin eklendi. Hücrelerin ekimi T25 flasklara 

yapıldı. Haftada en az iki kez (hücrenin yoğunluğuna göre değişir) hücreler tripsin ile 

kaldırılarak pasajlanması sağlandı. Yapılan tüm hücre kültürü işlemleri laminar akımlı 

kabin içerisinde gerçekleştiridi. İnkübasyon işlemleri %5 CO2 içeren ve 37 ºC de çalışan 

etüvde gerçekleştirildi. 

       MCF10A hücreleri, MEGM kit(2ml BPE, 0,5ml EGF, 0,5ml İnsülin, 0,5ml 

hidrokortizon, 0,5ml GA-1000), %5’lik 200 µl kolera toksini, 5ml Pen/Strep ve %10 at 

serumu içeren MEBM büyüme medyumu ile 25 cm2’lik flasklara ekildi. 

3.7.2. Hücrelerin Çözülmesi 

                      DMEM F-12- 1:1 ve MEGM besiyerleri +4ºC de bulunan ortamlarından alınıp 

37ºC ye kadar ısıtılması sağlandı. Her bir hücre hattı için 25 cm²lik flasklar hazırlandı. 

Kroviyal tüpte bulunan hücreler -80ºC’lik ortamından alınarak hızlıca çözülmesi 

sağlandı. Çözülen hücreler pipetle birkaç kez karıştırılarak 15 ml’lik Falkon tüplere 

alındı. Hücrelerin üzerine 5.5 ml’lik besi yeri eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası üst kısım atıldı pellet üzerine 3 ml besi yeri eklenip 25 cm²’lik 

flasklara alınarak hacmin 6 olması sağlandı. 

3.7.3. Hücrelerin Pasajlanması 

            Doluluk oranları % 70’e ulaşan hücrelerin kültür ortamı atıldı. 25 cm²’lik flasklarda 

bulunan kültürlere 2 ml Tripsin ilave edildi. Tripsin eklenen kültürler  %5 CO2 içeren 37ºC 

deki 5 dakika inkübatörde bekletildi. Mikroskop ile hücrelerin morfolojik görünümlerine 

bakıldıktan sonra flask dibine tutunan hücrelerin kaldırılması el darbeleri ile sağlandı. 

Hücreler flaskın tabanından kaldırıldıktan sonra tripsini ortamdan uzaklaştırmak için 4 ml 

besi yeri eklenerek 15 ml’lik falkon tüplere alındı ve 1500 rpm de 5 dk santrifüj edildi. 

Santrifüj işleminden sonra süpernatant atıldı ve elde edilen pelletteki hücre miktarına göre 

hücreler DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri ile karıştırıldı ve 25 cm²’lik flasklara 

alındı. Flasklar içinde hücrelerin homojen olarak dağılımlarını sağlamak için flasklar 
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dairesel olarak çalkalandı. Hücrelerin son durumu faz konstrast mikroskobunda bakılarak 

değerlendirildi. Hücrelerin % 5 CO2 içeren 37ºC deki inkübatörde muhafazası sağlandı. 

3.7.4. Hücrelerin Besi Yerlerinin Değişimi 

                      Ekimi yapılan hücrelerin çoğalma oranı her gün mikroskopla bakılarak kontrol 

edildi. Çoğalma oranı % 80’e ulaşamayan ancak kültür ortamı yetersiz görülen hücrelerin 

flasklarındaki kültür ortamı atılarak üzerlerine taze besi yerleri eklendi. 

3.7.5. Hücrelerin Lizis Edilmesi 

 T 25 flasklarda kültürü yapılan hücreler tripsinle muamele edilerek kaldırıldı. 

Hücreler 15 ml’lik  falkon tüplere medyumuyla beraber aktarıldı. Ardından 1500 rpm de 

5 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüjden sonra süpernatan kısmı atıldı, kalan 

pelletin üzerine ise 1 ml PBS  aktarılarak hücreler 1.5 ml’lik ependorf  tüplere alındı. 

Ependorf tüplerde bulunan hücreler 3000 rpm de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra süpernatant kısmı atıldı. Kalan pellet kısmının üzerine 100 µL liziz 

tamponu eklendi. Hücreler 30 saniye vortekslendikten sonra buz üzerine alınarak 10 

dakika süresince bekletildi. Bu uygulama 3 kez tekrarlandıktan sonra bu süspansiyon 

13000 rpm de 10 dakika süresince santrifüj edildi. Santrifüjden sonra pellet kısmı atıldı 

ve süpernatant kısımları yeni bir ependorf tüplere alındı. 

3.7.6. Protein Miktarının Belirlenmesi 

Hücreler lizis edildikten sonra total protein miktarının belirlenmesi için Protein 

Assay Kit(Bio-Rad) alınarak Bradford yöntemi kullanıldı. Bradford yöntemi için 3 

solusyon kullanıldı.  

        1-Protein Assay Reagent A 

        2-Protein Assay Reagent B 

         3-Protein Assay Reagent S 

           İlk önce standartlar oluşturuldu. Bunun için 1 ml distile suda 10 mg BSA 

çözdürülerek ana stok oluşturuldu. Oluşturulan ana stoktan 0, 0.25, 0,5, 1 ve 2 μg/μl’lik 

konsantrasyonlarda 5 adet standart hazırlandı 

Protein miktarının ölçümü, 96 kuyucuklu platelerde yapıldı. İlk önce hazırlanan 

standartlardan 5’er µL ilk bes kuyucuğa eklendi. 
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 1 2 3 4 5 

Standart  0 μg/μl 0.25 μg/μl 0.5 μg/μl 1 μg/μl 2 μg/μl 

Örnek 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 

         Tablo.6. Protein Standartlarının Konsantrasyonları 

Sonrasında Reagent S ve Reagent A’dan sırasıyla 20/1000 ml oranında örnek 

sayısına göre karışım oluşturuldu ve standartların altındaki her bir kuyucuğa 25 µL 

eklendi. Hazırlanan protein örneklerinden 5 µL üzerine eklendi. 

Sonrasında Reagent B solüsyonundan 200 µL tüm kuyucuklara eklendi (standartlar dahil). 

Hazırlanan örneklerin spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda ölçümü yapıldı. 

3.7.7. Western Blot Analizi 

Western Blot analizi için ilk önce ayırıcı jel hazırlandı 

% 12’lik jel için: Ayırıcı jel  

  -2,6 ml H2O 

  - 3,2 ml %30 Akrilamid/Bisakrilamid 

  -2 ml 1,5 Tris-HCI ph: 8.8 

  -80 µL %10 APS 

  - 80 µL %10 SDS 

  - 8 µL TEMED 

Yukarıda verilen oranlarda karıştırıldı ve western camları arasına konularak jelin 

donması sağlandı. Üst kısmınada düzgün bir yüzey oluşumu için jelin üzerine 2-

propanol eklendi. Jel donduktan sonra üzerindeki 2-propanol boşaltıldı. Boşaltılan yere 

proteinlerin yürütüleceği kuyucukların oluşturulması için depolayıcı jel hazırlandı. 

% 6 ‘lık jel için: Depolayıcı jel 

      -2,6 ml H2O 

     - 1 ml % 30 AC/bisACA 

     -1.25 ml 0,5M Tris HCI ph:6,8 
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 - 50 µL %10 APS 

    - 50 µL %10 SDS 

    - 5 µL TEMED 

      Yukarıda verilen oranlarda karıştırılarak depolayıcı jel oluşturuldu. Depolayıcı jel, 

ayırıcı jelin üzerine eklendi. Depolayıcı jelin üzerine tarakların takılmasıyla kuyucukların 

oluşturulması sağlandı. 

       Hazırlamış olduğumuz her bir protein için: 

           -16 µL yükleme tamponu ( %5beta merkaptoetanol içeren) 

          - 35 µL örnek ve su  (Protein Quantificationda excel dosyasında ölçülen değerlere 

göre) 

       Yukarıdaki verilere göre her biri ayrı birer ependorfa alındıktan sonra 100 ºC de 6 

dakika inkübe edildi. Sonra ilk sıraya Marker (3 µL)  gelecek şekilde örnekler kuyucuklara 

eşit miktarda (35 µg) olacak şekilde yükleme yapıldı. Yüklenen örnekler 120 Volt’ ta SDS-

PACE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide) jel elektroforeziyle 1,5 saat yürütüldü. 

Elektroforez sonrası örnekler nitroselülöz membrana transfer edildi. Transfer işleminden 

sonra membran, 100 ml TBS/T (trans-buffer –salin/Twen 20) ve 2,5 gr süt tozundan oluşan 

solusyonla 1 saat bloklanması sağlandı. Sonrasında 5 kez 10 ar dakika arayla TBS/T ile 

yıkanma sağlandı. 100 ml TBS/T (trans-buffer –salin/Twen 20) ve 2,5 gr süt tozundan 

oluşan solüsyonda DPPL2 monoklonal antikoru konularak bir gece boyu +4 ºC de inkübe 

edildi. Ertesi gün membranlar 10’ar dakika arayla 5 kez TBS/T ile yıkandı. Sonrasında 

TBS/T ile hazırlanan ve içerisinde %2,5’luk süt tozu solüsyonda anti-rabbit sekonder 

antikor eklenerek 1 saat +4 ºC’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası membran 

tekrar TBS/T ile 10’ar dakika arayla 5 kez yıkandı. Yıkamaların sonunda membranlar ECL 

solüsyonu ile muamele edilerek UVP ChemiDoc-It2 cihazında görüntülendi. 

3.7.8. SiRNA ile DPPL2 İfadesinin Baskılanması 

Tüm deneylerde siRNA uygulamaları standart olarak hücrelerin ekiminin üzerinden 

bir gece geçtikten sonra yapıldı. siRNA uygulamasının ilk aşamasında 200000 hücre ekimi 

yapıldı. Tüm deneylerde siRNA uygulaması yapılan grup tedavi grubu, siRNA 

uygulanmayan grup ise tedavisiz grup olarak kabul edilmiştir. 
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          siRNA solüsyonu: 

              -20µL siRNA 

             - 190µL Optimem besiyeri 

              -15µL Hiperfect Tx ajanı 

          Yukarıdaki oranlarda mikrotüplere aktarılan örnekler tamamen karıştırıldıktan sonra 

20 dakika oda koşullarında bekletildi. 20 dakika sonra hazırlanan siRNA solüsyonu bir gün 

önce ekilen hücrelerin üzerine eklenip etüve atıldı. 3 gün sonra etüvden alındı. Hücreler 

tekrardan Western Blot analiz yapılmak için toplandı. 

3.7.9. Apoptoz Değerlendirilmesi ve Hücre Proliferasyonu 

Hücrelerin apoptoz değerlendirilmesi Flow Sitometride annexin boyama, hücre 

proliferasyonu ise MTS Assay Testi yöntemi ile gerçekleştirildi. 

1-Flow Sitometri: 

 Hücrelerin 300.000 olacak şekilde T25 flasklara ekimi yapıldı. Hücreler %5 CO2 

içeren 37 ºC’lik etüvde bir gün boyunca inkübe edildi. Bir gün sonra hücreler tripsinle 

muamele edilerek kaldırıldı. Kaldırılan hücreler 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra süpernatant atıldı ve pellet PBS (1ml) ile yıkaması yapıldı. PBS ile 

beraber tekrar 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant atıldı. 

Pelletin üzerine 100 µL PBS eklenip karıştırıldı. Hazırlanan flow tüplerinin içine 100µL 

hücrelerden eklendi. Hücrelerin üzerine 5 µL FITC annexin ve 5µL PI boyaları eklendi. 

Örnekler alüminyum folyo ile kaplanıp vortekslendikten sonra 15 dakika karanlık oramda 

bekletildi. Bekleme süresi dolduktan sonra örneklerin üzerine 400 µL 1x Binding eklendi 

ve örnekler vortekslenerek Flowsitometri cihazında ölçüldü. 

 

2-MTS Assay: 

 Hücrelerin her bir kuyucuğa 1500 hücre olacak şekilde 96 well platelere ekimi 

yapıldı. Hücreler %5 CO2 içeren 37 ºC’lik etüvde bir gün boyunca inkübe edildi. 24 saat 

sonra hücrelere DPPL2 siRNA uygulaması yapıldı. Hücreler %5 CO2 içeren 37 ºC’lik 

etüvde 3 gün boyunca inkübe edildi. İnkübe edilen hücrelere MTS solüsyonu eklenerek 

sonuçların analizi yapıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. DPPL2 Protein İfadesinin Hücrelerde Gösterilmesi 

Çalışmada MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF10A hücre hatlarında DPPL2 protein 

ifadesi Western Blot tekniği ile belirlenmiştir. Western blot analiz sonuçlarına göre 

MCF10A, MCF-7 hücrelerinde DPPL2 ifadesi yüksek düzeyde görülürken, MDA-MB-

231 hücrelerinde DPPL2 ifadesinin düşük olduğu belirtilmiştir. 

 

β-actin       30 kDa 

 

Şekil.6. MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 Hücre Hatlarında DPPL2 Protein 

İfadesinin Gösterilmesi. 
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4.1.2. siRNA Uygulanan Hücrelerin Görüntüleri, 

       Çalışmada DPPL2 protein varlığının kanser hücrelerindeki ifadesini belirlemek 

amacıyla siRNA uygulaması yapılmıştır. siRNA uygulaması ile DPPL2 proteinin 

ifadesi baskılanmış ve hücrelerin siRNA uygulamasından 72 saat sonraki morfolojik 

görüntüleri Şekil. 7’de gösterilmiştir. 

 

Şekil.7.  Kültüre Alınan ve siRNA Uygulanacak MDA-MB-231 Hücrelerinin 

Tedavi Edilmeden Önceki Görüntüsü. 

4.1.3. MTS ile Hücre Proliferasyonunun Belirlenmesi 

        Çalışmada DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda MDA-MB-231 hücrelerinde 

oluşan hücre proliferasyonuna bakılmıştır. Şekil.8.de MDA-MB-231hücresinin 

stepkrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmiş ve elde edilen sonuçlar yüzde 

olarak verilmiştir. Tüm MTS Assay çalışmalarında Student T Non Parametrik Test ile 

istatistik analizler yapılmıştır. Analiz sonuçlarına göre tedavisiz grup ile kontrol grubu 

arasında anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2 

siRNA uygulaması yapılan grup karşılaştırıldığında ise hücrelerdeki canlılık oranının 

yaklaşık olarak %16 oranında azaldığı görülmüş ve bu fark anlamlı görülmemiştir 

(p>0.05). 
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Şekil.8. DPPL2 siRNA Uygulaması SonucuMDA-MB-231 Hücrelerindeki 

Proliferasyon. DPPL2’nin susturulmasıyla hücre proliferasyonu arasında anlamlı bir ilişki 

bulunmamıştır (p>0,05).  

           Çalışmada DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda MCF-7 hücre hatlarında 

meydana gelen hücre proliferasyonuna bakılmıştır. Şekil 9’de MCF-7 hücresinin 

stepktrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmiş ve elde edilen sonuçlar yüzde 

olarak verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre tedavisiz grup ile kontrol grubu arasında 

anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (p>0.05).Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA 

uygulaması yapılan grup karşılaştırıldığında ise hücrelerdeki canlılık oranının yaklaşık 

olarak %18 oranında azaldığı görülmüş ve bu fark anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).

Şekil.9. 

DPPL2 siRNA Uygulaması Sonucu MCF-7 Hücrelerindeki Proliferasyon. DPPL2’nin 

susturulmasıyla hücre proliferasyonu arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır (p>0,05).   
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       Çalışmada DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda MCF10A hücre hatlarında 

meydana gelen hücre proliferasyonuna bakılmıştır. Şekil.10. MCF10A hücresinin 

stepktrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmiş ve elde edilen sonuçlar yüzde 

olarak verilmiştir Analiz sonuçlarına göre tedavisiz grup ile kontrol grubu arasında 

anlamlı  bir fark olmadığı görülmüştür (p>0.05).Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA 

uygulaması yapılan grup karşılaştırıldığında ise hücrelerdeki canlılık oranının yaklaşık 

olarak %20 oranında azaldığı görülmüş ve bu fark anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). 

 

Şekil.10. DPPL2 siRNA Uygulaması Sonucu MCF10A Hücrelerindeki Proliferasyon. 
DPPL2’nin susturulmasıyla hücre proliferasyonu arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır (p>0,05).  

                        4.1.4. Flow Sitometri Yöntemi ile Apoptozun belirlenmesi 

4.1.5. Annexin Boyama ile Apoptoz belirlenmesi  

       Çalışmada apoptoz değerlendirilmesi için Annexim boyama ile Flow Sitometri 

uygulaması yapılmıştır. Şekil.11’deDPPL2 siRNA uygulaması sonucu MDA-MB-231 

hücrelerinde tedavisiz grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz 

yüzdeleri Flow Sitometri analizi verileriyle gösterilmiştir Şekil.12’de MDA-MB-231 

hücrelerinde Flow Stometri analiz verileri grafik haline getirilmiş ve elde edilen 

sonuçlar yüzde olarak verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre tedavisiz grup ile kontrol 

grubu arasında apoptoza uğrama bakımından anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05). 

Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hücreler kıyaslandığında DPPL2 siRNA 

uygulanan hücrelerde % 1,6 daha fazla hücre ölümü görülmüş ve bu fark anlamlı 

bulunmamıştır (p>0,05). 
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            TEDAVİSİZ                    KONTROL siRNA                DPPL2 siRNA  

                        

Şekil.11. MDA-MB-231 Hücre Hatlarında Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonucu Oluşan Apoptoz Yüzdeleri (Q2+Q4=apoptoz yüzdeleri). 

 

Şekil.12.  DPPL2 siRNA Uygulaması Sounucu MDA-MB-231 Hücrelerinde Hücre 

Ölümü Yüzdesi (p>0,005). 

        Şekil.13’de DPPL2 siRNA uygulaması sonucu MCF10A hücrelerinde tedavisiz 

grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz yüzdeleri Flow Sitometri 

analizi verileriyle gösterilmiştir. Şekil.14’da Flow Sitometri analiz verileri grafik haline 

getirilmiş ve elde edilen sonuçlar yüzde olarak verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre 

tedavisiz grup ile kontrol grubu arasında apoptoza uğrama bakımından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hücreler 

kıyaslandığında, DPPL2 siRNA uygulanan hücrelerde % 1,98 daha fazla hücre ölümü 

görülmüş ve bu fark anlamlı bulunmamıştır (p>0.005). 
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          TEDAVİSİZ              KONTROL siRNA            DPPL2 siRNA 

 

                              

Şekil. 13. MCF10A Hücre Hattında Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonucu Oluşan Apoptoz Yüzdeleri (Q2+Q4=apoptoz yüzdeleri). 

 

Şekil.14. DPPL2 siRNA Uygulaması Sonrası MCF10A hücrelerinde hücre ölüm 

yüzdesi (p>0,05) 

         Şekil.15’de DPPL2 siRNA uygulaması sonucu MCF-7 hücrelerinde tedavisiz 

grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz yüzdeleri Flow Sitometri 

analizi verileriyle gösterilmiştir. Şekil.16’de Flow Sitometri analiz verileri grafik haline 

getirilmiş ve elde edilen sonuçlar yüzde olarak verilmiştir. Analiz sonuçlarına göre 

tedavisiz grup ile kontrol grubu arasında apoptoza uğrama bakımından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hücreler 

kıyaslandığında DPPL2 siRNA uygulanan hücrelerde % 0,66 daha fazla hücre ölümü 

görülmüş ve bu fark anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). 
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          TEDAVİSİZ                KONTROL siRNA            DPPL2 siRNA 

                 

Şekil.15. MCF-7 Hücre Hatlarında Sırasıyla Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 

siRNA Uygulaması Sonucu Oluşan Apoptoz Yüzdeleri(Q2+Q4=apoptoz yüzdeleri).  

 

Şekil.16. DPPL2 siRNA Uygulaması Sonrası MCF-7 hücrelerinde hücre ölüm yüzdesi 

(p>0,005). 

4.1.6. Hücre Döngüsü Analizi  

       Çalışmada DPPL2 siRNA uygulamasından sonra MDA-MB-231, MCF-7 ve 

MCF10A hücrelerinde Flow Sitometri tekniği ile hücre döngüsü analizi yapılmıştır. 

Şekil.17’da MDA-MB-231 hücre hattında Flow Sitometri ile yapılan hücre döngüsü 

analizi verileri gösterilmiştir.  Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmiş ve 

elde edilen sonuçlar yüzde olarak Şekil.18’de gösterilmiştir. DPPL2 siRNA uygulaması 

sonucu hücre döngüsü evrelerinde (G1,S,G2) oluşan hücre miktarı yüzdelerine 

bakıldığında tedavi gruplarının hepsinde G1 ve S fazlarında %5 in altında hücre miktarı 
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görülmüştür. Hücre miktarının %80’e yakın olanı hücre döngüsünün G2 evresinde 

gerçekleşmiştir. 

                                 TEDAVİSİZ                                                        KONTROL siRNA                 

 

                               DPPL2 siRNA                                

                              

Şekil.17. MDA-MB-231 Hücre Hattında Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonucu Hücre Döngüsünde Oluşan Hücre Miktarları(P5:G1 Fazı, P6:S Fazı, 

P7:G2 fazı). 

 

Şekil.18.  MDA-MB-231 Hücresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonrası Hücre Döngüsünde Oluşan Hücre Miktarının Yüzdesi. 
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       Şekil.19’de MCF10A hücre hattında Flow Sitometri ile yapılan hücre döngüsü 

analizi verileri gösterilmiştir. Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmiş ve 

elde edilen sonuçlar yüzde olarak Şekil.20’de gösterilmiştir. MCF10A hücresinde 

Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA uygulaması sonucu hücre döngüsü 

evrelerinde(G1,S,G2) oluşan hücre miktarı yüzdelerine bakıldığında tüm tedavi 

gruplarındaki hücre miktarının %53’ün G1 evresinde ,% 11’nin S evresinde ve %30’ 

nun da G2 evresinde gerçekleştiği görülmüştür. 

                         TEDAVİSİZ                                               KONTROL siRNA 

 

 

                        DPPL2 siRNA 

 

 

Şekil.19.  MCF10A Hücre Hattında Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonucu Hücre Döngüsü Evrelerinde Oluşan Hücre Miktarları (P5:G1 Fazı, 

P6:S Fazı, P7:G2 fazı). 
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Şekil.20. MCF10A Hücresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonrası Hücre Döngüsünde Oluşan Hücre Miktarının Yüzdesi. 

             Şekil.21’de MCF-7 hücre hattında Flow Sitometri ile yapılan hücre döngüsü 

analizi verileri gösterilmiştir. Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmiş ve 

elde edilen sonuçlar yüzde olarak Şekil.22’de verilmiştir. MCF-7 hücresinde Tedavisiz, 

Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA uygulaması sonucu hücre döngüsü 

evrelerinde(G1,S,G2) hücre miktarı yüzdelerine bakıldığında tüm tedavi gruplarında 

hücre miktarının %42’sinin G1 evresinde, %18’nin S evresinde, %23’ünün ise G2 

evresinde oluştuğu görülmüştür. 
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                         TEDAVİSİZ                                         KONTROL siRNA 

 

                                                       DPPL2 siRNA 

                   

Şekil.21. MCF-7 Hücre Hattında Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA 

Uygulaması Sonucu Hücre Döngüsü Evrelerinde Oluşan Hücre Miktarları(P5:G1 Fazı, 

P6:S Fazı, P7:G2 fazı). 

 

Şekil.22. MCF-7 Hücresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA Uygulaması 

Sonrası Hücre Döngüsünde Oluşan Hücre Miktarının Yüzdesi. 
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4.1.7. Caspase İfadesinin Western Blot ile Gösterilmesi 

         Apoptoz, genler tarafından düzenlenen, protein sentezi ve enerjiye ihtiyaç 

duyulan hemostasinin korunmasını sağlayan programlı hücre ölümüdür. Caspase-3 ve 

Caspase-9 apoptoz belirteçleri olduğu için, çalışmada DPPL2 siRNA uygulamasından 

sonra MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF10A hücrelerindeki Caspase-3 ve Caspase-9 

ifadelerine Western Blot Tekniği ile bakılmıştır. 

4.1.7.1. MDA-MB 231 Hücre Hattında Caspase İfadesi 

       DPPL2 siRNA uygulaması sonrası MDA-MB-231 hücrelerinde hücre ölümünün 

saptanması amacıyla Caspase-3 ve Caspase-9 ifadelerine Western Blot tekniği ile 

bakılmıştır. Analiz sonuçlarında DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda Tedavisiz grup, 

Kontrol grubu ve DPPL2 siRNA gruplarında Caspase-3 ile Caspase-9 ifadesinin varlığı 

Şekil.23’de gösterilmiştir. Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin yüksek düzeyde 

görülmesi DPPL2 siRNA uygulamasının hücrede apoptoz oluşturmadığını 

göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

Caspase-3     35 kDa 

Caspase-9     47 kDa 

Şekil.23. MDA-M-231 Hücre Hattında DPPL2 siRNA Uygulaması Sonucunda 

Caspase-3 ve Caspase-9 İfadesinin Western Blot ile Gösterimi. 
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4.1.7.2.  MCF-7 Hücre Hattında Casapase İfadesi 

         DPPL2 siRNA uygulaması sonrası MCF-7 hücrelerinde hücre ölümünün 

saptanması amacıyla Caspase-3 ve Caspase-9 ifadelerine Western Blot tekniği ile 

bakılmıştır. Analiz sonuçlarında DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda Tedavisiz grup, 

Kontrol grubu ve DPPL2 siRNA gruplarında Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin varlığı 

Şekil.24’de gösterilmiştir. Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin yüksek düzeyde 

görülmesi DPPL2 siRNA uygulamasının hücrelerde apoptoz oluşturmadığını 

göstermektedir. 

 

 

 

 

 

Caspase- 3 35kDa 

Caspase- 9 47 kDa 

 

Şekil.24. MCF-7 Hücre Hattında DPPL2 siRNA Uygulaması Sonucu Caspase-3 ve 

Caspase -9 İfadesininWestern Blot ile Gösterimi. 
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4.1.7.3. MCF10A Hücre Hattında Caspase İfadesi 

.    DPPL2 siRNA uygulaması sonrası MCF10A hücrelerinde hücre ölümünün 

saptanması amacıyla Caspase-9 ifadesinin Western Blot tekniği ile bakılmıştır. Analiz 

sonuçlarında DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda Tedavisiz grup, Kontrol grubu ve 

DPPL2 siRNA gruplarında Caspase-9 ifadesinin varlığı Şekil.25’de gösterilmiştir. 

Caspase-9 ifadesinin yüksek düzeyde görülmesi DPPL2 siRNA uygulamasının 

hücrelerde apoptoz oluşturmadığını göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

Caspase-9  47 kDa 

 

Şekil.25. MCF10A Hücre Hattında DPPL2 siRNA Uygulaması Sonucu Caspase- 9 

İfadesinin Western Blot ile Gösterimi. 
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5. TARTIŞMA 

 

 Bu çalışmada kromozomun 10q26.12 bölgesine yerleşik olan 10 ekzon 

uzunluğundaki DPPL2 geninin meme kanseri hücrelerinde ifade düzeylerine bakılarak 

apoptoza olan etkisi, hücre proliferasyonu ve hücre döngüsü araştırılmıştır. DPPL2 

proteininin kanser hücrelerinde ifadesinin belirlenmesi için MDA-MB 231, MCF-7 ve 

MCF10A hücre hatları kullanılmıştır. Kanser hücrelerindeki durumun belirlenmesi 

amacıyla MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri kullanılırken, kanser hücresi ile sağlıklı 

hücreler arasındaki farkın değerlendirilmesi için MCF10A meme epiteli hücresi 

kullanılmıştır. 

DPPL2 protein ekspresyonları ile ilgili olarak literatürde beyin, böbrek ve testis 

çalışmaları mevcuttur (9). Çalıştığımız hücre gruplarında DPPL2 ekspresyonları 

western blot yöntemi ile tespit edilmiş olup buna göre MCF10A ve MCF7 hücrelerinde 

DPPL2 ekspresyonları yüksek düzeyde tespit edilirken MDA-MB-231 hücrelerinde ise 

daha az düzeyde ifade edildiği saptanmıştır.  Karakter olarak daha agresif ve metastatik 

olan MDA-MB-231 hücrelerinde daha düşük düzeyde DPPL2 saptanmasının hücreye 

agresif karakterini kazandırabileceğini düşünmekteyiz. Ayrıca MCF7 hücreleri ER ve 

PR pozitif fenotip gösterirken MDA-MB-231 hücreleri ER ve PR negatif karakterdedir. 

Hücre dışı hormonal etkiye bağlı gen ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli görevler 

alan bu reseptörlerin varlığı DPPL2’nin düzeyini artırmış olduğu sonucuna varılabilir. 

Literatürde bu yönde bir bilgi olmadığından ER ve PR’nün susturulduğu hücrelerde 

DPPL2 ekspresyonunun araştırılması gerekmektedir. 

Meme kanseri hastaları ile yapılan çalışmalarda DPPL2 genin ifadesinin yüksek 

olduğuna dair çalışmalar mevcuttur (10).Literatürde bu güne kadar DDPL2 hücre 

proliferasyonu ile ilgili çalışma yapılmamıştır. Bu çalışmada ilk kez, DPPL2 protein 

ifadesi baskılanarak, MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde hücre 

proliferasyonu analiz edilmiştir. Analiz sonuçlarına göre MDA-MB-231 ve MCF10A 

hücrelerinde %25,  MCF-7 hücrelerinde ise %20 hücre proliferasyonunda azalma 

olduğu belirtilmiştir. Fakat bu azalma miktarı istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

DPPL2’nin çalışılan tüm hücrelerde kritik görevler alması nedeniyle hem kanser hücre 

hatlarında hem de immortalize meme epitel hücresinde benzer oranlarda proliferasyonu 

baskıladığı sonucuna varılmıştır.  
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Literatürde DPPL2 proteinin hücrelerde apoptoz sürecine olan etkisi üzerine 

çalışma yapılmadığı görülmektedir. İlk defa DPPL2 proteinin apoptoz üzerine olan 

etkileri bu çalışmada araştırılmıştır. DPPL2 siRNA uygulamasıyla DPPL2 proteinin 

etkisi baskılanıp hücrelerde apoptoz miktarı belirlenmiştir. MCF10A, MCF-7 ve MDA-

MB-231 hücreleri kullanılarak yapılan DPPL2 siRNA uygulaması sonucunda, MCF10A 

hücresinde  % 2,34, MDA-MB-231 hücresinde % 4,3,  MCF-7 hücresinde ise  %1,66 

düzeyinde apoptoz saptanmış olup bu değer anlamlı bulunmamıştır. Çalışmada apoptoz 

belirteçleri olması bakımından önemli olan Caspase-3 ve Caspase-9 enzimlerinin 

DPPL2 siRNA uygulamasından sonra hücredeki ifadesine bakılmıştır. Hücrede apoptoz 

olması durumunda parçalanması gereken enzimler olan Caspase-3 ve Caspase-9’un 

MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerindeki ifadelerine Western blot tekniği ile 

bakılmıştır. Hücrelerde Caspase parçalanmasının olmaması, flowsitometrik olarak 

annexin V boyanmasının gösterilememesi,  DPPL2’nin susturulmasının apoptozu 

uyarmadığı tezini güçlendirmiştir. 

Meme kanseri hücrelerinde DPPL2 proteinin hücre döngüsü üzerine etkisi daha 

önce araştırılmamıştır. Çalışmada DPPL2 siRNA uygulaması yapılarak hücre 

döngüsünde hangi evrede ne kadar hücre olduğuna bakılmıştır.  MDA-MB-231, MCF-7 

ve MCF10A hücreleri kullanılarak yapılan çalışma sonucunda MDA-MD-231 

hücresinde G2 evresinde, MCF-7 ve MCF10A hücrelerinde ise G1 ile G2 evresindeki 

hücre miktarının çok olduğu görülmüştür. DPPL2 proteinin ekspresyonu baskılanarak 

yapılan hücre döngüsü analizlerinde hücre döngüsü evrelerindeki hücre miktarının fazla 

olması DPPL2 protein ekspresyonun hücre döngüsü üzerine etkisinin olmadığı 

görüşünü güçlendirmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada DPPL2 proteininin in vitro ortamlarda meme kanseri hücreleri 

üzerine etkileri araştırılmıştır. Araştırma yapılırken MDA-MB-231, MCF-7 kanser 

hücreleri ve MCF10A meme epitel hücreleri kullanılmıştır. Yapılan analiz sonuçlarında 

DPPL2 protein ifadesinin hücre proliferasyonunda azaltıcı bir etkisinin olduğu fakat bu 

azalışın anlamlı olmadığı görülmüştür. DPPL2 proteinin hücre apoptozundaki ifadesine 

bakıldığında da anlamlı bir apoptozun oluşmadığı görülmüştür. DPPL2 proteinin hücre 

döngüsündeki miktarlarına bakıldığında G1 ve G2 evresindeki hücre miktarları anlamlı 

bulunmuştur. DPPL2 siRNA uygulaması ile proliferasyonun azalması ve hücre 

döngüsünün belirli fazlarında anlamlı proliferasyonun görülmesi DPPL2 proteininin 

meme kanseri tedavisinde iyi bir hedef olabileceğini göstermektedir. İn vitro ortamlarda 

yapılan bu çalışmaların in vivo modellerle desteklenmesi ve bunun nasıl sonuçlar 

doğuracağının gelecekteki çalışmaların merkezi olacaktır. 
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