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OZET
Thioridazine/Docetaxel Kombinasyonunun Meme Kanseri Kok Hiicre ve Meme
Kanseri Hiicre Kiiltiirlerindeki Sitotoksik, Apoptotik ve Epitelyal Mezenkimal Gecis

Olaylarindaki Etkilerinin Arastirilmasi

Onerilen bu calismanin birincil amaci; antipsikotik olarak kullanilan Thioridazine
molekiiliiniin, sitotoksik ve apoptotik etkinliginin meme kanseri kok hiicre kiiltiirlerinde ve
heterojen yapidaki meme kanseri hiicre kiiltiirlerinde karsilagtirmali olarak belirlenmesidir.
Ikincil amaci; goriilen sitotoksik etkinin hiicrelerde hangi tip &liime yol agtiginin
belirlenmesidir. Ugiinciil amaci ise; kanserde sikga goriilen bir sorun olan Epitelyal-
mezenkimal gecgiste (EMT) bu etkiyi geri dondiiriicii etkisinin olup olamayacaginin ve bu
olayda rol oynayan molekiiller tizerindeki etkisinin arastirilmasidir.

Calismada kullanilan MDA-MB-231, CD44+/CD24-, kok hiicre olmayan kanser
hiicreleri ve MCF-10A, Thioridazine’in artan konsantrasyonlartyla (1-30 uM), 12, 24, 48,
72 saatlik zaman dilimlerinde muamele edildi. XTT tabanli canlilik testi kullanilarak,
sitotoksisite yiizdeleri hesaplandi. Thioridazine’nin hiicre i¢i aliminin Dopamin 2
reseptorleri iizerinden gerceklestigi hipotezi dikkate alinarak, calisilan hiicrelerdeki
reseptor miktart ELISA yontemi ile belirlendi. Sitotoksik etkinin apoptozis veya nekroza
bagli olup olmadigi ELISA yontemi ile histon-DNA fragmentasyonu 6l¢iilerek kanitlandi.
EMT’nin arastirllmasinda, invazyon, migrasyon ve western blot yoOntemlerinden
yararlanildi.

MDA-MB-231 ve CD44+/CD24-, hiicrelerinde Thioridazine’in erken donemde (24.
saat) etkili oldugu gosterildi. Bu siireye ait IC50 degerleri sirasiyla, 18.1 uM ve 9 uM
olarak hesaplandi. Dopamin 2 reseptoriiniin bazal miktari, CD44+/CD24- i¢in 868.5
ng/mL, MDA-MB-231 igin 1115.4 ng/mL olarak tespit edildi. Thioridazine’in artan
konsantrasyonlarina bagli olarak dopamin 2 reseptor miktarinda azalma gozlendi.

Antiproliferatif etkinin, MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajiye yol agarken,
CD44+/CD24- hiicrelerinde apoptozise yol agtigi belirlendi. Her iki hiicre hattinda da
EMT’yi indiikleyen molekiillerde (N-kaderin, Fibronektin, Vimentin) azalma gozlenirken,

E-kaderin, CK-18 gibi epiteryal belirteglerin ekspresyonunun arttigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Thioridazine, Meme kanseri, Sitotoksisite, Apoptozis, Otofaji, EMT
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ABSTRACT

The cell lines (MDA-MB-231, CD44+/CD24-, non cancer stem cells and MCF-
10A) were incubated with increased concentrations of Thioridazine (1-30 uM) for 12, 24,
24, 48, 72 hours. XTT based viability assay was used to calculate the percentage
cytotoxicity. Considering the hypothesis that intracellular uptake of Thioridazine via
dopamine 2 receptor, the level of dopamine 2 receptor was determined by ELISA method.
Apoptosis and necrosis were confirmed by measuring histon-DNA fragmentation.

Thioridazine was shown to be effective at early time point (24 hours) in MDA-MB-
231 and CD44+/CD24- cells. The IC50 values at 24 hours were found 18.1 uM and 9 uM
in MDA-MB-231, CD44+/CD24-, respectively. The basal amount of dopamine 2 receptor
were 868,5 ng/mL and 1115,4 ng/mL in CD44+/CD24- and MDA-MB-231 respectively.

The antiprolifreative effect showed autophagy in MDA-MB-231 cells while
apoptosis was observed in CD44+/CD24- cells. In both cell lines that molecules which
induce EMT (N-cadherin, fibronectin, Vimentin) observed decreasing while E-cadherin,

CK-18 and beta-catenin were observed increaing as epithelial markers.

Keywords: Thioridazine, Breast Cancer, Cytotoxicity, Apoptosis, Autophagy, EMT
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1. GIRIS

Kansere bagl oliimler arasinda, akciger kanserlerinden sonra kadinlarin 6limiine
en fazla sebep olan meme kanserinin biiyilk bir bdlimii meme epitel kaynaklidir.
Kadinlarda goriilen kanserler arasinda yayginligi en yiiksek (% 41) tiimordiir (Jemal ve
ark., 2012). Kanser, heterojen bir hastalik olup, tek bir hiicredeki g¢oklu molekiiler
islemlerin etkilesiminden kaynaklanir. Kanser olgusunda, genetik, epigenetik, metabolik,
hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberlesme, hiicre enerji akisi gibi olaylarin ve metabolitlerin
diizenlenmesinde ve kontroliinde farklilasmalar meydana gelir. Ayrica, kanserin
olusumunda tamir edilemeyen DNA hasarlarinin kalici hale gelmesinin de roli vardir.
Mutasyonlarin ¢ogu tamir edilemeyen ve nesilden nesile aktarilan kalitsal DNA
hasarlaridir. Kanser hiicrelerinde olusan DNA hasarlarinin biiyiik bir orani, DNA tamir
sistemleriyle onarilir ve ya hiicre kendini 6liime gotiiriir. Normal dokularda ise hiicre
cogalmasi ile apoptozise bagli hiicre kayiplar1 arasinda uyumlu bir denge vardir. DNA
hasar1, tamir edilemez ve hiicre kendini 6lime ydnlendiremezse, hasarlar kanser icin
onemli bir zemin olusturur. Genetik diizlemde, genomda meydana gelen nokta
mutasyonlari, translokasyonlar, amplifikasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar, heterozigozite
kayb1 ve DNA’nin topolojisinde degisiklikler gozlenebilir. Yapilan aragtirmalarda bir
timor hiicresinde, yaklasik 140 gen degisimi oldugu ve bunun intragenik mutasyonlara
neden oldugu gosterilmistir. Tiimdr hiicresinin siirekli ¢ogalmasina yol acan mutasyonlar,
hiicrelerin yasamini destekleyen ve genomun saglikli bir sekilde idamesinde goérev alan
MAPK, STAT, TGF-B, RAS, PI3K gibi bir¢ok sinyal yolagiyla iliskilidir. Bir tiimor
hiicresinde 2 ile 8 tane kanser fenotipini ortaya ¢ikaran ve devam ettiren mutasyon
meydana gelmektedir. Epigenetik diizlemde de, epigenetikle ilgili genlerde meydana gelen
mutasyonlar, epigenetik mekanizmalarin akigini bozarak, kanser hiicrelerine ¢ogalma
avantaji sunmaktadir. Tiimorlerde meydana gelen genetik degisimler tiimor hiicresine
spesifik olsa da, tiimor hiicrelerinin kullandig1 ve aktiflestirdigi/inaktiflestirdigi sinyal
yolaklar1 ortak olabilmektedir (Vogelstein ve ark., 2013). Genetik ve epigenetik bilgideki
degisiklikler, DNA hasarinin onarilip onarilamamasi, kontak inhibisyonun ortadan
kalkmasi, apoptozisden kagan tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina sebep olur
(Raymond ve ark., 2007).

Kanser hiicreleri ayrica normal hiicrelerden daha farkli bir metabolik isleyise
sahiptir. 1924’te Otto Warburg, kanser hiicrelerinin baslica 6zelliklerinden biri olan, kanser
hiicrelerinin glikozu glikolizis yolu ile metabolize ettigini kesfetmistir. Warburg’a gore

kanser hiicreleri, ATP sentezi i¢in, oksijen yolunu degil, glikolizis yolunu secer ve bu olay



Warburg etkisi olarak isimlendirilir. Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda ise, Warburg
etkisinin hangi mekanizmalarla iligkili oldugu aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu olay; tiimor
mikrogevresi ve HIF, onkogen aktivasyonu, tiimor baskilayic1 molekiillerin inaktivasyonu,
mitokondride olusan fonksiyonel bozukluklar, epigenetik degisiklikler, miRNA’lar,
glutamin metabolizmasi, post-translasyonal modifikasyonlar gibi mekanizmalar
etkilemektedir (Mohita ve ark., 2013).

Tiimorler koken aldiklar1 hiicrelere ve bulunduklar1 organlara gore karakteristik
Ozellik gosterir. Morfolojileri, antijen ekspresyonlari, ¢ogalma oranlari, hiicre-hiicre
etkilesimleri, reseptorleri, metastaza yatkinliklari, kemoterapdtik ajanlara hassasiyetleri
farklilik gostermektedir. Heterojen bir hastalik olmasi nedeniyle meme kanseri, her hastada
ve hatta hastaligin her evresinde farkli genotipik ve fenotipik 6zellik gosterir. Meme
kanseri giiniimiizde yiiksek molekiiler teknolojiler sayesinde alt tiplere siniflandirilarak,
tedaviye yonelik spesifik yaklasimlar iizerinde arastirmalar devam etmektedir. Ozellikle
normal hiicrelere zarar vermeden spesifik olarak timor hiicrelerinin hedeflenmesi,
homeostasisin saglanmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir.

Tlimor heterojenitesi, kanser kok hiicreleri ile kok hiicre olmayan hiicrelerin birlikte
bulunmasidir. Kanserin etiyolojisini agiklamada, kanser kok hiicreleri ve klonal evrim
hipotezi yaygin olarak kullanilir (Polyak ve Campbell, 2007). Kanser kok hiicreleri, kanser
hiicrelerinden farklilasma 6zelligi ile ayrilir. Kanser kok hiicreleri, Wnt/B-katenin, Notch,
Hedgehog gibi farklilasmada gorev alan molekiiler sinyal yolaklarii kullanirlar. Kanser
kok hiicreleri, normal kok hiicreler gibi kendi populasyonlarini kontrol etme potansiyeline
sahip degildir. Bu bilgi, kanser kok hiicrelerinin homeostasisinin ve nislerinin bozuldugunu
kanitlar. Saglikli kok hiicreler, tekrarlayan mutasyonlara maruz kaldiklarinda ve strese
girip apoptozise gidemediklerinde kanser kok hiicresine doniisebilirler. Bu nedenle kok
hiicrelerin sahip oldugu nisteki sinyal yolaklarinin saglikli bir sekilde kontrol edilip ve
diizenlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Sinirli boliinme limitlerini kaybeden kok hiicreler sinirsiz

cogalma potansiyeli kazanirlar (Guy ve ark., 2011).



2. LITERATUR OZETI

1950°’1li yillarda gelistirilen Thioridazine molekiiliinlin psikiyatrik hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasi smirlandirilmayarak molekiiliin sahip oldugu diger 6zelliklerin
baska hangi hastaliklarda da ise yarayabilecegi arastirilmaya baslanmistir. Thioridazine
molekiiliiniin, antiproliferatif, antimikrobiyal, anti-oksidan dzellikler tagimast bu molekiilii
arasgtirilmaya deger kilmistir. Thioridazine (10-[2-(1-methyl-2-piperidyl) ethyl]-2-
methylthio-phenothiazine), phenothiazine sinifindan olup, molekiiler agirligi 407.04
g/mol’diir. Dopamin reseptorlerini inhibe ederek etkisini gdsteren bu ajanin sizofreni
tedavisinde ve diger psikiyatrik hastaliklarda kullanimi olduk¢a yaygindir. Ayrica, kanser
kok hiicresi hedefli olan bu ajan normal hiicrelere zarar vermezken kanser kok hiicrelerinde
sitotoksik etki gostermektedir (Strobl ve ark., 1990). Bu ajanin, bir ndrotransmitter olan
dopamin reseptOriinii inhibe etmesi, meme kanseri kok hiicrelerindeki dopamin
reseptorlerine baglanarak etkisini gosterecegini diigiindiirmektedir. Meme kanseri kok
hiicrelerinin dopamin reseptorleri ekprese ettigi Bhatia ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir.  Yiiksek teknolojiler ile test edilen 590 tane ajan arasindan sadece
Thioridazine’in kanser kok hiicrelerine spesifik olarak etki gosterdigi tespit edilmistir
(Sachlos ve ark., 2012).

1999 yilinda yapilan bir c¢alismada Lialiaris ve Pantazaki, Thioridazine
molekiiliiniin doza bagli olarak DNA’y1 etkiledigini jel elektroforezinde niikleik asit
bantlarinin  kayboldugunu gostererek kamitlamiglardir. Interkalator 6zelligi sayesinde
DNA’nin yapisin1 degistirerek major oluguna baglanip, replikasyonu ve DNA tamir
mekanizmalarini inhibe etmektedir (Lialiaris ve ark., 1992). Yapisinda bulunan aromatik
N-dialkil grubu Thioridazine molekiiline bu 6zelligi kazandirmaktadir (Amaral ve
Kristiansen, 2001).

Curtt ve ark.’min 2002 yilindaki c¢alismasinda ise; Thioridazine’nin sigan
karacigerinden izole edilen mitokondride antioksidan aktivite gostererek, reaktif oksijen
tirevlerinin ve sitokrom c¢’nin salinimina yol agtifini bdylece apoptozisi uyardigi
gosterilmistir (Curti ve ark., 2002).

Thioridazine’nin de i¢lerinde bulundugu Phenothiazine sinifina ait ilaglarla yapilan
bir ¢calismada, bu ilaglarin hiicre canlilig1 tizerine etkileri 16semi hiicre hatlarinda ve normal
lenfositlerde karsilastirilarak ¢alisilmistir. Phenothiazine molekiilii 16semi hiicre hatlarinda
0.1-10 uM dozlarda sitotoksik etki gdstermezken, Thioridazine molekili 5-10 pM
dozlarda sitotoksik etki gostermistir. Bu sinifa ait ilaglardan uygun dozlarda en etkin olanin

Thioridazine oldugu ve normal lenfositlerde sitotoksik etki gostermeyerek apoptozisi



uyardig1 belirlenmistir. Thioridazine molekiiliiniin daha diisiik dozlarda sitotoksik etki
gostermesi yan etkileri tolere etmesi agisindan bir avantajdir. Apoptozisin uyarilma
mekanizmalar1 aragtirilarak mitokondrial DNA polimeraz enziminin ve ATP iiretiminin
inhibisyonundan kaynaklandigi tespit edilmistir (Baba ve ark., 2004).

B16 fare melanom hiicre hatlarinda ve in vivo yapilan ¢alismada, Thioridazine’nin
melanom hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin diger Phenothiazine sinifina ait ilaglara
nazaran daha etkin oldugu ve in vivo tiimor gelisiminde de inhibe edici etkisi oldugu
gosterilmistir (Weizman ve ark., 2006).

Kang ve ark.’nin yumurtalik kanseri hiicre hatlariyla (SKOV-3 ve OVCAR-3)
yaptigi c¢alismada, Thioridazine’nin phosphatidylinositol-3'-kinase (PI3K)/Akt sinyal
yolag1 {izerindeki etkisinin molekiiller mekanizmasin1 arastirmislardir. (PI3K)/Akt
inhibitorleri ve Thioridazine kullanilarak yapilan c¢alismada yolaktaki etkiler
aydinlatilmistir. Ayrica hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi ve apoptozisde rol alan
molekiiller de arastirilmig, Thioridazine’nin hiicreleri hiicre dongiisiiniin G0/G1 fazinda
tutuklu biraktigi, hiicre dongiisii diizenleyicilerden Siklin-D1, Siklin bagimli kinaz-4’{in
ekspresyonunu diistirdiigii, p21, pl6, CDC25A gibi diizenleyicilerin ekspresyonunu ise
arttirdigr bulunmustur. Hiicre dongiisii analizleri sonucu, hiicrelerin G1 fazinda tutuklu
kalmasi, Thioridazine’nin antiproliferatif etkilerinin (PI3K)/Akt yolaginin inhibe edilmesi
ile iligkili oldugunu diisiindlirmiistiir (Kang ve ark., 2012).

2012 yilinda Rho ve ark.’nmin calismasinda ise Thioridazine molekiiliiniin anti-
anjiyogenik etkilerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Calismada kullanilan kanser hiicre
hatlarinda (OVCAR-3, MDAH-2774) Thioridazine molekiilii sitotoksik etki gdsterirken,
normal hiicreleri temsil eden hiicre hatlarinda (MCF-10A, BEAS-2B, MRC-5, HOSE-
E6E7) herhangi bir sitotoksik etki gdstermemistir. Vaskiiler endotelyal ¢ogalma faktorii
(VEGF)’1 baskilayarak, VEGF aracili proliferasyon ve invazyonu da durdurmustur. Fokal
adezyon molekiiliiniin (FAK) fosforilasyonunu baskilayarak, avB3/FAK/mTOR sinyal
yolaginin molekiiler mekanizmasi arastirilmistir (Rho ve ark., 2012).

Kanserin tedavisinde kullanilan ajanlarin kanser hiicrelerini programli hiicre
Olimiine yonlendirmesi, ajanlarin kanser hiicrelerine spesifik olmasi yan etkileri
azaltacagindan tercih sebebidir. Thioridazine’nin toksik olmayan dozlarinin giincel
kemoterapotik ajanlarla birlikte kullanilmasi, ilaglarin yan etkisini azaltmaya radyasyon ve
kemoterapi gibi tedavi seceneklerinin etkisini gliglendirmeye katkis1i olacag:
diistiniilmektedir. Thioridazine’nin kombine edildigi ajanlarla sinerjistik etki gostermesi

daha etkin sonu¢ alinmasinda olduk¢a Onemlidir. Bunun yani sira kanser hastalarinin



tedavi siirecinde endise, depresyon gibi psikolojik sorunlarla bas etmelerinde de yararl
olacagi diisiiniilmektedir. Akciger kanseri hastalarina kemoterapi sonrasi verilen
Thioridazine’nin kemoterapotik ilaglarin  yol agtigi gece terlemelerini ve kusmayi
Oonlemede yardimci oldugu gosterilmistir (Inoue ve ark., 2000).

Sitotoksik ozelliklerinin yani sira ilag direncini azaltma, P-glikoprotein ailesini
inhibe etme, DNA hasari, anti-oksidan 6zellikler tagimasi, bu ajanin antikanser ajan olarak
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir (Amaral ve
ark., 2011). Meme kanseri kok hiicrelerinde ve kok hiicre olmayan heterojen populasyonda

etkileri ve molekiiler mekanizmalari ise bilinmemektedir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. insan Meme Kanseri Hiicre Hatlarmmn Laboratuar Ortamna
Adaptasyonu ve Cogaltim

Meme kanseri kok hiicreleri (CD44+/CD24-), meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-
231, kok hiicre icermeyen populasyon ve normal meme hiicre hattt MCF-10A ve 37°C ve
%5 CO2'li nemli inkiibatorde (Nuaire) stabil L-glutamin iceren RPMI-1640 besiyerine %1
nonesansiyel aminoasitler, %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, 10 000 unite/ml
penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek c¢ogaltildi. Hiicre kiiltiir islemleri, hava
akimli steril kabinde gergeklestirildi. Hiicre hatlarinin giinliikk bakimlar1 yapilarak ¢cogaltildi
ve ikilenme siireleri tespit edildi. Ayrica hiicreler, canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon
acisindan inverted mikroskopta izlendi.

Bu c¢alisma, Tilay Aktas Onkoloji Hastanesi Tibbi Onkoloji Arastirma
Laboratuvari’nda yapildi. Hiicre kiiltir iglemleri, steril laminar hava akimli ¢alisma
kabininde gerceklestirildi. —80 °C’de saklanan meme kanseri hiicreleri, 37 °C su

banyosunda ¢6ziildii ve 75 em?lik hiicre kiiltiir flasklarina aktarildi. Kiiltiir flasklarina 10
ml besiyeri eklendi ve inkiibatore koyulmadan once kapaklar1 hafifce gevsetilerek, CO2
girisi saglandi. Hiicreler, 37°C, %5 CO2 iceren nemli inkubatérde (NuAire, ABD)
cogaltildi. Kiiltiir flasklarinin tabanina tutunarak ¢ogalan hiicreler, mikroskop yardimiyla,
giinliik olarak canlilik, c¢ogalma ve enfeksiyon yoniinden izlendi. Flasklardaki besiyeri

3 giinde bir degistirildi ve ikilenme siirelerine uygun olacak sekilde pasajlama yapildi.

3.2. Thioridazine’in Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Thioridazine’in stok sollisyonlar1 kosullara uygun sekilde suda c¢oziilerek
hazirlandi. Deneyde kullanilacak konsantrasyonlara gore 1 mL distile suda 10 mg
coziilerek hazirlanan Thioridazine’in ana stogu 24.5 mM olarak hesaplandi. Hazirlanan
stok soliisyonlar 0.22 um’lik filtrelerden gegirilerek sterilize edildi ve 15 pl’lik kiigiik

hacimler halinde -20°C’de saklandi. Her deney igin yeni stok soliisyon kullanild.

3.3. Meme Kanseri Hiicrelerinin Sayim

Meme kanseri ve kok hiicrelerinin kiiltiir flasklarinin zemininde tutunarak
olusturduklart hiicre tabakasi (tek katli tabaka), 4 ml TripSIn/EDTA (% 0.05) ile 5 dakika
muamele edilerek hiicre tabakasinin flask zemininden ayrilmasi saglandi. Hiicreler

zeminden kalkinca, besiyeri ile nétralize edilip, 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi.



Santrifiijlenen hiicrelerin, islem sonrasinda siipernatanti1 atilarak dibe ¢oken hiicre pelleti
10 ml besiyeri ile seyreltildi. Pipetajla homojenize edilen hiicrelerin slispansiyonundan 50
ul alind1 ve 50 pl Tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirildi. Bu karisimdan alinan 6rnekler,
otomatik sayim cihazinin (Cellometer, Nexcelom, ABD) lamina mikropipet yardimiyla
aktarildi. Hiicre sayimi1 otomatik olarak hiicre sayim cihazinda yapildi. Canli hiicreler,
tripan mavisi boyasin1 membranlarindan iceri almadiklar i¢in parlak, 6lii hiicreler ise bu
boyayi1 hiicre i¢ine aldiklar1 i¢in koyu mavi renkte goriildii. Membran biitlinliigline gore
sayim yapan tripan mavisi boyasi, canli hiicrelerde parlak, 6lii hiicreler ise bu boyayi hiicre

icine aldig1 i¢in koyu renkte goriildii Mayank vd. (2006).

3.4. Akim Sitometrisi

MDA-MB-231 hiicreleri, tripsinizasyon islemi sonrasi, sayildi ve PBS (phosphate-
buffered saline) ile yikanarak kok hiicrelerin izolesi i¢in hazirlandi. Meme kanseri kok
hiicre, biyobelirtecleri olan CD24 ve CD44 FITC-isaretli antikorlar ile inkiibe edilerek,

akim sitometrisi yardimiyla izole edildi.

3.5. Thioridazine’in Antiproliferatif Etkilerinin Belirlenmesi

Hiicre canlilik 6l¢im yontemlerinden biri olan Tetrazolium tuzlari, [XTT:2,3-
Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5carboxanilide], hiicre proliferasyo-
nu, hiicrelerin canliligt ve/veya sitotoksisite analizleri icin yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontem, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu
olan XTT nin suda ¢dziinebilen turuncu renkli formazan tuzuna ¢evrilmesine dayanir. XTT
uygulamasi gerceklestirildikten sonra 6rnekler ¢cok modlu plaka okuyucu tarafindan analiz
edilerek meydana gelen renk degisimine gore ¢ogalan hiicre miktarlar1 belirlenmektedir.
XTT analizi ile MDA-MB-231, meme kanseri kok hiicrelerinde (CD44+/CD24-), kok
hiicre olmayan populasyonda ve MCF-10A hiicrelerinde THZ nin antiproliferatif etkisi ve
IC50 konsantrasyonu (hiicrelerin %50°sini 6ldiiren ilag konsantrasyonu) belirlendi. Bu
amagla, 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarina (10.000 hiicre/kuyucuk) ekilerek hiicreler
THZ’nin artan konsantrasyonlariyla 12, 24, 48, 72 saat boyunca muamele edildi. Her
kuyucuga XTT soliisyonundan 100 pl eklenerek, CO2’li inkiibatorlerde 37°C’de 4 saat
inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ogalma degerleri 490 nm dalga boyunda ¢ok modlu plaka
okuyucu ile optik yogunlugun belirlenmesi ile elde edilen degerlerle asagidaki formiile

uygun olarak hesaplandi.



% Sitotoksisite = 1 — [ (ilagli Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitif Kontrol
Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100 ]

ICso degerleri Calcusyn 2.1 (Biosoft, ingiltere) yaziliminda belirlendi (Cory, 1991;
Cengiz, 2009).

3.6 Sitotoksik Etkilerin Hangi Yollarla Gergceklestigine Dair Hipotezlerin Test
Edilmesi

3.6.1 Dopamin 2 Reseptor Miktarmin Olciilmesi

THZ molekiiliiniin baglandigl, dopamin ailesi reseptorlerinden, dopamin 2’nin
bazal ve THZ ile muamele sonrasi, ekspresyon miktar1 DRD2 ELISA Kit (Mybiosource,
Amerika) ile Olgiildii. Hiicreler kuyucuk basina 10° olacak sekilde 6 kuyucuk iceren
plakalara ekildi. Olgiim, hiicrelerin lizat kism1 kullanilarak kitin protokoliine uygun olarak

gerceklestirildi.

3.6.2 Dopamin Aktivatér Transporterlarin inhibe Edilmesi

Dopamin 2 reseptorii iizerinden etkisini gosteren THZ’nin dopamin aktivator
transportlara (DAT) baglanarak endositoz ile hedef molekiiliine tagindig1 bilinmektedir. Bu
bilgileri dogrulamak amaciyla, hiicrelere dopamin aktivator transport inhibitorii (Threo-
methylphenidate hydrochloride) uygulanarak THZ nin DR2 yolagini kullanip kullanmadig1
test edildi. Threo-methylphenidate hydrochloride molekiiliniin en etkin ¢alistigi
konsantrasyonu belirlemek i¢in oncelikle XTT deneyleri yapildi. Her iki hiicre hattinda da
1-100 uM konsantrasyonlarda Threo-methylphenidate hydrochloride inhibitérii 24 saat
siiresince uygulandi. Inhibitériin en etkin konsantrasyonu (50 uM) belirlendikten sonra,
inhibitér ile 2 saat On muameleye maruz birakilan hiicrelere THZ’nin ICs
konsantrasyonlar1 uygulanarak XTT deneyleri tekrarlandi. THZ nin DR2 yolagini kullanip

kullanmadigi, yolakta gorev alan transporter protein inhibe edilerek dogrulandi.

3.7 Apoptozisin Belirlenmesinde Kullamlan Yéntemler

3.7.1. Thioridazine Molekiiliiniin Anti-Apoptotik Etkilerinin  ELISA
Yontemiyle Belirlenmesi

Antiproliferatif etkinin, apoptozis ya da nekroz kaynakli olup olmadigi, apoptozis
ve nekrozu ayirt edebilen ELISA tabanli bir kit ile 6lgiildii. Niikleozom fragmentasyon
miktarinin belirlenmesi amaciyla Cell Death Detection ELISA Plus Kit (Roche, Almanya)

kullanildi. THZ ile muamele edilmis hiicrelerden ve ila¢ eklenmemis kontrol hiicrelerinden



elde edilen hiicre lizatlar1 streptavidin kapli plakalara eklenerek, histon proteinleri ve
niikleozom fragmentlerine kars1 (Anti-histon biotin ve Anti-DNA-POD) antikorlar i¢eren
soliisyondan 80 pl eklenerek mikro plaka oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda Anti-histon antikoru bir taraftan niikleozomlardaki histonlara tutunurken bir
taraftan da olusan immunokompleks streptavidin kapli plakalara tutunur. Anti-DNA-POD
antikoru ise niikleozomlar arasindaki DNA’lara baglanir. Baglanmayan bilesenlerin
yikama basamaklariyla uzaklastirilmasindan sonra niikleozomlarin miktarmin kalitatif
olarak belirlenmesi immunokomplekslere tutunmus olan POD’larin  dlgiilmesiyle
gerceklestirildi. POD, ABTS substrati ile 405 nm ve 490 nm referans dalga boyunda ¢ok
modlu plaka okuyucuda Olciildii. Hiicre lizatlarinda histon ve niikleozom fragmentleri

miktarindaki artig, apoptozis miktarindaki artisla dogru orantili olarak degerlendirildi.

3.7.2. Anneksin V Yontemi

Altt kuyucuklu plakalara 105 sayida ekilerek THZ’nin IC50 konsantrasyonlari
edilen hiicreler, tripsinizasyon iglemi ile toplanarak 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Tripsin uzaklastirilarak, hiicreler pipetajla homojenize edildi. Hiicreler PBS’te tekrar
¢oziilerek, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilarak hiicrelerin
tizerine %1 FBS iceren 100 pL besiyeri eklendi ve pipetajla hiicre silispansiyonu
olusturuldu. Oda sicakligina getirilmis olan Muse™ Annexin V & Dead Cell
soliisyonundan her tiipe 100 pL eklenip yavasca pipetaj yapildi. Karanlikta, oda
sicakliginda, 20 dakika inkiibe edildi. Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse® Annexin V &
Dead Cell Kit protokoliine uygun olarak analizi yapildi.

3.8. Otofajinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

3.8.1. Western Blot

Meme kanseri ve kok hiicre hatlar1 25 cm®’lik kiictik flasklara 4x10° olacak sekilde
ekildi. THZ nin ICsy konsantrasyonu uygulanan hiicreler 24. saatin sonunda protein
izolasyonuna tabii tutularak, Western blot islemi i¢in hazirlandi. Protein izolasyonu “M-
PER Mammalian Protein Extraction Reagent” (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
ABD) soliisyonu ile yapildi. 14.000xg +4°C 'de 15 dk. santrifiij edilen hiicrelerin pelletleri
uzaklastirilarak, supernatantlar1 toplandi. Orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 Bradford
yontemi ile belirlendi. Hazirlanan proteinler Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda
karistirtlarak 96°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dk kaynatildi. Proteinler ve markir

%7.5 ve %15’lik SDS poliakrilamid jellere yiiklenerek ve elektroforez islemi Tris-Glisin



SDS tamponu (BioRad, CA, ABD) i¢inde 6nce 40V’ta 20 dk. daha sonra 120V’ta 90dk.
sabit akimda yiiriitiildii. Bu islem i¢in BioRad Mini Protean elektroforez tanki ve BioRad
PowerPac 200 giic kaynag kullanildi. Molekiiler agirliklarina gore jelde ayrilmasi
saglanan proteinler nitroseliiloz (BioRad, CA, ABD) membranlara transfer edilmek iizere
sirasiyla; stinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve siingerden olusan aktarma
sandvigine alinarak, BioRad blotting tankinda BioRad PowerPac 200 giic kaynagi
kullanilarak 115V ’ta sabit akimda 1 saat 15 dk. transfer tampon soliisyonu i¢inde transfere
tabii tutuldu. Transferin gergeklesip, ger¢eklesmedigi membrani boyayan ponceau ve jeli
boyayan comassie mavisi boyalar ile kontrol edildi. Transfer sonrasi membranlar, %5
yagsiz siit tozu ve %0.1 Tween 20 iceren TBS ile hazirlanan karigim kullanilarak oda
sicakliginda calkalayicida 1 saat bloklandi. Ardindan membranlar, dillisyonlar1 {iretici
firmanin talimatlarina gore hazirlanan primer antikor ile +4°C’de yaklagik 16 saat
calkalayicida inkiibe edildi. TBST ile 8 defa 5’er dk. yapilan yikama basamaklarindan
sonra membranlar, yine {iretici firmanin talimatlarina gore diliie edilen sekonder antikorlar
ile oda sicakliginda 1 saat siiresince calkalayicida inkiibe edildi. TBST ile tekrar yikama
yapilan membranlardaki protein bantlari, Immun-StarTM HRP Chemiluminescent Kit
(BioRad, CA, ABD) kullanilarak Kodak Gel Logic 1500 (Carestream Molecular Imaging,

Newhaven, CT, ABD) goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

3.8.2. Chloroquine diphosphate salt Inhibitorii Deneyleri ile Otofajinin
Dogrulanmasi

Lyofilize olarak satin alinan Chloroquine diphosphate salt (CQ) (Sigma Aldrich,
Almanya) otofaji inhibitorii olup, otofagozom-lizozom fiizyonunu engelleyerek etkisini
gostermektedir. CQ’un artan konsantrasyonlar1 (1-100 uM) ile 24 saat muamele edilen
hiicrelerde CQ’nun en uygun konsantrasyonu XTT ydntemi ile belirlendi. inhibitoriin en
etkin konsantrasyonu (50 uM) belirlendikten sonra, inhibitér ile 2 saat 6n muameleye
maruz birakilan hiicrelere THZ nin ICso konsantrasyonlar1 uygulanarak XTT deneyleri
tekrarlandi. Uygun konsantrasyonun belirlenmesinin ardindan, Western blot deneyleri CQ

inhibitorii varliginda da yapildi.

3.8.3. Monodansylcadaverine (MDC) Boyama Yontemi ile Otofajik
Vakuollerin Goriintiilenmesi
Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 1x10% sayida ekilerek THZ™nin ICsg

konsantrasyonu ile 24 saat muamele edildi. Ilag ve besiyeri kuyucuklardan tamamen
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uzaklagtirlldiktan ~ sonra, kuyucuklar PBS ile yikandi. Hiicreler, 3 mM
Monodansylcadaverine (MDC) boyasi (Sigma Aldrich, Almanya) ile boyanarak 37°C’de
10 dk. inkiibasyona birakildi. Otofajik vakuoller floresan mikroskobunda goriintiilendi
(Leica, Aex 338 nm, Aem 500 nm).

3.9. Epitelyal-Mezenkimal Gegisin Belirlenmesinde Kullanilan Yoéntemler

3.9.1. invazyon Deneyi/Scratch Deneyi

Alt1 kuyucuklu plakalara 5x10° sayida ekilen hiicrelerin, %100 olarak plaka
tabanin1 kaplaylp kaplamadigi mikroskopta kontrol edildi. Plakalardaki besiyerleri
dokiilerek 200 pl’lik pipet ucu yardimiyla kuyucuklarda tutunmus olan hiicrelerin
ortasindan ¢izim islemi yapildi. Cizilen kuyucuklar 500 ul PBS ile hafifce yikandi. Cizim
sonrast faz-kontrast mikroskopta goriintiileme yapildi (0. saat). Daha sonra THZ nin ICsg
konsantrasyonlari ile muamele edilen kuyucuklar 24. saat sonunda faz-kontrast

mikroskopta tekrar goriintiilendi.

3.9.2. Migrasyon Deneyi

Hiicreler, kitin 6zel 24’liik transfer plakalara (8 pm size, Cell Biolabs Inc., San
Diego, CA, USA) (i¢ ice gegmis iist ve alt kuyucuktan olusan) 10° olacak sekilde ve
serum-free besiyeri iginde plakanin iist kuyucuguna ekildi. Alttaki kuyucuklara da sadece
%10 FBS ihtiva eden besiyeri eklendi. 24 saat siiresince inkiibe edilen hiicrelerden alttaki
kuyucuga go¢ etmemis olanlar uzaklastirildi, go¢ ederek alttaki kuyucuga gecmis olanlar
ise boyanarak 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Her deney ¢ tekrarl

yapilarak ortalama absorbans degerleri tizerinden analiz edildi.

3.9.3. Immunositokimya

Hiicreler bes dk stiresince 1ki defa Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yikandi. PBS ile
hazirlanan %4’likk paraformaldehitle 30 dk fikse edildi ve 3 kez 5’er dk PBS ile tekrar
yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin distile suyla hazirlanan %3’liik
hidrojen peroksitle (Sigma, USA) 10 dk muamele edildi. Ug kez 5’er dk PBS ile yikand1 ve
15 dk Tritonix ile muamele edildi. Ug kez 5’er dk PBS ile yikand1 ve blok soliisyonu (non-
immiin serum) (Invitrogen, USA) eklenerek 1 saat bekletildi. Serumun fazlasi
uzaklagtirildiktan sonra 6rnekler uygun sekilde diliie edilmis primer antikorlarla muamele
edilip kapali ve nemli kutuda 1 gece +4°C’de bekletildi. Ug kez 5’er dk PBS ile

yikandiktan sonra biotinle isaretlenmis sekonder antikorla (Invitrogen, USA) 30 dk
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muamele edildi. Ug kez 5’er dk PBS ile yikanip 30 dk streptavidinle isaretli sekonder
antikorla (Invitrogen, USA) muamele edildi. Ardindan ii¢ kez 5’er dk PBS ile yikanarak
Diaminobenzidine (DAB) (Invitrogen, USA) ile muamele edildiler. Mikroskopta renk
degisimi gozleninceye kadar inkiibe edildi. Yeterli boyanma goriildiigiinde 5 dk PBS ile
sonrasinda da 15 dk distile su ile yikandi. Karsit boyama 1 dk siiresince Mayer’s
hematoksilen ile yapildi. Mounting medium ile kapatilip mikroskopta goriintiileme

yapildi.

3.10. istatistiksel Analiz

Deneylerde THZ nin artan konsantrasyonlar: ticer kuyucukta test edildi ve her bir
deney ii¢ kez tekrarlandi. Her kuyucuga ait absorbans degerleri, mikroplaka okuyucu
tarafindan ortalama ve + SD degerleri olarak hesaplandi. THZ’nin ¢esitli
konsantrasyonlarina ait doz cevap egrileri, Graphpad Prism 6.0 istatistik yaziliminda
olusturuldu. Sitotoksik ve apoptotik etki yiizdesi a¢isindan THZ’nin artan
konsantrasyonlar1 ile pozitif kontroller (THZ ile muamele edilmemis hiicreler) arasinda
anlamli bir farkliligin olup olmadig:i tek yonli ANOVA ve ardindan Dunnett's t-test

kullanilarak arastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Kanseri ve Kok Hiicre Kiiltiirlerinde Thioridazine’in Hiicre
Canhihgina Etkileri

Thioridazine’in hiicre canliligi tizerine etkileri insan normal (MCF-10A), meme
kanseri (MDA-MB-231) ve meme kanseri kok hiicre (CD44+/CD24-) kiiltiirlerinde, artan
konsantrasyon (1-100 uM) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) bagh olarak olgiildii. Genis
konsantrasyon araliginda yapilan deneylerin sonuglar1 degerlendirilerek, konsantrasyon
aralig kigiltildi ve 1-30 pM’a daraltilarak sitotoksisite deneyleri tekrarlandi.
Thioridazine ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde artan zaman araliklarindan istatistiksel
olarak anlamli ve en etkin sonu¢ 24. saatte elde edildi. MCF-10A, MDA-MB-231 ve
CDA44+/CD24- hiicre kiiltiirlerinde Thioridazine’in 1-30 uM arasindaki konsantrasyonlari
calisildi (Sekil 1). Thioridazine ile muamele edilen MCF-10A, MDA-MB-231 ve
CD44+/CD24- hiicre kiiltiirlerinde ICsp degerleri sirasiyla, 8.5, 9 ve 18 uM olarak
Calcusyn (2.1) programinda hesaplandi.

Sekil 1
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Sekil 1: Thioridazine ile 24 saat muamele edilmis CD44+/CD24-, MDA-MB-231, MCF-
10A, hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkinin XTT canlilik testi ile ol¢tilmesi (*p<0.05,
**p<0.01).

4.2. Cahsilan Hiicre Kiiltiirlerinde Dopamin 2 Reseptor Miktari

MDA-MB-231, CD44'/CD24  hiicre Kkiiltiirlerinde bazal (THZ ile muamele
edilmemis) DRD2 ekspresyonu sirasiyla 111.6 ng/mL, 51.9 ng/mL olarak belirlendi.
THZ’nin artan konsantrasyonlari ile (1-30 uM) muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde DRD2
ekspresyonunun azaldigr gosterildi (Sekil 2).
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Sekil 2
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Sekil 2: MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- hiicre kiiltiirlerinde DRD2’nin bazal ve
THZ nin artan konsantrasyonlarinda ekspresyon durumunun belirlenmesi (24.saat)

*p<0.05, **p<0.01

4.3. Dopamin Aktivator Tasiyicillarin inhibe Edildiginde Thioridazine’in
Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

Dopamin aktivator tasiyici inhibitorii olan, Threo-methylphenidate hydrochloride
ile muamele edilen MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- hiicre kiiltiirlerinde inhibitoriin en
uygun konsantrasyonlar1 sirasiyla 28.7 puM, 42 uM olarak belirlendi. Threo-
methylphenidate hydrochloride ile 2 saat 6nmuamele edilen MDA-MB-231 ve
CDA44+/CD24- hiicrelerinde THZ nin ICsp uygulamasi sonrasi sitotoksik etkiler sirasiyla
yiizde 14 ve 9 olarak hesaplandi (Sekil 3).

Sekil 3
100 MDA-MB-231 100 CcD44*/CD24"
— 80 _. 80
:' %
£ oo . — 2 60
2 == 2
s 40 S 40 -
£ 8
@ 20 * % 20
*
P I | | | | p—— ||
Kontrol c - = e Kontrol
THZ - + 5 * THZ = + - +
TMH - - + + TMH - - + +
THZ: 9 uM THZ: 18 uM
TMH: 28.7 uM TMH: 42 uM

Sekil 3: Dopamin aktivator transport inhibitorii (Threo-methylphenidate hydrochloride)
ile 2 saat 6n muamele edilen MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- hiicrelerinde THZ nin
IC50 uygulamasi sonrasi sitotoksik etkilerinin belirlenmesi (24. saat).

*p<0.05, **p<0.01
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4.4. Sitotoksik Etkinin Neden Oldugu Hiicre Oliim Cesitleri

4.4.1. Apoptotik Etkiler

Thioridazine’in artan konsantrasyonlar1 (1-30 uM) ile 24 saat siiresince muamale
edildiginde DNA fragmentasyonu miktar1 CD44+/CD24- hiicre kiiltlirlerinde
konsantrasyona bagl artis gosterirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde ayn1 etki gézlenmedi.
Thioridazine’in 12, 15 ve 30 pM konsantrasyonlart ile 24 saat muamele edilen
CD44+/CD24- ve MDA-MB-231 hiicre Kkiiltiirlerinde DNA fragmentasyon yiizdeleri
sirastyla 34.1, 44.2, 56 ve 12.7, 23.8, 33.1 olarak hesaplandi. MDA-MB-231 hiicrelerinde
ise en yiiksek konsantrasyonda (30 pM) bile gozlenen DNA fragmentasyon ylizdesi 33.1
oldu (Sekil 4).

[lacin ICsp konsantrasyonunun uygulandiginda goriilen apoptotik etkiler, Anneksin
V yontemi ile dogrulandiginda ise DNA fragmentasyon sonuglar ile paralel bulgular elde
edildi. Tiim kontrol gruplarinda canlilik %90°nin {izerinde Sl¢iildii. CD44+/CD24- hiicre
kiiltiirlerinde toplam apoptotik hiicre yiizdesi 33 bulunurken, MDA-MB-231 hiicre
kiiltiirlinde yiizde 7 olarak belirlendi. Birbirinden bagimsiz olan her iki yontemde de

CDA44+/CD24- hiicre kiiltiirlerinde apoptozis gézlenirken, MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde

apoptotik etki gdzlenmedi.

Sekil 4
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Sekil 4: Thioridazine’in apoptotik etkilerinin DNA Fragmentasyonu (ELISA) ve Anneksin

V yontemi ile 6l¢iilerek karsilastirilmast.
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4.4.2. Otofajik Etkiler

Apoptotik etkinin gozlenmedigi MDA-MB-231 hiicre kiiltliriinde, otofajinin
Western blot yontemi belirlenmesinde en ¢ok kullanilan otofajik belirteclerden LC-3 I’in
LC-3 II’ye doniisiimiinde, Atg5 ve Beclin-1 proteinlerinde artis gézlenirken, SQSTM1/p62
proteininde degisim gozlenmedi. Otofajik etkinin dogrulanmasi i¢in LC3 I-1l ve Beclin-1
proteinleri otofaji inhibitorii olan CQ’in 50uM konsantrasyonu (tekli ve THZ’ nin 1Csg
konsantrasyonu ile kombinasyonunda) ile inhibe edildiginde, otofajik belirteclerin

etkisinde azalma gozlendi.

Sekil 5 MDA-MB-231

PK THZ IC50=9 pM

LC34 G 0,
LC3 “. 16 kDa
Atgs e W — 1) KDa

Beclin-1 - — s 52 kDa

SOSTMIPE2 ey e 75 kDa

p-Actin —— 17 kDa

Sekil 5: THZ nin ICsq konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MDA-MB-231

hiicre hattinda otofajik belirteglerin Western Blot yontemi ile gosterilmesi.

4.4.2.1. Otofaji goriilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, otofajinin inhibitor
(Chloroquine) varhginda WB yontemi ile dogrulanmasi

Otofaji oldugu gosterilen MDA-MB-231 hiicre hattinda, otofaji belirteglerinden
LC3 ve Beclin-1 ekspresyonu, otofajik vakuollere spesifik bir inhibitdr olan Chloroquine
(CQ, 50uM) varliginda yeniden olgiildii. Chloroquine inhibit6riiniin  optimum
konsantrasyonlar1 XTT canlilik testi ile belirlenerek, en uygun konsantrasyon olan 50uM
secildi. Inhibitor ile 2 saat 6n muamele edilen hiicrelere daha sonra THZ’nin ICsg

konsantrasyonu uygulandi.
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Sekil 6
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Sekil 6: Otofaji oldugu gosteri

len MDA-MB-231 hiicre hattinda, otofajik

belirtecleriden LC3 ve Beclin-1 ekspresyonunun Chloroquine (CQ=50uM) inhibitorii

varliginda dogrulanmasi.

4.4.2.2. Otofaji goriilen MDA-MB-231 hiicrelerinde, bu 6liim tipinin EMT ile

iliskisinin ortaya konmasi (Chloroquine
Hiicre o6lim tiplerinden biri ol

hiicrelerinde bu 6liim tipinin epitelyal

varhginda EMT belirteclerine bakilmasi)
an otofajinin tespit edildigi MDA-MB-231

belirteclerle olan iligkisinin ortaya konmasi

amaciyla, otofajik belirtecleri inhibe ettigimizde epitelyal belirteclerde ekspresyon durumu

nasil degismektedir sorusunun yanitt arandi. THZ, inhibitor ile beraber uygulandiginda,

epitelyal belirteclerden E-cad ekspresyonunun azaldigi, mezenkimal belirteclerden olan

Vimentin ekspresyonunun ise arttigt gozlendi. Bu sonu¢ bize, THZ’nin hiicrelerde,

epitelyal belirte¢ ekspresyonlarini arttirdigini gostermis oldu.

Sekil 7

THZ
ca

E-Cad

B-Actin
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+
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Sekil 7: THZ nin I1Csg (9uM) konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MDA-

MB-231 hiicre hattinda otofaji inhibitorii

mezenkimal belirteclerden E-cad v

, Chloroquine (CQ, 50uM), varliginda epitelyal-

e Vimentin ekspresyonunun gosterilmesi.
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4.5. Thioridazine’nin Epitelyal Mezenkimal Gegisteki Etkileri
Epitelyal mezenkimal gecisteki etkiler invazyon deneyi, migrasyon deneyi ve western blot

yontemiyle arastirildi.

4.5.1. invazyon Potansiyeli
CD44+/CD24- ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda THZ’nin invazyon potansiyeline
olan etkilerini belirlemek i¢in scratch assay gergeklestirildi (24. saat). Veriler Sekil 9°da

sunuldu.

Sekil 8

CD44+/CD24- MDA-MB-231
0. saat 24. saat 0. saat 24, saat

Kontrol

THZ IC

Sekil 8: THZ nin ICsp konsantrasyonlarina maruz birakilan MDA-MB-231, ve
CD44+/CD24- hiicrelerinde yilizde invazyon kapasitesinin 6l¢iilmesi (24. saat) **p<0.001

4.5.2. Migrasyon Potansiyeli

Invazyon kapasitesi olgiilen hiicre hatlarinda daha sonra, Cell Migration Kit

kullanilarak migrasyon kapasitesi 6l¢iildii (Sekil 10).
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Sekil 9: THZ nin ICsq konsantrasyonlarina maruz birakilan MDA-MB-231 ve
CD44+/CD24- hiicrelerinde migrasyon kapasitesinin 6lgiilmesi (24. saat) *p<0.05

4.5.3. Epitelyal Mezenkimal Belirtecleri Ekspresyon Durumlari

Epitelyalden mezenkimale gecis nedenlerinden birisi de E-cad ekspresyonunun
azalmasidir. E-cad bazal ekspresyonu; MCF-7>K6k>MDA-MB-231 seklinde olup, WB
sonuclari, bunu dogrulamaktadir. E-cad ekspresyonu zayif olan hiicre hatlarinda,
mezenkimale gecis daha fazla gorilmektedir. Tim hiicre hatlarinda, THZ’ nin ICsg
konsantrasyonunda epitelyalden mezenkimale gecisin azaldig1 goriildii.

Epitelyal mezenkimal gegiste en ¢ok kullanilan belirteglerin ekspresyon durumlari

Western Blot yontemiyle belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10 MDA-MB-231

Epitelyal Mezenkimal
Belirtegler Belirtegler
THZ THZ
PK ICsp PK ICsp
E-cad W 97 kDa N-cad | <~ 100kDa
CK-18 e 45kDa Vimentin — - 57 kDa
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B CAteNin et 92 kDa Fibronektin ‘ e

CD44+/CD24-
Epitelyal Mezenkimal
Belirtegler Belirtegler
THZ
PK THZ
ICso PK Csg
E-cad " orkDa N-cad _ommms S 100 kDa
ck-e  W— N 45 kDa Vimentin - 702
B-Catenin e — 92kDa Fibronektin WS . 250kDa

GAPDH 'S ‘s 37 kDa carDH I R o7 0a

Sekil 10: THZ nin ICsp konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakilan MDA-MB-231 ve

CD44+/CD24- hiicrelerinde epitelyal ve mezenkimal molekiillerin ekspresyonlari.

45.4. Epitelyal-mezenkimal gecisin  immunositokimyasal  yontemle
dogrulanmasi (E-cad ve Vimentin belirtecleri ile)

Epitelyal ve mezenkimal belirteclerin ekpresyon durumlari, Western blot yontemi
ile belirlendikten sonra bagimsiz bir yontem olan immunositokimyasal boyama yontemi ile
de dogruladiginda sonuglarin paralel oldugu gosterildi. E-cad molekiilii THZ nin IC50
konsantrasyonu uygulandiginda, her ii¢ hiicre kiiltliriinde de artis gosterirken, mezenkimal

belirteg olan Vimentin molekiilii azalis gosterdi (Sekil 11).
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Sekil 11
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Sekil 11: E-cad ve Vimentin molekiillerinin Immunositokimya yontemi ile

gosterilmesi.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Docetaxel ve Thioridazine’in kombinasyonunun meme kanseri ve
meme kanseri kok hiicreleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Kombinasyon c¢alismasinin
sonuglarindan elde edilen veriler bu iki ilacin sinerjistik olmadigini gdstermistir. Bu
nedenle calismaya Thioridazine ilact ile devam edilerek, bu ilacin etkileri arastirildi.
THZ’nin sitotoksik, apoptotik ve EMT ile ilgili etkileri calisilarak, detaylandirildi.
THZ’nin 1-30 puM konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da (MDA-MB-231 ve
CD44+/CD24-) sitotoksik etki gosterdi. Meme kanseri kok hiicrelerinde ICsp degerinin
MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek olmasinin nedeni kanser kok hiicrelerinin
gosterdigi heterojenite olmasidir. Bunun bir diger nedeni ise dopamin 2 reseptor
ekspresyon miktarinin meme kanseri kok hiicrelerinde daha az olmasidir. Dopamin
reseptorii 2 tizerinden calisilan THZ, daha fazla dopamin 2 reseptériine sahip olan MDA-
MB-231 hiicreleri tarafindan hiicre i¢ine daha ¢ok alinarak etkisini arttirmigtir. THZ nin
gosterdigi sitotoksik etkinin hangi hiicre 6liim tipi ile gergeklestigi arastirildiginda ise;
CD44+/CD24- hiicrelerinde apoptotik etki gozlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde
otofajik etki gozlendi. Bunun nedeni, apoptotik etki goriilen hiicre hattinda hiicreyi
apoptozise gotiiren molekiiller aktif olurken, otofajik etki goriilen hiicre hattinda ise baglica
otofajik molekiillerin tetiklenmis olmasi yatabilir. Farkli 6zelliklere sahip olan, farkli iki
hiicre hattinda iki farkli 6liim tipi goriildii. Apoptoziste, ekstrinsik ya da intrinsik
sinyaller sonras1 kaspaz adi verilen proteazlar aktive olur. Kaspazlar, intraselliiler
proteinleri aspartat birimlerini yikmak i¢in etki eden spesifik proteazlardir. Meme
kanseri kok hiicrelerinde bu apoptotik molekiillerin aktif olmast belki de daha hizh
reaksiyon gostermesi bu hiicrelerde apoptozisi tetiklemis olabilir. Hiicre hatlarina ait
genetik 6zellikler ve bundan kaynaklanan ortam da hiicre hatlarinda bu se¢imi belirlemis
olabilir. Hiicrenin apoptozise ya da otofajiye gitme kararinda molekiillerin o anda iginde
bulunduklart kosullar da bu kararin belirlenmesinde kritik rol oynar. Meme kanseri
heterojen bir hastalik olmasi1 nedeniyle, ¢alismamizda farkli karekteristik 6zellikler tasiyan
iki farkli hiicre hatti kullanildi. Geleneksel kemoterapdtik ilaglarin ve bunlara gelisen
direnci azaltmanin yolu yeni ilaclarin tedavi segenekleri arasina kazandirilmasidir.
Thioridazine 6zellikle K562 gibi 16semi kaynakli hiicre hatlarinin kok hiicrelerine spesifik
etki gosterdigi calisilmistir (Sachlos ve ark., 2012). THZ galismamizda kullandigimiz
meme kanseri kok hiicrelerine spesifik etki gdstermedi. Heterojen yapida olan kanser kok

hiicreleri THZ ilacina MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha az duyarlilik gosterdi.
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Kanserde baska bir sorun olan EMT olay1, kanser hiicrelerinin diger organlara
yayllmasina zemin hazirlamaktadir. EMT nin azaltilmasi timoriin belli bir bolgede
kalarak, hastaligin tedavisini kolaylastiracaktir. Bu nedenle THZ’nin EMT {izerindeki
etkileri arastirildiginda, epitelyal belirtecler olan E-cad, CK-18 ve [-catenin artis
gosterirken, N-cad, Fibronektin, Vimentin gibi mezenkimal belirtecler azalma gdsterdi.
Epitelyal belirteglerin ekspresyonlarinin artmasi bu gegisi azalmaktadir. THZ her iki hiicre
hattinda da farkli hiicre 6liim tipleri {izerinden etkisini gosterdi. EMT iizerinde de etkili
olan bu ilag tedavi secenekleri arasinda yer alabilcek Ozellige sahiptir. Bu calisma,
THZ’nin meme kanseri kok hiicrelerinde ve MDA-MB-231 yapilmis olan ilk ¢alisma olup,
literatiire sundugu veriler orijinal niteliktedir.

Calismanin sonuglarini toparlarsak;

1- THZ’nin zamana ve konsantrasyona bagimli olarak MDA-MB-231 ve
CDA44+/CD24-hiicrelerinde sitotoksik etkisi gozlendi.

2- THZ’nin MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- hiicrelerinde ICso degerleri sirasiyla
9 ve 18 uM olarak bulundu.

3- THZ nin gosterdigi sitotoksik etki MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajik etki
gosterirken, CD44+/CD24- hiicrelerinde apoptotik etki gosterdi.

4- MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- hiicrelerinde dopamin reseptdrii 2 miktari
sirastyla, 111.6 ng/mL ve 51.9 ng/mL olarak bulundu.

5- THZ’nin DRD2 yolunu kullanip kullanmadigini belirlemek i¢in dopamin
aktivator tasiyicilar inhibe edildiginde THZ nin sitotoksik etkisinin azaldigi gézlendi. Bu
sonug bize THZ nin DRD2 yolunu kullandigin1 gésterdi.

6- Kanserin baglica sorunlarindan olan metastaza zemin hazirlayan epitelyal
mezenkimal gegisin her iki hiicre hattinda da azaldig1 gozlendi.

7- Geleneksel kemoterapdtik ilaglarin yanisira yeni ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Yeni ilaglarin etki mekanizmalarinin rastirilarak primer verilerinin literatiire kazandirilmasi

olduk¢a 6nemlidir.
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