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Doktora Tezi 

 

MEME KANSERİ VE KÖK HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE 

THİORİDAZİNE’İN ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI  

 

Aslı KISIM 

 

Celal Bayar Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Mehmet İbrahim TUĞLU 

 

 

Çalışmanın amacı, meme kanseri (MDA-MB-231, MCF-7) ve meme kanseri 

kök hücre kültürlerinde (CD44
+
/CD24

-
) antipsikotik Thioridazine’in (THZ) 

sitotoksik etkisini araştırmak ve bunun hangi ölüm çeşiti aracılığıyla gerçekleştiğini 

belirlemektir. İkinci amacı ise; THZ’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rolünün olup 

olmadığını ortaya çıkarmaktır. 

 

THZ (1-30 μM, 24 saat) ile muamele edilen hücrelerin canlılık yüzdeleri XTT 

testi ile ölçüldü. IC50 değerleri Calcusyn 2.1 programında hesaplandı. THZ’nin, 

hücreye alınma yolunun doğrulanmasında, dopamin aktivatör transportlara spesifik 

bir inhibitör olan Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) kullanıldı. 

Apoptozis, ELISA kit ve Annexin V/7-AAD; otofaji ise LC-3 I/II ve Beclin-1 protein 

ifade düzeylerinin western blot yöntemiyle ölçülmesiyle araştırıldı. Otofajik 

vakuollerin floresan mikroskobunda gösterilmesinde Monodansylcadaverine boyası 

kullanıldı. Epitelyal-mezenkimal geçişteki etkileri ise, migrasyon, invazyon ve 

Western blot yöntemleri ile araştırıldı.  

 

THZ’nin IC50 değerleri 9±1.2 µM (MDA-MB-231, 24. saat), 16.4±1.8 µM 

(MCF-7, 24. saat),  ve 18.1±2.3 µM (CD44
+
/CD24

-
, 24. saat) olarak bulundu. 

DR2’nin bazal ifade düzeyleri [(MDA-MB-231, 111.6±2 ng/mL), (MCF-7, 86.5±1.4 

ng/mL), (CD44
+
/CD24

-
, 52±2.3 ng/mL)] ile IC50 değerleri arasında anlamlı bir 

ilişkinin olduğu saptandı. TMH ile inhibe edilen hücre hatlarına, THZ 

uygulandığında sitotoksik etkinin azaldığı gözlendi (p<0.05). THZ aracılı apoptozis 

yüzdeleri MDA-MB-231 için %10.8,  MCF-7 için %30 ve CD44
+
/CD24

-
 için %46.8 

olarak bulundu. MCF-7 ve CD44
+/

CD24
-
 hücrelerinde apoptozis saptanırken, MDA-

MB-231 hücrelerinde otofaji saptandı.  

 

THZ’nin IC50 konsantrasyonlarına ait invazyon potansiyeli MCF-7, 

CD44
+
/CD24

- 
 ve MDA-MB-231 hücre kültürlerinde sırasıyla, %29, %24, %16.5 

olarak belirlendi. Migrasyon potansiyeli MCF-7, CD44
+
/CD24

-
 ve MDA-MB-231 

hücre kültürlerinde sırasıyla, %28.5, %63.2, %61 olarak belirlendi. Her üç hücre 

kültürü arasında MDA-MB-231 hücrelerinin diğerlerine göre daha yüksek oranda 

invazyon ve migrasyon kapasitesine sahip olduğu gösterildi. THZ E-kaderin, 

Sitokeratin-18, β-Catenin proteinlerinin ifade düzeyini arttırırken, N-kaderin, 
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Vimentin, Fibronektin proteinlerinin ifade düzeyini azalttı. Immunositokimya 

yöntemi ile de doğrulandığında, E-kaderin proteini artış gösterirken, Vimentin 

proteininin ifade düzeyinde yine azalma gözlendi. 

 

Bu çalışmada meme kanseri ve kanser kök hücrelerinde THZ’nin sitotoksik 

etkisinin iki farklı ölüm çeşidi ile gerçekleştiği ortaya çıkarıldı. THZ’nin epitelyal-

mezenkimal geçişi baskıladığı bağımsız yöntemlerle test edilerek gösterildi. Sonuç 

olarak, in vitro hücre kültürlerinde THZ’nin sitotoksik ve anti-metastatik özellikleri 

ile meme kanseri tedavisinde potansiyel bir ajan olabileceği gösterildi.  

 

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Dopamin reseptörü, Otofaji, Sitotoksisite, 

Thioridazine,  
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The aim of this study was to investigate cytotoxic effects of antipsychotic 

Thioridazine and to reveal type of cell death in breast cancer (MDA-MB-231, MCF-

7) and breast cancer stem (CD44
+
/CD24

-
) cells.  The second aim is, to reval role of 

THZ in epithelial mesenchymal transition. 

 

The percentage viability of THZ (1-30 μM, 24 hours) treated cells was 

measured with XTT test. IC50 values were calculated by Calcusyn 2.1 software. To 

validate uptake of THZ by cells, specific inhibitor of dopamine activator transporters, 

Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH), was used. ELISA kit and Annexin 

V/7-AAD were used to investigate apoptosis, measurement of protein expressions of 

LC-3 I/II and Beclin-1 were done by performing western blot analysis. 

Monodansylcadaverine dye (stain) was used to show autophagosomes in the 

fluorescence microscope. The effect of THZ on epithelial mesenchymal transition 

was inveastigated by using cell migration, invasion and Western blot methods. 

 

IC50 values of THZ were found as 9±1.2 µM (MDA-MB-231, 24 hours), 

16.4±1.8 µM (MCF-7, 24 hours), and 18.1±2.3 µM (CD44
+
/CD24

-
, 24 hours). The 

significant correlation between basal expressions of DR2 [(MDA-MB-231, 111.6±2 

ng/mL), (MCF-7, 86.5±1.4 ng/mL), (CD44
+
/CD24

-
, 52±2.3 ng/mL)] and IC50 values 

was detected. In TMH inhibited cell cultures, THZ mediated cytotoxic effect was 

observed to be decreased (p<0.05). THZ mediated apoptotic cell percentages were 

calculated as 10.8% for MDA-MB-231, 30% for MCF-7, and 46.8% for 

CD44
+
/CD24

-
. Apoptosis was detected in MCF-7 and CD44

+
/CD24

-
 while MDA-

MB-231 cells were autophagic. Invasion potency of MCF-7, CD44+/CD24- and 

MDA-MB-231 cells was determined as 29%, 24%, 16.5%, respectively. Migration 

potency of of MCF-7, CD44+/CD24- and MDA-MB-231 cells was determined as 

28.5%, 63.2%, 61%, respectively.  Among the three cell lines, MDA-MB-231 cells 

have highest invasive and migration ability than other cell lines. We demonstrated 

that THZ significantly increases E-cadherin, Cytokeratin-18, β-Catenin, while 

inhibiting N-cadherin, Vimentin, Fibronectin at protein level. We also confirmed the 

expressions of E-cadherin and Vimentin by using immunocytochemistry. E-cadherin 

expression increased while Vimentin decreasing all three tested cell lines. 
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In this study, the cytotoxic effect of THZ is mediated by two different types 

of cell death in breast cancer and breast cancer stem cells. Inhibition of epithelial 

mesenchymal transition was confirmed by using independent methods.  

 

In conclusion, these data suggest that THZ might be a novel cytotoxic and 

anti-metastatic agent for breast cancer at in vitro cell culture. 
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1. GİRİŞ 

 

 Tanımlanmış, özgün ve yanlışlanabilir hipotezler üzerinden bilimsel 

araştırmaların yürütülmesi, ölçüm ve gözlemlerin kullanılan yöntem ve teknoloji ile 

sınırlanmış olması, bir şeyi ölçerken diğer özelliklerinin gözardı edilmesi, bilimsel 

araştırmanın algoritmasıdır. 

 Karmaşık, dinamik, hiyerarşik örgütlenme ve çevreye uyum sağlama özelliği 

gösteren canlılarda, bir molekülün etki ve etkileşimleri canlıdan canlıya farklılaşma 

gösterir. Tanı etiketlemesi olan hastalıklar bireyden bireye varyasyonlar gösterdiği 

gibi tedavide kullanılan ilaçların etkileri de, doku, organ, sistem ve birey bazında 

farklılık gösterir. Bundan dolayı, bir ilaç bir durumda olumlu etki gösterirken bir 

başka durumda olumsuz etki gösterebilir. Ayrıca ilaçlara sadece tek bir hastalıkta 

etki gösterebileceğine dair anlam yüklenmesi insan merkezli bir yaklaşım olup, 

gerçekte bunun ne ölçüde doğru olduğunun test edilmesi gerekir ki, insan zihninin 

sınırlandırıcı etkileri en aza indirgenebilsin. İlacın etkinliği, kendi kimyasal 

konfigürasyonuna bağlı olduğu kadar,  etkileştiği moleküllere ve ortam şartlarına 

göre de değişebilmektedir. Bir ilacın çeşitli hastalıklarda da etkili olabileceği 

düşüncesini test eden birçok bilimsel araştırma yapılmakta ve kullanımdaki ilaçların 

potansiyel etkileri taranmaktadır. 

 Maliyet/yarar ve zaman kısıtlaması açısından bir molekülün bütün özellikleri 

ve canlı sistemlerdeki bütün etkileri çalışılamamaktadır. Bilimsel araştırmalar, 

gerçeğin tamamını değil, tanımlanmış ve filtre edilmiş belli bir kısmını ortaya koyar. 

Ortaya konan kısmi gerçekliğin, yanlışlanabilir hipotezler üzerinden doğrulanmaya 

ve tekrarlanabilirliğe açık olması, bilimin gerçek gücüdür.   

Yaşam bilimlerinde yapılan her doktora tezi, tanımlanmış ve araştırmaya 

değer yanlışlanabilir hipotezlerin kurgu içinde planlanarak projelendirilmesini, 

hipotezlere uygun yöntemlerle test edilmesini, elde edilen gözlem ve ölçüme dayalı 

verilerin doğru yorumlanmasını ve belirli bir sistematik kurgu içinde 

hikayeleştirilmesini gerektirir. 

Bu tez çalışması, yukardaki bakış açısından esinlenilerek, antipsikotik bir ilaç 

olan Thioridazine’nin meme kanseri hücre kültürlerindeki etkilerinin araştırılmasını 

kapsamaktadır. Thioridazine’in kanser gibi çok farklı bir hastalık grubunda 

antiproliferatif etki gösterdiğine dair literatür verilerinden güç alarak,  meme kanseri 

ve meme kanseri kök hücre kültürlerinde sitotoksik etkisinin dopamin reseptörlerine 
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bağlı olup olmadığı, analitik bakış açısıyla adım adım alt sorular ve hipotezler 

oluşturularak araştırıldı. Araştırmanın her aşamasında elde edilen bulgular, bağımsız 

veya ikinci bir yöntemle doğrulandı. Meme kanserinin in vitro hücre kültürü 

modellerinde yürütülen bu tez çalışmasında, Thioridazine’in gösterdiği sitotoksik 

etkinin hangi hücre ölüm çeşiti kaynaklı olduğunun ortaya konulmasından sonra, 

Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rolünün olup olmadığı, epitelyal-

mezenkimal geçişte rol oynayan moleküller ölçümlenerek test edildi. Elde edilen 

verilerin hikayesini daha okunabilir ve anlaşılır kılmak için sistematik bir kurgu ve 

özgün yazım dili tercih edildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 2.1. Antipsikotik Bir İlacın Kanser Tedavisinde Kullanılması 

 Psikiyatrik hastalıkların tedavisinde kullanılan bir ilaç kanser tedavisinde 

kullanılabilir mi? sorusu, güncel ilaç geliştirme çalışmalarında gündemde kalan 

stratejik bir yaklaşımdır. Çünkü sıfırdan bir hastalığa yeni bir ilaç geliştirme oldukça 

maliyetli ve zaman alıcıdır. Maliyeti düşürmek ve süreci kısaltmak için kullanımda 

olan ilaçların farklı hastalık gruplarında test edilmesi güncel araştırma 

yaklaşımlarından biridir [1]. Bu yaklaşım biçimi, ilaçlara ikinci bir hayat vermek gibi 

düşünülmektedir. Geleneksel ilaç geliştirme yöntemleri, sürekli olarak yeni 

moleküllerin sentezlenmesine dayanır. Giderek artan ilaç sayısı, araştırmacıları, var 

olan ilaçların farklı özelliklerinin yeniden çalışılması gerektiğine yönlendirmiştir. 

Hedefe yönelik üretilen ilaçların hedef dışındaki hastalıklarda da etkili olabileceğini 

gösteren ve test edilen ilaç sayısı son on yılda yaklaşık 100 adete ulaşmıştır [2]. Bu 

ilaçlara örnek olarak; Thalidomide sakinleştirici ve antiemetik olarak kullanılan bir 

ilaç iken İsrailli dermatologlar tarafından bazı dermatolojik hastalıklara iyi geldiği 

bulunmuştur. Amerikalı bir çalışma grubu ise; ilacı multiplemyeloma hastalığındaki 

etkilerini araştırmaya başlamış ve tümör nekrozis faktör alfa molekülü üzerinde 

inhibe edici etkisini göstermişlerdir [3]. Kanser tedavisi olan tip 2 diyabet hastalarda 

Metformin ilacının, hastaların sağkalımını uzattığı görülmüş ve Metformin’in kanser 

tedavisindeki etkileri araştırılmıştır. Literatür taraması yapıldığında Metformin’in 

farklı kanser türlerinde etkili olduğu birçok çalışmaya rastlanmaktadır [4]. 

 Bu tez çalışmasında etkilerini araştırdığımız Thioridazine (THZ) bu 

ilaçlardan biridir. Antipsikotik hastalıkların tedavisinde kullanılan THZ, ilk önce 

antimikrobiyal olarak kullanılmıştır [5]. Daha sonra diğer etkileri araştırılarak, ilacın 

antioksidan [6] ve antitümör özellikte taşıdığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. 

 

 2.2. Phenothiazine Sınıfına Ait Antipsikotik Bir İlaç: Thioridazine 

Phenothiazine sınıfına ait ilaçlar antipsikotik özellikleri ile tanınmaktadır.  Bu 

sınıfa ait geliştirilen ilk ilaç Chlorpromazine olup, oldukça önemli bir yere sahiptir. 

Phenothiazines ailesi 1950’li yıllardan 1990’a kadar psikiyatrik tedavilerde 

kullanılmıştır. Chlorpromazine ve Fluphenazine bu ailenin birinci neslinden olan ve 

günümüzde hala kullanılan üyelerindendir [7]. Phenothiazine’ler trisiklik yapıda 

olup, yapısal formülünde sülfür ve azot içerir. İlacın yapısındaki azot ve azotun 
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konfigürasyonu ailedeki ilaçlara farklı özellik kazandırır. Konfigürasyondaki 

değişimler ilaçların aktivitesini etkilemektedir. Phenothiazine’ler antipsikotik etkisini 

dopamini ve dopamin reseptörlerini inhibe ederek gösterir [8]. Phenothiazine 

ailesinin birinci nesil üyelerinde çok görülen yan etkiler, ikinci nesil 

Phenothiazine’lerde azaltılmıştır. Thioridazine (THZ) yan etkilerin en az görüldüğü 

birinci nesil antipsikotik olup, molekülün antipsikotik özellik dışında taşıdığı 

özellikler (antimikrobiyal, antioksidan, antitümör) bulunmaktadır [9].  THZ’in (10-

[2-(1-methyl-2-piperidyl) ethyl]-2-methylthio-phenothiazine), moleküler ağırlığı 

407.04 g/mol’dür.  

 

 

 

 

  

 

Thioridazine F 

 

Şekil 2.1. Phenothiazine sınıfına ait ilaçların kimyasal yapıları. A. Phenothiazine, 

S(C6H4)2NH, B. Piperidine, C. Piperazine, D. Chlorpromazine, and E. 

Trifluoperazine, F. Thioridazine (Sudeshna, 2010). 

 

2.2.1. Thioridazine’in Etkisi Dopamin Reseptörüne Bağlıdır  

 Dopamin reseptörleri GPCR (G protein-coupled receptors) ailesinden olup, 

D1 benzeri ve D2 benzeri dopamin reseptörleri olarak iki büyük gruba ayrılır. D1 
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benzeri dopamin reseptörleri DR1 ve DR5, D2 benzeri dopamin reseptörleri DR2, 

DR3, DR4’ten oluşmaktadır. Bu sınıflandırma, dopamin reseptörlerinin adenilsiklaz 

aktivitesi üzerinde oynadıkları role göre yapılmıştır. Adenilat siklaz, ATP’yi 

cAMP’ye dönüştürür. cAMP üretimi farmakolojik özelliklerin belirlenmesinde rol 

oynamaktadır. D1 benzeri dopamin reseptörleri (DR1 ve DR5) Gs/olf proteinini aktive 

ederek, cAMP üretimini uyarır. D2 benzeri dopamin reseptörleri (DR2, DR3, DR4) 

Gi/o proteinine bağlanarak, adenil siklazın inhibe edilmesini uyarır [10]. 

 cAMP, PKA (protein kinaz A)’yı aktive ederek D2 reseptör antagonizmasının 

hücre içinde yarattığı değişikliklere aracılık eder ve bu sayede antipsikotik teröpatik 

etki ortaya çıkar. 

 

 

Şekil 2.2. D1 benzeri ve D2 benzeri dopamin reseptör ailesi. (Şekil A. Finch (2013) 

ders notlarından alınarak Türkçeleştirilmiştir [11].) 

 

 Thioridazine etkisini, dopamin reseptör ailesi üyelerinden D2 reseptörüne 

bağlanarak gösterir. D2 reseptörü GCPR ailesindendir. Thioridazine’in etkisini, 

dopaminin kendi spesifik reseptörlerine bağlanmasını engelleyerek ortaya çıkarır. 

Dopamin aktivatör transporterlar (DAT) aracılığıyla hücre içine alınan dopamin 

miktarında azalma gözlenir. Thioridazine molekülü, Adenilsiklaz (AC) enziminin 

aktivitesini azaltarak, cAMP ve PKA (Protein kinaz A) sentezini de azaltır. PKA ise, 

moleküllerin fosforilasyonundan sorumlu olan kinazlardandır. Aktivitesi azalan 

PKA, hücre içi diğer subsratların (iyon kanalları gibi) ve DNA’ya bağlanan 

proteinlerin fosforilasyonunu da azaltır. THZ DAT’ları dolaylı yoldan etkileyerek, 

DAT aracılı dopamin taşınmasını inhibe eder.  DAT aracılı taşınma mekanizmaları: 
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1) Endositoz ile PKC (Protein kinaz C)  aktivasyonu bağımlı olarak taşınma 2) 

Erk1/2 aktivitesinin inhibisyonu sonucu DAT’ların plazma membranındaki 

lokalizasyonunun düzenlenmesi 3) DAT’ların spesifik proteinler ile düzenlenmesi 

örneğin; alpha-synuclein DAT aktivitesini düzenleyen negatif bir modülatördür. 4) 

Psiko uyarıcılar, direkt DAT ile etkileşerek hücre yüzeyindeki DAT sayısını 

düzenleyebilir [12, 13]. 

 

 

Şekil 2.3. Dopamin, Dopamin 2 reseptör ve Dopamin aktivatör transporterlar 

arasındaki etkileşim mekanizması (Şekil Cummings JL ve ark.’nın yaptığı yayından 

(2011) alınarak, Türkçeleştirilmiştir [14].)  

  

 2.3. Thioridazine, Dopamin Reseptörü ve Meme Kanseri İlişkisi 

 Dopamin reseptörleri çoğunlukla merkezi sinir sisteminde ifade edilmekte 

olup, diğer dokularda da ifade edilmektedir. Dopamin reseptörleri, tükrük bezlerinde, 

periferal sinir sisteminde, böbrek, adrenal bezler, kardiyovasküler sistemde de sentez 

edilmektedir. Bunun dışında pankreas, prostat, kolon ve meme kanserinin görüldüğü 

dokularda da dopamin reseptörlerinin sentezlendiği yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir [15,16].  
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 Bu ilacın, bir nörotransmitter olan dopamin reseptörünü inhibe etmesi, meme 

kanseri kök hücrelerindeki dopamin reseptörlerine bağlanarak etkisini göstereceğini 

düşündürmektedir. Meme kanseri kök hücrelerinin dopamin reseptörleri ifade ettiği 

Sachlos ve ark. tarafından tanımlanmıştır [17]. Bu kısıtlı sayıdaki literatür verileri 

THZ’nin dopamin reseptörü ifade eden çeşitli doku ve organların kanserlerinin 

tedavisinde kullanılabilecek potansiyel bir ilaç olduğunu göstermektedir.  

THZ’nin şizofreni tedavisinde ve diğer psikiyatrik hastalıklarda kullanımı son 

yıllarda yeni nesil antipsikotik ilaçların devreye girmesiyle azalmıştır. Ancak 

molekülün sahip olduğu ilginç kimyasal konfigürasyondan dolayı başka hastalıkların 

tedavisinde potansiyel bir ilaç olup olamayacağı araştırılmaya başlanmıştır. İlk 

araştırmalar THZ’nin antimikrobiyal ve antioksidan özelliklerine yönelik olup, 

sonraki araştırmalar antiproliferatif özelliğinin keşfedilmesine yol açmıştır. İlk 

kullanım amacı dışında gözlenen bu etkilerin THZ’nin hücre içine alınım 

mekanizmalarıyla da ilişkili olup olmadığı araştırılan konular arasındadır. 

 

2.4. Thioridazine ile Yapılmış Literatür Çalışmaları 

Akut myelöid lösemi kök hücresi hedefli olan bu ilaç normal hücrelerde 

sitotoksik etki göstermezken, kanser kök hücrelerinde sitotoksik etki göstermektedir 

[18]. Yüksek teknolojiler ile test edilen 590 tane ajan arasından sadece THZ’nin 

kanser kök hücrelerine (Akut myelöid lösemi kök hücresi) spesifik olarak etki 

gösterdiği tespit edilmiştir [17]. 

1999 yılında yapılan bir çalışmada Lialiaris ve Pantazaki, THZ’nin doza bağlı 

olarak DNA’yı etkilediğini jel elektroforezinde nükleik asit bantlarının 

kaybolduğunu göstererek kanıtlamışlardır. İnterkalator özelliği sayesinde DNA’nın 

yapısını değiştirerek major oluğuna bağlanıp, replikasyonu ve DNA tamir 

mekanizmalarını inhibe etmektedir [19]. Yapısında bulunan aromatik N-dialkil grubu 

THZ’ye bu özelliği kazandırmaktadır [20].  

Curti ve ark.’nın 2002 yılındaki çalışmasında ise; THZ’nin sıçan 

karaciğerinden izole edilen mitokondride antioksidan aktivite göstererek, reaktif 

oksijen türevlerinin ve sitokrom c’nin salınımına yol açtığını böylece apoptozisi 

uyardığı gösterilmiştir [21].  

THZ’nin de içlerinde bulunduğu Phenothiazine sınıfına ait ilaçlarla yapılan 

bir çalışmada, bu ilaçların hücre canlılığı üzerine etkileri lösemi hücre hatlarında ve 

normal lenfositlerde karşılaştırılarak çalışılmıştır. Phenothiazine lösemi hücre 
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hatlarında 0.1–10 µM dozlarda sitotoksik etki göstermezken, THZ 5-10 µM dozlarda 

sitotoksik etki göstermiştir. Bu sınıfa ait ilaçlardan uygun dozlarda en etkin olanın 

THZ olduğu ve normal lenfositlerde sitotoksik etki göstermeyerek apoptozisi 

uyardığı belirlenmiştir. THZ’nin daha düşük dozlarda sitotoksik etki göstermesi yan 

etkileri tolere etmesi açısından bir avantajdır. Apoptozisin uyarılma mekanizmaları 

araştırılarak mitokondrial DNA polimeraz enziminin ve ATP üretiminin 

inhibisyonundan kaynaklandığı tespit edilmiştir [22].  

B16 fare melanom hücre hatlarında ve in vivo yapılan çalışmada, THZ’nin 

melanom hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin diğer Phenothiazine sınıfına ait 

ilaçlara nazaran daha etkin olduğu ve in vivo tümör gelişiminde de inhibe edici etkisi 

olduğu gösterilmiştir [23].  

Kang ve ark.’nın 2012 yılında yumurtalık kanseri hücre hatlarıyla (SKOV-3 

ve OVCAR-3) yaptığı çalışmada, THZ’nin phosphatidylinositol-3′-kinase 

(PI3K)/Akt sinyal yolağı üzerindeki etkisinin moleküler mekanizmasını 

araştırmışlardır [24]. (PI3K)/Akt inhibitörleri ve THZ kullanılarak yapılan çalışmada 

yolaktaki etkiler aydınlatılmıştır. Ayrıca hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi ve 

apoptozisde rol alan moleküller de araştırılmış, THZ’nin hücreleri hücre döngüsünün 

G0/G1 fazında tutuklu bıraktığı, hücre döngüsü düzenleyicilerden Siklin-D1, Siklin 

bağımlı kinaz-4’ün ifade düzeyini düşürdüğü, p21, p16, CDC25A gibi 

düzenleyicilerin ifade düzeyini ise arttırdığı bulunmuştur. Hücre döngüsü analizleri 

sonucu, hücrelerin G1 fazında tutuklu kalması, THZ’nin antiproliferatif etkilerinin 

(PI3K)/Akt yolağının inhibe edilmesi ile ilişkili olduğunu düşündürmüştür [24]. 

2014 yılında Park ve ark.’nın çalışmasında ise THZ’nin anti-anjiyogenik 

etkilerinin ortaya konması hedeflenmiştir. Çalışmada kullanılan kanser hücre 

hatlarında (OVCAR-3, MDAH-2774) THZ sitotoksik etki gösterirken, normal 

hücreleri temsil eden hücre hatlarında (MCF-10A, BEAS-2B, MRC-5, HOSE-E6E7) 

herhangi bir sitotoksik etki göstermemiştir. Vasküler endotelyal çoğalma faktörü 

(VEGF)’i baskılayarak, VEGF aracılı proliferasyon ve invazyonu da durdurmuştur. 

Fokal adezyon kinaz molekülünün (FAK) fosforilasyonunu baskılayarak, 

αvβ3/FAK/mTOR sinyal yolağının moleküler mekanizması araştırılmıştır [25]. 

Sitotoksik özelliklerinin yanı sıra ilaç direncini azaltma, P-glikoprotein ailesini 

inhibe etme, DNA hasarı, anti-oksidan özellikler taşıması, bu ajanın antikanser ajan 

olarak moleküler mekanizmalarının araştırılması gerekliliğini ortaya koymaktadır 
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[26]. Meme kanseri kök hücrelerinde ve kök hücre olmayan heterojen popülasyonda 

etkileri ve moleküler mekanizmaları ise bilinmemektedir. 

 

 2.5. Meme Kanseri  

 Meme kanseri, kadınlar arasında oldukça yaygın (%41) görülen heterojen bir 

hastalık olup, akciğer ve pankreas kanserinden sonra ölüm oranı oldukça yüksektir 

[27]. Kanser, heterojen bir hastalık olup, tek bir hücredeki çoklu moleküler 

işlemlerin etkileşiminden kaynaklanır. Kanser olgusunda, genetik, epigenetik, 

metabolik, hücre içi ve hücreler arası haberleşme, hücre enerji akışı gibi olayların ve 

metabolitlerin düzenlenmesinde ve kontrolünde farklılaşmalar meydana gelir. 

Ayrıca, kanserin oluşumunda tamir edilemeyen DNA hasarlarının kalıcı hale 

gelmesinin de rolü vardır. Mutasyonların çoğu tamir edilemeyen ve nesilden nesile 

aktarılan kalıtsal DNA hasarlarıdır. Kanser hücrelerinde oluşan DNA hasarlarının 

büyük bir oranı, DNA tamir sistemleriyle onarılır ve ya hücre kendini ölüme götürür. 

Normal dokularda ise hücre çoğalması ile apoptozise bağlı hücre kayıpları arasında 

uyumlu bir denge vardır. Genetik ve epigenetik düzlemde meydana gelen 

mutasyonlar, genetik ve epigenetik mekanizmaların akışını bozarak, kanser 

hücrelerine çoğalma avantajı sunmaktadır [28,29]. 

 Genetik ve epigenetik bilgideki değişiklikler, DNA hasarının onarılıp 

onarılamaması, kontak inhibisyonun ortadan kalkması, apoptozisden kaçan tümör 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasına sebep olur [30].  

 Kontrolsüz çoğalan hücreler, artan besin ve oksijen ihtiyaçlarını yeni kan 

damarları oluşturarak ve vücudun diğer bölgelerine göç ederek sağlamaya çalışır. 

İnvazyon ve metastazda rol alan moleküllerde meydana gelen mutasyonlar da kanser 

hücrelerinin çeşitli dokulara ulaşmasında etkilidir [31]. Epitelyal-mezenkimal geçişi 

(EMT) destekleyen bu değişimler, kanser hücrelerinin invaziv hale gelerek, metastaz 

yapmasına neden olur. EMT olayında hücre-hücre adezyonunun düzenlenmesinde rol 

alan Snail protein ailesi oldukça önemlidir. Transkripsiyon faktörü olan Snail, hedef 

molekülü olan E-kaderini transkripsiyonel düzeyde kontrol eder. Fosforillenmiş 

Snail, E-kaderini inhibe eder [32]. EMT sırasında, transkripsiyonel düzeyde ifadesi 

engellenen E-kaderin molekülünün yokluğu kanser hücrelerinin invaziv hale gelerek, 

metastaz yapmasına neden olur. Snail ailesi üyelerinden özellikle Snail1’in meme, 

kolon, gastrik birçok kanser tipinde aşırı sentezlendiği gösterilmiştir [33].  
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 Snail’in fosforilasyonu, GSK-3β (Glikojen sentazkinaz 3β) tarafından kontrol 

edilir. GSK-3β, PI3K/Akt yolağının aşağısında bulunur ve defosforile durumdayken 

inaktiftir. Akt molekülünün GSK-3β’ı ser 9 motifinden fosforillemesi ile aktif 

duruma geçer. PI3K/Akt ile başlayan ve E-kaderin molekülünü de kapsayan bu 

yolakta kinazlar oldukça önemli bir role sahiptir. GSK-3β’ın aktifleşmesi, Snail 

molekülünü fosforiller. Fonksiyonel olarak aktifleşen Snail,  E-kaderin molekülünün 

transkripsiyonunu engeller. Dolayısıyla, Snail molekülünün fosforilasyon/ 

defosforilasyon durumu oldukça önemlidir. E-kaderin molekülünün, Snail tarafından 

transkripsiyonel düzeyde E-kaderinin baskılanması, EMT’yi başlatıcı faktörlerden 

biridir. Sonuç olarak, transkripsiyonel düzeyde E-kaderin sentezinin devam etmesi, 

hücrelerin epitelyal mezenkimal geçişini engeller. 

Preliminer veriler elde etmek için yapılan translasyonel çalışmalarda, meme 

kanserini modelleyen hücre kültürleri kullanılmaktadır. Çalışmamızda; meme 

kanserini hücre düzeyinde modelleyen hücre kültürleri kullanıldı. Her bir hücre 

kültürü farklı moleküler özelliklere sahip olup, heterojen bir hastalık olan meme 

kanserinin farklı alt tiplerini modellemektedir. 

 

 2.6. MDA-MB-231 İnsan Meme Kanseri Hücre Kültürünün Özellikleri 

 51 yaşındaki meme adenokarsinomalı bir kadının plevral efüzyonundan izole 

edilmiş olan MDA-MB-231 hücreleri anöploid yapıdadır. Karyotip analizinde 

kromozom sayılarının triploide yakın değerlerde (52-68) olduğu gözlenmiştir. 

Karyotip analizleri, hücre popülasyonunun kromozom sayısı ve yapısı bakımından 

homojen olmadığını göstermiştir N8 ve N15 kromozomları mevcut değildir. Bu 

kromozomlar sitogenetik analizlerde belirteç (marker) olarak kullanılmaktadır [34]. 

Meme kanseri hücrelerinin bazı özelliklerini modelleyen bu hücre kültürü, invaziv 

kanseri in vitro koşullarda çalışmak için oldukça uygun bir modeldir. Östrojen 

reseptör negatif olan MDA-MB-231 hücreleri normal meme hücrelerinin gösterdiği 

özelliklerini kaybetmiştir. Hem MCF-7 hem de bu hücre kültüründe WNT7B 

onkogeninin ifadesi mevcuttur. Ayrıca HER-2 geninin ifade düzeyi de normal 

seviyededir. Epitelyal morfolojide olan MDA-MB-231 hücreleri, EGF ve TGF α 

sentezler. Ayrıca, p53, MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve Vimentin gibi invazyon 

faktörlerinin de ifadesi vardır [35]. p53 geni, bu hücre kültüründe mutant durumdadır 

ve aşırı ifadesi söz konusudur [36].  
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 2.7. MCF-7 İnsan Meme Kanseri Hücre Kültürünün Özellikleri 

 MCF-7 hücreleri, 64 yaşında evre IV invaziv duktal karsinomalı bir kadın 

olgunun plevral efüzyonundan 1970 yılında izole edilmiştir [37]. Morfolojisi 

epitelyal olup, insülin benzeri büyüme (çoğalma) faktörü bağlanma proteinleri 

sentezler. Ayrıca WNT7B onkogeninin ifadesi mevcuttur. HER-2 geninin ifadesi 

normaldir. MCF-7 hücrelerinin sitogenetik analizlerinde; kromozom sayılarındaki 

anormal artış ve azalış (anöploid 66-87), hatalı eşleşmiş bazların onarım sisteminde 

(mismatch repair) bozukluklar görülmektedir [38, 39]. DNA’da hatalı eşleşen bazlar, 

DNA tamir proteinleri (mismatch repair, MMR) tarafından onarılırlar ve ayrıca 

genomun bütünlüğünün korunmasında görev alırlar. Hatalı eşleşmiş bazların 

onarımında görev alan MLH1 ve MSH2 tamir proteinleri MCF-7 hücrelerinde 

mutasyona uğradığı için, hücreler antikanser ajanlara karşı direnç geliştirir. Sonuç 

olarak, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar ve/veya tamir proteinlerinin az veya 

aşırı ifadesi, direnç gelişiminde önemli bir faktördür [40]. Meme kanseri ve diğer 

birçok insan kanserinin oluşumunda, hücre döngüsü kontrol noktalarından siklin 

D1’de oluşan mutasyonlar MCF-7 hücrelerinde de mevcuttur [41].  

 MCF-7 hücre kültüründe kaspaz -6, -7 ve -9 ifadesinin yanı sıra Bcl-2 ifadesi 

de oldukça iyidir. Diğer yandan p53 ve p21 genlerinin ifadesi ve düzenlenmesi 

normaldir [42]. MCF-7 hücrelerinin çoğalma mekanizmasında; aşırı artmış östrojen 

ifadesi ve östrojene bağlı proliferasyon, EGF’den bağımsız çoğalma, artmış Her-

2/Neu/c-ErbB-2 ifadesi [43] artmış N-ras [44] ve Rb proteininin hızlı fosforilasyonu 

rol oynamaktadır [45].  

 

 2.8. MCF-10A İnsan Normal Meme Epitel Hücre Kültürünün Özellikleri 

 MCF-10A hücreleri, hücre kültürü için modifiye edilmiş normal meme 

epitelyum hücreleridir. 36 yaşında beyaz ırktan bir kadının meme dokusundan izole 

elde edilmiştir. Mikroskopta luminal duktal hücre özellikleri gösterirler. Hücre 

kültürlerinde adherent (flaska tutunarak) hücreler olarak çoğalırlar. 

 Diploit karyotipe sahip hücrelerdir. p53 ifadesi normal olup, agarda koloni 

oluşturmazlar. İmmun sistemi olmayan farelerde çoğalıp tümör oluşturmazlar [46].  
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 2.9. CD44+/CD24- İnsan Meme Kanseri Kök Hücre Kültürünün 

Özellikleri 

 Meme kanseri kök hücreleri, fare ksenograftlarında hücrelerin membran 

yüzeylerinde yer alan biyobelirteçler (CD44
+
/CD24

-
) sayesinde ilk defa 2003 yılında 

keşfedilmiştir. CD44 ve CD24 molekülleri tüm kanserlerde eksprese edilen 

moleküller değildir. Al-Hajj ve ark. yaptıkları çalışmalarda CD44 ve CD24 

moleküllerinin ifade düzeylerinin (CD44
+
/CD24

-
) bu hücre grubunda tümör 

formasyonunda önemli rol oynadığını göstermişlerdir [47]. Ayrıca CD44
+
/CD24

-
 

olan hücrelerin kendini yenileme, mamosfer oluşturma, metastaz yapma kapasiteleri 

yüksektir. Kök hücrelerin in vitro olarak izole edilmesinde kullanılan akım 

sitometrisi-FACS (Fluorescent activated cell sorting) yönteminin iki prensibi vardır; 

iki kategori üzerinden izolasyon yapılmaktadır. Bunların ilki hücre yüzey belirteçleri 

(CD44, CD24, ALD1H
+
 gibi) ikincisi ise, sitoplazmik belirteçlerdir; aldehid 

dehidrogenaz enzimi gibi [48]. Meme kanseri kök hücrelerinin birçok karekteristik 

özelliği mevcuttur. Tümörijenik özelliği SCID fareler üzerinde yapılan çalışmalarla 

kanıtlanmış olup, ayrıca yüksek ALDH
+
 enzim aktivitesi göstermektedir. CD44, 

CD24 gibi yüzey belirteçlerinin yanısıra ek olarak başka belirteçlerle de (CD133, 

CD49f, ITGA6, EpCAM gibi) meme kanseri kök hücreleri izole edilebilmektedir. 

Kanser tedavisinde standart olarak kullanılan radyasyon ve kemoterapi sonrası, 

primer meme kanseri hücrelerinin CD44
+
/CD24

-
 moleküllerince zengin bir ifade 

düzeyine sahip olduğu ve bu hücrelerden 4 nesil sonrası bile ksenograft modelleri 

oluşturulabildiği gözlenmiştir. Bu tip çalışmaların sonuçları yorumlandığında, 

tümörlerin nüksünde ve metastazda kanser kök hücrelerinin rolü olduğu anlaşılmıştır. 

Standart kemoterapide gelişen direncin nedenleri araştırıldığında ise, DNA tamir 

mekanizmalarının çalışmadığı, reaktif oksijen türevlerinin arttığı, Wnt/β-katenin ve 

Notch sinyal yolaklarının düzenlenmesinin bozulduğu görülmüştür. Kök hücreler 

farklı hücre hatlarında farklı miktarlarda bulunur. Her hücre kültürü aynı sayıda kök 

hücre popülasyonuna sahip değildir. Kök hücrelerin, en fazla elde edilebileceği 

meme kanseri hücre kültürü tipi bazal-benzeri olanlardır. Genel popülasyon %2 iken, 

bazal benzeri hücre hatlarında bu oran  ≥%10 civarındadır [49].  
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Tablo 2.1. Çalışmada kullanılan hücre kültürlerinin özellikleri 

 

 

Tablo 2.2. Çalışmada kullanılan hücre kültürlerinin crystal violet boyası ile 

boyanarak faz-kontrast mikroskobundaki görüntüleri (4X). [ÖR: Östrojen resptörü, 

PR: Progesteron reseptörü, HER2: Proto-onkogen neu, BRAF: B-raf proto-

onkogen, CDNK2A: Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 2A, TP53: Tümör protein 53, 

PIK3CA: fosfotidilinositol 4,5 bifosfat 3 kinaz katalitik alt ünite alfa]. 

 

Luminal A Bazal B Bazal B 
Meme Kanseri Kök 

Hücreleri 

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A CD44
+
/CD24

-
 

  

 

 
  

 2.10. Bu Tez Çalışmasında Cevabı Araştırılan Sorular  

 1.Thioridazine’in meme kanseri ve meme kanseri kök hücre kültürlerinde 

sitotoksik etkisi var mı? 

 2.Thioridazine’in sitotoksik etkisi dopamin reseptörlerine bağlı mı?  

 3.Dopamin reseptörlerinin meme kanseri hücre kültürlerindeki ifade 

düzeyleri nedir? 

 4.Thioridazine’in gösterdiği sitotoksik etki hangi hücre ölüm çeşidine 

bağlıdır? 

 5. Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rolü var mı? 

 6.Epitelyal-mezenkimal geçişte rol oynayan moleküller hangileridir? 

Thioridazine varlığında bu moleküllerdeki ifade düzeyleri nasıl değişmektedir? 

Hücre Kültürü Klinik 

Sınıflandırma 

Reseptör 

Profili 

Mutasyonlar 

MDA-MB-231 Bazal like/Bazal B ÖR- PR-

/HER2- 

BRAF,CDKN2A, 

KRAS, TP53 

MCF-7 Luminal A ÖR+ 

PR+/HER2+ 

CDKN2A,PIK3C

A 

MCF-10A Bazal B - Sağlam 

CD44
+
/CD24

-
 Meme Kanseri Kök Hücresi 
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 Tezin amacı, anti psikotik Thioridazine’nin çeşitli meme kanseri hücre 

hatlarındaki sitotoksik etkilerinin nasıl ve hangi moleküller/yolaklar üzerinden ortaya 

çıktığını tanımlama ve Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rolünün olup 

olmadığını test etme olarak belirlendi. 
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3. DENEYSEL KISIM 

 

 3.1. Materyal 

 Tezde kullanılan kimyasal ve kitlerin hangi aşamalarda kullanıldığı ve 

nereden satın alındığı Tablo 3.1.’de özetlendi.   

 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasal ve kitlere ait bilgiler 

 

Kimyasallar ve Kitler Kullanıldığı Deneyler 

Satın Alındığı Firma ve 

Katalog Numarası 

 

RPMI 1640 Besiyeri Hücrelerin kültüre edilmesi Merck Millipore, FG1215 

Fetal Sığır Serumu Besiyerine çoğaltıcı faktör 

olarak eklendi 

Merck Millipore, S0113 

Penisilin-Streptomisin Besiyerine bakteri kaynaklı 

kontaminasyonu önleme 

amaçlı eklendi 

Merck Millipore, A2213 

DMSO Hücrelerin dondurulması Merck Millipore, 102952  

 

FACS Solüsyonu Kök hücrelerin izole 

edilmesi 

BD Bioscience, 349202 

Thioridazine Çalışmada etkilerini 

araştırdığımız ilaç 

Sigma Aldrich, T9025 

Tripsin/EDTA Hücrelerin flask tabanından 

ayrılmasının sağlanması 

Merck Millipore, L2143 

Tripan Mavisi Hücre canlılığının ve 

sayısının belirlenmesi 

Merck Millipore, 111732 

XTT Cell Proliferation 

Assay Kit 

Hücrelerin canlılık 

yüzdelerinin belirlenmesi 

Roche,11465015001 

 

Crystal Violet Boyası Hücremorfolojilerinin 

incelenmesi 

Sigma Aldrich, C3886 

 

Human Dopamine 

Receptor D2 ELISA Kit 

Dopamin reseptör 2’nin 

(DR2) ifade düzeyinin 

ölçülmesi 

 

 

 Mybiosource, MBS723432 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwilwK2FxePLAhXBdpoKHRQ2A2oQFgghMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.merckmillipore.com%2FINTL%2Fen%2Fproduct%2FDimethyl-sulfoxide%2CMDA_CHEM-102952&usg=AFQjCNGDPNn3lYT46oxA2ufwuX8s4dcFvQ&sig2=i1LFKJgMwQOqy6kPtn-3Xg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&ved=0ahUKEwiRgMTDxuPLAhWsJZoKHQS8AG4QFghGMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.biocompare.com%2F9956-Assay-Kit%2F66412-Cell-Proliferation-Kit-II-XTT-Colorimetric-assay-XTT-based-for-the-nonradioactive-quantification-of-cellular-proliferation-viability-and-cytotoxicity%2F&usg=AFQjCNFeq6FGf27jRrR6vgAqtrp_jc_cLA&sig2=2oeOAemkYwJowXYqoOrtkQ
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Threo-methylphenidate 

hydrochloride 

 

 

Dopamin aktivatör 

transportların inhibe 

edilmesi 

 

 

Tocris,1812 

 

Cell Death Detection 

ELISA Plus 

Apoptozis ve nekrozun 

belirlenmesi 

Roche, 11544675001 

Muse® Annexin V and 

Dead Cell Assay Kit 

Apoptozisin doğrulanması Merck Millipore, 

MCH100105  

 

M-PER Mammalian 

Protein Extraction 

Reagent 

Protein izolasyonu Thermo Fisher Scientific, 

78501 

 

Immun-StarTM HRP 

Chemiluminescent Kit 

Western blot bantlarının 

görüntülenmesi 

BioRad, 1705070  

 

Chloroquine 

diphosphate salt 

Otofajinin inhibe edilmesi Sigma Aldrich, C6628 

Monodansylcadaverine Otofajik vakuollerin 

boyanması 

Sigma Aldrich, 30432 

CytoSelect™ 24-Well 

Cell Migration and 

Invasion Assay 

Hücrelerin migrasyon 

potansiyelinin ölçülmesi 

Cellbiolabs, CBA-100-C  

Fosfat Buffer Salin Immunositokimya deneyinde 

hücrelerin yıkanması 

Merck Millipore, BSS-

1005-B 

Histostain-Plus IHC Kit Immunositokimya deneyinin 

gerçekleştirilmesi 

Thermo Fisher Scientific, 

858943 

 

 3.2. Yöntemler 

 3.2.1. Tüm İş Paketlerinde Yer Alan Ortak Yöntemler 

 3.2.1.1. Hücre Hatlarının Temini, Kültüre Edilmesi ve Çoğaltılması  

 İnsan meme kanseri hücre kültürleri (MCF-7, MDA-MB-231) ve normal 

meme epitelyal hücre kültürü (MCF-10A) sırasıyla Interlab Cell Line Collection 

(ICLC, İtalya) ve Health Protection Agency (HPA, İngiltere) hücre kültürü 

bankalarından satın alındı. Hücre kültür işlemlerinin tamamı laminar hava akımlı 

steril klas II kabinde (NuAire, ABD) gerçekleştirildi.  

 

http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Muse-Annexin-V-and-Dead-Cell-Assay-Kit,MM_NF-MCH100105
http://www.bio-rad.com/en-cn/sku/1705070-immun-star-westernc-chemiluminescence-kit
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 - MCF-7, MDA-MB-231 hücre kültürleri, RPMI 1640 besiyerine  %10 ısı ile 

inaktive edilmiş fetal sığır serumu,10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml 

streptomisin eklenerek, 37 °C sıcaklıkta, % 5 CO2 ve nem içeren inkübatörde 

(Binder, Almanya) çoğaltıldı.  

 

 - MCF-10A hücre kültürünün normal meme epitelyal kaynaklı olması 

nedeniyle, RPMI 1640 besiyerine 100 mg/ml EGF, 1 mg/ml hidrokortizon 10 mg/ml 

insülin, %10 ısı ile inaktive edilmiş fetal sığır serumu, 10.000 unite/ml penisilin ve 

10 mg/ml streptomisin eklenerek, 37 °C sıcaklıkta, % 5 CO2 ve nem içeren 

inkübatörde çoğaltıldı.  

 

 - Hücre kültürleri, canlılık, çoğalma ve enfeksiyon açısından inverted ışık 

mikroskobunda günlük olarak izlenerek her hücre kültürüne ait ikilenme sürelerine 

dikkat edilerek pasajlandı ve çoğaltıldı.  

 

 - Hücrelerin devamlılığını sağlamak için periyodik olarak stoklama işlemi 

yapıldı. Hücreler FBS ve DMSO içeren bir solüsyonda donduruldu. Stoklama -80°C 

ve daha sonra -196°C sıvı azot tankında saklanarak gerçekleştirildi.  

 

 3.2.1.2. Kanser Kök Hücrelerinin Akım Sitometrisi ile İzole Edilmesi 

 Meme kanseri kök hücreleri (CD44
+
/CD24

-
) MCF-7 hücre kültüründen, Ege 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma ve Eğitim Laboratuvarı’ndaki (AREL) akım 

sitometrisi kullanılarak elde edildi.  

 

 - MCF-7 hücre kültürü enzimatik olmayan bir solüsyon yardımıyla flask 

tabanından kaldırılarak, hücre sayımı ile belirlenen ~5x10
4
 hücre 1:100 oranda FACS 

solüsyonunda dilüe edilerek  %0.5 bovin serum albumin, 2 mM NaN3 ve 5 mM 

EDTA ile yıkandı ve 15 dk +4°C’de inkübe edildi.  

 

 - PE (phycoerythrin) işaretli CD24 (Miltenyi Biotec Ltd., Woking, Surrey, 

İngiltere) ve FITC (Fluorescein) işaretli CD44 (clone G44-26; BD Biosciences) 

antikorları kullanıldı. Hücreler FACS solüsyonu ile yıkanarak süspanse edildi.  
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 - CD44
+ 

popülasyonu yoğun ve CD24
-
 olan hücreler meme kanseri kök 

hücresi olarak değerlendirildi.  

 

 - Meme kanseri kök hücreleri (CD44
+
/CD24

-
) kök hücre stabilitesinin 

korunması için,  RPMI 1640 besiyerinde, hiç bir ek serum, anitibiyotik, antimikotik 

kimyasal ilave edilmeden çoğaltıldı [16].   

 

 3.2.1.3. Thioridazine’in Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

 Thioridazine liyofilize formu Sigma Aldrich (Almanya) firmasından satın 

alındı. 10 mg Thioridazine 1mL suda çözülerek, 24.5 mM’lık ana stok hazırlandı. 

Hazırlanan stok solüsyonlar 0.22 μm’lik filtreden geçirilerek sterilize edildi ve 15 

μl’lik parçalar halinde - 20°C ‘de saklandı. Her deney için taze stok kullanıldı. 

 

 3.2.1.4. Hücrelerin Sayımı 

 Hücreler sayım işlemi ile çalışılmak istenen sayıda hazırlandı. 

 

 - Meme kanseri ve meme kanseri kök hücre kültürlerinin, kültür flasklarının 

zemininde tutunarak oluşturdukları hücre tabakası (tek katlı tabaka), 4 ml 

Tripsin/EDTA (% 0.05) ile 5-7 dk muamele edilerek hücre tabakasının flask 

zemininden ayrılması sağlandı.  

 

 - Tripan mavisi (hücre canlılığının ve sayısının belirlenmesinde kullanılır) 

boyası ile muamele edilen hücreler bu boyanın prensibine uygun çalışan T4 

cellometer otomatik sayım cihazı (Cellometer, Nexcelom, ABD) yardımıyla sayıldı. 

Boyanın prensibine göre Tripan mavisi ile muamele edilen hücreler canlı ise boyayı 

hücre içine almaz ve boyanmazlar, mikroskopta incelendiklerinde parlak görünürler. 

Ölü hücreler ise boyanırlar ve mikroskopta incelendiğinde koyu renkte görülürler.  

 

 - Flasklardaki besiyerleri çekilip, 4 ml Tripsin EDTA eklenerek ~ 10 dk 

inkübatörde bekletildi. Flask zemininden ayrılan hücreler 1:1 oranında besiyeri ile 

nötralize edilip, 15 ml’lik tüplere aktarıldı.  

 

 - Santrifüjlenen hücrelerin süpernatantları atılarak dibe çöken hücre pelleti 10 

ml besiyeri içinde tekrar homojenize edildi.  
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 - Pipetajla homojenize edilen hücrelerin süspansiyonundan 50 μl alındı ve 50 

μl Tripan mavisi ile 1:1 oranda karıştırıldı. Bu karışım otomatik sayım cihazının 

lamına aktarıldı ve mililitredeki canlı hücre sayısı otomatik olarak belirlendi. 

 

 - Hücre sayımından sonra 96 kuyucuklu mikro plakaların her bir kuyucuğuna 

100 μl besiyeri içerisinde 10
4
 hücre olacak şekilde ekim yapıldı.  

 

 - Hücre kültürlerinin aderent özelliğe sahip olması sebebiyle, hücreler, 

plakaların tabanlarına tutunması için yaklaşık 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

 3.2.2. Araştırma Sorularına Özgü Yöntemler 

 3.2.2.1 Araştırma Sorusu 1: Thioridazine’in meme kanseri ve meme 

kanseri kök hücre kültürlerinde sitotoksik etkisi var mı? 

 3.2.2.1 Yöntem 1:  XTT Canlılık (Vitality) Testi  

 THZ ile muamele edilen hücrelerin canlılık yüzdelerinin belirlenmesinde 

XTT testi (Roche, Almanya) kullanıldı.  

 

 - Deney tasarımı olarak; her bir kuyucuğunda 104 hücre olan 96 kuyucuklu 

mikro plaka ve THZ’nin 1-30 μM arasında değişen konsantrasyonları ve 24, 48, 72 

saatlik inkübasyon süreleri seçildi.  

 

 - İnkübasyon sonunda, her bir kuyucuğa toplam hacmin (200 μl) yarısı kadar 

(100 μl) XTT solüsyonu eklendi.  

 

 - Daha sonra 96 kuyucuklu hücre kültür mikro plakalar 37 °C’de ve %5 CO2 

ihtiva eden inkübatörde 4 saat inkübe edildi.  

 

 - Dört saat sonunda her kuyucuğun absorbansı 450-490 nm referans dalga 

boyu aralığında mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader, Beckman 

Coulter, ABD) ölçüldü. 

 

 - Absorbans değerleri aşağıdaki formülde yerine konarak çalışılan her 

konsantrasyonun yüzde sitotoksisitesi hesaplandı. 
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 % Sitotoksisite = 1 – [(İlaçlı Kuyucukların Absorbans Ortalaması / Pozitif 

Kontrol Kuyucuklarının Absorbans Ortalaması) x1 00],  

 

 - Sonraki adımda THZ’nin konsantrasyon-etki eğrisi, IC50 (Hücrelerin % 

50’sini öldüren konsantrasyon) değeri CalcuSyn 2.1 (Biosoft, İngiltere) programında 

sitotoksisite yüzdeleri girilerek hesaplandı.  

 

 3.2.2.2 Araştırma Sorusu 2: Meme kanseri hücre kültürlerinde 

Thioridazine’nin hücre morfolojisine etkisi var mı?  

 3.2.2.2 Yöntem 2: Crystal Violet Boyasıyla Hücre Morfolojilerinin 

İncelenmesi 

 THZ’nin hücre morfolojisine etkisini incelemek amacıyla crystal violet 

boyası tercih edildi.  

 

 - Crystal violet boyası %10’luk etanolde çözülerek %0.1 konsantrasyonda 

hazırlandı. 

 

 - %4’lük formaldehit ile 5-10 dk fikse edilen hücreler daha sonra crystal 

violet ile boyanarak 10-20 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı.  

 

 - Saf su ile boyanın fazlalığı yıkanarak, boyanan hücreler inverted ışık 

mikroskobunda incelendi. 

 

 3.2.2.3 Araştırma Sorusu 3: Thioridazine’in sitotoksik etkisi dopamin 

reseptörlerine bağlı mı? 

 3.2.2.3 Yöntem 3: Dopamin Aktivatör Transporterların İnhibe Edilmesi 

Literatürde, dopaminin dopamin aktivatör transportlarına bağlanarak 

endositoz ile hedef molekülüne taşındığı bilinmektedir. Deney koşullarımızda bunun 

geçerliliğinin doğrulanması için dopamin aktivatör transport protein inhibitörü 

Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) ile hücreler muamele edildi. TMH 

inhibitörünün en etkin çalıştığı konsantrasyonu belirlemek için optimizasyon 

deneyleri aşağıda belirtilen şekilde yapıldı.  
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- İnhibitörün en etkin konsantrasyonunu belirlemek için, üç farklı hücre 

kültürüne de 1-100 µM konsantrasyonlarda TMH inhibitörü 24 saat süresince 

uygulandı.  

 

- Optimum inhibitör konsantrasyonu ile hücreler 2 saat ön muameleye maruz 

bırakıldı. 

 

-Aynı hücrelere, 2 saatlik inhibitörle muamele sonunda THZ’nin IC50 

konsantrasyonları uygulandı.  

 

-24. saatte THZ’in sitotoksik etkisinin olup olmadığı XTT yöntemi ile 

değerlendirildi. 

 

3.2.2.4 Araştırma Sorusu 4: Dopamin reseptörlerinin meme kanseri 

hücre kültürlerindeki ifade düzeyleri nedir? 

3.2.2.4 Yöntem 4: Dopamin 2 Reseptör Miktarının ELISA Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

Dopamin reseptör 2’nin (DR2) ifade düzeyi “Human Dopamine Receptor D2 

ELISA Kit” (Mybiosource, San Diego, CA, ABD) protokolüne uygun olarak 

belirlendi.  

 

- Altı kuyucuklu plakaların her bir kuyucuğuna 10
5
 hücre ekilerek THZ’nin 

artan konsantrasyonları uygulanan hücreler tripsin ile kaldırılarak santrifüj edildi.  

 

- Kitin protokolüne uygun olarak hazırlanan hücre lizatları ve kitin içerdiği 

standartlar 100μl’lik hacimlerde, kitin içinden çıkan DR2-HRP konjuge kaplı 

plakada 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

 

- İnkübasyon süresi sonunda kuyucuklar 5 defa yıkandı. Sonrasında tüm 

kuyucuklar HRP ile 37 °C’de 10-15 dk.  inkübe edildi. 

 

- Enzim substrat reaksiyonu sonucu oluşan mavi renk, reaksiyonu durdurucu 

solüsyonunun eklenmesi ile sarı renge döndü.  
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- Çok modüllü mikro plaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma yapıldı.  

 

- Standartların konsantrasyonları ile oluşturulan standart eğriye ait absorbans 

değerleri üzerinden DR2 miktarı hesaplandı. 

 

3.2.2.5 Araştırma Sorusu 5:  Meme kanseri hücre kültürlerinde 

Thioridazine’in sitotoksisitesi apoptozis aracılı mı? 

3.2.2.5 Yöntem 5a: ELISA Yöntemi  

Sitotoksisitenin apoptozis aracılı olup olmadığının belirlenmesinde “Cell 

Death Detection ELISA Plus Kit” (Roche, Almanya) tercih edildi.  

 

- Doksan altı kuyucuklu mikro plakaların her bir kuyucuğuna 10
4
 sayıda 

ekilerek THZ’nin artan konsantrasyonları ile muamele edilen hücrelere, lizis 

solüsyonu eklendi ve oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi.  

 

- Elde edilen hücre lizatları, streptavidin kaplı mikro plakalara aktarıldı.  

 

-Histon proteinleri ve nükleozomlara bağlanmayı sağlayacak (Anti-histon 

biotin ve Anti-DNA Peroksidaz) antikorları içeren reaktiften 80 µl eklenen mikro 

plaka, oda sıcaklığında 2 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sırasında anti-histon 

antikoru bir taraftan nükleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da oluşan 

immunokompleks streptavidin kaplı plakalara tutunmaktadır.  

 

-Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise nükleozomlar arasındaki DNA’lara 

bağlanmaktadır. Bağlanmayan bileşenlerin yıkama basamaklarıyla 

uzaklaştırılmasının ardından, nükleozom miktarlarının kantitatif olarak belirlenmesi 

immuno komplekslere tutunmuş olan peroksidazların ölçülmesiyle gerçekleştirildi.  

 

- Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzthiazolin-6-sülfonik asit]) 

substratı ile 405 nm ve 490 nm referans dalga boyunda mikro plaka okuyucuda 

(DTX 880 Multimode Reader, Beckman Coulter, ABD) ölçüldü.  

 

- Kit ile birlikte gelen %100 apoptotik hücreler negatif kontrol, hiçbir ilaç 

uygulaması yapmadığımız hücreler ise pozitif kontrol olarak referans alındı. 
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- Kitin ihtiva ettiği %100 apoptotik hücrelerin (kit kontrol) absorbans değeri 

baz alınarak, hücre lizatlarında meydana gelen histon ve nükleozom miktarındaki 

artış, apoptozis miktarındaki artışla doğru orantılı olarak değerlendirildi.  

 

-Kit aynı zamanda hücrelerdeki nekrozu da ölçebilen özellikte olması 

nedeniyle, hücrelerin süpernatantı kullanılarak hücrelerdeki nekroz durumu da 

belirlendi. 

 

3.2.2.5 Yöntem 5b: Anneksin V/7AAD Yöntemi 

Apoptozis Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit (Merck Millipore, 

Amerika) kullanılarak bağımsız bir yöntemle doğrulandı. 

 

-Altı kuyucuklu plakalara 10
5
 sayıda ekilerek THZ’nin IC50 konsantrasyonları 

ile muamele edilen hücreler,  tripsinizasyon işlemi ile toplanarak 1000 rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi. 

 

-Tripsin uzaklaştırılarak, hücreler pipetajla homojenize edildi. Hücreler 

PBS’te tekrar çözülerek, 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi.  

 

- Süpernatant kısmı atılarak hücrelerin üzerine %1 FBS içeren 100 μl besiyeri 

eklendi ve pipetajla hücre süspansiyonu oluşturuldu.  

 

-Oda sıcaklığına getirilmiş olan Muse™ Annexin V & Dead Cell 

solüsyonundan her tüpe 100 μl eklenip yavaşça pipetaj yapıldı. Karanlıkta, oda 

sıcaklığında, 20 dakika inkübe edildi.  

 

- Muse Hücre Analiz cihazında Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (Merck 

Millipore, Almanya) protokolüne uygun olarak analizi yapıldı. 

 

3.2.2.6 Araştırma Sorusu 6:  Meme kanseri hücre kültürlerinde 

Thioridazine’in sitotoksisitesi otofaji aracılı mı? 

3.2.2.6 Yöntem 6a: Western Blot Yöntemi  
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Meme kanseri ve meme kanseri kök hücre kültürleri 25 cm
2
’lik küçük 

flasklara 4x10
6
 olacak şekilde ekildi. THZ’nin IC50 konsantrasyonu uygulanan 

hücreler 24. saatin sonunda protein izolasyonuna tabii tutularak, Western blot işlemi 

için hazırlandı. Western blot deneyleri ile hem otofajik hem de EMT 

biyobelirteçlerinin ifade düzeyi belirlendi. 

 

-Protein izolasyonu “M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent” 

(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, ABD) solüsyonu ile yapıldı. 14.000xg  

+4°C 'de 15 dk santrifüj edilen hücrelerin pelletleri uzaklaştırılarak, süpernatantları 

toplandı.  

 

- Örneklerdeki toplam protein konsantrasyonları Bradford yöntemi (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, ABD) ile belirlendi.  

 

- Hazırlanan proteinler Laemmli tamponu ile 1:1 oranında karıştırılarak 

96°C’ye ayarlanmış su banyosunda 5 dk kaynatıldı.  

 

- Proteinler ve standart belirteç (molecular weight marker) %7.5 ve %15’lik 

SDS poliakrilamid jellere yüklenerek ve elektroforez işlemi Tris-Glisin SDS 

tamponu (BioRad, CA, ABD) içinde önce 20 dk 40V’ta daha sonra 90dk 120V’ta 

sabit akımda yürütüldü. Bu işlem için BioRad Mini Protean elektroforez tankı ve 

BioRad PowerPac 200 güç kaynağı kullanıldı. 

 

-  Moleküler ağırlıklarına göre jelde ayrılması sağlanan proteinler nitroselüloz 

(BioRad, CA, ABD) membranlara transfer edilmek üzere sırasıyla; sünger, filtre 

kağıdı, jel, membran, filtre kağıdı ve süngerden oluşan aktarma sandviçine alınarak, 

BioRad blotting tankında BioRad PowerPac 200 güç kaynağı kullanılarak 115V’ta 

sabit akımda 1 saat 15 dk transfer tampon solüsyonu içinde transfere tabi tutuldu.  

 

- Transferin gerçekleşip, gerçekleşmediği membranı boyayan ponceau ve jeli 

boyayan comassie mavisi boyaları ile kontrol edildi.  
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- Transfer sonrası membranlar, %5 yağsız süt tozu ve %0.1 Tween 20 içeren 

TBS ile hazırlanan karışım kullanılarak oda sıcaklığında çalkalayıcıda 1 saat 

bloklandı.  

 

- Ardından membranlar, dilüsyonları üretici firmanın talimatlarına göre 

hazırlanan primer antikor ile +4°C’de yaklaşık 16 saat çalkalayıcıda inkübe edildi.  

 

- TBST ile 8 defa 5’er dk. yapılan yıkama basamaklarından sonra 

membranlar, yine üretici firmanın talimatlarına göre dilüe edilen sekonder antikorlar 

ile oda sıcaklığında 1 saat süresince çalkalayıcıda inkübe edildi.  

 

- β-Actin ve GAPDH yükleme kontrolü olarak kullanıldı ve tüm inkübasyon 

basamakları orbital çalkalayıcıda yapıldı.  

 

- TBST ile tekrar yıkama yapılan membranlardaki protein bantları,  Immun-

Star
TM

 HRP Chemiluminescent Kit (BioRad, CA, ABD) kullanılarak Kodak Gel 

Logic 1500 (Carestream Molecular Imaging, Newhaven, CT, ABD) görüntüleme 

sistemi ile görüntülendi. 

 

3.2.2.6 Yöntem 6b: Otofajinin Chloroquine diphosphate salt 

İnhibitörüyle Doğrulanması 

Otofagozom-lizozom füzyonunu engelleyerek etkisini gösteren Chloroquine 

diphosphate salt (CQ) otofaji inhibitörü olarak kullanıldı. İnhibitör (Sigma Aldrich, 

Almanya) lyofilize olarak satın alındı.  

 

- CQ’nun en uygun konsantrasyonunu belirlemek için optimizasyon deneyleri 

CQ’un artan konsantrasyonları (1-100 µM) ile hücreler 24 saat muamele edilerek 

yapıldı.  

 

- Optimum inhibitör konsantrasyonu ile hücreler 2 saat ön muameleye maruz 

bırakıldı. 

 

- Aynı hücrelere, 2 saatlik inhibitörle muamele sonunda THZ’nin IC50 

konsantrasyonları uygulandı. 
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- 24. saatte THZ’in otofajiyi tetikleyip tetiklemediği WB yöntemi ile uygun 

antikorlar kullanılarak araştırıldı. 

  

3.2.2.6 Yöntem 6c: Otofajik Vakuollerin Monodansylcadaverine (MDC) 

Boyasıyla Görüntülenmesi 

Otofajik vakuollerin görüntülenmesi için Monodansylcadaverine boyası 

DMSO’da çözülerek 149 mM’lık ana stok hazırlandı.  

 

- Hücreler 96 kuyucuklu mikro plakalara 10
4
 sayıda ekilerek THZ’nin IC50 

konsantrasyonu ile 24 saat muamele edildi.  

 

- İlaç ve besiyeri kuyucuklardan tamamen uzaklaştırıldıktan sonra, 

kuyucuklar PBS ile yıkandı. Hücreler, 3 mM Monodansylcadaverine (MDC) boyası 

(Sigma Aldrich, Almanya)  ile boyanarak inkübatörde (37°C, %5 CO2’de) 10 dk 

inkübasyona bırakıldı.  

 

- Otofajik vakuoller floresan mikroskobunda görüntülendi (Leica, λex 338 nm, 

λem 500 nm). 

 

3.2.3 Thioridazine’in Epitelyal-Mezenkimal Geçişteki Rolünün 

Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

THZ’nin epitelyal mezenkimal geçişte (EMT) rol alıp almadığı, invazyon, 

migrasyon deneyleri ve western blot yöntemiyle araştırıldı.  

 

3.2.3.1 Araştırma Sorusu 7:  Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal 

geçişte rolü var mı? 

3.2.3.1 Yöntem 7a: İnvazyon Deneyi/Scratch Deneyi 

THZ ile muamele edilen CD44
+
/CD24

-
, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre 

kültürlerinin invazyon potansiyeli scratch assay tekniğiyle belirlendi.  

 

- Altı kuyucuklu plakalara 5x10
5
 sayıda ekilen hücrelerin, plaka tabanını 

%100 olarak kaplayıp kaplamadığı mikroskopta kontrol edildi.  
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- Plakalardaki besiyerleri dökülerek 200 µl’lik pipet ucu yardımıyla 

kuyucuklarda tutunmuş olan hücrelerin ortasından çizim işlemi yapıldı.  

 

- Çizilen kuyucuklar 500 µl PBS ile hafifçe yıkandı.   

 

- Çizimden hemen sonra (0. saat) faz-kontrast mikroskopta görüntüleme 

yapıldı.  

 

- Daha sonra THZ’nin IC50 konsantrasyonları ile muamele edilen kuyucuklar, 

24. saat sonunda inverted ışık mikroskobunda tekrar görüntülendi. 

 

3.2.3.1 Yöntem 7b: Migrasyon Deneyi 

Migrasyon potansiyeli “CytoSelect™ 24-Well Cell Migration and Invasion 

AssayKit (8 µm size, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, ABD)” ile ölçüldü.  

 

-Hücreler, kitin özel 24’lük transfer plakalarına (iç içe geçmiş üst ve alt 

kuyucuktan oluşan) 10
5
 olacak şekilde ve serum-free besiyeri içinde plakanın üst 

kuyucuğuna ekildi. 

 

-Alttaki kuyucuklara da sadece %10 FBS ihtiva eden besiyeri eklendi.  

 

-24 saat inkübe edilen hücrelerden alttaki kuyucuğa göç etmemiş olanlar 

uzaklaştırıldı, göç ederek alttaki kuyucuğa geçmiş olanlar ise boyanarak 560 nm 

dalga boyunda absorbans değerleri okundu.  

 

-Her deney üç tekrarlı yapılarak ortalama absorbans değerleri üzerinden 

analiz edildi.  

 

3.2.3.1 Yöntem 7c: Immunositokimya 

- Hücreler beş dk süresince iki defa Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yıkandı. 

PBS ile hazırlanan %4’lük paraformaldehitle 30 dk fikse edildi ve 3 kez 5’er dk PBS 

ile tekrar yıkandı.  
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- Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek için distile suyla hazırlanan 

%3’lük hidrojen peroksitle (Sigma, USA) 10 dk muamele edildi. 

 

-Üç kez 5’er dk PBS ile yıkandı ve 15 dk Tritonix ile muamele edildi.  

 

-Üç kez 5’er dk PBS ile yıkandı ve blok solüsyonu (non-immün serum) 

(Invitrogen, ABD) eklenerek 1 saat bekletildi.  

 

-Serumun fazlası uzaklaştırıldıktan sonra örnekler uygun şekilde dilüe 

edilmiş primer antikorlarla muamele edilip kapalı ve nemli kutuda 1 gece +4
0
C’de 

bekletildi.  

 

-Üç kez 5’er dk PBS ile yıkandıktan sonra biotinle işaretlenmiş sekonder 

antikorla (Invitrogen, USA) 30 dk muamele edildi.  

 

-Üç kez 5’er dk PBS ile yıkanıp 30 dk streptavidinle işaretli sekonder 

antikorla (Invitrogen, ABD) muamele edildi.  

 

-Ardından üç kez 5’er dk PBS ile yıkanarak Diaminobenzidine (DAB) 

(Invitrogen, ABD) ile muamele edildiler.  

 

- Mikroskopta renk değişimi gözleninceye kadar inkübe edildi.  

 

- Yeterli boyanma görüldüğünde 5 dk PBS ile sonrasında da 15 dk distile su 

ile yıkandı.  

 

- Karşıt boyama 1 dk süresince Mayer’s hematoksilen ile yapıldı. Mounting 

medium ile kapatılıp mikroskopta görüntüleme yapıldı. 

 

3.2.3.2 Western Blot Yöntemi 

Otofajik belirteçlerin ölçülmesinde kullanılan Western blot protokolünün 

aynısı epitelyal-mezenkimal belirteçler ve GSK3-β Snail yolağın rol alan proteinler 

için de uygulandı. 
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Tablo 3.2.  Western Blot yönteminde kullanılan tüm antikorlar 

 

Katalog No Antikor Adı Host and 

Clonity 

kDa Dilüsyon 

oranı 

ab8227 beta Actin Rabbit 

polyclonal 

42 1/1000-1/5000 

ab56416 SQSTM1/p6

2 

Mouse 

monoclonal 

75 1 - 5 µg/ml 

ab58610 LC3A/B Rabbit 

polyclonal 

14-16 0.5 - 2 µg/ml 

ab108327 APG5L/ATG

5 

Rabbit 

monoclonal 

32 1/1000 - 

1/10000 

ab51031 Beclin Rabbit 

monoclonal 

52 1-5000 

ab76055 E Cadherin Mouse 

monoclonal 

97 1/1000 

ab668 Cytokeratin 

18 

Mouse 

monoclonal 

45 Deney 

şartlarına 

bağlı dilüsyon 

 ab32572 β-Catenin Rabbit 

monoclonal 

 92 1/5000 - 

1/10000  

ab98952 N Cadherin Mouse 

monoclonal 

100 1/500 - 1/2000 

ab8978 Vimentin Mouse 

monoclonal 

57 1/100 - 1/1000 

ab6328 Fibronectin Mouse 

monoclonal 

250 1/400 

ab32391 GSK3 beta Rabbit 

monoclonal 

46 1/5000 - 

1/10000 

ab75814 GSK3 beta 

(phospho S9) 

Rabbit 

monoclonal 

47 1/10000 - 

1/2000 
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ab63568 SNAIL + 

SLUG 

(phospho 

S246) 

Rabbit 

polyclonal 

26-29 1/500 - 1/1000 

ab78105 SNAIL + 

SLUG 

antibody 

Mouse 

monoclonal 

29 Deney 

şartlarına 

bağlı dilüsyon 

ab6789 Goat Anti-

Mouse IgG 

H&L (HRP) 

Goat 

polyclonal 

Secondary 

Antibody to 

Mouse IgG - 

H&L (HRP) 

  1/2000 - 

1/10000 

ab6721 Goat Anti-

Rabbit IgG 

H&L (HRP) 

Goat 

polyclonal 

Secondary 

Antibody to 

Rabbit IgG - 

H&L (HRP) 

  1/2000 - 

1/20000 

 

 3.2.4 İstatistiksel Analiz 

 Thioridazine’in sitotoksik etkileri 96 kuyucuklu mikro plakalarda her bir 

konsantrasyon için en az üç kuyucukta çalışıldı ve her deney üç kez tekrar edildi. 

XTT testi ile elde edilen absorbans değerleri çok modlu mikro plaka okuyucu 

tarafından otomatik olarak ortalama absorbans ve ± SD değerleri hesaplandı. 

Absorbans değerleri üzerinden formül yardımıyla hesaplanan sitotoksik yüzdeler, 

ilacın IC50 değerini belirlemek için Calcusyn 2.1 (Biosoft, İngiltere) programına 

aktarıldı. Tüm grafikler Graphpad Prism 6.0 (La Jolla, CA, ABD) programında 

çizildi. Her üç hücre kültüründe (MCF-7, MDA-MB-231 ve CD44
+
/CD24

-
)
 
 

uygulanan konsantrasyonlar arasındaki sitotoksik etkilerin anlamlı olup olmadığı tek 

yönlü ANOVA ile araştırıldı, ardından Dunnett's t-testleri kullanıldı. p<0.05 

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Ardından p<0.05 bulunan değerler 

p<0.001 için de test edildi.  Apoptozis deneylerine (Anneksin/7AAD yöntemi) ait 

veriler MuseSoft Analysis 1.4 yazılımında analiz edildi. Western blot bantları Image 

J v1.48 (NIH, Maryland, ABD) programında sayısallaştırıldı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

 4.1. Bulgular 

 4.1.1. MCF-7 Hücre Kültüründen İzole Edilen Meme Kanseri Kök 

Hücreleri 

 Akım sitometrisi yöntemi ile izole edilen meme kanseri kök hücrelerine ait 

grafikler Şekil 4.1’de verildi.  CD44
+
 popülasyonu yoğun ve CD24

-
 olan hücreler 

meme kanseri kök hücresi olarak değerlendirildi. 

 

 

Şekil 4.1. MCF-7 hücre kültüründen, meme kanseri kök hücrelerinin izolasyonu 

(Akım sitometrisinde CD44
+
/CD24

-
 belirteçleri üzerinden ayrıştırma yöntemiyle) 

 

 4.1.2. Araştırma sorusu 1 

  THZ’nin meme kanseri ve meme kanseri kök hücre kültürlerinde sitotoksik 

etkisi var mı? 

 

 Bulgu 1:  

 THZ’nin hücre canlılığı üzerine etkileri, insan normal (MCF-10A), meme 

kanseri (MCF-7, MDA-MB-231) ve meme kanseri kök hücre (CD44
+
/CD24

-
) 

kültürlerinde, artan konsantrasyon (1-100 μM) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) bağlı 

olarak ölçüldü. Geniş konsantrasyon aralığında (1-100 μM) yapılan deneylerin 
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sonuçları değerlendirilip, konsantrasyon aralığı 1-30 µM’a daraltılarak sitotoksisite 

deneyleri tekrarlandı. THZ ile muamele edilen hücre kültürlerinde artan zaman 

aralıklarından (24., 48. ve 72. saat)  istatistiksel olarak anlamlı ve en etkin sonuç 24. 

saatte elde edildi. MCF-10A, MDA-MB-231 ve CD44
+
/CD24

- 
hücre kültürlerinde 

THZ’nin 1-30 μM arasındaki konsantrasyonları çalışılırken, MCF-7 hücre kültüründe 

ise 9-30 μM aralığındaki konsantrasyonlar çalışıldı (Şekil 4.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. THZ ile 24 saat muamele edilmiş A) MDA-MB-231, B) MCF-7, C) 

CD44
+
/CD24

-
, D) MCF-10A,  hücre kültürlerinde sitotoksisitenin XTT canlılık testi 

ile ölçülmesi (*p<0.05, **p<0.01). 

 

 THZ ile muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

- 
hücre 

kültürlerinde IC50 değerleri sırasıyla,  16.4, 9, 18 μM olarak Calcusyn (2.1) 

programında hesaplandı (Tablo 4.1). 

 

Tablo 4.1.  Model olarak kullanılan hücre kültürlerinde THZ’nin IC50 değerleri 

(Deneyler üç tekrarlı ve bağımsız olarak gerçekleştirildi, değerler ± standart 

sapmalarıyla beraber sunuldu) 

 

Hücre Kültürleri IC50 Değerleri (24. saat) 
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MCF-7  16.4 ± 1.8 µM 

MDA-MB-231 9 ±1.2 µM 

CD44
+
/CD24

-
 18.1 ± 2.3 µM  

 

 

Şekil 4.3. A) THZ ile muamele edilmemiş (Kontrol grubu) MDA-MB-231 hücre 

kültürü. B) THZ’nin IC50 konsantrasyonu (9 µM) ile 24 saat muamele edilmiş olan 

MDA-MB-231 hücre kültürü. Hücre kültürü crystal violet boyası ile boyanarak 

inverted faz kontrast mikroskobunda görüntülendi (Büyütme oranı:10X). 

 

 4.1.3. Araştırma sorusu 2 

 Etkisinin büyük bir kısmını dopamin 2 reseptörü (DR2) üzerinden gösteren 

THZ ile muamele edilmiş hücre kültürlerinde DR2’nin ifade düzeyi nedir? 

 

 Bulgu 2: MCF-7, MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerinde bazal 

(THZ ile muamele edilmemiş) DR2 ifade düzeyi sırasıyla 86.8 ± 1.4 ng/mL, 111.6 ± 

2 ng/mL, 52 ± 2.3 ng/mL olarak belirlendi. THZ’nin artan konsantrasyonları ile (1-

30 μM) muamele edilen hücre kültürlerinde konsantrasyon arttıkça DR2 ifade 

düzeylerinin azaldığı gösterildi (Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4. A) MDA-MB-231,  B) MCF-7, C) CD44
+
/CD24

-
 D) MCF-10A hücre 

kültürlerinde DR2’nin bazal ve THZ’nin artan konsantrasyonlarında ifade 

düzeylerinin ölçülmesi (24.saat) *p<0.05, **p<0.01 

 

Belirlenen IC50 değerlerinin, hücre kültürlerindeki DR2 ifade düzeyi ile 

ilişkili olduğu gözlendi (Tablo 4.2). IC50 değeri yüksek olan hücre kültürlerinde 

DR2’nin daha az sentezlendiği, IC50 değeri düşük olan hücre kültürlerinde ise DR2 

sentezinin daha fazla olduğu tespit edildi. 

 

Tablo 4.2. Meme kanseri ve meme kanseri kök hücre kültürlerinde DR2 ifade 

düzeylerinin IC50 değerleri ile ilişkisinin gösterilmesi (24. saat) 

 

Hücre Kültürleri THZ IC50 Değeri 

(24. saat) 

DR2 miktarı 

(Bazal ifade düzeyi) 

MCF-7  16.4 μM ± 1.8 µM  86.8 ± 1.4 ng/mL 

MDA-MB-231 9 μM ± 1.2 µM 111.6 ± 2 ng/mL 

CD44
+
/CD24

-
 18.1 μM ± 2.3 µM   52 ± 2.3 ng/mL 
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 4.1.4. Araştırma sorusu 3 

 THZ’nin sitotoksik etkisinin göstermesinde rol alan dopamin aktivatör 

taşıyıcılar inhibe edildiğinde THZ’nin sitotoksik etkisinde nasıl bir değişim gözlenir? 

 

 Bulgu 3: Dopamin aktivatör taşıyıcılar inhibe edildiğinde THZ’nin gösterdiği 

sitotoksik etkiler XTT canlılık testi ile ölçüldü. Dopamin aktivatör taşıyıcı inhibitörü 

olan, Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) ile muamele edilen MCF-7, 

MDA-MB-231 ve CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerinde inhibitörün en uygun 

konsantrasyonları, sırasıyla 36.4 μM, 28.7 μM, 42 μM olarak belirlendi. TMH ile 2 

saat ön muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231 ve CD44
+
/CD24

-
 hücrelerinde 

THZ’nin IC50 uygulaması sonrası sitotoksik etkiler sırasıyla yüzde 20.5, 14, 9 olarak 

hesaplandı (Şekil 4.5). TMH inhibitörü kullanıldığında, THZ’nin tek başına 

gösterdiği sitotoksik etkiye nazaran inhibitör ile ön muamele yapılarak oluşturulan 

kombinasyonda sitotoksik etkisinin azaldığı belirlendi.  

 

 

Şekil 4.5. Dopamin aktivatör transport inhibitörü (TMH: Threo-methylphenidate 

hydrochloride) ile 2 saat ön muamele edilen A) MDA-MB-231, B) MCF-7 ve C) 

CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerinde THZ’nin IC50 uygulaması sonrası sitotoksik 

etkilerinin belirlenmesi (24. saat) *p<0.05, **p<0.01 
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 4.1.5.  Araştırma sorusu 4 

 THZ sitotoksik etkisini hangi ölüm tipi üzerinden göstermektedir? 

 

 Bulgu 4: Sitotoksik etkinin neden olduğu hücre ölüm tipleri araştırılarak, 

model olarak çalışılan hücre kültürlerinde hangi çeşit hücre ölümünün gerçekleştiği 

belirlendi. 

 

 Thioridazine’in Apoptozise Bağlı Sitotoksik Etkisi 

 THZ’nin artan konsantrasyonlarında (1-30 μM) gözlenen sitotoksik etkinin 

hangi hücre ölüm çeşiti ile tetiklendiği farklı yöntemlerle test edildi. Apoptozisin 

varlığının gösterilmesi ve bağımsız bir yöntemle doğrulanması için ELISA ve 

Anneksin/7AAD yöntemleri kullanıldı. 

 THZ ile 24 saat muamele edilen MCF-7 ve CD44
+
/CD24

-
 hücre 

kültürlerinde apoptozisin belirteci olan DNA fragmentasyonu miktarı (ELISA 

yöntemi) konsantrasyona bağlı artış gösterdi.  CD44
+
/CD24

-  
hücre kültüründe 

THZ’nin 12, 15 ve 30 μM konsantrasyonlarında DNA fragmentasyon yüzdeleri 

sırasıyla 34.1, 44.2, 56, MCF-7 hücre kültüründe THZ’nin 21, 24, 27 ve 30 μM 

konsantrasyonlarında DNA fragmentasyon yüzdeleri sırasıyla 44.1, 46.6, 56.5, ve 61 

olarak hesaplandı (p<0.05). MDA-MB-231 hücre kültüründe IC50 değerinin (9 μM) 

üstünde olan 15 ve 30 μM konsantrasyonlarda bile gözlenen DNA fragmentasyon 

yüzdeleri sırasıyla 23.8 ve 33.1 oldu (Şekil 4.6). Sonuç olarak, MCF-7 ve 

CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerindeki apoptozis yüzdeleri ile MDA-MB-231 hücre 

kültüründe saptanan apoptozis yüzdeleri anlamlı derecede farklıydı (p<0.05). 

 



 

 

37 

Şekil 4.6. MDA-MB-231, MCF-7, CD44
+
/CD24

-
  hücre kültürlerinde iki farklı 

yöntemle [DNA Fragmentasyonu (A1), B1), C1)) ve Anneksin V/7AAD A2), B2), 

C2)] apoptozisin ölçümü  (*p<0.05). 

 

ELISA yöntemi ile gösterilen apoptotik hücre yüzdesi, Anneksin V/7AAD 

yöntemiyle de doğrulandı. Apoptozisin negatif kontrolü tüm kontrol gruplarında 

Anneksin V/7AAD yöntemiyle yüzde canlılık ölçülerek gerçekleştirildi. Tüm kontrol 

gruplarında (THZ ile muamele edilmemiş) canlılık %90’nın üzerinde ölçüldü. MCF-

7 ve CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerinde toplam apoptotik hücre yüzdesi sırasıyla 39.7 

ve 33 bulunurken, MDA-MB-231 hücre kültüründe yüzde 7 olarak belirlendi. 

Birbirinden bağımsız olan her iki yöntemde de MCF-7 ve CD44
+
/CD24

-
 hücre 

kültürlerinde apoptozis gözlenirken, MDA-MB-231 hücre kültüründe apoptotik etki 

gözlenmedi. İlacın IC50 konsantrasyonunun uygulanması sonucu görülen apoptotik 

hücre yüzdesi, Anneksin V/7AAD yöntemi ile doğrulanarak DNA fragmentasyon 

sonuçları ile paralel bulgular elde edildi (Tablo 4.3).  

 

Tablo 4.3. ELISA ve Annexin V/7AAD yöntemlerinden (toplam apoptotik hücre 

yüzdesi) elde edilen bulguların karşılaştırılması. 

 

Hücre Kültürleri ELISA ANNEXIN V/7 AAD 

MDA-MB-231 %10 %7.64 

MCF-7  %34 %39.72 

CD44
+
/CD24

-
 %45 %33.03 

 

 Thioridazine’in Otofajiye Bağlı Sitotoksik Etkisi 

 Apoptozisin saptanmadığı MDA-MB-231 hücre kültürü THZ’nin IC50 

konsantrasyonu (9μM) ile muamele edildiğinde, otofajik belirteçlerden LC-3 I’in 

LC-3 II’ye dönüşümünde (12 kat), Atg 5 (6.5 kat) ve Beclin-1 (4.1 kat) 

proteinlerinde artış gözlenirken, SQSTM1/p62 proteininde ise değişimin daha az 

olduğu tespit edildi (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7. THZ’nin IC50 konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MDA-MB-231 

hücre kültüründe otofajik belirteçlerin A) Western Blot yöntemi ile gösterilmesi ve 

B) Western Blottaki protein miktarlarının değişim kat sayıları (PK: pozitif kontrol) 

 

 MDA-MB-231 Hücre Kültüründe, Otofajinin Doğrulanması  

 Otofajinin doğrulanması için LC3 I-II ve Beclin-1 proteinleri otofaji 

inhibitörü olan Chloroquine’in (CQ) 50 μM konsantrasyonu (tekli ve THZ’nin IC50 

konsantrasyonu ile kombinasyonunda) ile inhibe edildiğinde, otofajik belirteçlerin 

ifade düzeylerinde azalma gözlendi (Şekil 4.8). 

 

Şekil 4.8. A) MDA-MB-231 hücre kültüründe otofajinin, Chloroquine (CQ, 50µM) 

inhibitörü varlığında Western Blot yöntemiyle doğrulanması B) LC3I-II ve Beclin-1 

ifade düzeylerindeki değişim oranları C) THZ ve CQ’nun (tekli ve kombinasyonda)  

sitotoksik etki yüzdesi (*p<0.05, **p<0.01). 
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 Otofajik Vakuollerin Görüntülenmesi 

 THZ’nin IC50 değeri (9 µM) ile 24 saat muamele edilen MDA-MB-231 hücre 

kültüründe oluşan otofaji, otofajik vakuoller görüntülenerek de doğrulandı (Şekil 

4.9). 

 

 

Şekil 4.9. THZ (9 µM, 24 saat) ile muamele edilmiş MDA-MB-231 hücre kültüründe 

otofajik vakuollerin Monodansylcadaverine (MDC) floresan boyası ile gösterilmesi 

(Büyütme oranı:10X). 

 

 4.1.6. Araştırma sorusu 5 

 Thioridazine’nin epitelyal mezenkimal geçişte rolü var mıdır? 

 

 Bulgu 5: CD44
+
/CD24

-
, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre kültürlerinde THZ 

varlığında invazyon potansiyeli belirlendi. MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

-
 ve MCF-7 

hücre kültürlerinde, IC50 konsantrasyonların ait kapanma yüzdeleri sırasıyla, 16.5, 

24, 29 olarak hesaplandı (Şekil 4.10).  
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Şekil 4.10. THZ’nin A) CD44
+
/CD24

-
, B) MDA-MB-231 ve C) MCF-7 hücre 

kültürlerinde 24. saatteki invazyon potansiyelinin scratch assay yöntemiyle ölçülmesi 

(Kapanma yüzdeleri, mikroskop yazılımında yer alan ölçüm programı ile boşluklar 

arası mesafenin ölçülmesi ile hesaplandı. Kontrol hücreleri arasındaki mesafe 

sıfırıncı saatte ölçülerek %100 olarak kabul edildi) D) MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

-
 

ve MCF-7 hücre kültürlerinin invazyon potansiyeli görüntülerinin yüzde değerleri 

(24. saat) **p<0.001  
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Şekil 4.11. THZ ile muamele edilen MDA-MB-231 (9 µM) , CD44
+
/CD24

-
 (18  µM) 

ve MCF-7 (16.4 µM) hücre kültürlerinin migrasyon potansiyelinin ölçülmesi (24. 

saat) *p<0.05 (PK: pozitif kontrol) 

 

 

 Migrasyon kiti kullanılarak, migrasyon potansiyeli ölçülen hücre kültürleri 

THZ’nin IC50 konsantrasyonları ile 24 saat süresince muamele edildiğinde; MDA-

MB-231’in migrasyon potansiyelinin %86’dan %61’e, CD44+/CD24-‘in migrasyon 

potansiyelinin %79’dan  %43.2’ye, MCF-7’nin migrasyon potansiyelinin %56’dan  

%28.5’e düştüğü gözlendi.  

 

 Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rol alan proteinler 

üzerindeki etkisi 

 MCF-7 hücre kültürlerinde, E-cad (4.3 kat), CK-18 (5.2 kat),  β-catenin (6.2 

kat)  artarken, N-cad (-4.1 kat), Vimentin (-3.4 kat), Fibronektin (-4.4 kat) azaldı 

(Şekil 13). MDA-MB-231 hücre kültürlerinde, E-cad (7.3 kat), CK-18 (4.5 kat), β-

catenin (2.8 kat) artarken, N-cad (-5.3 kat), Vimentin (-4.2 kat), Fibronektin (-3.2 

kat) azaldı (Şekil 14). CD44
+
/CD24

-  
hücre kültürlerinde,  E-cad (1.6 kat), CK-18 

(2.3 kat),  β-catenin (5.4 kat) artarken, N-cad (-2.6 kat), Vimentin (-4.2 kat), 

Fibronektin (-3 kat) azaldı (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12. THZ ile muamele edilen MCF-7 (16.4µM), MDA-MB-231 (9 µM),  

CD44
+
/CD24

-
 (18 µM), hücre kültürlerinde epitelyal ve mezenkimal belirteçlerin 

Western blot ifade düzeyleri ve proteinlerin değişim oranları (24. saat). (A1-A2; 

MCF-7, B1-B2; MDA-MB-231, C1-C2; CD44
+
/CD24

-
) (PK: pozitif kontrol) 
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 4.1.7. Araştırma sorusu 6 

 MDA-MB-231 hücre kültüründe otofajinin epitelyal belirteçlerle olan 

ilişkisinin ortaya konması amacıyla, otofajik belirteçleri inhibe ettiğimizde epitelyal 

belirteçlerde ifade düzeyi nasıl değişmektedir? 

 

 Bulgu 6: MDA-MB-231 hücre kültürlerinde THZ’nin otofajiye bağlı 

sitotoksik etkisinin EMT belirteçleri ile ilişkisi araştırıldı. 

 

 THZ ve CQ (otofaji inhibitörü) ile beraber uygulandığında, epitelyal 

belirteçlerden E-cad’in ifade düzeyinin azaldığı mezenkimal belirteçlerden 

Vimentin’in ifade düzeyinin ise arttığı gözlendi (Şekil 4.13).  

 

 

Şekil 4.13. A) THZ’nin IC50 (9µM) konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen 

MDA-MB-231 hücre kültüründe otofaji inhibitörü, Chloroquine (CQ, 50µM), 

varlığında epitelyal-mezenkimal belirteçlerden E-cad ve Vimentin ifade düzeylerinin 

gösterilmesi. B) E-Cad ve Vimentin değişim oranları (24. saat). 

 

 Epitelyal-mezenkimal geçişin immunositokimyasal yöntemle doğrulanması 

(E-cad ve Vimentin belirteçleri ile) 

 Epitelyal ve mezenkimal belirteçlerin ifade düzeyleri, Western blot yöntemi 

ile belirlendikten sonra bağımsız bir yöntem olan immunositokimyasal boyama 
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yöntemi ile de doğruladığında sonuçların paralel olduğu görüldü. THZ’nin IC50 

konsantrasyonu uygulandığında, her üç hücre kültüründe de E-cad molekülü artış 

gösterirken, mezenkimal belirteç olan Vimentin molekülü azalış gösterdi (Şekil 

4.14). 

 

 

Şekil 4.14. THZ’nin IC50 konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen A) MCF-7 B) 

CD44
+
/CD24

-
 C) MDA-MB-231 hücre kültürlerinde E-cad ve Vimentin 

moleküllerinin ifade düzeylerinin Immunositokimya yöntemi ile doğrulanması (24. 

saat). (PK: pozitif kontrol) 

 

 

  4.1.8. Araştırma sorusu 7 

  EMT’de rol alan Snail’in Akt-GSK-3β yolağı üzerinden fosforilasyon / 

defosforilasyon durumu E-kaderin ifade düzeyini nasıl etkilemektedir? 

 

  Bulgu 7: Epitelyal-mezenkimal geçişi düzenleyen yolakta görev alan 

moleküllerin THZ varlığındaki ifade düzeyleri western blot yöntemi ile ölçüldü. 

 

  Yolağı düzenleyen moleküllerden; GSK-3β, P-GSK-3β, Snail/Slug, P-

Snail/Slug, E-cad moleküllerinin ifade düzeyleri test edildi. Her üç hücre kültürüne de 

THZ’nin IC50 konsantrasyonu ve 50 µM Bio acetoxime (GSK-3β inhibitörü) tekli ve 

kombinasyon olarak uygulandı. MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

-
 ve MCF-7 hücre 

kültürlerinde THZ ve inhibitörün tekli uygulamalarına göre, kombinasyonda P-Snail 

molekülünün ifade düzeyinde azalma gözlenirken, E-cad ifade düzeyi arttı. MCF-7, 
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MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

-
, hücre kültürlerinde E-cad ifade düzeyi, THZ ve Bio 

acetoxime kombinasyonunda kontrole göre, sırasıyla 5.2 kat, 7.3 kat, 8.1 kat artış 

gösterdi. 
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Şekil 4.15. THZ ile muamele edilen MCF-7 (16.4µM), MDA-MB-231 (9 µM),  

CD44
+
/CD24

-
 (18 µM), hücre kültürlerinde E-cad ifade düzeyini düzenleyen yolakta 

önemli rol oynayan moleküllerin THZ ve Bio-Acetoxime (50μM) varlığındaki ifade 

düzeylerinin Western blottaki ifade düzeyleri ve E-cad proteininin değişim oranı (24. 

saat). (A1-A2; MCF-7, B1-B2; MDA-MB-231, C1-C2; CD44
+
/CD24

-
) 
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 4.2. Tartışma  

 Bu çalışma, THZ’nin gerçek hedefi olan psikotik hastalıkların tedavisinde 

kullanımının yanı sıra meme kanseri ve meme kanseri kök hücrelerindeki etkilerinin 

araştırılması üzerine kurgulandı. Heterojen bir hastalık olan meme kanserinin, in 

vitro koşullarda çalışılması için model olarak hücre kültürleri kullanılmaktadır. 

Çalışmamızda meme kanserinin farklı özelliklerini temsil eden iki farklı hücre 

kültürü (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve bunların kök hücreleri (CD44
+
/CD24

-
) 

kullanıldı. Bu şekilde, THZ’nin etkileri, daha dirençli fenotipte olan meme kanseri 

kök hücrelerinde de araştırıldı. 

 Meme kanseri heterojen ve alt tiplere sahip bir hastalık olup, kadınlar 

arasındaki ölüm oranı yüksektir. Meme kanserinin tedavisinde, klinikte mevcut olan 

birçok ilaç kullanılmaktadır. Fakat eş zamanlı olarak ilaçlara kazanılan direnç ve 

hastalığın tekrar etmesi, yeni ilaç arayışlarına yönlendirmektedir [50]. İlaç geliştirme 

aşamaları oldukça maliyetli ve zaman alıcı olduğundan, ilaç geliştirenler klinikte 

kullanımda olan ilaçların mevcut hedefleri dışında başka hangi hastalıklarda etkili 

olduğuna yönelik araştırmalara yönelmişlerdir [51]. Uzun yıllar sadece antipsikotik 

özellikleri çalışılan THZ’nin kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkilere sahip 

olduğu çalışmalarda gösterilince, ilacın kanser üzerindeki etkilerinin daha detaylı 

olarak araştırılmasına karar verilmiştir. 

 Şizofreni, psikoz ve anksiyete gibi hastalıkların tedavisinde kullanımda olan 

birçok dopamin reseptör (DR) antogonisti ilaç mevcuttur. Dalton ve ark. yapmış 

oldukları çalışmada, DR antogonisti alan şizofren hastalarında rektum, kolon, prostat 

kanseri gibi kanserlerin görülme oranı DR antogonisti almayan hastalara nazaran 

daha az olduğunu gözlemişleridir [52]. Klinik bulgular içeren bu çalışma, DR 

antogonistlerinin kanser tedavisinde de etkili olabileceğini düşündürmüştür. 

 Literatür taraması yapıldığında, dopamin antogonistleri kullanılarak, dopamin 

reseptörleri üzerinden kanser hücrelerinin çoğalmasını inhibe eden birçok çalışma 

bulunmaktadır [53]. Sutton ve ark. THZ’nin sitotoksik etkisinin dopamin reseptörü 

bağımlı ya da bağımsız olabileceğini göstermiştir [54]. 

 Literatürde dopamin 2 antogonistlerinin hücre ölümünü uyardığına dair 

çalışmalar mevcuttur. Yan ve ark. dopamin antogonisti olan Raclopride’in yenidoğan 

sıçan ventiküler miyosit hücrelerinde otofajiyi uyaran belirteçler üzerinden otofajik 

hücre ölümüne neden olduğunu göstermişlerdir [55]. Shin ve ark. ise dopamin 2 
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antogonisti olan Sertindole’un nöroblastoma hücrelerinde reaktif oksijen türevlerinin 

artmasına neden olarak otofajiyi uyardığını ifade etmişlerdir [56].  

 Çalışmamızda, her üç hücre kültüründe de dopamin reseptör ifade düzeyleri 

ölçüldü. Elde edilen bulguların, THZ’nin sitotoksik etkisi ile doğru orantılı olduğu 

gözlendi. Özellikle dopamin 2 reseptör miktarı yüksek olan hücre kültürlerinde 

(MCF-7 ve MDA-MB-231) THZ daha düşük konsantrasyonlarda sitotoksik olarak 

etkili olurken, dopamin reseptör 2 miktarının daha az ifade edildiği hücre 

kültürlerinde (CD44+/CD24-) THZ’nin IC50 değeri daha yüksek bulundu. (Şekil 4.2) 

(Şekil 4.4.) Bu gözlem, THZ’nin sitotoksik etkisinin dopamin reseptör 2 ilişkili 

olabileceğine dair veriler sundu.  

 Literatürde, MCF-7, GBM8401, U87MG, AML-OCI2 ve AML-OCI3 gibi 

çok çeşitli kanser türlerine ait olana hücre kültürlerinin dopamin reseptörü ifade 

ettikleri gösterilmiştir [17, 57, 58]. 

 Literatürdeki bu sonuçlarla uyumlu olan verilerimiz, THZ’nin meme kanseri 

ve meme kanseri kök hücre kültürlerinde sitotoksik etkiye sahip olduğunu gösterdi. 

Bunun yanı sıra normal meme epitelyal hücre kültürü olan MCF-10A hücrelerinde 

THZ sitotoksik etki göstermedi. Byun ve ark. da MCF-10A ve HOSE-E6E7 (normal 

ovaryum epitelyum hücreleri) hücre kültürlerinde THZ’nin 25 µM konsantrasyonuna 

kadar sitotoksik etki gözlememişlerdir [59]. THZ’nin MCF-10A gibi normal meme 

epitelyal hücrelerinde sitotoksik etki göstermemesinin bir nedeni dopamin reseptör 2 

ifade düzeyinin (12.6 ng/mL) oldukça düşük olması ve THZ’nin hücre içine alımını 

inhibe etmesi olabilir. THZ’nin artan konsantrasyonlarına rağmen MCF-10A 

hücrelerinde DR2 ifade düzeyinin değişmediği Şekil 4.4’te gösterildi. İkinci nedeni 

ise; membran transporterların normal epitelyal meme hücrelerinde ve kanser 

hücrelerinde yapısal farklılık göstermesi olabilir. Buradan çıkarılan bir başka sonuç 

ise; THZ’nin sitotoksik etkisinin DR2 ve dopamin sinyaline ihtiyaç duymasıdır.  

 Dopamin aktivatör taşıyıcılar (DAT), dopamin konsantrasyonunun 

düzenlenmesinde görev alan transmembran proteinlerdir. DAT’ların dağılımı ve 

ifade düzeyi birçok hastalığın oluşmasında önemli rol oynamaktadır. DAT’lar 

dopamin reseptörleri ile nörotransmitter olan dopamin arasında iletişimi sağlayan 

önemli moleküllerdir [60]. Literatürde DAT’ların biyobelirteç olarak kullanıldığı 

çalışmalar vardır. Schrödter ve ark. metastatik böbrek kanseri hastalarında SLC6A3 

isimli dopamin transporterını prognostik belirteç olarak tanımlamışlardır [61]. THZ, 

meme kanseri hücrelerinde sitotoksik etkisini göstermek için dopamin sinyaline 
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ihtiyaç duymaktadır. DAT’lar dopamin ve dopamin reseptörleri arasında iletişim 

sağlayan moleküllerdir. Bu sinyal, dopamin DAT inhibitörü kullanılarak inhibe 

edildiğinde THZ’nin sitotoksik etkisinde azalma olduğunu gözlemledik (Şekil 4.5). 

Bu sonuç bize; THZ’nin sitotoksik etkisinin dopamin sinyali yokluğunda azaldığını 

kanıtladı. Dopamin reseptörü 2 ile dopamin sinyali arasındaki iletimi sağlayan 

dopamin aktivatör taşıyıcılar inhibe (TMH inhibitörü ile) edildiğinde THZ’nin 

sitotoksik etkisinin azalması, THZ’nin bu yolu kullandığının kanıtıdır. Dopamin 

sinyalinin TMH ile inhibe edilmesi, DR2 ifade düzeyini etkilememektedir. Bu 

sinyalin inhibe edilmesi, THZ’nin sitotoksik etkisini değiştirdiği gözlendi. 

 Gil-Ad ve ark.’nın fare melanom hücre kültüründe phenothiazine sınıfına ait 

çeşitli ilaçların etkisini (Perphenazine, Thioridazine, Fluphenazine, Chlorpromazine 

gibi) çalışmışlardır. Phenothiazine sınıfına ait ilaçlar bu hücre kültüründe apoptozis 

kaynaklı hücre ölümüne yol açmıştır. Bu ilaçların içinde en etkin performansı THZ 

göstermiştir [23].  Çalışmamızda THZ, MCF-7 ve CD44+/CD24- meme kanseri kök 

hücrelerinde apoptotik etki gösterirken MDA-MB-231 hücrelerinde otofajik etki 

gösterdi. CD44
+
/CD24

-
 meme kanseri kök hücreleri, MCF-7 hücreleri ile 

karşılaştırıldığında ise, meme kanseri kök hücrelerinin apoptozise daha dirençli 

olduğu bulundu. Bunun nedeni kanser kök hücrelerinin heterojen yapıda olup, 

reseptör ifade düzeylerinin kanser hücrelerine nazaran daha fazla değişkenlik 

göstermesi olabilir. 

 Apoptozis bağımsız iki yöntemle (ELISA ve Anneksin/7AAD yöntemleri) 

doğrulandı. Her iki yöntemden elde edilen bulgular paraleldi. Kang ve ark. 

çalışmalarında serviks ve endometrial kanser hücrelerinde, THZ’nin neden olduğu 

apoptotik etkinin PI3K/Akt yolağının inhibisyonu ile ortaya çıktığını göstermişlerdir  

[24]. Çalışmamızda THZ apoptotik etkisini proapoptotik mekanizmalar üzerinden ve 

PI3K/Akt yolağının inhibisyonu ile göstermiş olduğunu düşündürmektedir.  

 THZ ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinde gözlenen sitotoksik 

etkinin enden olduğu ölüm tipi otofaji oldu. Otofagozomların oluşmasında başrol 

oynayan LC-3 I’in LC-3 II’ye dönüşümünü Western blot yöntemi ile MDA-MB-231 

hücrelerinde göstermemiz, otofajinin en iyi kanıtlarından biri oldu. Atg 5 ve Beclin-1 

gibi otofajiyi indükleyen moleküllerde de artış gözlendi. SQSTM1/p62 degradasyon 

için ubikutinlenen proteinlerin taşınmasında görev alan kargo proteinidir [62]. 

Bulgularımızda SQSTM1/p62 ifade düzeyinin, otofajiyi uyaran diğer proteinlere 

(LC3 I-II, Beclin-1, Atg5) göre az değiştiği gözlendi. 
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 THZ’nin sitotoksik etkisinin otofaji ile bağlantılı olup olmadığını araştırmak 

için, otofaji inhibitörü (Chloroquine) kullanarak, otofajik belirteçler inhibe edildi. 

Chloroquine, otofagozom ve lizozomların füzyonunu inhibe ederek etkisini gösterir 

[63]. Otofajinin doğrulaması, Chloroquine inhibitörü ile yapıldı ve otofajiyi 

indükleyen LC3 I-II, Beclin-1 belirteçlerinin ifadesinde THZ’nin tek başına etkisine 

nazaran daha az azalma gözlendi. 

 Otofajik belirteçlerin ve sitotoksisitenin THZ’nin tekli etkisine göre daha az 

azalma göstermesi, sitotoksik etkinin otofaji üzerinden olduğunu kanıtladı (Şekil 

4.8). 

 Araştırma sorularımızdan biri olan ve çalışmamızın ikinci büyük ayağını 

oluşturan; THZ’nin epitelyal mezenkimal geçişte (EMT) etkisi/rolü nedir sorusuydu. 

EMT, epitelyal fenotipin kaybolarak mezenkimal özellik kazanmasıdır. Bu özellik, 

invazyon, metastaz ve hastalığın seyri (progrezyon) ile ilişkilidir. Kanserde EMT’nin 

düzenleyici moleküllerinden olan Snail/Slug, Twist, GSK3-β, E-kaderin gibi 

proteinlerin ifade düzeyleri değişerek sinyalin bozulmasına neden olmaktadır [64]. 

Apiko-bazal polarizasyonun, hücre içi sıkı bağlantıların ve adezyonu sağlayan 

yapının bozulması, sitoiskelette meydana gelen değişimler, sitokeratin ifadesinin 

azalması buna karşın vimentin ifadesinin artması hücrelere hareket ve invazyon 

yeteneği kazandırmaktadır [65, 66, 67]. 

 THZ’nin IC50 konsantrasyonlarını uyguladığımız her üç hücre kültüründe 

invazyon ve migrasyon kapasitelerinin azaldığı belirlendi. İnvazyon yüzdeleri 

hesapladığında invazyonun yüzde 100’den MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

- 
ve MCF-7 

hücre kültürlerinde, sırasıyla yüzde 16.5, 24, 29’a düştüğü belirlendi. Bu sonuçların 

doğrulandığının göstergesi ise; E-cad ifade düzeyinin sırasıyla MCF-7, 

CD44
+
/CD24

-
 ve MDA-MB-231 hücre kültürlerinde THZ varlığında artmış 

olmasıydı. THZ uygulandığında E-cad ifade düzeyinin en çok arttığı MCF-7 hücre 

kültüründe aynı zamanda invazyonun azalma yüzdesi de yüksek bulundu. İnvazyon 

kapasitesi ve migrasyon potansiyeli sonuçlarına göre;  MDA-MB-231 hücreleri 

agresif davranış gösterirken,  CD44
+
/CD24

- 
ve MCF-7 hücrelerinde bu agresifliğin 

daha az olduğu tespit edildi. 

 THZ ile muamele edilen hücre kültürlerinde epitelyal belirteçlerden olan E-

cad (E-kaderin), CK-18 (Sitokeratin-18), β-catenin moleküllerinde artış gözlerinken, 

mezenkimal belirteçlerde N-cad (N-kaderin), Vimentin, Fibronektin azalma 

gözlendi. Hücre kültürlerinin farklı karakteristik özellikleri nedeniyle farklı oranlarda 
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değişim gösteren belirteçler, meme kanserinin heterojenitesini ortaya koydu.  Model 

olarak çalıştığmız hücre kültürlerinden triple negatif olarak sınıflandırılan MDA-

MB-231 hücreleri agresif fenotipe sahiptir. ER (-), PR(-) ve HER2 (-) olan ve düşük 

claudin ifadesi olan bu hücreler EMT’ye daha yatkındır. Birçok çalışmada da düşük 

claudin ifadesi olan hücre kültürlerinin mezenkimal fenotipe daha kolay geçtiği 

gösterilmiştir [68, 69]. İnvazyon potansiyelini ölçtüğümüz scratch assay yönteminde 

IC50 konsantrasyonlarına ait kapanma yüzdesi en çok MCF-7 (%29) en az ise MDA-

MB-231 (%16.5) hücre kültüründe gözlendi. Meme kanserini modelleyen hücre 

kültürlerinin sınıflandırılma kriterine göre Luminal A olan ve hücre-hücre adezyon 

moleküllerinin ifade düzeylerinin yüksek olduğu MCF-7 hücre kültürü scratch assay 

sonucumuzu doğruladı. Daha invaziv olan MDA-MB-231 hücrelerinde ise, kapanma 

yüzdesinin düşük bulunması literatürde yapılan sınıflandırmaya uygun bulgular elde 

ettiğimizi gösterdi [70, 71].  

 MDA-MB-231 hücre kültüründe, gözlenen otofajinin EMT ile ilişkili olup 

olmadığı, otofaji inhibitörü (CQ) varlığında E-cad ve Vimentin proteinlerinin ifade 

düzeyleri ölçülerek belirlendi. E-cad hücre-hücre adezyonunun bütünlüğünü 

sağlayan önemli bir moleküldür [72].  

 Adezyon molekülleri arasındaki sinyalin sağlıklı bir şekilde devamının 

sağlanması E-cad tarafından kontrol edilir.  Otofaji uyarıldığında, ATP miktarı düşer, 

AMPK Ulk1 proteinini fosforiller ve aynı zamanda otofajinin inhibitörü olan 

mTOR’u inaktif duruma getirir. Membran bağımlı E-cad molekülünün 

lokalizasyonunun değişmesi AMPK sinyalini artırır ve otofaji gerçekleşir [73]. 

MDA-MB-231 hücre kültüründe otofajiyi uyaran THZ tek başına uygulandığında E-

cad ifade düzeyini arttırırken, hücreler otofaji inhibitörü CQ ile ön muameleye 

bırakılarak THZ tekrar uygulandığında E-cad ifade düzeyi azalmaktadır. Bu bulgu 

bize E-cad ifade düzeyi azalınca otofajinin arttığını ve EMT ile otofaji arasındaki 

bağlantıyı gösterdi. 

 EMT ve MET (mezenkimal-epitelyal geçiş) olaylarının her ikisi de E-cad 

bağımlıdır ve hücreler E-cad ifadesinin azalması ile EMT’ye yatkın hale gelirler. E-

cad ifade düzeyinin azalması, mezenkimal belirteçlerden olan N-cad’ın ifade 

düzeyinin artmasına neden olur. E-cad molekülü iki nedenden dolayı tümör 

baskılayıcı olarak düşünülebilir. Bu nedenlerden birincisi; promotor bölgesinin 

hipermetilasyon sonucu transkripsiyonel düzeyde sessizleşmesi, ikincisi ise; 

hücrelerde yeniden sentezlenmeye başladığında tümörün agresifliğini azaltmasıdır 



 

 

52 

[74]. Promotor bölgesinin hipermetilasyon sonucu transkripsiyonel düzeyde 

sessizleşmesi aynı zamanda, molekülü düzenleyen yolakta transkripsiyon faktörü 

olarak rol alan Snail’in fosforillenmesine neden olur. Snail molekülünün 

fosforillenmesi E-cad ifade düzeyinin baskılanması anlamına gelmektedir [75]. 

Amacımız THZ varlığında Snail fosforilasyonunu engelleyerek, Snail’in sebep 

olduğu E-cad baskılamasının önüne geçmektir. 

 EMT’de önemli bir yeri olan Snail, kinaz protein olan GSK-3β (Glikojen 

Sentaz Kinaz 3β) tarafından kontrol edilir. Snail’in fosforile/defosforile durumunun 

belirlenmesinde bu protein kritik bir rol oynar. Snail’in fosforile edildiği iki motifi 

vardır; GSK-3β tarafından ilk motifinden fosforilendiğinde degredasyona uğrarken, 

ikinci motiften fosforillenmesi Snail’in E-cad’i baskılamasına neden olmaktadır [76]. 

 Çalışmamızda Bio acetoxime (GSK-3β inhibitörü) kullanılarak, Snail’in 

fosforillenmesi inhibe edildi. Western blot sonuçlarında da elde ettiğimiz üzere P-

Snail’in ifade düzeyi azaldı. İnhibitör ile THZ eş zamanlı olarak uygulandığında ise 

P-Snail’in ifade düzeyinin daha da azaldığı gözlendi. Buna bağlı olarak, THZ’nin 

inhibitör ile eş zamanlı uygulandığında gösterdiği etki, THZ’nin tek başına E-cad 

üzerinde gösterdiği etkiye göre E-cad ifade düzeyinde azalma gözlendi. Bu sonuç 

bize THZ’nin EMT üzerindeki etkisinde GSK-3β yolağının rol aldığını gösterdi.   

Transkripsiyon faktörü olan ve E-cad’i baskılayan Snail’in ifade düzeyinin azalması 

sonucu her üç hücre kültüründe de E-cad ifade düzeyi arttı.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Tez çalışmasında planlanan iş paketlerinden elde edilen sonuçlar; 

 

 THZ’nin hücre canlılığı üzerine etkileri, insan normal (MCF-10A), meme 

kanseri (MCF-7, MDA-MB-231) ve meme kanseri kök hücre (CD44
+
/CD24

-
) 

kültürlerinde, artan konsantrasyon (1-30 μM) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) 

bağlı olarak ölçüldü. İstatistiksel olarak anlamlı ve en etkin sonuç 24. saatte 

elde edildi. 

 

 THZ ile muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231, CD44
+
/CD24

- 
hücre 

kültürlerinde IC50 değerleri sırasıyla,  16.4, 9, 18 μM olarak bulundu. 

 

 THZ’nin artan konsantrasyonları ile (1-30 μM) muamele edilen hücre 

kültürlerinde konsantrasyon arttıkça DR2 ifade düzeylerinin azaldığı 

gösterildi. 

 

 Belirlenen IC50 değerlerinin, hücre kültürlerindeki DR2 ifade düzeyi ile 

ilişkili olduğu gözlendi. IC50 değeri yüksek olan hücre kültürlerinde DR2’nin 

daha az sentezlendiği, IC50 değeri düşük olan hücre kültürlerinde ise DR2 

sentezinin daha fazla olduğu tespit edildi. 

 

 Dopamin aktivatör taşıyıcı inhibitörü olan, Threo-methylphenidate 

hydrochloride (TMH) ile muamele edilen hücrelerde THZ’nin tek başına 

gösterdiği sitotoksik etkiye nazaran inhibitör ile ön muamele yapılarak 

oluşturulan kombinasyonda sitotoksik etkisinin azaldığı belirlendi. 

 

 THZ ile 24 saat muamele edilen MCF-7 ve CD44
+
/CD24

-
 hücre kültürlerinde 

apoptozisin belirteci olan DNA fragmentasyonu miktarı konsantrasyona bağlı 

artış gösterdi. 
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 Birbirinden bağımsız olan her iki yöntemde de MCF-7 ve CD44
+
/CD24

-
 

hücre kültürlerinde apoptozis gözlenirken, MDA-MB-231 hücre kültüründe 

apoptotik etki gözlenmedi. Apoptozisin saptanmadığı MDA-MB-231 hücre 

kültüründe otofaji tespit edildi. 

 

 CD44
+
/CD24

-
, MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre kültürlerinde THZ varlığında 

invazyon ve migrasyon potansiyeli belirlendi. 

 

 Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geçişte rol alan proteinler üzerindeki 

etkisi her üç hücre kültüründe de araştırıldı. 

 

 MDA-MB-231 hücre kültürlerinde THZ’nin otofajiye bağlı sitotoksik 

etkisinin EMT belirteçleri ile ilişkisi araştırıldı. THZ ve CQ (otofaji 

inhibitörü) ile beraber uygulandığında, epitelyal belirteçlerden E-cad’in ifade 

düzeyinin azaldığı mezenkimal belirteçlerden Vimentin’in ifade düzeyinin ise 

arttığı gözlendi. 

 

 Epitelyal-mezenkimal geçişi düzenleyen yolakta görev alan moleküllerin 

THZ varlığındaki ifade düzeyleri western blot yöntemi ile ölçüldü. 

 

 Yolağı düzenleyen moleküllerden; GSK-3β, P-GSK-3β, Snail/Slug, P-

Snail/Slug, E-cad moleküllerinin ifade düzeyleri test edildi. Her üç hücre 

kültürüne de THZ’nin IC50 konsantrasyonu ve 50 µM Bio acetoxime (GSK-

3β inhibitörü) tekli ve kombinasyon olarak uygulandı. MDA-MB-231, 

CD44
+
/CD24

-
 ve MCF-7 hücre kültürlerinde THZ ve inhibitörün tekli 

uygulamalarına göre, kombinasyonda P-Snail molekülünün ifade düzeyinde 

azalma gözlenirken, E-cad ifade düzeyi arttı. MCF-7, MDA-MB-231, 

CD44
+
/CD24

-
, hücre kültürlerinde E-cad ifade düzeyi, THZ ve Bio acetoxime 

kombinasyonunda kontrole göre, sırasıyla 5.2 kat, 7.3 kat, 8.1 kat artış 

gösterdi. 
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 Hücre kültürleri model olarak kullanılarak yapılan bu doktora tezinde, 

THZ’nin etkilerine dair orijinal bulgular elde edildi. Literatürde çeşitli hücre 

kültürlerinde yapılan çalışmalar gibi bizim çalışmamız da THZ’nin meme kanseri 

hücre kültürlerinde etkilerinin ön verilerini elde etti. Çalışmanın kısıtlayıcı tarafı, 

THZ’nin neden olduğu apoptoziste hangi moleküllerin görev aldığının 

aydınlatılmamasıdır. Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların büyük bir yan etkisi 

bulunmaktadır, THZ az yan etkilere sahip olan ve normal insan hücre kültürlerinde 

sitotoksik etkiye neden olmayan, güçlü bir kemoterapötik bir ilaç adayıdır. Elde 

edilen bu verilerin hayvan deneyleriyle de doğrulanması önerilmektedir. Ayrıca, 

antipsikotik bir asıl hedefi dışında da etkili olabileceği yaklaşımı meme kanseri hücre 

kültürlerinde gösterildi. 
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