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OZET
Doktora Tezi

MEME KANSERIi VE KOK HUCRE KULTURLERINDE
THIORIDAZINE’IN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ash KISIM

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mehmet ibrahim TUGLU

Calismanin amaci, meme kanseri (MDA-MB-231, MCF-7) ve meme kanseri
kok hiicre kiiltiirlerinde (CD44%/CD24") antipsikotik Thioridazine’in (THZ)
sitotoksik etkisini arastirmak ve bunun hangi 6liim c¢esiti araciligiyla gerceklestigini
belirlemektir. Ikinci amac1 ise; THZ nin epitelyal-mezenkimal gegiste roliiniin olup
olmadigin1 ortaya ¢ikarmaktir.

THZ (1-30 uM, 24 saat) ile muamele edilen hiicrelerin canlilik yilizdeleri XTT
testi ile olgiildii. ICso degerleri Calcusyn 2.1 programinda hesaplandi. THZ nin,
hiicreye alinma yolunun dogrulanmasinda, dopamin aktivator transportlara spesifik
bir inhibitér olan Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) kullanildi.
Apoptozis, ELISA kit ve Annexin V/7-AAD; otofaji ise LC-3 I/ll ve Beclin-1 protein
ifade diizeylerinin western blot yontemiyle Olclilmesiyle arastirildi. Otofajik
vakuollerin floresan mikroskobunda gosterilmesinde Monodansylcadaverine boyasi
kullanild1. Epitelyal-mezenkimal gegisteki etkileri ise, migrasyon, invazyon ve
Western blot yontemleri ile aragtirildi.

THZ’nin 1Csp degerleri 9+1.2 pM (MDA-MB-231, 24. saat), 16.4+1.8 uM
(MCF-7, 24. saat), ve 18.1+2.3 pM (CD44'/CD24°, 24. saat) olarak bulundu.
DR2’nin bazal ifade diizeyleri [(MDA-MB-231, 111.6+2 ng/mL), (MCF-7, 86.5+1.4
ng/mL), (CD44"/CD24°, 52+2.3 ng/mL)] ile ICs degerleri arasinda anlamli bir
iliskinin oldugu saptandi. TMH ile inhibe edilen hiicre hatlarina, THZ
uygulandiginda sitotoksik etkinin azaldig1 gézlendi (p<0.05). THZ aracili apoptozis
yiizdeleri MDA-MB-231 igin %10.8, MCF-7 igin %30 ve CD44"/CD24 igin %46.8
olarak bulundu. MCF-7 ve CD44"'CD24" hiicrelerinde apoptozis saptanirken, MDA-
MB-231 hiicrelerinde otofaji saptandi.

THZ’nin ICsy konsantrasyonlarina ait invazyon potansiyeli MCF-7,
CD44%/CD24 ve MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde sirasiyla, %29, %24, %16.5
olarak belirlendi. Migrasyon potansiyeli MCF-7, CD44%/CD24  ve MDA-MB-231
hiicre kiiltiirlerinde sirasiyla, %28.5, %63.2, %61 olarak belirlendi. Her ii¢ hiicre
kiiltirii arasinda MDA-MB-231 hiicrelerinin digerlerine gore daha yiiksek oranda
invazyon ve migrasyon kapasitesine sahip oldugu gosterildi. THZ E-kaderin,
Sitokeratin-18, B-Catenin proteinlerinin ifade diizeyini arttirirken, N-kaderin,
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Vimentin, Fibronektin proteinlerinin ifade diizeyini azaltti. Immunositokimya
yontemi ile de dogrulandiginda, E-kaderin proteini artis gosterirken, Vimentin
proteininin ifade diizeyinde yine azalma gozlendi.

Bu calismada meme kanseri ve kanser kok hiicrelerinde THZ nin sitotoksik
etkisinin iki farkli 6liim ¢esidi ile gergeklestigi ortaya cikarildi. THZ nin epitelyal-
mezenkimal geg¢isi baskiladigi bagimsiz yontemlerle test edilerek gosterildi. Sonug
olarak, in vitro huicre kiltirlerinde THZ nin sitotoksik ve anti-metastatik ozellikleri
ile meme kanseri tedavisinde potansiyel bir ajan olabilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Dopamin reseptorii, 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 uM, 24 hours) treated cells was
measured with XTT test. ICso 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/l 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.

ICso values of THZ were found as 9+1.2 uM (MDA-MB-231, 24 hours),
16.4+1.8 pM (MCF-7, 24 hours), and 18.1£2.3 pM (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 ICs 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, B-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.

Key words: Apoptosis, Dopamine receptor, Autophagy, Cytotoxicity, Thioridazine

2016, 86 Pages
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1. GIRIS

Tanimlanmig, 0Ozgiin Ve yanliglanabilir hipotezler iizerinden bilimsel
arastirmalarin yiiriitiilmesi, 6l¢lim ve gozlemlerin kullanilan yontem ve teknoloji ile
siirlanmis olmasi, bir seyi Olgerken diger 6zelliklerinin gozardi edilmesi, bilimsel
aragtirmanin algoritmasidir.

Karmasik, dinamik, hiyerarsik orgiitlenme ve ¢evreye uyum saglama 6zelligi
gosteren canlilarda, bir molekiiliin etki ve etkilesimleri canlidan canliya farklilasma
gosterir. Tan1 etiketlemesi olan hastaliklar bireyden bireye varyasyonlar gosterdigi
gibi tedavide kullanilan ilaglarin etkileri de, doku, organ, sistem ve birey bazinda
farklilik gosterir. Bundan dolayi, bir ilag bir durumda olumlu etki gosterirken bir
baska durumda olumsuz etki gosterebilir. Ayrica ilaglara sadece tek bir hastalikta
etki gosterebilecegine dair anlam yiiklenmesi insan merkezli bir yaklasim olup,
gercekte bunun ne Ol¢lide dogru oldugunun test edilmesi gerekir ki, insan zihninin
sinirlandirict  etkileri en aza indirgenebilsin. ilacin etkinligi, kendi kimyasal
konfigiirasyonuna bagli oldugu kadar, etkilestigi molekiillere ve ortam sartlarina
gore de degisebilmektedir. Bir ilacin cesitli hastaliklarda da etkili olabilecegi
diisiincesini test eden bir¢ok bilimsel arastirma yapilmakta ve kullanimdaki ilaglarin
potansiyel etkileri taranmaktadir.

Maliyet/yarar ve zaman kisitlamasi agisindan bir molekiiliin biitiin 6zellikleri
ve canli sistemlerdeki biitiin etkileri calisilamamaktadir. Bilimsel arastirmalar,
gercegin tamamini degil, tanimlanmis ve filtre edilmis belli bir kismini ortaya koyar.
Ortaya konan kismi gergekligin, yanlislanabilir hipotezler ilizerinden dogrulanmaya
ve tekrarlanabilirlige ac¢ik olmasi, bilimin gercek giictidiir.

Yasam bilimlerinde yapilan her doktora tezi, tamimlanmis ve arastirmaya
deger yanliglanabilir hipotezlerin kurgu icinde planlanarak projelendirilmesini,
hipotezlere uygun yontemlerle test edilmesini, elde edilen gozlem ve dl¢lime dayal
verilerin  dogru yorumlanmasmmi1 ve belirli bir sistematik kurgu icinde
hikayelestirilmesini gerektirir.

Bu tez ¢alismasi, yukardaki bakis agisindan esinlenilerek, antipsikotik bir ilag
olan Thioridazine’nin meme kanseri hiicre kiiltiirlerindeki etkilerinin arastirilmasini
kapsamaktadir. Thioridazine’in kanser gibi c¢ok farkli bir hastalik grubunda
antiproliferatif etki gosterdigine dair literatiir verilerinden gii¢ alarak, meme kanseri

ve meme kanseri kok hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkisinin dopamin reseptorlerine

1



bagli olup olmadigi, analitik bakis agisiyla adim adim alt sorular ve hipotezler
olusturularak arastirildi. Aragtirmanin her asamasinda elde edilen bulgular, bagimsiz
veya ikinci bir yontemle dogrulandi. Meme kanserinin in vitro hiicre kiltiiri
modellerinde yiiriitiillen bu tez ¢alismasinda, Thioridazine’in gosterdigi sitotoksik
etkinin hangi hiicre 6liim gesiti kaynakli oldugunun ortaya konulmasindan sonra,
Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal gegiste roliiniin olup olmadigi, epitelyal-
mezenkimal geciste rol oynayan molekiiller 6l¢iimlencrek test edildi. Elde edilen
verilerin hikayesini daha okunabilir ve anlasilir kilmak igin sistematik bir kurgu ve

0zglin yazim dili tercih edildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antipsikotik Bir Ilacin Kanser Tedavisinde Kullanilmasi

Psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilag kanser tedavisinde
kullanilabilir mi? sorusu, giincel ilag gelistirme caligmalarinda giindemde kalan
stratejik bir yaklagimdir. Ciinkii sifirdan bir hastalia yeni bir ilag gelistirme oldukga
maliyetli ve zaman alicidir. Maliyeti diisiirmek ve siireci kisaltmak i¢in kullanimda
olan ilaglarin farkli hastalik gruplarinda test edilmesi giincel arastirma
yaklagimlarindan biridir [1]. Bu yaklasim big¢imi, ilaglara ikinci bir hayat vermek gibi
disiiniilmektedir. Geleneksel ilag gelistirme yoOntemleri, siirekli olarak yeni
molekiillerin sentezlenmesine dayanir. Giderek artan ilag sayisi, aragtirmacilari, var
olan ilaclarin farkli 6zelliklerinin yeniden calisilmasi gerektigine yonlendirmistir.
Hedefe yonelik iiretilen ilaglarin hedef disindaki hastaliklarda da etkili olabilecegini
gosteren ve test edilen ilag sayisi son on yilda yaklasik 100 adete ulagmistir [2]. Bu
ilaclara 6rnek olarak; Thalidomide sakinlestirici ve antiemetik olarak kullanilan bir
ilag iken Israilli dermatologlar tarafindan bazi dermatolojik hastaliklara iyi geldigi
bulunmustur. Amerikali bir ¢alisma grubu ise; ilact multiplemyeloma hastaligindaki
etkilerini aragtirmaya baslamis ve tiimor nekrozis faktor alfa molekiilii iizerinde
inhibe edici etkisini gdstermislerdir [3]. Kanser tedavisi olan tip 2 diyabet hastalarda
Metformin ilacinin, hastalarin sagkalimini uzattig1 goriilmiis ve Metformin’in kanser
tedavisindeki etkileri arastirilmistir. Literatiir taramasi yapildiginda Metformin’in
farkli kanser tiirlerinde etkili oldugu bir¢ok calismaya rastlanmaktadir [4].

Bu tez c¢alismasinda etkilerini arastirdigimiz Thioridazine (THZ) bu
ilaclardan biridir. Antipsikotik hastaliklarin tedavisinde kullanilan THZ, ilk once
antimikrobiyal olarak kullanilmistir [5]. Daha sonra diger etkileri arastirilarak, ilacin

antioksidan [6] ve antitiimor 6zellikte tasidigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.

2.2. Phenothiazine Siifina Ait Antipsikotik Bir Tlac: Thioridazine

Phenothiazine sinifina ait ilaglar antipsikotik 6zellikleri ile taninmaktadir. Bu
sinifa ait gelistirilen ilk ilag Chlorpromazine olup, oldukc¢a énemli bir yere sahiptir.
Phenothiazines ailesi 1950°li yillardan 1990°a kadar psikiyatrik tedavilerde
kullanilmigtir. Chlorpromazine ve Fluphenazine bu ailenin birinci neslinden olan ve
giinimiizde hala kullanilan tiyelerindendir [7]. Phenothiazine’ler trisiklik yapida

olup, yapisal formiiliinde siilfiir ve azot igerir. ilacin yapisindaki azot ve azotun

3



konfigiirasyonu ailedeki 1ilaglara farkli 6zellik kazandirir. Konfigiirasyondaki
degisimler ilaglarin aktivitesini etkilemektedir. Phenothiazine’ler antipsikotik etkisini
dopamini ve dopamin reseptorlerini inhibe ederek gosterir [8]. Phenothiazine
ailesinin birinci nesil tyelerinde ¢ok gorillen yan etkiler, ikinci nesil
Phenothiazine’lerde azaltilmistir. Thioridazine (THZ) yan etkilerin en az gorildigii
birinci nesil antipsikotik olup, molekiiliin antipsikotik o6zellik diginda tasidig
Ozellikler (antimikrobiyal, antioksidan, antitiimér) bulunmaktadir [9]. THZ’in (10-
[2-(1-methyl-2-piperidyl) ethyl]-2-methylthio-phenothiazine), molekiiler agirlig
407.04 g/mol’diir.

2
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Sekil 2.1. Phenothiazine simifina ait ilaglarin kimyasal yapilari. 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 Reseptoriine Baghdir
Dopamin reseptorleri GPCR (G protein-coupled receptors) ailesinden olup,

D1 benzeri ve D2 benzeri dopamin reseptorleri olarak iki biiyiikk gruba ayrilir. D1
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benzeri dopamin reseptorleri DR1 ve DRS5, D2 benzeri dopamin reseptdrleri DR2,
DR3, DR4’ten olugmaktadir. Bu siniflandirma, dopamin reseptdrlerinin adenilsiklaz
aktivitesi tiizerinde oynadiklar1 role gore yapilmistir. Adenilat siklaz, ATP’yi
cAMP’ye doniistiiriir. cAMP iiretimi farmakolojik 6zelliklerin belirlenmesinde rol
oynamaktadir. D1 benzeri dopamin reseptorleri (DR1 ve DRS5) Ggoif proteinini aktive
ederek, cAMP {iretimini uyarir. D2 benzeri dopamin reseptorleri (DR2, DR3, DR4)
Gi/o proteinine baglanarak, adenil siklazin inhibe edilmesini uyarir [10].

cAMP, PKA (protein kinaz A)’y1 aktive ederek D2 reseptdr antagonizmasinin
hiicre iginde yarattigi degisikliklere aracilik eder ve bu sayede antipsikotik teropatik
etki ortaya cikar.

D-1 Benzeri Dopamin Reseptérleri D-2 Benzeri Dopamin Reseptorleri
(OR1 ve DRY) (DR2Z, DR3, DR4)
© . - L .
Dopamin Dopamin
® molekulier! ® o]

molekuller:

Dopamin
reseptor DR1

Sekil 2.2. D1 benzeri ve D2 benzeri dopamin reseptdr ailesi. (Sekil A. Finch (2013)

ders notlarindan alinarak Tiirkgelestirilmistir [11].)

Thioridazine etkisini, dopamin reseptor ailesi tiyelerinden D2 reseptoriine
baglanarak gosterir. D2 reseptorii GCPR ailesindendir. Thioridazine’in etkisini,
dopaminin kendi spesifik reseptorlerine baglanmasini engelleyerek ortaya c¢ikarir.
Dopamin aktivator transporterlar (DAT) araciligiyla hiicre igine alinan dopamin
miktarinda azalma gozlenir. Thioridazine molekiilii, Adenilsiklaz (AC) enziminin
aktivitesini azaltarak, cAMP ve PKA (Protein kinaz A) sentezini de azaltir. PKA isg,
molekiillerin fosforilasyonundan sorumlu olan kinazlardandir. Aktivitesi azalan
PKA, hiicre i¢i diger subsratlarin (iyon kanallar1 gibi) ve DNA’ya baglanan
proteinlerin fosforilasyonunu da azaltir. THZ DAT’lar1 dolayli yoldan etkileyerek,

DAT aracili dopamin tasinmasini inhibe eder. DAT aracili tasinma mekanizmalari:




1) Endositoz ile PKC (Protein kinaz C) aktivasyonu bagimli olarak tasinma 2)
Erk1/2 aktivitesinin inhibisyonu sonucu DAT’larin plazma membranindaki
lokalizasyonunun diizenlenmesi 3) DAT’larin spesifik proteinler ile diizenlenmesi
ornegin; alpha-synuclein DAT aktivitesini diizenleyen negatif bir modiilatordiir. 4)

Psiko uyaricilar, direkt DAT ile etkileserek hiicre yiizeyindeki DAT sayisini

diizenleyebilir [12, 13].
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Sekil 2.3. Dopamin, Dopamin 2 reseptor ve Dopamin aktivator transporterlar
arasindaki etkilesim mekanizmasi (Sekil Cummings JL ve ark.’nin yaptig1 yayindan

(2011) alinarak, Tiirkgelestirilmistir [14].)

2.3. Thioridazine, Dopamin Reseptorii ve Meme Kanseri Iliskisi

Dopamin reseptorleri ¢cogunlukla merkezi sinir sisteminde ifade edilmekte
olup, diger dokularda da ifade edilmektedir. Dopamin reseptdrleri, tiikkriikk bezlerinde,
periferal sinir sisteminde, bobrek, adrenal bezler, kardiyovaskiiler sistemde de sentez
edilmektedir. Bunun disinda pankreas, prostat, kolon ve meme kanserinin goriildiigi
dokularda da dopamin reseptorlerinin  sentezlendigi yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir [15,16].



Bu ilacin, bir nérotransmitter olan dopamin reseptoriinii inhibe etmesi, meme
kanseri kok hiicrelerindeki dopamin reseptorlerine baglanarak etkisini gosterecegini
diistindiirmektedir. Meme kanseri kok hiicrelerinin dopamin reseptorleri ifade ettigi
Sachlos ve ark. tarafindan tamimlanmustir [17]. Bu kisith sayidaki literatiir verileri
THZ’nin dopamin reseptorii ifade eden cesitli doku ve organlarin kanserlerinin
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir ila¢ oldugunu gostermektedir.

THZ’nin sizofreni tedavisinde ve diger psikiyatrik hastaliklarda kullanim1 son
yillarda yeni nesil antipsikotik ilaglarin devreye girmesiyle azalmistir. Ancak
molekiiliin sahip oldugu ilging kimyasal konfigiirasyondan dolay1 bagka hastaliklarin
tedavisinde potansiyel bir ilag olup olamayacag arastirilmaya baslanmustir. flk
arastirmalar THZ’nin antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklerine yonelik olup,
sonraki arastirmalar antiproliferatif o&zelliginin kesfedilmesine yol agmustir. Ilk
kullanim amaci disinda gozlenen bu etkilerin THZ’nin hiicre icine alinim

mekanizmalariyla da iligkili olup olmadig arastirilan konular arasindadir.

2.4. Thioridazine ile Yapilms Literatiir Calismalari

Akut myeloid 16semi kok hiicresi hedefli olan bu ila¢ normal hiicrelerde
sitotoksik etki gostermezken, kanser kok hiicrelerinde sitotoksik etki gostermektedir
[18]. Yiiksek teknolojiler ile test edilen 590 tane ajan arasindan sadece THZ’nin
kanser kok hiicrelerine (Akut myeldid 1osemi kok hiicresi) spesifik olarak etki
gosterdigi tespit edilmistir [17].

1999 yilinda yapilan bir calismada Lialiaris ve Pantazaki, THZ nin doza bagh
olarak DNA’y1 etkiledigini jel elektroforezinde niikleik asit bantlarinin
kayboldugunu gostererek kanitlamislardir. Interkalator 6zelligi sayesinde DNA nin
yapisini  degistirerek major oluguna baglanip, replikasyonu ve DNA tamir
mekanizmalarini inhibe etmektedir [19]. Yapisinda bulunan aromatik N-dialkil grubu
THZ’ye bu 6zelligi kazandirmaktadir [20].

Curti ve ark.’min 2002 yilindaki c¢alismasinda ise; THZ’nin sigan
karacigerinden izole edilen mitokondride antioksidan aktivite gostererek, reaktif
oksijen tiirevlerinin ve sitokrom C’nin salmimina yol actifin1 bdylece apoptozisi
uyardi@i gosterilmistir [21].

THZ’nin de iclerinde bulundugu Phenothiazine sinifina ait ilaglarla yapilan
bir calismada, bu ilaglarin hiicre canlilig1 iizerine etkileri 16semi hiicre hatlarinda ve

normal lenfositlerde karsilastirilarak c¢alisilmistir. Phenothiazine 16semi hiicre
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hatlarinda 0.1-10 uM dozlarda sitotoksik etki géstermezken, THZ 5-10 uM dozlarda
sitotoksik etki gostermistir. Bu sinifa ait ilaglardan uygun dozlarda en etkin olanin
THZ oldugu ve normal lenfositlerde sitotoksik etki gdstermeyerek apoptozisi
uyardig1 belirlenmistir. THZ’nin daha diisiik dozlarda sitotoksik etki gostermesi yan
etkileri tolere etmesi agisindan bir avantajdir. Apoptozisin uyarilma mekanizmalari
aragtirtlarak mitokondrial DNA polimeraz enziminin ve ATP iretiminin
inhibisyonundan kaynaklandig tespit edilmistir [22].

B16 fare melanom hiicre hatlarinda ve in vivo yapilan ¢alismada, THZ’ nin
melanom hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin diger Phenothiazine sinifina ait
ilaglara nazaran daha etkin oldugu ve in vivo tiimér gelisiminde de inhibe edici etkisi
oldugu gosterilmistir [23].

Kang ve ark.’nin 2012 yilinda yumurtalik kanseri hiicre hatlartyla (SKOV-3
ve OVCAR-3) vyaptigi ¢alismada, THZ’nin phosphatidylinositol-3'-kinase
(PI3K)/Akt sinyal yolag1 {lizerindeki etkisinin molekiiler —mekanizmasini
arastirmiglardir [24]. (PI3K)/Akt inhibitorleri ve THZ kullanilarak yapilan ¢alismada
yolaktaki etkiler aydinlatilmistir. Ayrica hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi ve
apoptozisde rol alan molekiiller de arastirilmig, THZ’ nin hiicreleri hiicre dongiisiiniin
Go/G; fazinda tutuklu biraktigi, hiicre dongiisii diizenleyicilerden Siklin-D1, Siklin
bagimli kinaz-4’tin ifade diizeyini disirdigi, p21, pl6é, CDC25A gibi
diizenleyicilerin ifade diizeyini ise arttirdigi bulunmugtur. Hiicre dongiisti analizleri
sonucu, hiicrelerin G; fazinda tutuklu kalmasi, THZ’nin antiproliferatif etkilerinin
(PI3K)/Akt yolaginin inhibe edilmesi ile iligkili oldugunu diisiindiirmiistiir [24].

2014 yilinda Park ve ark.’nin ¢alismasinda ise THZ’nin anti-anjiyogenik
etkilerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Calismada kullanilan kanser hiicre
hatlarinda (OVCAR-3, MDAH-2774) THZ sitotoksik etki gosterirken, normal
hiicreleri temsil eden hiicre hatlarinda (MCF-10A, BEAS-2B, MRC-5, HOSE-E6E7)
herhangi bir sitotoksik etki gostermemistir. Vaskiiler endotelyal ¢ogalma faktorii
(VEGF)’1 baskilayarak, VEGF aracili proliferasyon ve invazyonu da durdurmustur.
Fokal adezyon kinaz molekiiliiniin (FAK) fosforilasyonunu baskilayarak,
avB3/FAK/mTOR sinyal yolagmin molekiiler mekanizmasi arastirilmistir [25].
Sitotoksik O6zelliklerinin yan1 sira ilag direncini azaltma, P-glikoprotein ailesini
inhibe etme, DNA hasari, anti-oksidan 6zellikler tagimasi, bu ajanin antikanser ajan

olarak molekiiler mekanizmalarinin arastirilmast gerekliligini ortaya koymaktadir



[26]. Meme kanseri kok hiicrelerinde ve kok hiicre olmayan heterojen popiilasyonda

etkileri ve molekiiler mekanizmalari ise bilinmemektedir.

2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda olduk¢a yaygin (%41) goriilen heterojen bir
hastalik olup, akciger ve pankreas kanserinden sonra liim orani oldukea yliksektir
[27]. Kanser, heterojen bir hastalik olup, tek bir hiicredeki ¢oklu molekiiler
islemlerin etkilesiminden kaynaklanir. Kanser olgusunda, genetik, epigenetik,
metabolik, hiicre i¢i ve hiicreler arasi1 haberlesme, hiicre enerji akisi gibi olaylarin ve
metabolitlerin diizenlenmesinde ve kontroliinde farklilasmalar meydana gelir.
Ayrica, kanserin olusumunda tamir edilemeyen DNA hasarlarinin kalic1 hale
gelmesinin de rolii vardir. Mutasyonlarin ¢ogu tamir edilemeyen ve nesilden nesile
aktarilan kalitsal DNA hasarlaridir. Kanser hiicrelerinde olusan DNA hasarlarinin
biiyiik bir orani, DNA tamir sistemleriyle onarilir ve ya hiicre kendini 6liime gotiiriir.
Normal dokularda ise hiicre ¢ogalmasi ile apoptozise bagli hiicre kayiplar1 arasinda
uyumlu bir denge vardir. Genetik ve epigenetik diizlemde meydana gelen
mutasyonlar, genetik ve epigenetik mekanizmalarin akisini bozarak, kanser
hiicrelerine cogalma avantaji sunmaktadir [28,29].

Genetik ve epigenetik bilgideki degisiklikler, DNA hasarinin onarilip
onarilamamasi, kontak inhibisyonun ortadan kalkmasi, apoptozisden kagan tiimor
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina sebep olur [30].

Kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler, artan besin ve oksijen ihtiyaglarini yeni kan
damarlar1 olusturarak ve viicudun diger bolgelerine go¢ ederek saglamaya calisir.
Invazyon ve metastazda rol alan molekiillerde meydana gelen mutasyonlar da kanser
hiicrelerinin ¢esitli dokulara ulasmasinda etkilidir [31]. Epitelyal-mezenkimal gegisi
(EMT) destekleyen bu degisimler, kanser hiicrelerinin invaziv hale gelerek, metastaz
yapmasina neden olur. EMT olayinda hiicre-hiicre adezyonunun diizenlenmesinde rol
alan Snail protein ailesi olduk¢a 6nemlidir. Transkripsiyon faktorii olan Snail, hedef
molekiilii olan E-kaderini transkripsiyonel diizeyde kontrol eder. Fosforillenmis
Snail, E-kaderini inhibe eder [32]. EMT sirasinda, transkripsiyonel diizeyde ifadesi
engellenen E-kaderin molekiiliiniin yoklugu kanser hiicrelerinin invaziv hale gelerek,
metastaz yapmasina neden olur. Snail ailesi iiyelerinden 6zellikle Snaill’in meme,

kolon, gastrik bir¢cok kanser tipinde asir1 sentezlendigi gosterilmistir [33].



Snail’in fosforilasyonu, GSK-3p (Glikojen sentazkinaz 3[3) tarafindan kontrol
edilir. GSK-3B, PI3K/Akt yolaginin asagisinda bulunur ve defosforile durumdayken
inaktiftir. Akt molekiiliiniin GSK-3B’1 ser 9 motifinden fosforillemesi ile aktif
duruma gecer. PI3K/Akt ile baslayan ve E-kaderin molekiiliinii de kapsayan bu
yolakta kinazlar olduk¢a onemli bir role sahiptir. GSK-3B’1n aktiflegsmesi, Snail
molekiiliinii fosforiller. Fonksiyonel olarak aktiflesen Snail, E-kaderin molekiiliiniin
transkripsiyonunu  engeller. Dolayisiyla, Snail molekiiliiniin  fosforilasyon/
defosforilasyon durumu oldukga énemlidir. E-kaderin molekiiliiniin, Snail tarafindan
transkripsiyonel diizeyde E-kaderinin baskilanmasi, EMT’yi baslatic1 faktorlerden
biridir. Sonug olarak, transkripsiyonel diizeyde E-kaderin sentezinin devam etmesi,
hiicrelerin epitelyal mezenkimal gecisini engeller.

Preliminer veriler elde etmek i¢in yapilan translasyonel ¢aligmalarda, meme
kanserini modelleyen hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Calismamizda; meme
kanserini hiicre diizeyinde modelleyen hiicre kiiltiirleri kullanildi. Her bir hiicre
kiiltiirti farkli molekiiler 6zelliklere sahip olup, heterojen bir hastalik olan meme

kanserinin farkli alt tiplerini modellemektedir.

2.6. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriiniin Ozellikleri

51 yasindaki meme adenokarsinomal1 bir kadinin plevral eflizyonundan izole
edilmis olan MDA-MB-231 hiicreleri andploid yapidadir. Karyotip analizinde
kromozom sayilarinin triploide yakin degerlerde (52-68) oldugu goézlenmistir.
Karyotip analizleri, hiicre popiilasyonunun kromozom sayis1 ve yapisi bakimindan
homojen olmadigint gostermistir N8 ve NI15 kromozomlart mevcut degildir. Bu
kromozomlar sitogenetik analizlerde belirte¢ (marker) olarak kullanilmaktadir [34].
Meme kanseri hiicrelerinin baz1 6zelliklerini modelleyen bu hiicre kiiltiirii, invaziv
kanseri in vitro kosullarda calismak icin olduk¢a uygun bir modeldir. Ostrojen
reseptor negatif olan MDA-MB-231 hiicreleri normal meme hiicrelerinin gosterdigi
ozelliklerini kaybetmistir. Hem MCF-7 hem de bu hiicre kiiltiirinde WNT7B
onkogeninin ifadesi mevcuttur. Ayrica HER-2 geninin ifade diizeyi de normal
seviyededir. Epitelyal morfolojide olan MDA-MB-231 hiicreleri, EGF ve TGF a
sentezler. Ayrica, p53, MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve Vimentin gibi invazyon
faktorlerinin de ifadesi vardir [35]. p53 geni, bu hiicre kiiltiiriinde mutant durumdadir

ve asir1 ifadesi s6z konusudur [36].
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2.7. MCF-7 Insan Meme Kanseri Hiicre Kiiltiiriiniin Ozellikleri

MCEF-7 hiicreleri, 64 yasinda evre IV invaziv duktal karsinomali bir kadin
olgunun plevral efiizyonundan 1970 yilinda izole edilmistir [37]. Morfolojisi
epitelyal olup, insililin benzeri biiyiime (cogalma) faktorii baglanma proteinleri
sentezler. Ayrica WNT7B onkogeninin ifadesi mevcuttur. HER-2 geninin ifadesi
normaldir. MCF-7 hiicrelerinin sitogenetik analizlerinde; kromozom sayilarindaki
anormal artis ve azalis (andploid 66-87), hatal1 eslesmis bazlarin onarim sisteminde
(mismatch repair) bozukluklar gériilmektedir [38, 39]. DNA’da hatali eslesen bazlar,
DNA tamir proteinleri (mismatch repair, MMR) tarafindan onarilirlar ve ayrica
genomun biitlinliigiiniin  korunmasinda gorev alirlar. Hatali eslesmis bazlarin
onariminda gorev alan MLH1 ve MSH2 tamir proteinleri MCF-7 hiicrelerinde
mutasyona ugradigi icin, hiicreler antikanser ajanlara karsi direng gelistirir. Sonug
olarak, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar ve/veya tamir proteinlerinin az veya
asir1 ifadesi, direng gelisiminde 6nemli bir faktordiir [40]. Meme kanseri ve diger
bir¢cok insan kanserinin olusumunda, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan siklin
D1’de olusan mutasyonlar MCF-7 hiicrelerinde de mevcuttur [41].

MCF-7 hiicre kiiltiiriinde kaspaz -6, -7 ve -9 ifadesinin yan sira Bcl-2 ifadesi
de oldukea iyidir. Diger yandan p53 ve p21 genlerinin ifadesi ve diizenlenmesi
normaldir [42]. MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmasinda; asir1 artmis Ostrojen
ifadesi ve Ostrojene bagli proliferasyon, EGF’den bagimsiz ¢ogalma, artmis Her-
2/Neu/c-ErbB-2 ifadesi [43] artmis N-ras [44] ve Rb proteininin hizli fosforilasyonu
rol oynamaktadir [45].

2.8. MCF-10A insan Normal Meme Epitel Hiicre Kiiltiiriiniin Ozellikleri

MCF-10A hiicreleri, hiicre kiiltiirii icin modifiye edilmis normal meme
epitelyum hiicreleridir. 36 yasinda beyaz irktan bir kadinin meme dokusundan izole
elde edilmistir. Mikroskopta luminal duktal hiicre ozellikleri gosterirler. Hiicre
kiiltiirlerinde adherent (flaska tutunarak) hiicreler olarak ¢ogalirlar.

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

olusturmazlar. Immun sistemi olmayan farelerde ¢ogalip tiimér olusturmazlar [46].
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2.9. CDA44+/CD24- insan Meme Kanseri Kok Hiicre Kiiltiiriiniin
Ozellikleri

Meme kanseri kok hiicreleri, fare ksenograftlarinda hiicrelerin membran
yiizeylerinde yer alan biyobelirtegler (CD44/CD24") sayesinde ilk defa 2003 yilinda
kesfedilmistir. CD44 ve CD24 molekiilleri tiim kanserlerde eksprese edilen
molekiiller degildir. Al-Hajj ve ark. yaptiklart ¢alismalarda CD44 ve CD24
molekiillerinin ifade diizeylerinin (CD44'/CD24) bu hiicre grubunda tiiméor
formasyonunda &nemli rol oynadigim gostermislerdir [47]. Ayrica CD44"/CD24
olan hiicrelerin kendini yenileme, mamosfer olugturma, metastaz yapma kapasiteleri
yiiksektir. Kok hiicrelerin in vitro olarak izole edilmesinde kullanilan akim
sitometrisi-FACS (Fluorescent activated cell sorting) yonteminin iki prensibi vardir;
iki kategori iizerinden izolasyon yapilmaktadir. Bunlarin ilki hiicre ylizey belirtegleri
(CD44, CD24, ALDI1H" gibi) ikincisi ise, sitoplazmik belirteclerdir; aldehid
dehidrogenaz enzimi gibi [48]. Meme kanseri kok hiicrelerinin birgok karekteristik
ozelligi mevceuttur. Tiimorijenik 6zelligi SCID fareler iizerinde yapilan c¢aligmalarla
kanitlanmus olup, ayrica yiiksek ALDH" enzim aktivitesi gdstermektedir. CD44,
CD24 gibi yiizey belirteclerinin yanisira ek olarak baska belirteclerle de (CD133,
CD49f, ITGA6, EpCAM gibi) meme kanseri kok hiicreleri izole edilebilmektedir.
Kanser tedavisinde standart olarak kullanilan radyasyon ve kemoterapi sonrasi,
primer meme kanseri hiicrelerinin CD44%/CD24" molekiillerince zengin bir ifade
diizeyine sahip oldugu ve bu hiicrelerden 4 nesil sonrasi bile ksenograft modelleri
olusturulabildigi gozlenmistir. Bu tip c¢alismalarin sonuglar1 yorumlandiginda,
tiimdrlerin niikslinde ve metastazda kanser kok hiicrelerinin rolii oldugu anlasilmistir.
Standart kemoterapide gelisen direncin nedenleri arastirildiginda ise, DNA tamir
mekanizmalarinin ¢aligmadigi, reaktif oksijen tiirevlerinin arttigi, Wnt/B-katenin ve
Notch sinyal yolaklarinin diizenlenmesinin bozuldugu goriilmiistiir. Kok hiicreler
farkl hiicre hatlarinda farkli miktarlarda bulunur. Her hiicre kiiltiirii ayn1 sayida kok
hiicre popiilasyonuna sahip degildir. Kok hiicrelerin, en fazla elde edilebilecegi
meme kanseri hiicre kiiltiirii tipi bazal-benzeri olanlardir. Genel popiilasyon %2 iken,

bazal benzeri hiicre hatlarinda bu oran >%10 civarindadir [49].
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan hiicre kiiltiirlerinin 6zellikleri

Hiicre Kiiltiirii Klinik Reseptor Mutasyonlar
Siniflandirma Profili

MDA-MB-231 Bazal like/Bazal B OR- PR- | BRAF,CDKNZ2A,
/HER2- KRAS, TP53

MCF-7 Luminal A OR+ CDKNZ2A,PIK3C
PR+/HER2+ A

MCF-10A Bazal B - Saglam

CD44'/CD24 Meme Kanseri Kok Hiicresi

Tablo 2.2. Calismada kullanilan hiicre kiiltiirlerinin crystal violet boyasi ile
boyanarak faz-kontrast mikroskobundaki goriintiileri (4X). [OR: Ostrojen resptorii,
PR: Progesteron reseptorii, HER2: Proto-onkogen neu, BRAF: B-raf proto-
onkogen, CDNK2A: Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A, TP53: Timor protein 53,
PIK3CA: fosfotidilinositol 4,5 bifosfat 3 kinaz katalitik alt {inite alfa].

Meme Kanseri Kok

Luminal A Bazal B Bazal B .. .
Hiicreleri

MCF-10A CD44'/CD24

b Fv =
A ‘:% o o ‘.
b . 4 4“ s ¥ )

2.10. Bu Tez Calismasinda Cevabi Arastirilan Sorular

1.Thioridazine’in meme kanseri ve meme kanseri kok hiicre kiiltiirlerinde
sitotoksik etkisi var mi1?

2. Thioridazine’in sitotoksik etkisi dopamin reseptorlerine baglt mi1?

3.Dopamin reseptorlerinin meme kanseri hiicre kiiltiirlerindeki ifade
diizeyleri nedir?

4.Thioridazine’in gosterdigi sitotoksik etki hangi hiicre olim c¢esidine
baglidir?

5. Thioridazine nin epitelyal-mezenkimal gegiste rolii var m1?

6.Epitelyal-mezenkimal geciste rol oynayan molekiiller hangileridir?

Thioridazine varliginda bu molekiillerdeki ifade diizeyleri nasil degismektedir?
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Tezin amaci, anti psikotik Thioridazine’nin c¢esitli meme kanseri hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkilerinin nasil ve hangi molekiiller/yolaklar iizerinden ortaya
ciktigini tanimlama ve Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal geciste roliiniin olup

olmadigini test etme olarak belirlendi.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal

Tezde kullanilan kimyasal ve kitlerin hangi asamalarda kullanildigi ve

nereden satin alindigi Tablo 3.1.’de 6zetlendi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal ve kitlere ait bilgiler

Kimyasallar ve Kitler

Kullanildig1 Deneyler

Satin Alindig1 Firma ve
Katalog Numarasi

RPMI 1640 Besiyeri

Hiicrelerin kiltire edilmesi

Merck Millipore, FG1215

Fetal Sigir Serumu

Besiyerine ¢ogaltici faktor
olarak eklendi

Merck Millipore, S0113

Penisilin-Streptomisin

Besiyerine bakteri kaynakli
kontaminasyonu dnleme
amach eklendi

Merck Millipore, A2213

DMSO

Hiicrelerin dondurulmasi

Merck Millipore, 102952

FACS Soliisyonu

Kok hiicrelerin izole
edilmesi

BD Bioscience, 349202

Thioridazine

Calismada etkilerini
arastirdigimiz ilag

Sigma Aldrich, T9025

Tripsin/EDTA

Hiicrelerin flask tabanindan
ayrilmasinin saglanmasi

Merck Millipore, L2143

Tripan Mavisi

Hiicre canliliginin ve
sayisinin belirlenmesi

Merck Millipore, 111732

XTT Cell Proliferation
Assay Kit

Hiicrelerin canlilik
yiizdelerinin belirlenmesi

Roche, 11465015001

Crystal Violet Boyasi

Hiicremorfolojilerinin
incelenmesi

Sigma Aldrich, C3886

Human Dopamine
Receptor D2 ELISA Kit

Dopamin reseptor 2 ’nin
(DR2) ifade diizeyinin
Olciilmesi

Mybiosource, MBS723432
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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

Threo-methylphenidate
hydrochloride

Dopamin aktivator
transportlarin inhibe
edilmesi

Tocris, 1812

Cell Death Detection
ELISA Plus

Apoptozis ve nekrozun
belirlenmesi

Roche, 11544675001

Muse® Annexin V and
Dead Cell Assay Kit

Apoptozisin dogrulanmasi

Merck Millipore,
MCH100105

M-PER Mammalian
Protein Extraction
Reagent

Protein izolasyonu

Thermo Fisher Scientific,
78501

Immun-StarTM HRP
Chemiluminescent Kit

Western blot bantlarinin
goriintlilenmesi

BioRad, 1705070

Chloroquine
diphosphate salt

Otofajinin inhibe edilmesi

Sigma Aldrich, C6628

Monodansylcadaverine

Otofajik vakuollerin
boyanmasi

Sigma Aldrich, 30432

CytoSelect™ 24-Well
Cell Migration and
Invasion Assay

Hiicrelerin migrasyon
potansiyelinin 6l¢iilmesi

Cellbiolabs, CBA-100-C

Fosfat Buffer Salin

Immunositokimya deneyinde
hiicrelerin yikanmasi

Merck Millipore, BSS-
1005-B

Histostain-Plus IHC Kit

Immunositokimya deneyinin
gergeklestirilmesi

Thermo Fisher Scientific,
858943

3.2. Yontemler

3.2.1. Tiim Is Paketlerinde Yer Alan Ortak Yontemler

3.2.1.1. Hiicre Hatlarinin Temini, Kiiltiire Edilmesi ve Cogaltilmasi
Insan meme kanseri hiicre kiiltiirleri (MCF-7, MDA-MB-231) ve normal

meme epitelyal hiicre kiiltiiri (MCF-10A) sirasiyla Interlab Cell Line Collection

(ICLC, Italya) ve Health Protection Agency (HPA, ingiltere) hiicre kiiltiirii

bankalarindan satin alindi. Hiicre kiiltiir islemlerinin tamami laminar hava akiml

steril klas II kabinde (NuAire, ABD) gerceklestirildi.
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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

- MCF-7, MDA-MB-231 hiicre kiiltiirleri, RPMI 1640 besiyerine %10 1s1 ile
inaktive edilmis fetal sigir serumu,10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml
streptomisin eklenerek, 37 °C sicaklikta, % 5 CO; ve nem igeren inkiibatérde

(Binder, Almanya) ¢ogaltildi.

- MCF-10A hiicre kiiltliriiniin normal meme epitelyal kaynakli olmasi
nedeniyle, RPMI 1640 besiyerine 100 mg/ml EGF, 1 mg/ml hidrokortizon 10 mg/ml
insiilin, %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, 10.000 unite/ml penisilin ve
10 mg/ml streptomisin eklenerek, 37 °C sicaklikta, % 5 CO; ve nem igeren

inkiibatorde ¢ogaltildi.

- Hiicre kiiltiirleri, canlilik, cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted 1sik
mikroskobunda giinliik olarak izlenerek her hiicre kiiltiiriine ait ikilenme siirelerine

dikkat edilerek pasajlandi ve ¢ogaltildu.

- Hiicrelerin devamliligin1 saglamak i¢in periyodik olarak stoklama islemi
yapildi. Hiicreler FBS ve DMSO igeren bir soliisyonda donduruldu. Stoklama -80°C
ve daha sonra -196°C siv1 azot tankinda saklanarak gergeklestirildi.

3.2.1.2. Kanser Kok Hiicrelerinin Akim Sitometrisi ile izole Edilmesi
Meme kanseri kok hiicreleri (CD44"/CD24") MCF-7 hiicre kiiltiiriinden, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim Laboratuvari’ndaki (AREL) akim

sitometrisi kullanilarak elde edildi.

- MCF-7 hiicre kiiltiirii enzimatik olmayan bir soliisyon yardimiyla flask
tabanindan kaldirilarak, hiicre sayimi ile belirlenen ~5%10* hiicre 1:100 oranda FACS
soliisyonunda diliie edilerek %0.5 bovin serum albumin, 2 mM NaN3 ve 5 mM

EDTA ile yikand1 ve 15 dk +4°C’de inkiibe edildi.
- PE (phycoerythrin) isaretli CD24 (Miltenyi Biotec Ltd., Woking, Surrey,

Ingiltere) ve FITC (Fluorescein) isaretli CD44 (clone G44-26; BD Biosciences)

antikorlar1 kullanildi. Hiicreler FACS soliisyonu ile yikanarak siispanse edildi.
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- CD44" popiilasyonu yogun ve CD24  olan hiicreler meme kanseri kok

hiicresi olarak degerlendirildi.

- Meme kanseri kok hiicreleri (CD44'/CD24") kok hiicre stabilitesinin
korunmasi i¢in, RPMI 1640 besiyerinde, hi¢ bir ek serum, anitibiyotik, antimikotik
kimyasal ilave edilmeden gogaltildi [16].

3.2.1.3. Thioridazine’in Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Thioridazine liyofilize formu Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alindi. 10 mg Thioridazine 1mL suda ¢oziilerek, 24.5 mM’lik ana stok hazirlandi.
Hazirlanan stok soliisyonlar 0.22 pm’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi ve 15

ul’lik pargalar halinde - 20°C ‘de saklandi. Her deney i¢in taze stok kullanildu.

3.2.1.4. Hiicrelerin Sayim

Hiicreler sayim islemi ile ¢alisilmak istenen sayida hazirlandi.

- Meme kanseri ve meme kanseri kok hiicre kiiltiirlerinin, kiiltiir flasklarinin
zemininde tutunarak olusturduklart hiicre tabakasi (tek katli tabaka), 4 ml
Tripsin/EDTA (% 0.05) ile 5-7 dk muamele edilerek hiicre tabakasinin flask

zemininden ayrilmasi saglandi.

- Tripan mavisi (hiicre canliliginin ve sayisinin belirlenmesinde kullanilir)
boyast ile muamele edilen hiicreler bu boyanin prensibine uygun ¢alisan T4
cellometer otomatik sayim cihazi (Cellometer, Nexcelom, ABD) yardimiyla sayildi.
Boyanin prensibine gore Tripan mavisi ile muamele edilen hiicreler canli ise boyay1
hiicre i¢ine almaz ve boyanmazlar, mikroskopta incelendiklerinde parlak goriiniirler.

Olii hiicreler ise boyanirlar ve mikroskopta incelendiginde koyu renkte goriiliirler.

- Flasklardaki besiyerleri cekilip, 4 ml Tripsin EDTA eklenerek ~ 10 dk
inkiibatorde bekletildi. Flask zemininden ayrilan hiicreler 1:1 oraninda besiyeri ile

notralize edilip, 15 mI’lik tiiplere aktarildi.

- Santrifiijlenen hiicrelerin siipernatantlari atilarak dibe ¢oken hiicre pelleti 10

ml besiyeri i¢cinde tekrar homojenize edildi.
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- Pipetajla homojenize edilen hiicrelerin siispansiyonundan 50 pl alindi ve 50
ul Tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirildi. Bu karisim otomatik sayim cihazinin

lamina aktarildi ve mililitredeki canli hiicre sayis1 otomatik olarak belirlendi.

- Hiicre sayimindan sonra 96 kuyucuklu mikro plakalarin her bir kuyucuguna

100 pl besiyeri igerisinde 10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

- Hiicre kiltiirlerinin aderent 6zellige sahip olmasi sebebiyle, hiicreler,

plakalarin tabanlarina tutunmasi i¢in yaklasik 24 saat inkiibasyona birakildu.

3.2.2. Aragtirma Sorularina Ozgii Yontemler

3.2.2.1 Arastirma Sorusu 1: Thioridazine’in meme kanseri ve meme
kanseri kok hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkisi var mi?

3.2.2.1 Yontem 1: XTT Canhhik (Vitality) Testi

THZ ile muamele edilen hiicrelerin canlilik yiizdelerinin belirlenmesinde

XTT testi (Roche, Almanya) kullanildu.

- Deney tasarimi olarak; her bir kuyucugunda 104 hiicre olan 96 kuyucuklu
mikro plaka ve THZ’nin 1-30 uM arasinda degisen konsantrasyonlar1 ve 24, 48, 72

saatlik inkiibasyon siireleri se¢ildi.

- Inkiibasyon sonunda, her bir kuyucuga toplam hacmin (200 ul) yaris1 kadar
(100 pl) XTT soliisyonu eklendi.

- Daha sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir mikro plakalar 37 °C’de ve %5 CO;

ihtiva eden inkiibatorde 4 saat inkube edildi.

- Dort saat sonunda her kuyucugun absorbanst 450-490 nm referans dalga
boyu aralifinda mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader, Beckman
Coulter, ABD) 6l¢iildii.

- Absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konarak calisilan her

konsantrasyonun yiizde sitotoksisitesi hesaplandi.
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% Sitotoksisite = 1 — [(Ilagh Kuyucuklarm Absorbans Ortalamas1 / Pozitif
Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi) x1 00],

- Sonraki adimda THZ’nin konsantrasyon-etki egrisi, ICso (Hiicrelerin %
50’sini 6ldiiren konsantrasyon) degeri CalcuSyn 2.1 (Biosoft, Ingiltere) programinda

sitotoksisite yiizdeleri girilerek hesaplandi.

3.2.2.2 Arastirma Sorusu 2: Meme Kkanseri hiicre Kiiltiirlerinde
Thioridazine’nin hiicre morfolojisine etkisi var mi?

3.2.2.2 Yontem 2: Crystal Violet Boyasiyla Hiicre Morfolojilerinin
incelenmesi

THZ’nin hiicre morfolojisine etkisini incelemek amaciyla crystal violet

boyasi tercih edildi.

- Crystal violet boyast %10’luk etanolde ¢oziilerek %0.1 konsantrasyonda

hazirlandi.

- %4’likk formaldehit ile 5-10 dk fikse edilen hiicreler daha sonra crystal
violet ile boyanarak 10-20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

- Saf su ile boyanin fazlalig1 yikanarak, boyanan hiicreler inverted 1s1k

mikroskobunda incelendi.

3.2.2.3 Arastirma Sorusu 3: Thioridazine’in sitotoksik etkisi dopamin
reseptorlerine bagh m?

3.2.2.3 Yontem 3: Dopamin Aktivatér Transporterlarin inhibe Edilmesi

Literatiirde, dopaminin dopamin aktivatér transportlarina baglanarak
endositoz ile hedef molekiiliine tagindig1 bilinmektedir. Deney kosullarimizda bunun
gecerliliginin  dogrulanmasi i¢in dopamin aktivatdr transport protein inhibitori
Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) ile hiicreler muamele edildi. TMH
inhibitériiniin en etkin c¢alistifi konsantrasyonu belirlemek igin optimizasyon

deneyleri asagida belirtilen sekilde yapildi.
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- Inhibitériin en etkin konsantrasyonunu belirlemek icin, {i¢ farkli hiicre
kiiltirine de 1-100 uM konsantrasyonlarda TMH inhibitorii 24 saat siiresince

uygulandi.

- Optimum inhibitor konsantrasyonu ile hiicreler 2 saat 6n muameleye maruz

birakildi.

-Ayn1 hiicrelere, 2 saatlik inhibitorle muamele sonunda THZ’nin ICsp

konsantrasyonlar1 uygulandi.

-24. saatte THZ’in sitotoksik etkisinin olup olmadigi XTT yoéntemi ile
degerlendirildi.

3.2.2.4 Arastirma Sorusu 4: Dopamin reseptorlerinin meme kanseri
hiicre kiiltiirlerindeki ifade diizeyleri nedir?

3.2.2.4 Yontem 4: Dopamin 2 Reseptor Miktarinin ELISA Yontemi ile
Belirlenmesi

Dopamin reseptor 2 nin (DR2) ifade diizeyi “Human Dopamine Receptor D2
ELISA Kit” (Mybiosource, San Diego, CA, ABD) protokoliine uygun olarak

belirlendi.

- Alt1 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 10° hiicre ekilerek THZ nin

artan konsantrasyonlar1 uygulanan hiicreler tripsin ile kaldirilarak santrifiij edildi.
- Kitin protokoliine uygun olarak hazirlanan hiicre lizatlar1 ve kitin igerdigi
standartlar 100ul’lik hacimlerde, kitin i¢inden ¢ikan DR2-HRP konjuge kapl

plakada 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

- Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar 5 defa yikandi. Sonrasinda tiim

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

- Enzim substrat reaksiyonu sonucu olusan mavi renk, reaksiyonu durdurucu

soliisyonunun eklenmesi ile sar1 renge dondii.
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- Cok modiillii mikro plaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Standartlarin konsantrasyonlari ile olusturulan standart egriye ait absorbans

degerleri lizerinden DR2 miktar1 hesaplandi.

3.2.2.5 Arastirma Sorusu 5: Meme kanseri hiicre Kkiiltiirlerinde
Thioridazine’in sitotoksisitesi apoptozis aracili m?

3.2.2.5 Yontem Sa: ELISA Yontemi

Sitotoksisitenin apoptozis aracilt olup olmadigmin belirlenmesinde “Cell
Death Detection ELISA Plus Kit” (Roche, Almanya) tercih edildi.

- Doksan alti kuyucuklu mikro plakalarm her bir kuyucuguna 10* sayida
ekilerek THZ’nin artan konsantrasyonlart ile muamele edilen hiicrelere, lizis

soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

- Elde edilen hiicre lizatlar, streptavidin kapli mikro plakalara aktarildi.

-Histon proteinleri ve niikleozomlara baglanmayi saglayacak (Anti-histon
biotin ve Anti-DNA Peroksidaz) antikorlar1 igeren reaktiften 80 pl eklenen mikro
plaka, oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda anti-histon
antikoru bir taraftan niikleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da olusan

immunokompleks streptavidin kapl plakalara tutunmaktadir.

-Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise niikleozomlar arasindaki DNA’lara
baglanmaktadir. Baglanmayan bilesenlerin yikama basamaklariyla
uzaklastirilmasinin ardindan, niikleozom miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi

immuno komplekslere tutunmus olan peroksidazlarin dl¢iilmesiyle gergeklestirildi.

- Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit])
substratt ile 405 nm ve 490 nm referans dalga boyunda mikro plaka okuyucuda

(DTX 880 Multimode Reader, Beckman Coulter, ABD) 6l¢iildii.

- Kit ile birlikte gelen %100 apoptotik hiicreler negatif kontrol, higbir ilag

uygulamasi yapmadigimiz hiicreler ise pozitif kontrol olarak referans alindi.
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- Kitin ihtiva ettigi %100 apoptotik hiicrelerin (kit kontrol) absorbans degeri
baz alinarak, hiicre lizatlarinda meydana gelen histon ve niikleozom miktarindaki

artis, apoptozis miktarindaki artisla dogru orantili olarak degerlendirildi.

-Kit ayn1 zamanda hiicrelerdeki nekrozu da oOlgebilen Ozellikte olmasi
nedeniyle, hiicrelerin siipernatant1 kullanilarak hiicrelerdeki nekroz durumu da

belirlendi.

3.2.2.5 Yontem 5b: Anneksin V/7AAD Yontemi
Apoptozis Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit (Merck Millipore,

Amerika) kullanilarak bagimsiz bir yontemle dogrulanda.

-Alt1 kuyucuklu plakalara 10° sayida ekilerek THZ nin ICsg konsantrasyonlari
ile muamele edilen hiicreler, tripsinizasyon islemi ile toplanarak 1000 rpm’de 10 dk

santrifiij edildi.

-Tripsin uzaklastirilarak, hiicreler pipetajla homojenize edildi. Hiicreler

PBS’te tekrar ¢oziilerek, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatant kismi atilarak hiicrelerin tizerine %1 FBS iceren 100 pl besiyeri

eklendi ve pipetajla hiicre siispansiyonu olusturuldu.

-Oda sicakligina getirilmis olan Muse™ Annexin V & Dead Cell
soliisyonundan her tiipe 100 pl eklenip yavasca pipetaj yapildi. Karanlikta, oda
sicakliginda, 20 dakika inkiibe edildi.

- Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (Merck

Millipore, Almanya) protokoliine uygun olarak analizi yapildi.
3.2.2.6 Arastirma Sorusu 6: Meme kanseri hiicre Kkiiltiirlerinde

Thioridazine’in sitotoksisitesi otofaji aracili m?

3.2.2.6 Yontem 6a: Western Blot Yontemi
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Meme kanseri ve meme kanseri kok hiicre kiiltiirleri 25 cm?®lik kiigiik
flasklara 4x10° olacak sekilde ekildi. THZ’nin ICs, konsantrasyonu uygulanan
hiicreler 24. saatin sonunda protein izolasyonuna tabii tutularak, Western blot islemi
icin hazirlandi. Western blot deneyleri ile hem otofajik hem de EMT

biyobelirteglerinin ifade diizeyi belirlendi.

-Protein izolasyonu “M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent”
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, ABD) soliisyonu ile yapildi. 14.000xg
+4°C 'de 15 dk santrifiij edilen hiicrelerin pelletleri uzaklastirilarak, siipernatantlari

toplandi.

- Orneklerdeki toplam protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemi (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, ABD) ile belirlendi.

- Hazirlanan proteinler Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda karistirilarak

96°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dk kaynatildu.

- Proteinler ve standart belirteg (molecular weight marker) %7.5 ve %15°lik
SDS poliakrilamid jellere yiiklenerek ve elektroforez islemi Tris-Glisin SDS
tamponu (BioRad, CA, ABD) icinde o6nce 20 dk 40V’ta daha sonra 90dk 120V’ta
sabit akimda yiiriitildii. Bu islem i¢in BioRad Mini Protean elektroforez tanki ve

BioRad PowerPac 200 gii¢c kaynagi kullanildu.

- Molekiiler agirliklarina gore jelde ayrilmasi saglanan proteinler nitroseliiloz
(BioRad, CA, ABD) membranlara transfer edilmek {izere sirasiyla; siinger, filtre
kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve siingerden olusan aktarma sandvigine alinarak,
BioRad blotting tankinda BioRad PowerPac 200 giic kaynagi kullanilarak 115V’ta

sabit akimda 1 saat 15 dk transfer tampon soliisyonu i¢inde transfere tabi tutuldu.

- Transferin gerceklesip, gerceklesmedigi membrani boyayan ponceau ve jeli

boyayan comassie mavisi boyalari ile kontrol edildi.
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- Transfer sonras1t membranlar, %5 yagsiz siit tozu ve %0.1 Tween 20 iceren
TBS ile hazirlanan karisim kullanilarak oda sicakliginda calkalayicida 1 saat

bloklanda.

- Ardindan membranlar, diliisyonlar1 {iretici firmanin talimatlarina gore

hazirlanan primer antikor ile +4°C’de yaklasik 16 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi.

- TBST ile 8 defa 5’er dk. yapilan yikama basamaklarindan sonra
membranlar, yine iiretici firmanin talimatlarina gore diliie edilen sekonder antikorlar

ile oda sicakliginda 1 saat siiresince ¢alkalayicida inkiibe edildi.

- B-Actin ve GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi ve tiim inkiibasyon
basamaklar1 orbital ¢alkalayicida yapilda.

- TBST ile tekrar yikama yapilan membranlardaki protein bantlari, Immun-
Star™ HRP Chemiluminescent Kit (BioRad, CA, ABD) kullanilarak Kodak Gel
Logic 1500 (Carestream Molecular Imaging, Newhaven, CT, ABD) goriintiileme

sistemi ile goriintiilendi.

3.2.2.6 Yontem 6b: Otofajinin Chloroquine diphosphate salt
Inhibitériiyle Dogrulanmasi

Otofagozom-lizozom fiizyonunu engelleyerek etkisini gosteren Chloroquine
diphosphate salt (CQ) otofaji inhibitdrii olarak kullanildi. Inhibitor (Sigma Aldrich,

Almanya) lyofilize olarak satin alindu.

- CQ’nun en uygun konsantrasyonunu belirlemek i¢in optimizasyon deneyleri
CQ’un artan konsantrasyonlar1 (1-100 uM) ile hiicreler 24 saat muamele edilerek

yapildi.

- Optimum inhibitér konsantrasyonu ile hiicreler 2 saat 6n muameleye maruz

birakildu.

- Aymi hiicrelere, 2 saatlik inhibitérle muamele sonunda THZ’nin ICs

konsantrasyonlar1 uygulandi.
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- 24. saatte THZ in otofajiyi tetikleyip tetiklemedigi WB yontemi ile uygun

antikorlar kullanilarak arastirildi.

3.2.2.6 Yontem 6¢: Otofajik Vakuollerin Monodansylcadaverine (MDC)
Boyasiyla Goriintiilenmesi
Otofajik vakuollerin goriintiilenmesi i¢cin Monodansylcadaverine boyasi

DMSO’da ¢oziilerek 149 mM’lik ana stok hazirlandi.

- Hiicreler 96 kuyucuklu mikro plakalara 10* sayida ekilerek THZ’ nin 1Csp

konsantrasyonu ile 24 saat muamele edildi.

- lag ve besiyeri kuyucuklardan tamamen uzaklastirildiktan sonra,
kuyucuklar PBS ile yikandi. Hiicreler, 3 mM Monodansylcadaverine (MDC) boyasi
(Sigma Aldrich, Almanya) ile boyanarak inkiibatérde (37°C, %5 CO,’de) 10 dk

inkiibasyona birakildu.

- Otofajik vakuoller floresan mikroskobunda goriintiilendi (Leica, Aex 338 nm,
Xem 500 nm).

3.2.3 Thioridazine’in  Epitelyal-Mezenkimal Gecisteki Roliiniin
Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
THZ’nin epitelyal mezenkimal gegiste (EMT) rol alip almadigi, invazyon,

migrasyon deneyleri ve western blot yontemiyle arastirildi.

3.2.3.1 Arastirma Sorusu 7: Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal
geciste rolii var nm?

3.2.3.1 Yontem 7a: invazyon Deneyi/Scratch Deneyi

THZ ile muamele edilen CD44"/CD24°, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre

kiiltiirlerinin invazyon potansiyeli scratch assay teknigiyle belirlendi.

- Alti kuyucuklu plakalara 5x10° sayida ekilen hiicrelerin, plaka tabanini
%100 olarak kaplayip kaplamadigi mikroskopta kontrol edildi.

26



- Plakalardaki besiyerleri dokiilerek 200 pl’lik pipet ucu yardimiyla

kuyucuklarda tutunmus olan hiicrelerin ortasindan ¢izim islemi yapildi.
- Cizilen kuyucuklar 500 pl PBS ile hafif¢e yikandi.

- Cizimden hemen sonra (0. saat) faz-kontrast mikroskopta goriintiileme

yapildi.

- Daha sonra THZ nin ICsp konsantrasyonlar1 ile muamele edilen kuyucuklar,

24. saat sonunda inverted 151k mikroskobunda tekrar goriintiilendi.

3.2.3.1 Yontem 7b: Migrasyon Deneyi
Migrasyon potansiyeli “CytoSelect™ 24-Well Cell Migration and Invasion
AssayKit (8 um size, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, ABD)” ile ol¢iildii.

-Hiicreler, kitin 6zel 24’liikk transfer plakalarina (i¢ ice ge¢mis iist ve alt
kuyucuktan olusan) 10° olacak sekilde ve serum-free besiyeri i¢inde plakanim iist

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

-24 saat inkiibe edilen hiicrelerden alttaki kuyucuga go¢ etmemis olanlar
uzaklastirildi, go¢ ederek alttaki kuyucuga gegmis olanlar ise boyanarak 560 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

-Her deney fii¢ tekrarli yapilarak ortalama absorbans degerleri iizerinden

analiz edildi.

3.2.3.1 Yontem 7c: Immunositokimya

- Hiicreler bes dk stiresince iki defa Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yikandi.
PBS ile hazirlanan %4’liik paraformaldehitle 30 dk fikse edildi ve 3 kez 5’er dk PBS
ile tekrar yikanda.
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- Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin distile suyla hazirlanan

9%3’liik hidrojen peroksitle (Sigma, USA) 10 dk muamele edildi.
-Ug kez 5’er dk PBS ile yikand1 ve 15 dk Tritonix ile muamele edildi.

-U¢ kez 5’er dk PBS ile yikandi ve blok soliisyonu (non-immiin serum)

(Invitrogen, ABD) eklenerek 1 saat bekletildi.

-Serumun fazlasi1 uzaklastirildiktan sonra Ornekler uygun sekilde diliie
edilmis primer antikorlarla muamele edilip kapali ve nemli kutuda 1 gece +4°C’de

bekletildi.

-U¢ kez 5’er dk PBS ile yikandiktan sonra biotinle isaretlenmis sekonder
antikorla (Invitrogen, USA) 30 dk muamele edildi.

-U¢ kez 5’er dk PBS ile yikamip 30 dk streptavidinle isaretli sekonder
antikorla (Invitrogen, ABD) muamele edildi.

-Ardindan ti¢ kez 5’er dk PBS ile yikanarak Diaminobenzidine (DAB)

(Invitrogen, ABD) ile muamele edildiler.
- Mikroskopta renk degisimi gozleninceye kadar inkiibe edildi.

- Yeterli boyanma goriildiigiinde 5 dk PBS ile sonrasinda da 15 dk distile su
ile yikandu.

- Karsit boyama 1 dk siiresince Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Mounting

medium ile kapatilip mikroskopta goriintiileme yapildi.

3.2.3.2 Western Blot Yontemi
Otofajik belirteglerin Slgiilmesinde kullanilan Western blot protokoliiniin
aynisi epitelyal-mezenkimal belirtecler ve GSK3-f Snail yolagin rol alan proteinler

icin de uygulandi.
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Tablo 3.2. Western Blot yonteminde kullanilan tiim antikorlar

Katalog No Antikor Adi Host and kDa Diliisyon
Clonity orani
ah8227 beta Actin Rabbit 42 1/1000-1/5000
polyclonal
ab56416 SQSTM1/p6 Mouse 75 1-5pg/ml
2 monoclonal
ab58610 LC3A/B Rabbit 14-16 0.5-2 ug/ml
polyclonal
ah108327 APG5L/ATG Rabbit 32 1/1000 -
5 monoclonal 1/10000
ab51031 Beclin Rabbit 52 1-5000
monoclonal
ab76055 E Cadherin Mouse 97 1/1000
monoclonal
ab668 Cytokeratin Mouse 45 Deney
18 monoclonal sartlarina
bagl diliisyon
abh32572 B-Catenin Rabbit 92 1/5000 -
monoclonal 1/10000
ab98952 N Cadherin Mouse 100 1/500 - 1/2000
monoclonal
ab8978 Vimentin Mouse 57 1/100 - 1/1000
monoclonal
ab6328 Fibronectin Mouse 250 1/400
monoclonal
ab32391 GSK3 beta Rabbit 46 1/5000 -
monoclonal 1/10000
ab75814 GSK3 beta Rabbit 47 1/10000 -
(phospho S9) monoclonal 1/2000
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ab63568 SNAIL + Rabbit 26-29 1/500 - 1/1000
SLUG polyclonal
(phospho
S246)
ab78105 SNAIL + Mouse 29 Deney
SLUG monoclonal sartlarina
antibody bagh diliisyon
ab6789 Goat Anti- Goat 1/2000 -
Mouse 19G polyclonal 1/10000
H&L (HRP) Secondary
Antibody to
Mouse 1gG -
H&L (HRP)
ab6721 Goat Anti- Goat 1/2000 -
Rabbit 1gG polyclonal 1/20000
H&L (HRP) Secondary
Antibody to
Rabbit 1gG -
H&L (HRP)

3.2.4 istatistiksel Analiz

Thioridazine’in sitotoksik etkileri 96 kuyucuklu mikro plakalarda her bir
konsantrasyon i¢in en az ii¢ kuyucukta calisildi ve her deney ii¢ kez tekrar edildi.
XTT testi ile elde edilen absorbans degerleri ¢ok modlu mikro plaka okuyucu
tarafindan otomatik olarak ortalama absorbans ve + SD degerleri hesaplandi.
Absorbans degerleri lizerinden formiil yardimiyla hesaplanan sitotoksik yiizdeler,
ilacin ICsyp degerini belirlemek igin Calcusyn 2.1 (Biosoft, Ingiltere) programina
aktarildi. Tiim grafikler Graphpad Prism 6.0 (La Jolla, CA, ABD) programinda
cizildi. Her ii¢ hiicre kiiltiirinde (MCF-7, MDA-MB-231 ve CD44%/CD24)
uygulanan konsantrasyonlar arasindaki sitotoksik etkilerin anlamli olup olmadig: tek
yonli ANOVA ile arastirildi, ardindan Dunnett's t-testleri kullanildi. p<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ardindan p<0.05 bulunan degerler
p<0.001 icin de test edildi. Apoptozis deneylerine (Anneksin/7AAD ydntemi) ait
veriler MuseSoft Analysis 1.4 yaziliminda analiz edildi. Western blot bantlar1 Image
J v1.48 (NIH, Maryland, ABD) programinda sayisallastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. MCF-7 Hiicre Kiiltiiriinden Izole Edilen Meme Kanseri Kok
Hiicreleri

Akim sitometrisi yontemi ile izole edilen meme kanseri kok hiicrelerine ait
grafikler Sekil 4.1°de verildi. CD44" popiilasyonu yogun ve CD24 olan hiicreler

meme kanseri kok hiicresi olarak degerlendirildi.
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Sekil 4.1. MCF-7 hiicre kiiltiiriinden, meme kanseri kok hiicrelerinin izolasyonu

(Akim sitometrisinde CD44"/CD24  belirtegleri iizerinden ayristirma yontemiyle)

4.1.2. Arastirma sorusu 1
THZ’ nin meme kanseri ve meme kanseri kok hiicre kiltirlerinde sitotoksik

etkisi var mi1?

Bulgu 1:

THZ’nin hiicre canlilig1 {izerine etkileri, insan normal (MCF-10A), meme
kanseri (MCF-7, MDA-MB-231) ve meme kanseri kok hiicre (CD44'/CD24")
kiiltiirlerinde, artan konsantrasyon (1-100 pM) ve zamana (24., 48. ve 72. saat) bagh
olarak ol¢iildii. Genis konsantrasyon araliginda (1-100 pM) yapilan deneylerin
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sonuglar1 degerlendirilip, konsantrasyon araligr 1-30 uM’a daraltilarak sitotoksisite
deneyleri tekrarlandi. THZ ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde artan zaman
araliklarindan (24., 48. ve 72. saat) istatistiksel olarak anlamli1 ve en etkin sonug 24.
saatte elde edildi. MCF-10A, MDA-MB-231 ve CD44%/CD24 hiicre kiiltiirlerinde
THZ’nin 1-30 pM arasindaki konsantrasyonlari ¢aligilirken, MCF-7 hiicre kiiltiiriinde
ise 9-30 uM araligindaki konsantrasyonlar ¢alisildi (Sekil 4.2).

A) MDA-MB-231 B) MCF-7
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Sekil 4.2. THZ ile 24 saat muamele edilmis A) MDA-MB-231, B) MCF-7, C)
CD447/CD24", D) MCF-10A, hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisitenin XTT canlilik testi
ile 6l¢iilmesi (*p<0.05, **p<0.01).

THZ ile muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231, CD44'/CD24 hiicre
kiiltiirlerinde 1Cso degerleri sirasiyla, 16.4, 9, 18 uM olarak Calcusyn (2.1)
programinda hesaplandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Model olarak kullanilan hiicre kiiltiirlerinde THZ’nin ICsy degerleri
(Deneyler ii¢ tekrarli ve bagimsiz olarak gerceklestirildi, degerler + standart

sapmalariyla beraber sunuldu)

Hiicre Kiiltiirleri I1Cs0 Degerleri (24. saat)
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MCF-7 16.4+ 1.8 uM

MDA-MB-231 9+1.2 uM
CD44%ICD24 18.1 +£2.3 uM
THZ ile muamele edilmemis THZ'nin I1C50 konsantrasyonu ile muamele
A) MDA-MB-231 hiicre kilturi

edilmis MDA-MB-231 hiicre kiilturi

B)
'P%‘. {V% T

" G
LR
‘,!k'z‘s.a
-

!
=

‘ole
A

¢
£

Sekil 4.3. A) THZ ile muamele edilmemis (Kontrol grubu) MDA-MB-231 hiicre
kiltiirii. B) THZ’ nin 1Cso konsantrasyonu (9 uM) ile 24 saat muamele edilmis olan
MDA-MB-231 hiicre kiiltiirii. Hiicre kiiltlirii crystal violet boyasi ile boyanarak

inverted faz kontrast mikroskobunda goriintiilendi (Biiyilitme orani:10X).

4.1.3. Arastirma sorusu 2
Etkisinin bliylik bir kismin1 dopamin 2 reseptorii (DR2) iizerinden gdsteren

THZ ile muamele edilmis hiicre kiiltiirlerinde DR2’nin ifade diizeyi nedir?

Bulgu 2: MCF-7, MDA-MB-231, CD44"/CD24 hiicre kiiltiirlerinde bazal
(THZ ile muamele edilmemis) DR2 ifade diizeyi sirasiyla 86.8 = 1.4 ng/mL, 111.6 +
2 ng/mL, 52 + 2.3 ng/mL olarak belirlendi. THZ nin artan konsantrasyonlari ile (1-
30 uM) muamele edilen hiicre kiiltlirlerinde konsantrasyon arttikga DR2 ifade
diizeylerinin azaldig1 gosterildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A) MDA-MB-231, B) MCF-7, C) CD44'/CD24 D) MCF-10A hiicre
kiiltiirlerinde DR2’nin bazal ve THZ’nin artan konsantrasyonlarinda ifade

diizeylerinin 6l¢tilmesi (24.saat) *p<0.05, **p<0.01

Belirlenen ICsy degerlerinin, hiicre kiiltiirlerindeki DR2 ifade diizeyi ile

iligkili oldugu gozlendi (Tablo 4.2). ICso degeri yiiksek olan hiicre kiiltiirlerinde

DR2’nin daha az sentezlendigi, ICso degeri diisiik olan hiicre kiiltiirlerinde ise DR2

sentezinin daha fazla oldugu tespit edildi.

Tablo 4.2. Meme kanseri ve meme kanseri kok hiicre kilturlerinde DR2 ifade

diizeylerinin I1Csq degerleri ile iligkisinin gosterilmesi (24. saat)

DR2 miktar

Hiicre Kiiltiirleri

THZ 1Cs Degeri

(24. saat) (Bazal ifade diizeyi)
MCF-7 16.4 uM = 1.8 uM 86.8 = 1.4 ng/mL
MDA-MB-231 9uM £ 1.2 uM 111.6 + 2 ng/mL
CD44%/CD24 18.1 uyM £2.3 uM 52 +2.3 ng/mL
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4.1.4. Arastirma sorusu 3
THZ’nin sitotoksik etkisinin gdstermesinde rol alan dopamin aktivator

tastyicilar inhibe edildiginde THZ nin sitotoksik etkisinde nasil bir degisim gozlenir?

Bulgu 3: Dopamin aktivator tasiyicilar inhibe edildiginde THZ nin gosterdigi
sitotoksik etkiler XTT canlilik testi ile 6l¢iildii. Dopamin aktivator tasiyict inhibitorii
olan, Threo-methylphenidate hydrochloride (TMH) ile muamele edilen MCF-7,
MDA-MB-231 ve CD44'/CD24 hiicre kiiltiirlerinde inhibitériin en uygun
konsantrasyonlari, sirastyla 36.4 uM, 28.7 uM, 42 uM olarak belirlendi. TMH ile 2
saat 6n muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231 ve CD44°/CD24" hiicrelerinde
THZ’nin ICs uygulamasi sonrasi sitotoksik etkiler sirasiyla yiizde 20.5, 14, 9 olarak
hesapland1 (Sekil 4.5). TMH inhibitorii kullanildiginda, THZ’nin tek basina
gosterdigi sitotoksik etkiye nazaran inhibitor ile 6n muamele yapilarak olusturulan

kombinasyonda sitotoksik etkisinin azaldig1 belirlendi.

A) B) Q)
100 MDA-MB-231 100 MCF-7 100 CD44'ICD24
-~ & . 80 _ 80
2 N 9 g
2 60 g 2
:é . % 60. * N % 60 %
= 4 £
s 4 s 40 S 4 x
2 g 2
z 2 s 2
) a2 17— —
[ =
ol ole=
Kontrol - - - - Kontrol - - - - Kontrol - - - -
THZ + - + THZ - + - +  THZ - + - +
TMH - - + + TMH - - + +  TMH - - + +
THZ: 9 pM THZ: 16.4 uM THZ: 18 uM
- 16. + 18 pl
TMH: 28.7 pM TMH: 36.4 uM TMH: 42 uM

Sekil 4.5. Dopamin aktivator transport inhibitérii (TMH: Threo-methylphenidate
hydrochloride) ile 2 saat 6n muamele edilen A) MDA-MB-231, B) MCF-7 ve C)
CD44/CD24  hiicre kiiltiirlerinde THZ’nin ICsy uygulamasi sonrasi sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi (24. saat) *p<0.05, **p<0.01
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4.1.5. Arastirma sorusu 4

THZ sitotoksik etkisini hangi 6liim tipi lizerinden gostermektedir?

Bulgu 4: Sitotoksik etkinin neden oldugu hiicre o6liim tipleri arastirilarak,
model olarak caligilan hiicre kiiltlirlerinde hangi ¢esit hiicre 6liimiiniin gerceklestigi

belirlendi.

Thioridazine’in Apoptozise Bagh Sitotoksik Etkisi

THZ’nin artan konsantrasyonlarinda (1-30 uM) gozlenen sitotoksik etkinin
hangi hiicre 6liim c¢esiti ile tetiklendigi farkli yontemlerle test edildi. Apoptozisin
varliginin gosterilmesi ve bagimsiz bir yontemle dogrulanmasi i¢in ELISA ve
Anneksin/7AAD yontemleri kullanildi.

THZ ile 24 saat muamele edilen MCF-7 ve CD44'/CD24" hiicre
kiiltiirlerinde apoptozisin belirteci olan DNA fragmentasyonu miktar1 (ELISA
yontemi) konsantrasyona bagl artis gdsterdi. CD44°/CD24" hiicre kiiltiiriinde
THZ’nin 12, 15 ve 30 uM konsantrasyonlarinda DNA fragmentasyon yiizdeleri
sirastyla 34.1, 44.2, 56, MCF-7 hiicre kiiltiirinde THZ nin 21, 24, 27 ve 30 uM
konsantrasyonlarinda DNA fragmentasyon yiizdeleri sirasiyla 44.1, 46.6, 56.5, ve 61
olarak hesaplandi (p<0.05). MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde ICsp degerinin (9 pM)
istlinde olan 15 ve 30 pM konsantrasyonlarda bile gézlenen DNA fragmentasyon
yiizdeleri sirasiyla 23.8 ve 33.1 oldu (Sekil 4.6). Sonu¢ olarak, MCF-7 ve
CD447/CD24 hiicre kiiltiirlerindeki apoptozis yiizdeleri ile MDA-MB-231 hiicre

kiiltiiriinde saptanan apoptozis ylizdeleri anlamli derecede farkliyd: (p<0.05).

MDAMB-231 100 CD44'/CD24

ONA Fragmentasyonundaki
Degisim (51
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Sekil 4.6. MDA-MB-231, MCF-7, CD44"/CD24  hiicre kiiltiirlerinde iki farkli
yontemle [DNA Fragmentasyonu (Al), B1), C1)) ve Anneksin V/TAAD A2), B2),
C2)] apoptozisin 6l¢iimii (*p<0.05).

ELISA yontemi ile gosterilen apoptotik hiicre yiizdesi, Anneksin V/7AAD
yontemiyle de dogrulandi. Apoptozisin negatif kontrolii tim kontrol gruplarinda
Anneksin V/7AAD yontemiyle yiizde canlilik 6lgtilerek gerceklestirildi. Tiim kontrol
gruplarinda (THZ ile muamele edilmemis) canlilik %90 nin iizerinde 6l¢iildii. MCF-
7 ve CD44%/CD24 hiicre kiiltiirlerinde toplam apoptotik hiicre yiizdesi sirastyla 39.7
ve 33 bulunurken, MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde yiizde 7 olarak belirlendi.
Birbirinden bagimsiz olan her iki yontemde de MCF-7 ve CD44%/CD24" hiicre
kiiltiirlerinde apoptozis gbzlenirken, MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde apoptotik etki
gozlenmedi. Ilacin ICsy konsantrasyonunun uygulanmasi sonucu gériilen apoptotik
hiicre yiizdesi, Anneksin V/7AAD yontemi ile dogrulanarak DNA fragmentasyon
sonuglart ile paralel bulgular elde edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. ELISA ve Annexin V/7AAD yontemlerinden (toplam apoptotik hiicre

yiizdesi) elde edilen bulgularin karsilastirilmasi.

Hiicre Kiiltiirleri ELISA ANNEXIN V/7 AAD
MDA-MB-231 %10 %7.64
MCF-7 %34 %39.72
CD44"/CD24 %45 %33.03

Thioridazine’in Otofajiye Bagh Sitotoksik Etkisi

Apoptozisin saptanmadigt MDA-MB-231 hiicre Kkiiltiiri THZ’nin ICs
konsantrasyonu (9uM) ile muamele edildiginde, otofajik belirte¢lerden LC-3 I’in
LC-3 II’ye dontsiimiinde (12 kat), Atg 5 (6.5 kat) ve Beclin-1 (4.1 Kkat)
proteinlerinde artis gozlenirken, SQSTM1/p62 proteininde ise degisimin daha az
oldugu tespit edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. THZ nin ICsy konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MDA-MB-231
hiicre kiiltiiriinde otofajik belirteglerin A) Western Blot yontemi ile gosterilmesi ve

B) Western Blottaki protein miktarlarinin degisim kat sayilar1 (PK: pozitif kontrol)

MDA-MB-231 Hiicre Kiiltiiriinde, Otofajinin Dogrulanmast

Otofajinin dogrulanmasi i¢in LC3 I-1l ve Beclin-1 proteinleri otofaji
inhibitorii olan Chloroquine’in (CQ) 50 uM konsantrasyonu (tekli ve THZ nin ICsg
konsantrasyonu ile kombinasyonunda) ile inhibe edildiginde, otofajik belirteglerin

ifade diizeylerinde azalma gozlendi (Sekil 4.8).

MDA-MB-231

10
A) B)
&

. c)
THZ - - * e ;
= 3 _
ca - @ = * |88 g 38
- 1
.

Lca-l —— — -
Lesqi | ——— +

Degigim Oran
(PK'ya gére)
8

)
1]

8
Sitotoksisite (%)
5 2

Beclin-1 T

»
S

o

10
s s THZ - = * &
¥ Beclindt ca - + - +

Becin S THZ: 9uM
©Q: 50uM

B-Actin ~—— — — —

Degigim Or
(PK'ya gére)

-
s
N

ca

Sekil 4.8. A) MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde otofajinin, Chloroquine (CQ, 50uM)
inhibitori varliginda Western Blot yontemiyle dogrulanmasi B) LC3I-1I ve Beclin-1
ifade diizeylerindeki degisim oranlar1 C) THZ ve CQ’nun (tekli ve kombinasyonda)
sitotoksik etki yiizdesi (*p<0.05, **p<0.01).
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Otofajik Vakuollerin Goriintiillenmesi
THZ’nin ICsq degeri (9 uM) ile 24 saat muamele edilen MDA-MB-231 hiicre
kiltliriinde olusan otofaji, otofajik vakuoller goriintiilenerek de dogrulandi (Sekil

4.9).

MDA-MB-231

A) Kontrol B) THZ IC50=8 uM

3 mM MDC

Sekil 4.9. THZ (9 uM, 24 saat) ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde
otofajik vakuollerin Monodansylcadaverine (MDC) floresan boyasi ile gosterilmesi

(Biiylitme orani:10X).

4.1.6. Arastirma sorusu 5

Thioridazine’nin epitelyal mezenkimal geciste rolii var midir?

Bulgu 5: CD447/CD24", MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde THZ
varh@ginda invazyon potansiyeli belirlendi. MDA-MB-231, CD44°/CD24" ve MCF-7
hiicre kiiltiirlerinde, 1Csp konsantrasyonlarin ait kapanma yiizdeleri sirasiyla, 16.5,

24, 29 olarak hesaplandi (Sekil 4.10).
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A CD444/CD24- B) MDA-MB-231 c) MCE-7

D)

E3 MDA-MB-231
€53 CD44+/CD24-
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Yiizdesi (%)

Sekil 4.10. THZ’nin A) CD44%/CD24", B) MDA-MB-231 ve C) MCF-7 hiicre
kiiltiirlerinde 24. saatteki invazyon potansiyelinin scratch assay yontemiyle dl¢iilmesi
(Kapanma yiizdeleri, mikroskop yaziliminda yer alan 6l¢lim programi ile bosluklar
arast mesafenin Ol¢lilmesi ile hesaplandi. Kontrol hiicreleri arasindaki mesafe
sifirmcet saatte lgiilerek %100 olarak kabul edildi) D) MDA-MB-231, CD44*/CD24
ve MCF-7 hiicre kiiltlirlerinin invazyon potansiyeli goriintiilerinin yilizde degerleri

(24. saat) **p<0.001
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Sekil 4.11. THZ ile muamele edilen MDA-MB-231 (9 uM) , CD447/CD24" (18 uM)
ve MCF-7 (16.4 uM) hiicre kiiltiirlerinin migrasyon potansiyelinin 6l¢iilmesi (24.
saat) *p<0.05 (PK: pozitif kontrol)

Migrasyon kiti kullanilarak, migrasyon potansiyeli olgiilen hiicre kiiltiirleri
THZ’nin ICso konsantrasyonlar1 ile 24 saat siiresince muamele edildiginde; 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 diistiigii gdzlendi.

Thioridazine’nin epitelyal-mezenkimal gegiste rol alan proteinler
iizerindeki etkisi

MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde, E-cad (4.3 kat), CK-18 (5.2 kat), B-catenin (6.2
kat) artarken, N-cad (-4.1 kat), Vimentin (-3.4 kat), Fibronektin (-4.4 kat) azaldi
(Sekil 13). MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde, E-cad (7.3 kat), CK-18 (4.5 kat), pB-
catenin (2.8 kat) artarken, N-cad (-5.3 kat), Vimentin (-4.2 kat), Fibronektin (-3.2
kat) azald1 (Sekil 14). CD44"/CD24" hiicre kiiltiirlerinde, E-cad (1.6 kat), CK-18
(2.3 kat), p-catenin (5.4 kat) artarken, N-cad (-2.6 kat), Vimentin (-4.2 kat),
Fibronektin (-3 kat) azaldi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. THZ ile muamele edilen MCF-7 (16.4uM), MDA-MB-231 (9 uM),
CD44%/CD24" (18 uM), hiicre kiiltiirlerinde epitelyal ve mezenkimal belirteclerin
Western blot ifade diizeyleri ve proteinlerin degisim oranlari (24. saat). (Al-A2;
MCF-7, B1-B2; MDA-MB-231, C1-C2; CD44"/CD24) (PK: pozitif kontrol)

42



4.1.7. Arastirma sorusu 6
MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde otofajinin epitelyal belirteglerle olan

iliskisinin ortaya konmasi1 amaciyla, otofajik belirtecleri inhibe ettigimizde epitelyal

belirteclerde ifade diizeyi nasil degismektedir?

Bulgu 6: MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde THZ’nin otofajiye bagh

sitotoksik etkisinin EMT belirtecleri ile iliskisi arastirildi.

THZ ve CQ (otofaji inhibitorii) ile beraber uygulandiginda, epitelyal

belirteclerden E-cad’in ifade diizeyinin azaldigi mezenkimal belirte¢lerden

Vimentin’in ifade diizeyinin ise arttig1 gozlendi (Sekil 4.13).

MDA-MB-231
A) B) 10
§F s
°%
THZ - + - + Es
.'L’; E-cad
B¥ |
ca = = + + §- J I__IE.CM | E-cad
E-cad — ” —— - e 5 ) N .

Vimentin - - —
5

Vimentin

§®
THZ: 9 pMt 2%
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-10
THZ . + ¥
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Sekil 4.13. A) THZ’nin ICsg (9uM) konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen
MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde otofaji inhibitérii, Chloroquine (CQ, 50uM),
varliginda epitelyal-mezenkimal belirteclerden E-cad ve Vimentin ifade diizeylerinin

gosterilmesi. B) E-Cad ve Vimentin degisim oranlari (24. saat).

Epitelyal-mezenkimal gecisin immunositokimyasal yontemle dogrulanmast

(E-cad ve Vimentin belirtecleri ile)
Epitelyal ve mezenkimal belirteglerin ifade diizeyleri, Western blot yontemi

ile belirlendikten sonra bagimsiz bir yontem olan immunositokimyasal boyama
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yontemi ile de dogruladiginda sonuclarin paralel oldugu goriildi. THZ nin ICsg
konsantrasyonu uygulandiginda, her ii¢ hiicre kiiltiiriinde de E-cad molekiilii artis

gosterirken, mezenkimal belirte¢ olan Vimentin molekiilii azalis gosterdi (Sekil
4.14).

A) MCF-7 B) _ CD44+/CD24- C) MDA-MB-231
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Sekil 4.14. THZ nin ICso konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen A) MCF-7 B)
CD44'/CD24 C) MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde E-cad ve Vimentin
molekiillerinin ifade diizeylerinin Immunositokimya yontemi ile dogrulanmasi (24.

saat). (PK: pozitif kontrol)

4.1.8. Arastirma sorusu 7
EMT’de rol alan Snail’in Akt-GSK-3p yolagi iizerinden fosforilasyon /

defosforilasyon durumu E-kaderin ifade diizeyini nasil etkilemektedir?

Bulgu 7: Epitelyal-mezenkimal ge¢isi diizenleyen yolakta gorev alan

molekiillerin THZ varligindaki ifade diizeyleri western blot yontemi ile 6l¢iildii.

Yolag1 diizenleyen molekiillerden; GSK-3B, P-GSK-3B, Snail/Slug, P-
Snail/Slug, E-cad molekiillerinin ifade diizeyleri test edildi. Her {i¢ hiicre kiiltiiriine de
THZ’nin ICsy konsantrasyonu ve 50 uM Bio acetoxime (GSK-3f inhibitorii) tekli ve
kombinasyon olarak uygulandi. MDA-MB-231, CD44"/CD24" ve MCF-7 hiicre
kiiltirlerinde THZ ve inhibitdriin tekli uygulamalarina gore, kombinasyonda P-Snail

molekiiliiniin ifade diizeyinde azalma gozlenirken, E-cad ifade diizeyi arttt. MCF-7,
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MDA-MB-231, CD44%/CD24", hiicre kiiltiirlerinde E-cad ifade diizeyi, THZ ve Bio

acetoxime kombinasyonunda kontrole gore, sirasiyla 5.2 kat, 7.3 kat, 8.1 kat artig

gosterdi.
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Sekil 4.15. THZ ile muamele edilen MCF-7 (16.4uM), MDA-MB-231 (9 uM),
CD44%/CD24 (18 uM), hiicre kiiltiirlerinde E-cad ifade diizeyini diizenleyen yolakta
onemli rol oynayan molekiillerin THZ ve Bio-Acetoxime (50uM) varhigindaki ifade
diizeylerinin Western blottaki ifade diizeyleri ve E-cad proteininin degisim orani (24.
saat). (A1-A2; MCF-7, B1-B2; MDA-MB-231, C1-C2; CD44"/CD24)
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4.2. Tartisma

Bu ¢alisma, THZ’ nin gercek hedefi olan psikotik hastaliklarin tedavisinde
kullaniminin yani sira meme kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerindeki etkilerinin
aragtirtlmasi tlizerine kurgulandi. Heterojen bir hastalik olan meme kanserinin, in
vitro kosullarda calisilmasi i¢in model olarak hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir.
Calismamizda meme kanserinin farkli o6zelliklerini temsil eden iki farkli hiicre
kiiltiiri (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve bunlarin kdk hiicreleri (CD44%/CD24)
kullanild1. Bu sekilde, THZ nin etkileri, daha direncli fenotipte olan meme kanseri
kok hiicrelerinde de arastirildi.

Meme kanseri heterojen ve alt tiplere sahip bir hastalik olup, kadinlar
arasindaki 6liim orani yiiksektir. Meme kanserinin tedavisinde, klinikte mevcut olan
bir¢ok ila¢ kullanilmaktadir. Fakat es zamanli olarak ilaglara kazanilan direng ve
hastaligin tekrar etmesi, yeni ilag arayislarina yonlendirmektedir [50]. ilag gelistirme
asamalar1 oldukca maliyetli ve zaman alic1 oldugundan, ila¢ gelistirenler klinikte
kullanimda olan ilaglarin mevcut hedefleri disinda baska hangi hastaliklarda etkili
olduguna yonelik arastirmalara yonelmislerdir [51]. Uzun yillar sadece antipsikotik
ozellikleri calisilan THZ’nin kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilere sahip
oldugu calismalarda gosterilince, ilacin kanser iizerindeki etkilerinin daha detayl
olarak arastirilmasina karar verilmistir.

Sizofreni, psikoz ve anksiyete gibi hastaliklarin tedavisinde kullanimda olan
bircok dopamin reseptér (DR) antogonisti ilag mevcuttur. Dalton ve ark. yapmis
olduklar1 caligmada, DR antogonisti alan sizofren hastalarinda rektum, kolon, prostat
kanseri gibi kanserlerin goriilme orani DR antogonisti almayan hastalara nazaran
daha az oldugunu gozlemisleridir [52]. Klinik bulgular igeren bu g¢alisma, DR
antogonistlerinin kanser tedavisinde de etkili olabilecegini diistindlirmiistiir.

Literatiir taramasi yapildiginda, dopamin antogonistleri kullanilarak, dopamin
reseptorleri tlizerinden kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eden bir¢cok calisma
bulunmaktadir [53]. Sutton ve ark. THZ nin sitotoksik etkisinin dopamin reseptorii
bagimli ya da bagimsiz olabilecegini gostermistir [54].

Literatiirde dopamin 2 antogonistlerinin hiicre Oliimiinii uyardigina dair
caligmalar mevcuttur. Yan ve ark. dopamin antogonisti olan Raclopride’in yenidogan
sican ventikiiler miyosit hiicrelerinde otofajiyi uyaran belirtecler {izerinden otofajik

hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermislerdir [55]. Shin ve ark. ise dopamin 2
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antogonisti olan Sertindole’un ndroblastoma hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin
artmasina neden olarak otofajiyi uyardigini ifade etmislerdir [56].

Calismamizda, her {i¢ hiicre kiiltiiriinde de dopamin reseptor ifade diizeyleri
Olctildii. Elde edilen bulgularin, THZ nin sitotoksik etkisi ile dogru orantili oldugu
gozlendi. Ozellikle dopamin 2 reseptér miktari yiiksek olan hiicre kiiltiirlerinde
(MCF-7 ve MDA-MB-231) THZ daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik olarak
etkili olurken, dopamin reseptér 2 miktarinin daha az ifade edildigi hiicre
kiltiirlerinde (CD44+/CD24-) THZ nin ICsy degeri daha yiiksek bulundu. (Sekil 4.2)
(Sekil 4.4.) Bu gozlem, THZ’nin sitotoksik etkisinin dopamin reseptor 2 iligkili
olabilecegine dair veriler sundu.

Literatirde, MCF-7, GBM8401, U87MG, AML-OCI2 ve AML-OCI3 gibi
cok cesitli kanser tiirlerine ait olana hiicre kiiltiirlerinin dopamin reseptorii ifade
ettikleri gosterilmistir [17, 57, 58].

Literatiirdeki bu sonuglarla uyumlu olan verilerimiz, THZ’nin meme kanseri
ve meme kanseri kok hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterdi.
Bunun yani sira normal meme epitelyal hiicre kiiltiirii olan MCF-10A hiicrelerinde
THZ sitotoksik etki gostermedi. Byun ve ark. da MCF-10A ve HOSE-E6E7 (normal
ovaryum epitelyum hiicreleri) hiicre kiiltiirlerinde THZ nin 25 uM konsantrasyonuna
kadar sitotoksik etki gozlememislerdir [59]. THZ nin MCF-10A gibi normal meme
epitelyal hiicrelerinde sitotoksik etki gostermemesinin bir nedeni dopamin reseptor 2
ifade diizeyinin (12.6 ng/mL) oldukca diisiik olmas1 ve THZ’ nin hiicre i¢ine aliminm
inhibe etmesi olabilir. THZ’nin artan konsantrasyonlarina ragmen MCF-10A
hiicrelerinde DR2 ifade diizeyinin degismedigi Sekil 4.4’te gosterildi. Ikinci nedeni
ise; membran transporterlarin normal epitelyal meme hiicrelerinde ve kanser
hiicrelerinde yapisal farklilik gdstermesi olabilir. Buradan ¢ikarilan bir bagka sonug
ise; THZ nin sitotoksik etkisinin DR2 ve dopamin sinyaline ihtiya¢ duymasidir.

Dopamin aktivator tasiyicilar  (DAT), dopamin konsantrasyonunun
diizenlenmesinde goérev alan transmembran proteinlerdir. DAT’larin dagilimi ve
ifade diizeyi bircok hastaligin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir. DAT’lar
dopamin reseptdrleri ile ndrotransmitter olan dopamin arasinda iletisimi saglayan
onemli molekiillerdir [60]. Literatiirde DAT’ larin biyobelirteg olarak kullanildig:
caligmalar vardir. Schrodter ve ark. metastatik bobrek kanseri hastalarinda SLC6A3
isimli dopamin transporterini prognostik belirteg olarak tanimlamiglardir [61]. THZ,

meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisini gdstermek i¢in dopamin sinyaline
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ihtiya¢ duymaktadir. DAT’lar dopamin ve dopamin reseptorleri arasinda iletisim
saglayan molekiillerdir. Bu sinyal, dopamin DAT inhibitorii kullanilarak inhibe
edildiginde THZ nin sitotoksik etkisinde azalma oldugunu goézlemledik (Sekil 4.5).
Bu sonug bize; THZ nin sitotoksik etkisinin dopamin sinyali yoklugunda azaldigini
kanitladi. Dopamin reseptorii 2 ile dopamin sinyali arasindaki iletimi saglayan
dopamin aktivator tastyicilar inhibe (TMH inhibitorii ile) edildiginde THZ’nin
sitotoksik etkisinin azalmasi, THZ’ nin bu yolu kullandiginin kanitidir. Dopamin
sinyalinin TMH ile inhibe edilmesi, DR2 ifade diizeyini etkilememektedir. Bu
sinyalin inhibe edilmesi, THZ nin sitotoksik etkisini degistirdigi gozlendi.

Gil-Ad ve ark.’nin fare melanom hiicre kiiltiiriinde phenothiazine sinifina ait
cesitli ilaglarin etkisini (Perphenazine, Thioridazine, Fluphenazine, Chlorpromazine
gibi) calismislardir. Phenothiazine sinifina ait ilaglar bu hiicre kiiltiiriinde apoptozis
kaynakl1 hiicre 6liimiine yol agmistir. Bu ilaglarin i¢inde en etkin performanst THZ
gostermistir [23]. Calismamizda THZ, MCF-7 ve CD44+/CD24- meme kanseri kok
hiicrelerinde apoptotik etki gosterirken MDA-MB-231 hiicrelerinde otofajik etki
gosterdi. CD447/CD24" meme kanseri kok hiicreleri, MCF-7 hiicreleri ile
karsilagtirildiginda ise, meme kanseri kok hiicrelerinin apoptozise daha direncli
oldugu bulundu. Bunun nedeni kanser kok hiicrelerinin heterojen yapida olup,
reseptor ifade diizeylerinin kanser hiicrelerine nazaran daha fazla degiskenlik
gdstermesi olabilir.

Apoptozis bagimsiz iki yontemle (ELISA ve Anneksin/7AAD yontemleri)
dogrulandi. Her iki yontemden elde edilen bulgular paraleldi. Kang ve ark.
calismalarinda serviks ve endometrial kanser hiicrelerinde, THZ nin neden oldugu
apoptotik etkinin PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu ile ortaya ¢iktigini gostermislerdir
[24]. Calismamizda THZ apoptotik etkisini proapoptotik mekanizmalar tizerinden ve
PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu ile gdstermis oldugunu diisiindiirmektedir.

THZ ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde gozlenen sitotoksik
etkinin enden oldugu 6lim tipi otofaji oldu. Otofagozomlarin olugsmasinda basrol
oynayan LC-3 I’in LC-3 II'ye doniisiimiinii Western blot yontemi ile MDA-MB-231
hiicrelerinde gostermemiz, otofajinin en 1yi kanitlarindan biri oldu. Atg 5 ve Beclin-1
gibi otofajiyi indiikleyen molekiillerde de artis gézlendi. SQSTM1/p62 degradasyon
icin ubikutinlenen proteinlerin tasinmasinda goérev alan kargo proteinidir [62].
Bulgularimizda SQSTM1/p62 ifade diizeyinin, otofajiyi uyaran diger proteinlere
(LC3 I-11, Beclin-1, Atg5) gore az degistigi gozlendi.
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THZ’nin sitotoksik etkisinin otofaji ile baglantili olup olmadigini arastirmak
i¢in, otofaji inhibitorii (Chloroquine) kullanarak, otofajik belirtecler inhibe edildi.
Chloroquine, otofagozom ve lizozomlarin flizyonunu inhibe ederek etkisini gosterir
[63]. Otofajinin dogrulamasi, Chloroquine inhibitérii ile yapildi ve otofajiyi
indiikleyen LC3 I-1l, Beclin-1 belirteglerinin ifadesinde THZ nin tek basina etkisine
nazaran daha az azalma gozlendi.

Otofajik belirteglerin ve sitotoksisitenin THZ nin tekli etkisine gore daha az
azalma gostermesi, sitotoksik etkinin otofaji {izerinden oldugunu kanitladi (Sekil
4.8).

Arastirma sorularimizdan biri olan ve calismamizin ikinci biiyiik ayagini
olusturan; THZ’ nin epitelyal mezenkimal geciste (EMT) etkisi/rolii nedir sorusuydu.
EMT, epitelyal fenotipin kaybolarak mezenkimal 6zellik kazanmasidir. Bu ozellik,
invazyon, metastaz ve hastaligin seyri (progrezyon) ile iligkilidir. Kanserde EMT nin
diizenleyici molekiillerinden olan Snail/Slug, Twist, GSK3-B, E-kaderin gibi
proteinlerin ifade diizeyleri degiserek sinyalin bozulmasina neden olmaktadir [64].
Apiko-bazal polarizasyonun, hiicre i¢i siki baglantilarin ve adezyonu saglayan
yapmin bozulmasi, sitoiskelette meydana gelen degisimler, sitokeratin ifadesinin
azalmasi buna karsin vimentin ifadesinin artmasi hiicrelere hareket ve invazyon
yetenegi kazandirmaktadir [65, 66, 67].

THZ’nin 1Csy konsantrasyonlarint uyguladigimiz her ii¢ hiicre kiiltiiriinde
invazyon ve migrasyon kapasitelerinin azaldig1i belirlendi. Invazyon yiizdeleri
hesapladiginda invazyonun yiizde 100°’den MDA-MB-231, CD44°/CD24" ve MCF-7
hiicre kiiltiirlerinde, sirasiyla yiizde 16.5, 24, 29’a distiigii belirlendi. Bu sonuglarin
dogrulandiginin  gostergesi ise; E-cad ifade diizeyinin sirastiyla MCF-7,
CD44'/CD24" ve MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde THZ varliginda artmis
olmasiydi. THZ uygulandiginda E-cad ifade diizeyinin en ¢ok arttigt MCF-7 hiicre
kiiltiiriinde ayn1 zamanda invazyonun azalma yiizdesi de yiiksek bulundu. Invazyon
kapasitesi ve migrasyon potansiyeli sonuglarina gére; MDA-MB-231 hiicreleri
agresif davrams gosterirken, CD44"/CD24 ve MCF-7 hiicrelerinde bu agresifligin
daha az oldugu tespit edildi.

THZ ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde epitelyal belirteclerden olan E-
cad (E-kaderin), CK-18 (Sitokeratin-18), B-catenin molekiillerinde artis gozlerinken,
mezenkimal belirteglerde N-cad (N-kaderin), Vimentin, Fibronektin azalma

gozlendi. Hiicre kiiltiirlerinin farkli karakteristik 6zellikleri nedeniyle farkli oranlarda
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degisim gosteren belirtecler, meme kanserinin heterojenitesini ortaya koydu. Model
olarak calistigmiz hiicre kiiltlirlerinden triple negatif olarak siniflandirilan MDA-
MB-231 hiicreleri agresif fenotipe sahiptir. ER (-), PR(-) ve HER2 (-) olan ve diisiik
claudin ifadesi olan bu hiicreler EMT’ye daha yatkindir. Bir¢ok ¢alismada da diisiik
claudin ifadesi olan hiicre kiiltiirlerinin mezenkimal fenotipe daha kolay gectigi
gdsterilmistir [68, 69]. Invazyon potansiyelini 6l¢tiigiimiiz scratch assay yonteminde
ICso konsantrasyonlarina ait kapanma yiizdesi en gok MCF-7 (%29) en az ise MDA-
MB-231 (%16.5) hiicre kiiltliriinde goézlendi. Meme kanserini modelleyen hiicre
kiiltiirlerinin siniflandirilma kriterine gére Luminal A olan ve hiicre-hiicre adezyon
molekiillerinin ifade diizeylerinin yiliksek oldugu MCF-7 hiicre kiiltiirii scratch assay
sonucumuzu dogruladi. Daha invaziv olan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, kapanma
yiizdesinin diisiik bulunmasi literatiirde yapilan siniflandirmaya uygun bulgular elde
ettigimizi gosterdi [70, 71].

MDA-MB-231 hiicre kiiltiiriinde, gozlenen otofajinin EMT ile iligkili olup
olmadigi, otofaji inhibitorii (CQ) varliginda E-cad ve Vimentin proteinlerinin ifade
diizeyleri Olciilerek belirlendi. E-cad hiicre-hiicre adezyonunun biitiinliiglinii
saglayan dnemli bir molekiildiir [72].

Adezyon molekiilleri arasindaki sinyalin saglikli bir sekilde devaminin
saglanmasi1 E-cad tarafindan kontrol edilir. Otofaji uyarildiginda, ATP miktar: diiser,
AMPK Ulkl proteinini fosforiller ve ayni zamanda otofajinin inhibitrii olan
mTOR’u inaktif duruma getirirr Membran bagimli E-cad molekiiliiniin
lokalizasyonunun degismesi AMPK sinyalini artirir ve otofaji gergeklesir [73].
MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlinde otofajiyi uyaran THZ tek basina uygulandiginda E-
cad ifade diizeyini arttirirken, hiicreler otofaji inhibitorii CQ ile 6n muameleye
birakilarak THZ tekrar uygulandiginda E-cad ifade diizeyi azalmaktadir. Bu bulgu
bize E-cad ifade diizeyi azalinca otofajinin arttigin1 ve EMT ile otofaji arasindaki
baglantiy1 gosterdi.

EMT ve MET (mezenkimal-epitelyal gecis) olaylarinin her ikisi de E-cad
bagimlidir ve hiicreler E-cad ifadesinin azalmasi ile EMT ye yatkin hale gelirler. E-
cad ifade diizeyinin azalmasi, mezenkimal belirteclerden olan N-cad’in ifade
diizeyinin artmasma neden olur. E-cad molekiilii iki nedenden dolayr tiimor
baskilayic1 olarak diisiiniilebilir. Bu nedenlerden birincisi; promotor bdolgesinin
hipermetilasyon sonucu transkripsiyonel diizeyde sessizlesmesi, ikincisi ise;

hiicrelerde yeniden sentezlenmeye basladiginda tiimoriin agresifligini azaltmasidir
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[74]. Promotor bolgesinin hipermetilasyon sonucu transkripsiyonel diizeyde
sessizlesmesi ayni zamanda, molekiilii diizenleyen yolakta transkripsiyon faktorii
olarak rol alan Snail’in fosforillenmesine neden olur. Snail molekiiliiniin
fosforillenmesi E-cad ifade diizeyinin baskilanmasi anlamina gelmektedir [75].
Amacimiz THZ varliginda Snail fosforilasyonunu engelleyerek, Snail’in sebep
oldugu E-cad baskilamasinin 6niine gegmektir.

EMT’de 6nemli bir yeri olan Snail, kinaz protein olan GSK-3p (Glikojen
Sentaz Kinaz 3f) tarafindan kontrol edilir. Snail’in fosforile/defosforile durumunun
belirlenmesinde bu protein kritik bir rol oynar. Snail’in fosforile edildigi iki motifi
vardir; GSK-3f tarafindan ilk motifinden fosforilendiginde degredasyona ugrarken,
ikinci motiften fosforillenmesi Snail’in E-cad’i baskilamasina neden olmaktadir [76].

Calismamizda Bio acetoxime (GSK-3f inhibitorii) kullanilarak, Snail’in
fosforillenmesi inhibe edildi. Western blot sonuglarinda da elde ettigimiz tizere P-
Snail’in ifade diizeyi azald1. Inhibitér ile THZ es zamanli olarak uygulandiginda ise
P-Snail’in ifade diizeyinin daha da azaldig1 gozlendi. Buna bagli olarak, THZ nin
inhibitor ile es zamanl uygulandiginda gosterdigi etki, THZ nin tek basina E-cad
tizerinde gosterdigi etkiye gore E-cad ifade diizeyinde azalma goézlendi. Bu sonug
bize THZ nin EMT 1iizerindeki etkisinde GSK-3f yolaginin rol aldigin1 gosterdi.
Transkripsiyon faktorii olan ve E-cad’i baskilayan Snail’in ifade diizeyinin azalmasi

sonucu her {i¢ hiicre kiiltlirlinde de E-cad ifade diizeyi artt1.
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5.SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasinda planlanan is paketlerinden elde edilen sonuglar;

e THZ’nin hiicre canlilig1 {izerine etkileri, insan normal (MCF-10A), meme
kanseri (MCF-7, MDA-MB-231) ve meme kanseri kok hiicre (CD44'/CD24)
kiiltiirlerinde, artan konsantrasyon (1-30 uM) ve zamana (24., 48. ve 72. saat)

bagl olarak dlgiildii. Istatistiksel olarak anlamli ve en etkin sonug 24. saatte
elde edildi.

e THZ ile muamele edilen MCF-7, MDA-MB-231, CD44'/CD24 hiicre
kiiltiirlerinde ICso degerleri sirasiyla, 16.4, 9, 18 puM olarak bulundu.

e THZ’nin artan konsantrasyonlari ile (1-30 pM) muamele edilen hiicre
kiiltiirlerinde konsantrasyon artttkca DR2 ifade diizeylerinin azaldigi

gosterildi.

e Belirlenen ICsy degerlerinin, hiicre kiiltiirlerindeki DR2 ifade diizeyi ile
iligkili oldugu gozlendi. ICsp degeri yiiksek olan hiicre kiiltlirlerinde DR2’nin
daha az sentezlendigi, ICsp degeri diisiik olan hiicre kiiltiirlerinde ise DR2

sentezinin daha fazla oldugu tespit edildi.

e Dopamin aktivator tasiyict inhibitérii  olan, Threo-methylphenidate
hydrochloride (TMH) ile muamele edilen hiicrelerde THZ’nin tek basina
gosterdigi sitotoksik etkiye nazaran inhibitér ile 6n muamele yapilarak

olusturulan kombinasyonda sitotoksik etkisinin azaldig: belirlendi.

e THZ ile 24 saat muamele edilen MCF-7 ve CD44"/CD24 hiicre kiiltiirlerinde
apoptozisin belirteci olan DNA fragmentasyonu miktar1 konsantrasyona bagli

artis gosterdi.

53



Birbirinden bagimsiz olan her iki yontemde de MCF-7 ve CD44'/CD24
hiicre kiiltiirlerinde apoptozis gozlenirken, MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlinde
apoptotik etki gozlenmedi. Apoptozisin saptanmadigt MDA-MB-231 hiicre
kiltliriinde otofaji tespit edildi.

CD44/CD24", MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde THZ varliginda

invazyon ve migrasyon potansiyeli belirlendi.

Thioridazine’ nin epitelyal-mezenkimal geciste rol alan proteinler tizerindeki

etkisi her ii¢ hiicre kiiltiiriinde de aragtirildu.

MDA-MB-231 hiicre kiiltiirlerinde THZ’nin otofajiye bagli sitotoksik
etkisinin EMT belirtecleri ile iligkisi arastirildi. THZ ve CQ (otofaji
inhibitorii) ile beraber uygulandiginda, epitelyal belirteclerden E-cad’in ifade
diizeyinin azaldig1 mezenkimal belirteclerden Vimentin’in ifade diizeyinin ise

arttig1 gozlendi.

Epitelyal-mezenkimal gegisi diizenleyen yolakta gorev alan molekiillerin

THZ varlhigindaki ifade diizeyleri western blot yontemi ile l¢tildii.

Yolag1r diizenleyen molekiillerden; GSK-3B, P-GSK-3B, Snail/Slug, P-
Snail/Slug, E-cad molekiillerinin ifade diizeyleri test edildi. Her {i¢ hiicre
kiiltiiriine de THZ nin ICsg konsantrasyonu ve 50 uM Bio acetoxime (GSK-
3B inhibitorii) tekli ve kombinasyon olarak uygulandi. MDA-MB-231,
CD44%/CD24" ve MCF-7 hiicre Kkiiltiirlerinde THZ ve inhibitoriin tekli
uygulamalarina gore, kombinasyonda P-Snail molekiiliintin ifade diizeyinde
azalma gozlenirken, E-cad ifade diizeyi arti. MCF-7, MDA-MB-231,
CD44%/CD24, hiicre kiiltiirlerinde E-cad ifade diizeyi, THZ ve Bio acetoxime
kombinasyonunda kontrole gore, sirasiyla 5.2 kat, 7.3 kat, 8.1 kat artis

gosterdi.
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Hiicre Kkiiltlirleri model olarak kullanilarak yapilan bu doktora tezinde,
THZ’nin etkilerine dair orijinal bulgular elde edildi. Literatiirde c¢esitli hiicre
kiltlirlerinde yapilan ¢alismalar gibi bizim c¢alismamiz da THZ’ nin meme kanseri
hiicre kiiltiirlerinde etkilerinin 6n verilerini elde etti. Calismanin kisitlayici tarafi,
THZ’nin neden oldugu apoptoziste hangi molekiillerin gorev aldiginin
aydinlatilmamasidir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin biiyiik bir yan etkisi
bulunmaktadir, THZ az yan etkilere sahip olan ve normal insan hiicre kiiltiirlerinde
sitotoksik etkiye neden olmayan, gii¢lii bir kemoterapdtik bir ilag adayidir. Elde
edilen bu verilerin hayvan deneyleriyle de dogrulanmasi onerilmektedir. Ayrica,
antipsikotik bir asil hedefi disinda da etkili olabilecegi yaklasimi meme kanseri hiicre

kiiltiirlerinde gosterildi.
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