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Trabektedinin Meme Kanseri
Kok Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri

Cytotoxic and Apoptotic Effects of
Trabectedin on Breast Cancer Stem Cells

OZET Amag: Bu calismada, etkileri heniiz meme kanseri kék hiicrelerinde aragtirilmamus olan tra-
bektedinin (ET743, Yondelis®) sitotoksik ve apoptotik etkileri MCF-7 hiicreleri ve bu hiicrelerden
izole edilen CD44*/CD24 meme kanseri kok hiicreleri iizerinde kargilastirmali olarak arastirilmis-
tir. Gereg ve Yontemler: CD44*/CD24" belirteglerine sahip meme kanseri kok hiicreleri MCF-7
hiicre kiiltiirtinden akis sitometri metodu ile izole edildi. Trabektedinin MCF-7 ve CD44"/CD24
meme kanseri kok hiicrelerinin canlilig: tizerindeki etkisini belirlemek tizere XTT testi kullanildi.
Trabektedinin, hiicrelerin canlihig: tizerindeki etkisi konsantrasyona ve zamana baglh olarak 6l¢iildii.
Apoptotik etki DNA fragment miktarinin 6l¢iimiiyle, mitokondriyal membran potansiyelinde mey-
dana gelen degisimler ise tetrametilrodamin etil ester (TMRE) boyamasiyla belirlendi. Bulgular: Tra-
bektedin, hiicre canliligini MCF-7 meme kanseri ve CD447/CD24 meme kanseri kok hiicre
gruplarinin her ikisinde de konsantrasyona ve zamana bagl olarak inhibe etti. MCF-7 hiicreleri 48.
saatteki ICs konsantrasyonlar: i¢in 4,52+0,7 nM, CD44+/CD24- hiicreleri i¢in ise 1,23+1,2 nM ola-
rak hesaplandi. ICs, konsantrasyonlar: degerlendirildiginde, CD44'/CD24 meme kanseri kok hiic-
relerinin trabektedine MCF-7’den daha hassas oldugu tespit edildi. Kontrol grubundaki hiicrelerin
mitokondrileri floresans TMRE boyasi ile boyanirken, trabektedinle muamele edilen her iki hiicre
popiilasyonunun da boyanma miktarlarinda azalma gozlendi. Trabektedinin CD44"/CD24" meme
kanseri kok hiicrelerinde apoptozu daha etkin bir sekilde indiikledigi belirlendi. Sonug: Elde edilen
veriler, trabektedinin meme kanseri hiicre grubunda oldugu gibi meme kanseri kok hiicrelerinde de
sitotoksik ve apoptotik etkisi oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, trabektedinin meme kanseri
igin potansiyel bir terapotik olabilecegini gostermektedir. Ancak trabektedinin meme kanseri kok
hiicreleri tizerindeki etkilerinin daha detayli olarak ¢aligildig: aragtirmalara ihtiyag vardar.

Anahtar Kelimeler: Trabektedin; meme kanseri; MCF-7; kanser kok hiicresi; sitotoksisite; apoptozis

ABSTRACT Objective: In this study, effect of trabectedin (ET743, Yondelis®) was investigated on
the viability of MCF-7 cells and CD44'/CD24  breast cancer stem cells. Material and Methods:
CD44/CD24  breast cancer stem cells were isolated from MCF-7 cells by using flow cytometry.
XTT test was used to investigate the effect of trabectedin on the viability of MCF-7 and CD44+/
CD24 breast cancer stem cells. Apoptotic effect of trabectedin was investigated by measuring DNA
fragmentation and changes in mitochondrial membrane potential were determined by tetram-
ethylrhodamine ethyl ester (TMRE) staining. Results: Trabectedin inhibited the cell viability of
both MCF-7 breast cancer and CD447/CD24 breast cancer stem cells in a concentration and time
dependent manner. ICs5, concentrations at 48 h was calculated as 4.52+0.7 nM for MCF-7 cells and
1.23+1.2 nM for CD44*/CD24" cells. It was found that breast cancer stem cells were more sensitive
to trabectedin than MCF-7 cancer cells. Cells in control group were stained with fluorescent TMRE
stain but the staining was less in the both cell groups that were treated with the IC5, concentrations
of trabectedin. It was shown that trabectedin induced more apoptotic cells in CD44*/CD24" breast
cancer stem cells. Conclusion: According to the current data, it was shown that trabectedin in-
duced cytotoxicity and apoptosis in breast cancer stem cells as well as MCF-7 cancer cells in a con-
centration and time dependent manner. These data indicates that trabectedin might be a potential
therapeutic for breast cancer. However, more detailed studies investigating the effects of trabecte-
din on breast cancer stem cells are needed.
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anser kok hiicreleri (KKH’ler), timo6r do-
B kusunu olugturan heterojenik hiicre popii-

asyonu arasinda kok hiicre benzeri
Ozelliklere sahip olarak tanimlanmaktadirlar.
Kendi kendini yenileyebilme ve farkli hiicrelere
farklilagabilme 6zelliklerine sahip olan KHK’lerin
bu 6zelliklerinin yeni kanser hiicrelerinin olusu-
muna neden oldugu disinilmektedir.!? Timor
baslatic1 hiicreler olarak adlandirilan KKH’lerin,
rekiirrensler ve kemoterapi direncinden sorumlu
oldugu gosterilmistir.>*

KKH’ler farkl kanser tiplerinde hiicre yiizey
antijenleri ve intraseliiler ¢oziilebilen proteinlerin
kombinasyonlarinin bulunmasi sayesinde belirlen-
mistir.! 11k kez 1997 yilinda miyeloid lésemide,
solid tiimorlerde ise ilk kez meme kanserinde 2003
yilinda tamimlanmistir. Meme kanserinden elde
edilen ilk KKH’ler CD44/CD24" hiicreleridir.” Bu
alt popiilasyonun, insan meme dokusundaki varsa-
yilan kok hiicreler oldugu bilinmektedir ve epitel-
yal mezenkimal gecis sirasinda iretilmektedir.
CD44*/CD24~ meme kanseri hiicreleri, diger belir-
tecleri tagiyan hiicrelere gore yiiksek derecede tii-
morojenik olup ila¢ direnci oldukga yiiksek
hiicrelerdir.” Hiicre 6lim mekanizmalarindan ka-
cabilme 6zellikleri de bu hiicre tipinin ilag diren-
cine katkida bulunmaktadir. Bunun yaninda,
konvansiyonel ila¢ tedavileri sonucu elimine edi-
lemeyen diren¢li KKH’ler yeniden proliferatif faza
girerek nitkse neden olmaktadir.® Bu nedenlerden
dolay:r meme kanser kok hiicrelerini elimine ede-
bilecek yeni ajanlarin aragtirilmas: 6zellikle 6nem
kazanmaktadur.

Trabektedin (ET743, Yondelis®), Karayip De-
nizi’'nde yasayan bir tunikat olan Ecteinascidia tur-
binata’dan izole edilmig deniz alkaloididir.”
Kendine 6zgii kimyasal yapisi olan trabektedin,
diger alkilleyici ajanlardan farkli olarak DNAnin
kiiciik oluguna baglanir. DNA hasar1 olusturmasi-
nin yani sira DNA tamiri ve transkripsiyon islem-
lerinin fonksiyonunu bozarak hiicre ¢ogalmasini
engelleyici etki gostermektedir.’” Ileri caligmalar,
trabektedinin sadece tiimor hiicrelerinde degil,
timor mikrogevresinde de etkili oldugunu goster-
mistir.” Cok ¢esitli timor hiicrelerinde etkin akti-
vite gosteren trabektedinin klinik aragtirmalar1 hala
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SEKIL 1: Trabektedinin kimyasal yapist.t

devam etmektedir (Sekil 1).2 Daha 6nceki ¢aligma-
larda, trabektedinin, sarkoma kanseri kok hiicrele-
rinde hiicre canliligini inhibe ettigi, apoptozisi
indiikledigi ve DNA hasarina neden oldugu goste-
rilmistir.’ Prostat kanseri kok hiicrelerinde ise G2/M
hiicre siklusu blokajina neden olarak apoptozisi in-
diikledigi ortaya konmustur.'” Ancak trabektedinin
meme kanseri kok hiicreleri iizerindeki etkileri de-
tayl olarak caligilmamistir. Bu ¢aligmada, trabek-
tedinin, MCF-7 kanser hiicrelerinden izole edilen
CD44/CD24~ meme kanseri kok hiicrelerinin can-

lilig izerindeki etkileri aragtirilmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER

HUCRE KULTURU

Insan meme kanseri hiicre hatt1 MCF-7, Ege Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi, Tiilay Aktags Onkoloji Has-
tanesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuvari’'nin
[Health Protection Agency (HPA), Ingiltere]’den
satin aldig: hiicre hatlar1 stogundan temin edildi.
MCF-7 hiicreleri, %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal
sigir serumu, 10.000 unite/mL penisilin ve 10
mg/mL streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde,
37°C sicaklikta ve %5 CO, iceren inkiibatorde (Bin-
der, Almanya) ¢ogaltildi. Hiicre kiiltiirleri, canhilik,
¢ogalma ve enfeksiyon acisindan “inverted” 1s1k
mikroskobunda giinliik olarak izlendi. Meme kan-
seri kok hiicreleri kok hiicre stabilitesinin korun-
mast i¢cin RPMI 1640 besiyerinde, hi¢bir ek serum,
antibiyotik, antimikotik kimyasal ilave edilmeden
¢ogaltildi.
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FLORESAN AKTIVE HUCRE SECIMI

CD44+/CD24~ meme kanseri kok hicreleri, MCF-7
hiicre kiiltiiriinden “Fluorescence Activated Cell
Sorting (FACS)” (FACSAria™; BD Biosciences, San
Jose, CA, ABD) cihazi kullanilarak izole edildi.
Hiicre secimi i¢in kiiltiir flask: i¢indeki hiicre yo-
gunlugunun %80’e ulagmas1 beklendi. Hiicreler,
enzimatik olmayan hiicre ayirma soliisyonu (Sig-
maAldrich, ABD) kullanilarak yiizeyden ayrildi ve
santrifiijlendiken sonra Dulbecco’s Phosphate-Buf-
fered Saline (DPBS, Invitrogen, ABD) i¢inde resiis-
panse edildi. 5x10* hiicre sayildi ve se¢im igin
kullanilacak CD44 (FITC-isaretli, clone G4426; BD
Biosciences, ABD) ve CD24 (PE-isaretli, Miltenyi
Biotec Ltd., Woking, Surrey, ingiltere) monoklo-
nal antikorlari ile (1:100 in FACS yikama ile %0,5
bovine serum albumin; 2 mM NaN3 ve 5 mM
EDTA) 15 dk, 4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon SO-
nunda hiicreler santrifiij edildi ve siispanse edile-
rek akim sitometrisi cihazindan gegirildi. Yiizey
belirteci pozitif olan ve negatif olan hiicre gruplar:
olarak ayrilip hiicrelerin safliklar1 FACSAria™ flow
sitometrisi analizi ile degerlendirildi, %85 ve iize-
rindeki safliga sahip 6rnekler deneylerde kulla-
nildi.!

HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMESI

Trabektedinin MCF-7 ve CD44'/CD24™ meme kan-
seri kok hiicrelerinin canlilig tizerindeki etkisini
belirlemek tizere XTT testi (Roche, Almanya) kul-
lanildi. Hiicreler her bir kuyuda 10* hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara aktarildi. Trabek-
tedinin, hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkisi kon-
santrasyona ve zamana bagli olarak ol¢iildi.
Trabektedin, (Pharma Mar, Ispanya) dimetil siil-
foksit (DMSO, Sigma) i¢inde ¢oziilerek 2 mM’Iik
stok soliisyonlar halinde hazirlandi. Artan kon-
santrasyonlarda (1012-10° M) trabektedin 24, 48 ve
72 saat siiresince hiicrelere uygulandi. XTT soliis-
yonu sodyum 3’- [1-(fenil-aminokarbonil)- 3, 4-
tetrazolyum]- bis (4-methoksi-6-nitro) benzen
stilfonik asit hidrat ile N-metil dibenzopirazin metil
stilfatin 50:1 oraninda karistirilmas: ile hazirlandi.
Her bir kuyucuga 100 pL hazirlanan XTT soliis-
yonu eklenerek, hiicre kiiltiir plakalar1 37°C’de %5
CO, ihtiva eden inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi.
Dort saat sonunda, kuyucuklardaki absorbans de-

424

gerleri 450-490 nm referans dalga boyu araliginda
mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Rea-
der, Beckman Coulter, ABD) 6l¢iildii.

MITOKONDRIYAL MEMBRAN POTANSIYELINDE
MEYDANA GELEN DEGISIMLERIN BELIRLENMESI

Trabektedin uygulamasindan sonra mitokondriyal
membran potansiyeli (MMP)'nde meydana gelen
degisimler, tetrametilrodamin etil ester (TMRE)
boyamasiyla belirlendi. TMRE, pozitif yiiklii flore-
sans bir boya olup hiicredeki negatif yiiklii (aktif)
mitokondrileri boyar. Depolarize veya inaktif mi-
tokondrilerde membran potansiyeli azalacagindan
gozlenen floresans miktar1 da azalir. 5 mg TMRE, 1
mL DMSO iginde ¢oziilerek boyanin 10 mM’Iik
stok soliisyonu hazirlandi. Her kuyucukta 5x10°
hiicre olacak sekilde 6’11 plakalara ekilen hiicreler
tutunmalari i¢in 37°C’de ve %5 karbondioksit ice-
ren inkiibatdrde 24 saat bekletildi. Inkiibasyonun
sonunda her iki hiicre hatt1 da trabektedin i¢in he-
saplanan ICsy konsantrasyonlariyla (MCF-7 i¢in 4,8
nM, CD44'/CD24~ kok hiicreleri i¢cin 1,8 nM) 48
saat siiresince muemele edildi. Kirk sekiz saat so-
nunda 1:10 oraninda TMRE boyas:1 eklendi ve hiic-
reler 37°C’de 15 dk daha inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 hiicrelerdeki floresans miktar1 floresans
mikroskopta 540 nm’de (Olympus, Hamburg, Al-
manya) goriintiilendi.

DNA FRAGMENTASYON MIKTARININ GLCULMESI

Hiicre 6liimii kaynakl olarak olusturulan sitoplaz-
mik histon-iligkili DNA framgentlerinin (mono- ve
oligo- niikleozomlar) 6l¢timil i¢in “Cell Death De-
tection ELISA Plus Kit” (Roche Applied Science,
Mannheim, Almanya) kullanildi. Hiicreler, her ku-
yucukta 10* hiicre olacak sekilde kuyucuklara
ekildi ve tutunmalar: i¢in 37°C sicaklik, %5 kar-
bondioksit ve %95 nem iceren inkiibatorde 24 saat
bekletildi. Ardindan hiicreler, trabektedinin artan
konsantrasyonlar: (102-10° M) ile trabektedin 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, kuyu-
cuklara kitin igerdigi lizis soliisyonu eklendi ve 30
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Elde edilen hiicre
lizatlarindan 20 pL, kitin icerdigi streptavidin kaph
mikroplaka kuyucuklarina eklendi. Histon prote-
inleri ve niikleozomlarin 6rneklere baglanmasini

saglayan (anti-histon biotin ve anti-DNA-
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peroksidaz) antikorlar1 iceren immiino-kompleks
eklenen mikroplakalar, orbital galkalayic igeri-
sinde 240 rpm’de oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Baglanmayan bilesenlerin yikama basamak-
lariyla uzaklagtirilmasinin ardindan, niikleozom
miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi, im-
miino-komplekslere baglanan peroksidazlarin 61-
ciilmesi ile gergeklestirildi. Kuyucuklara ABTS
substrat1 eklenen mikroplaka, DTX 880 Multimode
Reader mikroplaka okuyucuda (Beckman Coulter,
Miami, FL, ABD) 405 ve 490 nm dalga boylar re-
ferans alinarak odl¢iildd.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Her deney 3 kez tekrar edilmistir. Istatistiksel ana-
liz, tek yonlii varyans analizi ve ardindan Dunnett’s
post hoc testi kullanilarak yapilmistir. p<0,05 ista-
tistiksel anlamli fark olarak kabul edilmisgtir.

BULGULAR

CD44+/CD24° MEME KANSERI KOK HUCRELERININ
iZOLASYONU

Akim sitometrisi ile MCF-7 hiicrelerinden izole
edilen CD44"/CD24™ meme kanseri kok hiicrele-
rine ait grafik Sekil 2’de gosterildi. CD44*
popiilasyonu yogun ve CD24~ olan hiicreler
meme kanseri kok hiicresi olarak degerlendirildi
(Sekil 2).

TRABEKTEDININ CD44+/CD24- MEME KANSERI

KOK HUOCRE CANLILIGI UZERINDEKi ETKILERI

Trabektedinin 10'2-10° M konsantrasyon aralikla-
rindaki 24, 48 ve 72 saat siirelerinde hiicre canlili-

gina etkisi MCF-7 meme kanseri ve bu hiicreler-
den elde edilen CD44*/CD24™ meme kanseri kok
hiicre grubunda arastirildi. Sekil 3 ve Sekil 4’te go-
rildigi gibi, trabektedin, her iki hiicre grubunda
da hiicre canhiligin1 konsantrasyona ve zamana
bagl olarak inhibe etti (p<0,05). Trabektedin ile
muamele edilen hiicre kiiltlirlerinde arastirilan
zaman araliklarindan istatistiksel olarak anlamli ve
en etkin sonug 48. saatte elde edildi. Kirk sekizinci
saatteki IG5, konsantrasyonlar1t MCF-7 hiicreleri
icin 4,52+0,7 nM, CD44*/CD24" hicreleri i¢in ise
1,23+1,2 nM olarak hesaplandi. ICs, konsantras-
yonlar1 degerlendirildiginde, CD44*/CD24™ meme
kanseri kok hiicrelerinin trabektedine MCF-7’den
daha hassas oldugu tespit edildi.

TRABEKTEDININ MiTOKONDRIYAL MEMBRAN
POTANSIYELI UZERINDEKI ETKILERI

Trabektedinin MCF-7 ve CD44*/CD24" hiicrele-
rinde MMP tizerindeki etkilerini aragtirmak igin
hiicreler TMRE ile boyanarak floresan mikroskop al-
tinda goriintiilendi. Kontrol grubundaki hiicrelerin
mitokondrileri floresans TMRE boyasi ile boyanir-
ken, trabektedinin ICs, dozlariyla 48 saat muamele
edilen her iki hiicre popiilasyonunda boyanma mik-
tarlarinda azalma gozlendi (Sekil 5). Hiicre canlilig
verilerine paralel olarak CD44*/CD24™ meme kan-
seri kok hiicrelerinde TMRE boyanmasindaki azal-
manin MCF-7 hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
tespit edildi.

TRABEKTEDININ APOPTOTIK ETKiSi

Trabektedinle muamele edilen MCF-7 ve CD44*/
CD24" hiicrelerindeki apoptotik etkisini belirle-

SEKIL 2: MCF-7 hiicre killtiirinden, CD44+/CD24" belirtecleri tizerinden meme kanseri kok hicrelerinin FACS (FACSAria; BD Biosciences, San Jose, CA, ABD)

cihaz! ile izolasyonu.
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SEKIL 3: Trabektedinin MCF-7 meme kanseri hicrelerinin canliligi tizerindeki
konsantrasyona ve zamana bagli etkileri (p<0,05).
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SEKIL 4: Trabektedinin CD44+/CD24 meme kanseri kok hiicrelerinin canli-
li§1 Uzerindeki konsantrasyona ve zamana bagl etkileri (p<0,05).

mek tizere trabektedinin en etkin oldugu 48. sa-
atte sitoplazmik histon-iligkili DNA fragment
miktarlar 6l¢iildii. Elde edilen verilere gore tra-
bektedin her iki hiicre grubunda da DNA frag-
ment miktarinda doza bagli artisa neden oldu

(Sekil 6).

I TARTISMA

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda go-
riilme siklig1 hizla artan kanserlerden biridir ve in-
vaziv meme kanserli hastalar icin heniiz etkili bir
tedavi secenegi bulunmamaktadir.'>? Mevcut te-
daviler sirasinda gelisen ila¢ direnci ve tedavi
sonrasi hastaligin niiks etmesi tedavi secenekle-
rini kisitlayan 6nemli etkenlerdir. Son yapilan ¢a-
lismalar, kanserli hastalara uygulanan kemoterapi
ve radyoterapi gibi tedavi yontemlerinin basarisiz
olmasinin temel nedenlerinden birinin KKH’ler-
deki diren¢ mekanizmalar1 oldugunu ortaya koy-
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mugtur.*'” Bu nedenle KKH’leri hedefleyen yeni
ajanlarin arastirilmasi giderek 6nem kazanmakta-

dir.

KKH’leri belirlemek tizere kullanilan yontem-
lerin en bilineni, karakteristik ytizey belirteglerine
gore yapilan siniflandirmadir. Meme kanseri kok
hiicrelerinde CD44’iin yiiksek ve CD24in diisiik
ekspresyonu (CD44/CD247/4istk) by belirteglerden
biridir. CD44*/CD247/45stk gzellikteki KKH’lerin
CD44+/CD24" olan hiicrelere gore daha tiimorije-
nik oldugu, invaziv ve metastatik 6zelliklerinin

13-15

daha ¢ok oldugu bilinmektedir.

Bu caligmada, etkileri heniiz meme kanseri
kok hiicrelerinde aragtirilmamisg olan trabektedinin
hiicre canlilig tizerindeki etkileri MCF-7 hiicreleri
ve bu hiicrelerden izole edilen CD44*/CD24~ kan-
ser kok hiicreleri iizerinde kargilagtirmali olarak
arastirilmistir. Trabektedin uygulanan her iki
hiicre grubunda da hiicre canlilify konsantras-
yona ve zamana bagl olarak azaldi. Ancak, MCF-
7 hiicreleri i¢in 4,52+0,7 nM olarak hesaplanan
ICs degeri, CD44*/CD24™ hiicreleri i¢in 1,23+1,2
nM olarak hesaplandi. Kirk sekizinci saatte hesap-
lanan ICsy konsantrasyonlar: kargilastirildiginda,
CD44+/CD24" ko6k hiicrelerinin trabektedinin sito-
toksik etkisine MCF-7 hiicrelerinden daha hassas
oldugu belirlendi. Literatiirde, trabektedinin
KKH’ler tizerindeki etkilerinin ¢aligildig1 aragtir-
malarin sinirh oldugu goriilmektedir. Martinez-
Cruzado ve ark., sarkoma hiicre hatlar1 ve
bunlardan elde edilen KKH alt gruplarinda trabek-
tedinin etkilerini aragtirmiglardir.® 402,91 ve 1765
miksoid/yuvarlak hiicreli lipo-sarkom hiicre hatla-
rinda trabektedinin 72. saatteki ICs, degerlerini s1-
rasiyla 0,09 ve 1,0 nM, bunlardan elde edilen KKH
hatlar1 MSC-5H-FC ve T-5H-FC#1’de ise sirasiyla
0,51 ve 0,55 nM olarak tespit etmislerdir. Aym
KKH’lere trabektedin uygulamasi sonrasinda
KKH’lerin tiimorosfer olusumunu da inceleyen
arastirmacilar, trabektedinin 72 saat sonunda tii-
morosfer sayis1 ve canliligini doza bagh azalttigini
tespit etmislerdir. ICs, degerlerinin de aderan hiic-
relerde elde edilen sonuglara benzer hesaplandigini
belirtmislerdir. Hem total hiicre grubu hem de
KKH alt gruplarinda elde ettikleri benzer ICs; de-
gerleri sonucu, trabektedinin kanser hiicrelerinde
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4.8 nM Trabektedin (IC5)

1.8 nM Trabektedin (ICs5)

SEKIL 5: Kirk sekiz saat trabektedin muamelesi sonrasi TMRE boyas! ile boyanan MCF-7 ve CD44+/CD24- meme kanseri kék hiicrelerinin floresans mikroskop
goruntiileri (x40).
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SEKIL 6: Trabektedinin artan konsantrasyonlariyla 48 saat muamele edilen MCF-7 ve CD44+/CD24" meme kanseri kok hiicrelerindeki DNA fragmentasyon
ylizdeleri (*p<0,05).

oldugu gibi KKH alt grubunun da canliligini benzer ~ rindeki etkileri, PC-3 ve DU-145 prostat kanseri
verimlilikle inhibe ettigini ortaya koymuslardir. hiicreleri ve bunlardan elde edilen CD133*/CD44*
Diger bir caligmada ise trabektedinin KKH’ler tize- KKH’ler tizerinde arastirilmigtir.! DU-145 hiicre-
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lerinde trabektedinin 48. saatteki ICs, degeri 10
nM, DU-145  hiicrelerinden elde edilen
CD133*/CD44* KKH’lerde ise I1Csq degeri 100 nM
olarak hesaplanmistir. PC-3 hiicreleri i¢in 100 nM
olarak hesaplanan ICs degeri, PC-3 hiicrelerinden
elde edilen KKH’ler icin hesaplanamamistir.
CD133*/CD44* prostat kanseri kok hiicrelerinin
trabektedine prostat kanser hiicrelerinden daha di-
rengli oldugunu ortaya koyan arastirmacilar, bu di-
rencin kanser kok hiicrelerinin metabolizmasi ile
iligkili olabilecegini belirtmislerdir.'’ Bu hiicrelerin,
DNA hasar kontrol yolaginin aktivasyonunda ve
tamir mekanizmalarinda artig olmasi nedeni ile tra-
bektedine daha direngli olabilecegi, ayrica KKH’lerin
GO fazinda ve nispeten daha yavas proliferasyon hi-
zina sahip olmasindan 6tiirti bu direnci gostermis
olabilecekleri diistiniilmektedir.

Meme kanseri hiicreleri ve bunlardan izole
edilen KKH’lerde elde ettigimiz sonuglarda ise
meme kanseri kok hiicrelerinin, trabektedine
KKH’lerden daha duyarli oldugunu tespit ettik.
KKH’lerin ila¢ direncine sebep olan temel meka-
nizmalardan birinin Wnt/B-katenin, Notch, Hed-
gehog gibi sinyal yolaklarini kullanmalar: oldugu
bilinmektedir. Trabektedinin bu sinyal yolakla-
rindaki gesitli molekiilleri modiile ettigi ise 6n-
ceki ¢aligmalarda gosterilmistir.'®!” Dolayisiyla
trabektedinin bu selektif etkisinin muhtemel se-
beplerinden birinin, KKH’lerin ¢ogalmas: ve ida-
mesi i¢in kilit rol oynayan bu sinyal yolaklarini
modiile etme yetenegiyle iligkili olabilecegini dii-
stindirmektedir.

Hiicre canlihiginin 6nemli bir gostergesi olan
DNA fragmentasyonu ve MMP’nin azalmasi apop-
tozun temel gostergelerindendir.’® Mitokondrinin
i¢ ve dig membraninda, transmembran potansi-
yelinde bozulma ve sitokrom c ve apoptoz in-
diikleyici faktor gibi mitokondriyal proteinlerin
sitoplazmaya saliniminin farklh apoptotik yollar
baslattig1 ve aktive ettigi gosterilmistir.'® Caligma-
mizda, trabektedinin CD44*/CD24~ KKH’lerinde
DNA fragmentasyonunu artirdifn ve MMP’yi
azalttify gosterilmistir. Trabektedinin KKH’ler-
deki apoptotik etkisi daha 6nceki ¢aligmalarda
gosterilmigtir. Martinez-Cruzado ve ark., sar-
koma hiicrelerinden elde edilen KKH alt grupla-
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rinda trabektedinin konsantrasyona bagli olarak
apoptozu indiikledigini tespit etmigslerdir.’ A¢ik-
goz ve ark.nin ¢alismasinda, trabektedinin pro-
stat kanseri kok hiicrelerinde apoptozu doza bagh
olarak indiikledigini ayrica trabektedinin ICj,
konsantrasyonlar1 uygulandiginda kaspaz-3, kas-
paz-8, kaspaz-9, p53 molekiillerini artirdig, Bcl-
2 molekiliini ise azalttigini gostermigtir. '

[ SONUG

Elde edilen veriler, trabektedinin meme kanseri
hiicre grubunda oldugu gibi meme kanseri kok hiic-
relerinin canliligini da konsantrasyona ve zamana
bagh olarak inhibe ettigini ve meme kanseri kok
hiicre grubunda apoptozu daha etkin bir sekilde in-
diikledigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, trabek-
tedinin meme kanseri i¢in potansiyel bir terapotik
olabilecegini gostermektedir. Ancak trabektedinin
meme kanseri kok hiicreleri tizerindeki etkilerinin
daha detayl1 olarak c¢alisildig1 arastirmalara ihtiyag
vardir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, t1bbi alet,
gerec ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamistir.

Cikar Catigmasi

Bu caligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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