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Prostat kanseri en sik tani konulan koéti huylu ttimoérlerden olup erkeklerdeki timorlere bagh
oltimlerin 6nde gelen ikinci nedenidir. Diger kanserlerde oldugu gibi prostat kanserinin tedavisinde de
metastaz temel problemdir. Ustelik lokalize evredeyken tiimoriin metastatik yayihm gosterip
gostermeyecegi belirlenememektedir. Prostat kanserinin erken dénemde belirti vermemesi nedeniyle
cogu bireyde hastalik teshis edildiginde metastaz da gelismistir. Prostat bezinin kontrolsiiz biiylimesi
ile gelisen prostat kanserinin ilerleyip metastaz yapmasinda voltaj kapili sodyum kanallarinin ¢ok
onemli rolleri oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikmistir. Voltaj kapili sodyum kanallar
iki alt Oniteden (o ve ) meydana gelen transmembran proteinleridir. a alt nitesini kodlayan on
(SCN1A — SCN5A, SCN7A, SCN9A — SCN11A), B alt uinitesini kodlayan dort adet (SCN1B — SCN4B)
gen bulunmaktadir. Bu calismada prostat doku ¢rneklerinde a alt tnitesi SCN9A geni tarafindan
kodlanan (Navl.7) voltaj kapili sodyum kanal proteinin varliginin imminohistokimyasal olarak
arastirllmasi amaclanmistir. Calisma; 2012-2014 yillari arasinda Sanliurfa’daki gesitli hastanelere
genitouriner sistem rahatsizliklari nedeniyle basvuran bazi hastalarin prostat doku &rnekleri ile
gerceklestirilmistir. Doku ornekleri; Normal prostat, Benign prostat hiperplazisi (BPH), Prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN), Nonmetastatik prostat kanseri ve Metastatik prostat kanseri olmak (zere
5 gruba ayrilmistir. Nav1.7 monoklonal antikoru kullanilarak yapilan imminohistokimyasal boyama
sonucunda elde edilen bulgular Kkarsilastirilmis ve literatiir bilgisinin aksine Nav1.7 monoklonal
antikoru ile dokularda boyanma olmadig tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Prostat kanseri, metastaz, voltaj kapili sodyum kanall,
imminohistokimya
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Prostate cancer is the most commonly diagnosed malignant tumors and is the second leading cause of
deaths related to tumors in men. As in other cancers, metastasis is the main problem in the treatment
of prostate cancer. Moreover, it can not be determined whether the localized tumor will have the
metastatic spread. Metastasis has also developed when the disease is diagnosed in most individuals
because of the prostate cancer don't display early symptoms. As results of the studies, it has been
revealed that the voltage-gated sodium channels had important roles in metastatic process of prostate
cancer developed with uncontrolled growth of the prostate gland. Voltage gated sodium channels are
transmembrane proteins that consist of two subunits (a and ). There are 10 (SCN1A — SCN5A,
SCN7A, SCN9A — SCN11A), and 4 (SCN1B — SCN4B) genes that encoding the a and [ subunits,
respectively. In this study, it was aimed to investigate immunohistochemically the presence of the
(Nav1.7) voltage-gated sodium channel protein which encoded by the SCN9A gene in prostate tissue
specimens. This study was performed on prostate tissue samples of some patients who applied to
several Sanhurfa Hospitals due to genitourinary system disorders between 2012 and 2014. Tissue
samples were classified into 5 groups including Normal prostate, Benign prostatic hyperplasia (BPH),
Prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), Nonmetastatic prostate cancer, and Metastatic prostate
cancer. The findings obtained by immunohistochemical staining using Nav1.7 monoclonal antibody
were compared and it was determined that there was no staining in tissues as a result of using Nav1.7
monoclonal antibody contrary to literature information.

Key words: Prostate cancer, metastasis, voltage gated sodium channel, immunohistochemistry
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1. GIRIS

Kanser, hucrelerin kontrolsuz bolinme ve buyumesi sonucu olusmaktadir
(Kumar ve ark., 2015). Her yil diinya ¢apinda yaklasik 14 milyon kisiye kanser tanisi
konulmakta ve yilda yaklasitk 8.2 milyon Kisi kanser nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (Stewart ve Wild, 2014). Ulkemiz Saglik Bakanhgi Turkiye Halk
Saghgr Kurumu’nun yayinladigi Tirkiye Kanser Istatistikleri raporunda Diinya
Saglik Orgiti’niin 2030 yilinda kanser teshisi koyulmus Kkisi sayisinin 22 milyona
ulasacag! yonindeki tahminine yer verilmektedir. Raporda ayrica Turkiye’de 2010-
2014 wyillar1 arasinda 339982 kanser vakasinin tespit edildigi ve yilda ortalama
163417 Kkisinin kanser tanisi aldigi bildirilmektedir (Sencan ve Keskinkilig, 2017).

Prostat kanseri bati toplumlarinda erkeklerde en sik goérilen kanser tiraddr.
Sadece Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde, 2018 yilinda 164690 yeni prostat
kanseri vakasl beklenmektedir. Prostat kanseri, kansere baglh 6limlerde akciger
kanserinden sonra ikinci siradadir ve bunlarin yaklasik %9’undan sorumludur (Siegel
ve ark., 2018). Ulkemizde ise prostat kanseri, %13 orani ile ikinci siradaki kansere
bagh 6lim nedenidir (Sencan ve Keskinkilig, 2017). Prostat kanseri insidansi yasla
birlikte artmaktadir. ABD’de erkeklerde 49 yasina kadar prostat kanseri olusma
olasihgr yaklasik 1/403 iken, bu oran 60-69 yas araliginda 1/21, 70 yas Uzerinde ise
1/12 olmaktadir. Tim yaslar birlikte degerlendirildiginde bir erkekte prostat kanseri
gorilme olasthidinin 1/9 oldugu ortaya ¢ikmustir (Siegel ve ark. 2018). Ulkemizde bu
oran 50-69 yas aralijinda %13, 70 yas ve Uzerinde ise %18.4 bulunmustur (Sencan
ve Keskinkilig, 2017).

Prostat kanserinin prognozu kesin olarak bilinmemektedir. Hastaligin ortaya
cikisinda ve ilerlemesinde genetik ve cevresel etkiler rol oynayabilmektedir. Kuguk
hacimli kanserlerin metastatik formlara dogru diizensiz bir bi¢cimde ilerlemesi s6z
konusu olabilir (Reiter ve De Kornion, 2005). Kansere bagl délimler incelendiginde,
0lime neden olan esas etkenin primer timdrden kdkenlenen sekonder timdrler, yani

metastazlar oldugu dikkati ¢cekmektedir (Nandana ve Chung, 2014; Nelson ve ark.,
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2015). Prostat kanseri erken donemde belirti vermediginden, hastalik teshis
ediliginde ¢ogunlukla metastazlarin da gelismis oldugu goérilmektedir. Bu nedenle,
metastatik stirecin mekanizmasinin anlasiimasi igin giinumize dek pek ¢ok galisma
yapilmistir. Bu amagla yuratilen calismalar, diger baska faktorlerin yanisira, iyon
kanallarinin, bircok kanserin gelisiminde ve yayilliminda ©6nemli rollere sahip
oldugunu gostermistir. Bu kanallardan 6zellikle voltaj kapil sodyum kanallarinin
(VGSC), bir cok metastatik davranis ile baglantili oldugu ve kanser hicrelerinin
metastatik potansiyelini guclendirdigi gorulmustir (Grimes ve ark., 1995; Laniado ve
ark., 1997; Diss ve ark., 2001; Bennett ve ark., 2004; Diss ve ark., 2005, Nakajima
ve ark., 2009; Patel ve Brackenbury, 2015).

Acilip kapanmasi hicre membranindaki elektriksel potansiyel degisimleri ile
kontrol edilen VGSC’ler, a ve { alt tinitelerinden olusan transmembran proteinleridir
(Hille, 2001). Kanalin poru olusturan kismini iceren a alt tGnitesini kodlayan on adet
gen tespit edilmistir. Bu genlerden SCN4A iskelet kasinda (kanal: Nav1.4) SCN5Aise
kalp kasinda (kanal: Navl.5) bulunurken digerleri sinir dokusunda gosterilmistir
(Goldin, 2002). VGSC’lerin, sinir, kas ve kalp hicreleri gibi elektriksel olarak
uyartlabilir hiicrelerin (Clare ve ark., 2000; Diss ve ark., 2004; George, 2005; Fiske
ve ark., 2006) yani sira osteoblast, fibroblast, endotelial hicreler (Diss ve ark., 2004;
Fiske ve ark., 2006) ve lenfositler (Diss ve ark., 2004; Fiske ve ark., 2006; Jean Yves
ve ark., 2007) gibi elektriksel olarak uyarilabilir olmayan hicrelerde de bulunduguna
dair kanitlar vardir. Hucre membraninin elektriksel yukindn hucrelerin hayati
fonksiyonlarini, farklilasmasini ve 6lumint kontrol ettigi/dizenledigi bilinmektedir
(Razik ve Cidlowski 2002; Lang ve ark., 2005; Ashcroft 2006). Ozellikle prostat ve
meme kanseri hucre soylari Uzerinde yapilan in vitro calismalarla VGSC’lerin
motilite ve invazyon (Grimes ve ark., 1995; Laniado ve ark., 1997, Bennet ve ark.,
2004; Roger ve ark., 2007; Gillet ve ark., 2009; House ve ark., 2010; Hernandez-
Plata ve ark., 2011) morfolojik genisleme (Fraser ve ark., 1999), galvanotaksis
(Djamgoz ve ark., 2001; Fraser ve ark., 2005), salgilayici membran aktivitesi
(Mycielska ve ark., 2003; Onganer ve Djamgoz, 2005), gen ekspresyonu (Mycielska
ve ark., 2005; Brackenbury ve Djamgoz, 2006) ve adezyon (Palmer ve ark., 2008)
gibi metastaz ile iliskili hiicre davranislarinda 6nemli roller oynadi§i ortaya
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cikartimistir. VGSC’lerin metastaz ile iliskisi Yildirim ve ark. (2012) tarafindan in
vivo olarak da kanitlanmis, artan VGSC ekspresyonunun prostat kanseri
metastazlarini guclendirdigi gosterilmistir. Ginlimize dek yapilan ve devam eden
calismalarin 1siginda, VGSC’ler ile metastaz iliskisinin anlasiimasi sonucu
“VGSC’lerin, kanser hucrelerinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici bir
etkiye sahip oldugu ve kanallarin bloklanmasiyla metastatik ilerlemenin
baskilanabilecedi” hipotezi dogmustur. Bu bulgular insan dokularinin kullanildigi
birka¢ calisma ile desteklenmistir (Diss ve ark., 2004; Suy ve ark., 2012). Ancak
ulkemizde bu konudaki calismalar yetersiz olup bdlgesel ve irksal farkhhklar goz

Onine alinarak arastirmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yukarida bahsedilenlerden hareketle, bu tez calismasinda, Sanhurfa ilindeki
bazi hastanelere 2012-2014 yillari arasinda gesitli genitouriner sistem rahatsizliklari
ile basvuran hastalardan alinmis prostat dokusu orneklerinde Navl1.7 monoklonal
antikoru ile voltaj kapili sodyum kanallarini isaretleyerek kanal varliginin ve
yogunlugunun protein  diizeyinde immunohistokiyasal olarak arastiriimasi

amagclanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. lyon Kanallar

Iyonlarin gegisini diizenleyerek membran potansiyelinin olusumuna aracilik
eden iyon kanallari, bitin hucrelerde plazma ve organel zarlarinda bulunan
transmembran proteinleridir. Bu kanallar Na*, K*, Ca**, CI' ve H" gibi cesitli
iyonlarin hucre ici ile digi arasinda tasinmasina aracilik eder. Bu kanallar, yiliksek
dizeyde secicidir. Bu nedenle hicre membraninda her iyon igin spesifik kanallar
mevcuttur (Hille, 2001). Surekli acik olan sizinti kanallari disinda kalan iyon
kanallari, spesifik bir uyartya cevap olarak kisa bir stre acilip sonra tekrar
kapanmasini saglayan kapilara sahiptir. Bu 6zellik, onlari hiicre zarinda bulunan
basit gecitler olmaktan cikartmaktadir. Iyon kanallarinin agik veya kapali olma
durumu, hicre zari potansiyelindeki degisim (voltaj kapili iyon kanallari),
norotransmitter ya da iyon gibi hiicre disi bir ligandin kanala baglanmasi (ligand
kapili iyon kanallari) seklindeki farkli mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir
(Sekil 2.1.) (Terlau ve Stiihmer, 1998; Pollard ve Earnshaw, 2004; Alberts ve ark.,
2008; Alexander ve ark., 2017). Ayrica hticre iskeletinde meydana gelen degisimlere
cevap olarak acilip kapanan (mekanik kapili kanallar) veya sirekli agik olan kanallar
da diger kanallar bashgi altinda bir sinifta toplanmaktadir (Cizelge 2.1) (Alberts ve
ark., 2008; Alexander ve ark., 2017)

vualtaj Ak kapil wak kapil
kgl {lvibern digal rIn.TrEJup
ula

A ' AN

»

| | l |
Mgy gy

Sekil 2.1. iyon kanallari: A) Ligand kapili iyon kanali, B) Voltaj kapili iyon kanaliC) Mekanik
kapili iyon kanali (Alberts ve ark., 2008).
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Cizelge 2.1. iyon kanallarinin siniflandiriimasi (Alexander ve ark., 2017)

Iyon kanali ailesi Iyon kanallari

CatSper ve 2-por kanallari
Siklik nikleotid iliskili kanallar
Potasyum kanallari

Voltaj kapili iyon kanallari Ryanodine reseptorleri
Voltaj kapil kalsiyum kanallari
Voltaj kapil proton kanallari

Voltaj kapili sodyum kanallari

5-HT3 reseptorleri
Proton kapili iyon kanallari (ASICs)
Epitelyal sodium kanallari
GABAA reseptorleri

Ligand kapili iyon kanallari Iyonotropik glutamat reseptorleri
IP3 reseptorleri
Nikotinik asetil kolin reseptorleri
P2X reseptorleri
ZAC

Aquaporinler
Klor kanallari
Diger iyon kanallari Konneksinler ve Panneksinler
Piezo kanallari
Sodyum sizinti kanallari

2.1.1. Ligand kapili iyon kanallari

Acilmak icin norotransmitterler veya kimyasal ajanlar gibi 6zel bir liganda
ihtiya¢c duyan ligand kapili iyon kanallarinin yapisi iyi tanimlanmistir (Purves ve
ark., 2001). Ligandin kanala baglanma bdlgesine bagl olarak; hiicre disi ligand
kapili kanallar (Sekil 2.2.A) ve hiicre ici ligand kapili kanallar (Sekil 2.2.B,C) olarak
iki ana grupta toplanmaktadir.
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hiicre digi

hiicre igi
felal
OK+
Norotransmitter reseptori Ca2+ ile aktive K+ kanal Siklik niikleotid kapili kanal

(A) (B) (©)

Sekil 2.2. Ligand kapili kanallar: (A) Hucre disi ligand kapili kanal (B,C) Hucre i¢i ligand
kapil kanallar

2.1.1.1. Hucre disi ligand kapth kanallar

Hicre disi ligand kapili iyon kanallari bir néronun aksonu ile diger néronun
dendriti veya kas hiicreleri arasindaki iletisimi saglarlar. Bu iletisim sinaps yoluyla
gerceklesir. iletici taraf yani presinaptik ug, norotransmitter olarak adlandirilan
kimyasallarin  ekzositozu igin 6zellesmistir. Bu ndrotransmitterler, glutamat,
asetilkolin, serotonin, glisin ve y-aminobutirik asit (GABA)’tir. (Sekil 2.2.A) (Purves
ve ark., 2001).

2.1.1.2. Hucre ici ligand kapil iyon kanallari

Sitoplazmik Ca?*, halkasal niikleotidler (6rnegin cAMP) veya trimerik
guanozin trifosfataz (GTPaz)’in alt birimlerine duyarli bu kanallar, evrimsel olarak
K" kanallarindan farklilasmislardir (Sekil 2.2.B,C) (Connolly ve Wafford, 2004;
Purves ve ark., 2001). Hucre ici ligand kapili kanallar, daha ¢ok duyu organlarindaki
hiicrelerde duyu iletiminde gorev alirlar. Ornedin koku veya 1s1§1 elektrik sinyaline

donastirdrler (Purves ve ark., 2001).
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2.1.2. Voltaj kapili iyon kanallari

Hicrelerdeki butin fizyolojik suregler, kismen voltaj kapili iyon kanali (VGIC)

proteini Ust ailesi Gyeleri tarafindan yonlendirilir. 143 tiyeden olusan bu protein super

ailesi, G proteinine bagl reseptorlerden ve protein kinazlardan sonra Gglncu siray!

alan en buyik sinyal iletim protein gruplarindan biridir (Sekil 2.3). Bu ailedeki

birgok iyon kanali membran depolarizasyonuna yanit olarak acilir ve yuksek

derecede voltaja bagimlilik gosterir. Na*, K*, Ca** kanallarinin dahil oldugu bu aile

(Cizelge 2.1) yapisal olarak birbiriyle iliskili 143 sinyal proteininden olusmaktadir

(Yu ve Catterall, 2004).
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Sekil 2.3. Voltaj kapili iyon kanallari ve ilgili proteinler
iliskiler (Catterall ve ark., 2017).
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VGIC’lerin en o6nemli fizyolojik roli, elektriksel sinyallerin olusumunu
saglamaktir. Kas kasilmasi, hormon salgilanmasi, cevresel uyarilarin alinmasi,
bilginin degerlendirilmesi ve olusan cevabin periferik dokulara iletilmesi gibi islevler
elektriksel sinyaller tarafindan kontrol edilir. Ayrica, VGIC’ler sekresyon, gen
ekspresyonu, hucre boliinmesi ve hiicre 6lima gibi hiicresel olaylarin kontroliinde de
gorev alan molekillerdir (Yu ve ark., 2005; Kondratskyi ve ark., 2015; Rao ve ark.,
2015). VGIC’lerin yapisal ve islevsel agidan bu denli gesitlilik gostermesinin altinda
yatan mekanizmalar arasinda; kanallarin eksprese olduklari genlerin cesitliliginin
yani sira mRNA transkriptlerinin alternatif kesilip eklenmesi sonucu kanal
kinetiginde farklihga yol acan fosforilasyon ve glikolizasyon gibi translasyon sonrasi
degisimler ile kanal proteinin hicre ici lokalizasyonu ve hiicre zarindaki
yogunluklari sayilabilir (Schulz ve ark., 2008).

2.1.2.1. Voltaj kapil kalsiyum kanallari (VGCaC)

Poru olusturan bir al alt birimi ile yaklasik dért yardimci altbirimden (02, B, v,
) olusan kompleks proteinler olan (Catterall, 2000) voltaj kapili kalsiyum kanallari
(VGCaC), membranin depolarizasyonuna yanit olarak acilir ve Ca** akisina aracilik
eder. Béylece hiicre icine giren Ca* ikincil mesajci olarak davranir ve pek ok farkli
hicre tipinde kasiima, salgilama, nérotransmisyon ve gen ifadesi gibi hicre ici
siirecleri diizenler (Catterall, 2011). iskelet kasi, kalp kasi, diiz kas, endokrin
hlcreler, sinir hicre govdeleri ve duyu htcreleri gibi bircok hucrede bulunan
VGCaC’ler, kasilma, hormon sekresyonu, transkripsiyonun diizenlenmesi, isitme ve
duyu hicrelerinden ndrotransmitter salinmasi gibi bircok fonksiyona sahiptir
(Catterall ve ark., 2017).

Kalsiyum kanallarinda meydana gelen mutasyonlar bazi kalitsal hastaliklara
neden olmaktadir. Bunlar arasinda kardiak aritmi, otizm ve gelisimsel anomaliler ile
karakterize Thimoty sendromu (Splawski ve ark., 2004; Splawski ve ark., 2005),
migren tipi basagrisi (Pietrobon ve Striessnig, 2003), kalitsal gece korligu (Bech-
Hansen ve ark., 1998) sayilabilir.



2. ONCEKI CALISMALAR Cemal CAVUS

2.1.2.2. Voltaj kapili potasyum kanallari (VGKC)

Potasyum  kanallari, potasyum iyonunu elektrokimyasal gradiyent
dogrultusunda hicre zarindan tasityan transmembran proteinlerdir (Hille, 2001). Tek
ve buyuk bir protein ailesinin Uyeleri olan potasyum kanal ailesi, en gesitli ve en
yaygin membran protein sinifini temsil ederler (Sekil 2.3) (MacKinnon, 2003; Kuang
ve ark., 2015). Bu sinif igerisinde voltaj kapili potasyum kanallari (VGKC) hicre
zar potansiyelindeki voltaj degisimlerine duyarhdir. (Gutman ve ark, 2005; Yu ve
ark., 2005; Kuang ve ark., 2015). Butiin memelilerde VGKC’ler dort a altbiriminden
olusur (Wulff ve ark., 2009). VGKC’ler, cesitli hicresel sireclerde 6nemli bir
diizenleyici olarak rol oynamaktadir. Bu proteinler, apoptozun diizenlenmesinin yani
sira hiicrede farklilasma, biylimenin dizenlenmesi ve migrasyon slreclerine
katilmaktadirlar (Wang, 2004; Urrego ve ark., 2014). Bu kanallarin dogru ¢alismasi,
kardiyak aktivitenin sirdirtlmesinde nérotransmitterlerin ve hormonlarin salinmasi
icin gereklidir (Wulff ve ark., 2009). VGKC’leri kodlayan genlerdeki mutasyonlar,
epizodik ataksi ve epilepsi gibi norolojik hastaliklar ile kalp hastaliklari ve sagirliga
neden olabilir (Lehmann-Horn ve Jurkat-Rott, 1999; Kullmann ve Hanna, 2002;
Abriel ve ark., 2013; Villa ve Combi, 2016). Ayrica VGKC’lerin malign timdrleri de
iceren tumdr baslangic ve gelisme surecleriyle baglantili oldugu da gosterilmistir
(Cherubini ve ark., 2000; Laniado ve ark., 2000; Pillozzi ve ark., 2002; Lastraioli ve
ark., 2004).

2.1.2.3. Voltaj kapili sodyum kanallari (VGSC)

Voltaj kapili sodyum kanallari (VGSC), sinir ve kas gibi uyarilabilir
hicrelerdeki elektik sinyali Gizerinde ¢alismalar yapan Hodgkin ve Huxley tarafindan
1952 wyilinda kesfedilmistir. Devam eden calismalarda kanallari bloklayan
norotoksinler kullanilarak yapi ve fonksiyonlari anlasiimistir. VGSC’ler, sinir, kas ve
noroendokrin gibi elektriksel olarak uyarilabilir hicrelerdeki aksiyon potansiyelinin
baslatilmasi ve co@altilmasindan sorumludur (Hille, 2001). Ayrica fizyolojik
rollerinin tam olarak bilinmedigi elektriksel olarak uyarilabilir olmayan hiicrelerde
de duslk seviyelerde eksprese edilirler (Black ve Waxman, 2013).
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Transmembran proteinler olan VGSC'ler, yapisal olarak o ve [ alt
unitelerinden olusur (Sekil 2.4). 260 kDa buyiklige sahip olana alt Gnitesi, dort
homolog domainden meydana gelir. Her bir domainde alti adet transmembran
segmenti (S1-S6) ile S5 ve S6 segmentleri arasinda yerlesmis bir ilave segment [SS1
— SS2 (P) ilmegi] bulunur. S5 ve S6 segmentleri porun i¢ boslugunu olustururken;
ilmek, dis girisi kaplar ve pordan i¢ cikista aktivasyon kapisini olusturur. Her
domaindeki S4 segmenti tglincl pozisyonunda pozitif yiukli aminoasit (genellikle
arjinin) reziduleri tasir. Bu rezidiler, voltaj sensori olarak gorev yapar ve
depolarizasyona cevap olarak kanal aktivasyonunu baslatmak i¢cin membran boyunca
hareket eder. Il ve 1V nolu domainleri hiicre icinde birbirine baglayan kisa ilmek,
inaktivasyon ile gorevlidir. inaktivasyon ilmegi, kanalin icine dogru katlanarak
membranin devam eden depolarizasyonu sirasinda poru iceriden bloklar (Catterall,
1995). a alt Unitesini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, insanlarda epilepsi, uzun QT
sendromu ve hiperkalemik periyodik fel¢ gibi paroksismal bozukluklar ile farelerde
motor u¢ plakasi hastaligi ve serebellar ataksiyle iliskilendirilmistir (Isom, 2001).

gie -
o
§ a alt Unitesi
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f_| i iil w "*\ "
i:i“ _BI0A52 (P e «.;.Jx
| 51 P 15.21': 344 :,u},;-""'""l-.iz 3 -.'.. |

Volta] sensarl Por inaktivasyon limegi

Sekil 2.4. Voltaj kapih sodyum kanali a ve {3 alt Unitelerinin topolojisi. (Brackenbury ve Isom,
2011)

B alt Uniteleri, 33-36 kDa buytkliginde olup bugine kadar bes farkli izoformu
(B1 — B4, B1B) bulunmustur (Sekil 2.4). B1 — B4 alt Uniteleri, imminoglobulin (1g)
ilmegi iceren bir hiicre disi N-terminal bdlgesi, bir transmembran alan ve bir kiigiik

hicre ici C-terminal alanindan olusan benzer bir tip I membran topolojisini
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paylasirlar. B1B, B1 alt tnitesinin alternatif splays (birlestirme) varyanti olup diger {3
alt Unitelerinden farkli bir C-terminal bdlgesine sahiptir. Hucre adezyon
molekdillerinin imminoglobulin st ailesinin Gyesi olan B alt Gniteleri, hicre disi
matriks ve hucre igi iskelet ile etkilesimde bulunarak hiicre adezyonunu ve gogu
diizenlemektedir. Ayni zamanda a alt Unitesinin Kinetiklerini ve voltaj bagimliligini
degistirerek hicresel uyarilabilirligi duzenler. Ayrica, bazi B alt Uniteleri a alt
unitelerinden bagimsiz olarak ¢ahsabilir. Boylece, B altbirimleri, gelisme ve hastalik
sirasinda kritik roller Ustlenirler. Elektriksel uyarilabilme, yapisma, go¢, yol bulma
ve kopyalamayi diizenleyen ¢oklu sinyal yolaklarina aracilik eden  alt Unitelerinin
anormal ifadesi veya bozulmus fonksiyonu, epilepsi, kardiyak aritmi, multipl skleroz,
Huntington hastaligi, néropsikiyatrik bozukluklar, néropatik ve inflamatuar agri ve
kanser gibi cok cesitli fizyopatolojik rahatsizlikla sonuglanabilir (Isom, 2001;
Brackenbury ve Isom, 2011).

VGSC'lerin a alt dnitesini kodlayan on (SCN1A — SCN5A, SCN7A, SCN9A -
SCN11A) (Catterall, 2000); B alt Unitelerini kodlayan dort adet gen (SCN1B -
SCN4B) (Brackenbury ve Isom, 2011) bulunmaktadir. VGSC’lerin alt Gnitelerini
kodlayan genler, bu genlerin kromozomal lokasyonlari ile bu proteinlerin eksprese
olduklari dokular ve kanser tipleri Cizelge 2.2°de verilmistir (Goldin ve ark., 2000;
Brackenbury, 2012; Suy ve ark., 2012; HGNC, 2018a,b,c).

VGSC alt tiplerinin adlandiriimasinda, kanallarin aminoasit dizilimlerindeki
benzerlik esas alinarak aile ve alt tipleri belirtilmektedir. Bu adlandirmada, kanalin
gecirgenlige sahip oldugu iyonun kimyasal sembolli (sodyum: Na) ve kanalin esas
fizyolojik regulatori (voltaj: v) ifade edilir. Bu ifadeyi (Nav) takip eden rakam ise
spesifik izoformlari tarif etmektedir. (Or: Nav1.1) (Goldin ve ark., 2000).

11
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Cizelge 2.2. VGSC alt unitelerini kodlayan genler, kromozomal ve doku lokasyonlari, eksprese
olduklari kanser tirleri (HGNC, 2018a,b,c).

Lokas-
Kanal N yon Lokasyon -
tipi Sembol Sinonimler (kromo  (doku) Kanser tipi
zom)
Navl.1, GEFSP2, MSS
Navl.l SCN1A HBSCI, NAC1, 2024.3 Over
PSS
SMEI
Nav1.2, HBSCII, Servikal, prostat,
Navl.2 SCN2A HBSCI 29243 MSS mezotelyoma, over
Over, prostat, kiicuk
Navl.3 SCN3A Nav1.3 2024.3 MSS hiicreli akciger kanseri
Navl.4 SCN4A Navl.4, HYPP, 17923 Iskelet kasi Servikal, over, prostat
SkM1 3
Navl.5, LQT3, o
HB1, HBBD, Sinirsiz Meme, kolon, lenfoma,
5 PFHB1, IVF iskelet kasi  over néroblastoma
D 1 1 ]
£ NavLS SCNSA g5 1, sss1, 3P?22 kapp akciger (iiciik hiicreli ve
2 CDCD2, CMPD?2, kiclk htcreli olmayan)
S ICCD
5]
S Kalp, uterus,
L iskelet kasi
= Eavz.l SCN7A mg\g'l’ Nav2.2, 2g24.3  astrositler,
g Nax Dorsal kok
5 gangliyonu
= Meme, servikal lenfoma,
© Nav1.6, NaChé, melanoma,
Navl.6 SCNB8A PN4, Cerlll, igql& 'F\)/ISSSS mezotelyoma, prostat,
CIAT akciger (kuclk hucreli ve
kiicuk hiicreli olmayan)
Nav1.7, PN1, NE- PSS Merme, servikal lenfoma,
Navl.7 SCNO9A NA, NENA, 2024.3  Schwann prosiat akciggr (k'L],(;'L]k
ETHA hilcreleri hiicreli olmayan)
Nav1.8, hPN3, Dorsal kok
Nav1l.8 SCN10A SNS, PN3 3p22.2 gangliyonu Prostat
Nav1.9, NaN, Lenfoma, kiiguk hiicreli
Navl.9 SCN11A SNS.2 3p22.2 PSS akciger kanseri
MSS, PSS, Meme, servikal,prostat,
2 P SCN1B 19q13. Kalp, ~ Glia akciger (kiigiik hiicreli
= p1B Bobrekdist,
= Meme, servikal,prostat
[+ ’ 3 1
= SCN2B 11g23. MSS, PSS, ayciger (kigik hiicreli
g 3 Kalp, Glia
= olmayan)
c
= B3 MSS, PSS, . -
(3]
T SCN3B  HSA243396 9% Bobrekusti ELZiteﬁfgﬁéggggk“‘?“k
S Bobrek ¥
s P4 11q23. MSS, PSS, Meme, servikal prostat,
- SCN4B LQT10 3 ges. Kalp, Iskelet akciger (kuiclk hiicreli
kasl olmayan)

MSS: Merkezi sinir sistemi, PSS: Periferal sinir sistemi
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2.2. Prostat Kanseri ve iyon Kanallar

2.2.1. Prostat bezinin yapisi

Mesanenin altina ve rektumun éntine yerlesmis karmasik bir bez olan prostat,
histolojik olarak birbirinden farkli 6zelliklere sahip epitel hicreler ile fiboromiskuler
bir stromadan meydana gelir. Prostatta ¢ anatomik bolge ile fibromiskiler bir
stroma ayirt edilmektedir (Sekil 2.5): Transizyonel zon, Uretrayr ¢evreleyen bolim
olup tiim prostatin % 5’inden azini olusturur. Prostatin salgi yapan kisminin yaklasik
Y20 santralzondadir. Bu bolim, ejakilator kanallari cevreleyerek mesane tabanina
dogru uzanir. Prostatin en biylk bolimu olan periferal zon, salgilama fonksiyonu
sergileyen kalan %2’lik bolimdir. Prostatin, Ust, yan ve arka Kkisimlarini icerir.
Mesane boynundan baslayarak dretranin 6n yarisini saran anterior fibromuskuler
stroma ise bag dokusu ve diz kastan olusmaktadir (Scher ve ark., 2015). Benign
prostat hiperplazisinin (BPH) santral ve transizyonel zonlardan, prostat kanserinin ise
biiyiik ¢ogunlukla periferal zondan gelistigi bildirilmistir (inci, 1995; Junqueira ve
ark., 1998; Bonkhoff ve Remberger, 1998).

seminal
vezikul
= « mesane

santral
Zon anterior

fibromiskiiler
ejakilator stroma
kanal

_transizyonel

periferal zon
Ion

kapsul
lretra = H

Sekil 2.5. Prostat bezinin anatomik zonlari (Canadian Cancer Society, 2018).
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2.2.2. Prostatin bazi hastaliklar ve prostat kanseri iliskisi

Prostat dokusunda hormonlara ve buytime faktorlerine farkli cevaplar olusturan
uc tip epitel hicresi bulunur: Bazal hicreler, sekretuvar luminal hucreler ve
néroendokrin hicreler. Bazal hicreler androjenden bagimsiz olup prostat epitelinin
proliferasyon bolgesini olusturur. Sekretuvar luminal hicreler ise androjene
bagimhdirlar ve sinirli proliferasyon kabiliyetine sahiptirler. Ostrojen, bazal
hlcrelerde proliferasyonu stimile ederken; androjen, bu hicrelerin sekretuvar
luminal hiicrelere farklilasmasini saglamaktadir. Bireyin yasinin ilerlemesiyle prostat
dokusundaki Ostrojen / androjen orani artar ve bu hormon dengesizligi prostat
bezinin buylimesine yani benign prostat hiperplazisine (BPH) neden olabilir
(Bonkhoff ve Remberger, 1998).

Prostatin buyumesiyle iliskili iki hastalik mevcuttur: epitelyal ve mezenkimal
bilesenleri etkileyen BPH ve kanser. BPH, idrar kanah (Uretra) ¢evresinde bulunan
prostat hucrelerinin kontrolsiiz ¢cogalip idrar torbasi (mesane) ¢ikimini tikamasiyla
idrar akimina engel olmasi durumudur. Ancak BPH ve kanser arasinda direkt
etiyolojik bir iliski yoktur. Sadece anatomik orijinlerinin yakin olusu ve 40 yas (st
erkeklerde yuksek insidanslari bakimindan benzerlik gosterirler (Scher ve ark.,
2015).

Bakteri ve virtsler gibi enfeksiyoz ajanlar ve beslenme aliskanliklari, fiziksel
travmalar gibi cevresel faktorlere maruz kalmak ve hormonal dengesizlikler,
prostatin yaralanmasina ve proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) olarak adlandirilan
kronik iltihaplanma ve rejeneratif risk faktori lezyonlarinin gelisimine yol
acmaktadir (Sekil 2.6) (De Marzo ve ark., 2007; Al-Marhoon, 2008). Prostat
biyopsisinde dikkat ¢eken bulgulardan birisi olan PIA’da prostat hucreleri normalden
daha kicuk gorinur ve bolgede inflamasyon belirtileri bulunur (American Cancer
Society, 2016). Hem epitelyal hem de stromal bdlgelerde mononikleer ve / veya
polimorfonukleer inflamatuvar hucreler olmak Uzere iki farkli hicre tabakasi
varhginin yanisira degisken miktarlarda fibroz ve stromal atrofiye rastlanir (De
Marzo ve ark., 1999). Proliferatif inflamatuar atrofi, kanser olmamakla
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birlikte,morfolojik calismalar PIA’nin siklikla ileri evre prostatik intraepitelyal
neoplaziye komsu alanlarda bulundugunu ve prostat kanseri i¢in prekirsor lezyon
olabilecegini gostermektedir (Putzi ve ark., 2000).

normal prostat PIA Emstat_
anseri
silindirik epitel T
i | 1 :l‘lé';r J 'J I _.";‘. ‘
i Big S | ) [N\'- "__J\ \[ I
‘P..-,.ld_a,f_ -"ﬁg" r ]
u_ijmw. ’ ., . ‘,‘:2‘- 3
bazal hiicreler G‘ 336 : Q
¥ . Cdmy
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o ¥ ‘. ‘_ ‘ a_
inflamatuvar ~y =
hicreler 9

Sekil 2.6. Prostat karsinogenezi ve progresyonu sirasinda meydana gelen fenotipik degisimler.
PI1A: proliferatif inflamatuar atrofi, PIN: prostatik intraepitelyal neoplazi (Nelson ve
ark., 2003).

Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN), yapisal olarak benign goriinen asini
icinde sitolojik olarak atipik veya displastik epitel hucrelerinin varligi ile tanimlanir
ve dlsuk ya da yuksek derece olarak siniflandirilir (Sekil 2.6). Sadece ileri evre PIN
(HGPIN) bazi invazif karsinomlar igin preklrsor olarak dasunulir. Clnkit HGPIN,
oncelikli olarak kanserlerin ¢cogunun ortaya ciktigi periferik bdlgede gelistiginden
kanser gelisiminden 10 yil (veya daha fazla) 6nce ortaya cikar ve genis Olcude
HGPIN’li prostatlar ¢ok odakh ttmorler tasirlar. Bunun ardindan prostat bezini
cevreleyen bazal hiicre tabakasinin kaybi ve nikleer pleomorfizm ve belirgin
nuikleuslu anaplastik hiicresel morfolojinin gelisimi ile timor bazal membrana invaze
olur, lokal olarak yayihr ve metastaz baslar. Tum lezyonlar, bireyin 6mrii boyunca
invazif prostat kanserine ilerlemez (Scher ve ark., 2015). Bazi vakalarda, prostatta
kanserin PIN’e oranla daha gen¢ yasta ortaya c¢iktiginin gosterilmesi ve santral
yerlesimli distk dereceli adenokarsinomlarla PIN iliskisinin periferik yerlesimli
kanserlerdeki kadar belirgin olmamasi gibi nedenlerle PIN’in her prostat kanseri i¢in
prekiirsor olmayabilecedi bildirilmistir (Ozgék, 2018).
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2.2.3. Prostat kanseri

Epidemiyolojik caligmalar, prostat kanserinin hem gérilme sikhgr hem de
kansere bagh 61im nedeni olarak Ust siralarda oldugunu ortaya koymaktadir. Prostat
kanseri her dokuz erkekten birinde gorilme sikhigr ile dinyada ve Ukemizde
erkeklerde en sik gorulen ikinci kanser turtdur (Sencan ve Keskinkihg, 2017; Siegel
ve ark., 2018) (Sekil 2.7.A,B). Ayrica prostat kanseri, ulkemizde kansere bagh 6lim
nedeni siralamasinda da ikinci sirada yer almaktadir (Sekil 2.7.C).
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Sekil 2.7. Diinya Saglik Orgutii, Uluslararasi Kanser Arastirma Dairesi (IARC) verilerine gore
Tirkiye’de ve Diinya’da kanser istatistikleri: (A) Turkiye’de erkeklerde organlara
gore kanser gériilme sikhgi, (B) Diinya’da erkeklerde organlara gore kanser goriilme
sikhg, (C) Turkiye’de erkeklerde kansere bagh 6lim sikligi (IARC, 2018).

16

Y S



2. ONCEKI CALISMALAR Cemal CAVUS

Prostat kanseri, diger kanserlerde oldugu gibi, tumdr slpresér genlerin
inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonuyla sonuglanan bir takim somatik, genetik
ve epigenetik degisikliklerin birikmesi ile ortaya ¢ikar. Ayrica, timorin ilerlemesini
kolaylastiran bir genetik kararsizlik da altta yatan temel nedenlerden biridir. Bu
genetik ve epigenetik degisiklikler prostat kanserinin "nasil" ortaya c¢iktigi
konusunda ¢ok 6nemli bilgiler vermekle birlikte "neden” bu kadar yaygin oldugunu
aclklamaz (De Marzo ve ark., 2007). Prostat kanseri gelisiminde en tutarh risk
faktorleri ilerleyen yas, aile 0ykusi ve beslenme rejimi olarak belirtilmektedir (De
Marzo ve ark., 2007; Patel ve Klein, 2009).

Prostat kanseri insidansi yasla birlikte artmaktadir. Siegel ve ark., (2018),
ABD’de erkeklerde 49 yasina kadar prostat kanseri olusma olasihginin yaklasik
1/403 iken, bu oranin artarak 70 yas Ulzerinde 1/12 oldugunu bildirmislerdir.
Ulkemizde de ilerleyen yasla birlikte insidans artisi benzer olup bu oran 50-69 yas
araliginda %13, 70 yas ve Uzerinde ise %18.4 bulunmustur (Sencan ve Keskinkilig,
2017). Birinci derece yakinlarindan birinde prostat kanseri gorulen bir bireyin prostat
kanserine yakalanma riski, akrabalarinda prostat kanseri bulunmayan bir bireyden iki
kat daha fazladir. Etnisite de prostat kanseri insidansini etkileyen faktorlerden biridir.
Bu durum, farkh etnik kokene sahip gruplarin genetik yapilarinin farkliligindan
kaynaklanabilir. Ayrica, beslenme, obezite, c¢evresel faktorler, genitolriner
enfeksiyonlar ve yasam tarzi ile hormonal degisiklikler prostat kanseri riskini
etkilemektedir (Patel ve Klein, 2009; Scher ve ark., 2015).

Prostat kanseri ile ilgili nedeni halen tam olarak agiklanamayan ¢ 6nemli
sorun bulunmaktadir: Kanser, genitolriner sistem icerisinde oldukga carpici bir
organ segiciligine sahiptir. Ornegin ABD’de ortalama 200000 civarinda yeni prostat
kanseri vakasi gorulirken seminal vezikul kanseri vaka sayisi 50°nin altindadir (De
Marzo ve ark., 2007). Ayrica prostat kanseri insidansi cografyaya gore degisiklik
goOstermektedir. ABD ve Bati Avrupa ile karsilastirildiginda, Giineydogu ve Dogu
Asya'da prostat kanseri insidans ve 6lim oranlari ¢cok daha dusuktur. Bu sorunun
temelinde genetik faktorler ve irksal farkliliklarin rol oynayabilecegi ifade edilmekle
birlikte, Bati'ya go¢ eden Cinli ve Japon erkeklerdeki prostat kanseri insidansinin
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2. ONCEKI CALISMALAR Cemal CAVUS

burada yasayan erkeklerdeki orana benzer bulunmasi, beslenme rejimi gibi cevresel
faktorlerin de 6nemli bir etken oldugunu gostermektedir (De Marzo ve ark., 2007;
Patel ve Klein, 2009). Cozllemeyen Gglincu bir sorun ise kanserin, prostatin belirli
anatomik zonlarinda gorilmesidir. Cogu kanser lezyonu bezin periferik zonunda
ortaya ¢ikar, transizyonel zonunda daha az gorulur ve santral zonda ise lezyona

rastlanmaz (De Marzo ve ark., 2007).

Prostat kanseri, esas olarak periferal zondaki sekretuvar luminal hicrelerden
kdkenlenmektedir. Ancak tum vakalarin  yaklasik %10’u  ndroendokrin
farklilasmasiyla olusan, az diferansiye ve androjen bagimsiz timérlerdir. Hicre
siklusunun Gy evresinde bulunan néroendokrin timér hicreleri proliferasyona
katilmazken, serotonin, bombesin gibi blyimeyi dizenleyici Grinler salgilayarak
komsu ekzokrin hucreler Uzerinde parakrin etki yaparlar. Boylece komsu hucrelerin
proliferasyonunu  stimule ederler. Nuklear androjen reseptori tasimayan
noroendokrin hiicreler, radyoterapiye ve kemoterapiye ekzokrin timor hiicrelerinden
daha direnclidir. Dolayisiyla androjene ve hormon tedavisine duyarsiz olan prostat
kanserlerinde hiicre populasyonunun néroendokrin tipte oldugu bildirilmektedir
(Bonkhoff ve Remberger, 1998).

Prostat kanserinin olusumu ve gelismesinde 5, 7, 8, 10, 13, 16, 17 ve 18’inci
kromozomlarda mutasyonlar meydana gelebilecegi belirtilmektedir (Kallionemi ve
Visakorpi, 1996; Bonkhoff ve Remberger, 1998; Weber, 2007). Normal prostat
epitelinin  prostat kanserine donusmesi sirasinda; gesitli hiicre adezyon
molekdllerinin (integrin, E-cadherin, tenascin, c-CAM) kaybedildigi bildirilmistir
(Foster ve ark., 1999). Ayrica neoplastik bazal membrandaki hemidesmozomlarin
yapisinda yer alan tip 1V kollagenin a5 ve a6 zincirleri ile laminin V ve tip VII
kollagenin bulunmadigi gosterilmistir (Bonkhoff ve Remberger, 1998; Foster ve ark.
2002). Bu sekilde bazal membran ve spesifik adezyon molekdllerinin timor hicreleri
tarafindan farkl tipte sentezlenmesi sonucu, timor hicrelerinin hucre disi matriksi
asarak disariya yayilmalarinin kolaylasabilecegi ifade edilmistir (Bonkhoff ve
Remberger, 1998).
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Prostat kanserinde tani konulmasi igin rektal muayene, ultrasonografi, kanda
tumor belirleyicilerinin [PSA ve Prostat asit fosfataz (PAP)] aranmasi, trans — rektal
ultrasonografi (TRUS), intravendz piyelogram (IVVP) ve biyopsi gibi yontemler
kullanilmaktadir (inci, 1995). Ayrica son zamanlarda prostat kanser antijeni-3
(PCA3) testi de Onem kazanmistir. Bu test, idrara dokllen prostat epitel
hicrelerindeki kansere 0zgi olan PCA3’Un mRNA duzeyinde aranmasini
icermektedir (Scher ve ark., 2015).

PSA dizeyleri yikselmis olan erkeklerde prostat kanserinin potansiyel
varhgini  de@erlendirmek icin biyopsi uygulanir. Biyopsiden sonra, prostat
dokusunun histopatolojik derecelendirmesi, Gleason skorlamasi (2-10) ile
gerceklestirilir. Organa sinirh primer timodrden tam invazif duruma (T1-T4); lenf
nodu tutulumu olup olmamasina (NO-N1) ve uzak metastazlarin varligi ve
derecesine (M0-M1a-c) bakilarak teshis konur. (Shen ve Abate-Shen, 2010).

Prostat kanseri teshisi konuldugunda, hastaligin evresi, hastanin yasi gibi
kriterler g6z onune ahnarak prostatin cerrahi ¢ikarimi (radikal prostatektomi),
eksternal radyoterapi veya brakiterapi, hormon tedavisi ya da bekleyerek izleme gibi
tedavi yontemleri uygulanabilmektedir (inci, 1995). Ancak prostat kanseri erken
donemde belirti vermemektedir. ilerleyen evrelerde prostat bezinin biyiimesine bagli
olarak idrar yapmada zorluk, idrarda veya semende kan gdrtlmesi, agri ve erektil
fonksiyon kaybi gibi belirtiler ile teshis edilmektedir. Prostat kanserinden meydana
gelen dlimlerin de buyik oranda metastaz gelisiminden kaynaklandigi bildirilmistir
(Hanahan ve Weinberg, 2000; Brackenbury ve Djamgoz, 2006; Fairhurst ve ark.,
2015). Prostat kanseri nedeniyle hayatini kaybetmis 1589 kisiden elde edilen otopsi
bulgularina gore prostat kanseri igin en yaygin metastatik alanlar sirasiyla kemik,
akciger, karaciger ve plevradir (Bubendorf ve ark., 2000). Prostat kanserinin
genellikle bu alanlara metastaz yapmasinda bu organlardan salinan IGF | ve IGF 11
(IGF: insulin benzeri blylme faktori) gibi buytime faktorlerinin ve buytime faktori
reseptorlerinin rol oynadigi dustintlmektedir (Ritchie ve ark., 1997a; Figueroa ve
ark., 1998).
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Hareket yetene@i kazanmig bir timor hiicresinin primer timdrden ayrilmasiyla
baslayan metastatik slrecte, timor hiicresi, kan veya lenf yoluyla g6¢ ederek uzak
alanlara yerlesir ve bu bolgelerde sekonder tumdrleri olusturur (Woodhouse ve ark.,
1997). Metastatik stirecin gelisiminde hiicre ¢ogalmasini uyaran sitokinler, hucre
iskeleti elemanlari, hiicre adezyon molekdlleri, ekstraselluler matriksi yikici enzimler
ile bu enzimlerin inhibitorleri ve iyon kanal aktivitesi gibi pek ¢ok faktor yer
almaktadir (Woodhouse ve ark., 1997; Fraser ve ark., 2003). iyon kanallarinin,
Ozellikle voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC), bircok hicresel davranisin
dizenlenmesinin yani sira kanser gelisimi ve kanserin metastatik davranisi ile
baglantili olan hiicrelerin hareketlenmesi (motilite), go¢ etmesi (migrasyon) ve diger
dokulara girmesinde (invazyon) rol oynadigi bildirilmistir (Sekil 2.8) (Djamgoz ve
Onkal, 2009). Ancak bu kanallarin, kanser gelisiminin hangi asamasinda stirece dahil

oldugu kesin olarak bilinmemektedir (Kunzelmann, 2005).
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Sekil 2.8. Metastatik stirecte VGSC’lerin rolleri (Onkal ve Djamgoz, 2009)
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VGSC’lerin  kanser ve metastatik surecteki rollerini arastirmak igin
tetrodotoksin gibi norotoksinlerin kullanildigi ¢ok sayida galisma yapiimistir. Meme
[MDA-MB-231] (Roger ve ark., 2003; Fraser ve ark., 2005; Brackenbury ve ark.,
2007; Chioni ve ark., 2009; Krasowska ve ark., 2009; Yang ve ark., 2012), prostat
[MAT-LyLu, AT-2, PC-3, PC-3M, DU145, LNCaP] (Grimes ve ark., 1995; Laniado
ve ark., 1997; Smith ve ark., 1998; Fraser ve ark., 1999; Fraser ve ark., 2003;
Mycielska ve ark., 2003; Krasowska ve ark., 2004; Mycielska ve ark., 2005;
Brackenbury ve ark., 2006; Uysal-Onganer ve Djamgoz, 2007; Palmer ve ark., 2008;
Jansson ve ark., 2012), over [Caov-3, SKOV-3] (Gao ve ark., 2010), kolon kanserleri
[HT29, SW620, SW480, HEK293, Caco-2] (House ve ark., 2010), kicuk htcreli
akciger kanseri [H69, H209, H510] (Onganer ve ark., 2005), kiglk hiicreli olmayan
akciger kanseri [H23, H460, Calu-1, A549] (Roger ve ark., 2007), servikal kanser
[CaC primer kultir] (Hernandez-Plata ve ark., 2012), 16semi [JURKAT] (Fraser ve
ark., 2004), melanoma [HTB-66] (Carrithers ve ark., 2009) ve mezotelyoma [MPM]
(Fulgenzi ve ark., 2006) hiicre soylari ile yapilan ¢alismalarla VGSC’lerin uzama,
galvanotaksis, endositik membran aktivitesi, morfolojik degisim, migrasyon,
invazyon, adezyon, vesikuler pattern olusumu gibi bircok metastatik hiicre
davranisinda giclendirici bir faktor olarak rol oynadigi in vitro olarak ortaya
cikarilmistir (Cizelge 2.3) (Brackenbury, 2012).

Cizelge 2.3. VGSC’ler tarafindan diizenlenen metastatik hiicre davranislari (Brackenbury, 2012)

Hucresel aktivite Kanser tirt iliskili alt Unite
Uzama Meme, prostat Navl.7, f1
Galvanotaksi Meme, prostat Nav1.5, Navl.7
Lateral maotilite Meme, mezotelyoma prostat Navl.5, Navl.7, B1, 2
Transwell migrasyon Meme, prostat Nav1.5, Navl.7

Meme, prostat, kiiciik hiicreli

i : Nav1.5, Nav1.7
akciger kanseri

Endositik membran aktivitesi

Vezikdler patern olusumu Meme, prostat Navl1.7
Adezyon Meme, prostat Navl.5, Navl.7, B1, 2
Gen ekspresyonu Meme, kolon prostat Navl.5, Navl.7, 1

Meme, servikal, kolon,
lenfoma, melanoma, prostat,
kiicuk hiicreli olmayan akciger
kanseri

invazyon Nav1.5, Nav1.6,Nav1.7, B2
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Bennett ve ark. (2004), dusik metastatik 6zellikteki insan prostat kanseri
LNCaP hcreleri ile yaptiklari calismalarinda, metastazin baslamasi icin VGSC
ekspresyonunun “gerekli ve yeterli” oldugunu tespit etmislerdir. Devam eden
calismalarla artan VGSC ekspresyonunun metastatik hiicre davranisini giiclendirdigi
in vivo olarak da gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2012).

Kanser hiicrelerinde membran potansiyeli, epitel ve ndronlar gibi farklilasmis
hicrelerde 6lgllenden farklidir (Kunzelmann, 2005). Tipik bir néronun dinlenme
halindeki potansiyeli =65 mV iken (Purves ve ark., 2001), metastatik MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin membran potansiyelleri 15 ila -30 mV arasinda
bulunmustur (Roger ve ark., 2003; Fraser ve ark., 2005; Brackenbury, 2012; Yang ve
ark., 2012). Depolarizasyonun ardindan birka¢g milisaniye iginde VGSC'ler agilir,
hizli bir sekilde inaktive olur ve repolarizasyona kadar inaktif olarak kalir (Hille,
2001). Bu nedenle, depolarize dinlenme potansiyelleri ile kanser hucrelerinde,
VGSC'lerin biyltk cogunlugu inaktive edilmis olacaktir (Catterall, 2014). Ancak,
Navl.5 dahil olmak (izere bazi VGSC'ler tamamen inaktif olmaz ve Na* akimi zayif
da olsa israrli bir sekilde devam eder (Crill, 1996; Ju ve ark., 1996 ).VGSC’leri asiri
sekilde eksprese eden kanser hiicrelerinde Na* iyonlarinin hiicre icine akisinin
migrasyon ve invazyon gibi metastatik hiicre davranislarini; pH’y1 degistirip hlcre
dist matriksi yikarak, gen ekspresyonunu etkileyerek veya hiicre ici Ca** seviyelerini
dizenleyerek giclendirebilecegi 6nerilmektedir (Brackenbury, 2012).

Yuksek metastatik 6zellige sahip, sigan prostat kanseri hiicre soyu olan MAT-
LyLu hicrelerinde en az yedi farkli VGSC a alt tipi mRNA bulunmaktadir. En
yiksek mRNA seviyesi SCN9A, SCN1A ve SCN7A alt tiplerine aittir. Farkh
metastatik kapasiteye sahip insan ve sican prostat kanseri hiicre soylarinda
gerceklestirilen molekdler biyolojik incelemeler, SCN9A geninin yliksek metastatik
hicrelerde zayif metastatik hucrelerden U¢ kat daha fazla eksprese edildigini
gostermektedir (Diss ve ark. 2001). Ex vivo olarak yapilan incelemelerle, SCN9A gen
ekspresyonunun, ileri evre prostat kanserli hasta dokularinda, normal prostat
dokusundan yaklasik 20 kat daha fazla oldugu bulunmustur (Diss ve ark.,2005). Bir
baska arastirma sonucunda ise yuksek metastatik 6zellikteki bir meme kanseri hiicre
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soyunda (MDA-MB231) metastazin SCN5A geninin yiksek oranda eksprese
edilmesiyle baglantili oldugu belirlenmistir (Fraser ve ark., 2005). Elde edilen
kanitlar, prostat kanserinde metastazlarin énlenmesi igin 6zellikle VGSC’leri, yeni ve
kullanish bir terapotik hedef haline getirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda, 2012 — 2014 yillari arasinda, farkli zamanlarda Sanliurfa
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi ile Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne cesitli genitolriner sistem rahatsizliklariyla basvuran hastalardan alinan
prostat Ornekleri kullaniimistir. Biyopsi sonucunda teshisi ve / veya evrelemesi

uzman doktorlar tarafindan yaptimis olan doku 6rneklerti,

I- Normal prostat (n=4),

I1-  Benign prostat hiperplazisi (BPH) (n=6),

I11- Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) (n=4),
V- Nonmetastatik prostat kanseri (n=5),ve

V- Metastatik prostat kanseri (n=5),

olmak Gzere 5 gruba ayrilmistir. Tez ¢alismasi i¢in gerekli etik kurul onayi, Harran
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 15/04/2014 tarih ve 05/04 sayili karar
(EK-1) ile ahnmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. immunohistokimyasal boyama

VGSC proteinin belirlenebilmesi icin; Harran Universitesi Tip Fakltesi
Patoloji Anabilim Dali ve Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji
Laboratuvari arsivlerinde bulunan parafine gomulmis prostat doku Orneklerinden
3 — 4 pm kalinhginda kesitler alinmis ve strepteavidin horse radish peroksidaz
metodu ile imminohistokimyasal boyama yapilmistir (Diss ve ark., 2005). Bu
amacla kesitler, pozitif yukli lamlara yapistirilmis ve bir gece (14 — 16 sa)
56 °C’deki etiivde bekletilmistir. immiinohistokimyasal boyama prosediirii otomatik
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immunohistokimya cihazinda (Ventana, Roche, USA) yapilmistir. Cihaz, iki asamali
calisma sistemine sahiptir. Birinci basamakta deparafinizasyon ve antijen geri
kazanma islemleri; ikinci basamakta ise antikor inkiibasyonu, kromojen (diamino
benzoik asit, DAB) ve zit boya (Mayer hematoksilin) uygulanmasi islemleri
gerceklestirilmistir. Antijen geri kazanimi sitrat tamponu igerisinde yapilmistir.
Primer antikor inkiibasyonu i¢in 1:200 oraninda diltie edilmis Anti-Sodium channel
Navl.7 monoklonal antikoru (Millipore, Merck, USA) kullanilmistir. Antikora ait
bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir. Primer antikor inkubasyon siresi, 1 saat olarak
uygulanmistir. Cihaz ¢alismasini bitirdikten sonra, lamlar, deterjanli su ile 1-2 dakika
yikanmistir. Artan alkol serisinden (her birisinde 1-2 dakika) gegirilip kurutulmus ve
ardindan 1-2 dakika ksilol uygulanmis, balzam damlatilarak lamel ile kapatiimistir.
Pozitif kontrol olarak dretici firmanin 6nerisine gore sican beyincik dokusu tercih
edilmistir. Negatif kontrol Kkesitlerine primer antikor uygulanmamistir. Hazirlanan
preparatlar 1sik mikroskobunda uzman patolog gozetiminde analiz edilmis ve
fotograflari ¢ekilmistir.

Cizelge 3.1. Antikora ait genel bilgiler

Antikor Klon Konsantrasyon  Uretici Firma Pozitif Kontrol

Anti-Sodium channel

Navl.7 Monoklonal 1:400 Millipore Sican beyincik
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calisma, Ulkemiz Guineydogu Anadolu Bolgesi Sanliurfa ilindeki Harran
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ile Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne, 2012-2014 yillar arasinda, gesitli genitouriner sistem rahatsizliklari ile
basvuran hastalardan alinmig prostat dokusu érnekleri ile gerceklestirilmistir. Prostat
doku drneklerinde, Nav1.7 monoklonal antikoru ile voltaj kapili sodyum kanallarini
isaretleyerek  kanal  varliginin ~ ve  yogunlugunun  protein  duzeyinde
immunohistokiyasal olarak arastiriimasi amaglanmistir. Benign prostat hiperplazisi
(BPH) (n=6), prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) (n=4), nonmetastatik prostat
kanseri (n=5) ve metastatik prostat kanseri (n=5) dokularindan elde edilen bulgular
normal prostat dokusu (n=4) ile karstlastiriimistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan sican beyincik dokusu 6rneginde VGSC’lerin
bulundugu bolgeler Sekil 4.1°de gorilmektedir.

-

Sekil 4.1. Sigan beyincik dokusununun gériintuisii (pozitif kontrol) (Buytitme orani: 10x)
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Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda normal prostat dokusu (Sekil 4.2) ve
benign prostat hiperplazili (Sekil 4.3.A,B) doku Orneklerinin yani sira prostatik
intraepitelyal neoplazili doku (Sekil 4.4), nonmetastatik prostat kanseri dokusu (Sekil
4.5) ve metastatik prostat kanseri (Sekil 4.6) orneklerinde de dikkat ¢ekici bir
boyanma olmadigi gortlmastir. VGSC’ler, insan prostat dokusunda Navl.7

monoklonal antikoru ile immunohistokimyasal olarak gosterilememistir.

Sekil 4.2. Normal prostat dokusu (Buyttme orani: 10x)
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Sekil 4.3. BPH histopatolojik goriintusii (Blyiitme orani: 10x)
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Sekil 4.4. Prostatik intraepitelyal neoplazi(PIN) histopatolojik gorintisi (Biyltme orani: 4x)
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Sekil 4.5. Prostat kanseri histopatolojik gorintsi. [Blyltme orani: (A) 4x (B) 40x]
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Sekil 4.6. Metastatik Prostat kanseri histopatolojik gorintiisii (Buyiitme orani: 10x)

Felipe ve ark., (2012), kanser hiicre proliferasyonunu diizenleyen voltaj kapili
potasyum kanallari Kv1.3 ve Kv1.5’in timorlerin malignansi derecesi icin
biyobelirteg olarak kullanilabileceklerini dnermistir. Palmieri ve arkadaslarinin
2012°de yaptiklari calismaya atifta bulunan Rao ve ark., (2015), voltaj kapil
kalsiyum kanali CACNA2D3’nin meme kanserinde metastaz gelisme riski icin
biyobelirte¢ adayi olabilecegini ifade etmektedir. Guniimize dek yapilan ¢ok sayida
calisma ile prostat, meme, kolon, glioma gibi cesitli kanser tiplerinde 6zellikle
metastatik surecin baglamasi ve ilerlemesinde VGSC’lerin katkisinin bulundugu
gosterilmistir (Laniado ve ark., 1997; Anderson ve ark., 2003; Preussat ve ark., 2003;
Fraser ve ark., 2005; Fiske ve ark., 2006). Voltaj kapili sodyum kanallarinin, kanser
hiicrelerinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici bir etkiye sahip oldugunu
gb6steren calismalarin  sonuglari hicresel uyarilabilirlik (CELEX) hipotezini
dogurmustur. Bu hipoteze gore, metastazin baslamasinda VGSC ekspresyonu
artmaktadir. Bunun sonucunda giiclii metastatik karsinoma hticreleri uyarilabilir hale
gelmekte ve bu membran uyarilabilirligi, kanser hucrelerini hiperaktif ve invazif
yaparak metastazi desteklemektedir (Djamgoz, 2014). Diss ve ark. (2001), yiksek
metastatik 0zellikteki insan ve sican prostat kanseri hicrelerinin (PC-3 ve MAT-
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LyLu) zayif metastatik olanlara (LNCaP ve AT-2) oranla daha fazla VGSC (0zellikle
SCNO9A) eksprese ettigini gostermislerdir. Arastiricilar, ex vivo olarak da benzer
sonuclara ulasiimiglar, SCN9A gen ekspresyonunu ileri evre prostat kanseri
hastalarina ait prostat dokularinda normal prostat dokusundan daha yiiksek (yaklasik
20 kat) bulmugslardir (Diss ve ark., 2005). Biriken kanitlar, VGSC’lerin hem
metastazlarin 6nlenmesi icin yeni ve énemli bir tedavi secenegi olabilecegini hem de

tarama ve teshis amaciyla biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini géstermektedir.

Cahsmamizda, normal prostatin yanisira benign prostat hiperplazisi, prostatik
intraepitelyal neoplazi, non-metastatik prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri
teshisi konulmus prostat érneklerinde de voltaj kapili sodyum kanalinin varhgi
protein dlzeyinde immunohistokimyasal olarak gosterilememistir. Ancak bu
sonuglar, normal prostat dokusunda ve hasta 6rneklerinde VGSC’lerin bulunmadigini
kesin olarak s6ylemez; clinkli VGSC’lerin a alt tnitesini kodlayan 10 farkli gen
bulunmaktadir (Goldin, 2002). Farkli Gleason skoruna sahip insan prostat kanseri
doku orneklerinde VGSC’leri kodlayan baska bir gen olan SCN10A (Navl.8)
varliginin imminohistokimyasal yontemle arastirildigi bir calismada; Nav1.8’e karsi
uretilmis antikor ile yapilan isaretleme sonucunda, boyanma yogunlugundaki artisin,
artan Gleason skoru ile uyumlu oldugu bulunmustur. Bdylece Nav1.8’in bir
biyobelirtec aday! ve ayni zamanda yeni bir tedavi hedefi secenegi olabilecegi
onerilmistir (Suy ve ark., 2012). Bolgesel ve irksal farkhhklari g6z O6nine
aldigimizda c¢ahsmalarimizin, diger VGSC antikorlariyla sirdirdlmesi ve

bulgularimizin molekdiler tekniklerle konfirme edilmesi planlanmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez calismasinda, Sanliurfa ilinde bulunan Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
ve Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma Hastanelerine 2012-2014 yillari arasinda
cesitli genitodiriner sistem rahatsizliklari ile basvuran hastalardan alinmis prostat
dokusu ©rneklerinde voltaj kapili sodyum kanal varliginin ve yogunlugunun
arastirilmasi amagclanmistir. Hastalardan alinmis ve igili hastanelerin Patoloji
arsivlerinde bulunan parafine goémulmis prostat dokusu drneklerinden alinan kesitler
Navl.7 monoklonal antikoru ile isaretlenerek VGSC’ler protein duzeyinde

immunohistokimyasal olarak arastiriimistir.

Cahsma sonucunda, pozitif kontrol olarak kullanilan sican beyincik dokusu
disindaki prostat doku o6rneklerinin higbirisinde (normal prostat, benign prostat
hiperplazisi, prostatik intraepitelyal neoplazi, non-metastatik prostat kanseri ve
metastatik prostat kanseri) voltaj kapili sodyum kanali varligi Nav1.7 antikoru ile
immunohistokimyasal olarak gosterilememistir. Ancak VGSC’lerin a alt nitesini
kodlayan 10 farkli gen bulundugu icin calismanin, diger VGSC antikorlariyla
strdarilmesi ve bulgularin  diger molekiler tekniklerle konfirme edilmesi

planlanmaktadir.
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EKLER

EK1: Etik kurul belgesi

Guneydogu Anadolu Bélgesi’nde Yasayan Prostat Kanserli Bazi Hastalarin Nav1.7
Gen Ekspresyon Profili Bakimindan incelenmesi” adli tez 6nerisine ait etik kurul
onay belgesi asagidadir. Tezi bashi§i 16.03.2018 tarihinde yapilan tez savunmasinda
“Sanliurfa’da Yasayan Prostat Kanserli Bazi Hastalarda Voltaj Kapilh Sodyum
Kanallarinin immiinohistokimyasal Olarak incelenmesi” olarak tez jirisi tarafindan

degistirilmistir.
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