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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SICAN PROSTAT KANSERINDE VOLTAJ KAPILI SODYUM KANAL
AKTIVITESININ FARKLI TEKNIKLERLE ARASTIRILMASI

Selma KUCUK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Seyhan ALTUN

Gilintimiizde ¢esitli faktorlerin etkisi ile goriilme sikligr giderek artan kanser hastaligi,
mortalite ve morbiditesinin yiiksek olmasi, tedavi maliyeti, siiresi ve yan etkileri
nedeniyle ¢agimizin en O6nemli saglik sorunlarindan birisini olusturmaktadir. Kanser
nedeniyle meydana gelen dliimlerin primer timorden ¢ok, metastazlardan kaynaklandig:
anlagilmaktadir. Metastaz olusumunun altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi
tizerindeki yogun caligmalar, voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC) metastatik
stireci etkileyen bir faktor olarak rol oynadigi ve yeni tedavi olanaklar1 saglama ve
prognostik bir marker olma potansiyeli tagidiklarini ortaya koymustur (Brackenbury,
2012). Artarak devam eden deneysel c¢alismalarda, prostat kanser hiicrelerinin
VGSC’lere sahip oldugu ve bu kanallarin hastalifin metastatik ilerlemesine katkida
bulundugu elektrofizyolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak gosterilmistir. Bu
hiicrelerde 06zellikle VGSC’lerin Nayl.7 alt tipinin ekspresyonu gosterilmistir.
VGSC’ler, prostat kanseri, meme kanseri, kiiciik hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, kolon kanseri ve serviks kanseri de dahil olmak iizere bircok
karsinomada ekspresse oldugu gézlenmis ve Nay 1.7 nin prostat kanserindeki metastatik
davraniglarindan sorumlu oldugu saptanmigtir. Uzun zamandan beri, "VGSC’lerin
kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici bir etkiye sahip oldugu ve
kanallarin ~ bloklanmasiyla metastatik ilerlemenin  baskilanabilecegi” hipotezi
calismalarinda, birbiriyle etiyolojik faktorler, hormon-bagimli olma, metastatik karakter



vb. yonlerden benzerlik tasiyan prostat kanseri ve meme kanseri ile ilgili ¢ok sayida
caligma ylriitilmiistiir.

Calismada, klinikte kullanilan kronik anjina tedavisinde etkili bir ilag olmasinin yani
sira, ayni zamanda iyon kanallar1 tizerine de etkisi gosterilmis olan Ranolazine’in
(RNL), Dunning modeli sigan prostat kanseri iizerindeki etkisinin Nay1.7 kanalinin
protein seviyesinde ve molekiiler diizeyde varliginin etkisini aragtirmak amaglanmaistir.

Calismamizda, VGSC’lerin  karsinogenezdeki ve metastazdaki  heterotopik
ekspresyonunun; giiclii metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin sicanlara inokiilasyonu ile
olusturulan in vivo Dunning prostat kanser modelinde metastazdan sorumlu oldugu
belirlenen VGSC’lerde Na,1.7’nin saptanmasi ve RNL (2,5 uM - 5 uM) ilacinin farkli
dozlar kullanilarak metastaza olan etkisi: primer tiimor, akciger metastazlari ve prostat
bezlerinde korunup korunmadigi; immiinohiStokimyasal, immiinfloresan, western
blotting ve es zamanli PCR yontemleri kullanilarak arastirilmigtir.

Sonug olarak, Dunning modeli prostat kanseri tizerinde RNL ile tedavi edilmesi
sonucunda Nayl.7 kanalinin varhigi ilk kez arastirilmistir. Israrli akim blokeri olan
RNL’nin 2,5 uM ve 5 uM dozunun, prostat kanseri metastazini azalltigi yondeki veriler
bu tez ¢alismasiyla ilk kez ortaya konulmaktadir. Bu veriler 1s1g8inda, cesitli ajanlar ya
da ilaglar araciligi ile saglanacak VGSC inhibisyonunun, kanser metastazinda terapotik
bir deger tasiyacagi yoniinde umut verirken, insanlarin yasam siiresi iizerinde ve yasam
kalitesini artirmada yeni ¢aligsmalara 11k tutacaktir.

Haziran 2016, 114 sayfa.

Anahtar kelimeler: Ranolazine, Prostat Kanseri, Dunning Modeli, Voltaj Kapili
Sodyum Kanali (VGSC), Nay1.7



SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION WITH DIFFERENT TECHNIQUES OF VOLTAGE-GATED
NA" CHANNEL ACTIVITY ON THE RAT PROSTATE CANCER

Selma KUCUK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Seyhan ALTUN

Cancer disease, the prevalence of which is gradually increasing with the effect of
various factors today, is among the most important health problems of our age due to its
high mortality and morbidity, treatment costs, duration and side effects. It is understood
that the deaths that occur as a result of cancer result more from metastases than primary
tumours. Intensive studies on understanding the mechanisms under the formation of
metastasis have revealed that voltage-gated sodium channels (VGSC) play a role as a
factor that affects the metastatic process and have the potential of providing new
treatment options and being a prognostic marker. In gradually increasing experimental
studies, it has been shown that prostate cancer cells have VGSCs and these channels
contribute to the metastatic advancement of the disease using electrophysiological and
molecular methods. Especially the expression of Na,1.7 subtype of VGSCs was shown
in these cells. It was observed that VGSCs are expressed in many carcinomas, including
prostate cancer, breast cancer, small-cell lung cancer, non-small cell lung cancer, colon
cancer and cervical cancer, and it was determined that Na,1.7 is responsible for the
metastatic behaviours in prostate cancer. Many studies on prostate cancer and breast
cancer that bear similarities in such aspects as etiologic factors, being hormone
dependent, metastatic character, etc., have been carried out for a long time in the studies
on the hypothesis that “VGSCs have a strengthening effect on the metastatic potential of
cancer cells, and the metastatic advancement can be suppressed by blocking the
channels.”
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In this study, it was aimed to examine the effect of Ranolazine (RNL), the effect of
which was shown on various ion channels as well as being an effective drug in the
treatment of chronic angina used in the clinic, on the Dunning model rat prostate cancer
at the protein level of Na,1.7 channel and its presence at the molecular level.

In this study, the detection of Na,1.7 in VGSCs in which it was determined that the
heterotopic expression of VGSCs in carcinogenesis and metastasis is responsible for
metastasis in the in vivo Dunning prostate cancer model formed with the inoculation of
strongly metastatic Mat-Lylu cells to rats and the effect of RNL (2,5 uM - 5 uM) drug
on metastasis using different doses; whether it is protected in primary tumour, lung
metastases and prostate glands were investigated using immunohistochemical,
immunofluorescence, western blott and real-time PCR methods.

Consequently, the presence of Na,1.7 channel as a result of the treatment with RNL on
the Dunning model prostate cancer was examined for the first time. The data showing
that 2,5 uM and 5 uM doses of RNL, which is a persistent current blocker, reduce
prostate cancer metastasis are revealed for the first time. These data give hope that the
inhibition of VGSC that will be ensured through various agents or drugs will have a
therapeutic value in cancer metastasis, and they also point out that the need for the
electrophysiological revealing of the VGSC inhibition profiles of the drugs to be used in
clinical studies in the future will arise.
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1. GIRIS

Hiicrelerin kontrolsiiz boliinme ve biiytimeleri olarak tanimlanan kanser, her yil diinya
capinda yaklasik 14 milyon kisiye tan1 konulmasina sebep olmakta ve kanser nedeniyle
hayatin1 kaybedenlerin sayis1 yilda yaklasik 8,2 milyonu bulmaktadir. Tiirkiye’deki
durum incelendiginde ise, T.C. Saglik Bakanlig1 verilerinde 2000-2006 yillar1 arasinda
396 bin kanser olgusu bulunmustur. Her yil ortalama 140 bin kisi kanserden 6lmekte ve
150 bin kisi kanser tanis1 almaktadir. 2030 yilinda ise, bu rakamin 22 milyona ulagacagi
beklenmektedir (Ugur, 2014). 2008-2010 yillar1 arasinda Yyapilan bir aragtirmada
erkeklerin yasamlar1 boyu kanser gelisme olasiliklar incelenmis ve prostat kanserinin

ilk sirada yer aldig1 saptanmistir (Kutluk, 2014).

Prostat kanseri Amerika’da, deri kanserleri disinda, erkeklerde en sik goriilen kanser
tiiriidiir. 2013 yilinda, yaklasik 238.590 kisiye prostat kanseri tanis1 konulmustur ve bu
sayr tim yeni tan1 alan kanser ftiirlerinin yaklagik %28’in1 olusturmaktadir
(Hacibekiroglu ve dig., 2015). Aym yil, 29.270 prostat kanserine baglh olim
gerceklesmis olup, prostat kanseri; kansere bagli 6liimlerde yaklasik %10 siklikla, ikinci
sirada yer almaktadir (Siegel ve dig., 2013). Ulkemizde ilk kez izmir’de yapilan tek
niifus tabanli kanser kayit sistemi insidans ¢aligmasinda prostat kanseri, en sik goriilen
besinci kanser olarak tespit edilmis ve 1995-1996 yillar1 arasindaki insidansi
9,1/100.000 olarak bildirilmistir (Zorlu ve dig., 2004). Prostat kanseri insidansi
1995°ten bu yana %]1,7 artis gostermesine karsin, mortalite oran1 1994’ten itibaren her
yil %4 azalmaya devam etmektedir (Chan ve dig., 2004). T.C. Saglik Bakanlig1 Kanser
Istatistikleri Yilliginda (2013) yer alan 2010 yil1 istatistiklerine gore, Tiirkiye’de, prostat
kanserinin yillik insidanst 100.000°de 36,3’tiir. Prostat kanserinin goriilme sikliginin
ileri yaslarda artmasi ve yasam siiresinin uzamasi, hastaligin prevalansin1 goreceli
olarak artirmakta, dolayisiyla hastaliga dair tam1 yontemlerinin gilivenilirligi 6nem
kazanmaktadir (Ferlay ve dig., 2010). Prostat kanserinin olusumu ile ortaya ¢ikan ve
hastaligin yayilmasina neden olan metastatik siire¢, farkli tedavi ydntemlerinin
belirlenmesi asamasinda 6nemli bir kilit noktasin1 olusturmaktadir. Kanserin metastatik

yayilimi lizerine ¢aligmalar hizla ilerlemektedir.



Metastaz kavrami; biiyliyen primer timor kitlesindeki invaziv karakterli kanser
hiicrelerinin, primer tiimorden uzakta, viicudun bir baska bolgesinde veya organinda
ikincil tiimdrleri meydana getirmesi seklinde tanimlanabilmekte ve kanserle miicadelede
en onemli problem olmaya devam etmektedir. Metastatik evrede iken, tan1 konmus ya
da primer tiimore yonelik basarili bir tedavi yapilmis vakalarin, ilerleyen donemlerinde
metastaz olusumu gerceklesmekte ve bu hastalarin, genel olarak en ciddi prognoza sahip
olduklar1 goriilmektedir (Khanna ve Hunter, 2005; Tapon ve Ziebold, 2008). Boyle
hastalarin tedavi sanslarini arttirabilmek igin, metastaz biyolojisinin kapsamli sekilde

anlasilmasi gerekmektedir.

Uzun zamandir devam eden c¢alismalar, hiicre membraninda yer alan iyon kanallarinin
timor gelisiminde ¢ok 6nemli rollere sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Normal bir
epitel hiicresinin, kanser hiicresine degisimi sirasinda iyon kanal ekspresyonu ve/veya
aktivitesi tizerinde etkili olan bir dizi genetik degisiklik meydana gelmektedir. Degisen
iyon kanal aktivitesi ise, tiimoriin ¢ogalmasini desteklemektedir (Kunzelmann, 2005).
Iyon kanallarmin bu patofizyolojik o6zelliklerinin arastirilmasi, en ilging calisma
sahalarindan birini olusturmakta ve kansere karsi agilan savasta yeni tedavi segenekleri
vaadetmektedir (Schonherr, 2005). Prostat, meme, kolon gibi, bazi kanser tiirlerinde
gozlenebilen voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC) upregiilasyonu metastatik hiicre
davraniglarint etkin hale getirmektedir (Brackenbury ve Djamgoz, 2006). VGSC
ekspresyonunun metastatik siiregte hizlandirict bir faktér olarak rol oynadigini ve
hastaligin teshis ve tedavisinde bir markir olma potansiyeli tasidigini gdsteren tiim
caligmalar VGSC’lerin prostat kanserinde yeni terapotik bir hedef oldugunu ortaya
koymaktadir (Le Guennec ve dig., 2007; Nakajima ve dig., 2009; Yildirim ve dig.,
2009; Djamgoz ve dig., 2014; Fraser ve dig., 2014a).

Kanserden kaynaklanan Oliimlere bakildiginda, klinik yonden Onem tasiyan temel
etkenin; primer tiimorden cok, bu tiimérden kdokenlenen sekonder tiimorler, yani
metastazlar oldugu dikkati ¢ekmektedir (Nandana ve Chang, 2014; Nelson ve dig.,
2015). Bu sebeple, uzun yillardir gerek in vitro gerekse in vivo olarak yiiriitiilen pek ¢ok
calisma, oldukc¢a karmasik ve ¢ok basamakli bir siire¢ olan metastaz kavraminin
aydinliga kavusturulmasi iizerinde yogunlasmistir. Bu amagcla, yiiriitiilen caligmalar,

iyon kanallarinin, baz1 kanserlerin gelisiminde ve yayiliminda 6nemli rollere sahip



oldugunu, bunlardan, 6zellikle VGSC’lerin, metastatik siirecte belirgin bir etkisinin
bulundugunu ve yeni tedavi metotlarinin gelistirilmesine 11k tutmasinin yani sira
prognostik bir markir olma potansiyeli tagidigini ortaya ¢ikarmistir. VGSC’lerin kanser
hiicrelerinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici bir etkiye sahip oldugunun tespit
edilmesiyle birlikte, bu kanallarin bloke edilerek metastatik ilerleyisin Oniine
gecilebilecegini ileri siiren goriisler kuvvet kazanmaya baslamistir (Grimes ve dig.,
1995; Laniado ve dig., 1997; Diss ve dig., 2001; Diss ve dig., 2005, Nakajima ve dig.,
2009; Shan ve dig., 2014, Patel ve Brackenbury, 2015).

Meme kanseri, lenfoma, kiiciik hiicreli ve kiicliik hiicreli-dis1 akciger kanseri,
mezoteliyoma, noroblastoma, servikal kanser ve melanoma gibi pek c¢ok insan
karsinomasini igeren kanser tiirlerinde in vitro ve/veya in vivo olarak yapilan
caligmalarda VGSC ekspresyonunun varligit ve fonksiyonel VGSC aktivitesinin
karsinomalarin genel bir 6zelligi olabilecegini ortaya koymustur (Chioni ve dig., 2009).
Tetrodotoksin (TTX) gibi selektif kanal blokerleri ya da poliklonal antikorlar
kullanilarak veya gen diizeyinde VGSC aktivitesinin inhibe edilmesi sonucu basta
motilite ve invazyon olmak iizere (Grimes ve dig., 1995; Laniado ve dig., 1997, Bennet
ve dig., 2004; Roger ve dig., 2007; Gillet ve dig., 2009; House ve dig., 2010;
Hernandez-Plata ve dig., 2011) morfolojik genisleme (Fraser ve dig., 1999),
galvanotaksis (Djamgoz ve dig., 2001; Fraser ve dig., 2005), lateral ve transvers hiicre
hareketi (Fraser ve dig., 2003; Brackenburry ve Djamgoz, 2006; Fulgenzi ve dig., 2006;
Uysal-Onganer ve Djamgoz, 2007; Gao ve dig., 2010), salgilayict membran aktivitesi
(Mycielska ve dig., 2003; Onganer ve Djamgoz, 2005), gen ekspresyonu (Mycielska ve
dig., 2005a; Brackenbury ve Djamgoz, 2006) ve adezyon (Palmer ve dig., 2008) gibi

metastaz ile iligkili hiicre hareketlerinin baskilanabildigi gosterilmistir.

Sican ve insan prostat kanser hiicrelerinde farkli tiplerde VGSC’ler bulunmaktadir.
(Laniado ve dig., 1997). Grimes ve arkadaglart (1995) tarafindan in vitro olarak
yetistirilen Dunning modeli sican prostat kanseri hiicreleri ve TTX kullanilarak
yiiriitiilen elektrofizyolojik calismada, kuvvetli metastatik karakterdeki MAT-LyLu
hiicrelerinde VGSC akimu odlgiiliirken zayif metastatik AT-2 hiicrelerinde bu akim tespit
edilememistir. Mat-LyLu hiicrelerinde patch-clamp teknigi kullanilarak hiicrelerin

metastatik yetenegi ile VGSC’ler arasindaki iligki ortaya konulmustur (Grimes ve dig.,



1995). In vitro bulgular: destekleyecek sekilde Dunning sigan prostat kanser modeli ile
yapilan bir in vivo arastirmada VGSC’lerin prostat kanser hiicrelerinin metastatik
davraniglarinda rolii oldugu ve bu kanallarn TTX ile bloklanmasinin metastazi
baskiladig1 gosterilmistir. (Altun ve Djamgoz, 2008; Yildirim ve dig., 2012). Nelson ve
dig. (2015) tarafindan yapilan bir baska calismada, meme kanseri dokulari, normal
meme dokular ile kiyaslandiginda SCN1B mRNA / B; proteininin up-regiile oldugunu
bulmuslardir. B; upregiilasyonunun, meme kanserinin ksenograft modelinde tiimor
bliylimesini ve metastazi O6nemli derecede arttirdigt gozlenmistir. B1’in  asir
ekspresyonunun da, damarlanmayi arttirdigi ve primer timdrlerde apoptozu azalttigi

tespit edilmistir (Nelson ve dig., 2014b).

Bu calismalarin 1518inda, metastaz olusumunun altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasi lizerindeki yogun ¢aligmalardan bir kismi1 “VGSC’lerin, kanser hiicrelerinin
metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici bir etkiye sahip oldugu ve kanallarin
bloklanmasiyla metastatik ilerlemenin baskilanabilecegi” hipotezi ¢ercevesinde

yiirtitiilmektedir.

Calismamizda kullanilan ve kronik anjina tedavisi i¢in FDA onay1 alan Ranolazine
(RNL), ge¢ sodyum akimi inhibitériidiir. Mekanizmas1, Na* kanal blokeri olarak iskemi
ve reperfiizyon sirasinda Na® bagimli intraseliiler Ca*®nm agir1 yiiklemesini azaltarak
(Belarddinelli ve dig., 2006), kalpteki diastolik fonksiyonlar ile iskemi sonrasindaki
bozukluklar1 azaltmaktir (Filardi, 2011). Literatiirde in vitro ortamda hiicre hareketleri
lizerine RNL’nin etkilerinin incelendigi az sayida galisma bulunmaktadir. /n vitro olarak
yiiriitiilen ve %2 oksijen igeren akut hipoksik ortamda yetistirilen MDA-MB231 meme
kanseri hiicrelerinin transvers hareketini hem TTX (10 uM) hem de, RNL (300 uM)’nin
tamamen baskiladig1 ve bu baskilamanin Na* kanallarin1 bloke ederek gerceklestirdigi
tespit edilmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013). Meme kanserinin hem in vitro hem de in
vivo olarak farkli dozlarla arastirildigi bir bagka ¢alismada RNL’nin, MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin in vitro daki giriciligini azaltmasinin yanisira, 50 mg/kg/giin
dozunun meme kanserli farelerdeki akciger metastaz kolonizasyonunu da anlamli olarak
azalttigin1 bildirmislerdir. Nay 1.5’in asir1 ekspresyonunun gozlendigi bu meme kanseri
hiicrelerinde VGSC’lerin, RNL ile bloke edildigini belirten Driffort ve dig., (2014)

RNL’nin kanser tedavisinde kullanilabilecek bir bloker oldugunu ileri stirmiislerdir.



Grubumuz tarafindan RNL’nin VGSC blokeri olarak degerlendirildigi bir ¢alismada
Dunning prostat kanserli sicanlarin 5 pM RNL ile tedavileri sonucunda, akciger
metastaz sayisinda ve metastazlarin biiyiikliiklerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir

(Altun ve dig., 2014).

Calismada, VGSC’lerin karsinogenezdeki ve metastazdaki heterotopik ekspresyonunun;
gliclii metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin siganlara inokiilasyonu ile olusturulan Dunning
prostat kanseri modelinde, metastazdan sorumlu oldugu belirlenen Nayl.7’nin
saptanmast ve ekspresyonunun primer tiimor, akciger metastazi ve prostat bezi
dokularinda korunup korunmadigmin farkli yontemlerle degerlendirilerek, hiicre ve
dokulardaki Na,1.7 miktarin1 karsilastirmaya ve boylece VGSC kanalinin kanserdeki
muhtemel roliine katki saglanmasi amaglanmistir. Ayni zamanda anjino pektoris
tedavisinde kullanilan VGSC blokeri olarak bilinen RNL’nin Nay1.7 kanali tizerindeki
etkisinin, primer timorde ve timoriin metastatik ilerleyisinde nasil bir rol alacagi

arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. IYON KANALLARI

Iyon kanallari, hiicre zarinda bulunan ve yiizeye tutunmus karbonhidrat gruplarmi
iceren hidrofilik yapidaki transmembran proteinlerdir (Foster ve dig., 1999; Denac ve
dig., 2000). Hidrofilik yapida olan iyon kanallar1, hiicre zarinin lipid kismindan gegis
yapamayan iyonlarin taginmasinda gorevli bir protein kompleksidir. Kanal proteinleri
ozellikle inorganik iyonlar1 tasidig1 i¢in ‘iyon kanallar’ olarak da isimlendirilir. Tyon
kanallar1 hiicre membraninda 3-5 A° gapinda porlar olusturmakta Ve iyonlarin hareketi
bu porlar aracihigiyla gerceklestirilmektedir (Sekil 2-1). Iyon kanallar1 agik olduklart
zaman, Na', K, Ca? ve CI gibi spesifik olduklar1 iyonlarin elektrokimyasal

derecelenmeleri dogrultusunda zardan pasif olarak ge¢melerine olanak saglamaktadir

(Alberts ve dig., 2008).

At birinder

Sekil 2.1: Hiicre membrani ve membrana yerlesmis olan iyon kanali semasi.



2.2. IYON KANALLARININ BiYOLOJiSI VE FONKSIYONU

Iyonlarin membranlardaki hareketi bakterilerilerden insanlara kadar evrimsel olarak
korunmustur. Membran potansiyelinin kaynagi, kanallar boyunca iyon akimidir ve
hiicrenin elektriksel uyarilabilirligi i¢in olmazsa olmazidir. Bu iyon translokasyonunun
aracilik ettigi hiicresel olaylardan birisi de ozmotik dengenin yani hiicresel pH’ nin

diizenlenmesidir (Cannon, 2007).

Iyon kanallar1, iyonlarm gegisini diizenleyerek sinir ve kas gibi hiicrelerde membran
potansiyelinin olusumuna aracilik ederler. Segici gegirgenlerdir ve her biri belli
iyonlarin tasinmasi ile gorevlidir. Bu secicilik ise, iyonun hacimsel biiylikliigiine
baglidir. iyon kanallarinin spesifik bir uyariya cevap olarak kisa bir siire acilip sonra
tekrar kapanmasii saglayan kapilara sahip olma oOzellikleri, onlar1 hiicre zarinda
bulunan basit gegitler olmaktan ¢ikartarak islevlerinin temelini olusturur. Iyon
kanallarinin agik veya kapali olma durumu, hiicre zar1 potansiyelindeki degisim (voltaj
kapil1 kanallar) veya ndrotransmitter, iyon gibi hiicre dis1 bir ligantin kanala baglanmasi
(ligand kapili kanallar) seklindeki farkli mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir
(Terlau ve Stithmer, 1998; Pollard ve Earnshaw, 2004). Bu kanallar agilip kapanma
ozelliklerine bagli olarak iki biiyiik alt sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2-2) (Alberts ve dig.,
2008; Bernard ve Shevell, 2008)

1. Ligand kapili iyon kanallari

2. Voltaj kapili iyon kanallar.
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Sekil 2.2: Tyon kanallarinim iki biiyiik smifi,
A) Ligand kapili iyon kanali, B) Voltaj kapili iyon kanal.

2.2.1. Ligand Kapih Iyon Kanallar

Yapisi iyi tanimlanmis olan ve agilmak i¢in elektrik yiikiinden ziyade ndrotransmitterler
veya kimyasal ajanlar gibi 6zel bir liganda ihtiya¢ duyan kanallardir. Bunlar Na* ve
Ca'*? kanallari ile ayni yapida protein gruplarina sahiptir (Sekil 2-2) (Purves ve dig.,
2008). Ligandin kanala baglanma bolgesine bagli olarak; hiicre i¢i ligand kapili kanallar

ve hiicre dig1 ligand kapili kanallar olarak iki ana grupta toplanmaktadir.

2.2.1.1. Hiicre I¢i Ligand Kapili Kanallar

Sitoplazmik Ca*?, halkasal niikleotidler (drnegin cAMP) veya trimerik guanozin
trifosfataz (GTPaz)’in (G proteini) B/y alt birimlerine duyarli kap1 kanallar, evrimsel
olarak K* kanallarindan farklilasmislardir (Connolly ve Wafford, 2004; Purves ve dig.,
2004). Hiicre i¢i ligand kapili kanallara daha c¢ok duyu organlarindaki hiicrelerde
rastlanmaktadir. Hiicre i¢i halkasal niikleotid kapili iyon kanallar1 duyu sisteminde

ozellikle koku ve gorme de ¢ok onemlidir. Koku molekiilleri, hiicre zarindaki yedi



sarmalli resoptorlere baglanarak koku reseptorlerini uyarir. Bu reseptorler G protein
aracilifiyla sitoplazmik cAMP konsantrasyonunu artirirlar. cAMP, cAMP kapili katyon
kanallarinin agilmasini saglar, zar depolarize olur ve aksiyon potansiyeli olustururlar.
Gorme iletiminde de halkasal niikleotid kapili kanal kullanilir. Isik, yedi sarmalli bir
reseptOrii aktiflestirir, bu da sitoplazmik cGMP seviyesini azaltir. Bu azalma cGMP
kapili kanallarin kapanmasina, fotoreseptdr, hiicre zarmin hiperpolarize olmasina ve

norotransmitter salgilanmasinin azalmasina neden olmaktadir.

2.2.1.2. Hiicre Disi Ligand Kapili Iyon Kanallar:

Hiicre dis1 ligand kapili iyon kanallar1 bir néronun aksonu ile diger néronun dendriti
veya kas hiicreleri arasindaki iletisimi saglarlar. Bu iletisim sinaps yoluyla gerceklesir.
Iletici taraf yani presinaptik uc, norotransmitter olarak adlandirilan kimyasallarin
ekzositozu i¢in Ozellesmistir. Bu norotransmitterler, glutamat, asetilkolin, serotonin,
glisin ve y-aminobutirik asit (GABA)’dir. Sinir ucuna bir aksiyon potansiyeli
ulastiginda, voltaj kapili Ca*? kanallar1 Ca*? iyonlarinin sitoplazmaya gegisini, bu da
sinaptik vesikiillerin noronlarla kaynasmalarini1 saglar. Boylece ndrotransmitterler
sinaptik araliga (hiicre disina) gecmis olur. Bu norotransmitterler postsinaptik zarda yer

alan ligand kapil1 iyon kanallarin aktiflestirirler (Yamakage ve Namiki, 2002).

Glutamat reseptorii kanali: Glutamaterjik iletim, 6grenme ve bellek olusumlarinin
altinda yatan uzun siireli degisikliklerde kendini ortaya koymaktadir. Hem Na* hem de
K" kanalina kars1 gecirgen olan katyon kanalina, bir glutamat molekiiliiniin baglanmas,
kanalin acilmasma, dolayisiyla da zarin depolarizasyonuna neden olur. Bu
depolarizasyon hiicre zarmi uyararak voltaj-duyarli Na® kanallarinin agilmasina ve
aksiyon potansiyelinin olusmuna yol agmaktadir (Paoletti ve Neyton, 2007; Olive,
2009).

Nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) kanahi: Omurgalilarda bulunan nAChR’ler,
kas hiicrelerinin postsinaptik kanallarini olusturmakta ve dogrudan norotransmiterlerle
acilmaktadirlar. Kasi destekleyen noronun elektriksel olarak uyarilmasi ¢ok sayida
nAChHR ile birlesmeye yetecek kadar asetilkolin salgilar. Kanallarin agilmasi, sodyum
ve potasyum iyonlarinin akiminda degisiklige sebep olur ve bir depolarizasyon

meydana gelir. Bunun sonucunda da, voltaj-kapili kanallar agilir ve kaslar kasilir.
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Ayrica bu kanallar nikotine de baglanabildiklerinden dolay: ‘nikotinik kanal’ olarak da
isimlendirilirler (Aidler ve Stanfield, 1996).

GABA ve Glisin reseptor kanallari: Memeli merkezi sinir sisteminde (MSS) hizli
inhibitor iletim, GABAa veya glisin reseptorlerindeki klora duyarli kanallarin
acilmasini gerektirir. GABAA reseptorleri beyine dagilmisken glisin reseptorleri biiyiik
oranda beyin sapt ve omurilige dagilmistir. Glisin reseptorii, ACh reseptdriine benzer
sekilde bes alt birim igerir. Ortak bir merkezi aciklik etrafinda pentamerik diizende
(a3B2) gruplanmis bes alt birimden olusur (Aidler ve Stanfield, 1996; Ben-Ari ve dig.,
1997; Taketo ve Yoshioka, 2000).

2.2.2. Voltaj Kapih Iyon Kanallari

Voltaj kapili iyon kanallar1 (VGIC) biiyiik, genis bir gen ailesinin iiyesidir. Bu ailedeki
birgok iyon kanali membran depolarizasyonuna yanit olarak acilir (Sekil 2-2) ve yiiksek
derecede voltaja bagimlilik gosterir (Hernandes ve Troncone, 2009). Bu smiftaki iyon
kanallar1 voltaj-kapihh Na® ve K* Kanallaridir. Hodgkin ve Huxley’e gore akson
membranindaki iyonik akim, membranin sodyum ve potasyum iyonlarina olan

gecirgenliginin degigsmesine dayanmaktadir (Aidler ve Stanfield, 1996).

VGIC, yapisal olarak birbiriyle iligkili toplam 143 sinyal proteininden olusan genis bir
ailedir (Yu ve Catterall, 2004). VGIC’lerin en onemli fizyolojik rolii, elektriksel
sinyallerin olusumuna katilmaktir. Kas kasilmasi, hormon sekresyonu, cevresel
uyarilarin alinmasi, bilginin degerlendirilmesi ve olusan cevabin periferik dokulara
iletilmesi gibi islevler elektriksel sinyaller tarafindan kontrol edilir. Ayrica, VGIC’ler
sekresyon, gen ekspresyonu, hiicre boliinmesi gibi hiicresel olaylarin sinyallenmesinde
de gorev alan molekiillerdir (Yu ve dig., 2005; Catterall ve dig., 2007). Tek hiicre
diizeyinde bile, yapisal ve islevsel agidan ¢ok fazla gesitlilik gosteren VGIC’lerin bu
cesitlilikleri ve hiicre i¢i diizenlenmelerinde; ekspresse olduklar1 genlerin cesitliligi,
MRNA transkriptlerinin alternatif kesilip eklenmesi ile kanal kinetiginde farkliliga yol
acan translasyon sonrasi degisimler (fosforilasyon, glikolizasyon vb.) ve kanal proteinin
hiicre i¢i lokalizasyonu, hiicre zarindaki yogunluklarinda rol oynayan mekanizmalardir

(Schulz ve dig., 2008).
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2.2.2.1. Voltaj kapili sodyum kanali

Voltaj kapili sodyum kanallar1 intrinsik néron ve kas uyarilabilirliginin anahtar
mediyatorleridir. Sigan beynindeki sodyum kanallar1 temel biiyiik bir o alt birim ile iki
kiiglik yardimci alt birim (B1-p4) den olusmaktadir (Cannon, 2007; Mantegazza ve dig.,
2010). Epilepsi, migren, norodejeneratif hastaliklar ve noropatik agri gibi birgok
norolojik hastaliklar, sinirsel uyarilabilirlik agisindan bozukluk igermektedir. Bu
hastaliklarda VGSC’lerin yer aldigina veya etken olduguna dair ¢calismalar bulunmakta

ve bu c¢alismalarin sayilar1 giderek artmaktadir (Mantegazza ve dig., 2010).

2.2.2.2. Voltaj kapili kalsiyum kanali

Kalsiyum kanallar1 birgok omurgasizlarin kaslarinda ve omurgalilarin diiz kaslarinda
voltaj kapili depolarizasyonunun tiimiinden sorumludurlar ve omurgalilarin kalp
kasinda aksiyon potansiyelinin plato fazi boyunca depolarizasyonunu saglamakla
gorevlidir. Birgok kas ve salgi hiicresinde, sinir u¢larinda kalsiyum iyonu derisimini
kontrol etmekte kritik 6nemleri vardir. Ayrica, ikincil haberci olduklar i¢in, kalsiyum
iyonlarinin  membran potansiyelini etkileyebilecek bagka hiicre i¢i kontrol
mekanizmalarim1 da  diizenleme etkisi gostermektedir (Aidler ve Stanfield, 1996;
Yamaage ve Namiki, 2002; Catterall ve dig., 2005).

Kalsiyum kanallari; membran uyarilabilirliginin, iletim maddelerinin saliminin ve gen
ekspresyonunun O6nemli modiilatorleridir. Mutasyonlar kalsiyum kanal girisini
etkileyebilir ve kanal hasarlar1 epilepsi patojenezine katilabilir. Ancak, buna yol agan
mekanizmalar tam olarak tanimlanmamustir (Steinlein ve Noebels, 2000; Nelson ve dig.,
2006).

2.2.2.3. Voltaj kapili klorid kanali

Bakterilerden mayaya hatta insanlara kadar uzanan genis yelpazedeki organizmalarda
klorid kanallarinin (CIC) varlig1 gosterilmistir. Bu klorid kanallar1 pH regiilasyonunda,
homoestaside, organik ¢6ziinmiis madde de, hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve hiicre
farklilasmasinda rol oynamaktadir. Her birinin ortasinda por bulunan iki alt birimden
olusurlar. Aktif olduklarinda porlardan biri veya her ikisi Cl” iyonlarmni iletir. Her alt
birim bir ile on iki arasinda transmbran segmentten meydana gelmistir. Baz1 klorid
kanallar1 sadece voltaj kanallar1 ile aktive olurken bazilari Ca*? tarafindan bazilari da

ekstraseliiler ligandlar veya pH tarafindan aktive edilmektedir (Li ve dig., 2006; Suzuki
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ve dig., 2006). Bu ailenin iyi bilinen {iyeleri iskelet kaslarinda yer almaktadir (CICO).
Voltaj kapili katyon kanallar1 gibi, bu kanallar da zar depolarize oldugunda agilir ve
sonra inaktiflesir. Cl° kanal genlerindeki mutasyonlar insanlarda goriilen bazi
hastaliklara neden olabilirler. Hasarli iskelet kasi klorid kanallar1 (CIC1) resesif ve
dominant kas kasilmalarina sebep olurken, bobrek klorid kanallarindaki (CICS5)
mutasyon, tas olusumunun nedeni olarak ortaya ¢ikmaktadir (Li ve dig., 2006; Suzuki
ve dig., 2006).

2.2.2.4. Voltaj kapili potasyum kanali

Membran depolarizasyonu voltaj kapili potasyum kanallarini aktive eder. Bu kanallar
bir kere agilinca konsantrasyon gradyenti boyunca potasyum iyonlarini elektrik alana
karsi iletir. Disa yonelen bu akim, membranin repolarizasyonuna neden olur. Potasyum
kanali birbirine es olmayan alt birimlerden olusan bir heteromultimerdir.
Heteromultimer olusturma yetenegi, potasyum kanallarinin islev ¢esitliligine olanak

saglar (Aidler ve Stanfield, 1996; Long ve Campbell, 2005).

2.3. VOLTAJ KAPILI SODYUM KANALLARI (VGSC)

Voltaj kapili sodyum kanali (VGSC), hayvan hiicrelerinde, zar depolarizasyonu ile
aktive olarak aksiyon potansiyelinin baglatilmasini ve buna bagli elektriksel
uyarilabilirligin diizenlenmesini gergeklestirmektedir (Goldin, 2003). Elektrik sinyali
tizerindeki ilk caligmalar Hodgkin ve Huxley tarafindan 1952 yilinda sinir, kas ve diger
uyarilabilir hiicrelerde baslamistir (Hodgkin ve Huxley, 1952 ab,c ve d). Sinirlerde
baglatilan elektrik sinyallerinin, sodyum akimi ve voltaj-bagimli aktivasyonu tarafindan
downregiile oldugunu gosteren ilk ¢alismalar1 gergeklestirmislerdir. Bu galigsma, voltaj-
kapili sodyum kanalin1 ilk kez ortaya koymus ve elektrik sinyal mekanizmasi
hakkindaki ilk bilgileri saglamistir. 1970’li yillarda ¢esitli laboratuvarlarda yapilan
caligmalar ile multi reseptorler tizerinde norotoksin hareketinin, voltaj bagimli sodyum
kanal kapisi ve iyon iletkenligi tizerindeki degisimi gosterilmistir (Catterall, 1980).
1980’11 yillarda fotoafinite etiketleme ile sodyum kanallarmin protein alt birimlerinin

tespiti i¢in akrep toksinleri kullanilmistir (Beneski ve Catterall, 1980).

VGSC alt tiplerinin adlandirilmasinda, kanallarin aminoasit dizilimlerindeki benzerlik
esas alinarak aile ve alt tipleri belirtilmektedir. Bu isimlendirme teknigine gore sodyum

(Na"), kanalin gegirgenlige sahip oldugu iyonun kimyasal semboliinii Nay,), voltaji ifade
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eden kanalin esas fizyolojik regiilatoriinii takip eden ilk rakam Na, (1.1) ise spesifik

izoformlarini tarif etmektedir (Goldin ve dig., 2000).

2.3.1. VGSC Yapisi ve Fonksiyonu

Yapisal olarak VGSC’ler, ~260 kDa’luk biiyiik bir a alt tinitesi ile 33-36 kDa’luk bir ya
da iki adet yardimci [ alt {initesinden olusan heteromerik kompleks seklindeki
transmembran glikoproteinlerdir. VGSC’lerin o por olusumu, doért homolog alanin alti
adet transmembran segmentlerinden meydana gelmektedir. Por, her bir alanin 5. ve 6.

transmembran segmentleri arasindaki membran dongilisinden olusur (Sekil 2-3)

(Catterall, 2000).

a alt unitesi

eSS pomain I Domain I Domain il Domain Iv__ B alt Unitesi
r g . 10 1T 1 A
voltaj || | S, St : ' Y | /*w
sensori |, || Himegi | ‘ ‘
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inaktivasyon kapis:
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Sekil 2.3: VGSC’ler de a alt birim por olusumu ve dort homolog alanin gdsterimi
(Zhang ve dig., 2013).

VGSC’lerin  uyarilabilen hiicrelerde aksiyon potansiyelinin  baslamasindan ve
iletiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (Hille, 1992). Ayrica a ve B alt birimlerinin
diger sinyal molekiilleri ile etkilesim iginde bulundugu saptanmistir (Brackenbury ve
Isom, 2008). VGSC’lerin o alt birimini kodlayan Na,1.1’den Na,1.9’a kadar dokuz adet
gen bulunmaktadir ve bunlar SCN1A-SCN11A olan dokuz homolog iiye tarafindan
kodlanmistir (Tablo 2-1) (Catterall, 2000). Cesitli o alt birimleri ¢ogu zaman doku
spesifik ekspresyon modelleri ile st iste gelebilmektedir (Goldin ve dig., 2000). Bu a

alt birimleri arasinda 6nemli elektrofizyolojik ve farmokolojik ¢esitlilik bulunmaktadir.
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Tablo 2.1: VGSC a alt birimlerinin doku lokasyonlari ve kanser ekspresyonlari
(Goldin ve dig., 2000; Brackenbury, 2012).

VGSC Gen Kromozomal Doku o
) . Kanser tipi
protein || sembolii|| lokasyonu lokasyonu
M:2
Na,1.1 || SCN1A H:2024 MSS, PSS Yumurtalik
M:2 .
Na,1.2 || SCN2A MSS Prostat, Rahim agz1, Mezotelyoma,
H:2q23-24 Yumurtalik
Na,1.3 || SCN3A M:2 MSS Prostat, Yumurtalik, Kii¢iik hiicreli
H:2q24 (embriyonik) akciger kanseri
M:11 .
Na,1.4 || SCN4A H:1723-25 Iskelet kast Prostat, Rahim agzi, Yumurtalik
Meme, Rahim agzi, Lenfoma,
Na,1.5 || SCN5A M:9 Kalp kasi Noroblastoma, Kiigiik hiicreli olmayan
H:3p21 akciger kanseri, Yumurtalik, Kiigiik
hiicreli akciger kanseri
Meme, Prostat, Rahim agzi, Lenfoma,
Na,1.6 SCN8A M:15 MSS, PSS, glia Melonama, Mezotelyoma, Kiigiik
H:12q13 Ranvier bogumu L . .
hiicreli olmayan akciger kanseri,
Kiigiik hiicreli akciger kanseri
M:2 PSS Schwann Meme, Prostat, Servikal, Lenfoma,
Na,L.7 || SCN9A H:2q24 hiicresi Mezotelyoma, Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri, Yumurtalik
Na1s |l scNioa M:9 PSS (duysal
ayl.
Y H:3p22-24 néronlar) Prostat
M:9 R T
Na,1.9 || SCN11A PSS Lenfoma, Kiigiik hiicreli akciger
H:3p21-24 .
kanseri

¢ M: fare, H: insan. MSS: Merkezi sinir sistemi, PSS: Periferal sinir sistemi (Catterall, 2012; Zhang ve

dig., 2013).
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Kanalin o alt birimlerinin alternatifli yapigmalari, fonksiyonel, gelisimsel ve spesifik

doku degiskenligini saglamaktadir (Diss ve dig., 2004).

VGSC alt tiplerinin dokulardaki dagilimlar1 Tablo 2-1° de de goriildiigii gibi farklilik
gostermektedir. Nay1.1 - Na,1.3 ve Na, 1.6 merkezi sinir sisteminde dagilim gosterirken,
Na,1.7, Na,1.8 ve Nay1.9 yiiksek oranda periferal sinir sisteminde ekspresse olmaktadir
(Goldin, 2001; Ogata ve Ohishi, 2002; Zhang ve dig., 2013).

Memelilerde tanimlanmis dort adet B alt birimi bulunmakta ve SCN1B-SCN4B genleri
kontroliinde kodlanmaktadir (Tablo 2.2) (Brackenbury ve Isom, 2011; Catterall, 2012;
Eijkelkamp ve dig., 2012). B alt birimleri, o alt birimlerinin biyofiziksel 6zelliklerini
ayarlamaktadir. Ornegin, B1 ve P2 akim yogunlugunu, inaktivasyon hizini ve heterolog
hiicrelerin voltaj bagimli hiperpolarizasyonunu artirir (Isom ve dig., 1992, Isom ve dig.,
1995). Buna karsihbk pB3, HEK-293 hiicrelerinde Nay1.3’lin inaktivasyon ve
aktivasyonunun voltaj bagimliligini inaktive eder (Cusdin ve dig., 2010), ve plazma
membraninda Na,1.5’in hareketini yiikselterek Na® akim yogunlugunun artmasina

neden olur (Ishikawa ve dig., 2013).

Tablo 2.2: VGSC B alt birimlerinin doku lokasyonlari ve kanser ekspresyonlari
(Brackenbury ve Isom, 2011; Brackenbury, 2012).

VGSC Gen Doku lokasyonu Kanser tipi
sembolii
Protein
p1 SCN1B |[|MSS, PSS, Kalp, iskelet kas1,|| Meme, Prostat, Rahim agz1, Kiigiik
Bobrekiistii, Glia hiicreli olmayan akciger kanseri
p2 SCN2B MSS, PSS, Kalp, Glia Meme, Prostat, Rahim agz1, Kiigiik

hiicreli olmayan akciger kanseri

p3 SCN3B MSS, PSS, Bobrekiistil, Prostat, Kii¢iik hiicreli olmayan
Bobrek, akciger kanseri

p4 SCN4B || MSS, PSS, Kalp, iskelet kas1 || Meme, Prostat, Rahim agz1, Kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri
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2.3.2. VGSC’de Israrh Akim

Kanser hiicreleri tipik olarak, epitel ve noronlar gibi, faklilagmis hiicreler ile kiyaslanan
depolarize membran potansiyeli ile iliskilidir (Kunzelmann, 2005). Tipik bir néronun
dinlenme halindeki potansiyeli -65 mV iken (Brackenbury ve dig., 2010), metastatik
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin membran potansiyelleri ~15-30 mV
arasindadir (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Brackenbury, 2012; Yang ve dig,
2012). Depolarizasyonun ardindan birka¢ milisaniye i¢inde VGSC’ler agilir, hizli bir
sekilde inaktive olur ve repolarizasyona kadar inaktif olarak kalir (Hille, 1992). Bu
nedenle, depolarize dinlenme potansiyelleri ile kanser hiicrelerinde, VGSC’lerin biiyilik
cogunlugu inaktive edilmis olacaktir (Catterall, 2014). Ancak, Na,1.5’de dahil olmak
{izere bazt VGSC’ler tamamen inaktif olmaz ve Na* akimi zayif da olsa srarli bir
sekilde devam eder (Crill, 1996; Ju ve dig., 1996 ).

Zayif olarak devam eden 1srarh Na' akiminin (Iyap=persistent current), VGSC’lerin
kanser hiicre ekspresyonunda baskin olabilecegi ve Na akiminin bu bileseninin spesifik
olarak, hiicre migrasyonunun Ve invazyonunun giiciinii artirabilecegi Yang ve dig.
(2012) tarafindan ileri siirilmiistiir. VGSC aktivitesi ile olusan membran akimi genel
olarak iki farkli bilesenden olusmustur. Membran akiminin birinci bileseni 1 msn kadar
stiren gegici akim (Inat), IKinci birleseni, 100 msn den 1 dakikaya kadar devam eden
srarli/ge¢ akimdir. Ingp, repolarizasyonda ¢ok hizli deaktif olur (Saint ve dig., 1992) ve
makroskopik diizeyde Insr ile aktivasyon ozellikleri arasinda oldukga az fark
bulunmaktadir (Sekil 2-4). Inap’nin biiylkliigl, gecici komponentin %1°i kadardir ki,
sigan miyositlerinde yapilan bir ¢alismada -40 mV’a depolarizasyondan sonra 140 ms
igerisinde pik Inat’nin 53 NA, Ingp’nin ise, 300 pA oldugu bildirilmistir (Nilius ve dig.,
1987; Josephson ve Sperelakis, 1989; Ju ve dig., 1992; Saint ve dig., 1992).
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Sekil 2.4: Normal ve hipoksik ortamlarda VGSC akimi
(Ju ve dig., 1996).

Kardiyak hiicrelerde Inap, Inat gibi ayni iyonik segicilige sahiptir ve tek kanallar gegici
akimi gibi ayni iletkenlige, ortalama acik siire ve ters potansiyele sahiptir (Gintant ve
dig., 1984) . Inap, lidocaine ve TTX gibi ajanlar tarafindan bloklanmaya daha duyarlidir
(Saint ve dig., 1992). Inap’in hipoksik ortamda gelistigi Hammarstrom ve Gage, (2002)
tarafindan gosterilmistir. RNL, 1srarli ge¢ sodyum akimini yavaslatmak igin, kendi
inaktif durumunu stabilize ederek, aksiyon potansiyelinin siiresini uzatilabildigi
gosterilmistir (Belardinelli ve dig., 2006; Hale ve dig., 2008).

Oksijen yetmezligi durumu yani hipoksia, 6zellikle kati tiimorlerin pek ¢ok formunda
yaygindir (Kaur ve dig., 2005). In vivo saglikli memeli dokusunda oksijen seviyesi hafif
hipoksi %2,9 (ortalama %5,6) olmasina ragmen, timor hiicrelerinde genellikle yetersiz
timor damarlanmasi nedeniyle akut hipoksi (<%2 O,) izlenmektedir (Sekil 2-5)
(Brahimi-Horn ve Pouyssegur, 2007; 2009). Bu nedenle, israrli akim 6zellikle kanseri
de kapsayan pek cok durumda biiyiik bir 6neme sahiptir. Tiimor biliylidilkce merkezi
kisminda giderek artan oranda goriilen hipoksi, 1srarli akimin artmasina neden

olmaktadir (Djamgoz ve Onkal, 2013).
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Sekil 2.5: Tiimor biiyiimesinde hipoksia varliginin etkisi (Brahimi-Horn ve Pouyssegur, 2007).

2.4. PROSTAT KANSERI VE METASTAZ

Bir organ veya dokuya ait hiicrelerin kontrolsiiz olarak yapisal bozukluklariyla beraber
cogalmasi ile kanserlesme ortaya ¢ikmaktadir. Bu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, doku ve
organdaki anatomik sekil bozuklugunu, biiyiiyen Kitleyi yani tiimérii olusturur. Habis
yani malign, kot huylu timérler, organizmanin normal biiyiime kontroliiniin digina
cikarlar. Kontrolsiiz ve anarsik diizen i¢indeki hiicreler hizla ¢ogalirlar. Etrafindaki
dokulara niifuz edip, ige dogru biiyiiyerek hiicrelerin fonksiyonlarini etkileyebildikleri
gibi, kan ve lenf damarlara da girip diger organlara ulasabilirler. Gittikleri organlara

yerleserek, ¢ogalmaya, metastaz olusturmaya devam ederler (Sun ve dig., 2010).

Prostat kanseri diinya capinda erkekler arasinda goriilme siklig1 agisindan 2012 yilinda
yaklasik olarak 1,111.689 yeni vaka ile birlikte, akciger kanserinin (1,241.601 vaka)
hemen ardindan ikinci sirada yer almaktadir (Lopez-Abente ve dig., 2014).

Epidemiyolojik gozlemlere gore, prostat kanserinin en onemli risk faktorleri; genetik
predispozisyon, hormonlar, diyet, yas, wrk ve cevresel faktorlerdir (Knudsen ve
Vasioukhin, 2010). Ancak bu risk faktorlerinden kaliim ve yas daha genis bir yer

tutmaktadir. Birinci derecede akrabalardan baba, amca ve kardeslerin birinde prostat
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kanseri varsa, risk ikiye katlanmaktadir (Johns ve Houlston, 2003). Ayrica 50 yasin
altindaki erkeklerde nadir goriilmesine ragmen, yasla birlikte belirgin bir bigimde
yiikselmekte ve 65 yas iizeri erkeklerde prostat kanseri vakalart %70-85e ¢ikmaktadir
(Fournier ve dig., 2004; Patel ve Klein, 2009; Nandana ve Chung, 2014). Cografi
bolgelere bakildiginda da prostat kanseri insidansi ile mortalite orani arasinda
farkliliklar goriilmektedir (Ferlay ve dig., 2010; Center, 2012). En yiiksek insidansa
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ile Kuzey Avrupa’da, en diisiik insidansa ise, Giiney
dogu Asya’da rastlanmaktadir. Ancak Asya kitasindan Havai’ye go¢ eden Japonlarda
insidans artmakta ve ABD’ye go¢ eden Japonlarda risk, Amerikan halkininkine
yaklagsmaktadir (Whittemore ve dig., 1995; Cook ve dig., 1999). Prostat kanseri,
ABD’de en sik tant konulan solid organ malignitesini olusturmakta ve kanser
oliimlerinde ikincilikteki sirasini korumaktadir. ABD’de 2012 yilinda yaklasik 240.000
prostat kanseri tanist konmustur ve 28.000’in iizerinde 6lim gerceklesmistir (Siegel ve
dig., 2012). Ulkemizde izmir’de yapilan ilk insidans ¢alismasinda prostat kanseri en sik
goriilen besinci kanser tiirli olarak tespit edilmistir ve 1995-1996 yillar1 arasinda
insidans 9,1/100.000 olarak bildirilmistir (Zorlu ve dig., 2004). Meydana gelen 6liim
sayist ve goriilme siklig1 acisindan degerlendirilen 2009 yilindaki ¢alismada insidans
100.000°de 36,1°¢ yiikselerek ikinci sirayr almistir (Giiltekin ve Boztas, 2014). Bu
oranlar tiim kanser tiirleri i¢in her gegen giin artmakta olup, 2008 yilinda 12.7 milyon
olan yeni vakanin, 2030 yilina kadar 22.2 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (Bray ve
dig., 2012).

Prostat kanserinin etiyolojisinde yaslilikla ortaya ¢ikabilen hormonal degisiklikler, ileri
yaslardaki seks hormonlart metabolizmasi yani, androjen-dstrojen dengesindeki
bozukluklar, kalitsal ve somatik genetik mutasyonlar, immiin sistemdeki degisimler ile
beslenmenin kanser riskini artirdigi gosterilmistir (Platz ve Giovannucci, 2004;
Imamoto ve dig., 2008). Beslenme aligkanliklarinda, yag, kirmizi et, siit ve siit iirlinleri,
fazla kalsiyum alim1 kanser riskini artirirken, likopen, yesil ¢ay, selenyum, vitamin E ve
C gibi antioksidan desteklerin kanser riskini azalticit yonde rol oynadigi bilinmektedir
(Sonn ve dig., 2005; Haddad ve dig., 2006; Lowe ve Frazee, 2006; Stacewicz-
sapuntzakis ve dig., 2008).
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Prostat kanseri insidansi 1995’ten bu yana yillik %1,7 oraninda artig gosterirken,
mortalite orant 1994°den itibaren her y1l %4 azalmaya devam etmektedir (Chan ve dig.,
2004). Ik kez 1979 yilinda Wang ve arkadaslari prostat duktal epitel hiicreleri
tarafindan saliman dokuya 06zgli Prostat Spesifik Antijen (PSA)’nin bulundugunu
gostermislerdir. Bu antijen, prostat duktal epitel hiicreleri tarafindan salinmaktadir ve
prostat kanserinin varliginda serumda PSA degerinin yiiksek olmasi ile tespit
edilmektedir. Ancak, prostat kanserli hastalarin insidansi, PSA’nin klinige girmesinden
sonra, belli yasin tizerinde klinige gelen tiim erkeklere bu test uygulandigindan ve
kanserli olmayan hastalarda da pozitif sonug¢ gosterebildiginden dolayi artis gdstermistir

(Wang ve dig., 1979).

Prostat kanseri disinda benign prostat hiperplazisi (BPH), prostatik intraepitelyal
neoplazi (PIN) veya prostatit (prostat iltihabi) olan hastalarda da PSA yiiksekligi
saptanabilmektedir. Verilere gore, 50 yasindaki bir erkekte yasam boyunca prostat
kanseri gelisme riski ortalama %42 olup, klinik olarak bunun saptanma orani %17,8
olarak bildirilmektedir (Jemal ve dig., 2006). Ancak, kanda PSA diizeyi yiiksekligi,
prostat kanserinin yani sira prostat iltihabina veya BPH’a bagl olarak da gelismektedir.
Bu nedenle, prostat kanseri agisindan bir on tani kriteri olarak kabul edilse de,
giivenilirligi tartismali bir tan1 yontemi olan PSA testinin, serbest PSA diizeyi, PSA
yogunlugu gibi parametreler ve prostat kanseri antijeni-3 gibi yeni biyomarkirlar ile
birlikte ele alinmas1 gerekmektedir (Chakravarti ve Zhai, 2003; Madu ve Lu, 2010;
Prensner ve dig., 2012).

PSA’nin yani sira son zamanlarda prostat kanserinde spesifik oldugu saptanan bir
genetik mRNA yapisinin arastirllmast temeline dayanan prostat kanser antijeni-3
(PCA3) testi daha ortaya konmustur. Idrara dokiilen prostat epitel hiicrelerindeki
kansere spesifik olan mRNA molekiilii aranmasini igeren bu testin yakin zamanda
klinikte olduk¢a yaygin olarak kullanilacag diistiniilmektedir (Kok ve dig., 2002, Madu
ve Lu, 2010; Prensner ve dig., 2012).

Prostat kanseri sirasiyla, lokalize evre (organa sinirli) hastalik, lokal ileri evre hastalik,
metastatik hastalik ve hormonal tedaviye direncli hastalik evrelerinden olusur. Prostat
kanseri biiylime hizi, tiimoriin davranigina gore, ¢ok yavas biiyiiyen ve multifokal

olmaya egilimli bir kanser olarak bilinir. Prostat kanserinin en sik goriilen histolojik tipi
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ise, %98 oraninda adenokarsinomdur. Geriye kalan prostat kanserleri %1-2 epitel
hiicreli kanser, %0,5-1 skuamoz hiicreli kanser tiplerindedir (Eble, 2004; Epstein,
2007). Prostat adenokarsinomu ile iliskili iki tip prekanseréz lezyon oldugu
gosterilmistir. Bunlar; transizyonel zon tiimoérleri i¢in atipik adenomatdz hiperplazi
(adenozis) ve periferal zon timdrleri igin periprostatik intraepiteliyal neoplazidir
(Young ve dig., 2000). PIN, prostat karsinomunun onciil lezyonu olarak kabul gorse de,
adenozis bu agidan tartismalidir (Epstein, 2006). PIN, diisiik ve yiiksek dereceli olarak
ikiye ayrilir. Prostat kanseri gibi multisentriktir, yas ile birlikte gériilme siklig1 artmakta
ve %70’1 periferik zondan kaynaklanmaktadir. Prostat adenokanserlerinin %80-
100’tinde PIN odaklarinin mevcut oldugu bildirilmistir (Qian ve dig., 1997).

Biyopsi 6rneklerinde saptanan kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve yayilim hizi hakkinda
bilgi sahibi olmak i¢in kanser hiicrelerinin degisim derecelerine bakilmaktadir. Bu
derecelendirme Gleason Skorlama olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2-6). Hizli
cogalma kapasitesine sahip Gleason Skoru yiiksek olan tiimdrlerin teshis esnasinda
prostat digina yayilma ihtimalinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Gleason Skoru diisiik
olanlar az agresif ve daha iyi bir prognoza sahip iken, yiikksek Gleason Skoru’nda agresif
kanser hiicreleri nedeniyle uzun dénem bir prognoz ile metastazsiz yasam siiresi sinirl

oranlarda kalmaktadir (McNeal, 1988, Weinstein ve Epstein, 1993).
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Sekil 2.6: Prostat kanser hiicrelerindeki farklilasmay1 gosteren Gleason skorlama dereceleri.

Gilniimiiz teknolojisiyle birlikte kanser biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, tedavi ve
korunmada kayda deger gelismeler saglamis olsa da, gelismis iilkelerde kanserden
kaynaklanan olimler halen yiiksek diizeylerde bulunmakta ve toplumdaki tim
oliimlerin %25’ini olusturmaktadir (Brooks, 2001). Prostat kanserinden meydana gelen
olimlerin %901 ise, metastaz gelisiminden kaynaklanmaktadir (Hanahan ve Weinberg,
2000; Brackenbury ve Djamgoz, 2006; Fairhurst ve dig., 2015). Metastaz, kanser
hiicrelerinin koken aldiklar1 yerden, viicudun farkli doku ve organlarina yayilarak yeni
timorleri olusturmasidir. Bu, anjiogenez, invazyon, migrasyon-motilite, extravazasyon
ve proliferasyon gibi, birbirleriyle iliskili bir dizi kompleks ve ¢ok basamakli olaylar
zinciri ile ger¢eklesmektedir (Sekil 2-7) (Poste ve Fidler, 1980; Khanna ve Hunter,
2005; Djamgoz ve dig., 2013). ilk olarak, tiimér hiicreleri cogalir, yeni damar
olusumunu uyararak besin ve O, ihtiyaglarii saglarlar, daha sonra komsu hiicrelerle
olan baglarmi kopararak ve bazal membrani bozarak, primer tiimoér dokusundan
ayrilirlar. Ekstraseliiler matrikse gegen tiimor hiicreleri burada ilerlerler ve cevre
dokulara ulagirlar ya da dolasim sistemine (kan veya lenf) girerek uzaktaki dokulara
yerleserek c¢ogalirlar. Bu sayede yasamlarini ve ¢ogalmalarini siirdiirlirler (Poste ve
Fidler, 1980; Khanna ve Hunter, 2005; Tapon ve Ziebold, 2008; Djamgoz ve Onkal,
2013). Metastatik potansiyele sahip hiicrelerin, tasidiklar1 genetik ve epigenetik

degisikliklerin getirdigi genomik kararsizlik, bulunduklar1 ¢evredeki fiziksel engelleri



23

asarak, metastatik yayilim gostermelerine ve uzak bir bdlgede/dokuda koloni
olusturmalart yoniinde fonksiyon kazanmalarina yol agmaktadir (Chiang ve Massague,
2008). Farkli kanser tiirlerinin, farkli organlara ait mikrogevreye uyum saglayarak
spesifik organlara metastaz yapabildikleri bilinmektedir. Prostat kanserli bireylerin
otopsi sonuglarindan elde edilen verilere gore, prostat kanseri %90 oranla en ¢ok
kemiklere, ardindan akciger, karaciger, plevra ve adrenal bezlere metastaz

yapabilmektedir (Sekil 2-7) (Bubendorf ve dig., 2000; Patel ve Brackenburry, 2014)

Normal epitel
Bazal membran membran bozulmasi
invazyon

Migrasyon

Kan
dolasimi

X Proliferasyon, anjiyogenez

ve mikrogevre aktivasyonu

Metastaz geligimi

.,;'.i.;i \ ?

Akciger Kemik Karaciger

Sekil 2.7: Metastatik siire¢ boyunca meydana gelen basamaklar ve prostat kanserinde metastaz
gelisiminin gergeklestigi organlar (Onkal ve Djamgoz 2009).
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2.5. KANSERDE VGSC EKSPRESYONU

Voltaj kapili sodyum kanallari, hiicre membraninin depolarizasyonu sonrasinda agilarak
sodyum iyonlarinin hiicre i¢ine girisine izin veren; noron, kalp kasi ve iskelet kas1 gibi
elektriksel olarak uyarilabilen hiicreler de aksiyon potansiyelinin olusmasini saglayan
kanal proteinleridir. Yapilan calismalar, VGSC’lerin elektriksel olarak uyarilabilir
olmayan ve bunun yan sira ¢esitli kanser tiirlerine ait hiicreler tarafindan da ekspresse
edilebildigini ortaya koymustur (Djamgoz, 2007; Prevarskaya ve dig., 2007;
Brackenbury ve dig., 2008; Onkal ve Djamgoz, 2009). Elektriksel olarak uyarilmayan
ancak, VGSC ekpresyonuna sahip hiicrelere ornek olarak endotel hiicrelerini,
lenfositleri, fibroblastlar1 ve glia hiicrelerini saymak miimkiindiir (Nilius ve Droogmans,

2001; Brackenbury ve dig., 2008; Brackenbury, 2012).

VGSC’lerin  kanser hiicrelerindeki upregiilasyonunun mekanizmast halen iyi
bilinmemektedir. Baz1 ¢alismalar biiylime faktorlerinin rol oynayabilecegini gosterirken
(Fraser ve dig., 2014), epidermal biiylime faktorii (EGF) ve sinir biiylime faktorii
(NGF), protein kinaz A (PKA)’nin ikinci aktivasyonu ile prostat kanser hiicrelerinde
Na® akimmi artirdigini gosteren galismalar bulunmaktadir (Brackenbury ve Djamgoz,
2007; Ding ve dig., 2008). Fraser ve dig. (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada meme
kanseri hiicrelerindeki steroid hormonlarin VGSC ekspresyon/aktivasyonlarinda da
regiile olabilecegi saptanmistir. Kanser hiicrelerinde VGSC ekspresyonu, otoregiilasyon
pozitif feedback yolu ile de elde edilmektedir. Metastatik hem meme hem de prostat
kanser hiicrelerinde Na* akim aktiviteleri PKA nin, sirastyla Nay1.5 ve Nayl.7 ‘nin
fonksiyonel ekspresyonunu tesvik ettigi saptanmistir (Brackenbury ve Djamgoz, 2006;
Chioni ve dig., 2010).

Bir sonraki adim, farkli o ve B alt birimlerinin kesin katilim1 ve terapdtik potansiyelini
kullanma amaci ile tiimor tiirlerine karst VGSC’lerin ekspresyonunun dagilimi ve

biiyiikliigiiniin ayarlanmasidir (Patel ve Brackenbury, 2015).

VGSC’ler ve 6zellikle a ve B alt birimleri ile yapilan ¢alismalar; VGSC’lerin farkh
tipteki kanser hiicrelerinde upregiile oldugunu a ve f alt birimlerinin ise kanserin hem
ilerlemesinde hem de metastatik aktivetesinde rol aldigini, ancak bu durumun tiimérden
cok tiimoriin  olusum mekanizmalarinda degisiklik  gosterebilecegini  ortaya

koymaktadir. Genellikle a alt birim upregiilasyonu, Na* akimi aracili olarak invazyonu,
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migrasyonu (Besson ve dig., 2015) ve anjiyogenezi artirir (Andrikopoulos ve dig.,
2011). Ayrica, mezensimal fenotip diizenlenmesinde (Brisson ve dig., 2013; Nelson ve
dig., 2014) proteazlarin aktivasyonunda (Gillet ve dig., 2009) ve primer tiimordeki
hiicrelerin lokal invazyonunda ekspresse olurlar (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig.,
2005; Brackenbury ve dig., 2007). B alt birimleri ise adezyona katki saglarken (Chioni
ve dig., 2009), B1 anjiyogenezi tesvik etmede, apoptoza karsi koymada ve in vivo timor

biiyiimesinin (Nelson ve dig., 2014) artmas1 yoniinde etkili olmaktadir (Sekil 2-8).

VGSC’ler kanserin farkli tiplerinde ve ¢esitli alt birimleri ile upregiile olabilmektedir.
VGSC’lerin a ve B alt birimlerinin, hem kanser ilerlemesinin ¢esitli yonlerini artirmada
hem de metastazda onemli rol oynadigini ortaya koyan birgok calisma bulunmaktadir
(Patel ve Brackenbury, 2015). Spesifik alt tiplerin oynadigi rol veya roller, karmasik
goziikebilmekte ve tiimor tiirline bagli olabilmektedir. Ortak tema olarak, o alt birimler
Na® akimi araciligiyla invazyonu diizenlerken, B alt birimler adezyon etkilesimlerini
diizenlemektedir. Bundan sonraki caligmalar farkli a ve B alt birimlerinin kesin katilimi
ve terapdtik potansiyelini kullanma amaci ile timor tiirlerine karsi, VGSC
ekspresyonunun dagilimi ve biiyiikliigiiniin ayarlanmasi yoniinde olmaktadir (Patel ve

Brackenbury, 2015).
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1. Transformasyon 2. Proliferasyon

E.?,n,:;me'u\ﬁ;%:s\;ifuan By alt birimi tarafindan primer timdrin
gelisimi ve anjiyogenezin baglatiimast

4.invazyon ve metastaz 3. Ayniima ve migrasyon -

B1 ekspresyonunu kaybi ve a alt biriminin
upregulasyonun sonucunda adezyonda azalma
ve hiicre motitesinde artig

VGSC aalt birimini ekspresse eden
hucrelerin, bazal membran yoluyla

vaskuler/lenfatik sisteme migrasyonu
Ve invazyonu

Nomal hicre (g Transforme hicre < Inveziv hicre | Batbiim g aat biim

Sekil 2.8: Kanserin ilerlemesinde VGSC alt birimlerinin rolii (Brackenbury ve dig., 2008).
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2.5.1. VGSC’lerde a Alt Birimleri

VGSC’nin epitel orjinli kanserlerde baskin oldugu belirlenmis olup, (Brackenbury,
2012) Na,1.5 gibi, a alt birimlerin up-regiilasyonunu; proteazlarin aktivasyonunu (Gillet
ve dig., 2009), mezansimal fenotipleri (Brisson ve dig., 2013, Nelson ve dig., 2014), ve
primer tiimorlerin lokal invazyonunu artirmaktadir (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig.,
2005; Brackenbury ve dig., 2007). VGSC a alt birimlerinin, meme kanseri (Roger ve
dig., 2003; Fraser ve dig., 2005), rahim agz1 kanseri (Diaz ve dig., 2007; Hernandez-
Plata ve dig., 2007), kolon kanseri (House ve dig., 2010), glioma (Schrey ve dig., 2002,
Joshi ve dig., 2011), lenfoma (Fraser ve dig., 2004), melanoma (Allen ve dig., 1997;
Carrithers ve dig., 2009), mezotelyoma (Fulgenzi ve dig., 2006), néroblastoma (Ou ve
dig., 2005), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (Roger ve dig., 2007), yumurtalik
kanseri (Gao ve dig., 2010), prostat kanseri (Grimes ve dig., 1995; Laniado ve dig.,
1997; Smith ve dig., 1998; Diss ve dig., 2001) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
(Blandino ve dig., 1995; Onganer ve Djamgoz, 2005) dahil olmak tizere farkli kanser
tirlerinde eksprese edildigi saptanmistir (Tablo 2-3) (Brackenbury, 2012). Elde edilen
bulgularin ¢ogunlugu in vitro hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan c¢aligmalara
dayanmasina ragmen, in vivo olarak yiiriitiilen ¢aligmalarda da, tiimérlerde o alt birim
ekspresyonlarinin bulundugu dogrulanmistir (Gao ve dig., 2010; House ve dig., 2010;
Hernandez-Plata ve dig., 2011). Hatta bazi1 kanser tiirlerinde birden fazla a alt birimin
ekspresse edildigi tespit edilmistir. Ornegin; lenfomada ve MDA-MB-23 gibi meme
kanseri hiicrelerinde en baskin o alt birimi Na,1.5 (SCN5A geni) (Fraser ve dig., 2004-
2005) iken, MAT-LyLu ve PC-3 gibi prostat kanser hiicrelerinde ise, Na,1.7 (SCN9A
geni) gen ekspresyonunun baskin oldugu tespit edilmistir (Diss ve dig., 2001; 2004).

Ancak, o ve B alt birimlerinin 6zgiin rolleri bu durumun karmasik yapida oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte yaygin ana fikir, Na* akimi o alt birimleri tarafindan
tasiniyor iken, B alt birimleri adezyonu regiile edebilmektedir (Patel ve Brackenbury,
2015).
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Tablo 2.3: VGSC’lerin farkl: alt birimleri tarafindan metastatik hiicre davranislari regiilasyonu
(Brackenbury, 2012).

Ekspresse olan alt
Hiicresel aktivite Kanser Tipi birimler®
Asir1 biiyilime siireci Meme, Prostat Na,1.5, Na,1.7,
pl
Galvanotaksi Meme, Prostat Na,1.5, Na,1.7,
Lateral motilite Meme, Prostat, Mezotelyoma Na,1.5, Na,1.7,
B, p2
Migrasyon Meme, Prostat, Na,1.5, Na,1.7,
Endokrin membran Meme, Prostat, Na,1.5, Na,1.7,
aktivite Kiigiik-hiicreli akciger kanseri
Vesikular model Meme, Prostat Na,1.7
Adezyon Meme, Prostat Na,1.5, Na,1.7,
A1, p2
Gen ekspresyonu Meme, Prostat, Kolon Na,1.5, Na,1.7,
pl
invazyon Meme, Rahim agzi, Kolon, Lenfoma, Kiigiik- Na,1.5, Na,1.6, Na,1.7,
olmayan hiicreli akciger kanseri
Bl p2

*  alt birimleri normal, B alt birimleri koyu renkte yazilmstir.
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Farkli kanser tiirlerinde VGSC a alt birimleri arasinda bir korelasyon oldugu
bilinmektedir (Diss ve dig., 2004). Lenfoma, noroblastoma, meme ve prostat kanser
hiicrelerinde, SCN5A ve SCN9A genlerinin neonatal DI:S3  formlarinda birlikte
ekspresse edildigi gosterilmistir (Fraser ve dig., 2004; Diss ve dig., 2005; Fraser ve dig.,
2005; Ou ve dig., 2005; Brackenbury, 2012). Ancak, bu birlesme modeli tim timor
tirlerine karst korunmamistir ve HEK-293 gibi kolon kanseri hiicrelerinde neonatal
DI:S3 birlesme formu bulunmamaktadir (House ve dig., 2010). Ayrica, o alt birim
ekspresyonu ile metastatik egilim arasinda, kanser tipleri bakimindan spesifik iliskilerin
oldugu gozlemlenmistir. Neonatal Na,1.5 geninin, zayif metastatik MCF-7 hiicrelerine
kiyasla giicli metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde daha fazla
ekspresse oldugu saptanmistir (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Yang ve dig.,
2012). Prostat, kolon ve yumurtalik kanserlerinde de o alt birim ekspresyonlari igin
benzer durumlart gérmek miimkiindiir (Bennet ve dig., 2004; Patel ve Brackenbury,
2015).

VGSC aktivitesinin metastazla iligkili hiicresel davranislar iizerindeki etkileri, TTX gibi
spesifik VGSC blokerleri kullanilarak, ve/veya gen diizeyinde inhibisyon saglanarak
ortaya ¢ikarilmustir. /n vitro olarak yiiriitiilen calismalarda, VGSC aktivitesinin
baskilanmasi ile inhibe oldugu gosterilen o alt birimlerin; endositoz (Mycielska ve dig.,
2003), galvanotaksis (Djamgoz ve dig., 2001; Fraser ve dig., 2005), gen ekspresyonu
(Mycielska ve dig., 2005b), invazyon (Carrihers ve dig., 2009; Nakajima ve dig., 2009;
House ve dig., 2010; Hernandez-Plata ve dig., 2011), migrasyon (Fraser ve dig., 2003;
Fraser ve dig., 2005; Branckenbury ve Djamgoz, 2006; Fulgenzi ve dig., 2006;
Brackenbury ve dig., 2007; Uysal-Onganer ve Djamgoz, 2007; Gao ve dig, 2010), ve
asirt bliyime gibi (Fraser ve dig., 1999) ¢esitli hiicresel davramiglari artirmasinin
metastaz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Tablo 2-3). Bunun yani sira, a alt birimlerin,
hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde etken olup olmadigini tartisan ¢alismalar da
bulunmaktadir (Fraser ve dig., 2000; Abdul ve Hoosein, 2002; Roger ve dig., 2003).
Baz1 calismalarda, belirli o alt birimlerinin farkli kanser hiicre tiirlerinin invaziv
kapasitesi lizerinde katkisinin bulundugu belirtilmistir. Nay1.5’in neonatal DI:S3
birlesmis variyanti metastatik meme kanseri hiicrelerinin invazyon ve migrasyonunu
artirmaktadir (Brackenbury ve dig., 2007). Ancak bu ¢alismalarin aksine Na,1.6, rahim

agz1 kanser hiicrelerinin sadece invazyonunu artirirken (Hernandez-Plata ve dig., 2011),
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Nay1.6 ve Nay1.7 prostat kanser hiicrelerinin hem endositozunun hem de invazyonunun
artmasina sebep olmaktadir (Nakajima ve dig., 2009). Na,1.4’lin asir1 ekspresyonu ise,
LNCaP prostat kanser hiicrelerinin yayilmasini arttirdigi gibi (Bennett ve dig., 2004)
herhangi alt tiiriin ekspresyonunu ve/veya invazyonunu artirmak icin de yeterli

olabilmektedir.

2.5.2. VGSC’lerde B Alt Birimleri

Kanser hiicrelerinde B alt birimlerinin ekspresyonu iizerinde, a alt birimlerine oranla
daha az ¢alisma yapilmistir. B alt birimleri primer tiimor proliferasyonunda eksprese
edilmektedir ve hiicre adezyonuna katki saglamaktadir (Chioni ve dig., 2009). B1 ise,

anjiyogenez ve apoptoz direncini yiikseltmektedir (Nelson ve dig., 2014).

B alt birimleri, prostat (Diss ve dig., 2008; Jansson ve dig., 2012), meme (Chioni ve
dig., 2009), akciger (Roger ve dig., 2007), ve rahim agzi kanserlerinde (Hernandez-
Plata ve dig., 2011) tespit edilmistir (Tablo 2-3) (Brackenbury, 2012). VGSC’nin a alt
birimleri gibi, B alt birimleri de bazi spesifik kanser tiirleri arasinda ¢esitlilik
gostermektedir. B3, prostat ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser hiicrelerinde
olmasina karsin, (Roger ve dig., 2007; Diss ve dig., 2008) meme ve rahim agzi kanser
hiicrelerinde bulunmamaktadir (Chioni ve dig., 2009; Hernandez-Plata ve dig., 2011).
Fakat, B1 meme, prostat ve rahim agzi kanser hiicrelerinde baskin olarak yer alir (Diss
ve dig., 2008; Chioni ve dig., 2009; Hernandez-Plata ve dig., 2011). Prostat kanserinde
B1 ve B2 ekspresyonunun seviyesi metastatik potansiyel ile iliskilendirilmis (Diss ve
dig., 2008; Jansson ve dig., 2012) ancak, bu durum ile meme Kkanserinde

karsilasilmamistir (Chioni ve dig., 2009; Nelson ve dig., 2014).

Son zamanlardaki ¢alismalar, LNCaP prostat kanseri ilerlemesinde hiicrenin metastatik
potansiyeli ile paralel olarak, B2 ekspresyonunun arttigini géstermistir (Jansson ve dig.,
2012). Bu artig, daha ¢ok bir invazyon ve motiliteye yol agabilmektedir. Asir1 eksprese
olan B2, kontrol hiicrelerine kiyasla hiicrelerin migrasyon kapasitesini de
artirabilmektedir. f2’nin asir1 ekspresyonu ile invazyon ve proliferasyonun artmasinin,
prostat kanser hiicreleri ve organotipik Kkiiltlirlerde sinir uglar1 arasindaki iliskiyi
artirdigir dolayisiyla B2°nin, prostat kanser hiicreleri ve sinir matrisleri arasindaki

iliskiye izin verdigi ileri siirilmektedir (Jansson ve dig., 2014).



31

26. KANSER ARASTIRMALARINDA  KULLANILAN DENEYSEL
MODELLER
Kanser alaninda uygulanan tedaviler oOnceki donemlerin ogreti ve tekniklerini
kullanarak, sistemli ilag uygulamalari ile glinlimiize kadar geliserek devam etmistir.
Ancak hangi teknik kullanilirsa kullanilsin, arastirmalarin belli agamalarinda deneysel
hayvan modellerinden yararlanilmak zorunda kalinmistir. Son yillarda 6n plana g¢ikan
hiicre kiiltiirii ve/veya molekiiler biyoloji tekniklerine ragmen, uygulanan ajanlara kars1
metabolizma cevabinda yasanan eksiklikler, hayvan modeli kullanimindan

vazgecilmesine engel olmustur.

Prostat kanseri heterojen bir hastaliktir. Hastada, kanser hiicrelerinin biiyiime oranlari,
histolojik  ozellikleri, metastatik yetenekleri ve tedaviye yamitlar1 farklilik
gostermektedir. Bu kompleks hastaligin arastirilmasi hayvan modellerinin kullanimi ile
kolaylastiritlmaya ¢aligilmaktadir. Gliniimiizde, prostat kanseri ¢aligmalarinda, genellikle
fare, sigan, kopek ve insan kaynakli modeller kullanilmaktadir (Royai ve dig., 1996;
Tennant ve dig., 2000; Anisimov ve dig., 2005). Isaacs ve ark. (1978) Dunning model
tizerinde yapmis oldugu ¢alismalarinda, prostat kanserli hayvanlarin karakteristik olarak

tagimasi gereken histolojik ve biyokimyasal 6zellikleri belirtmislerdir.

Prostat kanseri aragtirmalar1 i¢in siganlarda dort model sistem olusturulmustur. Bunlar,
Dunning, Noble, ACI ve Pollard tiimér modelleridir (Pollard, 1980). Bunlardan,
Dunning sigcan prostat kanser modeli, kanser ¢alismalarinda genis bir kullanim alanina
sahip etkili bir modeldir. W.F. Dunning tarafindan gelistirilen bu model, baslangigta
karsinogenezin hormonal yonlerini arastirmada kullanilmakta iken, daha sonralar
kanser arastirmalarinin pek ¢ok farkli alanindaki calismalarda kullanilan bir model

olmustur.

Dunning sigan prostat kanser modeli, ilk kez 1961 yilinda W.F.Dunning tarafindan yaslh
bir Copenhagen 1rk1 siganin dorsal prostatinda spontan olarak gelisen, iyi farklilagsmis,
yavas biiyiiyen, metastatik olmayan ve androjen duyarh bir adenokarsinoma seklinde
ortaya cikmustir. Elde edilen R-3327 orijinal primer prostat tiimdriinden alinan
parcalarin, Copenhagen ve Copenhagen X Fischer ¢aprazlamasindan saglanan sigcanlara

deri alt1 inokiilasyonu ile in vivo olarak devam ettirilmistir. Parental R-3327 tiimoriiniin,
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1974 yilinda John Hopkins Tip Okulu’na verilmesinden itibaren R-3327-H tiimdrii

olarak s6z edilmeye baglanmistir.

R-3327-H tiimoriiniin si¢anlara seri pasaji sonucunda AT-1 ve AT-2 adi verilen hizli
bliyliyen ancak, diisiik metastaz yetenegine sahip, iki anaplastik tiimoér meydana
gelmigtir (Sekil 2-9). AT-1’in in vivo olarak yapilan seri pasajindan iki farkli yiiksek
metastatik 6zellige sahip hiicre soyu ortaya ¢ikmistir. Bunlar hem akcigere hem de, lenf
sistemine metastaz yapan Mat-LyLu ile sadece akcigere metastaz yapan Mat-Lu
hiicreleridir (Isaacs ve dig., 1978; Isaacs ve dig., 1981; Wenger ve dig., 1984; Tennant
ve dig., 2000).

R-3327-H tiimoriinden elde edilen AT-2 hiicreleri diisiik metastaz yetenegine sahipken,
Mat-LyLu hiicreleri oldukca yliksek metastaz yetenegine sahiptir ve deri alt1 olarak
sicanlara inokiile edildiginde spesifik olarak akcigere metastaz yapmaktadir (Fraser ve
dig., 1999, Yildirim ve dig., 2012). Morfolojik olarak ince, uzun, ig seklinde ve biiyiik
bir nukleusa sahip olan yiiksek metastatik karakterli Mat-LyLu hiicrelerinin, in vitro
ortamda iki kat olma siireleri 19,7 saat olarak tespit edilmis ve kromozom sayilarinin 58

oldugu belirlenmistir (Wenger ve dig. 1984).

s D

Orjinal Dunning Tiimoéri —— R-3327-H éAT-Z Mat-Lu
(R-3327)

Sekil 2.9: Dunning modeline ait MAT-LyLu hiicrelerinin orijini.

2.7. KANSERDE TERAPOTIK POTANSIYEL VE YENI STRATEJILER

Gilintimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, metastaz gelisiminde rol alan pek ¢ok basamak
ve molekiiler ajan bulunmus olsa dahi, metastazin mekanizmasi tam olarak
anlagilabilmis degildir. Ancak, son yillarda kanser tedavisi icin yapilan yogun
aragtirmalarla metastaz mekanizmalarmin kismen de olsa aydinlatilmasiyla bu
mekanizmalar1 hedef alan tedaviler gelistirilmeye baglanmis ve anti-metastatik tedaviler

giindeme gelmistir. Metastaz biyolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalarin {iriinii olarak anti-
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metastatik tedavilerin eklenmesiyle kansere yonelik savasta yeni umutlar dogmustur.
Konvansiyonel tedavilere direngli olup, prognozun kétiilesmesine sebep olarak, yasam
siirecini kisaltan metastaz gelisimi, yogun ilgi g¢ekerek, molekiiler mekanizmasinin
kismen aydinlatilmasi ile metastaz basamaklarin1 hedefleyen yeni tedavi stratejilerini

giindeme getirmistir.

Iyon kanallari, onkolojide yeni bir arastirma sahasi agmaktadir. Bu alan, tim kanal
tipleri arastirilmadigi i¢in hala ¢ok yeni bir alan1 olustumakta ve galismalarin ¢ogu iyon
kanallarinin kanserin farkl tiplerindeki spesifik rollerini arastirmaya yoneliktir. Ayrica,
Hannahan ve Weinberg (2000) tarafindan tanimlanan kanser 6zellikleri, son zamanlarda
yapilan calismalar ile icerigine ‘immiin denetiminden kacan’ (Kroemer ve Pouyssegur,
2008) ve ‘stres bagl fenotip’ gibi yeni 6zellikler katilarak genisletilmistir. Bunlar, strese
bagli fenotipler, metabolik stres, mitotik stres, prototoksik stres, oksidatif stres ve DNA
hasarma bagh streslerdir (Becchetti, 2011; Urrego ve dig., 2014). Bu sayede iyon
kanallar1, teshis ve tedavi i¢in molekiiler hedefli araglarin gelistirilmesini saglayan uzun

bir siirece yol agmistir (Arcangeli ve Becchetti, 2015) .

Ekspresse edildikleri dokular olan merkezi sinir sistemi, periferik sinir sistemi ve kas
dokularinda, ilaclar veya toksinlerin etkisine bagli olarak VGSC’leri kodlayan genlerde
gelisen mutasyonlar sonucunda kanal fonksiyonunda bozukluklar ~meydana
gelebilmektedir. Bu bozukluklar ‘kanalopati’ olarak adlandirilan pek ¢ok hastaligin
olusmasina neden olmaktadir. Kanalopatik olarak isimlendirilen bu hastaliklar; epilepsi,
miyotoni, periyodik paralisis, ailesel atriyal fibrilasyon ve agri algisinda bozulma gibi

cesitli sorunlar1 icermektedir (Kim, 2014).

VGSC’lerin metastatik hiicrelerde pro-invaziv olarak rol oynadigi goriisleri ve a alt
birim ekspresyonu ile ilgili hasta verileriyle beraber, VGSC’lerin metastatik ortamlarda
tan1 ve/veya tedavi hedeflerinde 6nemli bir yer alabilecegi ve aym1 zamanda o alt
birimleri ile kanal iletkenliginin farmakolojik blokajinin, VGSC bagimli metastatik
hiicre davranislarini engellemek icin ideal bir girisim olabilecegi ileri siiriilmektedir.
(Brackenbury, 2012). Son ¢alismalarda goriildiigii gibi, Copenhagen siganlarda Mat-
LyLu hiicreleri ile deri altinda olusturulan Dunning prostat kanserinde timor igine
TTX’in lokal enjeksiyonunun, akciger metastazin1 6nemli dlgiide azalttig1 gozlenirken,

hayvanlarin sag kalimin arttirdigi gosterilmistir (Yildirim ve dig., 2012).
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Tedavi i¢cin FDA onayli VGSC blokaj1 yapan, antikonviilsanlar, antiaritmikler, lokal
anestetikler ilaclar ve trisiklik antidepresantlar gibi ilaglar, metastatik hastaliklarda
kullanilmak {izere arastirmalar1 destekleyebilmektedir (Yang ve dig., 2012). Bu
ajanlarin bir ¢ogu in vitro modellerde metastatik hiicre davraniglarini inhibe etmektedir
(Abdul, 2001; Fraser ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Onganer ve Djamgoz, 2005;
Yang, 2012; Martin ve dig., 2015).

Acik prostatektomi ameliyatlarinda genel anestezi amaciyla kullanilan anestetik
maddelerin, ameliyat sonrasinda kanserin tekrarlama riski ile baglantili olabilecegine
dikkat ¢ekilmektedir (Biki ve dig., 2008). Buna ek olarak, son retrospektif vaka-kontrol
analizi Genel Uygulama Arastirma Veritaban1 kullanilarak trisiklik antidepresan
kullamiminin, prostat kanseri, glioma ve kolorektal kanserin 6nlenmesinde etken
olabilecegi ileri siiriilmektedir (Walker ve dig., 2011). Ayrica, ALS hastaligin
kullanilan VGSC bloklayicis1 ve metabotropik glutamat reseptor inhibitorii olan riluzole
(200 mg), farelerde meme kanseri timor hacmini ve IIL.-IV. evre melanom hastalarinda

timoriin aktivitesini inhibe etmektedir (Yip ve dig., 2009; Speyer ve dig., 2012).

2.8. RANOLAZINE

Ranolazine, Ranexa/Latixa ticari adi altinda satilan, ilk olarak Gilead Sciences
tarafindan Ocak 2006’da kronik anjina tedavisi i¢cin FDA’den onay alan, kronik anjina
pektoris (kalbi besleyen damarlarin daralmasi/tikanmasi ile ortaya ¢ikan gogiis agrisi)
kardiyak instabilite (istikrarsizlik), aritmi ve azaltilmis kontraktibilite (kasilabilirlik)
tedavisinde kullanilan antiaritmik veya antianjinal bir ilactir (Belardinelli ve dig., 2006;
Pham ve Mehta, 2007; Kahlig ve dig., 2010; Savarese ve dig., 2013; Zuchi ve dig.,
2013; Banon ve dig., 2014; Cattaneo ve dig., 2014; Khera ve dig., 2014).

Yeni nesil antianjinal ilaglardan Ranolazine (RNL) (“Ranexa/“Latixa), (N-(2,6-
dimetilfenil)-2-[4-[2-hidroksi-3-(2-metoksifenoksi)-propil]-piperazin-1-il] asetamid
dihidroklorid) (C24H33N30,) formu ile 1986 yilinda patenti alinan hem intravenal hem
de, oral bigimde kullanilabilen 427,537 g/mol molekiil agirligina sahip bir ilagtir (Sekil
2-10) (Cavallino ve dig., 2015).
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Sekil 2.10: Ranolazine’in kimyasal formiilii.

RNL’nin yaklagsik % 65’1 plazma proteinine (esas olarak a-1 asit glikoproteinine)
baglanir ve ¢cogunlukla biyotransformasyonu sitokrom P450 (CYP) 3A4 aracili yol ile
saglanmaktadir (Jerling ve Abdallah, 2005). RNL, beta-blokerleri, nitratlar, kalsiyum
kanal blokerleri, anti-platetler, lipid disiiriicti tedavi, ACE inhibitorleri ve anjiyotensin
blokerleri ile birlikte de kullanilabilmektedir (Stone ve dig., 2006; Minotti, 2013;
Cavallino ve dig., 2015). RNL diger ilaglarla karsilastirildiginda, bradikardi veya
hipotansiyon  gibi hemodinamik degisiklikler ~olmadan, antiiskemik olayi
gerceklestirebilmektedir (Stone, 2008).

RNL’nin mekanizmas: halen tam olarak bilinmemektedir. Baslangigta bir grup
aragtirmaci, yag asidi oksidasyonunun RNL ile kismi inhibisyon yoluyla tedavi edici
etkinligi tizerinde caligmalar yiiriitmislerdi (Zacharowski ve dig., 2001; Chaitman,
2002; Wolf ve dig., 2002; Chaitman ve dig., 2004a). Ancak elde edilen farmakolojik
etkiler, klinikteki (>10 umol/L) terapétik plazma Kkonsantrasyonlarini —asan,
konsantrasyonlarda saptanmistir (Matsumura ve dig., 1998; Maclnnes ve dig., 2003).
Maclnnes ve dig., (2003) tarafindan gergeklestirilen c¢aligmada, 100 upmol/L
konsantrasyonda RNL’nin sadece %12 yag asidi oksidasyonunu engelleyebildigi tespit
edilmistir. Boylece, antianjinal ilag olarak RNL’nin terapétik etkinligi i¢in subsrat
kullaniminin katkis1 (yag asidi oksidasyonunun kismi inhibisyonu) kanitlanamamistir.

Ancak RNL, aragtirmacilar i¢in yeni ve farkli alanlar sunmaktadir.

RNL, kronik anjina tedavisinde etkili bir ilagtir ve akut miyokard infarktiisiinde infarkt
alaninin azaltilmasinda ve reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde de etkili olabilmektedir

(Hale ve dig., 2006). Ila¢ 6zellikle, sitokrom P450 sisteminin iiyesi olan sitokrom
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CYP3A enzimi tarafindan karacigerde metabolize olmaktadir (Jerling, 2006). RNL, ayni
zamanda ge¢ sodyum akiminin inhibitoriidiir (Antzelevitch ve dig., 2004) ve bu
mekanizma araciligiyla iskemi ve reperfiizyon sirasinda Na+ bagimli hiicre igi Ca*®un
asir1 yiikklenmesini azaltir (Sakata ve dig., 1997; Belardinelli ve dig., 2006; Fraser ve
dig., 2006). Akut miyokardiyal iskemi sirasinda, RNL uygulanmasinin kardiyoprotektif
bir etki meydana getirdigi, diisiik akish iskemiye maruz birakilan izole kobay kalbinde
gosterilmistir. Iskemi sirasinda RNL uygulanmasi, miyokardiyal hiicre o6liimiinii
azaltmakta ve sol ventrikiil fonksiyonunun diizeltilmesini saglamaktadir (Sossalla ve
dig., 2008; Filardi, 2011). Global iskemi modelinin kullanildig1 Langerdorff perfiize
tavsan kalbinde de RNL’nin iskemi Oncesinde uygulanmasinin, kreatin kinaz
salinmasini anlamli olarak azalttigi ve reperfiizyon sirasinda, sol ventrikiilde gelisen

basing ile kasilma-gevseme hizini diizelttigi gosterilmistir (Gralinski ve dig., 1994).

Antzelevich ve dig., (2004) kardiyak iyon akimi iizerinde etkili olan RNL’nin ge¢/israrl
sodyum akimi (Inap) tizerindeki ICsp degerinin 5,9 uM oldugunu, voltaj clamp testi ve
depolarizasyon frekansina gore, bu dozun 5-21 uM arasinda degisim gosterdigini,
giinlik 20 uM’lik dozu agmayan bir tedavinin planlanmasi gerektigini belirtmektedir.
Ayrica hizli potasyum akimini (IKr) (12 uM), ge¢ kalsiyum akimini (ICa) (50 uM), pik
ICa (296 uM), sodyum kalsiyum degistirici akimmi (INa-Ca) (91 pM) ve yavas
potasyum akimini (IKs) (30 uM da %17) da igeren diger iyon akimlarini da inhibe ettigi
gosterilmistir (Antzelevitch ve dig., 2004; Stone, 2008). Israrli akimlarin, esikalti
salinimlarinin {iretiminde ve sinaptik potansiyellerin amplifikasyonlarinda artisa yol

acabildigi belirtilmistir (Sciria ve dig., 2007; Mantegazza ve dig., 2010).

Ilacin farmakokinetigi erkek ve disi sicanlarda arastirilmis olup, 12.5, 25 ve 50 mg/kg
RNL’nin oral uygulanmasindan sonra plazma konsantrasyonu (Cmax) belirlenmistir.
Dokulardaki konsantrasyonlar idrar ve safrada RNL’nin diizeltici etkisi 25 mg/kg’de
oral dozu analiz edilmistir. Disi siganlardaki RNL’nin plazma konsantrasyonu erkek
siganlarinkinden 6nemli Olgiide yiiksek oldugu belirlenmistir. Disi sicanlardaki Cmax’
dayanan ila¢ maruziyeti erkek sicanlarindan yaklagik olarak 2-3 misli olmaktadir. Erkek
ve disiler arasindaki farklardan bir digerinin de ilacin viicuttaki yar1 dmrii oldugu ve
erkeklerde bu siirenin daha kisa oldugudur. Bu sonuglar sayesinde, siganlarda RNL

farmokinetiklerinde cinsiyetlerde farklilik gosterdigi Liu ve dig. (2003) tarafindan tespit
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edilmistir. RNL, maksimum plazma konsantrasyonuna genellikle uygulandiktan 4-6
saat sonra ulagsmakta ve 3 giin boyunca giinde iki kez kullanildiginda kararli duruma
gecmektedir. Yarilanma Omrii ortalama terminal eliminasyon, gilinde iki kez 500°den
1000’e kadar degisen diizenli ¢oklu doz sonrasinda yaklasik 7 saat olarak belirlenmistir

(Gordon, 2005; Jerling ve Abdallah, 2005; Jerling ve dig., 2005).

Plazma konsantrasyonu 2-6 uM doz araliginda olan RNL’nin, kronik angina i¢in tedavi
edici etki gosterdigi (Chaitman ve dig., 2004b) belirlenen klinik ¢alismalarda, kalp atim
hizin1 ya da sistemik kan basicini etkilemeksizin, antiiskemik ve antianjinal etkilere

sahip oldugu bildirilmistir. (Antzelevich ve dig., 2004; Song ve dig., 2004).

Fare ve sicanlarda yapilan ¢alismaya gore, ilacin kanserojen potansiyeli olduguna dair
kanitlar bulunmamaktadir. Siganlarda (900mg/m2/g1'jn) 21 ay boyunca 150 mg/kg/glin,
farelerde ise, (150mg/m?%/giin) 24 ay boyunca 50 mg/kg/giin kullanilan en yiiksek oral
dozlarda, kanserojen bir etki tespit edilememistir (European Medicines Acency, 2008).
Maksimum 6nerilen insan dozu (MRHD) mg/m? cinsinden, yiizey alaninda 2 gr olmakta
ve tolere edilen doz, siganlarda 0,8 ve farelerde 0,1 katina karsilik gelmektedir. Ancak
yayinlanan bir bagka ¢alismaya gore ise, RNL’nin spontan ince bagirsak tiimorigenez
modeli olan transgenik APC (min/+) farelere giinde iki kere 30 mg/kg olarak
uygulandiginda, RNL’nin timor olusumunu tesvik ettigi ve ince bagirsaktaki neoplastik
lezyonlarin gelisiminde stimulasyon meydana getirdigi Suckow ve dig., (2004)

tarafindan saptanmigtir. Fakat bu durum klinik olarak ispatlanmamustir.

Kahlig ve dig., (2010) epilepsi ve ailesel hemilejik migren ile iligkili Na,1.1
mutasyonlarinda israrli akimin artig1 izerine RNL’nin etkilerini aragtirmis ve 30 uM
RNL tedavisi sonucunda sodyum akimini baskiladigini saptamislardir. Epileptik
Scn2a?* fare modeli kullanilarak RNL’nin (40 mg/kg) 1srarlt sodyum akimi tizerindeki
etkisinin arastirildigi in vivo bir arastirmada da, mutant Na,1.2 transgeni tarafindan
tiretilmis anormal noronal israrli sodyum akiminin baskilanmasi sonucu farelerdeki
epileptik nobet sikliginin RNL tedavili farelerde 6nemli 6l¢iide (yaklasik olarak %50)
azaldig1 belirlenmistir (Anderson ve dig., 2014).

Peters ve dig,. (2013) beyin sodyum kanali Na,1.2 {izerinde RNL’nin etkilerini
incelemisglerdir. Calismalarinda, 10 uM veya 100 uM RNL varliginda kararli durum
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yavas inaktivasyonunun stabilizasyonunu gozlemlemislerdir. Yavas inaktivasyon
durumunun termodinamik stabilizasyonu en Onemli etki olabilmektedir. 10uM
(terapotiik aralik) RNL ilavesi ile yavas inaktivasyonunda -8mV’lik kayma egrisi,

kanallarin zamaninda énemli bir azalma meydana gelebilecegini 6ne stiirmektedirler.

Insan embriyonik bébrek hiicrelerinde (HEK 293) ekspresse edilen Na,1.7 (hNa, 1.7) ve
sican ND7/23 hiicre hattindan ekspresse edilen Nav1.8 (rNayl1.8) iyon kanallarinda
patch-clamp teknigi kullanilarak RNL’nin etkisinin belirlendigi bir ¢alismada; RNL’nin
Klinige uygun konsantrasyonlarda (2-8 uM) Na,1.7 ve Na,1.8 VGSC’leri blokladig1
tespit edilmistir (Rajamani ve dig., 2008). Wang ve dig., (2008) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada ise, insan embriyonik bobrek hiicrelerinden HEK293 hattinda ekspresse
edilen noronal Nayl1.7, iskelet kas1 Nayl1.4 ve kalp kas1 Nayl.5 izoformlar1 tizerinde

RNL’nin Na* akimini1 bloklayarak etki gosterdigi belirlenmistir.

Literatiirde meme kanseri hiicreleri MDA-MB231 ile in vitro olarak yiiriitiilen
calismada, % 2 oksijen igeren akut hipoksik ortamda yetistirilen MDA-MB231 meme
kanseri hiicrelerinin transvers hareketini hem TTX (10 uM) hem de, RNL (300 uM)’nin
tamamen baskiladig1 ve bu baskilamanin Na* kanallarin1 bloke ederek gerceklestirdigi

tespit edilmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Insan meme kanser hiicrelerinde (MDA-231) yapilan in vitro bir ¢aliyma da, RNL
(50uM)‘nin meme kanseri hiicrelerinde Nay1.5 akimmi ve kanal iizerinden kanser
hiicrelerinin giriciligini Na,1.5 kanal ekspresyonu inhibe ederek gergeklestirdigini
saptamislardir. /n vivo olarak ise; MDA-231 hiicreleri ile olusturulan meme kanserli
immiindepresif farelerde (NMRI niide) goriilen akciger kolonizasyonunu, RNL (50
mg/kg/glin) tedavisi ile, insan meme kanser hiicrelerindeki ekspresse edilen Na,1.5

kanal blokasyonu yoluyla 6nemli 6l¢tide azalttigi bulunmustur (Driffort ve dig., 2014).

Grubumuz tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, 2x10* Mat-LyLu hiicresi ile olusturulan
Dunning modeli prostat kanserinin RNL ile tedavisi sonucunda, kontrol ve RNL (2,5
uM, 5 uM dozlari) gruplarindaki hayvanlarin akcigerlerindeki metastaz sayisini anlamli
olarak inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica RNL’nin metastaz biyiikliikleri {izerinde de
anlamli bir azalma (~%350 oraninda) meydana getirdigi gozlemlenmistir (Altun ve dig.,

2014).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MAT-LYLU HUCRELERININ YETISTIiRILMESI

Sican prostat kanseri hiicre soylarindan, Dunning timoér modeline ait, yiiksek
metastatik, yogun VGSC karaktere sahip Mat-LyLu ve disik metastatik AT-2
hiicreleri; “Imperial College, Division of Cell and Moleculer Biology” (Londra)’dan
temin edilmis ve laboratuvarimizda diizenli olarak pasajlar1 gerceklestirilmektedir.
Hicreler, %1 Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco) ve 2 mM L-glutamin (Gibco) ilave
edilerek hazirlanan Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Gibco) medyum ile
37 °C sicaklikta ve %5 CO2’li inkiibatorde yasatilmaktadir. (Grimes ve dig., 1995).

3.2. RANOLAZINE’IN HAZIRLANMASI

RNL (Sigma), steril saf su igerisinde ¢oziilerek, 100 mM’lik stok soliisyon elde edilmis
ve -21 °C’de saklanmistir. Stok soliisyon deneyler esnasinda %0,9’luk steril fizyolojik
su (FTS) ile sulandirilarak 2,5 uM ve 5 uM’lik RNL konsantrasyonlar1 elde edilmistir.

3.3. SICANLARDA DUNNING MODELININ OLUSTURULMASI

Copenhagen 1rki siganlarda, VGSC’nin biyolojisini arastirmak amaciyla, yiiksek
metastatik Ozellige ve yogun VGSC aktivitesine sahip oldugu bilinen Mat-LylLu
hiicreleri ile Dunning modeli prostat tiimorii olusturulmustur. Bu amagla, yaklasik 2,5-3
aylik ve agirliklar1 180-250 gr arasinda degisen Copenhagen eriskin erkek siganlar
kullamlmistir (TUBITAK, MAM, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii).
Calismalar  siiresince, Copenhagen siganlarm deneysel kullanimlarinda Istanbul
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (1.U., HADYEK) ilkelerine (Karar
no: 2013/56) bagh kalinmistir.

Primer tiimor olusturmak {izere siganlarin sag 6n ekstremitelerinin iist kisminda deri
altina, 2x10* Mat-LyLu hiicresi inokiile edilmistir. Sicanlara enjekte edilecek hiicre
stispansiyonunun  hacmi  0,15-0,20 ml’yi ge¢cmeyecek sekilde ayarlanmis ve

uygulanmistir (Lokeshwar ve dig., 1999; Yildirim ve dig., 2012; Altun ve dig., 2014).
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3.4. TEDAVi VE DOKU PROSEDURLERI

3.4.1. Tedavi Plan1 ve Tedavi

VGSC’nin sigan prostat kanserindeki biyolojik roliinii arastirmak i¢in yapilan bu
calismada; saglikli, kontrol ve iki farkli RNL dozunun verildigi toplam dort grup
olusturulmustur (Tablo 3-1). Kontrol grubuna %0,9’luk steril FTS verilirken, deney
grubuna 2,5 uM ve 5 uM dozlarinda RNL wuygulanan bir tedavi protokoli
hazirlanmistir. Saglikli gruba ise, tiimdr inokiilasyonu yapilmamis ancak paralellik
acisindan, 22 giin boyunca kontrol grubunda oldugu gibi, diisiik anestezi altinda

%0,9’luk steril FTS, gavaj yolu ile verilmistir.

Tablo 3.1: Gruplar ve tedavi plani.

Uygulamalar )
Tiimor enjeksiyonu Tedavi
Gruplar
Saghkh Yok %0,9 FTS
Kontrol Var %0,9 FTS
2,5 uM RNL Var 2,5 uM RNL
5 pM RNL Var 5 uM RNL

Tedavi, Mat-LyLu hiicrelerinin si¢anlara deri alti inokiilasyonundan 48 saat sonra
baslamak iizere giin asir1 olarak, FTS ve ila¢ uygulamas: seklinde yiiriitiilmiistiir. Ilac
tedavisi sirasinda, hayvanlar diisiikk anestezi altinda iken, saglikli ve kontrol grubundaki
hayvanlara 1 ml FTS, deney grubundaki hayvanlara 2,5 uM ve 5 uM dozlarindan 1 ml
RNL gavaj yolu ile verilmistir. Tedavi her iki giinde bir olmak iizere 22 giin boyunca
devam ettirilmis ve bu siire sonunda siganlar, inhalasyon yoluyla Isofluran (Abbott)

anestezi altinda servikal dislokasyon yapilarak sakrifiye edilmistir.

Caligmamizda, hiicrede Nayl.7’nin varligim1 ortaya koyabilmek amaciyla, Mat-LyLu
hiicresi ile in vitro bir ¢alisma da yiiriitiilmiistiir. Kontrol ile iki farkli RNL dozunun

(2,5 uM ve 5 pM) uygulandig1 bir deney grubu olusturulmustur. Mat-LyLu hiicresi
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3x10° olacak sekilde petrilere ekilmis ve kiiltiir ortaminda giin asir1 medyum degisimi
yapilmigtir. Kontrol grubu si¢anlara Bo6liim 3.1°de agiklanan normal medyum, deney
grubuna ise, 2,5 uM ve 5 uM dozlarinda RNL uygulamasi1 yapilmistir. 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan medyumlar ¢ikarilmis ve trizol eklenerek hiicreler toplanmustir.
Ayrica protein diizeyinde yapilacak olan ¢alismada kontrol amaciyla kullanilmak iizere,
diisiik metastatik 6zelikte olan AT-2 hiicresinin de 3x10° hiicre olarak petriye ekilmesi

ve deneye uygun sekilde yetismesi saglanmistir.

3.3.2. Dokularin Diseksiyonu

Primer tiimor Ornekleri i¢in; kontrol ve deney gruplarindan sakrifiye edilen siganlarin
sag ekstremitelerinin {ist bolgesinde olusan primer tiimor, killi deri agilarak ¢ikartilmig
ve makroskopik olarak incelenmistir. Peritlimoral kistler halinde yogun ve kanli bir sivi
birikiminin gézlendigi primer tiimorlerde sivi drenaji saglandiktan sonra nekrotik bir
goriinime sahip olmayan, miimkiin oldugu kadar kilcal damar icermeyen bdlgeler
zenle tespit edilerek, yaklasik 2-3 mm? biiyiikliigiinde doku parcalar bistiiri yardimi

ile alinmustir.

Akciger metastaz Ornekleri icin; Oncelikle hayvanlarin goglis kafesleri acilarak
akcigerleri total olarak c¢ikarilmistir. Akcigerin ylizeyinde genellikle kenarlara yakin
kisimlarda saptanan metastaz odaklar1 alinmustir. Ozellikle her siganin akcigerinden
aliman metastatik odaklarin yaklasik olarak ayni boyutta olmasina dikkat edilmis ve

notral tamponlu formaldehit ile tespit edilmistir.

Prostat bezi dokulari i¢in; siganlarin peritonlar1 agilarak, idrar kesesinin hizasinda
goriilen prostat bezinden 2-3 mm? boyutunda alinan doku, nétral tamponlu formaldehit

ile fikse edilmistir.

Histolojik olarak hematoksilen & eosin (H&E) boyamasi igin; kontrol ve deney
gruplarindaki siganlardan ¢ikarilan primer timoér, akciger metastazi ve prostat bezi ile
saglikli sicanlardan alinan akciger ve prostat drnekleri, notral tamponlu formaldehit ile
18 saatlik fiksasyon isleminden sonra ¢ikan alkol serilerinden gegirilerek, dokulardan
suyun uzaklastirlmas1 saglanmustir. Ksilen ile saydamlastirilan dokular 42 °C’lik
parafinde 24 saat bekletildikten sonra 52 °C sicakliktaki parafinde dort saat tutulmustur.

Gerekli sertlesme islemi saglandiktan sonra dokular parafine gomiilmiistiir. Parafine
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gomiilen dokulardan mikrotomda (Leica) 5 um kalinlikta Kesitler alinarak, Poly-L-lizin

kapli lamlara yapistirilmistir.

Immiinohistokimyasal analizler i¢in; drnekler ndtral tamponlu formaldehit ile 18 saatlik
fiksasyondan sonra yukarida agiklandigi sekilde gerekli dehidratasyon ve
saydamlastirma islemlerinden gegirilerek parafin bloklara gomiilmiis ve daha sonra bes
mikron kalmlikta kesitler alinip, Poly-L-lizin kapli lamlara yapistirilarak, +4 °C’de

saklanmislardir.

Immiinfloresan ¢alismasi i¢in; alinan tiim dokular soguga dayanikli bir cam icerisinde
izopentan (Bright-slide, BS01-128) ile hizla dondurularak sertlesmesi saglanmis ve -86
°C’de bir giin saklanmistir. Immiinfloresan c¢alismalar icin dondurulmus olan
dokulardan kriyostat ile bes mikronluk Kkesitler alinarak, lam tizerine dikkatlice

yapistirtlmig ve islem yapilana kadar preparatlar buzdolabinda saklanmistir.

Western Blott analizi i¢in; in vitro olarak Mat-LyLu hiicrelerinin yani sira Nay1.7
varliginin gosterilmesinde kontrol amacgl olarak diisiik metastatik AT-2 hiicreleri
Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) Buffer ile toplanip ependorfa alinmis ve oda

1s1sinda saklanmuastir.

PCR c¢alismalarinda kullanilacak olan tiim dokular ise, alindiklari gibi sivi azot

icerisinde hizl1 bir sekilde dondurulduktan sonra -86 °C’de saklanmuslardir.

3.4. DOKU ANALIZ YONTEMLERI

Dunning modeli prostat kanserli kontrol ve deney hayvanlarindan alinan primer tiimor,
akciger metastazi ve prostat bezi doku ornekleri, saglikli sicanlardan alinan akciger ve
prostat bezi doku ornekleri ile in vitro olarak yetistirilen ve RNL tedavisi uygulanan
Mat-LyLu hiicrelerindeki; VGSC Na, 1.7’ nin ekspresyonu; histomorfolojik olarak H&E
boyama ile, immiinohistokimyasal ve immiinfloresan yontemlerinin yani sira, protein
diizeyinde Western blott ve mRNA diizeyinde real-time PCR metodu kullanilarak

incelenmistir.

3.4.1. Hematoksilen & Eosin Boyama
Lam fizerine yerlestirilmis olan kesitler parafinden arindirildiktan sonra Harris

Hemotoksilen ile 5-10 dakika boyanmistir. Cesme suyunda hafif¢ce yikanip, asit-alkol
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ile calkalanarak fazla boya akitilmistir. Niikleuslar mor renk alincaya kadar (1s1k
mikroskobunda incelenerek) ¢esme suyunda bekletildikten sonra, eosin eriyiginde 2-5
dakika siire ile tutulmustur. Sonugta, gesme suyunda kisa siire yikanan preparatlar %70,
%90, %96 ve %100’liikk alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi

uygulanmistir. Boyanan preparatlar entellan ile kapatilmistir.

3.4.2. Immiinohistokimyasal Analiz

VGSC Nayl.7 alt tipinin immiinekspresyonu polimer bazli horseradish peroksidaz
(HRP) immiinohistokimya boyama yontemi ile gosterilmistir. Bu amagla, doku
kesitlerinin  bulundugu preperatlar immiinohistokimyasal boyama Oncesinde
deparafinize edilmek iizere, 37 °C’de bir gece tutulmus ve ii¢ kez 5’er dakika ksilende
bekletilmistir. Ardindan %96’lik iki ayr1 etanolde 10’ar dakika tutulmus ve dokudaki
endojen peroksidaz aktivitesi, metanol icerisinde hazirlanmis %3’liik hidrojen peroksit
ile 20 dakika boyunca baskilanmistir. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra,
maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak amaciyla, preparatlara mikrodalga firinda 400 W
giicte pH:9 Tris-EDTA (ScyTek) ¢ozeltisi ile antijen geri kazanim islemi uygulanmistir.
Oda 1s1sinda 20 dakika sogutulan lamlar, fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 5’er dakika
yikanip, non-spesifik boyanmay1 engellemek i¢in dokulara 10 dakikalik protein blokaji
(Histostain Bulk Kit, Invitrogen LAB-SA Detection System, UK) yapilmistir. Blokajin
ardindan 1:100 dilisyon oraninda fare monoklonal anti-sodyum kanal Na, 1.7 (clone
N68/6, Milipore) primer antikoru damlatilarak oda 1sisinda 60 dakika inkiibe edilmistir.
Stirenin sonunda kesitler iki kez PBS ile 5’er dakika yikandiktan sonra, once post
primer tavsan anti-fare 1gG, daha sonra da polimer anti-tavsan poli-HRP-lgG (Bond™
Polymer Refine Detection System, DS9800, Wetzlar, Germany) manuel olarak
damlatilarak her birinde 20 dakika inkiibe edilmistir. Tekrar 5’er dakikalik iki kez PBS
ile yikanan preperatlara 3,3’-diaminobenzidin (DAB) kromojeni damlatilarak, 4-5
dakikalik inkiibasyon sonunda boyanma kontrol edilmistir. Distile su ile yikanan
preperatlara Mayer Hematoksilen ile niikleer zit boyama yapilmis ve etanol ile

dehidratasyondan sonra entellan ile kapatilmistir.

3.4.2.1. Skorlama
Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlara ait her dokunun 1s1k mikroskobu altinda 20X

biiylitmede incelenmesi ile yapilan degerlendirme sonucu, Nay1.7 kanal proteinin varligi



44

ve immiinekspresyonunun siddetine yonelik olarak, boyanmayan 6rnekler, 0 (negatif);
zayif, fokal membrandz boyanma gosteren ornekler, 1 (+); orta derecede boyanma
gosteren Ornekler, 2 (++); kuvvetli boyanma gosteren ornekler ise, 3 (+++) seklinde

kabul edilerek skorlama yapilmistir (Cerit ve dig., 2013).

3.4.2.2. Image-J

Kontrol ve deney gruplarina (2,5uM - 5uM RNL) ait primer tiimor, akciger metastazi
ve prostat dokulari ile saglikli gruba ait akciger dokusundan alinan &rneklerin
immiinohistokimyasal boyanmalar1 sonucunda her gruptan en az 5 preparat 1s1k
mikroskobu (Olympus CX 41) ile incelenmis esit yogunluktaki 1sik siddetinde ve 40x
biiyiitmede (Olympus DP71) dijital kamera ile fotograflar1 ¢ekilmistir. Hatalar1 en aza
indirgemek i¢in, her bir preparatin rastgele farkli yerlerinden beser goriintii alinmis ve
her bir goriintiiniin ayn1 alandaki pozitif sinyallerin ortalama optik yogunlugu imagel
programi ile &lgiilmiistir (Nguyen ve dig., 2013). Immiinohistokimyasal boyanarak
goriintlilenen preperatlardan primer tiimor, akciger ve prostat dokular igin rastgele 5
alan secilip her alanda ekspresyon yapan ve yapmayan hiicreler sayilip ortalamalari
alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sayimlarin her biri kor olarak yapilmis

ve her grupta yaklasik 2000-3000 hiicrenin ekspresyonuna bakilmaistir.

3.4.2. Iimmiinfloresan Analiz

Buzdolabindan alinan preperatlar 10 dakika asetonda bekletilmistir. Lamlar, fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile 10’ar dakika yikandiktan sonra nonspesifik boyanmay1
engellemek iizere dokulara 15 dakikalik protein blokaj1 (Histostain Bulk Kit, Invitrogen
LAB-SA Detection System, UK) yapilmistir. Blokajin ardindan 1:50 sulandirarak fare
monoklonal anti-Sodyum kanal Na,1.7 (S68-6) [Alexa Fluor ® 488]) antikoru
damlatilarak oda sicakligi ve karanlikta 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda kesitler tekrar PBS ile 10’ar dakika yikanmis, tamponlu gliserin ile
kapatildiktan sonra floresan mikroskop altinda incelenmis ve dijital kamera (Olympus
DP71) ile fotograflanmistir (Mohan ve dig., 2008).

3.4.3. Western Blott Analiz
Yiiksek metastatik 6zellikte olan Mat-LyLu hiicreleri ve RNL (2,5 uM — 5 uM)
tedavisi gormiis hiicrelerle, kontrol amaciyla zayif metastatik 6zellikte olan AT-2

hiicreleri, RIPA tamponunda ependorfa toplanarak lizis edilmistir. Hiicrelerin daha 1yi



45

parcalanmast i¢in 5 defa -196 °C s1v1 azotta dondurma ve 37 °C ultrasanikatdr ¢ozdiirme
islemi uygulanmistir. Hiicre lizatlar1 11000g’de +4 °C sicaklikta 15 dakika santiifii]
edilerek iist faz toplanmistir ve proteinler PAGE ile ayristirilmistir. Jeller, 10 cm’lik
kasetlerde, %10’luk ayirma jeli, %6’lik paketleme jeli olarak hazirlanmistir. Hiicre
lizatlar1 3’e 1 oraninda x4 SDS-6rnek tamponu ile karigtirllmis ve 5 dakika 95-100
°C’de bekletilmistir. Daha sonras1 drnekler uygulanmistir. Elektroforez islemi 50 V’da

15 dakika, sonrasinda 100 V’da 60-75 dakikada tamamlanmustir.

Elektroforez isleminden sonra jel de ayristirilan proteinler nitroseliller membrana
transfer edilmistir. Transfer islemi 45 V’da 30 dakika, 90 V’da 60 dakikada
gerceklestirilmistir. Membranlar 2 saat %5°lik bloklama ¢ozeltisinde (% 5 yag olup siit
tozu) bekletilmistir. Sonrasinda membran bir gece boyunca 1/750 oraninda sulandirilan
Nayl.7 (clone N68/6, Millipore) primer antikoru etkisinde birakilmistir. Sekonder
antikor olarak TBS igerisinde 1/3500 oraninda seyreltilen anti-mouse 1gG-Biyotin
(Milipore AP124B) kullanilmistir. Protein bantlarinin goriintiilenmesi i¢in membran
TBS igerisinde 1/3500 oraninda seyreltilen Streptavidin Alkalin Fosfataz (Milipore
SA204) ile 20 dakika isleme konmustur.

3.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Analizi

Hem in vitro olarak kontrol ve 2,5 uM ile 5 uM RNL tedavi grubu Mat-LyLu
hiicrelerindeki, hem de in vivo deneyler sonucunda alinan primer tiimor, akciger
metastazi ve prostat bezi dokularindaki VGSC’lerin Na,1.7 alt tipinin mRNA transkript
diizeyi, es zamanli PCR ile arastirilmistir. Nay1.7 geninin ¢ogaltilmasi i¢in SPN1 ve
SPN3 primerleri ve deney protokoliiniin RNA izolasyonu ve ¢cDNA sentez verimi
yoniinden kontroliinii saglayacak olan B-aktin genlerinin gogaltilmasinda ise, [-aktin
(F) ve B-aktin (R) primerlerinden yararlanilmigtir (Tablo 3-2) (Diss ve dig., 2001;
2005).



46

Tablo 3.2: PCR analizlerinde kullanilan primerler.

Primer ad1 Baz dizisi

SPN1 (F) 5-TTCATGACCTTGAGCAACCC-3'
SPN3 (R) 5-TCTCTTCGAGTTCCTTCCTG-3'
B-Actin (F) 5'-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3'
B-Actin (R) 5-ATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3'

Nayl.7 transkripti iizerinden SPNI-F ve SPN1-R primerleri ile cogaltilan DNA
fragmenti 424 bc boyutunda olup, dizisi asagida verilmektedir (Tablo 3-3). Na,1.7 geni;
PN1, SCN2A ve SCN9A olarak da isimlendirilmektedir.

Tablo 3.3: Na, 1.7 gen dizisi

TCCAGAATGGACCAAAAATGTAGAGTACACTTTTACTGGGATATATACTTTTGA
ATCACTCATAAAAATCCTTGCAAGAGGCTTTTGCGTGGGAGAATTCACCTTCCT
CCGTGACCCTTGGAACTGGCTGGACTTTGTTGTCATTGTTTTTGCGTATTTAACA
GAATTTGTAAACCTAGGCAATGTTTCAGCTCTTCGAACTTTCAGAGTCTTGAGA
GCTTTGAAAACTATTTCTGTAATCCCAGGACTAAAGACCATCGTGGGGGCCCTG
ATCCAGTCAGTGAAGAAGCTCTCTGACGTCATGATCCTCACTGTGTTCTGTCTC

AGTGTGTTTGCACTAATTGGACTACAGCTGTTTATGGGCAACTTGAAGCATAAA

TGTTT




47

3.4.4.1. RNA Ekstraksiyonu ve Piirifikasyonu

Total RNA izolasyonu igin; dokulara ve hiicrelere guanidin tiyosiyanat eklenerek,
TRIzol Reagent (Invitrogen) kullanilmistir. Dokularin ve hiicrelerin TRIzol ile
muamelesinden sonra homojenizasyon islemi gergeklestirilerek {izerine ©nceden
sogutulmus olan kloroform ilave edilmis, kloroform ve fenol fazlarinin ayrilmasi igin
+4 °C’de 11000 g’de 15 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Ust bdlgede toplanan su
faz1 ayr1 bir ependorf tiipe alinip, esit miktarda isopropanol (Sigma) ilavesi yapilarak, -
20 °C’de 60 dakika RNA ¢oktiirme islemi uygulanmigtir. Ardindan RNA pelleti elde
etmek amaciyla 4 °C’de 11000g’de 30 dakika santrifiij isleminden gegirilmis ve elde
edilen pellet 2 kez %70 etanol ile yikanip, santrifiij isleminin ardindan etanoliin ugmasi
saglanmistir. RNA peleti, RNase/DNase free su igerisinde ¢oziinmiistiir. Elde edilen
RNA’y1 saflastirmak icin DNasel uygulamasi yapilmistir ve ardindan total RNA’nin
konsantrasyonu ve saflik derecesi kantitatif olarak Nanodrop (BioSpec-nano, Shimadzu
Biotech) cihaz1 ile 260/280 nm’lik absorbansta spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Ayrica %0,8’lik agaroz jel elektoroferezinde etidyum bromiir goriintiileme

yontemiyle RNA zincirinin biitiinliigii kontrol edilmistir.

3.4.4.2. cDNA Sentezi

Konsantrasyonlari belirlenen total RNA 6rneklerinin 1pg’1 alinmig, komplementer DNA
(cDNA) sentezi yapilmak iizere Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti
(Roche) kullanilmistir. Ik olarak, 1pg’lik RNA 6rnegine random primer ve nuclease-
free su ilave edilip 65 °C’de 10 dakika kuru blok 1siticida inkiibe edilmistir. Ardindan
tampon, deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP), riboniikleaz (RNaz) inhibitérii ve
dithiothreitol (DTT) ilaveleri yapilmis, son olarak reverstranskriptaz enzimi eklenerek
tekrar kuru blok 1siticida 48 °C’ de inkiibasyona tabi tutulmustur. Elde edilen 20 ul
hacimdeki cDNA 6rnekleri 100 pl’lik (1:5) hacimde seyreltilerek PCR ¢alismalarinda
kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir. Ayrica herhangi bir genomik kontaminasyonu
belirleyebilmek amaciyla, hiicre ve dokular ile yapilan her bir cDNA sentezine kontrol
amacli, ters transkriptaz enziminin ilave edilmedigi birer 6rnek hazirlanmis ve PCR

cogaltmalarinda kullanilmistir.



48

3.4.4.3. Real-Time PCR

Doku ve hiicre drneklerinden yapilan RNA izolasyonu sonucu elde edilen ve Na, 1.7
geninin ¢ogaltilmasinda kullanilacak olan ¢cDNA’lar ig¢in kontrol geni olarak B-aktin
kullanilmistir (Diss ve dig., 2001; 2005). Her PCR reaksiyonunda 5 pl cDNA 6rnekleri
ile ilgili primerler ve SYBR Green (SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix,
Bio-Rad) ilave edilerek her bir reaksiyonun son hacminin 20 pl olmasi saglanmistir.
CFX96 (Bio-Rad) Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilen analizlerde; 95 °C’de 10
dakika *Taq’ polimeraz aktivasyonu; 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon; 60 °C’de 30
saniye primer baglanma ve uzama olmak iizere 35 siklustan olusan deney protokolii
uygulanmistir. Ayrica her PCR analizinde, Na,1.7 ve [B-aktin igin cDNA ilavesi

yapilmayan negatif kontrol drnekleri ile negatif ters transkriptaz 6rnekleri cogaltilmustir.

3.4.4.4. Jel Elektroforezi

Total RNA driinlerinin biitinlighi %0,8’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile
goriintiilenmistir. 1X TAE (Ambion) Tamponunun igerisine 0,8 gr agaroz (Ambion)
ilave edilerek, hazirlanan karisim mikrodalgada kaynatilmis ve agarozun ¢ozlinmesi
saglanmistir. Kaynatilan karisim, 10 dakika oda sicakliginda sogutularak icerisine
etidium bromid ilave edilmistir. Iyi bir karisim gerceklestirildikten sonra hava
kabarciklari olmaksizin onceden hazirlanmis olan jel plagina dokiilerek katilagmasi
saglanmistir. Ilk kuyucuga DNA standardi yiiklendikten sonra, sirasiyla diger
kuyucuklardaki 6rnekler brom-fenol mavisi ile karistirilmis ve 400A, 80V akimda 20
dakika yiiriitiilmiistiir. Bantlar ultraviyole 1s1k altinda incelenmis ve RNA zincirinin
biitiinliigli Science UV Transliiminatér ile goriintiilendikten sonra isleme devam

edilmistir.

3.5. ISTATISTIK ANALIZ
Tiim deneylerden elde edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamalari ve her bir

ortalamaya ait standart hata (+SE) seklinde verilmistir.

Immiinohistokimyasal image-j analiz sisteminde, gruplardan elde edilen verilerin
normal dagilim gosterdigi belirlendikten sonra aralarindaki farkliliklar, tek yonli
ANOVA ve Dunnet ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak belirlenmistir (Nguyen ve
dig., 2013). Ekspresyon yapan hiicre yiizdelerinin hesaplanmasinda oranlarin

karsilastirilmasi testi uygulanmistir (Zar, 1999).
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In vivo deneylerden alinan primer tiimor, akciger metastazi, prostat dokusu ve in vitro
da yetistirilen Mat-LyLu hiicrelerinden elde edilen verilerin real-time PCR analizleri
22%CT jle rolatif olarak degerlendirilmistir. (Livak ve Schmittgen, 2001). Kontrol ve
deney gruplarindaki verilerin normal dagilim gosterdikleri belirlenerek gruplar

arasindaki farkliliklar tek yonlit ANOVA karsilastirma testi ile hesaplanmaistir.

Yapilan tiim istatistik degerlendirmelerde p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada in vivo olarak, yiiksek metastatik karakterli Mat-LyLu hiicrelerinin
inokiilasyonu ile olusturulan Dunning modeli prostat kanserli sicanlarin RNL ile tedavi
edilmesi sonucunda, kontrol ve deney grubu hayvanlardan alinan; primer tiimér, akciger
metastazi ve prostat dokularinda, in vitro olarak da, Mat-LyLu hiicrelerinde VGSC,
Na,1.7 ekspresyonunun varligi, immiinohistokimyasal, immiinfloresan, Western blott ve

es zamanli PCR yontemleri ile protein ve mRNA diizeyinde arastirilmistir.

4.1. HISTOMORFOLOJIK YONTEM

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin in vitro olarak ve Dunning modeli prostat
kanserli si¢anlardan alinan primer tiimor, akciger metastazi ve prostat dokular ile
saglikli hayvanlarin akciger ve prostat dokularinin H&E ile boyanmalar1 sonucu 1s1k
mikroskobundaki goriintimleri Sekil 4-1’de verilmistir. Sekilde de gorildigi gibi, in
vitro da yetistirilen Mat-LyLu hiicre niikleuslarinin ve bazofil kisimlarinin hematoksilen
ile mavi renkte, sitoplazmanin ise, eosin ile pembe renkte boyandigi izlenmektedir
(Sekil 4-1.A).

Saglikli hayvanlarin akciger dokusundan alinan histopatolojik kesitlerde; tek tabakali
hiicrelerden olusan diizenli alveolar yapidaki akciger dokusu gozlenmektedir (Sekil 4-
1.B). Epitelin alt kisminda fibril iceren ince bir bag dokusu tespit edilmistir. Saglikli
sicanlarin  prostat bezi dokusunda ise; duktus epididimisin kivrintili bez yapisin
olusturan limen olusumu belirgindir (Sekil 4-1.C). Duktus epididimisin i¢ yiiziindeki

epitelin stereosilyali psddostrafiye tipte oldugu izlenmektedir.

Mat-LyLu hiicrelerinin inokiilasyonu ile olusturulan primer prostat tiimoriinde
histomorfolojik olarak hiicrelerin diizensiz bir sekilde siralandigi, az differansiye bir
karsinoma olarak dikkati ¢ekmektedir (Sekil 4-1.D). RNL ile tedavi edilen siganlardan
elde edilen akciger metastazlarinda, diizenli akciger alveollerinin arasinda primer

timorde oldugu gibi, diizensiz hiicrelerden olusan odaklar halindeki metastaz
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Sekil 4.1: Mat-LyLu hiicresi ile saglikli ve deney grubu siganlardan elde edilen dokularin H&E boyama ile histolojik goriintiileri.
A) In vitro olarak Mat-LyLu hiicresi, (40X); B) Saglikli siganlarda akciger, (10X); C) Saglikli siganlarda prostat, (20X); D) Deney grubu
siganlarda primer tiimér, (40X); E) RNL grubu sicanlarda akciger metastazi, (40X); F) RNL grubu siganlarda prostat dokusu, (40X)
(Oklar metastaz odagini gostermektedir).

19
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alanlart goriilmektedir (Sekil 4-1.E). Prostat bezi dokularinda ise, diizensiz hiicre

boliinmelerine sahip yapisal bozukluklarin varligina rastlanmistir (Sekil 4-1.F).

4.2. PROSTAT KANSERINDE NAy1.7 PROTEIN EKSPRESYONU

Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan Dunning modeli prostat kanserli ve RNL ile tedavi
edilen siganlarin, primer timor, akciger metastazi ve prostat dokulari ile saglikli
hayvanlarin akciger ve prostat dokularinin yani sira, pozitif kontrol igin, sigan Kkalp
dokusu ve in vitro da yetistirilen Mat-LyLu hiicrelerinden alinan 6rneklerdeki Na,1.7
proteininin varlig1 ve diizeyi immiinohistokimyasal ve immiinfloresan olmak tizere iki

farkli yontem ile degerlendirilmistir.

4.2.1. Hiicre ve Dokularda Na,1.7 Protein Ekspresyonunun immiinohistokimyasal
Analizi
Yapilan ¢alismada saglikli hayvanlarin akciger ve prostat dokusu ile kontrol ve RNL
(25 uM - 5 uM) grubu hayvanlarin primer timor, akciger metastazi ve prostat
dokularinin immiinohistokimyasal boyanmalari sonrasinda Nay1.7 ekspresyonlari
histomorfolojik olarak 151k mikroskobunda incelenerek, Ornekler ayni 1s1k
yogunlugunda ve biiyiitmede goriintiilenmis ve fotograflanmistir. Alinan dokularin yani
sira, ayni islem in vitro da yetistirilen Mat-LyLu hiicrelerine de uygulanarak, Na,1.7
ekspresyonunun varligir gosterilmistir. Degerlendirmeler, pozitif skorlama ve image-j

sistemi olmak iizere iki farkli yontem ile yapilmstir.

4.2.1.1. Immiinreaktivitenin Skorlama ile Degerlendirilmesi
Almnan hiicre ve dokulardaki degerlendirmeler, VGSC ekspresyon profili bilinen kalp
dokusundaki pozitif immiinreaktivite (Sekil 4-2.A) esas alinarak yapilmustir.

In vitro olarak yetistirilen Mat-LyLu hiicrelerinde Na,1.7 pozitif immiinreaksiyon tespit
edilmis olup, spesifik reaksiyonun plazma zar1 ve sitoplazmada lokalizasyon gosterdigi
saptanmugtir (Sekil 4-2.B). Reaksiyonun, bazi hiicrelerde kuvvetli, baz1 hiicrelerde ise,
goreceli olarak daha =zayif siddette oldugu goriilmiis ve bazi hiicrelerin ise,
periniikniikleer ~ sitoplazmik  bodlgesinde daha kuvvetli bir immiinreaksiyon

belirlenmistir.

Saglikli hayvanlardan alinan akciger ve prostat dokularinda da immiinekspresyonunun
varligi tespit edilmistir (Sekil 4-2.C-D).



53

Sekil 4.2: Mat-LyLu hiicresi ile saglikli sicanlarin kalp, akciger ve prostat dokularindaki Na,1.7
immiinreaktivitesi. A) Saglikli sicanda kalp dokusu, 40X; B) In vitro Mat-LyLu hiicresi 100X,
C) Saglikli siganda akciger dokusu, 40X; D) Saglikli siganda prostat dokusu, 40X.
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Kontrol grubu hayvanlarda gelisen primer tiimorlerin az differansiye hiicrelerden
olustugu ve immiinreaksiyonun hiicrelerin sitoplazmasinda, genellikle +1/+2 pozitif ile
zayif/orta siddetinde oldugu goézlenmistir (Tablo 4-1). Hayvanlarin akcigerlerinde
gelisen ve diizensiz hiicre yigmlar1 (6bekleri) halinde dikkati ¢eken metastazlardaki
Na,1.7 ekspresyonlarina bakildiginda; c¢ogunlukla +2 pozitif ile orta siddette bir
ekspresyonun varligi saptanmistir. Prostat bezi dokularinda ise; primer tiimorde oldugu
gibi, +1/+2 pozitif ile zayif/orta siddetteki imiinreaksiyonun hiicrelerin sitoplazmasinda

bulundugu gézlemlenmistir.

RNL (25 uM — 5 puM) tedavisi alan hayvanlarin Na® kanal ekspresyonlar:
degerlendirildiginde, primer tiimér hiicrelerinde her iki tedavi dozu igin de, kontrol
grubu hayvanlarinkine benzer sekilde az differansiye olan hiicrelerin sitoplazmalarinda,

zayif bir ekspresyon gozlenmistir (Sekil 4-3A, Tablo 4-1).

Tedavili hayvanlarin akcigerlerinde gelisen metastazlarda ise, primer timore gore daha
siddetli bir ekspresyon s6z konusudur (Sekil 4-3B). Bu hayvanlarin, akciger dokusunun
timiinde daginik halde ve +1/+2 pozitif diizeyinde bir immiinreaksiyon goriilmesine
ragmen, metastaz odaklarindaki hiicrelerde ¢ogunlukla +2/+3 pozitif yani, orta/kuvvetli
siddette bir immiinekspresyon ile karsilasilmaktadir (Tablo 4-1). Kullanilan her iki RNL
(25 pM - 5 puM) dozunda da, akciger metastazlarmin Nayl.7 immiinreaksiyon
siddetlerinin benzer oldugu tespit edilirken, bu ekspresyon diizeyini, kontrol grubu
hayvanlarin akciger metastazlarindaki ekspresyon ile karsilastirdigimizda, deney
gruplarinda, kontrol grubuna oranla daha siddetli bir immiinreaksiyonun olustugu

saptanmistir.

RNL (2,5 uM - 5 uM) grubu prostat bezi dokularindaki immiinreaksiyonun primer
timorde oldugu gibi, hiicrelerin sitoplazmasinda ve her iki tedavi dozu i¢in de,
zayif/orta siddette oldugu gozlenmistir (Sekil 4-3B) (Tablo 4-1). Kontrol ve tedavi
grubu hayvanlariin prostat bezi hiicrelerindeki Na,1.7 kanalin ekspresyon siddetleri

arasinda herhangi bir fark gézlenmemektedir.
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Tablo 4.1: Dunning modeli prostat kanserli Kontrol ve Deney grubu (2,5 uM, 5 uM RNL) siganlarin farkli dokularinda Na,1.7 immiinekspresyon skorlari.
0:immiinekspresyon yok, +1: zayif, +2: orta, +3: kuvvetli immiinekspresyon siddetini gostermektedir.
(Parantez igindeki rakamlar gruplardaki n sayilarin1 vermektedir).

Doz/lla¢ Primer tiimor AKciger metastazi Prostat bezi
Kontrol (FTS) 0/+1/+2 0/+2 0/+1/+2
() () ()
2,5 uM RNL 0/+1 +2/+3 0/+1
(5) (4) ()
5 uM RNL 0/+1 +2/+3 0/+1/+2
() () ()

qS
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Sekil 4.3: Dunning model prostat kanserli deney grubu siganlarin farkli dokularindaki Na,1.7 ekspresyonunu. A:Primer timor, zayif ekspresyon (+1),
B: Akciger metastazi, siddetli ekspresyon (+3); C: Prostat dokusu, zayif ekspresyon (+1); D: Primer tiimdr negatif kontrol;
E: Akciger metastazi negatif kontrol; F: Prostat negatif kontrol (40X), (oklar metastatik odag1 gostermektedir).

99
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4.2.1.2. Immiinreaktivitenin Image-J ile Degerlendirilmesi

Kontrol ve deney grubu siganlardan alinan primer tiimor, akciger metastazi ve prostat
bezi dokularindaki Nay1.7 ekspresyonunun immiinohistokimyasal analizinde, image-J
sistemi ile hem ekspresyon yapan hiicrelerin yilizdesi hem de, ekspresyon yapan

hiicrelerin siddetleri degerlendirilmistir.

Kontrol ve deney grubu si¢anlardan alinan primer tiimor dokularinin image-J analizi ile
degerlendirilmesi sonucunda RNL tedavisi alan hayvanlardan elde edilen primer
timorlerde, Nay1.7 immiin ekspresyonu yapan hiicrelerin ekspresyon siddetlerinin
(Sekil 4-4) kontrol grubuna gore azaldigi izlenmekle beraber, bu farkin istatistik
bakimdan anlamli olmadigi (p>0,05) goriilmustir. Sekil 4-5’te de ise, pozitif
immiinreaksiyon veren hiicre sayilarinin yiizdeleri hesaplanmistir (Tablo 4-2). 2,5 uM —
5 uM dozlarinda RNL tedavisi alan gruplardaki primer tiimorlerde kontrol grubu primer
timorler ile ekspresyon yapan hiicrelerin yiizdeleri kiyaslandiginda tedavili grupta
ekspresyon yapan hiicrelerin azaldigi ve doz ile iliskili olan bu azalmanin istatistik

olarak anlamli (p<0,05) oldugu saptanmustir.

120 -+

=
o
o
1
—

[o0s]
o
1

IS
o
1

Na, 1.7 immiinreaktivite yogunlugu
(o]
o

N
o
1

Kontrol 2,5 uM RNL 5 uM RNL

Sekil 4.4: Kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) grubu siganlarin primer timor hiicrelerindeki
Na,1.7 immiinreaktivite siddetleri.
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Sekil 4.5: Kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) grubu siganlarin primer tiimérde Na,1.7
ekspresyonu yapan hiicre yiizdeleri (* p<0,05).

Tablo 4.2: Saglikli, kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) tedavili siganlarin primer timér, akciger
ve prostat dokularinda Na,1.7 ekspresyonu yapan hiicre yiizdesi (= SE).

Gruplar .
Saghkh Kontrol 2,5 uM RNL 5 uM RNL
Dokular
Primer - %70,81 %67,55 %60,62
Timor
+5,01 +5,66 +7,35
Akciger 9029,35 071,91 %045,76 9038,55
14,04 +11,89 13,96 +3,89
Prostat - 9097,94 2098,94 2099,01
+0,86 +1,07 +0,85
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Akciger metastazlarindaki Nayl.7 immiinreaktivitelerinin degerlendirilmesi sonucu,
FTS verilen saglikli ve kontrol ile 2,5 uM - 5 uM RNL verilen deney grubu sicanlarda
immiinreaksiyon veren hiicrelerin ekspresyon siddetlerinin her iki tedavi grubunda ve
saglikli grupta kontrol grubuna oranla artis gosterdigi saptanmustir (Sekil 4-6). Gruplar
arasinda gorillen bu farkin 2,5 uM RNL’de ve saglikli grupta istatistik bakimdan
anlamli (p<0,05) oldugu belirlenmistir. RNL tedavisi goren akciger dokularindaki
immiinreaktivite yogunluklarimin saglikli dokulardaki yogunluk benzerligi dikat

¢ekmektedir.

80 -

60 -

40 -

Na, 1.7 imminreaktivite yogunlugu

20 -

Saghikli Kontrol 2,5 UM RNL 5 uM RNL

Sekil 4.6: Saglikli, Kontrol ve RNL (2,5 pM — 5 uM) grubu si¢anlarin akcigerlerindeki Na,1.7
immiinreaktivite siddetleri (* p<0,05).

Kanser hiicresi verilmemis ancak paralellik saglanmasi amaciyla tedavi siiresince FTS
uygulanmig olan saglikli, kontrol ve 2,5 uM ile 5 uM RNL verilen deney grubu
sicanlardan alman akciger dokularinda Nayl.7 immiinreaksiyonu veren hiicre
yiizdelerine bakildiginda (Tablo 4-2; Sekil 4-7) prostat timorii igermeyen saglikli
hayvanlarin akcigerlerinde Nay1.7 ekspresyonu yapan hiicre yiizdesi %29,35+4,04 iken,
sadece tiimor ve/veya metastaz iceren kontrol grubunda ekspresyon yapan hiicre

yiizdesinin (%71,91£11,89) arttig1 ve bu farkin anlaml (p<0,05) oldugu saptanmuistir.
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2,5 uM ve 5 pM RNL ile tedavi edilen hayvanlardan alinan akcigerlerde Na,1.7
ekspresyonu yapan hiicre yiizdeleri ise, sirasiyla %45,76+3,96 ve %38,5543,89 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglarin istatistik bakimdan degerlendirilmesi ile hem
2,5 uM hem de 5 uM RNL’deki farkin anlamli (p<0,05) oldugu bulunmustur. Hem
RNL uygulanmist hem de, uygulanan RNL dozunun artis1 ile, Na,1.7 ekspresyonu

yapan hiicre yilizdesinde dikkat ¢ekici bir azalmanin meydana geldigi saptanmustir.

RNL tedavisi alan hayvanlarin akcigerlerinde Na,1.7 ekspresyonu siddetlerinin hem de
ekspresyon yapan hiicre yiizdelerinin azalmasi, VGSC Na,l.7 kanalinin RNL ile

baskilandigini edildigini gostermektedir.

100 -

90 -

80 -

70 -

60 - *

50 - *
I

40 -

30 -

20 -

10 -

Na,1.7 ekspresyonu yapan hiicre sayisi (%)

Saglikli Kontrol 2,5 uM RNL 5 uM RNL

Sekil 4.7: Saglikli, Kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) grubu si¢anlarin akciger metastazlarinda
Na,1.7 ekspresyonu yapan hiicre yiizeleri (* p<0,05).

Prostat bezi hiicrelerinin Na,1.7 immiinreaktivitesi degerlendirildiginde, kontrol ve 2,5
uM ile 5uM RNL tedavisi alan gruplar arasinda hem hiicrelerin ekspresyon siddetleri
(Sekil 4-8) hem de immiinekspresyon yapan hiicre yiizdeleri (Tablo 4-2; Sekil 4-9)

bakimindan bir fark izlenmemektedir.
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Sekil 4.8:

Na,1.7ekspresyonu yapan hiicre sayisi (%)
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Kontrol 2,5 uM RNL 5 UM RNL

Kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) grubu siganlarin prostat bezi hiicrelerindeki Na,1.7
immiinreaktivite siddetleri.

Kontrol 2,5 UM RNL 5 uM RNL

Sekil 4.9: Kontrol ve RNL (2,5 uM — 5 uM) grubu siganlarin prostat bezinde Na,1.7

ekspresyonu yapan hiicre yiizdeleri.
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4.2.2. Dokularda Nay,1.7 Protein Ekspresyonunun immiinfloresan Analiz

Dunning modeli prostat kanserli kontrol ve deney grubu (2,5 uM - 5 uM RNL)
hayvanlardan alinan primer tiimor, akciger metastazi ve prostat dokularinda VGSCa
proteini immiinfloresan yontem ile degerlendirilmis ve Na,1.7 proteininin ekspresyonu

gozlemlenmistir (Sekil 4-10).

Immiinfloresan analiz ile tiim dokularda VGSC protein ekspresyonu goriilmesine
karsin, ekspresyonun bazi hiicrelerde daha kuvvetli iken, bazilarinda daha zayif bir
floresan etki meydana getirdigi belirlenmistir. Primer tiimor, akciger metastazi ve
prostat dokularindan alinan G6rneklerde tespit edilen hiicre sinyalinin ozellikle hiicre
sitoplazmasinda ve hiicrelerin uzantilarinda yerlesim gosterdigi ve bazi yerlerde
immiinaktivitenin daha siddetli oldugu gozlemlenmistir. Immiinfloresan analiz ile
kontrol ve RNL (2,5 uM - 5 uM) gruplart arasinda belirgin bir farklilik izlenmemis

olup, sadece Na,1.7 protein kanalinin varlig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.10: Dunning modeli prostat kanserli ve 5 uM RNL ile tedavi edilen siganlarin farkli dokularinda immiinfloresan ile VGSCa Na, 1.7 protein ekspresyonu.
A) Primer tiimor; B) Akciger metastazi; C) Prostat bezi dokusu.

€9



4.3. WESTERN BLOTT ANALIZI

Metastatik yayilim ile iliskili oldugu bilinen VGSC Na,1.7 kanal proteininin
gosterilmesinde yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicresinin yani1 sira, kontrol amacl olarak
diisiik metastatik olan AT-2 hiicresi de kullamilmustir. /n vitro da kontrol ve 2,5 uM - 5
uM RNL tedavisi alan Mat-LyLu hiicreleri ile AT-2 hiicrelerinin Na,1.7 kanal proteini
yoniinden degerlendirilmesi amaciyla, Western Blotting yontemi ile incelenmesi sonucu
elde edilen bant goriintiileri Sekil 4-11°de verilmektedir. Sekilden de goriildiigi gibi,
elde edilen protein bantlarindan, yiiksek metastatik olan Mat-LyLu hiicrelerinde, diisiikk
metastatik AT-2 hiicrelerine kiyasla daha fazla miktarda Na,1.7 kanal proteininin

bulundugu izlenmektedir.

A B C D

Sekil 4.11: Western Blott analizi ile membran protein bantlari. A: AT-2 hiicresi;
B: Mat-LyLu hiicresi; C: 2,5 uM RNL; D: 5 uM RNL
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4.4. PCR ANALIZI

Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan Dunning model sican prostat kanserli ve RNL
tedavili hayvanlardan elde edilen primer timor, akciger metastazi ve prostat
dokularindaki Navl.7 mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir. Yapilan
analizde kontrol geni olarak B-aktin kullanilmis ve melt curve de peakler kontrol
edildikten sonra degerlendirme yapilmistir. Prostat kanserli kontrol ve RNL (2,5 uM -5
uM) tedavisi alan hayvanlarin primer timor dokularina real-time PCR analizi
uygulanmasi sonucu elde edilen amplifikasyon ve rolatif Na,1.7 mRNA miktarindaki
degisim Sekil 4-12°de verilmistir. Kontrol ile normalize edilen verilere gore, RNL
tedavi grubundaki primer tlimorlerin rolatif mRNA miktari sirasiyla, 1,40 = 0,33 ve 0,94
+ 0,25 olarak saptanmustir. Kontrol grubu ile RNL gruplarina ait primer tiimorlerdeki

ekspresyon karsilastirildiginda anlaml bir fark tespit edilememistir (p>0,05).
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Amplification
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Cycles
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1,00 -
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Rélatif Na,1.7 mRNA

0,40 ~
0,20 -

0,00 T T
Kontrol 2,5 uM RNL 5 uM RNL

Sekil 4.12: Kontrol ve farkli dozlarda RNL uygulanan hayvanlarin primer tiimorlerindeki.
A: amplifikasyon, B: rélatif Na,1.7 mRNA miktarlari.

Kontrol ile 2,5 uM ve 5 uM RNL ile tedavi edilen gruplardaki si¢anlarin akciger
metastazlarindaki ~ amplifikasyon ile Na,1.7 ekspresyonlari  Sekil 4-13’de
gosterilmektedir. Elde edilen veriler, FTS verilen kontrol grubuna gore normalize
edildiginde, RNL tedavi grubu akciger metastazlarinda rélatif mRNA miktar1 2,5 uM
RNL’de 1,32 £ 0,50 ve 5uM RNL’de 1,34 £+ 0,65 olarak bulunmustur. mRNA
miktarinda kontrol grubuna gére az da olsa, bir artis goériilmesine karsin, gruplar

arasinda istatistik bakimdan anlamli bir fark saptanamamustir (p>0,05).
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Sekil 4.13: Kontrol ve farkli dozlarda RNL uygulanan hayvanlarin akciger metastazlarindaki,
A: amplifikasyon, B: rolatif Na,1.7 mRNA miktarlar.

Tim gruplarin prostat bezi dokularindaki Nay1.7 miktarmin mRNA diizeyinde
degerlendirilmesi sonucu elde edilen amplifikasyon grafigi ile Na,1.7 mMRNA
ekspresyonlar1 Sekil 4-14°de izlenmektedir. Normalize edilen sonuglara gore 2,5 uM ve
5 uM RNL ile tedavi edilen siganlarin prostat dokusundaki rélatif mRNA miktart
sirasiyla; 1,13 + 0,44, 1,47 + 0,31 olarak bulunmustur. Tedavi dozu ile paralel olarak

mRNA miktar1 artmasina karsin istatistik olarak bir anlam gézlenmemistir.
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Sekil 4.14: Kontrol ve farkli dozlarda RNL uygulanan hayvanlarin prostat bezi dokularindaki
A: Amplifikasyon, B: Roélatif Na,1.7 mRNA miktarlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada, bazi kanser hiicrelerinin proliferasyonunda ve oOzellikle metastatik
potansiyelinde VGSC’lerin kuvvetlendirici bir role sahip oldugunun bilinmesi ve bu
kanalin bloklanmasiyla metastatik siirecin baskilanabilecegi hipotezine dayanarak,
Dunning model prostat kanserdeki Nayl,7 kanalinin varligi ve RNL’nin kanal
tizerindeki dolayisiyla da, metastatik potansiyel {izerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
amagla, Dunning sigan prostat timor modeline ait, yiiksek metastatik karakterli Mat-
LyLu hiicrelerinin Copenhagen 1rki si¢anlara deri alti inokiilasyonu ile olusturulan
deneysel prostat kanseri modelinde, siganlarin, 1srarli/ge¢ akim inhibitorii olarak Na*
akimin1 bloke eden RNL ile tedavi edilmesi sonucunda; hem primer tiimor, akciger
metastazi ve prostat bezi dokularindaki hem de, in vitro olarak yetistirilen Mat-LyLu
hiicrelerindeki Nay1.7 kanal proteininin varhigi/diizeyi immiinohistokimyasal ve
molekiiler analizlerle protein ve mRNA diizeyinde incelenmistir. Tez calismasi,
hipotezin test edilmesinin yani sira, VGSC biyolojisinin anlagilmasina ve RNL’nin

prostat kanserinde yeni bir tedavi yontemi olma potansiyeli tagimasini arastirmaktir.

Israrli akim inhibitérii olan RNL’nin Navl.7 kanali iizerindeki etkisinin ilk kez
arastirildigi bu ¢alismada hiicre ve siganlardan elde edilen dokulardaki Na,1.7 kanal
proteininin immiinohistokimyasal analizinin skorlanmas: ile yapilan semikantitatif
degerlendirilmede, primer tiimor ve prostat dokularinin, kontrol ile RNL (2,5 uM - 5
uM) gruplarinda nadir hiicrede zayif siddette immiinekspresyon gosterdigi saptanmistir.
Akciger metastazlarinda ise; deney gruplarinda her iki dozda da immiinreaksiyonun

kontrole oranla daha kuvvetli bir immiin boyanma gdsterdigi belirlenmistir.

Immiinohistokimyasal analizin image-J sistemi ile degerlendirilmesi sonucunda ise,
semikantitatif degerlendirme olan skorlamadakine benzer sekilde, primer timor ve
prostat dokularina ait tim gruplarin Na,1.7 immiinekspresyon siddetinde herhangi bir
farklilik goriilmezken; RNL tedavili siganlarin akciger hiicrelerinde Na,1.7 ekspresyon
siddetinin hem primer timor ile prostat dokularinda hem de kontrol grubu akciger

hiicrelerindeki ekspresyona oranla arttig1 belirlenmistir.
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Kontrol grubuna oranla RNL tedavisi alan hayvanlarin akcigerlerinde ekspresyon yapan
hiicre sayisinin azaldigi, artan RNL dozuna paralel olarak azalmanin kontrol grubunun
~%350’sine kadar inhibe oldugu ve bdylece RNL’nin her iki dozda da Na,1.7 kanallarini
farkli oranlarda bloke ettigi tespit edilmistir. Tiim bu bulgular ile, RNL’nin Nay1.7
ekspresyonunu bloke ettigi ilk kez ortaya konulmaktadir.

Antiepileptik bir ilag olan fenitoin ile meme kanseri iizerinde yapilan bir ¢alismada
Na,1.5 ekspresyonunun normal meme dokusuna oranla meme kanserinde daha yiiksek
oldugu saptanmis ve fenitoinin etkileri degerlendirilmistir (Nelson ve dig., 2015).
Yapmis oldugumuz calisma Nelson ve dig. (2015)’nin elde ettigi bulgularla benzerlik
gostermekte olup, RNL, prostat kanserinde aktif olan Na,l.7 kanalin1 bloke ederek,

kanal ekspresyonunu azaltmistir.

Immiinfloresan yontemi ile primer tiimor, akciger metastazi ve prostat bezi dokularinda
Nay,1.7 proteininin varligi saptanmistir. Na,1.7 kanal protein diizeyinin in vitro olarak
arastirildigr western blott analizi ile ¢alismada kullandigimiz Dunning modeli yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicrelerindeki protein miktarinin, zayif metastatik 6zellige sahip

olan AT-2 hiicrelerininkine oranla daha fazla oldugu gosterilmektedir.

Caligmamizdaki bir diger yontem olan real-time PCR ile tiim hiicre ve dokulardaki
mRNA miktar1 arastirillarak Na,1.7 kanali degerlendirildiginde, hem Mat-LyLu
hiicrelerinde hem de primer tiimor, akciger metastazi ve prostat bezinde Na,l1.7
kanalinin varligi saptanmakla birlikte, elde edilen Na,1.7 mRNA miktarlari bakimindan
anlamli bir fark belirlenememistir. Bu durum, mRNA’ya giden tiim yolaklarin

bilinememesinden kaynaklanmis olabilecegini diistindiirmektedir.

Literatiirde, Na,l.7 kanali {izerinde, israrli sodyum kanal blokeri olan RNL’nin
etkilerinin in vitro olarak Mat-LyLu hiicrelerinde ve in vivo olarak ise ; Dunning model
prostat kanserli siganlardaki metastatik potansiyel {izerindeki etkilerinin farkli
yontemler ile ayrintili bir sekilde incelendigi herhangi bir arastirmaya rastlanmamustir.
Grubumuz tarafindan yapilan bir c¢alismada giinlimiizde anjina pektoris tedavisinde
kullanilan 5 pM’lik RNL’nin in vitro daki Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonunu
etkilemedigi ancak, metastaz olusumunda rol oynayan hiicrelerin lateral hareketlerini

anlamli olarak azalttigi belirlenmistir (Altun ve dig., 2014). Ayn1 arastirmada in vivo
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olarak, sicanlarda olusturulan prostat kanserinin akciger metastazlarinin hem sayilarinda
hem de biiyiklikleri tizerinde 2,5 uM ve 5 uM dozlarindaki RNL’nin inhibisyon
meydana getirdigi bildirilmistir. Hiicrelerin akciger metastazinda énemli rol oynayan
Nay1.7 kanal ekspresyonunu RNL’nin bloke/inhibe ettigine yonelik elde edilen bu
sonug, Altun ve dig., (2014)’nin ¢aligmasi ile paralellik gostermektedir.

RNL ile kanser arasindaki etkilesimin in vitro ve in vivo olarak meme kanserinde ve
Na,1.5 kanallar itizerinde arastirildigi bir ¢alismada Driffort ve dig. (2014), 50 uM
RNL’nin fonksiyonel Na,1.5 kanallarina sahip oldugu bilinen yiiksek metastatik MDA-
MB-231 hiicrelerinde Na,1.5 akimin1 ve Na,1.5 ile iliskili olan hiicre giriciligini inhibe
ettigini tespit etmiglerdir. RNL ve kanser iliskisinin VGSC ve metastatik potansiyel
tizerindeki etkilerinin ilk kez arastirildigi bu ¢alismada ayrica, NMR1 nude farelerde
MDA-MB-231 hiicreleri ile olusturduklart meme kanseri lizerine 50 mg/kg/giin olarak 8
hafta siiresince uygulanan RNL’nin, farelerin akcigerlerindeki metastaz kolonizasyonu
tizerinde inhibisyon olusturdugunu belirterek, RNL’nin meme kanseri metastazi igin
kullanilabilecek giiclii bir bloker oldugunu ileri stirmiislerdir. Driffort ve dig. (2014)’nin
kullandigindan ¢ok daha diisitk doz RNL (2,5 uM - 5 uM) ile Dunning modeli prostat
kanserinde aktif olan Na,1.7 kanalin1 bloke ettigini gésteren bu ¢alismamizin sonuglari,

meme kanseriyle elde edilen sonuglar ile uyum igerisindedir.

Bu caligmalardan farki olarak, 30 mg/kg RNL’nin giinde iki kez, APC (min/+)
farelerine intraperitonel olarak, 30 giin gibi uzun siireli uygulanmas: sonucunda, 40.
glinden itibaren ince bagirsakta timor lezyonlarinin goriildiigi ve farelerde farkli
derecelerde insitu ve invaziv karsinomalarin gelistigi Suckow ve dig., (2004) tarafindan

ifade edilmektedir.

Ilag gelistirme ve preklinik egerlendirmeler esnasinda RNL ile yapilan kanserojenite
aragtirmalarinda, oral dozlarda, sigcanlarda (900 mg/mz/giin) 21 ay boyunca 150
mg/kg/giin ve farelerde (150 mg/m?/giin) 24 ay boyunca 50 mg/kg/giin kullamldig ve
timor olusumuna yonelik bir etkinin tespit edilemedigi bildirilmektedir. Bu dozlar
mg/m? cinsinden, maksimum 6nerilen insan dozu (MRHD) yiizey alaninda 2 gr olmakta
ve tolere edilen doz, siganda 0,8 katina ve farede 0,1 katina karsilik gelmektedir

(European Medicines Acency, 2008).
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VGSC’leri inhibe eden ilaglarin in vivo etkilerini arastiran preklinik calismalar da
yiritilmistir. Bunlardan metastatik meme kanserinde, Na,1.5 o alt biriminin
migrasyon ve invazyon tizerindeki potansiyeli arastirilmistir. Bu ¢alismada VGSC’leri
inhibe eden antiepileptik ila¢ olan fenitoinin meme kanserli farelerde tiimor biiyiimesi
ve metastazi inhibe ettigi saptanmistir (Nelson ve dig., 2015). Ancak, Nayl1.5’in
fonksiyonel aktivitesi ve in vivo daki timdr biiyiimesi iizerinde spesifik bir katkisi
belirlenememistir. Nelson ve dig. (2015) yaptiklari ¢alismada, normal meme dokusu ile
meme kanseri dokusunu protein diizeyinde karsilastirdiginda, fenitoinin meme kanseri
dokusundaki Na,1.5’in upregiile oldugunu ortaya koymuslardir. /n vitro da, Na,1.5
down-regiilasyonu, hiicre morfolojisini degistirmis ve CD44 ekspresyonunu
indirgemistir. Arastirmaya gore, Na,1.5’in meme tiimorlerindeki kanser hiicrelerinin,
metastatik yayilimi ve bu metastazlarin biiylimesinde fonksiyonel role sahip oldugu
saptanmigtir. Bu bulgular, Na,1.5 kanalinin metastatik potansiyeli azaltmada faydali
olabilecegini desteklemektedir. Nelson ve dig. (2015), TTX tarafindan bloklanan Na+
akimi, timor dokularindaki kanser hiicrelerinde tutuldugu ve bdylece in vivo
fonksiyonel VGSC aktivitesini teyit etmislerdir. Na,1.5 ekspresyonunun israrli down-
regiilasyonu, ortotopic meme kanseri modelinde, timor bityiimesini, doku ¢evresindeki
lokal invazyonunu ve akciger, karaciger, dalak metastazini onemli Olgiide azalttigi
saptanmistir. Nay1.5’in down regiilasyonu sonucu hiicrelerin proliferasyonu ve
anjiyogenezi iizerinde bir etki meydana getirmezken, apoptozu arttirdig tespit edilmistir
(Nelson ve dig., 2015).

Metastaz ile ilgili ¢alismalara paralel olarak israrli akim blokeri olan RNL’nin, in vitro
ortamda hiicre hareketleri {izerine olan etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada, %2
oksijen iceren akut hipoksik ortamda yetistirilen MDA-MB-231 meme Kkanseri
hiicrelerinin transvers hareketini hem TTX (10 pM) hem de RNL (300 uM)’nin
tamamen baskiladigi ve bu baskilamanin Na* kanallarini bloke ederek gergeklestirdigi
tespit edilmis ve RNL’nin hiicre proliferasyonunu etkilemeksizin, hiicrelerin invazyonu

tizerinde inhibisyon meydana getirdigi belirlenmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Bunlardan baska RNL’nin kardiyak hiicrelerde bulunan ge¢ sodyum akiminin
inhibisyonu yoluyla bazi antianjinal etkilerine yonelik (Antzelevich ve dig., 2004) veya

epilepsi (Anderson ve dig., 2014) tizerindeki cevaplar1 hakkinda yapilmis in vivo ve in
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vitro c¢alismalar bulunmaktadir. RNL’nin kardiyak hiicrelerde bulunan geg¢ sodyum
akiminin inhibisyonu ile bazi antianjinal etkilere sahip oldugundan bu durum hiicre i¢i
sodyum akiimiilasyonunu azaltmakta ve boylece hiicre i¢i kalsiyum asir1 yliklenmesini
onlemektedir. Anderson ve dig. (2014) tarafindan yapilan in vivo ¢alismada, Scn2aQ54
fareler kullanarak, mutant Na,1.2 transgenin epileptik nobet sikligini, 40 mg/kg
RLN’nin etkisi intraperitonel uygulama 6ncesinde ve sonrasinda 30 dakika boyunca
izlenmis ve tedavili hayvanlarla kiyaslandiginda, ndbet sikliginda ~%50 oraninda

azalma meydana geldigi saptanmisdir.

Kanser ve metastatik potansiyel disinda RNL ile yapilan ¢aligmalar, diastolik ve sistolik
kalp yetmezligi veya iskemi esnasinda iyon kanallarinin (Na*) paralel olarak da hiicrede
Na*’1n arttigini, pozitif feedback yolu ile Ca*? artis1 sonucu kalpte olusan agri, kasilma,
fonksiyon bozukluklari iizerine ilacin terapotik bir etki gosterdigini ortaya koymustur
(Sossalla ve dig., 2008). Na* iyon kanallarint bloke ederek etki gosteren RNL, kalpteki
diastolik fonksiyonlari iyilestirmekte ve iskemi sonrasindaki bozukluklar1 azaltmaktadir
(Filardi, 2011).

RNL’den bagka VGSC’lerin kanser hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkilerini
degerlendiren ve sican/insan kokenli prostat kanseri veya diger kanser tiirlerine ait hiicre
soylarinin kullanildig1 ¢ok sayidaki in vitro ¢alismada, VGSC aktivitesinin farmakolojik
olarak VGSC’lere kars1 yiiksek spesifiteye sahip bir nérotoksin olan TTX gibi blokerler
kullanilarak ya da siRNA yontemi ile mRNA diizeyinde saglanan inhibisyon ile
baskilanmasinin hiicre ¢ogalmasini etkilemedigine dair in vitro ve in vivo bulgular
bulunmaktadir (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Yang ve dig., 2012; Nelson
ve dig., 2015).

VGSC’nin kanserdeki 6zellikle de metastatik potansiyel iizerindeki etkisini aragtirmak
amaciyla yogun caligmalar siirdiiriilmektedir. Sodyum kanallarina karsi yiiksek
spesifitedeki TTX ile, tedavi edilen ve edilmeyen sicanlarda, ortalama primer timor
agirliklarinin karsilastirilmasi yoluyla primer tiimor gelisiminin incelendigi calismada,
VGSC aktivitesinin primer timdr gelisimi iizerinde bir etkisinin bulunmadigi ancak,
TTX ile intratiimoral tedavi uygulanmasi sonucunda, hayvanlarin akcigerdeki metastaz
sayllarin1 %44 azaltirken, yasam stiresini %22 oraninda anlamli olarak arttirdigi

saptanmistir (Altun ve Djamgoz 2008; Yildirim, 2011; Yildirim ve dig., 2012). Ayrica
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metastatik potansiyelde etkin rol oynadigi bilinen hiicresel invazyon yetenegini farkl
sekillerde degerlendirebilen “wound healing/yara iyilesmesi” ve “transverse migration”
yontemleri ile de yliksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinde ve bu hiicrelerin yani sira
PC-3 gibi, insan prostat kanseri hiicrelerinde de TTX’in inhibe edici etkisinin

bulundugu gosterilmistir (Fraser ve dig., 2003; Ding ve dig., 2008).

Mat-LyLu yiiksek metastatik sican prostat kanseri hiicrelerinde VGSC’lerin eksprese
oldugu ve TTX ile bloklanmasi sonucu, invaziv 6zelliklerinin anlamli derecede azaldigi
gozlemlenmistir (Grimes ve dig., 1995). Bu da VGSC ekspresyonunun kanser
hiicrelerinin metastaz ve invazyonundaki onemini vurgulamaktadir (Shan ve dig.,

2014).

Etki mekanizmalar1 VGSC inhibisyonu yolu ile olan bazi ilaglarin kanser hiicrelerinin
karakteristik Ozellikleri Uzerindeki rollerine iliskin ¢esitli in vitro c¢alismalar da
bulunmaktadir. Prostat kanseri hiicre soylar1 iizerinde, riluzole, sodyum valproat,
karbamazepin, fenitoin ve bunlarin tiirevlerinin, klinikle iliskili dozlarinin hiicre
cogalmasini/proliferasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir (Abdul ve Hoosein, 2001,
2002; Anderson ve dig., 2003). Yapilan diger bir in vitro galismada ise, VGSC
inhibisyonunda Class Ib antiaritmik ajan ve epileptik ilag olan fenitoinin meme kanseri
MDA-MB-231 hiicre soylarinda Na* akimini1 énemli dl¢iide azaltarak, migrasyon ve

hiicre invazyonunu baskiladigi belirlenmistir (Yang ve dig., 2012).

VGSC’leri inhibe eden ilaglarin in vivo etkilerini arastiran preklinik ¢alismalar da
yiritilmiistir. VGSC inhibisyonu saglayan tipik terapdtik ajanlar arasinda
sayllamamakla beraber, resveratrol ve dokosaheksanoik asit gibi bilesiklerin, VGSC-
bagimli hiicre migrasyonu ve invazyonunu azalttig1 gosterilmistir (Isbilen ve dig., 2006;

Fraser ve dig., 2014b; Wannous ve dig., 2015).

Resveratrol (iiziim), capsaicin (kirmizi biber), curcumin (zerdegal) ve genistein (soya
fasiilyesi) gibi baz1 biyolojik aktif dogal fenoller, siirekli inaktivasyon sirasinda artan
hiperpolarize potansiyelleri gibi, VGSC iizerindeki etkileri gosterilmistir (Harikumar ve
Aggarwal, 2008; Prasad ve dig., 2010). Curcumin disinda diger fenoller, VGSC 1srarl
akim inaktivasyonunun voltaj bagimhiligim1 daha hiperpolarize potansiyele

degistirmektedir (Ingolfsson ve dig., 2014). Resveratrol’un, VGSC iizerinde inhibitor
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etkileri bulunmakta ve boylece metastatik hiicrelerin davranislarini degistirmektedir.
Fraser ve dig., (2014) tarafindan, TTX ve resveratrol’iin ayr1 ayr1 ve birlikte etkisinin
arastirildig1 calismada, 20 uM resveratrol, yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin
proliferasyonunu etkilemeksizin, hiicrelerin VGSC’lerini bloke ederek, lateral ve
transvers hareketleri ile invazyonunu inhibe ettigi ve bdylece dogal bir antimetastatik

ajan olabilecegi ortaya konmustur.

laveten, VGSC’leri hedef alan ropivacaine gibi bazi anestetiklerin de kanser
hiicrelerinde invazyonu inhibe edebilecegi one siirlilmektedir (Baptista-Hon ve dig.,
2014). Ayrica, oncelikle voltaj kapili kalsiyum kanal blokeri olarak aktivite gdsteren ve
antiepileptik ila¢ olarak gelistirilmesine kargin glinlinmiizde giiclii agr1 kesici olarak
kullanilan gabapentin, VGSC’leri de inhibe edebilmektedir (Zhang ve dig., 2013).
Gabapentinin in vitro ve in vivo olarak doza bagimli sekilde hiicre invazyonu iizerinde
etki gosterdigi ve Dunning modeli prostat kanserli si¢anlarda akciger metastazlarini

inhibe ettigi gosterilmistir (Bugan ve dig., 2015).

Kuvvetli metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile zayif metastatik AT-2 hiicreleri
kiyaslandiginda, yapilan real-time PCR ¢aligmalar1 sonucu SCN9A geninin 1000 kat
daha fazla ekspresse oldugu ve sahip oldugu VGSC’lerin %80 gibi biiyiik bir kismim
SCN9A kontroliinde olusturulan Na,1.7 alt tipi oldugu gosterilmis olan hiicrelerdir.
Ayrica Mat-LyLu hiicrelerinde, Nayl.7’nin yanisira Na,1.1, Na,1.2 ve Na,1.6 alt
tiplerinin ekspresyonunun yapildigi da belirlenmistir (Diss ve dig., 2001; Nakajima ve
dig., 2009). Yapilan elektrofizyolojik ¢aligmalar ile de Mat-LyLu hiicrelerinde
fonksiyonel VGSC’lerin ekspresyonunun gerceklestigi ortaya konmustur (Grimes ve
dig., 1995; Grimes ve Djamgoz, 1998; Fraser ve dig., 2000; Fraser ve dig., 2003; Ding
ve Djamgoz, 2004; Brackenbury ve Djamgoz, 2006, 2007, Ding ve dig., 2008;
Nakajima ve dig., 2009). Hiicrelerde yer alan VGSC’nin protein diizeyinde varlig1 ise
yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile belirlenmistir (Brackenbury ve Djamgoz,
2006, 2007; Nakajima ve dig., 2009). Brackenbury ve Djamgoz (2006) tarafindan in
vitro olarak Mat-LyLu hiicreleri ile yapilan ¢aligmada, 48 saat siire ile 1 pM TTX
uygulanmasina maruz kalan hiicrelerdeki rélatif Nay1.7 mRNA miktarinda ve zarda yer
alan fonksiyonel kanal proteini miktarinda azalma meydana gelirken, sitoplazmada

bulunan VGSC proteininde artis oldugunu ancak, hiicredeki total VGSC protein
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miktarinin ayn1 kaldigim1 gostermiglerdir. Bu bulgularla iliskili olarak, hiicrelerdeki
VGSC’lerin aktivite bagimli pozitif feed back mekanizmasi ile diizenlendigini 6ne

siirmiislerdir.

Giliniimiizde klinikte, Gleason skor biyopsisi ve PSA, prostat kanserinin tanisinda ve
izlenmesinde kullanilmaktadir (Diamandiz ve dig., 1997; Foster ve dig., 1999). Ancak
bu giine kadar, prostat kanserini erken tanimlayan ve onun invaziv etkisini belirleyen
0zel ve hassas tiimor markirlar1 eksikligi giderilememis ve bu nedenle de prostat kanseri
hiicrelerinin genotip ve fenotipinin degerlendirilebilecegi yeni molekiiler biyomarkir
calismalar1 biiyiik 6nem kazanmustir. Prostat kanseri i¢in sodyum kanallari 6nemli bir
tan1 belirteci olma 6zelligi tasimakta ve bazi ¢alismalarda prostat kanseri i¢in, Na,1.6 ve
Nay1.7’nin potansiyel biyomarkir olabilecegi ileri siiriilmektedir (Koltai, 2015). Prostat
ameliyat1 esnasinda klasik sodyum kanal blokerleri/anestezik ilaglar kullanarak, prostat
kanserinin yayilmasini ve niiks etmesinin engellenebilecegi rapor edilmistir (Biki ve
dig., 2008). Boylece sodyum kanal blokerleri, 6zellikle de Na,1.6 ve Na,1.7 a alt birime
yonelik spesifik blokerlerin, prostat kanserinin teshis ve tedavisinde gorev alabilecek

potansiyelde oldugu goriilmektedir (Shan ve dig., 2014).

Giderek artan calismalar, kanserin korkutucu durumu olan metastaza yonelik olarak,
VGSC’lerin 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Farkli kanser tiplerinde
VGSC’lerin roliinii, miktarini ve etki potansiyelini 6zellikle de o ve B alt birimlerin
etkilerini anlamaya yonelik degerlendirmelerin yapilmasi gerekliligi Brackenbury
(2012) tarafindan vurgulanmistir. Esas amag, VGSC’lerin hem o hem de B alt birimleri
icin diagnostik ve terapdtik bir ajan olma potansiyellerinin yam1 sira VGSC
ekspresyonunun dagiliminin ve biiyiikliigliniin degerlendirilmesi olmaktadir (Patel ve
Brackenbury, 2015). Bu amagla, pek ¢cok yeni VGSC blokerleri iizerinde arastirmalar
yiriitiilmektedir.

Cesitli ajanlar ya da ilaglar aracilig1 ile saglanacak VGSC inhibisyonunun, kanser
metastazinda terapotik bir deger tasiyacagi yoniinde umut verirken, bu alanda
kullanilacak klinikle baglantili in vivo modeller; anti-metastatik ajanlar olarak
faydalanilabilecek en etkili ve en giivenli VGSC blokerleri ilaglarin ortaya
konulmasinda ihtiya¢ duyulan deneysel sistemler haline gelecegi Martin ve dig., (2015)

tarafindan ileri surilmektedir.
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Nayl.7 kanali iceren yiiksek metastatik karaktere sahip Mat-LyLu hiicreleri ile
olusturulan in vivo Dunning sican prostat kanseri modelinde, immiinohistokimyasal,
immunfloresan, western blott ve es zamanli PCR gibi yontemlerle, primer timor,
akciger metastazi ve prostat dokularnda Nay,l.7 kanalinin varhigmin gosterilmesi
kullanilan modelin amaca uygunlugunu bir kez daha ortaya koymustur. n vitro olarak
hiicrelerde, Iin vivo olarak primer tiimorlerin yani sira, akciger metastazlarinda Nay1.7
kanalinin varhigi, kanal gen aktivitesinin metastatik hiicrelerde de devam ettigini
gostermekte ve VGSC’lerin metastatik yayilimdaki 6nemine isaret etmektedir. RNL’
nin Dunning model prostat kanserli sicanlarin primer timor ve oOzellikle akciger
metastazlarinin say1 ve biiyiikliikkleri tizerindeki etkisi ilk kez grubumuz tarafindan
degerlendirilmis olup, akcigerdeki metastaz say1 ve biiylikliikleri tizerinde inhibe edici
bir etki meydana getirdigi saptanmistir (Altun ve dig., 2014). Benzer sekilde Na,1.7
kanalinin varligimmi arastirmak ve RNL’nin, Nay1.7 kanalinin ekspresyonu {iizerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla, ilk kez yiiriitiilen bu ¢alismada ise, primer timor ve
metastazlarinda  Nayl.7  kanal  ekspresyonu/aktivitesi  saptanirken,  akciger
metastazlarinda immiinreaktivitenin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 2,5 uM ve 5
uM RNL ile tedavi edilen grupta, Na,1.7 ekspresyonu yapan hiicre yiizdesi hem primer
timorde hem de akcigerde azalma gostermis ve doz artigina bagl olarak, bu azalma
yaklasik ~%50 civarinda olmustur. Primer tiimorde diisiik olan Na,1.7 ekspresyonuna
karsin, metastazlarda yiiksek bir ekspresyon goriilmesi, yogun VGSC ye sahip olan
hiicrelerin metastaz yapmak {izere primer tiimorden ayrilmig olabileceklerini
disiindiirmektedir ki, benzer bir durum ile, metastatik kolon kanserinde de
karsilasiimistir (Djamgoz, MBA., yayinlanmamais verileri). Ayrica metastazlarda Na,1.7
ekspresse eden hiicre yiizdesinin azalmasi ise, RNL tedavisi ile VGSC’lerin bloke
oldugunu gostermektedir. Tiim bu bulgular ile, RNL’nin Na,1.7 ekspresyonunu bloke

ettigi ilk kez ortaya konulmaktadir.

Djamgoz ve dig., (2014) tarafindan belirtildigi gibi, kanserden meydana gelen Sliimlerin
primer timorden ¢ok, metastazlardan kaynaklandigi goéz oniine alindiginda, tedavide
oncelik verilmesi gereken temel hedefin, metastazlar oldugu gergegi 6ne ¢ikmaktadir.
Israrli akim blokeri olarak anjina pektoris tedavisi i¢in kullanilan RNL ve diger VGSC
blokerlerinin metastazt onlemede anahtar rolii oynadigi, preklinik calismalara 151k

tutarak, farkli bir alan olan kanser tedavisinde de kullanilma ihtimalini
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kuvvetlendirerek, “kanserle birlikte yasam” sloganiin gelecekte gerceklesebileceginin

kanitlarin1 saglamistir.
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