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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

RANOLAZINE ve RILUZOLE KOMBINASYONUNUN NA\1.7 VOLTAJ
KAPILI SODYUM KANAL (VGSC) BLOKERI OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Ceyda ONEN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Nihal Omiir BULAN

Iyon kanallari, hiicre zarinda bulunan ve agilip kapanarak partikiiler iyonlarm zardan gegisini
saglayan transmembran proteinlerdir. Iyon kanallarmdan voltaj kapili iyon kanallar1 (VGSC)
diger hiicrelerin yani sira, metastatik kanser hiicreleri tarafindan da ekspresse olurlar.
Kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalmalari ile karakterize olan kanser hiicrelerinin uzaktaki organlarda
olusturduklart metastazlar, kanserden meydana gelen 6liimlerin en temel sebeplerindendir.
Prostat, meme ve kolon kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonu sirasinda, VGSC
ekspresyon diizeylerinin artmasi, yeni antimetastatik hedef olabileceklerini ortaya koymaktadir.
VGSC ile yapilan in vitro calismalar bu kanallarin fonksiyonunun, kanser hiicrelerinin
metastaziyla iligkili oldugunu, kanal fonksiyonunun inhibe edilmesiyle, metastatik aktivitede
de inhibisyon meydana geldigini gostermistir. Boylece VGSC blokasyonu yapan
ajanlar/ilaglarla bu hiicre hareketlerinin baskilanabilecegi bulunmustur.

Klinikte, anjina pektoris tedavisinde kullanilan Ranolazine (RNL) Na* iyon kanallarini bloke
ederek etki gosterir ve kalpteki diastolik fonksiyonlari iyilestirerek, iskemi sonrasindaki
bozukluklar1 azaltmaktadir. Literatiirde RNL’nin, hiicrelerin lateral ve transvers hareketlerini
inhibe ettigi ve akciger metastazini azalttig1 saptanmistir. Noroprotektif bir ilag olan Riluzole
(RIL) ise, ALS hastaliginda kullanilmakta ve spesifik VGSC blokeri olarak etki gdstermektedir.
Insan prostat kanseri hiicrelerinde RIL’in, hiicre poliferasyonunu ve sigan prostat kanseri
hiicrelerinde lateral motiliteyi inhibe ettigi gosterilmistir.
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Bu galismada, Na* kanal blokeri olan antianjinal RNL ve noroprotektif RIL kombinasyonunun,
Dunning si¢an prostat kanser modeli yliksek metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2
hiicre soylar1 {lizerindeki etkileri degerlendirilerek, antimetastatik hedef olan VGSC’ler ile
RNL+RIL kombinasyonu arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmustir.

Elde edilen sonuglara gore, toksik olmadigi saptanan farmakolojik ajanlardan RNL+RIL
kombinasyonunun 5 pM+5 puM konsantrasyonu yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ederken AT-2 hiicreleri iizerinde bir etki gostermemistir. Hiicre
proliferasyonu iizerinde etki gdstermeyen RNL, RIL, RNL+RIL konsantrasyonlarinin 48. saatte
Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi/motilitesi lizerinde inhibisyon meydana getirdigi
saptanmigtir. VGSC blokeri olan RNL ve RIL’in kombine etkilerinin ilk kez degerlendirildigi

bu ¢alisma, 2,5 uM+2,5 uM RNL+RIL kombinasyonunun prostat kanser hiicrelerinin metastaza
gidisinde rol oynayan lateral hiicre hareketi iizerinde etkili olabilecegini in vitro olarak ortaya
koymustur. Ancak antimetastatik tedavide yerini alabilmesi i¢in, VGSC blokeri ajanlarin hem
tek baslarina hem de kombinasyonlar seklindeki rollerinin in vitro ve in vivo olarak
arastirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Temmuz 2019, 83 sayfa.

Anahtar kelimeler: VGSC, Prostat kanseri, Mat-LyLu hiicreleri, Ranolazine, Riluzole,
Motilite
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EVALUATION AS NAv1.7 VOLTAGE GATED SODIUM CHANNEL
(VGSC) BLOCKER OF RANOLAZINE AND RILUZOLE COMBINATION

Ceyda ONEN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Nihal Omiir BULAN

lon channels are transmembrane proteins located in the cell membrane that open and close,
enabling the passage of particulate ions through the membrane. Voltage-gated ion channels
(VGSC) from ion channels are, among other cells, expressed by metastatic cancer cells. The
cancer cells that are characterized by uncontrolled growth and proliferation form metastases in
distant organs are one of the main causes of death from cancer. Increased VGSC expression
levels during migration and invasion of prostate, breast and colon cancer cells reveal that they
may be new antimetastatic targets. In vitro studies with VGSC have shown that the function of
these channels is associated with metastasis of cancer cells, and inhibition of channel function
results in inhibition of metastatic activity. Thus, it has been found that these cell movements
can be suppressed by agents / drugs that block VGSC.

Clinically, Ranolazine (RNL), used in the treatment of angina pectoris, acts by blocking the Na
+ ion channels and improves diastolic functions in the heart, reducing post-ischemic disorders.
In the literature, RNL has been shown to inhibit lateral and transverse movement of cells and
reduce lung metastasis. Riluzole (RIL), a neuroprotective drug, is used in ALS disease and acts
as a specific VGSC blocker. In human prostate cancer cells, RIL has been shown to inhibit cell
proliferation and lateral motility in rat prostate cancer cells.
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In this study, the effects of antianginal RNL and neuroprotective RIL combination with Na+
channel blocker on Dunning rat prostate cancer model high metastatic Mat-LyLu and low
metastatic at-2 cell lineages were evaluated and the relationship between Vgscs and RNL+RIL
combination with the antimetastatic target was determined.

According to the results, 5 uM + 5 uM concentration of RNL + RIL combination of non-toxic
pharmacological agents inhibited proliferation of high metastatic Mat-LyLu cells but did not
show an effect on AT-2 cells. RNL, RIL, RNL + RIL concentrations that do not affect cell
proliferation were found to occur inhibition of lateral movement / motility of Mat-LyLu cells
at 48 hours. This study, which was the first to evaluate the combined effects of RNL and RIL,
a VGSC blocker, revealed in vitro that the 2.5 uM+2.5 uM RNL+RIL combination may be
effective on lateral cell movement, which plays a role in the progression of prostate cancer cells
to metastasis. However, in order to take its place in antimetastatic treatment, the roles of VGSC
blocker agents both alone and in combination form need to be investigated both in vitro and in
vivo.

July 2019, 83 pages.

Keywords: VGSC, Prostate cancer, Mat-LyLu cells, Ranolazine, Riluzole, Motility
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1. GIRIS

Diinyada kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelen ikinci sirada gelen 6liim nedenidir.
Erkeklerde en sik teshis edilen kanser tiirii ise, akciger kanserinden sonra prostat kanseridir
(Edwards ve dig., 2005; Jemal ve dig., 2010; Bray ve dig., 2018). Hiicreler genetik mutasyonlar
(proto-onkogenler veya tiimor baskilayict genlerde) ve DNA’larindaki epigenetik degisiklikler
(hipo- veya hiper-metilasyon) sonucu kanser hiicresine doniiserek tiimérleri olusturmaya
baslar. Asir1 proliferasyon gosteren hiicreler ayni zamanda apoptoza direngli bir hal alir. Primer
timor olusumunu takiben metastatik potansiyeli olan hiicreler yerel veya uzak bolgelere yayilir
ve metastazi olusturmaya baslar (Hanahan ve Weinberg, 2000). Ikincil bdlgelerdeki timérleri
olusturmak igin kanserin primer neoplazmadan yayilimi olan metastaz, vakalarin yaklagik
%90'inda kansere bagli 6liimlerin nedenidir ve genellikle tedavi edilemeyecek durumdadir
(Stetler-Stevenson ve dig., 1993; Sporn, 1996; Pantel ve Brakenhoff, 2004; Djamgoz ve Onkal,
2013; Fairhurst ve dig., 2015; Bugan ve dig., 2019). Ozellikle metastazlarin siklikla goriildiigii
prostat kanserinde ikincil tiimor olusumu ortamin da etkisiyle (bilyiime faktorii ve yiiksek Ca*2
icerigi) kemiklerde yogunlagmaktadir. Bunun disinda akciger, karaciger ve beyinde de
metastazlar gelistirebilmektedir (Bubendorf ve dig., 2000). Metastaz baskilayicilarin kesfi
(Berger ve dig., 2004; Vaidya ve Welch, 2007), metastatik hastaligin da ilaglarla tedavi
edilebilecegi ihtimalini arttirmistir. Bu ihtimal dahilinde kanser hiicrelerinin metastatik
davranigin1  diizenleyen genlerin, proteinlerin ve sinyal yolaklarmm belirlenmesinde
arastirmalar yapilmstir (Schwirzke ve digerleri., 1999; Weigelt ve dig., 2005). Bu noktada iyon
kanallarinin kesfi umut vaat eden bir gelisme olmustur. Voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC)
cok cesitli metastatik karsinomlarda antimetastatik ilag hedefleri olarak kullanilmaya
baslamistir. VGSCl'ler, aksiyon potansiyellerinin (AP'ler) baslatilmasi ve yayilmasina aracilik
ettikleri "uyaric1" dokularda (6rnegin ndronlar ve kas) yaygin sekilde ifade edilir (Ogata ve
Ohishi, 2002). Ayrica fonksiyonel rollerinin daha az tamimlandigi glia, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve epitelyal kokenli metastatik kanser hiicreleri de dahil olmak iizere klasik olarak
"uyarilmayan" hiicre tiplerinde de ifade edildigi gosterilmistir (Diss ve dig., 2004). Metastatik
kanser hiicrelerinde VGSC gen ekpresyon seviyelerinin arttig1 gézlenmis ve kanser istilasini
kontrol eden bir gen transkripsiyonel aginin ana regiilatorii oldugu ifade edilmistir (House ve
dig., 2010).



Insan ve si¢an prostat kanseri hiicrelerinde VGSC’lerin bulundugu tespit edilmistir (Laniado ve
dig., 1997; Bennet ve dig., 2004; Onganer ve Djamgoz, 2007; Nakajima ve dig., 2009). Prostat
kanseri arastirmalarinda yaygin olarak Dunning sigan prostat tiimdr modeli deneysel model
olarak kullanilmaktadir (Tennant ve dig., 2000; Yildirim ve dig., 2012; Bugan ve dig., 2016).
VGSC’ler iizerinde metastaz olusumunu engellemek iizere kanal blokeri olarak ¢esitli ilaglar
ve toksinler kullanilmaktadir. Dunning sigan prostat kanser hiicrelerinden olan Mat-LyLu ve
AT-2 hiicrelerinde bulunan VGSC’lerin Tetrodotoksin (TTX) (Grimes ve dig., 1995., Yildirim
ve dig., 2012), Gabapentin (Bugan ve dig., 2016), Fenitoin (Fairhurst ve dig., 2014; Fairhurst
ve dig., 2015), Ranolazine (Driffort ve dig., 2014; Karagoz, 2015; Bugan ve dig., 2019),
Lidocaine (Altun ve Purut, 2017) gibi iyon kanal blokerleri ile baskilanmasiyla metastaz

olusumunun inhibe edildigi gosterilmistir.

Ranolazine (RNL), kronik anjina tedavisi i¢in kullanilan anti-iskemik bir ilagtir. Bunu yaparken
VGSC "1srarli akim" INaep) 'nin engelleyicisi olarak gorev yaptig: bildirilmistir (Undrovinas ve
Maltsev, 2006; Rajamani ve dig., 2008). Riluzole (RIL) ise, nérodejeneratif bir hastalik olan
amyotrofik lateral skleroz (ALS) tedavisinde kullanilan ve etki mekanizmasinda VGSC
inhibisyonu olan néroprotektif bir ilagtir (Zona ve dig., 1998; Urbani ve Belluzi, 2000). Farkli
tedavilere yonelik olarak onaylanan bu iki ilag; klinikteki kullanim amacindan farkli olarak,
VGSC blokeri olmast 6zelligi dikkate alinarak, kanserde antimetastatik tedavi segenegi
olabilme ihtimali gergevesinde arastirilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etme Ozelliginin yani sira hiicrelerin lateral hareketi {izerinde
baskilayict etki gosterdigi ve metastaz olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Abdul ve
Hoosein, 2002; Driffort ve dig., 2014; Karag6z, 2015; Uzun ve dig., 2017; Bugan ve dig., 2019).
Farkl kanserlerde RNL ve RIL’in hem antiproliferatif hem de antimetastatik etkilerinin varlig
nedeniyle tek baslarina kullanildig1 ¢aligmalar bulunmakla birlikte, kombinasyon seklinde in

vitro veya in vivo olarak uygulandigina dair bir bilgiye literatiirde rastlanilmamustir.

Calismada, Na* kanal blokeri olan antianjinal RNL ve noroprotektif RIL ilaglarinin Dunning
sigan prostat kanser modeli yiliksek metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2 hiicre
soylarinin proliferasyonu ve Mat-LyLu hiicrelerinin lateral motilitesi tizerindeki etkisi in vitro
olarak ayr1 ayr1 ve iki ilacin kombinasyonu seklinde incelenerek degerlendirilmistir. Kanallarin

bloklanmasiyla metastatik yayilimin baskilanalabilecegi hipotezi dogrultusunda yapilan



deneylerde iki kanal blokerinin bir arada kullanilmasinin ayr1 ayri1 kullanilmasina gére hem

proliferasyon hem de motilite tizerindeki etkisi ilk kez karsilastirilmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. HUCRE MEMBRANINDA iYON KANALLARI

Hiicre membrani ¢ift katl fosfolipit tabakadan meydana gelmistir, dis ortamdan hiicreyi ayirir
ve korur. Secici gecirgen 6zellikteki hiicre membranindan karbondioksit ve oksijen gibi gazlar,
tire ve etanol gibi kiigiik yiiksiiz molekiiller basit difiizyon yolu ile gegebilirken, iyonlar veya
diger molekiiller bu sekilde gecemezler. Iyonlarm hiicre membranindan gegebilmesi igin, ¢ift
katli fosfolipit tabakada bulunan 6zel proteinlerin araciligina ihtiya¢ vardir. Bunlar; hiicre
zarinda iyon iletkenligini saglayan kanal proteinleri, enerjiye ihtiyag duymadan iyonlar1 tagiyan
tastyici proteinler ve enerji kullanarak iyonlar1 elektrokimyasal gradientin tersine tasiyabilen
tastyict pompalardir (Lodish ve dig., 2003). Ozellikle inorganik iyonlar tasidigi i¢in bu kanal
proteinleri iyon kanallar1 olarak adlandirilirlar. Iyon kanallari, plazma membranlari veya hiicre
i¢i organellerin membranlar1 boyunca iyon akisini saglayan por olusturucu proteinler olarak da

tanimlanmaktadir (Hille, 2001).

fyon kanallar1 acik olduklarinda, Na*, K*, Ca*? ve CI gibi spesifik olduklar1 iyonlarm
elektrokimyasal derecelenmeleri dogrultusunda zardan pasif olarak gec¢melerini saglarlar.
Kanallar gegirgen olduklar1 iyonun ismiyle anilirlar. Ornegin; Sodyum kanali, potasyum kanali
gibi. Bu kanallar, ag¢ilip kapanmasini saglayan uyariya gore siniflandirilir (Sekil 2.1). Bunlar,
hiicre i¢i veya dis1 bir ligantin kanala baglandigi ligand kapili iyon kanallari, hiicre zar
potansiyelindeki degisimlerle hareket eden voltaj kapili iyon kanallar1 ve mekanik gerilmeye
bagli olarak ¢alisan mekanosensitif iyon kanallaridir. Bunlarin disinda bir uyaridan bagimsiz

olarak siirekli acik olan kanallar bulunur (Lodish ve dig., 2003; Karp, 2009; Kandel, 2013).

Iyon kanallarinin en énemli fizyolojik 6zelligi elektriksel sinyallerdir ve elektriksel uyarinmn
yiiksek oldugu sinir ve kas gibi hiicrelerde membran potansiyeli olusumunu saglarlar. Kas
kasilmasi, sinir hiicrelerinin uyarimi, hormon salgilanmasi, g¢evresel uyarilarin alinmasi,
elektriksel sinyaller tarafindan gergeklestirilir. Voltaj kapili iyon kanallarinin bu islevleri;
uyarilabilir hiicrelerde zar depolarizasyonu ile aksiyon potansiyeli olusumunu saglar. Voltaj
kapili iyon kanallar1 gen ekpresyonunda, hiicre boliinmesinde, hiicresel olaylarda, sinyal

iletiminde de rol oynarlar (Yu ve dig., 2005; Catterall ve dig., 2007).
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Sekil 2.1: Farkli tipteki iyon kanallar1 (https://www.cusabio.com/c-20803.html).

2.2. VOLTAJ KAPILI SODYUM KANALLARI (VGSC)

Voltaj kapili sodyum kanali (VGSC), hayvan hiicrelerinde, zar depolarizasyonu ile aksiyon
potansiyelini baglatan ve elektriksel uyarilabilirligin diizenlenmesini saglayan iyon kanalidir
(Goldin, 2003). Elektriksel sinyallesme iizerine modern arastirma donemi, 1952'de, Hodgkin
ve Huxley tarafindan Sinir, kas ve diger uyarilabilir hiicrelerde baslatilmistir (Hodgkin ve
Huxley, 1952 a, b, ¢ ve d). Hodgkin ve Huxley'den sonra, Hille ve Armstrong, sodyum ve
potasyum akimlarmin 1960'larda belirli iyon kanallar1 tarafindan yiiriitiildiigii fikrini ortaya
koymus ve birgok arastirmaci, sodyum kanallarinin islevsel 6zelliklerini daha iyi tanimlamak
ve kavramsal modeller gelistirmek icin patch clamp teknigini kullanmistir. Hille, (1971, 1972,
1975) iyon segiciligi, doygunluk ve sodyum gecirgenligi blogunu analiz etmis ve sodyum
kanalinin iyon segiciligi filtresinin detayli bir modelini ve bunun sodyum segiciligindeki
islevini gelistirmistir. Ayrica, lokal anesteziklerin ve sodyum kanallari {izerinde etki yapan bazi
ilaglarm, kanalin porlarindaki bir reseptér bolgesine baglandigimi  goéstermistir (Hille,
1977). 1980 yilinda, sodyum kanalina ait protein alt birimlerini fotoafinite etiketlemesiyle
tanimlamak i¢in akrep toksinleri kullanilarak, 260 kDa biiyiik o alt birimleri ve 30-
40 kDa'luk daha kiigiik alt birimleri ortaya ¢ikarilmistir (Beneski ve Catterall, 1980). VGSC bir
a alt birimi (220-260 kD) ile bir veya daha fazla [ alt birimden (33—36 kD) olusmaktadir (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2: Voltaj Kapili Sodyum Kanali (Andavan ve Gruber, 2011).

Memelilerde islevsel VGSC a alt birimlerinin aminoasit diizenlenmesinde dokuz farkli gen
tarafindan kodlanan (SCN1A-SCN11A) dokuz VGSC alt tipi (Nay 1.1 — Nay 1.9) bulunmaktadir
(Tablo 2.1). Ayrica bir tane de islevsel olmayan alt tip (Nax) kodlanmaktadir. Bunlarin disinda,
dort B alt birimi (B1- p4) kodlayan SCN1B-SCN4B genleri tanimlanmistir (Tablo 2.2). o alt
birimi, VGSC'nin fonksiyonel merkezlerini igerir ve 4 adet olduk¢a benzer transmembran
alandan (I-IV) olusur (Catterall, 2000). Her alan bir o sarmalinin (S1-S6) alt1 transmembran
segmentini igerir. S4, transmembran segmentini zardan digsar1 hareket ettirerek, kanal
proteininin ii¢ boyutlu yapisinin degismesine neden olarak kanal agikligini saglayan bir voltaj
sensortidiir (Ulbricht, 2005). S5 ve S6 boliimleri, merkezi por alanini i¢ine alir ve bunlarin
yerlestirme dizileri, Na* segiciligini belirleyen ve bir gegit (Shen ve dig., 2017) olarak islev

goren segicilik filtresini olusturur.

VGSC’ler farkli hiicrelerde farkl fizyolojik rollere sahiptir ve fonksiyonlarinda meydana gelen
diizensizlikler bazi hastaliklara sebep olmaktadir. Sinir, kas hiicreleri gibi uyarilabilir hiicrelerin
yani sira lenfosit, glia, fibroblast, epitel kokenli metastatik kanser hiicrelerinde de VGSC

ekpresyonunun oldugu bilinmektedir (Diss ve dig., 2004).



Tablo 2.1: VGSC a alt birimlerinin bulunduklar1 dokular ve iligkisi olduklari kanser tipleri (Goldin ve
dig., 2000; Brackenbury, 2012).

VGSC
alt Gen Doku lokasyonu Kanser tipi
tipleri
Merkezi  sinir  sistemi
Nay1.1 | SCN1A (MSS),  Periferal  sinir | Yumurtalik
sistemi (PSS), kalp
Na,1.2 | SCN2A MSS, PSS Rahim agzi1, mezotelyoma, yumurtalik, prostat
Na,1.3 | SCN3A MSS, PSS Yumurtalik, prostat, kii¢iik hiicreli akciger kanseri
Nay1.4 | SCN4A Iskelet kast Rahim agz1, yumurtalik, prostat
) Meme, kolon, lenfoma, néroblastoma, kii¢iik hiicreli olmayan
Nay1.5 | SCN5A Iskelet kast, kalp, beyin
akciger kanseri, yumurtalik, kii¢iik hiicreli akciger kanseri
Meme, rahim agzi, lenfoma, melanoma, mezotelyoma, kiigiik
Nal.6 SCNSA MMS, PSS, kalp hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat, kiigiik hiicreli
akciger kanseri
PSS,néroendokrin hiicreler, | Meme, rahim agzi, lenfoma, mezotelyoma, kiigiik hiicreli
Nay1.7 | SCN9A
duyusal néronlar olmayan akciger kanseri, yumurtalik, prostat
Nay1.8 | SCN10A | Duyusal ndronlar Prostat
Na,1.9 | SCN11A | Duyusal néronlar Lenfoma, kiiciik hiicreli akciger kanseri

Tablo 2.2: VGSC B alt birimlerinin, bulunduklar1 dokular ve iliskili olduklar1 kanser tipleri
(Brackenbury and Isom, 2011; Brackenbury, 2012).

Protein | Gen Doku lokasyonu Kanser tipi
B1 SCN1B | Kalp, iskelet kasi, bobrekiistii, MSS, | Meme, rahim agzi, kiigiik hiicreli olmayan akciger
glia, PSS kanseri, prostat
B2 SCN2B | MSS, PSS, kalp, glia Meme, rahim agz, kiiglik hiicreli olmayan akciger
kanseri, prostat
B3 SCN3B | MSS, bdbrekiistii, bobrek, PSS Kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat
B4 SCN4B | Kalp, iskelet kasi, MSS, PSS Meme, rahim agzi, kiigiik hiicreli olmayan akciger

kanseri, prostat
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VGSC a alt birimi metastatik hiicrelerde yiiksek oranda ekprese edilir ve migrasyon, invazyon
gibi davraniglarin olusumuna yol agar (Brackenbury ve dig., 2008; Onkal ve Djamgoz, 2009).
B alt birimi ise, zayif metastatik hiicrelerde yaygin olarak ekspresse olur ve plazma zari
tizerindeki voltaj kapili iyon kanallarinin ekspresyonunun diizenlenmesi, adhezyonun
arttirilmasini saglar (Tablo 2.3) (Brackenbury ve dig., 2008; Kaufmann ve dig., 2010). Ayrica
son zamanlarda VGSC’lerin B alt birimlerinin a alt biriminin fonksiyonunu etkileyebilecegi,
biyofiziksel ve farmakolojik 6zelliklerini kanal fosforilasyonuyla birlikte diizenleyebildigi de

ortaya konmustur (Sokolov ve dig., 2018).

VGSC aktivitesi ile aciga ¢ikan membran akimi iki farkli bilesenden olusmaktadir. Membran
akiminin ilk bilesenini 1 msn kadar siiren gecici akim (INac)), ikinci bilesenini, 100 msn den 1
dakikaya kadar devam eden 1srarli akim (INap)) meydana getirmektedir. INap) biyofiziksel
olarak, yavas inaktive olmasi disinda gecici sodyum kanal akimina INa(r) benzer 6zellikler
tasimaktadir. Repolarizasyonda INap) ¢ok hizli deaktive olur ve makroskopik diizeyde INac)
ile aktivasyon 6zellikleri bakimindan ¢ok az bir fark vardir (Saint ve dig., 1992).

Tablo 2.3: VGSC a ve f alt birimlerinin kanser hiicrelerindeki tamamlayici islevleri.

o alt birimi B alt birimi

Kuvvetli metastatik hiicrelerde Yiiksek derecede zayif metastatik

yiiksek oranda ifade edilir (Onkal | hiicrelerde ekspresse edilir (Jansson ve

ve Djamgoz, 2009). dig., 2012).
Migrasyon, invazyon olmak iizere Adhezyonu arttirir (Jansson ve dig.,
metastatik hiicre davraniglarini 2012).

arttirir (Brackenbury ve dig., 2008) | Siireg genisletmeyi artirir (Jansson ve
a alt birim ekspresyonunu dig., 2012).
aktiviteye bagl olarak pozitif geri Migrasyonu diizenler (Jansson ve dig.,
besleme ile diizenler (Brackenbury 2012).
ve Djamgoz, 2006; Chioni ve dig., a alt birim mRNA ifadesini diizenler
2010) (Jansson ve dig., 2012; Chioni ve dig.,
2009)




2.3. VGSC VE KANSER

VGSC'ler birden fazla kanser tiiriinde etkisini géstermesi nedeniyle, genis bir arastirma alanina

sahiptir. Yaklasik yirmi yil kadar 6nce, arastirmacilar VGSC ekspresyonu yiiksek olan kanser
hiicrelerinde hiicre hareketliliginin ve metastatik potansiyelin arttigin1 gézlemlemistir. Ayrica,
bu hiicrelerin invaziv kapasitesinin ve artan VGSC ekpresyonunun, bir nérotoksin olan TTX
ile azaltilabildigi bulunmustur (Grimes ve dig., 1995; Laniado ve dig., 1997). O zamandan bu
yana, hem o hem de [ alt birimleri bir¢ok kanser hiicre hattinda ve bazi hasta biyopsilerinde
tespit edilmistir. VGSC o alt birimleri in vivo olarak servikal, yumurtalik, meme, kolon
tiimdrlerinde, bazi prostat, akciger kanserlerinde ekpresse edilmektedir (Fraser ve digerleri.,
2005; Gao ve dig., 2010; House ve dig., 2010; Hernandez-Plata ve dig., 2012; Patel ve
Brackenbury, 2015) (Tablo 2.1).

Calismalar, VGSC ekspresyonu ile metastatik potansiyel arasinda hem pozitif hem de negatif
iligkileri tespit etmislerdir. Meme kanseri hiicrelerinde Nay1.5 ekspresyonu, artan niiks ve
metastaz riski ile pozitif korelasyon gosterir (Fraser ve dig., 2005; Yang ve dig., 2012) ve
benzer bir egilim kolon, prostat ve yumurtalik kanserleri i¢in de tarif edilmistir. Bununla
birlikte, gliomada VGSC a ekspresyonu ile klinik derece arasinda ters bir korelasyon vardir ve
akciger kanseri hiicre hatlarinda korelasyon goriilmez (Schrey ve dig., 2002; Onganer ve
Djamgoz 2005; Roger ve dig., 2007). VGSC a alt birimlerinin ekspresyonunun, migrasyon,
invazyon ve metastazi ilerlettigi belirlenmistir (Brackenbury 2012) (Tablo 2.4).

Pek ¢ok kanser birden fazla a alt birimini ekspresse eder, ancak tiim alt tipler tiim kanserlerde
ekspresse edilmez (Tablo 2.1). Coklu a alt birimlerini ifade eden birgok kanserde, baskin bir o,
alt birimi tanimlanmistir. Ornegin, lenfoma ve meme kanseri hiicrelerinde, en yiiksek oranda
ekspresse edilen a alt birimi Nay 1.5'tir (gen: SCN5A), (Fraser ve dig., 2004; Fraser ve dig.,
2005) prostat kanseri hiicrelerinde ise, baskin a alt birimi Nay 1.7'dir (gen: SCN9A) (Diss ve
dig., 2001).

Bazi kanserlerde, o alt birim mRNA ve protein ekspresyonu, metastatik potansiyel ile
iliskilidir. Ornegin, meme kanserinde neonatal SCN5A ek varyanti, metastatik MDA-MB-231
hiicrelerinde, zay1f metastatik MCF-7 hiicrelerine kiyasla ~ 1.800 kat daha yiiksek ekspresse
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Tablo 2.4: VGSC'ler tarafindan diizenlenen metastatik hiicre davranislar1 (Brackenbury, 2012).

Hiicresel aktivite Kanser tipi Ekspresse olan alt birimler
Agiri biiyiime siireci Meme, prostat Nav1l.5, Navl.7, f1
Galvanotaksi Meme, prostat Nav1.5, Navl.7

Lateral motilite Meme, mezotelyoma, prostat Nav1l.5, Navl.7, B1, B2
Migrasyon Meme, prostat Nav1.5, Navl.7

Endositik membran aktivite Meme, prostat, kuglik hiicreli akciger | Navl.5, Navl.7

kanseri
Vesikular model Meme, prostat Navl.7
Adezyon Meme, prostat Nav1.5, Nav1.7, B1, B2
Gen ekpresyonu Meme, kolon, prostat Nav1l.5, Navl.7, B1
invazyon Meme, rahim agzi, kolon, lenfoma, Nav1.5, Navl.6, Nav1.7, 1, B2

melanoma, kiiglik hiicreli olamayan
akciger kanseri, prostat

edilir. Na " akimlar1 yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde saptanabilmesine karsin
zay1f metastatik MCF-7 hiicrelerinde izlenmez (Roger ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005).
Baskin a alt birimi SCN9A, kanserli olmayan prostat numuneleri ile karsilastirildiginda prostat
kanseri biyopsilerinde bu alt birimin yiikseldigi ve kuvvetli metastatik PC-3 ve Mat-LyLu
hiicrelerinde, zayif metastatik LNCaP ve AT-2 hiicrelerine gore daha fazla ekspresse edildigi

saptanmustir (Diss ve dig., 2005).

SCN1B ve SCN2B ekspresyonu, prostat kanseri hiicrelerinde metastatik potansiyel ile iligkilidir

(Diss ve dig., 2008; Jansson ve dig., 2012). B1 ekspresyonu daha az invaziv meme kanseri hiicre
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soylart ile iligkili bulunmustur (Chioni ve dig., 2009). Ancak farkli bir sekilde, bir meme kanseri
fare modelinde, B1’in asir1 ekspresyonunun, tiimor biiylimesini, metastazi ve anjiyogenezi

arttirdig1 da belirlenmistir (Nelson ve dig., 2014).
2.4. PROSTAT KANSERI

Normal sartlar altinda, siirekli boliinen hiicreler diizenli bir sekilde biiytirler, boliiniirler ve
yaslanarak Oliirler. Hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilasmas: ve apoptoz arasinda bulunan
kritik denge bozulursa, hiicreler kontrol dis1 biiyiimeye baslar ve kanser gelisimi goriiliir.
Kanser insidans1 ve mortalitesi diinya ¢apinda hizla artmaktadir (Sekil 2.3). 2015 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii'niin (WHO) tahminlerine gore, kanser, 172 iilkenin 91'inde, 70 yasindan dnceki
ilk veya ikinci 6lim nedenidir. Bunlardan prostat kanseri, diinya genelinde goriilme orani
bakimindan erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada gelmektedir. Diinyada her
yastan erkekte tahmini prostat kanseri goriilme sayis1 1,276,106, 6liim say1si ise, 358,989 olarak
hesaplanmistir (GLOBOCAN 2018). 2040 yilina kadar 2,293,818 yeni vakanin daha goriilecegi
tahmin edilmesine ragmen, O6lim oranlarinda %1,05 gibi daha kiigiik bir degisiklik
beklenmektedir (Ferlay ve dig., 2019). Bu degisiklik erken teshis ve kanser ile daha etkili bir

tedavinin yapilacagi diisiincesinden kaynaklanmaktadir.

Alkciger

Prostat

Kolorektal

Mide
Karaciger

Mesane

Ozafagus
Non-Hodgkin lenfoma

Bobrek

Insidans

Losemi Mortalite

0 200000 400000 00 000 800000 1000 000 1200 000

Sekil 2.3: 2018'de diinya ¢apinda erkeklerde insidans ve 6liim oranlar1 (Globocan, 2018)
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Tiirkiye’de ise halk sagligi genel miidiirligiiniin yayinladigi kanser istatistikleri raporuna goére
toplamda kanser insidans1 100.000’de 212,6 dir. Ulkemizde tiim kanser insidansi, erkeklerde
diinya insidansinin iizerinde seyrederken kadinlarda bir miktar daha diistiktiir. Uluslararasi
kanser aragtirma ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2012 verilerine gore
erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii IJARC’a {iye 24 {ilke, AB (28 iilke) ve ABD’de prostat
kanseriyken tiim diinyada ve Tirkiye’de akciger kanserinden sonra prostat kanseri %12,9 ile

ikinci sirada yer almaktadir (Tiirkyilmaz ve dig., 2015).

Trakea,Brons,Akciger IIINNNNNNNNNN————— 5.9
Prostat | 13.0
Kolorektal [N 9.2
Mesane |IEN 7.9
Mide N 6.0
Larinks N 3.2
Bobrek N 2.7
Non-Hodgkin lenfoma [l 2.5
Pankreas 1l 2.4

Beyin, sinir sistemi |l 1.8

0.0 5.0 100 150 200 250 300

Sekil 2.4: 50-69 Yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen kanserlerin yiizdelik dagilimlar
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014).

Ulkeler arasindaki bu farkliliklarin sebebi tam olarak belli degildir. Diinyada prostat kanseri
insidansindaki bu farkliliklar prostat spesifik antijen (PSA) testine atfedilmektedir (Quinn ve
Babb 2002). Ornegin, Avrupa'da, prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserdir, 2018'de
tahmin edilen yaklasik 450.000 yeni prostat kanseri vakastyla 2018'deki tiim yeni kanserlerin
%?24'"ini olugturmaktadir. ABD'de ise, 2018'de kaydedilen tiim yeni kanser vakalarinin %9,5'ini
(164,690 yeni prostat kanseri vakasi) olusturan prostat kanseri ikinci en yaygin kanserdir. Son
zamanlarda yapilan arastirmlara gére, ABD ve Avrupa'daki prostat kanseri vakalarinin yaklagik
%20-40"1 yaygin PSA testi ile asir1 teshise bagli olabilecegi ileri siiriilmektedir (Etzioni ve dig.,
2002; Quinn ve Babb 2002; Draisma ve dig., 2009).
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Prostat kanseri erken evrede asemptomatik olabilir ve siklikla yavas bir seyir izler hatta tedavi
gerektirmeyebilir. Ilerleyen evrelerde sik idrar yapma, idrar yaparken agr1, idrar yapmada giicliik,
idrarda kan goriilmesi, pelvis bolgesinde agri gibi belirtiler ile ortaya ¢ikar. ileri evrelerde ise,
prostat kanseri yogunlukla kemik dokusuna metastaz yaptigindan kemik agrilar1 goriilebilir.
Pek ¢ok prostat kanseri, normal olarak prostat dokusu ile ekspresse edilen bir glikoprotein olan
PSA’nin (> 4 ng/ml) yiikselmis plazmatik seviyeleri ile tespit edilir. Bununla birlikte, prostat
kanseri olmayan erkeklerde de cesitli sebeplerle PSA'nin yiiksek oldugu tespit edildiginden,

kanserin varligin1 dogrulamak igin doku biyopsisi biiyiik 6nem kazanmaktadir (Rawla, 2019).

Prostat kanseri tanisiyla pozitif korelasyon gosteren PSA’nin ve diger biyobelirteclerin
tanimlanmasi, hastaligin epidemiyolojisinde devrim yaratmistir. Gergekten de, PSA testinin ve
biyopsilerin baslatilmasindan bu yana, ABD’de 1980'lerin sonlarindan itibaren prostat kanseri

insidansinin iki kat arttig1 kaydedilmistir (Jemal ve dig., 2015).

Prostat kanserinin birgok nedeni olmakla beraber, ana basliklar; yas, irk, genetik faktorler, androjen

hormonlar1 ve diyet altinda toplanmaktadir.
Yas:

Prostat kanseri insidansi yasa bagh olarak artis gosterir (Ferlay ve dig., 2019). Insidans oran,
diinyada 65 yas Ustii erkeklerde yaklasik %60'tir. 50 yasin altindaki erkeklerde prostat kanseri
goriilme oran1 oldukga disiiktiir. Her ne kadar diinya genelinde 50 yasin altindaki her 350
erkekten sadece 1 tanesine prostat kanseri teshisi konsa da, yas ile hizla artmakta ve 50 ila 59

yaslar1 arasindaki her 52 erkekte goriilme orani 1'e yiikselmektedir (Perdana ve dig., 2016).
Irk:

Arastirmalar, Afrikali-Amerikan erkeklerin diinyadaki en yiiksek prostat kanseri insidansina
sahip oldugunu ve diger irk ve etnik gruplarla karsilastirildiginda erken yasta hastalik gelistirme
ihtimallerinin de daha yiiksek oldugunu gostermistir (Kheirandish ve dig., 2002). Bu durum,
yalnizca Afrika kokenli Amerikalilar i¢in degil, Avrupa'da yasayan Karayipliler ve siyah tenli
erkeklerin de, prostat kanseri gelisimine daha yatkin bir genetik yapiya sahip olduklari ileri
stiriilmektedir (Chu ve dig., 2011). Prostat kanseri insidansinin, Afrika kokenli Amerikalilar
arasinda Afrika'dakilere gore 40 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu farkliliklar;

cevresel faktorlerin prostat kanseri etiyolojisinde dnemli bir rol oynadigin1 ve goriilme
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sikligindaki degisikliklerin yetersiz tani, tarama yoOntemlerindeki farkliliklar ve saglk
hizmetlerine erisimdeki esitsizliklerden kaynaklanabilecegini ortaya koymaktadir. Afrikali-
Amerikan erkeklerin sadece prostat kanserindeki mutasyonlara karsi daha hassas olan bazi
spesifik genlere sahip olabilecegini degil, ayn1 zamanda bu mutasyonlarin daha agresif bir
kanser tiirii ile iliskili oldugunu gostermektedir (Rawla, 2019). Bununla birlikte, Oliver (2007)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Afrikali-Amerikan erkeklerin prostat kanseri semptomlarinin

erken teshis edilebilme ihtimalinin Kafkas erkeklerinden daha diisiik oldugunu ileri stirmiistiir.
Genetik ve ailesel faktorler:

Bir¢ok ¢aligsma, kalitsal genetik arka planin, prostat kanseri riskinin artmasiyla iligkili oldugunu
ve hastalik risklerine %5 oraninda katkida bulundugunu bildirmistir (Sridhar ve dig., 2010;
Tortajada ve dig., 2011). Ozellikle, bu risk, genetikte “risk” alelleri denilen genlerin kalitilarak
daha yaygin ama az goriilen genlerin lokuslartyla kars1 karsiya geldiginde birka¢ kat daha
artmaktadir. Bazi prostat kanseri vakalarinda retroviral enfeksiyonlarin tespiti, kronik retroviral
enfeksiyonun potansiyel baglantisini ve bunun sonucu olarak da doku iltihabiyla birlikte kanser

baslangicini gostermistir (Eeles ve dig., 2008; Schlaberg ve dig., 2009).
Diyet:

Prostat kanseriyle diyet baglantisinin arastirildigi 6nceki yillarda, mortalite ile kisi basina
tiiketilen et, yag ve siit iirlinleri alimi arasinda pozitif bir iliskinin bulundugu yapilan ¢oklu
ekolojik calismalarla ortaya konmustur. (Hoell 1974; Armstrong ve Doll, 1975). Ilerleyen
yillarda likopen tiirii flavonoidler, selenyum, kalsiyum, vitamin E, soya, yesil cay ve omega-3
coklu-doymamis yag asitlerini iceren diyetlerin kanser riskini azaltabilecegi saptanmistir (Sonn
ve dig., 2005; Haddad ve dig., 2006; Berquin ve dig., 2007; Cheung ve dig., 2008; Itsiopoulos
ve dig., 2009). Giines 15181 veya UVB maruz kalma ile prostat kanseri insidansi arasinda ise,
ters bir iliski gézlenmistir (Mullins ve Loeb, 2012; Grant ve Peiris, 2012). Bu durum D vitamini
eksikliginin prostat kanseri riskini arttirabilecegini gostermektedir (Schwart ve Hulka, 1990).
Keza obezite, ilerlemis ve agresif prostat kanseri ile iligkili olarak bulunmustur (Greenwald
2004; Demark ve Moyad, 2007).
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Androjenler:

Huggins ve Hodges (1941), prostat kanseri hastalarinda kastrasyonun yararlarin1 gézlemlemis
ve prostat kanseri biiyiimesinin androjenler tarafindan yonlendirildigini ileri siirmiistiir. Iyi
farklilasmis prostat kanseri hiicre hatlar1 ile elde edilen birkag in vitro veri, hiicrelerin
androjenin yokluguna yanit olarak apoptoz gegirdiklerini de gostermistir (Kyprianou ve dig.,
1990; Webber ve dig., 1996). Benzer sekilde, hayvan modelleriyle yiiriitiilen in vivo ¢aligmalar,
androjenlerin tiimorigenezi ve ksenograft biiyiimesini destekledigini ve androjen yoksunlugu
ile tiimor gerilemesinin meydana geldigini gostermistir (Bladou ve dig., 1996; Ahmad ve dig.,

2008).

Prostat kanserinin tedavisi hastaliin seviyesine gore degisiklik gostermektedir. Hastalik
baslangic seviyesinde ise, aktif izleme ve izleyerek bekleme tercih edilmektedir. Sonraki
asamalarda, radikal prostatektomi, radyoterapi, brakiterapi, minimal invaziv tedavi
yontemlerinden biri kullanilmaktadir. Metastatik prostat kanseri ve kastrasyona direngli prostat

kanserinde ise, hormonal tedavinin uygulandigi yontem izlenmektedir.

2.5. PROSTAT KANSERi VE METASTAZ

Metastaz; kanser hiicrelerinin primer tiimdrden ayrilmasini, aktif bir sekilde migrasyonunu,
timor hiicrelerinin kan ve/veya lenf sistemlerine girmesini, daha sonra damarlarin digina
cikarak cevre dokulara penetre olmalarini ve sonucta, bu dokularda cogalmalarini kapsayan ¢cok
basamakli bir siiregtir (Sekil 2.5). Bir kanser hiicresinin metastaz yapabilmesi i¢in bazi

ozellikleri edinmesi gerekir. Bunlar;

1) Normal hiicrelerde gozlenen hiicre-hiicre baglantilarindan ayrilmalari
2) Proteolitik enzimler iiretmeleri

3) Gog edici ozellikleri kazanmalari yani hareket etmeleri gerekir (Madeja ve dig., 2005).

Epitel hiicre tabakalarinin saglam bir sekilde bir arada bulunmasimi saglayan E-kaderin iki
hiicrenin birbirine sikica yapismasini gergeklestiren bir molekiiliidiir. E-kaderinin artan
ekspresyonu, istila ve metastazin bir karsiti olarak gelismistir ve ekpsresyonunun/ifadesinin

azaltilmasmin bu fenotipleri giiglendirdigi bilinmektedir. insan karsinomlarinda E-kaderinin
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siklikla gozlenen down regiilasyonu ve zaman zaman mutasyonel inaktivasyonu, metastaz

olusumuna yol agabilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Hanahan ve Weinberg, 2011).

Primer Tiimor Proliferasyon/Anjiyogenez Motilite/invazyon

Metastatik Damar

== Damar
Kolonizasyon

disina ¢ikas Adezyon/Emboli icine giris

Sekil 2.5: Kanser hiicrelerinde metastatik siirec.

Invaziv 6zellik kazanmis prostat kanseri hiicrelerinin ekstraselliiler matriks ve bazal membrani
yikabilmeleri, matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerini iretip Salgilamalar1 ile
miimkiindiir. Invazyona imkan saglayan MMP ailesi enzimlerinden 6zellikle MMP2 ve
MMP9’un, invazyon yapan kanser hiicrelerinde ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (Chiang
ve Massague, 2008). Prostat kanserli hastalardan alinan Orneklerde yapilan
immunohistokimyasal ¢alismalar MM9’un prognostik marker potansiyeli tasiyacak diizeyde

yiiksek oranda ekspresse edildigini de gostermistir (Boxler ve dig., 2010).

Bunlarin yani sira, Malign primer tiimor hiicrelerinin, apoptotik yolaklar, biiyiime inhibitérleri,
telomer kisalmasi gibi tiimor baskilayici mekanizmalardan kagabildikleri de belirlenmistir

(Hanahan ve Weinberg, 2000; Hanahan ve Weinberg, 2011).

Yiiksek mortalite oran1 birincil olarak primer tiimoriin metastazina baglidir. Hastalik lokalize
evrede iken tani konulan erkekler igin 5 yillik sag kalim orani yaklasik %100 iken, metastatik

prostat kanseri tanis1 alan erkeklerin sadece %28'1 5 yildan uzun siire hayatta kalmaktadir.
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Tiimoriin metastaz gelisiminden 6nce erken teshis ve tedavi edilebilmesi, hastanin sag kalimini

arttirmak bakimindan kritik bir 6neme sahiptir (Nandana ve Chung, 2014).

1967'den 1995'e kadar 40 yasin iizerindeki 19.316 erkek ile yapilan rutin otopside, prostat
kanseri olan 1.589 (%8,2) hastanin raporlar1 analiz edilmis, prostat kanserli 1.589 hastanin
%35'inde metastaz bulunmus ve en sik tutulumun kemik (%90), akciger (%46), karaciger
(%25), plevra (%21) ve adrenal bezler (%13) oldugu belirlenmistir (Bubendorf ve dig., 2000).
Yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ¢alismalart sonucu Nav1.7 voltaj kapili sodyum
kanalinin, AT-2 hiicreleri ile kiyaslandiginda, yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinde VGSC
ekspresyonunun 1000 kat daha fazla oldugu ve Nav1.7’nin bu hiicrelerdeki baskin VGSC alt
tipi oldugu tespit edilmistir (Diss ve dig., 2001).

2.6. PROSTAT KANSERIi DENEYSEL MODELLERIi

Kanser hastaliginin biyolojisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, hiicre soylarin1 igeren in vitro ve
deney hayvanlarini iceren in vivo arastirma modelleri kullanilmaktadir. /n vitro ve in vivo model
sistemleri insanlarda meydana gelen kanser hastaliginin Onlenmesine ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine biiyiik katkilar saglamaktadir.

Prostat kanserinde kullanilan in vivo deneysel modeller; Dunning, Noble, ACI ve Pollard tiimor
modelleridir (Pollard, 1980). Bunlardan Dunning modeli en etkili, en énemli olan1 ve hem in
vivo hem de in vitro olarak yetistirilebilen ¢ok sayida alt hiicre soyuna sahip bir prostat kanseri
modelidir. Bu model, 1961 yilinda W. F. Dunning tarafindan, Copenhagen 1rk1 yash bir erkek
sicanin dorsal prostat epitelinde spontan bir tiimor olarak gdézlemlenmis, bu tiimdrden elde
edilen parcalar deri alti olarak Copenhagen ve Copenhagen x Fischer caprazlamasindan
meydana gelen siganlara nakledilerek in vivo olarak yasatilmigtir (Wenger ve dig., 1984; Tennat
ve dig., 2000). Orijinal tiimorden seri in vivo ve in vitro pasajlamalar sonucu Parental R-3327
tiimorii gelismis ve pasajlamalara devam edildiginde diisiik metastaz yetenegine sahip olmakla
birlikte, hizli biiyliyen AT-1 ve AT-2 adi verilen tiimorler meydana getirilmistir (Sekil 2.6).
AT-1’1in seri pasajlamalar1 ile yliksek metastatik 6zellige sahip iki farkli hiicre soyu olugmustur.
Bunlar, hem akcigere hem lenf sistemine metastaz yapabilen Mat-LyLu ile sadece akcigere

metastaz yapabilen Mat-Lu hiicreleridir (Tennat ve dig., 2000). Bu ¢alismada kullanilan yiiksek
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metastatik Mat-LyLu hiicreleri %90’in iizerinde metastaz kapasitesine sahipken, AT-2

hiicreleri %10 un altinda metastaz kapasitesine sahiptir (Fraser ve dig., 1999).

Giliniimiizde prostat kanserine yonelik in vitro calismalar; in vivo deneysel modellerden
kokenlenen hiicre soylar1 veya insan prostat kanser ve metastazlarindan elde edilen hiicre
soylar1 kullanilarak yiiriitilmektedir. Insan prostat kanseri dokularindan hiicre soylari
olusturma basarist %1 gibi oldukg¢a diisiiktiir. Arastirmalara konu olan yaklasik 10 kadar prostat
kanseri hiicre soyu bulunmaktadir ve bunlarin ¢ogu, androjen reseptorii ekspresyonu veya
prostat spesifik antijen salgilanmasi gibi hastaligin tipik 6zelliklerini liretemez durumdadir
(Fizazi ve Navone, 2005). Arastirmalarda yaygin kullanilanlardan PC3 hiicreleri yiiksek
metastatik, DU145 hiicreleri orta derecede metastatik ve LNCaP hiicreleri diisilk metastatik
potansiyele sahiptir (Pulukuri ve dig., 2005). PC3 hiicre soyu, IV. derece insan prostat kanseri
kemik metastazindan olusturulmustur (Kaighn ve dig., 1979). Fokal adezyon kinazi (FAK) 'in
artan metastatik potansiyele sahip prostat karsinomu hiicre hatlarinin gégiinii diizenlemedeki
roliiniiniin arastirildig1 bir ¢alismada metastatik olan PC3 ve DU145 hiicreleri gog¢ kapasitesi
gosterirken, zayif metastatik LNCaP hiicrelerinin go¢ edebilmesi i¢in bir uyariciya ihtiyaci
oldugu tespit edilmistir (Slack ve dig., 2001). DU145 ve PC3 hiicreleri, apoptoza LNCaP
hiicrelerinden daha direnglidir (McEleny ve dig., 2002).

Dunning R-3327

l

R 3327-H

Sekil 2.6: Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin orjini.
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2.7. VGSC BLOKERLERI

Klinikte kanalopatik hastaliklar olarak adlandirilan 6zellikle epilepsi, anjina pektoris, Long QT
sendromu gibi kalp hastaliklarinda, noroprotektif ve lokal anestetik olarak VGSC
ekpsresyonunu bloke eden ilaglar kullanilmaktadir. Bunlar; antiepileptikler (lamotrigin,
karbamazepin, fenitoin, gabapentin), lokal anestetikler (ropivakain, lidokain), antiaritmikler
(meksiletin, ranolazine) ve noroprotektif (riluzole) ile norotoksinler (tetrodotoksin) olarak
gruplandirilmaktadir. Norotksin olan TTX, kuvvetli bir VGSC blokeri olmakla beraber,
toksisitesi nedeniyle klinikte degil, pozitif kontrol olarak diger kanal blokeri ilaglarin deneysel
calismalarinda kullanilmaktadir (Koltai, 2015).

VGSC blokerleri ile TTX Na" kanalinda farkli yerlere baglanmaktadirlar. VGSC blokerleri
hidrofilik 6zellikteki kanal porunu veya hidrofobik hiicre zarin1 gecerek kanalin i¢i ylizeyindeki
ortak bolgeye baglanirlar. Bu bolge “lokal anestetik baglayici bolge” olarak adlandirilir
(Fozzard ve dig., 2005; Lipkin ve Fozzard, 2005). Yapilan ¢aligmalarla VGSC’lerin a alt
tinitesinde, TTX’in baglandig1 bolge ve lokal anestetik baglayici bolgenin disinda, en az bes
farkli baglayici bolgenin daha oldugu saptanmstir (Catterall, 2007; Nicholson, 2007).

2.8. TETRODOTOKSIN (TTX)

Molekiiler formiilii C11H1708Ns3 olan giiglii bir sodyum kanal blokeri olan TTX, suda ¢6ziinen,
protein yapili olmasi nedeniyle 1stya direngli bir nérotoksindir (Wu ve dig., 2005) (Sekil 2.7).
[lk olarak 1909 yilinda Dr. Yoshizumi Tahora tarafindan Tetraodontidae familyasindan “puffer
fish/ balon balig1” olarak adlandirilan balikta bulunmustur (Wu ve dig., 2005; Bane ve dig.,
2014). Bunun yani sira; gastropodlar, semender, yengecler, kurbagalar, deniz salyangozu,

denizyildizi, mavi halkali ahtapot, kurdele solucan1 ve bakterilerde de bulunabilmektedir.

TTX’in en Onemli Ozelliklerinden biri; voltaj kapili sodyum kanali membraninin dis
yiizeyindeki reseptor bolgesine saniyenin ondan biri siirede baglanarak kanaldaki sodyum
akimini bloke etmesidir (Cestele ve Catteral, 2000; Johnson, 2002). Toksisitesinden dolay1
terapdtik bir ajan olarak kullanilamayan TTX, VGSC fizyolojisinin incelenmesi deneylerinde
pozitif kontrol olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. TTX, VGSC'nin hiicre dig1 kismina
baglanir, iyon kanalinin islevini devre dig1 birakir ve organizmada solunum felci yoluyla 6liime

neden olan ¢ok zehirli bir etki meydana getirir (Koltai, 2015).
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Hiicrelerin metastaz yapabilmek iizere kazandig1 bazi morfolojik ve fonksiyonel 6zellikler
bulunmaktadir. Hiicre hareketi ve metastaz i¢in gerekli olan hiicre uzantilarinin, TTX
uygulanan hiicrelerde azaldig1 ve hiicrelerin daha kompakt bir hal aldig1 gézlenmistir (Fraser
ve dig., 1999).

Sekil 2.7: TTX’in kimyasal formiili.

Hiicrelerin lateral hareketini saptamak amaciyla gergeklestirilen deneylerde 1 uM TTX’in, Mat-
LyLu hiicrelerinin lateral motilitesini %47 oraninda azalttigi gosterilmistir (Fraser ve dig.,
2003). Hiicre hareketini bu sekilde etkilemesine ragmen, 600 nM, 1puM ve 6uM
konsantrasyonlardaki TTX’in Mat-LyLu hiicrelerinin 48. saat hiicre cogalmasini inhibe edici
bir etki meydana getirmedigi gozlenmistir (Grimes ve dig., 1995; Recatala, 1999; Fraser ve
dig., 2000; Fraser ve dig., 2003). Mat-LyLu hiicrelerine 6 uM TTX uygulamasinin ardindan
morfolojilerinin diisiik metastatik AT-2 hiicrelerine benzedigi ve Mat-LyLu hiicrelerinin lateral
hareketinin azaldig1 saptanmistir (Fraser ve dig., 1999; Fraser ve dig., 2003). insan prostat
kanser hiicreleri olan, yiliksek metastatik karakterli PC-3 ve diisiik metastatik karakterli LNCaP
ile yapilan ¢alismalardan da benzer sonuglar elde edilmistir (Laniado ve dig,.1997).

Mat-LyLu ve AT-2 hiicreleriyle yapilan “patch-clamp” ¢aligmalar1 yiiksek metastatik Mat-
LyLu hiicrelerinde VGSC akimi mevcutken, diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinde fonksiyonel
VGSC’lerin bulunmadigimi gostermistir. Bu ¢ercevede Mat-LyLu hiicrelerinde VGSC akimi
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bloke edildiginde hiicrelerin invazyon yeteneklerinde anlamli bir azalma olurken, AT-2

hiicrelerinin invazyon 6zelliklerinde bir etki olusturmamustir (Grimes ve dig., 1995).

In vivo olarak yapilan bir ¢alismada, yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan
dunning model prostat kanserinin metastatik gelisimini engellemek tizere VGSC’lerin TTX ile
bloke edilmesi sonucu akciger metastazlarinin %44 oraninda azaldig1 ve TTX tedavisi alan

hayvanlarin yasam siirelerinin %22 oraninda arttig1 gézlenmistir (Yildirim ve dig., 2012).

VGSC aktivitesi; spesifik kanal blokeri TTX veya bir kanal agici veratridin ile bir dizi
konsantrasyon kullanilarak farmakolojik olarak degerlendirilmistir. Sonuglar, yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin, elektrik alani uygulanmasina katoda dogru gog ederek
kuvvetle tepki verdigini gostermistir. Buna karsilik, zayif metastatik AT-2 hiicrelerinde boyle
bir tepki ile Kkarsilasiimamustir. TTX, Mat-LyLu hiicrelerinin galvanotaktik tepkisini
bastirirken, veratridin onu arttirmustir. Her iki bilesik de diisiikk metastatik AT-2 hiicreleri
tizerinde ¢ok az etkiye sahip olmustur. Bu sonuglar, 6zellikle yiliksek derecede metastatik
hiicrelerde meydana gelen fonksiyonel VGSC ekspresyonu ile tutarli ve ayni zamanda,
herhangi bir hiicre tipinde, VGSC ile galvanotaksis kontroliiniin ilk kez ortaya konmasidir
(Djamgoz ve dig., 2001).

Kanal ekspresyonu ve aktivitesini diizenleyen mekanizmalar1 tespit edip, bundan sorumlu
olabilecek olas1 serum faktorlerini belirlemeye yonelik, fetal bovin serumunun (FBS), insiilin
ve s181r serum albiimini iceren serum ajani (SR-2) ile degistirilen besiyeri test edilmistir. Insan
meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinin kullanildigi ¢alismada, lateral hareketlilik, enine gog
ve yapisma bakimindan, kanalin metastatik hiicre davraniglarina katiliminin, hiicre dist
biyokimyasal kosullara bagli oldugunu gdstermistir. Normal ortamda (%5 FBS), spesifik
VGSC blokeri olan TTX, daha once de belirtildigi gibi, bu hiicresel davranislar1 bloke etmistir.
Buna karsilik, SR-2 ortaminda, TTX'in etkisi tersine donerken, AG1024 ile sinyal veren
endojen insiilin / insiilin benzeri biiylime faktorii reseptoriiniin bloke edilmesi, TTX'in anormal

etkilerini ortadan kaldirmistir. (Pan ve Djamgoz 2008).

Fonksiyonel voltaj kapilt sodyum kanallar1 ekspresyonu normal ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri hiicre hatlarinda da arastirilmigtir. Patch-clamp kosullarinda TTX ile inhibe edilebilir

sodyum akimlarmin 6l¢iimii yapilmistir. Kanallarmm TTX tarafindan inhibe edilmesi, in vitro
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invazyonun %40-50 oraninda azaltilmasindan sorumlu oldugu ortaya konmustur (Roger ve
dig., 2007).

Na*/ K" -ATPase (NKP), sinyal iletimi i¢in 6nemli bir iyon tasiyicidir ve hiicre zar tizerinde
yer almaktadir. Ekspresyonunun ve aktivitesinin, metastatik olmayan meme kanserine oranla
metastatik meme kanserinde arttig1 gézlenmistir. Ouabain ve TTX tedavisi ile, NKP aktivitesini
onemli Gl¢iide inhibe edilmis ve hiicre proliferasyonu, hareketliligi, istilas1 onemli Slgiide

azaltilmistir (Khajah ve dig., 2018).

RT-PCR ile Nay1.1, Navl.3, Navl.4 ve Nayl.5'in mMRNA ekspresyon seviyeleri, normal ovaryum
dokularina kiyasla ovaryum kanseri hiicrelerinde anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Nay1.2, NaJl.4, Nay1.5 ve Nayl.7'nin mRNA ekspresyon seviyeleri, diisiik
metastatik ovaryum kanseri hiicrelerine (Anglne) kiyasla yiiksek metastatik yumurtalik kanseri
hiicrelerinde (Caov-3 ve SKOV-3) anlamli sekilde arttirdigi tespit edilmistir. 30 uM TTX
tedavisi, proliferasyonu etkilemezken Caov-3 ve SKOV-3 hiicrelerinin migrasyon ve

invazyonunu %50-60 azaltmistir (Gao ve dig., 2010)
2.9. RANOLAZINE (RNL)

Ranolazine,  Ranexa/Latixa  (N-(2,6-dimetilfenil)-2-[4-[2-hidroksi-3-(2-metoksifenoksi)-
propil]-piperazin-1-il] asetamid dihidroklorid) (C24H33N304) 427,537 g/mol molekiil
agirligina sahiptir (Sekil 2.8). Ranolazine (RNL), 2006 yilinda ilk kez FDA tarafindan kronik
anjina tedavisi i¢in onaylanan antiaritmik ve antianjinal bir ilagtir (Banon ve dig., 2014).
Diastolik ve sistolik kalp yetmezligi veya iskemi esnasinda RNL’in iyon kanallarinin (Na*)
caligmasini ve Na*’1 arttirdigy, pozitif feedback yolu ile de Ca*? artis1 sonucu kalpte olusan agri,
kasilma, fonksiyon bozukluklar1 iizerine ilacin terapdtik bir etki gosterdigi saptanmistir
(Sossalla ve dig., 2008). RNL, Na*® iyon kanallarim1 bloke ederek kalpteki diastolik

fonksiyonlari iyilestirmekte ve iskemi sonrasindaki bozukluklar1 azaltmaktadir (Filardi, 2011).
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Sekil 2.8: Ranolazine’in kimyasal formdilii.

RNL’in birgok hedef iizerinde genis bir farmakolojik profil gosterdigini ve kalp hiicreleri
tizerinde karmasik elektrofizyolojik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Antzelevitch ve dig.,
2004). Ayrica, RNL’in, noronlardaki Nayl.7 ile kas hiicrelerindeki Nay1.4 VGSC’leri
engelleyebilecegi gosterilmistir (Wang ve dig., 2008). RNL’in en giiglii etkilerinden biri, 1srarlt
akim olan INap)'in segici inhibisyonudur (Antzelevitch ve dig., 2004; Undrovinas ve dig., 2006;
Fredj ve dig., 2006). Fredj ve dig., (2006), Nay1.5'i asir1 ekspresse eden HEK 293 hiicrelerinde,
RNL’nin, INap) gecici akimdan (INam))10 kat daha fazla kuvvetle 6nemli 6lgiide bloke ettigini
gostermistir. Kronik kalp yetmezligi olan kdpek ventrikiiler miyositlerinde, RNL’in geg¢ici
INa(r)’a oranla INap) 'yi segici olarak 38 kat daha fazla inhibe ettigi bildirilmistir (Undrovinas
ve dig., 2006). Son zamanlarda Huang ve dig., (2010), RNL’in, mutant Nay1.1'in INagp) 'sini
(Long QT sendromu tip 3 ile iliskili) gegici akima kiyasla 16 kat daha yiiksek potansiyel ile
inhibe ettigini goéstermistir. Dolayisiyla, RNL’in, lidokain gibi, diger VGSC blokerlerine
kiyasla daha etkili bir INap) engelleyici oldugu da bildirilmistir (Burashninov ve dig., 2007).

Kardiyak iyon akimi itizerindeki etkisini 6zellikle INap) lizerinde gosteren RNL’nin, ICso
degerinin 5,9 uM oldugu saptanmistir (Antzelevitch ve dig., 2004). RNL’in benzer bir etkisi,
Nav1.4"i ekspresse eden insan embriyonik bobrek 293 T hiicreleri tizerinde de gézlenmis ve 1Cso
degerleri 2.4 uM INap) ve 225.4 uM INa(T) oldugu tespit edilmistir (Wang ve dig., 2008). RNL
ile Na* akiminin bloke edilebildigi ayni1 zamanda insan Nav1.7 ve sigan Nav1.8 kanallar1 igin
de ortaya konmustur (Rajamani ve dig, 2008; Wang ve dig, 2008). RNL, kalp kasinda geg
sodyum akimini inhibe ederek, bir sodyum kanal inhibitorii olarak calismakta ve CYP3A
enzimi tarafindan metabolize edilmektedir (Koltai, 2015).
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Disi ve erkek sicanlarda farmakokinetigi incelenmis, disi siganlardaki RNL plazma
konsantrasyonlarinin, erkek siganlardakinden anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
Elde edilen bu sonuglar, RNL farmakokinetiginde sicanlar i¢in cinsiyet farkinin varligini

gostermistir (Liu ve dig., 2003).

RNL in vivo olarak da arastirilmis ve 30 mg / kg, olarak giinde iki kez RNL alan APC (Min /
+) farelerde tiimorlerin sayisini arttirdigi, timorlerin daha invaziv hale geldigi ve bunun da yag
asidi oksidasyonundan, kullanilan yiiksek RNL konsantrasyonundan (10- 30 mg / kg, 20- 60
uM'ye karsilik gelen) ya da hayvan modelinin yapisindan kaynaklanabilecegi diistinilmiistiir.
(Suckow ve dig., 2004). Ancak, bu calismada kullanilan RNL’in, insanlar i¢in Onerilen
maksimum dozdan ¢ok daha yiiksek oldugunu da (giinde iki kez 500-1000 mg) belirtmek
gerekir (Chaitman, 2006).

Nayl.5 ekspresyonu yiiksek olan MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerinde RNL
etkilerini aragtiran Driffort ve dig., (2014), yiiksek metastatik MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerini kullanarak yaptigi in vitro ve in vivo ¢alismasinda RNL’nin meme kanseri
hiicrelerinin invazyonunu azalttigini gostermistir. Ayrica RNL, Nayl.5'in embriyonik / neonatal
izoformunun (genellikle insan meme kanseri hiicrelerinde bulunan aktif izoform) aktivitesini
de etkili bir sekilde azaltmis ancak hiicrenin canliligini degistirmemistir. Ayrica MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin pro-invaziv morfolojisini azaltmigtir. Toksik olmayan dozlardaki
RNL tedavisinin; nude farelere kuyruk veninden enjekte edilen MDA-MB-231 meme hiicreleri
ile olusturulan tiimoriiniin metastatik kolonizasyonunda da onemli bir azalma sagladigini

gostermistir.

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin Copenhagen 1rki erkek sicanlara deri alti
inokiilasyonu ile prostat tiimorii olusturulan siganlarin, 1srarli akim inhibitorii olarak Na*
akimin1 bloke eden RNL ile tedavi edilmesi sonucunda; tiimdrlii hayvanlarin primer timor,
akcigerdeki metastaz sayisi, ¢caplarmin degerlendirilmesi ile metastaz boyutu ve sag kalimlar
aragtirtlmistir. 2,5 pM ve 5 pM RNL’nin, 0,1-1 mm capa sahip akciger metastazlarinin
sayisinda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %54,6 ve %57,27 oraninda inhibisyon meydana
getirdigi, 10 uM RNL ise, ¢apt 0,1-1 mm olan metastazlarin sayisinda, bir stimiilasyon
olusturdugu saptanmistir. Bunun yaninda, 22 giinliik deney siirecinde kontrol grubunda 50.
giinde tiim hayvanlar 6ldiigii halde, RNL grubunda bir sicanin sagkalimi, 114. giine kadar
ulasabilmistir (Karagoz, 2015).
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Dunning model prostat kanserli Copenhagen si¢anlara sistemik olarak verilen RNL’nin
primer tiimorlerin ve metastazlarin gelisimi tizerindeki etkisi test edilmistir. RNL (2.5 ve 5
uM), akciger metastaz sayisint  %63'e kadar azaltirken primer tiimoriigenezi
etkilememistir. Ayrica primer timor ile metastazlardaki hiicrelerin VGSC ekpresyonlari da
incelenmis ve Nayl.7 ekpresyonu yapan hiicre sayisi RNL tedavisi alan hayvanlarin
metastazlarinda azalirken, Nayl.7 ekpresyon siddeti/seviyesi yiikselmistir. insan prostat
dokusu mikrodizilerinde, VGSC protein ekspresyonu, kanserli ve kanserli olmayan

dokularda anlamli sekilde daha yiiksek bulundugu saptanmistir (Bugan ve dig., 2019).

Literatiirde prostat kanseri iizerine RNL+RIL kombinasyonunun etkilerine dair bir ¢alismaya
rastlanilmamustir. Ancak prostat kanseri hiicre modellerinden LNCaP ve 22Rv1 iizerinde
enzalutamide ile RNL, etomoxir, ve perheksilin kombinasyonlarinin degerlendirildigi in vivo
bir ¢calisma bulunmaktadir. Enzalutamide direncli hiicrelerde ve fare TRAMPCI hiicrelerinde
dahil olmak iizere kombinasyonlarin giiglii bir inhibe edici etkisi gézlemlenmistir. Nude
farelerde 22Rv1 ksenograftlar1 olusturulmus ve 3 hafta boyunca, enzalutamide, RNL veya
kombinasyonu (enzalutamide+RNL) ile tedavi edilmistir. Kombinasyon etkilerini en {ist
diizeye ¢ikarmak ve toksisiteyi en aza indirmek i¢in diisiik dozda ilag kullanilmigtir. Tek bagina
RNL tedavisi, enzalutamide uygulamasina benzer bir timér biiylimesi gostermesine kargin
enzalutamide+RNL kombinasyonu ile sistemik bir tedavi sonucu timér biiylimesinin azaldigi

tespit edilmigtir (Flaig ve dig., 2017).

MDA-MB-231 kullanildig1 bir arastirmada ise, propranolol (2.5 ve 25 uM) ve RNL (5 uM) ve
bunlarin kombinasyonunun lateral motiliteyi inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica, propranolol
(25 uM) ve RNL (5 uM) ve bunlarin kombinasyonu invazyonu da inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu deneyler, tiimor ilerlemesini daha iyi temsil eden hipoksik kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Propranolol, bu hiicrelerde ekspresse edilen baskin VGSC alt tipi olan

nNav1.5 protein ekspresyonunu da 6nemli dl¢iide azaltmistir (Lee ve dig., 2019).
2.10. RILUZOLE (RIiL)

Ik olarak 1963'te Rusca bir yayinda yeni bir kimyasal bir bilesik olarak bildirilen Riluzole'un
(2-amino 6-trifluoromethoxy-benzothiazole) 1985'te Rhone Poulenc'teki bilim adamlari
tarafindan kemirgen ve babunlarda antikonviilzan etki gosterdigi ortaya konmustur (Mizoule

ve dig.,1985) (Sekil 2.9). Daha sonra noroprotektif ajan olarak kullanimi iizerine yogun
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arastirmalar yapilmistir. Klinik ¢alismalar, RIL’in, hem iist hem alt motor noronlarin dejenere
oldugu hizli ilerleyen ve 6liimciil bir hastalik olan amyotrofik lateral sklerozlu (ALS) hastalarin
omriinii uzattigimi gostermistir (Bensimon ve dig, 1994; Lacomblez ve dig., 1996). ALS
tedavisi i¢cin 1996’da FDA tarafindan kullanimi onaylanan ilk ve tek ila¢ olan RIL, bir¢ok
ilkede ve son on yildir da iilkemizde ALS tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda
yapilan birka¢ ¢alisma, RiL’in duygudurum ve anksiyete bozukluklarinda (Mathew ve dig.,
2005; Pittenger ve dig., 2008) ve obsesif-kompulsif bozuklukta (Coric ve dig., 2005) klinik
olarak kullanlabilecegini gostermistir. RIL; VGSC blokeri (Song ve dig 1997; Beltran-Parrazal
ve Charles, 2003; Wang ve dig 2008) olmasinin yani sira, voltaj kapili kalsiyum kanali (VGCC)
blokeri, glutamat / Nmetil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti ve glutamat tasiyici
aktivatoriidiir (Belingham, 2011). RiL hidrofobiktir ve bu nedenle deneylerde dimetil siilfoksid
(DMSO) icinde ¢oziinerek kullanilmaktadir. RIL’in, insanlarda 10 puM'ye kadar olan
konsantrasyonlarda zararli olmadig1 gosterilmistir (Le Liboux ve dig., 1999; Weiss ve dig.,

2010).
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Sekil 2.9: Riluzole’iin kimyasal formiilii.

Bilinen bir glutamaterjik ndrotransmisyon inhibitdrii olarak RIL, antikonviilsan, anksiyolitik,
anestezik, sedatif ve anti-iskemik ozelliklere sahip gii¢lii bir noéroprotektif ajandir (Aggarwal
ve Cudkowicz, 2008). RIL, en az dért mekanizma yoluyla uyarict amino asit nérotransmisyonu
tizerine etki eder, bunlardan en 6nemli olani, glutamaterjik sinir terminalleri {izerinde VGSC
kanallarinin etkisizlestirilmesinden kaynaklanan glutamat salinimimin bir inhibisyonudur
(Ajroud-Driss ve dig., 2007). RIL, Na* kanallarin1 bloke eder, spesifik hedefi, voltaj kapili
sodyum kanali o alt birimi olan Nay1.6'dir (Knox ve dig., 2010). Ayrica, RIL 1srarli Na*
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akimlarin1 %46 oraninda antagonize edebilir ve dogal motor néronal uyarilabilirligini azaltarak

noroprotektif etki gosterir (Donovan ve dig., 2011).

RIL, orta derecede gii¢lii, GRMI1 (metabotropik glutamat reseptorii) antagonistidir, ancak
GRML1 ekspresse eden hiicreler tarafindan ¢ok gii¢lii bir glutamat salinimi inhibitoriidiir. GRM1
blokasyonunun ALS ilerlemesinin yavaslamasina neden oldugu bilinmemektedir, ancak
ndronal hiicrelerde RIL’in baglanmasi iizerine GRM1 yoluyla sinyallemenin inhibisyonu
belgelenmistir. Son zamanlarda RiL’in, GRM1 sinyallemesinin merkezi bir bileseni olan

protein kinaz C inhibitorii oldugu ileri siiriilmiistiir (Noh ve dig., 2000).

RiL’in, VGSC aktivitesini bloke ettigi ve GRM1’i inhibe ederek kanser kemoterapisine bagl
bazi yan etkileri azalttig1 belirlenmistir (Busserolles ve dig., 2013). Namkoong ve dig., (2007),
GRM1-pozitif insan melanom hiicrelerinin RiL ile tedavisinin, glutamat salinimini azalttigini,
hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve apoptozu indiikledigini gostermistir. GRM1 ekspresse
eden insan melanom hiicrelerinin RiL ile tedavisi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonunun
yani sira, hiicre dis1 glutamat seviyelerinin de azalmasina yol agmaktadir. insan melanom hiicre
ksenograftlarinin RiL ile 18 giin boyunca tedavisi sonucu, kontrollere kiyasla tiimér biiyiimesi
%50 oraninda inhibe edilmistir. Bu veriler, insan melanomunda glutamat sinyallemesinin
onemini gostermekte ve glutamat sinyallemesinin inhibisyonunun melanom tedavisi igin yeni

bir hedef olabilecegi anlamina gelmektedir.

RIL’in, glutamaterjik sinyalizasyon iizerindeki inhibe edici etkisinden yola ¢ikilarak RIL’in
ticlii negatif meme kanserinin (TNBC) biiylimesini inhibe ettigi ve bu etkide GRML1 rol
oynadig1 gosterilmistir. TNBC ve ER + hiicrelerinde RIL’in antitiimér 6zellikleri hiicre
proliferasyonu ve invazyonu ile yumusak agarda koloni olusturma yontemi Kullanilarak
arastirilmis ve RIL aktivitesi GRM1 seviyeleri ile karsilastirilmistir. Deneyler, GRM1 veya
ShGRM1 ekspresse eden Lentiviral vektorler kullanarak, genin susturuldugu veya fazla
ekspresse edildigi hiicrelerde tekrarlanmistir. RIL, hem TNBC hem de ER + hiicrelerinde
proliferasyon, invazyon ve koloni olusumunu inhibe etmistir. TNBC hiicrelerinde hem hiicre
proliferasyonu hem de invazyon deneylerinde; GRM1 ekspresyonu ile RiL yanitlar arasinda

bir iliski gbzlenmistir (Speyer ve dig., 2016).

RIL, kiiltiire edilmis noronlarda, beyinden alman kesitlerde ve in vivo olarak kortikostal sinir

noronlarindan glutamik asit salinimini engeller. Bu etkilerin kismen, G-proteinine bagli bir
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sinyal iletim isleminin aktivasyonunun yani sira, glutamaterjik sinir terminalleri {izerindeki
gerilime  bagli  sodyum  kanallarinin  etkisizlestirilmesinden  kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. RIL ayrica glutamik asidin N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin
rekabete dayanmayan blokaji1 yoluyla bazi sinaptik etkilerini de bloke eder. In vitro olarak RIL,
kiiltiirlenmis noéronlar1 anoksik hasardan, glutamik asit alim inhibitorlerinin toksik etkilerinden
ve amyotrofik lateral sklerozlu hastalarin BOS (Beyin omurilik s1vis1) 'undaki toksik faktorden

korumaktadir (Doble, 1996).

Wu ve dig., (2009) NG108-15 néronal hiicreler ve in vivo néroendokrin hiicrelerde, RIL’in
gecici akim {izerinde tercihli olarak INap) 'yi ve Weiss ve dig. (2010) ise sigan miyositlerinde
RiL’in INap) 'yi TTX'ten daha etkili bir sekilde inhibe ettigini gdstermislerdir.

Sisplatin direngli hiicrelerin (CR), yiiksek ROS (Reaktif oksijen tiirleri) seviyelerine sahip
oldugu ve metabolik yeniden programlamaya maruz kaldiklarini kesfedilmistir. RIL tedavisi,
coklu mekanizmalar ile ROS'u daha da arttirmistir. Bulunan Kilit mekanizma, RiL’in LDHA
(laktat dehidrojenaz-A) ve NAD* (nikotinamid adenin
diniikleotit) seviyelerini baskilamasidir. Riluzol ayrica sistin / glutamat pompasinit bloke
eder. Bu iki mekanizma ROS seviyelerini yiikseltmek igin birlikte ¢alisir ve CR hiicrelerinde
hiicre 6liimiine yol agar. Akciger kanserli hastalarda RIL’in sisplatin direncine karsi bir
antitimor ajan olarak kullanilmasinin miimkiin olabilecegi ve arastirilmasi gerektigi

vurgulanmistir (Wangpaichitr ve dig., 2017).

Insan metastatik meme kanserinde neonatal Nay1.5 (nNay1.5) ekspresyonunun Klinik
potansiyeli de dahil olmak iizere arastirilmistir. INae) blokerleri olan RNL ve RiL ile 24 saatlik
tedavi; hipoksi altinda hiicrelerin, lateral hareketliligini, transvers migrasyonu ve matrigel
invazyonunu azaltmistir. Hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu etkilemeyen konsantrasyonlarda,
RNL ve RIL’in metastatik hiicre davramislarini baskilanmasindaki etkileri genellikle
normoksiye oranla hipoksi altinda daha fazla olmustur. Ayrica RNL ve RiL, VGSC-f1 mRNA
ekspresyonunu da arttirmistir (Mokhtar, 2011)

Metastatik hiicre davranislarinin hipoksiye duyarli olacagi ve 1srarli akim icin segici olanlar
dahil olmak tizere VGSC blokerleri tarafindan inhibe edilebilecegi ve VGSC aktivitesinin hiicre
ici Ca*? sinyalini kontrol edecegi hipotezlerini test etmek i¢in de deneyler yapilmistir. Yiiksek

metastatik Mat-LyLu ve zayif metastatik AT-2 sican prostat kanseri hiicreleri ve benzer insan
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prostat kanseri hiicre soylar1 (PC-3M ve LnCaP, sirasiyla) kullanilmistir. Mat-LyLu hiicreleri
tizerinde yapilan deneyler, hipoksinin prostat kanserinde ifade edilen baskin VGSC a-alt birimi
olan Nay1.7'nin mRNA ekspresyonunu arttirdigini; bununla birlikte, hem plazma zar1 hem de
hiicre i¢i VGSC protein seviyelerini diisiirdiiglinii tespit etmistir. Hiicresel proliferasyonda,
matrigel invazyonunda veya lateral motilitede bir degisiklik olmamis, bunun yaninda transvers
migrasyon énemli 6l¢iide artmistir. VGSC blokerleri RNL, RIL, lidokain ve prokain 24. saatte
Nav1.7 mRNA'y1 ve toplam VGSC protein seviyelerini diisiirmiis ve hem normokside hem de
hipoksideki Matrigel invazyonunu bastirmistir. PC-3M hiicrelerinde hiicre igi Ca*? (“Ca*?

salinimlar1”) kendiliginden, gegici yiikselme gostermistir (Rizaner, 2010).

Sodyum kanal blokeri olan RiL, dort insan prostat kanseri hiicre hattinin (PC3, DU145, LNCaP

ve MDA-PCA-2B) in vitro proliferasyonu tizerindeki etkileri incelenmistir. VGSC-bloke
edicilerden, flunarizine (IC50 = 2 pg/ ml) ve RiL (IC50 = 10-30 pg / ml) dort hiicre hattinin
hepsinde doza bagli biiyiime inhibisyonuna neden olmustur. Bu arastirmayla VGSC’lerin
prostat kanseri tedavisinde hedef olarak kullanabilecegi ortaya konulmustur (Abdul ve Hoosein,
2002).

Parihar ve dig. (2003), PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin ¢ogalmasinda konsantrasyona bagli (EC50
= 2 uM) artislarla uyarildigmi bulmustur. Ancak bu etkinin, orta iletkenlik Ca*? ile
aktiflestirilmis K* kanallar1 yoluyla oldugu ileri siiriilmiistiir. Akamatsu ve dig. (2009), RIL’in
(10-50 uM) LNCaP ve C4-2 prostat kanseri hiicre hatlarinda endoplazmik retikulum stres

yoluyla DNA sentezinin ve apoptotik hiicre 6liimiiniin inhibisyonu indiikledigini gostermistir.

Uzun ve dig. (2017), Mat-LyLu hiicrelerine RIL uygulamasi ile, kontrol ve deney gruplarinda
(1, 3 ve 5 uM) hiicre cogalmasinin etkilenmedigini gosterirken, 10 ve 20 uM gibi daha yiiksek
RIL konsantrasyonlarinda hiicre ¢gogalmasinin énemli 6l¢iide inhibe ettigini belirtmistir. Mat-
LyLu hiicrelerinin lateral hareketinin ise, RIL (1, 3 ve 5 uM) ile kontrol gruplarina gére azalttig

gdzlenmistir.

Yaygin olarak TNBC tedavisinde kullanilan bir kemoterapétik ajan olan paklitaksel ile RIL
arasindaki potansiyel sinerjizm, TNBC proliferasyonunda, hiicre siklusunu durdurmada ve
apoptozu diizenlemede arastirilmistir. Hem TNBC hiicre hatlarinda hem de TNBC ksenograft
modelinde paklitaksel ve RIL’in hiicre biiyiimesi ve apoptoz iizerine giiclii bir sinerjik etkisi

gosterilmistir. Paklitaksel ve RiL’in kombine uygulanmas: ile TNBC hiicrelerinin, biiyiime
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inhibisyonu, sadece paklitaksel tedavisi alan hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢iide arttirilmastir,
Daha direngli hiicre soylarinda (MDA-MB-231, SUM149 ve SUM229) en gii¢lii sinerjik etki
gbzlenmistir (Speyer ve dig., 2017).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Bu ¢alismada farkli metastatik karakterlere sahip Dunning model sigan prostat kanseri hiicre
soylar1 yiiksek metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2 ile calisilmistir. /n vitro
kosullarda yetistirilen hiicreler i¢in RPMI-1640 medyumu kullanilmis olup Mat-LyLu ve
AT-2 hiicreleri %1 FBS (Fetal Bovine Serum) (Bugan ve dig., 2016) igeren medyum igerisinde
%5 CO2 ve 37 °C “deki inkiibatorde yetistirilmistir.

3.2. FARMAKOLOJiK AJANLARIN HAZIRLANMASI

3.2.1. RNL

Antianjinal 6zellikteki RNL, tiretici firma (Sigma) tarafindan onerilen sekilde, steril saf suda
¢oziinerek 100 mM’lik stok soliisyonlar elde edilmistir. Stok soliisyonlar kiigiik hacimlere
boliinerek -21 °C’de saklanmustir. Kullanimdan 6nce normal medyumla seyreltilerek kullanima

hazir hale getirilmistir.

3.2.2. RIL

Noroprotektif RIL, iiretici firma (Sigma) tarafindan 6nerilen sekilde, DMSO i¢inde ¢dziinerek
25 mM’lik stok soliisyonlar elde edilmistir. Stok soliisyonlar kii¢iik hacimlere boliinerek -21
°C’de saklanmustir. Kullanimdan 6nce normal medyumla seyreltilerek kullanima hazir hale

getirilmigtir.
3.2.3.Tetrodotoksin (TTX)

Spesifik VGSC blokeri olan TTX, hiicrelerin lateral hareketi iizerindeki bilinen baskilayici
etkisi sebebiyle motilite deneylerinde pozitif kontrol amaciyla kullanilmistir (Yildirim ve dig.,
2012). Toz halindeki 1 mg TTX, steril saf suda ¢oziilerek 1 mM’lik stok soliisyon elde
edilmistir. Stok soliisyonlar kii¢iik hacimlere boliinerek -21 °C’de saklanmistir. Kullanimdan

once normal medyumla seyreltilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
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3.3 TOKSISITE

Degerlendirilecek olan farmakolojik ajanlardan RNL, RIL ve RNL+RIL kombinasyonlarinin
yuksek dozlarinin, sigan prostat kanseri hiicre soylarindan Mat-LyLu ve AT-2 hiicreleri
tizerinde toksik etkisinin bulunup bulunmadigini saptamak tizere, “Tripan mavisi metodu”

kullanilarak canl 6lii hiicre sayimi1 yapilmis ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan hiicreler ve degerlendirilen parametrelere ait sema.

Parametreler & RNL RIL RNL + RIL (unM)
- Kontrol | K-DMSO | TTX (M) (M)
iicreler
2,5 5 25 | 5 25+25 5+5
Mat-
LyLu \ v = -- v - | -- v
Toksisite
AT-2 \ N - = v Y -- v
Mat-
Hiicre LyLu \ v = v v N v v
Poliferasyonu
AT-2 \ N -- v v N v v
. Mat-
Migrasyon LyLu N N N N N N v

Bu amagla 35mm’lik petrilere hiicreler 3x10* olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin ekiminden
sonraki 24. saat ve 48. saatte hiicreler mikroskopta incelenmis kontrol grubundaki hiicrelere
normal medyum, deney gruplarindaki hiicrelere ise, sirastyla 5 uM RNL, 5 uM RIL ve 5 uM
RNL+5 pM RIL konsantrasyonlari uygulanmistir. K-DMSO grubundaki DMSO
konsantrasyonu deneylerde kullanilan en yiiksek RIL konsantrasyonunun igerdigi DMSO
miktar1 (%0,2) esas alinarak hesaplanmistir. Hiicrelerin ekiminden 72 saat sonra deney
medyumlari ¢gikartilarak, hiicreler 0,2 ml tripan mavisi ve 0,8 ml normal medyum ile 10 dakika
etiivde bekletilmistir. Etiivden ¢ikartildiktan sonra petrilerin i¢indeki boya igeren medyum
atilarak yerine normal medyum konulmustur. Invert mikroskopta x40 biiyiitmeli objektifle her
petride 40 farkli alandaki canli ve 6lii hiicrelerin sayimi1 yapilmistir. Deneyler, Mat-LyLu ve

AT-2 hiicrelerinin her ikisi i¢in de, en az ii¢ tekrar olmak tizere gerceklestirilmistir.
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3.4. HUCRE PROLIFERASYONU

Hiicre sayisi ile absorbans arasi iligkisinin ve dogru denkleminin ortaya konuldugu biiyiime
egrisine iliskin deneyler Mat-LyLu ve AT-2 hiicre soylar1 i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Bu amagla
96 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 2x10%, 4x10% 6x10%, 8x10% 10x10* hiicre ekilerek
24 saat etiivde bekletilmistir. Bu uygulama isleminden sonra 24. ve 48. saatte 6l¢iim yapilmasi
icin her bir kuyucuktaki medyum atilarak yerine 100 ul 3 - (4,5-Dimetiltiazol-2yl) — 2,5 —
Difenil tetrazolyum bromid (MTT) soliisyonu konulmustur. 4 saat etiivde, alimiinyum folyo
icinde 151k goérmeyecek sekilde bekletilmistir. Bekletilme siirecinin sonunda kuyucuklardaki
MTT soliisyonu atilarak yerine 200 ul DMSO ve 25 pl glisin tamponu eklenmistir. Mosmann
(1983)’1n kolorimetrik MTT spektrofotometre yontemi kullanilarak mikropleyt okuyucuda her
bir kuyucugun absorbans degeri 570 nm’de saptanmistir. Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin ikisi

icin de en az li¢ kuyucuk kullanilarak en az ii¢ tekrar olmak iizere deneyler gergeklestirilmistir.

Farmakolojik ajanlardan RNL, RIL ve RNL+RIL kombinasyonlarmin toksik olmadig
belirlenen dozlarinin Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin proliferasyonlar iizerindeki etkisi MTT
yontemi ile incelenmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 5x10* hiicre
ekilerek 24 saat etiivde bekletilmistir. Siirecin sonunda kontrol grubuna normal medyum diger
gruplara ise; 2,5 uM RNL, 5 uM RNL, 2,5 uM RIL, 5 uM RIL ve 2,5 pM RNL+2,5 uM RIL,
5 uM RNL+5 uM RIL konsantrasyonlar1 olacak sekilde deney medyumlari eklenmistir. Bu
uygulama isleminden sonraki islemler yukarida agiklandigi gibi gergeklestirilmistir. Kontrol
gruplar1 1 kabul edilerek deney gruplari ile karsilastirilmis ve istatistik analizleri yapilmustir.
Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin her ikisi i¢in de en az ii¢ kuyucuk kullanilarak ve en az iig

tekrar olmak iizere deneyler gerceklestirilmistir.

3.5. HUCRE HAREKETI (MIGRASYON= MOTILITE)

Hiicrelerin metastaza gidisinde etkin rol alan lateral hiicre hareketini saptamak amaciyla
deneyler, sadece yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile yapilmistir. Deneylerde kontrol
grubunun yani sira, VGSC blokeri olan ve pozitif kontrol olarak kullanilan TTX ile deney
gruplart; 2,5 uM RNL, 5 uM RNL, 2,5 uM RiL, 5 uM RIL ve 2,5 uM RNL+ 2,5 uM RIiL
seklinde olusturulmustur. Her grup i¢in 35 mm’lik petrilerin alt tarafina birbirine paralel 3 adet
kirmizi ve bu ¢izgilere dik 15 adet siyah ¢izgi ¢izilmistir. Daha sonra her bir petriye 16x10*

Mat-LyLu hiicresi ekilmistir. Hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra steril pipet ucuyla kirmizi
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cizgiler tizerinde yara agilmistir. Agilan yara genislikleri invert mikroskopta 6l¢iilerek 0. Saat
(Wo) olarak kaydedilmistir. Olgiimler sonrasinda kontrol gruplarina normal medyum, TTX
grubuna TTX iceren medyum ile deney gruplarina yukarida belirtilen ve hiicre
proliferasyonunu etkilemeyen dozlarda RNL, RIL ve RNL+RIL kombinasyonlarmi igeren
deney medyumlari eklenmistir. Her bir yara bolgesi (W) 24. ve 48. saatlerde invert mikroskopta
tekrar Olgiilmiis, medyumlar1 degistirilmistir. Elde edilen degerler asagidaki formiilde yerine

konularak, motilite indeksi hesaplanmistir.
MI (Motilite Indeksi) = 1 - (W; / Wo) (3.1)
3.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamasi ve her bir
ortalama degerin standart hatas1 (+SE) seklinde verilmistir. Kontrol, RNL, RIL ve RNL+RIL
kombinasyonlar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigi student t-testi kullanilarak

degerlendirilmistir (Zar 1999). Caligmada anlamli fark P<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada farkli konsantrasyonlardaki RNL ve RiL’in ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar1 olmak
tizere Mat-LyLu ve AT-2 hiicre soylar1 iizerinde toksik etkisinin bulunup bulunmadigi
incelenmistir. Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerine uygulanan RNL, RIL ve RNL+RIL
kombinasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi hem 24.saat hem de 48.saat olmak tizere MTT
yontemi ile arastirilmis ve yliksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin metastaza gidisinde rol

oynayan lateral hiicre hareketi/motilite tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

4.1. TOKSISITE

Farmakolojik ajanlar olan RNL ve RiL’in ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar1 seklinde olmak {izere
yiiksek metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2 hiicre soylar1 {izerinde toksik etkisinin

bulunup bulunmadigi tripan mavisi yontemi ile incelenmistir (Sekil 4.1).

1l

Kontrol K-DMSO 5 RNL RiL 5 RNL+5 RIL
Dozlar (uM)

Olii Hiicre (%)
N w

[ERN
I

Sekil 4.1: Mat-LyLu hiicrelerine RNL, RiL ve RNL+RIL kombinasyonu uygulanmasi ile elde edilen
0lii hiicre yiizdesi (£SE).

Mat-LyLu hiicreleri ile yapilan deneylerde saptanan 6lii hiicre yiizdelerine gore, kontrol grubu
ile en yiiksek RIL i¢in kullanilan DMSO dozuna (%0,2) gére hazirlanan K-DMSO grubu
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Kullanilan en yiiksek farmakolojik ajan dozlar: olan
5 uM RNL ve 5 pM RIL dozlarinda toksik bir etki meydana gelmedigi belirlenmistir.
Kombinasyon grubu olan 5 pM RNL +5 pM RIL grubunun 6lii hiicre yiizdeleri de diger
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gruplarla benzerlik gdstermektedir. Mat-LyLu hiicre soyu iizerinde RNL ve RIL’in ayr1 ayri

ve kombinasyon seklinde uygulanmasinin toksik bir etki géstermedigi (P>0,05) saptanmustir.

AT-2 hiicreleri ile yapilan deneylerde de kontrol grubu ile en yiiksek RiL konsantrasyonunda
kullanilan DMSO miktarin1 (%0,2) iceren K-DMSO grubu arasinda 6lii hiicre yiizdeleri
paralellik gostermektedir (Sekil 4.2). 5 uM RNL ve 5 uM RIL uygulanmas1 sonucunda 6lii
hiicre yiizdeleri kontrol grubu ile benzerdir. 5 uM RNL +5 puM RiL’in kombine olarak
uygulanmas1 sonucu, AT-2 hiicrelerinin 6li hiicre yiizdesi de kontrol gruplarina benzer olup
istatistik bakimdan, ilaclarin tek basina veya kombinasyon halinde toksik bir etkisinin

bulunmadig1 (P>0,05) saptanmustir.

Olii Hiicre (%)
N

Kontrol K-DMSO 5 RNL 5RiLL. 5 RNL+5 RiL
Dozlar (uM)

Sekil 4.2: AT-2 hiicrelerine RNL, RiL ve RNL+RIL kombinasyonu uygulanmasi ile elde edilen
0ld hiicre yiizdesi (£SE).

4.2. HUCRE COGALMASI

Farmakolojik ajanlarin etkilerine gec¢ilmeden 6nce, Dunning model prostat kanseri hiicre
soylarmin biiyiime egrileri cizilerek korelasyonlar1 incelenmis ve RNL, RIL ve RNL+RIL
kombinasyonlarinin, yiiksek metastatik Mat-LyLu ile diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin hiicre

proliferasyonu tizerindeki etkileri belirlenmistir.
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4.2.1. Hiicrelerin Biiyiimesi ve Korelasyonu

Farmakolojik ajanlarin etkilerinin arastirilmasindan once, farkli sayilardaki Mat-LyLu
hiicreleri ile absorbans arasindaki iligki, 24. saatte ve 48. saatte saptanmisg, biiyliime egrisi
cizilerek dogru denklemi elde edilmistir (Sekil 4.3). Sekil 4.3°de verilen her iki biiyiime egrisi
incelendiginde, 24. ve 48. saatlerde, Mat-LyLu hiicre sayisinin artisina paralel olarak
absorbansin da arttig1 goriilmektedir. Dolayisiyla hiicreler arastirilan siirelerde eksponansiyel
bir biliylime gostermekte ve yaklasik 10000 hiicre seviyelerinde plato fazina girmeye
baslamaktadir. Hiicre say1si ile dogru denklemi arasindaki yiiksek korelasyon R? degerlerinden

de izlenmektedir.

2,5 -
24s
48s y = 0,3859x + 0,0689
------------- Dogrusal (24s) R2=0,9687
, ] Dogrusal (48s)
1,5
e
©
o]
[
o
38
<
1 .
y = 0,2625x + 0,0805
R2=0,9579
0,5
0 . - ' ' '

Hiicre Sayis1 (x1000)

Sekil 4.3: Mat-LyLu hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisi ile absorbans arasindaki
iliski ve dogru denklemi ile korelasyonu.
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Diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin, 24. ve 48.saatlerdeki hiicre sayisi ile absorbans arasindaki
iligkisi dayanarak ait biiylime egrileri elde edilmistir Sekil 4.4 verilmistir. Her iki bliyiime egrisi
incelendiginde, 24. ve 48. saatlerde, absorbansin hiicre sayisi ile dogru orantili olarak arttigi
gozlemlenmektedir. Mat-LyLu hiicrelerine benzer sekilde, AT-2 hiicreleri de, s6z konusu
stirelerde 6nce eksponansiyel bir biiyliime gostermekte ve yaklasik 10000 hiicre sayis1 civarinda,
plato fazina girmeye basladig1 izlenmektedir. Hiicre sayisi ile dogru denklemi arasinda yiiksek

korelasyon bulundugu R? degerlerinden belirlenmektedir.

2,5
D45
48s y =0,3818x + 0,1207
......... Dogrusal (245) R2= 0,9817
o | Dogrusal (48s)
15
e
<
o
[
(@) .
D
o
< | g
............. y =0,2125x + 0,0999
........ R?=0,9802
0,5
0
2 4 6 8 10

Hiicre Sayis1 (x1000)

Sekil 4.4: AT-2 hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisi ile absorbans arasindaki iliski ve
dogru denklemi ile korelasyonu.
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4.2.2. Hiicre Proliferasyonu

Dunning model si¢an prostat kanseri yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerine 24 saat siireyle
2,5uM RNL, 5uM RNL, 2,5uM RiL, 5uM RIL ve bu ilaglarin 2,5uM RNL+2,5uM RIL, 5uM
RNL+5uM RIL kombinasyonlarmin uygulanmasi sonucunda 24. saatte elde edilen hiicre
sayilar1 Sekil 4.5°de verilmistir. Farmakolojik ajanlardan RiL, DMSO’da ¢dziindiigii icin,
kontrol grubunun yani sira ikinci kontrol grubu olarak kullanilan K-DMSO grubundaki Mat-
LyLu hiicre sayilarinin kontrol grubu ile benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5). DMSO nun,
Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonlari tizerinde bir etki gostermedigi belirlendiginden, deney
gruplarindan elde edilen sonuglar, kontrol grubu sonuglart ile karsilagtirilmistir. Sekil 4.5°de
goriildiigii gibi, Mat-LyLu hiicrelerine 24 saat siireyle iki farkli konsantrasyonda uygulanan
RNL ve RIL, hiicrelerin proliferasyonlar1 iizerinde anlamli bir etki (P>0,05) olusturmamistir.
RNL ve RIL kombinasyonunun iki farkli konsantrasyonda 2,5+2,5uM ve 5+5uM RiL olarak
uygulanmasi sonucunda 24. saatte Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonlarinda doz artigina
paralel bir azalma goriilmekle beraber, bu azalmanin istatistik bakimdan anlamli olmadigi

belirlenmistir (P>0,05).

16 1 = Kontrol K-DMSO 25RNL  m5RNL

14| "25RIL =5 RIL 2,5 RNL+2,5 RIL m5 RNL+5 RiL
& 12 1
o
2 14 - -
=
£ 0,8 A
E
2 06 A
[
S 04
<
£ 021
4

0 .
Kontrol K-DMSO 25RNL SRNL ~25RIL 5 RiL 5RNL#5
RNI_'+2,5 RiL
Dozlar (nM) RIL

Sekil 4.5: Mat-LyLu hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda RNL, RiL ve RNL+RIL’in kombine olarak
24 saat siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen normalize edilmis hiicre sayilari1 (+SE).
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Yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerine 48 saat siireyle 2,5uM RNL, 5uM RNL, 2,5uM RIL,
5uM RIL ve bu ilaglarm 2,5+2,5uM, 5+5uM olarak uygulanan RNL+RIL kombinasyonlari,
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda elde edilen hiicre sayilar1 Sekil 4.6’da verilmistir. RIL i¢in
¢oziicii olarak kullanilan DMSO, 48. saatte de hiicre proliferasyonu iizerinde bir degisim
meydana getirmemis ve deney gruplarina ait veriler, kontrol grubu sonuglari ile kiyaslanmustir.
Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, Mat-LyLu hiicrelerine 48 saat siireyle iki farkli konsantrasyonda
uygulanan RNL, hiicrelerin proliferasyonlar1 tizerinde anlamli bir etki (P>0,05) meydana
getirmemistir. 2,5uM ve 5uM konsantrasyonda tek basma uygulanan RiL, Mat-LyLu
hiicrelerinin proliferasyonlari iizerinde bir azalmaya yol agmakla beraber, bu azalmanin
istatistik bakimdan anlamli olmadig: (P>0,05) belirlenmistir. RNL ve RiL’in hiicreler kombine
olarak (2,5+2,5 ve 5+5uM) uygulandiginda 48. saatte Mat-LyLu hiicre proliferasyonunda doz
artisina bagli olarakbir azalma goriildiigii saptanmistir. Istatistik degerlendirmeler 5+5uM
olarak uygulanan RNL+RIL’in Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonlarmi inhibe ettigini

(P<0,05) gostermistir.

Kontrol K-DMSO 2,5 RNL m5RNL
2,5RIL m 5 RiL 2,5 RNL+2,5 RIL =5 RNL+5 RIL

M

Kontrol K-DMSO 25RNL 5RNL 2,5RiL  5RIiL 5 RNL+5

RNL+2,5 RIL
Dozlar (nM) RIL

==
~ N B O

o
(ep]

Normalize Edilmis Hiicre Sayisi
o o
S =S

o
N

o

Sekil 4.6: Mat-LyLu hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda RNL, RiL ve RNL+RIL’in kombine olarak
48 saat siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 (=SE). (* P<0,05).
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Diisiik metastatik karakterli sigan prostat kanseri hiicre soyu, AT-2 hiicrelerine 2,5uM RNL,
5uM RNL, 2,5uM RiL, 5uM RIL ile bu ilaglarmn 2,5+2,5uM, 5+5uM kombinasyonlarmin 24.
saat siire ile uygulanmasi sonucunda saptanan hiicre sayilar1 Sekil 4.7’de verilmistir. Mat-LyLu
hiicrelerinde oldugu gibi, burda da kontrol ve K-DMSO gruplarindan elde edilen degerler
arasinda anlaml bir fark tespit edilmemis ve istatistik degerlendirilmelerde, kontrol grubu
sonuglart kullanilmistir. Sekil 4.7°de goriildiigi gibi, AT-2 hiicrelerine 24 saat Siireyle iki farkli
konsantrasyonda uygulanan RNL ve RIL hiicrelerin proliferasyonlari iizerinde anlamli bir etki
(P>0,05) meydana getirmemistir.

RNL ve RiL kombine olarak kullanildiginda (2,5 +2,5uM ve 5 +5uM) ise 24. saatte hiicrelerin

proliferasyonlari tizerinde istatistik bakimdan bir fark bulunmadigin1 (P>0,05) gostermistir.

1,4 " Kontrol K-DMSO 2,5RNL m5RNL
2,5RIL m5RIL 2,5 RNL+2,5RIL = 5RNL+5RIL
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Kontrol K-DMSO 2,5RNL 5RNL 2,5RiL 5RiL 5 RNL+5
RNL+2,5 RiL
RiL
Dozlar (uM)

Sekil 4.7: AT-2 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda RNL, RiL ve RNL+RIL’in kombine olarak 24
saat slireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen normalize edilmis hiicre sayilari (+SE).
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AT-2 hiicrelerine 48 saat siireyle 2,5uM RNL, S5uM RNL, 2,5uM RIiL, 5uM RIiL ve bu ilaglarin
2,5uM RNL+2,5uM RIL, 5uM RNL+5uM RIL kombinasyonlarmin uygulanmasi sonucunda,
hiicrelerin proliferasyonlar1 lizerinde anlamli bir etki (P>0,05) olusturmamistir (Sekil 4.8).
Farmakolojik ajanlarin kombine olarak (2,5+2,5uM, 5+5uM) uygulanmasi ile 48. saatte AT-2
hiicrelerinin proliferasyonunun doza baglh olarak azalma gosterdigi saptanmakla beraber, bu

azalmanin istatistik bakimdan anlamli olmadig1 tespit edilmistir (P>0,05).

1,4 Kontrol K-DMSO 2,5RNL m5RNL
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Kontrol K-DMSO 25RNL 5RNL 2,5RiL  5RIL 5 RNL+5
RNL+2,5 RiL
RIL
Dozlar (nM)

Sekil 4.8: AT-2 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda RNL, RiL ve RNL+RIL’in kombine olarak 48

saat siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen normalize edilmis hiicre sayilari (=SE).

4.3. MIGRASYON (MOTILITE)

RNL, RIL ve RNL+RIL kombinasyonunun sigan prostat kanseri yiiksek metastatik Mat-LyLu
hiicrelerinin lateral hareketi yani motilitesi iizerindeki etkilerini belirlemek {izere, hiicre
proliferasyonu iizerinde etki gdstermedigi saptanan konsantrasyonlardaki ajanlar Mat-LyLu
hiicre soyuna 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir. Elde edilen sonuglar 3.1 numarali formiilde

yerine konularak hiicrelerin motilite indeksi hesaplanmistir.
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Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin lateral motilitesi iizerine RNL, RIL ve RNL+RIL’in
kombine olarak uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar Tablo 4.1’de verilmis ve Sekil 4.9°da

grafigi ¢izilmistir.

Tablo 4.1: Mat-LyLu hiicrelerine TTX, RNL, RIL ve RNL+RIL uygulanmasi ile elde edilen motilite
indeksi ve % degisim degerleri(£SE). *:(P<0,05)

Motilte indeksi Motilite indeksindeki
(Mol) Degisim (%)

24, saat 48. saat 24. saat 48. saat
Kontrol 0,48 + 0,03 0,91+ 0,03 = -
K-DMSO 0,47 + 0,02 0,89+ 0,03 2,08 (}) 2,2(])
TTX (1 pM) 0,37 + 0,02 0,72 + 0,02 22,92 ()* 20,88 (])*
RNL (2,5 pM) 0,39+ 0,04 0,89 + 0,03 18,75 (|)* 2,2())*
RiL (2,5 pM) 0,4 + 0,06 0,89 + 0,04 16,67 (|) 2,2 ())*
RNL (5 pM) 0,41+ 0,04 0,82 + 0,02 14,58 (])* 9,89 (})*
RiL (5 pM) 0,45 + 0,07 0,81 + 0,03 6,25 (|)* 10,99 (})*
RNL+RIL (2,5+2,5 uM) 0,48 + 0,05 0,86 + 0,01 0(]) 5,49 (|)*

Kontrol grubunda 24. saatte 0,48 + 0,03 olarak belirlenen maotilite indeksi 48. saatte 0,91 + 0,03
olarak saptanmistir. K-DMSO grubu verileri, kontrol grubu sonuglar ile her iki saatte de
benzerdir ve aralarinda istatistik bakimindan bir farklilik bulunmamaktadir. Dolayisiyla,
motilite indeksine ait deney grubu verileri kontrol grubu verileri ile karsilagtiritlmistir. VGSC
blokeri olan ve galismada pozitif kontrol olarak kullanilan TTX uygulanmas: ile hiicrelerin
motilite indeksi, 24. saatte 0,37 = 0,02, ile %22,92 baskilanirken deney grubu olan 2,5 uM ve
5 uM RNL uygulanan hiicrelerde sirasiyla 0,39 + 0,04 ve 0,41 £+ 0,04 olmustur. RNL’nin tek
basina hiicrelerin motilite indeksinde meydana getirdigi etki sirasiyla %18,75 ile %14,58"dir.
Hem TTX hem de uygulanan bu iki RNL dozunun, kontrol grubundan istatistik bakimindan
anlamli bir fark (P>0,05) gosterdigi saptanmistir. 2,5 pM ve 5 pM RIL uygulanan hiicrelerde
motilite indeksleri 24. saatte 0,4 + 0,06 ve 0,45 = 0,07 olarak bulunmustur. 2,5 pM RiL kontrol
grubuna oranla 24.saatte dikkati ¢ekecek bir oranda azalma gostermekle beraber, bu fark anlam
tasimazken (P>0,05), 5 uM RIL, hiicreler iizerinde %6,25 oraninda anlamli bir (P<0,05)
inhibisyon meydana getirmistir. RNL ve RIL 2,5+ 2,5 puM olarak kombine sekilde
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uygulandiginda Mat-LyLu hiicrelerinin 24. saatteki motilite indeksinin (0,48 + 0,05) kontrol
grubu ile paralel oldugu goriilmektedir. (Sekil 4.9)

: T
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Sekil 4.9: RNL, RiL ve RNL+RIL’in, Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi {izerine etkisi.

Tablo 4.1 ve Sekil 4.9°dan RNL RIL ve RNL+RIL kombinasyonunun 48 saat siire ile Mat-
LyLu hiicrelerine uygulanmasi sonucunda kontrol ile K-DMSO gruplarinin motilite indeks
degerlerinin benzer oldugu ve aralarinda bir farkin bulunmadig1 saptanmaistir. Pozitif kontrol
olan TTX hiicrelerin motilitesini %20,88 baskilarken 2,5 uM RNL ve RIL %2,2 ile ayn1 oranda
anlamli (P<0,05) bir etki meydana getirmistir. RNL ve RiL’in tek baslarma 5 uM olarak Mat-
LyLu hiicrelerine uygulanmas1 sonucunda 48. saatte hiicrelerin motilite indeksleri sirasiyla
%9,89 ve %10,99 azalmistir (P<0,05). RNL+RIL’in 2,5+2,5 uM olarak uygulanmasi sonucu
hiicrelerin motilite indeksinde anlamli bir azalma (P<0,05) meydana gelmistir (Tablo 4.1 ve

Sekil 4.9).
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Sonuglar degerlendirildiginde; Mat-LyLu hiicrelerine RNL, RiL ve RNL+RIL kombinasyonu
uygulanmas1 sonucu, 24 saatte 2,5 pM RIL hari¢ diger ajanlarmn, 48 saatte ise ajanlarin tek
basina veya kombine olarak motilite indeksi tizerinde farkli oranlarda anlamli bir inhibe edici
etki meydana getirdigi belirlenmekle beraber bu etkilerin VGSC blokeri olan TTX’in oranina
ulasamadig1 goriilmiistir. RNL ve RIL’in tek basina uygulanmasi yerine RNL+RIL
kombinasyonu seklinde uygulanmasi sonucu, Mat-LyLu hiicrelerinin motilite indeksi tizerinde
az da olsa, daha fazla bir inhibisyon meydana gelmis ve ilaglarin kombine kullaniminin

sinerjistik bir etki olusturabilecegi belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

VGSC’lerin metastaz iizerindeki kuvvetlendirici etkisinin bilinmesi ve bu kanallarin
bloklanmasi ile metastaz siirecinin baskilanabilecegi hipotezinden yola ¢ikilarak bu ¢alismada,
iki kanal blokeri ila¢ olan RNL ve RiL’in ayr1 ayr1 ve RNL+RIL kombinasyonu seklinde
Dunning model prostat kanseri hiicrelerinin hem proliferasyonu hem de metastaza gidisinde rol

oynayan lateral hareketi tizerindeki etkileri arastirilmustir.

Calismada tek basina ve kombine etkileri arastirilan farmakolojik ajanlardan RNL, klinikte
anjina pektoris tedavisinde kullanilirken, RiL, ALS hastaligindaki standart tedavi protokoliinii
olusturmaktadir. Bu ilaglarin etki mekanizmalar1 incelendiginde VGSC’leri bloke ettikleri ve
bu etkilerini normoksik ortama oranla, hipoksik ortamda daha kuvvetli bir sekilde gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica VGSC aktivitesi ile ortaya ¢ikan membran akimlarindan INa(r)’dan ¢ok,
israrli akim olarak da adlandirilan INap) inhibisyonunda etkili oldugu goriilmektedir
(Belardinelli ve dig., 2006; Song ve dig., 2006; Saint, 2008; Weiss ve dig.,2010; Djamgoz ve
Onkal, 2013).

Etkisi degerlendirilen RNL ve RIL’in ayr1 ayr1 ve kombine olarak Dunnig model prostat kanseri
yuksek metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2 hiicre soylar1 {izerinde 5 pM ve 5+5

uM dozlarmin toksik bir etkisinin bulunmadig: saptanmistir.

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicresinin hiicre proliferasyonuna etkisi degerlendirilen 2,5uM
ve 5 uM RNL, 2,5uM ve 5 uM RiL ile 2,5+2,5 uM ve 5+5 uM RNL+RIL kombinasyonlarindan
sadece 5+5 uM RNL+RIL kombinasyonunun hiicrelerin proliferasyonlari iizerinde inhibe edici
bir etki gdsterdigi saptanmustir. Ancak incelenen bu RNL ve RIL konsantrasyonlarinin diisiik
metastatik AT-2 hiicrelerinin proliferasyonlar1 iizerinde herhangi bir etki olusturmadigi

goriilmiistiir.

Literatiirde Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin hiicre proliferasyonuna RNL ve RIL’in etkilerinin
ayr1 ayri arastirildign birkag ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir in vitro ¢alismada, RNL’in
toksik olmayan 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlart Mat-LyLu hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunu inhibe etmistir (Altun ve dig., 2014).
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Benzer sekilde; Mat-LyLu hiicrelerine 1, 3 ve 5 pM dozlarinda RIL uygulanmasi sonucu 48
saatte elde edilen veriler, hiicre ¢ogalmasmin bu dozlardaki RiL’den etkilenmedigini
gbstermistir. Bununla birlikte, 10 ve 20 uM gibi daha yiiksek RiL konsantrasyonlar ile hiicre

cogalmasinin 6nemli l¢iide azaldig1 da belirtilmistir (Uzun ve dig., 2017).

Abdul ve Hoseein, (2002), VGSC blokerlerinden flunarizine ve RIL’in, dért insan prostat
kanseri hiicresinin (PC3, DU145, LNCaP ve MDA-PCA-2B) in vitro olarak hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkilerini incelemistir. VGSC blokerlerinden olan flunarizine (1C50
=2 pg / ml) ve RIL (IC50 = 10-30 pg / ml), dért hiicre hattinin hepsinde de doza bagl olarak
biiyiime inhibisyonuna neden oldugu gdzlenmistir. Ancak burada kullanilan RIL dozlarinin

oldukea yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir.

RIL’in, prostat kanseri hiicre hatlarmndan LNCaP ve C4-2 hiicrelerinin proliferasyonu, apoptoz
ve apoptotik yol iizerindeki etkileri arastirilmistir. Akamatsu ve dig., (2009), DNA sentezi
seviyelerinin, 48 saat boyunca 10 veya 50 uM RIL ile muamele edilen LNCaP ve C4-2 hiicre
soylarinda doza bagli bir sekilde énemli dl¢iide azaldigini, 10 pM RIL ile hiicre canliliginin,
LNCaP'de %63 ve C4-2'de %66 oldugunu saptamistir. PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin
¢ogalmasinda konsantrasyona bagli (EC50 =2 uM) artiglarla uyarildigi bulunmus ve bu etkinin,
orta iletkenlik Ca*? ile aktiflestirilmis K* kanallar1 yoluyla oldugu ileri siiriilmiistiir (Parihar ve
dig., 2003). Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicreleriyle elde ettigimiz bu sonuglar,
yukaridaki hem sican hem de, insan prostat kanseri hiicreleri kullanilarak elde edilen sonugclarla

paralellik gostermektedir.

Prostat kanserinin yani sira, benzer ozellikleri bulunan meme kanseri soylarindan yiiksek
metastatik TNBC hiicrelerinin proliferasyonunun RiL ile inhibe oldugu ve GRM1’in TNBC
hiicre bliylimesini ve ilerlemesini diizenlemede rol oynadigi gdsterilmistir. TNBC ve ER +
hiicrelerde RIL’in antitiimér dzellikleri hiicre proliferasyonu yoniinden arastirilmis ve RIL
aktivitesi ile GRM1 seviyeleri karsilastirilmistir. RIL’in, hem TNBC hem de, ER + hiicrelerde

hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Speyer ve dig., 2016).

RiL ile tedavi edilen melanositlerde GRM1’in artan ifadesinin, melanomun baslangicinda kritik
bir rol oynadig tespit edilmis ve GRM1 ekspresse eden insan melanom hiicreleri ile insan
melanom hiicre ksenograftlarinin 18 giin boyunca, hiicre dis1 glutamat seviyelerinin azalmasina

yol actig1 gibi, hiicre proliferasyonunun baskilanmasini sagladigi da saptanmigtir. Ayrica
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kontrol hayvanlarina kiyasla, timor bitylimesinin %50 oraninda inhibe edilmesine yol agmistir

(Namkoong ve dig., 2007).

Prostat kanserinde RNL ve RiL’in kombine olarak kullanildig1 bir calismaya rastlanmamakla
beraber, RiL ile paklitaksel hem ayri ayri hem de kombine sekilde TNBC hiicrelerine
uygulanmis ve hiicre proliferasyonu, hiicre siklusu ve apoptoza olan etkileri arastirilmustir.
Speyer ve dig., (2017), hem TNBC hiicrelerinde hem de in vivo TNBC ksenograft modelinde
hiicre biiyiimesi ve apoptoz iizerinde RIL+paklitaksel birlikteliginin sinerjistik bir etki
gosterdigini ifade etmistir. Sadece paklitaksel tedavisine nazaran kombine tedavinin hiicre

proliferasyonunu inhibe etmede daha etkili oldugu ileri stiriilmiistiir.

Prostat kanseri hiicre modellerinden LNCaP ve 22Rvl iizerinde enzalutamide ile RNL,
etomoxir ve perheksilin kombinasyonlarinin degerlendirildigi in vivo bir calismada
enzalutamide diren¢li hiicrelerde ve fare TRAMPCI hiicrelerinde dahil olmak {izere
kombinasyonlarin gii¢lii bir inhibe edici etkisi goézlemlenmistir. Nude farelerde 22Rv1
ksenograftlar1 olusturulmus ve 3 hafta boyunca, enzalutamide, RNL veya kombinasyonu
(enzaliitamide+RNL) ile tedavi edilmislerdir. Tek basina RNL tedavisi ile enzaliitamide
uygulamasina benzer bir timor biiyiimesi goriilmesine karsin enzaliitamide+RNL
kombinasyonu ile sistemik bir tedavi sonucu tiimér biiyiimesinin azaldigi tespit edilmistir (Flaig
ve dig., 2017).

Hiicrelerin metastaza gidisinde rol alan lateral hareket/motiliteyi degerlendirmek amaciyla Mat-
LyLu hiicreleriyle yapilan migrasyon deneylerinde pozitif kontrol sodyum kanal blokeri TTX
dahil olmak tizere, hiicre proliferasyonu iizerinde etki gdstermeyen 2,5 pM ve 5 uM RNL, 2,5
uM ve 5 uM RIL ile 2,5+ 2,5 uM RNL+RIL  kombinasyonlar1 uygulanmis ve yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketinin inhibe oldugu saptanmistir. Ilaglarin tek
basina veya kombinasyon seklinde uygulanmasinin motilite indeksi {izerinde farkli oranlarda
anlaml1 bir inhibe edici etki meydana getirdigi belirlenmekle beraber bu etkilerin; kuvvetli

VGSC blokeri olan TTX’in oranina ulasamadig1 goriilmiistiir.

Literatiirde farkli hiicre soylari iizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada yiiksek metastatik Mat-
LyLu ve zayif metastatik AT-2 sican prostat kanseri hiicreleri ile benzer olarak insan prostat
kanseri hiicre soylari (sirasiyla PC-3M ve LnCaP) kullanilmistir. VGSC blokerleri olan RNL
ve RIL ile ayr1 ayr1 muamele edilmeleri VGSC’lerden Nay1.7 mRNA'y1 ve toplam VGSC
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protein seviyelerini diisiirmiis ayrica, hem normokside hem de hipoksideki matrigel invazyonu
baskilamistir. Bu ¢alisma ile VGSC blokerlerinin klinik olarak antimetastatik ajanlar olarak

hizmet edebilecegi ileri siirilmistiir (Rizaner, 2010).

Altun ve dig., (2014), Mat-LyLu hiicre proliferasyonu iizerinde etki gostermeyen 1 pM ve
5 uM konsantrasyondaki RNL’in migrasyon indeksini inhibe ederek, hiicrelerin lateral

hareketini baskiladigini1 géstermistir.

Mat-LyLu hiicrelerine 1, 3 ve 5 uM dozlarinda RIL uygulamas: ile hiicrelerin lateral
hareketliliginin inhibe oldugu gosterilmistir. Hiicrelerin metastaza gidisinde rol oynayan lateral
hareketliligi ile ilgili bu sonuglar metastaz iizerinde RiL’in etkili olabilecegini ortaya
koymustur (Uzun ve dig., 2017). Calismamizda da Mat-LyLu hiicrelerine benzer dozlarda RIL
uygulamasi gergeklestirilerek lateral hareket inhibe edilmis dolayisiyla bu calismalarla

paralellik gostermistir.

Prostat kanseri ile benzer ozellikler tasiyan meme kanseri hiicrelerinden, MDA-MB-231’in
RNL (1- 100 uM) tedavisinden sonra, hiicrelerin lateral hareketini doza bagli olarak ~%52'ye
kadar azalttig1 tespit edilmistir. 10 uM RNL, lateral motilite, dikey hareketlilik ve matrigel
invazyonu azaltmak igin yeterli olmustur. Bu sonuglar, RNL ile MDA-MB-231 metastatik
kanser hiicrelerinin hareketinin VGSC’lerden nNay1.5 aktivite ve ifadesinin down regiilasyonu
yoluyla baskiladigini gostermistir. Ayrica, RNL’nin hiicre proliferasyonu iizerinde etkisinin
bulunmamasi, metastatik kanser hiicre hareketinin RNL tarafindan baskilanmasinin temel
olarak VGSC yoluyla oldugunu ortaya koymustur (Mokhtar, 2011). Ayni ¢alismada 1 pM'den
daha yiiksek konsantrasyondaki RIL, hiicrelerin migrasyon ve invazyonunu, sirastyla ~ %20 ve

~ %66 oraninda inhibe etmistir.

RNL’in in vitro ortamda hiicre hareketi iizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada %2
oksijen iceren akut hipoksik ortamda yetistirilen MDA-MB231 meme kanseri hiicrelerinin
artan invazyonunu hem TTX (10 uM) hem de, RNL (300 pM)’nin tamamen baskiladig1 ve bu
baskilamanin hiicre proliferasyonunu etkilemeden Na* kanallarin1 bloke ederek gergeklestirdigi

tespit edilmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Yiiksek konsantrasyondaki (25 uM) RIL’in, melanom hiicrelerinin gd¢iinii, invazyonunu ve
koloni olusumunu 6nemli derecede inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak, kullanilan terapdotik

olmayan doz, hiicre gogalmasini da inhibe etmistir (Le ve dig., 2010).
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In vivo bir ¢alismada; yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri inokiile edilerek olusturulan
Dunning model prostat kanserli siganlarin RNL (2,5 uM, 5 uM, 10 uM) ile tedavi edilmesi
sonucunda; primer tiimor, akciger metastaz sayis1 ve boyutu iizerindeki etkisi ile sag kalimi
arastirllmistir (Karagéz, 2015). Kullanilan tim dozlarda RNL’nin primer timor iizerinde
anlamli bir etki meydana getirmedigi saptanirken 5 pM RNL’nin metastaz sayisim1 %46,56
oraninda inhibe ettigi belirlenmistir. 2,5 uM ve 5 uM RNL’nin 0,1-1 mm ¢apa sahip metastaz
sayisint yaklagik %55 oraninda inhibe ederken, 10 uM RNL nin stimiilasyona neden oldugu ve

5 uM RNL’nin, prostat kanserli sicanlarin sag kalimini arttirdig1 ortaya konmustur.

Yapilan bir bagka in vivo ¢alismada Mat-LyLu hiicrelerinin Kopenhagen siganlarin deri
altina inokiile edilmesini takiben olusan primer tiimorlerin ve metastazlarin gelisimi tizerinde
RNL’in etkisi aragtirilmistir. RNL (2,5 ve 5 puM), primer tiimorogenezi etkilemezken,

akciger metastaz sayisint %63'e kadar azalttig1 saptanmistir (Bugan ve dig., 2019).

Benzer ozelliklerdeki meme kanserinde bulunan VGSC, Nay1.5 kanallan tizerinde in vitro ve
in vivo olarak RNL’in etkisi arastirilmistir (Driffort ve dig.,2014). RNL’in (50 uM) meme
kanseri hiicrelerinde Nav1.5 akimini inhibe ettigi ve in vitro olarak hiicrelerin invazyonunu
azalttig1 gdsterilmistir. n vivo olarak ise, RNL (50 mg / kg / giin) enjeksiyonu, Navl.5
ekspresse eden insan meme kanserinin olusturdugu akciger kolonizasyonunu yani metastazi

onemli Olgiide azaltmustir.

Bu calismalardan farkli olarak in vivo bir ¢alismada, RNL’in (30 mg / kg, giinde iki kez),
spontan ince bagirsak tiimorigenez modeli olan APC (Min/*) farelerde tiimorlerin sayisini
arttirdigl, tlimorlerin daha invaziv hale geldigi belirlenmis ve bunun da yag asidi

oksidasyonundan meydana geldigi ileri siiriilmiistiir (Suckow ve dig., 2004).

Evre III ve IV melanomali hastalarda 0 faz RIL uygulamas: yapilmustir. Hastalaral4 giin
boyunca giinde 200 mg oral RIL tedavisinin, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yolag1 sinyalinin baskilanmasi ve tiimorlerin invazyonu ile sonuglandigi, hastalarin %34'tinde
rapor edilmistir. Ayrica fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) / AKT yolu ile sinyalinin baskilandigi
ve tedavi sonrasi bazi timor 6rneklerinde apoptotik hiicre sayisinda bir artis bulundugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, oral olarak RiL’in, tek basma veya diger bilesiklerle kombinasyon
halinde, melanomali hastalar igin etkili bir terapi olabilecegi varsayimina neden olmustur (Yip

ve dig., 2009).
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TNBC ve ER + hiicrelerinde RiL’in antitiimér dzellikleri invazyon yoniinden de arastirilmis
ve RIL aktivitesi ile GRM1 seviyeleri karsilastirilmistir. RIL, hem TNBC hem de ER +

hiicrelerinde invasyonu inhibe etmistir (Speyer ve dig., 2016).

MDA-MB-231 hiicrelerinin kullanildigi, tiimoérlerde var olan hipoksik hiicreleri daha iyi temsil
etmesi bakimindan hipoksik kosullar altinda gergeklestirilen bir arastirmada propranolol (2.5
ve 25 uM) ve RNL (5 uM) ile bunlarin kombinasyonunun lateral motiliteyi inhibe ettigi tespit
edilmistir. Ayrica, propranolol (25 uM) ve RNL (5 uM) ile bunlarin kombinasyonunun
invazyonu da inhibe ettigi gosterilmistir (Lee ve dig., 2019). Hiicrelerin lateral hareketi tizerine

elde ettigimiz sonuglar, literatiirdekilerle uyum igerisindedir.

Sonug olarak, sodyum kanal blokeri olan ve etkinligini hipoksik ortamda daha fazla gosteren
RNL ile RIL’in toksik olmayan dozlarmin Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicreleri
lizerindeki etkisinin, kombine kullanim (RNL+RIL) seklinde ilk kez in vitro olarak arastirildig1
bu ¢alismada; 5+5 uM RNL+RIL kombinasyonu yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmistir. Proliferasyonu etkilemeyen konsantrasyonlardaki 2,5 ve 5 uM
RNL, 2,5 ve 5 uM RIiL ile 2,5+2,5 uM RNL+RIL yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin
lateral hareketi tizerinde inhibisyon meydana getirmistir. Ancak normoksik kosullarda
yiriitiilen bu ¢aligmada lateral hareket iizerinde goriilen inhibisyon VGSC blokeri olan TTX in

seviyesine ulagamamastir.

Antimetastatik tedavi i¢in umut verici olan bu in vitro sonuglar dogrultusunda sinerjistik etki
gosteren, RNL+RIL tedavisinin farkli doz ve kombinasyonlarinin; in vitro olarak ozellikle
hipoksik ortamda ve in vivo olarak ise, deneysel modellerde detayli olarak arastirilmasina gerek

duyuldugunu belirtmek gerekmektedir.
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