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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

RANOLAZINE’IN DUNNING MODELI SICAN PROSTAT KANSERI
UZERINDEKI ROLU:PRIMER TUMOR VE METASTAZLAR

Zeynep KARAGOZ

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalh
Damisman: Prof. Dr. Seyhan ALTUN

Prostat kanseri, Ozellikle elli yasin iizerindeki erkeklerde yaygin olarak goriilen
kanserlerden biridir. Prostat kanserinin tedavisi ig¢in ¢esitli yontemler bulunmakla
birlikte, hastaligin ilerleyerek viicudun diger boliimlerine yayilmasi (metastaz)
kagimilmaz olur ve kisa zaman sonra 6liim meydana gelir. On y1l1 asan bir siiredir timor
hiicrelerinde bulunan voltaj kapili iyon kanallar1 ile metastaz arasinda bir iliski
bulundugu ve bu kanallarin bazi ajan ve/veya ilaglarla bloke edilmesiyle metastazin
engellenebilecegi hipotezi prostat ve meme kanserlerinde test edilmektedir.

Siklikla egzersiz ya da yiiksek aktivite ile viicudun st yarisinda karnin st kismi ila
boyun arasinda kalan bolgede herhangi bir yerde rahatsizlik ya da gogiis agris1 seklinde
kendini gosteren anjina pektoris (kalbi besleyen damarlarin daralmasi/tikanmasi ile
ortaya ¢ikan gogiis agrisi) tedavisinde kullanilmaya baglayan Ranolazine (RNL) etkisini
hiicrelerin iyon kanallar lizerinde gostermekte ve israrli akim inhibitorii olarak Na*
akimini bloke etmektedir.

Calismamizda, yliksek metastatik karakterli Mat-LyLu sigan prostat kanser hiicrelerinin,
Copenhagen 1rki erkek siganlara deri altina inokiilasyonu ile olusturulan deneysel
prostat kanseri modelinde, si¢anlarin 1srarli akim inhibit6rii olarak Na* akimini bloke
eden RNL ile tedavi edilmesi sonucunda; primer tiimor, akciger yiizeyindeki metastaz
say1s1 ve metastaz boyutu tizerindeki etkisi ile sag kalimin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amagla, kontrol grubundaki hayvanlar fizyolojik tuzlu su (FTS) ile deney

grubundaki hayvanlar ise, RNL (2,5 uM, 5 uM, 10 uM) ile iki giinde bir, 1 ml olmak
lizere 22. giine kadar gavaj yoluyla tedavi edilmislerdir. 22. giinde hayvanlarin primer
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timor agirliklar, akcigerlerindeki metastaz sayilart ve metastaz boyutlar1 tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore; kullanilan tiim dozlarda RNL’nin primer timor
tizerinde anlamli bir etki meydana getirmedigi saptanmistir. 5 uM RNL’nin metastaz
sayisint % 46,56 oraninda anlamli (P<0,05) olarak inhibe ettigi belirlenmistir 2,5 uM
ve 5 uM RNL’nin 0,1-1 mm c¢apa sahip metastaz sayisini sirastyla % 54,6 ve % 57,27
oraninda anlamli (P<0,05) olarak inhibe ederken, 10 uM RNL stimiilasyona (P<0,05)
neden olmustur. Ayrica 5 uM RNL, prostat kanserli sicanlarin sag kalimini artirici
yonde etki gostermistir.

Sonug olarak, 1srarli akim blokeri olan RNL’nin (5 uM) prostat kanseri metastazini
azalttig1 ve sag kalim1 artirdigi ilk kez ortaya konmustur.

Mart, 2015, 72 sayfa.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, Dunning modeli, Voltaj kapili sodyum kanali
(VGSC), Metastaz, Ranolazine.



SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE ROLE OF RANOLAZINE ON THE DUNNING MODEL RAT PROSTATE
CANCER: PRIMER TUMOR AND METASTASIS

Zeynep KARAGOZ
Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Seyhan ALTUN

Prostate cancer is one of the most frequent malignancy especially in men over the age of
fifty. Although there are a variety of methods for the treatment of prostate cancer, the
disease is inevitable spread to other parts of the body (metastasis) , and the death
occurs after shortly. For more than years, in found a relationship between voltage-gated
ion channels in the cells of the tumor and metastasis and of these channels being
tested hypothesis that can be prevented metastasis with blocking by agent and / or
drugs of prostate and breast cancer.

Angina pectoris showing itself in the form of pain discomfort or chest pain in anywhere
in between the neck and the upper abdomen the upper half of body with often exercise
or high activity (chest pain associated with the arteries that nourish the heart narrowing
/obstruction) beginning Ranolazine (RNL) to use in the treatment shows the effect on
ion channels of the cells and as inhibitors block the Na* persistent current flows.

In our study, our aim is to investigate that on experimental prostate cancer model which
is generated by inoculation under the skin Copenhagen breed male rats of high
metastatic character Mat-LyLu rat prostate cancer cells, as a result of rats treatment with
RNL blocking the Na* current which is persistent current inhibitor; effect on primary
tumors, the number of lung surface metastases and metastasis size with survival.

For this purpose, the animals in the control group with physiological saline (PBS), the
animals in the experimental group with RNL (2.5 uM, 5 uM, 10 uM) and once in two
days, they were treated by gavage to 22 days, including 1 ml. Primary tumor weight of
the animals the metastases size and number of metastases of the lung was determined
on day 22. According to the obtained results; RNL’s in all doses used been found to
not produce a significant effect on the primers tumor. 5 uM RNL's was determined to
inhibit 46.56 % of the number of metastases by significantly (P <0,05). While 2.5 uM



and 5 uM  RNL's were inhibiting by significantly the number of metastases with of
0.1-1 mm in diameter 54.6 % and 57.27 % (P<0,05) respectively, 10 uM RNL
stimulation (P<0,05) as well. In addition, 5 uM RNL showed the effect of increasing
direction on the survival of rat prostate cancer.

As a result, it is demonstrated that RNL (5 uM )’s of the persistent current blockers to
reduce prostate cancer metastasis and increased survival for the first time.

March, 2015, 72 pages.

Keywords: Prostate cancer, Dunning model, voltage-gated sodium channel (VGSC),
metastasis, Ranolazine.
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1. GIRIS

Gelisimi ve sonuglar1 agisindan bir kisiden digerine ¢ok degiskenlik gosteren kanser,
kompleks bir hastalik olup, ayni gesitliligi, hiicresel ve molekiiler diizeyde de
gostermektedir. Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin
gbzetiminden kagmalarina ve son olarak da uzaktaki dokular: istila ederek metastazlar
olusturmalarma yol agan metabolik ve davranis degisikliklerini kapsayan, c¢ok

basamakli bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Merlo ve dig., 2006).

Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2012 verilerine
gore, 2012 yilinda tiim Diinya’da 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagli 6liim gergeklesmistir. Ulkemizde ise, Tiirkiye Halk Saghgn Kurumu
Kanser Daire Bagkanligi 2009 yili kanser istatistiklerine gore her yil yaklasik 98 bin
erkek ve 63 bin kadin kansere yakalanmaktadir (Giiltekin ve Boztas, 2014). Kanser
giiniimiizde bu kadar genis yer tutarken, kanserin tan1 ve tedavisine yonelik calismalar

da hiz kazanmustir.

Kanser hastaliginin 6liimle son bulmasindaki temel sebep, ¢ogu kez primer tiimor degil,
metastazlardir. Metastatik siireg; primer tiimor kitlesinden ayrilan invaziv karakterli
hiicrelerin lenf veya kan damarlarinin duvarma yapigsarak dolagima girmesi ve uzak
doku veya organlarda tutunarak ikincil timor odaklarini, metastazlart meydana

getirmelerini kapsar (Khanna ve Hunter, 2005; Tapon ve Ziebold, 2008).

Prostat kanseri Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde erkeklerde en sik teshis edilen
kanser tiirlerinden biridir ve kanserden meydana gelen 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer almaktadir (Siegel ve dig. 2012). Prostat kanserinin gelismesinde rol alan
spesifik nedenler heniiz tam olarak bilinmemekle beraber, genetik ve c¢evresel
faktorlerin, hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadig: bildirilmistir. Prostat kanserinin
baslica risk faktorleri arasinda; yas, 1rk, ailesel faktorler, androjenler ve diyet sayilabilir.
Tan1 konulan prostat kanserinde tedavi sekilleri hastaligin lokalize veya metastatik

evrede olusuna gore degisiklik gostermektedir. Hastalik lokalize evredeyken; cerrahi



(radikal prostatektomi), radyoterapi ve izleyerek bekleme yontemleri (Heidenreich ve

dig., 2011); metastatik evrede ise, hormon tedavisi kullanilmaktadir.

Iyon kanallari, hiicre zarinda yer alan ve acilip kapanarak partikiiler iyonlarin zardan
gecisini saglayan transmembran proteinlerdir (Foster ve dig., 1999; Denac ve dig.,
2000). Son yillarda diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, prostat kanserinin tani ve
tedavisine yoOnelik ¢alismalarda da arastirmacilar imit vadeden bir saha olarak “iyon
kanallarinin kanserin gelisimi ve ilerlemesindeki rolleri “ konusunda yogunlagsmaktadir.
Voltaj kapili sodyum kanali (VGSC) ile yapilan in vitro c¢alismalar, bu kanallarin
fonksiyonunun, kanser hiicrelerinin metastaziyla iliskili oldugunu ve kanalin fonksiyonu
inhibe edildiginde metastatik aktivitede de inhibisyon meydana geldigini ortaya
koymustur (Grimes ve dig., 1995; Onganer ve Djamgoz 2005; Fulgenzi ve dig., 2006;
Roger ve dig., 2007; Gao ve dig., 2009; Nakajima ve dig., 2009; House ve dig., 2010;
Hernandez-Plata ve dig., 2011).

Klinikte anjina pektoris tedavisi i¢in kullanilan antianjinal ilaglardan Ranolazine (RNL)
ile yapilan caligsmalar, diastolik ve sistolik kalp yetmezligi veya iskemi esnasinda iyon
kanallarinin (Na®) paralel olarak da hiicrede Na*’mn arttig1, pozitif feedback yolu ile
Ca™ artig1 sonucu kalpte olusan agri, kasilma, fonksiyon bozukluklari iizerine ilacin
terapotik bir etki gosterdigini ortaya koymustur (Sossalla ve dig., 2008). Na* iyon
kanallarim1  bloke ederek etki gosteren RNL kalpteki diastolik fonksiyonlar

tyilestirmekte ve iskemi sonrasindaki bozukluklar1 azaltmaktadir (Filardi, 2011).

Calismamiz, “VGSC’lerin, prostat kanserinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici
bir role sahip oldugu ve kanallarin bloklanmasiyla metastatik yayilmanin
baskilanabilecegi” hipotezine dayanmaktadir. Calismamizin amaci, genel olarak kanser
ve metastatik hastaliklara kars1 gelistirilen bu iyon kanali hipotezi ile in vitro dan temel
alarak RNL’nin Dunning modeli sigan prostat kanseri iizerindeki etkisinin in vivo olarak

belirlenmesidir.

Bu amaca yonelik olarak yiiksek metastatik karakterli Mat-LyLu hiicreleri ile
Copenhagen 1rki erkek siganlarda olusturulan in vivo modelde, giiniimiizde anjina

pektoris i¢in kullanilan RNL’nin temel hedefinden farkli yeni bir alan olan prostat



kanserinde, primer timdr, akcigerdeki metastaz sayisi ve metastaz boyutu tizerindeki

etkisi ilk kez ortaya ¢ikarilacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, c¢evresel faktorlerin de etkisi ile hiicrenin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve sag
kalimini kontrol eden genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan, bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Hoang ve dig., 2007). Kanser lokalize evrede iken, tan1 konulmasi
ile birlikte merak edilen en Onemli soru, tiimoriin metastatik yayilim gosterip
gostermeyecegidir. Clinkii kanserden meydana gelen Oliimlerde yaygin olan temel

sebep, primer timér degil, metastazlardir (Djamgoz ve dig., 2014).

Metastatik siirecin gerceklesebilmesi i¢in, hiicrelerin primer tiimér kitlesinden ayrilarak,
konak doku stromasina yayilim géstermesi, bolgesel lenf veya kan damarini kullanarak
dolasima girmesi, dolasimda yasamini devam ettirmesi, metastaz yapacaglr hedef
organin kapillerini agsarak dokuya ge¢cmesi ve yeni ortama adapte olarak ¢ogalabilmesini
saglayacak olan anjiyogenezi de uyararak, sekonder tiimorii olusturmasi gerekir (Sekil

2.1) (Bacac ve Stamenkovic, 2007; Lunt ve dig., 2009).

Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2012 verilerine
gore 2012 yilinda tiim Diinya’da 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis olup, kanser
artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artisina ve niifustaki
yaglanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasinin
gerceklesmesi beklenmektedir. Dikkat ¢eken bir diger nokta ise, gerek kanser vakalarina
(% 56,8) gerekse kansere bagli 6liimlerin (% 64,9) yarisindan fazlasinin az gelismis
tilkelerde karsilasiliyor olmasidir. Prostat kanseri insidansina bakildiginda, saglikla ilgili
istatistiklerin iy1 tutuldugu Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) en sik rastlanilan
kat1 timordiir ve kanserden meydana gelen oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir.
ABD’de 2012 yilinda yaklasik olarak 240.000 yeni prostat kanseri tanist konmus ve
28.000’1n lizerinde 6liimiin gerceklestigi belirtilmistir (Siegel ve dig., 2012).
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Sekil 2.1: Kanserin metastatik yayilimu.

1. Degisiklige ugramis tek bir hiicrenin olusturdugu primer tiimor 2. Tiimor hiicrelerinin bazal
laminadan gecerek hiicre dis1 matrikse ¢ikisit 3. Hiicrelerin kan damarina girisi 4. Dolasimdaki
hiicrelerin endotele yapigsmasi 5.Hiicrelerin damar disina ¢ikmasi 6. Hedef organda olusan
sekonder timor (Alberts ve dig., 2002).

2.2. PROSTAT BEZI

Prostat bezi erkeklerde bulunan bir dis salg1 bezi olarak idrar kesesinin (mesane) hemen
altinda, bagirsagin son kismi olan rektumun Oniinde yer alir. Prostat bezi 3 cm
yiiksekliginde, 4 cm genisliginde ve 2 cm kalinlifinda iri bir ceviz biiyiikliiglinde olup
yaklagik 18-20 gr agirligindadir. Klasik olarak ters ¢evrilmis koni seklinde tarif edilen
prostat bezinin taban1 (mesaneye bakan yiizii) yukarida, arkaya yonelmis olan tepesi ise,

asagida bulunur (Erkogak, 1982; Arinci, 1993).

Embriyonik gelisim esnasinda mezonefrik kanal girisinin altinda ve iistiinde bulunan
iretral epitel tomurcuklarindan koken alan prostat, 11. haftanin sonunda 5 ayr1 grup
halinde gelisir ve 16. haftada gelismesi tamamlanir. Bu tiibiiler olusumlar dallanmakta

ve liregenital siniisiin etrafinda farklilasan mezenkimal hiicrelerle karisan karmasik bir



kanal sistemiyle sonuglanmaktadir. S6zii edilen mezenkimal hiicreler 16. haftada
tiibiillerin ¢evresinde gelismeye baslar ve daha da yogunlasarak prostatik kapsiilii
olusturur (Tanagho ve dig., 2004).

Prostat bezi salgisi baziktir. Prostat salgisinin bazik olusu fertilizasyonda 6nem
tasimaktadir. Spermlerin vajinanin asidik ortaminda tahrip olmasini, ortami alkali hale
getirerek Onler. Prostat bezi igerisinde, su, ¢inko, asit fosfotaz, sitrik asit, kalsiyum,
kolesterol, amilaz, tamponlayic1 tuzlar, fosfolipitler, prostoglandinler, fibrinojen,
seminaplazmin ad1 verilen antibiyotik, B-mikroseminoprotein ve prostat spesifik antijen
(PSA) igeren bir siv1 salgilar (Sakul, 2001; Drake ve dig., 2005; Standring, 2005).

Anatomik diseksiyon ¢aligmalar1 ile ilk olarak 1968 yilinda McNeal tarafindan ortaya
konulan, prostat dokusunun prostatik iiretra ile olan iligskisine dayanan siniflandirmaya
gore, prostat; periferal zon, santral zon, transisyonel zon, anterior veya ventral
fibromuskuler stroma ve preprostatik sfinkterik zondan meydana gelmektedir
(Crawford, 2009). Periferal zon, santral zon ve transisyonel zon, prostatin glanduler
kismia karsilik gelirken, anterior veya ventral fibromuskuler stroma ile preprostatik

sfinkterik bolge, prostat dokusunun non-glanduler kismini olusturmaktadir (Sekil 2.2).



Transizyonel zon

Sekil 2.2: Prostatin bdlgesel anatomisi.

2.2.1. Prostat Bezi Patolojileri

Benign (selim) prostat hiperplazisi (BPH), prostat bezinin iyi huylu biiyiimesi olup,
prostat bezi patolojileri arasinda en sik karsilagilan patolojik durumdur. BPH, genellikle
40 yas tstiindeki erkeklerde goriilmekte ve 50 yas istii erkeklerin % 50’sinde, 60-70
yas arasindaki erkeklerin % 65’inde ve 80 yas iistiinde ise, % 90 oraninda gelisim
gosterir (Logan ve dig., 2005; Mark, 2008).

Prostatit, gesitli faktorler nedeniyle prostatin iltihaplanmasi durumuna verilen isimdir.
Prostat kanseri ve BPH genellikle 50 yas {iistii erkeklerde goriiliirken, 50 yas alti
erkeklerde daha ¢ok prostatit sendromlariyla karsilasilmaktadir. E. coli, K. pneumoniae,
R. mirabilis, P. aerugenosa, E. faecalis prostatite sebep oldugu kabul edilen
mikroorganizmalardir (Mete, 2005).



2.3. PROSTAT KANSERI

Erkek bireylerde goriilen kanserler arasinda dnemini korumaya devam eden prostat
kanseri, Ozellikle, elli yasin iizerindeki kisilerde yaygin olarak goriilen ve 6liim orani
yiiksek bir hastaliktir (Edwars, 2010; Fizazi ve dig., 2010). Prostat kanseri Avrupa’da
en sik rastlanilan kati tiimordiir (insidanst 214/1000) ve kanserden meydana gelen
oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir (Jemal ve dig., 2008). Prostat kanseri Tiirkiye’de
erkekler arasinda kanserden meydana gelen oliimler arasinda ikinci siradadir ve goriilme

siklig1 2009 yili i¢in 100.000°de 36,1 dir (Giiltekin ve Boztas, 2014).

Diinya geneline bakildiginda prostat kanserinin insidanst ve mortilite oran1 degisiklik
gosterir (Ferlay ve dig., 2010; Center, 2012). Prostat kanserinde en yiiksek insidansa
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Yeni Zelanda’da rastlanirken, en diisiik insidans,
Dogu Asya’da gozlenmistir. Prostat kanserinin en yiiksek mortalitesi Karayipler’de ve

en diisiitk mortalitesinin ise, yine Asya iilkelerinde oldugu belirlenmistir.

ABD’de yasayan Asyali erkekler prostat kanseri bakimindan siyah ve beyaz irk ile
karsilastirildiginda daha diisiik insidansa sahiptirler. Ancak, yapilan go¢
arastirmalarinda ~ ABD’ye go¢ eden Asyali erkeklerin prostat kanseri oraninin

yiikseldigi goriilmistiir (Whittemore ve dig., 1995; Cook ve dig., 1999).

2.3.1. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanserinin gelismesinde rol alan spesifik etkenler henliz tam olarak
bilinmemekle beraber, genetik ve c¢evresel faktorlerin, hastaligin gelismesinde dnemli
rol oynadigi bildirilmistir. Prostat kanserinin baslica risk faktorleri arasinda; yas, 1k,

ailesel faktorler, androjenler ve diyet sayilabilir (Knudsen ve Vasioukhin, 2010).

Prostat kanseri i¢in 6nde gelen risk faktorlerinden biri yaglanmadir ve artan yasla prostat
kanseri gelisimi arasinda dogru orantili bir iligski vardir. Prostat kanserinin % 0,6’s1 45
yasin altinda goriiliirken, % 62-85’i 85 yasin ilizerindeki erkeklerde gozlenmektedir
(Fournier ve dig., 2004). Prostat kanserinin ortaya cikisinda ik olduk¢a 6nemli bir
faktor olup, en yiiksek insidansa siyah irktaki erkeklerde rastlanmaktadir ve ABD’de
beyaz irktaki erkeklere oranla 2,4 kat daha fazla 6liim gergeklesmektedir (Siegel ve dig.,
2011).



Yas faktorii ve irkin yanisira, ailede prostat kanseri dykiisliniin bulunmasi kanserin
gelisiminde onemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Hastalik teshisi konulan
birey sayist ve akrabalik derecesi arttikga, risk de artmaktadir. Birinci derece
akrabalardan birine prostat kanseri tanisi1 konulmussa, risk iki kat iken, iki veya li¢
akrabada daha prostat kanseri goriildiigiinde bu risk 5-11 kat artig gostermektedir (Bratt,
2002).

Androjenler prostatin biiylimesi ve gelismesini saglayan baslica hormonlar olmalarina
ragmen, prostat kanseri ve seks hormon seviyesi calismalarinda, yiiksek androjen
seviyesinin, 6zellikle testosteronun, prostat kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir (Platz

ve Giovannucci, 2004; Imamoto ve dig., 2008).

Beslenme rejimlerinde, siit driinleri ve et gibi hayvansal kaynakli yiyecekler prostat
kanseri risk faktorleri arasinda gosterilirken, taze meyve sebzeler gibi bitkisel kaynakl
yiyecekler, kepekli tahillar, balik, ¢ay ve findik prostat kanserine karsi koruyuculuk
gostermektedir (Stacewicz-Sapuntzakis ve dig., 2008).

2.3.2. Prostat Kanserinin Evreleri
Evre I: Parmak ile yapilan rektum muayenesinde kanser, hissedilemeyebilir ve prostatin
disina yayildigin1 gosteren herhangi bir kanit yoktur. Genellikle bening prostat

hiperplazisi siiphesiyle yapilan cerrahi islem sirasinda tesadiifen bulunurlar.

Evre II: Timor evre I’den daha biiyiiktiir ve parmakla rektum muayenesinde
hissedilebilir. Bu evrede de prostatin digina yayildigini gosteren bir kanit yoktur. Bu
timorler genellikle PSA diizeyi yiiksek olan erkeklerde biyopsi yapildigi zaman teshis
edilebilirler.

Evre I11: Kanser prostata komsu organlar1 tutmustur.

Evre IV: Kanser lenf nodlarina yada diger organlara yayilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Prostat kanserinin evreleri.
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2.3.4. Prostat Kanserinin Metastatik Yayilim

1967-1995 yillart arasinda 40 yasinin lizerindeki erkeklerin gergeklestirilen rutin otopsi
sonuglarina goére, 19.316 erkek bireyin 1.589 (% 8.2)’unun prostat kanseri oldugu ve
prostat kanserinin siklikla kemikler (%90), akciger (%46), karaciger (%25), plevra
(%21) ve adrenal bezlere (%13) metastaz yaptigi rapor edilmistir (Sekil 2.4) (Bubendorf
ve dig., 2000).
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Sekil 2.4: Prostat kanserinin metastaz yaptigi organlar.

2.3.5. Prostat Kanserinde Tam ve Tedavi

Prostat kanserinin baslica belirtileri arasinda, idrar yapmada zorluk, mesanenin
bosaltilamadigi hissi, idrarin baslangicinda ya da sonunda kan goriilmesi, pelvik
bolgede agr1 sayilabilir. Ancak prostat kanserinde genelikle belirtiler ge¢ donemde
ortaya ¢ikar ve nonspesifiktir. Prostat kanserinin erken tanisinda parmakla rektal
muayene (PRM), serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyesi ve transrektal
ultrasonografi (TRUS) esliginde biyopsi yontemleri kullanilmaktadir. PRM ve serum
PSA seviyesi prostat kanserinin degerlendirilmesinde ilk basamagi olusturmaktadir
(Bangma ve dig., 1995). Bu testlerin tek tek veya birlikte kullanilmasi, erken evredeki

tedavi edilebilir bir prostat kanserinin taninmasina olanak saglar.
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Bilinen en eski tan1 yontemi olan parmakla rektal muayenenin (PRM), erken tanida
ve/veya tarama testi olarak kullanimi siirlidir. Ciinkii PRM lokalize prostat kanseri

vakalarini tanimlamada diisiik duyarliliga sahiptir.

Prostat bezinin salgilayici epitel hiicrelerinden salgilanan PSA, giiniimiizde prostat
kanseri tanisinda, evrelemesinde ve hastalarin izleminde kullanilan 6nemli bir tiimor
belirleyicisidir. 1979’da  Wang tarafindan kesfedilen PSA, kallikrein gen ailesinden
olup, 33 kDa agirhiginda % 93 aminoasid, % 7 karbohidrat igeren tek zincirli
glikopeptid yapida bir serin proteazdir (McCormack ve dig.,1995). PSA, prostat
dokusuna spesifik olmasina ragmen, prostat kanseri igin spesifik bir tarama testi
seklinde kullanilamayacagi bilinmektedir. Prostatin benign biiyiimesi ve enflamasyonu
gibi gesitli faktorler kanser disinda kandaki PSA diizeyini arttiran durumlardir. Kiside
prostat kanseri bulunmadigini kesin bir sekilde gosterecek bir PSA diizeyi olmamasina
karsin, prostat kanserinden siiphelenilen hastalarda ¢ok yiiksek diizeylerde (>50 ng/ml)
PSA saptandiginda, tek basina kanser igin spesifik kabul edilmektedir (Christensson ve
dig., 1993).

TRUS, prostat kanserinin tanisinda ve prostat bezinin anatomik yapisinin
degerlendirilmesinde kullanilan o6nemli bir goriintileme yontemidir. TRUS ve
beraberinde alinan prostat biyopsileri ile yliksek oranlarda prostat kanseri tanisinin
konulmasi olanakli hale gelmistir. Ik olarak, 1955 yilinda Wild ve Reid transrektal
ultrasonografiyi kullanmislar ve 1968 yilinda Watanabe’nin pratik uygulamalart ile

TRUS klinikte kullanilmaya baglanmuistir.

Tan1 konulan prostat kanserinde tedavi sekilleri hastaligin lokalize veya metastatik
evrede olusuna gore degisiklik gostermektedir. Hastalik lokalize evredeyken; cerrahi
(radikal prostatektomi), radyoterapi ve izleyerek bekleme yontemleri (Heidenreich ve
dig., 2011), metastatik evrede ise, hormon tedavisi kullanilmaktadir.

Prostatin tiimiiyle c¢ikarilmasi anlamina gelen prostatektomi, giinimiizde prostat
kanserinde en yaygin olarak uygulanan tedavi sekillerinden birisidir. Prostat kanseri
lokalize evredeyken uygulanan bir diger tedavi sekli ise, radyoterapidir. Radyasyon

tedavisi kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve tiimorleri kiigiiltmek icin elektromanyetik veya
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partikiiler 1isinlarin kullanilmasidir. Eksternal ve internal olmak tizere iki tiir radyasyon
tedavisi vardir. Bunlar; eksternal 151n tedavisi (eksternal radyoterapi) ve brakiterapidir
(internal tedavi). Radyasyon, viicudun disindaki bir kaynaktan yayinlanir (eksternal)
veya kanser hiicrelerinin bulundugu bosluga yerlestirilen ince tiipler yardimiyla

(brakiterapi) uygulanir.

izleyerek bekleme ise, prostat kanserinde ilk tedaviye alternatif olarak kullanilan
ozellikle lokalize evrede ve diisiik riskli hastalarda bir alternatiftir (Heidenreich ve dig.,
2014). izleyerek beklemedeki hastalarin olasi bir yiiksek risk durumuna gore biyopsileri
ve PSA diizeyleri takip edilerek hastalar kontrol altinda tutulurlar. izleyerek
beklemedeki temel amag¢ hastanin yasam siiresi ve kalitesini etkilemeden radikal

tedaviyi ertelemek ve radikal tedavinin olasi yan etkilerinden hastayr korumaktir.

2.4. PROSTAT KANSERINDE DENEYSEL MODELLER
Kanser hastaliginin 6nlenmesi ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla,
kanser aragtirmalarinda yaygin olarak fare, sican gibi deney hayvanlarinda

olusturulabilen deneysel modeller kullanilmaktadir.

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, prostat kanseri arastirmalarinda da,
laboratuvarlarda hiicre soylari ile gergeklestirilen in vitro ¢alismalarin yani sira, in vivo
olarak deney hayvanlarinda olusturulan deneysel tiimor modelleri de kullanilmaktadir.
Prostat kanseri ¢aligmalari i¢in sicanlarda Dunning, Noble, ACI ve Pollard olmak {izere

4 model sistem gelistirilmistir (Pollard, 1980).

Prostat kanseri arastirmalarinda kullanilan etkili ve 6nemli modellerden biri Dunning
sigan prostat kanser modelidir. Genis kullanim alanina sahip olan bu model, 1961
yilinda W. F. Dunning tarafindan, Copenhagen yasl bir erkek sicanin dorsal prostat
epitelinde spontan tlimor olarak kesfedilen bir prostat adenokarsinomudur. Spontan
olarak elde edilen bu adenokarsinomanin Copenhagen sicanlarda ve in vitro olarak
yapilan seri pasajlar1 sonucunda metastatik yetenegi farkli olan altsoylar1 elde edilmistir
(Sekil 2.5). Bu altsoylardan yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri, Copenhagen 1rki
sicanlara deri alt1 olarak inokiile edildiginde, hem akciger hem de lenf sistemine

metastaz yapmaktadir (Isaacs ve dig., 1981). Dunning si¢an prostat kanser modeli
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yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri % 90’dan fazla metastaz yapabilme kapasitesine
sahiptir (Fraser ve dig., 1999).

Morfolojik olarak ince, uzun, ig seklinde ve biiylik bir nukleusa sahip olan yiiksek
metastatik karakterli Mat-LyLu hiicrelerinin in vitro ortamda iki kat olma siireleri 19,7
saat olarak tespit edilmis ve kromozom sayilarinin 58 oldugu belirlenmistir (Wenger ve

dig., 1984).

Dunning R-3327

AT-1 AT-2

(MAT-LyL) ~ MAT-Lu

Sekil 2.5: Dunning modeline ait MAT-LyLu hiicrelerinin orijini.

2.5.1YON KANALLARI
Iyon kanallari, hiicre zarinda yer alan ve acilip kapanarak partikiiler iyonlarin zardan
gecisini saglayan transmembran proteinlerdir (Foster ve dig., 1999; Denac ve dig.,

2000).

Iyon kanallari, siirekli agik olan kanallar ve kapr kontrollii kanallar olmak iizere ikiye
ayrilir. Kap1 kontrollii kanallarin agilip kapanmasi 6zel sinyallerce diizenlenir ve kapi
kontrollii kanallar kendi i¢inde voltaj kapili kanallar ile ligand kapili kanallara ayrilirlar.

Na*, K*, Ca?* kanallarini i¢ine alan voltaj kapili iyon kanallari, birbirleriyle iligkili
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biiyiik bir protein ailesi olup, bu kanallarin aralarinda yapisal olarak benzerlikler vardir
ve belli bir zar potansiyelinde spesifik olduklar1 iyonun zardan ge¢isini saglarlar (Terlau
ve Stithmer, 1998). Voltaj kapili kanallardan, voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC),
220-260 kDa agirliginda bir alfa (o) alt {initesi ve 30-40 kDa agirliginda bir yada daha
fazla sayidaki beta (B) alt tinitelerinden olusan multimerik bir komplekstir (Sekil 2.6)
(Catteral ve dig., 2007).
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Sekil 2.6: Voltaj kapili sodyum kanalinin (VGSC) yapisi.

VGSC’lerin o alt iinitesini kodlayan 10 adet gen bulunmaktadir (Na,1.1- Na,1.9 ve
Nax) ve bu genlerden dokuz tanesi fonksiyonel olarak aktif durumdadir (Na,1.1 -
Na,1.9). Yapilan galismalarda sodyum kanallarinin (Nay) hiicrenin proliferasyon,
migrasyon, adezyon, sinir iletimi ve kas kasilmasinda rolleri oldugu belirlenmistir

(Smith, P. ve dig., 1998).
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VGSC aktivitesi ile olusan membran akimi iki farkli bilesenden meydana gelmektedir
(Sekil 2.7). Membran akiminin ilk bileseni 1 msn kadar siiren gegici akim yani Iar,

ikinci bileseni ise, 100 msn den 1 dakikaya kadar devam eden 1srarli akim(Inap)dir.

INaP
kontrol l

hipoksia

o

INaT

Sekil 2.7: VGSC membran bilesenleri ve hipoksianin etkisi.

Biyofiziksel olarak, israrli sodyum kanal akimi (Ingp) inaktivasyon bileseni eksik ya da
biiylik oranda yavas olmasi haricinde, gegici sodyum kanal akimina (Inat) benzer
ozellikler tasimaktadir. Ingp repolarizasyonda c¢ok hizli deaktive olur (Saint ve dig.,
1992) ve makroskopik diizeyde Inst ile ¢ok az farkli aktivasyon oOzellikleri vardir.
Kardiyak hiicrelerde Inap , InaT gibi ayni iyonik secicilige sahiptir ve tek kanallar gegici
akim gibi ayni iletkenlige, ortalama acik siire ve ters potansiyele sahiptir (Gintant ve
dig., 1984) . Inap , lidocaine ve TTX gibi ajanlar tarafindan bloklanmaya daha duyarlidir
(Saint ve dig., 1992). Insp’in hipokside gelistigi Hammarstrom ve Gage, (2002)

tarafindan gosterilmistir.

Hipoksi olarak adlandirilan oksijen eksikligi durumu, kati tiimorlerin bir ¢ok formunun
yaygin bir 6zelligidir ( Kaur ve dig., 2005). /n vivo saglikli memeli dokularinda oksijen
seviyesi hafif hipoksi % 2-9 (ortalama olarak % 5,6) (Brahimi-Horn ve Pouysségur,
2009) goriilmesine ragmen, tiimor hiicrelerinde genellikle yetersiz tiimor damarlanmasi
nedeniyle akut hipoksi (< % 2 O;) izlenmektedir (Brahimi-Horn ve Pouysségur, 2007).

Israrli akim o6zellikle kanseri de kapsayan pek ¢ok durumda biiyiik bir 6neme sahiptir.
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Timdr biiylidiikce merkezi kisminda giderek artan oranda goriilen hipoksi, 1srarli

akimin artmasina neden olmaktadir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Prostat kanserinin metastatik potansiyelini olusturan birgok hiicresel faaliyette VGSC
ekspresyonu/aktivitesinin, gli¢lendirici bir faktor olarak rol oynadig: in vitro ¢alismalar

ile gosterilmistir.

Prostat, meme, kolon, glioma gibi c¢esitli kanserlerin proliferasyon ve metastatik
siireclerinde voltaj kapili iyon kanallarinin rol aldigi belirlenmistir (Laniado ve dig.,
1997; Fraser ve dig., 2005; Fiske ve dig., 2006). Yapilan ¢alismalardan elde edilen
bilgiler VGSC’lerin, 6zellikle Navl.7 izoformunun, insan ve sican prostat kanser
hiicrelerinin metastatik potansiyellerinde tamamlayici bir unsur oldugunu ortaya

koymustur (Sekil 2.8) (Grimes ve dig., 1995; Laniado ve dig., 1997; Diss ve dig., 2001).

t Kus Proliferasyon ¢ 9 Karaciger kansen
> .
* ®
-
Motilite Prostat kansen
I Navs . - Meme kansen
- Kolon kansen (doku)
Differensivasyon PRAPR - Néroblastoma (doku)
Eo— . . Kiiguk hucreli akciger
‘e (L-tpi Ca) kansen (doku)
avs
Motilite > - Fibrosarkoma
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Sekil 2.8: Na*, Ca*? ve K* kanallarindaki artisin, ¢esitli kanserlerdeki hiicresel siireclere
etkisi (Fiske ve dig., 2006).

VGSC {izerinde etkili oldugu tanimlanmis ¢esitli maddeler bulunmakta ve bu maddeler

kendi icerisinde farkli gruplar altinda toplanmaktadir. Bunlar; lidocaine gibi lokal
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anestetikler, fenitoin, lamotrijin ve okskarbazepin (Erol, 2011) gibi antiepileptikler,
RNL, meksiletin gibi antianjinal ve antiaritmik ilaglar ile Tetrodotoksin (TTX),

veratridin gibi noérotoksinlerdir.

2.6. RANOLAZINE (RNL)

Yeni nesil antianjinal ilaglardan Ranolazine (RNL) (“Latixa), (N-(2,6-dimetilfenil)-2 -
[4-[2-hidroksi-3-(2-metoksifenoksi)-propil]-piperazin-1-il]  asetamid  dihidroklorid)
(C24H33N30,4) 427,537 g/mol molekiil girligina sahiptir (Sekil 2.9). RNL yaklasik olarak
% 65’1 plazma proteinine (esas olarak a-1 asit glikoproteinine) baglanir ve ¢ogunlukla
RNL’nin biyotransformasyonu sitokrom P450 (CYP) 3A4 aracili yol ile saglanmaktadir
(Jerling ve Abdallah, 2005). Siklikla egzersiz ya da yiiksek aktivite ile viicudun st
yarisinda rahatsizlik ya da gogiis agrisi seklinde kendini gdsteren anjina pektoris (kalbi
besleyen damarlarin daralmasi/tikanmasi ile ortaya ¢ikan gogilis agrisi) tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. RNL, 2006 yilinda Amerikan ilag ve Besin Birligi (FDA) onayi
almistir (Pham ve Mehta, 2007). RNL ile yapilan ¢alismalar, diastolik ve sistolik kalp
yetmezligi veya iskemi esnasinda Na* iyon kanallarinin ve buna paralel olarak da
hiicrede Na*’in arttig1, pozitif feedback yolu ile meydana gelen Ca*? artis1 sonucu
kalpte olusan agri, kasilma, fonksiyon bozukluklar1 iizerine ilacin terapotik bir etki
gosterdigini ortaya koymustur (Sossalla ve dig., 2008). Na* iyon kanallarmi bloke
ederek etki gosteren RNL kalpteki diastolik fonksiyonlari iyilestirmekte ve iskemi
sonrasindaki bozukluklari azaltmaktadir (Filardi, 2011).

0L

Sekil 2.9: Ranolazine’in kimyasal formiilii.
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flacin farmakokinetigi siganlarda arastirilmis ve plazma ve doku konsantrasyonu gibi
farmokokinetik 0Ozelliklerini disi bireylerde erkeklerinkinden bariz bir farklilik
gosterdigi (2-3 misli fazla) tespit edilmistir. Erkek ve disiler arasindaki farklardan bir
digerinin de ilacin viicuttaki yar1 émrii oldugu ve erkeklerde kisa oldugudur (Liu ve
dig., 2003). RNL maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) genellikle
uygulandiktan 4-6 saat sonra ulagsmakta ve 3 giin boyunca giinde iki kez kullanildiginda
kararli duruma ge¢mektedir. Plazma konsantrasyonu 2-6 uM doz araliginda olan RNL,
kronik angina i¢in tedavi edici etki gosterdigi (Chaitman ve dig., 2004) belirlenen
klinik caligmalarda, kalp atim hizin1 ya da sistemik kan basincini etkilemeksizin
RNL’nin antiiskemik ve antianjinal etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Antiiskemik
etkilerinin yani sira klinik 6ncesi ¢alismalarinda antiiskemik aktiviteye de sahip oldugu
tanimlanmistir (Antzelevich ve dig., 2004; Song ve dig., 2004). Antzelevich ve dig.,
(2004) kardiyak iyon akimi iizerinde etkili olan RNL’nin ge¢ sodyum akimi (Ingp)
tizerindeki ICsg degerinin 5,9 uM oldugunu, voltaj clamp testi ve depolarizasyon
frekansina goére 5-21 pM arasinda degisim gosterdigini, giinlik 20 pM’lik dozu
asmayan bir tedavinin planlanmasi gerektigini belirtmektedir. Ayrica hizli potasyum
akimmni (IKr) (12 uM), ge¢ kalsiyum akimimi (ICa) (50 uM), pik ICa (296 uM),
sodyum kalsiyum degistirici akimin1 (INa-Ca) (91 uM) ve yavas potasyum akimini
(IKs) (30 uM da % 17) da igeren diger iyon akimlarin1 da inhibe ettigi gosterilmistir
(Antzelevitch ve dig., 2004).

% 2 oksijen iceren akut hipoksik ortamda yetistirilen MDA-MB231 meme kanseri
hiicrelerinin artan invazyonunu hem TTX (10 pM) hem de, RNL (300 uM)’nin
tamamen baskiladig1 ve bu baskilamanin Na* kanallarin1 bloke ederek gerceklestirdigi

tespit edilmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Meme kanserinin in vivo ve in vitro olarak arastirildigi bir ¢alismada, RNL (50
uM)’nin meme kanseri hiicrelerinde Nay1.5 akimini inhibe ettigi ve Na,1.5 ile iliskili
kanser hiicrelerinin invazivligini azalttigi belirlenmistir. Ayni calismanin in vivo
uygulamasinda RNL (50 mg/kg/giin) enjeksiyonunun Na,1.5 ekspresse edilen insan
meme kanseri hiicrelerinin akciger kolonizasyonunu anlamli olarak azalttigi tespit

edilmistir (Driffort ve dig., 2014).



20

Insan embriyonik bobrek hiicrelerinden (HEK 293) ekspresse edilen Na,1.7 (hNa, 1.7)
ve sican ND7/23 hiicre hattindan ekspresse edilen Nav1.8 (rNa,1.8) iyon kanallarinda
tim hiicre patch-clamp teknigi kullanilarak RNL’nin etkisinin belirlendigi bir
calismada; RNL’nin klinige uygun konsantrasyonlarda (2-8 uM) Na,1.7 ve Na,1.8
blokladig1 tespit edilmistir (Rajamani ve dig., 2008). Wang ve dig., (2008) tarafindan
yiriitiilen bir calismada ise, insan embriyonik bdbrek hiicrelerinden (HEK293)
ekspresse edilen noronal Nayl.7, iskelet kas1 Na,1.4 ve kalp kasi Na,1.5 izoformlari

tizerinde RNL’nin Na* akimini bloklayarak etki gosterdigi belirlenmistir.

RNL’nin genetik epilepsi ve ailesel hemilejik migren ile iliskili insan Nayl.1
mutasyonlar1 tarafindan {retilmis 1srarli akimi baskiladigi Kahlig ve dig., (2010)

4 fare modeli

tarafindan bildirilmistir. Bir baska calismada ise, Epileptik Scn2a
kullanilarak RNL’nin (40 mg/kg) israrli sodyum akimi iizerindeki etkisinin arastirildigi
in vivo bir ¢alismada, mutant Na,1.2 transgeni tarafindan tretilmis anormal noéronal
wsrarli sodyum akiminin baskilanmasi sonucu ndbet sikliginin yaklasik olarak % 50’ye

kadar azaldig1 belirlenmistir (Anderson, 2014).

In vivo olarak vyiiriitiilen bir calismada ise spontan ince bagirsak tiimorogenez modeli
olan APC (Min/*) farelerine yiiksek doz RNL (30 mg/kg) uygulanmasi ile neoplastik
lezyonlarin gelisiminde stimulasyon meydana getirdigi Suckow ve dig., (2004)

tarafindan saptanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MAT-LYLU HUCRELERININ YETISTIiRILMESI

Calismada, laboratuvarimizda in vitro kosullarda diizenli olarak pasajlar1 yapilan
Dunning sican prostat adenokarsinoma modeline ait Mat-LyLu hiicre soyu
kullanilmistir (Sekil 3.1). Hiicreler % 1 Foetal Bovine Serum (Gibco), 2 mM L-
glutamin (Gibco), ilave edilmis Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640,
Gibco) kiiltiir medyumunda, 37 °C’de ve % 5 COy’li etiivde yasatilmistir (Grimes ve
dig., 1995; Fraser ve dig., 1999).

Sekil 3.1: In vitro olarak yetistirilen Mat-LyLu sican prostat

kanser hucreleri.

3.2. HAYVANLAR VE PROSTAT TUMORUNUN OLUSTURULMASI

Calismada deney hayvani olarak 2,5-3 aylik (150-270 g) Copenhagen 1rki eriskin erkek
sicanlar kullamilmigtir. Hayvanlar TUBITAK MAM, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Deney siiresince siganlar 22-25 °C
sicaklikta, gece-giindiiz ayriminin yapabildigi bir ortamda, plastik kafesler icerisinde
pellet yem (MBD Ticaret, Kocaeli) ve musluk suyu ile beslenmistir. Calismalar
siiresince, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (.U HADYEK)

ilkelerine (karar no:116) bagl kalinmistir.
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Calismada kullanilan si¢anlarin her birinin viicut agirliklar1 hassas terazide (Sartorius)

tartilmis ve kontrol ile deney gruplari olusturulmustur.

Primer timor olusturmak amactyla her bir sigcanin sag 6n ekstremitesinin {ist tarafina in
vitro olarak yetistirilen 2x10* Mat-LyLu hiicresi deri alt1 olarak inokiile edilmistir
(Sekil 3.2) (Lokeshwar ve dig., 1999; Gaddipati ve dig., 2004).

Sekil 3.2: Mat-LyLu hiicrelerinin, Copenhagen 1rki

erkek sicanlarin deri altina inokiilasyonu.

3.3. RANOLAZINE’IN HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Farmakolojik ajan olarak kullanilan Ranolazine (RNL), {iretici firma (Sigma) tarafindan
Onerilen sekilde, steril saf su icerisinde ¢oziinerek 100 mM’lik stok soliisyon elde
edilmis ve -21 °C’de saklanmustir. Deneyler esnasinda bu stok soliisyon % 0,9luk steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) ile sulandirilarak 2,5 pM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlarinda
RNL hazirlanmugtir. Prostat tiimorlii hayvanlar 2,5 uM, 5 uM, 10 uM dozlarinda RNL
ile, kontrol grubundaki hayvanlar ise % 0,9’1uk steril FTS ile tedavi edilmistir.

Giiniimiizde anjina pektoris tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmis bir ilag olmas1 ve
toksik etki gostermemesi sebebiyle RNL, hayvanlara sistemik yol (gavaj) ile verilmistir.
Dunning sigan prostat tiimoriine, belirlenen konsantrasyonlarda RNL tedavisi, hiicre
enjeksiyonundan 48 saat sonra baslamis ve iki giinde bir, 1 ml hacim igerisinde

uygulanmustir.
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3.4. PRIMER TUMOR
Kontrol grubundaki hayvanlar % 0,9’luk steril FTS ile deney grubundaki hayvanlar ise,
RNL (2,5 uM, 5 uM, 10 uM) ile iki giinde bir, 1 ml olmak iizere 22. giine kadar gavaj

yoluyla tedavi edilmislerdir.

Tedavi siliresince primer timor gelisimi palpasyon yoluyla izlenmis ve tiimdor
olusumunun tespit edildigi giinden itibaren, her tedavi giiniinde timdr biyiikligi dijital
kaliper ile Olglilmistiir. 22. giinde hayvanlar izofluran (Abbott) anestezisi altinda
disekte edilmeden Once viicut agirliklar1 saptanmis, timor biiyiikligi oOlglilmiis ve
kaydedilmigtir. Ardindan kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin sag on
ekstremitelerinin st kisminda olusan primer tiimérleri killi deri agilarak ¢ikartilmis ve

timor sivist olmaksizin primer timor agirliklar: tartilarak belirlenmistir.

3.5. PRIMER TUMOR GELISIMININ IZLENMESI

Primer timor gelisimi, rolatif timor hacmi 6lgiilerek de degerlendirilmistir. Bu amagla,
2x10* Mat-LyLu hiicresi inokiile edilen kontrol ve RNL gruplarindaki hayvanlarm
primer tiimdr gelisimi palpasyon yoluyla izlenmis ve tiimor olusumunun tespit edildigi
giinden itibaren, tedavi siiresince tiimor biiyiikliikleri en ve boy olarak 6lgiilmiistiir. Elde
edilen veriler 3.1 numarali formiilde yerine konularak rolatif tiimér hacimleri

hesaplanmigtir (Wang, 2008).
Tiimdr hacmi = (en? x boy) %2 (3.1)

3.6. AKCIGER METASTAZLARI

22. giinde hayvanlarin g6giis kafesleri agilarak g6giis ve periton bosluklart makroskopik
olarak incelenmis, akcigerleri ¢ikartilmigtir. RNL’nin metastatik gelisim {izerindeki
etkisini belirleyebilmek amaciyla, kontrol ve RNL gruplarindaki hayvanlarin akcigerleri
bouin fiksatifi ile tespit edilmis ve tartilarak akciger agirliklart (g) kaydedilmistir.
Hayvanlarin akcigerlerinde gelisen metastaz sayilart bir stereomikroskop (Leitz Wetzlar
Germany) altinda sayilmig, caplari ise, mikrometrik okiiler yardimi ile Slglilmiistiir.
Tiim sayim ve Ol¢iim iglemleri kor olarak yapilmistir (Altun ve Djamgoz, 2008;

Yildirim ve dig., 2012).
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3.7. HAYVANLARIN YASAM SURESININ INCELENMESI

RNL’nin hayvanlarin yasam siireleri lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismada, Bolim 3.4’de belirtilen deney programi ayni sekilde uygulanmis ancak 22.
giinden sonra, aymi sekilde kaliper ile timor Ol¢limiine devam edilmis ve her iki
gruptaki hayvanlar sadece izlenmistir. Oliim zamanlar1 kaydedilerek RNL’nin

hayvanlarin yasam siiresi lizerinde bir etkisinin bulunup bulunmadig1 saptanmustur.

3.8. ISTATISTIK DEGERLENDIRME

FTS uygulamasi yapilan kontrol grubu ile RNL uygulanan deney grubundan elde
edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamalar1 ve her bir ortalama degerin standart
hatast (£SE) olarak verilmistir. Kontrol ve RNL gruplarindaki hayvanlarin viicut
agirliklan, akciger agirliklar1 ve akcigerdeki metastazlarin caplari arasindaki farklarin
anlamliligi, student t-testi kullanilarak degerlendirilmistir. Kontrol ve RNL’nin farkli
dozlarinin uygulandigi gruplar arasindaki primer tiimdr agirliklari farkinin anlamlilig
Dunnett testi ile akcigerlerindeki metastaz sayilar1 ise, Anova ve Dunnett testi ile
arastirilmistir. RNL’nin yasam siiresine etkisi ise Kaplan-Meier analizi ve log-rank testi

ile belirlenmistir. Calismada P<0,05 istatistik bakimdan anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada, yiiksek metastatik karakterli Mat-LyLu sican prostat kanser hiicrelerinin,
Copenhagen 1rki erkek si¢anlara deri altina inokiilasyonu ile olusturulan deneysel
prostat kanserli siganlarin 1srarli akim inhibitort olarak Na* akimini bloke eden RNL ile
tedavi edilmesi sonucunda; primer tiimor, akciger ylizeyindeki metastaz sayisi, metastaz

boyutu ve tiimorlii hayvanlarin yasam siiresi yani sag kalimlari arastirilmistir.

4.1. VOCUT AGIRLIGI VE PRIMER TUMOR

Deneyin baslangicinda (0. giin) ve deneyin sonlandirildigr 22. giinde hayvanlarin viicut
agirliklan tespit edilmis ve Tablo.1’de verilmistir. Tablo 4.1 incelendiginde, 2,5 uM
RNL tedavi grubunda kontrol hayvanlarinin baslangigta 194,82 g olan viicut agirliklart
22. giinde 215,62 g olmustur. RNL tedavisi alan deney grubunda ise, viicut agirliklar
baslangigta 195,83 g, deney sonlandirildigr giinde, 214,65 g olarak bulunmustur. 5 uM
RNL tedavi grubunda viicut agirliklar1 FTS grubunda sirasiyla 207,87 ve 229,14 g
iken, RNL grubunda 204,22 ve 218,22 g’dir. 10 uM RNL tedavi grubunda, viicut
agirliklart FTS grubunda sirasiyla, 252,34 ve 242,81 g oldugu belirlenmistir. RNL
verilen grupta ise, 252,31 g olan viicut agirligi deneyin sonunda 255,25 g olarak
saptanmistir. Yapilan istatistik degerlendirme sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki

hayvanlarin viicut agirliklar: arasinda anlaml bir fark belirlenememistir (P>0,05).



Tablo 4.1: FTS ve RNL grubundaki hayvanlarin baslangi¢ ve 22. giindeki viicut agirliklar1 (£SE)
(Parantez i¢indeki rakamlar n sayisini gostermektedir).

Viicut Agirligi (Q)
Inokiilasyondan dnce 22. giinde
2,5 uM 194,223 sj; 3,52 195,52 ;) 2,93 P>0.05 215,6(3 7i) 3,32 214’6(2 2?; 2% pso05
5 UM 207,% ; 6,77 204,2& ; 582 puoos 229,1(421 : 621 218,2(§ : 603 5005
10 uM 252,3(48:;: 7,46 252,32.7:; 3,40 P>0.05 242,82.8)1 8,17 255,2(57:)|: 5,42 P>0,05

9¢
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In vitro olarak yetistirilen 2x10* Mat-LyLu hiicresinin sicanlara deri alt1 inokiile
edilmesi ile olusturulan Dunning modeli sican prostat kanserinde, RNL’nin, primer
timor lizerindeki etkisi, 22. giindeki primer timor agirhiklart  incelenerek

degerlendirilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Sekil 4.1: 22. giinde Dunning modeli sigan prostat
kanseri. (Oklar primer tiimori gostermektedir).

Sekil 4.2: 22. giinde ¢ikarilan farkli bityiikliikteki primer prostat timorleri.

FTS ve RNL gruplarindaki hayvanlardan elde edilen primer timér agirliklari Tablo
4.2°de ve bu tablodaki verilere gore cizilen tiimor agirliklart grafigi ise, Sekil 4.3°de
gosterilmistir. 2,5 uM RNL tedavi grubunda, kontrol hayvanlarinin tiimor agirliklar
17,31 g iken, RNL ile tedavi edilen hayvanlarin tiimor agirliklarinin 13,77 g oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.3). 2,5 uM RNL’nin, primer timor agirligi lizerinde istatistik

bakimdan bir etki gostermedigi tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Farkli dozlarda RNL ile tedavi edilen siganlarin primer timér agirliklart (+SE).

Timor Agirhigr (g)

FTS 25 uM RNL  Istatistiksel 5 uM RNL  Istatistiksel 10 uM RNL Istatistiksel
(n=53) (n=32) Anlamlilik (n=33) Anlamlilik (n=7) Anlamlilik

17,31 +1,70 13,77+2,05 P>0,05 13,97 +1,98 P>0,05 6,53 £ 1,30 P>0,05

20 -

sl ]
16 - l

14 -

12 -

Tamor Agirhg (gr)

FTS 2,5 uM RNL 5 uM RNL 10 pM RNL

Sekil 4.3: RNL (2,5 uM, 5 uM ve 10 uM ) tedavi grubundaki si¢anlarin
primer timdr agirliklari.

5 uM RNL tedavi grubunda FTS verilen kontrol hayvanlarinin timér agirligr 17,31 g,
RNL verilen siganlarda ise, tiimor agirliginin biraz azalarak 13,97 g (Tablo 4.2) oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.3). 5 uM RNL tedavi grubundan elde edilen sonuglarin istatistik

bakimdan anlamli bir fark gostermedigi saptanmistir (P>0,05).

10 uM RNL tedavi grubunda, FTS verilen kontrol grubu sicanlarin tiimor agirliklar
17,31 g iken, RNL ile tedavi edilen sigcanlarda kontrol grubuna oranla daha kiiglik
timorlerin olustugu ve timor agirliginin 6,53 g oldugu saptanmustir (Tablo 4.2, Sekil
4.3). RNL’nin, primer timoér agirhigi {izerinde bir etki meydana getirmekle birlikte,
timor bliylimesini azaltan bu etkinin istatistik bakimdan anlamli (P>0,05) olmadigi

bulunmustur.

4.2. PRIMER TUMOR GELIiSIMININ iZLENMESI

Hiicre inokiilasyon yerinde kat1 bir kitlenin palpe edilmesiyle tiimor varligi ilk olarak
kaydedilmis ve primer tiimor gelisimi rolatif tiimor hacmi 6l¢iilerek belirlenmistir. Bu
amagcla tlimorden alinan iki farkli 6l¢li yardimiyla primer timor hacmi hesaplanarak,
zaman ile hacim arasi iliski grafik ile gosterilmistir (Sekil 4.4 — 4.6). 2,5 uM RNL
tedavi grubunda, FTS verilen hayvanlardan bir bireyde 6l¢iilebilir tiimér ilk defa 12.
giinde tespit edilmis ve ilerleyen giinlerde tiimorlii hayvan sayist ve timoér hacmi hizla
artarak 22. giinde 23 hayvanda primer tiimoériin bulundugu gozlenmistir (Sekil 4.4). 2,5
uM RNL verilen hayvanlardan iki tanesinde ise, tiimor ilk defa 12. giinde kaydedilmis
ve tedavi alan hayvanlarda da hem timor hacmi hem de, tiimorlii hayvan sayist hizla
artarak 22. giinde 26 siganda tiimor bulundugu saptanmustir. Sekil 4.4’daki grafik
incelendiginde, kontrol ve deney grubundaki hayvanlarin tiimér hacimlerinin 12,
giinden 22. giine kadar benzer bir gelisim seyri izledigi goriilmektedir. Elde edilen bu
veriler 2,5 uM RNL ile tedavi edilen hayvanlarin primer timoér agirligi sonuglari ile de

paraleldir.



30

12

+—FTS
== RNL

Tumor hacmi (cm3)

12.gun 14.gun 16.gun 18.gun 20.gln 22.gln

Zaman (gln)

Sekil 4.4: FTS ve RNL (2,5 uM) gruplarinda rélatif tiimor hacmi yontemiyle
primer timdr gelisimi (Rakamlar, gruplarin n sayilarini gostermektedir).

RNL’nin 5 uM olarak kullanildig1 grupta, ilk olarak RNL grubundaki bir hayvanda 10.
giinde primer timor tespit edilirken, kontrol grubundaki hayvanlarin iki tanesinde 12.
glinde tiimor kaydedilmistir (Sekil 4.5). Devam eden giinlerde her iki grupta da timorli
hayvan sayisinda ve tiimor hacminde hizli bir artis goriilmistiir. Dolayisiyla timor
gelisimi ilk olarak 5 uM RNL tedavisi alan hayvanlarda baslamakla birlikte, her iki
grupta da tiimor gelisimi 22. giine kadar tamamen paralel bir seyir izlemistir. 22.
giinde, kontrol grubunda 23 hayvanda, RNL grubunda ise, 26 hayvanda tiimoriin
bulundugu belirlenmistir. Rolatif timdr hacmi degerlendirilerek elde edilen sonuglar ile

22. giindeki tiimor agirliklar: benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.5: FTS ve RNL (5 uM) gruplarinda rélatif timor hacmi yontemiyle
primer timor gelisimi (Rakamlar, gruplarin n sayilarimi gostermektedir).

Primer tiimor gelisiminin rolatif timor hacmi yontemiyle arastirildign 10 uM RNL
tedavi grubunda ilk olarak 14. giinde FTS grubunda 6 hayvanda, ayn1 giin RNL
grubunda 7 hayvanda yani, gruptaki tiim hayvanlarda timoér olgimii yapilabilmistir
(Sekil 4.6). Deneyin sonlandirildigi 22. giine kadar kontrol grubunda, timorlii hayvan
sayisinda ve Ozellikle timoér hacminde dikkat c¢ekici bir artis goriiliirken, RNL
grubundaki tiimorlii hayvanlarda timor hacminin FTS grubundaki kadar artmadigi
goriilmiistiir. Sekilde de izlendigi gibi 20. giinde kontrol grubunda 8, RNL grubunda ise
7 siganda tiimor kaydedilmis olup, her iki grubun tiimor hacimleri arasinda 6nemli
derecede bir fark bulunmakta ve bu durum, timoér agirligit sonuglarinda da

izlenmektedir.
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Sekil 4.6: FTS ve RNL (10 uM) gruplarinda rolatif tiimor hacmi yontemiyle
primer timor gelisimi (Rakamlar, gruplarin n sayilarini géstermektedir).

4.3. AKCIGER METASTAZLARI

4.3.1. Metastaz Sayis1

Sodyum kanal blokeri olan RNL tedavisinin akcigerdeki metastaz gelisimi tizerinde
nasil bir etki gosterdigi, kontrol ve RNL gruplarindaki hayvanlarin akciger yiizeyinde
tespit edilen metastaz sayilar1 (Sekil 4.7) karsilastirilarak yapilmistir. 2x10* Mat-LyLu
hiicresinin inokiilasyonu sonucunda gerek kontrol gerekse, RNL gruplarindaki

hayvanlarin akcigerlerinde metastaz gelisimi gozlenmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.7: Mat-LyLu hiicrelerinin inokiilasyonu ile olusturulan deneysel prostat
kanseri modelinde hayvanlarin akcigerlerinde 22.Giinde gozlenen metastazlar

A) FTS grubu, B) RNL grubu (— metastazlar1 gostermektedir).

2,5 uM RNL tedavi grubunda, kontrol grubundaki hayvanlarin akcigerlerinde tespit
edilen metastaz sayilar1 13,38 iken, RNL uygulanan grupta yer alan hayvanlarin
metastaz sayilar1 9,59 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3). Akciger yiizeyinde gelisen
metastaz sayisi tizerinde 2,5 uM RNL’nin % 28,33 civarinda bir azalma meydana
gelmekle beraber istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermedigi belirlenmistir
(P>0,05).

Tablo 4.3: FTS ve RNL gruplarindaki siganlarin akciger yiizeyinde tespit edilen metastaz sayilart
(£SE).

Metastaz Sayis1

FTS zi:?l\ﬁl II_VI Istatistiksel 5 uM RNL istatistiksel 10 uM RNL Istatistiksel
n=53 _ Anlamlilik n=33 Anlamlilik n=7 Anlamlilik
( (n=32)

13,38+1,78 9,59+ 1,77 P>0,05 7,15 £ 1,57 P<0,05 18,86 = 5,35 P>0,05
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Sekil 4.8: FTS ve RNL gruplarindaki sicanlarin akciger yiizeyinde
tespit edilen metastaz sayisi.

Akciger metastaz sayist lizerine 5 pM RNL’nin etkisi degerlendirildiginde, kontrol
grubundaki hayvanlarin akcigerlerinde ortalama 13,38 metastaz saptanirken, RNL
grubunda metastaz sayisi 7,15 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.8). 5 uM
RNL’nin akcigerde gelisen metastaz sayist {izerinde etki gosterdigi ve metastaz
sayisinin % 46,56 oraninda azaldigi bulunmustur. Bu inhibe edici etkinin istatistiksel

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

10 uM RNL tedavi grubunda, FTS verilen hayvanlarin akcigerlerindeki metastaz sayisi
13,38 olarak tespit edilmigtir. 10 pM RNL tedavisi alan hayvanlarin akcigerlerindeki
metastaz sayisi ise, artis gostermis ve 18,86 olarak saptanmistir (Tablo 4.3 ve Sekil
4.8). Elde edilen bu verilerin istatistik olarak degerlendirilmesi sonucunda, kontrol ve

RNL grubu arasindaki farkin anlamli (P>0,05) olmadig: tespit edilmistir.

Akciger yiizeyindeki metastaz sayilarinin yani sira metastaz sayisi ile primer timor
agirlig arasindaki iliski de degerlendirilmistir. FTS verilen kontrol grubu ile RNL (2,5
uM, 5 uM, 10 uM) grubu metastaz sayilarinin genis bir varyasyonu icermekte ve primer
timor biiylikliigiinlin akcigerdeki metastaz sayisin1 dogrudan etkilemedigi saptanmistir

(Sekil 4.9). Kontrol ve RNL grubu siganlarin kiiglik primer tiimér tasiyanlari, daha
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biliylik primer timor tasiyanlara oranla daha fazla metastaz bulundurma egiliminde
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica metastaz sayilarinin azalmasina etki eden 2,5 pM ve 5
uM RNL tedavi gruplarinda timor biiyiidiikkge metastaz sayisinin kontrole gore daha az

oldugu ve ozellikle 5 uM RNL’de bu azalmanin dikkat ¢ekici oldugu izlenmektedir.

60 - FTS =25 RNL =5 RNL 10 RNL

50 -

30 - f\

20 A

Metastaz Sayisi

10

0 T T T T T T Ll T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tumor Agirhgi (g)

Sekil 4.9: FTS ve RNL (2,5 uM, 5 uM, 10 uM) gruplarindaki hayvanlarin primer timor
agirligi ile metastaz sayisi arasindaki iligki.

4.3.2. Metastaz Biiyiikliigii

Sodyum kanal blokeri olarak RNL’nin metastatik ilerleme iizerine olan etkileri, FTS
verilen kontrol ve 2,5 uM RNL gruplarindaki hayvanlardan elde edilen metastaz
biiyiikliikleri arasinda karsilastirma yapilarak belirlenmistir. Her iki gruptaki bireylerin
akcigerlerinden elde edilen metastazlar 0,1-1 mm, 1,1-2 mm, 2,1-3 mm, 3,1-4 mm, 4,1-
5 mm, 5,1-6 mm ve 7,1-8 mm olmak iizere yedi farkli ¢cap araliginda siniflandirilmis ve
FTS ile RNL gruplarinin metastaz ortalamalar1 karsilastirilmigtir (Tablo 4.4 ve Sekil
4.10). 0,1-1 mm c¢ap arahiginda biiyiikliige sahip ortalama metastaz sayisi kontrol
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grubunda 13,70 iken, RNL grubunda 6,22 olarak belirlenmistir. RNL’nin, 0,1-1 mm
grubundaki metastaz sayisinda % 54,6 oraninda bir azalma meydana getirdigi ve bu
azalmanin, istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) oldugu goriilmiistiir. Caplar1 1,1-2 mm,
2,1-3 mm, 3,1-4 mm, 4,1-5 mm, 5,1-6 mm ve7,1-8 mm olan metastaz sayilarmin
oldukg¢a az olmasi nedeniyle saglikli bir degerlendirme yapmak miimkiin olmamis ve

istatistiksel bakimdan iki grup arasinda fark goriilmemistir.

Tablo 4.3: FTS ve 2,5 uM RNL gruplarindaki siganlarin akcigerlerindeki metastazlarin,
caplaria gore siiflandirilmasi sonucu elde edilen ortalama metastaz sayilari (=SE).

Metastaz Sayisi

Metastaz ¢api FTS RNL (2,5 uM) Istatistiksel
(mm) (n=27) (n=32) Anlamlilik
0,1-1 13,70+ 2,41 6,22 +1,25 P<0,05
1,1-2 1,63 +£0,55 1,81 +£0,60 P>0,05
2,1-3 0,22 +0,10 0,47 +0,27 P>0,05
3,1-4 0 0,13 +0,07 P>0,05
4,1-5 0,04 +£0,04 0 P>0,05
5,1-6 0,11+0,11 0,03+0,03 P>0,05
7,1-8 0 0,03 +0,03 P>0,05
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Sekil 4.10: FTS ve RNL (2,5 uM) gruplarinda akcigerdeki metastaz biiytkliikleri.
*.FTS grubuna gore istatistik bakimindan anlamli fark (P<0,05).

FTS ve 5 uM RNL gruplarindaki hayvanlardan elde edilen metastaz biiyiikliikleri 0,1-
1 mm, 1,1-2 mm, 2,1-3 mm, 3,1-4 mm, 4,1-5 mm ve 10,1-11 mm olmak iizere alt1 farkl
cap araliginda siniflandirilmistir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.11). FTS grubunda g¢ap1 0,1-1
mm araliginda olan ortalama metastaz sayist 9,36 iken, RNL grubunda metastaz
sayisinin 4,00 oldugu bulunmustur. RNL’nin 0,1-1 mm ¢apa sahip metastazlar tizerinde
% 57,27 oraninda azalma meydana getirdigi ve bu azalmanin, istatistik acidan anlaml
(P<0,05) oldugu bulunmustur. Caplar1 1,1-2 mm, 2,1-3 mm, 3,1-4 mm, 4,1-5 mm ve
10,1-11mm olan metastaz sayilarinin az olmasi nedeniyle saglikli bir degerlendirme

yapilamamustir.
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Tablo 4.4: FTS ve 5 uM RNL gruplarindaki si¢anlarin akcigerlerindeki metastazlarin,
caplaria gore siiflandirilmasi sonucu elde edilen ortalama metastaz sayilar1 (+=SE).

Metastaz Sayisi

Metastaz ¢ap1 FTS RNL (5 uM) Istatistiksel
(mm) (n=28) (n=33) Anlamlilik
0,1-1 9,36 1,91 4,00 + 0,89 P<0,05
1,1-2 1,04 +0,28 1,67 £ 0,63 P>0,05
2,1-3 0,14 +0,07 0,36 +0,11 P>0,05
3,1-4 0,04 £0,04 0,24 +0,11 P>0,05
4,1-5 0,04 £0,04 0 P>0,05
10,1-11 0 0,06 + 0,04 P>0,05
12 -
[ OFTS
10 -
B RNL
el
26 *
g
=
4 -
2 -
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Sekil 4.11: FTS ve RNL (5 uM) gruplarinda akcigerdeki metastaz biiyiikliikleri.
*:FTS grubuna gore istatistik bakimindan anlamli fark (P<0,05).
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FTS ve 10 puM RNL gruplarindaki hayvanlarin akciger ylizey metastazlar
biiyiikliiklerine gore alti farkli ¢ap araliginda simiflandirilmistir (Tablo 4.6 ve Sekil
4.12). Cap1 0,1-1 mm araliginda biiytikliige sahip FTS grubu metastaz sayilar1 3,13 ve
RNL grubu metastaz sayilari ise, 17,00 olarak belirlenmistir. 1,1-2 mm gap araligindaki
metastaz sayist 1,75 ve RNL tedavisi alan grupta 1,86 olmaktadir. Istatistiksel
degerlendirme sonucunda RNL’nin 10 uM olarak uygulanmasimin g¢apt 0,1-1 mm
araliginda olan metastazlar {lizerinde belirgin bir artis meydana getirdigi ve % 100den
fazla olan bu artisin istatistiksel olarak anlamli (P<0,05) fark olusturdugu saptanmustir.
1,1-2 mm, 2,1-3 mm, 5,1-6 mm ve 6 < mm caplara sahip metastaz sayilari burada da

olduke¢a az oldugundan istatistik degerlendirme yapilamamustir.

Tablo 4.5: FTS ve 10 uM RNL gruplarindaki siganlarin akcigerlerindeki metastazlarin
caplarina gore siiflandirilmasi sonucu elde edilen ortalama metastaz sayilari (+SE).

Metastaz Sayisi

Metastaz capi FTS RNL (10 pM) Istatistiksel
(mm) (n=8) (n=7) Anlamlilik
0,1-1 3,13+1,11 17,00 + 5,07 P<0,05
1,1-2 1,75+ 0,56 1,86 + 0,55 P>0,05
2,1-3 0,38 £ 0,26 0 P>0,05
5,1-6 0,13+0,12 0 P>0,05

6< 0,13+0,12 0 P>0,05
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Sekil 4.12: FTS ve RNL (10 uM) gruplarinda akcigerdeki metastaz biiyiikliikleri.
*: FTS grubuna gore istatistik bakimindan anlamli fark (P<0,05).

4.3.3. Metastaz Tasiyan Akciger Agirhgi

Akcigerde olusan metastazlarin belli bir hacime sahip olduklar1 ve toplam olarak
akcigerin agirlig1 iizerinde bir etki yapabilecekleri ihtimalinden yola ¢ikarak, RNL’nin
toplam metastaz yiikii lizerindeki etkisi, akciger agirliklari izerinden degerlendirilmistir.
Bu amagla elde edilen ortalama akciger agirliklar1 Tablo 4.6’da verilmistir. 2,5 uM
RNL tedavi grubunda, FTS verilen hayvanlarin akciger agirliklart 1,38 g iken, RNL
(2,5 uM) verilen hayvanlarin akciger agirliklart 1,39 g bulunmustur. 5 uM RNL tedavi
grubunda, FTS ve RNL verilen siganlarin akciger agirliklar sirasiyla, 1,48 g ve 1,53 g
olarak belirlenmistir. Bir diger tedavi grubunda ise, kontrol grubundaki hayvanlarin
1,73 g akciger agirhigi elde edilirken, RNL (10 uM) grubunda 1,46 g olmaktadir. Bu
verilerin istatistiksel agidan degerlendirilmesi sonucunda, tim dozlarda kontrol ile
deney gruplarindaki hayvanlarin akciger agirliklar1 arasinda anlamli bir farkin

bulunmadig saptanmustir.



Tablo 4.6: FTS ve RNL gruplarindaki hayvanlarin toplam metastaz yiikiinii belirlemek

tizere ortalama akciger agirliklar1 (£SE).

Akciger Agirligi (g)
FTS RNL Ijﬁ;innllflslil
25 M 1,38( 2i7 )0,27 1,39( 3i2 ?:04 P>0,05
S M 1,48( ;8 ;),29 1,53( 3i3 ;),27 P>0,05
0 M 1,73(:;)0,31 1,46(d7:)0,07 P>0,05

4.4. HAYVANLARIN YASAM SURESI (SAG KALIM)

Yiiksek metastatik karakterli Mat-LyLu hiicreleri ile in vivo olarak olusturulan prostat
kanseri modelinde, 5 uM RNL’nin metastaz lizerinde goriilen inhibe edici etkisinin
sicanlarin yasam siireleri yani, sag kalimda etkisinin olup olmadig:1 da arastirilmigtir.
Deneyin sonlandirildigi 22. giinden sonra en erken 6liim RNL grubundaki bir bireyde
27. glinde gergeklesmistir. FTS grubunda ilk 6lim 31. giinde baslamis ve 50. giine
ulasildiginda FTS grubundaki (n=6) tiim sicanlar hayatlarin1 kaybetmislerdir. Buna
karsilik RNL grubunda (n=7) sag kalim 114. giine kadar devam etmistir. Kaplan-Meier
analizi 5 uM RNL tedavisinin prostat kanserli hayvanlarin sag kalimini arttirdigini
gostermistir. Ancak, birey sayisinin azligindan dolayr yasam siiresi {izerine yapilan

istatistik degerlendirmede anlamli bir fark belirlemek miimkiin olamamustir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Mat-LyLu hiicrelerinin inokiilasyonu ile prostat kanserli hale getirilen
Copenhagen siganlarin Kaplan-Meier analizi ile belirlenen sag kalim egrileri.

Rolatif timor hacmi ile primer timor gelisimi degerlendirildiginde, ilk tiimor varligi
FTS grubunda iki, 5 uM RNL grubunda bir si¢an ile 14. giinde kaydedilmistir (Sekil
4.14). Sekilde de goriildiigii gibi, giinlere bagl olarak her iki grupta da tiimor hacmi
artmis ancak, farkli giinlerde yasanan oOliimler, timér hacminde keskin diisiisler ile

kendini gostermistir.
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Sekil 4.14: RNL’nin yasam siiresi iizerine etkisinin degerlendirilmesinde rélatif tiimor hacmi yontemiyle primer timor gelisimi.
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Sag kalimin arastirildigi deneyde FTS ve RNL gruplarinda sirasiyla 50. ve 114. giinde
Olen sicanlara otopsi yapilmis, primer timor; timor agirligt ve rolatif timor hacmi ile,
metastazlar ise, akcigerdeki metastaz sayilar1 ile degerlendirilmistir. FTS grubunda
timor sivist olmaksizin 46,47 g agirliginda bir primer tiimor ¢ikarilirken, RNL
grubunda 48. giinde tiimor varligr kaydedilmis, tiimor Olgtilebilir boyuta 62. gilinde
ulagsmig ve 114. giinde agirhig 156,83 g olan yogun, sert ve nekrotik bdlge igermeyen
primer timor ¢ikarilmastir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: FTS ve 5 uM RNL gruplar1 sagkalim degerlendirmesindeki hayvanlarin
primer tiimérleri A) FTS grubu 50. giinde 46,47 g, B) 5 uM RNL grubunda 114.
giinde 156,83 g.
RNL tedavisinin etkinligini belirlemede akciger metastaz sayisinin FTS grubundaki 50.

giinde olen bireyde, ¢ogu biiylik olmak iizere farkli boyutta 151 metastaz tespit
edilirken, 114. giinde 6len RNL grubu siganda farkli caplarda 27 adet metastazin oldugu
saptanmustir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16: FTS ve RNL (5 uM) gruplarindaki hayvanlarin akcigerleri
A) FTS grubu (50. giin), B) RNL grubu (114. giin).
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda diger kanser tiirlerinde oldugu gibi prostat kanserinin tan1 ve tedavisine
yonelik calismalarda da arastirmacilar timit vaadeden bir saha olarak “iyon kanallarinin
kanserin gelisimi ve ilerlemesindeki rolleri” konusunda yogunlasmaktadir. Prostat,
meme, kolon, glioma gibi ¢esitli kanserlerin proliferasyon ve metastatik siireclerinde
voltaj kapili iyon kanallarinin rol aldig: belirlenmistir. (Laniado ve dig.,1997; Fiske ve
dig., 2000).

Calismamiz “VGSC’lerin, prostat kanserinin metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici
bir role sahip oldugu ve kanallarin bloklanmasiyla metastatik yayiliminin
baskilanabilecegi” hipotezine dayananmaktadir. Bu amacgla, Dunning si¢an prostat
timor modeline ait, yliksek metastatik karakterli Mat-LyLu hiicrelerinin Copenhagen
k1 erkek siganlara deri alti inokiilasyonu ile olusturulan deneysel prostat kanseri
modelinde, si¢anlarin, 1srarli akim inhibitorii olarak Na* akimini bloke eden RNL ile
tedavi edilmesi sonucunda; primer tiimor, akcigerdeki metastaz sayisi, metastaz boyutu

ve timorli hayvanlarin sag kalimlart arastirilmistir.

Mat-LyLu metastatik sican prostat kanser hiicre soyunun deri alti inokiilasyonu ile
Copenhagen 1rki siganlarda olusturulan prostat kanser modelinde, sistemik olarak (gavaj
ile) RNL’nin 2,5 pM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlar1 uygulanmis ve primer timor
gelisimi lizerindeki etkisi 22. glindeki primer tiimdr agirliklar: ve rolatif timor hacmi ile
degerlendirilmistir. 2,5 uM, 5 uM ve 10 uM RNL’nin primer timor agirhig: tizerinde
anlamli bir etki meydana getirmedigi saptanmistir. Kontrol ve RNL gruplarindaki
hayvanlarda rolatif tiimor hacminin degerlendirilmesiyle incelenen primer tiimor

gelisimi ile tiimdr agirlig1 sonuglar: paralellik gdstermistir.

Literatiirde yiliksek metastatik Mat-LyLu hiicreleriyle olusturulan Dunning modeli
prostat tiimori tizerine RNL’nin etkisini arastiran in vivo bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Farkli bir timor modelinde in vivo olarak yiiriitillen ¢alismada yiiksek doz (30 mg/kg)
RNL’nin spontan ince bagirsak timorigenez modeli olan APC (Min/*) farelerine
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uygulanmasi ile neoplastik lezyonlarin gelisiminde stimulasyon meydana getirdigi
Suckow ve dig., (2004) tarafindan saptanmistir. Bunlarin disinda meme kanser hiicreleri
MDA-MB231 ile in vitro olarak yiiriitilen ¢alismada, RNL hiicre proliferasyonunu
etkilemeksizin, hiicrelerin invazyonu flzerinde inhibisyon meydana getirdigi
belirlenmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013). Bunlardan baska RNL’nin antianjinal
etkilerine yonelik veya epilepsi iizerindeki cevaplari hakkinda yapilmis in vivo ve in

vitro ¢alismalar bulunmaktadir (Antzelevich, 2004; Anderson, 2014).

Literatiirde siganlarin Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan prostat tiimorii tizerine VGSC
blokerlerinden TTX’in etkisini arastiran in vivo ¢alismada, 200 nM TTX’in prostat
tiimorleri {izerinde inhibe edici bir etkisi goriilmiistiir (Altun ve Djamgoz, 2008). In
vitro da elde edilen sonuglardan farkli olan bu durumu TTX’e uzun siireli maruz
kalmadan kaynaklanmis olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Mat-LyLu hiicreleri ile
olusturulan prostat timori iizerine bazi maddelerin etkilerinin arastirildigi in vivo

caligsmalar bulunmaktadir.

Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan deri alti prostat tiimorii iizerine kalsitrol (1,25
Dihidroksivitamin D) ve sentetik analogunun (6760) etkilerinin arastirildigir bir
calismada, yirmi birinci giinde kontrol grubundaki tiimér hacmininin 32 cm?®, agirliginin
ise ortalama 28,6 g oldugu belirlenmistir (Getzenberg ve dig., 1997). Mat-LylLu
hiicreleri ile olusturulan prostat tiimorii tizerine kalsitrol ile analogunun (EB1089)
etkilerini arastiran Lokeshwar ve dig., (1999), on dokuzuncu giinde kontrol grubundaki
timor agirliklart ortalamasmin 15 cm’® oldugunu tespit etmislerdir. Oades ve dig.,
(2002) tarafindan 1x10° Mat-LyLu hiicresinin Copenhagen 1rki siganlarin deri altina
enjekte edildigi ve kalsitrol ve analoglart EB1089 ve CB1093’{in etkilerinin arastirildigi
calismada, on dordiincii giinde kontrol grubundaki tiimor hacminin 4,2 cm’® oldugu
saptanmistir. Benzer her {i¢ ¢alismada da kalsitrol ve anologlarinin prostat biiyiimesini
inhibe ettigi belirlenmistir. Sicanlarda Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan prostat
timoriinde, antimikrobiyal ozelligi kaldirilmis tetrasiklin anologu olan COL-3’{in
etkileri arastirilmis ve her giin sindirim sistemi yoluyla verilen COL-3’iin, yedi giin
sonunda tiimor biliylimesini % 27-35 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Lokeswar ve
dig., 2002). Bitkisel karisim olan Brahma rasayananin etkilerinin arastirildigi bir

calismada, 1x10* Mat-LyLu hiicreleri ile Copenhagen 1rki siganlarda olusturduklari
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intradermal prostat tiimdriinlin yirmi besinci glniinde 25 g agirliginda oldugunu
belirlenmistir (Gaddipati ve dig., 2004). Bitkisel kokenli bir madde olan Indol-3-
karbinol (I3C)’iin prostat tiimorii tizerindeki etkisi in vivo olarak incelendigi bir
calismada, 1.p ve 1.v olarak verilen I3C’nin tiimor biiyiimesi iizerinde inhibe edici bir

etki meydana getirdigi Garikapaty ve dig., (2005) tarafindan tespit edilmistir.

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin Copenhagen 1rki sicanlara deri  alt1
inokiilasyonu sonucu akcigerler ve lenf nodiillerinde metastatik odaklar olusturan bir
prostat kanser modeli oldugu Isaacs ve dig., (1981) tarafindan bildirilmistir. Dunning
sican prostat kanser modeli yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri % 90’1n iizerinde
metastaz kapasitesine sahiptir (Fraser ve dig., 1999). Calismamizda da RNL’nin
metastatik gelisim tizerindeki etkisi, kontrol ve RNL gruplarindaki hayvanlarin akciger
yiizeylerinde tespit edilen metastaz sayilar1 ve Dbiiyiikliikleri karsilastirilarak

degerlendirilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir;

2x10* Mat-LyLu hiicresi ile olusturulan ¢alismada gerek kontrol, gerekse RNL (2,5
uM, 5 uM, 10 uM) gruplarindaki hayvanlarin akcigerlerinde metastazlar gelismistir.
Akciger ylizeyinde gelisen metastaz sayisi lizerinde 2,5 uM ve 10 uM RNL tedavisi
istatistiksel olarak anlamli bir etki meydana getirmezken, 5 UM RNL’nin akcigerde
gelisen metastaz sayisint % 46,56 oraninda anlamli (P>0,05) olarak inhibe ettigi

saptanmigtir

Ayrica, RNL’nin metastatik ilerleme iizerine olan etkileri, FTS verilen ve RNL tedavisi
alan  hayvanlardan elde edilen metastaz biyiiklikleri yani c¢aplarinin
degerlendirilmesiyle saptanmistir. 2,5 uM ve 5 uM  RNL’nin, 0,1-1 mm c¢apa sahip
metastazlarin sayisinda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla % 54,6 ve % 57,27 oraninda
anlamli (P<0,05) inhibisyon meydana getirdigi goriilmistiir. 10 uM RNL ise, c¢ap1
0,1-1 mm olan metastazlarin sayisinda, % 100’tin {izerinde anlamli (P<0,05) bir

stimiilasyon olusturmustur.

Literatiirde, sican prostat kanseri hiicrelerinden yiiksek metastatik Mat-LyLu
hiicrelerinin metastatik davranigi tizerine RNL’nin etkisini aragtiran in vivo bir
calismaya rastlanmamistir. Literatiirde RNL’nin prostat veya baska bir kanser

metastazina karsi etkilerinin arastirildigi in vivo bir ¢alismaya rastlanmamakla beraber,
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metastaz ile paralel olarak in vitro ortamda hiicre hareketleri iizerine RNL’nin
etkilerinin incelendigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir. % 2 oksijen iceren akut
hipoksik ortamda vyetistirilen MDA-MB231 meme Kanseri hiicrelerinin transvers
hareketini hem TTX (10 uM) hem de RNL (300 uM)’nin tamamen baskiladig1 ve bu
baskilamanin Na* kanallarin1 bloke ederek gergeklestirdigi tespit edilmistir (Djamgoz
ve Onkal, 2013). Meme kanserinin hem in vitro hem de in vivo olaraka arastirildigi bir
caligmada, RNL’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin in vitrodaki giriciligini
azaltmasmin yanisira 50 mg/kg/giin dozunun meme kanserli farelerdeki akciger
metastaz kolonizasyonunu anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir. Nay 1.5’in asir
ekspresyonunun gozlendigi bu meme kanseri hiicrelerinde VGSC’lerin RNL ile bloke
edildigini belirten Driffort ve dig., (2014) RNL’nin kanser tedavisinde kullanilabilecek

giiclii bir bloker oldugunu ileri stirmiislerdir.

VGSC’lere kars1 yiiksek spesifiteye sahip bir nérotoksin olan TTX’in yiiksek metastatik
Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan Dunning modeli prostat kanserinin metastatik
gelisimi {izerine etkisi arastirtlan in vivo bir ¢alismada ise, TTX ile intratiimoral bir
tedavi uygulanmasi sonucunda akciger metastazlarini % 44 oraninda anlamli derecede

baskiladigi tespit edilmistir (Altun ve Djamgoz 2008; Yildirim ve dig., 2012).

Bunlardan bagka, bazi maddelerin prostat kanseri metastazlar1 tizerindeki etkisinin
incelendigi in vivo calismalara rastlanmigtir. Kalsitrol ve analogu EB1089’un, prostat
tiimorii olusturulan Copenhagen 1rki sicanlarin akciger metastazlarini anlamli olarak
inhibe ettigi gosterilmistir (Getzenberg ve dig., 1997; Lokeshwar ve dig., 1999).
Lokeshwar ve dig., (2002), tetrasiklin analogu COL-3’{in akciger metastazlar lizerinde
inhibe edici bir etki meydana getirdigini saptamistir. Bitkisel kokenli I3C nin, prostat
kanseri akciger metastazlarinin olusumu iizerinde inhibe edici bir etki meydana getirdigi

Garikapaty ve dig., (2005) tarafindan belirlenmistir.

Mat-LyLu hiicrelerinin metastatik yetenekleri ile VGSC’ler arasindaki iliskiyi ortaya
koyan ¢ok sayida in vitro ¢alisma mevcuttur. VGSC’lerin Mat-LyLu hiicrelerinin
giricilik yetenekleri lizerindeki etkisinin “Matrigel Invasion Chamber assay” yontemi ile
arastirildigl calismada, TTX’in 600 nM konsantrasyonunun uygulanmast ile, hiicrelerin
giricilifinin % 33 oraninda azaltildigi saptanmistir (Grimes ve dig., 1995). PC-3

hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada Laniado ve dig., (1997) benzer sonuglar elde
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etmislerdir. Insan ve sican prostat kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, VGSC
ekspresyonu ile hiicrelerin giriciligi arasinda pozitif bir iliskinin oldugu saptanmistir
(Smith ve dig., 1998). Yiiksek metastatik C4 ile C4-2 prostat kanseri hiicrelerinin
giricilik yeteneklerinin, metastatik olmayan LNCaP hiicrelerinden daha fazla oldugunu
ve bu hiicrelerde daha yiiksek degerlerde VGSC’nin ekspresse edildigini ve hiicreler
TTX uyguladiklarinda giricilik yeteneklerinin azaldigini tespit etmislerdir (Bennet ve
dig., 2004). Ayn1 hiicrelerde gegici olarak, insan iskelet kast Na* kanali olan Na, 1.4’{in
ekspresse edilmesini saglayan Bennett ve dig., (2004), hiicrelerin giricilik
yeteneklerinin arttigini, ancak bu hiicrelere TTX uygulandiginda bu degerin yeniden
kontrol seviyesine diistiiglinii belirtmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda arastiricilar,
hiicrelerin giricilik potansiyellerinin artisginda VGSC ekspresyonunun gerekli ve yeterli
oldugu sonucuna ulagmiglardir. Fraser ve dig., (2014) tarafindan, TTX ve resveratrol’iin
ayrt ayr1 ve birlikte etkisinin arastirildigi calismada, 20 pM resveratrol, yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin  proliferasyonunu etkilemeksizin, hiicrelerin
VGSC’lerini bloke ederek, lateral ve transvers hareketleri ile invazyonunu inhibe ettigi

ve dogal bir antimetastatik ajan olabilecegi ortaya konmustur.

Roger ve dig., (2006), hiicrelerin metastaz yapabilmeleri icin hareket etmeleri ve bazi
proteolitik enzimleri salgilamalar1 gerektigini bildirmislerdir. Bir ¢ok ¢alismada,
hiicrelerin hareketi sirasinda, hiicre morfolojisinde meydana gelen dinamik degisimler
tizerine VGSC’lerin rolii arastillmistir.  Fraser ve dig., (1999), 6 uM TTX
uygulamasinin Mat-LyLu hiicrelerinde morfolojik genislemeyi azalttigin1 ve hiicrelerin
diisiik metastatik AT-2 hiicrelerine benzer morfoloji kazandiklarini saptamistirlar. Yine
Fraser ve dig., (2003) tarafindan, TTX ile Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketinin
azaltildigr tespit edilmistir. Metastaz gelisimi iizerine elde etti§imiz bu sonuglar ile
literatiirdeki sonuglar arasinda paralellik bulunmakta ve israrli akim blokeri olan
RNL’nin 5 MM olarak uygulanmasi sonucunda timor hiicrelerinin Na* kanallar1 bloke
olarak hem metastaz sayisinin hemde kiiciik metastazlarin inhibisyonu sonucu

organizmadaki tiimor yiikii azalmistir.

Na* kanallarmni bloke ederek etki gosteren RNL’nin metastazi inhibe edici etkisinin,
hayvanlarin yasam siireleri lizerinde bir yansimasinin olup olmadiginin arastirilmasi

sonucu, RNL ile tedavi edilen hayvanlar, tedavi edilmeyen kontrol hayvanlarina gore
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daha uzun yasamislardir. Bu durum deney hayvanlarinda gozlenen tiimor yiikiinii
azaltict rol ile uyum igerisindedir. 22 giinliikk deney siirecinde kontrol grubunda 50.
giinde tiim hayvanlar 61diigii halde RNL grubu siganlar1 114. gline kadar yasamislardir.
Ancak, yasam siiresi iizerine yapilan istatistik degerlendirmede anlamli bir farkin ortaya
cikmamasi, etik kurallar geregince hayvan sayisinin sinirl tutulmasi kosulundan dolay1

caligmada sinirh sayida birey kullanilmasindan kaynaklanmustir.

Literatiirde yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleriyle olusturulan Dunning modeli
prostat kanserinde RNL’nin hayvanlarin yasam siiresi tizerindeki etkisini arastiran in
vivo bir caligmaya rastlanmamistir. VGSC’lere karst yiiksek spesifiteye sahip bir
norotoksin olan TTX’in yiliksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan Dunning
modeli prostat kanserinin metastatik gelisimi {lizerine etkisinin arastirtldigi in vivo
calismada, TTX ile intratiimoéral bir tedavi uygulanmasi sonucunda, hayvanlarin yasam
stiresini % 22 oraninda anlamli olarak arttirdigi saptanmustir (Altun ve Djamgoz 2008;
Yildirim ve dig., 2012). Dolayisiyla metastaz yiikii tizerinde etki gdsteren 5 uM RNL,

hayvanlarin sag kalimi iizerindeki ilk arastirma olma 6zelligini tasimaktadir.

RNL ile yapilan ¢aligmalar, diastolik ve sistolik kalp yetmezligi veya iskemi esnasinda
iyon kanallarmim (Na®) paralel olarak da hiicrede Na*™’1n arttig1, pozitif feedback yolu
ile Ca* artis1 sonucu kalpte olusan agri, kasilma, fonksiyon bozukluklari tizerine ilacin
terapotik bir etki gosterdigini ortaya koymustur (Sossalla ve dig., 2008). Na* iyon
kanallarin1 bloke ederek etki gosteren RNL, kalpteki diastolik fonksiyonlar

tyilestirmekte ve iskemi sonrasindaki bozukluklar1 azaltmaktadir (Filardi, 2011).

Insan embriyonik bébrek hiicrelerinden (HEK 293) ekspresse edilen Nav1.7 (hNav 1.7)
ve sican ND7/23 hiicre hattindan ekspresse edilen Nav 1.8 (rNav 1.8) iyon kanallarinda
tim hiicre patch-clamp teknigi kullanilarak RNL’nin etkisinin belirlendigi bir
caligmada; RNL’nin klinige uygun konsantrasyonlarda (2-8 uM) Nav 1.7 ve Navl.8
blokladig: tespit edilmistir (Rajamani ve dig., 2008). Wang ve dig., (2008) tarafindan
yiirlitiilen bir ¢alismada ise, insan embriyonik bobrek hiicrelerinden (HEK293)
ekspresse edilen noronal Nav 1.7, iskelet kas1 Nav 1.4 ve kalp kas1 Nav 1.5 izoformlari
tizerinde RNL’nin Na* akimini1 bloklayarak etki gosterdigi belirlenmistir. Antzelevich
ve dig., (2004) kardiyak iyon akimi iizerinde etkili olan RNL’nin ge¢ sodyum akimi

(Inap) tizerindeki ICsp degerinin 5,9 uM oldugunu, voltaj clamp testi ve depolarizasyon



51

frekansina gore 5-21 pM arasinda degisim gosterdigini, giinlik 20 pM’lik dozu
asmayan bir tedavinin planlanmasi gerektigini belirtmektedir. Ayrica, hizli potasyum
akimin (IKr) (12 uM), ge¢ kalsiyum akiminm (ICa) (50 uM), pik ICa (296 uM),
sodyum kalsiyum degistirici akimin1 (INa-Ca) (91 uM) ve yavas potasyum akimini
(IKs) (30 uM’da % 17) da iceren diger iyon akimlarini1 da inhibe ettigi gosterilmistir
(Antzelevitch ve dig., 2004). Literatiirde VGSC’lerden Nav1.7 i¢in tanimlanan 2-8 pM

ve 5,9 uM dozlar, ¢alismada kullandigimiz doz ile paralellik géstermektedir.

Sonug olarak, 1srarl1 sodyum kanal blokeri olan RNL’in Dunning modeli si¢an prostat
kanseri {izerindeki etkisinin in vivo olarak; primer tiimér, akciger yiizeyindeki metastaz
sayist ve metastaz boyutu bakimindan sonuglarinin ilk kez arastirildigi bu ¢aligmada, 5
uM RNL’nin metastaz sayisinm1 anlamli olarak azalttii tespit edilmistir. Sag kalima
bakildiginda ise, 5 uM RNL’nin prostat kanseri metastazini azalttig1 ve paralel olarak
sag kalimi arttirdigr ilk kez ortaya konmus olup, Djamgoz ve dig., (2014) belirttigi gibi,
kanserden meydana gelen oliimlerin ¢ogu kez primer tiimoérden degil metastazlardan
kaynaklandig1 gercegi g6z Oniine alindiginda, glinlimiizde anjina pektoris i¢in kullanilan
RNL’nin temel hedefinden farkli yeni bir alan olan prostat kanserinde kullanilmasi ile
metastazi azaltarak Omrii uzatabilmesi umut vericidir. Gelecekte Kklinik uygulamaya
gecebilmek ig¢in, arastirmalarin insan hiicreleri ve ksenograft modeller iizerinde

derinlestirilmesi gerekmektedir.
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