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OZET

Imipramine’in Prostat Kanserinde Potasyum Kanal Kinetikleri Uzerine Etkilerinin
Arastirilmasi

Ether a go-gol (Eagl), kanserli dokuda yogun goériilen voltaja duyarh K
kanallaridir. Yapilan calismalar antidepresan olan imipraminin Eagl kanalim bloke
ettigini gostermektedir. Bu calismada imipramine’in prostat kanserinde tedavi
amaciyla kullanilabilirligi arastirilmistir.

Cahsmada DU-145 prostat kanseri hiicre hatti kullamlmistir. Imipramine’in
sitotoksik etkisini belirlemek i¢cin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir) analizi, Eagl kanalh gen ekspresyon iizerine etkisini belirlemek icin es
zamanh PCR ve Eagl kanal akim iizerine etkisini belirlemek amaciyla yama
kenetleme teknigi kullanilmistir. MTT ve gen ekspresyonu calismalarinda, kontrol ve
doz gruplari (10, 50 ve 75 nM) olmak iizere dort grup kullamlmistir. Yama kenetleme
deneylerinde bu ii¢ doz grubu i¢in 0. dk. kayitlar1 kontrol olarak degerlendirilmis ve
0., 2, 4., 6., 8 ve 10. dk.’larda elde edilen verilerden maksimum akim degerleri
olciilmiistiir.

Sitotoksisite deneylerinde tiitm doz gruplarinda kontrole gore azalma olmustur.
Ancak bu azalma istatistiksel olarak énemli bulunmamstir (p>0,05). Benzer sekilde
Eagl kanal gen ekspresyonu da tiim doz gruplarinda azalms fakat bu azalma da
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0,05). Maksimum akim degerleri 0. dk.
olciimlerine gore 75 ve 50 uM doz gruplarinda 2., 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda anlamh
olarak azalirken, 10 uM doz grubunda ise bu azalma 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda
gozlenmistir (p<0,05).

Uygulama yapilan doz degerlerinde imipramine’in istatistiksel olarak anlamh
olmasa da hiicre proliferasyonunda ve Eagl kanal gen ekspresyonunda azalmaya yol
actigi, bunun sonucunda da Eagl kanal akimimm o6nemli miktarda inhibe ettigi
gozlenmistir. Bu bulgular imipramine’in prostat kanserinin tedavisinde
kullanilabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu alanda farkl hiicre hatlarinin ve farkh
dozlarin kullanilmasiyla yapilacak yeni calismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: Eagl kanal, imipramine, gPCR, yama-kenetleme, MTT
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Imipramine on Potassium Channel Kinetics in Prostate
Cancer

Ether a go-gol (Eagl) are the voltage-sensitive potassium channels that are
frequently seen in the cancer tissues. An antidepressant, imipramine, blocks the Eagl
channel. In this study, imipramine was investigated to use for treatment in prostate
cancer.

In the study DU-145 prostate cancer cell line was used. In order to determine
the cytotoxic effect of imipramine the MTT (3 (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) analysis, to determine the Eagl channel gene expression effects
the real-time PCR and to determine the effect on the Eagl channel current the patch
clamp method was used, respectively. Control and dose groups (10, 50, and 75-uM)
were used in four groups in MTT and gene expression studies. In patch clamp
experiments for these three dose groups the 0" minute records were evaluated as the
control records and from the data obtained in the 0, 2, 4, 6, 8 and 10" minutes the
maximum current values have been measured.

In the cytotoxicity experiments there has been a reduction compared to the
control groups for all dose groups. However, this reduction was not statistically
significant (p>0,05). Similarly, Eagl channel gene expression decreased in all dose
groups, but this decrease was not statistically significant (p>0,05). The maximum
current values have significantly decreased at the 75 and 50 pM dose groups at the 2,
4, 6, 8 and 10™ minutes measurements, compared to the Oth minute measurements,
while for the 10 pM dose group this reduction was observed at the 4, 6, 8 and 10"
minutes (p<0,05).

For the applied dose values, although the imipramine was not statistically
meaningful, it leads reduction in cell proliferation and gene expression, then as a
result of this it was observed that significant amount of the Eagl channel current was
inhibited. While these findings suggesting that they could be used in the treatment of
prostate cancer of imipramine, new studies are needed in this area through the use of
different cell lines and different doses.

Key Words: Eagl channel, imipramine, gPCR, patch-clamp, MTT
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1. GIRIS

Kanser iilkemizde ve dilinyada, olduk¢a sik goriilen ve mortalitesi yiiksek bir
hastaliktir. Yayilma, tekrar etme ve 6liimle sonuglanma 6zellikleriyle son yillardaki verilere
bakildiginda 6nemli bir toplum sagligi problemidir (1). Kanserde, hasarli hiicreler
kontrolsiiz bir sekilde tlreyerek komsu dokulari isgal etmekte veya kaynagini aldig
organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla yayilmaktadir. Nedenleri karmagik ve
cesitlidir. Cevresel ajanlarin yani sira viriisler ve onkogenler de kansere neden olabilir. Pek
cok kanser deoksiriboniikleik asit (DNA) mutasyonundan olur. insan viicudunda pek ¢ok
dokuda ortaya ¢ikabilir. Prostat kanseri, prostat bezi hiicrelerinde erkelerde en sik goriilen
organ kanserlerinden biridir (2, 3, 4).

Hiicre zarinda bulunan, iyon gecislerini diizenleyen iyon kanallar1 fizyolojik
siireclerde olduk¢a onemlidir. Ozellikle, boliinme, sinir ve kas uyarisi, hormon
salgilanmasi, 6grenme ve hafiza, hiicre proliferasyonu, sinyal iletimi, su-tuz dengesi, zar
potansiyelinin diizenlenmesi ve kan basinci diizenlenmesi gibi pek ¢cok dnemli olayda rol
oynarlar (5). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla sinir sistemi diginda diger hiicrelerde de iyon
kanallarinin onemi gosterilmistir. Hiicre zarinda, zar potansiyelinin siirdiirilmesinde
sodyum (Na*), potasyum (K*) ve klor (CI") iyon kanallari olduk¢a énemlidir. fyon kanal
bozukluklarinda baz1 hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Iyon kanallarindaki gesitli mutasyonlar
iyon kanal geninin ekspresyonunda bozulmalara, kanalin normalden az veya asir
ekspresyonuna neden olabilmekte, kanal fonksiyonunda bozulmalara yol acabilmekte ve
kanal aktivitesinin diizenlenmesinde kusurlara sebep olabilmektedir (6). Yakin zamanda
yapilan ¢alismalarla iyon kanallarinin kanserle iliskilendirilebilecegi gosterilmistir (7, 8).

Kanserin,  hiicrelerde  olusturdugu  anormal  degisimlerin  (farklilasma,
proliferasyonun artmasi, malign biiyime ve doku isgali gibi) iyon kanallarinin
ekspresyonunda degisimlere yol acgtig1 ve bu nedenle bu kanallarin yer aldiklar1 hiicresel
durumlarda anomaliler oldugu gosterilmistir. Sinir ve kas sistemine ait olmayan organlarda
voltaj kapili Na* kanalinin ekspresyonu genellikle prostat, meme ve akciger kanseri gibi

farkli kanser tiirlerinde metastaz ile iliskilendirilmekle beraber, K* kanalinin da timér


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lenf

olusumu ve ilerlemesinde 6nemli oldugu gosterilmistir (8). K* kanallarmin bir alt tiirii olan
Ether a go go (Eag) kanallar1 da hiicre proliferasyonu ile iligkilendirilerek melanom, meme
noroblastoma, ve serviks kanseri gibi kanser tiirlerinde 6nemli oldugu gosterilmistir (9, 10,
11, 12). Tim bu calismalar iyon kanallarinin kanser tedavisinde yeni hedefler olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu calismada bir antidepresan olan imipramine’in (13) erkeklerde en sik goriilen
kanser tilirlerinden biri olan prostat kanserinde Eagl kanallar1 tizerine etkisinin sitotoksik,
elektrofizyolojik ve molekiiler yontemlerle incelenmesi ve prostat kanserinin tedavisinde

kullanilabilirliliginin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre o6liimii arasindaki dengenin bozulmasindan
kaynaklanan, gen ekspresyonundaki c¢oklu degisimlerin neden oldugu, hiicrenin hem
yapisinin hem de fonksiyonunun degistigi anormal hiicre c¢ogalmasidir. Olusan hiicre
toplulugu c¢evredeki dokulara hiicum ederek uzak bolgelere sigrayabilir ve tedavi
edilemedigi durumda bireyin Sliimiiyle sonuglanabilir (2). Insanlarin iicte biri hayati
boyunca kanserle karsilasmaktadir ve kanser Olim orami farkli kanser tiirlerinde
degismektedir (3).

Kanser tek bir hastaliga verilen bir isim degildir. Giiniimiizde kanserin 6zellikleri ve
tedavisi birbirinden farkli 200’den (3, 4, 14, 15) fazla tiirii vardir. Kanser adlandirmast
yapilirken sigrama yaptig1 organin degil ilk ortaya ¢iktigi organin adini alir. Ornegin prostat
kanseri kemige sicradiginda, kemikte olusan kanser dokusunun adi kemik kanseri degil,
metastatik prostat kanseri olarak isimlendirilir.

Kanser hem genetik hem de ¢evresel etkenlerden kaynaklanabilenen bir hastalik
olup, ¢ok gesitli sebeplerden meydana gelebilir. Genetik etkenler kalitimsal olarak kisinin
ebeveynlerinden gelen yatkinligi iken, ¢evresel etkenler arasinda sigara kullanimi, diyet ve
fiziksel aktivite gibi hayat tarzindan kaynaklanan faktorler, giinesten gelen isinlar ile
ultraviyole 1s1masi, ¢evreden gelen farkl tiirde kimyasallar, 1s1malar ve viriisler sayilabilir
(4).

Hiicredeki diizenleyici mekanizmalari bozan kanser, hiicre c¢ekirdeginde olusan
DNA hasar1 sonucunda meydana gelir (16). Normal hiicrelerde olusan DNA hasar1 ya
diizeltilir ya da hiicre 6liime gider, ancak kanser hiicresi bu durumda hasar1 diizeltemez ve
olmas1 gerektigi gibi hiicre 6limii ger¢eklesmez. Bunun yerine hiicre, viicudun ihtiyaci
olmayan ve hasarli hiicre ile ayn1 DNA’ya sahip olan yeni kanserli hiicreler yapmaya baslar
(2). Kanserli bir hiicrede olusan genetik degisiklikler, hiicrenin ¢ogalmasi, 6mrii, komsu
hiicrelerle iletisiminin kesilmesi gibi durumlari etkiler, immiin sistemin bozulmasina neden

olur (17).



Kanser hiicreleri hizlica boliinen hiicrelerdir ve kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi kanserin
ayirict Ozelliklerinden biridir. Kanser hiicreleri tipik olarak, kendi hiicre dongiilerini
dogrudan diizenleyen genlerde hasar olustururlar ve normal hiicre dongiisiindeki
mekanizmalar kanserde bozulur. Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalmadan koken alarak
timor olustururlar (18).

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin boliinmesinden sonra ikinci boliinme sonuna kadar,
birbirini takip eden, sirali olaylar dizisidir. Hiicre dongiisiiniin evreleri hiicreden hiicreye
farklilik gostermektedir. Pek ¢ok hiicre tiiriinde mitoz (M) ve interfaz olmak tizere iki temel
basamaga ayrilir. M fazi hiicre boliinmesi ile gerceklesen bir dizi molekiiler olaylari igerir.
Interfaz ise G1, S ve G2 evrelerinden olusmak iizere 3 temel asamada gerceklesir. G1 fazi
M ve S fazlarim ayirmaktadir. G1 fazinda hiicre biiylimek i¢in disaridan sinyal alir, hacmi
giderek artar; hiicrede riboniikleik asit (RNA) ve protein sentezi yapilarak DNA sentezi igin
hazirlik yapilir. S fazinda DNA sentezi gergeklesir. G2 fazinda hiicre biiylimeye devam
eder, bir sonraki agsama olan mitoza hazirlik i¢in RNA ve protein sentezine devam eder. G2
faz1 tamamlandiktan sonra profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusan mitoz asamasi
gerceklesir. Eger bu dongii sirasinda bir evre tamamlanmadan diger bir evreye gecilirse
hiicrede hasar olusabilir. Bu amagla hiicre dongiisii i¢inde, her seyin yolunda olup
olmadigint kontrol eden, kontrol noktalari bulunmaktadir. Bu kontrol noktalart G1-S
gecisinde, G2-M gecisinde ve metafaz anafaz gegisinde bulunmaktadir. Boylece dongiiniin
devamliligina karar verilir (16, 19, 20). Hiicre G1 evresindeyken biiyiime faktorleri,
sitokinler ve mitojenler gibi sinyalleri alamadigi durumlarda, hiicre GO istirahat evresine

gecer ve boliinme sinyali alincaya kadar bu evrede kalir (21) (Sekil 2.1.).

Hiicre Dongiisti

Sekil 2.1. Normal bir hiicrede, hiicre dongiisiiniin evreleri.



Hiicre dongiisiinde onkogenler (Her2/neu, Ras, c-Myc vb.) ve timor
baskilayici genler (p53 ve retinoblastoma geni) olmak iizere iki temel gen grubunun roli
vardir. Kanserin baslangicinda, proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler olmak iizere
iki temel gen grubundaki mutasyonlar dnemlidir. Asir1 hiicre ¢ogalmasina sebep olan bir
mutasyonla beraber protoonkogenler aktifleserek onkogenleri (kontroliinii kaybetmis
protein kodlayan genlerdir ve kanser gelisiminin baslangicinda rol oynarlar) olustururlar.
Timor baskilayict genler ise normalde hiicre c¢ogalmasini sinirlandirdiklart igin, bu
genlerde olusabilecek bir mutasyon uygun olmayan hiicre ¢ogalmasina sebep olacaktir. Bu
iki gen smifindaki genlerin pek ¢ogu hiicre olusumunu diizenlemede yardimci proteinleri
sifrelemektedir. Timor baskilayict genlerden olan p53 ve retinoblastoma genleri islevini
kaybettiginde hiicre biiyiimesinin kontrolii ortadan kalkar, DNA tamiri olusmaz ve hiicre
dongiisii sonraki evrelere hasarli olarak devam eder. Hasarin tamir edilemedigi hiicrelerde
normalde hiicre apopitozise gider (18, 22, 23).

Kanser karsinogenez adi verilen ¢ok basamakli bir siirecten olusur. Bu asamalar,
baslangi¢, promosyon, ve progresyon asamalaridir. Baslangic basamagi kalici, tersinir
olmayan ve normal hiicrelerin sinirsizca ¢ogalmakta oldugu o6liimciil doniisiimlere daha
yatkin oldugu, DNA’daki genetik degisimlerle beraber gozlenir. Karsinojenlere maruziyet
sonucu bir veya daha ¢ok hiicresel degisimden kaynaklanir. Baslangic asamasindaki
hiicreler neoplastik hiicre degildir, ancak genotipik ve fenotipik degisimler meydana
geldikten sonra bu durum icin ilk adimi atmis olurlar. Olusan mutasyonlarla ¢ogalma
olmast miimkiin olsa da heniliz diferansiyasyon olamamaktadir. Baslangic asamasi
sonrasinda dontisiime ugramis olan bu hiicreler tiimdrii daha biiyiik bir kitleye doniistiirecek
bir uyarana maruz kalincaya kadar zararsiz kalabilirler. Bu geri doniisiimlii basamak ise
promosyon basamagi adini alir. Progresyon basamagi ise benign tiimoriin malign tlimore
dontistiigli, geri doniisii olmayan bir siirectir. Yasam sekli ve g¢evresel faktorlere bagl

olarak, karsinogenez siireci genellikle 10 y1l veya daha uzun bir siireyi kapsar (24, 25, 26).



2.1.1. Prostat Kanseri

Prostat, erkek lireme sisteminde yer alan fibroz bir doku icerisinde kiiciik bezlerin,
kanallarin ve kas dokularinin bir araya gelerek olusturdugu bir dis salg1 bezidir. Normal
durumda yetigkin bir bireyde, ceviz biiylikliigliinde ve agirligi yaklasik olarak 30-40 gram
(9) kadardir; hastalik olmasi durumunda 100 g’a kadar ¢ikabilir. Bir halka gibi iiretray1
cevreleyen prostat bezi, mesanenin hemen altinda yer alir. Ureme sisteminin bir pargasi
olan prostat bezi idrar akisini kontrol eder, salgiladigi sivi ile spermi besler ve korur (27,

28, 29) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Prostat bezinin viicut i¢inde yerlesiminin yandan goriiniimii (29).

Salgiladig1 sivi icinde ¢inko, prostaglandinler, kalsiyum (Ca*?), sitrat, fosfat, prostat
spesifik antijen (PSA), pithtilasma enzimi, profibrinolizin gibi maddeler bulunmaktadir.
Seminal sivinin %20-30 kadarini prostat sivisi olusturmaktadir (30). Prostat sivisinin i¢inde
bulunan maddeler iiretranin kayganlasmasini ve ejekiilasyon sonrasinda, spermin asidik
ortamdan korunmasini, beslenmesini ve hareketliligini saglar (27).

Prostat kanseri ise, prostat bezinde bulunan ve prostat sivisini lireten glandiiler

yapidaki hiicrelerde olugan malign ¢ogalmadir. Prostat kanseri de, meme kanseri gibi



hormona duyarl bir kanser tiiriidiir. Prostat bezinde, testosteron hormonu bir baska giiclii
hormon olan dihidrotestosterona doniistiiriiliir. Prostat kanserinde bu hormonlar kanser

hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalarini saglar (29).

2.1.1.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Prostat kanseri diinya genelinde, erkeklerde goriilen kanserlerin {igte birlik kismin1
olusturur ve en yaygin olanidir. Prostat kanserinde 1970’li yillarda her yil 200.000 yeni
vaka eklenirken, 2002 yilina gelindiginde bu sayr 700.000 yeni vaka olarak bildirilmistir.
Avrupa’da 2006 senesi raporlarina gore, 345.900 yeni vaka ve 87.400 kayitli 6liim orani ile
dordiincti en yaygin kanser tiirtidiir (17).

Ulkemizde kanserle ilgili yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar smirlt olup, sadece 15
merkezde yiiriitiilmektedir. Bununla beraber yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki, tim yas
gruplar1 beraber degerlendirildiginde, prostat kanseri iilkemizde erkeklerde en yaygin
goriilen ikinci kanser tiirii olup, 6liimle sonuclanmasi bakimindan solunum yollarinda

meydana gelen kanserlerden sonra ikinci sirada yer alir (31) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup igindeki yiizde
dagilimlar: (Birlesik Veri Tabani, 2009) (31).



2.1.1.2. Prostat Kanserinin Nedenleri

Prostat kanserinin nedenleri tam olarak bilinmese de, yapilan c¢alismalar prostat
kanserini, prostat hiicrelerinde zamanla artan mutasyonlarin neden oldugu genetik
dengesizligin olusturabilecegini gostermektedir. Bu dengesizliklerin olusmasinda yas, 1rk/
etnik koken, uyruk, aile Oykiisii, genler, diyet, obezite, sigara kullanimi, ¢caligma ortami
kosullar1, gesitli hastaliklar ve vazektomi gibi ¢esitli risk faktorleri etken olsa da, bu risk

faktorlerinin higbiri prostat kanseri igin kesin neden degildir (32).

2.1.1.3. Prostat Kanserinin Tanisi, Derecelendirilmesi ve Evrelendirilmesi

Prostat kanserinin tanisinda cesitli inceleme yollar1 kullanilmaktadir. Bu
incelemeler, parmakla rektal muayene (PRM), kanda PSA bakilmasi, prostat biyopsi
parcalarinda ve igne aspirasyonlarinda adenokarsinomun goriilmesi olarak siralanabilir.
Tan1 konduktan sonra ise tiimoriin viicuda yayilip yayilmadigini, yayildiysa ne dlgiide
yayilldigin1 saptamak i¢in duruma goére kemik sintigrafisi, bilgisayarli tomografi ve
magnetik rezonans goriintiileme gibi baska yontemlerden de yararlanilir. Histopatolojik
degerlendirme ise tiimorii derecelendirmeyi miimkiin kilar (33).

Tedavi yontemine karar verilirken kanserin hangi durumda oldugu tespit
edilmelidir. Bunun i¢in de ¢esitli smiflandirma sistemleri kullanilir. Kanser siniflandirma
sistemleri konusunda tam olarak uzlasmaya varilmasa da kanserin derecelendirilmesi ve
evrelendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu iki kavram biribiri ile baglantilidir (33).

Derecelendirme kanser hiicrelerinin ne kadar anormal ve agresif oldugunu
tanimlamaktadir. Tedavi uygulamasinm1 belirlemede kullanilan bu derecelendirme i¢in en
yaygin olarak, histolojik sonuglardan elde edilen Gleason skorlama sistemi kullanilir (34)
(Sekil 2.4., Cizelge 2.1.). Hiicrenin durumuna gore Gleason derecelendirmesi 1-5 arasi

degerlerde yapilir (35).



PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

T B
ematik gosterimi (35).

Cizelge 2.1. Gleason derecelendirme sisteminin agiklamasi (35).

DERECE ACIKLAMA
1 Hiicreler oldukga farklilasmistir, basit yuvarlak bez yapisinda ve iyi belirlenmis
sinirlarla birbirlerine oldukga yakin yuvarlak kitleler halindedirler
2 Basit yuvarlak bez yapisindadirlar, gevsekge belirsiz bir sekilde toplanmiglardir,
gevsekee belirlenmis sinirlarla yuvarlak kitleler halindedirler.
3A Orta biiytikliikte tek bez yapisindadirlar, diizensiz sekil ve diizensiz bosluklara
sahiptirler, bozuk olarak tanimlanan, sizdiran sinirlart vardir.
3B 3A’ya ¢ok benzerdirler, fakat ¢ok kiiciik bezlerdir, belirgin bir zincir ve kordon yapisi
olugturmalari gerekmez.
3C Diizgiin, yuvarlak silindirler ve kitleler i¢inde papiller ve kribriform epitel
yapisindadir; nekroz yoktur.
4A Kiigiik, orta ve genis bezler kordonlara, zincirlere kaynagmistir veya diizensiz sizdiran
kitlelerdir.
4B 4A’ya cok benzer, fakat olduke¢a biiyiik soluk hiicreler bulunur, bazen hipernefromay1
andirir.
5A Genellikle merkezi nekrozla birlikte, papiller ve kribriform epitel yapisinda, 3C’den
daha solid tiimor kitleleri bulunur.
5B Diizensiz anaplastik adenokarsinom kitlesi yapisindadir.




Evrelendirme ise kanserin biiylikliigi ve yayilimi ile ilgilidir. Kanser viicutta ne

kadar ¢oksa muhtemelen o kadar ¢ok yayilacaktir ve tedavi o kadar az ise yarayacaktir. Bu

nedenle ne kadar ayrintili evrelendirme yapilirsa, bu durum sonuglarin uzun siireli olmasini

ve sag kalmay1 o kadar ¢ok etkileyecektir. Evrelendirme elde edilen biyopsi, PSA seviyesi

fiziksel muayene gibi tetkik sonuglarina gore yapilir.

En yaygin kullanilan evrelendirme sistemleri ABCD ve TNM sistemleridir. Burada

T harfi tiimorii, N harfi lenf nodiiliinii, M harfi ise uzak metastazi simgelemektedir. TNM

sistemine gore yapilan siniflandirma Cizelge 2.2.°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Prostat kanseri evrelendirilmesi (29, 33, 36).

TNM ABCD ACIKLAMA
T0 Esdegeri yok | Kanser yok.
Tla Al Kanser sadece prostatla sinirlidir ve sadece mikroskopla goriilebilir
(Prostatin %5’inden az).
T1ib A2 Kanser sadece prostatla sinirlidir ve sadece mikroskopla goriilebilir
(Prostatin %5’inden fazla).
Tlc A3 Normal muayenede artmis PSA ile kanser tespit edilmistir.
T2a Bl Kanser prostatin bir tarafinin %50’sinden daha azinda bulunur ve
hissedilir.
T2b Bl Kanser prostatin bir tarafinin %50’sinden daha ¢ogunda bulunur ve
hissedilir.
T2c B2 Kanser prostatin her iki tarafinda da bulunur ve hissedilir.
T3a C1 Kanser prostatin bir tarafinda ve kapsiil disina dogru biyiimektedir.
T3b C1 Kanser prostatin her iki tarafinda ve kapsiil digina dogru
biiyiimektedir.
T3c C2 Kanser seminal vezikiile yayilmistir.
T4a C2 Kanser mesane boynunu ve/veya rektumu ve/veya eksternal
sfinkteri sarmistir.
T4b C2 Kanser prostatin yakinindaki diger bolgelerde de gézlenmektedir.
NO Esdegeri yok | Lenf nodiillerinde kanser tespit edilmemistir.
N1 (N+) D1 Kanser iki veya daha ¢ok lenf nodiiliine yayilmistir ( 2
santimetre’lik (cm) veya daha kiigiik olan kanserler).
N2 (N+) D1 Kanser iki veya daha ¢ok lenf nodiiliine yayilmstir ( 2-5 cm
araligindaki kanser).
N3 (N+) D1 Kanser iki veya daha ¢ok lenf nodiiliine yayilmistir ( 5 cm’lik veya
daha biiyiik olan kanserler).
MO Esdegeri yok | Kanser prostati, gevre dokulart ve lenf nodiillerini tamamen
sarmigtir.
M1 (M+) D2 Kanser pelvis bolgesini gecerek, kemikler, akcigerler gibi organlara

sigramisgtir.
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2.1.14. Prostat Kanserinde Uygulanmakta Olan Tedavi Yontemleri

Gliniimiizde prostat kanseri tedavisi i¢in ¢ok sayida yontem kullanilmaktadir.
Prostat kanseri tedavisinde hastaligin seyrine, yan etkilere ve hastalara bagl olarak bir veya
birkag tedavi yontemi segilebilmektedir. Yapilan incelemeler sonrasinda hastaligin prostat
ile sinirli olmasi veya metastaz yapmasina gore farkli tedavi secenekleri kullanilmaktadir.
Eger hastalik prostat ile smirli ise; bekleyerek gozlem yapilabildigi gibi farkli cerrahi
yontemler, 1s51n tedavisi, krioterapi gibi yontemler secilebilir. Kanserin metastaz yapmasi
durumunda ise hormon tedavisi ve kemoterapi uygulamasi tercih edilmektedir (37).

Bekleyerek gozlem, PSA seviyesinin artmasi ya da histopatolojik olarak tiimor
varligiin gosterilmesine kadar beklenmesidir. Bu hastalar dikkatle izlenmelidir (33).

Radikal prostatektomi prostat bezinin cerrahi yolla viicuttan ¢ikarilarak kanserli
hiicreler temizlenmesidir. Tla, T1b, Tlc, T2, T3 evrelerinde bu tedavi yontemi
uygulanabilmektedir. Tedavi sonrasinda perioperatif oOlim, major kanama, rektal
yaralanma, derin ven trombozu, pulmoner emboli, lenfosel, idrar kacagi, mesane zayifligi,
impotans, mesane boynu darligi, iiretral tikanma ve liretral darlik gibi komplikasyonlar
ortaya ¢ikabilir (33).

Isin tedavisi ise iki tiirlii yapilabilir; birincisinde 1s1n uygulamasi viicut disindan
prostat bezine dogrudan uygulanir, ikinci uygulama sekli ise prostat bezi i¢ine radyoaktif
tohumlarin ekilmesi ile olur. Bu tedavi seklinde de ishal, karin agrisi, makatta rahatsizlik ve
idrar yapmakta zorlanma gibi yan etkiler olusabilmektedir (33).

Kriyoterapide hiicre dliimiine sebep olmak i¢in dondurucu yontemler kullanilir.
Dehihratasyon sonucu olusan protein denatiirasyonu, hiicre zarinin dogrudan buz Kristalleri
ile yirtilmasi, mikrosirkiilasyonun yavaslatilmasiyla iskemi olusumu ve apopitozis
kullanilan yontemlerdir. Sinirli prostat kanserinde ve prostat digina minimal yayilimi olan
hastalarda kullanilir. Dokuda bozulma, mesane zayifligi, pelvik agri idrar retansiyonu
erektil fonsiyon bozuklugu gibi komplikasyonlar goriilebilir (33).

[Ik defa 1941 yilinda, Huggin ve Hudges cerrahi kastrasyonun ve &strojen
uygulamasiyla androjenin (testesteron) baskilanmasinin metastatik prostat ilerlemesi
tizerine olumlu etkileri oldugunu ortaya koymuslardir. Hormonal tedavi hastaligin ilerleme

belirtilerinde etkili olsa da, hastalarin dmriinii uzatma anlaminda kesin bir kanit yoktur.
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Burada testesteron her ne kadar tiimdr olusturan bir hormon olmasa da, tipki prostat
hiicrelerinde oldugu gibi, kanser hiicrelerinde de biiyiime ve stireklilik i¢in gereklidir. Eger
prostat hiicreleri androjenik uyaridan mahrum kalirsa hiicreler apopitozise gider. Uzun
siireli androjen deprivasyonu tedavisinin ¢esitli yan etkileri de s6z konudur. Bunlarin
arasinda libido kaybi, erektil islev kaybi, sicak basmalari, jinekomasti ve gogiis agrisi,
viicut yag kitlesinde artis, kas kaybi, anemi, kemik mineral yogunlugunda azalma, biligsel
islev kayb1 sayilabilir (33).

Hormon tedavisinin ise yaramadigi durumda, hiicre ¢ogalmasini frenleyen ilaclar
tedavi amaciyla kullanilirlar. Ancak prostat kanseri bu ilaglara kars1 diger kanserler kadar
duyarli degildir (33).

2.1.15. Prostat Kanserinde Gen Ekspresyonu Degisimi

Kullanilan yeni teknoloji {iriinleri prostat kanserinde gen ekpresyon degisimlerinin
genis ¢apli analizini miimkiin kilmaktadir. Prostat kanserinde ilk ve en ¢ok asir1 eksprese
edilen gen bazi lipitlerin B-oksidayon sirasinda R-steroizomerlerini S-’ye ¢eviren bir enzim
olan “alfa metil agil CoA rasemaz (AMACR)” dir. Yapilan immiin boyama g¢aligmalari
AMACR’nin normal prostat hiicrelerinde nadiren eksprese olurken prostat kanser
hiicrelerinde oldukca fazla ekprese oldugunu gostermistir (38). Yine son yillarda klinik
tiimorlerde yapilan ¢alismalarla prostat kanserinde voltaj kapili Eagl K* kanalinin, normal
prostat dokusunda ¢ok az goriiliirken, prostat kanserinde asir1 eksprese oldugu gortilmiistiir
(39, 40).

2.2. Iyon Kanallan

Iyon kanallarinin kuramsal olarak varliklari ilk kez 1952 yilinda Alan Hodgkin ve
Andrew Huxley tarafindan sinir iletimi calismalariyla gosterilmis, deneysel olarak
varliklarmin gosterimi ise 1970°li yillarda Erwin Neher ve Bert Sakmann tarafindan

yapilmistir (41).
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Iyon kanallari lipit ¢ift katli hiicre zarmin icine yerlesmis, protein yapisinda, en dar
kismindan sadece bir iyonun gegebilecegi makromolekiiler gozeneklerdir (42). Neredeyse
biitliin plazma zarlar1 ve pek ¢ok hiicre i¢i organelin zarinda bulunmakta olup c¢ok fazla
cesitlilige sahiptirler. Insan genomunda sinir ve kas gibi uyarilabilir hiicrelerde 400’{in
lizerinde iyon kanal tiirii belirlenmistir. Bunlarin yaklasik 170 tanesi K* kanallarini, 38
kadar1 Ca*? kanallarini, 29 kadar1 Na* kanallarin1 58 kadar1 Cl” kanallarmni ve 15 kadar1 da
glutamat reseptorlerini kodlamaktadir. Geri kalan genler de inositol trifosfat (IP3)
reseptOrlerini, gegici reseptor potansiyeli kanallarim1  (TRP) ve diger kanallarn
kodlamaktadir (43).

Iyon kanallari, iyon gecisinin kontrol edilmesiyle, tipik olarak dinlenim zar
potansiyeli ve uyarilabilirligi diizenleme, aksiyon potansiyelini sekillendirme, kas
kontraksiyonunu ve eksositozu tetikleme, hiicre hacmini diizenleme ve daha pek cok
onemli hiicresel siiregte yer alirlar (5).

Sahip olduklar1 sulu gozenek yapisi, agik-kapali olma durumunu belirleyen kapi
mekanizmalar1 ve segici gegirgenlikleri gibi fiziksel 6zellikleri ile suda ¢dziinebilir olan
bazi iyonik molekiillerin hiicre zarindan pasif gegislerini kontrol etmektedirler (5, 44).
Gozenek yapist hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilari arasinda bir gegis noktasi olusturmaktadir.
Gozenek duvarlarinda ise ¢ogunlukla iyon gegislerini siirlandiran hidrofilik aminoasit
rezidiileri siralanmistir. Kap1 mekanizmasi protein konformasyonundaki bir degisimdir.
Konformasyon degisimini ise zarda olugan bir voltaj degisimi, kanala bir ligand baglanmas1
ve hiicre i¢i bir faktdre yanit olarak ikincil mesajc1 bir sistemin etkinleserek kanali
etkilemesi gibi ¢esitli mekanizmalar baslatabilmektedir (44).

Yapisal 6zellikleri bakimindan degerlendirildiginde farkli sayida a, B, y, € gibi
altbirimlerden ve S1, S2... gibi farkli segmentlerden olusurlar. Pek ¢ok voltaj kapili
kanalda gozenek yapisini o altbirimi olusturur (41). Sekil 2.5. voltaj kapilt bir kanalda o

altbiriminin yapisin1 gostermektedir.
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Sekil 2.5. Voltaj kapili bir kanalda o altbiriminin ve P gézenek yapisinin yerlesimi. S1, S2, S3, S4, S5 ve S6
o altbirimini olusturan segmentler, S4 voltaja duyarl olan segment.

Kap1 mekanizmasina gore iyon kanallari; voltaj-kapili, ligand-kapili (iyonotropik
reseptorler) 1s1k-kapili, mekanosensitif, siklik niikleotid-kapili ve Ca*? kapili iyon kanallari
olarak simiflandirilabilir (45).

Iyon kanallarinin modiilasyonu kalp hastaliklar;, norolojik hastaliklar, bdbrek
yetmezligi, agr algis1 ve korliik gibi ¢cok genis aralikta bir hastalik grubu ile iliskilidir.
Insan hastaliklarinda 60°dan fazlas1 kanallarda olusan mutasyonlardan kaynaklandig1 igin
kanalopati olarak degerlendirilmektedir. insan fizyolojisinde bu kadar &nemli bir yer
tutmas1 ve dokularda oldukga gesitli bir dagilima sahip olmasi, iyon kanallarini tedaviye
yonelik olarak ila¢ arastirmalarinda oldukg¢a g¢ekici kilmaktadir (46). Iyon kanallarma
yonelik ila¢g caligmalar1 bagil olarak azdir. Satilmakta olan ilaglarin sadece %35’1 iyon
kanallarin1 hedef almaktadir. Insan genomu giderek kesfedildikge ilag tedavisinde iyon

kanallar1 olduk¢a 6nemli proje kaynaklart olacaktir (43).

2.2.1. Epitel Hiicrelerde iyon Kanallari

Kanser siklikla epitel doku hiicrelerinde goriilen bir hastaliktir. Epitel hiicreler
viicudun farkli fizyolojik boliimlerini ayiran dinamik bariyer gdrevi goriir. Bir taraftan
konak viicut kismina girmeye calisan patolojik mikroplar1 engelleyen fiziksel bir bariyer
gorevi goriirken, diger taraftan hiicrelere taginan iyonlarin, elektrolitlerin ve suyun gecisini

diizenleyerek doku homeostazini siirdiirmek zorundadirlar (47).
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Epitel hiicrelerin gorevlerini yerine getirmede iyon kanallar1 olduk¢a onemlidir.
Epitel hiicrelerdeki iyon kanallar1 viicudun belirli boliimleri arasinda iyonlarin, bazi
durumlarda da sivilarin hareketinde gorevlidirler. Madde tasiniminin islevi temel olarak
pek cok uyarilabilir dokudaki bilgi iletiminden farklidir. Ancak kanallarin temel yapis1 her
iki doku tiirlinde de benzerlik gostermektedir. Epitel dokularda, 6zellikle Na*, K" ve CI
kanallar1 olduk¢a dnemlidirler. Iyon kanal yapisinin asil énemli islevi transepitel olarak tuz
hareketidir. Siklikla, bu tuz hareketine paralel olarak suyun da gecisi s6z konusudur. Bu
gecisler baz1 viicut sivilarinda bulunan K* ve Na* seviyelerinin siirdiiriilmesi (homeostaz)
ve ter, tiikiirlik ve gozyasi iletiminin yan1 sira, sindirim enzimlerinin ve mukusun, mide,
bagirsak ve havayollarina iletimesi i¢in sivinin diizenlenmesi gibi O6nemli fizyolojik
fonksiyonlara aracilik eder. Bu kanallar iyon gegislerinde, uyarilabilir hiicrelerle ayn1 temel
prensiplere gore hareket ederler. Ancak diizenleri olduk¢a farklhidir. Kistik fibrozis
transmembran iletiminin diizenlenmesi gibi baz1 durumlarda, diizenlenme kanal proteinin
fosforilasyonu ve siklik adenozin monofosfat (CAMP) iiretimine bagldir. Epitelyal Na* ve
muhtemelen epitelyal K* kanallarinda ise kanalin intraseliiler kisimlar1 ve plazma zari
arasindaki translokasyon kanal aktivitesinin modiilasyonunun altin1 ¢izer. Bu siireclerde
olusabilecek sorunlar ise 6nemli hastaliklara yol agmaktadir (47).

Biitiin hiicre tiirleri kansere duyarli olmasina karsin epitel hiicrelerinde kansere

yatkinlik daha fazladir (48).

2.2.2. lyon Kanallan - Kanser iliskisi

Iyon kanallar1 gesitli 6zelliklerinden dolayi hiicre zarinda tan1 ve tedavide kullanilan
ilaglar icin ¢ok iyi hedefler olmuslardir. Iyon kanallarinin 1970’li yillarda kesfinden sonra
pek ¢ok hastalik kanalopati olarak ifade edilmistir (41). Iyon kanal proteinlerinin
ekspresyonunun veya aktivitesinin degisimi kalp aritmileri, epilepsi, diyabet, kistik fibrozis,
sagirlik ve migren gibi farkli pek cok hastalifa neden olmaktadir. Transmembran protein
yapisinda olduklarindan hiicre dis1 ortamdan da bu yapilara ulasmak miimkiindiir. Bu
nedenle pek c¢ok hastalikta iyon kanallar1 tedavi amaci ile ilag hedefi olarak

kullanilmaktadir (6). Kanser her ne kadar kanalopati siniflandirmasina girmese de, iyon
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kanallar1 kanser arasindaki iliski ¢aligmalarla desteklenmektedir. O nedenle son yillarda
ozellikle voltaj kapili kanallar basta olmak {izere kanser hastaliginda da tedavi hedefi olarak
degerlendirilmeye baglanmistir (39).

Teknolojik gelisimlere paralel olarak, yama-kenetleme ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi yontemler ile beraber iyon kanallarina 6zgii blokerlerin kullanimi
kanser ¢aligmalarinda giderek yayginlasmaktadir. Bu tip ¢aligmalarla 6zellikle K*, Na',
Ca* ve CI gibi kanallarin, kanserde hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonu, apopitozis,

onkogenez ve hiicre go¢ii gibi durumlarla iliskili oldugu gosterilmistir (7, 49, 50, 51)

2.2.2.1. K* Kanallar1 ve Kanser

K" kanallar1 en gok ¢esitlilige sahip olan iyon kanallar1 olmasinin yami sira, zar
potansiyelinin kontrolii, aksiyon potansiyeli diizenlenmesi, norotransmiter salinimi, insiilin
saliimi, hiicre farklilagmasi, aktivasyon, proliferasyon, hiicre dongiisii ve apopitozis gibi
pek ¢ok fizyolojik islevde onemli bir yere sahiptir. Deneysel veriler yer aldiklari bu normal
fizyolojik siireclerin disinda ayn1 zamanda kanser olusumunda, hiicre proliferasyonu, hiicre
gocii, gibi siireglerde yer aldiklarini da gostermektedir (42, 52, 53, 54, 55).

K" kanallar1 pek ¢ok kanser tiiriinde bulunurlar (Cizelge 2.3.). K" kanallarmin pek
cogu proliferatif durumla ¢ok fazla iliskiliyken, sadece voltaja bagli K* kanal tiirii olan
(Kv) Kv10.1 ve K2p9.1 (KCNK9) gibi birkag tiirii net bir sekilde onkogenik bir etkiye
sahiptir. Sadece bu kanallar saglikli hayvanlarda eksprese edildiklerinde onkogenik fenotip
olustururlar (55, 56, 57).

Farkli timdr ve kanser hiicrelerinde eksprese olan K' kanallari da degisen
ekspresyon oranlarina sahiptir (52). Kvl ailesinden Kv1.3 kanali meme, kolon ve prostat
kanserlerinde asir1 eksprese olurken, Kv1.1 ve Kv1.5 kanallar1 meme ve malign glioma
hiicre hatlarinda bozulmus ekspresyona sahiptir (58, 59, 60, 61, 62). Ayrica Kv10.1’in
onkogenik potansiyeline ek olarak, Kv10 (Eag) ve Kv11 (Erg) kanal ailelerinin iiyelerinin
pek cok hiicre hattinda eksprese olduklar1 gosterilmistir. Kv10.1-2 meme ve ndroblastoma
kanser hiicre hatlarinda eksprese olurken, Kv11.1 (eag-iliskili gen, erg) gastrointestinal,

endometriyal, noroblastoma, l6semi kanserleri ve kanser hiicre hatlarinda eksprese
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olmaktadirlar (9, 11, 55, 63, 64, 65, 66, 67, 68). Bunlara ek olarak iceri dogrultucu K*
kanallar1 (Kir) da meme ve akciger kanserinde tespit edilmislerdir (69, 70, 71, 72). KCal.1
olarak isimlendirilen, biiyiik iletkenlikli Ca**la aktive olan K* kanali (BK) ve KCa3.1
olarak isimlendirilen, orta iletkenlikli Ca*®’la aktive olan K" kanali (IK) ekspresyonlarinin

da prostat ve noroblastoma kanserlerinde arttig1 belirtilmistir (73, 74, 75, 76).

Cizelge 2.3. Kanserde K* kanal gen ekspresyonu (54).

Kanal Geni
Kanser . T . . . . . . . - = = . . : . . . . :
Tard Kvl.l | Kv1.3 | KvD.5 | Kv3.4 | Kvd1 | Kv7.1 Kv10.1{Kv10.2 Ky 111 K, 0.1 K, 23K, 3.0 Kir2.2 |Kird.] |Kird 4| Kird.] |Kirs.] | Kirb,2 K2P2.1 K2P3,1|K2P5.1 K2P9.1
KCNA 1 KCNAIKCNAS KCNCA KCND1 KCNGTKCNH 1 KCNHS KONH2 KCNMAT| SK3 | 1K1 KCNJ12|KCNU3 | KONUS KCNJ 10 KONJB KCNU 1 1 KCNK2 KCNK3 KCNKS KCNKS

+ . + . . . .

| Adrenal

kn |
[ Kemik | |
[ Beyin
[ meme | |
fSer\fiks | | | |
| ol sistem |
iBag Ve Eloyun_

Biibrek |
[ Akciger |
Ii I__e.nfoma | .

| Melanom

; 1 |
f I

Pankreas |
r Prostat
L I
[ + 4
I } { }

| SEI’!(UI’T'IE |
Tiroid

| Rahim

Kirmizi1 kutular, asir1 eksprese olduklar bildirilen ve tiimor olusturucu siireglerin (proliferasyon artisi, hiicre

gogll veya yayilim gibi) arttig1 kanser tiirlerini; yesil kutular, timor malignitesi ve klinik agresiflik ile tersine

iliskili olan kanser tiirlerini; mavi kutu da yinelenen somatik mutasyonlar olmasi durumunda tespit edilen geni

gostermektedir.

Kanser ve K" kanallarinin artan ilgisi ortaya kondukga kanser tedavisinde K*
kanallarinin hedef olarak kullanimina da ilgi giin gegtikce artmaktadir. Potasyum kanalinin
kanser tedavisinde hedef olabileceginin diisiiniilmesindeki temel nedenler ise sOyle
siralanabilir (52):

e K" kanallar1 hiicre dongiisiinii kontrol ederek hiicre proliferasyounda yer alirlar.

e K" kanallari hiicre ve dokuya 6zgii ekspresyona sahiptir.
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e Bu proteinler sentetik blokerlere olduk¢a duyarhidirlar. Bu da farmasétik firmalarin
daha etkili ve sec¢ici molekiiller lizerine ¢alismalarinda etkili olur.

e Kalp ve sinir hastaliklarinda K" kanallarmi hedef alan tedavi yontemleri giiniimiizde
oldukg¢a bagarilidir ve yan etkileri azdir.

e Pck ¢ok kanser ve tiimérde, K* kanal ekspresyonu bozulmustur.

2.2.2.2. Na* Kanallar1 ve Kanser

Voltaja duyarli Na* (VGNa) kanallar1 sinir ve kas gibi uyarilabilir dokularda
aksiyon potansiyelinin olusumu ve siirdiiriillmesinde 6nemlidir (77). Ancak bu kanallar
gorevleri tam olarak aydinlatilamasa da T-lenfositleri gibi uyarilabilir olmayan dokularda
da eksprese edilmektedirler (78). Na* kanallar1 bir o birimi ve onunla baglantili olan
albiriminden olusur. o altbirimini kodlayan 10 farkli gen bulunmaktadir. Bunlardan dokuzu
Nav1l olarak isimlendirilen tek bir aileye aittir (77, 79, 80). VGNa kanallar1 kanserde ilk
olarak 1995 yilinda sigan prostat kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢aligsma ile tanimlandi
(81). Daha sonra insan prostat kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢alisma ile insanda da
varligi gosterildi. Molekiiler biyoloji ve farmakoloji ¢alismalar1 ile eksprese olan asil
izoformun Navl.7 oldugunu bulunmustur. Yapilan calismalarla kanser hiicrelerinde
bulunan bu VGNa kanallarinin galvanotaksi (hiicrelerin elektriksel bir alana yanit olarak
belirli dogrultuda hareket etmesi), motilite ve invaziv potansiyellerine katkida bulunduklari
gosterilmistir (82, 83, 84).

Prostat kanseri hiicre hatlarinda elde edilen bu sonuclar arastirmacilart VGNa kanal
aktivitelerini bloke ederek kanser tedavisinde hedef olarak kullanmaya yonlendirmistir (85,
86).

2.2.2.3. Ca*? Kanallar1 ve Kanser
Voltaj kapil Ca*? kanallar1 (VGCa) Ca*? homeostazinda, ve boylece kasilma,
sekresyon ve gen diizenlenmesinde, énemli bir role sahiptirler. Temelde bir o (al, a2)

altbiriminin yani sira yardimer altbirimlerden (14, y) olusur (bazen yardimci altbirim
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olmayabilir). o altbirimini 10 farkli gen kodlamaktadir. Diiz kas gibi baz1 dokularda hiicre
proliferasyonuna katkida bulunurlar ve hiicre dongiisiinde ekspresyonlari degismektedir.
G1 evresinde az oranda eksprese olurken, S ve M evresinde ekspresyonlari artar (49).

PC-3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢calismada Ca*? girisi
bloke edildiginde kanser tiimor hiicrelerinin proliferasyonunun azaldig gézlenmistir. Bu
calismada, fare prostat kanseri modelinde Cav3.2 kanalinin TH-1177 ile blokajinin hayvan
sag kalimini uzattigi sonucuna ulasilirken higbir yan etki gozlenmemistir (87). Meme
kanseri ve prostat kanserinde yapilan ¢esitli caligmalarla Cav3.2 kanalinin asir1 eksprese
oldugu gosterilmistir (88, 89).

Tiimor hiicrelerinde Cav3 kanalinin proliferasyondaki roliiniin kesfi ile timor
proliferasyonunu inhibe edecek farmakolojik ajanlar ve antikorlar iizerine g¢alismalar

yapilmaya baslanmistir (89, 90).

2.2.2.4. CI" Kanallan ve Kanser

Diger voltaj kapili kanallar ile karsilagtirildiginda voltaj kapili CI' kanallan ile
yapilan c¢alismalar olduk¢a sinirlidir. MDA-MB-231, MDA-MB-435 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢aligmada Ca*?la aktive olan CI" kanal tiirii olan
CLCA2’nin meme kanserinde tiimor baskilayict gibi hareket ettigi sonucuna varilmistir
(91). Kolon kanserinde yapilan bagka bir ¢aligma ile CLCA1 ve CLCA2’nin bu kanser
tirtinde timor baskilayici olarak diisiiniilebilecegi sonucuna varilmistir (92). Daha sonra bu
kanallarin neden tiimdr baskilayict oldugunu anlamaya yonelik pek ¢ok ¢aligma yapilsa da

bu konu netlik kazanmamustir.

2.2.3. K’ Kanallan

K" kanallar1 100’{in iizerinde ¢eside sahip olan en genis kanal ailesidir (93). Insan
genomunda yaklasik 90 farkli gen diriinliyle eksprese olurlar. Genetik cesitliliklerine
ragmen biitin K" kanallarinda 6rnegin gdzenek yapismi olusturan dizilimlerin benzer

olmasi gibi yapisal benzerlikler vardir.
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Yapisal olarak incelendiginde temel olarak o ve B altbirimlerinden olusur. a-
altbirimi gdzenek yapisim sekillendirmektedir. K* kanallar1 sahip olduklari altbirim ve
gozenek yapilarina bagli olarak dort temel gruba ayrilmaktadirlar. Bunlardan birincisi 2
altbirim 1 gézenek yapisina (2TM, 1P), ikincisi 4 altbirim 2 gozenek yapisina (4TM, 2P),
ticlinctisii 6 altbirim 1 gozenek yapisina (6TM, 1P) ve dordiinciisti de 8 altbirim 2 gézenek

yapisina (8TM 2P) sahiptir (Sekil 2.6.) (94).

NH,
COOH

Nature Reviews | Neuroscience
Sekil 2.6. Potasyum kanal ailesi yapisal siniflandirmasi (94).

K" kanallarmin acilmas1 katyonlarin pasif olarak zardan gegisini saglar. Iyon akist
hizli olmasina ragmen K" kanallar1 oldukea segicidir. Iyon segiciligi gdzenek yapisinda yer
alan secici filtre ile gerceklesir. KcsA kanalimin kristal yapist incelendiginde, filtrenin
boyunun ~12 A, capinm ise ~2,5 A oldugu bulunmustur. Goézenek yapisi tirozin-valin-
glisin-tirozin-glisin aminoasit reziidiilerinden olusmaktadir. Sahip olduklar1 B-altbirimleri

ve pek ¢ok aksesuar protein kanalin fonksiyonel 6zelliklerini belirlemektedir (94, 95).
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K" kanallar1 dinlenim zar potansiyelinin ve aksiyon potansyelinin diizenlenmesinde,

hormon salgilanmasinda, hiicre hacminin diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadirlar

(6).

2.2.4. Eagl Kanallan

Ky kanallarinin Eag ailesi KCNHI genleri ile kodlanmaktadir (96, 97). Eag kanal
ailesi farkli tiirlerin iligkili DNA dizilerine bakildiginda, ether-a’-go-go (Eag, insandan elde
edileni hEag), Erg ve Eag-benzeri K kanali (EIK) olmak iizere dizileri benzer ii¢ alt aileye
ayrilmaktadir (98, 99). Eag kanal ailesinin bir ferdi olan Eagl kanal geni (Kv10.1, KCNH1)
ilk olarak Drosophila melanogaster olarak isimlendirilen sirke sineginde belirlenmistir
(100).

Dizi verileriyle beraber, sigan, fare, Drosophila ve insan Eag kanallarinin dizi
uyusmasi incelendiginde, bu kanallarin yapisal olarak K kanallariyla ve siklik niikleotid-
kapili katyon kanallariyla iliskili olduklar1 gosterilmistir (98). Kanalin elektrofizyolojik
Ozellikleri olduk¢a karakteristiktir. Bu kanallar zar depolarizasyonu ile aktive olurken,
yavas inaktivasyon gozlenir (101). Eag kanallar1 da pek ¢ok K, kanali ile benzer kanal
yapisina sahiptir. Iletkenlik gdzenegi olarak isimlendirilen bir merkez etrafinda yerlesik
olan dort altbirimden olusup tetramerik yapidadir. Her bir altbirim S1, S2, S3, S4, S5 ve S6
olarak ifade edilen alt1 parca transmembran boliimden olusmaktadir. S4 bolimii temelde
voltaj sensorii gorevi gdrmektedir. S5 ve S6 boliimleri birleserek K*’a duyarli olan kanal
gbzenegini olusturmaktadir. Ayrica her altbirim hiicre igi ortamda genis amino- (N) ve
karboksi- (C) terminal bolgeleri icermektedir. Eag kanallarinin N-terminal ucu, kalmodiilin
baglanan bir kisim ve oksijene duyarli diger faktorlerle ve hipoksi ile indiiklenebilir
faktoriin aktivasyonuyle iliskili olan Per-Arnt-Sim (PAS) bolimiinii igermektedir. C-
terminal ucu ise siklik kalmodiilin baglayan bolge, tetramerizasyon-bobin-bobin ve
kalmodiilin baglanmasi igin bdlge ile Ca*’/kalmodiilin bagimsiz protein kinaz Il

boliimlerini igermektedir (39, 102, 103, 104, 105) (Sekil 2.7.).

21



\CaM binding ——>

Sekil 2.7. Eagl kanal yapisi sematik gosterimi (106).

Eagl kanalinin normal dokularda ekspresyonu olduk¢a smirlidir (107). Normal
dokuda, baslica sinirsel uyariy1 diizenleyen merkezi sinir sisteminde bulunmasinin yani sira
miyoblastlarda, plesentada, testislerde ve adrenal bezlerde de bulunabilmektedir. Ancak
kanser hiicre hatlar1 ve primer kanser dokularindan elde edilen pek ¢ok calismada Eagl
mesajct RNA’s1t (MRNA) eksprese edilmistir (Sekil 2.8.). Pek ¢ok kanser tiiriinde kanserin
ilerlemesini desteklemektedir. Ayrica, timor dokusularinda Eagl kanal aktivitesinin
farmakolojik blokaji ve RNA girisimiyle (RNAI) kanal ekspresyonunun engellenmesinin
hiicre proliferasyonunu azalttig1 belirtilmistir. Miyoblastlarda Eagl kanalinin aktivasyonu
hiicre flizyonu i¢in gereken hiperpolarizasyonu saglamaktadir. Ancak Eagl kanalinin
gorevi ekpresyonun goriildiigli normal dokularin ¢ogunda heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Sekil 2.8. normal ve tiimérli dokularda Eagl kanal ekspresyonunu
gostermektedir (9, 12, 39, 55, 102, 108, 109, 110, 111, 112, 113).
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EAG1 ekspresyonu

Sekil 2.8. Normal ve tiimorli dokularda Eagl kanali ekspresyon dagilimi (Normal dokularda mavi noktalar,
timorlii dokularda ise kirmizi noktalar Eagl kanalinin eksprese oldugu dokular1 gostermektedir) (39).

Eagl kanalinin, kanser dokusunda hiicre dongiisii ve hiicre proliferasyonunda rol
oynadigin1 gdsteren calismalar, bu kanalin yiiksek onkogenik potansiyelini ortaya
koymaktadir. Xenopus oositinde yapilan bir ¢alismada progesteron ve mitoz kolaylastirict
hormonun neden oldugu oosit olgunlasmasinin Eagl kanalinin akim genligini azalttigi ve
bunun sonucunda Eagl kanalinin hiicre dongiisiinde yer aldig1 gosterilmistir (114). Baska
bir calismada, G2/M faz1 gecis sirasinda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinin, Eagl
kanalinin akim-voltaj karakteristiklerinde olan degisikliklerle iligkili oldugu gosterilmistir.
Eagl kanalinin onkogenik potansiyeli Pardo ve ark.’nin (55) 1999 yilinda yaptiklar1 bir
calisma ile gosterilmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada Eagl kanalinin, normalde Eagl kanalini
eksprese etmeyen hiicrelere transfeksiyonunun, transfekte bir fenotipe neden oldugunu ve
Eagl transfekte hiicrelerin diigilk serum konsantrasyonlarinda ve belirli odaklarda
bliyliyebildiklerini belirtmislerdir. Bu ¢alismayla Eagl mRNA’sinin néroblastoma, meme
ve serviks kanseri hiicre hatlarinda eksprese olabilecegini bulmuslardir. Ayrica kanal
ekspresyonunun antisens oligoniikleotidler ile inhibisyonu sonucu kanser hiicrelerinde
DNA sentezi azalmis bu durum da Eagl kanalinin onkogenik potansiyelini ortaya

koymustur. Daha sonra antihistaminik astemizol ve antidepresan imipramine gibi cesitli
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maddeler ile yapilan c¢aligmalarin sonucunda da Eagl kanal ekspresyonunun ve
aktivitesinin azaldigr gosterilmistir (9, 115).

Iyon kanallarmm kanser de dahil pek ¢ok hastalikta rol oynamasi ve yani sira
giinimiizde kanser tedavileri degerlendirildiginde, ozellikle tedaviye yanit vermeyen
hastalarda iyon kanallarinin bir tiimdr belirteci olarak one siiriilebilecegi kanisi giderek
yayginlagmaktadir. Eagl kanalinin da kanserdeki yeri goz oniinde bulunduruldugunda, bir
tiimor belirteci olarak degerlendirilme potansiyeli yiiksektir. Eagl’in normal dokuda smirlt
olup pek c¢ok kanserli dokuda yaygin bir sekilde bulunmasi, tedavi siirecinde diger
kanallara gore daha bir 6nem kazandirmaktadir. Cesitli bulgular Eagl kanalinin serviks,
meme ve kolon kanserinde erken bir tiimor belirteci olabilecegini desteklemektedir. Ayrica
Eagl kanal aktivitesinin ve ekspresyonunun inhibisyonuyla kanser hiicre proliferasyonunun

azalmas1 da Eagl kanalinin bir antikanser hedefi olma potansiyelini de arttirmaktadir (39,

116, 117).

2.3.  Imipramine Hidrokloriir

Kimyasal —adi  10,11-Dihidro-N,N-dimetil-5h-dibenz[b,f]azepin-5-propanamin
hidrokloriir (C19H24N2.HCI) olan imipramine, Amerikan Ulusal Gida ve Ila¢ Kurulusu nun
onayladigi, trisiklik bir antidepresandir (TCA). Depresyonun yani sira, pediyatrik nokturnal
eniirezis gibi rahatsizliklarin tedavisinde ve baz1 durumlarda agr kesici ilaclar ile beraber
kronik agri tedavisinde kullanilan bir ilagtir (118, 119).

Depresif olmayan bireylerde ruh halini etkilemezken sedasyona sebep olabilir.
Depresif bireylerde ise ruh haline pozitif bir etkisi vardir. TCA’lar serotonin ve
norepinefrin geri alimmin potansiyel inhibitorleridir. Imipramine gibi tersiyer amin
TCA’lar sekonder TCA’lerden daha etkili inhibitorlerdir. Ayn1 zamanda, kronik
kullaniminda, serebral kortikal B-adrenerjik reseptorlerde down regiilasyon ve postsinaptik
serotonerjik reseptorlerde  duyarlilagtirma olusturmaktadir.  Antidepresan  etkisini
serotonerjik iletimde artisa neden olarak gosterdikleri diistiniilmektedir. TCA'lar H1

histamin reseptorlerini, aj-adrenerjik reseptorlerini ve muskarinik reseptorleri de bloke
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ederler. Bu durum sirasiyla sedatif, hipotansif ve antikolinerjik etkilerini de agiklamaktadir.
Imipramine’in sedasyon ve antikolinerjik etkileri diger tersiyer amin TCA’lardan daha

azdir (120) (Sekil 2.9.).

\,

|
Sekil 2.9. imipramine’in kimyasal yapist (120).

Klinik farmakoloji agisindan degerlendirildiginde, imipramine’in etki mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Ancak etkisini temelde merkezi sinir sisteminin uyarilmasi ile
gostermemektedir. Klinik etkisinin sinir uglarinda norepinefrin alimin1 bloke ederek
adrenerjik sinapslarin potensiyelizasyonundan kaynaklandig1 varsayilmaktadir. imipramine
bir miyoakardiyal enfarktiis sonrasinda akut diizelme periyodunda uyaricidir (121).

Cesitli timor hatlart ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, imipramine’in Erg ve Eag

kanallarini bloke ederek hiicre proliferasyonunu etkileyebilecegi gosterilmistir (10, 39).

2.4.  Iyon Kanah Calismalarinda Yama Kenetleme Teknigi

Iyon kanallarinin temel islevi belirli iyonlarin zar boyunca gegisine izin vererek
zarin i¢i ile dis1 arasinda bir denge olusturmaktir. Olusan bu 1yonik akim elektrofizyolojik
Olctimlerle elektriksel bir akim olarak saptanabilir. Olusan bu akim aktif kanal sayis1 ve bu
kanallarin aktivasyon derecesi ile orantilidir. Yama kenetleme teknigi ise bu kanallardan
gecgen akimi Glgerek zarda aktif olan kanallar ile ilgili bilgi vermektedir (122).

Bu teknik ilk olarak 1976 yilinda Erwin Neher ve Bert Sakmann tarafindan ucu
mikrometreler mertebesinde olan bir cam mikroelektrot yardimai ile hiicre zarindaki bir veya

birka¢ iyon kanal proteinin elektriksel aktivitesini dlgmek icin tasarlanmistir. Kurbaga
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iskelet kasinda yaptiklar1 bu ¢alisma sonraki ¢aligmalarini tetiklemis ve bu alanda yaptiklar
calismalar, kendilerine 1991 yilinda Nobel Tip Odiiliinii kazandirmistir (123, 124). Bu
teknik, mihiirleme ve farkli yama kenetleme yontemlerinin kesfedilmesiyle 1980°li
yillardan bu yana pek c¢ok hiicrede kullanilmaktadir. Giliniimiizde canli hiicrede iyon kanal
calismalarinda yiiksek zaman ¢oziiniirliigiinde, toplam zar akimindaki degisiklikler, hiicre
ici voltaji veya zar kapasitansinin Ol¢iimii gibi ¢esitli amaglarla yaygin olarak
kullanilmaktadir (122, 125).

Yama kenetleme teknigi, cam bir mikrokapiller tiipiin igine yerlestirilen giimiis /
giimiigkloriir (Ag / AgCl) elektrodun kullanilmastyla hiicre zarinda bulunan iyon
kanallarindan elektriksel kayitlarin yapildigi bir tekniktir. Elektrodun ucu hiicre zarina o
kadar siki1 yapisir ki, elektrodun i¢i ve dis1 arasindaki elektriksel direng 1 GQ (gigaohm)
degerinden fazla olur. Giga-miihiir kosulu saglandiktan sonra zarin belirli voltaj degerlerine
kenetlenmesi (voltaj kenetleme) ile zarda bulunan iyon kanallaridan pikoamper (pA, 107
A) dolayindaki elektriksel akimlar kayitlanmaktadir (122).

Yama-kenetleme teknigi temel devresi birka¢ operasyonel yiikseltecin (A1, A2) bir
araya gelmesi ile olusan bir akim-voltaj ¢eviricisidir (Sekil 2.10.). Operasyonel yiikseltecin
hem tersleyen ucu hem de terslemeyen ucu bir geri besleme direnci yardimi ile ayn1 voltaja
kenetlenir. Uygulanan bu kenetleme voltaji terslenmeyen uca uygulanan komut voltajidir
(Vemp). Boylece zar pargasi istenen voltaja kenetlenmis olur. Miihiirleme islemi
gerceklestirildikten sonra, mithiirleme boyunca olusan paralel akim (l,), kaydedilen akimla

() karsilagtirilabilir seviyeye gelir. Bu durumda kaydedilen akim zar akimini yansitir (122).

: |p Monitér

Sekil 2.10. Yama kenetleme tekniginin temel prensibi. Burada R seri direng ya da giris direnci,
Reear, mithiirleme direnci olarak ifade edilir (122).
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Yama kenetleme tekniginde, ilk olarak tek kanal akimlarinin kayitlanmasi amaciyla
hiicre iizerinde ad1 verilen ydntem kullanilmistir (123). ilerleyen zamanlarda iyon kanallar
ile ilgili farkli katkilar saglayan yeni yontemler gelistirilmistir. Ozellikle tek kanal kayd:
calismalarinda ig¢i disarida, disi disarida, agik hiicre {izerinde ig¢i disarida ve delinmis
vezikiil dis1 disarida yontemleri ile tiim hiicreden kayit almak amaciyla da klasik hiicre
tizerinde ve delinmis yama modu kullanilmaktadir (125, 126, 127, 128). Sekil 2.11. bu

teknikte kullanilan kayit bigimlerini kisaca 6zetlemektedir.

Perfore vezikil

Hicre icidizanda Disrdisanda
d'§'®ﬂ Acik hiicre-ligk  Grerinde gw §@
o —_— Tek Hicre

O e ***Q O Kayd

ekme m:r.l/ \a‘-n'ne gEme
Delinmiz yama Tim hiicre
’ Tim Hiicre
Kayd

Sekil 2.11. Yama kenetleme teknigi ile olusturulan kayit bigimleri (122).

Hiicre tizerinde kayit bigiminde GQ kosullart saglandiktan sonra tek kanal akimlari
kaydedilir. Gozlenen kanal aktivitesi hiicre i¢i ortama minumum dagilim gésterir. Igi-
disarida kayit biciminde zar parcasinin hiicre icine denk gelen kismi banyo perfiizyonu ile
kontrol edilebilir. Tek kanal aktivitesi hiicresel aktiviteden bagimsiz olarak gozlenebilir.
Disi-disarida kayit biciminde ise hiicre zarinin i¢ kismi pipet ¢ozeltisi ile etkilesebilir. Bu
kayit biciminde zarin dig kismi tek kanal kaydi sirasinda perfiize edilebilir. Acik hiicre-

ilisik i¢i-disarida kayit bi¢iminde hiicrede, elektrottan uzak bir noktada mekanik par¢alama
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ile delik acilir. Bu durumda hiicre i¢i ortam perfiizyon ile kontrol edilebilir. Perfore vezikiil
disi-disarida kayit bi¢iminde zar parcast dikkatlice hiicreden ayrilir. Bu ydntemde
mitokondri gibi baz1 hiicre i¢i organelleri igeren vezikiiller olusturmak miimkiindiir. Disi-
disarida kayit bigimindeki gibi tek kanal kaydi almak miimkiindiir. Klasik tiim hiicre kayit
bicimi ise hiicre iizerinde modu elde edildikten sonra zar parcasinin yirtilmasiyla
olusturulur. Tiim zar boyunca olusan akimlar kaydedilir. Bu kayit bigiminde voltaj-
kenetleme ve akim-kenetleme yapmak miimkiindiir. Tiim hiicre kayit bi¢ciminde pipet
¢ozeltisine gozenek olusturucu 6zelligi olan iyonoforlar, nistatin (veya amfoterisin B),
eklenir. Bu iyonoforlar sadece ayni degerlige sahip iyonlara gecirgendir (122).
Yama-kenetleme kayit bi¢imleri farkli calisma alanlarinda, farkli amaglar igin
kullanilabilir. Boylece kanal akimlarinin kaydi ile hiicre i¢i veya hiicre disinda olusan

mekanizmalari tartismak miimkiin olur.

2.5. Es Zamanh PCR
PCR yontemi 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanmistir. Es zamanli PCR
(QPCR, real time PCR), hedef DNA molekiiliinii gogaltmak ve es zamanl olarak nitelemek
ya da miktarin belirlemek i¢in kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu tabanli bir molekiiler
biyoloji laboratuvar yontemidir. Bu yontem, bir DNA 6rnegindeki bir veya daha ¢ok 6zel
dizinin hem tespitini hem de nitelenmesini miimkiin kilar(129, 130). .
Es zamanli PCR’da, PCR tekniginin genel prensipleri takip edilir; temel prensibi
DNA dizisi arttirilirken reaksiyon siirecinin es zamanli olarak yapilmasidir. PCR’a gore
daha yeni bir yontemdir. Es zamanli PCR’da iiriinlerin tespiti i¢in iki yaygin ydntem
kullanilir (129, 130).:
1. Spesifik olmayan, floresan habercilerin DNA ¢ift sarmalina eklenmeleri,
2. Floresan bir haberci ile isaretlenmis oligoniikleotidleri igeren spesifik dizi DNA
problart ile,
yapilir. Floresan prob ile kantitasyonu yapilmak iizere izole edilen mRNA’lardan
sentezlenen tamamlayici DNA’y1 (cDNA) niteleyen komplementer dizinin hibridizasyonu

saglanmis olur.
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Kanser hastaliginin genetik faktorleri digiiniildiigiinde, es zamanli PCR yontemi
kanser calimalarinda da oldukca dnemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle 16semi gibi kanser
tiurlerinde, Ozgiin gen ifadesi diizeylerinin belirlenmesi tedavi protokollerini de

etkilenmektedir (129, 130).

2.6. MTT Olgiimii

Hiicre ilag duyarliliini degerlendiren farkli analiz yontemleri bulunmaktadir.
Bunlardan biri de hiicre canliliginin bir 6lgiitii olan sitotoksisite analizleridir ve 6zellikle
yeni ila¢ gelistirme alaninda oldukca yaygin kullanilirlar. Sitotoksisite analizleri ilag
maruziyeti sonrasinda hiicrelerin yapisal biitiinliiglini ve metabolik fonksiyonlarini
degerlendirirler ve tek tabakali hiicre kiiltiiriine uygulanmaktadirlar (131).

Sitotoksisite analizlerinden biri olan MTT analizi, canli hiicrelerde 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) bilesiginin formazan kristallerine
dontistiiriilmesini temel alan bir analizdir. Bu doniisiim mitokondriyal aktiviteyi gosterir.
Pek ¢ok hiicre populasyonunun toplam mitokondriyal aktivitesi, canli hiicre sayisi ile
iligkilidir. Bu analiz yontemi in vitro olarak, hiicre hatlar1 veya primer hasta hiicreleri
lizerine bir ilacin sitotoksik etkisinin 6l¢iimiinde yaygin olarak kullanilir (131).

Kolorimetrik bir analiz olan MTT analizinin temeli eksponansiyel biiyiime
fazindaki hiicrelerin sitotoksik bir ilaca maruz birakilmasimna dayanmaktadir. Maruziyet
stiresi genellikle maksimum hasarin meydana gelmesi igin gereken siire ile belirlenir, ancak
ayn1 zamanda ilacin kararliigindan da etkilenir. Ilacin geri alinmasindan sonra hiicrelerin
populasyon ikiye katlanma siirelerinin (PDT) 2 veya 3 kat1 kadar siire ¢ogalmalarina izin
verilir. Boylece canli olup ¢cogalma yetenegi olan hiicreler ile canli olup ¢ogalma yetenegi
olmayan hiicreler arasinda ayrim yapilir. MTT sar1 renkli ve suda ¢oziilebilir bir tuzdur,
canli hiicre mitokondrisinde siliksinik dehidrogenaz enzimine duyarhidir ve burada suda
¢ozillemeyen mor renkli formazan tuz kristallerine indirgenir. Olusan MTT-formazan
miktar1 uygun bir ¢oziiclide ¢oziildiigiinde spektrofotometrik olarak belirlenebilir. MTT

uygulamalarinda laboratuarlar arasi farkliliklar bulunabilir (131).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Caliymalar:
Calismalarda kullanilan DU-145 prostat hiicre hatti Marmara Universitesi Tip

Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dal1, Uroonkoloji Laboratuari’ndan saglanmistir.

3.1.1. Hiicre Besi Ortami

Deney agamasina kadar hiicreler fiziksel ortamm sicakligr 37 santigrat (°C)’de, pH
degeri 7,0-7,4 arahiginda ve karbondioksit (CO;) miktar1 %5 degerinde sabit tutulan
inkiibator i¢inde asagida belirtilen besi ortaminda tutuldular:

100 mililitre (mL) RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) medyum

10 mL fotal sigir serumu

2,5 mL L-glutamin

1 mL Penisilin-Streptomisin

1 mL Amfoterisin

3.1.2. Hiicrelerin Béliinme ve Pasaj Zamanlari

Ekim yapildiktan sonra inkiibatérde bekletilmekte olan hiicreler, konfluent oluncaya
kadar 3-4 giinde bir beslendi. Hiicreler, konfluent olduktan sonra ii¢ defa fosfat tampon
cozeltisi (PBS) ile yikanip tripsin etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ile 5 dakika (dk.)
inkiibe edildikten sonra kaldirilip 1:5 oraninda kaplara pasajlandi. Ureme ortami igin T25
(25 cm?), T75 (75 cm?) ortam kaplar1, 96 kuyucuklu plateler ve 35 milimetre (mm)’lik capa
sahip petri kaplar1 kullanildi.
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3.2.  Deney Gruplan

Yapilan doz belirleme analizi sonucunda 10, 50 ve 75 mikromolar (uM) olmak
tizere li¢ deney grubu olusturuldu. Sitotoksisite ve gen ekspresyonu deneylerinde 48 saatlik
ilag uygulamasiin yapildigi ii¢ doz grubunun yani sira hi¢ ila¢ uygulanmayan bir kontrol
grubu olamak iizere 4 grup calisildi. Yama kenetleme deneylerinde, her bir grup i¢in ilag

uygulamadan (0. dk.) yapilan ilk 6lgtimler her grubun kendi kontrolii olarak degerlendirildi.

3.3.  MTT Analizi
MTT analizi, ¢alismada hem dozlarin belirlenmesinde hem de sitotoksisitenin

degerlendirmesinde kullanildi.

3.3.1. Doz Belirleme

Doz belirleme amaciyla yapilan pilot ¢alismalarda imipramine hidrokloriir i¢in 1,
10, 20, 50, 100, 200, 400 ve 600 uM doz degerleri kullanildi. Innovatis Cedex XS hiicre
analizorii (Roche) ile %90 oraninda sitotoksisite tespit edilerek, hiicreler kuyucuk basina
2000 hiicre olacak sekilde 3 tane 96’lik platee imipramine konsantrasyon degerleri Sekil
3.1.°de gosterildigi bicimde ekildi. Her bir kuyucuga 200 mikrolitre (uL) medyum eklendi.
Ekimden 24 saat sonra ilaghh medyum alinarak yerine taze medyum eklendi. DU-145
hiicreleri i¢in “populasyonun iki katina ¢ikma siiresi” (population doubling time, PDT) 33
saat olarak belirlendi. PDT’nin 3 kati kadar siire i¢inde her giin medyumlar yenilendi. Bu
slirenin sonunda platelerden medyumlar alinarak yerine MTT’li medyum eklendi. Bunun
icin her bir kuyucuga minumum 1sikli ortamda 200 pL medyum ve konsantrasyonu 5
miligram (mg)/mL MTT’den 50 uL eklendi. Bu sekilde inkiibatérde 3,5 saat inkiibe edildi
ve Elisa analizi oncesi kuyucuklardan bu sivi alinarak yerine 200 pL dimetil siilfoksit
(DMSO, C;HgOS) ve pH degeri 10,5 olan glisin tamponu eklendi. Plateler bekletilmeden

570 nanometre (nm) dalgaboyuna ayarlanmis ELISA cihazinda absorbans 6l¢timii yapildi.
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Cl: 1 uM
C2:10 uM
C3:20 uM
C4:50 uM
C5:100 uM
C6:200 uM
C7:400 uM

C8: 600 M

B : Bos medyum
K :Kontrol

Sekil 3.1. MTT analizinde gruplarin doz belirleme amacryla 96’lik platelerde yerlesimi.

3.3.2. 1Csp Degerinin Hesaplanmasi

Yapilan MTT analizi sonucunda maksimumun canli hiicre sayisinin yarisini inhibe
eden, verilen parametrede %50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICsp) degeri
hesaplandi ve doz belirleme ¢alismalar1 tamamlandi.

ICs0 degerinin hesaplanmasi igin, elde edilen doz-absorbans egrisi Grappad Prism 6

programi kullanilarak sigmoidal bir egriye fit edildi.

3.3.3. Sitotoksisite Analizi

Deneylerde kullanilacak 10, 50 ve 75 uM olan doz gruplar1 belirlendikten sonra
Bolim 3.3.1°de belirtilen biitiin asamalar sitotoksisite analizinde 48 saatlik uygulama
zaman i¢in tekrarlandi. Kontrol ve deney gruplarinin yerlesimi Sekil 3.2.’de belirtildigi

gibidir.
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C1: 10 uM

C2: 50 uM

C3: 75 uM

B :Bos medyum
K :Kontrol

Sekil 3.2. Sitotoksisite analizinde, gruplarin 96’lik platelere yerlesimi.

3.4. Elektrofizyolojik Kayitlar

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Kullanilan Cozeltiler

Elektrofizyolojik kayitlarda hiicreler 35 mm’lik petri kaplarina ekildi ve c¢aligma
giiniine kadar inkiibatérde besi ortaminda bekletildi. Ekim isleminden 1-2 giin sonra
caligmalarda kullanildilar.

Petrilerdeki hiicrelerden kayit alabilmek ve hiicrelerin canliligini siirdiirmek i¢in
inkiibatordeki besi ortamlar1 yerine igerigi 144 sodyumkloriir (NaCl), 5,4 potasyumkloriir
(KCI), 1 magnezyumkloriir (MgCly), 2,5 kalsiyumkloriir (CaCl,), 5 4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetanesulfonik asit (HEPES), 5,6 D-glukoz (milimolar, mM) olan banyo ¢ozeltisi
kullanildi. Kayit alma amaci ile kullanilan cam pipetleri doldurmak i¢in de, igerigi 5 NaCl,
145 KCI, 2 MgCl,, 1 CaCly, 5 etilen glikol tetra asetik asit (EGTA) ve 10 HEPES (mM)

olan pipet ¢ozeltisi kullanildi.

3.4.2. Pipetler ve Hazirlanmasi
Elektrofizyolojik kayitlarin alinmasi i¢in i¢ ¢apt 0,84 mm, dis ¢ap1 1,5 mm ve duvar

kalinligi 0,66 mm Olgiilerinde olan, World Precision Instruments firmasina (Amerika
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Birlesik devletleri, ABD) ait, 1B150F-4 model filamentli pipetler kullanildi. Deneylerde
pipetlerin kullanilabilir uzunluk ve sekilde olmasi i¢in hiz, sicaklik ve basing gibi
degiskenleri programlanabilir, otomatik bir pipet ¢ekici kullanildi (P97 model, Sutter
Instruments CO, ABD). Pipetler cihazda c¢ekilerek uygun sekle doniistiiriildiikten sonra
icleri pipet ¢ozeltisi ile doldurularak yama kenetleme sisteminde bulunan pipet tutucu
kismina takildi. Bu asamadan sonra pipet direng degeri 2-6 megaohm (M) olmayan

pipetler kayitlarda kullanilmadi.

3.4.3. Deney Diizenegi

Hiicre zar1 belirli voltaj degerlerine kenetlenerek zarda olusan akimlar kayitlandi.
Bu amagla yama kenetleme teknigi kullanildi. Kayitlarda, iki kanalli olan bilgisayar
kontrollii Multiclamp 700B (Axon Instruments, ABD) yama kenetleme ylikselteci ve
bununla uyumlu olan Digidata 1322A sayisal ¢evirici (Axon Instruments, ABD) kullanild:.
Multiclamp 700B yiikselteci bilgisayardan MultiClamp 700B Commander (Axon
Instruments, ABD) yazilimi ile yonlendirildi. Uygun sekilde ¢ekilmis olan pipetlerr CV-7B
(Axon Instruments, ABD) model gerilim takibi yapan bir operasyonel yiikseltecin pipet
tutucu kismina takilarak Multiclamp 700B yiikselteci ile baglantisi yapildi. Kayit
asamasinda hiicre ile pipetin takibini yapabilmek i¢in BM-37XB (U-Therm International
(H. K. ) Limited), invert mikroskop kullanildi (Sekil 3.3.). Bilgisayarda bulununan
Clampex 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazilimi ile kenetleme direncinin takibi, hiicre
zarina gerilim protokoliiniin uygulamas1 ve akim kaydi yapildi. Olusan akim kayitlari
Clampfit 10 (Axon Instruments, ABD) yazilimi ile analiz edilerek degerlendirildi. Yapilan

analizlerde sadece maksimum akim kayitlar1 degerlendirmeye alindu.
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Sekil 3.3. Yama kenetleme kayit diizenegi.

3.4.4. Uygulanan Kenetleme Protokolii

Yapilan 6n denemeler ve literatiir taramasi sonucunda hiicrelere uygulanacak
kenetleme protokoliine karar verildi. Kenetleme protokolii, kenetleme potansiyeli -40
milivolt (mV) ve baslangic potansiyeli -100 mV olacak sekilde belirlendi. Komut
potansiyeli her bir uygulamada ilk 20 milisaniye (ms)’de -100 mV’da sabit tutularak,
sonraki 20 ms’de -40 mV’dan baslayarak, 10 mV’luk artislarla +100 mV’a ulasildi (Sekil
3.4.). Her iki dk.’da bir kayit alinmak tizere 0. (kontrol), 2., 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda olmak
iizere toplam 10 dk. siiresince kayit alindi. Kayitlarda sadece miihiirleme direnci 1-10 GQ

araliginda olan hiicre kayitlar1 degerlendirmeye alindi.
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Sekil 3.4. Hiicreye uygulanan voltaj-kenetleme protokolii.

3.5.  Gen Ekspresyonu Deneyleri

Caligma i¢in kullanilan primer dizaynlar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Eagl K" kanali gen ekspresonunda kullanilan primer dizileri

Primer Uzunluk | Pozisyon | Tm | %GC Primer Dizileri

Reverse Primer 20 1184 -1203 | 60 | 65 | ggaggggagagagagtcagg

Forward Primer 20 1227 -1246 | 59 | 50 | agcagccggacaacttttag

3.5.1. RNA izolasyonu

High Pure RNA lIsolation Kit (Roche) ile yapildi.

Hiicre kiiltiiriinden elde edilen 10° hiicre 200 uL PBS ve 400 pL Lysis Binding
Tamponu karisiminda siispanse edilerek toplam 600 pL’lik bir karigim elde edildi.
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Islem adimlar su sekilde gerceklesmistir:

1.

Omnek sayist kadar filtreli tiipler ve toplama tiipler hazirlandi ve
numaralandirildi. Hazirlanan karisim filtreli tlipler icerisine kondu ve tiiplerin
kapaklar1 kapatildi.

Santrifiij islemi 15 s siiresince 8000 xg’de (yerg¢ekimi kuvvetinin kag¢ kati
oldugunu belirten birim) yapildi.

Toplama tiipler bosaltilds, filtreli tiipler tekrar toplama tiiplere aktarilarak her bir
ornege 90 pL deoksiriboniikleaz (DNaz) inkiibasyon tamponu + 10 uL. DNaz |
eklendi. 15 dk. siire ile +15/+25°C inkiibasyona birakildi.

Filtreli tiiplerin igerisine 0,5 mL yikama tamponu | konarak 15 s 8000 xg’de
cevrildi. Bu tiipler tekrar toplama tiiplerine aktarildi.

Filtreli tiiplerin igerisinde 0,5 mL yikama tamponu Il konarak 15 s 8000 xg’de
cevrildi. Bu tiipler tekrar toplama tiiplerine aktarildu.

Filtreli tiiplerin igerisine 0,2 mL yikama tamponu Il konarak 2 dk. maksimum
devirde ¢evrilerek toplama tiiplerine aktarildi.

Filtreli tiipler icerisinel,5 mL’lik kapakli ependorf tiiplere aktarildi.

Her 6rnege 50-100 pL eliisyon tamponu eklendi ve 1 dk. boyunca 8000 xg’de
cevrildi.

Elde edilen RNA’lar direkt revers transkriptaz ile cDNA’ya ¢evrildi veya
eliisyon igindeki RNAlar yapilacak islemlere kadar -80°C’de saklandh.

3.5.2. cDNA Sentez Asamalari

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti kullanilarak cDNA sentezi yapildi.

Iki asamal1 olan bu islemlerde &ncelikle her bir &rnek icin; 9 uL saf Total RNA, 2 pL
random hexamer primer ve 2 uL PCR distile su karistmindan 13 pL hazirlandi ve bu
karisim Thermal Cycler’da 65°C°de 10 dk. bekletildi. Buna daha sonra 4 uL transkriptor
revers transkriptaz tamponu, 0,5 uL koruyucu riboniikleaz (RNAaz) inhibitori, 2 pL
deoksiniikleotid karisimi ve 0,5 pL transkriptdr revers transkriptaz eklenerek 20 pL’lik
final hacmi olan karisim elde edildi. Bu karisim Thermal Cycler’da 25°C’de 10 dk.,
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50°C°de 60 dk. ve 85°C’de 5 dk. bekletildi ve cDNA’lar elde edildi ve cDNA 6rnekleri
analizi yapilincaya kadar -20°C’de saklandh.

3.5.3. Es Zamanh PCR ile Gen Ekspresyonu Asamalari

Elde edilen cDNA o6rneklerinden Beta Actin Housekeeping Gen ve Eag 1 hedef
genlerinin ekspresyon analizi (Universal Probe Library, UPL) Realtime Revers
Transkriptaz PCR ile Light Cycler 480 Probes Master (Roche) kiti kullanilarak yapildi.
Bunun i¢in 0,4 nL. Forward Primer, 0,4 uL. Reverse Primer, 0,4 uL. Roche UPL Probe, 10
uL Roche Probe Master ve 3,8 pL PCR distile su beraber kullanilarak 15 pL toplam
hacimli bir karisim elde edildi. Her bir 6rnek Cizelge 3.2.’de verilen karisimlara 5’er pL

cDNA eklenerek Light Cycler 480 Sistemine ait plateler lizerinde ¢alisildi.

Cizelge 3.2. Beta actin housekeeping gen ve Eagl gen ekspresyon analizinde kullanilan maddelerin
konsantrasyonlari ve miktarlari.

Bilesen Konsantrasyon | Hacim Final
(uL) Konsantrasyonu

Primer (GOI) forward 20 uM 0,4 400 nm
Primer (GOI) reverse 20 uM 0,4 400 nm
UPL prob (GOI) 10 uM 0,4 200 nm
LightCycler® 480 Probe Master 2X 10,0 1x
Saf su - 3,8 -
Toplam Hacim 15,0

Gen ekspresyonlari igin kullanilan PCR kosullar1 Cizelge 3.3.’de gosterildi.
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Cizelge 3.3. Eagl gen ekspresyon analizi i¢in uygulanan PCR kosullar1.

Dongii Hedef Bekleme Sicaklik gecis orani
Sicaklik (°C) Siiresi (s) (°Cls)
Denatiirasyon 1 95 600 4.4
95 10 4.4
Amplifikasyon 45 60 30 2,2
72 1 4.4
Soguma 1 40 60 2,2

3.5.4. PCR Analizi

Housekeeping gen (Beta Actin) FAM (465-510) dalga boyunda hedef gen (Eagl)
ise VIC / HEX / Yellow555 (533-580) dalga boyunda Roche Light Cycler 480 qPCR
siteminin Version 1.5.0 yazilimi {iizerinden ‘“Advanced Relative Quantification”
hesaplamalar ile yapildi. Her bir gruptan elde edilen “gecis noktas: degeri” (Cp), Beta
Actin housekeeping gene oranlanarak ekspresyonlarin bagil oran1 (E degeri, efficiency)

saptandi. Kontrole gore orneklerin E degeri karsilastirilarak gen ekspresyon diizeyi

belirlendi. E degeri E=27(0rnek CP deger/housekeeping degerd) qon}jomy ile hesaplandi.

3.6. lstatistiksel Analiz

3.6.1. MTT Veri Analizi

Stirekli 6lgimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edildi ve
normal dagilim gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi farkliligi belirlemek igin varyans analizi
kullanildi. Varyans analizinde varyanslarin homojenligi kontrolleri Levene testi ile test
edildi. Varyanslarin homojen oldugu durumda One Way ANOVA ile homojen olmadigi
durumda Welch testi kullanildi. Tanimlayici istatistikler olarak ortalama (ort.) ve standart

sapma (ss.) degerleri verildi. Istatistik anlamlilik olarak p<0,05 alind.
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3.6.2. Es Zamanh PCR Verilerinin Analizi

Siirekli Slgimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edildi ve
normal dagilim gosterdigi belirlendi. Gruplar aras1 farkliligi belirlemek i¢in varyans analizi
kullanildi. Varyans analizinde varyanslarin homojenligi kontrolleri Levene testi ile test
edildi. Varyanslarin homojen oldugu durumda One Way ANOVA ile homojen olmadig
durumda Welch testi kullanildi. Tanimlayici istatistikler olarak ort. ve ss. degerleri verildi.

Istatistik anlamlilik olarak p<0,05 alinda.

3.6.3. Elektrofizyolojik Kayitlarin Analizi

Elektrofizyolojik kayitlarin analizi igin iki faktorlii ve faktorlerden biri tekrarlanan
Olciimlii deneme diizeni kullanilarak, gruplar arasi, zamanlar arasi ve grup ile zaman
etkilesimleri (interaksiyon) incelendi. Gruplar ile zamanlara ait etkilesim degerleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Siirekli 6l¢imlere ait normallik kontrolleri Shapiro
Wilks testi ile test edildi ve normal dagilim gostermedigi belirlendi. Gruplar arasi
farkliliklar i¢in Kruskall Wallis testi, her bir grupta zamanlar arasi farkliliklar ise Friedman
testi ile test edildi. Ikili karsilastirmalar icin Mann Whitney U testi ile Wilcoxon Signed
rank test kullanildi. Tanimlayicr istatistikler olarak ort. ve ss. degerleri verilmistir. Istatistik

anlamlilik olarak p<0,05 alindi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Analizi Bulgular

MTT analizi sonucunda oncelikle imipramine’in ICsp degerini bulmak i¢in 1, 10,
20, 50, 100, 200, 400 ve 600 uM doz degerlerinde elde edilen absorbans degerleriyle doz-
yanit egrisi olusturuldu (Sekil 4.1.). Egri sigomidal bir egriye uydurulduktan sonra ICs

degerini 56,32 uM olarak hesapland.

Doz Yanit Egrisi

Absorbans

.
T L

1 2 3

14 log[Imipramine], gpM

Sekil 4.1. 1Cs degerinin hesabi igin elde edilen doz yanit egrisi.
Belirlenen dozlarin logaritmasi alinmustir.

MTT deneyleri sonucunda yapilan sitotoksisite analizinde sitotoksisiteyi
degerlendirebilmek igin canli hiicre sayisi ile orantili olan absorbans degerleri 48. saat
maruziyete gore Olgiildii ve veriler ort. + ss. seklinde degerlendirildi. Buna goére ilag
uygulanmayan kontrol grubunda absorbans degeri 3,24 + 0,69 olarak elde edilirken, 10
uM’lik doz grubunda 3,46 + 0,55, 50 uM’lik doz grubunda 3,29 + 0,68 ve 75 uM’lik doz
grubunda 2,76 + 0,60 olarak bulundu. Kontrol grubuna gore degerlendirme yapildiginda

gruplar arasi fark anlamli bulunmadi (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. MTT deneyleri sonucunda elde edilen absorbans degerleri. Sonuglar ort. + ss. olarak verilmistir.

Absorbans

Kontrol (n=5) 3,24 + 0,69

10 pM (n=4) 3,46+ 0,55

50 pM (n=4) 3,29+ 0,68

75 uM (n=6) 2,76 £ 0,60
p 0,360

4.2. Es Zamanh PCR Bulgulan

Gen ekspresyon analizinde kontrol, 10 uM, 50 uM ve 75 uM olmak iizere dort grup
kullanilarak DU-145 hiicre hattinda imipramine’in Eagl kanal geninin ekspresyonu {izerine
etkisi arastirildi. Referans gen ve Eagl geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrileri Sekil
4.2.°de ve 4.3.’de gosterilmektedir. Gen ifadesi diizeylerinde gruplar arasi farkliliklar
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir (p<0,05). Ancak
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, kontrole gore degerlendirme yapildiginda gen
ekspresyon diizeyinin 10 uM doz grubunda %53 oraninda azaldigi, 50 uM doz grubunda
%33 oraninda azaldig1 75 uM doz grubunda ise %44 oraninda azaldig1 goze ¢arpmaktadir.

Bu degerlere ait tanimlayici istatistikler ve p degerleri Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4.2. DU-145 hiicre hattinda Eagl geni igin 48. saat sonunda gen ekspresyonu oran degerleri. Sonuglar
ort. & ss. olarak verilmistir.

Gen Ekspresyon Orani
Kontrol (n=4) 14,5250.10°+7,81574.10°°
10 pM (n=4) 6,8175.10°+2,42316.10°
50 uM (n=4) 9,7175.10° + 8,80960.10°°
75 uM (n=4) 8,0700.10°+2,62733.10°
p 0,433
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Fluorescence (533-530)

Fluorescence (465-510)

Amplification Curves
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Sekil 4.2. 48 saat sonunda referans gen icin elde edilen amplifikasyon egrisi.

Amplification Curves
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Sekil 4.3. 48 saat sonunda Eagl geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrisi.
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4.3.  Elektrofizyolojik Bulgular

Yama kenetleme deneylerinde Sekil 3.4.’de belirtilen kenetleme protokoliiniin
uygulanmas1 sonucunda zar akimlari kaydedildi (Sekil 4.4-6.). Imipramine’in Eagl
kanalinda bir blokaj yapip yapmadigini degerlendirmek amaciyla maksimum akim verileri
ve akim-voltaj egrileri elde edildi. Tiim doz gruplar i¢in akim kayitlari, baslangicta ilag
uygulanmadan hemen 6nce 0. dk.’da (kontrol) ve ilag uygulandiktan sonra 10 dk. boyunca
her 2 dk.’da bir (2., 4., 6., 8. ve 10. dk.) olmak tizere her bir hiicreden toplamda 6 defa kayit
alindi. En diisiik doz degeri olan 10 uM’lik ilag uygulamasinda maksimum akim degeri
ortalamalari, kontrol kaydinda 56,88 + 28,99 pA elde edilirken, sirasiyla 2. dk.’da 50,02 +
25,50 pA, 4. dk.’da 43,50 + 21,96 pA, 6. dk.’da 39,16 £ 17,92 pA, 8. dk.’da 37,28 + 15,90
pA ve 10. dk.’da 35,56 + 15,78 pA olarak elde edildi. ICsy degerine en yakin olan 50
uM’lik doz uygulamasinda ise maksimum akim degeri ortalamalari, kontrol kaydinda
105,32 + 90,90 pA elde edilirken, sirasiyla 2. dk.’da 64,94 + 50,18 pA, 4. dk.’da 71,46 +
66,53 pA, 6. dk.’da 75,94 + 76,46 pA, 8. dk.’da 63,30 + 52,19 pA ve 10. dk.’da 47,16 +
28,71 pA olarak elde edildi. En yiiksek doz degeri olan 75 uM grubunda ise maksimum
akim degeri ortalamalari, kontrol kaydinda 167,28 + 89,41 pA elde edilirken, sirastyla 2.
dk.’da 146,04+ 70,62 pA, 4. dk.’da 128,32 +64,09 pA, 6. dk.’da 116,50 = 66,61 pA, 8.
dk.’da 104,90 + 55,68 pA ve 10. dk.’da 92,32 + 57,24 pA olarak bulundu.

Gruplar aras1 farklilik, zamanlar arasi farklilik ve grup-zaman interaksiyonlari
incelenerek ve interaksiyonlari i¢in farkliligin anlamli olmadig: tespit edildi (p=0,163). Her
bir zaman dilimi igin gruplar arasi farkliliklar incelendiginde, sadece 4. dk.’da alinan
Olctimler i¢cin gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,047). Bu
farkliliklar arastirildiginda, 10 uM grubuna ait 6l¢iim degeri, 75 uM grubuna ait 6l¢iim
degerine gore azaldigi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi
(p=0,009). Her grup kendi ig¢inde degerlendirildiginde kontrole gore zamana bagli olarak
bir azalma oldugu Cizelge 4.3.’ten goriilmektedir. Bu azalma 75 uM ve 50 uM gruplarinda
2. dk. ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bulunurken, 10 uM grubunda ise 4. dk. ve

sonrasinda anlamli bulundu (p<0,05).
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Cizelge 4.3. Yama-kenetleme deneylerinde elde edilen maksimum akim degerleri. Sonuglar ort. + ss. olarak
verilmistir.

Maksimum Akim Degerleri (pA)
Kontrol 2. dk. 4. dk. 6. dk. 8. dk. 10. dk. p

75 pM 141,10 £ 123,35 + 104,15 £+ 89,53+ 81,20 + 67,0+L 0.002
(n=4) 78,04 s673" | 3077 | 3263*°° | 197 | 1gg8*"%%e | 7
S0uM | 10532% | 6494% | 7146% 75,04 ¢ 63,30 = 4716+

(n=5) 90,90 50,18" 66,53" 76,46° 52,19° 2g7120cde | 0,005
10uM | 5688+ | 5002+ | 4350 39,16 = 3708 35,56 ¢

(n=5) 28,99 2550 21,06™ 17.02*0 | 1590% 15,7820 | 0001

D 0,051 0,061 0,048 0,060 0,070 0,088

*.75 uM grubu ile olan farkliliklar1 vermektedir.

a: 0. dk.’da alinan 6lgiimlere gore farkliligi, b: 2 dk.’da alinan 6lgiimlere gore farkliligi, c: 4 dk.’da alinan
Olglimlere gore farkliligi, d: 6 dk.’da alinan olgiimlere gore farkliligi, e: 8 dk.’da alinan &lglimlere gore
farkliligi vermektedir.

A. B. C.
+ 100 mV,
| 400 pA
-40 mV 20 ms
-100 mV
D 1-V 10 mikromolar
60+ @ 10mM 0.ck ort.
A 10mM 2 .dk ort.
0. dk [ 10mM 4 .dk ort.
4. dk <> 10mM 6.dk ort.
404 7 dk WV 10mM 8.dk ort.
=3 26. dk 10mM 10.dk ort|
2 10. dk
£
= ¥ 8. dk
< o -
20 —
| 20 40 60 80 100 120
Vm (mV)
-20-

Sekil 4.4. 10 uM doz grubunun elektrofizyolojik degerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokoli, (B) 10 uM
imipramine uygulamasindan hemen Once kaydedilen akim kaydi (kontrol), (C) 10 uM imipramine
uygulamasindan 10 dk. sonra elde edilen akim kaydi, (D) belirlenen zaman dilimleri i¢in akim kayitlarindan
elde edilen akim-voltaj egrileri.
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+100 mV,

-40 mV | 200 pA

20 ms
-100 mv
D -V 50 mikromolar
@ 50mM 0.dk ort.
A 50mM 2 dk ort.
] [ 50mM 4.dk ort.
100+ & 50mM 6.dk ort.
- ¥ 50mM 8.dk ort.
. 50mM 10.dk ort
<
s
g
X~
< 50
f'b// il 20 40 60 80 100 120
| Vm (mV)

Sekil 4.5. 50 uM doz grubunun elektrofizyolojik degerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokoli, (B)
50 uM imipramine uygulamasindan hemen 6nce kaydedilen akim kaydi (kontrol), (C) 50 uM imipramine
uygulamasindan 10 dk. sonra elde edilen akim kaydi, (D) belirlenen zaman dilimleri i¢in akim
kayitlarindan elde edilen akim-voltaj egrileri.
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+100 mV)

-40 mV
-100 mV
D. 1-V 75 mikromolar
200 0. dk @ 75mM 0.dk ort
2 dk A 75mM 2.dk ort
1 dk [ 75mM 4.dk ort
& 75mM 6.dk ort
W 75mM 8.dk ort
6 dk 75mM 10.dk ort
E
£
i:—: 10. dk
— -——t————————F———————F—————————————
40 AT 20 40 60 80 100 120
4 ‘ 7 Vm (mv)

Sekil 4.6. 75 pM doz grubunun elektrofizyolojik degerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokolii, (B) 75 uM
imipramine uygulamasindan hemen once kaydedilen akim kayd: (kontrol), (C) 75 uM imipramine
uygulamasidan 10 dk. sonra elde edilen akim kaydi, (D) belirlenen zaman dilimleri i¢in akim kayitlarindan
elde edilen akim-voltaj egrileri.
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada antidepresan olarak kullanilan ve iyon kanallarini inhibe ettigi
gosterilen imipramine’in prostat kanseri hiicrelerinde Eagl kanali {lizerine etkisi sitotoksik,
elektrofizyolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak incelenmis ve imipramine’in Eagl
kanal akimini bloke ederek ve kanal ekspresyonunu azaltarak prostat kanserinde tedavi
edici ilag olarak kullanilabilecegine iliskin ipuglari elde edilmistir.

Kanser, lilkemizde ve diinyada yiiksek oranda oliime neden olan bir hastaliktir.
Oliim nedenleri siralamasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alir. Kanser
tedavisinde cerrahi islemler, kemoterapi ve radyoterapi yaygin olarak kullanilmaktadir (33,
132). Ancak bu tedavilerin bir¢cok yan etkisi vardir ve bu yan etkiler hastalarin yasam
kalitesini diisiirmektedir. Bu nedenle molekiiler siirecleri de igine alan yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yonelik arastirmalarda son yillarda biiyiik bir artig
gbzlenmektedir.

Bu yonde yapilan calismalarla pek c¢ok kanser tiirlinde voltaja duyarli iyon
kanallarinin 6nemi ortaya konmustur. Ayrica bu iyona spesifik blokerlerin kullanim ile
kanser hastaliginin tedavisinde olumlu gelismeler olabilecegi yoniindeki calismalar da
giderek yayginlagmaktadir. Iyon kanal tiirlerinden biri olan voltaj kapili sodyum
kanallarinin meme, prostat, serviks, kolon, akciger, deri, over gibi bircok epitelyal kokenli
metastatik kanser tiiriinde rol oynadigi gosterilmistir (133). Benzer sekilde voltaj bagimli
Ca'? kanallarmim da kolon kanseri, kiigiik hiicreli akciger karsinomu gibi kanser tiirlerinde
ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (132). Kanserle iligkilendirilen bir bagka iyon kanali
TRP kanallaridir. TRP kanallar1 memeli dokularinda yaygin olarak bulunur. Hiicrede Na*
ve Ca*? konsantrasyonlarini kontrol ederler. Bu kanallarin da tiimor olusumu ve metastazini
iceren bir¢ok fizyopatolojik siirecte rolii oldugu bildirilmistir (134).

K" kanallarinin kanserdeki roliine iliskin cok sayida ¢alisma mevcuttur. Voltaj
kapili K" kanallarmin da medullablastoma, meme kanseri, kolon ve prostat kanseri, solid
kanserler ve kan kanseri, lenf kanseri, akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde asiri

miktarda eksprese edildigi saptanmistir. Iyon kanallarinin kanserdeki roliiniin hiicrede
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migrasyonu ve proliferasyonu arttirmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir. Tiim bu ¢aligmalar
iyon kanallarinin kanser tedavisinde yeni bir hedef olarak goriilmesini saglamistir (54,
132).

Bu c¢alismada kullanilacak imipramine dozunu belirlemek igin sitotoksisite
analizlerinden vyararlamlmistir. ilag gelistirmede, sitotoksisite analizleri hiicre ilag
duyarliligin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan yontemlerdendir (131). Bu analizlerden
biri olan MTT analizi ¢alismamizda hem doz belirleme hem de canli hiicre oranim
degerlendirme amaciyla kullanilmis ve ICsp degeri 56,32 uM olarak Olcililmiistiir. 1Cso
degeri hiicre canlihgimin yariya diistiigii degerdir. Imipramine’in ICso degeri farkli
hiicrelerde belirlenmistir. Cin kobay1 over (CHO-K1) hiicrelerinde yapilan bir calismada
insanda bulunan kiigiik iletkenlikli, Ca**la aktive olan K* kanallarmin (hSK) trisiklik
antidepresanlara ve antipsikotik ilaglara olan duyarliligr incelenmis ve hSK igin
imipramine’in kanal akimini inhibisyonuna bakilmistir. Elde edilen veriler sonucunda bu
hiicrelerde ICsg degeri 43,7 uM bulunmustur (135). Shimizu ve ark.’nin (136) sigan kortikal
néronlarda imipramine ile yaptiklar: baska bir ¢alismada K* miktariyla orantili degisen
hiicre ici Ca*? miktar1 degerlendirilmis ve ICsq degeri 32 uM bulunmustur. Bu ¢alismada
elde belirlenen 1Csy degeri diger galismalarda imipramine i¢in bulunan ICsy degerleriyle
uyumludur. Bu c¢alismada biri ICsg degerinin altinda (10 pM), biri ICsp degerine esit (50
uM) digeri de ICsp degerinin lizerinde (75 puM) olmak tlizere ve 3 farkli doz degeri
belirlenmistir.

Voltajla ve ligandla aktive olan iyon kanallarinin davranigini 6zetlemek igin en
etkili yol akim-voltaj iligkisini degerlendirmektir. Elde edilen egrilerden zitlanma
potansiyeli, iyon bagliligi/seciciligi, voltaj iliskisi, aktivasyon esigi, egim ve iletkenlik gibi
pek ¢ok O6nemli parametre degerlendirilebilir. Bu degerlendirmelerden biri de pik ya da
kararli durum akim degerleridir. Pik akimlar uygulanan voltajla aktive olan en biiyiik
akimlardir. Bu durumda sisteme ait yazilimla en yiiksek akimin belirlenebilecegi akim-
voltaj iliskisi elde edilir (137). Tiim hiicre yama kenetleme teknigi kullanilarak kayitlanan
Eagl akimlarinda akim-voltaj egrilerinden de goriildiigii gibi (Sekil 4.4-6.) doz gruplarinda
zamana bagl olarak kontrol degerine gore anlamli bir azalma gbézlenmistir. Her bir doz i¢in

0. dk. 6l¢iimleri kontrol degeri olarak alinmis ve imipramine uygulandiktan sonra 2., 4., 6.,
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8. ve 10. dk.’arda akim degerleri Olglilmiistiir. Yapilan analiz sonucunda 10 uM doz
grubunda imipramine inhibitor etkisini 4. dk.’dan itibaren gosterirken 50 ve 75 uM doz
gruplarinda inhibitor etki 2. dk.’dan itibaren baglamistir. Akim degerleri 10. dk.’da tiim doz
gruplarinda baslangictaki degerinin yaklasik yarisina diigsmiistiir. Doz gruplari arasinda ise
sadece 4. dk. verilerinde 75 uM grubu ile 10 uM grubu arasinda anlamli fark oldugu ancak
diger zaman degerleri iginde anlamli fark olmadigi saptanmigtir. Bu sonug imipramine’in
prostat kanserinde Eagl kanal akimini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir.
Ancak bu inhibisyon doza degil, zamana baglidir. Cilink{i doz gruplar1 arasinda inhibisyon
orani agisindan dnemli bir fark bulunmamustir. 10. dk. sonunda 75 uM doz grubunda akim
degeri kontroliin %47,4’i iken bu deger 50 uM’da %44,7, 10 uM’da %62,25dir.
Imipramine’in prostat kanseri hiicre hatlarinda Eagl kanal akimi iizerindeki inhibe edici
etkisi ilk kez bu ¢aligmada gosterilmistir. Ancak imipramine’in farkli kanser hiicrelerinde
Eagl kanal akimini inhibe edici etkisine yonelik ¢aligmalar mevcuttur ve bizim prostat
kanseri hiicrelerinde gozledigimiz inhibisyon onceki g¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.
Gavrilova-Ruch ve ark. (110) tarafindan yapilan bir ¢alismada imipramine’in IGR1
melanoma hiicrelerinde K* ve CI” kanallar iizerine etkisi incelenmistir. Calismada Ca™la
aktive olan K" kanallari ile insanda bulunan hEag kanal akimlar1 ve hiicre hacmine duyarli
CI" kanal akimlar1 ile DNA sentezi ve apoptozis lizerine etkisi 6l¢iilmistiir. Kirksekiz saat
10-15 uM imipramine ile inkiibe edilen IGR1 melanoma hiicrelerinde tiim kanal
akimlarmin bloke oldugu, DNA sentezinin ve metabolizmanin azaldigi gosterilmistir.
Ancak imipramine’in apoptozis iizerine etkisi gozlenmemistir. Ferreiro ve ark. (115)
tarafindan yapilan bir baska calismada imipramine’in kanser hiicrelerinde hEagl K* kanal
akimlar1 iizerine etkisi incelenmistir. Imipramine’in 0,5-50 uM araliginda dozlarinin
kullanildig1 calismada kanser hiicre hatlarinda hEagl akimini bloke ederek kanser hiicre
proliferasyonunu azalttig1 belirtilmistir.

Imipramine’in Eagl K" kanal akimini inhibe etmesi bu maddenin kanala
baglanabildigini ve membran1 gegebildigini gostermektedir. Ferreiro ve ark. (115)
tarafindan yapilan ve hEagl kanallarinin imipramine ve astemizol ile inhibisyonunun
mekanizmasinin  agiklandigi ¢alismada imipramine’in  hEagl kanallarina baglanma

bolgesinin kanalin intraselliiler tarafinda oldugunu ve kanal agikken baglanmanin
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gerceklestigi One siriilmistiir. Ayni ¢aligmada imipramine Eagl kanal etkilesiminin voltaj
bagimli oldugu ve voltaj arttik¢a imipramine tarafindan bloke edilen akim oraninin arttigi
bildirilmistir.

Eagl kanallar1 ¢cogunlukla kanser hiicrelerinde eksprese edilen kanallardir ve hiicre
proliferasyonunda 6nemli rol oynar. Kanal akimimin farmakolojik ajanlarla inhibisyonu
hiicre proliferasyonu ile iligkilendirilmektedir ve kanal akiminin inhibisyonu hiicre
proliferasyonundaki azalmanin gostergesi olarak kabul edilmektedir (115). Bu ¢alismada da
Eagl kanal akimini inhibe eden imipramine’in prostat kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttig1 diigiiniilmektedir.

Imipramine’in hiicre proliferasyonu iizerine etkisini gdstermek icin akim
inhibisyonuna ek olarak MTT analizi ve Eagl kanal gen ekspresyonu kullanilmigtir. MTT
analizi kullanilarak yapilan sitotoksisite deneylerinde uygulanan tiim dozlarda 48 saat
sonunda hiicre canliliginda kontrol degerlerine gore anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
Yapilan literatiir taramasinda imipramine’in sitotoksik etkisi ile ilgili farkli sonuglara
rastlanmistir. Gavrilova-Ruch ve ark. (115) tarafindan yapilan ¢alismada imipramine’in
IGR1 melanoma hiicrelerinde metabolizmay1 azaltarak proliferasyonu azalttig
bulunmustur. Farkli bir ¢alismada Leishmania donovani parazitinin neden oldugu sark
¢ibaninin oral yolla tedavisi amaciyla imipramine kullanilmis ve bu amagla fare ve kobaya
Leishmania donovani paraziti uygulanmistir. Caligmada imipramine’in sitotoksik etkisine
bakmak amaciyla 48 saatlik ila¢ uygulamasinin yapildigt MTT analizi yapilmis ve hem
ICso hem de etkin konsantrasyon (ECsg) degerleri hesaplanmistir. Farkli formda parazitlere
yapilan uygulama sonucunda ICsp degeri 3,5-4 uM aras1 ECsg degeri ise 21-23 uM arasinda
bulunmustur. Yapilan uygulama sonucunda 60 pM imipramine parazitlerin hepsini
temizlerken, imipramine’in toksik etkisine bakmak i¢in yapilan uygulama sonucunda 90
uM’a kadar uygulama yapilan hayvanlarda %100 canlilik saglanirken bu doza kadar toksik
etkisinin olmadig1 gézlenmistir (138). DU-145 hiicre hatt1 ile yaptigimiz bu ¢alismada 1Cs
56,32 uM olarak elde edilmis ve yapilan sitotoksisite analizi sonucunda 10, 50 ve 75 uM
gruplart kontrol degeri ile karsilastirildiginda hiicre canliliginin 10 ve 50 uM’da %100
korundugu ve 75 uM’da %85’e diistiigii gozlenmistir. Bu sonug ve Onceki caligmalar

imipramine’in 90 uM’a kadar sitotoksik etkisi olmadigini géstermektedir.
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Bu c¢alismada imipramine’in Eagl kanal geni ekspresyonu iizerine etkisi de
arastirilmistir. Es zamanli PCR teknigi kullanilarak yapilan gen ekspresyonu analizinde
diisiik dozdan yiiksek doza dogru gen ekspresyon diizeylerinde sirasiyla %53, %33 ve %43
oranlarinda azalmanin oldugu goriilmiistiir. Bu azalma yiiksek oranda olmasina ragmen
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bu durum gen ekspresyonunun
analiz edildigi 6rnek sayisiyla iligkili olabilir. Her bir doz grubu i¢in kayit alinan 6rnek
sayis1 istatistiksel glic analizi yontemiyle belirlenmesine ragmen bu say1 yeterli olmamis
olabilir. Imipramine’in Eagl kanal ekspresyonu iizerine etkisini inceleyen bir calismaya
rastlanmamistir. Eagl kanallar1 genel olarak kanser hiicrelerinde eksprese edilir. Kanser
hiicreleri disinda ekspresyonu nadirdir. imipramine’in istatistiksel olarak énemli olmasa da
gen ekspresyonunu uygulanan tiim dozlarda biiylik oranda azaltmis olmasi hiicre
proliferasyonu {izerine azaltici etkisi oldugunu diisiindlirmiistiir. Potasyum kanallarinin
hiicre proliferasyonu {iizerine diizenleyici etkisine iliskin dort temel hipotez One
stiriilmektedir (54). Bunlar, membran potansiyeli osilasyonlarinin diizenlenmesi, hiicre
hacminin kontrolii, Ca*? sinyallerinin regiilasyonu ve malign biiyiimenin iyon gecisinden
bagimsiz kanonik olmayan fonksiyonla kontroliidiir. Hiicre dongiidiinde G1-S gecisinde
gecici hiperpolarizasyon goriilmektedir. Bunun artmis kanal aktivitesiyle iligkili oldugu
bildirilmistir. Depolarizasyon mitotik aktiviteyi indiikleyebilir. G2-M gecisinde gegici
depolarizasyon gozlenmistir. Potasyum kanallar1 hiicre proliferasyonunu hiicre hacmini
kontrol ederek de diizenleyebilir. Kanonik olmayan fonksiyonla kontrolde ise K*
gecislerinden bagimsiz olarak gen ekspresyonundaki degisikliklerin etkili oldugu one
siiriilmektedir. Tiim bunlar degerlendirildiginde K" akimlarmin hiicre dongiisiinde 6nemli
oldugu ve akim degisikliklerinin hiicre proliferasyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir.

Sonuglarimiz imipramine’in prostat kanseri hiicrelerinde hem K* akimlarin1 inhibe
ederek hem de gen ekspresyonunu azaltarak hiicre proliferasyonunu azalttifi konusunda

ipuglar1 vermektedir
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada antidepresan olarak kullanilan ve iyon kanallarini inhibe ettigi
gosterilen imipramine’in prostat kanseri hiicrelerinde Eagl kanali iizerine etkisi
incelenmistir. Bu amacla ¢alismada MTT analizi, yama kenetleme teknigi ve es zamanlh
PCR teknigi kullanilarak, imipramine’in Eagl kanal akimini bloke ettigi ve kanal
ekspresyonunu azalttigt gozlenmistir. Bu bulgular 1518inda imipramine’in prostat
kanserinde tedavi edici ila¢ olarak veya gilinlimiizde prostat kanserinde kullanilan tedavi
yontemlerinin etkinligini arttirma amaciyla kullanilabilecegine iliskin ipuglar1 elde
edilmistir.

Bu ¢alisma asagidaki sonuglara ulasiimistir: Imipramine’in

1. 1Csp degeri 56,32 uM olarak bulunmustur.

2. Uygulanan dozlarinda sitotoksik etkisi gdzlenmemistir.

3. 10 uM’lik dozu uygulamanin 4. dk.’sindan 50 ve 75 uM’lik dozlarn
uygulamanin 2. dk.’sindan itibaren Eagl akimini 6nemli miktarda inhibe ettigi
gozlenmistir.

4. Eagl kanal ekspresyonunda istatistiksel olarak onemli bulunmasa da 10, 50 ve
75 uM’lik dozlarda gen ekspresyon diizeylerinde sirasiyla %53, %33 ve %43
oranlarinda azalmanin oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ klinik acidan Onemli
olabilir.

5. Bu sonuglara dayanarak imipramine’in Eagl kanal akimini bloke ederek ve gen
ekspresyonunu azaltarak prostat kanserinde hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve
prostat hiicre kanserinin tedavisinde kullanilabilecegi konusunda ipuclar1 elde
edilmistir.

6. Potasyum kanallarinin hiicre proliferasyonuyla iliskili olmasi, hiicre dongiisiinde
énemli role sahip bir iyon olan Ca*®la iliskisinin de irdelenmesi gerektigini
diisindirmektedir. Ayrica K*-Ca*? iliskisi iyon kanallar1 temelinde de
irdelenebilir. Ciinkii kanser hiicrelerinde sadece Eagl kanallari degil Ca**la

aktive olan K* kanallar1 da yer alabilir. Kanser hiicrelerinde K* kanallarinin
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hiicre proliferasyonuna etkisine iliskin mekanizmalari agiklayabilmek igin hiicre
dongiisii, Ca*™, zar potansiyeli gibi bircok kavramu igeren yeni calismalarin

planlanmasina ihtiyag vardir.

Bu ¢alismada sadece bir prostat kanseri hiicre hatt1 tiirii kullanilmustir. Ileriki
caligmalar i¢in farkli prostat kanseri hiicre hatlar1 da c¢alisilarak etkilerine
bakmak yararli olabilir. Ayrica imipramine’in kanserli olmayan, normal prostat
epiteli hiicrelerine etkisi de bilinmemektedir. Normal prostat dokusunda
imipramine’in  olusturabilecegi etkileri degerlendirmek ilacin  kanserli
hiicrelerdeki etki mekanizmasimi agiklamak i¢in yapilacak c¢alismalara katki

saglayabilir.
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