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ÖZET 

 

İmipramine’in Prostat Kanserinde Potasyum Kanal Kinetikleri Üzerine Etkilerinin 

Araştırılması 

 

 

 Ether a go-go1 (Eag1), kanserli dokuda yoğun görülen voltaja duyarlı K
+
 

kanallarıdır. Yapılan çalışmalar antidepresan olan imipraminin Eag1 kanalını bloke 

ettiğini göstermektedir. Bu çalışmada imipramine’in prostat kanserinde tedavi 

amacıyla kullanılabilirliği araştırılmıştır. 

 Çalışmada DU-145 prostat kanseri hücre hattı kullanılmıştır. İmipramine’in 

sitotoksik etkisini belirlemek için MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum 

bromür) analizi, Eag1 kanalı gen ekspresyon üzerine etkisini belirlemek için eş 

zamanlı PCR ve Eag1 kanal akımı üzerine etkisini belirlemek amacıyla yama 

kenetleme tekniği kullanılmıştır. MTT ve gen ekspresyonu çalışmalarında, kontrol ve 

doz grupları (10, 50 ve 75 µM) olmak üzere dört grup kullanılmıştır. Yama kenetleme 

deneylerinde bu üç doz grubu için 0. dk. kayıtları kontrol olarak değerlendirilmiş ve 

0., 2., 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda elde edilen verilerden maksimum akım değerleri 

ölçülmüştür.  

 Sitotoksisite deneylerinde tüm doz gruplarında kontrole göre azalma olmuştur. 

Ancak bu azalma istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır (p>0,05). Benzer şekilde 

Eag1 kanal gen ekspresyonu da tüm doz gruplarında azalmış fakat bu azalma da 

istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır (p>0,05). Maksimum akım değerleri 0. dk. 

ölçümlerine göre 75 ve 50 µM doz gruplarında 2., 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda anlamlı 

olarak azalırken, 10 µM doz grubunda ise bu azalma 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda 

gözlenmiştir (p<0,05).  

  Uygulama yapılan doz değerlerinde imipramine’in istatistiksel olarak anlamlı 

olmasa da hücre proliferasyonunda ve Eag1 kanal gen ekspresyonunda azalmaya yol 

açtığı, bunun sonucunda da Eag1 kanal akımını önemli miktarda inhibe ettiği 

gözlenmiştir. Bu bulgular imipramine’in prostat kanserinin tedavisinde 

kullanılabileceğini düşündürmekle birlikte, bu alanda farklı hücre hatlarının ve farklı 

dozların kullanılmasıyla yapılacak yeni çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 

 

 

Anahtar Sözcükler: Eag1 kanalı, imipramine, qPCR, 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 (Eag1) are the voltage-sensitive potassium channels that are 

frequently seen in the cancer tissues. An antidepressant, imipramine, blocks the Eag1 

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 Eag1 channel gene expression effects 

the real-time PCR and to determine the effect on the Eag1 channel current the patch 

clamp method was used, respectively. Control and dose groups (10, 50, and 75-µM) 

were used in four groups in MTT and gene expression studies. In patch clamp 

experiments for these three dose groups the 0
th

 minute records were evaluated as the 

control records and from the data obtained in the 0, 2, 4, 6, 8 and 10
th

 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, Eag1 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 μM dose groups at the 2, 

4, 6, 8 and 10
th

 minutes measurements, compared to the 0th minute measurements, 

while for the 10 µM dose group this reduction was observed at the 4, 6, 8 and 10
th

 

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 Eag1 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: Eag1 channel, imipramine, qPCR, patch-clamp, MTT 

 



 1 

1. GİRİŞ 

 

 

 Kanser ülkemizde ve dünyada, oldukça sık görülen ve mortalitesi yüksek bir 

hastalıktır. Yayılma, tekrar etme ve ölümle sonuçlanma özellikleriyle son yıllardaki verilere 

bakıldığında önemli bir toplum sağlığı problemidir (1). Kanserde, hasarlı hücreler 

kontrolsüz bir Ģekilde üreyerek komĢu dokuları iĢgal etmekte veya kaynağını aldığı 

organdan daha uzak bir yere, kan veya lenf yoluyla yayılmaktadır. Nedenleri karmaĢık ve 

çeĢitlidir. Çevresel ajanların yanı sıra virüsler ve onkogenler de kansere neden olabilir. Pek 

çok kanser deoksiribonükleik asit (DNA) mutasyonundan olur. Ġnsan vücudunda pek çok 

dokuda ortaya çıkabilir. Prostat kanseri, prostat bezi hücrelerinde erkelerde en sık görülen 

organ kanserlerinden biridir (2, 3, 4). 

 Hücre zarında bulunan, iyon geçiĢlerini düzenleyen iyon kanalları fizyolojik 

süreçlerde oldukça önemlidir. Özellikle, bölünme, sinir ve kas uyarısı, hormon 

salgılanması, öğrenme ve hafıza, hücre proliferasyonu, sinyal iletimi, su-tuz dengesi, zar 

potansiyelinin düzenlenmesi ve kan basıncı düzenlenmesi gibi pek çok önemli olayda rol 

oynarlar (5). Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla sinir sistemi dıĢında diğer hücrelerde de iyon 

kanallarının önemi gösterilmiĢtir. Hücre zarında, zar potansiyelinin sürdürülmesinde 

sodyum (Na
+
), potasyum (K

+
) ve klor (Cl

-
) iyon kanalları oldukça önemlidir. Ġyon kanal 

bozukluklarında bazı hastalıklar ortaya çıkmaktadır. Ġyon kanallarındaki çeĢitli mutasyonlar 

iyon kanal geninin ekspresyonunda bozulmalara, kanalın normalden az veya aĢırı 

ekspresyonuna neden olabilmekte, kanal fonksiyonunda bozulmalara yol açabilmekte ve 

kanal aktivitesinin düzenlenmesinde kusurlara sebep olabilmektedir (6). Yakın zamanda 

yapılan çalıĢmalarla iyon kanallarının kanserle iliĢkilendirilebileceği gösterilmiĢtir (7, 8). 
 

 Kanserin, hücrelerde oluĢturduğu anormal değiĢimlerin (farklılaĢma, 

proliferasyonun artması, malign büyüme ve doku iĢgali gibi) iyon kanallarının 

ekspresyonunda değiĢimlere yol açtığı ve bu nedenle bu kanalların yer aldıkları hücresel 

durumlarda anomaliler olduğu gösterilmiĢtir. Sinir ve kas sistemine ait olmayan organlarda 

voltaj kapılı Na
+
 kanalının ekspresyonu genellikle prostat, meme ve akciğer kanseri gibi 

farklı kanser türlerinde metastaz ile iliĢkilendirilmekle beraber, K
+
 kanalının da tümör 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Kan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lenf
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oluĢumu ve ilerlemesinde önemli olduğu gösterilmiĢtir (8). K
+
 kanallarının bir alt türü olan 

Ether a go go (Eag) kanalları da hücre proliferasyonu ile iliĢkilendirilerek melanom, meme 

nöroblastoma, ve serviks kanseri gibi kanser türlerinde önemli olduğu gösterilmiĢtir (9, 10, 

11, 12). Tüm bu çalıĢmalar iyon kanallarının kanser tedavisinde yeni hedefler olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir.  

 Bu çalıĢmada bir antidepresan olan imipramine’in (13) erkeklerde en sık görülen 

kanser türlerinden biri olan prostat kanserinde Eag1 kanalları üzerine etkisinin sitotoksik, 

elektrofizyolojik ve moleküler yöntemlerle incelenmesi ve prostat kanserinin tedavisinde 

kullanılabilirliliğinin gösterilmesi amaçlanmıĢtır.
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Kanser 

 Kanser, hücre çoğalması ve hücre ölümü arasındaki dengenin bozulmasından 

kaynaklanan, gen ekspresyonundaki çoklu değiĢimlerin neden olduğu, hücrenin hem 

yapısının hem de fonksiyonunun değiĢtiği anormal hücre çoğalmasıdır. OluĢan hücre 

topluluğu çevredeki dokulara hücum ederek uzak bölgelere sıçrayabilir ve tedavi 

edilemediği durumda bireyin ölümüyle sonuçlanabilir (2). Ġnsanların üçte biri hayatı 

boyunca kanserle karĢılaĢmaktadır ve kanser ölüm oranı farklı kanser türlerinde 

değiĢmektedir (3). 

 Kanser tek bir hastalığa verilen bir isim değildir. Günümüzde kanserin özellikleri ve 

tedavisi birbirinden farklı 200’den (3, 4, 14, 15) fazla türü vardır. Kanser adlandırması 

yapılırken sıçrama yaptığı organın değil ilk ortaya çıktığı organın adını alır. Örneğin prostat 

kanseri kemiğe sıçradığında, kemikte oluĢan kanser dokusunun adı kemik kanseri değil, 

metastatik prostat kanseri olarak isimlendirilir. 

 Kanser hem genetik hem de çevresel etkenlerden kaynaklanabilenen bir hastalık 

olup, çok çeĢitli sebeplerden meydana gelebilir. Genetik etkenler kalıtımsal olarak kiĢinin 

ebeveynlerinden gelen yatkınlığı iken, çevresel etkenler arasında sigara kullanımı, diyet ve 

fiziksel aktivite gibi hayat tarzından kaynaklanan faktörler, güneĢten gelen ıĢınlar ile 

ultraviyole ıĢıması, çevreden gelen farklı türde kimyasallar, ıĢımalar ve virüsler sayılabilir 

(4). 

 Hücredeki düzenleyici mekanizmaları bozan kanser, hücre çekirdeğinde oluĢan 

DNA hasarı sonucunda meydana gelir (16). Normal hücrelerde oluĢan DNA hasarı ya 

düzeltilir ya da hücre ölüme gider, ancak kanser hücresi bu durumda hasarı düzeltemez ve 

olması gerektiği gibi hücre ölümü gerçekleĢmez. Bunun yerine hücre, vücudun ihtiyacı 

olmayan ve hasarlı hücre ile aynı DNA’ya sahip olan yeni kanserli hücreler yapmaya baĢlar 

(2). Kanserli bir hücrede oluĢan genetik değiĢiklikler, hücrenin çoğalması, ömrü, komĢu 

hücrelerle iletiĢiminin kesilmesi gibi durumları etkiler, immün sistemin bozulmasına neden 

olur (17). 
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 Kanser hücreleri hızlıca bölünen hücrelerdir ve kontrolsüz hücre çoğalması kanserin 

ayırıcı özelliklerinden biridir. Kanser hücreleri tipik olarak, kendi hücre döngülerini 

doğrudan düzenleyen genlerde hasar oluĢtururlar ve normal hücre döngüsündeki 

mekanizmalar kanserde bozulur. Kanser hücreleri kontrolsüz çoğalmadan köken alarak 

tümör oluĢtururlar (18).  

 Hücre döngüsü, bir hücrenin bölünmesinden sonra ikinci bölünme sonuna kadar, 

birbirini takip eden, sıralı olaylar dizisidir. Hücre döngüsünün evreleri hücreden hücreye 

farklılık göstermektedir. Pek çok hücre türünde mitoz (M) ve interfaz olmak üzere iki temel 

basamağa ayrılır. M fazı hücre bölünmesi ile gerçekleĢen bir dizi moleküler olayları içerir. 

Ġnterfaz ise G1, S ve G2 evrelerinden oluĢmak üzere 3 temel aĢamada gerçekleĢir. G1 fazı 

M ve S fazlarını ayırmaktadır. G1 fazında hücre büyümek için dıĢarıdan sinyal alır, hacmi 

giderek artar; hücrede ribonükleik asit (RNA) ve protein sentezi yapılarak DNA sentezi için 

hazırlık yapılır. S fazında DNA sentezi gerçekleĢir. G2 fazında hücre büyümeye devam 

eder, bir sonraki aĢama olan mitoza hazırlık için RNA ve protein sentezine devam eder. G2 

fazı tamamlandıktan sonra profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan oluĢan mitoz aĢaması 

gerçekleĢir. Eğer bu döngü sırasında bir evre tamamlanmadan diğer bir evreye geçilirse 

hücrede hasar oluĢabilir. Bu amaçla hücre döngüsü içinde, her Ģeyin yolunda olup 

olmadığını kontrol eden, kontrol noktaları bulunmaktadır. Bu kontrol noktaları G1-S 

geçiĢinde, G2-M geçiĢinde ve metafaz anafaz geçiĢinde bulunmaktadır. Böylece döngünün 

devamlılığına karar verilir (16, 19, 20). Hücre G1 evresindeyken büyüme faktörleri, 

sitokinler ve mitojenler gibi sinyalleri alamadığı durumlarda, hücre G0 istirahat evresine 

geçer ve bölünme sinyali alıncaya kadar bu evrede kalır (21) (ġekil 2.1.). 

 

 

 
Şekil 2.1. Normal bir hücrede, hücre döngüsünün evreleri. 
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  Hücre döngüsünde onkogenler (Her2/neu, Ras, c-Myc vb.) ve tümör 

baskılayıcı genler (p53 ve retinoblastoma geni) olmak üzere iki temel gen grubunun rolü 

vardır. Kanserin baĢlangıcında, proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genler olmak üzere 

iki temel gen grubundaki mutasyonlar önemlidir. AĢırı hücre çoğalmasına sebep olan bir 

mutasyonla beraber protoonkogenler aktifleĢerek onkogenleri (kontrolünü kaybetmiĢ 

protein kodlayan genlerdir ve kanser geliĢiminin baĢlangıcında rol oynarlar) oluĢtururlar. 

Tümör baskılayıcı genler ise normalde hücre çoğalmasını sınırlandırdıkları için, bu 

genlerde oluĢabilecek bir mutasyon uygun olmayan hücre çoğalmasına sebep olacaktır. Bu 

iki gen sınıfındaki genlerin pek çoğu hücre oluĢumunu düzenlemede yardımcı proteinleri 

Ģifrelemektedir. Tümör baskılayıcı genlerden olan p53 ve retinoblastoma genleri iĢlevini 

kaybettiğinde hücre büyümesinin kontrolü ortadan kalkar, DNA tamiri oluĢmaz ve hücre 

döngüsü sonraki evrelere hasarlı olarak devam eder. Hasarın tamir edilemediği hücrelerde 

normalde hücre apopitozise gider (18, 22, 23). 

 Kanser karsinogenez adı verilen çok basamaklı bir süreçten oluĢur. Bu aĢamalar, 

baĢlangıç, promosyon, ve progresyon aĢamalarıdır. BaĢlangıç basamağı kalıcı, tersinir 

olmayan ve normal hücrelerin sınırsızca çoğalmakta olduğu ölümcül dönüĢümlere daha 

yatkın olduğu, DNA’daki genetik değiĢimlerle beraber gözlenir. Karsinojenlere maruziyet 

sonucu bir veya daha çok hücresel değiĢimden kaynaklanır. BaĢlangıç aĢamasındaki 

hücreler neoplastik hücre değildir, ancak genotipik ve fenotipik değiĢimler meydana 

geldikten sonra bu durum için ilk adımı atmıĢ olurlar. OluĢan mutasyonlarla çoğalma 

olması mümkün olsa da henüz diferansiyasyon olamamaktadır. BaĢlangıç aĢaması 

sonrasında dönüĢüme uğramıĢ olan bu hücreler tümörü daha büyük bir kitleye dönüĢtürecek 

bir uyarana maruz kalıncaya kadar zararsız kalabilirler. Bu geri dönüĢümlü basamak ise 

promosyon basamağı adını alır. Progresyon basamağı ise benign tümörün malign tümöre 

dönüĢtüğü, geri dönüĢü olmayan bir süreçtir. YaĢam Ģekli ve çevresel faktörlere bağlı 

olarak, karsinogenez süreci genellikle 10 yıl veya daha uzun bir süreyi kapsar (24, 25, 26). 
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2.1.1. Prostat Kanseri 

 Prostat, erkek üreme sisteminde yer alan fibröz bir doku içerisinde küçük bezlerin, 

kanalların ve kas dokularının bir araya gelerek oluĢturduğu bir dıĢ salgı bezidir. Normal 

durumda yetiĢkin bir bireyde, ceviz büyüklüğünde ve ağırlığı yaklaĢık olarak 30-40 gram 

(g) kadardır; hastalık olması durumunda 100 g’a kadar çıkabilir. Bir halka gibi üretrayı 

çevreleyen prostat bezi, mesanenin hemen altında yer alır. Üreme sisteminin bir parçası 

olan prostat bezi idrar akıĢını kontrol eder, salgıladığı sıvı ile spermi besler ve korur (27, 

28, 29) (ġekil 2.2.). 

 

 

 
Şekil 2.2. Prostat bezinin vücut içinde yerleĢiminin yandan görünümü (29). 

 

 

 Salgıladığı sıvı içinde çinko, prostaglandinler, kalsiyum (Ca
+2

), sitrat, fosfat, prostat 

spesifik antijen (PSA), pıhtılaĢma enzimi, profibrinolizin gibi maddeler bulunmaktadır. 

Seminal sıvının %20-30 kadarını prostat sıvısı oluĢturmaktadır (30). Prostat sıvısının içinde 

bulunan maddeler üretranın kayganlaĢmasını ve ejekülasyon sonrasında, spermin asidik 

ortamdan korunmasını, beslenmesini ve hareketliliğini sağlar (27). 

 Prostat kanseri ise, prostat bezinde bulunan ve prostat sıvısını üreten glandüler 

yapıdaki hücrelerde oluĢan malign çoğalmadır. Prostat kanseri de, meme kanseri gibi 
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hormona duyarlı bir kanser türüdür. Prostat bezinde, testosteron hormonu bir baĢka güçlü 

hormon olan dihidrotestosterona dönüĢtürülür. Prostat kanserinde bu hormonlar kanser 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmalarını sağlar (29). 

 

 

2.1.1.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi 

 Prostat kanseri dünya genelinde, erkeklerde görülen kanserlerin üçte birlik kısmını 

oluĢturur ve en yaygın olanıdır. Prostat kanserinde 1970’li yıllarda her yıl 200.000 yeni 

vaka eklenirken, 2002 yılına gelindiğinde bu sayı 700.000 yeni vaka olarak bildirilmiĢtir. 

Avrupa’da 2006 senesi raporlarına göre, 345.900 yeni vaka ve 87.400 kayıtlı ölüm oranı ile 

dördüncü en yaygın kanser türüdür (17). 

 Ülkemizde kanserle ilgili yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar sınırlı olup, sadece 15 

merkezde yürütülmektedir. Bununla beraber yapılan çalıĢmalar göstermektedir ki, tüm yaĢ 

grupları beraber değerlendirildiğinde, prostat kanseri ülkemizde erkeklerde en yaygın 

görülen ikinci kanser türü olup, ölümle sonuçlanması bakımından solunum yollarında 

meydana gelen kanserlerden sonra ikinci sırada yer alır (31) (ġekil 2.3.). 

 

 

 

Şekil 2.3. Tüm yaĢ gruplarındaki erkeklerde en sık görülen bazı kanserlerin bu grup içindeki yüzde 

dağılımları (BirleĢik Veri Tabanı, 2009) (31). 



 8 

2.1.1.2. Prostat Kanserinin Nedenleri  

 Prostat kanserinin nedenleri tam olarak bilinmese de, yapılan çalıĢmalar prostat 

kanserini, prostat hücrelerinde zamanla artan mutasyonların neden olduğu genetik 

dengesizliğin oluĢturabileceğini göstermektedir. Bu dengesizliklerin oluĢmasında yaĢ, ırk/ 

etnik köken, uyruk, aile öyküsü, genler, diyet, obezite, sigara kullanımı, çalıĢma ortamı 

koĢulları, çeĢitli hastalıklar ve vazektomi gibi çeĢitli risk faktörleri etken olsa da, bu risk 

faktörlerinin hiçbiri prostat kanseri için kesin neden değildir (32). 

 

 

2.1.1.3. Prostat Kanserinin Tanısı, Derecelendirilmesi ve Evrelendirilmesi 

 Prostat kanserinin tanısında çeĢitli inceleme yolları kullanılmaktadır. Bu 

incelemeler, parmakla rektal muayene (PRM), kanda PSA bakılması, prostat biyopsi 

parçalarında ve iğne aspirasyonlarında adenokarsinomun görülmesi olarak sıralanabilir. 

Tanı konduktan sonra ise tümörün vücuda yayılıp yayılmadığını, yayıldıysa ne ölçüde 

yayıldığını saptamak için duruma göre kemik sintigrafisi, bilgisayarlı tomografi ve 

magnetik rezonans görüntüleme gibi baĢka yöntemlerden de yararlanılır. Histopatolojik 

değerlendirme ise tümörü derecelendirmeyi mümkün kılar (33). 

 Tedavi yöntemine karar verilirken kanserin hangi durumda olduğu tespit 

edilmelidir. Bunun için de çeĢitli sınıflandırma sistemleri kullanılır. Kanser sınıflandırma 

sistemleri konusunda tam olarak uzlaĢmaya varılmasa da kanserin derecelendirilmesi ve 

evrelendirilmesi oldukça önemlidir. Bu iki kavram biribiri ile bağlantılıdır (33). 

 Derecelendirme kanser hücrelerinin ne kadar anormal ve agresif olduğunu 

tanımlamaktadır. Tedavi uygulamasını belirlemede kullanılan bu derecelendirme için en 

yaygın olarak, histolojik sonuçlardan elde edilen Gleason skorlama sistemi kullanılır (34) 

(ġekil 2.4., Çizelge 2.1.). Hücrenin durumuna göre Gleason derecelendirmesi 1-5 arası 

değerlerde yapılır (35).  
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Şekil 2.4. Gleason derecelendirme sistemi Ģematik gösterimi (35). 

 

 

Çizelge 2.1. Gleason derecelendirme sisteminin açıklaması (35). 

DERECE AÇIKLAMA 

1 Hücreler oldukça farklılaĢmıĢtır, basit yuvarlak bez yapısında ve iyi belirlenmiĢ 

sınırlarla birbirlerine oldukça yakın yuvarlak kitleler halindedirler 

2 Basit yuvarlak bez yapısındadırlar, gevĢekçe belirsiz bir Ģekilde toplanmıĢlardır, 

gevĢekçe belirlenmiĢ sınırlarla yuvarlak kitleler halindedirler. 

3A Orta büyüklükte tek bez yapısındadırlar, düzensiz Ģekil ve düzensiz boĢluklara 

sahiptirler, bozuk olarak tanımlanan, sızdıran sınırları vardır. 

3B 3A’ya çok benzerdirler, fakat çok küçük bezlerdir, belirgin bir zincir ve kordon yapısı 

oluĢturmaları gerekmez. 

3C Düzgün, yuvarlak silindirler ve kitleler içinde papiller ve kribriform epitel 

yapısındadır; nekroz yoktur. 

4A Küçük, orta ve geniĢ bezler kordonlara, zincirlere kaynaĢmıĢtır veya düzensiz sızdıran 

kitlelerdir.  

4B 4A’ya çok benzer, fakat oldukça büyük soluk hücreler bulunur, bazen hipernefromayı 

andırır. 

5A Genellikle merkezi nekrozla birlikte, papiller ve kribriform epitel yapısında, 3C’den 

daha solid tümör kitleleri bulunur. 

5B Düzensiz anaplastik adenokarsinom kitlesi yapısındadır. 
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 Evrelendirme ise kanserin büyüklüğü ve yayılımı ile ilgilidir. Kanser vücutta ne 

kadar çoksa muhtemelen o kadar çok yayılacaktır ve tedavi o kadar az iĢe yarayacaktır. Bu 

nedenle ne kadar ayrıntılı evrelendirme yapılırsa, bu durum sonuçların uzun süreli olmasını 

ve sağ kalmayı o kadar çok etkileyecektir. Evrelendirme elde edilen biyopsi, PSA seviyesi 

fiziksel muayene gibi tetkik sonuçlarına göre yapılır. 

 En yaygın kullanılan evrelendirme sistemleri ABCD ve TNM sistemleridir. Burada 

T harfi tümörü, N harfi lenf nodülünü, M harfi ise uzak metastazı simgelemektedir. TNM 

sistemine göre yapılan sınıflandırma Çizelge 2.2.’de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 2.2. Prostat kanseri evrelendirilmesi (29, 33, 36). 
TNM ABCD AÇIKLAMA 

T0 EĢdeğeri yok Kanser yok. 

T1a A1 Kanser sadece prostatla sınırlıdır ve sadece mikroskopla görülebilir 

(Prostatın %5’inden az). 

T1b A2 Kanser sadece prostatla sınırlıdır ve sadece mikroskopla görülebilir 

(Prostatın %5’inden fazla). 

T1c A3 Normal muayenede artmıĢ PSA ile kanser tespit edilmiĢtir. 

T2a B1 Kanser prostatın bir tarafının %50’sinden daha azında bulunur ve 

hissedilir. 

T2b B1 Kanser prostatın bir tarafının %50’sinden daha çoğunda bulunur ve 

hissedilir. 

T2c B2 Kanser prostatın her iki tarafında da bulunur ve hissedilir. 

T3a C1 Kanser prostatın bir tarafında ve kapsül dıĢına doğru büyümektedir. 

T3b C1 Kanser prostatın her iki tarafında ve kapsül dıĢına doğru 

büyümektedir. 

T3c C2 Kanser seminal veziküle yayılmıĢtır. 

T4a C2 Kanser mesane boynunu ve/veya rektumu ve/veya eksternal 

sfinkteri sarmıĢtır. 

T4b C2 Kanser prostatın yakınındaki diğer bölgelerde de gözlenmektedir. 

N0 EĢdeğeri yok Lenf nodüllerinde kanser tespit edilmemiĢtir. 

N1 (N+) D1 Kanser iki veya daha çok lenf nodülüne yayılmıĢtır ( 2 

santimetre’lik (cm) veya daha küçük olan kanserler). 

N2 (N+) D1 Kanser iki veya daha çok lenf nodülüne yayılmıĢtır ( 2-5 cm 

aralığındaki kanser). 

N3 (N+) D1 Kanser iki veya daha çok lenf nodülüne yayılmıĢtır ( 5 cm’lik veya 

daha büyük olan kanserler). 

M0 EĢdeğeri yok Kanser prostatı, çevre dokuları ve lenf nodüllerini tamamen 

sarmıĢtır. 

M1 (M+) D2 Kanser pelvis bölgesini geçerek, kemikler, akciğerler gibi organlara 

sıçramıĢtır. 
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2.1.1.4. Prostat Kanserinde Uygulanmakta Olan Tedavi Yöntemleri 

 Günümüzde prostat kanseri tedavisi için çok sayıda yöntem kullanılmaktadır. 

Prostat kanseri tedavisinde hastalığın seyrine, yan etkilere ve hastalara bağlı olarak bir veya 

birkaç tedavi yöntemi seçilebilmektedir. Yapılan incelemeler sonrasında hastalığın prostat 

ile sınırlı olması veya metastaz yapmasına göre farklı tedavi seçenekleri kullanılmaktadır. 

Eğer hastalık prostat ile sınırlı ise; bekleyerek gözlem yapılabildiği gibi farklı cerrahi 

yöntemler, ıĢın tedavisi, krioterapi gibi yöntemler seçilebilir. Kanserin metastaz yapması 

durumunda ise hormon tedavisi ve kemoterapi uygulaması tercih edilmektedir (37). 

 Bekleyerek gözlem, PSA seviyesinin artması ya da histopatolojik olarak tümör 

varlığının gösterilmesine kadar beklenmesidir. Bu hastalar dikkatle izlenmelidir (33). 

 Radikal prostatektomi prostat bezinin cerrahi yolla vücuttan çıkarılarak kanserli 

hücreler temizlenmesidir. T1a, T1b, T1c, T2, T3 evrelerinde bu tedavi yöntemi 

uygulanabilmektedir. Tedavi sonrasında perioperatif ölüm, majör kanama, rektal 

yaralanma, derin ven trombozu, pulmoner emboli, lenfosel, idrar kaçağı, mesane zayıflığı, 

impotans, mesane boynu darlığı, üretral tıkanma ve üretral darlık gibi komplikasyonlar 

ortaya çıkabilir (33).  

 IĢın tedavisi ise iki türlü yapılabilir; birincisinde ıĢın uygulaması vücut dıĢından 

prostat bezine doğrudan uygulanır, ikinci uygulama Ģekli ise prostat bezi içine radyoaktif 

tohumların ekilmesi ile olur. Bu tedavi Ģeklinde de ishal, karın ağrısı, makatta rahatsızlık ve 

idrar yapmakta zorlanma gibi yan etkiler oluĢabilmektedir (33). 

 Kriyoterapide hücre ölümüne sebep olmak için dondurucu yöntemler kullanılır. 

Dehihratasyon sonucu oluĢan protein denatürasyonu, hücre zarının doğrudan buz kristalleri 

ile yırtılması, mikrosirkülasyonun yavaĢlatılmasıyla iskemi oluĢumu ve apopitozis 

kullanılan yöntemlerdir. Sınırlı prostat kanserinde ve prostat dıĢına minimal yayılımı olan 

hastalarda kullanılır. Dokuda bozulma, mesane zayıflığı, pelvik ağrı idrar retansiyonu 

erektil fonsiyon bozukluğu gibi komplikasyonlar görülebilir (33). 

 Ġlk defa 1941 yılında, Huggin ve Hudges cerrahi kastrasyonun ve östrojen 

uygulamasıyla androjenin (testesteron) baskılanmasının metastatik prostat ilerlemesi 

üzerine olumlu etkileri olduğunu ortaya koymuĢlardır. Hormonal tedavi hastalığın ilerleme 

belirtilerinde etkili olsa da, hastaların ömrünü uzatma anlamında kesin bir kanıt yoktur. 



 12 

Burada testesteron her ne kadar tümör oluĢturan bir hormon olmasa da, tıpkı prostat 

hücrelerinde olduğu gibi, kanser hücrelerinde de büyüme ve süreklilik için gereklidir. Eğer 

prostat hücreleri androjenik uyarıdan mahrum kalırsa hücreler apopitozise gider. Uzun 

süreli androjen deprivasyonu tedavisinin çeĢitli yan etkileri de söz konudur. Bunların 

arasında libido kaybı, erektil iĢlev kaybı, sıcak basmaları, jinekomasti ve göğüs ağrısı, 

vücut yağ kitlesinde artıĢ, kas kaybı, anemi, kemik mineral yoğunluğunda azalma, biliĢsel 

iĢlev kaybı sayılabilir (33). 

 Hormon tedavisinin iĢe yaramadığı durumda, hücre çoğalmasını frenleyen ilaçlar 

tedavi amacıyla kullanılırlar. Ancak prostat kanseri bu ilaçlara karĢı diğer kanserler kadar 

duyarlı değildir (33). 

 

 

2.1.1.5. Prostat Kanserinde Gen Ekspresyonu Değişimi 

 Kullanılan yeni teknoloji ürünleri prostat kanserinde gen ekpresyon değiĢimlerinin 

geniĢ çaplı analizini mümkün kılmaktadır. Prostat kanserinde ilk ve en çok aĢırı eksprese 

edilen gen bazı lipitlerin β-oksidayon sırasında R-steroizomerlerini S-’ye çeviren bir enzim 

olan “alfa metil açil CoA rasemaz (AMACR)” dır. Yapılan immün boyama çalıĢmaları 

AMACR’nin normal prostat hücrelerinde nadiren eksprese olurken prostat kanser 

hücrelerinde oldukça fazla ekprese olduğunu göstermiĢtir (38). Yine son yıllarda klinik 

tümörlerde yapılan çalıĢmalarla prostat kanserinde voltaj kapılı Eag1 K
+
 kanalının, normal 

prostat dokusunda çok az görülürken, prostat kanserinde aĢırı eksprese olduğu görülmüĢtür 

(39, 40). 

 

 

2.2. İyon Kanalları 

 Ġyon kanallarının kuramsal olarak varlıkları ilk kez 1952 yılında Alan Hodgkin ve 

Andrew Huxley tarafından sinir iletimi çalıĢmalarıyla gösterilmiĢ, deneysel olarak 

varlıklarının gösterimi ise 1970’li yıllarda Erwin Neher ve Bert Sakmann tarafından 

yapılmıĢtır (41). 
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 Ġyon kanalları lipit çift katlı hücre zarının içine yerleĢmiĢ, protein yapısında, en dar 

kısmından sadece bir iyonun geçebileceği makromoleküler gözeneklerdir (42). Neredeyse 

bütün plazma zarları ve pek çok hücre içi organelin zarında bulunmakta olup çok fazla 

çeĢitliliğe sahiptirler. Ġnsan genomunda sinir ve kas gibi uyarılabilir hücrelerde 400’ün 

üzerinde iyon kanal türü belirlenmiĢtir. Bunların yaklaĢık 170 tanesi K
+
 kanallarını, 38 

kadarı Ca
+2

 kanallarını, 29 kadarı Na
+
 kanallarını 58 kadarı Cl

-
 kanallarını ve 15 kadarı da 

glutamat reseptörlerini kodlamaktadır. Geri kalan genler de inositol trifosfat (IP3) 

reseptörlerini, geçici reseptör potansiyeli kanallarını (TRP) ve diğer kanalları 

kodlamaktadır (43). 

 Ġyon kanalları, iyon geçiĢinin kontrol edilmesiyle, tipik olarak dinlenim zar 

potansiyeli ve uyarılabilirliği düzenleme, aksiyon potansiyelini Ģekillendirme, kas 

kontraksiyonunu ve eksositozu tetikleme, hücre hacmini düzenleme ve daha pek çok 

önemli hücresel süreçte yer alırlar (5). 

 Sahip oldukları sulu gözenek yapısı, açık-kapalı olma durumunu belirleyen kapı 

mekanizmaları ve seçici geçirgenlikleri gibi fiziksel özellikleri ile suda çözünebilir olan 

bazı iyonik moleküllerin hücre zarından pasif geçiĢlerini kontrol etmektedirler (5, 44). 

Gözenek yapısı hücre içi ve hücre dıĢı sıvıları arasında bir geçiĢ noktası oluĢturmaktadır. 

Gözenek duvarlarında ise çoğunlukla iyon geçiĢlerini sınırlandıran hidrofilik aminoasit 

rezidüleri sıralanmıĢtır. Kapı mekanizması protein konformasyonundaki bir değiĢimdir. 

Konformasyon değiĢimini ise zarda oluĢan bir voltaj değiĢimi, kanala bir ligand bağlanması 

ve hücre içi bir faktöre yanıt olarak ikincil mesajcı bir sistemin etkinleĢerek kanalı 

etkilemesi gibi çeĢitli mekanizmalar baĢlatabilmektedir (44).  

 Yapısal özellikleri bakımından değerlendirildiğinde farklı sayıda α, β, γ, ε gibi 

altbirimlerden ve S1, S2… gibi farklı segmentlerden oluĢurlar. Pek çok voltaj kapılı 

kanalda gözenek yapısını α altbirimi oluĢturur (41). ġekil 2.5. voltaj kapılı bir kanalda α 

altbiriminin yapısını göstermektedir. 
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Şekil 2.5. Voltaj kapılı bir kanalda  altbiriminin ve P gözenek yapısının yerleĢimi. S1, S2, S3, S4, S5 ve S6 

 altbirimini oluĢturan segmentler, S4 voltaja duyarlı olan segment. 

 

 

 Kapı mekanizmasına göre iyon kanalları; voltaj-kapılı, ligand-kapılı (iyonotropik 

reseptörler) ıĢık-kapılı, mekanosensitif, siklik nükleotid-kapılı ve Ca
+2

 kapılı iyon kanalları 

olarak sınıflandırılabilir (45).
 

 Ġyon kanallarının modülasyonu kalp hastalıkları, nörolojik hastalıklar, böbrek 

yetmezliği, ağrı algısı ve körlük gibi çok geniĢ aralıkta bir hastalık grubu ile iliĢkilidir. 

Ġnsan hastalıklarında 60’dan fazlası kanallarda oluĢan mutasyonlardan kaynaklandığı için 

kanalopati olarak değerlendirilmektedir. Ġnsan fizyolojisinde bu kadar önemli bir yer 

tutması ve dokularda oldukça çeĢitli bir dağılıma sahip olması, iyon kanallarını tedaviye 

yönelik olarak ilaç araĢtırmalarında oldukça çekici kılmaktadır (46). Ġyon kanallarına 

yönelik ilaç çalıĢmaları bağıl olarak azdır. Satılmakta olan ilaçların sadece %5’i iyon 

kanallarını hedef almaktadır. Ġnsan genomu giderek keĢfedildikçe ilaç tedavisinde iyon 

kanalları oldukça önemli proje kaynakları olacaktır (43). 

 

 

2.2.1. Epitel Hücrelerde İyon Kanalları 

 Kanser sıklıkla epitel doku hücrelerinde görülen bir hastalıktır. Epitel hücreler 

vücudun farklı fizyolojik bölümlerini ayıran dinamik bariyer görevi görür. Bir taraftan 

konak vücut kısmına girmeye çalıĢan patolojik mikropları engelleyen fiziksel bir bariyer 

görevi görürken, diğer taraftan hücrelere taĢınan iyonların, elektrolitlerin ve suyun geçiĢini 

düzenleyerek doku homeostazını sürdürmek zorundadırlar (47). 
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 Epitel hücrelerin görevlerini yerine getirmede iyon kanalları oldukça önemlidir. 

Epitel hücrelerdeki iyon kanalları vücudun belirli bölümleri arasında iyonların, bazı 

durumlarda da sıvıların hareketinde görevlidirler. Madde taĢınımının iĢlevi temel olarak 

pek çok uyarılabilir dokudaki bilgi iletiminden farklıdır. Ancak kanalların temel yapısı her 

iki doku türünde de benzerlik göstermektedir. Epitel dokularda, özellikle Na
+
, K

+
 ve Cl

-
 

kanalları oldukça önemlidirler. Ġyon kanal yapısının asıl önemli iĢlevi transepitel olarak tuz 

hareketidir. Sıklıkla, bu tuz hareketine paralel olarak suyun da geçiĢi söz konusudur. Bu 

geçiĢler bazı vücut sıvılarında bulunan K
+
 ve Na

+
 seviyelerinin sürdürülmesi (homeostaz) 

ve ter, tükürük ve gözyaĢı iletiminin yanı sıra, sindirim enzimlerinin ve mukusun, mide, 

bağırsak ve havayollarına iletimesi için sıvının düzenlenmesi gibi önemli fizyolojik 

fonksiyonlara aracılık eder. Bu kanallar iyon geçiĢlerinde, uyarılabilir hücrelerle aynı temel 

prensiplere göre hareket ederler. Ancak düzenleri oldukça farklıdır. Kistik fibrozis 

transmembran iletiminin düzenlenmesi gibi bazı durumlarda, düzenlenme kanal proteinin 

fosforilasyonu ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) üretimine bağlıdır. Epitelyal Na
+
 ve 

muhtemelen epitelyal K
+
 kanallarında ise kanalın intraselüler kısımları ve plazma zarı 

arasındaki translokasyon kanal aktivitesinin modülasyonunun altını çizer. Bu süreçlerde 

oluĢabilecek sorunlar ise önemli hastalıklara yol açmaktadır (47). 

 Bütün hücre türleri kansere duyarlı olmasına karĢın epitel hücrelerinde kansere 

yatkınlık daha fazladır (48). 

 

 

2.2.2. İyon Kanalları - Kanser İlişkisi 

 Ġyon kanalları çeĢitli özelliklerinden dolayı hücre zarında tanı ve tedavide kullanılan 

ilaçlar için çok iyi hedefler olmuĢlardır. Ġyon kanallarının 1970’li yıllarda keĢfinden sonra 

pek çok hastalık kanalopati olarak ifade edilmiĢtir (41). Ġyon kanal proteinlerinin 

ekspresyonunun veya aktivitesinin değiĢimi kalp aritmileri, epilepsi, diyabet, kistik fibrozis, 

sağırlık ve migren gibi farklı pek çok hastalığa neden olmaktadır. Transmembran protein 

yapısında olduklarından hücre dıĢı ortamdan da bu yapılara ulaĢmak mümkündür. Bu 

nedenle pek çok hastalıkta iyon kanalları tedavi amacı ile ilaç hedefi olarak 

kullanılmaktadır (6). Kanser her ne kadar kanalopati sınıflandırmasına girmese de, iyon 
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kanalları kanser arasındaki iliĢki çalıĢmalarla desteklenmektedir. O nedenle son yıllarda 

özellikle voltaj kapılı kanallar baĢta olmak üzere kanser hastalığında da tedavi hedefi olarak 

değerlendirilmeye baĢlanmıĢtır (39). 

 Teknolojik geliĢimlere paralel olarak, yama-kenetleme ve polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) gibi yöntemler ile beraber iyon kanallarına özgü blokerlerin kullanımı 

kanser çalıĢmalarında giderek yaygınlaĢmaktadır. Bu tip çalıĢmalarla özellikle K
+
, Na

+
, 

Ca
+2

 ve Cl
-
 gibi kanalların, kanserde hücre döngüsü, hücre proliferasyonu, apopitozis, 

onkogenez ve hücre göçü gibi durumlarla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (7, 49, 50, 51) 

 

 

2.2.2.1. K
+
 Kanalları ve Kanser 

 K
+
 kanalları en çok çeĢitliliğe sahip olan iyon kanalları olmasının yanı sıra, zar 

potansiyelinin kontrolü, aksiyon potansiyeli düzenlenmesi, nörotransmiter salınımı, insülin 

salınımı, hücre farklılaĢması, aktivasyon, proliferasyon, hücre döngüsü ve apopitozis gibi 

pek çok fizyolojik iĢlevde önemli bir yere sahiptir. Deneysel veriler yer aldıkları bu normal 

fizyolojik süreçlerin dıĢında aynı zamanda kanser oluĢumunda, hücre proliferasyonu, hücre 

göçü, gibi süreçlerde yer aldıklarını da göstermektedir (42, 52, 53, 54, 55). 

 K
+
 kanalları pek çok kanser türünde bulunurlar (Çizelge 2.3.). K

+
 kanallarının pek 

çoğu proliferatif durumla çok fazla iliĢkiliyken, sadece voltaja bağlı K
+
 kanal türü olan 

(Kv) Kv10.1 ve K2p9.1 (KCNK9) gibi birkaç türü net bir Ģekilde onkogenik bir etkiye 

sahiptir. Sadece bu kanallar sağlıklı hayvanlarda eksprese edildiklerinde onkogenik fenotip 

oluĢtururlar (55, 56, 57). 

 Farklı tümör ve kanser hücrelerinde eksprese olan K
+
 kanalları da değiĢen 

ekspresyon oranlarına sahiptir (52). Kv1 ailesinden Kv1.3 kanalı meme, kolon ve prostat 

kanserlerinde aĢırı eksprese olurken, Kv1.1 ve Kv1.5 kanalları meme ve malign glioma 

hücre hatlarında bozulmuĢ ekspresyona sahiptir (58, 59, 60, 61, 62). Ayrıca Kv10.1’in 

onkogenik potansiyeline ek olarak, Kv10 (Eag) ve Kv11 (Erg) kanal ailelerinin üyelerinin 

pek çok hücre hattında eksprese oldukları gösterilmiĢtir. Kv10.1-2 meme ve nöroblastoma 

kanser hücre hatlarında eksprese olurken, Kv11.1 (eag-iliĢkili gen, erg) gastrointestinal, 

endometriyal, nöroblastoma, lösemi kanserleri ve kanser hücre hatlarında eksprese 
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olmaktadırlar (9, 11, 55, 63, 64, 65, 66, 67, 68). Bunlara ek olarak içeri doğrultucu K
+
 

kanalları (Kir) da meme ve akciğer kanserinde tespit edilmiĢlerdir (69, 70, 71, 72). KCa1.1 

olarak isimlendirilen, büyük iletkenlikli Ca
+2

’la aktive olan K
+
 kanalı (BK) ve KCa3.1 

olarak isimlendirilen, orta iletkenlikli Ca
+2

’la aktive olan K
+
 kanalı (IK) ekspresyonlarının 

da prostat ve nöroblastoma kanserlerinde arttığı belirtilmiĢtir (73, 74, 75, 76). 

 

 

Çizelge 2.3. Kanserde K
+
 kanal gen ekspresyonu (54). 

 

Kırmızı kutular, aĢırı eksprese oldukları bildirilen ve tümör oluĢturucu süreçlerin (proliferasyon artıĢı, hücre 

göçü veya yayılım gibi) arttığı kanser türlerini; yeĢil kutular, tümör malignitesi ve klinik agresiflik ile tersine 

iliĢkili olan kanser türlerini; mavi kutu da yinelenen somatik mutasyonlar olması durumunda tespit edilen geni 

göstermektedir. 

 

 

 Kanser ve K
+
 kanallarının artan ilgisi ortaya kondukça kanser tedavisinde K

+
 

kanallarının hedef olarak kullanımına da ilgi gün geçtikçe artmaktadır. Potasyum kanalının 

kanser tedavisinde hedef olabileceğinin düĢünülmesindeki temel nedenler ise Ģöyle 

sıralanabilir (52):  

 K
+
 kanalları hücre döngüsünü kontrol ederek hücre proliferasyounda yer alırlar. 

 K
+
 kanalları hücre ve dokuya özgü ekspresyona sahiptir. 
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 Bu proteinler sentetik blokerlere oldukça duyarlıdırlar. Bu da farmasötik firmaların 

daha etkili ve seçici moleküller üzerine çalıĢmalarında etkili olur. 

 Kalp ve sinir hastalıklarında K
+
 kanallarını hedef alan tedavi yöntemleri günümüzde 

oldukça baĢarılıdır ve yan etkileri azdır.  

 Pek çok kanser ve tümörde, K
+
 kanal ekspresyonu bozulmuĢtur. 

 

 

2.2.2.2. Na
+
 Kanalları ve Kanser 

 Voltaja duyarlı Na
+
 (VGNa) kanalları sinir ve kas gibi uyarılabilir dokularda 

aksiyon potansiyelinin oluĢumu ve sürdürülmesinde önemlidir (77). Ancak bu kanallar 

görevleri tam olarak aydınlatılamasa da T-lenfositleri gibi uyarılabilir olmayan dokularda 

da eksprese edilmektedirler (78). Na
+
 kanalları bir  birimi ve onunla bağlantılı olan  

albiriminden oluĢur.  altbirimini kodlayan 10 farklı gen bulunmaktadır. Bunlardan dokuzu 

Nav1 olarak isimlendirilen tek bir aileye aittir (77, 79, 80). VGNa kanalları kanserde ilk 

olarak 1995 yılında sıçan prostat kanseri hücre hattında yapılan bir çalıĢma ile tanımlandı 

(81). Daha sonra insan prostat kanseri hücre hattında yapılan bir çalıĢma ile insanda da 

varlığı gösterildi. Moleküler biyoloji ve farmakoloji çalıĢmaları ile eksprese olan asıl 

izoformun Nav1.7 olduğunu bulunmuĢtur. Yapılan çalıĢmalarla kanser hücrelerinde 

bulunan bu VGNa kanallarının galvanotaksi (hücrelerin elektriksel bir alana yanıt olarak 

belirli doğrultuda hareket etmesi), motilite ve invaziv potansiyellerine katkıda bulundukları 

gösterilmiĢtir (82, 83, 84). 

 Prostat kanseri hücre hatlarında elde edilen bu sonuçlar araĢtırmacıları VGNa kanal 

aktivitelerini bloke ederek kanser tedavisinde hedef olarak kullanmaya yönlendirmiĢtir (85, 

86). 

 

 

2.2.2.3. Ca
+2

 Kanalları ve Kanser 

 Voltaj kapılı Ca
+2

 kanalları (VGCa) Ca
+2

 homeostazında, ve böylece kasılma, 

sekresyon ve gen düzenlenmesinde, önemli bir role sahiptirler. Temelde bir  

altbiriminin yanı sıra yardımcı altbirimlerden () oluĢur (bazen yardımcı altbirim 
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olmayabilir).  altbirimini 10 farklı gen kodlamaktadır. Düz kas gibi bazı dokularda hücre 

proliferasyonuna katkıda bulunurlar ve hücre döngüsünde ekspresyonları değiĢmektedir. 

G1 evresinde az oranda eksprese olurken, S ve M evresinde ekspresyonları artar (49).  

 PC-3 ve LNCaP prostat kanseri hücre hatlarında yapılan bir çalıĢmada Ca
+2

 giriĢi 

bloke edildiğinde kanser tümör hücrelerinin proliferasyonunun azaldığı gözlenmiĢtir. Bu 

çalıĢmada, fare prostat kanseri modelinde Cav3.2 kanalının TH-1177 ile blokajının hayvan 

sağ kalımını uzattığı sonucuna ulaĢılırken hiçbir yan etki gözlenmemiĢtir (87). Meme 

kanseri ve prostat kanserinde yapılan çeĢitli çalıĢmalarla Cav3.2 kanalının aĢırı eksprese 

olduğu gösterilmiĢtir (88, 89). 

 Tümör hücrelerinde Cav3 kanalının proliferasyondaki rolünün keĢfi ile tümör 

proliferasyonunu inhibe edecek farmakolojik ajanlar ve antikorlar üzerine çalıĢmalar 

yapılmaya baĢlanmıĢtır (89, 90). 

 

 

2.2.2.4. Cl
-
 Kanalları ve Kanser 

 Diğer voltaj kapılı kanallar ile karĢılaĢtırıldığında voltaj kapılı Cl
-
 kanalları ile 

yapılan çalıĢmalar oldukça sınırlıdır. MDA-MB-231, MDA-MB-435 ve MCF-7 meme 

kanseri hücre hatlarında yapılan bir çalıĢmada Ca
+2

’la aktive olan Cl
-
 kanal türü olan 

CLCA2’nin meme kanserinde tümör baskılayıcı gibi hareket ettiği sonucuna varılmıĢtır 

(91). Kolon kanserinde yapılan baĢka bir çalıĢma ile CLCA1 ve CLCA2’nin bu kanser 

türünde tümör baskılayıcı olarak düĢünülebileceği sonucuna varılmıĢtır (92). Daha sonra bu 

kanalların neden tümör baskılayıcı olduğunu anlamaya yönelik pek çok çalıĢma yapılsa da 

bu konu netlik kazanmamıĢtır. 

 

 

2.2.3. K
+
 Kanalları 

 K
+
 kanalları 100’ün üzerinde çeĢide sahip olan en geniĢ kanal ailesidir (93). Ġnsan 

genomunda yaklaĢık 90 farklı gen ürünüyle eksprese olurlar. Genetik çeĢitliliklerine 

rağmen bütün K
+
 kanallarında örneğin gözenek yapısını oluĢturan dizilimlerin benzer 

olması gibi yapısal benzerlikler vardır. 
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 Yapısal olarak incelendiğinde temel olarak α ve β altbirimlerinden oluĢur. α-

altbirimi gözenek yapısını Ģekillendirmektedir. K
+
 kanalları sahip oldukları altbirim ve 

gözenek yapılarına bağlı olarak dört temel gruba ayrılmaktadırlar. Bunlardan birincisi 2 

altbirim 1 gözenek yapısına (2TM, 1P), ikincisi 4 altbirim 2 gözenek yapısına (4TM, 2P), 

üçüncüsü 6 altbirim 1 gözenek yapısına (6TM, 1P) ve dördüncüsü de 8 altbirim 2 gözenek 

yapısına (8TM 2P) sahiptir (ġekil 2.6.) (94). 

 

 

 
Şekil 2.6. Potasyum kanal ailesi yapısal sınıflandırması (94). 

 

 

 K
+
 kanallarının açılması katyonların pasif olarak zardan geçiĢini sağlar. Ġyon akıĢı 

hızlı olmasına rağmen K
+
 kanalları oldukça seçicidir. Ġyon seçiciliği gözenek yapısında yer 

alan seçici filtre ile gerçekleĢir. KcsA kanalının kristal yapısı incelendiğinde, filtrenin 

boyunun ~12 Å, çapının ise ~2,5 Å olduğu bulunmuĢtur. Gözenek yapısı tirozin-valin-

glisin-tirozin-glisin aminoasit rezüdülerinden oluĢmaktadır. Sahip oldukları β-altbirimleri 

ve pek çok aksesuar protein kanalın fonksiyonel özelliklerini belirlemektedir (94, 95).  
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 K
+
 kanalları dinlenim zar potansiyelinin ve aksiyon potansyelinin düzenlenmesinde, 

hormon salgılanmasında, hücre hacminin düzenlenmesinde de önemli rol oynamaktadırlar 

(6). 

 

 

2.2.4. Eag1 Kanalları 

 Kv kanallarının Eag ailesi KCNH1 genleri ile kodlanmaktadır (96, 97). Eag kanal 

ailesi farklı türlerin iliĢkili DNA dizilerine bakıldığında, ether-a`-go-go (Eag, insandan elde 

edileni hEag), Erg ve Eag-benzeri K
+
 kanalı (Elk) olmak üzere dizileri benzer üç alt aileye 

ayrılmaktadır (98, 99). Eag kanal ailesinin bir ferdi olan Eag1 kanal geni (Kv10.1, KCNH1) 

ilk olarak Drosophila melanogaster olarak isimlendirilen sirke sineğinde belirlenmiĢtir 

(100). 

 Dizi verileriyle beraber, sıçan, fare, Drosophila ve insan Eag kanallarının dizi 

uyuĢması incelendiğinde, bu kanalların yapısal olarak Kv kanallarıyla ve siklik nükleotid-

kapılı katyon kanallarıyla iliĢkili oldukları gösterilmiĢtir (98). Kanalın elektrofizyolojik 

özellikleri oldukça karakteristiktir. Bu kanallar zar depolarizasyonu ile aktive olurken, 

yavaĢ inaktivasyon gözlenir (101). Eag kanalları da pek çok Kv kanalı ile benzer kanal 

yapısına sahiptir. Ġletkenlik gözeneği olarak isimlendirilen bir merkez etrafında yerleĢik 

olan dört altbirimden oluĢup tetramerik yapıdadır. Her bir altbirim S1, S2, S3, S4, S5 ve S6 

olarak ifade edilen altı parça transmembran bölümden oluĢmaktadır. S4 bölümü temelde 

voltaj sensörü görevi görmektedir. S5 ve S6 bölümleri birleĢerek K
+
’a duyarlı olan kanal 

gözeneğini oluĢturmaktadır. Ayrıca her altbirim hücre içi ortamda geniĢ amino- (N) ve 

karboksi- (C) terminal bölgeleri içermektedir. Eag kanallarının N-terminal ucu, kalmodülin 

bağlanan bir kısım ve oksijene duyarlı diğer faktörlerle ve hipoksi ile indüklenebilir 

faktörün aktivasyonuyle iliĢkili olan Per-Arnt-Sim (PAS) bölümünü içermektedir. C-

terminal ucu ise siklik kalmodülin bağlayan bölge, tetramerizasyon-bobin-bobin ve 

kalmodülin bağlanması için bölge ile Ca
+2

/kalmodülin bağımsız protein kinaz II 

bölümlerini içermektedir (39, 102, 103, 104, 105) (ġekil 2.7. ). 
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Şekil 2.7. Eag1 kanal yapısı Ģematik gösterimi (106). 

 

 

 Eag1 kanalının normal dokularda ekspresyonu oldukça sınırlıdır (107). Normal 

dokuda, baĢlıca sinirsel uyarıyı düzenleyen merkezi sinir sisteminde bulunmasının yanı sıra 

miyoblastlarda, plesentada, testislerde ve adrenal bezlerde de bulunabilmektedir. Ancak 

kanser hücre hatları ve primer kanser dokularından elde edilen pek çok çalıĢmada Eag1 

mesajcı RNA’sı (mRNA) eksprese edilmiĢtir (ġekil 2.8.). Pek çok kanser türünde kanserin 

ilerlemesini desteklemektedir. Ayrıca, tümör dokusularında Eag1 kanal aktivitesinin 

farmakolojik blokajı ve RNA giriĢimiyle (RNAi) kanal ekspresyonunun engellenmesinin 

hücre proliferasyonunu azalttığı belirtilmiĢtir. Miyoblastlarda Eag1 kanalının aktivasyonu 

hücre füzyonu için gereken hiperpolarizasyonu sağlamaktadır. Ancak Eag1 kanalının 

görevi ekpresyonun görüldüğü normal dokuların çoğunda henüz tam olarak 

bilinmemektedir. ġekil 2.8. normal ve tümörlü dokularda Eag1 kanal ekspresyonunu 

göstermektedir (9, 12, 39, 55, 102, 108, 109, 110, 111, 112, 113). 

 

 

http://www.sfb604.uni-jena.de/Aims/Area+A/Project+A4+(Heinemann).html)
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Şekil 2.8. Normal ve tümörlü dokularda Eag1 kanalı ekspresyon dağılımı (Normal dokularda mavi noktalar, 

tümörlü dokularda ise kırmızı noktalar Eag1 kanalının eksprese olduğu dokuları göstermektedir) (39). 

 

 

 Eag1 kanalının, kanser dokusunda hücre döngüsü ve hücre proliferasyonunda rol 

oynadığını gösteren çalıĢmalar, bu kanalın yüksek onkogenik potansiyelini ortaya 

koymaktadır. Xenopus oositinde yapılan bir çalıĢmada progesteron ve mitoz kolaylaĢtırıcı 

hormonun neden olduğu oosit olgunlaĢmasının Eag1 kanalının akım genliğini azalttığı ve 

bunun sonucunda Eag1 kanalının hücre döngüsünde yer aldığı gösterilmiĢtir (114). BaĢka 

bir çalıĢmada, G2/M fazı geçiĢ sırasında hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesinin, Eag1 

kanalının akım-voltaj karakteristiklerinde olan değiĢikliklerle iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Eag1 kanalının onkogenik potansiyeli Pardo ve ark.’nın (55) 1999 yılında yaptıkları bir 

çalıĢma ile gösterilmiĢtir. Yaptıkları çalıĢmada Eag1 kanalının, normalde Eag1 kanalını 

eksprese etmeyen hücrelere transfeksiyonunun, transfekte bir fenotipe neden olduğunu ve 

Eag1 transfekte hücrelerin düĢük serum konsantrasyonlarında ve belirli odaklarda 

büyüyebildiklerini belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmayla Eag1 mRNA’sının nöroblastoma, meme 

ve serviks kanseri hücre hatlarında eksprese olabileceğini bulmuĢlardır. Ayrıca kanal 

ekspresyonunun antisens oligonükleotidler ile inhibisyonu sonucu kanser hücrelerinde 

DNA sentezi azalmıĢ bu durum da Eag1 kanalının onkogenik potansiyelini ortaya 

koymuĢtur. Daha sonra antihistaminik astemizol ve antidepresan imipramine gibi çeĢitli 
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maddeler ile yapılan çalıĢmaların sonucunda da Eag1 kanal ekspresyonunun ve 

aktivitesinin azaldığı gösterilmiĢtir (9, 115). 

 Ġyon kanallarının kanser de dahil pek çok hastalıkta rol oynaması ve yanı sıra 

günümüzde kanser tedavileri değerlendirildiğinde, özellikle tedaviye yanıt vermeyen 

hastalarda iyon kanallarının bir tümör belirteci olarak öne sürülebileceği kanısı giderek 

yaygınlaĢmaktadır. Eag1 kanalının da kanserdeki yeri göz önünde bulundurulduğunda, bir 

tümör belirteci olarak değerlendirilme potansiyeli yüksektir. Eag1’in normal dokuda sınırlı 

olup pek çok kanserli dokuda yaygın bir Ģekilde bulunması, tedavi sürecinde diğer 

kanallara göre daha bir önem kazandırmaktadır. ÇeĢitli bulgular Eag1 kanalının serviks, 

meme ve kolon kanserinde erken bir tümör belirteci olabileceğini desteklemektedir. Ayrıca 

Eag1 kanal aktivitesinin ve ekspresyonunun inhibisyonuyla kanser hücre proliferasyonunun 

azalması da Eag1 kanalının bir antikanser hedefi olma potansiyelini de arttırmaktadır (39, 

116, 117). 

 

 

 

2.3. İmipramine Hidroklorür 

 Kimyasal adı 10,11-Dihidro-N,N-dimetil-5h-dibenz[b,f]azepin-5-propanamin 

hidroklorür (C19H24N2.HCl) olan imipramine, Amerikan Ulusal Gıda ve Ġlaç KuruluĢu’nun 

onayladığı, trisiklik bir antidepresandır (TCA). Depresyonun yanı sıra, pediyatrik nokturnal 

enürezis gibi rahatsızlıkların tedavisinde ve bazı durumlarda ağrı kesici ilaçlar ile beraber 

kronik ağrı tedavisinde kullanılan bir ilaçtır (118, 119).  

 Depresif olmayan bireylerde ruh halini etkilemezken sedasyona sebep olabilir. 

Depresif bireylerde ise ruh haline pozitif bir etkisi vardır. TCA’lar serotonin ve 

norepinefrin geri alımının potansiyel inhibitörleridir. Ġmipramine gibi tersiyer amin 

TCA’lar sekonder TCA’lerden daha etkili inhibitörlerdir. Aynı zamanda, kronik 

kullanımında, serebral kortikal β-adrenerjik reseptörlerde down regülasyon ve postsinaptik 

serotonerjik reseptörlerde duyarlılaĢtırma oluĢturmaktadır. Antidepresan etkisini 

serotonerjik iletimde artıĢa neden olarak gösterdikleri düĢünülmektedir. TCA'lar H1 

histamin reseptörlerini, α1-adrenerjik reseptörlerini ve muskarinik reseptörleri de bloke 
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ederler. Bu durum sırasıyla sedatif, hipotansif ve antikolinerjik etkilerini de açıklamaktadır. 

Ġmipramine’in sedasyon ve antikolinerjik etkileri diğer tersiyer amin TCA’lardan daha 

azdır (120) (ġekil 2.9.). 

 

 

 

Şekil 2.9. Ġmipramine’in kimyasal yapısı (120). 

 

 

 Klinik farmakoloji açısından değerlendirildiğinde, imipramine’in etki mekanizması 

tam olarak bilinmemektedir. Ancak etkisini temelde merkezi sinir sisteminin uyarılması ile 

göstermemektedir. Klinik etkisinin sinir uçlarında norepinefrin alımını bloke ederek 

adrenerjik sinapsların potensiyelizasyonundan kaynaklandığı varsayılmaktadır. Ġmipramine 

bir miyoakardiyal enfarktüs sonrasında akut düzelme periyodunda uyarıcıdır (121). 

 ÇeĢitli tümör hatları ile ilgili yapılan çalıĢmalarda, imipramine’in Erg ve Eag 

kanallarını bloke ederek hücre proliferasyonunu etkileyebileceği gösterilmiĢtir (10, 39). 

 

 

2.4. İyon Kanalı Çalışmalarında Yama Kenetleme Tekniği 

 Ġyon kanallarının temel iĢlevi belirli iyonların zar boyunca geçiĢine izin vererek 

zarın içi ile dıĢı arasında bir denge oluĢturmaktır. OluĢan bu iyonik akım elektrofizyolojik 

ölçümlerle elektriksel bir akım olarak saptanabilir. OluĢan bu akım aktif kanal sayısı ve bu 

kanalların aktivasyon derecesi ile orantılıdır. Yama kenetleme tekniği ise bu kanallardan 

geçen akımı ölçerek zarda aktif olan kanallar ile ilgili bilgi vermektedir (122). 

 Bu teknik ilk olarak 1976 yılında Erwin Neher ve Bert Sakmann tarafından ucu 

mikrometreler mertebesinde olan bir cam mikroelektrot yardımı ile hücre zarındaki bir veya 

birkaç iyon kanal proteinin elektriksel aktivitesini ölçmek için tasarlanmıĢtır. Kurbağa 
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iskelet kasında yaptıkları bu çalıĢma sonraki çalıĢmalarını tetiklemiĢ ve bu alanda yaptıkları 

çalıĢmalar, kendilerine 1991 yılında Nobel Tıp Ödülünü kazandırmıĢtır (123, 124). Bu 

teknik, mühürleme ve farklı yama kenetleme yöntemlerinin keĢfedilmesiyle 1980’li 

yıllardan bu yana pek çok hücrede kullanılmaktadır. Günümüzde canlı hücrede iyon kanal 

çalıĢmalarında yüksek zaman çözünürlüğünde, toplam zar akımındaki değiĢiklikler, hücre 

içi voltajı veya zar kapasitansının ölçümü gibi çeĢitli amaçlarla yaygın olarak 

kullanılmaktadır (122, 125). 

 Yama kenetleme tekniği, cam bir mikrokapiller tüpün içine yerleĢtirilen gümüĢ / 

gümüĢklorür (Ag / AgCl) elektrodun kullanılmasıyla hücre zarında bulunan iyon 

kanallarından elektriksel kayıtların yapıldığı bir tekniktir. Elektrodun ucu hücre zarına o 

kadar sıkı yapıĢır ki, elektrodun içi ve dıĢı arasındaki elektriksel direnç 1 GΩ (gigaohm) 

değerinden fazla olur. Giga-mühür koĢulu sağlandıktan sonra zarın belirli voltaj değerlerine 

kenetlenmesi (voltaj kenetleme) ile zarda bulunan iyon kanallarından pikoamper (pA, 10
-12

 

A) dolayındaki elektriksel akımlar kayıtlanmaktadır (122).  

 Yama-kenetleme tekniği temel devresi birkaç operasyonel yükseltecin (A1, A2) bir 

araya gelmesi ile oluĢan bir akım-voltaj çeviricisidir (ġekil 2.10.). Operasyonel yükseltecin 

hem tersleyen ucu hem de terslemeyen ucu bir geri besleme direnci yardımı ile aynı voltaja 

kenetlenir. Uygulanan bu kenetleme voltajı terslenmeyen uca uygulanan komut voltajıdır 

(VCMD). Böylece zar parçası istenen voltaja kenetlenmiĢ olur. Mühürleme iĢlemi 

gerçekleĢtirildikten sonra, mühürleme boyunca oluĢan paralel akım (Ip), kaydedilen akımla 

(I) karĢılaĢtırılabilir seviyeye gelir. Bu durumda kaydedilen akım zar akımını yansıtır (122). 

 

 

 
Şekil 2.10. Yama kenetleme tekniğinin temel prensibi. Burada Rs seri direnç ya da giriĢ direnci,  

 Rseal, mühürleme direnci olarak ifade edilir (122). 



 27 

 

 

 Yama kenetleme tekniğinde, ilk olarak tek kanal akımlarının kayıtlanması amacıyla 

hücre üzerinde adı verilen yöntem kullanılmıĢtır (123). Ġlerleyen zamanlarda iyon kanalları 

ile ilgili farklı katkılar sağlayan yeni yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Özellikle tek kanal kaydı 

çalıĢmalarında içi dıĢarıda, dıĢı dıĢarıda, açık hücre üzerinde içi dıĢarıda ve delinmiĢ 

vezikül dıĢı dıĢarıda yöntemleri ile tüm hücreden kayıt almak amacıyla da klasik hücre 

üzerinde ve delinmiĢ yama modu kullanılmaktadır (125, 126, 127, 128). ġekil 2.11. bu 

teknikte kullanılan kayıt biçimlerini kısaca özetlemektedir. 

 

 

 
Şekil 2.11. Yama kenetleme tekniği ile oluĢturulan kayıt biçimleri (122).  

 

 

 Hücre üzerinde kayıt biçiminde GΩ koĢulları sağlandıktan sonra tek kanal akımları 

kaydedilir. Gözlenen kanal aktivitesi hücre içi ortama minumum dağılım gösterir. Ġçi-

dıĢarıda kayıt biçiminde zar parçasının hücre içine denk gelen kısmı banyo perfüzyonu ile 

kontrol edilebilir. Tek kanal aktivitesi hücresel aktiviteden bağımsız olarak gözlenebilir. 

DıĢı-dıĢarıda kayıt biçiminde ise hücre zarının iç kısmı pipet çözeltisi ile etkileĢebilir. Bu 

kayıt biçiminde zarın dıĢ kısmı tek kanal kaydı sırasında perfüze edilebilir. Açık hücre-

iliĢik içi-dıĢarıda kayıt biçiminde hücrede, elektrottan uzak bir noktada mekanik parçalama 
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ile delik açılır. Bu durumda hücre içi ortam perfüzyon ile kontrol edilebilir. Perfore vezikül 

dıĢı-dıĢarıda kayıt biçiminde zar parçası dikkatlice hücreden ayrılır. Bu yöntemde 

mitokondri gibi bazı hücre içi organelleri içeren veziküller oluĢturmak mümkündür. DıĢı-

dıĢarıda kayıt biçimindeki gibi tek kanal kaydı almak mümkündür. Klasik tüm hücre kayıt 

biçimi ise hücre üzerinde modu elde edildikten sonra zar parçasının yırtılmasıyla 

oluĢturulur. Tüm zar boyunca oluĢan akımlar kaydedilir. Bu kayıt biçiminde voltaj-

kenetleme ve akım-kenetleme yapmak mümkündür. Tüm hücre kayıt biçiminde pipet 

çözeltisine gözenek oluĢturucu özelliği olan iyonoforlar, nistatin (veya amfoterisin B), 

eklenir. Bu iyonoforlar sadece aynı değerliğe sahip iyonlara geçirgendir (122). 

 Yama-kenetleme kayıt biçimleri farklı çalıĢma alanlarında, farklı amaçlar için 

kullanılabilir. Böylece kanal akımlarının kaydı ile hücre içi veya hücre dıĢında oluĢan 

mekanizmaları tartıĢmak mümkün olur. 

 

 

2.5. Eş Zamanlı PCR  

 PCR yöntemi 1985 yılında Kary Mullis tarafından tanımlanmıĢtır. EĢ zamanlı PCR 

(qPCR, real time PCR), hedef DNA molekülünü çoğaltmak ve eĢ zamanlı olarak nitelemek 

ya da miktarını belirlemek için kullanılan polimeraz zincir reaksiyonu tabanlı bir moleküler 

biyoloji laboratuvar yöntemidir. Bu yöntem, bir DNA örneğindeki bir veya daha çok özel 

dizinin hem tespitini hem de nitelenmesini mümkün kılar(129, 130).  . 

 EĢ zamanlı PCR’da, PCR tekniğinin genel prensipleri takip edilir; temel prensibi 

DNA dizisi arttırılırken reaksiyon sürecinin eĢ zamanlı olarak yapılmasıdır. PCR’a göre 

daha yeni bir yöntemdir. EĢ zamanlı PCR’da ürünlerin tespiti için iki yaygın yöntem 

kullanılır (129, 130).:  

1. Spesifik olmayan, floresan habercilerin DNA çift sarmalına eklenmeleri, 

2. Floresan bir haberci ile iĢaretlenmiĢ oligonükleotidleri içeren spesifik dizi DNA 

probları ile, 

yapılır. Floresan prob ile kantitasyonu yapılmak üzere izole edilen mRNA’lardan 

sentezlenen tamamlayıcı DNA’yı (cDNA) niteleyen komplementer dizinin hibridizasyonu 

sağlanmıĢ olur.  
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 Kanser hastalığının genetik faktörleri düĢünüldüğünde, eĢ zamanlı PCR yöntemi 

kanser çalımalarında da oldukça önemli bir yer tutmaktadır. Özellikle lösemi gibi kanser 

türlerinde, özgün gen ifadesi düzeylerinin belirlenmesi tedavi protokollerini de 

etkilenmektedir (129, 130).  

 

 

2.6. MTT Ölçümü 

 Hücre ilaç duyarlılığını değerlendiren farklı analiz yöntemleri bulunmaktadır. 

Bunlardan biri de hücre canlılığının bir ölçütü olan sitotoksisite analizleridir ve özellikle 

yeni ilaç geliĢtirme alanında oldukça yaygın kullanılırlar. Sitotoksisite analizleri ilaç 

maruziyeti sonrasında hücrelerin yapısal bütünlüğünü ve metabolik fonksiyonlarını 

değerlendirirler ve tek tabakalı hücre kültürüne uygulanmaktadırlar (131).  

 Sitotoksisite analizlerinden biri olan MTT analizi, canlı hücrelerde 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür (MTT) bileĢiğinin formazan kristallerine 

dönüĢtürülmesini temel alan bir analizdir. Bu dönüĢüm mitokondriyal aktiviteyi gösterir. 

Pek çok hücre populasyonunun toplam mitokondriyal aktivitesi, canlı hücre sayısı ile 

iliĢkilidir. Bu analiz yöntemi in vitro olarak, hücre hatları veya primer hasta hücreleri 

üzerine bir ilacın sitotoksik etkisinin ölçümünde yaygın olarak kullanılır (131).  

 Kolorimetrik bir analiz olan MTT analizinin temeli eksponansiyel büyüme 

fazındaki hücrelerin sitotoksik bir ilaca maruz bırakılmasına dayanmaktadır. Maruziyet 

süresi genellikle maksimum hasarın meydana gelmesi için gereken süre ile belirlenir, ancak 

aynı zamanda ilacın kararlılığından da etkilenir. Ġlacın geri alınmasından sonra hücrelerin 

populasyon ikiye katlanma sürelerinin (PDT) 2 veya 3 katı kadar süre çoğalmalarına izin 

verilir. Böylece canlı olup çoğalma yeteneği olan hücreler ile canlı olup çoğalma yeteneği 

olmayan hücreler arasında ayrım yapılır. MTT sarı renkli ve suda çözülebilir bir tuzdur, 

canlı hücre mitokondrisinde süksinik dehidrogenaz enzimine duyarlıdır ve burada suda 

çözülemeyen mor renkli formazan tuz kristallerine indirgenir. OluĢan MTT-formazan 

miktarı uygun bir çözücüde çözüldüğünde spektrofotometrik olarak belirlenebilir. MTT 

uygulamalarında laboratuarlar arası farklılıklar bulunabilir (131). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 ÇalıĢmalarda kullanılan DU-145 prostat hücre hattı Marmara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Üroloji Anabilim Dalı, Üroonkoloji Laboratuarı’ndan sağlanmıĢtır. 

 

 

3.1.1. Hücre Besi Ortamı 

 Deney aĢamasına kadar hücreler fiziksel ortamın sıcaklığı 37 santigrat (
o
C)’de, pH 

değeri 7,0-7,4 aralığında ve karbondioksit (CO2) miktarı %5 değerinde sabit tutulan 

inkübatör içinde aĢağıda belirtilen besi ortamında tutuldular: 

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

 10 mL fötal sığır serumu 

 2,5 mL L-glutamin 

 1 mL Penisilin-Streptomisin 

 1 mL Amfoterisin 

 

 

3.1.2. Hücrelerin Bölünme ve Pasaj Zamanları 

 Ekim yapıldıktan sonra inkübatörde bekletilmekte olan hücreler, konfluent oluncaya 

kadar 3-4 günde bir beslendi. Hücreler, konfluent olduktan sonra üç defa fosfat tampon 

çözeltisi (PBS) ile yıkanıp tripsin etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) ile 5 dakika (dk.) 

inkübe edildikten sonra kaldırılıp 1:5 oranında kaplara pasajlandı. Üreme ortamı için T25 

(25 cm
2
), T75 (75 cm

2
) ortam kapları, 96 kuyucuklu plateler ve 35 milimetre (mm)’lik çapa 

sahip petri kapları kullanıldı. 
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3.2. Deney Grupları  

Yapılan doz belirleme analizi sonucunda 10, 50 ve 75 mikromolar (µM) olmak 

üzere üç deney grubu oluĢturuldu. Sitotoksisite ve gen ekspresyonu deneylerinde 48 saatlik 

ilaç uygulamasının yapıldığı üç doz grubunun yanı sıra hiç ilaç uygulanmayan bir kontrol 

grubu olamak üzere 4 grup çalıĢıldı. Yama kenetleme deneylerinde, her bir grup için ilaç 

uygulamadan (0. dk.) yapılan ilk ölçümler her grubun kendi kontrolü olarak değerlendirildi. 

 

 

3.3. MTT Analizi 

 MTT analizi, çalıĢmada hem dozların belirlenmesinde hem de sitotoksisitenin 

değerlendirmesinde kullanıldı. 

 

 

3.3.1. Doz Belirleme 

Doz belirleme amacıyla yapılan pilot çalıĢmalarda imipramine hidroklorür için 1, 

10, 20, 50, 100, 200, 400 ve 600 µM doz değerleri kullanıldı. Innovatis Cedex XS hücre 

analizörü (Roche) ile %90 oranında sitotoksisite tespit edilerek, hücreler kuyucuk baĢına 

2000 hücre olacak Ģekilde 3 tane 96’lık platee imipramine konsantrasyon değerleri ġekil 

3.1.’de gösterildiği biçimde ekildi. Her bir kuyucuğa 200 mikrolitre (µL) medyum eklendi. 

Ekimden 24 saat sonra ilaçlı medyum alınarak yerine taze medyum eklendi. DU-145 

hücreleri için “populasyonun iki katına çıkma süresi” (population doubling time, PDT) 33 

saat olarak belirlendi. PDT’nin 3 katı kadar süre içinde her gün medyumlar yenilendi. Bu 

sürenin sonunda platelerden medyumlar alınarak yerine MTT’li medyum eklendi. Bunun 

için her bir kuyucuğa minumum ıĢıklı ortamda 200 µL medyum ve konsantrasyonu 5 

miligram (mg)/mL MTT’den 50 µL eklendi. Bu Ģekilde inkübatörde 3,5 saat inkübe edildi 

ve Elisa analizi öncesi kuyucuklardan bu sıvı alınarak yerine 200 µL dimetil sülfoksit 

(DMSO, C2H6OS) ve pH değeri 10,5 olan glisin tamponu eklendi. Plateler bekletilmeden 

570 nanometre (nm) dalgaboyuna ayarlanmıĢ ELISA cihazında absorbans ölçümü yapıldı. 
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Şekil 3.1. MTT analizinde grupların doz belirleme amacıyla 96’lık platelerde yerleĢimi. 

 

 

3.3.2. IC50 Değerinin Hesaplanması 

Yapılan MTT analizi sonucunda maksimumun canlı hücre sayısının yarısını inhibe 

eden, verilen parametrede %50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC50) değeri 

hesaplandı ve doz belirleme çalıĢmaları tamamlandı.  

IC50 değerinin hesaplanması için, elde edilen doz-absorbans eğrisi Grappad Prism 6 

programı kullanılarak sigmoidal bir eğriye fit edildi. 

 

 

3.3.3. Sitotoksisite Analizi 

Deneylerde kullanılacak 10, 50 ve 75 µM olan doz grupları belirlendikten sonra 

Bölüm 3.3.1’de belirtilen bütün aĢamalar sitotoksisite analizinde 48 saatlik uygulama 

zamanı için tekrarlandı. Kontrol ve deney gruplarının yerleĢimi ġekil 3.2.’de belirtildiği 

gibidir.  
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Şekil 3.2. Sitotoksisite analizinde, grupların 96’lık platelere yerleĢimi. 

 

 

3.4. Elektrofizyolojik Kayıtlar 

 

 

3.4.1. Hücre Kültürü ve Kullanılan Çözeltiler 

 Elektrofizyolojik kayıtlarda hücreler 35 mm’lik petri kaplarına ekildi ve çalıĢma 

gününe kadar inkübatörde besi ortamında bekletildi. Ekim iĢleminden 1-2 gün sonra 

çalıĢmalarda kullanıldılar. 

 Petrilerdeki hücrelerden kayıt alabilmek ve hücrelerin canlılığını sürdürmek için 

inkübatördeki besi ortamları yerine içeriği 144 sodyumklorür (NaCl), 5,4 potasyumklorür 

(KCl), 1 magnezyumklorür (MgCl2), 2,5 kalsiyumklorür (CaCl2), 5 4-(2-hidroksietil)-1-

piperazinetanesulfonik asit (HEPES), 5,6 D-glukoz (milimolar, mM) olan banyo çözeltisi 

kullanıldı. Kayıt alma amacı ile kullanılan cam pipetleri doldurmak için de, içeriği 5 NaCl, 

145 KCl, 2 MgCl2, 1 CaCl2, 5 etilen glikol tetra asetik asit (EGTA) ve 10 HEPES (mM) 

olan pipet çözeltisi kullanıldı. 

 

 

3.4.2. Pipetler ve Hazırlanması 

 Elektrofizyolojik kayıtların alınması için iç çapı 0,84 mm, dıĢ çapı 1,5 mm ve duvar 

kalınlığı 0,66 mm ölçülerinde olan, World Precision Instruments firmasına (Amerika 
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BirleĢik devletleri, ABD) ait, 1B150F-4 model filamentli pipetler kullanıldı. Deneylerde 

pipetlerin kullanılabilir uzunluk ve Ģekilde olması için hız, sıcaklık ve basınç gibi 

değiĢkenleri programlanabilir, otomatik bir pipet çekici kullanıldı (P97 model, Sutter 

Instruments CO, ABD). Pipetler cihazda çekilerek uygun Ģekle dönüĢtürüldükten sonra 

içleri pipet çözeltisi ile doldurularak yama kenetleme sisteminde bulunan pipet tutucu 

kısmına takıldı. Bu aĢamadan sonra pipet direnç değeri 2-6 megaohm (MΩ) olmayan 

pipetler kayıtlarda kullanılmadı. 

 

 

3.4.3. Deney Düzeneği 

 Hücre zarı belirli voltaj değerlerine kenetlenerek zarda oluĢan akımlar kayıtlandı. 

Bu amaçla yama kenetleme tekniği kullanıldı. Kayıtlarda, iki kanallı olan bilgisayar 

kontrollü Multiclamp 700B (Axon Instruments, ABD) yama kenetleme yükselteci ve 

bununla uyumlu olan Digidata 1322A sayısal çevirici (Axon Instruments, ABD) kullanıldı. 

Multiclamp 700B yükselteci bilgisayardan MultiClamp 700B Commander (Axon 

Instruments, ABD) yazılımı ile yönlendirildi. Uygun Ģekilde çekilmiĢ olan pipetlerr CV-7B 

(Axon Instruments, ABD) model gerilim takibi yapan bir operasyonel yükseltecin pipet 

tutucu kısmına takılarak Multiclamp 700B yükselteci ile bağlantısı yapıldı. Kayıt 

aĢamasında hücre ile pipetin takibini yapabilmek için BM-37XB (U-Therm International 

(H. K. ) Limited), invert mikroskop kullanıldı (ġekil 3.3.). Bilgisayarda bulununan 

Clampex 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazılımı ile kenetleme direncinin takibi, hücre 

zarına gerilim protokolünün uygulaması ve akım kaydı yapıldı. OluĢan akım kayıtları 

Clampfit 10 (Axon Instruments, ABD) yazılımı ile analiz edilerek değerlendirildi. Yapılan 

analizlerde sadece maksimum akım kayıtları değerlendirmeye alındı. 
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Şekil 3.3. Yama kenetleme kayıt düzeneği. 

 

 

3.4.4. Uygulanan Kenetleme Protokolü 

 Yapılan ön denemeler ve literatür taraması sonucunda hücrelere uygulanacak 

kenetleme protokolüne karar verildi. Kenetleme protokolü, kenetleme potansiyeli -40 

milivolt (mV) ve baĢlangıç potansiyeli -100 mV olacak Ģekilde belirlendi. Komut 

potansiyeli her bir uygulamada ilk 20 milisaniye (ms)’de -100 mV’da sabit tutularak, 

sonraki 20 ms’de -40 mV’dan baĢlayarak, 10 mV’luk artıĢlarla +100 mV’a ulaĢıldı (ġekil 

3.4.). Her iki dk.’da bir kayıt alınmak üzere 0. (kontrol), 2., 4., 6., 8. ve 10. dk.’larda olmak 

üzere toplam 10 dk. süresince kayıt alındı. Kayıtlarda sadece mühürleme direnci 1-10 GΩ 

aralığında olan hücre kayıtları değerlendirmeye alındı. 
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Şekil 3.4. Hücreye uygulanan voltaj-kenetleme protokolü. 

 

 

3.5. Gen Ekspresyonu Deneyleri 

 ÇalıĢma için kullanılan primer dizaynları Çizelge 3.1.’de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 3.1. Eag1 K
+
 kanalı gen ekspresonunda kullanılan 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 İzolasyonu 

 High Pure RNA Isolation Kit (Roche) ile yapıldı. 

Hücre kültüründen elde edilen 10
6
 hücre 200 µL PBS ve 400 µL Lysis Binding 

Tamponu karıĢımında süspanse edilerek toplam 600 µL’lik bir karıĢım elde edildi. 
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ĠĢlem adımları Ģu Ģekilde gerçekleĢmiĢtir: 

1. Örnek sayısı kadar filtreli tüpler ve toplama tüpler hazırlandı ve 

numaralandırıldı. Hazırlanan karıĢım filtreli tüpler içerisine kondu ve tüplerin 

kapakları kapatıldı. 

2. Santrifüj iĢlemi 15 s süresince 8000 xg’de (yerçekimi kuvvetinin kaç katı 

olduğunu belirten birim) yapıldı. 

3. Toplama tüpler boĢaltıldı, filtreli tüpler tekrar toplama tüplere aktarılarak her bir 

örneğe 90 µL deoksiribonükleaz (DNaz) inkübasyon tamponu + 10 µL DNaz I 

eklendi. 15 dk. süre ile +15/+25
o
C inkübasyona bırakıldı. 

4. Filtreli tüplerin içerisine 0,5 mL yıkama tamponu I konarak 15 s 8000 xg’de 

çevrildi. Bu tüpler tekrar toplama tüplerine aktarıldı. 

5. Filtreli tüplerin içerisinde 0,5 mL yıkama tamponu II konarak 15 s 8000 xg’de 

çevrildi. Bu tüpler tekrar toplama tüplerine aktarıldı. 

6. Filtreli tüplerin içerisine 0,2 mL yıkama tamponu III konarak 2 dk. maksimum 

devirde çevrilerek toplama tüplerine aktarıldı.  

7. Filtreli tüpler içerisine1,5 mL’lik kapaklı ependorf tüplere aktarıldı. 

8. Her örneğe 50-100 µL elüsyon tamponu eklendi ve 1 dk. boyunca 8000 xg’de 

çevrildi. 

9. Elde edilen RNA’lar direkt revers transkriptaz ile cDNA’ya çevrildi veya 

elüsyon içindeki RNA’lar yapılacak iĢlemlere kadar -80
o
C’de saklandı. 

 

 

3.5.2. cDNA Sentez Aşamaları 

 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti kullanılarak cDNA sentezi yapıldı. 

Ġki aĢamalı olan bu iĢlemlerde öncelikle her bir örnek için; 9 µL saf Total RNA, 2 µL 

random hexamer primer ve 2 µL PCR distile su karıĢımından 13 µL hazırlandı ve bu 

karıĢım Thermal Cycler’da 65
o
C’de 10 dk. bekletildi. Buna daha sonra 4 µL transkriptör 

revers transkriptaz tamponu, 0,5 µL koruyucu ribonükleaz (RNAaz) inhibitörü, 2 µL 

deoksinükleotid karıĢımı ve 0,5 µL transkriptör revers transkriptaz eklenerek 20 µL’lik 

final hacmi olan karıĢım elde edildi. Bu karıĢım Thermal Cycler’da 25
o
C’de 10 dk., 
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50
o
C’de 60 dk. ve 85

o
C’de 5 dk. bekletildi ve cDNA’lar elde edildi ve cDNA örnekleri 

analizi yapılıncaya kadar -20
o
C’de saklandı. 

 

 

3.5.3. Eş Zamanlı PCR ile Gen Ekspresyonu Aşamaları 

 Elde edilen cDNA örneklerinden 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 kullanılarak yapıldı. 

Bunun için 0,4 µL Forward Primer, 0,4 µL Reverse Primer, 0,4 µL Roche UPL Probe, 10 

µL Roche Probe Master ve 3,8 µL PCR distile su beraber kullanılarak 15 µL toplam 

hacimli bir karıĢım elde edildi. Her bir örnek Çizelge 3.2.’de verilen karıĢımlara 5’er µL 

cDNA eklenerek Light Cycler 480 Sistemine ait plateler üzerinde çalıĢıldı. 

 

 

Çizelge 3.2. Beta actin housekeeping gen ve Eag1 gen ekspresyon analizinde kullanılan maddelerin 

konsantrasyonları ve miktarları. 

Bileşen Konsantrasyon Hacim 

(µL) 

Final 

Konsantrasyonu 

Primer (GOI) forward 20 µM 0,4 400 nm 

Primer (GOI) reverse 20 µM 0,4 400 nm 

UPL prob (GOI) 10 µM 0,4 200 nm 

LightCycler® 480 Probe Master 2x 10,0 1x 

Saf su - 3,8 - 

Toplam Hacim  15,0  

 

 

 Gen ekspresyonları için kullanılan PCR koĢulları Çizelge 3.3.’de gösterildi. 
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Çizelge 3.3. Eag1 gen ekspresyon analizi için uygulanan PCR koĢulları. 

 Döngü Hedef 

Sıcaklık (
o
C) 

Bekleme 

Süresi (s) 

Sıcaklık geçiş oranı 

(
o
C/s) 

Denatürasyon 1 95 600 4,4 

 

Amplifikasyon 

 

45 

95 

60 

72 

10 

30 

1 

4,4 

2,2 

4,4 

Soğuma 1 40 60 2,2 

 

 

3.5.4. PCR Analizi 

Housekeeping gen (Beta Actin) FAM (465-510) dalga boyunda hedef gen (Eag1) 

ise VIC / HEX / Yellow555 (533-580) dalga boyunda Roche Light Cycler 480 qPCR 

siteminin Version 1.5.0 yazılımı üzerinden “Advanced Relative Quantification” 

hesaplamaları ile yapıldı. Her bir gruptan elde edilen “geçiĢ noktası değeri” (Cp), Beta 

Actin housekeeping gene oranlanarak ekspresyonların bağıl oranı (E değeri, efficiency) 

saptandı. Kontrole göre örneklerin E değeri karĢılaĢtırılarak gen ekspresyon düzeyi 

belirlendi. E değeri E=2
-(örnek Cp değeri/housekeeping değeri)

 denklemi ile hesaplandı. 

 

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

 

 

3.6.1. MTT Veri Analizi 

 Sürekli ölçümlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edildi ve 

normal dağılım gösterdiği belirlendi. Gruplar arası farklılığı belirlemek için varyans analizi 

kullanıldı. Varyans analizinde varyansların homojenliği kontrolleri Levene testi ile test 

edildi. Varyansların homojen olduğu durumda One Way ANOVA ile homojen olmadığı 

durumda Welch testi kullanıldı. Tanımlayıcı istatistikler olarak ortalama (ort.) ve standart 

sapma (ss.) değerleri verildi. Ġstatistik anlamlılık olarak p<0,05 alındı. 
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3.6.2. Eş Zamanlı PCR Verilerinin Analizi  

 Sürekli ölçümlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edildi ve 

normal dağılım gösterdiği belirlendi. Gruplar arası farklılığı belirlemek için varyans analizi 

kullanıldı. Varyans analizinde varyansların homojenliği kontrolleri Levene testi ile test 

edildi. Varyansların homojen olduğu durumda One Way ANOVA ile homojen olmadığı 

durumda Welch testi kullanıldı. Tanımlayıcı istatistikler olarak ort. ve ss. değerleri verildi. 

Ġstatistik anlamlılık olarak p<0,05 alındı. 

 

 

3.6.3. Elektrofizyolojik Kayıtların Analizi 

 Elektrofizyolojik kayıtların analizi için iki faktörlü ve faktörlerden biri tekrarlanan 

ölçümlü deneme düzeni kullanılarak, gruplar arası, zamanlar arası ve grup ile zaman 

etkileĢimleri (interaksiyon) incelendi. Gruplar ile zamanlara ait etkileĢim değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Sürekli ölçümlere ait normallik kontrolleri Shapiro 

Wilks testi ile test edildi ve normal dağılım göstermediği belirlendi. Gruplar arası 

farklılıklar için Kruskall Wallis testi, her bir grupta zamanlar arası farklılıklar ise Friedman 

testi ile test edildi. Ġkili karĢılaĢtırmalar için Mann Whitney U testi ile Wilcoxon Signed 

rank test kullanıldı. Tanımlayıcı istatistikler olarak ort. ve ss. değerleri verilmiĢtir. Ġstatistik 

anlamlılık olarak p<0,05 alındı. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. MTT Analizi Bulguları 

 MTT analizi sonucunda öncelikle imipramine’in IC50 değerini bulmak için 1, 10, 

20, 50, 100, 200, 400 ve 600 µM doz değerlerinde elde edilen absorbans değerleriyle doz-

yanıt eğrisi oluĢturuldu (ġekil 4.1.). Eğri sigomidal bir eğriye uydurulduktan sonra IC50 

değerini 56,32 M olarak hesaplandı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  Şekil 4.1. IC50 değerinin hesabı için elde edilen doz yanıt eğrisi.  

  Belirlenen dozların logaritması alınmıĢtır. 

 

 

 MTT deneyleri sonucunda yapılan sitotoksisite analizinde sitotoksisiteyi 

değerlendirebilmek için canlı hücre sayısı ile orantılı olan absorbans değerleri 48. saat 

maruziyete göre ölçüldü ve veriler ort. + ss. Ģeklinde değerlendirildi. Buna göre ilaç 

uygulanmayan kontrol grubunda absorbans değeri 3,24 ± 0,69 olarak elde edilirken, 10 

µM’lık doz grubunda 3,46 ± 0,55, 50 µM’lık doz grubunda 3,29 ± 0,68 ve 75 µM’lık doz 

grubunda 2,76 ± 0,60 olarak bulundu. Kontrol grubuna göre değerlendirme yapıldığında 

gruplar arası fark anlamlı bulunmadı (Çizelge 4.1.). 
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Çizelge 4.1. MTT deneyleri sonucunda elde edilen absorbans değerleri. Sonuçlar ort. ± ss. olarak verilmiĢtir. 

 Absorbans 

Kontrol (n=5) 3,24 ± 0,69 

10 µM (n=4) 3,46 ± 0,55 

50 µM (n=4) 3,29 ± 0,68 

75 µM (n=6) 2,76 ± 0,60 

p 0,360 

 

 

4.2. Eş Zamanlı PCR Bulguları 

 Gen ekspresyon analizinde kontrol, 10 µM, 50 µM ve 75 µM olmak üzere dört grup 

kullanılarak DU-145 hücre hattında imipramine’in Eag1 kanal geninin ekspresyonu üzerine 

etkisi araĢtırıldı. Referans gen ve Eag1 geni için elde edilen amplifikasyon eğrileri ġekil 

4.2.’de ve 4.3.’de gösterilmektedir. Gen ifadesi düzeylerinde gruplar arası farklılıklar 

incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı görülmektedir (p<0,05). Ancak 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da, kontrole göre değerlendirme yapıldığında gen 

ekspresyon düzeyinin 10 µM doz grubunda %53 oranında azaldığı, 50 µM doz grubunda 

%33 oranında azaldığı 75 µM doz grubunda ise %44 oranında azaldığı göze çarpmaktadır. 

Bu değerlere ait tanımlayıcı istatistikler ve p değerleri Çizelge 4.2.’de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.2. DU-145 hücre hattında Eag1 geni için 48. saat sonunda gen ekspresyonu oran değerleri. Sonuçlar 

ort. ± ss. olarak verilmiĢtir. 

 Gen Ekspresyon Oranı 

Kontrol (n=4) 14,5250.10
-6 

±7,81574.10
-6

 

10 µM (n=4) 6,8175.10
-6 

±2,42316.10
-6

 

50 µM (n=4) 9,7175.10
-6 

± 8,80960.10
-6

 

75 µM (n=4) 8,0700.10
-6 

± 2,62733.10
-6

 

p 0,433 
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Şekil 4.2. 48 saat sonunda referans gen için elde edilen amplifikasyon eğrisi. 

 

 

 
Şekil 4.3. 48 saat sonunda Eag1 geni için elde edilen amplifikasyon eğrisi. 
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4.3. Elektrofizyolojik Bulgular 

 Yama kenetleme deneylerinde ġekil 3.4.’de belirtilen kenetleme protokolünün 

uygulanması sonucunda zar akımları kaydedildi (ġekil 4.4-6.). Ġmipramine’in Eag1 

kanalında bir blokaj yapıp yapmadığını değerlendirmek amacıyla maksimum akım verileri 

ve akım-voltaj eğrileri elde edildi. Tüm doz grupları için akım kayıtları, baĢlangıçta ilaç 

uygulanmadan hemen önce 0. dk.’da (kontrol) ve ilaç uygulandıktan sonra 10 dk. boyunca 

her 2 dk.’da bir (2., 4., 6., 8. ve 10. dk.) olmak üzere her bir hücreden toplamda 6 defa kayıt 

alındı. En düĢük doz değeri olan 10 µM’lık ilaç uygulamasında maksimum akım değeri 

ortalamaları, kontrol kaydında 56,88 ± 28,99 pA elde edilirken, sırasıyla 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. IC50 değerine en yakın olan 50 

µM’lık doz uygulamasında ise maksimum akım değeri ortalamaları, kontrol kaydında 

105,32 ± 90,90 pA elde edilirken, sırasıyla 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 yüksek doz değeri olan 75 µM grubunda ise maksimum 

akım değeri ortalamaları, kontrol kaydında 167,28 ± 89,41 pA elde edilirken, sırasıyla 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 arası farklılık, zamanlar arası farklılık ve grup-zaman interaksiyonları 

incelenerek ve interaksiyonları için farklılığın anlamlı olmadığı tespit edildi (p=0,163). Her 

bir zaman dilimi için gruplar arası farklılıklar incelendiğinde, sadece 4. dk.’da alınan 

ölçümler için gruplar arası farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,047). Bu 

farklılıklar araĢtırıldığında, 10 µM grubuna ait ölçüm değeri, 75 µM grubuna ait ölçüm 

değerine göre azaldığı ve bu değiĢimin istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi 

(p=0,009). Her grup kendi içinde değerlendirildiğinde kontrole göre zamana bağlı olarak 

bir azalma olduğu Çizelge 4.3.’ten görülmektedir. Bu azalma 75 µM ve 50 µM gruplarında 

2. dk. ve sonrasında istatistiksel olarak anlamlı bulunurken, 10 µM grubunda ise 4. dk. ve 

sonrasında anlamlı bulundu (p<0,05). 
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Çizelge 4.3. Yama-kenetleme deneylerinde elde edilen maksimum akım değerleri. Sonuçlar ort. ± ss. olarak 

verilmiĢtir. 

 
Maksimum Akım Değerleri (pA)  

Kontrol  2. dk. 4. dk. 6. dk. 8. dk. 10. dk. p 

75 µM 

(n=4) 

141,10 ± 

78,04 

123,35 ± 

56,73
a
 

104,15 ± 

39,77
a,b

 

89,53± 

32,63
a,b,c

 

81,20 ± 

19,71
a,b,c

 

67,0 ± 

10,95
a,b,c,d,e

 
0,002 

50 µM 

(n=5) 

105,32 ± 

90,90 

64,94 ± 

50,18
a
 

71,46 ± 

66,53
a
 

75,94 ± 

76,46
a
 

63,30 ± 

52,19
a
 

47,16 ± 

28,71
a,b,c,d,e

 
0,005 

10 µM 

(n=5) 

56,88 ± 

28,99 

50,02 ± 

25,50 

43,50 ± 

21,96
*,a

 

39,16 ± 

17,92
a,b

 

37,28 ± 

15,90
a,b,c

 

35,56 ± 

15,78
a,b,c

 
0,001 

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

*. 75 µM grubu ile olan farklılıkları vermektedir.  

a: 0. dk.’da alınan ölçümlere göre farklılığı, b: 2 dk.’da alınan ölçümlere göre farklılığı, c: 4 dk.’da alınan 

ölçümlere göre farklılığı, d: 6 dk.’da alınan ölçümlere göre farklılığı, e: 8 dk.’da alınan ölçümlere göre 

farklılığı vermektedir.  

 

 

 
Şekil 4.4. 10M doz grubunun elektrofizyolojik değerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokolü, (B) 10M 

imipramine uygulamasından hemen önce kaydedilen akım kaydı (kontrol), (C) 10M imipramine 

uygulamasından 10 dk. sonra elde edilen akım kaydı, (D) belirlenen zaman dilimleri için akım kayıtlarından 

elde edilen akım-voltaj eğrileri. 
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Şekil 4.5. 50M doz grubunun elektrofizyolojik değerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokolü, (B) 

50M imipramine uygulamasından hemen önce kaydedilen akım kaydı (kontrol), (C) 50M imipramine 

uygulamasından 10 dk. sonra elde edilen akım kaydı, (D) belirlenen zaman dilimleri için akım 

kayıtlarından elde edilen akım-voltaj eğrileri. 
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Şekil 4.6. 75M doz grubunun elektrofizyolojik değerlendirmesi. (A) Voltaj kenetleme protokolü, (B) 75M 

imipramine uygulamasından hemen önce kaydedilen akım kaydı (kontrol), (C) 75M imipramine 

uygulamasından 10 dk. sonra elde edilen akım kaydı, (D) belirlenen zaman dilimleri için akım kayıtlarından 

elde edilen akım-voltaj eğrileri. 
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5. TARTIŞMA 

 

 

 Bu çalıĢmada antidepresan olarak kullanılan ve iyon kanallarını inhibe ettiği 

gösterilen imipramine’in prostat kanseri hücrelerinde Eag1 kanalı üzerine etkisi sitotoksik, 

elektrofizyolojik ve moleküler yöntemler kullanılarak incelenmiĢ ve imipramine’in Eag1 

kanal akımını bloke ederek ve kanal ekspresyonunu azaltarak prostat kanserinde tedavi 

edici ilaç olarak kullanılabileceğine iliĢkin ipuçları elde edilmiĢtir. 

 Kanser, ülkemizde ve dünyada yüksek oranda ölüme neden olan bir hastalıktır. 

Ölüm nedenleri sıralamasında kalp hastalıklarından sonra ikinci sırada yer alır. Kanser 

tedavisinde cerrahi iĢlemler, kemoterapi ve radyoterapi yaygın olarak kullanılmaktadır (33, 

132). Ancak bu tedavilerin birçok yan etkisi vardır ve bu yan etkiler hastaların yaĢam 

kalitesini düĢürmektedir. Bu nedenle moleküler süreçleri de içine alan yeni tedavi 

stratejilerinin geliĢtirilmesine yönelik araĢtırmalarda son yıllarda büyük bir artıĢ 

gözlenmektedir.  

 Bu yönde yapılan çalıĢmalarla pek çok kanser türünde voltaja duyarlı iyon 

kanallarının önemi ortaya konmuĢtur. Ayrıca bu iyona spesifik blokerlerin kullanımı ile 

kanser hastalığının tedavisinde olumlu geliĢmeler olabileceği yönündeki çalıĢmalar da 

giderek yaygınlaĢmaktadır. Ġyon kanal türlerinden biri olan voltaj kapılı sodyum 

kanallarının meme, prostat, serviks, kolon, akciğer, deri, over gibi birçok epitelyal kökenli 

metastatik kanser türünde rol oynadığı gösterilmiĢtir (133). Benzer Ģekilde voltaj bağımlı 

Ca
+2

 kanallarının da kolon kanseri, küçük hücreli akciğer karsinomu gibi kanser türlerinde 

ekspresyonunun arttığı bildirilmiĢtir (132). Kanserle iliĢkilendirilen bir baĢka iyon kanalı 

TRP kanallarıdır. TRP kanalları memeli dokularında yaygın olarak bulunur. Hücrede Na
+
 

ve Ca
+2

 konsantrasyonlarını kontrol ederler. Bu kanalların da tümor oluĢumu ve metastazını 

içeren birçok fizyopatolojik süreçte rolü olduğu bildirilmiĢtir (134). 

 K
+
 kanallarının kanserdeki rolüne iliĢkin çok sayıda çalıĢma mevcuttur. Voltaj 

kapılı K
+
 kanallarının da medullablastoma, meme kanseri, kolon ve prostat kanseri, solid 

kanserler ve kan kanseri, lenf kanseri, akciğer kanseri gibi birçok kanser türünde aĢırı 

miktarda eksprese edildiği saptanmıĢtır. Ġyon kanallarının kanserdeki rolünün hücrede 
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migrasyonu ve proliferasyonu arttırmasıyla iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir. Tüm bu çalıĢmalar 

iyon kanallarının kanser tedavisinde yeni bir hedef olarak görülmesini sağlamıĢtır (54, 

132).  

 Bu çalıĢmada kullanılacak imipramine dozunu belirlemek için sitotoksisite 

analizlerinden yararlanılmıĢtır. Ġlaç geliĢtirmede, sitotoksisite analizleri hücre ilaç 

duyarlılığını değerlendirmek amacıyla kullanılan yöntemlerdendir (131). Bu analizlerden 

biri olan MTT analizi çalıĢmamızda hem doz belirleme hem de canlı hücre oranını 

değerlendirme amacıyla kullanılmıĢ ve IC50 değeri 56,32 M olarak ölçülmüĢtür. IC50 

değeri hücre canlılığının yarıya düĢtüğü değerdir. Ġmipramine’in IC50 değeri farklı 

hücrelerde belirlenmiĢtir. Çin kobayı over (CHO-K1) hücrelerinde yapılan bir çalıĢmada 

insanda bulunan küçük iletkenlikli, Ca
+2

’la aktive olan K
+
 kanallarının (hSK) trisiklik 

antidepresanlara ve antipsikotik ilaçlara olan duyarlılığı incelenmiĢ ve hSK için 

imipramine’in kanal akımını inhibisyonuna bakılmıĢtır. Elde edilen veriler sonucunda bu 

hücrelerde IC50 değeri 43,7 µM bulunmuĢtur (135). Shimizu ve ark.’nın (136) sıçan kortikal 

nöronlarında imipramine ile yaptıkları baĢka bir çalıĢmada K
+
 miktarıyla orantılı değiĢen 

hücre içi Ca
+2

 miktarı değerlendirilmiĢ ve IC50 değeri 32 µM bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada 

elde belirlenen IC50 değeri diğer çalıĢmalarda imipramine için bulunan IC50 değerleriyle 

uyumludur. Bu çalıĢmada biri IC50 değerinin altında (10 µM), biri IC50 değerine eĢit (50 

µM) diğeri de IC50 değerinin üzerinde (75 µM) olmak üzere ve 3 farklı doz değeri 

belirlenmiĢtir. 

 Voltajla ve ligandla aktive olan iyon kanallarının davranıĢını özetlemek için en 

etkili yol akım-voltaj iliĢkisini değerlendirmektir. Elde edilen eğrilerden zıtlanma 

potansiyeli, iyon bağlılığı/seçiciliği, voltaj iliĢkisi, aktivasyon eĢiği, eğim ve iletkenlik gibi 

pek çok önemli parametre değerlendirilebilir. Bu değerlendirmelerden biri de pik ya da 

kararlı durum akım değerleridir. Pik akımlar uygulanan voltajla aktive olan en büyük 

akımlardır. Bu durumda sisteme ait yazılımla en yüksek akımın belirlenebileceği akım-

voltaj iliĢkisi elde edilir (137). Tüm hücre yama kenetleme tekniği kullanılarak kayıtlanan 

Eag1 akımlarında akım-voltaj eğrilerinden de görüldüğü gibi (ġekil 4.4-6.) doz gruplarında 

zamana bağlı olarak kontrol değerine göre anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. Her bir doz için 

0. dk. ölçümleri kontrol değeri olarak alınmıĢ ve imipramine uygulandıktan sonra 2., 4., 6., 
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8. ve 10. dk.’arda akım değerleri ölçülmüĢtür. Yapılan analiz sonucunda 10 µM doz 

grubunda imipramine inhibitör etkisini 4. dk.’dan itibaren gösterirken 50 ve 75 µM doz 

gruplarında inhibitör etki 2. dk.’dan itibaren baĢlamıĢtır. Akım değerleri 10. dk.’da tüm doz 

gruplarında baĢlangıçtaki değerinin yaklaĢık yarısına düĢmüĢtür. Doz grupları arasında ise 

sadece 4. dk. verilerinde 75 µM grubu ile 10 µM grubu arasında anlamlı fark olduğu ancak 

diğer zaman değerleri içinde anlamlı fark olmadığı saptanmıĢtır. Bu sonuç imipramine’in 

prostat kanserinde Eag1 kanal akımını güçlü bir Ģekilde inhibe ettiğini göstermektedir. 

Ancak bu inhibisyon doza değil, zamana bağlıdır. Çünkü doz grupları arasında inhibisyon 

oranı açısından önemli bir fark bulunmamıĢtır. 10. dk. sonunda 75 µM doz grubunda akım 

değeri kontrolün %47,4’ü iken bu değer 50 µM’da %44,7, 10 µM’da %62,25’dir. 

Ġmipramine’in prostat kanseri hücre hatlarında Eag1 kanal akımı üzerindeki inhibe edici 

etkisi ilk kez bu çalıĢmada gösterilmiĢtir. Ancak imipramine’in farklı kanser hücrelerinde 

Eag1 kanal akımını inhibe edici etkisine yönelik çalıĢmalar mevcuttur ve bizim prostat 

kanseri hücrelerinde gözlediğimiz inhibisyon önceki çalıĢmalarla uyumlu bulunmuĢtur. 

Gavrilova-Ruch ve ark. (110) tarafından yapılan bir çalıĢmada imipramine’in IGR1 

melanoma hücrelerinde K
+
 ve Cl

-
 kanalları üzerine etkisi incelenmiĢtir. ÇalıĢmada Ca

+2
’la 

aktive olan K
+
 kanalları ile insanda bulunan hEag kanal akımları ve hücre hacmine duyarlı 

Cl
-
 kanal akımları ile DNA sentezi ve apoptozis üzerine etkisi ölçülmüĢtür. Kırksekiz saat 

10-15 µM imipramine ile inkübe edilen IGR1 melanoma hücrelerinde tüm kanal 

akımlarının bloke olduğu, DNA sentezinin ve metabolizmanın azaldığı gösterilmiĢtir. 

Ancak imipramine’in apoptozis üzerine etkisi gözlenmemiĢtir. Ferreiro ve ark. (115) 

tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada imipramine’in kanser hücrelerinde hEag1 K
+
 kanal 

akımları üzerine etkisi incelenmiĢtir. Ġmipramine’in 0,5-50 µM aralığında dozlarının 

kullanıldığı çalıĢmada kanser hücre hatlarında hEag1 akımını bloke ederek kanser hücre 

proliferasyonunu azalttığı belirtilmiĢtir.  

 Ġmipramine’in Eag1 K
+
 kanal akımını inhibe etmesi bu maddenin kanala 

bağlanabildiğini ve membranı geçebildiğini göstermektedir. Ferreiro ve ark. (115) 

tarafından yapılan ve hEag1 kanallarının imipramine ve astemizol ile inhibisyonunun 

mekanizmasının açıklandığı çalıĢmada imipramine’in hEag1 kanallarına bağlanma 

bölgesinin kanalın intrasellüler tarafında olduğunu ve kanal açıkken bağlanmanın 
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gerçekleĢtiği öne sürülmüĢtür. Aynı çalıĢmada imipramine Eag1 kanal etkileĢiminin voltaj 

bağımlı olduğu ve voltaj arttıkça imipramine tarafından bloke edilen akım oranının arttığı 

bildirilmiĢtir.  

 Eag1 kanalları çoğunlukla kanser hücrelerinde eksprese edilen kanallardır ve hücre 

proliferasyonunda önemli rol oynar. Kanal akımının farmakolojik ajanlarla inhibisyonu 

hücre proliferasyonu ile iliĢkilendirilmektedir ve kanal akımının inhibisyonu hücre 

proliferasyonundaki azalmanın göstergesi olarak kabul edilmektedir (115). Bu çalıĢmada da 

Eag1 kanal akımını inhibe eden imipramine’in prostat kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu azalttığı düĢünülmektedir. 

 Ġmipramine’in hücre proliferasyonu üzerine etkisini göstermek için akım 

inhibisyonuna ek olarak MTT analizi ve Eag1 kanal gen ekspresyonu kullanılmıĢtır. MTT 

analizi kullanılarak yapılan sitotoksisite deneylerinde uygulanan tüm dozlarda 48 saat 

sonunda hücre canlılığında kontrol değerlerine göre anlamlı bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 

Yapılan literatür taramasında imipramine’in sitotoksik etkisi ile ilgili farklı sonuçlara 

rastlanmıĢtır. Gavrilova-Ruch ve ark. (115) tarafından yapılan çalıĢmada imipramine’in 

IGR1 melanoma hücrelerinde metabolizmayı azaltarak proliferasyonu azalttığı 

bulunmuĢtur. Farklı bir çalıĢmada Leishmania donovani parazitinin neden olduğu Ģark 

çıbanının oral yolla tedavisi amacıyla imipramine kullanılmıĢ ve bu amaçla fare ve kobaya 

Leishmania donovani paraziti uygulanmıĢtır. ÇalıĢmada imipramine’in sitotoksik etkisine 

bakmak amacıyla 48 saatlik ilaç uygulamasının yapıldığı MTT analizi yapılmıĢ ve hem 

IC50 hem de etkin konsantrasyon (EC50) değerleri hesaplanmıĢtır. Farklı formda parazitlere 

yapılan uygulama sonucunda IC50 değeri 3,5-4 µM arası EC50 değeri ise 21-23 µM arasında 

bulunmuĢtur. Yapılan uygulama sonucunda 60 µM imipramine parazitlerin hepsini 

temizlerken, imipramine’in toksik etkisine bakmak için yapılan uygulama sonucunda 90 

µM’a kadar uygulama yapılan hayvanlarda %100 canlılık sağlanırken bu doza kadar toksik 

etkisinin olmadığı gözlenmiĢtir (138). DU-145 hücre hattı ile yaptığımız bu çalıĢmada IC50 

56,32 µM olarak elde edilmiĢ ve yapılan sitotoksisite analizi sonucunda 10, 50 ve 75 µM 

grupları kontrol değeri ile karĢılaĢtırıldığında hücre canlılığının 10 ve 50 µM’da %100 

korunduğu ve 75 µM’da %85’e düĢtüğü gözlenmiĢtir. Bu sonuç ve önceki çalıĢmalar 

imipramine’in 90 µM’a kadar sitotoksik etkisi olmadığını göstermektedir. 
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 Bu çalıĢmada imipramine’in Eag1 kanal geni ekspresyonu üzerine etkisi de 

araĢtırılmıĢtır. EĢ zamanlı PCR tekniği kullanılarak yapılan gen ekspresyonu analizinde 

düĢük dozdan yüksek doza doğru gen ekspresyon düzeylerinde sırasıyla %53, %33 ve %43 

oranlarında azalmanın olduğu görülmüĢtür. Bu azalma yüksek oranda olmasına rağmen 

kontrole göre istatistiksel olarak önemli bulunmamıĢtır. Bu durum gen ekspresyonunun 

analiz edildiği örnek sayısıyla iliĢkili olabilir. Her bir doz grubu için kayıt alınan örnek 

sayısı istatistiksel güç analizi yöntemiyle belirlenmesine rağmen bu sayı yeterli olmamıĢ 

olabilir. Ġmipramine’in Eag1 kanal ekspresyonu üzerine etkisini inceleyen bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Eag1 kanalları genel olarak kanser hücrelerinde eksprese edilir. Kanser 

hücreleri dıĢında ekspresyonu nadirdir. Ġmipramine’in istatistiksel olarak önemli olmasa da 

gen ekspresyonunu uygulanan tüm dozlarda büyük oranda azaltmıĢ olması hücre 

proliferasyonu üzerine azaltıcı etkisi olduğunu düĢündürmüĢtür. Potasyum kanallarının 

hücre proliferasyonu üzerine düzenleyici etkisine iliĢkin dört temel hipotez öne 

sürülmektedir (54). Bunlar, membran potansiyeli osilasyonlarının düzenlenmesi, hücre 

hacminin kontrolü, Ca
+2

 sinyallerinin regülasyonu ve malign büyümenin iyon geçiĢinden 

bağımsız kanonik olmayan fonksiyonla kontrolüdür. Hücre döngüdünde G1-S geçiĢinde 

geçici hiperpolarizasyon görülmektedir. Bunun artmıĢ kanal aktivitesiyle iliĢkili olduğu 

bildirilmiĢtir. Depolarizasyon mitotik aktiviteyi indükleyebilir. G2-M geçiĢinde geçici 

depolarizasyon gözlenmiĢtir. Potasyum kanalları hücre proliferasyonunu hücre hacmini 

kontrol ederek de düzenleyebilir. Kanonik olmayan fonksiyonla kontrolde ise K
+
 

geçiĢlerinden bağımsız olarak gen ekspresyonundaki değiĢikliklerin etkili olduğu öne 

sürülmektedir. Tüm bunlar değerlendirildiğinde K
+
 akımlarının hücre döngüsünde önemli 

olduğu ve akım değiĢikliklerinin hücre proliferasyonunu etkilediği düĢünülmektedir. 

 Sonuçlarımız imipramine’in prostat kanseri hücrelerinde hem K
+
 akımlarını inhibe 

ederek hem de gen ekspresyonunu azaltarak hücre proliferasyonunu azalttığı konusunda 

ipuçları vermektedir 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

 Bu çalıĢmada antidepresan olarak kullanılan ve iyon kanallarını inhibe ettiği 

gösterilen imipramine’in prostat kanseri hücrelerinde Eag1 kanalı üzerine etkisi 

incelenmiĢtir. Bu amaçla çalıĢmada MTT analizi, yama kenetleme tekniği ve eĢ zamanlı 

pCR tekniği kullanılarak, imipramine’in Eag1 kanal akımını bloke ettiği ve kanal 

ekspresyonunu azalttığı gözlenmiĢtir. Bu bulgular ıĢığında imipramine’in prostat 

kanserinde tedavi edici ilaç olarak veya günümüzde prostat kanserinde kullanılan tedavi 

yöntemlerinin etkinliğini arttırma amacıyla kullanılabileceğine iliĢkin ipuçları elde 

edilmiĢtir. 

Bu çalıĢma aĢağıdaki sonuçlara ulaĢılmıĢtır: Ġmipramine’in 

1. IC50 değeri 56,32 µM olarak bulunmuĢtur. 

2. Uygulanan dozlarında sitotoksik etkisi gözlenmemiĢtir. 

3. 10 M’lık dozu uygulamanın 4. dk.’sından 50 ve 75 µM’lık dozları 

uygulamanın 2. dk.’sından itibaren Eag1 akımını önemli miktarda inhibe ettiği 

gözlenmiĢtir. 

4. Eag1 kanal ekspresyonunda istatistiksel olarak önemli bulunmasa da 10, 50 ve 

75 µM’lık dozlarda gen ekspresyon düzeylerinde sırasıyla %53, %33 ve %43 

oranlarında azalmanın olduğu görülmüĢtür. Bu sonuç klinik açıdan önemli 

olabilir. 

5. Bu sonuçlara dayanarak imipramine’in Eag1 kanal akımını bloke ederek ve gen 

ekspresyonunu azaltarak prostat kanserinde hücre proliferasyonunu azalttığı ve 

prostat hücre kanserinin tedavisinde kullanılabileceği konusunda ipuçları elde 

edilmiĢtir.  

6. Potasyum kanallarının hücre proliferasyonuyla iliĢkili olması, hücre döngüsünde 

önemli role sahip bir iyon olan Ca
+2

’la iliĢkisinin de irdelenmesi gerektiğini 

düĢündürmektedir. Ayrıca K
+
-Ca

+2
 iliĢkisi iyon kanalları temelinde de 

irdelenebilir. Çünkü kanser hücrelerinde sadece Eag1 kanalları değil Ca
+2

’la 

aktive olan K
+
 kanalları da yer alabilir. Kanser hücrelerinde K

+
 kanallarının 
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hücre proliferasyonuna etkisine iliĢkin mekanizmaları açıklayabilmek için hücre 

döngüsü, Ca
+2

, zar potansiyeli gibi birçok kavramı içeren yeni çalıĢmaların 

planlanmasına ihtiyaç vardır.  

 

7. Bu çalıĢmada sadece bir prostat kanseri hücre hattı türü kullanılmıĢtır. Ġleriki 

çalıĢmalar için farklı prostat kanseri hücre hatları da çalıĢılarak etkilerine 

bakmak yararlı olabilir. Ayrıca imipramine’in kanserli olmayan, normal prostat 

epiteli hücrelerine etkisi de bilinmemektedir. Normal prostat dokusunda 

imipramine’in oluĢturabileceği etkileri değerlendirmek ilacın kanserli 

hücrelerdeki etki mekanizmasını açıklamak için yapılacak çalıĢmalara katkı 

sağlayabilir. 
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