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OZET

Meme Kanserinde Tamoksifen’in Potasyum Kanal Gen Ekspresyonu
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Iyon kanallar1 sinir ve kas hiicrelerinde elektriksel aktivitenin iiretimi,
hiicre i¢i sinyal, hormon sekresyonu, hiicre proliferasyonu ve hiicre hacim
diizenlenmesi gibi temel fizyolojik fonksiyonlarda hayati rol oynar. Iyon
kanallarinin plazma membraninda en cok cesite sahip kanallar1 potasyum (K*)
kanallaridir. Voltaj bagimh K* kanallarinmn 6zellikle epitel kokenli tiimor
hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisinin oldugu gosterilmistir. Voltajla aktive
olan K' kanallarindan biri de HERG1’dir. HERG1 K* kanali tiimér hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde onemli
bir rol oynar. K* kanal blokérleri hiicre proliferasyonunu inhibe ederler. Klinikte
meme kanseri tedavisinde bir anti-kanser ajan olarak kullamilan tamoksifen K"
akimmmi ve hiicre proliferasyonunu 6nemli derecede inhibe etmektedir. Bu
calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda tamoksifenin HERG1 K" kanal
gen ekspresyonu iizerine etkisi arastirnlmistir. Farkhh konsantrasyonlardaki (0,1
pM, 1 pM, 5 pM, 10 pM, 20 pM) tamoksifenin sitotoksik etkisi MTT yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat icin
20 pM konsantrasyondaki tamoksifenin ICsy degeri 31,9 olarak bulunmustur.
Elektrofizyolojik analiz icin yama kenetleme yontemi kullamlms, K* kanal
akimlarinda en fazla azalma tamoksifenin SpuM konsantrasyonunda gozlenmistir.
HERG1 K" kanal gen ekspresyonu Real-Time PCR ile analiz edilmistir. SpM
konsantrasyonda gen ekspresyonu azalmis, artan tamoksifen konsantrasyonuna
bagh olarak gen ekspresyon diizeyi artmastir. Tamoksifenin diisiik doz
konsantrasyonunda (5pM) K* kanal aktivitesinin azalmasi ve gen ekspresyonunun
diismesi tamoksifenin HERG1 K kanallar1 iizerine bloke edici etkisini
diisiindiirmekle birlikte, bu calismada tamoksifenin bloke edici etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamh bulunmamstir.

Anahtar Kelimeler: iyon kanallari, HERG1 K" kanali, MCF-7, MTT, yama
kenetleme, gen ekspresyonu.
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ABSTRACT

An Investigation of the Effect of Tamoxifen on Potassium Channel Gene
Expression in Breast Cancer

lon channels play a vital role in basic physiological functions such as
generation of electrical activity in nerves and muscle, intracellular signaling,
hormone secretion, cell proliferation, cell volume regulation. Potassium (K")
channels are a most diverse class of ion channels in the plasma membrane. It is
shown that voltage dependent K® channels are associated with tumor cell
proliferation in particular if they are epithelium originated. One of the voltage
activated K* channels is HERG1. HERG1 K" channels play important roles in
regulating tumor cell proliferation, and cell cycle progression. K* channel blockers
inhibit cell proliferation. In clinics, tamoxifen being used for the treatment of
breast cancer significantly inhibits K* current and cell proliferation. In this study,
we investigated the effect of tamoxifen on HERG1 K* channel gene expression in
MCF-7 breast cancer cell. Cytotoxic effect of tamoxifen at different concentrations
(0,1 pM, 1 uM, 5 uM, 10 pM, 20 nM) was evaluated for MCF-7 breast cancer cell
line using MTT assay. Cells were incubated 24h and 48h. I1Cs value is measured
as 31.9 for 48 hours and 20 uM concentration. For electrophysiological analysis
patch-clamp experiments were conducted. The maximum reduction in K* channel
current was observed SuM concentration of tamoxifen. The levels of HERG1 K"
channel gene expression were analyzed by using Real-Time PCR technique. While
the gene expression levels observed to be decreased with SpM tamoxifen
concentration, depending on its increasing concentrations the levels of gene
expressions increased. Although, decreased activity and gene expression of
K" channel at low concentration (SuM) of tamoxifen give insight into tamoxifen’s
inhibitory effect on HERG1 K" channels, in this study this inhibitory effect of low
concentration of tamoxifen on HERG1 K" channels was not statistically significant
compared to control group.

Key Words: lon channels, HERG1 K* channel, MCF-7, MTT, patch clamp,
gene expression.
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1. GIRIS

Kanser oliimciil hastaliklar icerisinde siklik agisindan kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra gelmektedir. Genetik hipotez olarak kanser, genetik hasara
ugrayabilen progenitér hiicrenin klonal biliyiimesi ile ortaya cikan tiimoral bir kitle
olarak tanimlanmaktadir. Kanser hiicreleri kanser gelisiminin her asamasinda
edindikleri mutasyonlarla yeni 6zellikler kazanirlar (1). Kanser hiicreleri ve onlarin
boliinerek olusturduklari yeni hiicreler normalde bulunan kontrol mekanizmalarini
asarak onlara ragmen irerler ve normalde diger hiicreler icin ayrilmis olan bdolgeleri
isgal edip buralara yerlesirler (2).

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii ve Onemli bir 6lim
nedenidir. Kanserden 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (3). Meme
kanseri vakalarinin biiyiik ¢ogunlugunda etiyoloji bilinmemektedir. Hastalik i¢in ¢ok
sayida risk faktorleri belirlenmistir. Bunlar arasinda, ilerleyen hasta yasi, erken menars,
geng¢ menopoz, uzamis hormon replasman tedavisi gibi gesitli faktorler sayilabilir (4).

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii, normal viicut fonksiyonundan sorumlu iki
onemli mekanizmadir. Anormal bir sekilde artmis proliferasyon ya da bozulan hiicre
6limii hiicre biiylimesinde kontrol kaybina ve bunun sonucu olarak tiimér olusumuna
sebep olmaktadir (5).

Iyon kanallar1 belli iyonlarin hiicre i¢i ve hiicre disina pasif gegislerine izin
veren integral membran proteinleridir (6). Iyon kanallar1 elektriksel sinyal, hacim
diizenlenmesi, kas kontraksiyonun kontrolii ve hormon sekresyonu olmak tizere bir ¢ok
fizyolojik fonksiyona sahiptirler. Bu faydali aktivitelere ek olarak membranda bulunan
iyon kanallarinin hiicre proliferasyonunda ve kanser gelisiminde rol aldigi
diisiiniilmektedir. Bu durum baslangic olarak potasyum (K") kanallari ile gdsterilmis ve
bunu diger katyon kanallar1 ve Klor (CI') kanallar1 takip etmistir (7).

Tiimor hiicrelerinin proliferasyonu iizerine 6zellikle epitelyum kokenli olmak
lizere voltaj duyarli K™ kanallarmin etkili oldugu gosterilmistir (8). Human ether-a-go-
go HERG (Kv11.1) kanallar1 evrimsel olarak korunmus multigenik voltajla aktive olan

bir K* kanal ailesi olan EAG ailesine aittir (9).



K" kanal blokérleri hiicre proliferasyonunu inhibe ederler. Farkli toksinler ve
bilesikler hiicre gelisiminde bir azalmaya neden olarak farkli fazlarda hiicre siklusunu
durdururlar (10, 11). Klinikte kullanilan ve bir antikanser ajan1 olan tamoksifen, dnemli
derecede K* akimini ve proliferasyonunu inhibe etmektedir (5). Tamoksifen, meme
kanseri tedavisinde kullanilan bir Ostrojen reseptor antagonistidir (12). Hiicre
proliferasyonunda tamoksifenin etkisi dinlenme durumundaki K* akimindaki
tamoksifenin etkisiyle iliskilidir. Tamoksifenin antitimor aktivasyonu K" kanallar1 ile
etkilesiminden dolay1 olmaktadir (5).

Calismamizin amaci; meme kanseri hiicre kiiltiiriinde (MCF-7) antikanser
ozellige sahip olan tamoksifenin HERG1 K" kanal gen ekspresyonu iizerine etkisinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, diizensiz hiicre proliferasyonu ve hiicre oOliimiine neden olan gen
ekspresyonundaki birden fazla degisiklik sonucu hiicrelerin anormal biiylimesi olarak
tanimlanabilir. Bu nedenle dokular istila edebilen hiicrelerin sayilar1 artmakta uzak
bolgelerde metastaza neden olmaktadir. Multipl genlerin ekspresyonundaki degisiklikler
kansere neden olmaktadir. Bu da hiicre boliinmesi ve hiicre farklilagmasi gibi normal
hiicresel programin bozulmasina yol agar. Bu hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dliimiinde
dengesizlik timor hiicre populasyonunun genislemesine yol agar. Normal dokularda
hiicre ¢ogalmas1 ve hiicre kayb1 denge halindedir (13). Tiimor hiicreleri gogunlukla bol
miktarda DNA tasiyan, ¢ekirdek/sitoplazma oranlar1 artmis, kromatinleri topaklanmis,
degisik mitotik sekiller sergileyen hiicrelerdir. Kanser, ¢ok genli (onkogen, tlimor
baskilayict genler, onarim genleri), ¢cok faktorli (U.V, radyasyon, virus, hormon,
beslenme) ¢ok asamali bir siiregle olusur (1). Son yillarda epigenetik degisikliklerin de
hiicrenin malign karakter kazanmasinda 6nemli rol oynadigi anlasilmistir (13).

Sonug olarak, kanser anormal gen ekspresyonunun bir hastalifidir. Bu gen
ekspresyonuna neden olan c¢ok sayida mekanizma vardir. Bu mekanizmalar; gen
mutasyonu, translokasyonlar, amplifikasyon, delesyon, heterozigot kayb1 gibi DNA’da
meydana gelen degisikliklerdir. Ayrica anormal gen transkripsiyonu ya da
translokasyonu da gen ekspresyonunda degisiklige neden olan mekanizmalardandir.
Hiicre cesitliligine bagl olarak gerek davranis gerekse tedaviye cevap verme yoniinden

onemli ol¢iide degisiklik gosteren yiizden fazla degisik kanser tiirii vardir (13).

2.2. Meme Kanseri

Biitiin diinyada goriilme siklig1 gittikce artmakta olan meme kanseri, kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6liim nedenleri arasinda
akcigerden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Meme karsinomlarimin goriilme siklig

cografik bolgelere gore farklilik gostermektedir (14).



Meme kanseri, memenin terminal kanali ve lobular birimindeki hiicrelerin
anormal gelisimi ve kontrolsiiz bdliinmesi sonucu gelisen bir malignensidir. Meme
timoOriic malign ya da benign olabilir. Benign tiimor viicudun uzak bdlgelerine
yayilabilme yeteneginden yoksundur. Malign tiimorde kanser hiicreleri normal
dokularin etrafin kusatir ve o bolgeye zarar verir. Kan ve lenf sivis1 araciligiyla viicudun
yeni bolgelerinde metastaza ugrar. Metastatik hedefler, akciger, lenf nodu, karaciger,
kemik, beyin ve ovaryum doku ve organlaridir (15,17). Meme kanseri genellikle meme
dokusunda bir Kitle seklinde ortaya c¢ikar fakat memedeki Kitlelerin ¢ogu kanserli
degildir. Meme kanseri gelisme riski tiim yasam boyunca kadmnlarda % 7-10
arasindadir, yaklasik her 10 ile 14 kadindan bir tanesi meme kanserine yakalanmaktadir.
Tiim meme kanserleri olgularinda erkek meme kanseri orani ise % 1’den daha azdir
(18). Ostrojen meme kanserini riskini arttiran bir faktordiir ve erkeklerde &strojen
seviyesinin diisik olmasi meme kanserine yakalanma risklerini azaltir. Meme kanseri
25 yagin altinda nadirdir ve goriilme siklig1 yasla orantili olarak artar. En sik 45-74
yaglar1 arasinda goriliir (19). Evreleme bakimindan heterojen bir grup olan meme

kanserinin uygun tedavi i¢in hangi evrede oldugunun tespit edilmesi gerekmektedir

(20).

2.3. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Bati iilkelerinin ¢ogunda ve Amerika’da kadinlarda goriilen kanser tiplerinden
en yaygin kanser tiriidir (21). GLOBOCAN 2008 (IARC)’e gore 2008 yilinda
1,383.523 yeni kayitlh meme kanseri olgusu bulunmaktadir ve diinya ¢apinda meme
kanseri nedeniyle dlenlerin sayisi ise 458.367°dir (22). 2012’de tahmin edilen yeni olgu
say1st 229.060 ve 6liim orani ise 39.920 olarak tahmin edilmektedir (14).

Mortalite ve morbidite verileri iilkelere gore degisiklik gosterir. Amerika’da
2005-2009 yillar1 arasinda meme kanserine bagli Sliim orant % 23 olup akciger
kanserinden sonra ikinci siray1 almaktadir (23). Bat1 iilkelerine kiyasla meme kanseri
insidans1 Asya’da daha distiktiir. Uzakdogu, Orta ve Dogu Avrupa’da oranlar tarihsel
bakimdan nispeten daha diisiik olmustur. Fakat zamanla hizli bir sekilde artis

gozlenmistir. Bu artisa; yasam tarzi degisiklikleri, beslenme gibi bazi sebeplere bagh



olarak mensturasyonun erken yasta baslamasi, daha ileri dogum yasi, hormon replasman
tedavisi (HRT), menopoz yasinin gecikmesi neden olarak gosterilmektedir (24, 25).
Ozellikle kolorektal ve meme kanserlerinde erken tani ve tedavi mortalitenin
azalmasina katki saglamaktadir (23).

Ulkemizde mevcut verilere gore, dogu bélgelerimizde 20/100.000, bati
bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir siklik verilebilir. Bu siklik farki, bati
Tiirkiye’deki yasamin Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklanmaktadir (26).

T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine gore, Tiirkiye’de kadinlarda en sik rastlanan
kanser tiiriiniin meme kanseri oldugu bildirilmistir. 2006 yi1linda meme kanseri insidansi
% 37,6 iken 2008 yilinda bu oran % 41,6’ya ulasmistir. Diger kanser tiirleri ise sirastyla
tiroid, kolorektal, mide, uterus ve akcigerdir (Sekil 2.1) (26).
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Sekil 2.1. Kadimlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidans1 (100.000°de Diinya standart niifusu),
Tirkiye 2006-2008 (26).

2.4. Meme Kanseri Evrelemesi

Meme kanseri, histolojik goriiniime ya da timor evresi gore simiflandirilabilir.

Tiumor evrelemesi yapilmasindaki amag, farkli prognostik alt gruplardaki meme kanseri



hastalarin1  aymrmaktir.  Ayrica hastaligin - seyri  ve uygulanacak tedavisinin

belirlenmesinde evreleme yapilmasi sarttir (27).

Meme kanserinin histopatolojik siniflamasi

I- Meme basinin Paget hastaligi
I1- Meme duktuslar1 karsinomu
A-Noninfiltratif
B-infiltratif
1-Prodiiktif fibrozis ile birlikte olan adenokarsinoma
2-Mediiller karsinom
3-Komedo karsinom
4-Kolloid karsinom
5-Papiller karsinom
6-Tiibtiler karsinom
I11- Lobiiler karsinom
A- Noninfiltratif
B- Infiltratif
IV- Memenin nadir karsinomlar1

V- Meme sarkomu (28).

Evrelemede en ¢ok kullanilan sistem American Joint Commitee on Cancer
Staging (AJCC) TNM smiflandirmasidir. Prognostik alt gruplar T, N, ve M
kategorilerinden olusmaktir. T evresi, komsu doku invazyonunun var olup olmadiginin
yani sira tiimoriin invaziv bilesenlerinin boyutunu ifade eder. N evresi, bolgesel lenf
nodlarimin yayilimini belirtir. M evresi ise hastaligin l6kalize ve yaygin olup olmadigini
ifade etmektedir (Cizelge 2.1) (29). Cesitli defalar degistirilen bu evrelemenin halen
2006 yilinda diizenlenen son hali kullanilmaktadir (30).



Cizelge 2.1. Meme kanseri siiflamasi (29).

2006 AJCC TNM SINIFLAMASI

Primer Tiimor: T (Tiimériin makroskobik goriiniimii)

Tx Degerlendirilemeyen primer tiimor

To Primer tiimore ait bulgu yok

Tis In sitii karsinom

Tis (DCIS) Duktal karsinoma

Tis(LCIS) Lobiiler karsinoma in situ

Tis (Paget) Meme basinin Paget hastaligi (primer baska tiimor
yok)

T1 En biiyiik ¢ap1 < 2cm timor

T1imik Mikroinvazyon; en biiyiik ¢ap1 <0,1 cm tiimor

Tla 0,1 cm< Tiimér ¢ap1 <0,5 cm

Tlb 0,5 cm< Tiimor ¢apr <1,0 cm

Tic 1 cm< Timor ¢ap1 <2 cm

T2 2 cm< Timdr capi< 5 cm

T3 TUmor ¢ap1 >5 cm

T4 Asagida belirtilen dokulara direkt yayilimi olan
herhangi biiyiikliikte timor

T4a Pektoralis major kasi disinda gogiis duvarina
yayilim

T4b Odem, “peau d’orange”, cilt iilserasyonu veya
satellit cilt nodiilleri

T4c T4a ve T4b

T4d Infamatuvar karsinom

Bolgesel Lenf Nodlari: N (Klinik Siniflama)

Nx

Degerlendirilemeyen nodal tutulum (6rn: daha
once ¢ikarildigi i¢in)




Cizelge 2.1. Meme kanseri siiflamasi (29) (devam).

No

Bolgesel lenf nodu tutulumu yok

N1 Hareketli, ipsilateral bolgesel lenf nodu metastazi

N2 Komsu dokulara yapisik ipsilateral aksiler lenf
nodu metastazi

N3 Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya

ipsilateral internal mammaryan lenf nodu
metastazi + aksiler lenf nodu metastazi veya
subraklavikiiler lenf nodu

Uzak Metastaz: M

Mx Degerlendirilemeyen uzak metastaz
Mo Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

Meme kanserinde TNM siiflamasina gore evrelerin gruplandirilmasi Cizelge 2.2°de

gosterilmistir (30).

Cizelge 2.2. Meme kanserinde evreleme sistemi (30).

EVRE 0 Tis NO MO
EVRE | Tmik NO MO
T1 NO MO
EVRE IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
EVRE IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
EVRE IlIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
EVRE I1IB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
EVRE IIIC T1-4 N3 MO
EVRE IV T1-4 NO-3 M1




2.5. Risk Faktorleri

Meme kanserine neden olan ¢ok sayida risk faktorii sayilmistir. Bunlar kalitsal,

hormonal ve ¢evresel faktorler olarak siniflandirilabilir.

2.5.1. Kalitsal Faktorler

Yas

Meme kanseri insidansi yas ile birlikte hizli bir sekilde artmaktadir. Menopoz
yasindan sonra (ortalama 50) artis yavas seyretmektedir (Sekil 2.2). Avrupa ve Kuzey
Amerika’da kadinlar aras1t meme kanseri insidansi 55 yas i¢in % 2,7, 65 yas i¢in % 5, 75

yas i¢in ise % 7,7 olarak saptanmustir (31).
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Sekil 2.2. Meme kanseri yas insidansi (31).



Aile oyKkiisii

Aile Oykiisiiniin meme kanseri yakalanma riskine katki sagladigi bulunmustur.
Meme kanseri saptanmis olan kisilerle birinci dereceden akraba olan kadinlarda (anne
veya kizi, kiz kardes) bu riskin 2 kat fazla oldugu belirlenmistir. Meme kanserli
hastalarla ikinci dereceden yakinliklar1 bulunan kisilerde de riskin arttii belirlenmis

ancak bu kisilerdeki risk oraninin daha az oldugu gozlenmistir (31, 32).

Genetik faktorler

Simdiye kadar meme kanserine genetik yatkinligi olan en az bes germline
mutasyon saptanmistir. Bunlar; BRCA1, BRCA2, P53, PTEN ve ATM genlerindeki
mutasyonlar belirlenmistir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin meme
kanseri ve 6zellikle ovaryum kanserinde rol oynadigi bilinmektedir (31).

Kalitsal meme kanseri ile iligkilendirilen sendromlar arasinda sunlar yer almaktadir:

Kalitsal meme ovaryen kanser sendromu (BRCA1, BRCA2 mutasyonu)
Li Fraumeni Sendromu

Peutz Jeghers Sendromu

Cowden hastalig1

Muir Torre Sendromu (33).

YV V V VY V

2.5.2. Hormonal Faktorler

Ostrojen

Meme epitel dokusunun normal biiyliime ve gelismesinin kontroliinii saglayan
ostrojen hormonunun en aktif formu Ostradioldiir. Kanda iki sekilde bulunmaktadir.
Bunlardan serbest 6stradiol meme dokusu i¢in hazir olan formudur ve meme kanseri

igin total Ostradiolden daha fazla risk tasimaktadir (33).
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Erken yasta menars, ge¢ menopoz, gibi nedenler dstrojenin etkisine maruz kalma
sliresini uzatmaktadir. Buna ek olarak ilk dogumunu 20 yasindan 6nce yapan kadinlar,
hi¢ dogum yapmamis ve dogumunu 30 yasindan sonra yapan kadinlarda meme kanser

riski artmaktadir (34, 35).

Menars yasi ve menopoz

Menars yast meme kanseri riskini etkileyen faktorlerden biridir. Menarsta her bir
yillik gecikeme i¢in meme kanseri riski % 5 oraninda azalmaktadir. Meme kanseri
menars yasi ile ilgili olmasina ragmen biitlin yaslarda meme kanseri riski vardir ancak
etki genc kadinlarda (premenopozal) daha giiclii olabilir. Ge¢ menopoza giren
kadinlarda meme kanseri riski menstruasyonu erken sona eren kadinlara gore daha
fazladir (31). Bunun aksine ge¢ menars ve erken menopoz bu riski ayni oranda

azaltmaktadir (36).

Hamilelik

Hi¢ dogum yapmamis kadinlarda meme kanseri riskinin 1,4 kat daha fazla
oldugu belirlenmistir (37). Kadinlarda ilk ¢ocugunu dogurma yast meme kanseri
agisindan dnemlidir. Ik hamileligin uzun yillar prolaktinin diisiik seviyede tutulmasina
katk1 sagladig gosterilmistir. Prolaktin diizeyinin, dogum yapmis kadinlarda dogum

yapmamis kadinlara gore daha diisiik oldugu saptanmustir (38).
Hormon replasman tedavisi (HRT)

Postmenopozal hormanlar, osteoporoz gibi klinik hastaliklarin riskini azaltmak
icin Ornegin sicak basmasi ve uykusuzluk gibi menopozal sendromlarin tedavisinde

kullanilmaktadir. Ancak postmenopozal hormonlarin kullanim siiresi artan meme

kanseri ile iliskilendirilmektedir. Goreceli bu risk tek basina dstrojen icin 1,06 dstrojen
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art1 progestin igin ise 1,24 kat arttig1 gosterilmistir (39). Yapilan calismalarda dstrojene
progestinin ilavesi ile bes yillik bir kullanim sonunda meme kanseri riskinin % 10’dan
% 30’a ytikseldigi belirlenmistir. Bunun aksine tamoksifen meme kanseri riskini

azaltmaktadir (40).

2.5.3. Cevresel Faktorler

Beslenme

Glnlik gidalar c¢ok c¢esitli dogal bilesiklerin yani sira karsinojenler ve
antikarsinojenler icermektedir (41). Karsinojenler serbest oksijen radikalleri olustururlar
bu da DNA hasarina yol acar ya da diger zararli bilesiklerin olusmasina neden olur.
Ormnegin; yag bakimmdan zengin besin tiiketiminin meme kanserine riskinin artmasina
neden oldugu disiiniilmektedir (42, 43). Yapilan birgok ¢alismada dogal vitamin
bakimindan zengin besinler, meyve ve sebze alimi meme kanseri riskini azaltmaktadir
ve postmenopozal kadinlarda énemli koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir. Liften
zengin gidalarla beslenmenin barsaktan dstrojenin reabsorbsiyonunu durdurarak meme

kanseri gelisimine karsi 6nleyici etkiye sahip olabilecegi diistintilmektedir (38).

Alkol alimi

Bazi epidemiyolojik ¢alismalar alkol tiikketiminin hem premenopozal hem de
postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskini arttirdigini  gdstermistir.  Alkol
tiiketenlerde bu riskin alkol tiketmeyenlere kiyasla 1.6 kat arttig1 belirlenmistir (44).
Etanoliin kendisi bir karsinojen degildir ancak potansiyel karsinojenik bilesiklere
metabolize olur. Ornegin; asetaldehit ve serbest radikaller gibi. Asetaldehit DNA ve
proteinleri baglayabilen ¢ok iyi karakterize olmus karsinojen ve mutajendir. Ayrica folat
yikimi ve ikincil hiperproliferasyon ile sonuglanir (45). Kronik alkol tiiketimi pre ve
postmenopozal kadinlarda serum Gstrojen seviyesinin artmasina neden olur. Meme

kanseri hiicreleri invitro olarak alkole maruz birakildiginda hiicre gog¢li ve hiicre
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invazyonunun uyarildigi gosterilmistir. Etanol E2 (17-6stradiol) stimiilasyonu ve ERa
(0strojen reseptor-alfa) aktivitesini 10-15 kat arttirmakta ve ERa protein seviyelerinde
2,5-3 kat artisa neden olmaktadir (44, 46). Ayrica alkol bagisiklik sistemini
bozabilmekte, folat, vitamin E, vitamin B12, vitamin D, ¢inko, selenyum gibi besinsel
eksiklige yol agmakta ve bdylece kanser ile miicadele etme yetenegini bozmaktadir

(47).

Sigara

Sigara bir ¢ok kanser tiirii ile iliskilidir. Meme kanseri igin de bir risk faktori
oldugu disiiniilmektedir. Calismalar sigara igmenin pre- ve postmenopozal kadinlarda
farkl1 etkilere neden olabilecegini gostermistir. Sigaranin antidstrojenik bir etkiye sahip
oldugu diistiniilmektedir. Sigara igmeyenlere kiyasla sigara kullanan kadinlarin dogal
menopoz evresinin daha erken yasta oldugu gozlenmistir. (48, 49). Ote yandan yapilan
arastirmalar, sigara dumanindaki karsinojenlere maruz kalmanin meme kanseri riskini
arttirabilecegini varsaymaktadir. Bu karsinojenler yagda c¢oziinebilir, meme yag

dokusunda depolanabilir (50).

Radyasyona maruz kalma
Radyasyon maruziyetinin meme kanseri riskini artirdigi gozlenmistir. Ergenlik

doneminde ve erken yetiskinlik doneminde radyasyonun meme kanseri riskini artirdigi

diigiiniilmektedir; fakat menopoza yaklasan kadinlarda bu risk azalmaktadir (51).
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2.6. Meme Kanserinin Tedavisi

Cerrahi tedavi

Meme cerrahisinin amaci, meme ve lenf bezlerinde bulunan kanserli hiicreleri ve
tiimorii almaktir. Lumpektomi operasyonunda, kanserli kitle ve onun etrafindan bir
miktar saglikli gogiis dokusu alinir; basit ya da toptan mastektomi’deyse gégsiin tamami
alinir. Degistirilmis radikal mastektomi operasyonunda gdgsiin tamami ve koltuk alt1
lenf bezleri alinir, ancak radikal mastektomide oldugu gibi gogsiin altinda gogiis
duvarinda bulunan gogiis kaslar1 alinmaz. Yapilan arastirmalar gdstermistir ki,
lumpektomi ve ardindan uygulanan radyasyon tedavisi pek ¢ok durumda mastektomi
kadar etkindir (52, 53).

Kemoterapi

Kemoterapi, antikanser (sitotoksik) ilaclar kullanilarak kanser hiicrelerinin
biiylimesinin engellenmesi veya kontrol altina alinmasidir. Kemoterapi genellikle diger
tedavileri tamamlamak amaci ile yapilir, bu tip kemoterapiler adjuvant kemoterapi
olarak adlandirilirlar. Genellikle cerrahi tedavi sonrasi ve radyoterapi Oncesi verilir.
Cerrahi tedavi ya da radyoterapi meme kanserinin bdlgesel (gogiis) tedavisini
amaglamaktadir. Kemoterapi damar i¢ine verilebildigi gibi tablet ya da kapsiil olarak
agizdan da verilebilir. Kas ya da deri altina veya tiimor bolgesine dogrudan enjeksiyon
seklinde de verilen kemoterapi ilaglar1 da vardir. Ancak primer meme kanserleri i¢in

intravendz olarak uygulanir (53).

Radyoterapi

Radyasyon (151n) tedavisi cerrahi tedavi sonrast meme bolgesi, koltuk altinda kanser

hiicrelerini azaltmak ve hiicreleri oldiirmek i¢in kullanilir. Cerrahi tedavi Oncesi
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tiimoriin boyutunu kiictiltmek icin de kullanilabilir. Radyoterapi saglikli hiicrelere de
etki eder ancak genellikle bu hiicreler kendini yenileyebilir ve tamir edebilir. Saglikli
hiicrelere zarar1 Onlemek icin radyoterapi diizenli ve kii¢iik dozlarda verilmelidir.
Teknolojik gelismeler sayesinde bu tedavini hassas ve istenilen bolgeye odaklanarak

daha basarili sonuglar elde edilmesine katki saglanmigtir (53).

2.7. Meme Kanseri Genetigi

Meme kanserleri kalitsal ya da sporadik olabilir. Olgularin biiyiik bir kismi
sporadik olmakla birlikte kalitsal ya da ailesel meme kanserleri tiim meme kanserlerinin
yaklagik % 10’unu olusturmaktadir (54). BRCAL, BRCA2, p53 ve ATM, CHEK 2 ve
PTEN gibi yiiksek penetrasyon meme kanseri yatkinli§i olan genlerdeki germline
mutasyonlarin Kalitsal meme kanseri i¢in yiiksek oranda bir risk olusturdugu
diisiniilmektedir. Bununla birlikte bu genlerin mutasyon frekansi genel populasyon
icinde diisiik orandadir. Bu genlerin mutasyonu tiim meme kanseri i¢in yaklasik % 5-10

civarindadir (55, 56).

2.7.1 BRCA1 ve BRCA 2 genlerinin yap ve fonksiyonu

BRCA1 geni 1994’te kesfedilen bir tiimor supressor geni olup 17921
kromozomu tizerinde lokalizedir (Sekil 2.3) (57). 24 eksonu vardir. BRCA1’in ekson
11’1 1863 aminoasitlik proteinin % 61’ini kodlar. Sporadik tiimorlerde, BRCA1
proteinin diisiik ekspresyonu sporadik meme kanseri i¢in bu genin dnemini arttirmistir.
Son 10 yilda bu genlerin tiimoér supresyon mekanizmalarinin yogun bir sekilde
aragtirilmaktadir. Ikinci biiyilk meme kanseri yatkinlik geni olan BRCA2, kromozom
13q12.3 iizerinde bulunur (Sekil 2.3) (57, 58). 27 eksondan olusur ve ekson 11 oldukca
biiyiiktiir. Molekiiler agirliginin 384 kDa oldugu tahmin edilen 3418 amino asitlik bir
proteini kodlar. BRCA2’nin 6nemli bir 6zelligi de 30-80 amino asit tekrarinin (BRC
tekrarlar1) sekiz kopyasinin bulunmasidir. (Sekil 2.4) (59). Ekson 11, BRCA2’nin tamir
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yolunda gorev alan RADS1 olarak bilinen rekombinaz enzimin iglevini kontrol ettigi
bilinmektedir (60).

—— BReDA-2

_— ERChA

Kromozom 13 Kromozom 17

Sekil 2.3. BRCAL ve BRCA2’nin kromozomal lokasyonu (61).

BRCA1 ve BRCA2 proteinleri DNA onarimi dahil olmak iizere homolog
rekombinasyon, hiicre dongiisii kontrol noktalarinin diizenlenmesi ve traskrpsiyonel
regiilasyon olmak iizere pek ¢ok isleve sahiptir (62). BRCA1 ve BRCA2 genleri DNA
tamirinde dogrudan bir role sahiptir. BRCA2 ve RADS] ile etkilesim halindedir (63).
Ayrica BRCA1’de RADS51 proteini ile etkilesime girerek homolog rekombinasyona ve
DNA hasarina yanita katkida bulunur. BRCA1 ve BRCA2’nin her ikisinde ¢ift iplikli
DNA’nin tamirinde gorev alirlar. BRCAI, transkripsiyonel tamirinde niikleotid
eksizyon tamirinde ve crosslink tamirinde gorev alir (58, 64).

BRCA1 ve BRCA2 genleri kromozomal yapimin korunmasinda 6énemlidir. Bu
genler translokasyon ve delesyon gibi tiim kromozomal yeniden diizenlenmelerde
(GCR) 6nemli bir yere sahiptir (65, 66, 67). Bu nedenle BRCA1 ve BRCA2 genomik
biitlinliigiin saglanmasinda koruyucu bir rol oynamaktadir. BRCA1’in diger bir
fonksiyonu ise kontrol noktalarinda gorev aliyor olmasidir. BRCA1’in karboksi
terminalindeki BRCT bdlgesi DNA tamirinde ve/veya hiicre dongiisii kontrol

noktalarinda gorev alir (Sekil 2.4). Ayrica BRCA1 proteini sentrozamla da iligkilidir ve
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sentrozomun aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar. Sentrozomun hiperamplifikasyonu
siklikla ileri evre meme karsinomalarinda saptanmistir. Buna ek olarak BRCA1 S ve G2

evresinin kontrol noktasinda islev goriir (68, 69).

BRCAI (1863aa)

RING NLS Coiled Coil BRCTs
s | e Re
BARD! PALB? BACH1
Abraxas
CtIP
a(ii)
BRCA2 (3418aa) Helical
BRCTs Domain OB Folds TR2
PALB?2 RADS1 DMC1 ssDNA RADS1

Sekil 2.4. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kodladig1 proteinler (70).

BRCAI1 ¢ok fonksiyonlu bir proteindir ve birgok normal hiicresel fonksiyona
dahil olur. Bununla birlikte BRCA1’in varligi veya yoklugu kemoterapiye hiicresel
yanit1 etkiler (71).

BRCATI apoptozise yatkinlig1 diizenler. BRCAlin ektopik ekspresyonu farkli
hiicre tipinde apoptozisi indiiklemektedir. Eksojen BRCAT1 sitotoksik ajanlar tarafindan
indliklenen  apoptozise = hassasiyeti  arttirdigi  diistiniilmektedir.  BRCA1’in
transkripsiyonel represor ve aktivatorlerle etkileserek genlerin bir¢ok tipini regiile ettigi

bulunmustur (72, 73).

2.7.2. BRCAL ve BRCA2 nokta mutasyonlari

BRCAI1 ve BRCA2 genleri yiiksek penetrasyonlu otozomal dominant genlerdir.

Bunlarin her ikisi de kalitsal meme kanserinden sorumlu genlerdir. Bu genlerdeki
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mutasyonlar 6nemli Ol¢lide bir kadinin 6mrii boyunca meme kanserine ve ovaryum
kanserine yakalanma riskini arttirir. Her iki gendeki germline mutasyonlar biitiin meme
kanserlerinin yaklasik % 5-10’unu olusturur. BRCA1’deki bir mutasyonda meme
kanserinin kiimiilatif riski otuz yasinda % 3, kirk yasinda % 19, elli yasinda % 40,51,
altmis yasinda % 50,54, yetmis yasinda ise % 85 civarindadir. BRCA 2 mutasyonu
tagtyanlarda risk orani ise elli yasinda % 32, yetmis yasinda % 70 ve doksan yasinda %
80’dir (74). BRCA1 mutasyonuna sahip kadinlarda meme kanserine ek olarak ovaryum
kanseri riski de artmistir. Cok daha az 6lgiide erkelerde prostat kanseri riski artmaktadir
(75).

BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda erkeklerde ve kadinlarda meme kanseri risk
yiiksektir. Bunun yaninda ovaryum, prostat pankreas, safra kesesi, mide kanseri ve

melanoma gibi kanserler i¢inde risk teskil etmektedir (76).

2.7.3. Meme kanseri ile iligkili diger gen mutasyonlari

2.7.3.1. p53

p53 geni 17pl13°de lokalize niikleer bir fosfoproteindir. Hiicre siklusunun
diizenlenmesinde, DNA hasarmin onarilmasinda ve apoptozisde goérev almaktadir.
Biitiin insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan timor supressor genlerden biri de
p53’tiir. Sporadik meme kanserinin yaklasik % 20-40’inda p53 geninde mutasyon
gozlenir. p53 mutasyonu Li-Fraumeni sendromlu ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Malkin ve ark. klasik Li-Fraumeni sendromlu ailelerin yaklagik yarisinda germline p53

mutasyonlarinin varligi gosterilmistir (36, 77).

2.7.3.2. PTEN

Cowden’s sendromu proliferatif lezyonlar, ovaryum, meme ve tiroid kanserine

yatkinlikla karakterize olan otozomal dominant bir sendromdur. Tasiyic1 kadmlarin %
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20-30°da meme kanseri geligir. Bu sendroma kromozom 10923.3 lokalize PTEN timor
supressor genindeki bir mutasyon neden olur. Su ana kadar germline ve somatik PTEN
mutasyonlart meme kanserinde tespit edilmistir. Cowden’s sendromlu kadin hastalarda
meme kanseri insdansinin arttig1r ve bu nedenle PTEN geninin ailesel meme kanserinde

bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (36, 78, 79).

2.7.3.3. Ataxia-telangiectasia (A-T)

Germline ATM gen mutasyonu genel populasyonun % 0,5’ni olusturur. ATM
geni hasarli DNA’nin tamirinde gorev alir. Ataxi-telangiectasia (AT), ATM geninde
mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir durumdur (80). Bunun yaninda ATM
genindeki homozigot mutasyonlar sonucu serebellar ataksi, immiin yemezlik ve kansere
yatkinlik gelismektedir (36). AT tastyicilarinda meme kanseri riskinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Normal populasyonla kiyaslandiginda heterezigot tasiyicilarda, meme

kanseri riski bes kat artmistir (80).

2.8. Iyon Kanallar

Iyonlar kanal araciligiyla sadece kendi elektrokimyasal gradientlerine gére gegis
gosterirler. Hemen hemen tiim doku tipleri ve organlarda onemli rol oynayan iyon
kanallar1 ayrica ¢ok sayida patofizyolojik durumlarda yer alirlar. insan ve hayvanlarda
iyon kanalarmin disfonksiyonu sonucu olusan hastaliklar kanalopatiler olarak
adlandirilir.  Kanalopatiler iyon kanallarimin  birgogunu kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin neden oldugu kalitsal hastaliklar sonucu olusmaktadir. Giintimiizde
epilepsi, episodik ataksi, long QT sendromu, Bartter’s sendromu ve kistik fibrozis gibi
insan hastaliklarimin bir ¢ogu iyon kanallarinin disfonksiyonu ile baglantilidir (5).

Iyon kanallar1 genel olarak iki ana gruba ayrilir (Cizelge 2.3). 1) voltaj duyarl:
kanallar; sinir ve kalp olmak tiizere bir ¢ok farkli dokuyu kapsayan ve membran
potansiyelindeki degisiklere cevap olusturan sodyum, kalsiyum ve potasyum kanallari.

2) ligand kapili kanallar; farkli ekstraseliiler ya da intraseliiler ligandlar tarafindan
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regiile edilen kanallar. Bu kanallar genellikle baglandiklar1 liganda gore adlandirilir.
Ornegin nikotinik asetilkolin reseptédrii (nAChR) prototipik ligand kapili bir kanaldir.
Bu kanal endojen ligand asetilkolin ve nikotin ilac1 tarafindan aktive edilir. Mekanik
uyar1, membran gerilim degisiklikleri ve hipo-osmotik sok gibi uyaranlara yanit olarak
acilip kapanan stretch-aktif, stretch kapili ve/veya harekete duyarli kanallar iyon

kanallarinin diger simifin1 temsil eder. Son birka¢ yilda bu kanallarin 6nemi artmistir

).

Cizelge 2.3. Memeli hiicrelerinin plazma membraninda bulunan iyon kanallarinin iki temel grubunun
siiflandirilmasi (5).

Iyon kanallar1 Secicilik Aktivator

Voltaj-kapih kanallar

Potasyum K* Membran potansiyeli
Sodyum Na* Membran potansiyeli
Kalsiyum ca® Membran potansiyeli
Klor cr Membran potansiyeli
HCN Na*, K Membran potansiyeli
Ligand kapih kanallar

nAChR Na*, K*, Ca®* Ach

GABA Ac Ccr GABA

Glisin cr Glisin, Striknin
5-HT; Na*, K*, Ca* Serotonin

AMPA Na*, K*, Ca* Glutamat, AMPA
Kainate Na', K*, Ca* Glutamat

NMDA Na*, K*, Ca®* Glutamat, NMDA
CNG Na*, K*, Ca®* cCAMP

IPsR Ca® 1P,

P2x,P2Z Na*, K, Ca* ATP

Iyon kanallari yiiklii molekiillerin yar1 gegirgen bir bariyerden gecisine izine

veren, ¢ift katli hiicre lipid membranina uzanan protein kompleksidir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Voltaj kapili iyon kanallari (5).

f¢c membran mesafe alani elektriksel gradiyent boyunca hareket eden Na*, Ca*,

K" ya da CI™ gibi iyonlarn gecisine izin veren pordan olusur (Cizelge 2.4). Iyon

kanallar1 genellikle gozenek ve segici filtre iceren a alt birimden olusur. Bunun yani sira

bu kanallar farkli uyaranlara yanit olarak agilip kapanirlar (5).

Cizelge 2.4. Memeli hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 temel bes elementin konsantrasyonu (5).

Iyonik konsantrasyon (mM)

Iyon Ekstraseliiler Intraseliiler

Na* 145 12

K* 4 155

ca® 1.8 0.001(dinlenme) - 0.1 (aktif)
Mg** 15 0.8

Cr 123 4.2

Iyon kanallarmin gesitliligi dzellikle uyarilan sinir ve kas hiicrelerinde oldukga

onemlidir. Insan genomunda su an 400°den fazla iyon kanal genleri tespit edilmistir.

Bunlardan 170’1 potasyum kanallarini, 38’1 kalsiyum kanallarini, 29’u sodyum

kanallarini, 58’1 klor kanallarini ve 15’1 glutamat kanallar1 kodlar (5).
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2.8.1. Voltaj-duyarh iyon kanallar: ve kanser

Normal epitel hiicresinde kansere doniisiim sirasinda bir dizi degisiklik meydana
gelir. Bu degisiklikler iyon kanal ekspresyonunu etkiler veya iyon kanal aktivitesinde
degisime neden olur. Tiimor olusumunda iyon kanalinin hangi basamakta etki ettigi ¢ok
acik degildir. Kanserle iyon kanallarinin iligkilendirilmesi, iyon kanallar1 {izerinde
calisan bilim insanlar i¢in oldukga ilging yeni bir arastirma alanlarindan biridir ve
kansere karsi miicadelede umut veren yeni terapdtik stratejileri olusturmaktadir (5).
Tiimoriin ilerlemesine neden oldugu diisiiniilen kanallar 6zellikle sodyum ve potasyum
kanallaridir (81).

Yapilan calismalarda voltaj duyarli iyon kanallar1 prostat, kolon ve glioma gibi
cesitli kanser tiirlerinin baglangicinda, proliferasyon ve malign gelisiminde dnemli rol
oynar. Kanserin migrasyonu ve dokulara yayilmasinda voltaj duyarli iyon kanallarinin
islevi cesitli tekniklerle belirlenmistir. Bu ¢alismalar hiicrelerde kanallarin fonksiyonel
durumunu degistirmede iyon kanal agonist ve antogonistleri, kanser hiicre davranisi

tizerine kanal aktivitesini belirlemede kullanilir (82).

2.8.1.1. Voltaj duyarh Na"* kanallar

Voltaj-duyarli sodyum kanallar1 (VSSC ya da Na,), memeli beyin ve iskelet
kasindan saflastirilmistir ve uyarilmis hiicrelerde, lenfositler, osteoblastlar, endotelyal,
fibroblast ve renal tiibiil epitelyal hiicrelerinde karakterizedir. Bu dokulardaki sodyum
kanallar1 biyiik bir a- alt birimi (~260 kDa) ve bir ya da iki B-alt biriminden olusmustur
(30-40 kDa) a-alt birimi sodyum iyonlarinin gegisine izin veren porlar igerir. Dokuz
farkli a-alt birimi (Navl.l ve Navl.9) tespit edilmis ve fonksiyonel olarak ifade
edilmistir. Onuncu bir alt tipi Nay heniliz fonksiyonel olarak tanimlanmistir. Biitiin
sodyum kanal modiilatorlerinin o alt birimi ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Dort
Navl f-alt birimi klonlanmis ve fonksiyonel olarak ifade edilmistir (B1-p4). Tek bir
membran kapsayan etki alani igeri ve yiiksek oranda glikozillenmistir. B1 ve f2’nin kalp

iskelet kasinda 6nemli diizeyde bulundugu rapor edilmistir (5, 82).
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Meme kanseri hiicre hatlarinda Na® akiminin metastatik kapasite ile uyumlu

oldugu bulunmustur. Cesitli calismalarda metastatik pankreas kanser hiicrelerinde Nay

bulundugu gosterilmistir (Cizelge 2.5) (5).

Cizelge 2.5. Kanserde iyon (Na®) kanallarindaki ekspresyon degisiklikleri (5).

Kanallar Kanserle iliskili Degerlendirme parametreleri Kanser
ekspresyon seviyeleri
Kv Artma Immiinohistokimya Kolon
Artma RT-PCR Glioma
Artma RT-PCR Oral squamous hiicresi
Nav Artma RT-PCR Meme
Artma RT-PCR Prostat
Artma RT-PCR Prostat
Cav Artma gPCR Kolon
Artma gPCR Kolon
Artma Flow Sitometri Noroblastoma
Artma RT-PCR Kii¢iik Hiicre
Artma RT-PCR Kii¢iik Hiicre
Artma Elektrofizyoloji Fibrosarkoma
ENaC Artma RT-PCR, Western Losemi
N K-ATPaz Azalma Immiinohistokimya Prostat

2.8.1.2. TRP kanallan

ca?* gecirgen TRP kanallarinin bir serisinin ekspresyonu kanserde degisiklige

ugramistir. Bunlar arasinda, ilk olarak epitelyal Ca?* tastyicilart TRPVS veTRPV6,

soguk/metol reseptorii TRPMS, melanoma spesifik TRPM1 (melasitatin) ve 1si/kaspasin

reseptoriic TRPV1 sayilabilir. Yiiksek diizeyde Ca®*" secici TRPV6 kanalmin artmis

ekspresyonu prostat, kolon, meme, tiroid ve ovaryumun primer tiimérlerinde bunun yani

sira yaygin insan tlimorlerinden ¢ogalan hiicre hatlarinda saptanmistir (LNCaP ve T47D

meme kanser hiicre hatlar1 gibi). TRPV6 mRNA ekspresyon seviyelerinin normal meme

dokusuna kiyasla meme kanser dokularinda 2-15 Kkat arttigi gosterilmistir (6).
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2.8.1.3. Voltaj duyarh Ca** kanallari

Voltaj duyarli Ca** kanallart (VSCC ya da Ca,) uyarilabilen ve uyarilamayan
dokularda viicudun her bolgesinde her zaman eksprese edilmektedir. Bu kanallar tipik
olarak al, a2, B, 8, ve y olmak iizere bes alt birimden olusur. Alfa alt birimi kanal
porundan olusur ve kanalin voltaj duyarli elementini igerir. Diger alt birimlerin temel
olarak diizenleyici gorevlere sahip oldugu diistiniilmektedir (82).

Kanser hiicreleri mitojenlerin varligi, degismis ekspresyon ve/veya membran
reseptor fonksiyonundan dolay1 kontrolsiiz ¢cogalma igsel potansiyel olugsmasi nedeniyle
asirt duyarli hale gelir. Iyon kanallar1 bu dissal sinyalleri alir. Ca*" akimi hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gereklidir ve ekstraseliiler Ca?* diizeyinde bir azalma
hiicrelerin G1/S fazinda kalmasina sebep olarak, G1 faz1 boyunca hiicre biiylimesini
durdurur. Biitin mitojenler Ca®* giris yolaklarmi indiikler. Voltaj duyarh Ca®
kanallarinin diisiik voltaj ile aktive olan Cav3 alt familyasinin iiyesi Cav3.2 kanallari
proliferasyondan sorumlu tutulmaktadir. Cav3 kanallar1 kanser tiirevi olan hiicre
hatlarinda eksprese olmaktadir ve Ca®" kanallarim bloke eden en spesifik ajan olan

mibefradil’in antiproliferatif etkisi gosterilmistir (6).

2.8.1.4. Voltaj duyarh K* kanallar

Voltaj duyarli K* kanallar1 ( VGKCs ya da K,) plazma membraninda bulunan
iyon kanallar1 igerisinde en ¢ok ¢eside sahip kanallardir. K™ kanallar1 voltaj duyarli K
kanallar1 [Kv (K1-Kv12)], kalsiyum duyarli K* kanallar1 [K2p(K2p1-7,9,12,13,15-18)],
iceriye dogrultucu K kanallar1 [Kir (Kirl-7)] ve ATP’ye duyarli K* kanallar1 [Katp]
seklinde gruplandirilabilir (83). K* kanallari membran potansiyellerinin kontrolii,
norotransmitterlerin  serbestlesmesi, sinir ve kardiak aksiyon potansiyellerinin
kontroliinde gorev alirlar. Aym1 zamanda insiilinin serbestlesmesi, farklilagsma,
aktivasyon, apoptozis ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesine katkida
bulunurlar. Uyarilabilen ve uyarilamayan hiicrelerin her ikisinde de bulunan bu kanallar
beyin, kalp ve iskelet kas1 gibi uyarilabilen dokularda tipik bir sekilde lokalizedir. K*

kanallarinin fonksiyonundaki bozukluk; felg, aritmi hipoglisemi ve epilepsi ile iligkilidir
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(82). K" kanallar1 hiicre proliferasyonunda ve tiimér gelisiminde 6nemli role sahiptirler.
K" kanallarinin hiicre hacmine olan etkilerinden dolayz, hiicre proliferasyonunda énemli
bir etkiye sahip oldugu kabul edilmektedir. Bu giine kadar bilinen 70’in iizerinde K"
kanali igerisinden ancak sadece bir ka¢ tanesi direkt olarak hiicre proliferasyonu ve
timor gelisimi ile iliskilidir. En ¢ok calistlan K* kanallar1 Kv1.3 (KCNA3),
IKCal(KCa3.1, KCNN4), TASK-3 (K2P9.1, KCNKY9), HERG (Kv11.1, KCNH2) ve
EAG (Kv10.1, KCNH1)’dir (81).

2.8.2. Kanser gelisiminde K kanallarinin rolii

K" kanallarmin farkli alt tipleri tiimor proliferasyonu ile iliskilidir. Ca® ile
aktive olan K kanallar1 (K,), shaker tip voltaj kapili K* kanallar1 (Kv), voltaj duyarl
K" kanal1 ailesinden olan ether-a-go-go (EAG) ve iki-pore domain (2PD) K" kanallar.
Ekspresyon ve kanal aktivite calismalar1 K* kanallar1 ve kanser arasindaki iliskiyi siki
bir sekilde ortaya koymustur. Ayrica farmakolojik ve modiilasyon denemeleri kanser
tedavisinde K* kanallarinin kullanimi potansiyel terapotikler icin &nemli ipucu
saglamistir (5).

K" kanalinin hiicre gelisimindeki roliiniin yam1 sira, prolifere kanser hiicrelerinin
artmis ya da azalmis diizenlenmesinde gérev alir. Ayrica K™ kanallarinin ekspresyonu
farkli timér tiplerinde bozulmaktadir. Bir malignensinin derecesi K kanalinin
ekspresyonu ile iliskilidir. K* kanallarinin gesitli tipleri olmasina ragmen onkogenik
etkiye sahip yalnizca birkag tipi proliferatif durumla iliskilidir.

K kanallariin tiim gruplarindaki iiyelerinin degisen ekspresyonu tiimor
hiicrelerinin farkli tiplerinde bulunmustur. Kv 1 ailesinin en ¢ok ¢alisilan kanali olan Kv
1.3’in meme, kolon ve prostatta asir1 eksprese oldugu, Kv1.1 ve Kv 5’in ise meme ve
glioma malign hiicre hatlarinda ekspresyonunun bozuldugu gosterilmistir (11).

Meme dokusunda yapilan ¢alismalarda K Kkanallarmin  ekspresyonu
gosterilmistir. EAG kanallart meme kanseri dahil olmak {izere bir ¢ok timor tipinde
asir1 eksprese olmaktadir (Sekil 2.6). TASK (TWIK-Related Acid Sensitive K* kanalr)
kanali KCNK9 meme kanserlerinin % 10’unda 3-10 kat amplifiye olmakta ve meme
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kanserlerinin % 44’tnde 5-100 kat asirt eksprese edilmektedir. Hiicre hattinda

KCNKO9’un agir1 ekspresyonu timor olusumunu tesvik etmektedir (84).

- O - 0o 22 oo <
curn¥o v EESSa
17.2 [ kolon ¢ ¢ ¢e ¢
12.4- meme ¢ ¢ ¢4 &
1"']"B- akciger ¢ L 2K
10.3- prostat ¢ ¢ L ¢ ¢
6.3 . mesane ¢ L J
54 l mide &
3.8 ] bobrek
3.5 I pankreas &
3.2 | non-hodgkin lenfoma ¢
2_9' melonama & & &
K Ca® Na*

Sekil 2.6. Iyon kanallar1 ve kanser tiirleri (7).

2.8.3. Kanser biyomarkir1 olarak K* kanallar

Bir proteinin kanser biyomarkirt olmast i¢in asagidaki 6zelliklerden birine sahip
olmasi gerekir. Bunlar, mutant gen, ekspresyondaki degisiklik ve transforme hiicrelere
karsihk gelen degismis fonksiyon o6zellikleridir. K® kanal mutasyonlarindan
kaynaklanan malign fenotipler rapor edilmemis olmasima ragmen K" kanallarinin asiri
ekspresyonunun kriterlere uydugu goriilmektedir. Baz1 K* kanallari, saglikli doku ve
hiicrelerde asir1 ya da diisiik seviyede eksprese edilir. Daha da &nemlisi, bu K*
kanallarinin ekspresyonundaki artisin hiicrelerin transformasyonuna neden oldugu
tahmin edilmektedir. Bu K* kanallar1 kanserin erken teshisinde biyomarkir olarak
kullanilabilir (5).

Feokromositoma, prostat kanseri, Jurkat-T-lenfoma, glioma gibi gesitli timor
hiicre hatlarinda Kv 1.3’iin asir1 ekspresyonu sz konusudur (85-88). Kv 1.3, K* kanal

alt tipinin en etkili bilesenidir. Kv 1.3’iin asir1 ekspresyonu 60 meme kanser érneginde
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Abdiil ve arkadaslar tarafindan immiinohistokimya yontemi kullanilarak aragtirilmistir.
Meme kanser orneklerinin % 30’unda yiiksek, % 58’inde orta ve % 12’sinde diisiik
seviyede ekspresyon gozlenmistir (89). Son zamanlarda Mu ve ark. KCNK9 potasyum
kanalin1 amplifiye etmisler; meme, akciger ve prostat kanserlerinde asir1 ekspresyon
belirlemislerdir. Ayrica KCNK9’un asir1 ekspresyonu kolorektal karsinomali 124
hastanin 57’sinde (% 46) saptanmistir. Ilging bir sekilde KCNK9’un asir1 ekspresyonu
tiimér olusumuna neden olmustur. Ca®" ile aktive olan K* kanal ailesinin bir iiyesi olan
kiiciik iletkenlige sahip SK4 kanallarinin artan ekspresyonu biitiin primer pankreatik
kanser dokularinda tespit edimistir. SK4 aktivitesinin inhibisyonu pankreatik kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu Onlemektedir. Bu kanal, Ras/ERK sinyal yolaginin
mitojenik aktivasyonuna yanit olarak hiicre proliferasyonunu pozitif bir sekilde regiile
eder. Kigiik iletkenli KCa (Ca ile aktive olan K) kanallart (SK3) yiiksek oranda
metastaza ugrayan meme kanser hiicre hatti MDA-MD-436s’de ve tiimorlii meme
biyopsisinde eksprese oldugu gézlenmistir; fakat timor bulunmayan meme dokularinda
eksprese olmamaktadir (5).

EAG, saglikli dokularda olduk¢a sinirli bir dagilima sahiptir. Ekspresyon
neredeyse sadece beyinde, biraz plasentada ve gecici olarak ta iskelet kasinda
gozlenmektedir. EAG’in normal dokularda kisith dagilimina karsin meme tiimorii,
melanoma IGR 1, HeLa serviks karsinoma ve MCF-7 somatik kanser hiicre hatlarinda
eksprese oldugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada EAG ekspresyonu insan servikal
kanser 6rneklerinin % 100’{inde ve normal kontrol 6rneklerinin % 33’linde saptanmigtir
(90). Buna ek olarak EAG meme bezi, karaciger, prostat, uterin, serviks, ovaryum,
endometrium, kolon ve tiroid igeren diger ¢esitli insan tiimoérlerinde bulunmustur.
Bunlarin onkogenik ozelliklerinden, normal dokularda sinirli dagilmis olmasindan ve
tiimor hiicrelerinde her yerde ekspresyonundan dolayt EAG K kanali potansiyel bir
timdor markir olarak ¢ok cazip bir aday haline gelmistir (5).

HERG kanallar1 saglikli kisilerde hemen hemen biitiin dokularda bulunur. Kalp,
beyin, bobrek, karaciger, testis, uterus, prostat gibi dokularda bulunabilmektedir. Ancak
HERG ekspresyonunun diizeyi bu dokularda kanser olustugunda siirekli bir sekilde
artar. Ger¢ektende mRNA ve protein diizeylerinin her ikisinde de HERG doku olusumu
farkli olan tiimor hiicre hatlarinda asir1 eksprese olduklar1 bulunmustur. Ozellikle

endometrial adenokarsinomalar, hematopoietik hiicreler (Burkitt’s lenfoma, akut
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lenfoblastik 16semi ve akut promiyelositik 16semi) retinoblastoma, meme
adenokarsinoma, Barrett’s Ozafagus ve kolorektal kanser gibi primer insan

kanserlerinde insan gliomalarda eksprese oldugu goériilmiistiir (5).

2.9. HERG1 K" kanali

Son zamanlarda K" kanallarinin bakteriyel ve memelilerdeki kristal yapisinin
¢oziilmesi K" kanal kapilarmin yapisal temelinin anlasiimasini saglanmistir (91). HERG1
K" kanalin1 kodlayan gen KCNH; genidir ve 1994°te kesfedilmistir. Diger Kv kanallar1
gibi HERG1 de voltaj yoluyla aktive edilir. Kanali agmak i¢in esik seviyesinin yaklagik
-50 mV voltaj olmasi gereklidir ve ', aktivasyon icin gerekli voltaj ise yaklasik -30
mV’dur (92). Bu kanal tetramerik bir yapiya sahip olan benzer dort a-alt birimin bir
araya gelmesiyle olusmustur (Sekil 2.7) (93). Bu alt birim alt1 defa membrani gegen a-
heliks segmentinin bir araya gelmesiyle olusur (S1-S6). Her HERG1 alt birimindeki
D1-S4 heliks transmembran potansiyeline hassas bir voltaj duyarli sensér domainden
(VSD) olusur ve merkezi bir por bolgesi ile birlesmistir. Her por bolgesi, por heliks ve
secici filtre ile koordine olan bir dis heliks (S5) ve i¢ heliks (S6)’den olusur. Por
heliksin karboksi ucu ve segici filtre yiiksek dl¢iide korunmus K* kanal isaret dizisi
icerir. HERG1 geninde bu dizi Treonin-Serin-Valin-Glisin-Fenilalanin-Glisin’den
olusmaktadir. HERG1 ve diger kanallardaki kapilarin inaktivasyonu tamamen
anlasilabilmis degildir. Ancak zarar goérmiis K* koordinasyonu ve iletimin boke
edilmesi sonucu segici filtrenin omurgasindaki yapisal degisimlerin inaktivitasyona
neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Biiyiik olasilikla mutasyon sonucu segici filtrenin
iletkenlik durumunun stabilitesi etkilenmektedir. S4 gibi daha uzak bolgelerdeki
mutasyonlar, voltaj sensOrii ve por arasindaki baglantiyr etkileyerek inaktivasyona

neden olabilir (92).
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Sekil 2.7. HERG’in protein yapisi (94).

Belli K* kanallarmin fonksiyonu prolifere hiicrelerde hiicre déngiisiiniin
ilerlemesini diizenledigi igin énemlidir. Ornegin kanal blokérleri ile inhibe edilen EAG
kanal akimi birgok farkli kanser hiicre hatlarinin proliferasyonunun azalmasina neden
olmaktadir. Ayrica G1 fazindaki hiicrelerin proliferasyonunun azalmasmna ve
durdurulmasina neden olabilmektedir. Bir ¢ok olguda bloke edilen HERG1 kanal akimi
ile hiicre proliferasyonu inhibe olmaktadir. Uterin kanser hiicrelerinde bloke edilen
HERG1 kanallar1 G2/M fazinda hiicrelerin proliferasyonunu durdurmaktadir. Losemi
hiicrelerinde ise blokaj hiicrenin G1/S transisyon asamasinda gergeklesmektedir (95).
HERGL1 birgok tiimér hiicre suslarinda oldukga fazla ekspresse olmaktadir. HERG1’in
pozitif ekspresyonu kisa yasam siiresi ile iligkilidir. Gastrik kanserde HERG1’in fazla
ekspresyonu gastrik kanser gelisimi ile iliskilidir. Bundan dolayt HERGL1 gastrik kanser
gelisiminde 6nemli rol oynar ve HERGI gastrik kanser i¢in onemli bir teshis ve
prognoz faktoriidiir (96).

HERGL1 kanallar1 sagliklt dokularda da 6rnegin kalp, beyin, bobrek, karaciger,
testis, uterus, prostat gibi her bolgeye dagilmis durumdadir. Ancak HERG1
ekspresyonunun seviyesi bu dokular kanserli oldugunda siirekli bir sekilde artar.

Endometrial adenokarsinom, meme adenokarsinom, akut lenfoblastik 16semi, meme

29



karsinoma, retinoblastoma ve kolerektal kanser gibi primer insan kanserlerinde artmis
ekspresyon diizeyleri saptanmistir. K* kanallarmin fazla ekspresyonunun bir potansiyel

belirteg ve kanser i¢in ilgi ¢ekici bir terapotik hedef oldugu diisiiniilmektedir (6, 97).

2.10. Yama Kenetleme

Hiicre dis1 yama kenetleme yoOntemi, hiicre zarinda bulunan iyon kanallar
boyunca olusan iyonik akimlarin 6l¢iilmesini saglayan, iyon kanallarinin fonksiyonlari
ile ilgili bilgi veren bir yontemdir. Bu yontemin temelleri, 1976 yilinda Neher ve
Sakmann’in kurbaga iskelet kasi hiicresinde yaptiklar1 bir ¢aligma ile atilmig, ayn1 bilim
adamlarina, bu alanda 1991 yilinda yapmis olduklari devam niteligindeki ¢alismalari ile
Nobel Odiilii kazandirmistir (98, 99).

Yama kenetleme yontemi, ug ¢apit mikrometreler biiyiikliigiinde olan bir cam
mikropipetin sadece bir veya birkag tane iyon kanalini igerebilecek biiyiikliikte bir zar
pargasina yaklasarak hiicre zarinin yiizeyine miihiirlenmesi prensibine dayanmaktadir.
Pipet i¢inin deney kosullarinin belirledigi dogrultuda uygun ¢ozelti ile doldurulmasi
sonrasinda, pipet igine ince bir Ag/AgCl elektrot yerlestirilmesi ile banyo ¢ozeltisi
icinde bulunan hiicre-pipet arasinda iletkenligin olusmasi i¢in uygun kosullar saglanmig
olur (100). Miihiirlenme olusturulduktan sonra zar ile pipet arasinda gigaohm (GQ)
mertebesinde bir direng olusmaktadir. Ohm Yasasi geregince, olusan bu yiiksek direnc,
zar belirli bir gerilim degerine kenetlendiginde hiicre zarinda olusan pikoamper (pA)
diizeyindeki kiigiik 1iyonik akimlarin kayitlanabilmesini saglamaktadir. Gerilim kaydinin
yani sira sinir ve kas hiicreleri gibi hiicrelerde, hiicrenin belirli akim degerlerine
kenetlenmesi ile zar potansiyeli ve aksiyon potansiyelleri de kayitlanabilmektedir.
Benzer bir yontem olan mikroelektrot yonteminden en 6nemli farki kayit yapilan pipetin
hiicre igine girmeden zar ile disardan etkilesmesidir (101).

Yama kenetleme yonteminde baslica, hiicre iizerinde, tiim hiicre, dis1 disarda ve
ici disarida olmak iizere dort temel kayit alma yontemi vardir (Sekil 2.8). Kayit alinacak
yontem ne olursa olsun, dncelikle pipetin hiicreye yaklasip dokunmasi gerekmektedir.
Hiicre zar1 parcalanmadan pipetin hiicreye dokunarak miihiirleme olusturulmasi

durumunda hiicre {izerinde kayit bi¢imi olusturulmus olur. Hiicre iizerinde kaydinda
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pipeti gerilim takip eden yiiseltece baglayan pipet tutucu kisma yeterli miktarda negatif
basing uygulanmast durumunda pipetin ucundaki zar pargasi yirtilarak hiicre i¢i ile pipet
arasinda bir baglanti olusacaktir bu kayit bigimi ise tiim hiicre kayit bi¢cimi olarak
isimlendirilir. Tiim hiicre kayit bi¢iminde pipet uygun miktarda geri cekilerek zar
pargasi pipet ucunda birlesirse zarin hiicre disina denk gelen kismi, pipetin dis kismina
denk gelir, bu kayit bi¢imine ise dist disarida kayit bigimi denir. Bunun disinda pipet ile
zar hiicre iizerinde kayit bicimindeyken pipet uygun sekilde geri cekilirse, bu sefer
hiicre zarmin i¢ kismi pipetin dis kismina denk gelir buna ise i¢i disarida kayit bigimi
denir. Hangi kayit bigcimi olursa olsun, dikkat edilmesi gereken en 6nemli durum banyo
¢ozeltisinin se¢imidir. Kayit alinmasi sirasinda pipetin i¢i, hiicre zarinin dig tarafina
denk geliyorsa (hiicre iizerinde, i¢i disarida kayit bicimleri) bu durumda pipet ici
¢ozelti, kayit alinan hiicre i¢in hiicreler arasi siviy1 temsil etmeli. Eger kayit asamasinda
pipetin igi, hiicre zarmin i¢ tarafina denk geliyorsa (tiim hiicre, dis1 disarida kayit
bicimleri) bu durumda pipet ici ¢ozelti, kayit alinan hiicre i¢in hiicre i¢i siviyr temsil

etmelidir (102).

Pipet \

Hiicre iizerinde ici disarda

negatif basme

\ N

. vl Das1 disarda
Tiim hiicre E

Sekil 2.8. Yama kenetleme yonteminde kayit alma bigimleri.
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2.11. Tamoksifen

Tamoksifen bir nonsteroidal trifeniletilen tirevidir. Bazi dokularda kismi

Ostrojen aktivitesinden dolayr bir antistrojen olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.9)

(103).
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Sekil 2.9. Tamoksifen sitrat (104).

Meme kanserinin tedavisinde antidstrojen tamoksifenin kullanimi ilk olarak
Cole ve ark. tarafindan 1971°de rapor edilmistir (105). Meme kanseri genellikle
hiicrelerin mutasyona maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikar ve genetik olarak hasara
ugramis hiicreler sinirsiz boliinmeye duyarli hale gelir. Bu nedenle disilik hormonlar1 ve
diger hormonlar meme bezlerinin gelisiminde etkilidirler ayrica meme kanseri icin
potansiyel bir risk faktoriidiir. Buna karsin hamilelik ve laktasyon gibi meme bezlerinde
farklilagmay1 uyaran faktorler, meme kanseri riskini muhtemel olarak azaltmaktadir
(106).

Ostrojenlerin, pre ve postmenopozal kadinlarda meme kanserinin gelisiminde
onemli oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte Ostrojenlere duyarli tiimérlerin orani
yasla birlikte artar (107). Aslinda 17-6stradiol (E2) normal meme bezinde anahtar bir
bliylime regiilatorii olmasina karsin klinik ve deneysel datalar agik¢a, bu steroid
hormona maruz kalmanin sporadik kadin meme kanserine neden oldugunu
gostermektedir. Bu yiizden antidstrojenlerin faydasi agikga E2°nin antagonize aktivitesi
ile iliskilidir. Ostrojenler karsinogenezise ya tetikleyici ya da diizenleyici olarak etki

edebilirler ve Ostrojenik hormon replasman tedavide tamoksifen gibi antidstrojenik
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bilesiklerin kullaniminda gereklidir. Ancak, kadin tlireme fonksiyonlarinda onlarin
anahtar rollerine ek olarak, Ostrojenler ilgili olmayan dokularda yararl etkilere sahiptir.
Bu durum postmenopozomal kadinlar iizerine hormon replasman tedavisinin etkileriyle
gosterilmistir. Aslinda Gstrojenler kemik resorpsiyonunu inhibe ederek osteoporozu
onleyebilir ve kismen hepatik lipit metabolizmasi ve vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerine
etkileri araciligryla koroner kalp hastaliginin insidansini azaltmaktadir. Tamoksifenin
kullanimi memede bir 6strojen reseptor (ER) antagonisti olarak hareket etme yetenegine
baglidir. Tamoksifen kemikte ER’nin kismi bir antagonisti gibi davranarak Ostrojenin
karsinojenik etkisini Onler. Kemik dansitesinin korunmasinda E2’nin faydali etkisini

taklit eder (106).

2.11.1. Meme kanserinde éstrojen reseptorii

Ostrojen ve Ostrojen reseptdrleri meme hiicrelerinin  farklilasmas1  ve
gelismesinde anahtar bir rol oynar. Ostrojen reseptorii pozitif (ER") meme hiicrelerinin
gelisimi bilyliik ¢cogunlukla Gstrojenin stimiilasyonu ile diizenlenmektedir. Bu nedenle
aberant ER ekspresyonu, ER’de meydana gelen mutasyonlar ya da ER genlerinde ki
herhangi bir degisim, genellikle meme kanserinin gelisimini ve ilerlemesinden sorumlu
tutulmaktadir. Ancak etkili tedavi i¢cin meme kanser hiicrelerinin gelisiminin
engellenmesi amaciyla (terapotik hedef olarak) Ostrojen reseptorleri gelistirilmistir
(108).

Ostrojen reseptorleri, hiicre i¢i reseptdrlerin niikleer hormon ailesinin bir
liyesidir ve Ostrojen tarafindan aktive edilir. Esas fonksiyonu, gen ekspresyonunu
diizenleyen bir DNA-baglayic1 transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. ESR1 ve
ESR?2 tarafindan kodlanan ERa ve ER 6strojen reseptorii olmak iizere iki formu vardir.
Ostrojen aktive edildiginde, onlar ERaa ve ERBB homodimer formlarma
konformasyonel olarak doniisiirler ya da hiicre i¢inde birlikte eksprese edildiklerinde
ERaf heterodimerlere doniisiirler. ERa ve ERP farkli dokularda ekspresyon sekillerine
sahiptir. ERo meme hiicreleri, endometrial hiicreler, ovaryum stroma hiicreleri ve
hipotalamusta eksprese olurken ERP bobrek kemik, beyin, kalp, akciger, barsak

mukozasi ve endotelyal hiicrelerde bulunur (108, 109).
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Ostrojen ya “genomik” mekanizma aracihfiyla ya da “non-genomik”
mekanizma araciliiyla Ostrojen reseptorlerini aktive edebilir (Sekil 2.10). Genomik
mekanizmalarda, Gstrojenler hiicre i¢ine niifuz ederler ve niikleusta ER’ye baglanirlar.
Bir kez ER aktive edildiginde dimer kompleksi olusturur. Ya direkt olarak ya da dolayli
olarak trankripsiyon faktorii, aktivator protein 1 (AP1) ya da SP1 ile protein-protein
etkilesimi sayesinde Ostrojene duyarli genlerin promotor bolgesindeki Ostrojen respons
elementine (ERE) baglanir. Fizyolojik yanita neden olan hedef genlerin mRNA ve
protein seviyeleri degisir. Bu mekanizma tipik bir sekilde saatlerce siirebilir. Saniyeler
ve dakikalar iginde daha hizli bir yanit gergeklesmesi igin, Ostrojen non-genomik
mekanizma tizerinden hareket eder. Bu, Kaveolin-1 ya da Shc gibi adaptor proteinler
araciligiyla plazma zarina bitisik ya da lokalize olan ER’ye baglanir. Bu durum P13K
ya da MAPK kinazlarin aktivasyonu ve Ca®* veya NO seviyelerinde artis gibi hiicresel
yanit ile sonuglanir. Alternatif olarak Gstrojen, Ostrojen-baglayici proteinlerle (EBP) ile
iligkili diger non-ER membran iizerinden hareket edebilir ve sinyal kaskadi araciligiyla

hiicre i¢i yanita neden olur (Sekil 2.10) (108).
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Sekil 2.10. Ostrojen davranis modeli (108).

2.11.2. Ostojen reseptorii ve tamoksifen

Meme kanseri hiicrelerinin bir kisminda Ostrojen reseptorii bulundugu ve
Ostrojen reseptdrii bulunan tiimoérlerin endokrin tedaviye daha iyi yanit verecegi fikri
ortaya atilmistir. Tamoksifen otuz yili askin siiredir pre- ve postmenopozal kadinlarda
ER" meme kanseri tedavisinde yaygin bir bigimde kullanilmaktadir. Tamoksifen ilk
olarak ilerlemis meme kanseri tedavisinde cerrahi tedavi ve kemoterapi sonras1 ER*
meme kanseri hastalarinda kanserin yayilmasini onlemek i¢in kullanilir. Yillik meme
kanseri mortalitesini 1/3’e ve hastaligin yayilimini yariya indirir (110).

Tamoksifen, selektif Ostrojen reseptdér modiilatorii (SERM) olup, meme
dokularinda Gstrojen reseptdriiniin bir antagonisti gibi davranirken uterus gibi diger
dokularda agonist gibi hareket eder. Meme kanserlerinin yaklasik % 70’i ER* meme

kanseri olarak smiflandirilir. ER* meme kanseri hiicrelerinin gelisimi dstrojene baglidir.
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Tamoksifen meme dokusunda ER reseptoriine baglanmasi igin dstrojenle rekabet eder.
Tamoksifen ER’nin transkripsiyon aktivitesini engeller ve kanser hiicrelerinin hiicre
dongiisiini GO ve G1 fazinda durdurur. Kanserli hiicrelerin boliinmesini engeller.
Ancak uzun siireli tamoksifen tedavisi goren kadmlarin 1/3’tiniin tamoksifene yaniti
zaman icerisinde basarisiz olur ve sonunda hastalik yayilir. Tamoksifen direnci gelisen
bu kanser hastalar1 tiim meme kanseri hastalarin yaklasik “4’iinii temsil eder. One
sirilen mekanizmalar ER ekspresyonunun kaybi1 ve ko-regiilatorlerde aberant
degisimler tirozin kinaz sinyal reseptorii ya da hiicre sag kalim sinyalinin
diizenlenmesindeki bozukluktur. Bu durum heniiz tam olarak anlagilmis degildir ve

klinik uygulama igin hala etkili bir ¢dziim beklenmektedir (110).

2.11.3. Tamoksifenin faydalar ve yan etkileri

Tamoksifen yakin zamana kadar, ER" meme kanserinde kullanilan tek adjuvan
endokrin tedavi segenegiydi. EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists Collaborative
Group) tarafindan 2005 yilinda yapilmis 2.000 ¢alismanin meta analizini igeren bir
calismada ER" meme kanserinde tamoksifenin sagladigi faydali etkiler su sekilde
bildirilmistir (34).

» Adjuvan tamoksifen verilmeyen hastalar ile kiyaslandiginda, 5 yil boyunca
tamoksifen alan hastalarda meme kanseri yineleme riskinde % 41, meme

kanserinden 6liim riskinde % 34’liik bir azalmanin oldugu goriilmiistiir.
» Tamoksifen ile yapilan 5 yillik adjuvan endokrin tedavinin yasl kadinlar kadar
genglerde de etkili oldugu ve benzer sekilde 5 yillik kanser yineleme riskini

yaklasik % 10 azalttigi gosterilmistir.

» Tamoksifen kullanimi1  kesildikten sonrada faydalarin devam  ettigi

gorilmiistiir.
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> ER" veya ER bilinmeyen meme kanserli hastalarda 5 yillik tamoksifen
kullaniminin kars1 tarafta meme kanseri olusma riskini % 39 oraninda azalttig

gorilmiistiir.

> ER" olan erken evre meme kanserli, pre- ve postmenapozal kadinlarda 5 yillik

adjuvan tamoksifen tedavisi standart bir segenektir

Tamoksifen kaynakli yan etkilerin ¢ogu, ilacin degisik dokularda ER {izerine
antagonist oldugu kadar agonist etki etmesi ile iliskilidir. Tamoksifen meme kanseri
hiicrelerine antidstrojenik etki gdsterir ancak kemik, karaciger ve endometriyum gibi
dokularda 6strojenik etkiye sahiptir. Bu etkilerin bazilar1 faydali iken bazilari ise faydali
degildir. Ornegin; tamoksifen osteoporozdan korur, fakat karacigerde pihtilasma
proteinlerini arttirir. Bunun tersine aromataz inhibitorlerinin sadece antidstrojenik
etkileri vardir. Anastrazol ile tamoksifenin karsilagtirildigi calismalarda, aromataz
inhibitorlerinin osteoporoz ve kirilma oranmin % 7 ye % 4 gibi kiigiik bir oranda
arttirdign goriilse de, tedavi esnasinda osteoporoz riski baseline osteopeni ile
siirlanabilir. Anastrazol ile letrazoliin kullanildig1 en az iki ¢alismada 5 yillik aromataz
inhibitorii kullaniminin tamoksifen kullanimina gére, yineleme olusum siiresini uzattigi,
kars1 tarafta meme kanseri olusum riskini azalttig1 fakat toplam hayatta kalma siiresinde
herhangi bir degisiklik yapmadig1 saptanmistir. Diger yandan, son zamanlarda yapilan
randomize ¢aligmalarda, tamoksifen ve aromataz inhibitorlerinin ardisik kullaniminin,
tamoksifenin 5 yillik tek basina kullanimina gore hastaliksiz sag kalim stiresini uzattigi
ve meme kanseri olusum riskini de azalttig1 gosterilmistir. En az iki ¢alismada ise bu

islemin yasam siiresini arttirdigi belirtilmistir (34).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma Grubu ve Ornek Alimi

Bu ¢alismada kullanilan, insan meme adenokarsinomuna 6zgii MCF-7 hiicre
hatt1 Ankara Sap Enstitiisii Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu’ndan (HUKUK) temin edildi.

Bu hiicrelerde sitotoksisiteyi gostermek i¢in MTT sitotoksisite analizi protokolii
kullanildi. Kontrol ve tamoksifen uygulanmis gruplardaki hiicrelerden total RNA izole
edildi. HERG1 K" kanallarinin gen ekspresyon diizeyleri Realtime Revers Transkriptaz

PCR ile belirlendi ve elektrofizyolojik analiz i¢in yama kenetleme yontemi kullanildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar

» RPMI-1640 hiicre besiyeri ortami (Biological Industries 01-106-1B)
= Tripsin EDTA (Sigma)

= Fotal Sigir Serumu (GIBCO)

= L-Glutamin (GIBCO)

= Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (GIBCO)

* Tripan Mavi Boyasi (Sigma)

3.2.2. Tlac ve Toksisite Deneyinde Kullanilan Malzemeler
=  Tamoksifen (Sigma)
=  MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma)

» Di Metil Siilfoksit (Merck)
= Glisin (Merck)

38



*  Sodyum kloriir (Merck)
= Sodyum Hidroksit (Merck)
= Etanol (Sigma)

3.2.3. Gen Ekspresyonu Saptanmasinda Kullanilan Kitler

- Transcriptor High Fidelty cDNA Synthesis Kit (Roche 05 091 284 001)
- High Pure RNA Isolation Kit (Roche 11 828 665 001)
- Light Cycler 480 Probes Master (Roche 04 707 495 001)

3.2.4. Kullanilan Aletler

Mikrosantrifuj (Eppendorf)

Santrifuj (Eppendorf 5804)

Derin Dondurucu

Hassas Terazi (Mettler Toledo)

Buzdolabi (Argelik)

Otomatik pipet (Gilson)

PClamp software

Thermal Cycler (Techne, TC 512)

Gergek zamanli PCR cihazi (Light Cycler 480 II, Roche)
Inkiibator (Esco Cell Culture CO; inkubator, CCL-170B-8)
Etiiv (Wisecube Fuzy Control System)

Hiicre Sayim Cihaz1 (Cedex XS)

Laminar Akimli Kabin (Cyto Fast elite, 218 115)
Vorteks (VELP)

vV V V V V V YV V V VYV V V VYV V
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3.3. Kullanilan Ayiraglar

MTT (5 mg/mL)

S5SmgMTT
1 mL distile suda ¢oziilerek 5 mg/mL’lik konsantrasyona getirildi.

Hazirlanan ¢6zelti +4 °C’de muhafaza edildi.

Glisin Tamponu

Glisin........ 0,75 g

NaCl......... 0,58 g

Tartilan kimyasal maddeler distile suda ¢6ziildii ve 1 M NaOH ile pH’s1 10,5’e
ayarlandi.

Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Banvo Cozeltisi

(135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl;, 1 mM MgCl;, 5 mM Glukoz, 10 mM

HEPES)
e NaCl......... 7,89 g
e KCI........... 0,35¢g

CaCly........... 0,11¢g

Glukoz......... 1,08 g

HEPES....... 238¢

Tartilan kimyasallar 500 mL distile suda ¢oziildii.
Distile su ile 1000 mL’ye tamamland.

+4 °C’de muhafaza edildi.
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Pipet Cozeltisi
(150 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5 mM EGTA 10 mM HEPES)

e HEPES......... 0,24 ¢
e Tartilan kimyasallar 50 mL distile suda ¢oziildii.
e Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e +4 °C’de muhafaza edildi

3.4. Kullanilan Yontemler

Bu aragtirmada kullanilan yontemler asagida siralanmaistir.

» Tamoksifen’in  0,1uM, 1uM, 5uM, 10uM, 20uM seklinde belirlenen
konsantrasyonlarini uygulamak {izere MCF-7 hiicreleri laboratuar sartlarinda
cogaltild.

» Tamoksifen’in sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla MTT analizi yapildi.

» Etkin ve toksik olmayan dozun saptanmasindan sonra belirlenen gruplara ilag
uygulamas1 yapildi. 24 ve 48 saat sonunda HERG1 K kanali gen ekspresyonu
icin total RNA eldesi ve bunu takiben cDNA eldesi yapildi.

» Deney gruplart su sekilde olusturuldu;

0,1 uM Tamoksifen

1 uM Tamoksifen

5 uM Tamoksifen

10 uM Tamoksifen

20 uM Tamoksifen

o &~ w0 D
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6. Etil Alkol
7. Kontrol

» Yama Kenetleme

» Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi igin Statistica v7.0,
SPSS for Windows v11.5 ve Scion Image for Windows v4.0 paket
programlarindaki basit varyans analizi (One Way ANOVA), Welch, t testi,

Bonferroni ve Games Howell, Shapiro Wilk testleri kullanildi.

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii
Bu calismada kullanilan MCF-7 hiicreleri, hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilarak laboratuvar

sartlarina uyumu saglandi. Deney gruplart belirlendikten sonra MTT testi kullanilarak

sitotoksisite deneyleri yapildi.

Hiicrelerin Besiyeri Ortamm

RPMI

Fotal sigir serumu % 10
Penisilin 10.000 U/mL
Streptomisin 10 mg/mL
Amfoterisin-B 0,025 mg/mL
L-Glutamin 29,2 mg/mL

Hiicrelerin Fiziksel Ortam Sartlar

Sicaklik 37°C
pH 7,0-7,4
CO, %5
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Hiicrelerin Boliinme ve Pasaj Zamanlar

Ekilen hiicreler, konfluent olana kadar 3-4 giinde bir katkili medyum ile
beslendi. Konfluent olan hiicrelerm Tripsin EDTA ile yapistiklar1 yiizeyden

kaldirilarak 1:5 oraninda pasajlandi.

Ureme Ortami

T25 (25 cm?) ve T75 (75 cm?) ortam kaplari,
24 ve 96 kuyucuklu petri kaplar1

Hiicrelerin Sayimm

Hiicre sayimi i¢in, hiicre siispansiyonundan 20 pL alind1 ve iizerine esit miktarda
tripan mavisi boyast eklendi. Daha sonra bu karisimdaki hiicreler 6zel lamlara
damlatilarak CEDEX XS hiicre sayim cihazi ile sayildi. Sayim sonuglarina gore her

kuyucukta 2.500 hiicre olacak sekilde 96 kuyulu petri’lere ekim yapildi.

3.4.2. MTT Testi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) analizi,
tetrazolium tuzunun yalnizca metabolik aktiviteye sahip hiicreler tarafindan renkli
formazanlara indirgenmesi prensibine dayanir. Bu yontem sadece canli hiicreleri
belirler. Formazan kristalleri ¢oziindiikten sonra ise hizli ve pratik bir sekilde
mikroplate okuyucusunda 570 nm’de miktar1 tayin edilir. Prolifere olmayan hiicrelere
gore, cogalan hiicreler daha cok aktivite gostermektedir. Bu nedenle bu yontemle
sitotoksisite ve hiicre canliliginin belirlenmesinin yani1 sira hiicre aktivasyonu ve

proliferasyonu da belirlenir (111).
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3.4.2.1 Sitotoksisite Analizi (MTT)

MTT analizi i¢in MCF-7 hiicreleri, 5’1 ilag (0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 20
uM), 1’1 kontrol ve 1°1 tasiyici (etil alkol) grubu olmak iizere 7 gruba ayrildi. Deneyler
96 kuyulu petri kaplarinda, her bir kuyuya 200 pL. medyum i¢inde 2500 hiicre ekilerek
gerceklestirildi. Her bir petri kabinda bir grup i¢in 4 kuyu olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Her kuyu bir denek sayildi. Ayrica, iki petriye daha aynmi sekilde hiicreler
ekilerek ilk petrinin iki tekrar1 daha olusturuldu. Boylece her grupta 12 denek (n=12)
yer almis oldu. Ayrica ilag uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonraki etkileri de
karsilastirabilmek i¢in ayni {i¢lii set 48 saat i¢in de olusturuldu. Boylece toplam 6 adet
96 kuyulu petride ¢alisildi. Tiim petrilere hiicreler ayn1 anda ekildikten sonra 24 saat
inkiibe edilerek logaritmik artis fazina (log fazi) girmeleri saglandi. Petrilere hiicrelerin
yerlesim diizeni su sekildeydi:

1. kolona hiicre icermeyen bos medyum kondu. Bu medyumlarin islevi; bir
yanlarindaki kuyularda bulunan hiicrelere nem saglayarak, “kenar etkisi” ad1 verilen ve
calisma sonuglarin etkileyebilecek olan olumsuzlugu gidermekti.

. kolon ilagsiz kontrol grubu olarak kullanildu.

. kolon, 0,1 uM tamoksifen i¢eren deney grubu olarak kullanildi.
. kolon 1 uM tamoksifen iceren deney grubu olarak kullanildi.

. kolon 5 uM tamoksifen i¢eren deney grubu olarak kullanildi.

. kolon 10 pM tamoksifen i¢eren deney grubu olarak kullanildu.

. kolon 20 uM tamoksifen i¢eren deney grubu olarak kullanildi.

. kolon tasiyict madde olan etil alkol grubu olarak kullanildi.

O o0 N N D B~ W DN

. kolonda tekrar ilagsiz kontrol grubu olusturuldu.

10. kolona da yine bir onceki kolonda kenar etkisi olusmasin diye hiicre
igermeyen bos medyum kondu.

Hiicre ekiminden 24 saat sonra ilag gruplarina 6ngoriilen konsantrasyonlarda
tamoksifenli medyum, alkol grubuna ilaghh gruplardaki medyumda var olan
konsantrasyonda alkol eklendi. Kontrol gruplarinin ise sadece medyumlar1 tazelendi.
Petrilerin yarisindan 24 saat sonra, diger yarisindan ise 48 saat sonra ilacli medyum
cekilerek ilagsiz medyum kondu. Bu andan itibaren hiicrelerin sayilarini ikiye katlama

stirelerinin (Population Doubling Time-PDT) 3 kat1 bir siire (3x29 saat), medyumlar her
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giin tazelenerek inkiibasyon yapildi. Bu siire dolduktan sonra MTT analizi
gerceklestirildi. MTT analizi protoklii su sekilde gergeklestirildi:

Kuyulardaki medyumlar ¢ekilerek 200 pL taze medyum kondu. Bunun da
tizerine PBS i¢inde eritilerek hazirlanmis 5 mg/mL MTT soliisyonu eklendi. Petriler 151k
almamasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak inkiibatore yerlestirildi ve 5 saat inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda tim medyumlar g¢ekilerek kuyulara 200’er pL dimetil
stilfoksid (DMSO) eklendi, bdylece erimeden kalan MTT-formazan Kristalleri de
eritildi. DMSO’nun iizerine 50 puL glisin tamponu da eklendikten sonra petri kaplari
bekletilmeden 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA okuyucuda okutuldu. Hiicre
icermeyen, sadece medyum iceren 1. kolon okuyucuda bos (blank) olarak tanitildi.
Sonuglar absorbans degerleri olarak elde edildi. Asagidaki formiile gore de sitotoksisite

hesaplandi:

1-(deney kuyucugunun absorbansy/ kontrol kuyucugunun absorbansi) x 100

Kontrole gore % 50 oraninda sitotoksik etki gdsteren konsantrasyon sitotoksik

doz olarak kabul edildi.

3.4.3. Elektrofizyolojik Kayitlar

3.4.3.1. Pipetlerin Hazirlanmasi

Kayitlarda 1,5 mm dis ¢apt ve 0,84 mm i¢ capt olan, World Presicion
Instruments (ABD) markali 1B150F-4 model filamentli borosilikat pipetler kullanildi.
Pipet uglarinin uygun sekil ve biiyiikliikte olabilmesi i¢in Sutter Instruments CO. (ABD)
firmasina ait P-97 model programlanabilir pipet ¢ekici kullanildi. Pipet ici ¢ozelti ile
doldurulduktan sonra, kayit agamasinda pipet diren¢ degerleri 2-6 MQ aralifinda elde
edildi.
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3.4.3.2. Kayit Sistemi

Hiicre zarindan akim kaydi yapilabilmesi i¢in yama kenetleme yOntemi
kullanildi. Bu amagla iki kanall1 olan bilgisayar kontrolli Multiclamp 700B (Axon
Instruments, ABD) yama kenetleme yiikselteci ve bununla uyumlu olan Digidata 1322A
sayisal cevirici (Axon Instruments, ABD) kullanildi. Multiclamp 700B ytikselteci
bilgisayarda kurulu olan MultiClamp 700B Commander (Axon Instruments, ABD)
yazilimi ile yonlendirildi. Kullanilacak olan pipetler CV-7B (Axon Instruments, ABD)
model gerilim takibi yapan bir operasyonel yiikseltecin pipet tutucu kismina takilarak
Multiclamp 700B yiikselteci ile baglantist yapildi. Kayit asamasinda hiicre ile pipetin
takibini yapabilmek i¢in BM-37XB (U-Therm International (H. K.) Limited), invert
mikroskop kullanild1 (Sekil 3.1). Kenetleme direncinin takibi, belirlenmis gerilim
protokoliin hiicreye uygulanabilmesi ve akim kayitlarinin yapilabilmesi amaciyla
Clampex 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazilimi1 kullanildi. Elde edilen kayitlar
Clampfit 9.2 (Axon Instruments, ABD) yazilimi ile analiz edilerek degerlendirildi.

Sekil 3.1.Yama kenetleme elektrofizyolojik kayit sistemi.
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3.4.3.3. Uygulanan Voltaj Protokolii

Hiicreler ile pipet arasinda miihiirleme olusturularak hiicre -40 mV’ta
kenetlendi. Ardindan 10 ms siireli -60 mV’a kenetleme ve onun sonrasinda 10 ms’lik -
60 mV ile baslayarak 20 mV’luk artiglarla 100 mV’a kadar arttirilan voltaj protokolii
uygulandi (Sekil 3.2). Alinan akim kayitlarinda tiim hiicre kayit alma yontemi

kullanildi. Miihiirleme direnci 2-10 GQ arasinda olan kayitlar degerlendirildi.

+100 ]V

-60 mV

Sekil 3.2. Zar igin kenetleme potansiyel protokolii.

3.4.3.4. Deney Gruplan

Tamoksifen uygulamasi i¢in 5 puM, 10 uM ve 20 pM’hk doz gruplar
olusturuldu ve yapilan gii¢ analizi degerlendirmesine gore her bir grupta n=3 olacak
sekilde hiicrelerden kayit alindi. Bu ii¢ gruba ek olarak tamoksifenin etil alkolde
¢oziilmesinden dolayr hiicrelerin maruz kaldigr maksimum alkol miktarina (% 1,18)
uyun bir etil alkol grubu (n=3) da ¢alisildi. Miihiirleme olustuktan sonra hiicreden
tamoksifen/etil alkol eklenmeden 0. dakika kontrol ve tamoksifen/etil alkol

uygulamasindan sonra ise 10. dakika ve 20. dakikalarda akim kayd1 alind1.

3.4.4. Gen Ekspresyon Deneyleri

PCR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir test

sistemidir. Hedef DNA/RNA nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir. In vivo
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sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu ¢esitli enzimler tarafindan
diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir islemdir (112). Son yillarda
PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin (thermal
cycler) hassas Olgiim aletleri ile birlestirilmesi, real-time PCR olarak adlandirilan yeni
bir yontemin gelismesine neden olmustur. Bu yontem ile DNA ve RNA o&rnekleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmektedir. Ayrica ¢ok sayida 6rnek

oldukca az kontaminasyon riski ile giivenle galisilabilmektedir (113).

3.4.4.1. Primer Dizaym

Calisma i¢in kullanilan primer setleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. HERG1 K" kanal1 gen ekspresyonunda kullanilan primer dizileri.

Primer Uzunluk Pozisyon ™m % GC | Primer dizileri
Forward 20 678-697 59 45 CAAAGTGGAAATCGCCTTCT
Reverse 21 720-740 59 52 ACCACATCCACCAGACATAGG

3.4.4.2. Total RNA kiti ile RNA izolasyonu

Icerisinde tamoksifenin farkli konsantrasyonlar: uygulanmis MCF-7 hiicreleri
(10° hiicre) 200 puL PBS ve 400 pl lizis binding tamponu karisiminda siispanse edildi.
Toplam hacmi 600 uL olan bir karisim elde edildi. Ornek sayis1 kadar filtreli tiip ve
toplama tiipleri hazirland1 ve karisim filtreli tiip igerisine konuldu. 15 sn 8000xg’de
santrifiij edildi. Toplama tiipleri bosaltildi. Filtreli tiipler tekrar toplama tiiplerine
aktarildi. Her bir 6rnege 90 uLL DNaz inkiibasyon tamponu + 10 pL DNaz I eklendi. 15
dk siire ile +15/+25 °C’de inkiibasyona birakildi. Filtreli tiiplerin igerisine 0,5 mL
yikama tamponu I ilave edilip, 15 sn 8000xg’de santrifuj edildi. Toplama tiipleri

bosaltild1 ve filtreli tiipler tekrar toplama tiiplerine aktarildi. Filtreli tiiplerin igerisine 0,5
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mL yikama tamponu II eklendi, 15 sn 8000xg’de ¢evrildi ve toplama tiipleri bosaltildi.
Filtreli tlipler tekrar toplama tiiplerine aktarildi. Filtreli tiiplerin icerisine 0,2 mL yikama
tamponu Il konulup 2 dk (maksimum devirde 13000xg’de) c¢evrildi ve toplama tiipleri
atildi. Filtreli tiipler kapakli 1,5 mL lik ependorf tiiplere aktarildi. Her 6rnege 50-100 pL
eliisyon tamponu eklendi ve 1 dk 8000xg’de santrifuj edildi.

Elde edilen RNA’lar direkt cDNA sentez kiti ile cDNA ya ¢evrildi veya eliisyon
i¢indeki RNA’lar -80 °C de saklandi.

3.4.4.3. Transcriptor High Fidelty cDNA Sentez Kiti ile cDNA Eldesi

cDNA eldesi 2 asamada yapild:. ik asamada elde edilen her bir 9 ul’lik saf total
RNA’ya 2 pL random hexamer primer ve 2 pL distile su eklendi ve bu karigim termal
cycler cihazinda, 65 °C de 10 dk bekletildi. Ikinci asamada ise 13 pL iiriin + 4pL
transkriptor revers transkriptaz reaksiyon tamponu, 0,5 pL.  RNaz inhibitorii, 2uL
deoksiriboniikleotid trifosfat karisimi ve 0,5 pL transkriptor revers transkriptaz eklendi.

Bu karisim 25 °C’de 10 dk, 50 °C’de 60 dk, 85 °C’de 5 dk bekletildi ve elde edilen
c¢DNA 6rnekleri analizi yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.4.4.4. Realtime Revers Traskriptaz PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi

Elde edilen ¢cDNA orneklerinden HERGI ve Beta Actin housekeeping gen
ekspresyonlar1 Realtime Revers Transkriptaz PCR ile Light Cycler 480 Probes Master
(Roche) kiti kullanilarak analiz edildi. HERG1 K" kanali gen ekspresyonu analizi i¢in

kullanilan materyallerin konsantrasyonlar1 ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de verildi.
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Cizelge 3.2. Beta Actin housekeeping gen ve HERG1 K" kanal gen ekspresyon analizinde kullanilan
materyallerin konsantrasyon ve miktarlar.

icerik Konsantrasyon Bir 6rnek icin harcanan miktar
Saf Su - 3,8 uL
Primer (Forward) 20 uM 0,4 uL
Primer (Reverse) 20 uM 0,4 uL
UPL Probe 10 uM 0,4 uL
Probe Master 2X 10 pL
Toplam Hacim 15 pLL

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki karigtma 5’er pL ¢cDNA eklenerek, Light Cycler
480 Sistemine ait pleytler lizerinde calisildi.
Light cycler cihazi ile PCR kosullar1 su sekilde belirlendi (Cizelge 3.3);

Cizelge 3.3. HERGI gen ekspresyon analiz i¢in uygulanan PCR kosullart.

PCR kosullan Dongii Hedef 151 Bekleme Siiresi (sn) | Isigecis oram
(°C) (°Cl/sn)
Denatiirasyon 1 95 600 4.4
95 10 4.4
Amplifikasyon 45 60 30 2,2
72 1 4.4
Soguma 1 40 60 2,2
Analiz

Housekeeping gen (Beta Actin) FAM (465-510) dalga boyunda, hedef gen
(HERG) ise VIC / HEX / Yellow 555 (533-580) dalga boyunda Roche Light Cycler 480
Real Time PCR sisteminin Version 1.5.0 Software iizerinden “Advanced Relative
Quantification” hesaplamalar1 ile yapildi. Her bir gruptan elde edilen gec¢is noktasi

degeri (CP), Beta Actin housekeeping gene oranlanarak ekspresyonlarin rélatif orani (E
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degeri, efficiency) saptandi. Kontrole gore orneklerin E degeri karsilastirilarak gen

ekspresyon diizeyi belirlendi. E degeri;

E= 2-(6rnek CP degeri/housekeeping CP degeri)

formiilii ile hesaplandi.

3.5. istatistiksel Analizler

MTT analiz deneyleri on iki kez, gen ekspresyon deneyleri dort kez tekrar edildi
ve bu calismada elde edilen veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. MTT
analizinde yedi grup, gen ekspresyon deneylerinde ise bes grup calisildi. Bu gruplarin
24. ve 48. saatlerdeki Olctimleri kaydedildi. Saatlerdeki gruplar arasi farkliliklar icin
basit varyans analizi (One Way ANOVA) testi kullanildi. Varyanslarin homojenliginin
kontrolii Levene testi ile yapildi; varyanslari homojen olanlar i¢cin One Way ANOVA,
olmayanlar i¢in Welch testi kullamildi. Ikili karsilastirmalar igin ise Bonferroni ve
Games Howell testleri kullanildi. Her bir gruptaki tekrarlanan olgiimler arasindaki

farkliliklar igin t testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT sitotoksisite bulgular:

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in; Ankara Sap Enstitiisii Hiicre Kiltiirii
Koleksiyonu (HUKUK) tarafindan temin edilmis olan MCF-7 hiicreleri 3 giin arayla,
medyumlarinin degistirilmesi suretiyle 75 cm’ lik flasklarda beslenmistir. Hiicreler faz
kontrast mikroskobunda incelendiginde, hiicrelerin % 70 konfluense ulastiklar
goriildiigiinde  hiicre canliligmmin  ve sayisinin  devamliligini  saglamak icin

hiicreler pasajlanmistir (Sekil 4.1.a). Kontrol kuyucugunun 48 saatlik inkiibasyon

sonrast hiicrelerdeki ¢ogalma agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.1.b).

Sekil 4.1. MCF-7 hiicrelerinin a) Konfluent olmamus hiicreler b) Konfluent olmus hiicrelerin mikroskobik
gorinimi.

Bu asamadan sonra kontrol olarak sadece medium, 5 farkli konsantrasyon
tamoksifen ve tamoksifenin ¢oziiciisii olarak etanol eklenerek calismaya devam
edilmistir.

Sitotoksisite bulgularinda, MTT metoduna uygun olan hiicre sayisin1 belirlemek

icin MCF-7 hiicreleri kullanildi. Farkli sayilarda MCF-7 hiicrelerinin MTT testiyle
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verdigi absorbanslar oOlgiildii. Alinan sonuglara uygun sayida hiicreler sitotoksisite
testlerinde kullanildu.

Buna gore; 24 saat sonunda tamoksifenin MCF-7 hiicreleri iizerine
konsantrasyona bagimli sitotoksik etkisi saptanmistir (Sekil 4.2). 0,1uM
konsantrasyonda sitotoksik etki % 50’nin ¢ok altinda iken 20 pM’da ise % 30’a
ulagsmistir (Sekil 4.2).

% Sitotoksisite

50

40

24 saat
30

20

10

A

0,1uMm 1M SuMm 10uM 20uM

Sekil 4.2. Tamoksifen’in 24 saat sonunda MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi.

48 saat sonunda ise farkli konsantrasyonlardaki tamoksifenin MCF-7 hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisinde, en etkin doz araliginin 20 uM oldugu belirlenmistir, diger

dozlarda ise ICsp’nin oldukga altinda degerler saptanmustir (Sekil 4.3).
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% Sitotoksisite

48 saat

0,1uM 1M SuM 10uM 20uM

Sekil 4.3. Tamoksifen’in 48 saat sonunda MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi.

Calismadaki 7 grubun ve bu gruplarin 24. ve 48. saatlerdeki hiicre canlilik
Olctimleri kaydedilmistir. Tekrarlanan 6l¢iimleri dikkate almadan sadece gruplar arasi
farkliliklar incelendiginde canlilik oranlari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). Gruplar dikkate alinmadan sadece zamanlar acgisindan incelendiginde
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Grup ve zaman birlikte
ele alindiginda ise hiicre canlilik dl¢iimlerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmemistir (p=0,502).

Ardindan, her bir grup i¢in zamanlar arasinda farkliligin anlamli olup olmadig:
arastirilmistir ve her bir grupta 24. ve 48. saatlerdeki 6l¢iimler aras1 farkliliklar anlaml
bulunmus ve 48. saatteki Ol¢clim ortalamalar1 24. saatteki Ol¢lim degerlerinin
ortalamalarindan daha kii¢iik bulunmustur. Yani, 48. saatte canlilik oran1 azalmistir.
Bunlara ait tanimlayicr istatistikler (ortalama ve standart sapma) ve p degerleri Cizelge
4.1°de verilmistir. Bunun yan sira, her bir zaman diliminde gruplar arasi farkliliklar
incelenmis ve 24. saatte alinan 6l¢iimlere bakildiginda, 20 uM grubu ile kontrol grubu,
20 uM grubu ile 0.1 uM grubu, 20 uM grubu ile etil alkol grubu arasindaki farklilik
anlaml olarak saptanmistir (p<0.05). Yine 24. saatte kontrol grubu ile 0,1 uM, 1 uM, 5
uM, 10 uM, 20 uM ve etil alkol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmamuistir.
48. saatteki canlilik oranlar incelendiginde 0,1 uM grubu ile kontrol grubu, 10 uM
grubu ile kontrol, 20 pM grubu ile kontrol gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ayrica, 20 uM grubu ile 0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM ve
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etil alkol gruplar1 arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. Bunlara ait tanimlayici

istatistikler ve p degerleri de Cizelge 4.1°de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. MCF-7 hiicre hattinda HERG1 K" kanal geni igin 24 ve 48 saatteki canlilik orami,ortalamalar

ve p degerleri.

Gruplar 24.saat 48.saat P
Kontrol (n=12) 0,122+ 0,019 0,105+0,012 0,006
0,1uM (n=12) 0,122 40,033 0,092 + 0,006 0,005
1 uM (n=12) 0,112 +0,028 0,088 + 0,013 0,006
5 uM (n=12) 0,101 +0,015 0,088 + 0,015 <0,001
10 uM (n=12) 0,108 + 0,025 0,087 + 0,009 0,024
20 uM (n=12) 0,086 + 0,009 " 0,071 + 0,006 *>¢%¢ 0,002
Etil alkol (n=12) 0,122 +0,023 ° 0,099 + 0,021° 0,010
P 0.001 <0.001

a: kontrol grubu ile olan farkliliklari, b: 0.1 uM olan farkliliklari,
c: 1 uM ile olan farkliliklari, d: 5 uM ile olan farkliliklar:

e: 10 uM ile olan farkliliklari, f: 20 uM ile olan farkliliklart

g: etil alkol ile olan farkliliklar1 gostermektedir.

4.2. Elektrofizyolojik bulgular

Clampfit 9.2 yazilimi ile her doz grubu i¢in kaydedilen akimlarin kendi iglerinde
ortalamalar1 alinmis ve Sekil 4.4°deki egriler elde edilmistir. Bu akim degerleri ve
kenetleme potansiyeli arasindaki iligkiyi veren akim-voltaj egrileri Sekil 4.5, 4.6, 4.7,
4.8’de gosterilmistir. Her bir grup icin ortalama akim degerleri Cizelge 4.2°de ve bunun
grafik olarak gosterimi de Sekil 4.9’da verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda gruplar arasinda doza ve siireye bagli olarak istatistiksel olarak anlamli bir
fark ¢ikmamustir.

[statistiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen doz gruplarmin kendi
iclerinde siire ve ylizdelik degisimler dikkate alindiginda biiyiik miktarda degisimler
oldugu gozlenmistir. Gruplar tek tek degerlendirildiginde, 5 uM tamoksifen doz
grubunda 0.dakikada (kontrol) ortalama akim degeri 53,51£36,65 pA, 10. dakikada
27,06+2,76 pA ve 20. dakikada 29,70+9,14 pA olarak bulunmustur. Kontrol degeri ile
karsilastirildiginda 10. dakikada akimin % 49,43 ve 20. dakikada % 44,50 azaldig

gbzlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p<0,05). Yine
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10 uM tamoksifen grubunda ortalama akim degeri kontrol grubunda 68,15+12,72 pA
iken, 10. dakika 44,76+£23,97 pA ve 20. dakikada 52,69+20,14 pA olarak bulunmus ve
kontrol degeri ile karsilagtirildiginda 10. dakika akimimnin % 34, 32 azaldig ve 20.
dakika % 22,69 azaldigi goriilmiistiir. Tamoksifen dozunun en yiliksek oldugu 20
uM’lik doz grubunda ise ortalama akim degeri kontrol grubunda 52,49+3,17 pA, 10.
dakikada 44,35+15,85 pA ve 20. dakikada 48,42+20,80 pA degerlerindedir. Bu grupta
ise kontrole gore ortalama akim degeri 10. dakikada % 15,51 azalmis ve 20. dakikada %
7,75 azalmistir. Etil alkol grubunda ise kontrol i¢in ortalama akim degeri 131,59+86,37
pA iken 10. dakikada 206,24+220,54 pA ve 20.dakikada da 124,52+76,75 pA olmustur.
Tamoksifen gruplarinin tersine etil alkol grubunda ortalama akim degeri kontrole gore
10. dakikada % 56,85 artmis 20. dakikada ise % 5,37 artis olmustur. Bunun yani1 sira
doz gruplar arasinda bakildiginda bu ylizdelik tamoksifen dozu ile yiizdelik degisim
arasinda ters oranti vardir, alkol grubunda ise tamoksifenin tersine akim degerlerinde

azalma degil artis gdzlenmistir.

5 mikromolar kontrol S mikromolar 10. dakika S mikromolar 20. dakika

Sekil 4.4. 5 uM tamoksifen uygulamasi igin sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika kayitlari.
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10 mikromolar kontrol 10 mikromolar 10. dakika 10 mikromolar 20. dakika

Sekil 4.5. 10 pM tamoksifen uygulamasi i¢in sirastyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika kayitlari.
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20 mikromeolar kontrol 20 mikromeolar 10. dalaka 20 mikromolar 20. dakila

Sekil 4.6. 20 pM tamoksifen uygulamasi i¢in sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika kayitlar

50 pA

S ms

Etl alkol kontrol Eul alkol 10. dakika Etl alkel 20. dakika

Sekil 4.7. Etil alkol uygulamasi igin sirastyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika kayitlari.
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Sekil 4.8. 5 uM tamoksifen grubu igin sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika akim voltaj egrileri.
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Sekil 4.9. 10 uM tamoksifen grubu igin sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika akim voltaj egrileri
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Sekil 4.10. 20 uM tamoksifen grubu igin sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika akim voltaj egrileri
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150 i @ alkol kontrol
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Sekil 4.11. Etil alkol grubu i¢in sirasiyla kontrol, 10. dakika ve 20. dakika akim voltaj egrileri.
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Cizelge 4.2. MCF-7 hiicrelerinden elde edilen akim degerleri ortalamalart.

Sekil 4.12. Ortalama akim degerlerinin grafik gdsterimi
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Grup Akim Kontrol (pA) 10. dakika (pA) 20. dakika (pA)
5uM 53,51£36,65 27,06+2,76 29,70+9,14
10 pM 68,15+£12,72 44,76+23,97 52,69+20,14
20 pM 52,49+£3,17 44,35+15,85 48,42+20,80

Etil Alkol 131,59+86,37 206,24+220,54 124,52+76,75
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4.3. HERG1 K" kanah gen ekspresyon bulgular

Gen ekspresyon analizi i¢in kontrol, etil alkol, 5 uM, 10 uM, 20 uM olmak
tizere 5 grup olusturuldu. MCF-7 hiicre hattinin 24. ve 48. saat sonunda, tamoksifenin
HERG1 K" kanal geninin ekspresyonu iizerine etkisi arastirildi. MCF-7 hiicre hatt1 igin
calisilan tim gruplarin 24. saatte HERGI1 geni i¢in amplifikasyon egrisi Sekil 4.10’da

gosterilmistir.

Floresans

44 548
40 548
36,548
32545
28 548
24545 |
20 548
16,548
12,548

Amplifikasyon Egrisi

8545
4 545
0,545

Siklus
Sekil. 4.13. MCF-7 hiicre hattinda 24 saat sonunda HERG1 geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrisi.

MCF-7 hiicre hattinda calisilan tiim gruplarin 48. saatte HERGI1 geni igin
amplifikasyon egrisi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Floresans

13

B3

32613 Amplifikasyon edrisi

29113

25613
2113
18613
12113
1613
8113
4613
13

Sekil 4.14. MCF-7 hiicre hattinda 48 saat sonunda HERG1 geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrisi.

Gen ekspresyon calismasinda 5 grubun 6l¢limleri ve ayn1 zamanda da 24. ve 48.
saatlerdeki Olglimleri kaydedilmistir. Tekrarlanan olgiimleri dikkate almadan sadece
gruplar arasi farkliliklar incelendiginde 24 saat i¢in HERGI K* kanal gen
ekspresyonunda farklilik tespit edilememistir (p=0,106). 48. saatteki Slgiimlerde ise 20
uM grubu ile 5, 10 uM ve etil alkol grubu karsilastirildiginda konsantrasyona bagl
olarak HERG1 K" kanal gen ekspresyonunda artis saptanmustir. Bu artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Bunlara ait tanimlayici istatistikler ve p degerleri

de Cizelge 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4.3. MCF-7 hiicre hattinda HERG1 K" kanal geni i¢in 24 ve 48 saatteki gen ekspresyon orani,

ortalamalar ve p degerleri.

Gruplar 24.saat 48.saat P
Kontrol (n=4) 0,247 £0,108 0,346 £ 0,078 0,356
Etil alkol (n=4) 0,240 + 0,029 0,205 £ 0,053 0,412
5 uM (n=4) 0,0527 0,172 0,172+ 0,114 0,158
10 uM (n=4) 0,439+ 0,214 0,320 + 0,064 0,214
20 uM (n=4) 0,467 + 0,253 0,610 + 0,148 2P<d 0,404
P 0,106 0,001

a: kontrol grubu ile olan farkliliklari, b: etil alkol ile olan farkliliklari,

c: 5 uM ile olan farkliliklari, d: 10 uM ile olan farkliliklar1 gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Son yirmi yilda tiimér gelisiminde iyon kanallari ve iyon akiminin rolii olduguna
dair calismalarda kayda deger bir artis s6z konusudur (7). Ancak bu konudaki mevcut
bilgiler yeterli olmamakla birlikte olduk¢a sinirlidir (114).

K* kanallarmin meme kanseri hiicrelerine etkisi uzun siiredir bilinmektedir. Her
ne kadar gecici bir hiperpolarizasyon hiicre dongiisiiniin erken G1 evresinin
ilerlemesinde gerekli olsa da, kanser hiicreleri normal hiicrelerden ortalama daha
depolarizedir. K" akisindaki blokaj depolarizasyona neden olmakta, gegici
hiperpolarizasyonun inhibisyonuyla proliferasyona engel olunmaktadir (115).

Hiicresel fonksiyon ve hiicre proliferasyonu c¢ok siki bir bigimde ¢ok sayida
bagimsiz mekanizma tarafinda kontrol edilmektedir (115).

Spesifik K kanallarinin tespit edilmesi, tiim hiicre tiplerinin proliferasyon
kontroliinii kapsar. Herhangi bir durumda K® kanali, membran potansiyelinin
kontroliinde anahtar rol oynadigr igin proliferasyon siirecinde Onemli oldugu
ongoriilmektedir (114). Genel olarak K" kanal fonksiyonunun inhibisyonu
proliferasyonda azalmaya yol agar. 1996’da Wonderlin ve Strobl yaptiklar1 bir
calismada 4-aminopiridin, quanidin, tetraetilamonyum gibi non-spesifik K* kanal
blokdrlerinin; lenfositler, kahverengi yag hiicreleri, melonama, meme kanseri,
noroblastoma, mesane ve kolon hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir.  Hiicreler hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin K* kanalina ihtiyag
duyarlar. Hiicre déngiisinde G1 progresyonunun baglamast K* kanal aktivitesini
gerektirir. Eger K kanali inhibe edilirse proliferasyon bozulur. Proliferasyon iizerine
etki gosterebilmeleri icin ¢ogu K* kanal inhibitorlerinin yiiksek dozda olmasi gerekir.
Bir ¢ok inhibitdr yliksek konsantrasyonlarda tamamen alakasiz proteinler iizerine etki
edebilir ve non-spesifik etkiler gozlenebilir. Bunun yani sira bazi toksinler diginda
spesifik K" kanal tipleri igin belli birkag inhibitor bulunmaktadir. Bu inhibitorlerden
biride non-steroidal bir antidstrojen olan tamoksifendir (5). Tamoksifen giiniimiizde
meme Kkanserinin tedavisinde kullanilan en yaygin ilaglardan bir tanesidir.
Metabolitlerinin Ostrojen reseptorlerine baglanmada Ostrodiol ile yaristigi ve reseptor

blokaj1 tizerinden antitiimoral etki gosterdigi diisiiniilmekle beraber etki mekanizmasi
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heniiz tam detaylariyla aydinlatilabilmis degildir. Ote yandan son yillarda yapilan
calismalarda tiimér hiicrelerinde 6zellikle basta Na* ve K* olmak iizere iyon kanallarinin
ekspresyon ve aktivitelerinin artmis oldugu ve yeni bir tedavi stratejisi olarak iyon kanal
ekspresyonunun ve aktivasyonunun baskilanmasinin, tiimor hiicrelerinde proliferasyonu
ve metastaz potansiyelini diislirdiigii rapor edilmistir.

Allen ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢calismada, tamoksifenin ligand-kapili katyon-
secici kanallar1 inhibe ettigini gOstermislerdir (116). Tamoksifenin antitimor etkisi
ostrojen reseptdrlerine baglanarak gergeklesmektedir. Insan meme karsinomasindan
elde edilen hiicre sitozollerinde tamoksifenin Ostrojen ile reseptore baglanma konusunda
yaristigl tespit edilmistir (106). Fakat tamoksifenin antidstrojen aktivitesinin yaninda,
kalmodiline baglanma, protein kinaz C inhibisyonu, biiyiime faktorii iiretiminin
stimiilasyonu ve antioksidan gibi g¢esitli etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu
intraseliiler etkilere karsin; tamoksifenin hacimle diizenlenen kanallar ve bir dizi voltaj
kapili Na™ ca®* ve K* iyonlarini i¢ceren plazma membran kanal akimlarini bloke ettigi
de gosterilmistir (116).

Tsong ve ark. dstrojen ya da tamoksifen ile tedavinin vaskiiler BKa kanallarinin
a ve h altbirimlerinin her ikisininde de mMRNA ekspresyonunu etkilemedigini
saptamiglardir. Kv kanallarinin a-altbirim proteinlerinin (Kv1.5) memeli vaskiiler kas
hiicrelerinde mRNA ve protein seviyelerinin ekspresyonu saptanmistir. Baska bir
calismada ise tamoksifenin CI' kanallarini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica voltaj
kapili Na L-tip Ca?* kanallarimin ve non selektif katyon kanallarinin da inhibisyonu
gosterilmistir (117).

Bu c¢alismalardan farkli olarak Coiret ve ark. ise tamoksifenin BK kanallarini
aktive ettigini ve MCF-7 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigini rapor
etmislerdir (106).

Hiicre proliferasyonu iizerine tamoksifenin etkisi, dinlenme durumundaki K*
akimi tizerine tamoksifenin etkisi ile korelasyon gostermektedir. Tamoksifenin
antitiimor etkisinin K* kanallar1 ile etkilesiminde dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir
(5).

Tamoksifen; direkt bir sekilde Ca®* kanal aktivitesini inhibe edebilmektedir.
Tamoksifenin ER negatif ve progesteron negatif hastalarda yaklasik % 10 etkili oldugu

bilinmektedir. Meme kanser dokusunda tamoksifenin tedavi edici konsantrasyon degeri
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mikromolar diizeylerde olabilir. TRPV6 inhibisyonu i¢in ICso konsantrasyonu oositlerde
7,5 uM olarak bulunmustur. Bir benzer oranda tiimor doku hiicrelerinde goriilmiistiir.
[lacin bu etkisi klinik olarak uygun olabilir. Daha spesifik TRPV6 inhibitorleri eksprese
TRPV6 meme kanseri tiimor hiicrelerinin gelisimini diizenlemede kullanilabilir (118).

Bolanz ve ark. yaptiklar1 bir calismada ER” meme kanseri hiicre hatt1 T47D ile
MCF-7 ve ER™ meme kanseri hiicre hattt MDA-MB231°1 kullanmiglardir. Bu hiicre
hatlarinda TRPV6’nin ekspresyonunu incelemisler, sonug olarakta mRNA seviyelerini
MCF-7’de disik T47D, MDA-MB231 hiicre hatlarinda ise yiiksek diizeyde
bulmuslaridir (118).

Bu c¢alismada tamoksifenin MCF-7 hiicreleri {izerine sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla, ¢ok sik kulanilan, dehidrogenaz aktivitesini 6l¢meye dayali
kolorimetrik bir yontem olan MTT metodu kullanilmistir. Tamoksifenin 0,1uM, 1 uM,
5 uM, 10 uM, 20 uM konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresinde MCF-7
hiicre hattinda hiicre canliligi ve sitotoksisitesi arastirilmistir. Hiicre sayist 500 000
olarak belirlenmis ve tamoksifenin MCF-7 hiicre hatlarinda biiyiime etkileri incelenip,
yiizde canliliklart hesaplanmistir. Buna gore; 24-48 saat inkiibasyon siireleri sonunda
doza bagimli sitotoksisite gozlenmistir. Hiicre canliligi ve sitotoksisite agisindan en
etkin doz 20 uM olarak belirlenmistir. 20 uM’1n ICsp degeri 24 saat i¢in % 30, 48 saat
icin ise % 31,9 olarak saptanmuistir. Diger (0,1uM, 1uM) konsantrasyonlarda ise
sitotoksik etki hem 24 hem de 48 saat i¢in % 50’nin altinda bulundugu igin sitotoksik
acidan bu dozlardaki tamoksifenin antikanser bir ajan olamayacagi sonucuna
varilmistir. Calismamamizda tamoksifenin en etkin doz aralifinin belirlenmesiyle
beraber, bu dozun MCF-7 hiicrelerindeki HERG1 K" kanal gen ekspresyonu iizerine
olan etkisine bakilmistir.

Gen ekspresyonu bulgular1 degerlendirildiginde tamoksifenin 5 pM’lik diisiik
doz konsantrasyonunda HERG1 K" kanal gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore
azaldigi, konsantrasyon artisiylada gen ekspresyonunun indiiklendigi saptanmaistir.
Ancak, 20 mM konsantrasyon disinda doza bagli olarak artan gen ekspresyonundaki
degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

HERG ve EAG gibi bazi K* kanallar1 saghkli dokularda ya hi¢ eksprese

olmamakta ya ya da sadece diisiik seviyede eksprese olmaktadir. Ancak bu kanallarin
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kanser hiicrelerindeki ekspresyonu, fonksiyonu agisindan belirgin ve hatta baskin hale
gelmektedir (114).

HERG1 K" kanalinin mRNA ve protein ekspresyonu yiiksek oranda kolon hiicre
hatlarinda tespit edilmistir. Bu ¢alismada ilk defa meme kanseri hiicrelerinde HERG1
K" kanallarmnin ekspresyonu gosterilmistir.

Pardo ve ark. MCF-7 hiicre hattinda voltaj bagimli EAG1 K* kanallarinda
mRNA ekspresyonunu gostermislerdir (119). Ouadid-Ahidouch, MCF-7 hiicre
hatlarinda tipik EAG1 akimlarini1 kaydetmisler ve bu kanallarin hiicre siklusu ile regiile
oldugunu saptamiglardir (83). MCF-7°de fonksiyonel ekspresyon orta ve biiyiik
iletkenlige sahip Ca®* ile aktive olan K* kanallarinda rapor edilmistir.

Smith ve ark. Burkitt lenfoma hiicre hatlarinda HERG kanal ekspresyonunu
tespit etmislerdir. Raji ve BL2 hiicre hatlarinda normal periferal kan lenfositlerine
kiyasla HERG1’in ekspresyonunun alt1 kat arttig1 gosterilmistir (120).

Elektrofizyolojik bulgular degerlendirildiginde, =~ MCF-7 hiicrelerinde K"
akimlar agisindan tamoksifenin farkli dozlarinin ve uygulama siiresinin 6nemli bir etki
olusturmadig1 gdzlenmistir. Ancak MCF-7 hiicrelerinde tamoksifen uygulanmasi K*
akimlarinda bir azalmaya yol agmistir. Bu azalmalar % 7,5 ile % 49 gibi genis bir
araliga dagilmis olsa da sonuglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bu sonucun
uygulanan dozlarla iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. K kanal akimlar1 her doz grubu
icin ii¢ hiicreden kayitlanmistir. Bu say1 gii¢ analizi ile belirlenmistir.

Sonuglara bakildig1 zaman uygulanan doz ile K* akim degeri arasindaki iliskinin
ters oldugu gozlenmistir. Yani doz azaldik¢ca K akimlarmin blokakaji da artmistir. Bu
durum c¢eligkili bir sonug gibi goriilse de tamoksifenin ¢oziilmesi i¢in kullanilan etil
alkolle iligkili gibi goriilmektedir. Calisma sirasinda etil alkoliin hiicrelere etkisinin olup
olmadiginin saptanmasi icin ayrica bir alkol grubu calisilmistir ve bu grupta K*
akimlarimin provake oldugu goriilmistiir. Kullanilan etil akol miktar1 en diisiikk doz
grubu olan 5 pM’lik grupta en diisiik orandadir. Bu nedenle bu grupta alkol etkisiyle K*
akimlarinda biiytik bir artig beklenmemektedir. Yiiksek doz gruplarinda ise alkol miktari
daha ¢ok oldugu igin alkol etkisiyle K akimlarinin biiyiikk oranda arttigi tahmin
edilmektedir. Buna gore 5 uM’lik doz grubunda tamoksifenin baskilayici etkisinin daha
fazla, yiiksek doz grubunda ise daha az oldugu disiiniilmiistiir. Yapilan literatiir

taramas1 sonucunda, farkli ¢alismalarda etil alkoliin K* kanallari {izerine etkileri oldugu
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bildirilmistir. Pietrzykowski ve ark.’t yapmis olduklar1 bir ¢alismada etil alkoliin BK
kanal akimlarini arttirdig: bildirilirken, Lefebvre ve ark’nin yaptiklari ¢alismada ise etil
alkoliin farkli K* kanallar1 iizerinde zit etkileri oldugu bildirilmistir (121, 122). Bu
bulgular da calismada elde etti§imiz sonuglar etil alkoliin etkileyebilecegi diisiincesini
arttirmaktadir.

Bu ¢alismadan elde edilen elektrofizyolojik ve gen ekspresyon verileri birbirini
destekler nitelikte olup birlikte degerlendirildiginde tamoksifenin disik doz
konsantrasyonunda (5uM) K* kanal aktivitesinin azalmasi ve gen ekspresyonunun
diismesi tamoksifenin HERG1 K" kanallar1 iizerine bloke edici etkisini diisiindiirmekle
birlikte verilerin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasindan dolay1r bu g¢alismada
tamoksifenin HERG1 K" kanallar1 iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna
varilmaktadir.

Calismanin gen ekspresyonu bulgulart degerlendirildiginde tamoksifenin 5
uM’lik diisiik doz konsantrasyonunda HERG1 K* gen ekspresyonunun kontrol grubuna
gore azaldigi, konsantrasyon artisiyla da gen ekspresyonunun indiiklendigi saptanmastir.
Bu diizeyde diisiik bir konsantrasyonda ekspresyonun baskilanmasi meme kanserinin
baglangic ve ilerleme safhalarinda 6nemli rol oynadigi diisiiniilen HERG 1 geninin
kontrolii iizerinde proliferasyonun kontrol edilebilecegi iimidini dogurmaktadir. Ote
yandan iyon kanallarinin metastaz olusumunda da rol oynadigi diisliniiliirse meme
kanseri ve diger Ostrojenle iligkili kanser tiplerinde diisik doz tamoksifen
uygulamasinin metastaz riskini de azaltabilecegi sdylenebilir. Ayrica HERGI gibi iyon
kanal proteinlerinin tiimor hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese edilirken saglikli
hiicrelerde ya hi¢ ya da ¢ok az diizeyde sentezleniyor olmasi bu proteinle iizerinden ilag
hedeflenebilecegi fikrini diislindiirmektedir. Bu yolla uygulanan ilaglarin sadece tiimor
hiicrelerinde bulunan proetinlerle bir sekilde etkilesimi olacak bi¢cimde spesifik dizayni
saglanirsa uygulanan ilacin sadece tiimor hiicrelerine niifuz edip saglikli hiicrelere etki

etmemesi saglanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bir ¢cok K' kanalmmn tiimér hiicrelerinde ekspresyonunun arttig1 yapilan
calismalarda rapor edilmistir. Bu anlamda K™ kanal ekspresyonunun kanserle olan bu
iligkisi iyon kanallaria spesifik blokérlerin kullanilmasi sonucu, gergeklesen inhibisyon
ile kanserin gelisiminin ve ilerlemesinin durdurulmasi amaglanmaktadir. Kanserin erken
teshisi i¢in yeni girisimlere ve yeni verilere ihtiyag vardir. HERG1 K" kanali hiicre
dongiisii ve ilerlemesinde &nemli bir role sahipti. HERG1 K* kanallarinin asir1
ekspresyonu ¢esitli kanser tiplerinde yapilan calismalarda gosterilmistir.

Yapilan bu ¢alismada MCF-7 hiicrelerine antikanser bir ajan olan tamoksifenin
fakli konsantrasyonlar1 uygulanarak, HERG1 K" kanal gen ekspresyonu iizerine etkisi
arastirilmistir.  Elektrofizyolojik caligmalardan elde edilen verilere gore 20 pM
tamoksifen konsantrasyonunda en az inhibisyon gozlenmistir. Gen ekspresyon
calismalar1 da bu durumu destekler niteliktedir. Artan tamoksifen konsantrasyonu ile
birlikte HERG1 K" kanal gen ekspresyonunda da artis saptanmistir. Diger gruplara (5
uM, 10uM) gore en fazla artis tamoksifenin 20 uM konsantrasyonunda tespit edilmistir.
Bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bundan sonra yapilmas1 planlan
calismada gen ekspresyon diizeyinde olmasi muhtemel artis ya da azalis1 gozlemlemek
amactyla tamoksifenin yiiksek dozlarinin uygulanmasi ile daha belirgin sonuglar elde
edilebilir.

Bunun yaninda tamoksifen ile dstrojen arasindaki iligki ekspresyon seviyesini
etkileyebilen faktorlerden biridir ve ER genlerinde meydana gelebilecek herhangi bir
degisim kanserin gelisim ve ilerlemesinden sorumlu tutulmaktadir. ER* veya ER” MCF-
7 hiicre hatlar1 kullanilarak tamoksifenin HERG1 K" iizerine etkisinin arastirilmast ile

daha hassas sonuglar elde edilebilir.
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