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OZET

RANOLAZINE VE FLECANIDE’IN UCLU NEGATIF MEME KANSERI
HUCRELERI UZERINDEKI ANTI-METASTATIK ETKISI

Kiiresel Olcekteki istatistiklere gore meme kanseri tiim kanserler i¢inde insidansi en
yiiksek olanidir ve kadinlarda kanserden kaynaklanan oliimlerin basinda gelmektedir.
Meme kanserinden kaynakli dliimler ise, siklikla metastaz nedeniyledir. Metastatik
kanser hastaliginin tedavi basarisi diigiiktiir ve metastazin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamadigindan yeni molekiiler hedefli anti-

metastatik tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Hiicre membraninda bulunan voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC'ler) yiiksek
ekspresyonu, yakin ge¢miste patofizyolojik olarak metastatik karsinoma ile
iliskilendirilmistir. Cesitli kanserlerde VGSC’lerin alfa ve beta alt birimlerinin
ekspresyonunda artis gorildiigii saptanmistir. Alfa alt birimleri tarafindan taginan
sodyum akimlar1 ve beta alt birimleri tarafindan diizenlenen yapisma etkilesimi
yoluyla VGSC’lerin istila, go¢, endositoz ve gen ekspresyonu dahil olmak iizere
invazyon ve migrasyonu dolayisiyla metastazi artirdiklari bulunmustur. VGSC’ler
den SCNS5A tarafindan kodlanan alfa alt birim NaV1.5’in metastatik meme kanseri
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ortaya konulmus ve ekspresyonu artan
NaV1.5 meme kanserinin teshis ve tedavisinde umut verici bir hedef olarak kabul
edilmistir. Calismanin amaci, anti-aritmik olarak kullanilan ve etki mekanizmasi
VGSC’ler tlizerine olan Ranolazine ve Flecainide’in, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerinin invazyon ve migrasyonu iizerindeki etki potansiyellerini in vitro ve

molekiiler yontemlerle arastirmaktir.

Hiicreler DMEM ile %5 CO,, 37 °C de yetistirilmistir. VGSC blokeri tetrodotoksin
(TTX), 600 nM olarak kullanilmistir. Hiicre proliferasyonu MTT testi ile, migrasyon,
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wound healing ve invazyon matrigel aracili transvers migrasyon yolu ile

belirlenmistir.

Deneyler, hiicre proliferasyonu iizerinde herhangi bir etki géstermeyen 2,5 uM ve 5
uM RNL ile 0,5 uM ve 1 uM FLC konsantrasyonlari ile stirdiirilmiistiir. MDA-MB-
231 hiicrelerinin motilite indeksini VGSC blokeri TTX, 24. saatte 24,6%, 48. saatte
ise, 26,0% oraminda azaltmaktadir. Iyon kanal blokerlerinden RNL, 2.5 uM
uygulandiginda her iki saatte de hiicrelerin motilitesinde sirasiyla, 6.7% ve 16.2%
azalma meydana getirirken, 5 pM RNL, 13.8% ve 20.8% (sirasiyla) inhibisyon
olusturmustur. 0.5 uM FLC sadece 48. saatte 8.1%, 1 uM FLC, her iki saatte
hiicrelerin motilitesini sirasiyla, 5.1% ve 17.6% oraninda baskilamistir.  Yiiksek
metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonlarim1 TTX, 63.9% ile Onemli
derecede, 5 uM RNL de, 65.6% ile TTX’e benzer bir inhibisyon meydana

getirmistir. 1 uM FLC ise, hiicrelerin invazyonunu 42.6% oraninda azaltmistir.

Iyon kanal blokeri olan RNL’nin, yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin
migrasyon ve invazyonunu FLC’ye oranla daha yiiksek oranda inhibe ettigi
saptanmistir.  NaV 1.5 ekspresyonu yiliksek olan MDA-MB-231 hiicrelerinin
hareketlerini bloke ederek, meme kanseri metastazinin baskilanmasinda etkin rol

alabilecegi in vitro olarak ortaya konmus olup, in vivo olarak da aragtirtlmalidir.

Anahtar Kkelimeler: Ranolazine, Flecainide, Uglii negatif meme kanseri (MDA-MB-

231, MCF-7), Metastaz, VGSC, Navl,5.
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ABSTRACT

THE ANTI-METASTATIC EFFECT OF RANOLAZINE AND FLECAINIDE
ON TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER CELLS

According to global statistics, breast cancer has the highest incidence among all
cancers and ranks first in terms of cancer-related deaths in women. Deaths
attributable to breast cancer are often due to metastasis. The treatment success of
metastatic cancer is low, and the underlying molecular mechanisms of metastasis
have not yet been fully elucidated. Therefore, there is a need for the development of

new molecularly targeted anti-metastatic therapies.

The high expression of voltage-gated sodium channels (VGSCs) located in the cell
membrane has recently been associated with the pathophysiology of metastatic
carcinoma. VGSCs are involved in the processes of metastatic invasion and cell
migration. The NaV1.5 channel observed in breast cancer is the alpha subunit
encoded by SCNS5A of VGSC. An increase in the expression of both alpha and beta
subunits of VGSCs has been observed in various cancers. It has been found that
VGSCs enhance invasion and migration, including invasion, migration, endocytosis,
and gene expression, through sodium currents carried by alpha subunits and adhesion
interactions regulated by beta subunits, thus promoting metastasis. It has been
demonstrated that VGSCs, particularly NaV1.5, are highly expressed in metastatic
breast cancer cells, and the increased expression of NaV1.5 is considered a
promising target for the diagnosis and treatment of breast cancer. The aim of this
study is to investigate the potential effects of Ranolazine and Flecainide, which are
used as anti-arrhythmics and act on VGSCs, on the invasion and migration of MDA-

MB-231 and MCF-7 cells in vitro and through molecular methods.
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Cells were cultured in DMEM with 5% CO2 at 37°C. The VGSC blocker
tetrodotoxin (TTX) was used at 600 nM. Cell proliferation was determined using the
MTT assay, and migration was determined through wound healing and invasion

matrigel-mediated transwell migration.

Experiments were conducted with 2.5 uM and 5 pM RNL, which did not show any
effect on cell proliferation. TTX reduced the motility index of MDA-MB-231 cells
by 24.6% at 24 hours and 26.0% at 48 hours. When RNL was applied at 2.5 uM, it
resulted in 6.7% and 16.2% reductions in cell motility at both time points,
respectively, while 5 uM RNL inhibited by 13.8% and 20.8% (respectively). 0.5 uM
FLC suppressed motility by 8.1% only at 48 hours, and 1 uM FLC suppressed
motility by 5.1% and 17.6% at both time points, respectively. TTX significantly
inhibited the invasions of highly metastatic MDA-MB-231 cells by 63.9%, and 5 uM
RNL produced a similar inhibition to TTX with 65.6%. 1 uM FLC reduced cell
invasion by 42.6%.

It was observed that RNL, an ion channel blocker, inhibited the migration and
invasion of highly metastatic MDA-MB-231 cells to a higher extent compared to
FLC. By blocking the movements of MDA-MB-231 cells with high NaV 1.5
expression, it has been demonstrated in vitro that RNL may play an effective role in

suppressing breast cancer metastasis.

Keywords: Ranolazine, Flecainide, Triple negative breast cancer (MDA-MB-231,
MCF-7) Metastasis, VGSC, NaV1.5.

Xii



1. GIRIS

Meme kanseri tiim kanserler i¢inde insidanst en yiiksek olanidir ve kadinlarda
kanserden kaynaklanan Oliimlerin basinda gelmektedir (Ribeiro vd., 2020) Diger
kanserlerde oldugu gibi, meme kanserinde de 6liimler siklikla metastaz nedeniyledir
(Fraser vd., 2014; Liu vd., 2015). Metastaz, kanser hiicrelerinin birincil tiimoérden
ayrilmasini, cevre dokulara lokal invazyonunu ve uzak bolgelere/dokulara
yayilmasini iceren karmasik bir siirectir. Metastatik kanser hastaliginin tedavideki
basaris1 diisiiktiir ve metastazin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin heniiz tam
olarak aydinlatilamadig1 goriilmektedir. Bu nedenle, yeni molekiiler hedefli anti-

metastatik tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Kas hiicreleri noronlar gibi hiicrelerin membranlarinda bulunan ve iyonlarin hiicreye
giris/gikisi ile gorevli iyon kanallarinin meme, prostat, akciger, kolon gibi kanser
hiicrelerinin membranlarinda da bulundugu tespit edilmistir (Fraser vd. 1999; Fraser
vd., 2003; Brackenbury & Djamgoz, 2006). Ozellikle, voltaj kapili sodyum
kanallarmin (VGSC'ler) yliksek ekspresyonu, yakin gegmiste patofizyolojik olarak
metastatik karsinoma ile iligskilendirilmistir (Onkal & Djamgoz, 2009). VGSC
ekspresyonunun metastatik ilerlemenin erken asamalarinda meydana geldigi ve
kanser hiicrelerinin oldukc¢a invazif bir kimlik kazanmalarinda gerekli ve yeterli bir

"anahtar" oldugu one siiriilmiistiir (Onkal & Djamgoz, 2009).

VGSC ekspresyonunun meme tiimorlerinde aragtirilmasi, NaV1.5 kanalinin SCN5SA
tarafindan kodlanan VGSC alfa alt birimi oldugunu ortaya koymustur (Brackenbury,
2012). Cesitli kanserlerde de VGSC’lerin alfa ve beta alt birimlerinin
ekspresyonunda artis goriildiigii saptanmistir. Meme kanserinde goriilen alfa alt
birimleri tarafindan tasinan sodyum akimlar1 ve beta alt birimleri tarafindan
diizenlenen adhezyon/yapisma etkilesimi yoluyla VGSC’lerin istila, go¢, endositoz
ve gen ekspresyonu dahil olmak iizere invazyon ve migrasyonu dolayisiyla metaztazi

arttirdiklar1  bulunmustur (Guo vd., 2016; Dutta vd., 2018; Luo vd., 2020).



Dolayisiyla, VGSC’lerden NaV1.5’in metastatik meme kanseri hiicrelerinde yiiksek
oranda eksprese edildigi ve ekspresyonu artan NaV1.5’in meme kanserinin teshis ve

tedavisinde umut verici bir hedef olabilecegi kabul edilmistir.

Farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi ilaglar, iyon kanallarin1 bloke etme
ozelligine sahiptirler ve iyon kanal blokerleri olarak adlandirilmaktadirlar. Epilepsi,
aritmi, Long-QT, Short-QT hastaliklarinda kullanilan bu ilaglarin  biiyiik
cogunlugunun etki mekanizmasi iyon kanallar1 iizerinedir. Ayrica yapilan
retrospektif caligmalarda epilepsi gibi 6nceden var olan endikasyonlar icin VGSC
blokeri kullanan kisilerden kanser hastasi olanlarin, bu ilaglar1 kullanmayan kanser
hastalarina oranla, 6zellikle metastaz acisindan olumlu etkileri olduguna dair dikkat
¢ekici sonuglar bulunmaktadir (Fairhurst vd., 2014). Bu yonde pek ¢ok arastirma da

surdurilmektedir.

NaV1.5 miyokardiyal hiicrelerde ifade edilen baskin sodyum kanalidir ( Rogart vd.,
1989; Fozzard & Hanck, 1996). Diger voltaj kapili sodyum kanali alt tipleri kalpte
ifade edilse de, NaV1.5'in disfonksiyonunu kompanse edemezler, bu durum sodyum
kanalinin kardiyak fizyoloji ve patofizyolojideki 6nemini ortaya koyar. Voltaj kapili
sodyum kanallarinin hizli aktivasyonu, aksiyon potansiyelinin yilikselme hizini
belirler. Bu da aksiyon potansiyelinin kalp dokusunda nasil yayildigini ve ne kadar
homojen oldugunu kontrol eder (Chen-Izu vd., 2015). NaV1.5'de mutasyon veya
patofizyolojik kosullar nedeniyle meydana gelen islev bozuklugu yasami tehdit eden
kardiyak aritmilere neden olmakta ve antiaritmik ilaclarla yapilan tedavi ile

onlenebilmektedir (Seibert vd., 2003).

Roger ve arkadaslar1 (2003) ilk kez, yiiksek invaziv meme kanseri MDA-MB-231
hiicrelerinde benzersiz, hizli, ice dogru bir sodyum akimi saptarken, zayif invaziv
MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde boyle bir akimin bulunmadigini bildirmistir.
Daha sonraki arastirmalar, normal meme dokusuna kiyasla metastatik meme kanseri
hiicrelerinde NaV1.5'in protein seviyelerinin up regiile oldugunu ortaya koymustur
(Fraser vd., 2005; Brackenbury vd., 2007; Gradek vd., 2019), NaV1.5'in down
regiilasyonunun, tiimdr biiylimesini, istilasini ve metastazlarin karaciger, akciger gibi

organlara yayilmasini dnemli dl¢lide azaltmistir (Nelson vd., 2015).



Gilintimiizde ekspresyonu artan NaV1.5 kanallarim1 bloke ederek meme kanseri
hiicrelerinin metastazin1 azaltmak {izere spesifik antikorlar, dogal toksinler ve
farmakolojik ajanlar iizerinde ¢alismalar yogunlasmistir (Fraser vd., 2014; Martin
vd., 2015). Epilepsi tedavisinde kullanilan Fenitoin, inaktif durumda metastatik
meme kanseri hiicre membranindaki NaV1.5'e yiiksek afinite gosterir ve Na
akimlarin1 azaltan anti-aritmik ve antiepileptik bir ajandir. Nelson ve arkadaslari
(2015) fenitoin’in  metastatik meme kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttig1 ve in vivo timor bilylimesini yavaslattigini belirtmislerdir.
Yine Yang ve arkadaglarinin (2012) yaptig1 bir diger ¢alismada Fenitoin’in, giiclii
metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde kaydedilen gegici ve 1srarli Na™ akimimi
inhibe ettigini bu nedenle, tipik olarak depolarize membran potansiyellerine sahip
olan kanser hiicrelerinde etkili bir VGSC bloke edici ilag olabilecegini

belirtmislerdir.

Klinikte anjina pektoris tedavisinde kullanilan antiaritmik ilag olan Ranolazine
(Ranexa)’in, meme kanseri hiicrelerindeki NaV1.5 VGSC akimini inhibe ettigi ve
kanser hiicrelerinin istilasim1 in vitro olarak azalttigi gdsterilmistir. In vivo
calismalarda da Ranolazine, farelerde, NaV1.5'i eksprese eden MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri tarafindan meydana getirilen akciger kolonizasyonunu Onemli
Ol¢iide inhibe etmistir (Driffort vd., 2014). Ayrica Ranolazine’in NaV1.7 kanal
ekspresyonu yiiksek olan prostat kanserinde metastaz1 da azalttigi in vivo olarak

saptanmigtir (Bugan vd., 2016).

Gliniimiizde klinikte ventrikiiler tasikardi gibi, kalp aritmilerinde kullanilan bir diger
ilag ise, Flecainide (Tombocor) dir. Flecainide’in etki mekanizmas1 da kalpteki Nav
1.5 kanalim1 bloke ederek, aksiyon potansiyelini dolayisiyla kalp hizim
diistirmektedir. Bu etkiyi NaV1.5 kanalina yiliksek afinite ile baglanarak
gerceklestirir (Jiang vd., 2020). IC simnifi anti-aritmik ilaglardan olan Flecainide
NaV1.5 kanalina baglanarak, sodyum gecirgenligini dogrudan engellemektedir.
Flecainide’in yiiksek afinite ve yavas baglanma o6zelligiyle IA ve IB sinifi anti-
aritmiklere ve tetrodotoksine (TTX) oranla daha basarili olacag: ifade edilmektedir
(Luo vd., 2020). Flecainide’in bu 6zelligi ayn1 zamanda kanser metastazinda etkili

olan ve ekspresyonu artan NaV1.5 kanalimi bloke ederek metastaz potansiyeli



tizerinde de etkili olabilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir. Literatiirde

Flecainide’in kanser iizerindeki etkilerini arastiran bir calismaya rastlanmamustir.

Bu caligmada, meme kanseri hiicrelerindeki NaV1.5 VGSC'nin metastazlardan
sorumlu olduguna odaklanilmis ve klinikte antiaritmik olarak kullanilan Ranolazine
ve Flecainide ilaglarinin bu VGSC'nin aktivitesini inhibe ederek metastazin
olusumuna neden olan invazyon ve migrasyon lizerindeki etkileri in vitro olarak

molekiiler yontemlerle degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, normal hiicresel biiylime ve bdliinme mekanizmalarinin diizensizlesmesi
sonucu olusan, genellikle genetik mutasyonlarla tetiklenen bir hastaliktir. Bu
mutasyonlar, hiicrelerin DNA'sindaki genlerin normal fonksiyonlarini kaybetmesine
ve anormal bir sekilde ¢ogalmalarina yol agar. Kontrolsiiz biiyiliyen hiicreler, timor
veya neoplazma adi verilen bir doku kitlesi olusturur. Bu tiimor, ¢evresel dokulara
veya uzak bolgelere yayildiginda, metastaz olarak adlandirilir ve kanserin agresif bir
formunu temsil eder. Kanser, viicudun farkli organ ve dokularinda ortaya ¢ikabilir ve

bu nedenle ¢esitli histolojik tiplere sahip olabilir. (Hausman, 2019).

Kanser hiicrelerinin en temel Ozelligi, hiicre proliferasyonunu siirdiirme
yetenekleridir. Normal dokulardaki hiicre biiylimesi ve boliinmesi siklussal 6zellik
tasimakta, siire¢ boyunca ilerlemeyi yonlendiren, biiyiimeyi tesvik eden sinyallerin
tiretimini ve salmmasii kontrollii bir sekilde siirdirmektedir. Bdylece hiicre
sayisinda bir homeostaza ulasir ve doku yapisinin ve islevinin korunmasini saglar.
Kanser hiicreleri ise normal hiicrelerden farkli olarak kendi biliylime ve ¢ogalma
stireclerini kontrol etmek igin genetik degisikliklere ugrarlar. Bu degisiklikler,
genellikle hiicre i¢i tirozin kinaz alanlarimi igeren ylizey reseptorlerini etkileyen
bliylime faktorleri tarafindan iletilen etkinlestirme sinyalleri aracilifiyla gerceklesir.
Bu, kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden farkli bir biiyiime ve ¢ogalma kontrol
mekanizmasi gelistirdigi ve bu nedenle kontrolsiiz bir sekilde biiylidiigiinii ortaya

koyar (Aydin, 2021).

Kanserin ¢ok yonlii ve karmagik dogasini anlamak iizere 2000 yilinda kanserin temel
ozellikleri alt1 temel ilkede toplanmistir ve 2011 yilinda iki ilke daha eklenmistir
(Sekil 2.1). Gilintimiizde fenotipik plastisite ve bozulmus hiicre farklilagmasinin ayri
bir belirleyici yetenek oldugu, mutasyon dis1 epigenetik yeniden programlama ve
polimorfik mikrobiyomlarin da ayirt edici 6zellikler oldugu ileri stiriilmektedir.
Ayrica, farkli kdkene sahip hiicrelerin de, tiimdér mikrogevresinde islevsel olarak
onemli hiicre tipleri arasina eklenebilecegi belirtilmektedir. Kanserin 6zelliklerinin

ortaya konmasinin, bu karmagiklig1 gidererek daha mantikli bir bilime indirgemeye



yardime1 oldugunu ifade eden ve bu perspektifte sunulan gecici yeni boyutlar da bu
cabaya deger katmaktadir. BoOylece kanser gelisiminin ve malign ilerlemesinin
mekanizmalarimin daha iyi anlasilacagi, bu bilginin kanser tibbina uygulanmasinin

miimkiin olacagini belirtmektedirler (Hanahan, 2022).

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
surdiiriilmesi kagma

bagisikhk
sisteminden

enerji
metabolizmasini
degistirme

hiicresel hiicresel
olume olumsiizlugin
direng etkinlestirilmesi
genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve' destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1 Kanserin 6zellikleri

Kanser hiicresinin ayirt edici 6zellikleri:

Proliferatif sinyali siirdiirme: Normal hiicrelerden farkli olarak kanser hiicreleri,
biiylime faktorlerine ve diger sinyallere bagimli olmadan béliinmeye devam ederler.
Kendi biiytime faktorlerini iiretebilir, biiylime faktorii reseptorlerini asir1 diizeyde
ifade edebilir veya sinyal yolagin1 mutasyonlarla aktive edebilirler (Hanahan vd.,
2000).

Biiyiime baskilayicilarindan kacinma: Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin
boliinmesini durdurmaya veya programli dliime zorlayan mekanizmalari da devre
dis1 birakirlar. Ornegin, p53 gibi tiimér baskilayici genlerin fonksiyonu kaybolur
veya retinoblastoma (Rb) gibi sitokinetik frenleri inhibe ederler (Hanahan vd., 2000).
Hiicre oliimiine diren¢: Kanser hiicreleri, apoptozis veya otofaji gibi programli
hiicre oliimii yollarina kars1 diren¢ kazanirlar. Bunu yapmak i¢in, pro-apoptotik
proteinleri bastirir, anti-apoptotik proteinleri arttirir veya mitokondriyal membran

biitlinliiglinii korur (Hanahan vd., 2000).



Replikatif oliimsiizliik saglama: Kanser hiicreleri, telomeraz enzimini aktive ederek
veya alternatif mekanizmalarla telomer uzunlugunu koruyarak sonsuz bdliinme
kapasitesine sahip olurlar. Boylece, normal hiicrelerde goriilen replikatif senesens
veya kriz durumlarini agarlar (Hanahan vd., 2000).

Anjiyogenezi indiikleyebilme: Tiimorii olusturan kanser hiicrelerinin, timor
beslenmesi ve metastaz icin gerekli olan yeni kan damarlarinin olusumunu
tetikleyebilirler. Bunu yapmak i¢in, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) gibi
anjiyogenik faktorleri salgilar veya hipoksiye yanit veren transkripsiyon faktorleri
(HIF) gibi oksijen seviyesini algilayan molekiilleri modifiye ederler (Hanahan vd.,
2000).

Invazyon ve metastaz: aktive etme: Kanser hiicreleri, primer tiimorden ayrilip kan
veya lenf yoluyla viicudun baska bolgelerine yayilabilirler. Bunun i¢in hiicreler,
epitel-mezankimal ge¢is (EMT) gibi fenotipik degisimler yasar, ekstraseliiler
matriksi (ECM) parcalayan enzimler salgilar ve yeni mikrogevrelere adapte olur

(Hanahan vd., 2000).

2011 yilinda bu alt1 temel 6zelligin yaninda, kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri

kavramina eklenen iki yeni 6zellik daha bulunmaktadir:

Enerji metabolizmasin1i yeniden programlama: Kanser hiicreleri, enerji
ihtiyaglarini karsilamak i¢in normal hiicrelere gore farkli metabolik yollar kullanirlar.
Ornegin, glikolizi oksijen varliginda bile arttirarak laktat iiretir (Warburg etkisi) veya
glutaminolizi uyararak amino asit sentezler (Hanahan & Weinberg, 2011).

Bagisiklik sisteminden ka¢inma: Kanser hiicreleri, bagisiklik sisteminin tanima ve
yok etme mekanizmalarindan kaginmayi basarirlar. Bunu yapmak ig¢in, antijen
sunumunu engeller, immiinsiipresif molekiiller salgilar, bagisiklik hiicrelerini
manipiile eder veya bagisiklik kacist mutasyonlar1 gelistirir (Hanahan & Weinberg,
2011).

2.2. KANSERIN SINIFLANDIRMASI

Kanser simiflandirmasi, kaynaklandigi doku tipine gore yapilabilmekte ve bu

siniflandirmada, hematolojik kanserler, kati timorlerden ayrilmaktadir. Hematolojik



kanserler damar sistemi igerisindeki kanser hiicrelerinden olusan siv1 6zellik gosteren
yapiardir. Kati tiimorler ise, hiicrelerin bir doku igerisinde birliktelik gosterdigi

tiimor olarak adlandirilan kati bir kitlenin varligi ile tanimlanirlar.

2.2.1. Karsinomalar

Deri, gastrointestinal sistem, i¢ organlar ve diger anatomik bolgelerdeki epitel
hiicrelerinden kaynaklanan kanserler karsinoma olarak adlandirilir (Carbone, 2020).
Karsinomalar hizli hiicre bdliinmelerinin goriildiigii kanserler olup, tiim kanser
vakalarinin yaklasik %80-90’11 olusturur (Xia vd., 2020). Karsinomlar kendi i¢inde
de farkli tiplere ayrilabilir. Ornegin, skuamédz hiicreli karsinoma, epidermis veya
mukozal epitelden, adenokarsinoma bez epitelinden, bazal hiicreli karsinoma derinin
bazal tabakasindan kaynaklanirken; gecis hiicreli karsinoma, mesane veya bdbrek

pelvisi gibi ge¢is epiteli bulunan yerlerden meydana gelmektedir (Cuppen, 2022).

2.2.2. Sarkomalar

Kas, yag, kemik veya kan damarlar1 gibi mezenkimal dokulardan kaynaklanan
kanserlerdir (Carbone, 2020). Sarkomalar hiicre bdliinmelerinin daha yavas oldugu
kanser tipidir ve tiim kanser vakalarinin yaklasik %1’ini olusturur (Xia vd., 2020).
Sarkomalar da kendi i¢inde de farkli tiplere ayrilirlar. Ornegin, osteosarkoma kemik
dokusundan, liposarkoma yag dokusundan, rabdomiyosarkoma kas dokusundan ve

angiosarkoma, kan damar1 dokusundan kaynaklanir (Cuppen, 2022).

2.2.3. Lenfomalar

Lenfoid dokudan kaynaklanan kanserlerdir (Carbone, 2020). Lenfoid doku lenf
digiimleri, dalak, timus ve kemik iligi gibi bagisiklik sisteminin bir parcasi olan
organ ve dokular1 igerir. Lenfomalar kendi icinde de farkli tiplere ayrilabilir.
Ornegin, Hodgkin lenfoma ve non-Hodgkin lenfoma en yaygin iki lenfoma tipidir.
Hodgkin lenfoma Reed-Sternberg hiicreleri adi verilen biiyiikk anormal lenfositleri
igerirken; non-Hodgkin lenfoma B-lenfosit veya T-lenfosit gibi normal lenfositlerin
anormal ¢ogalmastyla olusur.

Yukaridaki {i¢ ana gruba girmeyen kanser tiirleri de vardir. Ornegin, beyin ve
merkezi sinir sistemi kanserleri néroektodermal dokudan kaynaklanirken melanoma
derinin pigment hiicreleri olan melanositlerden meydana gelmektedir. Losemi kan

hiicrelerinden veya kemik iliginden, mezotelyoma plevra veya periton gibi seréz



zarlardan kaynaklanmaktadir (Cuppen, 2022). Bu sekilde dokulara gore kanser
siniflandirmasi yapilabilmesine karsin, bu siniflandirma her zaman net ve sinirlari
kesin degildir. Baz1 kanser tiirleri birden fazla doku tipinden kaynaklanabilir veya
farkli doku tiplerine metastaz yapabilir. Ayrica molekiiler diizeydeki farkliliklar da

kanser simiflandirmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Carbone, 2020).

2.3. KANSERIN EPIiDEMIiYOLOJiSi

Kanser insidansi, belirli bir zaman diliminde belirli bir niifus i¢inde yeni tanm1 alan
kanser vakalarinin sayisini, mortalite ise, belirli bir zaman diliminde belirli bir niifus
icinde kansere bagli olarak yasamini yitiren kisilerin sayisini ifade eder. Kanser
insidans1 ve mortalitesi arasindaki farklilik, kanserin erken teshisi ve tedavisinin

etkinligini yansitir (Sung vd., 2021).

Diinya Saglik Orgiiti'niin Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (IARC)
tarafindan yayinlanan kiiresel kanser verilerini igeren bir veri tabani olan
GLOBOCAN 2020 verilerine gore (Sekil 2.2.), diinyada 19,3 milyon kanser vakasi,
Tiirkiye’de ise; 233.834 yeni kanser vakasit ve 126.335 oliim vakasi bildirilmistir
(Sekil 2.3.). Diinyada 10 milyon kanserden kaynakli O6liim oldugu tahmin
edilmektedir (Sekil 2.4.). Diinyada en sik goriilen bes kanser tiirli; akciger, meme,
kolorektal, prostat ve mide kanseri iken, en sik Oliime neden olanlar; akciger,

kolorektal, mide, karaciger ve meme kanseridir (Sekil 2.5.).

Ulkemizde en sik gériilen bes kanser tiirii akciger, meme, kolorektal, prostat ve tiroid
kanseridir. Tiirkiye’de en sik oliime neden olan bes kanser tiirii ise akciger,
kolorektal, mide, karaciger ve pankreas kanseridir. Kanser taramasi ve tedavisi ile
ilgili tibbi uygulamalardaki degisikliklere bagli olarak meme ve prostat kanserleri
icin ilerleme hizinin durdugu, ancak akciger kanseri icin arttig1 ifade edilmektedir
(Siegel vd., 2022).

Meme Kanseri diinya ¢apinda en yaygin kanserdir ve 2020'de teshis edilen toplam

yeni vaka sayisinin %12,5'ini olusturur.



Oceania
254 291 (1.3%

Africa

1109 209 (5.7%)
Latin America and the Caribbean
1470 274 (7.6%)

Northern America
2 556 862 (13.3%)
Asia

9 503 710 (49.3%)

Europe
4 398 443 (22 8%)

Total : 19 292 789

Sekil 2.2. 2020 y1l1 ig¢in Diinya’daki tahmini kanser vaka sayis1 (GLOBOCAN).

Lun
41 264 (17 6%)

Other cancers
88 755 (38%)
Breast
24 175 (10.3%)
Colorectum
21 191 (9.1%)
Bladder Prostate
12 248 (5.2%) 19 444 (8.3%)

Stomach Thyroid
13 075 (5.6%) 13 682 (5.9%)

Total : 233 834

Sekil 2.3. 2020 y1l1 igin Tiirkiye’deki tahmini kanser vaka sayis1 (GLOBOCAN).
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Lung (60)
Breast (52)

Prostate (32)

Cervix uterl (28)

Liver (7)

Stomach (5) [ notapplicable
Qesophagus (1) No data

Sekil 2.4. 2020 yil1 tilke bazli kanser mortalitesi (GLOBOCAN).
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2.4. MEME KANSERIi

Meme kanseri, genellikle meme dokularinda baslayan, kontrolsiiz bir sekilde
hiicrelerin anormal olarak ¢ogalmasi sonucu olugan bir kanser tiiriidiir. Bu durum,
meme dokusundaki hiicrelerin normal siirlarin1 asarak ¢evre dokulara yayilabilir.
Meme kanseri, yaygin olarak kadinlarda goriilse de, nadiren erkeklerde de meydana
gelebilir. Kanser hiicreleri, viicudun farkli bolgelerine yayilarak uzak organlarda

(6rnegin kemikler, akcigerler) metastaz olusturabilir.

Meme kanseri, 2020'de 2 milyondan fazla yeni vaka ile diinya ¢apinda kadinlarda en
sik teshis edilen kanserdir. Meme kanserinin nedenleri tam olarak bilinmemekle
birlikte degistirilebilir veya degistirilemeyen bir¢cok risk faktori vardir.
Degistirilebilir risk faktorleri arasinda obezite, alkol kullanimi, sigara kullanimi ve
menopoz sonrast hormon tedavisi sayilabilir. Degistirilemeyen risk faktorleri
arasinda ise yas, BRCA1/BRCA2 mutasyonlari, Ostrojen seviyeleri, klinefelter
sendromu, aile Oykiisii ve radyasyon maruziyeti sayilabilir. Meme kanseri temel
olarak invazif meme kanserleri ve in situ meme kanserleri olmak tizere iki ana gruba
ayrilir. invazif meme kanserleri, meme dokusunun disina yayilan tiimérlerdir. in situ
meme kanserleri ise, meme ile sinirli kalmig tiimorlerdir (Sekil 2.6.). Meme kanseri
mRNA gen ekspresyon seviyelerine gére molekiiler alt tiplere (Luminal A, Luminal
B, HER2-zenginlestirilmis ve bazal benzeri) ayrilabilir. Molekiiler alt tipler, yeni
tedavi stratejileri ve hasta stratejileri hakkinda fikir verir ve meme kanseri
hastalarinin tedavi yontemlerini etkiler. Meme kanseri tedavisi cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hormonal tedavi veya biyolojik tedaviler gibi farkli yontemlerin ¢esitli

kombinasyonlarini igerir (Stanistawek, 2021).
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Sekil 2.6. Farkli meme kanseri tiirleri (Scientia.global)

2.4.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Globocan 2020 verilerine gore, meme kanseri diinyada en sik goriilen ikinci kanser
tirii ve kadinlar arasinda en sik goriilen ilk kanser tiiriidiir. Ayrica meme kanseri,
diinyada en sik 6liime neden olan besinci kanser tiirii ve kadinlar arasinda en sik
6lime neden olan ikinci kanser tiiriidiir. Diinyada 2020 yilinda 2,3 milyon yeni
meme kanseri vakasi ve 685 bin mortalite goriilmiistiir (Sekil 2.7.). Meme kanseri
insidansi her 100 bin kadinda ortalama 47.9 iken, mortalitesi her 100 bin kadinda
13.1°dir (Sekil 2.8.). Tiirkiye’de ise 2020 yilinda 24 bin yeni meme kanseri vakasi ve
7 bin meme kanseri 6liimii olmustur. Meme kanseri insidansi her 100 bin kadinda
28.6 iken, mortalitesi her 100 bin kadinda 8.4 tiir. Tiirkiye’de meme kanseri, kadinlar

arasinda en sik goriilen ve 6liime neden olan ilk kanser tiiriidiir.
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Sekil 2.7. 2020'de tahmin yasa gore standardize edilmis tilke bazl en yiiksek kanser insidans oranlari,
her iki cinsiyet, her yagtan (NMSC hari¢) (GLOBOCAN, 2020).
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Sekil 2.8. 2020 y1l1 Diinya’da ve Tiirkiye'de yasa gore standardize edilmis tahmini kanser insidans ve
6liim oranlart (GLOBOCAN, 2020).
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2.4.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

2.4.2.1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Cinsiyet

Hormonal stimiilasyon meme kanseri riskinin artmasiyla iliskili ana faktdrlerden
birini olusturmaktadir. Onemsiz Ostrojen seviyeleri igeren erkeklerin aksine,
kadinlarin meme hiicreleri hormon (6zellikle strojen ve progesteron) dengelerindeki
herhangi bir bozulmaya karsi ¢ok hassastir. Dolasim sistemindeki Ostrojen ve
androjen, meme kanseri riskinin artmasiyla pozitif olarak iligkilidir (Folkerd &
Dowsett, 2013). Seks hormonlarinin endojen seviyelerinin fizyolojik diizeylerindeki
degisimler, menopoz Oncesi ve menopoz sonrast kadinlarda daha yiiksek meme
kanseri riskine neden olmaktadir (Folkerd & Dowsett, 2013). Bir erke§in meme
kanseri riskini artiran 6nemli faktorler ise; ileri yas, BRCA1/BRCA2 mutasyonlari,
artmig Ostrojen seviyeleri, klinefelter sendromu, ailede meme kanseri Oykiisii ve

radyasyona maruz kalma olarak tanimlanir (Giordano, 2018).

Yas

Meme kanseri hastalarmin yaklasik %801 50 yas istli, %40'tan fazlas1 65 yasin
tizerindeki kisilerdir. Meme kanseri geligsme riski; 40 yasinda %1,5 50 yasinda %3 ve
70 yasinda %4'ten fazladir. Ilging bir sekilde, kanserin belirli bir molekiiler alt tipi ile
hasta yas1 arasinda bir iliski gozlemlenmistir. Agresif ve direngli olan iiglii negatif
meme kanseri alt tipi en sik 40 yasin altindaki gruplarda teshis edilirken 70 yasin
tizerindeki hastalarda liiminal A alt tipine rastlanir. Genellikle ileri yaslarda kanser
goriilmesi sadece meme kanseri ile smirli degildir; yillar igerisinde c¢ok sayida
hiicresel degisimin birikmesi ve potansiyel karsinojenlere maruz kalma, zamanla

karsinojenezin artmasina neden olur (Mcguire vd., 2015).

Aile Oykiisii

Ailede meme kanseri 0ykiisii, meme kanseri riskinin artmasina en énemli bir bagka
faktorii olusturur. Meme kanseri teshisi konan hastalarin yaklasik %13-19'u birinci
derece akrabalarinda ayni durumdan etkilendigini bildirmektedir. Ayrica, etkilenen
birinci derece akraba sayisi arttikca meme kanseri riski 6nemli 6l¢iide artmaktadir;
etkilenen akrabalar 50 yasin altinda oldugunda risk daha da yiiksek olabilir. Bu iligki,

potansiyel tetikleyiciler olarak hareket eden ¢evresel faktorlerin yani sira epigenetik
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degisiklikler tarafindan yonlendirilir. Ailede yumurtalik kanseri Oykiisiiniin
bulunmasi, 6zellikle BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari ile karakterize olanlar, meme

kanseri riskini de artirabilir (Wu vd., 2018).

Genetik Mutasyonlar

Yiiksek penetrasyon ile karakterize edilen iki ana gen, 17. kromozom {iizerinde
bulunan BRCA1 ve 13. kromozom {izerinde bulunan BRCA2 artan meme kanseri
riski ile birincil olarak baglantilidir. Bu genlerdeki mutasyonlar esas olarak otozomal
dominant olarak kalitilir, ancak sporadik mutasyonlar da yaygmm olarak
goriilmektedir. Diger meme kanseri genleri arasinda TP53, CDH1, PTEN ve STK11
bulunur. Meme kanseri riskinin artmasinin yani sira, bu tiir mutasyonlarin tasiyicilar
yumurtalik kanserine daha yatkindir. ATM, PALB2, BRIP1 veya CHEK2 dahil
olmak tlizere BRCA genleri ile etkilesime girebilen 6nemli sayida DNA onarim
geninin meme kanseri olusumunun indiiklenmesinde yer aldigi rapor edilmistir;
ancak bunlar, BRCA1 veya BRCA2'ye kiyasla daha diisiik penetrasyon (orta derece)
ile karakterize edilir. XRCC2 genindeki mutasyonlar da potansiyel olarak artan
meme kanseri riski ile iligkili olabilir (Koboldt vd., 2012; Mavaddat vd., 2013, Li
vd., 2022).

Irk/Etnisite

Irk ve etnik kokene iligkin esitsizlikler, meme kanserinden etkilenen bireyler arasinda
yaygin olarak gozlemlenmeye devam etmektedir ve bu mekanizmalar heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Genel olarak meme kanseri insidans orani, Hispanik
olmayan beyaz kadinlar arasinda en yliksek diizeyde devam etmektedir. Bunun

aksine, maligniteye bagli 6liim orani ise siyahi kadinlar arasinda 6énemli 6l¢iide daha

yiiksektir (Id vd., 2019).

Ureme

Cok sayida calisma, endojen hormonlara maruz kalma (6zellikle Ostrojen ve
progesteron) ile kadinlarda meme kanseri riski arasinda kesin bir iligki oldugunu
dogrulamistir. Bu nedenle, gebelik, emzirme, ilk adet gérme ve menopoz gibi
spesifik olaylarin meydana gelisi, bunlarin siiresi ve beraberindeki hormonal

dengesizlik, meme mikrogevresinde potansiyel karsinojenik olaylarin indiiksiyonu
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acisindan ¢ok Onemlidir. Erken yasta (6zellikle yirmili yaslarin basinda) ilk tam
stireli hamilelik ve ardindan artan dogum sayis1t meme kanseri riskinde azalma ile
iligkilidir (Bernstein, 2002). Ayrica hamileligin kendisi potansiyel olarak kansere
kars1 koruyucu etkiler saglar. Gebelik sirasinda preeklampsi Gykiisii olan kadinlar
veya preeklamptik gebelikten dogan ¢ocuklarda meme kanseri gelisme riski daha
diisiiktiir (Innes, 2023). Insiilin, kortizol, insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1,
androjenler, insan koryonik gonadotropin, kortikotropin salic1 faktor ve fizyolojik
araliklardan sapan IGF-1 baglayici protein ile birlikte artmis progesteron ve azalmis
Ostrojen seviyeleri dahil olmak {iizere preeklampsi sirasinda diizensiz hormon
seviyeleri, meme karsinogenezini dnleyici koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir.
Emzirme siiresinin uzun olmasi da hem ER/PR-pozitif hem de negatif kanserlerin
riskini azaltir (Ursin vd., 2005). Ayrica, ilk adetin erken yasta olmasi, genel olarak
daha kotii bir prognozla sonuglanabilir. Aksine, ister dogal ister cerrahi olsun, erken

menopozda meme kanseri riskini azaltmaktadir (Dehesh vd., 2023).

Meme Dokusunun Yogunlugu

Meme dokusunun yogunlugu yasam boyu degiskendir, klinik uygulamada diisiik
yogunluklu, yliksek yogunluklu ve yagli memeler dahil olmak iizere birka¢ kategori
olusturulmustur. Geng yastaki ve viicut kitle indeksi diisiik (BMI) olan kadinlarda,
hamile olan veya emzirme déneminde ve ayrica hormon replasman tedavisi alirken
memelerde daha fazla yogunluk gozlenir (Checka vd., 2012) . Genel olarak, meme
dokusu yogunlugunun fazla olmasi artan meme kanseri riski ile iligkilidir; bu egilim

hem menopoz 6ncesi hem de menopoz sonrasi kadinlarda gézlenmektedir.

Meme Kanseri ve Benign Meme Hastalhiklar

Meme kanseri ge¢misi olan bireylerde, meme dokusunda tekrarlayan kanserli
lezyonlarin ortaya ¢ikma riski artar. Bununla birlikte, kanserle iliskilendirilmeyen iyi
huylu lezyonlarin varligi da riski onemli Olglide artirabilir. Ayrica, histolojik
siiflandirma ile belirlenen iyi huylu lezyonlarin tipi ve ailede meme kanseri oykiisii,

meme kanseri riski ile giiclii bir sekilde baglantilidir (Degnim vd., 2005).

Radyasyon Tedavisi
Radyoterapi tedavisinden sonra sekonder malignite riski, klinik endise uyandiran,

oldukca sik goriilen bir durumdur. Radyasyon tedavisinin neden oldugu kanser
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kesinlikle bireyin yasiyla iligkilidir; 30 yasindan once radyasyon tedavisi alan
hastalarda meme kanseri riski daha fazladir (Ng & Shuryak, 2014). Uygun
radyoterapi tekniginin secimi, ikincil kanser riski acisindan ¢ok dnemlidir. Ayrica,
radyoterapi alan hastalarda ailede meme kanseri Oykiisii olmasi, ek olarak kanser

olusum riskini artirir (Ng vd., 2009).

3.4.1.2 Degistirilebilir Faktorler

Fiziksel Aktivite

Diizenli fiziksel aktivitenin meme kanseri insidansinda koruyucu bir faktér oldugu
diisiintilmektedir. Fiziksel aktivitenin meme kanseri insidansi iizerindeki koruyucu
roliinii agiklayan hipotezlerden birincisi; fiziksel aktivite, endojen seks hormonlarina
maruz kalmay1 azaltarak, bagisiklik sistemi tepkilerini veya insiilin benzeri biiylime

faktorii-1 seviyelerini degistirerek kanseri dnleyebilir (Delrieu vd., 2021).

Viicut Kitle indeksi

Epidemiyolojik arastirmalara gore, obezite yiiksek meme kanseri olasilifi ile
iligkilidir. Bu iliski ¢cogunlukla 6strojen reseptorii pozitif meme kanseri gelistirme
egiliminde olan menopoz sonrast obez kadinlarda artar. Yine de, menopoz
durumundan bagimsiz olarak, obez kadinlar daha kétii klinik sonuglara ulasmaktadir
(Kolb & Zhang, 2020). Wang ve ark. BMI daha yiiksek olan 50 yasin iizerindeki
kadinlarin, diisiik BMI'ye sahip olanlara kiyasla daha yiiksek kanser riski altinda
oldugunu gostermistir (Wang vd., 2019). Artan viicut yagi, enflamatuar durumu
artirabilir ve pro-karsinojenik olaylar1 kolaylastiran dolagimdaki hormonlarin
seviyelerini etkiler. Bu nedenle de, daha kotii klinik sonuglar 6ncelikle BMI > 25 kg/
m?2 olan kadinlarda gézlendigi dikkat ¢eker (Iyengar vd., 2019).

Alkol Allm

Cok sayidaki kanit, asir1 alkol tiiketiminin gastrointestinal sistemdeki malignite
riskini artirabilecek bir faktor oldugunu dogrulamaktadir; ancak meme kanseri riski
ile de baglantili oldugu kanitlanmistir. Bu iligkinin agiklamasi, alkol aliminin neden
oldugu artan Ostrojen seviyeleri ve dolayisiyla kadinlarda karsinojenez riskini

etkileyen hormonal dengesizliktir (Erol vd., 2019). Ayrica, alkol alimi1 genellikle
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daha yiiksek BMI seviyeleri ile asir1 yag alimina neden olur ve bu durumda ek risk
olusturur. Bir diger hipotez de alkol metabolitlerinin dogrudan ve dolayli kanserojen
etkilerini igerir. Alkol tiikketiminin 6zellikle Ostrojen pozitif meme kanseri riskini
arttirdigl  gdzlemlenmistir (Zeinomar vd., 2019). Ilk hamilelikten &nce alkol
tiikketilmesi, meme dokusunda morfolojik degisikliklerin indiiklenmesine Snemli
Olciide katkida bulunur ve onu daha ileri kanserojen olaylara yatkin hale getirir (Liu

vd., 2015).

Sigara

Tiitinde bulunan karsinojenler, meme dokusuna tasinirlar ve onkogenler ile kanser
baskilayici genler 6zellikle p5S3 mutasyonlarini arttirirlar.  Bu nedenle, sadece aktif
degil, aynm1 zamanda pasif ig¢iciligin de pro-karsinojenik olaylarin indiiklenmesine

onemli dl¢iide katkida bulundugu belirtilmektedir (Russo, 2002).

Yetersiz Vitamin Takviyesi

Vitaminler, meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli malignitelerin 6nlenmesinde
potansiyel fayda saglayabilecek antikanser ozellikler gosterir, ancak mekanizmasi
heniiz tam olarak anlasilamamigtir. Meme kanseri acisindan, ¢ogu ¢alisma potansiyel
olarak koruyucu etkilerini dogrulayan D vitamini takviyesine odaklanmaktadir.
Yiiksek serum 25-hidroksivitamin D seviyeleri, menopoz 6ncesi ve menopoz sonrasi
kadinlarda daha diisiik meme kanseri insidansit orani ile iligkilidir (Atoum &
Alzoughool, 2017). Ayrica, D vitamini reseptorlerinin  yogunlagtirilmis
ekspresyonunun, meme kanserine bagli daha diisiik 6liim oranlar ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Huss vd., 2019).

Yapay Isiga Maruz Kalma

Son zamanlarda geceleri yapay 1518a maruz kalma meme kanseri riskinin artmasiyla
iligkilendirilmistir. Muhtemelen bozulmus bir melatonin ritmi ve takiben epigenetik
degisikliklerden kaynaklanabilir. Yapilan ¢aligmalara gore, yapay 1s18a daha fazla
maruz kalanlar, daha az maruz kalan bireyler ile karsilastirildiginda 6nemli 6lciide

daha yiiksek meme kanseri riski tagidiklari ifade edilmektedir (Johns vd., 2018).
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Diyet

Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gore, yiiksek oranda islenmis et, yalmzca
gastrointestinal maligniteler degil ayn1 zamanda meme kanseri riskini artirabilecek
Grup 1 kanserojen olarak siniflandirilmistir. Asiri doymus yag alimi agisindan da
ayn1 sonuglara varilmistir. Islenmis gidalar, meme kanseri riskinin baska bir faktorii
olan obeziteye de zemin hazirlayan sodyum, yag ve seker acisindan zengindir.
Diyette ultra-islenmis gidalarin %10 artmasinin, %11 daha fazla meme kanseri riski
ile iligkili oldugu bildirilmistir (Fiolet vd., 2018). Sebzeler, meyveler, baklagiller,
kepekli tahillar ve yagsiz protein acisindan yiiksek bir diyet, meme kanseri riskinin
azalmasiyla iliskilidir (Paper, 2014). Genel olarak, yiiksek miktarda n-3 PUFA, D
vitamini, lif, folat ve fitodstrojen iceren gidalari igeren bir diyet, meme kanserini
onlenmesinde faydali olabilir (Kotepui, 2016). Ayrica, daha az n-6 PUFA ve doymus
yag alimi onerilir. Yesil ¢ayda bulunan spesifik bilesiklerin, meme kanseri ile ilgili
olarak anti-kanser etkileri olabilecegi bazi c¢alismalar ile goOsterilmistir. Yine
zerdecaldan tiiretilen kurkuminoidler ve siilforafanda da benzer O6zelliklere

rastlanmistir (Kunwar vd., 2012).

Kimyasala Maruz Kalma

Kimyasallara kronik olarak maruz kalma, prokarsinojenik olaylarin tetiklenmesiyle
birlikte epigenetik degisiklikler meydana getirerek meme karsinogenezini tesvik
edebilir (Casey vd., 2015). Kimyasala kronik maruz kalma ile sahip disilerde meme
kanseri olasiligi 6nemli Olclide yiiksektir ve bu durum, etki siiresiyle pozitif bir
sekilde iliskilidir (Videnros vd., 2020). Meme karsinogenezine neden oldugu iddia
edilen kimyasallarin sayis1 da onemlidir; su ana kadar, diklorodifeniltrikloroetan
(DDT) ve poliklorlu bifenil (PCB), bu tiir kimyasallara erken maruz kalma, meme
bezlerinin gelisimini olumsuz etkileyebilecegi icin genellikle meme kanseri
acisindan arastirtlmistir (Eve vd., 2020). Polisiklik aromatik hidrokarbonlara (PAH),
sentetik liflere, organik ¢oziiciilere, yag buharina ve insektisitlere artan maruz kalma
durumunda da potansiyel bir iligki gozlemlenmistir (Leso vd., 2019).

Tlaclar

Meme kanseri i¢in potansiyel risk faktorleri olusturabilecek ilacglar arasinda
antibiyotikler, antidepresanlar, statinler, antihipertansif ilaglar ve ayrica NSAID'ler

(aspirin, ibuprofen dahil) yer almaktadir (Brandes vd., 1992; Zhang vd., 2008).
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2.4.3. Meme Kanserinin Siniflandirmasi

Histolojik Siniflandirma

Invaziv meme kanserleri (IBC), klinik vakalar1, davramislar1 ve morfolojileri ile ilgili
olarak cesitlilik gdsteren genis spektrumlu timorleri igcerir. WHO en az 18 farklhi
invaziv histolojik meme kanseri tiiriinii ayirt etmektedir (Rakha vd., 2023). Rutin
patolojik belirtecler ER, PR ve HER2'nin kombinasyonu, tiimdrleri intrinsik alt
tiplere siniflandirmak icin kullanilir (Sekil 2.9.). Ki-67 ve PRmin yar1 kantitatif
degerlendirmesi, Luminal alt tipin daha fazla tiplendirilmesi i¢in yararhdir. Ayrica,
TNBC arasinda bazal benzeri meme kanserini tanimlamak igin sitokeratin 5/6 ve
epidermal biiylime faktorii reseptOriiniin degerlendirilmesinden yararlanilmaktadir
(Cheang vd., 2008). Eskiden invazif duktal karsinoma olarak bilinen, 6zel bir tipi
olmayan (NST) invaziv meme kanserinin en sik goriilen alt tipidir (%40-80) (Weigelt
vd., 2008). Invaziv meme kanserlerinin yaklasik %25'i belirgin biiyiime paternleri ve
sitolojik ozellikler gosterir, bu nedenle de spesifik alt tipler olarak taninirlar (6rn.
invaziv lobiiler karsinoma, tiibiiler, miisindz A, miisindz B, néroendokrin) (Erber &

Hartmann, 2020).

Invaziv meme kanseri, mRNA gen ekspresyon seviyelerine gore molekiiler alt tiplere
ayrilabilmektedir. 2000 yilinda Perou ve ark. 38 meme kanseri 6érneginde, mikrodizi
gen ekspresyon verilerinden dort molekiiler alt tip tanimlamislardir (Tablo 2.1.).
Histolojik alt tiplerden bagimsiz olarak; luminal, HER2 ile zenginlestirilmis, bazal
benzeri ve normal meme benzeri olarak molekiiler smiflandirma yapilmaktadir.
Luminal grubu Luminal A ve B olarak iki alt gruba ayrilir (Prat & Perou, 2011).
Kanser Genom Atlast Projesi'nde (TCGA) 300'den fazla birincil tiimoriin DNA,
RNA ve protein seviyelerinde profili ¢ikarilmis konsensiis kiimelemesi, yalnizca
mRNA gen ekspresyon seviyelerine (Luminal A, Luminal B, HER2 ile
zenginlestirilmis ve bazal benzeri) dayanan dort ana meme kanseri (Tablo 2.1.)
intrinsik alt tipinin ayrimin1 dogrulamistir (Pommier vd., 2020) . Bunlara Ek olarak,
5. igsel alt tip claudin-low meme kanseri, 2007'de insan ve murin meme

tiimorlerinin entegre bir analizinde kesfedilmistir (Herschkowitz vd., 2007).
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Sekil 2.9. Meme Kanserinin histolojik ve molekiiler siniflandirmasi (Ross vd., 2008).
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Tablo 2.1. Meme kanserinin dort molekiiler alt tipi ve hormonal durumlari (Song & Zhang, 2019).

Subtypes ER PR HER2 Ki-67
Luminal A + +/- - <|14%
Luminal B + = .7 o 214%
HER2+ - - + 214%
TNBC - - - 214%

2.4.3.1. Luminal Meme Kanseri

Luminal meme kanserleri, batidaki tiim meme kanseri vakalarinin neredeyse %70'ini
olusturan ER-pozitif tiimdrlerdir. En yaygin olarak Luminal benzeri kanserler, 6zel
bir alt tipi olmayan IBC olarak ortaya c¢ikar (Sekil 2.10.), ancak nadiren invazif
lobiiler, tlibiiler, invazif kribriform, miisindz ve invazif mikropapiller karsinomlara
farklilasabilirler. Iki temel biyolojik siire¢ olan hiicre ¢ogalmas: ile iliskili yolaklar
ve liimen tarafindan diizenlenen mekanizmalar, meme kanserini daha iyi anlamamiza
yardimci olur. Bu siiregler, meme kanserlerini Luminal A ve B gibi alt tiplere
ayirmamiza olanak tanir. Bu alt tipler, farkli klinik sonuglarla iliskilendirilmistir.
Luminal A tiimorleri, ER veya PR varligi ve HER2'nin yoklugu ile karakterize edilir.
Bu alt tipte, ER transkripsiyon faktorleri, ekspresyonu, meme kanallarin1 kaplayan
limen epiteli i¢in karakteristik olan genleri aktive eder (Prat vd., 2013).
Proliferasyon ile iligkili genlerin diisiik ekspresyonuna sahiptir. Klinik olarak diisiik
derecelidirler, yavas biiyiirler ve en iyi prognoza sahip olma egilimindedirler. Alt tip
A'nin aksine, Luminal B tiimorleri daha yiiksek derecelidir ve daha kétii prognoza
sahiptir. ER pozitiftirler ve PR negatif ve/veya HER2 pozitif olabilirler. Ek olarak,
proliferasyonla iligkili genlerin (6rn. MKI67 ve AURKA) yiiksek ekspresyonuna
sahiptir. Bu alt tip, PR ve FOXA1 gibi liimen epiteli icin tipik olan genlerin veya
proteinlerin daha diisiik ekspresyonuna sahiptir. ER, hem A hem de B alt tiplerinde
benzer sekilde eksprese edilir ve luminal tip ile luminal olmayan tipi ayirt etmek igin

kullanilir (Prat vd., 2013).
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Sekil 2.10. Luminal Benzeri Invazif meme kanseri histolojisi (Erber &Hartmann, 2020). A:
Hematoksilen-eosin boyama (H&E) 100x. B: (H&E) 400x. C: ER immiinohistokimyasi 200x. D:
Glikojen birikimine bagli, agirlikli olarak berrak sitoplazmaya sahip IBC’nin glikojen agisindan
zengin seffaf hiicre modeli ) (H&E) 400x. E ve F: Bol ve vakuollii sitoplazmali sebasdz hiicrelerin
tipik 6zelliklerine sahip IBC'nin sebasdz modeli 100x ve 400x.
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2.4.3.2. HER?2 ile Zenginlestirilmis Grup

Meme kanserlerinin %10-15"ini olusturur. ER ve PR yoklugu ve HER2'nin yiiksek
ekspresyonu ile karakterize edilirler. Bu alt tip, luminal ve bazal gen ile protein
kiimelerinden daha cok proliferasyonla iligkili genleri ve proteinleri (6rnegin,
ERBB2/HER2 ve GRB7) ifade eder. HER2 ile zenginlestirilmis alt tipte,
APOBEC3B'nin aracilik ettigi bir mutagenez vardir. APOBEC3B, sitozin mutasyon
indiikleyen ve mutasyon kiimelerinin kaynagi olan APOBEC sitidin deaminazlarin
bir alt siifidir. HER2 ile zenginlestirilmis kanserler daha hizli biiyiir ve alt tipler
arasinda en kotli prognoza sahip olandir (Sekil 2.11.). Daha da 6nemlisi, HER2 ile
zenginlestirilmis alt tip, klinik olarak HER2-pozitif meme kanseri ile ayni degildir
clinkii birgok ER-pozitiffHER2-pozitif tiimér, luminal B grubu i¢in uygundur.
Ayrica, HER2 ile zenginlestirilmis tiimorlerin yaklasik %30'u, immiinohistokimya
(IHC) ve/veya floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemlerine dayanarak klinik
olarak HER2-negatif olarak siniflandirilir (Plasilova vd., 2016).

NORMAL HUCRE HER2 POZITiF HUCRE
meme kanseri hiicresi

HER?2 reseptort

—HER2 reseptori

HER2 geni HER2 geni

Hucre
cekirdegi

Hicre
cekirdegi

cok sayida HER2 geni - amplifikasyon

cok sayida HER reseptorii - overekspresyon

Sekil 2.11. HER?2 pozitif hiicre (drozdogan.com)
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2.4.3.3. Bazal Benzeri/Uclii Negatif Meme Kanseri

Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC), ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatif
olarak karakterize edilen heterojen bir meme kanseri toplulugudur. Tiim meme
kanserlerinin yaklagik %20'sini olustururlar. TNBC, 40 yasindan kii¢lik kadinlar ve
Afrikali-Amerikali kadinlar arasinda daha yaygindir. TNBC hiicreleri, hem ER, hem
PR, hem de HER2 tasimadig: i¢in mevcut pek ¢ok tedavi yontemine yanit vermez.
TNBC hiicrelerinin kokeni ve biyolojisi tam olarak anlagilamamis olmakla beraber,

kanser kok hiicreleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Ari, 2018).

Kanser kok hiicrelerinin eliminasyonu i¢in gelistirilen yeni tedavi yaklagimlarindan
biri, gelisimsel sinyal yollarindan olan Notch sinyal yolunun inhibisyonudur. Notch
sinyal yolu, TNBC hiicrelerinde apoptoz, proliferasyon, anjiyogenez ve farklilasma
mekanizmalart lizerinde etkilidir. BRCA1 germ hatti mutasyonundan kaynaklanan
meme kanserlerinin yaklasik %80't TNBC'dir ve tiim TNBC'lerin %]11-16's1 ise
BRCAL1 veya BRCA2 germ hatti mutasyonlarini baridirir. TNBC biyolojik olarak
agresif olma egilimindedir ve genellikle daha koti bir prognoz ile iliskilidir
(Newman vd., 2015). TNBC'de goriilen en yaygin histoloji, infiltre edici duktal
karsinomdur, ancak belirgin bir lenfositik infiltrat ile mediiller benzeri kanserler
olarak da ortaya cikabilir. Bazal benzeri ve TNBC terimleri birbirinin yerine
kullanilmistir; ancak, tiim TNBC'ler bazal tipte degildir. Gen ekspresyon profilinde,
TNBC'ler, bazal benzeri (BL1 ve BL2), mezenkimal (M), mezenkimal gévde benzeri
(MSL), immiinomodiilatér (IM) ve liimen androjen reseptorii (LAR) olmak tizere alti

alt tipe ayrilabilir (Herschkowitz vd., 2007).

2.4.3.4. Claudin Meme Kanseri

Claudin-low (CL) meme kanserleri, cogunlukla ER-negatif, PR-negatif ve HER2-
negatif olan kotii prognozlu tiimorlerdir (Sekil 2.12). CL tiimorleri, tiim invazif
meme kanserlerinin %7-14"lni olusturur. CL alt tipi, claudin 3, 4 ve 7, okludin ve E-
kadherin dahil olmak iizere hiicre-hiicre adhezyonunda yer alan genlerin diisiik
ekspresyonu ile karakterize edilir. Ayrica, bu tiimorler epitelyal-mezenkimal gegis
(EMT) genlerinin yiiksek ekspresyonunu gosterir. CL tiimorleri belirgin immiin ve

stromal hiicre infiltrasyonuna sahiptir (Dias vd., 2017). Daha az diferansiye
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durumlart ve EMT ile iligkili transkripsiyon faktoriiniin onleyici etkisi nedeniyle,

ZEB1 CL tiimérleri genellikle genomik olarak stabildir (Morel vd., 2017).

Normal Breast cancer
differentiation development

S e

! Stemness: low

[ MAPK: low ]

Luminal

, Stemness: low

[ MAPK: low ]

Sekil 2.12. Claudin-low tiirii meme kanserinin gelisim asamalar1 (Pommier et al., 2020).

2.4.4. Prognostik Biyobelirtegler

ER, invazif meme karsinomalariyla iligkilendirilen bir biyobelirtectir. Tiimorlerin
yaklasik %70-75', belirgin bir sekilde yiiksek ER ekspresyonuyla karakterize edilir.
Bu nedenle de, ER'nin dl¢iilmesi, hem birincil meme tiimoérleri hem de tekrarlayan

lezyonlar {izerinde gergeklestirilen degerlendirmelerde dnem tasir.
ER'in ifadesindeki degisikliklerin teshisi, tedavi secimi ag¢isindan biiyiikk 6nem

tagirken, aynt zamanda bir prediktif faktor olarak da hizmet edebilir. Yiiksek ER

ifadesine sahip hastalar genellikle daha iyi klinik sonuglar elde etme egilimindedir.
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Ayrica, ailesinde meme kanseri oykiisii olan kisilerde ER ekspresyonu ile meme
kanseri arasinda bir iliski gozlemlenmistir. Bu nedenle, 0Ozellikle ailesel risk
durumlarinda ER ekspresyonu, meme kanserinin tanisal biyo-belirteci olarak

kullanilabilir (Liu vd., 2023).

ER0-36 ekspresyonu konusunda yapilan ¢alismalar, bu belirtecin PR-pozitif
kanserler i¢in potansiyel bir hedef oldugunu ve ayn1 zamanda prognostik bir belirteg
olarak islev gorebilecegini bildirmistir. Bu bulgular, meme kanserinde ER'nin
Oonemini ve farklr alt tiplerdeki roliinii vurgulamaktadir (Tse vd., 2015; Konan vd.,

2020).

PR, meme kanserinde énemli bir rol oynar. Ozellikle ER-pozitif hastalarda yiiksek
oranda ifade edilirken, ER-negatif meme kanserinde daha nadir goriilir. PR
ekspresyonu, ER tarafindan diizenlenir ve PR seviyeleri, meme kanserinin fizyolojik
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Hem ER hem de PR, meme kanseri hiicrelerinde
yogun bir sekilde ifade edilir ve bu nedenle meme kanserinin tan1 ve prognozunda

Oonemli biyobelirtecler olarak kabul edilirler.

HER?2 ise, meme kanserinin diger bir 6nemli hedefidir. HER2 ekspresyonu, meme
kanserlerinin %15-25"ini olusturur ve 6zellikle tedavi se¢ciminde biiyiik bir rol oynar.
HER2’nin agir1 ekspresyonu, meme karsinogenezinin erken asamalarinda meydana
gelir ve HER2 pozitif meme kanseri hastalarinda metastaz ve niiks riskini artirir.
Serum HER2 diizeyleri, tlimoriin varligini veya niiksetmesini belirlemede umut
verici bir belirteg olarak kabul edilmektedir. HER2 amplifikasyonu, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine yol agarak, kanserli hiicrelerde onkojenik sinyal
yolaklarinin agir1 aktive olmasina neden olur. Bu durum HER2 pozitif meme kanseri

hastalarinda daha koétii klinik sonugclarla iliskilidir (Won & Spruck, 2020).

Genel olarak, PR ve HER2, meme kanserinde 6nemli biyo-belirteglerdir ve hastalarin
tan1 ve tedavi siireclerinde ve degerlendirilmesinde biiyiik 6nem tasirlar. (Igbal &

Igbal, 2014).

Antijen Ki-67, hiicre ¢ogalmasinin bir belirtecidir ve Ki-67 c¢ogalma indeksi,

Ozellikle meme kanseri durumunda kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi hakkinda bilgi
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saglamak icin idealdir. Ki-67 tarafindan belirlenen bir proliferatif aktivite, tedaviye
yanit ve niiks siiresi ile birlikte kanserin agresifligini yansitir. Bu nedenle Ki-67,
uygun tedavinin se¢imi ve niiks nedeniyle olasi takipler ac¢isindan ¢cok énemlidir. Ki-
67, potansiyel bir prognostik faktor olarak da diisiiniilebilir; 12.155 hastay1 iceren 68
calismanin meta-analizine gore, Ki-67'nin asir1 ekspresyonu hastalarin daha kotii
klinik sonuglar ile iliskilidir. Ki-67'nin yiiksek ekspresyonu ayni zamanda meme
kanseri hastalarinin daha diisiik hayatta kalma oranlarmin distiglinii gosterir

(Pathmanathan vd., 2014).

Mibl (Ki-67'ye kars1 antikor), proliferasyon indeksi, Ki-67'ye benzer sekilde meme
kanseri i¢in giivenilir bir tanisal biyobelirte¢ olmaya devam etmektedir. Hem Mibl
hem de Ki-67 ekspresyon seviyelerindeki bir azalma, meme kanseri hastalarinin
ameliyat Oncesi tedaviye iyi bir yanit vermesiyle iliskilidir. Mibl seviyeleri, es
zamanli p53 mutasyonlari olan hastalarda anlamli olarak daha yiiksektir. Mibl
degerlendirmesi, mitotik indeks ve S-fazi degerlendirmesi i¢in uygun olmayan,

kiigiik biyopsi drneklerinin oldugu durumlarda fayda saglamaktadir (Caly vd., 2004).

E-Kadherin, epitelyal-mezenkimal geciste (EMT) kritik bir proteindir; E-Kadherin
ekspresyonunun kaybi, metastaz riskinin artmasiyla daha da iliskili olan mezenkimal
fenotipe kademeli doniisiime yol acar. Bazi aragtirmalar, ekspresyonunun potansiyel
olarak tiimor boyutu, TNM evresi veya lenf diiglimii durumu gibi birka¢ meme
kanseri 6zelligi ile iliskili oldugunu gdstermistir. E-kadherin ekspresyonunun diisiik
veya tamamen kaybi, meme kanserinin histolojik alt tipinin belirlenmesinde fayda
saglamaktadir.  E-kadherin  seviyeleri, hastalarin sag kalim oranlarinin
degerlendirmesi agisindan umut verici goriinmemekle birlikte yiiksek E-kadherin
seviyelerinin, invazif meme karsinomali hastalarda daha kisa sagkalim oranlar ile
iligkili oldugunu gosteren bazi ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayrica, azalan E-Kadherin
ekspresyonunun lenf nodu metastazi ile pozitif olarak iligkilendirildigi belirtilmistir.
Bu bulgular, meme kanserinde E-Kadherin ekspresyonunun hastaligin seyri ve
prognozunun anlasilmasinda onemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.(Borcherding vd., 2018; Yang vd., 2018).

Dolasimdaki dairesel RNA, (circRNA'lar), kodlamayan RNA grubuna aittir ve yakin

zamanda, apoptoz, artmis proliferasyon veya artmis metastatik potansiyel dahil
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olmak tizere meme karsinogenezinin ¢esitli 6zellikleri agisindan ¢ok dnemli olduklar
gosterilmistir (Jahani vd., 2020). Cogunlukla meme kanserine 6zgii olan en kapsaml
sekilde tanimlanmig circRNA'lardan biri, ticlii negatif meme kanseri (TNBC) olan
hastalar i¢in potansiyel bir tanisal biyobelirteg ve terapotik arag olarak Onerilen
circFBXW7'nin yam sira bol miktarda eksprese edilen hsa circ 0072309'u igerir.
Has_circ_0001785'in meme kanserinde tanisal bir biyobelirte¢ olarak umut verici
oldugu diistiniilmektedir (Brown & Chinnaiyan, 2020).TNBC, HER2-pozitif ve ER-
pozitif gibi farkli meme kanseri tiirlerinde spesifik circRNA'lar rapor edilmistir. Son
zamanlarda, circRNA'lar ve mikro-RNA arasindaki bir etkilesimin yani
Cx43/has_circ_0077755/miR-182 post-transkripsiyonel eksen bi¢imindeki bir
etkilesimin, meme kanseri baslangicini ve ayrica ileri prognozu tahmin edebilecegi
gosterildi. Connexin-43 (Cx43), hiicreler arasi iletisimi kolaylastiran ve epitelyal
homeostazin siirdiiriilmesinden sorumlu transmembran bir proteindir. Cx43'in kaybi,
meme kanserinin baglangicinda transkripsiyon sonrasi islemleri diizensizlestirir.

(Naser Al Deen vd., 2021).

TP53 (P53), genindeki islev kaybi mutasyonlari, osteosarkomlar, losemi, beyin
tiimorleri, adrenokortikal karsinomlar ve meme kanserleri dahil olmak iizere ¢ok
sayida kanser tlirlinde bulunmustur. P53 proteini, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
apoptoz, DNA onarimi ve hiicresel yaslanma dahil olmak iizere hiicresel stres
tepkilerine aracilik ederek normal hiicresel homeostaz ve genomun korunmasi igin
mutlak gereklidir. P53 geninin susturulmasi mutasyonu, kanser ilerlemesinin erken
bir asamasinda belirgindir. Meme kanserinde, TP53 mutasyonlarinin prevalansi,
TNBC'li hastalarin yaklagik %80'inde ve Luminal A hastaligi olan hastalarin
%10'unda mevcuttur (Duffy vd., 2018).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), 19-25 niikleotit uzunlugunda endojen kodlamayan RNA
molekiillerinin ana sinifi olup, bir dizi diizenleyici rol istlenir. Baz1t miRNA'lar,
tiimoriin gelisimi, ilerlemesi ve tedaviye yanit ile iliskilendirilmigtir. Meme kanseri
dokularinda anormal sekilde ekspresyon gosteren miRNA'lar biyobelirteg olarak
incelenmistir. Adhami ve ekibinin 2018 yilinda gerceklestirdigi meta-analize gore,
miRNA-21 ve miRNA-210 siirekli olarak ifadesi artmis, altt miRNA’nin (miRNA-
145, miRNA-139-5p, miRNA-195, miRNA-99a, miRNA-497 ve miRNA-205) ise
stirekli olarak ifadesi azalmistir. MiRNA-21'in asir1 ekspresyonu, TNBC dokularinda
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gozlemlenmis ve bu durum TNBC hiicrelerinin gelismis invazyon ve proliferasyonu
ile iliskilendirilmistir. Benzer sekilde, miRNA-210'un yiiksek ekspresyonu, meme
kanseri hastalarinda tiimor proliferasyonu, invazyonu ve hayatta kalma oranlarinin
diisik olmasi ile iliskilendirilmistir. MiRNA-145, TGF-21 ekspresyonunu
diizenleyerek meme kanseri hiicrelerinin gociinii ve proliferasyonunu inhibe etme
kapasitesine sahip bir anti-kanser ajani olarak bilinmektedir. Benzer sekilde,
miRNA-139-5p ve miRNA-195, c¢esitli kanserlerde tiimor baskilayic1 aktivite
sergileyebilir (Sun vd., 2015; Savari vd., 2020).

Tiumorle iliskili makrofajlar (TAM), immiin sistemi diizenleme yetenekleri ile
bilinirler ve fenotiplerine gére M1 veya M2 benzeri hiicresel durumlara ayrilabilirler.
M1 makrofajlar, IL-12 ve tiimdr nekroz faktorii gibi antimikrobiyal ve antitimor
etkileri olan sitokinler salgilarlar. Ote yandan, M2 makrofajlar;, IL-10, IL-1
reseptOrii antagonisti tip II ve IL-1 tuzak reseptorii gibi cesitli sitokinler iiretirler. Bu
fenotip, dokularin yeniden yapilanmasi, bagisiklik diizenlemesi ve tlimor biiylimesi
gibi silireclerde onemli bir rol oynar. Bu nedenle, M1 benzeri fenotipe sahip
makrofajlar, iyi hastalik seyri ile iliskilendirilirken, M2 benzeri fenotip, potansiyel
olarak immiinosupresyon ve anjiyogenez ve tiimoOr hiicresi proliferasyonu ve
invazyonunun tesvik edilmesi yoluyla ortaya g¢ikan negatif sonuclarla alakalidir
(Biswas vd., 2013). Literatiirde, TAM tiimor biiyiimesini ve metastazini destekleyen
M2 makrofajlarinin varligi belirlenmistir. Meme kanseri i¢in ¢aligmalar, TAM'lerin
yogunlugunun hormon reseptér durumu, evre, histolojik derece, lenf nodu metastazi
ve vaskiiler invazyon ile paralellik gostermistir. Zhao ve ekibinin 2017 yilinda
gerceklestirdigi bir meta-analize gore, TAM'lerin yogunlugunun artis1i, genel

sagkalim ile pozitif bir iliski gdstermektedir (Zhao vd., 2017).

Enflamasyon Bazli Modeller, Tiimér ve mikrogevresindeki konak inflamatuar ve
immiin yanitlari, kanser gelisimi ve ilerlemesinde kritik bilesenlerdir. Tiimdriin
indiikledigi sistemik inflamatuar yanit, periferik kan lokositlerde degisikliklere yol
acar. Bu nedenle, periferik kan enflamatuar hiicreleri arasindaki iligki, hasta

prognozunu tahmin etmede erisilebilir ve erken bir yontem olarak hizmet edebilir.

Notrofil-Lenfosit Oran1 (NLR), 27.031 kanser hastasi lizerinde yapilan kapsamli bir
calismada, Proctor ve arkadaglar1 (2012) NLR'nin prognostik degeri tlizerindeki
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analizleri ve meme kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde NLR ile hayatta
kalma arasinda anlamli bir iliski saptamistir zit olarak noétrofiller, lenfositlerin
sitolitik aktivitesini baskilayarak, artmis anjiyogenez ve tiimdr biiylimesi ve
ilerlemesine yol acar. Azab ve ark. (2012) ilk olarak kemoterapi 6ncesi NLR'nin
uzun vadeli mortalite i¢in bagimsiz bir faktér oldugunu ve bunu meme kanserinde
yas ve timor boyutu ile iliskilendirdigini bildirmistir. Guo ve arkadaslar tarafindan
17.079 kisi iizerinde gerceklestirilen yakin tarihli bir meta-analizde, yiiksek NLR
diizeyi meme kanseri hastalarinda diisiik genel sagkalim oranlan ile iliskilendirildi.
Ayrica, NLR ile genel sagkalim arasindaki iliskinin TNBC hastalarinda HER2-

pozitif olanlardan daha giiclii oldugu bildirilmistir.

Lenfosit-Monosit Oran1 (LMR), hastalarin prognozu ile iliskisi birka¢ kanser i¢in
bildirilmistir. Lenfositler, sitotoksik hiicre oOlimiinii indiikleyerek ve timor
proliferasyonunu inhibe ederek bir antitiimor aktiviteye sahip olduklarindan
monositler, TAM'lere farklilasma da dahil olmak iizere tiimorijenezde rol oynar.
Tiimdr mikrogevresinde, monositler ve makrofajlar tarafindan salgilanan sitokinler

ve serbest radikaller, anjiyogenez, tiimor hiicresi invazyonu ve metastaz ile iliskilidir.

Trombosit-Lenfosit Oran1 (PLR), Yiiksek trombosit sayisi, ¢esitli kanser tiirlerinde
kotii prognoz ile iligkilendirilmistir. Trombositler hem proinflamatuar molekiilleri
hem de sitokinleri (P-selektin, CD40L ve interlokin (IL)-1, IL-3 ve IL-6) ve bir¢cok
anti-inflamatuar sitokini i¢erir. Tiimor anjiyogenezi ve biliylimesi, trombosit kaynakli
biiylime faktorii, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, doniistiiriicii biiylime faktorii-
beta ve trombosit faktorii 4'iin salgilanmasiyla uyarilabilir. Bir meta-analiz ¢aligmasi,
5542 meme kanseri hastasini analiz ederek, PLR'nin prognostik énemi aragtirilmistir.
Yiiksek PLR diizeyi, kotii prognoz ile iligkilendirildi, ancak meme kanserinin
molekiiler alt tipleri i¢in prognostik degeri belirlenmemistir. Bununla birlikte, PLR
ile tiimoriin evre, lenf nodu metastazi ve uzak metastaz gibi kliniko-patolojik

ozellikleri arasinda bir iligki bulunmustur (Zhang vd., 2017).

2.4.5. Meme Kanseri Hiicre Soylar

Insan meme kanseri hiicre soylar1 arastirmalarda yaygim olarak kullanilir ve farkli

ozelliklere sahip bir¢ok hiicre soyu bulunmaktadir.

32



MCF-10A: Normal meme hiicrelerinin kiiltiire edilmis formudur. Meme hiicresinin
ozelliklerini calismak ve kanser ile karsilastirmak amacgli olarak deneylerde

kullanilir.

T-47D: Invaziv duktal karsinomanin bir érnegidir ve ER ve PR pozitif olarak ifade

edilir. Hormon reseptorleri ile ilgili calismalarda kullanilir.

BT-474: invaziv duktal karsinoma 6rnegidir ve asir1 miktarda HER2 ifade eder.

HER?2 pozitif meme kanseri ¢alismalarinda siklikla kullanilir.

ZR-75-1: Bu hiicre soyu, ER pozitif duktal karsinoma ornegidir. Hormon
reseptorlerinin calismalarinda ve hormon tedavilerinin etkilerinin

degerlendirilmesinde kullanilir.

ZR-75-30: ER pozitif bir duktal karsinoma Ornegidir. Hormon reseptorlerinin

calismalarinda sikg¢a kullanilir.

SK-BR-3: HER2 pozitif duktal karsinoma 6rnegidir. HER2 reseptoriiniin roliiniin

anlasilmasinda ve ilaglarin etkinliginin test edilmesinde kullanilir.

HCC1937: BRCA1 mutasyonuna sahip olan bir duktal karsinoma 6rnegidir. Genetik

arastirmalar ve BRCAI ile iligkili kanser mekanizmalarinin ¢alismalarinda kullanilir.

HS578T: Invaziv duktal karsinomanin bir rnegidir ve iiclii negatif 6zellik gosterir.

Metastazin ve invaziv bliyiimenin ¢aligmalarinda kullanilir.

BT-549: Agresif bir i¢lii negatif meme kanseri hiicre soyudur. TNBC 6zelliklerinin

ve tedavi se¢eneklerinin incelenmesinde tercih edilir.

SUM149: TNBC hiicre soyudur. Inflamatuar meme kanserinin arastirilmasinda

tercih edilir.

MDA-MB-468: ER, PR ve HER2 geni pozitif degildir.
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MDA-MB-453: HER2 pozitif bir duktal karsinoma hiicre soyudur. HER?2

reseptoriiniin roliiniin anlasilmasi ve ilaglarin etkinliginin test edilmesi i¢in kullanilir.

MDA-MB-361: HER2 pozitif bir duktal karsinoma o6rnegidir. HER2 ile iligkili

kanser mekanizmalarinin ve ilaglarin etkinliginin ¢alisilmasinda tercih edilir.

MDA-MB-415: Duktal karsinoma hiicre soyudur, meme kanseri caligmalarinda

kullanilir.

MDA-MB-231: Calismamizda da kullandigimiz bu hiicre soyu invaziv duktal
karsinomanin agresif bir formunu temsil eder. Bu hiicreler, metastaz ve invaziv
bliylime ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilir. 51 yasinda metastatik meme
adenokarsinomu olan Kafkas kokenli bir kadin hastanin plevral efiizyonundan elde
edilmis, epitelyal 6zelliklere sahip insan meme kanseri hiicre hattidir. Bu hiicre hatti,
aragtirma laboratuvarlarinda ve arastirmalarda en yaygin kullanilan meme kanseri
hiicre hatlarindan biri olarak kabul edilir.

MDA-MB-231, ER ve PR ekspresyonu bulunmayan yani sira HER2 amplifikasyonu
da gostermeyen, oldukca agresif, invaziv ve kotii diferansiye olmus iiclii negatif
meme kanseri (TNBC) hiicre hattidir (Chavez vd., 2010). Diger invaziv kanser hiicre
hatlar1 gibi, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazivligi hiicre dis1 matriksin proteolitik

parcalanmasi yoluyla iletilir.

ER ve PR ekspresyonunun eksikligi ile HER2 amplifikasyonuna sahip olmamasi
sonucu, bu hiicre hattt baslangigta 'bazal' meme kanseri hiicre hatti olarak
siniflandirilmistir. Ancak giliniimiizde, claudin-3 ve claudin-4'iin diisiik diizeyde
ifadesi, Ki-67 proliferasyon belirteci icin diisiik diizeydeki ifadesi, epitelyal-
mezenkimal gecisle iliskilendirilen isaretleyicilerin zenginlesmesi ve meme kanseri
kok hiicreleri (CSC'ler) ile iliskilendirilen 6zellikleri sergilediginden, claudin-diisiik
molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilir. Bu 6zellikler arasinda CD44+CD24-
/diisiik fenotipi de bulunmaktadir. 3D kiiltiirde, hiicre hatt1 endotelyum benzeri

morfoloji sergiler (Sekil 2.13.) (Kenny vd., 2007).
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Ucglii negatif meme kanseri, sinirli tedavi secenekleri olan agresif bir meme kanseri
tiirtidiir. Uclii negatif meme kanserinin molekiiler temelini anlamak, etkili yeni tedavi
metodlar1 ve ilaglar gelistirmek iizere potansiyel etkin ajanlarla pek ¢ok calisma,
MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilarak yapilmaktadir. MDA-MB-231 hiicre hatti,
kemik metastazi arastirmalari i¢in de iyi bir ara¢ olarak kabul edilmistir (Simmons

vd., 2015).

Sekil 2.13. Kiiltiir ortaminda MDA-MB-231 hiicreleri.

MCF7: ER pozitif bir duktal karsinoma hiicre soyudur. Hormon reseptodrlerinin
roliiniin ve hormon tedavilerinin etkilerinin incelenmesinde kullanilir. 69 yasindaki
meme adenokarsinomu tasiyan bir kadinin plevral efiizyonundan elde edilmistir.
Michigan Kanser Vakfi (MCF) adindan tiiretilmis olup diinyadaki en ¢ok calisilan

insan meme kanseri hiicre hattidir.

Hiicre hattinin epitel benzeri bir morfolojisi vardir ve tek tabakadir, kiiltiir kab1 ile
hiicre tabakasi arasinda siv1 birikimi nedeniyle kubbe yapilar1 olusturur (Sekil 2.14.).
Ostrojen reseptérii alfa (ER-0)3-5 ifade eden az sayidaki meme kanseri hiicresinden
biridir. Hiicreler ayrica androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptdrlerini de
ifade eder, bu da onlar1 tibbi aragtirmalarda degerli araglar haline getirmektedir.

MCF7'nin 6strojenlerle tedavisinin, antiapoptotik bir etkisi oldugu gosterilmistir oysa
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anti-Ostrojen kemoterapi ilaglar1 (6rnegin tamoksifen) ile tedavi, proliferasyonu
inhibe ederek kiiltiirlerin biiylimesini azaltabilir ve apoptozu indiikleyebilir (Zheng

vd., 2007).

Hiicre kiltir medyumunda yaygin olarak kullanilan fenol kirmizisinin zayif bir
ostrojen oldugu ve MCF7 hiicrelerinde bulunan reseptdrlere baglanabildigi
gbsterilmistir (Berthois vd., 1986; Bindal & Katzenellenbogen, 1988). Ostrojen
aktivitesini inceleyen caligsmalar i¢in fenol kirmizisi icemeyen medyum kullanimi

onerilmektedir (Cooper, 2012).

Sekil 2.14. Kiiltiir ortaminda MCF-7 hiicreleri.

2.5. METASTAZ

Metastaz, kanser hiicrelerinin primer tiimdrden ayrilarak viicudun diger bolgelerine
yayilmasidir. Bu siire¢, kanserin yayilmasini ve sekonder tlimoérlerin olusmasini
saglar. Kanser hiicrelerinin orijinal tiimérden ayrilmasi, dolasim sistemine girmesi,
dolasarak viicudun farkli bolgelerine tasinmasi ve nihayetinde yeni bir bolgede
yerlesip ¢ogalmasini igerir ve bunlar metastazin asamalarini olusturur. Bu asamalarin
her biri karmasik biyokimyasal ve hiicresel siireclerle yonlendirilir. Metastaz, kanser

hastalarinin hayatta kalma sansmni onemli Olgiide etkileyebilir. Bu nedenle,
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metastazin Onlenmesi veya tedavi edilmesi, kanser tedavisinin temel hedeflerinden

biridir. Metastaz siireci temel birka¢ asamadan olusur (Sekil 2.15.):

Angiogenez: Kanser hiicreleri, biiyiimek ve yayilmak i¢in ihtiya¢ duyduklar1 besin
ve oksijeni alabilmek adina yeni kan damarlarimin olusumunu tesvik eder. Bu yeni
kilcal kan damarlarmin olusumuna "angiogenez" denir. Oncelikle primer tiimdrde

besin ve oksijen bu sekilde tlimoériin i¢ kisimlarindaki hiicrelere ulasabilir.

Invazyon: Metastaz siireci, kanser hiicrelerinin ilk olarak orijinal tiimériin
cevresindeki dokulara yayilma asamasi ile baglar. Bu asamada kanser hiicreleri,
cevrelerindeki dokular1 ve hiicreleri istila etmeye baglar. Bu invazyon siirecinde,
kanser hiicreleri normal hiicrelerin arasindan gegebilmek i¢in molekiiler sinyaller

kullanir.
Primer tumor olugumu Lokal invazyon intravazasvon Dolagimda sagkahm

Klinik olarak tespit edilebilen
makroskopik metastaz Metastatik koloni olugumu Mikrometastaz olugumu Ekstravazasyon

=

Sekil 2.15. Metastaz olusum basamaklari (Ozkara vd., 2020).

Intravazasyon: Invazyonun ardindan, kanser hiicreleri yakin kilcal damarlara dogru
hareket eder. Burada, kan dolagimina girmek i¢in bu damarlar1 gegmelidir. Bu ge¢is

"intravazasyon" adini alir.
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Dolasim: Kanser hiicreleri, dolasim sistemi i¢inde kan ve lenf damarlar1 araciligiyla
taginir. Bu siiregte, kanser hiicreleri dolasimdaki mekanik ve kimyasal etkilere karsi

hayatta kalma becerilerini kullanir.

Ekstravazasyon: Kanser hiicreleri, dolagim sisteminden cikarak bir baska dokuya
gecis yaparlar. Bu gecis siirecine "ekstravazasyon" denir. Kanser hiicrelerinin yeni

bir dokuya yerlesmesi ve burada biiylimesi i¢in uygun kosullar olusur.

Koloni Olusumu: Kanser hiicreleri, yeni dokuda ¢ogalmaya baglar ve bir timor
olusturur. Bu tiimore sekonder metastatik tiimor denir. Kanser hiicreleri, ¢ogalarak
orijinal timor hiicrelerinin 6zelliklerini tasiyan ¢ok sayidaki hiicre ile koloniyi
meydana getirir. Koloni az sayidaki hiicreden olustugunda mikrometastazi ilerleyen

asamalarda ise ¢ok sayidaki hiicreden olusan makrometastazi olusturur.

Metastaz siireci oldukca karmasik ve ¢ok faktorliidiir. Bu asamalarin her biri, kanser
hiicrelerinin hayatta kalma, ¢ogalma ve yeni bolgelere yayilma yeteneklerini igerir.
Bu nedenle, metastazin anlagilmasi ve metastaz basamaklarinin daha baslangic
asamasinda iken tiimoOr hiicrelerinin ilerlemesinin  engellenmesi, kanser

arastirmalarmin 6nemli bir odak noktasidir. (Sanchez-Sandoval vd., 2023).

2.6. I'YON KANALLARI

Hiicre zarinda bulunan ve hiicre i¢i ile dist arasinda iyon akisini saglayan
proteinlerdir. Iyon kanallari, hiicrenin elektriksel 6zelliklerini, sinyal iletimini, hiicre
dongiisiinii ve 6liimiinii etkiler. Iyon kanallari, ortak bir yapisal motife sahiptir; zar
icinden gegen bir alfa sarmali vardir bu sarmalin hidrofilik amino asitleri suya,
hidrofobik amino asitleri ise lipid ¢ift katmanina bakar (Tornroth-Horsefield vd.,
2005). Iyon kanallari, agilip kapanma mekanizmalarina gore smiflandirilabilir,
Ornegin, voltaj kapili, ligand kapili, mekanik kapili ve termal kapili iyon kanallari
gibi (Sekil 2.16.). Iyon kanallarmin farkli alt tipleri de bulunmaktadir. Ornegin,
voltaj kapili potasyum kanallar1 (KV), voltaj kapili sodyum kanallar1 (NaV), voltaj
kapili kalsiyum kanallar1 (CaV), ligand kapili nikotinik asetilkolin reseptdrleri
(nAChR), ligand kapili glutamat reseptorleri (GIuR), mekanik kapili bakteriyel
biiyiik iletkenlikli mekanosensitif kanali (MscL) ve termal kapilt TRP kanallar1 gibi
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Sekil 2.16. Iyon kanal tiirleri (www.shutterstock.com).

Voltaj kapili iyon kanallari, farkli iyon tiirlerine gére; drnegin, potasyum (K),
sodyum (Na"), kalsiyum (Ca"?) ve klor (CI') kanallar1 olarak ayrilabilir. Bu kanallar,
iyonlarin membranlar arasinda pasif taginmasi i¢in bir nevi iletkenlik yoludur.
Noronal sinyal, kas kontrolii ve algilama gibi hiicrenin biyolojik sistemlerde temel
gorevlerini yerine getirir. Kardiyak miyositler ve ndronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde
bulunanvoltaj kapili iyon kanallarinin aktivitesi, dinlenme membran potansiyelini
olusturur. Epitel hiicreler gibi uyarilamayan hiicrelerde, iyon kanallar1 su ve tuz
akisin1 kontrol eder ve hiicresel hacmi ve pH'1 diizenler. Hiicre zarinda, iyon adi
verilen yiiklii atomlar elektriksel aktiviteye neden olurlar. Elektriksel aktivite
uyarildiginda, potansiyel dinlenmeden ayrilarak aksiyon potansiyeli olusur (Sekil

2.17.). Aksiyon potansiyelleri néronlar ve kas hiicrelerinde 6zellikle dikkati ¢eker.
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Aksiyon plotansiyeli

Hicredigi

Voltaj kapili
iyon kianallan

Hiicre zar

Polarizasyon Depolarizasyon Repolarizasyon Normal zar
potansiyeline doniis

Sekil 2.17. Aksiyon potansiyeli (Knapp,2020).

Akson dinlenme asamasinda iken, K" ve Na' pompalar1 sayesinde hiicre igi negatif
yiikliidiir. Bu, Na" ve K iyonlarinin pompalanmasiyla saglanir. Uyaran geldiginde,
sodyum kanallar1 agilir, Na, igeri, aksona girer ve hiicre i¢i pozitif hale gelir
(depolarizasyon). Bu seviyeye ulasildiginda, potasyum kanallar1 agilir, K aksondan
cikar ve negatif duruma doner. Bu siirecin ardindan Na", K pompast tekrar ¢alisarak

hiicre orijinal duruma doner. (Sekil 2.18.).

+30 m\y

Depolarizasyon
Repolarizasyon

Na+ igeri: Na kanah agik K kanah kapah
K+ digare Na kanah kapah K kanah agik
Pompa: 3 Na+ digari, 2 K+ igeri

Sekil 2.18. Bir néronun aksonunda meydana gelen aksiyon potansiyeli (Bean, 2007).
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2.6.1. Kanalopati

Kanalopatiler, iyon kanallarindaki genetik veya edinsel mutasyonlar sonucu ortaya
cikan cesitli hastaliklar1 tanimlayan bir terimdir. Bu mutasyonlar, iyon kanalinin
normal iglevini etkileyerek hiicrenin iyon dengesini bozabilir. Bu durum, sinirsel
iletisim, kas kasilmasi ve hiicresel metabolizma gibi temel biyolojik siire¢lerin
diizenlenmesinde bazi1 problemlere neden olur. Kanalopatiler, kardiyak aritmiler,
epilepsi, noéromuskiiler bozukluklar ve diger bir¢cok hastalikta rol oynarlar ve
kanalopatik hastaliklar olarak da adlandirilirlar. Bu nedenle, iyon kanallar1 ve
kanalopatiler, bir¢ok farkli tibbi durumun anlasilmasi ve tedavisinde 6nemli bir odak

noktasini olusturmaktadir.

2.6.1.1. Onko-kanalopati

Iyon kanallarin1 kodlayan genler, kanserle iliskili genler arasinda yer alir
(Prevarskaya vd., 2010). Bu membran proteinleri, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
iletiminden, hiicre disindaki olaylarin hiicresel yanitlarla entegrasyonuna ve hiicre ici
iyon dengesinin siirdiiriilmesine kadar pek ¢ok hiicresel aktiviteden sorumludur. Her
kanser tipinin patofizyolojik 6zelliklerine, bu proteinlerin ¢esitli diizeylerde katkida
bulundugu dikkati ¢ceker. Bu ayrim, iyon kanali disfonksiyonunun kanserle siki bir
iligkisi oldugu gerceginden yola ¢ikarak, onlar1 6zel bir tiir olan onko-kanalopatiler

olarak siiflandirmak miimkiindiir (Prevarskaya vd., 2018).

Bir¢ok iyon kanali, kiigiik molekiiller tarafindan hedef alinarak kanal aktivitesi bloke
edilebilir, etkinlestirilebilir veya modiile edilebilir. Bu molekiillerin bazilar1 6nemli
terapétik ajanlardir. Iyon kanalmin yapisal ve islevsel mekanizmalarinin, fizyolojik
rollerinin, islev bozukluklarmin hastalifa nasil yol actifinin, biyosensoér olarak
potansiyel kullanimlarinin ve aktivitelerini modiile etmek icin yeni molekiillerin
gelistirilmesinin arastirilmasi dnemli ve dikkat cekici bir arastirma alanidir (Rei3 &

Koert, 2013).

Bu baglamda yapilan calismalar, kanserin molekiiler mekanizmalarinin daha 1yi

anlasilmasini ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesini amaglamaktadir.
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2.7. VOLTAJ KAPILI SODYUM KANALLARI

Voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC'ler), hiicre zar1 boyunca iyon akisini1 kontrol
eden kapilar olarak islev goren transmembran proteinlerdir. Bu kanallar, hiicre
zarinin gecirgenligini kontrol eden ve hiicre i¢i ve disindaki sodyum iyonlarinin
hareketini diizenleyen 6nemli bir rol oynarlar. Cogunlukla uyarilabilir hiicrelerin
zarinda bulunur ve aksiyon potansiyelleri olustururlar. VGSC’ler, elektriksel
sinyallerin baslatilmas1 ve yayilmasinda 6nemli bir rol oynayan voltaja duyarh
sodyum kanallaridir. Islevi bozuk VGSC’ler; epilepsi, kardiyak aritmiler ve
noropatik agri gibi ¢esitli hastaliklarla iliskilidir ve bu nedenle antikonviilzan,
antiaritmik ve lokal anestezik ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢ekici terapotik hedefler

olarak kabul edilir (Xu vd., 2019).

VGSC'lerin normalin disindaki islevi, organlarin ve dolayisiyla organizmanin
fizyolojisini bozabilir ve c¢esitli hastaliklara neden olabilir. VGSC, uyarilabilir
hiicrelerde elektrokimyasal aksiyon potansiyelleri olusturmada kilit bir rol oynar,
homeostazin dengelenmesine yardimci olur ve kas kasilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve

bilissel aktiviteler gibi fizyolojik islevlerin 6nemli bir parcasidir.

VGSCller, alfa, beta ve gama alt birimleri olmak iizere cesitli alt birimlerden olusur.
Alfa alt birimleri, kanalin temel yapisini olusturur ve iyonlarin gegisini saglar.
Bununla birlikte, VGSC'lerin alt tipleri fibroblastlar gibi uyaranlara yanit vermeyen
hiicrelerde, c¢esitli bagisiklik hiicrelerinde ve glial hiicreler olarak bilinen hiicrelerde
de bulunur. Memelilerde dokuz farkli NaV olarak gosterilen VGSC alt tipi (NaV 1.1
~ NaV 1.9) bulunur. Her alt tip, kendi &zgiin islevlerine sahiptir. Ornegin, NaV 1.1,
NaV 1.2, NaV 1.3 ve NaV 1.6 merkezi sinir sisteminde (MSS) rol oynarken, NaV
1.4 iskelet kasinda etkilidir. NaV 1.5 ise kalp kasinin diizenlenmesinde 6nemlidir,
NaV 1.7 ile NaV 1.9 ise genellikle periferik sinir sisteminin (PSS) islevini diizenler.
VGSC alt tipleri, biyofiziksel ve farmakolojik o6zellikleri  (6rnegin,
aktivasyon/inaktivasyon kinetigi, toksinlere duyarlilik) ve doku dagilimlar
bakimindan farklilik goésterir. Son arastirmalar ayrica, VGSC'lerin bireysel alt
tiplerinin daha fazla ayirt edici 6zellige sahip oldugunu gostermektedir (Wang vd.,

2022).
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2.7.1. VGSC’lerin Yapis1 ve Islevi

Genellikle, VGSC'ler bir o alt birimi (220-260 kD) ile bir veya daha fazla B alt
birimi (33-36 kD) igerirler. o alt birimi, VGSCnin fonksiyonel merkezlerini
barindirir ve dort benzer transmembran alani1 (I-IV) kapsar. Her bir alan, bir a alt

birimin alt1 transmembran segmentini (S1 — S6) icerir (Sekil 2.19).

A Dinlenim Aktif I,;lmf
o Nav. N
Dis bilge Na* Na® Na 1 >
Eeom B oW B =
“ bﬂlﬂe i KJPI II.‘II{ hpl kapall Na*
B
s 54 S6 ‘7.1 Q4 S6 QI ‘;-I S6 ‘i S8
o !
QOO0 OO0
NH: COOH

S4+. Voltaj sensorii

Sekil 2.19. Voltaj kapili sodyum kanalinin temel goriiniisii, aktivasyon ve inaktivasyon durumu
(Thornber & Shaw, 1977).

S1 ve S2 segmentleri, hiicre zarinin i¢ tarafindadir. Bu segmentler, kanalin elektrik
yiiklii iyonlar1 algilayarak islevsel degisikliklere yol agmasinda 6nemlidir. S3 ile S4
segmentleri arasinda, voltaj sensorii olarak bilinen S4, hiicre zarinin elektrik
alanindaki  degisikliklere duyarhidir. Bu degisiklikler, kanal proteininin

konformasyonunu etkileyerek kanalin agilmasini tetikler.

S5 ve S6 segmentleri, hiicre zarinin dis tarafinda konumlanir ve birlikte merkezi por
alanini cevreler. Bu segmentler, VGSC'nin iyon segiciligini belirleyen segicilik
filtresini olusturur. Bu filtre, sodyum iyonlarinin gegisini diizenleyerek kanalin temel

islevini gerceklestirir.
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Bu yapisal diizenek, VGSC'lerin hiicre zarinda sodyum iyonlarinin gegisini
diizenleyen kritik bir role sahip oldugunu belirtir. I ve II alanlar1 arasinda ¢ok sayida
protein kinaz fosforilasyon bolgesi vardir. Hizli depolarizasyon sirasinda hiicrenin
icinden agik kanallar1 kapatabilen ve kanal inaktivasyonuna neden olan sitoplazmik
bolgedeki III ve IV alanlarinin kisa zincirleri ilaglar icin 6nemli bir hedeftir. III
alanindaki S6 ile IV alanindaki S1 arasindaki polipeptit baglanti bélgesinin ortasinda
inaktif olabilen {i¢ hidrofobik amino asit (1488-IFM — 1490) oldugu bulunmustur
(Sekil 2.20.) (Mao vd., 2019).

B alt birimleri, bir hiicre dis1 immiinoglobulin (Ig) dongiisii, transmembran bolge ve
bir hiicre i¢i C terminal bdlgesi iceren yapiya sahiptir. B1B alt birimi, farkli bir C
terminal bolgeye sahip olup, bu nedenle ¢6ziiniir ve salgilanmis bir proteindir. Bu alt
birimler, iyon kanalinin modiilasyonunda, hiicre yapismasinda ve transkripsiyon
diizenlemesinde rol oynar. f alt birim genlerindeki mutasyonlar nérolojik hastaliklara

yol agmaktadir (Bouza vd., 2019).

B subunit B subunit
NH, NH,

q Qutside

COrOH NH > f COOH
Pore COOH
’{ Inactivation

Voltage sensor

Phosphorylation site

Sekil 2.20. Voltaj kapili sodyum kanalinin yapist (Mao vd., 2019).

VGSCl'lerin alfa alt birimleri, NaV1.1'den NaV1.9'a kadar olan farkli alt tipleri temsil
eder. Bu alt tipler, farkli genler tarafindan kodlanir ve c¢esitli dokularda ve hiicre

tiplerinde bulunur.

NaV1.1: SCN1A geni tarafindan kodlanir. Merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunur
ve epilepsi gibi norolojik hastaliklarla dikkati ¢eker (Scheffer vd., 2009).
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NaV1.2: SCN2A geni tarafindan kodlanir. MSS'te bulunur ve epilepsi, otizm ve
diger norolojik hastaliklarda etken rol alir (Barbieri vd., 2023).

NaV1.3: SCN3A geni tarafindan kodlanir. Bu alt tip, MSS'te bulunur ve yine ¢esitli
norolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir (Liao vd., 2023).

NaV1.4: SCN4A geni tarafindan kodlanir. iskelet kaslarinda bulunur ve hiperkalemi

ile baglantili néromuskiiler hastaliklarin bir nedenidir (Ghovanloo vd., 2021).

NaV1.5: SCN5SA geni tarafindan kodlanir. Kalp kaslarinda bulunur ve kardiyak
aritmi, anjina pektoris ve diger kalp hastaliklartyla iligkilidir (Han vd., 2018).

NaV1.6: SCN8A geni tarafindan kodlanmakta ve MSS'te yer almaktadir. Cesitli
norolojik bozukluklarda dikkati ¢ceker (Zybura vd., 2021).

NaV1.7: SCN9A geni tarafindan kodlanir. Periferik sinir sisteminde (PSS) bulunur
ve agr1 algisinda rol alir (Wu vd., 2023).

NaV1.8: SCN10A geni tarafindan kodlanir. PSS'te bulunur ve yine agr1 algisi ile
iligkilidir (Huang vd., 2022).

Nav1.9: SCN11A geni tarafindan kodlanir. PSS'te bulunur ve agrida rol iistlenmistir
(Hockley vd., 2016).

Bu NaV alt tipleri, VGSC'lerin farkli hiicre tiplerinde ve dokularda farkli biyolojik
fonksiyonlarini yerine getirmesini saglar. Tiim voltaj kapili sodyum kanallar1 ortak
bir yapisal motifi ve dnemli bir homolojiyi paylassa da farkl alt tipler farkli voltaj
bagimlilig1 ve kinetik ve farmakolojik 6zellikler gosterir. Yedisi (NaV1.1 — NaV1.3
ve NaV1.6 — NaV1.9) noronlarda elektrojenezde biiyiikk rol oynar ve genellikle
"noronal" olarak kabul edilirken, NaV1.4, kas hiicrelerindeki sodyum kanalidir.
NaV[1.5 ise baskin kardiyak miyosit kanalidir. Bazi hiicre tiplerinde, sadece tek bir
alt tip tespit edilse de (6rnegin, dendritik hiicrelerde NaV1.7) diger hiicre tiirlerinin

birden ¢ok alt tiirii ifade ettigi gosterilmistir; 6rnegin, astrositlerin NaV1.2, NaV1.3,
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NaV1l.5 ve NaV1.6 mikroglianin NaV1.5 ve NaVl1.6'yi, insan kirmizi kan
hiicrelerinin NaV1.4 ve Nav1.7'yi ifade ettigi gosterilmistir.

2.7.2. VGSC ve Kanser

Insan karsinoma dokularinda VGSC ifadesinin artti§1 ve bununla paralel olarak da
metastazi arttirma potansiyelinin tizerinde durulmug 6zellikle NaV1.5 ve NaV1.7 alt
tiplerinin, insan karsinoma dokularinda de novo olarak ifade edildigi in vitro
calismalarla belirlenmistir. Ayrica, klinik gozlemler kanserli dokularda doku
elektrolit seviyelerinin (6zellikle sodyum) kanser hiicresi icermeyen normal dokulara
gore belirgin derecede yliksek oldugunu gostermistir. Bu durumda, VGSC ifadesinin
klinik (tanisal ve tedavi edici) 6neme sahip olabilecegini ve ayn1 zamanda hem bir
prognostik belirte¢ hem de bir anti-metastatik hedef olarak kullanilabilecegini 6ne
stiriilmektedir (Brackenbury & Djamgoz, 2006; Djamgoz & Onkal, 2014; Djamgoz
vd., 2019).

Baz1 c¢alismalar, VGSC'lerin hiicre proliferasyon siirecini etkileyebilecegini
gostermis, kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalmasinda rol aldigini ortaya koymustur.
VGSC'lerin aktivitesi, hiicre 6liim siireci olan apoptozisi etkileyebilir. Bu, hiicre
yasam dongiisiiniin diizenlenmesinde Onemlidir. Daha oOnce bahsedildigi gibi,
VGSCl'lerin aktivitesi metastatik kanser hiicrelerinin ¢evresel dokulara yayilmasinda

biiylik 6nem tagimaktadir.

Meme, akciger ve prostat ¢ogunlukta olmak iizere metastatik kanser hiicrelerinde,
VGSCllerin gbo¢ ve istila dahil olmak {izere metastazla iligkili bir dizi hiicresel
davranigi giiclendirdigi gosterilmistir (Fraser vd., 2005; Brackenbury & Djamgoz,
2006; Roger vd., 2006; Brackenbury & Isom, 2008; Brackenbury, 2012; Djamgoz &
Onkal, 2013; Driffort vd., 2014; Fraser vd., 2014; Mohammed vd., 2016; Djamgoz
vd., 2019).

NaV1.5 voltaj kapili sodyum kanallar1 meme tiimorlerinde anormal bir sekilde ifade
edilir ve ekspresyon seviyeleri, metastatik olusum ve hastalarin sag kalimi ile
dogrudan iligkilidir. Meme kanseri hiicrelerinde, NaV1.5 aktivitesi, hiicre dis

matrisin proteolitik bozunmasini tesvik eder ve hiicre istilasimi arttirir. Insan meme
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kanseri hiicrelerinde NaV1.5 ekspresyonunun iyon kanal blokeri ile baskilanmasi
sonucu bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde (NMRI) akciger kolonizasyonunu
neredeyse tamamen ortadan kaldirdigt in vivo olarak da gdsterilmistir.
Ranolazine’nin meme kanseri hiicrelerinde NaV 1.5 akimlarini inhibe ettigi ve in
vitro olarak NaV 1.5 ile iliskili kanser hiicresi istilasini azalttig1 saptanmustir.
Preklinik veriler, VGSC'leri farmakolojik olarak hedeflemenin, fare modellerinde

metastazi azaltabilecegini gostermektedir. (Driffort vd., 2014).

NaV1.5 ekspresyonu normal kolon dokularinda ¢ok az veya hi¢ tespit edilemezken
HT29, SW620 ve SW480 kolon kanseri hiicrelerinde yiiksek diizeylerde goriiliir.
Ayni grup, farmakolojik inhibitorler/aktivatorler ve siRNA interferansi kullanarak
insan kolon kanseri hiicre hatti SW620'de Rapl'e bagh siirekli MAPK aktivasyonu ile
kanal aktivitesi iligkilendirilebilir (Peng vd., 2017).

Insan kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC) hiicre hatt1 H510'da NaV1.3, 1.5, 1.6 ve
1.9 eksprese edilmektedir ve tlimor hiicrelerinin endositoz kapasitesini artirabilir, bu
durum da yiiksek VGSC ekspresyonunun artan kapasiteden sorumlu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Kuvvetli metastatik ovaryum kanseri hiicre hatlar1 olan Caov-3 ve
SKOV-3'te, zay1f metastatik Anglne hiicrelerine kiyasla NaV1.2, NaV1.4, NaV1.5 ve
NaV1.7nin mRNA ekspresyon seviyeleri biiylik oOl¢iide arttigi belirlenmistir
(Onganer & Djamgoz, 2005).

VGSCl'lerin invazif kanser hiicrelerinde eksprese edilebilecegi ve tiimor hiicrelerinin
hareket etme ve istila etme yeteneklerini artirabildigi ortaya konmustur. Bu nedenle,
VGSC’ler kanser gelisiminin 6nemli diizenleyicileri olarak kabul edilirler. Farkl
tiimorlerde VGSC'lerin a ve B alt birimlerinin ekspresyonu ve bunlarin hastaligin

ilerlemesindeki roliine dair arastirmalar her gecen giin artmaktadir.

2.7.3. VGSC Iyon Kanal Blokerleri

Cesitli toksinlerin ve kimyasallarin sodyum kanallarini1 bloke ettigi veya modiile
ettigi bilinmektedir ve bu kanallarin fizyolojik 6zelliklerinin arastirilmasinda 6nemli

olduklart1 kanitlanmigtir. Blokerler; kanal gecit kinetiginin modifikasyon
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mekanizmalarina ve baglanma bolgelerine dayali olarak birka¢ gruba ayrilabilir

(Tablo 2.2)

Tablo 2.2. Anti-aritmik ajanlarin smiflandirmasi

Sif Kanal Blokeri
Simif Na+ Kanal Blokeri (Nav)

IA (Yavas bloke edici) Quinidine, Procainamide,

Disopyramide
IB (Hizli bloke edici) Lidocaine, Mexiletine, Phenytoin
IC (En yavas bloke edici) Flecainide, Propafenone, Moricine
. Ge¢ Sodyum Akimi Blokeri
fl .
Sf 1D (Late Sodium Current Blocker)
Ranolazine
Beta Blokerler ( Beta- adrenerjik
Sif 1 bloklerler)
Propranolol, Metoprolol, Atenolol
Simf 111 K+ Kanal Blokeri (Kv)
Amiodarone, Sotalol, Dofetilide
Simif 1V Ca2+ Kanal Blokeri

Verapamil, Diltiazem

Sinif I: Sodyum kanal blokerleri. Bu ilaglar hiicre i¢ine sodyum akisini azaltarak
uyarimin iletimini yavaglatir ve miyokardin eksitabilitesini azaltir. Sinif TA ilaglar
aksiyon potansiyelini uzatarak etkili refrakter donemi uzatir ve re-entry durumunu
onler. Smif IB ilaglar aksiyon potansiyelini kisaltarak etkili refrakter donemi kisaltir
ve ektopik otomatizmi baskilar. Sinif IC ilaglar, sodyum kanal blokajin1 en gii¢lii
yapan ilaclardir ve uyarimin iletimini en ¢ok yavaslatirlar Sinif ID, Geg¢ sodyum
akimini1 en segici sekilde bloke eden ilag, kronik anjina pektoris tedavisi igin
onaylanmis, ancak anti-aritmik aktiviteye de sahip olabilen bir ilag olan
Ranolazine’dir. Simif II Beta blokerler, bu ilaglar sinir sisteminin anti-sempatik
ajanlaridir ve beta reseptdrlerini bloke ederek uyarimin iletimini yavaslatir ve
miyokardin eksitabilitesini azaltir. Metoprolol, nadolol, alprenolol, kordanum,

propranolol, asebutolol, pindolol, trazikor, esmolol gibi ilaglar bu sinifa girer.
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2.8. RANOLAZINE

Kimyasal yapisi, bir piperazin halkasi ve bir asetamid grubu igeren bir piperazin-1-
ilasetamid tiirevidir. Ranolazine’nin kimyasal formiili C,4H3;3N304 ve molekiil

agirhig1 427.54 g/mol’dir (Sekil 2.21.).

>0 OH (7N

Sekil 2.21. Ranolazine'in kimyasal yapis1 (Patil vd., 2014).

Ranolazine, 2006 yilinda ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan stabil anjinli belirli
gruplarda kullanilmak {izere onaylanmis bir anti-anginal ilacgtir. Baslangicta,
Ranolazine'in terapotik etkisi yag asitleri metabolizmasini inhibe etmesiyle
iligkilendiriliyordu. Ancak, daha sonraki arastirmalar, Ranolazine'in temel
faydalarinin aslinda kalpte ge¢ sodyum akimini baskilamasindan kaynaklandigini
gostermistir (Sekil 2.22.). Ge¢ sodyum akiminin iskemi, aritmi, sistolik ve diyastolik
disfonksiyon gibi ¢esitli kalp hastaliklarinda rol oynadigi ve bu durumlarin tiimiiniin
kalp yetmezligi ile iligkili oldugu bilindiginden, Ranolazine, kalp yetmezliginde
dogrudan veya dolayli olarak bir dizi deneysel ve klinik ¢alismada test edilmistir

(Kaplan vd., 2022).

Ranolazine'in etki mekanizmasi, farmakolojik olarak ge¢ sodyum akimini azaltici
etkisine dayanir. Bu, diyastolik duvar stresini azaltarak miyokardiyal diyastolik
gevsemede bir diizelme saglar. Sonug olarak, bu, segmental miyokardiyal iskemiyi
tyilestirir. Kalpte ge¢ sodyum akimini inhibe ederek kalp kasilmasini iyilestirmesi ve
miyokardiyal oksijen tiiketimini azaltmasidir. Ayrica Ranolazine, iyon
dengesizlikleri,

oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, fibrozis, metabolik bozukluklar ve
norohormonal bozulma gibi kardiyak remodelleme altinda yatan mekanizmalarin

inhibisyonu ile de kalp yetmezliginde koruyucu rol oynamaktadir (Kaplan vd., 2022).
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Sekil 2.22. RNL'nin etki mekanizmasi

Ranolazine’in DNA metilasyon inhibitorleri olan dezasitabin ve azasitidin ile birlikte
kanser hiicrelerine kars1 antitiimor etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bu ilaglar, klinik
olarak uygun nanomolar dozlarda, sitotoksisiteye neden olmadan, kanser kok hiicre
benzeri alt popiilasyonlarin inhibisyonu dahil antitiimor “bellek” yanit1 tiretmektedir.
Bu etkiler, genom ¢apinda promotér DNA metilasyonunda stirdiiriilen azalmalar, gen
yeniden ekspresyonu ve ana hiicresel diizenleyici yollarda antitiimor degisiklikler ile

birlikte gortilmektedir.

Ranolazine, VGSC’leri bloke eden bir ilactir. VGSC’ler de kanserli hiicrelerin
invazivligini ve metastazin1 artiran iyon kanallaridir. VGSC protein ifadesinin
kanserli dokuda kansersiz dokuya goére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmigstir. Literatiirde Ranolazine ve kanser iliskisini arastiran pek az c¢alisma
bulunmaktadir.

Meme kanseri hiicrelerinde, NaV1.5 aktivitesi, hiicre invazivligini artirirken,
ekstraselliiler matriksin proteolitik parcalanmasimi da tesvik eder. Bir ¢alismada,
Ranolazin (50 uM) meme kanseri hiicrelerinde NaV1.5 akimlarini inhibe etmis ve in
vitro’da NaV1.5 ile ilgili kanser hiicre invazivligini azaltmistir. in vivo’da, insan

meme kanseri hiicrelerinde NaV1.5 ifadesinin yok edilmesinin, immiin baskilanmis

50



farelerde (NMRI ¢iplak) akciger kolonizasyonunu neredeyse tamamen ortadan

kaldirdig1 gosterilmistir (Driffort vd., 2014).

Prostat kanserinin in vivo sigan modelinde Ranolazine’in anti-metastatik etkisinin
arastirildig1 bir makalede Ranolazine’in metastazlardaki VGSC alt tipi olan NaV1.7
proteinini ifade eden hiicre ylizdesini azalttigi bulunmustur. Ranolazine metastazi
inhibe etmistir ve bu veriler, daha 6nceki caligmalarla genisleterek NaV1.7 ifadesinin
metastatik prostat kanserinin fonksiyonel bir biyo-belirteci olabilecegi ve VGSC
blokerlerinin anti-metastatik ajanlar olarak yararli olabilecegi One siiriilmektedir

(Driffort vd., 2014; Bugan vd., 2019).

2.9. FLECAINIDE

Kimyasal yapisi, karbon, hidrojen, flor, nitrojen ve oksijen atomlarini igerir. Molekiil

agirhigi ise 414.24 g/mol’diir (Sekil 2.23).

T F
e
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Sekil 2.23. Flecainide'in kimyasal yapis1 (Jiang et al., 2020).

Flecainide, kalp ritim bozukluklarini 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kullanilan sinif Ic
antiaritmik ilagtir. (Reyes vd., 2022). Flecainide toksisitesi nadir goriilen, ancak,
ciddi bir durumdur ve kalp yetmezligi, ritim bozukluklar1 veya kardiyojenik sok gibi

hayati tehdit eden komplikasyonlara yol agabilmektedir.
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Sekil 2.24. rNaV1.5C ve Flecainide kompleksinin Cryo-EM yapisi (Jiang et al., 2020).

NaV1.5’in diger sodyum kanallarindan farkli olarak Nav B alt birimleriyle etkilesim
yerlerinde benzersiz bir glikozil yapiya ve distilfit baglanma yeteneginin kaybina
sahip oldugu belirtilmektedir. Antiaritmik ila¢ Flecainide’in, secicilik filtresinin
altinda kalan por merkezine 6zgiil olarak baglandig1 ve por icindeki Na' iyonlarim
bloke ettigi gosterilmistir. Flecainide’in, NaV1.5’in Phel760 ve Tyrl767 gibi
fenilalanin ve tirozin gibi aromatik amino asitlerle etkileserek por i¢indeki iyon
gecisini engelledigi diistiniilmektedir. Flecainide porun bir tarafindaki bir platforma
baglanir ve sodyum gecirgenligini dogrudan engeller (Sekil 2.24.). Piperidin
nitrojeninin SF'min i¢ wucundaki Lys1421 yiikk yer degistirme kompleksine
baglanmasi, Na " iletkenligini onleyecektir. Bu platform, ¢ogu Flecainide’e benzer
biiylik bir hidrofobik halka yapisina sahip olan diger IC Sinifi antiaritmik ilaglarin
baglanmasina aracilik edebilir. (Jiang vd., 2020).

Flecainide ile xenopus oositlerinde yapilan in vitro bir calismada, fKv1.4AN kanal
akimlarini inhibe etmek i¢in 10, 100, 300, 500 ve 1000 umol/L dozlar kullanilmstir.
Bulgulara gore, Flecainide fKv1.4AN akimlarini inhibe etmede ICsy degerleri
512.294£56.92 pumol/L olmustur (Chen vd., 2013). Baska bir calismada, kdpek
Purkinje liflerine 0.1-10 uM Flecainide uygulamas1 goriiliir (Kroemer et al., 1989).
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Flekainide’in agiz mukozasi lizerinden emilim ve tasinmasini incelemek iizere toksik

olmayan 0.1-10 mM arasinda degisen dozlar kullanilmistir (Deneer et al., 2002).

NaV 1.5’in yapisim1 ¢dzmek i¢in 1 mM, Flecainidin, NaV1.5 {izerindeki etkisini
incelemek icin 10 pM, NaV 1.5’in kapilama por akimini nasil etkiledigini 6lgmek
icin, 100 uM Flecainide kullanilmigtir. Bunlar, arastirma amagli olarak kullanilan
dozlardir. Klinik olarak, Flecainide dozu hastanin durumuna ve diger faktorlere bagh
olarak degiskenlik gosterir. Genel olarak, yetigkinler i¢in baslangi¢c dozu giinde iki
kez 50 mg’dir ve giinde 300 mg’1 gegmez (Jiang vd., 2020). Flecainide’in terapdtik
serum diizeyinin 0.20-1.00 ug/mL arasinda oldugu ve 1.50 pg/mL iizerinde toksik
oldugu belirtilmistir (Newson vd., 2020).

Literatiirde Flecainide’in herhangi bir kanser hiicresi tizerinde etkilerinin arastirildigi

bir ¢calismaya rastlanmamustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. HUCRE KULTURU

TNBC hiicre soyu olarak kullanilan yiiksek metastatik MDA-MB-231 ile diisiik
metastatik MCF-7 hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) iceren DMEM i¢inde %5
CO; iceren 37°C inkiibatorde yetistirilmistir. Hiicre morfolojisinde bir degisiklik
olasiligina karsi, hiicreler inverted faz kontrast mikroskobu kullanilarak izlenmis ve

degerlendirilmistir.

3.2. FARMAKOLOJIK AJANLAR

3.2.1. Ranolazine (RNL)

Anti-aritmik bir ajan olan RNL, iiretici firmanin (Sigma) Onerdigi sekilde steril saf
suda ¢oziindiriilerek, 1000 mM’lik stok soliisyon hazirlanmistir. Stok soliisyon 100
mM ve 10 mM’lik kii¢iik hacimlere boliinerek -21°C’de saklanmistir. Kullanimdan

once serum iceren medyumla seyreltilerek deeylerde taze olarak kullanilmistir.

3.2.2. Flecainide (FLC)

Anti-aritmik bir diger ajan olan FLC, iiretici firmanin (Sigma) Onerilerine paralel
olarak steril saf suda ¢oziindiiriilerek, 1000 mM’lik stok soliisyon hazirlanmstir.
Stok soliisyon 100 mM ve 10m M’hik kiiciik hacimlere bdliinerek -21°C’de
saklanmigtir. Deney asamasinda serum igeren medyumla seyreltilmis ve taze olarak

kullanilmastir.

3.2.3. Tetrodotoksin (TTX)

Spesifik bir VGSC blokeri olan TTX, hiicrelerin lateral hareketi iizerindeki inhibitor
etkisi sebebiyle motilite ve invazyon deneylerinde pozitif kontrol amaciyla
kullanilmistir (Brackenbury, 2012). Toz halindeki 1 mg TTX (Alamone lab.), steril
saf suda ¢oziilerek 600 nM’lik stok soliisyon elde edilmistir. Stok soliisyonlar kiigiik
hacimler halinde -21°C’de saklanmistir. Kullanimdan 6nce serum igeren medyumla

seyreltilerek hazirlanmistir.
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3.3. HUCREDE BUYUME

Hiicre hatlarimin biliylime 6zelliklerini saptamak {izere hiicre biiylime deneyi
yapilmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 2x10°, 4x10°,
6x10°, 8x10°, 10x10°, 12x10°, 14x10° hiicre ekilmis, medyum eklenmistir
uygulamadan sonra 24. ve 48. saatte Ol¢iim yapmak iizere her bir kuyucuktaki
medyum ¢ikarilarak yerine 100 pl 3- (4,5-Dimetiltiazol-2yl) — 2,5 — Difenil
tetrazolyum bromid (MTT) soliisyonu konulmustur. 4 saat 37 °C’ de, alimiinyum
folyoya sarili 151k gormeyecek sekilde bekletildikten sonra kuyucuklardaki MTT
sollisyonu g¢ikarilarak yerine 89 pl DMSO ve 11 pl glisin tamponu eklenmistir.
Kolorimetrik MTT spektrofotometre yontemi kullanilarak mikropleyt okuyucuda her

bir kuyucugun absorbans degeri 570 nm dalga boyunda Olciilmiistiir (Fraser vd.,

kuyucuk kullanilmis ve en az ii¢ tekrar yapilmustir.

3.4. TOKSISITE

Etkinligi degerlendirilecek farmakolojik ajanlardan RNL ve FLC’nin, insan meme
kanseri hiicre soylarindan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde toksik
etkisinin olup olmadigini belirlemek {izere, “Tripan mavisi metodu” kullanilmstir.

Hiicreler alti kuyucuklu pleytlere 3x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin ekiminden sonraki 24. Saatte hiicreler mikroskop ile kontrol edilmis,
kontrol grubundaki hiicrelere normal medyum, deney gruplarindaki hiicrelere ise,
sirastyla 0,5 pM, 1 puM, 50 puM FLC ile 2,5 pM, 5 pM, 50 uM RNL
konsantrasyonlar1 igeren deney medyumu uygulanmistir. Hiicrelerin medyumlar1 24
saat sonra taze medyum ile degistirilmis ve toplam 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
deney medyumlart g¢ikarilmigtir. Hiicreler 0,2 ml tripan mavisi ve 0,8 ml normal
medyum ile hazirlanan boya soliisyonunda 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonrasinda kuyucuklardaki boya igeren medyum atilarak yerine
serum icermeyen normal medyum konulmustur. Invert mikroskopta 40x biiyiitmeli
objektifle her petride 40 farkli alandaki boyanmamig canli ve mavi renk boyanan 0lii
hiicrelerin sayimi yapilmistir. Deneyler, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin her
ikisi i¢cin de TU¢ paralel olarak yiiriitilmiis en az ¢ tekrar olmak iizere

gergeklestirilmistir.
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3.5. HUCRE PROLIFERASYONU

Farkli konsantrasyonlardaki RNL ve FLC’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonlar1 iizerindeki etkisi MTT yontemiyle belirlenmistir. Bu amacgla 96
kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 3x10* hiicre ekilerek 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubuna normal medyum diger
gruplara ise; 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM FLC ile 1 uM,
2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM ve 50 uM RNL konsantrasyonlar1 i¢eren
deney medyumlar1 eklenmistir. Bu asamadan sonraki iglemler Boliim 3.3’te hiicre
bliyiime deneyinde agiklandigi gibi gergeklestirilmis ve 24. ve 48. saatlerde
hiicrelerin absorbanslar1 570 nm’de Ol¢lilmiistiir. Kontrol grubundan elde edilen
deger 1 kabul edilerek deney gruplari normalize edilmis ve istatistik analizleri
yapilmustir. Her deneyde iki hiicre soyu i¢in de kontrol ve deney gruplarinda en az ii¢

kuyucuk kullanilmis ve en az ii¢ kez tekrar edilmistir.

3.6. KOLONIi OLUSUMU

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin koloni
olusumlar tizerine RNL ve FLC etkisi koloni testi ile degerlendirilmistir. Her iki
hiicre soyu da kuyucuk basina 400 hiicre olacak sekilde alti kuyucuklu pleytlere
ekilip bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin, medyumlar1 degistirilmis
kontrol, TTX ve deney medyumlar: ilave edildikten sonra 24 saatte medyumlar
tazeleri ile degistirilmis ve 48. saatte tim medyumlar ¢ikarilarak normal medya
konulmustur. Tiim gruplardaki hiicreler normal kiiltir medyumu ile biiylimeye
birakilmig ancak her dort giinde bir kiiltiir medyumu tazesi ile degistirilerek 14 giin
koloni olusum siiresi tamamlanmustir. 15. giinde medyumlar ¢ikarilarak hiicreler iki
kez PBS ile yikanmis, hiicreler %100 sogutulmus metanol ile hiicreler 15 dk fikse
edilmislerdir. 15 dk sonunda metanol kuyucuklardan c¢ikarilarak hiicreler %0.5’lik
kristal viole ile 15 dk boyanmistir. 15 dk distile suda bekletilerek hassas bir sekilde
yikama iglemi de tamamlanmig ve petriler kurumasi i¢in agzi acik ve ters bir sekilde
karanlikta bir gece bekletilmis ve saklanmistir. Koloni sayimlar1 invert mikoskopta

yapilarak koloni ylizdesi tayin edilmistir.
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3.7. LATERAL HUCRE HAREKETI (MiGRASYON=MOTILITE)

Hiicrelerin metastaz yeteneginde etkin rol alan lateral hiicre hareketini
(migrasyon/motilite) saptamak amaciyla, yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik
metastatik MCF-7 hiicreleri ile ‘wound-healing’ yara iyilesme deneyi yapilmistir
(Fraser vd., 2003). Deneylerde kontrol grubunun yani sira, pozitif kontrol olarak
VGSC blokeri TTX (600 nM) kullanilmistir. Baslangicta her grup i¢in 35 mm’lik
petrilerin alt tarafina birbirine paralel {i¢ adet kirmiz1 ve bu g¢izgilere dik 15 adet
siyah ¢izgi ¢izilmistir. Her bir petriye 30x10* MDA-MB-231 ve MCEF-7 hiicreleri
ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra steril 100’liikk pipet ucuyla kirmiz1 gizgiler
lizerinde yaralar acilmistir. Acilan yara genislikleri mikrometrik okiiler ile invert
mikroskopta Olgiilerek 0. Saat (WO0) olarak kaydedilmistir. Olgiimler sonrasinda
kontrol gruplarina normal medyum, TTX grubuna 600 nM TTX iceren medyum ile
deney gruplarina hiicre proliferasyonunu etkilemeyen dozlarda 2,5 uM ve 5 uM
RNL ile 0,5 uM ve 1 uM FLC deney medyumu eklenmistir. Her grubun medyumlari
24 saatte tazesi ile degistirilmis ve yara bolgeleri 24. ve 48. saatlerde invert
mikroskopta tekrar 6l¢iilmiistiir (Wt). Elde edilen degerler asagidaki formiilde yerine
konularak, her grubun lateral hareketini veren motilite indeksi hesaplanmistir (Fraser
vd., 2003). Analizler i¢in en az {i¢ tekrar sonucu 0, 24 ve 48. saatlerde mikroskoptan

goriintli alinarak karsilagtirmalart yapilmistir.
MI (Motilite Indeksi) = 1- (Wt / W0)*

* WO: 0. saatteki yara genisligi
Wt: 24. veya 48. saatteki yara genisligi

3.8. TRANSVERS HAREKET

MDA-MB-231 ve MCF7 hiicrelerinin bazal membrandan go¢ ve invazyon
kapasitesi, 8 um gozenekli transwell filtreleri insert kullanilarak, boyden-chamber
yontemi ile kontrol, TTX, 2,5 uM ve 5 uM RNL ile 0,5 ve 1 FLC gruplan seklinde
yiriitiilmistiir. Bu amagla pleyt icerisine yerlestirilen steril insertlere 1/8 oraninda
dilue edilen matrigel (Sigma Aldrich) konularak bir gecelik inkiibasyondan sonra L-
glutaminli serumsuz soguk medyum ile 6 saat rehidrate edilmistir. Her hiicre soyu

4x10* hiicre olarak insert icerisine matrigelin iizerine ekilmistir. Hiicre hareketi i¢in
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kemotaktik gradyan olusturmak iizere insert icerisine %0,1 FBS iceren besiyeri, pleyt
icerisine ise, %1 FBS iceren besiyeri eklenmistir (Sekil 3.1.). 48 saat inkiibe
edildikten sonra medyumlar ¢ikarilmig ve insert igerisindeki invaze olmamais hiicreler
matrigel ile birlikte pamuklu cubuk ile ¢ikarilarak temizlenmistir. Insertin alt tarafina
invaze olan hiicreler -4 °C metanol ile fikse edilmis, kristal viyole (%0.25 metanol
icinde 0.5 g / ml) ile 15 dk boyanmis ve distile suda nazikce yikanip kurutulmustur.
Invaze hiicreler invert mikroskopta 40X 'de insert basina >12 alanda sayilmis gruplar
arasindaki farklar istatistik olarak hesaplanmistir (Guo vd., 2016; Rizaner vd., 2020).

Her grup ti¢ kez tekrarlanmustir.

M Insertlere hiicre

siispansiyonu eklenir.

Transverse migrasyon
yapan hiicreler alt tarafina
geger.

Transverse migrasyon
yvapan hiicreler boyamir ve
sayihir.

Sekil 3.1. Transvers hareketin deney semasi

3.9. WESTERN BLOT iLE NAV1.5 PROTEIN ANALIiZi

Ranolazine ve Flecainide ile tedavi edilen MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri RIPA
tamponunda ependorfa toplanarak lizis edilmistir. Hiicre lizatlar1 santrifiij edilerek,
proteinler PAGE ile ayristirilmustir. Jeller, 10 cm’lik kasetlerde, %10’luk ayirma jeli,
%6’lik paketleme jeli olarak hazirlanmistir. Elektroforez islemi 80 V’da 30 dakika,

sonrasinda 100 V’da 60-75 dakikada tamamlandi. Elektroforez isleminden sonra jel
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de ayristirilan proteinler nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfer iglemi 45
V’da 30 dakika, 90 V’da 60 dakikada gergeklestirildi. Membranlar 1 saat %5’lik
bloklama ¢dzeltisinde (%2 BSA) bekletildi. Sonrasinda membran iki gece boyunca
primer antikor (NaV1.5 NESO-pAb) etkisinde birakildi. Sekonder antikor olarak
peroksidaz konjuge anti-mouse kullanilmistir. Protein bantlarinin goriintiilenmesi
icin membran PBS igerisinde seyreltilen Streptavidin Alkalin Fosfataz ile 15 dakika
isleme konulmustur ve protein bantlar1 ImageJ© programi kullanilarak analiz

edilerek grafikleri ¢izimleri yapilmustir.

3.10. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tim veriler, deneylerin ortalamas1 = SE olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki
farkliliklar1 belirlemek iizere paired t-test, student-t-test kullamlmstir. Istatistiksel

anlamli fark P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, etki mekanizmasi Na' kanal blokeri iizerine olan RNL ve FLC’nin
yiiksek metastatik MDA-MB-231 ile diisiik metastatik MCF-7 hiicreleri lizerindeki
toksisite, hiicre proliferasyonuna etkisinin yam sira Ozellikle hiicrelerin metastaza
gidisinde rol oynayan migrasyon/lateral hareket ile invazyon/transvers hareket ve
koloni olusumuna etkileri degerlendirilmis NaV1.5 protein bantlar1 western blot ile
analiz edilmistir. RNL ve FLC’nin anti-metastatik potansiyeli in vitro olarak

incelenmistir.

4.1. HUCRELERDE BUYUME

Calismanin baslangicinda farkli sayilardaki MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri ile
absorbans arasindaki iliski ortaya konmustur. Hiicrelerin 24. ve 48. saatlerdeki
biiylimesi belirlenerek, biiylime egrisi ¢izilmis ve dogru denklemi elde edilmistir.
Sekil 4.1°de verilen biiyltime egrisi incelendiginde, 24. ve 48. saatlerde, MDA-MB-
231 hiicre sayilarmmin artigina paralel olarak absorbansin da arttigi goriilmektedir.
Hiicreler incelenen siirelerde eksponansiyel olarak biiylime gostermekte ve yaklasik
10.000 hiicre seviyelerinden itibaren yavas yavas plato fazina girmeye baslamaktadir.
Hiicre sayist ile dogru denklemi arasindaki R? degerinden anlasildigi gibi yiiksek

korelasyon bulunmaktadir.
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Sekil 4.1. Uclii negatif meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hattinin zamana bagli biiyiimesi.

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin, 24. ve 48. saatlerdeki hiicre sayist ile
absorbans arasindaki iligkisi arastirilarak Sekil 4.2.’de biiylime egrileri verilmistir.
Her iki biiyiime egrisi incelendiginde, 24. ve 48. saatlerde, absorbansin hiicre sayis1
ile dogru orantili olarak arttifi gozlemlenmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerine
benzer sekilde, MCF-7 hiicreleri de, belirtilen siirelerde Once eksponansiyel bir
biliylime gostermekte ve yaklasik 10.000 hiicre sayisi seviyelerinden itibaren plato
fazina girmeye basladigi izlenmektedir. Hiicre sayisi ile dogru denklemi arasinda

ylksek korelasyon sirasiyla R>=0,9788 ve R?>=0,904 degerlerinden belirlenmektedir.
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Sekil 4.2. Uglii negatif meme kanseri MCF-7 hiicre hattinin zamana bagli biiyiimesi

MDA-MB-231 hiicrelerine nazaran diisiik metastatik oldugu bilinen MCEF-7
hiicrelerinin 24 ve 48. saatlerde alinan absorbans Ol¢iimleri ile zamana ve hiicre
sayisina bagl artis hizinin dogru orantili olarak gergeklestigi ancak bu artisin MDA-
MB-231 hiicrelerine gore daha yavas oldugu egrinin yatay bir seyir izlemesinden

anlagilmaktadir (Sekil 4.2.).

4.2. TOKSISITE

Farmakolojik ajanlar RNL ve FLC’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik
metastatik MCF-7 hiicre hatlar1 iizerindeki toksik etkisi Tripan mavisi yontemi ile

incelenerek Ol hiicre yilizdeleri saptanmustir.
Hem MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicrelerinde 5 uM ve 10 uM

konsantrasyonlarmin toksik etki meydana getirmedigi belirlenmistir (Sekil 4.3.). Olii

hiicre ylizdeleri kontrol grubuna oranla MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde
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ozellikle 50 uM RNL grubunda artis géstermekte ve bu artis her iki hiicrede anlamh
(P<0,05) oldugu saptanmastir.

14 1
W MDA-MB-231 MCF-7

Olii Hicre Yiizdesi

Yy

Kontrol SuM 10pM S50pM
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.3. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri tizerinde RNL toksisitesi (£SE).

Caligmada kullanilan diger farmakolojik ajan FLC konsantrasyonlarindan (Sekil 4.4.)
0,5 uM FLC dozunda toksik bir etki meydana gelmedigi belirlenmistir. Olii hiicre
yilizdeleri kontrol grubu ile hem MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicrelerinde
benzerlik gostermektedir. 50 puM FLC uygulanan gruplarda ise Olii hiicre
yiizdelerinin yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicre hattinda MCF-7 hiicre hattina
oranla daha yiiksek oldugu dikkati ¢ekmekte ve kontrol grubundan anlamli fark
(P<0,05) gosterdigi belirlenmistir. Doza bagli olarak o6lii hiicre yiizdesi artis
gostermistir. 10 pM’dan daha diisiik dozlarda, ilaglarin hiicreler {izerinde toksik bir

etkisinin bulunmadig1 saptanmistir.
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde FLC toksisitesi (£SE).

4.3. HUCRE PROLIFERASYONU

Yiiksek metastatik karakterli ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231
hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 30 uM ve 50
uM RNL uygulamasi ile elde edilen veriler, normalize edilmis hiicre sayilarinin
zamana bagh grafigi olarak Sekil 4.5’te verilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerine farkl
konsantrasyonlarda 24 saat siireyle uygulanan RNL, hiicrelerin proliferasyonlari
tizerinde anlaml bir etki (P>0,05) olusturmamustir. 48 saat siireyle RNL uygulanmasi
sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonlarinda RNL konsantrasyonunun
artisina paralel bir azalma goriilmekle beraber, bu azalmanin istatistik bakimdan

anlamli olmadig1 belirlenmistir (P>0,05).
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Sekil 4.5. RNL'nin MDA-MB-231 hiicreleri lizerindeki anti-proliferatif etkisi (+SE).

Diisiik metastatik karakterli MCF-7 hiicreleri tizerinde ise 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10
uM, 20 uM, 30 uM ve 50 uM RNL uygulamasi sonucu elde edilen veriler Sekil
4.6’da grafik 1ile gosterilmistir. Elde edilen degerler incelendiginde RNL
konsantrasyonunun artist ile birlikte hiicre proliferasyonunun azaldigir goriilmiistiir.
Artan RNL konsantrasyonu ile goriilen bu azalma, 20 uM ve iizerindeki RNL
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna oranla istatistik bakimindan anlamli (P<0,05)

bir fark gosterdigi saptanmustir.

RNL uygulama stiresi uzadiginda (48 saat) MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlarinda
onemli bir degisiklik olmadig1 ve elde edilen sonuglarin 24 saat sonuglarina paralel
oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.6.). 20 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda

deney grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli (P<0,05) bir fark tespit edilmektedir.
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Sekil 4.6. RNL'nin MCF-7 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisi (+SE).

Degerlendirilen diger anti-aritmik ajan FLC’nin yiliksek metastatik MDA-MB-231
hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM ve
100 uM olarak uygulamasi sonucu normalize edilmis hiicre sayilar1 Sekil 4.7.’de
verilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen verilere gore 24. saatte 0,5 uM,
1 uM ve 5 uM FLC uygulanan deney gruplarinda kontrol grubuna oranla istatistik
bakimdan anlamli bir fark goriilmedigi (P>0,05) buna karsin 10 uM, 20 uM , 50 uM
ve 100 uM FLC uyglanan gruplarda ise, hiicre proliferasyonunun giderek azaldigi ve

bu azalmanin istatistik olarak anlamli (P <0,05) oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.7. FLC'nin MDA-MB-231 hiicreleri izerindeki anti-proliferatif etkisi (£SE).

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerine 24 ve 48 saat siire ile ayn1 konsantrasyonlarda
FLC uygulanmasit sonucu elde edilen normalize hiicre sayilar1 Sekil 4.8’de
verilmistir. Elde edilen degerlere gore; SuM ve lizerindeki FLC konsantrasyonlarinda
hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna oranla anlamli (P<0,05) bir fark gosterdigi

bulunmustur.
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Sekil 4.8. FLC'nin MCF-7 hiicreleri iizerindeki zamana bagli anti-proliferatif etkisi (£SE).
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4.4. KOLONI OLUSUMU

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinin koloni olusumlari {izerine
RNL ve FLC’nin etkileri degerlendirilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerine
48 saat siire ile TTX, RNL ve FLC uygulamasi sonucunda minimum 50 veya daha
fazla hiicre iceren kolonilerin sayilmasi sonucu elde edilen koloni sayilar1 Tablo 4.1.

ve Sekil 4.9.°da verilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni sayilar1 sodyum kanal blokeri TTX uygulanmasi
ile oldukca azalmis ve bu azalma %64,85 ile kontrol grubuna oranla anlamli
(P<0.05) bulunmustur (Sekil 4.10.). RNL wuygulamasina bagli olarak artan
konsantrasyon ile koloni sayisinda azalma goriilmiis ve 10 uM RNL de bu oran
%70,63’e diiserek anlamli bir fark (P<0.05) meydana gelmistir (Sekil 4.10.). RNL,
diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin koloni sayilar1 iizerinde de benzer bir etki

gostermistir.

Tablo 4.1. RNL ve FLC’nin MDA-MB-231 ve MCEF-7 hiicrelerinin koloni olusumu iizerindeki etkisi
(* P<0.05).

Hiicre Hatt
MDA-MB-231 MCF-7
Kontrol 100 100

TIX 64,85+ 0,15% 62,17+ 0,1%

RNL 2,5 uM 87,06 0,16 85,6+ 0,12

Koloni Sayisi (%) RNL 5 pM 86,2+ 0,19 87,25+ 0,09
RNL 10 pM 70,63+ 0,18% 73,24+ 0,10%

FLC 0,5 uM 89,01= 0,14 86,66+ 0,09

FLC 1 pM 85,57+ 0,19 85,75+ 0,10
FLC 10 pM 754+ 0,14% 71,34+ 0,11*
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni sayilari iizerine RNL etkisi (* P<0.05).

Sekil 4.10. MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusumu tizerine RNL ve FLC’nin etkisi (4x).
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Diger anti-aritmik ajan FLC ise hem MDA-MB-231 hem de MCF-7 hiicrelerinin
koloni sayisint konsantrasyon artigina bagli olarak azaltmis ve 10 uM FLC’de bu
azalmanin anlamhi (P<0.05) oldugu goriilmistiir (Tablo 4.1., Sekil 4.11. ve Sekil
4.12.).
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Sekil 4.11. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni sayilari {izerine FLC etkisi (* P<0.05).
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10 pM FLC 'rrx

10 pM FLC

Sekil 4.12. MCF-7 hiicrelerinin koloni olusumu iizerine RNL ve FLC nin etkisi (4x).

4.5. MIGRASYON (MOTILITE)

RNL’nin, yiiksek metastatik ve yiiksek oranda VGSC ekspresyonu yapan MDA-MB-
231 ve diisik metastatik MCF-7 hiicrelerinin lateral hareketi iizerindeki etkilerini
belirlemek tlizere, RNL’ nin hiicre proliferasyonu {izerinde etki gdstermedigi saptanan
2,5 uM ve 5 uM konsantrasyonlar her iki hiicre soyuna 24 ve 48 saat siireler ile
uygulanmistir. Elde edilen degerler MI (Motilite indeksi) = 1- (Wt/ WO0) formiiliinde
yerine konularak hiicrelerin motilite indeksi hesaplanmistir. Yiiksek metastatik
MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin lateral hareketi tizerine RNL
uygulanmasi sonucu elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de verilmis ve Sekil 4.13.’de

grafigi ¢izilmistir.
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Kontrol grubunda, 0,358+0,004 olarak belirlenen motilite indeksi 48. saatte
0,732+0,006 olarak saptanmistir. VGSC blokeri olan ve ¢alismada pozitif kontrol
olarak kullanilan TTX grubunda ise, 24. saatte 0,270+0,004 iken, 48. saatte
0,542+0,009 motilite indeksi ile kontrol grubuna oranla hiicrelerin motilitesini
strastyla 9%24,58 ve %25,95 anlamli olarak (P<0,05) azaltmistir (Sekil 4.13.). Deney
gruplarindan elde edilen motilite indeksleri 2,5 puM ve 5 uM RNL uygulanan
hiicrelerde 24. saatte sirasiyla 0,334+0,005 ve 0,300+0,024, 48 saatte ise,
0,631+0,010 ve 0,580+0,07 olmustur (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerine RNL ve FLC uygulanmasi ile elde edilen motilite indeksi ve %
degisim degerleri (+SE).

Motilte Indeksi Motilite indeksindeki
(Mol) Degisim (%) Istatistiksel
Degerlendirme (*)
24, saat 48. saat 24, saat 48. saat
Kontrol 0,358+ 0,004 | 0,732+ 0,006 - = -
TTX 0,270 £ 0,004 | 0,542 = 0,009 24,58* 25,95* P<0,05
(60"“M) ¥ > > 3 'y > b

RNL 2,5 pM | 0,334+ 0,005 | 0,631+ 0,010 6,70* 13,79* P<0,05
RNL 5 uM | 0,300+ 0,024 | 0,580 + 0,007 16,20* 20,76* P<0,05
FLC 0,5 uM | 0,341+ 0,015 | 0,695+ 0,006 4,74 5,05* P<0,05
FLC 1 pM | 0,329+ 0,004 | 0,603 0,006 8,10* 17,62* P<0,05

Yapilan istatistik degerlendirmelere gore; 2,5 uM ve 5 uM RNL uygulanmis deney
gruplarindan elde edilen degerlerin kontrol grubuna oranla hiicrelerin hem 24 hem de
48. saatteki lateral motilitesini anlamli olarak azalttigi (P <0,05) belirlenmistir.
Motilite % degerlerine bakildiginda, o6zellikle 48. saatte 5 uM RNL grubunda
%20,76 ile sodyum kanal blokeri TTX e yakin seviyede hiicrelerin lateral hareketini
inhibe ettigi ortaya konmustur (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. RNL'nin MDA-MB-231 hiicrelerinin lateral hareketi tizerine etkisi (*P<0,05).

RNL uygulanan diigiik metastatik karakterli ve zayif VGSC ekspresyonuna sahip
MCEF-7 hiicreleri, kontrol grubunda, 24. saatte 0,329+0,005 olarak belirlenen motilite
indeksi 48. saatte 0,620+0,006 olarak saptanmistir (Tablo 4.3.). TTX kontrol grubuna
oranla MCF-7 hiicrelerinin motilitesini sirasiyla %17,93 ve %17,74 olarak anlamli
(P<0,05) azaltmistir. Deney grubunda 2,5 pM RNL uygulanan hiicrelerde motilite
indeksi 24. saatte %5,47 ve 48. saatte %6,61 iken, 5 uM RNL uygulandiginda
strastyla %8,51 ve %9,03 olmustur. Hem TTX hem de, uygulanan iki farkli RNL
konsantrasyonu sonucunda MCF-7 hiicrelerinin motilitesi kontrol grubunun
motilitesinden istatistik bakimimdan anlamli bir (P<0,05) fark gosterdigi saptanmistir

(Sekil 4.14.).
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Tablo 4.3. MCF-7 hiicrelerine RNL ve FLC uygulanmasi ile elde edilen motilite indeksi ve %
degisim degerleri (+=SE).

Motilte indeksi Motilite indeksindeki
(Mol) Degisim (%) Istatistiksel
Degerlendirme (*)
24, saat 48. saat 24, saat 48. saat
Kontrol 0,329 £ 0,005 0,620 = 0,006 = - -
X 0,270+ 0,007 0,510 £ 0,007 17,93* 17,74* P<0,05
(600 ]]M) y L) t) k] 3
RNL 2,5pM | 0311+0,005 | 0,579 0,004 5,47* 6,61* P<0,05
RNLS5pM | 0,301+0,005 | 0,564 0,004 8,51* 9,03* P<0,05
FLC 0,5 pM | 0318+0,017 0,604 £ 0,005 3,34 3,38 P>0,05
FLC1pM | 0316+0,004 | 0,583+ 0,004 3,95 5,96* P<0,05
0,8
0,7
C————
= 0,6 *.
= —
2 % *
=~ 0,5 [ == =
‘%
2
<
= 04
=)
[
N -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -—
(=]
= 0,2
== @e= RNL 24 @@= KON24 - Q@e= TTX 24
0,1 @ RNL 48 =@ KON 48 @ TTX 48
0 v "
0 2,5 5
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Sekil 4.14. RNL'nin MCF-7 hiicrelerinin lateral hareketi {izerine etkisi (*P<0,05).
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Calismada kullanilan anti-aritmiklerden FLC’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231
hiicrelerinin lateral hareketi iizerine etkisini ortaya koyan sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil
4.15’te gosterilmistir. 0,5 uM FLC, MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonu iizerinde
24. saatte kontrol grubuna oranla anlamli bir fark gostermemistir (P>0,05). 48 saat
deney sonuglarma gore ise; 0,5 uM FLC 9%5,05 ve 1 uM FLC %]17,62 oraninda
hiicrelerin motilitesini baskilamis ve kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark

(P<0,05) meydana gelmistir.

FLC’nin MCF-7 hiicrelerine 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda uygulanmasi ile
hiicrelerin motilite indeksleri 24. saatte 0,318+0,017 ve 0,316+0,004 olarak
bulunmustur (Tablo 4.3.). Elde edilen 24. saatteki sonuglar kontrol grubuna oranla
anlamli bir fark gdstermemistir (P>0,05). 48. saatteki deney sonuglarina gore ise,
MCEF-7 hiicrelerinin motiliteleri %3,38 ve %5,96” oraninda azalmis ve FLC 1 uM’da
goriilen azalma istatistik bakimdan anlamli (P<0,05) bulunmustur (Tablo 4.3., Sekil
4.16.).
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Sekil 4.15. FLC'nin MDA-MB-231 hiicrelerinin lateral hareketi {izerine etkisi (*P<0,05).
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Sekil 4.16. FLC'nin MCF-7 hiicrelerinin lateral hareketi tizerine etkisi (¥*P<0,05).

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde 48. saatte MDA-MB-231 hiicrelerine hem
RNL hem de, FLC uygulamasi sonucunda tiim konsantrasyonlarda hiicrelerin
motilitesi lizerinde farkli oranlarda inhibe edici bir etki meydana geldigi
belirlenmistir. En yiiksek inhibisyon 5 pM RNL konsantrasyonunda izlenmekle
beraber bu azalmanin VGSC blokeri olan TTX’in inhibisyon oraninin biraz altinda
kaldig1 gortilmistiir. MCF-7 hiicrelerinde ise; 48. saatte, her iki RNL konsantrasyonu
ve 1 uM FLC uygulanmasi ile hiicrelerin motilitesi iizerinde inhibisyon meydana
geldigi ancak, bu inhibisyon oranlarinin MDA-MB-231 hiicrelerindekinden oldukca
diisiik oldugu dikkati cekmektedir.

4.6. TRANSVERS HAREKET

NaV1.5 ekspresyonu yiiksek olan MDA-MB-231 ve NaV1.5 ekspresyonu diisiik olan
MCF-7 hiicrelerinin transvers migrasyonu iizerinde RNL ve FLC’nin etkisini
degerlendirmek {iizere, hiicrelerin bazal membrandan invaze olma kapasiteleri
degerlendirilmis ve go¢ eden hiicre sayis1 (%) Tablo 4.4’te verilmis ve grafikleri
cizilmistir. Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonu {izerine

RNL’nin etkileri Sekil 4.17°te gosterilmistir.
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Standart VGSC blokeri olan TTX, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu kontrol
grubuna gore %63,94 oraninda (P<0.05) inhibe etmistir. RNL’nin 2,5 uM olarak
uygulanmasi sonucu hiicrelerin invazyonunu %48,31 oraninda azaltirken, 5 pM
konsantrasyonda uygulanmasi sonucu ise, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu
%65,62 ile en yiiksek oranda inhibisyon meydana getirmistir (Sekil 4.17.). Diisiik
metastatik MCF-7 hiicrelerinin transvers hareketi lizerinde TTX %21,39 oraninda
(P<0.05) inhibe etmistir (Tablo 4.4.). RNL’nin her iki konsantrasyonu da MCF-7

hiicrelerinin invazyonu iizerinde anlamli bir etki géstermemistir (P>0,05).

Tablo 4.4. RNL ve FLC'nin go¢ eden hiicre sayisi (%) lizerindeki etkisi (* P<0.05).

MDA-MB-231 MCF-7
Kontrol 100 100
TTX 36,06 0,13* 78,60+ 0,47*
RNL 2,5 pM 51,68= 0,22* 94,79 = 0,80
RNLS pM 34,37+ 0,15% 93,62+ 1,06
FLC 0,5 pM 72,46+ 0,27 95,43+ 1,02
FLC1pM 57,34+ 0,33 94,30+ 0,69

Anti-aritmik ajan FLC, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu sirasiyla, %27,53
%42,65 (P<0.05) oraninda inhibe etmistir (Tablo 4.4., Sekil 4.18.) Diisiik metastatik
MCF-7 hiicreleri lizerinde ise, sirastyla %4,56 ve 5,69 oranlariyla invaze olan hiicre

sayist lizerinde anlamli bir etki gostermemistir (P<0.05) (Tablo 4.4., Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. RNL’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin invazyonu {izerine etkisi.
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Sekil 4.18. FLC’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin invazyonu {izerine etkisi.
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4.7. NAV1.5 PROTEIN MIiKTAR TAYIiNi

Meme kanseri hiicrelerinde metastatik yayilim ile iliskili oldugu bilinen VGSC
NaV .5 protein ifadesi, immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. B-aktin ylikleme
kontrolii olarak kullanilmistir ve normalizasyon [-aktin ifadesine gore
gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde yapilan immunoblotlama
sonuclarina gore artan konsantrasyonlarda NaV1.5 seviyesinde RNL ile tedavi
sonucu kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.19., Sekil

4.20.).

FLC’nin artan konsantrasyonlarinin da, NaV 1.5 proteininin aktivitesini inhibe etme

egiliminde oldugunu ifade etmek miimkiindiir (Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.).
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Sekil 4.19. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerindeki NaV 1.5 {izerine RNL ve FLC etkisi.
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Sekil 4.20. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerindeki NaV1.5 seviyelerine RNL ve FLC etkisi (MDA-
MB-231; koyu renk bar, MCF-7; agik renk bar).
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5. TARTISMA VE SONUC

Metastatik meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir ve
tedavi stratejilerinde genellikle hormon reseptorleri pozitif olanlarina odaklanilmistir.
Bununla birlikte, ticlii negatif meme kanseri, 6zellikle agresif dogas1 ve smirli tedavi
secenekleri nedeniyle halen 6nemli bir klinik problemi olusturmaktadir. TNBC,
Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorlerine negatif yanit verir, bu durum hormon
terapilerinin ve hedefe yonelik tedavilerin etkisiz kalmasina, metastaz gelisimine ve
sonucunda bireylerin kaybedilmesine neden olur. Metastaza yonelik alternatif tedavi
stratejilerinden biri de iyon kanal blokerleri kullanilarak tiimor hiicrelerinin
metastaza gidisini engellemektir. Calisma, anti-aritmik RNL ve FLC’nin TNBC'deki
anti-metastatik potansiyelini degerlendirmek amaciyla tasarlanmigtir. Anti-aritmik
ajanlardan; RNL, gogiis agrisi olarak bilinen anjina pektorisin tedavisinde, FLC ise,
tagikardi gibi aritmilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ilaglar iyon kanallarini
bloke edici etki mekanizmaya sahiptirler ve hiicreye giren Na' iyonlarmin

azaltilmasinda etkili olurlar (Burashnikov vd., 2013; Salvage vd., 2018).

Calismalar kanserden kaynaklanan Oliimlerin primer tiimorden c¢ok metastaz
sebebiyle oldugunu goéstermektedir (Djamgoz & Onkal, 2013; Fairhurst vd., 2015;
Koltai, 2015). Bu ¢ercevede kanser tedavisinde Oncelik verilmesi gereken temel
konunun metastaz oldugu gergegi ortaya c¢ikar. Bu ¢alismada da klinikte anti-aritmik
olarak kullanilan RNL ve FLC’nin farkli metastatik karaktere ve farkli NaV1.5
ekspresyonuna sahip MDA-MB-231 ile MCF-7 TNBC hiicreleri tizerindeki VGSC
aracili rolii degerlendirilmistir. Kullanilan anti-aritmiklerden FLC’nin ilk kez bir
kanser hiicresi lizerindeki etkilerinin arastirildigi bu tez ¢alismasi in vitro olarak
gerceklestirilmis ve;

e RNL ve FLC’nin hiicre poliferasyonlar1 {izerindeki etkileri,

e Metastatik potansiyeli olusturan hiicre motilite ve invazyonu iizerine RNL ve

FLC’nin etkileri ile,

e NaV 1.5 ekspresyonu ortaya konmustur.

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicreleri tizerinde
RNL ve FLC’nin sitotoksik etkileri MTT yontemiyle arastirilmis ve c¢alismada
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sectigimiz konsantrasyonlarin hiicre canlilig1 ilizerinde toksik bir etkisi olmadigi
bulunmugstur. Hiicrelerin proliferasyonuna RNL ve FLC’nin etkilerinin aragtirtlmasi
sonucu elde ettigimiz verilere gére; RNL’nin 1 pM-50 uM konsantrasyonlarda
MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyon yetenekleri iizerinde bir inhibisyon
meydana getirmedigi ancak, MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu 20 uM’dan
itibaren inhibe ettigi ortaya konmustur. MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunu
10 uM ve {izeri konsantrasyonlardaki FLC baskilarken, MCF-7 hiicrelerinde

inhibitor etki 5 uM ve tizerindeki konsantrasyonlarda goriilmiistiir.

Literatiirde, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna RNL etkilerini inceleyen
birkag¢ calisma bulunmaktadir. RNL ile meme kanseri arasindaki iliskinin in vitro ve
in vivo olarak arastirildigi ve NaV1.5 kanalin1 hedefleyen bir ¢calismada Driffort vd.
(2014) RNL’nin  sitotoksik  etkisini  degerlendirmis ve 0,1-100 uM
konsantrasyonlarda hiicre canliligi {izerinde herhangi bir etkisi olmadigini
gostermistir. Ayrica NMRI nude farelerde MDA-MB-231 hiicreleriyle olusturduklari
meme kanseri iizerine 50 mg/kg/gilin olarak 8 hafta siiresince uygulanan RNL’nin
farelerin akcigerinde meydana gelen kolonizasyonu inhibe ettigini belirtmislerdir
(Driffort vd., 2014). MDA-MB-231 hiicrelerinde, 0.625 uM, 1.25 pM, 2,5 uM ve 5
puM RNL ile yapilan bagka bir in vitro calismada; 5 pM RNL konsantrasyonunun
hiicrelerin normoksik (normal oksijen seviyeleri) veya hipoksik (diisiik oksijen
seviyeleri) kosullarda 48 saat boyunca hiicre canliligi veya c¢ogalmasi iizerinde

herhangi bir etkisi olmadigi ortaya konmustur (Qiu vd., 2022).

Nav1.7 kanal ekspresyonu yiiksek olan sican prostat kanseri ile ¢alisan Rizaner ve
arkadaslarinin noéro-koruyucu bir ilag olan riluzol ve RNL’nin Mat-LyLu hiicreleri
tizerindeki anti-invaziv etkilerinin in vitro toksik olmayan konsantrasyonlarda hem
normoksik hem de hipoksik kosullar da gerceklestirdigi ¢calismada, hipoksinin hiicre
canliligr iizerinde bir etkisi olmadig1 ancak 48 saatte biiylimeyi azalttigi ve 20 uM
RNL’nin, 24 saat boyunca normoksi veya hipoksi altinda hiicre canliligi veya

bliyiimesi lizerinde etki géstermedigini ifade etmislerdir (Rizaner vd., 2020).

Bu caligmalardan farkli olarak 30 mg/kg RNL giinde iki kez mutant APC (min/+)
farelere introperitoneal olarak, 30 gilin gibi uzun siireli uygulandiginda 40. giinden

itibaren barsakta tiimor lezyonlar1 olustugu ve in situ, invaziv karsinomalarin
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gelistigi Suckow ve arkadaglar1 (2004) tarafindan ileri striilmistiir. Driffort vd.
(2014) nin kullandigindan daha diisiik RNL konsantrasyonlarinda elde ettigimiz
sonuglar, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu {izerinde bir inhibisyon

meydana getirmemistir ve bu bulgular literatiirle uyumluluk igerisindedir.

Literatiirde, FLC’nin kanser tedavisindeki etkinligini degerlendiren bir ¢aligma heniiz
bulunmamakta olup, genellikle anti-aritmik etkileri iizerine odaklanilmistir. Bir
calismada, FLC’nin kalp hiicrelerindeki iyon kanallarina olan etkileri,
elektrofizyolojik testler kullanilarak incelenmistir (Holle vd., 2016). Baska bir
makalede FLC’nin hizli sodyum akimini inhibe ettigi ve aksiyon potansiyel siiresini
kisalttig1 bulunmustur (Salvage vd., 2015). 1 uM ve 5 uM FLC ile yapilan bir diger
calismada; FLC konsantrasyonunun 5 pM'a arttirtlmasi ile sodyum akimlarinin
azaldigina isaret edilmistir (Salvage vd., 2018). FLC ve verapamil ile yapilan bir
calismada, NaV 1.5’in yapisini ¢ozmek i¢in 1 mM, FLC, NaV 1.5 iizerindeki etkisini
incelemek i¢cin 10 uM, NaV 1.5’in kapilama por akiminmi nasil etkiledigini 6lgmek
icin, 100 uM FLC kullanilmistir ayn1 zamanda FLC’nin konsantrasyona bagli bir
sekilde fKv1.4AN akimlarini inhibe ettigi de gosterilmistir (Chen vd., 2012).

Yapmis oldugumuz deneylerle, MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
soylarinin koloni olusumlar iizerinde RNL ve FLC'nin etkileri degerlendirilmistir.
Her iki hiicre soyunda da, tiim konsantrasyon seviyelerinde koloni sayisinin azaldigi
gozlemlenmistir. Ozellikle TTX ve 10 uM RNL ve 10 uM FLC
konsantrasyonalarinda bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Bu sonuglar, RNL ve FLCmin meme kanseri hiicrelerinin koloni
olusumunu baskiladigin1 ortaya koymaktadir. Koloniformasyon yetenegi, kanser
hiicrelerinin biiylime ve yayilma kapasitesini yansitan Onemli bir parametredir.
Dolayisiyla, bu bulgular, RNL ve FLC'nin potansiyel anti-kanser etkilerini
desteklemektedir.

Kanser hiicrelerinin en temel 06zelliklerinden biri kontrol edilemeyen hiicre
cogalmasi, digeri ise farkli doku veya organlara yayilmasi yani metastaz yapmasidir.
Metastatik davranig, hiicrelerin hareketi migrasyon ve invazyon yoluyla
gerceklesmektedir. Metastatik davranig, in vitro olarak migrasyon ve invazyon

deneyleri ile belirlenmektedir.
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Calismamizda RNL'nin hiicre proliferasyonu iizerinde etki gostermedigi belirlenen
2,5 uM ve 5 uM konsantrasyonlari, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin lateral
hareketini arastirma amaciyla kullanilmigtir. Hiicrelerde sitostatik veya sitotoksik
etki gdstermeyen konsantrasyonlar 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir. Elde edilen
verilere gore; kontrol grubunda, motilite indeksi 24 saate oranla 48. saatte artmistir.
VGSC blokeri TTX ise, MDA-MB-231 hiicrelerin motilitesini hem 24 hem de 48.
saatte sirastyla %24,6 ve %26 oraninda anlamli olarak azaltmistir. 2,5 uM ve 5 uM
RNL uygulanan deney gruplarindan elde edilen degerler kontrol grubuna oranla,
hiicrelerin 48. saatteki lateral motilitesini anlamli (P<0.05) olarak azalttig
gozlemlenmistir. Bu oranin sirasiyla 48 saatte %13,8 ve %20,7 oldugu belirlenmistir.
MCF-7 hiicrelerinde ise 48. saatte motilite indeksine 2,5 uM ve 5 uM RNL
konsantrasyonlarinin etkisi sirastyla %6,6 ve %9 oranlariyla anlamli olarak tespit

edilmistir (P<0.05).

Hiicrelerin metastatik davranislarindan bazal membrandan invaze olma kapasiteleri
yani invazyonu (go¢ eden hiicre sayilari) tespit edilmistir. Sodyum kanal blokeri olan
TTX, yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu 48. saatte %63.9
oraninda (P<0.05) inhibe etmistir. 2,5 pM RNL %48,9; 5 uM RNL ise %65,6
oraninda (P<0.05) TTX’den biraz daha yliksek bir inhibisyon gostermistir (P<0.05).
Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin invazyonu iizerinde TTX, %21,4 inhibisyon
(P<0.05) meydana getirirken, RNL diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin invazyonu

tizerinde anlamli bir etki gdstermemistir (P>0.05).

FLC’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin
lateral hareketi iizerindeki etkisi de incelenmistir. FLC'nin hiicre proliferasyonunu
etkilemedigi saptanan konsantrasyonlardaki dozlari, MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerine 24 ve 48 saat siireler ile uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, 0,5
uM ve 1 uM dozlarda FLC uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin motilite indeksleri
48. saatte sirastyla %5 ve %17,6 ile anlamli olarak saptanmustir (P<0.05). 1 uM FLC
MCF-7 hiicrelerinin motilite indeksini ise, sadece %6 anlamli (P<0.05) olarak inhibe

ettigi belirlenmisgtir.
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FLC, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu 0,5 uM konsantrasyonda %?27,5
azaltirken, 1 pM konsantrasyonda inhibisyonun %42 anlamli (P<0.05) inhibe oldugu
tespit edilmistir. FLC, her iki konsantrasyonda da MCF-7 hiicrelerinin invazyonu

tizerinde etkisi saptanamamistir (P>0.05).

Driffort ve arkadaslari, 2014 yilinda MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde yaptiklar1 bir
calismada, 50 uM konsantrasyonunda kullanilan RNL'nin, matrigel kapl filtrelerle
yapillan 24 saatlik invazyon deneyinde shCTL hiicrelerinde etkili oldugunu
gostermiglerdir. shCTL hiicrelerinde, NaV1.5 akimlarinin tamamen inhibisyonu ile
30 uM TTX kullanim1 hiicre invazyonunu %35 + 4 azaltirken, RNL kullanimiyla bu
azalma %18 + 3 olarak tespit edilmistir. NaV1.5 ifadesi olmayan shNaV1.5 kanser
hiicrelerinde ise invazyon %33 + 10 oraninda azalmigtir. shNaV 1.5 hiicrelerinde, hem
TTX hem de RNL'nin hiicre invazyonunu daha fazla azaltma etkisi gostermemesi,
RNL'min NaV1.5 ile iliskili invazyonu inhibe etmede 6zgilin oldugunu ortaya
koymaktadir. Driffort'un 2014 yilindaki ¢alismasinda RNL'min in vivo olarak da
incelendigi, meme kanseri hiicrelerinde NaV1.5 kanal aktivitesini inhibe ederek
akciger kolonizasyonunu azalttigt bulunmustur. NaV1.5 ekspresyonunun yok
edilmesinin, immunodepressed (NMRI nude) farelerde akciger kolonizasyonunu
neredeyse tamamen ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Ayrica, NaV1.5 ifadesi olan
insan meme kanseri hiicrelerinin akciger kolonizasyonu, RNL enjeksiyonu (50
mg/kg/giin) ile anlamli derecede azalmistir. RNL’nin lateral motilite ve matrigel
invazyonu lizerindeki etkilerinin hipoksik kosullar altinda MDA-MB-231
hiicrelerinde gergeklestirildigi bir baska calismada, 5 pM RNL’nin lateral motiliteyi
ve invazyonu inhibe ettigi bildirilmistir (Lee vd., 2019).

Qui ve arkadaslar1 2022 yilinda MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 TNBC
hiicrelerinde anti-anjina ilact RNL’nin, in vitro invazivligi 6nemli 6lgiide inhibe
ettigini ortaya koymuslardir. Calismalarinda kullandiklar1 konsantrasyonlardan, 5
pM RNL'nin invazivligi inhibe ettigini, 2.5 uM RNL’nin invazyonu %36, 1,25 uM
RNL’nin %32, 0.625 uM RNL’nin %24 oraninda 6énemli dl¢iide azaltirken RNL nin
(2.5 uM), hipoksi altinda invazyonu %30 oraninda ©onemli Olciide azalttigini
paylasmislardir (P <0.05). Hipoksi altinda invazyonu inhibe etmede RNL’nin
etkinliginin doza bagimli oldugu ve 0.625 uM’a kadar diisiik konsantrasyonlarda bile

belirgin oldugu bilinmektedir. Buradaki in vitro etkinin hipoksik kosullar altinda
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goriilmiis olmast muhtemelen RNL’nin se¢ici olarak VGSC/nNav1.5 akiminin kalici
bilesenini (INaP) inhibe ettigi ve INaP’in hipoksi tarafindan tesvik edildigi fikri ile
uyumludur (Guzel vd., 2019). Bu sonuglar genel olarak, MDA-MB-231
hiicrelerindeki yanal hareketliligin VGSC aktivitesi ile gii¢lendirildigini gostermistir
ayn1 zamanda MDA-MB-231 hiicrelerinin canlili§i ve proliferatif aktivitesinin
hipoksik kosullardan (¢cogunlukla 24 saat uygulanan %2 oksijen) etkilenmedigini

gostermektedir.

Djamgoz ve Onkal’in (2013) MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin %2 oksijen
iceren akut hipoksik ortamda yetistirildigi in vitro ortamda gergeklestirilen
calismalarinda, hipoksik ortamda hiicrelerin artan invazyonu incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, 10 pM TTX ve 300 pM RNL’nin artan invazyonu baskiladigini
gostermistir. Ozellikle, bu baskilamanin hiicre proliferasyonunu etkilemeden Na*
kanallarin1 bloke ederek gerceklestigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, RNL'nin meme
kanseri hiicrelerinin invazyonunu etkili bir sekilde kontrol etme potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.

Karsinomalarda VGSC ekspresyonu ile metastaz arasindaki iliskinin arastirildigi bir
calismada, Ranolazine dozu arttikca, VGSC ifadesi ve metastatik hiicre
davranislarinin baskilandig1 belirtilmistir. RNL’nin invazyonu etkileme mekanizmasi
tam olarak bilinmese de yazarlar, Ranolazine, VGSC’nin 1srarli/persistant akimi
bloke ederek hiicre hareketliligini ve invazyonunu azaltabilecegi; Ranolazine,
VGSC’nin hipoksi altinda gelistirdigi 1srarli akimi bloke ederek tiimdr biiylimesini

ve metastazi azaltabilecegi kanisina varmiglardir (Djamgoz vd., 2019).

Karagoz'in (2015) calismasinda, yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile
olusturulan Dunning model prostat kanserli sicanlara farkli dozlarda RNL
uygulanarak, primer tiimor, akciger metastaz sayis1 ve boyutlar1 ile sag kalim
tizerindeki etkilerini arastirmigtir. Elde edilen sonuglara gore, kullanilan tiim
konsantrasyonlarda RNL'nin primer tiimor iizerinde anlamli bir etki gdstermedigi
ancak, 5 uM RNL'nin akcigerdeki metastazi %46,56 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir. 2,5 pM ve 5 pM RNL'nin 0,1-1 mm ¢apa sahip kiigiik metastaz
sayisint yaklasik %55 oraninda inhibe ettigi bununla birlikte, 10 pM RNL'nin

stimiilasyona neden oldugunu ifade etmistir. 5 uM RNL ayn1 zamanda prostat
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kanserli sicanlarin sag kalimini arttirdig1 da ortaya konmustur. Bu sonuglar, RNL'nin
sicanlarda prostat kanseri metastazini inhibe ettigini ve sag kalimi artirabilecegini
gostermektedir. Bir diger in vivo c¢alismada Mat-LyLu hiicrelerinin Kopenhag
sicanlar1 deri alt1 inkiibasyonu takiben primer tiimdrlerin ve metastazlarin gelisimi
incelenmigstir, 2.5 ve 5 uM RNL konsantrasyonunun NaV1.7 kanal aktivitesini
inhibe ettigi ve NaV1.7 ile iliskili hiicre migrasyon ve invazyonunu in vitro da
azalttig1 gosterilmis ve akciger metastazlarinin sayisin1 %63'e kadar azalttig1 rapor
edilmistir (Bugan vd., 2019). Literatiirde FLC’nin hiicre motilitesi ve invazivligi

lizerine etkilerinin arastirildig bir ¢aligmaya rastlanilmamustir.

RNL ve FLC’nin, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin NaV.1.5 protein seviyeleri
tizerindeki etkisini de degerlendirdigimiz ¢alismamizda her iki hiicre soyunda da
RNL ve FLC’nin NaV1.5 proteininin artan konsantrasyonlariyla birlikte inhibe etme
potansiyeli gozlemlenmistir. Calismamizla paralel olarak literatiirde, Sprague
Dawley siganlarinda iskemi/reperfiizyon sonrasi1 Navl.5 ekspresyonunda RNL’nin
rollerinin arastirildig1 bir ¢alismada, NaV 1.5 protein seviyeleri Western blotlama ile
belirlenmis ve Navl.5'in protein diizeyinin iskemi/reperfiizyon sonrasinda %31,63
oraninda azaldig belirtilmistir (Wei vd., 2016). FLC ile NaV 1.5 protein seviyeleri

arasindaki iliskinin irdelendigi bir ¢calismaya literatiirde rastlanmamustir.

VGSC blokeri olan RNL ve FLC’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde
yapilan bu caligmada, hiicre migrasyonu ve invazyonu ile metastatik potansiyel
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. 2,5 ve 5 uM RNL’nin NaV1.5 ekspresyonu
yiiksek MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonunu inhibe ettigi ve bu inhibisyonun
konsantrasyon ile iliskili oldugu saptanmistir. FLC ile kanser ve 6zellikle metastatik
potansiyel arasindaki iliskinin arastirildig: ilk calismadir ve etki gostermekle birlikte
bu etki, RNL’den biraz daha diisiiktiir. Burada verilmemis olmakla birlikte,
calismanin hipoksik ortamda yiiriitiilmesi sonucu elde ettigimiz sonuglarimiz, her iki

ilacin da etkisinin arttigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, iyon kanal blokeri olan RNL'nin, yiiksek metastatik MDA-MB-231
hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu FLC'ye oranla daha yiiksek oranda inhibe
ettigi belirlenmistir. Ayrica, NaV 1.5 ekspresyonu yiliksek olan MDA-MB-231

hiicrelerinin invaziv hareketlerini bloke ederek, meme Kkanseri metastazinin
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baskilanmasinda etkin bir rol oynayabilecegi in vitro olarak gosterilmistir. Bu
sonuglar, VGSC blokerlerinin invazyon iizerindeki etkilerini gosteren Onceki
caligmalarla paralel olup, o6zellikle RNL'nin yiiksek metastatik hiicrelerdeki
invazyonu inhibe etme potansiyeli ve FLC'nin de benzer bir etki gostermesi, bu
ilaclarin kanser metastazinin tedavisinde kullanilma ihtimalini kuvvetlendirmekte ve

daha ayrintili aragtirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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