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KISALTMALAR

AP: Aksiyon Potansiyeli

BRCAZI: Meme kanseri Al geni

BRCAZ2: Meme kanseri A2 geni

BSA: S1g1r serum albumin

BT: Bilgisayarli tomografi

CSC: Kanser kok hiicresi

DMSO: Dimetil siilfoksit

ECIS: Avrupa kanser bilgi sistemi
EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit

ELE: Eleclazine

ER: Ostrojen reseptor

FBS: Fetal sigir serum

HER2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
HIF Lo Hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1a
IARC: Uluslararasi kanser aragtirma ajansi
INAL: Geg sodyum akimi

INAP: Erken sodyum akimi

MRI: Manyetik rezonans goriintiileme
MTT: 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PET: Pozitron emisyon tomografisi
PHN: Fenitoin

RNL: Ranolazine

SDS: Sodyum dodesil siilfat
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SDS-PAGE:  Sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi

TBS: Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi
TBS-T: TBS Tween

TEMED: Tetrametiletilendiamin
TNBC: Uclii negatif meme kanseri
TNF: Tiimdr nekroz faktor

TTX: Tedrodotoksin

VGIC: Voltaj kapili iyon kanallari
VGSC: Voltaj kapilt sodyum kanali
vm: Membran potansiyeli
WHO: Diinya saglik orgiitii
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SEMBOL VE BiRiM LIiSTESI
Cl:  Kilor

H*:  Hidrojen

Na*: Sodyum

P*:  Potasyum

ul:  Mikrolitre

uM:  Mikromolar

kDA: Kilodalton

L: Litre

M:  Molar

mM: Milimolar

mL: Mililitre

mA: miliamper

pH: Hidrojen kuvveti
rpm: Dakikadaki doniis sayisi
rcf: Bagil santrifiij kuvveti

V: Volt
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OZET

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde en yaygin goriilen kanserden biridir ve diinya ¢apindaki
tiim yeni kanser vakalarinin %12,5'in1 olusturmaktadir. Kisiler ¢cogunlukla metastaz nedeniyle
kaybedilmektedir. Dolayisiyla metastazin azaltilmasi, kanser hastalarinin hem hayatta kalma
sliresini hem de yasam kalitesini nemli derecede artirabilecektir. Yapilan ¢aligmalar iyon Dbiri
de hiicre membraninda bulunan, asil gorevi kalp ve noron gibi uyarilabilen hiicrelerin aksiyon
potansiyelinin olugsmasinda rol oynayan voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC) dir. Yiksek
metastatik meme kanseri hiicrelerindeki VGSC ekspresyonunun, diisitk metastatik meme
kanseri hiicrelerindekine kiyasla arttig1 tespit edilmistir. VGSC’lerin alt birimlerinden olan Nav
1.5’in artan ekspresyonunun, 6zellikle meme kanserinde hastaligin ilerlemesi ve metastaz
olusumu ile iliskili oldugu konusunda ¢aligmalar bulunmaktadir. Long QT sendromu, atriyal
fibrilasyon gibi kalp hastaliklari ile bazi norolojik hastaliklarin tedavilerinde VGSC’leri bloke
etme mekanizmasina sahip ilag gruplari bulunmaktadir. Antiaritmikler ve antiepileptikler asil
kullanim amaglart disinda yiiksek VGSC ekspresyonu gosteren kanser hiicrelerinin
invazivligini inhibe ettigi birgok arastirmada raporlanmistir.

Yeni anti-aritmik ila¢ adayi, VGSC inhibitorii Eleclazine (ELE) ve GS-967’nin anti-aritmik
lidokain ve ranolazine’den ¢ok daha etkili Na*kanal blokeri oldugu kalp hiicreleri ile yapilan
calismalarla belirlenmistir. VGSC’lerin meme kanseri hiicreleri {izerindeki metastatik
potansiyelinin artmasina katki sagladigi bilindiginden yeni nesil antiaritmik ajanlar ELE ve GS-
967’nin farkli metastatik ozeliklere sahip MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin metastatik
potansiyeli tizerindeki  etkilerinin normoksi ~ ve hipoksi ~ ortamlarinda  arastirilmasi
amaclanmustir.

Ajanlarin yliksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarinin normoksi ve hipoksi sartlarinda hiicre proliferasyonuna etkileri MTT yontemi ile,
metastatik aktiviteye olan etkileri; hiicrenin motilitesi yara agma, invazyonu ise, Boyden
Chamber deneyi ile degerlendirilmistir. Ajanlarin Navl.5 protein miktarma etkisi

immiinoblotlama, Nav1.5 ekspresyonuna etkisi ise qRT-PCR ile gerceklestirilmistir.,

Calismada hiicre proliferasyonunu etkilemeyen ELE (0,5 uM ve 1 uM) ve GS-967 (0,05 uM
ve 0,1 uM) konsantrasyonlarinin yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde, diisiik
metastatik MCF-7 hiicrelerine gore, hiicre motilite ve invazyonu iizerinde inhibe edici etkiye
sahip oldugunu ortaya koymustur. Nav 1.5 VGSC’yi inhibe ederek gosterdigi bu etkinin

normoksi kosullarina oranla, hipokside daha fazla oldugu molekiiler olarak da belirlenmistir.
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Sonug olarak, VGSC blokeri olan antiaritmik ELE ve GS-967’nin yiiksek metastatik MDA-
MB-231 ile diisiik metastatik MCF-7 meme kanseri hiicreleri tizerinde Nav 1.5 VGSC yi hedef
alan ve metastatik potansiyelin ilk kez degerlendirildigi bu ¢alismada; (1) ELE ve GS-967 nin
diger antiaritmiklere gore, Navl.5 VGSC’yi daha diisilk dozlarda bloke ettigi (2) bu
blokasyonun normoksiye oranla hipoksi kosullarinda daha etkili oldugu (3) GS-967’nin Nav
1.5’1 daha diisiik konsantrasyonlarda bloke ettigi (4) hatta GS-967 nin bu etkisinin TTX e yakin
oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, MDA-MB-231, MCF-7, VGSC, Nav 1.5 Eleclazine,
GS-967
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The Effect Of lon Channel Blocker Antiarrhythmic Agents (Eleclazine, GS-
967) On Navl.5 Voltage Gated Sodium Channels In Triple Negative Breast
Cancer Cells: Antimetastatic Potential

ABSTRACT

Breast cancer is one of the most common cancers in the world and in our country, accounting
for 12.5% of all new cancer cases worldwide. Most people die from metastasis. Therefore,
reducing metastasis could significantly improve both the survival and quality of life of cancer
patients. Studies show that ion channels have effects on cancer development and progression.
One of these is voltage-gated sodium channels (VGSCs), which are located in the cell
membrane and whose main function is to generate the action potential of excitable cells such
as the heart and neurons. VGSC expression in high metastatic breast cancer cells was found to
be increased compared to low metastatic breast cancer cells. There are studies showing that
increased expression of Nav 1.5, a subunit of VGSCs, is associated with disease progression
and metastasis formation, especially in breast cancer. There are drug groups that work with the
mechanism of blocking VGSCs in the treatment of heart diseases such as Long QT syndrome,
atrial fibrillation and some neurological diseases. Antiarrhythmics and antiepileptics have been
reported in many studies to inhibit the invasiveness of cancer cells that show high VGSC

expression outside their primary use.

The new anti-arrhythmic drug candidate, the VGSC inhibitor Eleclazine (ELE) and GS-967,
were found to be much more effective Na+ channel blockers than the anti-arrhythmic lidocaine
and ranolazine in studies with cardiac cells. Since it is known that VGSCs contribute to the
increase in the metastatic potential of breast cancer cells, it was aimed to investigate the effects
of new generation antiarrhythmic agents ELE and GS-967 on the metastatic potential of MDA-
MB-231 and MCF-7 cells with different metastatic properties in normoxia and hypoxia

environments.

The effects of the agents on cell proliferation of high metastatic MDA-MB-231 and low
metastatic MCF-7 breast cancer cell lines under normoxia and hypoxic conditions were
evaluated by MTT method, and their effects on metastatic activity; cell motility, wounding and
invasion were evaluated by Boyden Chamber assay. The effect of the agents on the amount of
Nav1.5 protein was determined by immunoblotting and the effect on Nav1.5 expression was
determined by qRT-PCR,
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The study revealed that ELE (0.5 uM and 1 puM) and GS-967 (0.05 uM and 0.1 pM)
concentrations, which did not affect cell proliferation, had an inhibitory effect on cell motility
and invasion in high metastatic MDA-MB-231 cells compared to low metastatic MCF-7 cells.
It was also molecularly determined that this effect of Nav 1.5 by inhibiting VGSC was greater

in hypoxia compared to normoxia conditions.

In conclusion, in this study, which targeted Nav 1.5 VGSC on highly metastatic MDA-MB-231
and low metastatic MCF-7 breast cancer cells and evaluated the metastatic potential of the
antiarrhythmic VGSC blockers ELE and GS-967 for the first time; (1) ELE and GS-967 blocked
Navl. 5 VGSC at lower doses compared to other antiarrhythmics (2) this blockade was more
effective under hypoxia conditions compared to normoxia (3) GS-967 blocked Nav 1.5 at lower

concentrations (4) and this effect of GS-967 was even close to TTX.

Keywords: Breast Cancer, MDA-MB-231, MCF-7, VGSC, Nav 1.5 Eleclazine, GS-967
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1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biridir ve kadinlarda kansere
bagl 6liimlerde ikinci siradadir. Kadinlarda giderek artan meme kanseri insidansi 6nemli bir
halk saglig1 sorunudur. Meme kanseri hastalarinda da metastatik hastalik gelismesi kanserden
kaynaklanan kayiplarin onde gelen nedeni olmaya devam etmektedir (Scully v.d., 2012).
Genellikle cerrahi operasyon ve radyoterapi ile tedavi edilebilen primer tiimérlerin aksine
metastatik tiimorlerin tedavisi daha zorlu olmakta ve tedaviden ¢ogu zaman olumlu sonug
aliamamaktadir. Mevcut kemoterapilerin yan1 sira immiinoterapi gibi hedefe 6zel tedaviler
kotii prognoza sahip hastalarda daha iyi sonu¢ alinmasinmi1 saglamaktadir. Bu nedenle kanser
tedavilerinde molekiiler hedeflerin belirlenerek yeni tedavi segeneklerinin olusturulmasi
lizerine ¢aligmalar siirdiirilmektedir. Primer bolgedeki kanser hiicresinin invazyonu ve
endotelyal migrasyonu, metastazin ilk adimlarini temsil eder ve hem prognozu hem de hastanin
hayatta kalmasini 6nemli Ol¢iide kotiilestirir. Bu olaylara erken miidahale etmek ve daha
baslangicinda metastazi ortadan kaldirmaya yonelik ¢ok sayida girisimde bulunulmustur

(Marino v.d., 2013).

Hiicre membraninda bulunan ¢esitli iyon kanallar1, hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamin yani sira lipit
membranla sinirl hiicresel kompartmanlar arasinda asimetrik olarak dagilir. Iyon kanallari,
acik olduklarinda belirli iyonlarin bu bolmeler arasinda serbestce hareket edebildigi sulu bir por
iceren integral membran proteinleridir. Bu kanallar hem uyarilabilir hem de uyarilamayan
hiicrelerde hayati hiicresel sinyallesme siireglerinde énemli rol oynarlar. Kanallarin agilmasi
sonucunda iyonlarin hiicre i¢ine ve disina gegisi, elektriksel uyarimdan hareketlilige kadar ¢ok
sayida hiicresel siireci ve islevi etkileyebilir. Bu siirecler arasinda hiicre cogalmasi, hiicre gocii
ve apoptoz gibi normal doku homeostazini siirdiirmek i¢in ¢ok 6nemli olanlar da vardir. Bu
nedenle, kanallarin normal olmayan ifadesi ve/veya islevi, normal hiicrelerin kanserin ayirt
edici Ozellikleri olan kontrolsiiz ¢ogalma ve yayilma sergileyen koti huylu/malign sekle

doniismesine neden olan siiregleri bozabilir (Petkov, 2009; Preverskaya v.d., 2010, 2018).

Prostat, kolon, over, akciger ve meme gibi pek ¢ok kanser tiiriinde yapilan birgok ¢alisma hiicre
membranindaki voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC), 6zellikle yiiksek invaziv 6zellik
gosteren tiplerinde normal ve daha diisiik invaziv Ozellikte olan tiplerine kiyasla
ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Mao v.d., 2019). Birgok alt tipi bulunan
VGSC’lerin, her kanserde farkli tiplerinin rol oynadigi saptanmigtir. Meme kanserinde ise Nav

1.5 VGSC’nin yiiksek ekspresyonunun hastaligin ilerlemesi ve metastaz olusumu ile iliskili



oldugu kanitlanmistir (Roger v.d., 2003, Fraser v.d., 2005). Klinikte kullanilan fenitoin gibi
anti-epileptikler, lidokaine gibi anestetikler ve ranolazine gibi anti-aritmiklerin VGSC’leri
bloke ederek kanser hiicre migrasyon ve invazyonunu inhibe ettigi calismalarla gosterilmistir
(Yang v.d., 2012). Nav 1.5 kanalinin o alt biriminin ifadesi, klinik meme kanseri drneklerinde
kotii prognoz ile iligkilidir, bu da VGSC'lerin kanserin ilerlemesi igin prognostik belirtegler
olarak faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, kanalopatik hastaliklarda kullanilan
mevcut VGSC bloke edici terapotik ilaglarin baska bir amacla kullanilmasi, kansere bagl
oliimlerin baslica nedeni olan ve mevcut yontemlerle genellikle tedavi edilemeyen metastatik
hastaliga sahip bireylerde sonuclari iyilestirmek i¢in yeni bir strateji saglayabilir (Prevarskaya

v.d., 2018, Horne v.d. 2021).

Bu c¢alismada, kanser metastazinin onemli baslangi¢ adimlarindan olan migrasyon ve
invazyonda ekspresyonu artan VGSC’lerin rollerinin in vitro ve in vivo ¢aligmalarla ortaya
konulmus olmasi ve bazi kanal blokerlerinin bu VGSC’leri bloke ederek, kanser hiicrelerinin
motilitelerini baskilamasi yeteneginden yola ¢ikilarak, yeni nesil antiaritmik etkiler gosteren
VGSC blokeri Eleclazine (ELE) ve GS-967’nin nNav1.5 VGSC ekspresyonuna sahip meme
kanseri metatastaz: tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla; yiiksek
metastatik MDA-MB-231 ve diisiikk metastatik MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlari, koloni
olusumu, metastatik potansiyel bakimindan migrasyon, invazyonu ile molekiiler analizlerle
protein miktar1 ve gen ekspresyonu degisiklikleri hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda
in vitro olarak ortaya konacaktir. Boylece, antiaritmik etkiler gosteren VGSC blokeri
farmakolojik ajanlar ELE ve GS-967 nin meme kanseri iizerindeki antimetastatik potansiyelini
saptayarak, meme kanseri metastazina karsi yeni bir tedavi prosediiriiniin gelistirilmesine

katkida bulunmak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde ¢ogalarak, bulunduklar1 doku veya organlarin islevinin
bozulmasina neden olan ve viicudun baska boliimlerini de etkileyebilen 20. ve 21. ylizyilin en
stk goriilen hastaliklarindandir (Roy ve Saika, 2016). Meme kanseri, meme dokusundaki
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip boliinerek timor adi verilen bir doku kiitlesi
olusturmasi ile meydana gelir. 3.500 yildan daha uzun bir siire 6nce meme kanserini ilk fark
eden eski Misirlilar, tedavisi olmayan ve memeyi siskin gosteren hastalik olarak

tanmimlamiglardir (Mousa v.d., 2011).

Gogiis bolgesinde yer alan meme anatomik olarak ii¢ ana boliimden olusur: lobiiller, kanallar
ve bag dokusu (Sekil 2.1) (Rivard v.d., 2021). Memeyi olusturmak igin dairesel olarak
diizenlenmis 15 ila 20 lob bulunmaktadir. Her lob, hormon stimiilasyonuna yanit olarak siit
tiretiminden sorumlu bezleri igeren lobiillerden olusmustur. Kanallar ise siitii meme ucuna
tastyan tiiplerdir. Her lobun kendi kanali bulunmaktadir. Meme, pektoralis major kasi iizerine
dogru uzanir ve memeyi destekleyen gdgiis duvarina baglayan bag dokusu her seyi cevreler ve

bir arada tutar. Cogu meme kanseri, kanallarda veya lobiillerde baslar (Pandya ve Moore, 2011).

Gogus Duvan

Kaslar

Lanallar

SO Areola
s u—;"*— Meme Ucu
Meme Ucu

R S
,}{" fl/)}‘jk Loballer
= Kanallar A\

ﬁ— Lobliller Q 1 Slroma

Sekil 2.1 Meme Anatomisi (Bethesda, 2002)

Areola

Ergenlik doneminde meme dokusunun yeniden sekillenmesi multipotent kok ve progenitor
hiicreler sayesinde gerceklesir. Hiicresel diizeyde, pubertal gelisim sirasinda hem stromal hem

de parankimal degisiklikler olugur ancak stromanin fibroz ve yag dokusundaki artis diger duktal
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degisikliklerden once gelir. Bir stromal degisiklik periyodunu takiben, duktal uzama ve
dikotom dallanma ortaya ¢ikar ve bu olaylarin her ikisi de 6strojen hormonunun etkisi altindadir
(Van Russo v.d., 2006, Keymeulen v.d., 2011). Duktal uzama devam ettik¢e, memedeki
boslugun geri kalani, kan damarlari, bagisiklik hiicreleri ve fibroblastlarin bir karigimi ile
birlikte yag dokusu tarafindan doldurulur. Ostrojen ve progesteronun sirasiyla duktal uzama ve

yan dallanmadan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Wiseman ve Werb, 2002).

Bazi tiimorler benign (selim) tiptedir ve yavas biiyiime egiliminde olduklarini ve genellikle
cevre dokulara veya viicudun diger kisimlarma yayilma egilimi gostermediklerini belirtir.
Malign (habis) tiimorler ise viicudun diger bolgelerine yayilma potansiyeline yani invaziv
ozellige sahiptir. Timor lenfatik ve hematolojik yol ile yayilma egilimi gésterir, bu durum uzak

metastaza ve kotii prognoza yol agar (Alkabban ve Ferguson, 2021).

2.2 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir. Akciger kanserinden
sonra genel olarak kadinlar arasinda kanserden kaynakli 6liimiin de ikinci 6nde gelen nedenidir
(Sekil 2.2). Meme kanseri vakalarinin yaklasik %30'u, asir1 viicut agirligi, fiziksel hareketsizlik
ve alkol alim1 gibi degistirilebilir risk faktorlerine atfedilir ve bu nedenle de 6nlenebilirdir. Bu
faktorler disinda ve tedavideki ilerlemelerin yani sira, diizenli mamografi taramasi ile erken

teshis, meme kanserinden kaynakli 6liimii daha fazla 6nleyebilir (Siegel v.d., 2023).

Incidence

Breast

Prostate
Lung
Colorectum
Cervi uter
Stomach
Liver
Corpus uter
Ovary
Thyroid

60
ASR (World) per 100 000

Sekil 2.2 Tim diinyada 2020 yilinda en yiiksek insidans oranina sahip on kanser tiirii ve
mortalite oranlar1 (GLOCAN 2020).
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Meme kanseri yillardir en yaygin goriilen kanserden biridir. GLOBOCAN verilerine gére 2020
yilinda her giin yaklasik 5250 yeni vaka ile yaklagik 1.918.030 kanser vakasi teshis edilmistir
(Sekil 2.2). Kadinlarda teshis edilen kanserlerin yaklasik 51.400°t duktal karsinoma (DCIS)
olarak tanimlanmistir. Amerikan Kanser Dernegi’nin 2022 verilerine gore ise, kadinlarda yeni
teshis edilen kanserlerin yaklasik %30'unun meme kanseri oldugu, bunlarinda %13 niin invaziv

tip meme kanseri oldugu goriilmiistiir.

1987'de %29 olan mamografi taramasmin 2000'de %70'e yiikselmesine paralel olarak
asemptomatik hastalik tespitinin artmasi nedeniyle 1980'lerde ve 1990'larda meme kanseri
insidans1 yiikselmistir. Sonug olarak, 50 yas ve {istii kadinlar arasinda, DCIS oran1 1980 yilinda
ise 100.000'de 7 vakadan 2000 yilinda 100.000'de 73 vakaya, invaziv meme kanseri orani ise
%40 artarak 100.000'de 275'ten 380 vakaya yiikselmistir. DCIS insidans: 2008 yilina kadar
artmaya devam etmis ancak, o tarihten 2019 yilina kadar da %1,5 azalmistir (Sherman v.d.,
2019).

1991 yilinda Kadin Sagligi Girisimi adi altinda ABD Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan
postmenopozal kadinlarda morbidite ve mortaliteye neden olan 6nemli saglik sorunlarini ele
almak tizere bir dizi klinik ¢aligma gergeklestirilmistir. Arastirmacilarin, biiyiik 6l¢tide Gstrojen,
progesteron ve menopoz hormonu kullanimmin meme kanseri ve kalp hastalig: ile iligkili
oldugunu gosteren sonuglarini yayinlamalarinin ardindan, menopoz hormonlarinin kullanimi
azalmis ve buna bagli olarak da invaziv meme kanseri indisansinda 2001 yilindan 2004 yilina
kadar keskin bir sekilde diisiis gostermistir (Miller v.d., 2021). Bu diisiis ¢ogunlukla beyaz irk
kadinlarinda ve ER-pozitif olan hastalarda meydana gelmistir. 2004 yilindan bu yana, invaziv
meme kanseri insidansi yilda %0,5 oraninda yavas bir seyir gostermektedir. Yakin tarihli bir
ekolojik ¢aligma bu durumu, viicut kitle indeksindeki artiglara ve dogurganlik oranindaki

diistislerin devam etmesine baglamaktadir (Liu v.d., 2021).

2004 yilinda 100.000'de 75 olan insidansin 2019 yilinda 100.000'de 86'ya yiikselmesi biiyiik
Olgiide, metastatik olmayan ya da henliz metastaz yapmamis olan hastalik artigini
yansitmaktadir. 2015 yilindan 2019 yilina kadar, insidans orani primer timor i¢in yilda %0,9
artarken, metastatik hastalik i¢in yilda % 0,7 azaldigim1 gostermekte ve bu durum, erken taniya

dogru bir egilim olduguna isaret etmektedir.

Irklara gére meme kanseri indisansi degiskenlik gostermektedir. 2015-2019 doneminde, beyaz

irk kadimlarda (%0,5/y1l) ve siyahi irk kadinlardaki (%0,7/y1l) artis, hispanik kadinlara



(%14/y11) gore daha yavas olmasina ragmen, irksal / etnik insidans oranlarinin tiim gruplarda

arttigin1 ortaya koymaktadir (Sekil 2.3) (Awasthi v.d.,2022).
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Sekil 2.3 Amerika Birlesik Devletleri’nde, 2000-2019 yillarinda 1rk / etnik kokene gore kadin
meme kanseri insidans oranlari (Beyaz, Siyahi, Asyali, Hispanik, Asya Pasifik Adali kadinlar).

Meme kanseri mortalitesindeki diigiisler, diizenli mamografi taramasi yoluyla, daha hedefe
yonelik tedaviye ve erken taniya baglanmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda meme kanseri
mortalitesinde 1998-2011 yillari arasinda y1llik %1,9'luk azalmanin 2011-2020 arasinda %1,3'e
kadar gerilemesi meme kanseri insidansindaki istikrarli artis1 ve istikrarli tarama mamografi
prevalansini yansitmaktadir. Irksal ve etnik gruplar arasinda, meme kanseri 6liim oranlar1 2016-
2020 yillar1 arasinda siyahi, beyaz ve Ispanyol kadinlarda yillik %1,0-%1,4, Asya/Pasifik adal
kadinlarinda %0,6 azalirken, Asyali kadinlarin oranlarinda herhangi bir degisiklik olmadig:
saptanmustir (Sekil 2.4) (Sung v.d., 2019, Awasthi v.d.,2022).

Siyahi ve beyaz kadinlarda 1980’li yillardan 6nce meme kanseri mortalitesi benzerken erken
teshis ve tedavideki ilerlemelerin yayilmasiyla farklilasmaya baslamistir. Siyahi ve beyaz
kadinlar arasindaki irksal esitsizlik 2011'de zirveye ulasmis ve 0 zamandan giiniimiize kadar da
devam etmistir. 2016-2020 yillar1 arasinda beyaz kadinlara oranla siyahi kadinlarda %40 daha
yiiksek bulunmustur (Pfeiffer v.d., 2018, Lovejoy v.d., 2023).
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Sekil 2.4 Amerika Birlesik Devletleri’nde 1tk / etnik kdkene gore kadin meme kanseri 6liim
oranlarindaki egilimler, Amerika Birlesik Devletleri, 1975-2020 (Beyaz, Siyahi, Asyali,
Hispanik, Asya Pasifik Adali kadinlar).

Siyah kadinlarda HER negatif (HER-) meme kanseri insidansinin beyaz kadinlara goére daha
yiiksek olmasi, bu tiimorler igin daha diisiik sag kalim g6z Oniine alindiginda, meme kanseri
mortalitesindeki 1rksal esitsizlige de katkida bulunmaktadir (Sekil 2.4). Bununla birlikte,
ozellikle, hormon reseptorii (HR) negatif kanserli siyah kadinlar i¢in 6liim oranindaki irksal
ucurum, insidansin iki kat1 kadardir ve bu, HER2 pozitif ve iiclii negatif tlimorler i¢in hedefe

yonelik tedavilere ve diger ilerlemelere daha az erisim anlamina gelmektedir (Pfeiffer v.d.,
2018).

2017 yilinda Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde 85.500 kisinin meme kanserinden o6ldiigii
raporlanmistir. Bu 6liimlerin binden biraz az1 erkek ve biiyiik ¢ogunlugu (84.500) kadindir. Bu
nedenle, meme kanserinden &liimler tiim kanser Sliimlerinin %7,3'{inii olusturur. 27 AB Uye
Devletinden 16'sinda, 2019'da kadinlarda meme kanseri nedeniyle standartlastirilmis 6lim
oram akciger kanserinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. AB Uye Devletleri genelinde, 2019
yilinda (kadinlar arasinda) meme kanserinden &liimlerde en yiiksek pay %4,6 ile irlanda ve
Liiksemburg'da olurken, bu oran Letonya, Hirvatistan, Litvanya, Romanya ve Bulgaristan'da

%3,0"lin altindadir (European statistics).



2020 yilinda Tiirkiye’de yaklasik 234000 kisiye kanser teshisi konulmus ve bunlarin 24000
yani %10’unu meme kanseri olusturmaktaydi (Sekil 2.5). 2020'de meme kanserinden hayatini
kaybeden kadinlarin sayisi ise yaklasik 7000°dir ve tiim kadin kanser oliimlerinin %15'sini
olusturmaktadir (GLOBOCAN). Ulkemizde de son on yilda meme kanseri insidans oranlar
artarken, 6liim oranlar1 daha erken teshis ve daha iyi tedaviye bagli mortalite oranlar1 azalarak,
hayatta kalma oranlarinin artmasimna neden olmustur (The European Cancer Information

System).

Lung
41 264 (17.6%)

Breast
24175 (10.3%)
Other cancers

114 078 (48.8%) Colorectum

21191 (9.1%)

Prostate
19 444 (8.3%)

Thyroid
13 682 (5.9%)

Total: 233 834

Sekil 2.5 Tiirkiye’de 2020 yilinda teshis edilen kanserlerin dagilimi (GLOBOCAN, 2020)

Meme kanseri insidansinin dagilimi cografi, ekonomik, sosyal ve kiiltiirel faktorlere bagl
olarak Tirkiye'nin farkli bolgeleri arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir. Tiirkiye'nin
batisinda meme kanseri insidansi, 'Batililasmig' yasam tarzi olarak tanimlanan erken menars,
gec menopoz, ilk dogum yasinin 30 yas ve iizeri olmasi, daha az emzirme gibi faktorler

nedeniyle Tiirkiye'nin dogusundaki insidansin iki katindan fazladir (Ozmen v.d., 2019).

Tiirkiye'de 40 yas alt1 kadinlarda meme kanseri siklig1 %20, Bat1 Avrupa ve ABD'de ise %5
civarinda bulunmustur. Tiirkiye'de meme kanseri sag kalim oranlarina iligkin cografi
heterojenlik de goriilmektedir. Bes yillik meme kanserine 6zgii sag kalim oranlart Tiirkiye'nin
bat1 ve dogusunda sirasiyla %85 ve %60'tir (Ozmen v.d., 2019).

Tiirkiye’de tan1 konulan her 4 kadin kanserinden 1’1 meme kanseridir. Meme kanseri evreleri
incelendiginde vakalarin %48,2’sinin lokalize evrede tani aldig1 goriilmektedir. Tirkiye'de

DCIS hastalar1 meme kanseri tanist alan tiim hastalarin sadece %5'ini olusturmaktadir.
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Ulkemizde 2008 ile 2018 yillar1 arasinda meme teshisi konulmus kadinlarla yapilan ¢alismada
hastalarin %19'unda DCIS ve %55'inde evre I invaziv meme kanseri vardir (T.C. Saglik
Bakanligi, 2018). Bu sonuglar iilkemizde basaril1 bir toplum temelli taramanin yapilabilecegine
isaret etmektedir. Bu ¢alismada tiimorlerin molekiiler alt tip analizleri ile tiimorlerin
%57,7'sinin luminal A (ER ve/veya PR pozitif, HER-2 negatif), %20,6'sinin luminal B (ER
ve/veya PR pozitif, HER) oldugu goriilmiistiir. HER-2 pozitif), %9,6'st HER-2 tipi (ER ve PR
negatif, HER-2 pozitif) ve %12,1'1 ii¢lii negatiftir. Tarama ile saptanan meme kanserli hastalar
ile semptomatik meme kanseri olgularini karsilastiran ¢alismalarda, tarama ile meme kanseri
tanis1 alan hastalarda tiimor ¢apinin daha kiiciik oldugu ve meme kanserinin luminal A alt tipi

oraninin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Ozmen v.d., 2019)

Son yillarda artan tarama merkezleri ve iicretsiz mamografi (40-69 yag aras1) ile mobil tarama
sistemlerine ragmen meme kanseri farkindaliginin yiliksek olmamasi nedeniyle hastalarin
onemli bir kismina ileri evre tan1 konulmustur. Bes yil 6nce yayinlanan ¢alismanin aksine
menopoz Oncesi kadin oraninda azalma ve meme koruyucu cerrahide artis goriilmiis olup bes
yillik sag kalim orami da %86 olarak bulunmustur. Bu nedenle tarama programlarinin
kullanimimin ve farkindaligin artmasi ile meme kanseri hastalarda tiimér ¢apinin ve bolgesel

lenfatik tutulumun azalmasina neden olacaktir (Ozmen v.d., 2019).

Gelismis {lilkelerde 1990'larin baslarindan beri meme kanserine bagli oliimlerde gozlenen
azalma, iyilestirici tedavinin hala bir secenek oldugu asamada taniya izin veren gelismis
taramaya baglanmaktadir. Mamografi, meme kanserinin saptanmasinda en yaygin olarak
kullanilan bir tarama yontemidir ve mortaliteyi etkin bir sekilde azaltmaya yardimer oldugu
kanitlanmistir. Diinya genelinde diizenli sekilde meme kanseri tarama programlarinin
yayginlagtirmasi, erken teshis ve etkili tedavi ile meme kanseri mortalitesini azaltilmasina
calisilmaktadir. Ayrica, meme kanseri gelisimine katkida bulunan c¢evresel ve degistirilebilir
faktorlerin  belirlenmesi, meme kanseri insidansint azaltan Onleme stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunabilecektir (Kaminska v.d., 2015).

2.3 Risk Faktorleri

Cinsiyet, yaslanma, dstrojen, aile dykiisii, gen mutasyonlar1 ve sagliksiz yasam tarzi gibi meme
kanseri gelistirme olasiligin1 artirabilecek ¢ok sayida risk faktorii bulunmaktadir. Bu risk
faktorleri, genetik ve gevresel faktorler olmak tizere iki gruba ayrilir (Tablo 2.1) (Strumylaité
v.d., 2010; Ataollahi v.d., 2015).



Tablo 2.1 Meme kanseri risk faktorleri

Meme Kanseri Risk Faktorleri

Cevresel

Erken menopoz

Alkol ve tiitiin kullanimi
Radyasyonamaruz kalma
Obezite

Azalmis fiziksel aktivite
Yiiksek yagh divet
Hormon replasman tedavisi
Yaslanma

Cografik konum

Sosyo-ekonomik kosullar
Genetik
Gen mutasyonlari (BRCAI1, BRCA2)

Bu gruptaki ilk temel faktér, meme kanseri tanisi konuldugu zamanindaki hastanin yasidir.
Meme kanserli hastalarin yaklasik %80'1 50 yas {istii bireylerdir, ayn1 zamanda %40'tan fazlasi
da 65 yasin tizerindedir. Meme kanseri en sik 45- 55 yas araliginda olan menopoz dénemindeki
kadmlarda goriiliir. 45 yasin altindaki kadinlarda anlamli olarak daha az goriilmektedir
(Lukasiewicz v.d., 2021).

Meme kanseri insidansindaki etnik ve cografi farkliliklar, ¢evresel kosullarin ve yasam tarzinin
etkisini ortaya koymaktadir. Meme kanseri olugum riskini degistiren temel faktorlerden bir
digeri ise, 0zellikle gelismis tilkelerin popiilasyonlarinda siklikla goriilen ve obeziteye yol agan
beslenme aliskanliklarini igerir. Yag acgisindan zengin asir1 kilo veya obeziteye neden olan
iirlinlerin yani sira, aroma maddeleri aromay1 arttirmak ya da gida korumak icin kullanilan
kimyasal maddeler, islenmis iirlinlerden olusan besinler, meme bezi hiicrelerinde neoplastik
doniislim siirecini tesvik eden bir faktordiir (Colditz ve Bohlke, 2014). Bu korelasyon, 6zellikle
postmenopozal donemdeki kadinlarda gozlemlendiginde, Gstrojen, progesteron veya HER2
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu olmaksizin da meme kanserinin ortaya ¢ikma riskinin

artmasiyla iligkilidir (Sung v.d., 2017).
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Meme 6zellikle 6strojene duyarli bir organdir. Dogum kontrol haplar1 veya 6strojen replasman
tedavisi alan bir¢ok kadin, bu ilaglarin gégiislerin biiylimesine ve siklikla hassaslagsmasina
neden oldugunu ifade etmistir. Bu ilaglarin aktivitesi, meme dokusunu asir1 uyaran standart
yiiksek yagli, diisiik lifli bat1 diyeti ile birlestiginde meme kanseri igin bir tetikleyici olabilecegi
belirtilmektedir (Howell v.d., 2014, Feng v.d., 2018).

Sigara ve alkol kullanan kadinlar ile yapilmis olan epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglari, uzun
stireli sigara i¢imi Ve pasif sigara i¢imi ile meme kanseri riskinin artabilecegini géstermektedir.
Ancak sigara kullanimi meme kanseri olusumu riskinden ziyade meme kanserinden 6liim riski
ile daha ¢ok iligkilendirilmistir (Passarelli v.d., 2016). Genetik faktorlerde BRCA1 ve BRCA2
genleri rol oynamaktadir, otozomal dominant ve yiiksek penetrans meme kanseri ve yumurtalik
kanseri formundaki en yaygin iki gendir (Mehrgou ve Akouchekian, 2016). BRCA1 ve BRCA2
genleri, Timor Baskilayict Gen (TSG) proteinleri iretir, bdylece iki gen TSG olarak
adlandirtlir. BRCA1 geni 17. kromozon, BRCA2 geni ise 13. kromozom iizerinde bulunur ve
bu gendeki herhangi bir mutasyon meme, over ve prostat kanseri gelisme riskinin artmasina
neden olabilir (Ayub v.d., 2014). Bu iki gen, hiicre ¢ogalmasini baskilama seklinde gorev yapar
ve TSG proteinleri tiretir. Bu proteinler ayni zamanda anti-onkogen olarak da adlandirilir ve
hiicrenin hasarli DNA'y1 onarmasina yardimei olur, genetik materyalin korunmasini saglar. Bu
nedenle, bu iki genden herhangi biri hasar goriirse, hasarli DNA onarilamayacaktir, boylece
hiicre DNA'sinda daha fazla degisiklik ve mutasyon meydana gelerek kansere yol agabilir.
Genellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki bir mutasyonun neden oldugu kalitsal meme
kanseri, tim bu kanser vakalarinin %5 ila %10'undan ve over kanseri vakalarinin %10 ila
%15'inden sorumludur (Mehrgou ve Akouchekian, 2016, Fu v.d., 2022). Bir kadmin birinci
derece akrabasina (anne, kiz kardes veya kizinda) meme kanseri teshisi konmussa, bu kadinda
meme kanseri riski neredeyse iki katina ¢ikar. Meme kanserine yakalanan kadinlarin yaklagik
%15'inde bir aile tiyesinde meme kanseri teshis edilmistir (Juwle ve Saranath, 2012, Brandio
v.d., 2019, Bach v.d., 2021). Ortalama olarak, BRCA1 mutasyonu olan kadinlarin yasam boyu
meme kanseri gelistirme riski %72'ye kadar ¢ikmaktadir. BRCA2 mutasyonu olan kadinlar ise
%69'a varan bir risk tasimaktadir (Fu v.d., 2022).

2.4 Meme Kanserinin Siiflandiriimasi

Histolojik siniflandirmalar oncelikle tiimorlerin mikroskobik 6zelliklerine dayanmakta ve 1s1k
mikroskobu ile geleneksel boyama teknikleri araciligiyla incelendiginde morfolojik olarak
tanimlanabilen hiicre tipleri ve histolojik sekillerle ilgilidir (Northridge v.d., 1997). Meme

kanserinin morfolojisini tanimlamak i¢in; timdriin memenin epitel bileseniyle sinirli olup
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olmadigimi veya cevredeki stromaya invazyon yapip yapmadigini, niikleer derecesini yani
kanserli hiicrelerin nukleuslarinin normal meme hiicrelerinin nukleuslarina ne kadar benzer
oldugunu ve tiimoriin meme kanallarinda veya loblarinda bulunup, bulunmadigimi anlamak
gereklidir (Vuong, 2014; Henry, 2019). Meme kanserinin alt tipinin saptanmasi, hastaligin
prognozunun degerlendirilmesi kadar, yeterli ve dogru tedavinin belirlenmesi ve saglanmasi

acisindan da biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Son birkag¢ yi1lda meme kanserinin patolojisi ve molekiiler biyolojisine iliskin bir¢ok ilerleme
kaydedilmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) memenin tiim neoplastik ve preneoplastik
lezyonlarini kapsayan bir siniflandirma yapmistir (Sekil 2.6). Meme kanseri bazal membran ile
iliskisine gore invaziv veya non-invaziv olmak tizere iki ana tipe ayrilir. Memedeki noninvaziv
neoplazmalar genel olarak lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ve duktal karsinoma in situ (DCIS)

olmak iizere iki ana tipe ayrilir (Sharma, v.d., 2010).

Meme Kanseri Histolojik Siniflandirma

N

invaziv Non-invaziv

invaziv duktal karsinoma (IDC) Duktal Karsinoma in Situ (DCIS)
. —

Invaziv lobler karsinoma Lobiiler Karsinoma in Situ (LCIS)

Medyiiller karsinoma

Metaplastik karsinoma
Apokrin karsinoma —
Musin6z karsinoma invaziv Ozel Alt tipler
Kribriform karsinoma

Tiibuler karsinoma

Sekil 2.6 Meme kanserinin histolojik siniflandirilmasi
Duktal Karsinoma in situ (DCIS): Tipik olarak meme kanallarinda lokalize olan ve
cevreleyen dokuya invazyon yaptigina dair kanitt bulunmayan neoplastik lezyonlar1 temsil eder
(Sekil 2.7A) (Tomlinson-Hansen v.d., 2020). Belirgin bir niikleusa sahiptir. DCIS, tedavi
edilmezse genellikle invaziv kansere doniisiir. Niikleer derecesi ne kadar biiylikse malign tipe

donlisme olasiligi da bir o kadar artar (Tomlinson-Hansen v.d., 2020).
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Sekil 2.7 Non- invaziv meme karsinomalarinin histolojik goriiniimleri (A) DCIS, (B) LCIS
(Pinder, 2010, Vickery ve Biernacka, 2022).

Lobiiler Karsinoma in situ (LCIS): Bu tip meme kanseri meme lobiillerinde meydana gelir.
Meme kanseri lobiillerin disina meme dokusuna yayilmamustir (Sekil 2.7B) (Inoue M, v.d.,
2017). LCIS hiicreleri bol sitoplazma ve biiyiik niikleusa sahiptir (Wen ve Brogi, 2017).

Tiim meme kanseri vakalarin yaklasik %50 ila %80'i invaziv duktal karsinomadir (IDC).
IDC'ler WHO tarafindan “6zel tip olmayan” invaziv karsinoma olarak siniflandirilmstir, ¢iinki
bu tiimorler karakteristik bir histolojik tip seklinde belirlenecek yeterli morfolojik 6zellik
gostermezler. Ancak yeterli ayirt edici 6zellikler ile belirli hiicresel ve molekiiler davraniglar

gosterirlerse “0zel tip” olarak da taninabilmektedir (Sharma v.d., 2010).

Invaziv Duktal Karsinoma Ozel Tip Olmayan (IDC): Histolojik alt tip IDC en yaygin olan
gruptur ve tiim invaziv meme karsinomalarinin yaklasik %40 ila %75'ini olusturur. Genellikle,
genis bir morfolojik varyasyon ve klinik davraniga sahiptir (Sekil 2.8). Tiimor hiicreleri ¢ok
sayida mitoz gecgirmelerinden dolay1 pleomorfik bir gériiniime sahiptir (Makki, 2015).

Meme kanserinin histolojik 6zel tipleri vakalarin yaklasik %25'ini olusturur, farkli biiytime ile
mimari sekile sahiptir ve 6zel olmayan tip duktal karsinomadan daha iyi prognoza sahiptir
(Shea v.d., 2020). Gen ekspresyonu profilleme g¢aligmalarinin ¢ogu, spesifik olmayan tipte
duktal karsinoma ile ilgilidir. Taninin gecikmesine neden olan yavas seyir ve yaygin biiyiime
paterni, rutin tarama programlari ile tespit edilme gii¢liigii, giivenilir ve giivenli cerrahi sinirlar

elde edilmesindeki gii¢liikler bu durumun nedenleri olarak sayilabilir (Zhao, 2021).
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Sekil 2.8 IDC histolojik goriiniimii (Oluyemi v.d., 2021)

En sik goriilen 6zel tip meme kanseri tiirleri, mediiller karsinoma, metaplastik karsinoma,
apokrin  karsinoma, miisinoz karsinoma, Kribriform karsinoma, tiibiiler karsinoma,

noroendokrin karsinoma, invaziv lobiiler karsinomadir (Masood, 2016).

Invaziv Lobiiler Karsinoma (ILC): Tiim vakalarin yaklasik %5 ila %15'ini temsil eden ve
genellikle ileri yastaki kadinlart etkileyen meme kanserinin en yaygin "6zel tip"idir (Sekil 2.9).
ILC, esmerkezli bir diizende stroma boyunca esit olarak dagilmis, az atipik kiigiik timor
hiicrelerinin varlig1 ile karakterize edilir. Hiicre dongiisiinii diizenleyen transkripsiyon faktori
olan timor protein 53 (p53) mutasyonlarina sahip olma olasiliklart yiiksektir. ILC hiicreleri,
karakteristik sitolojik ozelliklere ve yaygin bir biiylime modeline sahiptir. Lenfovaskiiler
invazyon gostermezler ve genellikle dstrojen reseptorleri (ER), progesteron reseptorleri (PR)
pozitif olup, nadiren insan epidermal biiylime faktdrii reseptorii 2 (HER2), tiimor protein 53
(p53) eksprese ederler. ILC uzak metastazlarla kendini gosterir. ILC metastaz yerleri, kemik,
gastrointestinal sistem ve beyini kapsar (Masood, 2016; Thomas v.d., 2019).

Sekil 2.9 ILC histolojik gortiniimleri (Oluyemi v.d., 2021)
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Mediiller Karsinoma: invaziv meme karsinomasmin bu ézel alt tipi, tiim vakalarin yaklasik
%y5'inden sorumludur daha iyi prognoz ve lenf nodlarina daha diisiik tutulum oranlar1 gosterir
(Sekil 2.10). Genellikle 30 ila 40 yas arasindaki hastalar1 etkiler ve BRCA1 genindeki

mutasyonlarla iliskilidir. Mitoz bolinmedeki hiicre sayisi ¢oktur ve atipik dev tiimor hiicreler

de bulunur. Tiimériin yakininda DCIS hiicrelerine de rastlanabilir. Ostrojen ve progesteron
reseptorleri ile HER2 negatiftir (Limaiem ve Mlika, 2022).

-

Sekil 2.10 Mediiller karsinom histolojik goriiniimii (Zhang, 2021)

Metaplastik karsinoma: Tiim vakalarin yaklasik %1'ini temsil eden ve basta menopoz sonrasi
olmak {izere ileri yastaki kadinlar1 etkileyen bu tip karsinoma agresif biyolojik davranis ve
siklikla lenf nodu tutulumu gosterir (Sekil 2.11). Morfolojik olarak heterojendir diisiik ve
yiiksek dereceli timorleri igerir. ER HER2 negatiftir (Zangouri v.d., 2018).

ST S S N U
W) Q"’i’&"«‘) L0,
s, R A
A y\?“ 0.

b

R

'y L2
‘l
&

: "-,{,5-'.’4‘; i
¥ "r _I.’.f'&" i“

., " 's A )
VT DR
R X AT
S 2 AR S

Sekil 2.11 Metaplastik karsinomanin histolojik goriiniimii (Zhang, 2021)

15



Apokrin karsinoma: Bu tip karsinoma tiim vakalarin yaklasik %1 ila %4'linii olusturur. Bu alt
tip genellikle yiiksek histolojik derecededir, prognozu kétiidiir ve genis bir yas grubunu etkiler.
Ancak postmenopozal kadinlarda daha sik goriiliir. Mikroskobik degerlendirmede, tiimor
hiicreleri biiyiiktiir ve bol miktarda graniiler eozinofilik sitoplazmaya sahiptir. ER ve PR
negatiftir (Sekil 2.12) (Vranic v.d., 2017).

Sekil 2.12 Apokrin karsinoma histolojik goériiniimii (Kito v.d., 2014)

Miisin6z karsinoma: Kolloid, mukoid ve mukoid karsinoma olarak da bilinen ve vakalarin
%2'sinden sorumlu olan &zel bir meme kanseri alt tipidir (Sekil 2.13). Bu alt tip olumlu bir
prognoz ile iliskilendirilmistir ve siklikla 60 yasin iizerindeki kadinlar etkilemektedir. Bu
ttiimorler, farkli biiytime sekillerine ve hafif niikleer normal olmayan sekile sahip kii¢iik timor
hiicresi kiimelerini ¢evreleyen bol miktarda hiicre dist miisine sahiptir. ER ve PR pozitifir,
HER?2 negatiftir (Akram v.d., 2017).

Sekil 2.13 Miisinoz karsinoma histolojik gortiniimii (LaBoy ve Siziopikou, 2022)

16



Kribriform karsinoma: Genellikle yaklasik 50 yas ve {izeri kisilerde goriiliir tim meme
kanseri vakalarinin yaklasik %1 ila %3,5'ini olusturan iyi bir prognoz ile iliskili 6zel bir alt
tiptir. ER PR ve HER2 pozitifitir (Sekil 2.14) (Adachi v.d., 2021).
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Sekil 2.14 Kribriform karsinoma histolojik goriiniimii (Tozbikian, 2022)

Tiibiiler karsinoma: 50 ile 60 yas arasindaki kadinlarda goriilen ve vakalarin yaklagik %2'sini
olusturan iyi bir diferansiyele sahip alt tiptir. Ozel tipler arasinda en diisiik niikleer dereceye
sahip olup, ER pozitifir (Sekil 2.15) (Sakatani v.d., 2017).

ot

Sekil 2.15 Tiibiiler karsinoma histolojik gériniimi (Christgen v.d., 2021)

Noroendokrin karsinoma: Tiim meme kanseri vakalarinin yaklagik %0,5 ila %5'ini olusturur
ve genellikle ileri yaslarda goriiliir (Sekil 2.16). Morfolojik olarak, neoplastik hiicreler farkli
boyutlarda olabilir ve genellikle ince eozinofilik graniiler bir sitoplazma goriiliir. Cogunlukla,
diistik veya orta dereceli niikleer dereceye sahiptir. ER PR pozitif, HER2 negatiftir (Trevisi v.d.,
2020).

17



p - e 5- '_: [ WA TR N K ";":. 9"0&
v ¥y "y

Sekil 2.16 Noroendokrin karsinoma histolojik goriiniimii (Li ve Tse, 2022)

Histolojik smiflandirma disinda kapsamli gen ekspresyon profili ¢alismalarina dayanarak,
meme kanseri tiplerinin dort molekiiler alt tipe ayrilabilecegi ileri stirilmistiir. Bunlar, Luminal
A, Luminal B, HER2 eksprese eden (HER2 +) ve Uclii Negatif meme kanseridir (Tablo 2.2).
Esas olarak bu smiflandirma ER, PR ve HER2 ekspresyonlarina dayanmaktadir (Cho, 2016).
ER, PR, ve HER2 ekspresyonlarina ek olarak hiicresel ¢ogalma ile iliskili bir niikleer protein

olan Ki-67 ekspresyonuna da bakilir.

Tablo 2.2 Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

ER+ ER+ ER- ER-

B oz PR+ PR-/PR+ PR- PR-
HER2- HER2-/HER2+ HER2+ HER2-
Vakalarda goriilme sikligi %40-50 %20-30 %15-20 %10-20
Prognoz Iyi Orta Kot Kot

Luminal A: Bu molekiiler alt tip en yaygin olanidir tiim meme kanseri vakalarinin %40 ila
%50’sini kapsar. ER ve PR pozitiftir, HER2 ise negatiftir (Goldhirsch v.d., 2013). Tim
molekiiler alt tiplere kiyasla luminal A smifi iyi pognoz ile iliskilidir. Diisiik miktarda
proliferasyonla ilgili gen seviyesine sahiptir (Prat v.d., 2018). Hormon tedavileri, hormon
reseptorlerinin karsilik gelen reseptorlerine baglanmasini bloke eder veya androjen kaynakli
Ostrojen olusumunu azaltir, bu da tiimorlerin proliferasyonunu inhibe eder ve tiimor niiksiinii
ve metastaz riskini azaltir (Puhalla v.d., 2012). Pek ¢ok luminal-A tiimori, tamoksifen gibi
endokrin tedavilere yiiksek oranda yanit verse de onemli bir kismi kazanilmig ila¢ dirence

sahiptir (Poudel v.d., 2019).
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Luminal B: invaziv meme kanseri vakalarmin yaklasik %20 ila %30'undan sorumludur. HER2
pozitif olan ve olmayan olarak ikiye ayrilir. HER2 pozitif ise ER ve PR’de pozitifir, HER2
negatif ise ER pozitiftir PR negatiftir (Feng v.d., 2018). Luminal B tiimérleri luminal A tipine
kiyasla proliferatiftir ve hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonu daha yiiksektir. Luminal B
timorleri, liiminal A'dan farkli olarak, siklikta p53 mutasyonuyla iligskilendirilir (Tang, 2015).
Luminal B meme kanseri, agresif klinik davranisi ile tanmir ve liiminal olmayan
kanserlerinkine benzer bir prognoz goriiliir. Luminal B hastalarinda, HER2+ alt grubu, HER2—
alt grubuna gore daha yiiksek oranda kemik metastazina sahiptir. Diger bolgelerdeki
metastazlar arasinda bir farklilik goriilmemistir. Luminal B meme kanserinin, luminal A meme
kanserinden daha diisiik hormon reseptorleri ekspresyonuna, daha yiiksek proliferasyon
belirtegleri ekspresyonuna ve daha yiiksek histolojik dereceye sahip oldugu bildirilmistir (Smid
v.d., 2008). Birkag¢ ¢alisma, luminal-B meme kanserinin, luminal-A meme kanserine kiyasla
endokrin tedavisiye ve HER2+ kanserlerine kiyasla kemoterapiye nispeten duyarsiz oldugu ileri
stiriilmektedir (Rouzier v.d., 2005, Esserman v.d., 2009, Tran ve Bedard, 2011).

HER2 eksprese eden: insan epidermal biiyiime faktdrii reseptdrii tip2 (HER-2) meme
kanserinde ER kadar énemli bir molekiiler biyobelirtec olarak ortaya ¢ikmustir. insan epidermal
biliyiime faktorii reseptoric HER2 nin asir1 ekspresyonu, meme kanserlerinin yaklasik %20-
30'unda bulunur (Tang, 2015). HER2’nin asir1 ekspresyonunun, daha agresif bir hastalik, daha
yiiksek tekrarlama orani ve daha kisa sagkalim ile iliskili oldugunu ifade etmektedir. Timor
biiylimesi, HER2 sinyalinin aktivasyonu ile daha fazla desteklenir. HER2, primer tiimdriin ve
ardindan metastazlara neden olan uzak lezyonlarin proliferasyonunu ve hayatta kalmasim

arttirmada rol oynar (Freudenberg v.d., 2009).

Uclii Negatif: Bu siif, tiim meme kanseri vakalarmin yaklasik %20'sini olusturur. Bu alt tip,
tiim hormon reseptorlerinin ekspresyon eksikligi ile karakterize edilir (Tsang, 2020). Yiiksek
invaziv yapiya sahiptir ve terapétiklere nispeten diisiik tepkileri nedeniyle tedavileri kisitli ve
etkisizdir. Sonug olarak, bu tip metastatik meme kanseri igin 6zel tedavi yaklagimlari gereklidir
(Medina v.d., 2020). Anti-6strojenler ile yiiriitilen hormon tedavisi veya trastuzumab gibi
hedefe yonelik tedaviler gibi, belirli meme kanseri tedavi stratejileri, yalnizca ilgili reseptorler
timor hiicresi tarafindan eksprese edildiginde etki gdstermektedir. Bununla birlikte, bazi
timorler ER ve PR'yi ifade etmedikleri gibi HER2'yi de asir1 derecede ifade etmeyebilirler. Bu
tip tiimorii olan hastalarin prognozu, sadece hormonal tedavi ve trastuzumab tedavisine yanit
vermeme nedeniyle degil, ayn1 zamanda bu tiimorlerin diger tim meme karsinomas: alt

tiplerinden daha agresif olmasi1 nedeniyle de ¢ok kotiidiir (Ruijter v.d., 2011).
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2.5 Meme Kanseri Tan1 ve Teshisi

Meme kanseri insidansini ve mortalitesini azaltmak tizere erken teshis i¢in tarama programlari
ve tani testleri gereklidir. Amerikan Radyoloji Koleji, ortalama riskli tim kadinlara 40 yasindan
itibaren meme kanseri taramasi yapilmasini 6nermektedir. Meme kanseri teshisi, en yaygin
olarak mamografi, meme ultrasonu ve manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) olmak iizere
farkli yontemlerle yapilabilmektedir. Bir mamogram meme kanseri taramasi igin standart
testtir. Bazen hastalik riski yiiksek olan kadinlarda meme kanserini saptamak veya ekarte etmek
icin mamografi, manyetik rezonans goriintileme (MRI) ile birlikte kullanilabilir. Meme
MRTI’lar1t mamogramlarin gdzden kagirabilecegi tiimdrleri tespit edebilir ancak ayni zamanda
kanserli olmayan meme dokusunu bazen yanlislikla kanserli olarak tanimlayarak yanlig taniya
da yol agabilir (Bhushan v.d., 2021). Yaygin olarak meme kanseri taramasi, mamografi ile
gerceklestirilir ve mamografik tarama sonuglar1 siipheli olan hastalar, tanisal mamografi,
ultrason, meme MRI, biyopsi veya bunlarin farkli kombinasyonlar1 ile birden fazla
goriintiilemeyi gerektirir. Ancak kesin tani i¢in doku Ornegi alinmasi gerekir. Alinan doku
ornekleri c¢esitli testler yapilarak molekiiler seviyede incelenir ve kesin tani konularak tedavi

sekli belirlenir (Autier ve Boniol, 2018, Duffy v.d., 2020).

1. Molekiiler Test: Meme kanseri, genomik yapidaki degisime bagl olarak ortaya ¢ikan
genetik bir hastaliktir. Tiimor baskilayici ve onkojenik genlerdeki genetik degisiklikler, meme
epitel hiicresini malign fenotipe doniistiiriir. Bu genetik degisiklikler hem tedaviye yanit hem
de klinik sonuglar olmak iizere meme kanserinin davranisini da etkiler. Molekiiler tekniklerdeki
onemli gelismeler meme kanseri tanisini ve tedavi kararin1 daha kolay hale getirmistir. Meme
kanserinin molekiiler alt tiplerini dogru bir sekilde siniflandirmak ve tanimlamak i¢in molekiiler
testlerle geleneksel histopatolojik yontemlerin entegresyonu sonucu kesin tani konulmaktadir.
Molekiiler testler, hastaligin prognozunu ve tedavinin etkinligini tahmin etmeye yardimci
olabilecek biyobelirtecler olarak belirli bir dizi genin belirlenmesine yardimci olur. Farkl
meme kanseri gelisimlerinde ve ilerlemelerinde yer alan genlerin ekspresyonunu kontrol etmek
i¢in bir¢ok test mevcuttur. Bu testlerden biri olan mikrodizi tabanli PAMS50, postmenopozal
kadinlar i¢in meme tiimorii 6rneklerini tanidan sonraki 10 yil i¢inde uzak niiks riski agisindan
test eden 50 genden olusur. PAMS50 skorunun yiiksek ¢ikmasi metastaz riskinin oldukga yiiksek
oldugunu gostermektedir (Litton v.d., 2019, Benacka v.d., 2022).

2. Yeni Nesil Dizileme (NGS): Yeni nesil dizileme, tek bir deney setinde bir multigen paneli
kullanarak eksiksiz genom bilgisi saglayan uygun maliyetli bir yontemdir. Bu ytiksek verimli

teknik, gen varyantlari, gen degisikligi, nokta mutasyonlari, gen fiizyonu ve kopya sayisi
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varyasyonu hakkinda bilgi saglar. Meme kanseri tanisinda kullanilan bu gelismis dizileme
teknigi, hastaya/bireye 6zel tedavilere katki sagladigindan diinya ¢apinda yaygin olarak kabul
gormiistiir. NGS'nin tanilamadaki popiilaritesi ultra yiiksek verim, dlgeklenebilirlik ve hiz gibi

cesitli ek avantajlara atfedilmektedir (Han ve Lim, 2021, Sturgill v.d., 2021).

3. Sivi Biyopsi: Kanserli hastalarda genomik ve proteomik bilgi kaynagi olarak periferik
dolasimdaki timor hiicrelerinin, tiimoér DNA'sinin ve/veya eksozomlarin saptanmasi ile
izolasyonundan olusur. Sivi biyopsi su anda yiiksek bir 6zgiilliikk sunarak, bir kan 6rneginin
kullanilmas1 ile basit bir sekilde saglam ve tekrarlanabilir verilerin toplanmasia olanak

tanimaktadir (Palmirotta v.d., 2018).

4. Genetik Test: Meme kanseri ile ilgili arastirmalar farkli genlerdeki ¢esitli genetik
anormalileri hastalik baglangici ve klinik sonuclarla tanimlamis ve iligkilendirmistir. Genetik
dizileme teknikleri ve biyoinformatik araglardaki gelismelerle desteklenen genetik testler,
meme kanseri hastalarinda germ hattt mutasyonlarinin etkin bir sekilde saptanmasini saglar.
Meme kanserinde genetik testlerin kanserden korunma, erken teshis ve hastalar ve yakinlari

icin tedavi agisindan 6nemli etkileri vardir (Valencia v.d., 2017).

2.6 Meme Kanseri Evreleri

Lokal, primer tiimoriin yakiindaki lenf diigimlerine yayilmis bolgesel ve hematojen yolla
uzak organlara yayilmig olanlar yani, metastatik kanserlerin prognozunun belirtilen asamalarda
giderek kotiilestigi ve bircok kanserin bu asamali evrelerin izlenebilecegi uzun zamandir
bilinmektedir. Meme kanserleri de dahil olmak {izere bu evreleme sistemi karsinomalarinin

temeli haline gelmistir (Cserni v.d., 2018).

Meme kanseri evrelemesi klinik olarak tedavi Oncesi fizik muayene ve goriintiileme
yontemleriyle, cerrahi yontemleriyle ¢ikarilan primer tiimor ve bolgesel lenf nodlarinin
patolojik muayenesi ile meme kanseri evresi patolojik olarak belirlenir. Meme kanseri i¢in
genellikle Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)’nin evreleme sistemi kullanilir. AJCC
Evreleme Kilavuzu’nun, klinik ve patolojik degerlendirme sonuglarina dayanarak primer timor
boyutu (T) nodal tutulum (N) ile metastazi (M) kullanan ve TNM ile gosterilen tamamen

anatomik bir evreleme yontemidir (Zhu ve Dogan, 2021).

Primer tiimoriin klinik evrelemesi, fizik muayene ve goriintilemeye dayali olarak timor
boyutunun 6l¢iilmesiyle baglar. TNM sistemi kullanilarak timoriin boyutu TO ile baslayip Tis
T1, T2, T3 ve T4'e kadar kategorilendirilir (Tablo 2.3) (Sawaki v.d., 2019).
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TO: Memede kanser olduguna dair bir kanit yoktur (Veronesi v.d., 2009).

Tis: In situ karsinomu ifade eder. Kanser, meme dokusunun kanallar1 i¢inde smirlidir ve
memenin ¢evresindeki dokuya yayilmamustir. Tis (DCIS) ve Tis (Paget) olmak iizere iKi sekilde
gosterilir. DCIS invaziv olmayan bir kanser iken, ancak ameliyat ile ¢ikarilmazsa daha sonra
invaziv bir meme kanserine doniisebilir. Paget yalnizca meme ucunun cilt hiicrelerinde bulunan
nadir goriilen, invaziv olmayan erken bir kanser tiiriidiir. Bazen Paget hastaligi invaziv bir
meme kanseri ile de iliskili olabilir. invaziv bir meme kanseri varsa, invaziv tiimériin evresine

gore smiflandirilmaktadir (Park v.d., 2011).

Tablo 2.3 TNM sisteminde TO, Tis, T1, 2, 3 ve 4 ac¢ilimlar

TO Tiimor yok,

Tis In situ karsinoma

T1 Tiimo6r boyutu 2 cm’den az,

T2 Tiimo6r boyutu 2 ila 5 cm,

T3 Tiimdr boyutu 5 cm'den biiyiik

T4a Tiimoriin gdgiis duvarinda biiyiimeye basladigi anlamina gelir
T4b Tlimor ciltte biiyiimeye baslamistir.

T4c Tiim6r hem gogiis duvarinda hem ciltte bliylime gosterir.

T4d Inflamatuar meme kanseridir.

Kanserin basladig1 yere yakin lenf diigiimleri bolgesel lenf diiglimleri olarak adlandirilir ve
altinda kopriiciik kemiginin {istiinde ve altinda ve gogiis kemiginin altinda bulunur. N, primer

tlimoriin yakinindaki lenf diigimlerinin sayisini ifade eder (Tablo 2.4) (Brierley v.d., 2017).
Tablo 2.4 TNM sisteminde NO, 1, 2, 3, 4 acilimlari

NO 0,2 mm’den kiiciik veya yok
N1 Aksiller lenf diiglimiinde veya i¢ meme lenf diiglimlerinde 1 ila 3 arasinda 0,2 mm’den
biiyiik kitle veya kitleler meydana gelmistir.

N2 Tiimor 4 ila 9 tanedir, aksiller lenf noduna veya i¢ meme lenf diiglimlerine yayilmistir,
ancak aksiller lenf diiglimlerine yayilmamustir.

N3 Timoér 10 veya daha fazla olarak aksiller lenf diigiimiine veya kopriiciik kemiginin
altinda bulunan lenf diiglimlerine yayilmistir. Ayrica i¢ meme lenf diiglimlerine de
yayillmis olabilir. Kopriicik kemiginin istiindeki lenf diiglimlerine yayilan ve
supraklavikiiler lenf diigiimleri olarak adlandirilan kanser de N3 olarak tanimlanir.
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TNM sistemindeki “M”, kanserin metastaz adi verilen viicudun diger bolgelerine yayilip
yaytlmadigimi gosterir. Bu durumda primer tiimorden uzaktaki doku veya organlara giden
timor hiicrelerinin gittikleri yerlerde farkli boyutta yeni sekonder tiimorleri olusturdugunu

ortaya koyar (Tablo 2.5) (Curigliano v.d., 2017).

Tablo 2.5 TNM sisteminde MO, 0 i+, 1 a¢ilimlari

MO0 Uzak metastaz olduguna dair bir kanit yoktur

MO (i +) Uzak metastazlarin klinik veya radyografik kaniti yoktur. Bununla birlikte,
kanda, kemik iliginde veya diger lenf diigiimlerinde 0,2 mm'den biiyiik olmayan
tiimdr hiicrelerinin mikroskobik kanit1 bulunur.

M1 Viicudun baska bir yerine metastaz olduguna dair kanitlar vardir, yani diger
organlarda biiyliyen meme kanseri hiicreleri veya odaklar1 goriiliir.

Doktorlar tiimorin, T, N ve M simiflandirmalarini, timor derecesini ve ER / PR ve HER2
testinin sonuglarini birlestirerek kanserin evresini belirler. Evre I'den evre IIA kanserine "erken
evre" olarak tamimlanirken evre 11B'den evre Ill'e kadar "yerel olarak ilerlemis" seklinde
evrelerler (Tablo 2.6) (Cserni v.d., 2018).

Erken meme kanserinin prognozu iyidir. Evre 0 ve evre I'in her ikisi de %100 oraninda 5 yillik
sagkalim oranina sahiptir. Evre II ve evre III meme kanserinin 5 yillik sagkalim orani sirastyla
yaklagik olarak %93 ve %72'dir. Hastalik sistemik olarak yayildiginda prognozu kétiilesir. Evre

IV meme kanseri hastalarinin sadece %22's1 5 yillik sagkalima sahiptir (Arciero v.d., 2016).
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Tablo 2.6 Meme kanseri evrelendirilmesi

Evre 0

Evre IA
Evre IB

Evre I1A

Evre I1IB

Evre IIIA

Evre I11B

Evre IIIC

Evre IV (metastatik)

Sadece meme dokusunun kanallarinda bulunan ve memenin
cevresindeki dokuya yayilmayan hastaligi tanimlar. Ayrica invaziv
olmayan kanser (Tis NO, MO0) olarak da adlandirilir.

Timor kiigiiktiir, invazivdir ve lenf diigiimlerine yayilmamistir (T1,
NO, MO).

Kanser lenf diigiimlerine yayilmistir ve lenf diigimiindeki kanserin
boyutu 0,2 mm'den biiyiik ancak 2 mm'den kiiciiktiir.

Kanser 1 ila 3 aksiller lenf diiglimiine yayilmis olup viicudun uzak
bolgelerine yayilmamistir (TO, N1, M0). Tiimor 20mm ile 50mm
arasindadir.

Tiimdr 50 mm'den biiytiktiir, ancak aksiller lenf diigtimlerine (T3,
NO, M0) yayilmamustir.

Herhangi bir boyuttaki tiimor 4 ila 9 aksiller lenf diigiimiine veya i¢
meme lenf diiglimlerine yayilmistir. Viicudun diger bolgelerine
yayllmamustir (TO, T1, T2 veya T3, N2, M0). Evre IIIA ayrica 1 ila
3 aksiller lenf noduna (T3, N1, MO0) yayilmig 50 mm'den biiyiik bir
tiimor de olabilir.

Timor gogiis duvaria yayilmigtir. 9'a kadar aksiller veya internal
meme lenf noduna yayilmis olabilir. Viicudun diger bolgelerine
yaytlmamistir (T4; NO, N1 veya N2; MO).

10 veya daha fazla aksiller lenf diiglimiine, i¢ meme lenf
diigiimlerine veya kopriiciik kemiginin altindaki lenf diigiimlerine
yayilmistir. Viicudun diger bolgelerine yayilmamustir (herhangi bir
T, N3, MO).

Tiimdr herhangi bir boyutta olabilir ve kemikler, akcigerler, beyin,
karaciger, uzak lenf diiglimleri veya gogiis duvari (herhangi bir T,
herhangi bir N, M1) gibi diger organlara yayilmistir.

2.7 Meme Kanseri ve Metastaz

Viicudun orijinal primer tiimoérden uzak bir boliimiinde sekonder tiimorlerin gelismesi

“metastaz” olarak adlandirilir. Kanser metastazi, ¢ogu kanserli hastanin kaybedilmesindeki en

onemli nedendir (Heppner ve Miller, 1998, Welch, 2006, Djamgoz ve Onkal, 2013, Welch ve

Hurst, 2019). Kanser teshisi sirasinda, hastalarin en az yarisinda klinik olarak saptanabilir bir

metastaz mevcuttur. Kanser hiicresinin basarili bir sekilde metastaz yapmasi i¢in metastatik

kaskad olarak da adlandirilan bir dizi ardisik olay1 tamamlamasi gerekmektedir (Sekil 2.17)

(\Valastyan ve Weinberg, 2011; Obenauf ve Massague, 2015).
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Sekil 2.17 Metastaz siirecinin sematik bir modeli (McGee, 2010).

Kat1 tiimorlerin metastatik kaskadda ilerlemesi dort ana asamaya ayrilabilir. 1. kanser
hiicrelerinin yayilmasi i¢in bazal membranin invazyonu ve hiicre migrasyonu; 2. dolasim veya
lenfatik sisteme intravazasyon; 3. dolasimda hayatta kalma ve damar sisteminden ikincil bir
dokuya ekstravazasyon; ve son olarak, 4. kolonizasyon ve tiimor anjiyogenezi (Majidpoor ve
Mortezaee, 2021).

1. Kanser Hiicrelerinin Yayilmasi: Yayilma siireci, malign tiimor hiicrelerinin olusturduklari

primer bolgeyi terk etme ve uzak dokulara gitme yetenegi kazanmasini saglayan invazyon-
metastaz kaskadinin ilk adimlarini igerir. Hiicreler ¢esitli siirecler ile bulunduklar1 yerden bagka
yerlere go¢ edebilme yetenegi kazanarak yayilma gercgeklestirirler. Bu adimlar1 saglayan en
onemli siireg, epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) olarak adlandirilmaktadir. EMT; normal
sartlarda embriyogenez sirasinda ve yetiskinlerde yaralanan epitel dokularin iyilesmesi
sirasindaki bir mekanizmadir. Ancak bu mekanizma kanser hiicreleri tarafindan hiicrelerin
epitel Ozelliklerini kaybetmesi ve bunlarin yerine bazi embriyonik karakter gibi mezenkimal

hiicre 6zelliklerin kazanilmasi i¢in yiritiiliir (Sekil 2.18) (Hapach v.d., 2019, Fares v.d., 2020).

Erigkin bir bireyin organ veya dokularinda bulunan epitel hiicreleri hem birbirlerine hem de

hiicre dis1 matrikse (ECM) sikica bagl oldugundan hareket etmezler. EMT spesifik bir epitel
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hiicresinin mezenkimal bir fenotipe ulagsmasina izin veren geri doniisiimlii biyokimyasal
degisiklikleri ifade eder ve epitel hiicrelerinin epitel-mezenkimal plastisite kazanmasi,
hiicrelerin hareket yetenegi kazanmasi ile kanserin ilerlemesinde ve metastazinda gok dnemlidir
(Yev.d., 2015, Fares v.d., 2019).

EMT

Epithelial Cells > Mesenchymal Cells
olelele
Stable < Stable
Intact Junctions MET No Junctions
Apical-basal polasity Front-back polarity

Sekil 2.18 Hiicrelerin EMT ve MET gecislerinin sematik gosterimi
(Hill ve Yang, 2020)

2.Intravazasyon: Kanser hiicreleri komsu hiicrelerle olan baglantilarini koparmal1 ve matriksten

ayrilmali, kilcal damarin bazal membrana invaze olmali ve kan dolagimina girmek i¢in damar
icerisindeki endotel bariyerini geg¢melidir. intravazasyon, lenf veya kan damarlarmin
¢eperinden igeriye giren ve dolasima katilan lokal invaziv karsinoma hiicrelerini kapsar.
Normal dokularda bulunan kan damarlarinin aksine, anjiyogenez ile kanser hiicrelerinin
aralarinda olusan yeni damarlar kivrimlidir, sizintiya egilimlidir ve siirekli yeniden
yapilandirma durumundadir. Dolayisiyla damarlarin bu yapilar1 sayesinde kanser hiicrelerinin

damar i¢ine gecisleri yani intravazasyonlari kolay olmaktadir (Van Zijl v.d., 2011).

3.Dolasimda hayatta kalma ve endotelyuma tutunma: Dolasima pek ¢ok kanser hiicresi ulassa

da orada karsilastiklari hemodinamik kesme kuvvetleri, bagisiklik stresleri ve kirmizi kan
hiicresi ¢arpigsmalarindan daha az1 hayatta kalir. Dolasimda bulunan tiimor hiicreleri (CTC) ve
o kansere 6zgii metastaz yerinde bir damarda durur ve farkli mekanizmalar ile intravazasyonun

tersini, ekstravazasyon yapar (Hapach v.d., 2019).

4.Kolonizasyon ve Timoér Anjiyogenezi: Ekstravazasyondan sonra kanser hiicrelerinin

tamamlamasi gereken son agama: sekonder bolge kolonizasyonudur. Metastaz yapacagi dokuda
kilcal damardan disar1 ¢ikan Kanser hiicreleri bazen dormansi olarak adlandirilan uyku
durumuna girebilecegi gibi bazen de hiicre ¢ogalmalar1 ile oOnce kiiglik nodiilleri
(mikrometastazlar) olusturur ve daha sonra mikrometastatik lezyonlarin makroskopik
tiimorlere biiylimesi ile bu son adim “kolonizasyon" olarak adlandirilir (Hannahan ve

Weinnberg, 2011). Metastatik lokustaki mikro ¢evre, genellikle primer tiimor olusumu
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bolgesinde mevcut olandan biiyiik Ol¢iide farklidir. Kanser hiicreleri tutunduklar1 bolgede
hayatta kalmalar1 durumunda bir vaskiiler ag olusturmalart gerekmektedir. Anjiyogenez
timoriin  ilerlemesi sirasinda, besin ve oksijenin saglanmasini ve ayrica atiklarin

uzaklastirilmasini saglayan yeni damar sisteminin olusumunu ifade eder (Valastyan ve

Weinberg, 2011).

Metastatik dormansi, kanserin ilerlemesi sirasinda, metastatik hiicrelerin proliferasyonlarini
durdurdugu hiicrenin boliinme aktivitesini durdurarak sessiz bir sekilde hayatta kaldig: sadece
hiicre canliligin1 devam ettirdigi sekonder bir bolgede hiicrelerin ekstravazasyonundan sonra
meydana gelebilen bir asamadir. Kanser dormansisi, primer tiimor olusumu asamasinda veya
sekonder bolgelere yerlestiginde meydana gelebilen kanser ilerlemesinde bir mola asamasi
olarak da tanimlanir (Neophytou v.d., 2019). Metastatik uyku hali olarak da adlandiriimaktadir.
Genellikle kanser hiicrelerinin yayildiklar: sekonder bolgeye alismalari i¢in gegirilen bir donem
gibi de diisiiniilebilir. Sekonder bolgeye yayilmis olan tiimor hiicreleri (DTC'ler), proliferatif
dongiiden ¢ikarak veya dengeli bir proliferasyon ve apoptoz durumu elde ederek bir uyku
durumuna girebilir (Sekil 2.19). Bu dormansi periyodu sirasinda metastatik hiicreler, konak
mikrogevresine en iyi sekilde adapte olmalarini saglayan genetik veya epigenetik degisiklikler
biriktirebilir. Kosullar uygun oldugunda, hiicreler bu dormansi durumundan g¢ogalmaya

baglayarak kolonizasyonu baglatir (Gomis ve Gawrzak, 2017).

Invazyon Sncesi . rIrwEl2|1|.15"r.|+|:|r|+er'r: ) Metastatik dénem .

Tedavi

1

Premalign veya tespiti
edilemeyen lezyon | ' neT

S @b
. Onci DTC Geg DTC

Genetik, epigenetik ve
fenotipik DTC heterojenligi

Sekil 2.19 DTC’lerin dormansi ve metastatik siireci (Sosa v.d., 2014)
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Primer tlimor cerrahisi ile timor tamemen ¢ikarildiktan veya tiimor kitlesi azaldiktan sonra
dormansi haldeki DTC'ler uzun siire tespit edilebilir. Belli bir zaman sonra metastatik timor
gelismeye baglayabilir (Klein, 2009). Bu sebepten dolay1, adjuvan tedaviler daha uzun siireli
devam ettirilir (Shien ve Iwata, 2020). Primer tiimorden kaynaklanan ge¢ DTC'ler daha yiiksek
metastatik potansiyele sahip olabilir ve bu sebepten daha erken metastatik lezyonlara yol
acabilir. Buna karsilik, dormansi haldeki preinvaziv lezyonlardan kaynaklanan erken DTC'ler
ilk tanidan on y1l gibi bir siireden sonra metastatik tiimdorler olusturabilir (Klein, 2010, Joseph
v.d., 2012).

Meme kanserinin erken teshisindeki gelismelerle birlikte, tan1 aninda hastalarin sadece %5-
10'unda uzak metastaz tespit edilmektedir (Jin v.d., 2018). Bununla birlikte, standart tedaviyi
takiben tekrarlayan metastatik hastalik riski hala yiiksektir. Diinya ¢apinda yarim milyondan
fazla kadin hala her y1l metastatik meme kanseri tanis1 almakta ve 6liimlerin %90'indan meme
kanserinden kokenli metastazlar sorumludur. Meme kanserinde uzak metastaz yerleri kemik,
karaciger, akciger ve beyindir ve meme kanserinde hastalarin kotii sag kalim sonuglartyla

iliskili en yaygin olarak goriilen uzak metastaz bolgeleridir (Redig ve McAllister, 2013).

Meme kanserinin kemik, beyin, karaciger ve akcigeri hedef alir ve metastazli meme kanseri
hastalarinin %30-60"1 kemikte, %4-10'unun beyinde, %15-32'sinin karacigerde ve %21-32'sinin
akcigerde metastazlari vardir (Jin v.d., 2018). Ozellikle akciger metastazlari, ilk meme kanseri
teshisinin ardindan 5 yil i¢inde ortaya ¢ikma egilimindedir ve hasta morbidite ve mortalitesi

iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Medeiros ve Allan, 2019).

Primer tiimorii hedef alan tedavi stratejileri 6nemli Olgiide gelismistir, ancak metastazi
onlemeye yonelik sistemik tedaviler daha az etkilidir; Metastatik hastalik, hastaliklarina yenik
diisen meme kanseri hastalarinin ¢ogunda altta yatan 6liim nedeni olmaya devam etmektedir.
Bu nedenle 21. yiizyllda meme kanseri teshisi ve tedavisine yonelik stratejilerin

gelistirilmesinin yiiksek bir 6ncelige sahiptir (Jin ve Ping, 2015).

2.8 Kanserde Hipoksi

Cogu tlimoriin ortak bir 6zelligi olan ve siddeti timdr tipleri arasinda degisen hipoksi, diisiik
oksijen seviyesini ifade etmektedir. Cok hizli bigimde genisleyen tiimor dokusunda oksijen
ihtiyac1 giderek artar ve hiicreler ile mevcut kilcal damarlar arasindaki mesafe artar, oksijen
diflizyonu azaltarak hipoksik ortam olusur (Sekil 2.20) (Hill v.d., 2001). Hipoksik tiimor
dokularindaki oksijen seviyesinin, ilgili normal dokularin oksijenasyonundan daha zayif oldugu

ve ortalama olarak Oz‘nin %1-2 arasinda veya altinda oldugu genel olarak kabul edilmektedir
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(Muz v.d., 2015). Hipoksi, major hipoksi ile indiiklenebilir faktér (HIF) yolu gibi bir dizi
karmagik hiicre i¢i sinyal yolunu indiikler. Bu yollar hiicre proliferasyonu, hayatta kalma,
apoptoz ve migrasyon ile ilgilidir. Ozellikle, HIF'lerin yiiksek aktivasyonunun metastazi

arttirdig1 ve hastanin sagkalim prognozunu kotiilestirdigi gériilmektedir (Semenza, 2012).

40 mmHg 10 mmHg 1 mmHg

PO,

Tumour
v | &

Sekil 2.20 Tiimoriin hipoksi ve normoksi bdlgeleri (Djamgoz ve Onkal, 2013)

Primer tlimordeki hipoksi, meme kanseri hiicrelerinde HIF-1a stabilizasyonunu tesvik ederek
meme kanseri metastazin1 diizenleyen proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun
artmasina neden olur. HIF-la'nin yiliksek ekspresyonu, yalnizca daha agresif tiimorlere yol agan
yolaklarla degil, ayn1 zamanda meme kanserinde hormon, kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalaria direng gostermesi nedeniyle de daha kotii prognozla iliskilendirilmistir.
Hipoksi, Ostrojen reseptorlerinin (ER'ler) kaybima bagli olarak hormonal tedaviye yaniti

azaltiyor gibi goriinmektedir (Peir6 v.d., 2019).

Son ¢aligmalar, kanserin ilerlemesinin ve metastazinin, birlikte tiimor mikro ortamini (TME)
olusturan kanser hiicreleri ve cevreleri arasindaki ¢ift yonlii etkilesimlere bagl oldugunu
gostermistir. TME, hipoksi, asidik hiicre dig1 pH ve yiiksek laktat seviyesi ile karakterize edilen
bir kompleks bir yapidir. Hipoksinin kanser hiicrelerinde glikoz ihtiyacina olan bagimlilig
arttirir ve bu da biiyiik miktarda laktik asit iiretilmesine neden olur (Huber v.d., 2017). Bununla
birlikte, kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha yiiksek bir hiicre i¢i pH'1 (pH1) korur, bu
hiicrelerin asit atilim seviyesini artirabilecegini gosterir (Casazza v.d., 2014, Burgdorf v.d.,
2020). Hiicre i¢ci pH’1 korumay1 iyon kanallarinin aktivitesini degistirerek saglar. Bu nedenle,

iyon kanallarinin rolii kanser arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir (Chen v.d., 2021).

Hipoksi, kanser tedavisinin Oniindeki en biiylik engellerden biridir. Hiicresel tepkileri ve
hipoksi altindaki faktorleri diizenlemek metastazi engellemeye yonelik bir hedef olabilir. Bu

iyon kanallarinin kanserde merkezi bir roliine isaret eder ve iyon taginmasini 6zellikle tiimor
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mikro-ortami baglaminda inceleme ihtiyacini1 vurgular (Pugh ve Ratcliffe, 2017, Lee v.d., 2020,
Sebestyen v.d., 2021).

2.9 iyon Kanallan

Iyon kanallari, lipid igerikli hiicre membranlarindan cesitli iyonlarn (Na*, K*, Ca%", CI)
gegisini kontrol eden, tiim hiicrelerde eksprese edilen transmembran proteinlerdir. Yardimci alt
birimlerle bir araya gelen por olusturucu bir integral membran proteini i¢geren makromolekiiler
komplekslerdir. A¢ik bir iyon kanali iizerinden iyon tagima yonii, s6z konusu membran boyunca
belirli iyon tiirleri igin elektro-kimyasal gradyana gore yonetilmektedir (Di Resta ve Becchetti,
2010). Kardiyak miyositler ve ndronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde, farkli iyon kanallarinin
aktivitesi, dinlenme membran potansiyelini (Vm) olusturur ve temel biyolojik siiregleri kontrol
etmek icin aksiyon potansiyelleri {iretir. Voltaj kapili iyon kanallar1 olarak adlandirilan bu
kanallar iyon kanallarinin bir ¢esidini olusturur ve kas kasilmasi, nérotransmitter salinimi ve
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alirlar. Epitel hiicreleri gibi uyarilmayan hiicrelerde
iyon kanallari, tuz ve su akisini kontrol eder, hiicre hacmini ve pH" diizenler (Hille, 2001,

Dubyak, 2004).

Iyon gecisindeki yiiksek segiciligin yani1 sira, kanallar acilip kapanma mekanizmas: ile
karakterize edilir. Iyon kanallari tiirlerine bagli olarak, iyon akisma izin vermek iizere
konformasyonlarini degistirirler ve membran potansiyeli, nérotransmitter ligandlari, iyonlar ve
mekanik kuvvetler dahil olmak tizere ¢esitli uyaranlara yanit olarak acgilir ve kapanirlar (Sekil

2.21) (Alberts v.d., 2010).

1) Voltaj Kapil ZiLigand Kapil 3) Ligand Kapih  4) Mekanik
(ekstraseliler) (intraseller) Kapih

Kapah

N
- 2 Sy

Sekil 2.21 Kapilarina gore iyon kanal tipleri (Kulbacka v.d., 2017)

30



1) Voltaj kapili kanallar: Voltaj veya membran potansiyelindeki degisiklikler

2-3) Ligand kapil1 kanallar: Norotransmitterler ve iyonlar gibi ligandlarin baglanmasi

4) Mekanik kapili kanallar: Titresim veya basing gibi mekanik stres
Voltaj kapilt iyon kanallar1 (VGIC'ler), hiicrelerin elektriksel sinyallesmesinde énemli roller
oynayan transmembran proteinlerdir. VGIC'lerin aktivitesi, bir hiicrenin zar potansiyeli
tarafindan diizenlenir ve a¢ik kanallar, iyonlarin hiicre zarlar1 boyunca bir elektrokimyasal
gradyan boyunca hareketine izin verir. Kanaldan gegen iyonlara bagli olarak, VGIC'ler voltaj
kapili sodyum, potasyum, kalsiyum veya kloriir kanallar1 olarak siniflandirilabilir (Catterall,

2012).

Ligand kapili iyon kanallar1 (LGIC'ler), membran potansiyelindeki degisikliklerden ziyade
kimyasal sinyallere (ligandlar) yanit vererek iyonlarin gegisine izin veren protein grubudur. Bu

kanallar, sinaptik aktarim hiicre-hiicre sinyallesmesinde biiyikk 6nem tasir (Alexander, v.d.,
2017).

Mekanik kapili kanallar ise dokunma ve basincin duyusal reseptorlerinde oldugu gibi

reseptoriin fiziksel deformasyonuna yanit olarak ag¢ilir (Choudhury v.d., 2021).

Hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi, hacminin diizenlemesi ve pigmentasyon, membran potansiyel
biyoelektrik ozelliklerinden etkilenir. Membran potansiyeli, mitoz ve DNA sentezini tesvik
ederek hiicre biiyiimesini destekler. Hiicre hareketliligi Ca?* konsantrasyonundan etkilenebilir.

Dolayisiyla, membran potansiyeli hiicre hareketliligi tizerinde dolayl bir etkiye sahiptir.

Hiicre membrani boyunca iyon taginmasi, iyonlarin giris veya ¢ikist hiicre hacminin
diizenlenmesinde, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde, hiicre ¢cogalmasi ve hiicre 6liimii gibi temel
tiimor hiicresi fonksiyonlarinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Genetik veya edinsel faktorlerin neden
oldugu iyon kanallarindaki kusurlar nedeniyle gelisen hastaliklara Kanalopatiler ismi
verilmektedir (Kim, 2014). Iyon kanallarini kodlayan genlerde kanal islevini bozan
mutasyonlar, kanalopatilerin en yaygin nedenidir. Iyon kanallarmin insan viicudundaki dagilim1
ile tutarl olarak, iyon kanal1 kusurlar1 epilepsi, migren, korliik, sagirlik, diyabet, hipertansiyon,
kardiyak aritmi, astim, irritabl bagirsak sendromu ve kanser gibi ¢ok cesitli hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Iyon kanallarinin gesitli fonksiyonlar: tiimér hiicresinin sag kaliminda ve
metastazinda kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle kanallarin normalden farkli olan ekspresyonu
ve islevi, normal hiicrelerin kanserin ayirt edici 6zelliklerinden olan kontrolsiiz ¢ogalma ve

yay1lma 6zelliklerine sahip olan malign tipe doniismesine katki saglayan bu siireglere yardimci
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olmaktadir (Prevarskaya v.d., 2018). Tiim bu 6zellikleri nedeniyle de Preverskaya v.d, (2018)

tarafindan onkokanalopati olarak adlandirmis ve terapotik hedef olabileceklerini vurgulamistir.

Hiicre tipine 6zgii olarak hiicrelerin membran potansiyelleri 10 ila 90 mV arasinda degisebilir
(Sekil 2.22). Hiicre membran potansiyeli, (i) iyon kanallarindan, (ii) hiicre dis1 ortamin iyonik
bilesiminden ve (iii) doku icindeki biyoelektrik gradyandan etkilenir. Ozellikle kanser
hiicrelerinde ¢ok sayida iyon kanali membran potasniyeli (Vm) regiilasyonuna katilir ve kanser

gelisimine katki saglarlar.

Membrane
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Sekil 2.22 Hiicre Tiplerinin Membran Potansiyelleri Dereceleri (Sheth ve Esfandiari, 2022)

Biyoelektrik, onkolojik arastirmalar icin yeni biyoelektrik tedavi secenekleri {iiretme
potansiyeline sahiptir. Elektrokimyasal yollar ve membrandan membrana hareket birbiriyle
iligkilidir ve biyolojik sistemleri bir homeostaz durumunda tutar (Levin v.d, 2019, Jiang v.d.,
2021). Hiicresel biyoelektrik aktivite, hiicreler, dokular ve organlar arasindaki iletisimi
koordine edebilir. Aksiyon potansiyeli, néronlarda ve kaslarda asir1 elektriksel aktivite ile
baglantilidir. Elektriksel aktivite tiim hiicre tiplerinde bulunur ve cesitli fizyolojik stireglere
katilir (Prevarskaya v.d., 2010, 2018). Uyarilmayan hiicrelerde iyon hareketliligi, biyolojik
molekiillerin indirgenmesi ve oksidasyonu ile iyonik akimlar olusur. Ligand kapili kanallar, bir
elektrokimyasal gradyan ile aktive edilir. Membran potansiyeli, yiiklii pargaciklar bir hiicre
membranin her iki tarafinda biriktiginde olusur. Mitokondri gibi organellerin membranlarinin
her iki tarafi da potansiyel bir gradyana sahiptir. Yiiklii molekiiller hiicre, doku ve organ

diizeyinde polarizasyondan sorumludur. Canli organizmalarin oksidasyonu iyonik akimlar
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iiretir. NADPH, NADH, glutatyon, askorbik asit ve ubikinon genellikle bu islemlerde yer alan
biyomolekiillerdir. Biyomolekiiler elektron tasiyicilari olan enzimler ve sitokromlar oksidasyon
ve indirgeme siireclerini katalize etme 6zelliklerine sahiplerdir (Levin v.d., 2009, 2019, McCaig
v.d., 2009).

Iyonik anormaliler kanser hiicrelerinin hem proliferasyonunda hem de migrasyonunda rol
oynayabilir. Kemirgen ve insan dokularindan elde edilen kayitlar, proliferatif hiicrelerin,
ozellikle hizla ¢ogalan tiimdr hiicrelerinin depolarize Vm gosterdigini, kas hiicreleri ve néronlar
gibi prolifere olmayan, terminal olarak farklilasmis somatik hiicrelerin ise hiperpolarize Vm'ler
ile karakterize edildigini ortaya koymustur (Yang ve Brackenbury, 2013). Kok hiicrelerin
farklilagmast i¢in hiperpolarizasyon gereklidir. Ornegin, depolarize edici kosullar altinda insan
mezenkimal kok hiicrelerinde (hMSC'ler) hem osteogenez hem de adipogenez engellenir. Bu
nedenle, kanser baglaminda, membran depolarizasyonu, siirekli tiimor biiyiimesine yol acan
kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) ortaya ¢ikmasi ve korunmasi i¢in dnemli olmakla birlikte
kanserli hiicre tiplerinde siklikla bulunan depolarize Vm, hiicrelere hiicre dongiisiinde hizla
ilerlemelerini sOyleyen “devam eden proliferatif bir sinyal” olarak kabul edilebilir

(Blackiston v.d., 2009, Chernet ve Levin, 2013).

Membran potansiyelinin hiicre fonksiyonu {izerindeki etkisi kanser hiicrelerinin fenotipini
etkiler. Hizla ¢ogalan bir hiicrenin, yavas ¢ogalan bir hiicreye gore depolarize bir membrana
sahip olma olasilig1 daha yiiksektir. Biyoelektronik gradyan, bir iyon kanali ve hiicre disi
ortamin tiimii bir hiicrenin membran potansiyelini etkiler (Silver v.d, 2018, Payne v.d., 2019,
Levin v.d., 2019). Hiicre fonksiyonu ve sinyal mekanizmalari siirecleri, membran
potansiyelinden etkilenir ve bu da kanserin gelismesine yol acar. Farkli kanserlerde ¢ok cesitli
VGIC ekspresyonu ve aktivitesi vardir. Voltaj kapili potasyum kanallar1 (VGPC) kanser
tipinden ve malignite evresinden etkilenir. Tiimor olusumunun erken evreleri, VGPC
proteininin aktivitesindeki bir artigla iligkilidir. Geg¢ evre kanserler i¢in, membran
uyarilabilirligindeki artisa bagli olarak Voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC) aktivitesi artar
ve metastaza yol agar (Sonnenschein ve Soto, 2008, Lobikin v.d., 2012, Funk v.d., 2015).

Ayrica iyon kanallar hiicresel olaylarda rol aldiklarindan ve bulunduklart konumdan dolay1
ideal ila¢ hedefleridir, ¢iinkii membran tizerinde bulunduklarindan ilgili kiiclik molekiiller hiicre
disindan etki gosterebilir ve hedef hiicrelere girmeleri gerekmez. Bu nedenle, tiimor
hiicrelerinin gelistirdigi ila¢ direnci mekanizmalarina da takilmazlar. Iyon kanallarinm

inhibisyonunun, timdr biiyiimesini ve metastazini durdurmada etkili oldugu giderek daha
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kesin/belirgin hale gelmektedir (Wang v.d., 2007, Chou v.d., 2008, Bagal v.d., 2013, 2015,
Kischel v.d., 2019, Hutchings v.d., 2019, Capatina v.d., 2020).

2.10 Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1 (VGSC)

VGSC'ler, sinir, kas ve diger uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin baglangicta hizla
yiikselen fazi sirasinda sodyum gegirgenligindeki artistan sorumludur (Catterall, 1992). Tipik
olarak bir veya daha fazla kiiciik B alt birimi ile iligkili olarak por olusturan bir a alt biriminden
olusur (Sekil 2.23). VGSC a alt birim ailesi, SCN1A—SCNI11A genleri tarafindan kodlanan
Navl.1-Nav 1.9 ve Nav x olmak iizere on {iiye icerir. SCN1B-SCN4B genleri tarafindan
kodlanan B1-p4, dort B alt birimi vardir (Brackenbury, 2012).

B(1-4) o (Navl.l -Navl.9)

pore

DII DIV

Hicre igi

HOOC

COOH

NH,
Sekil 2.23 VGSC Yapisi (Fraser v.d., 2014)

VGSC’lerin a-alt birimleri, her biri alt1 transmembran segmentinden olusan dort alana (DI-
DIV) sahiptir. Dordiincii segment pozitif yiiklii amino asitler igerir ve bu bolge ana gerilime
duyarlidir. Besinci ve altinci transmembran segmentleri arasindaki dongii negatif yiikliidiir ve
por bolgesini olusturur (Fraser v.d., 2014). Pozitif yiikler, S1, S2 ve/veya S3'teki komsu negatif
yiikler ile ndtralize edici iyon ¢iftlerinin olusumuyla stabilize edilir. Membran depolarize
oldugunda, negatif membran potansiyeli serbest kalir ve S4 segmentleri disa dogru hareket eder,
boylece poru agan ve kanal aktivasyonunu baglatan bir konformasyonel degisiklige neden olur
(Catterall, 2000).

B alt birimleri, benzersiz fonksiyonel 6zellikler saglayabilen tek bir a sarmal transmembran
alani icerir. {3 alt birim hiicre i¢i C-terminal alanlar1, diizensiz yapiya sahip oldugu tahmin edilen
kisa dizilerdir. Transmembran segmenti ile birlikte hiicre i¢i kuyruklar, VGSC a alt birimleri

ile ek etkilesimler saglar (Messner ve Catterall, 1985,). Iyon kanal porunu olusturmazken,
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VGSC a alt birimlerinin gegis, voltaj bagimliligi ve kinetigini degistirir, boylece hiicresel
uyarilabilirligi diizenler. B alt birimleri, kanal modiilasyonuna ek olarak, hiicre adezyon ve

migrasyonunu diizenlemekle sorumludur (Brackenbury ve Isom, 2011).

Kas hiicreleri, miyositler, noronlar gibi uyarilabilir hiicrelerin disindaki glia, fibroblastlar,
bagisiklik hiicreleri ve metastatik kanser hiicreleri dahil olmak iizere bir dizi hiicre tipinde
VGSC’lerin artan ekspresyonlari tespit edilmistir (Angus ve Ruben, 2019). 1990’11 yillarda ilk
kez tamimlanmakla beraber giderek artan sayida elde edilen sonuglar, kanserde VGSC'lerin
ekspresyonunun, hiicresel migrasyon ve invazyon iizerindeki rollerini ve daha da Gnemlisi
teshis ve tedavi i¢in terapoOtik hedefler olarak potansiyel faydalarimi ortaya koymaktadir
(Brackenbury, 2012, Djamgoz ve Onkal, 2013, Martin v.d., 2015, Hull ve Isom, 2018, Djamgoz
v.d. 2019, Horne v.d., 2021).

VGSC’lerin a alt birimlerinin anormal ekspresyonu bugiine kadar; meme kanseri, serviks
kanseri, kolon kanseri, melanoma, mezotelyoma, néroblastom, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, over kanseri, prostat kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanseri gliomalar, lenfoma ve
16semi hiicrelerinde de rapor edilmistir (Grimes v.d., 1995, Diss v.d., 2001, Fraser v.d., 2003,
Fraser v.d., 2005, Onganer v.d., 2005, Brackenburry v.d., 2007, Roger v.d., 2007 Gillet v.d.,
2009, Hernandez-Plata v.d.,2012, Fraser v.d., 2014, Bugan v.d., 2019, Djamgoz v.d., 2019,
Guzel v.d., 2019).

Literatiirde VGSC’lerin metastatik kanser hiicrelerinde daha yiiksek oranda eksprese edildigini
ortayan koyan ilk ¢aligma Dunning model sican prostat kanserinde yapilmistir. Sican prostat
kanseri yliksek metastatik Mat-Ly-Lu hiicre hattinda ige dogru bir sodyum akimut tespit edilmis
olup, zayif metastatik AT-2 prostat kanseri hiicrelerinde bdyle bir akim goériilmemistir.
Calismanin devaminda bu sodyum akimimin TTX ile bloke edilmesi sonucunda Mat-Ly-Lu
hiicrelerinde invazivligin 6nemli dl¢iide azaldigi ancak, zayif metastatik AT-2 hiicrelerinde
herhangi bir etki gozlemlenmedigi saptanmistir (Grimes v.d., 1995). Boylece VGSC
ekspresyonunun prostat kanseri hiicrelerinin invazyonu ve dolayisiyla metastazinda 6nemli bir
role sahip oldugu diisiincesi ortaya ¢ikmistir (Grimes v.d., 1995, Laniado v.d., 1997). PC-3 ve
LNCaP hiicreleri, iki farkli metastatik insan prostat kanseri hiicre hatlaridir ve PC-3 hiicreleri,
LNCaP hiicrelerinden daha yiiksek bir invaziv kapasiteye sahiptir (Fraser v.d., 2000). Benign
prostat hiperplazisi (BPH) ve prostat kanseri hiicrelerinde VGSC a alt birimlerinin kapsamli bir
kantitatif ekspresyon caligmasi yapilmistir. PC-3 hiicrelerinde, Nav1.6 ve Nav1.7'nin, normal
prostat veya BPH oOrneklerinde 6-27 kat daha yiiksek mRNA seviyeleri ile yiiksek oranda
eksprese edildigini ortaya koymustur (Shan v.d., 2014). Bu sonuglarin tamam: VGSC a alt
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birimlerinin prostat kanserinin metastatik yayilimini1 azaltmada yararli bir tedavi stratejisi

olabilecegint diisiincesini desteklemektedir (Shan v.d., 2014).

VGSC’lerden Nav 1.5%in asir1 ekspresyonunun saptandigi over kanserinde (OC) VGSC
aktivitesi ile kanser olusum ve gelisim siirecleri arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir (Gao
v.d., 2010). Gen ekspresyonu analizi, Navl.l, Navl1l.3, Navl.4 ve Navl.5in mRNA
seviyelerinin OC hiicrelerinde normal over dokusundakilerden onemli Olgiide daha yiiksek
oldugunu gostermis ve bu da VGSC'nin yumurtalik kanseri gelisiminde bir rolii oldugunu
ortaya koymustur. Ek deneyler, Nav1.5 proteininin OC'de yer alan ana VGSC oldugunu ve
artan Navl.5 ekspresyonunun OC'de kotli prognoz ve metastaz ile iliskili oldugunu ortaya

cikarmistir (Liu v.d., 2021, Altamura v.d., 2021).

Kolon kanseri hiicre soylart SW620, SW480 ve HT29 ile yapilan ¢alismada Nav 1.5
izoformunun artan ekspresyonu saptanmis ve TTX uygulanmasiyla da ii¢ hiicre hattinda
sodyum akiminda 6nemli bir azalma meydana geldigi ve hiicre invazyonunda 6nemli derecede
bir inhibisyon meydana geldigi belirlenmistir. Calisma, kolon kanseri hiicrelerinin invaziv
potansiyelinin Nav1.5'in isleviyle baglantili oldugunu gostermektedir (House v.d., 2010).
Yapilan bagka bir calismada, kolon kanserinin farkli evrelerinde SCNS5SA ekspresyon
seviyelerinin giderek arttig1, belirlenmis ve hastalik ilerlediginde metastazlar saptandiginda,
SCNS5A geninin agir1 bir ekspresyonunn mevcut oldugu tesbit edilmistir. Calismanin devaminda
hiicrelerdeki Na* akimi lokal anestezik ropivakain tarafindan bloke edildiginde ise hiicre

invazivliginin yaklasik %30 azaldigi saptanmistir (Lopez-Charcas v.d., 2023).

Roger v.d., (2003) yiiksek oranda invaziv meme kanseri hiicreleri MDA-MB-231"de ilk defa
hizli ige dogru sodyum akimi bulundugunu zayif invaziv  MCF-7 ve MDA-MB-468
hiicrelerinde ise olmadigini bildirmisti. MDA-MB-231 hiicrelerindeki akimlar, yiiksek
konsantrasyonlarda Tetrodotoksin (TTX) tarafindan bloke edildinde invazivligin ~%30
oraninda azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar meme kanseri hiicrelerinde meydana gelen hizli
hiicre i¢ine dogru olan sodyum akiminin (Ina) hiicre i¢i sodyum homeostazinin diizenlenmesine
katilim1 yoluyla invazyon siirecine dahil oldugunu gosteren ilk bulgulardandir. Bir diger
caligma ise MDA-MB-231 hiicreleri, agirlikli olarak tetrodotoksin direngli olan bir fonksiyonel
VGSClyi ifade ettigini ardindan da bu VGSC’nin Nav 1.5 oldugu ve Nav 1.5 tarafindan taginan
Na* akiminin invazyonu giiglendirdigi boylece VGSC’nin metastatik potansiyel ile iligkili

oldugu tespit edilmistir (Fraser v.d., 2005).
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Sodyum kanallarinin spesifik bir blokeri olan TTX, Tetraodontiformes’den kirpi baligi, kiire
balig1 ve kurbaga balig1 gibi bazi baliklar ile amfibi, ahtapot ve kabuklu deniz hayvanlarinda
da bulunan ve elde edilen bir norotoksindir. TTX’e karst degisen duyarliliklarina gore
VGSC'ler, TTX e duyarhi (TTX-S) ve TTX ¢ direngli (TTX-R) olmak iizere ikiye ayrilir; Nav
1.5, Nav 1.8 ve Nav 1.9, TTX'e direnglidir (TTX-R), digerleri TTX'e duyarlidir (TTX-S). TTX
VGSC kanalinin porunu fiziksel olarak bloke eder ve bdylece kanallardan sodyum gecisi

engellemis olur (Lee ve Ruben, 2008).

Epilepsi, aritmi, angina pektoris, atrial fibrilasyon gibi, kanalopatik hastaliklarda kullanilan
ilaglarin etki mekanizmalari VGSC kanallarint bloke etme iizerinedir. Benzer etki
mekanizmasina sahip olan bu ilaglar bazi gruplar1 olustururlar. Lokal anestezikler,
antiaritmikler ve antiepileptikler, sodyum kanallar1 {izerinde kanal poruna ortak bir bélgeye
baglanmalart nedeniyle benzer etki mekanizmalarina sahiptir (Catterall, 1987, Ragsdale v.d.,
1996, Catterall, 2012). Sodyum kanallar1 ti¢ farkli durum arasinda gegis yapabilir: dinlenme
(kapali), acik (aktif) ve inaktive (iletken olmayan) (Hodgkin ve Huxley, 1952). Bu durumlar
arasindaki gegisler voltaja ve zamana baglidir. Antiaritmik, antiepileptik ve lokal anestetik
ajanlarin, her kanal durumu ile farkli etkileserek aksiyon potansiyellerinin yayilmasini

engelledikleri gosterilmistir (Docherty ve Farmer, 2009, Fozzard v.d., 2011).

1850 yilinda Karl von Scherzer’in arkadasi Sigmund Freud’un oOnerisi ile koka bitksinin
yapragindan kokain sentezlemesi ve Ozelliklerinin anlasilmasi ile 1854 yilinda hastasinin
goziine kokain uygulayarak, lokal anestezi altinda ilk klinik operasyonu gerceklestirilmesi
sodyum kanal blokerlerinin terapotik kullanimi olarak tarihe gegmistir (Ruetsch ve Borgeat,
2001, Calatayud ve Gonzalez, 2003). Kokainin toksik etkilerinin kisa siirede tanimlanmasi ve
hem hastalar hem de bagimli olan saglik personeli arasinda 6limlerin meydana gelmesi ile
olusan kriz ve organik kimyanin gelismesi ¢ogu VGSC blokeri olan tropokain, eukain,
holokain, ortoform, benzokain ve tetrakain gibi yeni amino ester lokal anesteziklerin 1891 ile
1930 yillar1 arasinda sentezlenmesine yol agmistir (Wang v.d., 1984, Herre v.d., 1990, Epstein
v.d., 1993).

Kardiyolojide aritmilerin ilag tedavisi ise 100 yili askin bir siire Once, 'elektroterapi’
kategorisine giren tedavilerden ¢ok dnce Wenckebach'in kinidin'i tanitmasiyla baglatilmistir.
Kinin ve ilgili alkaloidlerin atriyal aritmileri bastirmadaki etkinligi 1800'lerde kaydedilmistir.
(Levy ve Azoulay, 1994). Ancak, Wenckebach'm kinin, kinidin izomerinin kullanimini
tanimlamasiyla devam etmistir (Vardanyan ve Hruby, 2016). Kardiyak elektrofizyoloji
caligmalari ile kalp kasit sodyum kanallarinin rolii ve antiaritmik ilaclarin elektrofizyolojik
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etkilerinin arastirilmasi giiclii ve spesifik anti-airitmilerin kesfine yol agsa da, toksisite ciddi bir

sorun olusturmus ve ani kardiyak 6liim riski ile mortaliteyi arttirdig1 gosterilmistir (Backonja,
1994, Roberson v.d., 2010).

Coklu sodyum kanali bloke edici antiaritmiklerin gelismesiyle birlikte, ilaglarin temel
elektrofizyolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmasinin, temel etki mekanizmalarini anlamada,
belirli ilaclar1 belirli hastalara veya aritmi mekanizmalarina hedeflemede ve yeni ilag
gelistirmeyi yonlendirmede yararli olabilecegi fikri ile ilaglar siniflandirilmistir (Walker, 2006).
Ik smiflandirmada sodyum kanalmi bloke edici ilaglari; kardiyak aksiyon potansiyellerini
uzatanlara (kinidin, prokainamid, disopiramid) ve aksiyon potansiyelleri iizerinde ¢ok az etkisi
olanlar ile aksiyon potansiyellerini biraz kisaltanlar (lidokain ve tiirevleri) olmak iizere
ayrilmistir (Dessertenne v.d., 1966, Au v.d., 1983, Nattel, 1991).

1970'li yillardaki deneyler, bazi dokularda, hizli sodyum kanali inaktivasyonunun eksik
olabilecegini ve bu nedenle uzun voltaj clamp deneyleri kalict bir akimin gelisebilecegini
gostermistir. Sonraki c¢alismalar, diisik bir TTX konsantrasyonunun maksimum fazi
etkilemeden kopek Purkinje liflerindeki aksiyon potansiyellerini kisaltabilecegini ortaya
koymustur (Satin v.d., 1992, Fozzard v.d., 2005). Artik bir dizi bulgu, bu kalic1 veya geg
sodyum akim (INa-L) inhibisyonunun, 6nemli proaritmik potansiyel olmadan aritmileri

baskilayabilecegi goriisiinli desteklemektedir (Nagatomo v.d., 2000, Roden, 2014).

2.11 Nav 1.5 Kanah ve Kardiyak Aksiyon Potansiyeli
Nav 1.5 VGSC, N- ve C-termini ve dort alani birbirine baglayan biiyiik hiicre i¢i Segmentlere
sahip yaklagitk 2000 amino asit kalintisindan olusan kardiyak aksiyon potansiyelinin

basglatilmasinda ve ardindan kalbe yayilmasinda 6nemli role sahip olan kanaldir (Sekil 2.24)

(Catterall, 2012).

38



Extracellular

Seloctivity Actwa‘-m' Intracellular
fier gate

Sekil 2.24 Nav1.5 iyon kanalinin homoloji modelinin 3 boyutlu yapisi, (A) yandan ve (B)
istten goriiniisii (Rajamani v.d., 2016)

Sodyum kanallarinin, ¢evre sivilardaki diger rakip iyonlar arasindan Na*'y1 ayirt etme yetenegi,
hiicresel islevlerin siirdiiriilebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Nav kanallari, hiicre zar1 voltajindaki
degisikliklere dinamik olarak yanit verir ve agik (iletken), kapali (iletken degil) ve
etkisizlestirilmis (iletken degil) gibi farkli konformasyonel durumlari benimser. Nav kanallar
dort homolog alan (DI ile DIV) igerir; her bir alan S1 ila S4 zar 6tesi segmentleri igeren bir
voltaj algilama alanindan (VSD) ve PI1 ile bir dongli bolgesi ile baglanan transmembran
boliimleri S5 ve S6'y1 iceren bir por alanindan (PD) ve segicilik filtresini (SF) olugturan P2
sarmallari olusur (Brackenbury, 2012).

Her VSD, hiicre i¢i kapida kanal aktivasyonunu (por acilmasi) veya kanal deaktivasyonunu (por
kapanmasi) tetikleyebilen S4 segmentinin hareketine yol acan membran potansiyelindeki
degisiklikleri algilar. Dort voltaj algilama alani, por alan1 (PD) tarafindan olusturulan merkezi
bir kanal etrafinda diizenlenmistir (Xu v.d., 2019, Wang v.d., 2022). VSD, transmembran
segmentleri S4 ve S5 arasinda hiicre ici bir baglayici ile PD'ye baglanir. Depolarizasyon
iizerine, pozitif yiiklii S4 transmembran segmentlerinin hiicre dis1 yiizeye dogru hareket ettigine
inanilmaktadir. Bu hareket, hiicre i¢i baglayicilar araciligiryla por alanina aktarilir ve kanal
porunun agilmasiyla sonuglanan konformasyonel bir degisiklige neden olur. Depolarizasyon
sirasinda, inaktivasyon kapisit kanal poru katlandik¢a kanal inaktive olur. Membran
repolarizasyonu lizerine Na kanallar1 inaktivasyondan kurtulur ve S4 segmentleri dinlenme
pozisyonlara geri donerek bir sonraki depolarizasyon i¢in kullanilabilir hale gelir (de Lera

Ruiz v.d., 2015, Ahern v.d., 2016).

DIII ve DIV arasindaki hiicre i¢i baglayici, hizli bir inaktivasyon kapilama mekanizmasina

katkida bulunan ve kanal agilmasinin ardindan Na® iletiminin hizli bir sekilde
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sonlandirilmasiyla sonuglanan hidrofobik bir izolosin-fenilalanin-metiyonin (IFM) motifi igerir
(Sekil 2.25) (Dubyak, 2004). Bu inaktivasyon siireci, Nav kanal fonksiyonunda ve ilag
baglanmasinda kritik roller oynar. S5 ve S6 segmentleri hiicre dis1 baglant1 por dongiileri (P
dongiileri) kanal porunu ve segicilik filtresini (SF) olusturur. S6 segmentlerinin her biri hiicre
ici ucundan birer tane olmak tizere dort hidrofobik amino asit kalintisi, aktivasyon kapist adi
verilen kiiciik bir hiicre i¢i bosluk olusturur. Kanalin acik gozeneginin en dar kismi olan ve
ozellikle niifuz eden iyonla etkilesime giren amino asit kalintilartyla kapli secicilik filtresi (SF),

Na* seciciliginin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Hille, 2001).
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Sekil 2.25 DIII ve DIV arasindaki IFM motifi (Stojilkovic v.d., 2022)

Diizgiin caligsan bir VGSC i¢in 6nemli olan, son derece giiclii molekiiler se¢im goérevi yapan ve
tim memeli VGSC'leri arasinda evrimsel olarak korunmus olan kanalin SF'leridir. Farkli
sodyum kanallarinin, metal baglayici gruplarin simetrisi, sayisi, yiikii, diizeni ve kimyasal tiirti
ve por boyutu bakimindan degisen farkli SF'leri vardir. Bu SF'lerin her biri 1iyon gegirgenligini
kolaylastirmada ayr1 bir rol oynar. Dig SF (EEDD halkas1), E375 (DI), E901 (DII), D1423
(DIII) ve D1714 (DIV) olmak tizere dort amino asit rezidiislinli kapsar. Bu rezidiiler dort alana
yayilmistir. Tiim alanlardaki P1 ve P2 sarmallarinm1 birbirine baglayan kisa doniisler, secicilige
0zgii bu kalintilar1 igerir. Bir dizi ¢aligma, SF'yi olusturan rezidiilerden herhangi birinin
mutasyonunun sadece kanalin segiciligini etkilemekle kalmayip ayni1 zamanda kanalin gegit

kinetigini de etkileyebilecegini gdstermistir (Ahmed v.d., 2017).
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a alt birimindeki bir diger énemli yapisal eleman, DIl ve DIV homolog alanlar1 birbirine
baglayan hiicre ici bir dongiiden olusan inaktivasyon kapisidir. Inaktivasyon kapis1 menteseli
bir kapak gibi gorevi yapar ve hizli inaktivasyon sirasinda porun hiicre i¢i tarafina dogru
katlanir (Djamgoz ve Onkal, 2013).

Domain IIT'iin voltaj sensoriiniin aktivasyonu, IFM motifinin inaktivasyon kapisi reseptoriine
baglanmasina izin verir. DEKA secicilik motifindeki Asp ve Ala, iyon segicilik filtresinin
duvarlarini kaplarken, Glu ve Lys, bir yiik delokalizasyon ag1 araciligiyla Na* iyonlarin1 kabul
edip serbest birakabilecek konumlardadir. Nav1.5'nin SF'sinin genel yapisi, TTX i¢in yiiksek

bir afiniteye sahip olan Nav1.7 kanali ile neredeyse aynidir (Kruger ve Isom, 2016).

Tyr362, TTX'in NaV1.5'te eksik olan, aromatik molekiillerin atomlar arasi etkilesimi veya bir
diger adi ile istifleme etkilesimi yoluyla Navl.7'ye sikica baglanmasia yardimci olur. Bu
anahtar etkilesimin olmamasi, TTX, Nav1.5'in baglanma afinitesini 500 kata kadar azaltir. Bu
nedenle bu rezidii, TTX'e direngli sodyum kanallarin1 (Nav1.5 ve Nav1.8-9) bir Cys veya Ser
ile TTX'e duyarh kanallardan (Nav1.1-1.4, Nav1.6 ve Navl.7) ise, bir Tyr veya Phe ile ayiran
yapisal belirleyicidir. Bununla birlikte Nav1.5, Asp373"in hiicre dis1 tarafinda Cys374 ve
Arg377 i¢in net bir yogunluk gosterir (Wood ve Baker, 2001, Diss v.d., 2004, Yu v.d., 2006,
Wang v.d., 2017).

Iyon segicilik filtresinin yeri ilk olarak klasik sodyum kanal blokeri tetrodotoksin i¢in baglanma
bolgesinin haritalanmasiyla ortaya ¢ikarilmistir. TTX, SF dis kismina baglanir ve gézenekleri
tikar (Hille, 1975; Terlau v.d., 1991). Sinir ve iskelet kasindaki (4-10 nM) sodyum kanallarina
kiyasla NaV1.5 kanallarina (2 pM) olan karakteristik diisiik afinitesi, esas olarak tek bir amino
asit kalintisinin ikame edilmesiyle belirlenen sodyum kanali farmakolojisinin ayirt edici bir

ozelligidir (Fozzard ve Hanck, 1996; Sivilotti v.d., 1997).

Navl.5, islevsel davranisini modiile eden birkag translasyon sonrast modifikasyona ugrar. Bu
modifikasyonlar, proteinin hem kanal kinetigini hem de hiicre membranina dogru
hedeflenmesini modiile edebilir. VGSC, agir glikosile edilmis bir proteindir. Hem kanal
aktivasyonu hem de kanal inaktivasyonu, bu translasyon sonrasi1 modifikasyonla diizenlenir
(Detta v.d., 2015). Bir diger modifikasyon sekli olan fosforilasyon, kardiyak sodyum kanalinin
iyon trafigini degistirebilir. Nav1.5'in protein kinaz A (PKA) ile dogrudan fosforilasyonu, hiicre
membranindaki kanal yogunlugunu arttirir (Hallaq v.d. 2006). Ubikuitin-proteazom sistemi
(UPS), ozellikle Nav1.5 olmak iizere iyon kanallar1 dahil hiicre igi proteinler i¢in 6nemli bir

parcalayict sistemdir. Bu modifikasyon membran proteinlerinin bozulmasi yani sira, DNA
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hasariin ve / veya hiicre sinyallemesinin kontrolii gibi proteolitik olmayan etkilerde rol oynar

(van Bemmelen v.d., 2004, Chen ve Sun, 2009).

Bir aksiyon potansiyeli, bir membran boyunca voltajdaki hizli bir degisim dizisidir. Membran
voltaji veya potansiyeli, herhangi bir zamanda, hiicre dis1 ile hiicre i¢i iyonlarin orani ve her bir
iyonun gecirgenligi ile belirlenir (Stojilkovic v.d., 2022). Kardiyak aksiyon potansiyeli,
kardiyomisinlerin zamana karsi membran potansiyeli olan Vm'nin bir kaydidir. Her kalp
dongiisii sirasinda, iyonlar kardiyomiyosit hiicre zar1 boyunca ileri geri hareket ederek Vm'yi
degistirir. Cok sayida iyonik akimin biitiinlesik davranisini yansitan kardiyak aksiyon
potansiyeline biiyiik 6lciide Na*, Ca?* ve K* iyonlarmin hareketi hakimdir (Sekil 2.26)
(Fishman v.d., 2020).

Bu iyonlar, kanallarin segici porlarindan hiicre i¢ine veya digina gegis saglarlar. Bu iyonik
yollarin davranis1 oldukga hassas diizenlenir. Iyonlarm transportu, membran potansiyelindeki
degisiklikler, ligand baglanmasi, siklik adenozin monofosfat gibi ikinci haberciler ve
translasyon sonrasi modifikasyon olan birgok faktorden etkilenir (Kay, 2017). Kanal
fonksiyonu ve buna bagli olarak aksiyon potansiyeli davranisi, normal fizyolojik faktorlere,
ozellikle kalp atis hizina yanit olarak dinamik olarak ayarlanir. Bununla birlikte, kalp
hipertrofisi ve yetmezligi ile iligkili edinilmis sendromlarin yani sira giderek artan sayida
konjenital hastalik da dahil olmak {izere bir dizi patolojik stresor kanal aktivitesini etkiler. Altta
yatan patolojiden bagimsiz olarak, aksiyon potansiyeli davranisi iizerindeki etkiler aritmik

aktiviteyi tetikleyebilir (Van Der Werf v.d., 2010, Garcio-Elias ve Benito, 2018, Li v.d., 2023).

Kardiyak aksiyon potansiyeli, her biri meydana gelen ana iyonik hareketleri yansitan fazlara
ayrilmistir. Ilk olarak sodyum iyonlarinin akis1 baslar. Ardindan sodyum kanali etkisizlestirilir
ve bu voltaj degisikligi kalsiyum kanallarinin agilmasina neden olur. Son olarak potasyum
iyonlarinin repolarize edilmesi ile sonlanir (Sekil 2.26). Bu mekanizma, kalp atigini tutarli bir

frekansta stirmek icin tekrarlanan aksiyon potansiyelleri liretmek bakimindan ¢ok onemlidir

(Trenor v.d., 2017, Hof v.d., 2019).
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Sekil 2.26 Kalp kasmnin aksiyon potansiyeli (Sundjaja ve Makaryus, 2023)
Nav1l.5 tarafindan tasinan sodyum akimi, atriyal ve ventrikiiler aksiyon potansiyellerinin hizli

ylikselmesi ve depolarizasyonun kalp boyunca hizli yayilmasindan sorumludur (Potet v.d.,

2016).

Dinlenme membran potansiyelinde, Nav1.5 kanallarinin biiyiik ¢ogunlugu kapali durumdadir.
Depolarizasyondan sonra, Navl.5 kanallar1 1-2 ms i¢inde agilir ve daha sonra hizla inaktive
olurlar. Bu durum, erken sodyum akimina ve kardiyak aksiyon potansiyelinin yiikselmesine
neden olur (Makielski, 2009). Ge¢ sodyum akimi ise aksiyon potansiyelinin tepe noktasindan
sonraki olusan akimdir. Normal kosullar altinda Na* akiminin biiyiik kismini1 erken sodyum
akimi (INAT) olusturur ancak ge¢ sodyum akimi (INAP/INAL) kiigiik bir akim olmasina
ragmen, kanal proteininin veya bazi hastaliklarda meydana gelen mutasyonlar ile, Nav1.5 kanal
aktivitesini etkileyerek ge¢ sodyum akiminin artmasina neden olur (Sekil 2.27) (Horvath v.d.,
2020).
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Nav 1.5'1 kodlayan gen olan SCN5A'daki mutasyonlar, konjenital ve edinilmis uzun QT
sendromu, Brugada sendromu, iletim yavaslamasi, hasta siniis sendromu, atriyal fibrilasyon ve
dilate kardiyomiyopati dahil olmak iizere bir¢ok kardiyak fenotiple iliskilendirilmistir (Abriel,
2010). Mutasyon gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanan artan ge¢ sodyum akimi (INaP), ritim
bozukluklar1 da dahil olmak iizere kalp hastaliklarinda 6nemli bir patofizyolojik problemdir.
Bu yiizden ge¢ sodyum akiminin segici inhibisyonu, kardiyak iskemi ve kalp yetmezliginde

elektriksel ve kontraktil disfonksiyonun tedavisi i¢in terapotik bir hedeftir.

Birgok lokal anestezik ve antiaritmik ajan, ge¢ sodyum akims blokeri olarak tanimlanmaktadir
(Fairhurst v.d., 2016). Giiniimiizde anti aritmik ilaglar ana etki mekanizmalarina gore

siniflandiriimaktadir. Siaf I, I, I, IV olarak ayrilirlar (Tablo 2.7).

Smnif I kendi icerisinde A, B ve C olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. A grubu orta derece blokaja, B
grubu hafif derece blokaja ve C grubu ise yiiksek derece blokaja neden olan ajanlari i¢erir. Sinif

I, Siuf I potasyum kanallarini bloke ederken, Sinif IV ise kalsiyum kanallarin1 bloke eder.
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Tablo 2.7 Antiaritmik ilaglarin siniflandirilmasi (King v.d., 2022)

ilaglar

Sodyum Kanal Blokerleri

Orta Derece Blokaj Sinif 1A Prokainamid

Hafif Derece Blokaj Sinif IB Lidocaine
Ranolazine
Fenitoin
Eleclazine
GS-967

Yiiksek Derece Blokaj Sinif IC Flekainid

B adrenerjik Blokerler Sinif 11 Proplanolol
Esmolol

Potasyum Kanal Blokerleri Sinif I Amiodorane
Sotalol

Kalsiyum Kanal Blokerleri Sinif IV Verapamil

En sik goriilen klinik aritmilerden Atriyal fibrilasyon (AF), atriyumun hizli ve diizensiz
elektriksel aktivasyonu ile karakterize edilir ve esas olarak yiiksek tromboembolizm ve iskemik
inme riski nedeniyle de énemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. Nispeten yavas ayrigma
kinetigine sahip Na+ kanal blokerleri olan IC smifi antiaritmi ilaglari, erken baslangicli AF'nin
kardiyoversiyonunda ve siniis ritminin korunmasinda etkilidir. AF tedavisinde IC smifi
antiaritmik 1laglarin etkinligine ragmen, Kardiyak Aritmi Baskilama Denemesi (CAST)
caligmasi, bu ilaglarin miyokard enfarktiislii hastalarda artmis mortalite tasidigini ve bu tiir
bireylerde kullanimlarini engelledigini gostermistir. Sonug olarak, VGSC’lerin atriyal secici

hedeflemesine izin veren alternatif ajanlara biiyiik ilgi gosterilmiektedir.

Atriyal etki seciciligi, ilk olarak voltaj kapili Na+ kanallarinin molekiiler, biyofiziksel veya
farmakolojik 6zelliklerindeki atriyal-ventrikiiler farkliliklar, dinlenme membran potansiyeli ve
aksiyon potansiyeli konfigiirasyonundaki atriyal-ventrikiiler farkliliklar yoluyla ortaya
cikabilir. Ventrikiiler miyositlerin voltaj kapili Na+ kanal akimi (INa) ile karsilastirildiginda,
atriyal INa daha hizli baslangicli olarak daha negatif potansiyellerde inaktive olur ve aktive olur

ve inaktivasyondan daha yavas iyilesir. Ventrikiiler miyositlerin INa ile karsilastirildiginda,
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atriyal INa daha hizli baslangi¢ch olarak daha negatif potansiyellerde inaktive ve devaminda

aktive olur ve inaktivasyondan daha yavas iyilesir.

Smif IB de yer alan ve kronik stabil angina tedavisi i¢in 2006 yilinda FDA tarafindan onaylanan
Ranolazin (Ranexa), VGSC’lere kars atriyal segici etkiye sahip bir ilacin prototipik 6rnegidir.
Ranolazin, Na+ kanal girisindeki lokal anestezik baglanma bolgesine baglanarak kanali bloke
eder ve INaL i¢in nispeten se¢icidir. Ranolazinin anjinal hastalarda AF insidansini baskiladigi
ve erken baslangi¢li AF hastalarinin farmakolojik kardiyoversiyonunda ve postoperatif AF'nin
onlenmesinde etkili oldugu Onerilmektedir. Bununla birlikte, terapotik olarak ilgili
konsantrasyonlarda, ranolazinin ventrikiiler kas aksiyon potansiyeli repolarizasyonundan
sorumlu biiytik bir dis akim olan Gecikmis Dogrultucu Potasyum akimi (IKr) inhibe ettigi ve
ventrikiiler repolarizasyonu geciktirdigi goriilmiistiir (Antzelevitch v.d., 2004). Bundan dolay1
IKr iizerinde etkisi olmayan atriyal segici bir antiaritmik ilaclarin gelistirilmesine dnem
gosterilmelidir. Klinik etkisi ge¢ sodyum akimi blogundan kaynaklandigindan, QT araligini da
minimum diizeyde uzatmaktir (Makita v.d., 2002, Zaza v.d., 2008, Antzelevitch v.d., 2011,
Belardinelli v.d., 2013).

2.12 Eleclazine

Eleclazine (ELE=GS-6615), dihidrobenzodiazepin tipi bir yapiya sahip, molekiiler agirligi
415.11 g/mol olan, gesitli in vitro ve in vivo modellerde ge¢ sodyum akimini bloke eden bir etki
mekanizmasi ile gii¢lii antiaritmik etkiler gosteren sinif IB sodyum kanal blokeridir (Sekil
2.28). ELE ile yapilan Kklinik ¢aligmalar kalp dokularindaki ge¢ sodyum akimi i¢in oldukca
secici bir inhibitér oldugunu gostermektedir. Bu ajanin Na* kanal {izerindeki etki alani tam
belirlenmemis olmasina ragmen, lidokainin dahil oldugu lokal anestezik ilaglar grubu gibi,
kanal porunun iginde III. ve IV. segmentlerin arasina baglandigi varsayilmaktadir (Sekil 2.29).
Rajamani v.d., (2016) tarafindan sodyum kanalinin %50 oraninda inhibisyonu igin gereken

konsantrasyonu (IC50) 0.7 uM olarak saptanmustir.
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Sekil 2.28 Eleclazine kimyasal formiilii (Pubchem)
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Lidocaine
Sekil 2.29 Lidocaine’in baglanma noktasi (Zhu v.d., 2021)
Navl.5 kanallari, aktif, inaktif ve dinlenme durumlarina bagh olarak farkli ilag baglama
ozelliklerine sahiptir. Buna gore, gercek acik veya kapali kanal durumlarina bagli olarak
kanallarin baglanma bolgeleriyle etkilesime giren ilaglar INaL iizerinde degisken etkiler

uretebilir.

Na + kanal akimini inhibe eden ilaglar tepe sodyum akimini, ge¢ sodyum akimini veya her
ikisini de azaltabilir. Ventrikiiler miyositlerdeki Na* kanallarinin inhibitorleri arasinda,
ranolazin, su anda klinik uygulamada kullanilan tepe noktasindan farkli olarak, son zamanlarda
en se¢ici inhibitor olarak gortinmektedir (Antzelevitch v.d., 2011). Bu gozlemle tutarli olarak,
ranolazin ventrikiildeki elektriksel impulslarin iletim hizin1 azaltmaz. Buna karsilik, flekainid
gibi Simif IC Na® kanal inhibitorleri hem tepe hem de INaL'nin giiglii inhibitorleridir
(Belardinelli v.d., 2013). Ancak yapilan ¢aligmalar sonucu ELE’nin ge¢ fakat tepe sodyum
akimini yerine ge¢ sodyum INaL’1 azaltma segiciliginin 40 kattan daha az olmasi miimkiin

goriinmektedir (Rajamani v.d., 2016).

LQT3 hastalarinda gozlenen uzamis ve heterojen ventrikiiler repolarizasyon, NaV1.5'teki
fonksiyon kazanci mutasyonlarinin neden oldugu Na™ iletkenliginin artmasindan kaynaklanir.
ELE, 0.33 ila 1.7 mM arasinda degisen potansiyele sahip test edilmis tiim mutant kanallar igin
artmis INAL’1 inhibe etmektedir. Buna karsilik, ELE, uzun QT3 sendromlu hastalarda giivenli
ve 1yi tolere edildigi ve QT araligin1 kisalttig1 bildirilen ranolazine benzer 6zelliklere sahip
secici bir INaL blokerdir. Ele'nin, IKr iizerinde ¢ok az etkisi olup, kullanima bagh bir sekilde
hizla INAL'1 inhibe ettigi ve hayvan modelinde AF'yi azalttig1 gosterilmistir (Belardinelli v.d.,
2013). Lokal anestezik baglanma bolgesine baglanan ELE’nin INAL tizerindeki inhibe etkileri
mutant kanalinda azalmigtir. Bu deneysel veriler merkezi gozenegin INAL’m ELE tarafindan

secici inhibisyonundaki roliinii vurgular (El-Bizri v.d., 2018).

ELE'nin, alisiimadik derecede hizli kinetik ile kardiyak Na® kanallarini bloke ettigi, lokal
anestezik baglanma bolgesi ile etkilesime girdigi ve INaL i¢in belirgin segicilik gosterdigi
saptanmistir. Yapilan bir ¢calismada atriyal ve ventrikiiler miyositlere bir nérotoksin olan ve

47



VGSC kanallarinin inaktivasyonunu yavaslatan neurotoxin 2 (ATX-I1) ile aktive edilmis INAL
durumunda ELE’nin iki hiicre i¢inde benzer afinite gosterdigi goriilmiistiir. Terap6tik olarak
etkili ELE dozlar1 ~ 0.5 uM plazma konsantrasyonlar1 iiretmesine ragmen, ELE olduk¢a
lipofiliktir (logP ~4.35) ve kalp dokusunda daha yiiksek konsantrasyonlarda birikir. Bu
nedenle, ELE ile tedavinin, 6zellikle tasiaritmiler sirasinda daha yiiksek oranlarda INAL"

etkileyecegi diistiniilebilir (Caves v.d., 2020).

Iskemik kalp hastalig1, kalbin yeterli kan ve oksijen alamay1p, fonksiyonlarmnin bozulmastyla
sonuclanan bir hastaliktir (Severino v.d., 2020). iskemi sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirleri
(ROS), kardiyak sodyum kanalin1 degistirebilir ve kanalin eksik inaktivasyonu ile
sonuclanabilir ve inaktivasyon kapisinin tekrar tekrar acilmasina izin vererek aksiyon
potansiyelinin sonlarinda meydana gelen kalic1 bir sodyum akimui ile sonuglanir, bu da iskemi
sirasinda erken depolarizasyon olasiligini arttirir ve depolarizasyondan sonra geciken kalsiyum
asir1 yiiklenmesine yol agar. Tiim bu durumlar aritmileri tetikler. Tavsan kalbi ile yapilan bir in
vivo c¢alismada Ranolaze’nin bu ge¢ akimi %15-30 araliginda bloke ettigi ve terapotik
konsantrasyonlarda 6nemli B blokeri aktivitesine sahip oldugu goriilmekle birlikte, Ele’nin
Ranolazine’e gore 10 kat daha gii¢lii inhibisyon yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayni
calismada ELE’nin B reseptorlerine herhangi bir inhibe edici 6zelligi goriilmemistir. ELE su
anda LQT-3 sendromu, Hipertrofik kardiyomiyopati ve Iskemik kalp hastalig: tedavisi igin
klinik gelisim agsamasindadir. Haziran 2022 tarihinde kardiyak hastaliklar, konjenital, ailesel ve
genetik bozukluklar iizerine kadinlar ile yapilan faz II ¢alismasi baslamistir ve devam
etmektedir. ELE’nin INAL’1 inhibe etme yetenegi kardiyovaskiiler hastaligi olan hastalarin
tedavisi icin faydali olacak yeni bir giicli ge¢ sodyum inhibitorleri sinifin1 temsil eder

niteliktedir (Zablocki v.d., 2016).

2.13 GS-967
Anti aritmik olarak sentezlenen GS-967 (PRAX-330), molekiiler agirlig: 347.2 g/mol olan, kalp

ve noronlarda meydana gelen INaL'i segici bir blokeri olarak kabul edilen sinif IB bir ajandir

(Sekil 2.30) (Barbieri v.d., 2019).
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Sekil 2.30 GS-967 kimyasal formiilii (Pubchem)
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GS-967 ile yapilan kalp dokularinda ve miyosit hiicrelerinde in vivo ¢calismalarda ge¢ sodyum
akimi i¢in oldukga segici ve giiclii bir inihibitor oldugu gosterilmistir. IC50 degeri de 70-100
nM arasinda oldugu saptanmisdir (Potet v.d., 2016). Ayrica ventrikiiler aksiyon potansiyelinin
stiresini kisalttigi ve norotoksin ATX-II’'nin ve iskemi’nin proaritmik etkilerini azalttig
saptanmistir (Belardinelli v.d., 2013). Bununla birlikte, GS967'nin oncelikli bir sodyum
inhibitorii olmasina ragmen, ayni zamanda inaktivasyonu arttirdig1 ve inaktivasyon siirecini
uzattig1 ve tepe sodyum akimi blogu ile sonuglandirdigi bildirilmistir. Bu etki, GS-967'nin
aktive edilmis durumlarda da Nav1.5 yiiksek afiniteli baglanmasi ile iliskilendirilmistir (Del
Canto v.d., 2018). Bir diger ¢alismada INaL’1 baskilayan Ranolazin’den ¢ok daha etkili bloker
oldugu gosterilerek ve kinetik 6zelliklerine dayanarak, GS967 yeni giiclii sinif Ib antiaritmik

ajan olarak siniflandirilmasi gerektigi one stirtilmiistiir (Hézso v.d., 2021).

ELE ve GS-967’nin etkileri, sinif Ib antiaritmik ve lokal anestezik olan lidokain etkilerine
benzer oldugu VGSC’ye baglanma noktalarininda ayni olabilecegi one siiriilmektedir (Zablocki
v.d., 2016). Ancak kardiyomisinlerdeki ge¢ sodyum akimini lidokain, ranolazin veya
antiepileptik ilag olan lakozamidinden daha giiglii sekilde engelleyebilecegi gosterilmistir
(Potet v.d., 2020).

Ikr'ye karsi cok az aktiviteye sahip bir kavram kaniti segici INaL inhibitorii olan triazolopiridin
GS-967in, aksiyon potansiyeli siiresine, postrepolarizasyon refrakterligine ve aksiyon
potansiyelinin maksimum yiiksekligine kars1 atriyal segici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Burashnikov v.d., 2015). GS-967'nin daha once kardiyak voltaj kapili sodyum kanalinin
aracilik ettigi kalict sodyum akimini inhibe ettigi ve ventrikiiler aritmilerin etkili bir
baskilayicist oldugu gosterilmekle birlikte Anderson v.d., (2014) yaptigr arastirmada
ranolazinin aksine GS-967’nin kan beyin bariyerine de etkili sekilde niifuz edebildigini ve
viicuttan daha yavas eliminasyona sahip oldugunu ortaya koymus olup, GS-967’nin
antiepileptik bir 6zellik de gosterebildigi belirtilmistir. Elde edilen veriler, GS-967nin n6éronal
voltaj kapili sodyum kanalinin aracilik ettigi kalict sodyum akimini FDA onayl antiepileptik
ajan Fenitoin’den daha fazla bloke edebilme potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir.
Ayni zamanda GS-967'nin diger kardiyak iyon akimlari kardiyak kontraktilite ve iletim hizi
iizerinde minimum etkisi oldugunu belirten veriler mevcuttur (Belardinelli v.d., 2013,

Fernandes v.d., 2014).

Ailesel hemiplejik migren (FHM), noronal veya glial iyon tastyan membran proteinlerini

kodlayan ti¢ farkli gendeki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal otozomal dominant migrenin

siddetli bir seklidir. FHMI, presinaptik noéronal Ca*? kanal Cav2.1'i kodlayan gendeki
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mutasyonlardan kaynaklanir, FHM2, glial spesifik Na-K-Atpaz'in mutasyonlariyla iligkilidir,
oysa FHM3, noronal CNS spesifik Na* kanal Nav1.l'i kodlayan gen olan SCN1A'daki
mutasyonlardan kaynaklanir. Kardiyak sodyum kanali SCNAS5’te meydana gelen mutasyonlar
Long QT'ye (LQTS) ve Brugada sendromuna (BS) yol agabileceginden ranolazin gibi “ge¢ Na*
akim blokerleri”, mutasyona bagli inaktivasyon bozulmasinin spesifik diizelticileri olarak
onerilmistir. Bu nedenle, FHM hastalarinda da benzer bir strateji uygulanabilmesine yonelik
aragtirmalar mevcuttur. FMF3’e neden olan SCNA1 mutasyonlara sahip HEK-293 hiicreleri ile
yapilan bir ¢alismada 5 uM GS-967 uygulamasinin, test edilen tiim mutantlarda kalic1 akimlari
giiclii bir sekilde azalttig1 ve GS-967'nin Navl.1 proteinine dogrudan baglandigini ve onunla
etkilesime girdigini dogrulamistir. Devaminda Xenopus oositleri ile yapilan in vivo
deneylerden, GS967'nin kan-beyin bariyerine de niifuz ettigini ve bu nedenle FHM3
tedavisinde avantajli olabilecegi diisiniilmektedir (Barbieri v.d. 2019). Fare noronlar ile
yapilan bir baska c¢alismada, GS-967'nin kan-beyin bariyerini etkili bir sekilde geg¢me
yeteneginin gozlemlenmesi, Nav 1.2°yi bloke etmesi ve ranolazinden daha yavas bir
eliminasyon orani ile birlestirilmis ve bu in vitro verilere dayanarak, GS967'nin in vivo’da da

antiepileptik bir aktivite gosterecegi varsayilmaktadir (Anderson v.d., 2014).

Bir dizi noronal Na* kanal izoformu tizerindeki seg¢ici olmayan etkilerle iliskili GS-967'nin
diistik terapotik indeksi ve yiiksek beyin penetrasyonu, onu sadece antiaritmik bir ila¢ olarak

gelistirme i¢in ¢ekici kilmamaktadir (Koltun v.d., 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

Antiaritmik iyon kanal blokeri olarak sentezlenen farmakolojik ajanlar ELE ve GS-967’nin
meme kanserinde metastatik aktiviteyi arttiran Nav1.5 VGSC iizerine etkisi, yiliksek metastatik
MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinde degerlendirilmek {izere ajanlarin; 1)
hiicrelerin proliferatif 6zellikleri, i) metastatik aktivitenin baglangi¢ asamasi olan lateral ve
transwell hiicre hareketi ile iii) Nav 1.5 kanalinin protein ve gen ekspresyonlari normoksi ve

hipoksi olmak iizere iki farkli ortam kosulunda aragtirilmistir.

3.1 Hiicreler

Calismada kullanilan yiiksek metastatik meme kanseri MDA-MB-231hiicre hattt MD Anderson
kanser merkezinde invaziv duktal karsinomlu bir hastanin plevral eflizyonundan izole
edilmistir. ER ve PR ekspresyonu olmayan ve HER2 amplifikasyonu da géstermeyen, yani sira
p53 mutasyonuna sahip oldukga agresif ve invaziv fenotip gosteren ii¢lii negatif meme kanseri
hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 ge¢ evre meme kanserini modellemek i¢in arastirilmalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Sekil 3.1.A). (Mur v.d., 1998). Normal meme hiicrelerine kiyasla
MDA-MB-231 hiicrelerinin 7 kat daha fazla Navl.5 eksprese ettigi floresan boya ile
gosterilmistir. (Sekil 3.2A) (Gould v.d., 2018).

Diger hiicre hattt MCF-7 ise Ostrojen, progesteron ve glukokortikoid reseptorlerine sahip bir
insan meme kanseri hiicre hattidir (Sekil 3.1B). Michigan Kanser Vakfindan Dr. Soule
tarafindan 1970 yilinda 69 yasindaki Kafkasyali bir metastatik meme kanserinin
(adenokarsinom) plevral eflizyonundan elde edilmistir. Hormona yanit veren ilk meme kanseri
hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 az agresif ve non-invaziv karaktere sahiptir (Gunduz v.d., 2011).
Normal meme hiicrelerine kiyasla MCF-7 hiicreleri 3 kat daha fazla Nav 1.5 eksprese
etmektedir (Sekil 3.2B) (Gould v.d., 2018).

Sekil 3.1 Uglii negatif meme kanseri (A) Yiiksek metastatik MDA-MB-231
hiicreleri, (B) Diisiik metastatik MCF-7 hiicreleri
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Sekil 3.2 Floresan boy ile Nav 1.5 goriiniimii. (A) MDA-MB-231 hiicrelerinde (B) MCF-7
hiicrelerinde (Gould v.d., 2018)

3.2 Hiicrelerin Kiiltiire Edilmeleri

MDA-MB-231 ve MCF-7 kullanilmis hiicreleri, L-Glutamin ve Fetal Bovine Serum (FBS)
eklenmis DMEM medyum igeren petrilerde, 37°C, %5CO2 normoksi ortaminda inkiibatorde
yetistirilmistir. Tiim deneylerde pasaj numarasi 9 ile 15 arasinda olan hiicreler kullanilmistir.
Hiicreler her giin inverted mikroskop ile incelenmis, petri kabinin %80’ninden fazlasini
kaplamasi sonrasinda pasajlama yapilmistir. Pasaj i¢in hiicreler tripsinde 5-7dk tutularak
petriden kalkmalar1 saglanilmistir. Hiicreler yuvarlak hale gelerek tamamina yakini petriden
ayrilmis ise, dikkatli bir bigcimde toplanan hiicreler, iginde DMEM medyum bulunan santrifiij
tiiptine eklenmistir. 2500 rpmde 4 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmis ve
iizerine taze besiyeri konularak homojen bir hiicre siispansiyonu olusturulmustur. Hiicreler

tripan mavisi yontemi ile hemositometrede sayilarak 1 ml’deki canli hiicre sayisi1 belirlenmistir.

3.3 Farmakolojik Ajanlarin Hazirlanmasi

Farmsakolojik ajanlardan ELE (Sigma) satin alindi ve iretici firmanin yo6nergeleri
dogrultusunda 4 mg’1 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢6zdiiriilerek 1mM’lik ana stok
elde edilmistir. Bu stok PBS ile 1:10 diliie edilerek 100 uM ve 10 uM stok soliisyon olarak
hazirlanmistir. Diger ajan GS-967 (Alamone labs) tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda
3mg’1 1 ml DMSO’da ¢ozdiiriilerek 1mM’lik ana stok hazirlanmistir. Ana stoktan 1:10 PBS ile
diliie edilerek 100 uM ve 10 uM olmak {iizere iki ayr stok yapilmistir. Hazirlanan stoklar -
21°C’de saklanmistir. DMSO miktar1 her iki ajan igin %0.1°dir. Pozitif kontrol olarak
kullanilmasi planlanan VGSC blokeri TTX (Alamone labs) 1mg’1t 1 ml distile su ile
¢ozdiiriilmiis olup, 3132 uM ana stok olarak hazirlanmistir. PBS ile diliie edilerek deneylerde
kullanilmak iizere 3 uM stok soliisyon elde edilmistir. TTX stoklar1 -21°C’de muhafaza
edilmistir
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3.4 Biiyiime ve Toksisite

3.4.1 Biiyiime
Ajanlarin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkileri degerlendirilmeden once

hiicre sayisi ile absorbans arasindaki iliski incelenmistir. Bu amagla, biiylime analizi MTT
yontemi ile gergeklestirilmistir (Bugan v.d., 2019). 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinde
kuyucuklara sirayla 2x103, 4x103, 6x10%, 8x10%, 10x10%, 12x10° ve 14x10%hiicre olmak iizere
farkli sayida hiicre ekilmistir. Medyumlar her 24 saatte bir tazesi ile degistirilmistir. Hiicrelerin
24. ve 48. saatteki biiylimelerini saptamak iizere pleytin kuyucuklarindaki medyumlar
cikarilarak, 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (Sigma)
eklenmis ve pleytler inkiibatorde dort saat karanlikta tutulmustur. Canli hiicre sayisina paralel
olarak olusan mor formazan kristalleri DMSO ve glisin eklenmesi ile ¢ozilmiistiir. Tim
kuyucuklar, mikroplaka absorbans okuyucusunda (iMarkTM BioRad) 570 nm dalga boyunda
okunmustur. Her hiicre hatt1 i¢in deney minimum {i¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen absorbans

degerlerinden hiicre say1si ile zamana bagl olarak biiylime grafigi ¢izilmistir. (Sekil 3.3 ve 3.4).

24. saat ® 48.saat
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Sekil 3.3 MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin hiicre sayisi ile absorbans arasindaki iliski.
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Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin biiyiime grafigi incelendiginde, hem 24 hem de
48. saatlerde hiicre sayisinin artigina bagli olarak absorbansin arttigi ve eksponansiyel bir
biliylime gosterdikleri izlenmektedir (Sekil 3.2). 24. ve 48. saatteki korelasyon katsayilar1 da
hesaplanmis olup, sirastyla R?=0,9612 ve 0,904 tiir.

Diistik metastatik MCF-7 hiicrelerinin biiylime grafiginden goriildiigii iizere hem 24 hem de 48.
saatte absorbansin arttig1 ve eksponansiyel bir biiylimeye sahip olduklar1 goriilmektedir (Sekil
3.4). Korelasyon katsayilari hesaplanmis 24. saatte R?=0,9929 ve 48. saatte ise, 0,9904 tiir.
Absorbanslar dikkate alindiginda diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin, yiiksek metastatik

MDA-MB-231 hiicrelerine oranla daha yavas bir biiyiime seyri gosterdikleri de izlenmektedir.
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Sekil 3.3 MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin hiicre sayisi ile absorbans arasindaki iligki

3.4.2 Toksisite

Kullanilan ajanlarin hiicreler iizerinde toksik etki gosterip gostermedigi tripan mavisi yontemi
ile degerlendirilmistir. Altr kuyucuklu pleytin her bir kuyucuguna 4x10* hiicre ekilmistir.
Farmakolojik ajanlarin  kullanilan en yiiksek konsantrasyonlarmin toksik etkisi
degerlendirilmek iizere her gruba ait medyumlar eklenmis ve hiicreler 48 saat boyunca

farmakolojik ajanlara maruz birakilmistir. 48. saatin sonunda pleytteki medyumlar ¢ikarilmig
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ve DMEM ile hazirlanan %4’liik tripan mavisi eklenmistir. 10 dk inkiibatorde bekletildikten
sonra, tripan mavisi yerine kontrol medyumu eklenen kuyucuklarda 40 bolge olmak iizere
invert mikroskopta (40x) renksiz, canli ve mavi boyanan o6lii hiicreler sayilmis, 6li hiicre
ylizdesi saptanmistir. Her hiicre i¢in deney ii¢ kez tekrarlanmis ve gruplarin ortalamalari

belirlenmistir.

3.5 Hiicrelerin Proliferatif Ozellikleri
ELE ve GS-967 ajanlarinin hiicrelerin proliferatif 6zellikleri iizerindeki etkileri iki farkli deney
ile degerlendirilmis olup, deneyler hem normoksik hem de hipoksik kosullarda

gerceklestirilmistir.

3.5.1 Hiicre Proliferasyonu

Hiicre proliferasyonu igin ise, her bir kuyucukta 3x10* hiicre olacak sekilde hem MDA-MB-
231 hem de MCF-7 hiicreleri igin ayr1 ayri mikroplate’e hiicre ekimi yapilmis ve hiicreler 24
saat boyunca 37°C, %5 CO2 ile normoksi kosullarinda yetistirilmistir. Hipoksi ortaminda ise,
hiicreler, 37°C %2 O igeren O kontrollii inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin ylizeye tutundugundan emin olunduktan sonra, kuyucuklara kontrol grubu igin
normal medyum, deney gruplari igin ise, stoktan 0,5uM, 1uM, 2uM, 5uM, 10uM, 15uM,
20uM ve 50uM hazirlanmis olan ELE ile 0,01 uM, 0,05uM, 0,1uM, 0,5uM, 1uM, 3uM, 5uM,
10uM, 15uM ve 30uM olarak hazirlanan GS-967 igeren medyumlar eklenmistir. 24 saat ve 48
saat olmak tizere iki farkli siirede hiicreler ELE ve GS-967 ile tedavi edildikten sonra her bir
kuyucuktaki medyum ¢ikarilip, Boliim 3.1.1°de oldugu gibi 100 ul MTT (Sigma) ¢ozeltisi
eklenmis ve 4 saat boyunca inkiibatérde bekletilmistir. Bu siire sonunda kuyucuklardaki MTT
cOzeltisi atilarak, olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi igin her bir kuyucuga 89 ul DMSO
ve 11 pl glisin eklenerek boya absorbansi, mikroplate okuyucuda 570 nm dalga boyunda
olgtilmistiir. Kontrol bir kabul edilerek diger gruplardan elde edilen degerler normalize
edilmistir. Her deney, hem normoksi hem hipoksi kosullarda en az ii¢ kez tekrar olacak sekilde

tekrarlanmistir.

3.5.2 Koloni olusumu

ELE ve GS-967’nin hiicreler lizerindeki hayatta kalabilmelerine etkisi in vitro da koloni olusum
testi ile degerlendirilmistir. Alt1 kuyucuklu pleytin her birine 300 hiicre ekilmis ve 24 saat
inkiibasyondan sonra hiicrelere 0,5 uM ve 1 uM ELE ile 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967, pozitif
kontrol grubu olarak da TTX grubuna 600 nM TTX igeren medyum uygulanmis ve normoksi
ve hipoksi ortamlarda biiylimeye birakilmiglardir. 48 saat sonra tiim gruplarin medyumlari
atilmig ve her gruba kiiltiir medyumu eklenerek 14 giin boyunca hiicreler biiylimeye
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birakilmistir. Tiim gruplarda biiyltimeye birakilan hiicrelerin medyumlari her dort giinde bir taze
kiiltiir medyumu ile degistirilmistir. 14 glin sonunda tiim medyumlar ¢ikarilarak hiicreler PBS
ile yikanmistir. Her kuyudaki koloni olusturan hiicreler 3:1 oraninda oda sicakligindaki
metanol/asetik asit ile 5 dakika boyunca fikse edilmistir. Metanol/asetik asit ¢ikarildiktan sonra
%0.5 kristal viyole ile 15 dakika boyanmistir. Distile su ile yikanip, oda sicakliginda
kuruyuncaya kadar beklenmis ve karanlikta saklanmistir. Invert mikroskop kullamlarak her
kuyucuktan rastgele 40 alandaki koloni sayisi sayilmis ve gruplarin ortalamalar ile grafikleri

cizilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.6 Metastatik Potansiyel
3.6.1 Lateral Hareket (Migrasyon=Motilite)

Hiicre migrasyonunun degerlendirilmesi yara iyilesmesi deneyi (Wound-healing assay) ile
normoksi ve hipoksi kosullarinda gergeklestirilmistir. Bu amagla MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri Sekil 3.4’te goriilen ¢izimin yapildigi 35mm petrilere ekilmis ve normal Kkiiltiir
medyumu ile 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24. saatin sonunda tiim petrilere ii¢ ¢izginin
bulundugu yerlerden mavi pipet ucu ile yara ag¢ilmis ve medyum ¢ikarilmistir. Kontrol, 0,5 uM
ve 1 uM ELE ile 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967 deney grubunun yani sira pozitif kontrol olarak
TTX igeren medyumlar ilave edilmistir. 0. saatteki yara genisligi (W0), 24. ve 48. saatlerdeki
yara genisligi (Wt) mikrometrik okiiler ile 6l¢iilmiis ve medyumlar: degistirilmistir. Alinan
olgimler MI=1 — (Wt — WO0) formiiliinde yerine konularak hiicrenin 24. ve 48. saatlerdeki
migrasyon/motilite indeksi belirlenmistir. (Fraser v.d., 2003). Her deney grubunda en az ii¢

petri kullanilmis ve deneyler li¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 3.5 Migrasyon/motilite deneyi igin petrinin tabanina
yapilan ¢izim
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3.6.2 Transvers Hareket

Ajanlarin hiicrelerin invazyon yetenekleri tizerindeki etkileri BD Falcon Cell Culture Inserts
Sistemi ve BD Matrigel Basement Membrane Matrix kullanilarak iki farkli ortamda
degerlendirilmistir (Sekil 3.5). Oncelikle matrigel (Sigma) medyum ile 7’ye 1 oraninda
seyreltilerek hazirlanmistir. Insert igerisine +4°C’deki matrigel konularak, bir gece boyunca
37°C’de brrakilmig ve daha sonra insertlere L-glutaminli medyumla 6 saat dehidratasyon
yapilmigtir. Her inserte 4x10* hiicre ekildi. Hiicrelerin hareketi i¢in serum gradienti uygulandh.
Bu gradient insert i¢erisine %0,01 FBS’li medyum, pleyt i¢ine %0,1 FBS’li medyum konularak
saglanilmistir. Her inserte 4x10* hiicre bulunacak sekilde 6nceden hazirlanmis olan ajanlarin
icinde bulundugu hiicre siispansiyonlar1 ilave edilmistir. Medyum igeren kuyucuklarda hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek, insertler transfer edilmistir. Sonrasinda bu insertler 48
saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek, ardindan medyumlar c¢ikartilmis ve insertlerin
icerisindeki invazive olmayan hiicreler pamuklu ¢ubuk ile temizlenmisttir. Membrana invazive
olan hiicrelerin goriilmesi i¢in insertler 4°C de %100 metanol ile fikse edilmis, oda sicakliginda
15 dakika %0,1°1ik Kristal Viyole ile boyanmus, insertteki fazla boya distile su ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Her insertte 12 alanda invazive olmus hiicrelerin sayimi yapilmis ve gruplar
arasi farklar hesaplanmistir (Fraser, v.d., 2016; Xu v.d, 2017; Rizaner v.d., 2020). Her deney

grubu i¢in minimum ti¢ insert kullanilmis ve deney {i¢ kez tekrarlanmustir.

M 1. Hiicre stispansiyonu instertiin i¢ine eklenir.

2. invazive olan hiicreler membrandan alt

tarafa dogru gecerler. ®  icreler |:] 0.1 FBS medyum
:’ %0.01 FBS medyum - Kristal viyole
:’ Yari gegirgen membran

3. Ustte kalan hiicreler atilir. invazive olan
hiicreler boyanir ve sayilir.

u
|
=

Sekil 3.6 Transwell hareket deney protokolii
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3.7 Molekiiler Analizler

3.7.1 immiinoblotlama

ELE ve GS-967 uygulanmis olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri RIPA tamponunda lizis
edilmistir. Hiicre lizatlar1 santrifiij edildikten sonra proteinler PAGE ile ayristirildi. Jeller, 10
cm’lik kasetlerde, %8’lik ayirma jeli, %4’lik yiikleme jeli olarak hazirlandi. Elektroforez islemi
50 V’da 15 dakika, sonrasinda 100 V’da 60-75 dakikada tamamlandi. Elektroforez isleminden
sonra jel de ayristirilan proteinler nitroseliiler membrana transfer edildi. Transfer islemi 45 V’da
30 dakika, 90 V’da 60 dakikada gerceklestirilecektir. Membranlar 2 saat %5’lik bloklama
cozeltisinde bekletildi. Sonrasinda membran bir gece boyunca primer antikor nNav1.5 (abcam)
icinde birakilmistir. Sekonder antikor olarak peroksidaz konjuge domuz anti-tavsan kullanildi.
Protein bantlarinin goriintiilenmesi i¢in membran kemiluminisans madde ile 1 dakika isleme

konulmustur. (Chioni v.d., 2005, Brackenbury v.d., 2007).

3.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Analizi (QRT-PCR)

RNA Ekstraksiyonu ve Piirifikasyonu: Total RNA izolasyonu i¢in; TRIzol Reagent
kullanilmigtir. Hiicrelere TRIzol Reagent’e eklendikten sonra homojenizasyon islemi
gerceklestirilerek sogutulmus kloroform ilave edilip 14 G’de 15 dk santrifiij yapildi. Ust faz
alindi, purezole eklenen miktarda izopropanol ilavesi yapilarak, 14 G 10dk santrifiij ile RNA
coktiiriildi. Elde edilen RNA peleti, DEPC su igerisinde ¢ozdiiriildii. Elde edilen total RNA’nin
konsantrasyonu ve saflik derecesi kantitatif olarak Nanodrop cihazi ile 260/280 nm’lik

absorbansta spektrofotometrik olarak tayin edildi (Diss v.d., 2005).

cDNA sentezi: Konsantrasyonlari belirlenen total RNA orneklerinden iScript™ cDNA cDNA
Synthesis Kiti (Bio-Rad) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. RNA
orneginden 1000 ng, kitin igerisinden ¢ikan 4 pl 5x iScript reaction mix, nucklease free water
ve en son 1 ul Reverse Transkriptaz enzimi eklenerek PCR cihazina yerlestirildi. Uretici
firmanin protokolii dogrultusunda 5 dk 25°C, 30 dk 42°C 5 dk 85°C ve en son 4 °C soguduktan
sonra cDNA sentez islemi bitirilmis ve elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmustir (Diss
v.d., 2005).

Jelde Yiiriitme: Total RNA driinlerinin bitiinligi %0,8’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile
gorintillenmistir. 1X TBE Tamponunun igerisine 0,8 gr agaroz ilave edilerek karisim
hazirlandi. Kaynatilan agaroz, 10 dakika oda sicakliginda sogutularak icerisine red safe ilave
edildi ve hava kabarciklari olmaksizin Onceden hazirlanmis olan jel plagina dokiilerek

katilasmas1 saglandi. Ilk kuyucuga 1 kb marker vyiiklendikten sonra, sirasiyla diger
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kuyucuklardaki 6rnekler brom-fenol mavisi ile karistirildi ve 80V akimda 40 dakika yiiritiildi.
Bantlar ultraviyole 151k altinda incelendi ve RNA zincirinin bitinligii Science UV

Transliiminator ile goriintiilenmistir (Diss v.d., 2005).

QRT-PCR: Her PCR reaksiyonu cDNA o&rnekleri, ilgili primerler ve SYBR Green ilave
edilerek hazirlandi. Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilen analizlerde 95°C’de 3 dakika
"Taq’ polimeraz aktivasyonu; 95°C’de 30 saniye denatiirasyon; 60°C’de 30 saniye primer
baglanma ve uzama olmak tizere 35 siklustan olusan deney protokolii uygulandi. nNav 1.5 igin
amplifikasyon dongiileri 2-AACt yontemi ile analiz edildi (Livak v.d., 2001). Kullanilan

primerler Tablo 3.1 ‘de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan primerler

Primer ismi Primer dizisi
nNav 1.5 Forward Primer 5'-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3'
nNav 15 Reverse Primer 5'-CCTAGTTTTTCTGATACA-3'
B-Aktin Forward Primer 5'-TCACCCACATGTGCCCATCTACGA-3'
B-Aktin Reverse Primer 5'-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3'

3.8 Istatistiksel Analiz
Calismada gergeklestirilen in vitro deneylerde en az {i¢ tekrar ile elde edilen veriler ile gruplar

arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin t-testi ve ANOVA kullanilmigtir. Microsoft Excel

ile grafiklestirilmis ve anlamlilik diizeyi P<0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR
Bu ¢alismada, antiaritmik etkileri saptanmis olan iki yeni VGSC blokeri ELE ve GS-967 nin,

meme kanseri hiicrelerinde ekspresyonu artan Navl1.5 kanali iizerindeki etkilerini belirlemek
iizere yiliksek metastatik MDA-MB-231 ve diisilk metastatik MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonlari ile koloni olusumu, metastatik potansiyeli etkileyen hiicrenin lateral hareketi,
transvers invazyonu in vitro olarak arastirilmig, Nav 1.5 protein miktar1 ve mRNA ifadesi
molekiiler analizler ile tayin edilmistir. Deneyler hem normoksi hem de hipoksi ortaminda

gergeklestirilmis olup, bulgularin sonunda iki ortama ait genel bir degerlendirme yapilmistir.

4.1 Toksisite

VGSC blokeri olarak sentezlenen ELE ve GS-967’nin farkli metastatik 6zellige sahip MDA -
MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerindeki toksik etkisinin degerlendirilmesinde tripan mavisi
yontemi kullanilmistir. Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerine 50uM ELE ve 30 uM
GS-967 uygulanmasi sonucunda elde edilen 6li hiicre yiizdeleri Sekil 4.1°de verilmistir.
Kontrol grubunun yani sira ELE ve GS-967 DMSO igerisinde ¢oziindiigiinden kullanilan en

yliksek DMSO konsantrasyonunun da toksisitesi incelenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin 6lii hiicre yiizdesi grafiginden goriildiigli gibi ¢dziicii olarak
kullanilan DMSO’nun kontrol grubuna benzer orandaki 6li hiicre yiizdeleri ile hiicreler
iizerinde toksik bir etki meydana getirmedigi saptanmistir. 50 uM ELE’nin ve 30 uM GS-
967 nin kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerinin 6lii hiicre yiizdesini biraz arttirdig1
ve bu artig istatiksel bakimindan anlamli (P>0,05) oldugundan bu konsantrasyonlarin hiicreler

iizerinde toksik bir etki meydana getirdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1 ELE ve GS-967’nin MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki toksisitesi (*P<0,05)
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Sekil 4.2°de ¢izilen MCF-7 hiicrelerinin 6lii hiicre yiizdesi grafigine bakildiginda ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO’nun toksik etkisi olmadigr goriilmektedir. Kullanilan farmakolojik
ajanlardan ELE ve GS-967’nin hem kontrole hem de DMSO’ya kiyasla MCF-7 hiicrelerinin
Ol hiicre yiizdesini arttirdig1 ve yapilan istatistik degerlendirme sonucunda farklarin anlamh

oldugu ve toksik bir etki meydana getirdigi saptanmistir

~ MCF-7 hicreleri
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Sekil 4.2 ELE ve GS-967’nin MCF-7 hiicreleri tizerindeki toksisitesi
(*P<0,05)

4.2 Hiicre Proliferasyonu
ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkileri

hem normoksi hem de hipoksi ortaminda MTT yo6ntemi ile incelenerek degerlendirilmistir.

4.2.1 Normoksi Kosullari

4211ELE

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerine %5 CO; igeren normoksi ortaminda 24 ve 48
saat stireyle 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 50 uM ELE uygulanmasi sonucunda
elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 Sekil 4.3’te verilmistir. ELE, DMSO’da
¢ozlindiigiinden kontrol grubunun yami sira, ikinci kontrol olarak kullanilan DMSO grubu
MDA-MB-231 hiicre sayilarinin kontrol grubu ile benzer oldugu goriilmektedir. MDA-MB-
231  hiicre proliferasyonlar1 iizerinde DMSO’nun herhangi bir etki gdstermedigi

belirlendiginden, deney gruplarina ait sonuclar kontrol grubu ile karsilastirilmistir.
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Elde edilen hiicre proliferasyonu verilerine gore, MDA-MB-231 hiicrelerinin 24. ve 48. saatte
kontrol ile DMSO ve 0,5 uM, 1 uM, 2 uM 5 uM, ELE uygulanan deney gruplar1 arasinda
istatistik bakimdan anlamli bir fark goriilmedigi (P<0.05) belirlenmistir. Ancak 10 pM, 20 uM
ve 50 uM ELE konsantrasyonlarinda hiicre sayilarinin azaldigi ve kontrol grubuna kiyasla
anlamli (P<0,05) bir fark meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 ELE’nin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna normoksi
kosullarinda etkisi (*P<0,05)

Belirlenen ELE konsantrasyonlarinin diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi sonucu
elde edilen veriler ile ¢izilen grafik Sekil 4.4 de goriilmektedir. Bu verilere gore, her iki deney
saatinde de kontrol grubu ile DMSO 0,5 uM ve 1 uM ELE uygulanan deney gruplari arasinda
hiicre proliferasyonu bakimindan anlamli bir fark goriilmedigi (P>0,05) ancak, 2 uM, 5 uM, 10
uM, 20 uM ve 50 uM ELE konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlarini hem
24 hem de 48. saatte kontrol grubuna oranla azalttigi ve bu azalmanin anlamli (P<0,05)

oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 ELE’nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonuna normoksi
kosullarinda etkisi (*P<0,05)

4.2.1.2 GS-967

MDA-MB-231 hiicrelerine normoksi ortaminda 24 ve 48 saat siireyle 0,05 uM, 0,1 uM ve 0,5
uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM ve 30 uM GS-967 uygulanmasi sonucunda hiicrelerin
proliferasyonuna olan etkileri Sekil 4.5°te verilmistir. GS-967, DMSO’da ¢oziinerek
hazirlandigindan dolay1 kontrol grubunun yani sira, DMSO’nun da hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Grafikte hem 24 hem de 48. saatte DMSO grubu MDA-
MB-231 hiicre sayilarinin kontrol grubu-hiicre sayilari ile benzer oldugu goriilmektedir (Sekil
4.5). Boylece DMSO’nun, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonlari {izerinde bir etki

gostermedigi belirlenmis ve deney gruplarina ait sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.

0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM ve 3 uM konsantrasyonlarinda GS-967 nin MDA-MB-231
hiicrelerine 24. saat siireyle uygulandiginda, hiicre sayilar {izerinde anlamli bir fark (P>0,05)
goriilmezken, 5 uM ve flzeri konsantrasyonlarda GS-967 uygulanan hiicrelerde azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerine 48 saat siire ile GS-967
uygulamasi 1ile hiicre proliferasyonu {iizerindeki anlamli (P<0,05) azalmanin 1 pM

konsantrasyonundan basladig1 izlenmektedir (Sekil 4.5).
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~ MDA-MB-231 Hucreleri
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Sekil 4.5 GS-967 nin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna
normoksi kosullarinda etkisi (*P<0,05)

GS-967’nin diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonu {iizerindeki etkileri Sekil
4.6°da gosterilmistir. Deneyden elde edilen veriler degerlendirildiginde, normoksi kosullarinda
kontrol grubu ile DMSO grubu hiicre proliferasyonlar1 arasinda bir fark bulunmadigi, farkli
konsantrasyonlarda uygulanan GS-967°nin de hiicre proliferasyonlar1 tizerindeki etkisinin
MDA-MB-231 hiicrelerininkine benzer oldugu saptanmistir. 1 pM, 3 uM, 5 uM, 10 uM, 15
uM ve 30 uM konsantrasyonlarindaki GS-967, MCF-7 hiicre proliferasyonunu inhibe etmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.6 GS-967 nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonuna normoksi
kosullarinda etkisi (* P<0.05)
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4.2.1.3 Koloni Olusumu

Normoksi ortaminda ELE ve GS-967'nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni
yiizdeleri iizerindeki etkileri Tablo 4.1°de ve grafikleri Sekil 4.7°de verilmistir. Yiiksek
metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerine 48 saat siire ile 600 nM TTX,
0,5 uM ve 1 uM ELE ile 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967 uygulanmasi sonras1 14. giinde MDA-
MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin olusturdugu koloniler-Sekil 4.8’de gosterilmistir. MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni sayist TTX ile azalmis olup, bu azalmanin istatistik
bakimdan anlamli (P<0.05) oldugu, hiicre proliferasyonunu etkilemeyen ELE ve GS-967
konsantrasyonlarinin ise, normoksi ortaminda her iki hiicre hattinin koloni olusum kapasitesi

iizerinde herhangi bir etki gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 4.1 ELE ve GS-967’nin hiicrelerin normoksi kosullarinda koloni yiizdesi tizerindeki
etkisi (* P<0.05)

Koloni Yiizdesi (%)
Deney Gruplar
Kontrol TTX GS-967 GS-967 ELE ELE
Hiicreler 600 nM 0,05 pM 0,1 pM 0,5 pM 1pM
MDA-MB-231 100 55,3+0,1* | 92.5+0.1 | 93.1+0,08 | 94,2+0.03 | 93.0+0,03
MCF-7 100 66,3 £0,1* | 96,2+0,04 | 96.8+0.,08 97.2+0.1 95,2+0,08
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Sekil 4.7 ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni olusumuna etkileri
(Diiz: MDA-MB-231, desenli: MCF-7) (* P<0.05)
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A) B) ‘ C)

D)

Sekil 4.8 Normoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni pleyti (A) Kontrol,
B) 0,5 uM ELE, C) 0,05 uM GS-967, D) TTX, E) 1 uM, F) 0,1 GS-967

4.2.2 Hipoksi Kosullar

4221ELE

%2 O2 olan hipoksi kosullar1 altinda ELE’nin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonlarina
etkisi Sekil 4.9’daki grafikte verilmistir. Sekilde goriildiigi gibi, hipoksik kosullarda MDA-
MB-231 hiicrelerinin proliferasyonlari kontrol ve DMSO gruplarinda benzerlik gostermektedir.
24 saat stireyle 0,5 uM, 1 uM, 2 uM ve 5 pM ELE uygulanan deney gruplarimin hiicre
proliferasyonlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda konsantrasyon artisina bagli olarak hafif
bir azalma gosterse de istatistiksel bakimdan anlaml bir fark (P>0,05) saptanmamustir. Ancak
48 saat siire ile ELE’ye maruz kalan hiicrelerin hiicre proliferasyonlarinda 2 uM’dan itibaren
anlamli bir azalma gériilmeye baglandigi izlenmektedir. Hem 24 saat hem de 48 saat siireyle 10
uM, 15 uM, 20 uM ve 50 uM ELE konsantrasyonlari kontrol grubuna kiyasla hiicre
proliferasyonunda anlamli (P<0,05) bir azalma meydana getirmistir (Sekil 4.9). 50 uM ELE ile
MDA-MB-231 hiicrelerinde bu azalma 48. saatte % 35’e kadar ulasmistir.
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Sekil 4.9 Hipoksi kosullarinda ELE’nin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin hiicre proliferasyonlart kontrol grubu ile DMSO
grubunda paralellik gostermektedir. Hipoksi kosullarinda 0,5 pM ve 1 uM ELE uygulanmasi
sonucu MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlari tizerinde bir etki goriilmezken, daha yiiksek ELE
konsantrasyonlarinda, konsantrasyon artisina bagl olarak artan bir inhibisyon goriilmiis ve
istatiksel bakimdan da 2 uM’dan itibaren kontrol grubuna kiyasla anlamli (P<0.05) bir azalma

meydana gelmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Hipoksi kosullarinda ELE nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi
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4.2.2.2 GS-967

GS-967’nin hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi Sekil
4.11’de gosterilmistir. Coziici DMSO, hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin
proliferasyonu tizerinde anlamli bir etki gostermemistir. 0,01 uM, 0,05 uM ve 0,1 uM GS-
967’ nin MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna kontrol grubuna kiyasla anlamli bir etkisi
saptanmamigtir (P>0,05). Hem 24 hem de 48. saat siireyle uygulanan GS-967 0,5 uM’dan
itibaren hiicre proliferasyonu iizerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu goriilmektedir. (Sekil

4.11). Bu inhibisyon, 30 uM GS-967 ile metastatik hiicrelerde % 40’a ulasmaktadir.

1,2 - MDA-MB-231 hiicreleri

@ 024 O48
g 1
-
§ T s Vi A ££ o * %
(&}
S i i * %
< 0,8 J_EEE I':I-E % % . %
é‘ IE - * %
= 0,6 | EE EE-:E
oS
)
Q
204 |
©
€
o
> 0,2
0 1 E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
Kontrol DMSO 0,01 0,05 0,1 0,5 1 3 5 10 15 30

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.11 Hipoksi kosullarinda GS-967 nin MDA-MB-231 hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi

GS-967’nin hipoksi kosullarinda MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkilerine bakildiginda, DMSO
grubunun kontrol grubu ile paralellik gosterdigi, ancak, 0,5 uM, 1 uM, 3 p, 5 uM, 10 uM 15
uM ve 30 uM GS-967 konsantrasyonlarinin kontrol grubuna kiyasla hem 24, hem de 48. saatte
hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde azalttigi goriilmiistiir (Sekil 4.12). Daha diisiik olan
0,01 uM, 0,05 uM ve 0,1 uM GS967’nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonu tizerinde anlaml

bir etkisi saptanmamuistir.
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1,2 ~ MCF-7 hiicreleri m24 m48
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Sekil 4.12 Hipoksi kosullarinda GS-967 nin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi

4.2.2.3 Koloni Olusumu

Hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerine 48 saat siireyle, TTX, 0,5 uM ve 1
uM ELE ile 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967 uygulanmasi sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.2
de MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin olusturdugu kolonilerin yiizdeleri Sekil 4.13’te,
koloni goriintimleri de Sekil 4.14’te verilmistir. Tablo ve Sekiller incelendiginde hipoksik
kosullarda TTX’in, kontrole kiyasla koloni sayisin1 yaklagik %50 oraninda anlamli olarak
(P<0.05) azaltmistir. Hiicre proliferasyonunu etkilemeyen ELE ve GS-967 konsantrasyonlari

ise, her iki hiicre hattinin koloni sayisi {izerinde bir etki géstermemistir.
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Tablo 4.2 Hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967’nin hiicrelerin koloni yiizdesi tizerindeki
etkisi (* P<0.05)

Koloni Yiizdesi (%)
Deney Gruplar
Kontrol TTX GS-967 GS-967 ELE ELE
Hiicreler 600 nM 0,05 pM 0,1 pM 0,5 M 1 pM
MDA-MB-231 100 51.40,1* | 96,7+0.1 | 95.1x0.1 | 992+02 | 96,8+0.1
MCF-7 100 62,6 £0.1* | 97.8+0.04 96,1+0.1 98.5+0.1 99,2+0.1
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Sekil 4.13 Hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin

koloni sayisina etkisi
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A)

D)

Sekil 4.14 Hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni pleyti (A) Kontrol, B) 0,5
uM ELE, C) 0,05 uM GS-967, D) TTX, E) 1 uM, F) 0,1 GS-967

4.2.3 Proliferatif 6zelliklerin Degerlendirilmesi

ELE’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisi
degerlendirildiginde normoksi kosullarinda 5 pM’dan, hipoksi kosullarinda ise, 10 pM’dan
itibaren inhibisyon meydana getirdigi tesbit edilmistir (Sekil 4.15). Diger antiaritmik ajan GS-
967 ise, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunu normoksi kosullarinda 1 uM’dan itibaren
hipokside ise, 0,5 uM’dan itibaren inhibe etmektedir. (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15 Normoksi ve hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicre
proliferasyonuna ELE nin etkisi
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12 . MDA-MB-231 hicreleri
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Sekil 4.16 Normoksi ve hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicre

proliferasyonuna GS-967’nin etkisi

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu ELE, her iki ortam kosulunda da 2
uM’dan itibaren, GS-967 ise, normokside 1 uM’dan, hipoksi kosullarinda 0,5 uM’dan itibaren

inhibe etmektedir.

Hiicrelerin proliferasyon yetenekleri ile ilgili olan ve tek bir hiicrenin hayatta kalip cogalabilme
yetenegini gosteren koloni olusturma deneyi verilerine gére hem normoksi hem de hipoksi
kosullarinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin koloni sayilart TTX grubunda anlamli

(P<0,05) bir azalma gosterirken, ELE

ve GS-967‘nin proliferasyonu etkilemeyen

konsantrasyonlarinda anlamli bir etki saptanmamugtir (P>0,05) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 MDA-MB-231 hiicrelerinin normoksi ve hipoksi kosullarinda koloni
sayilarmna etkisi (diiz renk normoksi, desenli hipoksi) (* P<0,05)
4.3 Metastatik Potansiyelin Degerlendirilmesi
Hiicrelerin metastaz yapabilmelerine yol agan migrasyon (lateral hareket=motilite) ve invazyon
(transvers hareket) adimlari iizerine ELE ve GS-967’nin etkisi, hem yiiksek metastatik MDA -
MB-231 hem de diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlarina etki etmeyen
konsantrasyonlarda yiiriitiilmiistiir.

4.3.1 Normoksi Kosullar:

4.3.1.1 Migrasyon

ELE ve GS-967’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin motilitelerine olan etkisi
motilite indeksi ve motilite degisim yiizdesi olarak Tablo 4.3 ve Sekil 4.18 ile Sekil 4.19°de
verilmistir. Kontrol grubunda motilite indeksi 24. saat i¢in 0,34+0,01, 48. saat i¢in 0,71+0,01
olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan VGSC blokeri TTX i¢in ise, motilite
indeksi 24. saatte 0,22+0,01, 48. saat i¢in ise, 0,40 + 0,01 olarak tespit edilmistir. TTX, kontrol
grubuna oranla hiicrelerin lateral hareketini 24 ve 48. saatte sirastyla %33,3 ve %43,6 oraninda
anlamli (P <0.05) olarak azaltmistir. 24. saatte 0,5 uM ve 1 uM ELE igin motilite indeksi de
sirastyla, 0,30+0,01, 0,28+0,01, 48. saat i¢in 0,61+0,02 0,57+0,010larak hesaplanmustir.
Yapilan istatistik degerlendirmelere gore, 0,5 uM ve 1 uM ELE uygulanmasi sonucu hiicrelerin
lateral hareketlerinin kontrol grubuna oranla 24. saatte %12,2 ve %17,6, 48 saatte ise, %14,3
ve %19,8 oraninda azaldigi tespit edilmistir. GS-967 igin ise, 0,05 uM ve 0,1 uM
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konsantrasyonlarinin MDA-MB-231 hiicrelerinin 24. saatte motilite indeksi sirasiyla 0,27+0,01
ve 0,26+0,01, 48. saatte 0,57+0,02 ve 0,53+0,01 olarak hesaplanmistir. 0,05 uM ve 0,1 uM
GS-967 konsantrasyonlar1 24. saatte hiicreler iizerinde sirasiyla %19,3 ve %22,4 oraninda
azalma (P<0,05) meydana getirirken 48. saatte bu oranlar %20,9 ve %26,4 olarak saptanmistir
(Sekil 4.19).

Tablo 4.3 ELE ve GS-967 nin normoksi kosullarinda MDA-MB-23 1 hiicrelerindeki
motilite indeksi ve motilite degisimi (%) (* P<0.05)

Mootilite Indeksi Motilite Degisim (%)
Deney Gruplart | 24, Saat 48. Saat | 24. Saat 48. Saat

Kontrol 0,34+0,01  0,71£0,01

DMSO 0,33+0,01  0,730,01 2,41 2,31
TTX 600 nM 0,22+0,01 040+0,01 | 333|*  43,6/*
ELE 0,5 pM 030+0,01  0,61£0,02 | 12.2*  14,3*
ELE 1 pM 0,28+0,01  0,57+0,01 17,60*  19,8]*

GS-967 0,05 uM | 0,27+0,01  0,57+0,02 19.3|*  209]*
GS-967 0,1 pM 0,26+0,01  0,53+£0,01 2241* 264|*
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Sekil 4.18 ELE’nin normoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin
migrasyonuna etkisi
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Sekil 4.19 GS-967’nin normoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin
migrasyonuna etkisi

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin motiliteleri tizerine ELE ve GS-967’nin etkisi motilite
degisim indeksi ve motilite yiizdesi olarak Tablo 4.4, Sekil 4.20 ve 4.21°de verilmistir. Kontrol
grubunun motilite indeksi 24. ve 48. saatte sirasiyla 0,36+0,01 ve 0,70+0,04 TTX i¢in ise, bu
oranlar sirastyla 0,23+0,01 ve 0,40+0,01 olarak saptanmistir. TTX 24. saatte kontrole kiyasla
%32,8, 48. saatte %42, 6 oraninda motiliteyi azalttig1 (P<0,05) goriilmiistiir. ELE 0,5 pM ve 1
uM igin motilite indeksi 24. saatte sirastyla 0,23+0,01 ve 0,33+0,01, 48. saatte ise,0,66+0,01
ve 0,65+0,01 olarak hesaplanmistir. ELE 0,5 uM ve 1 uM’in MCF- 7 hiicrelerinin motilitesini
azaltmakla birlikte bu azalmanin istatiksel olarak anlamli (P>0,05) olmadig1 gortilmiistiir. 0,05
uM ve 0,1 uM GS-967 ise 24. saatte motilite indeksi 0,31+0,01, 0,28+0,01, 48. saatte 0,57+0,01
ve 0,56+0,01°dir. 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967 konsantrasyonlarinin etkisi 24. Saatte hiicreler
iizerinde sirasiyla %12 ve %18,8 olmakla birlikte 48. saatte bu oranlar %22,1 ve %20,7 olarak
hesaplanmis ve elde edilen bu degerlerin istatiksel olarak anlamli (P<0,05) oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 4.4 ELE ve GS-967’nin normoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerindeki motilite indeksi
motilite degisimi (%) (* P<0.05)

Motilite indeksi Motilite Degisim (%)
Deney Gruplar1 | 24, Saat 48. Saat | 24. Saat 48. Saat
Kontrol 0,36+0,01 0,70+0,04
DMSO 0,34+0,02 0,69+0,07 1,6 1,6
TTX 600 nM 0,23+0,01 0,40+0,01 32,8|%  42,6*
ELE 0,5 pM 0,33+0,01 0,66+0,01 6,25] 6,8
ELE 1 pM 0,34+0,01 0,65+0,01 53] 10,0
GS-967 0,05 pM 0,31+0,01 0,57+0,01 12,00*  188]*
GS-967 0,1 pM 0,28+0,01 0,56+0,01 22.11%  20,7)*
0,8 r
0,7 O—— I I
! —3 —
0,6 |
3
% 05 |
g ; :
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o ;----=====::::::2:::::::::::::::3
=03 r
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Konsanstrasyon (uM)

Sekil 4.20 ELE’nin normoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerinin migrasyonuna etkisi
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Sekil 4.21 GS-967°nin normoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerinin migrasyonuna etkisi

4.3.1.2 invazyon

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin transvers migrasyonu lizerinde ELE ve GS-967’nin
etkisi, hiicrelerin bazal membrandan invaze olma kapasiteleri boyden chamber yontemiyle
degerlendirilmis ve Sekil 4.22°de hiicrelerin goriintiileri, migrasyon yapan hiicre sayisi yiizdesi
Sekil 4.23°de verilmistir.

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerine sodyum kanal blokeri olan TTX uygulapmasi
ile, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonu kontrole grubuna oranla %32,5 azalmis olup,
istatistik bakimdan da anlamli (P<0,05) oldugu belirlenmistir. 0,5 uM ve 1 uM ELE, hiicrelerin
invazyonunu sirasiyla %14,5 ve %16 oraninda anlamli olarak (P<0.05) azaltmigtir. 0,05 uM ve
0,1 uM konsantrasyonlarindaki GS-967 ise hiicrelerin invazyonunu anlamli olarak (P<0.05)

strastyla %19,1 ve %20 oraninda azalttig1 saptanmistir.
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Sekil 4.22 ELE ve GS-967 uygulamasi sonucu normoksi kosullarda invazive olan MDA-MB-231
hiicrelerinin goriintiisii

Sekil 4.23’te gosterildigi gibi, MCF-7 hiicrelerine TTX uygulanmasi sonucu invaze olan hiicre
yiizdesi kontrole kiyasla istatiksel olarak anlamli sekilde %19 azalmisken, 0,5 uM ve 1 uM
konsantrasyondaki ELE anlamli bir inhibisyon meydana getirmemistir. 0,05 uM GS-967 ise
anlaml1 bir azalma gostermemekle birlikte, MCF-7 hiicrelerinde sadece 0,1 uM GS-967 hiicre
invazyonunda %15,5 oraninda istatiksel olarak anlamli (P<0.05) bir inhibisyona neden

olmustur.
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G5-967 ELE
100
I * * [ —
* * — *
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GO¢ Eden Huicre Yuzdesi (%)

Kontrol 0,05 0,1 0,5 1

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.23 ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin invazyonuna
normoksi kosullarinda etkisi (diiz: MDA-MB-231, desenli: MCF-7) (*P<0,05)
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4.3.2 Hipoksi Kosullar

4.3.2.1 Migrasyon

Hipoksik kosullarda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231 hiicrelerinin motilitelerine olan etkisi
motilite indeksi ve motilite yiizdesi olarak Tablo 4.5 ve Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’de verilmistir.
Kontrol grubunda motilite indeksi 24. saat i¢in 0,30+0,01, 48. saat i¢in 0,55+0,01 olarak
belirlenmistir. DMSO’nun 24. saat ve 48. saat motilite indeksi sirastyla 0,30+,02 ve 0,54+0,01
olarak goriilmiisken, hiicrelerin motiliteleri lizerinde anlamli etkisi olmamustir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan VGSC blokeri TTX i¢in ise motilite indeksi 24. saatte 0,21+0,01, 48. saat i¢in
0,32 £ 0,01 olarak tespit edilmistir. TTX, kontrol grubuna oranla hiicrelerin lateral hareketini
24 ve 48. saatte sirasiyla %30 ve %42,4 oraninda anlamli (P <0.05) olarak azaltmistir. 24. saatte
0,5 uM ve 1 uM ELE i¢in motilite indeksi de sirasiyla, 0,23+0,01 ve 0,22+0,01, 48. saat i¢cin
0,42+0,02 ile 0,37+0,01 olarak hesaplanmustir. Yapilan istatistik degerlendirmelere gore, 0,5
uM ve 1 uM ELE uygulanmasi sonucu hiicrelerin lateral hareketlerinin kontrol grubuna oranla
24. saatte %22, 6 ve %27,7, 48 saatte ise, %23,9 ve %33,3 oraninda azaldig1 tespit edilmistir.
GS-967 konsantrasyonlari (0,05 uM ve 0,1 uM) 24. saatte motilite indeksi sirasiyla 0,22+0,01
ve 0,20+0,01, 48. saatte 0,38+0,01 ve 0,32+0,01 olarak hesaplanmistir. 0,05 uM ve 0,1 uM
GS-967 konsantrasyonlar1 24. saatte hiicreler lizerinde sirasiyla %27,2 ve %32,4 oraninda

azaltma meydana getirirken 48. saatte bu %30, ve %42,1 oranlarina kadar ¢ikmustir.

Tablo 4.5 ELE ve GS-967’nin hipokside MDA-MB-23 1 hiicrelerindeki motilite indeksi ve
motilite degisimi (%)

Motilite Indeksi Motilite Degisim (%)

Deney Gruplar1 | 24, Saat 48. Saat | 24. Saat 48. Saat
Kontrol 0,30+0,01 0,55+0,01
DMSO 0,30+0,02 0,5420,01 1,21 1,71
TTX 600 nM 0,21£0,01 0,32+0,01 30 * 42,4|*
ELE 0,5 pM 0,23£0,01 0,42+0,01 22,61*  23,9]*
ELE 1 pM 0,22+0,01 0,37£0,01 27,71%  33,3]*
GS-967 0,05 uM | 0,22:+0,01 0,38+0,01 2720%  30,70*
GS-967 0,1 pM 0,20+0,01 0,32+0,01 3241%  42,1]%
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Motilite indeksi (Mol)
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Sekil 4.24 ELE’nin hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonuna

etkisi
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Sekil 4.25 GS-967°nin MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonuna etkisi

Ajanlarm hipoksik kosullarinda diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin motilitelerine olan etkisi
motilite indeksi ve motilite yilizdesi olarak Tablo 4.6 ve Sekil 4.25 ve Sekil 4.26°da verilmistir.
Kontrol grubunda motilite indeksi 24. saat 0,35+0,01, 48. saat 0,58+0,01, Negatif kontrol
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DMSO igin ise bu degerler sirasiyla 0,34+ 0,01 ve 0,57+ 0,01 olarak belirlenmis olup istatiksel
olarak (P>0,05) anlamli bulunmamistir. Pozitif kontrol TTX i¢in ise motilite indeksi 24. saatte
0,26 +0,01, 48. saat i¢in 0,35+0,01 olarak tespit edilmistir. TTX, kontrol grubuna oranla
hiicrelerin lateral hareketini 24 ve 48. saatte sirasiyla %29,9 ve %39,4 oraninda anlamh (P
<0.05) olarak azaltmstir. 24. saatte 0,5 uM ve 1 uM ELE i¢in motilite indeksi de sirasiyla, 0,31
+0,01, 0,29+0,01, 48. saat i¢in 0,49+0,02 ve 0,47+0,010larak saptanmistir. Yapilan istatistik
degerlendirmelere gore, 0,5 uM ELE hiicreler iizerinde 24. saatte anlamli bir etkiye neden
olmayip 48. saatte %15,8 oraninda anlamli olarak motilitede azaltma meydana getirmistir. 1
uM ELE uygulanmasi sonucu hiicrelerin lateral hareketlerinin kontrol grubuna kiyasla 24.
saatte %17,1, 48 saatte ise, 20,1 oraninda motiliteyi azalttig: tespit edilmistir. GS-967 igin ise
0,05 uM ve 0,1 uM konsantrasyonlarinin 24. saatte motilite indeksi sirastyla 0,28+0,01 ve
0,27+0,01, 48. saatte 0,45+0,02 ve 0,45+0,01 olarak hesaplanmistir. 0,05 uM ve 0,1 uM GS-
967 konsantrasyonlar1 24. saatte hiicreler lizerinde sirasiyla %20,2 ve %25,5 oraninda azaltma

meydana getirirken 48. saatte bu oranlar %22,9 ve %23,9 olarak saptanmustir.

Tablo 4.6 ELE ve GS-967’nin hipoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerindeki motilite indeksi ve
motilite degisimi (%)

Motilite indeksi Motilite Degisim (%)
Deney Gruplart | 24, Saat 48. Saat | 24. Saat 48. Saat
Kontrol 0,35+0,02 0,58+0,01
DMSO 0,34+0,01 0,57+0,01 3,310 342
TTX 600 nM 0,26+0,01 0,35+0,01 2090*%  39,4|*
ELE 0,5 pM 0,31+0,01 0,49:+0,01 14,4] 15,8*
ELE 1 pM 0,29+0,01 0,47+0,01 17,11%  20,1]*
GS-967 0,05 pM 0,28+0,01 0,45:+0,02 2020*%  22,9]*
GS-967 0,1 uM 0,27+0,01 0,45+0,01 23,50%  23,9]*
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Sekil 4.26 ELE nin hipoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerinin
migrasyonuna etkisi
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Sekil 4.27 GS-967’nin hipoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerinin migrasyonuna
etkisi

82



4.3.2.2 invazyon
Hipoksi kosullarinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin transvers migrasyonu iizerinde
ELE ve GS-967’nin etkisini degerlendirmek iizere, bazal membrandan invaze olan hiicreler

Sekil 4.27°de, invaze olan hiicre ylizdesi Sekil 4.28’de verilmistir.

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerine TTX uygulanmasi, hiicrelerin invazyonunu
kontrol grubuna kiyasla %34,5 oraninda anlamli olarak (P<0,05) azaltmistir. 0,5 uM ve 1 uM
ELE uygulanmasi sonucu hiicrelerin invazyonu sirasiyla %17,9 ve %24,1 oraninda anlamli
olarak azaltmistir. Diger farmakolojik ajan olan GS-967°nin 0,05 uM ve 0,1 uM
konsantrasyonlar1 da invazyonu sirasiyla %25,7 ve %29 oraninda anlamli olarak (P<0.05)

inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28 Hipoksi kosullarda ELE ve GS-967 uygulanmasi sonucu invaze olan MDA-MB-
231 hiicreleri.

Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerine hipoksik ortamda TTX uygulanmast hiicrelerin transvers
hareketini istatiksel olarak %21,6 oraninda inhibisyon (P<0,05) meydana getirdigi saptanmistir.
0,5 uM ve 1 uM ELE uygulanmasi MCF-7 hiicrelerinin invazyonunda anlamli bir etkiye neden
olmazken, 0,05 uM ve 0,1 uM GS-967 konsantrasyonlar1 hiicrelerin invazyonunda, sirasiyla
%15,5 ve %18 oraninda istatiksel bakimdan anlamli (P<0,05) bir azalmaya neden olmustur
(Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin
invazyonuna etkisi (diiz: MDA-MB-231, desenli: MCF-7) (*P<0,05)

4.4 Molekiiler Analizler
4.4.1 Normoksi Kosullar:

4.4.1.1 immiinoblotlama
Yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinde Nav 1.5 proteinin

miktarmin belirlenmesi ve ajanlarin bu protein miktarina olan etkilerinin gézlemlenebilmesi
icin immiinoblotlama yontemi kullanilmigtir. Referans gen (Housekeeping) olarak B-actin
kullanilmugtir. Istatiksel hesaplamalar her grubun Nav 1.5 ve B-actin bant profiline gore
yapilmigtir. ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde Nav 1.5 protein
miktarina etkisi i¢in sekil 4.30’da gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde TTX, 1 uM ELE
ve 0,1 uM GS-967 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla Nav 1.5 protein miktarinin anlaml
(P<0,05) olarak azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.30 Normoksi kosullarinda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerindeki Nav 1.5 proteinine etkisi ve bant goriintiileri (A) MDA-MB-231, (B)
MCF-7 (diiz: MDA-MB-231, desenli: MCF-7) (* P<0,05)
MCF-7 hiicrelerinde ise, sadece 0,1 uM GS-967’nin kontrole grubuna kiyasla Nav 1.5

proteininde anlamli (P<0,05) bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30).

4.4.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Farmakolojik ajanlarin, hiicrelerin Nav 1.5 protein iiretiminden sorumlu olan SCNAS geninin
mRNA miktarina normoksi kosullarindaki etkileri qRT-PCR ile degerlendirilmistir.
Housekeeping gen olarak B-actin kullanilmistir. TTX, ELE ve GS-967 deney gruplarinin cq
degerleri, kontrol grubunun cq degerlerine gére normalize edilmistir. ELE ve GS-967’nin
yiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerindeki SCNAS ifadesine etkisi Sekil 4.31°de
gosterilmistir. TTX grubu kontrole kiyasla SCNAS5 mRNA seviyesinde yaklasik %50 civarinda
azalmaya neden olmustur. ELE grubuna bakildiginda, 1 uM ELE’nin kontrol grubuna gore
mRNA seviyesinde %20 oraninda azalmaya neden oldugu goriilmistiir. 0,1uM GS-967 ise
SCNASA mRNA seviyesini %26 oraninda azaltmistir.
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Sekil 4.31 Normoksi kosullarinda ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 hiicrelerindeki SCNAS
ifadesine etkisi (* P<0,05).

4.4.2 Hipoksi Kosullar:

4.4.2.1 immiinoblotlama

Hipoksi ortaminda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin ifade ettigi Nav 1.5 protein
miktarlar1 referans gen B-actin kullanilarak, immiinoblotlama yontemi ile saptanmistir. Her
grubun Nav 1.5 ve B-actin bant profiline gore yapilan istatistik degerlendirmeler sonucu MDA-

MB-231 ve MCF-7 hiicrelerindeki Nav 1.5 protein miktarlari Sekil 4.32°de verilmistir.

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin Nav 1.5 protein miktarinda hem sodyum kanal
blokeri TTX, hem de kullanilan farmakolojik ajanlardan 1 uM ELE ile 0,05 uM ve 0,1 uM GS-
967 azalmaya neden olurken, 0,5 uM ELE herhangi bir etki gostermemistir.
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Sekil 4.32 Hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967°’nin MDA-MB-231 ve MCF-7
hiicrelerindeki Nav 1.5 proteinine etkisi ve bant goriintiileri (A) MDA-MB-231, (B) MCF-7
(diiz: MDA-MB-231, desenli: MCF-7) (* P<0,05)
Hipoksi kosullarda diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin Nav 1.5 ifadesi iizerine iki ajanin
etkisi incelendiginde, deney gruplarindan sadece 0,1 uM GS-967’nin kontrol grubuna kiyasla

anlamli (P<0,05) bir azalmaya sebep oldugu belirlenmektedir.

4.4.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ELE ve GS-967’nin hipoksik kosullardaki MDA-MB-231 hiicrelerindeki SCNAS5 ifadesine
etkisi Sekil 4.33’te gosterilmistir. TTX, MDA-MB-231 hiicrelerinin SCNA5 mRNA seviyesi
tizerinde kontrol grubuna kiyasla, yaklasik %60°’a yakin bir azalmaya neden olmustur. 0,5 pM
ELE anlaml1 bir etki gostermezken, 1uM ELE ise, kontrole gore yaklasik %34 oraninda mRNA
seviyesinde azalmaya neden olmustur. GS-967’nin etkisine bakildiginda, 0,05 uM GS-967’nin
SCNA5A mRNA seviyesini %30 oraninda 0,1uM GS-967’nin ise %45 oraninda anlamli
(P<0,05) olarak azalttig1 saptanmustir.
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Sekil 4.33 Hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 hiicrelerindeki SCNAS
ifadesine etkisi (*P<0,05).

4.5 Metastatik Potansiyelin Degerlendirmesi

Calismada kullanilan farmakolojik ajanlar ELE ve GS-967nin hem normoksi hem de hipoksi
kosullarinda yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonuna etkisi Sekil 4.34’te
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, her iki kosulda da ¢oziicii olarak kullanilan
DMSO’nun hiicrelerin lateral hareketi/motilitesi iizerinde etki gostermedigi, sodyum kanal
blokeri olan TTX’in ise, olusturdugu inhibisyonun benzer oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Hipoksik kosullarda ELE, normoksiye oranla %10-14 GS-967 ise, %10-16 oraninda MDA-

MB-231 hiicrelerinin motilitesini daha fazla inhibe etmistir.
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Sekil 4.34 Normoksi ve hipoksik kosullarda ELE ve GS-967’nin MDA-MB-
231 hiicrelerinin motilitesine etkileri (diiz renk normoksi, desenli hipoksi
kosullart) (*P<0,05)
Diistik metastatik MCF-7 hiicrelerinin motilitesi {izerinde normoksi kosullarinda ELE anlaml1
bir etki gostermezken, hipoksi kosullarinda her iki farmakolojik ajanin da hiicrelerin

motilitesini inhibe ettigi ancak, bu inhibisyonun MDA-MB-231 hiicrelerindeki kadar yiiksek

olmadig1 izlenmistir.

Hiicrelerin metastatik potansiyelinde etkili diger faktor hiicre invazyonu iizerine ELE ve GS-
967 ajanlarinin normoksi ve hipoksik kosullarda MDA-MB-231 hiicrelerindeki #a etkileri Sekil
4.35’te verilmistir. Sodyum kanal blokeri TTX’in yanmi sira, ELE ve GS-967 normoksi ve
hipoksik kosullarda kontrol grubuna kiyasla hiicre invazyonunu inhibe etmistir. Hiicrelerin
lateral hareketinde oldugu gibi, invazyonunda da hipoksik kosullarda bu inhibisyonun daha

yiiksek oldugu saptanmuistir.
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Sekil 4.35 Normoksi ve hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231
hiicrelerinin invazyonuna (Diiz renk normoksi, desenli hipoksi) (¥*P<0,05).

Kontrol

MCEF-7 hiicrelerinde TTX hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda hiicrelerin invazyonunu
inhibe ederken, ELE, her iki ortamda da etki gostermemistir. GS-967 uygulamasi ise, yliksek

oranda olmamakla birlikte hipoksi kosullarinda daha etkili bir inhibisyon meydana getirmistir.

4.6 Molekiiler Degerlendirme

Yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde Nav 1.5 protein miktarina ELE ve GS-967’nin
normoksi ve hipoksi kosullarindaki etkisi Sekil 4.36°da gosterilmistir. TTX grubu normoksi ve
hipoksi kosullarinda kontrol grubuna kiyasla Nav 1.5 protein miktarinda anlamli (P>0,05) bir
azalmaya neden olmustur. Hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda etki gosteren TTX
grubu, hipokside normoksiye gore protein miktarinda %5 daha fazla inhibe edici etki
gostermistir. 0,5 uM ELE normoksi ve hipoksi kosullarinda hiicrelerin Nav 1.5 protein
miktarina anlamli bir etki gostermemigken 1 uM ELE, her iki ortamda da %13-15 miktarinda

inhibisyon meydana getirmistir.

GS-967°nin MDA-MB-231 Nav 1.5 protein seviyelerine etkisine bakildiginda, normoksi
kosullarinda 0,05 pM anlamli bir etki gostermezken, 0,1 puM %20 oraninda anlamli (P>0,05)
bir azaliga neden olmustur. Hipoksi kosullarinda ise her iki konsantrasyonda kontrole kiyasla
Nav 1.5 protein miktarinda anlamli azalis meydana getirmistir. Protein azalma miktarlar1 0,05

uM igin %13, 0,1 uM GS-967 igin ise %28 olarak saptanmustir.
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Sekil 2.36 Normoksi ve hipoksi kosullarinda ELE ve GS-967 nin MDA-MB-231
hiicrelerinin Nav 1.5 protein miktarina etkisi (diiz renk normoksi, desenli hipoksi)
(*P<0,05)
Iki farkli ortamda diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin Nav 1.5 protein miktaripa iizerinde
TTX ve ELE etki gostermezken, sadece 0,1 uM GS-967’nin yiiksek oranda olmamakla beraber,

bir inhibisyon meydana getirdigi saptanmistir.

Diisiik metastatik/invaziv MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha fazla SCNAS ekspresyona sahip
oldugu bilinen yiiksek metastatik/invaziv MDA-MB-231 hiicrelerine normoksi ve hipoksi
kosullarinda ELE ve GS-967 uygulanmasi sonucu hiicrelerin SCNAS ekspresyonlar1 Sekil
4.37°de verilmistir. TTX her iki ortam kosulunda da gen ifadesi iizerinde inhibisyon (%52-57)
meydana getirirken, 1 uM ELE’nin hem normoksi hem de hipoksi kosulda MDA-MB-231
hiicrelerinin SCNAS ifadesini baskiladigr ve bunun hipoksik ortamda daha yiiksek oranda
(%34) oldugu saptanmistir. Diger ajan GS-967 nin 0,05 uM konsantrasyonu sadece hipoksik
ortamda hiicrelerin SCNAS ifadesini %30 oraninda inhibe ederken, 0,1 uM konsantrasyondaki
GS-967 her iki ortamda da inhibisyon gostermistir. 0,1 uM GS-967 uygulamasi ile MDA-MB-
231 hiicrelerinin metastatik aktivitesine paralel, yiiksek olan SCNAS ifadesindeki inhibisyon

hipoksik ortamda %45 oranina ulagmistir.
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Sekil 4.37 Normoksi ve hipoksi ortamlarinda ELE ve GS-967°nin MDA-MB-231 hiicrelerinin
SCNAS ekspresyonuna etkisi (diiz renk normoksi, desenli hipoksi) (¥*P<0,05)
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5. TARTISMA

Meme kanseri her yil artan insidans oranlar ile diinya ¢apinda kadinlar i¢in en 6nemli halk
saglig1 sorunlarindan biridir. Erken teshis ve tani yontemleri ile Oniine gegilebilmesi son
yillarda artmis olsa bile, mortalitede kayda deger bir azalma gériilmemektedir. Ozellikle
metastaz olusumu tedaviyi zorlagtirmakta, hayat kalitesini oldukc¢a diisiirmeye devam etmekte
ve en Onemlisi de kansere bagh 6liimlerin sebebi olmaktadir (Djamgoz & Onkal, 2013; Park
v.d., 2022). Metastaz birka¢ adimdan olusan bir siirectir. Mezenkimal fenotipe gegen kanser
hiicreleri motilite kazanirlar ve boylece viicudun diger bolgelerine yayilim gostererek, metastaz
yaparlar. Bu nedenle meme kanseri metastazinin asamalarinin daha iyi anlasilmasi, meme

kanserinin yonetimi ve ilerlemesinin 6ngdriilmesi acgisindan énemlidir (Wunderle v.d., 2018,

Rhiem v.d., 2019, Kolberg v.d., 2023).

Hiicre membrani boyunca uzanan ve iyonlarin membranin bir tarafindan diger tarafina gecisine
izin veren iyon kanallari, protein yapilarinda meydana gelen konformasyonel degisiklikle agilip
kapanarak, iyonlarin ge¢isini saglarlar. Temelde sinir iletimi ve kas kasilmasi i¢in gerekli olan
hiicre membran potansiyelini diizenlemek iizere plazma membrani boyunca iyonlarin
tasinmasindan sorumlu olduklari bilinsede, yapilan ¢alismalar iyon kanallarinin fagositoz,
hiicre proliferasyonu, hiicre motilitesi ve invazivligi gibi pek ¢ok hiicresel siirecte rol aldiklari
tanimlanmistir (Pineda v.d., 2020). Sadece saglikli hiicrelerde degil ayn1 zamanda, kanser
hiicrelerinin gelisiminde ve ilerlemesinde de farkli iyon kanallarinin gorev aldig1 bilinmektedir

(Angus ve Ruben, 2019).

Iyon kanallarindan VGSC’ler aksiyon potansiyelinin baglatiimast igin gereklidir ve bu nedenle
uyarilabilir hiicrelerin karakteristik 6zelligidir. Ayrica VGSC’ler, mikroglial hiicrelerden ve
makrofajlarda bulunan ve hiicrelerin hiicre dis1 matrisi (ECM) bozmalarina ve doku mikro
ortamlarina hizla go¢ etmelerine yardimc1 olmada rol oynadiklar: diigiiniilen ¢esitli uyarilabilir
olmayan hiicre tiplerinde de bulunur. Bununla birlikte, meme, akciger, prostat, serviks, over ve
kolon kanseri gibi uyarilabilir olmayan epitelyal kanser hiicrelerinde ve insanlardan alinan
biyopsilerde farkli NaV izoformlari1 bulunmustur. Bu iyon kanallarinin kanser hiicrelerindeki
kesin mekanizmalar1 bilinmemekle birlikte, kanser hiicrelerinin, hiicre invazivligine yardimci
olmak i¢in VGSC'yi mikroglial hiicrelerine benzer bir sekilde kullanabilecekleri
diisiiniilmektedir (Kim, 2014).

Cesitli VGSC’lerin a ve B alt birimlerinin kanser hiicrelerinde normal dokuya kiyasla farkli

sekilde ifade edildigine dair artan kanitlar, bu molekiillerin malign hiicrelerin tespitinde
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molekiiler belirtecler ve daha dogru bir tedavi i¢in molekiiler hedefler olarak kullanilmasi
olasiligin1 artirmaktadir (Djamgoz ve Onkal, 2013). Daha 6nce de belirtildigi gibi, kanallarin
neonatal ve diger ek varyantlar1 kanserde tercihli olarak ifade edilir ve bu gercek, digerlerinin
yani sira meme, servikal, kolon ve mide kanseri i¢in onerildigi gibi, saghikli dokularda ifade
edilen "normal" izoformlarin islevselligini degistirmeden bu izoformlara yonelik stratejilerin

gelistirilmesine gereksinim vardir (Prevarskaya v.d., 2018).

VGSC’lerin Navl.5 izoformu meme kanseri biyopsilerinde anormal sekilde ifade edilirken,
kanserli olmayan meme dokularinda ifade edilmez. Neonatal Nav1.5 (nNav1.5) agirlikli olarak
metastatik meme kanseri hiicrelerinde ifade edilir ve ifade diizeyi lenf nodu invazyonu,
metastaz gelisimi ve hastalarin sag kaliminin azalmas ile iliskilidir (Fraser vd., 2005; Yamaci
vd., 2017). Bu formun neonatal gelisime katildig1, postnatal gelisimde ise bulunmadig: tespit

edilmistir.

Tiimorlerin en 1iyi bilinen 6zelliklerinden biri de metastatik 6zelliklerini destekleyen i¢
hipoksinin olusmasidir. Bu durum en belirgin sekilde, kanser hiicrelerin invazivliginde
meydana gelen artis1 gostermektedir. Bununla birlikte, kanser hiicresi davranisinin iyonlarla
kontrolii lizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu normoksik kosullar altinda gerceklestirilmistir.

Ozellikle hipoksi kosullarda meme kanserindeki VGSC aktivitesi pek bilinmemektedir.

Calismada antiaritmik ajanlardan ELE ve GS-967’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve
diisiikk metastatik MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonlar: iizerindeki etkileri hem normoksi hem
de hipoksi kosullarinda degerlendirilmistir. Normoksi ortaminda elde edilen sonuglara gore;
ELE, MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde 10 uM konsantrasyondan itibaren,
MCF-7 hiicrelerinde ise, 2 uM konsantrasyondan itibaren inhibisyon meydana getirmis ve artan
ELE konsantrasyonlarina paralel olarak inhibisyon oranlarinin da arttigi izlenmistir. Hipoksi
ortaminda ise, hem yiiksek metastatik MDA-MB-231, hem de diisiik metastatik MCF-7
hiicrelerinin proliferasyonlar iizerinde 2 uM ELE’nin inhibisyona neden oldugu saptanmaistir.
Diger antiaritmik ajan GS-967 nin hiicrelerin proliferasyonu tizerindeki etkilerine bakildiginda,
normoksi kosullarinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu 1 uM
konsantrasyondan itibaren inhibe ettigi goriilmektedir. Hipoksi kosulunda ise, her iki hiicre
hatt1 i¢in de proliferasyonu etkileyen konsantrasyon 0,5 uM GS-967’ye gerilemistir. Her iki
ajan ve her iki ortamda koloni olugsumu da arastirilmis ve hiicre proliferasyonunda elde

edilenlere paralel sonuglar elde edilmistir.
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Literatiirde meme kanseri lizerinde ELE ve GS-967 nin etkilerinin arastirildigi bir calismaya
rastlanmamuis olup, sadece glioblastoma tizerinde ELE ile yapilan bir ¢alisma bulunmaktadir.
Esas olarak Nav 1.1, Navl.2, Nav 1.6 VGSC’lerin yiiksek seviyede eksprese edildigi U87
glioblastoma hiicrelerine 15 uM ELE uygulanmasi sonucu hiicre proliferasyonunun inhibe
oldugu ve bu inhibisyonun normoksi kosulunda %19 iken, hipoksi kosulunda %9 olarak
saptanmistir. Caligmada U87 glioblastoma hiicrelerinde ELE'nin meydana getirdigi bu inhibe

edici etkiye VGSC aktivitesinin aracilik etmedigi sonucuna vartlmistir (Ulutiirk v.d., 2019).

ELE ve GS-967 ile benzer etkiler gosteren ve angina pektoris igin klinikte yaygin olarak
kullanilan antiaritmik ilaglardan RNL ile yapilmis birkag ¢alisma bulunmaktadir. Driffort v.d.
(2014) yaptig1 arastirmada RNL ile meme kanseri arasindaki iliskiyi in vitro ve in vivo olarak
incelemis olup, RNL’nin sitotoksik etkisini degerlendirmis ve 0,1-100 uM RNL

konsantrasyonlarinin da hiicre canlilig1 lizerinde herhangi bir etkisi olmadigini gostermistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde, 0.625 uM, 1.25 uM, 2,5 uM ve 5 uM RNL konsantrasyonlarinin
kullanildig1 bir baska bir in vitro ¢alismada, 5 pM RNL konsantrasyonunun hiicrelerin
normoksi kosullarinda 48 saat boyunca hiicre canliligi ve proliferasyonu iizerinde herhangi bir
etkisi olmadig1 ortaya konmustur. Ayrica 2.5 ve 5 uM RNL konsantrasyonunun hipoksi
kosullarinda da 48 saat boyunca MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonuna veya hiicre
canliligina higbir etkisi goriilmemistir (Qiu vd., 2022). Calismamizda, ELE’nin MDA-MB-231
hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde 10 uM’dan itibaren, GS-967’nin ise 1uM’dan itibaren
inhibe edici etki olusturmasi bu ajanlarin antiaritmik RNL’e oranla daha diislik dozlarda etkili

olabileceklerini diisiindiirmektedir.

Nav 1.5 kanalinda ELE ile benzer yerlere baglandig ileri siiriilen antiaritmik ve lokal anestezik
olarak kullanilan lidocaine (LDC) ile yaptig1 arastirmada Tran v.d., (2022) yiiksek metastatik
MDA-MB-231 meme hiicrelerine klinik doz olan 10 mM LDC uygulanmasinin hiicre
proliferasyonunu baskiladigini belirtmistir. Benzer olarak, 0,625 mM, 1.25 mM, 2,5 mM, 5 mM
ve 10mM LDC uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyonunun inhibe oldugu
gosterilmistir. Ayrica, levobupivakain, bupivakain ve ropivakain olmak tizere LDC benzeri bu
li¢ lokal anestezik de MDA-MB-231 hiicre hattinin proliferasyonunu inhibe etmenin yani sira,

sitotoksik oldugu da bildirilmistir (Chen v.s., 2021).

Hiicrelerin metastatik potansiyelinde etkili faktorlerin hiicre lateral
hareketi/migrasyon/motilitesi ile hiicre invazyonu oldugu bilinmektedir. Calismamizda hiicre

proliferasyonu tizerinde etki gdstermeyen ELE (0,5 uM ve 1 uM) ve GS-967 (0,05 uM ve 0,1
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uM) konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucunda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin

metastatik potansiyeli (motilite ve invazyon) degerlendirilmistir.

Hiicre hareketi tizerine Nav 1.5’in katkisinin degerlendirilmesinde pozitif kontrol olan TTX,
hiicrelerin motilitesi iizerinde %45 oraninda inhibisyon meydana getirmistir. 0,5 uM ve 1 uM
ELE konsantrasyonlart normoksi kosullarinda yiiksek metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinin
lateral hareketini/motilitesini %20 oraninda inhibe etmistir. Hipoksi kosullarinda ise, bu oran
%30’lara kadar yiikselmistir. Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin lateral hareketi lizerinde
normoksi kosullarinda herhangi bir etki géstermeyen ELE, hipoksi kosullarinda %20’ye yakin
bir oranda hiicrelerin migrasyonunu inhibe ettigi tesbit edilmistir. GS-967°nin hiicrelerin
motiliteleri tizerindeki etkilerine bakildiginda ise, normoksi kosullarinda MDA-MB-231
hiicrelerinin lateral hareketinde %27 oraninda inhibisyona neden olurken, hipoksi kosullarinda
bu oran %40’a ulasarak TTX’e yakin bir inhibisyon oranini olusturmustur. MCF-7
hiicrelerinin lateral hareketini normoksi kosullarinda GS-967 konsantrasyonlar1 %20 oraninda

bloke etmistir. Hipoksi kosullarinda bu oran biraz yiikselerek, %23’¢ ulagsmustir.

Her iki ortam kosulunda da sodyum kanal blokeri TTX ve farmakolojik ajanlarin MDA-MB-
231 hiicrelerinin invazyonuna etkisi incelendiginde, tiim ajanlarin invaze olan hiicre sayisinda
azalma meydana getirdigi goriilmiistiir. 600 nM olarak uygulanan TTX’in normoksi ve hipoksi
kosullarinda hiicre invazyonunu %40-45 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Hem ELE hem de
GS-967, MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonunu her iki ortam kosulunda inhibe etmekle
beraber, inhibisyon oraninin hipoksi kosullarinda %10-15 daha fazla oldugu bulunmustur.
Diisiik metastatik MCF-7 hiicrelerinin invazyonu iizerinde ELE’nin bir etkisi gozlenmezken,
uygulanan GS-967 konsantrasyonlarinin diisiik oranda hipoksi kosulunda ise, biraz daha etkili

bir inhibisyon meydana getirdigi belirlenmistir.

VGSC'lerin metastatik kanser davranisiyla en sik iligkilendirilen rolii, kanser hiicrelerinin
transvers invazyon gergeklestirme yetenegine katkilaridir ki, bir VGSC tipinin ifadesi, kanser
hiicrelerinin malignitesi ile paralel olarak invazivlik potansiyelinin artirmasidir (Roger v.d.,
2003). Sodyum kanal blokeri TTX varliginda veya diger kanal blokerleri ile VGSC’lerin bloke
edilmesi sonucu invaze olan meme kanseri hiicre sayisinin azaldigi in vitro ¢aligmalarla ortaya
konmustur (Fraser v.d., 2005; Brackenbury v.d., 2007, Brisson v.d., 2013).

Literatiirde ELE ve GS-967°nin meme kanseri veya baska bir kanser hiicresinin motilite ve
/veya invazyonu iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamis ancak, bazi

antiaritmikler ile yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir. Djamgoz ve Onkal’in (2013) MDA-MB-
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231 meme kanseri hiicreleri ile gergeklestirdigi calismada, %2 O ig¢eren hipoksi ortamina
maruz kalan hiicrelerin invazivliginin arttigi tespit edilmis, bu hiicrelere 10 uM TTX ve 300
uM RNL uygulamasinin, hiicrelerde artan invazyonu baskiladigi gosterilmistir. Anjina da
kullanilan RNL (50 uM)’nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine uygulandig1 in vitro bir
caligmada, ilacin hiicrelerin invazyonunu azaltmasinin yani sira, in vivo olarak MDA-MB-231
hiicreleri enjekte edilen farelere 50 mg/kg/giin dozda RNL uygulanmasi sonucu, meme kanserli
farelerdeki akciger kolonizasyonunu yani, metastazlart anlamli olarak azalttigi bulunmustur.
Navl.5 ekspresyonunun yiiksek oldugu bu meme kanseri hiicrelerinde VGSC’lerin RNL ile
bloke edildigi belirtilmistir (Driffort v.d., 2014). Yiksek metastatik ve Nav 1.5 ekspresyonu
yiiksek olan MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 iki meme kanseri hiicre hatti ile gergeklestirilen
in vitro ¢alismada normoksi kosullarinda 2,5 uM RNL’nin hiicre invazyonunu %30, hipoksi
kosullarinda ise, %36 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Qui v.d., 2022). Tiim bu ¢alismalar
RNL’nin Nav 1.5 ekspresyonu yliksek olan meme ve kolon kanseri hiicre hatlarinda hipoksik
kosullarda hiicre invazivligini normoksik kosullara gore daha yiiksek oranda inhibe ettigini
gostermektedir ki, caligmamizda elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki bu ¢aligmalarla paralellik

gostermektedir.

Giintimiizde antiaritmik ve lokal anestezik olarak kullanilan VGSC blokeri LDC’nin erken
meme kanseri operasyonlarinda peritiimoral bolgeye on dakika siireyle uygulandiktan sonra
opere edilmesiyle, metastatik potansiyelin azaldigi, operasyon dncesi LDC kullanmayanlara
oranla hastaliksiz sag kalim ve total sag kalimin arttig1, 5 yillik lokal niiksiin 3,4 oldugu klinik

bir ¢alisma ile yakin zamanda ortaya konmustur (Badwe v.d., 2023).

Meme ve kolon kanserinin yani sira, Nav 1.7 ekspresyonu yapan Dunning model yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicreleri ile olusturulan prostat tiimorlii Kopenhagen siganlarina sistemik
olarak RNL uygulamasiin akciger metastazlarinin sayisini1 énemli 6l¢iide azalttigi, bu anti-
metastatik etkinin primer tiimdorlerin bitylimesinde herhangi bir degisiklik olmadan meydana
geldigi ve akcigerdeki metastazlarda Nav1.7 proteini eksprese eden hiicre yiizdesini de inhibe
ettigi tesbit edilmistir (Bugan v.d., 2019).

In vitro olarak metastatik potansiyeli olusturan motilite ve invazyonun yaninda, molekiiler

analizlerle, ELE ve GS-967 nin SCNAS geni tarafindan kodlanan Nav 1.5 protein miktarina ve

SCNAS mRNA miktari lizerine etkileri ortaya konmugstur. Yiiksek metastatik MDA-MB-231

hiicrelerinin Nav 1.5 protein miktar1 tizerinde 1 uM ELE, her iki ortamda da %13-15 kadar

inhibisyon meydana getirmistir. 0,1 uM GS-967’nin normoksi kosullarinda %20 oraninda olan

inhibisyon orani, hipoksi kosullarinda artarak %28’e ulasmistir. Diisiikk metastatik MCF-7
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hiicrelerinin Nav 1.5 protein miktari izerinde diisiik oranda da olsa sadece 0,01 pM GS-967 nin

inhibe edici bir etkisi goriilmiistiir.

Sodyum kanal blokeri TTX, MDA-MB-231 hiicrelerinin SCNAS5 mRNA miktarint her iKi
ortamda %50 nin tizerinde baskilarken, 1 uM ELE’nin, her iki ortam kosulunda da hiicrelerin
SCNAS ifadesini inhibe ettigi ve inhibisyonun hipoksik ortamda daha yiiksek oranda (%34)
oldugu belirlenmistir. Diger ajan GS-967 (0,05 uM) sadece hipoksik ortamda hiicrelerin
SCNAS ifadesini %30 oraninda inhibe ederken, 0,1 uM konsantrasyondaki GS-967 her iki
ortamda da inhibisyon gostermistir. 0,1 uM GS-967 uygulamasi ile MDA-MB-231 hiicrelerinin
metastatik aktivitesine paralel olarak, yiiksek olan SCNAS ifadesindeki inhibisyon hipoksik

ortamda %45 orani ile TTX’in inhibisyon oranina yaklagmistir.

Meme kanserinde SCNAS5 geni tarafindan kodlanan Nav 1.5 protein miktart ve SCNAS5 mRNA
miktar1 lizerine ELE ve GS-967’nin MDA-MB-231 hiicrelerinde yiiksek inhibisyona sebep
olmasi, Gould ve arkadaglarinin (2018) belirttigi gibi, hiicredeki Nav 1.5 ekspresyonunun
MCF-7 hiicrelerinin  MRNA miktarindan yaklastk yedi kat daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Literatiirde ELE ve GS-967 nin meme kanseri hiicrelerinde SCNAS geni tarafindan kodlanan
Nav 1.5 protein miktar: ve SCNAS mRNA miktar tizerine etkilerini ortaya koyan bir calismaya
rastlanmamakla beraber, iyon kanal blokeri olan RNL’nin etkilerini ortaya koyan iki
arastirmaya ulasilmistir. Sprague Dawley sicanlarinda iskemi/reperfiizyon sonras1 Nav 1.5
ekspresyonu iizerinde RNL’nin roliiniin arastirildig1 bir calismada immiinoblotlama sonuglari,
Nav 1.5 protein diizeyinin %32 oraninda azaldigim tespit edilmistir (Wei v.d., 2016). Insan
kolon diiz kaslarinin uyarilabilirliginden sorumlu oldugu diisiiniilen giiclii voltaja duyarl ice
dogru bir akim oldugu ve bu akimin yiiksek Nav 1.5’ten kaynaklandigin1 gosteren ¢aligmada
RNL tedavisi ile, Na* pik akimlarinin azaldigi ve bagl olarak protein ve mRNA seviyesinin de

azaldigr saptanmistir (Neshatian v.d., 2015).

Meme kanserinin antimetastatik potansiyeli iizerine antiaritmik ELE ve GS-967 nin etkilerini
ilk kez arastiran bu ¢alismada elde edilen veriler birbirleri ile paralellik gostermekte olup,
literatiirde konu ile ilgili bagka bir yayin bulunmadigindan, kardiyolojide benzer farmakolojik
ozellige sahip olan sodyum kanal blokeri RNL’nin kanserdeki etkilerini konu eden

arastirmalarin sonuglar ile karsilagtirilmis ve uyum igerisinde oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, antiaritmik olarak sentezlenen ve VGSC’leri bloke eden bir etki mekanizmasina

sahip olan ELE ve GS-967’nin yiiksek metastatik MDA-MB-231 ile diisiik metastatik MCF-7
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meme kanseri hiicreleri iizerinde Nav 1.5 VGSC yi hedef alarak ayrintili bir sekilde ilk kez
arastirildig1 bu ¢alismada; (1) ELE ve GS-967’nin diger anti-aritmik ilaglara kiyasla Nav1.5
VGSC’yi daha diisiik dozlarda bloke ettigi (2) bu blokasyonun normoksiye oranla hipoksi
kosullarinda daha etkili oldugu (3) ELE’ye oranla, GS-967’nin Nav 1.5’1 daha diisiik
konsantrasyonlarda bloke etki ettigi (4) hatta GS-967 nin bu etkisinin sodyum kanal blokeri
TTX’e yakin oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonuglarin in vivo olarak da degerlendirilmesi
ile ELE ve GS-967, gelecekte kanser metastazinin azaltilmasinda/engellenmesinde

kullanilabilme potansiyeline sahip olacaktir.
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