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OZET

Prostat kanseri (PCa); diinyada ve iilkemizde akciger kanserinden sonra en sik teshis
edilen ikinci kanser tiiriidiir. 55 yasin istiindeki erkeklerde oran giderek artis
gostermektedir. Prostat kanserinde primer tiimorler gliniimiiz tedavi metodlariyla
tedavi edilirken, metastaz olusumu ile tedavi zorlasmakta ve mortalite orani
artmaktadir. Bu nedenle PCa tedavisindeki basartyr artirmak ve  Gliim
oranlarin1 azaltmak ig¢in yapilacak c¢alismalar biiyiik 6nem tasimaktadir. Yapilan
caligmalar, hiicrelerde ekspresyon diizeyleri artan voltaj kapili sodyum kanallarinin
(VGSC) hiicrenin hareketini dolayisiyla da metastatik potansiyeli artirdigi
goriilmiistiir. Bir¢cok c¢alisma ile meme, akciger, prostat ve kolon gibi kanser
cesitlerinde VGSC'lerin bloke edilmesi sonucu hiicre hareketlerinin azaltilabildigi ve
metastazin engellenebildigi  gorlilmiistiir. Antiepileptik ila¢c olarak kullanilan
fenitoin (PHT) etkisini iyon kanal blokeri olarak gostermektedir. Meme kanseri
iizerinde yapilan calismalar kanser hiicrelerindeki VGSC'leri bloke ettigini ve

metastazi azalttigini ortaya koymustur.

Calismada PHT nin prostat kanseri yliksek metastatik Mat-Lylu ve diisiikk metastatik
AT-2 hiicrelerinde ekspresyonu artan Nav 1.7 VGSC iizerindeki etkisini aragtirmak
amaglanmistir.  Bu  amag¢  i¢in,  proliferasyon, migrasyon, koloni ve
apoptoz gibi etkilerinvitro olarak arastirilmistir.Hiicre proliferasyonu, MTT yontemi
ile, migrasyon, wound healing/yara olusturma yontemi ile gerceklestirilmistir. Her iki
hiicrenin proliferasyonu iizerinde toksik etki gostermeyen 1 uM ve 2 uM PHT
konsantrasyonlar1 esas alinmig ve sodyum kanal blokeri TTX, pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. 1 uM ve 2 uM PHT konsantrasyonlar: ile siirdiiriilen ¢aligmalarda,
koloni  olusumunun  konsantrasyon artttkca azaldigi, hiicrenin  lateral

hareketinin/migrasyonunun anlamli olarak inhibe oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, PHT, hiicrelerin migrasyonu {izerinde olusturdugu inhibisyon etkisi
muhtemelen, Nav 1.7 VGSC aktivitesinin bloke olmasindan kaynaklanmaktadir
ancak, bunun molekiiler yontemlerle daha ayrmtili in vitro ve in vivo olarak

arastirtlmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Fenitoin, AT-2, Mat- Lylu, VGSC, Migrasyon
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT OF PHENYTOIN ON NAV 1.7 VOLTAGE-
GATED SODIUM CHANNELS IN DUNNING MODEL PROSTATE
CANCER CELLS

Prostate cancer (PCa); is the second most frequently diagnosed type of cancer after
lung cancer in the world and in our country. The rate is gradually increasing in men
over the age of 55. While primary tumors in prostate cancer are treated with today's
treatment methods, the mortality rate increases with the formation of metastasis.
Therefore, studies to increase the success of PCa treatment and reduce mortality rates
are of great importance. Studies have shown that voltage-gated sodium channels
(VGSC), whose expression levels increase in cells, increase the movement of the cell
and therefore the metastatic potential. Many studies have shown that cell movements
can be reduced and metastasis can be prevented as a result of blocking VGSCs in
cancer types such as breast, lung, prostate and colon. Phenytoin (PHT), used as an
antiepileptic drug, shows its effect as an ion channel blocker. Studies on breast cancer

have revealed that it blocks VGSCs in cancer cells and reduces metastasis.

Our study aimed to investigate the effect of PHT on Nav 1.7 VGSC, whose expression
is increased in prostate cancer cells, highly metastatic Mat-Lylu and low metastatic
AT-2 cells. For this purpose, effects such as cell proliferation, migration, colony and
apoptosis were evaluated in vitro. MTT method was used for cell proliferation and
wound healing method was used for migration. PHT concentrations of 1 uM and 2
uM, which did not have a toxic effect on both cell proliferation, were taken as basis,
and TTX was applied as a sodium channel blocker/positive control. In studies
conducted with 1 uM and 2 uM PHT concentrations, it was observed that colony
formation decreased as the concentration increased, and lateral movement/migration

of the cell was significantly inhibited.

As a result, the inhibition of PHT on cell migration is probably achieved by blocking
Nav 1.7 VGSC activity, but it needs to be investigated in more detail in vitro and in
vivo with molecular methods.

Key Words: Prostate Cancer, Phenytoin, AT-2, Mat-Lylu, VGSC, Migration
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1. GIRIS

Kanser, kalp hastaligindan sonra tim diinyada ve Amerika Birlesik Devletleri'nde
ikinci 6liim nedenidir. Erkeklerde en sik teshis edilen kanser tiirii akciger kanserinden
sonra prostat kanseridir (Bray v.d., 2018). Kanserden kaynakli 6liim oraninin

%90'indan fazlas1 metastaz sebebiyledir (Djamgoz&Onkal 2013; Fairhurst v.d., 2015;
Bugan v.d., 2029).Primer tiimérler genellikle radyasyon veya lokal cerrahi ile tedavi
edilebilirken bunlarin aksine metastaz, sistemik bir hastaliktir. Metastazin 6nlenmesi
ve tedavisi icin tarama, erken teshis, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiino
terapiyi kapsayan yaklasimlar gerekir (Ganesh v.d., 2021). Ancak bu yontemlerde
yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen baz1 yan etkileri bulunmaktadir (Mun v.d.,

2018).

Iyon kanallari, biyolojik membranlarin ¢ift katmanl tabakasinda bulunan tasima ile
gorevli proteinlerdir. Hormonal sekresyon, sinir hiicrelerinin uyarimi ve kas kasilmasi
gibi bir¢ok fizyolojik siiregte rol alirlar (Silva v.d., 2021). Kanser hiicrelerinde de
bulunan voltaj kapili iyon kanallar1 (VGSC) 6zellikle kanser hiicrelerindeki asiri
ekspresyonu ile metastatik potansiyeli arttirmakta ve hiicre disi pH'i diismesine neden
olmaktadir. Ozellikle voltaj kapili sodyum kanallari, epitel kokenli, meme, prostat,
deri, kolon, akciger, serviks gibi bircok karsinomada kanserin baglamasi ve
ilerlemesine yol agarak metastazi olusturmaktadir. Metastatik aktivite VGSC’ler ile
hiicre proliferasyonu ise, voltaj kapili potasyum kanallar1 tarafindan kontrol
edilmektedir (Fraser v.d., 2014; Djamgoz v.d., 2019; Diaz-Garcia v.d., 2020; Sanchez-
Sandavol v.d., 2023).

VGSC'ler pek ¢ok kanser hiicresinde, ekspre edilmekte ve kanser hiicrelerinin
davranislari etkilemektedir (Xia v.d., 2016). Bu iyon kanallar1 por olusturucu a ve
bu alt birime baglanan [ alt birimlerinden meydana gelmistir, ¢esitli kanser
hiicrelerinde de tanimlanmistir. (Brackenbury v.d., 2012; Djamgoz&Onkal 2013;
Angus v.d., 2019). VGSC'ler memelilerde Nav 1.1-1.9 olmak {izere dokuz farkli o alt
birimi ile dort B-alt birimi, B1-4'den olusur.Bunlardan meme kanserinde Nav 1.5
VGSC en yiiksek oranda eksprese edilirken, prostat kanseri hiicrelerinde yogun olarak
Nav 1.7 VGSC eksprese edilmektedir (Brackenburry v.d., 2012).



Kanser hiicrelerinde VGSC aktivitesinin bloke edilmesi sonucu hiicre hareketliligin
azaldig1 belirtilmisti. Benzer etki tetradoksin (TTX) etkisi ile de gorilmiistiir.
VGSC'lerin meme, kolon, prostat, akciger gibi kanser cesitlerinde istilay1 arttirdigi
TTX'in kullanimu ile azaldigi goriilmistiir. TTX varliginda Nav 1.5 ekspresyonu yapan
MDA-MB-231 ve Nav 1.7 ekspresyonu yapan Mat-Lylu hiicrelerinde de hareketlilik
tizerinde higbir etki goriillmemistir (Grimes v.d., 1995; Brackenbury & Djamgoz 2006;
Nelson v.d., 2015).

VGSC’ler insan Ve sigan prostat kanseri hiicrelerinde de tesbit edilmis ve metastaz
iizerinde etki oldugu saptanmistir (Laniado v.d., 1997; Bennet v.d., 2004; Yildirim
v.d., 2012). Arastirma amaciyla, dunning modeli sigan protat kanseri hiicreleri Mat-
Lylu ve AT-2, insan prostat kanser hiicreleri PC-3, Du-145 ve LnCaP kullanilmaktadir.
Metastaz olusumunu engellemek iizere VGSC'leri bloke eden ilag veya toksinler
bulunmaktadir. Mat-Lylu ve AT-2 hiicrelerinde, bulunan VGSC’lerin tetradoksin
(TTX), (Grimes v.d., 1995; Yildinm v.d., 2012) Gabapentin (Bugan v.d., 2016),
Ranolozine (Karagoz 2015; Bugan v.d., 2019), Lidocain (Altun & Purut 2017; Rizaner
v.d., 2020) gibi iyon kanal blokerleri ile baskilanmasiyla metastazin inhibe

edilebilecegi gosterilmistir.

Antiepileptik bir ila¢g olan fenitoin (PHT), giliniimiizde epilepsi hastaliklarinda
monoterapi olarak kullanilmaktadir. Iyon kanallarinin nérotransmitter reseptdrlerine
baglanarak bloke olmasini saglar. Ayrica ndrotransmitterlerin geri alinimini ya da

metabolizmasini inihbe eder (Nevitt v.d., 2019).

PHT ile kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda yiiksek metastatik Mat-Lylu, prostat
kanseri hiicrelerinin hareketlilik indeksini azalttigini goriilmiistiir (Fraser v.d., 2003).
Karbamazepin ve PHT'nin, LNCaP, DU-145 ve PC-3 gibi insan prostat kanseri
hiicrelerinde biiylimeyi inhibe etmistir. Antiepileptik ilaglardan levetirasetam,
volproik asit, karbamazepin ve lidocaine ile de bazi ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. PHT'in
ozellikle Nav 1.5 ekspresyonu yiiksek olan meme kanseri hiicrelerinde arastirilmistir.
Yiiksek metastatik MDA-MB-231 ve diisiik metastatik MCF-7 hiicreleri ile yapilan
calismada MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonunun azaldigi belirlenmistir (Yang
v.d., 2012).



Meme tiimor hiicrelerinin metastatik potansiyelinin PHT tarafindan inhibe edildigini
gosteren bu calismadan sonra, bu etkinin hiicrede asir1 ekspre edilen Nav 1.5
VGSC'nin baskilanmasindan kaynaklandigin1 ortaya koyan in vitro ve in vivo

caligmalar yapilmistir (Nelson v.d., 2015; Yang v.d., 2015; Mohammed v.d., 2016 ).

Farkli kanser tiirlerinde VGSC'lerin bloke edilmesi sonucunda hiicrelerin
hareketliliginin azalmasi sonucu, metastatik potansiyelden VGSC'lerin sorumlu
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada da Nav1.5 iizerinde etkili olan PHT'nin, prostat
kanserinde ekpresyonu artan Nav 1.7 VGSC iizerindeki etkisinin diisiik metastatik AT-
2 ve yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin proliferasyonlarint migrasyon, koloni
olusumu ve apoptoz yontemleriyle in vitro olarak belirlenmesi amaglanmistir. Boylece
PHT'nin anti metastatik etki profilinin belirlenmesi ve gelecekte prostat kanseri

metastazina kars1 yeni bir tedavi metodu olusturulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri ve Epidemiyolojisi

Tim diinyada prostat kanseri insidansi giderek artmakta ve 2020 yilindaprostat
kanserinden yilda 1.414.249 vaka ile karsilasilmaktadir. Ayn1 zamanda mortalite sayis1
da 375.000'e ulagsmustir (Leslie v.d., 2021; Wasim v.d., 2022).2014 yilinda Birlesik
Krallik'ta 47.300 vaka ile en sik goriilen ikinci erkek kanseri prostat kanseri olmustur
(Munkley v.d., 2017). 2018'de diinya ¢apinda bu hastaliktan 1.280.000 yeni vaka teshis
edilmistir. Ayrica yine diinya ¢apinda bu hastaliga sahip yaklasik 10 milyon PCa'l
erkegin 700.000'i metastatik hastaliga sahiptir (Wasim v.d., 2022). Ulkemizde ise
Saglik Bakanlig1 verilerine gore, prostat kanseri insidansi yiiz binde 41.7'dir (T.C
Saglik Bakanligi, 2019).

Diinya capinda en sik teshis edilen erkek malignitesi PCa olarak belirlenmektedir.
Erkeklerde kanserden kaynaklanan dliimlerde ise besinci sirada yer alir (Komura v.d.,

2017; Davidson v.d., 2018; Leslie v.d., 2021; Sekhoacka v.d., 2022).

Diinyada her y1l 375 bin erkek hayatini prostat kanserinden kaybetmektedir (Sekil 2.1).
Diinya Saglik Orgiitii'niin raporuna gore Tiirkiye'de 19 bin 444 erkege prostat kanseri
tanis1 konmustur (GLOBOCAN, 2020).

Her iki cinsiyet ve her yasta 2020'deki 6liim sayisy,

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 557 464 (35.7%)

Kolorektum

935 173 (9.4%)
Prostat Karaciger
375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pankreas Mide
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Yutak Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Toplam: 9 958 133 6lim

Sekil 2.1. Kanser gesitlerinin icerisinde yillik prostat kanseri mortalite (GLOBOCAN, 2020).



PCa'nin goriilme olasilig1 40 yasin altindaki erkeklerde azalir. Buna karsilik 55 yasin
tizerindeki erkeklerde artar (Pernar v.d., 2018; Leslie v.d., 2021). ABD'de 2012 yilinda
hastalik teshisi konan erkeklerin %10'u 55 yasindan kiigiiktiir. PCa'nin teshisinde ilk
basamak olarak kullanilan prostata 6zgii antijen (PSA) taramalariin sonucunda teshis

yas1 ortalama 66 ya ¢ikarilmistir.

Insidans ve mortalitedeki farkliliklar 1tk ve etnik koken ile baglantili olarak genetik
PCa meydana gelme olasiligini artirir. Ornegin; ABD'de de siyahi erkeklerde prostat
kanserinden kaynaklanan 6liimler beyaz erkeklere gore 2,4 kat daha fazladir. Yapilan
caligmalara gore, prostat kanseri 6liim orani ve insidanslart Amerika Yerlileri/Alaska
Yerlileri, Asyali/Pasifik Adalilar ve Hispanik erkekler arasinda Hispanik olmayan
beyaz erkeklere oranla daha diisiiktiir (Sekil 2.2) (Pernar v.d., 2018; Leslie v.d., 2021).
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Sekil 2.2. Amerika Birlesik Devletleri'nde 1rk / etnik kdkene gore prostat kanseri insidansi ve
6liim oranlar1 (2010-2014 100.000'de) (Pernar v.d., 2018).

Kanserler igerisindeprostat kanseri en yliksek 5 yillik prevalansa sahiptir (Pernar v.d.,

2018).2020'de Avrupa'da 449.761 vaka Fransa'da 64.955 vaka olmak {izere diinya



genelinde 1.276.106 yeni vaka belirlenmistir. Ayrica Fransa'da 9002, Avrupa'da
107.315 erkekte prostat kanseri teshis edilmistir (Bijoux v.d., 2022). Amerika Birlesik
Devletleri'nde 2022 yilinda 34.500 prostat kanserinden 6lim ve 268.490 yeni vaka
saptanmustir (Leslie v.d., 2022).

Amerika Birlesik Devletleri gibi gelismis lilkelerde prostat kanseri yaygin olarak
gortiliir. Amerika Birlesik Devletleri'nde en sik goriilen ikinci kanser tiirtidiir (Fiandalo
v.d., 2013; Silberstein v.d., 2013; Leslie v.d., 2022). Amerika Birlesik Devletleri'nde
2016 yilinda 180.890 vaka teshis edilmistir (Suy v.d., 2012; Pernar v.d., 2018). Ancak
PSA testinin yaygin olarak kullanilmadig1 Japonya, Dogu Avrupa ve diger bazi Asya
iilkelerinde de PCa'li birey sayis1 artmustir. Bu iilkelerde 6zellikle gog, yasam tarzi ve

yas PCa'nin artmasinda etkili olmaktadir.

Giiney-Orta Afrika ve Karayipler gibi az gelismis tilkelerde ise mortalite yiiksektir.
Ornegin; Afrika gibi az gelismis iilkelerde kanser taramasiin diisiik olmas: ve tedavi
tekniklerinin gelismis ve yaygin olmamasina bagl olarak 6liim oranlar1 da yiiksektir.
Gelismis tilkeler arasinda olan Asya'nin dogu, orta ve giiney kesiminde ise,insidanstan
farkli olarak mortalite diistiktiir. Buna etken olarak erken teshis ve PSA taramasinin

6liim oranlarinda azalmaya neden oldugu belirtilmektedir. (Pernar v.d., 2018).

2.1.1. Risk Faktorleri

Yas, obezite ve kilo degisimi, fiziksel aktivite,aile Oykiisii, hipertansiyon, egzersiz
yetersizligi, yiiksek testosteron seviyeleri, sigara kullanimi bazi besin igerikleri,
enfeksiyonlar ileri ve dliimciil prostat kanseri i¢in risk faktorleri arasindadir (Pernar

v.d., 2018; Leslie v.d., 2021).

Diinya genelinde 50 yasin altindaki 350 erkekten bir tanesinde prostat kanseri teshisi
konsa da, yas ile bu oran hizla artar ve 50-59 yaslarindaki her 52 erkekte bire
yiikselmektedir (Perdana v.d., 2016).

Giintimiizde tilkemizde giderek artan oranlarda goriilen ve bir halk sagligi sorunu olan
obezite,tlim iilkelerde de giderek artmaktadir. Diinyada erkekler arasinda obezite ve

asir1 kiloluk prevalansi sirasiyla %11 ve %39'dur.150.000 Avrupali erkek iizerinde



yapilan calismada obeziteyi gosteren faktorlerden bel ¢evresi ile prostat kanseri riski

arasinda pozitif iliski bulunmustur.

[leri-6liimciil prostat kanseri riski ile yiiksek fiziksel ve mesleki aktivite arasinda ise,
negatif bir iliski vardir. Prostat kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada fazla egzersiz
yapanlarin az egzersiz yapanlara gore Olim riskinin%61 daha diisiikk oldugu

goriilmiistiir (Pernard v.d., 2018).

Prostat kanseri insidansi sigara i¢en bireylerde icmeyenlere gore %60 daha yiiksektir.
Hasta bireylerde sigara igenlerin igmeyenlere oranla tedavi siirecinindaha kotii oldugu

gortilmistiir (Pernard v.d., 2018).

Prostat dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunan likopen, karatoneid ¢esidi olup
gliglii bir antioksidandir. Likopen, karpuz, pembe greyfurt ve domateste bulunur.
2004'te yapilan bir ¢alismada domatesin ¢ig olarak tiiketiminde prostat kanseri riski
diistik olsa da, 6zellikle domatesin yag igerisinde pismis olarak tiiketenlerde PCa riski
daha da diistiktiir. Bu antioksidanin prostat kanseri i¢in koruyucu bir faktor oldugu
belirlenmistir. Ayrica prostat kanserinde en giiclii antioksidanlardan biri de kahvedir.
Kahvenin glikoz metabolizmas1 ve insiilin salgilanmasi ile baglantist oldugu

goriilmiistiir (Pernard v.d., 2018).

Likopen tiirii favonoidler, selenyum, vitamin E, soya, yesil ¢ay gibi diyetlerin prostat

kanseri riskini azaltabilecegi saptanmistir (Haddad v.d., 2006; Cheung v.d., 2008).

Ileri-6liimciil prostat kanseri ile fazla kalsiyum alimida pozitif iliskilendirilmistir.
Boylece siit tiiketiminin fazla olmasi ile prostat kanseriolma olasiligi artar (Pernar v.d.,
2018; Leslie v.d., 2021).

Diyetleri balik yoniinden zengin olan populasyonlarin, prostat kanseri insidans1 daha
diisiiktiir. En 1yi 6rnek Alaska eskimolaridir. Yapilan baska bir ¢calismada kanda uzun
zincirli omega-3 yag asitlerinin seviyeleri diisiikk olan erkeklerde prostat kanseri
riskinin arttigt bulunmustur. Ancak teshis konulduktan sonra diyetini haftada iki
porsiyon balik ile beslenme seklinde degistiren hastalarda prostat kanseri riskinde

%17'lik bir azalma goriilmiistiir. Baliklar, uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitleri icerdiginde anti-inflamatuar yol ile prostat kanseri riskini azaltir (Leslie v.d.,

2021).



Dutasterid ve finasterid gibi 5 alfa-rediiktaz inhibitorler yiiksek dereceli kanser
riskinde etkili olmasa da diisiik dereceli kanserde etkilidir. Yapilan calismalarda

38.000 erkekte 5 alfa-rediiktaz ve prostat kanseri kullanimi incelenmistir.Ilac1 alan
erkeklere PSA testi, prostat muayenesi ve biyopsi yapilmistir. Ancak hastaligin
gelisimi ve genel sagkalim arasinda bir iligki bulunamamistir. Fakat 5-alfa rediiktaz

ilaglar1 alan erkeklerde genel ve lokal hastalik oranlar1 azalmistir.

Statinler ileri derecedeki prostat kanseri i¢in negatif bir iliski icerisinde oldugunu
goriilmiistiir. Birlesik Krallik'ta tan1 sonrasinda statin kullanan 11.000 prostat kanserli
erkeklerin 6liim riski % 34 daha diisiiktii (Pernar v.d., 2018). Ayrica statinler gibi
metformin ve aspirin kullanimi prostat kanseri riskini azaltir. Sik bosalma prostat
kanseri riskini azaltirken;cinsel aktiviteye erken baslamak, coklu cinsel partnere sahip
olmak prostat kanseri riskini artirir. Ayn1 zamanda frengi, bel soguklugu ve klamidya

gibi enfeksiyonlarin prostat kanseri riskini artirdigi goriilmiistiir (Leslie v.d., 2021).
2.1.2. Prostat Kanserine Androjen Etkisi

Prostat kanserinin ilerlemesinde androjen, Ostrojen, biiylime hormonu ve prolaktin

etkilidir (Munkley v.d., 2017).

Androjensteorit yapili bir hormon olup, PCa'y1 artirir. Androjenin yapisinda
testosteron hormonu, hidrofobik yapili olup PCa hiicre zarin1 geger. Ayrica dihidroksi
testosteron ile Sa-rediiktaza modifiye olur. Androjenler hiicre igerisinde androjen
reseptorii (AR) ne baglanir. AR, olmadiginda sitoplazmada bulunur, androjenlere
baglandiktan sonra niikleusa girer (Sekil 2.3). Niikleus i¢erisinde DNA hedef dizilerine
N-terminal TF alani ile baglanir. Boylece asagi akis gen transkripsiyonel modellerini
kontrol eder (Munkley v.d., 2017).
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Sekil 2.3. a. Androjen reseptdrii ve b. aktif AR izoformlar1 tarafindan yapilan
transkripsiyonel kontrol (Munkley v.d., 2017).

Androjen yoksunlugu (ADT) hormonal bir tedavidir. 1941 yilinda Hodges ve Huggins
androjen yoksunlugunun prostat kanserini gerilettigini bulmuslardir (Fiandalo v.d.,
2013; Komura v.d., 2017). Testosteron iiretiminin Ve diger hormonlarin bloke
edilmesini saglar. Ayn1 zamanda bu hormon prostat kanser hiicrelerinin beslenmesini
engeller. Androjen yoksunlugu tedavisi prostat kanserinin tedavisinde kullanilmasina
ragmen, anemi, cinsel islev bozuklugu, yorgunluk, hiperlipidemi, sicak basmas1 gibi

akut ve uzun yan etkiler de goriilmektedir (Sechoakha v.d., 2022).

Prostat bezinin normal faaliyeti i¢in androjen (testosteron) hormonu gereklidir (Leslie
v.d., 2021). ADT prostat kanseri i¢in bir tedavi yoludur vebu tedavi yontemine kars1
diren¢ gelisir ise, metastatik direngli prostat ya da direngli prostat kanseri ile

sonuglanabilir (Wang v.d., 2018).



2.2. Prostat Anatomisi

Prostat, yaklagik 20 gram agirligindamemelilerde bulunan bir bezdir (Francis v.d.,
2018). Prostat bezi mesanenin altinda pelvis bolgesindedir (Munkley v.d., 2017; Leslie
v.d., 2021). Geng erkeklerde ceviz biiyiikliiglinde olup, ilerleyen yaslarda biiyiikligii
artar (Strand v.d., 2017; Ng v.d., 2021). Koruyucu alkali sivi olan seminal sivi

bilesenlerini {iretir. Bu sivi spermi hem tasir hem de besler (Wasim v.d., 2022).

Embriyogenezde ge¢ gelismeye baslayan prostat, olgunlasmasini ergenlik doneminde
tamamlar. Prostat yogun bir fibromiiskiiler bezdir. Uretra ile mesane arasindaki ventral
kismindan olusan tirogenital siniisten gelisir. Ters ¢evrilmis koni seklindeki prostatta;
gecis, periferik ve merkezi olmak {izere ii¢ bolge ayirt edilir. Bunlar icerisinde en
biiyiik olan1 periferik bolgedir. Prostat kanserinin biiyiik bir kismida bu bolgede gelisir.
Benign prostat hiperplazisi (BPH) ise gecis bolgesinde bulunur. Insan prostat hiicreleri
arasinda benzerlik ve farkliliklar bulunmaktadir (Aaronv.d., 2017). Hiicresel olarak
luminal, bazal ve néroendokrin olarak ii¢ kisimda incelenir (Wangv.d., 2021; Francis
v.d., 2018; Whitakerv.d., 2020).

Insan prostatinin {irogenital siniis yapilar1 anterior, lateral, dorsal ve ventral olmak

iizere dort loptan olusur (Sekil 2.4) (Francis v.d., 2018).

Central zone

Prostatic
sphincter

Adult human
(sagittal section)

Sekil 2.4. Insan prostatinin iirogenital siniis yapilari (Francis v.d., 2018).
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2.3. Prostat Patolojisi

Prostat bezinin benign prostat hiperplazisi, prostatik intraepitelyal neoplazi ve prostatit

olmak iizere ii¢ tip hastaligi vardir.

2.3.1. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

BPH, prostat dokusunun hiperplazisi ya da malign olmayan biiyiime anlamini tasir.
Yasli erkeklerde daha fazla goriiliir (Minutoli v.d., 2016). 40-45 yaslarinda baslayabilir
(Strand v.d., 2017). Histolojik prevalans 60'l1 yastaki erkeklerde %50 ila %60; 70 yasin
tizerindekilerde %80 ila %90 arasindadir (Speakman v.d., 2014). BPH'nin ii¢ ¢esidi
bulunmaktadir. Bunlar; iyi huylu prostat biiylimesi, alt tiriner sistem semptomlari
(AUSS) ve mesane ¢ikim obstriiksiyonudur. Mesane ¢ikim ile bagvuran BPH'li kisiler

benign prostat obstriiksiyonu olarak adlandirilir (Ng v.d., 2020; Mitsunari v.d.,2021).

AUSS, prostat biiyiimesine bagl olarak mesane cikisi obstriiksiyonu, mesane ve
prostat diiz kasindan kaynaklanmaktadir. AUSS'niin obstriiktif nedeni olarak
potansiyel prostat bliylimesinin ilk gostergesi dijital rektal muayene ile belirlenir.
AUSS i¢in semptom sonuglari, ultrasonla prostat hacmi 6l¢iimii ve iiroflowmetri ile

bilgi toplanir.

AUSS icin alfa adrenerjik reseptor blokerleri ve 5 alfa rediiktaz inhibitdrleri olmak
tizere iki cesit tedavi vardir. Diiz kas dokusunu azaltarak idrar akim hizinmi artiran a-
blokerleri kullanilir. Testosteronun dihidrotestosterona doniistimiinii engelleyen ise 5
alfa rediiktazdir. Boylece lokal dihidrotestosteron seviyeleri azalir. 5 alfa rediiktaz
tedavisi, prostat hacmini %19 oraninda azaltarak iriner sistem semptomlarinin
kotiilesmesini engeller. 2030 yilina kadar ABD'de AUSS gériilen erkek sayisinm 11
milyona ulasacag1 6ngoriilmektedir (Strand v.d., 2017). AUSS'nin nedenleri arasinda
prostata ek olarak bobrek, merkezi sinir, kalp, mesane ve endokrin hastaliklar1 da

bulunur.

Benign prostat hiperplazisi, tiretray1 gevreleyen bolgede epitelyal hiicre proliferasyonu

ve stromal ile gelisir. Bu durum mesane ¢ikis obstriiksiyonuna Ve iiretranin sikismasina

11



neden olur. Tedavi edilmezse mesanenin kasilmasinda diizensizlik goriilebilir. Kronik

yiiksek basingretansiyonuna neden olur (Speakman v.d., 2014).

Prostatik epitel, stroma ve testikiiler androjenler BPH'ye dogrudan neden olmazlar.
Ancak dihidrotestosteron, BPH gelisiminde dogrudan etkilidir. Dihidrotestosteron'un
prostat tizerine olan dogrudan etkisi stromal hiicreler lizerindedir. Kan dolasiminda
hem apoptozu hem de hiicresel proliferasyonu etkiler. Ayn1 zamanda komsu prostat
hiicrelerinde parakrin gibi hormonal etkileri vardir. Androjenlerin %9011 prostat
stromal hiicrelerinde 5-a-rediiktaz 2 tarafindan dihidrotestosterona doniisen

testosteron olusturur (Strand v.d., 2017; Francis v.d., 2018; Ng v.d., 2020).

BPH'nin etiyolojisi karmasik oldugundan tedavisinde de farkli yontemler uygulanir.
Bunun i¢in antioksidan, anti-cogalma, anti-androjenler ve anti-inflamatuar 6zellikler
gibi fitoterapi uygulanabilir. Lignan ve izoflavonoidler tahil, soya fasulyesi ve
sebzelerde bol miktarda bulunur. Ostrojenik etki gosteren izoflavonoidler ve lignanlar
BPH baskilayici olarak gorev alir. Farmakolojik olan bu tiriinler ayrica anjiyogenez ve

5a-rediiktaz inhibitor aktivite gosterir (Mitsunari v.d., 2021).

2.3.2. Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (PIN)

Prostat intraepitelyal neoplazi (PIN) ile yiliksek dereceli PIN (HGPIN) ayn1 anlamda
kullanilmaktadir (Bostwick vd. 2004).

Yiiksek dereceli prostat intraepitelyal neoplazisi (HGPIN), prostat adenokarsinomuna
histopatolojik 6zellikler bakimindan benzer. PCa'nin prekanser6z lezyonu olarak
bilinir. Klinik olarak farkliliklar1 bulunmamakla beraber taninmasi teshis amagli olan
dort farkli HGPIN modeli vardir. Bunlar tafting, diiz, mikropapiller ve
cribriformdur.Ayrica bu modellerin disinda PIN'in kiigik hiicreli néroendokrin,
miisindz, mikrovakuollii (kopiik bez), tasl yiiziik hiicre ve ters ¢cevrilmis (hobnail) dist
modelleri de bulunur. HGPIN kanser gibi ¢ok merkezlidir. Yaygin olarak prostatin
periferik bolgesinde bulunur. Artan patolojik evre, pozitif cerrahi sinirlar ve perinoral

invazyon ile kanserli prostatlarda HGPIN hacmi artar.

PIN insidansi hasta yasiyla pozitif iliski icerisindedir. 20'li yaslarda %9, 30'lu yaslarda

%22 oldugu goriilmistiir. Bu durum PIN'in geng erkeklerde disiik olmakla beraber,
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ilerleyen yaslarda arttigini gosterir. Ayn1 zamanda HGPIN hasta yasiyla birlikte hacmi
de artar (Lee v.d., 2015).

2.3.3. Prostatit

Prostatit prostat bezinin iltihabidir. Prostat epitel kanallarini ¢cevreleyen lokalize bolge
ya da stromal bolmede lenfosit, ndtrofil gibi immiin hiicrelerin infiltrasyonu goriiliir
(Bleeker v.d., 2022). Cinsel islev bozuklugu ve alt idrar yolu semptomlari ile ortaya
¢ikar (Wang v.d., 2021). %4,5-9 oraninda 50 yasin altindaki erkeklerde en sik goriilen
tanidir. Caligmalarda goriildiigl lizere norolojik, immiinolojik, psikolojik etiyolojiler

ve endokrinolojik gibi bir¢ok etkiler neden olur (Khattak v.d., 2021).

2.4. Gleason Skorlama Sistemi

Prostat kanserinin tedavisi hastaliginin seviyesine gore degisiklik gosterir. Baslangic
seviyesindeki hastalikta, aktif izleme tercih edilmektedir. Daha ileri asamlarda ise,
radikal prostatektomi, radyoterapi, brakiterapi gibi invaziv tedavi yontemlerinden biri
kullanilabilir. Prostat kanserinin morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirildigi sisteme
Gleason skorlama sistemi denir (Sekil 2.5) (Munkley v.d., 2017; Wang v.d., 2018).

Gleason skorlama sistemi ilk olarak 1960'larda patolog Dr. Donald Gleason tarafindan
gelistirilmistir. Bu skorlama sistemi prostat yapisinin mikroskobik diizeni ve mimari
modeline dayanir. Modele 1'den 5'e kadar derece verilir. Mikroskobik glandiiler patern
gorliinime 1, glandiiler mimarinin olmadig1 sadece anormal kanser hiicrelerinin
bulundugunda 5'e kadar bir derece verilir. Lokalize prostat kanseri diistik, orta ve
yliksek olarak siniflandirilmaktadir. Gleason puani sayilarin oldugu iki derece ve bu
sayilarm toplamindan olusur. Ornegin; en iyi Ve en diisiik riskli skor Gleason 1+1=2,
en kotii yiiksek dereceli patoloji Gleason 5+5=10'dur. Diistik dereceli timorler, 3 + 3
= 6 veya daha diisiik, orta dereceli kanserler, 3 + 4 = 7'lik, yiiksek dereceli kanserler4
+ 3 = 7 veya daha yiiksek bir Gleason skoruna sahip olacaktir. Bu siniflandirma

Amerika Uroloji Dernegi ve Ulusal Kapsamli Kanser Ag: tarafindan onaylanmigtir
(Silberstein v.d., 2013).
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Sekil 2.3. Prostat kanseri biyopsisi. a,b. Iyi huylu prostat hiperplazisinden yapilan histolojik
kesitler.c, d. Prostat kanserinden alinan kesitler (Munkley v.d. 2017).

2.5. Prostat Kanseri ve Metastaz

Primer prostat kanseri, prostat bezinin normal glandiiler yapisin1 bozar. Ancak heniiz
semptomlar1 goriilmemektedir. Ilerleyen safhalarda lenfe, akcigere kemige uzak
metastaz yapabilir. Mesaneden idrar akisini engelleyebilir (Munkley v.d., 2017). Bu
durumda agn kesici ilaglar, radyofarmasétikler, odaklanmis radyasyon, hormonal
tedavi, bifosfonatlar, immiinoterapi ve rankligand inhibitorleri gibi tedavi yontemleri

kullanilabilir (Leslie v.d., 2021).

Metastaz, kanser hiicrelerinin primere tiimorden ayrilarak, aktif hareket yetenegi
kazanan hiicreler kan veya lenf sistemine girmekte ve dolasim sistemi araciliiyla
viicudu dolasirken, uygun bulduklar1 bir doku veya organda damar disina ¢ikarak ¢evre

dokulara penetre olmalar1 ve ¢gogalmalarini kapsayan ¢ok basamakli siirectir (Sekil
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2.6). Bir kanser hiicresinin metastaz yapabilmesi i¢in bazi Ozellikleri kapsamasi

gerekir. Bunlar;
- Normal hiicrelerde goriilen hiicre-hiicre baglantilarindan ayrilmalari,
-Proteolitik enzimleri liretmeleri,

-Gog edici 6zellik kazanmalar1 yani hareket etmeleridir.
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Sekil 2.6. Metastatik Kaskad (Valastyan ve Weinberg, 2011).

Dokularda 6zellikle epitel hiicrelerinin saglam bir sekilde bir arada bulunmasini
saglayan E-kaderin molekiiliidiir ve hiicrelerin birbirine sikica yapigmasini saglar.
Kanser hiicrelerinde E-kaderinin azalan ekspresyonu ile hiicreler hareket kazanirlar.
E-kaderinin down regiilasyonu veya mutasyonel inaktivasyonu metastaz olusumuna

yol agmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kanser hiicrelerinin istilact davranmasi hem substrattan hem de birbirlerinden
ayrilmaya, hareketliligin artmasina ve proteolitik enzimlerin salinmasina neden olur.
Gog eden kanser hiicreleri elektriksel degisim ve kemotaktik yol ile viicuda yayilirlar.
Go¢ swrasindaki tiimor hiicresi strese girerek apoptoza ugrayabilir. Apoptoza

ugramayan hiicreler ise uzak bolgelere yerlesebilir ya da ikincil timér olusturmak
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iizere buralarda yeniden g¢ogalabilir. Ikincil tiimér olarak da adlandirilan metastaz
kanser hastalarinda 6liimiin temel nedenlerindendir. Kanserden kaybedilen kisilerin
%90-95'"inin mortalite sebebinin metastaz oldugu belirtilmektedir (Djamgéz&Onkal
2013; Fairhust v.d., 2015; Kottai v.d., 2015).

Kanser hiicrelerinin diger organlara gidebilmesi i¢in bircok c¢evresel engel
bulunmaktadir. ilk olarak kanser hiicrelerinin hareketli ve invazif hale gelmesi gerekir.
Sonraki adimda dogrudan ya da lenfatik sistem yoluyla kan dolasimina girebilmesi
gerekir. Dolasim sistemine giren kanser hiicrelerinin ¢ok az bir kismi damar disina

cikarak sekonder tiimorii meydana getirir.

Prostat kanserine bagli 6liimlerin ana nedenlerinden biri de metastatik bir hastaliktir.
Genellikle ilk metastaz bolgesi primer tiimorlere bitisik yakin lenf diigiimleridir. Bunu
akciger, karaciger ve kemik metastazlar1 izler. insanda goriilen prostat kanserinde
kemik metastazlar1 ¢ogunlukla hiperkalsemi, osteoblastik lezyonlar ve siddetli agri

olarak kendini gosterir.

Prostatin malign transformasyonu; prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN), lokalize
prostat kanseri, ilerlemis prostat adenokarsinomu (lokal invazyon) olarak baslar.

Devaminda metastatik prostat kanseri olarak sonuglanan bir siirectir (Leslie v.d.,
2021).

Lokal prostat kanserinde sag kalim oranlar1 yliksek olmasina ragmen, metastatik
prostat kanserini ¢oklu tedavi ile ortadan kaldirmak zordur. Lokal prostat kanseri

insidansinin artmasi ile uzak metastazlarin orani diisiis gosterir(Wangv.d., 2018).

Tan1 i¢in prostata 6zgli antijen (PSA) testi ve transrektal ultrason biyopsileri
kullanilir.Yeni tan1 yontemleri arasinda serbest ve toplam PSA seviyeleri, PCA3 idrar
testi, "4K" testi, genomik analiz, PIRADS puanlamasi, MRI goriintiileme, eksozom
testi, Prostat Saglik indeksi puanlamasi ve MRI-TRUS fiizyon rehberli biyopsiler yer
almaktadir (Leslie v.d., 2021).
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2.6. Dunning Model Prostat Kanseri

Insanlardaki kanser hastaliginin énlenmesi ve yeni tedavi stratejileri gelistirmek iizere
hiicre soylarini igeren in vitro ve deney hayvanlarini igeren in vivo arastirma modelleri

kullanilmaktadir.

1961'de Florida Universitesinden Dr. WF Dunning 22 aylik Kopenhang erkek sicanin
prostat otopsisinde primer, biiyiikk Vve adenokarsinom Ozellikte bir timor
gozlemlenmistir. Bu tiimorden alinan parcalar Kopenhang ve Fisher sicanlarinin
caprazlanmasiyla olusan F1 déliinde melez siganlarin deri altina nakledilerek in vivo
pasajlar ile yasatilmistir. Elde edilen R-3327 adi verilen son gelismis ve tiimoriin hizl
ve yavas biiyliyen olmak tizere iki farkli 6zellikteki timor soylart meydana gelmistir.
Yavas biiyliyen tlimorler hormona duyarhidir.Hizli biiyiiyen anaplastik tiimorler ise
AT-1 olarak isimlendirilir. AT-1 seri pasajlanmalari sonucu lenf ve akcigere metastaz
yapan MAT-LyLu ile sadece akcigere metastaz yapan MAT-Luolmak tizere iki hiicre
soyu olusmustur. Metastatik 6zelligi diisiik olan ikinci hizli biiyliyen anaplastik timor

ise, AT-2 olarak adlandirilmistir(Tennant v.d., 2000; Chisamore v.d., 2016).

Yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicreleri %90'1n iizerinde metastaz kapasitesine sahip
olmasina karsin, AT-2 hiicreleri %10'nun altinda metastaz kapasitesi gosterir ve diisiik
metastatik hiicre soyu olarak taninir. In vitro olarak yetistirilen bu hiicreler Kopenhag
sicanlarin  deri altinainokiile edilerek in vivo PCa modeli olusturulmaktadir.
Androjenden bagimsiz prostat kanseri ve metastaz biyolojisine iligkin in vivo ve in

vitro deneysel ¢alismalar i¢in bu Dunning model kullanilmaktadir (Ozel v.d., 2021).

2.7. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1 (VGSC)

Hiicrelerdeki uyartyr kontrol eden, zar depolarizasyonu ile aksiyon potansiyelini
baslatan, uyarilabilirligi diizenleyen kanallara voltaj kapili sodyum kanallar1 (VGSC)
denir. Periferik ve merkezi sinir sistemi, kasilabilir hiicreleri igeren ya da elektriksel
iletinin yiiksek oldugu iskelet ve kalp kaslarinda bol miktarda bulunur. Sinir ve kas
liflerinde aksiyon potansiyellerinin baslatilmasindan ve yayilmasindan sorumludur.
Ayn1 zamanda sodyum akimlarmin iretilmesini saglar. 1952 yilinda Hodgkin ve

Huxley voltaj ile kalamar dev aksonundan sodyum akimlarini (I na) kaydetmistir.
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1980'lerin basinda, sodyum kanallarinin molekiiler yapist saflastirma ve protein gibi
cesitli yontemler ile aydmlatilmistir. VGSC'ler astrositler, bagisiklik ve kanser
hiicreleri, mikroglia ve astrositler gibi olmak iizere uyarilmayan hiicrelerde eksprese

edildigi belirlenmistir(Lopez-Charcas v.d., 2021).

Farkli kanserlerde hiicrelerin voltaj kapili iyon kanallarina sahip oldugu ve bu iyon
kanallarimin  hiicrelerin proliferasyon ve metastatik siireclerinde rol aldigi
belirlenmistir. Bunlardan voltaj kapili potasyum kanallar1 hiicre proliferasyonunu
kontrol ederkenVGSC'lerin meme, kolon, serviks, akciger, protast gibi epitel kokenli
karsinomalarda ekspresyonlar1 yiiksektir. Dolayistyla hiicrelerin istila ve gociinii
artirarak metastaza yol acarlar (Laniado v.d., 1997; Fraser v.d., 2005; House v.d.,

2010; Campbell v.d., 2013; Fraser v.d., 2014 ).

VVGSC'ler, por olusturan a (220-260 kD) ve por olusturmayan B (33- 36 kD) olmak
tizere iKi farkl1 alt birimden olusur. a alt birimi dort alan olmak tizere her biri alt1 trans
membran segmentten olusur (Sekil 2.7) (Beneski ve Catteral 1980; Nelson v.d., 2015;
Bouzav.d., 2018).

a subunit p2ip4
N
g

loop,
Qutside

\C Inside

Voltage sensor Pore Inactivation loop

Sekil 2. 7.Voltaj kapili sodyum kanali (Bouza v.d.; 2018).
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Her alanin dordiinde transmembran segmentinde voltaj sensorii bulunur. Bir veya iki
gozenek olusturucu olmayan B1-B3 ve f2-p4 alt birim igerirler. Bu alt birimler 1 veya
B3 ve B2 veya B4 sahip olan heteromerik protein kompleksidir (Tablo 2.1) (Nelson
v.d., 2015; Yang v.d., 2016; Bouza v.d., 2018).

B1-B4'tin tiimi, hiicre dis1 immiinoglobulin (Ig) halkasi ve tek bir transmembran alani
icerir. Hiicre yapisma molekiilleri olarak islev goriirler. Kanal gegisini modiile ederler
(Bouza v.d., 2018). VGSC'lerden gergeklesen sodyum akisi noronlarda ve kas
hiicrelerinde depolarizasyondan sorumludur. VGSC'lerin alt birimleri merkezi sinir
sistemindeki hiicre ¢ogalmasi, noéronal yol bulma, organogenez, norit bliylime ve goc

gibi merkezi sinir sistemindeki olaylar1 diizenler (House v.d., 2010; Martin v.d., 2015).
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Tablo 2.1.VGSC'ler, a ve B alt birimleri (Bouza v.d., 2018).

VGSC « VGSC 8
alt birimleri alt birimleri
Gen Protein Gen Protein

SCN1A Navl.l SCN1B g1
SCN2A Navl.2 SCN1B f1B
SCN3A Navl3 SCN2B f2
SCN4A Navl4 SCN3B f33
SCN5A Navl5 SCN4B f4
SCN8A Navl.é

SCNSA Navl.7

SCN10A Navl.s

SCN11A Navl.9

Memelilerde islevsel VGSC a alt birimlerinin aminoasit diizenlenmesinde dokuz farkli
gen tarafindan kodlanan (SCN1A- SCN11A) dokuz VGSC alt tipi (Nav 1.1- Nav 1.9)
bulunmaktadir (Tablo 2.1). Ayrica bir tane de islevsel olmayan alt tipi (Nax)
kodlanmaktadir. Bunlar; izoform olarak (Nav 1.1 ve Nav 1.2, merkezi sinir
sisteminde (Nav 1.3 ve Nav 1.6), iskelet ve kalp kasinda (Nav 1.4 ve Nav 1.5) ve
periferik sinir sisteminde (Nav 1.7 , Nav 1.8 ve Nav 1. 9) bulunur (Suy v.d., 2012;
Brackenbury v.d.,

2014; Fraser v.d, 2014; Martin v.d., 2014; Martin v.d., 2015; Ohta v.d., 2017; Lopez-
Charcas v.d., 2021).

VGSC ekspresyonu ile metastatik potansiyel arasinda iligki saptanmis ve meme
kanseri hiicrelerinde Nav 1.5 ekspresyonu ile artan niiks ve metastaz arasinda pozitif
bir korelasyon bulunmustur (Fraser v.d., 2005; Yang v.d., 2012). Dolayisiyla VGSC a
alt birimlerinin ekspresyonunun migrasyon, invazyon ve metastazi ilerlettigi
belirlenmistir (Brackenbury v.d., 2012). Aslinda pek ¢ok kanser hiicresi birden fazla o
alt birimi ekprese eder. Coklu a alt birimlerini ifade eden kanserlerde baskin bir o alt

birim tanimlanmistir. Meme kanseri hiicrelerinde en yiiksek oranda eksprese edilen o
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alt birimi Nav 1.5'tir (Gen: SCN5A) (Fraser v.d., 2005). Prostat kanseri hiicrelerinde
ise, baskin a alt birimi Nav 1.7 (Gen: SCN9A) dir (Diss v.d., 2001).

Bazi kanserlerde ise a alt birim mRNA ve protein ekspresyon, dogrudan metastaz ile
iliskilidir. Ornegin; meme kanserinde neonatal SCNSA varyanti, MDA-MB-231
hiicrelerinde, zayif metastatik MCF-7 hiicrelerine kiyasla yaklasik 1800 kat daha
yiiksek eksprese edilmektedir. Hatta Na + akimlar1 yiiksek metastatik MDA-MB-231
hiicrelerinde saptanirken MCF-7 hiicrelerinde ise izlenmez (Roger v.d., 2003; Fraser

v.d., 2005).

Prostatta baskin olan a alt birimi SCN9A'nin 6zellikle prostat kanseri biyopsilerinde
yiikseldigi ve yiiksek metastatik PC-3 (insan) ve Mat-Lylu (si¢an) hiicrelerinde, zayif
metastatik LNCaP ve AT-2 hiicrelerine oranla daha fazla eksprese edildigi
saptanmistir (Diss v.d., 2005).

2.7.1. Prostat Kanserinde Sodyum Kanallar

VGSC kanaliin kanserdeki etkisi ile ilgili ilk rapor prostat kanserinde zay1f ve yiiksek
metastatik sican prostat hiicre hattinda gerceklestirilmistir. Na+ akimlar1 yiliksek
metastatik ~ Mat-Lylu  hiicrelerinde  tanimlanirken, = AT-2  hiicrelerinde
tanimlanmamustir. Ik kez %30 oranindaki istila yiiksek derecedeki metastatik Mat-
Lylu hiicrelerinde azaltilmigtir. Ayrica insan Ve sicanda yiiksek oranda bulunan
metastatik hiicre hatti eksprese edilmistir. Bu eksprese durumu SCN9A geninden
kodlanan por olusturucu Nav 1.7 alt birimi ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kanserli
olmayan Nav 1.7 ve PCa ornekleri ile karsilastirilarak dogrulanmistir (Grimes v.d.,
1995).

Sodyum kanal blokeri olan tetradoksin (TTX) ile prostat kanseri {izerinde yiiriitiilen
calismalarda 600 nM-1 pM TTX'in hiicrelerin prolsferasyonu iizerinde etki
gostermezken VGSC'leri bloke ederek, hiicrenin metastaza gidisinden sorumlu olan
lateral motilite ve invazyonu baskiladigi tespit edilmistir. Ancak diisiik metastatik AT-
2 hiicreleri iizerinde boyle bir etki olusturmamistir (Grimes v.d., 1995; Fraser v.d.,
2003). Benzer bir sonug insan prostat hiicreleri PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde de elde

edilmistir (Laniada v.d., 1997). Hiicrelerin motilitesini yara kapanmasi (wound-heal)
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yontemi ile inceleyen Fraser v.d. (2003) 1 uM TTX'in Mat-Lylu hiicrelerinin lateral

motilitesini % 47 oraninda inhibe ettigini ortaya koymustur.

Mat-Lylu ve AT-2 hiicreleri ile yapilan ve in vivo bir ¢alismada hiicrelerin Kopenhang
siganlara inokiile edilmesi ile Dunning model prostat kanseri olusturulmus ve
metastazi engellemek {izere yapilan TTX tedavisi sonrasi sicanlarin akciger
metastazlarinin % 44 oraninda azaldig1 ve TTX ile tedavi edilen hayvanlarin yasam

stirelerinin % 22 oraninda arttig1 gozlemlemistir (Yildirim v.d., 2012).

Insan prostat kanseri hiicre soylarinda yiiksek orandaki Nav 1.8 ekspresyonunun,
ilerleyen Gleason skoru ile prostat kanseri dokularinda artip artmadigr aragtirtlmistir.
Hormona bagimli ve bagimsiz hiicreler kullanilarak immiino sitokimyasal analizi,

Nav

1.8 antikorunun 6zgiilliigli ve peptit inhibisyonu ile dogrulanmistir. (Sekil 2.8)
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Sekil 2.8. Insan prostat kanseri hiicre dizilerinin Nav 1.8 immiino histokimyasal analizi (Suy
v.d., 2012).

Nav 1.8 boyama yogunlugu(0-3) ile Gleason skorunun dagilimi arasindaki iliski Sekil
2.9'de verilmis ve yiiksek Nav 1.8 immiino reaktivitesine (2+ ve 3+) sahip prostat
kanseri 6rneklerinin yiizdesi, Gleason skoru arttik¢a artmistir. Diisiik Nav 1.8 immiino
reaktivitesine sahip prostat kanseri drneklerinin yiizdesi ise, Gleason skoru arttik¢a

azalmistir (Suy v.d., 2012).
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Sekil 2.9.Nav 1.8 boyama yogunlugu ile Gleason skoru arasindaki iligki (Suy v.d., 2012).

VGSCller farkli hiicrelerde farkli fizyolojik rollere sahiptir ve bu fonksiyonlarinda
olusan bazi diizensizlikler hastaliklara sebep olmaktadir. Bu hastaliklarin hepsi
kanolopatik hastaliklar olarak adlandirilirlar. Sinir, kas hiicreleri gibi uyarilabilir
hiicrelerin yan1 sira lenfosit, glia, fibroblast, epitel kdkenli kanser hiicrelerinde de

VGSC ekspresyonunun bulundugu bilinmektedir (Diss v.d., 2004).

Prostat kanserinin allogreft modelinde tetradoksin akciger metastazini inihibe etmistir.
PCa hiicrelerinde, PHT ve karbamazepin hem interlokin hem de PSA salgilanmasini
azalttigr goriilmistir. Yine antiepileptiklerden valproatin PSA ve interlokin
salgilanmasin1 daha az inthibe ettigi bulunmustur. Boylece prostat kanseri hiicre

proliferasyonunu {i¢ ilacinda inhibe ettigi gériilmistiir (Martin v.d, 2015).

14,6 pg/kg gabapentinin etkisi AT-2 hiicre hattinda denenmistir. Ancak primer
tiimoriiniin - gelisimi ve agirh@l iizerinde higbir etkisi goriilmemistir. In vitro
deneylerde 20 uM gabapentinin Mat-LyLu hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerinde higbir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin istilaciligt %31 oraninda arttirdigi

bulunmustur (Bugan v.d., 2015).

Volproik asitin prostat kanseri hiicrelerinde hiicre gd¢iinii inhibe ettigi bulunmustur.
Ayn1 zamanda E-cadherin proteinin yukari regiilasyonu ve hiicre gogii inhibisyonu
gortilmistir (Zhang v.d., 2011). Volproik asit hem PC3 hem de DU145 prostat
kanseri hiicre hatlarinda doza bagli olarak istilacilig1 6nemli 6lgiide bastirmistir (P <

0.05) (Jiang v.d., 2013).
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Resveratrol, Mat-Lylu hiicrelerinde VGSC aktivitesini bloke ederek in vitrometastatik
etkiyi inhibe etmistir. Boylece dogal bir fenolik bilesik olan anti metastatik ajan

olarak onerilmistir (Fraser v.d., 2014).
2.8. Fenitoin (PHT)

Fenitoin, epilepsi hastalarinda monoterapi olarak kullanilan anti epileptik bir ilagtir.
Norotransmitter reseptorlerine baglanarak iyon kanallarimi bloke eder. Ayrica
norotransmitterlerin geri alimini ya da metabolizmasini da inhibe eder (Nevitt S.J. v.d.,
2019).

Fenitoin(C 1sH 12N 20 2) epileptik ndbet 6nleyici aromatik bir hidantondur (Kumar
v.d., 2013; Patocka v.d., 2020) (Sekil 2.9). ilk kez 1908'de alman kimyager Heinrich
Biltz tarafindan sentezlenmis ve 1938'de ve H. H.Merritt tarafindan, antikolviizan
olarak kullanilmistir. Hidanton tiirevi olan fenitoin, (5,5-difenil hidantoin, 5,5'-difenil
imidazolidin-2,4-dion); alkali hidroksitlerde, alkolde, asetonda ve asetik asitte

¢Oziiniir. Suda az ¢oziiniir (32 mg/L), 1s518a duyarli olup, kokusuz ve tatsizdir.

Sekil 2.10. Fenitoinin kimyasal yapis1 (Patocka v.d., 2020).
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Fenitoin, oral veya parenteral yolla uygulanmaktadir. Oral uygulama ile daha iyi
emildigi goriilmektedir. Emilimi duodenumda gergeklesir. Kan-beyin bariyerini ve
plasentay1 kolayca gecer. Plazma konsantrasyonlarinin maksimum etkisine 4 ile 8

saatte ulagir. Plazma albliminine yiiksek oranda (~%90) baglanir.

Serebral korteksin motor alani tizerinde segici inhibitordiir. Noronalrefrakter periyodu
uzatmak icin Na+ kanalinin inaktive durumuna baglanir. Fenitoinin anti epileptik
etkisi, beyin hiicre zarlarinin islevini stabilize eder. Beyindeki inhibitor
ndrotransmitter serotonin Ve y-amino biitirik asit diizeylerini artirarak gosterebilir.
Kardiyak dokuda fenitoin, atrium ve ventrikiili nektopik ritmini inhibe eder.
Atriyoventrikiiler diigiimiin iletimini hizlandirarak miyokardiyal otonomiyi azaltir.

Boylece antiaritmik bir etki tiretir (Patocka v.d., 2020).

2.8.1. Etki Mekanizmasi

Fenitoin, voltaj kapili bir sodyum kanal blokeridir. Sodyum kanalinin inaktif
durumunu stabilize eder. Ayni1 zamanda ndronal periyodu uzatarak etkisini gosterir.
Bu etki araciligiyla fenitoin, insanlarda cesitli sistemlerin biyoelektrik aktivitelerini
diizenler. Kas ve sinir hiicrelerindeki anormal elektriksel aktiviteyi ya ortadan kaldirir
ya da inhibe eder (Ohta v.d., 2017; Patocka v.d., 2020). Bu etki elektrofizyolojik
temeli, sodyum, potasyum ve kalsiyumun trans membran hareketinin ve hiicre ici
dagiliminin diizenlenmesini igerir. Fenitoin ndronlarin hizla inaktive olan kalsiyum
kanallarin1 hem inhibe eder hem de akisini engeller. Bu mekanizma ile fenitoin,
sinapsta kalsiyum bagimli ¢oklu norotransmitterlerin iletimini ve sinaptik sonrasi

tepkileri etkiler.

Karaciger ila¢ enzim sisteminde metabolizmay1 uyarir. Endokrin bez hiicrelerinin
hormon salgilanmasini diizenler. Yiiksek yogunluklu lipoprotein konsantrasyonunu
arttirir.  Yiiksek potasyum depolarizasyon durumunda dinlenme potansiyelini
artirabilir. Asetilkolin, dopamin, serotonin, y-amino biitirik asit norepinefrin ve
endorfinler gibi ndrotransmitterleri diizenler. Fenitoin, yiiksek konsantrasyonda y-
aminobiitirik asit reseptor proliferasyonunu indiikler. Fenitoinin terapotik araligi darve
orta derecede toksiktir. Karaciger enzimleri tarafindan metabolize edildikten sonra

bobrekler tarafindan atilir (Patocka v.d., 2020).
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MDA-MB-231 meme timorii hiicrelerinde metastazi inhibe etmistir. Nav 1.5
VGSC'de baskin olmasina karsin Nav 1.7'ye de katki sagladigi goriilmiistiir. Boylece
prostat kanseri hiicrelerinde de migrasyonve sekresyonuinhibe etmistir. Ayni zamanda
fenitoin tedavisi dalak ve akcigerdeki metastaz hiicrelerinde azalmaya neden olmustur
(Nelson v.d., 2015).

Agresif bir kanser tiirii olan kii¢iik hiicreli akciger kanseri antidiiiretik hormon tireten
noroendokrin tiimorlerinden birisidir. Fenitoin, antidiiiretik hormon sendromunun
tedavisinde etkili olmustur. Ancak fenitoinin kiigiik hiicreli akciger kanseri tedavisinde
etkili olup olmadigi bilinmemektedir (Ohta v.d., 2017).

Fenitoinin ulagilabilir konsantrasyonlarda fonksiyonel VGSC'ye (6zellikle Nav 1.5)
bagimli gogli ve istilayr engeller. Ancak fenitoinin meme kanseri hiicre soyu olan
metastatik olmayan MCF-7 {izerinde higbir etkisi olmamistir. Ayrica Nav 1.5"
kodlayan SCNS5A'nin verilerinde meme kanseri Orneklerinde invaziv/metastatik
fenotipi desteklemistir (Yang v.d., 2012). PHT'nin MCF-7 hiicrelerinin
biiylimesini %47 oraninda azalttig1 goriilmiistiir (Olsen v.d.,2004). Boylece Nav 1.5
ekspresyonunun metastatik insan meme kanseri hiicreleri ve dokularinda yukari
regiileedildigi ve aktivitesinin in vitro olarak hiicresel hareketliligi ve istilayi
gliglendirdigi gortilmiistiir. Lenf nodu metastaz1 da dahil meme kanseri ile korele

oldugu verilerle gosterilmistir (Fraser v.d., 2015).

Lu-165 akciger hiicresindeki antidiliretik hormon mRNA seviyeleri 25 pg/mL
dozlarinda fenitoinin 48 saatlik tedavisinden sonra azalmistir. Fenitoin igermeyen
grup (1,00 £ 0,36) ile 25 pg/mL (0,13 £ 0,04) dozlarinda fenitoin uygulanan grup
arasinda antiditiretik hormon mRNA seviyeleri agisindan anlamli bir fark gorilmiistiir.
5 pg/mL dozunda fenitoinin 48 saatlik tedavisi, 10 ve 20 mEg/L'de ilave sodyum ile
sodyum yiiklemesinde Nav 1.3 mRNA seviyelerini azaltmistir (p<0.05) (Ohta v.d.,
2017).

Literatirde PHT ve TTX'in yiiksek metastatik olan Mat-Lylu hiicre soyunda
hareketlilik indeksini azalttigi goriilmistir. 1 uM TTX ve 50 uM PHT'nin bu hiicre
hattindaki hareketlilik indeksini % 47 ve %11 oraninda azaltmistir (Fraserv.d., 2003).

PHT'nin prostat kanseri hiicreleri {izerindeki etkilerini arastiran bir c¢alisma

bulunmakta ve Fraser ve arkadaslari (2003) bu c¢alismalarinda 200 pM a kadar

26



PHT'nin 48 saat siireyle uygulanmasi sonucu toksik etki gostermedgini belirtmislerdir.
200 uM PHT hem yiiksek metastatik Mat-Lylu hem de diigiik metastatik AT-2
hiicrelerinin proliferasyonunu azaltirken, 100 uM PHT sadece ayrica MAT-LyLu

hiicrelerinin proliferasyonu inhibe etmistir (Fraser v.d., 2003).

Prostat kanserinin allogreft modelinde tetradoksin akciger metastazini inihibe etmistir.
PCa hiicrelerinde, PHT ve karbamazepin hem interlokin hem de PSA salgilanmasini
azalttig1 goriilmistiir. Ayn1 zamanda valproatin PSA ve interlokin salgilanmasini daha
az inihibe ettigi bulunmustur. Bdylece prostat kanseri hiicre proliferasyonunu ii¢

ilacinda inhibe ettigi gorilmistiir (Martin v.d, 2015).

plI hiicre hattinin hiicre hareketliligi tizerinde TTX'in hicbir etkisi gériilmemisken; 50
uM ve 100 uM PHT'de %8-10 inhibitor etki gostermistir (Muhammed v.d., 2016).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiira

Bu ¢alismada Dunning sican prostat adeno karsinomasindan tiirevlenmis olan yiiksek
metastatik Mat-LyLu ve diisiik metastatik AT-2 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu iki hiicre
hatt1 laboratuvarimizda in vitro olarak pasajlar1 alinip dondurulmustur. Hiicreler % 10
fetalbovin serum, % 1 L-glutamin, 250 nM deksametazon ilave edilerek hazirlanan
Roswell Park MemorialInstute 1640 (RPMI-1640, Gibco) kiiltiir medyumu igerisinde,
%5 CO2'li ve 37°C’de inkiibatorde yetistirilmistir (Bugan v.d., 2016).

3.2. Farmakolojik Ajanlarin Hazirlanmasi

Steril sodyum hidroksitte ¢oziilen PHT (Sigma), 100 mM’lik stok soliisyon elde
edildikten sonra -21°C de saklanmistir. Deney esnasinda stok soliisyondan kullanilacak
olan 1 uM ve 2 uM PHT konsantrasyonlar medyum ile seyreltilerek hazirlanmis ve

taze olarak kullanilmastir.

TTX, spesifik VGSC blokeridir. Pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Yildirim v.d.,
2012). 1 mg toz haldeki TTX, 1 midistile su ile ¢6ziilerek 3 mM'lik stok soliisyon elde
edilmistir. Hazirlanan stok soliisyon stabilitesini korumak i¢in ependorflara boliinerek
-21°Cde saklanmustir.

3.3. Hiicrede Biiyiime

AT-2 ve Mat-Lylu hiicrelerinin biiyiime egrilerini belirleyebilmek i¢in biiyiime deneyi
yapilmistir. Hiicrelerin 24. ve 48. saatteki biiylime egrisini saptamak lizere MTT
yontemi kullanilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre pleytinin her bir kuyucuguna
2x10%, 4x10%, 6x10%, 8x10%, 10x10%, 12x10° ve 14x10° hiicre olmak tizere farkl
saylda hiicre ekimi yapilmistir. Kiiltiir medyumlar1 her 24 saatte degistirilmistir. 24.
Ve 48. saat sonunda kuyucuklardaki medyumlar ¢ikarilarak, 100 pl'lik 3- (4,5- dimetil
tiyazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) eklenmis ve pleytler dort saat
karanlikta tutulmustur. Bu siire¢ icerisinde sar1 renkli olan tetrazolyum tuzu
mitokondri aktivitesine bagli olarak mor renkli formazan kristallerini olusturur.

37°Cde dort saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki MTT soliisyonu atilarak
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89 ul dimetil siilfoktit (DMSO) (Sigma) ve 11 pl glisin tamponu ilave edilmistir.
Mevcut hiicrelerin canliligina gore olusan mor formazan kristalleri DMSO ve glisin
eklenmesi ile pembemsi bir rengi olusturur. Tiim kuyucuklar, 570 nm dalga boyunda
mikro plaka absorbans okuyucusunda (iMark TM Bio Rad) okunmustur. Her hiicre
hatt1 i¢in deney, minimum ii¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen absorbans degerlerine
gore hiicre sayisi ile zamana bagli olarak biliylime grafigi cizilmis, korelasyon

belirlenmistir.

3.4. Toksisite

PHTnin AT-2 ve Mat-Lylu hiicreleri tizerinde toksik etkisinin bulunup bulunmadigi
saptanmistir. Alt: kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerin her bir kuyucuguna 3x10* hiicre
ekilmistir. Tripan mavisi metodunda pleytler 37°C sicakliktaki % 5 CO.'li inkiibatorde
tutulmustur. Hiicrelerin ekimini takiben 24. saatte mikroskop altinda hiicreler kontrol
edildikten sonra, deney grubundaki hiicrelere 1 pM, 50 uM ve 100 puM
konsantrasyonlarda PHT igeren deney medyumu, kontrol grubundaki hiicrelere
ise,normal kiiltiir medyumu uygulanmistir. 24 saat sonra medyumlar tazeleri ile
degistirildikten sonra, toplam 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda deney medyumlari
cikartilmig, 0,8 ml kiiltir medyumu ve 0,2 ml tripan mavisi ile 10 dakika
bekletilmistir. Petrilerdeki tripan mavisi igeren medyum inkiibasyon siiresi sonunda
atilarak FBS icermeyen taze medyum eklenmistir. invert mikroskopta 40x biiyiitmeli
objektif ile her kuyucuktaki 40 farkli alandaki canli ve 6li hiicrelerin sayimi1 yapilmus,
olii hiicre yiizdeleri hesaplanmistir. Deneyler her hiicre soyu igin en az ti¢ tekrar olmak

iizere gerceklestirilmistir.

3.5. Hiicre Proliferasyonu

Farkli konsantrasyonlardaki PHT nin diisiik metastatik AT-2 ve yiiksek metastatik
MAT-LyLu hiicre hatlarinin proliferasyonu iizerindeki etkisi, kolorimetrik 3- (4,5-
Dimetil tiazol-2yl) — 2,5 — Difenil tetrazolyum bromid (MTT) yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla, 96 kuyucuklu kiiltiir pleytlerinin her bir kuyucuguna
3x10* hiicre ekilmistir. 24 saat boyunca kiiltiir medyumu ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubuna kiiltiir medyumu, diger gruplara ise 1 uM,
S5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM ve 100uM konsantrasyonlarinda PHT igeren deney

medyumlari eklenmistir. PHT uygulanmis 6rneklerin ve kontrol gruplarinin, 24 ve 48
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saat sonunda Ol¢limleri yapilmak iizere, her bir kuyucuktaki medyum ¢ikarilarak
yerine MTT sollisyonu konulmustur. 37°C’de 4 saatlik inkiibasyonun ardindan
kuyucuklardaki MTT soliisyonu atilarak 89 ul dimetil siilfoktit (DMSO) (Sigma) ve
11 pl glisin tamponu eklenmistir. DMSO ve glisin eklendikten sonra boya absorbansi
mikroplaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Proliferasyon deneyinde
her grup i¢in 3 kuyucuk kullanmistir. Deneyler, minimum ii¢ tekrarli olarak
yuriitilmustir. Kontrol grubundan elde edilen degerler (1) kabul edilerek, deney
gruplart normalize edilmistir ve istatistik analizleri yapilmistir. Diislik ve yiiksek
metastatik Ozellikteki prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonu {izerine PHT'nin

etkisi 24. ve 48. saatlerde degerlendirilmistir

3.6. Lateral Hiicre Hareketi (Motilite=Migrasyon)

Diisiik metastatik AT-2 ve yiliksek metastatik Mat-LyLu prostat kanseri hiicre
hatlarimin  lateral hareketini (migrasyon) in vitro olarak incelemek iizere
'woundhealing' yara iyilesme deneyi uygulanmistir (Fraser vd., 2003). Kontrol, TTX
ve deney gruplart olusturulmustur. Deney oncesinde 35 mm'lik petrilerin alt kismina
birbirine paralel 15 paralel ¢izgi, bu gizgilere dik 3 paralel ¢izgi ¢izilmistir. Her bir
petriye 30x10* hiicre ekilmistir. Her bir hiicre hatt1 icin kontrol, TTX ve hiicrelerin
proliferasyonunu etkilemeyen konsantrasyonlardan 1 uM ve 2 uM PHT igeren deney
grubu olmak tizere dort grup petri olusturulmustur. Tiim gruplardaki hiicrelere normal
kiltir medyumu ilave edilmistir. Ekimden 24 saat sonra steril pipet ucu ile
'yara'agilmistir. Yaranin agildigr giin 0. saat olarak kabul edilip ¢izgilerin kesistigi
noktalardaki yara genislikleri, mikrometrik okiiler ile invert mikroskopta dl¢iilmiistiir.
0.saatteki yara genisligi (WO0) kaydedilmistir. Ol¢iim sonrasinda gruplardan kontrol
grubuna normal kiltiir medyumu, pozitif kontrol olarak TTX ile I uM ve 2 uM PHT
medyumlari taze sekilde ilave edilmis, 24. ve 48. saatlerde yara genislikleri (Wt)
yeniden olglilmiistiir. Elde edilen degerlerMI = 1 — (Wt — WO) formiiliinde yerine
konularak migrasyon indeksi (motilite indeksi=MI) hesaplanmistir. (W0, 0. Saatteki
yara genisligi; Wt ise, 24. veya 48. saatlerdeki yara genisligi) (Fraser v.d, 2003). Her

grup icin ti¢ petri kullanilmigtir ve deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmustir.

3.7. Apoptotik Hiicre Oliimii
PHT nin diisiik metastatik AT-2 ve yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerin apoptotik
hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde, floresan yontemi uygulanmistir. Hiicre 6liimii
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tizerindeki etkisini belirlemek amaci ile propidyum iyodiir ile boyama
gerceklestirilmistir. 5x10* hiicre on iki kuyucuklu pleytlere ekilmis ve 24 saat boyunca
kiiltiir medyumu ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kontrol
grubuna normal kiltiir medyumu, diger gruplara ise, TTX ile 1 uM, 2 uM, 5uM ve
10uM konsantrasyonlarinda PHT iceren deney medyumlar:1 eklenmis ve inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin her biri i¢in 151k ve floresan mikroskobunda ¢ekimi yapilmistir.
Goriintiiler 20x biyiitme ile alinmistir. Floresan ¢ekim oncesi hiicrelere 2 pL
propidyum iyodiir eklenip, oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Invert, floresan mikroskobunda &lii hiicreler sayilarak grafik
cizilmistir.

3.8. Koloni olusumu

Her iki hiicre hattinin koloni olusumlari tizerine PHT'nin etkisi, koloni olusum testi ile
degerlendirilmistir. Koloni olusum testinde altili hiicre kiiltiir pleyti kullanilmistir. Her
kuyucuga 500 hiicre ekilmis ve bir gece kiiltiir medyumu ile inkiibe edilmistir. 24. ve
48. saatlerde kontrol grubu kiiltir medyumu ile deney gruplari ise, 1 uM , 2 uM, 5 uM
, 10 uM'lik PHT ile, pozitif kontrol olarak 600 nM TTX igeren medyum ile
degistirilmistir. 48 saat sonunda tiim gruplardaki medyumlar ¢ikarilarak hepsine
normal kiiltiir medyumu eklenmistir. Hiicreler bliylimeye birakilmigtir. 7. giin sonunda
tim medyumlar ¢ikarilarak hiicreler PBS ile yikanmistir. Koloni olusturan hiicreler
metanol/asetikasit (3/1) ile 5 dakika boyunca tesbit edilmistir. Metanol/asetik asit
cikarildiktan sonra % 0.5 kristal viyole ile 15 dakika boyanmistir. Distile su ile yikanip,
oda sicakliginda karanlikta kuruyuncaya kadar beklenmistir. invert mikroskopta 4x
objektifte rastgele 40 farkli alandaki koloni sayilar1 saptanarak grafikleri ¢izilmistir.

Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.9. istatistiksel Analiz

Tiim deneylerden elde edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamalar1 ve standarthata
(£SE) seklinde verilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin t-testi
ve paird t-testi kullanilmigtir. Elde edilen sonuglarda P<0.05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4 BULGULAR

Yapilan bu caligmada, antiepileptik bir ilag olan PHT'nin, Dunning model prostat
kanseri yiiksek metastatik Mat-Lylu ve diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin
proliferasyonu, migrasyonu apoptotik hiicre 6liimii ile koloni olusumu tizerine etkisi
in vitro olarak aragtirllmigtir. Mat-Lylu hiicrelerinde artan Nav 1.7 ekspresyonu

PHT'nin etkisi lateral hiicre hareketi/migrasyon ile degerlendirilmistir.

4.1. Hiicrede Biiyiime

PHT'nin etkisi gozlemlenmeden 6nce hem diisiik metastatik AT-2 hem de yiiksek
metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin in vitro ortamda biiyiime 6zellikleri belirlenmistir.
Farkli sayida ekilen hiicreler ile absorbans arasindaki iliski, 24. ve 48. saatlerde
saptanarak, bliylime egrisi ¢izilmis ve dogru denklemi elde edilmistir (Sekil 4.1)
Sekilde verilen biiyiime egrileri incelendiginde arastirilan her iki saatte de Mat-Lylu
hiicre sayisinin artigina bagli olarak absorbansinda arttigi goriilmektedir. Mat-Lylu
hiicresinin biiyltime egrisindeki 24. ve 48. saatteki korelasyon katsayisi sirasiyla 0,944

ve 0,940 olarak saptanmuistir.
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Sekil 4.1.Mat- LyLu hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisi ile absorbans arasindaki
iligki ve dogru denklemi.

Diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerdeki hiicre sayisi ile absorbansi
arasindaki iligki Sekil 4.2'de verilmistir. Biiylime egrileri incelendiginde, her iki saatte
de absorbansin hiicre sayist ile dogru orantili olarak arttigi goriilmektedir. AT-2
hiicresinin bliyiime egrisindeki 24. ve 48. saatteki korelasyon katsayisi sirasiyla 0,951

ve 0,913 olarak saptanmustir.
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Sekil 4.2.AT-2 hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde hiicre sayisi ile absorbansi arasindaki iligki ve

dogru denklemi.

4.2. Hiucrede Toksisite

PHT'nin diisiik metastatik AT-2 ve yiiksek metastatik Mat-Lylu prostat kanseri hiicre
soylart tizerinde toksik etkisinin bulunup bulunmadigi tripan mavisi yontemi ile
belirlenmistir. Mat-Lylu hiicre soyu ile yapilan deneylerde saptanan Ol hiicre
yiizdesine gore, 1 pM PHT'nin kontrol grubuna oranla toksik bir etki gostermedigi
saptanmistir (Sekil 4.3). 100 uM PHT grubunda 6lii hiicre yiizdesi biraz artig gosterse
de, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir etki gostermedigi toksik olmadigi

izlenmektedir.

34



0T Micre yiaodesi

: misn R

Kamt i L 1l

PHT Konsantrasyonn (phl)

Sekil 4.3.PHT'nin Mat-Lylu hiicreleri iizerine uygulanmasi ile elde edilen 6li hiicre yiizdeleri.

AT-2 hiicreleri ile yapilan deneylerde de kontrol grubu ile karsilastirildiginda oli
hiicre yiizdesi konsantrasyon artis1 ile artmakla birlikte toksik bir etki

gozlemlenmemektedir (Sekil 4.3).

35



OF Hicre Yiwilesi

Kamd 1 H| (L]

PHT Konsantrasyonun (ph)

Sekil 4.4. PHT'nin AT-2 hiicreleri iizerine uygulanmasi ile elde edilen 6lii hiicre yiizdesi.

4.3. Hiicre Proliferasyonu

PHT'nin belirlenen konsantrasyonlar1 yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerine
uygulanmasi ile elde edilen veriler normalize edilmis hiicre sayilar1 Sekil 4.5'te
verilmigtir. Elde edilen Mat-Lylu hiicre sayilarinin 24. saatte kontrol grubu ile 1 uM
ve 5 uM PHT uygulanan deney gruplari arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir etki
goriilmedigi (P>0,05) belirlenmistir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonolan 10 uM,
20 uM, 50 uM ve 100 uM PHT uygulanan gruplarin hiicre proliferasyonunun ise
kontrol grubuna oranla azaldigi ve bu azalmanmn istatistiksel bakimdan anlamli
(P<0,05) oldugu saptanmistir. PHT'nin Mat-Lylu hiicrelerine 48. saat uygulanmasi
sonucunda ise kontrol grubuna oranla 5 pM ve dizerindeki tim PHT
konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu anlamli olarak (P<0,05) azalmakta ve bu

azalma PHT konsantrasyonunun artis1 ile paralellik gostermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Mat-Lylu hiicre soyu iizerine farkli konsantrasyonlarda PHT'nin 24 saatsiireyle
uygulanmasi sonucu (=SE) normalize edilmis hiicre sayilari (* P<0.05).
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Sekil 4.6. Mat-Lylu hiicre soyu iizerine farkli konsantrasyonlarda PHT'nin 48 saatsiireyle
uygulanmasi sonucu (=SE) normalize edilmis hiicre sayilari (* P<0.05).
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PHT'in belirlenen konsantrasyonlarinin diigilk metastatik AT-2 hiicrelerine 24 saat
stire ile uygulanmasi sonucu elde edilen veriler ile iliskisi Sekil 4.7'de verilmistir. Elde
edilen hiicre sayilarina gore, 24. saatte kontrol grubu ile I uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM
PHT uygulanan deney gruplari arasinda istatistik bakimdan anlamli bir fark
goriilmedigi (P> 0.05) belirlenmistir. Ancak PHT konsantrasyonu arttik¢a hiicre
sayllar1 azalmakta ve 50 uM ile 100 uM PHT uygulanan grupta dabu azalmanin
istatistik bakimdan anlamli (P<0.05) oldugu saptanmistir. PHT'nin AT-2 hiicrelerine
48. saat siire ile uygulanmasi sonucunda 10 pM, 20 uM, 50 uM ve 100 uM PHT
konsantrasyonlarinda bu azalma (P<0,05) olmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7.AT-2 hiicre soyu iizerine farkli konsantrasyonlarda 24. saat siire ile PHT

uygulanmasi sonucu normalize edilmis hiicre sayisit (£SE)(*P<0.05).
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Sekil 4.8. AT-2 hiicre soyu lizerine farkli konsantrasyonlarda 48. saat siire ile PHT
uygulanmasi sonucu normalize edilmis hiicre sayist (=SE) (*P<0.05).

4.4. Lateral Motilite (Migrasyon)

Diisiik metastatik AT-2 ve yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin migrasyonu
iizerinde PHT nin etkisini degerlendirmek {iizere yara iyilesme testi uygulanmis,

motilite indeksi ve motilite ylizdesi hesaplanmustir.

Yiiksek metastatik ve yiiksek oranda VGSC ekpresyonu yapan Mat-Lylu hiicrelerinin
lateral hareketi/motilite indeksi tizerine PHT'nin etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar Tablo 4.1ve Sekil 4.9'da gosterilmistir. Kontrol grubunda 24. saatte 0.40 +
0.01 olarak belirlenen motilite indeksi, 48. saatte 0.75 + 0.10 olarak saptanmuistir.
VGSC blokeri olan ve deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan TTX ise, 24. saatte
0,36 £ 0,01 ve 48. saatte 0,59 £ 0,01 motilite indeksi ile kontrol grubuna oranla
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hiicrelerin lateral hareketini 24. ve 48. saatte sirasiyla % 10 ve % 21,33 oraninda
anlamh (P<0.05) olarak azaltmistir. Deney grubu motilite indeksi, 1 uM ve 2 uM
PHT'de sirasiyla, 24. saatte 0,38 + 0,01 ve 0,39 + 0,01, 48. saatte ise, 0,58 + 0,01 ve 0,
61 = 0,01 olarak saptanmistir (Tablo 4.1). Yapilan istatistik degerlendirmelere gore, 1
uM ve 2 uM PHT uygulanmasi sonucu hiicrelerin lateral hareketlerinin kontrol
grubuna oranla 24.saatte % 5 ve % 2,5 oraninda, 48. saatte ise % 22,67 ve % 18,67
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Ancak bunlardan TTX (24. ve 48. saat) ile 1 uM ve
2 uM PHT uygulamasinin 48. saatinde hiicrelerin lateral hareketi iizerinde anlamli
(P<0.05) bir etki meydana getirdigi belirlenmistir. Yiizde inhibisyon degerleri dikkate
alindiginda, artan doz ile birlikte inhibisyon oraninin azaldigi gériilmistiir. 48. saatteki
1 uM ve 2 uM PHT’nin 48. saatte VGSC blokeri TTX ile benzer oranda hiicrelerin
lateral hareketini inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.1. Mat- LyLu hiicrelerine TTX ve PHT uygulanmasi ile elde edilen motilite indeksi
ve % degisim degerleri (+SE).

Motilte indeksi Matilite indeksindeli Istatistil
(Mal) Degisim (%) Degerlendirme
24, Baat 48, Saat 24, Saat 48, Baat
Kontrol 0.40=0.01 0.75+0.10 _ _

TTX (600 nM) 036=0.01 0.59+0.01 1000)* 21533 (1)F *P<0.05
=0. SE£0. 5 2267 * -
1pM 038=0.01 0.58=0.01 501 67 (1) S P<0.05

- . -}.;_ ? *
2uM 0392001 0.61=0.01 2501 18.67(1) cpe0.05
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Sekil 4.9. PHT'nin, Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareket tizerine etkisi (* p<0,05).

Dunning model zayif VGSC ekspresyonuna sahip diisitk metastatik AT-2 hiicrelerinin
lateral hareketi iizerine PHT nin etkisi ise, Tablo 4.2de ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.
24.ve 48. saatteki kontrol grubu motilite indeksi (Mol) sirasiyla 0,34 + 0,01ve 0,68 +
0,01 olarak saptanmistir. Sodyum kanal blokeri olan TTX’in 24.ve 48. saatteki motilite
indeksleri sirasiyla 0.32 £+ 0.01 ve 0.51 + 0.01olarak elde edilmistir. Elde edilen bu
veriler kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TTX, AT-2 hiicrelerinin lateral hareketi
tizerinde sirasiyla % 5,9 ve % 25 oraninda inhibisyon meydana getirmekte ve bu
inhibisyonun anlamli oldugu (P<0.05) goriilmektedir. 1 uM PHT uygulanan deney
grubunda hiicrelerin motilite indeksi, 24. saatte 0,31 +0,01 ve 48. saatte ise, 0,55 +
0,01 olmaktadir. Yapilan istatistik analize gore; 1 uM PHT'nin hiicrelerin lateral
hareketinde azalmaya neden oldugu, kontrole oranla 24. ve48. saatte sirast ile %8,8 ve
% 19 anlamli (P<0.05) bir inhibisyon meydana getirdigi gozlemlenmistir. 2 uM PHT
ise, AT-2 hiicrelerin motilite indeksi, 24. saatte 0,33 + 0,01 ve 48. saatte ise, 0,61 +
0,01 olmaktadir. AT-2 hiicrelerinin lateral hareketinin sadece 48.saatte yiizde 10.3

oraninda inhibe etmis ve bu inhibisyon anlamli (P<0.05) bulunmustur.
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Tablo 4.2. AT-2 hiicrelerine TTX ve PHT uygulanmasi ile elde edilen motilite indeksi ve %
degisim degerleri (+SE).

Motilte indeksi Motilite indeksindeld Istatistik
(Mal) Degisim (%) Degerlendirme
24, Saat 48, Saat 24, Saat 48, Saat
Kontrol 034001 0.68=0.01 _ _ _

TTX (600 nM) 0322001 0.51=0.01 5ot 25()* *P<0.05
1pM 031001 0355001 Bs(” 19 (1" *P<0.035
2pM 035001 0.61=0.01 (L) 103 ()7 *P<0.035
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Sekil 4.10. PHT'nin, AT-2 hiicrelerinin lateral hareketi iizerine etkisi (* p<0,05 ).
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4.5. Apoptotik Hiicre Oliimii

PHT'nin diisiik metastatik AT-2 ve yiikksek metastatik Mat-Lylu hiicresoylari
tizerindeki apoptotik etkisi propidyum iyodur ile floresan mikroskobu ile bakilmistir.
Sekil 4.11'de Mat-Lylu hiicrelerinin 151k mikroskobunda 20x biiylitmede deney
gruplarinin dozlar1 arttikgca canliligin azaldigr izlenmektedir. Ayrica floresan
mikroskobunda Mat-Lylu hiicrelerinin 48 saat siire ile 1 uM, 2 uM, 5 uM ve 10 uM
PHT'ye maruz kalmalar1 sonucu doza bagli olarak apoptotik Oliimiin arttig1
gorilmiistiir (Sekil 4.12). Mat-Lylu hiicre hattinin Sekil 4.13'te 6lii hiicre sayisi
grafiginde anlamli bir fark saptanmamustir. Diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin 151k
mikroskobu goriintiileri Sekil 4.14 de floresan mikroskobu goriintiisii ise, Sekil 4.15
de verilmistir. AT-2 hiicrelerinin 1 uM, 2 uM, 5 uM ve 10 uM PHT'de 48 saat kalmasi

sonucunda 6lii hiicre yiizdesinin arttigi goriillmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda PHT uygulanan Mat-Lylu hiicrelerinin 151k
mikroskobu (20x) goriintiisii.
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda PHT uygulanan ve propidyum iyodiir ile boyanmis
Mat-Lylu hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiisii (20x) (Kirmiz1 noktalar 6lii hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.13.PHT'nin Mat-Lylu hiicre soyu tizerinde apoptotik hiicre sayisi.
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda PHT uygulanan AT-2 hiicrelerinin 151k mikroskobu
(20 x) goriintiisii.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda PHT uygulanan ve propidyum iyodiir ile boyanmis
AT-2 hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiisii (20x) (Kirmizi noktalar 6lii hiicreleri
gostermektedir).
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Sekil 4.16. PHT'nin AT-2 hiicre soyu tizerinde apoptotik hiicre sayist.

4.6. Koloni Olusumu

AT-2 ve Mat-Lylu prostat hiicre soylarinin in vitro olarak koloni olusumlar1 iizerine
PHT'in etkisi degerlendirilmistir. 48 saat TTX, 1 uM ve 2 uM PHT uygulanmasi
sonucu olusan hem AT-2 hem de Mat-Lylu hiicrelerinde kolonilerin (> 50 hiicre)
yiizdeleri Tablo 4.3’te verilmis ve grafikleri ¢izilmistir. Yiiksek metastatik Mat-Lylu
hiicrelerinin koloni morfolojileri ve koloni yiizdeleri Sekil 4.17°de verilmistir. TTX, 1
uM ve 2 uM PHT'nin koloni sayisini azalttig1 belirlenmis olup, TTX, 1 uM ve 2 uM

PHT’de bu azalmanin istatistik bakimdan anlamli (P>0.05) olmadig1 gortilmiistiir.
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Tablo 4.3. PHT'nin koloni yiizdesi iizerindeki etkisi (P>0.05).

Koloni Yiizdesi (%)

Kon ITX 1 pM 2 pM
Mat-LyLu 100 Box 7.2 o0 = 11.2 Bgx 72
AT2 100 94+ 2.5 87 1.9 92+ 4.1

PHT’nin diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin koloni morfolojisi ve koloni yiizdeleri
iizerindeki etkisi ise, Tablo 4.3 ve Sekil 4.18'da goriilmektedir. Elde edilen sonuglara
gore Mat-Lylu hiicre hatt1 ile paralellik gostermistir.

50



120

Ortalama Koloni Sayis1 (Normalize)

100 +
80 4
60
40 +
20
0
Kon. TTX 1 2

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.17. PHT uygulanan Mat-Lylu hiicrelerinin koloni morfolojisi ve koloni yiizdesi.

51



Kont. TTX

Kont. X

1uM 2uM

120 -

0 I I I I
Kon. IIX 1 2

Konsantrasyon (uM)

=
=

=]
=

=
=

Ortalama Koloni Sayis1 (Normalize)
o o
=) =]

Sekil 4.18. PHT uygulanan AT-2 hiicrelerinin koloni morfolojisi ve koloni yiizdesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli faktorlerin etkisi ile goriilme siklig1 giderek artan ve diinya ¢apinda bir saglik
sorununa yol agan kanser, mortalite ve morbiditesinin yiiksek olmasi, tedavi maliyeti,
stiresi, yan etkilerinin yan1 sira sosyal ve psikolojik etkileri nedeniyle ¢agimizin en
Oonemli sagliksorunlarindan birini olusturmaktadir. Kanserden kaynaklanan
mortalitenin degerlendirilmesi sonucu, 6liimlerin primer timdrden ¢ok metastazlardan
kaynaklandig1 anlagilmaktadir (Djamgoz&Onkal 2013; Fairhurst v.d., 2015; Bugan
v.d., 2019). Dolayisiyla son yillarda metastaza yonelik tedavi stratejileri konusunda
yogun caligsmalar slirdiiriilmektedir. Bu calismalarda VGSC'lerin metastatik siireci
etkileyen bir faktor olarak rol aldiklari ve yeni bir tedavi stratejisi olabilecekleri
belirlenmistir (Brackenbury v.d., 2012; Nelson v.d., 2015). Prostat kanser hiicrelerinde
VGSC'lerden Nav 1.7 alt tipinin artan ekspresyonu saptanmigs Ve metastatik
davranislardan sorumlu oldugu ortaya konmustur (Djamgoz&; Onkalv.d., 2013;
Brackenburry v.d., 2012). Bu kanallarin bloke edilmesiyle metastatik ilerlemenin
baskilanabilecegi hipotezi ile etki mekanizmasi iyon kanallarini bloke etme {izerine
olan bazi ilag veya farmakolojik ajanlar ile ¢alismalar yogunlagsmistir (Djamgoz&;

Onkal v.d., 2013; Bugan vd., 2015; Preverskaya v.d., 2018; Djamgoz v.d., 2019).

Bu calismada; meme kanserinde metastatik aktiviteden sorumlu olan Nav 1.5 VGSC
ler lizerinde etki gdsteren antiepileptiklerden PHT'nin, prostat kanserinde metastatik
davraniglarindan sorumlu olan Nav 1.7 iizerindeki etkisi, yiiksek metastatik Mat-Lylu
ve diisiik metastatik AT-2 hiicreleri araciligiyla; proliferasyon, koloni olusumu,

apoptotik hiicre 6liimii ve metastaza yonelik hiicre migrasyonu arastirilmigtir.

Calismamizda prostat kanseri yiiksek metastatik Mat-Lylu ve diisiik metastatik AT-2
hiicreleri tizerinde PHT, sitotoksik bir etki gostermemistir. Her iki hiicre soyunun
hiicre proliferasyonu deneyleri MTT yontemi ile yapilmis ve 1 - 100 uM PHT
konsantrasyonlar1 arastiritlmistir. Hiicrelerin PHT ile 48. saatlik inkiibasyonu
sonucunda, diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinde 10 uM, yiiksek metastatik Mat-Lylu
hiicrelerinde ise, 5 uM PHT konsantrasyonlarindan itibaren PHT'nin, hiicre
proliferasyonu tizerinde anlamli bir inhibisyon meydana getirdigi saptanmistir. Mat-

LyLu ve AT-2 hiicrelerinin apoptotik hiicre 6liimii propidyum iyodiir, floresan
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yontemiile arastirilmis ve her iki hiicrenin lizerinde PHT konsantrasyonu arttik¢a 6l

hiicre sayisinin arttig1 ancak bu artisin anlamli olmadig gézlemlenmistir.

Literatiirde, PHT'nin prostat kanseri hiicreleri {izerindeki etkilerini arastiran sadece
birgalisma bulunmakta olup, Fraser ve arkadaslar1 (2003) bu ¢alismalarinda 200 uM
PHT'nin 48 saat siireyle uygulanmasi sonucu toksik etki gostermedigini
belirtmiglerdir. 200 uM PHT hem yliksek metastatik Mat-Lylu, hem de diisiik
metastatik AT-2 hiicrelerinin proliferasyonunu azaltirken, 100 uM PHT sadece MAT-
LyLu hiicrelerinin proliferasyonu inhibe etmistir (Fraser v.d., 2003). Calismamizda
elde ettigimiz sonuglar, bu ¢alismada elde edilenlere benzer olmakla birlikte, Mat-
LyLu ve AT-2 hiicrelerinin proliferasyonlarin1 daha diisiik PHT konsantrasyonlarinda

inhibe ettigini gosterdik.

Meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine PHT etkilerinin arastirildigi
literatiirde birkag ¢alisma bulunmaktadir. PHT nin meme kanseri iizerindeki etkilerini
ilk kez arastiran Yang ve arkadaglar1 (2012) Nav 1.5 ekspresyonu yapan yliksek
metastatik MDA-MB-231 vediisiik metastatik MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu {izerine 5 pM, 50 uM ve 200 uM PHT'nin herhangi bir etki
gostermedigini saptamistir. Ayni arastirict grubu PHT'nin etkilerini farelerde

olusturduklar1 tiimorler tizerinde in vivo olarak da incelemislerdir.

Farelerde MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ile olusturulan tiimorlere uygulanan
60mg/kg PHT’nin tiimor biiylimesi {izerinde inhibisyon meydana getirdigi
belirlenmistir. Ayrica, aktif kaspaz-3'i eksprese eden apoptik hiicrelerin sayisinda

anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Nelson v.d., 2015).

Anti epileptik ilag olan PHT, 6strojen reseptorii pozitif olan MCF hiicreleri ile 6strojen
reseptoriiniin susturulmasi ile elde edilen ve VGSC akimi saptanan pll hiicrelerine
deuygulanmis ve 1 pM PHT'nin pll hiicrelerinin proliferasyonunu %25 azalttig1 tespit
edilmistir (Mohammed v.d., 2016).

Kanserin korkutucu 6zelliklerinden biri olan metastaz, hiicrelerin primer tiimérden
ayrilmast ile gergeklesmektedir. In vitro ¢alismalarda metastazin degerlendirilmesinde
hiicre hareketi izlenmekte, hiicrenin lateral hareketi yani migrasyonu ile invazyonu

arastirilmaktadir. PHT'nin Mat-Lylu ve AT-2 hiicrelerinin lateral hareketi {izerine
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etkisi hiicre proliferasyonu iizerinde etki goOstermeyen konsantrasyonlar ile

stirdiirilmiistiir.

PHT'nin diisik metastatik AT-2 ve yiiksek metastatik Mat-Lylu prostat kanseri
hiicreleri tizerindeki metastatik etkisi, hiicre proliferasyonu iizerinde etki gostermeyen
1 uM ve 2 uM PHT konsantrasyonlari kullanilarak gerc¢eklestirilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan sodyum kanal blokeri TTX, yiiksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerinin
48. saatteki migrasyonunu %21,3; 1 uM PHT %22,7; 2 uM PHT %]18,7 oraninda
anlamli (P<0,05) olarak inhibe etmistir. Diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin
migrasyonunda sirast ile TTX % 25; 1 uM PHT %19; 2 uM PHT ise % 10,3 inhibisyon
meydana getirmistir. Migrasyonun yani sira, hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri
de arastirilmis, diisiik metastatik AT-2 ve yliksek metastatik Mat-Lylu hiicrelerine
uygulanan TTX, 1 uM ve 2 uM PHT ’nin her iki hiicre soyu tizerinde de koloni olusum
oraninda bir azalma meydana getirmekle birlikte, inhibisyon goriilmemistir. Ancak
kontrol grubuna gore deney gruplart koloni olusum oraninda az da olsa bir azalma

saptanmigtir.

Fraser ve arkadaslar1 (2003) Nav 1.7 ekspresyonunun goriildiigii yiikksek metastatik
Mat-Lylu ve diisiik metastatik AT-2 prostat kanser hiicrelerinde veratridine, aconitine
gibi VGSC agicilarinin yani sira, TTX, PHT gibi blokerlerin hiicre hareketi lizerine
etkilerinide aragtirmiglardir. Sodyum kanal blokeri TTX (1 uM) in vitro olarak MAT-
LyLu hiicrelerinin motilitesini %47 oraninda inhibe ederken, AT-2 hiicreleri lizerinde
anlamli bir etki gostermemistir. PHT ¢alismada 5 pM ve 50 uM olarak kullanilmis ve
Mat-Lylu hiicreleri lizerinde sirasityla %17 ve %11 oraninda inhibisyon meydana
getirmistir. AT-2 hiicrelerilizerinde anlamli bir etki géstermemistir (Fraser v.d., 2003).
Prostat kanseri lizerinde PHT'nin metastatik aktivitesi lizerine etkilerinin arastirildig:

baska bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Meme kanserinde MCF-7 hiicrelerinin migrasyonu {izerinde 5-200 uM PHT herhangi
bir etki gostermezken, yliksek metastatik, Nav 1.5 VGSC ekspresyonu yiiksek olan
MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonunu 50 uM PHT, %27,3;200 uM PHTise,
%37,2 gibi 6nemli diizeyde inhibe etmistir. Ayn1 sekilde MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazyonunda da inhibisyon goriilmiistiir (Yang v.d., 2012). Hiicrelerin migrasyon ve
invazyonundan elde edilen bu sonuglar {izerine, meme kanseri Nav 1.5

ekspresyonunun metastatik aktiviteyi artirdigi ve PHT gibi, VGSC bloke eden

55



ilaglarile bu aktivitenin baskilanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Yang v.d., 2012). MDA-
MB-231 meme hiicreleri ile disi farelerin meme pedlerinde tiimor olusturan ve PHT
ninetkisini in vivo olarak arastiran Nelson ve arkadaslar1 (2015) akciger, karaciger
vedalakta metastazin azaldigini saptamiglardir. Ayn1 zamanda farelerden elde ettikleri
dokulart DAPI gibi boyalar ile immun boyama sonucunda, doku Kkesitlerinde de

metastatik odaklarin azaldigini1 gostermislerdir.

Yine antiepileptik olan volproikasitin insan prostat kanseri hiicreleri PC3 ve DU145
de doza bagimli olarak istilaciligt onemli Olgliide azaltti (Jiangv.d., 2013).
Volproikasitin prostat kanseri hiicrelerinde hiicre gociinii inhibe ettigi bulunmustur.
Ayrica E-kadherin proteinin yukari regiilasyonu ve hiicre gociinde inhibisyon

goriilmistiir (Zhang v.d.,2011).

Lu-165 akciger hiicresinde antidiiiretik hormon mRNA seviyeleri 25 pg/mL
dozlarinda fenitoinin tedavisinden sonra azaldigi, 10 ve 20 mEg/L'de ilave sodyum ile
sodyum yiiklemesinde Nav 1.3 mRNA seviyelerini azalttigi goriilmiistiir (Ohta v.d.,
2017).

Prostat kanserinin allogreft modelinde tetradoksin akciger metastazini inihibe etmistir.
PCa hiicrelerinde, PHT ve karbamazepin hem interlokin hem de PSA salgilanmasini
azalttig1 goriilmistiir. Ayn1 zamanda valproatin PSA ve interlokin salgilanmasini daha
az inhibe ettigi bulunmustur. Boylece prostat kanseri hiicre proliferasyonunu ilacinda

inhibe ettigi goriilmiistiir (Martin v.d, 2015).

PHT'min hiicre proliferasyonu iizerinde ilgili dozlarda metastatik MDA-MB-231
memekanseri hiicrelerinde sodyum akimini, goclinii ve istilasini inhibe ettigi
gorilmiistiir. Zayif metastatik MCF-7 hiicrelerinin gogii, cogalmasi veya istilasi
iizerinde etki yoktur. Bu da PHT'nin etkisinin VGSC'ye bagimli oldugunu gosterir
(Pellegrino v.d., 2022).

Direncli prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC3 ve DU145'de 6-Tocotrienol'iin 15
ng/mL'de 48 ile tedavisi sonucunda koloni olusturma yeteneklerine bakildi. Tedavi
edilmeyen hiicrelerde koloni olusturdugu ancak o&-Tocotrienol ile tedavi

edilenhiicrelerde koloni olusturma yeteneginin azaldigi goriildii (Fontana v.d., 2019).
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Bu tez ¢alismasinda, antiepileptik ilag olan PHT'nin prostat kanseriiizerindeki etkisi
hiicre proliferasyonu, koloni olusumu Ve lateral motilite ile arastirtlmistir. PHT'nin
Dunning modeli prostat kanseri Mat-LyLu ve AT-2 hiicrelerinin lateral hareketi yani
migrasyonu iizerinde inhibisyon meydana getirdigi goriilmiistiir. Koloni olusumu,
migrasyon ve apoptoz deneyi ile elde ettigimiz hiicre 6liimii sonuglarimizburada
belirtilen galismalarla paralellik gostermekte ve PHT’in hiicrelerin migrasyonu
iizerinde olusturdugu inhibisyon, muhtemelen, Nav 1.7 VGSC aktivitesinin bloke
olmasindan kaynaklanmaktadir. VGSC {izerinde etkili olan antieliptik ilag PHT'nin, in
vitro etkisini degerlendiren bu 6n g¢alismanin molekiiler yontemlerle daha ayrintili

olarak in vitro ve daha sonra in vivo ¢alismalarla arastirilmasi gerekmektedir.
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