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OZET

Cakir-Aktas, C. nNavl.S Sodyum Kanali Ve Noc¢-4 Reseptor Sinyalinin
Baskilanmasinin Insan Meme Kanseri Hiicrelerinde Cogalma Ve Metastatik
Potansiyel Uzerine Etkisinin Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013.
Meme kanserinin goriilme sikligr gittikge artmakta olup baslica oliim sebepleri
arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Meme hiicrelerinin kansere doniismesinin
altinda yatan ve 6zellikle metastaz yapmalarina yol agan molekiiler degisimler yogun
bicimde arastirilmaktadir. Sodyum kanallarinin neonatal formu Navl.5 ve Nog-4
reseptoriiniin gen ifadelerindeki asirt artis bu degisimler arasinda yer almaktadir. Bu
tezin amaci yiiksek metastatik potansiyele sahip olan MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicrelerinde bu iki molekiiliin baskilanmasinin, hiicre ¢ogalmasi ve metastazi
tizerindeki etkilerinin ve birbirleri ile olan etkinliginin incelenmesidir.

Bu amagla, sodyum iyon kanali, antikonviilzan bir ila¢ olan fenitoinle, Noc¢-4
reseptorii ise gama-sekretaz inhibitérii N-[N-(3,5-Difluorofenilasetil)-L-alanil]-S-
fenilglisin t-biitil ester (DAPT) ile baskilanmistir. Farkli dozlarda uygulanan
inhibitorlerin nNav1.5 iyon kanali ve Nog-4 reseptorii gen ifadelerine etkileri zamana
bagli olarak es zamanli polimeraz zincir tepkimesi (RT-PCR) ile incelenmistir.
Metastatik ozellikler ise jelatin zimografi ve yara ¢izik yayilma testi ile incelenmistir.
Metastatik 6zelliklerden MMP-9/TIMP-1 oranmnin degisimi de RT-PCR ile
belirlenmistir.

Noc¢ reseptor sinyal yolagir ve sodyum iyon kanalinin inhibe edilmeleri sonucunda
hiicre gog¢ii, MMP-9 protein ifadesi ve MMP-9/TIMP-1 oranit anlamli sekilde
azalmistir. Ayrica, DAPT 1n her iki molekiilii de inhibe ettigi, DAPT ve fenitoinin
birlikte kullanilmasinin hiicrelerde MMP-9/TIMP-1 oranini azalttigi ve buna bagl
olarak kanser hiicrelerinin invazif 6zelligini zayiflattigi saptandi. Bu bulgulara
dayanarak nNavl.5 iyon kanali ve Nocg-4 reseptorii arasinda etkilesim oldugunu ve

bu iki molekiiliin meme kanserinde anti-metastatik hedefler oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Nog-4 reseptorii, nNav1.5 iyon kanali, fenitoin,
DAPT, metastaz.



Vi

ABSTRACT

Cakir-Aktas, C. Analysis Of Antiproliferative And Antimetastatic Effects Of
nNav 1.5 Sodium Channel And Notch-4 Receptor Signal Suppression in Human
Mammary Cell Lines. Hacettepe University Institute of Health Sciences
Biochemistry Program, Master of Science Thesis, Ankara, 2013. The incidence
of breast cancer is rapidly increasing and it is one of the major causes of death. The
molecular changes leading to malignant transformation and metastasis of mammary
cells is studied intensively. The expression of neonatal form of sodium channel
nNav1.5 and overexpression of Notch-4 receptor is one these molecular changes. The
aim of this thesis is to investigate the effect of the inhibition of these two molecules
on the proliferation and metastatic behaviour of higly metastatic MDA-MB-231
human breast cancer cell as well as the interaction between these molecular systems.

For this purpose, sodium ion channel was inhibited phenytoin by an anticonvulsive
agent and the Notch-4 receptor was inhibited N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-
alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT) by gamma secretase inhibitor. The
dose dependent effects of these inhibitors were detected by real time polimerase
chain reaction (RT-PCR). Metastatic properties were analysed by gelatin
zymography and wound healing methods. Furthermore, another metastatic property,
MMP-9/TIMP-1 ratio was followed by RT-PCR.

Resulted in inhibition of Notch receptor signalling and sodium ion channel, cell
motility, MMP-9 protein expression and MMP-9/TIMP-1 proportion decreased
significantly. On the other hand, DAPT inhibits both molecules and when used in
combination with phenytoin decreases MMP-9/TIMP-1 ratio significantly reducing
the metastatic power of cancer cells. Thus, an interaction exists between nNav1.5 and
Notch-4 receptor and both of these molecules may be considered as targets for anti-

metastatic therapy.

Key words: Breast cancer, Notch-4 receptor, nNavl.5 ion channel, phenytoin,
DAPT, metastasis.
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1. GIRIS ve AMAC

Diinyada oOliimlerin 6nde gelen sebepleri arasinda olan kanser, toplum
sagliginin temel problemi olarak goériilmektedir. Hastaligin erken tanis1 mortaliteyi
onemli oranda azaltsa bile, hastaligin ilerlemesi durumunda tedavi yontemleri cogu
kez yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hastaligin ortaya cikisi ve gelisimini takip
etmek agisindan molekiiler mekanizmasinin iyi bilinmesi 6nem tasimaktadir (1).

Bu arastirmada, metastatik insan meme Kkanseri hiicrelerinde gen ifadeleri
artan nNav1.5 sodyum kanallar1 ve Nog-4 reseptoriiniin metastaz ile iliskili olaylarda
rol aldiklar1 yoniindeki bulgulara dayanarak, bu iki hiicre bileseninin birbirinden ayr1
ve birlikte, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre goglinii ne yonde etkiledigini anlamak ve iki
sistemin birbirine bagimliligini incelemek amaglanmaktadir.

Iyon kanallarmin metastatik kaskadla iliskili cesitli hiicresel aktiviteleri
kontrol ettigi ¢ok iyi bilinmektedir (2). Ozellikle, voltaj kapili sodyum kanallarmin
metastatik potansiyelle yakindan iliskili oldugu agiktir. Metastatik kaskadi kontrol
eden cesitli basamaklardaki rolii ve bazi saldirgan karsinomlarda gen ifadelerinin
artmas1 bunu dogrulamaktadir (3). Ozetle, voltaj kapili sodyum kanallar1 metastatik
potansiyelin saptanmasi ve ilerlemesinin bloke edilmesi igin yeni bir hedef haline
gelmektedir (4).

Nog sinyal sistemi ise embriyonik dénemde tiim dokularin gelisimi ile ilgili
olaylar1 yonlendirmekte ve erigkin viicudunda da bazi dokularda bulunmaktadir.
Komsu hiicrelerin yiizey molekiilleri araciliiyla etkilesmesi ile ¢alisan Nog sinyal
sisteminin kanser olusumu ve gelisimi ile iliskisi arastirilmaktadir. Insanda bulunan
dort tip Nog reseptoriinden (Nog 1-4) birisi olan Nog-4, meme gelisiminde rol
oynamakta ve meme kok hiicrelerinde ifade edilmektedir. Bu nedenle, meme kanseri
ile iligkisi arastirilmakta ve tedavi hedefi olabilirligi irdelenmektedir.

Calismamiz kapsaminda insan kaynakli metastatik meme kanseri hiicrelerinin
(MDA-MB-231) kiiltiirii yapilip, kiiltiirdeki hiicrelerin sodyum iyon kanali fenitoin
ile, Nog-4 reseptorii ise gama sekretaz inhibitorii N-[N-(3,5-Difluorofenilasetil)-L-
alanil]-S-fenilglisin t-biitil ester (DAPT) ile inhibe edilmistir. Bu iki molekiiliin ayri
ayr1 ve birlikte inhibe edilmelerinin hiicrelerin metastatik Ozellikleri tizerindeki

etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri ve Metastaz

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiridir ve akciger

kanserinden sonra kansere bagli 6liimlerin en sik nedenidir (5). Gen ifade seviyesinin

bozulmasina neden olan epigenetik degisiklikler ve tiimor baskilayici genler ya da

proto-onkogenlerdeki mutasyonlar gibi heterojenik genetik degisimlerin birikimi

primer timdor olusumuna neden olmaktadir (6). Kansere bagli 6liimlerin ise % 90’1

metastaz nedenlidir (7). Kanser hiicrelerinin birincil tiimorden yayilarak ikincil

timor olusturmasi metastaz olarak bilinmektedir. Metastaz son derece karmasik bir

stiregtir (Sekil 2. 1).

Primer Tiimor Proliferasyon/Anjiyogenez Motilite/invazyon

Metastatik Damar
kolonizasyon

Damar
disina ¢ikis Adezyon/Emboli icine giris

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinde metastatik siirecin sematik gosterimi

Furuta ve dig.(8)’nden alinmistir.

Bu siirecte;

Kanser hiicreleri birbirinden ayrilir ve hiicre dis1 matriksten ¢ikar.

Lokal dokular arasindan go¢ eder ve bazal membrana tutunur.

Kan veya lenf dolagimina girer.

Kan veya lenf damarindan ¢evre dokulara sivi ¢ikisi ile tiimor hiicresi uzak
bir bolgeye yeniden tutunur.

Damar olusumunun indiiklenmesi ve hiicre ¢ogalmasindan sonra ikincil

tiimorler olusur.



Metastaz siirecinde bu basamaklardan birinin bile tamamlanamamasi
metastazi engellemektedir (9,10). Birincil timér olusumu ve metastaz farkli
molekiiler ve hiicresel faktorler tarafindan kontrol edilir. Yapilan ¢alismalarda, bu
molekiillerden voltaja duyarli sodyum kanallarinin (VGNC) neonatal Navl.5
izoformu (11) ve Nog-4 (12) reseptdriiniin metastatik insan meme kanseri hiicre

hattinda (MDA-MB-231) mRNA ifadelerinin arttig1 gézlenmistir.

2.1.1. Voltaj Kapili Sodyum iyon Kanallan

Canli biitiin hiicreler zar potansiyeli adi verilen, hiicre zarinin i¢ ve dis
yiizeyleri arasinda farkli bir elektriksel potansiyele sahiptir. Zar potansiyeli
genellikle iyon kanallarinin aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bu kanallar zar
lipitleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 pH, mekanik stres, zar voltaji ve elektrokimyasal iyon
gradiyenti gibi fakli parametrelere bagli olarak iyonlarin hiicre zarindan gegisine izin
veren, zar1 kateden proteinlerdir. Ayrica hiicresel iyon dengesinin diizenlenmesinde
de 6nemli bir role sahiptir. Simdiye kadar yiizlerce kanal belirlenmistir. Elektriksel
uyarilarin tiretiminden sorumlu olan bu kanallar, ligand kapili iyon kanallari ve
voltaja duyarli iyon kanallar1 olmak ftizere iki grupta toplanmaktadir. Bunlardan,
VGNC ilk olarak 1995 yilinda si¢an prostat kanseri hiicre hattinda tespit edilmistir
(13).

VGNC’ler ndron ve kas hiicreleri gibi temelde uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin tiretiminden sorumlu proteinlerdir (14). Zar depolarizasyonu sirasinda
hiicre icine hizlica Na® iyonlarinin gecisine aracilik ederek, ndronlarda ve
kas/noroendokrin hiicreleri gibi uyarilabilen hiicrelerde aksiyon potansiyelinin
tiretimini ve yayilimini saglarlar. Ayrica islevsel VGSC’ler glia, lenfosit, osteoblast,
fibroblast ve endotel hiicreleri gibi uyarilamayan hiicrelerde de bulunmaktadir (15).

Volta; kapili sodyum kanallarinin kuvvetlendirdigi hiicresel davranislar;
invazyon (16,17), matrijelde koloni olusturma (3), hiicre morfolojisi ve siireg
uzunlugu (18), galvanotaksis (19,20), yana hareket (21), capraz gog (17,22), adezyon
(23), gen ifadesi (24) endositik zar aktivitesi (25), damar olusumu (26) ve nitrik oksit
tretimidir (27).



2.1.2. Voltaj Kapih Sodyum Kanallarinin Yapisi ve Islevi

Kanalin por olusturan kismi, dort adet homolog alt birimden olusmaktadir
(D1-D4). Bu alt birimlerin her biri, alt1 adet zar1 kateden segmente sahiptir (S1-S6).
Bu heterodimerik zar proteinleri genellikle por olusturan bir a-alt birimi ve bununla
etkilesim igerisinde bulunan bir ya da daha fazla yardimci B-alt birimlerinden olusur

(Sekil 2.2) (28).

a—alt birimi B2/4 alt birimi

B1/3 —alt birimi

i¢

Inaktivasyon
kapisi

ER-retensiyon Endositik Ankirin G PY
sinyali (Na, 1.5) motif baglanma motif
g bolgesi Di-Losin

motifi

Sekil 2.2. Voltaj kapili sodyum kanallarinin yapist
Sato ve dig.(28)’den alinmustir.

Memelilerdeki VGSCa gen ailesi en az 9 islevsel liyeden olusmaktadir
(Navl.1-Navl.9, SCN1A-SCNI11A genleri tarafindan kodlanirlar). Yiiksek omurgali
canlilarda 4 tane VGSCP (B1-p4 SCN1-4B tarafindan kodlanir; 22-36 kDa)
tanimlanmis ve ¢ok fonksiyonlu olduklart gosterilmistir (29).

Sodyum iyon kanalinin a—alt birimi tek basina islevseldir ve iyon segici kanal
olusturma yetenegine sahiptir. Memelilerde on adet o-alt birimi geni tespit
edilmistir; bu genlerin her biri farkli gen ifadesi profiline sahiptir. Bu genlerin {iriini
olan proteinler ise farkli agilip-kapanma ozelliklerine sahiptir. Alfa-alt birimi, dort
homolog kisimdan (I-IV) olusan bir polipeptit zinciridir. Bu zincirler zar1, a-sarmal

yapist ile alt1 kere katederler (S1-S6) (30).



Sodyum kanallariin farklt dokularda farkli islevlere sahip olmasinin nedeni,
VGSCa'’nin en az 10 farkli genden olusan bir aile tarafindan kodlanmasi ve alternatif
kirpilma  (splicing) sonucunda ¢ok sayida VGSCo geninin izoformlarinin
olusmasindan kaynaklanmaktadir (15).

Sodyum kanallarinin ise, simdiye kadar 4 tane B—alt birimi tanimlanmustir.
(B1-PB4; SCN1B-SCN4B). Bunlardan B1 ve B3 alt birimleri ile kovalent olmayan
etkilesimlerle, 32 ve B4 alt birimleri ile disiilfit baglarla etkilesim igerisindedir. {3 alt
birimleri, o alt birimlerinin plazma zarina yerlesmesini ve kanalin diger sinyal
proteinleri ile etkilesime girmesine olanak tanir (31,32).

B1 ayrica hiicre i¢i mekanizmalari da etkileyebilir. Ornegin, B nin sitoplazmik
kismindaki bir bolge ile tirozin fosfataz B reseptorii etkilesime girmektedir (33). Bu
fonksiyonel rollerin en azindan bir kismi a alt biriminden bagimsiz olabilir. Aslinda,
o’dan bagimsiz olarak [ alt birimi fonksiyonunun esit 6lgiide onemli olabilecegi
ongoriilmektedir (34). VGSCP1’in insan meme kanserinde bir hiicre adezyon
molekiilii olarak islev goérdigii ileri siiriilmistiir (35). Beta alt birimleri ile etkilesim,
glikozilasyon, fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar ve mRNA’nin
alternatif kirpilmasi ile islevsel ¢esitlilik saglanir. Beta alt birimleri dogrudan olgun
VGSCa aktivitesini diizenler ve VGSCa’nin hiicre yiizeyi kararliligini ve hiicre ici

trafigini arttirarak plazma zarindaki islevsel kanal yogunlugunu arttirir (36).

2.1.3. Cesitli Hastaliklarda ve Meme Kanserinde VGSC Gen Ifadesi

Cesitli hiicresel olaylarda gerekli olan iyon kanallari, birgok dokuda ifade
edilen sinyal kompleksleridir. Yapilan ¢alismalar iyon kanallarinin kanser gibi birgok
patofizyolojik kosulla iliskili oldugunu gostermistir. Ozellikle, potasyum, Klor,
sodyum iyonlarina gecirgen olan voltaj kapili iyon kanallarina ait gen ifadeleri ¢ogu
kanser hiicresinde 6nemli oranda artmaktadir (37).

Meme kanseri (38,17,39), prostat kanseri (40,41,42), lenfoma (43), kiiciik
hiicreli akciger kanseri (44,45,46), kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (47)
mezotelyoma (48), néroblastom (49), melanom (50) ve serviks kanseri de (51) dahil
olmak iizere bir dizi insan karsinomunda hem in vivo hem de in vitro kosullarda

VGSC’lerin yaygin olarak ifade edildigi rapor edilmistir. Fakat Nav’in izoformlari



birincil tiimorlerin doku orjinlerine bagli olarak ifade edilmektedir; Navl.5 meme
kanserinde bulunurken, Navl1.7 prostat kanserinde bulunan ana izoformdur. Hem
prostat hem de meme kanserinde ifade edilen Nav izoformlar1 ise daima neonatal
kirpilmig varyantidir (52).

Ayrica, insan meme kanseri hiicre hatlarinda VGSCf’larin da (B1, B2 ve 4)
gen ifadeleri artmaktadir. Bunlardan f1’in mRNA ve protein seviyelerinin giiglii
metastatik MDA-MB-231 hiicreleri ile karsilastirildiginda zayif metastatik MCF-7
hiicre hattinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir. (Bu durum MCF-7 hiicrelerinin
daha yiiksek adeziv 6zellik tagimasi ile tutarhidir) (53).

Dahasi, MDA-MB-231 hiicrelerinde ’nin asir1 ifade edilmesiyle birlikte,
VGSC yoluyla hiicre i¢ine sodyum iyonu girisi artarken, hiicre gogli azalmaktadir.
Bu da B1’in hiicre adeziv etkisinin hiicresel uyarilmadaki degisikliklerden bagimsiz
olabilecegini gostermektedir. Bu durum VGSCp’larin, VGSCa’larin  iyon
iletiminden bagimsiz hiicre adezyon molekiilii olarak fonksiyon gorebildigini
desteklemektedir (35).

Diger yandan, insan prostat kanseri hiicrelerinde VGSCPB mRNA’lar1 zayif
metastatik LNCaP hiicrelerine gore, giiclii metastatik PC-3 hiicre hattinda yiiksek
oranda ifade edilmektedir. Bu durum VGSCp’larin farkli hiicrelerde farkli islevlere
sahip olabildigini gostermektedir Ornegin, VGSCP aktivitesindeki artis adezyonu
arttirabilir, fakat artan islevsel VGSC gen ifadesi metastatik potansiyel lizerinde zit
etki gosterebilir (54,55).

2.1.4. Metastatik Meme Kanserinde Neonatal Nav1.5 ifadesi

Molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda metastatik
insan meme kanseri hiicre ve dokularinda VGSCo’nin Navl1.5 izoformunun 6.
ekzonunun birinci bdlgesinde 3. segment ile 4.segment arasindaki (D1:S3) kirpilma

sonucu olusan neonatal varyantinin baskin oldugu tanimlanmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Nav1.5 gen ve proteinindeki alternatif kirpilma bolgesi
Chioni ve dig.(56)’den alinmstir.

Kanser hiicrelerinde VGSC gen ifadesinin Onemi, gelisimsel olarak
diizenlenen embriyonik/neonatal kirpilmis varyantlari olarak ifade edilmeleridir (56).
Bu durum noéroblastom (57) ve meme kanserinde Nav1.5 (38), prostat kanserinde
Navl.7’nin gen ifadesi i¢in gosterilmistir (29). Kanser hiicrelerinde VGSC’lerin
embriyonik formlarinin olusumu, genel olarak onkofotal gen ifadesi ile uyusmaktadir
(58, 59).

Ik olarak sican beyninde Navl.3 ve Navl.2 i¢in tanimlanmis olan D1:S3
bolgesindeki kirpilmanin gelisimsel olarak diizenlendigi diisiiniilmektedir. Ciinkii
dogumda 5’ ekzonu igeren transkriptler bol iken, birka¢ giin sonra 3’ ekzon igeren
transkriptlerle hizli bir sekilde yer degistirmektedir (60). Yani, 5’ varyanti tagiyan
kanallar neonatal olarak, 3’ varyanti tasiyanlar ise adult olarak isimlendirilmistir.
Benzer sekilde D1:S3 bolgesindeki kirpilma ayrica Navl.1 (61), Navl.5 (62), Navl.6
(63) ve Nav1.7 (64) igin de rapor edilmistir.

Bu bes kanalin her birinde (Navl.l, Navl.2, Navl.3, Navl.6, Navl.7)
alternatif D1:S3 ekzonlari, 19-21 niikleotidleri arasinda farklilik goésterdiginden
sadece 1 ya da 2 amino asitlik farklilik olusmaktadir. Bu durumun kanal fonksiyonu
tizerindeki etkisi ise heniiz bilinmemektedir. nNav1.5 izoformu D1:S3’{in hiicre dis1

ucunda korunmus olan aspartatin pozitif yliklii lizin kalintisiyla yer degistirdigi bir



proteini kodlamaktadir. Aspartat kalintisinin olmayist biitin D1:S3 5’ (neonatal)
ekzonlarinin karakteristigi oldugundan, bu form neonatal Nav1.5’i isaret etmektedir
(38).

Nav1.5’in yeni neonatal izoformunun aslinda ¢esitli dokularda (beyin dahil)
gelisimle iligkili olarak ifade edildigi gosterilmistir. Eriskinler ile karsilastirildiginda
yeni doganlarda yiiksek seviyede ifade edilmektedir. Fakat eriskinde gen ifadesi
onemli oranda baskilanmasina ragmen nNavl.5 yetiskin iskelet kasi ve beyin
dokusunda hala tespit edilebilmektedir. Bu durum Navl.7 igin neonatlara gore az
miktarda olsa da, yetigkin dorsal kok gangliyon noronlarinda da tespit edilmistir (64).

Sigan, fare ve insanlarda varligi tespit edilmis olan nNav1.5’in bu {ig tiirde de,
neonatal Navl.5 ekzonunun 92 niikleotidinin 31’i adult ekzondan farklidir ve bu

farklilik 7 amino asitlik bir fark olusturmaktadir (Sekil 2. 4 ).

D1:S3/4

i

/ Bolge 1

NH2 o

‘Neonatal’ Na,1.5

Sekil 2.4. Sodyum iyon kanalinin neonatal formundaki yedi amino asitlik degisimin

sematik gosterimi (Onkal ve dig.(62)’den alinmistir)

Bu fark diger VGSCa’larin D1:S3 bolgesindeki kirpilmadan (splicing) ¢ok
daha fazladir. Bu durum Nav1.5’in neonatal kirpilmis formuna kars1 antikor {iretme
sansini arttirmistir. Daha 6nce VGSCa’nin kirpilmis varyantina 6zgii antikor rapor
edilmemistir. Bunun nedeni, diger biitin VGSCa/’larm D1:S3 alternatif kirpilmis

formlar1 arasinda 1-2 amino asit kadar kiigiik bir fark olusudur (56, 65).



nNavl.5 izoformuna 6zgii bir antikor kullanarak yapilan immiinohistokimya
caligmalarinda, metastatik meme kanseri biyopsi 6rneklerinde neonatal Nav1.5 iyon
kanalinin artmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica, birincil meme tiimérlerinde Navl1.5
MRNA ifadesinin lenf nodu metastaziyla yakindan iliskili oldugu, birincil timorde
neonatal Nav1l.5 mRNA ifadesi olmadan lenf nodu metastazi vakanin bulunmadigi
ve vakalarin % 25-30’unda kesin lenf nodu metastazi olmaksizin neonatal Navl.5

mRNA’ sinin bulundugu rapor edilmistir (56).

2.1.5. Meme Kanseri Hiicrelerinin Sodyum I¢eriginin Hiicre Davranisi

Uzerindeki Etkisi

Manyetik rezonans goriintiileme ile kotii huylu meme kanseri lezyonlarinda
sodyum igerigi adipoz doku ya da iyi huylu lezyonlara oranla 6nemli oranda daha
yiiksektir (66). Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde ve kotii huylu
meme kanseri hiicrelerinde, hiicre i¢i sodyum derisiminin kanserli olmayan
hiicrelerden iki kat daha fazla olmasi, Na”’nin VGSC yoluyla hiicre i¢ine girisinin
metastatik  hiicre  davramislarinin  arttinlmasindan ~ sorumlu  olabilecegini
gostermektedir (47, 66).

Bolgesel ya da genel VGSC aktivitesinden kaynaklanan Na® iyonu
konsantrasyonundaki herhangi bir degisiklik, metastatik tiimor hiicrelerinde zar
potansiyelini, Ca™ dengesini (Na’/ Ca"™ degisimi), pH dengesini (Na'/H"degisimi,
bikarbonat tasiyicisi, vakuolar H'-ATPaz) ve Na’ bagimli enzimlerin aktivitesini
(PKA, katepsinler) degistirir. Bu etkiler cesitli metastatik hiicre davraniglarini
etkileyebilir. Ornegin, VGSC’lerden Na" iyonlariin gegisinin hiicre zar1 etrafindaki
pH’y1 diislirerek asitlestirdigi ve sonugta hiicre dist matrikse salinan sistein
katepsinlerin proteolitik aktivitesini arttirdigi, buna bagl olarak da MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinin invazif fenotip gosterdigi tespit edilmistir (3).

Diger taraftan, Iyon dengesinin degismesi (Na*, Ca™ ve H") temel kinaz
proteinlerini de aktive etmektedir. (PKA, Protein kinaz C, Ca"*/kalmodiilin bagiml
protein kinaz (CaMK) ve src kinaz). Aktin iskeletini diizenleyen bu kinazlar,
boylelikle metastatik meme ve prostat kanseri hiicrelerinde invazyon, hiicre gogii,

salgilama ve vezikiiler tasimay: arttirirlar. Ozetle, VGSC aktivitesinin bir sonucu
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olarak hiicre ici Na’, Ca"™" ve H" iyonlarindaki degisiklikler metastaza katkida
bulunan birgok hiicresel etkiye onciiliik etmektedir (17,19,67).

Su ana kadar ki bir¢cok bulgu, metastatik siiregte VGSC’lerin énemli bir rolii
oldugunu ileri siirmiistiir. VGSC ifadesinin (Nav1.5) metastatik meme kanseri hiicre
ve dokularinda onkof6tal olmasi, kanali meme kanseri tedavisine karsi yeni bir hedef

haline getirmektedir (68).

2.2. Nog Sinyal Yolag:

Yirminci ylizyilin baslarinda ilk kez Drosophila melanogaster’in kanatlarinda
dantelimsi, c¢entikli yap1 dikkati ¢ekmistir. Uzun yillar sonra, 1985°te bu fenotipe
neden olan gen klonlanmis ve ¢entik anlamina gelen Nog adi verilmistir (69). Hiicre
zarin1 kateden reseptorleri kodlayan Nog¢ genleri omurgasizlardan memelilere kadar
evrimsel siiregte korunmustur (70). Nog¢ sinyal yolagi g¢esitli molekiiler
mekanizmalarla hiicre farklilasmasi, ¢gogalmasi, canlilifi ve organ sinir1 belirlenmesi
gibi siireglerde rol almaktadir. Hiicrelerin farklilasma kaderini diizenlemedeki
ozelliginden dolayi, No¢ sinyali ¢ok hiicreli organizmalarda ¢ok sayida dokunun
gelisiminde gereklidir. Memeli embriyosunda organ olusumu sirasinda Nog reseptor
ve ligandlar1 yogun sekilde ifade edilmekte ve {i¢ germ tabakasindan (mezoderm,
endoderm, ektoderm) tiireyen dokularin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica
Nog sinyali farklilasmis dokularin olgunlasmasi ve gelisiminin yaninda, féfal ve

postnatal doku gelisimini de kontrol etmektedir (71).

2.2.1. No¢ Reseptor ve Ligandlarmin Yapisi, Aktivasyonu ve Islevi

Memelilerde No¢ 1-4 olmak iizere dort adet Nog reseptdrii bulunmaktadir.
Bunlar, hiicre zarini1 bir kez kateden proteinlerdir (Sekil 2.5). Yeni sentezlenmis Nog
proteinlerinin islenmemis hali hiicre disi, hiicre i¢i ve zara gomiilii kisimlardan
olusur. Proteinlerin golgi aygitina taginmasini takiben S1 kirilma bodlgesinden furin
benzeri konvertaz ile kirilir ve iki adet alt birim olusur. Birinci bolge hiicre dist
kismin biiyiik ¢ogunlugunu igerirken, ikinci bolge zara gémiili kisim, geri kalan
hiicre dis1 boliim ve proteinin hiicre i¢ine bakan kismini igermektedir. Bu iki alt

birim kovalent olmayan etkilesimlerle iliski igerisindedir (72).
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Sekil 2. 5. Nog reseptor ve ligandlarinin yapisi

Fiuza ve dig.(84)’den alinmistir.

Nog reseptorleri gibi Nog ligandlart da zar1 bir kez kateden proteinlerdir.
Memelilerde en az bes adet Delta ve JAG/Serrata (DSL) ailesine ait ligand
bulunmaktadir: JAG1, JAG2, Delta benzeri (DII)-1, DII-3 ve DII-4 (Sekil 2.5) (73).
Bu ligandlar bolgesel igerigindeki farkliliklardan dolay: iki gruba ayrilmistir (74).
Nog sinyali normalde iki komsu hiicre arasinda ligand-reseptor baglanmasiyla aktive
olarak, devaminda iki adet proteolitik olay1 baslatir. No¢’un hiicre disina bakan kismi
29 ile 36 arasinda degisen sayida epidermal biiyiime faktorii (EGF) benzeri tekrarlar
icermektedir ve her bir liyesinde bu tekrarlarin sayisi1 degismektedir (75). Hiicre igine
bakan kisminda ise DNA baglayan protein bolgesi ve alti adet anKirin tekrar
bulunmaktadir. Nog¢ ligandinin Nog reseptdriiniin 11 ve 12. EGF benzeri tekrarina

baglanmasi sonucu, No¢’un hiicre dis1 kisminda konformasyonel degisiklik meydana
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gelerek S2 kirilma bélgesine maruz kalir (76). ilk kirilma, metalloproteinazlarin
ADAM (Bir disentegrasyon ve bir metalloproteaz)-ailesi tarafindan gergeklestirilir.
Bir disintegrin-metalloproteazi olan tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) doniistiirticii
enzim tarafindan plazma zarmin hiicre disina yakin kisminda gergeklesir (77).
Metalloproteaz TNF-o ile kirtlmanin ardindan, Nog¢ reseptorleri zari kateden
bolgesinde yerlesmis olan, korunmus S3 kirilim bolgesinde zar i¢i proteolitik yikima
ugrar. S3 kirtlimina presenilin %2, nikastrin, Pen-2 ve Aph-1’i igeren gama sekretaz
kompleksi eslik eder ve Nog¢’un hiicre i¢i kismi (N-1CD) serbestlesir (78,79).

Serbest kalan N-ICD c¢ekirdege geger, DNA’ya dogrudan baglanamadigindan
dolayi, DNA baglayan protein RBP-J (Rekombinasyon tanima dizisine baglanan
protein) ile heterodimerize olur ve RBP-J baglama bdlgesi igeren genlerin
transkripsiyonunu aktive eder (80) ve transkripsiyon faktorii CSL ile kompleks
olusturur. N-ICD’nin yoklugunda CSL ko-represorii ile etkilesime girerek
transkripsiyonel represor gibi davranir (81). N-ICD ¢ekirdege girdiginde No¢ hedef
genlerinin transkripsiyonunu aktive etmek i¢in represor kompleksini pargalar ve Nog
sinyal iletimi i¢in gerekli oldugu gosterilmis olan transkripsiyonel aktivatdr protein
ailesinden Mastermind-benzeri (MAML) proteinler ve histon asetil transferaz (p300)
koaktivatorlerinin katilimiyla CSL’yi bir transkripsiyonel aktivatore doniistiiriir ve
Nog hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatir (Sekil 2.6). Bu sekilde aktiflestirilen
genler Hes (hairy /enhancer-of-split) ve HRT (hairy-related transcription factor)
ailesine ait genlerdir (82,83).
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52 kb

Sekil 2. 6. Nog sinyal yolaginin ¢alismast

Mumm ve dig.(76)’den alinmistir.

2.2.2. Nog Sinyal Yolaginin Kanser ile ilis

Nog sinyalindeki degisim veya diizensizliklerin neden oldugu bazi hastaliklar
vardir. Nog¢ reseptorleri veya ligandlari ile ilgili olarak asir1 gen ifadesi veya
mutasyon seklindeki bu degisimler, genis capta bozukluklara neden olabilmektedir.
Nog¢ reseptdor ve ligandlarinda meydana gelen mutasyonlarin sebep oldugu
hastaliklarin bazilar1 Tablo 2. 1.’de 6zetlenmistir (84).

Nog reseptorlerinin tiimor olusumunda etkili olup olmamasi ve tiimor
olusumunu baskilayip baskilamamasinda gesitli faktorler rol almaktadir. Ornegin,
Insan meme kanserinde Nog-2 tiimér baskilanmasi ile iliskili iken, Nog-1 tiimor
olusumu ile iligkilidir (85). Bunun aksine insan beyin tiimorlerinde Nog-1 timor
baskilayict iken, Nog¢-2 tiimor olusumunda rol almaktadir (86). Ciinkii ¢ogu kanser
tirtinde birden fazla Nog ligand ve reseptorleri ifade edilmektedir. Genel olarak bu

ligand ve reseptorlerin gen ifade profili Nog¢ sinyalinin tiimor olusumuna katilip
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katilmayacagmi ya da timor olusumunu baskilaylp baskilamayacagim

belirlemektedir.

Tablo 2.1. Nog sinyalindeki bozukluklarin neden oldugu hastaliklar (84)

Hastaliklar Belirtiler Mutasyonlar
Bobrek, goz, kalp ve
Alagille Sendromu iskelet gelisim Jagged 1 gen mutasyonu

bozukluklar1 ve safra
kanal1 defektleri.

Otozomal dominant kii¢iik

CADASIL Sendromu damar hastaligidir. Nog-1 ve Nog-3
(Cerebral Autosomal- Lezyonlar klinige en sik mutasyonlari
Dominant Arteriopathy migren, inme, gegici

with Subcortical Infarcts iskemik ataklar olarak

and Leukoencephalopathy) | yansimaktadir.

Artmis Nog sinyal

T-hiicre akut lenfoblastik iletiminden kaynakli, T- Nog heterodimerizasyon
16semi hiicre progenitdrlerinden bolgesi ya da PEST
saldirgan tiimor gelisimi. bolgesinde mutasyonlar

Kaburga kemigi defektleri
Spondilokostal Dizostoz ve omurga anomalilerine Delta-benzeri 3 mutasyonu
bagli solunum problemleri.

Ikinci faktdr, hiicre tipidir. Oyle ki, farkli hiicre tiplerinde Nog sinyal
yolagindaki molekiillerin gen ifadeleri de farkli olmaktadir. Ornegin, akciger kanseri
hiicre hattinda p21<** ve p27X""’in ifadelerindeki artis hiicre proliferasyonunu inhibe
ederken (87), endotel hiicrelerinde Nog¢ aktivasyonu, p21*Yin gen ifadesini
azaltarak proliferasyonu inhibe etmektedir (88). Ayrica Nog¢ aktivasyonunun apoptoz
lizerindeki etkisi de hiicre tipine gore farklilik gostermektedir. Ornegin, Kaposi
sarkomu hiicrelerinde Nog¢ aktivasyonu apoptozu inhibe ederken, hepatoselliiler
karsinomlarda hiicre 6liimiinii desteklemektedir (89).

Nog¢ reseptdr aracilifi ile hiicre ¢ogalmasimnin altinda yatan mekanizma
No¢’un Ras/MAPK, PKC/NF-xB, Wnt, TGFp ve Sonic Hedgehog (Shh) gibi
hiicresel yolaklardan hangisi ile etkilesime girip girmedigine bagl olarak, yani hiicre

tipine gore degismektedir (90).
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Ucgiincii faktor, hiicresel mikro gevrede 6zgiil sitokin ve bilyiime faktdrlerinin
varhgdir. Ornegin, makrofaj koloni uyarici faktdriin varhginda Nog aktivasyonu
monositlerde apoptozu indiiklemektedir (91).

Dordiincii  faktér, No¢ sinyal iletiminde gorevli molekiillerin dozlaridir.
Losemi-T  hiicre hattinda  diisiik  konsantrasyonlardaki  No¢lIC, NFxB
transaktivasyonunu arttirirken, yiiksek dozlarda azalttigi gosterilmistir (92). Kisacasi,
mikro gevredeki faktdrler Nog sinyalinin seviyesini etkileyebilmektedir. Ornegin,
hipoksi noroblastoma hiicrelerinde Nog-1 gen ifadesini arttirirken, dstrojen MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde Nog¢-1 ve Jagged-1 mRNA ifadelerini indiiklemektedir
(93,94). Dahasi, Nog sinyal yolaginin diizenleyicileri olan Delteks, Numb ve Fringe
gibi proteinlerin ifadelerindeki artis da ligand-bagimli Nog sinyalinin yogunlugunu
etkilemektedir (95). Bu bulgular hiicresel gelisim sirasinda Nog¢ sinyal
diizenleniminin son derece dnemli oldugunu gostermektedir.

Hematolojik kanserlerde oldugu gibi pankreas (96), prostat (97), serviks (98),
beyin (99), malign melanom (100), meme (101) gibi solid insan tiiméorlerinde de Nog
sinyal iletiminde gorevli olan molekiillerin gen ifadelerinin arttigi gozlenmistir. Solid
timorlerde aktive Noc¢ sinyali hem onkojenik hem de tiimor baskilayict gibi
davranabilir. Solid tiimoérler heterojen hiicre toplulugundan olustugu i¢in, farkl hiicre
topluluklarinda Nog¢ aktivasyonu tiimoriin gelisimi iizerinde farkli etkilere neden
olmaktadir. Ornegin, tek bir meme tiimoriinde, aktive Nog sinyali meme kanseri
hiicrelerinde onkojenik olabilirken, meme tiimériindeki endotel hiicrelerinde aktive
Nog sinyali damar olusumunu baskilar ve sonugta tiimor baskilayicist gibi davranir
(102).

Diger taraftan, Nog reseptorlerinin hiicre invazyonu ve metastazina da katkida
bulunduguna dair bulgular vardir (103). NF-xB, VEGF ve matriks
metalloproteinazlar tiimor hiicre invazyonu ve metastazinda gerekli olan
molekiillerdir. Bu 6nemli metastatik molekiillerin Nog-1 tarafindan diizenlenmesi
genis sekilde arastirilmistir. Nog-1’in baskilanmast NF-«kB’nin DNA baglama
aktivitesini azaltarak yolagin asagisindaki MMP-9 ve VEGF molekiillerinin de gen
ifadelerinde azalmaya neden olmaktadir (104).

Yapilan caligmalarda insan meme kanseri gelisiminde Nog¢ sinyalinin

potansiyel rolii vurgulanmaktadir. In vitro kosullarda normal insan meme epitel
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hiicrelerinde No¢ 4’tin gen ifadesindeki artis transformasyonu indiiklemektedir
(105). Nog sinyal yolagi meme kanserinde onkojenik bir role sahip oldugundan, Nog
sinyal yolaginin inhibe edilmesi hastaligi tedavi edebilir. Giiniimiizde kanser ile
iliskili olaylarin, Nog¢ sinyal yolaginin ¢esitli basamaklarinda meydana geldigi
bilinmektedir (106).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve kitler; Sodyum kloriir, Potasyum
kloriir, Asetik asit, Metanol, Etanol, DAPT (Merck, Almanya). Amonyum persiilfat
(Pierce, ABD). Jelatin, Brij 35 (Fisher, Ingiltere). Glisin, Triton X-100, B-
Merkaptoetanol, Bromfenol mavisi, TEMED, BSA, Tris HCI (Amresco, ABD).
Tripan mavisi ¢ozeltisi, Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Almanya). Fenitoin,
Tripsin-EDTA c¢ozeltisi, Akril-bisakril ¢ozeltisi (% 30), L-Glutamin, DMEM yiiksek
glukozlu besiyeri, FBS, Trizma bazi, SDS, Gliserol, PBS, Protein molekiil agirlig
belirteci (Sigma, Almanya), WST-1 (Roche, Almanya). RNeasy Mini Kit, RT? First
Strand Kit, RT? gqPCR Primer Assay, RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix
(QIAGEN, Hollanda), nNav1.5 primeri (Metabion, Almanya) ve MDA-MB-231
hiicre hatti (ATCC,ABD).

Kullanilan cihazlar ve temin edildikleri firmalar; c¢alkalayic1 (Heidolph
TITRAMAX 101, Almanya), su banyosu (MRC-Laboratory Equipment BH-200,
Israil), mikroplaka okuyucusu (Molecular Devices, ABD), ters fazli mikroskop
(Nikon TMS, Japonya), Rotor Gene Q marka RT-PCR cihaz1 (QIAGEN, Hollanda),
laminer hava akimli kabin, inkiibator (HERA cell, ABD), - 80°C’lik derin dondurucu
(Sanyo, Japonya), analitik terazi (Mettler, Isvicre), vorteks (MS2 Minishaker IKA,
ABD), elektroforez cihazi (BioRad, ABD), pH Metre (Orion, ABD),

3.2. Yontemler

Calismamizda metastatik insan meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231
hiicrelerinin  kiiltiirii yapilarak diger deneylerde kullanilmak {izere ¢ogaltildi.
Oncelikle hiicrelere uygulanan inhibitérlerin sitotoksisiteleri WST-1 yontemi ile
analiz edilip, GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak inhibitorlerin 1Cso degerleri
belirlendi. Inhibitérlerin uygulamalart sonucunda hiicrelerin metastatik ~giiciinii
gosteren MMP’lerin varligi ve hiicre gogli sirasiyla jelatin zimografi ve c¢izik
kapatma yontemiyle (wound healing) degerlendirildi. Nog-4, nNav1.5, MMP-9 ve
TIMP-1 genlerinin ifade diizeyleri iSe es zamanli polimeraz zincir tepkimesi ile

belirlendi.
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MDA-MB-231 hiicre kiiltiirti

Sitotoksisite ¢aligmalari Gen ifadesinin belirlenmesi Hiicre gocii MMP’lerin tespiti
l \ 4 l l
WST-1 RNA Yara iyilesme deneyi Jelatin Zimografi
v
RT-gPCR

Sekil 3. 1. Deney tasariminin sematik gdsterimi

3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve EKimi

Sivi azot tankindan alinan dondurma tiipti 37 °C’lik su banyosunda 1-2 dakika
bekletildikten sonra, tiipiin i¢indeki hiicre siispansiyonu 9 ml tam besiyeri (% 10
FBS, % 1 antibiyotik-antimikotik solisyon ve 2 mM L-Glutamin ilaveli yiiksek
miktarda glukoz igeren DMEM) iceren falkon tiipe alindi.

Tiip 1200xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak geride
kalan pellete 1 ml besiyeri eklendi. Hiicreler 1 ml i¢inde iyice pipetlenerek
¢oziindiikten sonra tizerlerine 4 ml besiyeri eklenerek 5 ml’lik hiicre siispansiyonu
kiiltiir kaplarina alindi. Hiicreler ters fazli mikroskop altinda incelendikten sonra
inkiibatore yerlestirildi. Kiiltiir ortam1 her giin degistirilerek hiicrelerin beslenmesi
saglandi. Kiiltiir kab1 her giin ters fazli mikroskop ile kontrol edilip hiicreler % 80

oraninda kiiltiir kabin1 doldurunca tripsinlenerek pasajlandi.

3.2.2.Tripsinizasyon ve Pasajlama

Kiiltir kaplarindan besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicreler oda
sicakligindaki PBS ile yikandi. Bu islem ile hiicreler yikanip, kabin i¢inde kalan
besiyeri artifi, 6zellikle tripsin enziminin inhibitorii olan tripsinazlar1 barindiran
serumdan arindirildi. Daha sonra kiiltiir kabina Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenip,

kapag1 iyice kapatilarak inkiibator ig¢ine alindi. Hiicreler inkiibatdrde tripsinle 2-3
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dakika inkiibe edildi. Tripsin ile flaskin tabanindan sokiilmiis olan hiicreler ayri bir
tiipe alinarak, tripsin hacminin en az iki kat1 tam besiyeri ile inkiibe edildi. Hiicre
stispansiyonu 1200xg’de 5 dk santrifiijlenip, siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler 1 ml

besiyerinde sulandirilip sayildiktan sonra kiiltiir kaplarina ekildi.

3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Etiivdeki hiicrelerin mikroskopta canliligi degerlendirildikten sonra PBS ile
yikandi. PBS aspire edildikten hemen sonra tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklenerek
inkiibatorde 2-3 dakika bekletildi. Hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilip ayrilmadigi ters
fazli mikroskopta degerlendirildi ve tripsin miktarina esit tam besiyeri kullanilarak,
tripsin inhibe edildi. Pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilen hiicreler
baska bir tiipe aktarilip, tizerine 2-3 ml daha tam besiyeri ilave edildikten sonra,
hiicre siispansiyonu 1200xg’de 5 dakika santrifiijlendi.

Dondurma tiipii i¢ine 700 ul besiyeri, 200 pl FBS, 100 ul DMSO konulup buz
tizerinde bekletildi. Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde olusan hiicre pelletinin istiindeki
slipernatan pastor pipeti ile ¢ekilerek atildi. Dondurma tiipiinde hazirlanan soliisyonla
hiicre peleti 1-2 kez yikanip, hiicrelere zarar verilmeden hepsi ¢ekilerek, dondurma
tiiptine alind1. +4 °C’de 2 saat, - 20°C’de 4 saat bekletildikten sonra s1v1 azot tankina

alindi.

3.2.4. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Sayisimin Ikiye Katlanma

Siiresinin Belirlenmesi

Hiicre sayisinin ikiye katlanma siiresinin belirlenmesi i¢in 6 kuyucuklu
kaplarin her kuyucuguna 2x10” hiicre ekildi. Her kuyucuga 3 ml besiyeri eklenerek,

hiicre cogalmasi 5 giin boyunca Thoma laminda sayim yapilarak degerlendirildi.
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Asagidaki formiile gore hiicrelerin iki katina ulagma siiresi belirlendi.
DT=T In2/In(Xe/Xb)

T herhangi bir zamandaki inkiibasyon siiresi

Xb Inkiibasyonun baslangicindaki hiicre sayisi

Xe inkiibasyon siiresinin sonundaki hiicre sayisi

3.2.5.WST-1 Yontemiyle Sitotoksisite Calismalari

Hiicre ¢ogalmasi ve canliliginin dlglilmesinde MTT, WST-1 ve MTS gibi
cesitli tetrazolyum tuzlari kullanilmaktadir. Tetrazolyum tuzlari gesitli hiicresel
enzimler tarafindan kirilarak renkli formazon bilesigi olusturur. Metabolik olarak
aktif olan hiicreler tarafindan olusturulan formazon bilesiklerinin miktari, ¢oklu
plaka okuyucuda 420 ve 480 nm dalga boylarinda Oolgiilerek tayin edilir.
Mitokondriyal dehidrogenazlarin toplam aktivitesi ile hiicre ¢ogalmasi arasinda
dogrusal bir iliski oldugundan, ortama eklenen kimyasal bilesigin sitotoksik olmasi
durumunda, hiicrelerin canliligini yitirmesi sonucu, olusan formazon bilesikleri
azaldigindan dolay1 absorbans da diisecektir (107).

Deney asamasinda, hiicreler inkiibatorden c¢ikarilip canlilik yoniinden
degerlendirildi. Olagan tripsinizasyon isleminden sonra hiicreler siispansiyon haline
getirildi. Stispansiyondan 10 pl alinipp Thoma laminda hiicre sayimi yapildi.
Kuyucuklara bir siras1 kontrol olmak {izere denenecek inhibitoriin doz ve her dozun
uygulanacagi kuyucuk sayisina gore hiicreler 100’er pl hacimlerde ekildi. Bir gece
bekleyip hiicrelerin kuyulara tutundugundan emin olduktan sonra besiyeri aspire
edildi.

Onceden belirli dozlarda hazirlanmis olan inhibitdrler 100’er ul hacimde

kuyulara konuldu. Kontrol kuyucuklarina ise, besiyeri ve inhibitdriin ¢oziilmesi igin
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kullanilan herhangi bir ¢6ziicii varsa, ayni oranda ¢oziicii de eklendi. Uygulamadan
sonraki 24 saatte her kuyuya 10 pl WST-1 reaktifi eklendi. Inkiibatorde 4 saat
bekletildikten sonra 440 ve 620 nm’de mikro plak okuyuculu spektrofotometrede
okundu. Agyo degerleri, Asq degerlerinden ¢ikarilarak aradaki fark grafikleme
amaciyla kullanildi.

Calismamizda MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri 4x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi. Tim caligmalar en az iki kere tekrarland1 ve her uygulama

ticerli olarak calisildi.

3.2.6.Gama Sekretaz inhibitorii DAPT ve VGSC inhibitorii Fenitoin ile

Sitotoksisite Calismasi

Calismada gama sekretaz inhibitérii DAPT ve voltaj kapili sodyum iyon
kanali inhibitorii fenitoin hiicrelere ayr1 ayr1 ve birlikte 0,1-1-10-100-200 ve 500 uM
dozlarda uygulandi. Kontrol kuyularina ise bu iki maddenin ¢oziiciileri olan, DMSO
(DAPT) ve NaOH (fenitoin) eklendi. Her kuyuya 4000 hiicre ekildi ve hiicrelerin 24
saat sonra tutunduklarindan emin olunca inhibitér uygulamalarina gegildi.
Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra WST-1 reaktifi ile hiicre c¢ogalmasi
degerlendirildi.

3.2.7. Es Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Tepkimesi Ile Hiicrelerde

Gen ifadesinin Belirlenmesi
3.2.7.1. RNA lzolasyonu

RNA izolasyonu igin 6 kuyucuklu plakalarin her bir kuyusuna 50x 10* hiicre
ekildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi tutunmus olan hiicrelere inhibitor uygulamasi
yapildi. RNA izolasyonu i¢in RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hollanda) kullanildi.
Inhibitdr uygulamasindan sonra ortam aspire edilerek hiicreler PBS ile yikandi. PBS
aspire edildikten sonra % 0.25 oraninda tripsin eklendi. Kiiltiir kabina tutunmus
hiicreler kaldirildiktan sonra tripsini inaktive etmek i¢in serum igceren besiyeri ilave
edildi. Daha sonra 300xg’de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatant tamamen aspire

edildikten sonra diger basamaga gecildi.
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Siipernatant alindiktan sonra geriye kalan hiicre peletinin {izerine hiicreleri
patlatmak amaciyla 350 pul lizis tamponu (RLT) eklendi ve pipetleme ile
homojenizasyon saglandi. Homojenize lizata, lizatin hacmi kadar % 100 etanol
eklendikten sonra pipetlenerek karistirildi. Daha sonra bu karigim 2 ml’lik toplayici
tiiplere yerlestirilmis olan RNeasy spin kolonuna alinarak 15 saniye 8000xg’de
santrifiijjlendi. Toplayic1 tiipte biriken sivi atildi. Yikamak i¢in RNeasy spin
kolonuna, 700 pl yikama tamponu (RW1) eklenerek, 15 saniye 8000xg’de
santrifiijlendi. Toplayici tiipte biriken sivi atildiktan sonra kolona 500 ul eliisyon
tamponu (RPE) eklenerek 15 saniye 8000xg’de santrifiijlenip biriken siv1 atildi. Spin
kolonunun zarin1 yikamak igin kolona tekrar 500 ul RPE eklenerek 2 dakika
8000xg’de santrifiijlendi. RNA eliisyonu sirasinda etanol sonraki basamaklari
etkileyebileceginden, etanol kalintisindan arindirmak i¢in yeni bir 2 ml’lik toplayici
tiip takilarak, zarin kurumasi i¢in yiiksek hizda 1 dakika santrifiijlendi. Daha sonra,
kolona yeni bir 1.5 mI’lik tiip takild1 ve kolon zara dogrudan 40 ul RNaz icermeyen
H,O eklenerek 1 dakika 8000xg’de santrifiijlenip RNA elde edildi.

3.2.7.2. cDNA Sentezi

cDNA sentez kitinde (RT? First Strand Kit, QIAGEN-Hollanda) bulunan
cozeltiler ve izole edilen RNA’lar kullanilmadan once diisiik hizda 4-5 saniye kadar
santrifiijlenerek karismalar1 saglandi. Bu islem icin iki farkli karisim kullanildi:
Genomik DNA eliminasyon karistmi ve RT (reverse transcriptase) Tablo 3.1°de

goriildiigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.1. Genomik DNA eliminasyon karigimi ve RT kokteyli

Genomik DNA eliminasyon RT (Reverse Transcriptase) Kokteyli (1 tepkime i¢in)
karigimi1
2 ul GE tamponu (Genomik DNA
eliminasyon) 4 ul BC3 tamponu (Reverse transkripsiyon tamponu)
8 ul RNaz igermeyen H,0 1 pl P2 (Primer ve eksternal kontrol karigimi)
RNA 2 ul RE3 (Reverse transkripsiyon enzim karigimi)
3 ul RNaz icermeyen H,O
Son Hacim: 10 pl Son Hacim: 10 pl
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cDNA sentezinde her bir 6rnek i¢in 2,5 pg/ml RNA kullanildi ve genomik
DNA eliminasyon karisimindaki su miktar1 son hacim 10 ul olacak sekilde ayarlandi.
RNA eklenmis genomik DNA eliminasyon karigimi hazirlandiktan sonra 15 saniye
diisiik hizda santrifiijlendi ve pipetlenerek karistirildi. Ornekler 42°C’de 5 dakika
inkiibe edildikten hemen sonra buzun iizerine alinarak en az bir dakika sogumaya
birakildi. cDNAsentez tepkimesi i¢in 10 ul RT kokteyli ile 10 ul genomik DNA
eliminasyon karisimi karistirilarak dikkatlice pipetlendi. Bu tepkime karigimi, 15
dakika 42°C’de, 5 dakika da 95°C’de inkiibe edildikten sonra 91 ul RNaz igermeyen

H>O eklenerek sentez tamamlandi.

3.2.8. Es Zamanh PCR Tepkimesi

Es zamanli polimeraz zincir tepkimesi (RT-PCR), niikleik asit
amplifikasyonunun es zamanli olarak gozlenmesini saglayan yontemdir. Bu
yontemde kullanilan SYBR Green gibi 6zel boyalar, DNA ¢ift sarmalina baglanarak
floresan 1s1ma yapip amplifikasyon miktarinin saptanmasini saglamaktadir. Her PCR
dongiisii sonunda olusan ¢ift zincirli tirlin miktar1 Olgiilerek kantitatif analizlerin
yapilmasi saglanir (110). Amplifikasyon sirasinda saptanan floresan 1sinim esik
degerinin asildigi dongii sayist esik dongi degeri (threshold cycle = Ct) olarak
adlandirilmaktadir. Bagka bir deyisle Ct degeri lriindeki ilk anlamli artisin oldugu
noktay1 gosterir ve deney sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilir (111).

Florometrik PCR teknigiyle yapilan kantitatif c¢alismalarda, kalip DNA
derisimi bilinen standart o6rneklere ait Ct degerleri ile, incelenen 6rnegin Ct degeri
karsilagtirilarak yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart
olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiya¢ duyulur. Es zamanli PCR yonteminde
normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda ifade diizeyi degismedigi bilinen (en az
etkilenen) bir referans gene ihtiya¢ vardir (112). GAPDH, B-aktin gibi housekeeping
genlerin ¢cogu farkli uygulamalardan, biyolojik siireglerden hatta farkli doku ve hiicre
tiplerinden etkilenmez. izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarmin
getirdigi Ornekler arasi baslangic farkliliklarini, deneysel hatalari normalize etmek
icin ilgilenilen genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin
ifade diizeyine oranlanir (111). Deneylerimizde kullanilan genler ve bu genlere ait

primer dizileri Tablo 3.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.2. nNavl.5, Nog-4, MMP-9, TIMP-1 ve GAPDH genleri i¢in kullanilan

primerler

RT-qPCR igin kullanilan primerler Primer dizileri

Forward:
5'"-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3"
nNavl.5 )
Reverse:
5'"-CCTAGTTTTTCTGATACA-3"

Forward:
5'-AGTCCAGGCCTTGCCAGAACG-3"
Nog-4 Reverse:
5'-GTAGAAGGCATTGGCCAGAGAG-3"

Forward:
5'"-GACGAGGGCCTGGAGTGT-3"
MMP-9 )
Reverse:
5'"-TGTGCTGTAGGAAGCTCATCTC-3"

Forward:
5'-ACCCCTGGAGCACGGCT-3"
TIMP-1
Reverse:
5'-CCCACCTTCCAAGTTAGTGACA-3"

Forward:
5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3"
GAPDH
(House keeping gene) Reverse:
5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3"
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Tablo 3.3’de verilen bilesenler, cDNA eklenmeden 4 farkli primer i¢in 4
farkli tiip i¢inde hazirlandi. Karisim hazirlandiktan sonra vortekslenerek karigmasi
saglandi. Hazirlanan karigim 0,1 ml’lik PCR tiiplerine dagitildiktan sonra, her bir
tiipe beser ul cDNA eklendi. En son tiiplerin kapaklar1 kapatilarak &rnekler Rotor

Gene Q cihazina yerlestirildi

Tablo 3.3. Bir reaksiyon i¢in qPCR bilesenlerinin miktari

Bilesenler Hacim (ul)
RT” SYBR Green Mastermiks 12,5
cDNAsentez reaksiyonu 5
RT” qPCR primeri 1
RNaz igermeyen H,O 6,5
Toplam hacim 25

MMP-9, TIMP-1, No¢-4 ve GAPDH primerlerine ait dongli kosullar1 cihazin bagh
oldugu bilgisayarda Tablo 3.4’de verildigi gibi ayarlanip, reaksiyon baslatildi.

Tablo 3. 4. MMP-9, TIMP-1, Nog-4 ve GAPDH primerleri i¢in uygun dongii

kosullar
Dongti Stire Sicaklik
1 10 dk 95°C
40 15sn 95°C
1dk 60°C

Deneylerde tiim cDNA ornekleri ve standart 6rnekler aym sartlarda ve ayni
grup igerisinde 3 kez caligilarak, bu ii¢ Ol¢limiin ortalamasi analizlerde kullanildi.
Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve farklari azaltmaktir. nNav 1. 5 primeri 6nceden
optimize edilmediginden dongii kosullar1 ve RT-PCR tepkime karisimi diger
primerlerden farklidir (Tablo 3.5, Tablo 3.6).
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Tablo 3.5. Bir reaksiyon i¢in nNav1.5 primerine ait qPCR karigimi

Bilesenler Hacim

2x QuantiTect SYBR Green Mastermiks | 25 pl

Reverse Primer 1,5l
Forward Primer 1,5l
RNaz igermeyen H,0 17 wl
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3. 6. nNav1.5 primeri igin uygun dongi kosullari

Dongii Stire Sicaklik
15sn 94°C
45 30 sn 55°C
30 sn 72°C

3.2.9. Jelatin Zimografi

Zimografi proteolitik aktivitenin incelenmesinde kullanilan elektroforetik bir
yontemdir. Bu teknik, SDS-PAGE jel i¢ine ilgili MMP enziminin substrati eklenerek
ornek ic¢indeki enzimin bu substrati tiiketmesi esasina dayanir. Jelatin zimografi
yonteminde ise jelatinaz enzim grubunun substrati olan jelatin, yiiriiticii jeli
olusturan akrilamid ile kopolimerize olur. MMP-2 (72 kDa) ve MMP-9 (92 kDa)
indirgen olmayan kosullar altinda elektrik alanda molekiiler agirliklarina uygun
bolgeye go¢ ederler. Jelatin zimografi yontemi kullanilarak MMP-2 ve MMP-9’un
hem zimojen, hem de aktif formlar1 ayni jel lizerinde saptanir. Diger taraftan, jel
tizerinde MMP-9 ve MMP-2 disinda MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 gibi diger matriks
metalloproteinazlar da goriilebilir, fakat jelatin bu enzimlerin esas Substrati
olmadigindan sinyal giicii zayif olacaktir. Jelatin zimografi yontemi 10 pg MMP-2’yi
belirleyecek kadar hassas bir yontemdir (108, 109).

Zimografi igin 24 kuyucuklu plakalarin her kuyusuna 16x10* hiicre ekildi.
Tutunmalar i¢in 24 saat inkiibatdrde birakildi. Bu silirenin sonunda mikroskop
altinda hiicrelerin tutunup tutunmadigi kontrol edilerek, hiicreler steril PBS ile

yikandi. Serumsuz besiyeri ile hazirlanan inhibitorler kuyulara eklendi. inhibitdr ile
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inkiibasyon siiresi tamamlanan 6rneklerin besiyeri Ependorf tiipe alinarak zimografi
yapilacak zamana kadar - 80°C ’de saklandi. Yonteme gecilmeden Once stok
ayristirici jel tamponu (1.88 M Tris-baz pH 8.8), deristirici jel tamponu (1.25 M Tris-
HCI pH 6.8), % 20’lik SDS ¢ozeltisi, yiirlitme tamponu (0,25 M Tris- 1,92 M glisin
pHS.3), drnek yiikleme tamponu (0.25 M Tris-HCI, % 40 Gliserol, % 8 stok SDS, %
0.2 Bromfenol mavisi), renatiire edici ¢ozelti (% 25 Triton X-100) ve developer
tamponu (0.5 M Tris-baz, 2M NaCl, 0.05M CaCl,, % 0.2 Brij 35 pH7.8) hazirland:.
Stok ¢ozeltilerden ayristirici jel tamponu, deristirici jel tamponu, yliriitme tamponu,
renatlire edici ¢ozelti 10X, Ornek yiikleme tamponu 4X olarak hazirlandi. Stok
cozeltiler uygulamada 1X olacak sekilde seyreltilerek kullanildi.

Ayrstirict jel % 10, deristirici jel % 5 olacak sekilde hazirlandr (Tablo 3.7).
Ayrstirict jel donduktan sonra paketleyici jel ayirict jel iizerine dokiilmiis ve
orneklerin uygulanacagi kuyucuklarin olusturulmasi amaciyla jel iizerine tarak
yerlestirilerek polimerize olmasi beklendi. Polimerizasyon sonrasinda taraklar
dikkatlice cikarilarak kuyular distile su ile yikandi. Hazirlanan jeller elektroforez
tankina yerlestirilip, tanka 1X SDS vyiiriitme tamponu eklendi. Orneklerdeki protein
miktar1 Bradford yontemi ile belirlenip, her kuyuya 680 ng protein ile 6rnek yilikleme
¢ozeltisi ve kuyulardan birine de 8pl protein belirteci yiiklendi. Ornekler 125V sabit
voltajda 1,5 saat yiirtitiildii. Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklagtirmak i¢in

jeller 30 dakika % 25°1ik Triton X-100 renatiirasyon ¢6zeltisi ile inkiibe edildi.

Tablo. 3.7. Jelatin zimografi jellerinin hazirlanigi

Reaktif % 10 Aynristiricr Jel % 5 Deristirici Jel
Distile su 5.4ml 5.5ml

% 1 Jelatin substrati 1.5ml -

% 30 Akrilamid-bisakrilamid 5.0ml 50 ul

% 10’luk APS 45 ul 37.5ul
TEMED 9ul 5ul
Ayristirict jel tamponu 3ml -

Deristirici jel tamponu - 1ml
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Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel igindeki substratlarini
(jelatin) tiikketmelerini saglamak i¢in 15 saat 37°C’de aktivasyon tamponunda inkiibe
edildikten sonra boya ¢ozeltisi (% 5 metanol, % 10 asetik asit, % 0.5 Coomassie
Brilliant Blue R-250) ile boyand1 ve boya agma ¢ozeltisi (% 5 metanol, % 10 asetik
asit) ile zemindeki boyanin fazlasi giderildi. Jel lizerinde MMP-2 ve MMP-9
enzimlerine ait pro ve aktif formlar mavi zemin {izerinde litik alanlar gseklinde

goriiliip, litik alanlar yogunluk analiz programi (Image QuantTL) ile degerlendirildi.

3.2.10. Cizik Kapama Yéntemiyle Hiicre Go¢ Etme Potansiyelini Olgme
Testi

Cizik kapama yontemiyle hiicre go¢ etme potansiyelini 6l¢me testi (wound
healing) in vitro kosullarda dogrusal hiicre gogiinii ¢alismak i¢in gelistirilmis basit ve
pahali olmayan bir yontemdir. Bu yontemde tek katman olusturmus hiicrelerin ekili
oldugu yiizey iizerinde yara bolgeleri olusturulur ve baslangigtaki yara genisligi ve
belirlenen zamanlardaki yara genisligi ol¢iiliir. Bu alanlar karsilastirilarak gé¢ eden
hiicrelerin orani belirlenir (113).

Uygulamada, hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekilmeden 6nce plakanin altina
1 cm genisliginde bir belirteg ¢izildi. Daha sonra plakalarin her bir kuyusuna 50x10*
hiicre ekilerek, tutunmalari i¢in 24 saat etlivde inkiibe edildi. Hiicrelerin tutunup
tutunmadigr mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 1000 pl’lik pipet ucuyla
belirteg ¢izgisini ti¢ farkli bolgeden dik kesen yaralar olusturuldu. Yara olusturulan
kuyulardaki besiyeri ¢ekildikten sonra hiicreler PBS ile yikanip, PBS ¢ekildikten
sonra inhibitér uygulamasi yapildi. Uygulamadan hemen sonra (0. saat) ve
uygulamadan 24 saat sonra yaralardaki kapanma ters fazli mikroskopta 40X objektif

kullanilarak goriintiilendi.

3.3. istatistiksel Analizler

SPSS 15.0 programi kullanilarak hiicrelere uygulanan inhibitorlerin hiicre
canlilif1 ve hiicre gogii tizerindeki etkinligi ‘iki yonlii ve tek yonlii tekrarli dlgiim
testi’ ile saptandi. Ayrica gen ifadesi degisikliklerinin tanimlayict istatistikleri

belirlendi. Buna gore P < 0,05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MDA-MB-231 insan Meme Kanseri Hiicre Sayisinin ikiye Katlanma

Siiresinin Belirlenmesi

Hiicre sayisinin ikiye katlanma siiresinin belirlenmesi i¢in 6 kuyucuklu
plakalarin her kuyucuguna 2x10* hiicre/ml ekildi. Ilk giin yapilan sayim sonucunda
hiicre sayist 2x10* h/kuyu iken, dordiincii giin 16x10* h/kuyu olarak sayildi.
Dordiincii giinden sonra ise hiicre sayisinda bir artis goriilmedi. DT=T In2/In(Xe/Xb)
formilii kullanilarak hiicrelerin iki katina ulastig1 siire belirlendi. Buna gore DT=4
In2 / In(16 x10%2x10% = 1.33 giin = 32 saat MDA-MB-231 hiicrelerinin ikiye

katlandigi siire olarak hesaplandi.

T, herhangi bir zamandaki inkiibasyon stiresi
Xb, Inkiibasyonun baslangicindaki hiicre sayisi

Xe, inkiibasyon siiresinin sonundaki hiicre sayisi

N = =
N D o)) o]
1 1 1 J

Hiicre Sayisi1 (x10%)
S

o N B e} 0o
1

Sekil 4.1. MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalma egrisi
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4.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Sitotoksisite Calismalari

Calismamizda MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri lizerinde Nog-4
reseptOr inhibitorii DAPT ve voltaja duyarli sodyum iyon kanali inhibitérii fenitoinin
0,1-500 uM olmak iizere genis aralikta uygulanan dozlarinin hiicre canlilifina olan
etkisi 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde arastirildi. Test sonuglarina gore
canli hiicre oranlar1 grafiklerde gosterildi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4). Inhibitorlerin etkinlik
olgiitii olan hiicrelerin % 50’ sini 6ldiiren inhibitdr konsantrasyonu (I1Csp) degerleri
hesaplandi. Buna gore, DAPT igin etkin siire 24 saat ve etkin doz 690 uM ve iizeri
oldugu belirlendi. Zaman ve konsantrasyon diizeyleri bakimindan istatistiksel agidan
anlamli fark vardir (P=0.0001). Voltaja duyarli sodyum kanallarinin hiicre ¢ogalmasi
tizerinde etkisi olmadigindan dolay1 kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda fenitoin
uygulanmis hiicrelerin, ¢ogalmasinda herhangi doz ve zamanda bir fark goriilmedi.
(P< 0.05). DAPT 1n etki siiresi gbz oniinde bulundurularak bu iki inhibitoriin birlikte
hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicre ¢ogalmasi degismemis ve her hangi bir

sitotoksik etki olugsmamigtir (P=0.186).

120 -
T
il T T T T T
100 ] : ¥ . r
+ T T
X g0 -
B
§ 60 - e Fenitoin
o ———DAPT
:g 40 -
== Fenitoin-DAPT
20 -
0 T T T T T 1
0 0,1 1 10 50 100 500
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2. DAPT, fenitoin ve DAPT-fenitoin kombinasyonunun 0-500 uM doz
araliginda ve 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig

uzerindeki etkisi
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Sekil 4.3. DAPT ve fenitoinin 0-500 uM doz araliginda ve 48 saatlik inkiibasyon

sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig tizerindeki etkisi

Hiicre canlihigi (%)
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Sekil 4.4. DAPT ve fenitoinin 0-500 uM doz araliginda ve 72 saatlik inkiibasyon

sonucu MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligi izerindeki etkisi
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4.3.Cizik Kapama Yontemiyle Hiicre Go¢ Etme Potansiyelini Olcme Testi

Alt1 kuyucuklu plakalara 50x10* hiicre/kuyucuk ekildi. Kuyucuklarm altma
onceden ¢izilmis olan belirtecin {izerindeki {i¢ farkli noktadan pipet ucu ile yara
olusturuldu. Daha sonra hiicrelere 7-70-700 uM dozlarda fenitoin, DAPT ve bu iki
inhibitoriin birlikte ayn1 dozlarda verilmesinden hemen sonra ve 24 saat sonra yara
genislikleri 40X biiyiitme ile ters fazli mikroskopta goriintiilenip (Sekil 4.5, 4.6 ve
4.7), yara kapanma oranlar1 her bir 6rnek i¢in kendi kontrolleri ile karsilastirilarak
hesapland1 (Sekil 4.8). Mikroskobik goriintiileme sonuglarina gore fenitoin, DAPT
ve fenitoin-DAPT in farkli konsantrasyonlarda uygulanmalari sonucu hiicre gogii
oranlarinda saptanan farklilik istatistiksel olarak anlamlidir. (P=0.001). Fenitoin
uygulamasinda 70 uM ve 700 uM dozlarda hiicre gégii % 87,7, 7 uM dozda ise % 20
inhibe oldu (Sekil 4.5, 4.8).

Fenitoin (uM)

0 7 70 700

24.s

Sekil 4.5. Yara olusturulmus MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre gogiiniin fenitoin
(7-70-700 uM) uygulamasindan hemen sonra ve 24 saat sonra ters fazli mikroskopla

goriintiilenmesi (40x)
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Gama sekretaz inhibitorii olan DAPT hiicrelere, 7 uM konsantrasyonda
uygulandigin da hiicre gocii % 49, 70 uM’da % 61, 700 uM’da ise % 82 oraninda
inhibe oldu (Sekil 4.6, 4.8).

DAPT (uM)
0 7 70 700

i
il W

N
A
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R | e
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Sekil 4.6. Yara olusturulmus MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre gociiniin DAPT (7-

70-700 pM) uygulamasindan hemen sonra ve 24 saat sonra ters fazli mikroskopla

goriintiilenmesi (40X)
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Gama sekretaz inhibitérii DAPT ve sodyum iyon kanali inhibitdrii fenitoin
birlikte hiicrelere esit dozlarda verildi. Buna gore hiicre gogii, 7 uM’da % 37, 70
uM’da % 49, 700 uM’da ise % 52 azaldi (Sekil 4.7, 4.8).

DAPT ve Fenitoin (M)
0 7 70 700

Sekil 4.7. Yara olusturulmus MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre gociiniin DAPT ve
fenitoinin (7-70-700 uM) birlikte uygulanmasindan hemen sonra ve 24 saat sonra

ters fazli mikroskopla goriintiilenmesi (40x)
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120 +
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60 M Fenitoin

DAPT
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m DAPT-Fenitoin

Hiicre Gogii (% kontrol)

20

0 7 70 700
inhibitér Dozlari (uM)

Sekil 4. 8. Yara olusturulmus yiizeyde MDA-MB-231 hiicrelerinin fenitoin, DAPT
ve bu inhibitérlerin her ikisi ile birlikte (7, 70, 700 uM) 24 saat inkiibasyonu sonucu

hiicre go¢ii oranlari

4.4 MDA-MB-231 Hiicrelerinde Gen Ifadesi Degisiklikleri

Bu ¢alismada, MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerine 7, 70, 700 uM
DAPT, 70 uM fenitoin ve 70 uM fenitoin ile birlikte DAPT’1n ii¢ farkli dozu
hiicrelere birlikte verilerek 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonun ardindan RT-PCR ile
Nog-4, nNav1.5, MMP-9 ve TIMP-1 genlerinin ifadesi arastirildi. RT-PCR sonuglari
Rotor Gene Q yazilimi ile kantite edilerek, istatistiksel analizleri yapildi. Nog-4,
nNav1l.5, MMP-9, TIMP-1 genlerinin verileri GAPDH geniyle normalize edilerek
2" A4 formiiliinden elde edilen veriler kullanildi. 27 **“* degerinin 1°den biiyiik
olmasi gen ifadesinin arttigini, kiiciik olmasi ise gen ifadesinin azaldigin1 gosterir.

24 saatlik inkiibasyon sonucu Sekil 4.9-A’da goriildigi iizere; 70 uM
fenitoin-7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT,
70 uM DAPT ve 700 uM DAPT dozlarinda nNav1.5 gen ifadesinin kontrole gore
sirastyla 0.6, 0.7, 0.72, 0.77, 0.62 kat azaldig1 saptandi. Nog-4 gen ifadesi ise 700 uM
fenitoin,70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT ve 700 uM
DAPT uygulamasi sonucunda sirasiyla 0.56, 0.4, 0.3, 0.7 ve 1.2 kat artarken 70 uM
fenitoinin 700 uM DAPT ile birlikte uygulanmasi sonucu 0,22 kat azalmistir. MMP-
9 gen ifadesi 70 uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM
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DAPT ve 7 uM DAPT uygulamasi sonucu sirasiyla, 0.2, 0.23, 0.4 ve 0.3 kat
artarken, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT uygulamasinda 0.3 kat artarken, 700 uM
DAPT uygulamast sonucu 0.1 kat azaldi. TIMP-1 gen ifadesi ise 70 uM fenitoin
uygulamasi sonrasinda 0.02 kat azalirken, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 70 uM
fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT
ve 700 uM DAPT uygulamasi sonucu sirasiyla 0.16, 0.35, 1.7, 0.22, 0.3, 5.26 kat
arttig1 saptandi (Sekil 4.9-B).
A

1,5 -
ONog-4

m nNavl.5

Kath Degisim (goreceli transkript
seviyeleri)
=
|
]
I
_|
L H

.| LI

1 2 3 4 5 6 7

~N
)

(o]
1

w
1

D
1

0O MMP-9

w
1

ETIMP-1

N
1

[EnY
1

Kath Degisim (goreceli transkript
seviyeleri)

Sekil 4.9. 24 saatlik DAPT ve fenitoin uygulamasi sonucu A. Nog¢-4, nNav1.5 ve B.
MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki degisiklikler. 1: 70 uM fenitoin, 2: 70 uM
fenitoin-7 uM DAPT, 3: 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 4: 70 uM fenitoin-700 uM
DAPT, 5: 7 uM DAPT, 6: 70 uM DAPT, 7: 700 uM DAPT uygulanmis drnekler.
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48 saatlik inkiibasyon sonucu genlerin ifadesindeki degisiklikler Sekil
4.10°da 6zetlendi. Buna gore; Nog-4 gen ifadesi 70 uM fenitoin, 70 uM fenitoin-70
uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT ve 700 uM
DAPT uygulamasi sonucunda sirasiyla 0.28, 0.33, 0.5, 0.22, 0.32, 0.07 kat azaldi. 70
uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 70 puM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM
fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT ve 70 uM DAPT uygulamalar1 sonucu nNav
1.5 gen ifadesi sirasiyla 8.7, 4.2, 7.6, 1.42, 4.8, 1.6 kat artarken 700 uM DAPT
uygulamasi sonucu gen ifadesi 0.14 kat azaldi (Sekil 4.10-A). MMP-9 gen ifadesi 70
uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM
fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT ve 700 uM DAPT uygulamasi
sonucu sirastyla 0.22, 0.28, 0.35, 0.82, 0.05, 0.59, 0.33 kat azaldig1 saptandi. TIMP-1
gen ifadesi ise 70 uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 7 uM DAPT ve 70 uM
DAPT uygulamasi sonucu sirastyla 0.25, 0.07, 0.05 ve 0.12 kat azalirken, 70 uM
fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 700 uM DAPT uygulamasi
sonucu sirastyla 0.23, 1.1 ve 1.1 kat arttig1 saptandi (Sekil 4.10-B).
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Sekil 4.10. 48 saatlik DAPT ve fenitoin uygulamasi sonucu A. Nog¢-4, nNav1.5 ve B.
MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki degisiklikler. 1: 70 uM fenitoin, 2: 70 uM
fenitoin-7 uM DAPT, 3: 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 4: 70 uM fenitoin-700 uM
DAPT, 5: 7 uM DAPT, 6: 70 uM DAPT, 7: 700 uM DAPT uygulanmis drnekler.
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72 saat sonrasi gen ifadeleri incelendiginde; Nog-4 gen ifadesi 70 uM
fenitoin, 70 uM fenitoin- 7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM
fenitoin-700 uM DAPT, 70 uM DAPT, 700 uM DAPT uygulamasinda sirasiyla
0.03, 0.18, 0.22, 0.51, 0.05, 0.29 kat azaldig1 saptandi. nNav1.5 gen ifadesinin ise70
uM fenitoin, 70 uM fenitoin- 7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM
fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT, 700 uM DAPT farkli dozlarda
inhibitér uygulamasi sonucunda sirasiyla 0.35, 0.2, 0.48, 0.52, 0.56, 0.34 ve 0.61 kat
azaldig1 saptandi (Sekil 4.11-A). MMP-9 gen ifadesi 70 uM fenitoin, 70 uM
fenitoin-7 uM DAPT ve 7 uM DAPT uygulamasi sonucu sirastyla 0.14, 0.4 ve 0.15
kat azalirken, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT ve 700 uM DAPT uygulamasi
sonrasinda MMP-9 gen ifadesi sirasiyla 0.59 ve 4.82 kat artmistir. 70 uM fenitoin-
70 uM DAPT, 70 uM fenitoin- 700 uM DAPT, 70 uM DAPT ve 700 uM DAPT
dozlarda inhibitor kullanilmasi sonucu TIMP-1 gen ifadesi sirasiyla 0.13, 0.89, 0.11
ve 6.57 kat arttig1 saptandi (Sekil 4.11-B).
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Sekil 4.11. 72 saatlik DAPT ve fenitoin uygulamasi sonucu A. Nog-4, nNav1.5 ve B.
MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki degisiklikler. 1: 70 uM fenitoin, 2: 70 uM
fenitoin-7 uM DAPT, 3: 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 4: 70 uM fenitoin-700 uM

DAPT, 5: 7 uM DAPT, 6: 70 uM DAPT, 7: 700 uM DAPT uygulanmis drnekler.
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Sekil 4.12°de gortldiugi iizere, 24 saatlik inhibitdr uygulamasi sonucu MMP-
9/TIMP-1 oranlari; 70 uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM DAPT, 70 uM fenitoin-70
uM DAPT ve 7 uM DAPT dozlan igin sirastyla % 21,% 5, % 5 ve % 8 artarken, 70
uM fenitoin-700 uM DAPT, 70 uM DAPT, 700 uM DAPT inhibitér dozlarinda ise
sirastyla % 73, % 20 ve % 86 azaldi.

48 saatlik inkiibasyon sonucu MMP-9/TIMP-1 oranlari, 70 uM fenitoin-7 uM
DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT,
70 uM DAPT ve 700 uM DAPT uygulamasi sonucu sirastyla % 33, % 48, % 9, % 1,

% 54 ve % 68 oraninda azalirken, 70 uM fenitoin uygulamasi sonucu % 5 artti.

72 saat sonra MMP-9/TIMP-1 oranlari; 70 uM fenitoin, 70 uM fenitoin-7 uM
DAPT, 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 7 uM DAPT,
70 uM DAPT ve 700 uM DAPT uygulamasi sonucu sirasiyla % 14, % 37, % 9, %

16, % 11, % 9 ve % 23 oraninda azalma oldugu saptandi.

1.5+
E 24 saat

48 saat
= 72 saat

-1

MMP-9/TI

Sekil 4.12. 24, 48 ve 72 saat DAPT ve fenitoin uygulamasindan sonra MMP-9 ve
TIMP-1 gen ifadelerinin katli degisim oranlari. 1: 70 uM fenitoin, 2: 70 uM fenitoin-
7 uM DAPT, 3: 70 uM fenitoin-70 uM DAPT, 4: 70 uM fenitoin-700 uM DAPT, 5:
7 uM DAPT, 6: 70 uM DAPT, 7: 700 uM DAPT uygulanmis drnekler.
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Tablo 4.1. Fenitoin ve DAPT ile 24 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen gen

ifadesi degisikliklerinin tanimlayici istatistikleri (ortalama =+ standart sapma).

Ornekler Nog-4 nNav1.5 MMP-9 TIMP-1
70uM fenitoin  1.93:02 1.67£0.02 142009  1.06 0,03
70uM 1,15+

fenitoin- 0009 0,63 20,09 123 097 1,17 +0,13
7uMDAPT

70uM 1,39 +

fenitoin-70 7o 030 £046 141 0,08 135 0,05
uM DAPT !

70uM 0,78 =+

fenitoin-700 ¢ 028 £005 072 0,14 2.7 +0.17
uM DAPT !

7uM DAPT é’gé 061 £0,03 132 £003 122 £0,07
70 M DAPT é’ié £ 023+003 1,04 %009 13 +0,03
700uM DAPT éié 038002 09 %004 626 +02

Tablo 4.2. Fenitoin ve DAPT ile 48 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen gen

ifadesi degisikliklerinin tanimlayici istatistikleri (ortalama + standart sapma).

Ornekler Nog-4 nNavL5 MMP-9 TIMP-1
70uM fenitoin 8’(7)3 = 97403 0,78+ 0,13 0,74 =0,06
70 uM

fenitoin- 8’23 * 519016  0,72+0,14  093+0,15
7uMDAPT

70uM 0,67 +

fenitoin-70 "0/ 8554045  0,65+009  123+012
uM DAPT :

70 uM 0,56 +

fenitoin-700 00 2424037 0184003  2,08+0,1
uM DAPT :

7uMDAPT  078+0.1 584+0,17 093£001  095+0,14
70 uM DAPT 882 £ 2554017 0414004 0,88+ 0,08
700uM DAPT 0,93 & 0.86+003 0,670,002 2,09 0,09

0,09
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Tablo 4.3. Fenitoin ve DAPT ile 72 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen gen

ifadesi degisikliklerinin tanimlayici istatistikleri (ortalama =+ standart sapma).

Ornekler Nog¢-4 nNav1.5 MMP-9 TIMP-1
70uM 097+005 065004 086005 10,002
fenitoin

70 uM

fenitoin- 0.82+0,03 080004 0,6+0,001 0,96 0,05
7 uM DAPT

70 uM

fenitoin-70 0,78+ 008 053005  1,02+004  1,1+0,03
uM DAPT

70 uM

fenitoin-700 0,56+ 0,06 044006  1,59+004 1,90 0,03
uM DAPT

7uMDAPT 1,03+£005 044002 085+004 095007
70 uM

A 095+0,14 066004 1,001£0,13  1,1£0,08
700uM

SAbT 0714007 0394003 58+0.1 7.6+0.3

4.5. Jelatin Zimografi Analizleri

Matriks metalloproteinazlarin belirlenmesinde kullanilan zimografi yontemi
cizik kapanma yontemi ile hiicre gocii deneyi ve gerg¢ek zamanli polimeraz zincir
tepkimesinde kullanilan gama sekretaz inhibitorii DAPT ve voltaja duyarli sodyum
iyon kanali inhibitorii fenitoinin kullanildigi dozlarda kullanilarak, bu iki deneye
paralel iki farkli jelatin zimografisi yapildi. ImageQuant TL yazilimi ile bant
yogunluklar1 analiz edildi.

Hiicrelerin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkiibasyonu; 1. zimografi jeli hii¢re
gocti, 2. zimografi jeli ise RT-PCR deneyinde uygulanan dozlara paralel olarak

yapilmustir.
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MMP-9 bant yogunlugu analizlerine gore, 7 uM DAPT, 70 uM DAPT-70 uM
fenitoin, 700 uM DAPT, 700 uM fenitoin ve 700 uM DAPT-700 uM fenitoin
uygulamasi sonucu sirastyla bant yogunluklart % 1.3, % 4, % 27, % 7 ve % 40
azalirken, 7 pM fenitoin, 7 uM DAPT-7 uM fenitoin, 70 uM DAPT ve 70 uM

fenitoin uygulamasi sonucu MMP-9 proteinine ait bant yogunluklar sirasiyla, % 9,

% 21, % 18 ve % 19 oraninda artt1 (Sekil 4.13).

220 kD
100 kD MMP-9

60 kD
45 kD

140

120 A

100 -

80 -

60 A

% Bant Yogunlugu

20 A

Sekil 4.13. MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkiibasyonu
sonucu A.MMP-9’un jelatin zimografi ile goriintiilenmesi. M: Protein molekiil
agirligi belirteci, 1: Kontrol 2: 7 uM DAPT, 3: 7 uM fenitoin, 4: 7 uM DAPT-7 uM
fenitoin, 5: 70 uM DAPT, 6: 70 uM fenitoin, 7: 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 8:
700 uM DAPT, 9: 700 uM fenitoin, 10: 700 uM DAPT-700 uM fenitoin. B.

Bantlarin yogunluk analizleri (%)
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MMP-9 bant yogunlugu, 7 uM DAPT, 700 uM DAPT ve 70 uM DAPT-70
uM fenitoin uygulamasi sonucu kontrole gore sirasiyla % 11, % 46.8, % 18.8 ve %

16.2 azalirken, 70 uM DAPT, 70 uM fenitoin ve 7 uM DAPT-70 uM fenitoin

uygulamas1 sonucu sirasiyla % 13, % 19.6 ve % 21 oraninda artis saptandi (Sekil
4.14).

MMP-9

140 -

120 -

100 -
80 -
60
40
20
0 - T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.14. MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkiibasyonu

% Bant Yogunlugu

sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile goriintiilenmesi. M: Protein molekiil
agirligi belirteci, 1: Kontrol, 2: 7 uM DAPT, 3: 70 uM DAPT, 4: 700 uM DAPT, 5:
70 uM fenitoin, 6: 7 uM DAPT-70 uM fenitoin, 7: 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 8:
700 uM DAPT-70 uM fenitoin. B. Bantlarin yogunluk analizleri (%)
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Hiicrelerin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkiibasyonu; 1. zimografi jeli hiicre
gocii, 2. zimografi jeli ise RT-PCR deneyinde uygulanan dozlara paraleldir.

MMP-9 proteinine ait bant yogunlugu 7 uM DAPT, 7 uM fenitoin, 7 uM
DAPT-7 uM fenitoin, 70 uM DAPT, 70 uM fenitoin, 70 uM DAPT-70 uM fenitoin,
700 uM DAPT, 700 uM DAPT-700 uM fenitoin uygulamasi sonucu sirasiyla %
49.9, % 1.4, % 27.7, % 28.2, % 24.8, % 25.1, % 65.8 azalirken, 700 uM fenitoin

uygulanmis 6rneklerde MMP-9 proteininine ait bant yogunlugu % 1.5 artis gosterdi
(Sekil 4.15).

MMP-9

140

120 A

100 -

[ | -
60 MMP-9

% Bant Yogunlugu

IS
o
1

N
o
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.15. MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkiibasyonu
sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile goriintiilenmesi. M: Protein molekiil
agirligi belirteci, 1: Kontrol 2: 7 uM DAPT, 3: 7 uM fenitoin, 4: 7 uM DAPT-7 uM
fenitoin, 5: 70 uM DAPT, 6: 70 uM fenitoin, 7: 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 8:
700 uM DAPT, 9: 700 uM fenitoin, 10: 700 uM DAPT-700 uM fenitoin. B.

Bantlarin yogunluk analizleri (%)
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MMP-9 bant yogunluklar1 7 uM DAPT, 70 uM DAPT, 700 uM DAPT, 70
uM fenitoin, 7 uM DAPT-70 uM fenitoin, 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 700 uM
DAPT-70 uM fenitoin uygulanmis 6rnekler i¢in sirasiyla % 20, % 10.2, % 35, % 13,
% 21, % 27 ve % 31 oraninda kontrole gore azaldi (Sekil 4.16).

MMP-9

140 -
120 -

100 -

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.16. MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkiibasyonu

% Bant Yogunlugu
[e)) [0
o o
1 1
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o
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sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile goriintiillenmesi. M: Protein molekiil
agirhig belirteci, 1: Kontrol, 2: 7 uM DAPT, 3: 70 uM DAPT, 4: 700 uM DAPT, 5:
70 uM fenitoin, 6: 7 uM DAPT-70 uM fenitoin, 7: 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 8:
700 uM DAPT-70 uM fenitoin. B. Bantlarin yogunluk analizleri (%)
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Hiicrelerin DAPT ve fenitoin ile 72 saat inkiibasyonu sonucu MMP-9
proteininin jelatin zimografi ile belirlenmesi.

MMP-9 bant yogunlugu analizlerine gore en belirgin azalma700 uM DAPT-

700 uM fenitoin uygulanmis 6rnekte % 45 olarak saptandi.

MMP-9

140 -

120 A

100 -

80 -

60 A

% Bant Yogunlugu

40 -

20 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicrelerinin DAPT ve fenitoin ile 72 saat inkiibasyonu
sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile goriintiilenmesi. M: Protein molekiil
agirlig belirteci, 1: Kontrol 2: 7 uM DAPT, 3: 7 uM fenitoin, 4: 7 uM DAPT-7 uM
fenitoin, 5: 70 uM DAPT, 6: 70 uM fenitoin, 7: 70 uM DAPT-70 uM fenitoin, 8:
700 uM DAPT, 9: 700 uM fenitoin, 10: 700 uM DAPT-700 uM fenitoin. B.

Bantlarin yogunluk analizleri (%)
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5. TARTISMA

Kanser gelisiminde gorevli olan bircok molekiiler mekanizma vardir.
Calismamizda bu molekiillerden kanser hiicrelerinin invazyon ve goci iizerinde etkili
olan voltaja duyarli1 sodyum kanali izoformu neonatal Nav1.5 iyon kanali ve kanser
hiicrelerinin farklilasma ve c¢ogalmasini etkileyen Nog-4 reseptoriiniin metastatik
stireg tizerindeki etkisini inceledik. Cogu iyon kanalinin onkojenik gelisime katilan
hiicresel siireclerde gerekli oldugu bilinmektedir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz
¢ogalmanin yaninda, lenf ve kan dolasimimma ulagsmadan 6nce bazal laminay1
sindirerek dokulara go¢ eder ve uygun dokuya ulastiklarinda ikinci bir tlimor
olustururlar. Bu siireg, sistein katepsinler (114) ve matriks metalloproteazlar (115)
gibi birgok hiicre dis1 proteazlar yardimiyla gerceklesir. Hiicre ic¢i kalsiyumdaki
artigla hiicre gogliniin gergeklestigi bilinmektedir. Bu olay SK3 gibi potasyum
kanallar tarafindan kontrol edilmektedir (116). Son 10 yilda voltaj kapili sodyum
kanallarinin in vitro kosullarda kanser hiicrelerinin invazifligini kuvvetlendirdigine
yonelik bir¢ok kanit elde edilmistir (117).

Diger taraftan, hiicre farklilasmasi, organ sinir1 belirlenmesi, hiicre ¢ogalmasi
ve canliligt gibi siireglerde rol alan Nog¢ reseptorlerinin kanser hiicrelerinin
invazyonu ve metastazina da katkida bulunduguna dair bulgular vardir (103).
Yapilan ¢aligmalarda MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Nog-2 reseptoriiniin
timor olusumunu azalttigi, Nog-4 aktivasyonunun ise in vivo kosullarda timor
gelisimini arttirdigr gosterilmistir (118). Bu bilgiler 1518inda nNav1.5 iyon kanali ve
Nog-4 reseptoriiniin birlikte ve ayr1 ayri inhibisyonlar1 sonucunda gii¢lii metastatik
insan kaynakli meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi, gocii ve doku disina
cikmasinda gorevli olan matriks metalloproteinazlar iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla nNav1.5 kanal inhibit6rii olarak fenitoin, Nog-4 inhibitorii olarak gama
sekretaz inhibitorii olan DAPT bilesigini kullandik.

Hiicrelerin fenitoin ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonu sonucu hiicre canlilig
ve hiicre ¢ogalmasi iizerinde etki goriilmemistir. Bulgularimiz yapilan caligmalari
desteklemektedir (119). iyon kanali inhibisyonunun hiicre ¢gogalmasini etkilemedigi
bilinmektedir. Yapilan sitotoksisite ¢alismasida bu bilgiyi dogrulamaktadir. Voltaja
duyarli sodyum iyon kanallar1 hiicrelerin metastatik potansiyelini etkileyen hiicre

gocii, invazyon gibi siireglerde etkindir. Yapilan hiicre gogii deneyi ile fenitoinin
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etkin dozunun 70 uM oldugu, bu dozdaki fenitoinin hiicre gogiinii % 87 azalttig
gozlenmis ve buna dayanarak deneyimizin gen ifadesi ¢alismalarinda fenitoinin bu
dozu kullanilmistir. Baska bir ¢alismada fenitoinin 50 uM dozunda sodyum iyon
kanali akimi, hiicre gog¢ii ve invazyonunun baskilandigi gosterilmisgtir (119).
Farmakolojik veriler neonatal Nav1.5’in klinik agidan 6nemli olan antiaritmikler ve
lokal anestezikler tarafindan bloke edildigini gostermistir. Lokal anestezik lidokain
ve antikonviilzan fenitoin kiiclik hiicreli akciger kanseri hiicre hatlarinda VGSC
bagimli endositik membran aktivitesini azaltmaktadir (44). Ayrica fenitoinin si¢an
prostat kanseri hiicrelerinin goglinii (21) ve MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinin gé¢iinii 6nemli oranda azalttig1 gdsterilmistir. Hiicre gocili deneyimizde
fenitoinin 70 uM ve lizerinde meme kanseri hiicrelerinin goglinli azaltmasi yapilan
calismalar desteklemektedir.

DAPT ve fenitoinle MDA-MB-231 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu, hiicre gog¢ii ve zimografi sonuglari arasinda farkliliklar gozlenmistir.
Ornegin, DAPT’1n 700 pM uygulandig1 dozda hiicre gogii % 82 azalirken, MMP-9
bant yogunlugu kontrole gore % 27 azalmistir. Fenitoinin 70 pM konsantrasyonunda
ise hiicre gocii % 87 azalirken, zimografi sonuglarinda MMP-9 proteinine ait bant
yogunlugu % 16 artmistir. Ayrica, yapilan tiim zimografi sonuglarindan elde edilen
MMP-9 proteinine ait bant yogunluklarindaki artis ve azaliglar RT-PCR ile elde
edilen MMP-9 gen ifadesindeki artis ve azalisla uyumludur. mRNA’nin
diizenlenmesi ve protein seviyeleri birbirinden ayr1 ve bagimsiz olabileceginden
zimografi ve hiicre gocli sonuclari arasinda tutarsizlik olabilir. Ayrica yapilan
calismalarda, kanser dahil olmak {lizere c¢esitli hastaliklarda mMRNA ve protein
seviyeleri arasinda tutarsizlik rapor edilmistir (22). Diger taraftan, kanser
hiicrelerinde i1yon kanalinin aktivitesindeki artistan dolayr kanser hiicrelerinin
mikrogevresi asitlesmektedir. Asidik pH’da aktive olan katepsin B gibi sistein
proteazlar ve biitiin dokularda bulunan hyaliironidaz enzimi, hiicreler aras1 matriksi
yikarak tlimor hiicrelerinin invaze olmasinmi saglarlar (120). Bu bilgiler 1s18inda ve
elde ettigimiz verilere dayanarak hiicre go¢iinde ve invazyonunda sadece MMP’lerin
etkin rol oynamadigini soyleyebiliriz.

Nog-4 reseptoriinii inhibe etmek i¢in kullandigimiz gama sekretaz inhibitorii

DAPT i¢in yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda 690 uM DAPT uygulamasinda
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hiicreler % 50 oraninda canliliklarint yitirmistir. DAPT’in etkinligi 24 saat
sonrasinda azalmaya baglamistir. Nog-4 MRNA seviyesini yiiksek oranda azalttigi
icin gama sekretaz inhibitorleri igerisinden DAPT segilmistir (121).

Yapilan  galismalarda  timor  invazyonun  gelisiminde  matriks
metalloproteinazlar ve onlarin doku inhibitdrlerinin 6nemli isleve sahip oldugu
gosterilmistir (45). Matriks metalloproteinazlar, ¢inko igeren kalsiyum bagimli bir
endopeptidaz ailesidir. Latent formda salgilanirlar ve bu formu proMMP olarak
adlandirilir. Latent MMP’lerin hiicreler arasi matriks bilesenlerini yikabilmeleri i¢in
aktive olmalart gerekir. MMP’lerin aktivasyonu c¢esitli inhibitorler tarafindan
diizenlenir, bunlar arasinda en 6nemlisi metalloproteinazlarin doku inhibitérleridir
(TIMP) (122). TIMP’ler hiicre disina salgilanabilirler ya da hiicre zarinda zara
tutunmus olan MMP’ler ile birlikte bulunurlar. MMP ve TIMP’ler arasindaki denge
hiicreleraras1 matriks proteinlerinin yikimini kontrol eder. TIMP’ler MMP’lerin
aktivitesini 1:1 oraninda kompleks olusturarak inhibe eder. MMP’ler ve inhibitorii
olan TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmast sonucu kronik inflamatuvar
hastaliklardan kansere kadar ¢ok sayida patolojik durum ortaya ¢ikar. Hemen hemen
insan kaynakli kanserlerin tiimiinde MMP gen ifadesi ve aktivitesi artmaktadir (123).
Calismamizda nNav1.5 ve Nog¢-4 inhibisyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde arttig1
bilinen, MMP-9 proteini tizerindeki etkisini jelatin zimografi yontemiyle analiz ettik.
[lag uygulamalar1 sonucu degisen MMP-9/TIMP-1 oranim RT-PCR yontemi ile
belirledik (124). Buna gore MMP-9 gen ifadesinin azalmasi ve inhibitérii olan
TIMP-1 gen ifadesinin artmasi sonucu MMP-9/TIMP-1 orani azalacaktir. Buna bagh
olarak da tiimor invazyonu azalacaktir.

RT-PCR ¢alismamizda MMP-9 gen ifadesindeki artis ve azalislar ile jelatin
zimografi deneyinde MMP-9’a ait bant yogunluklarindaki artis ve azaliglar birbiri ile
tutarli bulunmustur. Fakat sadece bu verilere dayanarak MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazyonu iizerinden degerlendirme yapmak dogru olmayacaktir. Bunun i¢in MMP-
9/TIMP-1 orant invazyonun azalip azalmadigi konusunda bize dogru sonucu
verecektir. Oyle ki MMP-9 gen ifadesi artarken, MMP-9/TIMP-1 orani azaliyorsa
invazyonun azaldigini sdyleyebiliriz.

Nog¢ reseptor inhibitorii olarak kullandigimiz gama sekretaz inhibitoriiniin

Nog-4 reseptoriiniin yaninda nNav1.5 gen ifadesini de baskiladigir goriilmiistiir.
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Gama sekretaz inhibitorlerinin dezavantajlarindan birisi de Nog reseptorleri disinda
¢ok sayida substrata sahip olmasidir (125). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada voltaj
kapili sodyum kanalinin B—alt biriminin bir gama sekretaz subsrati oldugu sonucuna
varilmig ve bu inhibisyon sodyum iyon kanalinin Navl.1 ve Navl.3 izoformlarinda
gosterilmistir. Calismamizda gama sekretaz inhibitoriiniin bu etkisini nNav1.5 iyon
kanalinda saptadigimizdan dolayr sodyum Kkanalinin p-alt biriminin bir gama
sekretaz subsrati oldugu destekleyici bir bulgu olarak kabul edilebilir.

Ayrica gen ifadesi ¢aligmalarimizda, MDA-MB-231 hiicrelerinin fenitoin ve
gama sekretaz inhibitori ile 48 saatlik inkiibasyonunun ardindan yapilan RT-PCR
sonuclarinda nNavl.5 gen ifadesinin kontrole gore arttigi goriilmiistiir. Bizim
buldugumuz bu sonug, bagka bir arastirmada MDA-MB-231 hiicrelerinde sodyum
iyon kanal1 inhibitorii olan tetrodotoksin ile 24 saatlik inkiibasyon sonras1 nNav1.5
gen ifadesinde goriilen artis ile tutarlidir (47). Bu durum voltaja duyarl iyon kanali
MRNA ifadesinin aktivite bagimli oto-diizenleniminin karmasik olmasindan ve
hiicrenin kaynaklanabilir. Hiicre tipi ve deney kosullar1 da bunda etkili olabilir.
Ayrica kullanilan inhibitorlerin etkinliginde hiicre dis1 ortamin biyokimyasal icerigi
de 6nem tasimaktadir. Yapilan bir ¢calismada % 5 serum igeren ortama voltaja duyarli
sodyum kanal inhibitérii tetrodotoksin eklendiginde VGSC kanallar yiiksek oranda
inhibe olurken, serum i¢cermeyen ortamda hiicrelere uygulandiginda ise tam tersi etki
yaptig1 gézlenmistir.

Calismamizda, 700 uM DAPT uygulamas: hem nNav1.5 hem de Nog¢-4 gen
ifadelerini azaltarak MMP-9/TIMP-1 oraninin anlamli sekilde diismesine sebep
olmustur. Diger taraftan, fenitoin ve DAPT 1n birlikte uygulanmasi nNav1.5 ve Nog-
4 gen ifadelerini ve MMP-9/TIMP-1 oranini anlamli seviyede diisirmiistiir. Buradan
yola ¢ikarak bu iki molekiil arasinda bir etkilesim oldugunu ve iki molekiiliin birlikte
inhibisyonlarinin =~ MMP-9/TIMP-1  oranin1  diislirerek  kanser  hiicrelerinin
invazyonunu azalttigi sonucuna varabiliriz. Bu bulgular 1s1ginda neonatal Nav 1.5
sodyum kanali ve Nog¢-4 reseptoriiniin meme kanserinde anti-metastatik bir hedef
olabilecegini sdyleyebiliriz.

Neonatal Nav 1.5 sodyum kanali ve Nog¢-4 reseptoriinii meme kanserinde anti-
metastatik hedef yapan bagka 6zellikleri de vardir. Poliklonal bir antikorun iiretilmesi

ile (NESO pAb) aNav1.5 ve nNav1l.5 arasindaki 7 amino asitlik fark agiga ¢ikmustir.
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Bu antikor nNav1.5 kanalinda hiicre dis1 bir bir epitobu secici olarak tanimaktadir,
hiicre dis1 epitop 6rn. D1: S3-S4 baglantis1 (56). In vitro kosularda, NESOpAb’nin
kullanilmast nNav1.5’in zayif metastatik MCF-7 hiicreleri ile karsilastirildiginda
yiiksek metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde daha fazla ifade
edildigini dogrulamaktadir (56). Elektrofizyolojik analizlerle tutarli olarak,
NESOpAD’in in vitro kosullarda metastatik meme kanseri hiicrelerinde invazyon ve
migrasyonu baskiladig1 gosterilmistir. Bu bulgu meme kanseri invazyonunda
nNavl.5’in  gerekliligini  dogrulamaktadir (37). nNavl.5 metastatik siirece
katkisindan dolay1 meme kanserinin tedavisinde 6nemli bir hedeftir.

Nog sinyal yolagi ise gesitli karakteristik 6zellikleri ile meme kanserinde
etkileyici bir hedef haline gelmektedir. Bunlardan ilki, Nog¢ yolagi sadece meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalma ve canliligini degil, meme kanseri kok hiicrelerininde
cogalma ve canliligin1 diizenlemektedir (126). Ayni1 zamanda Nog sinyali, timor
endotel hiicrelerinde 6zellikle Delta-4 ligandinin etkili oldugu farkli bir pro-
anjiogenik isleve sahiptir (127). Sonug olarak, meme kanseri primer lezyonlarinda
Nog sinyalinin farmakolojik ajanlarla inhibisyonu tiimoériin yenilenmesinden sorumlu
olan meme kanseri kok hiicrelerinin kendini yenilemesini ve damar olugumunu

engelleyerek metastaz olusumunu onleyebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu galismada, Nog¢-4 ve nNavl.5’in metastatik MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicrelerinin metastatik potansiyeli iizerinde etkisi oldugu, birlikte inhibe
edilmelerinin kanser hiicrelerinin invazyonunu matriks metalloproteinazlar ve
inhibitorleri iizerinden azalttigi gosterilmistir. Molekiiler diizeyde Nog sinyali,
Hedgehog ve Wnt gibi farklilasma, ¢ogalma ve hiicre canlilig1 {izerinde etkili olan
bircok yolak ile etkilesim igerisinde oldugundan bu yolaklar {izerinden de ¢alisma
yapilmas1 gerekmektedir (128). Sonucta, Nog sinyal yolaginin inhibisyonu ayni1 anda

cok sayida ikincil tedavi hedeflerini etkileyebilir.
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