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ÖZET 

Çakır-AktaĢ, C. nNav1.5 Sodyum Kanalı Ve Noç-4 Reseptör Sinyalinin 

Baskılanmasının Ġnsan Meme Kanseri Hücrelerinde Çoğalma Ve Metastatik 

Potansiyel Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi. Hacettepe Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü Biyokimya Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. 

Meme kanserinin görülme sıklığı gittikçe artmakta olup baĢlıca ölüm sebepleri 

arasında önemli bir yer tutmaktadır. Meme hücrelerinin kansere dönüĢmesinin 

altında yatan ve özellikle metastaz yapmalarına yol açan moleküler değiĢimler yoğun 

biçimde araĢtırılmaktadır. Sodyum kanallarının neonatal formu Nav1.5 ve Noç-4 

reseptörünün gen ifadelerindeki aĢırı artıĢ bu değiĢimler arasında yer almaktadır. Bu 

tezin amacı yüksek metastatik potansiyele sahip olan MDA-MB-231 insan meme 

kanseri hücrelerinde bu iki molekülün baskılanmasının, hücre çoğalması ve metastazı 

üzerindeki etkilerinin ve birbirleri ile olan etkinliğinin incelenmesidir. 

Bu amaçla, sodyum iyon kanalı, antikonvülzan bir ilaç olan fenitoinle, Noç-4 

reseptörü ise gama-sekretaz inhibitörü N-[N-(3,5-Difluorofenilasetil)-L-alanil]-S-

fenilglisin t-bütil ester (DAPT) ile baskılanmıĢtır. Farklı dozlarda uygulanan 

inhibitörlerin nNav1.5 iyon kanalı ve Noç-4 reseptörü gen ifadelerine etkileri zamana 

bağlı olarak eĢ zamanlı polimeraz zincir tepkimesi (RT-PCR) ile incelenmiĢtir. 

Metastatik özellikler ise jelatin zimografi ve yara çizik yayılma testi ile incelenmiĢtir. 

Metastatik özelliklerden MMP-9/TIMP-1 oranının değiĢimi de RT-PCR ile 

belirlenmiĢtir.  

Noç reseptör sinyal yolağı ve sodyum iyon kanalının inhibe edilmeleri sonucunda 

hücre göçü, MMP-9 protein ifadesi ve MMP-9/TIMP-1 oranı anlamlı Ģekilde 

azalmıĢtır. Ayrıca, DAPT’ın her iki molekülü de inhibe ettiği, DAPT ve fenitoinin 

birlikte kullanılmasının hücrelerde MMP-9/TIMP-1 oranını azalttığı ve buna bağlı 

olarak kanser hücrelerinin invazif özelliğini zayıflattığı saptandı. Bu bulgulara 

dayanarak nNav1.5 iyon kanalı ve Noç-4 reseptörü arasında etkileĢim olduğunu ve 

bu iki molekülün meme kanserinde anti-metastatik hedefler olduğunu söyleyebiliriz. 

 

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Noç-4 reseptörü, nNav1.5 iyon kanalı, fenitoin, 

DAPT, metastaz. 
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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, nNav1.5 ion channel, phenytoin, 

DAPT, metastasis. 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Dünyada ölümlerin önde gelen sebepleri arasında olan kanser, toplum 

sağlığının temel problemi olarak görülmektedir. Hastalığın erken tanısı mortaliteyi 

önemli oranda azaltsa bile, hastalığın ilerlemesi durumunda tedavi yöntemleri çoğu 

kez yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle hastalığın ortaya çıkıĢı ve geliĢimini takip 

etmek açısından moleküler mekanizmasının iyi bilinmesi önem taĢımaktadır (1). 

Bu araĢtırmada, metastatik insan meme kanseri hücrelerinde gen ifadeleri 

artan nNav1.5 sodyum kanalları ve Noç-4 reseptörünün metastaz ile iliĢkili olaylarda 

rol aldıkları yönündeki  bulgulara dayanarak, bu iki hücre bileĢeninin birbirinden ayrı 

ve birlikte, hücre çoğalmasını ve hücre göçünü ne yönde etkilediğini anlamak ve iki 

sistemin birbirine bağımlılığını incelemek amaçlanmaktadır.  

Ġyon kanallarının metastatik kaskadla iliĢkili çeĢitli hücresel aktiviteleri 

kontrol ettiği çok iyi bilinmektedir (2). Özellikle, voltaj kapılı sodyum kanallarının 

metastatik potansiyelle yakından iliĢkili olduğu açıktır. Metastatik kaskadı kontrol 

eden çeĢitli basamaklardaki rolü ve bazı saldırgan karsinomlarda gen ifadelerinin 

artması bunu doğrulamaktadır (3). Özetle, voltaj kapılı sodyum kanalları metastatik 

potansiyelin saptanması ve ilerlemesinin bloke edilmesi için yeni bir hedef haline 

gelmektedir (4). 

Noç sinyal sistemi ise embriyonik dönemde tüm dokuların geliĢimi ile ilgili 

olayları yönlendirmekte ve eriĢkin vücudunda da bazı dokularda bulunmaktadır. 

KomĢu hücrelerin yüzey molekülleri aracılığıyla etkileĢmesi ile çalıĢan Noç sinyal 

sisteminin kanser oluĢumu ve geliĢimi ile iliĢkisi araĢtırılmaktadır. Ġnsanda bulunan 

dört tip Noç reseptöründen (Noç 1-4) birisi olan Noç-4, meme geliĢiminde  rol 

oynamakta ve meme kök hücrelerinde ifade edilmektedir. Bu nedenle, meme kanseri 

ile iliĢkisi araĢtırılmakta ve tedavi hedefi olabilirliği irdelenmektedir. 

ÇalıĢmamız kapsamında insan kaynaklı metastatik meme kanseri hücrelerinin 

(MDA-MB-231) kültürü yapılıp, kültürdeki hücrelerin sodyum iyon kanalı fenitoin 

ile, Noç-4 reseptörü ise gama sekretaz inhibitörü N-[N-(3,5-Difluorofenilasetil)-L-

alanil]-S-fenilglisin t-bütil ester (DAPT) ile inhibe edilmiĢtir. Bu iki molekülün ayrı 

ayrı ve birlikte inhibe edilmelerinin hücrelerin metastatik özellikleri üzerindeki 

etkileri incelenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Meme Kanseri ve Metastaz 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser türüdür ve akciğer 

kanserinden sonra kansere bağlı ölümlerin en sık nedenidir (5). Gen ifade seviyesinin 

bozulmasına neden olan epigenetik değiĢiklikler ve tümör baskılayıcı genler ya da 

proto-onkogenlerdeki mutasyonlar gibi heterojenik genetik değiĢimlerin birikimi 

primer tümör oluĢumuna neden olmaktadır (6). Kansere bağlı ölümlerin ise % 90’ı 

metastaz nedenlidir (7). Kanser hücrelerinin birincil tümörden yayılarak ikincil 

tümör oluĢturması metastaz olarak bilinmektedir. Metastaz son derece karmaĢık bir 

süreçtir (ġekil 2. 1).  

 

 

ġekil 2.1. Kanser hücrelerinde metastatik sürecin Ģematik gösterimi 

      Furuta ve diğ.(8)’nden alınmıĢtır. 

Bu süreçte; 

 Kanser hücreleri birbirinden ayrılır ve hücre dıĢı matriksten çıkar. 

 Lokal dokular arasından göç eder ve bazal membrana tutunur. 

 Kan veya lenf dolaĢımına girer. 

 Kan veya lenf damarından çevre dokulara sıvı çıkıĢı ile tümör hücresi uzak 

bir bölgeye yeniden tutunur. 

 Damar oluĢumunun indüklenmesi ve hücre çoğalmasından sonra ikincil 

tümörler oluĢur. 



3 

 

Metastaz sürecinde bu basamaklardan birinin bile tamamlanamaması 

metastazı engellemektedir (9,10). Birincil tümör oluĢumu ve metastaz farklı 

moleküler ve hücresel faktörler tarafından kontrol edilir. Yapılan çalıĢmalarda, bu 

moleküllerden voltaja duyarlı sodyum kanallarının (VGNC) neonatal Nav1.5 

izoformu (11) ve Noç-4 (12) reseptörünün metastatik insan meme kanseri hücre 

hattında (MDA-MB-231) mRNA ifadelerinin arttığı gözlenmiĢtir. 

 

2.1.1. Voltaj Kapılı Sodyum Ġyon Kanalları 

Canlı bütün hücreler zar potansiyeli adı verilen, hücre zarının iç ve dıĢ 

yüzeyleri arasında farklı bir elektriksel potansiyele sahiptir. Zar potansiyeli 

genellikle iyon kanallarının aktivitesinden kaynaklanmaktadır. Bu kanallar zar 

lipitleri, hücre içi ve hücre dıĢı pH, mekanik stres, zar voltajı ve elektrokimyasal iyon 

gradiyenti gibi faklı parametrelere bağlı olarak iyonların hücre zarından geçiĢine izin 

veren, zarı kateden proteinlerdir. Ayrıca hücresel iyon dengesinin düzenlenmesinde 

de önemli bir role sahiptir. ġimdiye kadar yüzlerce kanal belirlenmiĢtir. Elektriksel 

uyarıların üretiminden sorumlu olan bu kanallar, ligand kapılı iyon kanalları ve 

voltaja duyarlı iyon kanalları olmak üzere iki grupta toplanmaktadır. Bunlardan, 

VGNC ilk olarak 1995 yılında sıçan prostat kanseri hücre hattında tespit edilmiĢtir 

(13). 

VGNC’ler nöron ve kas hücreleri gibi temelde uyarılabilir hücrelerde aksiyon 

potansiyelinin üretiminden sorumlu proteinlerdir (14). Zar depolarizasyonu sırasında 

hücre içine hızlıca Na
+
 iyonlarının geçiĢine aracılık ederek, nöronlarda ve 

kas/nöroendokrin hücreleri gibi uyarılabilen hücrelerde aksiyon potansiyelinin 

üretimini ve yayılımını sağlarlar. Ayrıca iĢlevsel VGSC’ler glia, lenfosit, osteoblast, 

fibroblast ve endotel hücreleri gibi uyarılamayan hücrelerde de bulunmaktadır (15). 

Voltaj kapılı sodyum kanallarının kuvvetlendirdiği hücresel davranıĢlar; 

invazyon (16,17), matrijelde koloni oluĢturma (3), hücre morfolojisi ve süreç 

uzunluğu (18), galvanotaksis (19,20), yana hareket (21), çapraz göç (17,22), adezyon 

(23), gen ifadesi (24) endositik zar aktivitesi (25), damar oluĢumu (26) ve nitrik oksit 

üretimidir (27). 
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2.1.2. Voltaj Kapılı Sodyum Kanallarının Yapısı ve ĠĢlevi 

Kanalın por oluĢturan kısmı, dört adet homolog alt birimden oluĢmaktadır 

(D1-D4). Bu alt birimlerin her biri, altı adet zarı kateden segmente sahiptir (S1-S6). 

Bu heterodimerik zar proteinleri genellikle por oluĢturan bir -alt birimi ve bununla 

etkileĢim içerisinde bulunan bir ya da daha fazla yardımcı -alt birimlerinden oluĢur 

(ġekil 2.2) (28). 

 

 

ġekil 2.2. Voltaj kapılı sodyum kanallarının yapısı 

Sato ve diğ.(28)’den alınmıĢtır. 

 

Memelilerdeki VGSC gen ailesi en az 9 iĢlevsel üyeden oluĢmaktadır 

(Nav1.1-Nav1.9, SCN1A-SCN11A genleri tarafından kodlanırlar). Yüksek omurgalı 

canlılarda 4 tane VGSC (SCN1-4B tarafından kodlanır; 22-36 kDa) 

tanımlanmıĢ ve çok fonksiyonlu oldukları gösterilmiĢtir (29). 

Sodyum iyon kanalının alt birimi tek baĢına iĢlevseldir ve iyon seçici kanal 

oluĢturma yeteneğine sahiptir. Memelilerde on adet alt birimi geni tespit 

edilmiĢtir; bu genlerin her biri farklı gen ifadesi profiline sahiptir. Bu genlerin ürünü 

olan proteinler ise farklı açılıp-kapanma özelliklerine sahiptir. Alfa-alt birimi, dört 

homolog kısımdan (I-IV) oluĢan bir polipeptit zinciridir. Bu zincirler zarı, -sarmal 

yapısı ile altı kere katederler (S1-S6) (30). 
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Sodyum kanallarının farklı dokularda farklı iĢlevlere sahip olmasının nedeni, 

VGSC’nın en az 10 farklı genden oluĢan bir aile tarafından kodlanması ve alternatif 

kırpılma (splicing) sonucunda çok sayıda VGSC geninin izoformlarının 

oluĢmasından kaynaklanmaktadır (15). 

Sodyum kanallarının ise, Ģimdiye kadar 4 tane alt birimi tanımlanmıĢtır. 

(; SCN1B-SCN4B). Bunlardan ve alt birimleri ile kovalent olmayan 

etkileĢimlerle, ve  alt birimleri ile disülfit bağlarla etkileĢim içerisindedir. alt 

birimleri, alt birimlerinin plazma zarına yerleĢmesini ve kanalın diğer sinyal 

proteinleri ile etkileĢime girmesine olanak tanır (31,32). 

1 ayrıca hücre içi mekanizmaları da etkileyebilir. Örneğin, ’nın sitoplazmik 

kısmındaki bir bölge ile tirozin fosfataz B reseptörü etkileĢime girmektedir (33). Bu 

fonksiyonel rollerin en azından bir kısmı  alt biriminden bağımsız olabilir. Aslında, 

’dan bağımsız olarak  alt birimi fonksiyonunun eĢit ölçüde önemli olabileceği 

öngörülmektedir (34). VGSC’in insan meme kanserinde bir hücre adezyon 

molekülü olarak iĢlev gördüğü ileri sürülmüĢtür (35). Beta alt birimleri ile etkileĢim, 

glikozilasyon, fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar ve mRNA’nın 

alternatif kırpılması ile iĢlevsel çeĢitlilik sağlanır. Beta alt birimleri doğrudan olgun 

VGSC aktivitesini düzenler ve VGSC’nın hücre yüzeyi kararlılığını ve hücre içi 

trafiğini arttırarak plazma zarındaki iĢlevsel kanal yoğunluğunu arttırır (36). 

 

2.1.3. ÇeĢitli Hastalıklarda ve Meme Kanserinde VGSC Gen Ġfadesi 

ÇeĢitli hücresel olaylarda gerekli olan iyon kanalları,  birçok dokuda ifade 

edilen sinyal kompleksleridir. Yapılan çalıĢmalar iyon kanallarının kanser gibi birçok 

patofizyolojik koĢulla iliĢkili olduğunu göstermiĢtir. Özellikle, potasyum, klor, 

sodyum iyonlarına geçirgen olan voltaj kapılı iyon kanallarına ait gen ifadeleri çoğu 

kanser hücresinde önemli oranda artmaktadır (37). 

Meme kanseri (38,17,39), prostat kanseri (40,41,42), lenfoma (43), küçük 

hücreli akciğer kanseri (44,45,46), küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (47) 

mezotelyoma (48), nöroblastom (49), melanom (50) ve serviks kanseri de (51) dahil 

olmak üzere bir dizi insan karsinomunda hem in vivo hem de in vitro koĢullarda 

VGSC’lerin yaygın olarak ifade edildiği rapor edilmiĢtir. Fakat Nav’ın izoformları 
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birincil tümörlerin doku orjinlerine bağlı olarak ifade edilmektedir; Nav1.5 meme 

kanserinde bulunurken, Nav1.7 prostat kanserinde bulunan ana izoformdur. Hem 

prostat hem de meme kanserinde ifade edilen Nav izoformları ise daima neonatal 

kırpılmıĢ varyantıdır (52). 

Ayrıca, insan meme kanseri hücre hatlarında VGSC’ların da (ve  

gen ifadeleri artmaktadır. Bunlardan ’in mRNA ve protein seviyelerinin güçlü 

metastatik MDA-MB-231 hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında zayıf metastatik MCF-7 

hücre hattında daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir. (Bu durum MCF-7 hücrelerinin 

daha yüksek adeziv özellik taĢıması ile tutarlıdır) (53). 

Dahası, MDA-MB-231 hücrelerinde ’nın aĢırı ifade edilmesiyle birlikte, 

VGSC yoluyla hücre içine sodyum iyonu giriĢi artarken,  hücre göçü azalmaktadır. 

Bu da ’in hücre adeziv etkisinin hücresel uyarılmadaki değiĢikliklerden bağımsız 

olabileceğini göstermektedir. Bu durum VGSC’ların, VGSC’ların iyon 

iletiminden bağımsız hücre adezyon molekülü olarak fonksiyon görebildiğini 

desteklemektedir (35). 

Diğer yandan, insan prostat kanseri hücrelerinde VGSCmRNA’ları zayıf 

metastatik LNCaP hücrelerine göre, güçlü metastatik PC-3 hücre hattında yüksek 

oranda ifade edilmektedir. Bu durum VGSC’ların farklı hücrelerde farklı iĢlevlere 

sahip olabildiğini göstermektedir Örneğin, VGSC aktivitesindeki artıĢ adezyonu 

arttırabilir, fakat artan iĢlevsel VGSC gen ifadesi metastatik potansiyel üzerinde zıt 

etki gösterebilir (54,55). 

 

2.1.4. Metastatik Meme Kanserinde Neonatal Nav1.5 Ġfadesi 

Moleküler biyoloji teknikleri kullanılarak yapılan çalıĢmalarda metastatik 

insan meme kanseri hücre ve dokularında VGSC’nın Nav1.5 izoformunun 6. 

ekzonunun birinci bölgesinde 3. segment ile 4.segment arasındaki (D1:S3) kırpılma 

sonucu oluĢan neonatal varyantının baskın olduğu tanımlanmıĢtır (ġekil 2.3). 
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ġekil 2.3. Nav1.5 gen ve proteinindeki alternatif kırpılma bölgesi 

                 Chioni ve diğ.(56)’den alınmıĢtır. 

 

Kanser hücrelerinde VGSC gen ifadesinin önemi, geliĢimsel olarak 

düzenlenen embriyonik/neonatal kırpılmıĢ varyantları olarak ifade edilmeleridir (56). 

Bu durum nöroblastom (57) ve meme kanserinde Nav1.5 (38), prostat kanserinde 

Nav1.7’nin gen ifadesi için gösterilmiĢtir (29). Kanser hücrelerinde VGSC’lerin 

embriyonik formlarının oluĢumu, genel olarak onkofötal gen ifadesi ile uyuĢmaktadır 

(58, 59). 

Ġlk olarak sıçan beyninde Nav1.3 ve Nav1.2 için tanımlanmıĢ olan D1:S3 

bölgesindeki kırpılmanın geliĢimsel olarak düzenlendiği düĢünülmektedir. Çünkü 

doğumda 5ʹ ekzonu içeren transkriptler bol iken, birkaç gün sonra 3ʹ ekzon içeren 

transkriptlerle hızlı bir Ģekilde yer değiĢtirmektedir (60). Yani, 5ʹ varyantı taĢıyan 

kanallar neonatal olarak, 3ʹ varyantı taĢıyanlar ise adult olarak isimlendirilmiĢtir. 

Benzer Ģekilde D1:S3 bölgesindeki kırpılma ayrıca Nav1.1 (61), Nav1.5 (62), Nav1.6 

(63) ve Nav1.7 (64) için de rapor edilmiĢtir. 

Bu beĢ kanalın her birinde (Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Nav1.6, Nav1.7) 

alternatif D1:S3 ekzonları, 19-21 nükleotidleri arasında farklılık gösterdiğinden 

sadece 1 ya da 2 amino asitlik farklılık oluĢmaktadır. Bu durumun kanal fonksiyonu 

üzerindeki etkisi ise henüz bilinmemektedir. nNav1.5 izoformu D1:S3’ün hücre dıĢı 

ucunda korunmuĢ olan aspartatın pozitif yüklü lizin kalıntısıyla yer değiĢtirdiği bir 



8 

 

proteini kodlamaktadır. Aspartat kalıntısının olmayıĢı bütün D1:S3 5ʹ (neonatal) 

ekzonlarının karakteristiği olduğundan, bu form neonatal Nav1.5’i iĢaret etmektedir 

(38).  

Nav1.5’in yeni neonatal izoformunun aslında çeĢitli dokularda (beyin dahil) 

geliĢimle iliĢkili olarak ifade edildiği gösterilmiĢtir. EriĢkinler ile karĢılaĢtırıldığında 

yeni doğanlarda yüksek seviyede ifade edilmektedir. Fakat eriĢkinde gen ifadesi 

önemli oranda baskılanmasına rağmen nNav1.5 yetiĢkin iskelet kası ve beyin 

dokusunda hala tespit edilebilmektedir. Bu durum Nav1.7 için neonatlara göre az 

miktarda olsa da, yetiĢkin dorsal kök gangliyon nöronlarında da tespit edilmiĢtir (64). 

Sıçan, fare ve insanlarda varlığı tespit edilmiĢ olan nNav1.5’in bu üç türde de, 

neonatal Nav1.5 ekzonunun 92 nükleotidinin 31’i adult ekzondan farklıdır ve bu 

farklılık 7 amino asitlik bir fark oluĢturmaktadır (ġekil 2. 4 ). 

 

 
 

ġekil 2.4. Sodyum iyon kanalının neonatal formundaki yedi amino asitlik değiĢimin 

Ģematik gösterimi (Onkal ve diğ.(62)’den alınmıĢtır) 

 

Bu fark diğer VGSC’ların D1:S3 bölgesindeki kırpılmadan (splicing) çok 

daha fazladır. Bu durum Nav1.5’in neonatal kırpılmıĢ formuna karĢı antikor üretme 

Ģansını arttırmıĢtır. Daha önce VGSC’nın kırpılmıĢ varyantına özgü antikor rapor 

edilmemiĢtir. Bunun nedeni, diğer bütün VGSC’ların D1:S3 alternatif kırpılmıĢ 

formları arasında 1-2 amino asit kadar küçük bir fark oluĢudur (56, 65). 
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nNav1.5 izoformuna özgü bir antikor kullanarak yapılan immünohistokimya 

çalıĢmalarında, metastatik meme kanseri biyopsi örneklerinde neonatal Nav1.5 iyon 

kanalının artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca, birincil meme tümörlerinde Nav1.5 

mRNA ifadesinin lenf nodu metastazıyla yakından iliĢkili olduğu, birincil tümörde 

neonatal Nav1.5 mRNA ifadesi olmadan lenf nodu metastazı vakanın bulunmadığı 

ve vakaların % 25-30’unda kesin lenf nodu metastazı olmaksızın neonatal Nav1.5 

mRNA’ sının bulunduğu rapor edilmiĢtir (56). 

 

2.1.5. Meme Kanseri Hücrelerinin Sodyum Ġçeriğinin Hücre DavranıĢı 

Üzerindeki Etkisi 

Manyetik rezonans görüntüleme ile kötü huylu meme kanseri lezyonlarında 

sodyum içeriği adipoz doku ya da iyi huylu lezyonlara oranla önemli oranda daha 

yüksektir (66). Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücrelerinde ve kötü huylu 

meme kanseri hücrelerinde, hücre içi sodyum deriĢiminin kanserli olmayan 

hücrelerden iki kat daha fazla olması, Na
+
’nın VGSC yoluyla hücre içine giriĢinin 

metastatik hücre davranıĢlarının arttırılmasından sorumlu olabileceğini 

göstermektedir (47, 66). 

Bölgesel ya da genel VGSC aktivitesinden kaynaklanan Na
+
 iyonu 

konsantrasyonundaki herhangi bir değiĢiklik, metastatik tümör hücrelerinde zar 

potansiyelini, Ca
++

 dengesini (Na
+
/ Ca

++
 değiĢimi), pH dengesini (Na

+
/H

+
değiĢimi, 

bikarbonat taĢıyıcısı, vakuolar H
+
-ATPaz) ve Na

+
 bağımlı enzimlerin aktivitesini 

(PKA, katepsinler) değiĢtirir. Bu etkiler çeĢitli metastatik hücre davranıĢlarını 

etkileyebilir. Örneğin, VGSC’lerden Na
+
 iyonlarının geçiĢinin hücre zarı etrafındaki 

pH’yı düĢürerek asitleĢtirdiği ve sonuçta hücre dıĢı matrikse salınan sistein 

katepsinlerin proteolitik aktivitesini arttırdığı, buna bağlı olarak da MDA-MB-231 

meme kanseri hücrelerinin invazif fenotip gösterdiği tespit edilmiĢtir (3).  

Diğer taraftan, Ġyon dengesinin değiĢmesi (Na
+
, Ca

++
 ve H

+
) temel kinaz 

proteinlerini de aktive etmektedir. (PKA, Protein kinaz C, Ca
++

/kalmodülin bağımlı 

protein kinaz (CaMK) ve src kinaz). Aktin iskeletini düzenleyen bu kinazlar, 

böylelikle metastatik meme ve prostat kanseri hücrelerinde invazyon, hücre göçü, 

salgılama ve veziküler taĢımayı arttırırlar. Özetle, VGSC aktivitesinin bir sonucu 
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olarak hücre içi Na
+
, Ca

++
 ve H

+
 iyonlarındaki değiĢiklikler metastaza katkıda 

bulunan birçok hücresel etkiye öncülük etmektedir (17,19,67). 

ġu ana kadar ki birçok bulgu, metastatik süreçte VGSC’lerin önemli bir rolü 

olduğunu ileri sürmüĢtür. VGSC ifadesinin (Nav1.5) metastatik meme kanseri hücre 

ve dokularında onkofötal olması, kanalı meme kanseri tedavisine karĢı yeni bir hedef 

haline getirmektedir (68). 

 

2.2. Noç Sinyal Yolağı 

Yirminci yüzyılın baĢlarında ilk kez Drosophila melanogaster’in kanatlarında 

dantelimsi, çentikli yapı dikkati çekmiĢtir. Uzun yıllar sonra, 1985’te bu fenotipe 

neden olan gen klonlanmıĢ ve çentik anlamına gelen Noç adı verilmiĢtir (69). Hücre 

zarını kateden reseptörleri kodlayan Noç genleri omurgasızlardan memelilere kadar 

evrimsel süreçte korunmuĢtur (70). Noç sinyal yolağı çeĢitli moleküler 

mekanizmalarla hücre farklılaĢması, çoğalması, canlılığı ve organ sınırı belirlenmesi 

gibi süreçlerde rol almaktadır. Hücrelerin farklılaĢma kaderini düzenlemedeki 

özelliğinden dolayı, Noç sinyali çok hücreli organizmalarda çok sayıda dokunun 

geliĢiminde gereklidir. Memeli embriyosunda organ oluĢumu sırasında Noç reseptör 

ve ligandları yoğun Ģekilde ifade edilmekte ve üç germ tabakasından (mezoderm, 

endoderm, ektoderm) türeyen dokuların geliĢiminde önemli rol oynamaktadır. Ayrıca 

Noç sinyali farklılaĢmıĢ dokuların olgunlaĢması ve geliĢiminin yanında, fötal ve 

postnatal doku geliĢimini de kontrol etmektedir (71). 

 

2.2.1. Noç Reseptör ve Ligandlarının Yapısı, Aktivasyonu ve ĠĢlevi 

Memelilerde Noç 1-4 olmak üzere dört adet Noç reseptörü bulunmaktadır. 

Bunlar, hücre zarını bir kez kateden proteinlerdir (ġekil 2.5). Yeni sentezlenmiĢ Noç 

proteinlerinin iĢlenmemiĢ hali hücre dıĢı, hücre içi ve zara gömülü kısımlardan 

oluĢur. Proteinlerin golgi aygıtına taĢınmasını takiben S1 kırılma bölgesinden furin 

benzeri konvertaz ile kırılır ve iki adet alt birim oluĢur. Birinci bölge hücre dıĢı 

kısmın büyük çoğunluğunu içerirken, ikinci bölge zara gömülü kısım, geri kalan 

hücre dıĢı bölüm ve proteinin hücre içine bakan kısmını içermektedir. Bu iki alt 

birim kovalent olmayan etkileĢimlerle iliĢki içerisindedir (72). 
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ġekil 2. 5. Noç reseptör ve ligandlarının yapısı 

      Fiuza ve diğ.(84)’den alınmıĢtır. 

 

Noç reseptörleri gibi Noç ligandları da zarı bir kez kateden proteinlerdir. 

Memelilerde en az beĢ adet Delta ve JAG/Serrata (DSL) ailesine ait ligand 

bulunmaktadır: JAG1, JAG2, Delta benzeri (DII)-1, DII-3 ve DII-4 (ġekil 2.5) (73). 

Bu ligandlar bölgesel içeriğindeki farklılıklardan dolayı iki gruba ayrılmıĢtır (74). 

Noç sinyali normalde iki komĢu hücre arasında ligand-reseptör bağlanmasıyla aktive 

olarak, devamında iki adet proteolitik olayı baĢlatır. Noç’un hücre dıĢına bakan kısmı 

29 ile 36 arasında değiĢen sayıda epidermal büyüme faktörü (EGF) benzeri tekrarlar 

içermektedir ve her bir üyesinde bu tekrarların sayısı değiĢmektedir (75). Hücre içine 

bakan kısmında ise DNA bağlayan protein bölgesi ve altı adet ankirin tekrarı 

bulunmaktadır. Noç ligandının Noç reseptörünün 11 ve 12. EGF benzeri tekrarına 

bağlanması sonucu, Noç’un hücre dıĢı kısmında konformasyonel değiĢiklik meydana 
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gelerek S2 kırılma bölgesine maruz kalır (76). Ġlk kırılma, metalloproteinazların 

ADAM (Bir disentegrasyon ve bir metalloproteaz)-ailesi tarafından gerçekleĢtirilir. 

Bir disintegrin-metalloproteazı olan tümör nekrozis faktör-alfa (TNF- dönüĢtürücü 

enzim tarafından plazma zarının hücre dıĢına yakın kısmında gerçekleĢir (77). 

Metalloproteaz TNF-ile kırılmanın ardından, Noç reseptörleri zarı kateden 

bölgesinde yerleĢmiĢ olan, korunmuĢ S3 kırılım bölgesinde zar içi proteolitik yıkıma 

uğrar. S3 kırılımına presenilin ½, nikastrin, Pen-2 ve Aph-1’i içeren gama sekretaz 

kompleksi eĢlik eder ve Noç’un hücre içi kısmı (N-ICD) serbestleĢir (78,79). 

Serbest kalan N-ICD çekirdeğe geçer, DNA’ya doğrudan bağlanamadığından 

dolayı, DNA bağlayan protein RBP-J (Rekombinasyon tanıma dizisine bağlanan 

protein) ile heterodimerize olur ve RBP-J bağlama bölgesi içeren genlerin 

transkripsiyonunu aktive eder (80) ve transkripsiyon faktörü CSL ile kompleks 

oluĢturur. N-ICD’nin yokluğunda CSL ko-represörü ile etkileĢime girerek 

transkripsiyonel represör gibi davranır (81). N-ICD çekirdeğe girdiğinde Noç hedef 

genlerinin transkripsiyonunu aktive etmek için represör kompleksini parçalar ve Noç 

sinyal iletimi için gerekli olduğu gösterilmiĢ olan transkripsiyonel aktivatör protein 

ailesinden Mastermind-benzeri (MAML) proteinler ve histon asetil transferaz (p300)  

koaktivatörlerinin katılımıyla CSL’yi bir transkripsiyonel aktivatöre dönüĢtürür ve 

Noç hedef genlerinin transkripsiyonunu baĢlatır (ġekil 2.6). Bu Ģekilde aktifleĢtirilen 

genler Hes (hairy /enhancer-of-split) ve HRT (hairy-related transcription factor) 

ailesine ait genlerdir (82,83). 
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ġekil 2. 6. Noç sinyal yolağının çalıĢması 

                 Mumm ve diğ.(76)’den alınmıĢtır. 

 

2.2.2. Noç Sinyal Yolağının Kanser Ġle ĠliĢkisi 

Noç sinyalindeki değiĢim veya düzensizliklerin neden olduğu bazı hastalıklar 

vardır. Noç reseptörleri veya ligandları ile ilgili olarak aĢırı gen ifadesi veya 

mutasyon Ģeklindeki bu değiĢimler, geniĢ çapta bozukluklara neden olabilmektedir. 

Noç reseptör ve ligandlarında meydana gelen mutasyonların sebep olduğu 

hastalıkların bazıları Tablo 2. 1.’de özetlenmiĢtir (84). 

 Noç reseptörlerinin tümör oluĢumunda etkili olup olmaması ve tümör 

oluĢumunu baskılayıp baskılamamasında çeĢitli faktörler rol almaktadır. Örneğin,  

Ġnsan meme kanserinde Noç-2 tümör baskılanması ile iliĢkili iken, Noç-1 tümör 

oluĢumu ile iliĢkilidir (85). Bunun aksine insan beyin tümörlerinde Noç-1 tümör 

baskılayıcı iken, Noç-2 tümör oluĢumunda rol almaktadır (86). Çünkü çoğu kanser 

türünde birden fazla Noç ligand ve reseptörleri ifade edilmektedir. Genel olarak bu 

ligand ve reseptörlerin gen ifade profili Noç sinyalinin tümör oluĢumuna katılıp 
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katılmayacağını ya da tümör oluĢumunu baskılayıp baskılamayacağını 

belirlemektedir.  

 

Tablo 2.1. Noç sinyalindeki bozuklukların neden olduğu hastalıklar (84) 

Hastalıklar Belirtiler Mutasyonlar 

 

Alagille Sendromu 

 

Böbrek, göz, kalp ve 

iskelet geliĢim 

bozuklukları ve safra 

kanalı defektleri.  

 

Jagged 1 gen mutasyonu 

 

CADASIL Sendromu 

(Cerebral Autosomal-

Dominant Arteriopathy 

with Subcortical Infarcts 

and Leukoencephalopathy) 

 

Otozomal dominant küçük 

damar hastalığıdır. 

Lezyonlar kliniğe en sık 

migren, inme, geçici 

iskemik ataklar olarak 

yansımaktadır. 

 

Noç-1 ve Noç-3 

mutasyonları 

 

T-hücre akut lenfoblastik 

lösemi 

ArtmıĢ Noç sinyal 

iletiminden kaynaklı, T-

hücre progenitörlerinden 

saldırgan tümör geliĢimi. 

 

Noç heterodimerizasyon 

bölgesi ya da PEST 

bölgesinde mutasyonlar  

 

Spondilokostal Dizostoz 

 

Kaburga kemiği defektleri 

ve omurga anomalilerine 

bağlı solunum problemleri. 

 

Delta-benzeri 3 mutasyonu 

 

Ġkinci faktör, hücre tipidir. Öyle ki, farklı hücre tiplerinde Noç sinyal 

yolağındaki moleküllerin gen ifadeleri de farklı olmaktadır. Örneğin, akciğer kanseri 

hücre hattında p21
Cip1

 ve p27
Kip1

’in ifadelerindeki artıĢ hücre proliferasyonunu inhibe 

ederken (87), endotel hücrelerinde Noç aktivasyonu, p21
Cip1

’in gen ifadesini 

azaltarak proliferasyonu inhibe etmektedir (88). Ayrıca Noç aktivasyonunun apoptoz 

üzerindeki etkisi de hücre tipine göre farklılık göstermektedir. Örneğin, Kaposi 

sarkomu hücrelerinde Noç aktivasyonu apoptozu inhibe ederken, hepatosellüler 

karsinomlarda hücre ölümünü desteklemektedir (89). 

Noç reseptör aracılığı ile hücre çoğalmasının altında yatan mekanizma 

Noç’un Ras/MAPK, PKC/NF-B, Wnt, TGF ve Sonic Hedgehog (Shh) gibi 

hücresel yolaklardan hangisi ile etkileĢime girip girmediğine bağlı olarak, yani hücre 

tipine göre değiĢmektedir (90). 
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Üçüncü faktör, hücresel mikro çevrede özgül sitokin ve büyüme faktörlerinin 

varlığıdır. Örneğin, makrofaj koloni uyarıcı faktörün varlığında Noç aktivasyonu 

monositlerde apoptozu indüklemektedir (91). 

Dördüncü faktör, Noç sinyal iletiminde görevli moleküllerin dozlarıdır. 

Lösemi-T hücre hattında düĢük konsantrasyonlardaki NoçIIC, NFB 

transaktivasyonunu arttırırken, yüksek dozlarda azalttığı gösterilmiĢtir (92). Kısacası, 

mikro çevredeki faktörler Noç sinyalinin seviyesini etkileyebilmektedir. Örneğin, 

hipoksi nöroblastoma hücrelerinde Noç-1 gen ifadesini arttırırken, östrojen MCF-7 

meme kanseri hücrelerinde Noç-1 ve Jagged-1 mRNA ifadelerini indüklemektedir 

(93,94). Dahası, Noç sinyal yolağının düzenleyicileri olan Delteks, Numb ve Fringe 

gibi proteinlerin ifadelerindeki artıĢ da ligand-bağımlı Noç sinyalinin yoğunluğunu 

etkilemektedir (95). Bu bulgular hücresel geliĢim sırasında Noç sinyal 

düzenleniminin son derece önemli olduğunu göstermektedir.  

Hematolojik kanserlerde olduğu gibi pankreas (96), prostat (97), serviks (98), 

beyin (99), malign melanom (100), meme (101) gibi solid insan tümörlerinde de Noç 

sinyal iletiminde görevli olan moleküllerin gen ifadelerinin arttığı gözlenmiĢtir. Solid 

tümörlerde aktive Noç sinyali hem onkojenik hem de tümör baskılayıcı gibi 

davranabilir. Solid tümörler heterojen hücre topluluğundan oluĢtuğu için, farklı hücre 

topluluklarında Noç aktivasyonu tümörün geliĢimi üzerinde farklı etkilere neden 

olmaktadır. Örneğin, tek bir meme tümöründe, aktive Noç sinyali meme kanseri 

hücrelerinde onkojenik olabilirken, meme tümöründeki endotel hücrelerinde aktive 

Noç sinyali damar oluĢumunu baskılar ve sonuçta tümör baskılayıcısı gibi davranır 

(102). 

Diğer taraftan, Noç reseptörlerinin hücre invazyonu ve metastazına da katkıda 

bulunduğuna dair bulgular vardır (103). NF-B, VEGF ve matriks 

metalloproteinazlar tümör hücre invazyonu ve metastazında gerekli olan 

moleküllerdir. Bu önemli metastatik moleküllerin Noç-1 tarafından düzenlenmesi 

geniĢ Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Noç-1’in baskılanması NF-B’nin DNA bağlama 

aktivitesini azaltarak yolağın aĢağısındaki MMP-9 ve VEGF moleküllerinin de gen 

ifadelerinde azalmaya neden olmaktadır (104). 

Yapılan çalıĢmalarda insan meme kanseri geliĢiminde Noç sinyalinin 

potansiyel rolü vurgulanmaktadır. Ġn vitro koĢullarda normal insan meme epitel 
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hücrelerinde Noç 4’ün gen ifadesindeki artıĢ transformasyonu indüklemektedir 

(105). Noç sinyal yolağı meme kanserinde onkojenik bir role sahip olduğundan, Noç 

sinyal yolağının inhibe edilmesi hastalığı tedavi edebilir. Günümüzde kanser ile 

iliĢkili olayların, Noç sinyal yolağının çeĢitli basamaklarında meydana geldiği 

bilinmektedir (106). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

Deneylerde kullanılan kimyasal maddeler ve kitler; Sodyum klorür, Potasyum 

klorür, Asetik asit, Metanol, Etanol, DAPT (Merck, Almanya). Amonyum persülfat 

(Pierce, ABD). Jelatin, Brij 35 (Fisher, Ġngiltere). Glisin, Triton X-100, -

Merkaptoetanol, Bromfenol mavisi, TEMED, BSA, Tris HCl (Amresco, ABD). 

Tripan mavisi çözeltisi, Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Almanya). Fenitoin, 

Tripsin-EDTA çözeltisi, Akril-bisakril çözeltisi (% 30), L-Glutamin, DMEM yüksek 

glukozlu besiyeri, FBS, Trizma bazı, SDS, Gliserol, PBS, Protein molekül ağırlığı 

belirteci (Sigma, Almanya), WST-1 (Roche, Almanya). RNeasy Mini Kit, RT
2 

First 

Strand Kit, RT
2
 qPCR Primer Assay, RT

2 
SYBR Green ROX FAST Mastermix 

(QIAGEN, Hollanda), nNav1.5 primeri (Metabion, Almanya) ve MDA-MB-231 

hücre hattı (ATCC,ABD). 

Kullanılan cihazlar ve temin edildikleri firmalar; çalkalayıcı (Heidolph 

TITRAMAX 101, Almanya), su banyosu  (MRC-Laboratory Equipment BH-200, 

Ġsrail), mikroplaka okuyucusu (Molecular Devices, ABD), ters fazlı mikroskop 

(Nikon TMS, Japonya), Rotor Gene Q marka RT-PCR cihazı (QIAGEN, Hollanda), 

laminer hava akımlı kabin, inkübatör (HERA cell, ABD), - 80 ’lik derin dondurucu 

(Sanyo, Japonya), analitik terazi (Mettler, Ġsviçre), vorteks (MS2 Minishaker IKA, 

ABD), elektroforez cihazı (BioRad, ABD), pH Metre (Orion, ABD),  

 

3.2. Yöntemler 

ÇalıĢmamızda metastatik insan meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 

hücrelerinin kültürü yapılarak diğer deneylerde kullanılmak üzere çoğaltıldı. 

Öncelikle hücrelere uygulanan inhibitörlerin sitotoksisiteleri WST-1 yöntemi ile 

analiz edilip, GraphPad Prism 6 yazılımı kullanılarak inhibitörlerin IC50 değerleri 

belirlendi. Ġnhibitörlerin uygulamaları sonucunda hücrelerin metastatik gücünü 

gösteren MMP’lerin varlığı ve hücre göçü sırasıyla jelatin zimografi ve çizik 

kapatma yöntemiyle (wound healing) değerlendirildi. Noç-4, nNav1.5, MMP-9 ve 

TIMP-1 genlerinin ifade düzeyleri ise eĢ zamanlı polimeraz zincir tepkimesi ile 

belirlendi. 
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                                                             MDA-MB-231 hücre kültürü  

  

 

 

 

  Sitotoksisite çalıĢmaları                  Gen ifadesinin belirlenmesi            Hücre göçü                 MMP’lerin tespiti   

 

 

                WST-1                                                  RNA                       Yara iyileĢme deneyi        Jelatin Zimografi                                                

  

 

                                                           RT-qPCR 

ġekil 3. 1. Deney tasarımının Ģematik gösterimi 

 

3.2.1. Hücrelerin Çözülmesi ve Ekimi 

Sıvı azot tankından alınan dondurma tüpü 37  ’lik su banyosunda 1-2 dakika 

bekletildikten sonra, tüpün içindeki hücre süspansiyonu 9 ml tam besiyeri (% 10 

FBS, % 1 antibiyotik-antimikotik solüsyon ve 2 mM L-Glutamin ilaveli yüksek 

miktarda glukoz içeren DMEM) içeren falkon tüpe alındı.  

Tüp 1200xg’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant atılarak geride 

kalan pellete 1 ml besiyeri eklendi. Hücreler 1 ml içinde iyice pipetlenerek 

çözündükten sonra üzerlerine 4 ml besiyeri eklenerek 5 ml’lik hücre süspansiyonu 

kültür kaplarına alındı. Hücreler ters fazlı mikroskop altında incelendikten sonra 

inkübatöre yerleĢtirildi. Kültür ortamı her gün değiĢtirilerek hücrelerin beslenmesi 

sağlandı. Kültür kabı her gün ters fazlı mikroskop ile kontrol edilip hücreler % 80 

oranında kültür kabını doldurunca tripsinlenerek pasajlandı. 

 

3.2.2.Tripsinizasyon ve Pasajlama 

Kültür kaplarından besiyeri aspire edilerek uzaklaĢtırıldı ve hücreler oda 

sıcaklığındaki PBS ile yıkandı. Bu iĢlem ile hücreler yıkanıp, kabın içinde kalan 

besiyeri artığı, özellikle tripsin enziminin inhibitörü olan tripsinazları barındıran 

serumdan arındırıldı. Daha sonra kültür kabına Tripsin-EDTA çözeltisi eklenip, 

kapağı iyice kapatılarak inkübatör içine alındı. Hücreler inkübatörde tripsinle 2-3 
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dakika inkübe edildi. Tripsin ile flaskın tabanından sökülmüĢ olan hücreler ayrı bir 

tüpe alınarak, tripsin hacminin en az iki katı tam besiyeri ile inkübe edildi. Hücre 

süspansiyonu 1200xg’de 5 dk santrifüjlenip, süpernatant uzaklaĢtırıldı. Hücreler 1 ml 

besiyerinde sulandırılıp sayıldıktan sonra kültür kaplarına ekildi. 

 

3.2.3. Hücrelerin Dondurulması 

Etüvdeki hücrelerin mikroskopta canlılığı değerlendirildikten sonra PBS ile 

yıkandı. PBS aspire edildikten hemen sonra tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 

inkübatörde 2-3 dakika bekletildi. Hücrelerin kültür kabından ayrılıp ayrılmadığı ters 

fazlı mikroskopta değerlendirildi ve tripsin miktarına eĢit tam besiyeri kullanılarak, 

tripsin inhibe edildi. Pipetlenerek tek hücre süspansiyonu haline getirilen hücreler 

baĢka bir tüpe aktarılıp, üzerine 2-3 ml daha tam besiyeri ilave edildikten sonra, 

hücre süspansiyonu 1200xg’de 5 dakika santrifüjlendi.  

Dondurma tüpü içine 700 l besiyeri, 200 l FBS, 100 l DMSO konulup buz 

üzerinde bekletildi. Santrifüj sonrası tüpün dibinde oluĢan hücre pelletinin üstündeki 

süpernatan pastör pipeti ile çekilerek atıldı. Dondurma tüpünde hazırlanan solüsyonla 

hücre peleti 1-2 kez yıkanıp, hücrelere zarar verilmeden hepsi çekilerek, dondurma 

tüpüne alındı. +4  ’de 2 saat, - 20 ’de 4 saat bekletildikten sonra sıvı azot tankına 

alındı. 

 

3.2.4.MDA-MB-231 Ġnsan Meme Kanseri Hücre Sayısının Ġkiye Katlanma 

Süresinin Belirlenmesi 

Hücre sayısının ikiye katlanma süresinin belirlenmesi için 6 kuyucuklu 

kapların her kuyucuğuna 2x10
4
 hücre ekildi. Her kuyucuğa 3 ml besiyeri eklenerek, 

hücre çoğalması 5 gün boyunca Thoma lamında sayım yapılarak değerlendirildi.  
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AĢağıdaki formüle göre hücrelerin iki katına ulaĢma süresi belirlendi. 

DT=T ln2/ln(Xe/Xb) 

T herhangi bir zamandaki inkübasyon süresi  

Xb Ġnkübasyonun baĢlangıcındaki hücre sayısı  

Xe inkübasyon süresinin sonundaki hücre sayısı  

 

3.2.5.WST-1 Yöntemiyle Sitotoksisite ÇalıĢmaları 

Hücre çoğalması ve canlılığının ölçülmesinde MTT, WST-1 ve MTS gibi 

çeĢitli tetrazolyum tuzları kullanılmaktadır. Tetrazolyum tuzları çeĢitli hücresel 

enzimler tarafından kırılarak renkli formazon bileĢiği oluĢturur. Metabolik olarak 

aktif olan hücreler tarafından oluĢturulan formazon bileĢiklerinin miktarı, çoklu 

plaka okuyucuda 420 ve 480 nm dalga boylarında ölçülerek tayin edilir. 

Mitokondriyal dehidrogenazların toplam aktivitesi ile hücre çoğalması arasında 

doğrusal bir iliĢki olduğundan, ortama eklenen kimyasal bileĢiğin sitotoksik olması 

durumunda, hücrelerin canlılığını yitirmesi sonucu, oluĢan formazon bileĢikleri 

azaldığından dolayı absorbans da düĢecektir (107). 

Deney aĢamasında, hücreler inkübatörden çıkarılıp canlılık yönünden 

değerlendirildi. Olağan tripsinizasyon iĢleminden sonra hücreler süspansiyon haline 

getirildi. Süspansiyondan 10 l alınıp Thoma lamında hücre sayımı yapıldı. 

Kuyucuklara bir sırası kontrol olmak üzere denenecek inhibitörün doz ve her dozun 

uygulanacağı kuyucuk sayısına göre hücreler 100’er l hacimlerde ekildi. Bir gece 

bekleyip hücrelerin kuyulara tutunduğundan emin olduktan sonra besiyeri aspire 

edildi. 

Önceden belirli dozlarda hazırlanmıĢ olan inhibitörler 100’er l hacimde 

kuyulara konuldu. Kontrol kuyucuklarına ise, besiyeri ve inhibitörün çözülmesi için 

1.gün

nn 

2.gün

nn 

3.gün

nn 

1.gün
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2.gün
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kullanılan herhangi bir çözücü varsa, aynı oranda çözücü de eklendi. Uygulamadan 

sonraki 24 saatte her kuyuya 10 l WST-1 reaktifi eklendi. Ġnkübatörde 4 saat 

bekletildikten sonra 440 ve 620 nm’de mikro plak okuyuculu spektrofotometrede 

okundu. A620 değerleri, A440 değerlerinden çıkarılarak aradaki fark grafikleme 

amacıyla kullanıldı. 

ÇalıĢmamızda MDA-MB-231 insan meme kanseri hücreleri 4x10
3 

hücre/kuyu 

olacak Ģekilde ekildi. Tüm çalıĢmalar en az iki kere tekrarlandı ve her uygulama 

üçerli olarak çalıĢıldı. 

 

3.2.6.Gama Sekretaz Ġnhibitörü DAPT ve VGSC Ġnhibitörü Fenitoin Ġle 

Sitotoksisite ÇalıĢması 

ÇalıĢmada gama sekretaz inhibitörü DAPT ve voltaj kapılı sodyum iyon 

kanalı inhibitörü fenitoin hücrelere ayrı ayrı ve birlikte 0,1-1-10-100-200 ve 500 M 

dozlarda uygulandı. Kontrol kuyularına ise bu iki maddenin çözücüleri olan, DMSO 

(DAPT) ve NaOH (fenitoin) eklendi. Her kuyuya 4000 hücre ekildi ve hücrelerin 24 

saat sonra tutunduklarından emin olunca inhibitör uygulamalarına geçildi. 

Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra WST-1 reaktifi ile hücre çoğalması 

değerlendirildi. 

 

3.2.7. EĢ Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Tepkimesi Ġle Hücrelerde 

Gen Ġfadesinin Belirlenmesi 

3.2.7.1. RNA Ġzolasyonu 

RNA izolasyonu için 6 kuyucuklu plakaların her bir kuyusuna 50x 10
4
 hücre 

ekildi. 24 saatlik inkübasyon sonrası tutunmuĢ olan hücrelere inhibitör uygulaması 

yapıldı. RNA izolasyonu için RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hollanda) kullanıldı. 

Ġnhibitör uygulamasından sonra ortam aspire edilerek hücreler PBS ile yıkandı. PBS 

aspire edildikten sonra % 0.25 oranında tripsin eklendi. Kültür kabına tutunmuĢ 

hücreler kaldırıldıktan sonra tripsini inaktive etmek için serum içeren besiyeri ilave 

edildi. Daha sonra 300xg’de 5 dakika santrifüj edilip, süpernatant tamamen aspire 

edildikten sonra diğer basamağa geçildi.  
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Süpernatant alındıktan sonra geriye kalan hücre peletinin üzerine hücreleri 

patlatmak amacıyla 350 l lizis tamponu (RLT) eklendi ve pipetleme ile 

homojenizasyon sağlandı. Homojenize lizata, lizatın hacmi kadar % 100 etanol 

eklendikten sonra pipetlenerek karıĢtırıldı. Daha sonra bu karıĢım 2 ml’lik toplayıcı 

tüplere yerleĢtirilmiĢ olan RNeasy spin kolonuna alınarak 15 saniye 8000xg’de 

santrifüjlendi. Toplayıcı tüpte biriken sıvı atıldı. Yıkamak için RNeasy spin 

kolonuna, 700 l yıkama tamponu (RW1) eklenerek, 15 saniye 8000xg’de 

santrifüjlendi. Toplayıcı tüpte biriken sıvı atıldıktan sonra kolona 500 l elüsyon 

tamponu (RPE) eklenerek 15 saniye 8000xg’de santrifüjlenip biriken sıvı atıldı. Spin 

kolonunun zarını yıkamak için kolona tekrar 500 l RPE eklenerek 2 dakika 

8000xg’de santrifüjlendi. RNA elüsyonu sırasında etanol sonraki basamakları 

etkileyebileceğinden, etanol kalıntısından arındırmak için yeni bir 2 ml’lik toplayıcı 

tüp takılarak, zarın kuruması için yüksek hızda 1 dakika santrifüjlendi. Daha sonra, 

kolona yeni bir 1.5 ml’lik tüp takıldı ve kolon zara doğrudan 40 l RNaz içermeyen 

H2O eklenerek 1 dakika 8000xg’de santrifüjlenip RNA elde edildi.  

 

3.2.7.2. cDNA Sentezi  

cDNA sentez kitinde (RT
2 

First Strand Kit, QIAGEN-Hollanda) bulunan 

çözeltiler ve izole edilen RNA’lar kullanılmadan önce düĢük hızda 4-5 saniye kadar 

santrifüjlenerek karıĢmaları sağlandı. Bu iĢlem için iki farklı karıĢım kullanıldı: 

Genomik DNA eliminasyon karıĢımı ve RT (reverse transcriptase) Tablo 3.1’de 

görüldüğü gibi hazırlandı. 

 

Tablo 3.1. Genomik DNA eliminasyon karıĢımı ve RT kokteyli  

Genomik DNA eliminasyon 

karıĢımı 

RT (Reverse Transcriptase) Kokteyli (1 tepkime için) 

2 l GE tamponu (Genomik DNA 

eliminasyon) 

 

4 l BC3 tamponu (Reverse transkripsiyon tamponu) 

8 l RNaz içermeyen H2O 1 l P2 (Primer ve eksternal kontrol karıĢımı) 

RNA  2 l RE3 (Reverse transkripsiyon enzim karıĢımı) 

 3 l RNaz içermeyen H2O 

Son Hacim:   10 l Son Hacim:   10 l 
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 cDNA sentezinde her bir örnek için 2,5 g/ml RNA kullanıldı ve genomik 

DNA eliminasyon karıĢımındaki su miktarı son hacim 10 l olacak Ģekilde ayarlandı. 

RNA eklenmiĢ genomik DNA eliminasyon karıĢımı hazırlandıktan sonra 15 saniye 

düĢük hızda santrifüjlendi ve pipetlenerek karıĢtırıldı. Örnekler 42 ’de 5 dakika 

inkübe edildikten hemen sonra buzun üzerine alınarak en az bir dakika soğumaya 

bırakıldı. cDNAsentez tepkimesi için 10 l RT kokteyli ile 10 l genomik DNA 

eliminasyon karıĢımı karıĢtırılarak dikkatlice pipetlendi. Bu tepkime karıĢımı, 15 

dakika 42 ’de, 5 dakika da 95 ’de inkübe edildikten sonra 91 l RNaz içermeyen 

H2O eklenerek sentez tamamlandı.  

 

3.2.8. EĢ Zamanlı PCR Tepkimesi 

EĢ zamanlı polimeraz zincir tepkimesi (RT-PCR), nükleik asit 

amplifikasyonunun eĢ zamanlı olarak gözlenmesini sağlayan yöntemdir. Bu 

yöntemde kullanılan SYBR Green gibi özel boyalar, DNA çift sarmalına bağlanarak 

floresan ıĢıma yapıp amplifikasyon miktarının saptanmasını sağlamaktadır. Her PCR 

döngüsü sonunda oluĢan çift zincirli ürün miktarı ölçülerek kantitatif analizlerin 

yapılması sağlanır (110). Amplifikasyon sırasında saptanan floresan ıĢınım eĢik 

değerinin aĢıldığı döngü sayısı eĢik döngü değeri (threshold cycle = Ct) olarak 

adlandırılmaktadır. BaĢka bir deyiĢle Ct değeri üründeki ilk anlamlı artıĢın olduğu 

noktayı gösterir ve deney sonuçlarının hesaplanmasında kullanılır (111). 

Florometrik PCR tekniğiyle yapılan kantitatif çalıĢmalarda, kalıp DNA 

deriĢimi bilinen standart örneklere ait Ct değerleri ile, incelenen örneğin Ct değeri 

karĢılaĢtırılarak yapılmaktadır. Bu nedenle, kantitatif PCR analizlerinde standart 

olarak tanımlanan kontrol örneklerine ihtiyaç duyulur. EĢ zamanlı PCR yönteminde 

normalizasyon amacı ile çeĢitli koĢullarda ifade düzeyi değiĢmediği bilinen (en az 

etkilenen) bir referans gene ihtiyaç vardır (112). GAPDH, -aktin gibi housekeeping 

genlerin çoğu farklı uygulamalardan, biyolojik süreçlerden hatta farklı doku ve hücre 

tiplerinden etkilenmez. Ġzole edilen RNA miktarı ve sentezlenen cDNA miktarının 

getirdiği örnekler arası baĢlangıç farklılıklarını, deneysel hataları normalize etmek 

için ilgilenilen genin ifade düzeyi, referans gen olarak kullanılan housekeeping genin 

ifade düzeyine oranlanır (111). Deneylerimizde kullanılan genler ve bu genlere ait 

primer dizileri Tablo 3.2’de özetlenmiĢtir. 



24 

 

Tablo 3.2. nNav1.5, Noç-4, MMP-9, TIMP-1 ve GAPDH genleri için kullanılan 

primerler 

 

RT-qPCR için kullanılan primerler  

 

 

Primer dizileri 

nNav1.5 

Forward: 
5'-CATCCTCACCAACTGCGTGT-3' 

 

Reverse: 
5'-CCTAGTTTTTCTGATACA-3' 

 

Noç-4 

Forward: 
5'-AGTCCAGGCCTTGCCAGAACG-3' 

 

Reverse:               
5'-GTAGAAGGCATTGGCCAGAGAG-3' 

 

MMP-9 

Forward: 
5'-GACGAGGGCCTGGAGTGT-3'  

 

Reverse: 
5'-TGTGCTGTAGGAAGCTCATCTC-3' 

 

TIMP-1 
 

Forward: 
5'-ACCCCTGGAGCACGGCT-3' 

 

Reverse: 
5'-CCCACCTTCCAAGTTAGTGACA-3' 

 

GAPDH  

(House keeping gene) 

Forward: 
5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' 

 

Reverse: 
5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3' 
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Tablo 3.3’de verilen bileĢenler, cDNA eklenmeden 4 farklı primer için 4 

farklı tüp içinde hazırlandı. KarıĢım hazırlandıktan sonra vortekslenerek karıĢması 

sağlandı. Hazırlanan karıĢım 0,1 ml’lik PCR tüplerine dağıtıldıktan sonra, her bir 

tüpe beĢer l cDNA eklendi. En son tüplerin kapakları kapatılarak örnekler Rotor 

Gene Q cihazına yerleĢtirildi 

 

Tablo 3.3. Bir reaksiyon için qPCR bileĢenlerinin miktarı 

BileĢenler Hacim (l) 

RT
2
 SYBR Green Mastermiks 12,5 

cDNAsentez reaksiyonu 5 

RT
2
 qPCR primeri 1 

RNaz içermeyen H2O 6,5 

Toplam hacim 25 

 

MMP-9, TIMP-1, Noç-4 ve GAPDH primerlerine ait döngü koĢulları cihazın bağlı 

olduğu bilgisayarda Tablo 3.4’de verildiği gibi ayarlanıp, reaksiyon baĢlatıldı. 

 

Tablo 3. 4. MMP-9, TIMP-1, Noç-4 ve GAPDH primerleri için uygun döngü 

koĢulları 

Döngü Süre Sıcaklık 

1 10 dk 95  

40 15 sn 95  

 1 dk 60  

 

Deneylerde tüm cDNA örnekleri ve standart örnekler aynı Ģartlarda ve aynı 

grup içerisinde 3 kez çalıĢılarak, bu üç ölçümün ortalaması analizlerde kullanıldı. 

Bunun amacı, deneysel hataları ve farkları azaltmaktır. nNav 1. 5 primeri önceden 

optimize edilmediğinden döngü koĢulları ve RT-PCR tepkime karıĢımı diğer 

primerlerden farklıdır (Tablo 3.5, Tablo 3.6). 
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Tablo 3.5. Bir reaksiyon için nNav1.5 primerine ait qPCR karıĢımı 

BileĢenler  Hacim 

2x QuantiTect SYBR Green Mastermiks  25 l 

Reverse Primer 1,5 l 

Forward Primer 1,5 l 

RNaz içermeyen H2O  17 l 

Toplam hacim  50 l 

 

Tablo 3. 6. nNav1.5 primeri için uygun döngü koĢulları 

Döngü Süre Sıcaklık 

 15 sn 94  

45 30 sn 55  

 30 sn 72  

 

3.2.9. Jelatin Zimografi 

Zimografi proteolitik aktivitenin incelenmesinde kullanılan elektroforetik bir 

yöntemdir. Bu teknik, SDS-PAGE jel içine ilgili MMP enziminin substratı eklenerek 

örnek içindeki enzimin bu substratı tüketmesi esasına dayanır. Jelatin zimografi 

yönteminde ise jelatinaz enzim grubunun substratı olan jelatin, yürütücü jeli 

oluĢturan akrilamid ile kopolimerize olur. MMP-2 (72 kDa) ve MMP-9 (92 kDa) 

indirgen olmayan koĢullar altında elektrik alanda moleküler ağırlıklarına uygun 

bölgeye göç ederler. Jelatin zimografi yöntemi kullanılarak MMP-2 ve MMP-9’un 

hem zimojen, hem de aktif formları aynı jel üzerinde saptanır. Diğer taraftan, jel 

üzerinde MMP-9 ve MMP-2 dıĢında MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 gibi diğer matriks 

metalloproteinazlar da görülebilir, fakat jelatin bu enzimlerin esas substratı 

olmadığından sinyal gücü zayıf olacaktır. Jelatin zimografi yöntemi 10 pg MMP-2’yi 

belirleyecek kadar hassas bir yöntemdir (108, 109). 

Zimografi için 24 kuyucuklu plakaların her kuyusuna 16x10
4 

hücre ekildi. 

Tutunmaları için 24 saat inkübatörde bırakıldı. Bu sürenin sonunda mikroskop 

altında hücrelerin tutunup tutunmadığı kontrol edilerek, hücreler steril PBS ile 

yıkandı. Serumsuz besiyeri ile hazırlanan inhibitörler kuyulara eklendi. Ġnhibitör ile 
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inkübasyon süresi tamamlanan örneklerin besiyeri Ependorf tüpe alınarak zimografi 

yapılacak zamana kadar - 80  
’de saklandı. Yönteme geçilmeden önce stok 

ayrıĢtırıcı jel tamponu (1.88 M Tris-baz pH 8.8), deriĢtirici jel tamponu (1.25 M Tris-

HCl pH 6.8), % 20’lik SDS çözeltisi, yürütme tamponu (0,25 M Tris- 1,92 M glisin 

pH8.3), örnek yükleme tamponu (0.25 M Tris-HCl, % 40 Gliserol, % 8 stok SDS, % 

0.2 Bromfenol mavisi), renatüre edici çözelti (% 25 Triton X-100) ve developer 

tamponu (0.5 M Tris-baz, 2M NaCl, 0.05M CaCl2, % 0.2 Brij 35 pH7.8) hazırlandı. 

Stok çözeltilerden ayrıĢtırıcı jel tamponu, deriĢtirici jel tamponu, yürütme tamponu, 

renatüre edici çözelti 10X, örnek yükleme tamponu 4X olarak hazırlandı. Stok 

çözeltiler uygulamada 1X olacak Ģekilde seyreltilerek kullanıldı. 

AyrıĢtırıcı jel % 10, deriĢtirici jel % 5 olacak Ģekilde hazırlandı (Tablo 3.7). 

AyrıĢtırıcı jel donduktan sonra paketleyici jel ayırıcı jel üzerine dökülmüĢ ve 

örneklerin uygulanacağı kuyucukların oluĢturulması amacıyla jel üzerine tarak 

yerleĢtirilerek polimerize olması beklendi. Polimerizasyon sonrasında taraklar 

dikkatlice çıkarılarak kuyular distile su ile yıkandı. Hazırlanan jeller elektroforez 

tankına yerleĢtirilip, tanka 1X SDS yürütme tamponu eklendi. Örneklerdeki protein 

miktarı Bradford yöntemi ile belirlenip, her kuyuya 680 ng protein ile örnek yükleme 

çözeltisi ve kuyulardan birine de l protein belirteci yüklendi. Örnekler 125V sabit 

voltajda 1,5 saat yürütüldü. Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklaĢtırmak için 

jeller 30 dakika % 25’lik Triton X-100 renatürasyon çözeltisi ile inkübe edildi.  

 

Tablo. 3.7. Jelatin zimografi jellerinin hazırlanıĢı 

Reaktif                                               % 10 AyrıĢtırıcı Jel                      % 5 DeriĢtirici Jel 

Distile su 5. 4 ml 5. 5 ml 

% 1 Jelatin substratı 1. 5 ml - 

% 30 Akrilamid-bisakrilamid 5. 0 ml 50 μl 

% 10’luk APS 45 μl 37. 5 μl 

TEMED  9 μl 5 μl 

AyrıĢtırıcı jel tamponu 3 ml - 

DeriĢtirici jel tamponu - 1 ml 
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Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel içindeki substratlarını 

(jelatin) tüketmelerini sağlamak için 15 saat 37 ’de aktivasyon tamponunda inkübe 

edildikten sonra boya çözeltisi (% 5 metanol, % 10 asetik asit, % 0.5 Coomassie 

Brilliant Blue R-250) ile boyandı ve boya açma çözeltisi (% 5 metanol, % 10 asetik 

asit) ile zemindeki boyanın fazlası giderildi. Jel üzerinde MMP-2 ve MMP-9 

enzimlerine ait pro ve aktif formlar mavi zemin üzerinde litik alanlar Ģeklinde 

görülüp, litik alanlar yoğunluk analiz programı (Image QuantTL) ile değerlendirildi. 

 

3.2.10. Çizik Kapama Yöntemiyle Hücre Göç Etme Potansiyelini Ölçme 

Testi 

Çizik kapama yöntemiyle hücre göç etme potansiyelini ölçme testi (wound 

healing) in vitro koĢullarda doğrusal hücre göçünü çalıĢmak için geliĢtirilmiĢ basit ve 

pahalı olmayan bir yöntemdir. Bu yöntemde tek katman oluĢturmuĢ hücrelerin ekili 

olduğu yüzey üzerinde yara bölgeleri oluĢturulur ve baĢlangıçtaki yara geniĢliği ve 

belirlenen zamanlardaki yara geniĢliği ölçülür. Bu alanlar karĢılaĢtırılarak göç eden 

hücrelerin oranı belirlenir (113). 

Uygulamada, hücreler 6 kuyucuklu plakalara ekilmeden önce plakanın altına 

1 cm geniĢliğinde bir belirteç çizildi. Daha sonra plakaların her bir kuyusuna 50x10
4
 

hücre ekilerek, tutunmaları için 24 saat etüvde inkübe edildi. Hücrelerin tutunup 

tutunmadığı mikroskop altında kontrol edildikten sonra 1000 l’lik pipet ucuyla 

belirteç çizgisini üç farklı bölgeden dik kesen yaralar oluĢturuldu. Yara oluĢturulan 

kuyulardaki besiyeri çekildikten sonra hücreler PBS ile yıkanıp, PBS çekildikten 

sonra inhibitör uygulaması yapıldı. Uygulamadan hemen sonra (0. saat) ve 

uygulamadan 24 saat sonra yaralardaki kapanma ters fazlı mikroskopta 40X objektif 

kullanılarak görüntülendi.  

 

3.3. Ġstatistiksel Analizler 

   SPSS 15.0 programı kullanılarak hücrelere uygulanan inhibitörlerin hücre 

canlılığı ve hücre göçü üzerindeki etkinliği ʹiki yönlü ve tek yönlü tekrarlı ölçüm 

testiʹ ile saptandı. Ayrıca gen ifadesi değiĢikliklerinin tanımlayıcı istatistikleri 

belirlendi. Buna göre P ≤ 0,05 değerleri anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. MDA-MB-231 Ġnsan Meme Kanseri Hücre Sayısının Ġkiye Katlanma 

Süresinin Belirlenmesi 

Hücre sayısının ikiye katlanma süresinin belirlenmesi için 6 kuyucuklu 

plakaların her kuyucuğuna 2x10
4
 hücre/ml ekildi. Ġlk gün yapılan sayım sonucunda 

hücre sayısı 2x10
4 

h/kuyu iken, dördüncü gün 16x10
4 

h/kuyu olarak sayıldı. 

Dördüncü günden sonra ise hücre sayısında bir artıĢ görülmedi. DT=T ln2/ln(Xe/Xb) 

formülü kullanılarak hücrelerin iki katına ulaĢtığı süre belirlendi. Buna göre DT=4 

ln2 / ln(16 x10
4
/2x10

4
) = 1.33 gün = 32 saat MDA-MB-231 hücrelerinin ikiye 

katlandığı süre olarak hesaplandı. 

 

T, herhangi bir zamandaki inkübasyon süresi  

Xb, Ġnkübasyonun baĢlangıcındaki hücre sayısı  

Xe, inkübasyon süresinin sonundaki hücre sayısı  

 

 

ġekil 4.1. MDA-MB-231 hücrelerinin çoğalma eğrisi 
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4.2. MDA-MB-231 Hücrelerinde Sitotoksisite ÇalıĢmaları 

ÇalıĢmamızda MDA-MB-231 insan meme kanseri hücreleri üzerinde Noç-4 

reseptör inhibitörü DAPT ve voltaja duyarlı sodyum iyon kanalı inhibitörü fenitoinin 

0,1-500 M olmak üzere geniĢ aralıkta uygulanan dozlarının hücre canlılığına olan 

etkisi 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinde araĢtırıldı. Test sonuçlarına göre 

canlı hücre oranları grafiklerde gösterildi (ġekil 4.2, 4.3, 4.4). Ġnhibitörlerin etkinlik 

ölçütü olan hücrelerin % 50’ sini öldüren inhibitör konsantrasyonu (IC50) değerleri 

hesaplandı. Buna göre, DAPT için etkin süre 24 saat ve etkin doz 690 M ve üzeri 

olduğu belirlendi. Zaman ve konsantrasyon düzeyleri bakımından istatistiksel açıdan 

anlamlı fark vardır (P=0.0001). Voltaja duyarlı sodyum kanallarının hücre çoğalması 

üzerinde etkisi olmadığından dolayı kontrol hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında fenitoin 

uygulanmıĢ hücrelerin, çoğalmasında herhangi doz ve zamanda bir fark görülmedi. 

(P< 0.05). DAPT’ın etki süresi göz önünde bulundurularak bu iki inhibitörün birlikte 

hücrelere uygulanması sonucunda hücre çoğalması değiĢmemiĢ ve her hangi bir 

sitotoksik etki oluĢmamıĢtır (P=0.186). 

 

 

ġekil 4.2. DAPT, fenitoin ve DAPT-fenitoin kombinasyonunun 0-500 M doz 

aralığında ve 24 saatlik inkübasyonu sonucunda MDA-MB-231 hücrelerinin canlılığı 

üzerindeki etkisi 
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ġekil 4.3. DAPT ve fenitoinin 0-500 M doz aralığında ve 48 saatlik inkübasyon 

sonucu MDA-MB-231 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi 

 

 

ġekil 4.4. DAPT ve fenitoinin 0-500 M doz aralığında ve 72 saatlik inkübasyon 

sonucu MDA-MB-231 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi 
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4.3.Çizik Kapama Yöntemiyle Hücre Göç Etme Potansiyelini Ölçme Testi 

Altı kuyucuklu plakalara 50x10
4
 hücre/kuyucuk ekildi. Kuyucukların altına 

önceden çizilmiĢ olan belirtecin üzerindeki üç farklı noktadan pipet ucu ile yara 

oluĢturuldu. Daha sonra hücrelere 7-70-700 M dozlarda fenitoin, DAPT ve bu iki 

inhibitörün birlikte aynı dozlarda verilmesinden hemen sonra ve 24 saat sonra yara 

geniĢlikleri 40X büyütme ile ters fazlı mikroskopta görüntülenip (ġekil 4.5, 4.6 ve 

4.7), yara kapanma oranları her bir örnek için kendi kontrolleri ile karĢılaĢtırılarak 

hesaplandı (ġekil 4.8). Mikroskobik görüntüleme sonuçlarına göre fenitoin, DAPT 

ve fenitoin-DAPT’ın farklı konsantrasyonlarda uygulanmaları sonucu hücre göçü 

oranlarında saptanan farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır. (P=0.001). Fenitoin 

uygulamasında 70 M ve 700 M dozlarda hücre göçü % 87,7, 7 M dozda ise % 20 

inhibe oldu (ġekil 4.5, 4.8). 

 

                                                           

ġekil 4.5. Yara oluĢturulmuĢ MDA-MB-231 hücrelerinde, hücre göçünün fenitoin 

(7-70-700 M) uygulamasından hemen sonra ve 24 saat sonra ters fazlı mikroskopla 

görüntülenmesi (40x) 
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Gama sekretaz inhibitörü olan DAPT hücrelere, 7 M konsantrasyonda 

uygulandığın da hücre göçü % 49, 70 M’da % 61, 700 M’da ise % 82 oranında 

inhibe oldu (ġekil 4.6, 4.8). 

 

ġekil 4.6. Yara oluĢturulmuĢ MDA-MB-231 hücrelerinde, hücre göçünün DAPT (7-

70-700 M) uygulamasından hemen sonra ve 24 saat sonra ters fazlı mikroskopla 

görüntülenmesi (40x) 
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Gama sekretaz inhibitörü DAPT ve sodyum iyon kanalı inhibitörü fenitoin 

birlikte hücrelere eĢit dozlarda verildi. Buna göre hücre göçü, 7 M’da % 37, 70 

M’da % 49, 700 M’da ise % 52 azaldı (ġekil 4.7, 4.8).  

 

 

ġekil 4.7. Yara oluĢturulmuĢ MDA-MB-231 hücrelerinde, hücre göçünün DAPT ve 

fenitoinin (7-70-700 M) birlikte uygulanmasından hemen sonra ve 24 saat sonra 

ters fazlı mikroskopla görüntülenmesi (40x) 
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ġekil 4. 8. Yara oluĢturulmuĢ yüzeyde MDA-MB-231 hücrelerinin fenitoin, DAPT 

ve bu inhibitörlerin her ikisi ile birlikte (7, 70, 700 M) 24 saat inkübasyonu sonucu 

hücre göçü oranları 

 

4.4.MDA-MB-231 Hücrelerinde Gen Ġfadesi DeğiĢiklikleri 

Bu çalıĢmada, MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerine 7, 70, 700 M 

DAPT, 70 M fenitoin ve 70 M fenitoin ile birlikte DAPT’ın üç farklı dozu 

hücrelere birlikte verilerek 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyonun ardından RT-PCR ile 

Noç-4, nNav1.5, MMP-9 ve TIMP-1 genlerinin ifadesi araĢtırıldı. RT-PCR sonuçları 

Rotor Gene Q yazılımı ile kantite edilerek, istatistiksel analizleri yapıldı. Noç-4, 

nNav1.5, MMP-9, TIMP-1 genlerinin verileri GAPDH geniyle normalize edilerek   

2
- ΔΔCt 

formülünden elde edilen veriler kullanıldı. 2
- ΔΔCt 

değerinin 1’den büyük 

olması gen ifadesinin arttığını, küçük olması ise gen ifadesinin azaldığını gösterir. 

24 saatlik inkübasyon sonucu ġekil 4.9-A’da görüldüğü üzere; 70 M 

fenitoin-7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 

70 M DAPT ve 700 M DAPT dozlarında nNav1.5 gen ifadesinin kontrole göre 

sırasıyla 0.6, 0.7, 0.72, 0.77, 0.62 kat azaldığı saptandı. Noç-4 gen ifadesi ise 700 M 

fenitoin,70 M fenitoin-70 M DAPT, 7 M DAPT, 70 M DAPT ve 700 M 

DAPT uygulaması sonucunda sırasıyla 0.56, 0.4, 0.3, 0.7 ve 1.2 kat artarken 70 M 

fenitoinin 700 M DAPT ile birlikte uygulanması sonucu 0,22 kat azalmıĢtır. MMP-

9 gen ifadesi 70 M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M 
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DAPT ve 7 M DAPT uygulaması sonucu sırasıyla, 0.2, 0.23, 0.4 ve 0.3 kat 

artarken, 70 M fenitoin-700 M DAPT uygulamasında 0.3 kat artarken, 700 M 

DAPT uygulaması sonucu 0.1 kat azaldı. TIMP-1 gen ifadesi ise 70 M fenitoin 

uygulaması sonrasında 0.02 kat azalırken, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 70 M 

fenitoin-70 M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 70 M DAPT 

ve 700 M DAPT uygulaması sonucu sırasıyla 0.16, 0.35, 1.7, 0.22, 0.3, 5.26 kat 

arttığı saptandı (ġekil 4.9-B). 

A. 

    

B. 

  

ġekil 4.9. 24 saatlik DAPT ve fenitoin uygulaması sonucu A. Noç-4, nNav1.5 ve B. 

MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki değiĢiklikler. 1: 70 M fenitoin, 2: 70 M 

fenitoin-7 M DAPT, 3: 70 M fenitoin-70 M DAPT, 4: 70 M fenitoin-700 M 

DAPT, 5: 7 M DAPT, 6: 70 M DAPT, 7: 700 M DAPT uygulanmıĢ örnekler. 
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48 saatlik inkübasyon sonucu genlerin ifadesindeki değiĢiklikler ġekil 

4.10’da özetlendi. Buna göre; Noç-4 gen ifadesi 70 M fenitoin, 70 M fenitoin-70 

M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 70 M DAPT ve 700 M 

DAPT uygulaması sonucunda sırasıyla 0.28, 0.33, 0.5, 0.22, 0.32, 0.07 kat azaldı. 70 

M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M 

fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT ve 70 M DAPT uygulamaları sonucu nNav 

1.5 gen ifadesi sırasıyla 8.7, 4.2, 7.6, 1.42, 4.8, 1.6 kat artarken 700 M DAPT 

uygulaması sonucu gen ifadesi 0.14 kat azaldı (ġekil 4.10-A). MMP-9 gen ifadesi 70 

M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M 

fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 70 M DAPT ve 700 M DAPT uygulaması 

sonucu sırasıyla 0.22, 0.28, 0.35, 0.82, 0.05, 0.59, 0.33 kat azaldığı saptandı. TIMP-1 

gen ifadesi ise 70 M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 7 M DAPT ve 70 M 

DAPT uygulaması sonucu sırasıyla 0.25, 0.07, 0.05 ve 0.12 kat azalırken, 70 M 

fenitoin-70 M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 700 M DAPT uygulaması 

sonucu sırasıyla 0.23, 1.1 ve 1.1 kat arttığı saptandı (ġekil 4.10-B). 
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A. 

 

B. 

 
 

 

ġekil 4.10. 48 saatlik DAPT ve fenitoin uygulaması sonucu A. Noç-4, nNav1.5 ve B. 

MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki değiĢiklikler. 1: 70 M fenitoin, 2: 70 M 

fenitoin-7 M DAPT, 3: 70 M fenitoin-70 M DAPT, 4: 70 M fenitoin-700 M 

DAPT, 5: 7 M DAPT, 6: 70 M DAPT, 7: 700 M DAPT uygulanmıĢ örnekler. 
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72 saat sonrası gen ifadeleri incelendiğinde; Noç-4 gen ifadesi 70 M 

fenitoin, 70 M fenitoin- 7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M 

fenitoin-700 M DAPT, 70 M DAPT, 700 M DAPT uygulamasında sırasıyla 

0.03, 0.18, 0.22, 0.51, 0.05, 0.29 kat azaldığı saptandı. nNav1.5 gen ifadesinin ise70 

M fenitoin, 70 M fenitoin- 7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M 

fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 70 M DAPT, 700 M DAPT farklı dozlarda 

inhibitör uygulaması sonucunda sırasıyla 0.35, 0.2, 0.48, 0.52, 0.56, 0.34 ve 0.61 kat 

azaldığı saptandı (ġekil 4.11-A). MMP-9 gen ifadesi 70 M fenitoin, 70 M 

fenitoin-7 M DAPT ve 7 M DAPT uygulaması sonucu sırasıyla 0.14, 0.4 ve 0.15 

kat azalırken, 70 M fenitoin-700 M DAPT ve 700 M DAPT uygulaması 

sonrasında MMP-9 gen ifadesi sırasıyla 0.59 ve 4.82 kat artmıĢtır. 70 M fenitoin- 

70 M DAPT, 70 M fenitoin- 700 M DAPT, 70 M DAPT ve 700 M DAPT 

dozlarda inhibitör kullanılması sonucu TIMP-1 gen ifadesi sırasıyla 0.13, 0.89, 0.11 

ve 6.57 kat arttığı saptandı (ġekil 4.11-B). 
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A. 

 

B. 

 
 

ġekil 4.11. 72 saatlik DAPT ve fenitoin uygulaması sonucu A. Noç-4, nNav1.5 ve B. 

MMP-9, TIMP-1 gen ifadelerindeki değiĢiklikler. 1: 70 M fenitoin, 2: 70 M 

fenitoin-7 M DAPT, 3: 70 M fenitoin-70 M DAPT, 4: 70 M fenitoin-700 M 

DAPT, 5: 7 M DAPT, 6: 70 M DAPT, 7: 700 M DAPT uygulanmıĢ örnekler. 
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ġekil 4.12’de görüldüğü üzere, 24 saatlik inhibitör uygulaması sonucu MMP-

9/TIMP-1 oranları; 70 M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M DAPT, 70 M fenitoin-70 

M DAPT ve 7 M DAPT dozları için sırasıyla % 21,% 5, % 5 ve % 8 artarken, 70 

M fenitoin-700 M DAPT, 70 M DAPT, 700 M DAPT inhibitör dozlarında ise 

sırasıyla % 73, % 20 ve % 86 azaldı.  

48 saatlik inkübasyon sonucu MMP-9/TIMP-1 oranları, 70 M fenitoin-7 M 

DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 

70 M DAPT ve 700 M DAPT uygulaması sonucu sırasıyla % 33, % 48, % 9, % 1, 

% 54 ve % 68 oranında azalırken, 70 M fenitoin uygulaması sonucu % 5 arttı.  

72 saat sonra MMP-9/TIMP-1 oranları; 70 M fenitoin, 70 M fenitoin-7 M 

DAPT, 70 M fenitoin-70 M DAPT, 70 M fenitoin-700 M DAPT, 7 M DAPT, 

70 M DAPT ve 700 M DAPT uygulaması sonucu sırasıyla % 14, % 37, % 9, % 

16, % 11, % 9 ve % 23 oranında azalma olduğu saptandı.  

 

 
 

ġekil 4.12. 24, 48 ve 72 saat DAPT ve fenitoin uygulamasından sonra MMP-9 ve 

TIMP-1 gen ifadelerinin katlı değiĢim oranları. 1: 70 M fenitoin, 2: 70 M fenitoin-

7 M DAPT, 3: 70 M fenitoin-70 M DAPT, 4: 70 M fenitoin-700 M DAPT, 5: 

7 M DAPT, 6: 70 M DAPT, 7: 700 M DAPT uygulanmıĢ örnekler. 
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Tablo 4.1. Fenitoin ve DAPT ile 24 saatlik inkübasyon sonucu elde edilen gen 

ifadesi değiĢikliklerinin tanımlayıcı istatistikleri (ortalama ± standart sapma).  

 

Örnekler Noç-4 nNav1.5 MMP-9 TIMP-1 

70M fenitoin 1,93 ± 0,2 1,67 ± 0,02 1,42 ± 0,09 1,06  ± 0,03 

70 M 

fenitoin- 

7 M DAPT 

1,15 ± 

0,009 
0,63  ±0,09 1,23  ±  0,97 1,17  ± 0,13 

70 M 

fenitoin-70 

M DAPT 

1,39  ± 

0,18 
0,30  ± 0,46 1,41  ± 0,08 1,35  ± 0,05 

70 M 

fenitoin-700 

M DAPT 

0,78  ± 

0,36 
0,28  ± 0,05 0,72  ± 0,14 2,7  ± 0,17 

 7 M DAPT 1,32  ± 

0,08 
0,61  ± 0,03 1,32  ± 0,03 1,22  ± 0,07 

70 M DAPT 1,72  ± 

0,16 
0,23  ± 0,03 1,04  ± 0,09 1,3  ± 0,03 

700M DAPT 2,21  ± 

0,15 
0,38  ± 0,02 0,9  ± 0,04 6,26  ± 0,2 

     

 

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

ifadesi değiĢikliklerinin tanımlayıcı istatistikleri (ortalama ± standart sapma).  

 

Örnekler Noç-4 nNav1.5 MMP-9 TIMP-1 

70M fenitoin 
0,72 ± 

0,07 
9,7 ± 0,3 0,78 ± 0,13 0,74 ± 0,06 

70 M 

fenitoin- 

7 M DAPT 

0,99 ± 

0,12 
5,19 ± 0,16 0,72 ± 0,14 0,93 ± 0,15 

70 M 

fenitoin-70 

M DAPT 

0,67 ± 

0,14 
8,55 ± 0,45 0,65 ± 0,09 1,23 ± 0,12 

70 M 

fenitoin-700 

M DAPT 

0,56 ± 

0,04 
2,42 ± 0,37 0,18 ± 0,03 2,08 ± 0,1 

 7 M DAPT 0,78 ± 0,1 5,84 ± 0,17 0,93 ± 0,01 0,95 ± 0,14 

70 M DAPT 0,68 ± 

0,03 
2,55 ± 0,17 0,41 ± 0,04 0,88 ± 0,08 

700M DAPT 0,93 ± 

0,09 
0,86 ± 0,03 0,67 ± 0,02 2,09 ± 0,09 
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Tablo 4.3. Fenitoin ve DAPT ile 72 saatlik inkübasyon sonucu elde edilen gen 

ifadesi değiĢikliklerinin tanımlayıcı istatistikleri (ortalama ± standart sapma).  

 

Örnekler Noç-4 nNav1.5 MMP-9 TIMP-1 

70M 

fenitoin 
0,97 ± 0,05 0,65 ± 0,04 0,86 ± 0,05 1 ± 0,002 

70 M 

fenitoin- 

7 M DAPT 

0,82 ± 0,03 0,80 ± 0,04 0,6 ± 0,001 0,96 ± 0,05 

70 M 

fenitoin-70 

M DAPT 

0,78 ± 0,08 0,53 ± 0,05 1,02 ± 0,04  1,1 ± 0,03 

70 M 

fenitoin-700 

M DAPT 

0,56 ± 0,06 0,44 ± 0,06 1,59 ± 0,04 1,90 ± 0,03 

 7 M DAPT 1,03 ± 0,05 0,44 ± 0,02 0,85 ± 0,04  0,95 ± 0,07 

70 M 

DAPT 
0,95 ± 0,14 0,66 ± 0,04 1,01 ± 0,13 1,1 ± 0,08 

700M 

DAPT 
0,71 ± 0,07 0,39 ± 0,03 5,8 ± 0,1 7,6 ± 0,3 

 

4.5. Jelatin Zimografi Analizleri 

Matriks metalloproteinazların belirlenmesinde kullanılan zimografi yöntemi 

çizik kapanma yöntemi ile hücre göçü deneyi ve gerçek zamanlı polimeraz zincir 

tepkimesinde kullanılan gama sekretaz inhibitörü DAPT ve voltaja duyarlı sodyum 

iyon kanalı inhibitörü fenitoinin kullanıldığı dozlarda kullanılarak, bu iki deneye 

paralel iki farklı jelatin zimografisi yapıldı. ImageQuant TL yazılımı ile bant 

yoğunlukları analiz edildi. 

Hücrelerin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkübasyonu; 1. zimografi jeli hüçre 

göçü, 2. zimografi jeli ise RT-PCR deneyinde uygulanan dozlara paralel olarak 

yapılmıĢtır. 
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MMP-9 bant yoğunluğu analizlerine göre, 7 M DAPT, 70 M DAPT-70 M 

fenitoin, 700 M DAPT, 700 M fenitoin ve 700 M DAPT-700 M fenitoin 

uygulaması sonucu sırasıyla bant yoğunlukları % 1.3, % 4, % 27, % 7 ve % 40 

azalırken, 7 M fenitoin, 7 M DAPT-7 M fenitoin, 70 M DAPT ve 70 M 

fenitoin uygulaması sonucu MMP-9 proteinine ait bant yoğunlukları sırasıyla, % 9, 

% 21, % 18 ve % 19 oranında arttı (ġekil 4.13). 

 

A. 

.  

B. 

 

 

ġekil 4.13. MDA-MB-231 hücrelerinin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkübasyonu 

sonucu A.MMP-9’un jelatin zimografi ile görüntülenmesi. M: Protein molekül 

ağırlığı belirteci, 1: Kontrol 2: 7 M DAPT, 3: 7 M fenitoin, 4: 7 M DAPT-7 M 

fenitoin, 5: 70 M DAPT, 6: 70 M fenitoin, 7: 70 M DAPT-70 M fenitoin, 8: 

700 M DAPT, 9: 700 M fenitoin, 10: 700 M DAPT-700 M fenitoin. B. 
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MMP-9 bant yoğunluğu, 7 M DAPT, 700 M DAPT ve 70 M DAPT-70 

M fenitoin uygulaması sonucu kontrole göre sırasıyla % 11, % 46.8, % 18.8 ve % 

16.2 azalırken, 70 M DAPT, 70 M fenitoin ve 7 M DAPT-70 M fenitoin 

uygulaması sonucu sırasıyla % 13, % 19.6 ve % 21 oranında artıĢ saptandı (ġekil 

4.14).  

 

A.            

 

B.  

 

 

ġekil 4.14. MDA-MB-231 hücrelerinin DAPT ve fenitoin ile 24 saat inkübasyonu 

sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile görüntülenmesi. M: Protein molekül 

ağırlığı belirteci, 1: Kontrol,  2: 7 M DAPT, 3: 70 M DAPT, 4: 700 M DAPT, 5: 

70 M fenitoin, 6: 7 M DAPT-70 M fenitoin, 7: 70 M DAPT-70 M fenitoin, 8: 

700 M DAPT-70 M fenitoin. B. Bantların yoğunluk analizleri (%) 
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Hücrelerin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkübasyonu; 1. zimografi jeli hüçre 

göçü, 2. zimografi jeli ise RT-PCR deneyinde uygulanan dozlara paraleldir. 

MMP-9 proteinine ait bant yoğunluğu 7 M DAPT, 7 M fenitoin, 7 M 

DAPT-7 M fenitoin, 70 M DAPT, 70 M fenitoin, 70 M DAPT-70 M fenitoin, 

700 M DAPT, 700 M DAPT-700 M fenitoin uygulaması sonucu sırasıyla % 

49.9, % 1.4, % 27.7, % 28.2, % 24.8, % 25.1, % 65.8 azalırken, 700 M fenitoin 

uygulanmıĢ örneklerde MMP-9 proteininine ait bant yoğunluğu % 1.5 artıĢ gösterdi 

(ġekil 4.15). 

A. 

 

B.  

 

ġekil 4.15. MDA-MB-231 hücrelerinin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkübasyonu 

sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile görüntülenmesi. M: Protein molekül 

ağırlığı belirteci, 1: Kontrol 2: 7 M DAPT, 3: 7 M fenitoin, 4: 7 M DAPT-7 M 

fenitoin, 5: 70 M DAPT, 6: 70 M fenitoin, 7: 70 M DAPT-70 M fenitoin, 8: 

700 M DAPT, 9: 700 M fenitoin, 10: 700 M DAPT-700 M fenitoin. B. 
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MMP-9 bant yoğunlukları 7 M DAPT, 70 M DAPT, 700 M DAPT, 70 

M fenitoin, 7 M DAPT-70 M fenitoin, 70 M DAPT-70 M fenitoin, 700 M 

DAPT-70 M fenitoin uygulanmıĢ örnekler için sırasıyla % 20, % 10.2, % 35, % 13, 

% 21, % 27 ve % 31 oranında kontrole göre azaldı (ġekil 4.16). 

 

A. 

 

B.  

 

ġekil 4.16. MDA-MB-231 hücrelerinin DAPT ve fenitoin ile 48 saat inkübasyonu 

sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile görüntülenmesi. M: Protein molekül 

ağırlığı belirteci, 1: Kontrol,  2: 7 M DAPT, 3: 70 M DAPT, 4: 700 M DAPT, 5: 

70 M fenitoin, 6: 7 M DAPT-70 M fenitoin, 7: 70 M DAPT-70 M fenitoin, 8: 

700 M DAPT-70 M fenitoin. B. Bantların yoğunluk analizleri (%) 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

1 2 3 4 5 6 7 8

%
 B

an
t 

Y
o

ğu
n

lu
ğu

  



48 

 

Hücrelerin DAPT ve fenitoin ile 72 saat inkübasyonu sonucu MMP-9 

proteininin jelatin zimografi ile belirlenmesi. 

MMP-9 bant yoğunluğu analizlerine göre en belirgin azalma700M DAPT-

700 M fenitoin uygulanmıĢ örnekte % 45 olarak saptandı. 

 

A. 

 

B. 

 

ġekil 4.17. MDA-MB-231 hücrelerinin DAPT ve fenitoin ile 72 saat inkübasyonu 

sonucu A. MMP-9’un jelatin zimografi ile görüntülenmesi. M: Protein molekül 

ağırlığı belirteci, 1: Kontrol 2: 7 M DAPT, 3: 7 M fenitoin, 4: 7 M DAPT-7 M 

fenitoin, 5: 70 M DAPT, 6: 70 M fenitoin, 7: 70 M DAPT-70 M fenitoin, 8: 

700 M DAPT, 9: 700 M fenitoin, 10: 700 M DAPT-700 M fenitoin. B. 

Bantların yoğunluk analizleri (%) 
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5. TARTIġMA 

Kanser geliĢiminde görevli olan birçok moleküler mekanizma vardır. 

ÇalıĢmamızda bu moleküllerden kanser hücrelerinin invazyon ve göçü üzerinde etkili 

olan voltaja duyarlı sodyum kanalı izoformu neonatal Nav1.5 iyon kanalı ve kanser 

hücrelerinin farklılaĢma ve çoğalmasını etkileyen Noç-4 reseptörünün metastatik 

süreç üzerindeki etkisini inceledik. Çoğu iyon kanalının onkojenik geliĢime katılan 

hücresel süreçlerde gerekli olduğu bilinmektedir. Kanser hücreleri kontrolsüz 

çoğalmanın yanında, lenf ve kan dolaĢımına ulaĢmadan önce bazal laminayı 

sindirerek dokulara göç eder ve uygun dokuya ulaĢtıklarında ikinci bir tümör 

oluĢtururlar. Bu süreç, sistein katepsinler (114) ve matriks metalloproteazlar (115) 

gibi birçok hücre dıĢı proteazlar yardımıyla gerçekleĢir. Hücre içi kalsiyumdaki 

artıĢla hücre göçünün gerçekleĢtiği bilinmektedir. Bu olay SK3 gibi potasyum 

kanalları tarafından kontrol edilmektedir (116). Son 10 yılda voltaj kapılı sodyum 

kanallarının in vitro koĢullarda kanser hücrelerinin invazifliğini kuvvetlendirdiğine 

yönelik birçok kanıt elde edilmiĢtir (117). 

Diğer taraftan, hücre farklılaĢması, organ sınırı belirlenmesi, hücre çoğalması 

ve canlılığı gibi süreçlerde rol alan Noç reseptörlerinin kanser hücrelerinin 

invazyonu ve metastazına da katkıda bulunduğuna dair bulgular vardır (103). 

Yapılan çalıĢmalarda MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde Noç-2 reseptörünün 

tümör oluĢumunu azalttığı, Noç-4 aktivasyonunun ise in vivo koĢullarda tümör 

geliĢimini arttırdığı gösterilmiĢtir (118). Bu bilgiler ıĢığında nNav1.5 iyon kanalı ve 

Noç-4 reseptörünün birlikte ve ayrı ayrı inhibisyonları sonucunda güçlü metastatik 

insan kaynaklı meme kanseri hücrelerinin çoğalması, göçü ve doku dıĢına 

çıkmasında görevli olan matriks metalloproteinazlar üzerindeki etkisini incelemek 

amacıyla nNav1.5 kanal inhibitörü olarak fenitoin, Noç-4 inhibitörü olarak gama 

sekretaz inhibitörü olan DAPT bileĢiğini kullandık. 

Hücrelerin fenitoin ile 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyonu sonucu hücre canlılığı 

ve hücre çoğalması üzerinde etki görülmemiĢtir. Bulgularımız yapılan çalıĢmaları 

desteklemektedir (119). Ġyon kanalı inhibisyonunun hücre çoğalmasını etkilemediği 

bilinmektedir. Yapılan sitotoksisite çalıĢmasıda bu bilgiyi doğrulamaktadır. Voltaja 

duyarlı sodyum iyon kanalları hücrelerin metastatik potansiyelini etkileyen hücre 

göçü, invazyon gibi süreçlerde etkindir. Yapılan hücre göçü deneyi ile fenitoinin 
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etkin dozunun 70 M olduğu, bu dozdaki fenitoinin hücre göçünü % 87 azalttığı 

gözlenmiĢ ve buna dayanarak deneyimizin gen ifadesi çalıĢmalarında fenitoinin bu 

dozu kullanılmıĢtır. BaĢka bir çalıĢmada fenitoinin 50 M dozunda sodyum iyon 

kanalı akımı, hücre göçü ve invazyonunun baskılandığı gösterilmiĢtir (119). 

Farmakolojik veriler neonatal Nav1.5’in klinik açıdan önemli olan antiaritmikler ve 

lokal anestezikler tarafından bloke edildiğini göstermiĢtir. Lokal anestezik lidokain 

ve antikonvülzan fenitoin küçük hücreli akciğer kanseri hücre hatlarında VGSC 

bağımlı endositik membran aktivitesini azaltmaktadır (44). Ayrıca fenitoinin sıçan 

prostat kanseri hücrelerinin göçünü (21) ve MDA-MB-231 insan meme kanseri 

hücrelerinin göçünü önemli oranda azalttığı gösterilmiĢtir. Hücre göçü deneyimizde 

fenitoinin 70 M ve üzerinde meme kanseri hücrelerinin göçünü azaltması yapılan 

çalıĢmaları desteklemektedir.  

DAPT ve fenitoinle MDA-MB-231 hücrelerinin 24 saatlik inkübasyonu 

sonucu, hücre göçü ve zimografi sonuçları arasında farklılıklar gözlenmiĢtir. 

Örneğin, DAPT’ın 700 M uygulandığı dozda hücre göçü % 82 azalırken, MMP-9 

bant yoğunluğu kontrole göre % 27 azalmıĢtır. Fenitoinin 70 M konsantrasyonunda 

ise hücre göçü % 87 azalırken, zimografi sonuçlarında MMP-9 proteinine ait bant 

yoğunluğu % 16 artmıĢtır. Ayrıca, yapılan tüm zimografi sonuçlarından elde edilen 

MMP-9 proteinine ait bant yoğunluklarındaki artıĢ ve azalıĢlar RT-PCR ile elde 

edilen MMP-9 gen ifadesindeki artıĢ ve azalıĢla uyumludur. mRNA’nın 

düzenlenmesi ve protein seviyeleri birbirinden ayrı ve bağımsız olabileceğinden 

zimografi ve hücre göçü sonuçları arasında tutarsızlık olabilir. Ayrıca yapılan 

çalıĢmalarda, kanser dahil olmak üzere çeĢitli hastalıklarda mRNA ve protein 

seviyeleri arasında tutarsızlık rapor edilmiĢtir (22). Diğer taraftan, kanser 

hücrelerinde iyon kanalının aktivitesindeki artıĢtan dolayı kanser hücrelerinin 

mikroçevresi asitleĢmektedir. Asidik pH’da aktive olan katepsin B gibi sistein 

proteazlar ve bütün dokularda bulunan hyalüronidaz enzimi, hücreler arası matriksi 

yıkarak tümör hücrelerinin invaze olmasını sağlarlar (120). Bu bilgiler ıĢığında ve 

elde ettiğimiz verilere dayanarak hücre göçünde ve invazyonunda sadece MMP’lerin 

etkin rol oynamadığını söyleyebiliriz.  

Noç-4 reseptörünü inhibe etmek için kullandığımız gama sekretaz inhibitörü 

DAPT için yapılan sitotoksisite çalıĢmalarında 690 M DAPT uygulamasında 
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hücreler % 50 oranında canlılıklarını yitirmiĢtir. DAPT’ın etkinliği 24 saat 

sonrasında azalmaya baĢlamıĢtır. Noç-4 mRNA seviyesini yüksek oranda azalttığı 

için gama sekretaz inhibitörleri içerisinden DAPT seçilmiĢtir (121). 

Yapılan çalıĢmalarda tümör invazyonun geliĢiminde matriks 

metalloproteinazlar ve onların doku inhibitörlerinin önemli iĢleve sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (45). Matriks metalloproteinazlar, çinko içeren kalsiyum bağımlı bir 

endopeptidaz ailesidir. Latent formda salgılanırlar ve bu formu proMMP olarak 

adlandırılır. Latent MMP’lerin hücreler arası matriks bileĢenlerini yıkabilmeleri için 

aktive olmaları gerekir. MMP’lerin aktivasyonu çeĢitli inhibitörler tarafından 

düzenlenir, bunlar arasında en önemlisi metalloproteinazların doku inhibitörleridir 

(TIMP) (122). TIMP’ler hücre dıĢına salgılanabilirler ya da hücre zarında zara 

tutunmuĢ olan MMP’ler ile birlikte bulunurlar. MMP ve TIMP’ler arasındaki denge 

hücrelerarası matriks proteinlerinin yıkımını kontrol eder. TIMP’ler MMP’lerin 

aktivitesini 1:1 oranında kompleks oluĢturarak inhibe eder. MMP’ler ve inhibitörü 

olan TIMP’ler arasındaki dengenin bozulması sonucu kronik inflamatuvar 

hastalıklardan kansere kadar çok sayıda patolojik durum ortaya çıkar. Hemen hemen 

insan kaynaklı kanserlerin tümünde MMP gen ifadesi ve aktivitesi artmaktadır (123). 

ÇalıĢmamızda nNav1.5 ve Noç-4 inhibisyonunun MDA-MB-231 hücrelerinde arttığı 

bilinen, MMP-9 proteini üzerindeki etkisini jelatin zimografi yöntemiyle analiz ettik. 

Ġlaç uygulamaları sonucu değiĢen MMP-9/TIMP-1 oranını RT-PCR yöntemi ile 

belirledik (124). Buna göre MMP-9 gen ifadesinin azalması ve inhibitörü olan 

TIMP-1 gen ifadesinin artması sonucu MMP-9/TIMP-1 oranı azalacaktır. Buna bağlı 

olarak da tümör invazyonu azalacaktır. 

RT-PCR çalıĢmamızda MMP-9 gen ifadesindeki artıĢ ve azalıĢlar ile jelatin 

zimografi deneyinde MMP-9’a ait bant yoğunluklarındaki artıĢ ve azalıĢlar birbiri ile 

tutarlı bulunmuĢtur. Fakat sadece bu verilere dayanarak MDA-MB-231 hücrelerinin 

invazyonu üzerinden değerlendirme yapmak doğru olmayacaktır. Bunun için MMP-

9/TIMP-1 oranı invazyonun azalıp azalmadığı konusunda bize doğru sonucu 

verecektir. Öyle ki MMP-9 gen ifadesi artarken, MMP-9/TIMP-1 oranı azalıyorsa 

invazyonun azaldığını söyleyebiliriz.  

Noç reseptör inhibitörü olarak kullandığımız gama sekretaz inhibitörünün 

Noç-4 reseptörünün yanında nNav1.5 gen ifadesini de baskıladığı görülmüĢtür. 
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Gama sekretaz inhibitörlerinin dezavantajlarından birisi de Noç reseptörleri dıĢında 

çok sayıda substrata sahip olmasıdır (125). Daha önce yapılan bir çalıĢmada voltaj 

kapılı sodyum kanalının alt biriminin bir gama sekretaz subsratı olduğu sonucuna 

varılmıĢ ve bu inhibisyon sodyum iyon kanalının Nav1.1 ve Nav1.3 izoformlarında 

gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızda gama sekretaz inhibitörünün bu etkisini nNav1.5 iyon 

kanalında saptadığımızdan dolayı sodyum kanalının alt biriminin bir gama 

sekretaz subsratı olduğu destekleyici bir bulgu olarak kabul edilebilir. 

Ayrıca gen ifadesi çalıĢmalarımızda, MDA-MB-231 hücrelerinin fenitoin ve 

gama sekretaz inhibitörü ile 48 saatlik inkübasyonunun ardından yapılan RT-PCR 

sonuçlarında nNav1.5 gen ifadesinin kontrole göre arttığı görülmüĢtür. Bizim 

bulduğumuz bu sonuç, baĢka bir araĢtırmada MDA-MB-231 hücrelerinde sodyum 

iyon kanalı inhibitörü olan tetrodotoksin ile 24 saatlik inkübasyon sonrası nNav1.5 

gen ifadesinde görülen artıĢ ile tutarlıdır (47). Bu durum voltaja duyarlı iyon kanalı 

mRNA ifadesinin aktivite bağımlı oto-düzenleniminin karmaĢık olmasından ve 

hücrenin kaynaklanabilir. Hücre tipi ve deney koĢulları da bunda etkili olabilir. 

Ayrıca kullanılan inhibitörlerin etkinliğinde hücre dıĢı ortamın biyokimyasal içeriği 

de önem taĢımaktadır. Yapılan bir çalıĢmada % 5 serum içeren ortama voltaja duyarlı 

sodyum kanal inhibitörü tetrodotoksin eklendiğinde VGSC kanalları yüksek oranda 

inhibe olurken, serum içermeyen ortamda hücrelere uygulandığında ise tam tersi etki 

yaptığı gözlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda, 700 M DAPT uygulaması hem nNav1.5 hem de Noç-4 gen 

ifadelerini azaltarak MMP-9/TIMP-1 oranının anlamlı Ģekilde düĢmesine sebep 

olmuĢtur. Diğer taraftan, fenitoin ve DAPT’ın birlikte uygulanması nNav1.5 ve Noç-

4 gen ifadelerini ve MMP-9/TIMP-1 oranını anlamlı seviyede düĢürmüĢtür. Buradan 

yola çıkarak bu iki molekül arasında bir etkileĢim olduğunu ve iki molekülün birlikte 

inhibisyonlarının MMP-9/TIMP-1 oranını düĢürerek kanser hücrelerinin 

invazyonunu azalttığı sonucuna varabiliriz. Bu bulgular ıĢığında neonatal Nav 1.5 

sodyum kanalı ve Noç-4 reseptörünün meme kanserinde anti-metastatik bir hedef 

olabileceğini söyleyebiliriz. 

Neonatal Nav 1.5 sodyum kanalı ve Noç-4 reseptörünü meme kanserinde anti-

metastatik hedef yapan baĢka özellikleri de vardır. Poliklonal bir antikorun üretilmesi 

ile (NESO pAb) aNav1.5 ve nNav1.5 arasındaki 7 amino asitlik fark açığa çıkmıĢtır. 
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Bu antikor nNav1.5 kanalında hücre dıĢı bir bir epitobu seçici olarak tanımaktadır, 

hücre dıĢı epitop örn. D1: S3-S4 bağlantısı (56). In vitro koĢularda, NESOpAb’nin 

kullanılması nNav1.5’in zayıf metastatik MCF-7 hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında 

yüksek metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde daha fazla ifade 

edildiğini doğrulamaktadır (56). Elektrofizyolojik analizlerle tutarlı olarak, 

NESOpAb’in in vitro koĢullarda metastatik meme kanseri hücrelerinde invazyon ve 

migrasyonu baskıladığı gösterilmiĢtir. Bu bulgu meme kanseri invazyonunda 

nNav1.5’in gerekliliğini doğrulamaktadır (37). nNav1.5 metastatik sürece 

katkısından dolayı meme kanserinin tedavisinde önemli bir hedeftir. 

Noç sinyal yolağı ise çeĢitli karakteristik özellikleri ile meme kanserinde 

etkileyici bir hedef haline gelmektedir. Bunlardan ilki, Noç yolağı sadece meme 

kanseri hücrelerinin çoğalma ve canlılığını değil, meme kanseri kök hücrelerininde 

çoğalma ve canlılığını düzenlemektedir (126). Aynı zamanda Noç sinyali, tümör 

endotel hücrelerinde özellikle Delta-4 ligandının etkili olduğu farklı bir pro-

anjiogenik iĢleve sahiptir (127). Sonuç olarak, meme kanseri primer lezyonlarında 

Noç sinyalinin farmakolojik ajanlarla inhibisyonu tümörün yenilenmesinden sorumlu 

olan meme kanseri kök hücrelerinin kendini yenilemesini ve damar oluĢumunu 

engelleyerek metastaz oluĢumunu önleyebilir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada, Noç-4 ve nNav1.5’in metastatik MDA-MB-231 insan meme 

kanseri hücrelerinin metastatik potansiyeli üzerinde etkisi olduğu, birlikte inhibe 

edilmelerinin kanser hücrelerinin invazyonunu matriks metalloproteinazlar ve 

inhibitörleri üzerinden azalttığı gösterilmiĢtir. Moleküler düzeyde Noç sinyali, 

Hedgehog ve Wnt gibi farklılaĢma, çoğalma ve hücre canlılığı üzerinde etkili olan 

birçok yolak ile etkileĢim içerisinde olduğundan bu yolaklar üzerinden de çalıĢma 

yapılması gerekmektedir (128). Sonuçta, Noç sinyal yolağının inhibisyonu aynı anda 

çok sayıda ikincil tedavi hedeflerini etkileyebilir. 
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