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OZET

ANTIEPILEPTIKLERIN (LAMOTRIJIN VE OKSKARBAZEPIN) SICAN
PROSTAT KANSER HUCRELERI (MAT-LYLU) UZERINE ETKILERI:
PROLIFERASYON VE MiGRASYON

Prostat kanseri, ilerleyen yasla birlikte erkeklerde goriilme orani hizla artis gosteren
oldukca yaygin bir kanser tiiriidiir. Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde voltaj kapili
sodyum kanallart (VGSC)’nin, olduk¢a 6nemli rollere sahip oldugu yapilan caligsmalarla
ortaya konmustur. VGSC ekspresyonunun, metastatik siiregte hizlandirict bir faktor olarak
rol aldigini, hastaligin teshis ve tedavisinde bir markir olma potansiyeli tagidigini gosteren
calismalar, VGSC’lerin prostat kanserinde yeni terapotik bir hedef oldugunu
gostermektedir. Bu konuda yapilan arastirmalardan elde edilen bulgular kansere yonelik
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi, VGSC’lere spesifik ajanlarin saptanmasi ve
etki profillerinin aydinlatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Epilepsi, tekrarlayici nobetlerle karakterize edilen ve spesifik tedavi gerektiren kronik bir
hastaliktir. Hastaligin  tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglar c¢esitli  etki
mekanizmalarina sahiptir. Calismada kullandigimiz yeni nesil antiepileptiklerden
lamotrijin (LTG) ve okskarbazepin (OXC) Na® kanallarim1 bloke ederek epileptik
nobetlerin baskilanmasini saglamaktadirlar.

Caligmada, LTG ve OXC’nin, Dunning si¢an prostat tiimor modeli yiiksek metastatik Mat-
LyLu hiicrelerinin toksisite, proliferasyon ve isaretlenme indeksi gibi kinetik parametreleri
tizerindeki etkilerini ortaya koymak ve ajanlarin, hiicrelerin lateral hareketi tizerindeki etki
profillerini, spesik bir VGSC blokeri olan tetrodotoksin (TTX) ile karsilagtirmali olarak
arastirmak amaclanmistir.

Bu amagla, Mat-LyLu hiicrelerine 75 uM LTG, 0,1 upM OXC ve 600 nM ile 1 uM TTX 24
ve 48 saat silireyle uygulanmis, hiicre kinetiklerinin yani sira hiicrelerin lateral hareketi de
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore: LTG ve OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin
proliferasyonu ve migrasyonu tiizerinde anlamli bir etki olusturmadigi (p>0,05) ancak,
DNA sentezini stimiile ettigi tespit edilmistir. LTG ve OXC’nin Mat-LyLu hiicrelerinin
VGSC’lerini baskilamada spesifik bir sodyum kanal blokeri olan TTX gibi belirgin bir
inhibisyon sergilemedikleri saptanmistir.
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SUMMARY

EFFECTS OF ANTIEPILEPTICS (LAMOTRIGINE AND OXCARBAZEPINE) ON
MAT-LYLU RAT PROSTATE CANCER CELL LINE: PROLIFERATION AND
MIGRATION

Prostate cancer, which has rapidly rate of increase by advancing age among men, is a very
common type of cancer. A lot of studies display that, voltage gated sodium channels
(VGSC) have very important roles at prostate cancer’s development and progression. Also
it was showed that, VGSC expression plays a role as an accelerator factor and some of the
studies point out that VGSCs may have a potential for the diagnosis and treatment of this
disease as a therapeutic marker. Evidences from cancer studies are very important for
enhancing new therapy methods, establishing VGSC specific agents and for explaining
their efficacy profiles.

Epilepsy is a chronic disease that is characterized by repetitive seizures and needed to be
cured particularly. The antiepileptic drugs used for the treatment have different efficacy
mechanisms. The new antiepileptics, lamotrigine (LTG) and oxcarbazepine (OXC) we
used for the study, provide the suppresion of epileptic seizures and show their effects via
Na* channel blockade.

The aim of this study is to determine the effects of LTG and OXC onto Dunning rat
prostate tumour model, highly metastatic Mat-LyLu cells’ kinetic parameters like toxcicity,
proliferation and labelling index. Also it was aimed to show the effects of these agents on
lateral movement of cells by comparing with the other VGSC specific blocker tetrodotoxin
(TTX).

For this purpose 75 uM LTG, 0,1 uM OXC, 600 nM and 1 uM TTX were applied onto
Mat-LyLu cell line for 24 and 48 hours, furthermore lateral movement of the cells were
studied together with cell kinetics. According to achieved results, 75 uM LTG and 0,1 uM
OXC did not produce a statistical effect (p>0,05) on proliferation and migration of cells,
however they stimulated DNA synthesis. Also it was determined that, LTG and OXC did
not show an obvious inhibition such as high specific blocker TTX.



1.GIRIS

Prostat kanseri ilerleyen yasla birlikte erkeklerde goriilme orami hizla artis gosteren
oldukca yaygin bir kanser tiiriidiir (Patel ve Klein, 2009). Prostat kanserinin ortaya
cikmasina ve gelismesine sebep olan faktorler ¢ok iyi bilinmese de; yas faktorii, etnik
koken gibi birtakim nedenlerin yani sira, birinci dereceden yakinlarinda prostat kanseri
teshis edilmis erkeklerde s6z konusu hastaligin goriilme riskinin 2-3 kat arttif
bilinmektedir (Johns ve Houlston, 2003; Aus ve dig., 2005). Bir erkekte 0-39 yas arasinda
prostat kanseri gelisme olasilig1 %0,01 iken; 40-59 yas arasinda %2,58; 60-79 yas arasinda
%14,7 ve yasam boyu erkek bir bireyde klinik 6neme sahip prostat kanseri gelisme
olasilig1 %17,8 gibi oldukga yiiksek oranlara ulasmaktadir (Jemal ve dig., 2005).

Prostat kanserinin goriilme sikligi tilkeler arasinda degismekle birlikte, erkeklerde
cogunlukla teshis edilen ikinci kanser tiiriidiir ve her yil 914.000 yeni olguya tani
konmaktadir (Jemal ve dig., 2010). Tiirkiye’deki erkeklerde prostat kanseri, en sik teshis
edilen kanser tiirleri arasinda akciger ve mide kanserinden sonra {igiincii sirada yer
almaktadir. Bu hastaligin goriilme siklig1 yiiriitiilen arasgtirmalar sonucunda yiiz binde 5,97
olarak tespit edilmistir (Aydin, 2007).

Lokal ve sistemik tedavilerle diisiik oranlarda iyilesmeler gozlense de, ¢ogunlukla ilerleyen
evrelerde gelisen metastazlar nedeniyle kaginilmaz olarak 6liim ger¢eklesmektedir (Izawa
ve Dinney, 2001). Metastaz; kanser hiicrelerinin primer timdrden ayrilmasini, aktif bir
sekilde migrasyonunu, timor hiicrelerinin  kan damarlarina intravazasyon ve
ekstravazasyonunu, uzaktaki bir dokuya yerlesip ¢ogalmalarini kapsayan ¢ok basamakli bir

stirectir (Madeja ve dig., 2005).

Hiicre zarinda bulunan ve ag¢ilip kapanarak partikiiler iyonlarin zardan gegisini saglayan
iyon kanallari, hiicrenin aktivitesinde ¢ok 6nemli bir yere sahip transmembran proteinlerdir

(Denac ve dig., 2000). Voltaj kapili iyon kanallarindan Na*, K* ve Ca*? kanallarini igine



alan, belirli bir zar potansiyelinde 6zgilin olduklar1 iyona karsi gecirgenligi bulunan bu
kanallar yapisal olarak benzerlikler gostermektedir (Terlau ve Stithmer, 1998). Voltaj
kapilt sodyum kanallart (VGSC), miyosit ve endokrin hiicreleri gibi elektriksel olarak
uyarilabilen hiicrelerde ve noronlarda aksiyon potansiyelinin olusumunu saglamaktadirlar
(Yu ve Catterall, 2003). Yapilan ¢aligsmalar; prostat, kolon ve glioma gibi kanser tiirlerinin
proliferasyonunda ve metastatik gelisiminde voltaj kapili iyon kanallarinin rol oynadigini

ortaya koymustur (Fiske ve dig., 2006).

Sican ve insan prostat kanser hiicrelerinde ¢esitli tipte VGSC’ler bulunmustur (Laniado ve
dig., 1997). Prostat kanseri arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan Dunning si¢an prostat
timor modeli, baglangicta karsinogenezin hormonal yonlerinin arastirilmasinda, daha sonra
ise, kanser aragtirmalarinin metastaz biyolojisi gibi farkli alanlarinda deneysel model
olarak kullamilmaktadir (Tennant ve dig., 2000). Dunning Si¢an prostat kanser hiicreleri
olan Mat-LyLu hiicrelerinde bulunan VGSC’lerin gii¢lii bir ndrotoksin olan tetrodotoksine
(TTX) duyarli oldugu gosterilmistir (Grimes ve Djamgoz, 1998). TTX’in dikkat ¢ekici
fonksiyonlarindan biri, VGSC’nin, membranin dis yiiziindeki reseptor bolgesine kisa bir
stirede sikica baglanarak kanaldaki sodyum akimimi etkin bir sekilde bloke etmesidir
(Cestele ve Catterall, 2000). Insan ve sigcan prostat kanser hiicreleri ile yiiriitiilen in vitro
caligsmalarda, bu hiicrelerde VGSC ekspresyonunun arttig1 ve VGSC ekspresyonundaki bu
artisin invazyon (Grimes ve dig., 1995; Bennet ve dig., 2004), morfolojik genisleme
(Fraser ve dig., 1999), galvanotaksis (Djamgoz ve dig., 2001), hareket (Fraser ve dig.,
2003), salgilayici membran aktivitesi (Mycielska ve dig., 2003), gen ekspresyonu
(Mycielska ve dig., 2005) ve adezyon (Palmer ve dig., 2008) gibi metastaz ile iliskili
hiicresel aktiviteleri kuvvetlendirdigi ve VGSC’leri spesifik olarak bloke eden TTX’in bu
hiicresel metastatik davranislar1 baskiladigi in vitro olarak gosterilmistir. Dunning sigan
prostat kanser modeli ile yapilan in vivo arastirmalarla, in vitro bulgulari destekleyecek
sekilde, VGSC’lerin prostat kanser hiicrelerinin metastatik davraniglarinda rolii oldugu ve
bu kanallarin bloklanmasinin metastazi baskiladigi saptanmistir (Yildirim, 2007; Altun ve
Djamgoz; 2008).

Halk arasinda sara olarak da bilinen epilepsi, tekrarlayict ndbetlerle karakterize edilen ve
bu ndbetlerin spesifik tedaviyi gerektirdigi kronik bir hastaliktir. Epileptik bir ndbet,

beyindeki anormal elektrik desarjinin neden oldugu bir ataktir ve duyu-motor



fonksiyonlarinda, davranig, hafiza veya bilingte ortaya ¢ikan ani degisikliklerle kendini

gosterir (Ozates ve dig., 2003).

Vigabatrin, lamotrijin, topiramat, tiagabin, gabapentin, okskarbazepin, levetirasetam ve
zonisamid gibi etken maddeler, epilepsi tedavisinde kullanilmakta olan yeni nesil
antiepileptik ilaglarin bilesiminde yer almaktadir (Sendrowski ve Sobaniec, 2005). Genelde
birgok yeni antiepileptik ilag, hem farmakokinetik Ozellikleri hem de diger
antiepileptiklerle etkilesime girmediklerinden, standart ilaglara gore daha iyi tolere
edilmektedirler (Karagdz, 2002).

Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmalari, inhibitor GABAerjik (gamma-aminobutirik asit)
transmisyonu arttirmak, uyarict glutamaterjik norotransmisyonu azaltmak, voltaj kapili
sodyum ve kalsiyum kanallarmi bloke etmek ve hiicre igi sinyal yolaklarini etkilemek
seklinde smiflandirilmaktadir (Johannessen, 2008). Lamotrijin’in (LTG) voltaj kapili
sodyum kanallarin1 bloke edici ve potasyum kanallarini diizenleyici etkisi bulunmaktadir
(Jefferson, 2005). Yeni nesil antiepileptiklerden bir digeri olan okskarbazepin’in (OXC) de
sodyum kanalindaki iyon iletim diizeyinde oldukga belirgin bir azalmaya neden oldugu

gosterilmistir (Huang ve dig., 2008).

Calismamizda; etkisini Na® kanallarmi bloke ederek gosteren, yeni nesil antiepileptik
ajanlardan LTG ve OXC’nin, Dunning sigan prostat timor modeline ait yiiksek metastatik
Mat-LyLu hiicrelerinin toksisite, proliferasyon ve igsaretlenme indeksi gibi hiicre kinetikleri
tizerindeki etkilerini ortaya koymak ve kullanilan ajanlarin, hiicrelerin lateral hareketi
dolayistyla da VGSC’leri iizerindeki etkilerinin, spesik bir VGSC blokeri olan TTX ile

karsilagtirmal1 olarak arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PROSTAT BEZI

Erkek tireme sisteminin yardimci bezlerinden biri olan prostat, fibromuskuler ve glandiiler
yapiya sahip, idrar kesesinin hemen altinda rektumun 6niinde yerlesmis bir bezdir. Prostat;
eriskin bir erkekte ortalama olarak 18-20 gram agirliginda, 30-50 adet tubuloalveolar bez
igerir (Tanagho, 2004).

Prostatik iiretra epiteli, lirogenital sinlis endoderminden kdken alir. Embriyonel gelisimin
liclincii ayindan itibaren prolifere olmaya baslayarak ¢evresindeki mezensimal doku igine
penetre olan tomurcuklanmalar gosterir (Basaklar, 1993). Prostatin glandiiler bez epiteli bu
endodermal hiicre tomurcuklarindan gelisirken, epitel hiicreleriyle iliskili mezensimden
ise, organin stromasi ve diiz kaslar1 meydana gelmektedir (Basaklar, 1993; Polat, 2002).
Neonatal déonemde ¢ap1 1 cm’den az olan prostat, puberte donemine kadar geliserek 2
cm’lik bir boyuta ulagir. Puberte doneminden sonra prostatin olgunlagmasi hizlanir ve 20

yasina kadar olgunlagma evresini siirdiiriir (McNeal, 1997).

Prostat epiteli igerisinde; morfolojik 6zellikleri, fonksiyonel durumlar1 ve karsinogenezle
iligkileri agisindan en az ii¢ farkli hiicre tipi ayirt edilebilir (Sekil 2.1.1) (Montano ve
Djamgoz, 2004). En yaygin olarak bulunan hiicre tipleri, salgi yapan luminal hiicrelerdir.
Bu hiicre tipleri androjen bagimlidir ve prostatik salgi maddelerini tiretir. Molekiiler
seviyede luminal hiicreler; androjen reseptdr sentezi, sitokeratin 8 ve 18, hiicre yiizey
belirteci CD57 ile tamimlanabilir. Ikinci énemli epitelyal hiicre tipi, bazal hiicrelerdir. Bu
hiicreler; luminal hiicreler ile bazal membran arasinda bulunur ve prostat dokusunda
luminal hiicreleri g¢evreleyen bir katman olustururlar. Bazal hiicreler; sitokeratin 5 ve 14,
CD44 ve diisiik seviyede androjen salgilar ancak prostatik salgi proteinlerini liretmezler
(Brawer ve dig., 1985; Nagle ve dig., 1987; Verhagen ve dig., 1988; Sherwood ve dig.,
1990; Liu ve dig., 1997; Bui ve dig., 1998). Bazal hiicrelerin ayn1 zamanda potansiyel kok



hiicreler olabilecekleri de diisiiniilmekte olup bu hiicrelerin, muhtemel kdk hiicre profiline
uygun olarak, DNA hasarina kars1 koruyucu molekiiller sentezledikleri belirtilmekte ve
anti-apoptotik Bcl2 proteini 6rnek olarak verilmektedir (Bui ve dig., 1998; De Marzo ve
dig., 1998). Ugiincii prostatik epitelyal hiicre tipi ise, embriyonik kokeni tam olarak
bilinmeyen ndroendokrin hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, luminal hiicrelerin biiylimesini
saglayan parakrin sinyaller irettikleri disiiniilmektedir (Di Sant’agnese, 1998;
Abrahamsson, 1999). Noroendokrin hiicreler androjen bagimsiz hiicrelerdir. Bazal
katmanda daginik olarak bulunan bu hiicreler kromogranin A, serotonin ve ¢esitli

noropeptitleri sentezlerler (Abete-Shen ve dig., 2000).
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Sekil 2.1.1.  Insan prostat bezini olusturan hiicre tiplerinin sematik olarak gosterilmesi.

Prostat dokusunda tanimlanan farkli hiicre tiplerinin koken iligkilerinin bilinmesi, prostat
kanserinin olusum mekanizmasinin aydinlatilmasi bakimindan énem tasimaktadir. Prostat
kanser hiicreleri genellikle bazal hiicrelere spesifik molekiiller sentezlemelerine karsin,
prostat kanserinde bazal hiicre katmaninin kayboldugu goriilmektedir (Bostwick, 1996).
Ayrica prostat spesifik antijen sadece luminal hiicreler tarafindan salgilandigindan, kanser
hiicreleri en azindan kismen luminal fenotipe sahiptir. Bu durum, neoplastik bir
transformasyon esnasinda luminal hiicrelerin muhtemelen bazal hiicre fenotipine benzeyen
daha az farklilasmis bir hiicre tipine doniistiigii seklinde agiklanmaktadir (Abete-Shen ve
dig., 2000).

Prostat bezi; en dista kollajendz doku ve sirkiiler diiz kas liflerinden olusan, ince bir fibroz

kapsiil ile ¢evrelenmistir. Bu kapsiiliin altinda konnektif ve elastik doku, diiz kas lifleri ve



bunlarin i¢ine gomiilmiis epitelyal bezlerin olusturdugu stroma yer almaktadir. Bu bezlerin
salgis1, yaklasik 25 adet ana salgilayict kanala bosalir (Tanagho, 2004; Walsh ve dig.,
2005). Prostat1 olusturan hiicrelerin meydana getirdigi salginin, énemli bir kismini da
prostatik sivi olusturmaktadir. Alkali 6zellikteki bu sivi; asit fosfataz, nitrat, ¢inko,
¢Oziinmiis protein fraksiyonlari, karbonhidratlar, elektrolitler, poliaminler, hormonlar,
lipidler ve biiylime faktorlerini igerir. Prostat sivisi alkali ozelligi ile vas deferens
stvisindaki spermlerin asidik yapida olan metabolik son iirlinlerini ve vagina sivisinin
asiditesini notralize ederek, spermin hareket ve fertilizasyon yetenegini arttirir (Mehik,
2000; Kaygil, 2006). Oncelikle McNeal’in (1972)de, daha sonra Blacklock ve Bouskill’in
(1977) yayinladiklar1 anatomik diseksiyon ¢aligmalarinda prostatin i¢ yapisi ile ilgili zonal
anatomi kavrami gelismistir. Bu siniflandirma prostat dokusunun prostatik iiretra ile olan
iliskisine dayanir ve gilinlimiizde halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna gore prostat;
periferal zon, santral zon, transizyonel zon, anterior fibromiiskiiler stroma ve preprostatik
sfinkterik zondan olusmaktadir (Sekil 2.1.2) (Walsh ve dig., 2005; Boddy ve dig., 2006;
Crawford, 2009). Bunlardan ilk ii¢li prostatin glandiiler kismina karsilik gelirken, anterior
fibromiiskiiler stroma ile preprostatik sfinkter bolge prostat dokusunun non-glandiiler

kismini olusturur.
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Sekil 2.1.2. (A) Sagittal kesitte zonlarin yerlesimi. (B) Prostat bezinin anatomik zonlarinin
gosterimi.



Transizyonel zon, prostatin glandiiler yapisinin %5-10"unu olusturmaktadir. Benign prostat
hiperplazisi (BPH) olarak adlandirilan prostat biiyiimesi, siklikla bu bolgeden
kaynaklanmakla birlikte, prostat adenokarsinomasinin %?20’si de yine ayni bolgeden
meydana gelmektedir. Santral zon, ejakiilatér kanallari koni seklinde sararak mesane
tabanina dogru yayilmakta ve prostatin salgilama fonksiyonuna sahip olan bu bolimii
yaklasik %25’lik kismimni olusturmaktadir. Prostatin posterior ve lateral bdoliimlerini
kapsamakta olan periferal zon ise, prostatin glandiiler yapisinin %70’ini igermektedir.
Prostat kanserlerinin %70’i periferal zondan kaynaklanmakta olup, bu bdlge siklikla
prostat iltihab1 olarak bilinen kronik prostatitten de etkilenmektedir. Prostatin 1/3’{inden
fazlasini anterior fibromiiskiiler stroma olusturmaktadir. Bu zon normalde idrar kesesinden

cizgili sfinktere kadar uzanmaktadir.

Prostat bezi, androjen metabolizmasinda da 6nemli bir rol Gistlenmistir. Plazmadaki serbest
testosteron, prostatik hiicrelere diflizyon yolu ile girdikten sonra prostatik enzimler
araciligiyla diger steroidlere metabolize olur. TestOosteronun 6nemli bir kismi 5 alfa
rediiktaz enzimi aracilifiyla en onemli prostatik androjen olan dihidrotestosterona geri
dontisiimsiiz olarak cevrilir. Dihidrotestosteron, prostatin embriyolojik gelisiminde 6nemli

bir etkiye sahiptir ve erkek dis genital organlarinin farklilagmasini saglar.

Saglikli bir bireyde prostat hacmi optimal seviyeye geldiginde, androjen ve doku
homeostazinin sagladigi prostatik hiicre proliferasyonu ile apoptotik hiicre 6limii denge
halindedir. Bu dengenin bozulmasi hem prostat hiicre sayisindaki artisi, hem de prostat
dokusunda dolayisiyla da, hacmindeki artisit meydana getirir (Kyprianou ve dig., 1996).
Organizmanin yasina bagl olarak epitelyal zonda dihidrotestosteron seviyesinin artmasi
prostat dokusundaki Ostrojen/androjen oraninin artigina neden olmaktadir. Meydana gelen
bu hormonal dengesizlik ise, benign prostat hiperplazisini (BPH) ortaya ¢ikarabilmektedir
(Bonkhoff ve Remberger, 1998).

2.2. PROSTAT KANSERI

Diinya ¢apinda olduk¢a yaygin bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikan prostat kanseri,
65 yasin iizerinde her dokuz erkekten birinde vaka haline gelebilme olasiliginin bulundugu

ve en sik tani konulan kanser tiirlerinden biridir (Penson ve Albertsen, 2002). Prostat



bezinin genelde normal olmayan ve kontrol dis1 bir sekilde biiylimesiyle karakterize olan
bu hastalik, yas1 ilerleyen erkekler arasinda morbidite ve mortalitenin ana nedeni olarak

uzun zamandan beri stiregelmektedir (Foster ve dig., 1999; Jemal ve dig., 2006).

Prostat kanserinin goriilme sikligr ilkeler arasinda degismekle birlikte, erkeklerde
cogunlukla teshis edilen ikinci kanser tiiridiir ve her yil 914.000 yeni olguya tani
konmaktadir (Jemal ve dig., 2010). Ulkemizde ise, prostat kanserinin goriilme sikligin
yansitan yeterli sayida istatistiksel veri bulunmamaktadir. Tiirkiye’deki erkeklerde prostat
kanseri, en sik teshis edilen kanser tiirleri arasinda akciger ve mide kanserinden sonra
liglincli sirada yer almaktadir. Bu hastaligin goriilme sikligi yiritilen arastirmalar

sonucunda yiiz binde 5,97 olarak tespit edilmistir (Aydin, 2007).

Prostat kanseri i¢in yas, genetik, etnik koken, diyet ve androjenler gibi ¢ok sayida risk
faktorii mevcuttur. Prostat kanseri, 50 yasin altindaki erkeklerde oldukga nadir gériilmesine
ragmen, goriilme siklig1 yasla birlikte artig gostermekte ve bu oran 50 yasin tlizerindeki
erkeklerde %30’un tizerinde iken, 80 yasindaki erkeklerde %80’lere ulagsmaktadir (Foster
ve dig., 1999; Parkin ve dig., 1999). Bir erkekte 0-39 yas arasinda prostat kanseri gelisme
olasilig1 %0,01 iken, 40-59 yas arasinda %2,58, 60-79 yas arasinda %14,7 ve yasam boyu
bir erkekte klinik 6neme sahip prostat kanseri gelisme olasiligi %17,8 gibi yiiksek
oranlardadir (Jemal ve dig., 2005).

Etnik gruplar ve iilkeler arasinda oldukga farkli oranlar sergileyen prostat kanseri insidanst;
Asya’da ozellikle Cin ve Japonya’da diisiik iken, Kuzey Amerika ve Iskandinav
tilkelerinde artmaktadir (Weber, 2007). Diger etnik gruplara kiyasla, hastaligin daha erken
baslamasi, agresifligine bagli olarak hizli ilerleme gostermesinde Afrikali-Amerikan
erkekler, daha yiiksek insidansa sahiptirler (Merrill ve Morris, 2002). Afrikali-Amerikan
erkekler prostat kanserine yakalanma bakimindan, beyaz irka mensup bireylerden %50

daha ytiksek insidans ve ortalama iki kat daha fazla mortalite oran1 gostermektedirler

(Sarma ve Schottenfeld, 2002).

Bu hastaligin patogenezinde diyet gibi faktorlerin de rol oynadig1 géz oniine alindiginda,
Japonya’da yasayan Japon halkinda prostat kanserinin goriilme sikligi diisiik olmakla

beraber, Kuzey Amerika’ya gé¢ eden Japonlar arasinda prostat kanseri insidansi giin



gectikce artmaktadir (Shimizu ve dig., 1991). Soya proteini bakimindan zengin besinlerin,
hayvansal yag icerikli besinlere kiyasla daha fazla tercih edildigi Asya kitasinin dogusunda
hastaligin insidansi oldukga diisiik oranlarda seyretmektedir (Shimizu ve dig., 1991; Yu ve
dig., 1991). Baz1 diyet 6geleri kanserin tetiklenmesine neden olurken, sayis1 gittik¢e artan
birtakim veriler de bazi esansiyel ve esansiyel olmayan besinlerin, timor gelisimini
baskilayabildigini ortaya koymaktadir (Denis ve dig., 1999; Schorah, 1999). Likopen tiirii
flavonoidler, selenyum, kalsiyum, vitamin E, soya, yesil c¢ay ve aralarinda
eikosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asit’in de bulundugu omega-3 ¢oklu-doymamis
yag asitlerini igeren diyetlerin kanser riskini azaltabilecegi saptanmistir (Sonn ve dig.,
2005; Haddad ve dig., 2006; Berquin ve dig., 2007; Cheung ve dig., 2008; Itsiopoulos ve
dig., 2009). Bircok calisma, prostat kanser riskiyle, diyetsel yaglardan 6zellikle doymus
yaglar arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyonun bulundugunu géstermistir (Kolonel ve dig.,

1999).

Erken yasta ortaya ¢ikan prostat kanseri, ailesel yatkinlikla iligkilendirilmekte ve bu
hastaligin goriilmesindeki etkenlerin %10’unun kalitsal oldugu bilinmektedir. Kalitsal
prostat kanserinde birtakim genlerin (HPC1, PCAP, HPCX, CAPB, HPC20, HPC2/ELAC?2
VE 16423 gibi) rol aldig1 belirtilmektedir (Nwosu ve dig., 2001; Carpten ve dig., 2002;
Rokman ve dig., 2002).

Steroid hormon reseptor sinyal yollari, prostat karsinogenezinin her evresinde énemli rol
oynamaktadir. Androjenler, fizyolojik olarak prostatin biiylimesi, gelismesi ve fonksiyonu
icin gerekli hormonlardir. Erkeklerde androjen/Ostrojen oraninin yasa bagli olarak
azalmasinin, prostat kanserinin ortaya ¢ikisinda énemli bir faktor oldugu diistintilmektedir

(Abete-Shen ve dig., 2002).

Prostat kanserinin kliniksel tedavisinde, hastaligin teshisinin kondugu zamanki evresi ve
differensiyasyon derecesi gibi kriterler, izlenilecek yol ve uygulanacak yontemler
acisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Prostat kanserinin erken déneminde herhangi bir
belirti gézlenmezken, hastaligin ilerleyen evrelerinde prostat bezinin biiyiimesine bagh
olarak idrar yapmada zorluk, idrarda veya semende kan goriilmesi, ayrica agr1 ve erektil
fonksiyon kaybi gibi belirtiler teshise yardimeci olmaktadir. Parmakla rektal inceleme,

prostat spesifik antijen (PSA), transrektal ultrasonografi (TRUS) ve biyopsi yontemleri
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prostat kanserinde tan1 koymak amaciyla basvurulan tetkiklerdir. Bunlardan TRUS, PSA
ve parmakla rektal inceleme en ¢ok tercih edilenlerdir. Gliniimiizde prostat kanserinin
tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve hormon tedavisi metodlar1 kullanilmaktadir. Hastaligin
bez ile smirli oldugu lokalize donemde; cerrahi (prostatektomi, termal enerji) ve
brakiterapiyi iceren radyoterapi, metodlar1 kullanilmaktadir. Metastazin bulundugu
durumlarda ise, kullanilan yontem hormonal tedavidir (Erdzenci, 2003). Bu yaklasimlar,
tedavide farkli etkinlik derecelerine sahip olsa da, en az %50’sinde hastalik ilerlemekte ve
viicudun bagka bolgelerine yayilmaya baslayarak metastatik evreye ge¢mektedir (Shelley
ve dig., 2007). Prostat kanserinin metastatik odaklari, akciger, kemikler ve lenf nodlaridir.
Metastazin ortaya ¢ikti§i durumlarda tercih edilen hormonal tedavi, androjen
hormonlarinin sentezinin ya da reseptorlerinin inhibe edilmesi esasina dayanir. Bu klasik
androjen siipresyon terapisi, baglangigta hastalig1 kontrol altina almaya yardimci olmakla
birlikte, yaklasik iki yildan sonra hormona kars1 direng geliserek tedaviye yanit vermemeye
baslamakta ve hastaligin tedavisi gii¢clesmektedir (Hellerstedt ve Pienta, 2002; Kageyama
ve dig., 2007).

Prostat kanserinin ortaya ¢ikisindan ve progresyonundan sorumlu mekanizmalar tam
olarak ortaya c¢ikarilamamistir, ancak karsinogenez gelisiminde sinyal iletim yollari,
anjiyogenez, adezyon, proliferasyon, hiicre 6liimii, farklilasma ve DNA tamiri gibi ¢ok
onemli hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili olan genlerde birtakim
degisikliklerin ve diizensizliklerin meydana gelmesi s6z konusudur. Prostat kanseri
histopatolojik ¢alismalar1 sonucunda, hastaligin primer Onciisli olarak 6ngdriilen spesifik
bir lezyon tipi tanimlanmustir. Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) olarak adlandirilan bu
lezyon tipi, atipik hiicresel dzellikler ve niiklear polimorfizm ile belirgindir. Ileri evre
prostatik intraepitelyal neoplazinin (HGPIN), erken invaziv karsinomanin hemen 6nceki
asamasini temsil ettigi diistiniillmektedir. PIN lezyonlari, prostat epitelinde goriilen BPH ve
atipik adenomatdz hiperplazi (AAH) gibi diger bazi histopatolojik anormalilerden yapisal
ve sitolojik olarak ayirt edilebilmektedir. BPH ve AAH, PIN’in aksine, prostat kanserinin

oncii evreleri olarak diisiiniilmemektedir (Bostwick ve Chang, 1999).

Prostat kanserinde siklikla goriillen molekiiler degisikliklerden biri, 8. kromozomun
spesifik bolgelerinde gergeklesen delesyonlardir. Bu tiir diizensizlikler; floresan in situ

hibridizasyon (FISH), karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH) ve allelik dengesizlik
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analizi teknikleri ile prostat tiimorlerinin %80’inde belirlenmistir (Chang ve dig., 1994,
Wistuba ve dig., 1999). PTEN (fosfataz ve tensin homolog) protein kaybinin, insan prostat
karsinogenezinde anahtar rol oynadigi diistiniilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda yapilan
bir ¢alismada pek ¢ok prostat kanser hiicre hattinda ve ksenograftta tiimor baskilayici
genlerden olan PTEN kayb1 oldugu gosterilmistir (Vliestra ve dig., 1998).

Prostatik karsinogenezin erken evrelerinde kromozom 7 ve kromozom 10’un da rol
oynayabilecegi ve kromozom 13, 16, 17 ve 18’in de primer tiimorle iligkili olabilecegi
yoniinde kanitlar bulundugu belirtilmektedir. fleri evre ve tekrarlayan prostat kanserlerinin
%20-%40’1nda kromozom 5’te mutasyon meydana geldigi tespit edilmistir (Kallionemi ve

Visakorpi, 1996; Bonkhoff ve Remberger, 1998; Weber, 2007).

Diger bir¢ok tiimorde oldugu gibi, prostat kanserinde de hiicre siklusunun kontroliine
ilisgkin genlerde meydana gelen degisikliklerin hastaligin ilerlemesinde belirgin rol
oynadig1 ongodriilmektedir. Normal sartlarda, prostat epitelinde oldukg¢a diisiik oranda
gergeklesen hiicre ¢ogalmasi, yine diisik oranda seyreden apoptoz ile dengede
tutulmaktadir (Berges ve dig., 1995). Diger taraftan, PIN ve erken invaziv karsinomlarda
hiicre ¢ogalma oraninda 7-10 kat artis oldugu, ileri evre ve/veya metastatik prostat
kanserlerinde de apoptoz oraninda yaklasik %60 azalma oldugu gosterilmistir. Bu nedenle,
organa sinirli olan hastaligin ilerlemesinde hiicre siklus kontroliindeki kaybin énemli rol
oynadigi, apoptozda meydana gelen diizensizliklerin ise, ileri evre prostat kanserinde daha

onemli oldugu diisiiniilmektedir (Abete-Shen ve dig., 2000).

2.3. PROSTAT KANSERINDE METASTAZ, MIGRASYON VE 1YON
KANALLARI

Metastaz; malignansi gelisiminin son basamagini temsil ederken, kanser hastalarindaki
mortalitenin de ana sebebi olmaya devam etmektedir. Bir tiimor hiicresinin primer
timorden ayrilarak, dolagim sistemi aracilifiyla, farkli alanlara go¢ etmesi ve buralarda
sekonder tliimorleri olusturmasiyla metastaz meydana gelmektedir. Kanser hiicrelerinin
primer timorden ayrilarak ekstraseliller matrikse (ECM) yayilmasimi, aktif sekilde

migrasyonunu, tiimor hiicrelerinin kan ve/veya lenf sistemlerine girmesini (intravazasyon)



12

ve damarlarin digina ¢ikip, ¢evre dokulara penetre olmalarini (ekstravazasyon) ve sonugta

uzaktaki bir dokuya yerlesip ¢cogalmalarimi kapsayan metastaz, ¢ok basamakli bir siiregtir

(Sekil 2.3.1) (Madeja ve dig., 2005).
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Sekil 2.3.1. Metastatik siire¢

Timor hiicresinin lateral hareketi (motilite/migrasyon), metastatik yayilimda onemli ve
kritik bir asamadir. Bir hiicrenin hareketlenmesi, ECM ve hiicre iskeleti arasindaki
etkilesime bagli aktif sekilde ilerleyen karmasik bir siirectir. Dunning R3327 sican prostat
adenokarsinoma hiicre hatlariyla (AT1, AT2, AT3, Mat-Lu, Mat-LyLu) yiriitilmis
birtakim ¢aligmalar, tiimor hiicresinin motilitesi ile metastaz arasinda gii¢lii bir korelasyon
oldugunun gosterilmesine yardimci olmustur. Prostat tiimor hiicreleri; ECM bilesenlerinin
yant sira stromal hiicreler, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreler ile bazal, sekretuvar ve
noroendokrin olarak oOzellesmis epitel hiicrelerinin bulundugu karmasik bir cevreye
sahiptir. Bu hiicre tipleri prostat karsinomasiin proliferasyon, differensiyasyon, motilite
gibi hiicresel davraniglarini diizenleyen birtakim faktorler salgilayabilmektedir (Banyard ve
Zetter, 1999). Prostat kanserinde biiylime faktorlerinin sentezinde ve salgilanmasinda bir

artis ya da bu faktorlere ait reseptorlerde meydana gelebilecek bir degisiklik hiicrenin
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motilitesini etkileyebilecek potansiyele sahiptir. Prostat kanseri hiicrelerinden DU 145 ile
yiiriitiilen bir ¢alismada, epidermal biiylime faktorii (EGF) ve transforme edici biiyiime
faktorii o (TGF- o)’nin artmis oldugu, buna paralel olarak hiicrelerin motilitesinin de arttig
gbozlenmistir (Ching ve dig., 1993). Prostat karsinoma hiicresinin metastatik odaklarindan
birini olusturan kemik dokusunun sahip oldugu insiilin bityiime faktorleri (IGF I ve IGF II)
timor hiicrelerinin hareketini pozitif yonde etkileyebilmektedir. Bir baska arastirmada
prostat tiimorii ¢cevresinde yer alan hiicre tiplerinden néroendokrin hiicrelerin, bombesin ve
gastrin salici peptid treterek, PC-3 insan prostat karsinoma hiicrelerinde motiliteyi
arttirdiklar1 tespit edilmistir (Aprikian ve dig., 1997). Biiylime faktorleri ve sitokin
diizenleyicilerin yanisira ¢evreleyici matriks de hiicrelerin hareketlenmesine etki
edebilmektedir. Proteazlarin salgilanmasi, ECM’nin degradasyonuna ve hiicrelerin primer
yerde dokuya invazyonuna ya da sekonder metastaz olusturmalarina olanak

saglayabilmektedir.

Metastatik siirecte hiicre adezyon molekiilleri (E-kaderin, integrin vb.), ECM yikici
enzimleri (proteazlar) ve bunlarin inhibitorleri, hiicre gogalmasini ve migrasyonunu uyaran
sitokinler, hiicre iskeleti elemanlar1 ve iyon kanal aktivitesi gibi ¢ok sayida faktor
genellikle kombinasyonlar seklinde rol almaktadir (Woodhouse ve dig., 1997; Fraser ve
dig., 2003).

Hiicrelerin plazma zarinda yer alan, agilip kapanarak partikiiler iyonlarin zardan gegisini
saglayan iyon kanallari, hiicrenin aktivitesinde ¢ok Onemli bir yere sahip transmembran
proteinlerdir (Foster ve dig., 1999; Denac ve dig., 2000). Iyon kanallar1, birgok hiicresel
davranisin diizenlenmesinin yani sira kanser gelisimi ve kanserin metastatik davranisi ile
baglantili olan hiicrelerin motilitesi ve invazyonunda rol oynamaktadir. Ancak iyon
kanallarmin, kanser gelisiminin hangi asamasinda siirece dahil oldugu kesin olarak
bilinememektedir (Kunzelmann, 2005). Plazma membranminda bulunan kapi kontrolli
kanallardan olan voltaj kapili iyon kanallar1 aksiyon potansiyelinin olusumunda ve
iletiminde rol alirlar (Baslo ve dig., 2002). Voltaj kapili iyon kanallar1 Na*, K* ve Ca*?
kanallarin1 i¢ine alan, birbirleriyle iliskili biiyilk bir protein ailesidir. Bu kanallarin
aralarinda yapisal olarak onemli derecede benzerlikler s6z konusudur ve belli bir zar

potansiyelinde spesifik olduklar1 iyonun zardan gecisine izin verirler (Terlau ve Stiihmer,
1998).
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Hiicrelerin normal biiyiime ve farklilagma siirecinde, bir iyon kanalinin aktivitesi diger bir
iyon kanali ile baglantilidir. Depolarizasyon ve ardindan kanalin agilmasi, diger bir kanalin
acilmasini veya kapanmasini takip eder. Bu senkronizasyon bozuldugu takdirde, hiicresel
cevre, c¢esitli kanser hiicresi davraniglarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Fiske
ve dig, 2006). Normal bir epitel hiicresinin kanser hiicresine doniisiimiinde, iyon
kanallarinin ekspresyonunu etkileyebilecek ya da iyon kanal aktivitesinde bir degisiklige
neden olabilecek diizeyde birtakim genetik degisimler meydana gelebilir. Ortaya g¢ikan
anormal iyon kanal aktivitesi de tiimdr proliferasyonunu kuvvetlendirebilir (Kunzelmann,
2005). Son zamanlarda yiriitilen birtakim kanser arastirmalarinda, hastaligin daha
malignant bir fenotipte seyretmesinde voltaj kapili iyon kanallarinin rolii olduguna dair
gortsler bildirilmektedir. Hiicre proliferasyonu, motilitesi ve sag kalimindaki rolleri agikca
ifade edilen s6z konusu kanallar1 bloklayan ya da indirgeyerek etki gosteren birtakim
ilaglarin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu nedenle spesifik hedef noktalar1 olarak ele
aliabilecek iyon kanallar1 kansere yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nem
tasimaktadir (Fiske ve dig., 2006). Prostat, meme, kolon, glioma gibi c¢esitli kanser
tiplerinde proliferasyon ve metastatik siirecin ilerleyisinde voltaj kapili iyon kanallarinin
rol oynadig1 ¢alismalarla ortaya konmustur (Sekil 2.3.2) (Laniado ve dig., 1997; Anderson
ve dig., 2003; Preussat ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Fiske ve dig., 2006).

t Kvs Proliferasyon ®. .9 Karaciger kansen
b -
- ®
-
Motilite Prostat kansen
t Navs - Meme kansen

Kolon kansen (doku)

Differensiyasyon - e - .\:oroblastoma (doku)
tCavs
SRR - - Fibrosarkoma
Proh’ferasyon = ' ’ Peostat bansais
T tpi Cav - : -

Sekil 2.3.2. Na’, Ca™ ve K" kanallarindaki artisin, cesitli kanser tipindeki hiicresel siireclere
etkisi.
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2.3.1. Voltaj Kapih Sodyum Kanallari ve Tetrodotoksin

Voltaj kapilt sodyum kanallar1 (VGSC), sinir ve kas hiicreleri gibi elektriksel olarak
uyarilabilen hiicrelerde aksiyon potansiyelinin olusumunu saglayan transmembran
proteinlerdir (Yu ve Catterall, 2003). Ancak voltaj kapili sodyum akiminin glia, lenfosit,
osteoblast, fibroblast ve endotel hiicreleri gibi uyarilabilir olmayan hiicre tiplerinde de
bulunduguna iliskin kanitlarin giderek arttigi ifade edilmektedir (Diss ve dig., 1998;
Grimes ve Djamgoz, 1998). Bu durum, sodyum kanallarinin hiicrede bilinenden ¢ok daha

fazla fonksiyonu oldugunu diistindiirmektedir.

VGSC’ler, 260 kDa agirliginda bir alfa () alt {initesi ile 33-36 kDa’luk bir veya daha fazla
sayidaki beta (B) alt linitelerinden olusan multimerik bir komplekstir (Sekil 2.3.1.1) (Clare
ve dig., 2000; Yu ve Catterall, 2003). Bir o alt tinitesi, her biri alt1 adet transmembran
segmenti (S1-S6) ile, S5 ve S6 segmentleri arasinda yer alan bir ilave segmentten
(SS1/SS82 veya P ilmegi) meydana gelmis dort adet homolog domainden (I-IV) olusur.
Domainler birbirine eksternal ve internal polipeptit zincirleri ile baglidir. Pozitif yiiklii olan
S4 segmenti, voltaj sensOrii olarak gorev alir ve sodyum kanalinin voltaja bagh
aktivasyonunu baslatir. Inaktivasyon, III. ve IV. domainler arasindaki hiicre ici kisa ilmek
tarafindan diizenlenir. S5 ve S6 segmentleri arasindaki SS1 ve SS2 segmentleri porun dig
bolgesinde bulunur ve iyon segici filtre gorevi goriir (Cestele ve Catterall, 2000; Yu ve

Catterall, 2003).

Pordaki o alt tnitesi fonksiyonel ekspresyon icin yeterlidir fakat kanalin agilip
kapanmasindaki voltaj bagimlilig: B alt tinitesi tarafindan degistirilir. Ayrica bu yardimer 3
alt tniteleri kanal lokalizasyonunda, hiicre adezyon molekiilleri, hiicre disi matriks ve

hiicre i¢i iskelet ile etkilesimlerde de rol oynarlar.
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Sekil 2.3.1.1.Voltaj kapili sodyum kanalinin yapist.

VGSC’lerin o alt tinitesini kodlayan on adet genden (Na,1.1-Na,1.9 ve Nay) dokuz tanesi
(Na,1.1-Na,1.9) fonksiyonel bakimdan aktif durumdadir. Bu genlerden Na,1.1, Na,l1.2,
Nay1.3 ve Na,1.7 gii¢lii bir sodyum kanal bloklayicisi olan tetrodotoksine hassas (TTX-S),
Na,1.5, Na,1.8 ve Na, 1.9 tetrodotoksine direngli (TTX-R) sodyum kanallarini
kodlamaktadir.

Uzun zamandir siirdiiriilen birtakim ¢alismalar VGSC’lerin 6zellikle Nay1.7 alt tipinin,
prostat kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde olduk¢a Onemli rollere sahip oldugunu
gostermistir (Laniado ve dig., 1997). Yapilan bir baska aragtirmada, Dunning sican prostat
adenokarsinomasindan elde edilmis yliksek derecede motilite yetenegine sahip olan Mat-
LyLu hiicrelerinin voltaj aktiviteli Na* kanalin1 eksprese ettigini fakat diger taraftan daha
az metastatik olan AT-2 hiicrelerinin boyle bir 6zellige sahip olmadigini gostermistir
(Grimes ve dig., 1995). Yiiksek metastatik 6zellige sahip olan Mat-LyLu hiicrelerinde en
az yedi farkli VGSC a alt tipi mRNA bulunmaktadir ve en yiiksek mRNA seviyesi Na,1.7,
Na,1.1 ve Nay alt tiplerine ait olup, baskin izoform Na,1.7°dir (Diss ve dig., 2001). Ayrica
Grimes ve Djamgoz (1998) Mat-LyLu hiicrelerindeki sodyum kanalinin TTX-S tipte
oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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Sodyum kanallarinin iyon gecirgenligi iizerinde etki gosteren birtakim maddeler
bulunmaktadir. TTX, saksitoksin, grayanotoksin, ciguatoksin veratridin, akonitin,
batrahotoksin gibi biyolojik toksinler bunlara 6rnek olarak gosterilebilir. Na* kanalma
baglanma Ozelliklerine gore toksinler 5 grupta simiflandirilabilmektedir (Sekil 2.3.1.2).
Iyon iletimini inhibe ederek kanalin bloklanmasina neden olan TTX ve saksitoksin site
1’de baglanma gosterirken; sodyum kanalinda kalic1 aktivasyona yol agan batrahotoksin,
akonitin ve veratridin gibi toksinler site 2’ye baglanmaktadir. Site 3’te, yavas inaktivasyon
olusumuna neden olan deniz sakay181 toksini ve akrep a-toksinleri; Site 4’te, voltaj bagimli
aktivasyonu negatif potansiyellere doniistiiren ve gegici sekilde tekrarlayan bloklamaya
sebep olan akrep B-toksinleri; Site 5’te ise kalici aktivasyon yaratarak, voltaj bagimli
aktivasyonu negatif potansiyellere ¢ceviren brevetoksinler ve ciguatoksinler baglanmaktadir
(Denac ve dig., 2000).

A \
DI .6|V |
A

Sekil 2.3.1.2. (A) VGSC’nin a alt iinitesini meydana getiren DI- DIV domainlerinin kanal poru
etrafinda yerlesimi. (B) VGSC ligandlarin baglanma siteleri (1- 5) (LA: lokal anestetik baglanma
sitesi).

VGSC’ye kars1 spesifikligi yiiksek bir bloker olan TTX (Sekil 2.3.1.3), Tetraodontidae
familyasina ait pek ¢ok balik tiirlinden izole edilmis, diisiik molekiil agirlikli, protein
yapida olmayan olduk¢a giiglii bir norotoksindir (Wu ve dig., 2005). TTX, kanal
tizerindeki etkisini poru bloklayarak gerceklestirmektedir. TTX, voltaj kapili sodyum
kanallarinda reseptor bolgesine sahip olan ndrotoksinlerden biridir ve zarin dis tarafindaki
birinci reseptdr bolgesine baglanarak sodyum iletimini bloke eder. TTX’in baglandig1

reseptor bolgesi, her dort domaindeki S6 segmentinin N-terminal tarafindaki SS2
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segmentinde lokalize olmus iki aminoasit halkasindan meydana gelmektedir (Cestele ve
Catterall 2000).

Sekil 2.3.1.3 TTX’in kimyasal formiilii.

TTX, sodyum kanalina oldukga siki bir sekilde baglanmaktadir. TTX, hidratli sodyum
katyonu (Na'OH,) gibi davranarak kanalin agzina girer, peptid zincirindeki glutamat
grubuna baglanir ve peptid zincirinin konformasyonel degisim gegirmesiyle kanala daha
siki tutunur. Hidratli sodyum iyonu saniyenin dokuzda biri kadar bir siirede kanala geri
dontisimlii olarak baglanirken, TTX, saniyenin onda birinde kanala baglanir ve burada
kalmaya devam eder. Sodyumun kanaldan girisini engelleyerek sodyum akiminin etkili bir

sekilde durmasini saglar (Johnson, 2002).

Prostat kanserinde oldugu gibi, hastaligin metastatik seyrinde VGSC’lerin rolii olduguna
dair bilgilerin mevcut oldugu meme kanseri hiicreleri ile gerceklestirilen bir ¢alismada,
Na® akimlarmin metastatik kapasite ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. Oldukca fazla
agresif ve metastatik MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre icerisine dogru hizli bir iyon
iletimi tespit edilirken, daha az agresif olan MCF-7 hiicrelerinde boyle bir bulguya
rastlanmamigtir. TTX, uygulanmasiyla MDA-MB-231 hiicrelerinde belirgin bir sekilde
metastazda indirgenmenin kaydedilmesine yol agmistir. MDA-MB-231’lerdeki metastatik
potansiyelin Na, 1.5’in yiiksek oranda ekspresyonu ile iligkili oldugu diisiiniiliirken, meme
kanserindeki malignant potansiyelin gelisiminde Na* kanallarinin fonksiyonu agikca ortaya

konulmustur (Bennett ve dig., 2004; Fraser ve dig., 2005; Roger ve dig., 2006).
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Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda, hiicrenin
metastatik ozelliginin bir belirteci olan hareket yetenegi farkli metodlar ile in vitro olarak
tespit edilebilmektedir. Ozellikle lateral hareketin degerlendirildigi “wound heal” yontemi
ile 1 puM TTX’in, Mat-LyLu hiicrelerinin lateral motilitesini %47 oraninda azalttigini
gosterilmistir (Fraser ve dig., 2003). Hiicrelerin bazal membran1 ge¢me yetenegi olarak
adlandirilan ve metastatik siirecin vazgecilmez bir adimi olan “invazyon” ise, “Boyden
chamber” yontemi ile in vitro olarak degerlendirildiginde 600 nM TTX’in, Mat-LyLu
hiicrelerinin giriciligini %33 oraninda azalttig1, ancak, diisiik metastatik AT-2 hiicrelerinin
invazyon yeteneklerinde ise, bir degisiklik meydana getirmedigi tespit edilmistir (Grimes
ve dig., 1995). Diger bir yontem olan “Transverse migration” metodu da, TTX
uygulamasinin, Mat-LyLu ve PC-3 hiicrelerinin hareket yeteneklerini azalttigini ortaya
koymustur (Ding ve dig., 2008). Degisen derecelerde metastatik potansiyele sahip sican ve
insan prostat kanser hiicreleriyle ¢alisan Smith ve dig., (1998) hiicrelerin invazyon
yetenekleri ile plazma membranlarindaki VGSC protein ekspresyonu arasinda pozitif bir

korelasyon oldugunu saptamislardr.

Mat-LyLu hiicreleri ve TTX ile yapilan in vitro ¢alismalarda, TTX’in hiicre hareketi
tizerinde belirgin bir etki gostermesine karsin, Mat-LyLu hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerinde
bir etki meydana getirmedigi belirlenmistir. 600 nm, 1pM ve 6uM konsantrasyonlarda
uygulanan TTX’in 48. saatte hiicre gogalmasimi inhibe edici veya toksik bir etkisine
rastlanmamistir (Grimes ve dig., 1995; Recatala., 1999; Fraser ve dig., 2000; Fraser ve
dig., 2003).

Altun ve Djamgoz (2008) yiiksek metastatik Ozellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin
Copanhagen 1rk1 si¢anlara deri alti olarak enjekte edilmesiyle olusturulan prostat kanser
modeline, TTX’i intratiimoral olarak uygulamalari sonucunda; primer timor biiyiimesinin
ortalama %34 oraninda kismi olarak inhibe oldugunu, akciger metastazlarinin %44

oraninda azaldigini ve hayvanlarin yagsam siiresinin %22 oraninda arttigin1 géstermislerdir.

VGSC ekspresyonunun metastatik siiregte hizlandiric1 bir faktér olarak rol oynadigini,
hastaligin teshis ve tedavisinde bir markir olma potansiyeli tasidigini gdsteren tiim bu

caligmalar (Le Guennec ve dig., 2007; Yildirnrm ve dig., 2009) VGSC’leri prostat
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kanserinde yeni terapotik hedef olarak karsimiza ¢ikartirken, VGSC’lere spesifik ajanlarin

ve bunlarin etkilerinin aydinlatilmasindaki 6nemi vurgulamaktadir.

2.4. PROSTAT KANSERI ARASTIRMALARINDA DENEYSEL MODELLER

Kanser tedavisine yonelik yiiriitilen preklinik c¢alismalarda ve kanserin molekiiler
esaslarina iligkin 6nemli asamalarin kaydedilmesinde deney hayvanlari ile olusturulan
arastirma modellerinin ge¢misi olduk¢a uzun yillara dayanmaktadir. Cesitli deneysel
modellerle gerceklestirilen oldukga fazla sayidaki bu ¢alismalar, birgok hastaliga yonelik
yenilik¢i ve yararli tedavi yaklasimlar saglanmasi agisindan yol gosterici olmustur (Vail

ve Macewen, 2000).

Prostat kanseriyle ilgili ¢esitli deneylerin yapilabilmesi i¢in ideal yeterlilikte bir hayvan
modelinde bulunmasi gereken 6zellikler uzun zamanlardan beri tartisiimaktadir. Oncelikle
bu amagla segilecek bir modelde gelistirilecek tiimorlerin, insan prostat kanseriyle 6nemli
derecede benzerlik gostermesi amaglanmaktadir. Dolayisiyla bu adenokarsinomlarin
metastaz yapabilen, androjen duyarli ve yavas gelisme gosteren Ozellikte olmalar
gerekmektedir. Ayrica insan prostatina homoloji gosterecek dokudan orijinlenmeleri de
onemli sayilmaktadir. Farelerde ve sigcanlarda bahsedilen yer dorsolateral ya da anterior
prostat olarak kabul edilmektedir. Bunun yanisira, insan prostat kanseriyle benzer
patogenezi, molekiiler degisimleri sergilemeleri ve diger dogal olaylar1 da taklit ederek,
prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) gibi benzer prekiirsor lezyonlardan gelismeleri gibi
durumlardan da s6z edilmektedir. Ele alinacak model, bagintisiz olarak calisilabilecek
saptanabilir diizeyde inisiyasyon, promosyon ve progresyon asamalarini icermeli ve
karsinogenez inhibisyonunun tespit edilebilmesi agisindan tiimér insidansinin da yiiksek

olmasi 6nem tagimaktadir (Bosland, 1999).

Farkli tipte kanser calismalarimi siirdiirebilmek amaciyla ¢esitli modeller olusturulmakla
beraber, prostat kanseri ¢aligmalari igin siganlarda dort model sistem gelistirilmistir. Bunlar

Dunning, Noble, ACI ve Pollard tiimoér modelleridir (Pollard, 1980).
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2.4.1. Dunning Modeli

Sigan prostat kanseri Dunning modeli; kanser aragtirmalarinda genis bir kullanim alanina
sahip, androjen bagimsiz biiyiiyen, primer tiimorlerin ve metastazlarin molekiiler
tekniklerle c¢alisilmasina oldukga elverisli olan, hem in vivo hem de in vitro pasajlar
yapilabilen ve birden fazla sayida timor hiicre soyuna sahip bir modeldir. Orijinal Dunning
timorid ilk olarak inbred yash bir Copenhagen siganin dorsal prostat epitelinde spontan
olarak gelisen bir timor olarak goézlenmistir ve bunu takiben bu tiimorden elde edilen
graftlar singeneik Copenhagen ve Copenhagen X Fisher F1 hibritlerine transplante
edilmistir. Bu timor, iyi diferansiye olan, yavas gelisen ve metastatik olmayan karaktere

sahip bir prostat adenokarsinomudur.

Orijinal timorden gergeklestirilen seri pasajlar sirasinda; iyi diferansiye, yavas biiyliyen,
androjene hassas R-3327-H tiimori gelismistir. Bu tiimoriin herhangi bir uygulama
yapilmamis ve kastre edilmis siganlara seri pasajlarina devam edildiginde, kastre edilmis
hayvanlardan iyi diferansiye, yavas biiyliyen ve androjen bagimsiz R-3327-HI tiimdri,
diger gruptan ise; hizli biiyiiyen, androjen bagimsiz ve anaplastik R-3327-AT tiimérii elde
edilmistir. R-3327-AT tiimoriiniin seri olarak gerceklestirilen derialt1 pasajlari sonucunda
hizli biiyiiyen, anaplastik ve zayif metastatik AT-1 ve AT-2 tiimdrleri ortaya ¢cikmistir. AT-
1’in in vivo olarak yapilan seri pasajlarinin ardindan yiiksek metastatik 6zellige sahip iki
farkli hiicre soyu ortaya ¢ikmistir. Hizli biiyliyen ve androjen bagimsiz o6zellikteki bu
timorlerden Mat-LyLu lenf noduna ve akcigere, Mat-Lu ise, sadece akcigere metastaz
yapmaktadir (Sekil 2.4.1.1) (Navone ve dig., 1999; Tennant ve dig., 2000).

Biiyiik ve kolayca ayirt edilebilen bir nukleusa sahip, poligonal, ince ve uzun morfolojide
olan Mat-LyLu hiicreleri, hem in vitro hem de in vivo ortamda benzer o6zellikler
sergilemektedir. Kromozom sayilar1 58 olan bu hiicrelerin in vitro ortamda iki kat olma

zamani 19,7 saat olarak tespit edilmistir (Wenger ve dig., 1984).
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Mat-LyLu Mat-Lu AT-3

Sekil 2.4.1.1. Dunning si¢an prostatik adenokarsinoma hiicre orijinlerinin sematik gosterimi.

2.5. ANTIEPILEPTIiKLER

Halk arasinda sara olarak da bilinen epilepsi, tekrarlayict nobetlerle karakterize edilen ve
bu nobetlerin spesifik tedaviyi gerektirdigi kronik bir hastaliktir. Epileptik bir ndbet,
beyindeki anormal elektrik desarjinin neden oldugu bir ataktir ve duyu-motor
fonksiyonlarinda, davranista, hafiza veya bilingte ortaya ¢ikan ani degisikliklerle kendini
gosterir (Ozates ve dig., 2003). Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde sik karsilasilan
kronik ve ndrolojik sorunlardan biri olan epilepsi; gerek tek basina, gerekse diger
hastaliklara eslik eden bir semptom olarak, morbidite ve mortalitenin yani sira is verimini
ve lilke ekonomisini olumsuz yonde etkileyen bir hastaliktir (Yilmaz ve dig., 2000).
Epilepsi insidansi toplumdan topluma degismekle beraber, genellikle yiiz binde 20-50; bu
hastaliga sahip kisilerin orani ise, binde 4-10 olarak bildirilmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde saglikla ilgili altyap1 yetersizlikleri, semptomatik ve 6zellikle perinatal sebeplere
bagli epilepsi, bu oranlarin artmasina neden olmaktadir (Topalkara ve dig., 1999; Erding ve
dig., 2001; Baykan ve dig., 2004).

Uluslararas1 Epilepsi ile Miicadele Birligi, 1981 yilinda epilepsiyi nobet tiplerine gore
siniflandirmis ve tiim diinyada halen bu simiflandirma kullanilmaktadir. Bu siiflandirmaya
gore epilepsi, fokal (parsiyel) ve jeneralize nobetler olarak ayrilmaktadir. Parsiyel

nobetlerde, ilk klinik ve elektrografik belirtiler ile ndbet baglangici, bir serebral hemisferin
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belirli bir bolgesinde yer alan ndronlarin aktivasyonundan kaynaklanir. Parsiyel bir ndbet
kendi igerisinde temel olarak suurun etkilenip etkilenmedigine gore iki gruba ayrilir.
Suurun etkilenmedigi noébetler basit parsiyel ndbetler olarak tanimlanirlar. Eger suur
etkilenmisse, bu durumda nobet, kompleks parsiyel nobet olarak ifade edilir. Suur
etkilenmesi nobetin hemen baslangicinda ortaya ¢ikabilecegi gibi, basit bir parsiyel nobeti
takiben de olabilmektedir. Bu durumda, bilinci etkilenen bir hastada davranigsal sapmalar
(otomatizmalar) kendini gosterebilir. Diger grup olan jeneralize ndbetlerde ise, ilk Klinik
ve elektrografik gostergeler, her iki hemisferin ayn1 anda etkilendigini gosteren belirtilerle
baslar. Nobetler sirasinda biling halinde degisiklik gozlenebilmekte ve bu durum da

ndbetin ilk belirtisi sayilabilmektedir (Yeni ve Karaagac, 2005).

Yeni ve Karaagag (2005) etiyolojilerine gore, epilepsiyi ii¢ ana gruba ayirmaktadir:

1) Semptomatik epilepsi: Merkezi sinir sistemi hastaligina bagl olarak ortaya ¢ikan,
provoke olmaksizin tekrarlayan nobetlerdir.

2) Kriptojenik epilepsi: Bugilinkii kosullarla altta yatan sebebin tanimlanamadigi ancak
muhtemelen semptomatik epilepsi grubu igerisinde yer alan epilepsilerdir. Bu gruba giren
epilepsiler tedavi tekniklerindeki gelismelere bagli olarak zamanla azalmakta ve yerini
semptomatik epilepsilere birakmaktadir.

3) Idiyopatik epilepsi: Genetik olarak tasmnan epilepsiler olarak tanimlanirlar ve birtakim

sendromlar da bu grupta yer almaktadir.

Hastaligin belirtilerinin beyin, duyu iletim sistemi i¢inde eksik regiilasyon ile meydana
geldigi diisiiniilmektedir. Beynin belli bir odagina ulasan ani uyari, viicudun buna karsi
cevabi ile ayn1 noktada bloke edilir ve bdylece beynin kiigiik bir boliimii fonksiyon dist
kalir. Bazen bu odak daha genis bir alan1 kapsayabilir Ki, 0 zaman perifere kadar yayilarak,
derin biling ve hafiza kayb1 yaninda, daha agir kramplara neden olan ani ataklar halinde
goriilir. Hastaligin biitin bu belirtileri elektroensefalogram ile saptanabilmektedir.
Cocuklarda goriilen epilepsinin temel nedenleri dogum hasari, metabolik hastaliklar ve
gelisme eksikligi iken, ¢arpma, travma, tiimorler ve diger beyin rahatsizliklart yetiskinlikte

baslayan epilepsinin en bilinen sebepleridir.

Epilepsi tedavisinde kullamilan antikonviilzanlar (antiepileptik ilaglar), merkezi sinir

sistemini se¢ici olarak deprese eden (baskilayan) ilaglardir. Bu ilaglar esas olarak merkezi
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sinir sistemine zarar vermeden ve solunumu etkilemeksizin sadece epileptik ndbetlerin
baskilanmasi i¢in kullanilirlar. Bu ilaglar hastalarin %75-80’inde etkilidirler. Epilepsinin
semptomatik tedavisi amaciyla kullanilan antiepileptik ilaglar motor uyarilabilirligini
etkilemeden nobet suur esigini arttirmalidir. Terapdtik dozlarda sedatif ve hipnotik
olmamali, kronik dozlarda bile bu etkiler gézlenmemelidir. Hasta tiim hayati boyunca
antikonviilzan alma ihtiyacinda oldugundan ilaglarin toksisitesine dikkat edilmelidir.
Birgok antiepileptik ilag, kemik iligi depresyonu, karaciger ve bdbrek tahribati,
gastrointestinal rahatsizliklar, uyusukluk, kellik ve nefropati gibi yan etkilere neden
olmaktadir. ilag etkilesimleri, antikonviilzanlar arasinda yaygindir. Bunlar genel olarak;
enzim indiiksiyonu ve/veya biyotransformasyonda yer alan hepatik mikrozomal enzimlerin
inhibisyonu, asidik pH ve bazi ilaglarin proteine baglanmasinda degisiklikler gibi

durumlarin herhangi birine neden olabilmektedir (Calis, 2002).

Antiepileptik ilaglarin etki mekanizmalari; inhibitéor GABAerjik transmisyonu arttirmak,
uyarict glutamaterjik ndrotransmisyonu azaltmak, voltaj bagimli sodyum veya kalsiyum
kanallarin1  bloke etmek, hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 etkilemek seklinde

smiflandirilabilmektedir (Johannessen, 2008).

Antiepileptik ilaglarin bilesiminde yer alan etken maddeler; konvansiyonel ve yeni nesil
olmak iizere smiflandirilabilir. Konvansiyonel grup igerisinde; benzodiazepinler,
karbamazepin, fenobarbital, fenitoin ve valproat gibi isimler sayilabilir. Yeni nesil ilaglar
kapsaminda ise, felbamat, gabapentin, lamotrijin (LTG), levetirasetam, okskarbazepin
(OXC), tiagabin, topiramat, vigabatrin ve zonisamid bulunmaktadir. Bu ilaglar birtakim
temel aksiyon mekanizmalarina sahip olsa da, ilaglarin bircogu birden fazla mekanizmayla
etki gostermektedir (Sekil 2.5.1) (La Roche ve Helmers, 2004; Trojnar ve dig., 2002;
Czapiiiski ve dig., 2005).
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Sekil 2.5.1. Yeni nesil antiepileptiklerin baslica etki mekanizmalart. NMDA: N-metil-D- aspartat,
AMPA: alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isokzol propionik asit, GABA: gamma-
aminobutirik asit).

Antiepileptik ilaglar etki mekanizmalarina gore baslica ti¢ grupta siniflandirilabilmektedir:
1. Voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum kanallarin1 bloke edenler: Karbamazepin,
okskarbazepin, gabapentin, lamotrijin, fenobarbital, fenitoin, topiramat ve valproat.

2. GABA aracili olaylart (GABAA reseptdr kompleksi lizerinde yer alan spesifik baglanma
yerlerinin etkilesimiyle, GABA metabolizmasinin inhibisyonu ya da ndronal aliniminin
azalmasi yoluyla) arttiranlar: Benzodiazepinler, gabapentin, fenobarbital, tiagabin,
topiramat, vaigabatrin ve valproat.

3. T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke edenler: ethosiiksimit ve zonisamid.

Siniflandirilan gruplara ek olarak; eksitatér aminoasitler araciligiyla direkt olarak
uyarilmay1 indirgeyen, fenobarbital ve felbamat’in yer aldigi ayr1 bir grup daha dahil
edilebilir (Czapinski ve dig., 2005). Tim bu bilgilere karsin, antiepileptik ilaglarin
mekanizmast tam anlamiyla agikliga kavusturulamamistir. Yine de yeni nesil
antiepileptiklerin konvansiyonel olanlara kiyasla; hepatoksisite, tirtiker gibi Ornek
sayilabilecek, siklikla tetiklenen yan etkiler agisindan daha tolere edilebilir olduklarini

ayrica vurgulamak gerekmektedir (Trojnar ve dig., 2002; Czapinski ve dig., 2005).
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Epileptik nobetler; merkezi sinir sisteminde meydana gelen anormal fokal ya da jeneralize
senkron elektrik desarjlarinin sonucu olarak indiiklenmektedir. Noronlar arasindaki
iletisimin dengesi eksitator ve inhibitér devreler tarafindan olustulmus bir ag tarafindan
diizenlenmektedir. Eksitatér mekanizmadaki bir artis ya da inhibitér mekanizmasindaki
azalig, bu dengenin bozulmasina ve dolayisiyla epileptik desarjlarin ortaya ¢ikmasina yol
acabilmektedir. Noronlar arasindaki iletisim ve elektrofizyolojik eksitabilitede iki ana
mekanizma rol oynamaktadir: Aksiyon potansiyelleri aracili aksonal iletim ve sinaptik
iletimle hiicreden hiicreye sinyal aktarimi. Bu isleyisin temelini de iyon kanallar
olusturdugundan, mutasyon indiiklii herhangi bir kusurun kanalda olusumu direkt olarak
beynin  eksitabilitesinde  degisiklik  yaratabilmekte = ve  epileptik  ndbetleri
tetikleyebilmektedir (Lerche ve dig., 2001).

Sinir sistemindeki, voltaj kapili iyon kanallari, yiizey ile internal hiicre zar arasinda
karsilikli katyon akisini kontrol etmektedir (Barchi, 1998). Noronal fonksiyonlarda anahtar
roliindeki aracilar olarak VGSC’ler, depolarizasyonlarda yanit olarak gecici bir siire
boyunca plazma zarmin Na*’ya kars1 iletkenligini arttirir (Lai ve Jan, 2006; Mantegazza ve
dig., 2010). Muhtemelen sodyum kanallarinin 6nemi buradan kaynaklanmaktadir. Sinir
sisteminin intrinsik eksitabilite kontroliinden ve néronal aksiyon potansiyelinin ¢ikigindan
voltaj bagimli sodyum kanallar1 sorumludur (Porter ve Rogawski, 1992). Noronal sodyum
kanal1, plazma membrani arasindan gegen Na® segici, voltaj kapili bir pora sahip, ¢ok alt
tiniteli bir yapidan olusmaktadir. Membran potansiyelindeki degisikliklere cevap olarak,
intrinsik por araciligi ile iletimi diizenleyen bu protein yapi ¢esitli konformasyonel
degisikliklere ugramaktadir (Ragsdale ve Avoli, 1998). Iyon iletici poru olusturan ve voltaj
bagimlilik 6zelligi sergileyen a alt iinitesi, ndronal sodyum kanalinin esas yapisal birimidir
(Catterall, 1992). Memeli beyninde a alt tinitesi, B1 ve p2 olarak adlandirilan iki yardime1
alt tinite ile iligskilendirilmektedir. Sodyum kanalinin temel aktivitesinde [ alt iinitelerine
ihtiya¢ duyulmasa da bunlar basl basina kanallarin ekspresyonunun ve fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde rol almaktadir (Ragsdale ve Avoli, 1998).
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2.6. KULLANILAN FARMAKOLOJIK AJANLAR

2.6.1. Lamotrijin (LTG)

Folik asit antagonistleri grubundan bir feniltriazin tiirevi olan lamotrijin (3,5-diamino-6-
(2,3-diklorofenil)-1,2,4-triazin) (Sekil 2.6.1.1); VGSC’leri bloke edici (Lang ve dig., 1993;
Waldmeier ve dig., 1995; Zona ve Avoli, 1997) kalsiyum ve potasyum kanallarini
diizenleyici ozellikte etki profiline sahip yeni nesil antiepileptik bir ajandir (Jefferson,
2005; Stefan ve Feuerstein, 2007). Parsiyel ve jeneralize epilepsilerin tedavisinde

kullanilan genis spektrumlu bir antikonviilzandir.

Cl

Sekil 2.6.1.1. LTG’nin kimyasal formiilii

LTG, presinaptik ve postsinaptik olmak iizere iki yol ile etkisini gostermektedir.
Presinaptik sekilde etkisini, aralarinda eksitator amino asitlerden glutamat ve aspartatin da
bulundugu, ndrotransmitterlerin salinimini inhibe ederek sergiler. Postsinaptik yolla, diger
antikonviilsif sodyum kanal bloklayicilar1 gibi ndronlarin eksitabilitesini azaltarak gérev
yapar (Wang ve dig., 1996; Rogawski ve Loscher, 2004). LTG’nin 1994 yilinda klinik
kullanim1 onaylanmig ve Lamictal adi ile ticari olarak satilmaktadir. Bu ajanin etkinligi;
karbamazepin (Brodie ve dig., 1999), fenitoin (Steiner ve dig., 1999), valproik asit (Pisani
ve dig., 1999) gibi ilaglarla ve plaseboyla (Schapel ve dig., 1993) kiyaslanarak ¢esitli
yollarla arastirilmistir. LTG, yetiskinlerde ve on iki yasindan biiyiik ¢ocuklarin monoterapi
ve birlesik epilepsi tedavilerinde kullanildigr gibi refraktor parsiyel ndbetlerde ve

jeneralize epilpsilerde de kullanilmaktadir.

Sican neokortikal kesitlerinde glutamat birikmesinin inhibisyonuna dayanan, hayvan

modelleriyle yiiriitiilmiis birtakim calismalar LTG’nin anlamli derecede bir ndroprotektif
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etkiye sahip oldugunu oOne stirmektedir (Shuaib ve dig., 1995). Noroprotektif dozaj
antikonviilsif terapide kullanilan miktarla benzerlik gosterebilmektedir (Crumrine ve dig.,
1997). Ayrica LTG’nin Parkinson hastaliginin ekstraprimidal yan etkilerinin tedavi
edilmesinde de uygulamasinin mevcut oldugu (Zipp ve dig., 1993) ve bu etkinin glutamat
saliniminin inhibisyonundan kaynaklanabilecegi one siiriilmiistir. Bipolar rahatsizliklarda,
LTG’nin depresif fazlarin tekrarini azalttigi da bildirilmektedir (Calbrese, 2000). Epilepsili
hastalarda valproik aside kiyasla depresif dereceyi indirgedigi belirlenmistir (Edwards ve
dig., 2001). En sik goriilen yan etkileri; bas donmesi, ataksi, gorme bozuklugu, bulanti,
kusma ve olgularin %6-10’unda gozlenen deri dokiintiileri seklindedir (Eskazan ve Onat,
2008).

LTG’nin voltaj ve frekansa bagli bir sodyum kanal blokeri oldugunu destekleyen, fare
noroblastoma hiicrelerinde (Lang ve dig., 1993), si¢can hippokampal néronlarinda (Kuo ve
Lu 1997) ve sican beyin tipi ITA Na® kanali ekprese eden Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde (Xie ve dig., 1995) birtakim ¢aligmalar yiiriilmistiir. Sigan beyin kesitleri
iizerinde gerceklestirilen bir calismada, endojen glutamat, (*H)-GABA ve (3H)- dopamin
saliniminda LTG’ nin etkisine bakilmis ve glutamat saliniminin baskilanmasinda, sodyum
kanallarinin bloklanmasinin bir etkisi olabilecegi ve bu bloklanmanin da LTG tarafindan
gerceklestirildigi gosterilmistir. In vitro kosullarda, striatal hiicrelerde antiepileptiklerden
LTG, fenitoin ve gabapentinin etkilerinin elektrofizyolojik olarak arastirildigi bir
calismada; degisik konsantrasyonlarda (10-300 uM) LTG kullanilarak, doza bagli bir
sekilde sodyum bagimli aksiyon potansiyellerinde bir azalma kaydedilmistir (Calabresi ve
dig., 1999). Sican serebellar graniil hiicrelerinde; LTG’nin (10-500 uM) ekstraseliiler
uygulanmasi sonucunda, voltaj kapili sodyum kanallarindaki akimda bir azalma oldugu ise,

“‘patch clamp’’ yontemiyle ortaya konmustur (Zona ve Avoli, 1997).

2.6.2. Oksarbazepin (OXC)

Karbamazepin’in 10- keto analogu olan, okskarbazepin (10, 11-dihidro-10-okso-
karbamazepin) (Sekil 2.6.2.1), diger ilaglarla daha az etkilesim sergileyen, yan etkiler
bakimindan tiirevlendigi bilesikten daha hafif bir profile sahip yeni nesil
antiepileptiklerdendir (Leach ve Brodie, 1995). OXC, suda az ¢oziiniir, nétral lipofilik
yapida bir bilesiktir. insanlarda, OXC’nin ¢ogu dogrudan dogruya esas aktif metaboliti 10-
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monohidroksi  tlirevi  olan, 10,11,  dihidro-10-hidroksi-5H-dibenzo(b,f)azepin-5-
karboksamid (MHD)’ye c¢evrilir (Tecoma, 1999; Ambrosio ve dig., 2002). Aksiyon
mekanizmasi1 karbamazepin ile benzerlik gosterse de ayni degildir. OXC, primer etkisini
VGSC’leri inhibe ederek ortaya koymaktadir (McLean ve dig., 1994; Waldmeier ve dig.,
1995; Meldrum, 1996). Dibenzazepin niikleusunun 10. ve 11. pozisyonlardaki keto yer
degisimlerinin Karbamazepine kiyasla ilacin terapotik etki profilini degistirmese de daha
iyi bir toleransa ve farkli bir biyotransformasyona kavusmasina neden olmustur (White,
1999). Diger lisanslt antiepileptiklerden dikkat ¢ekici bir farklilikta, potasyum kanallarinin
iletkenliginin artmasinda etkendir (McLean ve dig., 1994). Klinik kullanim1 2000 yilinda
onaylanan ve Trileptal ticari adi ile satilan OXC, epilepsi rahatsizligindaki tonik-klonik ve
parsiyel nobetlerin tek basina ya da kombinasyonlu tedavisinde kullanilan bir

antikonvilzandir.

N

N
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Sekil 2.6.2.1. OXC’nin kimyasal formiili

Karbamazepin’den farkli olarak OXC’nin potasyum ve kalsiyum kanallari iizerine ve
karbamazepin’den daha genis terapdtik spektrumda sonuglar verebilecek sekilde glutamat
salimiminda birtakim etkileri bulunmaktadir (Stefani ve dig., 1995). Fenitoin, valproik asit,
karbamazepin ve plaseboyla karsilastirilarak etkinligi gosterilmeye ¢alisilmistir (Cramer ve
dig., 2001). OXC, enzimatik yolla bir monohidroksi derivatif meydana getirerek indirgenir.
Hepatik sitokrom-P450 izoenzimleri ile metabolize edilmemektedir. Bu yiizden sitokrom-
P450 sistemi ile metabolize edilen diger ilaglarla herhangi bir etkilesim yaratmaz (Larkin
ve dig., 1991). Ayrica muhtemelen kalsiyum akimlarinin esigini bloke ederek, presinaptik
glutamat salimimini azaltmaktadir (Calabresi ve dig., 1999; Stefani ve dig., 1995; Stefani
ve dig., 1997). Baz1 veriler OXC’nin, GABAA, reseptorlerinin potansiyelini de bir dlgiide
arttirdigin1 6ne siirmektedir (Zheng ve dig., 2009). OXC’nin insanlarda mutajenite ya da
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teratojeniteye sebep oldugunu gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Antikonviilzan
etkisinin yaninda psikiyatrik hastaliklarda da pozitif etkisinin bulundugu gézlemlenmistir.
Enzim indiikli bir tesirinin olmamasi, OXC terapisinde iyi bir etkinlik elde edilebilmesi
acisindan 6zel bir avantaj saglamaktadir (Stefan ve Feuerstein, 2007). Agrili diyabetik
noropatisinde etkili bir ajan oldugunu belirten raporlar mevcuttur (Dogra ve dig., 2005;
Beydoun ve dig., 2006; Giiven ve dig., 2010).

OXC terapisinde en sik karsilagilan yan etkiler; yorgunluk, bas agrisi, mide bulantis1 ve
ataksidir. OXC’nin muhtemel bir dezavantaji hiponatremi (kandaki Na® seviyesinin

diisiikliigii) yaratmasi olabilir (Tecoma, 1999).

Kullanilan antiepileptigin, minimal derecede protein baglamasi onu ideal antiepileptik
sinifina koymaktadir. Cilinkii serum protein baglanma noktalart i¢in rekabet ilag
etkilesimlerini tetiklemektedir. Bu ise, ortaya c¢ikacak yan etkilerin fazlalasmasina
sebebiyet verebilmektedir. OXC’nin aktif metaboliti olan MHD (monohidroksi derivatif),
yiiksek protein bagimliligi gostermeyen bir bilesiktir. Bu bagimlilik oran1 karbamazepinde
%76 oraninda iken OXC igin %40 kadardir (Tecoma, 1999).

In vitro kosullarda gergeklestirilen birtakim  ¢alismalar OXC’nin  aksiyon
metabolizmalarindan birinin, karbamazepine benzer sekilde yiiksek frekansli, voltaj duyarli
Na" kanallarmin inhibisyonu oldugunu ortaya koymaktadir (McLean ve dig., 1994; Wamil
ve dig., 1994). Hippokampal noronal hiicrelere uygulanan OXC’nin reaktif oksijen
tirevlerinde artisa, mitokondriyal zar potansiyelinde ise, azalmaya neden oldugu ve
uygulandigr 300 uM’lik dozla bu hiicreler iizerinde toksik etki meydana getirdigi
gosterilmistir (Araujo ve dig., 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Dunning sistemine ait sican prostat kanseri hiicre soylarindan biri olan Mat-LyLu
hiicreleri; Imperial College of Science, Technology and Medicine, Biological Science
Department (Londra, ingiltere’den) temin edilmistir. Diizenli bir sekilde laboratuarimizda
pasajlar1 yapilan Mat-LyLu hiicreleri, 250 nM deksametazon, %1 fetal bovin serum ve 2
mM L-glutamin ilave edilerek hazirlanan Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640,
Invitrogen) medyum ile, 37 °C sicaklik ve %5 CO, iceren ortam kosullarina sahip olan
etliv icerisinde yetistirilmektedir (Sekil 3.1.1).

Sekil 3.1.1. In vitro olarak yetistirilen Mat-LyLu si¢an prostat kanser hiicreleri.
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3.2. FARMAKOLOJIK AJANLARIN HAZIRLANMASI

3.2.1 Lamotrijin

Toz halindeki 10 mg’lik LTG (>98%, Sigma) kendi stok sisesi igerisinde, 1 ml dimetil
stilfoksit (DMSO, Sigma) ile ilacin tamami ¢6ziilerek, konsantrasyonu 39048 uM olan bir
stok soliisyon elde edilmistir. Bu stok soliisyon 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile

sarilarak kullamlincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Okskarbazepin

10 mg’lik toz formdaki OXC ((>98%, Sigma), 1,2 ml DMSO (Sigma) ile stok sise
igerisinde tamami ¢oziilerek, 33033,39 uM konsantrasyona sahip olan stok soliisyon
hazirlanmistir. Elde edilen bu soliisyon igiktan korunacak sekilde aliiminyum folyo ile

sarilmis kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

3.2.3. Tetrodotoksin

Kontrol amaciyla kullanilacak olan 1 mg TTX, (Alomone Labs.) steril liyofilize olarak
almmis ve 20 mM’lik sitrat tamponu (pH 4,8) igerisinde ¢oziilerek 3132 uM
konsantrasyonda bir stok soliisyon hazirlanmistir. Bu stok soliisyon kiicliik miktarlara

béliinmiis ve kullanilincaya kadar -21°C’de dondurularak saklanmustir.

3.2.4. Deney Medyumlarinin Hazirlanmasi

Farmakolojik ajanlarin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziiciilerin olast etkileri dikkate
alinarak, ajanlarin hazirlandigr miktarlarda ¢6ziicii igeren medyumlar steril edilerek kontrol

medyumu olarak kullanilmistir.

LTG’li deney medyumu, stok ila¢ ¢oOzeltisinden, medyum igerisinde 75 uM LTG
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan bu soliisyon 0,20 um por ¢aph

seliiloz asetat filtreden gecirilerek steril edilmistir.

OXC’li deney medyumu, stok ilag soliisyonundan, medyum igerisinde 0,1 uM OXC olacak
sekilde hazirlanmis ve steriliteyi saglamak amaciyla 0,20 um por capli seliilloz asetat

filtreden gecirilmistir.
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TTX’li deney medyumlari, stok c¢ozeltiden, medyum igerisinde 600 nM ve 1 puM
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanmis ve diger deney medyumlarinda oldugu gibi

filtre yardimiyla steril edilmistir.

3.3. TOKSISITE

Deneylerde kullanilan farmakolojik ajanlarin, Sigan prostat kanseri hiicre soyu olan Mat-
LyLu hiicreleri lizerinde herhangi bir toksik etkisinin bulunup bulunmadigini tespit
edebilmek amaciyla, 35 mm c¢apl steril petrilerin her birine 3x10* hiicre ekilmistir.
Hiicreler ekildikten sonraki 24. ve 48. saatlerde mikroskopta kontrol edilmis ve kontrol
grubundaki petrilere ajanlarin hazirlandigi konsantrasyonlarda DMSO igeren kontrol
medyumu, deney petrilerine ise, 3.2.3’te agiklandig1 gibi hazirlanmisg, belirlenen dozlarda
ilag iceren deney medyumlar1 ilave edilmistir. Hiicrelerin ekilmesinden 72 saat sonra,
petrilerde bulunan medyum ¢ikarilmis, 0,8 ml medyum ile 0,2 ml 9%0,4’liikk Tripan mavisi
eklenerek etiivde 10 dk boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra petrilerdeki Tripan mavisi
iceren medyum da ¢ikarilarak, taze medyum konmustur. Invert mikroskopta, 40x objektifle
petri basina 40 mikroskop alaninda canli ve dlii olarak belirlenen hiicreler sayilarak LTG
ve OXC’nin toksik etkisi tespit edilmistir. Deneyler ti¢ paralel olarak yiiriitiilmiis ve ti¢ kez

de tekrarlanmstir.

3.4. HUCRE KINETiGi PARAMETRELERI

3.4.1. Hiicre Proliferasyonu

Mat-LyLu hiicreleri, 35 mm’lik steril petri kaplarina 3x10* hiicre/petri olacak sekilde
ekilmistir. Hiicreler ekildikten 24 saaat sonra, kontrol petrilerine ajanlarin hazirlandigi
oranda DMSO igeren kontrol medyumu, deney petrilerine belirlenen dozda ilag bulunduran
deney medyumlari konulmustur. LTG ve OXC’nin hiicre proliferasyonuna etkilerini
belirleyebilmek amaciyla, deney medyumlarmimn ilave edilmesinden sonraki 24. ve 48.
saatlerde kolorimetrik 3 - (4,5-Dimetiltiazol -2yl) — 2,5 — Difenil tetrazolyum bromid (MTT)
yontemi ile spektrofotometrik Ol¢iimler gergeklestirilmistir (Mossman 1983’ten
degistirilerek). Belirtilen saatlerde petrilerdeki medyumlar ¢ikartilmis ve yerine 0,8 ml
medyum, 0,2 ml MTT (5 mg/ml, Sigma) soliisyonu ilave edilmistir. Karanlikta 5 saat

siiresince ve 37°C’de inkiibe edildikten sonra, petrilerde bulunan MTT’li medyum
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uzaklagtinlmis ve DMSO eklenerek, olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesi
saglanmigtir. Spektrofotometrede (Shimadzu, Japonya) 570 nm dalga boyunda canli
hiicreler tarafindan olusturulan boya absorbansi dlgiimleri yapilmistir. Deneyler {i¢ paralel

olarak yiiriitiilmiis ve ti¢ kez de tekrarlanmustir.

3.4.2. isaretlenme Indeksi (LI)

LTG ve OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin DNA sentezi lizerindeki etkisini belirleyebilmek
icin trityumlu timidin (*H-Timidin, ®H-TdR) ile otoradyografi yontemi kullanilmustir. Bu
amagcla, 12 kuyucuklu pleytlerin her kuyucuguna steril lameller yerlestirilmis ve her lamele
1x10* hiicre ekilmistir. Hiicreler ekildikten 24 saaat sonra, kontrol kuyucuklarina ajanlarin
hazirlandigr oranda DMSO igeren kontrol medyumu, deney petrilerine ise belirlenen
dozlarda LTG, OXC bulunduran deney medyumlart uygulanmustir. ilk medyum
degisiminden sonraki 24. ve 48. saatlerde medyumlar ¢ikarilmus ve 5 pCi/ml *H-timidin
(*H-TdR, Amersham, 185 MBq/5 mCi) iceren medyum ilave edilerek 37°C etiiv icerisinde
20 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 1:3 oraninda hazirlanmis asetik asit-etanol
karisimi ile 10 dakika fikse edilmis ve %70 etanol ile 3 defa 5’er dakika yikama
yapilmustir. Ardindan hiicreler {ist tarafta kalacak sekilde lameller lamlara yapistirilarak
preparat haline getirilmistir. DNA’ya baglanmamis *H-Timidin’i uzaklastirmak amaciyla
taze olarak hazirlanan ve +4°C’ye sogutulmus %2’lik perklorik asit ile, iki kez, 30’ar
dakika hidroliz edilen preparatlar, distile su ile iyice ¢alkalanmistir. Preparatlar bu islemin
ardindan Feulgen yontemi ile boyanmistir. Bu yontem i¢in, preparatlar oda sicakligindaki 5
N HCI igerisinde 1 saat birakilarak hidroliz edilmis ve 1 saat siire ile Schiff ayracinda
tutulduktan sonra yikama soliisyonundan gegirilmistir. Otoradyografi yontemi uygulanmak
lizere preparatlar %50 oraninda sulandirilmis Hypercoat EM-1 (Amersham, Ingiltere)
emiilsiyonu ile kaplanmustir. Buzdolabinda +4°C’de 151k almayacak sekilde saklanan
otoradyogramlar, 8 giinliik ekspozisyon siiresinin sonunda, Kodak D19b developeri ile
banyo edilmistir. Her preparattan ortalama 1000 hiicre sayilarak, her grup igin toplam 3000
hiicrede isaretlenmis yani damgali olan hiicrelerin sayisi belirlenmistir (Sekil 3.4.2.1). Elde
edilen degerler asagidaki 3.4.2.1 numarali formiilde yerine konularak isaretlenme indeksi

(LI) degerleri (%) tespit edilmistir (Ozalpan, 2001).

LI =(Damgali hiicre sayisi/Toplam hiicre sayis1) x 100 (3.4.2.1)
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Sekil 3.4.2.1. Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicre soyunda DNA sentezi yapan hiicreler

(— sentez yapan damgali hiicreleri géstermektedir).

3.5. HUCRE HAREKETI (MOTILITE/MIGRASYON)

Farmakolojik ajan olarak kullanilan LTG ve OXC’nin, giliglii metastatik Mat-LyLu
hiicrelerinin metastaz yeteneklerinin belirteci olan lateral hareket iizerindeki etkilerini
saptayabilmek amaciyla 35 mm’lik steril petri kaplarmnin her birinin icerisine 15x10” hiicre
ekilmistir. Hiicre ekimi yapilmadan Once petrilerin alt yliziine cam kalemiyle birbirine
paralel 15 adet cizgi, bu ¢izgilere dik ve yine birbirine paralel olacak sekilde 3 cizgi

cizilmis (Sekil 3.5.1) ve daha sonra hiicrelerin ekimi yapilmustir.

~—
—

Sekil 3.5.1. Motilite indeksini belirlemek i¢in kullanilan petrinin alt yiiziine yapilan ¢izim.

Hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra, birbirine paralel yonde uzanan ii¢ ¢izgi hizasindaki
hiicreler steril bir pipet ucu yardimiyla ¢ikarilarak, bu alandaki hiicreler ortadan kaldirilmis

ve bir yara bolgesi olusturulmustur. Cizgilerin kesistikleri noktalardaki yara genislikleri,
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invert mikroskopta mikrometrik okiiler ile Olgiilerek 0. saat (W) degerleri olarak
kaydedilmistir. Olgiimleri takiben kontrol petrilerine ajanlarin hazirlandigi oranda DMSO
iceren kontrol medyumu, deney petrilerine belirlenen dozda ilag bulunduran deney
medyumlar1 uygulanmistir. Daha sonra 24. ve 48. saatlerde yara genislikleri (W) tekrar
Olciilerek, medyumlar degistirilmistir (Sekil 3.5.2).

—
A

Sekil 3.5.2. Mat-LyLu hiicrelerinde lateral hiicre hareketi (migrasyon) A: 0. saat, B: 24. saat, C: 48.
saat.

Elde edilen degerler asagidaki 3.5.1 numarali formiilde yerine konularak hiicrelerin hareket
ettikleri mesafeyi ifade eden motilite indeksi (Mol) hesaplanmistir (Fraser ve dig., 2003).

Deneyler {i¢ paralel olarak yiiriitiilmiis ve ii¢ kez de tekrarlanmustir.

Mol = 1 — (Wt / Wy) (3.5.1)

Wj: 0. saatteki yara genisligi
W, 24. ve 48. saatlerdeki yara genislikleri
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3.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Deneylerden elde edilen veriler, gruplarin aritmetik ortalamasi ve her bir ortalama degerin
standart hatas1 (xSH) seklinde verilmistir. Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup
olmadigi, Excel (Office 2003) programinda t-testi ve iki oranin karsilagtirilmasi ile ilgili
testler kullanilarak degerlendirilmistir (Zar 1999, Ozdemir 2005). Anlamlilhik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. LAMOTRIJIN

Calismalarda kullandigimiz farmakolojik ajanlardan LTG’nin, Dunning modeli sican
prostat kanseri hiicre soyu olan yiiksek metastatik 6zellige sahip Mat-LyLu hiicrelerinin
toksisitesi, proliferasyon ve isaretlenme indeksi gibi hiicre kinetigi parametreleri ile hiicre
hareketi tlzerindeki etkilerini incelemek amaciyla, Boliim 3.2.4’te aciklandigr gibi,
konsantrasyonu 75 uM olacak sekilde hazirlanmis LTG igeren medyumlar, 24 ve 48 saat

stirelerle deney petrilerine uygulanmaistir.

4.1.1 Toksisite

LTG’nin, Mat-LyLu hiicreleri iizerinde toksik etki gostermeyen dozunu saptayabilmek
amaciyla, tripan mavisi kullanilarak toksisite testi yapilmistir. 100 uM ve 250 uM olmak
tizere iki farkli dozda uygulama yapilmis ve bunlardan 250 puM konsantrasyondaki
LTG’nin hiicreler iizerinde toksik etkisinin bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.1.1.1).
Caligmadaki temel hedefimiz proliferasyonu degistirmeksizin, migrasyonu etkileyen doz
ile calismak oldugundan ve 6n deneylerde 100 uM LTG, hiicrelerin proliferasyonu
lizerinde az da olsa bir etki gosterdiginden deneyler 75 puM LTG kullanilarak

yuriitilmistir.



39

w L
1 1

N
L

Olii Hiicre (%)

14 *

Kontrol 100 uM 250 uM

Sekil 4.1.1.1. Mat-LyLu hiicreleri iizerine LTG’nin farkli konsantrasyonlarda uygulanmasiyla
elde edilen 6lii hiicre ylizdeleri (=SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).

4.1.2. Hiicre Proliferasyonu

Hiicre kinetigi parametrelerinden olan proliferasyon iizerindeki olas1 bir etkiyi belirlemek
amaciyla, Mat-LyLu hiicrelerine 75 pM LTG uygulanarak 24 ve 48 saat sonraki canli
hiicre sayist belirlenmistir. Bunun igin, spektrofotometrik MTT yontemi kullanilarak,
Olctimler sonucu elde edilen absorbans degerleri normalize edilmis ve canli hiicre sayilari

ile her grupta meydana gelen inhibisyon oranlar1 saptanmustir.

LTG’nin saptanan konsantrasyonda Mat-LyLu hiicrelerine uygulanmasi sonucunda elde
edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 Tablo 4.1.2.1°de verilmistir. Bu veriler kullanilarak
olusturulan, normalize edilmis hiicre sayilarinin zamana gore grafigi Sekil 4.1.2.1°de
gosterilmektedir. Normalize edilmis hiicre sayilar1 kontrol grubunda 100 kabul edilerek,
LTG uygulamasinin deney gruplarinda 24. ve 48. saatlerde olusturdugu inhibisyon oranlari
da hesaplanmistir (Tablo 4.1.2.1). Elde edilen verilere gore 24. saatte canli hiicre sayisi
0,97 olarak saptanmistir. LTG’nin 48 saat siireyle hiicrelere uygulanmasinin sonucunda
canli hiicre sayisinda hafif bir azalma goriilerek 0,95 oldugu kaydedilmistir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, 75 pM LTG’nin hem 24 hem de 48. saatte hiicre
proliferasyonu {iizerinde istatistik bakimdan anlamli bir etki olusturmadigi (p>0,05)

saptanmuigtir.
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Tablo 4.1.2.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine LTG nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 (+SH) ve inhibisyon (%)

oranlari.
Normalize edilmis hiicre sayis1 inhibisyon (%)
24, saat 48. Saat 24. saat 48. Saat
Kontrol 1 1 - -
7S uM LTG 0,97+ 0,01 0,95+ 0,02 3,2 54
1,2 1 O Kontrol
7
2 B 75 UMLTG
© 11 _
)
o
S 08 1
L
o
E 0,6
?
o 04 1
N
£ 02
3
0 T 1
24 saat 48.saat
Zaman

Sekil 4.1.2.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine LTG nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasiyla
elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 (+SH).

4.1.3. Isaretlenme indeksi (LI)

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicreleri {lizerine LTG’nin 75 pM konsantrasyonda
uygulanmasiyla, soz konusu antiepileptik ajamin hiicrelerin DNA sentez yiizdeleri
tizerindeki etkisini incelemek amactyla *H-TdR kullanilarak, Bolim 3.4.2°de anlatildig
gibi preparatlar hazirlanmis ardindan damgali ve damgasiz hiicreler sayilarak isaretlenme

indeksi (%) hesaplanmistir.

75 uM LTG uygulanmasi sonucunda elde edilen isaretlenme indeksi degerleri Tablo
4.1.3.1°de verilmistir. Bu veriler kullanilarak olusturulmus kontrol ve deney grubuna ait

isaretlenme indeksi degerlerinin zamana gore grafigi de Sekil 4.1.3.2°de gosterilmistir.
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Mat-LyLu hiicrelerinin isaretlenme indeksi 24. saatte kontrol grubunda % 27,03 iken, 75
uM LTG’nin uygulandigi deney grubunda % 32,05 olarak belirlenmistir. 48. saatte
isaretlenme indeks degerleri artis gosterereck kontrol grubunda % 30,59, deney grubunda
ise, % 36,69 oldugu saptanmistir. Mat-LyLu hiicreleri DNA sentez yiizdelerinin 75 uM
LTG’nin uygulanmasiyla kontrol grubuna oranla arttig1 ve bu artigin istatistiksel bakimdan

hem 24. hem de 48. saatte anlaml1 (p<<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1.3.1. Mat-LyLu hiicreleri iizerine LTG’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmast
sonucu elde edilen isaretlenme indeksi (%) degerleri (=SH).

Mat-LyLu
24. saat 48.saat
Kontrol 27,034+2,32 30,59+0,18
7S uM LTG 32,05+£1,87* 36,69+0,92*
*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark.
40 - « O Kontrol
* - B 75 UMLTG
35 -

* 30 A =

]

< 25 - 1

-]

£ 20

(]

E 15

K]

® 10 -

®

un

S

0 T
24. saat 48. saat
Zaman

Sekil 4.1.3.2. Mat-LyLu hiicreleri iizerine LTG’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen isaretlenme indeksi (%) degerleri (+SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).
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4.1.4. Hiicre Hareketi (Motilite/Migrasyon)

Antiepileptik bir ajan olan LTG’nin, Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicre
soyu olan yiiksek metastatik 6zellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi yani
migrasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek iizere, 75 uM LTG, hiicrelere 24 ve 48 saat
stirelerle uygulanmistir. Deney medyumunun uygulamasi yapilmadan once (0. saat; W) ve
sonraki (24. ve 48. saat; W) yara genislikleri, invert mikroskopta mikrometrik okiiler ile
olgtilmistiir. Elde edilen verilerden 3.5.1 numarali formiil ile kontrol ve deney gruplarinin

ortalama motilite indeks degerleri tespit edilmistir.

Mat-LyLu hiicrelerine LTG uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonraki motilite indeks
ortalamalar1 ile kontrol grubuna gore deney gruplarinin motilite indekslerinde meydana
gelen degisim (%) oranlar1 Tablo 4.1.4.1°de gosterilmistir. 75 uM LTG uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indekslerinin zamana gore grafigi de Sekil 4.1.4.2°de
verilmistir. Elde edilen verilere gore, Mat-LyLu hiicrelerinin hareket ettikleri mesafe, 24.
saatte kontrol grubunda 0,43 iken, LTG uygulamasiyla artarak 0,45 olmustur. Hiicrelerin
motilite indeksi, 48. saatte kontrol grubunda 0,77 olarak olgiiliirken, LTG’nin uygulandigi
deney grubunda 0,78’e arttig1 kaydedilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde, 75 pM
LTG’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin motilite indeksini, her iki deney saatinde de kontrol
grubuna gore arttirdigi ancak, bu artisin istatistik bakimdan anlamli olmadigi (p>0,05)

gOrilmistiir.

Tablo 4.1.4.1. Mat-LyLu hiicreleri {izerine LTG’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indeksi (£SH) ve kontrol grubuna oranla deney
gruplarinin motilite indekslerinde tespit edilen % degisim

Motilite indeksi (Mol)? Motilite indeksindeki degisim (%)b
24. saat 48. Saat 24. saat 48. Saat
Kontrol 0,43+ 0,01 0,77+ 0,01 - -
7S WM LTG 0,45+ 0,01 0,78+ 0,01 -4,6 (1) -1,2(1D)

a: Mol =1 - (W,/W,)

b: (T)ZKontrol grubuna gore motilite indeksinde artis.
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0,8 1 B75uMLTG
0,7 1

0,6 1
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0,4 - -
0,3 |
0,2 |
0,1 1

Motilite indeksi (Mol)
|

24 .saat 48.saat

Zaman

Sekil 4.1.4.2. Mat-LyLu hiicreleri iizerine LTG’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi sonucu
elde edilen motilite indeksleri (Mol) (£SH).

4.1.5. Lamotrijin’in Genel Degerlendirmesi

Dunning modeli sigan prostat kanseri hiicre soyu olan yiiksek metastatik 6zellige sahip
Mat-LyLu hiicreleri iizerine, antiepileptik bir ajan olan LTG, 24 ve 48 saat siirelerle 75 uM
konsantrasyonda uygulanmis ve bu ajanin; hiicreler iizerindeki toksisitesi, proliferasyonu
ile isaretlenme indeksi gibi kinetik parametreleri ve hiicrelerin lateral hareketi tizerindeki

etkileri arastirilmistir.

Mat-LyLu hiicreleri iizerine toksik etki gostermeyen 75 uM LTG, hem 24 hem de 48 saat
stirelerle uygulanmis ve bu dozun hiicrelerin proliferasyonu iizerinde anlamli bir etki
meydana getirmedigi (p>0,05) tespit edilmistir. Ayn1 doz LTG’nin Mat-LyLu hiicrelerine
uygulanmasi sonucu, 24. ve 48. saatlerin her ikisinde de kontrol grubuna oranla, deney
grubundaki hiicrelerin DNA sentez yiizdelerinin arttigi ve bu artigin istatistik bakimdan
anlamli oldugu (p<0,05) saptanmistir. LTG’nin Mat-LyLu hiicreleri {izerine belirtilen
konsantrasyonda uygulanmasi1 sonucunda hiicrelerin lateral hareketinde meydana gelen
degisiklik yara iyilesme analizi ile incelenmistir. Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonu
iizerinde etki meydana getirmeyen 75 uM LTG’nin hem 24 hem de 48 saat siire ile
uygulanmasi sonucunda hiicrelerin lateral hareketi iizerinde de anlamli bir etki
olusturmadigi ve dolayisiyla hiicrelerin proliferasyonlar1 ile motiliteleri arasinda bir

paralellik bulundugu (Sekil 4.1.5.1) belirlenmistir.
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Sekil 4.1.5.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine LTG’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasiyla 48.
saatte tespit edilen normalize edilmis hiicre sayisi ve motilite indeksi (Mol) arasindaki iligki.

4.2. OKSKARBAZEPIN

Yeni nesil antiepileptikler grubundan olan OXC’nin, Dunning modeli sigan prostat kanseri
hiicre soyu olan yiiksek metastatik Ozellige sahip Mat-LyLu hiicrelerinin toksisitesi,
proliferasyon ve isaretlenme indeksi gibi hiicre kinetigi parametreleri ile hiicre hareketi
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, Boliim 3.2.4’te agiklandig1 gibi, konsantrasyonu
0,1 uM olacak sekilde hazirlanmig OXC igeren medyumlar, 24 ve 48 saat siirelerle deney

petrilerine uygulanmaistir.

4.2.1. Toksisite

OXC’nin Mat-LyLu hiicrelerine toksik olmayan dozunun saptanmasi i¢in tripan mavisi
yontemi ile toksisite testi yapilmistir. OXC, Mat-LyLu hiicreleri tizerine 0,1 pM; 0,5 uM;
1 uM ve 2,5 pM dozlarinda uygulanmig ve bunlardan 0,5 pM, 1 uM ve 2,5 uM
konsantrasyonlarindaki OXC’nin hiicreler tizerinde toksik etki meydana getirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2.1.1.). Deneylerde Mat-LyLu hiicreleri iizerinde toksik etki
gostermedigi saptanan 0,1 uM konsantrasyondaki OXC kullanilmistir.
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Olii Hiicre (%)

*
* *
Orﬁ,i,i,-,i,

Kontrol 0,1 uM 0,5 uM 1uM 2,5 uM

Sekil 4.2.1.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine OXC’nin farkli konsantrasyonlarda uygulanmasiyla
elde edilen 6lii hiicre ylizdeleri (=SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).

4.2.2. Hiicre Proliferasyonu

Hiicrelerin proliferasyonu iizerindeki etkiyi belirlemek iizere, Mat-LyLu hiicrelerine 0,1
uM OXC uygulanarak 24 ve 48 saat sonraki canli hiicre sayist saptanmistir. Bunun igin,
spektrofotometrik MTT yontemi kullanilarak, ol¢iimler sonucu elde edilen absorbans
degerleri normalize edilmis ve canli hiicre sayilari ile her grupta meydana gelen inhibisyon

(%) oranlar1 belirlenmistir.

Mat-LyLu hiicreleri iizerine, OXC’nin belirtilen konsantrasyonda uygulanmasi sonucunda
elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 Tablo 4.2.2.1°de verilmis ve bu verilerin
kullanilmasi ile normalize edilmis hiicre sayilarinin zamana gore ¢izilen grafigi ise, Sekil
4.2.2.1’de gosterilmistir. Normalize edilmis hiicre sayilar1 kontrol grubunda 100 kabul
edilerek, 24. ve 48. saatlerde OXC uygulamasinin olusturdugu inhibisyon oranlari da
hesaplanmistir (Tablo 4.2.2.1). Elde edilen verilere gore 24. saatte canli hiicre sayisi 1,01
ile kontrol grubuna yakin oldugu gozlemlenmistir. OXC’nin 48 saat siireyle uygulanmasi
sonucunda ise, hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna gore biraz daha artarak 1,04
oldugu saptanmistir. Sonuclar degerlendirildiginde; 0,1 puM konsantrasyonda OXC
uygulamasinin hem 24. hem de hem de 48. saatte hiicre proliferasyonu {izerine istatistik

bakimdan anlamli bir etki olusturmadig (p>0,05) tespit edilmistir.
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Tablo 4.2.2.1. Mat-LyLu hiicreleri {izerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 (+SH) ve inhibisyon (%)

oranlari.
Normalize edilmis hiicre sayis1 inhibisyon (%)
24, saat 48. Saat 24, saat 48. Saat
Kontrol 1 1 - -
0,1 tM OXC 1,01+ 0,02 1,04+ 0,05 -1,4 -4
O Kontrol
1,2 -
: m 0,1 uMOXC

2 1
©
"]
(]
5 0,8 1
H=}
K=
2 0,6
E
k]
© 04 4
(]
N
[

0,2 -
5

0 T 1
24 saat 48.saat
Zaman

Sekil 4.2.2.1. Mat-LyLu hiicreleri {izerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasiyla
elde edilen normalize edilmis hiicre sayilar1 (+SH).

4.2.3 Isaretlenme Indeksi (LI)

Mat-LyLu hiicreleri ilizerine OXC’nin 0,1 pM konsantrasyonda uygulanmasiyla, séz
konusu antiepileptik ajanin hiicrelerin DNA sentez ylizdeleri lizerindeki etkisini incelemek
amactyla *H-TdR kullanilarak, Boliim 3.4.2’de anlatildig1 gibi preparatlar hazirlanmais,

damgali ve damgasiz hiicreler sayilarak isaretlenme indeksi (%) hesaplanmastir.

0,1 uM OXC uygulanmasi sonucunda elde edilen isaretlenme indeksi degerleri Tablo
4.2.3.1’de verilmistir. Bu veriler kullanilarak olusturulan kontrol ve deney grubuna ait

isaretlenme indeksi degerlerinin zamana gore grafigi de Sekil 4.2.3.1°de gosterilmistir.
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Mat-LyLu hiicrelerinin isaretlenme indeksi 24. saatte kontrol grubunda % 36,17 iken, 0,1
uM OXC’nin uygulandigi deney grubunda % 35 olarak belirlenmistir. 48. saatte ise
kontrol grubunda % 31,92 olan isaretlenme indeksi OXC grubunda artis gostererek
%36,39’a ulasmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; istatistik bakimdan sadece

48 saatteki DNA sentez yiizdeleri arasinda anlamli (p<0,05) fark oldugu saptanmustir.

Tablo 4.2.3.1. Mat-LyLu hiicreleri iizerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen isaretlenme indeksi (%) degerleri (+SH).

Mat-LyLu
24. saat 48.saat
Kontrol 36,17+0,96 31,92+1,65
0,1 tM OXC 35,00+0,91 36,39+1,94*
*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark.
0 Kontrol
45 -
* W 0,1 yMOXC
40 -

£ 35 +

2 30

S

£ 257

g 20 ~

§ 15 -

©

5 10

o

24. saat 48. saat
Zaman

Sekil 4.2.3.1. Mat-LyLu hiicreleri iizerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen isaretlenme indeksi (%) degerleri (£SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).
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4.2.4 Hiicre Hareketi (Motilite/Migrasyon)

Antiepileptik bir ajan olan OXC’nin, Dunning modeli si¢an prostat kanseri hiicre soyu olan
yiiksek metastatik Ozellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi yani migrasyonu
tizerindeki etkilerini belirlemek tizere, 0,1 uM OXC, hiicrelere 24 ve 48 saat siirelerle
uygulanmistir. Deney medyumu uygulanmadan once (0. saat; W) ve sonraki (24. ve 48.
saat; W;) yara genislikleri, invert mikroskopta mikrometrik okiiler ile dl¢iilmiistiir. Elde
edilen verilerden 3.5.1 numarali formiil ile kontrol ve deney gruplarinin ortalama motilite

indeks degerleri tespit edilmistir.

OXC’nin Mat-LyLu hiicrelerine uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonraki motilite indeks
ortalamalar1 ile kontrol grubuna gore deney gruplarinin motilite indekslerinde meydana
gelen degisim (%) oranlar1 Tablo 4.2.4.1°de gosterilmistir. OXC uygulanmasi sonucu elde
edilen motilite indekslerinin zamana gore grafigi de Sekil 4.2.4.1°de verilmistir. Mat-LyLu
hiicrelerinin hareket ettikleri mesafe, 24. saatte kontrol grubunda 0,46 iken, OXC
uygulamasi1 sonucu herhangi bir degisim kaydedilmeksizin yine 0,46 oldugu gézlenmistir.
Hiicrelerin motilite indeksi, 48. saatte kontrol grubunda 0,76 olarak 6l¢iiliirken, OXC’nin
uygulandigi deney grubunda da 0,76 olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, 0,1 uM OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin motilite indeksi {izerinde
her iki deney saatinde de kontrol grubuna oranla farklilik gostermedigi ve sonuglarin

istatistik bakimdan anlamli olmadig: (p>0,05) belirlenmistir.

Tablo 4.2.4.1. Mat-LyLu hiicreleri iizerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indeksi (£SH) ve kontrol grubuna oranla deney
gruplarinin motilite indekslerinde tespit edilen % degisim

Motilite indeksi (Mol)? Motilite indeksindeki degisim (%)b
24, saat 48. Saat 24, saat 48. Saat
Kontrol 0,46+ 0,01 0,76+ 0,02 - -
0,1 pM OXC 0,46+ 0,02 0,76+ 0,01 - -

a: Mol =1 - (W,/W,)



49

0,9 - O Kontrol

0,8 1 T m 0,1 pMOXC
07 -

0,6 1
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 1
0,1 1

Motilite indeksi (Mol)
|

24 .saat 48.saat

Zaman

Sekil 4.2.4.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indeksleri (Mol) (£SH).

4.2.5. Okskarbazepin’in Genel Degerlendirmesi

Dunning modeli sican prostat kanseri hiicre soyu olan yiiksek metastatik 6zellige sahip
Mat-LyLu hiicreleri iizerine, antiepileptik bir ajan olan OXC, 0,1 uM konsantrasyonda 24
ve 48 saat siirelerle uygulanmis ve bu ajanin; hiicrelerin toksisitesi, proliferasyonu ve
isaretlenme indeksi gibi kinetik parametreleri ile hiicrelerin lateral hareketi itizerindeki

etkileri arastirilmistir.

Mat-LyLu hiicreleri iizerine, toksik etki gostermeyen 0,1 uM konsantrasyondaki OXC,
hem 24 hem de 48 saat siirelerle uygulanmis ve bu dozun hiicrelerin proliferasyonu
tizerinde anlamli bir etki meydana getirmedigi (p>0,05) tespit edilmistir. OXC’nin, Mat-
LyLu hiicrelerinin DNA sentez yiizdeleri iizerinde sadece 48. saatte kontrol grubuna gore
deney grubundaki etkinin anlamli (p<0,05) oldugu belirlenmistir. Mat-LyLu hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde anlamli bir etki meydana getirmeyen 0,1 uM OXC’nin, 24 ve 48
saat stirelerle uygulanmasi sonucunda hiicrelerin motilite indeksi {izerinde de istatistik

bakimdan anlamli bir etki olugturmadigi (p>0,05) saptanmistir (Sekil 4.2.5.1).
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Sekil 4.2.5.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine OXC’nin belirlenen konsantrasyonda uygulanmasiyla
48. saatte tespit edilen normalize edilmis hiicre sayis1 ve motilite indeksi (Mol) arasindaki iligki.

4.3. TETRODOTOKSIN

Sodyum kanalina siki bir sekilde baglanarak kanali bloke eden TTX’in 600 nM, 1uM ve
6uM konsantrasyonlarinin; Dunning modeli sigan prostat kanser hiicrelerinden yiiksek
metastatik 6zellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonlarini inhibe edici veya toksik
bir etkisine rastlanmadigi daha 6nce yapilan calismalarla saptanmistir (Grimes ve dig.,
1995; Recatala., 1999; Fraser ve dig., 2000; Fraser ve dig., 2003). Ayrica, hiicrelerin
VGSClerinin belirtilen konsantrasyonlardaki TTX ile bloklanmasi sonucunda, Mat-LyLu
hiicrelerinin hareket, motilite/migrasyon yeteneklerinin azaldig1 farkli yontemlerle ortaya
konmus ve bu g¢alismalar Boliim 2.3.1°de ayrintili olarak verilmistir. Caligmamizda
kullanilan ~ yeni nesil antiepileptiklerden OXC ve LTG’nin  sonuglarinin
degerlendirilmesinde karsilastirma yapmak amaciyla, TTX’in, Mat-LyLu hiicrelerinin
sadece lateral hareketi (migrasyonu) tizerindeki etkileri bir kez daha incelenmistir. Bu
amagla Bolim 3.2.4’te anlatildigi sekilde, 600 nM ve 1 uM konsantrasyonlarda
hazirlanmis olan TTX’li medyumlar, deney petrilerine 24 ila 48 saat siirelerle uygulanmus,
elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirilarak, tablo ile grafikler sekillendirilmis ve

yorumlanmustir.
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4.3.1. Hiicre hareketi (Motilite/Migrasyon)

TTX’in, Dunning modeli sican prostat kanseri hiicre soylarindan yiiksek metastatik
Ozellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin hareketi {izerindeki etkilerini belirlemek tizere, 600 nM
ve 1 uM TTX, hiicrelere 24 ve 48 saat siirelerle uygulanmistir. Deney medyumlarinin
uygulanmasindan 6nceki (0. saat; Wo) ve sonraki (24. ve 48. saat; W) yara genislikleri,
invert mikroskopta mikrometrik okiiler ile Olgiilmiistiir. Elde edilen verilerden 3.5.1
numarali formiil ile kontrol ve deney gruplarinin ortalama motilite indeks degerleri tespit

edilmistir.

TTX’in Mat-LyLu hiicreleri iizerine uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonraki motilite
indeks ortalamalar1 ile kontrol grubuna gore deney gruplarinin motilite indekslerinde
meydana gelen degisim (%) oranlar1 Tablo 4.3.1.1°de verilmis olup, bu veriler ile motilite
indekslerinin zamana goére grafigi de ¢izilmistir (Sekil 4.3.1.1). Tablo ve grafikten Mat-
LyLu hiicrelerinin motilite indeks degerlerinin 24. saatte kontrol grubunda 0,40 oldugu
goriilmektedir. Elde edilen verilere gore hiicrelerin motilite indeksi TTX uygulanmasiyla
azalmis ve 24. saatte 600 nM TTX grubunda 0,36, 1uM TTX grubunda 0,35 olarak
Ol¢iilmiistiir. TTX uygulamasina 48 saat siireyle devam edildiginde, kontrol grubunda 0,71
olan motilite indeksinin 600 nM TTX grubunda 0,61’e, 1uM TTX grubunda ise, 0,59’a
azaldig1 gozlemlenmistir. Sonuclar degerlendirildiginde, 600 nM ve 1 uM TTX’in, Mat-
LyLu hiicrelerinin motilite indeksini, her iki deney saatinde de, kontrol grubuna gore

istatistik bakimdan anlamli (p<0,05) olarak azalttig1 tespit edilmistir.

Tablo 4.3.1.1. Mat-LyLu hiicreleri {izerine TTX’in belirlenen konsantrasyonda uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indeksi (+SH) ve kontrol grubuna oranla deney
gruplarinin motilite indekslerinde tespit edilen % degisim

Mootilite indeksi (MoI)? Motilite indeksindeki degisim (%)b
24, saat 48. Saat 24. saat 48. Saat
Kontrol 0,40+ 0,02 0,71+ 0,02 - -
600 nM TTX 0,36+ 0,02* 0,61+0,01* 10,00*(|) 14,80*(})
1 uM TTX 0,35+ 0,01* 0,59+0,02* 12,50*(]) 16,90*%(})

a: Mol =1 - (W, /W)
b: (1): Kontrol grubuna gore motilite indeksinde azalis.

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).
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Sekil 4.3.1.1. Mat-LyLu hiicreleri lizerine TTX’in belirlenen konsantrasyonlarda uygulanmasi
sonucu elde edilen motilite indeksleri (Mol) (£SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlamli fark (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser hiicreleri iizerinde yapilan ¢esitli arastirmalarda metastatik siirecin ortaya ¢ikisinda
ve ilerlemesinde voltaj kapili iyon kanallarinin (VGSC) rol oynadigi agikca ortaya konmus
olup, halen konuya iliskin ayrintili ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Prostat, meme, kolon,
glioma gibi cesitli kanser tiplerinde hiicre proliferasyonu lizerinde ve metastatik siirecin
ilerleyisinde VGSC’lerin katkisinin bulundugu pek ¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (Laniado
ve dig., 1997; Anderson ve dig., 2003; Preussat ve dig., 2003; Fraser ve dig., 2005; Fiske
ve dig., 2006). VGSC’lerin, metastatik siirecin gelisimi sirasinda goriilen baz1 morfolojik
ve fizyolojik hiicresel davranig degisiklerinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bilinirken,
son yillarda s6z konusu kanallar1 bloklayan ya da indirgeyerek etki gosteren bazi ilaglarin
gelistirilmesi, kanser tedavisinde yeni ve etkin stratejilerin kazanilmasi bakimindan
oldukca Onem tagimaktadir. VGSC’lerin prostat kanserinin metastatik potansiyelinde
kuvvetlendirici bir role sahip oldugu ve kanallarin bloklanmasiyla metastatik ilerlemenin
baskilanabilecegi hipotezi gergevesinde planlanan ¢alismamizda, Na® kanallarini bloke
ederek etki gosteren, yeni nesil antiepileptik ajanlardan LTG ve OXC’nin, Dunning si¢an
prostat tiimor modeli yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin toksisitesi, proliferasyon ve
isaretlenme indeksi gibi hiicre kinetikleri tizerindeki etkilerini ortaya koymak ve bu
ajanlarin, hiicrelerin hareketi, dolayisiyla da VGSC’leri tizerindeki etkilerinin, spesik bir

VGSC blokeri olan TTX ile karsilastirmali olarak arastirilmasi amaglanmuastir.

Dunning modeli sican prostat kanseri hiicre soyu olan yiiksek metastatik Mat-LyLu
hiicreleri iizerine, LTG’nin toksik etki olusturmayan 75 pM dozu uygulanmis ve hiicre
kinetikleri ile hiicrelerin lateral hareketi/migrasyonu iizerindeki etkileri arastirilmis ve

asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1. 75 uM LTG’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etkili olmadig,
2. LTG’nin Mat-LyLu hiicrelerinin isaretlenme indeksini hem 24. hem de 48. saatte

stimiile ettigi,
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3. Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi {izerinde LTG’nin bir etki gostermedigi

saptanmuistir.

75 uM LTG’nin hiicrelere 48 saat siireyle uygulanmasi sonucu elde edilen bulgulara gore,
kullandigimiz antiepileptik ajan; Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonu ve lateral hareketi
tizerinde anlamli bir etki meydana getirmemis olup, bu sonug, TTX’in hiicrelerin motilitesi
lizerinde gosterdigi inhibisyon ile karsilastirildiginda da (Sekil 5.1) LTG’nin herhangi bir

inhibe edici etkisinin bulunmadigini ortaya koymaktadir.

[ kontrol Bl 600 oM TTX B 1 eMTTX

Bl 75 uMLTG Hl 01 uMOXC

TTX b ge) OXC

Sekil. 5.1. Mat-LyLu hiicreleri tizerine TTX, LTG ve OXC’nin belirlenen konsantrasyonlarda
uygulanmasiyla 48. saatte tespit edilen lateral hareket (+=SH).

*: Kontrol grubuna gore istatistik bakimdan anlaml fark (p<0,05).

Literatiirde LTG’nin, Dunning modeli sican prostat kanseri hiicrelerinden yiiksek
metastatik Mat-LyLu hiicrelerinin kinetik parametreleri ya da migrasyonlari tizerindeki
etkisini arastiran in vitro veya in vivo bir ¢alisma bulunmadigi gibi, diger kanser hiicreleri
iizerindeki etkilerini ortaya koyan bir ¢alismaya da rastlanmamuistir. Yapilan ¢alismalarla,
presinaptik ve postsinaptik olmak tizere etkisini iki farkli sekilde gosteren LTG’nin
postsinaptik yol ile, diger antikonviilsif sodyum kanal bloklayicilar1 gibi ndronlarin
eksitabilitesini azaltarak etkisini gerceklestirdigi saptanmistir (Wang ve dig., 1996;

Rogawski ve Loscher, 2004). Sican serebellar graniil hiicreleri kullanilarak “Whole cell
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clamp” metoduyla gergeklestirilen in vitro bir ¢alismada, LTG’nin hiicre igine dogru olan
voltaj kapili Na* akimlarin1 azalttigi ve denge durumundaki inaktivasyon egrisinde negatif
bir degisimi indiikledigi gosterilmistir (Zona ve Avoli, 1997). Kuo ve Lu (1997) tarafindan
yapilan arastirmada ise, sigan hippokampal néronlarinda, LTG’nin hizli inaktif durumdaki
Na® kanallarina yavasca baglanarak buradaki Na® akimlarimi potansiyel olarak inhibe
edebildigi belirtilmektedir. Lamotrijin, gabapentin ve fenitoin’in striatal noronlar
tizerindeki  etkilerinin  elektrofizyolojik olarak incelendigi in vitro ¢alismada
antiepileptiklerin s6z konusu hiicrelerin elektrofizyolojik 6zelliklerini degistirerek striatal

noronlarin uyarilabilirligini azalttig1 saptanmistir (Calabresi ve dig., 1999).

Sican neokortikal kesitlerinde glutamat birikmesinin inhibisyonuna dayanan, hayvan
modelleriyle yiiriitiilmiis birtakim ¢alismalar LTG’nin anlamli derecede noéroprotektif bir
etkiye sahip oldugunu ileri siirmektedir (Shuaib ve dig., 1995). Noroprotektif dozun
antikonviilsif terapide kullanilan doz ile benzerlik gosterdigi belirtilmektedir (Crumrine ve
dig., 1997). Ayrica LTG’nin, Parkinson hastaliginin ekstraprimidal yan etkilerinin tedavi
edilmesinde de uygulamasinin mevcut oldugu ve bu etkinin glutamat saliniminin
inhibisyonundan kaynakli olabilecegi Zipp ve dig., (1993) tarafindan bildirilmistir. Bipolar
rahatsizliklarda, LTG’nin depresif fazlarin tekrarmmi azalttigt da One siiriilmektedir
(Calbrese, 2000). Epilepsi hastalarinda valproik aside kiyasla depresif dereceyi indirgedigi
belirlenmistir. (Edwards ve dig., 2001). Kronik epileptik siganlarin kullanilarak
yiriitiildiigi bir bagka arastirmada fenitoin (100 uM), valproat (600 uM) ve lamotrijin (100
uM) deney prosediiriine gore hazirlanan kesitlere uygulanmis ve bu ajanlarin hippokampal
ndronlardaki VGSC’lerin antikonvulsan farmakolojisi iizerine etkileri degerlendirilmistir.
Kullanilan ajanlarmn  kontrol grubu ve epileptik gruptaki hayvanlarin Na® kanal
amplitiidiine olan tonik inhibisyon etkileri gozlenerek, LTG’nin epileptik gruptakilerde
olgiilen kanal amplitiidiinde %64 oraninda bir azalma ortaya ¢ikardigi ve bu azalmanin da
LTG’nin, Na® kanallar1 iizerinde gosterdigi inhibisyon etkisinden kaynaklandigi tespit
edilmigtir (Remy ve dig., 2003). Lang ve dig.,, (1993) N4TGl1 fare noroblastoma
hiicrelerinde var oldugu bilinen VGSC’ler iizerine karbamazepin, lamotrijin ve fenitoin’in
etkilesimlerini incelemisler ve LTG i¢in tonik inhibisyon goésteren 1Csp dozunu 91 puM

olarak saptamiglardir.
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Sigan beyin tipi ITA sodyum kanali eksprese eden Xenopus oocytes’te ‘‘voltage clamp”’
metoduyla yliriitiilen baska bir ¢alismada 31,9 uM dozdaki LTG’nin, -120 mV’luk
potansiyelde herhangi bir bloklama etkisi goriilmezken, -50 mV potansiyelde oldukga
belirgin bir inhibisyon tespit edilmistir (Yarov-Yarovoy ve dig., 2001).

LTG’nin etkilerini ortaya koyan literatiirdeki ¢aligmalarin, in vitro olarak ndronlar, in vivo
olarak ise, epilepsi ve parkinson gibi sinir sisteminden kokenlenen hastaliklara iligkin
oldugu belirlenmektedir. Yiiksek metastatik prostat hiicreleri ve LTG ile yiiriittiigiimiiz bu
caligmadan elde ettigimiz sonugclar, literatiirde LTG’nin néronlarin VGSC’leri tizerindeki
inhibe edici etkisinden farklilik gostermektedir. Bu durum, calismalarda farkli hiicrelerin
kullanilmis olmasindan veya hiicrelerdeki VGSC’lerin kanal izoformlar1 arasindaki

farkliliktan olabilecegini diistindliirmektedir.

Dunning modeli sican prostat kanseri hiicre soyu olan yiiksek metastatik Mat-LyLu
hiicreleri tlizerine, OXC’nin toksik etki olusturmayan 0,1 uM dozu uygulanmis ve hiicre
kinetikleri ile hiicrelerin lateral hareketi/migrasyonu tizerindeki etkileri arastirilmis ve elde

edilen sonuglara gore;

1. 0,1 uM OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonu {izerinde etkili olmadig,

2. OXC’nin Mat-LyLu hiicrelerinin isaretlenme indeksi {lizerinde, 24. saatte herhangi bir
etki gostermedigi, 48. saatte ise Stimiilasyona yol actigi,

3. 0,1 uM OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi {izerine her iki deney saatinde

de bir etki gostermedigi saptanmistir.

Yiiksek metastatik Mat-LyLu hiicrelerine, 0,1 pM OXC’nin uygulanmasi sonucunda
kullandigimiz antiepileptik ajanin hiicrelerin proliferasyonu ile lateral hareketi iizerinde
anlamli bir etki meydana getirmedigi ve bu sonucun TTX’in hiicrelerin motilitesi lizerinde
gosterdigi inhibisyon ile karsilastirildiginda da, OXC’nin herhangi bir inhibe edici
etkisinin bulunmadigini ortaya koymaktadir (Sekil 5.1).

Literatiirde, OXC’nin Dunning modeli sigan prostat kanseri yliksek metastatik Mat-LyLu
hiicrelerinin kinetik parametrelerinin ya da migrasyonlarinin tizerindeki etkisini arastiran in

vitro ya da in vivo bir ¢alisma bulunamamistir. Etki mekanizmasi karbamazepin ile
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benzerlik gosteren OXC, primer etkisini voltaj bagimli sodyum kanallarini inhibe ederek
gostermektedir (McLean ve dig., 1994; Waldmeier ve dig., 1995; Meldrum, 1996). Bu
amaca yonelik olarak in vitro kosullarda gergeklestirilen baz1 ¢alismalar, OXC’nin aksiyon
metabolizmalarindan birinin, karbamazepine benzer sekilde yiliksek frekansli, voltaj duyarl
Na” kanallarimin inhibisyonu oldugunu ortaya koymaktadir (McLean ve dig., 1994; Wamil
ve dig., 1994). Yine in vitro yiiriitiilen baska bir arastirmada yeni antiepileptik ajanlardan
gabapentin, karbamazepin, lamotrijin, topiramat, tiagabin ve okskarbazepin’in sigan
astrosit primer kiltiirleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicre canliligt (MTT yontemi
ile), olgunlasma ve differensiyasyon (glutamin sentetaz aktivitesi), stres kosullarinin
varliginda (reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, nitrik oksit ekspresyonu gibi) noronlarin
fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Kullanilan tiim ajanlarim 1, 10, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarindaki etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara goére; MTT
degerlendirmesinde, 1 ve 10 pg/ml gibi diisiik konsantrasyonlarda OXC’nin hiicrelerin
tetrazolium tuzlarini metabolize etmesinde bir azalma meydana getirdigi gozlenmistir. Doz
artigina paralel olarak OXC’nin hiicrelerde nitrik oksit biyosentezini artirdig1 ve enzimatik
aktivitede de degisiklik meydana getirdigi tespit edilmistir (Pavone ve Cardile, 2003).
Hippokampal ndronal hiicrelere uygulanan OXC’nin reaktif oksijen tiirevlerinde artisa,
mitokondrial zar potansiyelinde ise, azalmaya neden oldugu ve uygulandigi 300 uM’lik
dozla bu hiicreler lizerinde toksik etki meydana getirdigi gosterilmistir (Araujo ve dig.,
2004).

Elektrofizyolojik metodlart uygulayarak karbamazepin ve okskarbazepin’in aksiyon
potansiyellerini inceleyen Giustizieri ve dig., (2008) 300 uM dozda OXC’nin
hippokampusun CA1 bolgesindeki primidal noronlardaki tekrarlayici  aksiyon
potansiyellerinin olusumunu indirgedigini tespit etmislerdir. McLean ve dig., (1994) in
vitro sartlarda omurilik hiicrelerinde intraseliiler kayit teknikleri kullanarak OXC igin
sodyum bagimli aksiyon potansiyellerinde etkili olan ICsy dozunu 50 nM olarak

belirtmislerdir.

Presinaptik ve postsinaptik olmak iizere iki yol ile etkisini gosteren OXC ve LTG gibi
antiepileptikleri yiiksek dozlarda (150-1500 pM) hippokampalden izole edilen sinir

sonlanmalarina uygulayan Sitges ve dig. (2007 a,b) ekzositik glutamat saliniminin doz
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artisina bagl olarak inhibe oldugunu ve bu inhibisyonun presinaptik voltaj duyarli Na* ve

Ca'? kanal gecirgenliklerini azalttigint saptamislardir.

Epilepsinin giincel tedavisinde, cesitli molekiiler hedefler lizerine etki eden antiepileptik
ilaclarin  kullanilmasiyla, hastalik nedeniyle yasanilan nobetlerin baskilanmasina
odaklanilmaktadir. Epilepsi sendromuyla iligkilendirilen genler agirlikli olarak iyon
kanallarim1  kodlamakta ve bu genlerin ekspresyonunda meydana gelebilecek
degisikliklerin, hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu disiiniilmektedir (Steinlein,
2004; Graves, 2006). Ozellikle esas rolleri merkezi sinir sisteminin icerisinde yer alan
ndronlarin uyarilabilirligini saglamak ve diizenlemek olan VGSC’ler, antiepileptik ajanlar
icin 6nemli bir hedef olarak goriilmektedir (Rogawski ve Loscher, 2004). VGSC’lerin o alt
{initesini kodlayan on adet genden dokuz tanesi fonksiyonel olarak aktiftir. Bu, Na" kanali
izoformlarindan: Na,1.1 (SCN1A), Na,1.2 (SCN2A) ve Na,1.6 (SCN8A)’nin yetiskin
merkezi sinir sisteminde; Nay1.3 (SCN3A)’nin fetal sinir dokusunda; Na, 1.4 (SCN4A)’nin
iskelet kasinda; Na,1.5(SCN5A)’nin kalp kasinda; Na,1.7 (SCN9A), Na,1.8 (SCN10A) ve
Nay1.9 (SCN11A) nin periferik sinir sisteminde bulundugu tespit edilmistir (Meldrum ve
Rogawski, 2007).

Na" kanali izoformlarindan olan Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 ve Na,1.6; uyarilabilir hiicrelerde
aksiyon potansiyellerinin meydana gelmesine neden olan hizl1 ve siireksiz Na* akimlarina
aracilik etmektedir. Bu izoformlarin davranislarinda ya da ekspresyon paternlerinde olasi
mutasyonlarin, epilepsinin ortaya ¢ikisinda ve bununla birlikte nébetlerin yasanmasinda rol
oynayabilecegi One siiriilmektedir (Rogawski ve Loscher, 2004). Jeneralize epilepsili
hastalarda Nay1.2 proteinini kodlayan SCN2A geninde birtakim mutasyonlarin meydana
geldigi, farkli kaliimsal epilepsili hastalarda Na,1.1 proteinini kodlayan SCN1A geninde
bes ylizden fazla mutasyon olustugu tespit edilmistir (Meisler ve Kearney, 2005; Claes ve
dig., 2009; Lossin, 2009). Yeni nesil antiepileptik ajanlardan biri olan LTG’nin Nay,1.1 ve
Na,1.2, OXC’nin de Na,1.2 iyon kanallari tizerinde terapétik etkilerinin bulundugunu

bildiren ¢alismalar mevcuttur (Meldrum ve Rogawski, 2007).

Literatirde OXC ile yiiriitilen ¢aligmalar sinir sistemine ait hiicreler veya hastaliklar
lizerine olup, prostat veya diger kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini arastiran bir

caligmaya rastlanmadig gibi, kullanilan OXC dozlarmin da bizim kullandigimizdan en az
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10 misli yiiksek oldugu goriilmektedir. Sigan prostat hiicreleri ve OXC ile siirdiirdiiglimiiz
bu calismadan elde ettigimiz sonuglarla, literatiirde verilen ve OXC’nin ndronlar {izerinde
inhibe edici etki meydana getirdigini ortaya koyan c¢alismalar arasinda goriilen farkliligin
nedeninin, kullanilan hiicre soylarinin farkli olmasinin yani sira daha yiiksek OXC
dozlarmnin kullanilmasi ya da hiicrelerin Na* kanal izoformlarmin farkli olmasi gibi birden

fazla etkenden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Etkilerini aragtirdigimiz LTG ve OXC’nin Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketini yani,
VGSC’lerini bloke edip etmedikleri giicli sodyum kanal blokeri TTX ile de
karsilastirilarak degerlendirilmistir (Sekil 5.1). Bu amagla 600 nM ve 1 uM TTX’in Mat-
LyLu hiicrelerinin lateral hareketi/migrasyonu iizerindeki etkileri incelenmis ve 600 nM
TTX’in hiicrelerin hareketini %14,8 ve 1 uM TTX’in ise, %16,9 oraninda anlamli olarak

inhibe ettigi saptanmistir.

Dunning modeli si¢an prostat kanseri hiicreleriyle yapilan c¢aligmalarda, hiicrenin
metastatik 6zelliginin bir belirteci olan motilite/migrasyon yetenegi farkli metodlar ile in
vitro olarak tespit edilmistir. Calismamizda oldugu gibi, lateral hareketin degerlendirildigi
“wound heal” yontemini kullanan Fraser ve dig., (2003) 1 uM TTX’in, Mat-LyLu
hiicrelerinin lateral motilitesini %47 oraninda azalttigin1 gostermislerdir. Hiicrelerin bazal
membrani gegme yetenegi olarak adlandirilan ve metastatik siirecin vazgec¢ilmez bir adimi
olan “invazyon” ise, “Boyden chamber” yontemi ile in vitro olarak degerlendirilmis ve 600
nM TTX’in, Mat-LyLu hiicrelerinin giriciligini %33 oraninda azalttigi, ancak diisiik
metastatik AT-2 hiicrelerinin invazyon yeteneklerinde ise, bir degisiklik meydana
getirmedigi tespit edilmistir (Grimes ve dig., 1995).“Transverse migration” metodu
kullanilarak da, TTX uygulamasinin, Mat-LyLu ve PC-3 hiicrelerinin hareket yeteneklerini
azalttig1 ortaya konmustur (Ding ve dig. 2008). Degisen derecelerde metastatik potansiyele
sahip sigan ve insan prostat kanser hiicreleriyle yaptigi ¢alismada Smith ve dig., (1998)
hiicrelerin invazyon yetenekleri ile plazma membranlarindaki VGSC protein ekspresyonu

arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir.

Mat-LyLu hiicreleri ve TTX ile yapilan in vitro ¢alismalarda, TTX’in hiicre hareketi
tizerinde belirgin bir etki gostermesine karsin, Mat-LyLu hiicrelerinin proliferasyonu

tizerinde bir etki meydana getirmedigi belirlenmistir. 600 nm, 1uM ve 6uM
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konsantrasyonlardaki TTX’in, 48. saatin sonunda hiicre ¢ogalmasini inhibe edici veya
toksik bir etkisine rastlanmamis (Grimes ve dig., 1995; Recatala., 1999; Fraser ve dig.,
2000; Fraser ve dig., 2003) olup, elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki bulgular ile paralellik

gostermektedir.

Altun ve Djamgoz (2008), kuvvetli metastatik Ozellikteki Mat-LyLu hiicrelerinin
Copanhagen 1rki si¢anlara deri altina enjekte edilmesiyle olusturulan in vivo prostat kanser
modelinde, TTX in intratiimédral uygulamasinin; primer tiimor bilyiimesini ortalama %34
oraninda kismi olarak inhibe ettigini, akciger metastazlarim1 %44 oraninda azalttigini ve

hayvanlarin yasam siiresinin %22 oraninda arttigin1 gostermistir.

Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde rol alan VGSC’lerin alt tipleri iizerinde
yapilan arastirmalarda, bu alt tiplerin, farkli biyofiziksel karakterlere ve toksinlere
hassasiyet gibi, degisik farmakolojik Ozelliklere sahip oldugunu gdstermistir. Nayl.1,
Na,1.6 ve Na,l1.7 gibi, ¢ogu VGSC a alt initesi -40 mV’da aktive olur ve hizh
inaktivasyon kinetigine sahiptir. Bazilar1 ise, (Na,1.5, Na,1.8 ve Na,1.9) daha
hiperpolarize potansiyelde (-60 mV ya da daha negatif) aktive olur ve daha yavas
inaktivasyon kinetigine sahiptir. Calismamizda da kullandigimiz yiiksek metastatik
Ozellige sahip olan Mat-LyLu hiicrelerinde en az yedi farkli VGSC a alt tipi mRNA
bulunmaktadir ve en yiiksek mRNA seviyesi Na,1.7, Na,1.1 ve Nay alt tiplerine ait olup,
baskin izoform Na,1.7’dir (Diss ve dig., 2001; Diss ve dig., 2004).

Calismada; Na® kanallarin1 bloke ederek etkisini gosteren yeni nesil antiepileptik
ilaglardan LTG ve OXC’nin, Dunning sigan prostat tiimdr modeline ait yliksek metastatik
karakterdeki Mat-LyLu hiicreleri tizerindeki etkileri aragtirtlmistir. 75 uM LTG ve 0,1 uM
OXC’nin, Mat-LyLu hiicrelerinin DNA sentez yiizdelerini stimule ederken
proliferasyonunu etkilemedikleri ve lateral hiicre hareketi iizerinde istatistik bakimdan
anlamli bir etki gostermedikleri belirlenmistir. Ayrica bu sonuglar, giiclii bir sodyum kanal
blokeri olan TTX’in, Mat-LyLu hiicrelerinin lateral hareketi iizerinde olusturdugu
inhibisyon ile karsilastirnlmis ve kullanilan ajanlarin, TTX gibi etkin olmadiklar
gorilmistir. TTX’in, baskin VGSC izoformu Na,1.7 olan Mat-LyLu hiicrelerinin
VGSC’lerini bloke ederek, lateral hareketi inhibe ettigi (Fraser ve dig., 2003) dikkate
alindiginda, LTG ve OXC’nin, TTX gibi etkin bir inhibisyon gdsterememesi biiyiik bir
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olasilikla, s6z konusu ajanlarin Na,1.1 ve Na,1.2 gibi Na' kanal izoformlar1 iizerinde etkili

(Meldrum ve Rogawski, 2007) olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, etkisini Na* kanallar1 {izerinde gdsteren yeni nesil antiepileptik ilaglardan
LTG ve OXC’nin, Dunning si¢an prostat tiimér modeline ait yiiksek metastatik Mat-LyLu
hiicreleri lizerindeki etkilerinin ilk kez arastirildigi bu calismada, s6z konusu farmakolojik
ajanlarin, hiicrelerin DNA sentez yiizdelerini stimule ederken, VGSC’leri lizerinde TTX
gibi bir inhibisyon olusturmadiklar1 saptanmis olup, konunun elektrofizyolojik olarak

ve/veya gen diizeyinde daha ayrintili bir sekilde arastirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Elde edilen sonuglar, prostat kanserinin, iyon kanallarini hedef alan ilaclarla tedavi
edilmesine olanak saglayacak farmakolojik ajanlarin/ilaglarin belirlenmesi konusunda
bilimsel birikime katki saglamasinin yani sira in vitro ve in vivo yeni ¢alismalara zemin

hazirlayacaktir.
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