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OZET

Prostat kanseri diinya ¢apinda en ¢ok dliime sebebiyet veren kanserlerin en basinda
gelmektedir. Cesitli iyon kanallarin kanser hiicrelerinde proliferasyon, anjiyogenez,
invazyon, hiicre farklilagsmasi, hiicre hacmi biiylimesi, timor biiylimesi, metastaz ve
apoptoz mekanizmasina etki ettigi tespit edilmistir. Iyon kanallar aktivitesi sonucu olusan
iyon akimi, bahsedilen temel mekanizmalarda etkili molekiiller oldugundan dolay1 kanser
tedavisi i¢in potansiyel hedefler olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda prostat
kanser dokularinda iyon kanal ifade diizeylerinin kontrolle karsilastirilarak arastirilmasi
amaclanmstir.

Calismaya adenokarsinom tanisi almig 100 [n=105], benign prostat hiperplazisi
[BPH] tanis1 almis 30 [n=30] ve normal prostat dokusuna ait 30 [n=30] olmak iizere
formalinde fiske edilip parafine gémiilmiis toplam 165 vakanin 6rnegi dahil edilmistir.
RNA izolasyonu sonrasi MRNA ifade analizlerinde kantitatif Real Time-PZR ydntemi
kullanildi. Ornekde TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, TRPC7, TRPV2, TRPV3,
TRPV4, TRPVS5, TRPAL, Ca,3.1, Cav3.2, Ca,3.3, Kvl.3, Kv1.4, Kv1.6, Kv4.3, Kv1l.1,
KCal.l, KCa3.1, TASK-3[KCNK9] ve Clcn-3 iyon kanal ifadeleri tiim 6rneklerde analiz
edildi.

Kantitatif RT-PCR sonuglart KCNA3 gen ekspresyonunda gleason skor 6 ve 7°deki
anlamli azalma disinda diger gruplarda anlamli bir degisiklik olmadigini gosterdi. KCNAG,
KCNK9, KCNMA1, KCNN4 gen mRNA ifadelerinin kontrolle karsilastirildiginda
KCNAG6 i¢in BPH hari¢ tiim kanser dokularinda anlamli bir azalmaya sahip oldugu tespit
edildi. TRPC3 mRNA ifadesi kontrolle kiyaslandiginda yalnizca gleason skor 10’da
anlamli bir artisa sahipken TRPC4 ve TRPC6 mRNA ifadelerinde ise 6nemli dlgiide artis
tespit edildi. TRPC5, TRPAL, TRPV3 ve TRPV4 mRNA ifadelerinde ise anlamli diizeyde
azalma gozlendi. CIC-3 gen ekspresyonunda kontrolle karsilastirildiginda gleason skor
7°de anlaml1 bir artis ve gelason skor 10’da ise ciddi bir azalma oldugu saptandi. TRPC7,
CACNALG ve KCNA4 mRNA ifadelerinde kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser
gruplarinda anlamli bir farklilik olmadigi bulundu.

Iyon kanal mRNA ifadelerindeki degisimler proliferasyon artisi, apoptozise direng,
metastaz ve invazyon gibi pek ¢ok transformasyon siirecinde katkida bulunarak kanser

gelisimine yol acabilir. Elde ettigimiz veriler 6n bulgular niteliginde olup her bir kanalin

Xl
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hiicre transformasyonu siirecine katkisnin daha ileri c¢alismalarla irdelenmesi ve
dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Iyon kanali
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ION CHANNEL EXPRESSIONS THOUGHT TO
BE EFFECTIVE IN TUMOR CONTAINING AND TUMOR-FREE PROSTATE
TISSUES IN HUMAN

Prostate cancer is one of the most deadly cancers in the worldwide. it is has been
found that, a variety of ion channels affect mechanisms such as proliferation, angiogenesis,
invasion, cell differentiation, cell volume growth, tumor growth, metastasis and apoptosis
in cancer cells. It is considered as a potential targets for cancer therapy due to the ion
current resulting from ion channel activity is a effective molecules in the mentioned basic
mechanisms. In consequence, we are aimed to investigate the ion channel expression levels
in prostate cancer tissues by comparison normal prostate tissues.

A total of 165 cases that are formalin fixed paraffin embedded 105 patients that
was diagnosed prostate adenocarcinoma [n=105], 30 benign prostatic hyperplasia [BPH]
patient tissues [n=30] and 30 being normal prostate tissue [n=30] evaluated in our research.
Quantitative Real Time-PCR method was used for mRNA expression analysis after RNA
isolation. TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, TRPC7, TRPV2, TRPV3, TRPV4,
TRPV5, TRPAL, Cav3.1, Cav3.2, Cav3.3, Kv1.3, Kvl.4, Kv1.6, Kv4.3 , Kv11.1, KCal.1,
KCa3.1, TASK-3 [KCNK9] and Clcn-3 ion channels expressions were analyzed in all
samples.

The quantitative RT-PCR results showed that there was no significant change in the
KCNAZ3 gene expression in the other groups except for a significant decrease in gleason
scores 6 and 7. When KCNAG6, KCNK9, KCNMAL, and KCNN4 gene mRNA expressions
were compared to controls, it was found that this ion channels has a significant decreases
in all cancer tissues except for BPH in KCNA6. While TRPC3 mRNA expression
compared with control's has a significant increase in only gleason score 10, it was found
that important increases in TRPC3 and TRPC4 mRNA expressions in all groups. It was
established that meaningful decreases in the mRNA expressions of TRPC5, TRPAL,
TRPV3 and TRPV4. As compared with control, while CIC-3 gene expression has a

significant increase in gleason score 7, there was a significant decrease in gleason score 10.

X1



Prostate cancer groups compared with controls were not found meaningful difference in
TRPC7, CACNA1LG and KCNA4 mRNA expressions.

Alterations in ion channel mRNA expressions may lead to prostate carcinogenesis
by contributing to many transformation processes such as increased proliferation, apoptosis
resistance, metastasis, and invasion. The data we obtain are preliminary findings and the
contribution of each channel to the cell transformation process needs to be examined and

verified with further researches.

Key words: Prostate Cancer, lon channel
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1. GIRIS

Kanser diinya ¢apinda en ¢ok Oliime sebebiyet veren hastaliklarin basinda
gelmektedir. Ulkemizde prostat kanser tanis1 ve kanserle ilgili dliimler ikinci sirada yer
alirken 6nemli derecede degisiklik gosteren insidans ve mortalite oranlar1 ile farkli
tilkelerde erkekler arasinda en sik goriilen dordiincii kanser tipidir [1].

Progresif bir hastalik olarak diisliniilen Benign Prostat Hiperplazisi [BPH],
yaslanan erkek bireylerde alt iiriner sistem semptomlarmna [AUSS] yol acan patolojik bir
durumdur. Adenokarsinomun aksine O6liimciil bir hastalik olmamasina ragmen yasam
kalitesini 6nemli Olgiide diisiiren semptomlara neden oldugundan BPH erkekler i¢in en
onemli hastaliklardan biridir [2].

Kanser hiicresinin ortaya ¢ikmasinda temel faktor, normal hiicre genetik yapisinin
transformasyonundaki bozulma olarak bilinmektedir ki bunun sonucunda hiicreler
kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya baslar [3]. Prostat kanserinin baslamasina ve ilerlemesine
neden olan spesifik nedenler tam olarak bilinmemekle beraber g¢evresel ve genetik
etmenlerin, hastaligin ilerlemesinde rol oynadigina dair 6nemli bulgular elde edilmistir
[1,4].

Sik rastlanilan bu karsinogenezin molekiiler temelleri konusunda c¢ok az bilgi
mevcuttur. Fakat cesitli iyon kanallarin kanser hiicrelerinde proliferasyon, anjiyogenez,
invazyon, hiicre farklilagmasi, hiicre hacmi biiylimesi, tiimdr biiylimesi, metastaz ve
apoptoz mekanizmasia etki ettigi tespit edilmistir [5]. Iyon kanallar1 aktivitesi sonucu
olusan iyon akimi, bahsedilen temel mekanizmalarda etkili molekiiller oldugundan dolay1
kanser tedavisi i¢in potansiyel hedefler olarak diisiintilmektedir.

Bu calisma ile prostat kanseri hiicrelerinin invazivitesi ve metastazinda bahsedilen
iyon kanallarinin ekspresyon/aktivitesinin potansiyel rolii degerlendirilecektir. Beklenen
sonuglar, iyon kanallarini, hiicre biyolojisini ve kanser patofizyolojisini igeren arastirma
alanlariin genis bir kismini dogrudan ilgilendirecektir. Uzun vadede, sonuglar kanserde
iyon kanal ekspresyonunun klinikte hastalarin metastatik potansiyeli ve tedaviye
[kemoterapi ve radyasyon] verdikleri cevaplari veya direngli oluslari ile hastalarin yasam

stire beklentileri ve prognoz iliskisini amaclayan daha biiyiik bir arastirmanin temelini



olusturacaktir. Ayrica metastatik potansiyelle iliskisi bulundugu takdirde bu kanallar1 bloke
etmek suretiyle yeni hedefe yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir.
Calismamizda insan prostat kanseri, BPH ve saglikli prostat kontrol 6rneklerinde
TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, TRPC7, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPVS5,
TRPAL, Ca,3.1, Cav3.2, Ca,3.3, Kvl.3, Kv1.4, Kv1.6, Kv4.3, Kv1l.1, KCal.1l, KCa3.1,
TASK-3 [KCNK9] ve Clcn-3 iyon kanal mRNA ifadelerinin kontrol ornekleriyle
karsilastirilarak arastirilmasi ve elde edilen verilerin prostat kanserli hasta preparatlarinin

prognozunu énemli sekilde etkileyen gleason skorlar ile iliskilendirilmesi amaglanmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/CACNA1G
http://en.wikipedia.org/wiki/CACNA1G

2. GENEL BILGILER

2.1.Prostat

Yalnizca erkek iireme sisteminde bulunan ve temel islevi semen tiretimine yardimci
olmak olan prostat, her erkekte bulunan kii¢iik bir salgi bezidir. Sperm hiicrelerini
barindiran ve taginmasini saglayan semen sivisinin %15-20’sini {ireten bu organ {iretra
kanalinin baglangi¢ kisminda yer almaktadir ve igerisinden idrar yolu gegmektedir [6].
Ekzokrin bir bez olarak prostat tiim memeli erkeklerinde korunmustur. Bu durum bireyin
hayatta kalmasi acisindan c¢ok Onemli olmasa da tiirlerin iiremesinde hayati bir rol
oynamaktadir [7]. Yasin ilerlemesine bagh olarak genellikle 50 yas iistii erkek bireylerde
goriilen prostat bezini etkileyen benign ve malign hastaliklar en Onemli patolojik
bulgulardandir.

Lokal olarak yavas gelisme gosteren ve ilerlemesi uzun yillar alan bu hastalik
sonugta prostatin disinda bulunan komsu dokulara ya da kan yoluyla farkli dokulara
gecebilir [8]. Ozellikle yash erkek bireyler arasinda onemli bir saglik tehdidi olan prostat
kanseri i¢in heniiz ¢6ziim saglayacak bir tedavi gelistirilememistir [9]. Hastalik sonucu
meydana gelen degisimler, uygulanan tedaviler ve tedaviler sonucu ortaya ¢ikan yan etkiler
psikolojik [anksiyete, depresyon vb.] ve fonksiyonel [cinsel islev bozukluklari]
problemlere neden olabilmektedir [10]. Erken evrede teshis ve tedavi uygulanmasi halinde
prostat kanserinin tam olarak tedavisi miimkiin olabilir ya da hastalarin 5 yillik sag kalim
olasilig1 %99’lara ulasabilmektedir [11,12]. Genellikle 60-70 yaslarinda teshis edilen [13]
prostat kanserinin baslangici ve ilerlemesi ile ilgili bir¢cok teori Onerilmis ve arastirilmis
olsa da molekiiler temeli tam olarak bilinmemektedir [14]. Bu amag igin; giiniimiizde
biyokimyasal belirte¢lerde dahil olmak iizere pek ¢ok farkli molekiil, ¢esitli arastirmalarda

prostat kanseri i¢in tiimor marker1 olarak kullanilmaktadir[15].
2.1.1. Anatomisi

Mesane boynundan baslayarak hemen altinda ve prostatik tiretrayr gevreleyen
prostat [Sekil 1]; fibromiskiiler kapsiil ve tubulo-alveoler 6zellik gosteren glandiiler bir
yapidan olusmustur. Kestane seklinde olup 4x3x2cm boyutlarinda bir genital bezdir.

Normal prostat ortalama olarak 8-20 gr agirhiginda olup ortalama 2,5 cm uzunlugundaki



posterior iiretray1 icermektedir [16]. Boyutu yasla birlikte degisiklik gostermekle beraber
geng Dbireylerde yaklasik ceviz biyiikligindeyken yashi bireylerde daha biiyiik
olabilmektedir ve biiyiimesi, testosteron gibi erkeklik hormonlar1 [androjenler] tarafindan
tetiklenmektedir [17].

Prostat

Seminal
Vezikul

15 \ Ureter
Kanserli

TOmor

Testis Torbasi
T

Sekil 1. Prostat Lokalizasyonu [17].

Endopelvik fasya kokenli alan diger bir prostatik kilifin orttiigii kollajen, elastin ve
yogun diiz kas yapisindan olusmus prostat kapsiiliyle sarilidir ve 6n cepheden
puboprostatik baglarla alt yiizeydense iirogenital diyaframla desteklenmektedir. Lowsley
simiflandirmasina gore prostat anterior, posterior, median, sag lateral ve sol lateral olmak
tizere 5 lob icermektedir. Prostat kanseri genellikle orta veya dis yan loplardaki periiiretral
bezlerden kaynaklanmaktadir [16,6].

2.1.2.Prostatin Zonal Anatomisi
2.1.2.1. Glandiiler Prostat Dokusu

Prostatin glandiiler kisimlari; iiretrada yer alan kanallarinin farkli lokalizasyonlari,
cesitli patolojik lezyonlara neden olmalar1 ve farkli embriyolojik kdkenlerinden dolay1
farkli zonlara ayrilmistir. Normal bir prostat bezi Sekil 2’de de gosterildigi gibi anatomik
acidan ¢ farkli zona ayrilmistir. Bunlar;

1) Periferik Zon: Prostat glandiiler dokunun biiyiik kismini [%70] olusturmaktadir.

Prostat kanserlerinin %70’1 bu zondan kaynaklanmaktadir.

2) Santral Zon: Prostat bezinin glandiiller dokusunun yaklagik olarak %25’ini

olusturmaktadir ve ejakiilator kanallardan mesane alt tabanina kadar koni seklinde

4



uzanmaktadir. Adenokarsinomlarin = %1-5’inin bu zondan koken aldigi
diistiniilmektedir [18].

3) Transizyonel Zon: Prostatin bazal kismini olusturmakta ve geng erkek bireylerde
prostat hacminin %5-10’unu olusturan prostatik liretray1r sarmaktadir. Bu kisim
yaslt erkek bireylerde diger yapilar1 ve liriner fonksiyonu tehlikeye sokan Benign
Prostat Hiperplazisi [BPH] nden sorumludur ve yaklasik olarak prostat kanserinin

%20’sinin bu zondan kaynaklandigi belirlenmistir [18,19].
2.1.2.2. Nonglandiiler Prostat Dokusu

Tiim prostat dokusunun 3’te 1’ini olusturan en biiyiikk pargasidir. Preprostatik
sfinkter, ¢izgili sfinkter, anterior fibromuskiiler stroma ve prostat kapsiiliinden olusur.

a) Proksimal [preprostatik] sfinkter: Proksimal iretra ¢evresinde diiz kas
liflerinden meydana gelen yapidir. Ejakiilasyon esnasinda proksimal segmenti
kapatarak semen sivisinin ters yonde akisini1 engellemektedir.

b) Cizgili sfinkter: Verumontanum ve prostat apeksi arasinda bulunmaktadir

c) Anterior fibromuskiiler stroma: Prostatin orta yiizeyinde yer almaktadir. Yogun
fibr6z doku ve diiz kas liflerinden olugmustur, cok az bez yapisi igerir.

d) Prostat kapsiilii: Fibromuskiiler stromanin periferde yogunlagsmasiyla meydana

gelir ve prostatin iist yiizeyinin biiyiik kismini gevreler [20-22].

Peripheral zone

Sekil 2. Prostat Bezinin Zonal Anatomisi [23]



2.1.3.Histolojisi

Prostat, dairesel diiz kas lifleri ve kollejen doku igeren ince fibroz bir kapsiille
cevrelenmistir. Bu katmanin altinda, liretra tabanmna agilan ve yaklasik 25 ana salgi
kanaliyla bosalan epitelyal bezlerin i¢inde yer aldigi bag dokusu, elastik doku ve diiz kas
liflerinin meydana getirdigi prostatik stroma bulunmaktadir. Prostatik {iretranin
transizyonel epitelinin hemen altinda peritiretral bezler yer almaktadir [6]. Malignite
diizeyine gore farkli biliyiikliikte olan prostat bezi basik ters bir koni seklindedir ve BPH’da
2 ya da 3 misli biiyliyebilir. Yapisal olarak glandiiler epitelyal hiicrelerden [%50-70] ile
fibromiiskiiler doku [%30-50]’da olusmaktadir. Glandiiler prostat epiteli; sekretuvar, bazal
ve noroendokrin hiicrelerden olusur.

Kanser vakalarinda prostatin kabugu biiylirken iyi huylu biiyiime olarak
adlandirilan Benign Prostat Hiperplasi [BPH] vakalarinda prostat igindeki bezler
biiyiimektedir. Histopatolojik olarak BPH, prostatin periiiretral alaninda bulunan epitelyal
ve stromal hiicrelerin progresyonuyla iliskilidir [24,25].

Prostat kanserindeyse genellikle [%70] periferal zon kokenlidir ve olgularin
yaklasik %5-151 santral zondan, geri kalani ise transizyonel zondan kaynaklanmaktadir

[15].
2.1.4.Prostat Bezinin Fonksiyonu

Prostat bezi Ca, sitrat, P iyonlari, pthtilasma enzimi ve fibrinolizin i¢eren akigkan,
stit benzeri bir salg: iretir. Ejakulasyon sirasinda prostat bezinin kapsiilii, vasa deferensle
es zamanli kasilarak prostat sekresyonunu semen hacmine ekler. Prostat sivisinin bazik
Ozellikte olmasi fertilizasyon i¢in ¢ok Onemlidir ¢ilinkii vasa deferens sivisi spermin
metabolik rilinleri ve sitrik asit icerdiginden dolayr hafif asidik 6zelliktedir. Bu asidik
ortamdan otilirii spermin fertilite 6zelligi baskilanabilir. Buna ek olarak kadin vajina
salgilart da asidiktir. Sperm ortam pH’s1 6,0 ila 6,5’°a ulasana kadar yeterli motiliteyi
kazanamaz. Sonug¢ olarak, prostat sivisi sayesinde diger ejekiilat sivilarinin asiditesi
notralize olur ve sperm hareket ve fertilizasyon yetenegi kazanir. Prostat salgisi, i¢indeki

spermin denilen maddeden dolay1 spesifik keskin bir kokuya sahiptir [26].
2.2. Prostat Bezi Hastaliklari

Yillarca sadece sekretuar bir bez oldugu diisiiniilen prostat bezinin oldukca ciddi
diizeyde saglik ve ekonomik sorunlara yol acan baslica ii¢ hastalifi vardir; prostatit

[prostat bezi iltihabi], BPH ve PK.



2.2.1. Prostatit

Prostatit tan1 ve tedavi tam olarak belirlenememis bir hastalik olup hastalarin %5-
10’ununda bir enfeksiyon sonucu olusan akut ve kronik bakteriyel prostatit belirlenmistir.
%90’1nda ise herhangi bir bakteriyel etyoloji belirlenememistir ve bir¢ok faktoriin etkili
oldugu ve vakalarim biiylik bir kisminda belirsiz olan “prostatit sendromu” olarak
isimlendirilmistir [27,28]. Yaygin olarak 50 yasin altindaki erkeklerde ¢ok sik goriilen ve

giicten diisiiren bir hastaliktir. En sik rastlanan inflamatuar tirolojik hastaliklardan biri olan

prostatit, etiyolojisine gore tedavi edilebilmektedir [29].
2.2.2.Benign Prostat Hiperplazisi [BPH]

BPH erkeklerde yaslanmayla beraber alt iiriner sistem semptomuna yol agan
patolojik bir olgudur. Yasi ilerleyen erkeklerde prostatin idrar yolunun yanindaki i¢
kisminda parmakla dokunuldugunda hissedilebilecek biiytikliikkte iyi huylu bir timor
meydana gelir. Bu iyi huylu ve prostat hiperplazisi [asir1 biiyiime] adi verilen biiyiime idrar
yolunu daraltarak idrar yapmada zorluklara sebep olabilir. Uzun yillar yapilan
arastirmalara ragmen erkeklerdeki prostat bilylimesinin etiyolojisi ve neden-sonug iliskisi
tam olarak belirlenememistir. Fakat hastaligin yaglanma siirecindeki hormonal degisimlere
prostatin verdigi tepki neticesinde ortaya c¢iktigi kabul edilmistir. Prostatin transizyonel
zonunda bulunan diiz kas ve epitel hiicrelerinin artmasi ile meydana gelen BPH yash
erkeklerde idrar depolama, bosaltma, iseme sonrasi semptomlara yol agan ve hastalarin
yasam kalitesini yiiksek oranda diisiiren bir hastaliktir [30,31].

Hastalik 60’11 yaslarda %50 ye ulasirken bu yiizde 70’li yaslarda % 80’lere
varmaktadir. Amerikan Uroloji Birligi [AUA] ve Avrupa Uroloji Birligi [EAU] BPH’1n
tedavi siirecini izlem, medikal tedavi, minimal invaziv cerrahi ve cerrahi tedavi olmak dort
basglikta incelenmektedir [32]. Tedavi tarzi hasta tercihinin yanmi sira tedavinin
verimliligine, etkinin baglangi¢ ve ortadan kalkma siirecine gore degisim gostermektedir
[33]. Genellikle medikal tedavi ve minimal invaziv cerrahi en ¢ok tercih edilen tedavilerdir
ve medikal tedavi verim ve giivenilirlik bakimindan daha etkili olmasina ragmen refrakter
tiriner retansiyon, gegmeyen kanli idrar ve mesane tasi gibi problemlerin varliginda cerrahi
tedavi teknikleri tercih edilmektedir [34].



2.2.3. Prostat Kanseri [PK]

Kanser; organizmada kontrolsiiz olarak ¢ogalan malign hiicrelerin normal islevdeki
diger hiicrelerin yapisini ve islevini tahribiyle olusup hiicre ¢ogalmasi sonucu solid bir
kiitle [neoplazi] meydana getirmesidir ve 200’den fazla tanimlanmus tiirii vardir [35].

Prostat kanseri diger kanser tiirleriyle karsilastirildiginda yasla birlikte en hizli artis
gosteren kanser tiiriidiir ve biyolojik davranisi degiskenlik gostermektedir ki bu durum bazi
hastalarda agresif klinik seyir ve yiiksek 6liim oranlar ile seyrederken biiyiik oranda
hastalik klinik belirtiler vermeden gelismektedir ve otopsiyle anlasilmaktadir. Ayrica
ontimiizdeki 15 yilda en sik goriilen kanser tiiriiniin, PK olacagi 6n goriilmektedir [36].

PK; prostat bezinde bulunan kanalciklarda meydana gelmektedir ve ilk asamalari
geng erkeklerde siklikla ortaya ¢ikmaktadir. Ancak hayatlar1 boyunca birgok erkekte bu 6n
asamalar karsinom haline gelmeden duragan kalirlar. Baz1 vakalarda ise 6n asamalardaki
bu hiicreler kanser hiicrelerine dontiserek diigiim olustururlar. Prostat kanserindeki
hiicrelerin iireme hizlar farklidir 6rnegin malign hiicreler normal prostat hiicrelerine yakin
yapida iseler diigiik tireme hizina sahiptirler. Farklilasma diizeyi arttikga biiyiime hizi da
paralel olarak artmaktadir. Kanser diigiimii boyutu biiyiidiik¢e ve diigiim saldirgan
hiicrelerden meydana gelmisse hiicrelerin bazilar1 damarlar veya lenf yoluyla prostattan
cikip yayilim yaparlar. PK o6zellikle lenf bezleri dstiinden kemiklere metastaz
gerceklestirmektedir [37].

Kesin sebebi belirlenemeyen PK’de yas, irk ve genetik faktorler gibi risk faktorleri
tespit edilmistir. Fakat glinlimiizde bu hastalik i¢in kabul goren temel risk faktorii
yaglanmadir ve gelisme riski 50 yasin Ustiinde artis gostermektedir. PK gelisiminde
oksidatif stres, inflamasyon, hipoksi ve siklikla DNA baz lezyonlari etkili olmaktadir [38].
Ayrica hastaligin gelisiminde hormonal faktorlerde rol oynamaktadir 6rnegin hadim

edilenlerde hastalik olusmamaktadir [39].
2.2.3.1. insidansi

PK tespit edilen tiim kanser tiirlerinin %14’tinii [899000] kapsayarak siralamada
ikincidir [40]. Ancak insidas1 Yeni Zelanda ve Avustralya, Avrupa ve Kuzey Amerika gibi
insidans oraninin asir1 derecede artis yaptigi yerlerde 25 kat de8isim gosterir. Ayrica
insidans Afrika kokenli merkezlerde yiiksekken Giiney—Orta Asya’da oldukca diisiiktiir
[4.1/100000]. Prostat kanserinden kaynaklanan oliimlerinin yiizdesi; Asya'da %0.6-%4.8,



Kuzey, Orta ve Giliney Amerika, Avrupa ve Avustralya'da %9.7-%16 arasinda farklilik
gostermektedir [41].

Ulkemizde PK insidans verilerini igeren ilk ve tek arastirma Uroonkoloji
Dernegi’nin  Temmuz 2008-Haziran 2009 tarihlerini kapsayan 12 ilde yapilan
“ProstatTURK” calismasidir. IX. Uroonkoloji Kongresinde bu calismayla ilgili sunulan
verilere gore 1 yil iginde 4150 yeni PK vakasi belirlenmistir ve insidans 35/100.000 olarak
hesaplanmistir. 43.7/100.000 oraniyla en yiiksek insidans Istanbul’a aitken en diisiik
insidans 17.7/100.000 oraniyla Edirne’nindir. Yine ¢alismanin verilerine gore 45 yas alti
erkek bireylerin PK insidans1 1/100.000 ve 70 yas tstiindeyse bu oran 300/100.000
ulagsmustir. Prostat kanserinin sik goriilme yas aralig1 %21.32 ile 65-69 olarak belirlenmistir

[42].
2.2.4.Etyolojisi

Epidemiyolojik olarak PK’inde risk faktorleri endojen ve eksojen olmak iizere
gruplandirilabilir. Cevresel etkenler ve kirlilik eksojen etmenler kapsamindayken endojen
etkenler yas, aile hikdyesi, hormonlar, 1rk, diyet ve oksidatif strestir [18,43]

1. Yas: PK siklig1 yas artisiyla orantili olarak belirgin bir sekilde artmaktadir.
Ozellikle elli yas {istii erkeklerde morbitide hizinin yani1 sira mortalite oranida yasa
bagli olarak artig gostermektedir [44].

2. Aile Hikayesi: Yapilan c¢aligmalarda aile hikayesinin PK ile yakin iliski oldugu
saptanmistir ve 6zellikle 1. derece akrabalarinda prostat kanseri bulunan bireylerde
bu hastaligin goriilme riski 2 kattir [45].

3. Irk: Farkli etnik gruplarda PK gorilme sikligi genis bir skalaya sahiptir.
Iskandinav iilkelerinde gériilme 6liim oranlar yiiksekken Japon irkinda ¢ok diisiik
bir insidansa sahiptir. Yine ABD’deki siyahi erkeklerde goriilme orani g¢ok
yiiksekken ayni bolgede ve ayni sartlara sahip beyaz erkeklerde oran oldukca
distiktiir [24]. Irksal farkliliklar kirlilik oranindaki farklilik derecesi, hastaligin
tespit edilmesindeki farkliliklar ve biyolojik farkliliklar olmak tizere {i¢ faktoriin
etkisi altindadir [46].

4. Diyet: PK ile yiiksek oranda yag tiiketimi arasinda pozitif bir korelasyon tespit
edilmistir. Diyetle beraber alinan yliksek miktarda yag ki 6zellikle ¢oklu doymamis
yag, seks hormon iiretimini arttirarak PK riskini tetiklemektedir. Ayrica yagda

eriyen vitaminler [A, D, K] ve eser elementler [¢inko]’ de etkili olmaktadir [25].



Yapilan ¢aligmalarin bazilarinda yiliksek miktarda kalsiyum tiiketiminin de riski

arttirdig1 yoniinde bulgular elde edilmistir [47].

5. Genetik Polimorfizm: PK’nin hemen hemen %10'unun nadir yiiksek penetran
genlerle aktarildigi diisiiniilse de sik bulunan diisiik penetran genlerinde hastaligin
gelisimine katkida bulunmasi ihtimali g6z ardi edilemez. Bu genler, diger genlerle
kombine hareketle ya da bazi gevresel etmenlerin etkisiyle PK gelisimine neden
olmaktadir [48,49].

6. Hormonal Etkiler: PK gelisiminde androjenik hormonlar olduk¢a 6nemli etkiye
sahipken ostrojenler ve peptid hormonlar da [biiyime hormonu, prolaktin ve doku
biiylime faktorleri] hastaligi tetiklemektedir.

Testosteron ve prostat: Prostat dokusunun meydana gelmesi ve biiyiimesi i¢in
androjenle androjen reseptorii olmazsa olmazdir [50]. Erigkin bireyde prostat biiylimesinin
devam etmesi iginde kan testosteron diizeyinin siirekliligi gerekmektedir ve saf androjen
50 —DHT’ye doniisiimii igin tip 2 Sa- rediiktaz sentezlenmelidir [51]. Adrenal androjenler
prostatin biliylimesine destek saglamazlar bunun icin testis kaynakli testosteron
gerekmektedir. Yasin ilerlemesiyle maruz kalinan bu siirekli testosteron konsantrasyonu
BPH ve PK olusmasina neden olur [52].

Testosteron ve BPH: BPH’in ortaya c¢ikmasinda intraprostatik Sa-DHT
mevcudiyeti ve Ostrojenik etkiler rol oynamaktadir ve prostatta biiyiime meydana gelir
[53].

Testosteron ve prostat kanseri: Androjen bagimli bir bez olan prostat, yapisindaki
prostat epitelinin biiylimesi igin testosterona ihtiya¢ duyar ve erken evre PK endokrin
bagimlidir. Hormon metabolizmasinda meydana gelen degisimler PK‘in meydana gelmesi

icin zemin hazirlar [25].
2.3. Prostat kanserinde TNM evrelendirme kriterleri

PK’da anatomik simiflandirma TNM evrelendirmede tiimor yayilmasint “T’, lenf
diigiimleri hastalanmasint ‘N’ ve hastaligin baska organlara yayilim yapmasini ‘M’ temsil
etmektedir. PK derecelendirilmesi su sekildedir:

T evreleri

TO; tespit edilen herhangi bir tiimor yoktur.
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T1; timor rektal muayenede tespit edilememistir ancak biyopsi veya prostektomi
numunelerinin incelenmesinde kanserli hiicre tespit edilmistir. T1; T1a, T1b ve T1lc olmak
tizere siniflandirilir.

Tla; TURP [transurethral resection of the prostate] iyi huylu prostat biiytimesini
tedavi i¢in uygulanan ameliyattir ve bu esnasa tesadiif sonucu tespit edilen PK tarif
etmektedir. Alinan prostat dokusunun mikroskopta incelenmesiyle herhangi bir siiphe ya
da tahmin olmamasina karsin kanser bulgularina rastlanabilir. T1a incelenen dokunun
%5 1nin kanserli ve %95’inin 1yi huylu oldugunu belirtmektedir.

T1b; yine TURP sirasinda tespit edilen kanseri tanimlamaktadir ve bu asamada
kanserli hiicreler %5’ten fazladir.

Tlc; Prostat Spesifik Antijen [PSA] test sonuglarindaki yiikseklikten dolayi
kanserden siiphelenildiginde igne biyopsi numunelerinin mikroskopla incelenerek kanser
tespit edildigi asamadr.

T2; DRM [dijital rektal muayene] ile prostat kanseri varliginin belirlenmesi ve
kanserin hala prostat i¢inde bulundugu durumdur. Bu kategoride; T2a, T2b ve T2c olarak
siiflandirilmaktadir.

T2a; kanserin prostatin her iki tarafindan ziyade yarisinda, ya sag ya da sol
tarafinda bulundugu anlamina gelmektedir. [Gleason skoru 7 ve iizerinde olanlar].

T2b; kanser tek tarafta bulunmaktadir fakat bulundugu kismin yarisindan fazlasini
kaplamistir.

T2c; bu asamada kanser her iki tarafta da mevcuttur.

T3; kanser hiicreleri prostat bezini sarmalayan kapsiiliin disina ¢ikmigtir. Prostat ve
seminal keseciklere komsu olan dokulara yayilim yapsada diger bir organa bulagsmamustir.
Bu asamada T3a ve T3b olmak iizere ikiye ayrilmistir.

T3a; kanser hiicreleri prostat bezinin disina ¢ikmigtir ancak seminal keseciklere
heniiz ulagsmamastir.

T3b; kanser hiicreleri bu asamada seminal keseciklere ulagsmstir.

T4; kanser hiicrelerinin seminal keseciklerin yan1 sira diger bazi komsu dokularada
ulastig1 evredir.

N evreleri

NX; kanserin lenf bezlerine ulasip ulasmadigin tespit etmek i¢in herhangi bir testin
yapilmadig1 anlamina gelir.

NO; kanser hiicrelerinin doku yakinindaki lenf bezlerine ulasmadigi anlamina gelir.
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N1; bu evre pelvisteki lenf bezlerine yayilim oldugunu belirtmektedir

M evreleri

MX; tiimor hiicrelerinin daha uzak dokulara yayilim yapip yapmadigini belirlemek
amaciyla herhangi bir test yapilmadigini belirtmektedir.

MO; kanserin bolgesel bezlerin disina bulasmadigini belirtmektedir.

M1; kanser hiicrelerinin uzakta bulunan organlara yayilim yaptigini belirtmektedir.

M1a; kanser hiicrelerinin uzakta bulunan lenf bezlerine ulastigini belirtmektedir.

M1b; kanserin kemiklere metastaz yaptigini belirtmektedir.

M1c; kanserin beyin, karaciger, akciger gibi prostata uzak organlara yayilim

yaptigini belirtmektedir [54]. Prostat Kanseri TNM Evrelemesi Tablo 1.’de gosterilmistir.
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Tablo 1. Prostat Kanseri 2002 TNM Evrelemesi [54].

Primer tiimor degerlendirilemiyor.

Primer timdr varligina dair bir belirti yok.

Timor klinik olarak saptanamiyor; palpe edilemiyor ya da goriintiilenemiyor.
Tiimor rezeke edilen dokunun % 5’inden azinda insidental olarak mevcut.
Tiimor rezeke edilen dokunun % 5’inden fazlasinda insidental olarak mevcut.
Tiim&r ancak igne biopsisi ile belirlenebiliyor[Ornegin, PSA’nin yiiksek
bulunmasi nedeniyle biyopsi istenmesi sonucu

Timor palpabl ve prostat digina gikmamis.

Tiimor tek bir lobun yarisinda ya da daha azinda sinirh

Tiimor tek bir lobun yarisinda daha fazla yer kapliyor.

Tiimdr her iki lobu da kapliyor.

Tiimor kapsiilden prostat disina gikiyor.

Kapsiil digina tagma [tek tarafl ya da gift tarafli].

Tiimor seminal vezikiilleri invaze ediyor.

Timor fikse ya da seminal vezikiiller disindaki dokular: invaze ediyor [Mesane

boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kalar1 ve / veya pelvis duvari].

Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor.
Bolgesel lenf diiglimlerinde metastaz yok.

Bolgesel lenf diigiim/lerinde metastaz var.

Uzak metastaz degerlendirilemiyor [hi¢ bir sekilde degerlendirilmemis].
Uzak metastaz yok.

Uzak metastaz var.

Bolgesel olmayan lenf diiglim/lerinde metastaz.

Kemik/lerde metastaz var.

Kemik metastazi olsun / olmasin baska bolgelerde metastaz var.



2.3.1. Patolojik evreleme

Patolojik evreleme prognoz tayini i¢in ¢ok onemlidir ¢iinkli timor hacmi, cerrahi
sinir, ekstrakapsiiler yayilimin boyutu, vezikiila seminalis ve pelvik lenf nodu tutulumu ile

ilgili veriler sunar [55-57]. Patolojik evreleme Tablo 2.”deki gibidir.

Tablo 2. Prostat Kanseri Patolojik Evreleme [55].

pT2* Organa sinirh

pT2a Tek tarafli, bir lobun yarisini veya daha azini tutan

pT2b Bir lobun yarisindan fazlasini tek tarafli tutan fakat her iki lobu
tutmayan

pT2c Timor her iki lobu da kapliyor

pT3 Kapsiil disina yayilhim

pT3a Kapsiil disina yayilhim

pT3b V. seminalis invazyonu

pT4 Mesane, rektum invazyonu

* Patolojik T1 evrelemesi yoktur
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2.3.2. Gleason Skorlama Sistemi

PK’da en yaygin derecelendirme sistemi gleason skorlamadir. Derecelendirmede

sitolojik ozelliklerin 6neminin bulunmamasiin yan sira mikroskoptaki mikro kiigiiltme

alaninda gozlemlenen tiimoral gland yapilar1 temel alinarak yapilir. Skoru olusturan sayilar

Tablo 3.te de gosterildigi gibi timdriin  biyiikligine gore 2’den 10’a kadar

derecelendirilmistir ve 1yi [gleason skoru 2-4 olanlar], orta [gleason skoru 5-6 olanlar] ve

kotii [gleason skoru 7-10 olanlar] diferansiye olarak siniflandirilmaktadir. [58].

Tablo 3. Prostat Kanseri Gleason Dereceleme Sistemi [58].

1

3A

3B
3C

4A

4B

5A

oB

Uniform, tek, ayr1, sirt sirta vermis, orta hacimli glandlarin
olusturdugu, nisbeten iyi sinirli nodiil.

Cok az miktardaki stroma ile ayrilan tek, ayri, daha az uniform
glandlar. Tiimériin kenar1 daha diizensizdir.

Genellikle diizensiz olarak ayrilan tek tek, ayr1 ve daha fazla
degisken boyutta olan glandlar. Sirt sirta vermis olabilir.

3a gibidir. Fakat ¢ok kii¢iik glandlar veya kiiciik hiicre kiimeleri.
Papiller veya kribriform yapidaki tiimoriin keskin ve diizgiin sinirh
yuvarlak Kitlesi [papiller intraduktal tiimor].

Diizensiz kenarli, diizensiz infiltran, birlesmis glandiiler timor.

4a gibi, daha biiyiik soluk hiicrelerle birlikte [hipernefroid].
Genellikle santral nekrozla birlikte olan, keskin sinirl kribriform
patern ve solid tiimor kitleleri [komedokarsinom].

Anaplastik karsinomun diizensiz kitlesi [Adenokarsinom olarak

yeterli gland olusumu veya vakuoller tesbit edilir.].

15



2.4. iyon Kanallan

Iyon kanallar1 membrana ait ¢ift lipid tabakasini kesen ve bu katman boyunca
iyonlarin gecisini kolaylastiran makromolekiiler protein kompleksleridir. Iyon kanallari
membranda 3-5A ¢apta delikler olusturmak suretiyle iyonlarin hareketini miimkiin kilar ve
bu kanallar boyunca olusan iyon akimi membran potansiyelinin kaynagini olusturur ki bu
hiicrenin elektriksel uyarilabilirligi i¢in olmazsa olmazdir [59].

Iyon kanallar1 hemen hemen her dokuda eksprese olmaktadir ve sinyal iletiminde
onemli anahtar molekiillerdir. Ayrica dokularda proliferasyon, transport, voliim kontrolii,
enzim aktivitesi, sekresyon, invazyon, gen ekspresyonu, uyari ve kasilma, hiicre i¢i iletisim
gibi hiicresel fonksiyonun belirlenmesinde 6nemli rollere sahiptir [60].

Artan deliller ¢esitli kanal tiplerinin sadece plazma membraninda degil ayni
zamanda hiicre i¢i organellerde de bulunduklarini ve neoplastik ilerlemeye katkida
bulunduklarin1 gostermistir. Neoplastik ilerlemede iyon kanallari metabolik yeniden
programlanma, sinirsiz  boliinme potansiyeli, apoptozise direng, anjiyogenezisin
uyarilmasi, hiicre gocli ve invazyonu olaylarina da katki saglamaktadirlar. Kanser
gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunan bu kanallar onkojenik kanallar olarak
tanimlanmaktadir. Bu baglamda farkli kanser tiplerinde iyon kanallarinin ekspresyon
diizeylerinin ve tiplerinin belirlenerek kanser spesifik ‘kanalomlarin’ tanimlanmasi oldukca
onemlidir. Ciinkii iyon kanallari sadece malignant ilerlemeye katkida bulunmaz ayni
zamanda teropatik hedefler olarak da is goriirler [61].

Iyon kanal ailesini dort ana gruba ayirmak miimkiindiir.

1. Ligand kapili iyon kanallari; Belli bir kimyasal molekiil varliginda acilan iyon

kanallardir.

2. Voltaj kapili iyon kanallar;; Iyon kanalimin acilip kapanmasi membran

potansiyeline bagl olarak gerceklesir.

3. Mekanik uyariyla galisan iyon kanallari; Iyon kanali ancak membranin mekanik

olarak gerilip/biiziildiiglinde agilir.

4. Enzime bagl iyon kanallari; Kanalin kapilanmasi belli bir enzim aktivitesi

sonucunda kanal proteinin fosforile veya defosforile olmasi ile kontrol edilir.

Hiicre membrani periferal ve integral olmak iizere iki tip fonksiyonel protein
icermektedir. Integral membran protein kanallari; tasiyicilari, reseptdrleri, ekstraselliiler ve
intraselliiler ortamlar arasinda bilgi ve malzeme akigina arabuluculuk eden enzimlerden

olusmaktadir. Bu tasiyicilar iyon kanallart gibi biyolojik hiicre membranlarinda
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transmembran gozenekleri olusturan proteinlerdir. Iyon kanal ailesi, sinyal iletimiyle
iliskili protein aileleri iginde G-proteinleri ve protein kinazlardan sonra ii¢lincii en biiyiik
aileyi olustururlar. Iyon kanallar1 ¢ok farkli uyarilara cevap olarak agilip kapanirlar.

Tablo 4.te calismamizda degerlendirilmesi planlanan iyon kanal genlerinin

kisaltma listesi verilmistir.

Tablo 4. Prostat kanserinde etkili oldugu diisiiniilen iyon kanallari

IYON KANALI IYON KANALI
TRPC1 Kv1.3 [KCNA3]
TRPC3 Kv1.4 [KCNA4]
TRPC4 Kv1.6 [KCNAG]
TRPC5 Kv4.3 [KCND3]
TRPC6 Kv11.1 [KCNH2]
TRPC7 Ca,3.1 [CACNAIG]
TRPV2 Cav3.2 [CACNA1H]
TRPV3 Ca,3.3 [CACNAL1I]
TRPV4 KCa3.1 [KCNN4]
TRPV5 KCal.l [KCNMAI]
TRPA1 TASK-3[KCNK9]
CICc-3

2.4.1.Voltaj Kapih Potasyum Kanallann [VKPK] ve Kalsiyum Aktiviteli

Potasyum Kanallar:

Voltaj bagimli potasyum kanallar1 a ve B olmak lizere iki alt birimden meydana
gelmektedirler ve o subuniti [Kva] 12 farkli gruba ayrilmaktadir. Bunlar yavas aktive olan
rektifiye edici potasyum kanallar1 [Kv7.1-5 kanallar1 da bu gruptadir], hizli aktive olan A
tipi potasyum kanallari, disa dogru rektifiye edici potasyum kanallari, ice dogru rektifiye
edici potasyum kanallari, yavas aktive olan potasyum kanallar1 ve susturucu [silencer]
potasyum kanallaridir [62]. B subuniti ise a altbirimiyle beraber ¢alisir ve bu alt birim daha
cok potasyum kanal aktivitesinin diizenlenmesinde gérevlidir [63].

Kanserin ¢evre dokular disinda uzak organlara yayilmasi [metastaz] cogu kanser

hastasinda Oliime yol agan en 6nemli unsurdur. Metastaz gelisiminde primer tiimdrden
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kanser hiicreleri kan ve lenf dolasimini kullanarak baska dokulara gog¢ ederler ve uygun
mikro ortama yerleserek yeni tiimor odaklar1 meydana getirirler. VVoltaj kapili potasyum
kanallar1 differensiasyon, proliferasyon, apoptoz, adezyon ve migrasyon, voliim kontrolii
gibi birgok fizyolojik fonksiyona hizmet etmektedir. Bu fonksiyonlar primer ve metastatik
timor olusumu ile de iligkilidir. Bu nedenle voltaj kapili potasyum kanallarinin
fonksiyonlarindaki degisiklik ya da artisin hiicrelerde onkojenik etki yaptigt One
stiriilmektedir.

Uyarilabilir hiicrelerde VKPK, kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu artirdigi
béylece kanser ilerlemesine neden oldugu, hiicre i¢i kalsiyum [Ca*?] diizenlemesinde,
hiicre hacminin kontroliinde, tiimdér biiylimesinde etkili oldugu ve apoptozis
mekanizmasina etki ettigi tespit edilmistir. Potasyum kanallarinin 70’in {stiinde tipi
olmasina ragmen, bunlardan sadece bir ka¢inin onkojenik potansiyele sahip oldugu
belirlenmistir. Prostat kanserlerinde degerlendirilmesi planlanan voltaj bagimli potasyum
kanallar1 insan prostat dokusunda tespit edilen iyon kanallaridir ve bunlar Kv1.3, Kv1.4,
Kv1.6, Kv4.3, Kv11.1 voltaj bagimli potasyum kanallaridir.

Pek ¢ok tiimoriin Ca*

aktivesiyle K kanallarin1 eksprese ettigi gosterilmistir.
Bunlar arasinda prostat, uterus, mide, pankreas, hipofiz bezi ve meme kanser tiirleri
bulunmaktadir. Bu kanallarin hiicre dongiisiine bagimli ¢aligtiklar1 gosterilmistir. Meme
kanserinin S fazinda tespit edilip bu kanallarin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi olabilecegi
heniiz arastirilmaktadir. Kcal.1 ve Kcga3.1 kanallart ise kalsiyum aktviteli potasyum
kanalidir.

Diger potasyum kanali da art arda iki por alaninin bulunmasiyla olusur. Bu kanal
ailesinin bir iiyesi olan aside duyarli K kanali TASK-3’iin meme, akciger ve prostat
kanserlerinde genomik ¢ogalma sirasinda etkili oldugu tespit edilmistir. TASK3’iin

onkojenik ve proliferatif etkilerini K kanali fonksiyonu tizerinden gergeklestirdigi yapilan

calismalarla belirlenmistir [64-68].
2.4.1.1. KCNA3 [ Voltaj Bagimh Potasyum Kanal, A altfamilya, 3. Uyesi]

Kv1.3 olarakta isimendirilen KCNA3; voltaj bagimli potasyum kanallariin A alt
ailesinin 3. iyesidir ve insanlarda 1. kromozom iizerinde lokalize olan KCNA3 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir [69].

Potasyum kanallari; hem islevsel hem de yapisal olarak en kompleks voltaj kapili

iyon kanal ailesidir. Noronal uyarilabilirlik, nérotransmitter maddelerin salinimi, kalp atim
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hizi, insiilin salinimi, epitelyal elektrolit taginimi, diiz kas kasilmasi ve hiicre hacminin
diizenlenmesi gibi farkli fonksiyonlara sahiptir [70].

Apoptotik protein Bax'in dis mitokondriyal membrana yerlesmesi ve bir lizin
rezidisiiyle Kv1.3 go6zeneklerini tikadigi ileri striilmistir ve bu durum Kv1.3
diizenlenmesinin apoptozise katkida bulunan mekanizmalardan biri olabilecegini akla
getirmektedir [71].

2.4.1.2. Kvl.4 [KCNA4] [Voltaj Bagimh Potasyum Kanal, A altfamilya, 4.
Uyesi]
Kv1.4 voltaj kapili potasyum kanalinin A alt familyasinin 4. tiyesidir ve insanlarda

KCNA4 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen intronsuz bir kodloma bolgesine

sahiptir ve insanlarda kromozom 1’de yer almaktadir [72].

2.4.1.3. Kv1.6 [KCNAG] [Voltaj Bagimh Potasyum Kanal, A altfamilya, 6.

Uyesi]

Kv1.6 olarak da bilinen voltaj bagimli potasyum kanali A alt ailesinin 6. liyesi olan
protein insanlarda KCNAG geni tarafindan kodlanmaktadir [62].

2.4.1.4. Kv4.3 [KCND3] [Voltaj Bagimh Potasyum Kanal, D altfamilya, 3.

Uyesi]

Insanlarda KCND3 geni tarafindan kodlanan protein potasyum voltaj bagiml
kanallarnin D alt ailesinin 3. iyesidir. Kv4.3 olarakta isimlendirilen KCND3 geni

alternatif olarak kirpilmig transkript varyantlari tarafindan kodlanan farkli boyutlarda iki

izoforma sahiptir [73].

2.4.1.5. Kvl1l.1 [KCNH2] [Voltaj Bagimh Potasyum Kanah, H altfamilya, 2.

Uyesi]

Kv11.1 olarakta isimlendirilen KCNH2 geni eag ailesine ait voltajla aktive olan
potasyum kanalin1 kodlamaktadir. Drozofila eter-a-go-go [eag] geni ile sekans benzerligine
sahiptir. Bu gene ait farkli izoformlar1 kodlayan transkript varyantlari tanimlanmistir [74].
Kalbin elektriksel aktivitesinin diizenlenmesinde en c¢ok etkili olan kanal olarak
belirtilmektdir [75]. Ayrica bu kanal 16semik hiicrelerde kanser benzeri oOzelliklerin

olusturulmasi ve siirdiiriilmesi ile iliskilendirilmistir [76].

19



2.4.1.6.Kca3.1 [KCNN4] [Kalsiyum-Aktiviteli Potasyum Kanah, N altaile, 4.
iiyesi]
Kca3.1 olarak da bilinen KCNN4; diisiik iletkenlige sahip kalsiyum ile aktive olan
potasyum kanallarinin N alt ailesinin 4. iiyesi olup KCa3.1 proteinini kodlayan bir gendir.
Kca3.1 proteini; hiicre i¢i kalsiyum tarafindan aktiflestirilen potansiyel
heterotetramerik voltaj bagimsiz potasyum kanalinin bir pargasidir. Kanalin aktivasyonu
kalsiyum akisini tesvik eden membran hiperpolarizasyonu izler. Kodlanan protein, T-
lenfositlerde baskin olan kalsiyum aktiviteli potasyum kanalinin bir pargasi olabilir. Bu

gen, diger KCNN potasyum kanali ailesindeki genlere benzemektedir [77].

2.4.1.7.Kcal.l [KCNMAI1] [Kalsiyum-Aktiviteli Potasyum Kanah, M altaile, 1.

Uyesi]

Kalsiyum aktiviteli potasyum kanal subunit alfa-1 ayn1 zamanda yiiksek iletkenli
kalsiyum aktiviteli potasyum kanali M altailesi alfa-1 tiyesi [Kcal.1] olarak bilinmektedir.
KCNMAL1 geni tarafindan kodlanan voltaj kapili potasyum kanalidir ve hiicre membrani
boyunca potasyum iyonlarinin yiiksek iletiminden sorumludur [78].

Kalsiyum aktiviteli voltaj kapili potasyum kanallar1 kisaca BK olarak
isimlendirilirler. BK kanallar1 membran elektrik potansiyelindeki degisikliklerle veya
hiicre i¢i kalsiyum iyonu [Ca,’] konsantrasyonunda ki artislarla aktive olurlar. BK
kanallariin agilmas: diisiik elektrokimyasal gradyan altinda pasif olarak K iyonlarinin
kanaldan ge¢mesine olanak saglar. Tipik fizyolojik kosullar altinda hiicrede hiicre zarmin
hiperpolarizasyonunda ve hiicre uyarilabilirliginde azalmaya yol agcan K + akisi meydana
gelmektedir. BK kanallar1 diiz kas tonusu ve noronal uyarilma gibi bazi 6nemli fizyolojik

slireglerin diizenlenmesi i¢in gereklidir [79,80].
2.4.1.8. TASK-3[KCNK9]

Bu gen TASK-3 olarakta bilinen, iki gozenek olusturan P alani1 ve birden fazla
transmembran bolge igeren pH-bagimli potasyum kanal olarak islev géren potasyum kanal
sliper ailesinin iiyelerinden biri olan KCNK9 proteinini kodlamaktadir. Bu genin alternatif
kirpilmadan dolay1 birden fazla trasnkript varyanti mevcuttur [81].

Fizyolojik membran potansiyellerinde siirekli olarak aciktirlar ve boylece dinlenme
anindaki membran potansiyelinin ayarlanmasina yardimci olurlar. Bu acik kanal,

serebellumda oldukga yiiksek oranda ifade edilmektedir [82].
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Cesitli insan karsinomlarinda bu genin asir1 ifadesi ve amplifikasyonu tespit edilmistir
[83].

2.4.2. Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallarn [VKKK]

Kalsiyum, kas kasilmasi i¢in gerekli olan norotransmitter saliniminda etkili olan ve
bir dizi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen dnemli bir sinyal molekiiliidiir. Voltaj kapili
kalsiyum kanali [VKKK] 6zellikle uyarilabilen hiicrelerde hiicre igi Ca*? girisi i¢in 6nemli
bir gorev tistlenmistir.

Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 impuls olusumu, duyusal islemler, kas kasilmasi,
hormonlarin ve norotransmitterlerin salgilanmasi, hiicre farklilasmasi ve gen ifadesi gibi
cesitli fizyolojik olaylarda anahtar rol oynamaktadir [84,85].

Ayrica, kalsiyum iyonlar1 ikincil haberci olduklarindan dolay1 membran
potansiyelini etkileyebilecek baska hiicre i¢i kontrol mekanizmalar1 da kontrol etme
Ozelligine sahiptirler.

Kalsiyum kanallar1 ¢esitlilik gostermektedir. VKKK nin molekiiler olarak on iiyesi
bulunmaktadir. Fakat yiiksek voltaj ile aktive olan VKKK ve diisiik voltaj ile aktive olan
VKKK olmak iizere temel olarak iki gruba ayrilirlar. Diisiik voltaj ile aktive VKKK {i¢ o
tiniteden olusan T-tipi kanallardir [CACNA1G, CACNA1H ve CACNALI]. Diger yedi
VKKK iiyesi ise yiiksek voltaj ile aktive olan kanallardir. Bunlar L-tipi [Ca,1.1, Ca,1.2,
Ca,1.3 ve Ca,l1.4], P/Q-tipi [Ca,2.1], N-tipi [Ca,2.2], ve R-tipi [CACNALE] kanallardr.
Yiiksek voltaj ile aktive VKKK’nin hetero-oligomerik kompleksleri vardir. Sekil 3.’te
gosterildigi gibi kanal a¢ikligini olusturan a4 alt biriminin yani sira, yardimci B, a2-9, ve y

alt birimlerine de benzer fonksiyonel kanallar olusturmak iizere ihtiya¢ vardir [85,86].
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(a) Pore-forming subunit (LVA, HVA) {c) Classification
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Ancillary subunits
(b) Ancillary subunits (HVA)
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Sekil 3. Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin alt tiirleri ve alt birim kompleksi [87].

VKKK apoptoza tesvik, DNA sentezi, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve
gen ekspresyonu gibi c¢esitli fizyolojik olaylarda anahtar rol oynar. Hiicre dongiisiinde
vazgecilmez bir Oneme sahiptir, bu nedenle Kkarsinogenezde dikkat ¢eken iyon

kanallarindandir.

2.4.2.1. CACNAL1G [Kalsiyumm Kanah, Voltaj-Bagimh, T tipi, alfa-1G alt
birimi ]

CACNA1G [Ca,3.1] diisiik voltajla aktive olan bir kalsiyum kanalidir. Insanlarda
17922 yer almaktadir. T tipi alfa 1G alt birimine sahip, voltaj bagimli kalsiyum kanali
insanlarda yer alan CACNAI1G geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen i¢in farkli
izoform kodlayan pek ¢ok alternatif transkript varyantlari tespit edilmistir [88].

T tiri kanallar hem hizli inaktivasyon nedeniyle gegici hemde kiigiik iletkenlik
nedeniyle kii¢iik akimlari meydana getirirler. T tiirii kanallarin pacemaker aktivitesinde,

diisiik esikli kalsiyumun ani artiglarin, néronal salinimlarin ve rezonansin dahil oldugu

diistintilmektedir [89].
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2.4.2.2. CACNA1H [Kalsiyum Kanal, Voltaj-Bagimh, T tipi, alfa-1H alt
iinitesi]

CACNAI1H [Ca,3.2] diisiik voltajla aktive olan bir kalsiyum kanalidir. Insanlarda
16. kromozomda [16p13.3] yer almaktadir. CACNALH gibi Ca [2+] kanallar1 alfa-1 alt
birimleri ile 4 homolog tekrar alani icermektedir, bunlarm her biri 6 transmembran
segmentine, yiiksek oranda korunmus bir gézenek lop ve ayirt edici bir voltaj sensoriine
sahiptirler. Jagannathan ve arkadaslari. [2002] CACNAZ1H geninin, en az 27 ekson ihtiva
ettigini tespit etmistir. Ayni arastirmacilar bu genin testiste birden fazla izoformunun
oldugunu gostermislerdir. Bunlara ek olarak hem germ hiicrelerinde hem de diger testis

hiicrelerinde transkriptleri insitu hibridizasyon yontemiyle tespit edilmistir [89].
2.4.2.3. CACNALI [Kalsiyum Kanal, Voltaj-Bagimh, T tipi, alfa-11 alt birimi]

CACNAL1I [Ca,3.3] diisiik voltajla aktive olan T tipi voltaja bagimli bir kalsiyum
kanaldir. Insanlarda 22. kromozomda [22013.1] lokalizedir. 2016 aminoasitten olusan
protein her biri 6 membran gegisli segmentten olusan 4 alan, bir gézenek boslugu ile
sitoplazmik ve ekstraselliiler lop baglantilar1 igerir. N ve C uglar1 sitoplazmiktir.
CACNA1l membrana-yayilan segmentleri CACNA1G ve CACNAIH’in membrana-
yayilan segmentleri ile % 84 6zdestir [90].

2.4.3. Gegici [Transient] Reseptor Potansiyel Kanallar1 [TRP]

TRP “Transient Receptor Potential” geninin ilk defa Drosophila melanogaster
[meyve sinegi] fotoreseptorlerinde 1sikla aktive olan Ca+2 kanalinin 6nemli bir bileseni
oldugunun kesfedilmesiyle birlikte gilinlimiize kadar TRP iyon kanali siiper ailesinin
memelilerde yaklasik 30 kadar tiyesi belirlenmistir [Sekil 4]. Amino asid benzerligine gore
TRP kanallar1 7 alt aileye ayrilmistir: TRPC [Canonical], TRPM [Melastatin], TRPV
[Vanilloid], TRPA [Ankyrin], TRPP [Polycystin] ve TRPML [Mucolipin], TRPN [NO

mechano potential] [91].
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Sekil 4. Memeli TRP kanallarinin transmembran filogenetik ve topoloji agaci [92].

TRP kanallarinin tat, sicaklik ve koku algilama ile ilgili duyusal néronlarda ince

ayar iglevine katilmalar1 ile birlikte vaskiiler bariyer, oksidatif stres aktivasyonu,

vazokonstriksiyon/vazodilatasyon, vaskiiler proliferasyon, vaskiiler yeniden modelleme

“vascular remodelling” ve anjiyojenez gibi bir¢ok slirecte islevsel olduklar1 bilinmektedir.

TRP kanallar1 fizyolojik 6nemlerinin yaninda kanser [akciger, prostat, meme kanseri gibi],

norodejeneretif  [Alzheimer, epilepsi] ve kardiyovaskiiler hastaliklar [pulmoner
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hipertansiyon, kardiyak hipertrofi] gibi birgok patolojik durumla da iliskilendirilmistir [93-
95].

Son on yilda yapilan ¢alismalarda TRP iyon kanallarinin kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu, hiicre goglii ve apoptoz gibi merkezi mekanizmalarda onemli etkileri
oldugu belirlenmistir. Ozellikle prostat kanserinde TRPMS8, TRPV6, TRPC6 ve TRPV2
kanallarinin hormon tedavisine direngli vakalarda prostat kanserinin ilerlemesine neden
oldugu tespit edilmistir [96].

TRPC1, TRPC3, TRPC5, TRPC4 ve TRPC6 protein ifadesi diiz kas adaptasyonu
ve proliferasyonunu baslatan kosullarda artmaktadir [97]. TRPV3, TRPV5, TRPV6 Ca*
secimli katyon kanali olup prostat adenokarsinoma, metastatik ve androjen-duyarlt prostat
lezyonlarinda belirlenmistir. Fakat timor olusumu sonrasinda mi1 yoksa baslangiginda mi1

etkili oldugu heniiz bilinmemektedir [98].
2.4.3.1. Kanonikal Gegici Reseptor Potansiyel Kanallar1 [TRPC] Alt Ailesi

Kanonikal gegici reseptdr potansiyel kanallari [TRPC], Ca," gecirgen gecici
reseptor potansiyel siiper ailesi katyon kanallarinin alt ailelerinden biridir [99]. TRPC
kanallar segici olmayan Ca," kanallar1 olarak islev goriirler ve spesifik olarak uyarilirlar.
Drosophila TRP kanallar1 ile hemen hemen %40 oraninda aminoasit benzerligine
sahiptirler [100]. Bu aileye ait tanimlanmig 7 iiye bulunmaktadir ve insanlarda psddogen
olan TRPC2 haricinde memeli dokularinda yaygin bir sekilde eksprese olmaktadirlar [99].
7 adet TRPC kanali iki alt gruba ayrilmistir ve bunlar depo tilkenmesi [store-depletion] ile
aktiflesen C1, C4, C5 kanallar1 ve reseptor uyarimi [receptor stimulation] ile aktive edilen
C3, C6, C7 [45] kanallaridir [101].

2.4.3.1.1. TRPC1 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanal, C Altfamilya, 1.

Uyesi]

TRPCI1 katyon kanali gecici reseptdr potansiyel [TRP] siiper ailesine aittir ve
Gegici Reseptor Potansiyel Kanal 1 [TRPC1] insanlarda 3. kromozomda [3g23] yer alan
TRPC1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan protein; kalsiyum ve
diger katyonlar1 geciren, seg¢ici olmayan bir kanal olusturulabilen bir membran proteinidir.
TRPCI insan ve hayvan hiicre tiplerinin pek ¢ogunda plazma membraninda yer alan bir
iyon kanalidir. Kodlanan proteinin, bir reseptor tirozin kinaz aktiveli fosfatidilinositol

ikinci haberci sistemi veya G-proteinleri tarafindan ve ayn1 zamanda hiicre i¢i kalsiyum
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stoklarmin azalmas ile indiikledigi bilinmektedir. Bu gen igin farkli izoform kodlayan iki
transkript varyant tespit edilmistir.

Yapilan caligmalar insan fetiis ve erigkin beyninde, yetiskin kalp, testis ve overde
yiiksek miktarda ve fetal karaciger ve bobrekte daha diisiik seviyelerde genin transkriptini

ihtiva ettigini gostermektedir [102,103].

2.4.3.1.2. TRPC3 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, C Altfamilya, 3.
Uyesi]

Gegici reseptor potansiyeli katyon kanali [TRPC], C altfamilyasinin 3. iiyesidir.
Insanlarda 4. kromozomda [4G27] yer alan TRPC3 geni tarafindan kodlanmaktadir.
Reseptor ile aktive olan secici olmayan ve Ca gegirgen bi kanaldir. TRPC3 geni
metabotropik glutamat reseptdr bagimli sinaptik iletim de dahil olmak {izere hiicre ici
sinyal yollar1 ile baglantili, kalsiyum ve diger katyonlar1 geciren non selektif bir katyon
kanalin1 kodlar. Diagilgliserol [DAG] ve hiicre i¢i kalsiyum stoklarin azalmasi ile aktive

edilirler. Bu gen i¢in farkli izoform kodlayan iki transkript varyant tespit edilmistir [104].

2.4.3.1.3. TRPC4 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanali, C Altfamilya, 4.

Uyesi]

Gegici Reseptor Potansiyel Kanal 4 [TRPC4] geni, gecici reseptor potansiyel
katyon kanallarmin kanonik alt ailesinin bir {iyesini kodlar. Insanlarda 13. kromozomda
[13913.3] yer almaktadir. Kodlanan protein, reseptor G proteinleri ve tirozin kinazlar
tarafindan aktive olan ve endotel gecirgenligi, damar genislemesi, ndrotransmitterlerin
serbest birakilmasi ve hiicre ¢ogalmasi da dahil olmak iizere pek ¢ok siirecte rol oynayan,
sec¢ici olmayan bir kalsiyum gecirgen iyon kanalim1 olusturur. TRPC4; 6 transmembran
bolge, bir por bolgesi, bir kaveolin-baglama alani1 ve C terminalinde bir PDZ [ Primary
Decidual Zone] alan1 baglanma bdolgesi igerir.

Schaefer ve ark. [2002] insan testisinin total RNA’sinda TRPC4’tin bir splice
varyantini belirlemislerdir. TRPC4- alfa ve TRPC4-beta varyantlari mevcuttur [105].

2.4.3.1.4. TRPC5 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanal, C Altfamilya, 5.
Uyesi]

Gegici reseptor protein 5 [TRPC5] olarak da bilinen kisa gegici reseptor potansiyeli
kanal 5 [TRPC5] insanlarda Xg23 lokalize olan TRPC5 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir [106]. TRPC5 ¢ok gegisli bir zar proteinidir ve reseptor aracili aktive edilen
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secici olmayan bir kalsiyum gec¢irgen katyon kanali olarak tanimlanmaktadir. Reseptor
tirozin kinazlar veya G-proteinleri ile ve hiicre i¢i kalsiyum stoklarin azalmasi ile aktive
edilirler. Protein tek basina ya da TRPC1, TRPC3 ve TRPC4 ile heteromultimerik olarak
etkindir. Ayrica kalmodulin, CABP1, enkurin, Na'/-H" degisim diizenleyici faktor
[NHERF], interferona bagli GTP baglayici protein [MX1], ring finger protein 24 [RNF24]
ve SEC14 alan1 ve spektrin tekrar iceren Protein 1[SESTD1]’i kapsayan pek ¢ok proteinle
etkilesir [107].

2.4.3.1.5. TRPC6 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanali, C Altfamilya, 6.

Uyesi]

TRPC6; Gegici Reseptor Potansiyeli Katyon Kanali [TRPC] C altfamilyasinin 6.
tiyesidir. Ayni ad1 tagiyan insanlarda 11. [11g22.1] kromozomda yer alan gen tarafindan
kodlanmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiicre zarinda bir reseptor-bagimli
kalsiyum kanalin1 olusturur. Kanal diagilgliserol tarafindan aktive edilmekte ve kanalin
fosfatidil inositol ikinci mesajci sisteminin kontrolii altinda oldugu diisiiniilmektedir. Bu
kanalin aktivasyonu protein kinaz C’den bagimsiz olarak meydana gelir ve reseptdr tirozin
kinazlar veya G-proteinleri ile Diagilgliserol [DAG] ve hiicre i¢i kalsiyum stoklarimin

azalmasi ile aktive edilirler [108].

2.4.3.1.6. TRPC7 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanal, C Altfamilya, 7.

Uyesi]

TRPC7; Gegici Reseptor Potansiyeli Katyon Kanali [TRPC] C altfamilyasinin 7.
tiyesidir ve ayni ad1 tasiyan ve insanlarda 5q31.1°de lokalize olan gen tarafindan kodlanan
bir proteindir. Reseptor ile aktive segici olmayan, kalsiyum gecirgen katyon kanalidir.
Reseptor tirozin kinazlar veya G-proteinleri ile Diagilgliserol [DAG] ve hiicre i¢i kalsiyum
stoklarinin azalmasi ile aktive edilirler. Alternatif kirpilma sonucu birden fazla transkript

varyanti oldugu belirlenmistir [109].

2.4.3.1.7. TRPV2 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, V Altfamilya, 2.

Uyesi]

Gegici reseptor potansiyel katyon kanali Vanilloid alt ailesinin 2. iiyesidir ve
insanlarda 17p11.2°de bulunan TRPV2 geni tarafindan kodlanan 6 transmembran alam
iceren bir proteindir. Bu gen, 52 C™ nin tizerindeki yiiksek sicakliklarla aktive edilen bir

iyon kanalmi kodlar. Protein, duyusal gangliyonlarda yiiksek sicaklikta 1s1 tepkilerinin

27



iletiminde gorev almaktadir. Diger dokularda kanalin 1s1 haricindeki uyarilar tarafindan

aktive edilebilecegi diistinilmektedir [110].

2.4.3.1.8. TRPV3 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanali, V Altfamilya, 3.

Uyesi]

Gegici reseptor potansiyel katyon kanali Vanilloid alt ailesinin 3. liyesidir ve ayni
ad1 tagiyan 17p13.2°de bulunan gen tarafindan kodlanan bir protein olup sicaklik hissi ve
vazoreglilasyon da dahil olmak lizere gesitli siireclerde islev goren secici olmayan katyon
kanallarindan olusan bir ailenin iiyesidir. Bu ailenin termo duyarh iiyeleri deride sonlanan
duyusal noronlarin alt gruplarinda ifade edilir ve farkli fizyolojik sicakliklarda aktive
omaktadirlar. Bu kanal, 22 ile 40 C sicakliklarinda aktive olmaktadir. Gen, kromozom
17'deki bir bagka aile tiyesi [TRPV1] genine ¢ok yakin bir yerde bulunur ve iki kodlanmig

proteinin heteromerik kanallar olusturmak i¢in birbiriyle iliskili oldugu diistiniilmektedir

[111].

2.4.1.3.9. TRPV4 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, V Altfamilya, 4.

Uyesi]

Gegici reseptor potansiyeli katyon kanali alt ailesinin Vanilloid alt ailesine ait olup
insanlarda TRPV4 geni tarafindan kodlanan ve Ca sinyali olusumuna veya membran
depolarizasyonuna katilan bir iyon kanali proteinidir. Insanlarda lokalizasyonu
12q24.11°dir.  Bu genin farkli izoformlarda kodlanan birden fazla transkripti
tanimlanmustir.

TRPV4'in osmo- ve mekano-iletime katilimi, hiicresel ve sistemik hacim
diizenlenmesi, arteriyel dilatasyon, nosisepsiyon, epitelyal hidroelektrolit tasinimi, mesane
bosaltimi1 ve siliyer atig sikliginin diizenlemesi gibi 6nemli fonksiyonlara katkida bulunur.
Kanal, ozmotik, mekanik ve kimyasal uyaranlarla etkinlestirilir. Ayn1 zamandasicaklik
degisikliklerine de tepki verir. Kanal aktivasyonu iltihaplanma ve yaralanma ile duyarli
hale gelebilmektedir [112].

2.4.1.3.10. TRPVS5 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanal, V Altfamilya, 5.
Uyesi]
Gegici reseptor potansiyel katyon kanali Vanilloid alt ailesinin 5. iiyesidir ve

insanlarda 7q34’te yer alan aynmi isme sahip TRPVS5 geni tarafindan kodlanan bir

proteindir. Bu gen tarafindan kodlanan kalsiyum gegirgen kanal; 6 transmembran gegisli
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bolge, coklu potansiyel fosforilasyon bolgesi, bir N-bagl glikozilasyon alan1 ve 5 ANK
[Ankyrin] tekrarlarindan meydana gelmektedir. Bu protein homotetramerler veya
heterotetramerler olusturur ve diisiik hiicre i¢i kalsiyum seviyesi ile aktive olmaktadir.

+2

TRPVS5 esas olarak bobrek epitel hiicrelerinde ifade edilir ve burada Ca™ 'nin

yeniden emiliminde 6nemli bir rol oynar [113].

2.4.1.3.11. TRPAL1 [Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, A Altfamilya, 1.

Uyesi]

TRPAL olarak da bilinen kanal gegici reseptor potansiyeli katyon kanal ailesinin
Ankyrin alt ailesinin 1. iiyesidir ve insanlarda TRPA1 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir. TRPA1, birgok insan ve hayvan hiicresinin plazma zarinda bulunan bir iyon
kanalidir. TRPAL, 14 N-terminal ankirin tekrar igerir ve mekanik ve kimyasal stres sensorii
olarak islev gordiigii diisiintiliir.

TRPAL iyon kanalinin en ¢ok agri, soguk ve kasitiya neden olan g¢evresel
uyaranlar i¢in bir sensor olarak aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu proteinin spesifik
fonksiyonu heniiz belirlenmemistir; ancak yapilan ¢alismalar sinyal iletimi ve biiylime

kontroliinde rol oynayabilecegini gostermektedir [114].
2.4.4. CI' KANALLARI

Klor bitki ve hayvanlarda ¢ok miktarda bulunan bir anyondur. Elektriksel
eksitabilitenin ~ diizenlenmesi, kas kontraksiyonu, sekresyon ve duyusal isaret
dontistiiriilmesi gibi birgok anahtar role sahip fizyolojik mekanizmayi diizenler [115].
Ayrica bu kanallar insan hiicrelerinin plazma ve hiicre igi organel membranlarinda da yer
almaktadir. Hiicre i¢i pH degeri, hiicre hacmi, sinir uyarilabilirligi ve dinlenti potansiyelin
diizenlenmesinde de ¢cok 6nemli roller oynamaktadir [116].

Klor kanallari hiicrelerde yogun bi¢imde ifade olmaktadir. Bu kanallarin hiicre
proliferasyonu tizerinde etkisi pek c¢ok g¢alismayla gosterilmistir. Ayrica klor kanallar
antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 etkilemektedir. Klor kanallarmin karsinogenezis

mekanizmalarindan birinde apoptotik bir yolak olabilecegi diistiniilmektedir [14,117].
2.4.4.1. CLCN3 [Voltaja Duyarh Kloriir Kanah 3]

CLCN3 geni voltaj bagimli kloriir kanali [CIC] ailesinin bir {iyesini kodlar. Voltaja
duyarli kloriir kanal1 3 insanlarda 4. kromozomda [4Q33] yer alan CLCN3 geni tarafindan

kodlanan bir proteindir. Kodlanan protein tiim hiicre tiplerinde mevcuttur ve plazma
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zarlarinda ve hiicre i¢i vezikiillerde lokalizedir. Protein bir CIC alani ve iki ek C-terminali
CBS [Sistatiyonin Beta-Sintaz] alan1 i¢eren g¢ok-gecisli bir zar proteinidir. CIC alani hiicre
zarlar1 arasinda CI iyonlarinin segici gegisini kataliz eder ve CBS alanmi bir diizenleyici
fonksiyona sahip olabilir. Bu protein, hem asidifikasyon ve GABA benzeri sinaptik
vezikiillerin transmitter yiiklenmesinde hem de diiz kas hiicre aktivasyonu ve neointima
olusumunda rol oynar. Bu protein lizofosfatidik asit [LPA]- aktiviteli Cl akim1 aktivitesi ve
fibroblasttan miyofibroblast farklilasmasi i¢in gereklidir. Protein aktivitesi, glioma
hiicrelerinde Ca," / kalmodulin bagimli protein kinaz II [CaMKII] tarafindan diizenlenir.
Farkli izoformlarint kodlayan birden fazla alternatif kirpilmis transkript varyantlari

tanimlanmustir [118,119].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Vakalarin Secimi
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan ¢alismada Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji AD arsivinden prostat adeno karsinom, BPH
ve normal prostat dokularinin bulundugu parafin bloklar mikroskobik olarak onaylandiktan
sonra temin edildi.
Hastalar degerlendirilirken yas, gelason skor sonuclari ve TNM degerlendirmeleri
istatistiksel degerlendirilmeler i¢in rapor edildi.
Calismaya dahil edilen 165 hasta 9 gruba ayrildi.
1) Normal prostat dokusu [kontrol grubu] [n=30]
2) Prostat kanseri [n=105] [Gleason skor 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 olmak iizere esit sayida
gruplandirilmistir.]

3) BPH[n=30]
3.2.Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Aletler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri fiige Tube, Meksika

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825,Switzerland, Isvicre

e PZR ve Qubit tipleri [0,6ml]: Neptune, Katalog: 3737.S.X,Biotix Laboratory
Media, Ingiltere

e Plate Yapistirici: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film,
ABD

e Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction Plate
With Barcode [0,1 mL], Singapur

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu [PZR]: Biometra, Almanya

e Qubit® 2,0 Fluormeter: invitrogen by life teknotologies, Avusturalya



e Real Time- PCR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real Time PCR
Instrument, Foster City, CA

e Santrifiij: Sigma, Almanya

e Spin: Labnet international, Katalog No:C1031B-230V, Kore

o \orteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

3.3. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Kimyasal Maddeler

e CcDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse Trancription
Kits, Part N0:437522 REVB, Foster City, CA

e 5Xx HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus [ROX]: Solis Biodyne, Riia 1853,
51014 Tartu, Estonia

e Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent [500 mL], Kanada

e Tri Reagent, Molecular Research Center, Cat No: TR 118, Montgomery Road
Cincinnati, OH, USA

3.4. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kulllamilan Yontemler
3.4.1. Parafin Blok Kesitlerden RNA izolasyonu

Temin edilen parafin bloklardan 0,2mm kalinliginda kesitler alinarak epondorflarda
istiflenip izolasyon i¢in -80 C’de saklandi. Parafin bloktan RNA izolasyonu Trizol
kullanilarak gerceklestirildi. Yontem Sharma ve arkadaslarindan modifiye edilmis olup
daha 6nce laboratuarda denenmistir.

1. Parafin erimesi i¢in 20 um 5 adet kesit ependorf tiiplere konularak 65°C 1s1
blogunda 1 saat bekletildi.

2. Parafinin uzaklagtirllmasi i¢in ependorflara 1000 pl ksilol [65°C etiivde
sitilacaktir] konup 65°C’de 5 dk. inkiibasyonu takiben 14.000 rpm’de 2 dk.
santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atilacaktir. Ksilol eklendikten sonraki
islemler 3 kez tekrar edildi.

3. Ependorflara 1000 pl %100’liik etanol konup vorteks yapildi. Etiivde 37°C’de 15
dakika bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 2 dk. santrifiij yapilip siipernatant
uzaklastirildi. Ependorflara 1000 pl %70’lik etanol konup vorteks yapildi. Etiivde
37°C’de 15 dakika bekletildi. 14.000 rpm’de 2 dk. antrifiij yapilip ve siipernatant
atildi. Ependorflara 1000 pl %50’lik etanol konulup ve vorteks yapildi. Etiivde
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37°C’de 15 dakika bekletilip 14.000 rpm 2 dk. santrifiij yapild1 ve siipernatant
kisim atildi.

4. Ependorflara; 750 pl Trizol, 60 ul Proteinaz K ve 2 pul RNase inhibitor ilave
edilerek 60°C’de ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda 1 gece bekletildi.

5. Orneklerin oda 1s1sina diismesi beklendi. Ependorflara 300 pl kloroform eklenip ve
15 saniye vorteks yapildi. 20.000 rpm’de 20 dk. +4 °C’de santrifiij edilip istte
kalan faz yeni tiiplere aktarildi.

6. Uzerlerine 800 pl izopropil alkol eklendi ve oda sicakliginda tiipler alt iist edilip -
20°C’de 1 gece beklemeye alindi.

7. 13.500 rpm’de 10 dk. +4°C’de santrifiij edilip iist faz atildi. %75’lik etil alkol ile
yikama yapildi. Tiipler altiist edilip 7500 rpm’de 5 dk. +4°C’de santrifiij edilip 10
dk. etanoliin ugmasi igin tiipler kapaklar agik sekilde bekletildi.

8. Dipte kalan beyaz RNA pelletinin biiyiikliigiine gore DNase, RNase ve pirojen
igcermeyen su eklendi [120].

3.5. Spektrofotometrik RNA Olgiimii

RNA 6l¢iimii icin Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit®2.0
Fluorometer [Invitrogen/Molecular Probes] kullanildi. isleme ge¢meden 6nce DNAaz-
RNAaz igermeyen steril su ile kor 6lglim yapildi. BioSpec-nano [Shimadzu] cihazinin
Olctim alanina 1 pl RNA konularak RNA miktar1 ng/ul olarak 6l¢iildii. Bu islem her bir
ornek icin tekrarlandi. cDNA sentezi i¢in RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan

en diisiik RNA degeri standart alindi.
3.6. Komplementer DNA [cDNA] Sentezi
3.6.1. Kullanilan Cozeltiler ve Gerecler

High- Capacity ¢cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit i¢inde 10X RT Buffer,
25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse Transcriptase hazir halde
bulunmaktadir.

PCR Cihazi
500/1500 pl Ependorf Tiip

Niikleaz Icermeyen Steril Su
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3.6.2. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in RNA o6rneklerinden 10 pl kullanilarak ¢cDNA sentezi toplam
20ul hacim tizerinden gergeklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 ul 10XRT buffer, 2
ul 10XRT random primer, 0.8 ul 25XdNTP mix, 4.2 ul niikleaz icermeyen su ve en son
olarak 1ul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullamldi [Tablo 5]. Ornekler
termal dongli cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve
4°C’de oo olacak sekilde cihazda bekletildi [Tablo 6]. Olusan cDNA ornekleri -80°C’de
saklandi.

Tablo 5. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim [pl] Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisimi [100mM] 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplam 10.0

Tablo 6. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5dk o0

3.7. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen c¢cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu [RT-PCR] ile amplifiye edildi.
Genlerin ifadelerinin belirlenmesi i¢in tabloda verilen primerler kullanildi. Gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz [GAPDH [Qiagen [Kat. No: OT00079247]], Realtimeprimers Gen
Panelinde yer alan TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6, TRPC7, TRPV2, TRPV3,
TRPV4, TRPA1, TRPVS5, Ca,3.1, Ca3.2, Ca,3.3, CIC-3, K\1.3, K,1.4, K,1.6, K\4.3,
K111, Kca3.1, Kcal.l, TASK-3[KCNKQ9] genlerinin ekspresyonlart belirlendi. Gen

“AACT

ekspresyonlari arasindaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2 metodu kullanildi.
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Real Time PCR 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. RT-PCR Plate hazirlanirken
cDNA o6rneklerinde her bir kuyucuga 0,5ul kondu. Her bir 6rnek i¢in 1 pul gPCR mix, 0,5
ul primer ve 3 ul DNAaz ve RNAaz icermeyen steril su olacak sekilde drnek sayisina gore
hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara kondu ve vortekslendi [Tablo 7]. Pleytteki
cDNA orneklerinin {izerine 4,5 pl hazirlanan karisimdan birakilarak pleytin iizeri optik
yapistirict filmle kapatildi. Pleyt 6rneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin
yok edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 7. RT-PCR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim[ul]X Ornek Sayisi
cDNA 0,5

Primer 0,5

gPCR Mix 1

Niikleaz icermeyen H,O 3

Toplam 5

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi ile
olgiildii. Calismada GAPDH kontrol gen [housekeeping] olarak kullanildi. Is1 kosullart 1
kez 95 °C'de, 15 dk ve 40 kez 95 °Cde 15 sn, 60 °C'de 30 sn, 72 °C'de 30 sn olacak sekilde
ayarlandi [Tablo 8].

Tablo 8. Uygulanan RT-PCR programi

Dongii Basamag Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ aktivasyonu 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 60°C 30 sn 40
Uzama 72°C 30 dk

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez calismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansh
[193.255.124.131] IBM SPSS 22.0 paket program kullanilarak yapilmistir. Hasta ve timor
ozellikleriyle, ilgili gen ekpresyon pozitifligi arasindaki korelasyonun belirlenmesi i¢in ¢ift

yonlii “Fisher testi” kullanilmistir. Normal ve tiimorlii dokulardaki ilgili gen ifadelerinin
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belirlenmesi i¢in “Spearman Korelasyon testi”, normal ve tiimorlii dokulardaki ilgili gen
ifade pozitifliklerinin karsilagtirilmast i¢in “ki kare analizleri” kullanildi. p<0,05 degeri

istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin tani, gleason skor ve TNM evreleri tablo 9 ve 10’

da Ozetlenmistir.

Tablo 9. Taniya gore yas ortalamasi

Gleason skor >7 69,4
Gleason skor 7 ve 7 > 72,8
BPH 71,6

Tablo 10. TNM evrelerine gore hasta dagilimi

pT2c %12
T2cNxMx %36
pT3a %6
pT3b %8
pT3aNxMx %22
PT4ANXMX %16

* tiim gruplarla kontrol grubunun p<0,5 anlamliligini, ** tiim gruplarla kontrol
grubunun p<0,1 anlamliligin1 ve *** tiim gruplarla kontrol grubunun p<0,01 anlamliligin

gostermektedir.



RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda KCNA3 gen ifadesinin kanser
dokularinda gleason skor 6 ve 7°deki anlamli azalma diginda diger gruplarda anlamli bir

degisiklik olmadig tespit edildi [Sekil 5].

KCNA3
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E
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Sekil 5. KCNA3 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢calismamizda KCNA4 gen mRNA ifadesinin
tiim kanser dokularinda kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadig goriildii

[sekil 6].

KCNA4
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Sekil 6. KCNA4 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda KCNA6 gen mRNA ifadesinin

kontrolle karsilastirildiginda BPH disinda tiim kanser dokularinda anlamli bir azalma

oldugu bulundu [Sekil 7].

KCNAGb6
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Sekil 7. KCNA6 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda KCNK9 gen mRNA ifadesinin

kontrolle karsilastirildiginda tiim kanser dokularinda anlamli bir azalmaya sahip oldugu

saptand1 [Sekil 8].

KCNK9
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Sekil 8. KCNA9 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda KCNMAI1 gen mMRNA
ifadesinin kontrolle karsilagtirildiginda tiim kanser dokularinda anlamli bir azalma

gosterdigi tespit edildi [Sekil 9].

KCNMA1
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Sekil 9. KCNMAL mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda KCNN4 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde azaldig ortaya

kondu [Sekil 10].
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Sekil 10. KCNN4 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda CACNAIG gen mMRNA
ifadesinin kontrolle karsilastirildiginda prostat kanserli dokularda anlamli bir farklik

olmadig1 belirlendi [Sekil 11].

CACNA1G
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Sekil 11. CACNALG mRNA ifadesi RT-PCR grafigi

CACNA1G mRNA Kkat artisi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPC1 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde arttig1 saptandi

[Sekil 12].
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Sekil 12. TRPC1 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda TRPC3 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanserli dokularda yalnizca gleason skor 10’da

anlaml1 bir artisa sahip oldugu bulundu [$ekil 13].

TRPC3
2,5 ~
z
s 2
=
=<
41,5-
£
o«
Sos - *
&
: ‘N
0' T T T T T T T T
K BPH 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 13. TRPC3 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPC4 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde artti1 tespit

edildi [Sekil 14].
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Sekil 14. TRPC4 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPC5 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda tiim prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde azalmaya

sahip oldugu saptandi [Sekil 15].

TRPC5
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Sekil 15. TRPC5 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPC6 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde arttig: belirlendi

[Sekil 16].
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Sekil 16. TRPC6 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPC7 gen mRNA ifadesinin

kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli bir farklilik olmadig:

tespit edildi [Sekil 17].
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Sekil 17. TRPC7 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢caligmamizda; TRPA1 gen mRNA ifadesinin

kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlaml diizeyde azaldig1 saptandi

[Sekil 18].
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Sekil 18. TRPAL1 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda; TRPV2 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde arttigi bulundu

[Sekil 19].

TRPV2

3,5 -

2,5 -

b
%
*
&
1,5
0’5 J I
0 1 T T T T T T T T
K BPH 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 19. TRPV2 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda; TRPV3 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde azaldig: goriildii

[sekil 20].
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Sekil 20. TRPV3 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda; TRPV4 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilagtirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde azalma tespit

edildi [Sekil 21].
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Sekil 21. TRPV4 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda; CIC-3 gen mRNA ifadesinin
kontrolle karsilagtirildiginda gleason skor 7°de anlamli bir artis ve gelason skor 10’da ise

ciddi bir azalma oldugu belirlendi [$ekil 22].
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Sekil 22. CIC-3 mRNA ifadesi RT-PCR grafigi
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5. TARTISMA

Sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonlariin siki kontrolii hiicre yasami ve normal
hiicre fonksiyonlar1 i¢in temeldir. Hiicreler dinlenme safhasinda 100 nM ‘lik diisiik
diizeyde sitoplazmik Ca sahiplerdir. Membran iyon kanallari, tasiyiclari, sitoplazmik Ca
tamponlar1 ve Ca tamponlayan organaller, Ca akisi depolanmasi sitoplazmik Ca
konsantrasyonlarinin korunmasini diizenler. Sitoplazmik Ca kontrolii metabolizma,
boliinme, 6liim, gen transkripsiyonu, gog, egzositoz ve kontraksiyon gibi hiicresel siirecleri
diizenlemektedir. TRP kanallar1 igerisinde yer alan TRPM 4 ve 5 hari¢ diger tiim kanallar
Ca’uda igeren katyonlara gecirgendirler. Bu kanallar g¢esitli uyarilarla aktive
olabilmektedirler. Bu uyarilar icerisinde intra ve ekstraselliiler habercilerin baglanmasi,
sicaklik degisimi, kimyasal ajanlar, mekanik uyarilar ve osmotik stres sayilabilir.

Tiim memeli TRPC kanallar1 segici olmayan Ca gecirgen katyon kanallaridir.
Ekstraselliiler ligandlar tarafindan transmembran reseptorlerin aktivasyonu fosfolipaz-C ‘yi
uyararak ve di-agilgliserol iiretimini saglayarak TRPC bagimli akimmi ve Ca girisini
aktive eder. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar TRPC kanallarinin bazal Ca girisinde bir
role sahip olabilecegini gostermistir [121]. TRPC1 ve 4 kanallarinin ATP-uyarimli ve
SOCE yoluyla Ca girisinde gorevli oldugu bulunmustur. TRPC6’nin SOCE bagimsiz
yollarlada aktive oldugu belirlenmistir [122].

Calismamizda TRPC 1-7 kanallarmin tiimii degerlendirilmistir. Inceledigimiz
kanallar igerisinde TRPC1, 3, 4 ve 6 kanallarinin mRNA ifadelerinde anlamli artislar tespit
ettik. Anlamli azalma sadece TRPCS5 kanalinda belirlendi. TRPC7 kanalinda ise anlamh
bir degisim bulunmadi.

Riccio ve arkadaslari TRPCI1, 4, 5, 6 ve¢ 7 mRNA larimin normal insan prostat
dokularinda tespit etmistir. TRPC kanallar1 yoluyla Ca’un hiicreye store-operated giriginin
apoptozisi arttirdigi belirlenmistir. Yine proapoptotik bir ajan olan thapsigargin [TG] nin
prostat kanser hiicre hatlarinda TRPCI, 3 ve 6 ‘nin ifadesini mRNA ve protein diizeyinde
arttirdigl belirlenmistir. Bu belirli TRP kanallarinin asir1 ifadesinin apoptotik siirecleri
hizlandirdigini géstermektedir. Ozellikle TRPC1, 2, 3 ve 4’iin store-operated Ca girisinde
gorevli olduklari belirlenmistir [123].

Verbe ve arkadaslar1 normal prostat dokularinda, prostatik intraepitalyal neoplazi
[PIN] ve prostat kanseri dokularinda yaptiklart ¢alismada TRPC1 ve 4’tin mRNA

ekspresyonun normal dokularla kiyaslandiginda prostat kanserinde arttigim



gostermislerdir. TRPC1’in ayn1 zamanda PIN‘lerin erken sathalarinda arttig1 belirlenmistir.
Bizde calismamizda benzer sekilde TRPC1 ve 4’in mRNA ifadesinde kontrolle
karsilastirildiginda kanser dokularinda anlamli artis oldugunu belirledik [124].

Dan Yue ve arkadaglar1 benign ve malign insan prostat dokularinda ve prostat
kanser hiicre hatlarinda TRPC6 ifadesini arastirmislardir. TRPC6’nin daha yiiksek dereceli
tiimdrlerde daha yiiksek diizeyde ifade oldugunu belirlemislerdir. Yine TRPC6 ‘nin prostat
kanser hiicre hatlarinda da ifade oldugunu belirlemislerdir. TRPC6’nin androjene duyarli
priostat kanser epitelyal hiicrelerinde proliferasyona katkida bulundugu belirlenmistir.
TRPC6 Ca segici bir katyon kanalidir [125].

Wang ve arkadaslar1 hepatosit biiytime faktoriiniin [HGF] DU145 ve PC3 hiicre
proliferasyonunda etkili oldugunu belirlemislerdir. HGF’nin prostat kanser hiicre
proliferasyonunu artirmada TRPC6 kanallarinin aracilik ettigini gostermislerdir. Yine ayni
calismada TRPC6 kanallarinin inhibisyonunun HGF’nin uyardigi hiicre bdliinmesini
baskiladigini ve béliinmenin G,/M fazinda durdugunu bulmuslardir.

Ca zengin diyetlerin prostat kanser riskini arttirdigi belirtilmektedir. Farelerde
yapilan bir ¢alismada prostat tliimorogenezisinin yiikksek Ca diyetiyle hizlandig
belirlenmistir. Diyetle beraber alinan vitamin D’nin Ca’un baslattig1 tiimorojenik etkileri
durdurdugu gosterilmistir. Ektraselliller Ca ile PC3 hiicrelerinin uyarilmast hiicre
proliferasyon oraninda store-operated Ca giris [SOCE] amplitude‘nde katyonik kanal
TRPC6’da, Ca duyarli reseptoér [CaSR] ifadesinde br artisa neden olmustur. Aktif vitamin
D alinimiin tiim bu etkileri diizettigi belirlenmistir. Ca uyarilmig PC3 hiicrelerinde CaSR
veya TRPC6 ifadesinin susturulmasi hiicre boliinmesi ve SOCE’yi azaltmaktadir [126].

TRPC5 store-operated mekanizmayla aktive olmaktadir. Biiytime faktorleri, stres,
lizofosfolipidler, NO [nitrik oksit] gibi fizyolojik uyarilara cevapta aktive olan Ca
yolaklarinda TRPCS aktif olarak rol almaktadir. Kanalin damar olusumunda da gorevi
oldugu belirtilmektedir. Wang ve arkadaslarinin kolorektal kanserlerle ilgili yaptiklar
caligmalarda TRPCS5/GLUT1 artmis ifadesinin kemoterapiye dirence neden oldugunu
belirtmislerdir. Prostat kanserlerinde TRPCS ifadesinin degerlendirildigi ¢aligmalara
rastlanmamistir. Calismamizda TRPCS ifadesinin anlamli derecede azaldigi belirlenmistir.
Ozellikle TRPC1, 3, 4 ve 6 kanallarindaki ifade artisinin proliferasyonu arttirarak prostat
kanser gelisimine katkida bulundugunu diistinmekteyiz.

TRPA1 bir kemoosensor olarak kabul edilmektedir ve agr iliskili TRP

kanalopatilerinde gosterilmistir. TRPA1 sag, deri ve noron hiicrelerinde ifade olmaktadir.
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Bununla birlikte gut ve damarlarda da ifade oldugu belirlenmistir. TRPA1 su ana kadar
kanserle dogrudan iliskilendirilmemistir. Ancak kolon kanseriyle iligkili oldugu bilinen
barsak inflamasyonunda gorev aldig1 ortaya konmustur. TRPA1 antagonistinin deneysel
kolitleri iyilestirdigi ve inflame gutta ifadesinin arttig1 belirlenmistir. Antagonisti olan HC-
030031 tarafindan TRPA1 blokajimnin kemoterapinin indiikledigi periferal noropatiyi
engelledigi tespit edilmistir. Buna karsin izotiyosonat gibi TRPA1 inhale aktivatorlerinin
insan kiiclik hiicreli akciger kanserlerinin hiicre yasami ve bdliinmesini uyardigi
gosterilmistir [127].

Prostat kanserinde TRPA1’in ifadesinin degerlendirildigi simirli sayida g¢aligma
mevcuttur. Cevresel bir kirletici olan Triclosan [TCS]’nin kiiltiire alinmig insan prostat
kanser stromal hiicrelerinde TRPA1’1 aktive ettigi gosterilmistir. TCS uyarilmig TRPA1
aktivasyonu stromal hiicrelerde bazal Ca arttirmaktadir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktor sekrosyonunu uyarmakta ve epitelyum hiicre boliinmesini arttirmaktadir. Ayrica
TRPALnin formalinle fiske edilip parafine gomiilmiis prostat dokularinda immiin folerans
olarak sadece prostat kanser stromal hiicrelerinde ifade oldugu belirlenmistir [128].

Vancauwenberghe ve arkadaslari Resveratrovun [RES] insan prostat kanser iligkili
fibroblastlarda neden oldugu kanser hiicre apoptozisinin TRPA1 kanal inhibitorlerinin
varliginda %40 oraninda azaldigini gostermislerdir. Calismamizda TRPA1’in kontrolle
karsilagtirildiginda tiim kanser gruplarinda anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. TRPA1
azalmasmin apoptozise diren¢ olusumunu saglayarak prostat karsinogenezisine katkida
bulundugunu diigiinmekteyiz.

Calismamizda TRPV ailesinin iiyeleri [2, 3, 4 ve 5] degerlendirilmistir. Bu kanallar
icerisinde kontrolle karsilastirildiginda prostat kanser dokularinda TRPV3 ve 4 mRNA
ifadelerinde anlamli azalma ve TRPV2 mRNA ifadesinde ise anlamli bir artis tespit edildi.

Bu ailenin TRPV1-6 olmak iizere alti liyesi vardir. Dizi benzerliklerine ve Ca
seciciciliklerine gore iki aileye ayrilirlar. Bu aileler V1/V2/V3/V4 ve V5/V6‘dir. TRPV1-4
subgrubu diisiik diizeyde Ca seciciligine sahiptir ve yliksek 1silara oldukca duyarhdir. Ayni
zamanda Termo-TRP kanallar1 olarak da adlandirilmaktadirlar. TRPV kanallarinin roli
genel olarak agr1 ile iligki olarak ¢alisilmigtir. TRPV1 ve 3 antagonistleri analjezik hedefler
olarak klinik tedavilerde kullanilmaktadir. TRPVS5 ve 6 kanallar yiiksek Ca segiciliklerine
sahip olup sicaga duyarli degildirler. TRPV2 aktivasyonunun hiicre apoptozisine neden
oldugu belirlenmistir [129].
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TRPV2 hiicre membran gerilmelerine ve osmolarite degisimlerine cevapta gorevli
bir kanaldir. TRPV2’nin biiyiime faktorleri tarafindan uyarildigir rapor edilmistir. Gen
ifadesinin normal meme dokulartyla kiyaslandiginda meme tiimor Orneklerinde arttig
belirlenmistir  [130]. TRPV2 transkript diizeylerinin  primer solid tiimorlerle
karsilastirildiginda metastazik prostat kanserlerinde daha yiiksek diizeyde oldugu
bulunmustur. Androjen bagimli LNCaP hiicrelerinde TRPV2 over ekspresyonun
matriksmetanoproteinaz-9 ve katepsin-B gibi invazyon markerlerinin ifadesini arttirarak
hiicre gocline neden oldugu ortaya konmustur. Mevcut calismada TRPV2 kanser
dokularinda artmis bir ifadeye sahip oldugu belirlenmistir. TRPV2’nin bazal intraselliiler
Ca diizeylerini etkileyerek kanser hiicresi agresifligini etkileyebilecegi ve invazyonunu
arttirarak karsinogenezise katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir [131].

Kastrasyona direngli C4-2B androjen bagimli LNCaP hiicre hatlarinda
dehidrotestosteron TRPV3 gen ifadesini anlamli olarak arttirmaktadir [132]. Ancak biz
calismamizda TRPV3 kanalinda kontrole gore kanser oOrneklerinde anlamli diizeyde
azalma tespit ettik. Prostat kanserinde TRPV kanal ifadelerinin degerlendirildigi ¢alisma
bulunmamaktadir ancak kolorektal kanserlerde yapilan bir ¢alismada kontrolle
kiyaslandiginda timor orneklerinde TRPV3 ve 4 iyon kanal ifadelerinin anlamli diizeyde
azaldig1 belirlenmistir [133]. Bizde benzer sekilde kontrol 6rnekleriyle karsilastirdigimizda
TRPV3 ve 4’tin mRNA ekspresyonunda anlaml1 diizeyde azalma tespit ettik.

Memelilerde T tipi Ca kanallarinin por olusturan a-1 subiiniti li¢ farkli gen
tarafindan kodlanmaktadir. Bunlar Cav3.1 [CACNALG], Cav3.2 [CACNA1H] ve Cav3.3
[CACNALI] dir. T tipi Ca kanallar1 subesik membran depolarizasyonlarina cevapta hizlica
inaktive olan akimlar meydana getirirler ve intraselliiler Ca konsantrasyonlarini arttirirlar.
Farkl1 alt iinite bilesenleri ve alternatif kirpilma farkli hiicre populasyonlarinda fonksiyonel
T tipi Ca kanallarinin ¢esitliligini saglamaktadir. Voltaj bagimli Ca kanallart yoluyla Ca
akist norosekresyon, hiicre boliinmesi ve farklilagsmayr iceren hiicre fonksiyonlarini
diizenlemektedir [134]. Weaver ve arkadaslar1 yaptiklart g¢alismada LNCaP hiicre
hatlarmnin Interldkin-6 ile dért giinliik muamelesinin Cav3.2 kanalmin transkriptlerini
arttirdigin1 belirlemislerdir. Bu artisin Cav3.1 ve Cav3.3’te olmadigint gostermislerdir.
Calismamizda CACNAI1I ve CACNAT1H ifadesi tespit edilememistir. CACNAI1G ifadesi
acisindan kontrolle karsilastirildiginda prostat kanserli dokularda anlamli bir farklilik

gézlenmemistir. Su ana kadar Cav3.2 ifadesinin prostat kanserli dokularda
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degerlendirildigi calismalara rastlanmamaistir. Bu iyon kanalinin kanser gelisimine énemli
katkilar saglamadig1 6n goriilmektedir.

Potasyum kanallarinin onkogenez siirecinde ¢esitli roller oynadiklar1 bilinmektedir.
BK kanal aktivasyonunun tiimor hiicre boliinmesinin siirdiiriilmesine yardimci oldugu
ifade edilmektedir. Daha once yapilan g¢aligmalarda K kanallarinin prostat kanser hiicre
boliinmesinde rolii oldugu ifade edilmistir.

Bloch ve arkadaslarmimn Floreasan In-Situ Hibridizasyon [FISH] yontemiyle ileri
dereceli insan prostat kanserlerinin %16’sinda KCNMA1 geninin amplifiye oldugunu
gostermislerdir. Bu amplifikasyon benign kontrollerde, prekiirsér lezyonlarda ve organ
siirlt prostat kanserlerinde tespit edilmemistir. Amplifikasyonun mRNA ve protein
artistyla beraberlik gosterdigi anplifikasyonun goriilmedigi kontrol hiicre hatlariyla
karsilagtirildigindaPC3- hiicrelerinde BK kanal proteinin ve p-estradiol duyarsiz BK
akiminda artis oldugu gosterilmistir. BK kanallarinin spesifik blokajinin PC3 hiicrelerinde
K mevcudiyetini ve gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak yapilan ¢aligmada tim
orneklerde mRNA ifadesi degerlendirilmemistir sadece amplifikasyon gosterilmistir. 17-p-
estradiol’lin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde 1 diizenleyici subiinite baglanarak BK
kanallarin1 aktive ettigi gosterilmistir. Bu veri 17-B-estradiol’ iin BK kanallarinin
aktivasyonu yoluyla prostat hiicrelerinin gelisimini uyarabilecegi fikrini desteklemektedir.
17-B-estradiol’iin biiylimeyi uyarmasit BPH-1 ve LNCaP igin ileri siiriilebilir ancak PC3
hiicrelerinde bu durum gegerli degildir. 17-p-estradiol BPH-1 ve LNCaP hiicre hatlarinda
bulunan reseptorlere baglanarak biliylimeyi uyarabilir. BK kanallarinin aktivasyonu
KCNMA1 amplifikasyonunu veya asiri ifadesinin yoklugunda prostat kanserinde 17-B-
estradiol” 1in major hedefi olabilir. Biz c¢alismamizda KCNMAT1’in kontrolle
karsilastirildiginda  tiimoér Orneklerinde azalmis ifadesinin  oldugunu tespit ettik.
KCNMAT’in ifadesindeki artigin hiicre siklus kontrolii, proliferasyon ve goc¢ ile korele
oldugu ifade edilmesine ragmen genin kontrol ettigi hiicresel mekanizmalar hala tam
olarak bilinmemektedir. BK kanallar1 islevini yerine getirirken pek ¢ok protein diizenleyici
faktor ve ikincil mesaj yolaklarinda gorevli molekiillerle etkilesmektedirler [135].
KCNMALTI kanalinin prostat kanser gelisimine katkisinin tam olarak belirlenebilmesi i¢in
cok sayida calismaya ihtiya¢ vardir.

Kanser gelisimiyle iliskilendirilmis olan Kv kanallar1 igerisinde EAG1, KCNH1 ve
Kv10.1 vardir. EAG1’in over ekspresyonunun kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden oldugu

ortaya konmustur. Tiimorlerin %70 inde EAG1 in over ekspresyonu tespit edilmistir. EAG
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kanallarina ilaveten Kv1.3 potasyum kanallarinin meme kanser hiicrelerinde ifade oldugu
rapor edilmistir. Kv 1.3’{in spesifik inhibitorlerinin A549 insan akciger adenokarsinom
hiicre hattinda hiicre boltinmesini durdurdugu goésterilmistir. Kv1.3’{in inhibisyonunun p21
‘in ifadesini arttirdig1 belirlenmistir. Kv1.3 inhibitorlerinin farkli kanser hiicre hatlarinda
apoptozisi de indiikledigi bildirilmistir. Kv1.3 ifadesinin kronik lenfositik 16semili
hastalarin B hiicrelerinde anlamli diizeyde arttigi gosterilmistir [61]. Kv1.3, Kv1.4 ve
Kv1.6 kanallarinin insan prostat dokularinda ifade oldugu bulunmustur. Kv1.3’iin ise insan
ve sigan prostat dokusunda en ¢ok sentezlenen K kanali oldugu belirlenmistir [14]. Ancak
bu kanal ifadesinin prostat kanser dokularinda kontrolle karsilagtirilarak degerlendirildigi
caligsmalara rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada Kv1.3’iin kanser dokularinda gleason skor
6 ve 7°deki anlamli azalma hari¢ anlamli olarak degismedigi bulunmustur.

Kv1.4 kanallarinin ifadesinde kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Kv1.6 kanallarinda ise tiim kanser dokularinda kontrole gore anlamli
azalma oldugu goriilmiistiir. Yukarida adi gegen ii¢ iyon kanali invitro veya hasta
orneklerinde degerlendirilmemistir. Bu nedenle bu kanallarin prostat kanserindeki
rolleriyle ilgili yorum yapmak yada mekanizmalarla iligskilendirmek oldukga giigtiir. Ancak
ozellikle Ky1.6 kanalindaki anlamli azalmanin karsinogenezise katkida bulunabilecegi
muhtemeldir.

Kca3.1 natural-killer lenfositlerin kanser hiicrelerini 6ldiirmesinde énemli bir role
sahiptir. Kca3.1’in spesifik inhibitorlerinin 16semik K562 hiicrelerinin invivo timor
gelisimini azalttig1 ve natural-killer hiicrelerin proliferasyonunu ise arttirdig1 gosterilmistir.
Calismamizda Kca3.1’de kontrolle karsilastirildiginda tiim kanser gruplarinda anlamh
azalma oldugu gosterilmistir [61]. Kca3.1 meme kanserli hastalarda yiiksek Kca3.1 mRNA
ifadesinin kotii prognozla iliskili oldugu belirlenmistir [136]. Calismamizda Kca3.1’in
kontrolle karsilagtirildiginda prostat kanser hiicrelerinde anlamli diizeyde azaldig:
gosterilmistir. Bu azalmanin prostat kanser gelisimine katkisinin daha detayli olarak
arastirilmasi gerekmektedir.

Ca bagimli K kanallar1 igerisinde yer alan TASK-3 iyon kanali onkolojik hedef
olarak tanimlanmistir. Ancak TASK-3’lin spesifik farmakolojik hedeflenmesiyle ilgili in
vivo deliller hala mevcut degildir. Ancak ¢alismamizda ilging sekilde TASK-3 ifadesinde
kontrolle karsilastirildiginda tiim kanser gruplarinda anlamli diizeyde azaldigi tespit

edilmistir.
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K kanallar1 genel olarak degerlendirildiginde 6zellikle Kv1.6, Kca3.1 v TASK-3’{in
kanser dokularinda ciddi diizeyde azalmasinin prostat kanser gelisiminin dnemli katkilar
saglayacagi muhtemeldir.

Hiicre boliinmesi sirasinda premitotik kondenzasyonun CIC-3 kanal fonksiyonuna
bagli oldugu gosterilmistir [137]. Hiicre hacim artisina cevapta klorid akiminin
aktivasyonu hipo-osmotik stresten sonra hiicre voliimiiniin kontrol altina alinmasi igin
major mekanizmalardan birisidir. Normal dinlenme potansiyellerinde klor akimi
intraselliillar CI’un kaybina neden olur. Bdylece intraselliiler osmolarite azalir. Bu siire¢
diizenleyici hacim azalmast olarak bilinir. Ektraselliiller osmotik degisimler hiicre
hacmindeki degisimlerin tek nedeni degildir. Sabit ektraselliilar osmolarite aktif soliit
alimi, hormonal aktivite, proliferasyon ve farklilasma gibi siireclerde Cl kanallariin
aktivasyonunu iceren hiicre voliimiinde ki degisikliklerle iliskilidir. Bozulmus veya
degismis hiicre voliim diizenlenmesi apoptozis ile iliskilidir. Son zamanlarda apoptozise
direng ve intraselliilar Cl artist yoluyla hiicre voliim diizenleme kapasitesinin artig1 arasinda
dogrudan bir baglant1 gdsterilmistir. Andorjen bagimli prostat kanser epitelyal hiicrelerin
noroendokrin farklilagsmasi intraselliilar Cl artisini, artmis hiicre hacim diizenleme
kapasitesini ve CIC-3 proteinin artmis ifadesini ortaya ¢ikartir [117]. Gleason skor 4-5-6
ve BPH CIC-3 diizeylerinin kontrolle karsilastirildiginda anlamli olarak artmadigi
belirlenmistir. ilging sekilde gelason skor 7°de anlaml1 bir artis belirlenmis ve gelason skor
10°da ise ciddi bir azalma oldugu bulunmustur. Buda prostat kanserinin ileri diizeyde
farklilagmasi siirecinde voliim diizenlenme mekanizmalarinin bozuldugunu géstermektedir.

Calismamiz pek cok acidan ilk olma 6zelligine sahiptir. Su ana kadar iyon kanal
ifadelerinin bu denli genis kapsamli arastirildig1 calismalara rastlanmamamustir. Cok az
sayida ¢aligma oldugu i¢in ¢aligmamizin bulgularinin yorumlanmasi giiglesmistir. Ancak
calismamizda bariz bir sekilde 6zellikle potasyum iyon kanlarinda anlamli azalmalar,
kalsiyum kanallarin da ise anlamli artislar ve incelenen tek klor kanali olan CIC-3
kanalinda ise degisimler oldugu gozlenmistir. Bu bulgular prostat krsinogenezis siirecinde
iyon kanal ifadelerindeki anlamli degisimlerin 6nemli katkilar sagladiginin en 6nemli
gostergesidir. Hiicrelerin transformasyon siireclerinde o6zellikle c¢alismamizda anlamli
degisim oldugu gozlemlenen tiim kanallarin teker teker detayli bir sekilde degerlendirlmesi
gerekmektedir. Bu degerlendirmeler her bir kanalin karsinogenez siirecindeki rollerini

ortaya koyacaktir.
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