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oz
Ama¢: Bu calismada,  genitoiiriner  sistem
rahatsizliklar1  nedeniyle Sanlwurfa'daki  Harran

Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi ve Mehmet Akif
Inan Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne basvuran bazi
hastalardan alinmig prostat doku 6rneklerinde Navl.7
geni tarafindan kodlanan proteinin  varhi§inin
arastirilmasi amacglanmustir.

Materyal ve Metod: Calismada, tami konulmus
(benign prostatik hiperplazi, prostatik intraepitelyal
neoplazi, metastatik olmayan prostat kanseri ve
metastatik prostat kanseri) 20 hastaya ait prostat
dokusu oOrnekleri ve dort normal prostat kullanildi.
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ile
Mehmet Akif Inan Egitim ve Arastirma Hastanesi'nin
Patoloji arsivlerinden alinan bu numuneler 2012-2014
yillarina aittir. Isaretleme icin anti-sodyum kanali
Navl1.7 monoklonal antikor (Millipore, Merck, ABD)
kullanildi. Pozitif kontrol olarak, tretici firmanin
Onerisine gore, sican beyincik dokusu ile calisildi.
Immunohistokimyasal boyama islemi otomatik
immiinhistokimya cihazinda (Ventana, Roche, ABD)
yapildi.

Kabul tarihi / Accepted: 28.11.2017

Bulgular: Primer antikor uygulanmayan negatif
kontrol kesitlerinde boyanma olmadi. Pozitif kontrol
ile karsilastirildiginda prostat doku Orneklerinde
(normal prostat dokusu, benign prostatik hiperplazi,
prostatik intraepitelyal neoplazi dokusu, metastatik
olmayan prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri)
dikkate deger bir boyanma ger¢eklesmedigi
gozlemlendi.

Sonu¢: Navl.7 geni tarafindan kodlanan VGSC
proteini, normal prostat ve benign prostat hiperplazisi
yani sira prostatik intraepitelyal neoplazi, metastatik
olmayan prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri
gibi farkli derecelerde kanser bulunan hastalarda
immiinohistokimyasal ~ olarak  gdsterilememistir.
Incelemeler, diger genler tarafindan kodlanan
VGSC'lere karst  iiretilmis  ¢esitli  antikorlarla
isaretlenerek siirdiiriilmelidir. Ayrica bulgular diger
molekiiler tekniklerle de dogrulanmalidir.

Anahtar kelimeler: Voltaj kapili sodyum kanallari,
Navl.7 antikor, prostat kanseri, immunohistokimya.

23 Harran Universitesi Tip Fakdltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) Cilt 14. Say1 3

(Suppl1), 2017



ARASTIRMA MAKALESI

[PROSTAT KANSERINDE VGSC’LERIN iINCELENMESi]

ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to investigate presence
of the protein which encoded by Navl.7 gene in
prostate tissue specimens obtained from some patients
consulted to Harran University Medical Faculty
Hospital and Mehmet Akif Inan Training and Research
Hospital in Sanliurfa owing to genitourinary system
disorders.

Materials and Methods: In this study, it was used the
prostate tissue samples which belong to 20 diagnosed
patients (benign prostatic hyperplasia, prostatic
intraepithelial neoplasia, non-metastatic prostate
cancer and metastatic prostate cancer), and four normal
prostate. These specimens obtained from Pathology
Department archives of Harran University Faculty of
Medicine Hospital and Mehmet Akif Inan Training and
Research Hospital belong to 2012-2014. For labelling,
Anti-Sodium channel Navl.7 monoclonal antibody
(Millipore, Merck, USA) was used. It was studied with
rat cerebellum tissue as positive control in accordance
with the manufacturer’s protocol. The
immunohistochemical  staining  procedure  was

GIRIS

Diinya saghk orgiiti (WHO) tarafindan 2014
yilinda yaymlanan rapora gore, 2012 yilinda
diinya capinda yaklagik 8.2 milyon kisi kanser
nedeniyle hayatmi kaybetmis olup 14.1 milyon
yeni kanser vakasi kaydedilmistir (1). Kanser,
hem kadinlar hem de erkeklerde kalp
hastaliklarindan sonra gelen en Onemli 6liim
nedenidir (2,3). Prostat kanseri ise erkeklerde en
stk goriilen kanserler arasinda iilkemizde ve
diinyada ikinci siradadir (3,4). Ayrica, prostat
kanserinin goriilme sikligi, etnik gruplar ve
iilkeler arasinda da degisiklik gostermektedir. (5).

Prostat kanseri i¢in kullanilan cerrahi g¢ikarim,

radyoterapi, hormon tedavisi ve izleyerek bekleme

performed in automatic immunohistochemistry device
(Ventana, Roche, USA).

Results: There was no staining in the negative control
sections which non-treated with primer antibody. No
remarkable staining was observed in prostate tissue
specimens (normal prostate tissue, benign prostatic
hyperplasia, prostatic intraepithelial neoplasia tissue,
non-metastatic prostate cancer and metastatic prostate
cancer) when compared with the positive control.
Conclusion: The VGSC protein which encoded by
Navl.7 gene was not showed by
immunohistochemically in patients with normal
prostate, benign prostatic hyperplasia as well as
different grades of cancer such as prostatic
intraepithelial neoplasia, non-metastatic prostate
cancer, and metastatic prostate cancer. Investigations
should be continued by marking with various
antibodies that produced against VGSCs encoded by
other genes. Additionally, the findings should confirm
with other molecular techniques.

Keywords: Voltage-gated sodium channels, Navl.7
antibody, prostate cancer, immunohistochemistry

gibi tedavi yoOntemlerinin etkinlikleri farkl
olmakla birlikte ¢ogu bireyde hastalik ilerleyerek
metastatik evreye gecmektedir (6). Metastaz,
primer tiimérden ayrilan bir tiimdr hiicresinin
dolasim sistemine girip uzak alanlara gé¢ etmesi
ve bu alanlarda yerleserek ikincil tiimdrleri
olusturmasidir. Metastatik siiregte, hiicre iskeleti
elemanlari, hiicre dis1 matriksi yikan enzimler ve
onlarin inhibitorleri, hiicre adezyon molekiilleri
vb. yanisira iyon kanal aktivitesi gibi pek cok

faktor rol oynamaktadir (7,8).

Iyonlarm hiicre ici ile dis1 arasinda tagmmasini
gerceklestiren 1iyon kanallari, sinir ve kas

hiicrelerinin uyarilmasi, hiicresel homeostazin
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saglanmasi, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
hiicre siklusunun kontrolii gibi 6nemli islevlere
sahiptirler (9-11). Bu yiizden kanal aktivitesindeki
degisikliklerin bir¢ok hastalikla iligkili olabilecegi
bildirilmektedir (10). Ozellikle prostat ve meme
kanseri hiicreleri ile yapilan c¢alismalarla, voltaj
kapili sodyum kanallarinin (VGSC) artmig veya
degismis ekspresyon ya da aktivasyonunun
invazyon ve metastaz gibi c¢esitli kanser hiicre
davraniglarin1 ortaya cikardigi tespit edilmistir
(12-17). Bennett ve ark. (2004), metastatik
olmayan veya orta derecede metastatik olan insan
prostat kanseri hiicrelerinin invazif potansiyelini
arttirmak i¢in VGSC’lerin asir1 ekspresyonunun

gerekli ve yeterli oldugunu géstermiglerdir (18).

VGSC’ler iki alt tiniteden olusmaktadir. Kanalin
poru meydana getiren kismi olan a alt tinitesi 260
kDa agrhigmmdadir (19). Bir veya daha fazla
sayidaki B alt iiniteleri (33 — 36 kDa), diizenleyici
proteinlerdir. Hem hiicre adezyon molekiilii olarak
rol oynayabilirler hem de sodyum kanal
yogunlugunu ve hiicre uyarilabilirligini arttirarak
VGSCl'lerin  hiicre  yiizeyi
diizenleyebilirler. (20). VGSC’lerin a alt iinitesini
kodlayan on (Nav1.1 — Nav1.9, NaX) adet genden
Navl.1l, Navl.2 Navl1.3, Nav1l.6, Navl.7, Navl.8

ekspresyonunu

ve Nav1.9’un sinir dokusunda, Navl.4’lin iskelet
kasinda, Navl.5’in ise kalp kasinda bulundugu

tespit edilmistir (21).

Fraser ve ark. (2005), yiiksek metastatik
Ozellikteki bir meme kanseri hiicre soyunda
(MDA-MB231) metastazin Navl.5 geninin
yiiksek oranda eksprese edilmesiyle baglantili
oldugunu bulmuslardir (15). Sigcan prostat kanseri
hiicre soyu olan giiclii metastatik MAT-LyLu
hiicrelerinde ise yaklasik yedi farkli VGSC a alt
tipi mRNA bulundugu ve en yiiksek mRNA
seviyesinin Navl.7 alt tipine ait oldugu
gosterilmistir. Farkli metastatik 6zellikteki insan
ve sigan prostat kanseri hiicre soylar1 iizerinde
yapilan molekiiler biyolojik analizler, zayif
metastatik hiicrelerle karsilastirildiginda, yiiksek
metastatik hiicrelerde Nav1.7 geninin ii¢ kat daha

fazla eksprese edildigini ortaya ¢ikarmustir (22).

Prostat kanserli hasta dokularinda VGSC’leri
kodlayan Navl.7 geninin ekspresyonunun artmis
oldugu bildirilmektedir. Ex vivo olarak yapilan
incelemelerle, Nav1.7 gen ekspresyonunun, ileri
evre prostat kanserli hasta dokularinda, normal
prostat dokusundan yaklasik 20 kat daha fazla
oldugu bulunmustur (14). Bu bulgular ve biriken
kanitlar, VGSC’lerin hem metastatik kanserler
icin bir biyobelirte¢ hem de yeni ve kullanigh bir
tedavi hedefi olabilecegini ortaya koymaktadir.
Ancak bolgesel ve irksal farkliliklarin cesitli
kanserlerin goriilme siklig1 ve prognozu ile
baglantili  oldugu g6z Oniine alindiginda
Tiirkiye’de yasayan prostat kanseri hastalarinda

VGSC ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi, bu
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genin {irlinii olan proteinin bir biyobelirteg olarak
kullanilma potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasina

katki saglayacagindan, 6nem arz etmektedir.

MATERYAL VE METOD

Doku érneklerinin toplanmast:

Bu calismada Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi ile Mehmet Akif Inan Egitim ve
Arastirma Hastanesinin Patoloji arsivlerinden
temin edilen 2012 — 2014 yillarina ait prostat
dokusu 6rnekleri kullanilmistir. Tan1 konulmus 20
hastaya ait prostat dokusu ornekleri ve 4 normal
prostat calismaya dahil edilmistir. Hasta 6rnekleri,
benign prostatik hiperplazi (n=6), prostatik
intraepitelyal neoplazi (n=4), metastatik olmayan
prostat kanseri (n=5) ve metastatik prostat kanseri
(n=5) olmak lizere dort gruba ayrilmistir. Caligma
icin gereken etik kurul onay1 Harran Universitesi
Etik Kurulu’ndan alimmustir (Tarih: 15.04.2014
Say1: 05/04).

Immiinohistokimyasal boyama:
VGSC proteinin  belirlenebilmesi  amaciyla

parafine gomiilii doku orneklerinden
immiinohistokimyasal (IHC) inceleme i¢in 3 — 4
um kalinliginda kesitler alinmugstir. Kesitler pozitif
yiiklii lamlara yapistirilmis ve etiive yerlestirilerek
bir gece (14 — 16 sa) 56 oC’de bekletilmistir.
Immiinohistokimyasal

boyama prosediirii

otomatik immiinohistokimya cihazinda (Ventana,

Roche, USA) calistlmustir. iki asamali calisma
sistemine sahip olan cihazda birinci basamakta
deparafinizasyon ve antijen geri kazanma
islemleri  ikinci  basamakta ise; antikor
inkiibasyonu, kromojen (diamino benzoik asit,
DAB) ve zit boya (Mayer hematoksilin)
uygulanmasi islemleri yapilmistir. Antijen geri
kazanimi sitrat tamponu icerisinde
gerceklestirilmistir. Primer antikor inkiibasyonu
icin 1:200 oraninda diliie edilmis Anti-Sodium
channel Nav1.7 monoklonal antikoru (Millipore,
Merck, USA) kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak
iiretici firmanin Onerisine gore sigan beyincik
dokusu kullanilmistir. Negatif kontrol kesitlerine
primer antikor uygulanmamistir. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobunda analiz edilmis ve

fotograflar1 ¢ekilmistir.

BULGULAR

Normal ve hasta (benign prostatik hiperplazi,
prostatik intraepitelyal neoplazi, metastatik
olmayan prostat kanseri ve metastatik prostat
kanseri) prostat dokusu 6rneklerinde voltaj kapili
sodyum kanali varhigi imminohistokimyasal
olarak  incelenmistir. VGSC’leri  kodlayan
genlerden Navl.7’ye karsi tiretilmis Anti-sodium
channel Navl.7 primer antikoru uygulanmayan
negatif  kontrol kesitlerinde herhangi  bir
isaretlenme gozlenmemistir. Uretici firmanin
Onerisine gore pozitif kontrol olarak kullanilan

sican beyincik dokusunda boyanma Sekil 1a’da
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goriilmektedir. Normal prostat dokusu (Sekil 1b)
ve benign prostat hiperplazili (Sekil 1c¢) doku
orneklerinde pozitif kontrol ile karsilastirildiginda
dikkat g¢ekici bir boyanma gdzlemlenmemistir.
Benzer sekilde prostatik intraepitelyal neoplazili
doku (Sekil 1d), nonmetastatik prostat kanseri
dokusu (Sekil le) ve metastatik prostat kanseri
(Sekil 1f) orneklerinde de voltaj kapili sodyum

kanalmin varlig1 immiinohistokimyasal olarak

gosterilememistir.
(Ao i
/\ $HE
el
F(c) . ,(d)
(&) N

Sekil 1. Prostat dokusu o6rneklerinde Navl.7’nin
immiinohistokimyasal analizi (1stk mikroskobu, biiyiitme
orant: 4x). (a) Pozitif kontrol (Sigan beyincik dokusu) (b)
Normal prostat dokusu (c) Benign prostat hiperplazisi (d)
Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (e) Prostat kanseri (f)

Metastatik prostat kanseri

TARTISMA
Diinyada kadin ve erkek 6liim nedenleri arasinda
kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan
kanserden kaynaklanan Oliimlere bakildiginda,
esas etkenin metastaz oldugu gbéze ¢arpmaktadir
(23,24). Kanser gelisimi ve metastatik siirecin
aydinlatilmas1 amaciyla yiiriitiilen in vitro ve in
vivo caligmalar, bir¢ok kanserin ortaya ¢ikisi,
ilerlemesi ve yayilmasinda iyon kanallarinin
onemli rollere sahip oldugunu gostermistir
(25,26). Iyon kanallarindan 6zellikle voltaj kapili
sodyum  kanallarinin, kanser  hiicrelerinin
metastatik potansiyelinde kuvvetlendirici  bir
etkiye  sahip  oldugu  tespit  edilmistir.
Arastirmalardan elde edilen bulgular, hiicresel
(CELEX)

cikarmistir. Bu hipotez, metastazin baglamasinda

uyarilabilirlik hipotezini  ortaya
VGSC ekspresyonunun arttigini, gliclii metastatik
karsinoma hiicrelerinin uyarilabilir hale geldigini,
bu membran uyarilabilirliginin kanser hiicrelerini
hiperaktif ve invazif yaptiZim1 ve bdylece

metastazi destekledigini onermektedir (27).

Spesifik bir VGSC blokeri olan tetrodotoksinin
kullanildig1 in vitro (12,18,28) ve in vivo (29)
calismalarla metastatik prostat kanseri
hiicrelerinde VGSC ekspresyonunun arttig1
bildirilmistir. Diss ve ark. (2001), insan ve sican
prostat kanseri hiicrelerinden yliksek metastatik
ozellikte olanlarm (PC-3 ve MAT-LyLu) zayif

metastatik olanlara (LNCaP ve AT-2) oranla daha
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fazla VGSC (6zellikle Navl.7) eksprese ettigini
gostermislerdir (22). Ex vivo olarak yapilan
calismalarla da benzer sonuglara ulagilmistir.
Aragtiricilar, ileri evre prostat kanseri hastalarina
dokularmdaki

ekspresyonunun normal prostat dokusundan

ait  prostat Navl.7  gen
yaklagik 20 kat daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir (14). Biitlin bulgular, VGSC’lerin
metastazlar i¢in yeni ve 6nemli bir tedavi segenegi
olabilecegini  isaret ederken = VGSC’lerin
biyobelirteg olarak tarama ve teshis amaciyla

kullanilabilecegini gostermektedir.

Ulkemizde bircok farkli etnik kdkenden insani
barindiran Giineydogu Anadolu Bolgesi Sanlurfa
ilinde bulunan Harran Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi ile Mehmet Akif Inan Egitim ve
Arastrma Hastanesi’ne 2012 — 2014 yillar
arasinda basvurmus ve teshis konulmus
hastalardan alman prostat dokusu orneklerinde
VGSC proteininin  varhigi, Navl.7’ye karst
iiretilmis primer antikor kullanilarak
immiinohistokimyasal yontem ile arastirilmastir.
Inceleme sonucunda, normal prostatin yanisira
benign prostat hiperplazisi, prostatik intraepitelyal
neoplazi, non-metastatik prostat kanseri ve
metastatik prostat kanseri teshisi konulmus prostat

orneklerinde de voltaj kapili sodyum kanalinin

varlig1 immiinohistokimyasal olarak
gosterilememistir. Ancak bu sonuglar, normal
prostat dokusunda ve hasta Orneklerinde
VGSC’lerin ~ bulunmadigimmi  kesin  olarak
sOylemez; c¢ilinkii VGSC’lerin o alt {initesini
kodlayan 10 farkli gen bulunmaktadir (21). Suy ve
ark. (2012), insan prostat kanseri dokularinda
VGSC’leri kodlayan bagka bir gen olan Nav1.8’in
varlhigini immiinohistokimyasal yontemle
arastirdiklar1  caligmalarinda; farkli  Gleason
skoruna sahip 6rneklerde Nav1.8’e karsi iiretilmis
antikor ile isaretleme yapmislar ve boyanma
yogunlugundaki artigin, artan Gleason skoru ile
uyumlu  oldugunu  bulmuslardir.  Bdylece
Navl1.8’in bir biyobelirte¢ aday1 ve ayni zamanda
yeni bir tedavi hedefi secenegi olabilecegini
Oonermislerdir (30). Bolgesel ve wrksal farkliliklar1
g6z Oniine aldigimizda g¢alismalarimizin, diger
VGSC

antikorlartyla stirdiiriilmesi ve

bulgularimizin  diger molekiiler tekniklerle

konfirme edilmesi planlanmaktadir.

TESEKKUR
Bu c¢alisma Harran Universitesi  Bilimsel
Arastirma Projeler Koordinatorliigii (HUBAK)

14014 nolu projesi ile desteklenmistir.
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