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Arastirma Makalesi

oz
Makale Tarihgesi: Kanser hiicrelerinde bazi iyon kanallarinin asir1 eksprese edilmesi dikkat
Gelis tarihi: 24.05.2023 ¢ekmektedir. Bu iyon kanallarindan biri de Ether a-go-go 1 (KCNH1,
Kabul tarihi:18.09.2023 £ . LS .
Online Yaymlanma: 22.01.2024 Kle.i_L) _(Eagl_ K") kanalidir. Bu galismada, bir trisiklik antidepresan
olan imipramin’in MCF-7 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlari
: kullanilarak, Eagl K" kanallar1 iizerindeki sitotoksik ve elektrofizyolojik
,iAn_ahtar.KellmeIer: etkileri incelenmistir. Sitotoksik etkisi MTT analizi yOntemiyle
mipramin - - . .- - . eo .
Eagl potasyum kanali incelenirken, elektroflzyo!o!lk ) etk|5|' yama-kenet}eme teknigi ) ile
Meme kanseri aragtirillmistir,.  MTT analizi yontemiyle elde edilen sonuca gore,
MCF-7 hiicre hatty imipramin’in MCF-7 hiicreleri tizerinde kontrol grubuna gére 20 uM ve
Elektrofizyoloji tizeri konsantrasyonlarinin yaklagik %85 oraninda baskilayici etkiye sahip

Sitotoksisite oldugu belirlenmistir. Yama-kenetleme deneylerinde MCF-7 hiicrelerine

2uM, 5uM ve 20uM imipramin uygulanarak Eagl K" kanallar1 iizerine
etkisi incelenmistir. Diisiikk doz olan 2uM imipramin’in kontrol grubuna
gore Eagl K' kanal akimlari yaklagik %75, yiiksek doz olan 20uM
imipraminin ise Eagl K" kanal akimlarini yaklasik %82 oraninda inhibe
ettigi gosterilmistir.

Cytotoxic and Electrophysiological Effects of Imipramine on Eagl Potassium Channels in The
Mcf-7 Cell Line

Research Article ABSTRACT

Article H_istory: It is noteworthy that some ion channels are overexpressed in cancer cells.
Received: 24.09.2023 One of these ion channels is Ether a-go-go 1 (KCNH1, Kv10.1) (Eagl
Pub,i';’hed' online: 22.01.2024 K®) channel. In this study, the cytotoxic and electrophysiological effects

of imipramine, a tricyclic antidepressant, on Eagl K* channels were
investigated by using different concentrations in the MCF-7 cell line.

K ds: s R . . .

,rﬁiyg!;’,;;e While its cytotoxic effect was investigated by MTT analysis method, the
Eagl potassium channel electrophysiological effect was investigated by patch-clamping technique.
Breast cancer According to the result obtained from the MTT analysis method, it was
MCF-7 cell line determined that imipramine had an approximately 85% suppressive effect
Electrophysiology .

Cytotoxicity on MCF-7 cells at concentrations of 20 uM and above, compared to the

control group. In patch-clamping experiments, the effects of 2uM, 5uM
and 20uM imipramine on Eagl K" channels were investigated to MCF-7
cells. It has been shown that low dose of 2uM imipramine inhibits Eagl
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K* channel currents approximately 75% and the high dose of 20uM
inhibits Eagl K" channel currents approximately 82% compared to the
control group.

To Cite: Ugar B., Askin A., Sogiit F., Cémelekoglu U., Oru¢ H., Yilmaz SN. Imipramin’in Mcf-7 Hiicre Hattinda Eagl
Potasyum Kanallar1 Uzerine Sitotoksik ve Elektrofizyolojik Etkileri. Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Dergisi 2024; 7(1): 263-275.

Iléai;g? hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve biiyiimesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir ve metastaz
yoluyla viicudun farkli doku ve organlarina yayilir. Tedavisi ve tanisinda bir¢ok uzmanlik dallarinin ig
birligi gerektirmektedir. Cok yaygin bir hastalik olan kanser diinya genelinde ikinci en biiyiik 6lim
nedenidir. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore 2018 yili i¢inde yaklasik 9,6 milyon kisi bu
hastaliktan yasamini yitirmistir. Kadinlarda en yaygin olarak meme, kolorektal, akciger, servikal ve
tiroid kanseri gortildigi belirtilmektedir (URL 1).

Son zamanlarda yapilan bilimsel ¢alismalarda kanserli hiicrelerde bazi iyon kanallarinin daha ¢ok
eksprese edildigi tespit edilmistir (Stithmer ve ark., 2006). Ozellikle meme kanseri hiicrelerinde bol
miktarda bu iyon kanalina rastlanmaktadir. Hiicre zarinda yer alan iyon kanallari, fizyolojik siireclerde
biliyiik bir 6neme sahiptir ve iyon gecislerini diizenlemektedir. Bu iyon kanallari, membran
potansiyelindeki degisikliklere yanit olarak iyonlarin kontrollii gecisini diizenleyen membran
proteinleridir. Cogu 6zel bir iyonu gegirmek igin 6zellesmistir. Ornek olarak K* kanallari, K* ve Na*
arasinda se¢im yaparak, K* *nu gegirir. Tiimér hiicrelerinde voltaj kapili iyon kanallarinmn varligi, iyon
kanali arastirmalarinin ilk yillarindan itibaren tespit edilmistir. K* kanallari bunlardan biridir
(Occhiodoro ve ark., 1998; Stithmer ve ark., 2006; Borowiec ve ark., 2007; Rodriguez-Rasgado ve
ark., 2012; Wang ve ark., 2017). Voltaj kapili K* kanallar1 (K,); diiz kas kasilmas1, hiicre hacmi ve
hiicre dongiisii evreleri kontrolii, kardiyak repolarizasyon ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonu gibi
cesitli bir¢ok fizyolojik siiregte yer alirlar (Nelson ve ark., 1990; Lang, 2007; Perrin ve ark., 2008;
Blackiston ve ark., 2009; Asher ve ark., 2010). K, ailesi iiyesi ether 4 go-go (Eag)- K" kanallari ilk
defa 1969’da eter anestezisine tabi tutulan mutant Drosophilamelanogaster’de kesfedilmistir (Kaplan
ve Trout, 1969; Rodriguez-Rasgado ve ark., 2012). Bugiine kadar, 70'in {izerinde Kv tiirii
bilinmektedir, ancak bunlardan sadece birkagi, hiicre gogalmasi ve timor biiylimesi ile dogrudan
iliskilendirilmistir (Catterall ve ark., 2002; Stiihmer ve ark., 2006). Eag 1 K" kanalllar1 (Protein ad:
Kv10.1, Gen adi: KCNHI1, Bulundugu lokus: 1q32) normal olarak beyinde, plasenta, testis ve adrenal
bezde ve miyoblastlarda diisiik seviyelerde ifade edilmektedir (Occhiodoro ve ark., 1998; Gutman ve
ark., 2005; Wang ve ark., 2017). Fakat, ¢esitli tiimor hiicrelerinde ¢ok yiiksek siklikta (>%70) anormal
sekilde eksprese edilmektedir (Queiroz ve ark., 2006). Eagl K" kanallar1 son zamanlarda kapsamli bir
sekilde arastirlmasina ragmen, timor hiicrelerinde ekspresyon mekanizmasi tam olarak
anlagilamamustir.

Eagl K" kanali normal dokularda sinirli dagilimi ve kanser hiicrelerinde yaygin dagilimi ve onkojenik

Ozellikleri nedeniyle, tiimér tami ve teshisi i¢in birer faktér ve terapotik hedefler olarak

264



diisiiniilmektedir (Kaplan ve Trout, 1969). Bu 6zellikleri nedeni ile kanser tedavisinde ve tespitinde
bilim insanlarinin dikkatlerini bu kanallara ¢evirmesine neden olmustur. Eagl K* kanali i¢in kullanilan
kanal blokerler, aktif olarak béliinen tiimér hiicrelerini baskilamaktadir (Pardo ve Stiihmer, 2008).
Kanal blokerlerine 6rnek olarak; bir trisiklik antidepresan olan imipramin ve bir antihistaminik olan
astemizol verilebilir (Gavrilova-Ruch ve ark., 2002; Garcia-Ferreiro ve ark., 2004). Ayrica yine bazi
K" kanal inhibitorleri (Dofetilid, Sotalol, 4-aminopiridin, Ubitilid vb.) Eagl K" kanal akimini
engelleyici etkiye sahiptir. Bu inhibitorlerin Eagl K" kanali iizerinde etkisi, kanser i¢in olas terapotik
etken olarak diisiiniilebilir. Daha &nce yapilmis bilimsel galigmalarda da gosterildigi gibi, Eagl K*
kanal1 ile transfekte edilen farelerde hiicre proliferasyon artigt ve tiimor olusum davranisi gézlenirken,
timorlii dokularda bu kanalin blokerleriyle, hiicre proliferasyonun yavagladigi gosterilmistir
(Hemmerlein ve ark., 2006).

Glintimiizde kanser ¢alismalarinin odagi haline gelmeye baslayan K, kanal ailesinin bir {iyesi olan
Eagl K* kanalmn en belirgin 6zelligi, saglikli hiicrelerde kisitli, fakat pek ¢ok tiimdr hiicresinde
yaygin olarak eksprese olmasidir.

Calismamizda meme kanser hiicre hatti olan MCF-7 {izerine imipramin maddesinin hiicrede sitotoksik
etkisi aragtirilmustir. Ayrica, bu hiicre hattinda Eagl K" kanallar1 voltaj bagimli olduklart i¢in yama-
kenetleme yontemi ile kanal akimlariin kayitlar1 alinmastir.

Elde edilen kayitlarla bir antidepresan olan imipramin’in kanser hiicre proliferasyonunu veya
elektrofizyolojik olarak kanser hiicre hattinda Eagl K kanal akimmi engelleyip engellemedigi
incelenmistir. Ek olarak, calismanin hedefi, literatiirdeki bosluklar1 doldurarak daha oOnceki
caligmalarin eksikliklerini tamamlamak ve arastirmacilara gelecekteki ¢aligmalari planlama konusunda
rehberlik etmektir. Bu sayede, elde edilen sonuglar hem dnceki calismalara katkida bulunacak hem de

ilerideki ¢aligmalarin yolunu aydinlatacaktir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Sap Enstitiisii, Hiicre
Kayit No: 00092502) kullanilmistir. MCF-7 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve pasajlanmasi Mersin
Universitesi Tip  Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji ~ABD  hiicre  kiiltiirii  laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin kiiltiirii i¢in %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 10082147), %2.5 L-
glutamin (Thermo, 25030081), %1 amfoterisin (Thermo, 15290018), %21 penisilin+streptomisin
(Thermo, 15140130) katkili RPMI 1640 (Gibco, 52400-025) kullanilmistir. Hiicreler, besiyerleri 3
giinde bir degistirilerek, %5 CO, igeren 37 °C sicakliktaki nemli inkiibatSrde (Sanyo MCO18) kiiltiire
edilmis ve g¢ogaltilmustir. Hiicreler %70- %80 civar1 konfluent oldugunda tripsin-EDTA soliisyonu

(Lonza, 17-161E) ile kaldirilarak pasajlanmis ve yeterince hiicre elde edilmistir.

265



2.2. MTT Analizi

MTT analizinde imipramin’in (Sigma-Aldrich, USA) 1, 10, 20, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlar1 test edildi. 96 kuyucuklu platelere her bir konsantrasyon i¢in n=4 olacak sekilde
kuyucuk basma 1x10* hiicre ekildi. Hicre ekiminden 24 saat sonra hiicrelerin tizerindeki besiyer
uzaklastirilarak, yukarida belirtilen konsantrasyonlarda imipramin igeren besiyer hiicrelerin iizerine
konuldu. Kontrol grubuna ilag igermeyen besiyer uygulandi. Bu besiyerler 24 saat sonra uzaklastirildi
ve her bir kuyucuga 200 pL katkili besiyer ve 50 uL 5 mg/mL MTT igeren ¢ozelti ilave edildi.
Hiicreler 37 °C sicaklikta 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelerin iizerindeki besiyer ¢ekildi ve her
bir kuyucuga 200 puL dimetil siilfoksit (DMSO) ve pH degeri 10,5 olan glisin tamponundan 50 pL
ilave edildi. Zaman kaybetmeden ELISA cihazinda 570 nanometre (nm) dalga boyunda kuyularin
optik absorbans degerleri 6l¢iildi. MTT analizi neticesinde oncelikle imipramin’in 1Csq degerini tespit
etmek i¢in 1, 10, 20, 50, 100, 200 ve 400 uM dozlar1 ile edinilen sonuglarla absorbans-imipramin
konsantrasyon egrisi olusturuldu. Graphpad Prism 9 adli yazilim kullanilarak, elde edilen egri
sigmoidal bir egriye denklestirildi ve ICsq degerleri hesaplandi.

2.3. Yama-kenetleme Uygulamast

Kanal akim kayitlari tiim hiicre modunda alinmistir. Alinan kayitlarda i¢ ¢ap1 0,84 mm, dis ¢ap1 1,5
mm ve duvar kalinligi ise 0,66 mm olan borasilikat cam pipetler kullanilmistir. Pipetler
programlanabilir, otomatik pipet ¢ekici (Sutter Instruments, P97, USA) ile ¢ekilerek hazirlanmustir.
Kayit asamasindaki pipetler igerigi, 150 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5 mM EGTA 10 mM HEPES (pH
7,3) olan pipet ¢ozeltisi ile doldurulmus ve kayitlarda direnci 2-4 MQ olan pipetler kullanilmustir.
Hiicreler, 60 mm’lik petri kaplarina ekilmis ve deney asamasina kadar inkiibatérde medyum igerisinde
bekletilmistir. Deneyden once hiicrelerin iginde bulundugu medyum sivisi, 135 mM NaCl, 5 mM KCl,
1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM Glukoz, 10 mM HEPES (pH 7,3) igerigine sahip olan banyo

cozeltisi ile degistirilmistir.

Sekil 1. Yama-kenetleme kay1t diizenegi
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Akim kayitlar1 i¢in Multi Clamp 700 B amplifikatorii ve Digidata 1322 A sayisal ¢evirici kullanilmus,
elde edilen akim kayitlart Clampfit 10.3 yazilimi ile analiz edilmistir (Axon Instruments, USA) (Sekil
1.). Kenetleme potansiyeli -40 mV ve baslangi¢ potansiyeli -120 mV olarak belirlendi. Voltaj
kenetleme protokolii, 20 mV'lik adimlarla +120 mV'a kadar tamamlandi. Kayitlarda 1-10 GQ
araligindaki kenetleme direngleri degerlendirmeye alindi. Deney gruplari olarak imipramin
uygulanmayan kontrol grubu ve MTT analizi sonucunda elde edilen ICs, degerine yakin olacak sekilde
secilmis 2uM (diislik), SuM (orta) ve 20uM (yiiksek) olan ii¢ farkli konsantrasyon grubu secilmistir.
Kanal akim kayitlar, i¢inde imipramin bulunan ¢ozeltinin eklenmesinden sonraki 15. dakikada

almmustir,

2.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin IBM SPSS Statitistics 25 programu kullanildi. Verilerin normal dagilip
dagilmadigina bakildi. Gruplar arasinda farkin olup olmadigini saptamak i¢in non parametrik Kruskal
Wallis testi uygulandi. Bu test gruplart arasinda fark oldugu igin non parametrik bir test olan ve ikili
kargilagtirma yapan Mann-Whitney U testi uygulandi. Veriler istatistiksel olarak ortalama + standart

sapma ve ortalama + standart hata olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik olarak p<0.05 alind.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Sitotoksisite Calismalart Sonuclart

Bilimsel arastirmalar, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere kiyasla onemli 6l¢iide hizli bir sekilde
¢ogalan hiicreler oldugunu gostermektedir. Kanser hiicrelerinin ¢ogalma hizin1 diisirme veya
durdurma, giiniimiizde yapilan bilimsel ¢alismalarin temelini olusturmaktadir. Calismada imipramin’in

MCEF-7 hiicre proliferasyonu iizerine etkileri aragtirtlmistir.
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Sekil 2. imipraminin doz-yanit egrisi. Secilen dozlarm logaritmasi alinmaktadir.

Yapilan MTT analizi sonucunda, imipramin’in 1Csy degeri 12,65 uM olarak hesaplandi (Sekil 2.).
Daha sonra canli hiicre sayim yapilarak, proliferasyonun engellenip engellenmedigi tespit edildi

(Sekil 3.). MTT analizleri sonucunda imipramin’in MCF-7 hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde
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baskiladig1 gozlenmistir. Bu durum, impramin’in kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayabilecegini
gostermektedir. Bagka bir ¢aligmada, bu maddenin prostat kanseri gibi diger bagka kanser tiirlerinde de

hiicre proliferasyonunu baskilayici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Sogiit ve ark., 2021).
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Sekil 3. Imipramin’in hiicre canlilig1 iizerine etkisi. Grafikte hiicre canlilig1 degerlerinin ortalamasi alinmustir.

Imipramin’in 1 uM konsantrasyonu, MCF-7 hiicreleri iizerine kontrol grubuna gére yaklasik %6
oraninda, 10 uM konsantrasyonu ise kontrol grubuna gore yaklagik %16 baskilamigtir. 1 uM ve 10
uM konsantrasyonlarda olusan bu baskilama, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.05).
Fakat, 20 uM ve iizeri konsantrasyonlar1 yaklasik %85 oraninda baskilayici etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 1.). Bu etki istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Tablo 1. imipramin’in farkli dozlarmin hiicre canlilig1 {izerine etkisi

Konsantrasyon % Canlilik

1 uM 93,825+7,652
10 uM 83,540+12,221
20 uM 18,648+3,654*
50 uM 15,802+2,102*
100 uM 16,174+3,825*
200 uM 16,057+1,607*
400 uM 15,215+4,040*

MTT analizi verileri ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=5),
(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki ifade etmektedir (p<0,05).
DU-145 (Prostat kanseri hiicre hatt1) ile yapilan ¢alismada 10, 50 ve 75 uM imipramin dozlarinin
hiicre ¢ogalmasini azaltici etkiye sahip oldugunu, fakat bu etkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
ortaya konulmustur (Soégiit ve ark., 2021). Yine DU-145 hiicreleri ile yapilan baska bir ¢alismada
diisik doz olan 1 uM imipramin’in anlamli derecede proliferasyonu engelledigini belirlemislerdir
(Oztanriverdi, 2019). Baska bir ¢alismada, bu maddenin ayni dozlar1 melanom hiicrelerinin
proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Gavrilova-Ruch ve ark., 2002). SK-OV-
3 ovaryum kanser hiicreleri tizerine yapilan bagka bir c¢alismada da imipramin’in 50 pM
konsantrasyonun kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini belirlemislerdir (Asher ve ark., 2011).

10 pM imipramin konsantrasyonun Burkitt Lenfoma timdr hiicrelerinin boyutunu Snemli dlgiide
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azalttig1 bildirilmistir (Klingenberg ve ark., 2014). Diger bir ¢alismada akut miyeloid 16semide 0,15-
0,075 uM gibi diisiik konsantrasyonlarda hiicre 6liimiinde etkili olmustur (Metts ve ark., 2017). Bu
anlamda, bu c¢alismadaki veriler, yapilan diger ¢alismalarla uyumludur. MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde 10 pM astemizol konsantrasyonunda %89 oraninda hiicre proliferasyonunun inhibe
ettigini tespit etmislerdir (Ouadid-Ahidouch ve ark., 2001). Fakat bu ¢alismada, yaklasik ayni oran
hiicre inhibisyonuna 20 pM imipramin ile ulagilmistir.

Iyon kanallarinin proliferasyonunda etkili oldugu bilinen mitojen uyarimli protein sentezi, pH
diizenlemesi, osmoregiilasyon, hiicre iskeleti yapilanmasi, hiicresel sekresyon, kalsiyum
sinyalizasyonu iiretimi gibi bircok farkli mekanizma bulunmaktadir. Fakat Eagl K" kanallarinin kanser
hiicre proliferasyonuyla olan iligkisi tam olarak anlagilamamigtir. Imipramin, Eagl K+ kanallariin
blokaji yoluyla tiimor hiicre proliferasyonunu inhibe etmek igin bir¢ok farkli ¢alismada
degerlendirilmistir. Bu inhibisyonun, hiicre dongiisii fazlarini etkiledigi bilinmektedir. Diger taraftan
astemizol’iin hiicre dongiistiniin S fazin1 modiile ettigi bildirilmistir (Borowiec ve ark., 2007).
Imipramin de Eag ve Erg K* kanal blokerleri gibi hiicre dongiisiiniin bu fazlarmi etkilemektedir.
Bunun bdyle olup olmadigini tespit edebilmek icin daha fazla calisma yapilmalidir. Bu bulgular
1s1¢inda, bu calismada, imipramin kullanimmin MCF-7 hiicrelerinde goriilen ¢ogalmanin inhibe
edilmesinin Eagl K* kanallarmin engellenmesiyle gergeklestigi ve ayrica bu engellemenin hiicre

dongiisiinii diizenleyen proteinlerle iliskili olabilecegi ileri stirtilebilir.

3.2. Yama-Kenetleme Calismalarinda Elde Edilen Sonuclar

Yapilan arastirmalar, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere kiyasla belirgin bir sekilde daha hizh
¢ogalma yetenegine sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Prolifere olan kanser hiicrelerinde de bazi
iyon kanallarinin daha ¢ok eksprese edildigi goriilmiistiir (Stithmer ve ark., 2006). Eagl K" kanallar,
kanser hiicrelerinde ¢ok yiiksek siklikta (>%70) anormal sekilde eksprese edilmektedir (Queiroz ve
ark., 2006). Eagl K" kanallarmn akciger kanseri, meme kanseri, kolon kanseri, medulla blastoma,
kan kanseri, solid kanserler, lenf kanseri ve prostat kanseri gibi farkli kanser tiirinde fazla miktarda
ifade edildigi ve bu kanserlerin ¢ogalmasini arttirict bir rol oynadig1 belirtilmektedir. Boylece K*
kanallari, kanser tedavisinde hedef olarak goriilmesini saglamistir (Pardo ve ark., 1999; Li ve Xiong,
2011).

Eagl K® kanallari, kanser hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese olmasi nedeniyle hiicre
proliferasyonunu arttiric1 etkiye sahiptirler. K* kanal akimlar1 imipramin, astemizol gibi farmakolojik
ajanlarla inhibe edildigi ve proliferasyonda azalmaya neden oldugu belirtilmektedir (Garcia-Ferreiro
ve ark., 2004). Bu nedenle, bu calismada yama-kenetleme deneylerinde hiicre proliferasyonunun
baskilanip baskilanmadigini tespit etmek i¢in imipramin adli antidepresan kullanildi.

Yama-kenetleme deneylerinde MCF-7 hiicrelerine imipramin’in ii¢ dozu olan 2, 5 ve 20 uM

uygulanarak, Eagl K" kanal akimlar1 inhibisyon yiizdeleri incelenmistir (Sekil 4.).
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Sekil 4. imipramin’in Eagl K" kanal akimlar1 {izerine etkisi. Grafikte kanal akimlar1 inhibisyonu degerlerinin
ortalamasi alinmistir.

5 uM imipramin kontrol grubuna gore Eagl K* kanal akimlarin1 %9,79 gibi diisiik oranda inhibe ettigi
gozlenirken, 20 uM imipramin’in, ise Eagl K" kanal akimlarini %81,60 gibi yiiksek oranda
baskilamistir (p <0.05). Ancak bu azalma, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.05).
Imipramin’in diisiik konsantrasyonu olan 2 pM grubu ise, kontrol grubu degerlerine gore Eagl K*
kanal akimlarin1 %74,49 inhibe ettigi belirlenmistir. Bu inhibisyon, istatistiksel olarak anlamlidir (p

<0.05) (Tablo 2.).

Tablo 2. imipramin’in Eagl K" kanal akimlari iizerine etkisi

imipramin ortalama akim degerleri kanal  akimi
Konsantrasyonu, (pA) = standart hata, inhibisyonu %
Kontrol (n=5) 28,828 £9,193 0

2uM  (n=6) 7,3533 £ 1,458 * 74,49

5uM (n=3) 26,007 + 16,716 9,79

20 UM (n=8) 5,3038 +£ 0,969 * 81,60

(*) Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark: ifade etmektedir (p<0,05). Veriler Ortalama + standart
hata olarak verilmistir. Kanal akimi inhibisyonu kontrole gore % olarak verilmistir.

Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda, kontrol grubu ile 2 uM grubu degerleri arasindaki fark
istatiksel olarak 6nemlidir. Buna gore, 2 uM grubun akim degeri yaklasik %75 oraninda azalmistir
(p<0.05). Buna karsilik, 5 uM dozun akim degeri ortalama %10 oraninda azalmistir. Ancak bu
dozdaki diigiis, istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05). 20 uM grubun degerleri ile kontrol
grubu verileri karsilagtirildiginda bu fark, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p <0.05). Bu dozun
akim degeri, kontrol grubuna gore yaklasik %82 oraninda azalmstir (Tablo 2.).

Imipramin’in dozlar aras1 akim degerlerinin karsilastirmasindaki farka bakildiginda, bu maddenin 2 ile
20 uM konsantrasyonlarinin arasindaki akim degerlerinin farki, 6nemli bulunmamaktadir (p > 0.05).
Buna karsin, 5 ile 20 uM konsantrasyonlariin arasindaki fark, istatistiksel olarak énemli bulunmustur

(p<0.05) (Sekil 5.).
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Sekil 5. Ortalama akim degerinin doza bagh degisimi. (*) kontrole gore farkin istatistiksel olarak 6nemli
oldugunu gostermektedir (p<0.05).

Bu ¢alismaya uygun sekilde, 20 uM konsantrasyondaki imipramin’in Eag K* kanalin1 blokaj yoluyla
hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigi ve 20 uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlari
apoptoza neden oldugu belirlenmistir (Gavrilova-Ruch ve ark., 2002). Yine benzer sekilde, 25 pM
imipramin dozunun dogrudan uygulanmasinin, i¢-dis yamalarda tam bir akim bastirmasina neden
oldugu belirlenmistir (Garcia-Ferreiro ve ark., 2004).

Farkli bir ¢alismada da néroblastoma (N1E-115) hiicrelerinde bulunan Eagl K" kanallarinda 10 uM
imipramin konsantrasyonun K* akimlarmi hemen hemen %40 oraninda azalttigini gdstermislerdir
(Ogata ve ark., 1989).

DU-145 iizerine yapilan ¢alismada 10, 50 ve 75 pM imipramin dozlarinin, Eagl K* kanal akimlarini
anlamli diizeyde azalttigim belirlemislerdir (Sogut ve ark., 2021). DU-145 hiicrelerinde
gerceklestirilen bagka bir ¢alismada, 1 uM imipramin uygulamasinin Eagl kanal akimlarinda %66'lik
bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Oztanriverdi, 2019). insan embriyonik bébrek hiicrelerinde
(HEK-293) yama-kenetleme teknigi kullanarak, Eagl K* kanal akimlarmi 2 pM konsantrasyonda
imipramin’in bloke ettigine dair elektrofizyolojik kanitlar sunmuslardir (Garcia-Ferreiro ve ark.,
2004). Bu calismada da imipramin’in MCF-7 hiicrelerinde bulunan Eagl K' kanal akimmi yaklagik
%75 oraninda inhibe ettigi goriilmektedir.

Imipramin ile farkli ¢aligmalarda, farkli kanser hiicrelerinin Eagl K* kanal akimlarim inhibe edici
etkisi gosterilmistir. Bu ¢alisma sonuglari da diger ¢aligmalar ile uyumludur.

Imipramin’in farkli dozlari kullanilarak, yapilan MTT analizi ¢alismasinda; imipramin’in MCF-7
hiicrelerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan benzer c¢aligmalar,
imipramin’in, bu etkiyi Eagl K" kanali inhibiyonu ile gergeklestirdigini gostermektedir. Bu
diisiinceden hareketle, yama-kenetleme yontemi ile Eagl K* kanallarmin kanal akim inhibisyonu
degerlendirilmistir. MTT analizi sonuglarma gore, imipramin’in 20 uM konsantrasyonu, kanser hiicre
canlihgim yaklasik %81 oraninda engelledigi bulunmustur. Yama-kenetleme deneyinde de 20 pM

konsantrasyonun kontrole gore, kanal akimini yaklasik %81 oraninda inhibe ettigini belirlemistir.
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Kanal akimi inhibisyonu, hiicre proliferasyonundaki azalmanin gostergesi olarak gosterilebilir
(Garcia-Ferreiro ve ark., 2004). Bu sonuglar, MCF-7 hiicrelerinde bulunan Eagl K" kanal akimini
inhibe eden imipramin’in meme kanserinde tedavi edici bir ilag olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

MTT testleri kullanilarak ICsy degeri 12,65 uM olarak hesaplanmistir. Yama-kenetleme deneyi
sonuglarinda 2 uM konsantrasyonda da kanal akimi kontrole gore %74,49 inhibe olmustur.

Bu tez calismasinda elde edilen verilere gore imipramin’in Eagl K* kanal akimlarimi inhibe ettigini
gostermektedir. Imipramin ile Eagl K" kanal akimlarinda meydana gelen bu degisim, meme kanseri
tedavisinde potansiyel bir ilag aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismada Eagl K* kanal1 gen
ekspresyonuna bakilmamis olmasi ve kanserli olmayan epitel dokuda kanal akimlarmin
kayitlanamamis olmasi calismanin sinirhiliklart olusturmaktadir. ileriki calismalar icin bu etkilerin de

degerlendirilmesi hedeflenmektedir.

4. Sonuclar
Calismamizda MTT analizi ve yama-kenetleme teknigi kullanilarak, imipramin’in MCF-7 hiicreleri

lizerine stotoksititesi ve Eagl K" kanallari inhibisyonu degerlendirilmistir. Imipramin’in MCF-7
hiicrelerini belli konsantrasyonlarda proliferasyonunu engelledigi ve Eagl K* kanal akimini bloke
ettigi belirlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda, imipramin’in kadinlarda meme kanserinde tedavi edici veya
mevcut tedavi yontemlerinin etkinligini artirma potansiyeline sahip bir ilag olabilecegine iliskin
sonuglar elde edilmistir. Imipramin’in 20 uM ve {izeri dozlart MCF-7 meme kanseri hiicrelerini
%81,36 oraninda 6ldiirticti etkiye sahip oldugu belirlenmistir. 2uM ve 20uM imipramin’in kontrole
gore MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Eagl K" kanal akimlarini yaklasik %80 gibi yiiksek oranda
inhibe ettigi belirlenmistir. Imipramin’in MCF-7 kanser hiicreleri iizerinde 6ldiiriicii etkisinin kismen
kanal akim inhibisyonu ile gerceklestigi sdylenebilir. Yama-kenetleme deneyinde 20 uM imipramin
konsantrasyonu, kanal akimini kontrole gore yaklasik %80 oraninda inhibe ederken, MTT analizinde
de yine ayni konsantrasyonun yaklasik %80 oldiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Imipramin’in 2 pM’lik bu diisiik konsantrasyonun Eagl K kanal akimi inhibisyonu olusturmasi,
imipramin’in yan etkisini azaltma agisindan 6nemli bir bulgudur. Imipramin ile uzun siire tedavi géren
hastalarin %20’sinde karaciger anomalileri meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica merkezi sinir sitemi
ile ilgili yan etkilerde bildirilmistir. Bunu yan1 sira, Eag K* kanal blokerleri, Erg K* kanalma da etki
etmekte kalp rahatsizligi riskini arttirmaktadir. Bu nedenle daha sonra yapilacak ¢alismalarda, bu
riskler de goz oniine alinarak, 2 pM’a yakin konsantrasyonlarin ¢alisilmasinin, bu riskleri azaltmasi
acisindan avantaj olabilecegi diisiiniilebilir.

Imipramin’in sadece meme kanseri icin tedavi edici olmayabilecegi, bunun yaninda baska kanser
tirleri i¢in de aymi etkileri gOsterebilecegi diistiniilebilir. Kanser; meme kanseri, akciger kanseri
prostat kanseri gibi ylizden fazla tir ile genellenmektedir. Fakat tiim insanlarin DNA’larinin

birbirinden farkli olmasi, tiim kanser tiirlerinin farkli DNA’lara sahip oldugunu géstermektedir. Bu da
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ortak bir tedavi yontemini engelleyen en biiyiik etmendir. N6roblastoma, meme, melanom, kolon,
akciger, servikal ve yumurtalik vb. kanser tiirlerinde Eagl K" kanal protein ekspresyonu artmaktadir.
Eagl K" kanalinn agir1 eksprese edilmesi, bu kanser tiirlerinin tedavisi igin ortak bir hedef olusmasina
izin vermektedir. Bu ¢alismada ve benzeri ¢alismalarda, imipramin, astemizol, dofetilid, sotalol, 4-
aminopiridin, ubitilid gibi maddelerin, bu kanalin bloke etmesinin, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu yavaslattigi gosterilmistir. Bu ¢calismada oldugu gibi, Eagl K* kanalinin hedef olarak
belirlenmesi, bazi kanser tiirleri i¢in genel bir tedaviye imkan saglayabilir. Bu durum, ortak bir kanser

tedavisi icin Eagl K" kanalmin 6nemli bir hedef oldugunu géstermektedir.
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