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OZET

Prostat kanseri tedavisinde radyoterapi, radyasyona duyarli tiimérlerin tedavisinde ve
sagkalim oraninin arttirarak tedavinin etkinligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ancak
timdr, radyosyona direngli olabileceginden kanser nilks ve metastazlar
gorilmektedir. Timor hiicrelerinde radyasyondan etkilenen genler, tiimoriin
radyoterapiye yanitin1 dogrudan etkilemektedir. mikroRNA (miRNA'lar) igsel ve
dissal streslerde c¢ok ¢esitli hiicresel siireclerin  diizenlenmesinde rol alan
molekiillerdir. Radyasyona maruz kalan tiimor hiicrelerinde miRNA’larin
sentezlenme profilinde olusan degisikliklerin, ¢esitli hiicresel yanitlarin ortaya
cikardigt ve bircok kanserin patofizyolojik mekanizmalarinda rol aldigi
gosterilmistir. Prostat kanserinde radyoterapi sonrasinda miRNA profil degisiklikleri
bazi1 hiicre kiiltlirii c¢alismalarinda gosterilmis olmasina ragmen bunu teyit eden
olduke¢a siirh sayida insan c¢aligmast bulunmaktadir. Calismamizda, prostat kanseri
olan hastalarda radyoterapi sonrasinda miR-34a ve miR-521 ekspresyon
diizeylerindeki degisikliklerin Slgiilerek uygulanan tedavinin etkinligi ile iligkisinin
arastirilmast amaglanmustir.

Caligmamizda Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalina radyoterapi uygulamasi i¢in
gelen otuz bes (n=35) hastadan tedavi dncesi ve sonrasi antikoagulanl tiiplere alinan
vendz kan oOrneklemelerinde miR-34a ve miR-521 ckspesyonlar1 kantitatif ters-
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (gRT-PZR) yontemi ile Olgiildii.
Radyoterapi sonrasi grupta tedavi oncesi gruba gore PSA, fPSA, 16kosit sayisi,
hemoglobin, hematokrit, nétrofil, lenfosit ve PCT degerlerinin azaldigi, miR-34a,
miR-521 ekspresyon diizeyleri ve MCV degerlerinin arttig1 tespit edildi. Sonug
olarak bu caligmada, prostat kanserinde radyoterapi uygulamalar ile miR-34a ve
miR-521 ekspresyon diizeylerinde degisiklikler oldugu tespit edilmistir ve bu
degisiklikler radyoterapinin tedavi etkinligi ile iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: miRNA-34a, miRNA-521, Radyoterapi, Prostat kanseri, PSA
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SUMMARY

Investigation of miRNA-34a and miRNA-521 expression levels in radiotherapy

applications in patients with prostate cancer

In prostate canser, radiotherapy has therapeutic effect and increase treatment efficacy
and thus the survival rate. However radio-resistant tumors may relapse and
metastases. In cancer cells, some genes effected by radiation has direct effects on
results of radiotherapy. MicroRNAs (miRNAs) are the molecules which regulate
some process related with internal and external stresses. It has been showed that
radiation resulted in some changes on synthesis of miRNAs and so, cellular
responses in tumor cells. In the literature, although there are some information about
changes of miRNA profiles in prostate cancer cell lines, there are very limited
number of human studies. Our aim was to investigate expression levels of miR-34a
and miR-521in patients with prostate cancer, before and after radiation therapy. 35
patients who admitted to Radiation Oncology Department for prostat cancer
radiotherapy were included in this study. Blood samples for the miRNAs were
obtained before and after initation of radioterapy. miR-34a and miR-521expressions
were analyzed by using quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction
(QRT-PZR). We found that PSA, fPSA leukocyte count, hemoglobin, hematocrit,
neutrophil, lymphocyte and PCT values decreased while miR-34a, miR-521
expression levels and MCV values increased in the group after radiotherapy.

In conclusion, expression of miRNAs such as miR-34a and miR-521 effected by
radiotherapy in patients with prostat cancer showing that they might be related with

treatment efficacy of radiotherapy of cancer patients.

Keywords: miRNA-34a, miRNA-521, Radiotherapy, Prostate cancer, PSA
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri, erkeklerde kansere bagli olimlerde ilk siralarda yer alan kanser
tiirlerinden biridir. Prostat kanseri tedavi planlamasinda, serumda prostat spesifik
antijen (PSA) degeri, klinik tiimor evresi, Gleason skorlanmasi baslica kullanilan
parametrelerdir. Prostat kanseri tedavisinde radyoterapi, radyosensitif tiimorlerin
tedavisinde ve sag kalim oraninin arttirilmasinda tedavinin etkinligi a¢isindan
oldukca onemli bir yer tutmaktadir. Ancak radyorezistans tiimorlerin varliginda
kanser niiks ve metastazlar1 goriilmektedir. Tiimor hiicrelerinde radyasyon ile iliskili

genler, timoriin radyoterapiye cevabini dogrudan etkilemektedir.

Prostat kanseri tan1 ve tedavisinde PSA degeri rutin olarak kullanilmaktadir. PSA ile
birlikte serum/plazmada yer alan niikleik asitlerin prognostik Onemide tedavi
kararmin alinmasi konusunda yeni ¢alismalara onciiliik etmistir. Kanserli hastalarda
genel olarak serum/plazmada niikleik asitlerin sayis1 artmaktadir. Son yillarda
serum/plazma 6rneklerinde yapilan galismalarda, mikroRNA’larin (miRNA) tani ve
tedavi asamalarindaki 6nemi agiklanmaya c¢alisilmistir. mMiRNA’lar igsel ve dissal
strese yanit olarak ¢ok ¢esitli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde rol alan
molekiillerdir. Radyasyona maruz kalan timoér hiicrelerinde miRNA’larin
sentezlenme profilindeki degisikliklerin ¢esitli hiicresel yanitlarin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu ve bir¢ok kanserin patofizyolojik mekanizmalarinda rol oynadigi
gosterilmistir. Prostat kanserinde iyonize radyasyonun etkileri ile iliskili olarak
yapilan ¢esitli in vivo ve in vitro c¢alismalarda miRNA profil taramalarinda
degisiklikler tespit edilmesine ragmen insan caligmalar1 oldukc¢a sinirli sayida
bulunmaktadir. Tez ¢aligmamizda, prostat kanseri hiicre hattinda yapilan
caligmalarda iyonize radyasyonun hiicresel yanitlarana bagli olarak ekspresyon
diizeyleri degisen miRNA’lardan olan miR-34a ve miR-521 segilerek calisild.
Calismamizda, prostat kanseri olan hastalarda radyoterapi uygulamasi Oncesi ve
sonrasinda kan ornekleri alinarak miRNA-34a ve miRNA-521 ekspresyon diizeyleri
Olciilerek uygulanan tedavinin etkinliginin arttirmasi agisindan hiicresel siire¢lerdeki

etkilerinin arastirilmasi amacglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PROSTAT

Prostat, erkek ilireme sisteminin pargasi olan bir salgi bezidir. Esas fonksiyonu
meninin sivi kismini olusturmaktir. Meninin seminal kese sivisi ile birlikte %95’ini
prostatik salgi olusturur. Boylece meninin miktarini ¢ogaltarak spermin dollenme
kapasitesini arttirir. Prostat sadece erkeklerde pelviste bulunan en 6nemli cinsel salgi
bezidir. Prostat bezi, mesanenin (idrar torbasinin) idrar yoluna baglandig: yerde, idrar
borusunu ¢epecgevre saran bir organdir. Prostat, kapsiil denen bir kilif ile diger
organlardan ayrilmigtir. Prostatin ¢ikardig: salginin aktigi kiiciik kanalciklar idrar

yoluna baghdir. (isler 2012).

2.2. PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri (PCa) ilk kez 1817 yilinda Doktor George Langstaff tarafindan tip
literatiiriinde tanimlanmistir ve prostat ilk kez 1904 yilinda Johns Hopkins
Hastanesi’nde calisan PCa giinlimiizde siklig1 giderek artan, tani ve tedavisindeki
yeniliklerle birlikte lokalize olarak yakalandiginda tam olarak kiir saglanabilecek bir
hastaliktir. Hastaliga yaklagimla ilgili gelismelere ragmen 6zellikle 50 yas tizerindeki
erkeklerde hasta saghgim ciddi sekilde tehdit eder (Ozcan 2013). Prostat kanseri;
genetik yatkinlik, ileri yas ve ¢evresel faktorler gibi sebeplerle gelisebilmektedir.
Dokularda kanser igin genetik yatkinlik olustugunda g¢evresel faktorler de tiimor
prekiirsor lezyonlarinin olusumuna farkli oranlarda zemin hazirlar. Prekiirsorlerin

bagimsiz yayilimi multifokal tiimor yayilimina sebep olur (Giizel 2013).

2.2.1. Prostat Kanseri Gelisiminde Androjen Metabolizmasinin Rolii

Androjenler normal maskiilinizasyon, eksternal genitallerin gelisimi, kemik ve
kardiyovaskiiler saglik, eritrosit sayisinin korunmasi, spermatogenez, cinsel istek,
prostat bezinde fizyolojik biliylime ve fonksiyon i¢in gereklidir. Dolagimdaki
androjenlerin %90-95’inin kaynagi testislerdir. Geri kalan %5-10 [androstenedione,
dihidroepiandrosterone (DHEA) ve dihidroepiandrosterone siilfat (DHEAS)] ise

adrenal bezler tarafindan uretilmektedir.



Androjenlerin varlig1 prostatta epitelyal ve stromal hiicrelerde proliferasyon ve
diferansiyasyona yol agarken, androjen yoklugu apoptozise yol agmaktadir. Benign
prostat dokusunda epitelyal hiicreler biiylime ve gelisme igin indirekt olarak stromal
elemanlara bagimlidir. Androjenlerin prostatik stromal hiicrelerdeki androjen
reseptoriine (AR) baglanmasi ile andromedinler adi verilen ¢oziinebilir peptidler

salmir (Kordan 2010).

Prostat dokusunun gelisimi, farklilasmas1 ve devamliliginin stirdiriilmesi
androjenlere, oOzellikle testesteron ve dihidrotestesterona (DHT) baghidir. Bu
androjenlerin bulunmadig1 durumlarda prostat dokusu apoptozise gider ve belirgin
atrofi gelisir. Androjenlerin prostat hiicreleri lizerindeki proliferatif ve farklilastirict

etkileri AR araciligiyla gergeklesir. (Cal ve Simsir 2005).

2.2.2. Epidemiyoloji

Prostat kanseri, diinyada erkekler arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir. 2013
yilinda Amerika’ da 176.450 erkekte prostat kanseri teshis edildigi ve 27.681 kisinin
de bu hastaliktan 6ldiigii rapor edilmistir (U.S Working Group. United States Cancer
Statistics: 1999-2013 Incidence and Mortality Web-based Report. Atlanta (GA):
Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control and

Prevention, and National Cancer Institute; 2016. Available
at: http://www.cdc.gov/uscs. Erisim Tarihi : 04.05.2017).

2.2.3. Prostat Kanserinde Tam1 Yontemleri

Prostat kanserinin erken evrelerinde genellikle semptomlar gézlenmez fakat kanserin
lokalizasyonuna ve biliylime hizina gore degisik semptomlar goriilebilmektedir.
Prostat kanserlerinin ¢ogu ¢cok merkezlidir ve birden ¢ok derecelendirme yontemi
(greyd) vardir. Bunun i¢in prostat karsinomunda yapisal paterne dayanan ve her
prostat kanseri alanina iki derece veren Gleason sistemi skorlamasi kullanilmaktadir.
Gleason skoru sistemine gore 2-4 iyi, 5-7 orta ve 8-10 dereceler ise kotii sekilde
farklilagan kanser tiirlerini gosterir. Bu sistem hastaligin prognozu hakkinda bilgi
sahibi olunmasini ve uygulanabilirligi olan tedavi secenekleri konusunda yol
gostermektedir. Diger bir tan1 yonteminde kullanilan PSA, PCa’nin erken teshisinde
belirleyici, evreleyici 6zelliginin yami sira kanserin erken tanist sayesinde 6liim

oranini azaltan etkisi bilinmektedir. Saglikli bireylerde serumdaki PSA seviyeleri
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prostat hacmine, yasa ve irka bagh olarak degiskenlik gosterebilirken, PCa, Bening
Prostat Hipertrofisi (BPH), sistoskopi uygulamasi ve prostatit gibi hastaliklarda artis
gostermesinin  yan1 sira ejakiilasyon, transiliretral Kkateterizasyon, transrektal

ultrasonografi, travma gibi sebeplerle de artis gostermektedir (Giizel 2013).

Prostat epitelinde rutin olarak 2 tane demonstratif belirleyici vardir, bunlardan biri
Prostat Spesifik Asit Fosfataz (PAP) digeri Prostat Spesifik Antijen (PSA)’dir.
Poliklonal veya monoklonaldirlar. Benin ve malin lezyonlar1 ayirmada yararli
degildir ancak metastatik tiimorlerde timdriin prostat orijinli oldugunu gosterir. Ayni
zamanda indiferansiye vakalarda da pozitiftir. Ayrica hormon terapisi alan vakalarin
takibinde de onemlidir. Bu belirleyiciler, kotii diferansiye prostatik karsinom ve
transisyonel hiicreli karsinomun ayirici tanisinda 34BE12, Leu7, CK7 ve p53 ile
beraber kullanildiklarinda yararlidir. PSA diizeyinin Olgiilmesi; elle yapilan
muayene, ultrason, rontgen, prostattan parca alarak prostat kanseri tanisi yapilir.
PSA, prostatta iretilen bir madde oldugundan bunun kanda olmasi gereken
miktardan fazla olmasi tan1 konmasinda 6nemlidir. Normal deger 4ng/dl ve daha

diisiik olmalidir (Isler 2012).

Prostat adenokarsinomunu saptamada rektal muayene pratik ve giivenilir yontem
olmakla birlikte, tan1 i¢in rektal muayene, transrektal ultrasonografi ve serum PSA
degerinin Ol¢limiinii igeren Ui¢lii kombinasyon, erken prostat kanserini saptamada

degerlidir. Ancak, kesin tani igin histopatolojik inceleme gereklidir (Yildirim 2011).

2.2.4. Evreleme

Giiniimiizde prostat kanseri evrelemesinde en son Ulusal Kapsamli Kanser Agi
(NCCN Guidelines Version 2.2017 for Prostate Cancer) tarafindan benimsenmis
Timor-Lenf Nodu-Metastaz (TNM) evreleme sistemi kullanilmaktadir. Klinik
(cTNM) ve patolojik (pTNM) olmak iizere iki tip evrelendirme yapilmaktadir.
Patolojik evrelendirme Klinik evrelendirme ile aymdir; ancak patolojik
evrelemedirmede T1 kategorisi yoktur, pT2’den baslar. Patolojik evrelendirme igin
genellikle radikal prostatektomi yapmak gerekir. Ancak pozitif rektum biyopsisi pT4
i¢in, pozitif periprostatik yumusak doku veya seminal vezikiil biyopsisi pT3 i¢in
yeterlidir. Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 evreleme sistemi ile prostat kanserinin TNM

evrelendirilmesi sekil 1 ve tablo 1°de gosterilmistir.



Tablo 1. NCCN Guidelines Version 2.2017 ile prostat kanserinin klinik
evrelendirilmesi (Kaynak: Tablo 1. NCCN Guidelines Version 2.2017 for Prostate
Cancer)

Tiimoriin klinik (cT) evresi

T Primer tiimér degerlendirilemez
TO Primer tiimor bulgusu yok
T1 Timor klinik olarak palpe edilemez ve goriintiileme

yontemiyle goriinemez

Tla Tiumor rezeke edilen dokunun raslantisal olarak %5’den
azinda mevcut

Tlb Tiumor rezeke edilen dokunun raslantisal olarak %5’den
fazlasinda mevcut

Tilc Igne biyopsisiyle saptanan tiimér (PSA yiiksekligi
nedeniyle alinan biyopside)

T3 T2 Tiimor prostata sinirlidir
T T2a Tiimor bir lobun yarisinda ya da daha azinda mevcut
I'\;EL'“ T2b Tiimoér bir lobun yarisindan fazlasinda mevcut

T2c Her iki lobda da timor mevcut

3T
T3 Prostat kapsiilii boyunca uzanan tiimér mevcuttur

T3a Prostat kapsiilii disina ¢ikan timor

Tumdr Hucreleri

T3b Seminal vezikiil invazyonu yapan timor

| Tiimor seminal vezikiil disindaki mesane, levator adalesi ve
Drolasimda Tomar T4
Hicreleri

Metastar Hibcreleri

Sekil 1. AJCC2010 TNM Evreleme (Kaynak: Sekil 1. Cannistraci et al 2014)

pelvik duvar gibi ¢evre yapilara invazyon yapmistir

Igne biyopsisiyle bir ya da her iki lobda bulunan ancak DRM’de veya gériintiilemede
saptanamayan timor Tlc’dir. Prostat apeksine ya da prostat kapsiiliinii agsmadan

kapsiil i¢ine invazyon yapmus tiimor T3 degil T2 dir.



NCCN Guidelines Version 2.2017 prostat kanserinin patolojik evrelendirilmesi

Patolojik (pT)
T2 Palpe edilen ve prostata simirh tiimér.

T2a Bir prostat lobunun %50’sinden azini tutan timor
T2b  Bir prostat lobunun %50’sinden fazlasini tutan timor
T2c  Her iki prostat lobunu tutan timor
T3 Tiimoriin prostatik kapsiil disinda yayilim ve/veya seminal vezikiil tutulumu
T3a Tek tarafli ekstrakapsiiler yayilim
T3b iki tarafli ekstrakapsiiler yayilim
T3c Vezikiila-seminalis invazyonu

T4 Tiimoériin vezikiila-seminalis disinda diger komsu yapilara invazyonu veya

fiksasyonu
T4a Mesanenin boynu, eksternal sfinkter ve/veya rektum invazyonu
T4b Levator kaslar1 ve/veya pelvik duvara fiksasyon

Bolgesel Lenf Nodlar: (N)

Klinik

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilmedi

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi var

Patolojik

NX Bolgesel lenf nodu (LN)’nin degerlendirilmedi
NO Bolgesel LN metastazi yok

N1 Bolgesel LN tutulmu

Uzak Metestaz (M)

MX Uzak yayilimin degerlendirilememesi
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

MZ1a Non-rejyonal LN tutulumu

M1b Kemik metastazi

M1c Diger uzak organlarin tutulumu

Not: Birden fazla metastaz alan1 mevcut oldugunda, en gelismis kategori kullanilir.

PMIc en ileri seviyededir. ( NCCN Guidelines Version 2.2017 for Prostate Cancer)



2.2.5. Prognostik Faktorler

Amerikan Patoloji Toplulugu tarafindan prognostik faktorler 3 kategoriye
ayrilmaktadir. Preoperatif serum PSA diizeyi, prostat kanserini hem saptamada, hem
de izleminde Onemli rol oynamaktadir. Gleason skorlamasi ile elde edilen
histopatolojik derece, klinik ve patolojik evreyle direkt iliskili olup, cerrahi tedavi
sonras1 progresyonu gostermede giiclii belirteclerden birini olusturmaktadir. TNM
evresi, prognozla iligkili en 6nemli prognostik faktor olup, evreleme yaparken tiimor
voliimii, prostat kapsiili, seminal vezikiillerin durumu ve lenf nodiilleri de

degerlendirilmektedir (Y1ldirim 2011).

2.2.6. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

Prostat kanseri tanisinda kaydedilen en 6nemli ilerlemelerden biri, tiimor belirleyicisi
olan PSA’nin kesfidir. PSA’nin tani, tedavi ve takibindeki yiiksek anlamliligi, klinik
kullanima baglanilmasindan sonra prostat kanseriyle miicadelede ¢ok kisa zamanda
onemli gelismelerin elde edilmesini saglamistir. Prostat bezinin epiteliyumundan
sentezlenen  PSA, seminal plazmaya 0.5-2.0 gr/L  konsantrasyonunda
salgilanmaktadir; bu degerde serumdaki 0.1-4 ng/ml’ye esittir (Ozel 2006). PSA,
Serbest (free) olarak, Alfa 2-makroglobuline bagl olarak (A2M-PSA) ve Alfa anti-
Kimotripsine bagli olarak (ACT-PSA) serumda 3 ayrt molekiiler formda
bulunmaktadir (Y1ldizhan 2006).

2.2.7. Serum PSA Diizeyini Etkileyen Faktorler

Serum PSA seviyesinde artis PSA’nin prostat dokusu i¢ine difiizyonunu saglayan
normal prostat yapisinin bozularak normal yapisini kaybetmesinin bir sonucu olarak
ortaya cikabilmekte ve PSA’nin dolasima katilmasina neden olabilmektedir. Bu
durum prostat hastaliklarinda (BPH, prostatit, prostat kanseri) ve prostat
mantiplasyonlar1 (prostat masaji, prostat biyopsisi) sonucunda meydana gelir. Prostat
inflamasyonu (akut ve kronik) ve {riner retansiyon degisik derecelerde PSA
yiikselmelerine neden olabilir. Prostat biyopsisinden sonra olusan prostat travmalari
PSA nin dolagima fazlasiyla karigsmasina neden olur. Normal degerlerine donmesi

icin 4 haftadan daha fazla beklenmesi gerekir (Tosun 2007).



2.2.8. PSA Velositesi

PSA velositesi, PSA’daki degisiklik hizinin Olgiilmesidir. Zamanla yiikselmeye
devam eden serum PSA’s1 sabit kalan PSA’ya gore daha yliksek oranda prostat

kanserini belirtmektedir.

2.2.9. PSA Dansitesi

PSA dansitesi (PSAD) serum PSA’smin Transrektal Ultrasonografi (TRUS) ile
Olclilen prostat hacmine oranidir ve prostat kanserli hastalarda BPH’I1 hastalara gore
daha fazladir. Bir tarama metodu olarak kullanilmamakla birlikte diisiik riskli
hastalarda aktif izlem kriterleri olan gilincellenmis Epstein Kriterleri arasinda

bulunmakta ve aktif izlem i¢in PSAD 0,15 altinda olmas1 kosulu bulunmaktadir.

2.2.10. Serbest PSA

Normal sartlar altinda PSA bir 6n enzim olarak prostat bezi epiteli tarafindan tiretilir,
liimene saliir ve burada peptitlerinden ayrilarak aktif PSA’ya doniisiir. Aktif PSA
proteolizisle tekrar inaktif PSA’ya donebilir ve kiiclik bir kismi1 dolagima gegip
serbest PSA seklinde dolanabilir. Alternatif olarak aktif PSA dolasima gecger ve hizla
proteaz inhibitorleri olan alfa-1 antikimotripsine ve alfa-2 makroglobiiline
baglanabilir. Bagli haldeki enzim olan komleks PSA inaktiftir (Ozdemir 2012).

2.2.11. ProPSA

Dolagimdaki sPSA, proPSA, benign PSA (BPSA) ve intakt PSA (iPSA) olarak {i¢
farkli formda bulunmaktadir. PSA, baslangigta proPSA olarak iiretilmektedir ve
inaktif olan bu form, prostat kanserli hastalarda artmis oranlarda bulunmustur.

2.2.12. Kompleks PSA Esik Degeri

PSA’nin 6nemli bir boliimii serumda Etkinlestirilmis Pihtilasma Zamani1 (ACT) ile
kompleks halde bulunmaktadir. Prostat kanserli olgularda ACT-PSA diizeyleri BPH
hastalarindan daha fazla yiikselmektedir. Kompleks PSA’nin toplam PSA degeri 4-
10 ng/ml olan olgularda serbest PSA’ya benzer bir 6zgiinliik gosterdigi ve bagimsiz
bir test olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmistir (Tosun 2007). Alfa-1
antikimotripsine bagli PSA formu olan kompleks PSA (cPSA) diizeyinden teorik

olarak s/tPSA’dan elde edilen spesifiteye benzer dogruluk 6ngoriilmektedir. Stenman



ve arkadaslari, prostat kanserli hastalarin sPSA’dan daha fazla cPSA’ya sahip
oldugunu rapor etmislerdir (Kutlu ve Koksal 2012).

2.2.13. Prostat Kanserinde Patoloji

Prostat kanseri iki biiyiilk grupta incelenebilir. Periferal duktus ve asinilerin
adenokarsinomu (sekonder) ve biiylik duktuslarin karsinomu (primer). Bu morfolojik
ayrim her iki timoriin de farkli orijinden koken aldigi inanisina gore yapilmaktadir.
Diger bir alternatif yaklagim ise, tiimoriin yapisini belirleyenin timdriin orijini degil

de bilyiime bolgesinin etkili oldugudur (Isler 2012).

2.2.14. Timor Baskilayici1 Genler
-NKX3.1 Geni

-Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) Geni
-C-Myelocytomatosis Geni (C-myc)

-Prostate Stem Cell Antigen (PSCA)

2.2.15. Onkogenler

-Androjen Reseptorii

-Alpha-methylacyl-CoA Racemase (AMACR)

2.2.16. Epigenetik

Epigenetik degisiklikler, niikleozom konumunu degistirerek tiim kromatin yapisi
tizerinde dogrudan etki eden diizenlemeler; DNA  metilasyonu, histon
modifikasyonlari, RNA ile indiiklenen sessizlesme (Kodlanmayan RNA’lar) ve
kromatin yeniden diizenlenmesi seklinde 4 ana grupta toplamir (Ozcan 2013).Bu

mekanizmalarin ortak ¢aligmasi sonucu genetik degisimler meydana gelmektedir.

2.3. PROSTAT KANSER TEDAVISi

Prostat kanserinde tedavi, cerrahi (radikal prostatektomi, RP), radyoterapi (RT) ve
hormonal tedavi (HT) risk gruplarina gore tek basina ya da birlikte kullanimu ile
diizenlenmektedir (Carroll et al 2014).

Tedavi kararmi verirken risk gruplart (PSA diizeyleri ve Gleason diizeyleri ne gore)

ve evrelerine gore prostat kanserini 5 gruba aywrarak tedavi Kriterleri



belirlenmektedir. Bu gruplar; ¢ok diisiik riskli prostat kanseri, diisiik riskli prostat
kanseri, orta riskli prostat kanseri, yiiksek riskli prostat kanseri ve ¢ok yiiksek riskli

metastatik prostat kanseri seklinde tanimlanmaktadir.

Diisiik riskli prostat kanserinde Aktif izlem, RT, Cerrahi (RP) yontemlerden biri
tercih edilmelidir. Aktif izlem i¢in uygun hasta se¢iminde; Biyopsi 6rneklerinde 2-
3’ten az odakta tiimor olmasi, herhangi bir biyopsi odaginda %50’den fazla tutulum
olmamasi, PSA<10 ng/ml, Gleason skoru<4 kriterlerinin olmalidir. Bu kriterlerin
tiimilinii karsilayamayan hastalara diisiik risk grubunda olsalar dahi klinik 6nemli
oldugu igin tedavi (RT ya da cerrahi) uygulanmalidir Aktif izleme alinan hastalarin
takibinde, Ik y11 3 ayda bir, sonra 6 ayda bir total PSA, yillik parmakla rektal

muayene Ve birinci yi1l JUsonunda ve sonra iki yilda bir tekrar biyopsi yapilmalidir.

Orta riskli prostat kanseri tedavi segenekleri: Radikal RT + HT (6-9 ay kisa dénem)
veya Cerrahi (Radikal Prostatektomi ) olmalidir.

Yiiksek riskli prostat kanseri, metastaz olmayan ve yiiksek riskli klinik bulgulari olan
veya lenf nodu pozitifligi olan hastalardir. Tedavi secenekleri: arasinda Radikal RT +
HT (2-3 yil uzun donem) veya Cerrahi (RP) Onerilebilir. Bu risk grubundaki
hastalarda tek modalite ile tedavi basaris1 diisiik oldugundan, tedavi kararmin
ayrintili evreleme ve mutlak multidisipliner yaklasim ile verilmesi 6nerilmektedir
(Mottet et al 2016). Lokal ileri evre hastaligin tedavisinde temel amag hastaligin
timiiyle yok edilmesi ve lokal kontroliin saglanmasidir. Radikal prostatektomi
sonras1 patolojik bulgularda cerrahi sinir pozitifligi, kapsiil dis1 yayilim ve seminal
vezikiil invazyonu varliginda radyoterapi etkin bir tedavi yontemidir. Radyoterapi ile
birlikte neoadjuvan, adjuvan hormonal tedavi tek basina veya birlikte verilebilir.
Ayrica pelvik reziduel hastalik siiphesi bulunan durumlarda adjuvan radyoterapi
genel olarak tedavi sansimi arttirabilir. Lokal ileri evre prostat kanserinde
multimodalite tedavi i¢inde adjuvan radyoterapinin etkinligini gdsteren en 6nemli
calisma prospektif randomize EORTC 22911 ¢alismasi olmustur (Bolla et al 2005).
Caligmanin sonucunda radikal prostatektomi sonrasi verilen adjuvan radyoterapinin
hem progresyonsuz sagkalimi, hem de biyokimyasal hastaliksiz sagkalimi anlamli
derecede iyilestirdigi goriilmiistiir. Izlem grubunda 5 yillik hastaliksiz sagkalim
%52.6 olurken adjuvan tedavi kolunda %74 olarak bildirilmistir.
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Ileri evre hastalik; Biyokimyasal niiks (non-metastatik PSA niiksii - tedavi sonrasi
PSA artis1 olan hastalar) veya Metastatik prostat kanserli hastalardir. Biyokimyasal
niiks, tedavi edilen (cerrahi veya RT) hastada PSA yiiksekligi saptanmasidir. Bu
hastalarda hangi tedavinin uygulanacagi hastaligin o6zellikleri belirleyicidir. Bu
Ozellikler; daha oOnce aldigi tedavi, yasam beklentisi, genel durum (performans
durumu), PSA ikilenme hizidir. Bu durumda tedavi secenekleri: Kurtarma RT
(6nceden cerrahi gormiis hastalarda), Kurtarma cerrahisi ya da kriyoterapi gibi fokal
tedavi yontemleridir. Adjuvan Hormonoterapi (ADT) ve Immiinoterapi dnceden

cerrahi ve/veya RT uygulanmig hastalarda onerilir.

Metastatik prostat kanseri ilk tanida metastatik olarak belirlenebildigi gibi izlemde de
metastatik hale gelebilir. Metastatik hastalik i¢in, sistemik tedaviler uygulanir.
Metastatik prostat kanseri temel olarak ADT duyarli (hi¢ HT almamis) ve
Kastrasyona direncli (daha once HT almis) olarak ikiye ayrilir. Hormon duyarl
metastatik prostat kanserinde tedavi segenekleri, kemoterapi alabilecek performans
durumundaki hastalarda ADT ile birlikte kemoterapi uygulanmasidir. Yas,
komorbidite gibi nedenlerle performans durumu kemoterapi almaya uygun olmayan
hastalarda sadece ADT onerilir. Son klinik ¢alismalar, metastatik hastalikta ADT ile
eszamanli olarak KT uygulanmasinin yasam siiresi tizerin olumlu etkileri oldugunu

gostermistir (CHAARTED study) (Sweendey et al 2015).

2015 ESMO kilavuzu, metastatik hormon duyarli prostat kanseri tedavisinde, ADT
ile birlikte dosetaksel uygulanmasini, kemoterapi alabilecek kadar performansi iyi
her hastada onermektedir (Parker et al 2015). Kastrasyona direngli metastatik prostat
kanseri (CRPC) tedavi secgenckleri: Abirateron Abirateron, Enzalutamid,
Immiinoterapi, Kabazitaksel gibi hedefe yonelik tedavilerdir. Kemik metastazi olan
CRPC tedavi segenekleri: Kemik hedefli ajanlar (zoledronik asit [bifosfonat],
denosumab [RANK-ligand inhibitorii), Radyum-223, palyatif RT ve diger
destekleyici tedavi yaklagimlaridir.

2.4. mMiIRNA’LAR

miRNA’lar, endojen kiigilk RNA’larin (small RNA) bir sinifim1 olusturan, protein
kodlamayan RNA molekiilleridir. Yaklasik 20-23 niikleotit uzunlugunda tek
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iplikcikli miRNA’larin sayis1 insanlarda binin iizerinde tespit edilmistir. Bu
molekiillerin ¢esitli biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda 6nemli diizenleyici
roller aldig1  gosterilmistir.  miRNA’larin  hiicresel gen  ekspresyonunu
transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede diizenledigi diistiniilmektedir.
mRNA’lara hedef genin diisik Ozgiilliikte baglanmasina, mRNA yikimina ve
translasyonel inhibisyona neden olabilecegi i¢in miRNA’lar gen ifadesinin
kontroliinde 6nemli rollere sahiptir. miRNA’lar 6zellikle hiicre tipinin belirlenmesi
ve hiicre farklilagmasi olmak tiizere pek cok fizyolojik islemde rol alir. Cesitli
kanserlerde bazit miRNA’larin onkogen, bazilarinin ise timor baskilayici gen gibi
islev gormesi, timor ilerlemesi, metastazi ve invazyonunda miRNA’larin

diizenleyici oldugunu gostermektedir (Celik 2013).

2.4.1. miRNA’larin Biyogenezi

Insanlarda miRNA’lar pri-miRNA ad1 verilen 1 kb’dan daha biiyiik diziler halinde
transkribe olurlar ve 5’cap ve 3’poli A kuyruklart vardir. Pri-miRNA transkriptleri
iki adiml bir siirecten gegerek olgun ve islevsel miRNA haline gelirler. (Tunali ve
Tiryakioglu 2015). miRNA’larin sentezi miRNA genlerinden RNA polimeraz Il
(RNA pol II) enzimi araciliryla dncii miRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baslar.
Sag tokasi seklinde olusan pri-miRNA niikleusta bulunan bir RNaz olan Drosha ve
RNA baslanma noktast bulunan bir protein DGCR8/Pasha’dan (DiGeorge kritik
bolgesi 8, C. elegans ve Drosofila da Pasha olarak tanimlanir) bir araya gelerek
mikroislemci kompleksini olusturur. Olusan kompleks pri-miRNA’y1 keserek
yaklasik 70 niikleotidli pre-miRNA’y1 olusturur. Niikleusta olusan pre-miRNA’lar
Exportin 5 ad1 verilen molekiil araciligiyla sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmaya gecen
pre-miRNA RNA-pol III’iin bir tiiri olan Dicer tarafindan kesilerek 20-25
niikleotidlik olgun MiRNA ve onun komplementeri miRNA’dan olusan ¢ift sarmal
halini alir. Daha sonra miRNA, miRNA ikilisi helikaz tarafindan ¢oziilerek olgun
miRNA ve miRNA’ya donisiir (Celik 2013).

2.4.2. miRNA ve Kanser

Hiicreler anormal olarak ¢ogaldiklarinda ve apoptoz fonksiyonlarini kaybettiklerinde
genellikle kanserlesirler. miRNA’larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir¢ok

biyolojik siirecte etkili anahtar molekiiller olduklar1 bilinmektedir.
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Kanserlesme siirecine miRNA’larin katkida bulundugunun ilk kanmiti, Calin ve
arkadaglarinin 2001 yilinda Kronik Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda yaptiklar
molekiiler ¢alismayla ortaya konulmustur (Saydam 2011).

Bir ya da birden fazla hedef geni baskilayarak gelisim, farklilasma, ¢ogalma, hiicre
Oliimii gibi stireclerde rol oynarlar. Son gelismeler miRNA mutasyonlart ya da yanlig
ifadeleri, ¢esitli insan kanserleri ile iligkili oldugunu ve miRNAlar timor
baskilayicilar ve onkogenler olarak iglev yaptigini gostermistir. miRNAlar kanser ile
iliskili genlerin ekspresyonunu bastirmak ve kanserin teshisi ve tedavisinde faydali

olabilecegini gostermistir (Haberal ve Ogul 2014).
2.4.3. Onkogen ve Tiimér Siipresor Gen Olarak miRNA

miRNA'lar, hedefledikleri mRNA'min molekiiler diizeydeki 6zelliklerine gore
onkogenik veya timor siipresor Ozellik kazanabilirler. Normal dokularda
miRNA'lardan bazilarinin protoonkogenlerin translasyonunu inhibe ettigi rapor
edilmistir. Fonksiyonlar1 bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan bu
miRNA'lar "timér siipresér miRNA'lar" (TSmiR) olarak bilinmektedir. Dolayisiyla
tiimdr baskilayict miRNA'larin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasima ve timor olusumuna sebep olacaktir. Bunun tersi olarak, "onko-miR"
olarak ifade edilen bazit miRNA'larin kanser gelisimini arttirdigi goriilmektedir

(Karagiin 2014).
2.4.3.1. Onkogen Olarak miRNA

Tiimor siipresor miRNA’larin tersine, onkogenik miRNA’lar ¢ogunlukla kanser
tirlerinde kontrolsiiz biiylimeyi arttirict ve/veya anti-apoptotik yonde fonksiyon
gosterirler. Ik olarak kesfedilen onkogenik miRNA’lardan bir tanesi miR-155"tir.
Ayrica miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 ve miR-92-1 onkogenik
ozelliklere sahiptirler. Bu miRNA’larin ekspresyon diizeyleri, proliferasyonu tesvik
ederek, apoptoz inhibisyonunu saglayarak ve tiimor anjiyogenezi tetikleyerek kanser

gelisimine katkida bulunmaktadir.
2.4.3.2. Timor Siipresor Gen Olarak miRNA

mMIRNA’larin kanserlesme siirecine etkisi ilk olarak 2001 yilinda miR-15a ve miR16-

1’in kesfedilmesi ile ortaya konmustur. Tiimor siipresor 6zellik gosteren diger bir
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MIRNA, let-7 ailesinin tyeleridir (let-7b, let-7c, let-7d, let-7f ve let-7g) (Saydam
2011).

2.4.4. miRNA Hiicre Dongiisii Uzerindeki Etkisi

Timor hiicreleri genellikle en az bir hiicre dongilisii kontrol noktast kusuru
gostermektedir. Ozellikle G1/S fazi kontrol noktasindadir. Bu nedenle, gegis
inhibisyonunda kalan diger kontrol noktalar1 hiicre dongiisiiniin ilerlemesini Onler.
Boylece, kontrol noktasi inhibitorleri (Or.) Chkl ve Chk2, hiicre déngiisiiniin
ilerlemesini bloke ederek tiimor radyosensitivitesini etkiler. Bu yontem antitiimoriin
sitotoksisitesini arttirmak i¢in klinikte ilaglar ve radyoterapi etkinliginde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ayrica ATM ve ATR proteinleri, Cdc25A, Chkl, Chk2, Cdk2,
P53, p21, PLK1 ve WEEI tiimér radyosensitivitenin artisinda ve DNA hasar onarim
islemini engelemede Onemlidir. ATM ve ATR tarafindan apoptoz ile iliskili
islevlerin degistirilmesi P53, FAS, PUMA ve Bax gibi proteinler tarafindan apoptoza
tesvik edebilir ve radyoterapdtik etkileri arttirilabilir. miRNA, hiicre dongiisii kontrol
noktasinda ve apoptozun diizenlemesinde etkilidir. G1/S evresinde, Chkl, Chk2,
p53, MDM2, P21, cyclin E, Cdk2 ve Cdc25A, miRNA'lar tarafindan kontrol edilir.
S-fazinda, miRNA Chkl, Chk2, Siklin E, Cdk2, Cdc25A ve SMCI ekspresyonu
diizenler. G2/M evresinde Chk1, Chk2, p53, p21, siklin B, Cdkl, Cdc25A, Cdc25B,
Cdc25C, PLK1 ve WEEI1, miRNA'lardan etkilenir. Timor hiicresinde apoptoz
esnasinda miRNA, p53, Fas, NOXA'nin ekspresyonunu modiile etmektedir. Bu
stiregler, proapoptotik (Bax, Bad, Bak, Bim ve PUMA) ve antiapoptotik faktorleri
(Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1) de kapsamaktadir. miR-101 ve miR-1'in upregiilasyonu,
Mcl-1 ifadesini baskilarken, artan miR-15b, miR-16 ve miR-34a, b, c'nin eslik ettigi
miR-21 ekspresyonu azalirken, Bax inhibisyonuna katkida bulunur. Bax ve Bim
aracigiyla Mcl-1 ve Bcl-2 mitokondrinin membran gegirgenligini arttirarak sitokrom

C'yi indiikler ve apoptosise bagh faktor salinimi artarak apoptoz gergeklesir.
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Sekil 2. mMiRNA'nin hiicre dongiisii kontrol noktalar1 tizerindeki etkileri
(Kaynak: Zhao L, Bode AM, Cao Y, Dong Z.2012).

mMiRNA’lar hiicre dongiisii kontrol noktasinin ve apoptozun diizenlenmesinde yer
alir. miRNA, G1/GO fazi, G1/S faz, Intra-S faz1 ve G2/M faz1 hiicre déngiisii
kontrol noktalarini diizenleyen DNA hasar onarim siiresini azaltarak hiicre dongiisii
ilerlemesini engeller tiimor hiicresi olusumuna neden olur ve radyoterapi ile daha
fazla timor hiicresi oldiiriilir. Bu siire¢ icinde, hiicre dongiisii ilerlemesiyle ilgili
Chk1, Chk2, p53, p21, Siklin E, Cdkl, Cdk2, Cdc25a, Cdc25¢c ve PLK1 gibi birgok
onemli molekiil, miRNA'lar ile iligkilidir. Apoptozis sirasinda miRNA, Bax, Bad,
Bak, Bim ve PUMA dahil olmak {iizere pro-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu
diizenler ve mitokondriyal membran gecirgenligini arttirir, sitokrom C'yi indiikler ve
apoptoz ile indiiklenen faktorii artirmak i¢in Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi anti-
apoptotik faktorler (AIF) salinmasi ile kaspaz 3'lin aktivasyonu saglanir ve timor
hiicresi apoptosisi ile sonuclanir. Sekil 2°’de miRNA’nin hiicre dongiisii kontrol
noktalari tizerindeki etkileri gosterilmistir (Zhao et al 2012). Welch ve ark. MiR-34a
pS3 proteinin hedef olarak tanimlanmadan 6nce, ektopik miR-34a'nin kaspaz aracil
apoptotik aktivasyonuyla sonuglanan miR-34a ekspresyonunda azalma gosteren
noroblastoma hiicre ¢izgilerine yol agtiginda apoptozu indiikledigini bildirmistir.
miR-34a, p53'e bagimli veya bagimsiz sekilde hiicrede apoptozu olusturan ve kanser

baskilayici olarak gorev yapan hedef proteinleri diizenler (Sekil 3).
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Sekil 3. miR-34a, p53'e bagimli hiicre apoptozu olusturan hedef
proteinlerini diizenler (Kaynak: Chen and Hu 2011).

2.4.5. Radyosensitivite ve Radyosensitiste miRNA'larin Rolii

Teorik olarak iyonize radyasyonun miRNA profilleri arasindaki iligkileri gosterilmis
olmasina ragmen, iyonize radyasyonda miRNA ekspresyon diizeyleri, oldukga
kompleks mekanizmalarda rol almalari nedeniyle farkliliklar gdstermektedirler.
miR-34a ve miR-521"in hiicrelerin iyonize radyasyona yaniti, oksidatif stres, apoptoz
ve hiicre dongiisiinde yer alan kontrol noktalar {izerinden iligkili mekanizmalar ile
gerceklesmektedir. Klinik uygulamada miRNA'lar teshis ve prognostik amacin yani
sira, pratik kullanim i¢in de en Onemli sorundur. Radyasyon cevabinin
belirlenmesinde birgok faktor arasinda genetik veya epigenetik faktorler gibi miRNA
etkilesimleri de onemli yer tutar (Cellini F, Morganti Alessio G, Genovesi D,
Silvestris N, Valentini V. 2014). Bir¢ok c¢alismada miRNA’larin radyasyona
duyarlilig1 hangi siireclerde daha fazla yer aldigini kesfetmistir. miRNA’larin, timor
mikro ortamimin (TME) arasindaki iliski sekil 5’te gdosterilmistir. miRNA, TME
diizenlenmesinde yer alir. Tiimor radyosensitivitesi genetik gibi i¢ faktorlerden
etkilenir. TME gibi dis faktorler ve diger degiskenler, oksidatif stres, hipoksi ve
anjiyogenez kanser hiicrelerinin radyo-duyarli olup olmadigini belirleyen iki temel
faktordiir. TME'de, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve hipoksi
indiiklenebilir faktér-1 (HIF-1), timor dokularmin kan akisini ve oksijen
konsantrasyonunu degistirerek tiimdriin radyosensitivitesinde dnemli rol oynayan iki

Onemli faktordur.
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EGFR / PI3-K / Akt ve PI3-K / Akt gibi TME ile ilgili sinyal yolaklari, Akt / mTOR
yolaklar1 ayrica TME'yi etkiler ve tiimor radyosensitivitesini artirabilir. Ayrica,
miRNA TME ile ilgili sinyal iletim yollarmnin fonksiyonu etkileyerek, VEGF ve HIF-
1 ekspresyonunu diizenler. Hipokside, bazi hipoksi ile iliskili miRNA'larin
ekspresyonu tetiklenir ve DDR'taki genleri aktive ederek radyo duyarlilig: etkilerler
(Zhoa et al 2012). Son yillarda yapilan bir calismada LNCaP ve C4-2 insan prostat
kanseri hiicre hatlarinda radyasyonun yanitinda mir-521 rolii agiklanmaya
calisilmistir. Bu ¢alismada, miR-521"in roliinii belirtmek i¢in mir-521’in taklitgisi
kullanilarak ~ (mimic) mir-521’in gecici olarak ekspresyon diizeyi arttig1
gosterilmigtir.  miR-521 taklit¢i prostat kanseri hiicrelerin radyasyon tedavisini
onemli Olgiide duyarli hale getirmektedir. Diger bir deyisle ektopik mir-521
inhibisyonu  prostat kanserli hiicrelerinin  radyasyona diren¢  gosterdigi
belirtilmektedir. miR-521’in radyasyon duyarliligini modiile ettigi mekanizmayi
belirlemek i¢in Cockayne sendromu protein A’nin (CSA) 6n goriilen hedeflerinden
birinin ekspresyon diizeylerinin Ol¢iimiiyle yapilmaktadir. CSA, bir DNA tamir
proteini olup mir-521 ekspresyon diizeyleri ile negatif korelasyon gostermektedir.
Radyasyon tedavisinde mir-521 ekspresyon diizeyinin azalmasi ve CSA protein
diizeylerinde artisin oldugu gosterilmistir. mir-521’in ektopik inhibisyonu CSA
protein diizeylerinin artmasina neden olur. CSA protein diizeylerindeki degisiklikler
mir-521’in prostat kanserli hiicrelerin radyasyona duyarli hale getirir. Dolayisiyla
mir-521 radyasyon tedavisinin prostat hiicre hatlarinda tedavinin etkinliginin
arttirilmasi i¢in potansiyel bir hedeftir. Manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD)
mitokondriyel antiapoptopik ve antioksidan bir enzimdir. MnSOD aktivite artis
radyasyona bagli oksidatif hasara karsi hiicreyi korumaktadir. Yapilan c¢alismada
LNCaP ve C4-2 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda mir-521’in inhibisyonu
MnSOD aktivitesinde hafif bir artisa neden olmustir. MnSOD mir-521"in dolayli bir
hedefidir. mir-521’in prostat kanseri hiicre hatlarinda DNA onarim proteini olan
CSA ve antioksidan —antiapoptopik MnSOD aktivite degisiklikleri hiicrelerin
radyasyona yanitinda 6nemli rol oynamaktadir (Josson S, Sung SY, Lao K, Chung
LW, Johnstone PA. 2008).
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2.4.6. Radyoterapinin miRNA'lar Uzerindeki Etkisi

Radyoterapi (RT), iyonlastirici radyasyonla (IR) serbest radikaller meydana getirerek
farkli seviyelerde neoplastik hiicrelerde hasar meydana getiren tiimor hiicrelerini
tedavi etmeyi amaglar (6zellikle de DNA iizerinden). IR'ya verilen hiicresel yanit
ayni anda DNA hasar yanitina (DDR) aracilik eden bir dizi sinyal yolunu aktive eder;
Iyonlastiric1 Radyasyondan dogan hasarlarin onarilamamasi dogrudan ya da dolayl
olarak hiicre Oliimiine yol acar. Hiicre hasarinin tam olarak diizelmesi, timor
hiicrelerinin radyasyona olan duyarliligina baglidir. miRNA'lar, DDR siireglerinin
diizenlenmesinde  derinden yer almaktadir. Timor radyosensitivitesinin
degistirilmesiyle RT'nin etkinliginin arttirilmasina yonelik onkolojik uygulamalarla
yiiksek derecede iligkilidir. IR reaksiyonlarda rol oynayan proteinleri kodlayan
bir¢cok gen bilinmesine ragmen, onlar1 manipiile etmek oldukca zordur. miRNA ‘lar
bu genler iizerinde etki yapmasindan dolayr ¢ok oOnemlidir. miRNA'larin RT
tedavisindeki roliinii, tedaviyle ilgili toksisiteyi anlamak ve yonetmek i¢in de dnemli
yer tutar. miRNA'lar hakkinda tibbi ve spesifik onkolojik bilgi olduk¢a iyi olsa da
radyasyon duyarliligi ve radyosyan direnisi ile ilgili etkilesimleri incelendiginde, bu
mekanizmalar tam olarak aydmlatilamamistir (Cellini et al 2014). Timor
radyosensitivitesinde miRNA'larin diizenleyici mekanizmasi sekil 4’te gdsterilmistir.
miRNA'lar tiimor radyoterapisinin ve radyosensitivitesinin diizenleyici mekanizmasi
her yoniinii, tiimér DNA hasar onariminda, hiicre dongiisii kontrol noktasinda,
apoptozda ve oksidatif stresile ilgili sinyal iletim yolaklarinda ve TME'de yer alan
birden fazla faktoriin islevini etkilemektedir (Zhao et al 2012). miRNA genlerindeki
degisim, prostat, bobrek ve mesane basta olmak iizere tirolojik kanserlerin
patofizyolojisinde onemli rol oynar. Yapilan g¢alismalarda, malign hiicrelerde
miRNA ifade edilme spekturumunun saglikli es hiicrelere goére anlamli olarak
farkli oldugu gosterilmistir. Oncelikle, miR’lerde olan bu deregiilasyonlar
mutasyonlardan, heterozigotluk kaybindan (LOH), epigenetik diizenlemelerden,

miRNA biyogenez islemlerindeki kusurlardan ileri gelebilir.
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Sekil 4. miRNA’larin tiimor radyosensitivisi ile iliskisi (Kaynak: Zhao L et al
2012).

Ayrica, miRNA’lar dokuya-6zgii ifadelenir ve doku tipindeki ifadelenme
degisiklikleri hastaligin prognozu ile iliskilidir. Bir diger deyisle, miRNA’larmn
prognostik biyomarker olmasi i¢in, miRNA ile tiimor evresi ve derecesi arasindaki
iliskiyi ilgili dokuda analiz etmek gereklidir. Prostat kanseri gelisimi ve
ilerlemesiyle iliskili olan mMIRNA’larin ekspresyonu seviyelerinin belirlenmesi,
timor tanisinin 6zgilliiginii belirlemede umut vaat etmektedir. Prostat kanseri
tedavisinde yeni molekiiler belirteglerin uygulanmasi ileri evredeki tiimorlerin tedavi
karar verme siirecinde biiyilk 6nem tasimaktadir. Bireysellestirilmis onkoloji igin
hastanin molekiiler profilleri tarafindan yonlendirilen terapdtik secenekler miR'lerin
klinik kullanimi kisisellestirilmis bir terapotik yaklasima gelecekte gereksinimi
karsilayabilir. Hastalarin siniflandirilmasi prostat kanseri tedavisinde Adjuvant
sistemik tedavi, erken kemoterapi, bisfosfonatlar ve hedefe yonelik tedaviler modern
terapiyi etkilemesi bekleniyor. Yeni hedeflenmis tedaviler 6rnegin; Denosumab,
Abiraterone, Sipuleucel-T, androjen reseptorii, MET reseptorii ve anjiyokinaz
inhibitorleri gibi yeni hedefli tedaviler, karar verme siirecini destekleyen molekiiler
biyolojik belirteclerden biiyiik fayda saglayacaktir. Son yillarda prostat kanserinin
hedefe yonelik tedavisi ile iliskili yapilan aragtirmalarda, miRNA'larin rolii

aydinlatilamaya ¢alisilmaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

2014-2016 yillar1 arasinda Istanbul Egitim ve Arastrma Hastanesi Radyasyon
Onkolojisi Klinigine radyoterapi uygulamasi i¢in basvuruda bulunan prostat
adenokarsinom tanis1 konan 35 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin yas ortanca
degeri 72 (en diisiik-en yiiksek: 60-87) ve viicut kitle endeksleri ortalama 26.96 (en
diisiik-en yiiksek: 20-35) olarak bulundu. AJCC 2011 TNM evreleme sistemine gore
7’si (%20) T2a evresinde, 7’si (20) T2b evresinde 21°(%60) T2c evresinde idi.
NCCN guidline risk gruplart degerlendirmesine gore; Hastalarin 7si (% 20 ) diisiik
risk grubunda (T1-T2a, GS < 6 ve PSA <10 ng/ml), 28 i (%80) orta risk grubunda (
T2b-T2c, GS=7, PSA 10-20 ng/ml) yer almaktaydi. Orta risk grubundaki hastalara
Radyoterapiden 6nce neo adjuvan olarak baglayip RT sirasinda ve sonrasi adjuvan
olarak toplam 6 ay bicalutamide 50 mg (oral) ve LHRH analogu 1,3 ve 6. aylarda
subkutan olarak uygulandi. Calismada tedavi Oncesi ve tedavinin tiim seanslari
tamamlandiktan sonra rutin tetkikler i¢in alinan kan orneklemeleri esnasindaki tam
kanda, iyonize radyasyon ile iliskisi bilinen hedef miRNA’lardan ( miR-34a ve miR-
521) ekspresyon diizeyleri 6l¢timii yapildi. Tez ¢alismasinda miR-34a ve miR-521 in

nicel analizi i¢in U6 RNA molekiilii referans olarak kullanildu.
3.1. KIMYASAL MADDELER VE MALZEMELER

e Leysin Buffer

e Merkaptoetanol

e izopropanol

e Distile su

e Blood Wash Buffer

e Etenol

e Elution Buffer

¢ mMiRNA-34a ve miRNA-521
e Dilution buffer

e RNAse free su
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e RT Master Mix

e dNTP

e mir-RT Primer

e MMLV Enzim

e RNA {iriin

e ROX

e PCR enhancer

e Tagq DNA polimeraz
e cDNA iiriin

3.2. KULLANILAN CiHAZLAR

e Santrifiij (Hettich Mikro 200R)

e Gergek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu cihazi (Bio Rad CFX-96)

e Polimeraz zincir reaksiyonu cihazi (Techne)

e Bidistile su iiretim cihaz1 (Incekaralar)

e Otomatik pipetler (Eppendorfresearch: 100-1000 pl, 20-200 ul; Pipetman:P2,
P20,P200;Genex Beta: 20-200 pl, 10-100pl)

e -20 °C derin dondurucu (Argelik)

e -80 °C derin dondurucu (Nuaire)

e Falkon tiip (Greiner)

e Eppendorf tiip (Greiner)

e (eker ocak

3.3. RADYOTERAPI TEDAVISi

Calismaya dahil edilen tiim hastalara giinliik 200 cGy / fraksiyon dozu ile , haftada
bes giin olmak iizere toplam 37-39 fraksiyonda eksternal RT uygulandi. Radyoterapi
planlamas1 goriintli esliginde Yogunluk Ayarli Radyoterapi (IGRT; Image guided
Radiotherapy, IMRT; Intensive Modulated Radiotherapy-) teknigi ile olusturuldu.

Hastalara planlama BT’leri (Bilgisayarli Tomografi, Siemens Somatom Sprit
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Computed Tomography, Erlangen, Almanya) mesane ve rektum hazirliklari
yapildiktan sonra c¢ekildi. Tedavi sirasinda riskli organlarin korunmasi agisindan

mesanenin dolu, rektumun bos olmasina dikkat edildi.

IG-IMRT ile tedavi edilecek hastalar mesane dolu olarak alpha cradle ile sabitlenerek
sirtlistli  pozisyonda gorilintillemeye alindi. BT taramast ile besinci lomber
vertebradan ischial ¢ikintidan yaklasik 10 cm asagiya kadar 3 mm dilim kalinlig ile
alindi. BT taramasindan sonra, her hastadan pelvik manyetik rezonans (MR)
gorlntiileme yapildi. BT ve MR goriintiileri, hedef hacimlerin ve kritik organlarin
belirlenmesi i¢in goriintli flizyonu yapabilen tedavi planlama sistemine aktarildi
(Eclipse, version 10). Fiizyon yapilmig BT ve MR goriintiileri kullanilarak prostat
hacmi hedef hacim olarak, rektum, mesane, femur baslari, ince bagirsaklar ve penil
bulp kritik organlar olarak radyasyon onkoloji uzmani tarafindan belirlendi. Hedef
voliim olarak gross tiimor voliimii (GTV) ve klinik hedef voliimii (CTV) belirlendi.
Gross Hedef Volimii (GTV) prostata hic marj verilmeden olusturulurken, Klinik
Hedef Hacmi (CTV) GTV hacmine her yonden 1 cm marj verilirken sadece posterior
yonden rektum duvarinda doz artisini engellemek icin 0.5 cm marj verilerek
olusturuldu. Set-up hatalarini1 ve radyasyon demetinin penumbrasindan gelen azalimi
dikkate almak icinde Planlanlama Hedef Hacmi (PTV) ise CTV’ye 0.5 cm marj
verilerek olusturuldu. IMRT planlamasi igin, ¢izilen planlama BT goriintiileri tedavi
planlama sistemine (TPS) aktarildi  (Eclipse, version 10). Radyoterapi tedavisi ;
PTV prostat 200 cGy fraksiyon dozu ile 37-39 fraksiyonda 74-78 Gy , PTV
seminal vezikiil 200 cGy/ 28 frx da 56 Gy ve PTV LAP 200 cGy/23 frx da 46 Gy
olarak IMRT teknigi ile uygulandi. Tedavi 6 MV foton enerjisi ile ¢ok yaprakh
kolimatér (MLC) sistemine sahip VARIAN UNIQUE LINAC (Palo Alto, CA,
Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile yapildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Eksternal Radyoterapi (Varian Unique Linac) Cihazi

Yapilan planlarin kabulii i¢in hedef hacimlerin ve kritik organlarin DVH egrileri

degerlendirilip kabul kriterlerinin saglanmasi kosulu arandi.

23



3.4. TAM KANDAN TOTAL RNA ELDESI

Hastalardan tedavi dncesi ve tedavi sonrasi olmak iizere rutin biyokimyasal tetkikler
ve miRNA ekspresyon diizeyleri icin antikoagiilanli (Etilendiamin tetraasetik asit-
EDTA) ve antikoagiilansiz kan Ornekleri alindi. Antikoagiilansiz kan Ornekleri
1000xg devirde 20 dakika santrifiij edilerek serum Ornekleri elde edildi. Bu
orneklerde rutin biyokimyasal analizler otomatik analizoérde c¢alisildi. EDTA’l1 alinan
kanlarda miRNA ekspresyon diizeyleri ¢alisma yapilincaya kadar -80 °C’de derin

dondurucuda saklanda.
3.4.1. Total RNA Izolasyon Yontemi

Calismaya baslamadan oOnce tim kan oOrnekleri buz igine alindi. Tam kan
orneklerinden total RNA izolasyonu icin spin kolon yontemine dayali hazir ticari
kitler kullanilarak yapildi (Cat. no: PP-210S; Jena Bioscience Building Blocks of
Life, Thiiringen, Almanya) (Tablo 2).
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Tablo 2. RNA izolasyonu Yonteminin Akisi

Kanlar -80 °C'den ¢ikartilarak buz {izerine konuldu ve erimeleri beklendi.

!
100 pl tam kan
!
500 pl Leysin Buffer (2-ME eklenmis) eklendi
1
10 saniye boyunca vortekslendi.
!

10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij

Santrifiij islemi bittikten sonra tiiplerin dibinde biriken sivi atildiktan sonra hemen diger
isleme gegildi
!
+4°C’da 11.200 rpm’de10 dakika santrifiij edildi
!

Kan ve 2-ME igeren lizat igerisine 300 pl izopropanol eklendi ve vortekslendi.
I

Sonra bu karisim spin kolon igerisine aktarilarak 10.000 g de 30 saniye boyunca santrifiij
edildi.

Santrifiij sonunda tiipiin dibinde biriken s1v1 atildi.

I
20 pl distilesuda ¢oziiliir

i
Sonra spin kolon igerisine 700 ul Blood Wash Buffer eklendi ve tekrar 10.000xg’de 30 saniye

santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda tiip dibinde biriken s1v1 atildi.

!
Sonra spin kolon igine 700 pl SekonderWashBuffer (etanol eklenmis) eklendi ve tekrar
10.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi.
!
Santrifiij sonunda tiip dibinde biriken s1v1 atildiktan sonra tiipler tekrar 10.000xg’de 2 dakika
santrifiij edildi ve kalan etanol kalintilar1 uzaklastirild.

Sonra spin kolon DNAse/RNAsefree tiipler igine konuldu ve spin kolonun tam merkezine
50ul Elution Buffer eklendi.

!
Sonra oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildikten sonra 10.000xg de 1 dakika santrifiij
edildi.
!
Santrifiij sonrast tiip dibinde elde edilen RNA hemen -80 °C’de derin dondurucuda
saklandi.
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3.5. miRNA RT-PCR REAKSiYONU

3.5.1. miRNA Ekspresyon Diizeyleri Analizi

Total RNA izolasyonu yapilan tiim orneklerin RNA konsantrasyonlar1 ve safliklar
Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile 6lgiildii. 1ul RNA 6rnegi alinip cihaza
konularak konsantrasyon miktar1 ve 260/280 ve 260/230 oranlarina bakilarak
safliklar1 belirlendi. Total RNA elde edilen 6rneklerin ¢cDNA islemi igin ticari
miIRNA Real Time RT-PCR detection kiti kullanildi (Cat No: miRNA-34a
CPK1055 ve miRNA-521 CPK2381; Cohesion Biosciences, Londra, Ingiltere).
Biitiin iglemler buz igerisinde gergeklestirildi (Tablo 3-5).

Tablo 3. miRNA RT-PCR Reaksiyonu

Kit i¢erisinde bulunan sentetik miRNA standart 1 pmol kuru toz seklinde stok halindedir.
Bu stok soliisyon kit icerisinde bulunan RNA dilution buffer ile diliie edildi.

!
Stok standart 6nce 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

1
1ImL RNA dilution buffer eklendi.

!

Boylelikle elimizdeki standart konsantrasyonu 1nM olmus oldu.

!
DEPC su ile bu stok standarttan 10 kat dilue edilerek 0.1nM ¢alisma standardi elde edildi

l

Sonra bu galisma standartindan standart egri olustarabilmek i¢in 6 adet seri diliisyon yapildi. Bu
seri diliisyonlar 10 kat olacak sekilde gerceklestirildi.

l

Stok standart ve calisma standartlari ileride kullanilmak tizere hemen -80 °C’de kaldirildi
ve bunlar diger reaktiflerden ayri1 bir yere konuldu.

Kit i¢erisinde gelen miRNA RT primer 10 puM konsantrasyonda olup ¢alisma i¢in 10 kat
sulandirilmasi gerekmektedir.

l

Bunun i¢in stok primerden 10 ul alinip iizerine 90 pul su eklendi ve boylelikle 1uM
konsantrasyonda ¢alisma primeri elde edildi.

l

Primerler sonra kullanilmak tizere hemen -20 °C’de kaldirildi.
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Tablo 4. miRNA RT primer hazirlanmasi

Kit igerisinde gelen miRNA RT primer 10 pM konsantrasyonda olup ¢aligma i¢in 10 kat
sulandirilmas gerekmektedir.
!
Bunun i¢in stok primerden 10 pl alinip tizerine 90 pl su eklendi ve bdylelikle
1uM konsantrasyonda ¢aligma primeri elde edildi.

!

Primerler sonra kullanilmak tizere hemen -20 °C’de kaldirildi.

Tablo 5. cDNA Sentezi Reaksiyon Bilesenleri. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde
reaksiyon Ornek basina agagidaki gibi gergeklestirildi.

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek
RNAse free su 11.85 ul
5X RT Master Mix |
dNTP (10uM) 0.75 pul
mir-RT Primer (1uM) 1.20 ul
MMLV Enzim (200U/pl) 0.2 ul
RNA iiriin 2 ul

*Bilesenler: Mg2+, dNTP“ler ve primerler
Enzim eklemeden Once tiipe konulan tiim reaktifler birkag kez pipet ile karistirildi

Tiim reaktifler ve 6rnek tiipe konulduktan sonra tiipler Bio-Rad termal cycles
cihazina (CA, USA) konularak cDNA reaksiyonu asagida belirtilen sicaklik ve

stirelerde gergeklestirildi.
25°C —— 30 dakika
42°C ———> 30 dakika
85°C ——— 5dakika

Bu siire sonunda elde edilen tiriin -20 °C’de saklanda.
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3.5.2. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Kantitatif Real Time PCR Reaksiyonu asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.
CohesionBioscience (Cat No: miRNA-34a CPK1055 ve miRNA-521 CPK2381,
Londonra, ingiltere) firmasinin microRNA Real Time RT-PCR Detection Kiti
kullanild1 (Tablo 6). Yine tiim islemler buz iizerinde yapildi. Sekil 6 ve 7 sirasiyla
mir-34 a ve mir-521 icin standart egri grafigi ve Ornek degerleri grafikte

belirtilmistir.

Tablo 6. Real Time PCR Reaksiyonu Bilesenleri. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde
reaksiyon Ornek basina asagidaki gibi gergeklestirildi.

Real Time PCR Reaksiyonu Bilesenleri 1 Ornek

distile su 55 ul
2X Real Time Master Mix 10 ul
Primer 04 ul
ROX (50 kat sulanmais) 0.4 nl
PCR enhancer 1.5 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.2 ul
cDNA iiriin 2 ul

Daha sonra 96 wellplate icine konulan standart ve Ornek karisimlart Agilent

Stratagene 3005P cihazina konularak reaksiyon asagidaki sekilde gergeklestirildi.

95°C ———» 3dakika

: 40 déngi
95°C —— 12saniye oney

62°C —> 40saniye

Cihaz tizerinde SYBR gren deteksiyon se¢ildi ve detection step olarak 62 °C
belirlendi. Sekil 8 ve 9 sirasiyla mir-34 a ve mir-521 igin amplifikasyon grafigi
egrileri 6rnek degerleri grafikte belirtilmistir. Kii¢lik niikleer U6 RNA molekiilii

kontrol molekil olarak kullanilda.
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1.00 2402 1.00 2403 1.00 2404 1.00 2405 1.00 2406 1.00 2407 1.00 408
Initial Duartity (zopies)

Sekil 6. mir-34 a i¢in standart egri grafigi ve 6rnek degerleri grafikte belirtilmistir.

Kare ile olanlar standart degerler. Uggen olanlar ise 6rnek gruplaridir.

1.00 &+01 100 a4z 1.00 2403 1.00 2404 1.00 2408 1.00 2408 1.00 2407 1.00 2408
Initial Quantity (copies)

Sekil 7. mir-521 igin standart egri grafigi ve drnek degerleri grafikte belirtilmistir.

Kare ile olanlar standart degerler. Uggen olanlar ise 6rnek gruplaridir.
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Sekil 8. mir-34 a Amplifikasyon grafigi yukarida gosterilmistir.

Fluorescence (dRn)

Sekil 9. mir-521 Amplifikasyon grafigi yukarida gosterilmistir.

Real time sonrasi standart egriye gore her bir ornegin kopya sayilari belirlendi.
Hazirlanan z c¢alisma standartindan 0.1 uM sentetik RNA’ nin kopya sayis1 6x10’
olup orneklerin kopya sayilari standart egriye gore sistemin bilgisayarinda

hesaplandi.
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3.6. ISTATIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS 17.0 (Statistics Package of
Social Science, Chicago, IL, USA) istatistik paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Kategorik oOlgtimler sayisal olarak ortalama ve standart sapma (en
diisiik-en yiiksek degerler) olarak verildi. Tedavi 6ncesi ve sonrasi iki grup arasinda
rutin biyokimyasal analiz degerleri ve miRNA ekspresyon diizeyleri agisindan fark
olup olmadigim belirlemek igin eslestirilmis 6rneklem t- testi ve Mann-Whitney U
testi kullanildi. miRNA ekspresyon diizeyleri ile biyokimyasal parametreler
arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi ile yapildi. Tiim testlerde istatiksel dnem

diizeyi p< 0.05 alindu.
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4. BULGULAR

Calismaya radyoterapi uygulamasi uygulanan adenokarsinom prostat kanserli 35
hasta dahil edildi. Hastalarin yas ortanci degeri 72 (en diisiik-en yiiksek: 60-87),
viicut kitle endeksleri ortalama 26.96 (en diisiikk-en yiiksek: 20-35) olarak bulundu.
Sekil 10 ve 11 gosterildigi lizere, mir34a ve mir-521 ekspresyon diizeylerinin tedavi

sonrasi grup da anlamli olarak yiiksek oldugu belirtildi (p=0.001 ve p=0.028).

miR-34a
200 R
800 T

700
600
500
400
300
200

kopya sayisiful

M Tedavi Oncesi
B Tedavi Sonrasi

20
15
10

Sekil 10. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-34a

ekspresyon degerleri (ortalama+standart hata)
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miR-521

350

300

250

kapya sayisifpl

200 B Tedavi Oncesi

150 m Tedavi Sonras
100

50

Sekil 11. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-521

ekspresyon degerleri (ortalama+standart hata)

Biyokimyasal parametreler incelendiginde fire, {irik asit, kreatinin, total kolesterol,
triglisirin, sedimantasyon, HDL kolestrol, LDL kolestrol, AST, ALT, y- GT, LDH,
ALP, total protein, albiimin, kalsiyum, fosfor, sodyum, magnezyum, potasyum,
amilaz, kan sekeri, CRP ve testosteron degerleri tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi

gruplarda anlamali bulunmadi (p>0.05) (Tablo 7).
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Tablo 7. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin biyokimyasal

parametre degerleri (ortalama+standart sapma)

Parametre Tedavi Oncesi (M£SD)  Tedavi Sonrast (M+SD)  p

Ure (mg/dl) 30.86+7.81 32.14+6.51 0.518
Urikasit (mg/dl) 4.09+1.43 4.38+1.57 0.423
Kreatinin (mg/dl) 0.86+0.17 0.85+0.10 0.787
Total kolesterol (mg/dl)  226.3348.02 228.67+17.16 0.711
Trigliserid (mg/dl) 86.67+18.50 90.33+40.00 0.835
HDL Kolesterol (mg/dl)  54.00+6.08 54.67+6.51 0.742
LDL Kolesterol (mg/dl)  155.33+9.87 155.93+16.26 0.928
AST (U/l) 24.77+8.75 22.85+4.65 0.273
ALT (U/) 27.67+18.09 21.83+7.90 0.141
GGT (UN) 21.78+7.63 22.11£5.58 0.744
LDH (U/l) 186.78+£22.15 196.20+27.55 0.304
ALP (U/) 77.64+30.99 83.09+26.70 0.112
Total Protein (gr/dl) 7.17+£0.27 7.04+0.38 0.217
Albumin (gr/dl) 4.254+0.31 4.13£0.30 0.082
Kalsiyum (mg/dl) 9.37+0.36 9.39+£0.43 0.998
Fosfor (mg/dl) 3.08+0.62 3.15+0.72 0.423
Sodyum (mmol/I) 140.46+2.73 141.23+1.54 0.361
Magnezyum(mg/dl) 1.96+0.13 1.92+0.09 0.087
Potasyum (mmol/l) 4.374+0.54 4.544+0.49 0.389
Amilaz (U/l) 80.67+45.52 76.33+39.07 0.423
Sedimantasyon (mm) 28.75+18.24 52.504+41.02 0.298
Kan Sekeri (mg/dL) 111.83+36.09 107.084+24.70 0.483
CRP (mg/l) 1.44+0.92 1.40+0.93 0.377
Testosteron(ng/ml) 137.70+80.46 93.81+72.40 0.355
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Diger yandan tedavi sonrast grup da Total PSA ve Serbest PSA degerlerinin anlamli
olarak azaldigi saptandi (p<0.05) (Sekil 12 ve 13).

PSA

ng f ml

B Tedavi Oncesi

m Tedavi Sonras

Sekil 12. Radyoterapi oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin PSA degerleri
(ortalamaz+standart hata)

fPSA

T 08
T

®07

06 |

05 |

B Tedavi Oncesi
0,4

m Tedavi Sonras
03 |
02 |

01 |

Sekil 13. Radyoterapi dncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin serbest PSA
degerleri (ortalama+tstandart hata)
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Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi gruplarda tam kan sayimi degerleri istatiksel olarak
karsilastirildiginda eritrosit sayisi, trombosit sayisi, MCH, MCHC, RDW,
eozinofil, bazofil, monosit, MPV ve RDW degerlerinin anlamli olarak degismedigi
tespit edildi (p>0.05) (tablo 8).

Tablo 8. Radyoterapi dncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin tam kan sayimi

degerleri (ortalama+standart sapma)

Paremetreler Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi p

Lokosit (109/mm?) 7.02+2.02 5.51+1.11 0.012
Eritrosit (108/mm?) 4.84+0.36 4.62+0.59 0.065
Hemaoglobin (g/dl) 14.45+0.97 13.37+1.53 0.029
Hematokrit (%) 43.07+£2.87 39.954+4.47 0.037
Trombosit (mm?) 256.353+61.977 231.706+70.826 0.069
MCV (fl) 88.41+2.89 90.07+3.01 0.046
MCH (pg) 29.48+1.40 29.97+1.53 0.160
MCHC (g/dl) 33.58+0.98 33.50+0.95 0.609
RDW (%) 15.32+1.71 14.78+1.81 0.251
Notrofil (%) 60.93+8.09 50.58+5.89 0.006
Lenfosit (%) 23.19+7.84 17.08+3.84 0.007
Eozinofil (%) 0.17+0.10 0.20£0.15 0.696
Monosit (%) 3.43+0.98 4.96+1.56 0.062
Bazofil (%) 0.65+0.30 0.7440.40 0.448
MPV (fl) 8.90+3.06 8.31+2.68 0.081
PCT (%) 0.23+0.09 0.19+0.08 0.044
PDW (%) 16.76+1.02 16.30+0.91 0.152
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Buna ragmen tedavi sonrasi tedavi Oncesi gruplara gore 16kosit sayisi, hemoglobin,
hemotokrit, nétrofil, lenfosit ve PCT degerlerinin istatiksel olarak azaldigi saptandi
(p=0.012, p=0.029, p=0.037, p=0.006, p=0.007, p=0.044).

Tedavi sonras1 grupta MCV degerlerinin istatiksel olarak arttigi belirlendi (p=0.046).

mir34a ile biyokimyasal parametreler arasinda korelasyon varligi olup olmadigi
Pearson Korelason analizi ile yapildi. Tedavi 6ncesi grupta mir34a ile sedimantasyon
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriildi. (r=0.792, p=0.006) (Tablo 9).
mir34a’nin Serbest PSA ile arasinda pozitif bir korelasyon saptandi.(r=0.488,
p=0.041). Tedavi sonrasi grupta mir34a ve mir521 ekspresyon diizeyleri ile total
protein ve magnezyum degerleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu gorildii(r=-
0.495,p=0.016;r=-0.681, p=0.010). mir521 ekspresyon diizeyleri ile kolestrol
degerleri arasinda negatif bir deger oldugu goriildii.(r=-0.683, p=0.037). Tedavi
oncesi grupta mir34a ile PCT arasinda negatif bir korelasyon oldugu tespit edildi (r=
-0.449, p=0.041) (tablo 10).
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Tablo 9. Radyoterapi 6ncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-34a ve miR-521

ekspresyon degerleri ile biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyon degerleri

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi Tedavi Sonrasi
miR-34a miR-521 miR-34a miR-521
Ure (mg/dl) 0.435 0.124 -0.281 -0.248
Urikasit (mg/dl) -0.001 0.671 -0.050 -0.171
Kreatinin (mg/dl) 0.208 0.124 -0.163 0.082
Total Kolesterol 0.525 -0.243 -0.049 -0.633*
(mg/dl)
Trigliserid (mg/dl) -0.250 0.265 -0.127 -0.070
HDL-Kolesterol 0.522 -0.378 0.328 -0.516
(mg/dl)
LDL-Kolesterol 0.579 -0.278 -0.153 -0.572
(mg/dl)
AST (U/l) 0.221 -0.073 0.236 0.070
ALT (U/) 0.358 -0.078 0.257 0.064
GGT (U/) 0.013 0.071 0.011 -0.188
LDH (U/l) -0.187 0.419 -0.152 0.187
ALP (U/l) 0.207 -0.175 0.200 -0.088
Total Protein (g/dl) 0.301 -0.163 -0.495* -0.279
Albumin (g/dl) -0.056 0.139 -0.219 0.107
Kalsiyum (mg/dl) 0.017 0.017 -0.230 -0.160
Fosfor (mg/dl) -0.190 -0.590 -0.036 -0.158
Sodyum (mmol/Il) -0.314 -0.266 0.333 0.271
Potasyum (mmol/I) 0.128 -0.335 0.112 0.054
Magnezyum (mg/dl)  -0.501 -0.318 -0.681* -0.123
Total PSA (ng/ml) 0.011 -0.248 -0.413 -0.174
Serbest PSA (ng/ml)  0.488* -0.074 -0.551 -0.253
Testosteron (ng/ml) -0.473 -0.425 -0.107 0.134
Sedimantasyon (mm)  0.792** 0.148 0.185 -0.272
Amilaz (U/1) -0.056 -0.239 -0.094 -0.351
CRP (mg/l) 0.048 -0.255 0.088 -0.267
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Tablo 10. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-34a ve miR-

521 ekspresyon degerleri ile tam kan sayimi parametreleri arasindaki korelasyon

degerleri
Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi Tedavi Sonrasi
miR-34a miR-521 miR-34a miR-521

Lokosit -0.070 -0.003 0.138 0.063
(103/mm3)

Eritrosit -0.114 0.169 -0.174 0.002
(108/mm3)

Hemaoglobin 0.087 0.175 -0.368 -0.164
(g/dI)

Hematokrit (%) -0.065 0.303 -0.303 0.221
Trombosit -0.361 -0.221 0.173 -0.050
(mmd)

MCV (f) 0.135 0.102 0.138 -0.204
MCH (pg) 0.115 0.135 -0.104 0071
MCHC (g/dI) 0.143 0.123 -0.253 0.117
RDW (%) -0.043 -0.264 -0.354 -0.210
Notrofil (%) 0.338 -0.094 0.393 -0.003
Lenfosit (%) -0.357 0.178 -0.415 0.128
Eozinofil (%) -0.383 -0.382 0.198 0.255
Monosit (%) -0.275 0.093 0.320 -0.101
Bazofil (%) 0.002 -0.094 -0.308 -0.085
MPV (ﬂ) -0.202 0.511 0.100 -0.022
PCT (%) -0.449* -0.071 0.178 -0.057
PDW (%) 0.094 0.044 0425 0.022
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5.TARTISMA VE SONUC

Geleneksel radyoterapi dogrudan hiicrelerde DNA, lipit ve protein molekiillerine
hasar verir. Iyonize radyasyonun olusturdugu hasarm ¢ogu ve sitotoksititesi reaktif
oksijen tiirlerindeki artistan kaynaklanir. Kanser hiicreleri antioksidan sistem
proteinlerinin yiiksek olmasindan dolay: iyonize radyasyona direnglidirler. Prostatik
tiimor dokularda radyoterapiye yanmitinda farkli proteinlerin ekspresyon diizeyleri
onemli rol alir. Hiicresel radyasyon direnci radyoterapinin etkinliginin yetersizligi
kritik bir rol oynar. Iyonize radyasyonaun neden oldugu DNA hasari ve radyasyona
yanitta ¢esitli miRNA’larin 6nemli bir rol oynadigi iistlenmektedir. Son yillarda
yapilan caligmalarda prostat kanseri tedavisinde miRNA ekspresyon diizeyleri
degistigi gosterilmistir. Prostat kanseri hiicre hatlarinda iyonize radyasyon ile
miRNA iligkisi gosterilmistir. Litariitiirde prostat kanserinde radyoterapinin miRNA
ekspresyon diizeylerine olan iliskilerini incelendigi ¢ok smirli ¢alisma mevcuttur.
Tez c¢alismamizda, adenokarsinom prostat kanserli hastalarda radyoterapi
uygulamalarinda tedavinin etkinliginin belirlenmesinde aday olan mir-34a ve mir-
521 ekspresyon diizeyleri ile birlikte biyokimyasal parametreleri radyoterapi dncesi
ve sonrasi degisiminin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu g¢alismada, prostat kanserli
hastalarda miR-34a ve miR-521 ‘in iyonize radyasyona yanitint miRNA'lar iizerinde
gosterildi. Ayrica prostat kanseri olan hastalarda radyasyon tedavisi oncesi ve
sonrast, miR-34 ve miR-521'in ekspresyon diizeyleri, PSA ve fPSA diizeyleri ve bazi
biyokimyasal parametrelerin arastirilmasi yapildi. Iyonize radyasyon, kanser
tedavisinde kullanilan 3 temel yontemden biridir. Radyasyonun indiikledigi DNA
hasarinda, hasar onarilmazsa kanser hiicreleri apoptoza ve hiicre dongiisii durur. Bazi
kanser hiicreleri, ErbB, niikleer faktor xB (NFxB), MAPK, PI3K / AKT ve
transforman biiylime faktorii-p (TGF-B) sinyal yolaklar1 dahil olmak {izere bu
hasarlara kars1 koyan kompleks sinyal yolaklarinin aktivasyonu nedeniyle radyasyon
tedavisine direnglidir. Radyasyonla iliskili bazi miRNA'lar, radyasyona tepki sinyal
yolunu modiile ederek kanser hiicrelerinin radyasyona duyarliligina katkida
bulundugu tespit edilmistir. miRNA'lar genellikle hedef genleri tarafindan biraz
bastirilmis oldugundan, tek bir miRNA'nin degisimi biyolojik bir islevi yerine

getirmek i¢in yetersizdir. Hiicresel radyasyon direnci radyoterapinin basarisizliginda
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kritik bir rol oynamaktadir. Cesitli miRNA'larin radyasyon yanitinda ve iyonize
radyasyonun neden oldugu DNA hasarinda rol oynadigi bilinmektedir. Cesitli
calismalarda prostat kanserinde radyasyon yanitinin miRNA'larin rollerini
arastirtlmistir (Runkle et al 2012, Zhao et al 2012, Zhao et al 2013). MiRNA'larin
gen susturuculari olarak iglev gordiigi bilinmektedir ve bunlar, apoptoz, hiicre
dongiisii ve cesitli kanser tiirlerinde metastaz1 dahil olmak iizere biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Prostat kanserinde bu kapsamli
miRNA profillerinde bazt miRNA'nin prostat kanseri dokusunda ve komsu normal
dokularda farkli sekillerde eksprese edilmesi prostat kanserinin ilerlemesinde katki
saglar. Iyonize radyasyona bagli miRNA'larin ekspresyon seviyeleri, prostat
kanserinde genellikle diizensizlesir. MiRNA'larin bazi ifadeleri radyasyon direnci
veya radyasyona duyarlilik nedeniyle artar veya azalir. Bu durumda miRNA'lar
prostat kanserinde radyoterapinin etkinliginin belirlenmesinde énemli bir rol oynar.
Dolayisiyla, miRNA'larin fonksiyonunun anlasilmasi, bir¢ok kanser tiiriiniin klinik
tedavisi i¢in pratik yarar saglamaktadir. Kanser tedavisinin sonucunun tahmininde,
miRNA'larin en umut verici uygulamalar olabilir. Literatiirde, prostat kanseri hiicre
hatlart miRNA profillerinde meydana gelen degisiklikler hakkinda bazi bilgiler
olmasina ragmen, insan ¢aligmalar1 ¢ok sinirli sayidadir. Timor baskilayict p53 geni,
birkag miRNA'nin ekspresyonunda énemli bir rol oynamaktadir. miR-34a, hiicresel
stirecleri (hiicre dongiisiinde durma ve apoptoz gibi) kontrol eden p53’ilin regiile
ettigi  genlerin  ekspresyonun diizenlenmesinde, p53'tin  baglandigi  ve
transkripsiyonun aktive edildigi gosterilmistir (He et al 2007, Hermeking 2007,
Hermeking 2010, Morgan 2010). Ancak, Aryankalayil ve ark. yaptigi ¢alismada
LNCaP hiicrelerindeki miR-34a'nin bazal diizeyinin RWEP-1 hiicreleriyle
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek oldugu gosterildi. Bu iki hiicre tipinin
tekli veya coklu fraksiyonlar1 radyasyona yanitlarinda 6nemli derecede farklilik
gostermektedir. RWPE-1'de, fraksiyonlanmis radyasyona maruz kalan hiicrelerde
miR-34a ekspresyonu azalirken, LNCaP hiicrelerinde miR-34a ekspresyonunun
arttigi saptanmistir. Bu veriler dogrultusunda, bazal miR-34a seviyelerinin
radyasyona yanitinda miRNA ekspresyonunun tek basina p53 tarafindan regiile
edilmedigini gosterilmistir. Radyasyonun, prostat kanserinde miR-17-92a kiimeleri

ve let-7 ailesinin ekspresyon diizeylerini azalttigi bilinmektedir. Yapilan sinyal yolu
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ile ilgili analizlerde, hedef genlerin radyasyona yanit sinyal yollar1 agiklanmaya
calisilmigtir. Giinliik fraksiyonlarda verilen radyasyon tek doz radyasyona kiyasla
daha fazla sayida miRNA ckspresyon diizeylerini degistirmekte, 6zellikle miR-34a
ve let-7 miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin arttigi  gosterilmistir  (John-
Aryankalayil M ve ark. 2012). Aryankalayil ve arkadaslari radyasyona duyarli
LNCaP (p53 pozitif) ve PC3 (p53-null) hiicrelerinde tiimor siipresorii miR-34a ve
let-7 miRNA'larin fraksiyonel radyasyonla yukari dogru diizenlendigini ve
radyasyonla uyarilmis miRNA ekspresyonunun yalnizca p53 tarafindan
diizenlenemeyecegi bildirmistir. Calismalarin  bulgularina gore, pargalanmis
radyasyonun molekiiler hedefleri ve radyasyonla uyarilan miRNA'lar1 indiiklemek
icin kullanilma potansiyelinin, radyasyona duyarliligi 6ngoérmede 6nemli bir roli
olabilecegi gosterildi (John-Aryankalayil M ve ark. 2012). MiRNA'lar, radyasyona
bagli biyolojik yolaklardaki cesitli faktorleri diizenler ve tiimdr hiicrelerinin
radyasyon duyarliligini etkiler. Radyasyon ile tedavi edilen PC3 hiicrelerinde miR-9,
miR-22 ve miR-30a'nin ekspresyon diizeylerinin azaldigini bildirmistir (Li BMD et
al 2011). Porkka ve ark. prostat kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar1 ¢alismalarda,
prostat kanseri i¢in spesifik miRNA’larin profilini sistematik bir sekilde gosterdiler

(Porkka et al 2007).

Birgok calismada, prostat kanseri progresyonuna katkida bulunan let-7 ailesi, miR-1,
-20a, -21, -34a, -106b ve -521 dahil olmak iizere prostat kanseri progresyonuna
katkida bulunan yiiksek verimli bir yaklasim kullanarak bir¢ok disfonksiyonel
miRNA'y1 tespit etti (Li et al 2009, Sylvestre et al 2007, Jasson et al 2008, Fujita et al
2008). Cesitli ¢calismalarda bu disfonksiyonel miRNA'larin prostat kanseri tedavisi
gelistirme rollinii arastirmis olsa da, prostat kanserinde radyasyon yanitinda
miRNA'larin rollerini belirleyen ¢ok az sayida c¢alisma bulunmaktadir. miR-521'in
upregiilasyonu, DNA onarim proteini, Cockayne sendromu proteini A'y1 spesifik
olarak hedefleyerek radyasyon hasarina olan cevabi azalttigi belirtilmistir (Jasson et
al 2008). Bu calismada, radyoterapi sonras1t PCa'li hastada miR-34a ve miR-521
ekspresyon diizeylerinin arttigini  bulunmustur. miRNA ekspresyon seviyeleri
acisindan radyoterapi Oncesi ve sonrasi iki grup arasinda anlamli bir farklilik tespit
edildi, ancak bazi bireylerde bireysel farkliliklarin ¢ok 6nemli bir degisime ugradigi

gozlendi. Bu durum, radyoterapinin ve bu miRNA’larin bireysel yanitta rol oynayan
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sinyal mekanizmalar1 arasindaki iliskiden kaynaklaniyor olabilir. Bu ¢alismada,
radyoterapiden sonra PSA ve fPSA diizeylerinde azalmanin, radyoterapinin etkinlik
ile yakindan iligkili oldugu gercegi ile agiklanabilir. Kemik iligi sisteminin ve kan
hiicrelerinin iyonize radyasyon hasarina son derece duyarli oldugu bilinmektedir.
Ayrica, iyonlagtirict radyasyonun proteinler, lipidler gibi biyomolekiillerde
fizikokimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Protein ve lipid molekiillerinde
capraz baglanma, konformasyonel ve konsantrasyon degisikleri olusur.
Calismamizda, tedavi Oncesi ve sonrasi gruplarda protein diizeylerindeki
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu. Bu durumun bireysel
farkliliklardan ve smurli  hasta sayisindan kaynaklandigr  diisiiniilmektedir.
Calismamizda, total kolesterol seviyeleri ile miR-521, magnezyum ve total protein
seviyeleri ile miR-34a ekspresyon diizeyleri arasinda radyoterapi uygulamalarindan
sonra anlamli korelasyon oldugu goriildii. Bu parametrelerin iyonize radyasyona
maruziyetinde metabolizmadaki bazi biyokimyasal siireglerin etkilenmesinden
kaynaklaniyor olabilir. Bir¢ok ¢alismada, iyonize radyasyonun kemik iligi ve ¢esitli
dokulari etkiledigi bilinmektedir. Kemik iliginde goriilen radyasyona maruziyette
hematopoetik aktivitede azalma, kan hiicrelerinin sayisinin azalmasi ve pihtilagma
mekanizmasinin bozulmasi ile agiklanabilir bir durumdur. Elde edilen veriler
dogrultusunda, bu c¢alismada 16kosit, notrofil, lenfosit sayilari, hemoglobin,

hematokrit ve PCT'nin azalmis oldugu goriildd.

miRNA'larindaki ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler, iyonize radyasyonun
tiimor hiicreleri lizerindeki etkileri ile ilgili birgok mekanizmanin hiicresel siireclerde
yer alan ¢esitli faktore bagh oldugu tespit edilmistir. Radyoterapinin etkinligini ve
hastanin ~ sag kalimmin  belirlemesinde, bu miRNA seviyelerinin  bu
mekanizmalardaki rolleri daha ayrintili molekiiler mekanizmalari igeren ¢aligmalar

yapilarak desteklenmesine ihtiyag duyulmaktadir.
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