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OZET

Prostat kanserinde, radyoterapi hayatta kalma oranini1 ve tedavi etkinligini arttiran
terapotik yaklasimlardan birisidir. Calismamizin amaci radyoterapi dncesi ve sonrast
prostat kanseri olan hastalarda miR-20a ve miR-106b ekspresyon diizeyleri ve bazi
hematolojik parametreler degisiklikleri arastirmaktir. Calismaya radyoterapisi i¢in
Radyasyon Onkolojisi Bilim Dali'na basvuran 35 prostat kanserli hasta dahil edildi.
Radyoterapiden once ve sonra kan Ornekleri alindi. miR-20a ve miR-106b
ekspresyonlar1 kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR)
kullanilarak analiz edildi. Lokosit, lenfosit, eritrosit, trombosit ve ndtrofil sayima,
otomatik hiicre sayimi cihazinda 6lgiildii. Radyoterapi sonrasi hastalarda miR-20a ve
miR-106b ekspresyon seviyelerinin arttig1 saptandi. Radyoterapi sonrasi hastalarda
PSA, fPSA, 16kosit, lenfosit ve notrofil sayilar1 6nemli derecede azalirken, eritrosit
ve trombosit sayilar1 arasinda anlamli bir degisiklik olmadigi bulundu. Pearson
korelasyon analizi ile, radyoterapi sonrasinda miR-20a ile miR-106b ekspresyon
diizeylerinin pozitif korelasyon gdsterdigi bulundu (r = 0.722, p = 0.01). Radyoterapi
oncesinde fPSA ile miR-106b ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli negatif bir
korelasyonun oldugu goriildii (r = -0.598, p = 0.014). Ayrica, radyoterapi Oncesinde
16kosit sayisi1 ile miR-20a ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli negatif bir
korelasyonun varligi gosterilmistir (r = -0.474, p = 0.035). Lokosit, lenfosit, eritrosit,
trombosit ve notrofil sayimi, otomatik hiicre sayimi cihazinda 6l¢iildii. Radyoterapi
sonrasi hastalarda miR-20a ve miR-106b ekspresyon seviyelerinin arttig1 saptandi.
Radyoterapi sonrasi hastalarda PSA, fPSA, I6kosit, lenfosit ve notrofil sayilar
onemli derecede azalirken, eritrosit ve trombosit sayilari arasinda anlamli bir
degisiklik olmadigi bulundu. Bu degisikliklerin prostat kanserli hastalarin tizerindeki

etkileri daha ileri caligmalarla agiklanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Radyoterapi, prostat kanseri, miR-20a, miR-106b, kan hiicreleri
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SUMMARY

Investigation of miRNA-20a and miRNA-106b expression levels in radiotherapy

applications in patients with prostate cancer

In prostate cancer, radiotherapy has therapeutic effect and increase treatment efficacy
and thus the survival rate. It has been showed that radiation resulted in some changes
on synthesis of miRNAs and so, cellular responses in tumor cells. The aim of our
study was to investigate expression levels of miR-20a and miR-106b and some
hematological parameters in patients with prostate cancer, before and after
radiotherapy. 35 patients who admitted to Radiation Oncology Department for
prostat cancer radiotherapy were included in this study. Blood samples were obtained
before and after radiotherapy. miR-20a and miR-106b expressions were analyzed by
using quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (qRT-PZR).
Leukocyte, lymphocyte, erythrocyte, platelet and neutrophil counts were measured
by automatic cell counter. We found that miR-20a and miR-106b expression levels
increased in the patients after radiotherapy. We also found that erythrocyte and
platelet counts did not significantly change while PSA, fPSA, leukocyte, lymphocyte
and neutrophil counts significantly decreased in patients after radiation treatment.
From Pearson’s rank correlation analysis, we found that miR-20a expression levels
positively correlated with miR-106b expression levels after radiotherapy group
(r=0.722, p=0.01). The levels of fPSA correlated significantly with miR-106b
expression levels before radiotherapy group (r=-0.598, p=0.014). Additionally, the
leukocyte count correlated significantly with miR-20a expression levels before
radiotherapy group (r=—0.474, p=0.035). Our findings showed that expression levels
of some miRNAs such as miR-20a and miR-106b and hematological parameters
were changed in prostate cancer patient after radiation treatment. These changes
might be an important factor for cancer treatment and metastasis. Effects of these

changes on prostate cancer patients must be clarified with further studies.

Key Words: Radiotherapy, Prostate cancer, miR-20 a, miR-106b, blood cells
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser tiplerinden biridir. Giinlimiizde
prostat kanserinin teshisinde ve tedavisinde, biyokimyasal belirtecler ve prostat
dokusunun histopatolojik  degerlendirme  sonuglari esas  kullanilan
parametrelerdir. Iyonize radyasyon, kanser tedavisinde kullanilan ana
yontemlerden biridir. Kanser hiicrelerinde, radyasyondan etkilenen bazi genler,
radyoterapi  sonuglari iizerinde dogrudan etkiye sahiptir. MikroRNA'lar
(miRNA'lar), i¢ ve dis streslerle ilgili baz1 siirecleri diizenleyen molekiillerdir.
Tlimor hiicrelerinin radyasyona hiicresel yanitinda miRNA’larin sentezinde bazi
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Iyonize radyasyon ile prostat
kanserinin tedavisi, radyasyona duyarli timorlerin tedavisi ve sag kalimin
arttirllmasinda 6nemli bir yer tutar. Ancak iyonize radyasyona direncli
timorlerde, kanserin niiks ve metastazlar1 goriilmektedir. Tiimor hiicrelerinde
radyasyon ile iliskili genler, tiimoriin radyoterapiye cevabini dogrudan
etkilemektedir. Yapilan caligmalarda iyonize radyasyon maruziyetine birakilan
timor hiicrelerinin miRNA profillerinde goriilen degisikliklerin ¢esitli hiicresel
yanitlarindan kaynaklandigi ve bircok kanserin patofizyolojik mekanizmasinda rol
oynadigi belirtilmektedir (John-Aryankalayil M et al 2012, Runkle EA et al 2012,
Zhao L et al 2012). Literatiirde insan prostat kanseri hiicre hatlarinda yapilan
caligmalarda miRNA profil taramalarinda degisikliklerin goriilmesine ragmen
insan c¢aligsmalarinin oldukga sinirli sayida oldugu goriilmektedir (Pesta M et al
2010, Sylvestre Y et al 2007, Volinia S et al 2006). Prostat kanseri hiicre hattinda
yapilan c¢alismalarda iyonize radyasyonun hiicresel yanitlarana bagli olarak
ekspresyon diizeyleri degisen aday miRNA’lardan olan miR-20a ve miR-106b
segilerek, bu miRNA’larin iyonize radyasyon uygulamalari Oncesi ve sonrasi
ekspresyon diizeyleri Olgiildii. Tez calismamizda, prostat kanser tanist konan
hastalarda radyoterapi uygulamasi oncesi ve sonrasinda dolasimdaki miR-20a ve
miR-106b gibi miRNA'larin iyonize radyasyona yanitlarina bagli olarak
ekspresyon diizeyleri olgiilerek uygulanan tedavinin etkinliginin arttirmasi

acisindan hiicresel siireclerdeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PROSTAT BEZi

Prostat, erkek viicudunda mesanenin hemen altinda yerlesmis, semen iiretimiyle
gorevli fibroglandiiler bir organdir. Yapisal olarak 6n kisimda dar, arka kisimda
genistir ve ig¢inden prostatik idrar yolu ile spermi idrar yoluna ileten kanallar
gecmektedir (Netter FH, 2010). Biiylime ve gelismesi i¢in androjen varligina
ihtiyag duyan prostat, ergenlik donemiyle birlikte islevsellik kazanir ve 25-30
yaslarindaki yetiskin erkeklerde yaklagik 20 gram agirliga ulasir (Hammerich KH,
Ayala GE, Wheeler TM 2009).

Yasa bagli olarak gelisen BPH, gegis bolgesi kaynaklidir ve nadiren
adenokarsinom olusturur (McNeal JE, 1988). Periferal bolge ¢ok sayida salgi
kesecigi bulundururken, prostatin tepe kismi ve kapsiil yakinindaki arka kisminda
bulunan glandiiler dokunun tamamini igerir. Bu bolgede diger bolgelere nazaran
kronik prostatitis ve postenflamatuar atrofi daha sik goriiliirken prostat kanserinin

de gelisme ihtimalinin en fazla oldugu bolgedir (Selman SH ,2011).

Prostat daha kiiclik Ol¢ekte, bolgeye gore degisen miktarlarda kanallar, salgi
bezleri ve diiz kas hiicreleri igeren bag dokudan olusmaktadir. Hem kanallar hem
de salg1 kesecikleri, iistte liimenal sekretuar kolumnar hiicre tabakasi ve altta bazal
hiicre tabakas1 olmak iizere iki katln hiicre tabakasiyla gevrilidir. Iyi farklilasmis
(Gleason skoru 1-2) olan prostat kanseri hiicrelerinde bazal hiicre tabakasi yok
olmakta ve sadece liimenal hiicrelerce cevrelenmis yapilar olugmaktadir. Ote
yandan normal histolojiden sik goriilen sapmalar arasinda olan postenflamatuar
atrofi, bazal hiicre hiperplazisi, iyi huylu nodiiler hiperplazi, atipik adenomatéz
hiperplazi  benzeri  durumlar  biyopsi  materyalinde  karsinom ile
karistirilabilmektedir (McNeal JE, 1988).

2.2. PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri, erkeklerde diinya genelinde akciger kanserinden sonra ikinci en
sik goriilen kanser tipidir. Goriilme siklig1 ve 6liim oraninda diinya genelinde ¢ok
bliylik degiskenlik gostermesine karsin prostat kanseri vakalarmin ve prostat
kanserine bagli 6liimlerin yaridan fazlasi gelismis lilkelerde goriilmektedir. Buna

karsin prostat kanseri etyolojisinde yegane belirlenebilmis risk faktorleri ileri yas,
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siyahi etnik koken ve hastaligin ailedeki hikayesidir (Jemal A, Bray F, Center
MM, Ferlay J, Ward E ve Forman D.2011)

Cogunlukla birden fazla odak halinde goriilen bir adenokarsinom olan prostat
kanseri, agirlikli olarak periferik bolge (%70), daha nadir olarak da merkezi bolge
(%15-20) ve gegis bolgesi (%10-15) kaynaklidir (Ozcan F, 2000). Prostat kanseri
yayiliminda bdlgesel lenf bezlerine lenfatik yolla metastaz, hematojen yayilimdan
once olmaktadir ve siklikla obturator lenf bezleri tutulmaktadir. En sik goriilen
hematojen yayilim ise kemik metastazlar1 seklindedir ve ¢ogunlukla pelvis,
kaburgalar ve omurgaya metastaz gergeklesmektedir. Kemik metastazlari siklikla
osteoblastik (kemik olusturucu) olmakla birlikte, daha nadir olarak osteoklastik
(kemik yikici) sekilde de olabilmektedir.

Prostat kanseri hiicreleri yavas boliinen hiicrelerdir. Bu nedenle hastalik uzun stire
herhangi bir semptom vermeden gelisebilmekte ve bu siire zarfinda metastatik
hale gecebilmektedir. Olugsan semptomlarin biiyilk kismi metastaz kaynakli
oldugundan, teshis koyuldugunda hastalarin ¢ogunda ileri evre metastatik prostat

kanseri gelismis olmaktadir (inan Y, 2006).

Glinlimiizde prostat kanserinin belirlenmesinde rektal muayene ve dokuya 0zgii
bir biyokimyasal belirte¢ olan PSA’nin serumda miktarinin tayini yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Prostat tiimorleri siklikla prostatin periferal bolgesinden
kaynaklanmaktadir ve rektal muayene ile normal prostat dokusu disindaki
olusumlarin belirlenebilmesi miimkiindiir. Ancak tek basma rektal muayene
sonucu timor varligini kesin olarak ortaya koyamayacagi gibi, herhangi bir
olusumun belirlenememesi de kanser gelismedigi anlamina gelmemektedir. Ote
yandan semenin sivilagmasini saglamakla gorevli bir proteaz olan PSA, prostata
0zgli bir molekiil oldugu halde prostat kanserine 6zgii degildir. Tiimor varliginda
artmis miktarda kana salinan PSA; cogunlukla prostat hiicrelerinin sayica anormal
artis1 (hiperplazi) olarak kendini gdsteren BPH, prostat biyopsisi ve uzun siire
yatalak kalma gibi durumlarda da yine artmis miktarda kana salinabilmektedir.
Buna karsin prostat kanserli hastalarin %30- 40’mnda normal seviyelerde de
bulunabilmektedir. Degerlendirme agisindan 6nemli olan bu yontemler hastaligin
tanisinda yetersiz kaldigindan prostat kanserinde kesin tani, girisimsel bir yontem
olan transrektal ultrason esliginde alinan igne biyopsisi ile konmaktadir. Prostat
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kanseri igin biyopsi yapmadan kesin tani koyabilecek yeterli bir radyolojik
yontem bulunmamaktadir (Coen JJ,ve Dahl DM 2007).

Timoriin  davranigini belirlemede en Onemli kriterler tiimor biytkligi ve
hiicrelerin farklilasma dereceleridir (Ozcan F, 2000). Histolojik olarak prostat
kanseri hiicrelerinin farklilasma derecelerinin = siniflandiriimasinda Gleason
Sistemi kullanilmaktadir. Prostat kanserinin evrelemesi; Gleason skoru, rektal
muayene sonucu ve PSA’nin serumdaki konsantrasyonu g6z Oniinde
bulundurulup, siklikla TNM smiflama sistemi kullanilarak yapilmaktadir (Coen JJ
et al 2007). Bu sistemde primer tiimoriin durumu (T), lenf nodlarina yayilim olup
olmadigi (N) ve metastaz durumu (M) kriterleri esas alinarak siniflama

yapilmaktadir.

2.3. PROSTAT KANSERI TEDAVISINDE RADYOTERAPI DOZ
DEGERLERI

Radyoterapi hastaya distan ve igten olmak iizere iki sekilde verilebilir bu
hastaligin ne kadar ileri boyuta tagindig1 ile alakali secilecek bir yontem olarak
hekim tarafindan karar verilir.
Bugiin iilkemizde 45 i askin radyoterapi uygulama merkezi vardir ve hastalar
sadece bu merkezlerde radyoterapiye kabul edilmektedirler
Normal seyirde kanser hiicreleri biiyiirler ve bdliiniirler daha sonra komsu
organlara sigrama yaparak hastanin yasam siiresini ¢ok daha kisa hale getirirler
dolayist ile radyoterapide ana ama¢ mevcut kanser hiicrelerine verilen 1s1n ile
hiicrelerin boliinmesini ve biiyiimesini engelleyerek kanserin seyrini yavaslatmak
yada tamamen durdurmaktir. Ayrica radyoterapide ki 1sin tedavisi hastanin tim
vucuduna degil sadece kanserli bolgeye yapilan 1sinlama ile tedavi edilmektedir.
Normal sartlarda radyoterapi hastaya bolgedeki kanser hiicrelerini kiigiiltmek yada
yok etmek amacgli verilirken hastaya uygulanana cerrahi miidahale sonrasinda
kanserli bolgede gizlenmis olan ve yeniden biiyiime seyrinin devam etmesi
muhtemel olan bolgeye tekrar radyoterapi verilebilmektedir.
Radyoterapi giinlimiizde neredeyse tiim kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan en
yaygin tedavi tiirlerinden birisidir.
Radyoterapide ¢ogu hastaya genellikle 1,5-2 aylik tedavi donemi icinde toplam
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6000-7000 cGy (santigrey) 1smn dozu boliinerek (fraksiyon) verilmesi
planlanmaktadir. Radyasyon dozu; hastanin yasi, kanser kitle derecesi ve
bliylikliigii, kanserin radyasyona duyarlili§i, normal doku ve hastanin
radyoterapiye toleransi, 1sinlanan bolgenin biiyiikliigli, radyoterapi sonrasi

hastanon iyilik durumu gibi parametrelere baglh olarak degisiklik gostermektedir.

Prostat kanseri radyasyon tedavisinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli unsur
kanserli hiicrelerin yogunlukla bulundugu organa komsu olan diger organlarin bu
uygulamadan minimum zararla ayrilmasidir. Bunun i¢in radyasyon dozu ciddi
Onem tasimaktadir.

Prostat kanseri tedavisinde risk altinda kanserli hiicreye yada organa komsu olan
organlarin 50/5 orani iginde doz limitleri doz hacim grafigi degerlendirmesiyle
yapilmaktadir.

Hastaya uygulanan doz normal doku toleransi ile sinirlandirilir. Brakiterapi sinirlt
biiytlikliikteki bolgeye uygulanir. Kaynaktan uzaklastikga dozun hizla diigmesi

nedeniyle normal dokular daha iyi korunmus olur.

2.4 TESHIS VE TEDAVIDE KULLANILAN YONTEMLER
Prostat kanseri tanisinda; biyokimyasal tiimor belirteglerinden Prostat Spesifik
Antijen (PSA) ve bazi bilyiime faktorleri (Insiilin benzeri biiyiime faktorii, Insiilin
benzeri biiytime faktorii baglayici protein-3) degerleri, Transrektal ultrasonografi
(TRUS), biyopsi ve histopatolojik degerlendirme sonucu, lenf nodu biyopsisi ve
histopatolojik degerlendirme sonucu, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans

goriintiileme ve kemik sintigrafisi degerlendirmeleri 6nemli rol oynar.

2.4.1.Yogunluk Ayarh Radyoterapi (YART):
Ug¢ boyutlu konformal radyoterapinin gelismesi ile YART tedavi teknikleri

bulunmustur. Hedeflenen hacme istenilen dozu YART teknigi ile vermek icin, her
bir 1smin dogrultusuna farkli yogunluklarda birgok kiiclik alan (segment)
uygulamast ile yapilir. Boylece olusan doz dagiliminin konvansiyonel
tedavilerden en onemli farki ¢evre kritik organlarin daha iyi korunabilmesidir. Bu

nedenle YART hedef hacimde daha yiliksek dozlara cikabilme imkani saglar.
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Ayrica es zamanli olarak farkli hedef hacimlere farkli tedavi dozlar1 uygulanabilir
(Chao 2005)

YART, 3BKRT’nin gelismis bir seklidir. Hedeflenen hacime istenilen dozu
vermek icin, uygulanan 1sin dogrultusunda, farkli yogunluklarda bir ¢ok kiigiik
alan kullanilir.

Her tedavi alan indaki 1sin yogunlugunun degistirilmesi ilkesine dayanan YART
teknigi, konvansiyonel ve 3BKRT teknikleri ile karsilastirildiginda, hem hedef
bolgede daha yiiksek doz dagilimi hem de normal ve riskli dokularda daha diisiik
doz saglayabilir.

ART’deki bu dozimetrik avantaj timoér Kkontrolii tizerine olumsuz etkisi
olmaksizin normal dokular1 anlamli sekilde koruyarak normal dokulardaki geg

yan etkiyi azaltmaktadir.

2.4.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA)
Prostat spesifik antijen, prostat kanserine degil organa 6zgiil bir belirtectir. Prostat

kanseri disinda birgok faktor serum PSA seviyesini degistirebildigi i¢in 6zgiilliigi
diisiiktiir. Benign prostat hipertrofisi (BPH), prostatit, prostat maniiplasyonlar1 ve
iirolojik girisimler de PSA seviyesinde artisa neden olabilir.

Uzmanlarin ortak goriisii (PSA) Prostat kanseri i¢in kullanilan en 1iyi
yontemlerden birisidir.

PSA i¢in standart referans aralik genelikle 0-4 ng/ml’dir. Ancak 18.882 kisinin
katilimiyla gerceklestirilen Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT) verilerine
gore dnemli bir oranda prostat kanserinin bu normal PSA araliginda oldugu dikkat
cekmektedir. Calismada 4 ng/ml altinda PSA degeri olan, parmakla rektal
muayenesinde normal bulgular saptanan kisilere yapilan biyopsilerde PSA <0.5
ng/ml olanlarin % 6.6’sinda, 0.6-1.0 ng/ml olanlarin % 10.1’inde, 1.1-2.0 ng/ml
olanlarin % 17.0’sinde, 2.1-3.0 ng/ml olanlarin % 23.9’unda ve 3.1-4.0 ng/ml
olanlarin % 26.9’unda prostat kanseri tespit edilmisgtir
(cms.galenos.com.tr/Uploads/Article_8556/6-11.pdf. Erigsim Tarihi: 26.10.2018).
Kanserli tiimor i¢in en énemli yontemlerden ve belirteclerden biri olan PSA ,nin
dezavantajlart da mevcuttur TRUS’da oldugu gibi hastaya ciddi derecede
rahatsizlik vermeyen PSA’nin klinik diizeyde spesivite ve sensivite agisindan

zaylf oldugunu uzmanlar belirtmektedir. Ayrica PSA, prostat kanseri i¢in ¢ok



yiiksek pozitif prediktif degere sahip olmasina ragmen, PSA testi bening ve
malign tiimorleri ayristirmadigi i¢in prostat kanseri taramalarinda parmakla rektal
muayenesi (PRM) yapilmadan PSA testi tek basina kullanilmamaktadir.

PSA olarak kisaltilan Prostat Spesifik Antijen, prostat hiicrelerinin
sitoplazmalarinda salgilanan 33.000 molekiil agirliginda bir glikoproteindir.
Prostat kanserinde genelde PSA seviyesi ¢ok yliksektir ancak bu oran sadece
prostat kanserinde degil ince bagirsak ve mesane enfeksiyonlarinda da ayni
sekilde yiiksektir bilindigi gibi mesane, ince bagirsak vb organlarin enfeksiyonel
hastaliklar1 da prostat kanserinde oldugu gibi benzer belirtiler vermektedir. PSA
degerleri, kapsiil disina penetrasyon olup olmadigina bakilmaksizin, her bir gram
intrakapsiiler kanser igin genelde ortalama 3.5 ng/ml yiikselmektedir. BPH’ de ise
PSA yiikselmesi transizyonel zonun boyutu ile orantili olarak degismektedir. Bir
gram BPH’ nin PSA’ y1 yaklagik olarak 0.3 ng/ml yiikselmektedir (Tanagho EA,
Mcaninch JW, 1999).

2.4.3.Radyoniiklid Kemik Sintigrafisi
Niikleer tip’in alanine giren Radyoniiklid kemik sintigrafisi kemik

metastazlarinin, 6zellikle de osteoblastik metastazlarin saptanmasinda yaygin
olarak kullanilan olduk¢a duyarli bir goriintiileme yontemidir. Hastaya damar
yolundan verilen radyoaktif maddenin vucuda girmesinden sonar gamma kamera
denilen goriintiileme yontemi ile hastanin vucudunda bulunan patolojik lezyonlar:
gosterir.

Radyoniiklid kemik sintigrafisinin avantajlarindan en biiyiigii kanserin iyicil yada
katiiciil olusunu gostermesi ve ne kadar yaygin bir halde oldugunu gostermesidir.
Prostat kanserinde evreleme ve hastaligin takibinde kullanilan kemik sintigrafisi
aynt zamanda tedavi yanitinin belirlenmesinde kullanilabilir.  Ancak,
hormonoterapi/kemoterapi  sonrast iyilesmekte olan tiimor alanlarindaki
inflamatuar yanita bagli olarak tedavi Oncesi sintigrafide saptanan metastaz
odaklarinin say1 ve intensitesinde artis izlenebilir. Bu durum flare fenomeni olarak
adlandirilir.

Metastatik hastaligin progresyonu ile medikal tedaviye olumlu cevabin gostergesi
olan flare fenomeninin ayirici tanisi i¢in tedavi bitiminden 6 ay sonra kemik

sintigrafisinin tekrarlanmasi Onerilir. Tekrarlanan sintigrafide flare fenomeninde



metastatik odaklarin sayr ve intensitesinde azalma, metastatik hastaligin

progresyonunda ise artma beklenir.

2.4.4. Manyetik Rezonans Gériintiileme ( MRG )
Manyetik rezonans goriintiilleme (MRG) ¢ok giiglii bir miknatis ve radyo dalgalari

kullanilarak goriintii elde edilmesini saglayan ve iyonizan radyasyon igermeyen
kesitsel bir radyolojik inceleme yontemidir. Hasta sabit bir manyetik alan igine
yerlestirildiginde viicuttaki protonlar miknatisin vektorii dogrultusunda paralel ve
antiparalel dizilim gostererek doniis (spin) yapar. Daha sonra radyo dalgalar
gonderilerek dokulardaki hidrojen atomlarinda sapmalar saglanir. Radyo dalgalari
kesildiginde ise protonlar miknatis dogrultusundaki eski konumlarina tekrar geri
doner ve donerken aldig1 enerjiyi geri verir
(https://www.researchgate.net/.../228939362_MANYETIK _REZONANS_ GORU
NTULEME. Erisim Tarihi: 26.10.2018) .

Kanser tespitinde kullanilan en sik gorlintileme yontemlerinden biri olan
MRG’nin en biiylik avantajlarindan birisi Yiiksek kontrast rezoliisyonuna sahip
olmas1 ve iyonizan radyasyon icermemesidir. Radyolojik tan1 yontemleri arasinda
Manyetik Rezonans Gorilintileme (MRG) hastaligin evrelemesinde, lokal yayilim
ve lenf bezi metastazlarinin belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Prostat
kanserinin saptanmasinda, mevcut MRG goriintiileme yontemleri arasinda en 1iyisi
ise dinamik kontrastli MRG, diflizyon agirlik goriintiileme ve manyetik rezonans
spektroskopi gibi fonksiyonel sekanslari igeren multiparametrik MRG’dir (Mp-
MRG). Bu yontemler ile lezyon boyut, genislik, kontrastlanma 6&zellikleri,
goriiniir diflizyon katsayis1 degerleri ile biyolojik igerigi konusunda bilgi elde
edilmesi ve hastalikta bazi risk smiflandirmalar1 yapilmasi miimkiindiir. Ayrica
Mp-MRG, diger gortintiileme teknikleri ile karsilastirildiginda, daha iistiin bir
goriintiileme yontemidir. U¢ boyutlu goriintiilleme ve artmis kontrast ¢oziiniirliigii
sayesinde prostat bezinin en iyl anatomik gorlintiilemesini  saglar
(cms.galenos.com.tr/Uploads/Article_10459/136-143.pdf. Erisim Tarihi:
26.10.2018).


https://www.researchgate.net/.../228939362_MANYETIK_REZONANS_GORUNTULEME
https://www.researchgate.net/.../228939362_MANYETIK_REZONANS_GORUNTULEME

2.4.5. Ultrasonografi (USG)
Ultrasonografinin prostat kontroliinde ki en biiylik avantaji ise hastaya hicbir

sekilde zarar vermemesi ve rahatsiz etmemesidir ayrica iyonize radyasyon
icermemeside en biiyiikk avantajlarindan birisidir. Transabdominal ultrason
isleminde prostatin boyutu, agirligi ve anatomik sekli belirlenir. Transrektal
ultrason isleminde bunlarin yan1 sira prostatin doku detaylar1 da
degerlendirilmektedir.

Prostat biyopsisi almak ve lokal olarak evrelemek igin bilgi saglamada kullanilan
en 6nemli yontemlerde biri transrektal ultrasonografidir (TRUS). Parmakla rektal
muayene (PRM) ve Prostat Spesifik Antijen (PSA) ile beraber kullanimina
baglanan TRUS sayesinde yapilan ince igne biyopsisi, prostat kanserini
tanilamada ve hangi tedavi yonteminin kullanilabileceginde bize kolaylik

saglamistir.

2.4.6.Biyopsi Materyalinin Histopatolojik Incelenmesi
Prostat kanserinin histopatolojik tanisi, ultrasonosonografi esliginde transrektal

veya transperineal ile alinan prostat doku biyopsi materyeli ile konulmaktadir.
Prostat adenokarsinom tanisinda en yaygin kullanilan derecelendirme sistemi,
glandiiler yapilarin diferansiyasyon derecesinin 1 ile 5 arasinda degerlendirildigi
Gleason derecelendirme sistemi yer alir. Gleason skoru da prostat kanserinin
histolojik degerlendirilmesinde en yaygin (primer) ve ikinci en yaygin (sekonder)
paternin derecelerinin toplanmasiyla hesaplanir. Gleason skoru, prostat kanseri
biyolojisinin ve agresifliginin temel gostergesidir ve lokalize prostat kanseri
tedavisinin planlanmasi ve prognozunun belirlenmesinde rol alir (Sahinkanat T,

Kiigiikdurmaz F, Efe E, Kolus E, Ekerbicer HC, Bitiren M, 2017).

2.5.RADYOTERAPININ ONEMI VE GUVENCESI
Radyoterapinin prostat kanserinin tedavisinde ki yeri ¢ok dnemlidir ve son derece
basarili yontemlerden biridir, kanserin ilerleyen safhalarinda prostatin digina
tagsmast durumunda cerrahi yontem kullanilmadan ¢ok basarili sonuclar elde
etmek miimkiindiir giinlimiizde radyoterapi yontemlerini 3 ana grup altinda

siralanmaktadir.



. Internal, hastanin vucuduna verilen radyoizotop sivilarla yapilan yontem
J Ekternal, yani uzak mesafeden yapilan 1ginlama yontemi

. Brakiterapi, yakin mesafeden yapilan 1sinlama yontemi

Internal Yontemi: Bu yontem hastanin damar yolundan hastaya enjekte edilen
radyoaktif sivinin hastanin kanserli organinin iizerinde ve ¢evresinde toplanmasi
ve o siviya karsi verilen 1gimlamadir.

Eksternal yontemi: Daha c¢ok radyoterapide kullanilan bu yontem uzak mesafe
1sinlamasi olarak bilinmektedir hasta ile 1ginlama arasinda ortalama 80 ile 100 cm
lik bir uzaklik bulunmasi gerekir

Brakiterapi: Yakin mesafe i1sinlamasi adi verilen bu yontem Radyoaktif
kaynaklarin veya kaynak tastyict aygitlarin viicuda ya da tiimor dokusuna temas
olacak sekilde uygulanan bir yontemdir.

Radyoterapinin esas amaci kanserli hiicreyi cevreleyen saglikli dokuya zarar
vermemektir bu yiizden dogrusal 1s1n veren radyoterapi direk kanserli hiicreye
tiimore 1smlanarak tiimoriin yok olmasini, kanserin seyrinin bitmesini ve komsu
organlara sigramasini engellemesi agisindan giinlimiizde prostat kanseri i¢inde

ozellikle erken teshiste en yaygin kullanilan tedavi yontemidir.

2.6. PROSTAT KANSERINDE MOLEKULER MEKANIiZMALAR

AR’nin prostat kanserindeki dneminin anlasilmasiyla hastalikla ilgili molekiiler
mekanizmalar arastirilmaya baslanmig fakat tiimor olusumlariin klonal 6zellik
gostermemesi ve prostat kanserinin ¢ok odakli dogasi sebebiyle baslangig,
ilerleme ve yayilimla ilgili molekiiler isleyis tam anlamiyla aydinlatilamamistir

(Abate-Shen C ve Shen MM 2000).

Yaslanmayla kuvvetli bir sekilde iligkili olan ve nadiren 40 yastan 6nce goriilen
prostat kanserlerinin yaklasik %85°1 sporadik tipte iken yaklasik %15°1ik kismi
herediter tiptedir ve genellikle erken yasta ortaya c¢ikan hastalikla iliskilidir
(Abate-Shen C et al 2000). Aralarinda HPC1/RNASEL, HPC2/ELAC2, MSR1 ve
HPCX genlerinin de bulundugu pek cok gen ailesel yatkinlikla iliskilendirilmis
fakat sonraki calismalarla bu iliskilerin ¢ogu desteklenemediginden etkili
olabilecek aday genler net olarak belirlenememistir (Bunz F. Principles of Cancer

Genetics. NY: Springer Science and Business Media; 2008). 1g24-25 kromozom
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bolgesi yerlesimli herediter prostat kanseri (HPC1) gen bolgesi, prostat kanserine
ailesel yatkinlikla iliskilendirilmis ilk gen bolgesi olup (Cai X, Hagedom CH ve
Cullen BR.,2004), sonraki calismalarda anti-viral ve pro-apoptotik bir enzim olan
riboniikleaz L’nin (RNase-L) HPC1 gen bolgesini kapsadigi belirlenmistir
(Malathi K, Paranjape JM, Ganapathi R ve Silverman RH 2004). Riboniikleaz L
geni (RNASEL) viral enfeksiyona karsi interferon tarafindan uyarilan, viral ve

hiicresel kokenli tek zincirli RNA’nin yikimindan sorumlu bir endoriboniikleaz

kodlamaktadir (Liang SL, Quirk D ve Zhou A. 2006).

Ote yandan yetiskinlerde goriilen kanser tiplerinin yaklasik %20’sinin kronik
enflamasyon bolgelerinde meydana geliyor olmasi, prostat kanserinin de
enflamasyonla iligkili olabilecegi diisiincesini dogurmustur (Shen MM ve Abate-
Shen C. 2004). Immiin cevap dahilinde prostat epitelinde enflamatuar hiicre
kaynakli tekrar eden oksidatif veya nitrozatif hasarlar ile epitel hiicrelerin
cogalmalart sonucu meydana gelen “proliferatif enflamatuar atrofi” (PIA) olarak
adlandirilan morfolojik degisimlere sahip bolgeler ile prostatik intraepitelyal
neoplazi (PIN) bolgeleri arasinda bir gecis olabilecegi ve PIA ile prostat
kanserinin bazi ortak molekiiler yolaklara sahip olduklar1 gosterilmistir. Prostat
kanserinde enflamasyonla iliskili olarak en dikkat ¢ceken molekiillerden biri olan
ve sitokinler, biiyiime faktorleri, mitojenler ve tiimor promotorlar: tarafindan
uyarilan proenflamatuar bir enzim olan siklooksijenaz-2’nin prostat kanserinde

yiiksek miktarda ifade edildigi belirlenmistir (Correa JJ, 2010).

Yine hiicre dis1 etkenlere bagl olarak gelisen oksidatif stres ile ilgili yapilan
caligmalarda da baslica antioksidan enzimlerin prostat kanseri ve PIN’de azaldig
gosterilmistir (Correa JJ ve Pow-Sang J ,2010). En ¢ok iizerinde durulan
genlerden, karsinojen detoksifiye edici olarak rol alan bir enzimi kodlayan
“glutatyon S-transferaz pi 17 geninin CpG adaciklarindaki hipermetilasyon ile

ifadesinin engellendigi bazi prostat kanserlerinde gdsterilmistir.

So-rediiktaz enziminin farkli dokularda diisiik seviyelerde bulunan Sa-rediiktaz- 1

ile deri ve prostatin androjene duyarli hiicrelerinde bulunan 5a-rediiktaz-2 olmak

iizere ki 1izoenzimi bilinmektedir. Sa-rediiktaz-2 enzimi SRD5A2 geni tarafindan

kodlanmakta ve testosteronu daha aktif formu olan DHT’ye doniistirmektedir.

SRD5A2 geninde goriilen A49T (49. kodonda alaninin terionine doniisiimii)
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polimorfizmi, enzim miktarmi 5 kat arttirmaktadir. Bunun sonucu olarak yiiksek
serum testosteron seviyesine sahip topluluklarda prostat kanseri riskini arttirmanin
yam sira kotii prognozla da iliskili bulunmustur. Ote yandan Sa-rediiktaz
yoksunlugu olan erkekler prostat kanseri gelistirmezler ve ergenlikte veya erken
yetiskinlikten Once kastre olmus erkeklerde prostat kanseri nadirdir (Correa JJ ve
Pow-Sang J 2010).

Prostat kanserinde 8p, 10q, 13q ve 17p kromozomlarinda heterozigozluk kaybi sik
goriiliir. Ayrica kromozom kazanimlari, kromozom kayiplarindan daha az
goriilmektedir. Prostat karsinogenezinde allelik kaybin onemine karsin, kanser
ilerleyisinde belirli bir aday tiimor baskilayict gen nihai olarak belirlenememistir.
Prostat karsinogenezinin erken doneminde en sik rastlanan olaylardan biri,
kromozom 8p’deki spesifik bolgelerin kaybidir ki prostat tiimorlerinde yaklagik
%85 oraninda heterozigotluk kaybi goriildiigli gibi kolorektal ve akciger
karsinomlarinda da goriilmektedir. Bir ¢ok calisma NKX3.1 genini 8pl12-21
bolgesinde aday gen olarak desteklemektedir. Bununla birlikte prostat kanserinde
NKX3.1 mutasyonlart belirlenememistir ve genin mutasyonundan ziyade
ifadesinin azaldig1 disiiniilmektedir. 10q bolgesi kaybi sik rastlanan bir olaydir.
Bu boélgedeki aday genler arasinda olan ve tiimor baskilayici bir gen olan PTEN;
glioblastoma, meme ve endometrial kanserlerde de kaybi goriilen 10923
bolgesinde bulunur fakat prostat kanseriyle ilgili elde edilen sonuglar birbirleriyle

celiskilidir (Shen MM et al 2010).

Prostat kanseri ilerlemesinde kromatin modifikasyonlar1 da Onemlidir. Prostat
kanseri ile iliskili ana modifikasyonlardan biri, ilerlemis hastalik ve metastazin
onkojenik bilesenlerinden biri olan histon metil transferaz enzimi Ezh2 tarafindan
histon H3’{in 27. lizininin ti¢lii metilasyonudur (H3K27me3). H3K27me3 varligi,
ifade baskilanmasi ile iliskili oldugu i¢in bunun miktarinin prostat kanserinde
artmasi, Ras GTPaz ailesinin bir iiyesi olan DAB2IP gibi tiimor baskilayici
genlerin baskilanmasiyla iligkilidir (Abate-Shen C et al 2000).

Prostat kanserlerinin biiyiikk ¢ogunlugunda ETS ailesinden transkripsiyon

faktorlerinin (ERG, ETV1 ve ETV4) aktivasyonlarina sebep olan yeniden

diizenlemeler belirlenmistir. Bu yeniden diizenlemelerden en sik goriileni

TMPRSS2-ERG fiizyon genidir. Bu yeniden diizenlenme N-terminal ucu
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budanmis ERG proteininin, TMPRSS2 geninin androjene cevap veren
promotorunun kontrolii altina girmesiyle sonug¢lanir. Lokalize prostat
kanserlerinin yaklasik %350’sinde bulunmustur. Yapilan g¢aligmalarla androjene
duyarli LNPCa hiicrelerinde AR baglanmasinin DNA hasarindan sonra
TMPRSS2-ERG fiizyonlarin1 miimkiin kilacak sekilde TMPRSS2 ve ERG gen
bolgelerini birbirlerine yaklastirdigi belirlenmistir ancak bu fiizyon geninin prostat
kanserindeki onemi tam olarak anlasilmis degildir (Shen MM ve Abate-Shen C
2010).

Yetiskin erkek prostatinda iki tip Ostrojen reseptorii (ER) ifade edilir: ER-a ve
ER-B. ER-B daha ¢cok bazal epitelde goriilirken ER-o esasen stromal boliimde
bulunur. Ayrica androjenlerin Ostrojene doniisiimiinde rol oynayan aromataz
enzimi de prostat stromasinda ifade edilir. Erkekler yaslandik¢a androjenin
dstrojene olan orani azalir. Ostrojen seviyeleri sabit kalirken testosteron seviyeleri
azalir. Bu olay Ostrojenlerin prostat kanserinde etkili olabilecegine isaret eder.
Hayvan modellerinde testosteron ve Ostrojenin bir arada verilmesinin yiiksek
oranda adenokarsinom olusumu ile sonuglandigi gézlemlenmistir(Correa JJ ve
Pow-Sang J 2010).

AR, gen ifadesinin ligandla uyarilabilen diizenleyicileri olan niikleer hormon
reseptorleri sliper-ailesinin bir parcasidir. Kodlayan gen, X kromozomunun uzun
kolunda yer alir. Ligandla aktive olan bir transkripsiyon faktorii olarak islev
gosterir ve hem normal hem de anormal prostat gelisiminde etkili olan sinyal

yolaklarinda yer alan genlerin ifade edilmelerini de tetikler.

2.7. PROSTAT KANSERINDE TUMOR BELIRTECi OLARAK ONE
CIKAN BIYOMOLEKULLER

Kanser tanis1 ve tedavi takibinde girisimsel olmayan yoOntemler olan, viicut
stvilarindan timor biyobelirteglerinin tayini giin gegtikge daha fazla 6nem
kazanan giincel bir konudur. Prostat kanserinde de gerek hastaligin takibi, gerekse
erken taninin hayatta kalim tizerindeki belirgin etkisi sebebiyle tan1 asamasinda

biyobelirtegler kullanilmakta ve arastirilmaktadir.

1930’larda metastatik prostat kanserli hastalarda serum prostatik asit fosfataz

(PAP) seviyelerinin yiiksek bulunmasiyla hastalik seyrinde bir klinik belirte¢
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olarak uzun siire arastiritlmig, 1980’lerde ise yerini prostat spesifik antijene (PSA)
birakmustir (Prensner JR, Rubin MA, Wei JT ve Chinnaiyan AM .,2012)

2.7.1. Prostat Spesifik Antijen

Doku kallikrein ailesinin bir iiyesi olan PSA, kromozom 19q13.4 yerlesimli bir
gen olan kallikrein 3 (KLK3) geni tarafindan kodlanan, 33 kDa molekiiler
agirliginda, 240 aminoasitlik, prostata 6zgii bir glikoproteindir (Nelson PS et al
1999). PSA ifadesi androjenlerce pozitif yonde diizenlenir ve dolasima katilan
androjen seviyeleriyle serum PSA seviyeleri arasinda belirgin bir korelasyon

vardir (Balk SP, Ko YJ and Bubley GJ 2003).

PSA, prostatta bulunan salgi kesecikleri ve kanallardaki sekretuar epitel
hiicrelerce {iretilir. PSA transkripsiyon baglangi¢c bolgesinin 156-170 baz gifti
uzagindaki ARE’ye AR homodimerinin baglanmasiyla PSA onciil peptidi olan
pre- proPSA olusturulur ve bunun proteolitik kesimi sonucu meydana gelen
proPSA inaktif bir proenzim olarak prostatik kanallara salinir. proPSA’nin N-
terminal bolgesinden 7 aminoasidin ayrilmasiyla aktif hale gegen olgun PSA
seminal sivida 0,5- 2,0 ng/ml konsantrasyonlarda bulunur ve semendeki temel
protein yapiyl olusturur. PSA, yiiksek substrat 6zgiilliigi gosteren bir serin
proteazdir ve seminal pihtidaki jellestirici etkiye sahip semenogelin 1 ve 2’leri
ayirarak semenin sivilastirilmasini saglar (Balk SP et al 2003). Normal kosullarda
PSA kanda diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Prostat kanserinde erken bir olay
olan bazal hiicre tabakasi ve bazal membranin pargalanmaya baslamasiyla
PSA’nin periferal dolasima gegisi artar (Bostwick DG, 1994). Bu nedenle prostat
biyopsisi uygulamasi i¢in minimum esik deger 4 ng/ml olarak belirlenmis olup

daha ytiksek serum PSA degerleri kiside tiimor varlig: stiphesi uyandirmaktadir.

Hassas bir biyobelirte¢ olan PSA, prostat dokusuna 6zgiil oldugu halde prostat
kanserine 6zgiil degildir. BPH, prostat enfeksiyonu ve travma gibi timdrden
bagimsiz sebeplerle de artabilen kandaki PSA seviyesi, 50 yasin1 gegmis
erkeklerin yaridan fazlasinda BPH gelistigi de goz Oniline alindiginda yas ve
benzeri fiziksel etmenlere bagli olarak da degiskenlik (Laxman B Laxman B,
Morris DS, Yu J, Siddiqui J, Cao J, Mehra R 2008). Bununla birlikte PSA,

ozgilligi diistik fakat hassas bir molekiil olmasina karsin, bir biyobelirte¢ olarak
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tek basina yeterli degildir. Organla sinirlhi hastalig1 olan erkeklerin bir kisminda
serum PSA degerleri 4 ng/ml’den diisiik olabilmekte ve hastalik bu yolla
belirlenemeyebilmektedir (Thompson IM, Pauler DK, Goodman PJ, Tangen CM,
Lucia MS, Parnes HL et al2004).

2.8. KODLAMA YAPMAYAN RNA’LAR

2.8.1. Prostat Kanseri Antijeni 3

Ik olarak 1999 yilinda kanserli ve kanserli olmayan dokular arasindaki
farkliliklarin  gosterilmesi sonucu bulunan ve uzun siiredir prostat kanseri
biyobelirteci olarak giindemde olan PCA3, viicut sivilarindan belirlenebilen,
prostat dokusuna 6zgii bir uzun kodlama yapmayan RNA’dir (IncRNA) (Day JR,
Jost M, Reynolds MA, Groskopf J and Rittenhouse H. 2011).

IncRNA’lar 200 niikleotitten 100 kilobaza kadar degisik uzunluklarda olabilen,
protein kodlamayan RNA’lardir ve genellikle mesajct RNA (mRNA)’lar gibi
RNA polimeraz 2 tarafindan okunurlar ancak yazilim sonrasinda mRNA’lardan
farkli olarak ¢ok adimli islemlerden gegirilmeden direkt olarak islev
gosterebilmektedirler. IncRNA’larin ¢ogu poliadenilasyon kuyrugu icermektedir
(Gibb EA, Brown CJ and Lam WL. 2011).

[k belirlenen IncRNA’lardan olan X inaktif spesifik transkript’in (XIST) X
kromozomu sessizlestirilmesinde kilit rol oynadiginin belirlenmesi, IncRNA’larin
onemli hiicresel islevlerden sorumlu olduklarini géstermistir (Brown CJ, Ballabio
A, Rupert JL, Lafreniere RG, Grompe M, Tonlorenzi R 1991). IncRNA’lar
hiicrede; transkripsiyonel baskilama, kromatin yeniden modellemesi ve histon
modifikasyonlarinin baglatilmasi, protein aktivitelerinin ve yerlesimlerinin
diizenlenmesi, daha kiiciik RNA’larin oncilliigli gibi ¢ok cesitli islevler
gosterebilmektedirler ve islevlerinde meydana gelen bozulmalar kanser

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Gibb EA et al 2011).

IncRNA’lar uzun niikleotit dizilerinden olustuklar1 igin hedefleri de son derece
Ozgiildiir ve bu nedenle ¢ok hassas bir sekilde islev gosterebilmektedirler.
Transkripsiyon bolgesine RNA-DNA polimeraz 2 kompleksi aracigiyla
baglanmaktadirlar ve 3’ uclar1 kompleksin lokusa yaklasmasii saglarken, 5’

uglart kromatin komplekslerine baglanmak {iizere agikta olabilir. IncRNA’lar
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transkripsiyonun diizenlenmesinde iki farkli sekilde islev gosterebilmektedirler:
Aynmi1 kromozom f{izerinde, sentezlendikleri bolgeye yakin bir veya birka¢ gen
tizerinde etkili olabilirler veya sentezlendikleri bolgeden yayilarak uzak genlerde,

hatta farkli kromozomlar {izerindeki genlerde etki gosterebilirler (Lee JT, 2012).

IncRNA’lar farkli dokulara 6zgii olabildikleri gibi hastalik varliginda degisik
ifade seviyeleri de gosterebilmekte ve viicut sivilarinda belirlenebilmektedir. Bu
nedenle kanser tanisinda ve tedavi takibinde biyobelirte¢ adaylari olarak One
cikmaktadirlar. MALAT1 gibi prostat kanseri de dahil olmak iizere pek g¢ok
kanser tipinde ifade seviyesi artan IncRNA’lar oldugu gibi tek bir kanser tipine
0zgli olan IncRNA’lar da bulunmaktadir. Kanser tipine 6zgii IncRNA’lardan;
prostat kanseri kodlamayan RNA 1 (PCNCR1), prostat spesifik gen 1 (PCGEM1)
ve PCA3 sadece prostat kanseriyle iliskilendirilmis olup; PCNCR1’in AR
transaktivasyonunda ve prostat kanserinin ilerlemesinde Kilit bir role sahip
oldugu, PCGEM1’in ise tiimor olusumunu destekledigi belirlenmistir (Gibb EA et
al 2011). Buna karsin PCA3 prostat kanserinde yiiksek seviyede ifade edilirken,
biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir ve homoloji gosterdigi bir gen
belirlenememistir (De Kok JB, 2002).

PCA3 androjen uyarimina yanit veren bir molekiil olup, androjene duyarli prostat
kanseri hiicre soylarinda duyarli olmayanlara gore daha yiiksek diizeylerdedir.
Androjen uyarmmiyla miktarinda goriilen artisin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamigstir. PCA3 molekiiline ait ARE boélgeleri tanimlanamamuigtir.
PCA3 geni kromozom 9g21-22’de bulunmaktadir ve prune homolog 2 (PRUNE2)
geninin 6. intronunda ters yonde kodlanmaktadir. PRUNE2 geni hiicresel
cogalmada, hiicre 6limiinde ve hiicresel doniisiimde etkiliyken, genin ifadesinin
DHT ile tetiklenebildigini ve prostat kanserinde ifade seviyesinin arttigin
gosteren ¢aligmalar olmasina karsin bu sonuglari desteklemeyen ¢alismalar da
mevcuttur. 4 ekzon iceren ve 4. ekzonunda 3 farkli noktadan poli-A Kkuyruk
eklenebilen PCA3 geninin olduk¢a karmasik oldugu belirlenmistir; alternatif
varyantlar1 daha nadir goriilmesine karsin yeni ¢alismalarla 4 farkli transkripsiyon
baslangic bolgesi, 2 farkli kirpilan ekzon bolgesi ve 4 yeni poliadenilasyon
bolgesi bulundurdugu gosterilmistir (Ferreira LB, 2012). Prostat dokusuna 6zgii
olan PCA3’lin miktar1 normal kosullarda ¢ok diisiik bir seviyededir ve sadece
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prostat kanseri varliginda artmaktadir. Hastalarin %90’indan fazlasinda bu artis
belirlenebilmekteyken, BPH ve enflamasyon varligindan herhangi bir artis
meydana gelmemektedir.Ote yandan belirlenen PCA3 miktarlari ile tiimor evresi
ve hastaligin agresifligi arasinda bir korelasyon belirlenememistir (Auprich M,
Bjartell A, Chun FKH, de la Taille A, Freedland SJ, Haese A et al ,2011). Bunun
yani sira iyi, orta ve az farklilasmis tiimorlerin tamaminda yiiksek seviyelerde
belirlenmesi, PCA3 ifade seviyesinin artiginin prostat kanserinin erken evrelerinde
gelisen bir olay olduguna isaret etmektedir (Ferreira LB, Palumbo A, de Mello
KD, Sternberg C, Caetano MS, de Oliveira FL et al,2012).

2.8.2. mikroRNA’lar

Doku ozgiillikleri, kanser varliginda ifade seviyelerinin degismesi ve kanda
yiiksek derecede stabil kalmalar1 sebebiyle mikroRNA’lar (miRNA’lar) girisimsel
olmayan giincel biyobelirte¢ adaylar1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir. miRNA’lar
mesajct RNA’lardan daha kararli yapida olup viicut sivilarindaki riboniikleazlara
ve farkli fiziksel kosullara kars1 dayaniklidirlar. Prostat kanseriyle ilgili yapilan
caligmalar sonucunda pek c¢ok aday miRNA belirlenmis, bir kismmin ifade
seviyelerindeki degisimler viicut sivilarinda gosterilebilmistir. Ozellikle miR-141
ve miR-375 ile ilgili dikkate deger bulgular elde edilmistir. Yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda, protein kodlamayan kisa RNA dizileri olan mikroRNA’lar ¢ogalma,
farklilagma, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi pek ¢cok dnemli hiicresel olayda gorev
almaktadirlar. Ozgiil hedefleri olan mRNA’lara (mRNA) baglanip bu
mRNA’larin okunmalarini engelleyerek, gen ifadesinin transkripsiyon sonrasinda
kontrol edilmesini saglamaktadirlar. Insan genomundaki gen ifadelerinin yaklagsik
%30’unun miRNA’lar tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir ve kanser de
dahil olmak tizere pek ¢ok hastalikla iliskilendirilmislerdir (Coppola V, De Maria
R and Bonci D. 2011). Biyogenezlerinin baskilanmasinin farelerde embriyonik
6liimle sonuglanmasi, miRNA’larin yasamsal 6neme sahip molekiiller olduklarini
gostermektedir. Bugiine kadar 1400°den fazla insan miRNA’s1 belirlenmistir ve
idrar,tiikriik, semen, gozyasi, siit ve amniyotik sivi gibi farkli viicut sivilarindan

izole edilebilmislerdir (Selth LA, 2012).
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2.8.3. mikroRNA’larin Biyogenezi

Olgun miRNA’lar daha uzun Onciill molekiillerin ¢ok asamali iglemlerden
gecirilmesiyle olusturulmaktadir. miRNA genleri transkripsiyonlarini baslatacak
bir “Polimeraz II (Pol II) promotor” bdlgesine sahip olabilecekleri gibi, genlerin
intronik ~ bolgelerinde  bulunarak bu  genlerin  kirpilmasi  sonucu da
olusturulabilmektedirler. miRNA’larin RNA polimeraz II tarafindan ilk okunmus
halleri olan pri- miRNA’lar, 5’sapka ve 3’poli-A kuyrugu igeren, 1 kilobazdan
(kb) daha uzun dizilerdir ve tek bir pri-miRNA transkriptinden birden fazla
miRNA olusturulabilmektedir (Coppola V et al 2011). Pri-miRNA’lardan olgun
miRNA’larin olusturulmasi iki adimli bir siirectir ve ilk adim hiicre ¢ekirdeginde
gerceklestirilir. Cift zincirli RNA’ya baglanabilen bir protein olan “DGCRS”
(DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8), bir riboniikleaz (RNaz) III olan
“Drosha” enzimi ile baglanarak pri-miRNA ile etkilesimi saglar ve kompleksin
katalitik olmayan kismini olusturur. Bu sayede pri-miRNA’nin her iki zinciri
birden Drosha tarafindan kesilir ve yaklasik 70 niikleotit uzunluga sahip sap-ilmik
formundaki ikinci &nciil molekiiller olan pre-miRNA’lar olusturulur Islenme
strecinin bu ilk basamaginin ardindan pre-miRNA’lar hiicre c¢ekirdeginden
sitoplazmaya taginir. Bu islem niikleositoplazmik tasima faktorlerinden karyoferin
ailesinin bir iyesi olan ve fonksiyon kazanabilmesi i¢in kofaktorii olan Ran-
GTP’ye ihtiya¢ duyan “eksportin-5” tarafindan gergeklestirilir. Sitoplazmada Ran-
GTP’nin hidrolizi sonucu serbest kalan pre-miRNA’lar, ¢ift zincirli RNA’ya
baglanabilen “TRBP” ( HIV-1 TAR RNA binding protein) proteini ve bir RNaz
IIT olan “Dicer” ile kompleks olusturur (Dehm SM et al 2006). Dicer enzimi pre-
miRNA’nin ilmik formunu keser ve yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda cift

zincirli bir RNA yapisi olusturulur.

Cift zincirli miRNA yapisi islevsel degildir, bu nedenle zincirlerden biri
parcalanirken digeri Argonaute-2 (Ago2) proteinine yiiklenerek, “RNA indiikli
susturucu kompleks” (RISC) yapisina katilir. RISC yapisina katilan aktif miRNA
hedef mRNA’lara yonlendirilir ve mRNA’nin 3’UTR bdélgesindeki niikleotitlerle
kismi eslesme gostererek mRNA ifadesini baskilar. Eslenikligin kismi olmasi
sebebiyle bir miRNA birden fazla mRNA’y1 hedefleyebilecegi gibi, bir mRNA’da
birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebilmektedir. miRNA’larin biyogenezine
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dair sematik gosterim sekil 2’de sunulmustur.

2.9. PROSTAT KANSERINDE MiKRORNA’LARIN ROLU

miRNA genlerinin yaklagik %350’si kanser ile iliskilendirilmis bolgelerde
bulunmaktadir ve anlatimi yapilan miRNA’larin  kanserli hiicrelerde
diizenlenmeleri bozulmakta, saglikli ve kanserli dokularda seviyeleri farklilik
gostermektedir (Mahn R, Heukamp LC, Rogenhofer S, von Ruecker A, Miiller SC
ve Ellinger J. 2011). Kanserde diizenlenmeleri bozulan miRNA’larin bir
boliimiiniin  hedeflerinin onkogen (tiimor baskilayict miRNA’lar) ve timor
baskilayict genlerin mRNA’lar1 (onkomiRNA’lar) oldugu belirlenmistir. Bu
sekilde etki gosteren ve bir kemoterapotik hedef olabilecegi diisliniilen miR-21’in
cogu kanser tipinde miktarmin arttigi ve ¢ogalma, hiicre olimi ve yayilimla
iligkili pek cok tiimor baskilayict geni hedef alarak onkogenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bunun tersi sekilde let-7 ailesi tiyelerinin de tiimor baskilayict etki
gosterdigi ve artmis ifade seviyelerinin akciger kanserinde hayatta kalimla iliskili
oldugu gosterilmistir Ote yandan mRNA iizerindeki miRNA etkilesim bolgeleri
olan 3’UTR’lerdeki polimorfizmlerin de miRNA baglanmasimi etkiledigi ve bu
sekilde, onkogenik o6zellikteki mRNA’larin baskilanmasinin Oniine gegilerek
kanser riskinin artabilecegi yine let-7 ailesi ile gosterilmistir. Prostat kanseri
olusum ve gelisiminde etkili olabilecek pek ¢ok aday miRNA belirlenmis
olmasina ragmen bunlarin ¢ok azinin iglevleri bilinmektedir. Bunlarin arasindan
tiimor baskilayici olarak islev gosteren miRNA’lardan olan miR-143’lin pek ¢ok
yolakta etkili olarak, miR-200 ailesi ve miR-145’in hiicre go¢ii ve yayilimida
engelleyici role sahip olarak, miR-488’in AR-aracili hiicre biiyiimesindeki
durdurucu roliiyle prostat kanserinde etkilerinin olabilecegi belirlenmisken; onko-
miRNA olarak islev gosteren miRNA’lardan miR-21’in tiimdr biiylimesi ve
yayiliminda, miR-125b’nin hiicre c¢ogalmasin1 arttirirken hiicre  6liimiinii
engelleyerek, miR-221 ve miR-222’nin hiicre dongiisiinde rol alarak etkilerinin
olabilecegi belirlenmistir. MiR-93’{in ise artmis seviyelerinin, yiiksek riskli prostat
kanseriyle iligkili oldugu bulunmustur (Kuner R, Brase JC, Siiltmann H ve Waulttig
D 2013). Gerek hiicre hatlar1 gerekse klinik Orneklerle yapilan g¢alismalar
sonucunda prostat kanseriyle iligkili bulunan ve ifade degisimleri rutin olarak
kullanilan biyobelirteclerle tutarlilik gosteren az sayida miRNA belirlenebilmistir.
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On plana ¢ikan molekiillerden olan miR-107 ve miR-574-3p’nin hastalik
varliginda serumdaki seviyelerinin arttif1 ve idrardaki seviyelerinin de PCA3’ten
daha bilgilendirici oldugu bulunmustur (Selth LA, 2012). Buna karsin tekrarlanan
caligmalarla ortak bir gen ifade profili ortaya konamamistir; ancak calismalarin
cogunda prostat kanserinde biyobelirte¢ aday1 olarak 6n plana ¢ikan miR-141 ve

mMiR-375 molekiilleri i¢in tutarl ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir.

Sylvestre ve arkadaslar1 insan prostat kanseri hiicre soyundan miR-20a
ekspresyon diizeylerinde artisin oldugunu gozlemlemislerdir (Sylvestre et al
2007). Prostat kanser dokusunda benzer sonuglar elde etmislerdir (Volinia et al
2006). miR-20a’nin fonksiyonu E2F2 ve E2F3 mRNA’nin 3’translasyona
ugramamis  bolgelerindeki  baglanma  siteleri {izerinden translasyonun
diizenlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu durum miR-20’nin onkojenik
davranisint desteklemektedir. Volinia ve arkadaglarinin miR-20a’nin  asir1
ekspresyonunun PC3 hiicre hattinda apoktozu azalttigini belirlemislerdir (Volinia
et al 2006).

2.9.1.Dolasima Katilan mikroRNA’lar

Tiimor kokenli miRNA’larin tiimor dokusundan ayrilip Olgtilebilen miktarlarda
dolasima katildiklar1 ve mRNA’larin aksine, RNaz ve diger cevresel faktorlerden
yiiksek derecede korunarak kandan ve diger viicut sivilarindan izole edilerek
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir. Bu korunmanin sebebinin
miRNA’larin  diger proteinlerle birlikte riboniikleoprotein  kompleksleri
olusturmasinin yani sira eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik cisimciklerin
yapisina katilarak hiicre digina salinmalari oldugu distiniilmektedir (Selth LA,
2012). Viicut sivilarindan elde edilen total miRNA’larin yani sira sadece
eksozomlardan izole edilen miRNA’larin da hastalik konusunda yeterince
bilgilendirici oldugu gosterilmistir. Metastatik prostat kanserli hastalarda miR-141
ve miR-375 molekiillerinin seviyelerindeki belirgin artis eksozomlardan izole
edilen miRNA’lar ile de dogrulanmistir. Bu yonde yapilan ¢aligsmalarla prostat
kanserli erkeklerin idrar, plazma ve serumlarindan elde edilen miRNA’larin
hastalifin varlig1 ve seyri agisindan dnemli molekiiller olduklar1 belirlenmistir
(Bryant RJ et al 2012). Yapilan caligmalarla prostat kanseri varliginda miR-141 ve

mMiR-375 molekiillerinin ifade seviyelerinin arttigi goriilmiis ve timor dokusundan
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kana salindiklar1 distintilmustir. Serum, plazma ve dokulardan elde edilen
miRNA’larla yapilan farkli ¢alismalarda ise miR-141 ve miR-375 ifade
seviyelerinin metastatik hastalikta metastatik olmayan hastaliga gore daha fazla
artmis oldugu belirlenmistir. Metastatik hastalikta serumda en yiiksek seviyede
bulunan bu iki miRNA PSA’ya ek birer parametre olarak onerilmislerdir(Brase
JC, Johannes M, Schlomm T, Falth M, Haese A, Steuber T et al 2011).

2.9.2 Prostat Kanserinde miRNA
miRNA'larin komplementer mRNA'lara baglanarak gen ifadelerinin bir negatif
reglilatoriic  olarak islev gordiigii, translasyonel represyona ve mRNA
degredasyonuna sebep oldugu gittikge daha acik bir hale gelmektedir.
miRNA'larin disfonksiyonu sonucu mRNA ve protein ekspresyonunun bozuldugu
bilinmektedir. miRNA’larin prostat kanseri (PCa) dahil ¢esitli insan kanserlerinde
rol oynadigi tespit edilmistir (Matin F, 2016) 4 PCa hiicre hattinda (LNPCa,
DU145, PC3 ve MDA-2A) uzun mesafe epigenetik susturmanin yaklasik %
26'siin (47'de 12) miRNA genleri i¢erdigi bulunmustur (Volinia S, 2016). Ayr
ayr1 ylzlerce Ongorillen hedefe sahip olan miRNAnome'da (miRbase.org)
2000'den fazla essiz insan miRNA's1 oldugu i¢in, PCa karsinojenezi ve terapotik
direncindeki rolleri yaygindir ve anlasilmasi giigtiir (Porkk KP, 2007). Yakin
zamanda yapilan bir derlemede, PCa tanisi ile iliskili 30 miRNA c¢alismasinin ve
PCa prognozu ile iligkili 30'dan da fazla miRNA c¢alismasinin oldugu
gosterilmistir (Sun T, 2014). Volinia ve ark. bir ¢alismalarinda, miRnome analizi
ile, normal prostat dokularina kiyasla 45 insan PCa primer timor 6rnegi i¢in 39
up-regiile miRNA ve 6 down-regiile miRNA tanimlanmistir. Bagka bir ¢alismada,
Porkka ve ark. tarafindan Benign prostat hiperplazisi (BPH) ve PCa dokulari
arasinda diferansiyel ekspresyon saptanmigtir; PCa oOrneklerinde 51 ayri
miRNA'nin 37'sinin down-regiilasyon ve 14'linlin ise up-regiilasyon gosterdigi
bulunmustur. Sun ve dig. miR-221’in, androjen reseptorii (AR) sinyal yolaginm
yeniden programladigini ve kastrasyona direngli prostat kanserine (CRPC) gecisi
hizlandirdigini gostermistir. Daha yakin zamanda tiimor baskilayict miR-221/222
genleri; CRPC'ye yol acan PCa hiicrelerinde miR-221/222’nin down-regiilasyonu
sonucunda gdc¢iin ve invazyonun arttigini gosteren bir ¢alisma ile tanimlanmistir

(Goto Y, 2015).
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Cesitli galismalardaki farkliliklar, miRNA'larin PCa Kkarsinogenezinde ve
progresyonunda diizenleyici roliiniin hala ikna edici olmadigina isaret etmektedir.
Bunun nedeni miRNAnom'un kompleks olmast ve her miRNA i¢in mMRNA
hedeflerinin ¢esitliligi olarak agiklanabilir. Ayrica genetik ve mikrogevresel timor
heterojenligi, miRNA ekspresyon paternlerinin tanimlanmasinda yaniltici olabilir
(Korpela E, 2015). ¢eliskili sonuglara ragmen, miRNA'larin ¢esitli ¢alismalarda
PCa'nin prognozu i¢in bir biyomarker oldugu kanitlanmistir. Guan ve ark. ileri
derece PCa'li hastalarda miR-21'in up-regiilasyonunu, ilerlemesiz sagkalimin
(PES) bagimsiz bir 6ngoriiciisii olarak kesfetmislerdir. (Guan Y, 2016). Spahn ve
dig. 92 PCa hastasinin takibi boyunca, miR-221'in down-regiilasyonunun,
Gleason skoru ve klinik niiksii de dahil olmak iizere klinikopatolojik parametreler
ile iliskili oldugunu gostermistir (Spahn M, 2010). 22Rv1l PCa hiicrelerinde
ektopik miR-145 uygulanmasi, AR’nin hem transkript ve protein seviyeleri
tizerinde hem de aktivitesi ve prostat-spesifik antijen (PSA) downstream hedefleri
iizerinde inhibitor etki yaratmistir, dolayisiyla oOliimciil CRPC'ye doniisiimii
azaltmaktadir (Larne O, 2015). Bununla beraber, ameliyat sonrast biyokimyasal
niiksii olan PCa hastalarinin niiksii olmayan hastalara kiyasla formalinle fikse
edilen parafine gomiilii prostatektomi Orneklerinde 16 miRNA'min farkli bir
ekspresyon profili gosterdikleri rapor edilmistir (Tong AW, 2009). Benzer sekilde
miR-145 ekspresyonunun, neoadjuvan RT'ye iyi yanit (PSA < 2.0 ng/mL/y1l)
gosteren hastalarda anlamli olarak arttig1; buna karsin miR-145 ile diizenlenmis vy-
H2AX geninin ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Gong P,
2015). Ayrica, up-regiile miR-135b, miR-194, miR-222 ve miR-125b'nin prostat
kanserinde erken niiks riskini ongordiigii goézlenmistir (Tong AW - Singh PK,
2014). PCa doku 6rneklerinde spesifik miRNA'larin ekspresyonunu degerlendiren
birkag farkli ¢alisma, miR-205, miR-224, miR-21, miR-126, miR-34b ve miR-
15/16 dahil olmak iizere miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin, lenf diiglimiinde
veya kemik metastazlarinda ve klinik sonuclarla iliskili olarak, giderek deregiile
edildigini gostermistir (Kalogirou C, 2013 — Hangman Z, 2013). Boylece bu
miRNA'larin prognostik biyomarker’lar ve yeni terapdtik hedefler olarak olasi

rollinii desteklemektedir (Doldi V, 2016).
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Birlikte ele alindiginda, degisken miRNA ekspresyonu PCa'de olduk¢a yaygindir
ve MiRNA ekspresyon profillerinin PCa'deki 6zgiin patofizyolojik 6zellikler ile
yakindan iliskili oldugu bulunmustur, yine de uygulanabilir hedef popiilasyonlarin
acitk bir tanimma ek olarak kesin bir biyolojik ve istatistiksel dogrulama
gerektirmektedir. Farkli olarak ifade edilen miRNA'larin acgiga ¢ikarilmasi, yeni
PCa prognostik gostergelerinin ve terapotik hedeflerin gelistirilmesine yonelik ilgi

cekici bir yol sunmaktadir.

2.9.3. Prostat Kanserli Hastalarin Radyasyona Yanitinda miRNA’larin Rolii
Iyonize radyasyona verilen yanitta miRNA'larin degisimlerini tanimlamak icin

yapilan yaklasimlarindan biri, IR sonrasinda kontrollerle karsilastirildiginda
onemli degisikliklerin hangisinde oldugunu belirlemektir (Metheetrairut C et al
2016). Elde edilen bulgular IR'ye maruz kalmanin, PCa dahil kanser hiicrelerinde
miRNA ekspresyon seviyelerini dnemli 6l¢iide degistirebilecegini gostermektedir
(Weidhaas JB, 2007). Leung ve dig. PC-3 PCa hiicrelerini radyasyonun farkli doz
seviyelerine maruz birakarak parental hiicreler ile karsilastirildiginda, 6 artmis
miRNA'y1 (miR-9, miR-22, miR-25, miR-30a, miR-550a ve miR-548h) ve 16
azalmig miRNA'y1 (let-7c/d/e, miR-15a, miR-17, miR-30d, miR-92a, miR-125a,
miR-197, miR-221, miR-320b, miR-342, miR-361, miR-374a, miR -501 ve miR-
671) tanimlamistir (Leung CM, 2014).

miR-106b, konak gen MCM7'nin 13. intronunda, 7q22 kromozomunda, 515-bp
bolgesinde yer alan miR-106b-25 genindeki yiiksek oranda korunan 3 miRNA'dan
biridir. Gen ailesinin tiyeleri MCM7'nin birincil transkripti ile birlikte transkribe
edilir;asirt ekspresyonu PCa'de kotli prognoz ile iliskilendirilir (Zhao ZN, 2012).
LNPCa PCa hiicrelerinde miR-106b'nin ekspresyonunun, radyasyon ile muamele
edilmemis (Li B, 2011) parental hiicrelerine kiyasla radyasyon sonrasi grupta 3,3
kat azaldigi bulunmustur, bu da miR-106b ifadesinin IR ile modiile edildigini
gostermektedir. miR-449a, PCa dahil ¢esitli kanser tiirlerinde deregiile edilen
miR-449 ailesinin (miR-449a, miR-449b ve mMIiR-449¢) en iyi tanimlanmis
tiyesidir (Noonan EJ et al 2009). Mao ve ark. LNPCa hiicrelerinde miR-449a'nin
IR sonrasinda énemli derecede up-regiile oldugunu, (Mao A, 2016) ekspresyonun
4 GyX-ray ile IR’den sonra 24 saatte maksimuma ulastigini; asirt ekspresyonun

da c-Myc’yi down-regiile ederek radyosensitivitenin artmasina sebep oldugunu
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bulmuslardir (Josson S, 2008). Bu durum PCa radyorezistansindaki roliiniin
Oonemini ortaya koymaktadir. PCa radyasyon tedavisine yanitta miR-521'in de
onemli ol¢iide degistigi bulunmustur. miR-521'in asir1 ekspresyonunun LNPCa ve
C4-2 PCa hiicrelerini RT'ye onemli olgiide duyarli hale getirdigi; miR-521'in
ektopik inhibisyonunun ise radyorezistans ile sonuglandigi gézlenmistir. Daha
ileri ¢aligmalar miR-521'in Cockayne sendromu protein A (CSA) (bir DNA tamir
proteini) ile radyosensitiviteyi diizenledigini ve miR-521 diizeylerinin CSA

diizeyleri ile ters orantili oldugunu gostermistir (Josson S, 2008).

let-7 baslangicta Caenorhabditis elegans'ta lin-4'ten sonra ikinci miRNA olarak
bulunmustur (Reinhart BJ, 2000). Insan let-7 ailesi, -7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-
7e, let-7f, let-7g, let-7i ve miR-98'den olusur. Bu aile ¢ogunlukla Ras ve c-Myc
gibi onkojenlerin down-regiilasyonu ile tutarli bir tiimdr siipresorii olarak goriiliir,
bu hedef mRNA'larin 3'-UTR bélgesine baglanirlar (Kim HH, 2010). Ustelik, PCa
dahil olmak tizere birgok kanserde let-7 ifadesi azalmis olarak bulunmustur (Barh
D, 2010). John Aryankalayil ve ark. mikroarray teknolojisi kullanarak, fraksiyone
radyasyon ile muamele edilmis LNPCa, PC-3 ve DU145 PCa hiicreleri ile tek doz
radyasyon ile muamele edilmis hiicrelerin miRNA ekspresyonunu karsilastirmis;
sonu¢ olarak fraksiyone radyasyonun tek doz radyasyona kiyasla daha fazla
miRNA'y1 6nemli dlciide degistirdigini gézlemlemislerdir (John M, 2012). Timor
baskilayict miR-34a ve let-7'nin, radyosensitif LNPCa (p53-pozitif) ve PC-3 (p53-
sifir) hiicrelerinde fraksiyone radyasyon ile up-regiile edildigi bulunmustur. Bu
durum radyasyona bagli miRNA ekspresyonun, tek basina bir faktorle (p53) degil,
ancak potansiyel olarak birden fazla yolla diizenlenebildigini gdstermektedir.
Kiiresel bir analiz ve bir miRNA PCR dizisi veri analizi kullanilarak g¢alisma
grubumuz tarafindan PCa-radyosensitif hiicre hatlariyla (yaymlanmamis veriler)
karsilagtirildiginda, PCa-radyorezistan (RR) hiicre hatlarinda miR-200 ailesinin
(miR-200a/b/c,miR-141 vemiR-429), miR-4474, miR-7641 ve miR-4521’in
ifadelerinin baskilandig1 bulunmustur. Bu bulgular s6z konusu miRNA'larin PCa
radyorezistansinda yer aldigin1 onermektedir. PCa'de IR ile degistirilen miRNA

ifadeleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Bir¢ok durumda, bir ¢alismada rapor edilen miRNA degisikliklerinin baska bir

calismada vurgulanmadigini belirtmek gerekir. Bu, degisikliklerin tutarli veya
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ortak olmadigma isaret etmektedir. Ayrica diger potansiyel hedeflerin var
olabileceginin, diger ¢elisen faktorlerin de daha fazla agikliga kavusturulmasi
gerektiginin bir gostergesidir. Bildigimiz kadariyla, PCa'de IR tarafindan
indiiklenen miRNA profili degisimleri sadece in vitro hiicre hatti1 ¢alismalari ile
sinirlidir. Bu nedenle, hayvan modelleri ya da insan numunelerinde IR sonrasi
miRNA degisikliklerinin, PCa radyasyon yanitindaki ve radyodirengteki rollerinin

derinlemesine arastirilmasi gerekmektedir.

2.9.4.Kanser Radyodirencindeki Sinyal Yollarimin Diizenleyicisi Olarak
miRNA'larin Kabul Edilen Rolleri

2.9.4.1.PI3K/Akt/mTOR Yolag

PI3K / Akt / mTOR sinyal yolu; sagkalim, biiyiime, proliferasyon, farklilagsma,
kok hiicre benzeri o6zellikler, metabolizma ve anjiyogenez dahil olmak {izere
cesitli hiicresel islevler dizisini kapsamaktadir (Chang L, 2015). Bu yolak,
intrinsik radiosensitivite, timor hiicre proliferasyon kabiliyeti ve hipoksi
mikrogcevresi dahil olmak tlizere 3 ana radyasyon direnci mekanizmasi ile
yakindan iligkilidir ve birtakim farkli seviyelere sahip miRNA tarafindan
diizenlenir (Zhao L, 2013). Bu yolakta bir anahtar downstream molekiilii olan
Akt, miRNA regiilasyonu tarafindan dogrudan etkilidir. Bulgular, miR-302a'nin
radyorezistan g6giis kanseri hiicrelerinin radyoterapi uygulamasinda in vitro ve in
vivo duyarl hale getirdigini, Aktl'in ekspresyonunu azalttigin1 gostermekte ve bu
MIRNA'nin PCa hiicresinin sagkalimindaki roliinii ve RT sonrasi hiicre sinyalini
arastirmak i¢in bir gerekce saglamaktadir (Liang Z, 2013). Ayni zamanda,
sentetik inhibitorler tarafindan miR-21’in susturulmasinin sonucu olarak, U373
malign glioma hiicrelerinde de radyasyon ile indiikklenmis Akt aktivasyonunun

baskilandig1 gozlenmistir (Gwak HS, 2012).

PI3K / Akt / mTOR sinyal yolu, Akt ifadesinin negatif bir regiilatdrii olan
fosfataz ve tensin homologu (PTEN) tarafindan diizenlenir. IR'den sonra artmis
miR-21'in uyarildigi, PTEN'in baskilanmasini ve U251 glioblastoma hiicre
dizisinde DNA hasar onarimin1 ve hiicre sagkalimini tesvik etmek ig¢in Akt
aktivasyonunu kolaylastiracagi ve birka¢ makalenin miR-21'i antagonize ederek

IR'ye kars1 duyarlilik gosterdigi bildirilmistir (Li Y, 2011). Nihayetinde malign
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glioma hiicre dizileri ve 6zofagus kanseri hiicre hatlarinda PI3K/Akt yolunu
inhibe ederek, PCa-RR hiicrelerinde miR-21'i test etmeye deger oldugunu
diistindiirmektedir (Huang S, 2013). Benzer sekilde miR-205 ve miR-221/222'nin,
mide ve nazofarenks kanserinde PTEN'in dogrudan modiilasyonu {iizerinden
radyosensitiviteyi diizenledigi bulunmustur (Qu C, 2012). Prostat kanserinde PC-
3 hiicrelerinde SGPP1’in siRNA ile “knockdown” edilmesi fosfo-Akt seviyelerini
up-regiile etmis ve hiicreye radyasyona karst direng kazandirilmistir. Bu durumda
MiR-95 asir1 eksprese edilmistir (Huang X, 2013). Bununla birlikte, PCa
radyorezistansindaki miRNA'lar ve PI3K/Akt sinyal yolu arasindaki dogrudan
baglanti simdiye kadar rapor edilmemistir. Gelecek c¢alismalarda PI3K/Akt
yolunun diizenlenmesinde miRNA'larin roliiniin aragtirillmast  yogun ilgi
cekecektir. P13/Akt sinyal yolunu baskilamak i¢in miRNA'lar1 hedeflemek, PCa'yi

tedavi etmek ve radyodirenglerini agsmak i¢in yerinde bir yaklagim olabilir.

2.9.4.2. MAPK/ERK Yolag
MAPK vyolunun, biliylime faktorii araciligiyla proliferasyon, farklilasma ve

apoptoz gibi hiicresel olaylarin diizenlemesi ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Lyng
FM, 2006). Ozellikle "klasik" MAPK yolu olarak da bilinen MAPK / ERK yolu,
IR ile yakindan iligkilidir. EGFR ailesi reseptorleri radyasyon ile uyarildiktan
sonra, MAPK yolu downstream protein Ras't harekete gecirerek RAF
proteinlerinin plazma membranina translokasyonuna yol agar. RAF’1n aktif formu
olan RAF-1, MAPK kinaz 1/2 (MEK1/2)’yi fosforile eder ve o da daha sonra
ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2)’yi fosforile eder (Valerie
K, 2007) bu sayede transkripsiyon faktorii fonksiyonu ve hiicrelerin apoptotik
esigi degistirilir. RAF/MEK/ERK yolu, etkili DNA tamiri i¢in kritik Oneme
sahiptir (Golding SE, 2007). PI3K/Akt yolagina benzer sekilde, MAPK yolunda
da bir dizi miRNA regiilatorii bulunur. Let-7 ailesi tyeleri icin K-Ras (Ras
ailesindeki bir protein) ekspresyonunu down-regiile ettikleri, let-7a'nin asir1
ekspresyonunun ise K-Ras ekspresyonunu azalttigt ve A549 akciger karsinom
hiicrelerinin radyosensitivitesini arttirdigi bildirilmistir (Oh JS, 2010). Bagka bir
caligma let-7 ailesinin asir1 ekspresyonunun hiicresel radyasyon yanitini
arttirdigini A549 akciger kanseri hiicrelerinde in vitro ve bir Caenorhabditis

elegans modelinde in vivo olarak goéstermistir, halbuki seviyelerinin azaltilmasi,
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kismen DNA hasar1 cevap yolundaki genlerin ve proto-onkogen homologu perm-
60/Ras’in kontrolii araciligiyla, radyorezistansa neden olur (Weidhaas JB, 2007).
Bu iki ¢alisma, let-7'nin akciger kanseri hiicrelerinde Ras proteini ve radyasyon
yanit1 agisindan Onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. miR-17-5p
genellikle asir1 eksprese edilmektedir ve p38 MAPK yolunu etkin bi¢gimde aktive
etmek, 1s1 sok proteini 27 (hsp27)’nin fosforilasyon seviyesini yiikseltmek i¢in
tiimorde bir oncomiR olarak gorev yapmaktadir (Zhao L, 2013). P38-MAPK
yolunun, mih-17-5p ile indiiklenen hsp27'nin fosforilasyonunda rol oynadigi;
Huh-7 ve HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak
timor invazyonunu ve metastazi destekledigi bulunmustur (Yang F, 2010).
Dolayistyla, miR-17-5p'nin ekspresyonunun diizenlenmesi ve MAPK/ERK sinyal
yolu ile etkilesiminin engellenmesi, radyodirengliliginin olas1 mekanizmalarindan

yararlanma ve PCa radyasyon yanitin1 gelistirme potansiyeline sahip olabilir.

2.9.5.Prostat Kanserinde Radyorezistansindaki Farkh Hiicresel Biyolojik
Olaylarin Regiilatorii Olarak miRNA'larin Kabul Edilen Rolleri

2.9.5.1.DNA Hasar Yamit1 (DDR)

DNA hasar yaniti, IR boyunca ekzojen ve endojen DNA hasarini tersine gevirerek
hiicrelerde genom biitlinltigiinii koruyabilen ve DNA replikasyonu sirasinda hiicre
sagkalimi agisindan mecburi olan elzem bir islemdir (Gonfloni S, 2013). Hiicreler,
yliksek konservatif fakat c¢esitli DDR yollar1 gelistirmistir. Bu yollar {ic ana
bilesen igerir: sensorler, sinyal doniistiiriiciiler ve efektorler. IR tarafindan verilen
hasarin ardindan ilk adim, DNA hasar algilama ve hiicre dongiisii kontrol
noktasinin aktivasyonudur. SSB’nin algilanmasi ¢ogunlukla poli [ADP-riboz]
polimeraz-1 (PARP-1) tarafindan gergeklestirilirken, IR kaynakli hasarda daha
yaygin olan DSB'min algilanmast MRN kompleksi (MRE11/RADS0/NBSI)
tarafindan gerceklestirilir. Bugiine kadar PARP-1 veya MRN kompleksini
hedefleyen onaylanmis miRNA bulunmamaktadir (Sekil 1) (Ni J et al 2017).
Transdiiserler seviyesinde, ATM ve ATR (ATM-Rad3 iliskili) DDR'nin tam
merkezinde proksimal kinazlardir ve gesitli hasarli DNA formlarini tespit etmek
ve downstream DDR kaskadlarini harekete gecirmek i¢in kullanilabilirler (Lopez

AJ, 2010). ATM, DSB'lerden sonra DDR'nin ana aktivatorii iken ATR genellikle
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SSB'lere yanit verir. DSB, IR kaynakli hasarda daha yaygin oldugundan, ATM'"nin
miRNA diizenlemesi ayrintili olarak ele alinacaktir. ATM, tiimor hiicrelerinde
birkag miRNA tarafindan dogrudan diizenlenir; miR-18a kalin bagirsak
kanserinde, miR-26a gliyoblastomda (Guo P, 2014), miR-100 gliomada (Ng WL,
2010), miR-101 akciger kanserinde ve gliyoblastomda (Yan D, 2010), miR-223
gliyoblastomda ve miR-421 néroblastomda regiilatérdir (Wu CW, 2013). Hu ve
dig. miR-421’in, in vitro LA-N-1 ve LA-N-5 noroblastom hiicrelerinde ATM
transkriptlerinin  3-UTR  bolgesini  hedefleyerek ATM  ekspresyonunu
baskiladigimi kesfetmislerdir. MiR-421'in ektopik ekspresyonu, S-fazi kontrol
noktasinda degisikliklere, LA-N-1 ve LA-N-5 noéroblastoma hiicrelerinin IR'ye
kars1 duyarlilasmasina neden olmustur (Hu H, 2010). Ancak miR-421 ve ATM 3’-
UTR arasindaki etkilesimin engellenmesi ile miR-421 asir1 ifadesinin neden
oldugu defektif fenotip kurtarilmistir. Bu da ATM'nin  miR-421'in
radyosensitiviteve hiicre dongiisii kontrol noktasi iizerindeki etkisine aracilik
ettigini gostermektedir. miR-421'in in vitro SKX bas ve boyun skuamdz hiicreli
kanserde klinik belirtili radyosensitiviteye neden oldugunu vemiR421'in
radyasyon cevabinin diizenlenmesindeki ve ATM’deki varsayilan roliinii
dogrulayan bir baska calisma, Hu ve arkadaslarimin c¢alismasindaki bulgulari
desteklemektedir(Mansour,2013). ATM; DNA tamir proteinlerini hasar bolgesine
toplayan, DSB tamirinin bir mediyat6rii olan histon H2AX da dahil olmak {izere
bir¢ok downstream efektoriin fosforilasyonundan sorumludur. MiR-138'tin U20S
osteosarkom hiicre hattinda DNA hasarindan sonra, histon H2AX 3'-UTR'sini
dogrudan hedefledigi, histon H2AX’in ekspresyonunu azalttigi ve kromozomal
instabiliteye neden oldugu bulunmustur(Wang Y, 2011).U20S osteosarkom hiicre
hattinda miR-138'lin asir1 ekspresyonu, HR yolunu inhibe edip IR'ye hiicresel
duyarlilig arttirarak, DNA hasarindan sonra kromozomal instabilitenin artmasina

sebep olmustur (Wang Y, 2011).

DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK), DDR'deki (NHEJ yolu) bir bagka 6nemli
efektordiir. Yan ve dig. miR-101'in DNA-PK’y1 ve ATM mRNA'sinin 3'-UTR
bolgelerini hedefleyebilecegini, US7MGD malign gliyoma hiicrelerinde ve 95C
akciger kanseri hiicrelerinde up-regiile miR-101'in DNA-PKcs ve ATM'nin
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protein diizeylerini etkin bir sekilde azalttigimi, tiimor hiicrelerini IR'ye

duyarhlastirdigini in vitro ve in vivo’da gostermistir(Liang L, 2010).

ATM ve DNA-PK disinda BRCA1 ve BRCA2 genleri de 6nemli tiimor
baskilayic1 genlerdendir. Yakin zamanda yapilan bir genomik analiz, BRCA1
veya BRCA2 veya DNA tamirinin HR yolunda yer alan diger genlerdeki inaktive
edici mutasyonlarin, PCa'nin % 20-25'inde olustugunu ortaya koymustur (Dhawan
M, 2016), bu da BRCA1 ve BRCA2'nin DNA hasar tamiri yollarinda, 6zellikle
HR yolunda, énemli bir rol oynadigmin gostergesidir. Metastatik CRPC dahil
olmak iizere, BRCA mutant ve HR eksikligi ile iliskili kanserler icin PARP
inhibitorii kullanilarak sentetik letal terapdtik bir yaklasim gelistirilmistir ve ¢oklu
Faz | ve Faz Il klinik testlerle (NCT01972217, NCT02861573 ve NCT01682772)
arastirilmaktadir. Chang ve ark. BRCA1’in miR-155 ekspresyonunu promotordaki
H2A ve H3 histonlarin1 deasetilleyen HDAC?2 ile iliskisi araciligiyla epigenetik
olarak baskiladigint ve miR-155'n asir1 ekspresyonu gorilmistiir. Ayrica
BRCA1, BRCA2 ve RADS51 dahil olmak iizere HR faktorlerinin transkriptlerinin
miR-1255b, miR-148b * ve miR-193b * ile hedeflenebildigi, bu miRNA'larin
inhibe edilmesinin 6zellikle G1 fazinda BRCA1/BRCA2/RADS1 ekspresyonunu
arttirdigi bulunmustur (Chang S, 2016). Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada, iki
gliclii IR duyarlilastirict olan miRNA'nin (miR-890 ve miR-744-3p) PCa'de IR ile
indiiklenen DNA hasar tamirini 6nemli Ol¢lide geciktirdigi gosterilmistir. Bu
calismada miR-890 dogrudan MAD2L2'yi, WEE1 ve XPC'yi hedeflerken, miR-
744-3p dogrudan RAD23B'yi hedef almigtir. PCa radyodirencinde DDR'deki
miRNA'larin varsayilan diizenleyici rolleri Sekil 1'de gosterilmistir. Birlikte ele
alindiginda, miRNA ve DDR genleri arasindaki diizenleyici mekanizmalarin
arastirilmasinin, PCa radyorezistansinin iistesinden gelmek i¢in yeni ve umut

verici hedeflerin kesfine yol agabilecegini sOylenebilir.
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Sekil 1: Kanserlerde radyasyona yanit olarak DNA hasar yanitinin diizenleyicisi
olarak miRNA'larin rollerine genel bir bakis ( Ni J et al 2017)

2.9.5.2.Hiicre Dongiisii Kontrol Noktas1 Aktivasyonu
Okaryotik hiicre dongiisii dort fazdan olusur ve birinden digerine gegis, Siklinler

ve Siklin-bagimli kinazlar (CDK'ler) tarafindan diizenlenir. DNA hasarinin
indiiklenmesinin ardindan, hiicre dongiisii kontrol noktalart DNA hasar tamirine
zaman saglamak i¢in harekete geger, hiicre dongiisii ilerlemesini engellemek tlizere
Cyclin/CDK komplekslerini hedeflerler. Hasar onarildiktan sonra, hiicreler hiicre
dongiisline yeniden girer; eger hasar ¢ok genis veya siddetli ise, hiicreler apoptoza
ya da yaslanmaya devam edecektir(Medema RH, 2012). Hiicre dongiisti kontrol
noktasi aktivasyonu, genomik stabiliteyi korumak i¢in ¢cok dnemlidir. Aksi halde,
genomik instabilite derecesinin artmasi, timor olusumuna neden olur. Hiicrenin,
hiicre dongiisii boyunca genomik stabiliteyi korumak i¢in iki ana kontrol noktasi
vardir; biri G1/S interfazinda ve digeri de G2/M interfazindadir. Bu noktalarda
DNA hasart varhiginda, hiicrelerin sirasiyla replikasyonunun veya mitoz
gecirmesinin Onlenebildigi diistiniilmektedir(Deckbar D, 2011). Hiicre dongiisii
siirecine miidahale etmek, tiimor radyasyon yanitina katkida bulunur(Gogieni,

2011). G1/S kontrol noktasinda birgok miRNA, Siklinleri ve CDK'leri diizenler.
E1Y)



MiR-29c'nin 5 skuamdéz hiicreli 6zofagus kanser hiicre hattinda (KYSE150,
KYSE410, KYSE450, KYSE510 ve EC9706) in vitro ve ileri skuamdéz hiicreli
6zofagus kanseri olan 60 insan doku 6rneginde ¢ogunlukla down-regiile edildigi
bulunmustur(Ding DP, 2011). MiR-29c'nin asir1 ekspresyonu, esas olarak Cyclin-
E ekspresyonunun modiilasyonuyla hiicre dongiisii G1/GO  tutulmasini
indiikleyerek in vitro ortamda EC9706 ve KYSE150 skuamoz hiicreli 6zofagus
kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdurmustur(Ding DP, 2011). Baska bir
aragtirma, miR-16 ailesinin Cyclin-D3, Cyclin-E1 ve CDK6 dahil olmak {izere
bir¢ok hiicre dongiisii genini eszamanli olarak susturarak, A549 akciger kanser
hiicrelerini G1’de durdurup birikimini tetikledigini gosterdi(Liu Q, 2008). Bu
caligmalar hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde miRNA'larin anahtar rol

oynadigini desteklemektedir.

CHK1 ve CHK2 en yaygin iki hiicre dongiisii kontrol noktasi proteinidir ve her
ikisi de PCa-RR hiicrelerinde aktif halde bulunmustur (Chang L, 2013). Yeni
bulgular, RR AGS ve MKN45 mide kanseri hiicrelerinde miR-195 ve miR-503"d
iceren bir  post-transkripsiyon regililasyon mekanizmas: ile CHKI1'in
ekspresyonunun ters orantili oldugunu gostermistir (Bargiela J,2016). Bir baska
aragtirma miR-15 ailesinin ekspresyonunun CHK1 3'-UTR bélgesini hedefleyerek
MCF-7 ve MDA-MB-231 g06giis kanseri hiicrelerinde radyoduyarliligin
arttirilmasina katkida bulundugunu belirtmistir (Mei Z, 2015). MiR-3928'in, 786-
O renal hiicreli kanserde ve HeLa servikal kanser hiicrelerinde IR'ye yanit olarak
dogrudan Dicer mRNA'nin 3-UTR’sine baglandig1 gosterilmistir. Bunun sonucu
olarak Glfazinda durmasiyla DNA hasar1 indiiklenmis, ATR aktive edilmis ve
CHKZ1 fosforillenmis olur(Chang L 2012). Xu ve ark. tarafindan miR-424'tin
ekspresyonunun CHK1'in 3-UTR'sini hedefleyerek CHK1 ve fosforillenmis
CHK1'in ekspresyonunu baskilamasinin yani sira hem apoptozu arttirarak hem de
G1/S gecisini bloke ederek SiHa ve CaSki servikal kanser hiicrelerinin
biliylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Bu da miR-424'iin kanser ilerlemesinde
timor siipresor ve hiicre dongiisii kontrol noktasi regiilatorii olarak islev
gordiigiine isaret etmektedir ( Xu J, 2013). CDC25A baska bir hiicre dongiisii
kontrol noktas1 efektoriidiir, kontrol noktas: arrestini kaldirmak i¢in CDK'leri

aktive ederek kontrol noktalarinda rol oynayan 6nemli bir fosfatazdir (Wang P,
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2009). DDR'de CDC25A, kolon kanserinde miR-21'in, akciger kanserinde let-
7'nin ve osteosarkomda miR-449a/b'nin dogrudan hedefidir (Johnson CD, 2007).
Wang ve ark. RKO ve DLDI kolon kanseri hiicre hattinda miR-21'in, 3'-
UTR'sindeki belirli bir dizi yoluyla CDC25A ekspresyonunu baskiladigini ve yine
mMiR-21'in DNA hasar1 tarafindan indiiklendigini, G1/S gegisini negatif olarak
diizenledigini ve CDC25A'nin down-regiilasyonu yoluyla G2/M kontrol noktasina
katildigin1 bulmuslardir. Li ve ark. miR-21 ekspresyonunun U251 glioblastoma
hiicrelerinde IR'ye yanit olarak up-regiile edildigini belirlemislerdir. Bu da miR-
21'in glioblastoma kanser hiicrelerinin radyasyona yanitina dahil olabilecegini ve
RT yanitint 6ngérmek i¢in bir biyomarker olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir (Li Y, 2011). CDC25A tarafindan yiiriitiilen hiicre dongiisii
arresti gegici iken, p53 ile daha uzun siireli arrest etkisi elde edilmektedir. P53-
bagimli G1/S kontrol noktasi sadece hasarli hiicreleri kalic1 olarak tutuklamakla
kalmaz, ayn1 zamanda onarim siiresini de gegici olarak uzatir(Deckbar, 2011). p53
iyi calisilmis bir timdr siipresordiir. Aynt zamanda miRNA'lar tarafindan da
regiile edilen PCa dahil (Suatens A, 2016) cesitli kanserlerde radiosensitivite ile
yakindan iliskilidir ( Hermeking 2012). Yeni birkag yayinda, miRNA'larin, TP53
mRNA 3'-UTR'si ile dogrudan etkileserek p53'in siki kontroliine katkida
bulundugu gosterilmistir (Hermeking 2012). Bu miRNA’larin arasinda miR-125b,
miR-504, miR-33, miR-380, miR-1285, miR-25 ve miR-30d bulunmaktadir (Le
MT, 2009). Le ve ark. tarafindan, IR'nin zebrafish embriyolarinda miR-125b
ifadesini baskilayabildigi; bu baskinin p53'in radyasyon kaynakli ekspresyonuna
katkida bulundugu ve stres kaynakli apoptoza yol ag¢tigt bulunmustur. Buna
karsilik U20S osteosarkoma ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde in vitro olarak
p53'in miRNA'larin; Drosha ve Dicer tarafindan islenmesi ve RNA-baglayici-
motif proteini 38 ile etkilesim yoluyla mRNA hedef se¢imi dahil olmak {iizere,
prosesine ve islevine aracilik ettigi gosterilmistir ( Leveille N, 2011). p53'in
downstream’indeki bir anahtar bilesen olan p21, kanser radyorezistansinda
miRNA'lar tarafindan diizenlenmektedir. MiR-17-5p oral skuamoz hiicreli
karsinomda, miR-208a ve miR-132/212akciger kanserinde, miR-106b kolon
kanserinde ve PCa'de (Li B, 2011), let-7 serviks kanserinde diizenleyicidir (Wu
SY, 2013). llging bir sekilde miR-106b'nin, p21'in aracilik ettigi radyasyonla

uyarilan hiicre dongiisii durdurmasini gegersiz kilabildigi gosterilmistir. miR-
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106b seviyesinin siirekli yiiksek olmasti LNPCa ve MDA-PCa-2b PCa
hiicrelerinde radyorezistansa neden oldugundan potansiyel bir terapotik hedef
olarak kullanilabilir(Li B, 2011). Ayrica G2/M kontrol noktasinda, miR-95 asiri
ekspresyonunun agresif bir fenotipi tekrarladigi bildirilmistir. PC-3 PCa ve MDA-
MB-231 gogiis kanseri hiicre hattinda in vitro, s.c. fare modellerinde in vivo
deneylerle sfingosin-1-fosfat sinyalinin bir antagonisti olan sfingolipid fosfataz
SGPP1'i hedefleyerek, IR sonrast G2/M kontrol noktasinin ve invaziv
potansiyelin arttig1 gozlenmistir. Bu da G2'den M fazina gegisin miRNA
regililasyonuna bagimli oldugunu gostermektedir. PCa dahil olmak iizere kanser
radyasyon tedavisinde hiicre dongiisiiniin diizenleyicisi olarak miRNA'larin rolleri

Sekil 2'de gosterilmistir.

2.9.5.3.Apoptoz ve otofaji
Radyasyonun neden oldugu DNA hasarinin onarilmamasi hiicre 6liimiini

apoptoz, mitotik katastrof veya yaslanma ile dogrudan veya dolayl1 olarak tetikler.
Karsinomlarda hiicre 6liimiiniin major bi¢cimi olarak kabul edilmemekle birlikte
apoptoz, malign transformasyona karst onemli bir savunma mekanizmasidir.
Aslinda, normal apoptotik yollardaki bozukluklar karsinojeneze katkida bulunur
ve tiimor hiicreleri apoptozdan kagmak igin ¢esitli molekiiler mekanizmalar
kullanir. Bu nedenle, normal hiicreleri etkilemeden malign hiicrelerde apoptotik
hiicre 6liimiinii artirabilen bir ajan, kanser tedavisi i¢in ideal bir se¢im olacaktir.
Sasirtict olmayan bir sekilde, miRNA apoptotik hiicre 6liimlerinde diizenleyici bir
rol oynar. Kanser hiicresi apoptozunu indiiklemek i¢in iki ana yol (ekstrinsik 6lim
reseptoric yolu ve intrinsik mitokondriyal yol) mevcuttur(Eum KH, 2011).
Ekstrinsik yol, esas olarak hiicre dis1 ligand olan Fas-L’nin Fas plazma membran
oliim reseptoriine baglanmasiyla tetiklenir. Fas/FasL kompleksi, pro-kaspaz-8'i
aktive eder, aktif kaspaz-8 de pro-kaspaz-3'i aktive ederek apoptotik siirecin
ylritiilmesini saglar(Kerr JF, 1972). Gao ve ark. miR-467a'nin radyasyon ile
uyarilan timik lenfoma hiicrelerinde onkojenik oldugunu, miR-467a'nin asiri
ekspresyonunun Fas ve Bax'in ektopik ekspresyonu yoluyla timik lenfoma tiimor
hiicreleri igin biiylime avantaji saglayabilecegini onermektedir(Gao F , 2015).
Radyasyon ile uyarilmis timik lenfoma doku oOrneklerinde miR-23a/b'nin up-

regiile oldugu ve miR-23a/b inhibitorii (antisense oligolar) ile hiicre dliimii ve
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apoptozun arttigt ve miR-23a/b mimikleri ile azaldig1 EL4 lenfoma hiicrelerinde
in vitro olarak gosterilmistir (Gao F, 2015). OCI-AML3 akut miyeloid 16semi
hiicrelerinde anti-miR155 miRCURY LNA™ problart kullanilarak miR-155'in
knockdown’u, apoptoz kaskadinin aktivasyonuna yol agcan boliinmiis kaspaz-3’iin
ifadesinin artmasina neden olmustur(Palma CA, 2014). MiR-155e ek olarak, let-
7a’nin  asirt  ekspresyonu, A431 insan skuaméz karsinoma ve HepG2
hepatoselliiler karsinoma hiicrelerine in vitro’da radyodirenci kazandirmistir Tsang

WP, 2008).

Intrinsik yol da apoptoza yol agar, ancak mitokondriyal pro-enzimlerin
kontrolii altindadir. Bu yolun en 6nemli regiilatorlerinden biri, miyeloid hiicre
16semil (MCLI1) ve Bcl-2'nin kendisi de dahil olmak {izere Bcl-2 protein
ailesidir(Kwon JE, 2013). MCL1, U251 glioblastoma ve HelLa servikal kanser
hiicrelerinde miR-193a-3p'nin, HepG2 hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde ise
miR-101'in dogrudan hedefidir. Bcl-2, insan U87MG malignan glioma
hiicrelerinde radiosensitiviteyi modiile eden miR-181a'nin hedefidir (Chen G,
2010). Ayrica miR-124'tin OCI-Lyl B-hiicresi lenfoma hiicre hattinda MYC ve
Bcl-2 ekspresyonunun negatif regiilatorii oldugu da gosterilmistir (Jeong D,
2015). (Jeong. Korner ve ark. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde Bcl-
2'nin down-regiilasyonuyla radyosensitivitenin artiginda rolii olan miR-31'in, yeni
dogrudan hedefi olarak protein kinaz C epsilonu tanimlamistir (Korner C, 2013).
Prostat kanserinde miR-204-5p direkt olarak PC-3, 22Rv1l ve LN PCa hiicre
hatlarinda apoptozun artmasina yol acan Bcl-2 mRNA'sinin 3'-UTR bélgesini
hedef almistir (Lin YC, 2016). Bununla beraber, PC-3 PCa hiicrelerinde,
TargetScan ve PicTar kullanilarak hem Bcl-2 hem de p21'in, miR-182 igin
potansiyel hedef genler oldugu tespit edilmistir (Peng X, 2013). PC-3 PCa
hiicrelerinde miR-205'in, DNA hasarina yanitta Bel-2'yi hedefleyerek apoptozu
tesvik ettigi bulunmustur (Verdoodt B, 2013) . Hepsi birlikte diisiiniildiigiinde,
cesitli miRNA'lar PCa dahil olmak {izere farkli insan kanser tiirleri i¢in apoptoz
modiilasyonunda fonksiyonel bir rol oynamaktadir. PCa radyasyon yanitinda
apoptozda miRNA'larin diizenleyici rolleri Sekil 2'de 6zetlenmistir (Ni J et al
2017).
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Otofaji, diizenlenmis ve katabolik bir siiregtir; IR'ye yanitta 6nemli bir rol
oynamaktadir (Paglin S, 2001). Otofaji ve kanser arasindaki iliski agiga
cikarilirken, otofajinin hiicre sagkalimini mi korudugu yoksa hiicre Oliimiine
katkida m1 bulundugu bilinmeyen ortak bir sorundur. BxPC3 ve PANC-1
pankreatik kanser hiicrelerinde, diisiik diizeydeki miR-23b'nin, radyodirengliligi
arttirmak igin otofaji seviyelerini artirdigi bulunmustur (Wang P, 2013). Bu bulgu
dogrultusunda Liao ve ark. asir1 eksprese edilen miR-32'nin, DU145 ve PC-3 PCa
hiicrelerinde otofajiyi artirarak IR ile indiiklenen hiicre apoptozunu azalttigi (Liao
H, 2013), Wang ve ark. ise NDRG2'yi diisiirerek, miR-301a ve miR-301b'nin
hipokside PCa hiicrelerinin otofajisini azaltabildigini ve radyorezistansi
destekledigini buldu (Wang W, 2016). Buna karsilik, yiikksek oranda invaziv
MDA-MB-231  goglis  kanseri  hiicrelerinde ~ miR-199a-5p'nin  asir1
ekspresyonunun, IR ile indiiklenen otofajiyi arttirdigi ve hiicreleri IR'ye karsi
duyarhlastirdigr gosterilmistir (Yi H, 2013). Flux analizi kullanilarak Schaaf ve
ark. tarafindan, DU145 PCa hiicre hatt1 da dahil olmak tizere 8 hiicre hattinda IR
sonras1 otofaji aktivitesindeki degisiklikler incelendi ve standart otofajinin
hiicresel radyorezistansa katkida bulunmadigi sonucuna varildi (Schaaf MB,
2015). MiRNA'lar, otofaji ve tiimoér radyodirenci arasindaki iliskinin
uyusmazliklari, genlerin hiicre hattina 6zgii bir tutum veya promotor bolgeleri
arasindaki  etkilesime  dayandirilabilir.  miRNA'lar RT'de  otofajinin
diizenlenmesinde ¢ift yonli bir rol oynar ve daha kapsamli arastirmalar

gerekmektedir.
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Sekil 2: PCa dahil olmak iizere kanserlerde radyasyon cevabinda hiicre
dongiisliniin ve apoptozun bir regiilatorii olarak miRNA'larin rollerine genel bir
bakis.( Ni J et al 2017)
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3. GEREC VE YONTEM

2014-2016 yillar1 arasinda Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Radyasyon
Onkolojisi Klinigine radyoterapi uygulamalar1 yapilan prostat adenokarsinom
tanis1 konan 35 hasta ¢alismamiza dahil edildi. Hastalarin yas ortanca degeri 72
(En diistik -En yiiksek: 60-87). Hastalarin viicut kitle indeksi ortalama degeri
26.96 (En diistiik-En yiiksek: 20-35) olarak belirlendi. Amerika Kanser Komitesi
(AJCC)’ne ve TNM evreleme sistemine gore 7°si (%20) T2a evresinde, 7’si
(%20) T2b evresinde, 21’1 (%60) T2c evresindeydi (Cannistraci et al 2014).
Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN) kilavuzuna gore risk gruplari hastalarin;
7’si (%20) diisiik risk grubunda (T1-T2a, GS < 6 ve PSA < 10 mg/ml), 28’1 (%80)
orta risk grubunda (T2b-T2c, GS = 7, PSA 10 — 20 mg/ml) yer almaktaydi. Orta
risk grubundaki hastalara radyoterapiden Once neoadjuvan olarak baslayip
radyoterapi esnasinda ve sonrasinda adjuvan olarak toplam 6 ay bicalutamide 50
mg (oral) ve LHRH analogu 1., 3. ve 6. aylarda subkutan olarak uyguland: (Ogiit
S, 2017).

Calismada tedavi Oncesi ve tedavinin tiim seanslar1 tamamlandiktan sonra rutin
tetkikler icin alinan kan 6rneklemeleri esnasindaki tam kanda, iyonize radyasyon
ile iligkisi bilinen hedef mikroRNA’lardan (miR-20a ve miR-106b) ekspresyon
diizeyleri 6l¢timii yapildi. Tez ¢alismasinda miR-20a ve miR-106b in nicel analizi
icin U6 RNA molekiilii referans olarak kullanildi.

3.1. KIMYASAL MADDELER VE MALZEMELER

. Leysin Buffer

. Merkaptoetanol
. [zopropanol
. Distile su

. Blood Wash Buffer
. Etenol

. Elution Buffer
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. miRNA-34a ve miRNA-521
. Dilution buffer
. RNAse free su

. RT Master Mix

. dNTP
. mir-RT Primer
. MMLYV Enzim

. RNA {iriin

. ROX

. PCR enhancer

. Tag DNA polimeraz

. c¢cDNA {iiriin

3.2. KULLANILAN CiHAZLAR

. Santrifiij (Hettich Mikro 200R)

. Gergek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu cihazi (Bio Rad CFX-96)
. Polimeraz zincir reaksiyonu cihazi (Techne)
. Bidistile su iiretim cihaz1 (Incekaralar)

. Otomatik pipetler (Eppendorfresearch: 100-1000 pl, 20-200 pl;
Pipetman:P2,

P20,P200;Genex Beta: 20-200 pl, 10-100pl)

. -20 °C derin dondurucu (Argelik)
. -80 °C derin dondurucu (Nuaire)
. Falkon tiip (Greiner)

. Eppendorf tiip (Greiner)

. Ceker ocak

38



3.3. RADYOTERAPI TEDAVISI

Calismaya dahil edilen tiim hastalar haftada 3 seans olmak {izere 8 haftalik bir
radyoterapi presiidiirii uygulandi. Prostat kanseri nedeniyle radyoterapi planlanan
hastalara Yogunluk Ayarli Radyoterapi (IMRT; Intensive Modulated
Radiotherapy) ile tedavi planlar1 olusturuldu. Hastalara planlama BT’leri
(Bilgisayarli Tomografi, Siemens Somatom Sprit Computed Tomography,
Erlangen, Almanya) mesane ve rektum hazirliklar1 yapildiktan sonra g¢ekildi.
Tedavi sirasinda riskli organlarin korunmasi agisindan mesanenin dolu, rektumun

bos olmasina dikkat edildi.

IMRT ile tedavi edilecek hastalar mesane dolu olarak alpha cradle ile sabitlenerek
sirtiistli  pozisyonda goriintiilemeye alindi. BT taramasi 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)
goriintiileme yapildi. BT ve MR goriintiileri, hedef hacimlerin ve kritik organlarin
belirlenmesi igin goriintii flizyonu yapabilen tedavi planlama sistemine aktarildi
(Eclipse, version 10). Fiizyon yapilmis 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 tiimoér voliimii (GTV) ve klinik hedef voliimii (CTV)
belirlendi. Gross Hedef Volimii (GTV) prostata hi¢ marj verilmeden
olusturulurken, Klinik Hedef Hacmi (CTV) GTV hacmine her yonden 1 cm marj
verilirken sadece posterior yonden rektum duvarinda doz artisini engellemek igin
0.5 cm marj verilerek olusturuldu. Set-up hatalarint ve radyasyon demetinin
penumbrasindan gelen azalimi dikkate almak i¢inde Planlanlama Hedef Hacmi
(PTV) ise CTV’ye 0.5 cm marj verilerek olusturuldu. IMRT planlamas: igin,
cizilen planlama BT goriintiilleri tedavi planlama sistemine (TPS) aktarild
(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 ¢cok yaprakli kolimatér (MLC) sistemine sahip
VARIAN UNIQUE LINAC (Palo Alto, CA, Amerika Birlesik Devletleri) cihaz1
ile yapildi.
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Yapilan planlarin kabulii i¢in hedef hacimlerin ve kritik organlarin DVH egrileri

degerlendirilip kabul kriterlerinin saglanmasi kosulu arand1 (Ogiit S, 2017).

3.4. TAM KANDAN TOTAL RNA ELDESI

Hastalardan tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi olmak iizere rutin biyokimyasal
tetkikler ve miRNA ekspresyon diizeyleri i¢in antikoagiilanli (Etilendiamin
tetraasetik asit-EDTA) ve antikoagiilansiz kan 6rnekleri alindi. Antikoagiilansiz
kan ornekleri 1000xg devirde 20 dakika santrifiij edilerek serum ornekleri elde
edildi. Bu orneklerde rutin biyokimyasal analizler otomatik analizorde calisildu.
EDTA’l1 alinan kanlarda miRNA ekspresyon diizeyleri ¢calisma yapilincaya kadar
-80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

3.4.1. Total RNA izolasyon Yontemi

Calismaya baglamadan Once tiim kan ornekleri buz icine alindi. Tam kan
orneklerinden total RNA izolasyonu i¢in spin kolon yontemine dayali hazir ticari
kitler kullanilarak yapildi (Cat. no: PP-210S; Jena Bioscience Building Blocks of
Life, Thiiringen, Almanya) (Tablo 1) (Ogiit S, 2017).
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Tablo 1. RNA izolasyonu Yonteminin Akisi

Kanlar -80 °C’den ¢ikartilarak buz tizerine konuldu ve erimeleri beklendi.

!
100 pl tam kan

!
500 pl Leysin Buffer (2-ME eklenmis) eklendi

10 saniye boyunca vortekslendi.

l
10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
!
Santrifiij islemi bittikten sonra tiiplerin dibinde biriken siv1 atildiktan sonra hemen diger isleme gecildi
!
+4°C’da 11.200 rpm’del10 dakika santrifiij edildi
l
Kan ve 2-ME igeren lizat igerisine 300 ul izopropanol eklendi ve vortekslendi.
l
Sonra bu karisim spin kolon igerisine aktarilarak 10.000 g de 30 saniye boyunca santrifiij edildi.
!
Santrifiij sonunda tiipiin dibinde biriken sivi1 atildi.
!
20 pl distilesuda ¢oziiliir
!
Sonra spin kolon igerisine 700 pl Blood Wash Buffer eklendi ve tekrar 10.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi.
!
Santrifiij sonunda tiip dibinde biriken siv1 atild1.
!

Sonra spin kolon igine 700 ul SekonderWashBuffer (etanol eklenmis) eklendi ve tekrar 10.000xg’de 30 saniye
santrifiij edildi.
1
Santrifiij sonunda tiip dibinde biriken siv1 atildiktan sonra tiipler tekrar 10.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi ve
kalan etanol kalintilar1 uzaklastirildi.

l

Sonra spin kolon DNAse/RNAsefree tiipler i¢ine 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 sonrasi tiip dibinde elde edilen RNA hemen -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
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3.4.2. miRNA Ekspresyon Diizeyleri Analizi

Total RNA izolasyonu yapilan tim Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 ve
safliklar1 Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile dl¢tildi. 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 i¢in
ticari miRNA Real Time RT-PCR detection kiti kullanildi (Cat No: miRNA-34a
CPK1027 ve miRNA-106b CPK1076; Cohesion Biosciences, Londra, Ingiltere).

Biitiin islemler buz igerisinde gerceklestirildi.

Tablo 2. miRNA PCR reaksiyonu

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

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

!
1mL 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

!

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

!

Stok standart ve ¢alisma standartlari ileride kullanilmak tizere hemen -80 °C’de kaldirild1
ve bunlar diger reaktiflerden ayr1 bir yere konuldu.

Kit icerisinde gelen miRNA RT primer 10 uM konsantrasyonda olup ¢alisma i¢in 10 kat
sulandirilmas: gerekmektedir.

!

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

!

Primerler sonra kullanilmak tizere hemen -20 °C’de kaldirildi.
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Tablo 3. miRNA RT primer hazirlanmasi

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

l

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

Tablo 4. cDNA Sentezi Reaksiyon Bilesenleri. Toplam hacim 20 pl olacak
sekilde reaksiyon 6rnek basina asagidaki gibi gergeklestirildi.

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

*Bilesenler: Mg2+, dNTP“ler ve primerler
Enzim eklemeden 6nce tiipe konulan tiim reaktifler birkag kez pipet ile karistirildi

Tim reaktifler ve ornek tiipe konulduktan sonra tiipler Bio-Rad termal cycles
cithazina (CA, USA) konularak cDNA reaksiyonu agagida belirtilen sicaklik ve

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

Bu siire sonunda elde edilen tiriin -20 °C’de saklandi.

3.4.3. Gerg¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

Kantitatif Real Time PCR Reaksiyonu asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi.
CohesionBioscience (Cat No: miRNA-34a CPK1055 ve miRNA-521 CPK2381,
Londonra, Ingiltere) firmasimin microRNA Real Time RT-PCR Detection Kiti
kullanildi (Tablo 6). Yine tiim iglemler buz {izerinde yapildi. Sekil 3 ve 4 sirasiyla
mir-34 a ve mir-521 igin standart egri grafigi ve Ornek degerleri grafikte

belirtilmistir.

Tablo 5. Real Time PCR Reaksiyonu Bilesenleri. Toplam hacim 20 pl olacak
sekilde reaksiyon ornek bagina asagidaki gibi gergeklestirildi.

Real Time PCR Reaksiyonu Bilesenleri 1 Ornek

distile su 5.5 ul
2X Real Time Master Mix 10 pl
Primer 0.4 ul
ROX (50 kat sulanmis) 0.4 ul
PCR enhancer 1.5 ul
Taq DNA polimeraz (5U/pl) 0.2 ul
cDNA {iriin 2 ul

Daha sonra 96 wellplate i¢ine konulan standart ve ornek karisimlari Agilent

Stratagene 3005P cihazina konularak reaksiyon asagidaki sekilde gergeklestirildi.

95 °C —_— 3 dakika

. 40 dongi
95°C EEm— 12 saniye onet
62 °C — > 40 saniye

Cihaz iizerinde SYBR gren deteksiyon se¢ildi ve detection step olarak 62 °C
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belirlendi. Sekil 5 ve 6 sirasiyla mir-20a ve mir-106b i¢in amplifikasyon grafigi

egrileri 0rnek degerleri grafikte belirtilmistir. Kiigiik niikleer U6 RNA molekiili
kontrol molekiil olarak kullanildi (Sekil 7).

1.00 e4did 1.00 2408

Initial Duantity (opies)

Sekil 3. mir-20a i¢in standart egri grafigi ve 6rnek degerleri grafikte belirtilmistir.

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

=
r
Z
o]

1.00 2405
Initial Quartity (sopies)

Sekil 4. mir-106b igin standart egri grafigi ve Ornek degerleri grafikte
belirtilmistir.

Kare ile olanlar standart degerler. Uggen olanlar ise 6rnek gruplaridir.
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Sekil 5. mir-20a Amplifikasyon grafigi yukarida gosterilmistir.

Fluorescence (dR m)

Cycles

Sekil 6. mir-106b Amplifikasyon grafigi yukarida gosterilmistir.
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Amplification Plots

Sekil 7. U6 RNA Amplifikasyon grafigi yukarida gosterilmistir.

Real time sonrasi standart egriye gore her bir 6rnegin kopya sayilar1 belirlendi.
Hazirlanan z ¢alisma standartindan 0.1 uM sentetik RNA’ nm kopya sayis1 6x107
olup Orneklerin kopya sayilari standart egriye gore sistemin bilgisayarinda

hesaplandi.

3.5. ISTATIKSEL ANALIZ

Calismamiza ait tiim verilerin istatiksel analizi SPSS 17.0 (Statistics Package of
Social Science, Chicago, IL, USA) paket programi ile yapildi. Kategorik dlgtimler
sayisal olarak ortalama ve standart sapma (en diigiik-en yliksek degerler) olarak
verildi. Tedavi Oncesi ve sonrasi iki grup arasinda bazi hematolojik parametreler,
PSA ve serbest PSA degerleri ve mikroRNA ekspresyon diizeyleri agisindan fark
olup olmadigini belirlemek igin eslestirilmis érneklem t- testi ve Mann-Whitney U
testi kullanildi. miRNA ekspresyon diizeyleri ile biyokimyasal parametreler
arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi. Istatistiksel

anlamliklik p< 0.05 olarak kabul edildi.
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4, BULGULAR

Calismaya radyoterapi uygulamasi uygulanan adenokarsinom prostat kanserli 35
hasta dahil edildi. Hastalarin yas ortanca degeri 72 (en diisiikk-en yiiksek: 60-87),
viicut kitle endeksleri ortalama 26.96 (en disiik-en yiiksek: 20-35) idi.
Radyoterapi Oncesi ve sonrasi hasta gruplarina ait mir20a ve mir-106b
ekspresyon diizeyleri Sekil 8 ve 9 gosterilmektedir. Radyoterapi sonrasi grupta
radyoterapi Oncesi gruba gore mir20a ve mir-106b ekspresyon diizeylerinin
yiiksek oldugu belirtildi (p=0.001 ve p=0,001).

miR-20a
9000000
8000000

* %k 3k

7000000
6000000
5000000

kopya sayisi/pl

m Tedavi Oncesi

4000000 B Tedavi Sonrasi

3000000
2000000
1000000

0

Sekil 8. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-20a

ekspresyon degerleri (ortalamatstandart hata)

miR-106b

300000

250000

kopya sayisi/pl

200000

B Tedavi Oncesi
150000

B Tedavi Sonrasi

100000

50000
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Sekil 9. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-106b

ekspresyon degerleri (ortalama+standart hata)

Radyoterapi sonrasindaki grupta total PSA ve serbest PSA degerlerinin anlamli
olarak azaldigi saptandi (p<0,05ve p<0,05)(Sekil 10 ve 11).

PSA

ng/ ml

B Tedavi Oncesi

M Tedavi Sonrasi

0

Sekil 10. Radyoterapi dncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin PSA degerleri
(ortalama+standart hata)

fPSA

0,8

E
~
® 0,7

0,6

0,5

B Tedavi Oncesi
0,4

B Tedavi Sonrasi
0,3

0,2

0,1

0

Sekil 11. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin serbest PSA
degerleri (ortalama+standart hata)
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Radyoterapi 6ncesi ve Sonrasi gruplarin bazi kan sayimi verileri istatiksel olarak
karsilagtirildiginda 16kosit sayisi, notrofil ve lenfosit oranlarinin anlamli olarak
degistigi (p=0.12, p=0.006 ve p=0.07), eritrosit ve trombosit sayilarinin anlamli
olarak degismedigi tespit edildi (p>0,05) (tablo 6).

Tablo 6. Radyoterapi 6ncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin tam kan sayimi

degerleri (ortalama+standart sapma)

Parametreler Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi p

Lokosit (103%/mm?) 7.024+2.02 5.51£1.11 0.012
Eritrosit (108/mm?3) 4.844+0.36 4.62+0.59 0.065
Trombosit (mm?) 256.353+61.977 231.706+70.826 0.069
Notrofil (%) 60.93+8.09 50.58+5.89 0.006
Lenfosit (%) 23.19+7.84 17.08+3.84 0.007

mir20a ve miR-106b ile kan hiicreleri arasinda korelasyon varligi olup olmadigi
Pearson Korelason analizi ile yapildi. Tedavi 6ncesi grupta mir20a ile 16kosit
sayis1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriildi (r=-0.474, p<0.05). Diger
kan hiicreleri ile tedavi 6ncesi miR-106b ve tedavi sonrasi miR-20a ve miR-106b

arasinda korelasyon olmadig tespit edildi (p>0.05) (Tablo7).
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Tablo 7. Radyoterapi Oncesi ve sonrasi prostat kanserli hastalarin miR-20a ve
miR-106b ekspresyon degerleri ile tam kan sayimi parametreleri arasindaki

korelasyon degerleri

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Oncesi Tedavi Sonras1 ~ Tedavi Sonrasi
miR-20a miR-106b miR-20a miR-106b

Lokosit -0.474* -0.306 0.114 0.174
(103/mm?3)

Eritrosit -0.081 -0.018 0.150 0.310
(10/mm3)

Trombosit 0.077 0.113 -0.056 0.345
(mmd)

Nétrofil (%) 0112 0.077 0.076 0.236
Lenfosit (%) -0.029 -0.068 0.283 0.263
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5.TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, radyoterapi uygulamalarinda tedavi Oncesi ve sonrasi prostat
kanserli hastalarda miR-20a ve miR-106b gibi miRNA ekspresyon diizeyleri
degisiminin iyonize radyasyona yanit1 arastirilmistir. Literatiirde, bu miRNA'lar
prostat kanseri hiicre hatlarinda ¢alisilmistir. Ancak prostat kanseri olan hastalarda
radyoterapiden 6nce ve sonraki miR-20a ve miR-106b ekspresyon diizeyleri ilk
kez aragtirllmigtir. Ayrica ayni hasta grubundaki miRNA ekspresyon diizeyleri ile
baz1 biyokimyasal parametreler arasindaki iligki incelenmistir. Literatiirde,
iyonize radyasyonun prostat kanserinde miRNA ekspresyon diizeyleri ve
hematolojik parametreler {zerindeki etkilerini inceleyen higbir ¢alisma
bulunmamaktadir. Prostat kanseri hiicre hatlarina ait miRNA profillerindeki
degisiklikler hakkinda bazi bilgiler olmasina ragmen, insan ¢aligmalart oldukca
sinirli sayidadir. Bu ¢aligmalarda miRNA ekspresyon seviyeleri ¢eliskili sonuglar
vermektedir. Bu celiskili bulgularin kaynagi olarak cok cesitli faktorler ileri

stirilmiistiir.

Iyonize radyasyon (IR), kanser tedavisinde kullanilan ana ydntemlerden biridir.
IR, 6nemli DNA hasarlar1 olusturur. Bu hasarlar tamir edilmedigi takdirde, kanser
hiicrelerinin apoptoza gitmesine ve hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. Baz1
kanser hiicreleri, ErbB, niikleer faktor B (NF B), MAPK, PI3K / AKT ve
transforme edici biiylime faktorii (TGF) sinyal yolaklar1 da dahil olmak {izere, bu
hasara kars1 koyan kompleks sinyal yollarmin aktivasyonu sayesinde radyasyon
tedavisine direnclidir. Radyasyon cevabini olusturan sinyal yolagini modiile
ederek kanser hiicrelerinin iyonize radyasyon duyarliligmma katkida bulunan,
cesitli radyasyonla iligkili miRNA'lar tanimlanmistir. miRNA'larin, gen susturucu
fonksiyonlar1 bilinmektedir ve apoptoz, hiicre dongiisii, ¢ok sayida kanser tiiriiniin
metastazi gibi biyolojik fonksiyonlarin modiile edilmesinde rol oynarlar.
miRNA'lar genellikle hedef genleri tarafindan hafifce bastirildigindan, tek bir
miRNA'nin degistirilmesi biyolojik bir islevin tamamlanmasi i¢in yeterli degildir.
Cesitli calismalarda, prostat kanseri tedavisini gelistirmek icin miRNA'larin rolii
aragtirllmistir; olduk¢a az sayida calismada prostat kanserinde iyonize
radyasyona yanitinda miRNA'larin rollerini belirlemistir (Runkle EA et al 2012,

Zhao L et al 2012, John-Aryankalayil M et al 2012)
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Prostat kanserinde kampsamli miRNA profili prostat kanserinin ilerilemesi ile
iligkili olarak, prostat kanseri ile komsu saglikli prostat dokularinda birkag
miRNA ekspesyon diizeylerindeki degisikliklerle gosterilmektedir. Prostat
kanserinde iyonize radyasyona maruziyette miRNA'larin ekspresyon seviyeleri
cogunlukla degismis oldugu saptanmistir. Bazi miRNA'larin ifadeleri, radyasyona
direngli veya duyarli olmalar1 nedeniyle artar ya da azalir. Bu durumda,
mikroRNA'lar prostat kanserinde radyoterapinin etkinligini belirlemede 6nemli
bir rol oynamislardir. Dolayisiyla miRNA'larin iglevini anlamak, c¢ok sayida
kanser tipinin klinik tedavisi i¢in pratik faydalar saglayabilir. Kanser tedavisinin

neticesini 6ngérmek miRNA'larin en umut verici kullanimi olabilir.

Sylvestre ve ark. insan prostat kanseri hiicre hattinda miR-20a ekspresyon
diizeylerinin arttigini bildirmislerdir (Sylvestre Y et al 2007). Ayrica, Volinia ve
ark. prostat kanseri dokularinda miR-20a'nin yukar1 regiilasyonunu
kaydetmislerdir (Volinia S et al 2006). miR-20a'nin fonksiyonu E2F2 ve E2F3
mRNA'larinin 3" translasyona ugramamis bolgelerindeki baglanma siteleri
iizerinden translasyonunun diizenlenmesi olarak tanimlanmig olmasi nedeniyle,
miR-20a'nin onkojenik rolii oldugunu desteklemektedir. Ayni arastirmacilar, miR-
20a’nin asir1 ekspresyonunun PC3 hiicre hattinda apoptozisi azalttigin1 da
gozlemlemislerdir. Pesta ve ark. fazla diferansiye kanser hiicrelerinin (Gleason
skoru 7-10) yiikksek onkojenik miR-20a ifadesine sahip olduklarim
gostermislerdir (Pesta M et al 2010). Ayrica, PCa doku 6rneklerinde, BPH doku
ornekleri ile karsilastirildiginda miRNA ekspresyonlarinda (mir-20a, let-7a, miR-
15a ve miR-16) istatistiksel olarak anlamli fark bulamamislardir. Calismamizin
radyasyon oncesi grubunda fPSA diizeylerinin miR-106b ekspresyon diizeyleri ile
negatif korelasyon gosterdigi, 16kosit sayisinin miR-20a ekspresyon diizeyleri ile
negatif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Buna ek olarak radyoterapi sonrasi
grubunda miR-20a ekspresyon diizeylerinin miR-106b ekspresyon seviyeleri ile
pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Bu hasta gruplarinda belirlenen,
miRNA'lar ile fPSA ve Iokosit sayilar1 arasindaki bu korelasyonlar kanser
hiicrelerinin radyoterapiye cevap verebilirligini yansitiyor olabilir. Bu ¢aligmada
radyoterapi sonrasinda PCA’l1 hastalarda miR-20a ve miR-106b ekspresyon

diizeylerinin arttif1 belirlenmistir. mikroRNA ekspresyon seviyeleri agisindan,
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radyoterapi oncesi ve sonrasi iki grup arasinda miRNA'larin insan prostat kanseri
radyoterapisinde rol oynadigin1 6éneren énemli bir fark bulunmaktaydi. Bu roliin
altinda yatan mekanizmalar acgik degildir; bu bir sebep veya sonug olabilir.
miRNA ekspresyon degisikliklerindeki bu ozgiin farkliliklarin, radyoterapiye
karst1 olusturulan yamittaki Ozgiin farkliliklardan sorumlu olabilecegi
unutulmamalidir. Kemik iligi sisteminin ve kan hiicrelerinin iyonize radyasyon
hasarina kars1 oldukca hassas oldugu bilinmektedir. Bir¢ok ¢alismada iyonlastirici
radyasyonun, kan hiicrelerinin sayisinda bir azalmaya ve pihtilagma
mekanizmasinin  bozulmasma neden oldugu gosterilmistir. Caligmamiza ait
bulgularda 16kosit, noétrofil, lenfosit sayilar1 azalmis olarak bulunmustur.
Bulgularimiz radyoterapi sonrasinda prostat kanseri hastalarinda miR-20a ve miR-
106b gibi bazi miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin degismis oldugunu
gostermektedir. Bu degisiklikler kanser tedavisi ve metastaz i¢in 6nemli bir etmen
olabilir. Radyoterapinin etkinligi ve hastanin sag kalimi belirlenirken, bu
mikroRNA  diizeylerinin  mekanizmalar1  daha  ayrintili  caligmalarla

desteklenmelidir.
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