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OZET

Radyoterapide Kullanilan Yiiksek Enerjili X-Isinlarmin
Meme Kanseri Uzerine Olan Etkilerinin MikroRNA Ifade

Diizeyinde Incelenmesi

Merve GIRGIN

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Programi
Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Dilek BALIK

Iyonlastirici radyasyon, kanser tedavisinde DNA hasar1 yoluyla kanser hiicrelerini
yok etmek icin uygulanan etkili bir yontem olmakla birlikte, kanser hiicrelerinin
yani sira c¢evre dokularda da hasara yol acabilmesi gibi onemli yan etkisi
bulunmaktadir. Bu nedenle, radyasyon tedavisinin hiicresel ve molekiiler etkilerini
daha iyi anlamak yan etkileri en aza indirirken tedavinin etkinligini artirmak

acisindan 6nem arz etmektedir.

Bu tez caligmasinda, terapotik iyonlastirict radyasyonun meme kanseri iizerindeki
molekiiler etkileri mikroRNA diizeyinde incelenmistir. Meme kanseri hiicre hatlari
MCF-7 ve MDA-MB-231, 4 ve 8 Gy diizeylerinde iyonlastirict radyasyona maruz
birakilmis ve toplam 7 giin boyunca izlenmistir. Isinlamadan 96 saat sonra total
RNA izolasyonu yapilmis ve kanser-iyonlastirci radyasyon iligkisinde rol aldigi

acik erisimli veri tabanlar1 ve literatiir arastirmalar ile belirlenen miR-208a, miR-

Xiv



124, miR-145’in ifade diizeyleri kantitatif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, iyonlastirict radyasyona maruz kalan meme kanseri hiicre hatlarinda,
hiicre canliliginda radyasyon dozuna bagli anlamli bir azalma oldugunu
gostermistir. Bu durum, iyonlastirict1 radyasyonun hiicre iizerinde olusturdugu
hasarin uygulanan doz ile iliskili oldugunu ve hiicre 6liim oranimi artirdigini
gostermistir. Calismada ifade diizeyi degerlendirilen miRNA'lar arasinda, 6zellikle
miR-124 ve miR-145’in ifade diizeylerinde iyonlastirici radyasyonun etkisiyle
istatistiksel olarak anlamli degisimler tespit edilmistir. Bu degisiklikler,
iyonlastirici radyasyonun yalnizca hiicre 6liimiinii artirmakla kalmadigini, ayn
zamanda hiicre i¢i molekiiler siireclerdeki diizenleyici miRNA’lar araciligiyla
biyokimyasal yollar1 da etkiledigini gdstermektedir. Iyonlastiric1 radyasyonun
miRNA ifadesi ilizerinde doza ve zamana bagl olarak gosterdigi bu etkilerin,
radyasyon tedavisine verilen hiicresel yanit mekanizmalarin anlagilmasina yardimeci
olabilecegi ve bu miRNA’larin radyoterapi etkinliginin artirilmasi yoniinde

potansiyel biyobelirtegler olarak degerlendirilebilecegi onerilmektedir.

Elde edilen bulgularin ileriki ¢aligsmalar ile in vivo kosullarda dogrulanmasinin
terapotik iyonlastirict radyasyonun kanser tedavisindeki etkinligini artirmaya ve
yan etkilerini azaltmaya yonelik stratejilerin gelistirilmesine, iyonlagtiric
radyasyon uygulamasina miRNA ifade yanitinin bireysel tedavi planlarina dahil
edilmesine ve kisiye 0Ozel tedavi yaklasimlarinin daha basarili bir sekilde

uygulanmasina katk1 saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Radyoterapi, iyonlastirici radyasyon, meme kanseri, miRNA

ekspresyonu.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of High Energy X-Rays Used
in Radiotherapy on Breast Cancer at the Level of
MicroRNA Expression

Merve GIRGIN

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Dilek BALIK

lonizing radiation is an effective method applied in cancer treatment to destroy
cancer cells by inducing DNA damage. However, it has a significant side effect, as
it can also cause damage to surrounding tissues in addition to cancer cells.
Therefore, a better understanding of the cellular and molecular effects of radiation
therapy is critical to minimizing side effects while enhancing its therapeutic

efficacy.

In this thesis, the molecular effects of therapeutic ionizing radiation on breast cancer
were investigated at the microRNA level. Breast cancer cell lines MCF-7 and
MDA-MB-231 were exposed to ionizing radiation at doses of 4 Gy and 8 Gy and
monitored for a total of 7 days. Total RNA isolation was performed 96 hours post-
irradiation, and the expression levels of miR-208a, miR-124, and miR-145—

XVi



identified through open-access databases and literature as being associated with
cancer and ionizing radiation—were quantitatively analyzed. The findings revealed
a significant dose-dependent reduction in cell viability in the irradiated breast
cancer cell lines. This outcome demonstrated that the damage caused by ionizing
radiation to the cells correlates with the applied dose, thereby increasing the rate of
cell death. Among the analyzed microRNAs, statistically significant changes were
observed in the expression levels of miR-124 and miR-145 due to the effects of
ionizing radiation. These findings indicate that ionizing radiation not only increases
cell death but also influences biochemical pathways through regulatory microRNAs
involved in intracellular molecular processes. The dose- and time-dependent effects
of ionizing radiation on microRNA expression could help elucidate the cellular
response mechanisms to radiation therapy. Moreover, these microRNAs have the

potential to serve as biomarkers for enhancing the efficacy of radiotherapy.

Further validation of these findings under in vivo conditions in future studies could
contribute to developing strategies to improve the therapeutic efficacy of ionizing
radiation in cancer treatment and reduce its side effects. Additionally, incorporating
microRNA expression responses to ionizing radiation into individual treatment
plans may enable more successful implementation of personalized therapy

approaches.

Keywords: Radiotherapy, ionizing radiation, breast cancer, miRNA expression.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Insan genomunda 2000°den fazla mikroRNA (miRNA) bulunmakta olup her bir
miRNA yiizlerce mRNA’y1 kontrol etme potansiyeline sahiptir. Tek bir miRNA
ayni anda birden fazla geni ve farkli molekiiler yolaklar1 hedefleyebilir [1]. Bu
nedenle miRNA’lar hiicresel proseslerde onemli rol oynamaktadirlar [2, 3].
Iyonlastiric1 radyasyona maruz kalan hiicrelerde olusan tepkiler de miRNA’larin

rol oynadig proseslerden biridir [4].

miRNA’larin ekspresyon seviyeleri iyonlastirict radyasyon etkisiyle degismekte
olup [5] miRNA'larda radyasyona bagl ekspresyon degisiklikleri normal insan
hiicreleri [6, 7], kanser hiicreleri [8, 9, 10], insan dokusu ve kan 6rnekleri gibi ¢esitli
insan hiicre tiplerinde tanmimlanmistir [11, 12, 13]. miRNA’larin iyonlastirici
radyasyon ile indiiklenmis ekspresyonlari hiicre tipi, uygulanan radyasyonun dozu
ve uygulama siiresine gore degismektedir [1, 13]. Kanser hiicreleri normal
hiicrelerle karsilastirildiginda miRNA  ekspresyonlarinin  diizensiz (deregiile)
oldugu gozlenmektedir [14]. insan meme kanserinde miRNA diizensizligi ilk defa
Iorio ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konmus ve bu ¢calismada miRNA’larin meme
kanserinin teshis ve prognozunda etkili oldugu fikri ortaya atilmistir [15].
MiRNA’larin karsinogenezde etkili olabileceginin anlasilmasi ile birlikte, meme
kanseri [15], kolon kanseri [16], akciger kanseri [17] gibi farkli kanser tiirlerinde
oynadiklar1 rolleri inceleyen c¢alismalar yapilmistir. MiRNA’larin  kanser
hiicrelerindeki ekspresyon seviyelerinde azalma olmasi durumunda baskilayici;
artig olmasi durumunda onkogenik 6zellik gosterdigi gozlenmistir [18]. Onkogenik
(up-regiile) miRNA’lar potansiyel timdr baskilayici genlerin ekspresyonunu inhibe

ederken, tiimor baskilayic1 (down-regiile) miRNA’lar timdr gelisiminden sorumlu



sinyal yolaklarinin artmasia neden olmaktadir. Her iki sinif miRNA da kanser
gelisimini ve ilerlemesini tesvik edebilmektedir [19]. Tiimor tedavisinde miRNA
kullanimi; kanser gelisiminin, timdrlerin miRNA baskilayicilarinin ekspresyon
seviyeleri iizerindeki yonlendirilmis harekete gore degistirilebilecegi fikrine
dayanmaktadir. miR-181a [20], miR-449a [21] ve miR-7 [22] gibi iyonlastiric
radyasyona duyarli miRNA’lar DNA hasar yaniti, hiicre donglisii ve apoptoz
genlerini hedefleyerek radyosensiviteyi modiile edebilir [4]. Ornegin; beyin tiimérii
hiicrelerinde miR-181a, Bcl-2 genini hedefleyerek radyosensiviteyi modiile
edebilir. Sonugta iyonlastirici radyasyon hiicresel yaniti diizenleyen miRNA
ekspresyonunu etkiler ve beyin timdorii hiicrelerinde miR-181a radyasyon

tedavisinin etkinligini arttirma da hedef olarak segilebilir [20].

MiRNA’larin meme kanseri gelisiminde kritik rol oynadigini gosteren caligmalar
mevcuttur [23, 24]. Ayrica meme kanseri hiicrelerinde radyasyon direncinde
miRNA’larin olasi rollerini inceleyen calismalar da mevcuttur. Ornegin miR-
302’nin asir1 ekspresyonunun AKT1 ve RADS52 genlerinde ekspresyonun
azalmasina ve kanser hiicrelerinin radyoterapiye duyarli hale gelmesine
(radyosensivitenin artmasi) neden oldugu gosterilmistir [2]. Tiim bu hususlar
cercevesinde miRNA'larin, kanserde radyasyon direncinin iistesinden gelmek i¢in
yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesi i¢in hedef olarak 6nemli potansiyele sahip
[25] olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Bu kapsamda miRNA’larin ifadelerindeki
degisimlerin kanser tedavisinde bilyiikk 6nem arz ettigi yorumlanabilmektedir. Bu
amacla miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde degisiklige neden olan etkenlerin
belirlenmesi ve incelenmesi bu konuda yapilmis ve yapilacak olan ¢aligmalarin

temelini olusturmaktadir [26].
1.1.1 Ornek Literatiir Calismalar1

Lison ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, literatiir taramasi ile meme
kanseri kok hiicrelerinde radyoterapiye yanit olusturabilecek ve biyobelirteg
olabilme potansiyeli tasidig1 diistiniilen 8 adet miRNA (miR-210, miR-10b, miR-
182, miR-142, miR-221, miR-21, miR-93 ve miR-15b) se¢ilmis ve in vitro (MCF7,
MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicre hatlar1 ile) ve in vivo diizeyde arastirmalarin
ardindan bu miRNA’larin iyonlastirici radyasyona verdikleri yanitlar potansiyel

biyobelirteg olarak degerlendirilmek tizere anlamli bulunmustur [27].



Bravata ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise MCF10A (meme dokusu
hiicresi), MCF7 (meme kanseri hiicresi) ve MDA-MB-231 (meme kanseri hiicresi)
hiicrelerine 9 Gy ve 23 Gy radyasyon uygulanmis ve ekpsresyon degisimi gézlenen
genler ve ilgili molekiiler yolaklar1 incelenmistir. Calismada, ayni hiicre hattina
farkli dozda radyasyon uygulamasinin gen ekspresyonunda degisiklik yaptigi gibi
farkli hiicre hatlarina ayni dozda radyasyon uygulamasinin da gen ekspresyonunu
da etkiledigi gézlenmistir. Buradan hareketle tiimor alt tipinin degismesinin gen

ekspresyonunu etkileyen bir parametre oldugu vurgulanmistir [28].
1.1.2 Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 ile Radyasyon Uygulamalari

Iyonlastiric1 radyasyonun meme kanseri prognozu ve tedavisi iizerine yapilan
caligmalarinda hiicre hatlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir [29, 30, 31]. Farkli
hiicre hatlarinin radyasyona verdigi yanit farkli oldugu icin bu tiir ¢aligmalarda
farkl hiicre hatlarinin kullanilmasi tercih edilebilmektedir [29, 32].

Ormegin Khoram ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada 2 Gy, 6 Gy ve 10
Gy radyasyon dozlarmnin ii¢ farkli meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231,
SK-BR3 ve T47D) etkileri incelenmistir. Iyonlastirici radyasyon maruziyeti
sonucunda canlilik degerinde en belirgin azalma gosteren hiicre hatlar1 T47D ve
takiben MDA-MB-231 olmustur. Iyonlastirict radyasyona en belirgin yanit

gosteren hiicre hatlari olarak degerlendirilmistir [32].

Fazel ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise MCF7 hiicre hatti
kullanismis, 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy ve 10 Gy radyasyon uygulanmis ve hiicre
canlilig1 incelenmistir. Yapilan calismada radyasyon dozu arttikca canlilik

degerinin azaldig1 gozlenmistir [33].

Literatiirde miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanabilmesine iligkin, timor
baskilayic1 ve onkogenik ozelliklerinin pek ¢ok kanser tiirlinlin prognozu ve
tedavisindeki rolii de incelenmis ve bu kanser tiirlerinin metabolizmalarinda etkili

olduklar1 bulunmustur (Tablo 1.1).



Tablo 1.1 Bazi timdr baskilayici ve onkogenik miRNA’lardan drnekler

Tiumor Baskilayici

Kanser Tipi Referans
miRNA’lar

Let-7a Meme kanseri [35] [36]

Pankreas kanseri
miR-145 [37, 38]
Prostat kanseri

Onkogenik miRNA’lar Kanser Tipi Referans
miR-181a Meme kanseri [39]
miR-182 AKkciger Kanseri [40]

MiRNA’lar ile ilgili c¢aligmalarin biliylik boliimiinii kanser iizerine yapilan
arastirmalara olusturmaktadir. Meme kanserinde miRNA'larin roliine iliskin ilk
bilimsel ¢alisma 2005 yilinda yayimlanmis [15] olup bu tarihten itibaren sayilari
katlanarak artmaktadir [41]. 2005 yilinda ilk ¢alismanin yayimlanmasini takiben
2016 yilinda yayimlanan ¢alisma sayis1 600°t bulmustur [41].

1.2 Tezin Amaci

Terapotik 1yonlastirict radyasyonun, iilkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilen
meme kanseri lizerindeki molekiiler etkilerinin incelenmesidir. Bu amagla,
literatiirde farkli kanser tiirlerinde 1yonlastirici radyasyondan etkilendigi bildirilmis
molekiiler yolaklardaki genler ve bu genlerin ifadelerinde gorevli miRNA’lar,
DisGeNET, NCBI, miRPathDB, miRWalk, miRBASE gibi agik erisimli veri
tabanlar1 ve literatiirden segilerek, etki ve yolaklarima gore smiflandirilmas,
biyoinformatik ¢aligmalar sonucunda uygun bulunanlar belirlenerek farkli dozlarda
iyonlastirict radyasyon uygulanmis meme kanseri hiicre hatlarindaki kantitatif ifade

diizeyleri molekiiler yontemler kullanilarak tespit edilmistir.



Terapotik iyonlastirict radyasyonun meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
canliligima ve miRNA ekspresyonun seviyesine etkilerinin doza ve zaman bagl
olarak degisiminin incelenmesi amacglanmistir. Bu ekspresyon modellerinin
iyonlastirici radyasyon yanitina yonelik potansiyel biyobelirtecleri ve radyoterapi

etkinligini artirmaya yonelik terap6tik hedeflerin onerilmesi hedeflenmistir.



GIRIS

2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri, kiiresel kanser vakalarmin ikinci 6nde gelen tiirii olup kadinlar
arasinda en sik teshis edilen kanser tliriidiir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(International Agency for Research on Cancer - IARC) ¢evrim igi giincel veri tabani
olan GLOBOCAN 2022 verilerine gore 2022 yilinda diinyada toplam 2,3 milyon
yeni vaka ile meme kanseri tim kanser vakalarmin %11,6’sin1 olusturmaktadir.
Diinya capinda kansere bagli 6liimlerde dordiincii kadinlarda ise en onde gelen
nedenidir. (666.000 6liim, %6,9 oran). Diinyada teshis edilen her dort kanser

vakasindan biri ve alt1 kanser kaynakli 6liimden biri meme kanseridir [42].

Meme kanseri, spesifik patolojik 6zelliklere [43], ¢esitli tedavi modellerine yanit
olusturmada farklilik gosteren biyolojik oOzellikleri tasiyan, pek ¢ok alt tipin

spekturumundan olusan heterojen bir hastaliktir [44].
2.1.1 Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Meme kanserinin farkli histolojik derecelere ve biyolojik 6zelliklere sahip alt
smiflarmin klinik bulgular [45] ve tedavi yanitlari da farkli olup bu durum meme

kanserinin tanisin1 ve tedavisini ve dolayli olarak da prognozunu da etkilemektedir

[46].

Modern molekiiler profilleme tekniklerinin ortaya ¢ikmasindan 6nce meme kanseri
siniflandirmasinda morfolojik gozlemlere dayanan histopatolojik yontemler
kullanilmakta idi. Ancak bu yontemler, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde rol
oynayan biyolojik olaylarin agiklanmasi, hastaya 06zel tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi gibi konularda kisitlamalara yol agmakta oldugundan yeni



siiflandirma tekniklerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur [43, 44]. Molekiiler
tekniklerin gelismesi ile birlikte meme tiimdrlerinin ayrintili biyolojik 6zelliklerini
tanimlamaya yonelik ve gen ekspresyonu bazli yontemler gelistirilmesi iizerine
calismalar yapilmaya baslanmistir [44]. “Molekiiler Siniflama” olarak tanimlanan
bu siniflandirma ilk kez 2000 yilinda Perou ve arkadaslari tarafindan ortaya atilmis
ve gen ifadesine iligkin analiz ¢aligmalar1 baz alinarak meme kanseri luminal hiicre
benzeri, bazal hiicre benzeri, normal epitel benzeri ve HER(insan Epidermal

Biiylime Faktorii)2-pozitif olarak dort alt sinifa ayrilmistir [47].

Sorlie ve arkadaslar tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, luminal alt
grubun kendi igerisinde luminal A ve luminal B olarak ikiye ayrilabilecegi one
stiriilmiistiir [48]. 2007 yilinda ise Herschkowitz ve ekibi, hiicreler arasi baglanti
bolgesinde rol alan genis bir gen ailesinin {iyesi olan claudin low alt grubunu
tanimlamistir [49]. Molekiiler alt gruplar1 daha detayli tanimlayacak yontemlerin
gelistirilmesiyle birlikte meme kanseri, dort ana gruba ayrilmigtir: luminal tip A ve

B, HER2-pozitif ve ti¢lii negatif/bazal benzeri [50].
2.1.1.1 Luminal A (ER+, PR+/-, HER2-)

Meme kanseri vakalarinin yaklagik % 50-60’1n1 olusturan en yaygin vaka tespit
edilen alt grubudur. Gen seviyesinde yiiksek ER (Ostrojen reseptoril) ve diisiik
proliferasyon ile karakterize olan bir alt tirdir. Luminal A alt tipi,
immiinohistokimya ile; negatif HER2 ve diislik Ki67 (proliferatif hiicre niikleer
antijeni) indeksli; ER-pozitif ve/veya PR (progesteron reseptorii)-pozitif timor
olarak tanimlanir. Iyi bir prognoza sahip olan bu alt tipin goriildiigii vakalarda
tiimoriin niiks etme tehlikesi diger tiirlere gore diisiiktiir. Luminal A tipi tlimorlerin

tedavi esas olarak hormonal yontemlere dayanir [51, 52].
2.1.1.2 Luminal B (ER+, PR+/-, HER2+)

Meme kanseri vakalarinin %15-20’sini olusturan alt grubudur. Luminal A alt tipi
ile karsilagtirildiginda daha agresif bir fenotip gostermektedir. Ayrica Luminal A
tiriine gore daha yiiksek bir histolojik dereceye ve proliferatif indekse; buna
karsilik daha diisiik prognoza sahiptir. Bu nedenle de niiks etme oran1 daha yiiksek
ve sagkalim orani daha diistiktiir [16, 53, 54].

Proliferasyon ile iliskili genlere ait ekspresyon seviyesi Luminal A alt tipine gore

daha fazladir. Luminal B tiimdrlerine sahip vakalarda biiyiime reseptorii (HER2)



sinyali genlerinin ekspresyonunun da yiiksek oldugu gozlenir. HER2-pozitif olarak

tespit edilen tlimorlerin % 30’unu Luminal B tipi alt tiirler olusturur [55].
2.1.1.3 HER?2 Pozitif (ER-, PR, HER2+)

HER?2 tirozin kinaz ailesinin bir {iyesidir ve meme kanseri vakalarinin yaklasik
%11-30’unu olusturur [56]. Meme kanserinin diger alt tiirlerine gore hem biyolojik
hem de klinik ag¢idan daha agresif nitelik tagimaktadir. HER2 geni ve HER2
yolaginda gorev alan ilgili diger genlerin yiiksek ekspresyonu ile karakterize edilen

bu tiimorler morfolojik olarak yiiksek bir proliferativiteye sahiptir [57].

HER2-pozitif kanser tiirii, proliferativitelerinin yliksek olmasi nedeni ile Luminal
A ve Luminal B kanser tiirlerine gore daha hizli bliylimeye egilimine sahiptir ve

ozellikle tedavi edilmediginde daha kot bir prognoz sergilemektedir [44].
2.1.1.4 Uglii Negatif Tiimorler (ER-, PR-, HER2-)

Uclii negatif meme kanseri, ER, PR ve HER2’nin negatif ekspresyonuna sahip bir
meme kanseri alt tiirii olarak tanimlanir [58]. Uclii negatif meme kanseri vakalar1

tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %15-20'sini olusturmaktadir [59].

Son derece invaziv Ozellik gosteren bu meme kanseri tiiriine sahip vakalarda
siklikla uzak metastaz gbzlenir ve hayatta kalma siiresi diger tiirlere gore daha

kisadir. Vakalarin yaklasik %401 ilk bes yil igerisinde 6liim ile sonuglanir [60, 61].
2.1.2 Meme Kanseri Hiicre Hatlar

[k insan hiicre dizisi, 50 yil 6nce Amerika’da bir laboratuvarda George Gey
tarafindan kurulmustur [62]. HeLa hiicresi olarak adlandirilan bu hiicre dizisi adin1
servikal karsinomaya sahip olan ve hiicre hattinin tiiretildigi Henrietta Lacks’dan
almistir. Bu bulus hiicre kiiltiiriiniin bugiin bilinen sekli ile kanser arastirmalarinda
kullanilmasiin yolunu agmistir. Kanser arastirmalarinda kiiltiir hiicre hatlarinin
kullanilmasmin en biiylik yararlarindan biri, standart hiicre kiiltiirii ortaminda
kendiliginden ¢ogalma yetenegine sahip nispeten homojen bir hiicre

popiilasyonunun bir sonsuz beslenmesinin saglanmasidir [63].

Ik meme kanseri hiicre hatt1 1958 yilinda kurulan BT-20’dir [64]. Ancak doku
¢evresindeki stromadan canli tiimor hiicrelerinin ¢gikartilmasindaki teknik zorluklar
[65, 66, 67] ve hiicre yetistirme siirecinde uzun donemde yasanan sorunlar [65, 67]

nedeniyle hiicre hatt1 ¢aligmalarinda azalmalar goriilmiistiir. Hiicre hatlarinin pek



cogu 1970°li yillarda kurulmustur. Ornegin; MD Anderson serileri [67] ve halen
diinyada en yaygin olarak kullanilan meme kanseri hiicre dizisi olan MCF7, 1973'te
Michigan Kanser Vakfi’nda kurulmustur [68]. MCF7'nin ER ekspresyonu
tizerinden yiiksek hormon duyarliligi gostermesi, hormon yanitin1 incelemek igin

ideal bir model olmasi ve yaygin kullaniminin en 6nemli nedenidir [69].

Calismamizda kullanilacak olan hiicre hatlar1 olan MCF7 ve MDA-MB-231’¢
iliskin detaylar asagida belirtilmektedir.

2.1.2.1 MCF7

MCF7, 1970 yilinda 69 yasindaki meme kanseri hastas1 Kafkas bir kadinin meme
dokusundan izole edilmis [68] ve MCF (Michigan Cancer Foundation-Michigan
Kanser Dernegi) tarafindan isimlendirilmistir. MCF7 yiiksek hormon duyarlilig1

nedeni ile diinya genelinde en ¢ok ¢alisilan meme kanseri hiicre hattidir [69].

MCF7 hiicreleri, meme epiteline 6zgii ¢esitli ideal 6zellikleri koruyan hiicre hattinin
bir sonucu olarak in vitro meme kanseri ¢alismalari igin oldukga faydalidir [70].
MCF7 hiicreleri, hiicre sitoplazmasindaki Ostrojen reseptorleri yoluyla ostradiol
formundaki Gstrojeni isleme yetenegine sahiptir ve bu durum MCF7 hiicre hattinin
bir ER pozitif hiicre hatt1 olmasina yol agar. MCF7 ayrica PR-pozitif ve HER2-
negatif [71, 72], zay1f agresif, invaziv olmayan ve diisiik metastatik 6zellik gosteren

bir hiicre hattidir [73].
2.1.2.2 MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre hatti, metastatik bir meme adenokarsinomasi [69] olan 51
yasindaki bir beyaz irktan bir kadinin plevral eflizyonundan izole edilmis ve tibbi

arastirma laboratuvarlari en sik kullanilan meme kanseri hiicre dizilerinden biridir

[74].

MDA-MB-231, ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun eksikligi
nedeni ile oldukga agresif, invaziv ve zayif farklilasmis TNBC (iiglii negatif meme
kanseri) hiicre hatlarindan biridir. Diger istilaci kanser hiicre hatlarina benzer
sekilde, MDA-MB-231 hiicrelerinin invaziv 6zelligi, hiicre dis1 matrisin proteolitik
bozulmasi vasitasi ile gergeklesir. MDA-MB-231’in bu in vitro ortamda gosterdigi
istilaci fenotip caligmalarda yaygin olarak kullanilmasinin en 6nemli nedenidir [75,

76].



2.2 Radyasyon

Radyasyon yiiksek hizda pargaciklarin ya da elektromanyetik dalgalarin enerjisi
olarak tanimlanmaktadir. Bir maddenin atom ¢ekirdeginde notron sayisinin proton
sayisindan fazla olmasi durumunda atom kararsiz bir yap1 gostermektedir. Kararsiz
yapidaki atomlar bu kararsizlik nedeniyle fazla bir enerji sahip olurlar. Bu
durumdaki atomlar bu fazla enerjilerini alfa, beta gibi pargacik ya da gama gibi
1s1ma yoluyla atarak kararli yapiya gegmeye calisirlar. Kararsiz haldeki bir atomun
kararlt yapiya ge¢mek i¢in sahip oldugu enerjiyi pargacik veya dalga seklinde
yaymasina ‘“‘radyoaktivite”; bu olay esnasinda agiga c¢ikan enerjiye ise

"radyasyon" adi verilmektedir [77, 78].

Radyasyon madde ile etkilestiklerinde gosterdikleri etkiye gore iyonlastirici ve

iyonlastirict olmayan radyasyon olarak siiflandirilirlar (Sekil 2.1) [79].

Radyasyon
fyonlastirica I)Sﬁi::f;:‘]lla
Radyasyon Radyasyon
Parcacik Tipi -
Dalga Tipi
- Alfa
- X-1gmlari Dalga Tipi
- Beta
i - Gama 1s1nlar1
- Notronlar

Sekil 2.1 Radyasyonun siniflandirilmasi

2.2.1 Tyonlastiric1 Radyasyon

Atomlardan elektronlar koparabilecek enerjiye sahip olan dalga veya pargacik
formundaki enerjidir. Carptig1 maddede yiiklii pargaciklar (iyonlar) olusturabilir.
Iyonlastiric1 radyasyonu iki sekilde siniflandirmak miimkiindiir. Bunlar, pargacik
(partikiil) ve dalga tipi radyasyonlardir. Partikiil tipi radyasyon; belli bir kiitle ve
enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden pargaciklardir. Dalga tipi radyasyon ise, belli
bir enerjiye sahip ancak kiitlesi olmayan radyasyon cesididir. Bunlar titresim

yaparak ilerleyen elektrik ve manyetik enerji dalgalar gibidir [79, 80].

10



2.2.1.1 Iyonlastiric1 Radyasyon Tiirleri

Alfa Parcaciklari: Alfa parcacigi iki protondan ve iki nétrondan olusmus (2p, 2n)
bir Helyum ¢ekirdegidir ve pozitif yiikliidiir. Alfa c¢ikararak ¢ekirdegin
parcalanmasi olayi, atom numarasi bliyiik olan izotoplarda goriiliir ve genellikle
dogal radyoaktif atomlarda rastlanir. Iyonlastirici radyasyon cesitleri arasinda en
yiiksek enerjiye sahip olan tiirdiir [81]. Diger partikiil tipi radyasyonlara gére daha
agir bir parc¢acik olup havada kisa bir menzile (sadece 1-2 cm) sahiptir; ince bir
kagit parcasi veya viicut derisi tarafindan tamamen sogurulabilir. Bu nedenle dis
1sinlanma riski olusturmamaktadir. Ancak alfa radyasyonu solunum ya da sindirim
yoluyla viicuda alindiginda, yakinindaki akciger veya mide dokularinin yiiksek

radyasyona maruz kalmasina neden olabilir (i¢ 1s1nlanma riski) [82]

Sekil 2.2 Alfa pargacigi bozunumu

Beta Parcaciklari: Beta partikiilleri pozitif ve negatif yiiklii hizli elektronlardir.
Cekirdekteki enerji fazlalig1 cekirdek civarinda, E = mc? esitligiyle agiklanabilen,
bir kiitle olusturmaktadir. Bu kiitle ¢ekirdekteki fazla yiikii alir ve disariya bir beta
1511 olarak ¢ikar. Canli dokuya 2 cm’ye kadar niifuz edebilir [83, 84].

X- Ismlari: Bir atoma disaridan gelen veya gonderilen yiiksek enerjili elektronlar
0 atomun ilk halkalarindan elektronlar koparirlar. Atomdan kopan bu elektronun
yerine daha yiiksek seviyelerden elektronlar atlayarak kopan elektronun yerindeki
boslugu doldururlar. Bu sirada ortaya ¢ikan enerji fazlaligi X-1s1m1 seklinde disari
salinir. Bunlarin diginda X-1g1n1 yapay olarak, rontgen tiiplerinde de elde edilir [83,

85].

Gama 1sinlari: Gama 1sinlart atomun ¢ekirdeginde olusan radyasyon tiiriidiir.
Genellikle ¢ekirdek, bir alfa veya bir beta partikiilii yayimladiktan sonra ortaya
cikan kararsizliga neden olan c¢ekirdek enerjisi bir elektromanyetik radyasyon

yayimlar. Buna gama radyasyonu denir. Dalga tipi bir radyasyon olmasi nedeniyle
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gama 1sinlari, alfa ve beta radyasyonlarina gore daha girici (niifuz edici) bir

radyasyon tiiriidiir [85, 86].

Notronlar: Notronlar yiiksiiz parcaciklardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 herhangi bir
madde igerisine kolaylikla niifuz edebilirler. Dogrudan bir iyonlagsmaya sebep
olmazlar. Ancak atomlarla etkilesmeleri, iyonlagsmaya neden olan alfa, beta, gama
veya X-iginlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Yiiksiiz olduklar1 i¢in madde ile
zayif etkilesime girerler ve dolayisiyla madde igerisine kolaylikla niifuz edebilirler

ve kolayca durdurulamazlar [85, 87, 88].

X-151n1 o -

— \1“)‘/\/
N

gama 1S1ni

Sekil 2.3 Iyonlastirici radyasyon tiirleri
2.2.1.2 Iyonlastiric1 Radyasyon Birimleri

Doz, herhangi bir maddenin belli bir zaman igerisinde kullanilan veya tiiketilen
miktar1 demektir. Radyasyon dozu ise hedef kiitle tarafindan, belli bir siirede,

sogurulan veya alinan radyasyon miktaridir (Tablo 2.1) [89, 90, 91].
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Tablo 2.1 Radyasyon birimleri

Nicelik

Ozel Birim

SI (Uluslararasi
Birimler Sistemi)

Birimi

Aciklama

Aktivite

Birimi

Ci (Curie)

Bq (Becquerel)

Aktivite, birim
zamandaki
radyoaktif
bozunma
miktarini

gostermektedir.

(1Bq, saniyedeki

bozunum sayis1)

Isinlama

R (Rontgen)

Clkg
(Coulomb/kg)
(6zel bir ad1

yoktur)

Isinlama; X ve y
1sinlarinin havay1
iyonlastirma
kabiliyetinin bir

Olciistdiir.

Sogurulan

Doz

Rad

Gy (Gray)

Materyalin bir
birim kiitlesinde
depo edilen
enerjinin

Olciisiidir.

Esdeger

Doz

Rem

Sv (Sievert)

Iyonlastiric
radyasyonlarin
biyolojik madde
tizerindeki etkisini
belirtmek
amaciyla

kullanilmaktadir.
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2.2.2 lIyonlastiric1 Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonlastiric1 radyasyonun biyolojik etkileri hiicresel ya da molekiiler diizeyde
olabilir. Iyonlastiric1 radyasyon maruziyeti durumunda onarilarak klinik etkiye
neden olmayan hasarlar, onarilmaz ise kanserojen olabilen hasarlar, kiigiik bir
popiilasyonda hiicre 6liimiine yol acan onarilamayan kii¢iik 6l¢ekli hasarlar ya da
akut radyasyon sendromu gibi bir organ sistemi igerisinde deterministik etkilerin
olusumuna yol acacak sayida hiicrelerin 6liimiine neden olan biiyiik 6l¢ekli hasarlar
olusabilmektedir [92]. Hasarin boyutu, maruz kalinan radyasyonun tiirii, enerjisi,

miktar1 ve maruz kalinan siire gibi pek ¢ok degiskene baghdir [93].

Iyonlastiric1 radyasyon etki ettigi hiicrenin genetik materyalinde dogrudan ya da
dolayli olarak hasara neden olabilir. Bu etkiler iyonlastirici radyasyonun direkt ve

dolayli etkileri olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4) [94].
2.2.2.1 Direkt Etki

Bir elektron koparmaya yetecek enerjinin absorplanmasi bag kiriklariyla
sonuglanabilir [95]. Bu sekilde bir etki DNA’a dogrudan bir hasara neden
olabilmektedir. Iyonlastirici radyasyon etkisiyle DNA’da tek zincir ya da ¢ift zincir
kiriklart olusabilmektedir. Cift zincir kiriklari, onarilmadigi takdirde hiicre

oliimiine yol agan, DNA i¢in en tehlikeli hasari olusturan etkidir [96].
2.2.2.2 Dolayh Etki

Radyasyonun dolayli etkisi enerjinin bir atoma transferini takip eden serbest radikal
tirlerine bozunmasi olarak tanimlanmaktadir [95]. Bir serbest radikal, orbital
pozisyonunda eslenmemis bir elektronu olan elektriksel olarak nétral bir atomdur
[77]. Radikal elektrofiliktir ve oldukga reaktiftir. Hiicrede baskin molekiil su oldugu
icin (yaklasik %80) serbest radikal olusumu su molekiiliiniin uyarilmasi ve

iyonlagmast mekanizmasi tizerinden yiiriir [96].
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Sekil 2.4 Iyonlastirici radyasyonun direkt ve dolayl etkisi

2.2.2.3 Deterministik ve Stokastik Etkiler

Radyasyonun genetik [97] ve somatik etkileri [98] ilk defa ICRP (Uluslararasi
Radyasyondan Korunma Komitesi)’nin 1958 [97] ve 1990 [98] yillarina ait
Tavsiyeler (Recommendations) baslikli yaymlari ile tanimlanmigtir. Radyasyonun
biyolojik etkilerinin yalnizca somatik ve genetik olarak siniflandirilmasi
radyasyondan korunma g¢aligmalar1 i¢in yeterli olmamus, etkilerin kantitatif olarak
da degerlendirilmesi gereksinimi dogmustur. Bunun {izerine ICRP 1977 yilinda
yayinladigi rapor (ICRP Publication 26) [5] ile radyasyonun biyolojik etkilerinin
kantitatif olarak degerlendirilmesinde kullanilmak iizere iki yeni ifade olarak
stokastik ve stokastik olmayan etkileri tanimlamistir. 1991 yilinda yayimnlanan rapor
(ICRP Publication 60) ile stokastik olmayan etki ifadesinin kullaniminin uygun
olmadig1 belirtilmis ve bunun yerine “Onceki olaylardan ¢ikarilan sonuglar ile

belirlenen” anlamina gelen deterministik etki ifadesinin kullanilmasi onerilmistir

[99].
e Deterministik Etki

Deterministik etkilerin esik dozu vardir. Radyasyon dozu belirli bir esik diizeyini

astig1 zaman ortaya ¢ikar ve doz (ve doz hiz1) arttikca daha erken ve daha siddetli
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bir sekilde olusur (Sekil 2.5). Radyasyonun viicutta olusturacagi hasar farkli esik
dozlarina sahiptir. Ornegin; deride yaniklar igin esik doz 2-5 Gy, katarakt i¢in esik
doz 0,5 Gy, geri doniisiimsiiz cilt tahribi i¢in esik doz 20- 40 Gy’dir [93, 100]. Cok
yiiksek bir doz bir anda alindiginda birkag hafta icinde 6liime neden olabilmektedir

[100].

Tidm hiicreler Slir.

% Etki

Hiicre
yapisinin
onarimi
mumkunddr,

Kigiik bir doz artisi
biiyiik bir hasara neden
olur.

Adoz Doz

Sekil 2.5 Iyonlastirici radyasyonun deterministik etkileri

e Stokastik Etki

Stokastik etkinin ortaya ¢ikmasi igin bir esik doz yoktur, diisiik dozlarda da ortaya
cikabilmektedir. Radyasyon dozundaki artis etkinin siddetini degil ortaya ¢ikma
olasiligini artirir. Stokastik etkinin sonuclar1 bedensel (radyasyona maruz kalan
kiside ortaya ¢ikan), kalitsal (bir sonraki nesle aktarilabilen) ya da yasam kisaltici
olabilir. Losemi, tiroid kanseri, tiikiiriik bezi tiimorleri, genetik bozukluklar

stokastik etkilere ornek olarak verilebilir [95, 100, 101].
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Sekil 2.6 Radyasyonun biyolojik etkileri
2.2.3 lIyonlastirica Radyasyonun Tipta Kullanimi

19. yiizyilin sonlarinda X-1sinlarinin kesfedilmesi radyasyonun tipta kullaniminin
doniim noktas1 olmus ve radyasyon hem teshis hem de tedavide yaygin olarak

kullanilmaya baslanmigtir [102].

Tibbi alandaki radyasyon uygulamalari, radyasyon ile goriintii elde edebilme ve
radyasyonun hiicre ve tiimorleri yok edebilme yetenegine sahip olmasi temeline
dayanir. Radyasyon bu oOzellikleri nedeni ile hastaliklarin teshis (tani) ve

tedavisinde 6nemli rol oynar [103].
2.2.3.1 Radyoterapi

Radyoterapi, birlesik tiimor tedavisinde kullanilmakta olan 6nemli bir yontem olup,
kanser tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [104]. Bu tedavi yonteminin
temeli kanser hiicrelerinin (dokular) hedeflenmis 1s1ma ile tahrip edilmesi esnasinda
kanser olan dokuyu saran normal hiicrelerin (doku) radyasyondan en az diizeyde
etkilenmesi prensibine dayanmaktadir [105]. Radyoterapdtik etkinin belirleyici
faktorleri optimal dozun uygulanmasi ve kanser hiicrelerinin radyasyon yanitidir.
Ancak biyolojik heterojenlik nedeniyle her hasta timori, belirli bir radyasyon
dozuna karsilik farkli radyasyon duyarliligi gosterebilmektedir. Bir tiimdr, tedavi

amaciyla uygulanan radyasyon dozu ile kontrol edilemiyor ise radyasyona direncli;

17



kontrol edilebiliyor ise radyasyona duyarli olarak tanimlanabilmektedir [4].
Radyasyon tedavilerinde kanser hiicrelerinin radyosensitivitesinin arttirilmasi
tedavinin etkinlestirilmesi yoniinden 6nemli bir husustur [106]. Radyasyon direnci
mikrogevresel oksijen azlgi, normal olmayan 6zglin DNA hasar yanit1 aktivitesi,
onkogenlerin mutasyonu ya da tiimor baskilayicilar nedeni ile olusabilir [107].
Kanser hiicrelerinin  radyasyon direncinin azaltilarak radyosensivitesinin
artirilmasi, radyoterapinin en Onemli konularindan biridir. Terapi sirasinda
uygulanan radyasyon ile sinerjik etki yaratabilecek yeni molekiillerin belirlenmesi

bu yonii ile dnem kazanmaktadir (Orn: miRNA) [108].

Gliniimiizde kanser tanist konan hastalarin yaklagik %50-60’1 hastalik donemi
icerisinde radyoterapi almaktadir. Normal bir uygulamada tedavi 2 ila 10 hafta
arasinda siirmekte ve verilecek olan toplam radyasyon dozu haftada bes giin olacak
sekilde fraksiyonlara boliinmektedir. Hastadan hastaya degismekle birlikte bir
radyoterapi siiresince uygulanan toplam doz 30 ila 70 Gy arasinda degismektedir

[109].
Radyasyon terapisi baska programlarda da verilebilir.

Hizlandirilmis (Akselere) Fraksiyon: Tedavinin uygulanacagi toplam hafta
sayisint azaltmak icin daha biiylik giinliik veya haftalik radyasyon dozlarinin

uygulanmasi.

Hiperfraksiyonlama: Daha kii¢iik radyasyon dozlarinin giinde bir kereden fazla

uygulanmasi.

Hipofraksiyonlama: Tedavi seans sayisini azaltmak i¢in giinde bir kez (veya daha

az siklikta) daha biiyiik radyasyon dozlarinin uygulanmasi [110, 111].

Uygun tedavi se¢imi hekim tarafindan her hastaya 6zgii olarak belirlenmektedir.
Radyoterapi tek bagina uygulanan bir tedavi yontemi olabilmesine ragmen ameliyat
ve kemoterapi ile birlikte de uygulanabilmektedir. Uygulanacak olan tedavinin

belirlenmesinde asagida belirtilen parametreler g6z 6niinde bulundurulur:

» Kanserin tiirli; bazi kanser tiirleri radyoterapiye duyarli, bazilar1 ise
dayamklilik gosterir. Ornegin; melanoma

» Hastaligin ilerleme derecesi,

A\

Hastanin genel saglik durumu,

» Tiumdriin diger organ veya dokulara olan yakinligi,
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» Diger yontemlerin etkinligi, (kemoterapi ve/veya ameliyat tek basina da

yeterli olabilir) [4, 107, 109].

MiRNA’lar da DNA hasar onarimi, hiicre dongiisii, apoptoz ve radyasyon ile ilgili
molekiiler yolaklarda diizenleyici olarak gorev yapmalari nedeniyle kanser
hiicrelerinin radyasyon yanitlarinda kritik bir rol oynamaktadirlar [10, 13, 112,
113]. Bu nedenle miRNA’lar radyoterapinin etkinliginin arttirilmasinda 6nemli

molekiillerdir [112].
2.2.3.2 Radyoterapi Uygulama Yontemleri

» Radyoterapinin amact;

> Kanseri tedavi etmek,
v" Lokal timoérleri yok ederek,

v’ Cerrahi ve/veya ilag tedavisi sonrasinda kanserin tekrarlama riskini

azaltarak
» Semptomlari azaltmak veya iyilestirmek
v Tumor biytikligiinde kii¢iilme hayat kalitesini artirir
v Agr, kanama, nefes darhigi gibi semptomlari iyilestirilebilir [4, 107, 109].
Radyoterapi eksternal (dis) ya da internal (i¢) terapi olarak uygulanabilir.
e Eksternal (Harici) Radyoterapi

Viicut igerisindeki timdriin bulundugu bolgeyi yiiksek enerjili 1sinlama (fotonlar,
protonlar ve partikiil radyasyon) ile disaridan isinlama prensibine dayanarak
uygulanan bir yontemdir. Bu yontemde kullanilan cihaz hastaya temas etmez ancak
hastanin ¢evresinde donerek pek ¢ok farkli agidan hastayi 1ginlayabilir. Lokal bir
tedavi yontemi olan eksternal terapide sadece hasta viicudunun hedeflenen spesifik
bir bdlgesi 1s1nlanir. Ornegin; bir akciger kanseri hastasi sadece gogiis bolgesinden

1sinlanir [110].

Eksternal radyoterapi, kullanilan radyasyon tiirline ya da uygulanan tedavi
teknigine gore siniflanabilir. Kullanilan radyasyonun tiirline eksternal radyoterapi
foton seklinde radyasyon lireten cihazlar veya parcacik seklinde radyasyon iireten
cihazlar aracilig1 ile uygulanabilir [112]. Foton seklinde radyasyon iiretenler X-1s1mn1

kullanan cihazlar ya da Co-60 gibi radyoaktif kaynak araciligi ile uygulanabilir.
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Parcacik seklinde radyasyon iireten cihazlarda elektron demetleri, proton ve ndtron

tedavileri 6rnek verilebilir [113, 114].
e Internal (Dahili) Radyoterapi

Internal radyoterapi, brakiterapi olarak adlandirilir ve viicut icerisinde bulunan
tiimoriin yanina ya da yakimina radyoaktif materyal yerlestirilmesi prensibine
dayanir. Hedeflenmis radyasyonun normal dokular1 en iyi koruyacak sekilde
viicuda verilmesi yontemidir. Radyoaktif kaynaklar veya kaynak tasiyici aygitlar
viicut yiizeyine, doku igine ve viicut bosluklarma yerlestirilebilir. Ozellikle serviks
ve korpus kanserlerinde, disaridan tedaviye ek olarak ya da tek basina yapilan
vazgecilmez bir yontemdir [115]. Brakiterapi, tek basina ya da siklikla eksternal
radyoterapi veya es zamanli kemoterapi ile birlikte uygulanir. YOntemin
uygulanmasinda gama 1sinlar1 veren kapali kaynaklar ve beta pargaciklart kullanilir
[116]. Bu tedavinin amaci, radyasyon kaynaginin hastanin cilt, beden boslugu veya
dokusu icine yerlestirilerek yalnizca o bolgede yiiksek doz toplanmasini
saglamaktir. Doz kaynaktan uzaklastikga ¢ok hizli bir bi¢imde azalmaktadir.
Boylece kaynaga temas halinde olan veya yakinina yerlesik olan timor maksimum
doz alirken, tiimor etrafindaki normal doku elemanlarinin dozu c¢ok diisiik

olmaktadir [33, 117, 118].
2.2.3.3 Lineer Hizlandiric1 Sistemler (LINAC)

Lineer hizlandiricilar yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalar kullanarak ytiklii
parcaciklar1 hizlandiran; yiliksek enerjili elektron 1sinlart ile dogrudan ylizeysel
yerlesimli tiimdrlerin tedavisinde ya da hedefe carptirilarak iiretilen X-1ginlar ile

derin yerlesimli tiimdrlerin tedavisinde kullanilabilen cihazlardir (Sekil 2.7) [119].

MR (manyetik rezonans), CT (bilgisayarli tomografi), vb. tibbi goriintiileme
cihazlarindan alman goriintiiler vasitasiyla, c¢evredeki saglikli dokulara zarar
vermeden sadece kanser hiicrelerine yiiksek dozda radyoaktif 1 uygulayan
eksternal tedavi cihazidir [120].
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Sekil 2.7 Lineer hizlandirici temel bilesenleri ve yardimci sistemleri

LINAC, yiiksek gerilim altinda metal hedeften koparilan elektronlar1 akselerator
tiipii icerisinde hizlandirarak, bu elektronlarin ‘Gantry’de (cihazin kafa bolgesi) bir
hedefe carptirilmasi sonucu olusan X-ismnlarini, belli kolimatorler vasitasiyla
hastaya odaklar [122]. Uygulanan bu radyasyon viicutta saniyeler igerisinde
tepkimelere yol acar ve bu tepkimeler sonucunda olusan molekiiller kanser
hiicrelerin genetik kodu olan DNA’larda kirilmalar meydana getirir. Bdylece
genetik kodu hasarlanan tiimor hiicreleri bundan sonra boliinemez ve GSlmeye

baslarlar. Bu islem sirasinda hastada herhangi bir kanama, yara, aci, vs. gozlenmez
[123].

e LINAC Yardimci Elemanlar (Sekil 2.8)
SAD (Source Axe Distance): Kaynak - eksen mesafesi [124]

SSD (Source Skin Distance): Kaynak - cilt mesafesi [124]

Gantry: Kolimatdr blogunu i¢inde bulunduran hastaya uygulanan 1sinin ¢iktig1 son
kisimdir. Cok yiiksek bir hareket kabiliyetine sahip olmasi sayesinde hastanin
tedavi bolgesine konumlanabilmektedir. 360’ ye kadar donebilme ve yukari asagi

hareket edebilme kabiliyetine sahiptir [123, 125].

Kolimator: Lineer hizlandiricidan ¢ikan 1sinlar1 rastgele dagilmamalari igin belirli
bir dogrultuya yonlendirmeye ya da daraltmaya yarayan, X-isin1 demetlerini

timoriin fiziki yapisina gore sekillendiren cihazdir [123, 125].
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Bolus: Hastanin diizensiz kontiirlerini diizeltmek ve huzmeye uygun diiz yiizeyi
olusturmak i¢in cilt yiizeyine direkt olarak yerlestirilen doku esdegeri bir maddedir

[123].

Kolimator
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90° < ---/,---_-_; 270°
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Sekil 2.8 Lineer hizlandirici temel bilesenleri ve yardimci sistemleri

2.3 MikroRNA (MiRNA)

MiRNA'lar uzunlugu 19-25 niikletotitten olusan kiiciik, endojen, tek iplik¢ikli ve
protein olmayan kodlayict RNA ailesidir. ilk miRNA lin-4 1993 yilinda
Caenorhabditis elegansin lin4 lokusundan kopyalanan kiiciik bir RNA olarak
kesfedilmistir [126]. MiRBase miRNA dizisi veritabanina gore insan genomu
bugiine kadar 2654 olgun miRNA dizisini igerir [127]. MiRNA'lar oldukga spesifik
etkilesimler ve karmagik diizenleyici aglar araciligiyla farkli dokulardaki ve gelisim
asamalarindaki gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenleyicileri olarak

gorev yapar [128, 129, 130].
2.3.1 MIiRNA Biyogenezi

MIRNA biyogenezi mekanizmalari, c¢ekirdekte miRNA transkripsiyonundan
baglayarak stoplazmada olgunlagmaya giden 6nemli biyolojik adimlart igerir [8].

MiRNA genleri intergenik ya da intragenik olabilir. Intergenik miRNA genleri
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promotorler, transkript sekanslar1 ve sonlandirici iiniteleri de dahil olmak iizere
kendi transkripsiyon {initeleri ile bagimsizdir [131, 132]. intragenik genler ise
konak¢1 genlerin intronik veya ekzonik bolgelerinde bulunur ve ayni
transkripsiyonel tiniteleri bu konak¢i genler ile paylasir [133, 134]. MIRNA
biyogenezinin ilk asamasi olan Drosha prosesi primer miRNA'dan (pri-miRNA)
premiRNA'nin iretilme evresidir. Memelilerde miRNA genleri birincil
transkriptleri (pri-miRNA) tiretmek i¢in RNA Polimeraz II/III ile kopyalanir. Pri-
miRNA'lar tipik olarak bir 5'- cap ve bir poli-A zincii ile stem-loop (kok halka)
yaptya sahip birka¢ bin baz uzunlukta tek zincirli bir yapiya sahiptir [135, 136].
RNA Polimeraz-I| miRNA transkripsiyonunda kullanilan temel polimeraz tiiriidiir.
Ancak RNA Polimeraz-I|I ile transkripsiyona sokulan Alu elemanlar ile iliskili
kiigik miRNA gruplart da bulunmaktadir [137, 138]. Pri-miRNA'lar bir
mikroiglemci kompleksi olan DGCRS8 (Drosha-DiGeoger sendromu kritik bolge
geni) aracilig ile islenerek yaklasik 70 niikleotit uzunlugunda ve sa¢ tokasi

formundaki bir ya da birka¢ pre-miRNA'ya doniistiiriiliir [139, 140].

Drosha pri-miRNA'y1 pargalayan RNase III tipi endoniikleazdir. Mikroislemci
komplekste DGCRS8 ise pri-miRNA'y1 taniyan, Drosha katalitik bir alt birim
fonksiyonu gosteren bir proteindir. Drosha c¢ift iplikli ilmek yapisint pri-
miRNA'dan ayirarak 52 ucunda monofosfat ve 3' ucunda 2 niikleotit hidroksil

bulunan pre-miRNA'ya doniistiirtir [127, 141, 142].

Daha sonra pre-miRNA'lar RanGTP/ XPOS5 (exportin 5) kompleksi araciligiyla
cekirdekten sitoplazmaya tasinir. Ozel tasiyici bir protein olan XPOS'in pre-
miRNA'lar1 tanimak ile gorevli oldugu bu mekanizme RAN-GTP bagli olarak
ilerlemektedir. Pre-miRNA'nin da katildigi tasima kompleksi tagimanin ardindan
GTP'nin hidrolizi ile dagilir ve pre-miRNA serbest bir sekilde stoplazmaya salinir
[143, 144].

Sitoplazmaya tasinan pre-miRNA, sitoplazmada bulunan bir RNaz 111 enzimi olan
Dicer tarafindan TRBP (transaktivasyon-yarut baglanma proteini) ve PACT
(aktivasyon proteini) aracthgr ile yaklastk 20 niikleotit uzunlugunda bir

miRNA/miRNA* dubleksi olusur [145].

miRNA dubleksleri daha sonra Dicer-TRBP kompleksi yardimiyla RISC (RNA

kaynakli susturma kompleksi) olusumu amaciyla Ago (Argonaute) protein alt
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ailesinin bir iiyesi haline gelir. miRNA dubleksleri RNA helikazlar tarafindan iki
tekli zincire ayrilir ya da boliiniir. Ipliklerden biri kilavuz iplik (miRNA olgun iplik)
olarak adlandirilir ve miRNA aracili RNA baskilanmasinda iglev goriir. Diger iplik
ise tamamlayici ya da yolcu iplik adini alir. Kilavuz iplik RISC kompleksine baglh
olarak kalir yolcu iplik ise degrade olur [143, 146, 147].

Ago proteinine bagli olgun miRNA daha sonra miRISC olarak bilinen bir efektor
kompleksi i¢ine monte edilir. MiRNA'nin da dahil oldugu RISC kompleksi hedef
mRNA'ya yonlenir. Olgun miRNA daha sonra tohum dizisi (miRNA 5' ucundan 2
ile 8 niikleotit) ile hedef mRNA'nin translasyona ugramayan 3'-UTR ucuna
baglanir. Bu baglanma kismi ya da tam komplementerlik (miikemmel eslesme)
gostererek gerceklesebilir. Mitkemmel eslesmenin gerceklesmesi durumunda RISC
hedef mRNA'y1 degrade eder, kismi bir eslesme gerceklesirse hedef mRNA
translasyonel olarak baskilanmig olur. Translasyon baskilanmasi ya da
inhibisyonuna neden olan kismi eslesme daha yogun goriilen bir durumdur (Sekil

2.9) [145, 147, 148].
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Sekil 2.9 miRNA biyogenez yolagi

2.3.2 MiRNA’larin Diizenleyici Rolii ve Kanser ile Iliskisi

Kisa miRNA-mRNA baglanma bolgeleri nedeniyle tek bir miRNA birden ¢ok
hedeflenmis mRNA'ya baglanabilir ve ¢oklu yollar ile fonksiyonlarini
diizenleyebilir. Tek bir mRNA'da ayn1 anda birka¢ farkli miRNA tarafindan
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hedeflenebilir ve baglanma gergeklestirebilir [148, 149]. Protein kodlayan genlerin
yaklagik 1/3"liniin miRNA'lar tarafindan regiile edilebilecegi tahmin edilmektedir.
Bu nedenle, miRNA'larin hedef genlerinin belirlenmesi ¢aligsmalar1 biiyiilk 6nem

tasimaktadir [150, 151].

miRNA'lar hiicre gelismesi ve farklilagsmasi [152] hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz

[153] gibi pek ¢ok hiicresel ve sinyallesme yolagini diizenleyebilir [154, 155, 156].

Tek bir miRNA veya kii¢iik bir miRNA alt grubunun diizensizligi hiicresel hastalik
durumlarinin gelismesine neden olabilir. Kanser de miRNA diizensizliginin neden

oldugu baslica hastaliklardan biridir [155].

miRNA'larin rolii akciger kanseri [156], meme kanseri [15], papiler tiroid kanseri
[157], mide kanseri [158] ve kolon kanseri [159] gibi pek ¢ok kanser tiiriinde

ispatlanmustir.

miRNA’lar kanser metabolizmasinda tiimdriin baslangici, metastazi ve
farklilagsmasinda rol alabilir. Bu 6zellikleri miRNA’larin kanserin hem teshisi hem

de tedavisi alaninda uygulanmasina olanak saglar [160].

Kanser ile ilgili miRNA’lar iki gruba ayrilir: Tiimor baskilayict miRNA’lar ve
onkogenik miRNA’lar. Kanser hiicrelerinde ekspresyon seviyesi azalan miRNA’lar
timor baskilayict miRNA’lar; ekspresyon seviyesi artan miRNA’lar onkogenik

miRNA’lardir [19, 161].

Tiimdr baskilayict miRNA’lar genellikle onkogenik mRNA’larin translasyonunu
baskilayan mRNA’lar1 hedefleyerek tiimor ilerlemesini inhibe edebilir; Onkogenik
MIiRNA’lar timor baskilayict genlerin metastazi ve susturulmasi ile kanserin

baslangici ve ilerlemesinde etkilidir [34].
2.3.2.1 MiRNA’larin Meme Kanseri ve Tedavisindeki Rolii

Insan miRNA kod genlerinin yaklasik %50'si kanser ile iligkili bolgelerde ya da
kirllgan  kromozomlarda bulunur [150]. miRNA diizensizliginin meme
kanserindeki roli ilk kez 2005 yilinda [15] bulunmus ve o giinden beri pek ¢ok
caligma miRNA ekspresyon diizeylerinin meme kanseri ile degistigini gostermistir
[19, 162].

Meme kanseri ile iliskili miRNA'lar da onkogenik miRNA'lar ve tiimor baskilayici

miRNA'lar olmak iizere iki gruba ayrilir. Onkogenik miRNA'lar genellikle meme
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kanserinde up-regiile olur ve potansiyel tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu
bastirir ve meme malignitesine yol agar [19]. Bunun tersine timor baskilayici
miRNA'lar meme timérii olusumunu destekleyen onkogenlerin ekspresyonunu
inhibe eder. Bu nedenle tiimor baskilayict miRNA'larin down-regiile olmasi meme

malignitesine yol agabilir [34].

Meme kanseri tedavisinde kullanilan baglica yontemler cerrahi, radyasyon tedavisi,
kemoterapi, endokrin (hormon) tedavisi ve hedefe yonelik tedavidir [24]. Gogiis
koruma ameliyati, lokalize meme kanseri tedavisinde yaygin bir yaklasimdir.
Ameliyat dncesinde tlimor kitlesini kiigiiltmek i¢in neoadjuvan tedavi uygulanir.
Cerrahiyi genellikle tam iyilesmeyi saglamak ve metastaz riskini azaltmak igin
adjuvan tedavi izler. Ameliyat sirasinda goriilmeyen kanser hiicreleri, lokal
kanserin tekrarlama riskini azaltmak icin radyasyonla Oldiiriilebilir. Ameliyat

sonrasi radyoterapi, tiimorii kemoterapi ile birlikte kiigtltiir [163, 164].

2.4 MiRNA’larin Biyobelirtec Rolii

Kanser tedavileri her ne kadar tiimoriin tipi, lokasyonu ve evresine bagli olarak
hastadan hastaya farklilik gosterse de hastalarinin biiyiik bir boliimii tedavi
stirecinde radyoterapi almaktadir [165]. Giiniimiizde radyasyon tedavisi iizerine

yapilan ¢alismalar ile hedeflenen;

» Tiumdre uygun ve etkili radyasyon dozunun uygulanmasi ile tedavinin daha
basaril bir sekilde uygulanmasini saglamak,

» Normal (saglikl) dokunun daha az zarar gérmesini saglamak,

» Hastalarin hayatta kalma siirelerini uzatmak,

» Hastalarin yasam kalitesini arttirmaktir [166, 167].

Biyolojik molekiillerin radyasyon ile etkilesimi uzun yillar radyasyon tedavisine
klinik yanitlarin 6ngoriilmesi konusunda bir sorun teskil etmistir. Ancak son
yillarda yapilan ¢alismalar farkli kanser tiirlerinde tutarli radyasyon tepki
modellerini belirlemeye baslamistir [167]. Radyasyon yanitlarinin koordineli

modellerini tanimlayabilmek i¢in radyasyonun;

» Hiicresel bilesenlerin molekiiler fonksiyonu iizerindeki etkilerinin,

» Hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin,
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» Niikleik asitlerden proteinlere kadar tim kiiciik molekiil metabolitler

tizerine etkilerinin genis bir spektrumda Sl¢iilmesi gerekmektedir [24].

Hiicreler arasi iletisim de tiimoriin gelisimi, radyasyon tedavilerinin tasarimi ve
radyasyona direngli tiimorlerin tedavisi i¢in kritik dneme sahiptir. Radyasyonun
hedeflenen doku/organlarda olusturdugu etkilere odaklanan ¢aligmalar 1ginlanmig
hiicrelerde, komsu hiicrelere yan etkilerin kisa ve uzun menzilli transferini

gostermektedir [168, 169].

Radyasyona kars1 olusan hiicresel yanitlar DNA ile etkilesime dayanir. Radyasyon
tedavisinde terapotik etkinin arttirilmasinda normal dokular ve tiimorli dokular
arasindaki DNA hasar ve DNA hasar yanit yolaklarinda olusan farkliliklarin

incelenmesi 6nem arz etmektedir [170, 171].

Gilinlimiizde radyasyon tedavisinin genel terap6tik sonucunu tahmin etmek hala
zordur ve ¢ogu zaman radyasyon, diren¢ gosteren tiimor hiicreleri tarafindan
zayiflatilarak, sinirh tedavi segeneklerinin mevcut oldugu tekrarlayan tiimoérlere yol

acar [172, 173].

miRNA’larin radyasyon yanitlarinda hiicresel metabolik olaylar1 regiile etmek
suretiyle gorev aliyor olmasi radyasyona direngli timorlerin tedavisinde potansiyel

degerlerine isaret etmektedir [174, 175].

Biyobelirtecler, normal biyolojik siireclerin, patogenezin veya tedaviye yanitin
gostergeleri  olarak degerlendirilebilen ve Olgiilebilen o6zellikler olarak
tanimlanmaktadir. Kanser biyobelirtegleri diyagnostik, prognostik veya prediktif
amagcli kullanilabilecegi gibi tedavi yanitlarini izlemede de kullanilabilir [176, 177,
178].

Prognostik biyobelirtecler tedaviden bagimsiz olarak hastanin genel kanser sonucu
ile ilgili bilgi saglar. Daha agresif tedavilerden faydalanabilecek yiiksek riskli
hastalar1 belirleyebilirler ancak hangi hastalarin spesifik bir tedaviden klinik yarar
saglayacag1 konusunda bir bilgi vermezler. Prediktif biyobelirte¢ler ise tam aksine

bir hastanin spesifik bir tedaviden yarar elde etme olasiligin1 gosterebilir [179].

Tiimdr biyolojisine ve hastanin bireysel risklerine odaklanilarak kisiye 6zgii olarak
tasarlanan radyoterapi uygulamalari hastalarin iyilestirilmesinde daha etKili
olacaktir [180]. Timdriin radyasyona yanitini etkileyen pek ¢ok faktér oldugu

bilinmektedir. Radyoterapinin daha etkin sonuglar verebilmesi igin tedavi
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oncesinde ve tedavi esnasinda kullanilabilecek klinik olarak dogrulanmis
biyobelirteglerin tanimlanmasi1 gerekmektedir. Biyobelirtecler tedavi Oncesinde
radyoterapi yanitlarinin 6ngoriilmesi; tedavi esnasinda ise tiimoriin radyoterapiye
yanmitinin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir [181]. Giiniimiizde klinikte
rutin uygulamalarda kullanilmak iizere yeterince dogrulanmis radyosensitivite

biyobelirtegleri bulunmamaktadir [182].

DNA hasar onarimi, hiicre dongiisii, apoptoz ve radyasyon ile ilgili sinyal
yolaklarinda diizenleyici olarak gorev yapan miRNA’lar hem kanser olusum
mekanizmasinda hem de kanser hiicrelerinin radyasyon yanitlarinda kritik rol
oynamaktadir [154, 155, 156]. Dokuya spesifik ve sert ¢evresel kosullarda kararli
molekiiller olan miRNA’larin ekspresyon seviyeleri genellikle hastalik ve organ
hasarinin bir sonucu olarak degismektedir. miRNA'larin temel molekiiler
tekniklerle kolaylikla 6l¢iilebilir olmalari, bu molekiillerin klinik tan1 ve prognozda
biyolojik belirte¢ olarak kullanilma potansiyelini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir

[183].

Ayrica, miRNA'larin kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda bulunmalar ve siddetli
fiziksel kosullarda dahi kararliliklarini korumalari, onlari protein ve mRNA
seviyesinde halihazirda incelenmis ve kismen kabul gormiis biyobelirteclere
tamamlayici bir yaklasim sunma konusunda 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu 6zellikler,
miRNA'larin  noninvazif yontemlerle radyasyona maruz kalmis bireylerde
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir [175]. miRNA’lar ile
yapilan ¢alismalarin olumlu ilerlemesi durumunda birincil tiimorii tedavi etmek ve
metastaz olasiligin1 azaltmaya yonelik potansiyel tedavilere katki saglayacagi

diistiniilmektedir [184].

Her kanser tiimor baskilayict genleri hedef alan yukari regiile edilmis
oncomiRNA’lar ya da onkogenleri hedef alan asagi regiile edilmis tiimor
baskilayict miRNA’lar olmak {izere bir miRNA kombinasyona sahiptir [185].
Kanser tiiriine 6zgii bu miRNA ekspresyon profili belirli tiimor tiileri ile bunlarin
alt tiirlerini potansiyel olarak tanimlayabilecek bir parmak izi olusturmak amaciyla

kullanilabilecegi onerilmektedir [184].

Literatirde miRNA’larin biyobelirte¢ rollerini gosteren pek ¢ok ¢alisma

bulunmaktadir. Ornegin, yapilan ¢aligmalar ile miR-105"in ekspresyon seviyesinin
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hayatta kalma orani1 diisiik, ti¢lii negatif meme kanseri hastalarinda olduk¢a yiiksek
oldugu ve hem tedaviye direnci hem de metastazi arttirdig1 ve iiclii negatif meme
kanserinde onkogenik oOzellik sergiledigi belirlenmis ve gii¢lii bir biyobelirteg

potansiyeli tasidig1 ortaya konmustur [186].

Azalan ekspresyon seviyesi ile meme kanserinde tiimor baskilayici 6zellik gdsteren
mMiR-675-5p’de meme kanserinin erken tanisi ve tedavisi i¢in biyomerker olarak

onerilmistir [187].

miRNA’larin kanser metabolizmasindaki iyonlastirici radyasyon ile olan iliskisi
potansiyel biyobelirte¢ olabilmesine yonelik ¢alismalarin arttirilmasi gerekitgini
gostermektedir. Gen regililasyonunda goérevli miRNA’larin kanser tedavisinde
kisisellestirilmis terapdtiklerin tasarlanmasi i¢in ¢ok biiyiikk onem tasidigi ve
miRNA bazli kanser tedavilerine yonelik arastirmalarin arttirilmas1 gerektigi

vurgulanmaktadir [183, 188].
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, farkli 6zelliklere sahip iki ayri hiicre hatti olan MCF7 ve MDA-MB-
231 kullanilmistir. MCF7 hiicreleri, meme epiteline 6zgii bir dizi 6zelligi nedeniyle
in vitro arastirmalarda siklikla kullanildiklar1 g6z oOnilinde bulundurularak
secilmistir [189]. Meme kanserinin ti¢lii negatif bir alt tiirti olan MDA-MB-231
hiicre hatt1 ise agresif davranisi ile MCF7’den farkli 6zellikler tagimasi nedeniyle

secilmistir [190].

MCF?7 hiicreleri Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Béliimii biinyesinde
yer alan Do¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR yiiriitiiciiliigiindeki Hiicre Kiiltiirii ve
Doku Miihendisligi Laboratuvar’'ndan, MDA-MB-231 hiicreleri, Istanbul
Universitesi Biyoteknoloji Boliimii ve Biyoloji Boliimii'niin bir pargasi olan Ileri
Kok Hiicre ve Biyomolekiiler Teknoloji Arastirma Laboratuvari'ndan temin

edilmistir.

Hiicre kiiltiirii prosesinde kullanilan kimyasallar asagida belirtilen sekilde

hazirlanmustir.

FBS (Fetal Sigir Serumu) hazirlanmasi: Deneysel prosediirlere uygun olarak
hazirlanmistir. Oncelikle 56°C'de 1 saat siireyle 1s1 ile inaktive edilmistir. Daha
sonra, dnceden filtrelenmis serum kullanilmistir; serum filtrelenmemisse 0,22 um
gozenek ¢apina sahip filtrelerden gegirilerek sterilize edilmistir, ardindan kiiglik

hacimlere bolinmiis ve -20°C'de saklanmustir.
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PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat Tamponlu Tuzlu Su) hazirlanmasi: 1
adet PBS tablet, 4 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na2HPOs, 0,24 g KH2PO4 bilesenleri
kullanilarak hazirlanmistir. pH 7.4'e ayarlanir. Sterilize etmek i¢in 121°C'de 15
dakika boyunca otoklavlanir. Steril PBS ¢ozeltisi 4°C'de saklanmustir.

Bir diger segenek olarak 1 adet PBS tablet (Sigma) 100 mL su eklenerek ¢oziiliir

ve ardindan steril PBS kullanim i¢in +4°C'de saklanir.

EDTA (Tripsin-Etilen diamin tetra asetik asit) tamponu hazirlanmasi:
Onceden hazirlanan PBS soliisyonuna %0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA

eklenmistir. Daha sonra otoklavlanmis ve -20°C'de saklanmustir.
3.1.2 Tyonlastiric1 Radyasyon Uygulamasi

Isinlama uygulamasi, Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Radyasyon
Onkolojisi biinyesinde gergeklestirilmistir. Isinlama planlamasi i¢in Monoco tedavi
planlama sisteminin 5.1 stirimi kullanilmistir. Isinlama uygulamasi Basaksehir
Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Radyasyon Onkolojisi biinyesinde bulunan LINAC
(Elekta Versa HD) (Stockholm, Isvec) cihazi ile gerceklestirilmistir.

3.1.3 Hiicre Canhlik Tayini

MTT ((4,5-Dimetiltiazol-2-Y1) -2,5-Difeniltetrazolium Bromiir) Hazirlanmasi:
Hiicrelerin canlilik tayini i¢in kullanilan MTT, ticari olarak liyofilize formda satin
alimmustir. 0,25 g tartilmis ve 50 mL steril PBS'de ¢oziilmiistiir. MTT etiketleme
reaktifi 0,25 mg / 50 mL'lik son konsantrasyonda hazirlanmis ve 151k olmadan

+4°C'de saklanmustir.
DMSO (Dimetil siilfoksit): Organik ¢oziicli
3.1.4 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit (Qiagen miRNeasy Mini Kit) kullanilarak
yapilmistir.

3.1.5 Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizi

Calismada incelenen miRNA'larin ifadelerini analiz etmek i¢in, miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilmis ve total RNA'dan tamamlayici DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilmistir. Se¢ili miRNA'larin, U6 (GeneGlobe ID: ENSG00000206625),
miR-208a (GeneGlobe ID: YP00205398), miR124 (GeneGlobe ID: YP00206026),
miR-145 (GeneGlobe ID: YP00204483) ifade analizi, Rotor-Gene Q 5plex HRM
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(Qiagen) kullanilarak miRCURY LNA miRNA PCR Testi (Qiagen) protokoliine

uygun olarak gergeklestirilmistir.
3.1.6 Kullamlan Cihazlar

Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Adx Kullanim Amaci

Hassas Terazi Besiyerlerinin tartilmasi ve molekiiler kantitatif

analiz asamasinda kullanmilmistir.

-20 °C Buzdolabi- Kimyasallarin saklanmasinda kullamlmstir.

Beko
Total RNA’nin saklanmasi asamasinda

kullanilmastir.

-80°C Buzdolabi-
cDNA’larin saklanmasi asamasinda kullanilmistir.
Heto
Vorteks- Heidolph Molekiiler kantitatif analiz basamaginda
kullanilmastir.
Mikropipet Molekiiler kantitatif analizlerde kullamilmistir.
Etiiv- Binder Hiicre kiiltiirii asamasinda kullanilmastir.
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3.2 Yontem

Bu tez calismasi kapsaminda Sekil 3.1°de verilen akis semasi izlenmistir.

in Vitro Cahsmalar Biyoinformatik Cahsmalar

| Hiicre Kiiltiirii | | Mikro Dizi Veri Seqimi |
N S

‘ Radyasyon Uygulamasi ‘ Farkl Diizeyde Ifade Edilen
S Genlerin Tespiti

’ Canhilik Tayini ‘ v
V Gen Ontoloji Analizi

‘ Total RNA Izolasyonu ‘
v v

miRNA Secimi ve _K_antitatif PCR Protein-Protein Etkilesim
A@m Incelenmesi
Istatistiksel Analiz

Sekil 3.1 Is akis semas1

3.2.1 In Vitro Calismalar
3.2.1.1 Hiicre Kiiltiirii Prosediirii

Hiicre kiiltiirii prosediirii Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Boliimii
biinyesinde yer alan Dog¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR yiiriitiiciiligiindeki Hiicre
Kiiltirti ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Coziilen
hiicrelerin kiiltiirii, 25 cm?'lik polistiren yiizeyli siselerde (NEST) ve uygun biiyiime

ortami1 kullanilarak siirdiirilmiistir.

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin kiiltiirti, %10 fetal sigir serumu (FBS) ile
desteklenmis Dulbecconun Modifiye Eagle Ortami (DMEM) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiiri, deney boyunca asagidaki kosullar altinda
siirdiriilmiistiir: 37°C, %95 nem ve %5 CO,. MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri,
%80-90 konfluansta enzimatik olarak ayrilmistir. Daha sonra 1000 rpm ve 25 °C'de
bes dakika santrifiij edilmistir. Hemositometre destekli hiicre sayiminin ardindan,
96 kuyulu plakalara kuyu basina 1x10* hiicre asilanmistir. Plakalar, 37°C, %95 nem
ve %5 COz'de bir kez daha inkiibe edilmistir. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak
gergeklestirilmistir [191].
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3.2.1.2 iyonlastiric1 Radyasyon Uygulamasi

Tedavi planlamasinin ardindan 1smmlama koordinatlar1 belirlenmis ve tim
1sinlamalar bu planlamaya uygun olarak gerceklestirilmistir. Isinlama esnasinda 0,5
cm kalinliginda bolus kullanilmistir. 96 kuyulu plakalara ekilmis olan hiicrelere
6MYV foton degerine sahip X-1g1n1 uygulanmistir. Uygulama esnasinda radyasyon
dozu 4 Gray (Gy)/1 fraksiyon ve 8 Gy/1 fraksiyon olarak ayarlanmistir (Sekil 3.2
ve Sekil 3.3).

Isinlanan hiicrelerin canlilik izleme siireleri 48 saat, 96 saat ve 7 giin olarak
belirlenmis oldugundan her zaman dilimi i¢in her iki hiicre hattt (MCF7 ve MDA -
MB-231) ve her iki radyasyon dozu (4 Gy ve 8 Gy) ig¢in ayr1 ayri 1gimlama
uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.4). Ayrica her zaman dilimi ve hiicre hatt1 i¢in

kontrol drnekleri de hazirlanmustir.

Sekil 3.2 Isinlanmak tizere well-plate icerisinde hazirlanan hiicreler
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Sekil 3.3 Hiicrelerin 1sinlanmasi

Sekil 3.4 LINAC cihazi
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Isinlama deney plani Sekil 3.5°te verilmektedir.

Kullanilan hiicre hatlari: MCF-7 ve MDA-MB-231 Canhlik izleme siireleri: 48. saat, 96. saat, 7. gilin

Uygulanacak Doz: 4 Gy/I1 fraksiyon ve 8 Gy/1 fraksiyon Hiicre ekim sayisi: 10.000/kuyu

Bolus kalinhgi: 0,5 cm

Kontrol
Lontro! ontro Kontrol .
]4\8. staatl ]9\6. staatl 75 g(iin CANLILIK
Kontrol Kontrol Kontrol EKSPRESYON
48. saat 96. saat 7. giin (> 100.000 hiicre)
CANLILIK iZLEME EKSPRESYON (> 100.000 hiicre)

‘ ‘ ‘ ‘ o
4 Gy-48. saat 4 Gy-96. saat 4 Gy-48. saat 4 Gy-96. saat

Sekil 3.5 Isinlama deney plani

3.2.1.3 Hiicre Canhhg: Tayini

Isinlamadan sonra, hem 1sinlanmis hem de 1sinlanmamis hiicreler, fosfat tamponlu
salin (PBS) i¢inde hazirlanan 10 pl MTT c¢ozeltisi (10 mg/ml) ile muamele
edilmistir. Daha sonra plakalar, 37 °C'de inkiibasyon i¢in CO2 inkiibatoriine
yerlestirilmistir. 4 saatlik inkiibasyonun ardindan, canli hiicrelerde iiretilen
formazan kristalleri DMSO islemiyle ¢6ziilmiistiir. Mikro plakalarin her bir kuyusu
100 ul DMSO c¢ozeltisine maruz birakilmis ve plakalar karanlik bir ortamda oda
sicakliginda 30 dakika tutulmustur. Daha sonra, her bir kuyunun absorbansi bir
mikro plaka okuyucusu (Mutiskan EX, Thermo Lab sistemleri) kullanilarak 570
nm'de 6l¢iilmiistiir. Canlilik kontrol (1isinlanmamis hiicreler hiicreler) %100 olarak
kabul edilmistir. Radyoterapi ile tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinin hiicresel
canlilik oranlari, absorbans Ol¢limlerinin sonuglarina gore kontrol grubuyla

karsilastirilmistir [192].

Hiicre canlilik tayini 1s1nlamanin 48. saat, 96. saat ve 7. giin sonunda yapilmistir.
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3.2.1.4 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu esnasinda lizis, RNA baglama, yikama ve eliisyon
prosediirleri, toplam RNA'y1 izole etmek i¢in RNeasy Mini Kit (Qiagen miRNeasy
Mini Kit) kit protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Toplanan total RN A'nin
miktar1 ve Kkalitesi, ultraviyole-goriiniir (UV-VIS) spektrofotometre (Thermo

scientific) ile Ol¢lilmiistiir. RNA 6ziitleri -80 °C'de tutulmustur.
3.2.1.5 MiRNA Secimi ve Kantitatif PCR secimi

Iyonlastirict radyasyonun gesitli kanser tiirlerinde neden oldugu degisikliklerle
baglantili olan biyolojik yollarla iligkili miRNA'lar, DisGeNET [193], NCBI [194],
miRPathDB [195], miRWalk [196] ve miRbase [197] dahil olmak iizere halka agik
veritabanlarindan secilmistir. Calismamizda analiz i¢in se¢ilen miRNA'lardan biri
olan miR-208a’nin IR'ye duyarliligi sayesinde akciger kanserinde terapotik
biyobelirteg potansiyeli gosterdigi ortaya konmustur [198]. Literatiirde miR-145
[41] ve miR-124 [199] miRNA'larinin meme kanserinde tiimor gelisimi iizerinde
baskilayici bir etkiye sahip oldugunu dogrulayan calismalar yer almaktadir. IR'ye
maruz kalan meme kanseri hiicrelerinde bu {ic miRNA'nin seviyelerindeki
degisikliklerin incelenmesinin bu alandaki ¢aligmalar1 daha da ileri gotiirecegi
degerlendirilmistir. miRNA'larin ifadelerini analiz etmek igin, miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) ile toplam RNA'dan tamamlayicti DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilmistir.

MiR-208a, miR-124 ve miR-145 ifade analizi miRCURY LNA miRNA PCR Testi
(Q1iagen) protokoliine gore gerceklestirilmistir.
3.2.1.6 istatistiksel Analiz

gPCR verilerinin istatistiksel analizleri, farkli dozlar igin etki degerlerini géstermek
tizere iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile gerceklestirilmistir. Farkli gruplar
arasindaki gen ifade seviyelerini karsilastirmak i¢in ¢oklu t-testleri kullanilmis,
coklu karsilagtirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi uygulanmis ve istatistiksel

anlamlilik p <0 olarak belirlenmistir.

3.2.2 Biyoinformatik Calismalar
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3.2.2.1 Mikro Dizi Veri Secimi

Iyonlastiric1 radyasyon ile tedavi edilen insan meme kanseri drneklerinden gen
ifadesi profillerinin genel veri kiimeleri, GEO (Gen Ifade Omnibus) veritabani
kullanilarak analiz edilmistir [190]. Biyoinformatik ¢alismalar kapsaminda
incelenen veri setleri GSE40640 [200], GSE59733 ve GSE108895 [201] dir.
GSE40640 veri seti, meme veya bas ve boyun kanseri olan 24 hastanin
lenfositlerinden tiiretilmis ve Illumina humanRef-8 v2.0 ifade boncuk ¢ip platformu
kullanilarak analiz edilmistir. Veri setinden yalnizca meme kanseri ornekleri
secilmis ve (IR) iyonlastirici radyasyona maruz kalip kalmama durumlarina gore
kontrol ve tedavi bagliklari ile gruplandirilmistir. Calismada cinsiyet, yas, klinik
radyo duyarlilik ve kemoterapi alip almama durumlar1 ihmal edilmistir. GSE59733
veri seti, 10 meme kanseri hastasinin tiimor 6rneklerinden tiiretilmis ve Affymetrix
Human Almac Xcel Dizisi kullanilarak analiz edilmistir. GSE108895 veri seti, IR
ile tedavi edilen veya p21 genini ektopik olarak ifade eden MCF7 hiicre hatlarindan
tiiretilmis ve Illumina HumanHT-12 V4.0 ifade boncuk ¢ipi kullanilarak analiz
edilmistir. Biyoinformatik c¢alismalar igin segilen ornekler yalnizca kontrol

ornekleri ve IR ile tedavi edilen meme kanseri 6rnekleri olarak secilmistir.
3.2.2.2 Farkh Diizeyde ifade Edilen Genler (DEG)’in Tespiti

DEG'ler, GEO'da bulunan GEO2R araciyla dogrulanmistir. Benjamini & Hochberg
yontemi (Yanlis Kesif Orani), zorunlu normalizasyon kullanilmadan diizeltilmis P
degerini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Tarama esikleri P<0,05 ve |log FC|>1
olarak sec¢ilmistir. Ortak genleri bulmak i¢in cesitli veri setlerinden DEG'ler analiz
edilmis ve Bioinformatics & Evolutionary Genomics Venn araci
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn.)  kullanilarak  bir Venn

diyagrami olusturulmustur.
3.2.2.3 Gen Ontoloji Analizi

GO (gen ontolojisi) analizi i¢in DEG'ler, ag tabanli bir genomik siniflandirma
sistemi olan PANTHER veri tabani kullanilarak analiz edilmistir [202]. Bu
calismada DEG'ler molekiiler islevlerine ve biyolojik siireglerine gore

siniflandirilmagtir.
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3.2.2.4 Protein-Protein Etkilesim (PPI) Analizi

Biyoinformatik c¢aligmalar sonucunda PPI agi, STRING veritaban1 kullanilarak
olusturulmustur [203]. PPI agi, hem islevsel hem de fiziksel protein iliskilerini
gosterme amaciyla 50 gene kadar DEG kullanilarak olusturulmustur. Metin
madenciligi, deneyler, veritabanlari, birlikte ifade, komsuluk, gen fiizyonu ve
birlikte bulunma, aktif etkilesim kaynaklari olarak seg¢ilmis ve 0,4 etkilesim
puaninin altindaki iliskiler 6nemsiz olarak kabul edilmistir [203]. En biiyiik mutlak
log katlama degisim degerlerine sahip ilk 20 DEG kullanilarak eksiksiz bir
STRING ag1 olusturulmustur.
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A

BULGULAR ve TARTISMA

4.1 In Vitro Calismalar

Kadinlarda teshis edilen en yaygin kanser tiirii olan meme kanseri [42] tedavisinde
kullanilan en yaygin yontemler; cerrahi, radyoterapi, hormonal tedavi,
immiinoterapi ve kemoterapi tedavisidir [204]. Radyoterapi, tiim kanser
hastalarinin %50'sinden fazlasinda kullanilan bir yontemdir. Kanser hiicrelerinin
radyasyona karst normal hiicrelere gore daha hassas bir davranis sergileyip
radyasyona karst daha belirgin tepki verirken normal hiicreler direng
gostermektedir. Bu durum radyasyonun kanser hiicrelerinde terapdtik olarak

kullanilabilmesini agiklamaktadir [205].

Insan viicudunda genomun protein kodlayan genlerinin %30'unu diizenleyen
yaklagik 2000 miRNA bulunmaktadir [206]. miRNA'larin kanser de dahil olmak
tizere ¢esitli hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir

[50, 153].
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miRNA'larin farkli kosullar altinda stabil kalmasi ve ayni tiire ait bireylerde
tekrarlanabilir sonuglar sunmasi, onlar1 biyobelirteg olarak kullanilmak iizere tercih
edilen adaylar haline getirmektedir. Literatiirdeki arastirmalar, dolasimdaki
miRNA'larin, tiirler aras1 farkliliktan bagimsiz olarak, genellikle IR etkisi altinda
doza bagl bir sekilde degisiklik sergiledigini ve IR maruziyetinin etkilerini
degerlendirmek i¢in giiclii biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini gostermektedir
[207, 208]. IR etkisi ile ifade seviyelerinde degisiklik gosteren miRNA'lar, gen
ekspresyonunu diizenleyerek organizmanin radyasyon tedavisine verdigi yaniti

belirlemede kritik bir rol oynamaktadir [209].

miRNA'lar, radyasyonla ilgili biyolojik siireclere katilarak hiicrelerin radyasyon
duyarliligini modiile etme potansiyeline sahiptir [210]. miRNA'larin meme
kanserinde klinik uygulamalar i¢in biiylikk bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir, ancak meme kanseri biyobelirteglerinin ve molekiiler hedeflerin
klinik kullanimina iliskin ¢aligmalar halen sinirhidir [211]. Farkli ttimorlerdeki
miRNA ifadelerinin molekiiler yolaklar ile iligskilendirilmesinin radyasyon
biyolojisine yonelik arastirmalarin derinlestirilmesine katki sunabilir. Bu
baglamda, iyonlastirici radyasyonun biyolojik etki mekanizmalarinda rol oynayan
miRNA'larin tanimlanmasi terapotik iyonlastirici radyasyon yaklagimlart agisindan

kritik bir 6neme sahiptir [212].

Bu tez calismast ile kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirii olan meme
kanserinde terapotik iyonlastirict radyasyonun molekiiler etkilerinin miRNA ifade
diizeyinde incelenmesi amaglanmaktadir. Calismada MCF7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1, 4 ve 8 Gy dozlarinda iyonlastiric1 radyasyona maruz birakilmistir.
Radyasyonun etkilerini gozlemlemek amaciyla hiicre canliligi 7 giin boyunca
izlenmistir. Hiicresel molekiiler mekanizmalarin en belirgin hale geldigi 48 ve 96.
saatlerde RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Iyonlastirici radyasyonun meme
kanseri tizerine etkilerini incelemek amaciyla literatiir kaynaklar1 ve agik erigimli
veri tabanlar1 kullanilarak belirlenen miRNA’larin (miR-208a, miR-124 ve miR-
145) kantitatif ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Analiz edilen miRNA’larin
iyonlagtirict radyasyona yanit mekanizmalarinda oynadiklari rol, gen ekspresyonu
tizerine diizenleyici etkileri tartisilmistir. Calismamiz iyonlastirici radyasyonun
meme kanseri iizerindeki molekiiler etkilerini aydinlatmaya ve potansiyel terapotik

hedeflerini belirlemeye yonelik ¢alismalara katki saglamay1 amaglamaktadir.
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4.1.1 Hiicre Kiiltiirii

Caligmamizda iyonlastirici radyasyona maruz birakilmak iizere kullanilacak hiicre
hatlarinin se¢imi, meme kanseri alt tiirlerinin biyolojik 6zelliklerini temsil etmeleri
g6z Oniinde gergeklestirilmistir. ER-pozitif 6zellik gosteren MCF7 hiicre hatti, en
sik teshis edilen meme kanseri alt sinifin1 temsil etmesi ve bu 6zelligi ile klinik
arastirmalarda 6enm tastyor olmasi nedeniyle tercih edilmistir. MCF7 hiicrelerinin
kolay kiiltiirlenebilir bir yapiya sahip olmasi bu hiicreleri deneysel ¢alismalar i¢in
ideal bir model haline getirmektedir [213]. Buna karsilik tiglii negatif meme kanseri
alt siifinin bir liyesi olan ve agresif bir fenotipe sahip oldugu bilinen MDA-MB-
231 hiicre hatti, iyonlastiric1 radyaysona karsi gosterdigi direng ile radyasyon
biyolojisi alaninda yapilan ¢alismalarda 6n plana ¢ikmaktadir [214, 215]. MCF7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlari, birbirinden farkli biyolojik &zellikler tasimasi ve
iyonlastirict radyasyona karsi farkli yanitlar olusturmasi karsilastirmalr analizlerde

siklikla kullanilmaktadir.
4.1.2 Hiicre Canhhk Tayini

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 4 Gy ve 8 Gy dozlarinda iyonlastiric
radyasyona maruz birakilmistir. Hiicre canliligi 1sinlamadan 48 saat, 96 saat ve 7
giin sonra MTT yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuclar her iki hiicre
hattinda da iyonlastirict radyasyonun hiicre canliligina doza bagli olarak etki
ettigini ortaya koymustur. Ismlanmis hiicreler kontrol gruplart ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdézlenmistir. Veriler, {i¢
bagimsiz deneyin ortalamasi + standart sapma (SD) olarak sunulmus ve istatistiksel
analiz ANOVA yontemi kullanilarak tamamlanmistir (p < 0,05). Elde edilen
bulgular, iyonlastirici radyasyonun hiicre proliferasyonu tizerinde doz-bagimli bir
yanit mekanizmas:t iizerinden inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu

desteklemektedir.

MCFT7 hiicrelerinin iyonlastirici radyasyon maruziyeti sonrasinda 48. Saat, 96. Saat

ve 7. gliinde hiicre canlilig1 degerleri Tablo 4.1°de verilmektedir.
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Tablo 4.1 MCF7 hiicre hatt1 canlilik sonuglart

48. saat
Hiicre Hatt1 Ort % Canhhk
MCF7 (K) 0,726 100,0
MCF7 (4 Gy) 0,608 83,8
MCF7 (8 Gy) 0,579 79,7
96. saat
Hiicre Hatt1 Ort % Canlilik
MCF7 (K) 0,708 97,6
MCF7 (4 Gy) 0,627 86,3
MCF7 (8 Gy) 0,588 81,0
7. giin
Hiicre Hatti Ort % Canlihik
MCF7 (K) 0,341 46,9
MCF7 (4 Gy) 0,306 42,1
MCF7 (8 Gy) 0,274 37,7

44

Iyonlastiric1 radyasyon sonrast MCF7 hiicrelerinin canlilif1 incelendiginde, hiicre
canliliginin doza ve siireye bagl olarak azaldig1 gézlenmistir. 48 saat sonunda 4 Gy
ve 8 Gy radyasyon dozlar1 canliligi sirastyla %83,8 ve %79,7 degerine diistirmiistiir.
96 saat sonunda hiicre canlilig1 degerlerinin stabil kaldig1 (%86,3 ve % 81,0), 7 gilin

sonunda ise tiim gruplar i¢in hiicre canliliginda belirgin bir azalma gdzlenmistir.




MDA-MB-231 hiicrelerinin iyonlastiric1 radyasyon maruziyeti sonrasinda 48. saat,

96. saat ve 7. giin hiicre canlilig1 degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir.

Tablo 4.2 MDA-MB-231 hiicre hatt1 canlilik sonuglari

Iyonlastirict

48. saat
Hiicre Hatti Ort % Canhhk
MDA-MB-231 (K) 0,664 (n=3) 91,5
MDA-MB-231 (4 Gy) 0,635 (n=3) 87,4
MDA-MB-231 (8 Gy) 0,589 (n=3) 81,2
96. saat
Ort % Canhhk
MDA-MB-231 (K) 0,586 (n=3) 80,7
MDA-MB-231 (4 Gy) 0,493 (n=3) 67,9
MDA-MB-231 (8 Gy) 0,454 (n=3) 62,5
7. giin
Ort % Canhhk
MDA-MB-231 (K) 0,280 38,5
MDA-MB-231 (4 Gy) 0,265 36,5
MDA-MB-231 (8 Gy) 0,256 35,2
radyasyonun MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine

etkileri

incelendiginde, hiicre canlilifinin uygulanan radyasyonu dozu ve siireye baglh
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olarak azaldig1 gozlenmistir. 48 saat inkiibasyon sonunda, 4 Gy ve 8 Gy radyasyon
dozlarinin canlilig1 sirasiyla %87,4 ve %81,2 degerlerine diisiirdiigii gdzlenmistir.
96 saatlik inkiibasyon sonunda, radyasyonun etkilerinin daha belirgin hale geldigi
ve hiicre canliliginin 8 Gy radyasyon dozunda % 62,5’¢ kadar diistiigii gozlenmistir.
7. glin sonunda ise kontrol gruplar1 da dahil olmak {izere tiim gruplarda hiicre
canliliginda belirgin bir azalma saptanmis ve kontrol, 4 Gy ve 8 Gy i¢in canlilik

degerlerinin sirasiyla %38,5, %36,5 ve %35,2 degerine diistiigii saptanmaistir.
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Sekil 4.1 4 Gy ve 8 Gy IR’ye maruz kalan MCF hiicre canliliginin karsilagtirmali

analizi

MCFT7 hiicrelerinde 48 saat sonunda hiicre canliliginin 4 Gy’de %383,8 ve 8 Gy’de
%79,7’ye diismiis olmas1 DNA hasar1 ve reaktir oksijen tiirlerinin artis1 nedeniyle
p53 geni aracili apoptoz mekanizmalarinin aktive oldugunu diisiindiirmektedir. 96.
saat sonunda canlilik degerlerinin stabil kalmast DNA hasar yanit
mekanizmalarinin devreye girdigini gosterse de 8 Gy’de kalici bir hasar gézlenmis
olmast artan radyasyon dozunun canlilik {izerinde daha belirgin bir etki
olusturdugunu gostermektedir. 7. giin sonunda canliligin tim gruplarda belirgin
sekilde azalmis olmas1 oksidatif stressin hiicresel yaslanmay1 hizlandirici roliinii
desteklemektedir. Elde edilen bulgular iyonlastirici radyasyonun hiicre canliligin

inhibe edici etkisini literatiir ile uyumlu bir sekilde ortaya koymaktadir [216].
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MDA-MB-231

100-
— = Kontrol

o 80- as = 4Gy
- E 8G
2 60- Y
=
= 40-
U Hr‘i
& 204
(]
=
m 0 | ] 1

2 4 7

Giinler

Sekil 4.2 4 Gy ve 8 Gy IR’ye maruz kalan MDA-MB-231 hiicre canliliginin

karsilastirmal1 analizi

MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat sonunda hiicre canliliginin 4 Gy’de %87.,4 ve
8 Gy’de %381,2 degerine diistligli gozlenmistir. MCF7 hiicrelerine gore daha yiiksek
bir diislis gbzlenmis olmasi tiglii negatif fenotipe sahip MDA-MB-231’in invaziv
karakteri ve radyasyona duyarli olmasi 6zellikleri ile uyumlu bulunmustur [217].
96. Saat sonunda radyasyonun etkilerinin daha belirgin olarak gozlenmesi, DNA
onarim kapasitesinin asilmis olmasi nedeniye hiicresel 6liim mekanizmalarinin
active oldugunu gostermektedir. 7 giin sonunda tiim gruplarda gézlenen belirgin
canlilik kayb1 iyonlastirict radyasyonun geg¢ etkileri ile iligkili olabilecegi gibi
hiicresel yaslanma ya da besin tlikenmesi gibi nedenlerle de iligkilendirilebilir.
Ancak literatiir verileri yiiksek radyasyon dozlarinin klonojenik hayatta kalmay1
azaltic1 etki gosterdigini desteklemekte olup ¢alismamizda elde edilen bulgularimiz

bu sonuglar ile uyum gostermektedir [218].

Calismamiz iyonlastirici radyasyonun etki ettigi hiicredeki hiicre canliligini belirgin
bir sekilde etkiledigini gdstermektedir. Elde edilen bulgular hem MCF7 hem de
MDA-MB-231 hiicre hatlarinin canliliklarinda radyasyon dozu ile orantili olarak
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigini ortaya koymaktadir (MCF7:
P<0.0001; MDA-MB-231: P=0.0031). 8 Gy radyasyon dozu uygulanan hiicrelerde
hiicre canliligimin 4 Gy uygulanan hiicrelere kiyasla daha belirgin bir sekilde

azaldig tespit edilmistir.
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MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin radyasyona verdikleri yanitlar MDA-MB-
231 hiicre hattinin iyonlastirici radyasyona daha duyarli oldugunu ve bilhassa 96
saatlik inkiibasyonda hizli bir 6ldiirme etkisi gosterdigini ortaya koymaktadir. 96
saat sonundaki degerler mukayese edildiginde MDA-MB-231 hiicrelerinde %40
oraninda bir hiicresel inhibisyon saptanirken ayni kosullarda MCF7 hiicrelerinde
bu oranin %20 diizeyinde oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda MCF7 hiicrelerinde
iyonlastiric1 radyasyonun antikanser etkilerinin 7. giin inkiibasyon sonunda daha
belirgin bir sekilde goézlenmistir. 7 giin inkiibasyon sonunda 8 Gy dozunda
iyonlastirici radyasyona maruz kalan MCF7 hiicrelerinde yaklasik %65 oraninda
hiicrese inhibisyon tespit edilmis ve bu deger kontrol grubu ile kiyaslandiginda

anlamli bir fark olusturmustur (Sekil 4.1).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise iyonlastirici radyasyon uygulamasina bagli inhibe
edici etkinin 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubuyla hemen hemen
esit bir degere ulastig1 goriilmustiir (Sekil 4.2). Bu durum 7 giin siireli inkiibasyon
esnasinda hiicre kiiltiirli ortaminda besin tiikenmesi ve hem i1sinlamis hiicreler
grubunda hem de kontrol grubunda bulunan hiicrelerin bu kosullara kars1 gosterdigi
duyarlilik ile agiklanabilmektedir [219]. MDA-MB-231 hiicrelerinde 6zellikle 96
saatlik inkiibasyondan elde edilen canlilik verileri, iyonlastirici radyasyonun bu
hiicre hattinda daha hizl1 ve belirgin bir etki olusturdugunu gostermektedir. Ayni
uygulamanin tekrarlanmasi ile meme kanseri lizerinde etkili olabilecek inhibe edici

bir aktivite olusturabilecegi tartisilabilir.

4.1.3 Total RNA izolasyonu

RNA’nin protein ve diger kontaminantlardan ayristirllma diizeyini tayin etmek
amactyla gerceklestirilen izolasyon islemi icin toplam RNA'nin safligi, 260
nm’deki absorbans degerleri kullanilarak hesaplanmistir. Toplam RNA safliginin
degerlendirilmesi i¢in optik yogunluk (OD) 260/280 orani kullanilmistir. Elde
edilen OD 260/280 oranlari, RNA’nin sonraki deney asamalari icin yeterli saflikta
oldugunu gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ve i1sinlama uygulamasina tabi

tutulan hiicrelere ait RNA izolasyon sonuglari Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'te verilmistir.
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Tablo 4.3 Isinlama sonrasinda 48 saat inkiibe edilen MCF7 ve MDA-MB-231

hiicrelerinin total RNA izolasyon sonuglari

Hiicre Absorbans (260 nm) ng/mL
MCF7 (Kontrol) 0.022 88
MCF7 (4 Gy) 0.039 156
MCF7 (8 Gy) 0.014 56
MDA-MB-231 (Kontrol) 0.024 96
MDA-MB-231 (4 Gy) 0.021 84
MDA-MB-231 (8 Gy) 0.025 100

Tablo 4.4 Isinlama sonrasinda 96 saat inkiibe edilen MCF7 ve MDA-MB-231

hiicrelerinin total RNA izolasyon sonuglari

Hiicre Absorbans (260 nm) ng/mL
MCF7 (Kontrol) 0.076 304
MCF7 (4 Gy) 0.045 180
MCF7 (8 Gy) 0.058 232
MDA-MB-231 (Kontrol) 0.045 180
MDA-MB-231 (4 Gy) 0.040 160
MDA-MB-231 (8 Gy) 0.046 184
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414 Kantitatif PCR Analizi

Calismamizin kantitatif PCR (QRT-PCR) analizi basamaginda, 4 Gy ve 8 Gy
dozlarinda 1iyonlastirict radyasyon uygulanan MCF7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde 96 saatlik inkiibasyon sonunda miRNA ekspresyon analizi yapilmistir.
Bu kapsamda incelenmek iizere segilen 3 miRNA olan miR-208a, miR-124 ve miR-
145°e ait ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Ekspresyon seviyeleri referans gen
olarak kullanilan U6’ya gore normalize edilmistir. Elde edilen sonuglar iyonlastiric
radyasyon maruziyeti sonrasinda her iki hiicre hattinda da miRNA ekspresyon
profillerinde belirgin degisiklikler meydana geldigini gostermistir. Ekspresyon
profilindeki degisiklikler hem 4 Gy hem de 8 Gy radyasyon dozunda, doz bagiml
olarak farklilik gostermistir. Analiz verileri {i¢ bagimsiz deneyden elde edilen
ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Gruplar arasinda olusan
istatistiksel farkliliklar tek yonlii ANOVA ile analiz edilmis olup negatif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda p < 0,05 degerinin anlamli farkliliklar olusturdugu
belirlenmistir. MiRNA ekspresyon profillerine iliskin analizler, Sekil 4.3 ve Sekil

4.4'te sunulmustur.
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Sekil 4.3 4 ve 8 Gy IR maruziyeti sonrasinda MCF7 hiicrelerinde miRNA

ekspresyon analizi

MCF7 hiicre hattinda miRNA ekspresyon analizi sonuclar1 incelendiginde miR-
208a’da IR uygulamasina karsi anlamli bir degisiklik olusmadigi gézlenmistir.
Ekspresyon seviyesi 8 Gy’de hafif bir artig gostermis olsa da kontrol grubuna
oldukca yakin kalmigtir. miR-124 ekspresyon seviyesi hem 4 Gy hem de 8 Gy
radyasyon dozunda da belirgin bir artis gostermistir. Ancak 4 Gy ve 8 Gy dozlar
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arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir. IR uygulamasi sonucunda en ytiksek
ekspresyon artis1t miR-145’de goriilmiistiir. 4 Gy ve 8 Gy dozlarinda yine belirgin
bir farklilik gozlenmemistir. miR-145 ekspresyon seviyesinde gozlenen bliyiik artis
bu miRNA’nin DNA hasar yanit1 ve hiicre dongiisii mekanizmalar1 ile ilgili bir
diizenleyici olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak grafikteki hata ¢ubuklar1 goz
onilinde bulundurularak istatistiksel anlamliligin degerlendirilmesi i¢in daha fazla

veriye ihtiya¢ duyulabilecegi degerlendirilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 4 ve 8 Gy IR maruziyeti sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde miRNA
ekspresyon analizi

MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-208a ekspresyon seviyesinde hem 4 Gy hem de
8 Gy igin kontrol grubuna kiyasla bir artis gézlenmistir. miR-124 ekspresyon
diizeyi de benzer sekilde her iki doz degerinde de artis gOstermistir. Bu iki
miRNA’da 4 Gy ve 8 Gy dozlarinin ekspresyon degisimi sonuglarinin belirgin bir
farklilik olusturmadigi gozlenmistir. miR-145’in ekspresyon seviyesi ise 4 Gy
dozda biiyilik bir artig, 8 Gy’de ise anlaml bir diislis gostermistir. Bu sonuglar
MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-145’in IR etkisine kars1 dnemli bir diizenleyici
rolii oynayabilecegini isaret etmektedir. Ancak grafikteki hata c¢ubuklar g6z
oniinde bulundurularak istatistiksel anlamliligin degerlendirilmesi i¢in daha fazla

veriye ihtiya¢ duyulabilecegi degerlendirilmektedir (Sekil 4.4).

miR-208a, genellikle kalp kasi hiicrelerinde bulunan ve kalp ile iliskili biyolojik
stireglerde rol oynayan bir miRNA’dir. MiR-208a’nin ekspresyon seviyesindeki

degisim kalp kasinin biiyiime tepkisini de etkileyebilmektedir. miR-208a’nin
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degisen ekspresyon seviyesinin genleri de etkilemesi 6zelliginden yararlanilarak
gerceklestirilen caligmalar ile kardiyovaskiiler hastaliklarda potansiyel biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi 6ne stirilmektedir [220] [221].

miR-208a’nin  ekspresyon seviyesi iyonlastirici radyasyon etkisi ile de
degismektedir. Cesitli kanser tiirlerinde iyonlastirict radyasyon etkisi ile
ekspresyon seviyesi artan miR-208a’nin kanser hiicrelerin proliferasyonunu da
arttirdigi bu durumun radyasyona karsi1 bir diren¢ olusturdugu belirtilmektedir.
Kanser hiicrelerinde radyasyon direnci olusmasinda miR-208a’nin p21 genini
hedeflemesi ve dolayli olarak AKT/mTOR yolagimi aktive etmesi mekanizmasi
etkili olmaktadir [41, 222, 223]. Bu bilgiler 1s1iginda miR-208a’nin artan
ekspreyonunun hiicrelerin radyoterapiye direng gelistirmesinde rol oynadigt ve bu
ozelligi ile kanser tedavisi arastirmalari icin dnem tasidigi sdylenebilmektedir.
MiR-208a’nin artan ifade diizeyinin radyasyon direncine neden oldugu
degerlendirildiginde bu miRNA’nin inhibe edilmesinin de radyasyona karsi
duyarliligt  arttirabilecegi  diisiiniilebilir. ~ Artan radyasyon duyarliligiin
radyoterapinin etkinligini de arttirabilecek olmasi bu alandaki ¢alismalarin 6nemini

arttirmaktadir.

miR-208a farkli kanser tiirlerinde timoriin gelismesine yonelik etkiler
gosterebilmektedir. Lu ve arkadasglar tarafindan yapilan ¢alisma ile miR-208a’nin
kolon kanserinde, kanserin ilerlemesinde katkida bulundugu, kanser hiicresinin
cogalmasi ve metastazi gibi siireglerde etkili olabildigi gosterilmektedir [220]. Zou
ve arkadaslar tarafindan yapilan calisma ile miR-208a’nin artan ifade diizeyinin

prostat kanserinde de tiimoriin biiylimesine neden oldugu bulunmustur [223].

Genel olarak kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilendirilen miR-208a’nin kanser ile
ilgili stireclerde de etkili oldugu hatta biyobelirteg olma potansiyeli bazi kanser
tiirlerinde ortaya konmustur. Bazi kanser tiirlerinde yapilan caligmalar ile miR-
208a’nin biyobelirteg olarak 6zelligi ortaya konmustur. Ornegin akciger kanserinde
yapilan bir ¢aligma ile miR-208a’nin asir1 ekspresyonu ile hiicre proliferasyonunu
arttig1 ve kanser metastazinin arttig1 bulunmustur. Bu durum hiicrelerin radyasyon
tedavisine diren¢ gostermesi ile iliskilendirilmis ve miR-208a’nin biyobelirteg
Ozelligi tartistlmistir [224]. Prostat kanserinde diger bazi miRNA’lar ile birlikte
miR-208a’nin ekspresyon degisiminin hiicrelerin iyonlastirici radyasyona verdigi

yanitlar etkiledigi incelenmistir [225].
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miR-208a, hiicre biiylimesi, proliferasyonu, apoptozu ve gociinii diizenleyen
PI3K/AKT sinyal yolagini baskilayan PTEN genini diizenlemekte oldugundan bu
genin islevini kaybetmesi prostat kanseri hiicrelerinin ilerlemesine neden olur. miR-
208a’da PTEN genini baskilamak suretiyle tiimoriin gelismesine ve tiimor
hiicrelerinin radyasyona kars1 direng géstermesine neden olmaktadir. Bu 6zelligi ile
miR-208a’nin  prostat kanseri i¢in  biyobelirteg olabilme potansiyeli
vurgulanmaktadir. miR-208a’nin PTEN {izerindeki etkisini engellemek
radyoterapiye duyarliligi ve tedavi basari olasiligini arttiracaktir. Tedavi

stratejilerinde goz Onilinde bulundurulmasi gereken bir husus oldugu
degerlendirilmektedir [199].

miR-208a artan ifade diizeyi artis1 kolorektal kanser hiicrelerinde de tiimoriin
bliylimesi ve goglinii destekleyen sinyal yolaklarimi etkilemekte oldugu
diistiniilmektedir. Salama ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calisma ile miR-
208a’nin kolorektal kanser icin diyagnostik ve prognostik bir biyobelirteg

olabilecegi one siiriilmektedir [226].

miR-124 norogenez, beyin gelisimi ve sinir hiicrelerinin farklilagsmasi gibi
fonksiyonlarda gorevli bir miRNA’dir. Sinir sisteminde yogun olarak bulunmakta
olup norolojik hastaliklarin yaninda kanser ile ilgili mekanizmalarda da etkili

olabilecegine yonelik arastirmalar siirdiiriilmektedir [227].

MiR-124’iin ifade diizeyinin radyasyon maruziyeti ile degistigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalar ile miR-124’iin artan ifade diizeyinin hiicreleri radyasyona
duyarli hale getirdigi ve tedavinin etkinligini arttirmaya yonelik bir etki gosterdigi
ortaya konmustur. Bunun yaninda miR-124’{in DNA hasar onarimi, apoptoz da
dahil hiicresel yanitlara iligkin yolaklar1 da aktive edebilecegi ve bir dis uyaran
olarak radyasyona karsi hiicresel yanit mekanizmasinda da etkili olabilecegi
belirtilmektedir Bu 6zellikleri ile miR-124{in radyoterapi i¢in terapotik bir hedef
olabilecegi diigiiniilmektedir [228].

miR-124"{in meme kanserindeki rolii ve meme kanseri ile iligkisi alaninda yapilan
caligmalar bu miRNA’nin tlimor baskilayicr bir rol oynadigini gostermektedir. Bu
nedenle miR-124’{in artan ifade diizeyi meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu,
gelismesini metastaz1 baskilamaktadir. miR-124’in azalan ifade diizeyi ise

timoriin gelismesine neden olmaktadir. Hiicrede apoptozu da tetikleyebilme

53



ozelligine sahip miR-124 kanser hiicrelerinin daha hizli bir sekilde 6liimiine ve

tedavinin etkinliginin arttirilmasina yardimci olabilmektedir [228, 229]. .

MiR-124"in timor baskilayici 6zellikleri meme kanserinde ve farkli kanser
tiirlerinde de arastirilmistir. Ancak bu miRNA’ya yonelik ilave caligmalar

yapilarak radyasyon yanit mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir [231,
232].

MiR-124’in meme kanserinde radyosensiviteyi arttirdig1 ve bu 6zelligini gosteren
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin ortak 6zelligi miR-124’{in meme
kanserini baskilamak suretiyle kanser hiicrelerinin radyasyona karsi hassasiyetini
arttirdigini belirtmesidir. Yapilan ¢alisma ile miR-124’{in meme kanseri iizerindeki

etkileri incelenmis ve potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [233].

miR-145 kalp hastaliklari ve kanser gibi g¢esitli hastaliklarda rol oynadigi
belirlenmis bir miRNA’dir. Kanser hiicrelerinde gogii ve metastazi etkileyen
genleri hedefleyip diizenleyerek tiimor olusum mekanizmalarinda da gorev

alabilmektedir [234, 235].

miR-145 ifade diizeyi meme kanseri [236], prostat kanseri [237] ve kolorektal
kanser [238] gibi kanser tiirlerinde genellikle diisiik diizeyde ifade edilmektedir. Bu
miRNA’nin diisiik seviyede ifadesi de kanser hiicresinin gelismesini ve metastazini

hizlandiran bir durum olusturmaktadir.

Radyasyon ile ilgili yapilan ¢caligmalar miR-145’1n hiicresel radyasyon yanitlarinin
diizenlenmesinde etkin bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Radyasyon
maruziyeti sonucunda hiicrelerin DNA onarimi, proliferasyonu, apoptoz ya da
canliligr ile ilgili yolaklari diizenledigi bilinmektedir. miR-145’in artan ifade
diizeyinin kanser hiicrelerinin radyasyona karst hassasiyetini arttirdigin

gostermektedir [239].

miR-145 meme kanserinde tiimor baskilayici bir ozellik gostermektedir. Bu
nedenle hiicrede miR-145’in artan ifade diizeyi tiimoriin gelismesini engellerken
azalan ifade diizeyi tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu ve gogiinii arttirtr. miR-
145 meme kanserinde metastazik siirecleri de inhibe edilebilmektedir. Dolayisiyla
diisitk miR-145 seviyesinin metastaza riskini arttirabilecegi yorumlanabilmektedir.

miR-145 meme kanserinde Bcl-2, KRAS, RAD51 ve CCNDL1 gibi genleri
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hedefleyerek DNA onarimi, apoptozu ve hiicre dongiisiinii regiile edebilmektedir
[239, 240] .

mMiR-145 meme kanseri hiicrelerinin radyasyon hassasiyetini arttirmaktadir. Bu
Ozelligi ile tedavinin etkinligini arttirabilme ve radyobiyobelirte¢ olarak

incelenmesi gerektigi isaret edilmektedir [240].

miR-145 ¢esitli kanser tiirlerinde biyobelirteg potansiyeli farkli ¢alismalar ile ortaya
konmustur. Wang ve arkadaglar1 tarafinda yapilan ¢alismada nazofarenks
karsinomada miR-145’in radyasyon etkisi ile apoptozu arttirdigi ve biyobelirteg
olarak incelenmesi gerektigi belirtilmektedir [237]. Prostat kanserinde de RAD51°1
hedefleyerek radyasyon duyarliligini arttirma potansiyeli incelenmistir [38].
Takahashi ve arkadaslar1 da miR-145’in radyoterapi sonrasinda tiimor hiicrelerinin
apoptozunu arttirdigini bulmustur [241]. Tiim bu ¢alismalar miR-145’in radyasyon
tedavileri icin biyobelirteg 6zellik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ancak bu

alanda yapilacak ilave ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin kantitatif PCR analizi basamagi ile belirlenen miR-208a, miR-124 ve
miR-145 ekspresyon profilleri incelendiginde MCF7 ve MDA-MD-231 hiicre
hatlar1 i¢in yer yer benzer yer yer farklilik gdsteren bulgular elde edilmistir.
Kardiyovaskiiler sistem ve enerji metabolizmasinda gorev aldigi bilinen miR-
208a’nin bu yolaklarda gorev alan genleri hedeflemesi MCF7 hiicrelerinde IR’ye
kars1 anlamli bir fark olusturmamasinin nedeni olarak agiklanabilmektedir. miR-
124, norolojik metabolizmalar yaninda hiicre dongiisii, apoptoz gibi molekiiler
yolaklarda da diizenleyici rol oynamaktadir. IR uygulamasi sonucunda artan
ekspresyon diizeyi, hiicre dongiisii duraklatma ya da DNA hasar yanit
mekanizmalarina katilimin1 desteklemektedir. Tiimor baskilayict bir miRNA
oldugu bilinen ve c¢aligmamizda asir1 ekspresyonu ile en belirgin ekspresyon
degisimini gosteren miR-145’in ise IR etkisi karsisinda DNA hasar yanitini
tetikledigi c¢ikarimi yapilabilir. Ekspresyon seviyesindeki bu artig, hiicrelerin
biiyiimesi ve proliferasyonunu inhibe etmek ya da apoptoza yonlendirmek igin
etkili bir mekanizma olarak degerlendirilebilir. miR-145’in ve muhtemelen miR-
124’1in hiicre dongiistiniin G1/S ya da G2/M gibi kontrol noktalarinda duraklamay1
indiikleyebilecegi ve DNA onarimi yapilmayan hasarli hiicrelerin boliinmesini

engelleyebilecegi diislinlilmektedir.
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MCF7 hiicre hattinda, miR-208a, miR-124 ve miR-145 ekspresyon degisimleri
icerisinde anlamli sonug veren miR-124 ve miR-145 i¢in 4 Gy ve 8 Gy doz arasinda
belirgin bir fark gbzlenmemesinin, her iki dozun da maksimum yaniti
tetiklemesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durumun nedeni,
hiicrelerin bir doz esik degerine sahip olmasi ve bu esigi asan dozlar i¢in doza

bagimli bir etki gozlenmeyecegi ile yorumlanabilmektedir.

Tim veriler degerlendirildiginde miR-145’in IR yanit mekanizmasinda 6nemli bir
diizenleyici olarak gorev aliyor olabilecegi ve biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
onerilmektedir. Ancak sonuglardaki hata paylari, biyolojik varyasyon gibi
parametreler géz oniinde bulundurularak sonuglarin dogrulanmasi igin ¢aligmalarin
zenginlestirilmesi gerekmektedir. miR-124’iin terapotik hedef olma olasiligr miR-
145°e gore daha diisiik goriinmekle birlikte ilave calismalar ile daha net bir yorum

yapilmasi miimkiin olabilecektir.

miR-208a ekspresyon seviyesinin IR uygulamasina karst MCF7 hiicre hattinda
oldugu gibi MDA-MB-231 hiicrelerinde de anlamli bir degisiklik géstermemesi IR
maruziyetine dogrudan bir yanit olusturmadigini diisiindiirmektedir. Bu durum
ilgili oldugu molekiiler yolaklar ile iligkilendirilebilir. Hiicre dongiisii ve DNA
onarim mekanizmalarinda gorev aldigi bilinen miR-124tin IR uygulamasi
sonucunda ekspresyon seviyesinde goOzlenen artis, radyasyona yanit
metabolizmasinda diizenleyici rol oynayabilecegini gostermektedir. Tumor
baskilayic1 ozellik tasiyan miR-145’in IR uygulamasi sonucunda ekspresyon
diizeyindeki belirgin artis, bu miRNA’nin IR dozuna karsi aktive olan hiicre
savunma mekanizmasinda 6nemli bir rol iistleniyor olabilecegini isaret etmektedir.
mMiR-145’in hiicre dongiisiinde duraklamayi indiikleyebilecegi, G1/S ya da G2/M
kontrol noktalarinda durmasini saglayabilecegi ve DNA’s1 hasar géren hiicrelerde
DNA’nin onarimina olanak saglayabilecegi tahmin edilmektedir. Artan
ekspresyonu ile meme kanserinde hiicre proliferasyonunu baskilayabilme ya da
apoptozu tetikleyebilme potansiyeli tasryan miR-145’in IR uygulamasina verdigi

yanit terapdtik biyobelirteg olarak kullanilma olasiligini gii¢lendirmektedir.

MDA-MB-231’de miR-208a ve miR-124"{in ekspresyon seviyelerinde degisen
radyasyon dozlarinda (4 Gy ve 8 Gy) anlamli bir fark gériilmezken miR-145de
doza bagimli belirgin bir farklilik gézlenmistir. miR-208a ve miR-124 ekspresyon

diizeylerinde doza bagimli bir fark goriilmemesi bu hiicrelerin bir esik doza sahip
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olmasi ve her iki doz degerinin de (4 Gy ve 8 Gy) bu esigin ilizerinde bir deger

olmasindan kaynaklanmis olabilecegi degerlendirilmektedir.

Tim bu sonuglar miR-145’in MDA-MB-231 hiicrelerinde IR maruziyetine kars1
gosterdigi  yamit ile potansiyel bir hedef ve biyobelirte¢ olabilecegini
desteklemektedir. IR uygulamasi sonucunda ifade diizeyinde artis gbzlenen miR-
124 i¢in daha fazla Orneklem iizerinde c¢alismalar yapilmasi gerektigi

degerlendirilmektedir.

Tiim bu bilgiler ve ¢alismamizda edindigimiz bulgular 1s18inda miR-208a, miR-124
ve miR-145’in IR’ye karsi yaniti module etmedeki roller goz Oniine alindiginda
miR-208a’nin meme kanseri i¢in radyoretapide terapotik hedef olabilecegine
yonelik yeterli bir veri elde edilememistir. MiR-124 ve 6zellikle miR-145’1n ise
radyasyon tedavisinin etkinligini arttirmaya yonelik terapotik hedefler olarak
arastirilma potansiyeline sahip oldugu ve bu alanda ilave ¢aligmalarin yapilmasinin
son derece kritik oldugu degerlendirilmektedir. Bu miRNA'larin ifadesinin modiile
edilmesi, kanser hiicrelerini radyasyona karsi daha duyarli hale getirerek ve normal
hiicreleri radyasyonun neden oldugu hasardan koruyarak kanser tedavisini

gelistirebilecektir.

Arastirmamizin ¢esitli kisitlamalar1 bulunmaktadir. ilk olarak, deneylerimizin in
vitro dogasmin, timor biyolojisinin ve tiimdér mikro ortamimin in vivo
karmagikligini tam olarak yansitmayabilecegi diisiiniilmektedir. ikinci olarak
calismamiz, sonuglarimizin genellenebilirligini sinirlayabilecek iki spesifik meme
kanseri hiicre dizisine odaklanmistir. Ek olarak, gézlemlenen miRNA ekspresyon
degisimlerinden sorumlu spesifik molekiiler siirecler henliz tam olarak

anlasilamamustir.

Gelecekteki arastirmalar, bulgularimizin in vivo olarak dogrulanmasina oncelik
vermeli ve caligmay1 daha genis bir meme kanseri hiicre dizisi ve hasta kaynakli
ornekleri icerecek sekilde genisletmelidir. IR tepkisinin modiile edilmesinde
tanimlanan miRNA'larin fonksiyonel rollerinin arastirilmasi da 6nem tagimaktadir.
miRNA bazli tedavileri IR ile entegre etme olasiliginin arastirilmasinin, meme
kanseri tedavisinin etkinliginin arttirilmast i¢in yeni yollar agabilecegi

degerlendirilmektedir.
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4.2  Biyoinformatik Cahsmalar

Biyoinformatik teknikler, kanser hiicrelerindeki gen ifadesi degisikliklerini analiz
etmek, farkl sekilde ifade edilen genleri belirlemek ve bunlar1 kanser tedavisi i¢in
molekiiler yolaklar ile iligskilendirebilmek igin 6zellikle son yillarda biiyiik 6nem
kazanmustir [242]. Biyoinformatik arastirmalar yolu ile literatiirde yeni prognostik

ve terapotik biyobelirtegler belirlenmis ve klinik c¢alismalar ile dogrulanmistir
[243].

Calismamizin biyoinformatik analiz basama@inin amaci, meme kanserinde
radyoterapi ile iligkili olarak farkli diizeyde ifade edilen genlerin tespit edilmesi ve
bu genlerin ilgili oldugu molekiiler yolaklar ve biyolojik siirecler iizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi, boylelikle potansiyel terapétik hedef 6zelliklerinin

tartisilmasidir.

Bu kapsamda, dncelikle radyoterapi ile iliskili, meme kanserine 6zgii kritik genlerin
belirlenmesi ¢alismalari icin Gen Ifade Omnibus (GEO) agik erisim veritabanindaki
radyoterapiye iliskin veri kiimeleri analiz edilmistir. Analiz edilen genler igerisinde
farkli diizeyde ifade edilenler tanimlanmis, daha sonra bu genlere ait gen ontoloji
(GO) analizi yapilmistir. Son asamada ise protein-protein etkilesim (PPI) aglar

olusturulmus ve incelenmistir.

Radyoterapi ile iligkili olabilecek kritik genlerin belirlenmesi i¢in GEO veri
tabanindan ti¢ farkli gen ifadesi veri seti (GSE40640, GSE59733 ve GSE108895)
secilmistir. Bu veri setleri, meme kanseri hastalarinin lenfositlerinden alinan
veriler, timor orneklerinden alinan veriler ve meme bezi adenokarsinom hiicre
hatlarindan (MCF-7) alinan verilere iliskin gen ifadesi profillerini icermektedir. Bu
calisma ile analiz edilen genlerin radyoterapi mekanizmalarini aydinlatma; yeni
radyobiyobelirteclerin kesfi ya da radyoterapiye yonelik adjuvan ajanlarin

gelistirilebilmesi konularinda fikir verici olabilecegi dngoriilmektedir.
4.2.1 Farkh Diizeyde ifade Edilen Genlerin Tespiti

GSE40640 veri seti analizinde, bas-boyun ve meme kanseri vakalar1 igerisinde
yalnizca meme kanseri hastalarina ait 6rnekler se¢ilmis ve degerlendirilmistir.
[statistiksel olarak anlamlilik kriterleri olan P<0.05 ve [log FC[>1 dikkate alinarak
incelenen radyasyon uygulamasinin etkisi, sonuglarina gore 45 adet farkli diizeyde

ifade edilen gen (DEG) belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore, tedavi edilmeyen
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(radyasyona maruz kalmayan) kontrol 6rnekleriyle karsilastirildiginda 32 genin

yukar1 yonlii, 13 genin ise agag1 yonli diizenlendigi tespit edilmistir.

GSE59733 veri seti tizerinde gergeklestirilen analizler ile radyasyon tedavisi 6ncesi
ve sonrasi tiimor ornekleri karsilastirilmistir. Bu veri setinde, 10 meme kanseri
hastasina ait radyasyon sonrasi (n=10) tiimor 6rnekleri ve radyasyon oncesi (n=9)
timor ornekleri incelenmistir. Tanimlanamayan genler elendikten ve yinelenen
girisler birlestirildikten sonra, istatistiksel olarak anlamlilik kriterlerine (P<0.05 ve
[log FC[>1) uygun olarak 12 DEG tanimlanmistir. Bu genlerin tamaminin yukari

yonlii diizenlendigi belirlenmistir.

GSE108895 veri setine ait analizlerde ise MCF7 meme kanseri hiicrelerinin
radyasyon uygulamasi ile gen ifadelerinde olusan degisim, kontrol 6rnekleriyle
karsilastirilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik kriterlerine (P<0.05 ve |log FC[>1)
gore, toplamda 493 DEG tespit edilmistir. Bu genlerden 303 iniin yukari yonlii,
geriye kalanlarin ise asagi yonlii diizenlendigi tespit edilmistir. Radyasyon
uygulamasinin hiicrelerde stres yanitini nasil etkiledigi ve gen ekspresyonunda
nasil degisiklikler olusturduguna yonelik sonuglar derlenmis ve ekspresyon

degisimlerinde belirgin farklilik gosteren genler Tablo 4.5°te listelenmistir.
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Tablo 4.5 GSE40640, GSE59733 and GSE108895 veri setlerinden kontrol

ornekleri ve radyasyon uygulanan 6rnekler arasinda ilk 20 DEG

GSE59733 GSE108895 GSE40640
Gen adj. Gen adj. Gen adj.

logFC logFC logFC

Sembolii P. Deg. Sembolii P. Deg. Sembolii P. Deg
NR4A1 4.04E-02 -3.4081 S100A9 2.05E-04 -4.1628 FDXR 9.57E-14 = -3.6083
FOS 3.93E-02 -3.3591 APOD 1.91E-04 -3.8241 CD70 1.82E-12  -2.6785
DUSP1 1.50E-02 -3.1771 @ C150rf48 5.59E-05 -3.7803 @ PCNA 9.87E-13 = -2.5501
CDKN1A 3.96E-03 -2.9208 CEACAM6 1.09E-04 -3.7428 AEN 4.41E-18  -2.5135
SLC2A3 | 5.19E-03 -2.6514 RASD1 1.14E-04 -3.519 = TNFRSF10B @ 5.36E-16 @ -2.0818

ZFP36 150E-02 -2.404 ALDH1A3  133E-04 -3.3548 GADD45A 8.52E-08  -1.9524

EGR1 1.50E-02 -2.3105 GDF15 1.15E-05 -3.2808 GNG7 1.07E-08  1.94587
NAMPT  3.13E-02 @ -2.0363 PAQR7 8.47E-05 -3.0541 TNFSF4 2.55E-08 = -1.8082
GDF15 4.04E-02 -2.0154 S100P 8.47E-05 @ -2.995 = VWCE 2.84E-07 = -1.7816
FTH1 3.13E-02 -1.8593 ACTA2 3.59E-04 -2.8737 CD79B 3.13E-07 = 1.71534
MDM2 3.13E-02 -1.7767 = MATN3 1.44E-04 -2.7737 DDB2 3.43E-09 = -1.6507
PIM1 433E-02 -1.1901 TAGLN 1.68E-04 -2.7432 SLC2A5 2.04E-06 = 1.64892
BCAS1 6.22E-05 -2.7345 VPREB3 2.61E-06 = 1.58592
ACTG2 1.07E-04 -2.731 TRIAP1 4.19E-12  -1.5792
HES2 8.47E-05 -2.7246 = PHPT1 3.40E-09  -1.5532
MIR21 2.27E-04 = -2.6827 = PHLDA3 3.26E-09 = -1.5394
1SG15 3.13E-04 -2.6821 SESN1 4.19E-12  -1.4724
RCAN1 5.15E-03 -2.6213 CXCL9 2.96E-02 = -1.3665
PARP9 1.44E-04 -2.6116 CDT79A 2.61E-05 = 1.36057
CEL 1.20E-04 -2.6104 EBI3 2.67E-02 = -1.3457

Tespit edilen genler Venn analizi ile incelenmistir. Venn analizi sonuglarina gore
CDKNL1A, incelenen 3 veri seti igerisinde farkli seviyede ekspresyon gésteren ortak
gen olarak tamimlanmistir (Sekil 4.5). GSE108895 ve GSE59733 veri setlerinin
DEG'leri arasinda 3 ortak gen (GDF15, FOS ve EGR1); GSE108895 ve GSE40640
veri setlerinin DEG'leri arasinda 6 ortak gen (PHLDA3, GADD45A, IERS, FHL2,
ACTA2 ve ZMATS3) tespit edilmistir.
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GSE108895

Sekil 4.5 GSE40640, GSE59733 and GSE108895 veri setlerinden DEG olarak

belirlenen ortak genlerin Venn diyagrami

CDKNI1A (p21) ifadesi, tlimor baskilayict protein p53 tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir ve proteinin farkli stres olaylarina yanit olarak hiicre dongiisii G1 fazi
durmasini indiiklemesine olanak tanir ve ¢ogalan hiicre niikleer antijeni, bir DNA
polimeraz aksesuar faktorii ile etkilesime girer ve S fazit DNA replikasyonunu ve
DNA hasar onarimini diizenler [244]. P53, hiicre dongiisiinii etkileyen iyonlastirici
radyasyon siirecinde bir transkripsiyon faktorii olarak hareket eder ve p2l
ekspresyonuna ve ardindan hiicre dongiisii durmasina yol agar [245]. Bu gen, bu
temel mekanizmadaki katilimi nedeniyle genellikle tiim veri kiimelerinde degisken

bir ifade sergiler.

GDF15, iltihaplanma, kanser, obezite ve kardiyovaskiiler bozukluklar dahil olmak
iizere ¢esitli klinik durumlarda rol oynar. Ayrica, agiz kanseri ve akciger kanserinde
bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir. Arastirmalar, radyasyona maruz kalma
nedeniyle artan GDF15 seviyelerinin meme kanseri hiicrelerinde radyodirence yol
acabilecegini ve bunu olasi bir terapotik gosterge haline getirebilecegini

gostermektedir [246]. Azaltilmis GDF-15 seviyeleri fibroblast hiicrelerinin
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radyasyona duyarliligini artirmaktadir [247]. GSO108895 ve GSO59733 veri
kiimelerinde GDF15 ekspresyonunda degisiklik tespit edilmis ancak GSO40640'ta
tespit edilmemistir. Li ve digerleri, GDF15 ekspresyonunun 3 ila 8 Gy araligindaki
dozlara maruz kaldiginda lenfoblastoid hiicrelerde ve periferik kan lenfositlerinde
degismeden kaldigin1 géstermistir [247]. Calismamizda incelenen uygulamada tek
bir 5 Gy dozunun uygulandig1 gbz oniine alindiginda, GDF15'in ekspresyonunda

herhangi bir degisiklik gostermedigi sonucuna varilmastir.

FOS proteinleri hiicre ¢cogalmasini, farklilagsmasin1 ve doniisiimiinii diizenlemede
rol oynamaktadir. FOS gen ekspresyonu bazi durumlarda apoptotik hiicre dliimiiyle

de iliskilendirilmistir [248].

Arastirmalar, EGR1 geninin bir tiimor baskilayic1 olarak islev gordugiini
gostermektedir [249]. Bir hiicre hatti kullanan bir ¢alisma, EGR1'in IR kaynakli
otofajiyi etkileyerek hepatoselliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde radyasyon
direncini destekledigini gdstermektedir. EGR1'i hedeflemek, HCC igin bir tedavi
yaklagimi olarak dnerilmektedir [250]. i¢sel apoptotik sinyal yolunda rol oynayan
PHLDAZ3, p53'in dogrudan hedef genidir [251]. Bu gen, CDKN1A ve MDM2
genleriyle birlikte, p53 tarafindan indiiklendiginde bir AKT inhibitorii olarak islev
gormektedir [252].

GADD45A, biiyiime durmasi stresine ve DNA'ya zarar veren ajanlara maruz
kalmaya yanit olarak yiiksek transkript seviyeleri gosteren bir gen kiimesinin
parcasidir. Bu genin DNA hasarina yanit olarak transkripsiyonu hem p53'e bagiml
hem de p53'ten bagimsiz yollarla diizenlenir [253]. GADD45A, hiicre biiyiimesinin
engellenmesi, apoptozu tetikleme ve p53 ile etkilesime girme dahil olmak {izere
cesitli hiicresel siireglerde rol oynayan bir gendir. Islevsel 6zellikleri nedeniyle
genomik biitiinliiglin korunmasinda, DNA hasarina yanit vermede ve kanser

mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [254].

IER5, DNA hasari1 yanitinda gorev alan bir gendir. Yu ve arkadaslarinin Hela
hiicreleri tizerinde yaptiklar1 ¢alismalar IR maruziyeti sonucunda DNA hasarinin,
IER5’in bulunmadig: hiicrelerde kontrol grubu olan IERS tasiyan hiicrelere gore
daha belirgin oldugunu gostermistir [255]. Liu ve arkadaslari ise yaptiklari ¢alisma
ile servikal kanser tedavisinde iyonlastirict radyasyon kullanimmin IERS

ekspresyonunu artirdigin1 dogrulamistir. Elde edilen bulgular ile IER5'In servikal
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kanser i¢in radyoterapide olasi bir terapdtik biyobelirteg olarak rol alabilecegi 6ne

striilmiisttir [256].

FHL2, transkripsiyonel bir kofaktor olarak islev goren bir adaptor proteindir. FHL2,
birden fazla genin transkripsiyonunu kontrol ederek hiicre cogalmasi, apoptoz ve
hiicre dongiisii dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik aktiviteleri kontrol eder [257,
258]. MDA-MB-231 hiicrelerinde G2/M  gegisinin  hizlanmasi, FHL2
ekspresyonunun baskilanmasiyla baglantili olup bu da hiicre dongiisii inhibitorii ve
FHL2'nin hedef geni olan p21 geninin uyarilmasina yol agmistir [258]. Wang ve
arkadaglari, FHL2 geninin DNA onarmmint geciktirdigini ve MCF7 hiicre
kiiltiiriinde iyonlastirict radyasyondan sonra tiimor hiicrelerinde radyasyona

duyarlilig1 azalttigini bulmustur [259].

ACTAZ2, alt1 farkli aktin proteininden birini kodlar. Aktinler, hiicre hareketinde,
yapisinda, stabilitesinde ve hiicreler arasi sinyallemede Onemli roller oynayan
evrimsel olarak korunmus proteinlerdir. Kodlanan protein, vaskiiler kontraktilite ve
kan basimcinin korunmasinda rol oynayan diiz kas aktinidir. ACTA2 geni, timor

hiicresi gogiinde ve penetrasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir [260].

RNA baglayict bir protein olan ZMAT3'lin, p53'e dayanan bir tiimdr baskilayici
olarak islev gordiigii kanitlanmistir. ZMAT3"in, p53'e bagl tiimdr baskilama
mekanizmasimda 6nemli bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir [261]. ZMAT3'"lin asir1
ekspresyonu, tiimor hiicresi gelisimini engeller ve p53'e bagli biiyiime diizenleyici
yolakta potansiyel katilimini1 gosterir. Bu genin alternatif olarak eklenmesi, yalnizca
bir amino asitle degisen iki izoform iireten iki transkript varyanti tiretmektedir

[261].

NR4AL1, steroid-tiroid hormonu-retinoid reseptor siiper ailesinin bir pargasidir.
Fitohemagliitinin insan lenfositlerinde ifadeyi indiiklerken, serum uyarimi
tutuklanmig fibroblastlarda ifadeyi tetikler. Protein niikleer bir transkripsiyon
faktorii olarak islev gormektedir [262]. Niikleer bir reseptor olan NR4A 1, normal
meme dokularina kiyasla meme timoérii dokularinda  yukari  yonlii
diizenlenmektedir. Bu 6zellik, kati tiimor kaynakli malignitelerde pro-onkogenik

bir faktor olarak tanimlanmaktadir [263].

DUSPI, bir fosfataz kodlar ve cevresel strese karsi insan hiicresel tepkisinde ve

hiicre ¢ogalmasimi engellemede onemli goriinmektedir. Kodlanan protein, kati
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tiimorlere kemoterapi ve radyasyona kars1 direng saglayabilir ve bu da onu kanser

tedavisi i¢in potansiyel bir hedef haline getirmektedir [264].

Calismamizda en fazla ekspresyon degisimi gézlenen ilk 20 geni analiz ettigimizde,
CDKNI1A"in GSE59733'te tanimlanan 13 gen arasinda 4. sirada yer aldigini, ancak
lic veri setinin hepsinde tutarli bir sekilde ifade edilmesine ragmen GSE40640 ve
GSE108895 veri setlerinde ilk 20 gen arasinda yer almadigi goriilmistiir. Venn
semasi ile tespit edilen veri setleri arasinda ekspresyon diizeyinde degisiklik
saptanan ortak genlerden (CDKN1A, GDF15, FOS ve EGR1 PHLDA3,
GADDA45A, IERS, FHL2, ACTA2 ve ZMAT3) yalnizca GSE59733 ve GSE108895
veri setleri arasinda ortak olarak tespit edilen GDF15, Tablo 4.1°de yer almaktadir.

Tablo 4.1 incelendiginde hiicresel stres yanitlarinda rol oynayan NR4A1, FOS ve
EGR1 genlerinin ifadelerinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu genlerdeki ifade diizeyinin
azalmasi, IR uygulamasi sonrasi hiicrelerin radyasyon yanit mekanizmalarinin

baskilandigini gosterebilir.

Venn semasina gore (Sekil 4.5) her li¢ veri setinde de ifade diizeyinde degisim
oldugu belirlenen ancak yalnizca GSE59733 veri setinde ilk 20 gen arasinda
bulunan CDKN1A’nin DNA hasar1 mekanizmasinda hiicre dongiisiinii durdurma
ve tamir mekanizmalarini diizenleme rolii goz o6niinde bulundurularak radyasyona
maruz kalan hiicrede DNA’nin zarar gordiigi dogrulanmaktadir. DNA hasarina
duyarl bir gen olan FDXR, radyasyon yanitinda da 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu genin GSE40640 veri setinde belirgin olarak asagi yonlii diizenlenmis olmasi

radyasyon etkisi ve radyasyon ile iligkisini dogrular nitelik tagimaktadir.

Hiicre biiylimesinde metabolizmasi ile iligkili GDF15 geninin GSES59733 ve
GSE108895 veri setlerine azalan ekspresyonu radyasyonun hiicre biiyiimesi

uzerinde etkilerini desteklemektedir.
4.2.2 Gen Ontoloji Analizi

GO analizi, biyolojik prosesleri ve molekiiler fonksiyonlari siniflandirmak igin
sirastyla GSE40640, GSES9733 ve GSE108895 veri setlerinden elde edilen 45, 12
ve 493 DEG lizerinde gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore, en yaygin
molekiiler islevler; baglanma, molekiiler islev kontrolii ve katalitik aktivite olarak

belirlenmistir. Biyolojik siireclere iliskin analiz sonuglar1 icerisinde ise en yaygin
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olarak hiicresel ve metabolik siiregler, biyolojik diizenleme, uyaranlara tepki ve

sinyalleme tanimlanmistir (Sekil 4.6).
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(B) Molekiiler fonksiyonlar
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Sekil 4.6 GSE40640, GSE59733 and GSE108895 veri setlerinin DEG ontoloji
analizi. (A) Biyolojik proses, (B) Molekiiler fonksiyon
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Gen ontolojisi verileri analiz edildiginde, GSE40640 veri setinin hiicresel siireg,
biyolojik diizenleme ve metabolik siire¢ kategorilerinde diger veri setlerine kiyasla
belirgin bir sekilde daha yiiksek degerlere sahip oldugu tespit eidlmistir. Bu veri
seti, IR i¢in bir maruz kalma belirteci olarak kullanilan, radyasyonun biyolojik
etkilerinin incelenmesinde en radyoduyarli [265] memeli hiicresi olarak kabul
edilen lenfositlere odaklanmakta ve kanser prognozu ve tedavisinde radyasyon

yanitlari lizerine devam eden arastirmalara katki veri saglamaktadir.

GSE59733 veri seti, diger veri setlerine kiyasla, uyar1 ve sinyal siireglerine verilen
yanitlarda daha yiiksek seviyede bir aktivite sergilemistir. Sekil 4.6, GSE59733 ve
GSE108895 veri setlerinin uyart ve sinyal siireclerinde anlamli farkliliklar
tagidigin1 ancak bu iki siire¢ disinda benzer 6zellikler tasidigini ortaya koymaktadir.
Bu farkliliklarin, GSE59733"in kanser hastalarindan, GSE108895'in ise hiicre
kiiltiirlerinden elde edilmis 6rneklerden alinmis olmasindan kaynakli olabilecegi

disiiniilmektedir.

GSE108895 veri seti belirgin ayirt edici bir 6zellik gostermemistir. GSE59733 veri
setinin sinyalleme ve uyaran tepkisi biyolojik siiregleri agisindan zengin oldugu
gozlemlenmistir. Molekiiler islev acisindan yapilan degerlendirme ile bu veri
setinin diger veri setlerine kiyasla baglanma, diizenleme ve katalitik aktivite
profillerini daha tstiin bir sekilde sergiledigi tespit edilmistir. Bununla birlikte,

GSE59733 veri setinde ceviri diizenleme ve adaptor aktiviteleri saptanamamustir.

Biyolojik siireclerin detayl1 analizine gore, GSE40640 veri seti, diger iki veri setine
kiyasla hiicresel siireg, biyolojik diizenleme ve metabolik siire¢ kategorilerinde
daha yiiksek bir aktivite sergilemistir. Bu veri setinde, ifadede en anlaml degisikligi
gosteren gen FDXR olarak belirlenmistir. FDXR iizerine ex vivo yiiriitiilen
caligmalar, bu genin kanda bulunan l6kosit hiicrelerinde iyonlastirici radyasyona
maruziyet i¢in giivenilir bir biyobelirte¢ olara rol alabilecegini ortaya koymustur
[266].

4.2.3 Protein-Protein Etkilesim Analizi

Protein-protein etkilesim analizi basamaginda en yiiksek mutlak log katlama
degisim degerlerine sahip ilk 20 DEG kullanilarak kapsamli bir STRING agi
olusturulmustur. Analizde sorgu proteinleri birinci kabukta konumlandirilmistir. En

giivenilir etkilesimlere sahip ve en fazla 10 proteinden olusan ikinci kabuk da aga
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eklenmistir. Dikkat ¢eken proteinler ag icerisinde renkli diigiimler ile gosterilirken,
bu proteinler ile etkilesime giren ikinci kabukta yer alan proteinler beyaz diigiimler

ile gosterilmistir (Sekil 4.7).

(A) GSE4064 (B) GSE59733

(C) GSE108895
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Sekil 4.7 Ug veri setine ait analizler sonucunda belirlenen en belirgin 20 DEG’e ait
protein-protein etkilesim ag1 (A) GSE40640 (B) GSE59733 ve (C) GSE108895

PPI analizi (Sekil 4.7) ile GSE40640 veri setinde PCNA geni ile LIG1, RFC2,
RPAI1, DDB2, GADD45A, POLD3 ve CDK4 genleri arasinda 6nemli bir iligki
oldugu ortaya konmustur. Ozellikle, POLD3, LIG1, RFC2, RPA1, CDK4 ve
GADDA45A genlerinin birbirleriyle giiglii bir etkilesim sergiledigi gozlenmistir.
Buna ilave olarak CD79A, CXCL9, CD79B, BLNK, VPREBS3 genlerinin hem
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birbirleriyle hem de diger genler ile arasinda dikkat ¢ceken bir etkilesim oldugu
tespit edilmistir. CDKNZ1A geni, her 3 veri setinde de istikrarli bir ifade degisikligi
gostermis olmasina ragmen GSE46040 veri setindeki en yiiksek ifade degisikligine

sahip ilk 20 gen arasinda yer almamis ve PPl analizine dahil edilmemistir.

Tablo 4.6 GSE40640, GSE59733 and GSE108895 veri setlerinden radyasyon

oncesi/kontrol ve radyasyon sonrasinda ortak olarak tespit edilen DEG’ler

GSE59733 GSE108895 GSE40640
Gen adj. logFC Gen adj. logFC Gen adj. logFC
Sembolii Sembolii Sembolii
P. Deg. P.Deg. P. Deg.
FOS 3,93E-02  -3,359 FOS 6,65E-04 = 1,434
EGR1 1,50E-02  -2,310 EGR1 1,21E-03 = -1,530
GDF15 4,04E-02 = -2,015 GDF15 | 1,15E-05 = -3,280

CDKNI1A | 3,96E-03 -2,920 CDKN1A  9,94E-04 2,164 CDKN1A  1,17E-06 -1,064

ACTA2 3,59E-04  -2,873 ACTA2 5,33E-07 -1,340

FHL2 397E-04  -2,323 FHL2 2,10E-08 -1,092

GADD45A | 1,16E-03  -2,296 =~ GADD45A @ 8,52E-08 -1,952

ZMAT3 154E-04  -2,042 ZMAT3 7,22E-03 -1,117

PHLDA2 | 157E-03  -2,041 PHLDA3 = 3,26E-09 -1,539

IER5 4,28E-03 1,208 IER5 8,87E-08 -1,291
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Sekil 4.8 Ortak olarak tespit edilmis DEG'lerin protein-protein etkilesimi (PPI)
aglart (A) GSE59733 ve GSE108895 veri setlerinin ortak DEG iliskisi (B)
GSE40640 ve GSE108895 veri setlerinin ortak DEG iligkisi

GSES9733 veri setinin analizi, baz1 gii¢lii protein-protein etkilesimlerini ortaya
koymustur (Sekil 4.8A). Bunlar arasinda en giiglii etkilesimler FOS-JUND, FOS-
JUNB ve FOS-CCNDI1 ¢iftleri arasinda meydana gelmistir. Jun ve FOS ailelerinin
kombinasyonu arasindaki iliski, meme kanserinde CCND1 geninin aktivasyonunu
destekliyor olmalarina dayanarak agiklanmaktadir [267, 268]. CDKN1A geni,
TP53, NR4A1l, EP300, CCND1, CCNA2, CDK2, CDK6, CCNE1, MDM2 ve
CDKA4 genleri ile giiglii etkilesimler gostermektedir. EGR1 geninin ise JUNB, FOS,
EP300 ve JUND genleri ile anlamli iliskiler gosterdigi ve TP53 ile giiglii bir baga
sahip oldugu goriilmektedir. EP300 geni, JUNB, DUSP1, NR4A1l, EGR1, JUND,
CDKNI1A, TP53, MDM2 ve CCND1 genleri ile giiglii bir etkilesim sergilemistir.
CCNAZ2 geni, en gii¢lii baglarimi1 TP53, MDM2, CDKN1A, CDK6, CDK4, CCNE1
ve CDK2 genleri ile olusturmustur.

GSE108895 veri seti analiz edildiginde, diger veri setlerine kiyasla daha az
karmagik bir etkilesim ag1 elde edilmistir. En dikkat cekici etkilesimler ISG15,
RSA2, IF16, UBA7, IFIT3, USP18 ve OASL1 genleri arasinda saptanmistir. Bunun
yaninda DTX3L ve PARP9 genleri arasinda da anlamli bir etkilesim bulunmaktadir.
GFRAL ve GDF15 ile NOS1AP ve RASD1 genleri arasindaki etkilesimler
bagimsiz etkilesim olarak dikkat c¢ekmektedir. Kardiyovaskiiler olaylarin
dogrulanmig prognostik gostergelerinden olan GDF15 ve GFRAL genlerinin
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biyokimyasal bir yolakta birlikte gorev aldigi goz Oniinde bulunduruldugunda
[269], bu etkilesimin beklenen bir bulgu oldugu degerlendirilmistir.

IR maruziyeti sonucu ekspresyon degisimi gosteren genler arasindaki etkilesimler,
onemli baglantilar ortaya koymustur. GSE59733 ve GSE108895 veri setlerinde
yaygin olarak degisim gdsteren genlerin karsilastirilmasi sonucunda, FOS, EGR1,
GDF15 ve CDKN1A genleri tanimlanmistir (Tablo 4.6). GSE59733 veri setinde,
bu genlerin her biri asagi yonlii olarak diizenlenmistir. Ancak GSE108895 veri
setinde, EGR1 ve GDF15 genleri asagi yonlii diizenlenirken, FOS ve CDKNI1A
genleri yukar1 yonlii diizenlenmistir. Ozellikle FOS ve EGR1 genleri arasinda giiclii
bir iligki oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8A). EGR1'in diisiik ekspresyonunun kotii
prognoz ve terapdtik direng ile iliskili oldugunu ortaya koyan literatiir bulgular
[270], calismamizda elde edilen analiz sonuglarini desteklemektedir. Ancak veri
seti analizimiz, FOS geminin IR maruziyeti sonrasinda, GSE108895 veri setinde
(MCF7 hiicre hatt1) yukar1 yonli regiile edildigi, ancak GSE59733 veri setinde
(meme kanseri tiimor 0rnekleri) asag1 yonlii regiile edildigi ortaya koymustur. Bu
bulgular, EGR1 ve FOS genlerinin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin IR'ye
kars1 hiicresel yanitlarda varyasyonu yansittigini ve bu genlere iliskin fonksiyonel
gorevlerin daha ayrimtili bir sekilde arastirilmasinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.

GSE108895 ve GSE40640 veri setleri arasinda, ekspresyon degisimi gosteren ortak
genlerin incelenmesi sonucunda, CDKN1A, ACTA2, FHL2, GADD45A, ZMAT3,
PHLDA3 ve IER5 genleri tanimlanmistir (Sekil 4.8B). Bu genlerin tiimi
GSE40640 veri setinde asag1 yonlii regiile edilmistir. GSE108895 veri setinde ise,
CDKNI1A ve IERS genleri hari¢ diger tiim genler de asag1 yonlii regiile edilmistir.
GSE108895 ve GSE40640 veri setlerinin her ikisinde de GADDA45A geninin
ekspresyon seviyesindeki azalma dikkat g¢ekici bir bulgudur, ¢iinkii GADD45A
hiicre dongiisiinlin diizenlenmesi, hiicresel yaslanma ve DNA hasarina yanit gibi
cesitli hiicresel siireclerde kritik rol oynayan bir gendir [271, 272]. GADD45A
genindeki azalan ekspresyon cogunlukla bu genin meme kanseri vakalarinda
siklikla bildirilen metilasyonu ile iligkili olabilir. GADD45A geminin metilasyonu,
normal meme epiteline kiyasla daha diisiik bir gen ekspresyonuna neden
olmaktadir. Epigenetik degisikliklerin kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi igin
hayatin bir fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir. Cilinkii GADD45A ve
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GADDA45G genlerinin NF-«B tarafindan baskilanmasi, kanser hiicrelerinin hayat
stirekliligi i¢in gereklidir. GADDA45A geninin ekspresyonu, farkli tipte kati
timorlerde ve hematopoietik hiicrelerde diizensiz olarak gozlenmektedir. Bu

durum, bu proteinlerin hiicresel stres yanitlarindaki 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizin biyoinformatik analiz basamaginda; IR'nin kanser hastalarindan
alinan tiimor dokulari, lenfosit hiicreleri ve meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla ti¢ veri seti (GSE40640, GSE59733 ve GSE108895)
analiz edilmis ve bu veri setlerinde gen ekspresyon seviyelerinde meydana gelen

degisiklikler hem ortak noktalar hem de farkliliklar agisindan degerlendirilmistir.

CDKNI1A geni, tiim veri setlerinde ekspresyon degisimi gostermistir. IR’nin DNA
hasarina neden oldugu bilinen etkileriyle uyumlu olan bu bulgu, analizimizin
literatiir calismalarini destekler nitelikte oldugunu dogrulamaktadir. Arastirmamiz,
IR’ye kars1 bazi genlerin ortak bir tepki olusturdugunu, bazi genlerin ise farkli
tepkiler sergiledigini gostermistir. Elde edilen bulgular, belirlenen genlerin meme
kanserinde prognostik gostergeler olarak potansiyelini arastirmanin yararl
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun yaninda CDKNZ1A geninin meme kanseri
doku hiicrelerinde, lenfosit hiicrelerinde ve meme kanseri hiicre kiiltiirlerinde IR'ye
verdigi yanit, bu alanlarda yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine yonelik

arastirilmasin 6nemini vurgulamaktadir.
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SONUC

5.1 Sonuclar

Tez galigmas1 kapsaminda, terapétik radyasyonun (IR) meme kanseri hiicreleri
tizerindeki molekiiler etkileri incelenmistir. Bu amagla en yaygin kullanilan meme
kanseri hiicre hatlar1 arasinda yer alan MCF7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 4 ve 8
Gy/1 fraksiyon X-isinina maruz birakilmistir. Kanser tedavisinde kullanilan
LINAC sistemi ile yapilan 1sinlama uygulamasinin ardindan 48. saat, 96. saat ve 7.
giin sonunda hiicre canliliklar1 tayin edilmistir. Iyonlastirici radyasyonun molekiiler
kantitatif analizi i¢in literatiir aragtirmalar1 ve veri tabanlar1 araciligi ile yapilan
arastirma ile 3 miRNA belirlenmis ve bu miRNA’larin iyonlastiric1 radyasyon
etkisi ile ifade diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Incelenmek iizere segilen
miRNA’lar belirlenirken iyonlastirict radyasyon ile iligkisi ve meme kanseri
disindaki diger kanser tiirlerinde radyobiyobelirte¢ olma potansiyeli gz Oniinde
bulunduurlmustur. Iyonlastiric1 radyasyona maruz kalan hiicrelerin molekiiler
kantitarif analizleri 96. saat sonunda yapilmistir. Bu hiicrelerden elde edilen total
RNA’lar tizerinden cDNA sentezlenmis ve sonrasinda miRNA ifade diizeylerindeki

degisimler belirlenmistir.

Hiicre canlili1 analizleri, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindan MDA-MB-
231’in IR’ye kars1 daha duyarli oldugunu ve ozellikle 96 saatlik inkiibasyon
sonunda hizli bir 6ldiirme etkisi gosterdigini ortaya koymustur. Ayn1 uygulamanin
tekrarlanmas1 ile meme kanseri hiicreleri {izerinde inhibe edici bir etki
olusturulabilecegi diisliniilmektedir. MCF7 hiicre hattinda ise IR’nin anti kanser

etkilerinin 7 giin inkiibasyon sonunda daha belirgin oldugu gézlenmistir. Ancak 7.
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giin sonundaki hiicresel inhibisyonun hiicre kiiltiirii ortaminda besin titkenmesinden

de kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir.

Hiicre canlilig1 analizlerinden elde edilen, iyonlastirici radyasyonun hiicre canliligi
lizerine doza ve zamana bagl etkileri, literatiir ¢alismalar1 [273, 274] ile
uyumludur. Bununla birlikte, bu hiicre hatlarinda IR'ye maruz kalmanin ardindan
canlilikta herhangi bir degisiklik olmadigmi bildiren ¢eliskili calismalarin da
bulundugunu belirtmekte fayda vardir. Bu sonuglar, radyasyon tedavisi planlarini
tasarlarken hem zaman hem de dozun dikkate alinmasmin Onemini
vurgulamaktadir. Dozu artirmak ve isinlamadan sonraki siireyi uzatmak, daha
yiiksek hiicre 6liimii oranina yol acarak potansiyel olarak radyoterapinin etkinligini
arttirabilmektedir. DNA hasar1, apoptoz ve hiicre dongiisii bozulmasi, IR'nin aktive
edebilecegi birkac biyolojik fonksiyondur ve bu fonksiyonlara etki ediyor olmast

IR etkisi ile hiicre canliliginda gézlenen azalmay agiklayabilmektedir [275].

Molekiiler kantitatif analiz basamaginda MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
4 Gy ve 8 Gy IR uygulamasini takiben 96 saatlik inkiibasyon sonrasinda miR-208a,
miR-124 ve miR-145’¢ ait ekspresyon profilleri tayin edilmistir. MCF7 hiicre
hattinda miR-208a anlamli bir ekspresyon degisimi gostermemistir. miR-124 ve
miR-145’in ekspresyon seviyesinde ise artig gozlenmistir. Ancak bu miRNA i¢in 4
Gy ve 8 Gy dozlar1 arasinda sonuglarda belirgin bir fark gézlenmemistir. Bu durum,
her iki dozun da hiicrede maksimum yanit1 tetiklemis olmasindan kaynaklanmis
olabilecegi degerlendirilmistir. En belirgin ekspresyon degisimi gésteren miR-
145'in, IR’ye yanit mekanizmasinda dnemli bir diizenleyici rol iistlenebilecegi ve
radyasyon tedavisinde terapotik hedef olarak kullanilma potansiyelinin

arastirilmasi gerektigi 6nerilmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-208a yine anlamli bir sonug¢ vermemis ve miR-
208a ve miR-124 ekspresyon seviyelerinde 4 Gy ve 8 Gy dozlar1 arasinda anlamli
bir fark gézlemlenmemistir. Bu durum, hiicrelerin bir esik doza sahip olmasindan
kaynaklanabilir ve her iki dozun da bu esigi agmasi, doza bagimli etkinin
gbzlemlenmemesine yol agmis olabilir. Ote yandan, miR-145 ekspresyonu, IR
uygulamasiyla doza bagimli olarak belirgin bir farklilik gostermistir. Bu bulgular,
miR-145’in MDA-MB-231 hiicrelerinde IR maruziyetine kars1 potansiyel bir hedef

ve biyobelirte¢ olabilecegini desteklemektedir.
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Her iki hiicre hattinin sonuglari birlikte degerlendirildiginde miR-145’in radyasyon
tedavilerinde terapotik biyobelirteg adayi olabilecegi degerlendirilmektedir. miR-
124’tn terapdtik hedef olma potansiyeli ise mMiR-145’¢ gore daha diisiik

goriinmekle birlikte, ilave ¢aligmalarla bu konuda daha net bir sonuca varilabilir.

Genel olarak, miR-145 ve miR-124"{in radyasyon tedavisinin etkinligini artirmaya
yonelik terapotik hedef olarak aragtirilma potansiyeline sahip oldugu, ancak miR-
208a’nin meme kanseri i¢in radyoterapi tedavisinde terapotik hedef olabilecegi
yoniinde yeterli verinin elde edilmedigi sonucuna varilmistir. Elde edilen bulgularin
dogrulanmasi i¢in biyolojik varyasyon gibi faktorlerin goz oniinde bulundurularak

caligmalarin daha da zenginlestirilmesi gerekmektedir.

Biyoinformatik ¢aligmalar sonucunda CDKN1A geninin incelenen ii¢ veri setinde
(GSE40640, GSE59733, GSE108895) ifade seviyeleri degisen ortak gen olarak
tespit edilmistir. Venn semasi analizi sonuglarina gore veri setleri arasinda ortak
olarak tespit edilen DEG’ler olan FOS, EGR1, PHLDAS3, GADD45A, IER5, FHL?2,
ACTA2 ve ZMATS3 genlerinin IR’ye verdikleri tepkilerin farklilik gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu genlerin ileri molekiiler incelemeler ile meme kanserinde

prognostik gostergeler olarak potansiyelinin arastirmasi onerilmektedir.

FOS, EGR1, PHLDAS3, GADD45A, IER5, FHL2, ACTA2 ve ZMAT3 genlerinin,
in vitro analizlerde incelenen miRNA'lar olan miR-208a, miR-124 ve miR-145 ile
hedef gen olma potansiyelleri, mevcut literatiir bilgileri dogrultusunda, DNA hasar
yaniti, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi molekiiler yolaklar {izerinden
iliskilendirilerek degerlendirilmistir. Iyonlastirict radyasyon (IR) uygulamasini
takiben yapilan molekiiler kantitatif analizlerde, anlamli ekspresyon degisimi

gozlemlenen miR-124 ve miR-145 {izerinde yogunlasilmistir.

Hiicre dongiisii ve apoptoz yolaklarinda yer aldig1 bilinen CDKN1A, PHLDA3 ve
GADDA45A genlerinin miRNA’lar araciligiyla baskilanmasi, potansiyel terapotik
etkilerin smirlandirilmasina  yol acabilir. Calismamizda, GDF15 geninin
ekspresyon seviyesindeki artig, bu genin IR’ye bagl hiicresel stres yanitindaki

roliinii desteklemektedir.

In vitro ¢alismalarla en belirgin artig1 gosteren miR-145’in, DNA hasar yanitinin

anahtar genlerinden biri olan ve iyonlastirici radyasyona hiicresel tepkide kritik rol
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oynayan CDKNI1A genini dogrudan hedefliyor olmasi, elde edilen bulgularin

literatiir verisiyle uyumlu oldugunu desteklemektedir.

5.2 Oneriler

Arastirmamiz miR-208a, miR-145 ve miR-124"in IR'ye hiicresel yanitta hayati bir
rol oynadigimi gostermektedir. Bu mikroRNA'lar, terapdtik miidahaleler i¢in hem
biyobelirtegler hem de hedefler olarak hizmet etme potansiyeline sahiptir Ancak

calismanin bazi kisitlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismalarin devami igin;

Yalnizca iki hiicre hatti iizerinden yapilmis olan bu ¢alismanin in vivo
dogrulanmasi ve daha genis in vivo dogrulamasina ve daha genis hiicre hatlarinda

da test edilmesine ihtiyag¢ vardir.

Yenilikgi miRNA tabanli yaklasimlar kullanilarak bu miRNA’larin IR’ye

yanitlarinin mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Yapilan tiim ¢alismalarin radyoterapinin molekiiler bilgilere dayali olarak hastaya
0zgl hale getirilebilmesi, tedavi esnasinda tiimorlii dokular tahrip edilirken saglikl
dokularin korunmasina yonelik bir optimizasyonun saglanmasi ile hasta prognozu
ve sag kaliminin arttirllmasina yonelik ¢alismalara katki saglayacak bir diizeye

ulagmas1 gerekmektedir.

» Yalnizca MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari tizerinden yapilmis olan bu
calismanin daha biiyiik 6rneklemler ile ve daha genis sayida miRNA’lar ile
in vitro ve devaminda in vivo dogrulanmasi ve biyobelirte¢ olarak
tanimlama yapilabilmesi durumunda bunlarin bir panel/kit olarak
gelistirilmesi,

» Yenilik¢i miRNA tabanli yaklasimlar kullanilarak bu miR-208a, miR-145

ve MiR-124’lin IR’ye yanitlarinin mekanizmalarinin aydinlatilmast,

» Biyoinformatik ¢alisma sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda CDKNI1A
geninin ve belirlenen diger genlerin (FOS, EGR1, GDF15, ACTA2, FHL2,
GADDA45A, ZMAT3, PHLDAZ3) daha derin bir arastirma ile incelenmesi,

Boylelikle yapilan ¢alismalarin radyoterapinin molekiiler bilgilere dayali olarak
hastaya Ozgii hale getirilebilmesi, tedavi esnasinda tiimorlii dokular tahrip

edilirken saglikli dokularin korunmasina yonelik bir optimizasyonun
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saglanmasi ile hasta prognozu ve sag kaliminin arttirilmasmna yonelik

caligsmalara katki saglayacak bir diizeye ulasmas1 saglanabilecektir.
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