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OZET

Melek Tugge Yilmaz Aslan, Fare Melanom Tumor Modelinde Radyoterapide
Kullamlan Farkh Doz Hizlarmin Tumoér Mikrogevresi Uzerine Etkileri,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Uzmanlik Tezi,
Ankara, 2022. Radyoterapide (RT) doz hiz1 hiicre sag kalimini etkileyen dnemli bir
degiskendir. Doz hizinin, tiimor hiicreleri iizerine etkileri iyi tanimlanmis olsa da
kanser prognozu, rekiirrensi ve tedavi yanitinda 6nemli olan tiimér mikrogevresi
(TMCQ) lzerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismada, eksternal RT uygulamalarinda
sik kullanilan 3 farkli doz hizinin TMC {izerine etkileri arastirmak amaci ile sinjenik
timor modeli olusturuldu. Bu modeli olusturmak i¢in 54 adet 6-8 haftalik C57BL/6
fare ve B16-F10 hicre dizisi kullanildi. Farelerin flankina ekilen tiimdr giinliik olarak
takip edildi. En az 0,5 cm capa gelen timorlere 2 farkli dozda (2 ve 10 Gy) ve 3 farkl
doz hizinda (1 Gy/dk, 6 Gy/dk, 14 Gy/dk) RT uygulandi. RT sonrasi1 7. giinde farelerin
kanlar1 ve tiimor dokular1 hasat edildi. Tek hcre jel elektroforezi ile kan mononikleer
hicrelerinde DNA kirig1 miktar1 6lguldi, tumor dokusunda ise TMC histomorfolojik
oOzellikleri incelendi. Ylksek doz RT alan kolda, daha kiigiik tiimor boyutu (p<0.01),
TMC’de kanser hiicrelerinde azalmis mitoz (p=0.01) ve artmus pleomorfizm (p<0.01)
gozlendi. Yiiksek ve diisiik doz alan kollardaki DNA hasar miktart benzerdi (p=0.65).
Her bir doz i¢in, 3 farkli doz hizinda tiim6r boyutu, DNA kirik miktar1 ve TMC
histomorfolojik 6zellikleri arasinda fark bulunmadi. Bu ¢alisma ile malign melanom
timor modelinde, klinikte kullanilan farkli doz hizlarinin TMC’de farkl etkiye sebep
olmadig1 gosterildi.

Anahtar kelimeler: Doz hizi, eksternal radyoterapi, malign melanom, timor

mikrogevresi

Bu proje Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK), Arastirma
Destek Programlari Baskanligi (ARDEB) 1002- Hizli Destek Programi tarafindan

“121S247” proje numarasi ile desteklenmistir.



ABSTRACT

Melek Tugce Yilmaz Aslan, Effects of Different Dose Rates on Tumor
Microenvironment in a Mouse Melanoma Tumor Model, Hacettepe University
Faculty of Medicine, Thesis in Radiation Oncology, Ankara, 2022. The dose rate
IS an important variable that affects cell survival. With the introduction of modern
accelerators and treatment techniques with high dose rate capacity, it has become
important in external radiotherapy (RT) applications. Although the effects of dose rate
on tumor cells are well defined, Its impact on the tumor microenvironment (TME),
which is important phenomenon in cancer prognosis, recurrence, and treatment
response, is unknown. An efficacy study of RT delivering 2 Gy and 10 Gy at 3 different
dose rates (1 Gy/min, 6 Gy/min, 14 Gy/min) was performed in immunocompetent
C57BL/6 mice carrying B16-F10 syngeneic tumors. On day 7 post-RT, the blood and
tumor tissues of mice were harvested. The amount of DNA breakage in blood
mononuclear cells and the histomorphological features of TME in tumor tissue were
examined. Smaller tumor volume (p<0.01), decreased mitosis (p=0.01) and increased
pleomorphism (p<0.01) in cancer cells were observed in the arm that received high-
dose RT. The amount of DNA damage in the high and low dose arms was similar
(p=0.65). No difference was found in terms of tumor growth, amount of DNA
breakage, and TME histomorphological features at 3 different dose rates for each dose.
With this study, we show that different dose rates do not cause different effects on

TME in the malignant melanoma tumor model.

Key Words: Dose rate, radiotherapy, malign melanoma, tumor microenvironment

This project was supported by the Scientific and Technological Research Council of
Turkey (TUBITAK), 1002 - Short Term R&D Funding Program with the project
number “121S247”.



ICINDEKILER

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER

TABLOLAR

1. GIRIS

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Tumor Mikrogevresi
2.1.1 Kanser Hucreleri ve Kanser Kok Hucreleri
2.1.2 Endotelyal Hcreler
2.1.3 Perisitler
2.1.4 Immiin Inflamatuar Hiicreler
2.1.5 Kanser Asosiye Fibroblastlar
2.1.6 Kanser Stromasinin Kok Hiicreleri (Mezenkimal Kok Hiicreler)

2.1.7 Tumor Mikrocevresinin Ekstraseltler Matriksi
2.2 Melanom ve Melanom Tumoér Mikrogevresi

2.3 Tiimor Mikrocevresinin Sinjenik Fare Tiimor Modeli ile incelenmesi

2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Kaynakli Xenograftlar

Vi

Iii

iv

Vi

ix

Xi

Xii

N N o o0 A B Wow

11
11



vii

2.3.2 Sinjenik Tumor Modelleri 12
2.3.3 Hasta Kaynakli Xenograftlar 12
2.3.4 Kimyasal Indiiklenilmis Tiimdr Modelleri 12
2.3.5 Genetik Olarak Modellenmis Tiimor Modelleri 13
2.4 Radyasyonun Hucresel Etkileri 13
2.4.1 Direkt Etki, indirekt Etki ve DNA Hasar Tipleri 13
2.4.2 Radyasyonun Hiicre Oliim Mekanizmalar 15
2.5 Radyoterapinin Tumor Mikrogevresi Uzerine Etkileri 16
2.5.1 Dogal ve Adaptif Immiin Yanit Uzerine Etkileri 17
2.5.2 T Lenfosit Aktivasyonu 17
2.5.3 Immiin Hiicrelerinin Tiimér Infiltrasyonunun Saglanmasi 18
2.5.4 Radyoterapi Sonras1 Tiimor Mikrogevresinin Sistemik Etkileri 18
2.5.5 Radyoterapi Sonras1 Immiinsiipresif Yolaklar 18
2.5.6 Radyoterapi Sonras1 Tiimor Vaskiiler Yapist 19
2.6 Farkh Dozlarin Tiimor Mikrocevresine Farkh Etkileri 20
2.7 Radyoterapide Doz Hizinin Onemi 21
2.9 Amag 23
3. GEREC VE YONTEM 24
3.1 Calismanin Tiirii, Evreni, Etik Kurul izni ve Proje Destegi 24
3.2 Kimyasal Maddeler, Aletler, Cihazlar 24
3.3 Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlanmasi 26
3.4 Calismada Kullanilan Deney Hayvam Ozellikleri 28
3.5 Sinjenik Tiumor Modelinin Olusturulmasi 29
3.5.1 B16-F10 Hiicrelerinin Hazirlanmast 29
3.5.2 B16-F10 Hiicrelerinin Fareye Inokulasyonu 30

3.5.3 Deney Gruplarmin Olusturulmasi 30



viii

3.6 Radyoterapi Uygulamasi 36
3.7 Deney Hayvanlarimin Takibi 39
3.8 Hayvanlarin Sakrifikasyonu ve Kan-Doku Toplanmasi 40
3.9 Dokularin Histolojik Olarak incelenmesi 43
3.10 Tek Hucreli Jel Elektroforezi (Comet Analizi) 44
3.11 Istatistiksel Analiz 45
4. BULGULAR 46
4.1 Deney Esnasinda Goézlenenler 46
4.2 Tek Hiicre Jel Elektroforezinin Sonuglarimin Degerlendirilmesi 53
4.3 Histopatolojik Bulgular 56
5. TARTISMA 64
5.1 Kisithhiklar 69
6. SONUC VE ONERILER 71
KAYNAKLAR 72
EKLER

EK 1. ETIK KURUL ONAY BELGESI



SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Tiimor mikrogevresi (TMC), tiimoriin yasadigi ve immiin sistemden kactigi
ekosistemi temsil eder. TMC, karsinogenezin tiim basamaklarinda, tiimdriin gelisimini
destekleyen dinamik bir ag olarak tamimlanmaktadir!. Son ddénemde, kanserin
fenotipik Ozelliklerini daha iyi tanimlamak ve gidisatin1 tahmin etmek amaciyla
dikkatleri (zerine toplamistir. Bu konsept; kanser hiicrelerinin yasamini,
proliferasyonunu, ¢esitli tedavilere yanitini ve metastaz kapasitesini sadece genetik
oOzellikleri ile tanimlamaz, kanser hiicrelerini ¢evredeki hiicreler ile birlikte bir biitiin
olarak degerlendirir.

TMGC; kanser hicreleri, kanser kok hacreleri, stromal hicreler, immin
hiicrelerden ve bu hiicreleri ¢evreleyen ekstraseliiler matriksten olusan organize ve
dinamik bir agdir® (Sekil 1.1.). Bu hiicrelerarasi etkilesimlerin ve hiicre
sekresyonlarinin timdr yanitinda ve tedavi direncinde ©6nemli rol oynadigi
distiniilmektedir. Bu konseptin temeli 1880°lerde Paget tarafindan “tohum ve toprak
(seed and soil)” teorisi ile atilmistir. Paget, timor hiicrelerinin baslangici ve
progresyonunun sadece “tohumun” kendisine bagli olmadigini, onu besleyen ve
destekleyen “topragin” da kanser gelisiminde énemli oldugunu one sitirmiistii®.

Radyoterapi (RT), iyonize radyasyonun (iR) kullanildig1 bir tedavi yontemidir.
Kanser hastalarinin yarisindan fazlasi, hastalik siirecinde kiratif veya palyatif olarak
RT almaktadir. RT uygulamasinda tedavi sonucunu etkileyen bircok parametre vardir.
Bu degiskenler 6rnek olarak: uygulanacak toplam doz, toplam dozun ne kadar
fraksiyona boliindiigii, fraksiyon basma diisen doz ve bu dozun verilme suresi
verilebilir. Literatiirde “dose rate” olarak adlandirilan doz hizi, birim zamanda verilen
radyasyon miktar1 olarak tanimlanir ve birimi Gy/dk’dir. Literatiirde doz hizinin timor
kontroll ve normal doku Gzerindeki etkileri ile ilgili veriler mevcuttur; ancak timaorin
tedaviye yanit1 ve direncini etkileyen temel 6gelerden biri olan TMC (zerinde olan
etkisi ile ilgili veriler olduk¢a smirlidir. Calismamiz; timor hiicrelerinde farkli
biyolojik etkilere sebep olan farkli doz hizlarinin, TMC {izerinde olusturdugu etkilerini
incelemek ve doz hizlar1 arasinda farklilik saptanmasi durumunda en ideal immiin

yanit sunan doz hizi semasini tespit etmek amaci ile tasarlandi.



Kanser Asosiye
Fibroblastlar

NK Hiicreler

Myeloid Hiicreler

Sekil 1. 1. Timor Mikrogevresi (Balkwill F. ve ark., 2012°den* uyarland.).



2. GENEL BiLGILER
2.1 Tumor Mikrogevresi
2.1.1 Kanser Hicreleri ve Kanser Kok Hucreleri

Kanser hiicreleri, kanserin yapitagini olusturan hiicrelerdir. Onkojenik ve
timor baskilayict mutasyonlari tagiyarak tiimoriin olusumunu ve progrese olmasini
saglarlar. Bu hiicreler ozellikle tiimoriin ileri asamalarina kadar, gorece homojen
dagilimli hiicreler olarak bilinirler. Ancak tlimor ilerledikge, proliferasyon artigi ve
buna bagli olarak genetik instabilite ile timor hicreleri heterojen hale gelirler. Bu
nedenle ¢ogu tiimor, degisik vaskUlarite, inflamasyon ve invazivlige sahip hiicre alt
popiilasyonlarindan olusur®.

Kanser kok hicreleri ise, yeni tiimor hiicreleri olusturma kapasitesine sahip
hicrelerdir. Bu fonksiyonlariin yani sira normal dokularda bulunan kok hiicre ylzey
belirteclerini de tasirlar®. Kanser kok hiicreleri, ilk defa hematolojik malignitelerde
tanimlanmislardir’. Daha sonra, basta meme kanseri ve noro-ektodermal tiimorler
olmak iizere solid tiimorlerde tanimlanmis olan bu hiicrelerin kokeni tam olarak
aydmlatilamams olmak ile birlikte, timorden tiimore farklihk gosterebilir®. Bazi
timorlerde, normal doku kok hiicrelerinin onkojenik transformasyon gecirerek kanser
kok hiicrelerini olusturdugu diistiniilmekte iken; baz1 timdorlerde onkolojik mutasyon
gecirmis parsiyel diferansiye progenitor hiicrelerin, kok hiicre karakterine doniistiigii
diisiiniilmektedir®. “Epitelden mezenkimal hiicreye doniisim” (Epithelial to
mesenchymal transition, EMT) evrimsel olarak korunmus gelisme siireglerinden
biridir®. Embriyonik gelisim stirecinde, baz1 diferansiye polarize epitel hiicreleri, EMT
olarak adlandirilan morfolojik degisim ile mezenkimal hiicrelere doniismektedirler.
Bu morfolojik degisim, hiicreler aras1 adezyon molekiillerinin yok olmasini ve epitel
hiicrelerinde bulunan apiko-bazal polarizasyonun kaybimi kapsar. Boylelikle invaziv
karaktere sahip, go¢ edici mezenkimal hicreler elde edilir. Bu degisim transforme
edici blylme faktori beta (transforming growth factor beta- TGF-p) ve tirozin kinaz
reseptor (TKR) ligandi ile, kompeks sinyal yolaklar tizerinden, gen ekspresyonunda
degisim ile saglanmaktadir'®. Tiimorlerde ise bu yolagin aktivasyonunun kanser kok

hiicresi olusumuna sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. Kanser kok hicreleri bu sayede



kendini yenileme 6zelligi kazanirlar ve normal doku kok hiicrelerinin tasidigir kok
hlicre antijenlerini tasirlar.

Kanser kok hiicreleri tiimoriin tedavi yanitinda anahtar rol oynayan
hiicrelerden biridir. Bu hiicrelerin, kemoterap6tik ajanlara kanser hiicrelerinden daha
direncli oldugu gosterilmistir'®. Cesitli modaliteler ile basarili tiimor tedavileri sonrasi
yasanan ge¢ donem rekiirrensler, bu hiicrelerin kanit1 olarak gosterilebilir. Yine kanser
dormansisinin arkasinda bu hiicrelerin oldugu diistiniilmektedir. Tiim bu veriler goz
oniine alindiginda kanser kok hiicrelerinin hem tedavi rezistans1 hem de basarili tedavi

sonrasi kanser rekiirrensinde rol oynayan temel hiicre oldugu sodylenilebilir.
2.1.2 Endotelyal Hucreler

TMC’deki hiicre heterojenitesinin biiylik bir kismini stromal hiicrelerin
cesitliligi olusturmaktadir. Endotelyal hiicreler ise, tiimoriin beslenmesini saglayan
damarlar1 olusturan en 6nemli stromal hiicrelerden biridir. Bu hiicreler anjiyojenik
uyarilma (angiogenic switch) ile vaskiler-endotelyal blytme faktori (vascular
endothelial growth factor, VEGF), anjiopoietin ve fibroblast biytime faktori
(fibroblast growth factor, FGF) sinyalleri Uzerinden tumor damar mimarisini
olusturma amaci ile aktive olurlar*13,

TUmor damar mimarisi yap1 ve fonksiyon olarak anormal bir yapidir. Ornegin
damarlar heterojen ve kaotik dallanmalar gosterirler. Damar Iimenleri asimetrik ve
sizdiran bir yapidadir. Bu sizdiran yap1 interstisyel basincin artigina, esit olmayan kan

akisina ve homojen olmayan oksijenasyona neden olmaktadir. Bu da tiimore hipoksi

olarak geri donmektedir'“.
2.1.3 Perisitler

Perisitler, parmaks1 projeksiyonlar ile vaskiiler yapilarin endotelyal kanalini
saran Ozellesmis mezenkimal hiicrelerdir. Normal dokularda, endotel hiicrelerine
parakrin destek saglarlar. Endotel hicreleri ile is birligi yaparak kan basincina
dayaniklilik saglayan ve endotellerin tabanini olusturan vaskiiler bazal membran
olusumuna katki saglarlar. Tiimorlerde, perisit tarafindan salgilanan platalet derive

blylme faktori (platelet derived growth factor, PDGF) reseptoriinin farmakolojik



inhibisyonu ile timor damar yapisi g¢evresinde daha az perisit ve timor damar

yapisinda destabilizasyon gozlenilmistir®®,
2.1.4 immiin Inflamatuar Hiicreler

TMC hicre gesitlerinin bir diger alt grubu da immdan inflamatuar hicrelerdir.
Bu hiicreler TMC’de, tiimorii destekleyici veya tiimore karsi savasan gorevlerde
calisiyor olabilirler®. Tiimére karsi savasan sitotoksik T hiicreleri ve dogal dldiiriicii
hicreler (natural killing cells, NK) dogal hayatin akisina uygun davransalar da tumoru
destekleyen immiin hiicrelerinin varligi bir hayli sasirticidir. Bu hiicreler ile ilgili ilk
kanitlar 1990’larin basinda elde edilmeye baslanmistir. Bu hiicrelerin olabilecegi
fikrinin kokleri kronik inflamasyonun tiimore neden oldugu ve tiimoriin aslinda hig
iyilesmeyen bir yara oldugu konseptine dayanmaktadir'®?’.

Timort destekleyici immiin sistem elemanlarina baktigimizda; makrofaj alt
tiplerinin, mast hdcrelerinin, notrofillerin, B ve T hiicrelerinin bu grupta yer aldigmi
gormekteyiz'®2°, Bu hiicreler ile yapilan ¢alismalar, hiicrelerin timor( desteklemek
amaciyla salgiladig1 sinyal molekiillerini de agiga c¢ikartmaktadir. Bu molekullere
ornek olarak: epidermal biyume faktort (epidermal growth factor, EGF), VEGF,
FGF-2, kemokinler, sitokinler verilebilir. Bunlarin yani sira damarlanmayi ve
invazyonu arttirici, ekstraseliiler matriksi (extracellular matrix, ECM) yikict
enzimlerin de (matriks metalloproteinazlar, sistein katepsin proteazlar ve heparanazlar
vb.) bu hiicrelerden salgilandig1 bilinmektedir?’. Bu hiicrelerin, salgiladiklar
molekiillere uygun olarak tiimor damarlanmasini arttirdiklari, timor hiicrelerinin
cogalmasina yardimer olduklari, tlimoriin doku invazyonuna yardimei olduklart ve
metastatik stirece gegmekte rol oynadiklar1 gosterilmistir®®.

TMC’de farklilagmigs immiin hiicrelerin yani sira, heniiz farklilagmasini tam
tamamlamamis myeloid progenitdr hiicreler de bulunmaktadir?®. Bu hicrelerin de
tiimor destekleyici etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ozellikle bu etkiyi, sitotoksik T
hiicreleri ve NK hiicreleri baskilayarak elde ederler??,

T hiicrelerine ayrintili bakildiginda, TMC’de birgok ¢esit T hiicresinin oldugu
goriilmektedir. Bu cesitli T hiicre popiilasyonlari, TMC igerisinde tiimore infiltre,
tdmOr smirinda ve tiimdrii drene eden lenf nodlarinda bulunabilirler. Bunlar arasinda

sitotoksik CD8+ hiicreleri iyi prognozla iliskilidirler?*. Bu hiicreler antijen ile tanismis



tecriibeli hiicrelerdir ve bu tanidiklart tiimor hiicrelerini 6ldiirme kapasitesine
sahiptirler. Sitotoksik CD8+ T hiicreleri, CD4+ yardimci T hiicreleri-1 ile
desteklenirler. Bu hicreler interlokin-2 (IL-2) ve interferon-gama (IFN-gama)
sitokinlerini salgilarlar ve TMC’de bu hiicrelerin bol olusu yine iyi prognoz ile
iliskilendirilmektedir?*. Bir diger CD4+ popiilasyonu olan yardimci T hiicreleri-2 ise;
interlokin 4 (IL-4), interlokin 5 (IL-5), intorlokin 13 (IL-13) salgilarlar. Bu sitokinler
B hiicre yanitin1 desteklerler. Bu hiicrelerin tiimoér gelisimini destekleyici hiicreler
olduklar1 diisiiniilmektedir?®. Tiimor destekleyici hiicre olarak en sik adindan soz
edilen hiicre ise T regulatuar (Treg) hticrelerdir. Bu hticreler FOXP3 ve CD25 eksprese
ederler?®. Treg hicrelerin, interlokin-10 (1L-10) ve TGF-beta sitokinleri ve sitotoksik
T lenfosit antijeni-4 zerinden immdin baskilayict fonksiyonlart vardir. Bu hiicreler
kotii prognoz ile iliskilendirilmislerdir?®.

B lenfosit hiicreleri ise timorin siirinda, daha sik olarak da timori direne
eden lenf nodlarinda bulunurlar. B hiicre infiltrasyonunun meme ve over kanserlerinde
iyi prognoza neden oldugu gosterilmigtir?”28,

NK hicrelerinin ise TMC’de bulunmalarina ragmen tiimor hiicreleri ile
etkilesim halinde olmadiklar1 gosterilmistir®. TMC’de bulunduklar1 halde bu
hiicrelerin anerjik fenotipte oldugu ve bu duruma TGF-beta’nin neden oldugu
diisiiniilmektedir?*.

Tumor asosiye makrofajlar (TAM) birgok insan ve deneysel fare timor
modelinde sikc¢a rastlanilan hiicre popiilasyonlaridir ve cogunlukla etkileri timor
destekleyicidir?. Bu hiicrelerin dzellikle hipoksik ¢evrede toplandiklari ve tiimériin
nekrotik parcalarinda belirgin olduklar1 gériilmiistiir. Bu nekrotik bolgelerin VEGF
salgilayarak TAM c¢ektikleri diisiiniilmektedir??. Bu hiicreler cekildikleri nekrotik
bolgelerde, anjiyogeneze katkida bulunurlar?®. Kotii prognozla iliskilendirilmislerdir

ve timorlerde migrasyon, invazyon ve metastaza yol acabilmektedirler®.
2.1.5 Kanser Asosiye Fibroblastlar

Fibroblastlar, TMC’de her bir karsinom igin ayr1 oranda bulunsalar da bircok
kanser tliriinde timor stromasinin en sik goriilen hiicresidir. “Kanser asosiye fibroblast
(KAF)” terimi 2 hiicre i¢in kullanilmaktadir. Ilki, normal fibroblastlar gibi ECM’nin

destek molekdllerini tireten hiicreler, digeri ise myofibroblastlardir. Myofibroblastlar



membranlarindan alfa-diiz kas aktini (alpha smooth muscle actin, aSMA) antijeni
tagimalari ile ayirt edilirler. Saglikli epitel hiicrelerinde seyrek olarak bulunurlar ancak
yara iyilesmesi siirecinde gecici olarak miktarlar: artar®.

Myofibroblastlarin, tiimor fenotipi olusturmada yardimeci hiicreler oldugu;
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, damarlanmasi, invazyon ve metastaz 6zelliklerini
indiikledigi godsterilmistir'®>3, ECM salgilayan bu hiicreler, karsinomlarda bulunan
desmoplastik stromanin (ECM’de fazlaca fibril olmasi) olugsmasini saglarlar. Bu

hiicrelerin timorlerdeki diger etkileri hala ¢alisma konusudur.
2.1.6 Kanser Stromasinin Kok Hiicreleri (Mezenkimal Kok Hiicreler)

Mezenkimal kok hiicre, ¢esitli mezenkimal hiicrelere doniisme potansiyeli olan
(osteoblast, kondrosit, adiposit, kas hcresi, perisit, fibroblast ve hatta néron)
hiicrelere verilen addir. Bu hiicreler kemik iliginde olduk¢a nadir bulunan hiicrelerdir
ve hematopoietik kok hiicrelerin mikrogevresinde bulunarak ¢ogalmalarini kontrol
ederlerst,

Tlmorle iligkili stromal hucrelerin: halihazirda var olan stromal hicrelerin
cogalmasi, komsu normal dokudaki stromal kok hiicrelerin cogalmasi ya da kemik iligi
kok hiicrelerinin farklilagmast ile olustugu diisiiniilmektedir. Ozellikle kemik iligi kok
hiicrelerinin TMC’deki stromal hiicrelerin ana kaynagi oldugu savunulmaktadir®. Bu
hipotezde, mezenkimal kok hiicreleri ve oncii hiicreler kemik iliginden, VEGF gibi
faktorler araciligr ile TMC’ye yonlendirilirler. Bu hiicreler TMC’de ¢esitli stromal
hiicre tiplerine farklilasmaktadirlar. Bazi hiicreler ise farklilasmamis fazda kalarak kok
hiicre gibi davranirlar. Bu durum fare timor modellerinde kemik iligi kaynakli
mezenkimal hicrelerin yesil floresan protein ile isaretlenerek TMC’de isaretli

hiicrelerin g6zlenmesi ile gosterilmigtir3?33,
2.1.7 Tumor Mikrogevresinin Ekstraseltler Matriksi

ECM, TMC’deki hiicrelere fiziksel destek saglayan yapidir. Sadece fiziksel
destek Ozelligi olmayan bu kompleks yapi, ayni zamanda timoriin gelisimi ve
yayiliminda dinamik bir rol oynamaktadir. TMC’ye hiicre giris ¢ikismin hicre

adezyon molekiilleri aracilig1 ile diizenlenmesini saglar®. ECM, ayrica anahtar biiyiime



faktorlerini, kemokinleri, anjijoyojenik faktorleri barmndirir. Bu faktorler hiicre
reseptorleri ile etkilesime gegerek her hiicrenin kendi gérevini yapmasini diizenler.
Timorler genelde g¢evre dokudan daha kati bir yapiya sahiptirler. Bu
ozelliklerini KAF’lar tarafindan bolca tiretilen ECM depolanmasina borgludurlar.
Kolajen ve elastin fiberler lizil oksidaz ile yeniden diizenlenir ve daha biyik ve sert
fibriller haline getirilirler3*. Matriks metalloproteinazlar ise ECM proteinlerini yikarak

ECM’nin yeniden modellenmesine katkida bulunurlar.
2.2 Melanom ve Melanom Tumoér Mikrogevresi

Kutantz melanom cilt kanserleri arasinda en 6ldirici olan tiptir ve sikligi son
on yilda belirgin artis gdstermistir®®>. Yeni gelisen immiinoterapi protokolleri ve
tedaviler Gmit verici olsa da malign melanom hala oldukca koétl prognoza sahip bir
hastalik kategorisindedir. Prognoz; tiimor kalinligi, iilserasyon gibi primer lezyonun
fiziksel paternlerine ve lenf nodu tutulumu gibi timdrin metastaz yapma kapasitesine
baglhidir. Melanom hiicreleri ve melanom TMC’sinde yer alan hiicreler arasindaki
etkilesim, timor proliferasyonu, farklilasmasi ve progresyonundan yani tamaor
biyolojisinde anahtar rol oynamaktadir®. Bir yandan da bu hiicreler, diger tiimorlerden
farkli immunojenik profile sahip olduklar1 i¢cin; TMC ve kanser hiicreleri arasindaki
iletisimi incelemek i¢in uygun hicre turd olarak kargsimiza ¢ikmaktadirlar.

Melanomagenez esnasinda, hiicre proliferasyonu ve apoptozis immin sistem
diizenlemesi altindadir ve bu siire¢ birbiri igerisine ge¢mis 3 fazdan olusmaktadir
(Sekil 2.1.). Bu fazlar: eliminasyon, denge ve kagis fazlaridir®’. Eliminasyon; TMC ve
perifer normal dokulardaki NK, dendritik hiicreler, B ve T hiicreleri tarafindan
olusturulan anti-melanom sitotoksik sireci kapsar. Denge sireci ise, kanser hucresi
imminojenitesinin indiikklendigi daha uzun bir siireci kapsamaktadir. Bu siirecte,
tiimor hiicrelerinin bir yandan immiin sistem tarafindan eliminasyonu gerceklesirken
bu eliminasyona direngli varyantlarin hakimiyeti kurulmus olur. Denge fazinda timor
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve adaptif immiin sistem tarafindan eliminasyonu birbirine
dengeli olarak ilerler. Immiin sistemin fonksiyonel olarak bu dengede geri kalmast;
melanom hiicrelerinden kaynaklanan surekli antijen maruziyetinin inhibitor kontrol
noktalarini aktive etmesi ile elde olur. Benzer sekilde melanom TM(C’sinin TAM, Treg

ve myeloid kokenli tiimdr baskilayici hiicrelerden zenginlesmesi de T hiicrelerinin



defektif sitotoksik faaliyetlerine katkida bulunur. Bu faz ise immiin sistemden kagis1

temsil eden fazdir®.

Eliminasyon

Genetik instabilitite ve tiimdr heterojenitesi

Immiin eliminasyon

Sekil 2. 1. immiin eliminasyonun 3 fazi (Dunn G. ve ark., 2002’den?" uyarlandu.).

Melanom, en immunojenik timérlerden biridir. Melanomun TMCsi, birgok
¢esit immiin sistem hiicrelerini (mast hiicreleri, notrofiller, dendritik hiicreler, B
lenfositler, T lenfositler, makrofajlar) icermektedir. Melanom TMC’si ile en fazla
etkilesime gecen hiicreler TAM lardir®. TAM’lar TMC’yi iki farkli tiirleri ile etki
altinda birakabilirler. Eger M2 tipine polarize olurlarsa, ki bu tip tiimor olusumunu
destekleyen fenotiptir, ECM’nin yeniden modellenmesine katki saglarlar. Ayni
zamanda, timor bidylmesinde, anjiyogenezde, anti timdr aktivitesinin
baskilanmasinda, kemokin-sitokin ve bilyiime faktorii salgilanmasinda gorev alirlar®,
TAM’lar M1 tipine polarize olurlarsa, ki bu fenotip anti tiimdral 6zelliklere sahip
fenotiptir, reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen tiirlerinin olusumuna sebep olurlar. M1
tipi; timor hicrelerinin fagositozunda, sitotoksik T hcrelerinin aktivasyonunda,
proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin salgilanmasinda goérev alirlar.

KAF’lar melanom TMC’sinde 6nemli rol oynayan diger hiicrelerdendir.
TUmOr olusumu ve tiimoriin ¢cogalmasinin desteklenmesi 6nemli gorevlerindendir. Bu
hiicreler ECM olusumuna aktif olarak katk1 saglarlar, FGF ve TGF-beta gibi parakrin
biiyiime faktorlerinin salgilanmasini saglarlar. Fibroblastlar perisitlere diferansiye
olabilmektedirler, bu hiicreler ise endotel hiicreleri ile etkilesime gecerek anjiyogenezi
indukler. Melanom hiicrelerinden salgilanan PDGF, KAF’lar1 stimiile ederek bu

hiicrelerden insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’in salgilanmasini saglar ve parakrin



10

yolla melanom hicrelerinin proliferasyonunu stimile edilir. Aktive KAF’lar endotelin
ve FGF ile de melanom bilylimesine sebep olabilmektedirlers!.

Melanom ECM’si desmoplastik ya da miksoid (ECM’de proteoglikanin
fazlaca olmasi) tipte olabilmektedir*?. Melanom stromal reaksiyonunu, kolajen ve
elastinin proteoliz ile yeniden modellenmesi, anjiyogenezin saglanmasi ve timoriin
invaziv kenarmin lenfositler tarafindan infiltre edilmesi olusturur. Melanom kanser
hiicreleri aktif bir sekilde TMC’leri ile iletisim halindedirler. Bu etkilesim sadece
hlicre-hiicre interaksiyonu ile olusmaz; hiicre ECM etkilesimleri, hiicre sitokin ve
blylme faktorleri etkilesimi de oldukga sik goriilmektedir.

Melanom hiicreleri tim TMC’ nin yapisina etki eden bir metabolik yeniden
programlanma kabiliyetine sahip hiicrelerdir. Melanom hiicrelerinde baskin solunum
yolagi olan laktat, bu yeniden modellemede oldukga etkin bir son urindur. Laktat,
proinflamatuar sinyalleri baskilayarak daha 6nce bahsedilmis olan M1 TAM’larin M2
fenotipine déniisiimiinden sorumludurlar. Bu durum tiimér gelisimine katki saglar®®,
Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi de laktat olusumundan sorumlu bir enzim
oldugundan; LDH’si fazla olan hucrelerin koti prognoz goéstermesi bu fenomen ile
aciklanabilir. Laktat bunun haricinde dendritik hiicrelerin maturasyonunun
inhibisyonundan da sorumludur. Bu durum, immin stpresif bir sitokin olan IL-10
miktarmin TMC’de artisina yol acar ve anti-tiimoral yanitin daha da artmasina sebep
olur*4, Dendritik hiicrelerin kendilerine antijen sunmasi ile, tiimére karsi bir tehdit
haline gelen CD8+ hiicrelerin olusumu ise sekteye ugrar. Kanser hiicrelerinin
oldiriilmesinde anahtar rol oynayan CDS8+ T hiicrelerinin, tiimdre karsi
olgunlagtirilamamasi, tiimore karsi olusturulan immiin yanit i¢in biiyiik bir kayiptir®®.
Laktat CD8+ T hiicrelerinin olgunlagsmasin1 onlerken, bir yandan da bu hiicreleri
anerjik duruma sokarak hiicrelerin etkin bir sekilde c¢alismasina engel olur®,
Glikozdan diisiik, laktattan zengin melanom TMC’sinde sitotoksik T hiicreleri
fonksiyon gosteremezken, timorii destekleyen Treg’ler baskin popiilasyon haline
gelir. TMC’de laktat kadar 6nemli olan diger metabolitler triptofan ve adenozindir.
Triptofan, yardime1 T-1 hicrelerinin IFN-gama salgilamasi asamasinda ortaya ¢ikar
ve kinlrenine metabolize olur. Kiniirenin de laktata benzer sekilde, M2 fenotipte TAM
olusumu ve Treg’lerin aktive olmasi gibi etkiler yapar®®. Melanom hiicresi immin

kagisinda etken maddelerden birisi de adenozindir. Ekstraseluler adenozin, A2A
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adenozin reseptor (zerinden immdin supresif etkileri aktive etmektedir. Myeloid

kokenli siipresor hiicreler ve Treg’ler yine adenozin sayesinde aktive olur®’,
2.3 Tumor Mikrogevresinin Sinjenik Fare Tiimér Modeli ile Incelenmesi

Kompleks bir yap1 olan kanserin biyolojik davraniginin anlasilmasi ve ¢esitli
tedavi modalitelerinin tiimor tizerinde olusturdugu etkilerin incelenmesi igin hayvan
timor modelleri kullanilmaktadir. Bu amacla fare, insan fizyolojisinin biyolojik
taklitcisi olarak en sik kullanilan deney hayvani cinsidir. Fareler, gerek insanlarla olan
embriyonel gelisim basamaklarindaki benzerlikler gerckse benzer kompleks
diizenleyici mekanizmalari nedeniyle kanser ¢alismalari i¢in uygun deney
hayvanlaridirlar. Daha da Onemlisi fare ve insan genomlar1 arasindaki yiiksek
derecedeki benzerlik, genlerin isleyisi arasinda kesisime neden olmaktadir®. Bu
benzerliklerin yaninda farelerin kisa hayat dongiileri kanserin olusumu ve gelisimini
caligmak icin kolaylik saglamaktadir. Farelerin kiigiikk ve manipiile edilmesi kolay
hayvanlar olmast da ideal laboratuvar hayvani olmalarmma katki saglayan
faktorlendendir?.

Fare kanser modeli olusumu i¢in laboratuvarda uygulanan yaklasimlar bes
kategoride incelenebilir. Bunlar: Hiicre kiiltiirii kaynakli xenograftlar, sinjenik timor
modelleri, hasta kaynakli xenograftlar, kimyasal olarak indiiklenmis ve genetik olarak

modellenmis tiimor modelleridir.
2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Kaynakh Xenograftlar

Hucre kiiltiirii kaynakl kanser modeli ilk defa 1980’lerde Fidler ve arkadaglar
tarafindan literatiire sunulmustur®®. immiin yetmezIigi olan farelere subkutan kanser
hiicrelerinin enjekte edildigi xenograft model, hem uygulama kolayligi hem de tiimor
biiyiimesinin rahat izlenmesi nedeni ile en sik kullanilan fare tiimdr modeli olmustur®,
Tumorin koken aldigi organda olusturulan modeller ile, timorin organa spesifik
TMC etkilesimleri, invazyon Ozellikleri ve orijinal metastaz yolaklar1 incelenmis olur.
Her ne kadar bu timaor modeli kanser dinamiklerini incelemede miukemmel bir yontem
gibi gorunse de kanser hiicrelerinin gosterdigi yiiksek genetik instabilite; petri kabinda
bircok kere pasajlanarak elde edilen kanser hiicrelerinin orijinal hiicreden farklh

ozellikler gostermesine neden olabilmektedir. Preklinik ila¢ gelistirme ve tedaviye
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diren¢ ¢aligmalarinda ise bu Onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yine
immiin yetmezlige sahip farelerde, timor modellerinde TMC’yi incelemek miimkiin

olamamaktadir?®,
2.3.2 Sinjenik Tumor Modelleri

Hiicre kiiltiiri kaynakli xenograft tiimor modellerindeki orijinal immiin sistemi
taklit edememe ve buna bagli olarak TMC’yi gézlemleyememe sorununun dstesinden
gelebilmek i¢in sinjenik timdr modelleri olusturulmustur. Bu tiimér modeli, fareye
uygun “major histocompatibility complex (MHC)”’e¢ sahip tiimor hiicresinin,
cogunlukla subkutan olarak fareye inokiile edilmesi ile elde edilir. Yani fareye inokile
edilen tiimor hatti, orijinal fare tiimoriinden elde edilmis hiicre hattidir*®. Bu sayede,
kanser hiicreleri ve konak immiin sistem arasindaki etkilesimler ve TMC incelenme
sans1 bulabilmektedir. Imminoterapi ve TMC inceleyen ¢alismalarda siklikla
uygulanan timor modeli yontemi sinjenik timdér modelleridir. TMC’nin doz hizi ile
etkilesimini inceleyen ¢alismamizda, bu nedenlerle B16-F10 melanom hcreleri ile

sinjenik timor modeli olusturulmustur.
2.3.3 Hasta Kaynakh Xenograftlar

Bu tiimor modeli, hiicre kiiltlirii kaynakli timor modellerindeki sorunlarin
iistesinden gelinebilmesi i¢in 1984 yilinda Fiebig tarafindan ortaya atilmistir®. Bu
model, insandan cerrahi veya biyopsi yolu ile elde edilen kiiciik timor pargasinin (2-
3 mmd), konak immiin yetmezligi olan fareye ortotopik yahut heterotopik transplante
edilmesi ile olusturulmaktadir. Bu modeller her ne kadar elde edilmesi zor modeller
gibi gorunse de tiimoriin fizyolojik dinamiklerinin incelenmesi agisindan, orijinal
timorle birebir aymi hiicre kullanildigindan, daha avantajli modeller gibi
goziikmektedir. Bu modellerle ilgili temel endise ise insan kaynaklt TMC’nin farede

dogal akisina uygun ¢ogalamamasi ve TMC nin saglikli olarak incelenemesidir?®,
2.3.4 Kimyasal Indiiklenilmis Tiimér Modelleri

Kimyasal kaynakli modeller farenin ¢esitli karsinojenik kimyasal ajanlara
maruz birakilarak tiimor modeli olusturulmasina dayanmaktadir. Bu modeller timor

dinamiklerinin incelenmesi icin ideal modeller gibi gorinse de, laboratuvar
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kosullarinda olusturulmalarinin zorlugu bu yontemin kullanilmasinin 6niindeki temel

engeldir?®,
2.3.5 Genetik Olarak Modellenmis TUmor Modelleri

Genetik olarak Modellenmis tiimér modelleri ise, fare gamet hattinda
mutasyon olusturularak elde edilen 6zel kansere yatkin fare tiirlerinin olusturuldugu
sofistike bir yontemdir. Diger yontemlerin aksine maliyetli ve yiiksek teknoloji

gerektiren bir tiimor modeli olarak karsimiza ¢ikmaktadir®,
2.4 Radyasyonun Hucresel Etkileri

Radyasyonun hiicre ile etkilesimi ile 6nce fiziksel olaylar kaskadi, sonrasinda
biyolojik olaylar kaskadi olusur. Ilk iyonizasyon 101° sn’de meydana gelir.
Iyonizasyon ile gerceklesen elektron salmimi sonucu olusan ilk serbest radikallerin
yasam periyodu 1071° sn’dir. Bu olaylar sonucunda direkt etki ve indirekt etki ile
deoksiriboniikleik asit (DNA) radikalleri olugur. Kimyasal baglarin kopmas1 sonucu
meydana gelecek biyolojik etkiler i¢in ise saatler, haftalar, aylar gerekebilir. Eger
sonug olarak hticre 6limd elde edilecek ise, saatler veya giinler igerisinde hasarli hiicre
boliinme girisiminde bulundugunda elde edilebilir. Lakin, onkojenik bir sonug elde
edilecek ise bu siirecin gelisimi yillar1 bulabilir. Kalitsal bir degisiklik igin ise

sonuglarin eldesi birkag jenerasyon gegmesini gerektirebilir.
2.4.1 Direkt Etki, indirekt Etki ve DNA Hasar Tipleri

Radyasyonun biyolojik etkileri, hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA’ya yapilan
hasar tlizerinden gergeklesmektedir (Sekil 2.2.). Radyasyon, hicreler ile etkilesime
girdiginde Oncelikle sekonder elektronlar olusur. Hiicredeki atomlar, iyonize ya da
eksite olarak biyolojik degisiklikler ile sonu¢lanacak olaylar kaskadini baglatirlar. Bu
etki radyasyonun “direkt etkisi” olarak adlandirilir. Notronlar, alfa pargaciklar: gibi
radyasyon cesitlerinde, yani lineer enerji transferi (LET) yuksek olan radyasyon
tiplerinde baskin radyasyon etkisidir.

Radyasyon direkt etkinin yani sira, hiicredeki diger atom ve molekiiller ile
etkilesime gecerek (6zellikle su ile) serbest radikal olusturarak hiicre igerisindeki kritik

yapilar ile etkilesime gegebilir. Serbest radikal, dis katman orbitalinde eslesmemis
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elektron tasiyan atom veya molekiile verilen isimdir. Bu durum yiiksek oranda
kararsizlik ile iligkilidir. Bu olay siklikla su molekiilii ile ger¢eklesir. Su molekiilii,
radyasyon ile etkilesime gectiginde, “hidroksil” serbest radikalini olusturur. Bu serbest
radikalin, 2 nanometre (nm) boyutundaki DNA ile etkilesime gegebilmesi igin
DNA’nin 4 nm periferinde yer almalidir. Difiizyon yolu ile DNA’ya yaklasan bu son
derece reaktif molekiiller DNA ile kimyasal etkilesime girerek baglarin kopmasina ve
kimyasal degisikliklere sebep olurlar.

Radyasyonun DNA {izerindeki hasarini letal hasar, subletal hasar ve potansiyel
letal hasar olarak ii¢ sinifta inceleyebiliriz. Letal hasar, hiicreyi direkt 6ldirme yetisine
sahip, tamir edilemez, asimetrik ¢ift zincir kirik hasarlar1 (anafaz kopriisii, ring ve
dicentric aberrasyonlar) anlamima gelmektedir. Subletal hasar ise letal hasar
olusturmayan ancak daha fazla IR etkilesimi ile letal hale gelebilecek, tek zincir kirik
hasarlarini temsil etmektedir. Elkind ve Sutton tarafindan ortaya konan bu mekanizma,
bir hiicre popiilasyonunun iki fraksiyonda 1isimnlanmasi sirasinda, fraksiyonlar arasi siire
uzatildiginda yasayan hiicre oraninin artmasi gozlemine dayanir®?. Subletal hasar
tamiri, sag kalim egrisinde omuz gosteren, yani 3 degeri sifirdan farkli hiicrelerde
gosterilebilmektedir. Bir dokunun a/p orani ne kadar kiiguk ise, o kadar sag kalim
egrisinin omzu genisleyecek, o kadar subletal hasar kabiliyeti artacak ve 0 kadar
radyasyon direncine sahip olacaktir. Bu tamir mekanizmasi farkli doz hizlarma farkl
yanit verilmesinin de altta yatan temel mekanizmasini olusturmaktadir. Potansiyel
letal hasar ise, kotiilesen ¢evre kosullarinda boliinme fonksiyonunu durduran hiicrenin,

subletal hasar tamiri kabiliyetinin artmasi ile sag kalim fraksiyonunun artmasi olayidir.
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indirekt Etki

Sekil 2. 2. Radyasyonun direkt ve indirekt Etkileri (Hall E.’den®® uyarlands.).
2.4.2 Radyasyonun Hiicre Oliim Mekanizmalar

Huicre donglsu iki ana bilesenden olusan, son derece kontrollii bir siirectir.
Temel olarak interfaz (G1, S, G2) ve mitozdan olusur. Hiicre interfaz sirasinda organel
sayisini ¢ogaltir (G1), DNA miktarmi iki katina ¢ikarir (S) ve boliinmeye hazir hale
gelir (G2). Radyasyona bagli DNA hasari, “ataxia telengiectasia mutated (ATM)”
kinaz ve “ataxia telengiectasia and Rad3-related protein (ATR)” tarafinda fark
edilerek, radyasyona bagli hasara kars1 cevap kaskad1 baslatilir®. Bu durum hicre
dongiisiiniin durmasina ve “non- homologous end joining (NHEJ)” ve” homologous
recombination (HRR)” hiicre hasar tamir mekanizmalarinin aktive olmasina neden
olur. NHEJ tiim hucre dongust boyunca aktive ancak hataya meyilli bir tamir
mekanizmasidir. HR ise sadece G2 ve S fazinda aktif olan ve saglam bir kiz kardes
kromatid gerektiren bir mekanizmadir. Eger hasar tamir edilemeyecek kadar agirsa
birazdan bahsedilecek mekanizmalar ile hiicre 6lime gider. Bu 6lim interfazda veya
mitotik fazda gergeklesebilir.

“Mitotik katastrof ve mitotik 6liim” mitozu tamamlayamayacak kadar hasar
almig hiicrelerin, mitoz arresti, regile hiicre 61umi ve hiicre yaslanmasi (Senescence)
ile kontrollii bir sekilde 6liimiidiir. Mitotik katastrofa ugrayan hiicreler, bolinmeye

devam edemezler. Bu mekanizmanin baslangici ve sonlanmasinin mekanizmasi tam
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olarak aydinlatilamamakla birlikte, hiicrelerin bu mekanizmay1 tetiklemeleri i¢in
birkac boliinme déngiisi ile yeterli genetik hasar olusturmalar1 gerekebilir®®,

“Apoptoz” ise yiiksek derecede kontrol altinda yonetilen bir hiicre 6lim
siirecidir. Karakteristik morfolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir. Intrinsik
(mitokondrial) apoptotik yolak DNA hasar tamir mekanizmalar1 tarafindan aktive
edilir. Bu surecte yer alan en dnemli gen p53°tiir. Ekstrinsik yolakta ise, timor nekroz
faktori (TNF) hiicre membran reseptorlerine tutunarak apoptoz kaskadini baglatir.
IR’ye maruz birakilan hiicreler bu membran reseptor sayilarini arttirarak apoptoza
yatkin hale gelebilirler. Ugiincii yolak ise seramid yolagidir ve asid sfingomyelinazin
radyasyon ile aktive olmasi ve sfingomiyelinin seramide yikilmasi ile baglatilir®,

“Nekroz” ise apoptozun tam aksine regiilasyon altinda olmayan, kaotik bir
oliim seklidir. Radyasyon sonrasi hiicrede ve TMC’de gelisen pH degisimleri, iyonik
dengesizlikler gibi u¢ cevresel degisiklikler nedeni ile ortaya gikabilir. Apoptoza
benzer sekilde spesifik bir morfolojisi vardir®.

“Hiicre yaglanmas1” ise hiicre dongiisiiniin kalic1 olarak durmasina isaret eder.
Bu durumda hucreler metabolik olarak aktif olsalar bile ¢ogalamayacaklari i¢in 6lii
kabul edilirler. Radyasyon kaynakli hiicre yaslanmasi; DNA hasari, buna bagh gelisen
p53 ve Retinoblastom (Rb) yolaklarinin aktive olmasi ise hiicre dongiisu bloklanmasi
ile meydana gelir.

“Otofaji” ise hiicresel stres nedeni ile hiicre sitoplazmasinda sekestre edilmis
olan litik enzimlerin saliverilmesidir. Bir ¢esit hiicrenin kendi kendini sindirmesi
olarak tanimlanabilir. Radyasyon nedeni ile ortaya ¢ikan otofajide tam mekanizma
hala tam olarak bilinmese de mTOR ve ATG yolaklarinin bu siirecte rol aldigi
diisiiniilmektedir®.

Son zamanlarda bu 6lim cesitleri haricinde “nekroptoz” ve “ferroptoz” gibi
yeni Oliim mekanizmalar1 kesfedilmistir ancak bunlarin ne kadar oranda hiicre

oliimiine rol aldiklar1 heniiz tartisma konusudur®®57.

2.5 Radyoterapinin Timor Mikrogevresi Uzerine Etkileri

Radyasyon, hicrelerin direkt destriikksiyonu yani sira, immiin sistemi de
aktifler. Bu fenomen “in situ asilama (in situ vaccination)” olarak adlandirilmaktadir®®,

Kanserle immin sistem uyarilmasi yolu ile savasmak son donemde oldukga popiiler
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bir konu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu noktada RT, birgok immiin yolagin
modulatori olarak devreye girmektedir. Bu yolaklar: antijen salinimi ve tanitilmasi, T
lenfositlerin aktivasyonu, tiimor igerisine T tiimdr hiicrelerinin daveti ve gogaltilmasi,
timoriin T lenfositler tarafindan taninmasi ve oldiirtilmesidir. T hiicreler tarafindan
Oldiiriilen hiicrelerden salinan antijenik faktorler “radyasyon ile iligkili antijenik
proteinler” olarak isimlendirilirler. RT ile T hiicre aktivasyonu, imminojenik hiicre
olimune sebep olur ve boylelikle timor asosiye antijenler (TAA) salinir. TAA’lar

immiin sistem ve tiimor arasindaki diyalogu baslatirlar®®,
2.5.1 Dogal ve Adaptif Immiin Yamit Uzerine Etkileri

RT; NK hicre aktivasyonu, timor infiltre eden sitotoksik CD8+ T hicre
aktivasyonunu, M1 TAM aktivasyonunu ve Fas ve IFN-gama salinimin1 ve PD-1/PD-
L1 (programmed death-1/ programmed death-ligand 1) yolagmi inhibisyonunu
saglaylp TMC’de Treg hiicre popiilasyonunun diismesini saglayarak immiin sistemi
aktifleyici etkilerde bulunur. TMC’nin transformasyonu RT’nin indirekt bir etkisidir.
Ayrica, RT hiicre membranindaki MHC sayisini arttirir. Antijen sunan dendritik
hlcrelerin aktivasyonu da RT sonrasi salgilanan ¢esitli faktorler ile artar. Bu faktorler:
adenozin trifosfat (ATP), “high mobility group box 1 (HMGBI) proteinleri, 1s1 sok
proteinleri (heat shock proteins — HSPs)’dir. ATP ayni zamanda timor yerine,
monositleri davet eden bir faktordir. HSP70 sitoplazmadan ECM’ye transfer edilerek

monosit TAM ve dendritik hticrelerin aktivasyonuna sebep olur®,
2.5.2 T Lenfosit Aktivasyonu

Aktive edilmis dendritik hiicreler, lenf nodlarina go¢ ederek T hiicrelerini
aktive ederler. RT ile artan MHC-1, TAA ve Fas/Fas ligand yolaklar1 ile timor
hiicreleri, sitotoksik T lenfosit saldirisina agik hale getirilir. Yine 6len hiicrelerden
salman HMGBI, T hiicrelerini aktive eder. T hiicrelerini tiimor sahasina ¢eken diger
faktorler ise pro-inflamatuar faktorler olan interferonlar ve kemokinlerdir. RT, C-X-C
motif ligand (CXCL)9 ve CXCL16 kemokinlerinin salinimina sebep olarak CD8+ ve
CD4+ T lenfositlerini tumor yerine davet eder. Ayrica indiiklenen “stimulator of
interferon genes (STING)” yolagi ile artan IFN, CD8+ hiicreler iizerinde etkili bir diger
sitokindir. STING proteini, siklik guanin adenin monofosfat (GAMP) sentetaz (CGAS)
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tarafindan olusturulan siklik guanin monofosfat — adenin mono fosfat (GMP-AMP) ile
aktive edilir; cGAS sitoplazmadaki radyasyon tarafindan olusturulan double strand
DNA (dsDNA) fragmanlarini tespit ederek aktive olur. Aktive olan Tip 1 IFN,
dendritik hicreleri stimule eder; boylelikle T hiicreleri aktive olur ve hem radyasyon

verilen saha hem de lenf nodlarinda immiin sistem stimiile edilmis olur®.
2.5.3 Immiin Hiicrelerinin Tiimér Infiltrasyonunun Saglanmasi

RT, timdrde 16kosit infiltrasyonunu ii¢ temel mekanizma ile gergeklestirir. {1ki
vaskiiler yapmin degistirilmesi, ikincisi adezyon molekillerinin ekspresyonunun
arttirllmas1  ve son olarak kemokin sekresyonunun arttirilmasidir.  Oncelikle
inflamatuar sitokinler ile (IL-1, TNF, tip 1 ve 2 IFN vb.) l6kositler timor yerine
cagrilir. RT ile bozulmus ve sizdirmaya meyilli hale gelmis damar yapisi ve yine RT
ile arttirrlmig adezyon molekiilleri ile lokositlerin kolaylikla TMC’ye gegmeleri
saglanir. RT ile arttirllan adezyon molekiilleri hiicreler arasi adezyon molekiilii-1
(intercellular adhesion molecule, ICAM-1) ve damar-hiicre adezyon molekuli
(vascular cell adhesion molecule, VCAM-1)’diir. Ayrica RT ile ortaya ¢ikan ROS

nedeni ile hizli ve fazla nétrofil akiimiilasyonu da gergeklesir®.
2.5.4 Radyoterapi Sonrasi Tiimor Mikrocevresinin Sistemik Etkileri

TMC, RT’ye lokal etkilerle yanit verdigi gibi sistemik etkiler ile de yanit
verebilir. Bu nedenle RT’nin tedavi sahasi disindaki timor hiicrelerine de etkileri
olabilir. Bu etkiler “by-stander etki” ve “apiskopal etki” olarak iki baglikta
degerlendirilebilir. By-stander etki, RT sonrasi hiicrelerin gevrelerindeki radyasyona
maruz kalmamis hiicrelere de sinyal yolaklar: ile etki etmesi anlamima gelmektedir.
Apiskopal etki ise, RT sahasina uzak bir noktadaki radyasyona baglh etki anlamina
gelmektedir®. Lokal antijen salmimm ile aktive edilen NK hicreleri, sitotoksik T
hiicreleri ve yardimci T hiicreleri, RT uygulanan alan disindaki timér hiicrelerini de

hedef alabilmektedir.
2.5.5 Radyoterapi Sonrasi Immiinsiipresif Yolaklar

Paradoksal olarak, RT sonras1t TM(C’de immiin stimiilasyona yol acan bazi

yolaklar ayn1 zamanda immiinsiipresif davranisa da yol acabilmektedir. Bunlar; aktive
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olan STING yolaginin mezenkim kok hiicrelerinin sayisini arttirmasi, CGAS-STING
DNA tespit edici yolagmin bir yandan dendritik hiicrelerde IL-1 beta’y1 azaltarak
antijen sunumunu inhibe etmesi, tip 1 ve 2 interferon salimiminin PD-L1
ekspresyonunu arttirarak T ve NK hiicrelerinin faaliyetlerini inhibe etmesi olarak
orneklenebilir. Pro-inflamatuar faktorler, timor proliferasyonu arttirict etkileri,
genomik instabilite ve somatik hipermutasyonu tetiklemesi ile timor progresyonuna
neden olabilir. Bu siireglerde, immiinstipresif hiicreler de gorev almaktadir. Bu
hiicreler Treg’ler, dentritik hiicreler, TAM’lar, mezenkimal kok hiicrelerdir. TGF beta,
radyosensitiviteyi azaltarak tiimor hiicrelerinin RT’ye yanitini, dolayisi ile in situ
asilama siirecini sekteye ugratir. Bununla birlikte Treg popiilasyonunu arttirir ve NK
ve T hiicre poplilasyonlarini azaltir®,

RT sonras: saatler icerisinde granilosit makrofaj koloni stimiile eden faktor
aktivasyonu gerceklesir. Bu faktor kemik iligindeki mezenkimal kok hiicrelerin
periferik dolasima sonrasinda da tiimor alanina ¢ekilmesini saglayan bir faktordiir. RT,
klasik bir mezenkimal kok hiicre indiikleyici olan C5a kemokinini de arttirir.
Mezenkimal kok hucreler radyoprotektif etkiler gosteren hucrelerdir. Bu hiicreler,
TMC’de graniilosit ve TAM’lara evrilirler. TAM’lar ise M1 yahut M2 alt tiplerine
farklilagma gosterebilir. RT sonrasi apoptotik hiicreler, M2 fenotipindeki TAM’lar1
aktive ederek TGF beta ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokin salinimini tetiklerler. Bu
durum anti-timéral etkinin baskilanmasina sebep olmaktadir. Yine RT sonrasi olusan
hipoksi, hipoksi ile indlklenen faktor alfa (hypoxia induced factor alpha- HIF alfa)
salinimina, buna bagl olarak PD-L1 artisina neden olur. Yine RT ile indiiklenen Treg
hiicreleri RT’nin etkinligini etkileyen onemli hiicrelerdendir. Hiicrelerden salinan
adenozin bu induklemede etkili olan faktordir. Yine TGF-beta da hem Treg

infiltrasyonunu hem de radyorezistans: arttirir®,
2.5.6 Radyoterapi Sonrasi Tiimor Vaskiiler Yapisi

TMC’de damarlarin yapisinin degisimi, RT’nin TMC’ye 6nemli etkilerinden
biridir. Tiimoérlerde yeni olusan vaskiiler yapilar siklikla bazal membrandan ve
perisitlerden yoksun bu nedenle de daha gecgirgen, sizdirici ve RT ye duyarlidirlar. RT
bu yeni olusturulmus damarlari, endotel hiicresi hasari ile daha sizdiric1 hale getirir,

hali hazirda var olan ve bazal membran1 bulunan vaskiiler yapilarda ise endotel
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hiicrelerin bazal membrandan ayrilmasi ve hiicrelerin apoptozise gitmesine sebep olur.
RT’nin sebep oldugu apoptozis vaskiiler yapiin kesintiye ugramasina ve timor hiicre
hasarina neden olmaktadir. Endotel hiicrelerinde apoptozis haricinde hiicre yaglanmasi
da RT sayesinde gergeklesebilir. Bu olayda, endotel hiicreleri fonksiyonel degisim,
anjiyogenezin azalmasi ve oksidatif stres ve inflamasyonun artmasi gibi degisimlere
ugrarlar. Hem apoptotik hem de yash endotel hiicreleri salgiladiklar1 sitokinler ile
vaskiiler disfonksiyona katkida bulunurlar®®.

RT sonras1 gelisen yikici etkiler karsisinda, tiimdrlerden yasama dongiilerini
destekleyici sitokinler salgilanir. Bu sitokinler, endotel hiicrelerin apoptozisi, vaskiiler
yikim ve anti-kanser RT etkilerini durdurmaya c¢alisir. Bu siiregler: integrin
ekspresyonunun  arttirilmasi, Akt fosforilasyonu, VEGF reseptér 2’nin
ekspresyonunun arttirilmast ve  FGF’nin salinnminin  arttirilmasidir.  Adezyon
molekiillerinin arttirilmasi ile tiimére monositler davet edilerek RT nin yaptig1 hasar
onarilmaya ¢alisilir. RT’nin etkileri ve RT nin etkilerinden korunmak igin yapilan bu
etkiler metastatik siireglerin hizlanmasima yol agabilir®?,

Radyasyona maruz kalmis dokuda yeni olusan hiicrelerin yapisinda da
aksakliklar bulunur. RT’nin etkisi ile yikima ugrayan vaskiiler yapilar nedeni ile, var
olan vaskiiler yapilar arasindaki mesafe artar ve buna baglh olarak doku perflizyonu
azalir. Vaskiiler yapilar daha kalin ve ateroskleroza yatkin hale gelirler. Bunlar
tromboz, fibroz ve damarda medial nekroz, telenjektazi olusumu, kapiller destriiksiyon
takip eder. Tiim bu damar yikimi esnasinda, anjiyogenez de inhibe edilir. RT sonrasi
olusan bu perfiizyon eksikligi hipoksiye neden olur. Hipoksi oksijene bagli RT DNA

hasarim azaltir ve radyasyon direncinde hayati énem tasimaktadir®.
2.6 Farkh Dozlarm Tiim6r Mikrogevresine Farkh Etkileri

RT’de tedavinin verilis bigimi spesifik immiin cevap olusumunda anahtar
etkiye sahip olabilmektedir. RT’nin immiin sistem iizerindeki etkilerinin doza,
sistemik tedavi ile birlikte zamanlamasina ve radyasyona maruz birakilan hacme gore
degisebildigi literatiirde preklinik caligmalar ile gdsterilmistir®®. immiin cevrede RT
dozunun diisiik veya yliksek olmasina gore farkli tipte immiin hiicreleri tiimore davet
edilir ve aktive edilir. T hicrelerinin radyosensitivitesi bulunduklart faza bagl olarak

degisir. Antijen tanitilmamuis, aktive olmamig T hiicreleri daha radyosensitif iken, Treg
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hicreleri en radyorezistan T hiicre klonunu olusturmaktadir. B hiicreleri ise
radyasyona oldukga duyarli hiicrelerdir®.

Diisiik doz RT efektif bir anti-timor cevap olusturamiyor gibi géziikmektedir;
ancak 2 Gy ve alt1 dozlarda TMC’de Treg hiicre sayisinin azaldig1 ve sitotoksik T
hlcrelerinin sayisinin arttirdig1 gosterilmistir. Endotel hiicrelerinde ise ICAM-1 ve e-
selektin ekspresyonun artmas1t TMC’ye immiin hiicre gegisinin arttirmaktadir. Tek doz
2 Gray (Gy) RT ile, TMC’ye CD8+ ve CD4+ T hiicrelerinin daveti saglanabilir®.

Yiksek doz RT’nin ise, 6zellikle 8-10 Gy dozlar ve lizerinde, daha etkili bir
immiin yanit olusturuldugu gosterilmistir. Diisiik doz RT’nin baskin olarak apoptozisi
indiikledigi, yiliksek dozlarin ise nekroza sebep oldugu diistiniilmektedir.
Hipofraksiyone RT rejimlerinde yapildig: gibi, fraksiyon basima yliksek dozlarda RT
verilmesi immiinojenik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Antijen sunan hiicrelerin
say1s1 arttirilarak timoriin daha ¢ok immiin hiicre ile infiltre edilmesi saglanir. Endotel
hiicrelerinde ise yine doza baglh etkiler goriiliir, diisitk doz RT’de endotel hicreleri
yasamini stirdiirerek hiicre yaslanmasi fazina girerler, yiiksek dozlarda ise apoptozis
tetiklenir. Yine diisiik doz RT vaskiiler yapilarin stabilitesinde degisiklige neden
olmaz bu da tiimoriin T hiicre infiltrasyonunu kolaylastirir, yine diisiik dozlarda
anjiyogenez ve yeni damar yapimi aktiflenir. 5-10 Gy ve Uzeri dozlarda ise damar
yikimi gergeklesir. Bu durum tiimor perflizyonunu ve oksijenlenmesini zora sokar.
Timor hiicreleri oliir ve tiimor voliimiinde kii¢iilme yasanir ancak; hipoksi de bu
durumla beraber gelir. Hipoksi ise radyasyon direncinin éniinii acar®.

Farkli dozlarda olan TM(C’deki kompleks ve degisik etkilesimler literatiirde
preklinik caligmalar ile ispatlanmistir. Ancak RT’nin 6nemli bir degiskeni olan doz

hizinin TMC tizerindeki etkileri ile ilgili sinirli veri mevcuttur.
2.7 Radyoterapide Doz Hizinin Onemi

Doz hizi, birim zamanda verilen radyasyon miktari olarak tanimlanir ve birimi
Gy/dk’dir. Bu kavramin memeli hiicreleri sag kalim grafigi lizerindeki etkileri
1970’lerden itibaren ¢alisilmaktadir. Radyasyon Onkolojisi'ndeki yeni gelismeler ve
yeni teknolojik cihazlar, yiiksek doz RT’nin daha kisa zamanda verilmesine olanak
saglamaktadir. Ozellikle flattening filter free (FFF) tedavi sistemlerinin hayatimiza

girmesi, klasik eksternal RT semalarinda daha yiiksek doz hizi ile tedavi vermeyi
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olanakli kilmistir. Her ne kadar doz hizinin timdr kontrolii iizerinde etkileri {izerine
literatiirde tartismal1 veriler bulunsa da genel kan1 RT nin hiicre 6ldiirme etkisinin doz

6566 Mekanizmasi klasik olarak uzun RT

hiz1 diistiikce azaldig1 yoniindedir
maruziyetinin subletal hasar tamirine olanak saglamasma dayanmaktadir. Ozellikle
subletal tamir yetisi oldukca fazla olan, o/ degeri diisitk melanom gibi timérlerde doz
hiz1 etkisinin belirgin olmas1 beklenmektedir. Literatiirde doz hizinin tiimor kontrolii
ve normal doku tizerindeki etkileri ile ilgili veriler sinirli olmakla birlikte doz hizinin,
tiimoriin tedaviye yanit1 ve direngliligini etkileyen temel 6gelerden biri olan TMC
Uzerinde olan etkilerini arastiran ¢alisma yok denecek kadar azdir.

Literatiirde hiicre serileri iizerine yapilan calismalarda, yiiksek doz hizinin
bahsedilen hiicre tamir mekanizmalarmi etkileyerek tiimdr hiicre serileri lizerinde daha
letal etki yaptig1 da gosterilmistir’’. Doz hizinin tiimér hiicreleri iizerine etkilerini
inceleyen calismalarin ¢ogu preklinik calismalardir. Mu ve arkadaslarinin, kemirgen
fibroblastlar1 iizerinde yaptig1 bir ¢alismada 2 Gy doz, farkli doz hizlarinda verilmistir.
Diisiik doz hizinda, yani fraksiyon siiresinin uzadigi kolda, DNA tamiri sebebi ile daha
az oltimciil etki goriilmistiir. Bu etki literatiirde diisiik doz hizinin “koruyucu” etkisi
olarak ge¢mektedir ve tiimor dokusu i¢in de diisiik doz hizlarinda tehlike arz
etmektedir®. Moiseenko ve arkadaslar1 da kemirgen ve hiicre serilerinde diisiik doz
hiziimn koruyucu etkisini gostermistir®®. Benzer olarak Ogino ve arkadaslar diisiik doz
hizinin yiiksek doz hizina gore daha az letal etkisini gostermistir’®, Cron ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 calismada ise, diisiik doz hizli brakiterapi
esnasinda parsiyel oksijen basinci ve perfiizyon degisiklikleri incelenmistir. Ancak bu
calismada TMC’nin  morfolojik  degisimleri ve  hiicresel  elemanlari
degerlendirilmemistir’?,

1985 yilinda Metting ve arkadaslari tarafindan, heybeli sigan over hiicrelerinde
yapilan bir ¢calismada, 1 Gy/dk altinda farkli doz hizlarmin sag kalim iizerinde etkisine
bakilmis ve doz hizi azaldik¢a sag kalimin azaldigi goriilmiistiir’2. Marchese ve
arkadaglar1 ise, farkli doz hizlarmin 6 farkli insan hiicre hattinda (melanom,
osteosarkoma, meme, kolon, néroblastom, fibroblastom) etkisine bakmislardir. Tiim
hiicre tipleri icin yiiksek doz hizinda RT’nin daha diisiik sag kalima sebep oldugu
gosterilmistir’. Bu ¢aligmalar tiim hiicre tipleri icin, malign ya da normal doku fark

etmeksizin doz hiz1 arttik¢a sag kalimin azaldigina yonelik kanit olugturmaktadir.
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Tum bu veriler, farkli doz hizlarmin TMC’de farkl: etkilere neden olabilecegini
diisindurmektedir.  Projemiz  kapsaminda yapilan c¢alismalar bu temele

dayandirilmgtir.
2.9 Amag

Literatiirde doz hizinin tiimor kontrolii ve normal doku {lizerindeki etkileri ile
ilgili veriler smirli olmakla birlikte doz hizinin, tiimériin tedaviye yaniti ve
direngliligini etkileyen temel dgelerden biri olan TMC iizerinde olan etkisi ile ilgili
yeterli veri bulunmamaktadir. Calismamiz; tiimor hiicrelerinde farkl etkiler olusturan
farkli doz hizlarinin, TMC {izerinde olusturdugu etkileri incelemek ve doz hizlari
arasinda farklilik saptanmasi durumunda en ideal immiin yanit sunan doz hizi semasini

tespit etmek amaci ile tasarlandi.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Cahsmanin Tiirii, Evreni, Etik Kurul Izni ve Proje Destegi

“Fare Melanom Tiimor Modelinde Radyoterapide Kullanilan Farkli Doz
Hizlarinin Tiimdr Mikrogevresi Uzerine Etkileri” isimli ¢alismamiz preklinik deneysel
(in vivo) bir ¢aligma olarak tasarlandi. Calismanin evreni malign melanom timor
modeli olusturulmus C57BL/6 tiirii farelerdir.

Calismamiz igin, 20.08.2020 tarihinde “Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu” tarafindan “2020/07-01” karar numarasi ile etik kurul
onay1 alindi. Etik kurul Onay1 Ek 1.’de sunulmustur.

Etik kurul onay1 sonrasi, proje destegi icin Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu (TUBITAK), Arastirma Destek Programlar1 Baskanligi (ARDEB)
1002- Hizli Destek Programi’na basvuruldu. 19.04.2021°de “121S247” proje

numarasi ile onay alind1.
3.2 Kimyasal Maddeler, Aletler, Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddelerin, aletler ve cihazlarin adlar1

ve iiretildikleri firmalarin adlar1 asagida siralanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. Kimyasal Maddeler, Aletler ve Cihazlar.

Uriin Ad1 Uretici Ad1
DMEM  (Dulbecco's Modified Eagle | Biological Industries
Medium) Medium

FBS (Fotal Dana Serumu) Biological Industries
Penisilin/Streptomisin Biological Industries
Sodyum Pirlivat Solusyonu Biological Industries

Tripsin EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) | Biological Industries
Soluisyonu A (0.25%), EDTA (0.02%)

EZ-PCR (Polymerase Chain Reaction) Biological Industries
Mikoplazma Kiti

PBS (Phosphate Buffered Saline) Biological Industries
Tripan Mavisi Sigma Aldrich

Dimetil stlfoksit (DMSO) Serva
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HBSS (Hanks’ Balanced Salts, with Ca & | Capricorn SCI
Mg, w/o Phenol Red)

Kristal Sodyum Klorid Serva

EDTA (Etilendiamid tetrasetik asit) Serva

PBS (phosphate buffered saline) tabletleri Biomatik

Tris Serva
Faz/Kontrast Mikroskop Olympus

Etlv Heraeus
Santrifij Heraeus

-80 Derin Dondurucu Thermo Electron
-196 S1vi Azot Tanki1 Taylor Wharton
Buz Makinasi Scotsman AF200
Su Banyosu GFL

+4°C Soguk Oda Alarko Carrier
+4°C Buzdolab1 Bosch

-20°C Derin Dondurucu Bosch

Thoma Lami Neubauer
Toshiba Aquilion LB Bilgisayarli Tomografi | Toshiba
Simulator

Elekta Versa HD™ Lineer Akselarator Elekta
Formaldehit %10 (Tamp. pH: 6,9 - 7,1) Tekkim
RNAlater Solution Invitrogen

Sitrat Tampon Cozeltisi (10X)

Thermo Scientific

Hidrojen Peroksit %30

Tekkim

Metanol

Merck, Unitay

DAB (3,3'-Diaminobenzidine) kromojen-

substrat sistemi

Thermo Scientific

DPX (Digital Picture Exchange) Mounting | BIOSTAIN
Medium
Ksilen BIOSTAIN

UltraVision Polyvalent (Rabbit-Mouse) HRP
Kit

Thermo Scientific

anti-SOX-10 (Sry-related HMg-Box gene 10)

antikoru

BioLegend




26

Anti-aSMA (anti-smooth muscle antigen) | Abcam

antikoru

Large Volume Mayer’s Hematoxylin Thermo Scientific
Petri kab1 ISOLAB
Enjektor (5 ml) Ayset, Hayat

50 ml’ lik falkon Biologix

Bisturi ucu (Boy: 21) Plasmed

Lamel ISOLAB
Eppendorf (1,5 ml) LP-italiana SPA

3.3 Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Tez kapsaminda fare malign melanom hicre dizisi olan B16-F10 kullanildi
(Sekil 3.1.). B16-F10 hiicreleri ATCC®den temin edildi. Hiicreler 25 cm? ve 75 cm?
flask icerisinde cogaltilarak kullanildi. Besi yeri i¢in, %10’luk fotal dana serumu
(FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, %1 sodyum piruvat igeren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) kullanildi. Hiicreler 37°C %5 CO2’lik etiivde muhafaza
edilerek c¢ogaltildi. Hicrelerin her 2-3 ginde bir besi yeri degistirildi, tek tabaka
halinde biiyiiyen hiicrelerin flaski doldurma oranlar1 >%70’e ulastiginda
tripsinizasyon yontemi uygulanarak pasajlama yapildi. Hiicrelerin flasktaki doluluk
oran1 faz/kontrast mikroskobu ile her gun takip edildi. Hicreler teslim almnip
¢ogaltildiktan sonra, kriyovial basma 1x10° hiicre/ml konsantrasyonda sivi azot
tankinda saklanilmak iizere donduruldu. Deneyde 6. ve 10. pasajlar arasindaki hiicreler
kullanildi. Kullanilan hiicrelerin melanin pigmentlerini korumasia onem verildi
(Sekil 3.2.). Uygun pasaj sayisina ve flaskta uygun konfluense (%50-70) ulasan
hiicreler tripsin ile kaldirilip tripan mavisi ile boyandi, Thoma Lami yardimu ile 151k

mikroskobu ile sayildi. Uygun konsantrasyon saglanarak deneylerde kullanildi.
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Sekil 3. 1. B16-F10 malign melanom hticrelerinin morfolojisi (faz-kontrast 1s1k

mikroskobu ile 40X blyitmede).

Sekil 3. 2. B16-F10 hicrelerinin melanin pigmenti.
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3.4 Calismada Kullanmilan Deney Hayvam Ozellikleri

Calisma kapsaminda Hacettepe Universitesi Transgenik Hayvan Teknolojileri
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden inbred 6-8 haftalik 54 adet C57BL/6 tiirii erkek
fare temin edildi (Sekil 3.3.). Immiin kompetan olan bu fareler B16-F10 malign
melanom hiicreleri ile sinjenik timdr modeli olusturulmasi igin kullanildi. Satin alinan
fareler uygun yasa geldiginde deneye dahil edildi. Fareler, 21-24 °C oda sicakliginda,
12 saat gece 12 saat gunduiz ritminde, %50 nem oraninda tutuldu ve standart yem ve
su ile ad libitum beslenildi. Deney hayvanlar1 barindirilmasi; hayvanlara timor
ekilmesinden hayvanlarin sakrifikasyonuna kadar gecen siirede Hacettepe Universitesi
Transgenik Hayvan Teknolojileri Merkezi laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Sekil 3. 3. C57BL/6 tiirii, 8 haftalik erkek siyah fare.
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3.5 Sinjenik Tiim6r Modelinin Olusturulmasi
3.5.1 B16-F10 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Etiivde ¢ogaltilan ve muhafaza edilen, 75 cm?lik flasklara ekilen B16-F10
hiicrelerinin farelere inokulasyona uygun hale gelmesi i¢in logaritmik biiylime fazinda
olmalarina dikkat edildi. Flasklar %50-70 konfluent iken subkutan timdr enjeksiyonu
yapildi. Konfluensi uygun hale gelen hiicreler tripsinizasyon yontemi ile kaldirilip
hiicrelere hiicre kiiltiirii medyas1 eklendi. Pipetizasyon ile tek hiicre stispansiyonu
olusturulduktan sonra, tripan mavisi ile boyanarak hiicre sayist ve yogunlugu
belirlendi. Viabilitenin %90 ve (zeri olmasina dikkat edildi. Slispansiyon santrifij
(2000 rpm’de 5 dakika) edilerek olusan hiicre ¢Okeltisi 100 mikrolitrede 1 milyon
hlcre olacak konsantrasyonda +4°C HBSS (Hanks’ Balanced Salts, with Ca & Mg,
w/o Phenol Red) kullanilarak seyreltildi (Sekil 3.4.). Hlcreler buz tizerinde olabilecek

en kisa siirede ekim isleminin yapilacagi laboratuvara tagindi.

Sekil 3. 4. Hiicrelerin HBSS (Hanks’ Balanced Salts) igerisinde gorinimd.
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3.5.2 B16-F10 Hiicrelerinin Fareye inokulasyonu

6-8 haftalik C57BL/6 tiirli fareler ekim i¢in inhale sevofluran anestezik ile
uyutularak hazir hale getirildi. Farelerin tiimor ekilecek olan sag flankindaki kiirk 1-2
damla %70 etanol ile 1slatilarak asagi dogru tarandi ve sonrasinda iki yana ayrilarak
cildin goriinmesi saglandi. Sag flanktaki gevsek cilt derisi kaldirilarak insiilin
enjektord ile 100 mikrolitre HBSS icerisindeki 1 milyon B16-F10 hiicresi subkutan
olarak enjekte edildi (Sekil 3.5.). Enjeksiyon sonrasi cilt altinda kabarcik olusup

olusmamasina dikkat edildi. Kabarcik olustu ise enjeksiyon basarili olarak diistintild.

Sekil 3. 5. Farelere subkutan timdr inokulasyonu islemi.

3.5.3 Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Deney 3 basamakta planlandi. i1k basamakta farelere ekilecek optimum timér

hiicresi sayisinin belirlenmesi, ikinci basamakta se¢ilen optimum timor sayisi ile
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farelerin yasam siiresinin belirlenmesi ve tiimor modelinin optimize hale getirilmesi,
tiglincii basamakta ise optimize edilen timdr modeli ile RT uygulamalarinin yapilmasi
amaclandu.

[k basamakta, 8 adet fareye -farelerin ayirt edilebilmesi amaci ile- kilpeleme
(kiipe no: 297- 304 arasi) islemi yapildi. Fareler 4 gruba ayrilarak, 4 farkli hiicre
sayisinda B16-F10 hiicreleri sag flanka subkutandz yukarida tarif edildigi sekilde
ekildi. i1k gruba 2 milyon (kiipe no: 297 ve 299; sekil 3.6.’da mavi grafik), 2. gruba 1
milyon (kiipe no: 298 ve 300; sekil 3.6.’da kirmiz1 grafik), 3. gruba 500 bin (kipe no:
301 ve 303; sekil 3.6.’da yesil grafik) ve 4. gruba 250 bin (klpe no: 302 ve 304; sekil
3.6.’da sar1 grafik) hilcre ekildi. Bu farelerin tiimor olusturma siireleri ve yasam
surelerini izlemek amaglandh. Ilk tiimér olusumu 7. giinde 2 milyon ve 1 milyon hiicre
ekilen iki farede (kipe no: 299 ve 300) goruldi ve farelerin hepsinde timér olusumu
goOzlendi. Farelerin ilk tiimorii gosterme zamanlari hiicre sayilart ile ters orantili olarak
degistigi gozlendi (Sekil 3.6.). Biiyiime grafigi incelendiginde farkli doz ekilen
farelerden toplam deney siiresi, benzer siirede tiimor ¢ikarma ve timor boyutunun
benzer gitmesi degerlendirildiginde en uygun olan hiicre sayisinin 1 milyon olduguna
(bkz: Sekil 3.6., 298 ve 300 kipe numarali farelerin grafigi) karar verildi ve deneyin

bundan sonraki basamagina 1 milyon hiicre ekilmesi karar1 ile devam edildi.
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Sekil 3. 6. Birinci deney grubu blyume grafikleri.

Ikinci basamakta, 4 adet fareye 1 milyon hiicre ekilerek optimal sakrifikasyon
zamanini belirlemek amaglandi. Bu dogrultuda, ilk basamakta 1 milyon hiicre ile takip
edilen 2 fareye (kipe no: 298 ve 300) ek, 4 fareye daha kiipeleme yapildi ve (kiipe no:
409, 410, 411 ve 412) 1 milyon hiicre ekildi. Fareler ilk basamaktan elde edilen veriler
ile beklenildigi tizere ilk tiimor olusumlarini 7. giinde gosterdiler ve timor ekimi
sonrast 17-30 giin arasi1 degisen siirelerde hayatta kaldilar. Bu deney sonucunda
C57BL/6 tiirii fareler ile olusturulan B16-F10 malign melanom modelinde, farelerin
ortanca 8. giinde ilk tiimor olugumlarinin palpe edilebildigi, RT uygulanacak olan 5-
10 milimetre aras1 tiimor boyutuna ortanca 13. giinde geldikleri ve tiimdr ekimi sonrasi
ortanca 27 giin hayatta kaldiklari goruldi (Sekil 3.7.). Bu sonuglar ile deney
optimizasyonu saglandi ve 3. basamak RT islemlerine hazir hale gelindi. Uglincii
basamak igin sakrifikasyon zamani RT sonrasi 7. giin olarak belirlendi. 1k iki basamak
On deney gruplarinin timor histopatolojileri de incelendi ve ekilen tiimor ile olusan

melanom hticreleri histopatolojik olarak da verifiye edildi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3. 7. Ikinci deney grubu, alt: farenin sag kalim grafigi.
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Sekil 3. 8. Melanom hemoatoksilen&eozin (H&E) ile histopatolojik goruntisi (A:
Melanom hiicreleri, B: melanomda cografik nekroz C: Subkutan dokulara

invaze melanom hicreleri, D: Melanin pigmenti).
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Uciinci basamak deneylerde ise optimize edilen deney modeli ile 42 fare
Uzerinde RT planlandi. Bu basamakta fareler 1’i kontrol grubu olmak iizere, 6’sar
fareden olusan 7 gruba ayrildi (Sekil 3.9.). Ilk grup tiimdr ekilecek ancak RT
uygulanmayacak kontrol grubudur. Diger gruplar 2 Gy ve 10 Gy kollarina randomize
edildi ve bu kollar da 1 Gy/dk, 6 Gy/dk, 14 Gy/dk olmak {iizere 3 farkli doz hiz
grubuna randomize edildi. Bu basamak tekrarlayan 3 asama olarak hayata gegirildi.
Ik grupta 17 fare kiipelendi (kiipe no: 456-472), bu farelerin 3’ 2 Gy, 1 Gy/dk doz
hiz1 grubuna (kiipe no: 457-459-461); 2’si 2 Gy, 6 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no:
463-465); 2’si 2 Gy, 14 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kipe no: 467-469); 3’i 10 Gy, 1
Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 456-458-460); 2’si 10 Gy, 6 Gy/dk doz hiz1 grubuna
(kiipe no: 462-464), 2’si 10 Gy, 14 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 466-468); 3’1
kontrol grubuna atandi. Ikinci grupta 13 fare kiipelendi (kilpe no: 477-489), bu
farelerin 2’si 2 Gy, 1 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kupe no: 477- 479); 2’si 2 Gy, 6 Gy/dk
doz hiz1 grubuna (kiipe no: 481- 483); 2’si 2 Gy, 14 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no:
485- 487); 2’si 10 Gy, 1 Gy/dk doz hiz1 grubuna (klpe no: 478-480); 2’si 10 Gy, 6
Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 482-484), 2’si 10 Gy, 14 Gy/dk doz hiz1 grubuna
(kiipe no: 486-488); 1°i kontrol grubuna atandi. Uglincli grupta ise 12 fare kipelendi
(kupe no: 490-501), bu farelerin 1’i 2 Gy, 1 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 491);
2’si 2 Gy, 6 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 493- 495); 2’si 2 Gy, 14 Gy/dk doz hiz1
grubuna (kipe no: 497- 499); 1’1 10 Gy, 1 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 490); 2’si
10 Gy, 6 Gy/dk doz hiz1 grubuna (kiipe no: 492-494), 2’si 10 Gy, 14 Gy/dk doz hizi
grubuna (kipe no: 496-498); 2’si kontrol grubuna atandi.
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Kontrol
n=6
1 Gy/dk, n=6
2Gy | mmp |6 Gy/dk, n=6
14 Gy/dk, n=6
1 Gy/dk, n=6

10Gy | mmp |6 Gy/ak, n=6

T 14 Gy/dk, n=6

Sekil 3. 9. Ugiincii basamak deney diizenegi.

TUmOrin RT zamani, timoriin rahathikla palpe edilerek RT igin uygun bir
sekilde alan lokalizasyonun en erken donemde yapilacagi 0,5 cm ¢ap/65 mm3 hacim
olarak belirlendi. Literaturdeki fare modellerindeki 6rneklerde de RT nin 50 mm3-100
mm?3 tiimér hacmine ulasildiginda yapildigi gozlenmektedir®®®!, Bu basamaktaki 42
fareye timor boyutu en buyik capta 5-10 mm arasina gelince RT uygulandi (Sekil
3.10.). Fareler RT sonras1 7. giinde sakrifiye edildi, intrakardiyak kan alimi ve doku
hasadi islemi gergeklestirildi.
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Sekil 3. 10. Tiimor boyutlar1 RT i¢in hazir hale gelmis bir fare.
3.6 Radyoterapi Uygulamasi

Timori RT igin uygun olan boyuta gelen fareler uygun tasima kutularinda,
hareketleri kisitlanmadan, uygun havalandirma ve 1s1 araliklar1 saglanarak Hacettepe
Universitesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalma tagindi. Fareler hem bilgisayarl
tomografi (BT) simiilasyon islemi hem RT islemi boyunca inhale sevofluran ile
uyutuldu. Bu islemler agri1 olusturmayan islemlerdir ancak farelerin hareketsiz
kalmalar1 gerekmektedir. Hem BT ¢ekimi hem de RT uygulamasi boyunca fareler
kameralardan takip edildi.

RT uygulamasimin gergeklestirilebilmesi i¢in oncelikle farelerden birine prone
pozisyonda Toshiba Aquilion LB BT Similatér (Toshiba Medikal Sistemleri,
Otowara, Japonya) planlama BT cekildi (Sekil 3.11). BT kesitleri RayStation v.8.1.0
(RaySearch Lab., Stokholm, Isvec) tedavi planlama sistemine (TPS) aktarilarak hedef
tedavi hacmi (Gross tumor volime, GTV) belirlendi (Sekil 3.12.). Hedef hacim olarak
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sag flanktaki subkutan yerlesimli kitle konturlandi. Belirlenen bu GTV’ye, 1 cm
emniyetle “planning target volume” (PTV) olusturuldu. Regetelendirilen doz, %95
izodoza normalize edilerek tek alandan, 0.5 cm bolus ile tek fraksiyonda 2 Gy
(1Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk farkli doz hizlarinda) ve tek fraksiyonda 10 Gy
(1Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk farkli doz hizlarinda) RT planlamasi yapildi (Sekil 3.12.
ve 3.13.).

Sekil 3. 11. BT simiilasyon islemi.



38

Sekil 3. 12. Sag flanktaki tiimor konturu ve beam eye view goriintiisii.

Sekil 3. 13. Tedavi plan goruntisd.
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RT uygulamasi, Hacettepe Universitesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dalinda Elekta Versa HD™ lineer hizlandirici kullanilarak yapildi (Sekil 3.14.). Setup
dogrulamasi “cone beam CT " ile yapildi. RT sonrasi fareler uygun tasima kosullarinda

barinma alanlarina geri gotiiriildu.

Sekil 3. 14. Tedavi masasindaki tedavi pozisyonunda fare.

3.7 Deney Hayvanlarimin Takibi

Deney hayvanlari ilk tiimor ekiminden itibaren giinliik takip edildi. Tumor
boyutu ise ilk tiimor olusumu palpe edildikten sonra, giinliik vernier 6lgegi 6l¢timleri
ile takip edildi (Sekil 3.15.). Deney hayvanlari tiimér ekimi esnasinda ve sakrifikasyon
esnasinda olmak tizere 2 sefer tartildi. Giinliik takipler esnasinda davranis, aktivite ve
postiir kontrolii yapildi, hayvanlar lokalize agr1 ve rahatsizlik agisindan gézlemlendi.
Yine islem yapilan sag flankta gézlemlenecek herhangi bir enfeksiyon bulgusu da
takip edildi. Deney hayvanlarinin diizgiin yiiriyememesi, diizgiin su ve gida
alamamasi, uyaranlara belirgin derecede azalmig yanitinin olmasi durumunda

calismadan ¢ikarilmasi planlandi. Calismamizin RT uygulanan kolunda deney siiresi,
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on grup ile optimize edilerek belirlendigi i¢in bu grupta tiimoér nedeni ile hayvanin

deney bitiminde dnce sonlanmasini gerektirecek bir durum ile karsilagilmadi.

Sekil 3. 15. TUmor boyutunun vernier 6lgegi ile takibi.
3.8 Hayvanlarin Sakrifikasyonu ve Kan-Doku Toplanmasi

RT sonrasi 7. giinde sakrifikasyon islemi gergeklestirildi. Sakrifikasyon islemi
icin deney hayvanlar1 operasyon odasina alindi. Oncelikle intrakardiyak kan alimi
isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in fareler inhale sevofluran ile anesteziye alindi.
Supin pozisyonda 5 ml hacimli enjektdr kullanilarak ksifoterna orta hattinin solundan
oncelikle kalp atim1 hissedilerek 20 derece ac1 ile kalbe girilerek intrakardiyak kan
alimi gergeklestirildi ve daha onceden igerisine 0,5 ml heparin eklenerek hazirlanan

tlplere alind1 (Sekil 3.16).
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Sekil 3. 16. Intrakardiyak kan alimu.

Kalpten kan alimi islemi tamamlandiktan sonra servikal dislokasyon yontemi
ile fareler sakrifiye edildi. Oncelikle sag flanktaki tiimor diseke edilerek %10’ luk
tamponlu formalin soliisyonuna alindi. Tiimérden alinan diger parga ise -80°C’de
donduruldu. Biitiin farelere torakal insizyon ve abdominal insizyon yapilarak akciger
ve karaciger metastazlar1 agisindan degerlendirildi. Metastaz varliginda bu organlar da
hasat edilerek formalin sollisyonuna alindi. Ayrica tiim farelerden dalak dokusu

alinarak formalin soliisyonuna konuldu (Sekil 3.17. ve 3.18.).
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Sekil 3. 17. Sag flanktan hasat edilen tiimdr dokusu.

Sekil 3. 18. Torakal ve abdominal insizyon ile i¢ organ metastazinin incelenmesi.
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3.9 Dokularin Histolojik Olarak incelenmesi

Sakrifikasyon asamasi sonrasinda, hasat edilen tiimoér dokusu morfolojik
olarak incelendi. Timor oOrneklerinin  boyutlar1  dlglildiikten sonra yarisi
histomorfolojik inceleme yapilmak i¢in %10’luk tamponlu formalin soliisyonuna
alinarak tespit edildi. Kalan diger yarisi ise uygun sekilde dondurularak -80°C
saklandi. Formalin fiksasyonu yapilan 6rnekler bir gece tespit edildikten sonra parafin
bloklar hazirlanarak H&E boyamasi yapildi. H&E boyali kesitler 151k mikroskobunda
patolog (Prof. Dr. Aytekin Akyol) tarafindan degerlendirildi. Tumordeki cografik
nekroz, mitotik aktivite, pleomofizm ve immun infiltrasyon parametreleri morfolojik
olarak incelenerek kaydedildi. Daha sonrasinda TMC igin immiinohistokimyasal
belirtegler yardimiyla profilleme yapildi. Bu kapsamda vaskiiler yapilar, imman hiicre
profili (CD8, MPO, CD68) tiimdr stromast ise aSMA boyamalar1 yapilarak
semikantitatif olarak degerlendirildi. Bu islemde parafin bloklardan hazirlanan 4 pm
kalinligindaki boyasiz kesitler 60°C’de deparafinize edildi. Daha sonra ksilen ve
dereceli alkol soliisyonlarindan gegirildikten sonra rehidrasyon yapildi. Endojen
peroksidaz 6zelligi %3’lilkk H202 soliisyonu ile ortadan kaldirilip uygun soliisyonla
antijen geri cagirma islemi yapildi. Primer antikorlar kesitlere uygun titrasyonda
damlatild1 ve 1 saat siire ile oda sicakliginda muamele edildi. Bu islemden sonra
sekonder antikor ve streptavidin biotin peroksidaz metodu kullanilarak isaretleme
tamamlandi. Reaksiyonun son asamasinda DAB (3,3'-Diaminobenzidine) kullanilarak
151k boyama ortaya ¢ikarildi. Zit boyama i¢in Hematoksilen kullanildiktan sonra
slaytlar 1lik musluk suyunda yarim saat yikandi. Dehidrasyon igin dereceli alkolden
gegcirilen slaytlar, ksilen soliisyonunda bekletildikten sonra balsam ile kapatilarak
mikroskobik olarak degerlendirildi. Orneklerdeki i¢ kontroller kullanilarak boyamanin
validasyonu sagland1 ve TMC belirtecleri boyanma siddeti ve yaygmligia gore
semikantitatif olarak degerlendirildi. Bu kapsamda hem boyanan hedef hiicreler oran
skoru olarak (%) hem de yogunluk skoruna (negatif; 0, zayif;1, orta; 2 ve kuvvetli;3)
gore degerlendirildi. immiinhiicreler i¢in yapilacak boyamalarda ise TMC deki en
yogun boyanan alanlar géz Oniine alinarak 10 Biiyiik Biiyiitme Alanindaki (BBA;
40X) pozitif hiicrelerin toplami her bir drnek igin sayilarak kaydedildi.
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3.10 Tek Hucreli Jel Elektroforezi (Comet Analizi)

Bu analiz icin hayvanlar sakrifiye edildikten sonra, heparinize tam kanda farkli
radyasyon doz hizlarinin DNA {izerine direkt etkisinin degerlendirilmesi ve DNA
hasarmin saptanmasi amaci ile bu yontem uygulandi. Tek hicre jel elektroforezi
yonteminin basamaklari: hiicrelerin izole edilmesi, lamlarin hazirlanmasi, lizis, alkali
ortamda elektroforez, nétralizasyon, DNA’nin boyanma ve goriintiilenmesi, comet
kuyruk yogunlugu ol¢iimii ve DNA hasarinin belirlenmesi islemlerinden olusur.
Oncelikle tek hiicre jel elektroforezi analizi icin, hiicresel materyal hazirlandiktan
sonra mikroskop lamlar1 hazirlandi. Alkali ortamda DNA superkoil saglandiktan sonra
elektroforez ve notralizasyon islemi yapildi. DNA boyanmasi sonrasi, comet Kuyruk
yogunlugu 6l¢iimii ve DNA hasarinin belirlenmesi islemi gergeklestirildi. Bu islemde,
oncelikle tam kan Orneklerinde DNA hasar ¢alismasi i¢in heparinize kan kiiltir
ortamma alindi ve diisiik erime noktali agaroz ile karistirilarak kullanild.
Mononiikleer hiicre fraksiyonlar1 histopak ile izole edildikten sonra kullanild.
Sonrasinda agoroz jel mikroskop lamlarina yayilarak “6n kaplama” islemi
gerceklestirildi. Ertesi giin agaroz ile karigtirilan hiicreler bu lamlarin {izerine yayildu.
Agaroz jel donduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren lizis
cozeltisinde bir saat bekletilmis ve ¢ozeltiye %10 oraninda dimetil siilfoksid eklendi.
Hazirlanmig olan preparatlar ¢ift sarmal DNA yapisinin agilmasi icin elektroforez
oncesinde yiiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda inkiibe edildi.
Jel icinde olusan tek zincir DNA alkali kosullarda elektroforeze tabi tutularak comet
olusumu saglandi. Jel pH’sinin nétralizasyonu i¢in lamlar uygun bir tamponla (pH 7,5)

yikandiktan sonra lamlar boyanarak comet kuyruk yogunluklar1 6l¢iildii (Sekil 3.19.).

Sekil 3. 19. Tam kan 6rneginin tek hiicre jel elektroforezi gorintileri (a: hasarsiz, b:

az hasarli, c: hasarli, d: ¢ok hasarli).
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3.11 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 23 yazilimi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi.
Tanimlayic1 analizler normal dagilmayan degiskenler igin ortanca ve minimum-
maksimum degerler kullanilarak verildi. Gruptaki hayvan sayilar1 Power analizi
yapilarak %5 yanilma, %80 ¢aligsma giicli amaglanarak belirlendi. Standart sapma icin
literatiirdeki ¢alismalar baz alindi. Farkli doz hizlarina bagh farkliliklar Kruskal-
Wallis testi kullanilarak karsilastirild1. Tkiserli karsilastirmalar Mann-Whitney U testi
kullanilarak yapildi ve Bonferroni diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi. Tek hiicre
jel elektroforezi sonuglar1 tek yonli ANOVA testi kullanilarak karsilastirildi.
Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunan durumlarda, ikiserli post-hoc karsilastirmalar LSD testi yapilarak
karsilastirildi. Tedavi sonrasi histopatolojik degisimler regresyon analizi kullanilarak

degerlendirildi. P degerinin 0,05’in altinda oldugu degerler anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Deney Esnasinda Gozlenenler

On deneyler sonucunda, RT uygulanacak olan fareler icin deney siiresi
optimize edildi. Buna gore C57BL/6 tiirii fareler ile olusturulan B16-F10 malign
melanom modelinde, farelerin ortanca 8. giinde ilk timdr olusumlarinin palpe
edilebildigi, RT uygulanacak olan 5-10 milimetre arasi tiimdr boyutuna ortanca 13.
giinde geldikleri ve timor ekimi sonrasi ortanca 27 giin hayatta kaldiklar1 goriildi. RT
uygulanan Ug¢iincli basamak icin sakrifikasyon zamani RT sonrasi 7. giin olarak
belirlendi.

Uclincti RT grubu 3 farkli birbiri icerisinde tekrarlayan deney seklinde
planlandi. Birinci grupta 17 fareye timor ekilimi yapildi, 6n deney ile optimizasyon
saglandig1 icin beklenildigi iizere, tiim farelerde tiimor olusumu gozlendi. Ikinci
tekrarlayan grupta 13 fareye tiimor ekilimi yapildi ve tiim farelerde timdr olusumu
izlendi. Uglincti grup icin ise 12 fareye timor ekilimi yapildi. Deney gruplarma atanan

farelerin kiipe numaralar1 Tablo 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4. 1. Deney gruplarina atanan fare kiipe numaralari.

RT Gruplar1
[ |
Kontrol:
2Gy 10 Gy Kiipe no: 470, 471,
472, 478, 501, 508
1 Gy/dk : 1 Gy/dk:

—1KUpe no: 457, 459,| —|Kipe no: 456, 458,
461, 477, 479, 491 460, 489, 480, 490

6 Gy/dk: 6 Gy/dk:

—Kdipe no: 463, 465,| [1Kipe no: 502, 464,
481, 483, 493, 495 482, 484, 506, 507

14 Gy/dk: 14 Gy/dk:

—Kdpe no: 467, 509, —Kipe no: 466, 468,
485, 487, 497, 499 486,488, 510, 498
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Tim hayvanlar RT’yi iyi tolere etti ve RT sonrasinda belirgin bir yan etki
gbzlenmedi. Sadece 1 farede (klpe no: 495), timdrin progresyonu nedeni ile RT
sonrast 6. glinde hareketlerde kisitlilik, yiirimede bozukluk ve uyaranlara azalma
tespit edildi. Bu nedenle bu fareye RT sonras1 6. giinde 6tenazi uygulanildi. Diger 41
fareye planlanan protokole uygun olarak RT sonrasi 7. giinde sakrifikasyon islemi
gerceklestirildi.

Tim farelerin sakrifikasyon esnasinda i¢ organlari metastaz agisindan
degerlendirildi. Iki farede (kiipe no: 459 ve 491) akciger metastaz1 gdzlendi (Sekil
4.1.). Iki fare de 2 Gy doz, 1 Gy/dk koluna aitti. Baska farelerde ve baska organlarda
metastaz gézlenmedi.
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Sekil 4. 1. Akciger metastazi.

Farelerin agirliklari tiimor ekilme giinii ve sakrifikasyon zamani 6l¢iildii. Buna
gore tim grup icin ortanca deneye baslama agirlig1 ortanca 25,35 gram (20,76- 29,53)
ve ortanca deneyi bitirme agirligi 30,29 gram (25,10- 37) idi. Higbir farede kilo kayb1

ve buna bagli olarak zamaninda once sakrifikasyon gerekliligi gozlenmedi. Her bir
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deney kolu igin ortanca deneye baslangic ve deneyi bitiris agirliklart Tablo 4.2.°de

sunulmustur.

Tablo 4. 2. Deney kollarina gore ortanca baslangic ve bitis agirliklari.

RT Grubu Deneye baslangic agirligl, | Deneyi bitiris agirligi, ortanca
ortanca (min-maks) (min-maks)

2 Gy, 1 Gy/dk 25.58 gr (23.61- 27.84) 34.31 gr (28.36- 37)

2 Gy, 6 Gy/dk 25.97 gr (20.76- 27.37) 30.66 gr (26.70- 31.16)

2 Gy, 14 Gy/dk

24.93 gr (23.59- 29.49)

31.9 gr (28.5- 35.78)

10 Gy, 1 Gy/dk

25.13 gr (23.81- 29.53)

28.92 gr (26.66- 33.70)

10 Gy, 6 Gy/dk

25.65 gr (23.33- 26.89)

29.64 gr (25.10- 31.50)

10 Gy, 14 Gy/dk

24.15 gr (23.95- 25.38)

27.91 gr (25.6- 30.32)

Kontrol

26.61 gr (24.98- 28.8)

35.21 gr (28.6- 36.05)

RT: Radyoterapi, min: minumum, maks: maksimum

Tiim deney grubunda, farelerin ilk tiimor olusturdugu giin ve RT aldiklar1 glin

on deney grubu ile uyumlu olarak bulundu. Tiim deney grubu icin sag kalim giinii

ortanca 20 gun (19-25 giin), ortanca RT alma glin 14. glin (12-18 glin) ve ortanca

timor olusturma giinii 8. glin (6-13 giin) idi. Her bir deney kolu igin bu degerler Tablo

4.3.’te sunulmustur.

Tablo 4. 3. Gruplara gore sag kalim, tiimdr olusturma ve RT alma guinu.

RT Grubu Sag kalim, ortanca | RT gini, ortanca | ilk Tiimér Olusumu,
(min-maks) (min-maks) ortanca (min-maks)

2 Gy, 1 Gy/dk 20.5 (19-24) 13,5 (12-17) 8 (8-11)

2 Gy, 6 Gy/dk 19.5 (19-21) 13 (12-14) 7 (7-8)

2 Gy, 14 Gy/dk 21 (20-24) 14 (13-17) 10 (7-11)

10 Gy, 1 Gy/dk 20 (19-21) 13 (12-14) 8 (7-11)

10 Gy, 6 Gy/dk 21 (19-25) 14 (12-18) 9,5 (7-12)

10 Gy, 14 Gy/dk 21 (19-21) 14 (12-14) 8 (8-12)

Kontrol 20 (19-24) - 9 (6-13)

RT: Radyoterapi, min: minimum, maks: maksimum
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Tiim deney siiresince farelerin tiimdr boyutlari giinliik 6lgtmler ile takip edildi.
Buna gore her bir kol i¢in en biiyiik ¢ap baz alinarak olusturulmus tiimér boyutu-

zaman grafikleri, asagida sirast ile sunulmustur (Sekil 4.2).

2 Gy, 1 Gy/dk Kolu Tumér Boyutu - Zaman
Grafigi
25
20

15

10

&)]

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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2 Gy, 6 Gy/dk Kolu Tumér Boyutu - Zaman
Grafigi
25
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Kontrol Kolu Tamor Boyutu - Zaman Grafigi
35
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Sekil 4. 2. Her bir deney kolu igin timdr boyutu zaman grafikleri.

Farelerin her birinin sakrifikasyon esnasinda hasat edilen tlimorlerinin en
biiyiik ¢ap1 olgtildi (Sekil 4.3). Bu 6lglimlere gore elde edilen ortanca tiimor boyutlari

her bir kol i¢in Tablo 4.4’te sunulmustur.

Sekil 4. 3. Hasat edilen timor 6lgima.
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Tablo 4. 4. Sakrifikasyon sonrasi tiimdrde olgililen en uzun ¢ap.

RT Grubu Ortanca tlimér boyutu (min-maks)
2 Gy, 1 Gy/dk 29.5 mm (24- 29)

2 Gy, 6 Gy/dk 23 mm (16- 37)

2 Gy, 14 Gy/dk 26 mm (22,5- 37)

10 Gy, 1 Gy/dk 19.5 mm (16-25)

10 Gy, 6 Gy/dk 15.5 mm (13-27)

10 Gy, 14 Gy/dk 16 mm (10-26)

Kontrol 31.25 mm (16-38)

RT: Radyoterapi, min: minumum, maks: maksimum

2 Gy grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde, ti¢ farkli doz hiz1 igin tiimor
boyutunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.12). Ayn1 degerlendirme
10 Gy grubunda yapildiginda da ii¢ farkli doz hiz1 ig¢in tiim6r boyutlar1 arasinda
anlamli fark elde edilmedi (p=0.21). 2 Gy, 10 Gy ve kontrol grubu karsilastirildiginda;
bu {li¢ grup arasinda tiimor boyutu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.01). 10 Gy kolunda tiimdor boyutu 2 Gy koluna gére daha kucukti (p<0.01). 2 Gy
kolunun tiimor boyutu agisindan kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli farki
gozlenmedi (p=0.53); ancak 10 Gy kolu kontrol grubundan anlamli olarak daha
kicuktd (p=0.007).

4.2 Tek Hiicre Jel Elektroforezinin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu teknik ile her bir kan 6rnegi i¢in elde edilen 2 farkli lamda, 2 farkli comet
kuyruk yogunlugu 6l¢iilmiis ve DNA hasar miktar1 ile korele olan bu yogunluklarin
ortalamasi ile o drnek igin olan comet kuyruk yogunlugu elde edilmistir. Her bir rnek

icin elde edilen kuyruk yogunluklar1 Tablo 4.5.”te sunulmustur.
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Tablo 4. 5. Her bir kan 6rnegi i¢in elde edilen comet kuyruk yogunlugu.

Ornek No Ait Oldugu Comet Comet Kuyruk | Comet Kuyruk
Deney Kolu Kuyruk Yogunlugu-2 Yogunlugu-
Yogunlugu-1 Ortalama

470 Kontrol 21.21247 18,04183 19.62715
471 Kontrol 21.94687 24,28646 23.11666
472 Kontrol 21.48067 19,73341 20.60704
478 Kontrol 4.951522 4,607085 4.779303
501 Kontrol 17.16269 26,12192 21.6423

508 Kontrol 43.25001 37,99325 40.62163
457 2 Gy, 1 Gy/dk 18.15807 15,79526 16.97667
459 2 Gy, 1 Gy/dk 21.57785 26,52388 24.05087
461 2 Gy, 1 Gy/dk 17.3766 24,92519 21.15089
A77 2 Gy, 1 Gy/dk - 37,35509 37.35509
479 2 Gy, 1 Gy/dk 64.28542 64,5408 64.41311
491 2 Gy, 1 Gy/dk 16.49939 31,19635 23.84787
463 2 Gy, 6 Gy/dk 27.1603 27,7076 27.43395
465 2 Gy, 6 Gy/dk 41.16031 34.02254 37.59142
481 2 Gy, 6 Gy/dk 35.61457 36.76683 36.1907

483 2 Gy, 6 Gy/dk 25.89919 20.03713 22.96816
493 2 Gy, 6 Gy/dk 18.90969 31.77897 25.34433
495 2 Gy, 6 Gy/dk 19.8161 21.55923 20.68767
467 2 Gy, 14 Gy/dk 40.26783 37.22947 38.74865
485 2 Gy, 14 Gy/dk 29.61334 19.88088 24.74711
487 2 Gy, 14 Gy/dk 23.08076 20.23321 21.65698
497 2 Gy, 14 Gy/dk 17.13089 22.26599 19.69844
499 2 Gy, 14 Gy/dk 18.51537 18.93477 18.72507
509 2 Gy, 14 Gy/dk 34.3773 37.81327 36.09529
456 10 Gy, 1 Gy/dk 23.74473 12.01228 17.87851
458 10 Gy, 1 Gy/dk 29.3596 28.10995 28.73478
460 10 Gy, 1 Gy/dk 27.92273 23.7355 25.82911
480 10 Gy, 1 Gy/dk 47.60971 20.13539 33.87255
489 10 Gy, 1 Gy/dk 40.34836 30.37972 35.36404
490 10 Gy, 1 Gy/dk 25.83921 26.25237 26.04579
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464 10 Gy, 6 Gy/dk | 30.80232 21.76849 26.2854
482 10 Gy, 6 Gy/dk | 16.70483 20.1391 18.42197
484 10 Gy, 6 Gy/dk | 23.02476 18.30267 20.66371
502 10 Gy, 6 Gy/dk | 51.16836 58.31017 54.73926
506 10 Gy, 6 Gy/dk | 46.90788 47.21525 47.06157
507 10 Gy, 6 Gy/dk | 62.57379 46.67608 54.62493
466 10 Gy, 14 Gy/dk | 18.91401 17.79153 18.35277
468 10 Gy, 14 Gy/dk | 13.44231 15.07286 14.25758
486 10 Gy, 14 Gy/dk | 4.045454 10.30728 7.176365
488 10 Gy, 14 Gy/dk | 27.79059 32.64947 30.22003
498 10 Gy, 14 Gy/dk | 25.87423 19.4534 22.66382
510 10 Gy, 14 Gy/dk | 36.02593 52.77507 44.4005

Her bir grup i¢in kuyruk yogunluklarinin ortalama degerleri, minimum-

maksimum degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.6.’da ve sekil 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4. 6. Comet kuyruk yogunlugu degerleri.

Grup Comet Kuyruk | Standart Sapma | Minimum Maksimum
Yogunlugu
(ortalama)
Kontrol 21.24829 1.49280 19.63 23.12
2Gy, 1Gy/dk 24.676278 7.64104 16.98 37.36
2Gy, 6Gy/dk 28.369371 6.99181 20.69 37.59
2Gy, 14Gy/dk 26.611923 8.66328 18.73 38.75
10Gy, 1Gy/dk 27.954128 6.32802 17.88 35.36
10Gy, 6Gy/dk 36.966141 17.04915 18.42 54.74
10Gy, 14Gy/dk 21.971235 9.74370 10.31 36.03
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Sekil 4. 4. Kuyruk degerleri ortalama, minimum- maksimum ve standart sapma

degerleri.

Farkli dozlar i¢in kan mononiikleer hiicrelerdeki hasar karsilagtirildiginda,
kontrol kolundaki hasar istatistiksel anlamli olarak 2 Gy (p=0.076) ve 10 Gy (p=0.04)
kolundan daha az idi. Kontrol grubu RT almayan grup oldugundan hasarmm RT
kollarina gore daha az olmasi beklenen bir durumdu. 2 Gy ve 10 Gy kollar1 arasinda
DNA hasar farki gézlenmedi (p=0.65).

Her bir doz kolu kendi igerisinde doz hizlar1 acisindan degerlendirildi. 2 Gy
kolunda, 1 Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gortlmedi (p= 0.79). 10 Gy kolunda ise 1 Gy/dk kolu ile diger iki doz hiz1 kolu
arasinda anlamli bir fark gériilmedi (p=0.24, p=0.5) ancak 6Gy/dk kolunun 14 Gy/dk
koluna oranla daha fazla DNA hasar1 olusturdugu gorildii (p=0.07).

4.3 Histopatolojik Bulgular

Hasat edilen tiimorlerden hazirlanan preparatlar Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinda degerlendirildi. H&E boyamasi yapilan parafin
bloklar; farkli doz ve doz hizlarina ait gruplardaki melanom morfolojisi, mitotik

aktivite, pleomorfizm, nekroz a¢isindan histomorfolojik olarak incelendi (Sekil 4.5.).
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Her bir fareye ait 10 biiyiik biiylitme alanindaki (BBA) mitoz sayis1 ve pleomorfizm
skoru (skor 1, 2 ve3) ayrintilar1 Tablo 4.7.”de verilmistir.

Tablo 4. 7. Her bir fareye ait 10 biiyiik biiylitme alanindaki (BBA) mitoz sayisi ve

pleomorfizm skoru.

Ornek No Ait Oldugu Deney | Mitoz Sayist (10 | Pleomorfizm Skoru
Kolu BBA)
470 Kontrol 106 1
471 Kontrol 138 1
472 Kontrol 128 1
478 Kontrol 132 1
501 Kontrol 96 2
508 Kontrol 98 1
457 2 Gy, 1 Gy/dk 72 2
459 2 Gy, 1 Gy/dk 62 2
461 2 Gy, 1 Gy/dk 88 2
477 2 Gy, 1 Gy/dk 112 1
479 2 Gy, 1 Gy/dk 114 2
491 2 Gy, 1 Gy/dk 114 2
463 2 Gy, 6 Gy/dk 66 2
465 2 Gy, 6 Gy/dk 78 2
481 2 Gy, 6 Gy/dk 50 2
483 2 Gy, 6 Gy/dk - 2
493 2 Gy, 6 Gy/dk 86 2
495 2 Gy, 6 Gy/dk 64 1
467 2 Gy, 14 Gy/dk 56 2
485 2 Gy, 14 Gy/dk 108 1
487 2 Gy, 14 Gy/dk 106 1
497 2 Gy, 14 Gy/dk 120 2
499 2 Gy, 14 Gy/dk 66 2
509 2 Gy, 14 Gy/dk 26 1
456 10 Gy, 1 Gy/dk 62 3
458 10 Gy, 1 Gy/dk 80 3
460 10 Gy, 1 Gy/dk 48 3
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480 10 Gy, 1 Gy/dk 34 2
489 10 Gy, 1 Gy/dk 42 3
490 10 Gy, 1 Gy/dk 56 3
464 10 Gy, 6 Gy/dk 64 3
482 10 Gy, 6 Gy/dk 50 3
484 10 Gy, 6 Gy/dk 86 3
502 10 Gy, 6 Gy/dk 48 3
506 10 Gy, 6 Gy/dk 34 3
507 10 Gy, 6 Gy/dk 30 3
466 10 Gy, 14 Gy/dk 70 3
468 10 Gy, 14 Gy/dk | 48 3
486 10 Gy, 14 Gy/dk 54 3
488 10 Gy, 14 Gy/dk 28 3
498 10 Gy, 14 Gy/dk 56 3
510 10 Gy, 14 Gy/dk - 2

2 Gy

10 Gy

Sekil 4. 5. Farkli doz ve doz hizlarina ait melanom morfolojisi (HE, 50um).

maksimum degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.8.’de sunulmustur.

Her bir grup i¢in 10 BBA’daki mitoz sayilarinin ortalama degerleri, minimum-
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Tablo 4. 8. Her bir fareye ait 10 biiyiik biiylitme alanindaki (BBA) mitoz sayisi

ortalama minimum- maksimum ve standart sapma degerleri.

Grup Mitoz Sayisi (10 | Standart Sapma | Minimum Maksimum
BBA, ortalama)

Kontrol 21.24829 1.49280 19.63 23.12

2Gy, 1 Gy/dk 93.66 23.09 62 114

2Gy, 6 Gy/dk 68.80 13.82 50 86

2Gy, 14 Gy/dk 80.33 36.73 26 120

10Gy, 1 Gy/dk 53.66 16.26 34 80

10Gy, 6 Gy/dk 52 20.63 30 86

10Gy, 14 Gy/dk | 51 15.27 28 70

Farkli dozlar ve kontrol grubu i¢in 10 BBA’daki mitoz sayisi
karsilastirildiginda; ii¢ grup arasinda mitoz sayilar1 arasinda istatistiksel olarak fark
oldugu goriildii (p<0.01). Birbirinden farkli olan bu {i¢ grup kendi i¢lerinde ikiserli
olarak karsilastirildiginda ise 10 Gy kolundaki mitoz sayisinin, 2 Gy kolundaki mitoz
sayisindan istatistiksel olarak anlamli olarak daha az oldugu gorildi (p=0.001).
Benzer sekilde 2 Gy ve 10 Gy kollarinin mitoz sayisi kontrol grubundan farkl idi
(sirast ile p=0.016 ve p<0.01).

Her bir doz kolu kendi igerisinde doz hizlar1 agisindan degerlendirildi. 2 Gy
kolunda; 1 Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasinda, 10 BBA’daki mitoz sayilari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p= 0.28). Benzer sekilde 10 Gy
kolunda; 1Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasinda, 10 BBA’daki mitoz sayilari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p= 0.97) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4. 6. Mitotik Figurler (40X Biiyiik Biiytitme Alani, H&E, 20um).

Farkli dozlar ve kontrol grubu i¢in pleomorfizm skoru karsilagtirildiginda ise;
tic grup arasinda pleomorfizm skorlar1 arasinda istatistiksel olarak fark oldugu goriildii
(p<0.01). Birbirinden farkli olan bu ii¢ grup kendi iglerinde ikiserli olarak
kargilastirildiginda ise 10 Gy kolundaki pleomorfizm skorunun, 2 Gy kolundaki
pleomorfizm skorundan istatistiksel olarak anlamli olarak daha fazla oldugu goriildi
(p<0.01). 2 Gy kolunun pleomorfizm skoru ile kontrol grubunun pleomorfizm skoru
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmezken (p=0.04) 10 Gy kolunun

pleomorfizm skoru kontrol grubunun skorundan anlamli olarak farkl idi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4. 7. Pleomorfizm skorlarinin histomorfolojik goriiniimleri.

Her bir doz kolu kendi igerisinde doz hizlar1 agisindan degerlendirildi. 2 Gy
kolunda; 1Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasinda, pleomorfizm skorlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p= 0.35). Benzer sekilde 10 Gy kolunda;
1Gy/dk, 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasinda, pleomorfizm skorlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p= 0.58).

Her bir parafin blok ayr1 ayr1 incelendiginde, tim deney kollar1 i¢in yaygin
cografik nekrozlar oldugu goriildii ancak belirgin farklilik izlenmedi. Morfolojik
olarak intratumoral belirgin inflamatuar hiicre reaksiyonu izlenmedi. Peritimoral
alanda mononikleer hiicreler (makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleri), mast hiicreleri
ve fibrovaskiiler aktivite belirgindi. Ozelikle artmis mast hiicre reaksiyonu her grupta
dikkati gekmistir (Sekil 4.8.). Deney gruplari arasinda bu inflamasyonun siddeti ve
hiicre yogunluklari arasinda fark gézlenmedi. Tiimor stromasi farkli deney kollarinda

benzer olarak degerlendirildi.

Sekil 4. 8. Peritumoral inflamasyon (A: 100um, B: 20um, siyah ok: mast hiicresi).
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Immiinhistokimyasal profil incelendiginde ise hiicrelerin, noral krest
gelisimine katilan ve melanositik kokenli hiicrelerin belirtilmesi ve ayirt edilmesinde
kullanilan SOX-10 ekspresyonu gosterdigi goriildii (Sekil 4.9.). Immiin hiicreler igin
yapilan boyamalarda CD68, CD8 ve MPO ile fare proteinine yonelik spesifik boyanma
elde edilememistir. Preparatlar aSMA ile boyandiginda, intratimoral vaskuler
yapilardaki diiz kas pozitifligi izlenildi. Yiiksek dozda vaskiiler yapilarin duvarinda
incelme ve aSMA ile zayif boyanma mevcut idi (Sekil 4.10.). Ancak farkli doz hizlar

arasinda aSMA boyas1 ile boyanma paterninde farklilik izlenmedi.

Sekil 4. 9. H&E ve SOX10 (20um).

1 Gy/dk 14 Gy/dk

2 Gy

10 Gy

Sekil 4. 10. Farkli doz ve doz hizlarina ait gruplardaki melanom modelinda a-SMA
(1:1.000 dilisyon) immdunohistokimyasal boyanma 6zellikleri (50um).
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Iki Gy doz, 1 Gy/dk kolun ait olan iki farede (459 ve 491) akciger metastazi
gozlendi. Akciger ve lenf nodu metastazi histomorfolojik gériiniimi sekil 4.11.’de

sunulmustur.

Sekil 4. 11. Akciger ve lenf nodu metastazi histomorfolojik goriiniimii (A: akciger B:

lenf nodu).
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o. TARTISMA

RT’de doz hizi, 1970’lerden itibaren ¢aligilan, son donemde ise gerek gelisen
teknoloji ile RT cihazlarinin yeteneklerinin artmasi gerekse FLASH-RT gibi yeni RT
tekniklerinin gelismesi ile tekrar RT arastirma sahnesine giren bir parametredir. Hall
ve Brenner tarafindan Ozellikle brakiterapi uygulamalar1 i¢in, 4 ayr1 sinifta
tanimlanmistir®. Ancak eksternal RT uygulamalari i¢in uzun bir siire bu etki goz ard1
edilmistir. Ozellikle 2000°’li yillarda tedavi planlama sistemlerinin ve FFF’li
tedavilerin hayatimiza girmesi ile, 25 Gy/dk’ya kadar yiiksek doz hizlar1 klinik
kullanima girmistir. Giiniimiiz klinik pratiginde sik kullanilan doz hizlarinin
karsilastirildigi bu ¢alismada; klinigimizde eksternal RT’de uygulanabilen en diistik
(1 Gy/dk) ve en yiiksek doz hiz1 (14 Gy/dk) ve rutin klinikte siklikla kullanilan doz
hiz1 (6 Gy/dk) kan monontikleer hiicrelerdeki DNA kirik miktar1 ve TMC’ye etkileri
acisindan karsilastirildi. 2 Gy ve 10 Gy dozlarda, farkli doz hizlarinda DNA kirigt
miktarinda ve TMC histomorfolojik 6zelliklerinde bir fark saptanmadi.

RT ile induklenen DNA hasar1 zamanla ilgili faktorlerle oldukea iligkili oldugu
bilinmektedir®?. Bu iliski temel olarak subletal hasar tamiri ile iliskilendirilmektedir.
RT’nin verilme slresi ve/veya RT fraksiyonlar1 arasindaki zaman uzadik¢a, RT nin
neden oldugu DNA tek zincir kiriklarmin tamir ihtimali artacak ve verilen IR’nin
olusturdugu hasar miktar1 azalacaktir. Bu nedenle doz hiz1 ¢aligmalarinda da diisiik
doz hiz1 ile 1smlanan hiicre serilerinde daha diisiik sag kalimlar raporlanmistir’?73,
Wilkins ve arkadaslar1 tarafindan iki farkli melanom hiicre hattinda (SKMEL3 ve
HT144) yapilan bir ¢calismada, 150 kV yiiksek doz hizli x-ray (1120 mGy/dk) ve diisiik
doz hizli Radyum kaynagi (8,8 mGy/dk) karsilastirildiginda doz hizi diistiikce
klonojenik sag kalimin azaldig1 goriilmiistiir®®. 2000°1i yillarda lineer akselerator ve
FFF 151n demetleri ile yapilan ¢alismalarda tutarsiz sonuglar elde edilmistir. Lohse ve
arkadaglari, 2 glioblastom hiicre hattinda (T98G ve U87-MG) tasarladiklari ¢aligmada,
4 Gy/dk ve 24 Gy/dk FFF 1s1n demetleri ile yaptiklar1 isimnlamada doz hizi arttikga,

klonojenik sag kalimm azaldig1 gosterilmistir®

. Bu calismalardan farkli olarak
Sorensen ve arkadaslari, 56,5 Gy/sn ve 338 Gy/sn doz hizlar1 araliginda, heybeli sican
akciger fibroblast1 hiicre serisi ve insan bas boyun skuamoz hiicre serilerinde degisen
doz hizinin etkisini gdérememislerdir®®. Calismamizda benzer sekilde, FFF 1sin

demetleri ile elde edilen orta seviyeli yiiksek doz hizi ve diisiik doz hizlar1 arasinda
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tedavi sonu timor boyutu, faredeki mononiikleer hiicre DNA hasar1 ve TMC
histomorfolojik 6zellikleri acisindan fark saptanmadi. Istatistiksel olarak anlamli elde
edilen tek fark 10 Gy dozu 6 Gy/dk ve 14 Gy/dk kollar1 arasindaki DNA hasar farkidir
ve 6 Gy/dk kolunda daha fazla hasar oldugu goriildi. Bu durum, literatiirdeki verilerin
aksine diisiik doz hizinda daha fazla hasar ile karsimiza ¢ikmistir ve farenin daha uzun
siire 151n demetine maruz kalmasi dolayisi ile dolasimdaki kan hiicrelerinin hasara
maruz kalma olasiliginin artmasi ile iliskilendirildi. Diger doz hizlar1 igin boyle bir
durum gozlenmemekle beraber doz hizinin DNA hasar1 {lizerine etkisi i¢in anlamli
kabul edilmedi. Calismamizda farkli doz hizlari ile timor boyutu, DNA hasari ve TMC
acisindan fark goriilmemesi; modern lineer akseleratorlerde elde edilen farkli doz
hizlarinda FFF 15 demetlerinin hiicre sag kalimi ve TMC histomorfolojik
ozelliklerinde degisiklige sebep olmadigi seklinde yorumlanabilir. Yine bu durum,
calismamizda kullanilan doz hizi skalasinda (1 Gy/dk ve 14 Gy/dk arasi)
gosterilememis de olabilir. Bu sebeple, karsilastirilan doz hizlar1 arasindaki farkin
daha fazla olmasina imkan taniyabilecek, daha yiiksek doz hizlarma ¢ikabilen cihazlar
kullanilarak deneyin tekrarlanmasi faydali olacaktir.

Doz hizinin farkli doku tiplerinde farkli etki yapabilecegi de literatlrdeki
tartisma konularindan biridir. Ozellikle normal doku ve tiimér dokusu arasinda farkl
cevaplarin olabilecegi gosterilmistir. Fu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, BALB/c
farelerde olusturulan EMT6 fare meme kanseri sinjenik tiimor modelinde; tUmor
hiicreleri, kemik iligi ve bagirsak hiicreleri farkli doz hizlarinda 1sinlandiginda, kemik
iligi hiicrelerinde doz hiz1 diistiik¢e sag kalan hiicre fraksiyonun diistiigii;, EMT6
hiicreleri ve bagirsak hiicrelerinde ise doz hiz1 diistiik¢e sag kalan hiicre fraksiyonunun
arttig1 gozlemlenilmistir®®. Bu durum doz hizi etkisinin normal doku ve tiimér hiicresi
icin farkl sekilde ve hatta normal doku igerisinde de farkli doku tiplerine gore farkl
tezahiir ettigi anlamina geliyor olabilir. Bu durum, her dokunun farkli o/p degerlerine
sahip olmasi ve yine buna bagh olarak farkli subletal hasar tamir kapasitesine sahip
olmasindan ileri gelmektedir. Diisiik o/p oranina sahip tiimorlerin, subletal hasar tamir
kapasitesinin yiiksek oldugu ve bu nedenle doz hiz1 etkisinin belirgin bir sekilde
izlenebilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda, doz hiz1 etkisini incelemek amaci ile
o/f oram diisiik olan (a/f <3) malign melanom hiicre hatti secilmistir®”. Ancak

olusturulan tiimoriin intratimdral inflamasyon azlig1 doz hizlarinin TMC {izerindeki
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etkisini gozlemlemeyi zorlastirmis olabilir. Doz hiz1 farkli hiicre tiplerinde farkl
etkilere sebep olabileceginden g¢alisma sonug¢larimizin farkli tiimér modellerinde
verifiye edilmesi faydali olacaktir.

RT, TM(C’yi modiile etme kabiliyeti olduk¢a yiiksek bir tedavi modalitesidir.
Ozellikle son yillarda, immiinoterapinin onkolojik tedavilere yeni bir bakis acist
getirmesi ile IR nin bu TMC etkileri olduk¢a énem kazanmustir. Kisaca tiimore karsi
olusturulan immiin cevabin arttirilmasi ve tiimoriin immiinojenitesini arttirmaya dayali
olan bu yontemler, immiin tedavilerle beraber kullanildiginda artmis tedavi yaniti ile
iliskilendirilmislerdir®-1%, Ozellikle immiinoterapilere yantsiz; TMC’de diisiik CD8+
konsantrasyonuna sahip, PD-L1 ekspresyonu diisiik, diisiik mutasyon yiikii olan ve
yiiksek mitoz sayisina sahip tiimérlerde IR tedavinin gidisatinda hayati 5Sneme sahip
olabilir'®l, Bu nedenle RT ve imminoterapi birlikte kullanimi igin optimal tedavi
semas1 Onemli bir aragtirma alanidir. Bu arastirmalar; optimal doz ve fraksinasyon
semas1, optimal doz hizi, optimal tedavi hacmi, optimal IR tipi (proton, ndtron, foton
vb.), optimal zamanlama, optimal immiinoterapi ajam1 gibi alt bashklar
kapsamaktadir. Caligmalar optimal doz ve fraksinasyon semasini bulmak icin oldukga
yogunlagmis goriinmektedir. Ik calismalar konvansiyonel dozlar i¢in baslamis, kolon
kanseri (CT26) fare sinjenik tumor modelinde 5 fraksiyonda toplam 10 Gy tedavinin
tiimor igin T hiicre infiltrasyonunu arttirdid1 gosterilmistir®. Hipofraksiyone RT
rejimlerinde de tiimdr i¢i infiltrasyonun arttig1 gosterilince, optimal sema aranmaya
baslanilmis ve Grapin ve arkadaslar1 tarafindan, yine kolon kanseri (CT26) sinjenik
timor modelinde, 3x8 Gy ve 2x 18 Gy’in 1x16,4 Gy’den daha uzun siireli timor
yanitina neden oldugu ve hatta farkli fraksinasyon bigimlerinin farkli hiicre tiplerini
TMC’ye ¢agirdigini gostermistir®®. Tek fraksiyon tedavi rejimlerinin de TMC’de
yogun CD8+ infiltrasyonuna sebep olabildigi MC38 kolon karsinomu timor
modelinde gosterilmistirl®, Yine meme (TUBO) ve kolon kanseri tiimor modellerinde
(MC38) 1x12 Gy ve 1x20 Gy RT’nin PD-L1 ekspresyonunu arttirdigi
ispatlanmistir’®®, Buna zit olarak, Vanpoullie-Box ve arkadaglari, 12 Gy ve iizeri
fraksinasyon dozlarinin artmis Trex aktivasyonu ve intra-sitoplazmik DNA yikimi
nedeni ile azalmis immiinojeniteye neden olabilecedi gosterilmistir®4, Literatirdeki
bu farkli sonuglarin nedeni RT’nin olusturdugu yanitin tiimér dokusu tipine gore

degismesi olabilir.
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Optimal doz hizi arastirmalari ise doz-fraksinasyon c¢aligmalar1 kadar yogun
yiriitilmemistir. Bunun sebebi, ge¢miste eksternal RT’nin smirli bir doz hizi
araliginda verilmesi nedeni ile bunun biyolojik bir etkiye sahip olmayacag diisiincesi
olabilir. Ancak gelisen teknoloji, gelisen ve giinliik pratigimize hizla giren sofistike
RT teknikleri bu goriisiin  sorgulanmasina neden olmustur. Eksternal RT
uygulamalarinda doz hizi iki teknik ile arttirilabilir: FFF 151n demetleri ve FLASH-
RT%, FFF teknigi, filtreden gegirilmeyen 1s1n demetleri ile homojen olmayan bir doz
profili eldesi, azalmis sagilim, artmis doz hiz1 ve kisalmis tedavi siiresi ilkelerine
dayanir. FFF tedavi teknikleri ile eksternal RT’nin 25 Gy/dk doz hizlarina kadar
verilebilmesi; Volumetric Arc RT (VMAT) teknigi ile degisken doz hizlarinin ve
yogun doz hiz1 modiilasyonun ayni1 tedavi fraksiyonu igerisinde yapilabilmesi bu yeni
tekniklerin olast degisken biyolojik etkinligini diistindiirmektedir. Literatiirde
gecmisten glinlimiize farkli doz hizlariin timor yaniti iizerine etkileri incelenmis olsa
da; yeni tedavi teknikleri ve FFF 151 demetleri ile yapilan doz hizi modiilasyonun
TMC Uzerine etkilerini arastiran ¢alisma nadirdir. Laurent ve arkadaslarmin yaptigi
calismada, BALB/c fareler ve CT26 kolon kanseri hiicre dizisi ile olusturulan sinjenik
timor modelinde; 1x16,5 Gy, 24 Gy/dk ve 4 Gy/dk olmak tizere iki farkli doz hizinda
verilmis, RT sonras1 7. giinde yapilan sakrifikasyonda akim sitometrisi ile TMC’deki
immiin profile bakilmistir. Iki deney grubu arasinda tiimér hacimleri ve TMC’deki T
lenfositler, CD4+, CD+8, NK ve Treg hiicreleri arasinda fark gosterilememistir®®®,
Bizim calismamizda benzer sekilde 3 farkli doz hizinin TMC iizerine etkilerine
bakilmistir. Calismamizda, en yiiksek doz hizi kolu olarak klinigimizde FFF 1sin
demeti ile ulasilabilen en yliksek doz hizi olan 14 Gy/dk olarak se¢ilmis ve ii¢ deney
kolu arasinda kanser hiicreleri mitoz sayilari, pleomorfizm skorlari, nekroz skorlari,
TMC vaskiiler stroma ve peritiimoral immiin hiicre profili agisindan degisken doz
hizlarinda fark saptanmamaistir. Bu durum giinliik pratikte kullanilan, FFF ve degisken
doz hiz1 ile tedavi veren VMAT tekniklerinin, RT ile sinerjistik c¢alisan immiin
yolaklara yikicr etki olusturmadigr seklinde yorumlanabilir ve elimizdeki kanitlarla,
giinlik pratikte bu teknikler degisken biyolojik etkinlik siiphesi olmadan
uygulanabilir. Calismamiz bu acidan literatiirdeki dncii ¢alismalardan biridir ancak

daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Caligmamizda, peritiimoral alanda artmis mast hiicre reaksiyonu her grupta
dikkati ¢ekmistir. Mast hiicrelerinin genellikle alerjik reaksiyonlardaki rolleri bilinse
de son donemde timdr immiinolojisinde 6nemli rol oynadiklar ile ilgili kanitlar
mevcutturi®-1%, Fare modellerinde mast hiicrelerinin, tiimor gelisimine yardimci ve
anjiyogenezi arttirict roller iistlendigi gosterilmistir'®®, Insan malign melanom
hiicrelerinde yapilan analizlerde ise, TMC’de yer alan mast hiicrelerinin saglikli ciltte
yer alan mast hiicrelerinden farkli olarak timdr biiyiimesine yardimci ve anjiyogenezi
arttirict sitokinler salgilayarak TMC’nin sekillenmesinde 6nemli rol oynadiklari
gosterilmistir. Yine ayn1 ¢aligmada mast hiicre sayisi ile prognozun korele oldugu
bulunmustur'®”. Calismamizda deney kollar1 arasinda histomorfolojik olarak
peritiimoral mast hiicre yogunlugu arasinda fark goriilmese de farkli doz ve doz hizi
kollarindaki mast hiicre aktivitesinin farkliligi merak konusudur. Melanomda
peritiimoral inflamasyonun ana hiicrelerinden oldugu gézlemlenen mast hiicrelerinin
IR’ye yamt1 gelecek ¢alismalarin konusu olabilir.

Calismamizda TMC’deki vaskiiler yapilanmalar da incelenmis ve yiiksek doz
RT alan kolda (10 Gy) vaskiiler yapilarin duvarinda incelme ve a-SMA ile zayif
boyanma bulunmustur ancak farkli doz hizlarinda belirgin bir farklilik izlenmemistir.
Yiiksek doz IR ’ni intratimoral damarlar tizerindeki etkileri, stereotaktik radyocerrahi
(SRC) ve stereotaktik beden radyoterapisinin (SBRT) hizlica hayatimiza girdigi
2010’lu yillardan beri arastirma konusu olmustur. Lineer kuadratik model ile yapilan
matematiksel hesaplamalarda, (%210-20 hipoksik hicre fraksiyonu, o/f=10, oxygen
enhancement ratio=3, tek fraksiyon nedeni ile reoksijenasyon ve repopulasyon
olmadig1 varsayilarak) ¢cok daha az lokal kontrol orani olacag: diisiiniiliirken yapilan
klinik ¢aligmalarda 10 Gy ve tizeri dozlarda, SRS ve SBRT’ nin %80 ve lizeri lokal
kontrol oranlar1 ile iligskilendirilmesi, yiiksek doz RT’nin sadece DNA hasar ile
hiicreleri  6ldiirmedigi ve hiicre oOliimiinde farkli mekanizmalarin da rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir'*'. Bu mekanizmalar ise immunojenik 6lim ve
vaskiiler hasar temeline dayandirilmistir. Hayvan tiimor modellerinde ve insan
xenograft tiimdér modellerinde yapilan ¢alismalarda 10 Gy ve iizere iR uygulandiginda,
timor igerisinde fonksiyon gosteren vaskiiler yapilarin RT sonrasi saatler icerisinde
fonksiyonunu kaybettigi gézlemlenmistir. Bu durumun muhtemel ani endotel hasar1

ve apoptozisi sonrasi zaten oldukga kirilgan olan tiimdr damar yapisinin islememeye
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baslamasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir'?. Calismalar ayn1 zamanda 10 Gy ve
iizeri dozlarda endotel hiicre membraninda asit sfingomyelinaz (ASMase) aktivitesinin
artmas1 sonucunda olusan seramidin, artmis bcl2 ve bax proteinleri ile mitokondrial
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Daha yiliksek dozlarda (>17 Gy) ise seramid,
seramid sentaz yolag1 {lizerinden olusturularak apoptozis yolagi indiiklenir!?,
Calismamizda 10 Gy kolunda goriilen zayif aSMA boyanmasi, bahsedilen yiksek
endotel hasari ile iligkilendirildi.

Literatiirde doz hizi RT protokollerinde en az standardizasyona sahip RT
parametresidir. Bu durum muhtemelen, daha once de bahsedildigi tizere klinikte
kullanilan farkli eksternal RT doz hizlarinin muhtemelen biyolojik bir farkliliga yol
acmayacagl diislincesinden kaynaklanmaktadir. Protokollerdeki doz hizinin
semalarmin belirsizligi, daha 6nceki doz ve fraksinasyon calismalarindaki celigkili
sonuglarin sebeplerinden biri olabilir. Bu tez calismasi doz hizinin standardize

edilmesine dikkat ¢ekilmesi agisindan da 6nemli bir adimdir.
5.1 Kisithhiklar

“RT’de farkli doz hizlarmin, TMQ {tizerine farkli etkileri vardir.” hipotezi ile
yola ¢iktigimiz ¢alismamizda, klinikte sik kullanilan ii¢ farkli doz hizinin TMC
tizerinde farkli etkilere yol agmadigini gosterdik. Ancak c¢alismamizin bazi
kisitliliklart meveuttur. Oncelikle, calismamizda klinigimizde ulasilabilir en yiiksek
doz hizi olan 14 Gy/dk yiiksek doz hiz1 segenegi olarak kullanilmistir. Calismamizda
kullandigimiz doz hiz1 skalasinda TMC’de anlamli degisiklik elde edilmemis olsa da
bu durum daha yiiksek doz hizlarinda da degisiklik olmayacagi anlamina
gelmemektedir. Calismamiz 14 Gy’dk’ya kadar olan doz hizinda yapilan
degisikliklerin TMC’de farklilik yaratmayacagini ispatlamaktadir. Gilinimiiz
teknolojisinde FFF 1sin demetleri ile 25 Gy/dk’ya kadar doz hizlar1 elde
edilebilmektedir. Bu nedenle bu doz hizlarinda yapilacak daha fazla ¢alismaya ihtiyag
vardir.

Calisgmamizda yiliksek immdinojenite gostermesi ve diisiik o/ oranma sahip
olmasi nedeni ile malign melanom hiicre hatt1 kullanilmistir. Doz hiz1 etkilerinin timér

tipine gore degisiklik gdsterebildigi literatiirde ispatlanmistir. Bizim c¢alismamizda
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sadece tek bir hiicre serisi i¢in sinjenik tiimér modeli olusturulmustur bu nedenle
sonuglar bu sinirlarda degerlendirilmelidir.

Calisgmamizda sinirli harcama biitgesi nedeni ile TMC sadece histomorfolojik
olarak incelenmistir. Akim sitometri gibi hiicre tipleri ve sayilarmin o6l¢iilebildigi
sistemler ile TMC hiicreleri daha ayrintili degerlendirilebilir. Mevcut analizler ile
farkli doz hizlarinin TMC iizerine farkl etkilerinin oldugu gésterilmedi bu nedenle de
immiinoterapilerle eszamanli kullanimda tercih edilecek doz hizi ile ilgili bir 6neride
bulunulmamastir.

Yine c¢alismamizda sadece RT ile indiikklenen TMC degisikliklerine
bakilmistir, es zamanli immiinoterapiler ile daha farkli bir TMC dinamigi elde
edilebilir. Bu sebeple benzer bir ¢alisma tasariminda eszamanli immdunoterapiler ile
yiiksek doz hizli RT’nin ve hatta ¢ok yiiksek hizli FLASH-RT gibi tekniklerin TMC

tizerindeki muhtemel farkli etkileri ¢aligilmalidir.
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SONUC ve ONERILER

Diisiik doz (2 Gy) ve ylksek doz (10 Gy) RT’nin, tiimor boyutu ve TMC
histomorfolojisi lizerinde farkl: etkileri g6zlendi. Yiksek doz RT alan kolda,
daha kicguk tumor boyutu (p<0.01), TMC’de kanser hiicrelerinde azalmis
mitoz (p=0.01) ve artmis pleomorfizm (p<0.01) vardi. Ylksek doz RT kolunda
vaskiiler yapilarin duvarinda incelme ve aSMA ile zayif boyanma mevcuttu.
Yiiksek ve diisiik doz alan kollardaki DNA hasar miktar1 benzerdi (p=0.65).
Malign melanom tiimoér modelinde, 1 Gy/dk ve 14 Gy/dk arasi doz hizi
degisiminin tedavi sonu timd&r boyutu, kan mononukleer hiicrelerde DNA kirik
miktar1 ve TM( {izerinde bir degisiklige yol agmadig1 gosterildi.
Calismamizda kullanilan doz hizi araliklarinda, klinikte kullanilan FFF
demetlerinin tedavilerde yikici bir biyolojik sonuca sebep olmayacagi goriildii.
Deneylerimizde VMAT teknigi kullanilmamis olsa da benzer doz hiz1
skalasinda VMAT tedavilerinin de biyolojik yikici1 bir etkiye sebep olmayacagi
ongorulebilir.

Doz hiz1, gegmiste sadece brakiterapi i¢in yaygin kullanilan bir degisken olsa
da glnimizde ylksek teknoloji lineer akseleratorler ile yiiksek doz hizlarma
c¢ikmak miimkiindiir. Bu nedenle, protokollerde atlanan ve standardize
edilmeyen bir tedavi degiskeni olmaktan ¢ikmalidir.

Calismamizda farkli doz hizlarinin TMC iizerine benzer etkiler yaptigi
goruldigii igin eszamanli immdinoterapiler ile en optimal sonucu elde
edebilecek doz hizi semasi 6nerisinde bulunulamadi. Eszamanli tedaviler ile

doz hiz1 etkilerini incelemek i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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