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OZET

Kanser hastalarinda morbidite ve mortalitenin hala en 6nemli nedeni olan beyin
metastazlarinda, tiimdr hiicrelerinin immiin supresif 6zellikleri ve gelistirdikleri direng
mekanizmalar1 nedeniyle bu tiimoérlerin lokal kontrol basari oranlar1 diismektedir.
Stereotaktik radyocerrahinin beyin metastazlarinda ve primer beyin tiimorlerinde,
immiin yanitt ve timor mikrogevresini diizenlemede etkili oldugu artik bilinen bir
gercektir ancak hipofraksiyone radyocerrahinin beyin metastazlarinda immiin sistem
lizerine etkisi tlizerine yeterli bilgi yoktur. Ayrica, farkli kanser tiirlerinde tedaviye
diren¢ olusumunda rolleri kanitlanan 1s1 sok proteinleri ve Hippo yolaginin, beyin
metastazlarinda radyasyon ile iliskisini ve farkli radyocerrahi doz ve
fraksiyonasyonlarinin bu molekiiller iizerine etkisini arastiran ¢aligmalar kisitlidir.

Bu amagla B16F10 fare melanoma hiicre serisi ile C57BL/6J farelerde beyin metastazi
modeli olusturduk. Fareleri kontrol ve Gamma Knife ile farkli doz ve fraksiyonlarda
(15Gy, 3x7Gy, 5x5Gy) tedavi edilmek iizere dort gruba ayirdik. Her grupta sagkalim
siirelerini 6lgtiik. Oliim sonrasi sakrifiye edilen beyinden saglam ve tiimérlii dokular
ayrildiktan sonra tiimorlii dokulardan immiinohistokimya ile radyasyona direng ile
iligkisini ve farkli radyocerrahi tedavi semalarinin bu molekiiller {izerine etkisini
degerlendirmek i¢in HSP90 ve YAP1 diizeylerini 6l¢tiik. ELISA ile tiimdrlii ve saglikli
beyin dokularinda immiin yanit1 degerlendirmek i¢in CCL4 ve IL-17A seviyelerini
analiz ettik. Toplanan tiim verileri istatiksel agidan karsilastirdik.

15 Gy dozunda Gamma Knife tedavisi uygulanan grupta en fazla olmak iizere tedavi
alan gruplar ile kontrol grubu arasinda sagkalimda anlamli fark saptadik.
Immiinohistokimyasal analizde HSP90 ve YAPI1 diizeyleri igin gruplar arasinda;
ELISA ile de, CCL4 ve IL-17A diizeyleri i¢in gruplar arasinda ve her grupta saglikli
beyin dokusu ve tiimdér dokusu arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark tespit
etmedik.

Stereotaktik radyocerrahinin immiin yanit lizerine etkinligi kanitlanmig olsa da,
ozellikle beyin metastazlarindaki radyasyona diren¢ mekanizmalarinin iistesinden
gelmek icin, radyocerrahinin etkin ve giivenilir doz ve fraksiyonasyonlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu baglamda c¢alismamizin, ileriki c¢aligmalara yol
gosterici olacagini umuyoruz.

Anahtar kelimeler: gamma knife radyocerrahi, HSP90, YAP1, radyasyona direng,
immiin cevap
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SUMMARY

In brain metastases, which is still the most important cause of morbidity and mortality
in cancer patients, local tumor control rates decrease due to the immunosuppressive
properties of tumor cells and their resistance mechanisms. It is now known that
stereotactic radiosurgery is effective for brain metastases and primary brain tumors, in
regulating the immune response and tumor microenvironment, but there is not enough
information on the effect of hypofractionated radiosurgery on the immune system in
brain metastases. In addition, studies investigating the relationship of heat shock
proteins and Hippo pathway, which have proven roles in the formation of resistance to
treatment in different cancer types, with radiation in brain metastases, and the effects
of different radiosurgical doses and fractions on these molecules are limited.

For this purpose, we created a brain metastasis model in C57BL/6J mice with the
B16F10 murine melanoma cell line. We divided mice into four groups; control and to
be treated with Gamma Knife at different doses and fractions (15Gy, 3x7Gy, 5x5Gy).
We measured survival times in each group. After separating healthy and tumor tissues
from postmortem sacrified brain, we measured HSP90 and YAP1 levels from tumor
tissues to evaluate their relationship with radiation resistance and the effect of different
radiosurgical treatment schemes on these molecules by immunohistochemistry. We
analyzed CCL4 and IL-17A levels to assess the immune response in tumor and healthy
brain tissues by ELISA. We compared all collected data statistically.

We found a significant difference in survival between the groups that received the
treatment and the control group, the highest in the group that received 15 Gy Gamma
Knife treatment. We did not detect a statistically significant difference in
immunohistochemical analysis, between groups for HSP90 and YAP1 levels; with
ELISA, between groups for CCL4 and IL-17A levels, and between healthy brain tissue
and tumor tissue in each group.

Although the effectiveness of stereotactic radiosurgery on immune response has been
proven, effective and reliable doses and fractions of radiosurgery need to be
determined, especially in order to overcome the radiation resistance mechanisms in
brain metastases. In this context, we hope that our study will guide further studies.

Keywords: gamma knife radiosurgery, HSP90, YAPI, radioresistance, immune
response
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, gelismis iilkelerin halen kardiyak nedenlerden sonra 6liim istatistiklerinde
ikinci sirada yer alan ve yasami tehdit eden bir hastalik olup metastazlar kansere bagl
morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebidir [1, 2]. Beyin metastazlar ise
eriskinlerde goriilen en sik intrakraniyal tiimor olmasmin yani sira [6,7] ¢ogu
kemoterapi ajanin kan beyin bariyerini gecememesi [1,4], lezyonun direk etkisi veya
tedaviye sekonder biligsel fonksiyonlar1 ve yasam kalitesini kotiilestirmesi nedeniyle
[6] 6nemli ve tedavisi gii¢ bir sorun olmaya devam etmektedir. Tiim tedavilere ragmen
ortalama yasam siiresi 26-32 haftadir [2]. Tedavi secenekleri cerrahi, kemoterapi, tiim
beyin radyoterapi (TBRT), stereotaktik radyocerrahi (SRC), immiinomodiilatorler ve
bunlarin kombinasyonlarini icermektedir [30]. Yasam beklentisi 3 aydan az olmayan
hastalarda cerrahi rezeksiyon veya stereotaktik radyocerrahi gibi lokal agresif tedaviler
onerilmektedir.  Cerrahinin uygun olmadig1 derin yerlesimi lezyonlara
uygulanabilmesi, minimal invaziv, tekrarlanabilir olmasi, ayn1 seansta birden fazla
lezyona uygulanabilmesi ve TBRT’ye gore biligsel fonksiyonlarda ¢ok daha az
kotiilesme yapmasi nedeniyle SRC, glinlimiizde yaygin olarak kullanilan bir tedavi

yontemi olmustur [2, 138, 163].

Kanserin molekiiler biyolojisi ve biyokimyas1 hakkinda edinilen bilgiler ve gelismeler
ile timor ve metastaz olusum siireci aydinlatilmakta ve bu siiregte gorev alan hedef
biyomolekiiller ve yolaklarin tespit edilmesi ile tedavi yontemleri gelismektedir. [32,
33]. Yeni ve etkin tedavi arayislar1 neticesinde, onkojenik sinyal yolaklar1 konusunda
bilgiler artmis, kanser tedavisinde immiin yanitin ve tiimor mikrogevresinin dnemi,
radyasyonun etki mekanizmalar1 daha iyi anlagilmistir. Bu geligsmeler ayn1 zamanda
timor hiicrelerinin radyasyon ve kemoterapiye nasil direng gelistirebildikleri

konusunda da bilgi sahibi olmamizi saglamistir [38, 201, 266].

Radyoterapi, kanser hastalarinin genel sagkalimini ve yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide
iyilestirmis olsa da, radyorezistans nedeniyle etkinligi, 6nemli sayida kanser
hastasinda hala belirgin sekilde smirlandirilmistir ve bu da tedavinin basarisiz

olmasina neden olmaktadir. Kanser hastalarinda kemoterapi ve radyoterapiye direng



gelisiminde rol alan farkli birgok mekanizma ve molekiil tanimlanmistir. Bunlar
igerisinde Hippo yolagi ve 1s1 sok proteinleri (HSP’ler) de 6nemli bir yer tutmakta ve
kanser tedavisinde umut vadeden bir ¢calisma alan1 olmaya devam etmektedir. Hiicre
ve organ biiylimesini, hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini diizenleyen Hippo
yolaginin, ayn1 zamanda tiimor olusum siirecindeki onkojenik yolaklar ve tedavilere
direng olusumunda da rolii mevcuttur. Bu yolagin diizenlenmesindeki sorunlarin,
bircok kanserin progresyonunda onemli bir rol oynadigr bilinmektedir. Hippo
yolaginin temel efektorii olan Yes iliskili proteinin (YAPI1), tedaviye direng
gelisiminde rol oynamakta ayrica kanser tedavisi ve prognozu i¢in bir belirte¢ olarak
kabul edilmektedir [280-285]. HSP’ler ise radyasyon gibi stres etkenleriyle uyarilan
bir protein ailesi olup, hedef proteinlerin (onkogenler gibi); dogru katlanmasinda,
translokasyonunda, kararli yapilarinin korunmasinda molekiiler saperonlar olarak
islev goriirler. Ozellikle yiiksek HSP90 ekspresyonu, malignite olmak iizere birgok
patolojik durumda gozlenmekte, kotii prognoz ve tedaviye direng ile

iliskilendirilmektedir [297, 309].

YAP1 ve HSP90 kemoterapiye ve radyoterapiye diren¢ olusturdugunu gdsteren giiclii
kanitlar olmakla birlikte, bu proteinler i¢in farkli ve etkin radyasyon doz-fraksiyon
semalarinin radyo-direng ile ilgili iliskisini gosteren yeterli ¢alisma yoktur. Bu nedenle
calismamizda farkli radyasyon doz ve fraksiyonasyonlarinin, HSP90 ve YAP1 iizerine
etkisini arastirarak; radyasyona diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelmeyi
amacglayan, daha etkin, ve ileriki caligmalara yol gostereci bir tedavi semasi
olusturmay1 amagcladik. Bu amagla B16F10 fare melanoma hiicre serisi ile beyin
metastazi modeli olusturularak, farkli Gamma Knife tedavi protokollerini inceleyerek
bunlarin radyasyon direncine olan etkisini arastirdik. Hipofraksiyone radyocerrahi
tedavisinin YAP1 ve HSP90 diizeylerinde azalmaya neden olabilecegi ve timor

hiicrelerininde radyasyona duyarlilig1 artiracagi dngoriildi.



2. BEYIN METASTAZI

2.1 Genel Bilgiler

Kanser, gelismis tilkelerin halen kardiyak nedenlerden sonra dliim istatistiklerinde
ikinci sirada yer alan ve yasami tehdit eden bir hastalik olup metastazlar kansere bagh
morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebidir [1, 2]. Kanser hastalarinin yaklasik iigte
birinde beyne metastaz oldugu goriilmektedir [3]. Beyin metastazi (BM)
insidansindaki artisin nedeni; malignite hastalarinda gelisen sistemik tedaviler ile
yasam siiresinin uzamasi, yayginlasan tani testleri, kullanilan kemoterapi ilaglarinin
kan beyin bariyerini (KBB) gecememeleri ve bu ilaglarin bazilarinin bu engeli gecici
olarak bozmalar1 sonucunda malign hiicrelerin beyne yerlesmesi olarak diisiiniilebilir
[1, 4]. Beyin metastazi; santral sinir sistemi (SSS) disindan kaynaklanan kanser hiicre
veya hiicrelerinin ¢gogunlukla hematojen yayilim olmak tizere lenfatik ya da komsuluk
yoluyla intrakraniyal yayilim yaparak tlimoral lezyon olusturmasi olarak
tanimlanabilir [5]. Beyin metastazlar1 yetiskinlerde en sik goriilen intrakranial
tiimorlerdir ve primer SSS tiimorlerinden yaklasik 10 kat fazla goriilmektedir [6,7].
Intrakranial metastazlarda kalvaryuma, leptomeninkslere yayilim olabildigi gibi en sik
olarak parankimal yayilim goriiliir [1, 8]. Parankimal metazlarin %80-85’1
serebrumda, %10-151 serebellumda ve %3-5’1 ise beyin sapinda goriilmektedir [6, 9].
Beklenen hayatta kalma siiresi tanidan sonra herhangi bir tedavi olmaksizin yaklagik
1 aydir. Her ne kadar beyin metastazina neden olan kanser tipine gore farklilik gosterse
de, hastalarin yagam siireleri; maksimum agresif tedavilere ragmen 12 aydan azdir [2].
Hastalarin ¢cogu bas agrisi, fokal giigsiizliik veya uyusukluk, biligssel bozukluk veya

ndbet gibi norolojik semptomlarla bagvurur [6].

SSS metastazlari, gogu konvansiyonel kemoterapinin KBB’ye niifuz etme kabiliyeti
siirli oldugundan, cerrahi veya radyoterapotik segenekler dahil olmak iizere siklikla
fokal tedavi gerektirir. Bu hastalarda metastatik beyin tiimoriiniin tedavisinin temel

amact, beyindeki hastaligi kontrol altina almak, norolojik hastaliktan 6liimii 6nlemek



ve tatmin edici bir yasam kalitesi saglamaktir [2]. Bununla birlikte, beyin
metastazlarinin farmakolojik tedavisi, molekiiler ve genomik timor profiline dayali
immiinoterapilerin ve hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle son yillarda

gelisme gostermektedir.

Intrakranial metastaz saptanan eriskin hastalarda en sik gériilen primer malignite
akciger kanseridir. Bunun disinda meme, malign melanom, renal ve gastrointestinal
sistem maligniteleri beyne sik metastaz yaparlar [6]. Meme kanseri, jinekolojik ve
gastrointestinal sistem malignitelerine bagli BM’ler genelde tek lezyon goriilmektedir.
Renal hiicreli karsinom ve malign melanom daha sik olmak iizere tiroid papiller

karsinomu ve akciger kanseri hemorajik metastaz yapma egilimindedir [5, 10-12].

2.2 Epidemiyoloji

Erigkin sistemik kanserli hastalarin yaklasik 9%20-40’1nda hastalifin seyri boyunca
beyin metastazi gelisme olasiligi vardir, otopsi serilerinde ise bu oran daha da
artmaktadir [6, 13-15]. Beyin metastazlarinin sikligina iliskin yayinlanmis veriler
bliyiik farkliliklar gostermektedir. Son yillarda, bildirilen beyin metastazi sikligi, bir
artis eg8ilimine girmistir, ancak bu egilimin beyin metastazlarinin insidansindaki
gercek bir artistan m1 yoksa daha dogru raporlamadan m1 kaynaklandigi da belirsizdir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar, hastalifin ciddiyetini, tedavideki ilerlemelerin etkisini
anlamak ve kaynaklarin uygun sekilde kullanilmasini saglamak i¢in énemlidir [16].
Beyin metastazlarinin insidansin etkileyen ana faktor, primer tiimoriin histolojisidir.
Primer kanserin sikligmmi ve tipini etkiledigi icin yasla beraber beyin metastazi
insidans1 artmaktadir, cinsiyet dagilimunda ise anlamli bir fark bulunmamistir.
Ortalama yasam siiresi, esas olarak primer tiimore (alt) tipine, metastaz sayisina,
ekstrakraniyal diger yayilimlara bagli olarak degismekle birlikte yaklasik 4 ila 14 aydir
[17,18]. 5 yillik ortalama sagkalim orani ise sadece %2.4'tlir [19].

Yapilan bir ¢alismada BM yillik insidanst 100.000°de 7-14 kisi olarak saptanmistir
[1]. BM insidansi yasla beraber artmakta; 25 yas altinda insidans 100.000°de 1’den az
iken, 60 yas lstlindeinsidans 100.000’de 30°dan yukar1 ¢ikar [20]. Primer malignite ve
histolojik tipi de BM olusma riski ve metastaz paterni ile dogrudan iliskilidir. Kii¢lik
hiicreli akciger karsinomu (KHAK), malign melanom, koryokarsinom ve diger germ
hiicreli tiimorlerde BM olasiligi en yiiksek iken; meme kanseri, kiigiik hiicreli dist

akciger karsinomu (KHDAK), renal karsinom gibi tiimorlerde BM riski orta diizeyde,
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prostat karsinomu, gastrointestinal sistem kanserleri, over kanserleri, tiroid kanserleri
ve sarkomlarda ise risk gorece daha diisiiktir. BM’ler %50-60 akciger, %15-20
meme, %5-10 deri ve %4-6 gastrointestinal sistem kaynaklidir [6, 21]. Bununla
birlikte histopatolojik olarak metastaz tanisi alan hastalarin %15’inde malignite
kaynaginin saptanilamadig1 gosterilmistir [6]. Kanser hastalarinin %4 ila %15'inde
‘karsinomatozis menenjitis’ olarak isimlendirilen BOS yayilimi da olabilmektedir.
Cocuklarda beyne metastaz goriilme olasiligi %6-10 oraninda saptanmistir.
Losemiden koken alan metastazlar en sik olarak goriilmekteyken, lenfomalar ikinci
siradadir, germ hiicreli tiimorler, rabdomyosarkom, osteojenik sarkomda da
cocuklarda beyne metastaz goriilebilir [22, 23]. Cogu kanser hastasinda beyin
metastazlar1 ge¢ evre bulgusudur. Kanser hastalarinin yalnizca kii¢iik bir oraninin
(%1.7), primer kanser teshisi sirasinda senkron (es zamanli) BM ile basvurdugu
gosterilmistir. Bunlar icinde de en fazla senkron metastaz goriilenler; KHAK (%15,1)
ve KHDAK dir (%10,7) [24]. Primer timdr tipine gore beyin metastazi insidansiyla
ilgili veriler asagida mevcuttur ( Tablo 2.1).

Tablo 2.1 : Primer tiimor tipi, klinik olarak tespit edilen beyin metastazlarinin

ylizdesi [3].
Primer kanser Toplam m?tea};itl;m % Iyl igilgﬂe tani %
Akciger 938 156 17 142 91
Meme 802 42 5.2 8 19
Melanom 150 12 8 6 50
Renal hiicreli 114 56 10.5 6 50
Kolorektal 720 10 1.4 4 40
Toplam 2724 232 8.5 166 71.6

Geligmis nérogdriintiileme teknikleri ve uzun siireli sagkalim ile sonug¢lanan sistemik
kanser tedavileri nedeniyle BM’lerin insidansi artmaktadir. Kesin insidans
bilinmemekle birlikte, insidans oranlari; primer timor tipine, farkli alt tiplerine gore
bliyiik ol¢tiide degismektedir. Ayrica, farkli timor ve timor alt tiplerine bagli; beyin
metastazlarinin sayisi, lokalizasyonu ve olusumu icin gecen siire degiskenlik gosterir.
Altta yatan hastaliin prognozu tedaviye karar vermede kritik bir faktor oldugundan,

epidemiyolojik verileri bilmek tedaviyi sekillendirmede yol gosterecektir.



2.3 Histopatoloji ve Molekiiler Mekanizmalar

Timor hiicrelerinin genetik heterojenitesi nedeniyle, metastaz olusturma kabiliyeti ve
thtimali de degiskendir. Primer kanser dokusunun stromal yapilanmasini asan
neoplastik hiicreler; hipoksi, yetersiz enerji kaynagi, hipoperflizyon, immiin sistemi
gibi gevresel zorluklara ragmen uzak bolgelere metastaz yapabilirler [15, 25, 26].
Intrakranial metastazlarda en sik gériilen yayilim mekanizmasi, hematojen yayilim
olup arteryel sistem ile gergeklesir, daha az oranda direkt invazyon yoluyla da
meydana gelebilir [27]. SSS’nin direkt invazyonu tipik olarak perindral veya
perivaskiiler ekstansiyon ile ortaya c¢ikan, ¢ogunlukla primer bas ve boyun
tiimorlerinin tercih ettigi yayilma yoludur. Metastazlar arteriyel sulama alani kesisim
bolgeleri olan ‘watershed’ alanlarda, gri-beyaz cevher bileskesindeki subkortikal
alanlarda yerlesirler. Ozellikle orta ve arka serebral arterlerin karistig1 bolgelerle, 6n
ve orta serebral arterlerin beslenmesinin karisti1 bolgelere daha sik yerlesirler. Emboli
gibi neoplastik hiicreler de ¢api kiiciilen kapiller yataga takilarak invazyona baslar [9,
27]. Invazyon sonucu metastatik hiicreler KBB’yi bozarak parankim igerisine yerlesir.
Pelvik ve gastrointestinal sistem kaynakli tiimorler genel olarak Batson pleksusu

yoluyla posterior fossaya metastaz yapma egilimindedir [6].

BM’lerin makroskopik 0Ozelliklerine bakildiginda c¢ogunlukla diizgiin smirli,
‘watershed’ alanlara invazyon gosterdigi i¢in de korteks-subkorteks ayrimina yerlesen
cevre parankimde kitle boyutuna oranla daha genis bir 6dem alaninin izlendigi
lezyonlar olarak goriilmektedir [12]. Cevre parankimle olan makroskopik ayrimi
cogunlukla histopatolojik incelemelerde de ayni1 sekilde goriilmekte ve normal tiimoral
doku ayrimi net smirlar dahilinde olmaktadir. Patolojik incelemelerde, BM’ler orjin
aldig1 kanserin histolojik 6zelliklerini gostermisinin yani sira santralinde genelde
nekroz alani goriilmektedir [28]. Beyin parankimini tek hiicresel diizeyde infiltre
etmek yerine, Virchow-Robin bosluklarini hiicresel gruplar halinde infiltre ederek,
noroglial doku destriiksiyonu ile birlikte gliozis, inflamasyon ve mikrovaskiiler
proliferasyon gibi reaktif degisikliklere neden olurlar [12,28]. Immunohistokimyasal
incelemelerde de, metastatik lezyonlar genellikle koken aldiklart primer tiimorlere

benzer 6zellikler gosterir [12].
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yumusak beyin dokusunun yeni olusumlar i¢in besleyici bir zemin hazirladigini"
diyerek belirtmistir [29]. Takip eden yilda Stephen Paget, beyin metastazlarinin
olusumunun rastgele olmadigini; tiimdr hiicrelerinin (tohum), belirli dokulara (toprak)
yerlestigini  “tohum-toprak” hipoteziyle savunmustur [30]. Bu hipoteze gore
neoplaziler farkli karakterdeki hiicrelerin heterojen alt gruplarindan olugmaktadir,
sadece belli hiicre alt gruplar1 hayatta kalma, ¢ogalma ,invazyon ve goc¢ kabiliyetine
sahiptir. Kolonizasyon ise bu hiicre gruplarinin hedef organdaki mikrogevreyle olan

iletisimine baghdir [30, 31]. (Sekil 2.1)

Tumébr
olusumunun

primer bilgesi
“tohum”

Serebral kapiller
yataga yapisma
ve ekiravazasyon

Beyin parankimi “toprak”
KR!QHH.MQH.EE:;GgaIma

Sekil 2.1 : Beyin metastazi olusum siirecinin gematizasyonu [33].

Cok asamal1 karsinogenez modelinde; ilk olarak onkojenik degisimlere bagl hiicre-
tiimor doniisiimi baslar. Bu degisimler; tipik olarak tiimor supresyonunu diizenleyen
DNA alanlarindaki metilasyona yol acan karsinojenler tarafindan olusturulan
mutasyonlardir. ikinci olarak spesifik kanser hiicre yolaklari ile tiimér gelisimi devam
eder, mikrogevresel faktorlere bagli malign doniisiim olur ve son olarak metastatik
siire¢ baslar. Bir metastazin gelisebilmesi i¢in malign hiicrelerinin primer lezyondan
ayrilip, ¢evre dokuya invazyonu ile baglayan segici, ardisik ve karmasik bir dizi siireci
tamamlamas1 gerekmektedir. Bu siireci kisaca migrasyon ve kolonizasyon olarak
ayirabiliriz [32]. Migrasyon siireci malign hiicrelerin daha gecgirgen olan tiimoral
damar endotelleri yoluyla kan dolasimina gegisi (intravazasyon); dolagim sisteminde
immiin sistemden ve mekanik etkilerden kacarak beyne kadar wulagmasi
(disseminasyon); beyin mikrodamarlarinda endotel hiicrelerine adezyonu ve

perikapiller alana gegisi (ekstravazasyon) igerir (Sekil 2.2).



Primer timor bolgesi : —
’,-f.ﬁ. ,rﬂcﬁ ™ Tamar hiicresi ‘ Tumar iligkili
" (€TC) 7 taktbrier
- Kanda dolasan :

e serbest tiimar Makrofaj @ Eksozom
o DNA'sH
4 Tlenfosit =" Kapiller
@ <
“ AL 1 integrinler
— * Platelet &
g e y i@, Epitel @, Endotel
. mtra'u'a[as'\fﬂn

Dolasim * 'fm -
* Ekstravazasyon -
Premetastatik nig

Sekil 2.2 : Beyin metastazi olusum siireci ve hiicreler [35]. (diizenleme yapilmistir)
2.3.1 Epitelyal mezenkimal gecis

Metastaz siirecinin kavramsallastirilmasinda biiyiik bir ilerleme, ilk olarak Elizabeth
Hay tarafindan metastatik kaskadin ilk asamasi (intravazasyon) icin gerekli olan
hiicresel fenotiplerin farkina varilmasiyla ve bu agamay1 epitelyal mezenkimal gecis
(EMG) olarak adlandirmasi ile olmustur [34]. Bu siireci baslatan uyarilar, ¢esitli gen
mutasyonlar1 ve bilyiime faktorleri olabilir [25]. Oncelikle epitelyal hiicrelerden
(kanser kok hiicresi) transkripsiyon faktorlerinin salimimi ile baglar ve bdylelikle
epitelyal hiicreler; ¢evre dokulara invazyon ve yayilim kabiliyeti olan, proliferatif
sinyalleri ve anjiyogenezi uyarma o6zelligi olan, apoptozise ve hiicre ¢ogalmasini
inhibe eden faktorlere kars1 dirence sahip, siirekli boliinebilen mezenkimal tiirevlerine

dontstir [25, 33]. (Sekil 2.3)

Kanser hiicreleri yiiksek hiicresel proliferasyonu siirdiirmek i¢in belirli onkogenleri
degistirir ve diizenler (Tablo 2.2). Ras geni buna 6rnektir. Ras mutasyonu, tiim insan
tiimorlerinin yaklasik %30'unda meydana gelmektedir. Ras genindeki bir mutasyon,
MAP kinaz yolunu etkiler ve ¢esitli hiicre tiplerinde hiicresel proliferasyonda ciddi bir
artis saglar. Diger bir 6rnek PI3-kinaz (fosfotidil inozitol-3 kinaz) yoludur. PI3-kinaz

yolu i¢indeki genlerdeki mutasyonlar, yiiksek hiicresel proliferasyona ve apoptozise
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dirence neden olur. Protein 53 (p53) gibi tiimor supresdr genlerdeki mutasyonlar
sayesinde ise hasarli hiicre cogalmaya devam eder [33]. Tiimor hiicreleri antiapoptotik
diizenleyicilerin artmis ekspresyonu (Bcl-2, Bcl-xL) ve proapoptotik faktorlerin (Bax,
Bim ve Puma) azalmis iiretimi ile apoptozise diren¢ olustururlar [32, 33]. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu, telomeraz iiretiminde artis gibi genetik
mutasyonlar ile de hayatta kalma kabiliyetlerini artirirlar [25]. EMG asamasinda timor
bliylime faktorii beta (TGFB) epidermal biiyiime faktorii (EGF), hepatosit biiylime
faktorii (HGF), insulin benzeri biiylime faktorii (IGF), fibroblast biiylime faktorii
(FGF) salinimi; ZEB1/2, SNAIL, SLUG, TWIST]1 gibi transkripsiyon faktorleri; Wnt,
PI3k/AKT, Hedgehog yolaklar1 ve Notch sinyal ailesi biiylik rol oynamaktadir [25, 32,
33, 35, 36]. TGFP ayrica fibronektin ve vimentin ekspresyonunu artirir [25]. TWIST1
meme epitelyal karsinom hiicre ekstravazasyonu i¢in kritiktir ve ¢ok sayida kanser i¢in

metastatik kapasite ile iligskilendirilmistir [37].

, Embriyo gelisimi + Metastaz
s Fibrozis

BTG | B

| EMT-TFs: SNAIL, TWIST, ZEB

EpitE|','3| e ! Coll signabng: TGFf, FGF EGF HGF!_P Mezenkimal
", miRNA: miR-200, miR-34 —

¥ Yaraiyilesmesi

Bazal membran

Wiezecimal epitelyal gegt T

+ Organformasyonu s Matastatik kalanizasyon
+ Epitelyal homeostaz  + (S'lerin programlanmasi

Sekil 2.3 : Beyin metastazi siirecinde epitelyal (E)-mezenkimal (M) gecisin
molekiilar mekanizmasi [36].



Tablo 2.2 : Artmig metastaz potansiyeli ile iligkili genler [33].

Genler Primer Kanser Rolii ve etkisi OMIM Kromozom
numarasit lokasyonu
Morfogenez sirasinda aktin hiicre
RHoC ~ Melanom iskeletinin yeniden sekillenmesini 165380 1p21-p13
diizenler. Tiimdr hiicre invazyonunda rol
oynar.
Meme. bas ve bovun Hiicre-matriks yapigmasi ve fokal
LOX kanserieris YU adezyon kinaz aktivitesi yoluyla hipoksik 153455 5q23.1-23.2
kanser hiicrelerinin invazyonunu arttirir.
Anjiyogenik bilytime faktéridiir,
Akciger. meme Inhibisyonu ile beyin metastazi
VEGF melar%on’q kolor; olusumunu azaltir; kan damari 192240 6p21.1
’ olusumunu ve hiicre cogalmasini azaltir;
apoptozu artirir.
CSF1 ~ Meme, akcigier Makrofaj proliferasyonunu ve ardindan 0455 1135
biiyiime faktorlerinin salinimini uyarir.
Matriks yeniden sekillenmesinde, hiicre
IDI Meme, akciger i¢i sinyallesme ve anjiyogenezde rol 600349 20q11.21
oynar.
Meme. Gastrik E-kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonu
Rab do’mi osarlzom kaybina neden olur, mezenkimal
TWISTI melanomy > Dbelirtecleri aktive eder ve epiyelyal- 601622 7p21.1
headl toseﬁ"ler mezenkimal gegisi uyararak hiicre
p 4 hareketliligini indiikler.
Mitogenez, morfogenez ve
MET Renal hiicreli kanser  motogenezden gibi ¢esitli biyolojik 164860 7q31.2
aktiviteleri etkiler.
Kolorektal, meme, . .
MMP-9 melanom, Hiicre dis1 matriks bozulmasi, doku 120361 20q13.12
Kondrosarkom yeniden sekillenmesi.
NEDD9Y9 Melanom Metastatik potansiyelin kazanilmasi. 602265 6p24.2
Beyin metastazi icin WNT yolaginda
LEFI Akciger transkripsiyonel efektor; kolonizasyonu 153254 4925
azaltir; in vitro invazyonu azaltir.
Homeobox gen ailesi; embriyonik
HOXB9 Akciger, meme segmentasyon i¢in kritik; in vivo beyin = 142964 17q21.32
metastazini engellemektedir.
Embriyonik gelisimde nemli bir rol
BMP4  Akciger, kolorektal oynar ve epitelyal-mezenkimal gecisin 112262 14g22.2
onemli bir bilesenidir.
Hiicre sinyal transkripsiyon faktori,
STAT3  Melanom azalmasi beyin metastazini bastirir; in 102582 17q21.2

vivo anjiyogenezi ve in vitro hiicresel
invazyonu azaltir.

OMIM numarasi: Bu genler, protein iiriinleri ve potansiyel islevleri igin ayrintili bilgi ve referanslar saglayan Online Mendel

Kalitim Kimligi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [33].

10


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2.3.2 Tiimor stromasi ile etkilesim

Kanser hiicreleri progresyon asamasinda parakrin sinyalleri ile endotel hiicreleri,
perisitler, fibroblastlar ve 16kositler gibi ¢cevre bag dokusu hiicreleri etkilesime geger.
Bu hiicreler biiytime faktorleri, hormonlar ve tiimor proliferasyonunu destekleyen
sitokinleri salgilar [25]. Ozellikle kanser iliskili fibroblastlarin yiiksek miktarlarda
TGFB, HGF, EGF, FGF, stromal kaynakli 1a (SDF-1a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
sitokinleri eksprese ettigi bilinmektedir [38, 39]. Kanser dokusu belirli bir hacme
ulagtiktan sonra enerji ihtiyacim1  saglayabilmek ve cogalabilmek ig¢in
neovaskiilarizasyonu uyaran vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) salgilar ve

¢evre stroma hiicreleri ile iletisimi artar [38].
2.3.3 Lokal invazyon

Timor hiicrelerinin  dolasima ulasmasi i¢in endotel bazal membranini asmasi
gerekmektedir bunu temel olarak iki yolla saglar (Sekil 2.4). Birincisi, hacmi artan
timoral dokunun c¢evre bag dokusu ve endotellere yaptigi basi sonucu bazal
membranin incelmesidir. Ikincisi ise tiimdr hiicrelerinin koloni stimiile edici faktor 1
(CSF1) salgilayarak ¢evre makrofalari uyarmasidir. Uyar1 sonrast MAP kinaz yolagi
aktivasyonu saglanir, hiicreler bazal membran invazyonu ve immiiniteden kagmak
amaciyla matriks-metalloproteinaz (MMP) ile yiizeyindeki hiicre polaritesini
diizenleyen, hiicre-hiicre yapismasi i¢in araci olan adezyon molekiillerinden kurtulur
[40-42]. Bunu integrin ve aderan molekiillerdeki degisiklikle saglar; E-kaderin, N-
kaderin’e doniisiir ve hiicre hareket kabiliyeti kazanir. MMP’lar1 metastaz siirecinde
ekstraselliiler matriks (ESM) yikimindaki iglevleri iyi bilinen 20 proteolitik enzim
igeren bir komplekstir. Uretimleri, sitokin, kemokin ve tiimér hiicre yiizeyinde bulunan
ESM metalloproteinaz aktivator ile diizenlenmektedir. Aktivasyon ile ESM yikimi ve
tiimor hiicrelerinin migrasyonu hiz kazanir. MMP diizeyinin, kanserin invaziv ve
metastaz yapma Ozelligiyle ayrica kotii prognoz ile korele oldugu gosterilmistir [43-
45]. MMP-2 aktivitesinin sagkalimla ters orantili oldugu gdosterilmistir [43]. Malign
hiicreler ¢evresindeki immiin hiicrelerden salinan kemokin ve sitokinlerle, stroma ve
ESM’yi bozarak VEGF salinimini artirir ve migrasyona baglar. E-kaderin promoter
bolgesindeki deoksiriboniikleik asit (DNA) hipermetilasyonu ile ekspresyonun
bozulmasi veya tamamen ortadan kalkmasi, ¢ofgu metastatik kanserde sikca

karsilagilan bir bulgudur [42, 46].
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Kanser hiicreleri invazyon

mekanizmalarn

{1) apoptoza direng

{2) Direngli fenotipler olusturan
CSC'ler

{2) epitelyal-mezenkimal gegis

{4) mikrocevre ile etkilegimler

{5) aguaporinler

(6] genetik degisiklikler

Sekil 2.4 : Kanser hiicrelerinin invazyon mekanizmalari [33].

Integrinler, migrasyon ve invazyon da rol oynayan ekstrasselliiler matriksi hiicresel
yapiya baglayan sinyal reseptor proteinleridir. Cesitli sinyal iletim yollarin tetiklerler
ve hiicre iskeleti organizasyonunu, spesifik gen ekspresyonunu diizenler; biiyiimeyi ve
apoptozisi kontrol ederler [45]. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri lizerine yapilan
hayvan modellerinde a3p1 integrin blokajinin BM olusumunu 6nemli dl¢iide azalttigi
gosterilmistir. Ek olarak, Carbonell ve ark. tarafindan yapilan calismada 1 integrin
alt birimi blokajinin metastaz gelisimini azalttigi saptanmistir [47]. Norotrofinler
(NT'ler), bir ESM proteolitik enzimi olan heparinaz iiretimini artirarak beyin metastazi
gelismesine zemin hazirlar. Heparinaz, ESM ve KBB’deki heparin siilfat1 par¢alayan
bir enzimdir [15]. Melanomlarda tiimor-beyin arayiiziindeki NT'lerin varligi ve
BM’lerde NT p75 reseptoriiniin rolii gdsterilmistir [48]. Urokinaz tipi plazminojen
aktivator (uPA) sistemi de lokal invazyonda rol oynamaktadir. uPA, CD87 reseptoriine
baglanarak iirokinaz araciligiyla plazminojeni plazmine doniistiiriir. uPA seviyesinin
metastatik tlimorlerde fazla oldugu ve sagkalimla ters orantili oldugu gosterilmistir
[49]. Ayrica aquaporin adi verilen protein ailesi de migrasyonda Onemli rol
oynamaktadir. Beyne 6zgli meme metastazi {izerine yapilan ¢alismalarda, meme
kanserinde goriilen ve potasyum kanali ile iliskili bir gen olan KCNMAT1’in
ekspresyonun arttig1, invazivlik ve transendotelyal gegciste rol oynadigi gosterilmistir
[50]. Tiimor siipresdr ve promotor genlerin de migrasyon ve intravazasyonda 6nemi
bilinmektedir. Bunlarin en iyi bilineni 1. kromozomdaki gen KiSS1'dir. KiSS1
ekspresyonun melanom ve meme metastazini baskiladig1 goriilmiistiir [51]. (Tablo

2.3).
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Tablo 2.3 : Metastaz ve invazyonda siipresor genlere drnekler [33].

Genler Primer kanser Rolii ve etkisi OMIM Kromozom
numarasi lokasyonu
Meme, kolon, Bir histidin kinaz. Nm23, KSR'yi fosforile eder ve
melanom ERK 1/2 aktivasyonunun azalmasina neden olabilir.
NM23 Normal gelisim ve farklilagsmada rol oynadig1 156490 17921.3
goriilmektedir.
Meme, over ve prostat p38 ve Jun (JNK) kinazlarmni fosforile eden mitojenle
MKK4 aktive olan bir protein kinaz (MAPKK). 601335 17p11.2
BRMSI Meme, melanoma Gap-junction iletisiminde islev goriir. 606259 11q13.1-q13.2
Meme, melanom Metastin olarak da bilinen bir G-proteinine bagli
KiSS1 reseptor liganda. 603286 1932
Mesane, meme, Beta-katenin-reptin ve histon deasetilazlarla
akciger, pankreas ve  etkilesime girer. Kangai olarak da bilinen EGFR
KAIl (CD82)  prostat aktivitesini duyarsizlastirabilir 600623 11pl1.2
Meme, kolon, akciger, Hiicre adezyonunu etkileyen hiicre i¢ zar1 zar1
CD44 melanom, prostat glikoproteini. 107269 11pter-pl3
Melanom Faktorii Sp1 ile calisan transkripsiyonel koaktivator.
CRSP3 605042
Mesane, Meme, kolon, Ras siiper ailesinin GTP baglayici proteinleri olan
bobrek, karaciger, Rho ve Rac'in iglevini diizenler.
RHOGDI? akciger ve prostat 11pll.2
Melanom Tioredoksin inhibisyonu yoluyla ¢alisan
VDUPI transkripsiyon faktorii. 606599 121
Meme, kolon, Fokal adezyonlarda aktin filamentleri ile etkilesim
endometriyal, germ  yoluyla invazyon ve metastaza yol agan hiicre
hiicreli, bobrek, iskeleti homologu
PTEN/MMACI akciger, melanom ve 601728 10g23.31
tiroid
Renal hiicreli, Mikrotiibiil stabilitesi, oryantasyonu, timor
feokromasitoma, baskilanmasi, silia olusumu, sitokinlerin sinyal ve
VHL hemangioblastom hiicre dis1 matriks olusumunda dnemli rol oynayan  ¢0g537 3p25.3
protein iriinlerini kodlar.
Melanom Proteaz inhibitorii, agir1 ESM bozulmasini 6nlemede
TIMP2 rol oynar. 188825 17q25.3
Pankreas, kolorektal ve Transkripsiyon faktorii, TGFB'nin sinyal iletiminde
SMAD4 prostat onemli rol oynar 600993 18q21.2
RRMI Akciger Hiicre dongiisii diizenleyicisi. 180410 11p15.4
Akciger, kolon, tiroid Hiicrelerin tirozin fosfatazini, ¢cogalmasini,
PTPNII ve melanom fa“rklllasmasml, hareketliligini ve apoptozunu 176876 12q24.1
diizenler.
CDHI Gastrik, meme Hiicresel baglant1 proteinlerini yapistirir. 192090 16¢22.1
Gastrik, meme, akciger Aspartata 6zgii sistein proteazlar1 yoluyla apoptotik
CASPS ve PNET kaskadda rol oynarg 601763 2933

Tanimlar: EGFR: epidermal bilyiime faktorii; ERK: ekstraselliiler sinyal iliskili kinaz; JNK: Jun-terminal kinaz; KSR: Ras'n

kinaz baskilayicist. OMIM numarasi: Bu genler, protein {iriinleri ve potansiyel iglevleri igin ayrintili bilgi ve referanslar saglayan

Online Mendel Kalitim Kimligi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [33].
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Epitelyal mezenkimal gecis silirecine dahil olan adezyon molekiillerini ve
migrasyondan sorumlu proteinleri diizenleyen birka¢ mikroRNA mevcuttur. Ozellikle
yapimu TGFf tarafindan baskilanan miR-200 ailesinin EMG’de biiyiik rolii oldugu
gosterilmigtir. Beyin metastazina neden olan primer tiimorler {izerine yapilan bir
calismada miRNA diizeyinin %80 oraninda primer timorii dogru gosterdigi

saptanmustir [16].

2.3.4 Disseminasyon ve ekstravazasyon

Malign hiicreler kendi mikrocevresini asip damar ya da lenfatiklere ulastiginda bir¢cok
stres faktoriiniin oldugu bir ortamda varligin1 idame etmek zorundadir. Malign
hiicreler; hiicre iskeletlerini giiclendirerek ve damar duvarina yapigsma kabiliyeti
kazanarak bu ortama direng olusturur. Ayrica timor hiicreleri, makrofajlara ait;
morfolojik goriiniim, fagositoz gibi 6zellikleri barindirmakta ve makrofajlarca tiretilen
ve salian farkli genleri kodlamaktadir. Bunun neticesinde, bu 6zellikleri kazanan ile
timor hiicreleri immiin sisstem hiicrelerini taklit edip; bagisiklik sistemine karsi
saklanmakta ve dolsaim sisteminde seyrine devam edebilmektedir. Hedef doku
endoteline yapisirken de malign hiicreler immiin sistem hiicreleri gibi davranarak
yalanci ayakgiklar olusturarup hiicre ve hiicreler arasi baglantilara tutunabilmektedir
[52, 53]. Fare beyin metastaz1 modeli iizerine yapilan bir ¢calismada; makrofaj gibi
davranan malign hiicrelerin damar i¢inde ve ekstravazasyon sirasinda normalde
makrofajlara 6zgii proteinler olan CD11b, Ibal, F4/80, CD68, CD45, CXCR eksprese
ettikleri goriilmiistiir [54]. Ilave olarak, malign hiicreler tasidiklar1 yiizey doku
proteinleri nedeniyle trombositleri kendisine ¢ekerek yapisir ve sonug olarak bu da
onlar1 immiin sistemden korumaktadir [52]. Artmis tiimor nekroze edici faktor alfa
(TNFa) salinimi, endotel hiicresinde E-selektin ve P-selektin salinimini uyararak
hiicrenin damar duvarina yapismasina olanak saglar. Endotele adezyon yaparak
kiimelesen tiimor hiicresi ve tiimor ile ilgili faktorlerin ekstravazasyonu, ¢ogunlukla
lokal proinflamatuar veya hipoksik bolgelerde gergeklesir [45, 46]. Genelde hiicrelerin
embriyolojik olarak ayni orijinden kaynaklandig1 organlara metastaz yaptigi
diisiiniilmektedir. Ornek vermek gerekirse; noral krestten kdkenli melanomalarin
leptomeninkslere metastaz yapmasi, kolorektal karsinomda metastaz olusumunda rolii
oldugu gosterilen gen ile serebellum gelisimindeki genin (SNAI1 ve SNAI2) ayni
olmas1 ve kolorektal karsinomlarin metastazlarinin daha siklikla serebellumda

goriilmesi bu hipotezi desteklemektedir [55].

14



Primer ve metastatik kitleden kan dolasimina bazi hiicreler salinir, bunlara kanda
dolasan tiimor hiicreleri (CTC) denir ve metastaz ve hastaligin relapsindan sorumlu
olduklar1 diistiniilmektedir. CTC'lerin detayli analizi primer kanser hakkinda detayl
bilgi verebilir [56, 57]. Bu hiicreler hizla makro-metastazlar olusturmak i¢in uzak
bolgelere kolonize olur veya aylar, yillar sonra makro-metastazlar olusturmak i¢in
metastatik nislerde uyuyan kanser hiicreleri olarak kalirlar. CTC’ler yalnizca birincil
tiimor bolgesinden degil, ayn1 zamanda uzak makro metastazlardan da kaynaklanabilir
(Sekil 2.2). Bu hiicreler kanser hastalarinin ¢ogunda kisa omiirleri nedeniyle rutin
olarak gdsterilememesine ragmen; flow sitometri, mikrofluid cihazlar1 gibi ¢esitli
tekniklerle hasta kanindan izole edilebilmektedir [16, 56, 57]. Ancak az sayida CTC'ler
bile DNA, RNA ve proteinler gibi tiimor kaynakli biyobelirtegleri barindirir. Periferik
kandaki yiiksek CTC sayilari; hastalik ytikii, kotii sagkalim ile iligkilidir [58]. Kandaki
hiicrelere 06zgli epitelyal marker (epitelyal hiicre yapisma molekiili=Epcam),
mezenkimal marker gibi belirli antikorlar kullanilarak elde edilirler. Bu konuda meme
kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada beyin metastaz1 ile iligkili 121 gen imzasi
belirlenmistir [59]. BM'lerde yapilan likid biyopsiler, CTC'lerin saptanmasinin disinda
eksozomlarin ve dolasimdaki tiimér DNA's1 (ctDNA) profilinin ¢ikarilmasina da

olanak saglamaktadir.
2.3.5 Eksozomlar

DNA, RNA, proteinleri ve lipidleri iceren kanser hiicreleri tarafindan salgilanan hiicre
dis1 vezikiillerdir. Eksozomlar, primer ve metastatik tiimdrler i¢inde lokal olarak ayrica
metastatik bolgelere dolagim yoluyla giderek islev goriir [60]. BM'lerde; EMG,
anjiyogenez, metastaz, tedavi direnci ve epigenetik/kok hiicre diizenlemesi gibi ¢ok
sayida biyolojik siirecin indiiklenmesinden sorumludurlar. Tiimor biiyiimesi, evrimi
ve patogenezi hakkinda bilgi verdikleri i¢in likid biyopsilerde giderek daha fazla analiz
edilmeye baslanmigtir [61]. Melanomda, CD46 reseptorlerinin, KBB endotel
hiicrelerinde tiimorle iliskili eksozomlarin alimindan sorumlu oldugu gdésterilmistir
[62]. Beyne 6zgli eksozomlar1 hedeflemenin, BM olusumunu azaltmak i¢in gelecekte

yararli bir strateji olabilecegi diigiiniilmektedir.

2.3.6 Kanda dolasan tiimoér DNA's1 (ctDNA)

Kanda dolasan tiimér DNA’s1 (ctDNA), apoptotik veya nekrotik kanser hiicreleri

tarafindan biyolojik sivilara salinir ve dolagimdaki yar1 6miirleri 16 dakika ile 2,5 saat
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arasinda oldugu bilinmektedir. ctDNA, metastaz sayisi ile orantili artan diizeylerde
cogu sistemik kanserde saptannaktadir. Bir calismada BM'lere egilimi yiiksek olan iki
kanser olan meme kanseri ve melanomda, ctDNA vakalarin %80'inden fazlasinda
saptanmigtir [63]. ctDNA seviyeleri, tiimdr yiikii ve hasta sagkalimu ile iligkilidir [61,
63]. Bilinen kadariyla, ctDNA ile BM insidansi veya BM olusumundaki rolii hakkinda
veri yoktur. Bununla birlikte, beyin omurilik sivisindan (BOS) ctDNA analizi BM ve
leptomeningeal hastalig1 olan hastalarda plazma kaynakli ctDNA'dan daha duyarli ve
spesifik bir belirte¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir [64]. Sonug olarak, CTC'lerin klinik ve
biyolojik 6nemi; devam eden bir arastirma alanidir, ancak prognoz, tedavi yanitlari,
metastatik risk ve hatta yeni terapdtik yaklagimlar hakkinda bilgi verme konusunda

bliyiik umut vaat eden bir alandir.

2.3.7 Kolonizasyon

Metastaz olusumunda bir sonraki asama malign hiicrelerinin kan dolasimi yoluyla
ulastiklar1 organin endotel yataginda birikmeleri, sonrasinda da ekstravaze olarak,
cogalip kolonize olmalandir (sekil 2.5). Bu asama icin one siiriilen hipotez; malign
hiicreler ve beyin arasinda, heniiz net ¢6ziimlenememis, beyne 6zgii bir giidiim
yetenegi ile dogrudan norotropik iletisimin oldugudur. Bazi kemokin ve reseptorlerin;
malign hiicrelerin, primer malignite alanindan metastaz olusturacaklar1 dokuya
glidiimiinde rol aldig1 diistiniilmektedir [53, 33, 65, 66]. Beyne 6zgiil meme kanseri
metastazi hiicre serilerinde tanimlanan bir 1s1-sok proteinin olan HSP27 in metastatik
hedefe giidiimii kolaylastirdig1 diistiniilmektedir [65]. Baska bir hipotez ise; malign
hiicreler, hedef dokuda klinik olarak gordiigiimiiz lezyon olusmadan 6nce var olan
damar cidarlarina yerleserek kolonize olmakta ve mikrometastazlar olusturmaktadir.
Bu nedenle endotel yatagimin malign hiicrelerin ¢ogalmasina uygun bir ortam
sagladigli, beyin parankiminin kanlanmasi fazla olmasi nedeniyle de beyin

metastazinin daha sik goriildigii diisiiniilmektedir [67].

Kolonizasyon agsamasimda etkisi 1yi bilinen bir belirteg olan CD44, timér hiicrelerinin
hiyaluronat matriks ligand1 yoluyla hedef dokudaki endotele yapismasina aracilik eder.
Tiroid, meme kanseri ve malign melanoma sekonder metastazlarda ekspresyonunun
artt1ig1 belirtilmistir. Primer beyin tiimdrleri CD44 standart formunu eksprese ederken,
metastatik lezyonlar gen {iriinliniin sadece “splicing” tiiriinii eksprese ederler ki bu da

klinik acidan muhtemel bir timoér belirteci olabilir [16, 68]. Bir diger 6rnek ise;
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normalde tiimdr slipresdor gen olan ve aktin filamanlarin1 diizenleyerek hiicre
migrasyonunu baskilayan kromozom 10°’daki PTEN (fosfat ve tensin homologu)
mutasyonudur. Bu genin mutasyonu sonucu kanserlerin beyin parankimine

invazyonunun ve hiicresel gocilin hizlandig1 belirtilmistir [33, 69].

2.3.8 Kan beyin bariyeri ve metastaz

Kan beyin bariyeri (KBB), bir¢gok SSS kan damarinin etrafinda bulunan; endotel
hiicreleri, perisitler ve astrositlerden olusan siki baglantilar ile boyut ve yiiklerine bagl
olarak molekiillerin kandan beyne gecisini sinirlayan segici gecirgen bir dokudur [70].
KBB, bir¢ok molekiilde oldugu gibi hidrofilik kemoterapdtiklerin de beyne gegisini
engeller. P-glikoprotein (PgP)/¢oklu ilaca direng proteinleri gibi ilag atim pompalari
da KBB’de yiiksek oranda bulunmaktadir. Sikica kontrol edilen bu mikrogevre,
perivaskiiler boslukta tiimor hiicresinin yerlesimini ve biiyiimesini kolaylastirir [30,
70]. Malign hiicrelerinin KBB’ni nasil asabildikleri net olarak bilinmemekle birlikte,
oOne siiriilen hipotezlerin ¢gogu in vitro ve in vivo modellerdeki gézlemlerden ¢ikmustir.
Birincisi, malign hiicreler, immiin sistem hiicrelerine benzeyerek endotele yapisir ve
perivaskiiler alana gecebilir. Ikincisi, malign hiicreler immiin sistem hiicrelerine
reseptdr-ligand etkilesimi yoluyla yapisabilir ve KBB’ni gegebilir. Ugiinciisii de,
mekanik olarak damar yataginda duran malign hiicreler MMP’ler yoluyla endotel
hiicre duvarinda degisime neden olabilir, bu da perivaskiiler alana gecise zemin
hazirlar [32, 70]. Ek olarak, KBB tarafindan olusturulan metabolik ortam, neoplastik
hiicre tiirlerinin smirlar1 icinde daha kolay ¢ogalmasim saglayabilmektedir. Ornegin,
beynin interstisyel sivisinin yiiksek kloriir igerigi, akcigerin kii¢lik hiicreli karsinomu
veya melanom gibi neoplastik hiicrelerin ¢ogalmasina uygun ortam saglar [71].
Anlagilacag1 iizere beyinde metastaz olusumunda mutlaka KBB harabiyeti sart
degildir. Lokal tedavi sonrasi rekiirensin sebebinin de, KBB saglam olmasi nedeniyle
tan1 sirasinda goriintiilenemeyen mikro metastazlar oldugu disiiniilmektedir. Bu
nedenle bazi hastalarda intrakraniyal hastaligin kontrolii i¢cin KBB’ne yonelik tedavi
stratejileri gelistirilmektedir; bariyerin tahrip edilmesi, KBB’de bulunan endotel
hiicreleri tizerindeki mevcut reseptorleri kullanarak bariyeri gegebilecek ilaglarin
tasarlanmasi veya ila¢ atim pompalarinin engellenmesi yoluyla ilacin dokudaki
yogunlugunun artirilmasi gibi [30]. Son yillarda, meme kanserinde malign hiicrelerin

ekstravazasyonuna, kolonizasyonuna yardimci olarak beyin metastazi olusumunu
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indiikledigi one siiriilen 3 gen tanimlanmistir. Bunlar; Siklooksijenaz-2 (COX-2),

epitelyal biiylime faktorii reseptor (EGFR) ligandi ve heparin baglayan EGF’dir [72].

Kanser hiicrelerinin tikanaralk [
birikmeszi, kolonizasyvon ve
gogalma \

Vaskiiler co-optiom, }lﬁcresel diapedez,
ekstravazasyon, timdr kitlesinin
geligimi

Sekil 2.5 : Tlimor hiicrelerinin beyinde kolonizasyonu sematizayon [33].

2.3.9 Metastatik siirecte anjiyogenez

Primer ve metastatik tlimorlerin ¢ogalmasi ve biiylimesi yeterli kan dolagiminin
saglanmasi ile miimkiindiir. Bir tiimor vaskiiler beslenme agini farkli sekillerde
olusturabilir. Bunlar; anjiyogenez (mevcut damarlardan yeni damarlarin gelismesi),
vaskiilogenez (endotel progenitor hiicrelerden yeni damar aginin olusumu), “co-
option” (malign hiicrelerinin mevcut damar yatagi boyunca ¢ogalmasi),
“intussusception” (interstisyel doku elemanlarinin mevcut damar liimenine dogru
sokulmasiyla damarin yeniden sekillenip genislemesi), malign hiicrelerinin endotel
hiicrelerine farklilagmasi ve malign kok hiicreye benzer hiicrelerin endotele benzer bir
sekil almasidir. Metastatik timor damarlarinin, normal beyin damarlariyla mukayese
edildiginde daha kalin, diizensiz oldugu ve daha kalin bir bazal membran yapisi
gosterdigi bilinen bir gergektir. ilaveten bu anormal kan damarlarinda siklikla yavas
kan akimi ve artmis permabilite (gegirgenlik) saptanmaktadir, yetersiz kan akimi
neticesinde hipoksi, asidoz gibi metabolik degisiklikler ve nekroz goriilebilmektedir.
Artan damar permeabilitesi nedeniyle de interstisyel alanda artan osmotik basing
kemoterapik ilaglarin gecisini engellemektedir [30, 73,]. Anjiyogenik faktorler
arasinda en bilineni, vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriidiir (VEGF). Deneysel
modellerde VEGF reseptorii aktivitesinin engellenmesi ile tiimoriin belirgin olarak

kiigiildiigi gosterilmistir [30]. Bu nedenle yeni tedavi segenekleri planlamak,
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kemoterapoétik ajanlarin etkinligine yonelik yeni stratejiler gelistirmek i¢in metastatik
tiimor damar yapisindaki molekiiler ve hiicresel degisikliklerin bilinmesi biiyiik 6nem
arz etmektedir. Kanser arastirmalarinda popiiler olan bazi molekiillerin metastatik
siiregte hangi asamada rol aldigi bilinmese de metastaz olusmasinda etkileri
gosterilmigtir. Bunlardan Zeb-1 (E-box homeobox transkripsiyon faktorii), metastatik
kanserlerde asir1 eksprese edilmekte ve bu asir1 ekspresyon epitelyal-mezenkimal
gecisi artirmaktadir. GIS malignitelerinde sisplatin direncinden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir [74]. 4q kolundaki delesyonun kiigiik hiicreli ve kii¢iik hiicre dis1
akciger karsinomlarinda beyin ve kemik metastazlarinda rol oynadig1 saptanmistir
[75]. Ek olarak, CDH2 (N-kaderin) ve KIFC1'in asir1 ekspresyonunun kiiciik hiicreli
akciger karsinomlarinda beyne metastaz ihtimali i¢in iyi bir belirte¢ oldugu
savunulmaktadir [76]. Meme kanserinde, TGF3 salinimi ile artan homeoprotein Six-
l'in asir1 ekspresyonunun kisalan niiks zaman araligryla iliskili oldugu gortilmiistiir

[77].

Metastatik dongii baslangicindan tamamlanmasina kadar ¢ok asamali ve son derece
karmagsik bir siirectir. Kanser hiicresi ile hedef organ arasindaki iliski hala
aragtirtlmaktadir. Primer tiimdrden ayrilip dolasima katilan tiimor hiicrelerinin sahip
olduklart 6zgiil mutasyonlar nedeniyle beyin metastazi olusturacaginin metastatik
siirecin baglangicindan itibaren belli oldugu ya da bu hiicrelerin, bu nitelikleri yeni
mikrocevre sartlarinda kazandigimi soyleyebiliriz. Her iki mekanizmanin birlikte
olmas1 da miimkiindiir. BM’lerin tespiti ve tedavisinde; metastatik siireci anlamak ve
bunun neticesinde gelistirilecek tedaviler, daha iyi sonuglara yol agabilir. Anlagildig1
tizere her kanser tiiri ve alt tipleri farkli oldugu gibi; aymi kanser hiicresinin farkli
kisilerde farkli seyir gostermesi de miimkiindiir. Tiim bunlar, BM’lerin etkin tedavisi
icin sadece tlimoriin degil, ayn1 zamanda konaga ait faktorlerin de hedeflenmesi
gerektigini gostermektedir. Nihai amag ilk asamada, metastatik siire¢ baslamadan,

genetik ve molekiiler diizeyde metastaz olusumunu 6nlemektir [16, 25, 30, 33, 53].

2.4 Goriintiileme Ozellikleri

BM’de tan1 koyma asamasinda klinik bulgular her zaman yeterli olmayabilir, degisen
serilerde; hastalarin % 10-60’1nda ndrolojik semptom veya bulgu olmayabilir. Ayrica
intrakraniyal kitle etkisi yapan lezyonlar ¢ogunlukla benzer semptom ve bulgulari

verir. BM tanis1 anamnez, fizik muayene ve radyolojik yontemlerle konulur. Beyin
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metastaz1 tedavisinde goriintiilemenin amaci; tedavi Oncesi donemde  beyin
metastazlarini primer beyin tiimorleri gibi diger diger neoplastik lezyonlardan veya
benign, tedavi edilebilir lezyonlardan ayirarak, saptamak ve teshis etmektir. Tedavi
sonrasinda ise tedaviye yaniti degerlendirmek, olast komplikasyonlar1 gormek,
olusabilecek yeni lezyonlar1 saptamak; niiks, radyonekroz ve psddoprogresyon
ayrimini yapmak temel amagtir. RT ve cerrahi icin tiimor lokalizasyonunu, timor
sayisini belirlemede ve tedavi se¢iminde rolii oldugundan radyolojik incelemeler ¢ok
onemlidir [78, 79]. Radyoterapi, KBB’nin bozulmasina yol acararak; kontrast artisi ve
vazojenik ddem artisina neden olabilir. Bu da, manyetik rezonans goriintiilemede
(MRG) tedavi edilen lezyonlarin normalden daha biiyiikk goriinmesine veya timor
progresyonu olarak diisiiniilmesine yol agar [80]. Immiinoterapi alan hastalarda da
kontrast artisi, lezyonlarin boyutunda gecici bir biiyiime ve buna bagli vazojenik 6dem

gelisebilir [80].

Konvansiyonel bilgisayarli tomografi (BT) ve MRG, BM tanisinda en sik kullanilan
radyolojik yontemlerdir. BM’ler, kismen 1yi sinirli ve ¢ogunlukla santral nekroz alani
iceren kitlelerdir. Etrafinda kitle boyutundan beklenmeyecek 6l¢iide genis 6dem alani
igerebilirler [5, 11, 78-80] Nekroz ve hemoraji makroskopik olarak da goriilebilir.
Beyin parankiminin yani sira leptomeninksleri de tutabilirler. Genellikle primer
hastaligin histolojik 6zelliklerini barindirirlar. Solid kanserin metastaz1 solid, kistik
kanserin metastazi kistik olma egilimindedir [5, 11]. Lezyon sayisinin birden fazla
olmas1 metastatik hastalig1 diisindiirmekle birlikte; multisentrik yiiksek dereceli glial
timor ve timor taklitgileri olan enfeksiydz lezyonlar ve tiimefaktif demiyelinizan
lezyonlardan (2 cm veya daha fazla capa sahip kitlesel etki, perilezyonal 6dem ve
halkasal yap1 ile karakterize lezyon) ayrimi kimi zaman giic olabilmektedir [81].
BM’ler siklikla supratentoryal alanda gri-beyaz cevher bileskesinde, arter distal
sulama alanlarinda yerlesim gosterirler [1, 3, 82, 83]. BM’ler radyolojik
goriintiilemelerde ¢ogunlukla homojen ya da punktat (noktasal), nodiiler, halkasal
paternde kontrastlanan lezyonlar seklinde goriiliir. Lezyon c¢evresinde Odem
olmayabilecegi gibi cogunlukla lezyon boyutuna kiyasla ¢ok daha genis bir 6dem alani
goriintiilenir [81, 82]. Tipik olarak tek veya cogul, gri-beyaz cevher ayrimina yakin
alanlarda, kontrast tutan, etrafi 6demli ve kitle etkisi yapan lezyonlardir. MRG, 6demi
gostermede BT ye iistiindiir [82-84]. Melanom, renal hiicreli kanser, tiroid ve akciger

kanserine bagli BM’lerin goriintiilemelerinde, lezyon igerisinde farkli evrelerde
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hemoraji bulgular goriilebilmektedir. [80-84]. Bazi1 goriintiileme bulgulari altta yatan
lezyonu isaret edebilmektedir, BT ’de hiperateniiasyonun (kemige yakin yiiksek
dansite) ve MRG’de diisiik T2 sinyalinin musindz karsinom metastazlarini isaret
etmesi ve yiiksek melanin igeriginden dolayr hemoraji olmasa dahi melanom
metastazlarinin BT de hiperdens ve T1 MRG’de hiperintens goriilmesi buna 6rnek

verilebilir. [83-84, 277].

BT, dura ve kemik ile iligkili lezyonlar1 ayirt etmede daha degerlidir. BM’ler, gri
cevhere gore izodens-hafif hiperdens olarak izlenir ve yeterince biiyiikk boyutlara
ulasmis lezyonlarda cevre beyaz cevherde hipodens vazojenik ddem goriilebilir.
Tiimor i¢i kanamalar da BT ile hiperdens alanlar seklinde daha kolay saptanabilir [80-
84]. Metastazlar genellikle BT de yuvarlak, iyi smirhi kitleleler olarak goriiliir.
Karakteristik olarak derin beyaz cevher 6demi tiimdérden beynin derinliklerine dogru
uzanir ve genellikle primer beyin tiimorlerinde goriilenden daha belirgindir [82].
Ancak belirign bir lezyon gevresi 6dem yok veya lezyon i¢i hemoraji bulgulart mevcut
degil ise biiyiik metastazlar dahi kontrastsiz BT goriintiilemelerinde gézden kagabilir

ya da hi¢ goriintiilenemeyebilir [81-83].

Kontrastli MRG, BM’ler i¢in hassas bir tarama testi ve tan1 koymada kontrastli BT ye
gore daha tstilindiir [85]. Ek olarak, BM’lerin tan1 ve tedavisine yonelik 2006 Avrupa
Noroloji Dernekleri Federasyonu kilavuzlari, cerrahi veya radyocerrahi planlanan
durumlarda ek lezyonlari tespit etmek i¢in; BT'nin negatif oldugu ancak malignitesi
oldugu bilinen hastalarda metastaz icin gii¢lii klinik siiphenin oldugu durumlarda; bir
lezyonun neoplastik veya nonneoplastik olup olmadigini belirlemede BT'nin kesin
bilgi veremedigi hastalarda MRG 6nermektedir. Metastaz T1 agirlikli goriintiide (AG)
izointens-hafif hipointens olarak izlenir. Melanom metastalar1 melaninin
paramanyetik etkilerinden dolay1 T1 AG’de hiperintens goriilebilir. T2 AG/FLAIR’de
lezyonlar genellikle hiperintenstir; lezyon igerisinde hemoraji mevcut ise kanama
zamanin akut, subakut ya da kronik olmasina gore intensitesi degisebilir. Lezyon
cevresindeki 6dem T2 AG-FLAIR sekanslarda en belirgindir ve hiperintens olarak
goriiliir. Peritiimoral FLAIR hiperintensitesinin kontrastlanan lezyona oraninin, primer
beyin tiimorleri ile BM’lerin ayriminda iyi bir belirte¢ oldugu diisiiniilmektedir [80-
85]. Bir calismada, 6dem hacminin tiimor hacmine orant BM’ler icin ortalama 3,1,

primer beyin tiimorleri i¢in 1,4 bulunmustur [86]. Baska bir ¢calismada, 26 BM ile 22
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yiiksek grade glial timor karsilagtirilmig; 6dem hacminin tiimér hacmine orani

sirastyla 2,41+1,63 ve 0,694+0,41 bulunmustur [83].

Gradient ya da SWI (Susceptibility Weighted Imaging=Duyarlilik Agirlikli
Gorlintlileme) agirlikli sekanslarda hemorajik alanlarda kan iiriinlerine bagl olarak
diistik sinyalli alanlar izlenir. Birden fazla lezyon varlifinda farkli kontrastlanma
paternleri de goriilebilir [82]. Diflizyon agirlikli goriintileme (DAG), su
molekiillerinin hareketine duyarli bir MR teknigi olup; metastazlar genelde difiizyon
kisitlamas1 gostermektedir. ADC (Asikar Diflizyon Katsayis1 = Apparent diffusion
coefficient) degerleri tiimor seliilaritesi ile ters orantili olup, selliiler tiimorlerde
ekstraselliiler su molekiillerinin difiizyonu kisitlandigindan kantitatif ADC degerleri
daha distiktiir [88]. Primer beyin tiimorleri ile BM’lerin ayriminda DAG’de, timor
dokusunda ve cevresinde Olgiilen yiiksek ADC degerlerinin yiiksek dereceli glial

tiimorlere kiyasla BM tanisini destekledigi belirtilmistir [87].

Primer SSS tiimorleri, beyin apsesi, iskemik sererbrovaskiiler lezyonlar ve multipl
skleroz gibi demyelizan lezyonlar BM ayiric1 tanilar1 arasindadir. Bir ¢alismada
konvansiyonel MRG ile BM tanist konulan hastalarda 6zellikle soliter lezyon
varliginda yanlis pozitiflik oranlart yaklasik % 11 saptanmis. Bu yanlis pozitif olarak
metastaz tanisi konan hastalarda histopatolojik inceleme sonrasinda yartya yakininin
primer beyin tiimorlerini, diger yariin ise enfektif siirecleri temsil ettigi bulunmustur
[79]. T1 kontrastlh MR’de santrali kontrastlanmayan lezyonlarin ADC kesitlerinde,
beyin apselerinde piliy miktar1 ile dogru orantili diffiizyon kisitlamasi goriiliirken;
yilksek grade glial timorlerde ve metastazlarda goriilmez. T2 agirlikh
goriintiilemelerde, halkasal kontrastlanan kismin cevresinde, apselerin %90'inda
hipointens bir halka bulunur [89]. Bu alan kortekse yakin kisimda daha kalin, en derin
kisimda (ventrikiillere yakin) daha incedir. Primer beyin tiimorlerinden 6zellikle
glioblastom (GBM) ile soliter metastaz ayriminda konvansiyonel radyolojik yontemler
her zaman miimkiin olmaz. Bu ayrimi1 yapmak i¢in kullanilan MR Spektroskopi (MRS)
ve MR Perfiizyon (MRP) gibi goriintiilemelerdeki parametreler, kontrastlanan
lezyonun T2 kesitlerde etrafindaki 6dem ile uyumlu hiperintens alanlarina
uygulandiginda; GBM ve metastaz ayrimini saglayabilmektedir. Eslik eden klinik ve
laboratuar bulgulari, BM’leri, beyin absesi ve septik emboliden ayirmada genellikle
faydalidir. Hastanin bilinen malignite Oykiisii ve radyolojik goriintiilemede beyin

parankiminde birden fazla lezyon var ise BM tanisin1 dncelikle diistinmek gerekir.
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Ancak beyinde tek soliter lezyon varliginda ise radyolojik goriintiillemelerin spesifitesi
diismektedir [79, 90]. Metastaz tanisi alan olgularin yaklasik %50’sinde soliter lezyon
oldugu diisliniildiigiinde [81] taninin invaziv olmayan ydntemlerle konulabilmesi
onemli bir sorun haline gelmekte ve histopatolojik incelemeye ihtiyag
duyulabilmektedir [90]. Soliter metastaz varliinda ayirici tanida en 6nemli lezyonlar,
GBM ve beyin apsesidir. Kontrastli MRG’de, GBM daha diizensiz sinirli iken, apse
ve metastaz diizgiin sinirli ve yuvarlak sekillidir. Ancak yukarida belirtildigi gibi
konvansiyonel radyolojik yontemler ile bu lezyonlarin ayrimi her zaman miimkiin
olmayabilir. ileri MRG yontemler olan MRS, MRP, Difiizyon Tensér Gériintiileme
(DTI) ve DAG ayirict tanida 6nemli bilgiler verebilir [79,91].

Primer SSS tiimorleri ile BM ayriminda perfiizyon MR da kullanilmaktadir. Bir MRP
parametresi olan serebral kan hacmi (CBV) degerinin solid lezyon alani igin;
GBM’lerde BM’lere kiyasla daha yiiksek oldugu, enfeksiyonlarda ise daha da az
oldugu goriilmektedir [92, 93]. Ayrica lezyon gevresindeki 6dem zonunda olgiilen
CBYV degerlerinin, GBM’lerde BM’lere kiyasla daha yiiksek oldugu izlenmektedir
[91-93]. Bunun yiiksek dereceli glial tiimorlerin vazojenik 6deme ek olarak 6dem
alaninda anjiyogenik timdr hiicrelerinin  bulunmas: ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Metastazlarda ise peritimoral 6dem piir vazojenik 6dem olup timdr

hiicresi icermez.

MRS, beynin 6nceden tanimlanmig bir hacminin metabolit profili hakkinda bilgi
saglayan bir MR teknigidir. Her metabolitin rezonans zirveleri genellikle beyinde
sabittir ve milyonda bir kisim (ppm) olarak ifade edilir. Piyojenik apselerde genellikle
bir amino asit piki vardir (valin, 16sin ve izolosin) [94]. Santral nekrotik alanlarin MRS
ile incelemesinde, yiiksek grade glial tiimoér ve metastazda ndronal hasara bagh
azalmis N-asetil aspartat (NAA) piki goriiliirken; metastazlarda biraz daha fazla olamk
tizere her ikisinde de artmis lipid ve laktat piki goriiliir. Metastatik lezyonda kolin piki
izlenir ancak peritiimoéral 6dem dokusunda kolin normal seviyededir [93]. MR
spektroskopik incelemede yiiksek kolin (Cho)/kreatinin (Cr) oranlar1 metastazlardan
ziyade yiiksek derece gliomlarda izlenmektedir. CBV degerleri gibi lezyon
cevresindeki alanda Cho/Cr oraninin yiliksek dereceli glial tiimor ile metastaz
ayriminda sensivitesi yiiksektir (Sekil 2.6). 53 yiiksek dereceli glial kitle ve 20 beyin
metastazinin dahil edildigi bir ¢alismada, peritiimoral bolgedeki Cho/Cr oraninin

%100 sensitivite ve %88,9 spesifite ile ayrimi sagladigr goriilmiistiir (cutoff degeri
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1.24) [95]. Metastazin ozellikle yiiksek dereceli gliomlardan ayriminda konvansiyonel
MR’1n yani sira ileri MR goriintiillemelerinin yer aldigi multiparametrik goriintiilleme

secenekleri goz oniinde bulundurulmalidir.

Single photon emission computerized tomography (SPECT=Tek foton emisyon
bilgisyarli tomografi) primer beyin tiimorleri ile BM’lerin  ayriminda
kullanilabilmektedir, pozitron emisyon tomografi (PET) ise malignite derecesinin
belirlenmesi, radyonekroz ayirimmin yapilmasi ve primer tiimoriin yerinin

saptanmasinda yardimei olabilir [80].

Sekil 2.6 : Beyin metastazi goriintilleme ayirici tant. 49 yasindaki bir erkekte glioblastoma multiforme
(A,B,C). Aksiyel FLAIR goriintiisiinde sag parietal lobda vazojenik 6dem ile ¢evrili (A), aksiyel
kontrastli T1 goriintiide diizensiz periferik kontrastlanma (B) ve perfiizyonda artmis ¢evresel rCBV
(C). 18 yasindaki bir erkekte metastatik melanom (D,E,F). Aksiyel FLAIR goriintiisii, sol parietal
lobda perilezyonel genis vazojenik 6dem (D), aksiyal post-kontrast T1 goriintiisiinde diizensiz
periferik kontrastlanma (E), perfiizyonda artmus kitle ici rCBV azalmis perilezyonel rCBV (F). 54
yasinda bir kadinda serebral toksoplazmozis (G,H,I). Aksiyel FLAIR goériintiisiinde ¢evre vazojenik
6dem (G), aksiyal kontrast sonras1 T1 goriintiide diizensiz periferik kontrastlanma (H), perfiizyonda
azalmus kitle i¢i ve ¢evresel rCBV (1) [96].

2.5 Radyasyon Nekrozu

Beyin metastazlar1 i¢in ameliyattan sonra, kismi rezeksiyon niiks ile iligkili
oldugundan  lezyonlarin  tamamen  ¢ikarilip  ¢ikarilmadigt  MRG  ile

degerlendirilmelidir. MRG, potansiyel yanlis yorumlara yol acabilecek reaktif
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kontrastlanmanin ortaya ¢ikmasindan once erken (ameliyattan sonraki ilk 48 saat
icinde) yapilmalidir. Bu tiir reaktif artisin ameliyattan sonraki 24 saat iginde de
goriilebilecegini, ancak insidansin ameliyattan sonraki zamanla arttigin1 ve 48 saat
sonra ikiye katlandigini bilinmektedir [97]. SRC’den sonra, radyosensitif lezyonlarda
beklenen seyir; tedavi edilen lezyonda hafif genisleme 6demde artis1 takiben lezyonda
ilerleyici bir kii¢iilme ve ¢evredeki 6demin azalmasidir [98]. Bununla birlikte, tedavi
edilen lezyonlarin yaklasik %30'unda, tipik olarak tedaviden sonra yaklasik 6 hafta ile
15 ay arasinda kontrastlanan hacimde geg¢ici bir artis goriilebilir. Bu durum, SRC’den
sonra 6 ay i¢inde meydana gelmisse ‘psddoprogresyon’ olarak adlandirilir [99]. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, SRS'den 1 hafta sonra MRG ile o6lgiilen intra-
ekstraselliiler su degisim oranindaki erken degisikliklerin, uzun vadeli tiimor yaniti ile
yiiksek oranda korele oldugunu ve SRS'den 1 ay sonra tiimdr kii¢iilmesinin derecesini

tahmin edebilecegini géstermistir [100].

Radyasyon nekrozu (RN) tanisi, klinik, radyolojik ve histopatolojik olarak konabilir.
Ancak klinik semptomlar, her zaman radyolojik bulgularla korelasyon
gostermeyebilir. Higbir klinik bulgu olmayabilecegi gibi, biligsel diizeyde azalma,
ndbet veya sensorimotor kayiplar goriilebilir [101]. Kesin tani, dokunun histopatolojik
incelemesiyle konur ama rutin pratikte ¢ok az tercih edilen bir yontemdir. Serebral
radyasyon nekrozunun histopatolojik bulgular1 arasinda; damarlarin fibrinoid nekrozu,
inflamasyon, endotelyal proliferasyon, vaskiiler hyalinizasyon, tromboz ve
telenjiektazi yer almaktadir. Buna demiyelinizasyon ve gliozis alanlar eslik edebilir

[101,102].

Ayirict tani igin tercih edilen yontem; konvansiyonel MR, MRS, MRP gibi radyolojik
goriintiileme secenekleridir [101-103]. Radyasyon nekrozu, MRG’da 6zellikle T2-
agirlikli ve FLAIR sekanslarda belirgin olan artmig sinyal intensitesi olarak goriiliir.
RN’nin patofizyolojisinde endotelyal hiicre hasarinin olmasi nedeniyle, KBB’nin
bozuldugunu isaret eden kontrast tutulumunun ve 6dem artisinin olmasi sasirtici
degildir [101-103]. Bu yilizden RN, MRG’da gliomlara veya metastazlara benzer
goriiniimde olabilir. RN, MRG’de iki tip paternde goriilebilir: “Isvigre peyniri” ve
“sabun kopiigii” paterni. Ilk patern, beyaz cevherin ve iliskili korteksin diffiiz
nekrozuna baglh etkilenen korteks sinirlarinda ve beyaz cevherde diffiiz kontrast
tutulumuyla karakterizedir. “Sabun kopiigii” paterni ise, daha kiiciik heterojen

kontrastlanan nekrotik odaga sahip lezyonlardaki goriiniimdiir [101]. RN, SRC
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tedavisinden sonra genellikle 3 ay ile ilk 2 y1l i¢inde ortaya ¢ikmaktadir ve tek basina
morfolojik parametrelere dayanarak tiimor niikstinden ayirt etmek ¢ok zordur. RN’yi
niiksten ayirt etmede en kullanigh yontem perfiizyon MR ile rélatif CBV degerinin
Olciimiidiir (Sekil 2.7). Radyasyon nekrozunda, tiim nekrozlar gibi, kan damarlarinda
bir seyreklik goriilmekteyken; metastaz niiksiinde kanlanmada belirigin bir artig
goriiliir. Ayrica metazlarda c¢ekim sirasinda erken kontrast dolumu goriiliirken,

radyasyon nekrozunda kademeli ve ge¢ bir konrast dolumu goriiliir [98, 104].

Beyin metastazli hastalarin stereotaktik tedavilerinin en sik goriilen komplikasyonu
isinlanmig lezyonlarin  6nemli bir boliimiinde, o6zellikle yiiksek dozlarin tek
fraksiyonda biiyiikk tiimor hacimlerine uygulandigi tedavilerde ortaya c¢ikabilen
radyasyon nekrozudur [98] SRC ile tedavi edilen lezyonlarin %24-50’sinde ortaya
cikabildigi (semptomatik veya asemptomatik) ve doz, tiimoér hacmi, timor

lokalizasyonu ile korele oldugu gosterilmistir [105].

Tiimor lokalizasyonu, RN olusumunu etkilemese de bazi alanlarda nekroz goriilme
riskinin fazla oldugunu belirten ¢alismalar da mevcuttur. Bunlar diensefalon,
serebellar pedinkiiller, bazal ganglionlar ve beyin sapidir. RN’yi etkileyen diger risk
faktorleri ise kemoterapi kullanimu, ileri yas, seker hastaligidir [106] V10 ve V12 Gy
(10 ve 12) Gray alan normal beyin hacmi) degerlerinin RN olusma oranina etkisini
bulmak i¢in yapilan bir caligmada, hastalara uygulanacak tedavi dozlari; 4.3 cm3’den
kiiglik hedeflere 20 Gy, 4.3-14.1 cm3 arasinda olan hedeflere 18 Gy ve 14.1 cm3’den
biiylik hedefler i¢in ise 15-16 Gy olarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara gore
V12 degerleri i¢in sirastyla; 3.3 cm3’den kiiciik, 3.3-5.9 cm3 arasinda, 6- 10.9 cm3
arasinda, 10.9 cm3’den biiylik oldugunda RN oraninin sirasiyla; %2.6, %11, %24,
%47 oldugu saptanmustir [105].Sneed ve ark. 2200 beyin metastazi i¢in gamma-knife
ile tedavi edilen 435 hastayr analiz etmislerdir. 9,9 aylik bir medyan lezyon
gorilintiileme takibi ile, ¢apt 2,1 cm ile 5,1 cm olan metastazlar ig¢in bir yillik
radyasyona bagli yan etki goriilme olasilig1 %14, 1.6 cm ile 2 cm aras1 lezyonlar i¢in

%10 bulunmus. RN baslangi¢ medyan siiresi 7.2 ay saptanmis [107].
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Sekil 2.7 : MR ile radyonekroz metastaz ayrimzi: (a) T1 kontrastli MR’de radyonekrozda erken fazda
cevresel kontrastlanma (b) ge¢ fazda kontrastlanmada artis; (c) Rolatif serebral kan akiminda azalma;
(d) a ve ¢ nin birlestirilmis sekansi; (¢)T1 kontrastli MR’de niiks metastaz(ok) ve radyonekroz birlikte
goriilmekte, niiks erken fazda kontrastlanmakta; (f) ge¢ fazda metazda kontrastlanma hafif azalirken
nekroz alaninda artmakta; (g) metastazda artmis rolatif serebral kan akimi; (h) e ve g nin birlestirilmis
sekanst [16].

Radyasyon tedavisi onkoloji grubu (RTOG) doz yiikseltme protokolii 90-05'te, daha
once TBRT ile tedavi edilen hastalar i¢cin SRC’nin giivenli ve etkin dozu arastirilmas;
<2 cm, 2.1-3 cm ve 3.1-4 cm’ye kadar sirasiyla lezyonlar i¢in 6nerilen doz 24 Gy, 18
Gy ve 15 Gy olarak Onerilmistir [108]. Hipofraksiyone radyocerrahi sonrasi
radyonekroz gelisimi ile ilgili yapilan calismalarda, oligo beyin metastazlarindan
etkilenen hastalara 3-7 fraksiyonda toplam 24-35 Gy dozlarinin verilmesinin, yaklasik
%2-10'luk bir RN riskine neden oldugu gosterilmistir [109]. Bagka bir ¢alismada ise;
5 fraksiyonda toplam 30-35 Gy ile RN arasinda iligki goriilmistiir. Ayrica fraksiyon
basina 4 Gy'den fazla alan normal beyin hacmi 23 cm3'lin iizerinde ise RN'nin
baslangici ile iliskili oldugunu bulmuslardir (V20 > 23 cm3 i¢in %70 risk, V20 < 23
cm3 i¢in %14, p=0,001) [110].
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Orijinal Emami yaymi, standart fraksiyon ile beynin 1/3’iine 60 Gy doz
uygulandiginda, 5 yilda %5’lik bir RN riski oldugunu tahmin etmistir. Bu risk beynin
2/3’iine 50 Gy veya tiim beyine 45 Gy doz uygulandiginda da gegerlidir. Emami’nin
bu raporunda 5 yilda %50 RN riski tahminleri de bulunmaktadir [111]. Daha yakin bir
zamandaki bir ¢alisma “Quantiative Analysis of Normal Tissue Effects in The Clinic
(QUANTEC)” modern literatiiriin genis bir incelemesini yapip beyin i¢in yeni doz
kisitlamalarin1 yayinlamistir. TBRT standart fraksiyon i¢in RN orani;maksiumum doz
(Dmax) <60 Gy ise %3, Dmax 72 Gy ise %5, Dmax 90 Gy i¢in ise %10 radyonekroz
riski bulunmustur [106].

Rezeksiyon kavitesinin 3 cm’den biiyiik oldugu ve cerrahi sonrasi tek fraksiyonlu SRC
ile tedavi edilen hasta serilerinin 1 yillik izleminin yapildigi ¢alismalarda;
radyonekroz, %6 gibi diisiik bir oranla %18-26 gibi yiiksek bir oran arasinda
saptanmugtir [112-114].

2.6 Klinik

Beyin metastazlar1 kanser hastaliginin seyri boyunca herhangi bir noktada ortaya
cikabilir ve hastalarin yaklasik ticte ikisi bu siiregte semptomatik hale gelir. Belirti ve
bulgular cogunlukla kafa i¢i basing artigina, lezyonun lokalizasyonuna ve lokal basi
etkisine ikincil olusmaktadir. Bu belirti ve bulgular; bas agrisi, bulanti,kusma, mental
durum degisiklikleri, gérme bozukluklari, ataksi, pareziler ve duyu defisitleri olarak
stiralanabilir [5, 6, 13, 14, 115]. Bazi1 hastalar ndbet ge¢irme, tiimor i¢cine kanama ve
iskemi gibi akut tablolar ile klinige bagvurabilir. Kitle etkisi ve beyin omurilik sivisi
(BOS) akiminin engellenmesine bagli intrakranial hipertansiyon, obstriiktif hidrosefali
ve beyin herniasyonlar1 da gozlenebilir [116, 117]. Metastaza bagli norolojik
semptomlar genellikle giinler veya haftalar i¢inde giderek artan tarzda ortaya ¢ikar. En
sik goriilen ve kafa i¢i basing artisina bagl olan bas agrisi, hastalarin %50-60’nda ilk
semptomdur [6, 118]. Genellikle hafif ve lokaldir ancak; zamanla giddeti ve siiresi
artar. Sabahlar1 daha siddetli, zorlama veya Okslirme gibi kafa i¢i basincini artiran
manevralar ile artan karakterdedir. Bas agris1 patofizyolojisinde lezyonun direk basisi
veya neden oldugu 6dem sonucu biiylik damarlarda ve 6zellikle durada gerceklesen
traksiyon rol oynamaktadir. Intrakranial metastazli olgularda akut ve ciddi bas agris1
hemoraji ve bunun sonucu ortaya ¢ikan intrakranial basing artis ile iliskili olabilir

[118]. Yorgunluk ve halsizlik; beyin metastazi mevcut hastalarda sik goriilen bir
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sikayettir. Fiziksel, biligsel ve emosyonel yorgunluk beyin metastazli olgularda
radyoterapi siirecinde belirginlesmektedir [119]. Nobetler, hastalarin yaklasik %40-
50’sinde goriiliir. Multipl lezyon varlig1 veya melanom metastazlarinda artmis ndbet
riski vardir. Metastaza bagli nobetler genel olarak fokal veya sekonder generalize
ndbet seklindedir. Nobet sonrasi felg ve disfazi gelisimi olabilir. Cerrahi rezeksiyon
yapilan, 500 hastay1 iceren retrospektif bir ¢alismada; ¢oklu lezyon, temporal ve
oksipital yerlesim, kemik invazyonu da olan metastazlarda preoperatif ndbet yiiksek
oranda ve anlamli bulunmus. Yine ayni calismada frontal lob disindaki biiyiik
lezyonlarda (>5 cm) ndbetin tedaviye direncli oldugu veya birden fazla antiepileptik
ilag gereksinimi oldugu goriilmis [120, 121]. Rutin pratikte yaygin olmasina kargin
cogu calisma primer beyin tiimorleri de dahil beyin metazlarinda profilaktik
antiepileptik kullanimini 6nermemektedir. Buna ragmen yiiksek riskli hasta grubunda
veya erken postoperatif nobet oranini azaltmak i¢in perioperatif donemde primer

profilaksinin faydali olabilecegini diisiindiiren veriler de vardir [122].

Duyusal veya motor bozukluk, konusma bozukluklar1 ve gorme alanlarindaki
bozukluklar gibi fokal nérolojik defisitler %20-40 oraninda, davranigsal bozukluklar
ise hastalarin tigte ikisinde goriilen belirtilerdir. %10 hastada papilédem saptanabilir.
Hipofiz metastazlarinda klinik belirti olmayacagi gibi bas agrisi, gérme bozuklugu ve
diyabetes insipitus, kortizol yetmezligi gibi hormonal disfonksiyon belirtileri ortaya
cikabilir. Meme ve akciger kanseri, hipofiz bezine en sik metastaz yapan kanserlerdir.
Adenomlarin aksine metastazlar daha ¢ok arka hipofiz bezini tutmaktadir [115-117,

120].

Supratentoryal metastazlar beynin herhangi bir lobunu tutabilir. Frontal loblarda
semptomatik tiimorleri olan hastalar, kisilik degisiklikleri, kontralateral hemiparezi,
abuli (irade-istem kaybi), disinhibisyon (diirtiileri baskilayamama) gibi semptomlarla
bagvurabilir. Lezyon baskin hemisferde ise, dili ifade etme zorlugu ile karakterize
Broca tipi afazi meydana gelebilir. Diisiik ayak gibi motor homonculustaki tutulum

yerine gore, farkli kas giicii kayiplariyla gelebilir [6, 16, 115, 116].

Temporal loblar Wernicke alanini igerir ayrica hipokampus, limbik sistem ve gérme
yollart ile yakin baglantist bulunmaktadir. Temporal lob metastazlari, &zellikle
bilateral lezyonlar, kisa siireli hafiza bozuklugu ile ortaya ¢ikabilir. Baskin hemisfer
etkilenirse, dili kavrayamama ile karakterize Wernicke afazisi ortaya cikabilir.

Muayenede, optik trakt tutulmussa kontralateral superior kadranopsi saptanabilir.
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Nobetler de ozellikle medial temporal lob lezyonlarinda ¢ok yaygindir. Isitsel
haliisinasyonlar da goriilebilir [6, 16, 115, 116].

Sag parietal lezyonlar1 olan hastalar sol tarafim1 ihmal edebilir. Bu klinikte; hasta
tarafindan kendini sol tarafindaki cisimlere ¢arpma kapilar1 kapatmayr unutma gibi
sikayetler ile ifade edilebilir. Baskin olmayan parietal hemisfer lezyonlarinda
hastalarda anosognozi (kisinin noérolojik defisitinin farkinda olmamasi) goriilebilir.
Sol parietal lezyonlarda akalkuli (hesap yapabilme kabiliyetinde bozukluk),
kontralateral duyu kaybi gelisebilir. Oksipital lezyonlar ¢ogunlukla kontralateral
gorme alan1 defekti ile bulgu verir, karmagik gorsel haliisinasyonlara da neden olabilir

[6, 16, 115, 116].

Infratentoryal lezyonlar genelde ataksi veya yiiriime bozuklugu ile kendini gosterir.
Serebellar hemisferik lezyonlar ipsilateral dismetri (mesafenin, hizin veya hareketin
giiclinlin ayarlanamamasi) ve koordinasyon bozukluguna neden olabilir. Beyin
sapindan gecen kraniyal sinir ¢ekirdeklerinin yani sira motor ve duyu yollarinin
ylksek yogunlugu g6z oniine alindiginda, kiiciik lezyonlar bile olduk¢a semptomatik
olabilir. Beyin sapi1 lezyonlar1 yiiz, kol ve bacakta kontralateral hemiparezi ve

hemisensoriyel kayiplara neden olabilir [6, 16, 115, 116].

Leptomeningeal metastazlar (LM) tipik olarak kanserin ge¢ evre bir
komplikasyonudur. Leptomeningeal hastalik en sik adenokarsinomlarda ve
hematolojik malignitelerde goriiliirken, hemen hemen her kanser leptomeninkslere
metastaz yapabilir [124]. LM'nin klinige yansimas1 oldukca degiskendir; semptomatik
hidrosefaliden izole kraniyal noéropatilere, multifokal defisitlere ve/veya ndbetlere
kadar degisebilir. Leptomeningeal metastazlar, araknoid graniilasyonlar yoluyla BOS
geri emilimini engelleyerek hidrosefaliye veya radyolojik hidrosefali olmaksizin
yaygin subaraknoid mikrometazlar neticesinde ventrikiiler kompliyansi azaltarak
intrakraniyal basing artisina neden olabilir [125,]. Omurilik ve kauda ekina, sinir
koklerinin tutulumu; radikiiler agriya, bagirsak veya mesane disfonksiyonuna veya
bacaklarda fokal uyusukluk veya zayifliga neden olabilir [125, 126]. Metastatik
kanserli bir hastada noronal aksin birden fazla seviyesini etkileyen semptomlarin
varligin LM siliphesi uyandirmalidir. Radyolojik goriintiilemeler ile LM tanisi
konulamadagi durumlarda klinik siiphe var ise BOS 6rneklemesi mutlaka gereklidir.
Pozitif sonu¢ alinamamasi halinde, en az ii¢ kez 6rnekleme Onerilmektedir [125].

Spinal metastazlarin biiyiik ¢ogunlugu ekstraduraldir. Ekstradural metastazlar siklikla
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vertebra cisimlerinde, en sik olarak torasik omurgada ortaya ¢ikar ve ekstradural alana
uzanir . Baglangicta, bu lezyonlar siddetli sirt agrisi ile ortaya ¢ikabilir. Agr1 genellikle
siddetlidir, geceleri daha katiidiir ve hastay1 uykudan uyandirabilir. Hem ekstradural
hem de intradural lezyonlar kord basi bulgular ile ortaya ¢ikabilir. Omurilik basisi
arttikca; hastalarda giigsiizliik, uyusukluk, bagirsak veya mesane disfonksiyonu veya
ylriime bozuklugu gibi fokal norolojik defisitler gelisebilir. Metastatik kanserli
hastalarin yaklasik %5'i baglangi¢ta kord basisi ile basvurur [16].

Tiim bu belirtiler 6zellikle biling degisiklikleri; cerrahi tedavi, kemoterapi ya da
radyoterapi sonras1 da geligebilir. Biling degisikligi nedeniyle konsiilte edilen 132
hasta iizerine yapilan bir calismada sadece %15’inde altta yatan sebebin beyin
metastazi oldugu goriilmiistiir [127]. Ayrica kemoterapiye sekonder ensefalopatide
goriilebilir. Bununla beraber cogul beyin metastazlarina ragmen asemptomatik olan ve
metastazlar1 insidental saptanan hastalar da vardir. Daha Once bilinen primer bir
malignite Oykiisii olmayan hastalarin %15’inde BM’lere sekonder olugsan semptomlar
ile bagvurabildigi bildirilmistir [10, 11, 16]. Ozellikle de leptomeningeal metastaz
olan olgularin BOS sitolojik incelemesinde yaklasik %50 olguda malign hiicreler
saptanabilir [128]. Olgularin %15-20’sinde BM, primer kanser ile ayn1 anda (senkron)
tespit edilirken; yaklasik % 80 olguda ise BM primer kanser tanisi konulduktan sonra
(metakron) ortaya ¢ikmaktadir [24]. Yaygin metastazi olan olgularda veya tedavi
almayanlarda daha kisa olmakla birlikte tani1 sonrasinda beklenen yasam siiresi

ortalama 6 aydir.

2.7 Tedavi Secenekleri

Metastatik beyin tiimdrlii hastalarin yasam siiresi sinirlidir ve ¢ogunlukla tiim tedavi
uygulamalar1 palyatif amacglhidir. Ortalama yasam siiresi sadece 26-32 haftadir,
norolojik bulgular gelistikten sonra tedavi edilmeyen hastalarda ise ortalama yasam
stiresi 1 aydir. Simdiye kadar, metastatik beyin hastaligi1 olan hastalarda en etkili tedavi
konusunda bir fikir birligi yoktur. Tiimor histolojisi, primer hastaligin durumu, beyin
lezyonlariin sayisi, lezyonlarin boyutu ve performans durumu gibi bir¢cok faktdr bu
hastalarin sonuglarini etkileyebilir ve bu nedenle optimal tedavi bu faktdrler goz
oniinde bulundurularak her hasta i¢in ayr1 ayri tasarlanmalidir [2, 30]. Beyin metastazi
olan kanser hastalarinda merkezi sinir sistemi hastaligin1 kontrol altina almak,

norolojik fonksiyonlar1 maksimal diizeyde koruyarak semptomlarin iyilestirmek,
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kanserin norolojik komplikasyonlarina bagli oliimleri 6nlemek, yasam kalitesini
korumak i¢in etkili ve glivenli bir tedavi disiiniilmelidir. Higbir tedavi yontemi tek
basma yeterli olmayip etkileri de komplikasyonsuz degildir [2, 79, 129, 130].
BM’lerde tedaviye karar verirken birgok parametrenin 6zenle degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bunlar; lezyonun hacmi ve sayisi, lokalizasyonu ve elequent alanlara
komsugu; primer kanserin histolojik tipi ve radyo-kemoterapi duyarliligi; hastanin
yasi, genel durumu, norolojik muayenesi, tedaviden beklentisi ve karari; sistemik

yayilim durumu ve Onceki tedavilere yaniti, primer kanser ile BM tanis1 arasindaki

gecen siiredir [2,16, 129, 130].

BM’ler, kanser hastalarinda ciddi bir morbidite ve mortalite nedeni olup, varligi
onkolojik bir terminal olay olarak degerlendirilmektedir. BM’lerin tedavisi tliimdre
yonelik kesin tedavi secenekleri ve semptomlar1 azaltmaya yonelik destekleyici tedavi
secenekleri olarak ikiye ayrilabilir. Destekleyici tedavi segenekleri arasinda
glukokortikoidler, antiepileptik ilaglar ve antikoagiilanlar sayilabilir [115, 277]. Asil
tedavi segenekleri ise; cerrahhi, tiim beyin radyoterapi (TBRT), sistemik kemoterapi,
hedefe yonelik biyolojik ajanlar ve stereotaktik radyocerrahi (SRC) veya bunlarin
degisik kombinasyonlarindan olusur. Hangi tedavi se¢eneginin ya da kombinasyonun

hasta i¢in uygun olduguna karar verilmesi tedavinin en dnemli asamasidir [2, 30].

Bu hastalar i¢in, tedavilerindeki belki de en biiyiik kisitlama tedavi se¢cim asamasi
olabilir. Giiniimiizde hala BM tanis1 alan bir grup hasta, lokal agresif tedavi
secenekleri daha uygun olabilecekken TBRT ve/veya kemoterapi ile takibe
yonlendirilebilmektedir. Her ne kadar BM tanisi alan hastalarin biiyiik cogunlugunda
farkli tedavilere ragmen beklenen yasam stiresi kisitli olsa da cerrahi ve/veya SRC gibi
lokal agresif tedaviler ile palyasyon saglanabilmekte, var olan norolojik defisitte daha
hizli bir diizelme sans1 olusmakta, TBRT nin muhtemel bir yan etkisi olan biligsel
fonksiyonlarda bozulma ¢ok daha az goriilmekte ve sonug olarak hastanin yasam
kalitesinde artma olmakta veya kotliye gidis yavslamaktadir [2, 30]. Se¢ilmis olgularda
cerrahi uygulanmali ve ardindan gerekirse RT eklenmelidir. Kemoterapi ise KBB’den

gecisi kisithigi oldugu ancak belirli tiimor tiplerinde uygulanabilmektedir [52].

2.7.1 Medikal tedavi

BM’lerde medikal tedavinin birincil amaci tedaviye karar verene kadar 6dem ve kafa

ici basinci azaltarak zaman kazanmak, norolojik defisitte diizelme saglamaktir. Higbir
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tedavi almayan hastalarda yasam siiresi ortalama 1 aydir, 6dem kontrol eden ilaglarla
bu siire sadece iki katina ¢ikarilabilir. TBRT buna ilave edilirse ortalama yasam siiresi
3-6 aya uzayabilir. Cerrahi tedaviyi takiben TBRT uygulandiginda ise bu siire 1 yili
asar. Cerrahi Onerilmeyen ¢oklu metastazlarda SRC yontemleri daha iyi sonuglar
verebilmektedir. Ayni sonuglar tek metastazlarda da gorilmistir [6, 11, 131].
Steroidler ile hizl1 klinik yanit alinabilecegi ve faydasi hastalar i¢in % 60-75 arasinda
degiskenlik gosterebilmektedir. Deksametazon (veya esdeger steroid) baslangic dozu
olarak 16-24 mg/giin seklinde kullanilmasi, semptomlar kontrol altina alindiktan sonra
en disiik etkili doza inilmesi ve RT boyunca kullaniminin devam edilmesi
onerilmektedir. Steroidler hem akut hem de kronik donemde etkili olmasina karsin,
yarar1 gegicidir. Maksimum klinik cevap alabilmek i¢in miimkiinse steroid tedavisine
cerrahi veya diger tedavilerden 3-5 giin 6nce baglamak gerekir. Osmotedavi genellikle
intrakranial basing artis1 kontroliinde acil olarak kullanilabilmektedir. Bu amacla

hiperosmolar soliisyonlar ve ditiretikler kullanilabilir [132].

2.7.2 Kemoterapi ve immiinoterapi

BM’li hastalarinda kemoterapi ile tedavinin hedefi; sagkalimi1 uzatmak, tiimér ile ilgili
semptomlar1 hafifletmek veya Onlemek ve yasam Kkalitesini iyilestirmektir.
Kemoterapinin amact semptomlar1 hafifletmek olsada, paradoksal olarak olgularda
yorgunluk, bulanti, kusma, ishal, sa¢ dokiilmesi, mukozit, nétropeni ve ndéropati gibi
toksisitelere sebep olabilir [6, 132, 133]. KBB’yi kemoterapik ajanlarin gegcmesinin
zorlugu sebebi ile kemoterapi BM’lerde ¢ogunlukla ¢ok etkili degildir [133]. Ancak
BM nedeniyle tedavi ihtiyaci olan hastalarda Oliimiin en sik nedeni sistemik
hastaliklarinin ilerlemesi oldugundan, primer hastaligin kemoterapi ile kontrol altina
alinmas1 gereklidir [133, 134]. Gilinlimiizde kemoterapdtik ajanlar germ hiicreli
tiimorler ya da kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi yiiksek derecede kemoterapi sensitif
tiimorler disinda beyin metastazi tedavisinde rutin olarak kullanilmamaktadir [133].
Kemoterapi cevabini 6ngérmede primer tliimdriin kemoterapi sensitivesi ve ajanin kan-
beyin bariyeri permeabilitesi onemli iki faktordiir. Bu konuda hedefe yonelik ajanlarin
da bulundugu cesitli biyolojik ¢alismalar devam etmektedir. Sonug olarak kemoterapi,
sistemik kanser tedavisinde 6nemli ilerleme kaydetmistir, fakat beyin metastazlarinin

tedavisinde farmakolojik etkinlik yetersizdir.
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2.7.3 Cerrahi

Giliniimiizde se¢ilmis hastalarin tedavisinde cerrahi 6nemli yer tutar. Tek metastatik
kitlelerde dncelikle tercih edilen yol cerrahi tedavidir. Boylelikle primeri belli olmayan
kitlelerde histolojik tan1 koymak da miimkiin olacaktir. Radyorezistans oldugu bilinen
kitlelerde cerrahi tedavi daha fazla tercih edilebilmektedir [2, 11, 130, 132, 135].
Cerrahi tedavisine karar verilirken, primer tiimdriin patolojisi ve evresi; lezyon sayisi,
yeri ve boyutu 6nemli rol oynar. Ayrica hastanin genel durumu, yasi ve norolojik
tablosu, leptomeningeal tutulum da cerrahi kararm etkiler [2, 6, 135, 136]. Intrakranial
basingta artig bulgulari, belirgin perilezyonal 6dem ve ndrolojik defisit varlig1 cerrahi
tedavi tercihini kuvvetlendirir [6, 135]. Metastazektomi, lezyonun kitle etkisine ve
kafa ici basing artisina bagh bulgularda ¢ok hizli bir diizelme goriilebilmektedir. Tek
veya soliter BM’lerde cerrahi uzun siiredir kullanilmaktadir; sagkalim siiresini
artirdigin1 gosteren bir ¢ok ¢aligma mevcuttur ve cerrahi ile tiimor total ¢ikarilabilirse
belirli hastalarda kiir ihitimalinden bahsedilmektedir [137]. Multiple BM’lerde
cogunlukla cerrahi tercih edilmez ancak, kafa ici basing artisina neden olan, hayati
fonksiyonlar1 etkileyen lezyon icin; histopatolojik tani gereksinimi varliginda ve bir
kraniotomi ile iki veya daha fazla metastaz eksizyonu yapilabilecekse cerrahi karari
verilebilmektedir. Buna primer hastalifin kontrol altinda olmasi da eklenebilir.
Multiple metastazi olan hastalara uygulanan cerrahi tedavinin tek metastazli hastalara

uygulanan cerrahi tedavi kadar etkili oldugu bulunmustur [5, 137, 138].

Metastaz rezeksiyonu lokal bir tedavidir ve olugsmasi muhtemel yeni metastazlari
engelleyememektedir. Lezyonun total ¢ikartilamamasi durumunda veya var olan
ancak goriintiileme teknikleri ile saptanmayan mikrometastazlar ve yeni metastaz
olugma ihtimaline kars1 ek tedaviler gerekebilir [139]. Bu nedenle cerrahi sonrasi erken
donemde TBRT verilir, bu ikili kombinasyon sistematik hastalig1 olmayan ve iyi
prognoza sahip hastalarda tek basina uygulanan TBRT’den daha etkin sonug¢ verir
[115, 130, 140]. BM’ye baglh semptomlar1 olan hastalarda radyoterapi palyatif yarar
saglamaktadir. Semptomlarda radyoterapi ile olgularin % 70- 93’linde gerileme
saglanabilse de her hastada uzun siireli olmayabilir. 6 ay sonra hastalarin yaklasik %

20’sinde 1 y1l sonra da % 35’inde semptomlar tekrar ortaya ¢ikabilmektedir [141].

Metastatik beyin tiimorlii hastalarda uygulanacak olan cerrahi tedavinin %4-40
mortalite oran1 vardir. Cerrahinin tim riskleri agisindan hasta ve hasta yakinlar

bilgilendirilmelidir. Cerrahi Oncesi planlama yapilmali ve cerrahi esnasinda
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ndronavigasyon, intraoperatif ultrasonografi, perioperatif MRG gibi yardimci

yontemler imkan dahilindeyse kullanilmalidir [11, 130, 138].

2.7.4 Radyoterapi

Radyoterapi, iyonize radyasyonun hedef dokuya (kansere) dogrudan ya da dolayh
olarak uygulanmasiyla tedavi olanagi saglayan bir yontemdir. Radyoterapideki temel
amagc, belirlenen hedef dokuya maksimum etkin dozu verirken, etrafindaki saglikli
doku ve kritik organlara olabilecek minimum dozu vererek korumaktir. Cerrahinin
uygun olmadigi lezyonlarda; saglam beyin dokusuna en az hasar1 vermeyi amaglayan
tedavi arayis1 ve teknolojik gelismeler neticesinde ortaya ¢ikan radyocerrahi

etkinligini gosteren kanitlar ve kullanimi her gecen giin artmaktadir [2, 130, 140].

BM’li hastalar i¢cin TBRT uzun zamandir standart bir tedavi olmustur. TBRT de
kullanilan doz ve fraksiyon degerlerini karsilastiran caligsmalarin neticesinde; ortalama
sagkalim, norolojik fonksiyon skoru ve lokal kontrol degerleri agisindan en iyi doz
semasi olarak 3 Gy dozun 10 fraksiyonda toplam 30 Gy onerilmektedir. SRC tek veya
oligo metastazi olan ve genel durumu iyi olgularda TBRT ye tercih edilmektedir [2,
136 139, 140]. Bununla birlikte cerrahi sonrasi lezyonun total eksize edilememesi ve
yeni metastaz olugma ihtimaline kars1 ek tedavi uygulamalar1 gerekmektedir. Ameliyat
sonrast TBRT’nin tedaviye eklenmesi, lokal kontrolii saglamakta ve goriilmeyen
mikrometastazlar1 tedavi edebilmektedir [64]. Tek basina SRC kullanildiginda ise
lokal kontrolii artirmanin yaninda TBRT sonrasi olusabilecek yan etkiler
gbozlenmemektdir [140]. TBRT sonrasinda metastazi tekrarlayan hastalarda SRC
kullanilabilmektedir [2]. Performans durumu iyi ve yasam beklentisi yliksek
hastalarda; 1-4 beyin metastazina kadar SRC tek basina veya TBRT kombinasyonu ile
birlikte kullanilabilir ancak 5 veya daha fazla metastazi olan hastalarda SRC ile ilgili
veriler yetersizdir [142].BM’ler fiziksel ve biyolojik karakterlerinden dolay1
radyocerrahi icin ideal lezyonlardir: Genellikle BT’de ve MRG’de goriildiigli gibi
sinirlar belirgin ve tespit edildiginde kiigtiktiir (< 3 cm); cogunlukla ¢evre parankimi
iterler ve doku hasar olasiligi azalir; kontraslanan alan disinda hiicresel diizeyde
yayilim ihtimali azdir. Bu sebeplerle tiim lezyonun radyocerrahi tedavi alani igerisinde

kalmasi saglanabilir [132, 142].
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2.8 Tedaviye Yanit Ve Prognostik Faktorler

BM’ler yukarda bahsettigimiz gibi en sik karsilasilan SSS tiimérii ve kanserin
norolojik kopmlikasyonlar1 arasinda birinci sirada yer almaktadir. [2, 6, 130]. Bu
noktada en 6nemli husus ise tedaviye karar vermektir. Tedaviye karar verme, gereksiz
tedavi uygulamalarindan kaginilmasi ve ortak bir dili konusmak agisindan prognostik
faktorlerinin belirlenmesi ve bilinmesi onemlidir. BM’lerin prognozu kotiidiir ve
norolojik fonksiyon bozukluguna bagli olarak hastalarin yasam kaliteleri onemli
derecede etkilenir. Bu durumda beyin metastazlarina sahip olan hastalarin prognozu
oncelikle sistematik hastaligin durumuna ve tedavinin etkinligine baghidir [6, 16]. Yas,
hasta performansi, primer kanserin durumu ve yayginligi, mevcut metastazlarin sayisi
ile degismekle birlikte beyin metastazli hastalarda ortalama sagkalim 2-15 aydir [107,
143].

BM’lerde, farkli tedavi se¢eneklerini ve etkinligini arastiran prospektif calismalarda,
tedavi yanitinin objektif olarak degerlendirilebilmesi gerektirmektedir. Tedavi
yanitinin ve etkinliginin belirlenmesi ihtiyaci, bu alanda bazi kriterlerinin ortaya
¢ikmasina yol agmigtir. Hastalarin demografik ve klinik 6zelliklerine gére prognoz
analizlerinin yapildig1 pek ¢ok calisma vardir. ilk olarak 1981 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan tedavi yamit kriterleri yaymlanmustir, 1990'da &zellikle
yluksek dereceli glial timorlii hastalar i¢in, tedavi yanitin1 ve progresyonu
degerlendirmede MacDonald kriterleri bildirilmistir. MacDonald kriterlerinde, MR
bulgularina ve klinik bulgulara dayanilarak tiimoriin tedaviye yanmiti baglica 4
kategoriye ayrilmaktaydi: Tam yanit, kismi yanit, stabil hastalik ve progresyon. Ancak
lezyonun sadece kontraslanan komponentinin degerlendirilmeye alinmasi ve bu
kontrastlanan bolgenin sadece iki boyutta Olgiilmesi; multipl tiimdral odaklarin,
rezeksiyon kavitelerinin ve kistik alanlarin dikkate alinmayarak, Ol¢iime dahil
edilmeleri; tedaviye sekonder olabilecek degisikliklerin tanimlanmamasi gibi bazi
kisitliliklart mevcuttu [144]. Bu kisitliliklar nedeniyle 2000 yilinda ‘Solid Tiimorlerde
Cevap Degerlendirme Kriterleri” (RECIST= Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors) yaymlanmistir, daha sonrasinda ihtiyaglara ve kriterlerlerin klinik
gereksinimleri karsilamamasina bagli olarak RECIST kriterlerinde giincellemeler

gerceklestirilmistir (Tablo 2.4) [145, 146].
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Tablo 2.4 : Tiimor yanit degerlendirme kriterleri [144-146].

WHO (1979) RECIST 1.1 (2009)
Olgiim Stratejileri
Goriintiileme Spesifik bir goriintiileme yontemi BT, MRve gogiis grafisi 6nerilmis, FDG-PET
belirtilmemis yeni lezyonlarin belirlenmesi i¢in istenmis
Olgiim UC x KC (cm?) Lenf nodu dist lezyonlar i¢in UC (cm) lenf

nodlari i¢in KC

Olgiilebilir lezyonlar Minimal lezyon boyutuna ait sinir yok BT ile lenf nodu dis1 lezyonlar® igin UC >10

mm, lenf nodlari igin KC >15 mm

Hedef lezyonlarin sayist Belirtilmemis Toplam 5 lezyon. Bir organda en fazla 2

lezyon

Yamt kriter kategorileri

Tam yanit (TY) Bilinen tiim lezyonlarin kaybolmasi Boyutu (KC) <10 mm lenf nodlar1 diginda
tiim hedef ve hedef olmayan lezyonlarin
kaybolmasi
Parsiyel Yanit (PY) 2 %50 kiicilme 2 %30 kiicilme
Stabil Hastalik (SH) TY, PY veya PD olmayan TY, PY veya PD olmayan
Progresif Hastalik (PH) Hedef lezyonda > %25 boyut artist, Hedef lezyonda > %20 ve en az >5 mm boyut
yeni lezyon, veya hedef olmayan artist, yeni lezyon, veya hedef olmayan
lezyonda PH lezyonda PH

Kisaltmalar: UC: Uzun ¢ap, KC: Kisa ¢ap, TY: Tam yanit, PY: Parsiyel yanit, PH: Progresif hastalik

2008 yilinda Response Assessment in Neuro-Oncology (RANO=Nd&roonkolojide yanit
degerlendirilmesi) grubu olusturulmustur. 2011 yilinda da BM’lere yonelik alt grubu
RANO-BM olusturularak, klinik caligmalarda beyin metastazlarinin radyolojik
degerlendirilmesi konusunda yeni standart kriterler onermislerdir. Bunlar RECIST
kriterlerinde oldugu gibi lezyonun tek boyutunun Ol¢iilmesine dayanmaktadir.
Lezyonun ‘Olgiilebilir lezyon’ olarak degerlendirilebilmesi i¢in minimum 10 mm
capinda olmasi gerekmektedir. RANO-BM’ye gore, lezyon tedavi baglamadan
maksimum 4 hafta igerisinde bazal dl¢iimler agisindan degerlendirilmelidir ve lezyon
cevresinde bulunan kistik alan ya da rezeksiyon kavitesi 6l¢iime dahil edilmemelidir.
Tedaviye yanitin degerlendirilmesi i¢in Onerilen siire, 6-12 hafta olmakla birlikte;
yonteme ve klinik gereksinime bagli daha uzun ya da daha kisa zaman araliklarinin
secilebilecegi de belirtilmistr. Oncesinde tedavi edilmis lezyonlar icin ydntem

belirtilmelidir. Birden fazla lezyon varliginda maksimum 5 lezyonun hedef lezyon
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olarak belirlenmesi onerilmektedir. Hedef lezyonlar boyutlarina, boyut artisina, lokal
tedavi alma durumlarina gore se¢ilmelidir. Bunun disindaki lezyonlar hedef olmayan
lezyonlar olarak dokiimante edilmelidir. Hedef olmayan lezyonlarda boyut 6l¢timii

gerekli degildir (Tablo 2.5) [146] .

Tablo 2.5 : Noroonkoloji beyin metastazlar1 yanit degerlendirme kriterleri (RANO-

BM) [146].
Tam yamit Kismi yamit Stabil hastalik Progresif hastalik
Hedef lezyonlar Yok Bagslangica gore Baglangica gore < %30En diisik mesafeye

toplam en uzunazalma ancak en altgdre toplam en uzun
mesafede % 30'dandiizeye gore toplam enmesafede >%20 artis

fazla azalma uzun mesafede <% 20
artg
Hedef dis1 Yok Stabil veya iyilesme Stabil veya iyilesme  Kesin progresif hastalik
lezyonlar
Yeni lezyon(lar) Yok Yok Yok Var
Klinik yanit Yok Stabil veya azalmig Stabil veya azalmis Uygulanamaz

Kortikosteroidler Stabil veya Stabil veya iyilesme Stabil veya iyilesme Kotii
iyilesme

Yanit sarti Timii Timii Tlimii Herhangi biri

Kullanim1 daha kolay ve anlasilir diger bir prognostik siniflama ise, radyoterapi
onkoloji grubu (RTOG) tarafindan olusturulan ‘recursive partitioning analizi’ (RPA)
siiflamasidir [147, 148] (Tablo 2.6). BM’lerde stereotaktik radyocerrahi i¢in de bazi
prognostik kriterler belirlenerek tahmini sagkalim siirelerini belirten ‘Radyocerrahi
i¢in skor indeks (SIR)’ olusturulmustur: Bu indekse gore ortalama sagkalim siirelerti;
0-3 puan icin 6 aydan az, 3-7 puan i¢in ortalama 7 ay, 8-10 puan i¢in ise ‘uzun siire’
(calismada 31 ay bulunmus) (Tablo 2.7) [149]. Bunlar disinda beyin metastazlarinin
sayist kadar primer timor tipinin de prognoz i¢in dnemli oldugunun kabul edilmesiyle
‘Taniya 0zgii dereceli prognostik degerlendirme (DS-GPA)’ skorlamasi ve metastaz
olusum hizin kriter alan ‘Beyin metastaz hiz1 (BMV)’ skorlamasi da mevcuttur. Bu
iki skorlamanin; daha giincel ve genel sagkalim icin ana belirleyici oldugu
belirtilmekle birlikte, rutin pratikte yaygin kullanimi i¢in randomize kontrolli

caligmalar gerekmektedir [131, 150].
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Tablo 2.6 : RPA siniflamasina gore prognostik faktorler [147,148].

Smif Kriterler Ortalama Sagkalim

Sinif I Yag <65, KPS >70, primer kontrolde, 7.1

ekstrakraniyal metastaz yok
Smf 11 Siif I ve II digindakiler 4.2

Siuf 1T KPS <70 23

Tablo 2.7 : Skor Indeks Radyocerrahi (SIR) igin prognostik degiskenler [149].

0 1 2
Yas =60 51-59 <50
KPS <50 60-70 >70
Sistemik hastalik durumu PH KR-SH TR-HKY
En genis lezyon(cm?®) >13 5-13 <5
Lezyon sayisi >3 2 |

Kisaltmalar: PH: Progresif hastalik; KR: kismi remisyon; SH: Stabil hastalik; TR: tam klinik remisyon; HKY: Hastalik kaniti
yok.

Metastatik beyin tiimdrlii hastalarda norolojik tablo, genel saglik durumunu gosteren
KPS (Tablo 2.8), metastaz sayisi, yerlesim yeri ve boyutu tedavi ydnteminin
belirlenmesindeki en 6nemli faktorlerdir. KPS, bir hastanin fonksiyonel durumunu,%
100 (hastalik kanitt yok, semptom yok) ile% 0 (6liim) arasinda degisen yiizde
degerleriyle iligkili kapsaml1 11 noktal1 bir 6l¢ek olarak tanimlar. Ayrica, KPS tedavi
yontemine karar vermede rol gdsterici olmasinin disinda, tek bagina bagimsiz olarak
cogu kanserde prognostik bir faktor olarak kabul edilmektedir [151]. Beyin metastazi
ile takipli hastalarda norolojik komplikasyonlarin sadece metastaza baglh
olugsmayacagi bilinmeli; daha basit ve tedavi edilebilir etiyolojiler arastirilmalidir.
Norolojik komplikasyonlar kanserli hastalarda yaygindir. Bunun nedeni beyin
metastazinin dogrudan etkisi, omurilik ve sinir kokii basisi, leptomeningeal hastalik
olabilecegi gibi; toksik, enfeksiydz veya metabolik anormalliklerden, ilaglarin yan

etkilerinden, immiinosupresyon ortaminda artan enfeksiyondan da kaynaklanabilir.
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Tablo 2.8 : Karnofsky performans skoru [151].

Puan Durumu

100 Normal; sikayet yok; hastaliga ait semptom yok

90 Normal aktivitelerini yapabiliyor; hastaliga ait minér semptomlar ve bulgular
80 Efor harcayarak normal aktivite; hastaliga ait baz1 semptom ve bulgular
70 Kendi isini gorebilir; normal aktivite ya da aktif ¢aligma yapamaz

60 Nadiren yardima ihtiya¢ duyar, ancak kendi ihtiya¢larmin ¢ogunu halleder
50 Onemli derecede yardima ihtiyag duyar ve sik tibbi yardim

40 Sakattir; 6zel bakim ve yardima muhtagtir

30 Hastane bakimi gerektirecek sekilde sakat, fakat 6liim riski yoktur.

20 Cok hasta; hastaneye yatis gereklidir; aktif destek tedavisi gereklidir

10 Oliim ¢ok yakin; dliimciil olay hizla yaklagmaktadir

0 Oli

Kanser hastalarinda serebrovaskiiler hastaliklar (iskemik veya hemorajik inme),
metastazlardan sonra SSS lezyonlarinin ikinci sebebidir. Kanser hastalarinda
hiperkoagiilopatiye bagl arteriyel ve vendz tromboembolizm riski artmaktadir [1]. Bu
nedenle hastalarda profilaktik antitrombolitik tedavi se¢cenegi her zaman g6z oniinde
bulundurulmalidir. Kanserli hastalarin ayrica paraneoplastik noérolojik sendromlar
(PNS) da goriilebilir gelistirebilir. PNS; kanserin dogrudan, metastaz ya da tedavi yan
etkisine bagli olmayan, uzak etkisi ile ortaya ¢ikan, timdr tarafindan asir1 eksprese
edilen noral antijenlere kars1 gelisen immiin yanit sonucunda olusur. PNS'lerin ¢ogu
subakut ve ilerleyicidir. PNS'ler, bir kanserin saptanmasindan veya niiksetmesinden
once klinik bulgu verebilir, serebral korteksten ndromuskiiler bileskeye ve kasa kadar

bir ¢ok alani etkileyebilirler [16].

Sistemik kanserlerin yayilimi ve diger metastazlar, sagkalim siiresi, onceki tedavilere
yaniti, diizenlenecek tedavilerde olusabilecek toksisiteler de tedavi se¢iminde goz
oniinde bulundurulmalidir [2, 130, 132 ]. Metastaz sayisindan ¢ok, toplam tiimor
hacminin de prognoz iizerindeki 6nemi goriilmiistiir [6,140, 143,2]. Tedavi kararinda;
genel sagkalim orani, yasam kalitesi, olusabilecek toksisiteler, tedavi edilen metastazin
lokal kontrolii ve alan disindaki yeni metastazlarin orani 6nemli etkenler arasindadir

[139].
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3. RADYASYON TEDAVISI

Radyasyon, alfa, beta, gamma gibi elektromanyetik dalgalar halinde bir enerji yayilimi
olup, yeryiiziinde hayatin baslangicindan beri mevcuttur. Ancak radyasyonun
taninmasi, saglik ve enerji sektoriinde kullanilmasi uzun yillar almis, son yillarda
teknolojideki gelismelerle kullanimi hiz kazanmistir [152]. Radyasyonun tani ve
tedavide kullanilmast, tip diinyasinda ¢i181r agmistir. Iyonlastirici radyasyon (IR) genel
olarak lokalize bir hedefi, hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin radyasyonun neden oldugu
DNA hasaria normal dokudan daha duyarli olmasi temelinde, kanseri tedavi etmek
i¢cin kullanilmaktadir. Radyoterapi, ¢evredeki saglikli doku iizerindeki toksik etkileri
en aza indirerek tiimdrler iizerindeki etkisini maksimize etmeyi, iyilesme oranlarin
artirmayi, hayatta kalma siiresini uzatmay1 ve yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglar

[153].

Radyoterapi, ¢ok sayida kanser tiirlinlin tedavisinin temelini olusturan ve
multidisipliner tedavi yaklagimlarinin 6nemli bir parcasidir, cerrahiye uygun olmayan
veya cerrahiyi reddeden hastalar i¢in uygun ve etkili bir yontemdir. Radyoterapi, X ve
vy (gama) gibi 1sinlarini elektromanyetik dalgalar yoluyla iletme prensibine
dayanmaktadir. Isinlari, elektron tabancasi ve magnetron araciligiyla elektron akisini
hizlandirarak ve metal bir hedefe carptirilarak iiretilir. Yiiksek enerjili foton insan
dokusunda ikincil elektron iiretir. Olusan elekronlar hiicre boliinmesinde DNA’da

hasara neden olmaktadir [153, 154].

3.1 Tarihge

Radyasyonun ilk 1smlarmin tarif edilmesi, 1895’te Alman fizik¢i Wilhelm Conrad
Rontgen tarafindan olmustur. Anot ve katottan olusan bir deney tiipii iizerinde floresan
ad1 verilen 151k parlamalari tizerine ¢alisan Rontgen, deneyi biraz degistirip tiipii siyah
bir karton ile kaplamis ve 151k gecirgenligini anlayabilmek icin odayi karartip deneyi
tekrarlamis. Deney tiiplinden 2 m uzaklikta baryum platinocyanite sarili olan kagitta

bir parlama fark etmis ve deneyi her tekrarladiginda ayni1 olay1 gézlemlemistir.
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Bunu mat yiizeyden gegebilen yeni bir 1smn olarak tanimlamis ve matematikte
bilinmeyeni simgeleyen X harfini kullanarak “X 1511 adin1 vermistir. Daha sonralar1
bu 1sinlar, “Rontgen 1sinlar1” olarak anilmistir [155]. O giin, Réntgen, X 1sinlarinin
ayn1 zamanda tibbi tanisal potansiyellerini de fark etmis, arkadast Alman anatomist
August Kolliker ile birlikte, floresan ekran arasina bir elin tutulmasi yoluyla el
kemiklerinin goériinlir hale gelebilecegini gdstermislerdir [156]. Radyasyon tedavisi
(RT), X-1sinlarinin bulunmasindan sonra, 1896’da Fransiz fizik¢i Victor Despeignes
ve 1897°de Avusturyali radyolog Leopold Freund tarafindan bu isinlarin terapdtik
amagl ilk kez kullanilmasi ile basglamistir. 1896°da Amerikali beyin cerrah1 Harvey
Cushing bir hastanin servikal omurgasina takilan kursunun yerini ortaya ¢ikarmak i¢in
bir radyografik cihaz kullanmistir. ilk basarili radyoterapi, Freund ile calisan Schiff
tarafindan lupus vulgaris olgusunda uygulanmistir. Bunun disinda X 1sinlar1 o
donemde, diger karsinomlarda, 16semi tedavisinde, bakterisidal etkisi oldugu

diisiiniilerek tiiberkiilozda ve hatta epilepsi tedavisinde denenmistir [156-158].

1898’de radyoaktivite teorisini gelistiren ve ilk radyoaktif izotoplardan polonyum ve
radyumu izole eden Polonyali fizik ve kimya miihendisi Marie Curie’nin yaptig1
calismalar 1s181nda, calismalar radyoaktif izotoplarin tlimor tedavisinde kullanilmasina
yonelmistir. Radyum, ¢ok sayida farkli yolla uygulanabildigi i¢in, X 1sinlarinin yeterli
olmadig1 hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Ilk radyasyon hastaligi, X-1sinlarinin
kesfinden 6 ay sonra tanimlanmistir. Marcuse, bu 1sinlarin epilasyon ve dermatit gibi
istenmeyen ve zararli yan etkileri oldugunu ve bunlarin belli bir siire sonrasinda
diizeldigini soylemistir. Kienbock, tavsanlar lizerinde yaptig1 ¢aligmada, tiip ile cilt
arasindaki mesafeyle radyasyonun biyolojik etkilerinin azaltilabilecegini, dolayisiyla
etkilerin X 1sinlariin dozuyla iligkili oldugunu gostermistir. Bu bilgiler 1s181nda,
dozun zamana boliinmesi, kiimiilatif etki, hedef-cilt-uzaklik, radyasyon tedavisi
kavramlarini igeren X 1smlarinin etkilerinin genel kurallarin1 yayinlamis; tanisal
amaclt kullanilan X 1sinlarinin yan etkilerinden korunmak ig¢in kursun kalkan
kullanimi, gerektiginden fazla maruz kalinmamasi gibi uyarilarda bulunmustur. 1901
yilinda Fransiz fizik¢i Becquerel, cebinde unuttugu radyumun birka¢ hafta sonra
viicudunda eritem ve iilserasyon yarattigini bildirerek, saglik fizigine ve radyum
kanser tedavisine katkida bulunmustur. Benzer sekilde Madam Curie de, uzun siireli
radyasyona maruz kalmaya bagli aplastik anemi sonucu hayatini kaybetmistir.“Tibbi

elektrigin babas1” olarak goriilen Jean Alban Bergonié, Rontgen’in X 1sinlar1 ve
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Curie’nin radiumu bulusu ile terapdtik ve tanisal kullanim amagli birgok cihaz
gelistirmistir. Bergoni¢ ve histolog Tribondeau ratlarin 1sinlanmis testislerinde
yaptiklar1 bir c¢alismayr yayinlamiglar; bu ¢alismada spermatogonyanin en
radiosensitif hiicreler oldugunu, tiimor hiicreleriyle normal saglikli hiicrelerin 1sindan
farklr etkilendiklerini gostermislerdir. Bu verilerin 1s18inda Bergonié ve Tribondeau
Kanunu’nu ortaya koymuslardir: Buna gore iireme aktivitesi daha fazla olan ve
diferansiyasyonu az olan hiicreler X 1sinlarina daha duyarli olmaktadir. Ayrica, 1s1nin
Oldiirmedigi hiicreler, timor olusumunu agiklayacak sekilde ileri evrimlesme
gosterebiliyor ve cogalma davraniglarini degistirebiliyorlar. Bergonié, radyasyona
bagli sag isaret parmaginda olusan dermatiti, kendi kendine diatermi ile tedavi etmis;
ancak yine de Once eli, sonra da kolunun ampute edilmesi gerekmistir. Sonunda
akciger metastazina yenik diismiistiir. 1901°de Rontgen, 1903°de Becquerel, Marie ve
Pierre Curie Nobel Fizik Odiilii ile onurlandirilmistir. Ikinci diinya savasinda,
Hirosima ve Nagazaki’ye atilan atom bombalarmin etkilerinin incelenmesi ile

radyoterapinin uzun dénem etkileri daha iyi anlagilmistir [155-159].

Stereotaktik radyocerrahi kavrami ilk olarak bir nérofizyolog ve cerrah olan Victor
Horsley ve bir matematik¢i olan Robert H. Clarke tarafindan 1908 yilinda maymun
beyninde belirledikleri bir hedef noktay:1 kartezyen koordinat sisteminde lokalize
etmeyi saglayan bir cihaz tasarlamalar1 ile baslamistir. Bu arastirmacilar, maymun
beyninde bugiin kullanilana benzer sekilde fiksator bir ¢ergeveyle anatomik yapilari
g0z Oniine alarak stereotaktik bir atlas olusturmustur. Daha sonra bir nérofizyologlog
olan Ernest Spiegel, cerrah Henry Wycis 1940’larin sonunda insan kullanimi i¢in ilk
stereotaktik cihazi duyurmustur. Bu stereotaktik cihaz prosediir sirasinda kafaya
sabitlenmekte olup intraoperatif radiogramlar araciligiyla intrakranial yapilar1 lokalize
etmekteydi. Radyocerrahinin babasi olarak bilinen Isvecli beyin cerrahi Lars Leksell;
beyinde konvansiyonel cerrahi ile alinamayacak kadar kiiciik boyuttaki lezyonlar
tedavi etmek amaciyla stereotaktik teknik ile radyasyon salimimini kavramini
birlestirmistir. Horsley ve Spiegel’in caligmalarinin prensiplerine dayanarak
ndrocerrahi i¢in uygun ilk stereotaktik aparat1 1947 yilinda gelistirmis, 1951 yilinda
da stereotaktik radyocerrahi konseptini tanimlamustir. ilk cihazda, X-1s1n1 tiipiine bagh
bir kolimatér ve basin {izerine yerlestirilen yarim daire seklindeki bir stereotaktik
aparat yardimiyla tanimlanmis intrakraniyal hedefe X-isinlar1 capraz atesle

gonderilmekteydi. 10 yil sonra Leksell, fizik¢i Kurt Leiden ve Borje Larsson’nun
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katilimryla ayni islemi proton 1sinlartyla yaymlamis [160, 161]. ¥ (gamma) 1sinlari
yayan kobalt-60 (Co60) kaynaginin kullaniminin kesfedilmesiyle 1968 yilinda gamma
knife tanimlanmis ve Stockholm’de kullanima girmistir [160]. Leksell Gamma knife
cihazinda 179 adet Co60 kaynagi dairesel olarak yerlestirilmis ve yayilan gamma
isinlarinin odaklanmasi saglanmistir. Leksell, yontemin fonksiyonel ndrocerrahiye
uygun olabilecegini belirtmis ve takip eden yillarda Parkinson hastaligi, trigeminal
nevralji, beyin tiimorleri ve arteriovendz malformasyonlar gibi beyin lezyonlari igin
kullanilmaya baslanmigtir. 1972 yilinda Steiner ve ark. radyocerrahi ile ilk
arteriyovendz malformasyonu tedavi ettmislerdir. SRC, ilk zamanlarda kullanilirken
hastanin bagi invaziv bir ¢erceve ile sabitlenmekteydi, teknolojik gelismeler sayesinde
“cercevesiz stereotaktik teknikler” adi altinda daha az invaziv olacak sekilde
termoplastik maskeler de gelistirilmistir. 1980°li yillarda bilgisayar teknolojisine
paralel olarak Lineer Akselerator cihazlari yayginlasmis ve kullanima girmistir.
1990‘l1 yillarda ise Amerikali beyin cerrahi John R. Adler tarafindan lineer
akseleratore robotik kol yardimiyla farkli eksenlerde hareket imkani kazandirilmis ve

Cyberknife teknolojisi tibbin kullanimina girmistir [160, 161].

SRC, ilk baglarda cerrahinin uygun olmadig1 veya ulagilamayacagi diisiiniilen derin
yerlesimli lezyonlar icin kullansa da, zamanla secili hastalarda ilk tercih tedavi
segenedi olmustur. Ayni1 zamanda geleneksel tedavi sekli olan TBRT’nin lokal
kontoliinii artirmak ve desteklemek amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde
SRC, beyin metastazli hastalarda TBRT’ ye alternatif bir tedavi olmaktan ziyade, tek
basina ilk tercih edilen radyoterapi yontemi olmustur [162,163].

3.2 Tiim Beyin Radyoterapisi

Tiim beyin radyasyon tedavisi (TBRT) ilk olarak 1950'lerde rapor edilmis ve
1980'lerde RTOG tarafindan yapilan klinik ¢aligsmalardan sonra tek veya ¢oklu beyin
metastazi olan hastalarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Genel olarak olarak
leptomeninksler de dahil olmak iizere tiim beyin 1ginlamasini igerir [117]. TBRT'nin
bu hastalar arasinda 1 yillik sagkalim oran1 %10-15, medyan sagkalimi yaklasik 4 ila
6 aya kadar uzattig1 bildirilmistir [2, 117, 165]. TBRT, cerrahi rezeksiyon veya SRC'ye
uygun olmayan hastalarda tedavi segenegidir, tiimor hacmini kiigiilterek norolojik
nedene bagli 6liimii 6nlemeyi amaclar ve MR’de goriilmeyen mikrometastazlari tedavi

eder [130, 165]. KHAK’l1 hastalarda tan1 aninda ve hastaligin seyri sirasinda yiiksek
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oranda BM goriilmektedir, profilaktik kraniyal isinlama standart bir tedavi olup
metastaz insidansim azalttifi, progresyonsuz sagkalim siiresini arttirdigi ve bu hasta
grubunda genel sagkalim siiresini iyilestirdigi bildirilmistir [165, 166]. Bu nedenle
KHAK teshisi konan hastalarda TBRT onerilen bir tedavi se¢cenegidir. TBRT ¢ok
sayida BM varliginda en sik kullanilan tedavi secenegi olup norolojik semptomlarda

ve sagkalimda fayda gostermektedir [165-167].

TBRT endikasyonlar1 arasinda; multipl beyin metastazi, oligometastazlar (1-3 adet),
SRC i¢in biiyiik lezyonlar (>4cm), ge¢c TBRT basarisizlig1 sonrasi tekrar 1sinlama,
cerrahi ve SRC gibi tedavilere ek olarak lokal ve uzak kontrol oranini artirmak
sayilabilir [140,143]. Ayrica TBRT, fokal tedavilerden sonra intrakraniyal niiksler i¢in
salvage (kurtarma) tedavi amaciyla kullanilabilir [2, 135, 136,169, 170 ]. TBRT igin
onerilen doz 10 giinliik fraksiyonlarda 30 Gy’dir. Diizey I simif I kanitlar, standart
TBRT dozu ile farkli doz/fraksiyon planlar karsilastirildiginda veya radyoterapi
duyarlastirici  ajanlarla  (ionidamin, metronidazol, misonidazol, moteksafin
gadolinyum, bromodeoksiiiridin, efaproksiral gibi) birlikte yapilan caligmalar; anlaml
sagkalim farki saptanmadigini, progresyonsuz sagkalim siiresi ve komplikasyonlari
etkilemedigini gostermektedir [2, 165-170]. Radyoterapi de diger tedavilerde oldugu
gibi komplikasyonsuz degildir. TBRT, uzun donem sagkalima sahip hastalarda
gecikmis, progresif ve geri doniisiimsiiz kognitif disfonksiyon ile iligkili olarak
diisiiniilmektedir [142]. Ancak tiimor progresyonu iliskili kognitif disfonksiyon,
radyoterapi iligkili ndrotoksisiteden daha sik karsimiza ¢ikmaktadir. Diger radyoterapi
seceneklerinde oldugu gibi TBRT sonrast da radyonekroz, psddoprogresyon
goriilebilir [6, 11, 171]. TBRT iliskili norotoksisiteyi azaltmak i¢in memantin,
donepezil gibi ndroprotektif ajanlar kullanilmakta olup bu ajanlarin basarisi tatmin
edici degildir [172]. Ayrica bu konuda yeni bir teknik olan hipokampiis koruyucu
TBRT, hafizay1 koruma ve yasam kalitesini iyilestirme konusunda umut vaadedici olsa

da bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir [173].

TBRT'den sonra %33-42'de ve radyocerrahiden sonra %39-52'de yeni uzak beyin
metastazlar1 bildirilmektedir, ancak TBRT genellikle sadece bir kez uygulanirken,
radyocerrahi uzak niiksler veya TBRT'den sonra yeni metastazlar i¢in tekrar tekrar
kullanilabilir. Daha biiyiik metastazlar (>8—10 cc) cerrahi olarak ¢ikarilmalidir, ancak
daha kiiciik metastazlarda Gamma Knife radyocerrahisi, cerrahi tiimor rezeksiyonu

kadar etkili goriinmektedir (diizey I kanit) [139].
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Uzak bolgelerde yeni beyin metastaz olusum riski TBRT'den sonra yaklasik %15 daha
diisiik olmasina ragmen, TBRT'nin tedavi edilen beyin metastazlari lizerinde %24-
55'te tam veya kismi yanitlarla yalnizca sinirli lokal kontrol sagladigi gosterilmistir.
Bu nedenle sistemik prognozu iyi olan hastalarda TBRT'min yetersiz oldugu

distiniilebilir [139,174].

Radyasyon tedavisinde daha sofistike teknolojilerin tanitilmasindan sonra SRC, tek
veya hatta multiple metastazi olan hastalar i¢in 6énemli bir tedavi modalitesi haline
gelmistir ve bu hastalarin tedavisine yonelik egilim, se¢ilmis hastalarda TBRT'den
SRC'ye dogru kaymistir [165, 175]. Ancak, kontrol edilemeyen primer hastalik veya
yaygin sistemik metastaz nedeniyle kotii prognozu olan, fonksiyonel durumu kotii olan
ve leptomeningeal yayilimi olan hastalar icin TBRT hala gegerli bir segenektir [168-
170].

3.3 Stereotaktik Radyocerrahi

Gliniimiizde noéroonkolojik hastaliklarin tedavisinde yiiksek etkinlikli ve minimal
invaziv olan SRC, hedeflenen lezyona goriintiileme kilavuzlugunda yiiksek doz
radyasyonun tedavi amacgli planlanmasi ve uygulanmasidir. SRC’nin avantaji
hedeflenen lezyona uygulanan radyasyon dozunu maksimize ederek, ¢evredeki normal
beyin dokusuna uygulanan radyasyon dozunu minimize etmesidir. Boylece
radyasyona duyarli dokular korunarak, radyasyona bagli komplikasyonlar azaltilir [2,
163, 165, 174, 176]. SRC siklikla yiiksek tedavi dozlar1 tek fraksiyonda hastaya
uygulanmaktadir. Fraksiyone SRC ise tedavinin 2-7 seansta uygulanarak tek seansta
uygulanan doz miktarmin azaltilmasi1 ve radyoterapiye bagli komplikasyonlarin
azaltilmasini, ayrica etkinliginin artmasini amaclar [174, 176]. Birden fazla seansta
verildigi i¢in ‘stereotaktik radyoterapi’de denilebilmektedir [177]. Fraksiyone SRC
biiyilk (>3cm) veya kritik yapilarin yakininda olan lezyonlarda, tek fraksiyonlu
SRC’ye tercih edilmektedir [2]. SRC c¢oklu metastazlarda dahi lokal kontrol
saglayabilmektedir. Beyin metastazlari; diizgiin sinirli olmalari, genellikle erken tani
nedeniyle biiyiik boyutta olmamalar1 , ¢evre saglam parankime hiicresel boyutta
yayillimin az olmasi ve lezyonun normal beyin dokusu icermemesi sebebiyle SRC
tedavisi i¢in ideal lezyonlardir [2, 11, 138, 139, 153, 170]. Tedaviye bagl nérolojik ve
kabul edilemeyen zararlardan kaginmak ve uzun siireli lokal kontrol asil amagtir.

Kritik anatomik yerlere yakin lezyonlara da, dikkat dahilinde uygulanabilmektedir.
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Ancak tiimor boyutu ve sayisi artikga tedavi etkinligi de azalmaktadir [176-182].
SRC’de tedavi dozunun artmasi etkinligi ve lokal kontrol oranimi artiracagi gibi,
radyonekroz ihtimalini de arttirir. Tiimor boyutu ile radyonekroz riski arasinda bir
iliski oldugu gosterilmistir  Patolojik bir son olan radyonekroz, radyolojik
goriintiilemeler ve biyopsi ile saptanabilir. SRC ile ¢oklu beyin metastazlarinin tedavi
uygulanmasinda gereken toplam hacim ve timor dokusu etrafinda etkilenebilecek
normal yapilarin hacmi de artacagindan, beyin toksisitesi riski de artmis olur [183].
Ayrica SRC’in hedef dokuya tek fraksiyonda yiiksek doz verilmesinden kaynakli
TBRT’ye kiyasla gecici yan etkileri (kizariklik, kabarma) bulunmaktadir [174].
Radyocerrahi, TBRT'nin bir sonucu olabilecek biligsel ve yasam kalitesindeki
bozulmalar1 onler (diizey I kanit). Yiiksek lokal etkinlik, serebral fonksiyonlarin
korunmasi, kisa hastanede yatis ve sistemik kemoterapiye devam edebilme se¢enegi,
minimal invaziv bir yaklasim olmasi, birden fazla lezyona ayni seansta
uygulanabilmesi, ciddi komorbidite sahip hastalara da uygulanabilmesi SRC lehine
faktorlerdir [184-186]. SRC tedavisinde hasta se¢ciminde hastanin yasi, performans
durumu, ekstrakranial tiimor aktivitesi ve beklenen yasam siiresi gdz Oniinde
bulundurulmalidir. 3 cm’den kiiciik tek beyin metastazi olan hastalarda, 2,5 cm’den
kiigiik 2-4 beyin metastazi olan hastalarda ve yasam beklentisi 3 aydan uzun olan
hastalarda SRC tedavisi uygun olabilir. Ayrica kotli performans durumuna sahip
hastalarda, sistemik hastalik progresyonu olan hastalarda ve yasam beklentisi 3 aydan

kisa olan hastalarda palyatif amacli SRC tedavisi diisiiniilebilir [2, 184, 185].

Cerrahi teknikler ve goriintiileme yontemlerinde gelismeler goriilse de, cogu modern
calisma grubunda, beyin metastazi i¢in yalnizca cerrahi uygulanmasi halinde rekiirrens
oran1 halen %50’ye yakin bildirilmektedir [183]. Bu rekiirrens oraninin azaltilmasi
icin, TBRT’nin bilissel fonksiyonlardaki kotii etkileri nedeniyle de, genellikle
postoperatif tek seans SRC ya da fraksiyone SRC Onerilmektedir [169, 170, 174].
Yiiksek dozlarda uygulanan SRC i¢in hastanin dogru konumlandirilmasi ve dozimetrik

hassasiyetin kalite standartlarina uygun olmasi1 6nem tasimaktadir [177].

Genellikle capt 3 cm’den kiigiik olan tiimorler i¢in endikedir. Ciinkii SRC’de
radyasyon toksisitesi riski timoriin boyutu biiylidiik¢e, 6nemli 6l¢lide artmaktadir
[181]. Stereotaktik radyocerrahi giiniimiizde 1-3 beyin metastaz1 olan hastalarda
standart bir tedavi olarak kabul gormektedir. Hasta TBRT almis ve yeni beyin
metastazlar1 saptanmigsa dahi, SRC en etkin tedavi olarak kullanilabilir [180]. Hedef
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1sinlamast sonucu olusacak doz diisiisii onemlidir. Ciinkii hedef disinda normal beyin
dokusu da radyasyona maruz kalmaktadir. RTOG beyin tiimérleri ve beyin
metastazlarinin tedavisinde gerekli doz semalarini belirlemek icin farkli ¢caligmalar
yapmustir. Bu calismalarin sonucuna gore; primer beyin tiimdrlerinde ve beyin
metastazlarinda tedavi amaci ile verilecek maksimum giivenli doz tiimor ¢capina baglh
olarak degismektedir. Yukarida ‘Radyonekroz’ basligi altinda belirtildigi gibi; 20 mm
den kiiciik hedeflerde 24 Gy, 21-30 mm aras1 hedeflerde 18 Gy ve 31-40 arasi
hedeflerde 15 Gy olarak belirlenmistir [177, 187]. Ayrica tek tiimdrii olan hastalara
kiyasla ¢oklu metastazi olan hastalarda cevresel dozlarda 6nemli bir artis oldugu
saptanmigtir. Bunun sonucunda 5 veya daha fazla metastazi olan hastalarda

regetelenen dozun 1 Gy distriilmesi tavsiye edilmistir [187].

Beyin metastaz1 tedavisinde tarihsel olarak SRC, oncelikle TBRT tedavisi sonrasi
lokal kontrol amaciyla kullanilmaktaydi. RTOG tarafindan yapilan ¢aligmada, TBRT
ile TBRT-SRC kombinasyonu Kkarsilastirilmistir. Tek beyin metastazi olan,
performans durumu yiiksek ve sistemik hastalifi kontrol altinda olan hastalarda
tedaviye SRC’in eklenmesinin sagkalimi artirdigi ve 6 aylik takipte performans
durumunu iyilestirdigi ortaya konmustur [188].

Yapilan bir diger ¢alismada 2-4 beyin metastazina sahip hastalarda TBRT ile
TBRT+SRC karsilastirilmistir. Bu caligmada 1 y1l sonunda lokal tedavi basarisizligi
yalnizca TBRT tedavisi alan grupta %100 (median lokal tedavi basarisizligi 6 ay)
bulunurken, TBRT+SRC tedavisi alan hastalarda %8 (median lokal tedavi basarisizligi
36 ay) olarak bulunmustur. Ayrica yalnizca TBRT tedavisi alan grupta ortalama
sagkalim 7,5 ay, TBRT+SRC grubunda ise 11 ay olarak bulunmustur [189]. Yapilan
bir diger retrospektif caligmada 1-6 metastazi olan 463 hastada TBRT ile TBRT+SRC
karsilagtirilmistir; iki grup arasinda bir aylik lokal kontrol oranlar1 benzer olmakla

birlikte ortalama sagkalimin SRC kombinasyonu ile belirgin arttig1 bildirilmistir [ 190].

SRC tedavisinin beyin metastazlarinda tek basmna etkinligi arastiran ¢aligsmalar da
mevcuttur. 1-4 beyin metastazina sahip 132 hastada yapilan bir ¢aligmada yalnizca
SRC tedavisi ile SRC+TBRT tedavisi karsilastirilnustir. iki grup arasinda ortalama
sagkalim ve norolojik sebepli 6lim oraninda fark saptanmamakla birlikte, 12 aylik
siirecte yeni gelisen metastatik beyin lezyonu oran1 TBRT tedavisi almayan grupta
anlamli olarak fazla bulunmustur [168]. SRC ile cerrahi tedaviyi karsilastiran bir

calismada sagkalim, ndrolojik kaynakli 6lim orani ve lokal rekiirrens oranlarinda
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anlaml farklilik saptanmamistir. Histolopatolojik tani gereken olgularda, biiyiik,
semptomatik veya posterior fossa metastazlarinda, beyin sapi basisinin oldugu
durumlarda, hemorajik metastazi olan hastalarda ilk planda cerrahi tedavi
diistiniilmelidir. SRC ve cerrahi tedavi kombinasyonu; tek ve bliylik semptomatik
metastaz veya sinirlt sayida kiiclik metastazin oldugu durumlarda kombine edilebilir.
Postoperatif kaviteye yonelik SRC secilmis hastalarda efektif bir secenek olarak
goriinse de beyinde yeni uzak metastaz riskini azaltmak konusunda etkisiz olarak

degerlendirilmektedir [186-191].

Rekiirren metastazlarda da SRC ile kurtarici tedavi, yliksek lokal kontrol oranlarina
sahip bir tedavi segenegidir. TBRT sonrasi rekiirrenslerde uygulanan SRC tedavisinde
1 yillik lokal kontrol oranlar1 %70-90, 2 yillik lokal kontrol oranlar1 ise %60-84 olarak
bildirilmistir [217,218]. Daha 6nce SRC tedavisi alan hastalarda rekiirren lezyonda
SRC tedavisi uygulandiginda radyonekroz riski %50°ye ulasmaktadir [192,193]. SRC
tedavisi sonrasi lezyonlarin ¢ogu boyut olarak stabil kalmakta ya da kiigiilmektedir.
Baz1 lezyonlarda tedavi sonrasi 3-6. aylarda boyutta artis1 goriilebilir. Yapilan bir
calismada ilging olarak tedavi sonrasi boyut artis1 izlenen hastalarda ortalama

sagkalimin daha iyi oldugu bulunmustur [80].
3.3.1 Radyocerrahi Yontemleri

Radyocerrahide tedavi amacli enerjiyi aktarmak i¢in X 1s1n1, gama 1s1n1 ve protonlar
kullanilmaktadir. Gamma Knife radyocerrahisinde kullanilan gama 1s1nlar1 radyoaktif
bozunma tarafindan olusturulan radyasyon kullanirken, lineer hizlandiric1 (LINAC)
radyocerrahisinde ise elektron tabancasiyla elektronlar1 yogun (atom kiitle numarasi
ylksek) olan tungsten metallere carptirilarak iiretilen X 1sm1 radyasyonu kullanilir.
Protonlar ise bir atomdan bir elektronun ¢ikarilmasi ve kalan protonun bir siklotronun
veya bir senkrosiklotronun manyetik alanda hizlandirilmasiyla olusturulur. X ve y 1511
ile yapilan radyocerrahiye kiyasla proton radyocerrahisi daha yeni bir teknolojidir
[53]. Giliniimiizde Gamma Knife, LINAC (lineer hizlandiric1) radyocerrahi, proton
radyocerahisi, Cyberknife gibi yaygin olarak kullanilan SRC ydntemleri mevcuttur
[143].

49



3.3.1.1 Gamma Kbnife

Gamma knife (GK) radyocerrahinin klinik uygulamalar1 arasinda; benign tiimdrler
(menenjiom, hipofiz adenomu, schwannom), beyin damarsal hastaliklar1 (AVM,
kavernom), malign tiimorler (metastaz, glial tiimorler) ve fonksiyonel hastaliklar
(Parkinson, epilepsi, trigeminal nevralji) yer alir. GK radyocerrahi tekniginde Co60
gamma 1sinlar1 kullanilmaktadir. Lezyonun tiirli, boyutu, énemli anatomik yapilara
yakinlig1 ve daha onceki radyocerrahi ge¢misine gore verilecek doz hesaplanir. islem
sirasinda hedef doku ii¢ boyut olarak ¢esitli ¢apta kolimatorler yardimiyla izodoz egrisi
(genellikle %50°1ik izodoz egrisi) ile sardirilir. Radyasyona sensitif dokular 6zellikle
korunur. Leksell Gamma Knife , intrakraniyal stereotaktik radyocerrahi igin 6zel bir
sistemdir. 201 adet Cobalt-60 kaynagi [Gama kaynaklar1 1mm c¢apinda ve 20 mm
uzunlugundadir. 40 cm mesafeden ortak bir odak noktasina (izomerkez) dogru radyal
olarak hizalanir] araciligiyla kaynaktan gelen isinlarin izomerkezde kesismesi igin
konumlandirilan hedef hacme yiiksek radyasyon dozu verir. GK tedavisi, her biri
stereotaktik alandaki konumu, kolimator (bir 151n demetinin istenilen sekil ve capta
151n demetine ¢eviren cihaz) ayari (4 mm, 8 mm veya 16 mm) ve yogunluk ile belirtilen
bir veya daha fazla ¢ekimden olusur. Planlama sistemi, her 1sinlamanin konumunu,
kolimasyonunu ve yogunlugunu ayarlar, doz hizini, siliresini ve hasta ylizeyi ile
1sinlama merkezi arasindaki mesafeyi hesaba katarak verilecek dozu hesaplar. Son
gelismis teknolojiler birlikte Leksell Gamma Knife radyocerrahi sistemi, gereken
hassasiyeti korumak ic¢in, hem cone beam bilgisayarli tomografi (CBCT) hem de
hareket izleyici (IFMM) sistemi icermektedir. CBCT ile stereotaktik referans
uygunlugu icin fiducial (referans) markerlarin gerekliligi ortadan kalkmistir. IFMM
sistemi ise bir kizil6tesi kamera ve olgunun burun {ist kismina yerlestirilen yansitict
bir markerdan olusur. Kamera marker tarafindan belirli bir hareket esigi algilarsa,
ayarlamalar yapilana kadar sistem tedaviyi otomatik olarak durdurur. Bu 6zelliklerle
tedavi sirasinda olgu izlemi sayesinde istenilen hedef hacime ulasilabilmektedir [182,
194]. Tedavi siiresi lezyonun tipine, biiylikliigiine ve yerine bagli olarak birkag¢ dakika
ile birka¢ saat arasinda olabilirken, genellikle tek seans yeterli olmaktadir. GK
tedavisi, bir takim caligsmasiyla uygulanabilen bir prosediir olup; beyin cerrahi,
nororadyolog, tibbi fizik miihendisi ve deneyimli bir hemsire gerekmektedir. Takip
goriintiileme 3 ayda bir kontrasth MRG ile yapilmalidir. Tedavi sonrasi ilk

goriintiileme ek bulgular varliginda 6-8. haftaya kisaltilabilir.
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3.3.1.2 Lineer hizlandiric1 (LINAC) tabanh stereotaktik radyocerrahi

LINAC ile radyocerrahiyi ilk olarak 1984 yilinda Arjantinli beyin cerrahi Betti ve ark.
bir lineer hizlandirict ile stereotaktik bir bagligin birlestirilmesiyle tanimlamigslardir.
Gilintimiizde bir¢ok farkli Linak tabanli radyocerrahi sistemi mevcuttur. Son 20 yildan
itibaren goriintiileme ve lif dzellikleri artirilmis yeni nesil LINAC sistemlerinin
gelistirilmesiyle tiim viicuda SRC uygulamas1 miimkiin hale gelmistir. GK’ya benzer
sekilde dogrusal hizlandirici ile homojen bir doz dagiliminin olusturulmasi, 1s1n1n hem
cok sayida farkli agidan hem de farkli diizlemlerde girisini ve hem masanin hem de

olgunun siirekli sirayla dondiiriilmesini gerektirir [295].

3.3.1.3 Proton beam radyoterapi

Proton radyocerrahisi, X ve gama radyasyon tedavisine gore ek terapotik olanaklar
yaratan dozimetrik avantajlar sunar. X 151n1 ve gama 1sinindan farkli olan protonlar,
viicuttan gecerken giriste diisiik doz profili saglayan kademeli doz gradyani ve
parcacik 1sinin ¢ikisidir. Hedef bolgeye maksimum dozlarini Bragg Peak olarak
bilinen dar bir tepe bolgeye birakirlar. Bragg Peak'in devaminda doz ani bir sekilde
diiser ve doz alan hedef hacmin arkasinda kalan normal dokular doza maruz kalmaz.
Proton radyocerrahisinde, masa aparatina bagl bir kafa ¢ercevesi yerlestirilir ve sabit
bir 151n portalina gére masa dondiiriillmektedir. Yeni gelisen cihazlarda ise alternatif
olarak, 151 kaynaginin masa etrafinda dondiiriilmesine olanak saglanmistir. Tedavi
merkezlerinin sayist siirli oldugundan, proton radyocerrahisi i¢in yalnizca se¢ilmis
olgular sevk edilebilmektedir. Proton radyocerrahisi, kii¢iik lezyonlar (hacim olarak
<10cc) ve kiiresel sekilli lezyonlarda endikedir ve bu lezyonlar; kritik anatomik
yapilara yakin, islevsel beyin bolgelerinde veya derin subkortikal alanlarda

olmamalidir ayrica daha once 1s1nlanan hacimlerde endike degildir [194].

3.3.1.4 CyberKnife (CK) robotik radyocerrabhisi

CK sistemi, 6-MV enerjili X 1sinlartyla radyocerrahi saglamak i¢in mobil bir LINAC
ile goriintii kilavuzlu bir robotik sistemini birlestirir. Kranial ve ekstrakraniyal
tiimorleri tedavi etmek icin tasarlanmis, ¢ergevesiz, iki ¢apraz goriintiilemeli X-151n1
tiptinden olugsan gergek zamanli goriintii kilavuzlu bir hedefleme saglayan bir
stereotaktik radyocerrahi sistemidir. Tedaviden Once olgunun kemik anatomisi ile
hedef hacim arasindaki iliskiyi analiz etmek i¢in BT goriintiileri alinir. Bu goriintiiyii

tedavi Oncesi tarama ile karsilagtiran mobil LINAC, olgu hareketine yanit olarak
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otomatik hareket eder ve <1 mm'lik hata pay1 saglar. Tedavi sirasinda olgu X-ray
kameralar1 ile izlenmektedir. Eksrakraniyal alanlarda uygun tiimor anatomisinin

(yumusak doku, prostat v.s.) i¢ine veya yakinina referans isaretleyicilerin konulmasi

gerekmektedir [196].

3.4 Tedavi Yaklasimlari ve Literatiir Arastirmasi

Cerrahi; erisilebilir tek lezyonu olan hastalarda, 6zellikle kitle etkisine neden olan
bliyiik lezyonlarda, performans durumu iyi olan, primer ve sistemik hastalig1 kontrol
altinda hastalarda standart tedavi haline gelmistir [79]. K&6tii prognoz nedeniyle kanser
hastalarinda beyin metastazinin fokal tedavisinin bireysellestirilmesi ¢ok dnemlidir ve
gereksiz agresif tedavi riskinden kaginilmalidir. Cerrahi rezeksiyon veya radyocerrahi
ile daha agresif lokal tedaviler, ndrolojik durumu uygun, primer hastaligi kontrol
altinda olan ve sistemik hastalig1 olmayan hastalar i¢in muhtemelen faydalidir. Ayrica,
kanser tedavisinde primer ve sistemik hastaligin kontroliine onciiliilk eden sistemik
tedavilerdeki ilerlemeyle birlikte, metastatik beyin lezyonunu kontrol etmek;
hastalarin yasam siiresini ve kalitesini artirmak i¢in kritik hale gelmistir. Beyin
metastaz1 olan hastalarda lokal tedavi i¢in cerrahi rezeksiyon ve SRC'nin her ikisinin

de etkili oldugu bulunmustur [2].

Yasam beklentisi 3 aydan az olmayan hastalarda cerrahi rezeksiyon veya SRC gibi
lokal agresif tedaviler onerilmektedir. Belirgin 6dem ve kitle etkisi olan , > 3 cm
capinda tek tlimori olan bir hastada cerrahi tedavi tercih edilebilirken, SRC belirgin
O6dem ve kitle etkisi olmayan daha kii¢iik lezyonlar ve derin yerlesimli lezyonlar i¢in
kullanilir [2, 185, 197, 198]. Cerrahi rezeksiyon ve SRS'nin endikasyonlari, avantajlari
ve dezavantajlar1 Tablo 3.1'de Ozetlenmistir. BM’li hastalarin prognozu oncelikle
sistemik hastaligin durumuna ve dolayistyla sistemik tedavinin etkinligine bagli olsa
da, kemoterapiler beyin metastazlar i¢in tedavi segenekleri olarak hala yeterince
giivenilir degildir. Hizla artan kanitlar, stereotaktik radyocerrahinin tek ve ¢oklu beyin
metastazlar1 i¢in oldukca etkili ve Ongoriilebilir lokal tiimor kontrolii sagladigini
gostermektedir. TBRT’yi ertelemek veya birinci segenek olarak kullanmamak,
hastanin bilissel durumu ve yasam kalitesi iizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilir
(diizey I kanit). Cok sayida ¢alisma >3 beyin metastazi icin GK tedavisinin yiiksek
lokal kontrol sagladigin1 gosterdiginden, tek bir radyocerrahi seansinda birden fazla

sayida beyin metastazini tedavi etme egilimi vardir. TBRT sonras1 lokal niiksler veya
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yeni metastazlar i¢in radyocerrahi uygulanabilir. Daha biiyiik metastazlarin (>8—10 cc)
rezeke edilmesi gerekirken, GK daha kiiciik metastazlarin tedavisinde cerrahi
yaklagimlar kadar etkilidir (diizey I kanit). Tiim6r hacmi belirlenen sinirlarin altinda

kaldig1 silirece yeni metastazlar i¢in radyocerrahi tekrarlanabilir. Bu nedenle tedavi

edilen beyin metastazli hastalarin radyolojik takibi ¢cok énemlidir [2, 162-165].

Tablo 3.1 : Cerrahi rezeksiyon ve SRC’ nin endikasyonlari, avantajlari ve
dezavantajlar1 [2].

Cerrahi Rezeksiyon

Stereotaktik Radyocerrahi

Endikasyonlar Maksimal lezyon boyutu = Maksimum lezyon boyutu <3 cm

Avantajlar

Dezavantajlar

3 cm

Odemli lezyon ve kitle etkisi
Kontrollii birincil hastalik
Yiiksek performans puani
Sinirh sayida lezyon (1-3)
Radyorezistan tiimorler

Kitle ve 6dem etkisinin hemen
kalkmas1

Stereoid gereksiniminin azalmazi
Hizli nérolojik iyilesme
Radyolojik yorum kolayligi(niiks,
radyonekroz vs.)

radyonekroz)

Lezyonun histolojik
degerlendirilmesi

Primer kanserin tedavisinde
gecikmeye neden olabilir
Genel anestezi gerektirir
Invaziv girisim

Sistemik kanserin tedavisinde
gecikmeye neden olabilir

Iyi smirly, derin lezyonlar veya
elequent alanlar

Cerrahi i¢in komorbiditesi olanlar
Tercih edilir lezyon sayisi i¢in sinir
(1-3)

4-10 lezyon giivenli bir sekilde
tedavi edilebilir

10+ lezyon se¢ilmis hastalarda
tedavi edilebilir

Ayakta tedavi prosediirii

Primer kanserin tedavisinde gecikme
olmaz

Multiple lezyonlar tek seansta tedavi
edilebilir

TBRT ile karsilastirildiginda
radyoreziztans tiimorlerde daha iyi
sonug

TBRT'den kaginilabilir

Genel anestezi gerekmez
Radyolojik takip zorlugu
(niiks,radyonekroz vs.)

Uzun stireli steroid kullanimi
Histolojik tan1 olmamast

Kanser hastalarinda 3 cm'den kii¢lik metastatik beyin lezyonlar1 i¢in SRC'nin roli, iyi
bilinen bir tedavi se¢cenegi olmustur. Bununla birlikte, ¢ap1 3 cm'den biiyiik hastalarda
beyin metastazlar1 icin SRC uygulanmasinin kotii prognoz ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir. Normal beyin toksisitesi riski nedeniyle daha diisiik radyasyon dozlari
recete etmek SRC ile daha biiyiik lezyonlar1 tedavi etmenin sinirlamalaridir. Bu
siirlamalarin iistesinden gelmek ve biiyiik lezyonlarin tedavisinde SRC'nin etkinligini
arttirmak i¢in hipofraksiyone radyocerrahi kullanilmis; ¢evre normal parankimde daha

1yl bir koruma ve tek seansli SRC'ye kiyasla daha yiiksek bir biyolojik etkin doz
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saglanmistir. Calismalar, hipofraksiyone radyocerrahinin tek seans SRC ile benzer
lokal kontrol oranlar1 ile sonuglandigin1 gostermistir [2,113,114]. BM’li hastalarin
tedavisinden sonra, tiimor radyobiyolojisini ve doz fraksiyonasyonunun lokal tiimor
kontrolii iizerindeki etkisini degerlendiren bir ¢alismada, tek seans SRC’nin
radyasyona direngli beyin metastazlar1 (melanom, renal hiicreli karsinom ve sarkom
dahil) ve radyosensitif beyin metastazlar1 (tim digerleri) i¢in kontrol oranlarinin
benzer oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, radyosensitif beyin metastazlarinda
hipofraksiyone radyocerrahi sonrasi radyorezistan tiimor tiplerine kiyasla daha iyi
lokal tiimor kontrol oranlar1 gériilmiistiir [199]. Diizey 1 Sinif [ kanitlar, tek metastazli
hasta grubunda postoperatif TBRT ile cerrahi rezeksiyon kombinasyonunu desteklese
de, dustk KPS, ileri sistemik hastalik gibi olumsuz prognostik faktorleri olan
hastalarda cerrahi Onerisinde bulunmak i¢in yeterli veri yoktur [2, 117, 161].
Metastatik beyin lezyonunun rezeksiyonu sonrasinda; kitle etkisine bagli ndrolojik
defisitlerde ve kafa ici basing artisinda hizli diizelme ve steroid ihtiyacinda azalma
goriilebilir [185]. Ayrica yaygin hastalifi olan ve KPS'si diisiik olan hastalarda bile
lezyon biiyiik ve ciddi basi etkisi, herniasyon riski var ise kitle etkisini gidermek i¢in
cerrahi rezeksiyon tercih edilir. Randomize bir klinik ¢alismada Patchell ve ark. [93]
cerrahi rezeksiyon + postoperatif TBRT uygulanan hastalar1 tek basina cerrahi
rezeksiyon uygulanan hastalarla karsilastirmis; sadece cerrahi uygulanan grupta hem
lokal niiks oran1 (cerrahi %46'ya kars1 cerrahi+TBRT %10, p < 0,001) hem de uzak
metastaz orant (cerrahi %37'ye karsilik cerrahi+TBRT %14, p < 0.01) yiiksek
bulunmustur. Cerrahi + TBRT grubu i¢in ortalama genel sagkalim siiresi 48 hafta ve
tek basina cerrahi grubu i¢in 43 hafta saptanmis. Norolojik nedene baglh 6liim orani
cerrahi + TBRT grubuna kiyasla tek bagina cerrahi grubunda daha sik goriilmiis (%44'e
kars1 %14, p = 0,003). Ayrica retrospektif caligmalar, tek beyin metastazi olan
hastalarda SRC'nin TBRT'yi geciktirerek tek basma etkili ve giivenli bir tedavi
oldugunu diisiindiirmektedir; bununla birlikte, SRC tedavisine TBRT eklendiginde

lokal ve uzak niiks riski daha diisiik bulunmustur [2].

Bir caligmada tedavi Oncesi ve SRC tedavisi sonrasinda hastalarin durumlari
radyolojik olarak kiyaslanmistir; hastalarin ilk 3 ay ve 1 yillik durumlar
karsilastirilmistir. 3 aylik donemde; %16’sinda progresyon, %34’linde regresyon
goriilmiis, %42’sinde stabil hastalik, %4 linde ise tam cevap oldugu goriilmistiir. 1

yillik donem incelendiginde ise hastalarin %28’inde stabil hastalik, %6’sinda
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progresyon, %34’iinde regresyon ve %06’sinda tam cevap saptanmigtir. Hastalarin
%13’liinde KPS degerlendirmesinde artis goriilmiis, %41’inde degigsme goriillmemis ve
%45’inde kotiiye gidis goriilmiistlir [108]. Bir calismada tek basina TBRT ile SRC
kiyaslanmuis; tek veya en fazla 3 metastaz olan ¢oklu beyin metastazlarinda anlamli bir
sagkalim farki goriilmemistir. Tek basmma SRC ile rezeksiyon+TBRT
karsilastirildiginda ise; tek metastazli hastalarda fonksiyonel performans durumu
karsilastirildiginda da anlamli bir fark bulunamamustir. Ortalama yasam siireleri
kiyaslandiginda da anlamli bir fark goériilmemistir. Yasam siireleri kiyaslandiginda 1-
3 metastazi olan hastalarda SRC lehine 6neride bulunulmustur. Baska bir ¢calismada
ise tek metastazi olan hastalarda sagkalimda rezeksiyon+TBRT Ilehine bulgu olsa da,
biligsel fonksiyonlar ve yasam kalitesi agidan rezeksiyon+TBRT yerine SRC
onerilmektedir [198].

Birden fazla beyin metastaz1 olan hastalar i¢in ise optimal tedaviye karar vermek
zordur. KPS, yas, birincil kanserin durumu ve sistemik hastaligin yaygihgi gibi
hastayla ilgili faktorler ve lezyon sayisi, yerlesim yeri ve toplam tiimor hacmi gibi
timorle ilgili faktorler karar verme siirecinde Onemlidir [130-132, 148]. Birkag
randomize klinik ¢aligma, TBRT ile veya TBRT olmadan cerrahi ve SRC gibi lokal
agresif tedavilerin roliinii arastirmistir. 1-4 beyin metastazi olan ve KPS > 70, stabil
primer kanser, kontrollii sistemik hastalik ve daha geng¢ yas gibi olumlu prognostik
faktorleri olan hastalarda cerrahi ve SRC gruplar1 arasinda 6zellikle benzer sagkalim
ve lokal kontrol oranlar1 bildirmislerdir. Bu lokal tedavilere ek olarak TBRT'nin lokal
ve uzak tiimor kontroliinii iyilestirdigi gosterilmis olmasina ragmen, sagkalim lizerine
ek yarar1 goriilmemistir. Tek basina SRC alanlara kiyasla adjuvan TBRT ile tedavi

edilen hastalarda daha kotii yasam kalitesi gbzlemlemistir [2, 169-172].

Coklu beyin metastazi olan hastalarda cerrahinin rolii net degildir. Cerrahi, SRC ve
TBRT gibi birincil tedaviden sonra veya bu modalitelerin farkli kombinasyonlari ile
lokal basarisizlik gelisen hastalarin tedavisi zordur [2]. Tekrarlayan beyin metastazi
icin hangi tedavinin en iyi olduguna dair somut bir kanit yoktur. Kurtarma tedavisi i¢in
cerrahi ve/veya TBRT ve SRC ve/veya TBRT olas1 segeneklerdir. Kurtarma tedavisi,
yas, yiksek performans durumu ve birincil kanser ve sistemik hastalik durumu gibi
hastayla ilgili faktorlere ve lokasyon, lezyonun/lezyonlarin boyutu ve dnceki tedavi
gibi tiimorle ilgili faktorlere gore uyarlanmalidir. Secilmis hastalarda hem cerrahi

rezeksiyon hem de SRC kurtarma tedavisi i¢in uygun olabilir. Kitle etkisini ortadan
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kaldirmak ve norolojik fonksiyonu ve sagkalimi iyilestirmek i¢in 6zellikle kontrolli
primer hastalig1 ve stabil sistemik hastaligi, yiiksek performans skoru ve erisilebilir
konumu olan hastalarda radyasyon tedavisi sonrasi basarisizliktan sonra tekrar cerrahi

rezeksiyon Onerilmistir [174-180].

[lIk SRC'den sonra niiks igin tekrar SRC uygulamada bazi kisitlayaci faktorler
mevcuttur. Yeniden 1sinlama yapildiginda, radyasyona bagli daha ciddi yan etkiler
olusma ihtimali veya endisesi bunlardan biridir. Ayrica baslangi¢ tedavisi i¢cin optimal
SRC dozu iyi tanimlanmis olmasina ragmen, niiks metastaz i¢in etkili ve gilivenli

optimal doz semasina yonelik net veriler yoktur [2, 169, 176]
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4. TUMOR MIKROCEVRESI

Radyoterapiye diren¢ mekanizmalarminin ve radyoterapinin tiimor, ¢cevre doku ve
sistemik etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bu boliimde tiimor mikrogevresi
(TMC) kavramindan bahsedilecektir. Metastatik tiimorler, salgiladiklar1 faktorler ile
uzak bolgeleri etkileyip, metastaz Oncesi ortami hazirlayabilmekte ve timor
biiylimesini ve tedavi direncini destekleyen inflamatuar ve immiinosupresif bir
mikrocevre olusturmaktadir [38, 201]. Metastaz bolgesinde ise tiimor ve stromal
hiicreler arasinda daha yogun bir etkilesim gerceklesir. Bu giiglii etkilesimin meydana
geldigi dinamik hiicresel ve molekiiler ortama beyin mikrogevresi (nis) denir. Immiin
BM mikrogevresi, tiimor ve yerlesik noral hiicreler ile infiltre olan lenfoid (sitotoksik
CD4+, yardimc1 CD4+, diizenleyici T hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicreler) ve
miyeloid seri (dendritik/antijen sunan hiicreler, makrofajlar ve miyeloid tiirevli
baskilayici hiicreler) hiicreleri arasindaki karmasik etkilesimleri igerir [38, 201, 203].

(Sekil 4.1)

Mormal epitel Bazal Ekstrasalilar .”’) Tamar
hiGeneler membran — matniks . hilcress
Iast s Erndotel oo ootk My Perisit
hibcrelen hibcre endotalyal
hdcreder
o S i Fibroblast . Lenfosit @  Proteaz
Proteax By rnee Biiyirme
L inhabaf Gr - faktoend Y faktoag
reseptond

Sekil 4.1 : Tiimo6r mikrocevresi sematizasyonu [202].
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Baz1 tiimorler biyopsilerde yiiksek derecede lenfositik infiltrasyona sahiptir
(immiinolojik olarak "sicak" tlimorler olarak adlandirilir), digerleri ise ¢ogunlukla
bagisiklik hiicrelerinden yoksun goriiniir ("soguk" tlimorler olarak adlandirilir). Hem
sicak hem de soguk tiimdrler, endojen bagisiklik sisteminin tiimdrii yeterince kontrol
etmedeki basarisizligini agikga temsil etse de, bu iki durumda timoér kagis
mekanizmasi farkli olabilir. "Sicak" bir tiimorde, TMC’de tiimore 6zgii efektor CD4
ve CD8 T hiicrelerinin tiimore saldirmasini1 6nleyen immiinosupresif mekanizmalarin

baskinlig1 olabilir [38, 202, 204].

4.1 immiin Sistem Hiicreleri

Immiin sistem hiicreleri tiimorlii dokunun dogal bilesenleridirler. Bu hiicreler tiimore
antagonist etki edebilecekleri gibi, tiimdr gelisiminde olumlu etki de
gosterebilmektedirler. Tiimdr gelisimini destekleyen inflamatuar hiicreler arasinda; mast
hiicreleri, makrofajlar, noétrofiller, B ve T lenfositler yer almaktadir [205]. Bu hiicreler
cesitli sinyal molekiillerinin (VEGF, sitokinler, kemokinler, FGF, MMP-9 vb.)
salgilanmasini saglayarak tiimor gelisimine yardimci olurlar [203,206]. Timor
hiicrelerini 6ldiirebilen sitotoksik CD8+ bellek T hiicreleri, tiimor hiicrelerinin immiin
sistemden ka¢mak i¢in birincil hedefi olarak bilinmektedir. Ayrica IL-2 ve IFN- v ile
karakterize olan yardimc1 CD4+ T (Thelper, Th) hiicreleri tarafindan CD8+ T
hiicrelerinin uyarildig1 bilinmektedir. 1L-4, IL-5 ve IL-13 iireten Th2 hiicreleri, IL-
17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22 iireten Th17 hiicreleri ve transkripsiyon faktdrii FOXP3
ve CD25 yiizey ekspresyonu ile karakterize Treg (regulatory= diizenleyici)
hiicrelerinin genellikle timor biiyiimesine katki sagladiklari diistiniilmektedir.
Calismamizda da diizeyine baktigimiz esas olarak Th17 hiicreleri tarafindan iiretilen
bir proinflamatuar sitokin olan IL-17A, hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik
tepkilerine katilir ve bulasici hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve kanser dahil olmak
tizere ¢esitli hastaliklarda rol oynar. Ortaya ¢ikan kanitlar, IL-17'nin sadece tiimor
anjiyogenezini dilizenleyerek ve tiimor immiin kagisini artirarak tiimorijenezde
onkojenik bir role sahip olmadigini, ayn1 zamanda NK hiicreleri ve sitotoksik T
hiicrelerin aktivasyonunu artirarak anti-timor islevleri uyguladigini gostermektedir.
Notrofillerin, NK hiicrelerinin ve CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin timoér dokusuna

alinmasini da uyarmaktadir [207]. (Sekil 4.2)

58



Endotel hiicresi Proliferazyon

Apoptoziz inhibiziyonu
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Sekil 4.2 : IL-17’nin antitlimor ve protiimdr 6zellikleri [207].

Indiiklenen Treg hiicreleri IL-10 iiretimiyle immiinsiipresif bir fonksiyon sergileyerek
TGFp ve sitotoksik T lenfosit (CTL) iliskili protein-4 (CTLA-4) araciligiyla timor
hiicrelerinin  bagisiklik  sistemi tarafindan taninmasinit  ve temizlenmesini
engellemektedir. Ayrica TGFP, IL-35 ve Galektin-1’in {iretilmesi  hiicrelerin
farklilagmasini, proliferasyonunu ve aktivasyonunu inhibe ederek CD4+ hiicrelerinin
sitokin iiretimini baskilamaktadir. Treg hiicrelerinden salgilanan granzim A/granzim
B ise dentritik hiicrelerde ve CD4+ hiicrelerinde hem perforine bagli hem de bagimsiz
bir sekilde apoptoza neden olmaktadir. TMC’de yiiksek sayida bulunan Treg hiicreleri
immiinosiipresif Ozelliklerinden dolay1r bir¢ok kanser tiirlinde kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. Timor igerisinde kanserle iliskili fibroblastlar (CAF’lar), timor
iligkili makrofajlar (TAM’lar), miyeloid kokenli siipresor hiicreler (MDSC’ler) dahil
olmak tizere cesitli tipte stromal CTL’lerin fonksiyonunu baskilamak icin tiimor
hiicreleri ile is birligi yapmaktadir. Bu hiicreler tarafindan salinan biiylime faktorleri
(VEGF), sitokinler (TGFB) ve metabolik enzimler tiimor infiltre CTL’lerin

yayilmasini engelleyerek sitotoksik 6zelliklerine zarar vermektedir [203, 208].

B lenfositlerinin, antikor iiretimi yoluyla inflamatuar ve immiin yanitlar1 pozitif olarak
diizenledigi ve antijen sunumu yoluyla T hiicresi aktivasyonunu ve proliferasyonunu
destekledigi bilinmektedir. Bununla birlikte, B lenfositlerinin bir alt kiimesi olan B10
veya B diizenleyici hiicreler (Bregs), IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinleri
salgilayarak ve programlanmig 6lim ligandi-1 (PD-L1) gibi inhibitér molekiilleri
eksprese ederek tlimorlere karsi otoimmiin tepkileri bastirir. Neoplastik hastaliklarda,

TMC'den gelen sinyallere yanit olarak Breg hiicreleri iiretilir [203, 206].
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Dendritik hiicreler (DC= dendritic cells), hem dogal hem de adaptif bagisiklikta rol
oynayan, timor hiicreleri de dahil olmak iizere birgok antijeni yakalayan, isleyen ve
bunlar1 yanit baslatmak icin T hiicrelerine sunan en gii¢lii antijen sunan hiicrelerden
(APC) biridir. Proinflamatuar sitokinler liretmeyen ancak go¢ eden olgunlasmamis
veya yar1 olgun DC'ler lenfoid olmayan dokularda ve organlarda bulunabilirken,
antijenle aktive olan DC'ler T hiicreleri ile etkilesime girer ve immiin yanitlar
indiiklemek i¢in lenfoid dokulara go¢ eder. Ayrica, DC'lerin aktivasyonu ve
olgunlagmasi bolgesel mikro ¢evreye baglidir ve alt popiilasyonlara farklilasmak i¢in
belirli faktorler tarafindan bloke edilerek veya tetiklenerek immiinosupresif etkiler

gosterebilir [208].

Dogustan gelen bagisikligin 6nemli bir elemani olan nétrofiller ise, timdr hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasi ic¢in giiclii immiin diizenleyici sitokin salinimi yapmaktadir.
Tiimdrle iliskili notrofiller ise TMC’ye bagli olarak pro veya anti tiimorojenik olarak
islev gorebilmektedir. G-CSF/IL-6 gibi inflamatuar faktorler tiimor gelisimini arttiran
noétrofilleri uyardigi, TNF-a ve IFN-y gibi sitokinlerin de yine notrofilleri uyararak tam
tersi etki yaptigr gosterilmistir. TM(C’de bulunan nétrofiller ile NK (dogal
oldiiriicti=natural killer) hiicreleri arasindaki iligskiyi anlamak i¢in yapilan ¢aligmaya
gore, timor kaynakli G-CSF’nin nétrofillerde STAT3 (Transkripsiyon 3'{in sinyal
dontstiiriicii ve aktivatorii) yolu araciligiyla PD-L1 ekspresyonunu indiikledigi ve
timorle iliskili noétrofillerin, NK hiicrelerinin sitotoksik etkisini PD-L1/ PD-1

etkilesimi yoluyla baskiladig1 tespit edilmistir [209].

TMC’deki lenfatik endotelyal hiicreler ve bu hiicreler tarafindan olusturulan lenfatik
damarlar, tiimor biiylimesinde ve metastazinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Kanser
hiicrelerinde VEGF-C ve VEGF-D’nin asir1 ekspresyonunun tiimorle iligkili lenfatik
damar biiylimesi ve lenf nodu metastaz insidansint 6nemli 6l¢lide artirdigini
gostermektedir. Perisitler ve adipositler de TMC’nin bir bileseni olup
immiinosiipresif etki gostererek  anjiyogenezi, tiimor bliylimesini ve yayilimi

artirabilmektedir [203,205].

4.2 Tiimérle Iliskili Makrofajlar

Tiimorle iliskili makrofajlar (TAM= tumor associated macrophages) TMC’in temel
bileseni olup tliimoriin metastaz yapma yetenegi ve radyoterapiye karsi direnciyle

arasinda yakin iligki bulunmaktadir . Timor stromasi ve tiimdr hiicrelerinden salinan
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kemokinler ve biiylime faktorleri TAM’larin bu alanda toplanmasini tetiklemektedir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda makrofajlarin 2 alt tipinin oldugu gésterilmistir. M1
ve M2 olarak ayrilan bu alt tipler; yiizey belirtegleri, davranislari ve verdikleri yanitlar
bakimindan farklidirlar. Monositlerden kdken alan ve IL-1f, IFNy, IL-12, IL-6 ve
CXCLY9/10 gibi inhibitor sitokinleri salgilayan klasik makrofajlar, M1 olarak
tanimlanirken; pro-tiimdr fonksiyonuna sahip olan, CSF-1, IL-4, IL-10, TGF-, and
IL-13 gibi proinflamatuar sitokinleri salgilayan, alternatif olarak aktive olmus
makrofajlar M2 olarak tanimlanmaktadir (Sekil 4.3). M1 makrofajlar; bakteri ve
yabanci maddelere karsi savas icin programlanmistir ve tiimdr ile karsilaginca bunu
baskilama kapasitesine sahiptirler. Bunlari; yilizeyinde bulundurduklari 6zel belirtegler
araciligryla yapmaktadirlar. IL-10 ve TGFp, inhibitor reseptorlerin (PD-L1 veya B7-
H4) ekspresyonunun artmasini saglar, kemokin ve enzimlerin (arjinaz-1, indiiklenen
nitrik oksit sentaz gibi) salinimiyla Treg hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir ve T efektor
hiicreleri inhibe ederek immiinosiipresif ortamin korunmasina da katkida
bulunmaktadir. M2 makrofajlar1 6zellikle doku tamirinde, iiretimini arttirdiklar
VEGF ve CCLS8 (kemokin ligand 8) ile anjiyogenez mekanizmalarinda rol oynar [41,
210, 211].

Monosit

M1 makrofajlar M2 makrofajlar TAMSs
MHC-II, CD6S8, CD163, CD206, CD163, CD206, Argl,
CDR8O, CDE6, Argl, CD200R, Fc of IgG, C-type lectin,
INOS MGL-1, MGL-2 HSP
IL-6, IL-12. IL-23. IL-10, TGF-B IL-10, TGF-p. CCL2.
TNF-o CCLS5
Pro-inflamatuar Immanosupresif i . if
Sitotolesik Pro-tiimdrojenik mmiinosupres:

Anti-timdrojenik Anti-inflamatuar Pro-tumdrejenik

Sekil 4.3 : M1 ve M2 Makrofajlar. M1 ve M2 makrofajlar, bulundurduklar: ytlizey
reseptorleri ve gorevlerindeki farkliliklar nedeniyle birbirlerinden ayrilirlar [210].

Yapilan bir calismada; farelerde makrofaj biiyiime faktorii olan CSF-1’in
ekspresyonunun azalmasiyla birlikte timorde TAM yogunlugu olduk¢a azalmis; buna
bagl olarak da tiimor gelisimi ve metastaz siirecinin geciktigi gézlenmistir [212]. Bu

veriler TAM’lerin metastaz olusumu icin gerekli olduklarini ayrica gostermektedir.
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TAM’ler tarafindan salgilanan VEGF, PDGF, TGF ve FGF gibi biiylime faktorleri
ile vaskiilarizasyonun artirilmasiyla anjiyogenez siirecinde rol almaktadirlar. Ayrica,
TAM’ler endotel hiicre gogiinii tesvik eden anjiyogenik faktor timidin fosforilazi da
salgilamaktadirlar. MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12 gibi proteaz enzimleri de
TAM’ler tarafindan iiretilmektedir [210].

4.3 Miyeloid Kokenli Siipresor Hiicreler

Kemik iliginden kéken alan miyeloid kokenli siipresor hiicreler (MDSC=myeloid
derived suppressor cells) farklilagsmanin bircok agsamasinda olan heniiz olgunlasmamis
olduk¢a heterojen bir hiicre populasyonudur [25]. Timor gelisiminde MDSC
havuzunun genislemesi ile tiimoriin ilerleme seviyesi ve metastaz arasinda iligki
oldugu bilinmektedir [214]. MDSC’lerin en 6nemli islevi; tiimoriin immiin sistemden
kacist sirasinda immiin baskilayici ve anti-inflamatuvar yanit1 ortaya ¢ikarmak i¢in
immiin sistemi diizenlenmeleridir [25]. Ayrica MDSC’lerin arjinaz 1 (ARG1), iNOS,
TGFp, IL-10, COX2 gibi immiinosiipresif molekiilleri tireterek efektor T hiicre aracili
sitotoksisiteyi baskiladiklar1 bilinmektedir. Ayrica MDSC’nin, STAT3’iin IL-6’ya
bagh fosforilasyonunu tetikledigi ve nitrik oksit (NO) yoluyla Notch’u aktive ederek
uzun siireli STAT3 aktivasyonuyla kanser kok hiicrelerinin uyarilmasina neden oldugu
goriilmiistir. MDSC’ler, Treg'lerin uyarilmasina yol acan TGFP salmak, T
hiicrelerinin aktivasyonu i¢in gerekli besin maddelerini tiiketmek ve NK hiicre
aktivitesini azaltmak gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla immiinsupresif etki gosterirler

[25, 213].

4.4 Matriks Metalloproteinazlar

MMP’lerin, tiimor gelisiminin karmasik alt yapisini olusturan; hiicre adezyonu, goc,
epitelyal mezekimal gegis ve anjiyogenez asamalarinda; sitokin, kemokin ve biiyiime
faktorlerinin salgilanmasinda gorevleri oldugu bilinmektedir [25, 203]. MMP’ler
tiimor stromasinda ekstraselliiler matriks yapisini bozarak hasara ugratmakta, timor
yayitlmi1 ve metastazinda gérev almaktadirlar. invaziv tiimorlerde, MMP’ler ve
integrinlerin yiliksek diizeyde bulunmasi, bunlar ile kanser yayilimi, invazyon ve
metastaz arasinda giiclii bir iligski olduguna isaret etmektedir. Bir¢ok kanserde MMP

ve integrin seviyeleri, E-kaderin N-kaderin arasindaki dengenin N kaderin lehine
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donmesiyle, metastaz ve kotii prognoz arasinda iliski goriilmistiir. [40, 43, 44, 215].
MMP’ler aracilifiyla EMG’nin yeniden dilizenlenmesiyle timor kitlesinden
ayrilabilme yetenegi kazanan tiimor hiicrelerine, metastaz yapabilmek i¢in bir kagis

yolu saglanmig olmaktadir [214].

4.5 Beyin Metastazi ve Tiimor Mikrocevresi

Timor hiicreleri beyin dolagimina girdiklerinde akimin yavagladigi kapiller yatakta
durgun hale gelirl ve c¢ogalmalarina ve invazyonlarina katkida bulunan endotel
hiicreleri ile karsilagirlar. {lave olarak, CAF’lar gibi primer tiimérden ayrilan stromal
hiicreler de metastatik niste bulunur ve timdr hiicrelerinin sagkalimi, ¢ogalmasi ve
metastaz odaginda erken yerlesimini kolaylastirir. Ekstravazasyon sonrasi kanser
hiicreleri, mikroglia ve astrositler gibi yerlesik hiicrelerle karsilagir. Bu hiicreler,
kanser hiicrelerinin anjiyogenez, tiimor ¢ogalmasi ve invazyonuna dogrudan veya
dolayli etki edebilecek sitokin, biliylime faktorii, enzim ve reaktif oksijen iirlinleri
salgilar. Muhtemeldir ki; metastaz siirecinin erken safhalarinda, tiimor hiicrelerince
salinan bir dizi faktér ve uyartya bagh olarak mikroglialarin koruyucu ve sitotoksik
islevleri arasinda bir denge bulunmaktadir [30]. Astrositler, hasara cevap olarak aktif
duruma gecer, hipertrofiye ugrar, glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonlari
artar. Bu slire¢ “gliozis” olarak adlandirilir. Reaktif astrositlerin, timor hiicrelerinin
cogalmasi, sagkalimi, invaziv yetenek kazanmalarini ve kemoterapi direncini artirdigi
gosterilmistir [201]. Reaktif astrositlerin miR19a iceren eksozomlar salgilayip
miyeloid hiicrelerde PTEN seviyelerini azaltarak onlar1 metastaza stirtikledigi
gosterilmistir [53]. Astrositlerin insan tiimor hiicre serilerinde, S5-florourasil ve
sisplatinin olusturdugu apoptozu belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir [30]. TUmor
hiicrelerinin, tiimér mikrogevresinde bulunan norotropik faktorler ile aktive olan
norotropin reseptorii icerdikleri gosterilmistir. Ayrica metastatik hiicrelerin, noral kok
hiicrelerin astrositlere farklilagsmasinda giiglii bir molekiil olan kemik morfogenetik
protein (BMP)-2’yi artmis sekilde eksprese ettikleri gozlenmistir [201]. Noral
cevredeki kanser hiicrelerinin, kolonizasyonu kolaylastiran bir takim faktorlere zaten
sahip oldugu ya da bunlar1 bu ortamda sonradan mi1 kazandig1 net degildir. Primer
timorden, beyin metastazi i¢in 6zgiil mutasyona sahip hiicreler kopmakta ya da
hiicreler, bu nitelikleri yeni mikrogevre sartlarinda kazanabilmektedir. Her iki

mekanizmanin birlikte olmas1 da miimkiindiir. Bu sayede, kendileri i¢in uygun saha
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sartlar1  saglandiginda semptomatik lezyonlar1 olusturmak iizere ilerleme
gosterebilirler. Bununla birlikte, hastanin biyolojisi, uygulanan tedaviler gibi faktorler
heterojen klinik tablolara yol agabilir. Tiim bunlar, beyin metastazlarinin etkin tedavisi
icin sadece tiimore degil, ayn1 zamanda konaga ait yanitlarin da hedeflenmesi

gerektigini gostermektedir [30,53,201]
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5. RADYASYONA DIRENC MEKANIZMALARI

Diren¢ mekanizmalarindan bahsedilmeden 6nce, bu boliimde; 6ncelikle tedavi amacl
kullanilan radyasyon c¢esitlerine, radyasyonun normal dokulara ve  tiimor
mikrogevresine etkilerine, RT’ye bagl immiin yanittaki degisikliklere deginilecektir.
RT siirecinde herhangi bir yolaktaki bir maddenin veya hiicrenin miktranin degisimi,
radyasyonun etkinligini artirabilecegi gibi diren¢ gelismesine de yol acabilir. Bu
sebeple etki mekanizmasi icerisinde bahsedecegimiz bir konu ayn1 zamanda radyasyon

tedavisine direng gelismesiyle ilgili faktorleri de icermektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 : Radyasyonun biyolojik etkileri ve diren¢ mekanizmalar1 [266].
(diizenleme yapilmistir)

Radyasyona diren¢ mekanizmalari; CSC'lerin aktivitesi, DNA'nin gelismis onarim
kabiliyeti, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin artmasi, hipoksi, reaktif oksijen
tirleri ve serbest radikallerin temizlenmesi, timor stromasit ve mikrocevre ile
etkilesimler gibi birgok karmasik faktore baglidir. Radyoterapi, kanser hiicrelerinde

dogrudan DNA hasar1 yapar veya dolayl olarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini
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indiikler. Ek olarak, immiinoterapi ve kemoterapi ile kombine edilen radyoterapi,
tiimor oksijen tiiketimini azaltarak tiimor hipoksisini tersine cevirebilir ve timor
immiin yanitin1 degistirerek bir¢ok farkli timor tiirtinde 6nemli klinik iyilesmelere yol
acabilir. Radyoterapinin bu avantajlarinin yani sira; SNAIl, HIF1 (hipoksi ile
indiiklenebilir faktor 1), ZEB1 ve STAT3 dahil olmak iizere epitelyal mezenkimal
geciste rol alan c¢esitli transkripsiyon faktorlerini aktive ettigi ve tiimor hiicrelerinin
cogalmasii uyardiglr gosterilmistir. Radyo-direng, tedavide yetersiz yanita neden
olarak kanser hastalarinda tiimor niiksii ve metastazlarina yol acgabilen temel

etkenlerden biridir [266].

5.1 Radyasyon Biyolojisi

SSS parankiminde, 2 ana hiicre tipi vardir: noronlar ve destek¢i glial hiicreler.
Radyosensitivitede belirleyici 6nemli bir 6zellik olan ¢ogalma yetenegi, néronlarda
dogumdan o6nce veya dogumdan kisa bir siire sonra ortadan kalkmaktayken; glial
hiicrelerde, gelisimin tamamlandigi donemlerde bile mitotik faza gecebilme 6zelligi
devam etmektedir. Diger hiicre grubu olan destekg¢i glial hiicreler arasinda baslica
astrositler ve oligodendroglialar yer almaktadir. Astrositler, noronlarin etrafindaki
stromay1 saglayan ve doku tamiri ile skar formasyonundan sorumlu hiicrelerdir.
Oligodendroglialar ise miyelin kilifi formasyonu ve devamliligini saglar. Bunlarin
disinda, SSS’de yeni tanimlanan ve SSS’nin makrofajlar1 oldugu diisiiniilen
mikroglialar da bulunmaktadir. Literatiirdeki genel goriis, glial ve endotelyal
hiicrelerin erigkin yaslarda da ¢ogalmaya devam ettigi yoniindedir [111,157]. Yetiskin
donemde de mitotik aktivitesini koruyan embriyonel gelisimin kalintis1 subepandimal
bolge, iyonize radyasyona akut hiicresel yanitin Slgiilebildigi SSS’nin tek yapisidir
[157].

RT’ye bagh yan etkilerin patofizyolojik mekanizmalari, heniiz tiim acikliiyla
aydinlatilamamistir [106, 107]. Doza ve siireye bagh farkli etkiler olusturdugu bilinen
iyonize radyasyonun (IR), viicudun farkli yerlerinde etki kapasitesi de farkl
olmaktadir [109]. Onceleri radyasyonun béliinmeyen SSS hiicrelerini etkilemedigi
diistiniiliirken, son yillarda yapilan deneysel ve klinik c¢alismalar, bazi SSS hiicre
tiplerinde hasar gelistirebildigini gdstermistir [102]. IR’nin santral sinir sistemi
tizerindeki etkileri, 1930’larda maymun ve tavsan beyinlerinde yapilan deneylerle

ortaya konmaya baslamistir. Bu calismalarda IR’ye bagl serebral demiyelinizasyon,
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atrofi, noronal apoptozis ve nekroz olustugu gosterilmistir [216, 217]. Radyasyon
hasarini etkileyen faktorler radyasyona bagl faktorler ve hedef biyolojik doku ile ilgili
faktorler olarak iki grupta siniflanabilir. Radyasyona bagh faktorler; radyasyonun tipi,
doz hiz1, uygulama sekli (fraksiyone, tek doz) ve verilen total dozdur. Hedef biyolojik
dokuya bagli faktorler; hiicrenin tipi (radyosensitif, radyorezistan), hiicrenin onarim
yetenegi, hiicre siklusu, doku oksijenizasyonu (serbest radikal olusumunun oksijenle
artmasi), 1simnlanan toplam voliim, bireyin yasi ve saglik durumu, kimyasal

modifikatdrlerdir (radyo-koruyucu ve radyo-duyarlilastirict ajanlar) [102].

Tiimdr dokusundaki vaskiiler yapilarin IR etkisiyle hasarlanmasi da tedavi edici etkiye
katkida bulunur. IR sonucu tiimérii besleyen damarlarda hyalinizasyon ve miyointimal
tabakada proliferasyon meydana gelir. Bu da hipoksi ve iskemi sonucu tiimor
vaskiilaritesinin bozulmasina ve hiicre proliferasyonun inhibisyonuna yol agar. SRC
sonras1 timor vaskiilaritesinin bozulmasima bagli kontrastlanma paterninde ve

perflizyon parametrelerindeki degisiklikler bu mekanizma sonucu olusur [106, 107].

Mevcut bilgilere gore radyoaktif partikiiller, canli dokuya veya hiicrelere niifuz
edebilir ve biyolojik materyale enerji transferi yapabilir. Absorbe olan iyonize
radyasyon, kimyasal baglar1 kirar ve su da dahil olmak {izere, DNA, membran lipidleri
ve protein gibi farkli atom ve molekiilleri iyonlastirarak kimyasal ¢atisini yikar [218].
Radyasyonun bu sekildeki direkt enerji transferi disinda, serbest radikaller yoluyla
indirekt enerji transferi de radyasyon hasarinda dnemlidir. Bu yollarla suyun ve diger
molekiillerin hidroksil radikallerine pargalanmasi, canli sistemlerde radyasyon
hasarinin olusumunda etkilidir [102, 218]. Radyasyona bagli geri doniistimlii ve
dontlistimsiliz  hiicre hasarlarinin  tiimiinde; mitokondriyal sisme, endoplazmik
retikulumun sismesi ve igeriginin bosalmasi, golgi kompleksin vakuolizasyonu,
lizozomal riiptiir, sitoiskeletal sistemin dagilmasi, niikleer laminanin sismesi ve
¢coziilmesi ile plazma membraninda kirtlmalar gibi nekrotik siirecin morfolojik

ozellikleri goriliir [219-222].

5.2 Radyasyonun Normal Dokuya Etkileri

Radyasyon tedavisinin amaci, tiimore verilen dozu en {ist diizeyde tutarken normal
dokulara olusacak toksisiteyi en aza indirecek uygun radyasyon saglamaktir.
Radyasyon tedavisindeki modern gelismeler, bu amaca ulagsmak i¢in 6nemli adimlar

ile sonuglanmistir. Bununla birlikte, radyasyon tedavisi ile tedavi edilen hastalarda
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radyasyona bagl bazi erken ve ge¢ toksisiteler hala yaygin olarak gozlenmektedir.
Erken radyasyon etkileri, yiiksek oranda proliferatif dokularda radyasyon tedavisi
sirasinda veya haftalar i¢inde ortaya c¢ikar ve genelde geri doniisiimliidiir. IR hiicre
boliinmesini bozup, hiicre kayip oranini hizlandirarak; proliferatif dokulardaki hiicre
kayb1 ve hiicre iiretimi arasinda dengeyi bozar. Yaygin erken toksisite ornekleri
arasinda Ust ve alt gastrointestinal yollarin mukoziti, kemik iligi hipoplazisi ve sag
dokiilmesi yer alir. Radyasyon tedavisinin kesilmesiyle hiicre replikasyonu ve hiicre
kaybi arasindaki denge sonunda yeniden kurulur. Dokular iyilesir ve uzun siireli tedavi
sekelleri cok az veya hi¢ olmaksizin normal islevine doner. IR nin SSS’ye ait hiicresel
akut etkileri, subependimal bolge hiicreleri tizerinde goriilmekte olup; subependimal
plakanin bulunmamasi nedeniyle spinal kordda goriilmemektedir [106, 107, 154].
Subependimal bolge, beynin lateral ventrikiillerinde ependimin altinda bulunan bir
hiicre tabakasidir. Embriyonik 6n beyin germinal bdlgesinin yetiskin bir versiyonudur.
Bu bolge, yeni ndronlar ve glial hiicreler liretme potansiyeline sahip, noroepitelyal
hiicreler olarak da adlandirilan yetiskin noéral kok hiicreleri igerir. Subakut
sayilabilecek diger etki ise, IR’nin gecici vaskiiler ve glial etkilerine bagli olusan,
MRG’de gegici artmig kontrast tutulumu ve 6dem ile karakterize psddoprogresyon
fenomenidir. Psddoprogresyonun mekanizmasinin, IR’ye gosterilen asir1 doku cevabi
oldugu distiniilmektedir. Subakut klinik semptomlar, IR’yi takiben birka¢ ay
icerisinde gelisir ve aralarinda halsizlik/letarji, bilin¢ bulanikligi, yeni veya ilerleyici
norolojik fokal defisit yer alir. Subakut ndrolojik semptomlarin diger bir nedeninin,

gecici demiyelinizasyon oldugu iddia edilmektedir [102, 223, 319].

Geg radyasyon etkileri, radyasyon tedavisi sonrasi aylar veya yillar i¢inde ortaya ¢ikar
ve kalict ve ilerleyici olma egilimindedir. Tarihsel olarak ge¢ radyasyon etkilerinin,
hedef hiicre hipotezi olarak adlandirilan, organ parankimal hiicrelerinin tiikkenmesinin
neden oldugu fonksiyonel yetersizlige ikincil olarak meydana geldigi diistiniilmiistiir
[102, 154]. Bununla birlikte, ge¢ toksisiteye iliskin daha yeni anlayislar, organ
parankim hiicreleri, fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler ve makrofajlar
arasindaki karmasik etkilesimleri igermektedir. Iyonize radyasyon, pro-fibrozis sinyal
yolaklarinin aktivasyonu, hiicre dis1 matriks ve kollajenin ilerleyici birikimi ile
sonuglanan biiyiime faktorii basamaklarinm1 (TGFp gibi) indiikler. Fibrozis, organ
fonksiyon kaybi1 (bagirsak malabsorbsiyonu gibi) ve ayrica agri, ndropati, giic azalmasi

ve eklem hareket acikliginda azalma gibi diger semptomlarla iligkilidir. Daha yiiksek
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radyasyon dozlari, 1isinlama ile ge¢ toksisitenin baglangici arasindaki siireyi azaltir
[154, 224]. Bu etkiler igerisinde en onemlisi, radyonekroz olup, patogenezinin
temelinde, glial hiicre hasar1 yaninda mikrovaskiiler radyasyon hasar1 ve buna bagh
hipoksi yer almaktadir. Vaskiiler degisiklikler, ndroglial degisikliklere gore daha
diisiik dozda fakat daha uzun siirede olusmaktadir [105, 109, 224].

Radyoterapiye sekonder malignite gelisme riski yas ile ters orantili olup ¢ocukluk
caginda radyasyon alanlarda en siktir. Ornegin, kraniyal 1smlama ile tedavi edilen
cocuklarin, genel popiilasyona kiyasla, daha sonra merkezi sinir sistemi maligniteleri
gelistirme riski 8.1 ile 52.3 kat arasinda daha fazladir. Bunun disinda 1sinlanan bolge,
1sinlanan toplam hacim, radyasyon dozu gibi etkenler de sekonder malignite gelisme

riskini etkileyen ana faktorlerdir [225].

5.3 DNA Hasar Yanitlari

Radyasyon tedavisi, DNA'ya zarar vererek kanseri tedavi eder; bunu da , onarimi zor
olan ¢ift zincirli DNA kirilmalar1 yoluyla gerceklestirir. Hiicreler ise, DNA hasar
yanit1 olarak adlandirilan DNA hasarini tespit etmek ve onarmak i¢in karmasik bir dizi
mekanizmaya sahiptir. DNA bazlarina verilen hasar veya tek zincirli DNA kirilmalari
gibi basit DNA hasarlart kolay onarilabilir [226]. Buna karsilik, cift sarmal
kopmalarint onarmak i¢in homolog rekombinasyon ve homolog olmayan ug
birlestirme kullanilir ki bu da mutasyon (delesyon ve translokasyon) olugsmasina neden
olabilir. Gii¢lii DNA onariminin, IR ’nin etkilerine kars1 direng olusturarak bazi kanser
tiplerinde goriilen radyoterapi direncinin de nedeni oldugu disiiniilmektedir

[231,233].

Tek zincirli bir DNA baglayici protein olan replikasyon proteini A; DNA
replikasyonu, hasar onarimi ve hiicre dongiisii diizenlemesinde vazgegilmez bir rol
oynar. Bu proteinin gen ekspresyonunun inhibisyonu ile, radyasyondan sonra hiicresel
DNA onariminin baskilandg1 goriilmiistiir. Glioblastomda yiiksek replikasyon proteini
A ekspresyonu kotii sagkalim ile iliskili bulunmustur ve ekspresyonunun baskilanmasi

ile radyasyona duyarliligin arttig1 goriilmiistiir [275].

DNA hasar yanmit1 ile iligskili olan bir diger mekanzima ise Poli ADP-ribozil

polimerazlaridir (PARP); radyasyon sonrast olusan PARP-1, rapamisinin hedef
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molekiili (mTOR) ve adenosin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK)

yolagini aktive ederek otofajiyi artirir ve radyasyona duyarliligi inhibe eder. [275].

Kanser hiicrelerinde radyasyon kaynaklt DNA hasarinin saptanmasimin ardindan,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yolaklar1 gibi birkag ana sinyal yolu hizla yanit verir ve DNA onarimini baglatabilir.
MAPK, XRCC1'in (X-151n1 tamir tamamlayici protein) fosforilasyonunda ve oksidatif
stres tepkisinin diizenlenmesinde yer almakta, hasar onarimini artiran hiicresel stres

tepkilerin uyarmaktadir [266].

Radyasyon tedavisini takiben hiicre 6limi farkli mekanizmalar ile gerceklesebilir;
Apoptoz, mitotik felaket, nekroz, otofaji, yaslanma, immiinojenik etki, seyirci
(bystander) etkisi bunlara ornektir [226,227]. Bunlardan en bilineni apoptoz veya
programlanmis hiicre 6liimii, radyasyonun ana biyolojik sonug¢larindan biridir. Hiicre
onarilmaz hasara yanit olarak, gen ve proteinlerin ekspresyonundaki diizenleme ile,
ilerde daha ayrintili bahsedecegimiz farkli yolaklar aktive ederek apoptozisi baslatir.
IR’nin kaspaz bagimli ekstrensek ve intrensek apoptozis yollarini ayrica kaspaz
bagimsiz T hiicrelerden salinan Granzim A/B aracili apoptozis yollarimi uyardigi

gosterilmistir [227-231].

Mitotik felaket 1ise, anormal bir mitoz bdliinme sirasinda kromozomlarin
ayrisamamasi nedeniyle hiicre dongiisii kontrol noktalarinin basarisiz olmasi ve dev
hiicrelerin olusmast sonucu olusur. IR sonrasi hiicre Oliimlerinin ¢ogunun bu
mekanizma ile oldugu diistiniilmektedir. Nekroz, hiicresel organellerin par¢calanmasini
ve hiicre zariin kirtlmasini igeren bir hiicre 6liimii tiirtidiir. Apoptozun aksine, hiicre
zar1 biitiinligiinii etkileyen nispeten daha yiiksek radyasyon dozlarina yanit olarak
nekrotik hiicre 6liimii meydana gelir. Hiicre iceriginin kontrolsiiz salinimi nekrotik
hiicre 6limii sirasinda meydana gelir ve inflamasyon ve bagisiklik reaksiyonu ile

sonuglanir.

IR’ye bagl otofaji ise, bir hiicre 6limii mekanizmasindan ziyade, hayatta kalmay1
siirdiiren bir hiicresel mekanizma olarak kabul edilir ve radyasyona direng ile
iligkilidir. Radyasyona maruz kalan timdr hiicreleri tarafindan ayrilmis hiicresel
organelleri iceren otofagozomlar olusturuldugunda daha sonra lizozomal bozulmaya
ugrar, bu siire¢ genellikle kanser hiicreleri tarafindan hiicresel bilesenleri geri

dontistiirerek stresli ortamda hayatta kalmak i¢in kullanilir [230]. Yaslanma, hiicre
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cogalma kapasitesinin kalici kaybini ifade eder. Yaslanan hiicreler canlidir, ancak
boliinmezler, DNA sentezlemeyi durdurur. Radyasyon tedavisinin neden oldugu DNA
hasarinda yaslanmanin kanser hiicrelerinde meydana geldigi bildirilmistir [229,231].
IR’ye bagli immiinojenik hiicre 6liimii, hedeflenen hiicreler i¢indeki belirli antijenlerin
hiicre zarmma dogru yer degistirmesi ve diger proteinlerin mikrogevreye hiicre disi
salimi ile karakterizedir. Bu salgilanan faktorlere tehlike sinyalleri veya hasarla iliskili
molekiiler modeller (DAMPs= danger-associated molecular paterns) denir. Bunlar
antijen sunan hiicreleri aktive eder ve tlimor hiicrelerine karsi bir bagisiklik tepkisini
uyarir. Kalretikulin, Adenosine Trifosfat , HMGB1 ve 1s1 sok proteinleri (daha sonra

ayrintisina deginecegimiz ve ¢alismamizda baktigimiz 1s1 sok proteini 90 gibi).

Diger bir mekanizma ise bystander (seyirci) etkisidir. Isinlanmis hiicreler, dogrudan
1sinlanmamis, yakindaki hiicrelerin hiicre 6liimiinii indiikleyen tehlike sinyalleri veya
diger sitotoksik molekiiller yayabilir. Seyirci etkisi nedeniyle tiimdrlerde apoptotik
hiicre 6liimii, genomik instabilite tetiklenebilir. Klinik etkileri olabilecek yeni bir
kavramdir. p53, mitojenle aktive protein kinazlar (MAPK), Ataksi-telenjiektazi
mutasyonlu (ATM) kinaz, Ataksi-telenjiektazi ve Rad3 ile ilgili (ATR) kinaz,
LDOPA, nitrik oksid gibi seyirci etkilerinin {iretilmesinde rol oynayan hem hiicre i¢i

hem de hiicre dis1 molekiiller vardir [232].

5.4 Redistribiisyon Ve Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii; iki yeni hiicre iiretmek i¢in hiicrenin biiylime, replikasyon ve bdliinme
stirecini igeren bir dizi asamadan olugur. Radyosensitivite hiicre dongiisiiniin fazina
bagl olarak degisir. Mitoz ve G2 (mitozdan hemen Onceki bosluk) evrelerindeki
hiicreler daha radyosensitiftir. Buna karsilik, S fazi (DNA duplikasyonu) sirasindaki
hiicreler daha radyorezistandir. Tiimor kitlesi icerisinde hiicre dongiisiiniin farkl
asamalarinda olan hiicreler mevcuttur. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 hiicrelerde
kusurluysa veya DNA hasar1 onarilamiyorsa, hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in
diger tepkiler (apoptoz, yaslanma, otofaji hiicre Olimii veya nekroz gibi)
etkinlestirilebilir. Radyasyon tedavisinin ilk birkag fraksiyonu 6ncelikle radyosensitif
fazlardaki (mitoz ve G2) hiicreleri oldiiriirken, radyorezistan fazlardaki (S fazi)
hiicrelere daha az etki eder. Bununla birlikte, hayatta kalan hiicreler hiicre dongiisiinii
siirdiirmeye devam edecek ve radyasyon tedavisinin sonraki fraksiyonlar1 bu hiicreleri

radyosensitif fazlarda yakalayacaktir. Bu redistribiisyon (yeniden dagilim) olarak
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adlandirilmaktadir. Sonug olarak, fraksiyone radyasyon tedavisinin tek ve yliksek doz
radyasyon verilmesinden daha etkili oldugu diisiintilmektedir [227, 230, 231]. Ancak
kanser hiicrelerinde de buna yanit olarak, ATM ve ATR aktivasyonu ile hiicre dongiisii
durdurulur, hasari DNA nin mitoza gitmesi engellenir ve DNA onarimi
mekanizmalart aktiflestirilir. ATM'nin aktivasyonu, p53’ii ve kontrol noktasi kinaz
2’yi (Chk2) uyarir. p53, p21'1 aktive ederek dongiisii G1/S fazinda durdurur. ATM
ekspresyonun radyasyona yetersiz yanitla iligskili oldugu bulunmustur. ATM
ekspresyonunun inhibisyonu; Niikleer faktor-«xB (NF-xB) translokasyonunu
Onleyerek, p38 fosforilasyonunu inhibe ederek ve ¢ Jun N terminal kinaz (JNK)

aktivitesini uyararak kanser hiicrelerinin radyoterapiye duyarliligini artirabilir [275].

5.5 Repopiilasyon

Repopiilasyon radyasyon ile 6len dokudaki hiicrelerin yerine zamanla yeni hiicreler
cogalarak gelmesidir. Hizlandirilmis repopiilasyon, radyasyon tedavisini takiben
Oonemli bir tedavi basarisizligr nedenidir Fraksiyone radyasyon tedavisi sirasinda,
hayatta kalan tiimor hiicreleri ¢ogalabilir ve radyasyon tedavisi ile oldiiriilen tiimor
hiicrelerinin yerini alabilir. Timor hiicrelerinde repopiilasyonu hizi, radyasyon
tedavisinin baglamasindan sonra biiyiimenin giderek daha hizli bir sekilde meydana
gelmesiyle birlikte hizlanir. Hizlandirilmig repopiilasyon lokal kontrolii saglamak igin
yok edilmesi gereken daha fazla sayida tiimor hiicresi olusmasi nedeniyle, genel tedavi
siiresini uzatmaktadir. Repopiilasyonun etkilerine karsi koymanin bir yontemi,
radyasyonun daha az giin i¢inde verildigi ve tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in daha
az zaman sagladigi hizlandirilmis radyoterapidir. Bununla birlikte, bu strateji
radyasyon hasarindan kaynaklanan normal doku onarimi firsatin1 da azaltmakta,
boylece tedavinin toksisite riskini artirmaktadir. Ayrica radyosensitiviteyi artiran,
tiimdr hiicresi reoksijenasyonu ve hiicre dongiisiiniin fazlarina gegis i¢in daha az firsat

birakir [227 ,230].

5.6 Reoksijenizasyon ve Anjiyogenez

Tiimor hipoksisi, solid tiimorlerin ortak bir 6zelligidir. Tiimdriin hizla biiylimesi
nedeniyle, bazi hiicreler vaskiilarizasyondan uzak kalir ve diffiizyon kisithi kronik
hipoksik alanlar olugur. Kan damarlarinin gegici olarak tikandig1 durumlarda ise akut

olarak hipoksi gelisebilir, bu da perfiizyon smirli hipoksiye neden olur. Hipoksik
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alanlarda, esdeger hiicre dldiirme etkisini elde etmek i¢in normale gore radyasyon
dozunun ii¢ katina kadar ihtiya¢ duyulabilmektedirr. Iyonize radyasyona bagli DNA
hasarinin 6nemli bir mekanizmas1 olan reaktif oksijen radikallerinin {iretilememesi
nedeniyle hipoksik radyorezistans gelismektedir. Ayrica, hipoksik bir mikro ¢evreye
yanit olarak hiicreler; anaerobik metabolizmayi, invazyonu ve anjiyogenezi tesvik
etmek icin hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu
degisiklikler daha agresif ve radyo-direngli bir fenotip olusmasina, tedavi sonrasi niiks

gelismesine neden olabilir [234].

Toplam radyasyon dozu, giinler veya haftalar icinde verilen ¢ok sayida daha kiiclik
doza boliindiigiinde (fraksiyone); oksijenizasyon iyilestirilebilir, boylece radyasyon
tedavisinin etkinligi artar. Radyasyon tedavisinin fraksiyonlar1 arasindaki donemde,
tiimor dakikalar i¢inde gegici olarak kapatilan damarlardan reperfiizyon yoluyla hizl
bir sekilde oksijenlenebilir ve bdylelikle tiimoér hiicreleri radyasyon tedavisinin
etkilerine sekonder olarak oliir [235]. Radyocerrahide hedef lezyon tahrip edici dozda
radyasyon alirken, etraf normal dokuda kiiclik bir alan olsa da radyasyon dozuna
maruz kalmaktadir. Bu durum, normal doku hasarina ve 6deme yol agmaktadir [226].
SSS’de radyocerrahiye bagli vaskiiler permeabilitede degisikliklerle sonuglanan
endotelyal hiicrelerde sisme, damarlarin genislemesi, bazal membranda kalinlagsma

gibi vaskiiler bozukluklar sikca gézlenmektedir [236].

Iyonize radyasyon, hipoksi-indiiklenebilir-faktor 1-alfa (Hif-1a) iliskili yolakla
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ekspresyonunu artirmaktadir.
Anjiogenezde etkili olan biiyiime faktdrlerinden biri olan ve vaskiiler permeabilite
faktorii olarak da bilinen VEGF, radyasyona yanit olarak endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarir, su ile biiylikk molekiiler agirlikli proteinler icin damar
gecirgenligini artirir. Gelismekte olan SSS’de VEGF yeni damar olusumu igin kritik
role sahipken, anjiyogenezi tamamlamis eriskin SSS’de diizeyi azalmaktadir [237].
Metabolik ihtiyacin arttig1 patolojik durumlarda (tiimor, iskemi, travmatik beyin hasari
veya radyasyon hasar1), VEGF diizeyi artmaktadir [101, 237]. Glioblastom tedavisinde
kullanilan bevacizumab da etkisini VEGF blokaj1 ile saglamaktadir. Stereotaktik
radyocerrahi sonrast SSS’de VEGF diizeyinin zamana bagimli olarak degisiklik
gosterdigi, buna gore 1smlanan bolgelerde 8 haftada asamali olarak yiikselerek, 16
haftada maksimum diizeye ulastigi, 20 hafta sonrasinda azalmaya basladigi

gosterilmistir [238]. VEGF’in erken donem degisiklikleri konvansiyonel radyoterapi
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ile stereotaktik radyocerrahide benzer olmakla birlikte, SRC’yi takiben VEGF artisi
daha uzun siireli olmaktadir. SRC’ye bagli ge¢c donem hasar, tedaviden aylar sonra
cikabilmektedir. VEGF’in sonradan azalmasinin, gecikmis hiicre kayb1 ve nekrozla
iligkili oldugu diisiiniilmiistiir [238, 239]. Sonu¢ olarak, radyasyon hasari sonrasi
goriilen ge¢ donem nekroz ve 6demde, patolojik anjiogenez ve vaskiiler permeabilite
artis1 etkili olmaktadir. SRC’yi takiben hasara cevap olarak goriilen VEGF artisi,
olusan patolojik anjiyogenezden ve permeabilite artisindan sorumlu tutulabilir [238,

239].

5.7 Radyosensitizasyon

Farkli kanser tiirleri veya ayni1 kanserin farkli alt tiirleri, farkli radyosensitiviteye sahip
olabilir. Intrinsik radyosensitivite, kanser hiicrelerinin genomik kararsizliklar: ile
ilgilidir. Ttimor hiicrelerinde radyosensitivite veya radyorezistans ile iliskili potansiyel
genlerin belirlenmesi ve radyoterapi ile kombinasyon halinde hedeflenmesi
radyoterapinin etkinligini artirabilir ve nihayetinde hastanin sagkalimini iyilestirebilir.
Radyosensitizor ilaglar, radyasyon tedavisinden sonra hayatta kalan hiicrelerin oranini
azaltir. Sistemik ilaglarin radyasyon tedavisinin etkinligini arttirdig1 birgok
mekanizma vardir (Tablo 5.1 ve Tablo 5.2). Giiniimiizde radyonekrozun en etkin
medikal tedavisi olarak, VEGF’e karsi monoklonal antikor olan bevacizumab

goriinmektedir [240].

Tablo 5.1 : Radyoterapide kullanilan ilaglarin mekanizmasi [241].

Mekanizma Ornek

Artmis radyasyon iligkili DNA hasar1 Antimetabolitler, Alkilatorler, Platinyum ajanlar,
veya bozulmus DNA tamiri Topoizomeraz inhibitorleri

Hiicrelerin radyosensitif hiicre Antimetabolitler, Topoizomeraz inhibitorleri
dongiistine redistriblisyonu

Radyoterapiden sonra hizlanan Molekiiler hedef ajanlar
repopiilasyonu azaltan sitostatik ajanlar

Tiimor kanlanmasini artirarak hipoksi VEGF-hedefli ajanlar
iligkili radyorezistansi azaltma

Immiinojenik ajanlarin salimmiyla Immiin kontrol noktas: inhibitorleri
proinflamatuar sinyal yolaklarinin
indiiksiyonu
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Tablo 5.2 : Radyosentitizor ilaglara 6rnekler [241].

Ornek
Antimetabolitler 5-Fluorourasil, Gemcitabine,
Pemetrexed
Alkilatorler Siklofosfamid,
Temozolomid
Platinyum ajanlar Cisplatin, Carboplatin
Mikrotiibiil diizenleyiciler Vincristine, Docetaxel
Topoizomeraz inhibitorleri Etoposide, Doxorubicin
Molekiiler hedef ajanlar Bevacizumab (VEGF), Trastuzumab

(HER2-neu), Gefitinib (EGFR)

immiin kontrol noktas inhibitorleri Pembrolizumab (PD-1), Nivolumab
(PD-1), Ipilimumab (CTLA-4)

5.8 Uzak Hiicresel Etki

Uzak hiicresel etkiler veya seyirci etkileri, 1sinlanmis hiicrelerin yakininda bulunan
1sinlanmamus hiicreler, 1s1nlanmig hiicrelere benzer hiicresel hasara ugradiginda ortaya
cikar. Hedeflenen hiicreler radyasyonla oldiiriilebilirken, seyirci teorisine gore,
hedeflenmemis hiicreler de sonunda hiicreyi 6ldiiren radyasyon hasar1 belirtileri
gosterebilir. IR’ye maruz kalan hiicreler, hasar sinyallerini, gap-junctionlar (ara
baglantilar) yoluyla komsu hedeflenmemis hiicrelere yonlendirdiginde; bu hiicrelerde
radyasyon almis gibi davranir. Seyirci etkileri hem timoér hem de normal hiicrelerde
kanitlanmistir. Timorler yiiksek doz radyasyon ile hedeflenirken, lezyon ¢evresindeki
normal doku ¢ok daha diisiik dozlarda radyasyon alir. Hedeflenmemis normal
dokudaki maruz kalinan radyasyonun, sekonder olarak birincil kanser riskini arttirdigi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, saglikli hiicrelerdeki diisiik doz (2-50 mGy)
radyasyona maruziyetin; sitokin ve reaktif oksijen radikallerini uyararak, prekanseréz
hiicre popiilasyonunda apoptozise neden oldugu gosterilmistir [242, 243]. Seyirci
etkisinin yani sira, radyasyona maruziyetten sonra bildirilen bir diger uzak hiicresel
etki ise; adaptif yanittir. Adaptif yanit sonraki radyasyon dozlarina dirence neden
olurken, seyirci etkisi hiicre 6liimii ile sonuglanir. Adaptif yanit modeline gore;
radyasyonun ilk dozu, sonraki dozlara gore tiimor hiicresi popiilasyonunun daha
yiiksek bir yiizdesini 6ldiirmesi gerektiginden, doz fraksiyonu basina izoetki artik

gecerli bir teori degildir [242-244].
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5.9 Radyasyon ve Tiimor Mikrocevresi

Bagisiklik sisteminin hemen hemen tiim dokular1 denetlemede rol oynadigi ve
neoplastik veya anormal isleyen hiicrelerin biiylik cogunlugunu klinik olarak
tanimlanabilir hale gelmeden ¢ok Once ortadan kaldirdigi bilinmektedir. Yine de,
bagisiklik sisteminin diizenleyici ve imminsupresif yeteneklerinin zaman zaman
tiimor bliylimesini, anjiyogenezi ve hatta metastatik yayilmay1 destekleyebilecegine
dair 6nemli klinik ve klinik dncesi kanitlar vardir. Bagisiklik sisteminin bu goriiniiste
iki yiizlii rolii i¢in popiiler bir hipotez 6ne siirilmiistiir: ‘Eliminasyon, Denge ve Kagis’
[245]. Eliminasyon asamasinda, bagisiklik sistemi tiim normal hiicreleri denetler ve
herhangi bir neoplastik veya diizensiz hiicreyi tanimlayabilir ve ortadan kaldirabilir.
Bu hiicrelerin bazilari, genetik mutasyonlar biriktirmeye devam edip c¢ogaldikga,
kontrolsiiz neoplastik hiicre bdliinmesi ile immiin aracili eliminasyon arasinda bir
"denge'"ye ulasirlar. Sonunda, bagisiklik sisteminin tiimOriin  biliylimesini
engelleyemedigi ve klinik olarak tanimlanabilir kanserin ortaya ciktigi 'kagis'
asamasina ilerler. Klinik tedavinin amaci, dengeyi eliminasyon lehine degistirmektir.
Bununla birlikte, tiimdrler ilerledikce ve adapte oldukca, genellikle bagisiklik
hiicrelerini timoér mikrogevresinden diglamak, islevlerini baskilamak veya bagisiklik
sisteminden saklanmak gibi mekanizmalar gelistirir [246]. Tiim konakg¢1 hiicreler,
hiicre yiizeylerinde immiin taninmaya ve korunmaya izin veren major histo-uyumluluk
kompleksi (MHC) smif I bulundurur. Enfekte hiicredeki antijenler veya kanser
hiicrelerindeki mutasyona ugramis onkogenlerden gelen peptitler gibi yabanci
proteinler, MHC'ye yiiklenir ve immiin sistem tarafindan yabanci olarak taninmasini
saglar. Bununla birlikte, timor hiicreleri siklikla MHC {iretimini azaltarak bagisiklik
sisteminden kagabilir. IR sonucu olusan enflamasyonun MHC sinif I ekspresyonunu

arttirdig1 gosterilmistir [247].

Saglam ve tiimoral dokuda radyasyon etkisiyle meydana gelen yapilar, viral antijen
gibi davranarak, endoplazmik retikulum (ER) stresine neden olur. ER stresi sonucu,
proteinlerde yanlis katlanma ve birikim sonucu saperon adi verilen proteinler olusur,
sonra da apoptoz ve hiicre 6liimii gerceklesir. Hiicresel stres, beklenmedik 6liim veya
yabanci antijenler, bir bagisiklik tepkisi olusturmanin ilk adimidir. Tepki hasarla
iliskili molekiiler kaliplart (DAMPs=damage-associated molecular patterns) ve

patojenle iligkili molekiiler kaliplari (PAMPs=pathogen-associated molecular
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patterns) icerir. PAMP'ler; toll-like reseptdr (TLR), retinoik asit ile indiiklenebilir gen
(RIG-I) benzeri reseptor gibi patojen tanima reseptorleri (PRR) tarafindan algilanan
eksojen sinyaller saglayabilen, konak¢1 disindaki organizmalarla iliskili molekiillerdir.
DAMP’ler ise radyasyon gibi dis uyaranlara kars1 bagisik sistemini aktive eden hiicre
i¢ci molekiillerdir. Tabloda DAMP oOrnekleri verilmistir; calismada da ozellikle
baktifimiz ve daha sonra ayrintisina deginecegimiz 1s1 sok proteni 90 buna 6rnektir
(Tablo 5.3). IR, DAMP'i doza bagl bir sekilde indiikler [248-251]. Bu nedenle, IR’ye
bagli immiinojenik hiicre 6liimii, DAMP sinyalleriyle birlikte bir tiimoér kaynakl
antijen kaynagi saglar. Bu, anti-timor bagisikliginin olusturulmasi ic¢in gerekli bir
kombinasyondur. DAMP'ler, dendritik hiicrelerin aktivasyonunu ve olgunlagmasini,
ayrica NK hiicrelerin aktivasyonunu tesvik edebilen hiicre hasar1 ve stres
gostergeleridir. DC'ler, ¢evresindeki antijen ve hiicresel kalintilar: aldiktan sonra lenf
diigiimlerine giderek, T hiicreleri iizerindeki MHC Sinif I veya II reseptdrlerine CD40

ile baglanip antijen sunan hiicrelerdir (APC).

Tablo 5.3 : DAMP ornekleri ve 6zellikleri [251].

DAMP Bagisikhik aktivasyonu yolu Reseptorler Azalttiklar:
etkiler

kalretikiilin Erken evre hiicre 6liimiinde hiicre =~ CD91, SRF1 Makrofajlar

ylizeyine yer degistiren tarafindan
endoplazmik retikulum saperonu fagositoz
Is1 soku Hiicre ylizeyine yer degistiren veya NK NK aktivasyonu
proteinleri 28, hiicre dis1 olarak salinan sitozolik hiicreleri,
70, 90 ve niikleer proteinler, Antijenik CD9%
peptit saperon
HSP60, HSP70  Hiicre yiizeyine yer degistiren veya TLR4, DC ve monosit
hiicre dis1 olarak salinan TLR2, aktivasyonu,
mitokondriyal proteinler CD14 immiin
indiiksiyon
HSP78, HSP96 Hiicre yiizeyini yer degistiren CD91 DC aktivasyonu
endoplazmik retikulum proteinleri ve gecisi
HMGBI Hiicre dis1 salinir TLR4 DC aktivasyonu,
bagisiklik
indiiksiyonu
Adenosin Hiicre dis1 salinir P2X7 DC aktivasyonu,
trifosfat T hiicresi
hazirlama
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IR etkisiyle olusan oksitlenmis lipidler ve proteinler veya radyasyonun DNA hasarina
bagli apoptozis sonucu olusan hiicre kalintilar1 , PRR'leri aktive ederek DAMP'leri ve
PAMP'leri taklit etme kabiliyetine sahiptir [251, 252]. IR sonrasi stres ve PRR uyarimu;
tiimor nekroz faktorii o (TNFa), IL1, IL-6, IL-12 ve interferonlar (IFN) dahil olmak
lizere inflamatuar sitokinleri indiikler. Bu sitokinler TMC’deki hiicreler ile iletisime
gecer. Tip I IFN'ler, tiimor hiicresi tarafindan antijen sunumunu uyararak, bagisiklik
hiicreleri tarafindan oldiiriilmeye karst duyarli hale getirir, ayrica NK islevini ve T
hiicrelerinin yanitin1 artirir. Bununla birlikte, kronik maruz kalma, artan IL-10
salgilanmas1 ve programlanmig Olim ligandi 1'in (PD-L1) artmasiyla ile
immiinsupresyona yol agabilir. Tiimdr hiicrelerinde IFNa reseptorii araciligiyla tip I
IFN sinyali, genellikle bir bagisikliktan kagis mekanizmasi olarak asag regiile edilir.
DC'lerdeki tip I IFN'ler bloke edildiginde radyasyon etkinliginin azaldig1 gosterilmistir
[253]. Tip 1 IFN uyariminda rol alan temel yollardan biri DC’lerde bulunan interferon
genlerini uyarici (STING=stimulator of interferon genes) yoldur. IR’den sonra
meydana gelen ¢ift sarmalli DNA kirilmalar1 (CDK) ile aktive olur. CDK i¢in onarim
mekanizmalart daha Once bahsettigimiz {izere, hiicre dongiisii durmasi sirasinda
meydana gelen homolog olmayan ug birlestirmeyi veya homolog rekombinasyonu
icerir. CDK’lar, tip 1 IFN salinimin1 ve STATI aktivasyonunu uyararak timor
hiicresini apoptozise yonlendirir. DC’ler tarafindan ekspresyonu artan CD47,

tiimdrlerin immiin sistemden ve fagositozdan kagmasina olanak saglar [254].

CDS8+ T hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarini yerine getirmek {izere aktive olmasi
icin hem antijen tanimaya hem de uyarilmaya ihtiyact vardir [206-208]. CTL
hiicrelerinin aktivasyonu; APC'lerin MHC Simif I ve B-7 reseptorlerine sirasiyla T
lenfosit lizerinde bulunan, T hiicre reseptorii (TCR) ve CD28 reseptorii ile baglanmasi
ile baglar. CTL’lerin ayirt edici bir 6zelligi, hedef hiicreleri dldiirmek icin graniil
ekzositozu yoluyla granzim A ve granzim B salmalaridir. Ancak uyaran veya
baskilayan olmadan, CTL hiicresi bir antijenle karsilagirsa tolerans gelisip tiikenmis
(yorgun) T hiicre konumuna gecgecektir. Tiikenmis T hiicreleri; PDI1, lenfosit
aktivasyon geni 3 (LAG3) ve T hiicresi immiinoglobulini ve miisin alani igeren-3
(Tim3) salgilar [255]. CD4 yardimci hiicreleri, etkilerinin ¢ogunu kemokinler ve
sitokinler yoluyla gosterir. CD4 T hiicresi alt gruplarina, inflamatuar yanitlarda yer
alan 3 ana fenotip dahildir; Thl, Th2, Th17 ve T diizenleyici hiicreler (Treg'ler). Thl,
IFNy ve TNF sitokinlerini salgilmaktadir. Th1 CD4+ yardimct hiicre yiizeyi reseptori,
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CXCR3 ve IL-12R igerir. Thl yanitlari, hiicre i¢i patojenlerle iliskilidir ve hiicresel
aracili bagisiklig1 destekler. Th2 yanitlari, hiicre disi patojenler ve humoral bagisiklik
ile iliskilidir ve IL-4, IL-5 ve IL-13 salgilar. Th2’ye farklilasmis CD4 hiicreleri, CCRS
ve IL-4R gibi yiizey reseptorleri igerir. Treg'ler, normal bagisiklik homeostazi igin
gerekli olan diizenleyici hiicrelerdir. Tregler yiizey reseptorii olarak CD25 bulundurur,
FOXP3 aktivitesine sahiptir, bagisiklik {izerine negatif diizenleyici etkisi olan kanser
progresyonunda rol oynayan IL-10 ve TGFp salgilar. Yardimc1 hiicrelerin Th17 alt
kiimesinin, kanserin ilerlemesinde ve kontroliinde karmasik ve degisken bir role sahip
oldugu ancak son zamanlarda ortaya konmustur. Th17 CD4 hiicreleri ve Treg
hiicrelerinin birbirine doniisebilecegi de gosterilmistir. Adaptif bagisikligin yani sira,
NK hiicreleri gibi efektor islev yapabilen dogustan gelen hiicreler vardir. NK hiicreleri
antijene Ozgii degildir, aksine saglikli hiicrelerde MHC Simf I'e baglandiklarinda
inhibe edilirler. MHC Sinif I'in asag1 regiile edildigi tiimor hiicrelerini hedefleyerek
bagisikliga katki saglarlar. CTL hiicrelerine ¢ok benzeyen NK hiicreleri, perforin ve
granzim B ile graniil ekzositozu yoluyla hedef hiicreleri 6ldiirtir [211, 256, 257]. Genel
olarak, bagisiklik hiicreleri epitel hiicrelerinden daha radyo-duyarhidir. Lenfosit
popiilasyonlar1 i¢in, daha diisiik 1 Gy dozlar1 bile hiicre 6liimiinii indiikleyebilir.
Miyeloid popiilasyonlar 20Gy'ye kadar hayatta kalabilir, daha radyo-diren¢li olma
egilimindedir. Bununla birlikte, daha diisik RT dozlari, bagisiklik hiicre

poplilasyonlar1 {izerinde yeniden programlama etkilerine sahip olabilir [257, 258].

Hipofraksiyone radyocerrahi, tiimor infiltre edici lenfositleri oldiirerek, timor
tizerindeki iyilestirici etkilerini tersine ¢evirebilir [258]. Lokal tiimor kontrolii biiyiik
ablatif dozlarla kolayca elde edilebilse de, bu dozlar immiinsiipresif molekiillerin
yukart regiilasyonuna, TGFp salgilanmasina, MDSC ve Treg hiicre artisina neden
olarak tlimor ilerlemesini artirabilir ve prognozu olumsuz etkiler [259]. Ayrica IR,
vaskiilogenezi ve timor yeniden biiylimesini destekleyen kemik iligi kaynakli
CD11b+ miyeloid hiicreleri artirir [260]. Diizensiz tiimor biiyiimesi yine ayni sekilde
diizensiz bir tiimor vaskiiler agiyla sonuglanir. Bu diizensiz vaskiiler ag icerisindeki
endotel hiicreleri de gelisimini tam olarak tamamlayamamigtir. Bunun sonucu olarak
dolagimdan immiin hiicrelerin ekstravazasyonu azalir. Endotel hiicreleri ayrica,
tolerizasyona yol agan inhibitor molekiillerin ekspresyonu yoluyla T hiicresi
aktivasyonunu da etkileyebilir. Bu diizensizlik, hipoksinin artmasina neden olmakta,

ilaglarin tlimore ulagmasini zorlastirmakta, radyo-dirence de katki da bulunmaktadir.
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TMC'deki hipoksi, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini diizenleyen hipoksi ile
indiiklenebilir 1 alfa (HIF-1a) ekspresyonunun artmasina neden olur [234, 235]. IR
ayrica, anti-tiimor bagisikligi tizerinde hem olumlu hem de olumsuz etkileri olan tiimér
mikrogevresinin bilesenlerini dogrudan etkiler. IR; VCAMI1, ICAMI ve CD31 dahil
olmak lizere vaskiiler ve matriks adezyon proteinlerinin ekspresyonunu artirir, bu da

immiin hiicre ekstravazasyonunu ve tiimor infiltrasyonu kolaylagtirir [261].

Hipofraksiyone SRC immiinmodiilator etki gdstermektedir, dogrudan hiicre dlimiinii
indiikleyerek, ¢apraz sunum i¢in biiyiik miktarlarda antijen salar ve bdylece lokal
timor biiyiimesini kontrol ederek tiimor hiicrelerinin intrinsik radyo-direncinin
istesinden gelmek i¢in kullanilir. Ayrica, DAMP ekspresyonunda doza bagl bir artisa
ve hayatta kalan tiimor hiicreleri tizerinde MHC Siif I'in yukari regiilasyonuna neden
olarak, bagisiklik kacisini tersine gevirerek bir immiinomodiilator islevi gormektedir
[247]. Tek yiiksek doz radyasyon tedavisinin dezavantaji; immiino-inhibitdr molekiil
PD-L1'in yukar regiilasyonuna ve M2 fenotipindeki TAM'lar tarafindan salgilanan
TGFp ile inflamasyonun artmasina neden olarak anti-tiimor tepkisini azaltmasidir.
Radyasyon tedavisi ayn1 zamanda MDSC'leri ¢eken CCL2, MIP-1a, CCLS5, CCL7,
CCLI12 gibi sitokinlerin salgilanmasin1 ve Treg'leri ¢eken CCL22 ve CXCR3 gibi

sitokinlerin salgilanmasini artirir [259].

Hipofraksiyone RT, TNF reseptor ailesinin bir {iyesi olan ve CTL aracili 6ldiirmeyi
daha da artiran Fas/CD95'te doza bagh bir artis yapmaktadir. Tiimor hiicrelerindeki
fenotipik degisikliklerin yanm1 sira, ayrica lokosit gocilinii neden olan adezyon
molekiillerinde de bir artisa neden olur. Radyasyondan sonra TMC icindeki
inflamatuar ve diizenleyici tepkilerin bu hassas dengesi, sitokin ve kemokin miktar1 ile
de iliskilidir. Radyasyondan sonra TNFo, IL-6, CXCCL10, CXCL16, CCL5
(calismamizda bakilan CCL4’iin resptorii) gibi sitokinlerin ve kemokinlerin
ekspresyonunun arttigi, efektor T hiicrelerini tiimore ¢ektigi ve ayni1 zamanda Treg
sayis1 azalttigr gosterilmistir [259, 262]. Bununla birlikte radyoterapinin etkinligini
artirmak ve radyorezistan mekanizmalari 6nlemek icin Tablo 5.2 de orneklerini
verdigimiz gibi immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile kombinasyon tedavileri de
mevcuttur.

Radyasyon, tiimore 6zgii bir T hiicresi tepkisini indiikler, ancak tedaviden sonra
bagisiklik tepkileri, TMC'deki bagisiklik baskilayict faktorler tarafindan siklikla

zayiflatilabilir. Bagisiklik diizenlemesini tersine ¢evirmek i¢in bagka bir yaklagim, RT
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sonra uyarilan immiinsiipresif hiicreleri ve molekiilleri modiile etmektir. Agresif
metastatik akciger kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada; DC'lerin proliferasyonunu
ve infiltrasyonunu uyarmak icin, Flt3-Ligand (diger biiytime faktorleri ile beraber
cogalmayr ve diferansiyasyonu uyaran bir protein) ile tek fraksiyonlu RT
kombinasyonun, metastatik ilerlemenin azalmasina, etkili tiimor kontroliine ve
sagkalimda uzamaya neden oldugu gosterilmistir [263]. Kombinasyon terapilerine
yonelik arastirmalar, olumlu ilerleme oldugunu 6ne siiren bir¢ok ¢alisma ile son on
yilda oOnemli Ol¢lide artmistir. Bununla birlikte, dozlama, programlama ve
modellerdeki farkliliklar nedeniyle, olumlu sonuclar genellikle c¢eligkili ve
karsilagtirmast zor olabilir. Etkin tiimor kontrolii ve standardizasyon i¢in dogru

fraksiyon ve doz degerini saptamak da ¢alismamizdaki amaglardan biridir.

5.10 Sinyal Yolaklar ve Kanser Kok Hiicreleri

Insan kanser dokularmdan ve klinik dncesi ¢alismalardan elde edilen kamitlar, farkli
sinyal yollarinin kanser progresyonu, metastaz ve kemo/radyo-direncte kritik bir rol
oynadigim1 gdstermektedir. Radyorezistansi belirleyen sinyal yollarin1 anlamak,
hastalar i¢cin uygun tedavi yontemlerini se¢mek ve insan kanserlerinde
radyosensitiviteyi arttirmaya yonelik yeni molekiiler ajanlar gelistirmek icin hayati
onem tagimaktadir. Bu bolimde, kanser radyo-direnci ile yliksek oranda iliskili olan
birka¢ 6nemli sinyal yolagindan ve kanser kok hiicrelerinin (CSC’ler) éneminden
bahsedecegiz. IR’ye yanit olarak hayatta kalma sinyali yollan tipik olarak DNA
onariminin desteklenmesinde ve apoptoz uyariminin inhibisyonunda rol oynar. Bu
sinyal yolaklari, kanser hiicrelerinde radyasyonun neden oldugu sitotoksisiteyi en aza
indirmek i¢in birlikte hareket edebilir ve ardindan kanser hiicrelerini radyo-direngli
hale gelecek sekilde biyokimyasal olarak yeniden programlayabilir [278]. Kanserin
radyo biyolojisine klasik yaklagim olan 6 R’ye yukarida deginmistik. Bunlar; DNA
hasarina yanit (repair of DNA damage), redistriblisyon, repoplilasyon,
reoksijenizasyon, radyosensitivite ve uzak hiicresel etkilerdir (remote cellular efects).
Klasik radyobiyolojide, basarisizlik orani (direng) radyobiyolojinin 6 R'si tarafindan
belirlenmektedir. Bununla birlikte, giiniimiizde bir¢ok solid kanserin yaygin olarak
CSC'ler olarak adlandirilan ve tiimor hiicrelerinde heterojeniteden sorumlu kiiciik bir
hiicre grubunu igerdigi bilinmektedir. Bu hiicrelerin, geleneksel radyasyon tedavisine

ve kemoterapiye dogal olarak direngli olduklar1 bulunmustur [264]. Yiiksek dereceli
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gliomalarda, CSC'lerin radyasyona yanit olarak insiilin benzeri biiylime faktorii-1
(IGF1) araciligyla DNA hasar kontrol noktasinda daha fazla aktivasyona neden olarak
radyasyona bagli hasarin onarildigi gosterilmistir [265]. Bu CSC'ler siiresiz olarak
yenilenme, invazyon ve metastaz yapma yetenegine sahiptir. CSC'lerin temelde reaktif
oksijen radikalleri tarafindan uyarilan gelismis bir DNA onarim mekanizmasi vardir.
CSCl'lerin akut 1sinlama sonrasi, IGFI-AKT (Protein kinaz B) yolaginda hizli bir
aktivasyona neden olarak radyasyona direng gelistirdigi gozlenmistir. Ek olarak
metformin, salinomisin, rapamisin gibi ilaglarin kullanimi; CSC'nin  kendini
yenilemesini veya redoks kapasitesini inhibe ederek radyo-direngli hiicrelerin
gelisimini Onlemeye yardimci olabilecegi de gosterilmistir [266, 273]. Cesitli
kanserlerde CSC'leri tamimlamak icin kullanilan belirtegler asagida tabloda
gosterilmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4 : Farkl: histolojik kokenli kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) potansiyel
belirteclerinin listesi [269].

Belirtecler Tiimoér tipi

CD34+ CD38- Akut miyeloid 16semi (AML)

ALDHI1+ Kolon, AML, meme, mide, melanom

CD133+ Beyin; kolon, pankreas, akciger, prostat ve mide
CD133+ EpCAM+ Karaciger kanseri

CD44+ EpCAM+ Kolon kanseri

ESA+ CD44+ CD24+ Pankreas kanseri

CBX3+ ABCAS+ Osteosarkom

LGR5+ Kolon kanseri

CD44+ CD24- Meme kanseri

CD44+ a2bl high CD133+ Prostat kanseri

ABCB5+ Melanom

CD44+ Kolon, bas ve boyun kanseri

CD24+ Kolon kanseri

CD166+ Kolon kanserti; kiiglik hiicre dis1 akciger kanseri
CD44+ ALDHI1+ Over kanseri

CD90+ Karaciger kanseri

CD34+ CD38+ CD19+ Losemi

HSP DNAJB8 Renal hiicreli karsinom
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Metabolik degisikliklerin sistemik kanserin olusumunda ve ilerlemesinde bir risk
faktorii oldugu bilinmekle birlikte, 6zellikle glikolitik ve mitokondriyal
metabolizmalardaki degisikliklerin radyo-direng gelisimine katkida bulunabilecegi de
gosterilmistir [266]. Kanser hiicreleri, ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilan, oksijen
varliginda dahi enerji ihtiyacin1 oksidatif fosforilasyon yerine glikoliz ile
saglamaktadir. Bu da tiimor hiicreleri i¢in, gegici veya kalici, hipoksik sartlara duyarsiz
olmalarim1 sagladigindan hayatta kalma avantaji olusturmaktadir. Ayrica meydana
gelen artmis glikoz alimi, hem homolog olmayan ug¢ birlestirme hem de homolog
rekombinasyon yollarin1 aktive ederek radyasyonun neden oldugu DNA zincir
kiriklarinin ~ yeniden birlesmesini  kolaylagtirir, bdylece kanser hiicrelerinde
radyasyonun neden oldugu sitogenetik hasar1 azaltmaktadir. Olusan laktat ise hiicre
gbclinii, anjiyogenezi, immun sistemden kacis1 artirmakta ve radyasyona direng
olusturmaktadir. Glikoz tasiyici-1’in (GLUT1) hipoksi varliginda tiretiminin arttigi,
radyoterapiye direng ve kotii prongoz ile iliskili oldugu gosterilmistir [266, 268].
Kolon, meme ve glioblastom kanser hiicre serilerinde, siklin bagimli kinaz-1’in
(CDK1), sirtuin 3'in (SIRT3) aktivasyonunu uyardigi, mitokondriyal protein
deasetilasyonunu diizenleyerek mitokondriyal fonksiyonlar1 artirdigi ve radyasyona

direng gelismesine neden oldugu gosterilmistir [267].

Mevcut literatiir, iyonlastirici radyasyonun yaslanmayi, apoptozisi, otofajiyi, hiicre
dongiisii kontrol noktalarint ve DNA onarimina yol agan ¢ok sayida hiicresel sinyal
yolunu aktive edebilecegini gostermektedir. Buna yanit olarak da tiimor hiicresindeki
hayatta kalma sinyali yolaklar1 ise, DNA onariminin desteklenmesinde ve apoptoz
indiiksiyonunun inhibisyonunda rol oynar. Bu sinyal yolaklari, kanser hiicrelerinde
radyasyonun neden oldugu sitotoksisiteyi en aza indirmek i¢in birlikte hareket edebilir
ve ardindan kanser hiicrelerini radyo-direncli hale gelecek sekilde biyokimyasal olarak

yeniden programlayabilir.

5.10.1 HIF1 ve radyorezistans

Hiicrelerdeki hipoksik kosullar genellikle radyoterapi sonuglar1 iizerinde olumsuz bir
etkiye sahiptir. Hipoksik ortam, tiimor hiicresi metabolizmasinin oksidatif
metabolizmadan, timor hiicrelerini  koruyan ve tiimor kok hiicrelerinde
radyorezistansin gelisimini indiikleyen anaerobik glikolize doniistimiinii tesvik eder.

HIF1, anaerobik glikolitik yolda bir araci faktordiir ve transkripsiyonunun aktivasyonu
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ile birlikte radyasyona diren¢ olusmaktadir. Oksijene bagimli HIFla ve bagimsiz
HIF 1P olmak iizere iki alt birimden olusur (Sekil 5.2). HIF 1 a'nin hiicre proliferasyonu,
glukoz metabolizmasi ve pH regiilasyonu dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik siirecleri
diizenleyen hedef genlerin transkripsiyonunu aktive edebildigi ve kanser hiicrelerinin

hipoksik kosullara adaptasyonunda hayati bir rol oynadigi gosterilmistir [266, 270].
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Sekil 5.2 : Hipoksi ve radyodirengte rolu [278].
HIF1’e bagli radyo-direng gelisiminin altinda yatan mekanizmalar sunlar1 igerebilir:

(1) Timor anjiyogenezinin uyarimi: HIF1, VEGF ve trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF) gibi anjiyogenik sitokinlerin ekspresyonunu aktive eder, timor

vaskiiler proliferasyonunu arttirir ve radyorezistans gelisimini miimkiin kilar [270].

(2) Apoptozun inhibisyonu; HIF 1, proapoptotik protein BAX'in ekspresyonunu inhibe
ederek radyo-diren¢ gelisimini artirir. HIFla ayrica p53 ile indiiklenen apoptozu
dogrudan inhibe edebilir. p53 , HIF1'in tiimor radyosensitivitesi tizerindeki etkilerinin

ana belirleyicisidir [266].

(3) Radyo-direngle ilgili sinyal yollarinin aktivasyonu; HIF1a, kemokin CXCLS8'in
ekspresyonunu uyarir. CXCL8 ekspresyonu ayrica AKT/mTOR/STATS3 sinyal yolunu

aktive ederek metastaz olusumuna aracilik eder ve radyoterapi direncini uyarir [271].

(4) Hipoksi kaynakli otofaji; Otofaji, strese (hipoksik kosullar vs.) yanit olarak aktive

edilir, HIF 1o 'nin meme kanseri hiicrelerinde radyasyona bagli otofajik hiicre 6liimiine
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dahil oldugu gosterilmistir. Yiiksek otofaji seviyeleri, RT kaynaklit DNA hasarini
azaltir [266].

(5) Hipoksi kaynakli CSC aktivasyonu: Hipoksik veya perinekrotik bir mikro ortamin,
diger CSC tiirlerinin hayatta kalmas1 ve ¢ogalmasi i¢in avantajli oldugu bulunmustur.
Hipoksik hiicreler, CD44, CD133, OCT3/4 ve SOX2 gibi daha yiiksek seviyelerde
CSC belirtecleri bulundurur. CD44, CSC fenotipini ve radyasyona direnci destekler.
Isinlamay1 takiben, CD44 ekspresyonu, doza bagimli bir sekilde kuvvetli bir sekilde
yukart regiile edilir ve EMG'yi koruyarak daha uzun siireli hiicre sagkalimina katkida
bulunur. CD44, tiimor radyosensitivitesinin tahmini i¢in yararl bir belirte¢ olarak

rapor edilmistir [68, 266].

5.10.2 Oksidatif stres ve radyorezistans

Uzun siireli oksidatif stres, niikleer faktor ile iligkili faktér 2 (Nrf2), niikleer faktor
kappa-beta (NFxkB) ve p53 gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerini/aktivatorlerini
uyarabilir; boylece hiicre dongiisiinii, DNA onarimi diizenler ve tiimdr hiicresinin
sagkalimimi artirir.  Nrf2; hiicreleri apoptozdan, ksenobiyotik metabolizma
enzimlerinden ve ila¢ akis pompalarindan koruyarak radyo-direngli bir fenotip
olugsmasina neden olmaktadir. Radyasyon etkisiyle olusan reaktif oksijen tiirlerinin,
hayatta kalmasimi destekleyen Nrf2 ile iligkili detoksifikasyon enzimlerini ve
antioksidanlar1 uyarabildigi bilinmektedir [272]. NFkB ise bagisiklik sistemi gelisimi,
inflamasyon, hiicresel biiyiime ve apoptoz gibi farkli biyolojik siireclerde yer alan bir
transkripsiyon faktori ailesidir. Bu fizyolojik rollere ek olarak, NF-kB proteinlerinin
malignitelerin gelisiminde rol oynadigin1 ve dolayisiyla kanserin ilerlemesine katkida
bulundugunu gosteren kanitlar mevcuttur. Normal kosullarda, NF-kB kompleksleri
inaktiftir ve sitoplazmada tutulur, spesifik uyaranlardan sonra aktive olur [273]. (Sekil

5.3)

5.10.3 PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: ve radyorezistans

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT) aktivasyonu, ¢ogu timor
tipinde sik goriilen onkojenik yolaklardan biridir ve ¢ogalma, invazyon, apoptoz ve
radyasyona direng¢ dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siireci diizenler. Anjiyogenez ve
inflamatuar hiicrelerin toplanmasini uyararak tiimor mikrogevresini yapilandirir.
Radyasyon ile uyarilan DNA hasarina yanit olarak reseptor tirozin kinazlar (RTK)

araciligiyla PI3K aktive olur ve AKT'nin fosforilasyonuna yol agar, ardindan
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radyorezistans olugturmak i¢in anti-apoptoik proteinleri (Bcl2 ve mTOR gibi) uyarir.
AKT yolagi; hiicre 6liimiinii 6nlemek, kanser biiylimesini ve metastazi uyarmak i¢in
BAD gibi pro-apoptotik bir proteinin negatif diizenlenmesini ve HIF-1a ve VEGF gibi
genlerin pozitif diizenlenmesini de icerir [276]. (Sekil 5.3)
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Sekil 5.3 : Radyasyon ile aktiflesen PI3K/AKT/mTOR ve NF«B yolaklar1 [276].
5.10.4 EGFR/HER sinyal yolag: ve radyorezistans

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)/insan epidermal biiyiime faktori
reseptorii (HER) ailesinin, reseptor tirozin kinazlar (RTK) araciligiyla radyasyona
direngte rol aldigr gosterilmistir. RTK’larin uyarilmasimin ardindan PI3K/AKT,
RAS/RAF/MAPK ve JAK/STAT yolaklariin aktivasyonunu tetikler ve radyasyona
direng gelisir (Sekil 5.4). EGFR/HER ve RTK'lar, radyasyona yanit olarak kanser

hiicresi sagkalimini artirdig1 gosterilmistir [278].
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Sekil 5.4 : Radyasyon ile aktive olan EGFR/ HER yolag1 [278].
5.10.5 STAT3 ve radyorezistans

Transkripsiyon 3’iin sinyal doniistiiriicii ve aktivatorii (STAT3) radyo-direnci ile
iligkisini gosteren bir ¢ok calisma mevcuttur. STAT3, sitokinler tarafindan uyarilan
17921.2 kromozomu lizerinde kodlanmig 92 kDa'lik bir transkripsiyon aktivatoriidiir.
Baglangicta sitokinler tarafindan uyarilmasi nedeniyle inflamasyonda pozitif rolii
oldugu diisiiniilse de, hiicreleri doniistiirme yetenegi ve cesitli kanserlerde asiri
ekspresyonunun saptanmastyla; STAT3 su anda bir onkogen olarak kabul edilmektedir

[273, 274]. STAT3 radyasyona farkl sekillerde direng olusturabilir:

1) Hiicrelerin apoptozunu baskilayarak farkli anti-apoptotik genlerin (Bcl-2, BCL-xL

vs.) ekspresyonunu indiikleyebilir.

2) Siklinlerin ve diger biiyiime ile iliskili onkogenlerin ekspresyonu yoluyla hiicresel

proliferasyona yol agabilir.
3) Hiicresel invazyon, anjiyogenez ve metastazi uyarir [274]. (Sekil 5.4)

STAT3 ile glioblastom niiksii arasinda bir korelasyon olduguna dair yayinlar da
mevcuttur. Benzer sekilde, insan epidermal biiyiime faktorii 2 (HER2) uyarisiyla
STAT3 aktivasyonunun meme kanserinde radyoterapi sonrasi niiks ve tedaviye direng

ile iligkili oldugu gosterilmistir [273].
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Sekil 5.5 : STAT3 ile aktive olan yolaklar [273].
5.10.6 E-Kaderin yolu ve radyorezistans

E-kaderinin metastaz olusumundaki rolii bolim 2’de metastaz olusum siirecinde
bahsedilmisti. E-kaderin kayb1 ile timdr hayatta kalma, hiicre hareketliligi, invazyon
ve tedaviye direng 0zelligi kazanir [43]. Bu degisiklikler, tlimor hiicrelerinin birincil
tiimorden ayrilmasi ve metastatik bolgelere gitmesi i¢in gereklidir. Daha diisiik E-
kaderin icerigine sahip meme kanseri hiicrelerinin, daha yiiksek E-kaderin seviyelerine
sahip hiicrelere gore daha fazla radyo-direncli oldugu gosterilmistir. E kaderin
seviyeleri bu nedenle tedavi direnci ile ters orantilidir. SNAIL 26 gibi EMG
promotorlerine bagh E-kaderin kaybinin, kemoterapi ve radyasyon tedavilerine direng
olusturdugu da belgelenmistir. SNAIL, E kaderin aracili radyorezistansta rol oynar.
Radyasyon, SNAIL’de yukari regiilasyona neden olarak; PI3k ve Erkl gibi radyo-
direncli yolaklar1 aktive eder [279]. Gliobastom insan ve fare hiicre serileri {izerine
yapilan bir ¢alismada radyasyonun IGF1 araciligiyla N-kaderin diizeyini artirdig1 ve
EMG yi uyardig1 ayrica N-kaderinin Clusterin proteininin aktivasyonunu artirarak anti
apoptozise neden oldugu gosterilmistir. IGF1 inhibitorii veya N-kaderin ile ilgili genin

blokajki ile hiicrelerin radyoasyona duyarliliginin arttig1 goriilmiistiir [320]
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Sekil 5.6 : N-kaderin ve radioresistanstaki rolii [320].
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6. YAP1 ve HSP90

6.1 Radyasyona Diren¢ Olusmasinda YAP1’in Rolii

Yiiksek diizeyde korunmus bir kinaz kaskadi olan Hippo yolagi, hiicre biiylimesini,
cogalmasini ve farklilagmasini kontrol ederek organ boyutunu ve doku homeostazini
diizenlemede kritik rol oynayan bir yolaktir. Bu yolagin diizenlenmesindeki
sorunlarin, bircok kanserin progresyonunda énemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Hippo yolaginin temel efektdrii olan Yes-association protein (YAP1), kanser tedavisi
ve prognozu igin bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir [280-285]. YAPI1'in
kemoterapiye diren¢ olusturdugunu gosteren giiclii kanitlar mevcuttur ancak
radyoterapiye diren¢ olusumundaki rolii ile ilgili calismalar sinirlidir, ek olarak farkl
ve etkin radyasyon doz-fraksiyon semalarinin radyo-direng ile ilgili iliskisini gosteren
yeterli calisma yoktur [287, 289]. YAP1 iglevi ile ilgili molekiiler, hiicresel ve ¢evresel
faktorlerin  karmasik etkilesimlerin anlagilmaya baglanmasiyla, kemoterapi ve
radyoterapiye direncin altinda yatan mekanizmalar hakkinda yeni bilgiler ortaya
cikmakta ve bu alandaki gelismeler, kanser hastalarinin tedavisi ve prognozu i¢in umut

vaad etmektedir.

Hippo yolagi, ilk olarak Drosophila melanogaster cinsi sineklerde kesfedilmistir. Bu
yolak memelilerde temel olarak; Serin/Treonin Kinaz 20 (STE20) benzeri protein
kinazlar (MST1/2), biiyiik tiimor baskilayici kinaz1/2 (LATS1/2), SAV1 (Salvador
Homolog Proteinl), PDZ baglanma motifli transkripsiyonel koaktivator (TAZ), Yes
iliskili protein (YAP1), TEA alani igeren transkripsiyon faktorii (TEAD) ve Mob kinaz
aktivatorii 1’1 (Mobl) igerir. Bu yolak mekanik ve hormonal sinyaller gibi cesitli
sinyallere cevap olarak, YAP/TAZ kompleksinin c¢ekirdek ve sitoplazmik
transkripsiyonel aktivitelerini kontrol etmektedir. Temel olarak bu yolak YAP’in
fosforilasyonuyla diizenlenir. Hippo yolagi aktif iken MST1/2 kinazlar kofaktorii
SAV1 ile hareket ederek LATS1/2, MOBIA ve MOBI1B’yi fosforile eder. Aktive
edilmis LATS1/2 kinazlar, YAP ve TAZ’1 fosforile ederek YAP/TAZ kompleksinin

olugmasina engel olur ve YAP’1n ¢ekirdek i¢ine gecisini inhibe eder ve YAP
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sitoplazmada yikilir. Hippo yolagi inaktif oldugunda ise YAP’1n fosforilasyonu inhibe
edilerek YAP/TAZ kompleksi olusturulur, YAP c¢ekirdege gecer ve farkli hiicresel
stireclerde yer alan genlerin transkripsiyonunu etkinlestirmek i¢in Transkripsiyonel
gelistirilmis iligkili etki alan1 (Transcriptional Enhanced Associate Domain=TEAD)
ailesi ile baglanir. TEAD ise bag dokusu biiylime faktorii (CTGF), sisteinden zengin
protein 61 (CYRG61) ve asir1 eksprese nefroblastom (NOV) uyarir. Bu iigliiye biiylime
faktorlerinin hiicresel iletisim ag1 faktorii (CCN) denilmektedir. Sonug¢ olarak

rejenerasyon siireci, doku biiylimesi, apoptoz azalmasi ve proliferasyon baglatilmig

olur [280-285]. (Sekil 6.1)
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Sekil 6.1 : Hippo yolagi ve YAP/TAZ aktivasyonu [281].

Insanlarda 11q22 kromozom bdlgesinde bulunan YAP1’in tek basina transkripsiyonel
aktivetisi yoktur ancak, reseptor tirozin kinazlar (RTK), Runt iligkili transkripsiyon
faktorii 2 (RUNX2), TEAD ve p73 gibi molekiiller ile etkilesime girerek onlarin
aktivitelerini ~ diizenleyen, Hippo yolagmin o6nemli bir transkripsiyonel
koaktivatoriidiir. Kemik iligi hari¢ tiim dokularda sentezlenebilmekte ve kok hiicre
uyarimi, mekanik transdiiksiyon, hiicre polaritesi ve immiin baskilama gibi birgok
hiicresel ve fizyolojik siirecte yer almaktadir. Ornegin, YAP insan embriyonik kok
hiicrelerinde ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde; Sox2, Nanog ve Oct4 gibi
transkripsiyon faktorlerini diizenler [280-282]. YAP doku mikrogevresinde,
ekstrensek ve intrinsik mekanik sinyallere yanit veren, hiicre morfolojisini ve hiicre
iskeleti gerilimini diizenleyen bir mekanosensor olarak islev goriir (Sekil 6.2). YAP,

IL-1B ve TNFa gibi enflamatuar faktdrlerin ekspresyonunu gii¢lii bir sekilde aktive
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eder [282]. Radyasyon gibi DNA hasarina neden olan durumlarda YAP1, p73’¢
baglanir ve proapoptotik genlerin (BAX, p53, puma) ekspresyonunu artirir [287].
Hippo yolaginda, diger yolaklarin aksine 6zel hiicre dis1 ligand/reseptor kompleksleri
yoktur. Bunun yerine diizenlenmesi, bir¢ok mekanizmaya ve diger sinyal yolaklari ile
iligkisine baghdir. Hippo yolagi ve YAP/TAZ kompleksinin diizenleyicilerini

Ozetlemek gerekirse:

1) Hiicre apikal ve transmembran proteinleri; FERM alani igeren proteinler, NF2 ve

FRDMB6 geni ve KIBRA proteini

2) Hiicre adezyonu ve polaritesi; fat4 proteini, Crumbs kompleksi, a-katenin E-

kaderin
3) Hiicre dis1 faktorler, G protein-bagli reseptorler (GPCR) ve RTK ’lar
4) Mekanik kuvvetler; Rho ve F-aktin

5) Onkojenik sinyal yolaklar1 6rnek verilebilir [288].

. Enerji azligi

Sekil 6.2 : YAP/TAZ kompleksinin uyaricilari ve ilgili yolaklar [289].
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YAP aktivitesinin diigiik hiicre yogunlugu, hiicre polaritesi, hiicre-hiicre arasi
etkilesimler, ekstraselliiler matriksin yogun igeri, yiiksek mekanik stres ve artan besin
alim tarafindan diizenlendigini bilinmektedir [289, 290]. Bir hiicre genislediginde
veya gerildiginde, Hippo yolu inaktive olur ve YAP'in niikleer birikimini tesvik eder.
Hiicre i¢i yogunlugun artti§i durumlarda, hiicreler arasi siki baglantilarda bulunan
anjiomotin (AMOT) kompleksi direk YAP inhibisyonu yapabilmektedir. YAP, yogun
hiicrelerin siki baglanti kisimlarinda sitoplazmada bulunurken, seyrek hiicrelerde
niikleusa birikir ve TEAD aracili transkripsiyonu aktive eder. EMG siirecinde E-
kaderin N-kaderin doniisiimii de YAP’1 uyarabilmekte ve ekstraselliiler matriksin ve
hiicre sitoiskeletinin farklilasmasina neden olmaktadir [288, 290]. Mezenkimal kdk
hiicrelerde YAP/TAZ aktivasyonuna bagli olarak osteoblastlara farklilasma buna
ornek gosterilebilir [292]. Hiicre adezyonunda ve polaritesinde islev goren,
Norofibromatozis 2 (Nf2) ve FRMD6 genleri, KIBRA ve fat4 proteinleri de Hippo
yolaginin diizenlenmesinde rol almaktadir [284]. (Sekil6.3)
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Sekil 6.3 : YAP/TAZ’1n hiicre-hiicre baglantilar ve sitoiskelet ile iliskisi. A; Hippo
yolagiyla B: Yolaktan bagimsiz direk AMOT ile [290].

YAP1’in bir¢ok kanser tiirlinde ekspresyonu veya hasta numunelerindeki aktivitesi,
kotii prognoz ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir. Ancak Hippo yolagi ve
YAP/TAZ kompleksiyle ilgili genetik bir mutasyon veya direk bu yolaktaki bir
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sorunun kansere yol actigi gosteren veri yoktur [287, 293, 294]. Bu nedenle diger
onkojenik yolaklardaki mutasyonlar neticesinde Hippo yolaginin etkilendigi goriisii
daha hakimdir. YAP’1n; Wnt, TGFB, KRAS, MAPK, GPCR gibi ¢esitli onkojenik
sinyal yolaklariyla baglantis1 mevcuttur [289, 290] (Sekil 6.4).

YAP, Hippo ve PI3K-mTOR yolagi arasinda baglantiy1 saglayan ana yapidir. YAP B-
katenin yikicit kompleksinin 6nemli bir bilesenidir ve sitoplazmada B-katenin'i tutarak
Wnt sinyalini inhibe eder [290]. YAP, Wnt yolunun temel proteini olan DVL
tarafindan baskilanir [289, 293]. YAP ayrica ¢ekirdege SHP2 taginmasini uyarir ve
nihayetinde Wnt sinyalini aktive eder. YAP niikleer birikiminin artmastyla Smad2/3-
Smad4 kompleksine baglanir ve TGFf aracili kdk hiicrenin yenilemesini ve noral
epitel farklilasmay1 uyarir. Oct4, YAP ve Smad2/3 mezendodermal farklilagsmay1

baskilayan ¢esitli genlerin transkripsiyonunu uyaran bir kompleks olusturur.

Hippo yolaginda sorun olan tiimdrlerde, MAPK yolu ile TEAD arasinda bir etkilesim
olusur [288]. P38 kinaz, TEAD'nin sitoplazmik translokasyonunu uyarir ve ¢esitli stres
sinyallerine yanit olarak YAP aracili kanser hiicrelerinin biiyliimesini engeller [281].
Artan kanitlar, YAP’taki diizensizliklerin kanserin baslamasinda, ilerlemesinde ve
antikanser ila¢ direncinin desteklenmesinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.
TEAD ailesinin insan genomunda bulunan dort farkli tiiriiniin farkli etkileri
gosterilmistir;, TEAD1’in kardiak farklilagsma ile iligkili oldugu, mutasyonunun
embriyolorda oliimciil kalp defektiyle sonuclandigi; TEAD2 ndral kapanma
defektleriyle iliskisi; TEAD3’iin hiicre dogiistinde, DNA metilasyonunda ve ilag¢
direncindeki rolii; TEAD4 embriyonun endometriuma tutulmasinda etkili oldugu [288,

293].

Y AP tiimor mikrogevresini diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Sekil 6.5). YAP'in
aktivasyonu, timor gelisimini destekleyen CCL4 ve CSF1 ekspresyonunu
indiikleyerek tiimor iliskili makrofajlar1 ve fibroblastlar1 uyarir. [140, 141]. Niikleer
birikimi direk olarak CSC’leri uyararak DNA hasar onarimini tetikler ve sonug olarak
radyoterapiye direnc¢ gelisebilir. YAP ayrica birgok tiimorde zenginlestirilmis ve
antitiimor bagisikliginin baskilanmasiyla iligkili diizenleyici T hiicrelerinin (Treg'ler)
birikmesinde de iglev goriir. YAP"'1n asag1 regiilasyonu, Treg'lerin immiinosupresif

etkisini 6nemli dlgiide inhibe eder [291, 293].
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Sekil 6.5 : Timor bagisikliginda YAP. YAP/TAZ, hedef genlerin transkripsiyonunu
tesvik eder ve tirlinleri, bagisiklik hiicrelerinin iiretilmesini ve timor mikrogevresine
gogiinii artirir. Bunlar da CTL (sitotoksik T lenfosit)'leri inhibe eder. Diiz ok
aktivasyonu, noktali ok inhibisyonu temsil etmektedir [291].
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Akciger, meme basta olmak tizere bir¢ok solid tiimorde, YAP1’in regiilasyonunun,
aktivitesinin arttigi, kotli prognoz ve kisa sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Tablo 6.1). YAP, Wnt/B-katenin yolunu ve N-kaderin aktive ederek insan glioma
hiicrelerinde biiylimeyi arttirdigt belirtilmistir. Ayrica glioma hiicre kiiltiirlerinde,
YAP''m DNA hasar onarimimi artirarak radyo-dirence sebep oldugu, YAP-FGF2-
MAPK sinyallerinin inhibisyonu ile radyoterapiye duyarli hale geldikleri
gosterilmistir [294, 295].

Giglii bir anti-tiibiilin ilac1 olan Taxol, ¢esitli tiimor tiplerini tedavi etmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. YAP, CTGF ve CYRG61'in ekspresyonunu uyararak dolayl
yoldan Taxol direncine neden olmakta, 6zofagus karsinomunda EGFR ekspresyonunu
artirarak 5-FU ve docetaxele karsi direng olusturmaktadir. 5-FU'ya direngli kolon
kanseri hiicrelerinde c-Yes, YAP ile etkilesime girerek ve niikleer gegisini uyardigi ve
YAP"'1 aktive ederek tedavi direncine sebep oldugu gosterilmistir. YAP
aktivasyonunun, bir EGFR monoklonal antikoru olan setuksimab direnci ile iligkili
oldugu bildirilmistir. Hepatoselliiler karsinomda, hipoksi ve siroz ile aktive olan YAP;
sorafenib direnciyle iligkilendirilmistir. Y AP aktivitesinin verteporfin ile inhibisyonu,
melanom hiicrelerinin bir BRAF inhibitoriine yeniden duyarli hale gelmesini

indiiklemistir [281, 288, 293, 295].

Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomunda, yliksek YAP seviyeleri radyoterapiye
zayif yamit ile iliskilendirilmistir. Medulloblastomda YAP asir1 ekspresyonu,
1sinlamanin ardindan artmis hiicre sagkalimu ile iligskilendirilmistir ve YAP 1n, insiilin
biiyiime faktorii 2 (IGF2) araciligiyla AKT aktivasyonunu uyararak hiicrelerin
onarilmamis DNA ile mitoza girmesine, bu da ATM/Chk?2 inaktivasyonuna ve hiicre
dongiisii kontrol noktalarindan kacisa yol acgtig1 gosterilmistir [285]. Radyoterapi ile
tedavi edilen glioma hastalarinda yiiksek YAP diizeylerinin kotii prognoz ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Radyasyon YAP'1 c¢ekirdege silirer, ardindan FGF2
ekspresyonunu tesvik ederek MAPK sinyal yolunu aktive eder ve glioma hiicre
bliylimesi uyarilir. YAP-FGF2-MAPK yolunun aktivasyonu, DNA onariminin
giiclendirilmesine, hiicre dongiisii ilerlemesini tesvik etmeye ve apoptozun
inhibisyonuna katkida bulunur ve radyasyondan sonra glioma hiicresinin hayatta
kalmasia neden olur. YAP- FGF2-MAPK'nin AZD4547 tarafindan bloke edilmesi,
gliomalar1 radyoterapiye duyarli hale getirir [296].
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Eksudatif yasli-makiiler dejenerasyonu tedavi etmek i¢in FDA onayli bir ilag olan
verteporfin (VP), bir 1s18a duyarlilastiric1 gérevi goriir ve birincil biyolojik aktivitesini
kisa omiirlii tek oksijen ve reaktif oksijen radikallerinin etkisiyle sergiler. VP, YAP'a
baglanma ve YAP-TEAD kompleksini bozma yetenegine sahiptir. Kanser
hiicrelerinde VP ile tedavi, CYR61, CTGF, AXL ve BIRCS gibi YAP hedef genlerinin
ekspresyonunu inhibe eder [281]. Bir ¢alismada, VP'nin YAP aktivitesini inhibe

ederek gliomlarda radyoterapi duyarliligini artirabilecegi bulunmustur [296].

Y AP inhibitorlerini klinikte basariyla uygulamak icin toksisite dnemli bir zorluktur.
Y AP'n karacigerde, kalpte ve akcigerde tilkenmesi organ yetmezligi ve hipoplaziyi
indiikleyebilir. Ayrica YAP, ¢ogu solid tiimorde yiiksek oranda ifade edilirken,
hematolojik malignitelerinde sessizdir. YAP"1 hedeflemenin dolasim sistemindeki
etkilerini tam olarak arastirmak i¢in daha fazla c¢alismaya ihtiyag vardir [281].
YAP/TAZ kompleksini hedefleyerek yapilacak sistemik tedavilerin muhtemel yan
etkileri nedeniyle, calismamizda YAP1’in radyasyona direncle iliskisini gostermek ve

farkli radyocerrahi tedavi semalarinin bu dirence etkisini belirlemeye amacladik.

Tablo 6.1 : Kanser progresyonu ve YAP’1n rolii [281].

Tiimoér Mekanizma
Akciger kanseri Siklin A ve MAPK ekspresyonunu uyarir.
Meme kanseri FGFBPI1, ITGB2, NEGR1, CYR61, CTGF diizeylerini
artirir.
Mide kanseri c-Fos ekspresyonunu artirir, p21 seviyesini ve timor

baskilayict mikroRNA'y1 bastirir.

Hepatoseliiler karsinom Hedef genlerin ekspresyonunu artirir, hiicresel yaslanmay1
azaltir.
Kolorektal kanser PTEN' inhibe eder, epitelyal-mezenkimal gecisi uyarir.

Pankreas duktal adenokarsinomu  Timor olusumunu uyarir ve hiicre dongiisiinii aktive ederi

Glioma Whnt/B-katenin sinyal yolagini, N-kaderin, Twist ve

HMGBI'in aracil otofajiyi uyarir, radyo-direng olusturur.
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6.2 Radyasyona Diren¢ Olusmasinda HSP90’nin Rolii

Is1 soku proteinleri (HSP'ler), endojen veya ekzojen hasar karsisinda hiicrenin hayatta
kalmasin1 saglamak i¢in fizyolojik stres altinda indiiklenen bir protein ailesidir.
HSP'ler, stres etkenine karsi hedef proteinlerin (onkogenler gibi) dogru bigimsel
yapisini koruyarak molekiiler saperonlar olarak iglev goriir. Yiiksek HSP ekspresyonu,
Ozellikle malignite olmak iizere birgok patolojik durumda goézlenmektedir. Cogu
kanser tiirlinde yliksek oranda eksprese edilir, kotii prognoz ve tedaviye direng ile
iligkilir [297, 309]. Kanser hiicreleri, proliferatif potansiyellerini siirdiirebilmek i¢in
HSP'ler tarafindan saglanan koruyucu fenotipten yararlanir. HSP’lerin metastatik
kaskadin her agsamasinda islevi olmakta ve kanser gelisimine katki saglamaktadirlar
[309] Sonug olarak, HSP ekspresyonunu ortadan kaldirmak, kanser hiicrelerini
radyasyona veya kemoterapiye daha duyarli hale getirebilir. Bu bdliimde
calismamizda da etkisine baktigimiz HSP90 gibi, HSP {iyelerinin kanser seyrindeki ve
tedaviye direng gelisimindeki rollerinden bahsedilecektir [297].

Fizyolojik stres karsisinda hiicreler, basarili bir sekilde hayatta kalmak i¢in bir dizi
mekanizma ile donatilmistir. Bu tiir mekanizmanin bilinen 6rnegi, ilk olarak yine
Drosophila melanogaster cinsi sineklerde bulunan 1s1 soku yanitidir. Daha sonra ise 1s1
sok yanitinin sentezinin Is1 Sok Proteinleri (HSP'ler) olarak adlandirilan bir protein
sinifi tarafindan diizenlendigi bulunmustur. HSP'lerin sitotoksik ajanlar, oksidanlar,
agir metaller ve enfeksiyon dahil olmak iizere hem endojen hem de ekzojen saldirilara
kars1 hiicrenin hayatta kalmasini sagladigi gosterilmistir [298]. Is1 sok faktor (HSF) 1

ve 2 de bu siiregte HSP’lerin ekspresyonunu diizenlemektedir [299].

HSF1 monomerleri, hiicrelerin sitoplazmasinda Hsp90 saperonu ile kompleks
olusturarak her iki proteini de iglevsel olarak inaktif hale getirir. Sadece strese neden
olan kosullar altinda, etkilesim muhtemelen fosforilasyon olaylar1 yoluyla bozulur ve
fonksiyonel HSF1 trimeri, HSP'lerin aktivasyonunu uyarir [315]. HSP'ler molekiiler
agirhga gore simiflandirihir ve HSP100 {iyelerini (bakterilerde ve mayalarda
gosterilmis, memelilerde homologu yoktur), HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kiiciik
HSP'leri igerir [297, 309]. (Sekil 6.6)
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Proteinlerin katlanmasl, stabilizasyonu,
aktivasyonu ve proteolitik bozunmaile
iligkili

Timér biiyiimesi, adezyon, invazyon,
metastaz, anjiyogenez ve apoptoz
modiilasyonu

Kanser geligimi, ilerlemesi, kdtii prognoz
ile iligki

inhibitérleri; 17-AAG, 17-DMAG,
geldanamisin, radisikol

Mitokondride lokalizasyon, kalite
kontroliliskisi (mitokondriyalfonksiyon,
proteostaz ve mitokondriyal proteinlerin
taginmasive katlanmasi)

Kanserin destekleyicisi ve baskilayicisi
olarakiglev goriir

Kanserde hiicre biiyiimesi, farklilagmasi,
istilasi, metastazi, mitokondriyal
biyogenezin diizenlenmesi

DnalA, DnalBve DnalColarak
siniflandirilir

Protein katlanmasi, yeniden katlanmas,
translasyonu, translokasyonu ve
bozulmasinindiizenlenmesi

Kanserde lerleme, biiyiime, invazyon ve
metastazile iligki

DNA)J transkriptom analizi- lenfatik
invazyon, infiltratif byime tipi, lenf
nodu metastaz, hiicre proliferasyonu ve
kanserde progresyonliskisi

)

Beg dnemliaile (HSP72, HSP70B, HSCT0,
Mortalin ve GRP78)

Protein katlanmasi, homeostaz ve hiicre
hayatta kalmasindadnemliroller

Kanser geligimi, ilerlemesi, malignite,
niiks ve kotii prognozile iligki

Kanser kok hiicrelerinin hiicre
¢ogalmasi,gocil, istilasi, apoptozuve
fenotipinin dizenlenmesi

Isi sokuna tepki ve hasarliproteinlerin
geri kazanilmas|, hiicre iskeleti
dinamiklerinin diizenlenmesi
Hippoyoluiile tiimor baslangic,
ilerlemesi, kanser kék hiicre
programlamasi ve metastaz
modiilasyonu

Kanser gelisimi, EMG, hiicre cogalmasi,
goeii ve istilasinin diizenlenmesi
Kanserteshisi icin biyobelirtegve kot
prognoz ile iliskili

inhibitarleri: Zerumbone, Antisense-
oligoniikleotid, siRNA,

Tiim 1s1 soku tepkilerinin ana
diizenleyicisi

invazyon modillasyonu, gbg, kanserde
EMG le iligkili
Kanserde tiimér blyimesi, genel
sagkalim, apoptoz ve metabolizmanin
diizenlenmesi

Kanser gelisimi, ilerlemesi, k6tdi
prognozile liski

Sekil 6.6 : Kanser gelisiminde rol alan HSP’lerin genel 6zellikleri [317] (diizenleme
yapilmaistir).

HSP'ler agirlikli olarak diger hiicresel proteinler i¢in molekiiler saperon gorevi goriir;
yiiksek molekiiler agirliklt HSP'ler ATP'ye ihtiya¢ duyarken, diisiik molekiiler agirlikli
HSP'ler ATP'den bagimsizdir. Molekiiler saperonlar olarak ¢ok cesitli proteinlerle
etkilesime girdiklerinden, HSP'ler yalnizca hiicresel islevlerde yer almakla kalmaz,
aym zamanda bir dizi patolojik durumda da &nemli aktorler olarak rol alir. Ilgili
proteinler, HSP’ler sayesinde, kiimeler olusturmadan veya islevini bozacak hiicresel
proteinlere baglanmadan uygun sekilde olgunlagir [298, 300]. HSP'lerin agirlikli
olarak saperon olarak islevi gosterilse de, apoptoz ve bagisiklik tepkisi dahil olmak
tizere diger hiicresel siireglerde de etkileri bilinmektedir. Bcl-2 protein ailesi gibi,
HSP'ler de hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik aile iiyelerini igerir ve apoptotik
kaskadda gesitli basamaklarda islev gériir. Ornegin; Hsp27 ve Hsp70, anti-apoptotik
rollerle iligkilendirilmistir, oysa Hsp60 pro-apoptotik isleve sahip olabilmektedir [297,
301]. (Sekil 6.7)
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Sekil 6.7 : Hiicre yaslanmasinda ve apoptozda HSP’lerin rolii. Oklar; aktivasyon,
diiz ¢izgiler baglanma ve inhibisyon [309].

6.2.1 Biiyiik HSP'ler

HSP90 en ¢ok eksprese edilen HSP'dir. Bazal kosullar altinda bile, HSP90 toplam
hiicresel protein iceriginin %?2'sini temsil edebilir [300]. HSP90 i¢in 200°den fazla
istemci (miisteri) protein tanimlanmistir (gilincel liste bakiniz;
https://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf). Yiiksek bazal ekspresyonu
hiicresel homeostazda biiyiik onem teskil etmekle birlikte, onkogenez de anti-
apoptotik 6zelligini gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur [302]. HSP90 temelde; ATP'ye
bagimh bir sekilde HSP70, HSP40, Hip, Hop, p23 ve Cdc37 gibi birka¢ yardimci
saperon proteinleriyle birlikte molekiiler saperon olarak islev goriir. HSP90a, HSP90p,
TRAPI1 (TNF reseptor iliskili protein 1) ve GRP94 (Glikoz diizenleyici protein 94)
olmak tizere dort izomerik formda bulunmaktadir. HSP90a ve HSP90B sitozolde,
TRAP1 mitokondride ve GRP94 endoplazmik retikulumda bulunur [302]. Hsp90
kompleksi, hiicre gelisimi, bliylimesi ve hayatta kalmasinda énemli olan sinyal iletim
yollarinda yer alan yapisal olarak kararsiz, olgunlasmamis ‘miisteri’ proteinleri
baglayarak dogal bi¢imlerini almalarina yardimci olur. Bunlar arasinda transmembran
tirozin kinazlar (HER-2/neu, EGFR, IGF-1R gibi), sinyal proteinleri (Akt, Raf-1 ve
IKK), timor baskilayicilar (p53, Kit), kimerik sinyal proteinleri (BCR/ABL), steroid
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hormon reseptorleri ve hiicre dongiisii diizenleyicileri bulunur [303]. Bu molekiiler
saperon, normal hiicresel biliyiimenin yollar1 boyunca uzanan bir¢ok reseptoriin,
protein kinazin ve transkripsiyon faktorlerinin kirilgan yapilarini stabilize etmek i¢in
vazgecilmezdir. HSP90, hem HER2'nin hem de HER2 sinyal yolaginda hiicre
biiylimesi ve hayatta kalmasinda kilit rollere sahip olan protein kinazlar1 Akt, c-Src ve
Raf-1 gibi proteinlerin stabilitesi ve aktivitesi i¢in gereklidir [309] (Sekil 6.8). Ancak
HSP90 kompleksleri heterojendir. Ornegin, steroid hormon reseptdrleri ile
kompleksleri, ¢ekirdek proteinlere ek olarak, reseptor fonksiyonu i¢in gerekli olan
immiinofilinler FKBP51, FKBP52 ve CyP40'1 icerir [309]. Bu nedenle HSP90 protein
aktivitesini degistirebilir, hiicre dongiisii diizenlemesine katilabilir, hiicre biiyiimesini
ve ¢ogalmasii etkileyebilir, anti-apoptotik Ozelligi sayesinde hiicrenin hayatta
kalmasin1 da saglayabilir [297]. Anti-apoptotik 6zelligi ¢ogunlukla NF-kB yolu
tizerindeki etkisiyle ilgili oldugu gosterilmistir [304]. HSP90, ligandina baglandiginda
TNFa reseptori ile birlesen RIP'i (reseptor iligkili protein) stabilize eder, boylece NF-
kB aktivitesini arttirir [304, 305]. Hsp90 ayrica Akt fosforilasyonuyla hiicre
bliylimesini de artirmaktadir [297]. Hsp90, Apaf-1'in inhibisyonuyla, intrinsik
apoptotik yolu da etkileyerek, kaspaz aktivitesini azalttig1 ve apoptozisi 6nledigi de

gosterilmistir [306].

Ayrica telomeraz stabilitesi icin de HSP90 sarttir [308]. Sitozolde sentezlenen ve
mitokondride lokalize olan, yapisal ve fonksiyonel olarak sitozolik HSP90a ve
HSP90B izoformlarina yiiksek oranda benzerlik gosteren HSP90 izoformuna ise
TRAP1 denilmektedir. Molekiiler saperon olarak TRAP1, mitokondride oksidatif
stresin yarattig1 olumsuz sartlara karsi hiicreyi korumaktir. Oksidatif stresin artisina
bagh olarak kanser hiicrelerinde, hiicresel proteinler zarar gérmekte ve hiicre 6liimii
gerceklesmektedir. TRAP1 kanser hiicrelerinde bu zarar gérmiis proteinleri tutarak,
tekrar diizgiin ti¢ boyutlu yap1 kazanmasinda gorev almaktadir [318]. Grp94 izoformu
ise 0zellikle Toll-like reseptdrler ve integrinler gibi sekresyon proteinlerinin katlanma
stireglerinde ve immiin sistemin diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir [302,
303]. HSP90'dan farkli olarak HSP70 ve HSP27, ¢ogalmanin aracilar1 degildir.
Bununla birlikte, ¢esitli insan kanserlerinde artarlar ve kanserdeki diger iki temel
Ozellik olan programlanmis hiicre Oliimii ve yaslanmanin inhibisyonunu igeren

yolaklara aracilik ederek tlimor olusumuna katk: saglarlar.
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Sekil 6.8 : HSP90 ve biiylime sinyallerini diizenlemesi [309].

Hsp70, mitoz, mayoz ve hiicresel farklilasma dahil olmak iizere stres kosullarinda bir
dizi hiicresel aktivitenin korunmasina yardimci olur. Hsp90'a benzer sekilde, ATP’ye
bagimli ve yardimci saperonlarla birlikte islev goren molekiiler bir saperondur.
Hsp90'dan farkli olarak, genellikle bazal kosullar altinda diisiik seviyelerde bulunur
[299]. Hsp70, apoptoza miidahale ederek (Apaf-129 araciligyla) ve lizozomal
membranin gegirgenligini inhibe ederek hiicrenin hayatta kalmasini yardimer olur.
Hiicreleri TNFo monosit sinyali, oksidatif hasar, kemoterapdtikler, radyasyon, NO ve
151 stresi tarafindan uyarilan 6liimden koruyabilirler [297]. Ayrica, Hsp70'in, p21 ve
p53'e bagh yaslanma yollarini inhibe ettigi ve boylece hiicre proliferasyonunu daha da
destekledigi bulunmustur. Hsp60, hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik islevleri
mevcuttur [309].

6.2.2 Kiiciik HSP'ler

Kii¢iik HSP'ler, en 6nemlisi Hsp27 (Hsp25 ve HspB1 olarak da bilinir) dahil olmak
tizere MKBP, HspB3, aA-kristalin, aB-kristalin, Hsp20, cvHsp, Hsp22, HspB9 ve
Hsp10°’u igerir. Diiz kas fonksiyonu, trombosit regiilasyonu, kardiyovaskiiler hastalik,

mikobakteriyel hastalik, norolojik hastalik ve kanser ile iliskileri gosterilmistir [299].
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Ozellikle Hsp27’in, gesitli malignitelerle iliskisi mevcuttur. Is1, oksidatif stres,
1sinlama ve kanser Onleyici ilaglarin tiimii Hsp27 ekspresyonunu artirir. Hsp27,
ATP'den bagimsizdir ve saperon aktivitesi, oligomerizasyon durumu tarafindan
diizenlenir. Hsp27, prokaspaz-9 ve prokaspaz-3 ile etkilesime girerek ve sitokrom c’ye
baglanarak anti-apoptotik etki gostermektedir [307]. Oksitlenmis protein hasarini
onarma yeteneginin yani sira, hiicresel glutatyonu artirarak hiicrenin oksidatif hasara

dayanma yetenegini de arttirdig1 gosterilmistir [308].

6.2.3 Is1soku proteinleri ve kanser

HSP sinifinin birkag tiyesi tiimor hiicresi genislemesi, farklilasmasi ve apoptoz ile
yiiksek korelasyon gdstermistir. Ozellikle Hsp90 kapsamli bir sekilde arastirilmistir ve
arastirmalar, steroid hormon reseptorleri, tirozin kinazlar, SRC ailesi kinazlar,
serin/treonin kinazlar, hiicre dongiisii diizenleyicileri, telomeraz, transkripsiyon
faktorleri ve Ber-Abl gibi mutant kimerik onkogenler gibi kanser ile iliskili proteinlere
etkisini gostermistir. Hsp90 ayrica, p53 ve MSH2 gibi mutant, inaktif tiimor
baskilayict ve DNA onarim proteinlerini de stabilize eder [297, 309]. (Sekil 6.9)

Biiyiik HSP'ler, hiicre biiylimesini diizenleyici islevlerinin disinda tiimdr olusumuna
da katkida bulunabilir. Ornegin, Hsp90 ve Hsp70, endotel hiicre mobilitesini ve
proliferasyonunu tesvik ederek anjiyogenezi uyarir. Bu etkisini HIFla’yi
diizenleyerek, nitrik oksit sentaz ve VEGF uyarilmasini saglayarak olusur [302, 309].
HSP90 MMP-2"yi uyararak tlimor hiicrelerin gogiinli ve metastazi hizlandirir [297,
302]. Artan HSF1 ve HSP ekspresyonun tiimor hiicresinin invazyonunu ve
migrasyonunu artirdigini gosteren g¢aligmalar da mevcuttur. Radyasyon gibi stres
faktorlerine baglh tiimor hiicresinde gelisen nekrotik 6liim sonucu, 6len hiicrelerdeki
HSP’lerin diger timdr hiicrelerinde 6liime neden oldugu gosterilmistir (uzak hiicresel
etki). Hsp90, meme tiimorleri, akciger kanseri, 16semi ve Hodgkins ve Hodgkins
olmayan B hiicreli lenfoma dahil olmak {izere bir dizi kanserde insan dokusunda asiri
eksprese edilir [307, 309]. Bir caligmada, erken evre prostat kanserini saptamada
serum PSA ile karsilastirmali olarak serum Hsp70'i arastirilmis ve serum protein
seviyeleri ile hastalik arasinda anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir [310]. Baska bir
calismada radyo-direncli bir bag ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hiicre dizisi olan

SQ20B’de, oldukca yiiksek Hsp27 konsantrasyonu saptanmis [308].
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Sekil 6.9 : Cesitli proneoplastik siireclerde HSP90. HSP9O0 (sar1) ve TRAPI
(turuncu) saperonlari [316].

6.2.4 Is1sok proteinleri ve tedaviye direnc

HSP'lerin stres karsisinda sitoprotektif iglevleriyle tiimdorlere tedaviye direngli bir
fenotip kazandirmakta ve kanser hiicrelerini radyasyona veya kemoterapiye karsi
direngli hale getirmektir [297]. Radyasyondan kaynaklanan tek veya c¢ift iplik
kopmalarinin neticesinde olusan ATR, FANCA, RADS51 ve BRCA2 gibi DNA hasar
tepki proteinlerinin HSP70 ve HSP90 tarafindan aktif hale tutuldugu gosterilmistir.
Ayrica HSP70 ve HSP90; Chkl, WEE1, CDK1 ve CDK4 dahil olmak iizere hiicre
dongiisii diizenleyicileriyle dogrudan iligkilidir. Bu nedenle radyoterapi sonrasi direg

olusmasina neden olurlar [317].

Radyoterapi tedavisi altinda, HSF1 c¢ekirdege tasinir ve HSP70'in promotor
bolgesindeki 1s1 soku elemanmina baglanir. Insan kanserlerinde HSP70'in bu
indiiklenebilir asir1 ekspresyonu, kotii prognoz ve radyoterapiye karsi direng ile
iligkilidir. HSP90 aracil1 sinyallesme ise, kanser hiicresinin radyoterapiye direnciyle

iliskili ana yol oldugu varsayilmaktadir. Buna gore, ¢ok sayida aday inhibitor
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kullanilarak HSP90'in hedeflenmesi, ¢esitli kanserleri radyoterapiye duyarli hale
getirmek i¢in ¢ekici bir strateji olarak kabul edilmistir [316, 320]. Bununla birlikte,
HSP'lerin ekspresyonunun ortadan kaldirilmasi ve neticesinde tedaviye duyarlilik
gelismesinin arkasindaki mekanizmalar karmasik ve ¢ok faktorlii goriinmektedir. Bir
hipotez, HSP'lerin, hiicreleri kemoterapi ve Ozellikle radyoterapinin neden oldugu
hiicre Oliimiinden koruyan sinyal molekiillerini stabilize ettigini yoniindedir.
Radyasyon ile birlikte kullanilan HSP90 inhibit6rlerinin, HSP90 ekspresyonunun
azalmasina neden olarak; hiicre cogalmasi ve radyasyonun neden oldugu hiicre
Olimiinden korunmayla iligkili Akt, EGFR, Raf-1, ErbB2, IGF-1R gibi proteinlerin
ekspresyonun azalmasina ve bunlarin ubikuitin aracili proteozomal bozunmasinda bir

artisa neden olmaktadir [311, 312].

17-allilamino-geldanamisin (17-AAG), 17-(dimetilaminoetilamino)-17-
demetoksigeldanamisin (17-DMAG), geldanamisin ve radisikol gibi HSP'lerin kiiciik
molekiil inhibitorleri, kanser hiicrelerinin kemoterapiye ve radyoterapiye daha duyarl
hale getirilmesinde umut vadetmektedir [311, 312]. Hedef genlerin ekspresyonunu
secici olarak azaltmak i¢in antisens oligoniikleotid ve siRNA teknolojisinin son
gelisimi, kanser hiicresi kemosensitizasyonu i¢in HSP ekspresyonunun

degistirilmesinde de yeni bir yontem ve ¢aligsma lan1 olmustur [297].

Radyosensitizasyonda HSP islevini engelleyen kiiciik molekiiller, kanser hiicrelerini
radyosensitize etmek i¢in yogun bir sekilde arastirilmis olup, 17-AAG i¢in umut verici
in vitro ve in vivo ¢alismalar mevcuttur. Servikal, akciger ve kolon kanserleri dahil
olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinde klinik olarak iyi sonuglar bildirilmektedir. 17-
AAG, kanser hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla HSP90 i¢in 100 kat daha yiiksek
afiniteye sahiptir [302]. Baska bir kii¢iik molekiil yaklagimi, Hsp27 monomerlerini
polimerize eden zencefil ekstrakti olan zerumbone'dur. Bu bilesigin, Hsp27'nin anti-
apoptotik aktivitesini inhibe ederek, Onceden tedavi edilmis kanser hiicrelerini
radyasyona kars1 duyarli hale getirdigi gosterilmistir [313]. Hsp27'yi hedefleyen RNA1
ve antisense cDNA kullanilarak Hsp ekspresyonunu azaltmanin da radyoterapi

duyarlhiligini artirabildigi gosterilmistir [297].
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Tablo 6.2 : Radyorezistansta HSP70 ve HSP9O0 ile ilgili yapilan ¢calismalarin

bulgular1 [317].

Kanser tiirii

Bulgu

HSP70

HSP90

Glioblastom

Endometrial kanser

Akciger kanseri

Meme ve akciger

kanseri

Safra kesesi kanseri

Bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinomu

Pankreatik duktal

karsinom

Akciger kanseri

Miirin osteosarkom

Akciger kanseri

HSP70'in HSF1 tarafindan diizenlenmesi,
kotii prognoz ve radyoterapiye direng ile iliskili

HSP70'in siRNA tarafindan inhibisyonu; radyosensitizasyon

HSP70 ve AKT fosforilasyonunun Reddl tarafindan

diizenlenmesi; radyoterapi direncinin kazanilmasi

Peptit aptamer Al17 (HSP70 inhibisyonu), NVP-AUY922
(HSP90 inhibitorii); DNA c¢ift sarmal kopmalarin1 artirarak
radyosensitizasyon ve hiicre dongiisii durmasi

NW457 (HSP90 inhibitorii); DNA hasar yanit proteinlerini
baskilayarak apoptoz indiiksiyonu

AUY922 (HSP90 inhibitorii); kromozomal pargalanma yoluyla
radyosensitizasyon

Ganetespib (HSP90 inhibitorii); HIF-1a, STAT3 ve AKT iligkili
yolaklarin diizenlenmesi yoluyla radyosensitizasyon

Ganetespib (HSP90 inhibitorii); hiicre dongiisii durdurma ve
DNA hasar yanit proteinlerinde bozunma yoluyla kanser hiicresi
sagkaliminin inhibisyonu

PU-H71 (HSP90 inhibitérii); hiicre sagkaliminin inhibisyonu ve
RADS51 ve Ku70'in azalmasi yoluyla DNA hasarinin artmasi

NVP-AUY922 (HSP90 inhibitdrii); HSF1'in inhibisyonu,
HSP90 istemci proteini AKT'nin azaltilmasi, homolog
rekombinasyonu bozarak radyosensitizasyon

Radyasyonun neden oldugu DNA hasarina yanit olarak, hiicren hasara kars1 koymak

icin uygun DNA onarim yollarmi aktive eder ve hayatta kalir. Hsp90 inhibitorleri,

ozellikle DNA onarim yollarini inhibe eden o&zellikleri nedeniyle radyoterapiye

duyarlilik gelistirebilir. Tiimor hiicrelerinde Hsp90 inhibitorii 17-DMAG ve 17-AAG

ile, DNA cift stant kirilma onariminin inhibisyonu ger¢eklestigi ve radyasyona duyarl

hale geldikleri farkli calismalarda gosterilmistir [311, 316]. Baska bir ¢aligmada 17-

AAG ile HSP90 inhibisyonun p53 araciligiyla oral skuamoz hiicreli karsinom hiicre

kiiltiiriinde radyoterapiye duyarliligi artirdigi goriilmiistiir [315]. HSP90 ayrica

anjiyogenezi artirarak tedaviye diren¢ gelismesine sebep olabilmektedir, bu etkisini
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radyasyona diren¢ mekanizmalarinda bahsettigimiz, VEGF ekspresyonunu artirarak
anjiyogenezi uyaran HIFla iizerinden yapmaktadir. 17-AAG ve 17-DMAG,
HIFloa’nin Hsp90 aracili stabilizasyonunu bozarak tiimor vaskiilarizasyonunu

baskilayabilmektedir [314].

HSP'ler, kanser hiicrelerinde artan seviyeleri ve/veya artmis aktivitelerinden, hayatta
kalma ve c¢ogalma iizerine etkilerinden dolay1; aktivitelerini, Ozellikle
kemosensitizasyon ve radyosensitizasyon baglaminda inhibe etmek, kanser tedavisi
icin umut verici bir hedef haline gelmistir. Kemoterapi ve radyoterapiye ek olarak
kullanilan HSP90 gibi biiyiik HSP inhibitérlerine yogun ilgi olmasina karsin, kii¢lik
HSP’ler iizerine yapilan c¢alismalar da umut vadetmektedir [297]. Etki
mekanizmalarinin karisik olmasi, konake1 igin toksisite veya hedef dis1 etkiler
olmadan islevlerini secici olarak inhibe etmenin zor olmasi, 6zellikle kiiciik ve ATP
bagimisz HSP’lere karsi inhibitdr molekiil gelistirmenin zorlugu nedeniyle HSP
inhibitorlerini  klinikte kanser tedavisine entegre etmek giictiir. Bu nedenle
calismamizda farkli radyasyon doz ve fraksiyonasyonlarinin, YAP1 ve HSP9O0 iizerine
etkisini arastirarak; daha etkin, radyodiren¢ mekanizmalarinin {istesinden gelmeyi
amaglayan ve ileriki c¢aligmalara yol gostereci bir tedavi semasi olusturmayi

amacladik.
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7. MATERYAL ve METHOD

Bu ¢alismamizda Avrupa Konseyi’'nin 6nerdigi standartlara (European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals Usedfor Experimental and Other Scientific
Purposes) (ETS 123) uyulmustur. Calismanin deneysel kismi Bezmialem Vakif
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda, GK tedavisi Bezmialem
Vakif Universitesi Gamma Knife Unitesi’nde  immiinhistokimya c¢alismalart
Bezmialem Vakif Universitesi Patoloji Laboratuari’nda, ELISA testleri Bezmialem
Vakif Universitesi Beykoz Arastima Merkezi Beyin ve Sinir Cerrahisi Laboratuari’nda
gerceklestirilmistir. Farelerin temini Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan saglandi, islem 6ncesi ve sonrasinda takibi kafeslerde oda sicaklig
(22-25C)’nda 12 saat giindiiz/12 saat gece sirkadien siklusu halinde izlendi. Normal

diet ve suya erisimi deney siirecinde serbest birakildi.
7.1 Tuimor Hiicreleri

B16F10 fare melanoma hiicre serisinin seri pasajlart American Type Culture
Collection'dan (Rockville, Maryland) elde edildi. %10 1siyla inaktive edilmis fetal
sigir serumu, 100 mg/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ile desteklenmis
Dulbecco modifiye Eagle ortaminda kiiltiirlendi (Life Technologies, Carlsbad,
California, USA). Hiicre kiiltlirlerinin inkiibasyonu, 5% CO2 igerikli ve 37°C’lik

nemlendirilmis atmosfter sartlar1 saglayan elektronik inkiibatorlerde saglandi.
7.2 Fare Modeli ve Tedavi

Bu calismada 4-6 haftalik disi C57BL/6J fareler, Laboratuar Hayvan Kaynaklari
Komisyonu standartlarina ve onaylanmis protokole gore (BVU-2015/07) kullanildk..
C57BL/6J farelerinde intraserebral tiimor olusturmak icin B16F10 hiicreleri
logaritmik fazda toplandiktan sonra PBS (Phosphate-Buffered Saline) ile iki defa
yikand1 ve ayn1 hacimde DMEM (50 ml fetal sigir serumu ve 200 mM L-glutaminden
10ml, 100IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin karisimindan 10 ml= medyum’da

108



%35 metil seliiloz ile karistirilarak 25-gauge ignesi olan 25-pl siringaya (Hamilton,
Reno, NV) koyulmustur. Daha sonra farelere genel anestezi uygulandiktan sonra
kafatas1 orta hattinda yaklasik 1 cm’lik insizyon yapilmis ve stereotaktik frame’e
yerlestirilmislerdir. Igne ucu bregmanin 2 mm sag tarafina hedeflenmis ve kafatasinin
3 mm altina kadar igne yerlestirilip, intraserebral timdrojenik doz olan 100.000 hiicre
5 pl hacimde verilmistir. Daha sonra cilt kapatilip fare uyanana kadar gozlenmistir.
Fareler dort gruba ayrilmistir: B16F10 tiimor hiicresi implante edilen ve tedavi
verilmeyecek kontrol grubu; Gamma Knife (GK) ile 15 Gy dozunda, tek fraksiyon-tek
doz tedavi alacak grup; Gamma Knife ile 7 Gy dozunda, 3 fraksiyon (3 doz) tedavi
alacak grup; Gamma Knife ile 5 Gy dozunda, 5 fraksiyon (5 doz) tedavi alacak grup

seklinde. GK tedavisine tiimor implantasyonundan sonra 3. giinde baglanmustir.

GK oncesi tedavi alacak gruplara voliimetrik bilgisayarli tomografi ¢ekildi ve tedavi
plan1 Leksell GammaPlan Version 10.1.1 (Stockholm, Isvec) yazilimi kullamlarak
yapildi. Radyocerrahi plant 1 izomerkezli 4 mm kolimator kullanilarak yapildi.
Tedavide Gamma Knife Model 4C modeli (Stockholm, Isve¢) kullanildi ve gama
1s1nlamasinin doz hizi 2.51 Gy/dakika idi.

Sekil 7.1 : Stereotaktik frame ile B16F10 melanom hiicre implantasyonu.
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Sekil 7.2 : Gamma Knife islemi 6rnek goriintii.

7.3 In Vivo Sagkalim Deneyi

Fareler timor implantasyonundan ve tedaviden sonra her giin takip edilmis, agirlik
Olctimleri yapilmis, yeme ve suya ulagma kabiliyetleri degerlendirilmistir. Fareler
Olene kadar takip edilmis veya agirliklarinin %20’sini kaybettiklerinde sakrifiye
edilmislerdir. Farelerin 6liim tarihleri kayit altina alinip, otopsi yapilarak beyin
tiimdriiniin varlig teyit edilerek patolojik inceleme i¢in alinmistir. Bu deney ile farkli

tedavi kombinasyonlarinin, farelerin yasam siirelerine etkisi degerlendirilmistir.

7.4 In Vivo Bagisiklik Cevabinin Degerlendirilmesi

Bu deney ile tedavi gruplarinda bagisiklik sistemin nasil etkilendigi arastirilmustir.
Kanser hastalarinda bagisiklik sistemi baskilandigi icin bu hastalarin tedavisinde
bagisiklik sisteminin kuvvetlendirilmesi 6nem teskil etmektedir. Radyasyonun immiin
yanit1 artirabilecegini gosteren calismalar mevcuttur, ki bu da immunoterapinin bir
seklidir. Caligmamizda GK ile farkli radyasyon doz ve fraksiyonlarinin immiin yanita
etkisi degerlendirilmistir. Bu nedenle ayni deney diizeni ile dlen fareler sakrifiye
edildikten sonra saglikli (timdr infiltrasyonu olmayan) beyin dokusu ve tiimdr infiltre

beyin dokusundan immiin sistem ile iliskili IL-17A, CCL4 gibi belirtecler
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incelenecektir. Bu veriler beyin metastazi tedavisinde immiin cevabin ve radyocerrahi

fraksiyonasyonunun buna etkisi konusunda énemli bilgiler vermesi amaglanmistir.

7.5 HSP90 ve YAP1 Etkisinin Degerlendirilmesi

Boliim 6’da bahsedildigi gibi radyoterapiye direng gelisiminde HSP90 ve YAP1’in
rolii ve 6nemi biiytiktiir. Hipofraksiyona radyocerrahinin bu proteinlere ve radyasyona
direng ile iligkileri konusunda yeterli caligma yoktur. Bu nedenle GK ile farkli tedavi
doz ve fraksiyonlarin, bu proteinler iizerine etkisine bakarak radyasyona direng
gelisimindeki rollerini anlamak ve bunun neticesinde diren¢ mekanizmalarinin
istesinden gelecek etkin bir tedavi semasi olusturmay1 amagladik. Sakrifiye edilen
farelerin metastatik beyin dokusundan immiino histokimya ile YAP1 ve HSP90 diizeyi

bakildi.

Sekil 7.3 : Melonama infiltrasyonu makroskopik kesitsel goriintiiler.
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7.6 Immiinohistokimya

Hematoksilen-Eozin boyama i¢in rodajli lamlara alinan 3- 4 um kalinhigindaki
paraffin kesitler 1 gece etlivde deparafinize edildikten sonra asagidaki sirayla boyama
islemi yapildi.

o 3 kere 15’ er dakika ksilolde bekletildi.

e Sirasiyla %96, %96 ve %80’ lik alkollerde 10 ar dakika bekletilerek rehidrate
edildi.

e Akar suda 10 dakika yikanda.

e Kullanilmadan 6nce siiziilen Hematoksilende 15 dakika bekletildi.
e Akar suda 10 dakika yikandu.

e 2 kere asit alkole batirilip ¢ikartildi.

e Akar suda 10 dakika yikanda.

e 2 kere amonyakli suya batirilip ¢ikartildi.

e 60 sn eozinde bekletildi.

e Sirsiyla %80, %96, %96’ lik alkollerden gegirildi.

e Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra Kanada balsami ile lamlar

kapatildi.

Immiinohistokimyasal analiz igin tiimor iceren doku &rnekleri %10’luk formolde 12

saat fikse olduktan sonra doku takip cihazinda takibe alindi.

Cihazdan c¢iktiktan sonra parafine gémiildii ve mikrotom cihazinda lizinli lamlara 2-4
mikronlik kesitler alindi. iImmunuhistokimyasal olarak CD45 (158-4D3) hazir antikor,
YAP1 (EP1674Y, Abcam, 1/100 diliie), HSP90 boyalar1 ile boyandi.

Boyali lamlar 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. Degerlendirme yapilirken
CD45 i¢in sitoplazmik, HSP90 ve YAPI1 icin sitoplazmik ve niikleer boyamalar
dikkate alindi.

CD45 i¢in tiim gruplarda tiimor icerisinde boyali lenfositler sayildi.

HSP90 ve YAPI i¢in ekspresyon siddeti yan1 sira yayginligi da derecelendirilerek “h
skoru” elde edildi. Ekspresyon yayginligi; tiimor hiicrelerinin %25’inden az ise;l,

%25-75inde mevcutsa 2, %75’inden fazla ise;3 olacak sekilde derecelendirildi.
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Boyanma siddeti ise boyanma yoksa; 0, zayif boyanma varsa; 1, orta siddette boyanma
varsa; 2, kuvvetli boyanma varsa; 3 olarak derecelendirildi. Ardindan; boyanma siddeti
ile boyanma yayginlig1 carpilarak “h skoru” elde edildi ve h skoru 1-4 arasi olanlar
diisiik ekspresyon gosteren grup, h skoru 4-9 arasi olanlar ise; yiiksek ekspresyon

gosteren grup olarak kabul edildi [321].

7.7 Protein izolasyonu

CCl4 ve IL-17A tayini i¢ini Oncelikle sakrifikasyon sonrasi elde edilen beyin
dokularindan her denek i¢in saglikli ve tiimdrlii dokular ayrildi. Daha sonra her grup
icin saglikli ve infiltratif dokular ayr1 ayr toplanarak havuzlandi. Her havuzdan
kontrol amacli iki kez deney tekrarlandi. Saglikli ve tiimorlii bolgelerden ayri ayri
izolasyon gerceklestirildi. Doku kiigiik parcalara ayrildi. 1 gr’a 3ml RIPA
(Radyoimmiinopresipitasyon tayini) tamponu (Iml RIPA + 10ml inhibitér + 10ml
EDTA) olacak sekilde ayarlandi. Dokular tartilip miktarina gére RIPA tamponu
eklendi. Toplamda 6 kez olacak sekilde islem tekrarlandi. Islem buz iizerinde +4
derecede 1300 rpm’de santrifiij edilerek gergeklestirildi. Siipernat alinarak numuneler

-20 derecede saklandi.

7.8 CCL4 Antikoru Tayini

Farkli radyocerrahi tedavilerinin CCL4 ekspresyonuna etkilerini gormek ve
neticesinde immiin yanit1 artiracak etkin tedavi semalarimi belirlemek amaciyla bu

deneyi plandik.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays) ile antikor tayini yapilmistir.
Oncelikle tiim reaktifler kullanimdan énce oda sicakligina getirildi. 80ng/L standart
stok soliisyonu olusturmak i¢in 120ul standard (160ng/L) 120ul standart seyreltici ile
sulandirildi. Seyreltme yapmadan Once standardin hafif calkalama ile 15 dakika
oturmasina izin verildi. 40ng/L, 20ng/L, 10ng/L ve 5ng/L soliisyonlar1 {iretmek i¢in
standart stok sollisyonunu (80ng/L) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak seyrelterek

¢ift standart duraklar1 hazirlandi.

Tiim reaktifleri, standart soliisyonlar1 ve numuneler hazirlanip oda 1sisina geldikten

sonra strip sayisi belirlenip ¢ergevelere yerlestirildi.
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Standart bolmeye 50ul standart eklendi. Numune bélmelerine 40ul numune eklendi ve

ardindan numune bolmelerine 10ul Fare CCL4 antikoru eklendi.

Daha sonra numune bdlmelerine ve standart bdlmelere 50ul streptavidin-HRP
(Horseradish Peroksidaz) eklendi. Karistirilarak plaka iizeri kapatildi ve 37°C'de 60
dakika inkiibe edildi. Sonra plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Bolmeler, her yikama i¢in 30 saniye ile 1 dakika arasinda 300ul yikama tamponu ile
1slatildi. Her bolmeye 50ul substrat soliisyonu A ve ardindan 50ul substrat soliisyonu
B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile kaplanmis plak
ile inkiibe edildi.

Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka

okuyucu kullanarak her bélmenin optik yogunlugun (OD degeri) belirlendi.

80ng/L Standard No.3 120ul Original standard + 120ul Standard dilisyonu

d0ngl Standard No.4 120u! Standard No.3 + 120ul Standard dilisyonu

20ngll Standard No3 120ul Standard No.4 + 120ul Standard dilisyonu

10ngL Standard No.2 120ul Standard No.3 + 12(ul Standard dilisyonu

ingl Standard No.1 120ul Standard No.2 + 12(ul Standard dilisyonu
120 ul 120l 120 ul 120 l 120 pl

NN e

—

<o UV

Standard Standard Standard Standard Standard
NoJ No4 NoJ3 No. Nol

160ngL 80nglL 40nglL 20nglL 10ng/L gL

Sekil 7.4 : ELISA ile CCL4 tayini
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7.9 ELISA ile IL17A Tayini

Uyguladigimiz prosediir su adimlarindan olugsmaktadir:

1.Uygun bdlmelere standart, bos ve numunenlerin her birinden 100 uL diliisyonunu
eklendi. Tiim numuneler ve standartlar iki kopya halinde test edildi. Plakalar koruyucu

ile kapatildi. 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

2. Her bolmeden sivilar bosaltildi ve hemen 100 L Biotinylated Detection Ab ¢alisma
soliisyonu eklendi. Plaka yeni bir kapatici ile ortiilerek 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Soliisyon her bdlmeden bosaltildi ve 350 L yikama tamponu eklendi. 1 dakika
bekletilip siiziildiikten sonra her bolmeden soliisyon bosaltildi ve kurutuldu. Bu

yikama adimi13 kez tekrarlandi.

4. Her bolmeye 100 uL HRP Konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plaka yeni bir
kapatici ile ortiildii ve 30 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

5. Cozelti her bolmeden bosaltildi, yikama islemi adim 3'te oldugu gibi 5 kez

tekrarlandi.

6. Her bolmeye 90 ul Substrate Reaktifi ve 50 ul durdurma soliisonu eklendi. Plakay1
yeni bir kapatici ile ortiiliip yaklasik 15 dakika siireyle 37°C’de inkiibe edildi.

7. 450 nm'ye ayarlanmisg bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyunun optik

yogunlugunu (OD degeri) tek seferde belirlendi.

7.10 istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen sonuglar i¢in IBM Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 22 programi kullanildi. Genel sagkalima iliskin Kaplan-Meier hayatta kalma
olasilik tahminleri hesaplandi ve gruplar arasi karsilastirmalar i¢in log-rank testleri
yapildi. P degeri 0.05’in alt1 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Immiinohistokimyasal ve ELISA sonuglari i¢in gruplar arasi karsilastirmalar
verilerin 6zelliklerine gore Kruskal Wallis testi ya da Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. P degeri 0.05’in alt1 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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8. SONUCLAR

8.1 Sagkalim Sonuclar

Gruplar:
1.0 1
1 —i<ontrol
I - SGy
1 —"IGy IFr
_L.I ~1 515Gy SFr
0,67 L
E | 4
3 o6 |
o L L.,
3 H
7] H
Y H
- '
8 :
= [':
E 0,44 L
=1 U
X Kontrol ]
e
| R Ge_nelkar;llastlrma
Y [ Ki-kare df Sig.
II H Log Rank
0,2~ | E (Mantel- 14,861 3 ,002]
|| H Cox)
T—s [ S )
| { 156y
[ :
SGr'SFri i?Gy'sFr :
0,0 C ‘
T T T T T T
oo 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Giin
Sajkalim igin ortalama ve medyan degerleri
Ortalama Medyan
Interval Interval
Lower Upper Lower Upper
Grup Estimate | Std. Error | Bound Bound | Estimate | Std. Error | Bound Bound
Kontrol 17,429 685 16,086 18,771 17,000 598 15,829 18,171
Single 26,571 3841 19,043 34,100 24,000 5,237 13,735 34,265
7x3 21,714 1,322 19,123 24,306 22,000 2,619 16,868 27,132
5% 22,286 993| 20,339 24,232 22,000 1,309 19,434 24,566
Toplam 22,000 1,177 19,692 24,308 20,000 1,056 17,931 22,069

Sekil 8.1 : Sagkalim sonuglar

Kaplan Meier egrisine gore tiim GK tedavi gruplarinin kontrol grubuna gore daha uzun
siire yasamis oldugu goriilmektedir (p=0,02). Tedavi gruplar arasinda da 15 Gy tek
fraksiyon alan grubun hipofraksion tedavi alan gruba gore daha uzun yasadigi

goriilmekte olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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8.2 Immiinohistokimya

Preparatlarin hematoksilen-eosin boyanmis kesitlerinde tedavi alan gruplarda 6zellikle
15 Gy tek doz alan grupta belirgin nekroz ile uyumlu bulgular gériilmiistiir. Ancak
istatiksel degerlendirmeye alinmamistir. (Sekil 8.1)

Sekil 8.2 : Hematoksilen-Eozin boyama. Glial dokudan diizgiin sinirlar ile ayrilan
niikleolleri belirgin genis eozinofilik sitoplazmali hiicrelerden olusan tiimoral
infiltrasyon (HEX100).

Tablo 8.1 : Gruplar arast HSP90 ve YAPI diizeyi.

p

HSP90 YAPI

Gruplar arasi 0,648 0,762

(Bagimsiz degiskenler Kruskal Wallis Testi)

HSP90’nin ve YAP!’in diizeyi immiinohistokimyasal olarak method kisminda
bahsedilen prosediire uygun bir sekilde her dort grup icin ayr1 ayr1 Ol¢iilmiis ve
istatiksel analizi yapilmustir. Gruplar arasinda HSP90 icin p degeri 0,648, YAP1 i¢in
ise p degeri 0,762 tespit edilmis olup istatiksel olarak anlamli sonu¢ ¢gikmamustir.
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8.2.1 YAPI1 sonuglar

Sekil 8.3 : YAP1 boyama. Tiimor hiicrelerinde fokal zayif sitoplazmik boyanma, A;
5x5Gy B;7x3Gy C; kontrol D; 15Gy (A,C,D x100), timor hiicrelerinde kuvvetli
sitopazmik boyanma (B, x200).

YAP1

| I I I I
1

Kontrol 15Gy 7Gy*3Fr 5Gy*5Fr
Sekil 8.4 : YAP1 sonuglar grafik.

YAPI i¢in gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. 15 Gy

tek doz alan grupta digerlerine gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.

118



8.2.2 HSPI0 diizeyi

&%

Sekil 8.5 : HSP90 boyama. Tiim gruplarda tiimdr hiicrelerinde sitoplazmik pozitif
boyanma, A; 5x5Gy B;7x3Gy C; kontrol D; 15Gy (A,B,C,D X200, * nekroz alani).

HSP90
2.5
2 I
1.5 l I I
Kontrol 15Gy 7Gy*3Fr 5Gy*5Fr

Sekil 8.6 : HSP90 sonuglar grafik.

HSPI0 i¢in gruplar arasinda istatiksel olrakanlamli bir fark goriilmemistir ancak 5Gy
x5 Fr alan grupta diizeyi diger gruplara gore yiiksek saptanmistir. Bunun nedeni
verilen dozun diisiik olmasi ve 6lmeyen tiimdr hiicrelerininde diren¢ mekanizmarinin
harekete gecemesi ve HSP90 ekspresyonunun artmasi olabilir. Bu da boliim 6’da

bahsettigimiz gibi HSP’lerin tedaviye direng gelisimindeki rolii ile uyusmaktadir.
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8.3 ELISA Sonuclan

Tlmorli dokular ve saglikli beyin dokulari i¢in her grubun kendi i¢inde CCL4 ve IL-
17A diizeyleri karsilagtirnlmistir, istatiksel acidan anlamli sonug¢ elde edilmemistir.
Ayrica biitlin gruplardaki tiimorlii dokudaki CCL4 ve IL-17A diizeyleri ile saglikli
beyin dokusundaki CCL4 ve IL-17A diizeyleri karsilastirilmistir, istetiksel agidan
anlamli bir bulunmamustir. (Tablo 8.2 ve Tablo 8.3)

Tablo 8.2 : Her grupta tiimorlii ve saglikli dokunun CCL4 ve IL-17A diizeyi

istatistigi.
p
Gruplar: CCL4 IL17A
Kontrol Saglikli-Kontrol Tiimor 0,333 0,667
15Gy Saglikli-15Gy Tiumér 0,333 0,333
7Gy*3Fr Saglikli-7Gy*3FrTimor 0,333 1,000
5Gy*SFr Saglikli-5Gy* SFrTumor 0,333 0,333

(Bagimsiz degiskenler Mann-Whitney U testi)

Tablo 8.3 : Tiimorlu dokular ve saglikli dokularin kendi i¢inde CCL4 ve IL-17A
diizeyi istatistigi.

)4

Gruplar: CCL4 IL17A
Timorler arasi 0,083 0,080
Saglikli Beyinler arasi 0,083 0,244

(Bagimsiz degiskenler Kruskal Wallis Testi)
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8.3.1 ELISA CCL4 sonugclari

Deney gruplarindan alinan dokun o6rneklerinin havuzlanarak ELISA yontemi ile
degerlendirilmesi sonucu deney gruplar1 ile standartlarin optik dansitelerinin
karsilastirlmast ile gruplara ait CCL4 antikor diizeyleri elde edilmistir. Calisma iki
tekrarli yapilarak sonuglar istatiksel olarak karsilastirlmis olup gruplar arasinda

istatiksel anlamli fark bulunamamustir. (p= 0,083)

CCL4

I 1

Kontrol Kontrol Single Single Hypo Hypo Hypo Hypo
Saghklh Timoér Saghkhh Timér — 5x5 5x5 7x3 7x3
Saghiklh Timoér Saghkhh Timér

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Sekil 8.7 : CCL4 sonuglari
8.3.2 ELISA IL-17A sonug¢lan

Deney gruplarindan alinan dokun Orneklerinin havuzlanarak ELISA yontemi ile
degerlendirilmesi sonucu deney gruplarn ile standartlarin optik dansitelerinin
karsilastirlmasi ile gruplara ait IL-17A diizeyleri elde edilmistir. Calisma iki tekrarli
yapilarak sonuclar istatiksel olarak karsilastirlmis olup gruplar arasinda istatiksel

anlamli fark bulunamamistir. (sag p= 0,08 timé p=0,244)

IL17A

Kontrol Kontrol Single Single Hypo Hypo Hypo Hypo
Saghklhh Timoér Saghkhh Timor 5x5 5x5 7x3 7x3
Saghkli Timoér Saghkhh Timor

Sekil 8.8 : [L-17A sonuglari
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9. TARTISMA

Bu preklinik ¢alismamizda, B16F10 fare melanom hiicre serisi ile beyin metastazi
modeli olusturduk. GK ile yapilan ti¢ farkli tedaviyi, kendi i¢inde ve kontrol grubu ile
karsilastirarak; radyasyona direng gelisiminde HSP90 ve YAP1 roliinii ayrica farkl
radyocerrahi tedavi planlarinin bu molekiiller iizerine olas1 etkilerini degerlendirmeyi
amagladik. Her grupta sagkalim stirelerini kayit altina aldik. Ek olarak her grup i¢in
saglam ve tiimorlii beyin dokusundan CCL4 ve IL-17A diizeylerini dlgerek immiin
yanit1 artiracak daha etkin radyocerrahi tedavi semasi olusturmay:r amagladik.
Literatiirde, radyasyona diren¢ mekanizmalarinin istesinden gelmek igin farkl
radyocerrahi doz ve fraksiyonlarinin HSP90 ve YAPI iizerine etkisini arastiran
calisma hi¢ bulunmamaktadir. Radyocerrahinin beyin metastazinda immiin yaniti
diizenlemedeki etkinligini birgok klinik ve preklinik calismalar ile gosterilmistir [322-
325] ancak farkli hipofraksiyone radyocerrahi tedavi semalarinin beyin metastazi
modelinde immiin yanita etkisini gosteren yeterli veri yoktur. Bu baglamda
calismamiz alaninda oncli olmakta ve gelecek calismalara 151k tutmasinm

amagclamaktay1z.

BM’nin cerrahi, medikal ve radyolojik tedavisi agisindan son birka¢ on yilda 6nemli
ilerleme kaydedilmesine ragmen hala kanser hastalarinda yasam kalitesini ve
sagkalimi etkileyen temel faktor olarak yerini korumaktadir. Cerrahi rezeksiyon ve
ardindan rezeksiyon yatagina radyocerrahi veya secili hasta gruparina tek basina
radyocerrahi uygulanmasinin bir¢ok kanser tiiriine bagh gelisen BM’lerde lokal niiks
oranini 6nemli Olcilide azalttig1 goriilmiistiir [2]. Ancak boliim 5 ve 6’da bahsettigimiz
gibi farkli mekanizmalardan dolayi, BM’li hastalarda tedavinin etkinligini kisitlayan
en 6nemli faktor direng gelisimidir. Tiimor hiicrelerindeki bu direng mekanizmalarinin
istesinden gelmek, radyoterapiye ve kemoterapiye duyarliligi artirmak i¢in immiin
sistemin rolii ve immiin yanitin diizenlenmesinin 6nemi popiiler bir ¢calisma alam

olarak onemini korumaktadir.

Uzun siire iyonlastirict radyasyonun, bagisiklik sisteminin anti-tiimor tepkisini

etkilemedigine inaniliyordu, ancak son veriler, radyasyonun dogustan gelen ve

122



edinilmis bagisiklik tepkilerini uyarma ve giiclendirme yoluyla bagisiklik sistemini
etkiledigini gostermektedir. IR’ye bagh bagisiklik tepkisi; antijene 6zgl bagisiklik
tepkisini uyarabilen DC’ler gibi antijen sunan bagisiklik hiicrelerinin timor
mikrogevresine gogiinii, immiinmodiilatdr yolaklarin aktivasyonunu ve sitokinlerin,
kemokinlerin diizenlenmesini i¢ermektedir. GK ile TBRT’yi karsilastiran bir
caligmada; yiliksek tek dozda radyocerrahinin immiin yanitla ilgili hiicreler ve
molekiiller lizerine etkisi oldugu gosterilirken TBRT de bdyle bir etki saptanmamustir

[322].

Etkili bir inflamatuar bagisiklik tepkisi, Once hiicrelerin inflamasyon bdlgesine
alimmasini ve ardindan uygun aktivasyon ve diizenlenmesini gerektirir. Kemokinler,
hem kemotaktik hem de bagisiklik diizenleyici molekiiller olduklar1 i¢in bu yanitta
kritik 6neme sahiptir. Radyasyonun kemokinleri etkileyerek immunsupresif etki
yapabilecegini gosteren caligmalar mevcuttur. Bu baglamda, 6zellikle CCL4-CCRS5
arasindaki  etkilesim, T hiicrelerinin polarizasyonuna, aktivasyonuna ve
farklilagsmasina aracilik ederek immiin yanitta kritik rol almaktadir [259,262].
Makrofaj inflamatuar protein 1 (MIP-1) a ve 8 sirasiyla CCL3 ve CCL4 olarak yeniden
adlandirilmistir. CCLA4, spesifik reseptorii olarak CCRS'i kullanir. Bununla birlikte,
CCRS, ayn1 zamanda CCR1'e baglanabilen ancak farkli kemokinler olan CCL3 ve
CCL5 (RANTES) tarafindan da kullanilir. CCL4’lin tiimor mikrogevresinin
diizenlenmesinde, sitotoksik T lenfositlerin ve DC’lerin TMC’ye gogiinde bircok
etkisi gosterilmistir [326]. Melanom fare modeli {izerine yapilan bir ¢calismada, Treg
hiicre deplesyonu sonrasi bazofil gogiiniin arttig1 gosterilmistir. Bazofil kaynakl
CCL3 ve CCL4 ekspresyonunda artisin da CD8+ T hiicre infiltrasyonunu ve ardindan
tiimor reddini uyardig: belirtilmistir [327]. Calismamizda ise CCL4 diizeyleri arasinda

istatiksel anlamli bir fark bulunmamastir.

Sitokinler, kanserin baglamasi, patogenez ve anti-kanser tedavilerine yanit stirecinde
onemli rol oynamaktadir. Tiimor mikrogevresindeki sitokinlerin varligi dinamiktir ve
kemoterapétik ajanlar ve iyonlastirici radyasyon gibi bazi dis etkilere yanit olarak
profillerinin degistigi bilinmektedir [322]. Bununla birlikte, metastatik bir beyin
tiimoriinde iyonlastirici radyasyona karsi bagisiklik tepkisinin mekanizmasi hakkinda
veri eksikligi vardir. Inflamatuar yanitta, otoimmiin hastaliklarda ve kanser
bagisikliginda kritik bir rol oynayan proinflamatuar bir sitokin olan IL-17, tiimdr

biiylimesinin gii¢lii bir diizenleyicisi ve monositlerin ve nétrofillerin gogiinii artirarak
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inflamatuar reaksiyonlarda 6nemli bir araci gorevi goriir [328]. Bununla birlikte, IL-
17'nin timor biliylimesi ve metastazindaki rolii hala belirsizdir, timdr olusumunda ¢ift
yonlii bir etkisi oldugundan s6z edilmektedir [207]. Tiimor lojuna radyoterapi almis
hastalarda IL-17A’nin tiimdr progresyonu ve dolayisiyla radyoterapiye direng ile
iligkili olabilecegi belirtilmistir [329]. Calismamizda ise IL-17A diizeyleri arasinda

istatiksel anlaml1 bir fark bulunmamastir.

Kanserde, HSP90’nin tedaviye direng ile iliskisini, ¢esitli HSP90 inhibitorleri ile
kemoterapiye ve radyoterapiye duyarliligin artirildigini gésteren kanitlar mevcuttur.
Ancak ¢alismalar daha ok HSP90 inhibitorleri izerine yogunlagsmistir [330, 331]. Her
ne kadar radyosensitizasyonda faydalar1 gosterilse de saglikli dokularda da etkileri
olacagindan hepatik, kardiak ve okiiler toksisiteleri de bildirilmistir [332]. Bu sebeple
HSP90 inhibisyonu i¢in sadece tiimdr dokusunu hedefleyerek, etkin radyocerrahi doz
ve fraksiyonasyonunu belirlemeyi amagladik ancak calisamamizda istatiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. IR’nin  YAP/taz kompleksi {izerinden
radyosensitizasyon sagladigini gdsteren ¢alismalar mevcuttr [285, 296, 333]. Ozellikle
hipofraksiyone radyocerrahinin YAP1 molekiiliinii etkileyerek radyasyona direng
gelisimini Onleyebilecegini ve sagkalimi artiracagini ongerdiik ancak calismamizda

istatiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamustir.

Gruplardaki denek sayisinin az olmasi, immiin yanit ile bakilan molekiillerin sinirl
sayida olmasi ¢alismamizin zayif yonleridir. Bir diger kisitlama ise sakrifiye edilen
dokularda sonuglara hemen bakilmamasi ve her denek icin ayr1 bakilmasi yerine tim
gruplarin kendi i¢inde havuzlanarak sonuglarin degerlendirilmesidir. Ek olarak
immiinmodiilator ilaglar kullanarak karsilastirma yapilmamasi da ¢alismanin diger bir

zay1f noktasidir.
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10.SONUC

Beyin metastazi modelinde radyocerrahin farkli doz ve fraksiyonasyonlarinin, immiin
yanit iizerine, sagkalima etkisini inceledik; tedaviye direng ile iliskili oldugu bilinen
HSP90 ve YAPI1 hedefleyerek radyasyona diren¢ mekanizmalarinin {istesinden
gelmeyi amaglayan etkin ve giivenilir tedavi semasi olusturmay1 amagladik. Sagkalim
izerine radyocerrahinin etkinligini gostermis olsak da immiin yanit1 degerlendirmek
icin baktigimiz CCL4 ve IL-17A diizeylerinde ve radyasyona diren¢ mekanizmalarini
degerlendirmek i¢in baktigimiz HSP90 ve YAPI diizeylerinde istatiksel agidan
anlaml bir fark tespit etmedik. Elde ettigimiz sonuclarin, bu alanda yapilacak gelecek

calismalara 151k tutmasin1 umuyoruz.
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