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OZET

Prostat Kanserli Hastalarda mTOR, Telomeraz ve D Vitamini Seviyelerinin
Belirlenmesi

Amag¢: Bu ¢alismanin amaci, prostat kanserli hastalarda mTOR, telomeraz ve D

vitamini seviyelerinin belirlenmesi ve hastalik evresi ile iliskisinin arastirilmasidir

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma prostat kanseri tanisi almis ve herhangibir tedavi
baglanmamis 50 hasta ve 50 saglikli kontrol grubu ile yapildi. Serum mTOR, Telomeraz

ve D vitamini diizeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iildii.

Bulgular: Calismamizda hastalarin m-TOR ve telomeraz diizeylerinin saglikli
gruba kiyasla yiiksek oldugu, D vitamini diizeyinin ise diisik oldugu oldugu
belirlenmistir. Hastaligin evresi yiikseldikge serum mTOR, Telomeraz ve PSA
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilirken, D vitamini diizeyinde
ise anlamli derecede azalma belirlenmistir. PSA diizeyleri ile mTOR ve Telomeraz
diizeyleri arasinda pozitif yonde anlaml1 ve giiglii bir korelasyon; D vitamini diizeyleri ile

arasinda ise negatif yonde anlamli ve gii¢lii bir korelasyon tespit edilmistir.

Sonug: Sonuglar serum mTOR, telomeraz ve D vitamini seviyelerinin prostat
kanserli hastalarda evrelendirmede bir belirte¢ olabilecegini dneriyordu. Prostat kanserli
hastalarda bu belirteglerin 6nemini aydinlatmada yapilacak ayrintili ¢alismalara ihtiyag

vardir.

Anahtar Kelimeler: D vitamini, mTOR, prostat kanseri, telomeraz.



ABSTRACT

Determination of mMTOR, Telomerase, and Vitamin D Levels in Prostate Cancer
Patients

Aim: The purpose of this study is to determine the levels of mTOR, telomerase,
and vitamin D in patients with prostate cancer, and to investigate their relationship with

the disease stage.
Material and method:

This study was conducted with a cohort of 50 patients diagnosed with prostate
cancer who had not undergone any treatment, along with a control group consisting of 50
healthy individuals. Serum levels of mTOR, telomerase, and vitamin D were measured
using the ELISA method.

Results:  In our study, it has been determined that the levels of mTOR and
telomerase in patients are higher compared to the healthy group, while the level of vitamin
D is lower. As the disease stage advances, a statistically significant increase in serum
levels of mTOR, telomerase, and PSA has been observed, accompanied by a significant
decrease in vitamin D levels. A positive and strong correlation has been identified
between PSA levels and mTOR as well as telomerase levels, whereas a negative and

strong correlation has been established between vitamin D levels and PSA.

Conclusion: The results suggested that serum levels of mTOR, telomerase, and
vitamin D could potentially serve as biomarkers for staging in prostate cancer. Detailed
studies are required to further elucidate the significance of these markers in illuminating

their importance in individuals with prostate cancer.

Key Words: mTOR, Prostate Cancer, Vitamin D, Telomerase.
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1. GIRIS

Prostat kanseri, giiniimiizde goriilme sikligi stirekli artan bir kanser tiiriidiir.
Erkeklerde en sik teshis edilen ikinci kanserdir ve kanser vakalariin yaklasik %15'ini
olusturur (Ferlay. Ve ark., 2015). Prostat kanseri teshisi i¢in ortalama yas 67'dir. Diger
kanser tiirlerine kiyasla prostat kanseri daha yavas biiyiiyen bir kanserdir. Prostat
kanserinin klonal yayilimmin 1 cm® boyutuna ulasmasimin yaklasik olarak 40 y1l siirdiigii
ileri siiriilmiistiir (Thompson ve ark., 1992). Prostat kanserinin tanisinda kullanilan
yontemler arasinda transrektal ultrasonografi (TRUS) sirasinda yapilan biyopsi, parmakla
yapilan rektal muayene (PRM), prostat spesifik antijen (PSA) testi ve manyetik rezonans
goriintiileme yontemi (mpMRG) bulunmaktadir. Transrektal ultrasonografi (TRUS)
sirasinda yapilan biyopsi, prostat kanser tanisini dogrulamak icin kullanilan invaziv bir
islemdir. Parmakla rektal muayene (PRM), bir doktorun eliyle rektumdan prostatin
manuel olarak muayene edilmesidir. Prostat spesifik antijen (PSA) testi, kanda olgiilen
bir testtir. Multiparametrik manyetik rezonans goriintiileme (mpMRG), prostatin ayrintili
bir gorilintiisiinii saglamak i¢in manyetik rezonans goriintiileme tekniginin 6zel bir tiiriidiir
(Yencilek ve ark., 2018). Bu tan1 yontemleri, prostat kanserinin erken teshis edilmesine
ve uygun tedavinin planlanmasina yardimeci olur. Erken evrede teshis edildiginde, prostat
kanseri tedavi edilebilir ve tam bir kiir saglanabilir. Bu nedenle erken teshis biiyiik 6nem
tasir.

Besinler araciligiyla viicuda alman D vitamini, yagda ¢o6ziinen vitaminler
grubunda yer almaktadir ve ayn1 zamanda giinesten gelen ultraviyole B (UVB, 290-320
nm) 1sinlarinin  etksiyle cilt tarafindan sentezlenen seko-steroidal yapili bir
prohormondur. Vitamin D metabolizmas1 karaciger ve bobrekte gerceklesir ve biyolojik
acidan aktif formu olarak bilinen kalsitriole doniisiir. Bu aktif form, vitamin D

reseptoriine (VDR) baglanarak ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarini gergeklestirir (Bouillon



ve ark., 2008; Zhang ve Naughton, 2010). Vitamin D' nin esas fonksiyonu, kemik
metabolizmasi i¢in gerekli olan kalsiyum ve fosfat seviyelerini diizenlemektir. Ancak,
son birkag yildir yapilan detayli arastirmalar, giines 1s1gmna olan diisiik maruziyet ve D
vitamini eksikliginin kanser basta gelmek lizere bir¢ok kemik hastaligi riskiyle iliskili
oldugunu ortaya koymustur ( Feldman ve ark., 2014; Bikle, 2016; Wang ve ark., 2017).

Telomer biyolojisindeki bozukluklar prostat kanseri olusumunun erken
evrelerinde yer alir ve tiimoriin ilerlemesi boyunca da devam eder. Prostat kanser
hiicrelerinin yapisinda ve yiiksek dereceli olan prostat intraepitelyal neoplazide goriilen
telomer kisalmas1 Onemlidir. Telomeraz aktivitesinin ve telomer boyunun
degerlendirilmesi prostat kanserinin teshis ve prognozunda faydali olabilir. Normal
stromal hiicrelerde goriilen telomer boyunun kisalmasi prostat kanseri ile iligkili
bulunurken, prostat kanseri hiicrelerinde gortilen farkli telomer boylar1 ve kanserle iliskili
olan stromal hiicrelerde telomer boyunun kisalmasi mortaliteyle iliskilendirilmistir
(Graham ve Meeker, 2017).

PI3BK/AKT ve mTOR, sinyal iletiminde 6nemli roller oynayan proteinlerdir ve
reseptor tirozin kinazlar (RTK'lar) ile yakindan iliskilidirler. RTK'lar, hiicre yiizeyinde
bulunan proteinlerdir ve hiicre biiyiimesi, boliinme, hayatta kalma ve farklilasma gibi
bir¢ok biyolojik siireci diizenlerler (Kiiglikoner ve Isikdogan., 2013). Kanser hiicreleri,
cesitli RTK'lar1 asir1 miktarda iiretebilir ve bu RTK'lar araciligiyla biiylime faktorlerine
asir1 duyarli hale gelebilir. Kanser hiicreleri tarafindan, damar endotel biiyiime faktoriiniin
(VEGF) reseptorii (VEGFR), trombosit kaynakli biliylime faktoriine ait (PDGF) reseptor-
a, epidermal biiyiime faktorii (EGFR) ve c-Met gibi RTK'lar sentezlenebilir (Wong ve
ark., 2010; Vivanco ve Sawyers, 2002; Jiang ve Liu, 2009). Bu nedenle, bu sinyal

yolaginda hedefleme yapilmasi, kanser tedavisinde 6nemli bir aragtir.



Bu calismada giiniimiizde goriilme siklig1 artan prostat kanserli hastalarda mTOR,
telomeraz ve D vitamini seviyelerinin belirlenerek, hastalikla iliskilendirilmesi
amaclanmistir. Yapilan bircok ¢alisma bu ii¢ degiskeni tek ya da farkli bilesenlerle
degerlendirmistir. Calismadan elde edilecek sonucun prostat kanserinde yapilacak olan

caligmalara katk1 saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci en
stk goriilen kanser tiirlidiir. Erkeklerdeki tiim kanser Oliimlerinin  %3.8'ini
olusturmaktadir. 2018 yilinda 1.276.106 yeni vaka tespit edilmis ve bunlarin 358.989°u
oliimle sonuglanmistir (Bray ve ark., 2018; Ferlay ve ark., 2019). Diinya genelinde prostat
kanseri insidans1 ve mortalitesi artan yasla iliskilendirilmistir. 50 yasin altindaki her 350
erkekten sadece 1'1 prostat kanseri teshisi alirken (Perdanave ark., 2016), 50 ila 59 yas
arasinda bu oran 52 erkekten birine kadar yiikselmektedir. 65 yasin Gistiindeki erkeklerde
ise insidans orani neredeyse %60'dir (National Cancer Institue, Bethesda, 2016). Ayrica
sosyal, cevresel ve genetik faktorlerdeki farkliliklar prostat kanserinde insidans oranlarini
etkilemektedir (Panigrahi ve ark., 2019). 2040 yilina kadar tahmini olarak 2.293.818 yeni
vaka beklenmektedir (Ferlay, 2019). Tiirkiye’de de prostat kanseri %13 goriilme siklig1
ile erkekler arasinda goriilen en sik ikinci kanser tiirtidiir ve 2018 yilinda 3568 prostat
kanseri 6liimle sonuglanmistir (TUIK, 2018).

Prostat kanseri evrelemesinde 2009 TNM (Timor, Lenf Nodu, Metastaz)
siiflamasi kullanilmaktadir. Bu siniflama, hastaligin ilerlemesini belirlemek icin farkli
parametreleri kullanmaktadir. Klinik evrelemede, PSA (Prostat Spesifik Antijen)
seviyeleri, parmakla rektal muayene sonuglari, prostat biyopsi bulgulari ve goriintiileme
yontemleri degerlendirilir. TNM evreleme sistemi, T harfiyle kanserin prostat igindeki
durumunu ifade eder ve PSA, parmakla rektal muayene, transrektal ultrasonografi
(TRUSG) ve multiparametrik manyetik rezonans gibi goriintiilleme (MR) yontemleriyle
belirlenir. N harfi, lenf nodu tutulumunu ifade eder ve bilgisayarli tomografi (BT) ve
manyetik rezonans (MR) gibi goriintiileme yontemleriyle degerlendirilir. M harfi ise uzak

metastazlar1 gosterir ve torakoabdominal BT ve kemik sintigrafisi gibi yontemlerle



degerlendirilir. Prostat kanserinde evreleme yapilirken hangi yontemlere ihtiyag
duyulacagi risk degerlendirilmesine gore yapilmaktadir. En sik kullanilan risk siniflamasi
D’Amico’dur (Tablo 2.1). Dogru evreleme ile en uygun tedavi segenegine ulasilir (Prostat

Kanseri Klinik Protokolii, 2017).

Tablo 2.1. Prostat Kanseri D’ Amico Risk Siniflamasi

Diisiik risk Orta risk Yiiksek risk
Tanmim PSA<10 ng /ml PSA10-20 ng /ml PSA>20 ng/ml  Tim PSA
ve veya veya diizeyleri
Gleason skoru* Gleason skoru Gleason skoru  Lum Gleason
skorlar1
<7 vecTl-2a 7 veyacT2b >7 ve cT2¢c

cT3-4 veya cN+

Lokalize Lokal-ileri

* Tiimoriin agresifliginin dngorillmesini saglayan, skor aralii 2 ila 10 arasinda degisen histopatolojik bir
derecelendirme sistemidir.

Giliniimiizde diger kanser tilirlerinde oldugu gibi prostat kanserinin tibbi teshis ve
tedavi yontemlerinde de gelismeler saglanmasina ragmen prevalansi hala artmaktadir
(Farris ve ark., 2017). Prostat kanseri genellikle erken belirtiler gostermeyip
asemptomatik seyreden ve yavas ilerleyen bir hastaliktir. Cogu insan, genellikle prostat
kanserinin ileri evrelerinde ortaya c¢ikan belirtilerle birlikte saglik kurulusuna
basvurmaktadir (Demirbas ve Onmaz, 2021). Prostat kanseri, tiroid kanserinden sonra
bes yillik sagkalim orani en yiiksek olan kanser tiirii olsa da (Demirbas ve Onmaz, 2021),
ileri evrelerde teshis konan hastalar i¢in tedavi sans1 azalmaktadir (Enemugwem ve ark.,
2019; Khani Jeihooni ve ark.,, 2021). Bu nedenle, uygun kanser taramalarinin
uygulanmasi ve mevcut kanser hastalarinin erken teshis edilmesi, mortaliteyi azaltmak ve
sagkalim oranini artirmak i¢in 6nemlidir. Prostat kanseri taramalartyla prostat kanserinin

erken evrelerde tespit edilebildigi bildirilmistir (Musalli ve ark., 2021).



2.2. Telomeraz

2.2.1. Telomerler ve Genetik Degisiklikler

Insan telomerleri, yiiksek oranda korunmus olup, deoksiguanozin monofosfat
niikleotidinden zengindir (G-zengin). Ardisik olarak tekrarlayan alt1 niikleotit dizisinden
(TTAGGG) olusur (Blackburn ve Challoner, 1984; Moyzis vd, 1988) ve yaklasik olarak
5-15 kb uzunlugundadir (Samassekou ve ark., 2010). Alt1 proteinden olusan bir
kompleks, telomerik DNA tekrarlamalariyla iligskilendirilir. Bu proteinler, telomerik
tekrar baglayici faktor 1 ve 2 (TERF1 ve TERF2, ayn1 zamanda TRF1 ve TRF2 olarak da
bilinir), TRF2 ile etkilesen protein 1 (TERF2IP, ayn1 zamanda RAP1 olarak da bilinir),
TRF1 ile etkilesen niikleer faktér 2 (TINF2, ayni zamanda TIN2 olarak da bilinir),
telomerleri koruma proteini 1 (POT1) ve tripeptidil-peptidaz 1 (TPP1) olarak adlandirilir
(Jones ve ark., 2016; de Lange, 2005; Houghtaling ve ark., 2004; Liu ve ark., 2004; Ye
ve ark., 2004).

Kromozom uglari, ekzoniikleolitik bozunmanin potansiyel substratlar olabilir ve
ayni zamanda DNA hasar yaniti (DDR) yolag: tarafindan DNA ¢ift sarmal kopmasi
olarak taninabilir. Yeterli uzunluktaki telomerler, ekzoniikleaz aktivitesine kars1 koruma
saglar ve DDR taninmasini engeller (Griffith ve ark., 1999). Bunun yani sira, telomerler
Ozellesmis T-halka yapilar1 olusturarak potansiyel olarak zararli DNA tamir
mekanizmalarini inhibe eden shelterin proteinleri i¢in bir iskele gorevi goriirler (Jones ve
ark., 2016).

Telomerler, hiicrelerde sinirli iireme kapasitesini saglayan ve gii¢lii bir kanser
Onleyici mekanizma olarak hizmet eden hiicresel proliferasyon engelleridir (Hayflick,
1965; Hayflick ve Moorhead, 1961). DNA replikasyonu sirasinda, lineer sablonlarin
lagging DNA zincirinde sentez eksik kalir (son replikasyon sorunu) (Watson, 1972), bu

da her hiicre boliinmesinde yaklagik olarak 50 terminal niikleotidin kaybedilmesine neden



olur (Levy ve ark., 1992). Sinirli sayida hiicre boliinmesi i¢in, telomerler bilgi tasiyan
DNA dizilerinin kaybina kars1 tampon gorevi goriir. Ancak telomerler 6nemli Olcilide
kisaldiginda, DDR (DNA hasar yaniti) yolaklar1 bir veya daha fazla telomerde aktive olur
ve hiicre dongiisiinlin ilerlemesi timdr baskilayicit p53 yolagi araciligiyla durdurulur
(Fumagalli ve ark., 2012; von Zglinicki ve ark., 2005; Zou ve ark., 2004).

Hiicre dongiisii arrestosu bu duruma "replikatif senezens" adi verilir ve hiicre
tipine bagl olarak yaklasik 50 hiicre bdliinmesinden sonra gerceklesir (Hayflick sinir1).
p53 yolu iizerinden hiicre dongiisiiniin engellenememesi ciddi genomik sonuglara yol
acabilir. Bu sonugclar end-to-end kromozomal flizyonlar, anafaz kopriileri, nonrekiprokal
translokasyonlar ve anoploidinin ortaya ¢ikmasi seklinde kendini gosterir (Graham ve
Meeker, 2017). Tiim bu siiregler tiimor baskilayici genlerin stokastik inaktivasyonu ve
onkogenlerin aktiflestirilmesi yoluyla hiicresel doniisiimii tesvik eder (Blasco ve ark.,
1997; Chin ve ark., 1999; Hackett ve ark., 2001).

2.2.2. Kisa Telomerlerden Kaynaklanan Genomik Degisiklikler

Telomer kisalmasi, prostat kanseri olusumunda en erken molekiiler genomik
olaylardan biridir ve genomik istikrarsizliga yol agabilir. Genomik translokasyon olaylari
prostat kanserinde yaygindir ve kanser olusumu sirasinda kademeli olarak biriktigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, kromotripsyis ad1 verilen bir durum ortaya ¢ikabilir,
bu durumda bir veya birka¢ paramparca olmus kromozom DNA tamir mekanizmalariyla
rastgele dizilerek yeniden biraraya getirilir ve birden fazla translokasyon olay1
gergeklesir (Malhotra ve ark., 2013; Zack ve ark., 2013).

Kromotripsis sonucu olusan genomdaki mutasyonlar, fiizyon genlerinin olusumu,
tiimor baskilayicilarin inaktivasyonu ve onkogenlerin amplifikasyonu yoluyla tiimor
baslangici veya ilerlemesinde rol oynayabilir. Yapay olarak kisaltilmis telomerlere sahip

hiicre  kiiltiirii  deneyleri, kritik derecede kisa telomerlerin  kromotripsisi



tetikleyebilecegini gostermistir (Macicjowski ve ark., 2015). Yaklasik olarak prostat
kanserlerinin  %30-45'i, kromotripsis tarafindan belirtilen translokasyon olaylarina
benzeyen DNA yeniden diizenlemeleri gosterir (Kovtun ve ark., 2015).

Telomer kisalmasinin erken asamalarda genomik istikrarsizliga katkisi, 6zellikle
prostat kanseri oncii lezyonlarda gbézlenen telomer flizyonlar1 seklinde belirgindir. Bu
flizyonlar, disfonksiyonel kisa telomerlerin kromozom uglarinin birlesmesiyle ortaya
cikar (Tu ve ark., 2016). Bu tiir telomer flizyonlari, kromozomlardaki birlesme-kirilma-
koprii (BFB) dongiisiinii tetikleyebilir. Bu dongilide, birlesik kromozomlar hiicre
boliinmesi sirasinda yanlis ayrisir ve kirilma ve birlesme siireci hatali bir sekilde devam
eder (McClintock, 1941). BFB dongiileri, o6zellikle duplikasyonlar, delesyonlar ve
nonresiprokal translokasyonlar olmak tizere dnemli kromozomal diizenlemelere yol acar.
Bu yeniden diizenlemeler, radikal prostatektomi 6rneklerinden elde edilen prostat kanseri
oncii lezyonlarinin tizerinde gozlenir (Feijoo ve ark., 2014).

Prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerinde yapilan arastirmalar, telomeraz
aktivasyonuna ragmen (telomer uzunlugunu koruyabilen bir enzim) kisa telomerlerin
BFB dongiileri araciligiyla prostat kanserine ©6zgii karmagsik kromozomal yeniden
diizenlemeleri tetikleyebilecegini gostermistir (Vukovic ve ark., 2007).

2.2.3. Prostat Kanserinde Telomer ve Telomeraz Aktivasyonu

Cogu kanser hiicresi, sinirsiz replikatif kapasiteyi desteklemek ve genomik
istikrars1zlig1 dnlemek igin enzim telomeraz1 aktive eder. Insan kanserlerinde, telomeraz
aktivitesinin hiz sinirlayict belirleyeninin, katalitik protein alt birimi TERT'in ifadesi
olduguna inanilmaktadir. Telomeraz-pozitif kiiltiirlii insan hiicreleri, her bir hiicrede
yaklasik olarak 1.150 TERC molekiilii ve 500 TERT molekiilii igerir (Xi ve Cech, 2014).
Bununla birlikte, islevsel olarak bir araya gelmis telomeraz komplekslerinin sayis1 hiicre

basina 20 ila 240 arasinda degismekte, bu da telomeraz bilesenlerinin birikmis fazlasini



gostermektedir (Xi ve Cech, 2014; Cohen ve ark., 2007). TERT'in transkripsiyonu siki
bir sekilde diizenlenir ve deneysel kanitlar, telomeraz aktivitesinin dogrudan TERT
ifadesiyle uyumlu oldugunu gostermektedir (Kilian ve ark., 1997; Nakamura ve ark.,
1997). Ayrica, somatik hiicrelerde, TERT'in zorla ifade edilmesi telomeraz aktivitesini
yeniden aktive etmek igin yeterlidir (Bodnar ve ark., 1998; Counter ve ark., 1998; Vaziri
ve Benchimol, 1998).

Androjen reseptorii (AR), prostatin gelisimi ve islevi gibi erkek fenotipinde rol
oynayan genlerin ifadesini uyarmak icin gereklidir (Nieto ve ark., 2014). Siganlarin
prostatinda telomeraz aktivitesinin ilk in vivo g¢alismasi, normal prostat bezlerinin
telomeraz aktivitesinin olmadigini, ancak androjen yoksunlugu sonrasi involiite olmus
prostat bezlerinin belirlenebilir diizeylerde telomeraz aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir (Meeker ve ark., 1996) Kastrasyon yoluyla androjenin yeniden uygulanmast,
kastrasyon oOncesi prostatin yeniden biiylimesini ve telomerazin tespit edilmedigi
prekastrasyon prostatinin fenotip olusumunu uyarmistir, bu da androjenin telomeraz
aktivitesini negatif olarak diizenledigini gostermektedir (Nieto ve ark., 2014). Benzer
gozlemler daha sonra rhesus maymunlarinda da yapilmistir (Ravindranath ve ark., 2001).

Normal insan prostat epitel hiicrelerinde, AR TERT promotoriine baglanir ve
tiimor baskilayic1 p53 ile isbirligi yaparak TERT ifadesini dogrudan bastirir (Moehren ve
ark., 2008). Buna karsilik, androjen, prostat kanseri hiicre hatti LNCaP'de TERT ifadesini
aktive eder. LNCaP, AR geninde tekrarlayan olarak gézlenen bir nokta mutasyonuna
sahiptir (Moehren ve ark., 2008; Guo ve ark., 2003) Prostat kanseri hatlart metanseleninik
asit ile tedavi edildiginde, AR protein seviyelerinin (Cho ve ark., 2004) ve AR-yabani
tip (LAPC-4) ve AR-mutasyona ugramis (CWR22Rv1, LNCaP ve LNCaP alt hatlar1)
hiicre hatlarinda TERT ifadesinin (Liu ve ark., 2010) azaldigi, ancak AR-negatif (DU-

145) hiicre hattinda azalmadig1 goriilmiistiir. AR-pozitif hiicre hatlarinda azalmis TERT



ifadesi, TERT promotorunda azalmig AR baglanmasinin bir sonucu olarak bildirilmistir

(Liu ve ark., 2010).

Kanser hiicreleri, TERT ifadesini artirarak telomeraz aktivitesini birkag¢ sekilde

aktive edebilir. Iki iyi belgelenmis mekanizma, TERT promotorunun hipermetilasyonu

(birgok kanser hiicre hattinda bildirilmistir) (Renaud ve ark., 2007) ve TERT

promotorunda aktive edici nokta mutasyonlaridir (santral sinir sistemi, mesane, tiroid ve

deri kanserlerinde gozlenmistir) (Killela ve ark., 2013). Prostat kanserinde TERT

promotorunun metilasyon durumu heniiz tam olarak arastirilmamistir; ancak TERT

promotor mutasyonlar1 prostat kanserinde gozlenmemistir. Bunun yerine, MYC

onkogeni, prostat kanserinde TERT katkida bulunan bir faktér olarak gosterilmistir

(Killela ve ark., 2013; Stoehr ve ark., 2015).

Tablo 2.2. Telomerazin kanserle iligkili aktivasyonu

Molekiiler Prostat kanseri iliskisi Kaynaklar
mekanizma
TERT TERT amplifikasyonu prostat Zhang ve ark., 2002; Fan ve

amplifikasyonu kanserinde gbzlenmemis, ancak
santral sinir sistemi embriyonik
timorlerinde, servikal karsinomada,
akciger adenokarsinomunda ve
hepatoseliiler karsinomda
bildirilmistir.

TERT
translokasyonu

TERT'nin genomik yeniden
diizenlemeleri prostat kanserinde
bildirilmemis, ancak yiiksek riskli
noroblastomla siki iliskilidir.

TERT promotoru
hipermetilasyonu

TERT promotorunun metilasyon
durumu prostat kanserinde heniiz tam
olarak arastirilmamis, ancak
promotor metilasyonunun bir¢ok
kanser hiicre hattinda ve bazi
kanserlerde oldugu bildirilmistir.

TERT promotoru
aktivasyon
mutasyonlari

TERT promotor mutasyonlar1 prostat
kanserinde gézlenmemis, ancak
santral sinir sistemi, mesane, tiroid
ve deri kanserlerinde sik¢a
gbzlenmistir.

ark., 2003; Zhu ve ark.,
2006; Totoki ve ark., 2014.

Peifer ve ark., 2015;
Valentijn ve ark., 2015.

Renaud ve ark.,, 2007;
Castelo-Branco ve ark.,
2013.

Killela ve ark.,, 2013;

Vinagre ve ark., 2013
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Tablo 2.2. (Devami)

Gurel ve ark., 2008; Bethel
ve ark., 2006

MYC aktivasyonu ~ MYC, TERT ifadesini pozitif olarak
diizenler ve MYC aktivasyonu,
prostat tiimoriinde kisa telomerlerin
tespit edilebilir oldugu doneme denk
gelir. Prostat kanserlerinin %80'den
fazlasinda MY C'nin niikleer agir1
ifadesi vardir. Bu nedenle, MYC
aktivasyonu, prostat kanserlerinin
bircogunda TERT aktivasyonunun
bir mekanizmas1 olabilir.

2.2.4. Prostat Kanseri Yénetiminde Telomer ve Telomeraz Uzerine
Odaklanan Potansiyel Uygulamalar-Tedaviler

Tan1 asamasinda, telomeraz ifadesinin tespiti ve telomer uzunlugunun 6l¢timii,
telomeraz aktivasyonu ve kisalan telomerler prostat kanseri ile giiclii bir sekilde
iligkilendirildigi igin faydali olabilir. Prognozun degerlendirilmesinde, telomer
uzunluklariin belirlenmesi, letal metastaz gelisecek olan prostat kanserli erkekleri,
hastalig1 organa sinirli olan erkeklerden ayirmayr miimkiin kilabilir. Tedavide, telomeraz
veya telomerlere yonelik stratejilerin, ozellikle androjen sinyal yolunu hedefleyen
geleneksel prostat kanseri tedavileriyle kombinasyon halinde kullanilmasi klinikte
faydali olabilir (Graham ve Meeker, 2017).

Tablo 2.3. Prostat kanseri yonetiminde telomer ve telomeraz {iizerine odaklanan
potansiyel uygulamalar.

Tam

Prognoz

Tedavi

Telomeraz Tespiti: Prostat
biyopsi 6rneklerinde veya
dolasimdaki timor
hiicrelerinde TRAP
(Telomeraz Ters
Transkriptaz Polimeraz
Zincir Tepkimesi) testi
Telomer uzunlugu: Prostat
kanser hiicrelerinde degisken
telomer uzunlugu ve kansere
bagli stromal hiicrelerde
kisalan telomer uzunlugu

Telomer uzunlugu
degerlendirmesi: Prostatin
normal stromal hiicrelerinde
FISH (Fluoresan in Situ
Hibridizasyon) testi

Telomeraz hedefli tedaviler:
Kii¢iik molekiil inhibitorler,
TERT (Telomeraz Ters
Transkriptaz) bagimh
onkotik viriisler ve telomeraz
agilari

Telomer hedefli tedaviler: G-
karetopleks stabilizatorleri,
androjen sinyallesme
inhibitorleri ve DNA hasar
yanit1 inhibitorlerinin
kombinasyonu
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Prostat kanserinin ¢gogunlugunda, MY C'nin telomeraz aktivasyonunun ana neden

olduguna

inanilmaktadir.

Prostat kanserinde kisa

telomerlerin  ve

telomeraz

aktivasyonunun kombinasyonu, telomerazi cazip bir tedavi hedefi haline getirmektedir.

Telomeraz veya telomerlere yonelik tedavilere yonelik literatiirde yer alan bazi

caligmalara Tablo 2.4’te yer verilmistir.

Tablo 2.4. Telomeraz veya telomerlere yonelik tedaviler

Etki
mekanizmasi

Prostat kanseri ile iliskisi

Referanslar

Telomeraz
inhibitori
olarak kiigiik
molekiillerle
inhibisyon

Telomeraz asis1

TERT
diizenlemeli
onkotik virlis

AR
diizenlenmesi
ile telomeraz
inhibisyonu
G-Dortli
stabilizatOrleri
ve telomestatin

AR inhibisyonu
yoluyla telomer
disfonksiyonu

Prostat kanserinde telomeraz kiiciik molekiil
inhibitorleri ile ilgili herhangi bir klinik ¢alisma
bulunmamaktadir, ancak preklinik c¢alismalar
prostat kanseri hiicre hatlarinda imetelstatin timor
baglatic1 hiicrelerde telomer kisalmasina neden
oldugunu gostermektedir.

Bugiine kadar GV1001'in prostat kanserinde
kullanimini aragtiran ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Pankreas kanserinde, asiin klinik ¢aligsmalari,
ajanin immiinojenik ve hastalarda iyi tolere edilen
bir ajan oldugunu gostermistir; ancak GV1001 tek
basina veya kombinasyon tedavilerinde etkili
olmamustir.

Telomelysin, ¢iplak farelerde LNCaP timor
modelinde etkilidir. Telomelysinin, prostat kanseri
dahil olmayan ¢esitli kat1 timorlerde tamamlanan
faz I ¢aligmalari, uygulama sonrasi ciddi yan
etkiler olmadigini, ancak hastalarda timor
yanitinin sinirl oldugunu gostermistir.
Bicalutamide ile birlikte metaneselenik asitin
kullanilmasiyla AR inhibisyonu, prostat kanseri
hiicrelerinde TERT ekspresyonunu azaltmis ve
apoptozu artirmigtir.

Etkileri prostat kanserinde arastirilmamustir.
Prostat kanseri fare modelleri, TMPyP4 ve RHPS4
ile tedaviye yanit vermistir.

Prostat kanseri hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, AR
inhibisyonu telomer disfonksiyonuna neden
olmustur. ATM inhibisyonu, hiicre dongiisii
kontrol noktas1 duraklamasimi engellemis ve AR
inhibisyonu tarafindan zarar gérmiis telomerlerin
onarimini engelleyerek hiicre 6liimiinii tesvik
etmistir.

Chiappori ve ark.,
2015; Rousseau ve
Autexier, 2015.

Bernhardt ve ark.,
2006; Middleton ve
ark., 2014.

Huang ve ark.,
2008; Nemunaitis
ve ark., 2010.

Liu ve ark., 2010.

Dryginve ark.,
20009;
Balasubramanian
ve ark., 2009;
Hasegawa ve ark.,
2016.

Reddy ve ark.,
2015.
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Telomer uzunlugunun ve telomeraz aktivitesinin prostat kanserinin baslangicinda
ve ilerlemesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir ve buna bagli olarak hastaligin teshisinde,
prognozunda ve tedavisinde Onemli oldugu ileri siiriilmektedir

2.2. D Vitamini

Geleneksel olarak temel bir besin olarak bilinen D vitamini, genis bir fizyolojik
stireci diizenleyen gii¢lii bir steroid hormonun onciisiidiir (Jeon ve Shin, 2018).

2.2.1. Vitamin D Metabolizmasi

Insanlar igin temel D vitamini kaynagi giines 1s11dir. Giinese yeteri kadar maruz
kalmak, viicutta D vitamini sentezini baslatir. Bununla birlikte, D vitamini ayn1 zamanda
diyet yoluyla da alinabilir ve viicutta endojen olarak sentezlenebilir (Whayne, 2011). D
vitamini, vitamin D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak {izere iki
onemli formda bulunur. Bitkilerde bulunan D vitamini D2 formunda bulunurken, hayvan

dokularinda ve insan cildinde D3 formu bulunur (Whayne, 2011; Feldman ve ark., 2014).

Tablo 2.5. D vitamini kaynaklari

Giines 151nlan etkisiyle cilt 7-dehidrokolesterol

Yiyecekler Bitkisel: Ergokalsiferol (Vitamin D2)
Hayvansal: Kolekalsiferol (Vitamin D3)

faglar Kalsitriol, alfakalsidiol, kalsipotiriol vb

D vitamini ayrica bir¢ok hastalik ve kanser tiiriine kars1 koruyucu etkilere sahiptir.
D vitamini yetersizligi genellikle kemik ve iskelet sistemi rahatsizliklariyla
iligkilendirilir. D vitamini yetersizliginin en 6nemli sebeplerinden biri gilines 15181na yeteri

kadar maruz kalmamaktir (Diimen ve Un, 2019).
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Sekil 2.1. D vitamini sentezi ve metabolizmasi

2.2.2. Vitamin D’nin Antikanserojenik Etkileri

Giines 15181 maruziyeti ile kanser insidansi ve 6liimii arasindaki ters iliski ilk kez
Kuzey Amerika'da neredeyse 80 y1l 6nce ortaya konmustur (Apperly, 1941).Daha sonra,
1980 ve 1992'de sirastyla diisiik giines 15181 maruziyeti ile kolon ve prostat kanser riski
arasindaki iligkiyi inceleyen ilk epidemiyolojik ¢alismalarda, D vitamininin kolon ve
prostat kanseri riskine kars1 koruma saglayabilecegi bildirilmistir (Garland ve ark., 1980;
Hanchette ve ark., 1992). Yapilan ¢alismalar serum 25-hidroksivitamin D (25(OH)D)
diizeyleri ile kolon (Garland ve ark., 1989), meme (Engel ve ark., 2010), prostat (Ahonen
ve ark., 2000; Tretli ve ark., 2009), mide ve diger kanserler (Giovannucci ve ark., 2006)
arasinda ters bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, literatiirde vitamin D'nin
antitimoral etkilerini destekleyici birgok hiicre kiiltiirii ve deneysel ¢alismalarda yer
almigtir (Fleet ve ark., 2012; Feldman vd, 2014; Giammanco ve ark., 2015).

D vitamininin kanseri dnlemeye ve tedavi etmeye yonelik faydali etkileri,
epidemiyolojik ve 6n klinik ¢aligmalarda gdzlemlenmistir ve bu etkilerini a¢iklamak i¢in
cesitli mekanizmalar 6nerilmistir. D vitamininin tiimor olusum siirecinde, baslangigtan
metastaza ve hiicre-cevre etkilesimlerine kadar etkili oldugunu gosteren caligmalar

bildirilmistir (Giammanco Vve ark., 2015). Bu mekanizmalar arasinda anti-inflamasyon,
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hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz, otofaji ve hiicre ¢ogalmasi gibi hiicre
davraniglarinin diizenlenmesi yer almaktadir (Ahonen ve ark., 2000; Engel ve ark., 2010;
Giammanco ve ark., 2015).

Cesitli epidemiyolojik ve deneysel veriler, D vitamini'nin bir¢ok kanser tiiriiniin
Onlenmesi ve tedavisinde faydali bir rol oynadigini1 gostermektedir. Bu nedenle, kalsitriol
veya D vitamini analoglarinin klinik kullanimi arastiritlmistir (Giammanco ve ark., 2015).
Bununla birlikte D vitamini'nin baglica toksik etkisi olan hiperkalsemi, klinik
uygulamalarini1 giiglii bir sekilde siirlamistir (Ma ve ark., 2010; Mehta ve ark., 2013).
Yapilan bazi ¢calismalar kanser hiicrelerinin, hiicresel kalsitriol seviyelerini azaltan ve D
vitamininin antitiimoral etkilerinden korunmak i¢in islevini azaltan birka¢ mekanizma
kullandigini 6ne siirmektedir (Fleet ve ark., 2012; Giammanco ve ark., 2015). Bu nedenle,
kanserde D vitamini metabolizmasi ve sinyalizasyonunun nasil isledigini anlamak, D
vitamini veya analoglarinin klinik amaclarla kullanimindaki bu sinirlamalar1 agmak i¢in
etkili terapotik yaklagimlar gelistirmeye yardimci olacaktir.

2.2.3. Vitamin D ve Prostat Kanseri iliskisi

Prostat kanseri ve diger bir ¢ok kanser tiirleri i¢in D vitamininin en az dort
mekanizma araciligiyla anti-inflamatuar etki sergiledigi bildirilmistir. Ilk olarak,
kalsitriol, prostaglandin (PG) yolunu inhibe ederek pro-inflamatuar yanitlarda rol alan
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve PG reseptorlerinin ekspresyonunu engelleyerek ve PG'lerin
parcalanmasini saglayarak pro-inflamatuar yanitlari inhibe eder (Krishnan ve Feldman,
2010).

Prostat kanseri hiicrelerinde VDR (Vitamin D reseptorii) ekspresyonu tespit
edilmistir. In vitro ¢alismalar, kalsitrioliin (aktif D vitamini formu) prostat kanserini
inhibe ederek hiicre ¢ogalmasimi engelleyici ve proliferasyonu durdurucu etkiler

gosterdigini gézlemlemistir (Apperly, 1941).

15



D vitamininin kanser {izerindeki etkisi, biiyiik 6l¢iide epidemiyolojik gézlemlerle
desteklenmistir. Bir¢ok epidemiyolojik calisma, giines 1s1gmin prostat, kolon, rektal,
meme ve yumurtalik kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (Garland,
1980). Cografi olarak giines 1s181inin daha fazla oldugu bolgelerde kanser insidansinin,
Ozellikle meme ve kolon kanseri i¢in daha diisiik oldugu, dolasimdaki D vitamini
seviyelerinin kolorektal ve prostat kanserine karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir
(Bertone-Johnson ve ark., 2015). Prostat kanserinde endoplazmik retikulum aracili yikim
(ERAD) yolaginin vitamin D ve vitamin D reseptorii aracili regiilasyonun incelendigi bir
calismada 1,25(OH)2 D3 aracili sinyal mekanizmasinin prostat kanseri hiicrelerinde
ERAD ve UPR mekanizmalarini siki bir sekilde diizenledigi bildirilmistir (Aydogdu,
2022). Bunun yani sira literatiirde D vitamini ve prostat kanseri arasindaki iligki tam
olarak anlasilmamistir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, diisiik D vitamini diizeyinin prostat,
meme ve kolorektal kanser riskinin artisiyla iligkili olabilecegini gostermistir. Ancak,
diger bir kohort calismasinda, D vitamini alimimin prostat kanseri gelisimi {izerine
koruyucu etkisinin olmadigi bildirilmistir (Bikl, 2009; Feldman ve ark., 2014; Mokhtari
ve ark., 2017). Bu nedenle, D vitamini ve prostat kanseri arasindaki iliskiyi tam olarak
anlamak i¢in daha fazla arastirma ve klinik calisma yapilmasi gerektigi belirtilmistir
(Pandolfi ve ark., 2017).

2.3. MTOR

2.3.1. mTOR Sinyal Yolag1 ve Mekanizmasi

Kanser hiicrelerinde sinyal iletimi, genellikle sitoplazmik kinazlar1 tetikleyen
reseptOr tirozin kinazlarin (RTK) hareketini igerir. Hiicre i¢inde bulunan mTOR protein
kinaz, sinyal iletiminin merkezi bir noktasinda yer alir. Kanserde 6nemli oldugu bilinen
tic bliyiik sinyalizasyon yolu vardir. Bunlar PI3K/AKT kinaz zinciri, protein kinaz C

ailesi (PKC) ve mitojene aktive olan protein kinaz (MAPK)/Ras sinyalizasyon

16



zincirleridir. PI3K/AKT/mTOR olarak adlandirilan 6nemli bir sinyal yolunun islev
stireci, reseptor tirozin kinazlariyla yakindan iliskilidir (Sekil 2.2) (Yekaterina ve ark.,

2012).
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Sekil 2.2. PI3BK/AKT/mTOR sinyal iletimi.

Damar endoteli biiylime faktorii (VEGF) reseptorii (VEGFR), trombosit kaynakli
biiylime faktorii (PDGF) reseptor-a, epidermal biiylime faktorii (EGFR), c-Met gibi ¢esitli
RTK'lar kanser hiicrelerinden saliabilir. Bu RTK'lar, kanser hiicrelerinin islevlerini
sekillendirmede PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu kullanir.

2.3.2. mTOR Inhibitérleri

MTOR (Mammalian Target of Rapamycin), Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ile
iligkili olan bir serin/treonin kinazdir. mTOR, hiicre biiyiimesi, metabolizma ve
proliferasyon gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi ve hiicresel homeostazin
saglanmasinda Onemli bir rol oynar. Kanserde belirlenen Onemli sinyalizasyon
yollarindan biri, PI3K/AKT kinaz sinyal iletim yoludur. Bu yol siklikla kanserde bozulur

ve bu nedenle mTOR, 6nemli bir antitiimor hedef olarak kabul edilir. mTOR inhibitorleri
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olarak kullanilan antikanser ajanlar, rapamisin ve ondan tiiretilen temsirolimus,
everolimus ve deforolimus (ridaforolimus) gibi maddelerden olusur. Rapamisin ve
benzerleri, in vitro ve in vivo olarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etme
Ozelligine sahiptir. Bu nedenle, mTOR inhibitorleri birgok kanser tiirli i¢cin énemli bir
hedef olarak kabul edilir (Ozcan ve Dikmen, 2015).

PI3K lipid kinaz ailesi, akis yukar1 biiyiime sinyalleri ile akis asag: sinyal iletim
mekanizmasi arasinda énemli bir arayiliz olusturur. PI3K'ler, substrat tercihlerine ve dizi
homolojisine gore iic smifa (I-III) ayrilir. Temel islevleri, fosfatidilinozitol ve
fosfoinozitidlerin 3'-hidroksil grubunu fosforile etmektir. Kanserle en ilgili olan smnif, bir
katalitik alt tinite (p110 a, p110B veya p1106) ve bir diizenleyici alt iinite (p85 a, p55 a,
p50 a, p85 B veya p85y) olusturan ve heterodimer olan siif [A PI3K'dir. Cesitli sinyaller
oncelikle reseptor tirozin kinazlar (RTK'lar) araciligiyla PI3K aktivitesini uyarir (Skolnik
ve ark., 1991; Carpenter ve ark., 1993), ancak G-proteinle baglantili reseptorler (Stephens
ve ark., 1994) ve dogrudan pll10'a baglanan Ras gibi onkogenler araciligiyla da
uyarilabilir (Rodriguez-Viciana ve ark., 1994; Chan ve ark., 2002).

Uyarilma durumunda, PI3K'nin katalitik alt birimi fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat
(P1-4,5-P2) molekiiliinii fosforile eder ve bunun sonucunda fosfatidilinozitol-3,4,5-
trifosfat (P1-3,4,5-P3) olusur (Lemmon ve ark., 2007). Bu, hiicre zarina gesitli plekstrin
homoloji alani igeren proteinlerin gelmesi icin ikincil haberci olarak gorev yapar. Bu
siireg, timor baskilayict PTEN (fosfataz ve tensin homolog) ve INPP4B (inositol
polifosfat 4-fosfataz tip II) tarafindan tersine gevrilir. Bu molekiiller, PI-3,4,5-P3"in PI-
3-P'ye defosforile edilmesini saglar (Gewinner ve ark., 2009). PI3K aktivitesinin
hedeflerinden biri, prostat kanseri olusumunu tetikleyen AKT serin/treonin protein kinaz
ailesidir (Majumder ve ark., 2003). AKT'nin membrana g¢ekilmesi ve ardindan fosforile

edilmesi onun aktiflesmesine yol agar (Sarbassov ve ark., 2005; Alessi ve ark., 1997).
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Aktiflesen AKT, tuberdz skleroz kompleksi 2 (TSC2), glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3),
forkhead box O (FOXO) transkripsiyon faktorleri, p27, BAD ve eNOS gibi bir¢ok 6nemli
molekiilii fosforile eder (Manning ve Cantley, 2007). Bu molekiiller hiicre biiyiimesini,
hayatta kalma, hiicre ¢ogalmasi, metabolizma ve anjiyogenez siireclerini diizenler. Bu
sinyal yolaklarinin her birinin prostat kanserinin olusmasi ve ilerlemesindeki rolii ile ilgili
caligmalar yapilmaktadir (Edlind ve Hsieh, 2014).

2.3.3. mTOR ve Prostat Kanseri Iliskisi

mTOR, memelilerde hiicre bilylimesi ve metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan
bir protein kompleksinin hedefidir. Kanserde onemli oldugu tespit edilen ii¢ temel
sinyalizasyon yolu vardir. Bunlar (PI3K)/AKT kinaz zinciri, protein kinaz C ailesi (PKC)
ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/Ras’dir. mTOR, PI3K/AKT sinyal
yolunun asagi yonlii aktivasyonunda kilit bir kinazdir. Bu yolaklar siklikla kanserde
bozulur ve bu nedenle mTOR 6nemli bir antitiimdr hedeftir. mTOR inhibitérleri olan
rapamisin ve ondan tiiretilmis temsirolimus, everolimus ve ridaforolimus, sonradan
deforolimus adin1 almistir ve antikanser ajanlar olarak kullanilmaktadir (Kiigiikoner ve
Isikdogan, 2013).

Yapilan bazi genetik ve transkriptomik ¢aligmalar, PI3K yolak bilesenlerinin
genetik degisimlerinin ve diizensiz gen ekspresyonunun prostat kanserli hastalarda
yaygin oldugunu gostermis; bu degisimlerin, primer kanser orneklerinin %42'sinde ve
metastatik prostat kanser 6rneklerinin %100'tinde meydana geldigi bildirilmistir (Taylor
ve ark., 2010; Grasso ve ark., 2012; Robinson ve ark., 2015; Armenia ve ark., 2018; Abida
ve ark., 2019; Shorning ve ark., 2020).

Prostat kanserinde PISBK-AKT-mTOR yolak genetik anormalliklerinin sikligi ve
cesitliligine dair, cBioPortal veri taban1 kullanilarak OncoPrint ile yapilan ¢alismalarda,

PISBK-AKT-mTOR yolak genetik degisikliklerinin primer ve metastatik prostat
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kanserinde yaygin oldugu ve gozlenen genetik olaylarin genellikle birlikte goriildiigii
belirtilmistir (Cerami ve ark., 2012; Gao ve ark., 2013; Armenia ve ark., 2018; Abida ve
ark., 2019). Yapilan bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, yaygin olarak goriilen
genetik degisiklik tiirleri ve genetik degisiklik yiizde araligi tabloda verilmistir (Tablo

2.5).

Tablo 2.6. Prostat kanserinde PI3K-AKT-mTOR yolak genlerinde yaygin genetik
degisikliklerin siklig1.

PI3K-AKT-mTOR yolak genlerinde yaygin olarak goriilen genetik Genetik ~ Degisiklik

degisiklik tiirleri Yiizde Araligi
PTEN delesyon/mutasyon 16.4-32.0%
DEPTOR amplifikasyonu 5.1-21.4%
SGK mutasyon/amplifikasyonu (SGK3) 5.6-20.5%
SGK mutasyon/amplifikasyonu (SGK1) 0.2-2.7%
FOXO delesyonu (FOXO01) 0.0-15.2%
FOXO delesyonu (FOXO03) 4.5-13.4%
MAP3K?7 delesyonu 5.9-14.8%
RRAGD delesyonu 6.5-14.4%
SESN1 mutasyon/delesyonu 5.4-13.6%
PIK3CA mutasyon/amplifikasyonu 5.5-11.5%
PIK3C2B mutasyon/amplifikasyonu 1.4-11.5%
PDPK1 amplifikasyonu 0-8.1%

Tablo 2.6°da  goriildiigii gibi gozlenen yaygin genetik degisiklikler PTEN,
DEPTOR, SGK3, FOX01/3, MAP3K7, RRAGD, SESN1, PIK3CA, PIK3C2B ve
PDPK1'de tespit edilmistir. Bununla birlikte daha az siklikta goriilen bir¢ok anormallik

de belirlenmistir. Bunlar arasinda AMPK alt birimlerini kodlayan genler (6rnegin
PRKABI1 ve PRKAB2 amplifikasyonu) ve AMPK diizenleyiciler (6rnegin CAMKK2 ve

LKB1 delesyonu) yer almaktadir.
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fleri diizeydeki prostat kanserinin ¢ogunda diizensizlesen PI3K-AKT-mTOR
sinyal yolu, biiylime sinyallerinin protein sentezi, proliferasyon, hayatta kalma,
metabolizma ve farklilagsma gibi hiicresel siireglerle entegrasyonu igin kritik bir kavsak
noktas1 olusturarak, kanser hiicrelerinin androjen yoksunluguyla iliskili stresi asma
mekanizmalarinda yer alir. Ayrica, 6n klinik ¢alismalar, PI3K-AKT-mTOR ve androjen
reseptorii (AR) sinyal yollar1 arasinda dogrudan bir baglantiyr agiga cikarmistir ve
androjen yoksunlugu tedavisine (ADT) direncin gelisimi sirasinda bu yollar arasinda

dinamik bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur (Edlind ve Hsieh, 2014).
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3. MATERYAL VE METOT

TDK-2022-10285 proje kodlu ¢alisma Atatiirk {iniversitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri birimi tarafindan desteklenmistir. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 31.03.2022 tarihli toplanti sayis1 03 ve 76 numarali karar
ile bu ¢alismaya onay verilmistir (Ek1).

3.1. Calisma ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Atatiirk Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesinin Radyasyon Onkolojisi
boliimiinde Prostat kanseri tanis1 almis hastalardan sorumlu hekim kontroliinde hemsire
yardimiyla, hastalardan kanlar alindi. Erzurum ilinde yasayan herhangi bir kronik
hastaligi olmayan saglikli goniilliler kontrol grubu olarak arastirma hakkinda
bilgilendirilmelerinin ve “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” okutulup onaylarinin
alinmasinin ardindan ¢aligmaya dahil edildi.

3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubundan vendz kan Ornekleri antekiibital venden oturur
pozisyonda iken alindi. Serum eldesi i¢in piht1 aktivatorii igeren jel seperatorlii tiipler
kullanild1. Tiiplerdeki numunelerin siipernatant kisimlar1 3500 rpm devirde 10 dakikalik
sogutmali (+4°C) santrifiij islemi sonrasinda ayrildi. Elde edilen serumlar etiketlenmis
kilitli kapaklt mikro santrifiij tiiplerine alinarak alikotland1 ve ¢alisma giiniine dek -
80°C’de derin dondurucuda saklandi.

Analizlerin yapilacag: giiniin bir 6nceki giiniinden itibaren dondurulmus 6rnekler
sirayla - 20°C, +4°C ve oda sicakligina alinarak asamali olarak ¢ozdiiriildii. Vitamin D
Ol¢timii Cobas e 801 immunassay otoanalizoriinde elektrokemiliiminesans yontemiyle yapildi.
mTOR ve Telomeraz dlgiimleri enzim-bagli immunosorbent dl¢iim (ELISA) metoduyla

ve ticari kitlerde yer alan direktiflere gore serum numunesinde gerceklestirildi.
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3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. ELISA

Enzim immun Ol¢liim, enzimlerin Kkatalitik o6zelliklerinin = kullanildig1
immunokimyasal bir 6l¢iim yontemidir. En yaygin kullanilan yontem ise enzim-bagl
immunosorbent 6l¢iim (ELISA) teknigidir. Reaksiyon bilesenlerinden birinin kat1 faz
ylizeye baglanmasi sebebi ile bu yontem heterojen Ozellik gosterir. Kimyasal,
immunokimyasal veya nonspesifik adsorbsiyon seklinde olabilen bu baglanma ile serbest
isaretli reaktifin bagli olandan ayrilmasi kolaylasir. ELISA yontemi ile dl¢iilecek antijeni
iceren bir kalibratdr veya numune, kat1 fazdaki antikor ile baglanabilmesi i¢in bir siire
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra yikama islemi yapilir ve ilk asamada baglanmis olan
antikordan farkli bir antikor ortama eklenir. Bdylece, kat1 faz antikoru-antijen-enzim
bagli antikor sandvi¢ kompleksi olusur. Bagli halde olmayan antikor yikama iglemi ile
reaksiyon ortamindan uzaklastirilir ve enzimin substrati eklenir. Numunedeki veya
kalibratdrdeki antijen miktarinca olusan sandvi¢ kompleksin icerdigi enzim, ortama
eklenen substrati tirline doniistiiriir. Sonug olarak reaksiyon ortaminda elde edilen {iriin
miktari, 6l¢iilmek istenen antijen ile dogru orantili olur.

Telomeraz Olgiimii: Serum numunesinde telomeraz diizeyi 6l¢iimii igin ticari
ELISA kiti (Sun Red Biotechnology Company Human Telomeraz ELISA kit Katalog No:
201-12-0935, China) kullanilmistir. Serum, plazma ve diger ilgili viicut sivilarindaki
telomeraz 6l¢limii amaciyla tiretilen kitin standart egri araligi 0.5-150 1U/mL, duyarlilig
0.447 1IU/mL, galisma i¢i kesinlik CV degeri <%10, ¢alismalar aras1 kesinlik CV degeri
<%12’dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore calisan bu kitte Oncelikle, insan telomeraz
antikoru ile kaplanmig olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki telomeraz kat1 fazi

olusturan kuyucuklardaki antikorlarma baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen
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biyotinlenmis insan telomeraz antikoru numunedeki telomeraz ile baglanir. Daha sonra
Streptavidin-HRP  eklenir, biyotinlenmis telomeraz antikoruna baglanir ve
immunkompleks olusur. 37°C’de 60 dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama
islemi ile antikora baglanmamus serbest haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan
uzaklagtirilir. Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenir ve numunelerdeki telomeraz
konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde renk degisimi gerceklesir. 37°C’de 10
dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik karakterli ¢ozeltinin eklenmesi ile reaksiyon
durdurulur ve 450 nanometre (nm)’de absorbans 6l¢iimii gergeklestirilir.

Kitin igerisindeki direktifler dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek

serum numunesinde telomeraz analiz edilmistir:

1) Kitimiz ve numuneler oda sicakligina getirilerek hazirlandi.

2) Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.

3) Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 pL telomeraz antikoru eklendi.

4) Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarma 50 pL streptavidin-
HRP eklendi, kuyucuklarin iizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

5) Her bir kuyucukta 350 pL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa
yikama yapildi.

6) Kor, standart ve numune kuyucuklarina 50 uL. kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarin tizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda mavi renk olustu.

7) Her bir kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya
dontistiigii goriildii. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda
450 nm’de absorbans degerleri dl¢iildii.

Standart egrisinden yola ¢ikilarak numunelerin telomeraz konsantrasyonlari

IU/mL birimine gore belirlendi (Sekil 3.1).
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Abhsorbance

10 100

Concentration

4 Parameter (y = (A - D) /(1 + (x/C)"B) + D)
A=51706 B=-1.1178 C=70.0712 D=0.0216, R-Square = 0.9968

Sekil 3.1. Telomeraz standart kalibrasyon egrisi

mTOR Olg¢iimii: Serum numunesinde mTOR diizeyi 6l¢iimii igin ticari ELISA
kiti (Sun Red Biotechnology Company Human mTOR ELISA kit Katalog No: 201-12-
0442, China) kullanilmistir. Serum, plazma ve diger ilgili viicut sivilarindaki mTOR
Olclimii amaciyla lretilen kitin standart egri araligi 15-4200 ng/mL, duyarlilig1 14.332
ng/mL, ¢alisma i¢i kesinlik CV degeri <%9, ¢alismalar aras1 kesinlik CV degeri <%]11’dir.

Sandvi¢ ELISA prensibine gore ¢alisan bu kitte dncelikle, insan mTOR antikoru
ile kaplanmis olan kuyucuklara numune eklenir. Numunedeki mTOR kat1 faz1 olusturan
kuyucuklardaki antikorlarina baglanir. Inkiibasyonun ardindan eklenen biyotinlenmis
insan MTOR antikoru numunedeki mTOR ile baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenir, biyotinlenmis mTOR antikoruna baglanir ve immunkompleks olusur. 37°C’de 60
dakikalik inkiibasyondan sonra yapilan yikama islemi ile antikora baglanmamis serbest

haldeki Streptavidin-HRP deney ortamindan uzaklastirilir. Kromojen A ve B soliisyonlari
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eklenir ve numunelerdeki mTOR konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde renk
degisimi gergeklesir. 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda asidik karakterli
¢Ozeltinin eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve 450 nanometre (nm)’de absorbans
Olctimii gergeklestirilir.

Kitin igerisindeki direktifler dogrultusunda asagidaki basamaklar takip edilerek

serum numunesinde mTOR analiz edilmistir:

1) Kitimiz ve numuneler oda sicakligina getirilerek hazirlandu.

2) Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.

3) Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 pnL. mTOR antikoru eklendi.

4) Kor haricindeki tiim standart ve numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-
HRP eklendi, kuyucuklarin iizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

5) Her bir kuyucukta 350 pL yikama soliisyonu 1-2 dk kadar bekletilerek bes defa
yikama yapildi.

6) Kor, standart ve numune kuyucuklarina 50 uL kromojen A ve B soliisyonlari
eklendi. Kuyucuklarin iizeri kapatilarak 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda mavi renk olustu.

7) Her bir kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi, mavi rengin sariya
doniistiigli gortildii. BIO-TEK PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda
450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Standart egrisinden yola ¢ikilarak numunelerin mTOR konsantrasyonlar: ng/mL

birimine gore belirlenmistir (Sekil 3.2).
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A=41102 B=-1.2731 C=1336.8956 D=0.0161, R-Square = 0.9998

Sekil 3.2. mTor standart kalibrasyon egrisi

3.3.2. Biyokimyasal Olgiimler

D Vitamini Olgiimii: Bu galisma hizmet satin alimi ile Atatiirk Universitesi T1p
Fakdiltesi Biyokimya Laboratuar’inda yapilmistir. Calisma ve kontrol grubu serumlarinda
25 hidroksi D vitamininin kantitatif tayini icin ROCHE- Elecsyscobas e 801 otoanalizorii
ve Cobas Elecsys Vitamin D total Il ticari kitleri kullanilmistir. Elecsys Vitamin D total
Il testinde, vitamin D baglayict protein rutenyum kompleksi ile isaretlenerek, 25-
hidroksiergokalsiferol ve 25 hidroksikolekalsiferol baglamak amaciyla yakalama proteini
olarak kullanilmaktadir. Spesifik monoklonal antikorla, 24,25(0OH)2 D3 ile gapraz
reaktivite bloke edilir. Testin siiresi toplam 27 dakikadir. Numunelerin 25 hidroksi D

vitamini konsantrasyonlar1 ng/mL birimine gore belirlenmistir.

PSA Olgiimii: PSA &lgiimii Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya

laboratuvarinda Access Prostate specific antigen kiti kullanilarak DXI800 (Beckman
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Coulter Diagnostics, Brea, CA, USA) analizorlerinde Ol¢iilmiistiir. Numunelerin PSA
konsantrasyonlar1 ng/mL birimine gore belirlenmistir.

3.4. istatistiksel Analizler

Calisma kapsaminda istatistiksel analizler icin SPSS 22 programi kullanilmustir.
Numerik degiskenler ortalama, standart sapma ve medyan (minumum, maksimum),
kategorik degiskenler ise say1 ve yiizdeler seklinde sunuldu. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile arastirildi. Normal dagilan degiskenlerin
gruplar arast mukayese edilmelerinde student t ve one way Anova testi kullanildi, gruplar
arasindaki farkliligin 6nemlilik derecesi post hoc Bonferroni testi ile belirlendi. Normal
dagilima uymayan parametrelerin gruplar arasindaki karsilastirmalarinda Kruskall-
Wallis testi uygulandi. Ikili karsilagtirmalar Mann Whitney U testi ile yapildi. Olgiim
parametreleri arasindaki iliskilerin degerlendirilmesinde Spearman korelasyon
analizinden yararlanildi. Parametrelerin duyarlilik, 6zgiilliik, ve cut off degerini
hesaplamak i¢in belli bir yontemin 6ngérii gliciiniin ifadesi olan ROC egrisi (Receiver
Operating Characteristic) kullanildi. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi p<0.05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

01.04.2022-01.04.2023 tarihleri arasinda TRUS esliginde prostat biyopsisi
sonucuna gore ilk kez tani alan ve daha 6nce tedavi gérmemis 50 prostat kanserli hasta
ile yine hastalarla ayn1 demografik 6zelliklere sahip 50 saglikli birey kontrol grubu olarak
caligmaya alindi. Prostat kanserli hastalarin yas ortalamasi 69.64+6.23 iken kontrol
grubunun yas ortalamasi 71+7.54 idi. Gruplarin yaslar1 birbirine yakindi (p=0.49).

Prostat kanserli hastalarin mTOR diizeyleri 867.20 ng/mL (203.11, 4409.38) iken
kontrol grubunun mTOR diizeyleri 556.83 ng/mL (357.62, 1455.89) idi. Hasta grubunun

mTOR diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti

(p<0.001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Prostat kanserli hastalar ile kontrol grubu mTOR diizeyleri
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Prostat kanserli hastalarin telomeraz diizeyleri 27.58 IU/mL (13.27, 105.75) iken

kontrol grubunun Telomeraz diizeyleri 18.31 IU/mL (6.24, 91.85) idi. Hasta grubunun

Telomeraz

diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksekti (p=0.011) (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. Prostat kanserli hastalar ile kontrol grubu Telomeraz diizeyleri

Gruplar

Prostat kanserli hastalarin D vitamini diizeyleri 12.53 ng/mL (6, 48) iken kontrol

grubunun D vitamin diizeyleri 52 ng/mL (40,73) idi. Hasta grubunun D vitamin diizeyleri

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<<0.001) (Sekil

4.3)
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Sekil 4.3. Prostat kanserli hastalar ile kontrol grubu D vitamini diizeyleri

Hastalar patolojik ve klinik bulgularina gore lokalize (T1a-T2b), lokal ileri (T3a-
T4) ve metastatik (Tx, N+, M+) evre prostat kanseri olarak {i¢ guruba ayrildi. Hastalarin
26’s1 lokalize evre, 14’1 lokal ileri evre ve 10°u metastatik evre idi. Lokalize evre alt
grubunda yer alan hastalarin yas ortalamasi 65.42+5.51, lokal ileri evredekilerin yas
ortalamas1 72+5.26 ve metastatik evrede yer alan hastalarin yas ortalamas1 73.8+4.92 idi.
Lokalize evrede yer alan hastalarin yas ortalamasi, lokal ileri ve metastatik evredeki
hastalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p=0.002, p<0.001
sirasiyla). Lokal ileri evre ve metastatik evrede yer alan hastalarin yas ortalamasi ise
birbirine yakind1 (p=1.0).

Evrelerine gore 3 alt gruba ayrilan prostat kanserli hastalarin mTOR, Telomeraz,

D vitamini ve PSA diizeyleri tablo 4.1 de verilmistir. Hastalarin evreleri arttik¢a serum
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mTOR, Telomeraz ve PSA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede artmaktaydi, D

vitamini diizeyi ise anlaml1 derecede azalmaktaydi (p<0.001 hepsi i¢in).

Tablo 4.1. Hastaligin evrelerine gore serum mTOR, Telomeraz, D vitamini ve PSA
diizeyleri

Lokalize Lokal ileri Metastatik P
mTOR 575.00 1442.48 2325.05 P<0.001*
(ng/mL) (203.11,875.09)  (891.06, 1657.11) (1783.26,4409.38)

Telomeraz 19.21 43.14 75.09 P<0.001*

(IU/mL) (13.27, 28.15) (30.25, 59.86) (60.57, 105.75)

D vitamini 18.27 10.18 7.32 P<0.001*

(ng/mL) (12,48) (9, 12) (6,8)

PSA (ng/mL) 12.95 28.3 609.19 P<0.001*
(3.45, 30.18) (16.25, 41.69) (345.28, 1156.18)

Sonuglar medyan (minumum, maksimum) olarak verilmistir. *p: Tiim gruplarin ikili karsilastirilmasi.

Prostat kanserli hastalar Gleason grade agisindan gruplara ayrildi. Gleason grade
2 olan grupta 10 hasta, Gleason grade 3 olan grupta 19 hasta, Gleason grade 4 olan grupta
13 hasta, Gleason grade 5 olan grupta 8 hasta bulunuyordu. Gleason grade 1’de yer alan
hastamiz bulunmamaktaydi. Grade derecesine gore 5 alt gruba ayrilan prostat kanserli
hastalarin mTOR, Telomeraz, D vitamini ve PSA diizeyleri tablo 4.2 de verilmistir.
Hastalarin grade derecesi arttikca serum mTOR, Telomeraz ve PSA diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli derecede artmaktaydi, D vitamini diizeyi ise anlamli derecede

azalmaktaydi (p<0.001 hepsi i¢in).
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Tablo 4.2. Hastaligin Gleason grade derecesine gore serum mTOR, Telomeraz, D
vitamini ve PSA diizeyleri

Grade 2 Grade 3 Grade 4 Grade 5 P
mTOR 488.15 658.34 1609.36 2975.05 P<0.001*
(ng/mL) (203.11, (547.59, (1042.7, 1862.67)  (2107.22,
541.89) 987.29) 4409.38)
Telomeraz 15.64 22.08 46.54 75.53 P<0.001*
(IU/mL) (13.27,17.24) (17.64, (36.99, 63.21) (69.05,
31.67) 105.75)
D 25.12 15.7 9.56 7.13 P<0.001*
vitamini (20,48) (12.20) (8,12) (6,8)
(ng/mL)
PSA 9.31 17.72 32.28 661.92 P<0.001*
(ng/mL) (3.45, 11.28) (11.92, (22.69, 358.49) (462.23,
30.18) 1156.18)

Sonuclar medyan (minumum, maksimum) olarak verilmistir. *p: Tiim gruplarin ikili karsilastirilmasi.

Serum mTOR, Telomeraz ve D vitamini diizeylerine ait ROC egrisi sekil 4.4 ve
sekil 4.5 de gosterilmistir. Serum mTOR diizeyleri i¢in Cut off degeri 608.09 ng/mL
alindiginda prostat kanserli vakalar1 saglikli bireylerden ayirt etmede duyarliligi %82,
ozgiilliigii %73 olarak bulundu (Egrinin altinda kalan (AUC)=0.897, p<0.001). Serum
Telomeraz diizeyleri i¢in Cut off degeri 21.49 IU/mL alindiginda prostat kanserli vakalari
saglikli bireylerden ayirt etmede duyarliligl %80, 6zgiilliigli %63 olarak bulundu (Egrinin
altinda kalan (AUC)=0.748, p<0.001). Serum D vitamini diizeyleri i¢in Cut off degeri
41.5 ng/mL alindiginda prostat kanserli vakalari saglikli bireylerden ayirt etmede
duyarliligt %78, 6zgilligl %82 olarak bulundu (Egrinin altinda kalan (AUC)=0.843,

p<0.001).

33



Sensitivity

ROC Curve

1,0

0,44

0,27

|

0,0

I I
0,0 0,2 0,4 0,6

1 - Specificity

0,3

Source of the
Curve

==mTOR (ngimL)
— Telomeraz (IL/mL)

Reference Line

Sekil 4.4. Serum mTOR ve Telomeraz diizeylerine ait ROC egrisi

34



ROC Curve

1,0

I—I
08—
0,64
E 1
=
=
]
| =
a
0 0,4
0,24
0,0 T T T T
oo 02 04 06 0.8 10

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Sekil 4.5. Serum D vitamini diizeylerine ait ROC egrisi

Hastalarin PSA diizeyleri ile mTOR ve Telomeraz diizeyleri arasinda pozitif
yonde anlamli ve giiclii bir korelasyon vardi (r=0.908 ve r=0.836 sirasiyla, p<0.001 her
ikisi i¢in). PSA diizeyleri ile D vitamini diizeyleri arasinda negatif yonde anlamli ve giiclii

bir korelasyon vardi (r= -0.861, p<0.001).
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5. TARTISMA

Genellikle genetik mutasyonlar, ¢evresel etkenler veya bir kombinasyonu sonucu
normal hiicrelerin anormal bir sekilde biiyliyiip cogalmasiyla baglar. Kontrolsiiz hiicre
bliylimesi, tiimor olusumuna ve kanserin baslangicina yol agar. Sung ve ark. (2021)
tarafindan belirtildigi gibi, kanser diinya genelinde ciddi bir saglik sorunudur ve bu
alandaki arastirmalar, hastaligin 6nlenmesi, erken teshisi ve tedavisi konusunda énemli
ilerlemelere yol agabilir. Kanserle miicadeledeki bu ¢abalar, tip ve bilim alaninda siirekli
olarak gelisen ve evrilen bir alandir. Calismada, glinlimiizde goriilme siklig1 artan prostat
kanserli hastalarda mTOR, telomeraz ve D vitamini seviyelerinin belirlenmesi ve
hastaligin evresi ile iligkilendirilmesi amaglanmistir.

MTOR, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ile iliskili bir serin/treonin kinaz ailesine
ait bir enzimdir. Bu enzim, hiicre biiyiimesi, metabolizma ve proliferasyon gibi ¢esitli
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve hiicresel homeostazin korunmasinda kritik
bir rol oynamaktadir. Kanserdeki 6nemli sinyal yollarindan biri, (PI3K)/AKT kinaz sinyal
iletim yoludur, ve bu yolak genellikle kanser gelisimiyle iliskilendirilmistir (Ozcan ve
Dikmen, 2015).

Rapamisin adli mTOR inhibitériine yonelik bircok kanser tiiriinde yapilan
caligmalar, rapamisin'in kanser kok hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engelleme
potansiyeline isaret etmektedir (Yang ve ark., 2008; Matsubara ve ark., 2013; Xie ve ark.,
2016; Carrasco-Garcia ve ark., 2016; Su ve ark., 2016). PI3K/AKT yolagi Rapamisin'in
aktive ettigi onemli bir yolaktir. Yapilan ¢aligmalar, 6zellikle Sorafenib’in  PI3K/Akt
yolagin1 aktive ederken, ayni anda Raf/(MAPK) yolagini inhibe ettigini ve Akt
proteininin hedef proteinlerinden olan S6K ve 4EBP1'nin fosforilasyonunu artirdigini
ortaya koymustur (Chen ve ark., 2011). Elde edilen bulgular, iki sinyal yolagmin

birbirleriyle baglantili oldugunu ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin, aktivasyonu
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engellenen yolagi kompanse ettigini gostermistir. Bir calismada, DU-145 prostat kanseri
hiicreleri non-KKH (kemoterapiye kars1 direncli) ile karsilastirildiginda, DU-145 KKH
hiicrelerinde mTOR ve MLSTS8 proteinlerinin floresan diizeyinde bir yiikselme
belirlenmistir. Bu durum, prostat kanseri kok hiicrelerinde mTOR ve MLSTS8
proteinlerinin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gostermektedir
(Binal, 2018). Baska bir calismada ise, mTOR kompleksleri i¢erisinde yer alan mLST8'in
timor ilerlemesindeki rolii incelenmistir. Bazi kanser dokularinda ve hiicrelerinde
mLST8 bileseninin up regiile edildigi ve bu durumun AKT'nin aktive olmasini ve 4E-
BP1'in fosforilasyonunu artirdig belirtilmistir. Ozellikle kolon kanser dokusunda mLST8
transkriptlerinin diizeyleri artmistir. Ancak, ilgin¢ bir sekilde, ayn1 ¢alismada prostat
kanser dokusu ile saglikli hiicrelerde mLST8 transkriptlerinin ekspresyonuna Western
blot metodu ile bakilmis ve anlamli bir fark tespit edilmemistir (Kakumoto ve ark., 2015).
Bu bulgular, prostat kanseri kok hiicrelerinde mTOR ve MLSTS proteinlerinin artiginin,
kanser gelisiminde rol oynayabilecegini ve bu proteinlerin diizenlenmesinin kanser
tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, farkli kanser
tiirlerinde bu proteinlerin rolii ve diizenlenmesi lizerine yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglar arasinda gesitlilik bulunmaktadir, bu da kanser biyolojisinin karmasikligini akla
getirmektedir. Atalay ve Kahraman'mm (2017), karaciger kanseri hiicre hatlari tizerinde
yiiriittiigii arastirmada, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibitorlerinin kanser kok hiicre
popiilasyonlari tizerindeki etkileri in vitro ve in vivo yontemlerle degerlendirilmistir. Elde
edilen verilere gore, karaciger kanserine ait kok hiicrelerdeki oranlar, mTOR’u inhibe
eden Rapamisin tedavisi sonrasinda belirgin bir sekilde azalmis ve bu hiicreler kok hiicre
Ozelliklerini kaybetmistir. Biz de calismamizda prostat kanserli hastalarda mTOR
diizeylerini sagliklilara kiyasla yiiksek bulduk. Hastaligin evresi yiikseldikge mTOR

diizeylerinde anlamli artis tespit ettik. Ayrica Gleason grade gruplamasina gore de
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hastaligin grade diizeyi artttkca mTOR diizeyi de anlamli derecede artmaktaydi.
Hastalarin PSA diizeyleri ile mTOR diizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli ve giiglii bir
korelasyon vardi.

Kanser hiicrelerinin yaklasik %85-90'inda, Hayflick sinir diizeyini agmak i¢in
telomeraz ifade edilir (Zinn ve ark., 2007). Kyo ve ekibi (1997), yaptiklar1 ¢alismada,
endometrium (rahim i¢ tabakasi) iizerinde telomeraz aktivitesi ile hiicre ¢ogalma
kapasitesi arasinda bir iliski oldugunu ve insan telomeraz (hTERT) ekspresyonunun
menstriiel fazlar boyunca degisiklik gdsterdigini tespit etmislerdir. Buna gore, telomeraz
aktivitesinin postmenopozal kadinlarda goriilen endometrial kanserinin erken tanisinda
potansiyel bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi one siirlilmiistiir. Ayrica, Akbay ve ekibi
(2008) tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, meme kanseri olusumu ile telomer
kisalmasi1 arasinda bir iliskinin oldugu gosterilmistir. Bu bulgu, telomer kisalmasinin
meme kanseri gelisiminde etkili bir belirleyici olabilecegini diisiindiirmektedir. Her iki
calisma da, telomeraz aktivitesi ve telomer kisalmasinin kanserle iliskilendirilebilecek
onemli faktorler oldugunu ve bu faktorlerin kanser tamisinda Onemli bir rol
oynayabilecegini 6ne siirmektedir. De Marzo ve ark. (2003) yapmis oldugu calismada,
prostat kanserinde yiiksek telomeraz ekspresyonu ve kisa telomer uzunlugu saptanmistir
(De Marzo ve ark., 2003). Cesitli ¢alismalarda, akciger kanserli hastalarda TERT
ekspresyonunun belirgin = bir sekilde yiikksek oldugu vurgulanmistir. TERT
ekspresyonundaki bu artisin, myc ve Wnt sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve hiicre
proliferasyonu ile iligkilendigi bilinmektedir (Choi ve ark., 2008). Yapilan bir in vivo
calismada (137 kanser ve 137 saglikli birey), TERT'In down regiilasyonunun telomeraz
aktivitesinin azalmasina ve apoptozun tetiklenmesine neden oldugu gosterilmistir (Xie ve
ark., 2013). Wentzensen ve ark. (2011), telomer kisalmasi ile kanser riskinin arttigini

belirtmislerdir. Primer akciger kanserinde TERT ekspresyonunun yiiksek oldugu ve bu
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durumun hiicre proliferasyonunu tetikledigi gosterilmistir (Lundberg ve ark., 2002). Bazi
kanserlerde kisa telomer uzunluklarinin, organ yetmezliklerine neden oldugu ve yaklasik
mortalitenin %90'mmdan sorumlu oldugu ifade edilmistir (Dokal, 2000). Beyin tiimorleri
lizerine yapilan bir calismada, Nakatani ve ark. (1997), normal beyin dokusunda
telomeraz aktivitesi saptanamazken, habis tiimorlerde %81, metastatik tiimorlerde ise
%100 aktivite gozlemlenmistir. Telomeraz aktivitesi pozitif olan hastalarin takibinde,
negatif olanlara gore daha az yasam siirelerinin olmasi telomeraz aktivitesinin beyin
tiimdrlerinin tan1 ve takibinde kullanilabilecegini desteklemektedir. Meme kanseri ile
ilgili yapilan ¢alismalarda, Bednarek ve arkadaslar1 (1997), meme kanserli olgularin
%095'inde, fibroadenomlarin ise %?20'sinde telomeraz aktivitesi bulundugunu
belirlemislerdir. Bu sonuglar, meme kanseri tanisinda telomeraz aktivitesinin potansiyel
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Mesane kanseri tanisi almig
hastalarda yapilan bir ¢alismada, hiicre ekstraktlarindaki telomeraz aktivitesi “telomer
tekrar1 ¢gogalma protokolii” (TRAP) kullanilarak 6l¢iilmistiir ve telomeraz aktivitesinin
hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Baska bir ¢alismada ise, telomeraz aktivitesinin mesane kanseri teshisi konulmasinda ve
tedaviye verilen yanitin takip edilmesinde yardimci olabilecegi belirtilmistir
(Bayramoglu, 2006).

Yokota ve ekibi (1998) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, kanserli bireylerin
idrar 6rneklerinde telomeraz aktivitesinin, saglikli bireylere kiyasla daha yiiksek seviyede
oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismanin sonuclarina gore, telomeraz aktivitesinin
belirlenmesi sayesinde mesane kanserinin erken asamalarda teshis edilebilecegi ve erken
evre mesane kanserlerinin dahi tanimlanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Telomeraz
aktivitesinin, mesane kanserinin tanisinda kullanigh, hassas ve spesifik bir belirte¢

olabilecegi sonucuna varilmistir (Kim ve ark., 1994; Kinoshita ve ark., 1997; Yoshida ve
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ark., 1997; Ohyashiki ve ark., 1998; Yokota ve ark., 1998; Ramakumar ve ark., 1999).
Prostat kanserinde yapilan bir ¢aligmada ise Orneklerin %90’ninda telomeraz pozitif
olarak ve normal dokularda ise telomeraz negatif olarak saptanmistir (Lin ve ark., 1997).
Akciger kanserinde ise TERC geninde genomik amplifikasyonlar1 belirlenmis ve bu
durum kanser gelisimiyle bagdastirilmistir (Beroukhim ve ark., 2010; Pelosi ve ark.,
2007). Bununla birlikte TERT polimorfizmlerinin akciger, prostat, serviks ve pankreas
kanseri gelisme riskini arttirdigi saptanmistir (Pooley ve ark., 2010). Bunlar disinda
telomer uzunlugu, yas ve kanser gelisimi arasinda bir korelasyon da olabilecegi
belirtilmektedir. Ters transkriptaz enzimi proteini ekspresyonunun normal hiicrelerde
diisiik seviyede oldugu gosterilmistir. Fakat germ hiicrelerindeki insan tiimorlerinin
%90°ninda yiiksek seviyede oldugu ve telomeraz aktivitesinin arttid1 rapor edilmistir
(Lantuejoul ve ark., 2007). Biz de ¢alismamizda prostat kanserli hastalarda telomeraz
diizeylerini sagliklilara kiyasla yiiksek bulduk. Hastaligin evresi ylikseldikce telomeraz
diizeylerinde anlamli artis tespit ettik. Ayrica Gleason grade gruplamasina gore de
hastaligin grade diizeyi arttik¢a telomeraz diizeyi de anlamli derecede artmaktaydi.
Hastalarin PSA diizeyleri ile telomeraz diizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli ve giiglii
bir korelasyon vardi.

Epidemiyolojik ve klinik veriler, vitamin D'nin yetersiz veya diisiik serum
seviyeleri ile birden fazla kanserin gelisme riski arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu
one siirmektedir (Wu ark., 2019). Colston ve ark. (1981) aktif vitamin D'nin timor
hiicreleri tizerindeki inhibe edici etkilerine dair ilk kanitlar1 sunmustur. Garland ve
Garland (2006), Amerika Birlesik Devletleri'nde kolon kanserinden kaynaklanan
Oliimlerin cografi dagilimini incelediklerinde, kolon kanserinin vitamin D eksikligi ile
iliskili oldugunu one siirmiislerdir. Olim oranlarinin, biiyiik sehirler veya yiiksek

enlemlerde oldugu gibi dogal 15181n diisiik oldugu bolgelerde daha yiiksek oldugunu
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bildirmislerdir. Siire¢ igerisinde bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma gergeklestirilmis ve D
vitaminin antikanser 6zellikleri bildirilmistir (Wang ve ark., 2012; Fleet ve ark., 2012;
Wang ve ark., 2012; Haussler ve ark., 2013; Feldman ve ark., 2014; O’Brien ve ark.,
2017; Vaughan-Shawve ark., 2017; Jeon ve Shin, 2018). Kanser énleme ve tedavisindeki
vitamin D'nin faydali etkilerinin epidemiyolojik ve 6n klinik ¢alismalarda gézlemlenmesi
nedeniyle, bu antikanser etkilerini agiklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar 6nerilmistir. Artan
veriler, vitamin D'nin tiim tiimdr olusum siirecini, baglangigtan metastaza ve hiicre-cevre
etkilesimlerine kadar diizenleyebilecegini one siirmektedir (Giammanco ve ark., 2015).
Bu mekanizmalar, proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve epitelyal-mesenkimal gegis
(EMT) gibi hiicre davraniglarinin diizenlenmesini ve ayn1i zamanda anjiyogenez,
antioksidanlar, iltthap ve bagisiklik sistemi gibi hiicre-gevre etkilesimlerinin
modiilasyonunu igerir. Biz de calismamizda prostat kanserli hastalarda D vitamini
diizeylerini sagliklilara kiyasla diisiik bulduk. Hastaligin evresi yiikseldik¢e D vitamini
diizeylerinde anlamli diisiikliik tespit ettik. Ayrica Gleason grade gruplamasina gore de
hastaligin grade diizeyi arttik¢a D vitamini diizeyi de anlamli derecede azalmaktaydi.
Hastalarin PSA diizeyleri ile D vitamini diizeyleri arasinda negatif yonde anlamli ve giiglii

bir korelasyon vardi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada;

Hasta grubunun mTOR diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.001).

Hasta grubunun telomeraz diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0.011).

Hasta grubunun D vitamin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir (p<0.001).

Hastaligin evresi yiikseldikge serum mTOR, telomeraz ve PSA diizeyleri anlamli
bir artig gosterirken, D vitamini diizeyinde ise anlamli derecede azalma belirlenmistir
(p<0.001 hepsi igin).

Prostat kanserli hastalar Gleason grade agisindan gruplandirildiginda, Gleason
grade derecesi arttikga serum mTOR, telomeraz ve PSA diizeylerinin anlamli derecede
artt1g1, D vitamini diizeyinin ise anlamli derecede azaldig1 tespit edilmistir (p<0.001 hepsi
i¢in).

Serum mTOR diizeyleri i¢in Cut off degeri 608.09 ng/mL alindiginda prostat
kanserli vakalar1 saglikl1 bireylerden ayirt etmede duyarliligt %82, 6zgiilliigli %73 olarak
bulunmustur.

Telomeraz diizeyleri i¢in Cut off degeri 21.49 IU/mL alindiginda prostat kanserli
vakalart saglikli bireylerden ayirt etmede duyarliligi %80, 6zgiilligii %63 olarak
bulunmustur.

Serum D vitamini diizeyleri i¢in Cut off degeri 41.5 ng/mL alindiginda prostat
kanserli vakalar1 saglikli bireylerden ayirt etmede duyarliligt %78, 6zgiilliigii %82 olarak

bulunmustur.
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Hastalarin PSA diizeyleri ile mTOR ve telomeraz diizeyleri arasinda pozitif yonde
anlamli ve gii¢lii; D vitamini diizeyleri ile arasinda ise negatif yonde anlamli ve giiglii bir
korelasyon tespit edilmistir.

Bulgularimiz mTOR, telomeraz ve D vitamini diizeyinin prostat kanserinde,
ilerlemis hastaligin belirteci olmaya aday oldugunu gostermektedir. Ancak bu
belirteglerin diizeyinin prostat kanserli hastalarin teshis, evre tayini ve prognozu

degerlendirmede dnemini ortaya koymak i¢in yeni ¢calismalara ihtiya¢ vardir.
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EKLER

EK-1. ETiK BILDIiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETIK BiLDIRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU!

Ogrencinin Adi ve Soyadi Bayram ALKAN
Ogrencinin Numarasi 20023901002
Ana Bilim Dal Tibbi Biyokimya
Ogrencinin Kayitlt Oldugu Program Doktora

Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlar1 asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde

dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Orani Maksimum Benzerlik Oranlan
I. Giris % 3 % 15
I1. Genel Bilgiler % 16 % 35
ITI. Materyal ve Metod % 14 % 35
IV. Bulgular %9 %15
V. Tartisma % 20 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikier ile Bashk, Kaynak¢a, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlar:
tarama digi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yanmnda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarimin %5 'den biiyiik olmamas: gerekir.

Tez Yazar (6§renci) Tez Damismam

Bayram ALKAN Dog.Dr. Esra LALOGLU
20.12.2028 20.12.2023

imza: imza:

! Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali. ¢iktis1 imzalanip Tez Savunmas: Jari Oneri Formu'yla birlikte Ana Bilim Dal Baskanhi@ aracihgiyla
UBYS iizerinden Enstitilye iletilmelidir.




EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETiK KURULU

Boliimii : Dekanlik

Servisi : Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Say1 : B.30.2.ATA.0.01.00/32 &
Konu : Etik Kurul Karari

31.03.2022

Saym: Dr. Ogr. Uyesi Esra LALOGLU
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal
Ogretim Uyesi

Degerlendirilmek iizere Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'na bagvuruda bulundugunuz

“Prostat Kanserli Hastalarda MTOR,Telomeraz ve D Vitamini Seviyelerinin
Belirlenmesi” isimli bilimsel tez ¢alismasina ait Kurul Karar: ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
Prof.Dr.Mustafa GUL
Etik Kurul Baskam

Eki r
1 Adet Etik Kurul Karari

Sorumlu Al_'_a§ﬁr}_rlac1 3 _
1. Dr. Ogr. Uyesi Esra LALOGLU

Yardimcr Arastirmaci
1. Dog. Dr. Hilal KIZILTUNC OZMEN
2. Dr. Bayram ALKAN
3. Prof. Dr. Ahmet KIZILTUNC
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ATATURK UNIVERSITESI TIP

FAKULTESI KLINiK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU g
KARAR
- ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
CF§ § o ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1
==
= § = TELEFON +90 442234 65 11
=
= & FAKS +90 442 236 09 68
E-POSTA atatipetikkurul@gmail.com

SORUMLU A I o - ¥ ~
Ul?wliNl /EDIZ%?ASTACI Dr. Ogr. Uyesi Esra LALOGLU

ARASTIRMACININ ACIK ADI

Prostat Kanserli Hastalarda MTOR,Telomeraz ve D Vitamini
Seviyelerinin Belirlenmesi

Toplanti Sayisi: 3 Karar No: 76

Tarih:31.03.2022

KARAR
BILGILERI

Yukarida bilgileri verilen basvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin/galigmanin gerekge, amag, yaklasim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve caligmanin biitgesinin BAP tarafindan karsilanmasi kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik a¢idan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yéonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/cahsmalar icin Tiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.
Arastirmaciya ¢alismalarinda bagarilar dileriz.
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