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ONSOZ

Prostat kanseri (PCa), erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirii olup,
diinya capinda erkek sagligini etkileyen 6nemli bir hastaliktir. Prostat kanseri uzun
vadede herhangi bir semptom gostermeden ilerleyebilmektedir. Giiniimiizde prostat
kanserini tespit etmede prostat dokusundan alman biyopsi drneginin analizi, prostat
spesifik antijen (PSA) testi, dijital rektal muayene (TRUS), manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) veya saglik taramasi yOntemleri kullanilmaktadir ve tedavi
secenekleri arasinda kemoterapi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi, cerrahi ve
kriyoterapi yer almaktadir. Bu tedavi yontemleri kanser hiicrelerinin yaninda saglikli
hiicreleri de beraberinde yok etmektedir. Bu nedenle tiimor gelisimini engellemek ve
daha az toksik etkileri bulunan yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Toll
benzeri reseptorler (TLR'ler), konak bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynayan iyi
bilinen bir desen tanima reseptdrleri olup, son calismalar, TLR'ler ve kanser arasinda
iligkiler oldugunu gostermektedir; ancak, TLR'lerin prostat kanserindeki islevi ve
biyolojik 6nemi tam olarak aydmlatilmamistir. Calismamizda bagisiklikta ve tiimor
gelisiminde 6nemli etkileri oldugu diisiiniilen TLR-3 ve TLR-9’un PCa ekspresyonu,
apoptozla ve tiimor gelisimiyle iliskisi immunohistokimyasal ve immunofloresan
metotlarla incelenerek TLR’lerin PCa; prognostik prognozu belirlemede biyobelirteg
ve tedavi secenegi olarak kullanilip kullanilmayacagi konusunda fikir sahibi
olunmasi amac¢lanmistir. Bu veriler disinda daha Once prostat kanseri olgularinda;
apoptoz ve TLR-3 ve TLR-9’un hem immunohistokimyasal hem de immunofloresan
olarak degerlendirildigi baska bir c¢alismaya rastlanilmamis olup, yapilan bu
calismanin apoptoz ve TLR’ler arasindaki iliskiyi aciklamaya yonelik diger

calismalara 151k tutacagi ve literatiire 6nemli katkilar sunacagi kanaatindeyiz.
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OZET

Prostat kanseri erkeklerde goriilen kanser vakalarinin en Onemlilerinden
biridir. TLR’ler ise makrofajlar ve dendritik hiicreler ile bazi tiimor hiicrelerinde
bulunan reseptorler olup, viicuda yabanci her tiirlii etkeni taniyip, proinflamatuar
dogal immiin cevaplar1 uyararak konak savunmasini saglayan ayni zamanda timor
patogenezinde rol oynadigi diisiliniilen transmembran proteinleridir. Yapilan bu tez
calismasinda insan prostat kanseri hiicre hatti (LNCaP) verilerek olusturulan
deneysel prostat kanseri modelinde tiimor gelisiminde Onemli rolleri oldugu
diistiniilen TLR-3 ve TLR-9’un ekspresyonlari, tiimor gelisimindeki rolleri ve
apoptozla iligkisi immunohistokimyasal ve immunofloresan yontemler kullanilarak
aciklanmasi1 amaglanmistir. Caligmada 24 adet 6-8 haftalik erkek atimik niide fareler
denek olarak kullanildi. Deney hayvanlari; kontrol, 3 haftalik timdor grubu, 5 haftalik
timor grubu ve 7 haftalik tiimor grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi ve timor
gruplarina 2x107°6 Androjen bagimli LNCaP prostat kanseri hiicre hatt1 ortotopik
yolla enjekte edilerek deneysel prostat kanseri modeli olusturuldu. Deney siiresi
dolan gruplardan alman dokular ilk olarak makroskobik yonden incelendi ve timor
gelisimi arttikca dokularin boyutlarinda artis sekillendigi, kanama ve nekrozun timor
yiizeyini kapladig tespit edildi. En son sakrifiye edilen 7 haftalik gruptaki deneklerin
3’linde iliak lenf diigiimlerinde metastaz sekillendigi goézlemlendi. Yapilan
histopatolojik incelemelerde tiimor hiicrelerinin, yuvarlak-oval ¢ekirdekli, belirgin
niikleoluslu, eozinofilik sitoplazmali, solid yapi olusturduklari, tiimor ilerlemesi
arttikca tiimoral dokunun i¢inde komedonekroz alanlarmin sekillendigi ve mitotik
aktivitenin de arttif1 gézlemlendi. Mitotik indeks hesaplamalarinda 3 haftalik ve 7
haftalik gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli fark oldugu (p<0,05), bunun
yaninda 3 haftalik ile 5 haftalik ve 5 haftalik ile 7 haftalik gruplara arasinda sayisal
olarak mitozda artis sekillenmesine ragmen istatistiki olarak anlamli fark tespit
edilmedigi (p>0,05) saptandi. Yapilan IHC ve IF boyamalar1 sonucunda TLR-3,
TLR-9, Bcl-2, PCNA, VEGF, TGF-B ve FGF ekspresyonlarmin tiimor ilerlemesine
paralel bir artig gdsterdigi ve aralarinda pozitif bir korelasyon oldugu, Bax ile TLR-3,
TLR-9 ve Bcl-2 arasinda negatif bir korelasyon oldugu tespit edildi.

Elde edilen wveriler sonucunda prostat kanserinde TLR-3 ve TLR-9



VI

aktivasyonunun, tiimor hiicrelerinde apoptozu inhibe ederek hiicre sagkalimini
artirabileceklerini ve bu mekanizmanin timor ilerlemesini destekledigi kanaatine
vartlmigtir. Bunun disinda anti-TLR-3 ve anti-TLR-9 uygulamalarinin prostat
kanserinde yeni terapdtik ajanlar olarak kullanilabilecegini ve prognozu belirlemede
biyobelirteg olarak tercih edilebileceklerini gdzlemledik. Bunun yaninda prostat
kanseri olgularinda; apoptoz ve TLR-3 ve TLR-9’un hem immunohistokimyasal hem
de immunofloresan yontem kullanilarak degerlendirildigi ilk c¢alisma olmasi
acisindan apoptoz ve TLR’ler arasindaki iliskiyi agiklamaya ¢alisan diger ¢caligmalara

151k tutacagi ve literatiire onemli katkilar sunacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Sézciikler: Apoptoz, Immunofloresan, immunohistokimya, Prostat

kanseri, Toll like reseptorler,
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SUMMARY

Prostate cancer is one of the most important cancer cases seen in men. TLRs
are receptors found on macrophages, dendritic cells and some tumor cells. They are
transmembrane proteins that recognize all kinds of foreign agents in the body and
stimulate proinflammatory natural immune responses, providing host defense in
mammals, and are also thought to play a role in tumor pathogenesis. In this thesis
study, it was aimed to explain the expressions of TLR-3 and TLR-9, which are
thought to have important roles in tumor development, in prostate cancer, their roles
in tumor development and their relationship with apoptosis using
immunohistochemical and immunofluorescence methods in an experimental prostate
cancer model created by giving human prostate cancer cell line (LNCaP). 24 6-8
week old male athymic nude mice were used as subjects in the study. Experimental
animals; The patients were divided into 4 groups as control, 3-week tumor group, 5-
week tumor group and 7-week tumor group and an experimental prostate cancer
model was created by injecting 2x1076 Androgen-dependent LNCaP prostate cancer
cell line orthotopically into the tumor groups. The tissues taken from the groups
whose experimental period had expired were first examined macroscopically and it
was determined that as tumor development increased, the tissues increased in size
and hemorrhage and necrosis covered the tumor surface. Metastasis was observed in
the iliac lymph nodes of 3 of the subjects in the 7-week group that were finally
sacrificed. In histopathological examinations, it was observed that the tumor cells
formed a solid structure with round-oval nuclei, prominent nucleoli, eosinophilic
cytoplasm, and that as tumor progression increased, areas of comedonecrosis formed
in the tumoral tissue and mitotic activity increased. In mitotic index calculations, it
was determined that there was a statistically significant difference between the 3-
week and 7-week groups (p<0.05), while there was an increase in mitosis between
the 3-week and 5-week and 5-week and 7-week groups, but no statistically
significant difference was detected (p>0.05). As a result of IHC and IF staining, it
was determined that TLR-3, TLR-9, Bcl-2, PCNA, VEGF, TGF-$ and FGF
expressions showed an increase parallel to tumor progression and there was a
positive correlation between them, and there was a negative correlation between Bax
and TLR-3, TLR-9 and Bcl-2. As a result of the obtained data, it was concluded that



VI

TLR-3 and TLR-9 activation in prostate cancer can increase cell survival by
inhibiting apoptosis in tumor cells and that this mechanism supports tumor
progression. Apart from this, we observed that anti- TLR-3 and anti-TLR-9
applications can be used as new therapeutic agents in prostate cancer and can be
preferred as biomarkers in determining prognosis. In addition, we believe that this is
the first study in which apoptosis and TLR-3 and TLR-9 were evaluated using both
immunohistochemical and immunofluorescence methods in prostate cancer cases,
and that it will shed light on other studies trying to explain the relationship between
apoptosis and TLRs and make important contributions to the literature.

Keywords: Apoptosis, Immunofluorescence, Immunohistochemistry, Prostate

cancer, Toll like receptor
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1.GIRIS ve AMAC

PCA, erkeklerde en c¢ok rastlanilan kanser tiirleri arasinda yer alip,
tahmini yilda 1.600.000 vakaya ve 366.000 6liime neden olmaktadir (Wang ve ark.
2018). Prostat kanseri erken evrede asemptomatiktir ve genellikle yavas seyreder.
Kanser teshisi konulan hastalarda en sik goriilen sikayet sik idrar yapmadir.
Hastaligin ileri evrelerinde, aksis ve femur; metastazin en yaygm gorildigi yer

oldugundan idrar retansiyonu ve sirt agris1 da goriilebilmektedir (Rawla 2019).

PCa testosteron uyarimmin ve tedavi segenekleri arasinda yer alan androjene
duyarli ve androjene duyarsiz PCa olmak iizere ikiye ayrilir. PCa’nin tedavi
secenekleri arasinda kemoterapi, aktif gozetim, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi,
cerrahi ve kriyoterapi gibi yontemler yer almaktadir. Bir hastaya sunulan tedavi
secenekleri tiimoriin yapisina, PSA seviyesine, derecesine, evresine ve olasi niiks
ihtimaline baghdir (Sekhoacha ve ark. 2022). Anti-androjen tedavileri baslangicta
etkili olsa da hastalar genellikle bu tedavilere direng gelistirir ve kastrasyona direncli
hale gelirler. Bu agsamaya genellikle metastatik lezyonlarin gelisimi ve artan mortalite
eslik eder. Hastaligin ileri evresindeki hastalar icin c¢ok az tedavi secenegi
bulunmakta olup, bu durum o0zellikle androjen reseptoriinden bagimsiz yeni

tedavilere ihtiya¢ duyulmasia neden olmustur (Greulich ve ark. 2021).

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), dogustan gelen bagisiklikta 6nemli rolleri
bulunan bir protein ailesidir (EI-Omar ve ark. 2008). Yapilan arastirmalar;
enfeksiyondan kaynaklanan birden fazla kronik inflamatuar hastaligin TLR'lerle
iligkili oldugunu, kanser gelisimine yol a¢tigin1 ve TLR sinyal yolunun asagi akis
molekiillerinin ~ genellikle tiimdrojenik  inflamatuar  yanitta yer aldigim
gostermektedir. TLR ekspresyonu siklikla tiimor ilerlemesine yol agarken, TLR
aracili sinyalleme ayni zamanda kanser karsit1 bagigikligi da artirir. Bu nedenle de
kanser tedavilerinde ekspresyonlar1 ve etkileri iyice arastirilmalidir (So ve Ouchi
2010, Chandrasekar ve ark. 2023). TLR'ler yalnizca bagisiklik hiicrelerinde degil,
aynt zamanda timor mikrocevresinde (TME) de bulunmaktadwr. TME, kanser
hiicreleri, normal hiicreler, stromal doku ve hiicre dis1 sitokinin karmasik bir
diizenlemesidir. TME'nin baslica bilesenleri olan stromal hiicreler arasinda kanserle

iligkili fibroblastlar (CAF'ler), tiimérle iliskili makrofajlar (TAM'ler), kemik iligi
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kaynakli baskilayici hiicreler (MDSC'ler) ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler)
de bulunur. TME arasinda ifade edilen TLR'ler sadece kendi kendine programlanmis
hiicre Olimiinii indiikklemekle kalmaz, ayni zamanda tiimor ortaminda sitokin ve
kemokin salgilayarak bagisiklik hiicrelerinin daha fazla proinflamatuar sitokin,
proanjiyojenik faktor ve biiyiime faktorlerini salgilamaya tesvik eder. Ornegin TGFp,
IL-8, CXCR4, ICAM-1 ve VEGF, antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) ve efektor T

hiicrelerinin anti-tiimor fonksiyonunu ve apoptoz yanitini onarabilir (Sato 2009).

Yapilan bu caligma ile kanser gelisiminde veya gerilemesinde 6nemli rolleri
oldugu disiiniilen TLR’lerin, prostat kanseri dokularindaki ekspresyonlari, bu
reseptorlerin, apoptoz ve timor gelisimindeki rolleri aciklanmaya calisiimistir.
TLR-3 ve TLR-9, apoptoz markerlar1 olan Bax-Bcl-2 ile PCNA, MMP-9, FGF, TGF-
B ve VEGF gibi tiimor gelisimini gosteren markerlarinin ekspresyonlarina; androjen
bagimli LNCaP prostat kanseri hiicre hatt1 verilerek olusturulan ve 3. hafta, 5. hafta
ve 7. haftalarda sakrifikasyonlar1 yapilan timoér gruplarinda bakildi ve
karsilastirmalar1 yapildi. Bunun yaninda PSA degerleri ELISA ile dlgiilerek gruplar
arasindaki seviyesi degerlendirildi. Elde edilen sonuglar 1s181inda prostat kanserinde,
toll like reseptorlerinin etkisi aciklanmaya ¢alisildi. Bdylece ilerleyen siireclerde
erkeklerde 6nemli bir saglhk sorunu olan PCa vakalarmin tespitinde, toll like
reseptorlerinin yeni bir prognostik belirteg olarak kullanilip kullanilmayacagi ve yeni

bir tedavi se¢enegi olup olmayacagi hakkinda fikir sahibi olundu.



2.GENEL BILGIiLER
2.1.Prostat Bezi

Prostat kelimesi Yunanca 'prohistani' (‘Oniinde durmak' anlamina gelir)
kelimesinden tiiretilmistir. Prostat, mesanenin hemen altinda yer alan eliptik veya
iicgen seklinde, tiibiiloalvoler yapida ekzokrin bir bez olup, erkek iiremesinde 6nemli
bir role sahiptir. Spermatozoalarin normal islevi i¢in gerekli olan enzimleri, lipitleri
ve aminleri salgilar (Kumar ve Majumder 1995, Sharma ve ark. 2017). Bu salgi
alkali olup, vajinanin asidik ortamina kars1 spermin canli kalmasimi saglar ve spermin
yumurtayr dollemesi icin uygun ortam olusturur. (Singh ve Bolla 2023).
Yenidoganlarda birkac gram agirhiginda olan bu bez, 20 yasma gelindiginde yaklagik
15-20 gram agirliga ulasir (Kumar ve Majunder 1995).

2.1.1.Prostat Bezinin Gelisimi

Prostat gelisimi, tirogenital siniis (UGS) epitelinden prostat tomurcuklarinin
olusumuyla baslar ve cinsel olgunluga erisinceye kadar devam eder. Bu siirec,
farelerde gebeligin 17. giliniinde, siganlarda 19. giinlinde, insanlarda ise yaklasik 10.
haftada baslar (Huang ve ark 2009, Aaron ve ark. 2016). Erkek cinsel farklilasmasi,
fetal testisler tarafindan iiretilen androjenlerin etkisi altindadir (Pletcher ve Shibata
2022). Androjenler; hem prostat epitelinde hem de stromada bulunan bir hormon
transkripsiyon faktorii olan androjen reseptorlerine (AR) baglanarak etki gosterirler
(Francis ve Swain 2018). Testisler tarafindan salgilanan testosteron, prostat
hiicrelerinde bulunan 5o-rediiktaz enzimiyle daha etkili bir enzim olan
dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilir. DHT daha sonra AR'ye baglanir ve prostat
gelisimini destekler. Sa-rediiktaz enzimi eksikligi olan kisilerde, testosteron
dihidrotestosterona doniisemeyeceginden dolay: prostat bezi tam olarak gelisemez ve
rudimenter halde kalir (Zhang ve ark. 2013, Francis ve Swain 2018, Siiteri ve Wilson

1974, Chen ve ark. 2009, Prins 2021).

Prostat morfogenezisinde ilk olarak tirogenital siniis epitelinden (UGE)
cevredeki iirogenital siniis mezengimine (UGM) dogru epitel tomurcuklari olusur.
Prostat tomurcuklari, androjenlerin etkisi altinda ¢ogalarak, lober prostat bdliimlerini

olusturmak icin belirli bir diizlemde UGM'ye dogru biiyiiyerek epitel hiicre



kordonlarint  olusturur. Kemirgenlerde, prostat kanallarmin c¢ogu dogumda
dallanmamistir. Ancak yenidoganlarda, bu kanallar UGM i¢inde wuzadikca
catallanmaya ve yan dallar oOlusturmaya baglar. Sonu¢ olarak, sigan ve
farelerde dallanma morfogenezisi sonucunda dort belirgin prostat lobu olusur. Bunlar
On prostat (AP; pihtilasma bezi olarak da bilinir), dorsal prostat (DP), lateral prostat
(LP) ve ventral prostat (Sekil 1) lobu olarak adlandirilirlar. Bu prostat loblarmin her
birinin kanallar1 karakteristik bir dallanma diizenine sahiptir. Insan prostat ise tek
lobiilliidiir ve belirgin loblara sahip degildir, ancak periferik, merkezi ve gecis

bolgeleri igerir. (Marker ve ark. 2003, Giacomini ve ark. 2021).
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Sekil 1: Insan ve Fare Prostat bezinin sematik gdsterimi (Ittman 2018).
2.1.2.Prostat Bezinin Anatomisi

Insan prostati, mesane boynu ile genitoiiriner membran arasindaki iiretray
cevreleyen, soluk sert ekzokrin bir bez olup, kadmnlardaki skene bezinin homologu
olarak bilinir. Saglikli prostat bezi, 4 cm genisliginde, 3 cm uzunlugunda, 2 cm
derinliginde ve 18-20 g agirligindadir (Saunders 1998). Prostat bezi, biiyiiklik ve
sekil bakimindan cevize benzetilmekte olup, g¢evresindeki fasiyal dokudan ayirt
edilemeyen, 2-3 mm kalinliginda bir fibromiiskiiler doku ile ¢evrilidir (Coakley ve
Hricak 2000). Prostat bezi; psddokapsiil i¢inde siki bir sekilde kaynasmis glandiiler

ve stromal bilesenlerden olusur. Prostat kapsiiliiniin i¢ tabakasi diiz kasla, dis



tabakasi ise kollajenle kaplhidir (Bhavsa ve Vera 2014, Caliskan ve ark. 2019, Henry
ve ark. 2019). Henry ve ark. 2018 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢caligmaya gore; insan
prostatinin  bolgesel anatomisi John McNeal tarafindan yiizlerce kadavra
ornegi kullanilarak belirlenmistir. McNeal'in semasi yetigkin insan prostatini 6n
fibromiiskiiler bolge ve ii¢ glandiiler bolgeye ayirir. Merkezi bolge: bosaltip
kanallarmi, gegis bolgesi: tiretrayr gevrelerken ve periferik bolge: her ikisini de
cevreler (Henry ve ark. 2018). Farelerde ise prostat bezi, iiretray1 ¢cevreler ve arterior,
dorsal, ventral ve lateral olarak adlandirilan dort loba ayrilir. Prostat loblari,
cevredeki dokulardan kivam ve goriiniim olarak farkli olup, yar1 saydam ve beyaz
renktedir (Zingiryan ve ark. 2017). Fare prostatindaki loplarin ¢iplak gozle ayirt
edilmesi, birka¢ milimetre biiyilikliiglinde olmas1 ve yag dokusuyla kapli olmasindan
dolay1 zordur bu nedenle ancak diseksiyon mikroskobu altinda VP, LP, DP ve AP
loplar1 birbirlerinden ayirt edilebilirler (Hu ve ark. 2021). VP; {iretranin oniinde ve
mesanenin kaudalinde bulunur. LP ise VP lobunun ve iiretranin her iki yaninda
bulunur. Kelebek seklinde olan DP loplari, mesanenin dorsolateralinde yer alan
boynuz seklindeki anatomik yapisi ile kolayca taninan seminal vezikiillerin tabaninda
yer alir. LP ve DP'ye genellikle dorsolateral prostat (DLP) prostat olarak adlandirilir,
fakat histolojik yapilarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Anterior lop ise seminiila
vezikiilarislerin hemen altinda bulunur (Oliveira ve ark. 2016, Ittmann 2018, Hu ve
ark. 2021). Insan ve fare prostatlar1 hiicresel benzerliklerin yani sira anatomik olarak
farkliliklar sergilemektedir. Transkriptome profillerine gore, farelerdeki dorsolateral
prostat lobu, insan prostatinin periferik bolgesine benzemektedir (Wang ve ark.
2018).

2.1.3.Prostat Bezinin Histolojisi

Prostat salgisi, seminal sivinin yaklasik %30'unu olusturur. Ureme igin
spermatozoanin hayatta kalmasina yardimci olan enzimleri, ¢inko ve prostat spesifik
antijen (PSA) gibi temel unsurlar: igerir. Insan prostat bezi lobiiler olup, periferik,
gecisli ve merkezi olmak {lizere ii¢ bolgeden olusur. Sicanlarda dort lob da, zayif
dallanmig, fare prostatina kiyasla genis ve karmagik dallanma yapilari sergiler.
Dahasi, LP farede ilkel olsa da, sigan LP'si belirgin LP1 ve LP2 olarak dallanmis
yapilara sahip olup, embriyolojik ve histolojik olarak insan prostatma daha c¢ok

benzedigi diisiiniilmektedir (Huang ve ark. 2007). Tiim loblar; salg1 epitel hiicreleri,
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bazal hiicreler ve az sayida néroendokrin hiicrelerden olusur (Oliveira ve ark. 2016).
Yine tiim prostat loblar1 bir mezotelyum ile gevrili olup birbirlerinden lifli ve yagl
bag dokusuyla ayrilirlar. Prostat loblarini olusturan asiniler, fibromiiskiiler bir tunika
ile ¢evrilidir ve birka¢ stromal hiicre ve kolajen lifi igeren gevsek bir bag dokusuna
gomiiliidiirler (Oliveira ve ark. 2016). Prostat bezinde loblarin histolojisi, hiicrelerin
organizasyonu ve salgisi loptan loba degisir (Toivanen ve Shen 2017, Wang ve ark.
2001, Bonkhoff ve Remberger, 1998, Alan ve ark. 2007, Deger 2015). Histolojik
olarak anterior loblar, sik epitelyal kivrimlara ve gii¢lii eozinofilik salgi yapan orta ve
biiylik asiniislere sahiptir. Dorsal loblar, eozinofilik salgiya sahip 6n loblar gibi
gorlinlir ancak anterior loplardan ¢ok daha kii¢lik asiniislere ve daha az epitelyal
kivrimlara sahiptir. Lateral loblar ise karakteristik olarak diiz liiminal sinirlar1 olan
ve eozinofilik salgiya sahip olan asiniislar1 kiigiik ila biiyiik olabilir. Ventral loblar,
lateral loblara yapisal olarak benzer olmakla birlikte soluk, eozinofilik olmayan bir

salgtya sahiptir (Nath ve ark. 2018, Ittmann 2018).
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Sekil 2: Prostat bezinin histolojik yapisi (Toivanen ve Shen 2017).
2.1.4.Prostat Bezinin Hastalhiklan

Prostat bezi, iyi huylu ve kotli huylu bir¢ok hastaligin dogrudan hedefidir.
Tiim prostat hastaliklar1 arasinda, prostatit dogurganligi en yiiksek diizeyde etkileyen

hastalik olup, yapilan incelemeler prostat iltthabinin dogurganlik ile dogrudan



baglantili oldugunu gostermektedir (Verze ve ark. 2016).
2.1.5.Prostatit

Prostatit, pelvik ve alt karin bolgelerinde yaygin agri, obstriiktif ve erektil
disfonksiyon dahil olmak tizere ¢esitli karmagik semptomlara sahip prostat bezlerinin
inflamatuar hastaligidir. Prostatit kendi i¢inde dort kategoriye ayrilir: akut bakteriyel
prostatit, kronik bakteriyel prostatit, kronik prostatit/kronik pelvik agri sendromu
(KP/KPAS) ve son olarak asemptomatik inflamatuar prostatit (He ve ark. 2023).
Prostatit erkeklerde, iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) ve prostat kanserinden
sonra en sik goriilen idrar yolu hastaligidir. Prostat yangisi, hem prostat bliylimesine
hem de iyi huylu prostat hiperplazisine zemin hazirlamasi nedeniyle 6nem arz

etmektedir (Magri ve ark. 2019).
2.1.6.Prostat Bezinin Proliferatif Hastaliklan

Genellikle insanlarda, Bening Prostat Hiperplazisi (BPH) olarak bilinen
prostat bezinin iyi huylu hiperplazisi, iiriner semptomlar ile kendini gdsteren, gegis
bolgesi (TZ) ile periliretral alanin epitelyal ve fibromiiskiiler dokularinin diizensiz
hiperplastik biliyiimesine bagli olarak sekillenen prostat bezinin proliferatif bir
hastaligidir (Shapiro ve ark. 1992, Devlin ve ark. 2021). Hiperplastik prostatin
iiretraya uyguladigr mekanik basi sonucu servikal-iiretral obstriiksiyona neden olur
(benign prostat obstriikksiyonu, BPO) (Vignera ve ark. 2016). Yaslanma,
inflamasyon, biiylime faktorii, epitelyal-stromal etkilesim, androjen reseptorleri,
hormonal degisiklikler ve genetik nedenlerle iliskili sekillenen prostat hipertrofisi,
BPH gelismesine zemin hazirlar (Sciacqua ve ark. 2023). BPH’da prostat bezi,
tiretra, mesane ve rektuma dogru biiyiiyebilir ve 6zellikle mesane boynunda meydana
getirdigi daralmayla, lireterlerde, mesanede ve bobreklerde patolojik degisikliklere
neden olabilir (Bonkhoff ve Remberger, 1998, Emberton ve ark. 2008). BPH’de az
miktarda sik sik idrar yapma, azalmis idrar ¢ikisi, idrar yaparken olusan agri ve

mesanenin tam olarak bosaltilamamasi hissi goriilen bulgulardandir (Sciacqua ve ark.

2023).



2.1.6.1.Prostatin Preneopastik Lezyonlan

nsanlarda prostat bezinde, periferik zondan koken alanlar prostatik
intraepiteliyal neoplazi (PIN) ile transizyonel zondan koken alanlar ise atipik
adenomatdz hiperplazi (AAH) adi verilen iki adet preneoplastik lezyon

tanimlanmistir.
2.1.6.1.1. Prostatik Intraepitelyal Neoplazi (PIN)

PIN, prostat bez epitellerinin neoplastik olarak cogalmasini ifade eder.
(Ruusuvuori ve ark. 2016). PIN, prostatin fenotipik ve genotipik Ozelliklerinde
meydana gelen degisikliklerle iligskilidir. PIN biyopsi yoluyla tespit edilmekte ve
adenokarsinom icin belirte¢ rolii oynamaktadir (Abd Wahab ve ark. 2020). PIN
lezyonlar1 PCA yavas evrilmektedir ve bu da PCa Onlemek icin genis bir zaman
aralig1 saglamaktadir (Abu El Maaty ve ark. 2022). Sekretuar hiicrelerin sitolojik
ozelliklerine gore PIN lezyonlari, diisiik dereceli PIN (DD-PIN) ve yiiksek dereceli
PIN (YD-PIN) olmak iizere iki gruba ayrilmistir (McNeal 1969). DD-PIN'i olusturan
hiicreler, iri niikleuslu, normal veya diisiik diizeyde artmis kromatin iceren, kiigiik
veya gbze carpmayan niikleollere sahip hiicrelerdir. YD-PIN ise nispeten uniform,
biliyiik niikleuslu, diizensiz artmis kromatin igerikli ve karsinom hiicrelerininkine
benzer sekilde belirgin niikleolluslu hiicrelerle karakterizedir. Mitotik sekiller YD-
PiN’de nadirdir ve PIN icin bir derecelendirme kriteri olarak kabul
edilmemektedirler (McNeal ve Bostwick 1986, Humphrey ve ark. 2016). YD-PIN,
invaziv prostat karsinomunun ana oncii lezyonu olarak kabul edilmistir (Zhou 2018).
YD-PIN’de sitolojik olarak invaziv karsinomunu taklit eder, ancak duktal ve

glandiiler bilesenleri daha sinirlidir (Goeman 2003, De Marzo ve ark 2016).
2.1.7.Prostat Kanseri (PCa)

PCa erkeklerde en sik rastlanilan ikinci neoplastik hastaliktir (Riabov ve ark.
2015). PCa, teshisi; prostat bezi biyopsi Orneginin histopatolojik analizi, prostat
spesifik antijen (PSA) testi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI), dijital rektal
muayene veya saglik taramasi ile yapilmaktadir. Prostat kanseri, epidemiyolojik ve

genetik temeli olan heterojen bir hastalik olup; risk faktorleri arasinda aile, yas,



obezite ve diger ¢evresel faktorler yer almaktadir (Sekhoacha ve ark. 2022). PCa
vakalarinin %95'inden fazlasini adenokarsinomlar olusturur ve bunlarin ¢ogu asiner
kokenliyken, az bir kismi ise duktal kokenlidir. Prostat adenokarsinomlarmnin
yaklasik %80'ni, prostat dokusunun biiylik bir boliimiinii olusturan periferik
bolgedeki liiminal veya bazal (daha az yayginlikta) epitel hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir (Wang ve ark. 2018). Prostatta kotii huylu bir timoriin geligimi,
prostat intraepitelyal neoplazi (PIN) ile baslayan, sonrasinda lokalize prostat kanseri
ve daha sonra lokal invazyonla ileri prostat adenokarsinomuna doniisen ve son olarak
metastatik prostat kanserine evrimlesen ¢ok asamali bir siireci igerir. PCa’nin temel
ozelligi, hormon duyarhligidir ve ilk olarak kastrasyonun prostat kanseri hastalarinda
timor gerilemesine yol actigini bildirilmistir. Androjen yolunu bloke eden ajanlarin
kullanildigi, androjen yoksunluk tedavisi (ADT), PCa i¢in standart bir tedavi
yontemi haline gelmistir. Tiimoriin ilerlemesiyle birlikte ADT'ye direng gelisebilir ve
bunun sonucunda birincil kastrasyona direngli prostat kanseri (CRPC) veya
metastatik CRPC (mCRPC) gelisir (Wang ve ark. 2018). PCa’da 6liim ¢cogunlukla
kanser hiicrelerinin retroperitoneal ve pelvik lenf diiglimlerine, omurilik, rektum,
mesane, kemik, akciger ile beyin gibi bolgelere metastaz yapmasi sonucunda

gerceklesir (Schatten 2018).
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Sekil 3: Insan ve farede PCa gelisim asamalariim sematik gdriiniimii (Grabowska ve
ark.2014).

2.1.7.1.Androjen-prostat kanseri iliskisi

Androjenler; erkek genital sisteminin gelisimi ve fizyolojisinde baslica rol
oynayan hormonlardir (Dai ve ark. 2020). PCa tiimor hiicreleri gelisimleri i¢in
androjenlere ihtiya¢ duyarlar. PCa olgularinda, hiicre ¢ogalma orani hiicre 6liim
oranindan daha yiiksek olup, androjenler ve androjen reseptdrleri (AR) bu oranin ana
diizenleyicileri olarak rol oynarlar. Androjen metabolizmasindaki degisimlerle
tetiklenen PCa, Sa-rediiktaz enzimi inhibitdrleri ile baskilanabildigi icin PCa teshisi
konan hastalara ilk olarak ADT uygulanir. ADT uygulanan hastalarda, dolasimdaki
testosteronun seviyesinin kastrasyon diizeylerine diistiigii, tiimor yiikiiniin azaldigi,
semptomlarmin ve sag kalma oranmin arttigr bildirilmistir (Sekil 4) (Tan ve ark.

2020, Desai ve ark. 2021).
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Sekil 4: Androjen bagimli prostat kanserinin molekiiler mekanizmasi
2.1.7.2.Androjen-bagimsiz prostat kanseri

Hemen hemen tiim prostat kanserleri androjene bagimli olarak baglar ve bu
nedenle hastalara ilk olarak androjen yoksunluk tedavisi uygulanir. Fakat bazi kanser
hiicreleri tedavi sirasinda kalan tiimor hiicrelerinden androjenden bagimsiz prostat
kanseri gelisebilir. Bu noktada, androjen bagimsiz prostat kanserine yonelik tedaviler
yetersiz kaldigindan dolayr hastalik ¢ogunlukla 6liimciildiir (Saraon ve ark. 2014,
Riaz ve ark. 2023).

2.1.7.3.Prostat Spesifik Antijen

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat epiteli ve periiiretral bezler tarafindan
iiretilen bir serin proteazi olup, kanser i¢in en sik kullanilan serum belirtecidir ve
prostat kanseri hastalarinda serumdaki diizeyi 105 kata kadar artabilmektedir (Balk
ve ark. 2003, Han ve ark. 2004, Gao ve ark. 2022). Ilk olarak 1979 yilinda Wang ve
arkadaglar1t PSA’nin varligini bildirmis ve takibinde Papsidero ve arkadaslar1 (1980)

yaptiklart bir ¢aliymada, prostat kanseri hastalarindan alman kan O&rneklerinde
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PSA’nm varligini ortaya koymuslardir. Bu ¢alismanin ardindan tiim diinyada serum
PSA diizeyi, PCa taramalarinda, timor agresifliginin objektif bir sekilde
degerlendirilmesi, uygun tedavi stratejilerine karar verilmesi ve tedavi sonuglarinin
yorumlanmasinda dnemli bir belirte¢ olarak kullanilmaya baglanmistir (Wang ve ark.
1979, Papsidero ve ark. 1980, Ito ve ark. 2014). PSA geninin transkripsiyonu
normalde androjenler tarafindan androjen reseptorii (AR) aracilifiyla diizenlenir ve
genellikle, iyi1 differensiye PCa hiicreleri AR'ye bagimli ve PSA pozitifken, zayif
differensiye PCa hiicreleri AR'den bagimsiz ve PSA negatiftir (Sasaki ve ark. 2016).

2.1.7.4.Serbest/total PSA (s/t PSA)

PCa i¢in onemli bir serum belirteci olan PSA, prostatit ve BPH vakalarinda
da artig gostermektedir. PSA diizeyleri 4-10 ng/mL arasinda olan hastalarin sadece
%25’inde PCa rastlanilmakta olup, bu sonu¢ PSA’nin 6zgiilliiglinii azaltmakta ve
gereksiz biyopsilere neden olmaktadir. Bu nedenle; PSA dansitesi, transizyonel zon
hacmi ile uyumlu PSA dansitesi (PSATZ dansitesi), serbest/total PSA oran1 gibi
PSA’nin 6zgiilliigiinii arttiracak farkli degerlere bagvurulmustur. Bunlar arasindan
serbest PSA (sPSA)/total PSA (Tpsa) oram1 PCa igin O6nem arz etmektedir
(Sahillioglu ve ark. 2008). sPSA, PCa tanisinda kullanilan 6nemli belirteclerdendir.
Gri zondaki (4,1-10 ng/mL) diisiik SPSA/ tPSA degerleri PCa’a baglh PSA artisina
isaret etmektedir. Immunoassay tan1 yontemlerinin gelismesiyle birlikte SPSA/tPSA
oranlarmin PCa hastalarinda daha diisiik oldugu saptanmis olup, diisilk sSPSA/tPSA
degerlerinin daha agresif PCa iliskili oldugu rapor edilmistir. Serbest PSA/total
PSA orani 0.25 olanlarin ¢ogunda %8 oraninda PCa goriilmektedir (Kutlu ve Koksal
2012).

2.1.7.5.Prostat Kanserinin Derecelendirilmesi

Prostat adenokarsinomlar; biyolojik olarak diisiik differensiye tlimdrlerden
yiiksek dereceli, agresif malignitelere kadar degisen, genis bir morfoloji ve klinik
davranis spektrumuna sahip kanser tiirleridir. Patologlar tarafindan prostat kanserinin
teshis edilip, derecelendirilmesinin dogru bir sekilde yapilmasi, hasta yonetimi ve
tedavi planlamasinda kritik bir role sahiptir (Baraban ve Epstein2022). PCa’nin
histopatolojik degerlendirilmesi i¢in, 1966 ve 1974 yillar1 arasinda Donald Gleason



13

ve Veterans Administration Kooperatif Urolojik Arastirma Grubu tarafindan gleason
skorlamasi gelistirilmistir. (Epstein ve ark. 2006). Daha sonra 1974, 1977 ve 2005
yillarinda bu skorlama modifiye edilmis ve 2014 yilinda, Uluslararas1 Urolojik
Patoloji Dernegi (ISUP) tarafindan son diizenlemeleri yapilarak gilinlimiizde
kullanilan giincel hali olusturulmustur (Epstein 2018, Compérat 2019). Evrelemede
ise kanserin organla sinirli olmasi (T evresi), lenf diiglimlerine yayilim gostermesi
(N evresi) ve uzak dokuya metastaz yapmasi (M ozellikleri) baz alinmistir. Bu skor
esas olarak morfoloji, histoloji ve patolojiye dayanarak kanser ilerlemesinin normal
dokuya gore derecesini karsilastirir ve klinik evre, hastalik progresyonu ile sagkalim
oranin belirler (Schatten 2018). Skorlama sistemine gore PCa histolojik 6zellikleri
bakimidan en iyi differansiyeden en kotii diferansiyeye dogru bes kategoriye ayrilir
(Epstein ve ark. 2006). Gleason skorlamasi su sekilde yapilmaktadir; en sik ve ikinci
sik gozlenen paternler toplanir ve sonug 2 ile 10 arasinda bir deger alir. Eger tiimor
tek bir histolojik paternde goézlenmisse o zaman patern iki ile ¢arpilir ve skora
ulagilir. Eger ikiden fazla histolojik paterne sahipse tiimoral dokuda en sik izlenen
histolojik patern ile en yiiksek dereceli paternin toplanmasi sonucunda Gleason
skoruna ulasilir. Kisacasi Gleason skoru 1'den olusan tiimorleri temsil eden 2
(1+1=2) ile tamamen farklilasmis agrasif tiimorleri temsil eden 10 (5+5=10) arasinda
degisen bir skora sahiptir (Sekil 5), (Epstein 2010, Humphrey ve ark. 2016, Bahgivan
2021).
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Sekil 5: Gleason paterni (Cooperberg ve ark. 2005).

Biiyiik ol¢iide revize edilmis bu derecelendirme sisteminde grade 1; Gleason
skoru <6, grade 2; Gleason skoru 3 + 4 = 7, grade 3; Gleason skoru 4 + 3 =7, grade
4; Gleason skoru 8 ve grade 5; Gleason skoru 9-10’dur. (Epstein ve ark. 2016). Son
yillarda 2 ile 10 arasindaki 6lgege dayanarak, hekimler artik biyopsilerde bulunan
kanserler i¢in 5 veya daha diisiik Gleason skorlarini kullanmiyor, bunun yerine diisiik
dereceli PCa ifade etmek i¢in en diisiik puan olarak skor 6’1 kullanmaya
baslamiglardir. Gleason skoru 7, hiicrelerin orta derecede farklilastigini ve saghkli
hiicrelere kiyasla patolojik bir goriiniime sahip olmadigini gosterirken, Gleason skoru

8, 9 ve 10 ise, hiicrelerin az diferensiye oldugunu gosterir (Baydar ve Epstein 2009).

Prostat karsinomunun kesin tedavisine yonelik karar; klinik evre, hasta yasi,
ameliyat oncesi PSA seviyesi, hastanin genel sagligi, yasam beklentisi gibi birden
fazla faktore dayanirken, igne biyopsisindeki Gleason derecesi, hastalar1 farkli tedavi
yontemlerine yonlendirmeye yardimei olabilecek bagka bir degiskendir (Baydar ve

Epstein 2009, Schatten 2018, van Leenders ve ark. 2020).
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Tablo 1. ISUP 2014 gradeleme sistemi (Baydar ve Epstein 2009).

ISUP grade Gleason skoru

2-6

7 (3+4)

7 (4-3)

8 (4+4 veya 3+5 veya 5+3)
9-10

OB |WIN|F-

Gleason Patern 1 (Grade 1): Birbirlerinden esit mesafelerle ayrilmis ayni
boyut ve sekildeki yuvarlak asinuslerden olusan sinirlar1 belirgin nodiiler yapilardir.
Giliniimiizde Gleason 1+1=2 skor prostatik adenokarsinomunun bulunmadigi, skor 2
olarak belirlenen vakalarin giinlimiizde atipik adenomatéz hipeplazi (adenozis)

olarak isimlendirilebilecegi diisiiniilmektedir (Cooperberg ve ark. 2005).

Gleason Patern 2 (Grade 2): Gleason patern 2, Gleason patern 1 gibi
diizenli bir olusum sergileyen, disa dogru neoplastik olmayan, prostat bez
limenlerine dogru ¢ikintilanma sergileyen, diizgiin, sinirli nodiiller goriilmektedir.
Bezler daha gevsek bir yapiya sahiptir. Asinuslarin sekil ve boyutunda az da olsa

heterojenite gozlenir.

Gleason Patern 3 (Grade 3): PCa da sik goriilen paterndir. Asinuslar stroma
icinde, c¢ogunlukla normal duktuslar arasinda diizensiz dagilmis olup, bezler
arasindaki mesafe degiskendir. Tiimoral nodiiliin sinirlar1 belirgin  degildir.

Neoplastik bezler birbirinden farkli sekil ve boyuttadir (Baydar ve Epstein 2009).

Gleason Patern 4 (Grade 4): Diizensiz, biiyiik, elek benzeri bezlerden veya
belli belirsiz limenlere sahip iyi smirlanmamis bezlerden olusur. Kribriform veya
glomertiloid sekil sergileyen tiim bezlerin sekline ve boyutuna bakilmaksizin patern

4 olarak kabul edilir.

Gleason Patern 5 (Grade 5): Stroma iginde tek tek infiltrasyon gosteren
hiicreler, hiicre kordonlar1 olusturmayan solid hiicre yapisi sergileyen tiimorlerdir.
Normal yapilar tamamen ortadan kalkmustir. Komedonekroz sergileyen kribriform
bezler de bu patern i¢inde degerlendirilmektedir (Baydar 2017, Baydar ve Epstein
2009).

Prostat kanseri nispeten insana 6zgii bir kanser tiirii olup, farede dogal olarak
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olusan bir prostat kanserine rastlanilmamistir. Arastirmacilar prostat kanserinin
Onlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in yeni stratejiler, bu hastaligin olusumunda ve
ilerlemesinde rol oynayan spesifik molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi amaciyla
cesitli deneysel modeller tasarlamislardir. Bu modeller arasinda en ¢ok tercih edilen
atimik niide farelere insan prostat kanseri hiicre hatt1 verilerek olusturulan ksenograft
modellerdir. Insan ve fare prostat dokusunun anatomik ve histolojik olarak farklilik
gostermesi nedeniyle olusan tiimoral kitlelerin histolojisinde de az da farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farkliliklar insan prostat kanserinin derecelendirilmesinde
kullanilan gleason skorunun farelere tam olarak uygulanamamasina neden olmustur

(Wu ve ark. 2006).
2.1.7.6.Prostat kanserinin Histolojik Varyantlar

Prostat kanseri; asiner adenokarsinom, duktal, néroendokrin, musindz ve tasl
yiiziik benzeri karsinom olmak iizere bes histolojik varyanta ayrilir. En sik rastlanilan
histolojik varyant asiner adenokarsinomken nadir olarak da diger varyantlar

goriilmektedir (Siech ve ark. 2024).
Asiner Adenokarsinomun Varyantlar

Prostat adenokarsinomlarmin %90'indan fazlasini asiner tipte gozlemlenir ve
infiltratif biiylime gosteren kiiclik bezlerin proliferasyonu ile karakterizedir. Asiner
prostatik adenokarsinomun alt varyantlar1 ise sunlardir: Atrofik, psédohiperplastik,
mikrokistik, kopiiksii, miisindz (kolloid), tash yliziik benzeri, pleomorfik dev hiicreli
ve sarkomatoittir. IIk dort olusum (atrofik, psddohiproplastik, mikrokistik ve
kopiiksii) mikroskobik olarak bening goriiniirler ve teshisleri olduk¢a zordur. Son ii¢
varyant ise (tagh yiiziik benzeri, pleomorfik dev hiicreli ve sarkomatoid) ise kotii

prognoza sahiptir (Humphrey 2012).

Atrofik: Atrofik varyantta bulunan bezler oval ya da yuvarlak yapida olup
normal bezlere oranla daha kiigiiktiirler. Atrofik patern adenokarsinomlarinin
cogunun, Gleason paterni 3 olarak kabul edilir. Atrofik 6zelliklerin varlig1 prognoz
agisindan iyi olarak degerlendirilir (Singh ve ark. 2020). Atrofik adenokarsinom ile
patolojik organ atrofi arasindaki fark kritik 6neme sahiptir. Patolojik bez atrofisinde

infiltratif biiylime, niikleer atipi ve bazal hiicrelerin yoklugu goriilmezken, atrofik
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adenokarsinomda ise bu bulgular goriilmektedir (Humphrey 2018).

Mikrokistik adenokarsinom: Asiner PCa'nin iyi prognozlu alt tipidir.
Mikrokistik adenokarsinomda  kistik olarak genislemis neoplastik bezler
bulunmaktadir. Mikrokistik asiner adenokarsinom, kiigiik asiner adenokarsinom
bezlerinin 10 kat1 biyiikligiinde olan orta biiyiikliikteki bezlerle karakterizedir.
Mikroskobik olarak, liiminal bosluklarin genislemesi sonucunda bezler yuvarlak bir
yap1 olusturur ve bazal membran tabakasi1 diizdiir, atrofik degisiklikler goriilebilir.
Gleason paterni 3'tiir. Radikal prostatektomide tespit edilme oram%]11°dir
(Humphrey 2018, Siech ve ark. 2024).

Psodohiperplastik adenokarsinom: Iyi huylu hiperplastik bezleri taklit eden
dallanma ve papiller uzanmmlar gosteren, kistik dilatasyonlarla karakterize
adenokarsinom tiirlidlir. Bazi vakalarda; cekirdekler yuvarlaktir ve tipik olarak
belirgin niikleollere sahiptir. Ozellikle kopiiklii sitoplazmik ozelliklere sahip
hiicrelerde niikleer atipi goriilebilir (Sar1 ve ark. 2006). Psddohiperplastik
adenokarsinomlarin Gleason patern 3 olup, psddohiperplastik goriiniim patolojik

evreyi etkilememektedir (Humphrey ve ark. 1998).

Kopiiklii bez adenokarsinomu: Kopiikli bez adenokarsinomu, bol kopiiklii
sitoplazma, infiltratif bez yapis1 ve pembe homojen salgilarla karakterizedir. Niikleer
atipinin olmamasi, 0zellikle teshiste zorluk yaratabilir. Mikroskobik olarak, kopiiklii
bez adenokarsinomun sik goriilen histolojik yapisi, hiicrelerde piknotik ¢ekirdeklerle
birlikte bol miktarda kopiiklii veya ksantomat6z tip sitoplazmanm bulunmasidir.
Cogu kopiikli bez adenokarsinomunun Gleason skor genellikle 6 veya 7°dir, fakat

baz1 vakalarda Gleason skor 8-10 olarak da degerlendirilir (Nelson ve ark. 1996).

Miisin6z adenokarsinomlar: Tipik olarak prostat parankimasindan koken
alirlar ve prostat spesifik asit fosfataz (PSAP) ve PSA ile pozitif boyanirlar. Tiimdral
alanin en az %25’1 hiicre disi miisin gdlciiklerinden olusur. Tiim prostatik
adenokarsinomlarm ancak %0,3’linii olustururlar. Histopatolojik olarak tiimor
hiicreleri miisin i¢inde bulunur. Gleason skorlar1 genellikle 7°dir ancak nadiren de

olsa veya 8’de olabilir (Marcus ve ark. 2012).

Prostatin sarkomatoid karsinomu: Hem epitel hem de mezenkimal

bilesenlerden olusan nadir goriilen fakat agresif neoplazmalardir. Prostatin koti
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huylu tiimérlerinin %0,1'inden azini olustururlar. Lokal olarak biiyiir ve oldukca kisa
bir siire iginde distal bolgelere metastaz yaparlar. Lokalize hastalik ameliyat ve/veya
radyoterapi ile tedavi edilebilirse de bu hastalarin prognozu cogunlukla kotiidiir
(Nazmm ve ark. 2013, Jayasinghe, ve Abeysinghe 2022). Karsinomatdz bilesenler
hemen hemen her zaman asiner tipte olmakla birlikte nadiren de duktal
adenokarsinom, skuamoz veya adenoskuamdoz karsinom ve karisik iirotelyal skuaméz
bilesenler de bulunabilir. Sarkomatoid kisim ise kemik ve kikirdak gibi belirli
mezenkimal hiicrelerin farklilastigi heterolog yapilar seklinde olabilir. Gleason skoru
6 veya 8 olarak bildirmistir (Zizi-Sermpetzoglou ve ark. 2010, Humphrey 2018).
Nadir bir varyant olan pleomorfik dev hiicreli adenokarsinom, pleomorfik tuhaf,
dev hiicrelerin varligiyla karakterizedir. Pleomorfik dev hiicreli PCa genellikle
diizenli ¢ekirdek yapisina sahiptir, bu nedenle bu varyantta niikleer atipi nadirdir. Bu

tiimorler ¢cok agresiftir (Cimadamore ve ark. 2020).

Duktal adenokarsinom: Asiner adenokarsinom, prostatin tiim primer
karsinomlarmin %90'mdan fazlasini olustururken, prostat karsinomunun ikinci en sik
goriilen histolojik alt tipi duktal adenokarsinom olup, prostat asiner
adenokarsinomundan daha agresif davranis sergilerler. (Kobayashi ve ark. 2023) Ilk
olarak 1967'de Melicow ve Pachter tarafindan tanimlanmistir (Ranasinha ve ark.
2021). Hastalarda, klinik olarak hematiiri, idrar tikanikligi, idrar akiminda azalma
veya idrar retansiyonu goriilebilir. Sistoskopik incelemede; iiretradan disar1 dogru
cikint1 yapan, villoz veya frajil polipoid lezyon goriilebilir. Timor uzun,
psodostratifiye, siitunlu epitelden olusur. Cekirdekler bazal yerlesimlidir ve belirgin
niikleoller, mitotik figilirler ve liimende nekrotik hiicreler goriilebilir. Papiller, elek
seklinde, solid veya glandiiler yap1 sergileyebilirler. Genellikle bir tanesi baskin olsa
da birka¢c histolojik yap1 bir arada da goriilebilir. Papiller histoloji, gercek
fibromuskiiler yap1 ile karakterize iken, elek benzeri desen sirt sirta biiyiik bezler ve
yarik benzeri limenler olusturan, intraepitelyal kopriilesme gosterir. ISUP 2005
Gleason derecelendirme sisteminin modifiye edilmesiyle, komedonekroz mevcut
olmadig1 siirece saf bir DAC'nin GS 4+4=8 olarak kabul edilmesi gerektigi
bildirilmistir (Seipel ve ark. 2016, Amin 2018, Ranasinha ve ark.2021).

Intraduktal Karsinom: Prostatin intraduktal karsinomu (IDC-P) genellikle

yiiksek dereceli, agresif asiner adenokarsinomlarla iligkilidir. IDC-P' nun prostat
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kanallar1 boyunca yayilmasi sonucu olusan ve bazal hiicrelerin korundugu, yogun
elek benzeri desenlerin oldugu ya da belirgin niikleer atipi (niikleer boyutun
normalden 6 kat fazla veya daha biiyiikk olmasi) ile komedonekrozun goriildigi
yapilardir (Ortiz-Rey ve ark. 2022). intraduktal karsinom Gleason derecesine sahip
degildir. Intraduktal karsinom hem patolojik hem de klinik sonuglarma gére
degerlendirildiginde agresif prostat kanseri ile baglantilidir. Mikroskobik olarak,
prostatik duktuslar ve asiniler, saglikli prostat bezine kiyasla 2 kat daha fazla
genislemistir. Tiimoral kitle gevsek, solid, mikropapiller ya da yogun kribriform
patern sergileyebilirler. Intraduktal karsinomada gleason skoru, intraduktal
karsinomla beraber bulunan invaziv karsinom alanlari baz alinarak hesaplanir.
Intraduktal karsinomlar, radikal prostatektomilerde %20-40 oraninda tespit edilirler
ve periferal zonda yiiksek dereceli, hacimli ve ileri evre asiner adenokarsinomlarla
beraber bulunurlar. Biyopsilerde ve radikal prostatektomilerde bu varyantin tespit
edilmesi, kotii bir prognozun belirtisidir (Robinson ve ark. 2012, Divatia ve Ro 2016,

Tolkach ve Kristiansen 2019).
2.1.7.7. Teshis yontemleri

Prostat kanseri yavas gelisim gosteren bir kanser tiirii olup, lokalize prostat
kanserlerinin (T1-2) biiyiik ¢ogunlugu asemptomatiktir. Semptomatik olan hastalarda
iiriner sistem semptomlar1, hematiiri, hematospermi, agr1 veya idrar yaparken yanma
sikayetleri goriliir. Transrektal ultrason (TRUS) esliginde biyopsi, PSA, PRM ve
multiparametrik manyetik rezonans goriintileme (mpMRG) PCa teshisinde

kullanilan yontemlerdir (Yencilek ve ark. 2018).
2.1.7.8.Prostat kanserinde Tedavi

PCa i¢in tedavi segenekleri, kemoterapi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi,
cerrahi ve kriyoterapidir. Bir hastaya sunulan tedavi se¢enekleri tiimoriin dogasina,
PSA seviyesine, derecesine ve niiks ihtimaline baghdir. Ornegin, prostat ve
yakindaki dokularin ¢ikarilmasini igeren bir cerrahi secenek olan radikal
prostatektomi, cogunlukla radyasyon tedavisiyle kombine edilerek kullanilir. Mevcut

tedavi secenekleri pahali olup, ciddi yan etkilere neden olur (Sekhoacha ve ark.
2022).
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Radikal Prostatektomi: Radikal prostatektomi, prostat bezinin agik ve/veya
laparoskopik cerrahi ile tibbi olarak ¢ikarilmasi prosediiriidiir. Prosediir, karinda veya

perineum yoluyla kiigiik kesiler yapilarak gerceklestirilir (Sekhoacha ve ark. 2022).

Kriyoterapi: Bu yontem, ultrason esliginde prostat i¢ine kriyoproblarin
cerrahi olarak yerlestirilmesini kapsar. Prostat bezi yaklagik 10 dakika boyunca -100
°C 1ila -200 °C arasmdaki bir sicakliga kadar dondurulur. Ancak, idrar tutamama ve
idrar retansiyonu, erektil disfonksiyon, fistiil ve rektal agri1 dahil olmak tizere ¢esitli

komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir (Mouraviev ve ark. 2006).

Brakiterapi: Brakiterapi, TRUS esliginde enjeksiyonlar veya teller
yardimiyla radyoaktif maddelerin dogrudan prostat bezine verilmesini igerir ve
genellikle iki farkli teknikle yapilir. Bunlar; diisiik doz ve yiiksek doz oranlaridir.
Diisiik doz orani, radyoaktivitesini kademeli olarak kaybeden prostat dokusuna
tohumlarin kalict olarak implantasyonunu ifade eder ve ikincisi, dier c¢evre
organlara sizmt1 riski 6nemli olan prostat dokularma bir doz radyasyon verilmesini
ifade eder. Brakiterapinin avantaji, bir giin veya daha kisa siirede islemin
tamamlanabilmesidir. Dezavantajlar1 ise genellikle genel anestezi gerektirmesi, akut

idrar retansiyonu riskleridir (Wallner ve ark. 1997).
2.2.Toll Like Reseptorler

TLR'ler, enfeksiyonlara ve hiicresel hasara karsi dogal immiin cevabin
olugmasimi saglayan tip I transmembran proteinleridir (Takeda ve ark. 2003, Dajon
ve ark. 2017). Toll, baslangigta Drosophila embriyosunun dorsal-ventral eksenini
kontrol eden bir gen olarak kesfedilmistir, ancak daha sonraki ¢aligmalar, yetiskin
sineklerde antifungal bagisiklikta rol oynadigini ortaya koymustur (El-Zayat ve ark.
2019). Drosophila Toll'un sitoplazmik bolgeleri ile memeli IL-1 reseptorii arasindaki
benzerligin belirlenmesini takiben, memelilerde benzer reseptorlerin arastirilmasma
yonlendirmis ve bu durum insanlarda TLR’lerin (daha sonra TLR-4 olarak
adlandirildi) kesfine yol agmistir (Medzhitov ve ark. 1997 Pandey ve Agrawal 2006).
Drosophila Toll reseptorii memelilerde ilk defa 1997 yilinda Medzhitov ve
meslektaslar1 tarafindan hToll (simdi TLR-4 olarak adlandirilmaktadir) olarak
tanimlanmistir (Medzhitov vd., 1997). Daha sonraki ¢aligmalar, TLR-4 ile yapisal

olarak iligkili birka¢ proteini tanimlamis ve bunlar Toll benzeri reseptorler (TLR'ler)
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olarak adlandmrilmistir (Akira ve ark. 2001, Takeda ve Akira 2015). TLR'ler;
canlinin, patojenleri tanimasini1 ana molekiilerlerdir. Tanmnan patojene ait bilgiler
hiicre zar1 boyunca iletilir ve nihayetinde sinyal g¢ekirdege ulastirilir ve boylece
patojene karsi uygun yaniti baslatmak i¢in belirli gen bdlgeleri etkinlestirilir
(Warren ve Shaw 2005). Bugiine kadar TLR’nin insanlarda 10, farelerde 12 alt tipi
tespit edilmistir. Kesfedilen bu reseptorlerden bazilar1 (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-
5, TLR-6 ve TLR-11) plazma membraninda yer alirken bazilar1 (TLR-3, TLR-7,
TLR-8 ve TLR- 9) ise endosomlarda bulunmaktadir (Aluri ve ark. 2021, Shafeghat
ve ark. 2022). Tiim TLR'ler {i¢ boliimden olusur, Bunlar; 16sin agisindan zengin bir
N-terminal ligand baglanma alani, ikincisi tek gecisli bir transmembran alani ve
liclincli alan ise esas olarak MyD88 olmak {izere cesitli adaptor proteinlerle
etkilesime giren korunmus bir C-terminal hiicre igi toll/IL-1R (TIR) sinyal alanidir
(Nouri ve ark. 2021). Degisken N-terminal ligand baglanma alani patojenle iligkili
molekiiler yapilarin (PAMP) taninmasinda rol oynarken, hiicre i¢i TIR (Toll/IL-1R)
alanm1 ise sinyal yolaklarmi aktive etmektedir (Zhang ve Liang 2016). TLR’ler
makrofajlar, nétrofiller, dendritik hiicreler (DC'ler), dogal katil (NK) hiicreleri, mast
hiicreleri, T ve B hiicreleri ile farkli tiimor hiicrelerince eksprese edilirler
(Pahlavanneshan ve ark. 2021). Bu hiicreler disinda tiim TLR'lerin transkriptomik
veya proteomik diizeyde de bir¢cok organda (deri, iskelet kaslari, beyin, omurilik,
kalp, bobrek, mesane, tiikiiriik bezi, ince bagirsak, kolon, karaciger, pankreas, dalak,
trakea, bronglar, akciger, plasenta, uterus, yumurtaliklar, prostat, testis, timus, tiroid
bezi ve adrenal bezi) varhigi tespit edilmistir (Kutikhin 2011). TLR’ler, hem
PAMP'leri hem de i¢ hasar iliskili molekiiler bilesenleri (DAMP'ler) taniyip
bagisiklik reaksiyonunu baslatirlar (PRR) (Yuk veJo 2011). DAMP'ler, hiicrelerde
normalde bulunan ve nekroz swrasnda salinan, inflamasyona katkida bulunan
endojen molekiillerdir. Bunlar arasinda; ATP, sitokin ILla, trik asit, kalsiyum
baglayicilar, sitoplazmik proteinler S100A8 ve S100A9 ve DNA baglayici, niikleer
protein HMGBI1 sayilabilir. Buna karsilik, PAMP'ler patojen kaynaklidir, genellikle
patojen etkenlerin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. PAMP'ler arasinda bakteriyel ve
viral niikleik asitler, fungal PB-glukan ve o-mannan hiicre duvari bilesenleri,
bakteriyel protein flagellin, peptidoglikan bakteri hiicre duvar1 bilesenleri ve Gram-

negatif bakterilerden lipopolisakkaritler (LPS) sayilabilir (Newton ve Dixit 2012).
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Farkli TLR'ler farkih DAMP ve PAMP smiflarini tanirlar. TLR-1 ve TLR-6
lipopeptidleri, TLR-2 Gram-pozitif ve Gram negatif bakterilerin spesifik hiicre
duvar1 bilesenlerini, TLR-3 viral ¢ift sarmalli RNA'y1 TLR- 4, Gram-negatif
bakteriyel lipopolisakkaritin (LPS) spesifik bilesenlerini, TLR-7 ve TLR-8, viral tek
sarmallt RNA'y1 ve son olarak TLR-9 endosomlardaki viral ve bakteriyel DNA'y1
taniy1p yanit olustururlar (Keating ve Bowie 2009, Xie ve ark. 2009).

2.2.1.TLR Sinyalizasyonu

TLR'ler de olusan uyarilar sonucunda; inflamatuvar yanit i¢in gerekli olan
sitokinler, kemokinler, antimikrobiyal molekiillerin (6rnegin hidrolitik enzimler,
peptitler, proteazlar) ve adaptif bagisiklik aktivasyonu i¢in gerekli olan yardimci
uyarict molekiiller de dahil olmak {izere ¢ok sayida genin ekspresyonunu baglatir
(Moresco ve ark. 2011). TLR sinyalizasyonu, miyeloid farklilagsma birincil yanit
proteini 88’e¢ (MyD88) bagimli sinyal yol ve MyD88’den bagimsiz sinyal yolu olarak
ikiye ayrilir. TLR sinyalizasyonunun baslamasi, dort adaptor proteine bagli olup bu
proteinler; MyD88, TIRAP (TIR alami igeren adaptdér proteini), TRIF (TIR alani
iceren adaptor, interferon B'yi indiikleyen) ve TRAM (TRIF ile iligkili adaptor
molekiilii)’dir (Keating ve Bowie 2009). TLR-3 ve TLR-4 sinyallenmesi hari¢ diger
tim TLR'lerin hiicre i¢i sinyallizasyonu , MyD88’e bagimli olup, MyD88’ in
fosforilasyonu sonucunda baglar. TLR-3 ve TLR-4 ise MyD88 bagimsiz sinyal
yolunu Kkullanarak aktivasyon saglar ve bu sinyal yolunda TLR-3, TRIF iizerinden
TRAF ve IRF3’i uyararak tip 1 interferon cevabi olustururken, TLR-4, TRAM
tizerinden TRIF’1 uyararak bu tepkiye neden olur. Her iki yol da NF-kB, AP1,
CREB, IRF3/7 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol acar ve bunlar da
sirastyla tip I ve III interferonlar (IFN), inflamatuar sitokinler/kemokinler,
kostimiilator ve adhezyon molekiilleri ile antimikrobiyal mediyatorlerin
ekspresyonunda goérev alan genlerin transkripsiyonunu destekler (Keating ve Bowie
2009, Veneziani ve ark. 2023). TLR'ler tarafindan desteklenen inflamasyon,
makrofajlarin ve notrofillerin aktivasyonu sonucunda meydana gelir. TLR ligandlari,
makrofajlar tarafindan; tiimor nekroz faktorii (TNF)-a, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar
sitokinlerin iiretilmesine yol agarlar. Uretilen bu sitokinler; vaskiiler endotelin

gecirgenligini artirarak, ndtrofillerin mikrovaskiiler endotel yiizeyine baglanmasini
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ve vaskiiler sistemden disar1 ¢ikma egilimini artirirlar. TLR’ler ndtrofillerin,
antimikrobiyal peptitlerin, 16kotrienler (inflamasyonun lipid medyatorleri) ve reaktif
oksijen tiirleri gibi kiiglik molekiillerin salinmasina neden olarak inflamasyonu
artirrlar  (Sekil 6), (Moresco ve ark. 2011, Lim ve Staudt 2013). TLR'lerin
hastaliklardaki rolleri heniiz tam olarak anlagilmamis olsa da hastaligina karsi
reaksiyonlarin baglamasinda ve ilerlemesinde belirli TLR'lerin rollerini destekleyen
onemli in vitro ve in vivo veriler bulunmaktadir (Hennessy ve ark. 2010). Ornegin;
2012 yilinda Shi ve ark. TLR-11 ve TLR-5 ‘in Salmonella enfeksiyonlarindaki
rolinii arastrmig ve TLR-11°in  Salmonella  enfeksiyonlarinda  TNF-a
indiiksiyonuna ve sistemik inflamasyona aracilik ettigini, TLR-5’in ise tam tersi
etki gostererek enfeksiyonu baskiladigini bildirmislerdir (Shi ve ark. 2012). Lim ve
Staudt 2013 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada TLR’lerin tekrarlayan bakteriyel
veya viral enfeksiyonlara kars1 hassas olduklarini gézlemlemislerdir (Lim ve Staudt
2013). 2013 yilinda Weinkopff ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise
Leishmania braziliensis ile deneysel olusturulmus enfeksiyonunda TLR-9
ekspresyonunun etkisini aragtirmis ve calismada TLR-9 eksikligi olan farelerde,
enfeksiyon sonrasi lezyon boyutlarinda ve parazit yiikiinde artis oldugunu saptamistir
ve TLR-9'un enfeksiyonun erken doneminde parazit kontroliinde 6nemli olacagi

kanisina varmislardir (Weinkopff ve ark. 2013).

TLR'ler enfeksiyona karsi koruyucu bagisiklik icin gerekli olsa da, fazla
miktarda iiretilen TLR yanitlar1 akut ve kronik inflamasyon ile sistemik otoimmiin
hastaliklarm olusmasinda da rol oynarlar. Ornegin; kronik TLR-7 ve/veya TLR-9
aktivasyonu olan bireylerde sistemik otoimmiin hastaliklarin sekillendigi

bildirilmistir (Kawai ve Akira 2010, Lim ve Staudt 2013).
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Sekil 6: TLR sinyalizasyonu Moresco ve ark. 2011).
2.2.2.0nemli Toll Like Reseptorleri

TLR-2; c¢esitli mikroorganizmalara karsi, dogustan gelen bagisiklik

reaksiyonunda Onemli bir rol oynayan TLR ailesinin bir iyesidir. Monositler,
makrofajlar, graniilositler, dendritik hiicreler, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edilirler. Cesitli bakteriyel, fungal, protozoal ve viral bilesenler TLR-2
ekspresyonunun artmasina neden olur (Texereau ve ark. 2005). MyD88 bagimli
sinyal yolunu kullanarak proinflamatuar sitokinlerin iiretimine ve mitogenle aktive
edilen protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonuna yol acarak hiicre ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasini kontrol eder. TLR-2 sinyalizasyonu, romatoid artrit, inflamatuar
bagirsak hastaligi, astim ve multiple skleroz gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklarda

onemli oldugu tespit edilmistir (Colleselli ve ark. 2023).

TLR-3; ¢ift sarmalli RNA'lara (dsSRNA) baglanan bir endosomal reseptordiir.

Antiviral yanitta rol oynar ve ayn1 zamanda pro-apoptotik etkileri de bulunmaktadir

(Trejo-de la ve ark. 2011, Muresan, ve ark. 2022). TLR-3"i uyaran poli(IC) gibi
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yiikksek doz TLR agonistleri, hem tiimor hiicrelerini hem de tiimor mikrogevresinde
bulunan vaskiiler endotelyal hiicreleri dogrudan yok edebilir. TLR-3 aktivasyonu,
ayrica vaskiiler gecirgenligi artirarak dogrudan veya dolayli olarak Iokositlerin timdor
alanina gelmesini saglayip, timoriin gerilemesine, NK ve sitotoksik T hiicreleri
tarafindan timoriin lizisine neden olur (Javaid ve Choi 2020). Ayrica TLR-3, timdr
hiicrelerini dogrudan uyararak veya apoptoz inhibitorii ve anti-apoptotik XIAP, FLIP
ve Bcl-xL gibi proteinlerin ekspresyonunu azaltarak tiimor hiicrelerinin apoptozuna

da neden oldugu bildirilmistir (Dajon ve ark. 2017).

TLR-4; memelilerde kesfedilen ilk TLR reseptorii olup, hem hiicrenin

dis zarmda hem de endosomlarda bulunur. TLR-4, TNF ile diger proinflamatuar
sitokinleri kodlayan hedef genleri aktive etmek igin MyD88'e ve TRIF'e bagiml
yollar araciligiyla sinyal veren bir reseptordiir. TLR-4, immiinositlerin, epitel ve
diger stromal hiicrelerin disinda, akciger kanser hiicrelerinde, servikal skuamoz
epitel hiicrelerinde ve kolon kanseri hiicrelerinde de tespit edilmistir. TLR-4, MAPK
ve NF-xB yolagim1 aktive etme yetenegine sahiptir ve bu da TLR4
sinyallizasyonunun,  6zellikle tiim6r hiicrelerinin  proliferasyonu,  apoptoz
inhibisyonu ve metastaz yoluyla karsinogenezin diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir (Bhatelia ve ark. 2014, Korneev ve ark. 2017).

TLR-7/TLR8’ in ligandlar1 yapi olarak birbirine benzemektedir. Her iki
reseptorde tek zincirli viral RNA’y1 tanir. TLR-7/8’in ligandlarini birbirinden

ayrran nokta ise uyarilmalar1 sonucunda farkli sinyal yolaklarmi aktive etmeleridir
(Takedave ark. 2003). TLR-7 aktivasyonu, plazmasitoid dendritik hiicreler (pDC'ler)
ve antijen sunan hiicrelerden, IFN-a ve TNF-o'nin iiretimine ve saliimia neden olur
(Chaud hari v ark. 2022). TLR-8 ise miyeloid dendritik hiicrelerden ve monositlerden

proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonuna neden olur (Sun ve ark. 2022).
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Tablo 2. TLR ekspresyonu, lokalizasyonu ve ligandlar1 (Latz vd. 2004).a
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TLR-9; hiicre i¢i endosomal bir reseptordiir. TLR-9, IRAK-TRAF6 sinyal

yolunun aktivasyonunu ve aktivator protein 1 (AP-1) ve NF-kB gibi transkripsiyon
faktorlerinin  uyarilmasmi tetikler, NF-kB fosforilasyonuna neden olarak,
sitokinlerin, kemokinlerin, CD80 ve CDS86 gibi yardimci uyarici molekiillerin
aktivasyonunu baglatir. TLR-9 stimiilasyonu ayrica dogal katil hiicrelerinin, T ve B
hiicreleri ile pDC aktivasyonunu da indiikler. Boylece sitotoksik T lenfositlerin
sitotoksititesini, proinflamatuar ve T Helper 1 (Thl) sitokinlerinin ekspresyonunu
artirr (Fehri ve ark. 2022). TLR-9, nétrofiller, monositler, T-B ve NK hiicreleri ile
DC’ler dahil olmak tizere bircok licre tipinde eksprese edilmektedir (Krysko ve ark.
2011). TLR-9'un bu hiicreler disinda, meme, beyin, mide, akciger, yemek borusu,
prostat ve bobrek kanseri dahil olmak iizere g¢esitli kanser hiicrelerinde de yiiksek
diizeylerde eksprese edildigi bildirilmistir (Vdisdnen ve ark. 2013). Meme ve prostat
kanser hiicrelerinde TLR-9 aktivasyonu ile MMP-13 ekspresyonu arasinda pozitif
iligki tespit edilmis olup, bununda metastaza yol agtig1 bildirilmistir (Vdisédnen ve
ark. 2010, Kutikhin ve ark. 2011). Luo ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklar1 bir
calismada radikal prostatektomi uygulanan hastalarda yiliksek Gleason skoru ile niiks
olasilig1 olan hastalar arasinda pozitif bir iliski oldugunu saptamiglardir (Luo ve ark.

2015).
2.2.3.Toll Like Reseptor-Kanser iliskisi

Kanser hiicreleri, viicudumuzdaki normal hiicrelerin aksine kontrolsiiz bir
sekilde c¢ogalan hiicreler olup, bir hiicrenin, timor hiicresine doniisiimii, timor
baskilayict genlerin asagi regiilasyonu ile proto-onkogenler ve iliskili sinyal
yollarmin yukari regiilasyonuna baglidir. Dahasi, c¢esitli hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar timor hiicrelerinin, viicudun kendi dogal bagisiklik sisteminden
kagmasimna yardimer olurlar (Javaid ve Choi 2020). Kanser hiicrelerinin yasamasi,
timor mikrogevresinde (TME) bagisiklik sistemini aktive eden sinyallerin
azalmasma ve/veya yokluguna baghdir. Kanserle iliskili fibroblastlar (CAF'ler),
tiimorle iligkili makrofajlar (TAM'ler), kemik iliginden tiiretilen baskilayici hiicreler
(MDSC'ler) ve diizenleyici T hiicreleri (Tregs) TME'nin ana bilesenleridir (Zhou ve
ark. 2009, Cen ve ark. 2018). TME'de aktive hale gelmis kanserle iliskili
fibroblastlar, TME'de ekstra seliiller matriksi (ECM) sentezleyerek tiimor
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mikrogevresinin yapisini olusturur ve timor gelisimi iizerinde dnemli etkiler gosterir.
Bunun yaninda yetersiz damarlasma ise hipoksiye neden olarak terapdtik etkileri
kisitlayarak tiimor gelisimini tesvik eder. Bu nedenle, tiimor hiicreleri ile TME'deki
bilesenler arasindaki etkilesimler, tiimor gelisimini, metastazi ve terapotik aktiviteyi
etkiler (Yang ve ark. 2020). TME’ni olusturan hiicrelerden eksprese edilen TLR'ler
ise inflamasyona bagimli veya bagimsiz bir sekilde tiimor hiicrelerine etki ederler
(Shi ve ark. 2016). TLR’lerin kanser hiicrelerindeki inflamasyona bagli etkileri,
niikleer faktor-Kappa B yolagmin aktivasyonu sonucunda sekillenir. Bu sinyal
yolaginmn aktivasyonu ile iiretilen kemokin ve sitokinler timér alanina, transforme
edici bliylime faktorii B (TGFp), vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii (VEGF), MMP-
9 ve PCNA gibi pro- inflamatuvar, pro-anjiyogenik molekiillerin sekresyonunu
arttirr (Sato 2009, Zhou ve ark. 2009, Bhatelia ve ark. 2014, Cen ve ark. 2018).
Bunun yaninda yiiksek diizeydeki TLR ekspresyonu da kronik inflamasyona neden
olarak, onkogenlerin aktivasyonuna, timor baskilayicilarin inhibisyonuna ve
immiinosupresyonuna neden olarak servikal, akciger, 6zofagus, gastrik, kolorektal,
karaciger ve mesane malignitelerinin ve bir dizi baska kanserin gelisimine yol
acabilir (Kutikhin 2011, Yang ve ark. 2023). TLR’lerin kanser hiicreleri iizerindeki
diger bir etkisi ise apoptoz mekanizmasi lizerinden meydana gelmektedir. TME ‘den
salman tiimorle iligkili antijenler, TLR sinyal yolunu veya asagi yondeki adaptor
proteinlerini aktive etmek i¢cin DAMP gorevi goriir ve kanser hiicrelerine karsi farkl
apoptoz mekanizmalarinin baglamasina neden olurlar (Eckle ve Eltzschig, 2011,
Ouyang ve ark. 2012). TLR'ler tarafindan uyarilan apoptozis; ekstrinsik ve intrinsik
olmak tizere iki yolak ile gergeklestirilir. Ekstrinsik yol, MyD88'e bagimli yolak
olup, MyD88 ve TIRAP'n etkilesimiyle baslar. MyD88 daha sonra IL-1R ile iligkili
kinazlarin iki tiyesiyle (IRAK4 ve IRAKI1) ve E3 ubikitin ligazi TRAF6 ile bir
kompleks olusturur. Aktive edilmis TRAF6, TGF-f ile TAKI-TAB1/2/3
kompleksini uyararak kanonik NF-xB yolunun ve MAP kinazlarinmn aktivasyonuna
yol acar (Salaun ve ark. 2007). Sonrasinda Kaspaz-8'in aktivasyonu icin Fas ile
iligkili 6liim bolgesini (FADD) ve pro-kaspaz-8'i devreye sokar ve son olarak pro-
kaspaz-3'iin aktif kaspaz-3'e proteolizine yol agarak apoptozu indiikler. Ote yandan,
mitokondriyal pro-enzimlerin kontrolii altinda sekillenen, i¢sel yol, mitokondriyal

zarlardan sitozole igsel sitokrom ¢ salinimini tesvik eder ve daha sonra Apaf-1 ve
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pro-kaspaz- 9'u devreye sokar. Bu da asagi akis kaspaz-9/3 sinyal kaskadini aktive
eder ve daha sonra apoptoz sekillenir. TLR ile ilgili glinlimiizde ¢ok sayida arastirma
yapilmak fakat tam mekanizmalar1 net bir sekilde agiklanamamistir (Cen ve ark.

2018).
2.2.3.1.TLR ekspresyonlarmmn cesitli kanser tiirlerindeki etkileri

Tiimor dokularinda TLR aktivasyonu ve etkileri iki ucu keskin bir kilica
benzetilmektedir. Hem tiimor gelisimini tesvik edici hem de antitiimoral etki
gosterirler ve bu pro veya antitiimor etkileri, TLRlerin tiirii ile TLRyi eksprese eden
hiicreye ve bu hiicrelerdeki asag1 akis sinyallenme kaskadina baghdir (Javaid ve ark.
2020). Farkli TLR’lerin ekspresyon diizeyleri ve timor gelisimi ile iligkisinin

incelendigi cesitli calismalar mevcuttur (de Oliveira ve ark. 2012, Yang ve ark. 2014)
Timor gelisimini destekleyen TLR’lere 6rnek olarak;

de Oliveira ve arkadaslar1 (2012), kronik gastritli vakalar ile mide kanseri
vakalarinda PCR yoOntemiyle yiiriittiigii bir calismada, TLR-2’nin ekspresyonunu
incelemistir. Calisma neticesinde, mide kanseri vakalarinda TLR-2 ekspresyonunun
kontrol ve kronik gastrit vakalarma gore daha yiiksek oldugu ve ayrica sag kalim
orani ile TLR-2 ekspresyonu arasinda negatif korelasyon oldugunu bildirmislerdir
(de Oliveira ve ark. 2012). Diger baska bir ¢alismada Yang ve arkadaslar1 (2014)
mide kanseri vakalarinda yiiriittiigii bir ¢alismada, TLR-2 aktivasyonunun, IL-8,
PGE2 ve COX-2 iiretimini indiikleyerek mide kanseri hiicrelerinin invazivligini ve
mide dokusunun vaskiilarizasyonunu artirarak tiimoriin biiylimesine neden oldugunu,
TLR-5 aktivasyonunun ise, IL-8 ve TNF-a tiretimine yol agarak tiimor hiicrelerinin

cogalmasina neden oldugunu gézlemlemislerdir (Yang ve ark. 2014).

Meme kanseri vakalarinda yiiriitiilen baska bir calismada, TLR-4 aktivasyonu
sonucunda NO, IL-6, IL-12, VEGF ve MMP ekspresyonunun arttigini ve bu
durumun tiimér gelisimini destekledigini bildirmislerdir (Chandraseka ve ark 2023).
Chen ve arkadaslar1 (2015) yapmis olduklar1 bir calismada, 60 meme tiimori
vakasinda TLR-4 ekspresyonunu immunohistokimyasal ve PCR yontemleriyle
arastirmislardir. Arastirma sonucunda Ozellikle aksiller lenf nodu metastazi olan

hastalarda TLR-4'lin ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu ve lokal metastazla
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arasinda bir pozitif bir iliski bulundugunu saptamiglardir (Chen ve ark. 2015).

Gu ve arkadaglar1 (2018), akciger kanseri vakalarinda yirittiikleri bir
caligmada TLR- 7 ve TLR-8 ekspresyonu ile apoptoz arasindaki iliski
incelenmislerdir. TLR-7 ve TLR-8 aktivasyon artiginin hiicre
cogalmasmin/canliliginin  artmasina, antiapoptotik bir protein olan Bcl-2'nin
ekspresyonunun artmasina, niikleer faktorii kappa (NF-kB) aktivasyonuna,
inflamasyona ve kemoterapiye dirence yol agarak tiimor gelisimini destekledigini
saptamiglardir (Gu ve ark. 2018). Droemann ve arkadaglar1 (2005), farkli akciger
timor  hiicre  hatlarinda in  vitro olarak ylriittiikleri  ¢alismalarinda;
immiinohistokimyasal, konfokal mikroskopi, in situ hibridizasyon, RT-PCR ve DNA
dizilemesi yontemlerini kullanarak tiimér hiicre hatlar1 ile TLR-9 ekspresyonu
arasindaki iligskiyi incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda malignitesi diisiik olan
tiimOr hiicre hatlarinda TLR-9 ekspresyonunun diisiik seviyede oldugunu tespit
etmiglerdir. Diisiik TLR-9 ekspresyonuyla iligkili olarak monosit kemotaktik protein-
1 salgilanmasi1 ve TNF-alfa ile indiiklenen apoptozu azalttigni ve bu durumun timor
gelisimine katki sagladigini bildirmislerdir (Droemann ve ark. 2005). Prostat kanseri
dokularinda yiirtitiilen bir ¢alismada; TLR-9 aktivasyonu ile NF-kB ve c-Myc
ekspresyonu arttig1 ve bu iliskinin prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi destekledigi
raporlanmistir. (Javaid ve ark. 2020). Kalantari ve arkadaglar1 (2019) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise 180 prostat kanseri vakasmi inceleyerek skorlamislardir.
Immunohistokimyasal olarak yiiriittiikkleri bu calismada yiiksek gleason skoruna
sahip hastalarda TLR-9 ve MMP-13 ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugunu, lenf
diigiimii metastazi olan vakalarda ekspresyon siddetinin daha da arttigini
bildirmislerdir (Kalantari ve ark. 2019). Zhang ve arkadaslar1 (2014), normal
ozofagus dokusu ile 6zofagus kanser dokularinda TLR-9 ekspresyonunu RT-PCR,
Western blot, akis sitometrisi ve immiinohistokimyasal yOntemlerle analiz
etmiglerdir ve analizleri soncunda TLR-9 ekspresyonunun normal 6zofagus
dokusuna kiyasla Ozofagus timorii dokularinda daha yiiksek seviyelerde
bulundugunu saptamislardir. Bunun yaninda in vitro ortamda, 6zofagus kanser
hiicreleri iizerine TLR-9 agonisti CpG oligoniikleotidlerinin (CpG ODN) ve inhibitor
klorokinin (CQ) etkisini de arastirmiglardir ve arastirma sonucunda CpG ODN, NF-

kB aktivasyonuna ve matris metalloproteinaz (MMP)-2, MMP-7 ve siklooksijenaz-2


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toll-like-receptor-7
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toll-like-receptor-7
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/toll-like-receptor-7
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antiapoptotic

31

(COX-2) mRNA ekspresyonunun artmasma yol ac¢tigini ve bunun sonucunda CpG
ODN hiicre proliferasyonu ile farklilasmasinda rol oynadig1 ve TLR-9'un 6zofagus
kanserlerinde yeni bir terapotik segenek olabilecegi sonucuna varmiglardir (Zhang ve
ark. 2014). Urban-Wojciuk ve arkadaslari (2019) ile Chandraseka ve arkadaslari
(2023) Ozofagus kanser vakalarmda; TLR- 3, TLR-4, TLR-7 ve TLR-9
ekspresyonlarint arastirmig ve arastirma sonucunda normal dokulara kiyasla
0zofagus kanser dokularinda TLR-3, TLR-4, TLR-7 ve TLR-9 ekspresyonlarmin ¢cok
daha siddetli oldugunu ve lenf nodu metastazlar1 ve kotii prognozla baglantili oldugu
bildirmislerdir. Ozellikle TLR-9’un ileri evre, kotii differensiye ve yiiksek
proliferasyonla iliskili oldugunu goézlemlemislerdir (Urban-Wojciuk ve ark. 2019,
Chandraseka ve ark.2023).

TLR’lerin antittimoral etkilerine yonelik yapilan calismalar da literatiirde

bulunmaktadir (Bianchi ve ark. 2020, Ye ve ark. 2022).

Ye ve arkadaslar1 (2022) yiiriittiigii bir calismada; deneysel olarak olusturulan
pankreas kanseri modelinde, TLR-7/8 agonisti kombinasyonunu tedavi olarak
uygulamislardir. Tedavi grubunda sadece radyoterapi uygulanan gruba kiyasla
antitimoral etkinin daha 1yi sekillendigi ve tiimdral dokunun belirgin bir sekilde
smirlandigmi rapor etmislerdir (Ye ve ark. 2022). Paone ve arkadaslar1 (2008)
LNCaP ve PC3 tiimor hiicre hatt1 verilerek olusturulan prostat kanser modelinde,
TLR-3 ekspresyonunu Western Blot yontemiyle incelemis ve TLR- 3 agonisti poli
(I:C)" nin mitogenle aktive olan protein kinazlar1 aktive ettigini ve kaspaz bagimli
apoptozu indiikleyerek antitiimoral etki gosterdigini tespit etmislerdir (Paone ve ark.
2008). Ultimo ve arkadaslar1 (2016) yapmis olduklar1 bir ¢galismada TLR-3'ti dSRNA-
konjuge mezogodzenekli silika nanopartikiillerle hedeflemenin meme kanseri
hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu tetikleyerek antitiimoral etki gosterdigini
bildirmiglerdir (Ultimo ve ark. 2016). Bianchi ve arkadaslar1 (2020) yaptigi bir
caligmada, in vitro ortamda TLR-3 ekspresyonunda meydana gelen artisin, akciger
kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini PCR ve TUNEL ydntemleriyle incelemislerdir.
Incelemeler sonucunda TLR-3iin kanser hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonuna yol
acarak apoptozu indiikledigini ve tiimdr gerilemesine neden oldugunu tespit

etmisleridir (Bianchi ve ark. 2020).
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2.3.Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarda, hiicre iiretimi ile hiicre yikimi arasinda
homeostatik bir denge mevcut olup ve bu dengeyi korumak igin viicutta g¢esitli
mekanizmalar bulunmaktadir (Arcy 2019). Programlanmig hiicre 6limi (PCD)
olarak adlandirilan bu mekanizmalar, organizmanin gelisiminde biiyiik rol
oynamaktadir. Bugiine kadar yaklasik 15 farkli PCD tipi tanimlanmis olup, bunlar
arasinda apoptoz, en yaygm olan PCD tipidir (Savitskaya ve Onishchenko 2015).
“Apoptoz” kelimesi eski Yunanca apo'pto’sis sozciigiinden gelmektedir ve ‘bir
cicekten ta¢ yapraklarmin dokiilmesi’ veya ‘sonbaharda bir agagtan yapraklarin

dokiilmesi’ anlamina gelmektedir.

Bu isim 1972'de ilk kez Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan; bir hiicrede
olusan “apoptotik cisimciklerin” morfolojik  6zelliklerini  agiklamak igin
kullanilmistir (Elmore 2007). Apoptozis biiylime, gelisme ve viicut savunmasini
diizenleme ile organizmadaki gereksiz veya anormal hiicreleri yok etmede 6nemli rol
oynar. Bunun yaninda canlilarin saglikli bir sekilde yasamlarim siirdiirmeleri igin
gerekli olan hiicre sayismin da stabil kalmasini saglamaktadir (O’Reilly ve Strasser
1999, Obeng 2021, Morana ve ark. 2022). Apoptozis ile ilgili ¢alismalar; bazi
hastaliklarin olusumunda; apoptozun ¢ok yiiksek diizeylerde etki ettigi (6rn.
norodejeneratif hastaliklar, Parkinson, Alzheimer, spinal muskiiler atrofi, AIDS) ve
baz1 hastaliklarda ise apoptozisin diisiik seviyelerde (6rn. kanser [viriis enfeksiyonu
veya p53 ve Bcl-2 gibi DNA mutasyonlari) etki ettiginin tespit edilmesinden sonra
ortaya ¢ikmustir (Lawen 2003, Obeng 2021). Apoptozis, gen diizeyinde hassas bir
sekilde diizenlenir ve DNA’da meydana gelen bozukluklar sonucunda olusan hasarh
hiicrelerin kontrollii bir sekilde yok edilmesini saglar (Pistritto ve ark. 2016).
Apoptozisi aktive eden, fizyolojik ve patolojik c¢esitli uyaranlar ve kosullar
bulunmaktadir (Elmore 2007). Apoptotik hiicrede; sitoplazma, ¢ekirdek ve plazma
zarin1 iceren morfolojik degisiklikler ile birlikte biyokimyasal degisikliklerde
sekillenir. Apoptozun erken donemlerinde hiicre yuvarlaklasir, komsu hiicrelerle
baglantisin1 kaybeder ve kiigiiliir. Sitoplazmada, endoplazmik retikulum genisler ve
sisternalar siserek vezikiiller ve vakuoller olusturur. Cekirdekte Kkromatin

yogunlasir, ¢ekirdek kivrimli bir hal alir ve hiicre cesitli boyutlarda apoptotik
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cisimlere ayrilir. Apoptoza giden hiicrelerde, hiicre zar1 saglam kaldig i¢in, apoptoz
olay1 yangi sekillenmeden gergeklesir. Nekrozda ise, ¢ekirdek ve hiicre membraninin
pargalanmas1 ve yangi sekillenmesi s6z konusu oldugu icin apoptozdan morfolojik
olarak oldukga farklilik gosterir (Lawen 2003, Xu ve ark. 2009, Wong 2011, Xu ve
ark. 2019). Apoptozisin baglatilmast ve devamlilig1 reseptorler, sinyal molekiilleri,
enzimler ve gen diizenleyici proteinlerinde i¢inde bulundugu bir dizi yapinin is
birligini sonucunda gergeklesir. Bunlar arasinda, apoptozis proteini inhibitorii (IAP),
Bcl-2 ailesi proteinleri ve kalpain gibi cesitli molekiiller tarafindan diizenlenen
kaspaz kaskad sinyal sistemi apoptozis siirecinde hayati 6neme sahiptir (Fan ve ark.
2005). Apoptozis memeli hiicrelerinde esas olarak kaspazlar adi verilen sistein

proteaz ailesi tarafindan diizenlenir (Roh 2001).

Bugiine kadar insanlarda 11 kaspaz tiirii tespit edilirken, farelerde 10 kaspaz
tird (kaspaz-1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 11, 12 ve 14) bulunmustur. Kaspazlar; apoptotik
sinyalleme kaskadindaki pozisyonlarina karsilik gelen prodomainlerinin
uzunluklarina gore baslatict (kaspaz-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12) ve efektor
kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) olmak iizere kendi iginde ikiye ayrilir (Li ve Yuan 2008).
Kaspazlar zimogenler veya pro-kaspazlar olarak iretildikten sonra, baslatici
kaspazlar, kendine 6zgii adaptor molekiilleriyle reaksiyona girerler ve oto-proteoliz
yoluyla aktive olurlar (Kashyap ve ark. 2021). Apoptozisin baslaticis1 olan
prokaspaz-8, adaptéor FADD araciligiyla aktif hale gelir ve kaspaz-8’¢ doniisiir.
Kaspaz- 8, prokaspaz-3, -6 ve -7 dahil olmak iizere dogrudan asagi akis etkili
kaspazlar1 aktive eder. Ayrica Kaspaz-8 Bid'i pargalar ve sitokrom ¢ salinimina yol
acan mitokondriyal hasar1 tetikler. Sitoplazmadaki sitokrom c, Apaf-1'e baglanir ve
bu da prokaspaz-9'u aktive eder. Aktif hale gelen Kaspaz-9, prokaspaz-3'i aktive

eder ve boylelikle apoptoz sekillenir (Wong 2011).

Kaspazlar, apoptotik siirecin baglica uygulayicilart olmalarma ragmen, B
hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi iiyeleri bu siirecin ana diizenleyicileridirler.
Bcl-2 proteinlerinin  hiicre Oliimiinii  diizenledigi mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir, ancak islevlerinin ¢ogunlukla mitokondrinin zarlar arasi
boslugundan (IMS) protein salinimini diizenlemelerine bagli oldugu diisiiniilmektedir
(Gross 2005). Apoptozda esas olarak i¢sel ve digsal olmak tiizere iki temel apoptotik

yol tanimlanmistir. Igsel apoptotik yol, pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
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aktivasyonunu igerir ve bu da dig mitokondriyal membranin (OMM) geg¢irgenliginin
artmasma neden olur ve bunun sonucunda sitokrom-c (Cyt-c) ve diger IMS
proteinleri salinir. Digsal yolda, apoptozis tiimor nekroz faktorii/Fas (TNF/Fas)
reseptor ailesinin iyelerinin aktivasyonu yoluyla baslatilir (McDonne ve ark.
1998). Kaspazlarin aktivasyonu, Bcl-2 ailesinin antiapoptotik molekiilleri (Bcl-2,
Bcl-xL) tarafindan engellenebilirken, proapoptotik molekiilleri tarafindan ise aktive
edilir. Bcl-2 ailesi proteinleri, Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyeleriyle (Bax, Bak)
heterodimerlesir ve olusan proteinler (Bid, Bik) sitokrom c'nin salimimini engeller
(Lee ve ark. 2008). Normal kosullar altinda pro-apoptotik proteinler ile antiapoptotik
proteinler arasinda bir denge mevcuttur. Anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax,
arasindaki bu denge, hiicrenin apoptoza ugrayip ugramadigini belirlemede kritik bir
rol oynar (Ashkenazi ve ark. 2017). Bcl-2 geni, p53 tarafindan dogrudan aktive
edilen ilk apoptotik gen olup, apoptoz sirasinda hiicrenin hayatta kalmasinda énemli
rol oynar (Al-Zubaidy ve ark. 2022). Bax aktivasyonunun temel islevi, sitokrom ¢
gibi cesitli proapoptotik sinyal molekiillerinin salinmasma neden olarak dis
mitokondriyal membranin gegirgenligini artirmaktir (Grosser ve ark. 2021). Bax
proteini apoptozu desteklerken Bcl-2 proteini apoptozis baskilayici olarak etki eder.
Bcl-2, dis mitokondriyal zar lizerindeki reseptorlere baglanarak mitokondriyal zarin
biitiinliigini  korumaya yardimci olur. Hiicre apoptozis indiikleyici ajanlara
maruz kalirsa, Bax sitoplazmadan mitokondriyal membrana taginir ve dig membranin
gecirgenligini degistirir. Bu degisiklikler sonucunda sitokrom c ve diger apoptozis
indiikleyici faktorler mitokondriden serbest birakilir ve sonunda DNA’nin
par¢alanmasina neden olur (Vardiyan ve ark. 2020). Kanser hiicreleri; proapoptotik
Bax proteinini inhibe etmek i¢in antiapoptotik Bcl-2 proteininin ekspresyonunu
artirirlar ve boylece apoptozu engellerler (Lopez ve ark. 2022). Bax ile kanser
arasindaki iligki sadece kanser olusumuyla degil, ayn1 zamanda kanser prognozuyla
da ilgilidir. Bax proteininin ekspresyonunun azalmasi, mitokondriyal apoptotik yolun
basarisizligina, timor gelisimine, ilerlemesine, ilag direncine ve prognozun
kotiilesmesine yol a¢maktadir (Feng ve ark. 2018). Bax proteininin diislik
ekspresyonu; meme, kolorektal, over, prostat, 6zofagus, bas ve boyun kanseri gibi
cesitli tiimorlerde kotli prognozun belirtisi olarak kabul edilmektedir (Choi 2007).

Giatromanolaki ve arkadaslar1 (2001), ameliyatla tedavi edilen kolorektal
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adenokarsinomlu 268 hastadan alman tiimér dokularinda Bax, Bcl-2 ve P53
ekspresyonlarint immunohistokimyasal olarak degerlendirmis ve 1. ve 2. evre
tiimorlerde Bax ekspresyonu yiiksek iken, evre 3 gibi daha agresif tiimorlerde Bel-2
ekspresyonunun daha siddetli oldugunu bildirmislerdir (Giatromanolaki ve ark.
2001). Kymionis ve arkadaslar1 (2001), primer meme karsinomu olan yiiz otuz
hastadan alinan timér dokularinda, Bax ve Bcl-2 ekspresyonunun prognozu
belirlemede bir belirteg olup olmadigint immunohistokimyasal yontemle arastirmis
ve Bax ekspresyonunun olumlu prognostik faktér ve daha iyi Klinik sonuglarla
iliskili oldugunu, Bcl-2 ekspresyonunun ise kotii prognoza isaret ettigini tespit

etmislerdir (Kymionis ve ark. 2001).

Benzer sekilde Tsamandas ve arkadaslari (2007), rektal adenokarsinomlu
hastalardan alman timdr Orneklerini incelemis ve agresif tiimorlerde Bcl-2
ekspresyonunun Bax ekspresyonundan daha yiiksek oldugunu saptamuslardir
(Tsamandas ve ark. ve 2007). Lopez ve arkadaslar1 (2022), yapmis oldugu bir
calismada meme kanserinde, Bax protein ekspresyonunda artig, Bcl-2 protein
ekspresyonunda azalma meydana geliyorsa bunun iyi prognozun bir gostergesi
oldugunu bildirmislerdir (Lopez ve ark. 2022). Bcl-2 proteini ayrica prostat
tiimorlerinin androjen bagimsiz bir yol izlemesinde 6nemli bir rol oynar. Prostat
kanserinde Bcl-2’nin ekspresyonu, androjen yoksunluk tedavisinden sonra artar ve
androjen yoksunlugu tedavisi basarisiz olan hastalarda yiiksek seviyeler de seyreder
(Bylund ve ark. 1998, Khorve ark. 2006). Bunun yaninda insan prostat kanseri
hiicrelerinde Bcl-2'nin asir1 ekspresyonu, diger tiimor hiicreleri gibi, radyasyona kars1
direnci ve radyasyon sonucunda tetiklenen apoptoz olusumunu geciktirerek kanser
gelisimini artirir (Mackey ve ark. 1998). Kisacasi apoptotik yollarda meydana gelen
bozukluklar artik nérodejeneratif bozukluklardan maligniteye kadar uzanan bir dizi

hastaligin olusumuna katkida bulundugu tespit edilmistir (Scott ve ark. 2000).

Kanserin olusumu takiben sekillenen apoptozis, tiimdr hiicrelerinin
¢ogalmasini engelleyen ilk mekanizmadir (Liao ve ark. 2019, Kashyap ve ark. 2021).
Prekanserdz lezyonlarda, DNA hasar1 sonucu apoptozisin indiiklenmesi, potansiyel
olarak hasarli hiicrelerin yok edilmesine neden olarak tiimdr gelisimini
engelleyebilir. Apoptozis siirecinde meydana gelen bir aksama, kontrolsiiz hiicre

cogalmasina, kanser gelisimine, ilerlemesine ve kanser hiicrelerinin ilag tedavilerine
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kars1 direng gelistirmesine neden olabilir. Bu nedenle, apoptozis mekanizmalarinda
olusan herhangi bir diizensizlik karsinogenezde hayati bir rol oynamaktadir (Plati ve
ark. 2008). Hasarli bir hiicrenin apoptoza gidisinin veya apoptoz direncinin
azalmasmin farkli yollar1 vardir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki
dengenin bozulmasi azalmig kaspaz fonksiyonu ve bozulmus Olim reseptori

sinyallemesi nedenlerinden biri sonucunda kanser hiicreleri apoptozdan kacabilir

(Wong 2011).
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3.MATERYAL ve METOD

Bu calisma kapsaminda kullanilan deneklere ait Etik Kurul Belgesi
Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’'ndan
26.12.2023 tarihinde, 2023- 63-2 no’ lu karar ile etik kurul onay1 alinmustir.

3.1.Hiicrelerin Kiiltiri ve Hazirlanmasi

LNCaP hiicre serisinin biyiitiilmesi i¢in RPMI-1640 kiiltlir medyumu
kullanildi. Kullanilan kiiltiir medyumunun igerisine final konsantrasyonlar1 %10 fetal
sigir serumu (FBS), 100 IU/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin ve 100 pg/mL
primosin eklendi. Kriyojenik olarak dondurulmus hiicreler, hizli ¢6zdiirme teknigi
uygulanarak ¢ozdiiriildii ve hiicre kiiltiir plaklarina taze medyum ile karistirilarak
kiiltiire alindi. Hiicrelerin gelisimi her giin 151k mikroskobu ile kontrol edildi.
Hiicrelerin yogunlugu %380’in iizerine c¢iktig1 zaman tripsinizasyon metodu ile
pasajlandi. Her pasajlama isleminde, inkiibatorden alinan hiicrelerin iistlerindeki
besiyeri serolojik pipet yardimiyla ¢ekilerek atildi ve flaskin yiizeyi 1X PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicrelerin tizerine %0,25 tripsin/%0,03 Etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) soliisyonu eklenerek inkiibator icerisinde 3 dk bekletildi. Hiicrelerin
yapistiklart yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop yardimiyla kontrol edildi.
Inkiibasyon sonrasi tripsinin etkisini inhibe etmek icin, eklenen tripsi/EDTA
soliisyonu hacminin iki kat1 kadar kiiltiir medyumu eklendi. Hiicre siispansiyonu 15

mL’lik falkon tiiplere alindiktan sonra 150 x g’de 5-7 dk santrifiij edildi.
3.2.Hemositometrik Hiicre Sayim

Canli hiicre sayimi, invitrogen countess 3 cihazi kullanilarak gercgeklestirildi.
Hiicreler tripsin ile muamele edilip kaldirildiktan sonra santrifiij edilerek pellet elde
edildi. Elde edilen bu pelletin iizerine 1 ml hiicre besiyeri eklenerek silispanse edildi.
Hazirlanan siispansiyondan 10ul alindi ve 10ul tripan mavisi ile 1:1 oraninda
karistirilip, toma lami ve lameli arasindaki bosluga eklendi. Hiicre sayim cihazina

konularak canli hiicre sayis1 hesaplandi (Resim 1).
Her bir grup igin;

18*2*10%:36*10° hiicre 18*50 pL:900 uL 1XPBS iginde siispanse edilerek
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Resim 1: LNCaP prostat kanseri hiicre hatti, A: LNCaP hiicre serisinin flakstaki
mikroskobik gortintiisii, B: Hiicrelerin santrifiij edildikten sonra tiip igerisindeki

goruntiisu

3.3.Deney Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda materyal olarak; 24 adet, 8-10 haftalik erkek Atimik nude fare
kullanildi. Denekler, muhafaza edildikleri kafeslerde 12 saat gece, 12 saat giindiiz

olmak iizere, 20 °C sicakliga ve %40 nem ayarli odalarda barindirildi (Resim 2).

Resim 2: Deneklerin barmdirildig: kafesler.
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Her kafeste 6 hayvan olmak tizere toplamda 4 grup olusturuldu. Gruplar;
I.Grup: Kontrol grubu (Herhangi bir islem yapilmadi)

I1.Grup: Androjen Bagimli LNCaP tiimor hiicre hatti uygulanan ve 3.

hafta da 6tanazisi ve nekropsisi yapilan grup

I1:Grup: Androjen Bagimli LNCaP tiimor hiicre hatti uygulanan ve 5.

hafta da 6tanazisi ve nekropsisi yapilan grup

IV.Grup Androjen Bagimli LNCaP tiimor hiicre hatti uygulanan ve 7.

hafta da Gtanazisi ve nekropsisi yapilan grup

Tiim deney gruplarindaki hayvanlar ortotopik enjeksiyon Oncesi anesteziye
alind1 ve ekstremiteler sabitlenmis sekilde sirtiistii pozisyonda yatirildr (Resim 3A).
Karm bolgesi dezenfekte edildi ve karm bosluguna Metzenbaum makas1 kullanilarak
linea alba boyunca bir kesit atildi. Mesane ve seminal vezikiiller (SV'ler) diseksiyon
forsepsi ile kaldirilarak prostat dokusu ortaya c¢ikarildi. Steril kosullar altinda
gruplarda bulunan her bir denegin prostat bezinin sol anterior lobuna ortotopik
enjeksiyon yoluyla, 50 pL 1X PBS icinde 2x10° Androjen Bagimli LNCaP prostat
kanser hiicreleri enjekte edildi (Resim 3B-C). Preoperatif ve postoperatif donemde,
tim gruplardaki denekler haftada ii¢ defa tartildi, deney basinda ve sonunda iki kez
olmak {izere facial venden kan 6rnekleri alindi. Calisma siiresi boyunca denekler,
agirlik, enfeksiyon, tiimor gelisimi ve sag kalim yoniinden takip edildi. Deney siiresi
boyunca deneklerde herhangi bir komplikasyon goériilmedi. Deney siirelerini takiben
gruplarm nekropsileri yapildi ve alinan prostat dokularinin ilk olarak makroskobik
incelemeleri ile tiimoral kitlelerin kumpasla 6l¢timleri yapildi, ardindan %10’luk

tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
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Resim 3: LNCaP hiicrelerinin ortotopik enjeksiyon asamalari, A: Denegin
anesteziye alinmasi, B: Ortotopik enjeksiyon igin prostat dokusunun bulunmasi ve
prostat dokusunda, SV altinda bulunan sol arterior lobuna Androjen bagimli LNCaP

tiimor hiicrelerinin enjekte edilmesi, C: Enjeksiyon yapilmis atimik nude fare
3.4.Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in, facial venden alinan kan 6rnekleri EDTA’l1 mor
kapakli steril mikro kan toplama (0.5ml) tiiplerine konuldu. Takibinde alman kan
orneklerinden tam kan sayimi, VG-MS4e® (Melet Schloesing, Fransa) cihazi
kullanilarak yapild1 ve kan Ornekleri total 16kosit sayis1 (WBC x103/uL), lenfosit
yiizdesi (LYM %), monosit yiizdesi (Mon %), graniilosit yiizdesi (Gra %), lenfosit
sayist (LYM x103 /uL), monosit sayisi (Mon x103 /uL), graniilosit sayis1 (Gra x103
/uL), eritrosit sayis1 (RBC x106 /uL), ortalama eritrosit hacmi (MCV fL), hematokrit
yizdesi 52 (HCT %), hemoglobin konsantrasyonu (HGB g/dL) yoniinden
degerlendirildi. Kan saymmi yapildiktan sonra alinan kan drnekleri 4000 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi ve plazmalar1 ayristirilarak -80 °C’ de muhafaza edildi.

3.4.1.Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

ELISA testi; Fare Prostat Spesifik Antijeni, PSA ELISA Kiti (BT-LAP-
E0571Mo) kullanilarak, iiretici firmanin géndermis oldugu protokole gore yapild.
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Test Prosediirii

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler verilen talimatlara gore
hazirlandi. Kullanmadan dnce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Gerekli olan serit sayist belirlendi ve ayarlanan seritler kullanim ig¢in
cergevelere yerlestirildi.

Standart kuyuya 50ul standart eklendi. Standart soliisyon biyotinlenmis
antikor i¢erdiginden standart kuyuya antikor eklenmedi.

Numune kuyularina 40ul numune eklendi ve numune kuyularina 10ul Fare
PSCA antikoru eklendi. Daha sonra numune kuyularina ve standart
kuyulara 50ul streptavidin-HRP eklenip, iyice karistirildi. Plakanin tizeri
sizdirmazlik ile ortiiliip, 37°C'de 60 dakika inkiibe edindi.

Sizdirmazlik maddesi ¢ikartildi ve plaka yikama tamponuyla 5 kez
yikandi. Her yikama i¢in kuyular 30 saniye ila 1 dakika boyunca 300ul
yikama tamponuyla 1slatildi. Otomatik yikama i¢in, her kuyu bosaltild1 ve
ayni islem 5 kez tekrarlandi.Her kuyuya 50ul substrat soliisyonu A eklendi
ve ardindan her kuyuya 50ul substrat soliisyonu B eklendi. Plaka yeni bir
sizdirmazlik maddesiyle kapatilarak karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edildi.

Her kuyuya 50ul Durdurma Soliisyonu eklendi ve reaksiyon gergeklesen
numunelerde mavi renk hemen sariya dondii (Resim 4).

Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢ginde 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikro plaka okuyucusu kullanarak hemen her kuyunun

optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi.
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Resim 4: ELISA testi, pozitif reaksiyon

3.5.Histopatolojik ve Immunohistokimyasal incelemeler
3.5.1.Parafin Bloklarin Hazirlanmasi

Sakrifikasyon sonrasi deneklerden alinan tiimoral dokular tespit edilmesi i¢in
%10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 24-48 saat bekletildi ve ardindan
kasetlere alindi. Yeni bir formaldehit soliisyonun da tekrardan 24-48 saat tespit
edildikten sonra 8 saat akarsu altinda kalarak formaldehit soliisyonu
uzaklastirildi.  Dokulardan formaldehit soliisyonu uzaklastirildiktan sonra her
birinde 30 dk olmak tizere sirasiyla diisiikten baslayip yiiksege dogru seyreden alkol
serilerinden (%70, %80 %90, %96 ve %100’luk) gegirilerek kasetlenen dokular
dehidre edildi. Sonrasinda 3 ayr1 xyloldan gegirilerek, 56 °C etiivde erimis haldeki
parafinle bloklandu.

3.5.2.Histopatolojik Incelemeler-Hematoksilen-Eozin

Hazirlanan parafin bloklardan Hematoksilen-Eozin boyamasi 5 mikron
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kalnliginda seri kesitler alindi. Alman kesitler ilk olarak etiivde 70 °C iki saat
bekletildi ve ardindan iki ayr1 ksilolden gecirilerek deparafinize edildi. Kesitler,
yiiksekten baglayarak diisiik dereceye dogru hazirlanmis olan alkol serisinden (%100,
%96, %90, %80, %70) gecirilerek rehidrasyonlar1 saglandi ve ¢ekirdek boyamasi
icin hematoksilende 10 dk bekletildi. Ardindan, asit alkol ve amonyakli sudan
gecirilerek hematoksilen fazlaligi uzaklastirildi ve kalan boya sabitlendikten sonra
alkolik eozin ile hiicrelerin sitoplazmalar1 boyandi. Kesitler son olarak diisiikten
baslayarak yiiksek dereceli alkol serilerinden (%96, %100) gegirilerek dehidre edildi
ve ksilolden gecirilerek seffaf bir goriinlim almalar1 saglandi. Alkolu uzaklastirilan
kesitler entellan ile kapatilarak 151k mikroskobu (Olympus Bx53) altinda incelendi ve
Cell "P programi (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 3,4) vasitasiyla
fotograflar1 ¢ekildi.

Deneklerden alman tiimoral dokularm mitotik endeks hesaplamasi icin
40X’lik biiylitmede mitotik figilirlerin en yogun bulundugu 3 saha belirlendi. Bu 3
saha da bulunan mitotik figiirlerin ortalamasi o vakanm ortalama mitotik endeksi
olarak kabul edildi (Erdem ve ark. 2025).

3.5.3.Immunohistokimyasal Incelemeler (IHC)

Immunohistokimyasal ve immunofloresan boyamalar i¢in parafin bloklardan
3 mikron kalinhiginda seri kesitler alindi. Alinan kesitlere TLR-3, TLR-9, Bax, Bcl-2,
VEGF, PCNA, MMP-9, TGF-beta ve FGF immunohistokimyasal boyamalari
yapildi. Immunohistokimyasal boyamalar igin Strepavidin-biotin ydntemi kullanildi.
Alman seri kesitler, li¢ ayr1 ksilolden gegirilerek deparafinize edildi ve ardindan
yiiksekten diisiige dogru hazirlanan alkol serisinden (%100, %96, %90, %80, %70)
gecirilerek hidrasyonu saglandi. Daha sonrasinda kesitler, %3’lik H202 ile 20
dakika inkiibe edildi. Tiim immunohistokimyasal boyamalarda antijenik baglanma
bolgelerini agiga ¢ikarmak icin tiim kesitler Citrate Buffer’a (pH:6.0) alind1 ve 10
dk mikrodalga (800W) firinda kaynatildi. 20 dakika oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Sogutma islemi sonrasinda kesitler 3x5 dk Phosphat Buffered Saline (PBS)
(pH: 7.2) soliisyonuyla yikandi ve kesitlerin ¢evresi pappen ile c¢izilerek
smirlandirildi. Primer antikor asamasindan once kesitler blocking soliisyonunda

(Thermo UltraVision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (TP-
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125-HL) 10 dk inkiibe edildi ve TLR-3, TLR-9, Bax, Bcl-2, VEGF, PCNA, MMP-9,
FGF ve TGF-p (Tablo 3) primer antikorlariyla gece boyunca buzdolabinda 4 °C de
inkiibe edildi. Ertesi giin inkiibasyondaki kesitler ilk olarak 3x5 dk PBS soliisyonuyla
yikandi. Sonrasinda swrasiyla uygun biyotinize sekonder antikorlar (Thermo
UltraVision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (TP-125-HL) ve
peroksidaz enzimi ile oda isisinda 10 dk inkiibe edildiler (Thermo UltraVision
Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (TP- 125-HL) ve her iki
soliisyon arasinda kesitler tekrar 3x5 dk PBS soliisyonuyla yikandi. Kromojen olarak
AEC ile 10-15 dk inkiibe edilen kesitler hematoksilende bir dakika bekletildikten
sonra akan su altinda bes dakika yikandi ve takibinde su bazli yapistirict (Mount
quick acquoso) ile kapatildi. Yapilan boyamalarda kullanilan negatif kontrol

dokularina primer antikor yerine PBS soliisyonu damlatilda.
3.5.4.Douple immunofloresan (IF)

Immunoflouresan boyamada Douple IF boyama teknigi kullanildi. Alman
Kesitler etiivde bekletildikten sonra deparafinizasyon islemi igin iki farkli ksilol
serisinden ve dehidrasyon i¢in yiiksekten baslayip diisiige dogru hazirlanmis dereceli
alkoller ile distile sudan gecirildi. Ardindan kesitler, %3’liikk hidrojen peroksit
soliisyonunda 20 dakika inkiibe edilerek endojen peroksidaz aktiviteleri bloke edildi.
Ug farklh PBS tampon soliisyonunda 5’er dakika tutulduktan sonra, antijenik
noktalar1 agiga ¢ikarmak i¢in citrate buffer saline (pH 6.0) soliisyonunda mikrodalga
firmda 10 dakika (600W) kaynatildi ve kesitler sogumasi i¢in 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Soguyan kesitler PBS soliisyonunda 3x5 dk inkiibasyonu
takiben, kesitlerin kenarlar1 kurulanip, pappen ile ¢izildi ve sonra arka plan
boyamasimi engellemek igin blocking soliisyonunda (Thermo UltraVision Detection
System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (TP-125-HL) 10 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. Kesitler PBS uygulanmaksizin uygun dilusyonlarda hazirlanan primer
antikor damlatilarak gece boyunca buzdolabinda 4-6 °C de inkiibe edildi. Ertesi giin
kesitler PBS soliisyonunda 5x5 dk yikandiktan sonra primer olarak TLR-3 ve TLR-9
antikorlar1 kullanilan kesitler i¢cin Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Fitch isaretli
sekonder antikor (Alexa Flour 488, A-11008); Bax ve Bcl-2 primer antikorlar1
kullanilan kesitlerde ise Goat anti-Mouse 1gG (H+L) (Alexa Flour 555, A-21422)
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Texas Red isaretli sekonder antikorlar ile oda isisinda 60 dakika karanlikta inkiibe
edildiler. Bu inkiibasyon isleminin ardindan kesitler distile suya alindi. Ardindan
distile suda 5 dakika bekletildi ve DAPI damlatilarak 5 dakika karanlikta inkiibe

edildi. Sonrasinda lamelle kapatilarak floresan mikroskobunda incelendi.

Tablo 3. IHC ve IF boyamalarinda kullanilan Primer ve Sekonder Antikorlar

Primer ve sekonder antikorlar Kodu Diliisyon
TLR -3 Polyclonal Antibody

(immunohistokimyasa+ PA5-88251 1/200
immunoflouresan boyamalarda)

TLR-9 Polyclonal Antibody

(immunohistokimyasa+ PA5-89960 1/100
immunoflouresan boyamalarda)

!3ax (immunohistokimyasa+ STI97729 1/100
immunoflouresan boyamalarda)

Bcl-z (immunohistokimyasa+ Ab-BE9103 1/100
immunoflouresan boyamalarda)

VEGEF Polyclonal Antibody MAB-32038 1/100
(immunohistokimyasal boyama)

EGFZ Polyclongl Antibody PA5-116495 1/100
(immunohistokimyasal boyama)

TGFBlPo!ycIo_naI Antibody E-AB33090 1/100
(immunohistokimyasal boyama)

RCNA Po[yclor_1a| Antibody SC-56 1/100
(immunohistokimyasal boyama)

MMP-9 Monoclonal Antibody BT-MCA2606 1-100
(immunohistokimyasal boyama)

Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) i

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 A-11008 1/500
Goat anti-Mouse IgG (H+L) i

Secondary Antibody, Alexa Fluor 555 A-21422 1/500

3.6.istatistiksel analizler

[statistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) ve GraphPad 8.1 (San Diego, CA, ABD) programlar1 kullanild1 ve
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Immunohistokimyasal

yontemle boyanan doku 6rnekleri mikroskop altinda iki bagimsiz patolog tarafindan




46

analiz edildi. Immunpozitif hiicrelerin yiizdesi ve yogunlugu dikkate almarak,
sitoplazmik immun boyanma yiizdesi 0-%25 arasi ise 1, %26-%75 arasinda ise 2,
%76’dan biiyiikse 3 olarak degerlendirildi. Boyama yogunlugu ise yok veya zayif: 1;
giiclii: 2 ve ¢ok giighi: 3 seklinde puanlandi (Cobanoglu ve ark. 2015). Her iki
parametrenin toplami tiim denekler icin hesaplanip gruplardaki hayvan sayilarina
boliinerek gruplarm immunohistokimyasal skoru belirlenerek istatistiki olarak
degerlendirildi. Yine aymi sekilde deneyin basinda ve sonunda alinan kan plazma
orneklerinden PSA degerleri ELISA yontemiyle hesaplanarak gruplar arasindaki

karsilagtirilmasi istatistiksel olarak yapilda.
PCNA indeks;

Immunohistokimyasal boyama sonunda boyanma yogunlugu en yiiksek olan
iic alan secilerek 40X objektifte fotograflandi. Sayilan hiicrelerin ortalamasi o

vakanin PCNA skoru olarak belirlendi (Erdem ve ark. 2025).
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4 BULGULAR
4.1.Canh Agirhik Degisimleri ve Hematolojik Bulgular

Deneyin ilk giliniinden baglamak {izere haftada 3 defa tiim deneklerin kilolar1
not edildi ve sonuglar istatistiksel agidan degerlendirildi. Kolmogorov-Smirnov
testine gore; kilo verileri normal dagilim gostermektedir (p>0,05). Bagimli gruplar
oldugundan dolayi, Bagimli 6rnek T testi uygulandi. Test sonucuna gore, deneyin
baslangici ile deneyin sonundaki Kilo degisimleri arasindaki farkin anlamli oldugu

tespit edildi (p<0,05), (Tablo 4).

Tablo 4. Deneklerin canli agirlik degisimlerinin istatistiki sonuglar

Tartim Grubu

Alt Gruplan Ik tartim Son tartim P
Canh agirhk degisimi| 26,58+0,45 | 23,93+0,59 0,001*

4.2.Biyokimyasal Bulgular

Gruplarda bulunan deneklerden alinan kan Orneklerinin biyokimyasal
analizlerinde; deney baslangicinda alinan kan Orneklerindeki total 16kosit sayisi
(WBC), lenfosit yiizdesi (LYM %), monosit yiizdesi (Mono %), graniilosit sayist
(GRA), eritrosit sayis1 (RBC), hemoglobin konsantrasyonu (HGB g/dL), hemotokrit
(HCT%) degerlerinin referans degerleri arasinda oldugu tespit edildi. Deney sonunda
yapilan 6l¢iimde ise Olciilen kan parametrelerinin diistiigli ancak referans degerleri

arasinda yer aldig1 gozlemlendi.
4.2.1.ELISA sonugclar

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu deneklerinden alinan
doku Ornekleri ile 3 haftalik, 5 haftalik ve 7 haftalik tiimor grubu deneklerinden
alman doku ornekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir
(p<0,05). Bunun yaninda 3 haftalik, 5 haftalik ve 7 haftalik timdr gruplar1 arasinda
PSA seviyesinde sayisal olarak artis meydana gelmis olmasina ragmen meydana

gelen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05), (Tablo 5).
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Tablo 5. Serum PSA 6l¢timlerinin istatistiki analizleri

Standart Egri
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4.3.Makroskobik bulgular

Deney siiresi dolan gruplardaki deneklerin sistemik nekropsileri yapildi.
Kontrol grubundaki hayvanlarin prostat dokusunda makroskobik olarak herhangi bir
patolojik lezyona rastlanilmadi. Anterior prostat lobu (AP) yar1 saydam bir goriiniime

sahip olup, semina vezikularise (SV) bilateral olarak bagliydi (Resim 5).
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Resim 5: Kontrol grubu, Fare prostat dokusu; SV: Seminiila vezikiilarisler, AP:
Avrterior prostat lobu, IK: Idrar kesesi, U: Ureterler

Androjen bagimli LNCaP hiicre serisi verilen ve 3. hafta da nekropsisi
yapilan II. gruptaki deneklerin prostat dokusunun sol anterior lobunda toplu igne basi
biliyiikliiglinde, iyi smirlanmis, yuvarlak, dis yiizeyi piiriizsiiz, kirmizi renkli, sert
kivamli tiimoral kitleye rastlanildi. Enjeksiyon yapilmayan sag taraftaki anterior

prostat lobunda herhangi bir tiimdral yapiya rastlanilmadi (Resim 6).

Resim 6: 3 haftalik tiimor grubu, ok: idrar kesesi, ok basi: tiiméral Kitle, seritler:

vezikiila seminalisler.
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Sakrifikasyon islemi 5. haftada yapilan III. grupta, prostat dokusunun sol
anterior lopunda mercimek tanesi biyiikligiinde, smirlar1 keskin, dis yiizeyi
plirtizsiiz, kirmizi- kahverengimsi renkte tiimoral yapi tespit edilirken, 6 hayvanin 3
tanesinin sadece iliak lenf diiglimlerinde, 2 tanesinde ise hem iliak hem de

mezenterial lenf diiglimlerinde biiyiime meydana geldigi tespit edildi (Resim 7).
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Resim 7: 5 haftalik tiimor grubu, a: prostat dokusu, ok basi: tiimoral Kitle,
seritler: vezikiila seminalis, b: mezenteriyal lenf diigiimlerinde biiylime, c: iliak lenf

diiglimlerinde biiyiime.

Nekropsisi 7 haftada yapilan I'V. grupta ise II. ve III. gruplara benzer sekilde
prostat dokusunun sol arterior lobu ve sol prostat dokusunun tamamini kaplayan ayni
zamanda seminula vezikularislere uzanan, nohut biyiikligiinde, kanamali tiimoral
kitleye rastlanildi. Gruptaki tiim hayvanlarin mezenteriyal ve iliak lenf diiglimlerinde

biiylime tespit edildi (Resim 8).
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Resim 8: 7 haftalik timér dokusu, a: prostat dokusu, ok basi: tiimoral doku,

serit: vezikiila seminalis, b: mezenteriyel lenf diigiimii, c: iliak lenf digiimii

Deneklerden alinan tiimoral dokularin kumpasla uzunluk ve genislikleri
Olglildii ve Faustino-Rocha ve ark. (2013) gelistirmis oldugu tiimoér hacim
hesaplama formiilii (V = (W % x L) / 2) kullanarak tiimoral dokularm hacimleri
hesapland1 ve istatistiksel olarak karsilastirildi. Shapiro-Wilk testine gore; timor
hacmi verileri normal dagilim goéstermemektedir (p<0,05). Dolayist ile Kruskal
Wallis testi uygulandi. 3., 5. ve 7. hafta olmak tizere farkli zamanlarda 6l¢iilen tiimor
hacimleri Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildiginda, ortalama sira degerlerine gore
tiimor hacmi; 3. haftalik grupta 3,50; 5. haftalik grupta 10,08; 7. haftalik grupta ise
14,92 olarak bulunmus olup, 3. haftalik tiimor grubu ile 5 haftalik ve 7 haftalik tiimor
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p<0,05), 5 haftalik ile 7
haftalik grubun tiimér hacminde artis sekillenmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Analizler sonucunda tiimér hacmi 3.
haftada en diisiik, 7. haftada en yiiksek diizeydedir. Yani haftalar ilerledik¢e tiimor

hacminde 6nemli bir sekilde artis meydana gelmektedir (Tablo 6).
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Tablo 6. Tumor hacimlerinin istatistiki analizleri

ek K=

-3 NI

3 haftahk 5 haftalik 7 haftalik

4.4, Mikroskobik Bulgular
4.4.1.Hematoksilen-Eozin Boyama Sonugclari

Kontrol grubundan alian dokularmn histopatolojik incelemesinde herhangi bir
patolojik lezyona rastlanilmamis olup prostat dokularinin normal histolojik yapilarini

korudugu tespit edilmistir (Resim 9).

T 1000pm

Resim 9: A: Kontrol grubu, prostat dokusu, B: SV: seminulo vezikularis, VS: vas
deferens, U: iiretra, AP: anterior prostat lobu (mor alan), DP: dorsal prostat lobu
(turuncu alan), LP: lateral prostat lobu (gri alan), VP: ventral prostat lobu (pembe
alan), H&E, Bar= 1000 um.



53

Ug haftalik timér grubunda ise enjeksiyonun yapildigi anterior prostat
lobunda soluk, oval-yuvarlak ¢ekirdekli, belirgin niikleoluslu, eozinofilik
sitoplazmal1 tiimor hiicreleri iceren solid tiimdral bir kitleye rastlanildi. Tumor
hiicrelerinin bazilarinda mitotik figiirler tespit edildi. Bazi bez epitel hiicrelerinde
papiller proliferasyonlar, elek benzeri desenler, kiiciik, diizensiz bez yapilara

rastlanildi. Iliak ve mezenteriyal lenf diigiimlerinde herhangi bir patolojik lezyona

rastlanilmadi (Resim 10).

Resim 10: 3 haftalik timor grubu, A-B-C-D: Farkli magnifikasyonlarda tiimoral
doku, yildiz: tiimoral doku, soluk, oval-yuvarlak g¢ekirdekli, belirgin niikleoluslu,
eozinofilik sitoplazmali timdr hiicreleri, ok basi: bez epitel hiicrelerinin papiller-

elek benzeri proliferasyonu, ok: mitotik figiir, H&E.

Bes haftalik tiimor grubunda ise 3 haftalik tiimor grubuna benzer sekilde;
yuvarlak-oval c¢ekirdekli, belirgin niikleoluslu, eozinofilik sitoplazmali tiimor
hiicrelerinin solid yap1 olusturuldugu tespit edildi. Solid tiimoral dokunun iginde bez
yapilarina da rastlanildi. 3 haftalik tiimor grubuna kiyasla mitotik figiirlerin daha

fazla oldugu goézlemlendi. Tiimor hiicrelerinde pleomorfizm gozlenen bulgulara
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arasindaydi. Bunun yaninda iki denekten alinan tiimoral dokuda komedonekroz ve

kanama saptandi (Resim 11).

Resim 11: 5 haftalik timér grubu, A-B-C-D: Farkli magnifikasyonlarda tiimoral
doku, yildiz: tiimoral doku, soluk, oval-yuvarlak g¢ekirdekli, belirgin niikleoluslu,
eozinofilik sitoplazmali timor hiicreleri, serit: komedonekroz alanlari, ok: mitotik

figlir, H&E.

Yedi haftalik tiimor grubunda ise diger gruplara benzer sekilde tiimoral
kitlede eozinofilik sitoplazmali, belirgin nukleoluslu ve yuvarlak-oval niikleollu
timOr hiicrelerine sahip solid tiimoral kitlenin varligi tespit edildi. Tiumor
hiicrelerinde belirgin anizositozis, anizoniikleozis ve cekirdek¢ik sayisinda artis
gozlemlenen bulgular arasinda idi. Bazi tiimor hiicrelerinin g¢ekirdeklerinde asiri
bliylime ve hiperkromazi tespit edildi. Tiimdr hiicrelerinin seminulo vezikularise
infiltre oldugu saptandi. Mitotik aktivitenin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Gruptaki tiim deneklerde tiimdral dokularin ortasinda komedonekroz ve

kanama alanlarinin varlig1 saptandi (Resim 12).
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ReSIm 12 7 haﬂahk tumor grubu A-B-C- D Farkh magmﬁkasyonlarda tiimoral
doku, yildiz: tiimoral doku, soluk, oval-yuvarlak g¢ekirdekli, belirgin niikleoluslu,
eozinofilik sitoplazmali tiimor hiicreleri, serit: komedonekroz alanlari, ok basi:

kanama alan1 ok: mitotik figiir, H&E.

Deneklerden alinan iliak lenf diigiimlerinin 3 tanesinde metastaz tespit edildi.
Mezenteriyal lenf diiglimlerinde ise herhangi bir metastaza rastlanilmadi. Timor
hiicreleri primer tiimorlerin histolojik 6zelliklerini yansittig1 ve tiimor hiicrelerinin

lenf dliglimiiniin tamamina yayildig1 gézlemlendi (Resim 13).

Resim 13: Iliak lenf diigiimii, A-B-C: Farkli magnifikasyonlarda lenf diigiimiindeki

metastaz alanlari, yildiz: metastatik tiimor hiicreleri, ok basi: lenfoid doku, H&E.
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Gruplardaki deneklerden almman tiimoral dokularda yapilan mitotik indeks
hesaplamalarinda Kolmogorov-Smirnov testine gore; mitotik aktiviteleri normal
dagilim sergiledigini gostermektedir (p>0,05). ANAVO testi yapilarak gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak karsilastirildi. Yapilan istatistiki karsilagtirmada 3
haftalik ve 7 haftalik gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edilirken
(p<0,05), 3 haftalik ile 5 haftalik ve 5 haftalik ile 7 haftalik gruplara arasinda sayisal
olarak mitozda artis sekillenmesine ragmen istatistiki olarak anlamli fark tespit

edilmemistir (p>0,05).

Tim vakalara ait mitotik indeks degerleri (Tablo 7) ve istatistiki analizleri

asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 8).

Tablo 7. Gruplardaki denekten alinan tiimoral dokularin mitotik aktivitesi ve grup

ortalamalar.
Gruplar 1.Alan 2.Alan | 3. Alan Ortalama
3 Haftahk
1 Hayvan 4 6 4 4,66666667
2. Hayvan 3 1 0 1,33333333
3. Hayvan 5 9 5 6,33333333
4, Hayvan 2 1 1 1,33333333
5. Hayvan 4 3 9 5,33333333
6. Hayvan 3 3 5 3,66666667
Grup Ortalamasi 3, 77777778
5 Haftahk
1 Hayvan 2 4 3 3
2. Hayvan 1 3 2 2
3. Hayvan 12 13 10 11,6666667
4, Hayvan 5 5 6
5. Hayvan 5 6 7 6
6. Hayvan 4 2 3,33333333
Grup Ortalamasi 5,33333333
7 Haftahk
1. Hayvan 12 15 12 13
2. Hayvan 7 12 6 8,33333333
3. Hayvan 7 8 6 7
4.  Hayvan 5 6 5 5,33333333
5. Hayvan 10 6 8 8
6. Hayvan 6 10 14 10
Grup Ortalamasi 8,61111111
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Tablo 8. Gruplar arasindaki mitotik indeksin istatistiki analizi

Mitotik 3 haftahk grup 5 haftahk grup 7 haftalhk grup
indeks

3,78 £2,08 5,33+3,51 8,61 £2,65
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4.4.2. immunohistokimyasal Bulgular ve istatistiksel Analizler

Immunohistokimyasal yontemle dokularm; PCNA, MMP-9, TGF-B, FGF,
VEGF, Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9 ckspresyonlar1 degerlendirildi. Yapilan tim

boyamalarda kontrol dokularinda herhangi bir pozitif reaksiyona rastlanilmadi.
4.4.2.1.PCNA

Deneklerden alinan tiimoral dokularin ve ilgili lenf diigiimlerinin PCNA
ekspresyonlar1 immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Yapilan boyamalar
sonucunda tiimoOr hiicrelerinde siddetli intraniikleer immunpozitif reaksiyonlar
goriildii. Tiimoral dokular; immunpozitif hiicre sayilar1 yoniinden karsilastirildiginda
en giiclii reaksiyonun 7 haftalik tiim6ér grubunda oldugu, ikinci en yiiksek
immunoreaktivitenin 5 haftalik grupta meydana geldigi tespit edildi (Resim 14). 7
haftalik tiimér grubundan alman metastatik lenf diiglimlerinde yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda da primer tiimdr dokusuna benzer sekilde

intraniikleer immunpozitif reaksiyonlara rastlanildi (Resim 15).
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Resim 14 Pro

a, A-B 3 haftalik
tiimor grubu, C-D: 5 haftalik tiimor grubu, E-F: 7 haftalik timdr grubu, ok baslar:

A immunohistokimyasal boyam

tat Kanseri, PCN

tiimor hiicrelerinde intraniikleer immunpozitif reaksiyonlar, IHC

Resim 15: Iliak lenf diigiimii, A-B-C: Farkli biiyiitmelerde PCNA
immunohistokimyasal boyamasi, 0k basi: Timo6r hiicrelerinde intraniikleer

immunpozitif reaksiyonlar, IHC.
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Gruplardaki ortalama pozitif hiicre sayilarinin istatistiki karsilagtirilmalarinda
3 haftalik tiimor grubunda diger gruplara nazaran PCNA ekspresyonunun daha diisiik
oldugu, hem 5 haftalik hem de 7 haftalik tiimor gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diisiik oldugu (p <0.01), 5 haftalik timor grubu ile 7 haftalik
timor grubu arasindaki farkin ise istatistiki olarak anlamli olmadig1 tespit edildi
(Tablo 9), (p>0,05). Bu veriler 1s1ginda, tiimdr hiicre proliferasyonunun timor

ilerlemesine paralel bir sekilde attig1 gozlemlenmistir.

Tablo 9. Tiim gruplara ait ortalama PCNA pozitif hiicre sayimlarmin istatistiksel

karsilastiriimasi
3 haftahk grup 5 haftahk grup 7 haftahk grup
PCNA 130,43+38,64 187,33+19,61 192,33+21,76
PCNA
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4.422.TGF-B

TGF-pB primer antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, timor
hiicrelerinin sitoplazmasinda graniiler tarzda yaygin immunpozitif reaksiyonlara
rastlanildi. TGF-f immiin pozitif reaktivitenin Ozellikle pleomorfizmin belirgin

oldugu alanlarda daha yogun oldugu tespit edildi. Yapilan boyamalar sonucunda
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TGF-B imunoreaktivitesinin timor gelisimine paralel artis gosterdigi ve en siddetli
immunoreaktivitenin 7 haftalik timor grubunda olustugu gozlemlendi. Bunun
yaninda 7 haftalik tiimor grubunda, 5 haftalik tiimor grubuna kiyasla TGF-
immunreaktivitesinin siddetinde ve yogunlugunda artis meydana geldigi ve en diisiik

immunpozitif reaksiyonun 3 haftalik tiimor grubunda oldugu tespit edildi (Resim 16).

R e==r— T = T > R e=r— > = T I I
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Resim 16: Prostat kanseri, TGF-beta immunohistokimyasal boyama, A-B-C: 3
haftalik tiimor grubu, D-E-F: 5 haftalik timdr grubu, G-H-1: 7 haftalik timdr grubu,

timor hiicrelerinin sitoplazmalarinda TGF-beta immunpozitif reaksiyonlar, IHK.

Asagidaki grafikler de 3., 5. ve 7. haftalarda sakrifiye edilen gruplardan
alman tiimoral dokularda TGF-B ekspresyon diizeyleri istatistiksel olarak analiz
sonuglar1 verilmistir. Yapilan analizler sonucunda 3 haftalik grup ile 5 haftalik (p
<0.05) ve 7 haftalik (p <0.0001) tiimor gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1
fark saptandi. Bunun yaninda 5 haftalik tiimor grubu ile 7 haftalik tiimor gruplari
arasinda da anlamli fark tespit edildi (p <0.05), (Tablo 10).
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Tablo 10. Tum gruplara ait ortalama immunpozitif TGF-f hiicrelerinin istatistiksel

karsilastiriimasi.
3 haftalik grup 5 haftahk grup 7 haftahk grup
TGF-B 1,50+0,55 2,33+0,52 3,00+0,00
TGF-B
G * ok ok ok
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4.4.2.3.VEGF
Alman tiimoral doku orneklerinin VEGF ekspresyonunun

immunohistokimyasal yontemle incelenmesi sonucunda tiimor hiicrelerinde
intrasitoplazmik pozitif immunreaktivite gdzlemlendi. Immunpozitif reaksiyonlarin
ozellikle nekrotik alanlarin g¢evresindeki tiimor hiicrelerinde daha siddetli oldugu
gozlemlendi (Resim 17). VEGF ekspresyonu agisindan gruplar semikantitatif olarak
karsilastirildiginda en siddetli ve en yogun reaksiyonun 7 haftalik tiimér grubunda

oldugu en diisiik reaksiyonun ise 3 haftalik tiimor grubunda sekillendigi saptandi.
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Resim 17: Prostat kanseri, VEGF immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: Farkli
biiylitmelerde 3 haftalik tiimor grubu, D-E-F: Farkli biiyiitmelerde 5 haftalik timor
grubu, G-H-I: Farkli biiyiitmelerde 7 haftalik tiimor grubu, ok basi: timor
hiicrelerinin sitoplazmalarinda VEGF immunpozitif reaksiyonlar, N: nekroz alanlari,

IHK.

Deneklerden alman tiimoral dokular VEGF ekspresyon diizeyleri yoniinden
istatistiksel olarak karsilastirildi. Yapilan analizler sonucunda 3 haftalik tiimor grubu
ile 5 ve 7 haftalik tiimor gruplar1 arasinda istatistiki agidan anlamli fark tespit
edilirken (p<0,05), 5 haftalik ve 7 haftalik tiimor gruplari arasinda farkin istatistiki
acidan anlamli olmadig1 gézlemlendi (p>0,05), (Tablo 11).
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Tablo 11. Tim gruplara ait ortalama immunpozitif VEGF hiicrelerinin istatistiksel

karsilastiriimasi.
3 haftalik grup 5 haftahk grup 7 haftahk grup
VEGF 1,67+0,52 2,50+0,55 2,67+0,52
VEGF
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4.4.2.4.FGF

FGF primer antikoru kullanilarak yapilan immunohistokimyasal boyamalar
neticesinde tiimoOr hiicrelerinde intrasitoplazmik immunreaktivite tespit edildi.
Yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, en diisilk immunpozitif boyanmaya 3
haftalik timoér grubunda rastlanirken, en siddetli reaksiyonun ise 7 haftalik timor
grubunda oldugu gdzlemlendi. Immunpozitif reaksiyonlarm tiimdr hiicrelerinin
sitoplazmasinda ve ozellikle nekroz ¢evresindeki tiimor hiicrelerinde daha siddetli
oldugu tespit edildi. Bunun yaninda 7 haftalk timor grubunda bez epitel
hiicrelerinin de intrasitoplazmik pozitif immun reaksiyon verdigi gézlemlendi
(Resim 18). Boyamalar sonucunda FGF ekspresyonunun tiimor gelisimine paralel bir

sekilde artis gosterdigi saptandi.
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Resim 18: Prostat kanseri, FGF immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: Farkli
biiylitmelerde 3 haftalik tiimor grubu, D-E-F: Farkl biiylitmelerde 5 haftalik tiimor
grubu, G-H-1: Farkl biiyiitmelerde 7 haftalik tiimor grubu, G: kiiciik resim: Bez
epitel hiicrelerinde pozitif immunreaksiyon, ok basi: tiimor hiicrelerinin

sitoplazmalarinda FGF immunpozitif reaksiyonlar, N: nekroz alanlari, IHK.

FGF immunoreaktivitesinin istatistiki analizinde, 3 haftalik ile 7 haftalik
tiimor gruplari arasinda (p<0.01) ve 5 haftalik ile 7 haftalik tiimor gruplar1 arasindaki
(p<0,05) fark anlamli kabul edildi. 3 haftalik ve 5 haftalik tiim6r gruplarindaki
VEGF ekspresyon diizeyleri arasindaki farkin istatistiki agidan anlamli olmadigi

gbzlemlendi (p>0,05), (Tablo 12).
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Tablo 12. Gruplarm immunpozitif FGF ekspresyonlarinin istatistiki karsilastirilmasi

3 haftahik grup 5 haftahk grup 7 haftahk grup

FGF 1,50+0,55 2.00£0,63 2.83+0.41
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4.4.2.5.Bax

Proapoptotik bir marker olan Bax antikorunun immunohistokimyasal
incelemesinde, tiimor hiicrelerinde sitoplazmik immunpozitif reaksiyonlara
rastlanildi. Gruplar arasinda karsilasgtirma yapilinca en siddetli ve en yogun
immunpozitif reaksiyonun 3 haftalik tiimdr grubunda sekillendigi tespit edildi. ikinci
en siddetli reaksiyonun 5 haftalik tiimoér grubunda olustugu gozlemlenirken, 7
haftalik tliimoér grubundaki dokularda zayif intrasitoplazmik immunpozitif
reaksiyonlarin meydana geldigi gozlemlendi. Yapilan boyamalar sonucunda timor
gelisimi ve agresifligi ile Bax immunreaktivitesi arasinda negatif bir iligki oldugu
saptandi  (Resim  19). Metastatik  lenf  diigiimlerine  yapilan  Bax
immunohistokimyasal boyamalar da tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda zayif

immunpozitif reaksiyonlara rastlanildi (Resim 20).
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Resim 19: Prostat kanseri, Bax immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: 3 haftalik
timor grubu, D-E-F: 5 haftalik tiimor grubu, G-H-I: 7 haftalik timér grubu, ok
basi: Bax intrasitoplazmik immunpozitif hiicreler, IHK.
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Resim 20: 7 haftalik tiim6r grubu, iliak lenf digiimii metastazi, yildiz: Bax

immunpozitif reaksiyon alanlar1 IHK.

Deneklerden alinan dokularin Bax immunpozitif reaksiyonlarmin istatistiki
karsilastirilmast sonucunda, 3 haftalik ve 7 haftalik tiimor gruplar1 arasinda istatistiki
acidan anlamli bir artis oldugu tespit edilirken (p<0,05), 3 haftalik grup ile 5 haftalik
ve 5 haftalik tiimdér grubu ile 7 haftalik tiimér grubu arasinda; Bax
immunreaktivitesinin siddetinde ve yogunlugunda bir artis meydana gelmistir ancak

bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05) (Tablo 13).
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Tablo 13. Deneklerden alinan dokularin Bax immunpozitif hiicre ekspresyonlarinin

istatistiki karsilastiriimasi

3 haftalik grup 5 haftahk grup 7 haftahk grup
Bax 2,5040,55 2,00+0,63 1,50+0,55
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4.4.2.6.Bcl-2

Antiapoptotik ~ bir  protein olan Bcl-2  antikoru ile  yapilan
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda
graniiler tarza immunpozitif reaksiyonlar gézlemlendi. En yiiksek immunreaktiviteye
7 haftalik tiimor grubunda rastlanilirken, yogunluk ve siddeti en diisiik boyanmaya 3
haftalik tiimér grubunda rastlanildi. Bunun yaninda 3 haftalik tiimor grubunda bazi
tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde de immunpozitif reaksiyonlar tespit edildi. Timor
geligimi arttikca Bcl-2 ekspresyonunun arttigi tespit edildi (Resim 21). Metastaz
sekillenen 7 haftalik tiimor grubu iliak lenf diiglimlerinde yapilan Bcl-2
immunohistokimyasal boyamasinda tiimor hiicreleri ile birlikte yangi hiicrelerinde de

intrasitoplazmik immunpozitif reaksiyonlara rastlanildi (Resim 22).
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Resim 21: Prostat kanseri, Bcl-2 immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: 3
haftalik tiimor grubu, D-E-F: 5 haftalik tiimor grubu, G-H-1: 7 haftalik timor grubu,
ok baslari: tiimor hiicrelerinde Bcl-2 intrasitoplazmik immunpozitif reaksiyonlar,
ok: intraniikleer Bcl-2 immunpozitif reaktivite, N: nekroz, IHC.
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Resim 22: 7 haftalik tiimor grubu, iliak lenf diigimii metastazi, yildiz: Bcl-2

immunpozitif reaksiyon alanlar1 IHK.

Gruplardaki deneklerden alian tiimdral dokularin Bcl-2 ekspresyon diizeyleri
istatistiksel olarak degerlendirildi. Yapilan degerlendirme sonucunda, 3 haftalik ile 5
haftalik tiimor gruplar1 arasinda (p<0,01) ve 5 haftalik ile 7 haftalik tiim6r gruplari
arasinda (p<0,01) istatistiki agidan anlaml fark oldugu gozlemlendi. Bunun yaninda
3 haftalik ile 7 haftalik timor gruplarindaki Bcl-2 ekspresyonunda son derece
anlamli bir artis saptand1 (p<<0.0001), (Tablo 14).
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Tablo 14. Bcl-2 immunpozitif hiicre ekspresyonlarinin istatistiki karsilastiriimasi

3 haftalik grup o haftahk grup 7 haftahk grup

Bcl-2
1,17+0,41 1,83+0,41 2,83+0,41
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4.4.2.7.TLR-3

Yapilan TLR-3 immunohistokimyasal boyamalar1 sonucunda tiimor
hiicrelerinde yogun intasitoplazmik immunpozitif reaksiyonlara rastlanildi. Gruplar
boyanma yogunlugu agisindan degerlendirildirginde en yogun boyanmanin 7 haftalik
timor grubunda, ikinci sirada ise 5 haftalik timor grubunda oldugu gozlemlendi
(Resim 23). Metastaz sekillenen 3 hayvanin iliak lenf diiglimlerinde primer timor
odagma benzer sekilde sitoplazmik yerlesimli siddetli ve yogun immunpozitif

reaksiyonlara rastlanildi (Resim 24).
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Resim 23: Prostat kanseri, TLR-3 immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: 3
haftalik tiimor grubu, D-E-F: 5 haftalik timor grubu, G-H-1: 7 haftalik timor grubu,
ok baslari: TLR-3 intrasitoplazmik immunpozitif reaksiyonlar, IHK.
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Resim 24: Metastaz sekillenmis iliak lenf diigiimii, TLR-3 immunohistokimyasal

boyamasi, A-B-C-D: farkli biiyiitmeler, ok baslari: TLR-3 intrasitoplazmik pozitif
immunreaktivite, IHK.

TLR-3 immunreaktivitesinin istatistiki karsilastirilmasinda; 3 haftalik timor
grubu ile 5 haftalik tiimor grubu arasinda (p<0,05) ve 3 haftalik tiimor grubu ile 7
haftalik tlimor grubu arasinda (p<0.001) anlamli fark tespit edilirken, 5 haftalik
tiimor grubu ile 7 haftalik tiimor grubu arasinda immunohistokimyasal reaksiyonlarin
yogunlugunda ve siddetinde artis tespit edilmesine ragmen istatistiki agidan anlamli

bir artis tespit edilmemistir (p>0,05), (Tablo 15).
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Tablo 15. Immunpozitif TLR-3 hiicre ekspresyonlarinm istatistiki karsilastiriima

3 haftahik grup 5 haftalik grup 7 haftahk grup
TLR-3 1.8310.41 2.500.55 3,00+0,00
TLR-3
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4.4.28.TLR-9

Timoral dokularda yapilan TLR-9 immunohistokimyasal boyamalarda,
tiimor hiicrelerinde intrasitoplazmik pozitif immunreaktiviteye rastlanildi. Bunun
disinda 3 haftalik tiimoér grubundaki deneklerden alinan doku Orneklerinde bazi
tiimor hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde de immunpozitif reaksiyonlar gdzlemlendi.
Reaksiyonlarin 6zellikle nekroz sekillenen tiimdr dokularinda daha siddetli oldugu
tespit edildi. Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada; en siddetli ve en yoZun
immunreaktiviteye 7 haftalik timdr grubunda rastlanirken, en hafif boyanmanmn 3
haftalik tiimor grubunda oldugu gézlemlendi. Yapilan boyamalar sonucunda TLR-9
ekspresyonunun timér gelisime paralel bir artis gosterdigi tespit edildi (Resim 25).
Metastaz sekillenen 7 haftalik tiimor grubuna dahil ii¢ hayvana ait iliak lenf

diigiimlerinde de primer tiimor kitlesindeki reaksiyonlara benzer sekilde sitoplazmik

immunpozitif reaksiyonlar gézlemlendi (Resim 26).
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Resim 25: Prostat kanseri, TLR-9 immunohistokimyasal boyamasi, A-B-C: 3
haftalik timor grubu, D-E-F: 5 haftalik timor grubu, G-H-1: 7 haftalik tim6r grubu,
ok baslar: timor hiicrelerinde intrasitoplazmik immunpozitif reaksiyonlar, ok:

intraniikleer immunpozitif reaksiyon, N: nekroz, IHC.
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Resim 26: Metastaz sekillenmis iliak lenf diigiimii, TLR-9 immunohistokimyasal

boyamasi, A-B-C-D: farkl biiyiitmeler, ok baslari: TLR-9 intrasitoplazmik pozitif
immunreaktivite, IHK.

Gruplardan alman tiimoral dokularda yapilan TLR-9 immunohistokimyasal
boyama sonuglar1 istatistiksel olarak  karsilastirildi.  Yapilan  istatistiki
karsilagtirmada, 3 haftalik grup ile 5 haftalik (p<0.01) ve 7 haftalik tiimor gruplari
arasinda (p<0.0001) istatistiki agidan anlamli bir fark oldugu tespit edildi. Bunun
yaninda 5 haftalik ile 7 haftalik tiimor grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak son

derece anlamli oldugu gézlemlendi (p<<0.0001), (Tablo 16).



77

Tablo 16. Immunpozitif TLR-9 hiicre ekspresyonlarinmn istatistiki karsilastiriimasi

3 haftahik grup 5 haftalik grup 7 haftahk grup
TLR-9 1,0040,00 1,67+0,52 3,00+0,00
TLR-9
* K K K
4
* e e K

Expresyon
T

Yapilan Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9 immunohistokimyasal boyama
sonuglar1 Pearson analiz testi kullanilarak incelendi. Test sonucunda Bax-Bcl-2
(p=0,02), Bax-TLR-9 (p=0,01), Bcl-2-TLR-9 (p=0,02) arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilirken (p<0,05), Bax-TLR-3 (p=0,08), Bcl-2-TLR-3
(p=0,52) ve TLR-3 ile TLR-9 (p=0,47) arasindaki farkin anlamsiz oldugu tespit
edildi (p>0,05). Bunun yaninda Bax-Bcl-2 (r: -0,53), Bax-TLR-3 (r: -0,42), Bax-
TLR-9 (r: -0,57) immunohistokimyasal boyamalar1 arasinda negatif korelasyon
gozlemlenirken, Bcl-2-TLR-9 (r:0,81) ve Bcl-2-TLR-3 (r:0,53), TLR-3-TLR-9
(1:0,84) arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gozlemlendi (Tablo 17), (Mavi tonlar1
pozitif korelasyonu, kirmizi tonlar1 negatif korelasyonu ve daha koyu renkler daha
giicli korelasyonu ifade ederken, beyaza yakin renkler zayif korelasyonu veya

korelasyonun olmadigini gostermektedir).
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Tablo 17. Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9 immunohistokimyasal boyamalarinin

Pearson korelasyon analizi testi sonuglari

s 3 2
: 10

BAX
0.5

BCL-2

- 40

TLR-3
1-0.5

TLR-9
-1.0

PCNA, VEGF, TGF-8, FGF, Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9
immunohistokimyasal boyama sonuclarinin korelasyon analizinde, Bax-PCNA
(p=0,037/r: -0,49), istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05), Bax-TGF-B (p=0,06/r: -
0,46), Bax-VEGF (p=0,3/r: -0,26), Bax-FGF (p=0,4/r:-0,23) arasinda istatistiksel
olarak anlamsiz (p>0,05) ve negatif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bcl-2-
PCNA  (p=0,027/r:0,52), Bcl-2-TGF-f  (p=0,0001/r:0,81),  Bcl-2-VEGF
(p=0,050/r:0,47), Bcl-2-FGF (p<0,0001/1:0,88) boyamalarinda yapilan analizlerde
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir korelasyon saptanmistir (p<<0,05). TLR-3-
PCNA (p=0,024/r:0,53TLR-3-VEGF (p=0,021/r:0,54), TLR-3-FGF (p=0,028/r:0,52)
karsilastirilmasinda  istatistiksel acidan anlamli ve pozitif bir korelasyon
gozlemlenirken (p<0,05), TLR-3-TGF-B (p=0,07/r:0,61) arasinda anlamsiz ve pozitif
bir korelasyon gozlemlenmistir (p>0,05). TLR-9-PCNA (p=0,011/r:0,58), TLR-9-
TGF-  (p=0,0004/r:0,74), TLR-9- VEGF (p=0,020/r:0,54), TLR-9-FGF
(p=0,001/1:0,71) arasinda anlamli ve pozitif korelasyon tespit edilmistir (p<0,05),
(Tablo 18). Yapilan analizler sonucunda Bax’in tiimor gelisimini baskiladigi, Bel-2,

TLR-3 ve TLR-9’un ise tiimdr ilerlemesini destekledigi kanaatine varilmistir.
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Tablo 18. PCNA, VEGF, TGF-B, FGF, Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9

immunohistokimyasal boyamalarinin Pearson korelasyon analizi testi sonuglar1

4.4.3.immunofloresan Boyama Sonuclari

Yapilan ¢alismada Bax-TLR-9, Bax-TLR-3, Bcl-2-TLR-9 ve Bcl-2-TLR-3

primer antikorlar1 Douple Immunofloresan yontemiyle boyandi.
4.4.3.1.Bax-TLR-9

Tiimoral dokularda yapilan ikili immunofloresan boyamalarda timor
hiicrelerinin sitoplazmasinda pozitif reaksiyonlara rastlanildi. 3. haftada sakrifiye
edilen gruptan alinan tiimoral dokularda Bax ve TLR-9 pozitif reaksiyonun ayni
siddet ve yogunlukta oldugu, resimlerin birlestirilmesi sonucunda bazi timor
hiicrelerinin hem Bax hem de TLR-9 yoniinden pozitif reaksiyon gosterdigi tespit
edildi. 5. ve 7. haftalarda sakrifiye edilen gruplardaki deneklerde alinan tiimoral
dokularda TLR-9 ekspresyonunun Bax ekspresyonundan daha siddetli oldugu
gbzlemlendi (Resim 27).
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Resim 27: Bax-TLR-9 ikili immunofloresan boyamasi, A-B-C-D: 3 haftalik timor
grubu, E-F-G-H: 5 haftalik timor grubu, I-J-K-L: 7 haftalik tim6r grubu, ok
baslari: pozitif reaksiyonlar, ince ok: hem Bax hem de TLR- 9 immunpozitif
hiicreler, serit: Bax pozitif immunreaktivite, kalin ok: TLR-9 pozitif reaksiyonlar,
IF.

4.4.3.2.Bax-TLR-3

Gruplardaki deneklerden alinan tiiméral dokularda yapilan Bax-TLR-3 iKili
immunofloresan boyamasinda tiimor hiicrelerinin  sitoplazmasinda  pozitif
immunreaktiviteye rastlanildi. Gruplardaki pozitif reaksiyonlar karsilastirilinca; 3.
haftalik denckelerden alinan tiimoral dokularda, Bax-TLR-3 immunpozitif
reaksiyonlarin hemen hemen ayni yogunlukta ve siddette oldugu tespit edildi. Timor
ilerlemesi arttikga TLR-3 immunpozitif reaksiyonunun da siddetinin ve yogunun
arttig1 gozlemlendi (Resim 28). Yapilan boyamalarin immunohistokimyasal boyama

sonuglarina paralel oldugu tespit edildi.
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Resim 28: Bax-TLR-3 ikili immunofloresan boyamasi, A-B-C-D: 3 haftalik timor
grubu, E-F-G-H: 5 haftalik timoér grubu, 1-J-K-L: 7 haftalik tim6r grubu, ok
baslari: pozitif reaksiyonlar, ince ok: hem Bax hem de TLR- 3 immunpozitif
hiicreler, serit: Bax pozitif immunreaktivite, kalin ok: TLR-3 pozitif reaksiyonlar,
IF.

4.4.3.3.Bcl-2-TLR-9

Deneklerden almman tiimoral dokularda yapilan Bcl-2-TLR-9  ikili
immunofloresan boyamalarinda tiimor hiicrelerinin  sitoplazmasinda pozitif
reaksiyonlara rastlanildi. 3 haftalik gruptan alinan dokularda yapilan boyamalarda
TLR-9 ekspresyonunun Bcl-2 ekspresyonundan daha siddetli oldugu tespit edilirken,
7 haftalik gruptan alinan tiimdral dokularda yapilan boyamalarda ise her iki
boyamanin da ayni siddet ve yogunlukta oldugu tespit edildi. Bazi tiimor hiicrelerinin
hem Bcl-2 hem de TLR-9 yoniinden pozitif reaksiyon gosterdigi saptandi (Resim
29).
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Resim 29: Bcl-2-TLR-9 ikili immunofloresan boyamasi, A-B-C-D: 3 haftalik timor
grubu, E-F-G-H: 5 haftalik timor grubu, I-J-K-L: 7 haftalik tim6r grubu, ok
baslari: pozitif reaksiyonlar, ince ok: hem Bcl-2 hem de TLR-9 immunpozitif
hiicreler, serit: Bcl-2 pozitif immunreaktivite, kalin ok: TLR-9 pozitif reaksiyonlar,
IF.

4.4.3.4.Bcl-2-TLR-3

Gruplardaki deneklerden almman dokularda yapilan Bcl-2-TLR-3 iKili
immunofloresan boyamalarinda intrasitoplazmik pozitif reaksiyonlara rastlanildi.
Bcl-2 ve TLR-3 ekspresyonlarmnin birbirine paralel bir sekilde artis gosterdigi ve
reaksiyonun siddetinin 7 haftalik tiimér grubundaki deneklerden alman tiimdral
dokularda en siddetli oldugu gozlemlendi. Bazi tiim6r hiicrelerinin hem Bcl-2 hem

de TLR-3 yoniinden pozitif reaksiyon verdigi tespit edildi (Resim 30).
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Resim 30: Bcl-2-TLR-3 ikili immunofloresan boyamasi, A-B-C-D: 3 haftalik timor
grubu, E-F-G-H: 5 haftalik timor grubu, I-J-K-L: 7 haftalik tim6r grubu, ok
baslari: pozitif reaksiyonlar, ince ok: hem Bcl-2 hem de TLR-3 immunpozitif
hiicreler, serit: Bcl-2 pozitif immunreaktivite, kalin ok: TLR-3 pozitif reaksiyonlar,
IF.
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5 TARTISMA

Fare ve insan prostat dokular1 benzer embriyolojik gelisime, hiicresel bilesene
ve molekiiler 6zelliklere sahip olmakla birlikte anatomileri ve histolojileri farklilik
gostermektedir. Timor hiicre silispansiyonlarinin fare prostatina ortotopik olarak
enjekte edilmesinin zor olmasina karsin yapilan calismalarda, farelerde prostat
kanseri olusturmak icin bir¢ok deri alt1 ve ortotopik yontemler denenmistir (Wang ve
ark. 1999, Saar ve ark. 2015). Deneysel olusturulan tiimorlerde, tiimdriin deri alt1 ve
ortotopik mikrogevresinin farkli olmasindan dolay1 ortotopik yolla olusturulan
modeller deri alt1 modellere nazaran insan prostat kanserinin degerlendirilmesi
acisindan daha uygun olmaktadir. Ortotopik yontemle olusturulan deneysel modeller
diger deneysel modellere gore daha avantajlidir. Ciinkii ortotopik modelde stromal
hiicreler, vaskiiler yap1 ve bagisiklik sistemiyle tiimor arasindaki etkilesimler normal
prostat kanserindeki gibi siirdiiriiliir ve bu 6zellik dolayisiyla kemik metastazi gibi
PCa’ya 0zgii ileri evre patolojik degisiklikleri g6zlemlemek miimkiin olur (Anisimov
2006). PC-3 ve Du-145 tiimor hiicre hatlar1 deneysel modellerde daha ¢ok tercih
edilmekle birlikte bu hiicre hatlar1 hormondan bagimsiz olarak gelisim
gostermektedir oysa LNCaP tiimor hiicre hatt1 insan prostat tiimdriiniin bliylimesine
daha c¢ok benzeyen, AR ve PSA'y1 ifade eden androjene bagimli tek insan prostat
kanseri hiicre hattidir (Fu ve ark. 1992, Lim ve ark. 1993, Liu ve ark. 2022). Bu
hiicre hatt1 ile yapilan modellemeler, insanlardaki prostat kanserinin gelisiminin
degerlendirilmesi ve tedavi amacgl terapotik yaklasimlari test etmek i¢in en uygun
olan prostat kanseri hiicre hattidir (Lim ve ark. 1993). Nitekim Sato ve arkadaslar1
(1997) yapmis olduklar1 bir calisma da ksenograf- modellerde deneyin sadece tiimor
hiicresine bagli olmadigmi, bunun yaninda tiimor hiicrelerinin enjekte edildigi
mikrocevreninde tiimor gelisimi ve metastazinda onemli oldugunu bu nedenle
subkutan ya da ektopik enjeksiyonlar yerine ortotopik enjeksiyonlarin daha basarili
oldugunu ve ayn1 zamanda insanlarda olusan kanser dokularinin 6zelliklerini daha iyi
yansittigint bildirmislerdir (Sato ve ark. 1998). Yine; Abate-Shen ve arkadaslari
(2022) tarafindan yaymlanan bir bagska derlemede, prostat kanserinin patogenezini
incelemek i¢in ksenograft modellerde LNCaP tiimdr hiicre hattmin, androjene
bagimli ve PSA pozitif olmas1 nedeniyle daha c¢ok tercih edildigini, diger hiicre

hatlarina gore insan prostat kanserinde daha dogru verilere ulagilacagina
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bildirmiglerdir (Abate-Shen ve ark. 2022). Bu veriler dogrultusunda, yaptigimiz bu
caligmada androjene bagimli LNCaP tiimor hiicre hattini ortotopik yolla uygulayarak

ksenograft deneysel timdr modelini olusturduk.

PCa, bir¢ok lilkede erkeklerde kanser kaynakli dliimlerde ilk sirada yer alan,
Oonemli bir neoplastik hastaliktir. PCa'min erken evresi, manyetik rezonans
goriintiileme teknolojisi (MRG) ve prostat spesifik antijen (PSA) taramasiyla teshis
edilebilir (Iguchi ve ark. 2014). Erken evre PCa, prostat dokusuyla sinirli olup,
cerrahi, radyoterapi veya hormon tedavisi ile tedavi edilebilir. Ancak androjen
yoksunluk tedavisi (ADT) erken donemde etkili olmakla birlikte PCa androjen
bagimlidan androjen bagimsiza dogru ilerlerse kastrasyona direngli prostat kanseri
gelisebilir ve CRPC olan hastalar da prognoz oldukga kotiidiir. Ciinkii ADT'ye direng
kazanan PCa, hormon tedavisine yanit vermemeye baslar ve bu hastalar igin etkili bir
tedavi yontemi bulunmamaktadir (Wang ve ark. 2022). PSA, PCa tespiti i¢in degerli
bir tiimor belirteci olmasina ragmen, prostatin iyi huylu hiperplazisi ve prostatit
durumlarinda da serum PSA diizeyleri yiikselebilmektedir (Iguchi ve ark. 2014).
PSA diizeyleri 4-10 ng/mL arasinda olan hastalarin prostat kanseri olasilig1 yaklagik
%25, PSA diizeyi 10 ng/mL'den fazla oldugunda ise %50in iizerindedir (Sekhoacha
ve ark. 2022). Serum PSA degerine yonelik ilk ¢alisma; Catalona ve arkadaslari
(1991) tarafindan gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismada PCa teshisi konulmamis 50
yas ve iizeri 1653 hastanin serum PSA diizeyleri Olglilmiis ve Olglim sonunda
1516'sinin baslangic serum PSA degeri <4,0 ng, 107'sinin 4,0 ila 9,9 ng/mL ve
30'unun ise >10,0 ng/mL oldugu saptanmigtir. Serum PSA degeri 4,0 ila 9,9 ng/mL
olan 107 erkekten 85'ine biyopsi uygulanmis ve 85 biyopsi 6rneginin 19'una (%22)
PCa teshisi konulmustur. Serum PSA degeri >10,0 ng/mL degerleri olan 30 hastanin
da 27'sinden biyopsi uygulanmis ve bu Orneklerin 18'inde (%67) PCa varlig
saptanmistir. Genel olarak, biyopsi yapilan 112 hastadan 37'sinde PCa oldugu ve
PSA degeri ile biyopsi sonucu pozitif olan hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit etmislerdir (Catalona ve ark. 1991). Recker ve ark. (2001)
diistik PSA seviyelerinde meydana gelen prostat kanserinin insidansii belirlemek
icin PSA seviyesi 1 ila 3 ng./ml'de aralifinda olan 158 hastaya ait biyopsi drnegini
histopatolojik olarak incelemis ve 17'sinde (%10,8) prostat kanseri tespit edildigini

ve PSA seviyesinin PCa teshisinde bir belirtegc olarak kullanilabilecegini
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bildirmiglerdir (Recker ve ark. 2001). Erdogan ve ark. (2019) PSA seviyesi 2,5-30,0
ng/mL arasinda olan 211 hastayr degerlendirerek, bu hastalarin %35,1’ine (74 olgu)
PCa tanis1 konuldugunu ve PCa’li hastalarin PSA seviyelerinin anlamli sekilde daha
yiiksek oldugunu goézlemlemislerdir. PCa tanisi konan bu hastalarin PSA seviyesinin
daha yiiksek oldugu ve PCa negatif bireylerle f/t PSA farkinin istatistiksel olarak
anlamli oldugunu bildirmislerdir (Erdogan ve ark. 2019). PCa olusturulan deneysel
modellerde PSA’nin arastirildig: ilk ¢aligsmalar, 1990’11 yillarda baglamistir. Cleave
ve ark. (1991) PSA iiretmeyen atimik niide farelerde, PSA pozitif insan prostat
kanser hiicre hattin1 (LNCaP) kullanarak serum PSA diizeylerini incelemislerdir.
Calismalarinda, 14 mm? tiim6r hacmine sahip bir farede 2,1 ng/mL, 2855 mm? tiim6r
hacmine sahip bir farede ise 672 ng/mL PSA seviyelerini tespit etmislerdir. Serum
PSA seviyelerinin her 4,2 mm?® tiimdér hacmi i¢in yaklagik 1 ng/mL arttigim
bildirmislerdir (Cleave ve ark. 1992). Priolo ve ark. (2010) olusturdugu deneysel
prostat kanseri modelinde, saglikli fareler ile tiimor olusan gruptaki farelerin serum
orneklerini ELISA yontemiyle incelemisler ve inceleme sonucunda saglikh farelerin
serum Orneklerinde PSA’nin hi¢ tespit edilmedigini ya da ¢ok diislik seviyelerde
bulundugunu goézlemlerlerken (ortalama 1,02 ng/mL + 1), timér olusturulan
gruptaki deneklerden alman serum Orneklerinde ise PSA seviyelerinin anlaml
derecede yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir (ortalama 13 ng/mL + 10,7, P <0,001
(Priolo ve ark. 2010). Saar ve ark. (2015) insan prostat tiimor hiicre hatt1 kullanarak
farelerde olusturulan PCa modelinde, serum PSA seviyesini analiz etmisler ve serum
PSA seviyelerinin tiimor biiylimesiyle paralel sekilde arttigini bildirmislerdir (Saar
ve ark. 2015). Benzer sekilde Bastian ve ark. (2024) tarafindan da LNCaP tiimor
hiicre hatt1 kullanarak olusturulan deney modelinde tiimor hacmi ile PSA diizeyi
arasinda pozitif korelasyon bulundugunu tespit ederek serum PSA degerinin PCa’da
onemli bir belirte¢ oldugu bildirmislerdir (Bastian ve ark. 2024). Rembrink ve ark.
(1997) Du-145 ve LNCaP hiicre hatlarin1 kullanarak atimik niide farelere ortotopik
yolla enjekte ederek olusturduklar1 deneysel tiimor modelinde, tiimor gelisimi ile
serum PSA seviyelerini arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Yapilan Ol¢timler
sonucunda kontrol grubunda serum PSA tespit edilmedigini, DU-145 (hormon
bagimsiz tiimor hiicre hatt1) verilen gruptaki deneklerin serumunda da benzer sekilde

PSA tespit edilemezken, LNCaP tiimor hiicre hatti enjekte edilen, 10 fareden
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7'sinin serumunda PSA seviyelerinin 3,7-219,0 ng/ml arasinda oldugunu, en yiiksek
serum PSA seviyesinin ise tiimor hacminin en biiyiik oldugu denekte tespit edildigini
bildirmiglerdir (Rembrink ve ark. 1997). Reiter ve ark. (2013) androjen bagimli
LNCaP tiimor hiicre hatt1 vererek 6 haftalik 48 adet atimik niide farede olusturduklar1
deneysel prostat kanseri modelinde; PSA ekspresyonunu immunohistokimyasal
yontemle incelemiglerdir. Yapilan ¢alismanin sonucunda kontrol, tiimor ve tedavi
gruplar1 arasinda PSA ekspresyonu yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigmi bildirmis ve bunun nedeninin hayvan sayisinin yetersiz ve deney

stiresinin kisa olmasindan dolay1 oldugunu bildirmislerdir (Reiter ve ark. 2013).

Calismamizda serum PSA seviyelerinin kontrol grubuna ve tiimor gelisimine
paralel bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Ortotopik yontemle LNCaP hiicre hattini
kullanarak olusturdugumuz bu calismada; Cleave ark. (1992), Rembrink ve ark.
(1997), Priolo ve ark. (2010), Reiter ve ark. (2013), Saar ve ark. (2015) ve Bastin ve
ark. (2024) yapmis olduklar1 ¢alisma sonuglarindan farkli olarak serum PSA
seviyelerindeki artig istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonuglar
dogrultusunda hayvan sayismnin az olmasi ve deney siiresinin hayvanlarin duyarh
olmasindan dolay1 7 haftayla smirli tutulmasi nedeniyle ve ayrica Gleave ve ark.
(1992) sonuglarma benzer sekilde PSA iiretimini etkileyen tek bir faktor olmadigini
aynt zamanda tiimoriin mikrogevresel faktorlerinin de serum diizeylerini

etkileyebilecegi kanatine varilmstir.

Calisma kapsaminda alman tiimoral dokular histopatolojik agidan
degerlendirildiginde tiimor hiicrelerinin eozinofilik sitoplazmali, yuvarlak-oval
cekirdekli ve birden fazla cekirdek¢ige sahip solid hiicre yiginlar1 seklinde ve
tiimoral alanda bol miktarda anormal mitotik figiirlerin oldugu, timor gelisimi
devam ettikge tiimoral alanin ortasinda kanama ve nekrozlarin sekillenmeye
basladig1 tespit edildi. Bunun yaninda 7 haftalik gruba ait 6 hayvanin 3 tanesinin
iliak lenf diiglimiin de metastaz tespit edildi. Tlimdr hiicrelerinin, lenf diiglimiiniin
hem korteksine hem de medullasina infiltre oldugu, diger organlarda herhangi bir
metastaza rastlanilmadig: tespit edildi. Waters ve ark. (1995) yaptig1 bir ¢calismada
prostat kanseri hiicre hatt1 verilen atimik nude farelerde olusturulan deneysel prostat
kanseri modelinde, tiimor gelisimini ve metastaz kapasitesini incelemis ve histolojik

olarak tiimor hiicrelerinin kopiiklii, eozinofilik sitoplazmali, pleomorfik, yuvarlak
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oval ¢ekirdekler barindiran ve ¢ekirdeklerin heterokromatik 6zellikte, bir veya daha
fazla sayida belirgin ¢ekirdek¢ige sahip oldugunu ve tiimoral alanda bol miktarda
anormal mitotik figlirlerin bulundugunu gézlemlemislerdir. Bunun yaninda yakinda
bulunan lenf diigiimlerine metastaz sekillendigini ve primer tiimoriin histolojik
Ozelliklerini yansittigmi tespit etmislerdir (Waters ve ark. 1995). An ve ark. (1998)
yapmis oldugu bir ¢alismada; atimik niide farelere subkutan yolla insan prostat
kanseri hiicrelerini enjekte ederek tiimor gelisimini histopatolojik olarak incelemisler
ve calisma sonucunda tiimOr hiicrelerinin, eozinofilik sitoplazmali, belirgin
pleomorfik ¢ekirdekli, anaplastik 6zelliklere sahip oldugunu, tiimér alaninda yogun
anormal mitotik figiirlerin bulundugunu saptamislardir. Bunun yanimda ilgili lenf
nodunda da metastaz sekillendigini ve tiimor hiicrelerinin lenf diiglimiiniin hem
korteks hem de medullasina infiltre oldugunu bildirmislerdir (An ve ark. 1998).
Wang ve ark. (1999), yaptiklar1 ¢calismada (Water ve ark. (1995) ve An ve ark.
(1998)) yapmis olduklar1 ¢alismalarin sonuglarina benzer sonuglar bulmus ve timor
hiicrelerinin tiim prostat dokusuna yayildigin1 ve lenf diiglimleri ile birlikte
akcigerlere de metastaz yaptigini tespit etmislerdir (Wang ve ark. 1999). De Pinieux
ve ark. (2001) atimik niide farelere insan prostat kanseri hiicre hatt1 verilerek
olusturulan prostat kanserinde tiimor hiicrelerinin histopatolojik 6zelliklerini
incelemis ve timor hiicrelerinin iri birden fazla niikleouslu, seffaf sitoplazmali
hiicreler oldugunu, tiimoér alaninda birden fazla mitotik figliriin bulundugunu
gozlemlemislerdir (De Pinieux ve ark. 2001). Yukarida yapilan ¢alismalara benzer
sekilde Sharma ve Katz’in (2008) yaptig1 bir ¢alismada LNCaP tiimor hiicre
verilerek olusturulan deneysel prostat kanseri modelinde, tiimor hiicrelerinin
histopatolojik incelemesinde tiimor alaninda pleomorfik tiimor hiicrelerine ve ¢ok
sayida apoptotik hiicre ile anormal mitotik hiicrelere rastlanildigini ve tiimoral
kitlenin ortasinda komedonekroz alanlarmnin gelismeye basladigini gézlemlemislerdir
(Sharma ve Katz 2008). Yine Liu ve ark. (2022) atimik niide farelere ortotopik yolla
LNCaP tiimor hiicrelerini enjekte etmis ve tiimor gelisimi ile tlimor hiicrelerinin
histolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Calisma sonunda tiimor hiicrelerinin
morfolojik ve histolojik 6zelliklerinin insan prostat kanseri hiicrelerinin morfolojik
ve histolojik  Ozelliklerini  yansittigint  ve Gleason skorunun 5 olarak

degerlendirildigini bildirmislerdir (Liu ve ark. 2022). Calisma sonucunda elde
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ettigimiz sonuglarin Waters ve ark. (1995), An ve ark. (1998), Wang ve ark. (1999),
De Pinieux ve ark. (2001), Sharma ve Katz (2008) sonuglarina benzer oldugu ve
timoOr agresifligi arttik¢a c¢evre dokulara Ozellikle lenf diiglimlerine metastaz
sekillendigini gbzlemledik. Timor hiicrelerinde pleomorfizmin ¢ok yiiksek oldugu
ve gelisimine devam ettikge nekrozun ve kanamanin arttigi tespit edildi. Bunun
disinda insan prostat kanserinin tiim Ozelliklerini yansitmaktadir. Bu yoniiyle
insanlarda yapilacak her tiirli islemde ilk tercih edilebilecek modellerden biri

olabilecegi diistiniilmektedir.

Timor hiicrelerinin  proliferatif aktivitesi, kanser tanisinda Onemli bir
prognostik  belirtectir.  Hiicrelerin ~ proliferatif — aktivitesini  degerlendirme
yontemlerinden biri, hiicre dongiisiine 0zgii antijenlerin immiin boyama
yontemleriyle tespit edilmesidir. Ki67, proliferasyon yapan hiicre niikleer antijeni
(PCNA) ve minikromozom bakim (MCM) proteinleri, bir hiicre popiilasyonunun
artts oranin1 degerlendirmek i¢cin yaygin olarak kullanilan proliferasyon
belirtegleridir. Bu belirtecler arasinda Ki 67 hiicre dongiisiiniin tiim aktif fazlarinda
mevcuttur ancak dinlenme hiicre fazlarinda yoktur ve islevi halen daha belirsizligini
korumaktadir. Buna karsilik, PCNA ve MCM proteinleri DNA replikasyonunda
gorevli belirteglerdir (Jurikova ve ark. 2016). PCNA, DNA'y1 c¢evreleyen,
replikasyon ve onarim mekanizmasi nedeniyle niikleik asit metabolizmasimda énemli
bir rol oynayan niikleer bir homotrimerik proteindir. Ge¢ G1 fazinda g¢ekirdekte
salgilanir ve lokalize olur, S fazinda artar ve G2 ve M fazlarinda azalir (Jayaraman
ve ark. 2022). Bu nedenle PCNA, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi igin
vazgegilmezdir. (Wang ve ark. 2022). PCNA'nin anormal ekspresyonu, tiimor
olusumu ve gelisimi ile iligkilidir. Bu nedenle tiimorlerin malignitesini ve ¢ogalma
potansiyelini degerlendirmek icin Onemli biyobelirtegtir (Yang ve ark. 2019).
Preziosi ve ark. (1995) kedi ve kopeklerin iyi huylu ve kotii huylu meme tiimorleri
arasinda PCNA indeksini degerlendirmis ve degerlendirme sonucunda mitotik
aktivite ve PCNA ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu, timor
agresifligine paralel olarak mitotik aktivitenin ve PCNA ekspresyonunun arttigini,
PCNA’nin tiimdr prognozunu belirlemede objektif bir belirteg oldugunu rapor
etmislerdir (Preziosi ve ark. 1995). Soo ve ark. (2000) deneysel Submandibular Bez
Tiimériinde (SMG) p53, PCNA, EGFR ekspresyonunu 4., 8., 10., 14., ve 18.
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haftalarda sakrifiye edilen tiimdr gruplarinda immunohistokimyasal olarak incelemis
ve 18. haftada alman timoral dokularda PCNA ekspresyonunun daha siddetli
oldugunu ve PCNA’nmn timor agresifligini belirlemede kriter olabilecegini
bildirmiglerdir (Soo ve ark. 2000). Zhong ve ark. (2008) prostat kanseri ve BPH
olgularinda Ki-67 ve PCNA ekspresyonunu RT-PCR ve immunohistokimyasal
yontemlerle arastirmiglardir. PCa’li dokularda Ki 67 ve PCNA indeksi BPH’I1
hastalara gore daha yiiksek oldugunu ve Ki-67 ve PCNA kombinasyonunun, prostat
kanserinin erken tanisinin dogrulugunu belirlemede bir kriter olabilecegini
bildirmislerdir (Zhong ve ark. 2008). Chen ve ark. (2016) prostat kanseri hiicre
hatlarint (LAPC-4, LNCaP, C4-2 ve 22RV1) atimik niide farelere deri alt1 enjekte
ederek deneysel tiimor modeli olusturmuslardir. Daha sonra Nanomicellar TGX221
ile tedavi grubu olusturup, sadece tiimor olusturulan grup ile tedavi gruplar1 arasinda
PCNA ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak incelemislerdir. Arastirma
sonucunda; tedavi géren grupta tiimoral dokunun geriledigini ve timor boyutunda
azalma meydana geldigini, timor grubuna kiyasla PCNA ekspresyonunun daha
diisiik seviyelerde oldugunu gozlemlemislerdir. Sonug olarak prostat kanserlerinde
Nanomicellar TGX2212nin bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegini ve
PCNA’nin tiimér prognozunu belirlemede bir kriter olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir (Chen ve ark. 2016). Wang ve ark. (2018) kemoterapi veya
radyoterapi gormemis 60 adet kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli (NSCLC)
hastadan alinmis tiimoral dokularda, PCNA ekspresyonunu immunohistokimyasal
yontemle arastirmig ve arastirma sonucunda PCNA proliferasyonunun iyi huylu
tiimorlere nazaran agresif tlimorlerde daha yiliksek oldugunu bildirmislerdir (Wang
ve ark. 2018). Deng ve ark. (2023) 6zofageal skilamoz karsinomlu (ESCC), 807
hastaya ait tlimoral dokuda Ki 67 ve PCNA ekspresyonunu immunohistokimyasal
yontemle incelemis ve inceleme sonucunda Ki 67 ve PCNA indeksinin ESCC
evresine bagl olarak artig gdsterdigini ancak timor prognozunu belirlemede yeterli

olmadiklarin bildirmislerdir (Deng ve ark. 2022).

Bizde yapmis oldugumuz bu ¢alismada; Preziosi ve ark. (1995), Zhong ve
ark. (2008), Chen ve ark., (2016), Wang ve ark. (2018), Deng ve ark. (2023)
calismalarina benzer sekilde farkli gelisim donemlerine sahip prostat kanseri

dokularmda PCNA ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemle inceledik ve
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inceleme sonucunda tiimoriin gelisimine paralel olarak PCNA ekspresyonunda artis
gozlemledik. Gruplardaki deneklerden aliman dokularda yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda en siddetli ve en yogun immunoreaktiviteye 7.
haftada sakrifiye edilen gruptaki deneklerde oldugu, en diisiik immunoreaktivitenin
ise 3. haftada sakrifiye edilen grupta meydana geldigi gozlemlendi. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda 3 haftalik tiimor grubu ile 5 haftalik tiimor grubu
arasindaki ve 3 haftalik tiim6r grubu ile 7 haftalik tiimor grubu arasindaki farkin
istatistiksel acidan anlamli oldugu (p<0,05) ve prostat kanseri gelisiminde PCNA’nin
prostat kanseri prognozunu belirlemede 1yi bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini

tespit ettik.

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), ¢cok sayida fizyolojik ve patolojik
durumda bazal membrani ve hiicre dis1 matris (ECM) bilesenlerini parcalayan 20'den
fazla enzimden olusur. Bazal membranin yeniden sekillenmesi ve onarimi esnasinda
meydana gelen fizyolojik durumlarda yer alirlar ve romatoid artrit, aort
anevrizmalari, miyokard enfarktiisii, septik sok, karaciger hastaligi, tiimor invazyonu
ve kanser metastazlar1 gibi patolojik siireglerde ©onemli rol oynarlar (Crawford
ve ark. 1994). MMP’ler hiicre yiizeyinden salgilanirlar veya lokalize olurlar; bu
da substratlarinin hiicre dis1 proteinler oldugunu ve bunlardan bazilarmin timor
hiicrelerinin bazal membran ve stromaya invazyonu, kan damar1 penetrasyonu ve
metastaz ile iliskili oldugunu gostermektedir (Aalinkeel ve ark. 2011). MMP'ler
arasinda, MMP-9, invazyon ve metastazda rol aldigina inanilan aday proteinazdir.
MMP-9 mRNA's1 veya proteini, kotli huylu tiimorlerde, normal dokulara veya iyi
huylu tiimorlere gore genellikle daha yiliksek diizeylerde bulunur. Cogu arastirma
calismasi, yiiksek diizeyde MMP-9 ekspresyonunun ¢esitli kanser tiirlerinde kotii bir
prognoz sagladigimi gdstermistir (Han ve ark. 2015). Morgia ve ark. (2005) 20 PCa
dokusu, 20 saglikli prostat dokusu, 20 BPH’li doku ve 20 tanede kemik metastazi
bulunan doku &rneginde MMP ekspresyonlarini ELISA ydntemiyle &lgmiislerdir.
Olgiimler sonucunda MMP-2, MMP-9 ve MMP-13 plazma konsantrasyonlarmin
metastazli PCa hastalarinda diger gruplara gore daha yiiksek oldugunu, MMP
aktivitesinin PCa'da tani, tedavinin izlenmesi ve malign progresyonun
degerlendirilmesinde rol oynayabilecegini bildirmislerdir (Morgia ve ark. 2005).

Koéhrmann ve ark. (2009) meme kanserinde MMP’lerin ekspresyonunu
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immunohistokimyasal, Western Blott ve PCR yOntemleriyle incelemis ve
incelemeleri sonucunda saglikli meme dokularina kiyasla kanserli dokularda MMP
ekspresyonlarinin daha siddetli oldugunu, MMP’lerin meme kanseri patogenezinde
onemli rolleri olabilecegini tespit etmislerdir (Kohrmann ve ark. 2009). Elahirad ve
ark. Kohrmann ve ark. (2009) yaptiklar1 g¢alismanmn benzerini kdpek meme
timoriinde yapmislardir. 32 adet kopek meme tiimorii dokusunda MMP-9
ekspresyonunu immunohistokimyasal yontem kullanarak arastirmis ve tiimor
agresifligi arttikca MMP-9 immunreaktivitesinin de arttigin1 gozlemlemislerdir
(Elahirad ve ark. 2024). Wojtkowska ve ark. (2024) kedilerde as1 yeri sarkomu
olgularda MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarmi immunohistokimyasal yontemle
incelemis ve saglikli dokulara kiyasla tiimdral dokularda MMP ekspresyonlarinin
daha ytiksek oldugunu, tiimor biyolojisini daha iyi degerlendirmek i¢cin MMP’lerin
daha detayl arastirilmasi gerektigini saptamiglardir (Wojtkowska ve ark. 2024).

Bu ¢alismalarm aksine; Aalinkeel ve ark. (2004), PC-3, DU-145 ve LNCaP
prostat kanseri hiicre hatlariyla MMP-9 ekspresyonu arasindaki iliskiyi PCR ve
Western Blott yontemleriyle incelemis ve en yiiksek MMP-9 ekspresyonunun PC3
timor hiicrelerinde oldugunu, ikinci sirrada DU-145’1n geldigini ve en diisiik MMP-9
ekspresyonunun ise LNCaP tiimor hiicrelerinde goriildiigiinii saptamis ve PC3 ve
DU-145 tiimor hiicre hatlarinin invaziv ve metastatik 6zelliginin LNCaP tiimor hiicre
hattindan daha yiiksek olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir (Aalinkeel ve
ark. 2004). Hu ve ark. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada CXCL16 ve
CXCLI12'min PC3 ve LNCaP hiicrelerinin in vitro invazyonuna olan etkilerini
immunohistokimyasal yontemle incelemis ve CXCL16 ve CXCLI2’nin ilgili
reseptorleri uyararak PC3 ve LNCaP tiimor hiicrelerinin invazyonunu destekledigi
gozlemlemislerdir. Bunun yaninda CXCL16 ve CXCLI12 uyarimi yapilmadan
LNCaP tiimor hiicre hattinda MMP-9 ekspresyonunun yok denecek diizeyde diigiik
oldugunu goézlemlemislerdir (Hu ve ark. 2008). Koskensalo ve ark. (2012) 619
kolorektal kanser hastasinda, MMP-2, MMP-8 ve MMP-9 ekspresyonunu
immunohistokimyasal yontemle incelemis ve 619 hastanin 208 tanesinde MMP-9
immunpozitifliginin olmadigini ve ileri evre invazif kolorektal kanserlerinden ziyade
lokal tiimorlerde (Dukes B kolorektal tiimdrler) yiiksek diizeyde eksprese edildigini

ve negatif MMP-9 ekspresyonunun Dukes B kolorektal tiimérlerinde kotii prognozu
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ongorebilmede bir kriter olabilecegini bildirmislerdir (Koskensalo ve ark. 2012).

Bizde c¢alismamizda Morgia ve ark. (2005), Kéhrmann ve ark. (2009),
(Elahirad ve ark. (2024), Wojtkowska ve ark. (2024) ¢aligmalarindan farkli olarak;
Aalinkeel ve ark. (2004), Hu ve ark. (2008), Koskensalo ve ark. (2012) sonuglarina
benzer sekilde; gruplardaki deneklerden alinan tiiméral dokularda yapilan MMP-9
immunohistokimyasal boyamalarinda negatif sonug elde ettik. Yapilan boyamalarda
kullanilan kontrol dokularinda (pnémonik fare akcigeri, sigir YHK dokular1 ve rat
deri dokular1) pozitif boyanma tespit edilmesine ragmen calisma kapsaminda
kullanilan dokularda herhangi bir pozitif reaksiyona rastlanilmamis olup, LNCaP

timor hiicre hattinin MMP-9 ekspresyonu gostermedigini saptamaktadir.

VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) ailesi ve reseptorleri,
embriyogenez, iskelet biiylimesi ve iireme fonksiyonlar1 swrasinda fizyolojik
anjiyogenezin temel diizenleyicileridir. VEGF ayrica tiimorler, géz i¢i neovaskiiler
bozukluklar ve diger durumlarla iliskili patolojik anjiyogenezde de dnemli gorevleri
bulunmaktadir. (Ferrara ve ark. 2003). VEGF endotelyal hiicre ¢ogalmasini arttirir,
hiicre gociinii destekler ve apoptozu engeller. Diizensiz VEGF ekspresyonu, timor
anjiyogenezini destekleyerek solid tiimorlerin gelisimine ve anormal anjiyogenez ile
karakterize edilen birkag¢ ek hastaligin etiyolojisine de katkida bulunur. Tiimérlerde,
ozellikle VEGF-A ve reseptorii karsinogenez, invazyon ve uzak doku metastazinin
yani sira tiimor anjiyogenezinde de rol oynar. Sonug olarak, VEGF sinyallemesinin
inhibisyonu ¢esitli tlimorlerin gelisimini durdurur (Neufeld ve ark. 1999, Takahashi
ve ark. 2005). Kisacas1 tiimorlerin biiylimesi vaskiilarizasyona baghdir ve
VEGF'ler temel anjiyogenez uyaricilaridirlar (Liu ve ark. 2021). Ma ve ark. (2018)
prostat kanserinde gleason skoru ve VEGF, KI 67 arasinda bir korelasyon olup
olmadigint immunohistokimyasal yontemle incelemis ve yliksek gleason skoruna
sahip prostat kanseri vakalarinda tiimor hiicrelerinin gekirdeklerinde VEGF ve Ki-67
intraniikleer immunpozitif reaksiyonun daha yiiksek oldugunu saptamislardir (Ma ve
ark. 2018). Ran ve ark. (2018) ultrason muayenesi sonucunda meme kanseri teshisi
konulan 89 hastadan alinan biyopsi materyalinde VEGF, COX-2 ve MMP-9
ekspresyonlarint  immunohistokimyasal yontemle arastirmislardir. Boyamalar
sonucunda tiimor boyutu daha biiyiik olan ve lenf nodu metastazi bulunan vakalarda

VEGF ve MMP-9 ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (Ran ve
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ark. 2018). Yine Rivera-Pérez ve ark. (2018) prostat kanseri ve BPH tanis1 konan
hastalardan alman serum ve biyopsi drneklerinde VEGF ekspresyonlarmi ELISA ve
immunohistokimyasal yontemlerle arastirmis ve Gleason skoru 8-10 olan hastalardan
alinan 6rneklerde VEGF diizeyinin daha yiiksek oldugu ve VEGF’nin prostat kanseri
vakalarinda prognozu belirlemede bir belirteg olarak kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (Rivera-Pérez ve ark. 2018). Benzer sekilde Sohn ve ark. (2018) hem
in vivo olarak olusturulan meme kanserinde hem de in vitro meme kanseri hiicre
hattinda tedavi ve kontrol gruplarmda VEGF ve PCNA ekspresyonlarini
immunohistokimyasal yontemle incelemis ve tedavi gruplarinda tiimor hiicre
gelisiminin yaninda VEGF ve PCNA ekspresyonlarmin da azaldigini, kontrol
grubuna kiyasla aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundugunu
bildirmislerdir (Sohn ve ark. 2018). Zou ve ark. (2020) meme kanseri hiicre hattinda
VEGF aktivitesine inhibe ederek tiimor hiicre gelisimini in vitro olarak
arastrmiglardir. Arastrma sonucunda VEGF ekspresyonunun inhibe edildigi
gruptaki tiimor hiicrelerinin gelisiminin durdugunu, VEGF salimmin devam ettigi
gruptaki tiimor hiicrelerinin ise gelisimine devam ettigini bildirmislerdir (Zou ve ark.
2020). Leis-Filho ve ark. (2021) 87 prostat kanserli kopekten alinan tiiméral dokuda,
VEGTF reseptor diizeylerini PCR ve immunohistokimyasal yontemlerle incelemis ve
caligma sonucunda saglikli prostat dokusunda ve BPH vakalarinda VEGF
ekspresyonunun negatif veya cok zayif oldugunu ancak yiliksek gleason skoruna
sahip vakalarda VEGF ekspresyonunun siddetli oldugu ve immunpozitif reaktiviteye

prostat epitel hiicrelerinde rastlanildigimi bildirmislerdir (Leis-Filho ve ark. 2021).

Bizde daha 6nce yapilan Ma ve ark. (2018), Ran ve ark. (2018), Rivera-Pérez
ve ark. (2018), Sohn ve ark. (2018), Zou ve ark. (2020), Leis-Filho ve ark. (2021)
calismalara benzer sekilde prostat kanseri hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu
immunohistokimyasal yontemle analiz ettik. Boyamalar sonucunda 7. haftada
sakrifiye edilen gruptan alinan tiimoral dokularda en siddetli ve yogun
immunoreaktiviteye rastlanirken, 3. hafta da sakrifiye edilen deneklere ait tiimoral
dokularda en diisiik immunreaktiviteye rastlanildi. Immunpozitif boyanmalarin
tiimor hiicrelerinde intrasitoplazmik sekilde oldugu saptandi. Immunpozitif
boyanmalarin 6zellikle nekroz ¢evresindeki tiimor hiicrelerinde daha siddetli oldugu

gozlemlenirken, mitoza giden hiicrelerde boyanma tespit edilmedi. Elde edilen
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sonuglar, VEGF ekspresyon artigmin prostat kanseri gelisimini destekledigini ve
prognozu belirlemede bir belirte¢ olarak tercih edilebilecegi diisiincesini

dogrulamaktadir.

Cok hiicreli organizmalarin dokular1 organize edebilmesi i¢in hiicrelerinin
birbirleriyle baglant1 kurmasi gerekir. Bu baglantilar, aralarinda biiylime faktorlerinin
de bulundugu bir dizi diizenleyici protein araciligiyla meydana gelir. Bir hiicre iginde
iiretilen biiylime faktorleri, dokudaki komsu hiicrelere uyarilari iletmek i¢in hiicrenin
disma salgilanir. Alict hiicre ylizeylerinde, salgilanan biiylime faktorlerini taniyan ve
baglayan belirli reseptorler bulunur. Hiicre zarindaki belirli reseptor bir biiylime
faktoriine baglandiginda, hiicrenin i¢ine bir sinyal iletilir. Bu iletisim sistemi i¢inde,
fibroblast biliylime faktorleri (FGF'ler) ve bunlarin reseptorleri de (FGFR'ler) bulunur
(Wiedlocha ve ark. 2021). FGF’ler hiicresel biiyiime, farklilasma, c¢ogalma,
anjiyogenez, epitel-mezenkimal gegis, bagisiklik, yara iyilesmesi ve neoplaztik
dontistim dahil olmak iizere ¢esitli normal ve patolojik siireclerde onemli gorevleri
bulunan protein ailesidir. Ancak son yillarda yapilan arastirmalar, FGF sinyal
yolaklarmm tiimor olusumu, gelisimi ve metastazi ile baglantili olabilecegini ortaya
koymustur (Turner & Grose, 2010, Ye ve ark. 2023). Saghkl hiicre fizyolojisinde
kritik rolleri olan bu proteinler, kanser hiicrelerinde anormal bigimde artis
gosterdiginde, tiimor mikrogevresinin sekillenmesi, hiicre proliferasyonu ve metastaz
gibi siirecleri tetikleyebilir (Babina & Turner, 2017). FGF sinyal yolunun timér
gelisimi lizerindeki etkisi iki farkli temele dayanmaktadir: birincisi dogrudan timor
hiicresinin proliferasyonunu ve hayatta kalmasin1 desteklemesi, ikincisi ise
anjiyogenezi tesvik ederek tlimoriin beslenmesini ve biiylimesini saglamasidir. Bu
Ozellikler hem primer timoér dokusunun biiylimesinde hem de metastazin
sekillenmesinde biiyiik rol oynar ve bu nedenle FGF sinyalleme agi, ¢esitli timdor
tiplerinde yiiriitiilen caligmalarda anti- neoplastik bir hedef haline gelmistir (Korc ve
ark. 2009). Meme, akciger, prostat, pankreas, mesane, serviks ve over gibi
kanserlerin ilerlemesinde FGFR sinyallemesinin kritik bir rolii olduguna dair gesitli
caligmalar bulunmaktadir (Ye ve ark. 2023). Bu islevleri disinda FGF’lerin apoptoz
lizerinde diizenleyici etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle, belirli FGF'lerin
hiicre i¢i yolaklar iizerinden (6rnegin PI3K/Akt ve MAPK/ERK yolaklari) anti-

apoptotik sinyaller iiretebildigi tespit edilmistir. Bu durum, kanser hiicrelerinin
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apoptozdan kagmalarma olanak tanimaktadir (Zhou ve ark. 2016). Giri ve ark. (1999)
deneysel olarak olusturulmus prostat kanseri Orneklerinde ve saglam prostat
dokusunda FGF-1 ve FGFR-1 ekspresyonlari ELISA, Western blotting ve
immunohistokimyasal yontemle incelemis ve FGF2 ekspresyonunun timor
dokularinda, saglam prostat dokusuna kiyasla belirgin bir sekilde arttigini ve
immunpozitif reaksiyonlarmn, stromal fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerde
oldugunu gozlemlenmislerdir. Ayrica, FGFR-1 ve FGFR-2'nin asir1 ekspresyonun,
kotii  diferansiyasyonla iliskili oldugunu bildirmislerdir (Giri ve ark. 1999).
Linderholm ve ark. (2003) yapmis bir olduklart bir ¢alismada meme kanseri
hastalarindan aldiklar1 dokular1 immunohistokimyasal yOntemle incelemis ve
FGF’nin asir1 ekspresyonunun primer meme kanseri hastalarinda artmis anjiyogenez
ve kotli sagkalim ile iligkili oldugunu gostermislerdir (Linderholm ve ark. 2003).
Gowardhan ve ark. (2005) prostat kanseri biyopsi ornekleri ile BPH vakalarinda,
FGF ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemle incelemis Ve arastirma
sonucunda BPH 6rneklerine kiyasla prostat kanseri dokularinda immunreaktivitenin
daha ytiksek oldugunu ve gleason skoru yiikseldikce FGF ekspresyonunun da artis
gosterdigini, bu nedenle FGF’nin prostat kanseri ilerlemesinde 6nemli bir rolii
olabilecegini saptanmisglardir (Gowardhan ve ark. 2005). Marek ve ark. (2009)
akciger kanseri hiicre hattinda tiimor ilerlemesi iizerine etkili olan biiylime
faktodrlerini ve sinyal yollarii1 ELISA, RT-PCR ydntemiyle incelemis ve arastirma
sonucunda FGF1 ekspresyonunun agresifligi yliksek olan tiimor gruplarinda daha
yikksek oldugunu, akciger kanseri hastalarinda prognozu belirlemede ve tedavi
etmede anti-FGF1 ve anti-FGFR’nin etkili olabilecegini bildirmislerdir (Marek ve
ark. 2009). Turner ve Grose (2010) FGF sinyalinin hiicre ¢ogalmasi, gogii ve
anjiyogenez gibi siireglerin gelisiminde rol oynadigni ve dolayisiyla timor
ilerlemesine yardimecr oldugunu tespit etmislerdir. Ozellikle FGF2’nin tiimdr
hiicreleri tarafindan asir1 eksprese edildigini ve tiimor anjiyogenezisini artirarak
metastaz gelisimini destekledigini bildirmislerdir (Turner ve Grose 2010). Benzer bir
baska calismada Turner ve ark. (2010) tarafindan gercgeklestirildi. Caligmada iki
farkli meme kanseri hiicre hattinda, FGF ekspresyonunu ve FGF salmimmin inhibe
edilmesi sonucunda meydana gelen degisiklikleri RT-PCR ve immunohistokimyasal

yontemlerle incelemis ve calisma sonucunda tedavi edilmeyen gruplarda FGF
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ekspresyonunun yiiksek oldugunu ve timor hiicrelerinin gelisimine devam ettigini,
tedavi edilen gruplarda ise FGF ekspresyonun da azalma meydana geldigi ve timor

hiicre gelisiminin yavasladigini bildirmislerdir (Turner ve ark. 2010).

Bizde; Giri ve ark. (1999), Linderholm ve ark. (2003), Gowardhan ve ark.
(2005), Marek ve ark. (2009), Turner ve Grose (2010), Turner ve ark.
(2010) calismalarmm sonuglarina benzer sekilde yapmis oldugumuz bu ¢aligmada
deneysel olarak olusturulan prostat kanseri doku orneklerinde FGF ekspresyonunu
immunohistokimyasal yontemle inceledik ve inceleme sonucunda tiimér ilerlemesine
paralel olarak FGF ekspresyonunun arttigmi tespit ettik. Calisma sonucunda en
siddetli ve yogun immunoreaktiviteye 7. haftada, en diisiik immunoreaktiviteye 3.
haftada sakrifiye edilen tiimor grubundan alman dokularda sekillendigi gézlemlendi.
FGF immunreaktivitesinin istatistiksel analizinde, 3 ile 7 haftalik tiimorii gruplari
arasinda ve 5 ile 7 haftalik tiimor gruplar1 arasindaki fark anlamli oldugu (p<0,05), 3
ve 5 haftalik tiimor gruplarimmdaki VEGF ekspresyonlar1 arasindaki farkin anlamli
olmadig1r gozlemlendi (p>0,05). Elde edilen veriler neticesinde FGF’nin tiimor
ilerlemesinde rol oynayabilecegi ve prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi

kanaatine vardik.

Bir sitokin olan doniistiiriici bliyiime faktorii-beta (TGF-P), gesitli hiicresel
mekanizmalarda 6nemli bir rol oynayan gii¢lii bir modiilatordiir. TGF- ve onun alt
akis mediyatorlerinin islev kazanmasi veya kaybetmesi, tiimor olusumu da dabhil
olmak tizere hiicre c¢ogalmasi ve farklilasmasinda, embriyonik gelisimde,
anjiyogenezde ve yara iyilesmesi gibi bircok biyolojik olayda 6nemli rol oynar
(Pasche 2001, Baba ve ark. 2022). TGF-p ligandlar1 epitel hiicreleri, fibroblastlar ve
bagisiklik hiicreleri dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tarafindan salgilanir ve TME
inaktif bir sekilde depolanirlar. Aktiflestirilmis TGF-P ligandlar1 otokrin ve parakrin
bagimli sekillerde asagi akis sinyalleme bilesenlerini baslatir (Xu ve ark. 2018).
TGF-B'nin tiimor hiicreleri ve tiimdr mikro g¢evresi iizerindeki otokrin ve parakrin
etkileri kanser gelisimi lizerinde hem olumlu hem de olumsuz etkiler gosterir. Buna
gore, TGF-P sinyalleme yolu hem bir tiimor baskilayici yol hem de tiimor ilerlemesi
ve invazyonunun bir promotorii olarak kabul edilmistir (Derynck ve ark. 2001, Shi ve
ark. 2022). Ozellikle, malignitenin erken evrelerinde TGF-B tiimdr baskilayici olarak

hareket eder ve hiicresel ¢ogalma ile farklilagmayi azaltarak maling hiicreleri
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temizlemede 6nemli bir rol oynar, boylece apoptoz siirecini tetikler. Daha sonra,
malignitenin ileri evrelerinde TGF-p, hiicresel doniisiimii, epitel-mezenkimal gegisi
ve metastazi artirarak tiimor olusumunu tesvik eder (Pickup ve ark. 2013, Baba ve
ark. 2022). Steiner (1994), TGF-B’nin prostat kanserindeki ekspresyonunu PCR ve
immunohistokimyasal yontemlerle arastirmis ve arastirma sonucunda fare prostat
adenokarsinomunda normal prostat dokusuna kiyasla TGF- P’nin daha yliksek
diizeyde eksprese edildigini ve immunohistokimyasal olarak da tiimor hiicrelerinde
intrastoplazmik yerlesimli pozitif reaksiyonlar sekillendigini tespit etmislerdir
(Steiner 1994). Pasche (2001) yaymlamis oldugu bir bildiride prostat kanseri olan
hastalarda, idrar TGF-f1 ve plazma TGF-B2 diizeylerinin yiiksek oldugunu, TGF-
Bl'in yiiksek ekspresyonu ve TGF-f reseptor ekspresyonunun diisiikliigiinii, prostat
kanseri olan hastalarinda kotii prognozla iliskilendirmis ve prostat kanserinin
tanisinda TGF-B1°m yararl bir biyobelirte¢ olacagmi raporlamislardir (Pasche 2001).
Figueroa ve ark. (2010) TGF-B‘nin insan meme kanserindeki roliinii incelemislerdir.
Farkli yas ve tiimor derecesine sahip invaziv meme karsinomu olan 623 hastadan
alinan ttimoral dokularda TGF-B’nin ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak
incelemis ve incelemeler sonucunda 6zellikle lenf diiglimii metastazi olan hastalarda
TGF-B ekspresyonunun diger dokulara kiyasla daha yogun oldugunu tespit
etmiglerdir. Bunun yaninda TGF-B sinyallemesinin; yas ve ER (Ostrojen reseptorii)
ekspresyonu ve farkli patolojik durumlara gore degistigini bildirmislerdir (Figueroa
ve ark. 2010). Reis ve ark. (2011) prostat kanserinde progronuzu belirlemede TGF-
B1°nin bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilmayacagini arastirmis ve 89 hastadan
toplanan taze dondurulmus maling ve bening doku 6rneklerinin, RT-PCR ydntemini
kullanilarak TGF-B1 diizeylerini dlgmiislerdir. Calisma sonunda yiiksek gleason
skoruna sahip PCa dokularmda TGF-B1 ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu,
prostat kanseri vakalarinda TGF-B1°nin yararl bir prognostik belirte¢ olabilecegini
ve bu dogrultuda daha fazla 6rnegin incelenmesi gerektigini bildirmislerdir (Reis ve
ark. 2011). Li ve arkadaslar1 (2019) akciger kanseri hastalarinda TGF-p
ekspresyonunun prognostik bir dnemi olup olmadigini aragtirmiglardir ve bunun i¢in
579 hastaya ait tiimoral doku orneklerini incelemis ve inceleme sonucunda TGF-f
ekspresyonunun akciger kanseri hastalarinda prognozu belirlemede bir kriter olarak

kullanilabilecegi kanisina varmiglardir (Li ve ark. 2019).
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Bizde ¢alismamizda, Steiner (1994), Pasche (2001), Figueroa ve ark. (2010),
Reis ve ark. (2011) ve Li ve ark. (2019) ¢alismalaria benzer sekilde farkl gelisim
donemlerine sahip insan prostat kanseri tiimor hiicre hatti verilerek olusturulan
deneysel fare prostat kanseri dokularinda TGF-f ekspresyonunu, tiimoér gelisimine
baglt degisimini immunohistokimyasal yontem inceledik ve yapilan calisma
sonucunda tiimor ilerlemesine bagl olarak 3., 5. ve 7. haftalarda sakrifiye edilen
timor gruplarinda, tiimér gelisimi arttikga TGF-B ekspresyonunun arttigmni, 3., 5. ve
7. haftalarda sakrifiye edilen gruplar arasinda yapilan istatistiksel analiz sonuglarinin
anlamli oldugunu gozlemledik. Elde edilen sonuglar neticesinde TGF-f’nin prostat
kanseri vakalarinda prognozu belirlemede bir biyobelirte¢ olabilecegi kanisina

vardik.

Farkli kanser tiirlerinde, biiylime faktorii sinyal yollarin1 hedef alan terapdtik
ajanlarin gelistirilmesine yonelik yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda 6nemli klinik
basarilar elde edilmistir (Zhou ve ark. 2016). Fakat; sinyal yolaklarmin g¢apraz
etkilesimleri, tedaviye direng, tiimor heterojenitesi mevcut tedavi yaklasimlarinin
etkinligini smirlandirdigini  bildirmislerdir (Hanahan & Weinberg, 2011). Bu
nedenle, ilerleyen donemlerde biiyiime faktorii hedefli tedavilerin daha etkili
olabilmesi i¢in tiimor biyolojisinin daha derinlemesine anlagilmasi ve kombinasyon
tedavilerine yonelik ¢alismalarin artirilmasi biliylik 6nem arz etmektedir. Netice
itibariyle, biiyiime faktorlerinin tiimor gelisimindeki ¢ok yonlii rolleri hem kanserin
molekiiler patogenezinin aydmlatilmast hem de hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesi agisindan merkezi bir arastirma alani olmaya devam etmekte olup, bu
alanda daha fazla c¢alismalarin yapilmasi ve aydinlatilmamis olan bilgilerin
dogrulugu arastirilmalidir. Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda VEGF, TGF-
B, FGF ve PCNA ekspresyonunun prostat kanseri gelisimine paralel bir sekilde artis
gosterdigini  gbzlemledik. Elde edilen verilen neticesinde bu molekiiler
mekanizmalarin detayli bir sekilde anlasilmasi, kanser teshis ve tedavisinde yeni
hedeflerin ve stratejilerin gelistirilmesi icin olduk¢a &nemlidir. Ozellikle bu
molekiillerin etkilesimlerini hedef alan kombine tedaviler, tek bir yolu hedefleyen
tedavilere gore daha etkili ve kanserle miicadelede daha umut verici stratejiler

sunabilir.

Apoptozis, embriyogenez ve doku homeostazisi gibi normal fizyolojik
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slireclerde onemli gorevleri olan bir hiicre 6liim programi olup ayni zamanda timor
baskilayici 6zellige de sahiptir (Morana ve ark. 2022). Tiimor ise kontrolsiiz hiicre
cogalmast olarak tanimlanir (Letai 2017). Wong’un bildirdigine gore ilk olarak
1970'lerde, Kerr ve ark. apoptozu potansiyel olarak kotii huylu hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi, hiperplazi ve tiimor ilerlemesiyle iliskilendirmistir ve azalmis apoptoz
veya apoptoz direncinin karsinogenezde hayati bir rol oynadigni bildirmislerdir
(Wong 2011, Kashyap ve ark. 2021). Bcl-2 ailesindeki proteinler apoptozisin
diizenlenmesinde merkezi rol oynamaktadir (Yip ve Reed 2008). Bcl-2 protein
ailesinin iiyeleri, proapoptotik ve antiapoptotik aktivitelere sahip Onemli
diizenleyicilerdir (Warren ve ark. 2019). Bu diizenleyiciler hiicrelerde hassas bir
dengede tutulur ve hasarli hiicrelerin geri doniistimsiiz bir sekilde hiicre 6liimiine
dogru yonlendirilmesine veya tersine, hiicrelerin kalic1 olarak apoptozdan kagmasina
ve kendilerini kotli huylu bir klon haline getirmelerine neden olabilir (Qian ve ark.
2022). Farkli yap1 ve islevlerine dayanarak, Bcl-2 ailesi iki gruba ayrilir:
antiapoptotik proteinler (6rnegin, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve Al) ve
proapoptotik (6rnegin, Bax ve Bak) proteinler. Antiapoptotik proteinler apoptozu
baskilarken, proapoptotik proteinler apoptozu arttirir (Liu ve ark. 2015). Bcl-2 ve en

yakin akrabalar1 (Bcl-xL, Bcl-w, Al ve Mgcl-1) hiicrenin hayatta kalmasini

desteklerken, yapisal olarak bcl-2’ye benzeyen Bax ve Bak gibi proapoptotik
proteinler ise hiicre 6limiinii destekler (Cory ve Adams 2005). Kanser hiicreleri
genellikle Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerinin  yukar1 regiilasyonu yoluyla
apoptozdan kacar ve daha agresif kanser hiicreleri apoptozu baskilamak i¢in pro-
apoptotik proteinleri asagi regiile eder veya inaktif hale getirir. Proapoptotik bir
protein olan Bax'in ekspresyonunun artmasi tiimor hiicrelerinin apoptoza gitmesine
neden olurken, Bcl-2 ekspresyonundaki artig, tiimor hiicrelerinin apoptozdan
kagmasma ve canliligin1 korumasina neden olur (Lopez ve ark. 2022). Bu hipotez
cesitli calismalarla da desteklenmistir. Ornegin; Krajewska ve ark. (1996) prostat
kanserinde Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemlerle
arastrmiglardir. Arastirmalar1 sonucunda diisiikk gleason skoruna sahip prostat
kanseri vakalarinda Bax ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu, yiliksek gleason
skoruna sahip vakalarda ise Bcl-2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu tespit

etmislerdir. Calisma sonucunda Bcl-2’nin prostat kanserlerinin hormondan bagimsiz
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metastatik prostat kanserine doniismesinde rol oynayabilecegini raporlamislardir
(Krajewska ve ark. 1996). Miyamoto ve ark. (1999) pankreas kanserlerinde bax, bcl-
2, bcl-x ve mcl-1 gibi antiapoptotik ve proapoptotik markerlarin ekspresyonunu
immunohistokimyasal ve Westen blot yOntemleriyle incelemislerdir. Caligma
sonucunda; agresifligi yiiksek olan pankreas tiimorlerinde, bel-2 ve mcl-1 gibi
antiapoptotik proteinlerin daha yiiksek diizeylerde eksprese edildigini, antiapoptotik
ve proapoptotik proteinler arasinda meydana gelen diizensizligin pankreas kanserinin
olusumunda rol oynadigi kanaatine varmislardir (Miyamoto ve ark. 1999). Xie ve
ark. (2000), dilin skuamoz hiicreli karsinom olgularinda Bax ve Bcl-2
ekspresyonlarinin prognostik degerine yonelik immunohistokimyasal yontemle
arastirma yiirlitmiislerdir ve arastirma sonunda yliksek Bax ekspresyonuna sahip olan
hastalarin, diisiik Bax ekspresyonuna sahip olan hastalara kiyasla hastaliga 6zgii sag
kalimlarmin daha yiiksek oldugunu ve Bcl-2 ile tiimor agresifligi arasinda pozitif
korelasyonun bulundugunu vurgulamiglardir. (Xie ve ark. 2000). Gobe ve ark.
(2002), bobrek karsinom vakalarinda ylriittiikleri bir c¢alismada apoptozis
arastirmislardir. Elde edilen veriler dogrultusunda saglikli bobrek dokularinda
Bax/Bcl-2 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundugunu tespit etmislerdir
(Gobe ve ark. 2000). Benzer sekilde Sohn ve ark. (2003), diffuz biiyiik B hiicreli
lenfoma olgularinda Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemle
inceleyerek bu biyobelirteglerin  prognostik degerine yonelik bir ¢alisma
yuriitmiislerdir. Arastirma sonucunda sag kalim orani ile yiiksek Bcl-2 ekspresyonu
arasinda pozitif iliski oldugunu ve Bax/Bcl-2 diizeylerinin prognozu belirlemede
onemli rol oynadigini bildirmislerdir (Sohn ve ark. 2003). Amirghofran ve ark.
(2005), 50 adet prostat kanseri vakasinda TUNEL ve immunohistokimyasal
yontemlerle Ki67, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarini incelemisler. Ki67 ekspresyonu ile
Bcl-2 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon oldugunu ayrica kanser evresi ile Bax
ekspresyonu arasinda negatif bir iliski bulundugunu bildirmislerdir (Amirghofran ve
ark. 2005). Katkoori ve ark. (2010), kolorektal kanser vakalarinda yiiriittiikkleri bir
calismada Bax’m prognostik bir belirte¢ olup olamayacagmi aragtirmislardir. Bu
amagla 56 adet kolorektal kanserli hastadan alman tiimoral dokular
immunohistokimyasal yontemle incelemislerdir. Yiiksek Bax immunoreaktivitesine

sahip hastalarda sag kalim oranmnin yiiksek oldugunu ve Bax’in prognostik bir
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marker olabilecegi yoniinde goriis bildirmislerdir (Katkoori ve ark. 2010). Pliiton ve
ark. (2011), meme kanseri vakalarinda Bax protein ekspresyonunu akis sitometresi
ile degerlendirmislerdir. Calismada 11 kontrol dokusu ile 62 meme adenokarsinomu
incelemis ve calisma sonucunda Bax ekspresyonunun meme kanseri hiicrelerinde
anlamli derecede diigiik oldugunu, tiimdr hiicrelerinin apoptozdan kacarak gelisim
gosterdigini ve Bax ekspresyonunun tiimor gelisimi tizerindeki roliiniin tam olarak
aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini bildirmislerdir (Pliiton ve
ark. 2011). Kurt ve ark. (2012), kemoterapi goren hastalardan alinan biyopsi
orneklerinde Bax, Bcl-2, VEGF ve MMP-9 ekspresyonlarini ve bu ekspresyonlarin
prognozla iliskiyi arastirmis ve arastrma sonucunda VEGF ve MMP-9 ile Bax
arasinda negatif korelasyon varken, Bcl-2 ile aralarinda pozitif bir iliskinin oldugunu
ve bunun kotli prognoza isaret ettigini bildirmislerdir (Kurt ve ark. 2012). Yapilan
diger bir calismada Yang ve ark. (2015) deneysel olarak olusturulan prostat kanser
modelinde  kurkuminin  apoptoz ve  kanser gelisimi  {izerine  etkisi
immunohistokimyasal ydntemlerle incelemistir. Kurkumin verilen grupta Bax
ekspresyonun arttigini, Bcl-2 ekspresyonunun azaldigmi ve bununla iliskili olarak da
timor hacminde ve agirliginda azalma meydana geldigini bildirilmiglerdir (Yang ve
ark. 2015). Timor vakalarinda prognozu belirlemenin yaninda timor gelisimi
acisindan da Bax ve Bcl-2 olduk¢a onemlidir. Ricca ve ark. (2000), Bcl-2
ekspresyonundaki artisin NF- kappa B aktivitesini arttirarak MMP-9 ekspresyonunu
arttirdigini ve tiimor hiicre gelisimi destekledigini tespit etmislerdir (Ricca ve ark.
2000). Hou ve arkadaslar1 (2019), papiller tiroid karsinomu olgularinda, miRNA-
449a’nin PCNA, MMP-9, MMP-2, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar1 iizerine etkisini
incelemis ve miRNA uygulamast yapilarak tedavi edilen grupta apoptozun
tetiklenmesi ile Bax ekspresyonun arttigini, tiimoral dokunun geriledigini ve es
zamanl olarak Bcl-2, PCNA, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarinin azaldigini
bildirmislerdir. Netice olarak, apoptozun desteklenmesi ile tiimdr hiicrelerinin yok

edilebilecegini kanaatine varmiglardir (Hou ve ark. 2019).

Bizde calismamizda Krajewska ve ark. (1996), Miyamoto ve ark. (1999), Xie
ve ark. (2000), Sohn ve ark. (2003), Amirghofran ve ark. (2005), Katkoori ve ark.
(2010), Pliiton ve ark. (2011), Kurt ve ark. (2012), Yang ve ark. (2015), Hou ve ark.

(2019) calismalarina benzer sekilde, deneysel olarak olusturulmus ve farkl gelisim
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donemlerine sahip olan prostat kanseri dokularinda antiapoptotik bir protein olan
Bcl-2 ile proapoptotik bir protein olan Bax’mn ekspresyonunu immunohistokimyasal
ve immunfloresans yontemlerle inceledik. Yapilan incelemeler sonucunda 3. haftada
sakrifiye edilen tiimor grubundan alman dokularda Bax ekspresyonu daha yiiksek
iken 7. hafta da sonlandirilan timér grubu deneklerinden alinan tiiméral dokularda
Bax immunoreaktivitesinin azaldigi, buna karsin Bcl-2 ekspresyonunun 3. haftada
sonlandirilan tiimér grubu hayvanlarindan alman dokulara kiyasla 7. hafta da
sakrifiye edilen tiimdr grubu hayvanlarindan alian dokulara gore daha diisiik oldugu
saptand1. Bcl-2 ekspresyonu tiimor gelisimine paralel bir sekilde artmistir. Gruplar
arasinda yapilan istatistiksel analizlerde, Bax immunoreaktivitesinin 3 haftalik ve 7
haftalik gruplara arasinda anlamli oldugu tespit edilirken (p<0,05), 5 haftalik ile 7
haftalik grup arasinda istatistiki agidan bir fark olmadigi gézlemlendi (p>0,05). Bcl-2
immunoreaktivitesinin istatistiki karsilastirmasinda ise tiim gruplar arasindaki farkin
anlaml oldugu gézlemlendi (p<0,05). Bunun yaninda; Bax ve Bcl-2 arasinda negatif
bir korelasyon bulunmasi, tiimoriin gelisimine paralel olarak artan PCNA, TGF-beta,
FGF ve VEGF ckspresyonlari ile Bcl-2 arasinda pozitif bir korelasyonun olmas: Bcl-
2’nin timor gelisimini destekledigini gosterir niteliktedir. Tiimor mikrogevresindeki
cesitli sinyal aglari, Bax ve Bcl-2 ekspresyonunu ve aktivitelerini diizenler. Biiyiime
faktorleri ve sitokinler gibi hayatta kalma sinyalleri genellikle Bcl-2 ailesi anti-
apoptotik tliyelerinin ekspresyonunu artirrken, DNA hasar1 veya onkogen
aktivasyonu gibi stres sinyalleri pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu
tetikleyebilir. Timor hiicreleri, bu sinyalizasyon yollarmm1 manipiile ederek
apoptozdan ka¢gma avantaji elde eder. Elde edilen bulgular sonucunda; Bax ve Bcl-2
ekspresyonlar1 arasindaki iligkinin tiimdr prognozu ve tedavi yanit1 i¢in 6nemli bir
belirteg oldugu, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulundugu
ve prostat kanseri vakalarinda prognozu belirlemede elverisli bir belirte¢ olarak

kullanilabilecekleri kanaatine varilmistir.

TLR’ler, patojenlerin yapisal molekiillerini (patojenle iligkili molekiiler
desenler veya PAMP'ler) ve hasarli hiicrelerden salinan endojen ligandlar (hasarla
iliskili molekiiler modeller veya DAMP'ler) taniyan ve bunlara inflamatuar yanit
olusturarak bulasic1 patojenlere ve kansere karsi ilk savunma hattinin olusmasini

saglayan transmembran proteinleridir (Duan ve ark. 2022). TLR'ler, makrofajlar,
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notrofiller, dendritik hiicreler (DC'ler), dogal oOldiiriicti (NK) hiicreler ve mast
hiicreleri gibi dogustan gelen bagisiklik sistemi hiicreleri ile adaptif bagisiklik
sistemi (T ve B lenfositler), stromal hiicreler ve farkli tiimor hiicresi tipleri dahil
olmak tizere bir¢ok hiicrede eksprese edilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
TLR’lerin yalnizca enfeksiyonlara kars1 degil, ayn1 zamanda neoplastik siireglerde de
onemli roller oynadigini ortaya koymustur. TLR’ler tiimor mikrogvresindeki
bagisiklik yanitlarinin modiilasyonu yoluyla hem tiimor baskilayict hem de timor
destekleyici etkiler gosterebilirler (Kawai & Akira, 2010). Baz1 TLR'lerin (6zellikle
TLR-3, TLR-7 ve TLR-9) aktivasyonu ile antijen sunumu ve tip | interferon
tretimiyle giiclii anti-tiimoral etki olusturdugu raporlanmistir (Hemmi et al., 2000).
Bunun yaninda, TLR-2, TLR-4 ve TLR-9’un kronik veya diizensiz aktivasyonu
sonucunda bagisiklik sisteminin tiimorii tanimasimin engellenebilecegi ve bu nedenle
timor ilerlemesini tesvik edebilecekleri bildirilmistir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov
2009). Ren ve ark. (2009), TLR-9’un insan akciger kanseri hiicrelerinin in vitro ve in
vivo tiimdr ilerlemesi iizerindeki etkisini Flow sitometre ve ELISA yontemleriyle
incelemis ve TLR-9 ‘un aktive edilmesinin timor ilerlemesini ve metastatik
potansiyeli arttirdigini  bildirmislerdir. Bunun yaninda IL-10 ekspresyonunun
artmasima neden olarak inflamasyonu baskiladig1 ve bu yoniiyle de tiimor gelisimine
destek oldugunu bildirmislerdir (Ren ve ark. 2009). Moreira ve ark. (2015) prostat
kanserinde TLR-9 ekspresyonunu hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarla, Western
Blott ve PCR yontemleriyle 6lgmiis ve ¢alismalar1 sonucunda prostat kanserinde NF-
kB/RELA ve STAT3 sinyallenmesini baslatarak tiimor hiicrelerinin gelisimini ve
invazligini destekledigini bildirmislerdir ve TLR-9'un prostat kanseri hiicrelerinde
apoptozu tesvik etmek yerine, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini1 ve yayilmasini
destekledigini gostermislerdir (Moreira ve ark. 2015). Bir baska ¢alismada Luo ve
ark. (2015) tarafindan yapilmistir. Calisma sonucunda TLR-9 antigonistleriyle tedavi
edilen prostat kanseri hiicrelerinde TLR-9 ekspresyonunun durdugunu ve bu
durumun prostat kanseri hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerinde azalma
meydana getirdigini bildirmislerdir. Bu c¢alisma verileri dogrultusunda, TLR-9'un
timor hiicrelerinin  yayilmasmi tesvik ettigini ve apoptozu engelledigini
bildirilmislerdir (Luo ve ark. 2015). Wu ve ark. (2017) kii¢iik hiicreli olmayan

akciger kanserinde (CSC) TLR-9’un invazyon, ilaglara direng ve in vivo tiimor
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olusumu ile sag kalim iizerindeki etkisini incelemisler ve akciger CSC'lerinde TLR-9
ekspresyonunun baskilanmasi proliferasyon, invazyon, tiimdér olusumu ve
kemoterapétik ilaglara karsi direng kapasitesinin inhibe edilmesiyle sonuglandigini
ve dahasi, hiicre dongiisii G2/M asamalarinda durdurdugunu ve TLR-9 ekspresyonu
azaldiktan sonra daha fazla apoptoz meydana geldigini tespit etmislerdir (Wu ve ark.
2017). Kalantari ve ark. (2019) yiiksek gleason skoruna sahip PCa, yiiksek dereceli
prostat intraepitelyal neoplazi (HPIN) ve BPH’li hastalardan alinan doku
orneklerinde TLR-9 ve MMP ekspresyonlar1 immunohistokimyasal yontemlerle
incelemis ve timor agresifligi ile TLR-9 ve MMP ekspresyonu arasinda pozitif bir
iliski oldugunu, bu belirtegler PCa'nin kisiye 6zel tedavisi i¢in degerli bir hedef
olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir (Kalantari ve ark. 2019). Jing ve ark.
(2022) tarafindan Osteosarkom (OS) iizerine yapilan bir c¢alismada, TLR-9’un
normal osteoblastik hiicrelere nazaran osteosarkom hiicrelerinde daha yiiksek
diizeyde eksprese edildigi ve TLR-9 asir1 ekspresyonunun, MMP-2 ve MMP-9'un
yukar1 regiilasyonu ile OS hiicrelerinin go¢ ve invazyon aktivitelerini arttirdigini
tespit etmislerdir (Jing ve ark. 2022). Ma ve ark. (2024), oral skuaméz hiicreli
karsinom (OSCC) olgularinda, TLR-9 ekspresyonunu immunohistokimyasal ve
gRT-PCR yontemleri ile degerlendirmiglerdir. TLR- 9 prekanserdz vakalara kiyasla
timoriin agresif seyrettigi gruplarda TLR-9 ekspresyonunun daha siddetli oldugunu
gozlemlenmisgler ve OSCC vakalarinda TLR-9 antagonistlerinin terapotik ajan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir (Ma ve ark. 2024).

Yukarida bahsi gecen calismalarin aksine TLR-9’un tiimér gelisimini
engelledigi yoniinde goriisler de farkli kanser tiirlerinde bildirilmistir (Olbert ve ark.
2015, Cascini ve ark. 2023). Olbert ve ark. (2015), insan mesane kanser vakalarida
TLR-4 ve TLR-9’un hiicre canliligi ve invazyon yetenegi, sitokin ekspresyonu
tizerine etkilerini incelemislerdir. TLR- 4’in IL-6 ve IL-8 aktivasyonuna neden
olarak, TLR-9’un ise IL-8, TNFa ve anjiyojenik faktorler, VEGF-A ve plasental
biiylime faktoriinii indiikleyerek tiimor gerilemesine neden olduklar1 sonucuna
vararak  TLR-9’un  immunoterapdtik  ajan  olarak  kullanilabileceklerini
raporlamislardir (Olbert ve ark. 2015). Cascini ve ark. (2023) da osteosarkom
vakalarinda TLR-9 agonistlerinin tedavi edici etkisini arastirmis ve TLR-9’un CD8 T

hiicre aktivasyonunu arttirarak tiimor gelisimini durdurdugunu ve osteosarkomu
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tedavi ettiklerini bildirmislerdir (Cascini ve ark. 2023).

Bizde ¢aligmamizda; Olbert ve ark. (2015) ve Cascini ve ark. (2023) ¢alisma
sonuc¢larindan farkli olarak; Ren ve ark. (2009), Moreira ve ark. (2015), Luo ve ark.
(2015), Wu ve ark. (2017), Jing ve ark. (2022) ve Ma ve ark. (2024) sonuclarina
benzer sekilde farelerde yiriittiigiimiiz in vivo prostat kanseri modelinde timor
gelisimine paralel olarak TLR-9 ekspresyonunun arttigini tespit ettik. En disiik
immunoreaktiviteye 3 haftalik timor grubunda rastlanilirken en siddetli reaksiyonun
7 haftalik timor grubunda oldugunu gozlemledik. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda tiim gruplar arasinda anlamli fark oldugu, bunun yaninda Bax ile TLR-9
arasinda negatif korelasyon goézlemlenirken, Bcl-2 ile TLR-9 arasinda pozitif
korelasyon oldugu saptandi. Bax ile TLR-9’un birlikte degerlendirildigi ikili
immunofloresan boyamalar sonucunda Bax ekspresyonun 3 haftalik tiimor grubunda
en yiiksek oldugu tespit edilirken, Bax’in aksine TLR-9 ekspresyonunun 7 haftalik
timor grubunda en yiiksek oldugu gozlemlendi. Bcl-2 ile TLR-9 antikorlar:
kullanilarak yapilan ikili immunofloresan boyamalarinda her iki markerin da artis1
timor ilerlemesine paralel sekilde oldugu gozlemlendi. Ayrica tiimor ilerlemesine
bagl olarak artan TLR-9 ekspresyonu ile birlikte VEGF, FGF, TGF-f ve PCNA

ekspresyonlarinda da artis oldugu saptandi.

Deney sonuglar1 ve yapilan literatiir taramalar1 karsilastirilinca TLR-9 ve Bax
arasindaki  etkilesimler heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. TLR-9
aktivasyonunun, NF-kB sinyalizasyonu yoluyla anti-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu artirabilecegi ve dolayisiyla Bax aracili apoptozu inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Bu iki molekiil arasindaki iliskinin ve altta yatan sinyal
yolaklarinin daha iyi anlasilmasi, prostat kanseri i¢in yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinde kritik déneme sahip olabilir. Ozellikle TLR-9 sinyalizasyonunu
hedef alan immiinoterapilerde Bax aracili apoptoz yolaklarinin aktivasyonu, tedavi

etkinligini artirmak i¢in umut verici bir yaklagim olabilir.

TLR'nin pro- veya antitiimoral roliyle ilgili ¢eliskili raporlar yaymlanmig
olmasma ragmen, c¢ogu literatiir verisi TLR-3 aracili antitiimdr rolii konusunda
hemfikirdir. TLR-3’lin antikanser mekanizmasinin dogal bagisikligi aktive etmesi

ve/veya apoptozu aktivasyonunu tesvik etmesi yOniinde goriigler bulunmaktadir.
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Yapilan literatiir taramalarinda da antitiimiiral etkisini ortaya koyan ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Ornegin; Galli ve ark. (2010) in vitro olarak farkli ii¢ prostat kanseri
hiicre hattinda (LNCaP, Dul45 ve PC3) TLR-3, kemokin ve sitokin ekspresyonlarini
ve timor ilerlemesi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Arastirma sonucunda LNCaP
ve Dul45 tiimor hiicre hattinda TLR-3’iin gesitli kemokin ve sitokin tiretimiyle
birlikte timor hiicrelerinin geriledigi fakat PC3 hiicre hattinda ise TLR-3
ekspresyonunun diisiik oldugunu tespit etmislerdir (Galli ve ark. 2010). Salaun ve
ark. (2011), TLR-3 pozitif olan ve TLR-3 negatif olan meme kanseri hastalarinda
yiriitiilen bir ¢alismada DsRNA tedavisi uygulamis ve TLR-3 pozitif olan hastalarda
timor gelisiminde gerileme tespit edilirken, TLR-3 negatif olan hastalarda ise
timor gelisiminin devam ettigi raporlanmis ve ¢alismanin neticesinde meme kanseri
hastalarinda TLR-3’tin apoptozu indiikleyerek ve IL-6 ekspresyonunu arttirarak
antitimoral etki gosterdigi sonucuna varmiglardir (Salaun ve ark. 2011). Gambara ve
ark. (2014) saglikli prostat dokusunda, prostat kanserli hastalardan alinan biyopsi
orneklerinde ve androjen bagimli LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda TLR-3
ekspresyonunu ve etki mekanizmasmi immunohistokimyasal, immunofloresan, ve
Western Blott yontemleriyle arastirmis ve normal dokulara kiyasla PCa’li dokularda
TLR-3 ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu ve calisma sonucunda TLR-3'iin
prostat kanseri hiicrelerinde IRF-3 araciligiyla apoptozu indiikledigi ve tiimor
biiyiimesini inhibe ettigini bildirmislerdir (Gambara ve ark. 2014). Yuan ve ark.
(2014) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise TLR-3 ekspresyonu ile hiicre
proliferasyonu, apoptozis, anjiyogenez ve prognoz arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla hepatoselliller karsinomu (HCC) olan hastalardan aldiklar1 dokulari
incelemislerdir. Arastrmanm sonucunda TLR-3'in HCC’li doku 0Orneklerinde
ekspresyonunun komsu dokulara kiyasla daha diisiik oldugunu, Bcl-2 ile arasinda
negatif korelasyon bulundugunu saptamuslardir. Sonug¢ olarak TLR-3’tin HCC
dokularindaki ekspresyonunun apoptozis iizerinde sinerjik bir etki gosterdigini ve
HCC hiicrelerinin ¢ogalmasini, MMP-2 ekspresyonunu, EPC'lerin olusumu ile
anjiyogenezi inhibe ettigini ve TLR-3 ekspresyonunun HCC olgularinda prognostik
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini raporlamislardir (Yuan ve ark. 2014). HCC
olgularini ele alan diger bir ¢calisma ise Ladoire ve ark. (2024) tarafindan yapilmistir.

Yapilan calismada deneysel olarak olusturulmus bilateral HCC subkutan timor fare
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modellerinde; TLR-3 agonisti poli(l:C) ile tedavi edilen grup ve tedavi edilmeyen
grup arasindaki timor gelisimi karsilagtirilmig ve karsilastirma sonucunda tedavi
edilen gruplarda TLR-3’iin timor hiicrelerinde ferroptoz sinyallerini aktive ederek
timor gelisimini  engelledigini saptamiglardir. Calisma sonucunda o&zellikle
radyoterapi goren hastalarda TLR-3 sinyal aktivasyonunun artirilmasi, ileri HCC
hastalarmin klinik yararlarii iyilestirmek ig¢in dnemli bir terapdtik ajan olacagini
bildirmislerdir (Ladoire ve ark. 2024). Fan ve ark. (2023) Fudan Universitesi
Shanghai Kanser Merkezi’nde yiiriittiikleri bir ¢alismada, ti¢lii negatif meme kanseri
(TNBC) dokularinda TLR-3 mRNA ekspresyonunun, normal dokulara goére daha
diistik oldugu bulunmustur. TNBC TLR-3"lin yiiksek ekspresyonunun daha iyi
prognoza isaret ettigi ve bu reseptoriin prognostik molekiiler bir belirte¢ olabilecegini

tespit etmislerdir (Fan ve ark. 2023).

Bu caligmalarin tersine TLR-3 ekspresyonu arttikca tiimor gelisiminin de
buna paralel bir sekilde bir artis gosterdigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir.
Nitekim Gonzalez-Reyes ve ark. (2011), 133 PCa vakasinda TLR-3, TLR-4 ve
TLR-9 ekspresyonu ve biyokimyasal niiks arasindaki iliskiyi immunohistokimyasal
ve PCR yontemleriyle incelemis ve arastirmalar1 sonucunda TLR-3 ve TLR-9’un
PCa da kotii prognozla iliskili oldugunu, TLR-4 ekspresyonunun PCa’da etkili bir
reseptor olmadigini gézlemlemislerdir. Bunun yaninda bu iki reseptoriin gleason
skoru, PSA degeri ve inflamasyon gibi parametrelere gore degiskenlik
gosterebildigini bu nedenle daha fazla in vivo ve in vitro deneyle etkinliginin test
edilmesi gerektigini bildirmisleridir (Gonzalez-Reyes ve ark. 2011). Matijevic ve
ark. (2017) yapmis oldugu bir calismada da faringeal kanser hiicre hattinda TLR-3
aktivasyonunun artmasiyla apoptozun baskilandigi ve kanser ilerlemesinde rol
oynayan farkli genlerin (VEGF, MMP-9, uPAR) ve glikolitik yolda rol oynayan
enzimlerin yukar1 regiilasyonunu da indiikleyerek tiimor gelisimi ile invazyonunun
pozitif yonde etkilendigini bildirmiglerdir (Matijevic ve ark. 2017). Ni ve ark. (2022)
in vivo ve in vitro prostat kanseri olgularinda TLR-3"{in hiicre gelisimi, hareketliligi,
gb¢ ve inflamasyon tizerindeki etkisini arastirmis ve arastirma sonucunda TLR-3{in
timor hiicrelerindeki asir1 ekspresyonunun hiicre hareketliligini, go¢iinii ve istilasini
artirdigim1  ortaya koymuslardir. Bunun yaninda TLR-3'{in asir1  salgilandigi

hiicrelerde, I1L-6, IL-8 ve interferon-p gibi sitokinlerin de salgilanmasi artmis ve bu
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da timdr hiicrelerinin invaziv &zelliklerini giiglendirmistir ve ayrica, TLR-3'in
EGFR ve Src gibi sinyal yollarin1 aktive ederek hiicre istila kapasitesini artirdigini
belirlemiglerdir (Ni ve ark. 2022). Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda TLR-3’iin

hem protiimoral hem de antitiimoral etkisi oldugunu gostermektedir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; Salaun ve ark. (2011), Gambara ve ark.
(2014), Yuan ve ark. (2014), Fan ve ark. (2023) ve Ladoire ve ark. (2024)
sonuclarindan farkli olarak Matijevic ve ark. (2017) ve Ni ve ark. (2022) sonuglarina
benzer sekilde deneysel olarak olusturulan prostat kanserinde TLR-3 ekspresyonunu
immunohistokimyasal ve immunofloresan yontemlerle analiz ettik. Calisma
sonucunda TLR-3 ekspresyonunun tiimor agresifligi en yiiksek olan 7. hafta da
deneyi sonlandirilan tiimér grubu hayvanlarinda, 3. ve 5. haftalarda deneyi
sonlandirilan gruplara kiyasla daha yiiksek oldugunu go6zlemledik. Yapilan
istatistiksel analizde 3 haftalik tiimor grubu ile 5 haftalik timér grubu ve ayni sekilde
3 haftlik tiimdr grubu ile 7 haftalik tiimor grubu arasinda anlamli fark tespit edilirken
(p<0,05), 5 haftalik tiimoér grubu ile 7 haftalik tiimor grubu arasindaki farkin
istatistiki agidan anlamli olmadigi saptandi (p>0,05), Bunun yaninda Bax ve Bcl-2
antikorlar1 ile yapilan immunohistokimyasal ve ikili immunofloresan boyama
sonuglarinda TLR-3 ekspresyonu ile Bax ekspresyonu arasinda negatif bir iliski
varken, Bcl-2 ekspresyonlar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu gézlemlendi. Yine
immunohistokimyasal boyamalar karsilastirilinca, TLR-3 ile VEGF, FGF, TGF ve
PCNA arasmnda da pozitif bir iliski oldugu tespit edildi. Yapilan boyamalar
sonucunda TLR-3’lin androjen bagimli prostat kanserinde tiimor ilerlemesini

destekledigi saptanmustir.
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6.SONUC

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; androjen bagimli LNCaP prostat kanseri
hiicre hattin1 atimik niide farelere ortotopik yolla enjekte ederek deneysel PCa
modelini olusturduk. Deneklerden alinan tiimoral dokularda PCNA, MMP-9, TGF-§,
FGF ve VEGF Bax, Bcl-2, TLR-3 ve TLR-9 ekspresyonlarint immunohistokimyasal
yontemle inceledik. Bunun yaninda antiapoptotik marker olan Bel-2 ile TLR-3, TLR-
9 ve proapoptotik bir marker olan Bax ile TLR-3 ve TLR-9 ekspresyonlarini
immunofloresan yontemle inceledik. Calisma sonucunda; PCNA, TGF-B, FGF ve
VEGF’nin en diisiik immunoreaktivitesine 3. haftada sakrifiye edilen gruptaki
deneklerden aliman tiimor dokularinda oldugunu, en siddetli ve en yogun
immunoreaktivitenin ise 7. haftada sakrifiye edilen gruptaki deneklerden alinan
tiimor dokularinda olustugunu ve immunpozitif reaksiyonlarin o6zellikle tiimoral
dokudaki nekroz gevresindeki tiimor hiicrelerinde meydana geldigini tespit ettik. Bcl-
2 immunreaktivitesinin de PCNA, TGF-B, FGF ve VEGF ekspresyonlarina benzer
sekilde tiimor ilerlemesine paralel artis gosterdigini ve aralarinda pozitif bir
korelasyon oldugunu goézlemledik. Bunlarin aksine Bax immunoreaktivitesinin 3.
haftada sakrifiye edilen gruptaki deneklerden alinan tiimoér dokularinda en yiiksek
oldugu ve PCNA, TGF-B, FGF ve VEGF ekspresyonlar1 ile aralarinda negatif
korelasyon gosterdigi tespit edildi. Nitekim Bax ve Bcl-2’nin pearson korelasyon
analiz testi sonucunda aralarinda negatif bir korelasyon oldugu ve aralarinda farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. TLR-3 ve TLR-9 immunohistokimyasal
boyamalarinda da en siddetli ve en yogun immunreaktiviteye 7. haftada sakrifiye
edilen gruptaki deneklerden alman tiimoral dokularda rastlanirken en diisiik
immunreaktiviteye 3. haftada sonlandirilan gruptaki deneklerde rastlanildi. TLR-3 ve
TLR-9 ekspresyonunun tiimor ilerlemesine paralel bir artig gosterdigi saptandi.
Bunun yaninda Bax’in TLR-3 ve TLR-9’un birbiriyle negatif bir iliski icinde oldugu,
Bcl-2 ile TLR-3 ve TLR-9 arasinda ise pozitif bir korelasyon oldugu hem
immunohistokimyasal hem de immunfloresan yontemlerle ortaya konulmustur. Elde
edilen veriler neticesinde prostat kanserinde TLR-3 ve TLR-9 aktivasyonunun, timor
hiicrelerinde apoptozu inhibe ederek hiicre sagkalimini artirabileceklerini ve bu
mekanizmanin timor ilerlemesini destekleyen kritik bir yolak olusturabilecekleri

kanaatine varilmistir. Bunun disinda anti-TLR-3 ve anti-TLR-9 uygulamalarinin
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prostat kanserinde yeni terapOtik ajanlar olarak kullanilabilecegini ve prognozu
belirlemede biyobelirte¢ olarak tercih edilebilecegini gozlemledik. Bu veriler disinda
daha once prostat kanseri olgularinda; apoptoz ve TLR-3 ve TLR-9’un hem
immunohistokimyasal hem de immunofloresan olarak degerlendirildigi baska bir
calismaya rastlanilmamis olup, yapilan bu ¢alismanin apoptoz ve TLR’ler arasindaki
iliskiyi agiklamaya yonelik diger caligmalara 151k tutacagi ve literatiire Onemli

katkilar sunacagi kanaatine vardik.
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