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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, normal hiicrelerde meydana gelen molekiiler degisimlerden koken
almaktadir. Saglikli hiicrelerde ¢ogalma birtakim geri bildirim mekanizmalariyla
miimkiinken kanser hiicrelerinde bu mekanizmalar zarar gérmiistiir ve bu nedenle
kontrolsiiz olarak cogalirlar. Dur uyarilarindan bagimsiz olarak ¢ogalmak kanser
hiicrelerinin karakteristik ozelliklerinden biridir; diger karakteristik 0Ozelliklerin
arasinda apoptozdan kacmak ile anjiyogenez, invazyon ve metastaz yapabilmek
bulunur. Kanser hiicreleri cevrelerinden bagimsiz olarak ¢ogalabildikleri gibi
6lumden de kacabilirler; kendilerine vaskiiler gevre olusturabilir, ¢evre dokulara
sizabilir ve hatta viicudun diger uzak bolgelerine ulasarak buralarda tutunabilirler.
Kanserin hallmarklar1 olarak bilinen bu temel 6zellikler Hanahan ve Weingberg

tarafindan tamimlanmistir (2011).

Kanserin sebepleri uzun zamandir arastirilmaktadir. Kanser genetik bir
hastaliktir, tiim kanserler DNA dizisinde bir anomali meydana geldigi halde tamir
edilememis veya yok edilememis tek bir hiicreden koken alir. Saglikli bir hiicrenin
kanser hiicresine doniismesinin temel sebebi, tamir edilemeyen veya elimine

edilemeyen genom hasaridir.

Kalitimsal kanserler tiim kanserlerin yalmizca %10 kadarin1 olusturur; geriye
kalan tlimorler hiicrelerin  hayatlar1 boyunca maruz kaldigt mutajenler,
mikroorganizmalar, iyonize radyasyon, kimyasal karsinojenler, beslenme
aligkanliklar1 gibi kalitsal olmayan ¢ok cesitli sebeplerden kdken alir. Kanser ¢ok
basamakli, cok faktorlii ve ¢ok genli bir hastaliktir.



1.2. Testis Kanseri Insidansi ve Sagkalim

Testis timort 15-35 yas arasindaki erkek bireylerde en sik rastlanan solid
malignitedir (Beck, 2010). Amerikan Kanser Birligi 2019°da 9500’den fazla kisinin
testis kanseri teshisi alacagin1 ve bunlarin 9100’den fazlasinin hayatta kalacagini
ongormustiir. Her 250 erkekten birinin hayatlarinin bir doneminde testis kanseri
olacagi tahmin edilmektedir. Testis kanseri genellikle orta yasl erkeklerde goriilen bir
hastaliktir ve teshis bireyler ortalama 33 yasindayken konmaktadir (American Cancer
Society, 2018).

2008-2014 arasindaki katilimcilardan elde edilen veriye gore SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Results) tarafindan yapilan analizde 5 yillik
goreceli sagkalimin lokalize testis tlimorlerinde %99, bolgesel tiimorlerde %96 ve
uzak yayilimli timoérlerde ise %74 oldugu bulunmustur (American Cancer Society,
2016).

1.3. Testis Germ Hucre TUumoru

Testis kanserlerinin %90’dan fazlasin1 germ hiicre tiimdrleri olusturur. Germ
hiicreler eseyli ¢ogalma i¢in bir organizmanin gametlerini olusturan 6ncii hiicrelerdir
ve erkeklerde spermi olustururlar. Testis germ hiicre tiimorlerinin temel cesitleri
seminomlar ve nonseminomlardir. Bu iki tiimoriin insidansi hemen hemen aynidir.
Bazi testis germ hiicre tiimorleri ise karisik hiicrelidir ve nonseminom olarak
siniflandirilir ¢iinkii karigik hiicreli tlimorlerin gelisimi ve yayilimi nonseminomlarla

benzerlik gosterir.

Seminomlar klasik ve spermatositik olarak iki alt grupta degerlendirilebilir.
Seminomlarin %95’ten fazlasi klasik alt gruba dahildir. Klasik seminomlar genellikle
25-45 yas arasinda goriiliir. Spermatositik seminomalar ise genellikle daha yasl
erkeklerde gortiilen, daha ender karsilasilan bir alt gruptur. Spermatositik seminomlar

i¢cin ortalama teshis yas1 65°tir ve bu tiimdrler klasik seminomlara gore daha yavas
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biiylir, daha az yayilim gosterirler. Seminomlarin teshis ve tedavi yanitinda
kullanilan belirte¢ler arasinda insan koriyonik gonadotropin (HCG) hormonu
bulunmaktadir ve bazi seminomlarda kan HCG diizeyi teshis ve tedavi yanitinin

belirlenmesinde kullanilir (American Cancer Society, 2018).

Nonseminomlar genellikle ge¢ adolesanlarda ve 30 yasina kadar erkeklerde
goriiliir ve 4 alt gruba ayrilir. Bunlardan ilki embriyonel karsinomdur. Embriyonel
karsinom hiicreleri tiim testis tiimorlerinin yaklasik %40’imnda bulunur fakat tim
testis timorlerinin  yalnmizca %3-4’i salt embriyonel karsinom hcrelerinden
olusmaktadir. Bu huicreler mikroskop altinda bir embriyo gibi gériinmektedir ve bu
tip nonseminomlar oldukca hizli biiyliyerek testis disina yayilmaya yatkindir.
Embriyonel karsinomlarda kanda HCG ile birlikte AFP de artabilir ve bu iki protein
bu timorlerde belirteg olarak kullanilmaktadir. Nonseminomlarin
siiflandirilmasinda ikinci alt grup ise yolk sac karsinomdur. Bu alt sinif ¢ocuklarda
en c¢ok rastlanan testis tiimorii ¢esididir ve yetiskinlerde ender goriiliir. Metastatik
dahi olsa kemoterapiye ¢ok iyi yanit veren bir smiftir. Bu timorlerde de AFP bir
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Koriyokarsinom alt sinifi ise oldukg¢a ender goriilen
ve hizla biiyliyen bir tiirdiir. Saf koriyokarsinomlar olduk¢a hizli bir sekilde metastaz
yapabilmektedir. Koriyokarsinomlarda siklikla kullanilan belirte¢ ise HCG’dir.
Nonseminomlarin son alt sinifi olan teratomalar ise mikroskop altinda gelismekte
olan bir embriyoya benzer sekilde iic katman halinde gozlenen, digerlerinden farkli
olarak kanda ne HCG ne de AFP’nin artmasina sebep olan tiimérlerdir. Teratomlar
mature (yetiskin dokulardaki hiicrelere benzerlik gosteren), immature (erken bir
embriyo ile benzerlik gosteren) ve somatik tip malignansi gosteren ve mature gibi

gorlinmesine ragmen testis disinda bir organda gelisen tiimorlerden olusur.

Testis germ hiicre tiimorleri gelisimine invaziv olmayan intratiibiiler germ
hiicre neoplazisi olarak baglar. Testis karsinom in situ hiicreleri sperm iireten
seminiferous tiibiillerin dismna yayilmamistir ve her zaman invaziv kansere
doniismez. Timorler ayni zamanda testis stromalarinda da baslayabilir. Bu tip
tiimorlere gonadal stromal tlimorler denmektedir ve tiim yetiskin testis tiimorlerinin

%>5ini olusturmaktadir. Stromal tiimorler Leydig hiicresi tiimorleri ve Sertoli hiicresi
3



timorleri olarak simiflandirilabilir. Leydig hiicresi tiimorleri saglikli erkeklerde
testosteron gibi androjenik hormonlar: iireten hiicrelerdir ve hem ¢ocuklarda hem
yetigkinlerde goriilebilmektedir. Leydig hiicresi tiimorlerinin ¢ogu benigndir, testis
disina yayilmalar1 enderdir ve genellikle cerrahi ile tam rezeksiyon saglanir. Sertoli
hiicresi tiimorleri ise spermi olusturan germ hiicreleri destekleyen hiicrelerdir ve

Leydig hticreleri gibi genellikle benign seyrederler.

1.4. Testis Germ Hicre TUumoru Tedavisi

Metastatik olsa dahi testis kanserlerinin birinci basamak tedavisi genellikle
cerrahidir ve hastaya adjuvan kemoterapi verilir. Testis kanserinin tedavisinde
kullanilan temel kemoterapdtik ajanlar arasinda cisplatin, etoposide, bleomycin,
ifosfamide, paclitaxel ve vinblastin bulunmaktir. Bahsedilen kemoterapétik ajanlar
genellikle kombinasyon seklinde kullanilir. BEP kemoterapi semasi (bleomycin,

etoposide ve cisplatin) klinikte siklikla ve basariyla kullanilmaktadir.

Cisplatin  bazli kemoterapinin kullanilmasiyla metastatik hastaliklarda
remisyon orant %15 civarindan %70’e kadar, erken evre hastaliklarda ise %95’e
kadar cikmistir ve cisplatin tabanli kemoterapi testis germ hiicre tiimoriiniin
tedavisinde tam iyilesme saglanabilmesi acisindan tedavi edilebilir maligniteler i¢in
bir 6rnek teskil etmektedir (Beck, 2010). Birinci basamak tedavide en ¢ok kullanilan
kombinasyon kemoterapi ajanlarinin tamaminda cisplatin bulunmaktadir. Metastatik
germ hicre timorli hastalara genellikle 3-4 kez kemoterapi verilmektedir,
dolayisiyla bu bireyler tedavileri siiresince toplam 300-400 mg/m? cisplatine maruz
kalmaktadir (Chovanec ve ark. 2017).

Cisplatin  (Cis-Diamminedichloroplatinum (II)), bir sitotoksik ilagtir ve
alkilleyici ajanlar sinifinda yer alir. Birgok kemoterapi ajan1 gibi hiicrede DNA
hasarina sebep olmaktadir. Sitotoksik etkisini DNA’nin hem intra hem inter
zincirleriyle doniistimsiiz ¢apraz baglar yaparak gosterdigi ve cisplatin adductlarinin

(cisplatin baglanmasi ile biikiilmiis DNA zinciri) DNA’dan NER (nucleotide
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excision repair) mekanizmalariyla kaldirildigi distiniilmektedir (Duale ve ark.,
2007). Organizma diizeyinde ise cisplatin ile tedavi edilmis hastalarda uzun yillar
sonra bile cisplatin izleri gbézlenebilmektedir. Bu hastalarda tedavilerinden 20 yil
sonraya kadar serum platin diizeyinin cisplatin ile tedavi edilmemis testis germ hiicre
timorlu hastalara gore 100-1000 kat fazla oldugu gosterilmistir (Chovanec ve ark.
2017). Testis kanseri ge¢irmis kisilerde hayatlarinin ilerleyen donemlerinde yeniden
kanser goriilme ihtimali hig testis kanseri olmamis bireylere gore daha yuksektir ve
kemoterapi ile tedavi edilmis olmanin 6zellikle 16semi ve MDS riskini artirdigi

diistiniilmektedir (American Cancer Society, 2018).

Bleomycin antitlimor etkinligi olan sitotoksik bir antibiyotiktir. Streptomyces
verticillus ile Uretilen bu glikopeptit antibiyotik, etkisini timoérde DNA
metabolizmasini inhibe ederek gosterir ve Ozellikle kati tiimorlerde antineoplastik

olarak kullanilmaktadir.

Etoposide bir topoizomeraz Il inhibitori ve bitki alkaloidi olarak sitotoksik
ajanlar arasinda yerini almaktadir. Hiicre siklusuna spesifik olarak caligmakta ve
hiicre dongiisiinde G2 ve S fazinda olan hiicrelerin ¢ogalmasini topoizomeraz II ve
DNA ile kompleks olusturmak suretiyle engellemektedir. Etoposide, DNA ve
topoizomeraz kompleksi ¢ift zincirli DNA’da kiriklar olusturmaktadir ve bu
kiriklarin topoizomeraz II baglanmasiyla tamir edilmesini engellemektedir. Biriken
DNA kiriklar1 hiicrenin mitotik faza girmesini engelleyerek hiicre dliimiine sebep

olmaktadir.

Bu c¢alismada BEP kemoterapi semasi ile tedavi edilmis hastalar yer

almaktadir.



1.5. Molekiiler Yaslanma

Yaslanma her biyolojik organizmanin bir 0&zelligidir ve c¢ok hiicreli
organizmalarda hiicrelerin ve dokularin detoriasyonu ile karakterizedir. Yenilenebilir
dokulara sahip organizmalarda yashilik ayni zamanda hiperplazilerle de

karakterizedir ve bunlarin bir kismi1 kanser haline doniistir (Campisi, 2000).

Molekiiler yaslanma zaman iginde hiicre seviyesinde molekiiler hasar
birikimiyle gergeklesir. Hiicrelerin hasarlari tamir etmek ve yok etmek igin ¢esitli
mekanizmalart bulunmaktadir fakat bunlar yiizde yiiz etkili degildir ve
diuzeltilemeyen hasarlar ve hatalar zaman icinde hucrelerde birikir. Hicrenin tamir

becerisi de yasla birlikte azalma gosterir (McAuley ve ark., 2017).

1.6. Programh Yaslanma Teorileri

Hiicresel yasliligin sebeplerinin ve mekanizmalarinin ne oldugu uzun zamandir

tartisilmakta ve arastirilmaktadir.

Geleneksel teoriler arasinda Hayflick limiti yaslanma teorisi bulunmaktadir. Bu
goriise gore hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi telomer uzunlugu ve Hayflick limitiyle
sinirlidir ve bu sinirdan sonra hiicreler ¢ogalmay1 durdurur (Hayflick ve Moorhead,
1961). Telomerlerin her basarili hiicre boliinmesi sonrasi kisaldigini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Campisi, 2000). Yumurta ve sperm hucrelerinin
cogalmay1 ve tiirlin devamliligin1 saglayabilmek amaciyla kromozom sonlarindaki
telomerlerin kisalmasini Onleyerek replikatif potansiyeli korumak icin telomeraz
kullandig1 bilinmektedir fakat ¢ogu yetiskin ve farklilasmis hiicre bu beceriden
yoksundur. Telomerler kritik uzunluga kadar kisaldiginda hiicre boliinmesi durur,

hiicre 6liimii gerceklesir ve sonunda organizma 6liimii de gerceklesir.

Hayflick limiti teorisi disindaki hiicresel yaslanma teorileri temelde programli
yaslanma teorileri ve hasar/hata teorileri olarak iki sinifa ayrilabilir. Programh
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yaslanma teorileri yasliligin; yani hiicre idamesi, tamirin ve savunma yanitlarinin
bozulmasinin bireysel ve biyolojik bir kronoloji izledigini sdylemektedir. Diger
yandan hasar/hata teorileri hiicrelerin ¢evresel saldirilar sonucu hasarlar ve hatalar
biriktirdigini ve yasliliga sebep oldugunu savunmaktadir. Bu teoriler birbirini

dislamaz.

Programli yaslanma teorileri su sekilde incelenebilir:

- Programmed longevity: Yashlik bazi spesifik genlerin agilmasi veya
kapatilmasi sebebiyle olusur ve bu sekilde defektler meydana gelmeye basladiginda
senesans gozlenir. Bu yaklagima gore yaslilik genetik instabilitenin hem sebep hem

sonucudur (Davidovic ve ark., 2010; Jin, 2010).

- Endokrin teori: Bu yaklasima goére biyolojik saat yaslhiligi kontrol eden
hormonlar tarafindan diizenlenir. Yagliligin hormonal olarak diizenlendigi ve evrimsel
olarak korunmus insulin/IGF-1 sinyal yolaginin yashiligin hormonal diizenlenmesinde

anahtar bir rol oynadigi gosterilmistir (van Heemst, 2010).

- Immunolojik teori: Immiin sistemin islevinin zamanla azalmaya programli
oldugunu ve hiicrelerin bulasic1 hastaliklara, kansere ve yaslanmaya daha yatkin hale
geldigini savunur. immiin sistemin ergenlikte en aktif haline ulastig1 ve yasla beraber
fonksiyonlarinin  azaldigi  bilinmektedir. Ornegin yasla beraber antikorlarn
etkinliginin azaldig1 ve ¢esitli hastaliklara kars1 yanitin giiglestigi, hiicresel stresin
arttigit ve sonunda bu durumun hiicre i¢in Oliimle sonuglandigi gosterilmistir
(Cornelius, 1972). Immiin sistemdeki bozukluklarin kardiyovaskiiler hastaliklar,

inflamasyon, Alzheimer ve kanserle iliskili oldugu da bilinmektedir.

Hasar/hata teorileri ise agagidaki gibi incelenebilir:

- Wear and tear: ilk olarak 1882’de Dr. August Weismann tarafindan 6ne
stirlilen bu teori hiicrelerin ve dokularin kullanilmaya bagli hasar olusumuna agik
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yasamsal kisimlar1 oldugunu ve bu kisimlardaki hasarlarin hiicresel yasliliga sebebiyet

verdigini savunur (Jin, 2010).

- Rate of living: Bir organizmanin oksijenli bazal metabolizma hizinin o
organizmanin yasam Omriiyle ters orantili oldugu diisiiniilmiistiir. Nematodlarda

yapilan destekleyici arastirmalar bulunmaktadir (Brys ve ark., 2007).

- Cross linking theory: Ilk olarak 1942°de Johan Bjorksten tarafindan one
stirilmiis bu teori gapraz baglara sahip proteinlerin birikiminin hticre, doku ve viicut

fonksiyonlarin1 yavaslatarak yasliliga sebep oldugunu sdylemektedir (Bjorksten ve
Tenhu, 1990).

- Serbest radikal teorisi: Siperoksit ve serbest radikallerin hiicredeki
makromolekiiler bilesenlerde hasara sebebiyet verdigini ve bunun 6ncelikle hiicrelerin
ve ardindan dokularin fonksiyonlarinda bozulmaya sebep oldugunu savunmaktadir.
Bu makromolekiiller arasinda niikleik asitler, sekerler, proteinler ve lipidler gibi
yasamsal hiicresel bilesenler bulunmaktadir ve bunlarin tamami serbest radikal
saldirilarindan etkilenir. Niikleik asitler serbest radikaller sebebiyle baz veya seker
grubu degisimleri gosterebilir, tek veya ¢ift zincir kiriklar1 gerceklesebilir ve diger
molekiillerle aralarinda cross linkler olusabilir. ROS sinyal yolaklarinin hiicresel
senesans ve organizmal yaslanma anlaminda kilit rol listlendigini savunan ¢aligmalar

bulunmaktadir (Afanasev, 2010).

- Somatik DNA hasar teorisi DNA’da hasarlar siirekli olarak olusmakta ve
tamir edilmektedir fakat tamir verimi ylizde yiiz olamamaktadir. Hasar olusumu ve
birikimi tamir mekanizmalarin1 da etkilemekte ve hasarlarin varligi kiimiilatif olarak

daha ¢ok hasarin birikimine sebebiyet vermektedir (Jin, 2010).

Bunlarin yaninda hiicresel yaslanmanin hem intrinsik hem ekstrinsik etkenlerin
tamir edilememis hatalar biriktirmesi sebebiyle oldugunu savunan kombinasyon

teorileri de vardir. Ornegin Kirkwood (2017), hiicresel yaslanmanin hem intrinsik
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(6rn. ROS) hem ekstrinsik (0rn. ultraviyole 1sima, toksinlere maruziyet) stres
faktorlerine maruz kalarak hasar olusan hiicrelerdeki bu hasarlarin taninamamasi,
diizeltilememesi veya farkli mekanizmalarla bertaraf edilemeden birikmesi sebebiyle
oldugunu soylemektedir. Tamir edilememis ya da stres yamti gelistirilememis
hatalarin rastgele birikimi sinyal iletiminde sorunlara ve inflamasyona sebep olarak
hiicresel defektler olugturmakta, hiicresel defektler ise doku seviyesinde fonksiyon
bozukluguna sebep olarak yaslanmaya sebebiyet vermektedir. Hucresel defektler doku
seviyesinde rejenerasyonun da oniinde bir engeldir, inflamasyonun yaninda DNA’da
yasa bagli metilasyon degisimleri de gerceklesir ve bu defektler ayn1 zamanda kok
hiicreleri de etkilemekte ve hiicresel yorgunluga sebep olmaktadir (McAuley ve ark.,
2017).

Yaslanmanin bir dogal secilim mekanizmasi oldugu ve tiirlerdeki yash
bireylerin sayisin1 azaltarak ge¢ etki gosteren zararli etkileri olusturan alellerin ya da
genlerin eliminasyonunu sagladigi 6ne siiriilmiistiir (Campisi, 2013). Bu evrimsel
yaklasim ilk olarak 1957°de George Williams tarafindan ortaya atilmis ve antagonistik
pleiotropi hipotezi olarak adlandirilmistir. Williams’a gore bir organizmada bir genin
birden fazla fenotipik 6zelligi kontrol ettigi durumlarda bu fenotiplerden en az birinin
organizmanin Uyumu i¢in yararli ve en az birinin zararli oldugu durumda antagonistik
pleiotropi s6zkonusu olur. Bu sekilde, eger bir gen yasamin erken evrelerinde gelisime
ve geg evrelerinde yasliliga sebep oluyorsa yaglanma evrimsel olarak adaptiftir, yani
bu gen uyum igin bir trade-off olusturur ve organizmanin yasaminin ge¢ evrelerinde
istenmeyen fenotiplere sebebiyet vermesine ragmen erken evrelerde yararli fenotiplere
sebebiyet verdigi i¢in vazgeg¢ilemezdir ki bu sebepten bir populasyon dogal sec¢ilimle

miikemmel hale asla erisemez (Williams, 1957).

Hiicresel yaslanma teorilerinin hangisinin dogru olduguna iliskin bir fikir birligi

bulunmamaktadir.



1.7. Molekiiler Yaslanma ve Kanser

Yaslanmanimn en belirgin 06zelligi molekil, hiicre, doku ve organizma
seviyelerinde dereceli olarak fonksiyon kaybi, dejenerasyondur. Yasa bagli fonksiyon
kayb1 tek hiicrelilerden c¢ok hiicrelilere kadar tiim canlilarin ortak o&zelligidir.
Memelilerde yasa bagli dejenerasyon; sarkopeni, damar sertligi, kalp yetmezligi,
osteoporoz, akciger yetmezligi, nérodejenerasyon gibi iyi bilinen patolojilere sebep
olur. Tirler arasinda farkliliklar olmasina ragmen kollektif olarak yasa bagh
dejenerasyonlar organizma émrinin ortalarindan sonra Ustel olarak yiikselir ve bu yas
insanlarda 50-60’a tekabiil etmektedir (Campisi, 2013).

Insan gibi yenilenebilir dokulara sahip ¢ok hiicreli organizmalarda uygunsuz
cogalmaya sebebiyet veren fonksiyon kazanimlari ise hiperplaziye sebebiyet verebilir.
Bunun yaninda, genetik instabilite sebebiyle bu degisiklikler hiicrelere c¢ogalma,
migrasyon ve hatta immiin sisteme saldirma seklinde yeni fonksiyonlar kazandirabilir.

Bu fenotipler, kanserin daha 6nce bahsedilmis olan hallmarklarini olusturur.

Kanser de diger yasa bagli dejeneratif hastaliklar gibi organizmanin
ortalarindan itibaren yiikselen insidansa sahiptir ve bu agidan diger yashlik
hastaliklarina benzerlik gostermektedir. Bu benzerligin 6nemli bir ayagini da senesans
olusturur. Senesansin molekiiler sebepleri arasinda onkogenler gibi giiclii mitotik
sinyaller, devamli genomik ve telomerik hasar, epigenomik degisiklikler ve tiimor

baskilayici gen aktivasyonu sayilabilir (Campisi, 2013).

1.8. Senesans ve Kemoterapi

Senesans, hiicrenin replikatif potansiyelini kaybetmesi durumudur ve senesant
hiicreler diger hiicrelerden fizyolojik mitojenlerin varliginda dahi hiicrenin siklusa
yeniden girememeleriyle, apoptotik Oliime direngli olmalariyla, farklilasmis

fonksiyonlara ve senesant fenotipe sahip olmalartyla ayrilirlar (Campisi, 2000).
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Kanser kemoterapisinin tedavisi tamamlanan hastalarin ileriki yasantilarinda
bagka hastaliklar gelismesinde nasil bir degisiklik yarattigina dair arastirmalar
bulunmaktadir. Testis kanseri gecirmis ve kemoterapi ile tedavi edilmis bireylerde
HPV semen enfeksiyonun prevalansini artirdigi gosterilmistir (Garolla ve ark., 2012).
35 yasin altinda testis kanseri teshisi konup tedavisi yapilan bireylerde dolagim sistemi
hastaliklar1 sebebiyle mortalitenin genel populasyona oranla 6nemli derecede arttigi
gosterilmistir (Sophie ve ark., 2007). Genel populasyonla kiyaslandiginda tedavi
edilmis testis kanserli bireylerde enfeksiyon ve sindirim sistemi hastaliklar1 sebebiyle
mortalitenin arttig1 gozlenmistir. Ayni zamanda, genel populasyonla kiyaslandiginda
yalnizca kemoterapi veya kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi edilmis testis kanserli
bireylerde kanser olmayan tiim hastaliklardan kaynakli mortalitenin arttig1
gosterilmis; dolasim sistemi hastaliklari, enfeksiyon, solunum sistemi hastaliklarindan
kaynaklanan mortalitenin artig1 bulunmustur. Ozellikle cisplatinin klinikte yaygin
olarak kullanilmaya baglandigi 1975 yilinin ardindan testis kanseri olup tedavisi
tamamlanmis hastalarin, bahsedilen hastaliklardan hayatin1 kaybetme riskinin genel

populasyona gore yliksek olabilecegi diisiiniilmektedir (Sophie ve ark., 2007).

1.9. Immiin Sistem ve Hiicresel Yaslanma

Immiin sistemin insandaki temel islevi mikroorganizmalar ve kimyasallar gibi
cesitli cevresel ajanlara ve malignitelere karsi viicudu korumaktir. Adaptif immiin
sistem; antijeni spesifik olarak taniyarak, hafiza hiicreleri iireterek ve karsilasilan
antijene spesifik immiinite saglayan hiicrelerin adaptif ¢ogalmasiyla islev gosterir. T
lenfositler viicutta en ylksek proliferatif potansiyele sahip hiicrelerdir ve kullanilmaya
bagli hasar olusumuna agiktirlar (Weyand ve Goronzy, 2016). Dogumda immiin
sistemin antijene duyarli T ve B hiicreleri oldukca c¢esitlidir ve her biri o kadar
seyrektir ki hostu koruyamazlar. Dolayisiyla biiyiime ve yaslanmayla birlikte cesitli
enfeksiyon ajanlar1 ve kanser hiicrelerine maruz kaldikca bu antijen-spesifik
hiicrelerin lenfosit populasyonundaki orani artar ve ¢ogalma kapasitesi ¢ok yiiksek
naive lenfositlerden ¢ogalma kapasitesi daha az olan efektor ve hafiza hiicrelerine

doniistirler. Klonal ¢ogalma ve lenfositlerin kaliciligini maruz kalinan antijenlerin
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belirlemesi uzun yillar boyunca immiin hiicreler iistiinde biiylik bir secici baski
olusturarak immiin sistemi yaslanmaya oldukg¢a duyarli bir hale getirir (Weyand ve
Goronzy, 2016). Naive lenfosit rezervinin azalmasi ve antijene spesifik lenfosit
klonlarinin artmasi da immiin hiicrelerin yaslanmasina (immunosenesans) katkida
bulunur. Lenfositlerin yagla birlikte cogalma potansiyelinde ve yanitlarinda azalma
olmasmin sebepleri arasinda birikmis DNA hasar1 olabilecegi diisiiniilmektedir

(Fulope ve ark., 2009).

Hiicresel yaslanma; hiicre siklusu kontrol elemanlari, sagkalim sinyalleri, hiicre
ylizeyi belirtegleri, hiicre metabolizmas1 belirtegleri, genomik stabilite, DNA tamir
mekanizmalart elemanlar1 gibi gesitli fenotipler yoluyla calisilabilir. Bu g¢alismada

kullanilan belirtecler asagidaki gibidir:

CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), p16(INK4A) ve pl4(ARF)

tiimdr baskilayici proteinlerini kodlayan bir gendir ve insanda 9p21.3’te bulunur.

pl6INK4a bir CDK4 ve CDKG6 inhibitoriidiir ve islevini bu siklin bagimli
kinazlar1 bloke etmek suretiyle hiicrenin replikasyonunu engelleyerek gosterir.
pl16INK4a yaslanmanin biyobelirteglerinden biri olarak goriillmektedir (Wood ve ark.,
2016) ve meme kanserli bireylerin tedavisinde kullanilan adjuvan kemoterapiden
sonra kanda yaklasik 15 yillik kronolojik yaslanmaya tekabiil edecek sekilde arttigi
gosterilmistir (Sanoff ve ark., 2016). Tedavisi kemoterapi ile tamamlanmis testis
kanseri hastalarinin CD3+ hiicrelerinde p16INK4a ekspresyonunda kontrol grubuna
gore artig gozlenerek immiin yasl fenotip bulundugu gosterilmistir ve etken olarak
kanserin kendisi ve kemoterapi tartisilmigtir (Bourlon ve ark., 2018). p14ARF ise bir
timor baskilayict protein olan p53’iin yikimini engelleyerek islev gosterir. Hem
pl4ARF hem p53 proteinlerinin replikatif potansiyelini kaybetmis hiicrelerde
bulundugu bilinmektedir (NIH, 2018).

RADS1, insanda 15q15.1°de bulunur ve tek ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak
DNA-bagimli-ATPaz aktivitesi gosteren bir esansiyel tamir proteini kodlar (Baumann
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ve ark., 1996). Protein iiriinii, DNA hasarinin onarilmasi ve genetik cesitliligin
saglanmast i¢in evrimsel olarak korunmus bir mekanizma olan homolog
rekombinasyonun anahtar bir enzimidir ve fonksiyon bozukluklarinin timér
olusumunda 6nemli bir role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Raderschall ve ark.,
2002) Saglikli hiicrelerde BRCA1 ve BRCA2 gibi proteinleriyle etkilesime girerek
hasarli DNA’y1 tamir ettigi bilinmektedir ve genomik hasar yanitinda aktif rol
oynadigi diisiiniilmektedir (NIH, 2018).

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) insanda 20p12.3’te bulunur ve
nikleik asit metabolizmasinda replikasyon ve tamir mekanizmalarinin esansiyel bir
bileseni olarak rol oynamaktadir. Protein iiriinliniin ¢gekirdekte bulundugu ve DNA
polimeraz deltanin bir kofaktdérii oldugu bilinmektedir. Gegtigimiz yillarda
PCNA’nin DNA Polimeraz Aparatina dahil olmayan hiicre siklusu proteinleriyle
etkilesime girdigi bulunmustur ve DNA replikasyonu ile tamirinde iistlendigi roller

arastirilmaktadir (NIH, 2018).

CDK2 (cyclin dependent kinase 2), insanda 12q13.2°de bulunur ve hiicre
siklusunda ozellikle G1 fazindan S fazina gecislerde E2F ile birlikte 6nemli bir
kontrol saglayan, G2 progresyonunda rol oynayan siklin bagimli bir protein kinaz

kodlar (NIH, 2018).

p53; insanda 17p13.1°de bulunur ve c¢esitli hiicresel streslere yanit sonrasinda
hedef genlerin ekspresyonlarin1 diizenlemek suretiyle hiicre siklusunu durdurma,
apoptozu baglatma, senesansa gitme, tamiri baglatma ya da metabolik aktiviteleri
degistirme islevlerine sahip bir tiimér baskilayici proteini kodlar (Weyand ve
Goronzy, 2016). Hicre icinde p53 proteini DNA’ya baglanir ve bir mediatoriin,
CDK2’nin aktivitesinin baskilamasin1 uyarir. p53°lin {iretimini uyardigi mediator
(p21), CDK2’ye baglandiginda hiicre siklusu durdurulur. p53 senesansta onemli bir
rol oynamaktadir: yiikseldiginde neoplazi azalir fakat diger yandan yaslanma hizi artar

(Ventura ve ark., 2017).
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CDC25B; insanda 20p13°te bulunur ve hiicre siklusunda mitoza gegmek icin
gerekli olan, hem nikleer lokalizasyon hem de nukleer export sinyallerine sahip
oldugu i¢in M ve G1 fazlarinda c¢ekirdegin i¢inde, S ve G2 fazlarinda sitoplazmada
bulunan, onkogenik O6zelliklere sahip bir fosfatazi kodlar. CDC25B drini siklin
bagimli kinaz CDC2’yi iki fosfat grubunu kaldirarak aktive eder ve mitoza girmek
icin gereklidir (NIH, 2018).

Sirtuin 1 (SIRT1) insanda 10g21.3’te bulunur ve memelilerde apoptozu ve
hiicresel senesanst inhibe ederek hiicre sagkalimini artiran bir proteini kodlar
(Espino, Pariente ve Rodriguez, 2012). Insanda sirtuin ailesi proteinlerinin islevleri
ve mekanizmalar1 tam olarak ve detayli bir sekilde aydinlatilmis degildir (NIH,

2018).

Sirtuin 2 (SIRT2), insanda 19q13.2’de bulunur ve genomik stabilite ile hiicre
siklusu progresyonunda 6nemli bir rol oynayan, mitoza erken girmeyi engelleyen bir
antefaz kontrol noktasi elemanini kodlar (NIH, 2018).

MSH2 (mutS Homolog 2), insanda 2p21-p16.3°’te bulunur ve diger MSH
proteinleriyle heterodimerler olusturarak DNA’daki hatali eslesmelere baglanmak
suretiyle tamiri baglatan bir DNA Mismatch repair proteinini kodlar (Uniprot, 2018).
Ozellikle herediter nonpolipozis kolon kanserinde siklikla mutasyona ugramis
haldedir. MSH2 proteint MSH3 veya MSH6 ile bir kompleks olusturarak replikasyon
esnasinda olusan DNA hatalarini tanir ve ardindan MLH1-PMS2 protein kompleksi
taninan hatay1 onarir (NIH, 2018).

RRM2 (ribonucleotide reductase subunit M2), insanda 2p25.1’de bulunur ve
dNTP sentezinde hiz smirlandiran bir heterodimerik enzimin (ribonucleotide
reductase) kicguk subunitini kodlar (OMIM, 2018). dNTP sentezinin azalmasinin
ardindan DNA hasar yanitiyla birlikte senesansa bagli hiicre siklusundan cikis
gerceklestigi bilinmektedir. Bununla tutarli olarak, RRM2’nin downregiilasyonunun

senesans i¢in hem gerekli hem yeterli oldugu bulunmustur. Ayni zamanda; RRM?2
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baskilanmasi yoluyla niikleotid metabolizmasinin baskilanmasi, senesansla iliskili
hiicre biiylimesi durdurulmasinin stabil olmasi i¢in de gereklidir. Ek olarak, RRM?2
baskilanmasinin iyi huylu nevi ve melanomanin senesans durumuyla korelasyon
halinde oldugu ve ifadesinin azaltilmasinin melanoma hiicrelerinde senesansi

yonettigi gosterilmistir (Aird, 2013).
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2. GEREC VE YONTEM

Goniilliilerin Tespiti ve
Calismaya Alinmasi

Kandan Parafinize Timor
Mononiikleer Hiicre Dokularinin Secimi ve

Izolasyonu islenmesi

RNA izolasyonu

gPCR ile Gen ifadesi
Calismalan

*CDK2 = RRM2
* SIRT1 * MSH2
* CDKN2A = P53

* SIRT2 *RAD51
* CDC25B = PCNA

Sekil 2.1 Deney planinin sematik gdsterimi.

Tez ¢alismamizin akis plant Sekil 2.1°de gosterilmistir.

2.1. Hasta Secim Kriterleri

Bu calismaya hastay1 izleyen hekimi tarafindan rutin tedavi olarak en az 3 kiir
BEP verilmis ve en az 6 aydir remisyonda olan bireyler arasinda 20-51 yas arasi
testis germ hticre timorll toplam 22 hasta gonillii ve bu kisilerle benzer kronolojik

yasta toplam 16 saglikli goniillii alinmistir.

CALISMAYA DAHIL OLMA OLCUTLERI (HASTA-DENEY GRUBU)

1. Calismaya katilmaya onay vermis olmak
2. 20-55 yas arasinda olmak

3. Patolojik inceleme ile kanitlanmis testis germ hiicre timori tanist almig

olmak

4. Rutin tedavi olarak en az 3 kiir BEP almis olmak
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5. Diyabet hastas1 olmamak
6. Bag dokusu hastalig1 bulunmamak

7. Kronik hastalig1 bulunmamak

CALISMAYA DAHIL OLMA OLCUTLERI (KONTROL GRUBU)

1. Calismaya katilmaya onay vermis olmak
2. 20-55 yas arasinda erkek olmak

3. Herhangi bir kanser tanis1 almamis olmak
4. Diyabet hastas1 olmamak

5. Bag dokusu hastalig1 bulunmamak

6. Kronik hastaligi bulunmamak

2.2. Geregler

2.2.1. Kullanilan Kimyasallar

» Lymphoprep (Axis-Shield, 01-63-12-002-A)

» FBS (Biological Industries, 04-001-1A)

* PBS (Capricorn Dulbecco’s PBS 10x, PBS-10XA)

+  DMSO (Merck, 102952)

» Tris (Applichem, A2264-1000)

+ EDTA (Amresco, 1651C381)

* RPMI-1640 (Capricorn Scientific, RPMI-A)

+ 5x HotFirePol Probe Universal gPCR Mix (Solis Biodyne, 08-17-00001)

2.2.2. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

* Laminar hava akish kabin
+ Santrifiij cihazi

« -80°C sogutucu
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+ -30°C sogutucu

* Hassas tart1

» Tek kullanimlik serolojik pipetler

«  Santrifhj thpleri

» Elektronik pipet

+ Otomatik pipet

*  pH-metre

* Nanodrop One (ThermoScientific)

« Thermal Cycler (Bio-rad CFX96 Real-Time System)
» Hard-shell 96-well PCR Plate (Bio-Rad, HSP9601)
* Mikrotom (Leica RM-2025)

2.2.3. Kullanilan Kitler

« Aurum Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, 732-6820)
+ iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, 170-8891)
* Rneasy FFPE Kit (Qiagen, 73504)

2.2.4. Kullanilan Yazilimlar ve Veritabanlari

» SPSS Paket Programi
+ NCBI, NCBIBLAST
* Primer3

« IDT Oligoanalyzer
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2.3. YOntem

2.3.1. Soliisyonlarin Hazirlanisi

* %2 FBS’li PBS Hazirlanmasi: 500 m1’lik PBS icine 10 ml FBS eklenerek
hazirlandi.
*  Dondurma Sivis1t Hazirlanmasi: %10 DMSOIlu RPMI-1640 hazirland.

2.3.2. Primer tasarimi

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonunda ilgili gen ifadelerinin tespiti igin
kullanilmast planlanan primerler tasarlandi. Bunun i¢in ilgili genlerin protein
urtinlerine uygun transkriptleri Uniprot ile kontrol edildi. Transcript varyantlarinin
dizileri Ensembl’da tespit edildi ve tiim transkriptlere uygun kisimlar iistiinde intron-
spanning yontemiyle baz se¢imleri yapildi. Primer3 ile primer ¢iftleri ve probelarin
tasarimi yapildi ve dG’si minimum -6.5 olan secenekler IDT Oligoanalyzer ile analiz
edilerek hairpin ve dimer yapip yapmadiklar: kontrol edildi. Yapmayanlar arasindan
secilen primer ciftleri ve probelar NCBIBLAST gereci ile blastlanarak genomda
eslestigi yerlerin dogrulugu teyit edildi. HPLC saflikta, probelar 5’FAM —
3’TAMRA isaretli, 200 nM sentez skalasinda olacak sekilde ticari olarak satin alindi.
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Kullanilan primer ¢iftleri probelarin dizileri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Ger¢ek Zamanli PCR deneylerinde kullanilan primer ciftleri ve probelerin dizileri

CDCI5B GATTCCCCCAGCCCTATG CCTGGATGGOCTGTTCAA CCACATGGUGGAGCAGAC
CDEK2 CCCTGGAGATTCTGAGATTG TTGGCTTGTAATCAGGCATA GACCCCAGATGAGGTGGTGT
MSH2 AAGGCTTCTCCTGGCAATCT CCCAACTCCAACCTGTCTCT ACACCCACAACACAATGGAAGCTG
CEDNIA GAAGGTCCCTCAGACATCCC GGACCTTCGGTGACTGATGA COCGAGGTTTCTAGAGCOCTCTCTGS
TP53 GCTGGTTAGGTAGAGGGAGT GACCCTGAGCATAAAACAAG AAGGAAATCTCACCCCATCC
PCNA CGAAACCAGCTAGACTTTCC ACACCGCTGGAGCTAATATC GTTGGAGGCACTCAAGGACC
RADSL AAATGCAGATACTTICAGTGGA TGGCTTCACTAATTCCCTTA GCATAAATGCCAACGATGTG
REMB2 TGTTTCTATGGCTTCCAAAT CAGTCTGCCTTCTTCTTGAC CAATGCCATTGAAACGATGC
SIRT1 AATATGCOCAAACTTTGCTGT AGCTGCTTGGTCTAAAAGTG ATTTGTCAGAGTTGCCACCC
SIRT2 GACTTCCTGCGGAACTTATT CACCAAACAGATGACTCTGC CTGCTGGACGAGCTGACCTT
HBA CCCTGGAGAGAGCTACGAG AAGGTAGTTCGTGGATGCC CCAGCCTTCCTTOCTGGGCA

2.3.3. Molekdler Deneyler

2.3.3.1. Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Goniillillerde EDTA’l tlipe alman kan 2300g’de 5 dakika santrifiijlenerek

plazmasi ayrildi. Kalan kismi 1:1 v:v oraninda %2 FBS’li PBS ile seyreltilerek 3

mL’si 4 mL Lymphoprep density gradient mediumun {istiine karismayacak sekilde

eklendi ve 400g’de 30 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda olusan bulutsu

kisimda yer alan periferal kan mononiikleer hiicreler topland: ve 1:1.5 v:v oraninda

%2 FBS’li PBS ile 800g’de 5 dakika yikandi. Siipernatan atilarak pelet hiicreler 1.5

mL dondurma sivisiyla kaldirildi ve -80C’de saklandi.
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2.3.3.2. Mononuikleer Hiicrelerden RNA izolasyonu

RNA izolasyon kitinin yonergeleri takip edilerek izolasyon yapildi ve tiriinlerin
miktartyla kalitesi Nanodrop’ta dl¢iildii. Kisaca, lenfositler liziz soliisyonu ve 70%
EtOH ile patlatildiktan sonra yikama soliisyonuyla niikleik asitlerin kit i¢erigindeki
kolona tutunmasi saglandi ve DNase ile inkiibe edilerek kolonda yalnizca RNA
kalmasi saglandi. Ardindan kit i¢erigindeki soliisyonlarla yikamalara devam edildi ve
niikleaz igermeyen distile su ile 50 ul son hacimde 12000g’de eliisyon yapildi. 1.5 ul
ile Nanodropta ol¢iim yapildi ve 260nm/280nm absorbansi 1.9-2.1 arasindaki
ornekler ¢alismaya dahil edildi.

2.3.3.3. Parafine Gomiilii Tiimér Dokusundan RNA izolasyonu

Goniilliilerin ameliyatlar1 esnasinda ¢ikarilarak parafin blokta muhafaza edilen
dokular1 arasindan patoloji raporlarina gore tiimor dokusu igerenleri secilerek
mikrotom cihaziyla 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Bu 6rneklerden ticari Kitin
yonergelerine gore RNA izolasyonu yapildi. Kisaca, alinan kesitlerdeki parafin
xylene ile, xylene kalintilar1 ise absolute EtOH ile uzaklastirildi. Kalan EtOH
ucuruldu. Proteinaz K ve tampon uygulamasi yapildi. Inkiibasyon sonrasinda
supernatan toplandi ve DNAse uygulamasi yapilarak RNA izolasyonu kolonda
gergeklestirildi. Kit igerigindeki soliisyonlarla yikama devam ettirilerek eliisyon 20

ul hacminde niikleaz igermeyen distile su ile yapildi.

2.3.3.4. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan ticari Kitin yonergelerine gore cDNA sentezi
gerceklestirildi. Kisaca, 4 ul reaksiyon karigimina 1 ul reverse transcriptase ve
gerektiginde hacmi 20 ul’ye tamamlayacak kadar niikleaz igermeyen distile su
eklenerek 500 ng/ul konsantrasyonunda cDNA sentezi yapilip distile suyla 100 ul’e
tamamlandi. -30C’de saklandi. cDNA sentez reaksiyonu kosullar1 Cizelge 2.2°de

verilmistir.
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Cizelge 2.2. cDNA sentezi reaksiyon kosullar

Sicakhik Siire

1. 25°C 5dk
2. 30°C 42 dk
85°C 5dk

3. 8°C hold

2.3.3.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ticari kit protokoliine uygun olarak optimizasyon yapildiktan sonra elde edilen
cDNA'’lar arastirilacak gene tekabiil eden primer ¢ifti ve probe ile 3 tekrar halinde 96
kuyucuklu plakalara yiiklendi ve reaksiyonlar gergeklestirildi. Kisaca,
optimizasyonda en iyi sonu¢ alinan 4 ul hacimde ¢cDNA o6rnekleri kuyucuklara
yiiklendi ve kit tarafindan saglanan qPCR soliisyonundan 2 ul, primer ve probelardan
0.3 ul ve son hacmi 10 ul’ye tamamlamak i¢in PCR-grade su her kuyucuga eklenerek
reaksiyonlar Cizelge 2.3’te gosterilen kosullarda gergeklestirildi. Sonuclar cihaz

yazilimi iistiinden goriintiilendi ve kaydedildi.

Cizelge 2.3. Gergek zamanli PCR kosullart

Sicakhik Sure Dongii Sayisi
Polimeraz Aktivasyonu 95°C 10 dk 1 cycle
Denatirasyon 95°C 20 sn
45 cycle
Baglanma-uzama 60 °C 1dk

Kanda calisilan gen ekspresyonlarinda internal kontrol olarak housekeeping
gen HBA (human beta actin) kullanilmistir. Hasta kanlarinda kontrole gore relatif
ekspresyon ACt yontemiyle hesaplanmistir. Dokularda ise yalnizca internal kontrol
olarak housekeeping gen HBA kullanilmistir.
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2.3.4. istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilerin analizinde SPPS 21 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 10.0. Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi kullanilmistir.
Degiskenler ortalama+standart hata ile yiizde ve frekans degerleri kullanilmistir.
Ayrica parametrik testlerin 6n sartlarindan varyanslarin homojenligi “Levene” testi
ile kontrol edildi. Normallik varsayimina ise “Shapiro-Wilk” testi ile bakild:. iki grup
arasindaki farkliliklar degerlendirilmek istendiginde parametrik test on sartlarim
sagladigr durumda “Student’s t Test”; saglamadiginda ise “Mann Whitney-U testi”

kullanildi. Gruplarin korelasyonu i¢in “Pearson’s correlation test” kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Calismaya toplam testis tiimorlii 22 hasta ve yas olarak benzer 16 saglikli
goniillii erkek alinmistir. Hastalarin tamama cisplatin ile tedavi edilmistir. Caligmaya
alinan hastalarin median yas1 33.5 (20-51) olarak bulunmustur. Hastalarin 6zellikleri
Cizelge 3.1°de sunulmustur. Hastalarin tamami BEP kemoterapi semasiyla tedavi

edilmis, en az 3 kiir tedavi almis ve en az 6 aydir remisyondadir.

Hastalarin patolojik degerlendirme sonrasi yapilan lenf nodu evrelemeleri

asagidaki sekilde smiflandirilmastir:

Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi
NO: Lenf nodu metastazi yok

N1: <2cm lenf nodu/nodlari

N2: >2 c¢m, <5 cm lenf nodu/nodlar1

N3: >5cm lenf nodu/nodlari

Hastalarda uzak metastaz varlig1 asagidaki sekilde siniflandirilmagtir:

MO: Uzak metastaz yok
M1b: Retroperiton harici lenf nodu veya akciger metastazi

M1b: Akciger dis1 viseral metastaz

Tiimor ¢apr siniflandirilma kriterleri ise asagidaki gibidir:

pTO: Primer timore ait bulgu yoktur.

pT1: Tiimor testise sirhidir, testis invazyonu olabilir, LVI yoktur.
pT2: Tiimor testise sinirli ve LVI var veya tunika albuginea pozitif
pT3: Spermatik kord invazyonu vardir.

pT4: Skrotum invazyonu vardir.
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Hastalarin serum belirteclerine gore siniflandirilmasi ise agagidaki gibidir:

Sx: Tumor belirteci bilinmiyor

S0: Timor belirtecleri normal araliklarda

S1: LDH<1.5xN ve hCG<5000 ve AFP<1000

S2: LDH: 1.5-10xN veya 5000<hCG<50000 veya 1000<AFP<10000
S3: LDH>10xN veya hCG>50000 veya AFP>10000

Cizelge 3.1 Calismaya alinan hastalarin 6zellikleri

n (%)

Yas

median 33.5 (20-51)
Tumor Histopatolojisi

seminom 9 (40.9)

nonseminom | 12 (54.5)

bilinmiyor 2 (4.5
Serum belirtecleri

SO 10 (45.5)

S1 6 (27.3)

S2 3(13.6)

S3 0

Sx 3(13.6)
Metastaz evrelemesi

MO 16 (72.2)

M1la 4 (18.2)

M1b 0

Mx 2(9.1)
Tiimor cap1

pT1 9 (40.9)

pT2 9 (40.9)

pT3 1(4.5)

pT4 1(4.5)

pTX 2(9.1)
Lenf Nodu Evresi

NO 8(36.4)

N1 6 (27.3)

N2 1(4.5)

N3 4 (18.2)

NX 3(13.6)
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubunda periferal kan mononiikleer hiicrelerde rélatif gen ekspresyonlari

(ortalamaz standart hata)

Hasta Ortalama% | Kontrol Ortalama % | P
CDK2 10.96 + 7.15 85.91 + 44.97 0.017
CDKNZ2A | 0.08 £ 0.04 0.33+£0.09 0.020
P53 13.64 +9.19 44,38 £ 13.23 0.015
PCNA 13.86 + 10.68 32.52 +13.41 0.024
RRM2 3.74 £ 3.15 1.79+0.64 0.065
SIRT1 0.62 £ 0.20 1.53+0.55 0.018
SIRT2 28.22 +24.08 14.17 +5.05 0.004
MSH2 24.17+17.61 177.24 £ 97.42 0.006
CDC25B | 0.89+0.27 0 <0.001

Hasta ve kontrol gruplarinin kan mononikleer hicrelerindeki relatif gen

ekspresyonlar1 Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hastalarda CDK2, CDKN2A, P53, PCNA, SIRT1 ve MSH2

ifadeleri anlamli olarak az, SIRT2 ve CDC25B ifadeleri anlamli olarak fazladir.
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Hasta Kontrol

Sekil 3.1 Hasta ve kontrol grubunda periferal kan monontikleer hiicrelerde rolatif gen ekspresyonlari

Cizelge 3.3 Hasta grubunda testis tiimor dokusunda gen ifadeleri yiizdesi (HBA’ya gore) (Ortalama +
Standart hata)

Gen Ortalama + Standart Hata %
CDK?2 269.73 £ 257.28

CDKN2A 9.50 £ 8.90

PCNA 25.28 +17.61

SIRT1 63.93 + 61.25

SIRT2 7.56

MSH?2 130.75 £ 79.55

CDC25B 521.83 + 451.54




Hastalarin dokularinda arastirilan gen ifadelerinin  housekeeping gen
ekspresyonuna gore relatif ortalama degerleri ve standart hatalar1 Cizelge 3.3 ve

Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Hasta timér dokusunda HBA'ya gére gen ifadesi

1,000

800

400 4

Gen ekspresyonu (ortalamat std hata)

PCNA SIRT1 SIRT2 MSH2 CDC25B P53
Genler

[ Hasta Tiimér Dokusu

Sekil 3.2 Dokudaki Gen ifadelerinin Ortalamalari
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3.1. Gen ifadeleri Arasindaki Korelasyon

Dokuda CDK2 ekspresyonu ile dokuda PCNA (r:0.96, p<0.0001) ve kan
monondkleer hicrelerinde SIRT2 (r:0.77, p=0.002) ifadeleri arasinda anlamli pozitif

korelasyon bulunmustur.

Kan monontkleer hicrelerinde CDK2 ifadesi ile P53 (r:0.971 , p<0.0001),
PCNA (r:0.961 , p<0.0001), RRM2 (r:0.967 , p<0.0001), SIRT1 (r:0.960 |,
p<0.0001), SIRT2 (1:0.669 , p=0.001) ve MSH2 (1:0.989, p<0.0001) ekspresyonlari

arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Dokuda CDKNZ2A ifadesi ile dokuda PCNA (r:0.989, p<0.0001), dokuda
SIRT1 (r:1.000, p<0.0001), dokuda CDC25B (r:0.999, p<0.0001) ifadesi arasinda

anlamli pozitif korelasyon bulunmugtur.

Dokuda PCNA ifadesi ile dokuda CDKN2A (r:0.96 , p<0.0001), dokuda
CDKN2A (r:0.989, p<0.0001) , dokuda SIRT1 (r:0.987, p<0.0001), kan
mononiikleer hiicrelerinde SIRT2 (r:0.706 , p=0.015) ifadeleri arasinda anlaml

pozitif korelasyon bulunmustur.

Dokuda SIRT1 ekspresyonu ile CDKN2A (r:1.000 , p<0.0001), PCNA
(r:0.987, p<0.0001), MSH2 (r:0.995, p<0.0001), CDC25B (r:1, p<0.0001) ifadeleri

arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Dokuda MSH2 ifadesi ile doku SIRT1 (r: 0.995,p<0.0001), kan monondikleer
hicrelerinde CDKN2A (r:0.713 , p<0.02) , kan mononikleer hiicrelerinde SIRT1

(r:0.804 , p=0.005) ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.
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Kan mononikleer hucrelerinde CDK2 ekspresyonu ile P53 (r:0.971
p<0.0001), PCNA (r:0.961 , p<0.0001), RRM2 (r:0.967 , p<0.0001), SIRT1 (r:0.960
, p<0.0001), SIRT2 (r:0.669 , p=0.001) , MSH2 (r:0.989, p<0.0001) ifadeleri

arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Kan mononikleer hiicrelerinde P53 ifadesi ile CDKN2A (r:0.971 , p<0.0001),
PCNA (r:0.980, p<0.0001), RRM2 (r:0.958 , p<0.0001), SIRT1 (r:0.992 , p<0.0001),
SIRT2 (r:0.583 , p=0.004) , MSH2 (r:0.988 , p<0.0001) ifadeleri arasinda anlamli

pozitif korelasyon bulunmustur.

Kan mononikleer hicrelerinde PCNA ifadesi ile CDKN2A (r:0.961 |,
p<0.0001), RRM2 (r:0.999 , p<0.0001), SIRT1 (r:0.994 , p<0.0001), SIRT2 (r:0.493
, p=0.020), MSH2 (1:0.970 , p<0.0001) ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon

bulunmustur.

Kan mononikleer hucrelerinde RRM2 ifadesi ile CDKN2A (r:0.976 |,
p<0.0001), SIRT1 (r:0.997 , p<0.0001), SIRT2 (r:0.506, p=0.019), MSH2 (r:0.957 ,

p<0.0001) ifadeleri arasinda anlaml1 pozitif korelasyon bulunmustur.

Kan mononikleer hiicrelerinde SIRTL ile SIRT2 (r:0.514, p=0.014) ve MSH2
(r:0.976, p<0.0001) ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Kan mononiikleer hucrelerinde SIRT2 ile MSH2 (r:0.667 p=0.001), ifadeleri

arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Lenf evrelemesi ile kan mononikleer hiicrelerinde CDK2 (r:0.492 , p=0.032),
SIRT2 (r:0.634 p=0.004) ve MSH2 (r:0.514 , p=0.024) ifadeleri arasinda anlamli

pozitif korelasyon bulunmustur.

Timor gapr ile kan mononiikleer hiicrelerinde CDC25B (r:0.529 , p=0.016)

ifadesi arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.
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4. TARTISMA

Testis kanserleri genglerde goriilen ve kemorterapi ile sifa oranlar1 %90lar
civarinda olan solid tiimorlerdir. Tedavi sonras1 bu hastalarda izlenen morbidite ve
ge¢c donemde ortaya c¢ikan ikincil malignitelerde immiin sistem hiicrelerinin

yasnamasinin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ancak bu konudaki ¢alismalar yeterli degildir. Bu tez ¢alismamizda 6zellikle
periferik mononiikleer hiicrelerde yaslanma ile ilgili olabilecek genlerin ifadelerini
testis tlimorii nedeniyle kemoterapi alan ve iyilesen hastalar ile bunlarla ayni yas

grubunda saglikli goniilliilerde arastirdik.

CDK2 downregiilasyonunun hem onkogen uyarimli hem de DNA hasari
uyarimli senesant fenotipin bir 6zelligi oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir
(Alcorta ve ark., 1996; Freedman ve Folkman, 2005; Zalzali ve ark., 2015).
Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda hastalarin kan mononiikleer
hiicrelerinde CDK2 ifadesi anlamli olarak az bulunmustur. Bu durum Ozellikle
hastalarda kan mononiikleer hicrelerinin proliferatif kapasitelerinin azaldigini ve

bunun da immiin yaglanmayla iligkisi olabilecegini diisiindlirmektedir.

Bununla beraber, senesant fenotipin bir diger 6zelligi olarak CDK2 ifadesiyle
CDK inhibitorleri olan pl16INK4A ve pl4ARF ifadelerinin negatif korelasyon
gosterdigi de bildirilmistir (Alcorta ve ark., 1996). Bu baglamda pl16INK4A ve
p1l4ARF tiimdr baskilayict proteinlerini kodlayan CDKN2A gen ifadesinde de artma
olmasi beklenebilir. Fakat bizim calismamizda ise CDKN2A ifadesinin azaldigi
bulunmustur. Daha aydinlatic1 bir sonuca varabilmek icin ilerleyen arastirmalarda
diger temel CDK2 inhibitdrii olan p21 ve pRB ifadelerinin de ¢alisilmasi aydinlatici
olabilir (Mitra ve ark. 1999).
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Calismamizda P53 ifadesinin de azaldigini bulduk (Tablo 3.2.). P53’lin
downstream hedefi olan p21’in ¢alisilmasi bu ¢alismada bulunan azalmis P53
ifadesini P53’e bagimli senesans mekanizmasi disinda aciklamaya da yardimei

olabilir.

SIRT1 downregilasyonu prematir senesant fenotipin onemli bir 6zelligidir
(Ota ve ark., 2007; Pearson ve ark., 2000). Tez ¢alismamizda hasta mononiikleer
hiicrelerinde SIRT1 ifadesinin azaldigin1 bulduk. P53, SIRT1’in substratlarindan
biridir ve SIRT1 tarafindan deasetile edilerek hiicre siklusunu yonetir. P53
aktivitesinin SIRT1 tarafindan yonetildigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Herranz
ve ark., 2010; Brooks, 2009). Bu baglamda P53 ifadesinin azalmig olmasi SIRT1
ifadesinin azalmasiyla iliskili olabilir. Nitekim ¢alismamizda p53 ve SIRT1 arasinda

pozitif korelasyon bulunmustur.

SIRT1 ifadesinin PCNA ile baglantili oldugunu gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Sasaki ve ark., 2006). Calismamizda da bu iki genin hem kan
mononikleer hiicrelerindeki ifadeleri hem de dokudaki ifadeleri arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. Bununla beraber, bu iki genin timér capiyla da pozitif
korelasyon gosterdigini bildiren ¢aligmalar (Purnomosari, 2014) olmasina karsin bu

calismada bu genlerin ifadeleri timor ¢apiyla iliskilendirilememistir.

PCNA bir DNA polimeraz aksesuaridir ve replikasyonda, tamirde ve siklus
progresyonunda gesitli gérevleri oldugu bilinmektedir. Literatirde PCNA’nin CDK2
ile dogrudan kompleks yapmadigini bildiren ¢aligmalar (De Biasio, 2012) oldugu
gibi bu iki genin ifadeleri arasinda direkt bir iligki oldugunu gosteren galismalarda
(Koundrioukoff ve ark., 2000) bulunmaktadir. Biz de g¢alismamizda kan
mononiikleer hiicrelerinde bu iki genin ifadeleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu

saptadik. Calismamizda tiimor dokusunda ise benzer bir iligki saptanamamustir.

Senesant fenotipi destekleyen gen ifade artislarinin hastalarin kronolojik yasi

ile bir iligkisini saptayamadik. Hasta grubunun yas dagilim araliginin dar olmasi
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bunda etkili olabilecegi gibi kemoterapi veya kanserin kendisi de rol oynamis

olabilir. Daha ileri ¢caligmalarla bu konunun aydinlatilmasi yararli olacaktir.

Lenfatik evre (N evresi) ile kan mononukleer hiicrelerinde CDK2 ifadesi
arasinda anlamli pozitif korelasyon saptadik. Benzer bir iliski daha Onceki
calismalarda da gosterilmistir (Li ve ark., 2001; Li ve ark. 2002). Literatiirde geliskili
sonuclar (Sidler ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2013) bildirilmis olmakla birlikte biz
calismamizda kan mononikleer hiicrelerinde SIRT2 ve MSH2 arasinda pozitif

korelasyon saptadik. Bu konuda daha ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

RRM2 DNA hasar yanitinda rol oynayan bir gendir. Bu genin downregiile
olmasi yaslanma ile iliskilendirilmistir. Literatirde RRM2 downregiilasyonunun
senesant fenotip igin gerekli ve yeterli olarak bildirildigi ¢alismalar (Aird ve ark.,
2013) olmakla beraber knockdown edilmesinin hicre siklusuna girmeye engel
oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Aird ve ark., 2013). Ayn1 zamanda
RRM2 overekspresyonunun kotii prognoz belirteci oldugunu gosteren calismalar da
vardir (Mazzu ve ark., 2019). Calismamizda DNA hasar yanitinin énemli bir eleman1
olan RRM2’nin hasta mononiikleer hlcrelerinde kontrol grubuna gore fazla oldugu
bulunmustur (p=0.065) ve bu durum tiimér veya kemoterapi kaynakli artmis hasar

yanit1 ile iliskilendirilebilir.

CDC25 fosfatazlar siklus progresyonunda siklin bagimli kinazlarin aktive
edilmesinde 6nemli bir rol oynayan protein ailesidir ve CDC25A, CDC25B ve
CDC25C tarafindan ¢ok basamakli ve birden fazla posttranslasyonel mekanizmali
olarak kodlanir. CDC25B’nin mitotik faza gegiste artan bir mitotik regilator
olduguna ve siklusun bunun disindaki noktalarinda anlamli degisim gostermedigine
iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir (Lammer ve ark., 1998). CDC25B’nin prognostik
degeri de arastirilmistir ve artmig ifadenin tiimdr capi, lenf nodu metastazi, koti
diferansiasyon gibi malignant fenotiplerle pozitif korelasyona sahip oldugu
gosterilmistir (Wang ve ark., 2010). Calismamizda CDC25B’nin tiimor ¢api ile

iliskili oldugunun bulunmasi bu verileri destekler niteliktedir fakat ifadenin lenf nodu

33



metastazi, serum belirtecleri gibi diger prognostik belirteclerle iliskisi

bulunamamastir.

Calismamizda kan mononiikleer hiicrelerinde MSH2 ifadesinin ortalamasi
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. MSH2 yanlis eslesme tamir
mekanizmasinin énemli bir iiyesidir ve replikasyon hatalarini tespit ederek MLH1-
PMS2 protein kompleksiyle dizeltilmesinin oncustdir. RADS51 ise ¢ift zincir
kiriklarinda homolog rekombinasyon yoluyla tamir saglayan bir proteini kodlar.
Calismamizda kontrol grubunda RADS1 ifadesi saptanamamis, hasta grubunda ise az
sayida hastada (%13.6) gen ifadesi saptanabilmistir. Bu tamir genlerinin ifadesinin
hasta grubunda az izlenmesinin ve saglikli kontrollerde izlenememesi teknigin
hassasiyetinden kaynaklaniyor olabilir. Literatiirde P53 ifadesinin RAD51 ifadesiyle
pozitif korelasyon gosterdigi (Venkatachalam ve ark., 2017) bildirilmistir. Bununla
beraber literatlirde P53 ifadesinin MSH2 ifadesi ile korelasyon gosterdigi ve hatta bu
iki gen odagmin RADS50 ve RADSI1 ile kesistigi de gosterilmistir. Nitekim biz de
calismamizda P53 ile MSH2 arasinda pozitif korelasyon oldugunu bulduk (r:0.988 ,
p<0.0001).

Literatiirde azalan SIRT1 ifadesinin SIRT1 inhibisyonu bagimli hiicre
Oliimiine neden olabilecegi ve bunun Onciil sebebinin artmis DNA hasar1 olabilecegi
bildirilmis ve artan DNA hasarinin muhtemel sebeplerinden biri olarak MSH tamir
elemanlarimin ifadesinin yetersizligi tartisilmistir (Jang et al., 2017). Biz de hastalarin
hem tiimor dokularinda SIRT1 ifadesi ile MSH2 ifadeleri arasinda hem de hastalarin
tiimor dokularinda MSH?2 ifadesi ile kan mononiikleer hiicrelerinde SIRT1 ifadesi
arasinda korelasyon bulduk. Bu durum azalan hasar yanitindan dolay1 hucrelerin
DNA hasarmin uyardigi senesant halde (DNA damage induced senescent state) veya
preapoptotik halde olabilecegini diislindiirmektedir. P53 ifadesinin de SIRTI1 ile
korele halde azalmis olmast P53’ten bagimsiz senesans veya hiicre Olimii
mekanizmalarinin  aktif olabilecegini  distindiirmektedir. Bu konuda netlik

saglanmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmamizda bleomisin, etoposid ve cisplatin igceren BEP kemoterapi
semasi ile tedavi edilmis ve en az 6 aydir remisyonda olan testis germ hiicre timorlii
bireylerde kemoterapinin immiin yaslanmadaki rolii; kemoterapi almamis benzer yasta
sagliklt kisilerin hiicre yaslanma parametreleri ile karsilastirilarak arastirilmistir.
Arastirmamizda mRNA dizeyinde CDK2, CDKN2A, CDC25B, RRM2, SIRT],
SIRT2, RAD51, MSH2 ve P53 calisilmistir. Yaygin olarak kullanilan Cisplatin bazli
kemoterapinin immiin hiicrelerinde yashiliga bagh degisikliklerin aydinlatilmasi

hedeflenmistir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hastalarda CDK2, CDKN2A, P53, PCNA,
SIRT1 ve MSH2 ifadeleri anlamli olarak azalirken, SIRT2 ve CDC25B ifadeleri

anlamli olarak artmistir.

Dokuda CDK2 ifadesi ile PCNA ifadesi arasinda; CDKNZ2A ifadesi ile PCNA,
SIRT1, CDC25B ifadeleri arasinda; PCNA ifadesi ile P53 ve SIRT1 arasinda; SIRT1
ifadesi ile MSH2 ve CDC25B ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon

bulunmustur.

Kan monontkleer hiicrelerinde CDK?2 ifadesi ile P53, PCNA, RRM2, SIRT]1,
SIRT2 ve MSH2 ifadeleri arasinda; P53 ifadesi ile CDKN2A, PCNA, RRM2,
SIRT1, SIRT2 ve MSH2 ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanmaistir.

Lenf evrelemesi ile kan mononukleer hicrelerinde CDK2, SIRT2 ve MSH2

ifadeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edilmistir.

35



Timor ¢ap1 ile kan mononiikleer hiicrelerinde CDC25B ifadesi arasinda

anlamli pozitif korelasyon bulunmustur.

Hastalarda CDK2, SIRT1 ve MSH2 downregulasyonunun immiin yaslanmayla
iliskisi olabilecegi diisiiniilmektedir. CDKN2A ve P53 ifadelerinin azalmasi ise
bunun  P53ten  bagimsiz  bir senesans mekanizmasiyla  olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu noktada ilerleyen arastirmalarda P21 ve pRB gibi alternatif

yolak elemanlar1 arastirilabilir.

Senesant fenotipi destekleyen gen ifade artislarinin hastalarin kronolojik yasi
ile bir iliskisi saptanamamugtir. Bu noktada hasta grubunun yas dagilim araliginin dar
olmasinin etkisi olabilecegi gibi, tiimoriin ve kemoterapinin etkisi de olabilir.

Ilerleyen calismalarla bu konunun aydinlatilmas: faydali olacaktir.

Calismamizda bulunan CDC25B’nin tiimér capiyla korelasyonu literatiirii
desteklemektedir fakat hasta grubumuzun tamami halen remisyonda izlendigi i¢in bu
gen ifadesinin prognostik degeriyle ilgili bir yorum yapmamiz bu asamada uygun

bulunmamastir.

Takip eden c¢aligmalarda Orneklem sayisinin artirilmasi, doku iizerinde
yapilacak ¢alismalarda kontrol olarak tiimor igermeyen testis dokusunun kullanilmasi
ve arastirilmak istenen parametrelere alternatif yolak elemanlarinin da eklenmesi

yararli olacaktir.
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OZET

Testis Germ Hiicre Tiimorlii Hastalarda Kemoterapinin Immiin Yaslanmadaki
Rolu

Cisplatin tabanli kemoterapi semalar1 testis germ hiicre kanserinin standart
tedavisidir. Cisplatinin hiicresel yaslanmay1 hizlandirabilecegi diistiniilmektedir. Bu
hastalarda ozellikle immiin hiicrelerde meydana gelebilecek prematiir yaslanma
(immunosenesans), kardiyovaskiiler hastaliklar, enfeksiyon ve ikincil kanserlerden
kaynakli ge¢ mortalitede rol oynayabilir.

Yash immiin hiicrelerin proliferatif potansiyel, DNA tamir fonksiyonlar1 ve
sagkalim sinyalleri gibi yasla iliskili parametreleri geng hiicrelere gore degisiklik
gostermektedir. Bu tezde kemoterapinin molekiiler yaslanma {istlindeki rolii,
remisyondaki testis germ hiicre tiimorlii hastalarin immiin hiicrelerindeki yasla ve
siklusla iligkili biyobelirtecler olan CDK2, CDKN2A, P53, SIRT1, SIRT2, PCNA,
RRM2, RAD51, CDC25B ve MSH2 iizerinden arastirilmigtir. Hasta grubunun
periferik kan mononiikleer hiicrelerindeki gen ifadeleri benzer yastaki saglikli
gonalltlerle karsilastirilarak  ¢alisilmistir.  Kandan izole edilen mononiikleer
hiicrelerden ve parafine gomiilii tiimoér bloklarindan alinan kesitlerden RNA
izolasyonu yapilarak cDNA sentezi gerceklestirilmis ve gen ifadeleri qPCR
yontemiyle tespit edilmistir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hastalarda CDK2, CDKN2A, P53, PCNA,
SIRT1 ve MSH2 ifadelerinin anlamli olarak azalirken, SIRT2 ve CDC25B
ifadelerinin anlamli olarak arttigi bulunmustur. Genel anlamda tamir elemanlar1 ve
siklus elemanlarinin ifadeleri arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Lenfatik
evreleme ile kan mononikleer hicrelerinde CDK2, SIRT2 ve MSH2 ifadeleri
arasinda ve timor capiyla mononiikleer hiicrelerdeki CDC25B ifadesi arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur.

Sonuglarimiz hasta mononiikleer hiicrelerinde prematiir senesans olabilecegini
ve bunun P53’ten bagimsiz bir yolak vasitasiyla gergeklesiyor olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu duruma testis tlimoriiniin kendisinin yol agmasi miimkiin
olabilecegi gibi, kullanilan kemoterapi ile de iliskili olabilecegini diisiiniiyoruz. Daha
ileri aragtirmalar ile bu konunun aydinlatilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Sozcukler: cisplatin, immunosenesans, testis kanseri
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SUMMARY

The Roles of Chemotherapy in Immunosenescence in Testicular Germ Cell
Carcinoma Survivors

Cisplatin based chemotherapy regimen is the standard treatment for testicular
germ cell carcinoma. Cisplatin is thought to accelerate cellular aging.
Immunosenescence in cancer survivors may play a role in cardiovascular diseases,
infection and secondary malignancy-related late mortality.

Age-related parameters such as proliferative potential, DNA repair capacity
and survival signals of older immune cells differ from those of relatively younger
ones. In this thesis, the role of chemotherapy on molecular aging was investigated in
testicular germ cell carcinoma survivors with regard to age-related and cell cycle-
related biomarkers CDK2, CDKN2A, P53, SIRT1, SIRT2, PCNA, RRM2, RAD51,
CDC25B and MSH2. Expressions of abovementioned genes are examined in
peripheral blood mononuclear cells in cancer survivors in comparison with healthy
volunteers. Mononuclear cells harvested from whole blood and paraffin embedded
tumor tissue sections were used to isolate RNA. cDNA synthesis was then
performed, and gene expressions were investigated with gPCR.

Compared with control group; CDK2, CDKN2A, P53, PCNA, SIRT1 and
MSH2 expressions in cancer survivors displayed a significant decrease whereas
SIRT2 and CDC25B displayed a significant increase. In general, cell cycle related
genes and repair machinery genes were found to be positively correlated. Lymph
node staging and CDK2, SIRT2 and MSH2 expressions in peripheral blood
mononuclear cells as well as tumor size and CDC25B expression showed positive
correlations.

Our results suggest that the mononuclear cells may be senescent and the
underlying pathway may be independent of P53. Testicular tumor itself as well as
chemotherapy may be the cause. Further research is needed for clarification.

Keywords: cisplatin, immunosenescence, testicular cancer
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