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OZET

Giris: Testis tiimori tirogenital sistemden kaynaklanan bir kanser tiiriidiir. Testis
tiimorlerinin %95°1 germ hiicrelerinden gelisir ve hemen hepsi maligndir. Geriye kalan %5’in
cogu Leydig’in interstisyel hiicreleri ya da sertoli hiicrelerinden kaynaklanir. Testis kanserleri
erkek neoplazilerinin yaklasik %1’ini ve tirolojik tiimorlerin %5 ini olusturmaktadir. En ¢ok

15-34 yagslar1 arasinda goriiliirler.

Amagc: Calismamizin amaci, testis tlimor tipleri tespit edilen 30 olguya ait
deparafizine 6rnekler kullanilarak FISH yontemi ile hastalikla iligkilendirilmis ve literatiirde
daha once tanimlanan P53, AR, 12p, STK-11 ve P16 gen boélgelerini incelemektir. Ayrica
literatiirde yayinlanan diger caligmalarla karsilastirarak , saptanan anomalilerin hastaligin

takibinde tarama yontemleri ile birlikte kullanilabilirligini incelemektir.

Gere¢-Yontem: Calismamizda ESOGU Tip Fakiiltesi Uroloji Ana Bilimdali’na
bagvuran ve testis tiimorii nedeniyle orsiektomi yapilan 30 olgu degerlendirilmistir. FISH
analizi ile AR gen bolgesi, STK-11, P16, Cyclin D2 ve P53 genetik markerlar1 agisindan
degerlendirilmistir.

Bulgular: Olgularimizin %36 sinda Androjen Reseptér Geni i¢in (Xql1.12)
amplifikasyon, %6 sinda Serin/Treonin Kinaz geni i¢in (19p13.3) delesyon, %40 inda P16
timor supresor geni igin (9p21) delesyon, %56 sinda CyclinD2 onkogeni igin (12p13)
izokromozom ve amplifikasyon, %23 linde P53 gen delesyonu saptanmaistir.

Sonu¢ ve tartisma: Calismamizda anomalili olgularin %75 inin non-seminomat6z
germ hiicreli tiimor olmast genetik markerlarin hastaligin takibinde Onemli oldugunu
gostermistir. Calismamiz Tiirk populasyonunda bu konuda yapilmis ilk ve tek calisma olma

Ozelligini tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Testis tiimorii, FISH, genetik marker



SUMMARY

Background: Testis cancer is a type of cancer originated from uro-genital system.
95% of testis tumors are originated from germ cells and nearly all of them are malignant.
Most of the remaining 5% are originated from Leydig’s intersistial cells or Sertoli cells.
Testis neoplasies constitute 1% of male neoplasies and 5% of urological tumors. It is seen

mostly between 15-34 years of age.

Aim: Aim of our study is to investigate amplification of Xql1.12 harbouring
androgen receptor gene, deletion of 19p13.3 harbouring Serine/Treonine Kinas gene, deletion
of 9p.21 harbouring tumor suppressor gene P16 and isochromosome and amplification of
12p.13 harbouring oncogene Cyclin D2 and 17p13 harbouring tumor suppressor gene P53
using FISH method.

Methods: In our study, biopsy samples of 30 testis cancer patients investigated with
FISH analysis . With FISH analysis genetic markers such as AR gene region, STK-11, P16,
Cyclin D2 and P53 evaluated.

Findings: In FISH analysis amplification of 12p and Xql1.12, isochromosome 12p,
deletion of 19p13.3 and deletion of P53, P16 investigated. %36 of our patients amplification
of Xql1.12 harbouring androgen receptor gene, %6 deletion of 19p13.3 harbouring Serin-
treonin kinase gene, %40 deletin of 9p21 harbouring P16, %56 amplification of 12pl13
harbouring oncogen Cyclin D2 and isochromosome, %23 17p13 harbouring tumor suppressor

gene P53 are detected.

Results and Conclusions: In our study, according to % 75 patients with anomallies
non-seminomatoz germ cell tumour showed that, genetic markers is very important to

observate patients during disease progression.

Keywords:Testis tumor, FISH, genetic marker

vi



ICINDEKILER

Sayfa
(.77 Dl KPP v
SUMMARY .. ctiiiiiieiitiiieiitieetiatissesstssssssssassssosssssssssossssssssssssssnssnssssssssns vi
TABLOLAR DIZINI...iivuuiiiiiiiiriiiiieneeiieeeeetiieeeereneneerenneneenennseennnnes xi
3 01 5€ 0 B 90 00 28 0] /2 0.1 S Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.....coettvuieiiiiiiiniiiiicineeeeeeneneeenns xiii
1. GIRIS VE AMARG .. .. iuuiitiitiiiiiieetereeneeteereesternessesssesesssesnesnnessnes 1
2.GENEL BILGILER........ccccitttttiiiiiiiiiiiieieeeeeeeecettteteeeeee e 3
2. 1.Kanserin Taniml. ... ....ooiiii i e 3

2.2 Kanser Olusumunda Sorumlu Genler ve Fonksiyonlari.............................. 4

2.2. 1. TUmOT SUPresOr Genler.........c.ovvivuiiiiiiiiii e, 4

2.2.2.DNA Tamir Genleri.........ooviiuiiiiniiii i 5
2.2.3.0NKOZENILT. ... ottt e 5

B T N TS 5 ] 1) 10 1 F S 7
2.3.1.Seminifer TUbUIler..........ccooiiii e 8

2.3.2.Sertoli HUCTEIeri. .. ..o, 9
2.3.3.0nterstisyel DOKU............ovuiieiiii i, 10
2.3.4.Kan-Testis Bariyeri........cccoviiiiiiiiiii i 10

2.3.5.Testis I¢i Genital Kanallar...............ccoooiueiuiiiinieieieieen, 11
2.3.6.Genital Bosaltim Kanallari...................oocoiiiiiiiii i, 11
2.3.7.Yardime1 Genital Bezler ..., 11

2.4 Testis TUMOTICTI. ... ..o e 12

Vil



N TP 12

0 T < 13
2.4.4.Sosyo-Ekonomik Diizey ve Beslenme....................ccoooiinn.. 13
2.4.5.Lateralite ve Bilateralite................cooeiiiiiiiiiiii 13
2.4.6.Histolojik Smiflandirma...............ooviiiiiiii 14

2.4.7.Germ Hiicreli TUmor Gelismesi...........ooovviiiiiiiiiiiiiiin s, 15

2.5.Testis Tiimorlerinin Patolojisi.........o.vviiiiiiiiiiiii e, 16
2.6.Testis TUMOTT ve Genetik.........o.oiiiiiii e 17
2.6.1.Tiimor Siipresor Gen P53 ve Testis Timorleri.................couvee. .. 17
2.6.2.Serin/Treonin Kinaz 11 ve Testis TUmorleri.........c.ooovoeiiniin. 19
2.6.3.Cyclin-Bagimli Kinaz Inhibitdr 2A ve Testis Tiimérleri.............. 19
2.6.4.Androjen-reseptor geni (AR-gen) ve Testis Tiimorleri................ 21

2.6.5.P16 Timor Siipresor Geni ve Testis Timorleri..................eee... 22

2.7.Floresan In Situ Hibridizasyon............ccoitiiuiiiiiiii i e 22
2.7.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri.................... 23

2.7.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmast............ ......ooeiiiiinnn... 24

3. GEREC Ve YONTEMLERL......c..cuuttuiiiniiiiiienneennerneerneenerneesernsesnessmmnesnes 26
R I B € L) (< T RN 26
3.1.1. Kullantlan Geregler...... ...t 26
3.1.2.Cam MalZeme. .....oviieie i 27

3.1.3. Kimyasal Maddeler.............ooooiiiiiiiiiiii e, 27

3.1.4 Kullanilan Problar............oo e, 27

3.2 YONIEMICT . ...t 28

viii



3.2.1. Materyal SeCImMI.......ovuuiviiiiii i 28

3.2.2.FISH yonteminin uygulanmasi ............ccooeviiiiiiiiiiiiiiiineanann. 29
3.2.2.1. Preparatlarin 6n yikamasi ve denatiirasyonu................ 31
3.2.2.2. Prob denatliraSyonu.............couvvuiiiiinniiiiinieaneennenn, 31
3.2.2.3. HibridizaSyon. .....c.covviiiiii et e 31
3.2.2.4. Hibridizasyon sonrasi yitkamalar.............................. 32
3.2.2.5. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi....................... 32

3.2.2.6. Degerlendirme..............cceiviiiiiiiiiiiei e 33

70 31 B BT €1 0 7N T 34
4.1.Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular.....................coooeiiiiiiinean, 37
4.2 Klinik Evreleri Bilinen ve Tiplendirilmesi Yapilan Olgularin FISH

Analiz Bulgulari....... ... 37
4.2.1.P53 Gen Bolgesine Ait Anomaliler...................oooo 41
4.2.2.Androjen Reseptor Gen Bolgesine Ait Anomaliler...................... 41
4.2.3.1zokromozom 12p Anomalileri..................ccoeuiiiiiiiiiiiieiii, 41
4.2.4.STK-11 Gen Bolgesine Ait Anomaliler....................oooie. 42
4.2.5.P16 Gen Bolgesine Ait Anomaliler..................cooiiiiiii, 42

5.TARTISMA
5.1. FISH Yontemi Ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin
Karstlastirtlmast ... 47
5.1.1. P53 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmasi..................... 47
5.1.2. Androjen Reseptdr Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmasi...48
5.1.3. Izokromozom 12p Anomalilerinin Karsilastirilmast.................... 50
5.1.4. STK-11 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmasi................. 53
5.1.5.P16 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmast........................ 55

X



6.SONUC ve ONERILER..........cooiiiiii e, 57

7. KAYNAKLAR

OZGECMIS



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
Tablo 2.1.Germ hiicreli testis tiimdrlerinin smiflamasi.................oooo. 16
Tablo 3.2. Preparatlarin On Yikama Sollisyonlart...................ccoeeveiiieiiieiieiiine, 29
Tablo 3.3. Preparatlarin Denatiirasyon Solisyonu..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 29
Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonrast Soliisyonlar................cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 30
Tablo 3.5. Goriintlileme Sistemleri SOIUSYONU...........ooviiiiiiiiii e, 30
Tablo 4.1. Olgularin yas, klinik evre ve tiimor tipine ait bilgiler......................cooon 35
Tablo 4.2. Tiim Parametrelerin Goriilme Sikli@1...........oooiiiiiiii e, 38
Tablo 4.3. Degerlendirilen Parametrelerin Toplam Goriilme Orant..................ooviinen. 43
Tablo 5.1. P53 gen bolgesi delesyonu sonuglariin literatiir verileri ile karsilagtirilmasi.....48
Tablo 5.2. X kromozom artis1 sonuclariin literatiir verileri ile karsilastirilmasi............... 50
Tablo 5.3. 12p anomalileri sonuglarinin literatiir verileri ile karsilastirilmast.................. 53
Tablo 5.4. Kromozom 19 anomalileri sonuglarmin literatiir verileri ile karsilastirilmasi......55

X1



SEKILLER DIiZiNi

Sekil Sayfa
Sekil 2.1.Testis HIStOLoJiST. .o uvneittitiee e 8
Sekil 2.2. Testisin germ hiicreli timorlerinde tiimérogenetik model............................ 15
Sekil 4.1.P53 delesyonu goriilen 27 numarali olgunun FISH goriintlisti....................... 44
Sekil 4.2.AR gen amplifikasyonu goriilen 25 numarali olgunun FISH goriintiisii............ 44
Sekil 4.3.1zokromozom 12p goriilen 03 numarali olgunun FISH gériintiisii.................. 45

Sekil 4.4.19p13 bolgesine ait normal ve 19q13 bolgesine ait artiglar1 goriilen 02 numarali
olgunun FISH gOriintlisti..........ooevieiiiii e 45
Sekil 4.5. P16 delesyonu goriilen 26 numarali olgunun FISH goriintiisii..................... 46

xii



SiMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler
ABD
AR-gen
ASE
ATP

p HCG
CDI
CDK
CGH
CIS

°C
DNA
DSO
GDP
GHT
GTP
ISH
IHK

FISH

Xiii

Aciklama

Amerika Birlesik Devletleri
Androjen Reseptor Geni
Androjen Sorumlu Elementler
Adenozin Trifosfat

B-Insan Koryonik Gonadotropin,
Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorleri
Siklin Bagimli Kinaz
Karsilastirmalt Genomik Hibridizasyon
Karsinoma In Situ

Santigrat

Deoksiriboz Niikleik Asit

Diinya Saglk Orgiitii

Guanozin Difosfat
Germ Hiicreli Timor

Guanozin Trifosfat

In Situ Hibridizasyon
Immunohistokimyasal

Floresan In Situ Hibridizasyon



FSH

LDH

LHT

NISH

NaOH

NSE

PCR

PLAP

RNA

SLHT

STK

TNMS

X1V

Folikiil Stimiile Edici Hormon
Laktat Dehidrogenaz

Leydig Hiicre Tiimor

Mol

Metre

Milimetre

Mikrolitre

Non-izotopik In Situ Hibridizasyon
Sodyum Hidroksit

Noron Spesitik Enolaz
Polimeraz Zincir Reaksiyon
Plasental Alkalen Fosfataz
Riboniikleik Asit
Sertoli-Leydig Hiicre Timor
Serin-Treonin Kinaz

Tumor Nodul Metastaz Serum






1. GIRIS ve AMAC

Kanser 6nemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Oliim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan

gelmektedir (22).

Kanserin sebebi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Kanser i¢in risk
faktorleri yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile dykiilerine bagl olarak degisir. Bir

baska risk grubu ise ¢evresel faktorlerdir (22).

2003 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yayinlanan raporda,
kanserli hasta sayisinin hizla arttig1 ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak bu saymin

on bes milyon kisiye ¢ikacagi bildirilmistir (24).

Testis tiimorii erkeklerde goriilen kanserlerin %1°ini olusturur. Genel olarak
nadir olarak goriilen testis tiimorleri 15-35 yas aras1 erkekler arasinda en sik goriilen
solid tiimor olma 6zelligini tasir. Bu tiimorlerde tedavi basari sansinin yiiksek olmasi

nedeniyle 6liim olasilig1 oldukea diisiiktiir (10,26,32).

Testis timorlerinin sebepleri bilinmemektedir. Geligsmis tilkelerde yliksek
kalorili diyet ve fiziksel aktivite azlifina bagl olarak daha sik goriilmekte ve gercek
insidans1 her gecen giin artmaktadir. Kriptorsidizmde tiimor gelisme riski oldukca
fazla olup sag tarafta sola oranla daha sik goriilmektedir. Inmemis testis daha sonra

cerrahi yontemlerle indirilse bile bu risk devam eder (41).

Tiim malignitelerde oldugu gibi erken tani testis tlimoriiniin etkin tedavisi i¢in
de onemlidir. Testis tiimdriinlin tanis1 genital muayene, serum timor belirtegleri (alfa-
fetaprotein, B-insan korionik gonadotropin, laktat dehidrogenaz) diizeyinin 6l¢iilmesi ve

skrotal ultrasonografinin ardindan konulabilir. En sik (olgularin %75-90’1nda) rastlanan



belirti, tek bir testisin, genellikle agrisiz bir bicimde biiytimesidir. Olgularin %10’unda

kitle agrili, %10’unda ise tiimor kendini metastatik semptomlarla gosterir (20).

Hastaligin kalitsal olduguna iliskin kesin kanitlar yoksa da, testis tiimorlerine

bazi ailelerde daha sik rastlandigi bilinmektedir.

Kanser bugiin genetik orjinli bir hastalik grubu olarak bilinmektedir. Kanser
olusumu yani karsinojenezis farkli tiirlerde genlerin etkili oldugu c¢ok asamali bir
stirectir. Kanserde etkili oldugu diisiiniilen genler; onkogenler, timor siipresér genler ve

DNA tamir genleri olarak 3 ana grup altinda toplanir (14).

Gen ve genom mutasyonlar1 kanser gelisiminde etkili olan genleri icerdiginde
(kromozom ve/veya gen delesyonlari, amplifikasyonlari, yapisal degisimler vb.) gen
irlinlin az ya da ¢ok sentezlenmesi veya farkli iiriinlin sentezlenmesine neden

olmaktadir. Sonugta bu degisimler de selliller fonksiyonlarda bozulmalara yol

acmaktadir (14).

Testis tiimorii olusumunda coklu genetik hasar sonucu malign germ
hiicrelerinin meydana geldigi ve kontrol edilemeyen sekilde béliinerek c¢ogaldigi

diistiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢calismada;

Testis tlimori tanis1 konmus olgulara ait demografik ve histopatolojik bulgular
ile birlikte literatiirde kanser olusumunda etkili oldugu saptanmis olan onkogen, tiimor
stipresor gen ve androjen reseptor genindeki amplifikasyon ve delesyon frekansini
degerlendirerek testis tiimor olusumunun genetik etyolojisini aydinlatabilmek

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, hiicrelerin yagam sikluslarii diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucunda hiicrenin asiri, kontrolsiiz ve agresif sekilde c¢ogalmasiyla ilerleyen,
cagimizin en dnemli saglik problemlerinden birisidir (14). Kanser, Saglik Bakanligi'na
"bildirimi zorunlu" bir hastaliktir. Buna ragmen {ilkemizde gercek kanser insidansi
bilinmemektedir. DSO niin 2003 yilina ait kanser raporunda, diinya ¢apinda kanser
oranin hizla arttigi ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak on bes milyon kisiyi
etkileyebilecegi bildirilmistir (24,48).

Testis tiimorleri erkek neoplazilerinin %1 ini ve tirolojik tiimorlerin ise %5 ini

olusturmaktadir (29).

2.1. Kanserin Tanimi

Kanser; hiicrenin normal davraniglarini diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucunda hiicrenin asir1, konrolsiiz ve agresif bir bicimde ¢cogalmasiyla seyreden bir
hastaliktir. Kanser, ¢agimizin en Onemli saglik problemlerinden birisidir (14).
Ulkemizde kesin istatistikler bulunmamakla birlikte her yil 150 bin kisinin kansere

yakalandig1 tahmin edilmektedir (11).

Kanser tek bir hastalik olmayip tiimor olusumuna neden olan kontrolsiiz hiicre

cogalmasiyla karakterize olan neoplazinin kesin formlarini tanimlamak i¢in kullanilir.

Malign bir neoplazi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, komsu hiicreleri istila
edebilme veya daha uzak bolgelere metastaz yapabilme gibi ¢esitli 6zelliklere
sahiptir. Bu 6zellikler asamali bir sekilde kazanilir ve bu siire¢ “tiimér progresyonu”
olarak isimlendirilir. Anormal hiicre birikimi olan neoplazi, hiicre proliferasyonu ile
hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Her hiicre
hiicre siklusuna girer ve mitoza ugrayarak yavru hiicrelerini olusturur. Normal

kosullarda her hiicrenin belirli bir yasam siiresi vardir. Hiicre gelisimi, farklilagmasi,



yaslanmasi ve 6liimii belirli bir program dahilinde gergeklesir ve her asama farkli gen
irlinleri ile gerceklestirilir ve kontrol edilir. Bir dokuda ¢ogalan hiicre miktar1 ile

Olen hiicre miktar1 arasinda sabit bir oran vardir.

Ancak hiicrenin normalin diginda ¢ogalmasi, buna karsilik 6lmesi gereken
hiicrelerin sonsuz yasayabilme yetenegi kazanmasi dengenin bozulmasina ve
dolayisiyla da hiicre birikimine neden olur. Tiim bu mekanizmalar, gen {iriinleri olan
proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki baskalasim ya da epigenetik olay
o genin kodladig1 protein ya da polipeptidin iiretilmemesi, yanlis iiretilmesi ya da
normalden az {iretilmesi ile sonuclanir. Bunun sonucunda da ilgili proteinlerin rol

aldig1 mekanizmalarda normalden sapmalar ortaya ¢ikar (14,29,31).

Kanser hiicresinin biiylime ve ¢ogalma siireci, meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, tiimor siipresor genler), konakg¢i faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve tiimor konakei etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) ile
yakindan iliskilidir (12,38).

2.2. Kanser Olusumunda Sorumlu Genler ve Fonksiyonlari

Hiicrelerin poliferasyonunu, farklilagsmasini ve sag kalimini1 denetleyen genlerde

gergeklesen degisimler kanserin olusumuna neden olur (14).

2.2.1. Timor Siipresor Genler

Timor siipresor genler, hiicre c¢ogalmasinin kontroliinde onkogen

mekanizmasinin tam tersi bir yolu simgeler, normal kosullarda hiicre ¢ogalmasini ve

timor gelisimini baskilarlar. Olusan birgcok tiimoérde bu genlerin hasar gérmesi veya

inaktive olmasi sonucu hiicre ¢ogalmasini negatif yonde diizenleyen etki ortadan kalkar

ve tiimdr hiicrelerinde anormal ¢ogalma baglar (1).



Tiimor siipresor genlerinin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve
inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenek ancak ilgili genin her iki allelinde de
bagkalasim olmasit durumunda kaybolur ve tiimor baskilayict gen kontrol etme

fonksiyonunu kaybeder (14).

2.2.2. DNA Tamir Genleri

DNA c¢ok ¢esitli kimyasal reaksiyonlardan gecer. DNA hiicre genomunun kalici
kopyasi oldugu icin yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan RNA ya
da proteinlere gore ¢ok daha Onemli sonucglara neden olur. Baskalagimlar, DNA
replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica DNA
da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da cesitli
kimyasal degisiklikler ortaya ¢ikar. Hiicre genomunun biitlinliigiiniin korunabilmesi i¢in
hiicreler harap olan DNA y1 tamir etmek i¢in mekanizmalar gelistirmek

durumundadirlar. Bu DNA tamir mekanizmalari iki ana gruba ayrilir:

1. DNA hasarindan sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak dnlenmesi

2. Hasarli olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi (14,31)

Bu gruba dahil olan genlerde olusacak baskalasimlar, fonksiyonel iiriin
sentezlenmesini engelleyecek ve DNA tamir edilmeyecek ve genom dengesi

bozulacaktir (47).

2.2.3. Onkogenler

Onkogenler ilk kez yiiksek derecede onkojenik viriislerin izolasyonu sonucu elde
edilmistir. Retroviral onkogenlerin olugmasina oOnciilik eden hiicresel genlere
‘protoonkogen’ adi verilmistir. Onkogenler yine tiimor viriisleri ile yapilan ¢alismalar
da, hiicreleri transforme edebildikleri gosterilerek, kanserin molekiiler temelleri
hakkinda ilk bulgularin olusturulmasini saglamislardir. Protoonkogenler, genellikle

hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda gorev yapan genlerdir (14).



Protoonkogenler sinyal iletimini, hiicresel farklilagmay1 ve hiicre
proliferasyonunu kontrol ederler. Sinyal iletimi karmasik ve ¢ok asamali bir sekilde
hiicre membranindan baslayip, sitoplazmaya ve niikleusa kadar gider. Normal hiicre
farklilagmast ve proliferasyonu icin pozitif ve negatif feed back mekanizmalariyla

protoonkogen tiplerinin g¢esitliligi 6nemlidir.

Protoonkogenler, protein iirlinleri, temel biyolojik olaylar1 diizenleyen ve evrim
boyunca yliksek oranda korunmus genlerdir. Protoonkogenler sinyal iletiminde 3 temel

noktada gorev yapar:

1. ATP’nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonunu saglar. Boylece protein konfigiirasyonunda degisiklik
yaparak proteinin kinaz 6zelligini aktive eder ve sinyal iletimini saglayan proteinler i¢in

baglanma bolgeleri olustururlar.

2. RAS ailesi protoonkogenleri GDP/GTP dongiisiinde araci olarak gorev

yaparlar.

3. Niikleus i¢indeki proteinlerdir ve gen ekspresyonu, DNA replikasyonu ayrica

hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev yaparlar (33).

Onkogenler ise protoonkogenlerin anormal ya da mutant eksprese olan
sekilleridir. Boylece, onkogenler artan hiicre proliferasyonuna ve tiimor gelisimine

sebep olurlar.



2.3. Testis Histolojisi

Erkek tlireme sistemi, testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten

olusmustur.

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Her
bir testis tunika vajinalis denen serdz bir kese tasir; bu kese peritondan gelisir. Testisin
baglica gorevi; hormon ve spermatozonlar: liretmektir. Testis, tunica albuginea denilen
kalin bir kollajendz bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir. Bu fasia ortii posteriorda testis
dokusu i¢ine bir miktar sokularak mediastinum testisi olusturur. Burada bezin igine
giren fibréz septumlar bu yapiy1 testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 adet piramidal
bolmeye ayirirlar. Bu septumlar arasinda ¢ogunlukla iletisim vardir. Her lobiilde gevsek
bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve
lenf damarlari, sinirler ve interstisyel (Leydig) hiicreler bulunur. Seminifer tiibiiller
erkek iireme hiicreleri olan spermatozonlar1 iiretirler. Interstisyel hiicreler testikiiler

androjenleri salgilarlar (29,32,42).
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Sekil 2.1. Testis Histolojisi
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2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklagik olarak 150-250 um c¢apinda ve 30-70 cm
uzunluktadir, ¢cok katli bir epitel ile doselidir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu

250 m civarindadir.

Seminifer tiibiiller bir fibréz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve

karmasgik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur.

Epitel iki tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile

spermatogenik seriyi olusturan hiicreler. Spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve



tiibiil limeni arasinit dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler
birka¢ boliinme sonra farklilasir ve spermatozonlari olustururlar. Bunlar erkek germ

hiicrelerinin stirekli farklilasma siirecindeki gesitli evrelerinde bulunabilirler (29,32,42).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis
piramidal hiicrelerdir. Bu hiicrelerin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uglar1 ise
siklikla ~ seminifer tiibiilin limenine wuzanir. Sertoli hiicreleri birbirlerine
spermatogonyumlar ~ seviyesinde  siki  baglantilarla  baglanmislardir. Bu
spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan materyallerin serbestce girebildigi bazal
kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu
baglantilardan bir yolunu bulup gegerek adluminal kompartmana ¢ikarlar. Burada
spermatogenezin daha ileri sathalar1 kandan gelen liriinlerden bir kan-testis bariyeri ile
korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur

(23,29).

Sertoli hiicrelerinin dort 6nemli fonksiyonu vardir:

-Gelismekte olan  spermatozonlarin  desteklenmesi, korunmast ve
beslenmesinin diizenlenmesi

Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan testis bariyeri ile kan

desteginden izole edildigi i¢in, bu spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve

metabolitlerin alip verilmesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtagtirlar.

-Fagositoz
Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler seklinde
dokiiliir. Bu sitoplazmik parcaciklar fagosite edilir ve Sertoli hiicre lizozomlar1

tarafindan yikilirlar.



-Sekresyon

Sertoli hiicreleri devamli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde
akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 salgilarlar. Androjen-baglayict protein
sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve testosteron kontrolii altinda
gerceklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil icinde spermatogenez icin gerekli olan
testosteronun yogunlagmasini saglar. Ayrica bu hiicreler, anterior hipofiz bezinden FSH

sentez ve salinmasini 6nleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilarlar (23,29).

-Anti-Miillerian Hormon Uretimi

Miillerian-inhibe edici hormon olarak da isimlendirilen bu hormon embriyonik
gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller kanallarinin  gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini

saglar (16,23).

2.3.3. interstisyel Doku

Testisin seminifer tlibiilleri arasindaki bosluklar bag dokusu birikintileri, sinirler,
kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler igerir;
bunlar arasinda fibroblastlar, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin
interstisyel ya da Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler, sekonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu fiiretirler. Interstisyel
hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara baghdir.
Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklilasmada erkek genital organlarin gelismesi

icin gereklidir (16,23).

2.3.4. Kan-Testis Bariyeri

Kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi testikiiler
siv1 i¢ine ¢ok az maddenin gegmesini agiklar. Erkek germ hiicrelerinin kandan gelen
zararli ajanlara karst korunmasinda onemli olan bu bariyer, Sertoli hiicrelerinin

arasindaki tikayici baglantilar ile olusturulur (42).
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2.35. Testis I¢ci Genital Kanallar

Testis i¢i genital kaynaklar tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentestir.
Seminifer tiibiillerin her iki ucu rete testise tubuli rekti olarak bilinen yapilarla baglanir.
Tubuli rekti rete testisin icine bosalir. Rete testis tunica albugineanin kalinlagsmasi ile
olusmus mediastinum iginde bulunur. Rete testisten 10-20 adet duktuli efferentes ¢ikar.
Duktuli efferentes giderek birlesip epididimisin duktus epididimisini olusturur

(29,32,42).

2.3.6. Genital Bosaltim Kanallari

Testiste liretilen spermatozoonlar1 penil yollara dogru tastyan duktus epididimis,
duktus deferens ve iiretradir.

Duktus epididimis yaklasik 4-6 m uzunlugunda, tek ve oldukca kivrintili bir
tiiptiir. Bu kanal, ¢evresini saran bag dokusu ve kan damarlar1 ile birlikte epididimisin
kuyruk ve gdvdesini olusturur.

Epididimisten duktus deferens denilen kalin miiskiiler duvarl diiz bir tiip devam
ederek prostatik iiretraya agilir. Prostata girmeden once duktus deferens genisler ve
ampulla denilen boliimii olusturur. Ampullanin son kisminda seminal vezikiiller duktusa
katilirlar. Bundan sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik {iretraya agilir

(32,36).

2.3.7. Yardimc1 Genital Bezler

Seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerdir.

Seminal vezikiiller; uzunluklar1 15 cm olan iki adet bulunan tiiplerdir. Erkek
tireme sistemi ile iligkili bu bezler tarafindan iiretilen karbonhidratlar seminal siviya
salgilanirlar ve sperm motilitesi i¢in enerji kaynagi olustururlar.

Prostat; 30-50 adet dallanms tiibiiloalveolar bezin olusturdugu bir topluluktur;
bu bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir. Prostat prostatik siviyi iiretir ve bu sivi

ejakiilasyon sirasinda itme giicii igin gereklidir.
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Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri); caplari 3-5 mm olan ve iiretranin

membrandz kisminin proksimalinde yerleserek buraya agilan bezlerdir (32,42).

2.4. TESTiS TUMORLERI

2.4.1. insidans ve Mortalite

Erkeklerde tiim kanserlerin %1’ini olusturan testis tiimorleri, eriskin erkeklerde
(15-40 yas aras1) en sik goriilen solid organ kanseridir. Testis tlimorlerinin diger
kanserlerde oldugu gibi yasla birlikte insidans1 artmamaktadir. Insidans, etnik, sosyo-
ekonomik kosullar ve cografya ile iligkili degiskenlik gostermekte olup yilda 100 bin
erkek niifus i¢in 3-6.9 yeni olgudur. Ozellikle gelismis bat1 iilkelerinde son 30-40 yildir
testis tiimorleri insidans1 artmistir. ABD ’de her yil yaklagik 100.000 erkekte 2-3 yeni
olgu bildirilmektedir. Tiim primer tiimoérlerden %90-95°1 germ hiicreli tiimorlerdir. Geri
kalan boliimii germ hiicresi icermeyen timdrleridir (Leydig hiicreli, Sertoli hiicreli,

gonadoblastoma) (42).

1970’1i yillarin ortalarinda tedavide sisplatin i¢eren kemoterapi protokollerinin
kullanilmaya baslanmasiyla Amerika ve Avrupa’da mortalite belirgin olarak azalmistir.
Testis tiimorleri erkek kanseri dliimlerinin %0.1°ini olusturur. ABD’de 2005 yilinda

8000 yeni testis kanseri olgusundan 400’den azinin 6lmesi beklenmektedir (32,42).

2.4.2. Yas

Testis tlimorii erkeklerde 45 yas altindaki tiimorlerin %17’sinden sorumlu olup,
testis tiimdrlerinin %90’1ndan fazlasi da bu yas grubunda goriilmektedir (30). Seminom
10 yasindan once ve 60 yasindan sonra nadir goriilmekle birlikte en ¢ok tespit edilen
histolojik tiptir. Seminomun %4-7’sini olusturan spermatositik seminom genellikle 50

yas lzerindeki, ortalama 65 yastaki erkeklerde goOriilmektedir. Teratom ve
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koryokarsinom insidanst 20-29 yaslar1 arasinda en yiiksek iken, yolk sac tiimor daha

cok cocuklarda goriilmektedir (15,37).

2.4.3.Irk

Testis tiimorii insidansi, 1rklar ve etnik gruplar arasinda belirgin farkliliklar
gostermektedir. Beyaz 1rkla ayni histoloji ve yas dagilimi gostermesine ragmen, siyah
irkta testis tiimorii gelisme riski daha disiiktiir. Siyah irktaki kadinlarda gebelik
boyunca beyazlara gore daha yiiksek konsantrasyonda testosteron bulunmasi

durumunun bu fenomenle iliskili olabilecegi ifade edilmektedir (32).

2.4.4. Sosyo-Ekonomik Diizey ve Beslenme

Ganmaa ve arkadaglart testis timor insidans ve mortalite oranlar1 farkli toplam
42 tiilkede beslenme aliskanliklarini incelediklerinde, testis tiimoOr timor insidansi ile
peynir tiiketiminin ¢ok yakin iliski gosterdigini, bunu hayvansal yaglar ve siit
tiikketiminin izledigini bulmuslardir. Davies ve arkadaslar: Ingiltere Dogu Anglia’da siit
ve siit trilinlerini testis tiimoOri i¢in risk faktorii olarak inceledikleri vaka-kontrol
cailsmalarinda, testis tiimorlii hastalarin addlesan doneminde kontrollere gére dnemli

derecede daha fazla siit ve tiriinlerini tiikettiklerini tespit etmislerdir (13).
2.4.5. Lateralite ve Bilateralite
Testis tiimorii, inmemis testis ile uyumlu olarak sag tarafta sola gore biraz daha
fazla goriilmektedir. Testis tlimorlerinin yaklasik olarak %?2-3’1 bilateral olup, bu

timorlerin yaklasik %50 sinde tek ya da cift tarafli inmemis testis Oykiisii

bulunmaktadir (32).
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2.4.6. Histolojik Smiflandirma

Germ hiicreli timorler

Onciil lezyonlar (intratiibiiler germ hiicreli neplazi)

Seminom (sinsisyotrofoblastik hiicreli olgular dahil)

Spermatositik seminom (sarkomatoz igerik varsa belirtilir)
Embriyonal karsinom

Yolk sac tiimorii

Koryokarsinom

Teratom (matiir, immatiir, malign igerikli)

Birden fazla histolojik tipi olan tiimorler (her tip % olarak belirtilir)

Seks kord/gonadal stromal tiimorler

Leydig hiicreli timdr
Malign Leydig hiicreli tiimor
Sertoli hiicreli timor
-Lipidden zengin tip
-Sklerozan
-Kalsifiye biiyiik hiicreli
Malign Sertoli hiicreli timor
Granuloza hiicreli timor
-Erigkin tip
-Juvenil tip
Tekoma/fibroma grubu tiimorler
Diger seks kord/gonadal stromal tiimdrler
-Tam diferansiye olmamis
-Karigik
Germ hiicreli ve seks kord/gonadal stromal yapilar1 beraber igeren tiimorler
(gonadoblastoma)

Cesitli 6zgiil olmayan stromal tiimorler

Ovaryan epitelyal tiimorler

Toplayict duktuslar ve rete testis tiimorleri

Ozgiil olmayan stroma tiimérleri (benign veya malign) (42).
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Germ hiicreli timorlerin sadece %40°1 tek bir hiicre tipinden olusurken, kalan %60
embriyonal karsinom, seminom, teratom, yolk sac tiimér ve koryokarsinom
elemanlarindan iki ya da daha fazlasinin kombinasyonu seklindedir ve mikst germ
hiicreli tlimorler olarak adlandirilir. Kombinasyonda en sik yer alan hiicresel 6geler

embriyonal karsinom (%50) ve seminomdur (%30-60) (42).

2.4.7. Germ Hiicreli Tiimor Gelismesi

Embriyonal gelisim sirasinda ¢ogul potansiyelli germ hiicreleri normal gelisme
yollarini izlerse spermatositleri olustururlar. Ancak bu ¢ogul potansiyelli germ hiicreleri
normal dis1 gelisim yollarin1 izlerse seminom ve embriyonal karsinomlar (¢ogul
potansiyelli timor hiicreleri) gelisir. Bu embriyonal hiicreler intraembriyonik yolaklari
izleyerek farklilagmalarini siirdiirlirlerse teratom olusacaktir. Embriyonal hiicreler
ekstraembriyonik yolaklar: izleyerek farklilasmaya devam ederse koriyokarsinom veya

vitellus (yolk sac) kesesi tiimorleri olusacaktir (36).

Normal Spermatosit

/
(Cogul potansyell germ\l
hiicresi | \I/
Seminotm
4
Embriyonel karsinom (pogul /l\
potansiyell tiimir hicrest)
f];:‘lfl-':r]'i‘““hri}'““jk Intraembriyonik
rihifasma ) Farkhlasma
Trofoblastik Vitellus (yolk)
Yolaklar kesesi
. . Vitelluz (yolk)
Koryokarsimom lepses Himiir Teratorm

Sekil 2.2. Testisin germ hiicreli tiimorlerinde tiimorogenetik model (39).
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2.5. Testis Tiimorlerinin Patolojisi

ABD de en yaygin olarak kullanilan DSO siniflamasidir. Tablo 2.1 de belirtildigi
gibi testisin germ hiicreli tiimorleri, tek bir histolojik 6rnek (olgularin %40’ 1) veya
birden fazla histolojik 6rnek (olgularin %60’ 1) icermeleri gz Oniline alinarak, iki ana
gruba ayrilmistir. Bu siiflama testisin germ hiicreli tiimdrlerinin ilkel hiicrelerden

gelistigi diislincesine dayanmaktadir.

BiR HISTOLOJIK TiP ICEREN TUMORLER

Seminim

Embriyonal karsinom

Yolk kesesi tiimori

Teratomlar

Matiir

Iimmatiir

Somatik elemanlarin malign degisimi ile birlikte olanlar

CESITLi DIGER NADIR SEKIiLLER

BIiRDEN FAZLA HiSTOLOJIK TiP iCEREN TUMORLER

Embriyonal karsinom ve teratom

Koryokarsinom ve diger tipler

Diger bilesenler

Tablo 2.1. Germ hiicreli testis tiimdrlerinin siniflamasi (29)
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2.6. Testis Tiimorii ve Genetik

Cesitli nedenlerden dolay1 kromozomlardaki tekrarlanan kazanim ve kayiplar, hem
timor supressor genlerin inaktivasyonuna hem de proto-onkogenlerin aktivasyonuna

yol agarak tiimor gelisiminde rol oynayabilmektedirler.

2.6.1. Tiimor Siipresor Gen P53 ve Testis Tiimorleri

P53’in esas fonksiyonu hiicre DNA’s1 radyasyon ve ilaglar gibi faktorler nedeniyle
hasarlandigi zaman, hiicre siklusunu ve proliferasyonunu durdurup, hiicrenin
hasarlanmis DNA’sin1 tamir etmesi i¢in ona zaman kazandirmasidir. Bu yiizden gen
koruyucusu olarak da tanimlanir. Timor siipresor gen olan P53; kromozom 17 nin kisa
kolu tizerinde (17p13) bulunan bir gendir. Bu genden sentezlenen proteinin normal
formu hiicre siklusunu ekspolipeptid yani tetramer yapida ve 53kDa molekiil agirlig
(393 aminoasit) olan P53 proteini DNA’da transkripsiyon faktorlerinin faaliyeti i¢in
ilgili genin promotor bolgesine baglanmaktadir. Bu bolge hiicre boliinmesinin G1/S
fazlar1 arasindaki gecis donemini kontrol eder. P53 geninde ve dolayisiyla proteininde
olusacak bir mutasyon sonucunda G1 hazirlik donemi tamamlanmadan S fazina gegis
olmaktadir. Diger bir ifadeyle, kromozom yapilanmasi tamamlanmadan replikasyon
baslatilir. Ozet olarak P53 geninin gorevi; hiicre DNA’st  hasarlandigi zaman
(radyasyon, ila¢ vs.) hiicre siklusunu ve proliferasyonunu durdurup, hiicrenin
hasarlanmis DNA’sm1 tamir etmesi i¢in ona zaman kazandirmaktir. Fakat hasar tamir

edilemeyecek kadar biiyiikse P53 geni hiicreyi apoptozise gotiiriir (32).

P53, kanser hastalarinda mutasyonu en sik goriilen proteindir ve kanserlerin %50-
55’inde mutantdir. Normalde P53, bir siklin bagimli kinaz inhibitérii (CKI) olan P21’in
sentezini artirarak proliferasyonunu bloke eder. P21, siklin-siklin bagimli kinaz (CDK)
kompleksine baglanarak inaktive eder. Boylece, bu kompleks pRb’yi fosforile
edemeyeceginden ve E2F ailesi de pRb’den ayrilamayacagindan dolay: siklus ilerietici
islevini yerine getiremez ve sonugta hiicre siklusu G1 durur. Hiicre siklusunun durmasi
hiicreye zaman kazandirir ve hiicre hasarlanmis DNA’sm1 tamir eder. Hasar tamir

edilemeyecek kadar biiyilikse bu kez P53 hiicreyi apoptozise gotiiriir. P53’{in apoptozisi
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indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirarak Bcl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla
gergeklesir.

Testikiiler timorlerde P53’{in rolii yogun bir sekilde arastirilmistir. Bu
caligmalarla testikiiler tiimorlerin ¢ogunda wild tip P53 asir1 miktarda eksprese
edilmesine ragmen, tiimoral hiicrelerin P53’e bagli apoptozise karsi gelebilmesi dikkat
cekici bir sonugtur . Lutzker ve arkadaslari teratomda relatif olarak ytliksek wild tip
protein seviyesine karsin, bazal p53 aktivitesinin ¢ok diisiik oldugunu tespit ederek non-
fonsiyonel p53 proteini nedeniyle apoptozisin gerceklesmedigini vurgulamislardir.
Etoposid gibi sitotoksik ajanlar endojen hiicresel p53’ii aktive ederek indirekt olarak

DNA hasar1 meydana getirmektedirler (19,32).

Germ hiicre tiimdrlerinin molekiiler biolojisine bakildiginda; iki major teori dikkat
cekmistir. Bunlardan ilk teoriyi savunanlar Chaganti ve Houldsworth olmustur.
Transformasyon i¢in hedef hiicrenin rekombinasyon kontrol noktasi olarak belirlenen
zigoten-pakiten spermatosit oldugunu kabul etmislerdir. Bu asamada replike olmus
DNA ve yeniden diizenlenmis P53 vardir. Yeniden diizenlenmis P53 fazin uzamasina

ve rekombinasyona imkan vermektedir (36).

Eger ¢oziilmemisse; DNA zincir kirilmasit meydana gelir ve artmis wild-tip P53
apoptotik tetigini ¢ekmektedir. Bu modelde, krossing over ile iligkili artmis kromatid
degisimi olaylar1 12p kopya sayist ylikselmesine neden olabilir. Muhtemelen Siklin
D2’nin onkogenik etkisinin esliginde , asir1 derecede farklilasmis , genomik agidan
stabil olmayan simdi neoplastik olan hiicre P53’iin apoptotik etkilerinden kagabiliyor

ve tekrardan hiicre dongiisiine girebilmektedir (36).

Ikinci ve daha geri sekilde kabul edilen hipotez Skakkebaek ve arkadagslar:
tarafindan ortaya atilmistir. Bu model fetal gonositlerin (primordial germ hiicreleri)
cogunlukla in utero ¢evresel sartlara bagli anormal hiicre boliinmesine gidebilecegini ve
IGHN’ye sebep olabilecegini Onermektedirler. Poliploidizasyon i(12p) olusumunu
cabuklastirir. Bu hiicreler postnatal ve pubertal gonadotropin stimiilasyonuna agik hale

gelir ve invaziv timor gelistirebilir (36).
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2.6.2. Serin/treonin kinaz 11 ve Testis Tumorleri

Kromozom 19p13.3 bolgesinde bulunur. Serin /treonin kinaz ailesinin bir iiyesini
kodlayan bu gen, hiicre polaritesini diizenler ve tiimor siipresor gen vazifesi goriir. Bu
gendeki mutasyonlar gastrointestinal kanalda poliplerin biiyiimesi , cilt ve agizda
pigmentli makiil ve diger neoplazmlarla karakterize otozomal dominant kalitilan
Peuthz-Jeghers Sendromu ile iliskilendirilmistir. Genin alternatif splicing varyantlar

gbzlenmis ancak tam olarak tanimlanamamustir.

Testikiiler tiimorlerde yapilan baz1 ¢alismalarda yumurtalik sex kord- stromal
timorlerinde 19p13.3 bolgesinde heterozigosite kaybi1 oldugunu gdstermislerdir. Bu
genin daginik sex kord-stromal tiimorleri patogenezi ile ilgili olmadigl goriilmiistiir.
Heterozigosite kayb1 bu kromozomal bolgedeki diger gen degisimlerini gostermektedir.
Bu bulgular CGH yontemi kullanilarak yapilan bir calismayla tezatlik olusturmus ve 19
ve 19p artis1 ispat edilmistir (43).

2.6.3. Cyclin-Bagimh Kinaz Inhibitor 2A ve Testis Tiimorleri

Hiicre siklusu, cogalmak {izere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen ve bir dizi gegici
biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siire¢ olup, hiicre
proliferasyonu hiicre siklusu i¢inde yer alan bazi kontrol noktalar1 tarafindan diizenli
olarak kontrol edilmektedir. Hiicre siklusu, siklusa 6zgii birtakim proteinler olan
siklinler, siklin bagimli kinaz (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI)
tarafindan Ozgiin olarak kontrol edilir. CDK’lar normalde inaktif olup sikline
baglandiklarinda aktiflesirler. Bunun sonucunda aktif siklin-CDK kompleksleri
meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regulator subiinitelerini olustururken,
CDK’lar ise katalitik subiinitelerini meydana getirir. Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun
cesitli fazlarinda periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diger taraftan da
yikilirlar. Siklinlerin yapim ve yikimlari, iligkide bulunduklari CDK’larin (CDK2,
CDK4, CDK 5, CDK 6, CDK7 ve CDK25) aktivitelerinin diizenlenmesini saglar.

CDK’larin aktiviteleri siklinler disinda 6zgilin fosforilasyon/defosforilasyona yol agan
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baska yollarla da diizenlenir. CDI’ler ise ya siklinlere, ya CDK’larin kendisine ya da
siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe eder.

D tip siklinler (D1, D2, D3) baslama siklinleri olup biiylime faktorleri veya
mitojenlere yanit olarak eksprese edilir. Mitojenler ortamdan uzaklastirildiginda ise

hizla yikilirlar.

Siklin D2 geni testikiiler gelisim ile birlikte germ hiicreli tiimorlerin patogenezinde
de 6nemli yer tutmaktadir. Siklin D2’nin hiicre proliferasyonunda 6nemli rollerinden
dolay1, ekspresyonlar1 siki kontrol altindadir. Siklin D2 , CDK4 veya CDKG6 ile
birleserek aktif enzim kompleksi olusturur ve siklusun G1-S kontrol noktasinin
astlmasini saglar. Siklin D2’nin hiicre proliferasyonundaki énemli rollerinden dolayz,
siklus boyunca ekspresyonlar1 sik1 kontrol altindadir. Siklin D2 geni 12. kromozomun
kisa kolu iizerinde bulunur. Bu gen germ hiicreli testis tiimorlerinde siklikla amplifiye
olup mRNA diizeyi de yiikselmistir. Siklin D2 ekspresyonunun artmasi siklus
kontroliiniin muhtemel deregulasyonuna neden olmaktadir. Siklin A1 ekspresyonunun
agresif timorlerde artmasi tiimor gelisiminde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. CDI,
aktif siklin CDK kompleksini negatif regiile etmekte olup, aktivitelerinin azalmasi
cesitli kanserlerle yakindan iliskilidir. CDI oldukg¢a genis bir grup olusturmakla birlikte
ozellikle 4 grup (P15 INK, P16 INK, P18 INK ve P19 INK) testikiiler sistem icin
onemli bir yer tutmaktadir.P19 INK4D spermatositlerde olduk¢a yiiksek oranda
eksprese edilirken, fotal germ hiicrelerinde, CIS’da invazif germ hiicreli tiimorde
ekprese edilmemektedir. P18 INK4C CIS’da eksprese edilirken, seminom ve
embriyonal karsinomda eksprese edilmemektedir (5,30,32,46,50).
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2.6.4. Androjen Reseptor Geni (AR-gen) ve Testis Tiimorleri

Androjen hiicre igine girince Once androjen reseptore baglanir. AR’leri
glukokortikoidler, mineralokortikoidler, tiroid hormonu, retinol, dstrojen ve progesteron
gibi steroid hormon reseptdrleri ailesine aittir. Bu bolgeler DNA’daki spesifik

bolgelerine baglanirlar ve mRNA sentezi boylece baslamis olur.

Androjen reseptorii bir yandan kendine spesifik geni aktive ederken, diger yandan
AR yapan geni de aktive eder. Androjen seviyesi artar fakat AR seviyesi azalmaz, sabit

kalir.

Androjen reseptoriinii kodlayan genler X kromozomu iizerinde bulunmaktadir.
Parasentromerik bolgede uzun kol iizerinde q11-q13 araliginda bulunur. Erkeklerde tek
X kromozomu bulundugu i¢in bu genden tek bir allel iizerinde lokalize sadece bir tek

kopya mevcuttur.

AR’linii kodlayan gen tizerinde 8 adet ekson bulnmaktadir. Ekson kisimlar1 genin
AR proteinlerinin sentez edildigi kisimlardir. Burada mRNA transkripsiyonu
gerceklestirilir, mRNA’lar sayesinde de aminoasitler birlestirilerek protein sentezi i¢in

translasyon gergeklesir.

AR’lin DNA’ya baglanan kismi 72aa’ den meydana gelmistir ve tiim reseptoriin
%10’unu olusturur. AR’iliniin baglandigt DNA kismu androjenlere 6zel protein
sentezlettikleri i¢in androjen sorumlu elementler (ASE) admi alirlar ve genin
uyarilmasi i¢in emir alirlar. Eger bu bolgede bir mutasyon meydana gelirse reseptor
androjene duyarli genleri aktive edemez ve neticede kalitsal sendromlarin ortaya

¢ikmasina neden olurlar.

Testikiiler germ hiicre tiimorlerinde, X kopya sayisi degismesi sik rastlanan

aberasyondur. Yapilan ¢aligmalarda ispatlanmistir (21,43,44,45).
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2.6.5. P16 Tiimor Siipresor Geni ve Testis Tiimorleri

En az ii¢ farklh protein kodlayan alternatif kesilmis varyantlar1 tanimlanmistir.
Bunlarin ikisi yapisal olarak iliskili izoformlardir ve CDK4 kinaz inhibitdrii rolii oynar.
Bu AREF iirlinii, P53’iin degredasyonundan sorumlu bir protein olan MDMI ile etkilesip
onu ayirmak suretiyle tlimor siipresér P53 proteininin stabilizasyonunda gorev alir.
Yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin yaninda bu gen tarafindan CDK inhibitor
izoformlar1 ve ARF gen {irlini CDK4 ve P53’tin hiicre siklusunda G1 siirecindeki
diizenleyici rolleri nedeniyle, hiicre dongiisiiniin G1 kontrolinde ortak bir
fonksiyonaliteye sahiptir. Bu gen tiimorlerin ¢ogunda mutasyona ya da delesyona ugrar

ve Oonemli bir tiimor siipresor gen olarak bilinir.

Testikiiler timorlerde,yapilan ¢aligmalarda CGH yontemi ile ispatlanmis fakat
P53 ve P16 tiimor siipresor genleri arasindaki iliski bu tiimorlerde tam olarak aciga

¢ikarilamamustir.

2.7. Floresan In Situ Hibridizasyon

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA problart kullanilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklasim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparatlarinda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin gézlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (2,3,4).

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslarinin doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gdsterilmesini ve niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda

incelenmesini saglayan, doku/hiicre arkitektinin bozulmadig1 bir tekniktir (4).
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Non-izotopik In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile
kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin immunolojik veya afinite

reaksiyonlari ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir (3).

FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom
maddelerle goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin

yapildig1 bir ISH teknigidir (3).

[Ik kez 1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gerceklestirilen sitolojik
preparatlarda RNA nin DNA ile hibridizasyonu, isaretlenmis DNA sekanslarinin
sitolojik preparatlarda lokalize olduklarim1 gostermislerdir. Biiyiimekte olan hiicrelere

trittum verilmis ve isaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon araciligi ile belirlenmistir

(6).

Ik onceleri ISH radyoaktif madde kullanilarak uygulamaya konulmustur.
Radyoaktif maddelerin pahali olmasi, yar1 Omiirleri, Ozellikle toksik etkisi ve
uzaklastirilmasi gibi zorluklardan dolayr bu yontemin ilk donemlerde kullanim alani
azalmistir. 1970 lerde gelisen molekiiler klonlama teknikleri, 1975 te biotin-avidin
sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin florokrom
enzim veya koloidal altin gibi araci molekiillerle belirgin hale getirilmesini saglamustir.
Teknigin rezoliisyonu ve giivenirliligini etkilemistir. Biotinin yan1 sira digoxigenin ve
florescein ile isaretleme, farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmasi ikili ve ti¢lii
isaretlemelere olanak vermistir. 1986 da non-radyoaktif isaretli problar kullanilarak

FISH yontemi ortaya ¢ikmistir (3).

2.7.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en onemli ve ilk basamak prob se¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve
bolgesine uygun olmasi gerekir .

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
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hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya cift

sarmall1 olmasi spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir (2).

FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baslica problar sunlardir;

-Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)
-Lokusa 6zgii problar

-Tiim kromozomu boyayan problar
-Banda 6zgii problar

-Telomer bdlgesine 6zgii problar

2.7.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

FISH prosediirii 6 asamada gerceklestirilir;

1. Preparatlarin Hazirlanmasi

2. Preparatlarin On Yikamasi

3. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu
4. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu
5. Hibridizasyon sonras1 Yikamalar

6. Goriintiileme ve Inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayali biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nothern
blotting, PCR, ISH) ana mekanizmas: iki komplementer daldan ¢ift sarmal yapinin
olusmasidir. DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatlirasyonunu
takiben olusan DNA fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar
birlesmesini saglayacak kosullarda gergeklestirilir (3).

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;
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1. Is1
pH

Monovalent katyon konsantrasyonu

Ll o

Organik solvent varlig1

Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;

1-Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalart,
2-Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
3-Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yliksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olacak bi¢gimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir (3).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda
ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarin

(yiiksek 1s1 + diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastirilir.

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gozlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru

filtreler ile yesil, kirmizi ve mavi florokromlar gézlenebilmektedir (3,4).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Gerecler

Buzdolab1 (Argelik 415)

Cam kalemi

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik Terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Enjektor

Etliv (Friocell MMM Med Center)

Floresan Mikroskop (Olympus BX-61)
Image Analyser (Applied Imaging)
Kronometre

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Sensys Kamera (Sensys)

Su Banyosu (Niive)

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

pH Metre (Jenco)

Pipet uglar

Termometre
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3.1.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lamel

Meziir

Yatay ve dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Absolii Alkol (Merck)
Antifade (Vector)

DAPI (Sigma)

Distile Su

HC1 (Merck)
Immersiyon yag1 (Merck)
Ksilol (Merck)
Na;CsHs0,2H,0O(Carlo Erba)
NaCl (Merck)

NaOH ( Merck )

Pepsin (Sigma)

Parafilm

Rubber Cement (Marabu Fixo gum)

Sitrik asit (Sigma)

Tween 20 (Sigma)

3.1.4. Kullanilan problar

LSI 19q13/19p13 Dual Color Prob ( Vysis 32-231004)
LSI P53 Spectrum Orange Prob (17p13.1) (Vysis 32-190008)
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LSI P16 (9p21) Spectrum Orange/Cep9 Spectrum Green Probe Set(9p21,9p11-
ql1) (Vysis 32-190078)
TelVysion 12p Spectrum Green (Vysis 33-252012)
LSI Androgen Receptor Gene (Xq12) Spectrum Orange Probe (Xql1.2-Xq12)
(Vysis 32-190040)

3.2. Yontemler

3.2.1. Materyal Secimi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Uroloji Anabilim dalinda testis tiimorii tanist
almis ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim dalinda histopatolojik
olarak incelenen 30 olgu ¢alismaya alinmistir. Her hastaya ait doku orneklerinden
kanser dokusu iceren 4 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara tespit edilerek
deparafinize olarak her olguya iliskin farklt 5 prob icin 5 farkli kesite FISH analizi

yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
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3.2.2. FISH yonteminin uygulanmasi

Tablo 3.2. Preparatlarin On Yikama Soliisyonlar1

20XSSC Soliisvonu

NaCl 3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml

0,.1XSSC Soliisyonu
20XSSC 3 ml
Distile su 597 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

Tablo 3.3. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

0,07 M NaOH
1M NaOH 14 ml
Distile su 200 ml
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Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonrasi Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 ml
Distile su 190 ml
2XSSC Soliisyonu
20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
2XSSC/Tween-20 Soliisyonu
20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml
Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

Tablo 3.5. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu
DAPI/Antifade Soliisyonu
2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml
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3.2.2.1. Preparatlarin 6n yikamasi ve denatiirasyonu

- Preparatlar 1’er dakika olmak {izere sirasiyla % 100-%70-%50-%30 luk alkol

serisinden ve 0.1XSSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

- Dehidratasyon sonrasi preparatlar 70 °C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

- Icerisinde preparatlarin bulundugu 2XSSC soliisyonu iceren sale soguk su

icerisine konulmus ve soliisyon 1sisinin 37 °C’ye gelmesi saglanmistir.

- Sicakligr 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda

bulunan 0.07 M lik NaOH soliisyonuna alinmis ve denatiire edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1XSSC ve ardindan +4 °C’de
olan 0,1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarinda 1°‘er dakika bekletilerek dehidratasyon ile 6n
yikama tamamlanmigtir. Dehidratasyon, preparatlarin sirasiyla  %30-%50-%70-

%100’lik alkollerde 1’er dakika tutularak gergeklestirilmistir.

3.2.2.2. Prob denatiirasyonu

- Problar 5 dakika 74 °C de bekletilerek denatiire edilmistir.

3.2.2.3. Hibridizasyon

- Calismada kullanilan problar santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢okmesi

saglanmustir.

-Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 pl) eklenmis ve

izerlerine 24mm lik lamel kapatilmistir.

- Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber sement ile yalitilmistir.
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- Preparatlar 37 °C de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmistir.

3.2.2.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA smin ortamdan
uzaklagtirilmasi ve olgu DNA sina tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalari:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafif¢e karistirilarak lameller

preparatlardan uzaklastirilmistir.
- Preparatlar 1 XSSCsoliisyonu ile 74 °C de 5 dakika yikanmustir.
- Sonrasinda 2XSSC/Tween—20 soliisyonunda 5 dakika yikanmustir.

- Hibridizasyon sonrasi yikamasi yapilan preperatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir.

- Preperatlarin iizerine 15 Yl antifade eklenerek lamel ile kapatilmistir.

- Inceleme asamasina kadar -20°C’ de saklanmustr.

3.2.2.5. Preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli bilgisayar sistemi (Applied Imaging) ile
sinyaller degerlendirilerek Sensys kamera araciligryla FISH sinyalleri igeren niikleuslar

analiz edilmis ve fotograflanmstir.
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3.2.2.6. Degerlendirme

Testis tlimori tanist almis her 6rnege yapilan FISH analizinde her prob icin 45-170
hiicre degerlendirilmistir. Her hiicre icin hedef gene ve bu genin lokalize oldugu
kromozom sentromerine ait sinyaller sayilmistir. Degerlendirme ; kullanilan tiim hedef
gen ve sentromer bolge problarinin cut off degerlerine gore yapilmistir. Hiicrelerin %2
sinde > 2 kopya bulunmasi durumunda amplifikasyon (+), % 7 sinde <l kopya
bulunmasi durumunda delesyon (+) ve 12p artis1 hiicrelerde 12p/12 sentromerik

oranimin 1.63 > olmasi durumunda pozitif olarak degerlendirilmistir (25).
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4. BULGULAR

Calismamiz 1995-2006 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi
Uroloji Anabilim Dali’nda testis tiimorii tamis1 almis ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Patoloji Anabilim Dali’'nda histopatoloji ile tanist konmus ve
evrelendirilmesi yapilmig 30 testis tiimorii 6rnegi, secilen bes farkli kromozom bdélgesi

icin FISH analizi ile degerlendirilmistir.
Incelemeye alman testis tiimorii drneklerine sahip 30 olgunun yas ortalamasi 29.5
(18-53) olarak tespit edilmistir. Olgularimizin 10 unda seminom, 20 sinde ise non-

seminomatdz germ hiicreli timor belirlenmistir.

Olgularimizin yas, klinik evre ve testis tlimorii tipine ait bilgiler Tablo 4.1 de

verilmistir.
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Tablo 4.1. Olgularin yas,kilinik evre ve tiimor tipine ait bilgiler

Hasta No Yas Klinik Evre Testis Tiimor Tipi
01 38 T2NOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
02 28 T2NOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
03 26 T2NOMOS1 Non-seminomat6z germ hiicreli timor
04 28 T2NOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
05 29 T1N2bMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
06 29 TINOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
07 50 T2NOMOSO0 Seminim
08 47 TINOMOSO Seminim
09 27 TINOMOSO Seminim
10 18 T1N2bMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
11 32 T2NOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
12 33 TINOMOS1 Seminim
13 40 T2NOMOS1 Non-seminomat6z germ hiicreli timor
14 53 TINOMOS1 Seminim
15 20 TINOMOSO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
16 21 T2NxMO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
17 20 T2NOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
18 33 TINOMOSO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
19 27 TINOMOS1 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
20 25 TINOMOS1 Seminim
21 26 T2NxMx Seminim
22 26 TINOMOSO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
23 30 TINOMOS1 Seminim
N4 2] TONOMO Seminim

Tablo 4.1. Olgularin yas,kilinik evre ve tiimor tipine ait bilgiler
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Hasta No Yas Klinik Evre Testis Tiimor Tipi
25 34 T2NOMOSO0 Seminom
26 24 TIN2M1bS0 Non-seminomatdz germ hiicreli timor
27 19 T2NOMOSO Non-seminomat6z germ hiicreli timor
28 27 T2NOMOS1 Non-seminomat6z germ hiicreli timor
29 26 TINOMOSO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
30 21 T2NOMOSO Non-seminomatdz germ hiicreli timor
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4.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali’nda her hastaya ait
doku orneklerinden kanser dokusu iceren 4 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara
tespit edilmis ve deparafinizasyon islemine tabi tutulmus ve FISH analizi uygulamasina
hazir halde laboratuarimiza ulastirilmistir. Doku 6rnekleri floresan isaretli problarla
hibridize edilmistir. Hibidizasyon sonrast P53, Androjen Reseptdr Gen, Siklin D2,
STK-11 ve P16 gen bolgelerine 6zgii hazirlanan problardan alinan sinyaller analiz
edilmistir. Analiz edilen 30 olgunun tiimiinden sonu¢ alimmigtir. Caligmamizin basari

orani %100 olarak saptanmuistir.

(Caligmamizda her olguda bes farkli FISH probuna iliskin degerlendirmede prob
basma 45-170 hiicre analiz edilmistir. Analiz edilen hiicre sayisi, doku ve goriintii

kalitesine bagl olarak degisiklik gostermistir.

4.2. Klinik Evreleri Bilinen ve Tiplendirilmesi Yapilan Olgularin FISH Analiz
Bulgulan

Calismamizda 30 olgu 5 parametre agisindan FISH analizi ile degerlendirilmeye
alinmis ve 6 olguda herhengi bir anomaliye rastlanmaistir. Olgularin 24 {inde ise FISH
analizi ile tespit edilen en az bir anomaliye rastlamistir. Tablo 4.2. de P53, AR, izo12p,

19p13 ve 9p21 gen bolgesi anomalileri goriilme siklig verilmistir.
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Tablo 4.2. Tiim Parametrelerin Goriillme Sikhig:

Testis Tiimor

SAYI P53del Xql1.12amp izo12p 19p13del 9p21del Klinik Evre Tipi
01 Poz Poz Neg Neg Poz T2NOMOS1 Non-seminomatdz
germ hiicreli timor
02 Neg Neg Neg Neg Poz T2NOMOS1 Non-seminomatoz
germ hiicreli timor
03 Neg Poz Poz Neg Neg T2NOMOS1 Non-seminomat6z
germ hiicreli tiimor
04 Neg Neg Neg Neg Neg T2NOMOS1 Non-seminomatdz
germ hiicreli timor
05 Neg Poz Poz Neg Poz TIN2bMOS1 Non-seminomat6z
germ hiicreli timor
06 Po Neg Neg Neg Poz TINOMOS1 Non-seminomatdz
germ hiicreli tiimor
07 Po Neg Neg Neg Poz T2NOMOSO0 Seminom
08 Ne Neg Neg Neg Neg TINOMOSO Seminom
09 Neg Neg Poz Neg Poz TINOMOSO Seminom
10 Neg Neg Poz Neg Neg TIN2bMOS1 Non-seminomatoz
germ hiicreli tiimor
11 Neg Neg Poz Poz Poz T2NOMOS1 Non-seminomat6z
germ hiicreli timor
12 Neg Neg Neg Neg Neg TINOMOS1 Seminom
Tablo 4.2. Tiim Parametrelerin Goriilme Sikhg:
SAYI P53del Xq11.12amp izo12p 19p13del 9p21del Klinik Evre :f;:‘s Timér
14 Neg Neg Neg Neg Neg TINOMOSI Seminom
15 Neg Neg Poz Neg Poz TINOMOSO Non-seminomatoz

germ hiicreli tiimor
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16 Neg Poz Poz Neg Neg T2NxMO Non-seminomatoz
germ hiicreli timor
17 Neg Neg Poz Neg Neg T2NOMOS1 Non-seminomatdz
germ hiicreli tiimor
18 Neg Neg Neg Neg Neg TINOMOSO Non-seminomatdz
germ hiicreli timor
19 Poz Poz Poz Neg Neg TINOMOS1 Non-seminomatéz
germ hiicreli tiimor
20 Neg Neg Neg Neg Neg TINOMOS1 Seminom
21 Neg Poz Poz Neg Poz T2NxMx Seminom
22 Neg Poz Neg Neg Neg TINOMOSO0 Non-seminomatdz
germ hiicreli timor
23 Neg Neg Poz Poz Neg TINOMOSI1 Seminom
24 Neg Poz Poz Neg Neg T2NOMO Seminom
Tablo.4.2 Tiim Parametrelerin Goriilme Sikhigi
SAYI P53del Xql11.12amp izo12p 19p13del 9p21del Klinik Evre %3;:15 Tiimor
25 Neg Poz Neg Neg Neg T2NOMOS0 Seminom
26 Neg Neg Neg Poz Poz TIN2M1bS0 | Non-seminomatoz
germ hiicreli tiimor
27 Poz Neg Poz Neg Poz T2NOMOSO Non-seminomat6z
germ hiicreli tiimor
Neg Poz Neg Neg Neg T2NOMOS1 Non-seminomatoz
28 germ hiicreli tiimor
Poz Neg Poz Neg Neg TINOMOSO Non-seminomatoz
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29 germ hiicreli tiimor
Poz Neg Poz Neg Poz T2NOMOSO Non-seminomat6z
30 germ hiicreli timor
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4.2.1. P53 Gen Bolgesine Ait Anomaliler

P53 delesyonlar1 ¢aligma grubumuzda diger gen bdlge anomalilerine gore daha az
oranda tespit edilmistir. Olgularin %?23.3 tinde (7/30) P53 gen bdlgesi delesyonlari
gozlenmistir. P53 delesyonu olgularda izole anomali olarak goriilmeyip olgularin
%16.6 sinda (5/30) aym1 zamanda P16 gen bolgesi delesyonu birlikteligiyle
saptanmistir. P53 ve P16 gen bolge delesyonlarinin beraber saptandigi olgularin timor
tiplerinde de benzerlik saptanmis olup bu olgularin 4 {ine non-seminomatdz, 1 ine ise

seminom tanis1 konmustur.

4.2.2. Androjen Reseptor Gen Bolgesine Ait Anomaliler

Androjen Reseptor gen bolgesine (Xql1.12) ait amplifikasyon olgularimizin
%36.6 simnda (11/30) saptanmistir. Calismamizda Xqll1.12 amplifikasyonlar1 izole
anomali olarak 2 olguda karsimiza g¢ikmaktadir. Olgu grubumuzun %?23.3 iinde
androjen reseptor amplifikasyonuna, izokromozom 12p ve 12p amplifikasyonu
anomalilerinin eslik etti§i tespit edilmistir. Iki olguda ise androjen reseptdr
amplifikasyonu, izokromozom 12p ve P16 gen bolgesi delesyonu birlikteligi
saptanmistir. Amplifikasyon saptanan olgularin 8 inin non-seminomatdz germ hiicreli

tlimor, 3 {iniin ise seminom O6zellikte oldugu bildirilmistir.

4.2.3. Izokromozom 12p Anomalileri

Izokromozom 12p aberasyonu ¢alismamizda en sik goriilen anomali olarak tespit
edilmigstir. Olgularin %56.7 sinde (17/30) izokromozom 12p tespit edilmistir. Olgularin
%23.3 iinde (7/30) 12p, Androjen Reseptor Gen bolgesi amplifikasyonu ile birlikte
saptanmistir. Bu olgulardan 5 inin timor tipi non-seminomat6éz, 2 sinin timor tipi

seminom olarak bildirilmistir.

Olgularimizin %23.3 iinde (7/30) 12p aberasyonuna P16 gen bolgesi delesyonu
eslik etmistir. Bu olgularimizin 2 si seminom, 5 i ise non-seminomatdz olarak

belirlenmistir.
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Calismamizda olgularimizin %6.6 sinda (2/30) izokromozom 12p aberasyonu,
P16 gen bolgesi delesyonu ve androjen reseptdr gen bolgesi amplifikasyonu ile beraber
gbzlenmistir. Bu olgularimizin 1 i seminom digeri ise non-seminomatdz 6zellikte olup

klinin evrelerine bakildiginda ise TiN26MoS1 ve T2NxMx olarak saptanmustir.

Olgularin %13.3 iinde (4/30) 12p aberasyonu ve P53 delesyonu birlikteligi
saptanmis olup bu 4 olgunun hepsi non-seminomatdz Ozelliktedir. ki olguda
izokromozom 12p aberasyonu, STK 11 gen boélgesi delesyonu beraber saptanmustir.
Bu olgularin 1i seminom digeri ise non-seminomatdz 6zellikte olup, klinik evreleri

T2NoMoS1 ve TiNoMoS1 olarak bildirilmisitir.

4.2.4. STK-11 Gen Bolgesine Ait Anomaliler

Calisma grubumuzda STK-11 gen bolgesine ait delesyon en az goriilen anomali
olarak tespit edilmistir. Olgularimizin %10 unda (3/30) goriilen bu anomali izole
anomali olarak degil, 2 olguda izol2p tek olguda ise P16 gen bdlgesi delesyonu
birlikteligi ile saptanmistir. Bu olgularin 2 si non-seminomatéz , digeri ise seminomatoz

Ozelliktedir.

4.2.5. P16 Gen Bolgesine Ait Anomaliler

Calismamizda P16 gen bolgesi delesyonu olgularimizin %40 ida (12/30)
rastlanmistir. Olgularimizin %16.6 sinda (5/30) P16 gen bolgesi delesyonlarina P53 gen
bolgesi delesyonlari da eslik etmistir. Bu olgularin 4 i non-seminomatdz olarak

belirtilmis , tek olgu ise seminom olarak bildirilmistir.
Olgularimizin %23.3 iinde (7/30) P16 gen bdolgesi delesyonlari, izokromozom 12p

aberasyonlari ile beraber gozlenmistir. Bu anomalileri gdsteren olgularin 5 inde non-

seminomatdz timor tipi, 2 sinde ise seminomatdz timor tipi saptanmaistir.
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Tablo 4.3. Degerlendirilen Parametrelerin Toplam Goriilme Oram

Degerlendirilen Yiizde/Oran
Parametreler
P53
DELESYONU %23.3 (7/30)
X
AMPLIFIKASYONU %36.6 (11/30)
IZOKROMOZOM
12P %356.7 (17/30)
STK-11
DELESYONU %10 (3/30)
P16
DELESYONU %40 (12/30)
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Sekil 4.1. P53 delesyonu goriilen 27 numarali olgunun FISH goriintiisii

Sekil 4.2. AR gen amplifikasyonu goriilen 25 numarali olgunun FISH goriintiisii

* P53 kirmizi sinyal, AR kirmizi sinyal
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Sekil 4.3. izokromozom 12p goriilen 03 numarali olgunun FISH gériintiisii

Sekil 4.4. 19p13 bolgesine ait normal ve 19q13 bolgesine ait artislar1 goriilen 02
numarali olgunun FISH goriintiisii

*Tel 12p yesil, Cep 12 kirmizi, 19p13 yesil, 19934 kirmizi sinyal

45



Sekil 4.5. P16 delesyonu goriilen 26 numarali olgunun FISH goriintiisti

* P16 kirmizi, Cep 9 yesil sinyal
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5.TARTISMA

Calismamizda tiimor tipi tespit edilen (Diinya Saglik Orgiitii Siniflamas1) 30
olguya ait deparafinize doku 6rneklerinde FISH analizi ile P53, AR, Cyclin-D2, STK-
11 ve P16 gen bolgelerine bakilmistir ve bulgularimiz literatiir ile karsilastirilarak

tartisilmistir.

5.1. FISH Yéntemi ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

5.1.1. P53 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmast

Bir tiimdr siipressor gen olan P53 genomda mutasyon olusmasini dnleyerek
genom stabilitesini korur. Mutant formlari meme, mide, akciger, karaciger, kolon,

uterus, beyin, mesane, over ve testis kanserleri gibi bircok malignitelere neden olur

31).

Literatiirde testis tiimoriinde P53 gen bolgesi aberasyonlarint FISH analizi ile
degerlendiren c¢alismaya rastlanmadigindan verilerimiz farkli yontemlerle bu gen

bolgesi aberasyonlarini degerlendiren arastiricilarin ¢aligmalar ile karsilagtirilmastir.

Siillii ve arkadaglar: tarafindan 2006 yilinda yapilan calismada p53
ekspresyonunu belirlemek i¢in immunohistokimyasal calisma yapilmistir. (Tablo 5.1.)
Seminomlarda %86 oraninda (24/28) ve seminom dig1 germ hiicreli tiimorlerde %75
(12/16) oraninda p53 ekspresyonu saptanmustir. Son yillarda bir tiimdr baskilayic1 gen
olan P53 geninin, birgok timdriin gelisiminde ve seyrinde rol oynadigint géstermislerdir
(40).

Vladusi ve arkadaglar: tarafindan 2010 yilinda yapilan calismada testikiiler germ
hiicre tiimorleri iki ana gruba ayrilarak calisilmistir.(seminom/non-seminom) (Tablo
5.1.) PCR ve RFLP metodu ile CDH1, APC, P53 ve nm23-HI timdr siipresor genlerini

iki gruptada degerlendirmeyi hedeflemislerdir. Calisma sonuncunda arastiricilar P53 iin
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exon 4 teki allelik kaybinin yalnizca nonseminomada, P53 intron 6 heterozigosite
kaybinin ise seminoma ve nonseminomada oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar;

allelik kayiplarin iki histolojik grupta farklilik gosterdigini vurgulamislardir (49).

Calismamizda olgularin %23.3 iinde (7/30) P53 gen bdlgesine ait delesyon
saptanmistir. Bulgularimiz Tablo 5.1. de goriildiigii gibi literatiir sinirlart igindedir. P53
delesyonu non-seminomatdz germ hiicreli testis tliimdrlerinde (6/30) seminomatdzlara
kiyasla (1/30) daha sik oranda saptanmistir. Non-seminomatdz germ hiicreli tiimorler
kotii prognoza sahip ve seminomdan daha agresif seyreden testis tiimdrleri olup P53

delesyonunun daha sik rastlanmasi beklenen bir sonugctur.

Tablo 5.1. P53 gen bdlgesi delesyonu sonuglarinin literatiir verileri ile

karsilagtirtlmasi
Arastiricinin Olgu Yil Yontem P53 Bulgular
ismi Sayisi Seminom NonSeminom
(n)
Stillii ve ark. 44 2006 IHK %14 %25
Viadusi ve ark. 38 2010 PCR %?2.6 %18.4
RFLP
Bizim Calismamiz 30 2009 FISH %3.3 %20

5.1.2. Androjen Reseptor Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmasi

Aragtirma grubumuzu olusturan 30 testis timdrii tanist almis doku Ornegi
Androjen Reseptor gen bolgesi aberasyonu agisindan incelenmis ve AR gen bolgesi
aberasyonlar1 testikiiler germ hiicre tiimorlerinde sik rastlanan anomali olarak

gozlenmistir.

Verdorfer ve arkadaslar: tarafindan 2007 yilinda yapilan ¢alismada; testis leydig

hiicre tiimorii olan genis bir hasta grubunun materyallerine molekiiler sitogenetik analiz
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yapilmistir(Tablo  5.2.). Calismada cinsiyet kromozomlarinin;  Ozellikle X
kromozomunun testikiiler germ hiicre tlimorleri olusumunda ¢ok 6nemli rol oynadigini
kanitlamiglardir. Calisilan leydig hiicre tiimorlii 25 olgunun %56 sinda X kromozom
kopya sayist artis1 gozlenmistir. Biyolojik ve klinik agisindan X kromozom kopya
sayis1 artiginin; testikiiler germ hiicre tlimori olusumunda ARAF-1 ve EKL1 onkogen

mekanizmasinin 6nemli oldugunu savunmuslardir (44).

Ayni aragtiricinin yapmig oldugu bir baska calismada; 2 testikiiler ve 1
yumurtalik Sertoli-Leydig hiicre timdrleri ile ¢alisilmis ve testis Sertoli-Leydig hiicre
tiimdrlerinin birisinde kromozom X artisini izole anomali olarak belirlemislerdir (Tablo

5.2.) (45).

Verdorfer ve arkadaglar: tarafindan 2007 yilinda parafin igine koyulmus 11
hastaya ait testis SHT nden DNA izole edilmis, FISH ve CGH yontemi ile DNA da
degisen kopya sayisi incelenmisdir (Tablo 5.2.). Testikiiler germ hiicre tiimorlerinde, X
kromozomunda kopya sayisinin degismesini sik rastlanan aberasyon olarak
degerlendirmislerdir. Kromozom X artisi, 11 vakanin 5 inde bulunmus (%45) ve bu
CGH caligsmasinda en sik goriilen aberasyon olarak tanimlanmistir. Tiimor dokularinin

analizlerinin ¢ogunda, ti¢lii mozaisizm bulunmustur (XY/ XXY/ XXYY) (43).

Verdorfer ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada 8 tiimor 6rnegi
(7 si SS ve 1 1 lenf nodu metastazi bulunan SS) ile calisilmistir (Tablo 5.2.). Analiz
edilen tiim olgularda X kopya sayisi artis1 tespit edilmistir. Cinsiyet kromozomlari
dagilimma bakildiginda genellikle triploid (XXY), haploid (X0,Y0), oktaploid
(XXXXYYYY) kromozom kurulusu gozlenmistir (46).

Calismamizda olgularin %36.6 (11/30) sinda Androjen Reseptdr gen bdlgesi
aberasyonu saptanmigtir. Calismamiz sonuclar1 diger calismalarla karsilastirildiginda
anomali orani diisiik bulunmustur. Bunun nedeni olarak; diger ¢calismalarda c¢ok cesitli
histolojik tip tiimor kullanilmasina ragmen, calismamizda yalnizca iki histolojik tip
kullanilmasi, olgu sayilarinin farkliligi, kullanilan yontem (IHK,CGH) farklilig1 olarak

diistiniilmektedir.
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Literatiirlerde saptanmis olan Serin /Threonin kinaz ailesinden RAF altbirimine
mensup olan ARAF-1 geni hiicre biiylimesi ve diferansiasyonunda etkilidir. Testis
timorii olusumunda X kromozom kopya sayisi artist ARAF-1 geninin onkogen
aktivasyonu kazanmasina neden olmaktadir. Yine literatiirlerde saptanmig olan ELK1
geni Ets onkogen ailesi iiyesi olup, bu genin kodladigi protein ras-raf-MAPK sinyal

yolaginda etkilidir.

Tablo 5.2. X kromozom artis1 sonuglarinin literatiir verileri ile karsilastiriimasi

Arastiricinin Olgu Sayist Yil Yontem X Kromozom

ismi (n) Artist Bulgular

Verdorfer ve ark. 25 2007 IHK %56
CGH

Verdorfer ve ark. 3 2007 FISH %66.6
CGH

Verdorfer ve ark. 11 2007 FISH %45
CGH

Verdorfer ve ark. 8 2004 FISH %100
CGH

Bizim 30 2009 FISH %36.6

Calismamauz

5.1.3. Izokromozom 1 2p Anomalilerinin Karsilastirilmasi

50



Hiicresel proto-onkogenler, hiicre biiylimesini diizenlemede temel rol
oynamaktadir. Proto-onkogenlerin anormal aktivite gostermeleri ya da asir1 eksprese
olarak onkogene doniigmesi, insan tiimorlerinin progresyonuna ve gelisimine neden

olmaktadir (31).

Jean ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada; bir erkegin sadece
testislerindeki kikirdagi igeren saf monodermal tiimor bulunmustur. Arastirma bulgulari
bu kikirdakl tiimdrde i(12p) pozitif bulunmus (%4 hiicrede) ve ayrica 12p artist 1.63
(12p/12 sentromerik oran) oraninda saptanmistir. Gozlenen izokromozom 12p ve 12p

artis1, tiimoriin germ hiicreli olmasi lehine bir kanit olarak bildirilmistir (25).

Cheng ve arkadaglar: (2006) testikiiler teratomlu 17 hasta ile ¢alisilmiglardir.
Teratomlarin %76 sinda i(12p) ve %29 unda 12p artig1 saptamislardir. Calisilan tiim
teratomlarin %88 inde 12p anomalisi oldugu gosterilmistir (Tablo 5.3.) (8).

Poulos ve arkadagslarimin 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢caligmada; toplam 14
germ hiicre timorl ile calhisilmistir (Tablo 5.3.). Calisma sonuglar1 i (12p) ve 12p
amplifikasyonu formlarinin postpubertal testikiiler teratomlarda var oldugunu,

prepubertal testikiiler teratomlarda ise bu genetik bulgularin higbirine rastlanmadigin

bildirmislerdir (35).

Cossu-Rocca ve arkadaslar tarafindan yapilan arastirmada ; 21 disgerminoma
ve 2 gonadoblastoma ile c¢alisilmistir (Tablo 5.3.). Kromozom 12p anomalileri;
disgerminoma hastalarmin %81 inde gézlemlenmistir. Hastalarin %57 sinde yalnizca
izokromozom 12p ve %5 inde yalnizca 12p amplifikasyonu ve % 19 unda ise her iki
aberasyon birlikte saptanmistir. Gonadoblastomlar ise izokromozom 12p ve 12p artisi
acisindan negatif bulunmustur. Bu da 12p anomalilerinin disgerminomalarda ortak
oldugunu gostermistir. Arastiricilar kromozom 12p anomalilerini belirlemek igin
kullanilan FISH analizlerini teshis amaciyla da kullanilmasinin son derece faydali

olacagini savunmuslardir (9).
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Kernek ve arkadaslar: tarafindan yapilmis olan arastirmada 10 metastatik
malignant somatik tip tiimor calisilmistir(Tablo 5.3.). Calisma bulgular; 12p
anomalilerinin; erken evre germ hiicre tiimorleri evrimi sirasinda meydana geldigini ve

12p amplifikasyonunun invasiv timor gelisiminin kanit1 oldugunu gdstermistir (28).

Reuter ve arkadaslar: tarafindan yapilan ¢alismada 12p13 bolgesinde lokalize
olan Cyclin D2 geninin yaklasitk %70 timér Orneginde overeksprese oldugu
saptanmigtir. Testikiiler kanserlerin biiylik cogunlugu postpubertal erkeklerde gozlenir
ve bir ya da daha fazla izokromozom 12 ve 12p amplifikasyonuyla karakterizedir.
Kromozom 12 amplifikasyonu invaziv GHT leri tanimlanmasinda kritik 6neme sahiptir.
12p11.2-12.1 amplifikasyon bolgesi SOXS, JAW1 ve K-RAS genlerini i¢cermektedir.
(36).

Pienkowska-Grela ve arkadaslar taratindan yapilan ¢aligmada testikiiler germ
hiicre tiimorlerinde seminom ve non-seminom gruplarda kromozom 12p artisi
konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleriyle incelenmistir (Tablo 5.3.).
Postpubertal seminom ve seminom olmayan gruplarda izokromozom 12p ve 12p artist

saptanmgstir (34).

Calismamizda degisik histolojik tipe sahip olan testis tiimorlerinin tiimiinii 12p
anomalileri agisindan degerlendirmeyi tasarladik. Yaptigimiz ¢aligmada; 10 olgunun
tek histolojik tipe (seminom), 20 olgunun ise karma hiicreli testis tiimorii tipine (non-

seminomat6z) sahip oldugu belirlenmistir.

Caligma sonuglarimiz literatiir sinirlari i¢inde yer almistir. Olgularin %56.7 (17/30)
sinde izokromozom 12p anomalisi saptanmistir. Erken evre testis tlimorlerinde
izokromozom 12p izole anomali olarak bulunurken, olgunun klinik evresi arttik¢ca 12p

amplifikasyonu daha sik rastlanan anomali olarak kendini gostermistir.

Calismamiz sonuglar1 da; erken germ hiicre tiimorleri evrimi sirasinda 12p

anomalilerinin ortaya ¢iktigini destekler niteliktedir.
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Tablo 5.3. 12p anomalileri sonuglarinin literatiir verileri ile karsilastirilmasi

Arastiricinin Olgu Yil Yontem 12p

ismi Sayist Anomalileri
(n) Bulgular

Cheng ve ark. 17 2006 FISH %88

Poulos ve ark. 14 2006 FISH %83

Cossu-Rocca ve 23 2006 FISH %81

ark.

Kernek ve ark. 10 2004 FISH %354.5

Pienkowska- 15 2001 Sitogenetik %86.6

Grela ve ark. FISH

Bizim 30 2009 FISH %356.7

Calismamauz

5.1.4. STK-11 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilagtirilmasi
Serin/Treonin kinaz ailesine mensup olan STK-11 geni tiimdr siipresor bir gendir.

Bu gendeki mutasyonlar otozomal dominant kalitilan Peutz-Jeghers Sendromu ile de

iliskilendirilmistir.
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Kato ve arkadaslar: (2004) yumurtalik seks stromal tiimorlerinde 19p13.3 gen
bolgesinde heterozigosite kaybi1 oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar; bu genin
sporadik seks kord-stromal tiimoérleri patogenezi ile iligkili olmadigini, bu kromozomal

bolgedeki diger gen degisimleri agisindan dnemli oldugunu savunmuslardir (27).

Verdorfer ve arkadaslari (2006) seks kord-stromal tiimorleriyle yapilan
molekiiler sitogenetik calismada, Sertoli hiicre tiimorlii 11 hasta degerlendirmislerdir.
Hasta tiimor materyallerinde kromozom 19 ya da 19p artisii (3/11) gostermislerdir

(43).

Verdorfer ve arkadaslari 2007 yilinda yapmis olduklar1 bir bagka ¢alismada
kromozom 19 ya da 19p artisin1 en sik rastlanan ikinci anomali olarak gozlemislerdir
(Tablo 5.4.). Kromozom 19 artis1 osteosarkom ve megakaryoblastik 16semilerde de
gbdzlenmis bir anomali olurken, bu anomalinin testis tiimorii olusumdaki rolii tam olarak

aciklanamamuistir (44).

Yine ayni arastiric tarafindan (2006) yapilan ¢alismada; Sertoli-Leydig hiicre
tiimoriyle calisilmistir (Tablo 5.4.). Arastirmada testis ve ovaryan SLHT incelenmistir.

Ovaryan SLHT nde kromozom 19 artis1 saptamislardir (45).

Diamandis ve arkadaslari, 2002 yilinda insan doku kallikrein ile ilgili bir
caligma yapmiglar ve kallikreinlerin yeni kanser biomarkerlar1 olabilecegini 6ne
siirmiislerdir. Insan kallikrein gen lokusu kesfedildikten sonra, 15 kallikrein geni
icerdigi bulunmustur. Kallikreinler; bir ¢cok dokuda fazla miktarda eksprese olur. Bu
dokular steroid hormon {ireten ve prostat, meme, ovaryum, festis dokusu gibi hormon

bagimli dokulardir. Insan kallikrein geni 19q13.4 bdlgesinde lokalizedir.

Calismamizda STK-11 gen bolgesi delesyonlar1 olgularimizin %6.6 (2/30) sinda

gozlenmistir.

Bunun yaninda olgu grubumuzun %20 (6/30) sinde 19q13 bdlgesi

overekspresyonu da saptanmigtir. Arastrmamizda da 19ql3 gen bolgesi
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overekspresyonu gozlenmesi, Diamandis ve arkadagslar: tarafindan ortaya koyulan yeni

biomarkerlar olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir.

Anomali oranimiz diger ¢alismalardan diisiik olmakla birlikte bu konudaki az
sayida yapilmis ¢aligma ile karsilastirilabilmistir. Sonu¢larimizin degerlendirilebilmesi

icin genis olgu serilerinde yapilacak FISH calismalarina ihtiya¢ vardir.

Tablo 5.4. Kromozom 19 anomalileri sonuglarinin literatiir verileri

ile karsilastirilmasi

Arastiricinin Olgu Yil Yontem | Kromozom 19
ismi Sayist Anomalileri
n) Bulgular

Verdorfer ve ark. 25 2007 | IHK %28

CGH
Verdorfer ve ark. 11 2007 | FISH %27

CGH
Bizim Calismamiz 30 2009 | FISH %20

5.1.5. P16 Gen Bolgesi Anomalilerinin Karsilastirilmast
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Timdr siipressor gen olan P16 insan kanserlerinde (meme, over, bag-boyun

kanserleri) siklikla mutasyona ugramistir.

Literatiirde testis tlimoriinde P16 gen bdlgesi aberasyonlarin1 FISH analizi ile
degerlendiren ¢aligmaya rastlanmadigindan verilerimiz farkli yontemlerle bu gen

bolgesi aberasyonlarin1 degerlendiren arastiricilarin calismalart ile karsilastirilmistir.

Heidenreick ve arkadaglart (1998) primer testkiiler germ hiicre tiimorlerinde P16
(Ink4)/CDKN2 ve P15 (INK4B)/MTS2 genleri ile molekiiler analiz yapmuislardir.
Southern blot kullanilarak 9p21 LOH lokus bolgeleri belirlenmistir. PCR yontemi
kullanilarak mutasyon taramasi1 yapmislardir. Sonug olarak 2 ekzon i¢in yliksek siklikta
mutasyon tanimlamislardir (IFNA ve D9S161). Bundan dolay1 arastiricilar P16 geninin

TGHT pathogenezinde 6nemli bir adim oldugunu savunmuslardir (17).

Chaubert ve arkadagslar: tarafindan (1997) yapilan ¢calismada TGHT olusumunda
sorumlu olan molekiiler mekanizma aydinlatilmak amaglanmistir. PI6INK4 (MTS1) ve
CDK4 gen bolgesi degisimleri seminom ve non-seminom gruplarda galigilmistir.
Arastirmacilar  P16INK4 inaktivasyonunun GHT olusumunda rol oynadigim

bildirmislerdir (7).

Henegariu ve arkadaglar: tarafindan 2004 yilinda yapilan arastirmada
spermatositik timor ile ¢alisilmigtir. Vakalarda 9p artiglart sik rastlanan anomali olarak
gbzlenmistir. Kromozom 9 artis1 spermatositik seminomlarla uyumlu bir anomali olarak

gozlenmis ve bu tiimor tipi gelisimde dnemli bir bulgu olarak bildirilmistir (18).
Verdorfer ve arkadaslar: taratindan 2007 yilinda yapilan ¢alismada, 2 testikiiler
ve 1 yumurtallk SLHT ile c¢alisilmistir. Calismada ii¢ vakadan birinde 9p artisi

saptanmustir (45).

Bizim calismamizda olgularin %40 (12/30) inda 9p21 gen bolgesi delesyonu

gbzlenmistir. Bu gen Siklin-bagimli kinaz 4 inhibitoriidiir ve bu kompleks G1 faz1
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boyunca hiicresel proliferasyonu kontrol eder fakat bu gen boélgesinin kemoterapotik

ajanlara hassasiyetindeki rolii tam olarak aciga ¢ikarilmamaistir.

Yapilan ¢aligmalarda P16 gen bolgesi anomalileri i¢in oran bildirilmemektedir.
Arastiricilar 9p artig1 bildirmektedirler, karsilastirildiginda ¢alismamizda da olgularin
%10 (3/30) unda 9p artis1 gozlenmis bu nedenle bulgularimiz uyumlu olarak kabul
edilmistir. Mevcut calisma sayisi az olup, bu konuda biiyiik olgu serilerinde yapilacak

caligmalarda elde edilecek sonuclarin karsilastirilmasi gerekmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Arastirma grubunu olusturan tiimor tipi ve klinik evre agisindan siniflandirilan
30 testis timori tanist almis doku Ornegine FISH analizi yapilmistir. Seminom ve
seminom dis1 germ hiicreli timorler sikliklar1 belirlenen gen aberasyonlar1 agisindan
degerlendirilmis ve testis tiimorii olusum patogenezi genetik agisindan agiklanmaya

caligilmistir.

1- FISH analizi ile tiim parametreler i¢in anomali oram1 % 31.3 olarak
belirlenmistir.

2- Anomali goriilen olgularimizin %75 inde non-seminomatdz germ hiicreli
testis tiimori (18/24), %25 inde ise seminomatdz germ hiicreli testis timdori

gOrilmistir.
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3- Olgularimizda izokromozom 12p en sik gozlenen anomali olarak tespit
edilmistir.

4- Calismamizda P16 gen bolgesi delesyonu ikinci en sik goriilen anomali olarak
tespit edilmistir.

5- Androjen Reseptdr gen bolgesi amplifikasyonlart ¢aligmamizda iiglincli sik
rastlanan aberasyon olarak gézlenmistir.

6- P53 delesyonlar1 ¢alisma grubumuzda diger gen bodlge anomalilerine gore
daha az oranda tespit edilmistir.

7- Calisma grubumuzda STK-11 gen bolgesine ait delesyon en az goriilen
anomali olarak tespit edilmistir.

8- Calismamiz Tiirk populasyonunda deparafinize testis tiimor o6rneklerinden
P53, AR, 12p, STK-11 ve P16 gen bolgesi aberasyonlarinin FISH yontemi ile

incelendigi ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Gelecekte hastalarin takibi ve bulgularimizin histopatolojik degerlendirme ile
karsilagtirilmasinin yararli olacagini diistinmekteyiz. Dolayisiyla ¢alismamiz ve ileride
daha genis olgu serilerinde yapilacak olan caligmalar, yeni takip ve tedavi
protokollerinin gelistirilmesine ve bu protokollerin klinikte kullanimlarina biiyiik

Olcilide yardimci olacaktir.
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