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OZET

Mesane kanseri, gelismis tlkelerde genitotiriner sistemde, prostat kanserinden
sonra ikinci siklikla goriilen kanserdir. Gelismis {iilkelerde, mesane kanserlerinin

%90’ mdan fazlasini iirotelyal orijinli DEK ( Degisici Epitel Karsinomu) olusturur.

Serin/treonin kinaz ailesinin {iyesi olan Aurora Kinazlarin hiicre boliinmesi
sirasinda, ig ipliklerinin olusumu ve stabilitesi, sentrozom ayrilma ve olgunlasmasi,

kromozom kondensasyonu, ayrilmasi ve sitokinezde cesitli rolleri vardr.

Calismamizda AURKA ve AURKB genlerinin mesane kanserindeki degisimlerini
incelemek, bu degisiklikleri timor evre ve derecesiyle iliskilendirmek ve mesane
kanserlerinde progresyon icin bir belirteg olup olmadiklarin1 degerlendirmek

amaglanmistir.

Caligmamizda mesane kanseri tanisi almis 28 olgu ve 10 saglikli kontrol
olgusundan alinan mesane yikama sivilarinda AURKA ve AURKB genlerine ait

degisimler ile CIN (kromozomal diizensizlik) durumu FISH yontemi ile incelenmistir.

Olgularimizda, AURKA amplifikasyonlarinin yiiksek derece tiimorler ve CIN ile
birlikteligi anlamli bulunmustur. AURKA amplifikasyon miktar1 patolojik evre ile
korelasyon gostermis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak
calismamiz  sonucunda AURKA gen amplifikasyonlarmin mesane kanseri
progresyonunda 6nemli bir rol oynayabilecegi ve bu amplifikasyonlarin mesane kanserli

hastalarda prognozunu belirlemede bir marker olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

AURKB genine ait incelemelerde, orneklerin %13’linde delesyon goézlenmis,
timor evre ve derecesiyle delesyonlar arasinda istatistiksel bir anlam gézlenmemistir.

Ayrica olgularimizin %20°sinde CEP 17 artiglar1 tespit edilmistir.

Calismamiz, Tirk toplumunda Aurora kinazlarim mesane kanseri lizerinde etkisini
ortaya koyan ilk ¢aligmadir. Calismamiz ve bundan sonraki caligsmalarin sonuglari,
mesane kanseri ve Aurora Kinazlar arasindaki iliskinin daha iyi anlasilmasina, erken

tan1 ve tedavide yeni yaklasimlar gelistirilebilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mesane kanseri, AURKA, AURKB, CIN, FISH



SUMMARY

Bladder cancer is the second most frequently diagnosed genitourinary tumor after prostate
cancer. In developed countries, >90% of bladder cancers are (Transitional Cell Carcinoma) of
urothelial origin.

The Aurora A kinase belongs to serine/threonine group of kinases which are involved in
centrosome separation and maturation, spindle assembly and stability, chromosome

condensation, congression and segregation, and cytokinesis.

The aim of our study was to investigate alterations of AURKA and AURKB genes;
determine relationship between the alteration and tumor grade, stage and to assess their

relevance as markers of progression in bladder cancers.

In this study, FISH tests were used to examine AURKA, AURKB gene copy numbers
and CIN (chromosomal instability) in bladder washing samples from 28 patients with bladder

cancer and 10 healthy control subjects.

As a result of our work, increased copy number of Aurora-A was linked to high grade
tumor and CIN. Level of AURKA amplification was correlated with pathological stage but it
was not statistically significant. Our study suggests that amplification of AURKA gene may
play an important role in the progression of bladder cancer and that AURKA amplification for

predicting the prognosis of bladder cancer in patients can be used as a marker.

The results of AURKB gene analysis, deletion was observed in 13% of the samples for
this gene. No statistically significant difference could be found between AURKB gene deletion

and tumor grade, stage. Additionally, increased signals of CEP17 were found in 20% of cases.

Our study is the first data demonstrating the effect on bladder cancer of Aurora Kinases in
Turkish patients. The results of our study and many other studies contribute to the efforts to
understand the association between bladder cancer and Aurora Kinases as well as to prospective

diagnosis and treatment phases.

Key Words: Bladder Cancer, AURKA, AURKB, CIN, FISH
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1. GIRIS ve AMAC

Mesane kanseri, prostat kanserinden sonra en sik gdzlenen ikinci liriner Sistem
malignitesidir. Bu tiimorlerin yaklasik %90°1 iirotelyal kdkenlidir. Geriye kalanlar ise

skuamoz hiicreli kanserler ile adenokarsinomlardir (4,34).

Mesane kanseri her yasta gozlenebilen bir kanser tiirii olmakla birlikte goriilme
siklig1 orta ve ileri yaslarda, 6zellikle de 70’ li yaslardan sonra artmaktadr. Istatistiksel
veriler degerlendirildiginde mesane kanseri tanisi konan hastalarin %35°1 50-70 yas
arasinda iken %62’si 70 yasin iizerindedir (25). Mesane kanserinin risk faktorleri
arasinda mesleksel etkenler, sigara, Schistosoma haematobium, aneljezik aligkanlig1 ve

tatlandiricilar sayilmaktadir (69).

Tami aninda olgularin yaklasik %70’i invaze olmayan tiimorlere sahiptirler.
Transtiretral rezeksiyonu (TUR) takiben hastalarin 9%70’inde rekiirrens gozlenmekle
beraber, diisiik dereceli papiller tiimérler nadiren kas dokusu invazyonu yapacak sekilde
progresyon gostermektedirler (32). Ancak invazyon potansiyeline sahip mesane
timorlerinin belirlenmesini saglayacak biyolojik markerlerin arayisi genis kapsamli

olarak pek ¢ok arastirma grubu tarafindan siirdiirtilmektedir.

Bir ¢ok giincel tedavi yaklasimina ragmen ileri evre mesane kanserinde 5 yillik
sag kalim % 20-40 civarindadir. Teknolojik gelismelere ragmen bu oran 20 yildir
degismemistir ve rekiirrenslerin siklikla olmasi iilkelerin saglik harcamalarina biiyiik
yik getirmektedir (10). Bu agidan mesane kanserinin etiyolojisinin aydinlatilip, yeni
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi gerekligi ortaya c¢ikmakta ve belirlenecek

biyomarkerlar 6nem kazanmaktadir.



Aurora kinazlar hiicre dongiisii kontroliinde gorevli serine/treonin kinaz ailesinin
bir iiyesidirler (29). Insan AURKA geni (Aurora 2/ BTAK / STKI15) 20q13.2°de
haritalanmistir. Sentrozom olgunlasmasi, mitoza giris, kromozom ayrilmasi, ¢ift kutuplu

ig olusumu ve mitozdan ¢ikis agamalarinda islev gostermektedir.

Aurora kinaz B (AURKB) geni ise, kromozom 17q13’de haritalanmis bir gendir.
Kromozomal segregasyon, sitokinez, sentrozomlardaki dogru protein lokalizasyonu,
dogru mikrotiibiil kinetekor baglantis1 ve mitotik kontrol noktalarmin regiilasyonundan

sorumlu kromozomal passenger protein kodlayan bir gendir (20).

Kanser gelisimi swrasinda en sik gozlenen genetik hasarlar kromozomun
tamaminin ya da bir kisminin kayb1 veya kazanimidir. Andploidiler timor progresyon

ve prognozunda énemli bir belirtegtir.

Mesane karsinomlari, tiroid kanserleri, gastrik karsinomlar gibi kanser tiplerinde
anoploidiler kotii prognoz ile iligskilendirilmistir. Aurora A kopya sayisi artis1 ve/veya
asir1 irlin olusturmasi ile andploidiler arasinda yiiksek korelasyon gozlendiginden,
Aurora A artiglarinin da kotii prognoz ile iliskilendirilebilecegini diisiindiirmektedir
(22). Diger bir Aurora kinaz olan AURKB geninin asir1 iiriin olusturmasi kromozom
segregasyon hatalarina ve yanlis sitokineze neden olmakta ve bu da ¢oklu niikleus ile

poliploidiler ile sonug¢lanmaktadir (20).

Caligmamizda, mesane kanserli olgulara ait mesane yikama sivilarinda AURKA
ve AURKB genlerine ait degisimler ile CIN (kromozomal diizensizlikler) durumu FISH
yontemi ile incelenmis olup bu degisimlerin timér evre ve derecesiyle arasindaki
baglantillarin  kurularak mesane kanseri progresyonu hakkinda oOnceden bilgi
edinebilecek marker degerlendirmesinin yar1 invaziv bir yontemle elde edilen timor

hiicrelerinde incelenebilirliginin belirlenmesi amaglanmstir.



2.GENEL BIiLGILER

Kanser; genetik ve epigenetik degisiklikleri kapsayan ¢ok asamali bir siireg
sonucu gelisen hastalik grubudur (23). Kontrolsiiz ¢ogalma kanserdeki temel 6zellik
olmakla birlikte, kanser hiicresini normal hiicrelerden ayiran farkli biyolojik 6zellikler
de vardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme,
boliinebilmek i¢in sinyallere gereksinim gdstermeme, ¢cogalmayi baskilayict sinyallere
duyarsizlik, apoptozisten kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme
sayilabilir (18).

Kansere yol agan degisimler ¢evresel ve/veya genetik olabilir (23). DNA’daki
hasarlar kendiliginden olusup mutasyona neden olabilecegi gibi viriisler, radyasyon,
kimyasal maddeler gibi pek ¢ok mutajen ya da karsinojenden kaynaklanan somatik

hiicre mutasyonlarma bagl olarak kanser gelisebilir (24).

2.1.Mesane Kanseri

2.1. 1. Mesane Kanserinde Etiyoloji, Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Uretra bolgesinin epitel ¢izgisi, renal pelvisten iiretreya kadar uzanir. Bu bdlge

mesaneden koken alan 15 kadar yaygin kanser tiiriiniin kaynagidir (58).

Mesane kanseri iirogenital kanserler i¢inde prostat kanserinden sonra ikinci,
erkekte gelisen kanserler arasinda dordiincii, diinya genelinde ise tiim kanser tipleri

arasinda yedinci sirada yer alan kanser tipidir. Her y1l 350.000 dolaylarinda yeni tani



alan olgu oldugu rapor edilmektedir (12). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2010 yili
boyunca 70,530 yeni mesane kanseri vakasmin saptanacagi ve 14.680 hastanin mesane

kanseri nedeniyle hayatini kaybedecegi 6ne siiriilmiistiir (34).

Mesane kanseri her yasta gozlenebilen bir kanser tiiriidiir. Ancak, genellikle orta
ve ileri yaglarda daha sik gozlenmektedir. Kanser tanisi alan hastalarin %35°1 50-70 yas

arasinda, %62’si ise 70 yasin lizerindedir.

Mesane kanseri, erkeklerdeki kanser Oliimlerinin %2.9’unu, kadinlarda ise
%1.5”Ini olusturur. Bes yillik sagkalim oranlar1 erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir
(43). Hayatta kalma siiresi beyaz irkta daha uzundur. Mesane kanserinin insidansi
1950°den beri yaklasik olarak %50 artmustir. Yasl popiilasyonun artmasi ile birlikte bu
artigin devam edecegi tahmin edilmektedir (25).

Tirkiye’ de yapilan bir ¢alismada ise mesane kanseri, iilke genelinde 6liime neden
olan hastaliklar arasinda, 60 yas istii erkeklerde onuncu (%1.6), ayn1 yas grubundaki

kadinlar da ise on dokuzuncu (%0.4) sirada yer almaktadir (59).

Bat1 diinyas1 {iilkelerinin hemen tiimiinde trotelyal tip mesane kanseri anlamli
oranda yiiksek siklikta gozlenmekte oldugu, olgularin biiyiikk boliimiiniin sigara orijinli
karsinojenlerden kaynaklandigi, buna karsilik endemik iilkelerde, mesane kanserlerinin
biiyiik boliimiiniin squamoz hiicre karsinomlar1 oldugu rapor edilmektedir. Farkl tilke
ve etnik gruplar arasinda mesane kanseri insidansi, morbidite ve mortalite oranlarinda

anlamli degiskenlikler s6z konusudur (48).

Mesane kanseri olusumunda en 6nemli risk faktorlerinden biri sigaradir. Sigara
icenlerde mesane epitelinin proliferatif yaniti, karsinojenlere ve genetik yatkinliga

duyarlilig1 artmistir. Mesane kanseri riski; i¢ilen sigara miktari, siiresi ve inhalasyonun



derecesi ile dogru orantilidir. Erkeklerde %50 ve kadinlarda %23 oranla sigara en
onemli etiyolojik faktordiir (70). Yapilan olgu-kontrol ¢alismalarinin ¢ogunda sigaranin,
mesane kanseri geligmesini sigara igmeyenlere gore 2 ila 6 kat arttirdig1 belirtilmektedir

(69). Sigaray1 birakanlarda riskin 2 ila 4 yil iginde % 30-60 azaldig: bildirilmistir (2).

Sigarada mesane kanseri gelisiminden sorumlu spesifik karsinojenler tam olarak
aydimnlatilamamis olmakla birlikte nitrozaminler, - naftilamin, 2- naftilamin ve 6zellikle
de 4-aminobifenil bugiin igin bilinenlerdir. Sigara igenlerin %50’sinde, {iriner
karsinojenik triptofan metabolitlerinin (o-aminoferol, kynurenin ve tiirevleri) ve

nitrozaminlerin idrarla atilimi artmaktadir (33).

Mesane kanseri gelisimde diger bir risk faktorii mesleksel etkenlerdir. Mesleksel
etkenlerin basinda anilin boyalar1 gelmektedir ve bu boyalar iirotelyal karsinojendir.
Mesane kanseri igin karsinojen oldugu gosterilen diger kimyasallar; 2-naftilamin, 4-
aminobifenil, 4-nitrobifenil, 4-4-diaminobifenil (benzidin) ve 2-amino-1-naftol; yanic1
gazlar ve kOmiir tozu, muhtemelen klorize alifatik hidrokarbonlar; ve kimyasal
boyalarda, lastik ve tekstil sanayinde kullanilan akroleyn gibi aldehitlerdir. Mesane
timoriiniin  yaklasik %20’sinin kimyasallara maruz kalma ile olustugu tahmin
edilmektedir (13, 58). Kimyasal ajanlara maruziyet ve sigara igiciligi bireylerde genetik
degisikliklere sebep olmaktadirlar (11).

Mesane kanserinin etiyolojisinde mesleksel etkenler ve sigara disinda iizerinde en
cok calisilan 6nemli etkenler arasinda Schistosoma haematobium, aneljezik aligkanligi

ve tatlandiricilar sayilmaktadir (69).



2.1.2. Mesane Kanseri Patofizyolojisi

Mesanede ortaya c¢ikan malign tiimorlerin ¢ok biiyilk bir orani eskiden
transisyonel hiicre karsinomu olarak bilinen fakat 2004 ‘den bu yana iirotelyal karsinom

olarak adlandirilan histolojik sinifa aittir (17,50).

Mesane kanseri, tiimoriin sitolojik ve biliyiime paterni Ozelliklerine gore

siniflandirilmis ve tiimoriin dokuda ilerleyisine gore evrelendirilmistir (Tablo 2.1)

Tablo 2.1. Mesane Tiimorlerinin Siniflandirilmasi (WHO 2004)

Invaziv Urotelyal Tiimérler

Non-invazif Urotelyal Tiimorler

Skuamoz Neoplaziler

Glandiiler Neoplaziler

Noroendokrin Tumorler

Mezenkimal Ttumoérler (leiomyosarkom, rabdomyosarkom, hemanjiom, anjiosarkom)

Hematopoetik-Lenfoid Neoplaziler

Sekonder Tiimdrler (prostat, serviks,uterus, rektosigmoid)

2.1.2.1. Urotelyal Karsinom (Degisici Epitel Karsinomu)

Malign mesane tiimorlerinin yaklasik % 90-95°i tirotelyal hiicre (degisici hiicre)
karsinomudur. Geri kalan1 ise mezensimal neoplazmlar ve diger epitel timor tipleridir
(13,50). Skuamoz hiicreli kanser ve adenokarsinom en sik rastlanilan primer non-

transisyonel hiicreli kanserlerdir (30).



Urotelyal kanserlerin smiflandirilmasinda yaygim olarak kullanmilan WHO 2004
smiflamasma gore, iirotelyal neoplazi, papillom ve karsinom arasinda olan diisiik

malign potansiyelli neoplazi olarak yer almaktadir (Tablo 2.2)

Bununla birlikte karsinomlar grade I, Il, Il yerine diisiik ve yiiksek dereceli
olarak iki gruba ayrilmistir. Grade | karsinom diisiik dereceli, grade 11 ve 11l ise yiiksek

dereceli karsinom olarak nitelendirilmektedir.

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlar dnceki WHO siniflamasinda grade |
ile esanlamhidir. Diisiik dereceli mesane kanserli hastalarin yaklasik %80°1 siiperfisial
mukoza ile smirhdirlar. Bu ylizeyel tiimorlerin tekrarlama riski %70’lerdedir ve
bunlarin da yaklasik %15°1 daha yiiksek derece ve evreye ilerleme gosterir, progresyon

ve mortalite orani azdir (10, 11).

Tablo 2.2. Urotelyal Kanserlerin Smiflandirilmast (WHO 2004 / ISUP

Swmiflamast)

Papiller Urotelyal Lezyonlar

Hiperplazi

Papillom

Papiller Neoplazi (Diisiik Malign Potansiyelli Papiller Urotelyal Neoplazi)

Urotelyal Karsinom (Diisiik ve Yiiksek Dereceli)

Papiller Olmayan Urotelyal Lezyonlar

Hiperplazi

Urotelyal Atipi(Reaktif ve dnemi bilinmeyen atipi)

Displazi (Diisiik dereceli intratirotelial lezyon)

Karsinoma in situ (Yiiksek dereceli intraiirotelyal lezyon)




Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlar ise dnceki WHO siniflamasinda
grade I, 11l ile es anlamlidir. Tekrarlama (rekiirrens), ilerleme (progresyon) ve mortalite
orant; diisiik dereceli iirotelyal karsinomlara oranla daha fazladir (10). Primer terapi ve
sistemik kemoterapideki son gelismeler hastaya 7-10 aylik yasam siiresSi
kazandirmaktadir (17).

2.2.Mesane Kanserinde Evreleme

Mesane kanserinin tedavisini ve prognozunu tayin edebilmek i¢in klinik olarak
tiimoriin lokalizasyonunun, mesane duvarina infiltrasyon olup olmadiginin, infiltrasyon
varsa derinliginin, lokal veya uzak metastazlarinin olup olmadiginin bilinmesi, tam
olarak evrelendirilmesi gereklidir. 2002 yilinda UICC (Union International Contre le
Cancer) tarafindan kabul edilen tiimor-nodiil-metastaz (TNM) smiflandirmasi
(Tablo2.3) kullanilmaktadir (56).

Tablo 2.3. Mesane tiimérlerinin evrelemesi (TNM)

T-Primer tiimor

Ta: non-invazif papiller kanser

Tis: karsinoma insitu

T1: timdr subepitelyal konnektif dokuya yayilmistir.(lamina propria invazyonu)

T2 :tiimor kas tabakasia yayilmistir.

T3: tiimor perivezikal dokuya yayilmistir.

T4: tiimOr prostat, uterus, vajen, pelvik duvar veya abdominal duvara yayilmistir




Mesane kanserlerinin yaklasik %70 ini diisiik dereceli invaze olamayan papiller
tiimorler olusturmaktadir (evre Ta), geri kalani ise kasa invaze tiimorlerdir (>T1). Ayni
zamanda bazi tiimorler bazal membrana niifus ederler ancak mesane duvarinin kas
tabakasina invaze olmazlar (evre T1). Yiiksek derece T1 tiimorler kasa invazyon
acisindan yiiksek risk tagimaktadirlar. Diisiik derece Ta tiimdrlerinin prognozlari iyi
seyreder, fakat rekiirrens riskleri fazladir. Sadece % 10-%]15 kadar1 invaziv hastaliga
dontigmektedirler (39).

2.3.Mesane Kanseri Genetigi

Mesane karsinomlar1 iki farkli yoldan kdken almaktadir. Bunlar papiller ve non-
papiller lezyonlardir. Papiller lezyonlar hiperplazik iirotelyumdan meydana gelirken,

invazif timorler displazik tirotelyumdan olusurlar (58).

) . Diigiik derace
Hiperplazi sy invaziv olmayan

% 7 D-SD/ — Papiller Timor
FGFR .
Sp-/ 9g- 3 % 70 l
Normal
Uretelyum
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% 20-30 '
\.. .. i P33RB}

“15 ifgp  11p-. 13q~

v qu_
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Sekil 2.1. Mesane Kanserinde Gdzlenen Onemli Molekiiler Degisiklikler (Kaynak 65’

den degistirilerek alinmigtir)



Papiller timorler genellikle RAF/MEK/ERK ve PIK3CA yolagindaki genlerin
degisimi ile ilgilidir. Papiller olmayan invazif timorler ise p53 ve pRb yolagindaki
degisimlerden kaynaklanir. Her iki yolaginda kromozom 9 degisikliklerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Mesane kanseriyle ilgili yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle
kromozom 9’da delesyon bulunmasi, bu kromozom iizerinde daha baska tiimor

baskilayici genlerin oldugunu diisiindiirmektedir (1, 58).

2.4. Mesane Kanseri Gelisiminde Etkili Onkogenler

2.4.1. Harvey Rat Sarkoma Onkogeni (H-RAS)

Hiicre zar1 ile iliskilendirilen, hiicre biiyiimesini ve bdliinmesini diizenleyen sinyal
iletim molekiillerini RAS gen ailesi kodlamaktadir. Hiicre biiylime faktori ile
uyarildiginda hiicre zarinda bulunan biiylime faktorii reseptorleri biiyiime faktoriine
baglanmakta ve reseptdriin sitoplazmaya bakan kismi otofosforilasyona ugramaktadir.
Bu durum normalde GDP’ye bagli inaktif formda gbzlenen RAS proteininin GDP’den
ayrilip GTP’ye baglanarak aktif forma gegmesine neden olmaktadir. Aktif haldeki RAS
proteini sitoplazmadaki bir dizi proteinin fosforilasyonu igin gerekli sinyallerin

gonderilmesinde gorev yapmaktadir.

Bir protoonkogen olan RAS genini onkogene doniistiiren mutasyolar GTP’ nin
GDP’ye hidrolizine engel olarak RAS proteinini aktif formda tutup hiicreyi siirekli
bolinmeye tesvik etmektedirler (38)

Harvey Rat Sarkoma Onkogeni hiicresel transform gen ailesini temsil etmektedir.

Gen transformasyonu iki sekilde gerceklesmektedir. Ilk mekanizma RAS proteininin
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kodlandig1 bolgedeki mutasyonun enzimatik aktiviteyi etkilemesi ile gergeklesir. Bu
mutasyonlardan en yaygin olanlar1 12, 13, 59 ve 61. kodonlarda gézlenenlerdir ve

iirotelyal malignensilerin yaklagik %30-40’ inda gézlenmektedirler.

Ikinci mekanizma ise RAS gen ekspresyonunu etkileyen son kodon igerisindeki
kesilme ve yapisma (internal splicing)dir. Kesilme ve yapisma mekanizmasi i¢indeki
mutasyonlar ve kodlayan bdlge mutasyonlar1 gen iiriiniiniin asir1 {iriin olusturmasina
(overeksprese) neden olmaktadir. Bu durum yiikksek derece ve evreli mesane
kanserlerinde dahi %10’ dan daha az gozlenmektedir (11,17). Fakat H-RAS genindeki
asir1 ekspresyonun invazif olmayan hastalarda erken niiksle sonuglanacagini one siiren

caligmalar olmasina ragmen, bu durumun tersini savunan ¢alismalar da bulunmaktadir

(1,58).

2.4.2. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) ailesi veya ERBB gen ailesi,
transmembran tirozin kinaz reseptdr proteinleri kodlar. Bunlar, normal hiicrelerin
cogalmasinda ve farklilasmasinda onemli rol oynamaktadirlar. Mesane kanserinin
baslangi¢ ve ilerlemesinde ERBB sinyal diizenlenmesindeki degisikliklerin, reseptoriin
kendisiyle veya ligandiyla ilgili olabilecegi bildirilmistir. Mesane tiimdriine sahip
hastalarda yapilan ¢alismalarda, ERBB2’nin asir1 eksprese olmasi ile tiimoriin derecesi

ve evresi arasinda anlamli korelasyon oldugu gozlenmistir (1).

Ekstraseliiler ortamdan EGFR’lere baglanan ligandlarm, sadece mitojeniteyi
uyararak degil ayn1 zamanda EGFR stimiilasyonunu uyararak da tiimor invazyonunu

sagladig diigiiniilmektedir (11, 35).
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2.4.3. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptorii 3 (FGFR3)

Fibroblast Biiylime Faktor Reseptorii 3 (FGFR3) mutasyonu genellikle siiperfisial
papiller mesane kanserlerinde rapor edilmistir. Tim Ta lezyonlarmin %75’inden
fazlasinda FGFR3 mutasyonu goézlenirken, karsinoma in situda (CIS) FGFR3’e ait
mutasyonlar bildirilmemistir. Bu veri de erken tedavide FGFR3’{in 6nemli bir terapdtik

ajan olabilecegi fikrini giindeme getirmektedir (1,11).

2.5. Mesane Kanseri Gelisiminde Etkili Tiimor Baskilayic1 Genler:

Karsinoma in situ (CIS) yiiksek dereceli invaziv kanserdir. Papiller siiperfisial
diisiik dereceli tiimorlerin aksine, TP53, RB gibi tiimor baskilayic1 genleri igeren
mutasyonlar tasirlar. Genetik instabiliteler ve antiapoptotik fenotipler bu gibi

mutasyonlar sonucu, fonksiyon kayiplariyla ortaya ¢ikmaktadirlar (11 ,17).

2.5.1. Tiimor Baskilayic1 P53 Geni

Timor baskilayict P53 gen mutasyonlar: insan tiimorlerinde, ozellikle agresif
tiimorlerde en yaygin goriilen genetik defektlerdir. Bu gen tarafindan kodlanan ve bir
transkripsiyon faktorii olan P53 proteininin, anjiyogenez, DNA onarimi ve apoptoziste
onemli rolleri vardir. Hiicrede bir DNA hasar1 olustugunda P53 protein tiretimi artmakta
ve DNA tamir mekanizmalarimin aktif hale getirilmesi i¢in gerekli yolaklar1 calistirip
hiicre dongiisiinii durdurmaktadirlar. Boylece DNA’daki hasarin giderilmesi ve hatanin

ilerlemesinin 6nlenmesi saglanmaktadir (1,64).
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Genellikle normal hiicrelerde, P53 MDM2 proteinine bagli olarak inaktiftir.
P53/MDM2 iibikitin ligazla yikima ugradiktan sonra aktive olmaktadir. Aktive olan
P53, P21 ekspresyonunu aktive etmekte, aktiflesen P21 proteini CDK4/siklin D1
kompleksini baskilayarak hiicrenin G1’den S evresine gegisini 6nlemektedir. Siklusun
durmasi hiicreye tamir i¢in zaman kazandirir (9). DNA hasar1 kinazlarin aktive olmasini
saglayarak P53’linde fosforlanmasini saglamaktadir. Fosforile durumdaki P53, MDM2
ile kompleks olusturamayacagi i¢in P53 ve MDM2 miktar1 artar. DNA tamir genleri
tizerinde bir transkripsiyon faktorii olarak gérev yapan P53 sayesinde ilgili genlerin

transkripsiyonu gergeklestirilir (16,42).

Eger DNA hasar1 onarilamayacak kadar biiyiikse bu durumda P53 apoptozisi
indiikler. Apoptozis tlizerindeki etkisini BAX’ 1 ekpresyonunu arttirarak
gostermektedir. Artmis BAX ekpresyonu ile BCL2/BAX heterodimer orani degismekte
ve hiicre apoptoza gitmektedir (16). Sekil 2.2° de P53 proteinin hiicre siklusu sirasinda

etkilesime girdigi bazi proteinler ve bu etkilesimlerin sonuglar1 gésterilmistir.

v .

p2IvarL/CIR Gadd4s

Cyclin’ edls \ /

RL:E2F — p RLP+E2F PCNA Cde2 Cde2s —®»  Cde2

ool }

Siklus G2'de Durdurulu

Siklus G2'de Durdurulur, Siklus G2'de Durdurulur

Sekil 2.2. Tiimér Baskilayici P53 Gen Uriiniiniin Hiicre Siklusundaki Etkisi

(Kaynak 57 den degistirilerek alinmustir)
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Calisma verilerine gore yliksek dereceli mesane tiimorlerinde, kromozom 17p’de
heterozigosite kaybi (Loss of Heterozygosity=LOH) yiiksek oranlarda gézlenmektedir.
Mesane kas dokusuna invazyon gosteren transisyonel hiicreli karsinomlarin yaklasik
olarak %50’sinde, P53’{in nukleusta asir1 ifadesine bagli olusan mutant proteinin varligi
gosterilmistir. Mutant proteinin  varligi, timor dokusunun derecesinin ve klinik

evresinin artmasiyla iliskili bulunmustur (11, 64, 66).

2.5.2. Retinoblastoma Geni

Retinoblastoma gen kaybi yada mutasyonu mesane kanserininde icinde

bulundugu pek ¢ok tiimoérde gézlenmektedir .

Retinoblastoma proteini, hiicre dongiisiiniin G1-S kontrol noktasinda S evresine
gecisi denetleyen bir tiimor baskilayicit gendir. Hiicre dongiisiiniin GO fazinda pRB
fosforillenmemis formda E2F transkripsiyon faktorlerine bagli bulunmakta ve bu

transkripsiyon faktoriiniin inaktivasyonunu saglamaktadir.

Biiylime faktorleriyle uyarilan hiicrede, Gl faz1 boyunca pRB proteini
CDK4/siklin D1 kompleksi tarafindan fosforillenir. RB proteininin fosforillenmesi,
pRB ve E2F kompleksinin bozulmasina E2F ve diger regiilatér proteinlerin pRB’den
ayrilarak serbest kalmasma neden olur. Bu durum Gl fazindan S fazmna gecis icin
gerekli olan bir cok genin ifadesini uyarmaktadir. Bu etkilesimlerden herhangi
birindeki degisim, kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol agabilir. Mesane kanserlerinin

yaklasik olarak %30’unda RB gen mutasyonlar1 gdzlenmistir (1, 38, 64).
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2.5.3. Kromozom 9 Degisimleri

Mesane kanserlerinin tiim derece ve evrelerinin %60’ dan fazlasinda kromozom 9
delesyonlar1 goriilmektedir. Molekiiler ve sitogenetik ¢alismalara gére kromozom 9
anomalileri, hastaligin baslangicinda vardir ve hastaligin erken yasta gozlenmesiyle

iligkili bulunmustur (35)

Ozellikle non-invaziv papiller neoplazilerin baslangicinda, aday tiimér baskilayici
genlerin haritalandig1 9q‘da ¢esitli degisiklikler saptandigi bir ¢ok yayinda
bildirilmektedir. Bu boélgede bildirilen aday tiimor baskilayici genler : Tuberous
Sclerosis 17 (TSC1 - 9q34), “Patched (Drosophila) Homolog” (PTCH - 9¢22.3), ve
“Deleted in Bladder Cancer 1”’(DBC1 - 9932-33) genleridir (11). Tablo 2.4.’de mesane

kanserinde siklikla degisimi gbzlenen genler listelenmistir.

Tablo 2.4. Mesane Kanserinde Degisimi Go6zlenen Bazi Genler ve Goriilme

Sikliklar1 ( Kaynak 53 den uyarlanmistir)

GEN DEGISIKLIKLER ETKI SIKLIK
TP53 Delesyon ,mutasyon ,protein Yiksek derece,
o : %70
akiimiilasyonu invaze hastalik
. . Yiiksek derece,
RB Delesyon,mutasyon,hiperfosforilasyon invaze hastalik 0437
' Mutasyon %17
DBC1 Delesyon/metilasyon Erken evre LOH <%60
FGFR3 Aktive edici mutasyon Diisiik derece/erken %0-34

evre
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2.6. Hiicre Dongiisii Ve Kanser

Theodore Boveri 1902°de, mitotik anormalliklerin genetik instabilitelere ve
kansere neden olabilecegini One siirmiistiir. Mitoz, G2-M geg¢isi ortaya ¢ikmadan once
koordine edilen olaylar serisidir. Hiicre dongiisiiniin S evresinin sonunda, hiicre duplike
olmus ve DNA replikasyonu gerceklesmistir. Profazin sonunda, duplike olmus
sentrozomlar ayrilir. Prometafaz sirasinda, iki sentrozom ve kromozomlar mitotik

mikrotiibiillere baglanir (29).

Prometafazdan metafaza dogru gergeklesen siiregte kromozomlar metafaz
diizlemine dogru yonelirler. Bu yonelme, sentrozomlara bagli kinetekorlarin mikrotiibiil
organizasyonu ile gerceklestirilir. Bu siire¢ sirasinda, mitotik kontrol noktalar1 siirekli
aktif haldedir. Mikrotiibiil baglanmas1 ve gerilimi gerceklestigi zaman, kontrol sinyalleri
kapatilir, kromatidler ayrilir. Telofazda, niikleer go¢ gergeklesir ve hiicre sitokineze

gider. Son olarak, her kardes hiicre tek bir set sentrozom ve kromozom tasir (29).

Mitozun bu kompleks durumu disiiniildiigiinde, mitotik defektlerin andploid
kardes hiicrelere yol agmasi siirpriz bir durum degildir. Andploid hiicre degismis DNA

icerigine sahiptir ( anormal kromozom sayis1) (29).

Mitoz sirasinda anoploidilere gidis yollar1 sunlardir;

1) Interfaz sirasmndaki yanhs sentrozom duplikasyonu, ¢ok kutuplu
(multipolar) ig iplik¢igine yada yanlis sentrozom ayrilmasina neden olabilir
2) Sitokinezde hata gerceklesebilir.

3) Kromozom yanlis diizenlenmeleri olabilir.
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2.7. Aurora Kinazlar

Aurora kinazlar hiicre dongiisii kontroliinde gorevli serine/treonin kinaz ailesinin
bir iiyesidir. Ilk olarak Drosophila’da tanimlanmislardir (28). Aurora kinazlarin
sentrozom ayrilma ve olgunlasmasi, ig iplik¢igi olusumu ve stabilitesi, kromozom
kondensasyonu, ayrilmasi ve sitokinezde g¢esitli rolleri vardir (29). Omurgalilarda

Aurora ailesinin 3 iyesi tanimlanmigtir. Bunlar Aurora A, Aurora B ve Aurora C’dir

(28,29,36).

Insan Aurora kinazlar1 309-409 aminoasit arasinda degisen biiyiikliiktedirler (8).
Aurora kinazlarda, NH2 terminalinde diizenleyici bolge ve COOH terminalinde
katalitik bolge olmak iizere iki farkli bolge saptanmistir. Aurora kinaz tipleri arasinda
diizenleyici bolge biiyiik dlgiide farklilik gosterirken, katalitik bolgeleri %70 civarinda
benzerlik gostermektedir (28).

A-Kutusu Aktivasyon Bolgesi D-Kutusu
S S — - Aurcora A
[ET] ] 383 0L
Aktivasyon BolgesiD-Kutusu
I I | [ — LT T
T 251 3473
Aktivasyon Bilgesi D-Kutusu
| M J Aurora C
n Katalitik Bolge B8 249 275

Sekil 2.3. Aurora Kinazlarin Organizasyonundan Sorumlu Bolgeler (Kaynak 36°dan

degistirilerek alznmlstlr)
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Bu farliliklar Aurora kinazlarin lokalizasyonlarinda degisiklige ve mitoz sirasinda
farkli islevler gormelerine neden olmaktadir (29). Degredasyondan sorumlu bolgeler,
COOH terminalindeki D-kutusu ve NH2 terminalindeki A-kutusudur. (Sekil 2.3).
Katalitik bolge icindeki treonin fosforilasyonun, Kinaz aktivitesinden sorumlu oldugu

yapilan dizi analizlerinde belirlenmistir (6,20, 28, 36).

2.7.1. Aurora Kinaz A

Insan AURKA geni (Aurora 2/ BTAK / STK15) 20ql13.2°de haritalanmustir.
AURKA, S fazindan baslayip M fazi1 boyunca ekspresse edilerek hiicre siklusunun
regiilasyonunda gorev almaktadir. Sentrozom olgunlagmasi, mitoza giris, kromozom

ayrilmasi, ¢ift kutuplu ig olusumu ve mitozdan ¢ikista gorevleri bulunmaktadir.

Aurora kinaz A (Sekil 2.4’de kirmiz1 ile gosterilmistir ) mitoz sirasinda farkli
lokalizasyonlarda bulunmaktadir. Sentez (S) fazinin sonundan, izleyen G1 fazinin
basina kadar duplike olmus sentrozomlarda lokalizedir. Bu kinaz metafazdan, anafazin

sonuna kadar kutuplara yayilir ve G1’ in basinda sentrozomda kalmaktadir (29).

G2 PROFAZ PROMETEFAZ METEFAZ ANAFAZ TELOFAZ SITOKINEZ
® T in @ € 0E(c e—e
Aurora-A

Sekil 2.4. Aurora Kinaz A ’ nin Mitoz Sirasindaki Lokalizasyonlar1 (Kaynak 29 dan

degistirilerek allnmlstlr)
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2.7.1.1. Aurora Kinaz A’nin Fonksiyonlari:

Hiicre siklusunun G2 fazi boyunca  bazi proteinler sentrozoma lokalize
olmaktadir. Bu durum sentrozomal mikrotiibiil aktivesinin artmasinda ve

diizenlenmesinde etkilidir. Bu siire¢ sentrozom olgunlasmasi olarak adlandirilir (22).

Hiicre siklusunun G2 fazinda, Aurora A ilk olarak perisentriolar materyalde
lokalizedir ve LIM proteini Ajuba tarafindan aktive edilmektedir. Bu aktivasyon
sentrozom olgunlasmasi igin gereklidir. Ge¢ G2 fazinda, gama-tubulin ve Coiled-coil
proteinleri gibi perisentriolar proteinlerin mikrotiibiil olusumunu gii¢lendirdigi
bilinmektedir. Aurora A inhibisyonunda sentrozomal gama-tubiilin yogunlugunun

azaldigi, C.elegans embriyolarinda gosterilmistir (28,63).

Transforming, acidic coiled-coil containing protein 3 (TACC3), XMAP215’in
regiilasyonundan sorumlu Maskin proteininin insandaki homologudur. Mitoz sirasinda
Aurora A, TACC3’i sentrozomal bolgenin etrafinda fosforiller ve bu proteinin erken
mitozda sentrozomla birlesmesini kolaylastirir. Msps/ XMAP215 mikrotiibiil iliskili
protein ile kompleks olusturarak sentozom etrafindaki mikrotiibiillerin stabilizasyonunu

saglamaktadir (28) (Sekil 2.5).

Pk i e ER BT rilcrotabal

P I e =

=
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Sekil 2.5. Aurora A’ nin Sentrozomla Iliskisi (Kaynak 45 ‘den degistirilerek alinmustir)
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Sentrozom olgunlagmasindan sonra, sentrozomlar G2 boyunca iki farkli kutuba
goc etmektedirler. Aurora A delesyonu yada inhibisyonunda tek kutuplu (monopolar) ig
olusumu gozlenmistir. Aurora A’nin astral mikrotiibiil varligini etkiledigi bilinmektedir
(63).

Bazi c¢aligmalar Aurora A’nm, PIk1’in T-loop bdlgesinin direkt olarak
fosforilasyonu yoluyla G2 aktivasyonunu tetikledigini gostermislerdir. Bu fosforilasyon
Aurora A’nin kofaktoriinii gerektirir. Aktif Plk1, siklin B /CDK1 aktivitesini kontrol
eder, bu kontrol Cdkl inhibitorii Wee’in degredasyonu ve Cdc25B fostatazinin
fosforilasyonu yoluyla gerceklestirilir (49,63).

2.7.1.2. Aurora Kinaz A’nin Fonksiyonel Regiilasyonu:

Aurora kinaz A’ nin kinaz aktivitesi hiicre dongiisii boyunca diizenlenmektedir.
Bu mekanizma fosforilasyon ve degredasyonun karigik bir siireci olarak ortaya
¢cikmaktadir (28). Aurora kinazlar aktivasyon looplarmmdan otofosforilasyon yoluyla
aktive edilmektedirler (63).

Aurora A’ nin en iyi karakterize edilen kofaktorii TPX2 proteinidir (27). TPX2
Aurora A’ ya olduk¢a korunmus olan N terminal domaininden baglanmaktadir. TPX2
fonksiyonu GTPaz Ran tarafindan diizenlenir. Ran-GTP; TPX2’nin inhibitérleri olan
Importin alfa ve betanin TPX2’ye baglanmasimi engeller. TPX2 serbest kaldiginda PP1
(protein fosfataz 1) baglanabilir (Sekil 2.6). Béylece PP1’in Aurora A’y1 inaktive etmesi
onlenir. TPX2 Aurora A’y ig kutuplarma tasir ve orada aktive eder. TPX2’nin amino
ucu, Aurora A’nm katalitik bolgesinin karboksil ucundaki T loop bodlgesine baglanarak
Aurora A’y1 hizla fosforile eder (29, 63).
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Targeting protein for Xklp2 (TPX2)’ye ek olarak Aurora A’nin baska substratlara
baglandig1 da gosterilmistir. ilk olarak Aurora A, Ajuba’ya baglanir ve fosforiller. Bu
protein sentrozomda lokalizedir ve Aurora A’nin otofosforilasyonu igin gereklidir.
Ajuba Aurora A’nin COOH terminal katalitik bolgesiyle etkilesim halindedir. Fakat
Ajubanin Aurora A’ y1 hangi molekiiler mekanizmalarla aktive ettigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir (63). Ozet olarak Aurora A aktivitesi icin ¢esitli proteinler gorev
almakla birlikte bu farkli proteinlerin birbirleriyle iliskileri ve hiicre siklusu boyunca

farkli sinyal yolaklarini nasil etkiledikleri hala tam olarak anlasilmis degildir (63).

o @

Aktipatsr
\ = Aktif Aurora Kinaz
o
inaktif Aurora Kinaz V <> <> Q
r
i

Sekil 2.6. Aurora Kinaz A’nin Regiilasyonu (Kaynak 29’dan degistirilerek alinmustir)

Aurora A aktivasyon segmenti, TPX2 yoklugunda inaktif durumdadir ve 6nemli
fosfotreoninlere maruz kalarak deaktivasyona agik hale gelir. Anderson ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢alismada, TPX2 baglanmasinin Aurora A’nin reaksiyon

mekanizmasinda herhangi bir degisiklige yol agmadigi da rapor edilmistir (20).

Anafaz baglangicindan sonra, Aurora A seviyesi ubikitin bagli proteolizisin

sonucu olarak azaltilir. Bu azalma ubikitin ligaz Cdh1-APC/CA’ya bagli ilerlemektedir.
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Aurora A’da iki motif tanimlanmistir. Bunlar C terminalde D-kutusu ve N terminalde
A- kutusudur.

Aurora A degredasyonunun  Serin51’in fosforilasyonu ile kontrol edildigi
diistiniilmektedir. Son zamanlarda Aurora A degredasyonundan sorumlu yeni niikleer

proteinler tanimlanmaya devam edilmektedir (46).

2.7.2.Aurora Kinaz B

Aurora kinaz B (AURKB), 17ql13’de haritalanmis bir gendir. Kromozomal
segregasyon,  sitokinez, sentrozomlardaki dogru protein lokalizasyonu, dogru
mikrotiibiil kinetekor baglantisi ve mitotik kontrol noktalarmin regiilasyonundan

sorumlu kromozomal passenger protein kodlayan bir gendir (20).

Aurora kinaz B (AURKB), inhibisyonu artmis poliploid fenotipi ortaya
cikartmaktadir. AURKB mMRNA ve protein ekpresyon seviyesi G2/M gecisinde en iist
diizeydedir. Maksimum kinaz aktivitesini mitoz sonunda gostermektedir. (Sekil 2.7.)

Aurora kinaz B fonksiyonu, substratlar1 ile koordine edilir (20).

G2 PROFAZ PROMETEFAZ METEFAZ AMNAFAZ TELOFAZ SITOKINEZ
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Sekil 2.7. Aurora Kinaz B * nin Mitoz Sirasindaki Lokalizasyonlar1 (Kaynak 29°dan

degistirilerek allnmlstlr)
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2.7.2.1.Aurora Kinaz B’nin Fonksiyonlar:

Kompakt yapidaki kromozom kondensasyonu, hatasiz kardes kromatid
segregasyonu i¢in gereklidir. Bu durum, kondensin kompleksinin aktivitesiyle
gerceklestirilir. Serinl0 tlizerindeki histon H3’tin ge¢ G2/ profaz sirasinda Aurora B

tarafindan fosforillenmesi, kromozom kondensasyonu ile baglantilidir (63).

Cift kutuplu olmayan baglanmalarda, her iki Kkinetekor ayni kutuptaki
mikrotiibiillere baglanir. Bu baglanmalar, Aurora B aktivasyonu ile destabilize olurlar.
Bipolar baglanmalar elde edilene kadar serbest kinetekorlar yeni bir siklusa girer. Iki
onemli kinetekor mikrotiibiil yakalama faktorii vardir. Bunlar Ncd80/Hecl ve Daml
kompleksleridir. Bu faktorler, Aurora B tarafindan fosforegiilasyona maruz kalirlar.
Ncd80/Hecl’in Aurora B tarafindan fosforillenmesi, bu kompleksin mikrotiibiillere
afinitesini azaltir. Ayrica Aurora B, MCAK’1 (mitotic centromere-associated kinesin)

fosforiller ve defektif baglanmalar1 diizeltmeye katkida bulunur.

Ozet olarak Aurora B kinetekor iizerindeki mikrotiibiil yakalama faktorlerinin
fonksiyonlarmi kontrol ederek, mikrotiibiil kinetekor etkilesiminin stabilizasyonunu
etkilemektedir. Cift kutuplu olmayan baglanmalar1 diizeltme yetegine sahiptir ve kardes

kromatidlerin dogru segregasyonundan sorumludur (29,63).

Merotelik baglanmalar (tek kinetekorun her iki ig kutbundan kaynaklanan
mikrotiibiillere baglanmasi) siklikla erken mitozda ortaya ¢ikar ve andploidilere yol
acarlar. Merotelik baglanmalarin ¢gogunlugu prometafazda ¢oziimlenirler. Aurora B, bu
stirecin dogru devam etmesinde goérevlidir. Aurora B, merotelik bagli kinetekorlarin
sentromerlerinde zenginlestirilir ve burada MCAK regiilasyonu yoluyla kinetekor
mikrotiibiil iligkisini kontrol eder (63).
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Ig ipligi kontrol noktast (SAC) inaktivasyonunu APC/C, cdc20 Siklin B ve
sekurinin pargalanmasii tesvik ederek anafaz basinda baslatir. Kardes kromatidler
arasindaki kohezyonun ve Siklin B ile iliskili Cdk1 aktivitesinin azalmasina neden olur.
Anafazdan itibaren, Aurora B hiicre korteksine ve her iki merkez ige lokalizedir. Aurora
B aktivitesi anafaz ve sitokinezin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi igin gereklidir.
Aurora B’nin merkez ige lokalizasyonu, anafaz sirasinda mikrotiibiil hareketlerinin
hiziina katki saglamaktadir, ayn1 zamanda telofaz sirasinda mitotik iglerin dagilmasi

icinde gereklidir (63).

Sitokinez sirasinda, sitoplazma her biri tek nukleus igeren iki kardes hiicreye
ayrilir. Bu ayrilmanin temel belirleyicisi GTPas RhoA’dir. Sitonikez siirecince RhoA
fonksiyonu centralspindlin denilen bir kompleks tarafindan kontrol edilir. Bir GTPaz
aktive protein (GAP) ve Kkinesinden  olusan bu kompleks RhoA’y1 etkiler.
Centralspindlinin dogru lokalizasyon ve fonksiyonunun Aurora B’nin fonksiyonuna
bagli oldugu diisiiniilmektedir. Aurora B sitokinezde vimentin, myosin 2, desmin ve

GFAP gibi bazi proteinleri fosforilleyerek de sitokinez siirecini etkiler (29,63).

2.7.2.2. Aurora Kinaz B’nin Fonksiyonel Regiilasyonu

Aurora B’ nin otofosforilasyonu, onun aktivasyon segmenti olan treonin232’de
meydana gelir. Aurora B’nin tam aktivasyonu, otofosforilasyonuna ve INCENP’ e
baglanmasma baglidir. Aurora B, INCENP’ in COOH terminalindeki korunmus IN-box
bolgesi ile iletisim halindedir ve bu iletisim Aurora B’nin kismi aktivasyonunu
saglamaktadir. Aurora B’nin tam aktivasyonu INCENP i¢indeki TSS motifinin

otofosforilasyonu ile gergeklesmektedir (Sekil 2.8). Bu otofosforilasyonun muhtemelen
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Aurora B’ nin katalitik domaini igerisinde konformasyonel degisikliklere sebep oldugu

diistiniilmektedir (20,27).

Aurora B, INCENP ile direkt etkilesiminin yani sira , Survivin ve Borealin ile
birlikte multi protein olan Chomosomal Passenger Complex’ de lokalizedir (Sekil 2.7).
Son zamanlarda bazi kinazlarin da, Aurora B aktivasyonunda rolii oldugu bildirilmistir.
Bunlardan Msp1l, kontrol noktasi kinazidir ve bu kinaz Borealin’ in CPC alt {initesini
fosforiller. Bu olay Aurora B’nin tam aktivasyonuna sebep olur. Chk1 ise Aurora B’yi

direkt olarak fosforilleyerek aktivasyonuna neden olmaktadir (20,28,63).

Etkilesim
= Fosforilasyon
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Sekil 2.8. Aurora Kinaz B’nin Fosforilasyon Yoluyla Regiilasyonu ve

Etkilesimleri (Kaynak 62 ‘den degistirilerek alinmistir)

Memelilerde Aurora B’nin dinein, CENP-E, BubR1 ve Mad2’ide igeren kontrol

noktast komponentlerini regiile ettigi bildirilmistir (46).

Aurora A ve B’nin herikiside Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C)
adr verilen E3-Ubikitin ligazca hedeflenir. Aurora kinazlara bagli proteinleri APC/C
hedefleyerek mitoz c¢ikist sirasinda onlar1 parcalar ve Gl’deki hiicrelerde  bu

proteinlerden az miktarda olmasini saglar. Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
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(APC/C)’nin yani sira Cullin 3 (Cul3)-based E3 ligazininda in vivo ve in vitro ortamda
Aurora B’ yi iibikitine ettigi gdsterilmistir. Ubikitinasyon, metefaz kromozomlarmdan

Aurora B’ nin ayrilmasini saglamaktadir (63).

2.8.Aurora Kinazlar Ve Kanser

Aurora kinazlarm deregiilasyonu tiimdrogenezle baglantihidir. Ozellikle Aurora A
anomalileri, kanserle yiiksek derecede iligkili bulunmustur. Aurora B anomalilerin de
timorogeneze katkida bulundugu bildirilmistir. Ancak Aurora C’nin kanser iizerinde

heniiz harhangi bir rolii saptanmis degildir (20).

2.8.1.Hiicre Ploidilerine Etkileri

Hiicreler Aurora kinaz yoklugunu tolere edemezler. Aurora A yoklugunda,

sentrozomlar bipolar iglerde toplanmakta basarisiz olurlar.

Ig ipliklerinin olusumu boyunca, kardes kromatidler kohesinle bagli kalir. Duplike
olmus kromozomlarin herbirinin kardes kromatidlerinde, sentromer bélgesinde yeni
mikrotiibiil diizenleyici merkez olan kinetokor gelisir. Ig iplik¢ikleri kromatid gdgiine
hazirlik i¢in kinetokora baglanirlar. Biitiin kinetekorlar mikrotiibiillere baglanana kadar,

ig ipligi kontrol noktalar1 (SAC) metafaz anafaz ge¢isini inhibe eder (29).
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Sekil 2.9. Metafaz-Anafaz Gegisinde Ig Defektleri (Kaynak 29'dan degistirilerek

alinmgtir)

Cift kutuplu ig olusumu boyunca Aurora B’nin fonksiyonu, kinetekor ciftlerinin
mikrotiibiillere anormal sekilde baglanmasini diizeltmektir. Normal durumda karsilikli
sentrozomlarin kardes kinetekorlara amfitelik baglanmasi (Sekil 2.9 b,3), ig ipligi
kontrol noktasmin kapanmasma ve normal bir anafaza (Sekil 2.9 b,7) onciiliikk eder.
Monotelik baglanmanimn varliginda (sadece tek bir kinetekorun tek bir kutba baglandigi
durumdur) (Sekil 2.9 b,2) yada sintelik baglanma ( her iki kardes kinetekorun tek kutba
baglandigi durum) ( Sekil 2.9 b,1) hallerinde, ig iplik¢igi kontrol noktasi agik kalir ve
kardes kromatidlerin ayrimi ger¢eklesemez. Ancak, Aurora B’ nin yoklugunda, anormal
merotelik baglanmalar ig ipligi kontrol noktasi tarafindan tespit edilemez, anafaz ilerler

(Sekil 2.9 b,5) ve andploidiler ortaya ¢ikar. (Sekil 2.9 b,6)

Aurora A, sentrozom maturasyonu ve ig ipligi olusumundan sorumludur. Aurora
A’ nin eksikliginde bir ¢ok ig iplik¢igi defekti ortaya ¢ikar ( Sekil 2.9, a). Kutuptaki
sentrozomlar ile tek kutuplu ig ipligi olusumu (Sekil 2.9 a,1), her bir kutuptaki
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sentrozom ile ¢ok kutuplu ig olusumu, monoastral ¢ift kutuplu iglerin tek kutubunda
sentrozom eksikligi (Sekil 2.9 a,3), ¢ift kutuplu ig olusumu ve kutuplarda bir ¢ok
sentrozom olusumu (Sekil 2.9 a,4) ortaya ¢ikabilir (29).

Aurora A’nim indiikledigi poliploid hiicreler P53-RB yolagina bagli post mitotik
kontrol noktasinda bekletilir ve hiicrelerin bir ¢ogu apoptoza yonlendirilir. Ancak bu
hiicrelerde P53 kaybi oldugu zaman, hiperploidiler tespit edilemez ve DNA
replikasyonuna ve hiicre boliinmesine giderler. Bu durumda anormal sentrozom sayisina

sahip andploid hiicreler olusmaktadir.

Aurora B’ nin artmis ekpresyonu (overekpresyon), artmis ploidilere neden
olmaktadir. Defektli bir P53 ise fenotipin siddetini arttirmaktadir. Aurora B asiri
ekspresyonunun metafaz gerilemesine , kromozom segregasyon hatalarina ve sitokinez

hatalarina neden olarak karsinogenezi indiikledigi rapor edilmistir (20,28)

2.8.2.Diger Yolaklarla Iliskileri
Auroralarin herhangi birinin asir1 ekspresyonu sadece ¢oklu sentromer iceren
poliploid hiicrelerin olusumuna neden olmaz, ayn1 zamanda kinazlarin gereksiz aktivite

gostermesine de neden olur (29).

Aurora A; P53, BRCA1, NM23-H1 gibi tiimor baskilayici gen tiriinleriyle iligki
icerisindedir. Aurora A’ nin P53 ile etkilesimi en iyi bilinen etkilesimdir. P53, Aurora A

indiiklii sentrozom amplifikasyonunu ve hiicresel doniistimii baskilamaktadir (28).

Aurora A, P53 yolagim iki sekilde etkilemektedir. ilki p53” i Ser315°den direkt
olarak fosforilleyerek kanser hiicrelerinde p53’iin MDM-2 yoluyla degredasyonunu
kolaylastirir. Ayni zamanda p53’i Ser215°den fosforilleyerek transkripsiyonel
aktivitesini baskilar (20,37).(Sekil 2.10)
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Sekil 2.10. Aurora A‘ nin P53 Uzerindeki Etkisi (Kaynak 36 dan degistirilerek alinmustir)

Aurora kinaz A asir1 ekpresyonunun, P53 gen defekti olan kanser hiicrelerinde,
TAP73 baskiladigi bildirilmistir. TAP73, P53 ailesinin bir iiyesidir ve P53 ile 6nemli
derecede homoloji gostermektedir. TAP73, sitotoksik ajanlarla indiikklenen apoptozda
rol oynamaktadir. AURKA asir1 ekspresyonu ile P53 ve TAP73’iin baskilanmasi, timor

hiicrelerinde apoptozu baskilamaktadir (20).

Aurora A asir1 ekpresyonunun, SAC’1 etkileyerek de tiimoregeneze sebep
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat Aurora A’nin bu kontrol noktasinda direkt olarak
rolii tanmimlanmamustir. Aurora B’nin SAC ig¢indeki rolu bilinmektedir ve Aurora
Kinazlar benzer fosforilasyon motiflerine sahiptirler. Bu durum Aurora A asiri
ekspresyonunun, diger Aurora kinazlarin hiicre i¢indeki fonksiyonlarmi da etkileyerek

tiimoregeneze neden olabilecegini diislindiirtir.

Aurora A’ nin asir1 ekpresyonu (overekspresyon), sadece anormal mitoza neden
olmaz ayni zamanda P53 bagimli G1 post mitotik kontrol noktalarindan kagis1 da saglar.
Sadece aktif Aurora A, primer hiicrelerde poliploidiye neden olabilir. Inaktif Aurora A’
nin agir1 ekspresyonu anormal igleri, uzamis mitozu, G1 kontrol noktalarinda arresti ve

hiicre 6limiinii tetikler. Buna karsilik aktif Aurora A’nin overekspresyonu anormal
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igleri ki bu yolla uzamis mitozu tetikler, fakat hiicreler yasamaktadir. Ciinkii aktif
Aurora A, P53 tiriiniinii inaktive ederek degredasyonuna neden olur (29).

Aurora B’nin artmis ekpresyonu, kromozom segregasyon hatalari ve yanlis
sitokineze neden olarak kanser {lzerinde etki gostermektedir. AURKB, hiicre
dontistimiinii tek basmma gergeklestirmez, fakat H-RAS yolagini indiikleyerek bu
doniigiimi sagladig tespit edilmistir (20).

2.8.3. Prognozdaki Onemleri

Kromozom 20ql13 amplifikasyonu ilk olarak meme kanserlerinde ortaya
konulmustur. Primer timor hiicrelerinin bu amplifikasyonla, %12 -40 arasinda arttig1
belirlenmistir. Ayrica Aurora A amplifikasyonu, meme kanserlerinde kotii prognoz
olarak bildirilmistir (22). Primer kolerektal tiimorlerin %54’iinde, 4 ila 28 kat arasinda
MRNA artis1 gozlenmistir (5). Aurora A overekpresyonu, tiimor invazivligi ve mutant

p53 proteini birikimi arasinda yiiksek derecede iliski gézlenmistir (60).

Mesane karsinomlari, tiroid kanserler, gastrik karsinomlar gibi kanser tiplerinde
anoploidiler kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. Aurora A asir1 ekspresyonu Ve
anoploidiler arasinda yiiksek korelasyon goézlenmekte oldugundan, bu asir1

ekspresyonda kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (20).

Boliimiimiizde 2011 yilinda gerceklestirilen bir calismada mesane tiimorlerinde
AURKA ve AURKB genlerindeki degisimler FISH analizi ile incelenmistir. Calisma
sonucunda AURKA genindeki yiiksek amplifikasyonlar ve AURKB genine ait

delesyonlar ile yiisek tiimor derecesi arasinda iliski gézlenmistir (61).
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Aurora B’nin kolon, meme, akciger, prostat kanserlerinde asir1 ekspresyonu
gozlenmistir.  Artmus AURKB, kolorektal kanserlerin ilerlemis evrelerinde
gozlenmektedir. AURKB asir1 ekpresyonu, ¢oklu niikleusa ve poliploidilere sebep
olmaktadir (20).

Aurora A agsmr1 ekpresyonu ve yiiksek dereceli tiimorler arasinda Onemli
korelasyon go6zlenmistir. Bu da Aurora kinazlarin 6nemli bir prognostik faktor
olabilecegini akla getirmektedir (22). Over kanserlerinde yapilan bir ¢aligmada, Aurora
A’nm terapotik bir hedef olabilecegi de savunulmaktadir (40).

2.9. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), niikleik asit problar1 aracilig1 ile preperat
iizerinde bulunan hiicresel yada kromozomal DNA veya RNA nin incelenmesi temeline
dayanan bir tekniktir. Molekiiler sitogenetik metodlar1 (ISH, FISH, CGH) klasik
sitogenetik yontemlerle tanimlanamayan kromozomal mikrodelesyonlar ve yeniden
diizenlenmeleri ortaya koyma olanagi saglar. Bu yontem araciligiyla 1-3Mb arasinda

olan yapisal diizensizlikler saptanabilmektedir (21).

Ik kez 1969 yilmda Gall ve Pardeu tarafindan gergeklestirilen sitolojik
preparatlarda RNA’ nin DNA ile hibridizasyonu, isaretlenmis DNA dizilerinin sitolojik
preparatlarda lokalize olduklarmi gostermislerdir. Biiylimekte olan hiicrelere tritium

verilmis ve igaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon aracihigi ile belirlenmistir (3).

Bu teknigin Ozellikle kanser genetiginde kisa siirede genis uygulama alani

bulmasinin temel nedeni interfaz niikleuslarinda DNA/RNAya iliskin bilgilerin hiicresel
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ortamda belirlenebiliyor olmasidir. Giiniimiizde gerek arastirma amagli gerekse tani

amacli yaygin olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar da mesane kanserlerinde FISH tekniginin genetik
degisiklikleri belirlemede etkin bir yontem oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Lokeshwar ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada FISH’ in duyarligi %69-87 olarak
bulunmustur. Calismada diisiik derece ve evre olan olgularda duyarliligin daha diisiik
oldugunu ancak yiiksek derece ve evre tiimorlerin tespitinde duyarhiliin oldukca
yiiksek oldugu (%83-97) tespit edilmistir. CIS tespitinde ise duyarliligm tama yakin
oldugu, 6zgiillik ise %80-95 olarak bildirilmistir. (4,31).

Urovysion FISH analizi (Urovysion Systems Vysis, Abbott) mesane kanserinde
siklikla kromozomal degisimlerin goriildiigii bolgelere yonelik problarla (CEP 17, CEP
3, CEP 7 ve LSI 9p21) yapilan FISH testidir. Urovysion testinin mesane kanseri
tanisindaki degeri Mowatt ve ark. tarafindan 2010 yilinda 12 ¢alismanin (Toplam 2535
hasta) analizi yapilarak degerlendirilmistir. Duyarhilik %76, o6zgiilliik ise % 85 olarak
bildirilmistir (10).

Boliimiimiizde mesane yikama sivilari ve idrar Orneklerinde 2007 yilinda
gergeklestiren bir calismada, FISH tekniginin degisici hiicre karsinomu tanis1 koymada
spesifikligi %100, sensitivitesi ise mesane yikama sivalarinda %96.7, idrar 6rneklerinde
%92.6 olarak hesaplanmustir (19).

FISH analizlerinin iirotelyal karsinom tanisinda ve takibinde kullanimi yaygin

olmakla birlikte o&zellikle invaze olma potansiyeli olan olgularda erken taniyi

saglayacak yeni markerlerin arayisi stirmektedir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Calismamiz mesane kanserlerinde Aurora Kinaz A ve Aurora Kinaz B gen
degisikliklerini incelemek amaciyla Ocak 2010 ve Mart 2011 tarihleri arasinda
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda
gerceklestirilmistir. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim
Dali ve Yunus Emre Devlet Hastanesi Uroloji Klinigi tarafindan, mesane kanseri tanis
konan 28 olgunun mesane yikama sivilar1 ile 10 normal mesaneli kontrol bireyinden
alinan mesane yikama sivilarinda FISH analizi ile AURKA ve AURKB lokuslar ile

kromozom 7, 10 ve 17 sentromer kopya sayis1 degisiklikleri analiz edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Gerecler

Elektronik terazi (Seuter, pH Metre (Jenco)
Ainworth-AA-250)

Su banyosu (Niive)
Deep-Freeze (Heraeus)

Floresan mikroskop (Olympus
Etiiv (Friocell MMM Med Center) BX-61)

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2) Image Analyser (Cytovysion 3.93)
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Sensys kamera (Sensys)

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij(Eppendorf
Centrifuge 5415)

3.1.3. Cam Malzemeler

Beher (500 ml, 1000 ml)

Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)

3.1.4. Kimyasal Maddeler

Ethonol (Merck)

DAPI (Sigma)

HC1 (Merck)

Immersiyon yagi

(Merck)

NazCeHs07 2H,0
(Carlo Erba)

Zaman Ayarl1 Santrifiij (Heraeus)

Pipet uclar1

Kronometre

Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Mezir

Yatay ve dikey Sale

NaC1 (Merck) KCI

NaOH ( Merck ) Rubber  Cement
(Marabu Fixo

KH2;PO4 (Merck) gum)

Glacial Acetic Tween 20 (S|gma)

Acid (Meck)

VECTASHIELD
Methanol (Meck ) Mounting Medium
( Vector Labs)
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3.1.5.Kullanilan Problar

LSI AURKA (20913) Spectrum Orange / 20911 Spectrum Green
( Kreatech Cat.# KBI-10721)

LSI AUKRB (17p13) Spectrum Orange / CEP 17 Spectrum Green
( Kreatech Cat.# KBI-10722)

LSI EGFR / CEP 7 (Vysis)

LSI PTEN / CEP 10 (Vysis)

3.2.Yontem

Mesane kanseri tanis1 almis olgulardan ve normal kontrol grubundan alinan

mesane yikama orneklerinden elde edilen hiicrelere interfaz FISH analizi uygulanmustir.

3.2.1.Materyal Alimm

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali ve Yunus
Emre Devlet Hastanesi Uroloji kliniginde mesane kanseri tanis1 almis 28 olgudan ve 10
normal mesaneli kontrol bireyinden, yaklasik 50-100 ml mesane yikama sivisi steril kap
icerisine almmustir. Ornekler alindiktan sonra Anabilim Dalimiz  Sitogenetik

Labaratuvarma ulastirilmistir.
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3.2.2.0rneklerin FISH Analizine Hazirlanmasi

1. Bosaltilmis mesane yikama ornekleri 10 ml ekim tiiplerine aktarilmistir.

2. Ornekler 10 dakika santrifiij edilip siipernatant atilmustir.

3. Hiicreler 10 ml PBS soliisyonu ile yikanip, tiipler 1300 rpmde 8 dakika
santriftyj edilip siipernatant atilmistir.

4. Pelet iizerine onceden 37 °C’ye getirilmis hipotonik (0.075 M KCL)
soliisyonundan 5 ml ilave edilerek 37 °C’ de 25-30 dakika inkiibe edilmistir.

5. Siire sonunda vortex esliginde taze hazirlanmig Carnoy’s Fiksatif
Soliisyonundan 10 damla ilave edilerek 1300 rpmde 8 dakika santrifiij edilip
slipernatant atilmistir.

6. Pelet lizerine 5 ml Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu ilave edilerek 1300 rpmde 8
dakika santrifiij edilip siipernatant atilmistir.

7. 6.basamak 3 defa tekrarlanmustir.

8. Tiplere 5 ml Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu ilave edilmis ve kapaklar1 kapali
sekilde buzdolabinda -20 derece FISH analizi yapilmak {izere saklanmustir.

9. Elde edilen Ornekler pozitif sarjli lamlara yayilarak bir gece oda 1sisinda

yaslanmaya birakilmustir. (27. kaynaktan uyarlanmistir)

3.2.3. FISH Analizi

3.2.3.1. FISH Tekniginin Uygulanmasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslari tarafindan gelistirilen protokol modifiye
edilerek uygulanmistir (52).
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3.2.3.1.1. Preparatlarin On Yikamasi ve Denatiirasyonu

Preparatlar birer dakika olmak lizere sirasiyla % 100- %70- %50- %30 luk alkol
serisinden ve 0.1XSSC soliisyonundan gecirilerek dehidre edilmistir. Dehidratasyon
sonras1 preparatlar 70 °C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika inkiibasyona
birakilmislardir. Siire sonunda igerisinde preparatlarin bulundugu 2XSSC soliisyonu
iceren sale soguk su icerisine konulmus ve soliisyon 1sisinin 37 °C’ye gelmesi
saglanmustir. Sicaklig1 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda
bulunan 0.07 M‘lik NaOH soliisyonuna alinmis ve birer dakika bekletilerek denatiire
edilmislerdir. Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1 XSSC ve ardindan
+4 °C’de olan 0,1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarinda birer dakika bekletilerek
dehidratasyon islemi tamamlanan preperatlar sirasiyla %30- %50- %70- %100’lik
alkollerde birer dakika bekletilmislerdir.

3.2.3.1.2.Prob Denatiirasyonu

- Calismamizda kullanilan problarin {retici firmalar tarafindan Ongoriilen
denaturasyon prosediirleri uygulanmistir. LSI EGFR / CEP 7, LSI PTEN / CEP 10,
(Vysis) problar 70 °C’de 5 dakika, LSI AUKRB (17p13) / CEP 17, LSI AURKA
(20913) / 20911 (Kreatech) problar 80°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire

edilmiglerdir.

3.2.3.1.3. Hibridizasyon

Probun bulundugu ependorf tiipii santrifiij edilerek tiim probun dibe c¢okmesi

saglanmistir. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alana prob (5 pl) eklenmis ve
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iizerlerine 24 mm’lik lamel kapatilmistir. Lamel g¢evresi su girmemesi i¢in rubber
cement ile yalitilmistir. Preparatlar 37 °C’de nemli ortamda iki gece hibridizasyona

birakilmiglardir.

3.2.3.1.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’sinin ortamdan
uzaklastirilmast ve olgu DNA’sina tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef
bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla gergeklestirilen asamalarda

prob iiretici firmalarin prosediirleri degistirilerek asagidaki gibi uygulanmistir.

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafifce karistirilarak lameller

preparatlardan uzaklastirilmistir.

- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 74 °C’de 5 dakika bekletilmislerdir.

- Takiben 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika birakilmiglardir

3.2.3.1.5. Hibridize Olan Boélgelerin Goriintiillenmesi

Bu agamada prob ve niikleus DNA’smin hibridize oldugu bdlgelerin goriiniir hale

getirilmesi amaglanmaktadir.
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Hibridizasyon sonrasi yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
iki dakika bekletilmis, siire sonunda 20 ul yiizey boyasi (VECTASHIELD Mounting
Medium) damlatilip lamel kapatilmistir. Inceleme asamasima kadar preperatlar — 20 °C

de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.3.1.6. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli sogutmali kamera ve goriintii analiz sistemi
(Applied Imaging) araciligiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri incelenmis,

fotograflanmis ve arsivlenmistir.

3.2.3.1.7.Degerlendirme

Mesane kanseri tanis1 alan ve kontrol grubu olarak kullanilan olgularin mesane
yikama orneklerinden hazirlanan preperatlara FISH analizi uygulanmis olup her olgu
icin ortalama 100 hiicre degerlendirilmistir. Sinyal degerlendirmeleri yapilirken
birbirine ¢ok yakin sinyaller ve sinyal ¢ap bliyiikliigii birbirlerinden farkli olan ( iki kat1

ya da daha fazla) degerlendirmeye alinmamustir.
FISH pozitifligi degerlendirmeleri yapilirken ;
AURKA gen kopya sayis1 artiglart iki grupta incelenmistir;

3-4 kopya sayist igeren hiicreler diisiik amplifiye,
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>4 kopya igeren hiicreler yiiksek amplifiye olarak smniflandirilmigtir.

Degerlendirilen tiim hiicrelerin %5’ inden fazlasinda amplifikasyon gozlendiginde

amplifikasyon pozitif olarak degerlendirilmistir (47).

AURKA ve AURKB gen kopya sayisi degisikliklerinin kontrol bolgelerine 6zgii
problar ile birlikte degerlendirilmesi, anomalinin kromozom ve/veya gen diizeyinde
oldugunu ortaya koymasi acisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica CIN agisindan hiicrelerin
incelenebilmesi igin kromozom 17 ve 20 ye ek olarak kromozom 7 ve 10’a ait

incelemelerde yapilmus, incelenen 7, 10, 17 ve 20. kromozomlardan;

En az ikisine ait, iki farkli sayisal anomali igeren hiicreler CIN pozitif,

Anormal hiicre sayisinin tiim sayilan hiicrelerin %10 ve iizerinde gdoriilmesi

durumunda, bu olgular CIN pozitif olarak degerlendirilmistir.

AURKB geninin iki sinyalden daha az gozlenmesi durumunda, hiicreler AURKB
delesyonu olarak degerlendirilmis, sayilan toplam hiicre sayisinin %5 ‘inden fazlasinda
AURKB delesyonu gozlenmis ise olgu AURKB delesyonu pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Hiicrelerde AURKB kopya sayismin 2 kati yada daha fazla sayida CEP 17 sinyali

goriilmesi durumunda, hiicreler CEP 17 aberasyonu pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.4. istatistiksel Analiz

SPSS 15.0 istatistik programinda y° istatistik testi kullamlarak hastalarin timor
dokularmin histopatolojik durumu ile calismada saptanan genetik anomaliler ve
gozlenen genetik anomalilerin birbirleri ile arasindaki iliskiler arastirilmistir. Fisher’s
Exact Testine gore p degerleri hesaplanmistir. P < 0.05 diizeyi istatistiksel olarak
anlaml kabul edilmistir. Ayrica tiimdr evreleri ve genetik anomalilerin karsilastirilmasi
icin Two-Sample Kolmogorov-Smirnov Testi kullanilmis p< 0.05 diizeyi istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
3.3.Kullanilan Stok Soliisyonlar

Tablo3.1. Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu

Metanol 3 kisim

Glasiyal Asetik Asit 1 kisim

Tablo 3.2. Preparatlarin On Yikama Soliisyonlari

20XSSC Soliisyonu 0,1XSSC
Soliisyonu
NaCl (3 M) 175,3 gr 20XSSC 3ml
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr Distile su 597 mli
Distile su 1000 ml Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a
ayarlanir.
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Tablo 3.3. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

0,07 M NaOH

1M NaOH 14 ml

Distile su 200 mi
Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 mi

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
Tablo 3.5. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu

DAPI/Antifade Soliisvonu

2XSSC 20 ml

DAPI 100 pl

Distile su 80 mi
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4. BULGULAR

Calismamiz Ocak 2010 ve Mart 2011 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’ndan ve Yunus Emre Devlet Hastanesi
Uroloji Klinigi’nden gelen, mesane kanseri tanis1 almis 28 olguya ait 30 mesane yikama
stvist (iki olguda rekiirrens ornekleri de dahil) ve 10 normal mesane dokusuna sahip
bireyden alman mesane yikama sivilar1 ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

Calismamizda AURKA ve AURKB genleri ile kromozom 7, 10 ve 17 ve 20’ nin
mesane kanserinde gozlenen kopya sayisi degisimlerinin saptanmasi, bu degisimlerin
timoér evre ve derecesiyle arasindaki baglantilarin kurularak mesane kanseri
progresyonu hakkinda 6nceden bilgi edinebilmek, yar1 invaziv bir yontemle elde edilen

timor hiicrelerinin FISH ile belirlenebilirliginin ortaya konmasi amaglanmistir.

Calismaya dahil edilen 28 hastanin, 26 tanesi erkek 2 tanesi kadindir. Olgularm
yas ortalamas1 67,20 + 1,65°dir. Hastalarin histolojik tanis1 ve tiimor derecelendirmesi,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 ve Yunus Emre
Devlet Hastanesi Patoloji Boliimleri tarafindan AJCC/TNM Siniflandirma Sistemi ve
1998/2004 WHO/ISUP Siniflandirma Sistemine gore yapilmistir. Tablo 3.1°de ¢alisma

grubunun yas, cinsiyet ve histopatolojik verileri detayli olarak gosterilmistir.

Caligma grubu olgularindan alinan 6rneklerin 19 tanesi diisiik dereceli, 11 tanesi
yiiksek dereceli tiimor olarak smiflandirilmistir. Klinik evreleri ise yirmi tanesi Ta, dort
tanesi T1, dort tanesi T2, iki tanesi de T4 seklindedir. Hastalarin tiimor derecelerinin
yiizdelik dagilimi sekil 4.1, klinik evrelerinin yiizdelik dagilimlar: ise sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.1: Calisma Grubu Hastalarmin Yas, Cinsiyet Ve Histopatolojik

Asamalari
HASTA o
NO YAS CINSIYET EVRE DERECE TANI
1 67 E Ta Diisiik UK
2 82 E T1 Diisiik UK
3 68 E T1 Diisiik UK
4 63 E T1 Diisiik UK
5 60 K Ta Diisiik UK
6 67 E Ta Diisiik UK
7 77 E Ta Diisiik UK
8 71 E Ta Diisiik UK
9 61 K Ta Diisiik UK
10 56 E T2 Yiiksek UK
11 79 E Ta Diisiik UK
12 68 E T2 Yiksek UK
13 52 E Ta Yiiksek UK
14 72 E Ta Diisiik UK
15 73 E T4 Yiiksek UK
16 79 E T2 Yiiksek UK
17 71 E T4 Yiiksek UK
18 58 E Ta Diisiik UK
19 63 E T1 Yiiksek UK
20 61 E T2 Yiksek UK
21 66 E Ta Diisiik UK
22 77 E T1 Yiiksek UK
23 63 E Ta Diisiik UK
24 72 E Ta Yiiksek UK
25 78 E Ta Diisiik UK
26 53 E Ta Diisiik UK
27 51 E Ta Diisiik UK
28 58 E Ta Diisiik UK
29 ) E Ta Diisiik UK
30 77 E Ta Diisiik UK
UK ( Urotelyal Karsinom)

7. 6rnek tekrarlayan timdorleri olan birinci olgunun ilk 6rnegi, 22. drnek ise ikinci drnegidir.

11. 6rnek tekrarlayan tiimérleri olan ikinci olgunun ilk 6rnegi, 16. 6rnek ise ikinci 6rnegidir.
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Sekil 4.1: Calisma Grubu Orneklerinin Tiimér Derecelerinin Yiizdelik Dagilimlar1

Sekil 4.2: Calisma Grubu Orneklerinin Tiimér Evrelerinin Yiizdelik Dagilimlar1
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4.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’ndan ve
Yunus Emre Devlet Hastanesi Uroloji Klinigi’nden gelen mesane kanseri tanis1 almis
28 olgudan alinan 30 mesane yikama sivilari ile kontrol grubu amagh 10 normal
mesaneli bireyden almman mesane yikama sivilari FISH yOntemine hazir hale
getirildikten sonra floresan isaretli DNA problari ile hibridizasyon gergeklestirilmistir.
Hibridizasyon sonrast AURKA/20q11, AURKB/CEP 17, EGFR/CEP 7, PTEN/ CEP 10
bolgelerine 6zgii tasarlanan problardan alinan sinyaller analiz edilmistir. Analiz edilen
vakalarin  timiinden sonu¢ alinmistir. Calismamizin basar1 oram1 % 100 olarak

saptanmustir.

Calismamizda, her olgudan ortalama 100 hiicre analiz edilmistir. Analiz edilen

hiicre sayisi1, hiicre miktar1 ve goriintii kalitesine bagli olarak degisiklik gostermistir.

4.2. FISH Analiz Bulgulan

Mesane kanseri tanisi konmus 28 hastaya ait 30 6rnegin FISH analiz bulgular1
hastalarmm derece ve klinik evrelerine bagh olarak degisiklik gostermistir. Kontrol
grubunu olusturan 10 bireyden alinan mesane yikama sivist drneklerinde ise incelenen
bolgeler agisindan herhangi bir kopya sayist degisikligi saptanmamistir. Tablo 4.2°de

incelenen bdlgeler agisindan hastalara ait degisimler verilmistir.
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Tablo 4.2: Calisma Grubu Orneklerinin Histopatolojik Tamlar1 ve FISH Analiz Sonuglar
(Amp.: Amplifikasyon, Del: Delesyon)

Ornek | Derece | Evre | CEP17 CIN | AURKA AURKA AUKB
No Aberasyonu Amp.(Diisiik) | Amp.(Yiiksek) | Del.
1 Dusik | Ta - - - - -
2 Yiksek | T1 - - - - -
3 Dusik | Ta - - - - -
4 Disik | T1 - + - - -
5 Dusik | Ta - - - - -
6 Diisiik Ta - - - -
7*(1.6) | Dusik | Ta i - i i
8 Diisiik Ta - - - - -
9 Dusik | Ta - - - - -
10 Yiiksek | T2 - -
11°(1.6) | Disik | Ta . +
12 Yiiksek | T2 - - + - +
13 Yiiksek | Ta - + + - -
14 Dusik | Ta - - + - -
15 Yiksek | T4 - + + + -
167 (2.6) | Yiiksek | T2 = = - + -
17 Yiksek | T4 - o+ o+ i -
18 Dusik | Ta - - + - -
19 Yiksek | T1 - o+ o+ i -
20 Yiiksek | T2 - - + - -
21 Disik | Ta - - - - -
22*(2.06) | Yiksek | T1 - + - + -
23 Disik | Ta - - - - -
24 Yiiksek | Ta + - + -
25 Disik | Ta - - +
26 Disik | Ta - - - - -
27 Disik | Ta - - - - -
28 Disik | Ta - - - - -
29 Distik | Ta - - - - -
30 Disik | Ta - - - - -
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4.2.1. AURKA Gen Bolgesine Ait Bulgular

AURKA gen bdlgesi incelemelerinde, amplifikasyon degerlendirmeleri iki sekilde
gerceklestirilmistir;

3-4 kopyaya sahip olan hastalar diisiik amplifikasyon,

>4 kopyaya sahip olan hastalar yiiksek amplifikasyon

Bu degerlendirmeye gore hastalarm %30’u yiiksek amplifikasyon gosterirken,
%27’sinde diisiik amplifikasyon tespit edilmistir. Bu amplifikasyonlar olgularin timor

derecesi ve evresine bagli olarak degisiklik gostermistir.

Yiiksek dereceli mesane kanserine sahip 11 Ornegin %54,54’linde yiiksek
amplifikasyon, %63,63’ iinde ise diisiik amplifikasyon saptanmustir. 11 6rnek igerisinde

i¢ 6rnekte mozaik formda her iki amplifikasyon tipi de gézlenmistir.

Diisiik dereceli 19 6rnekte ise %10,52 oraninda diisiikk amplifikasyon ve ayni

oranda yliksek amplifikasyon gozlenmistir.

Olgularimizda gozlenen normal hiicreler ait FISH goriintiileri Sekil 4.3” de, distik

ve yiiksek amplifikasyonlara ait goriintiiler Sekil 4.4’ de gosterilmistir.

Tablo 4.3’°de AURKA amplifikasyonlarinin timor dereceleri, Tablo 4.4°de ise
klinik evreleri agisindan degerlendirilmeleri sonucunda hesaplanan yiizdelik oranlar ve

hasta sayilar1 gdsterilmistir.
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Tablo 4.3. AURKA gen bolgesine ait degisimlerin timdr derecesine gore

degerlendirilmesi
Patoloji AURKA Amp. + | AURKA Amp. + | AURKA Amp. -
(Diisiik) (Diisiik)
Diisiik Derece %10.52 (2/19) %10.52 (2/19) %78.94 (15/19)
Yiiksek Derece %54.54 (6/11) %63.63 (7/11) %9.09 (1/11)

Tablo 4.4. AURKA gen bélgesine ait degisimlerin timor evresine gore

degerlendirilmesi
Evre AURKA Amp. + | AURKA Amp. + | AURKA Amp. -
(Diisiik) (Diisiik)
pTa %15 (3/20) %15 (3/20) %70 (14/20)
pT1l %25 (1/4) %50 (2/4) %25 (1/4)
pT2 %50 (2/4) %50 (2/4) 0
pT4 %100 (2/2) %100 (2/2) 0
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Sekil 4.3. AURKA geni ve 20q11 igin normal hiicrelere sahip olgu 3’ e ait FISH goriintiisii
(20q11 yesil sinyal, AURKA kirmizi sinyal).

Sekil 4.4. AURKA geni diisiik amplifikasyona sahip olgu 18’e ait FISH gériintiisii ( a)

AURKA geni yiiksek amplifikasyona sahip olgu 10’a ait FISH goriintiisii (b)
(20q11 yesil sinyal, AURKA kirmiz sinyal)
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4.2.2. AURKB Gen Bolgesine Ait Bulgular

Calismamizda, olgularimizin %13,3’tinde AURKB genine ait delesyon gézlenmis
olup c¢alisma grubumuzda en az gozlenen anomalidir. Ayrica AURKB delesyonuna

sahip dort olgunun hepsi CIN pozitif olarak degerlendirilmistir.

Delesyon pozitif olarak degerlendirilen 4 hastanin iki tanesinde rekiirrens
gozlenmistir. Bu hastalarin birinde; gelen ilk Ornek diisiik derece Ta olarak
evrelendirilmistir. Bu olgunun ilk 6rneginde, AURKA yiiksek amplifikasyonu, CIN ve
AURKB delesyonu birlikte gozlenmistir. Ikinci &rnek, yiiksek derece T1 olarak
evrelendirilmistir. Bu ornekte de AURKA yiiksek amplifikasyonu ve CIN pozitifligi

saptanmigtir.

Rekiirrens gosteren ikinci olgunun ilk gelen ornegi igin diisiik derece Ta
evrelemesi yapilmistir. Yapilan FISH analizleri sonucunda AURKA yiiksek
amplifikasyonu, AURKB delesyonu ve CIN pozitifligi saptanmistir. Olguya ait olan
ikici Ornek ise yiiksek derece T2 olarak evrelendirilmis olup AURKA yiiksek

amplifikasyonu ve CIN pozitifligi gozlenmistir.

Rekiirrensin gozlendigi her iki olgunun ilk o6rneklerinde AURKB delesyonu,
yiksek AURKA amplifikasyonu ile birlikte gozlenirken, AURKB delesyonunun
gbzlendigi ve ¢alisma verilerinin degerlendirildigi doneme kadar rekiirrensin
gbzlenmedigi diger iki O6rnekte ise bu ortak bulguya rastlanmamistir. Bir diger ilging
bulgu da rekiirrensin gozlendigi iki olgunun yiiksek dereceli ikinci Orneklerinde

AURKB delesyonlarinin olmamasidir. Buradan AURKB delesyonunun erken evre
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anomalisi olabilecegi sOylenebilir ki Tablo 4.5’ de de gorildiigii gibi diisiik dereceli

timorlerde AURKB anomalisi goriilme orani daha yiiksektir.

AURKB delesyonunun tiimdr derecesine bagli olarak goriilme orani Tablo 4.5°de,

klinik evreye gore goriilme orani Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. AURKB gen bélgesine ait degisimlerim tiimor derecesine gore

degerlendirilmesi
Patoloji AURKB Del.+ AURKB Del.-
Diisiik Derece %15.78 (3/19) %85.22 (19/16)
Yiiksek Derece %9.09 (1/11) %90.91 (10/11)

Tablo 4.6. AURKB gen bolgesine ait degisimlerim timor evresine gore

degerlendirilmesi
Evre AURKB Del.+ AURKB Del.
pTa %15 (3/20) %85 (17/20)
pT1 0 %100 (4/4)
pT2 %25 (1/4) %75 (3/4)
pT4 0 %100 (2/2)
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Sekil 4.5. AURKB geni delesyonuna sahip olgu 11°e ait FISH goriintiisii

(CEP17 yesil sinyal, AURKB kirmizi sinyal)

4.2.3. Kromozomal Instabilitelere Ait Bulgular

Calismamizda kromozom 7, 10, 17 ve 20’ ye ait sayisal degisiklikler incelenmis

ve bu kromozomlara ait tigten dokuza kadar degisen sayisal varyantlar belirlenmistir.

Incelenen kromozomlardan, en az ikisine ait, iki farkli sayisal anomali igeren

olgular CIN pozitif olarak degerlendirilmistir.

Calisma grubumuzda kullandigimiz 30 Ornekten 13’tinde (%43), incelenen
kromozom sentromerlerine ve gen bdlgelerine ait sayisal anomaliler saptanmistir. Bu
olgularin tiimii incelenen kromozomlar agisindan farkli klon tipleri gostermektedir.

Ozelikle trizomik ve tetrazomik klonlarin birliktegi diisik derece tiimérlerde
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gozlenirken, yiiksek derece tiimorler de bu anomalilere ek olarak polizomik klonlarda

gozlenmektedir.

Calismamizda kromozomal instabilitelerin 6zellikle yiliksek tiimor derecesi ile
miktarmin arttig1 tespit edilmistir. Tetrazomik hiicreler ¢ogunlukla AURKB delesyonu
ile birlikte gozlenmistir. Bunun yanisira, CIN pozitif olarak degerlendirilen olgularin

%77’ sine AURKA amplifikasyonlarindan en az biri de eslik etmektedir.

Kromozomal instabilitelerin (CIN) tiimor derecesine bagli olarak goriilme orani

Tablo 4.7.” de, klinik evreye gore goriilme oran1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.7. Kromozomal instabilitelerin timor derecesine gore degerlendirilmesi

Patoloji CIN + CIN -
Diisiik Derece % 26.31(5/19) %73.68 (11/19)
Yiiksek Derece %72.72 (8/11) %27.28 (3/11)

Tablo 4.8. Kromozomal instabilitelerin tiimor evresine gore degerlendirilmesi

Evre CIN + CIN -
pTa %25 (6/20) %75 (14/20)
pTl %75 (3/4) %25 (1/4)
pT2 %50 (2/4) %50 (2/4)
pT4 %100 (2/2) 0
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Sekil 4.6. CIN+ olarak degerlendirilen olgu 15’e ait tetrazomi 20 ve polizomi 17 FISH gériintiisii
(20q11 yesil sinyal, AURKA kirmiz1 sinyal) (CEP17 yesil sinyal, AURKB kirmiz1 sinyal)

Sekil 4.7. CIN+ olarak degerlendirilen olgu 22’ye ait trizomi 17 ve polizomi 20 FISH
goruntiisi

(CEP17 yesil sinyal, AURKB kirmiz1 sinyal) (20q11 yesil sinyal, AURKA kirmiz1 sinyal)
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Sekil 4.8. CIN+ olarak degerlendirilen olgu 10’a ait tetrazomi 17 ve polizomi 7 FISH gériintiisii
(CEP 17 yesil sinyal, AURKB kirmizi sinyal) (CEP 7 yesil sinyal, EGFR kirmizi sinyal)

Sekil 4.9. CIN+ olarak degerlendirilen olgu 19’a ait trizomi 10 ve polizomi 20 FISH gériintiisii
(CEP 10 yesil sinyal, PTEN kirmizi sinyal) (20q11 yesil sinyal, AURKA kirmiz1 sinyal)
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4.2.4. CEP17 Aberasyonlarina Ait Bulgular

Calismamizda AURKB geni kopya sayisi degisikliklerinin yanisira, genin lokalize
oldugu kromozom 17°nin kopya sayist anomalileri de ayrica degerlendirilmistir.
AURKB geni kopya sayis1 degisikliklerinin sadece gene 6zgii mii, yoksa sentromer
diizeyinde bir anomali mi oldugunu acikliga kavusturmamiz gerekiyordu. Iki AURKB
floresan sinyal ile iki sentromer 17 sinyali normal olarak degerlendirilirken, ikKi
sentromer sinyaline ragmen bir AURKB sinyali gen delesyonu, >3 sentromer sinyali ise

kromozom 17 sentromer aberasyonu olarak yorumlanmustir.

Kromozom 17 sentromerik bdlge artiglar1 toplam 6 ornekte gozlenmis olup bu
artisglar AURKB gen bolgesini igermeyen artiglar olarak saptanmistir. Bu nedenle
hiicreler polizomik olarak degerlendirmeye alimmayip, CEP 17 aberasyonu olarak

yorumlanmistir.

Calismamizda CEP 17 aberasyonu pozitif olarak degerlendirilen 6 6rnek (%20)
mevcuttur. Bu 6rneklerin 3 tanesi diisiik dereceli tiimdre sahip, 3 tanesi yiiksek dereceli
tiimore sahip olgulara ait 6rneklerdi. CEP 17 aberasyonu pozitif olarak degerlendirilen
olgularin hepsi ayni zamanda CIN pozitifliginede sahip iken 5 6rnekte bu iki anomaliye
ek olarak AURKA yiiksek amplifikasyonu da gozlenmistir.

Tablo 4.9°da CEP17 aberasyonlarmnin olgularin tiimor dereceleri, Tablo 4.10°de
ise klinik evreleri agisindan degerlendirilmeleri sonucunda hesaplanan yiizdelik oranlar

ve hasta sayilar1 gosterilmistir.
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Tablo 4.9. CEP 17 artiglarinin tiimor derecesine gore degerlendirilmesi

Patoloji CEP 17 Artis1 + CEP 17 Artis1 -
Diisiik Derece % 15.78 (3/19) %84.22 (16/19)
Yiiksek Derece %72.73 (3/11) %27.27 (8/11)

Tablo 4.10. CEP17 artislarinin tiimor evresine gore degerlendirilmesi

Evre CEP 17 Artist + CEP 17 Artist -
pTa %20 (4/20) %80 (16/20)
pTl 0 %100 (4/4)
pT2 %50 (2/4) %50 (2/4)
pT4 0 %100 (2/2)
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Sekil 4.10. Olgu 24 ‘e ait CEP17 Aberasyonu FISH gbriintiisii

(CEP17 yesil sinyal, AURKB kirmiz1 sinyal)

Sekil 4.11. Olgu 16 ‘ya ait CEP17 Aberasyonu FISH goriintiisii

(CEP17 yesil sinyal, AURKB kirmiz1 sinyal)
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4.2.5. Patolojik Bulgular ile FISH Bulgularimin Karsilastiriimasi

Caliymamizda 28 olguya ait 30 mesane yikama Orneginin histopatolojik
siniflamalar1 Tablo 4.1° de verilmistir. 30 drnege ait patolojik incelemelerde 6rneklerin

tamamina iirotelyol karsinom tanis1 konulmustur.

Yiiksek derece mesane karsinomuna sahip olgularda AURKA amplifikasyonlari

ve CIN pozitifligi diisiik derece olgulara oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.3. Istatiksel Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda tespit edilen genetik anomaliler, histolojik derece ve tiimor
evrelerinin degerlendirmesi i¢cin SPSS 15.0 istatistik programi kullanilmistir. Fisher’s
Exact Testine gore p degerleri hesaplanmistir. Ayrica klinik evre ve genetik

anomalilerin karsilastirilmas: Two-Sample Kolmogorov-Smirnov Testi ile yapilmustir.

Tim bu parametrelere gore elde edilen istatistiksel sonuglar degerlendirildiginde,
klinik evre ile CIN, AURKA yiiksek amplifikasyonu, AURKA diisiik amplifikasyonu,
AURKB delesyonu ve CEP17 aberasyonlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
gozlenmemistir (P>0.05).

Yapilan istatistiksel calismada olgularin tiimor dereceleri ile bulgularin
karsilagtirmas1 sonucu bazi parametreler ve tiimor derecesi arasinda anlamli sonuglar

elde edilmistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Timor Derecesi ve klinik evre ile FISH bulgularmin istatistiksel

degerlendirmesi

Patoloji | CEP17 CIN AURKA AURKA AURKB
Aberasyonu Amp.(Yiiksek) Amp.(Diisiik) Del.

Derece p >0.05 P <0.025 | P <0.001 P <0.025 P>0.05

Evre p>0.05 |P>0.05 |P>0.05 P >0.05 P >0.05

AURKA amplifikasyonlarinin  diger

FISH bulgular1 ile Kkarsilastirilmasi

sonucunda, AURKA yiiksek amplifikasyonlarmin CIN ve CEP 17 aberasyonlar1 ile

birlikteligi anlamli olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. AURKA amplifikasyonlarmin diger parametreler ile istatistiksel

degerlendirmesi

CIN CEP17Aberasyonu | AURKB Del.
AURKA Amp P <0.001 P <0.05 P >0.05
(Yiiksek)
AURKA Amp P >0.05 P >0.05 P >0.05
(Diisiik)
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5.TARTISMA

Mesane lirotelyal karsinomlari tiim kanserler arasinda %3.2 oraninda saptanmakta
olup erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir (43). Tim kanserler arasinda
mesane kanseri, tanidan 6liime kadar gecen siire¢ icerisinde hasta basma diisen medikal
maliyetin en yliksek oldugu kanser tipidir. Bu kadar yiiksek harcama rekiirrens oraninin
yiliksek olmasi ve bir boliimiiniin progresyonu nedeniyle yapilan medikal tedavilerden
kaynaklanmaktadir. Erken tanm1 ve Oncli lezyonlarin belirlenmesi harcamalarin

azalmasini ve morbidite/mortalite oranlarinin azalmasini saglayacaktir

Tan aninda yaklasik olarak % 70 olgu non-invazivdir ve bunlarin sadece %5-
10’u infiltratif tiimore ilerlemektedir. Olgularm %50-80’ninde lokal rekiirrens, %10-

20’sinde progresyon gozlenmektedir (10,11).

Urotelyal karsinomlar ¢ogunlukla farkli morfolojik ve klinik &zelliklere sahip
heterojen hiicre populasyonlar1 karigimidir. Timorler lokal olarak tekrarlama
egilimindedirler fakat kasa invazyon ya da metastaz sikligi oldukc¢a diistiktiir. Radikal
sistektomi ve sistemik terapiye ragmen invaziv tiimorlerin % 50 kadari metastaz
nedeniyle dlmektedirler. lk tedavi sonrasi hastalar igin ii¢ temel risk bulunur. Bunlar
timor rekiirrensi, ileri evre /dereceye ilerleme ve tiimor metastazidir. Konvansiyonel
klinik ve patolojik degerler tliimorleri derecelendirmek ve evrelemek icin
kullanilmaktadir ve klinik seyir hakkinda varsayimlarda bulunulmaktadir. Ancak bu
degerlerin tahmin derecesi smirli kalmakta, bireysel riskler hakkinda bilgi
verememektedirler. Bu nedenle son yillarda tani, tiimor klasifikasyonu, prognoz ve
tedaviye verilen bireysel yanitlara iliskin molekiiler diizeydeki marker arayislarinda
biiyiik gelismeler dikkati ¢ekmektedir. Bununla beraber, mesane kanserinde

biyomarkerlerin nasil etkin bir sekilde kullanilabilecegine iligkin bilgilerimiz heniiz ¢ok
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yetersizdir. Mesane kanserlerinde arastirilan yeni molekiiler belirtegler hem klinik

seyrin takibine, hemde gelistirilecek yeni tedavi yaklagimlarina 11k tutacaktir.

Calismamizda 28 olgudan aliman 30 mesane yikama sivisinda AURKA ve
AURKB genlerine ait degisimler ile CIN durumu FISH yontemi ile incelenmis ve

sonuglar literatiir esliginde tartigilmistir.

5.1. FISH Yontemi ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

5.1.1. AURKA Gen Degisimlerinin Tiimor Evre ve Derecesi ile Baglantisinin

Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

Calismamizda AURKA gen bolgesi i¢in tespit edilmis amplifikasyonlar Park ve

arkadaslarinin yaptiklari caligma referans alinarak iki grupta incelenmistir.

Park ve arkadaslarinmin, 2008 yilinda mesane kanser tanis1 almis hastalarin iirin
sedimentleri ve mesane tiimorlerini kullanarak AURKA gen kopya sayisindaki artisin
ve asir1 ekspresyonunun mesane kanserini belirlemede kullanilabilecek bir biyomarker
olup olmadigini saptamak amaciyla; 23 mesane tiimorii, 7 kontrol grubu olgusu ve 100
mesane kanserli hastadan alinan idrar 6rnegi ve 148 kontrol grubu olgusu ile yapilan
calismada RT-PCR, FISH ve immunohistokimyasal analizlerden yararlanmistir.
AURKA gen ekspresyon seviyesinin yiiksek timor derecesi ve andploidilerle iliskili
oldugu saptanmustir. Yapilan caligmada amplifikasyon degerlendirmesi iki sekilde
yapilmustir. Hiicrede 3 yada 4 kopya diisiik amplifikasyon olarak degerlendirilirken,

4’ten fazla kopya sayilar1 yliksek amplifikasyon olarak yorumlanmistir. Diisiik derece
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karsinomaya sahip olgularin amplifikasyon diizeylerinin, yiiksek derece karsinomlara
sahip olgularm amplifikasyon diizeylerine gore cok daha az oldugu gozlenmistir.
Kontrol 6rneklerinde AURKA gen sayist normal olarak degerlendirilmistir. AURKA
gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonunun yiiksek dereceli mesane kanseriyle iliskili
oldugu saptanmistir. Ek olarak yapilan ¢aligmanin bulgularina dayanilarak, AURKA
FISH testinin mesane kanserini belirlemek agisindan sitolojiden daha etkili olabilecegi

sonucuna varilmistir (47).

Calismamizda, 19 tanesi diisiik dereceli, 11 tanesi yiiksek dereceli tiimor olarak
degerlendirilen 30 mesane yikama sivisi ¢alismaya dahil edilmistir. Yiiksek derece
karsinomaya sahip olgularin sadece bir tanesi disinda hepsi amplifikasyon pozitif olarak
degerlendirilmistir. Amplifikasyon negatif olarak degerlendirilen bu olguya ait mesane
yikama sivisinin kanli olmasi ve incelenen hiicrelerin lenfosit hiicrelerine benzerlik
gostermesi sebebiyle, normal olarak degerlendirilen bu hiicrelerin lenfosit oldugu

stiphesi dogmustur.

Calismamizda, Park ve arkadaglarinin bulgularina paralel olarak AURKA
amplifikasyonlarinin yiiksek timor derecesi ile iliskili oldugu, tiimor derecesi arttikga
amplifikasyon miktarinda da belirgin bir artis oldugu tespit edilmistir. Calismamiz,
mesane yikama sivisinda bulunan iirotelyal hiicrelerde FISH testinin etkinli§ine ve
cerrahi yontemlerlerle kiyaslandiginda, non invaziv denilebilecek bu yontemle timor

markerlarinin incelenebilirligine dikkat ¢ceken bir ¢alismadir.

Schultz ve arkadaglar: 2007 yilinda STK15 (AURKA) T91A polimorfizmlerinin
ve MRNA ekspresyonlarmin iirotelyal karsinomlardaki prognostik roliinii saptamak
amaciyla 103 irotelyal karsinom tanist almig hasta iizerinde RT-PCR yontemi

kullanarak bir ¢alisma yapmiglardir. Toplam 62 Ta, 20 T1, 21 T2 ve istii evreye sahip
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olgunun o6rneklerini Kkullanarak yapilan g¢alismada, STK15 ekspresyon seviyesinin
invaziv ve yiiksek dereceli tiimorlerde anlamli oranda arttigini gézlemlemislerdir. Ek
olarak yiizeyel tiimorlere sahip ve rekiirrens gosteren hastalarda, rekiirrens gostermeyen
hastalara oranla yiiksek STK15 ekspresyonu tespit etmiglerdir. Ayni zamanda Ta
tiimorlere sahip olgulari yiiksek STK15 mRNA seviyesi gdstermesi durumunda, timér
progresyon hizinda artis gozlenmistir. Bu bulgular esliginde yiiksek STK15 mRNA
seviyesine sahip trotelyal karsinom vakalarinin, diisik mRNA seviyesine sahip
vakalarla karsilastirildiginda daha kotii bir hastalik seyri gdsterecegi sonucuna
vartlmistir. Yiiksek STK15 mRNA seviyesi gosteren olgular icin, daha siddetli bir
tedavi gerekliliginin ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir (54).

Compérat ve arkadaglar: agresivitesi farkli evrelerde olan yiizeyel mesane tiimor
dokularinda, Aurora-A ve MIB-1 ekspresyonunu arastirmak ve bu iki belirtecin timor
rekiirrensindeki  6zgiilligii ve duyarhiligini  belirlemek amaciyla bir ¢alisma
yapmiglardir. Mesane kanseri tanist almig 128 olgu calismaya dahil edilmistir. 128
olgunun 90 tanesinde Aurora-A immun boyamasi pozitif olarak tespit edilmistir.
Relapst olan 58 tiimordeki Aurora-A asir1 ekspresyonuna karst %12°lik orandaki
timorde relaps goriilmemistir. Calismada Aurora-A immun boyamasmin pTa mesane
timorlerinde iyi bir oncii marker oldugu desteklenmektedir. Elde edilen sonuglar ile
arastiricilar, Aurora-A ekspresyonunun hasta izleniminde kullanilabilir bir ayrag
oldugunu ve Aurora-A negatif tiimorlerde daha az siklikta rutin kontrollerin gerektigini
vurgulamiglardir. Erken evrelerde bu belirtecin ekspresyonunun ¢ok onemli pozitif

prediktif deger igerdigi sonucuna varilmistir (14).

Lei ve arkadaglari 2010 yilinda yaptiklar1 g¢alismada Aurora —A gen
ekspresyonunun mesane kanserinde prognostik bir faktér olup olmadigin

arastirmiglardir. Calismada 96 mesane kanserli olguda ve 20 kontrol olgusunda RT-
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PCR yontemi kullanilarak Aurora A gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Daha
sonra bu Ornekler immunohistokimya analizleri ile de degerlendirilmistir. Caligma
sonucunda, mesane kanserli olgulardaki Aurora A mRNA seviyesinin normal kontrol
olgularina nazaran ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir. Yiikksek dereceli olgularda Aurora
A protein ekspresyonun, diisiik dereceli olgulara oranla ¢ok daha fazla oldugu
istatistiksel olarak tespit edilmistir. Bunun yanisira evresi daha yiiksek olan olgularda da
Aurora A mRNA seviyesinin, diisiikk evreli olgularla karsilastirildiginda daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ancak yas ve cinsiyetle herhangi bir baglant1 kurulamamistir.
Aurora A protein ekspresyonunun, mesane karsinomlarmimn progresyonunda bagimsiz

bir 6ngoriicii olabilecegi sonucuna varilmistir (41).

Calismamizda tiimor evresi ve AURKA amplifikasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir anlam bulunamamistir. Ancak ¢alismada kullanilan olgu sayisi
azligimin bu duruma sebep oldugu soylenebilir. Ciinkii tiimoér evresi ve AURKA
amplifikasyonlar1 birlikte degerlendirildiginde, oran olarak oldukc¢a anlamli sonuglar
elde edilmistir. Lei ve arkadaslarinin bulgularina paralel olarak yiiksek derece kasa

invaze olgularda, AURKA amplifikasyonu pozitif olarak gozlenmistir.

Bulgular boliimiinde belirtigi ilizere Ta olarak evrelendirilmis olgularin 4
tanesinde, AURKA amplifikasyonu pozitif olarak tespit edilmistir. Bu olgulardan 2
tanesi rekiirrens gosteren olgulardir. Diisiik derece ve Ta olarak evrelendirilen bu
olgularin, her ikisi de ilk drneklerinde yiiksek amplifikasyon gdstermislerdir. Ikinci
ornekleri yiiksek derece tiimor olarak siniflandirilmis, evrelemeleri ise T1 ve T2 olan bu
orneklerde amplifikasyon miktarlarinda artis ve ilave anomaliler tespit edilmistir.
Rekiirrens gosterecek olan Ta evreli olgularda AURKA amplifikasyonu pozitif olarak
degerlendirilmistir. Bu bulgular esliginde erken evre mesane tiimorlerinde goézlenen

AURKA amplifikasyonlarinin kotii hastalik seyrine isaret eden bir ipucu verdigi
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sOylenebilir. Bu veriler ¢ergevesinde calismamiz Schultz ve arkadaslarinin ayni

zamanda Compérat ve arkadaslarinin bulgularini destekler niteliktedir.

Ozellikle Ta tiimorlerde AURKA amplifikasyonlarinm saptanmasimin, erken tani
ve hastaligin seyrini onceden belirlemek acisindan 6nemli bir bulgu olabilecegini
diistinmekteyiz. Ancak rekiirrens olgu sayisinin azlig1 sebebiyle bu durum istatistiksel
verilere yansimamaktadir. Olgu sayis1 arttirilarak daha anlamli ve mutlak sonuclar elde

edilebilir. Ayrica ¢calisma verilerimiz protein analiz ¢alismalariyla desteklenmelidir.

Compérat ve arkadaslart 2009 yilinda Aurora A, MIB-1, P53 ve survivin
ekspresyon seviyelerinin papiller mesane karsinomlarinda klinik sonuglarini, timor
progresyonu iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla bir calisma yapmislardir.
Calismaya 18 hasta dahil edilmistir. Bu hastalardan biri pTa , ikisi pT1, ikisi pT2,
dordi pT3 ve sekizi pT4 olarak siniflandirilmistir. T4 tiimorlerin 4 tanesinde prostat
tutulumunun mevcut oldugu bildirilmistir. Yapilan immunohistokimyasal analiz sonucu
Aurora A’nin asir1 ekspresyonu biitiin olgularda gézlenmistir. Hastalarin %77 sinde
Survivin, %67 sinde MIB1 ve P53’iin asir1 ekspresyonu saptanmistir. Sonug olarak
Aurora A’nin artnms ekspresyonunun papiller karsinomlarda kotii prognoz olarak
degerlendirilebilecegi ve mesane kanserleri i¢in hastaligin progresyonu hakkinda bilgi

verici olabilecegi sonucuna varilmistir (15).

Calismamizda T4 evresi almis iki olgunun her ikisinde de prostat tutulumu
mevcut olmakla birlikte, bu iki olguda AURKA diisiik ve yiiksek amplifikasyonlari
birlikte gozlenirken, amplifikasyon seviyeleri diger olgulara gore ¢ok yiiksek
diizeylerdeydi. Ta olgularin % 30’unda ,T1 ve T2 evrelemesi yapilan olgularin ise
hepsinde amplifikasyon tiplerinden en az biri gozlenmistir. Bu bulgu AURKA

amplifikasyonlarmnim, timdr derecesi kadar tiimor evresi yiikseldik¢e de miktar1 artan
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bir anomali oldugu gorisiinii destekler nitelikte olup Compérat ve arkadaslarinin

bulgularina benzerlik gostermektedir.

Calismamizdaki verilere dayanarak AURKA gen degisimlerinin mesane
karsinomlarinda prognostik bir 6neme sahip oldugu ve rutin olarak kullaniminin etkili
olabilecegi soylenebilir Ancak olgu sayisi arttirilarak yapilacak g¢alismalardan daha
giivenilir sonuglar alinacagi goriisiindeyiz. Olgu sayismin artirilmasmin yani sira
calismamiz, AURKA amplifikasyon ve asir1 ekpresyon diizeylerinin korelasyonunu
saptamak amaciyla mutlaka immiinohistokimsayal ya da diger ekspresyon analizleri ile
desteklenmelidir.

5.1.2. AURKA Gen Degisimlerinin Kromozomal Instabiliteler ile

Baglantisinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

AURKA mitozda gorevli 6onemli bir gendir. Bu gendeki degisimler mesane
kanserini de kapsayan bir ¢ok kanser tiirlinde ¢oklu sentromer igeren poliploid
hiicrelerin olusumuna sebep olarak, kromozomal instabilitelere neden olmaktadirlar
(28).

Calismamizda AURKA amplifikasyonlar1 ve kromozomal instabiliteler arasinda

yiiksek korelasyon gozlenmis ve bulgular literatiir esliginde tartisilmistir.

Sen ve arkadagslari 2002 yilinda mesane kanserli olgularin tiimdr orneklerini
kullanarak STK15 gen kopya sayismin ve/veya protein ekspresyon farkliliklarinin
andploidilerle baglantisini, klinik olarak mesane kanseri lizerinde etkisini saptamak

amaciyla yaptiklar1 caligmada, Southern Blot, FISH ve immunohistokimyasal analizler
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kullanilmistir. Yapilan FISH analizinde 21 6rnekte kromozom 3, 17 ve 21 sentromerik

bolgeleri ile 20q13 degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada amplifikasyon degerlendirmeleri iki sekilde yapilmustir;

Ug yada dort kopya goriilen gen bolgesi diisiik amplifikasyon, dortten fazla kopya
goriilen gen bolgesi ise yiliksek amplifikasyon olarak degerlendirilmistir. STK15 gen
kopyasi sayisinda diploid- yakin diploid (neardiploid) ve andploid tiimdrler arasinda
onemli derecede fark gbzlemlemislerdir. Diploid—yakm diploid tiimorlerde, olgularin
neredeyse %40-%50 kadar1 ti¢ ya da dort STK15 gen kopyasi tasirken, sadece %2-20
kadar1 4’ten fazla gen kopyasi tasidiklarmi, buna karsilik yiiksek dereceli andploid
timorlerin en az %20 oraninda 4’ten fazla kopya sayisi tasidigini tespit etmislerdir. Gen
amplifikasyonunun arttig1 olgularda yiiksek derece andploidi oran1 gozlenmistir. Sonug
olarak STK15 geninin kromozomal instabilliteleri 6nlemek igin terapdtik bir hedef ayni
zamanda erken teshis i¢in Onemli bir prognostik faktér olabilecegi Ssonucuna

varmiglardir (55).

Calismamizda CIN pozitif olarak degerlendirilen olgularin % 77° sinde AURKA
amplifikasyonu gézlenmistir. Ancak geriye kalan olgularda kromozomal instabiliteler
nedeniyle de AURKA asir1 ekpresyonu beklenebilir. Diploid hiicrelerde gozlenen diistik
amplifikasyon oran1 % 13, 33 olarak hesaplanmistir. Fakat diploid hiicreye sahip hi¢ bir
olguda yiiksek amplifikasyona rastlanmamistr. AURKA yiiksek amplifikasyonu

gosteren olgularin hepsi ayn1 zamanda CIN pozitif olarak degerlendirilen olgulardir.

Calismamizin  verileri, Sen ve arkadaglarmm bulgularma  benzerlik
gostermektedir. AURKA yiiksek amplifikasyonlar: ve CIN arasinda istatistiksel olarak
anlamli  sonuglar almmustir. (Tablo 4.12) Calismamiz sonucunda, AURKA

amplifikasyonlarinin diisiik derece tiimorlerde de gozlenmesi, yiiksek derece tiimorlerde
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amplifikasyon diizeyinde artis saptanmasi ve bu amplifikasyonlarin CIN ile istatistiksel
olarak anlamli bulunmasi disiiniildiigiinde, AURKA amplifikasyonlarinin agresif

fenotipe isaret eden andploid hiicre gelisimini tetikledigini diistindrmektedir.

Fraizer ve arkadaglart mesane kanseri hiicre serilerinde Aurora A ekspresyon
seviyelerinin, kromozomal instabilitelere etkisininin olup olmadigini anlamak amaciyla
bir ¢aligma planlamiglardir. Calismada immunohistokimyasal boyamalar, Northern ve
Western blot analizleri kullanilmistir. Yapilan calisma sonucunda, Aurora A asiri
ekspresyonu gosteren hiicre serilerinde, ileri derecede kromozomal instabilitelere
rastlanmigtir. Ek olarak 20q amplifikasyonuna sahip 6liimsiiz E7 hiicrelerinde , 20q
amplifikasyonu saptanmayan E6 hiicre serilerine gére Aurora A overekspresyon
seviyesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular esliginde T3 mesane tiimdrlerinde,
yiizeyel mesane tlimorlerine oranla, ¢ok daha fazla Aurora A m RNA miktar1 oldugu

kanismna varilmistir (26).

Yamamato ve arkadaslar: 2006 yilinda mesane kanserinde CIN ve MSI arasindaki
farkliliklar1 ve genetik instabilitelerdeki roliinii anlamak amaciyla 100 mesane kanserli
olgudan alinan 6rneklerle yaptiklar1 ¢alismada immunohistokimyasal ve FISH yontemi
kullanmislardr.  MLH1, MSH2, Aurora-A ve pb3 protein  analizleri,
immunohistokimyasal yontemlerle gergeklestirilmis, FISH yontemi ile kromozom 7, 9,

17 ve 20q13 degisimleri incelenmistir.

Yapilan analizler sonucunda 49 olguda sentromerik sinyallerin degisik varyantlari
g6zlenmistir. Toplam 64 vakada sentrozom amplifikasyonu, 65 vakada Aurora A’ nin
asir1 ekspresyonu rapor edilmistir. Kromozom 20q13 kopya sayis1 42 tiimorde artig
gosterirken, DNA andéploidileri 47 olguda saptanmistir. Kromozom 20q13 kazanimi ve

sentrozom amplifikasyonu arasindaki iligkiyi kurmak amaciyla hastalar1 3 grup halinde
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incelemislerdir. Birinci grupta bulunan hastalarin hepsinde kromozom 20q13 kazanimi,
sentrozom amplifikasyonu ve Aurora A’nin asir1 ekspresyonu gozlenmistir. Ikinci
gruptaki hastalarda sentrozom amplifikasyonu pozitif, kromozom 20q13 kazanimi
negatif olarak bildirilmistir. Ugiincii gruptaki hastalarda ise sentrozom amplifikasyonu
ve kromozom 20q13 kazanimi negatif olarak gézlenmistir. Bu ii¢ grup arasinda CIN
sikligi agisindan Onemli farkliliklar gozlenmistir. Birinci gruptaki timorler, DNA
anoploidilerini yiiksek siklikta gostermekle birlikte diger gruplara nazaran daha yiiksek
tiimdr derecesi ve ilerlemis tiimor evresine sahiptirler. Uciincii gruptaki tiimorlerde ise
diger gruplara nazaran tiimoriin derecesinin ilerleme riskinin daha az oldugu sonucuna
varmiglardir. Kromozom 20q13 kazanimi olan biitiin timérlere, Aurora A’nin asiri
ekspresyonu ve sentrozom amplifikasyonu eslik  etmektedir. Kromozom 20913
kazanmmi pTa tiimorlerin sadace %7 sinde gozlenirken, lamina propira ve kasa invaze
olan tiimorlerin %92 sinde gozlenmistir. Bu klinikopatolojik ve molekiiler farkliliklar
kromozom 20ql13 kazanimi olan yada olmayan tiimorler arasinda belirgindir.
Kromozom 20ql3 kazanimi, Aurora A asm1 ekspresyonu Ve sentrozom
amplifikasyonundan kaynakli CIN’ ler, yiikksek malign mesane tiimorleriyle iliskilidir.
Sonug olarak mesane kanserinde CIN’le iliskili molekiiler markerlarin galisildigi bu
calismada, sentrozom amplifikasyonun hastalik progresyonu i¢in gii¢lii bir ongoriicii

oldugu sonucuna ulasilmistir (68)

Bulgular boliimiinde belirtigi lizere ¢alismamizda, 20 Ta evreli tlimore sahip
olgudan alinmig mesane yikama sivilarinin % 15’inde diisiik amplifikasyon ve yine ayni
oranda yiiksek amplifikasyon saptanmistir. Fakat Ta disindaki diger evrelere sahip
timorlerin, %70’1 AURKA amplifikasyonlarindan en az birini gdstermektedir. Olgu
sayisinin azlig1 nedeniyle, oranlarda kiigiik degisiklikler olmakla birlikte ¢alismamiz

Yamamato ve arkadaslarmin bulgularma yakmlik gostermektedir.
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Calismamiz, Ozellikle T4 tiimore sahip olgularda AURKA amplifikasyonlarinin
her ikisinin birden gdzlenmesi ve bu olgularda CIN pozitifliginin de mevcut olmasi,
ayni zamanda yiliksek dereceli olgularin %72,72’sinde CIN pozitifliginin saptanmasina
dayanarak timor derecesi kadar evresi arttikca da anomali miktarinda belirgin artis
gozlendigi goriisiinii desteklemektedir. Bu bulgular esliginde ¢alismamiz Fraizer ve

arkadaslarinin verileriyle uyum i¢indedir.

Calismamiz sonucunda erken evre mesane karsinomlarinda 6zellikle Ta tiimore
sahip olgularda, AURKA amplifikasyonlarmin daha sonradan gelisecek ve agresif

fenotip belirteci CIN’ lerin habercisi niteliginde oldugu sdylenebilir.

5.1.3. AURKB ve AURKA Gen Degisimlerinin Literatiir Bilgileriyle

Karsilastirilmasi

Bufo ve arkadaslart 2010 yilinda farkli derece ve evredeki mesane kanserine
sahip olgularin Aurora A ve Aurora B proteinlerindeki degisimlerin klinik ve patolojik
parametlerle iliskisini saptamak amaciyla yaptiklari ¢alismada, mesane kanseri hiicre
serilerindeki ekspresyon analizleri igin Western Blot yontemini kullanmislardir. 85
olguda Aurora A ve B ekspresyon analizleri i¢in daha sonra immunohistokimyasal
analizler gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, Aurora A ‘nin yiiksek
ekspresyonu ile yiiksek dereceli ve ileri evre tiimorler arasinda 6nemli derecede
korelasyon gozlenmistir. Aurora B artmus ekspresyonu ise hem diisiik dereceli
tiimorlerde hemde yiiksek dereceli tiimorlerde gozlenmistir. Yas ve cinsiyet acisindan
ise herhangi bir anlam goézlenmemistir. Bu bulgular gostermektedir ki; Aurora A ve
Aurora B mesane kanseri tiimorogenezinde Onemli bir basamaktir ve spesifik anti

mitotik ajanlar kullanilarak hedef terapiler gelistirilebilir (8)
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Calismamizda, AURKA gen amplifikasyonu ve yiiksek dereceli tiimdrler
arasindaki iligki, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Timoér evresi ve
amplifikasyonlar arasinda istatiksel olarak bir anlam saptanmamig olmasina ragmen, bu
durum o6rnek sayisi azligi ve Orneklerin evre dagilimlarinin orantisiz olmasina
baglanabilir. Bu agidan bakildiginda ¢alismamizin AURKA amplifikasyonlar: ile ilgili
olan bulgular1 Bufo ve arkadaslarinin bulgularina paralellik gostermektedir. Ancak
calismamizda Bufo ve arkadaslarindan farkli olarak, calisilan 30 Ornegin 4’{inde
AURKB genine ait delesyon saptanmistir. Delesyon saptanan olgularm 3 tanesi diisiik
derece Ta, bir tanesi ise yiiksek derece T1 olarak siniflandirilmistir. Ayn1 zamanda
delesyon pozitif olan diisiik dereceli ve Ta tiimdre sahip olgularm hepsinde CIN
pozitifligide gozlenmistir. Calismamizda kullanilan teknik sadece kromozomal
degisimleri inceleyen bir tekniktir. Bufo ve arkadaslarinin saptadigi AURKB asir1
ekspresyonunun, olgularimizda kromozomal instabilitelerden kaynakli artmus
ekspresyon olabilecegini ancak bu goriisiin desteklenmesi igin olgularimizda mutlaka

ekspresyon calismalar1 yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bruyere ve arkadaslari 2008 yilinda Aurora kinaz ailesi iiyelerinin ekspresyon
degisikliklerini mesane tiimorlii olgularda inceleyip rekiirrens ile ilgilerini, patolojik ve
onkolojik 6zelliklerini karsilastirmay1 amaglayarak yaptiklari ¢alismada 73 kasa invaze
olmayan tretelyal karsinom tanis1 almig 6rnek kullanilmistir. Bu 6rneklerden 12 tanesi
diisiik malign potansiyelli tirotelyal lezyon, 52 tanesi diisiik derece iirotelyal karsinom,
9 tanesi yiiksek derece lirotelyal karsinom tanis1 almistir. Bu olgular tizerinde Aurora A
ve, Aurora B ekpresyon paternleri incelenmistir. Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B‘nin
asir1 ekspresyonu ile tiimor rekiirrensi arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlam
gozlenmemistir. Ancak G1 kontrol noktast bozukluklarinda, Aurora kinaz A
overekpresyonu gozlenen olgularin tiimor rekiirrensine egilim gosterdigi saptanmustir.

G1 kontrol noktasi bozuklugu tespit edilen, Aurora B’nin asir1 ekspresyonuna sahip
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tiimorlerde bu asir1 ekspresyonun, olgular1 rekiirrensten korudugu tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak Ozellikle Aurora Kinaz B inhibitorleri kullaniminin yiizeyel mesane

kanserlerinde kullanimlarinin zararh olabilecegi sonucuna ulagmislardir (7).

Caligmamizda  rekiirrens olgu  sayismin  azligi  nedeniyle = AURKA
amplifikasyonlar1  ve timor rekiirrensi arasinda istatistiksel  bir  ¢aligma
gerceklestirilememistir. Ancak iki rekiirrens gosteren olgunun ikisininde ilk 6rnekleri
diisiik derece Ta olarak evrelendirilip, her ikisindede yiiksek amplifikasyon gozlenmesi
ve ikinci Orneklerinde amplifikasyon miktarindaki artigla birlikte ilave anomalilerin
gozlenmesi timor rekiirrensi  igin  belirleyici  bir marker olabilecegini
disiindiirmektedir. Ancak olgularin detayli bilgilerine ulasilamadigindan, bu siire i¢inde
tedavi goriip géormedikleri bilinmemektedir. Bu bilgiler esliginde daha siki baglantilar
kurulmasi muhtemeldir. Ayrica Bruyere ve arkadaglarinin saptadigi gibi G1 noktasi
bozuklugunun tespit edilmesi i¢in ¢alismamizin ilerleyen asamalarinda bu kontrol
noktasinda gorevli genler icinde analizlerin planlanmasi, bu yolagin mesane

kanserindeki degisimlerini saptamak acisindan faydali olabilir.

Calismamizda gozlenen ilging bir bulgu da, bu iki rekiirrens olgunun ilk
orneklerinde  AURKB delesyonununda bulunmasidir. ikinci 6rneklerde AURKB
delesyonu gozlenmemis fakat artmis CIN ve AURKA amplifikasyonu gozlenmistir. Bu
yonleriyle calismamiz Bruyere ve arkadaslarinin bulgulariyla uyum gostermemistir.
Ancak ¢alismamizda AURKB delesyonu gozlenen olgularda 17p’ye ait bir baska bolge
incelenmemistir. Bu yiizden bu delesyonun sadece AURKB gen bdlgesini igeren bir
delesyonmu yoksa mesane karsinomlarinda siklikla gézlenen 17p kaybimi oldugu
netlestirilememis, 17p’yi iceren farkli prob setleri kullanilarak ¢alismanin desteklenmesi
gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Calismamizda gozlenen AURKB allel kaybmin

netlestirilmesi durumunda diisiik dozda ekspresyonun olmasi gercegine bagli olarak
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iriin azlig1 olusabilecegi, AURKB inhibitdér kullaniminin yaratabilecegi sorunlara

dikkat ¢ekmesi ac¢isindan 6nemli olacaktir.

NIR fiziksel olarak P53 ile etkilesime girerek P53’ iin transkripsiyonel aktivitesini
baskilayan bir repressordiir. Ancak bu mekanizma heniiz tam olarak agikliga
kavusmamustir. 2011 yilinda Wu ve arkadagslar: proteomik tekniklerle NIR’m yeni bir
baglanma partneri olarak Aurora B’yi tanimlamislardir. Arastiricilar Aurora B’nin
NIR’a baglandigi bolgede Aurora B, NIR ve P53’lin protein kompleksi halinde
bulunduklarmi gostermislerdir. Ayn1 zamanda, Aurora B’nin yada NIR’m asir
ekspresyonunun P53’iin transkripsiyonel aktivitesini baskiladigini, Aurora B yada NIR
azalmasinin ise P53’e bagl apoptozise sebep oldugunu gostermislerdir. Bunun yani sira
Aurora B’ nin P53°1 farkl bolgelerinden fosforilledigini in vitro olarak gostermislerdir.
Aurora B aracili Ser(269) yada Thr(284) fosforilasyonunun P53’{in transkripsiyonel
aktivitesini negatif yonde etkiledigini diisiinmektedirler. Sonug olarak arastiricilar NIR

aracilt P53 baskilanmasmim, P53 regiilasyonunda ek bir yolak oldugunu

desteklemektedir (67).

Calismamizda AURKB delesyonunun baska bir anomali olmadan tek basina
bulundugu bir olgu yoktur. Delesyon pozitif vakalarimizda, 6zellikle CIN pozitifliginin
mevcudiyeti de gozlenmektedir. Bu durumun AURKB’nin sitokinez iizerindeki
etkisinin kayb1 ile ortaya ¢iktig1 diistiniilebilecegi gibi, mesane karsinomlarinda siklikla
gozlenen 17p kaybi ile gozlenen P53 delesyonu ile de ortaya ¢ikmasi muhtemeldir.
Ayrica Wu ve arkadaglarimm bulgular1 ¢alismamiza baska agidan bakmaya da fayda
saglamigtir. AURKB’nin P53 iizerindeki indirekt etkisini Wu ve arkadaslari
calismalarinda gostermislerdir. AURKB delesyonunun P53’iin baskilanmasi ile de
kromozomal instabiliteler ortaya ¢ikarabilecegi ve olgularimizda saptanan CIN ve

AURKB birlikteliginin bir sebebinin de apoptozis mekanizmasmm baskilanmasi
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olabilecegini diisinmekteyiz. Ancak P53 analizleri ile bu goriisiin desteklenmesi

gerekmektedir.

5.1.4. CEP 17 Aberasyonlarinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

Marchi‘o ve arkadaslari 2009 yilinda yaptiklart calismada meme kanserinde
artmig CEP 17 kopya sayilarinin, kromozom 17 polizomilerini gdsterip gostermedigini
degerlendirmislerdir. Yapilan calismada FISH ve aCGH yontemleri kullanilmigtir. 18
rastgele secilen CEP17 polizomik vaka ve 10 CEP 17 dizomik kontrol grubu

kullanilmastir.

Polizomik olarak degerlendirilen olgular aCGH ile incelenmis ve 18 olgunun
sadece bir tanesinin polizomik oldugu tespit edilmistir. Diger olgularin 11 tanesinde
sentromer bdlgesini de igeren 17q artisi, bir tanesinde sentromer bdlgesini igermeyen
17q artis1 geriye kalan bes olguda da sadece sentromerik bolgede amplifikasyon
oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonucunda gercek polizomi 17’lerin meme
kanserlerinde oldukg¢a nadir gézlenen bir olay oldugunu ve CEP17 kopya sayisinin
icten fazla oldugu durumlarin siklikla sentromerik bolge kazanimi yada

amplifikasyonuyla iliskili oldugunu bildirmislerdir (44).

Calismamiza dahil edilen 30 mesane yikama sivisi 6rneginin 6’sinda AURKB
geni ile birlikte incelenen kromozom 17’ye ait sentromer bolgesinde artis tespit
edilmistir. Ancak ¢aligmamizda 17q’ya ait herhangi bir bdlge analizi yapilmamistir.
Bulgularimizin  17q artis1 olasiligi nedeniyle bu bdlgeye ait gen analizlerince
desteklenmesi ile olgularimizda saptadigimiz CEP17 artiglarinin, 17q kazanimlari ilemi
yoksa sadece sentromerik bdlge amplifikasyonlar: ilemi ortaya c¢iktig1 acgiklik

kazanacaktur.
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Mesane karsinomlarinda kromozom 17’ye ait anomaliler siklikla gdzlenmekte

ancak CEP17 amplifikasyonu olasiligindan bahseden herhangi bir yayin

bulunmamaktadir. Calismamiz mesane karsinomlarinda ilk defa CEP 17 amplifikasyonu
olasiligin1 ortaya koymasi ile oOzellik kazanmaktadir. Ayrica FISH yontemi ile
polizomik vaka degerlendirmelerinde sadece sentromerik bolgenin incelenmesinin

giivenililirligi tartismaya acik hale gelmistir.

Tablo 5.1. Calismamizdaki AURKA, AURKB ve CIN bulgularmm literatiir ile

karsilagtirilmasi
Arastinca | Ornek Yontem Calisilan Sonug¢
Tipi Genler
Senve ark. | 205/21 [HK AURKA Dusiik dereceli diploid tiimorlerde
(2002) Tiimér FISH %40-50 diisiik amp.
dokusu ,%2-20 yiiksek amp.,
Yiiksek dereceli anoploid
tiimorlerde %40 diisiik amp.,
%350 ytiksek amp. saptanmistir

Yamamoto | 100 IHK AURKA 20q13 kazanimi;

ve ark. Tiimér FISH Kromozom 7, 9, | %7 pTa tiimérleri ,

(2006) dokusu 17, 20913 kopya | %92 lamina propira ve kasa invaze
sayl1si AURKA amplifikasyonu ile
degisiklikleri kromozomal instabiliteler arasinda

yiiksek korelasyon

Fraizer ve Mesane [HK AURKA Yiizeyel mesane tiimorleri m RNA<

arkadaslar1 | Kanseri Northern T3 mesane tiimorleri m RNA

(2004) Hiicre ve Aurora A asir1 ekspresyonu gosteren

Serileri Western hiicre serilerinde ileri derecede
Blot kromozomal instabilite

Compérat 128 [HK AURKA Relaps(+) olgularm %95’inde asiri,

ve ark. T{mor relaps(-) olgularm %40’inda asir1

(2006) dokusu ekpresyon
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Schultz  ve | 103 RT-PCR AURKA Yiiksek dereceli ve rekiirrens
ark. TUmor gosteren olgularda asir1 ekpresyon
(2007) dokusu
Park ve ark. | 23 tiimor | RT-PCR AURKA Diisiik derece tiimorlerde
(2008) dokusu FISH <%20 diisiik ve yiiksek amp.
100 idrar | IHK Yiiksek derece tiimorlerde
ornegi >%20 diisiik ve yliksek amp.
Bruyere ve |73 [HK AURKA Aurora A ve Aurora B‘nin asiri
arkadaslar1 | TUmor Array AURKB ekspresyonu ile tiimor rekiirrensi
(2008) dokusu arasinda istatistiksel anlan
(ylizeyel) bulunamamustir
G1 kontrol noktas: bozukluklarinda,
Aurora A overekpresyonu gozlenen
olgularda tiimor rekiirrensine egilim,
Aurora B’nin asir1 ekspresyonuna
sahip tiimorlerde  bu asirl
ekspresyonun, olgulari1 rekiirrensten
korudugu tespit edilmistir
Compérat 18 [HK AURKA, %100 AURKA,
ve ark. Timor MIB-1, %77 Survivin,
(2009) dokusu p53 ve %67 MIBI1 ve p53 asir1 ekpresyonu
Survivin
Marchi'ove | 18 FISH CEP 17 | FISH ile  polizomik  olarak
arkadaslar1 | Meme aCGH polizomileri degerlendirilen olgular aCGH ile
(2009) Kanseri incelenmis, 18 olgunun
Timorii bir tanesininde polizomi 17
11 tanesinde sentromer bolgesini de
iceren 17q artis1
bir tanesinde sentromer bolgesini
icermeyen 17q artis1
bes olguda da sadece sentromerik
bolgede amplifikasyon
Lei ve ark 96 RT-PCR | AURKA Ekspresyon diizeyi;
(2010) T{mor Yiiksek dereceli > diisiik dereceli
dokusu
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Bufo ve ark. | 85 Western AURKA Aurora A yiiksek ekpresyonu ile
(2010) TUmor Blot AURKB yiiksek dereceli+ ileri evre tiimorler
dokusu arasinda onemli derecede
korelasyon
Aurora B yiiksek ekpresyonu ;
hem diistik dereceli tiimorlerde
hem de yiiksek dereceli tiimorlerde
Bizim 30 FISH AURKA Yiksek dereceli mesane kanserinde
cahismammz | Mesane %54,54° yiiksek amp
(2011) yikama AURKB ,%63,63 diisiikk amplifikasyon,
SIVIS1
CIN analizi Diistiik dereceli mesane kanserinde
(Kromozom %10,52 diisiik amplifikasyon

7, 10, 17 ve 20
ile)

%10,52 yiiksek amplifikasyon,

%13,3 AURKB delesyonu,
%43 CIN +
%20 CEP 17 aberasyonu
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda 28 mesane kanseri tanist almig olgudan alinan 30 ve normal
mesaneye sahip 10 olgudan alman mesane yikama sivisi 6rneklerinde hiicrelerindeki
AURKA ve AURKB genlerine ait degisimler ile CIN durumu FISH yontemi ile
incelenmis ve bu degisimlerin timér evre, derecesiyle arasindaki baglantilarin
kurularak mesane kanseri progresyonu hakkinda onceden bilgi edinebilecek marker
degerlendirmesinin yar1 invaziv bir yontemle elde edilen tiimor hiicrelerinde

incelenebilirliginin belirlenmesi amaglanmustir.

Analiz edilen 28 mesane kanserli ve 10 normal mesaneli olgularin tiimiinden
sonug alinmistir. Calismamizin basar1 oran1 %100 olarak saptanmistir. Normal mesane
stvilarinda incelenen genler ve dizilerle ilgili herhangi bir anomali gézlenmemistir.

Buna karsilik mesane tiimori sivilarinda;

1) AURKB delesyonu ¢alismamizda en az gozlenen anomali olarak tespit edilmis
olup rekiirrens olgularinda gézlenmesi dikkat ¢gekmistir.

2) AURKA amplifikasyonlarinin kromozomal instabilitelerle birlikteligi 6nemli
derecede anlamli bulunmustur.

3) Tiumor derece ve evresi arttikga AURKA amplifikasyonlarinin ve CIN’in
oransal artiglar1 tespit edilmistir.

4) Kromozom 17 ye ait sentromerik bolge aberasyonlari tespit edilmistir.

5) Interfaz FISH analizi ile mesane yikama sivilarindaki tirotelyal hiicrelerde

genetik markerlarin incelenebilirligi ortaya konulmustur.
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Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda AURKA’nin mesane kanseri
progresyonu i¢cin bir biyomarker olabilecegi, ancak daha genis arastirma
populasyonunda ekspresyon caligsmalari ile birlikte degerlendirilerek netlik kazanacagi

sonucuna varilmistir.

Bugiine kadar diger kanser tiplerinde AURKB asir1 ekspresyonu rapor edilmistir.
Ancak genomik kopya acisindan degerlendirilen ¢aligmalar eksiktir. Calismamizda,
asir1 ekspresyona neden olan kopya sayisi artis1 yerine 6zellikle rekiirrensin gézlendigi
iki 6rnekte erken evrelerde AURKB delesyonunun saptanmasi ilging bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Ancak bu kaybin gen ya da kromozom 17p orjinli oldugunun
kesinlestirilmesinin gerektigi goriisiindeyiz. AURKB gen delesyonunun belirlenmesi
halinde bu bulgu AURKB inhibitor tedavisinin kullaniommin yaratabilecegi sorunlara

dikkat ¢cekmesi agisindan onemli olacaktir.

AURKA amplifikasyon ve asir1 ekspresyonlarinin sentrozom
hiperamplifikasyonlarma neden olarak kromozomal instabilitelerine yol agtigi bazi
kanser tiirlerinde gosterilmistir. Calismamizin devamm olarak, AURKA amplifikasyonu
gozlenen olgular {lizerinde sentrozom degisimlerinin tespitinin yapilmasi ile mesane
karsinomlarmin, erken tanida kullanilabilecek 6nemli bir biyomarker daha kazanmasi

beklenmektedir.

Calismamiz Tiirk populasyonunda mesane kanserli olgularda AURKA ve
AURKB genlerinin incelendigi ilk ¢aliyma olma 6zelligindedir. Bu ¢alismanin yukarida
belirtilen yonleriyle de incelenmesi ile mesane karsinomu rekiirrens, progresyon
tespitinde ve hedefe yonelik tedavi protokollerinin gelistirilmesinde katkis1 olacagini

diistinmekteyiz
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