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OZET

Giris: Urotelyal karsinom sik gozlenen agresif kanser tipidir. Son yillarda hiicre
proliferasyonu i¢in gerekli serin/treonin kinazlardan olan Aurora kinazlarin mesane
kanseri progresyonu i¢in belirte¢ olma potansiyeli gosterebilecegi one siiriilmektedir.

Amagc: Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B gen kopya sayis1 degisiklikleri ile
hiicrelerin ploidi diizeylerinin mesane kanserli olgulardan alinan tiimor 6rneklerinde,
timor derecesi ve evresi ile iliskilerinin ortaya konmasi amag¢lanmaistir.

Gere¢-Yontem: Mesane kanseri tanist almis 28 olgudan alman tiimor 6rnekleri
ile 10 normal doku orneginde; AURKA ve AURKB genlerinin genomik kopya
aberasyonlari ile hiicrelerin ploidi diizeyleri FISH yontemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Olgularimizin %65,5’in de AURKA geni diisiik amplifikasyonu,
%48,2’sinde  AURKA geni yiiksek amplifikasyonu, %51,7’sin de AURKB geni
delesyonu, %55,1’inde triploidi, %37,9’unda tetraploidi, %31’inde ise >4n grubu
anomaliler saptanmistir. Diisiik grade tiimérlerde hafif AURKA amplifikasyonu yogun
olarak gozlenirken ileri grade timorlerde yiiksek AURKA amplifikasyonu ve AURKB
delesyonu ortak bulguydu. Niiks olan olgunun ilk tiimér 6rneginde (Ta) diisik AURKA
amplifikasyonu ve AURKB delesyonu gozlenirken, ikinci 6rnekte (invaziv, yiiksek
grade, T2) varolan anomalilere yiikksek AURKA amplifikasyonu ve poliploid klonlar
eslik etmekteydi. Diger yiiksek dereceli tiimdrlerin tlimiinde AURKA amplifikasyonu,
AURKB delesyonu, tetraploidi ve >4n grubu anomaliler birlikte saptanmustir.

Sonu¢ ve Tartisma: AURKA amplifikasyonunun mesane kanseri
progresyonunda erken donemde ortaya ciktigi, timor derecesi arttikga bdoliinme
hatalarimdan kaynaklanan anomali oraninin belirgin bir sekilde arttigi, bu nedenle bu
genlerin tan1 ve takipte bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak 6zellikle niiks
potansiyeli olan tiimdrleri belirlemede marker olarak kullanilma potansiyelini
belirlemek i¢in daha genis olgu serilerinde karsilastirmali g¢alismalara gerek
duyulmaktadir. Calisma Tiirk populasyonunda bu konuda yapilmig ilk ve tek ¢alisma

olma 6zelligi tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Mesane kanseri, FISH, AURKA, AURKB, poliploidi



SUMMARY

Introduction: Urothelial carcinoma is a frequent and aggressive cancer. It has recently
been postulated that gene amplification and expression profiles of serine-threonine
kinase Aurora A and Aurora B may have prognostic potentials in bladder cancer
progression.

Aim: to assess the correlation of both markers with clinical and pathological parameters
in patients with bladder cancer of different grade and stage.

Materials and Methods: Aurora A and Aurora B genes copy number aberrations and
poliploidic clones were analysed by FISH in 28 consecutive cases of bladder neoplasms
obtained by transurethral resection and 10 normal tissues.

Results: Low level and high level AURKA gene amplifications were determined in
65,5% and 48,2% of the patients, respectively. Of the samples, 51,7% had AURKB
gene deletions whereas 55,1%, 37,9% and 31% of the tumors showed clones with
triploidy, tetraploidy and >4n. While low level AURKA amplifications were
predominantly seen in low grade tumors, the high AURKA amplification and AURKA
B gene deletion were the common aberrations in higher grade tumors. The first tumor
(Ta, low grade) of the patient with recurrence invasive bladder cancer showed low level
AURKA amplification and AURK B gene deletion together, but the recurrent invasive
tumor sample (T2, high grade) had not only previously seen abnormalities, but also high
level AURKA amplifications and highly frequent poliploid clones were determined.
Conclusion: The results postulated that AURKA gene amplification may be involved in
early stages of bladder carcinogenesis, and both of the genes might be used as
biomarkers for diagnosis and assignment of tumor progression. However, further
detailed studies in larger populations are necessary to use these genes as biomarkers in

especially determination of tumors with recurrent potentials.

Keywords: Bladder cancer, FISH, AURKA, AURKB, polyploidy
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser; hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin denetiminden
kacmalarina, uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina yol acan ¢ok

basamakli bir siirectir (41,56).

Yapilan calismalarda, kanser tiim Oliimlerin yiizde yirmisinden fazlasini
olusturmaktadir. Geligmis tilkelerin saglik harcamalarinin ciddi bir kismi kanser
tedavilerine harcanmaktadir. Kanser arastirmalarinda erken tanmi ve tedavi 6nemli
olmakla birlikte, kansere yakalanma riski olan bireylerin kanser gelismeden Once

saptanabilmesi ayrica 6nem tagimaktadir (56,57).

Mesaneyi olusturan hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile ortaya c¢ikan
mesane kanseri en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir (57). Tiim kanserler icerisinde
besinci, genitoliriner sistem kanserleri arasinda ise ikinci siklikta gozlenir. Mesane kan-
serinin ortalama goriilme yas1 65°tir. Erkeklerde goriilme sikligi, kadinlara oranla 2-3
kat fazladir. Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Fransa gibi endiistrilesmis Bat1
Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde en yiiksek insidansa sahipken Asya ve Giiney
Amerika {lilkelerindeki goriilme sikligi en diisiikk diizeylerdedir. Amerika‘da yaklasik
yilda elli bin yeni vaka saptanmakta ve tahminen on iki bini 6liimle sonug¢lanmaktadir
(6,33). Ulkemizde ise erkeklerde goriilen en sik kanserler arasinda, akciger kanseri ve

mide kanserinden sonra {igiincii siray1 almaktadir (57).

Mesane kanserlerinin biiylik c¢ogunlugundan cevresel faktorler sorumludur.
Ozellikle sigara kullammi mesane kanseri riskini 2-3 kat arttirmaktadir. Sigara
kullanimmin yaninda mesleki ve kimyasal karsinojenlere maruziyet mesane kanseri

riskini 6nemli dl¢ilide arttirmaktadir (57).



Mesane kanseri, iriner sistemde en cok karsimiza degisici epitel hiicreli
karsinomu olarak gelir. Transiiretral olarak rezeke edilen tiimorlerin 6nemli bir boliimii
zamanla niiks egilimi gostermektedir. Genel olarak tiimor tekrarlama orani %70-80 gibi
yiksek bir orandir. Tekrarlayan mesane tiimorleri yiizeysel ise bu oran %210-15
oraninda goriilmektedir. Yiizeysel mesane tiimorleri, yiiksek derece veya evreye dogru
progresyon gostermektedirler. Tani1 asamasinda % 85°i mesaneye lokalize, % 15°i de

uzak metastaz yapan tiimorlerdir (57).

Tan1 ve takipte, sistoskopi ve tiriner sitoloji yerlesik yontemdir. Tiimor derecesi ve
evresi, hastaligm seyri ve tedavi edici sonuclar hakkinda bilgi vericidir. Uriner sitolojik
tetkikin genel duyarhiligi %60 dolaylarindadir. Ancak sitolojinin tek basma yanlis
negatif sonuglar verebilme olasiligindan dolayi sistoskopi ile beraber kullanilmaktadir.
Son yillarda belirli biyolojik markerlerin FISH (floresan in situ hibridizasyon) ile
analizlerinin yiiksek derece iirotelyal karsinomu saptamada sitolojiden daha duyarli

oldugunu vurgulayan ¢alismalar literatiirde yer almaktadirlar (18).

Mesane kanserinin molekiiler temeli hakkindaki bilgilerimizin artmasi ve ileri
analiz yontemlerinin gelismesi; diger kanser tiplerinde oldugu gibi bu kanser tipinde de
erken tani, prognoz, tedaviye yonelik biyomarkerlerin belirlenmesi ¢alismalarinin hiz
kazanmasina neden olmaktadir. Giiniimiizde One siiriilen yeni belirtegler genetik
yeniden diizenlenmelerden, molekiiler degisikliklerden ve hiicre dongiisii ile iliskili
proteinlerden temel almaktadwr. Son yillarda hiicre proliferasyonu igin gerekli
serin/treonin kinazlardan olan Aurora kinazlarin mesane kanseri progresyonu i¢in
belirteg olma potansiyeli gosterebilecegi one siirilmektedir (56,60). Bu bilgi

dogrultusunda calismamizda;

Mesane kanserli olgulardan alinan tiimdr 6rneklerinde FISH yontemiyle saptanan
Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B gen kopya sayis1 degisikliklerinin, tiimdr derecesi ve

evresi ile iligkilerinin ortaya konmas1 amag¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Cok hiicreli organizmalarda her hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve sag kalimi
organizmanin genel gereksinimleri dogrultusunda diizenlenir. Yaslanan ve 6len hiicre
orani ile yeni olusan hiicre orani arasinda bir denge s6z konusudur. Bu denge hiicre ileti
sistem yolaklari, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, apopitozis ile ilgili yolaklarmn aktif
veya inaktif hale gelmesi ile saglanir. Ancak bu yolaklardaki diizensizlikler, hatalar,
yolaklara dahil olan proteinlerdeki eksiklik veya yanlis davraniglar hiicrenin kontrolsiiz

cogalmasi ve/veya normale gére daha az oranda 6liimii ya da 6lmemesi ile sonuglanir
(21,41,47).

Kanser, bu dengenin bozulmasi sonucu olusan kompleks bir hastalik grubudur.
Organizmanin en kii¢iik birimi olan hiicre de molekiiler diizeydeki bozukluklardan

orijin aldig1 i¢in, kanser molekiiler ve hiicresel diizeyde incelenmesi gereken bir hastalik

grubudur (21).

2.2. Kanserin Gelisimi ve Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin siirekli c¢ogalarak birikmesi ile karakterize bir diizen
bozuklugudur. Kanserin gelisimi birbirini izleyen degisiklikler sonucu giderek malign
sekle doniisen ¢ok asamali bir siirectir. Kanserin ¢ok asamali oldugunu gosteren

ozelliklerden biri de, kanserin ge¢ yaslarda ortaya ¢ikmasidir (21,56).

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayran temel 6zelliklerden biri; kontrolsiiz
boliinme ve biiyiimedir. Hizli ve kontrolsiiz boliinme, kanserlesme siirecinin ilk
basamagini olusturmaktadir (47). Benign tiimorlerin ¢ogu Yyavas biiylirken, malign

tiimorlerin proliferasyonu hizli ve kontrolsiizdiir. Hiicre i¢i yolaklarin bozulmasina baglh



olarak proliferasyon hizi da degisir. Bunun devaminda ise hiicre diferansiyasyonu

azalir. Hizli biiyiiyen tiimorler kotii farklilasmaya giden bir yol izlerler.

Hasara ugrayan ilk hiicre kanserlesme siirecine girerek, klonal orjini olusturur.
Yani ilk olusan tiimor hiicresinden meydana gelen yavru hiicrelerde de ayni1 molekiiler
hatalar bulunmaktadir. Dolayisiyla monoklonal bir orijin gosterirler. Ancak bu hiicreler,
olusan baskalasimlarin hiicrelere ¢ogalabilme yetenegi vermesine bagl olarak, normal
hiicrelere gore daha hizli prolifere olurlar. Bu hizli proliferasyon sirasinda molekiiler
diizeyde yeni bagkalasimlarin olmasi muhtemeldir. Bu da monoklonal orijinin ilerleyen

siireglerde poliklonal hale gelmesine neden olur (21).

Kanser hiicrelerinde cogalmay1 diizenleyen yolaklardaki diizensizlik nedeniyle
olusan kontrolsiiz ¢ogalmaya bagli olarak, asir1 hiicre birikiminin uygun miktarda hiicre
Olimiiyle dengelenmemesi kanser gelisimi ile sonuglanir. Bu hiicreler kan ve lenf
dolasim sistemleri ile yayilim yaparak organizmanin diger organlarini da hasara

ugratabilirler (41).

Bir hiicrenin ¢ogalabilmesi, ekstraseliiler ortamdan gelen sinyaller aracilifiyla
olur. Diger hiicreler tarafindan iiretilen biiyiime faktorleri, hormanlar vb. ligandlar hiicre
membranindan gegerek intraseliiler ortama geger ve niikleusta DNA transkripsiyonunu
baslatma veya durdurma gorevini yerine getirirler. Yani bir normal hiicre, diger
hiicrelerin tiriinlerine gereksinim duyar. Ancak kanser hiicrelerinde bu 6zellik yitirilmis,
hiicreler arasi iletisim gereksinimi kaybolmustur. Ekstraseliiler ortamdaki her tiirlii
ligand, kanser hiicresinin ¢ogalmasi igin bir sinyal olabilir. Hatta kanser hiicresi kendi
iirettigi proteini sinyal olarak kabul edebilir ve otokrin ¢ogalma yolag: ile kontrolsiiz

proliferasyon siirecini devam ettirebilirler (21,47).

Normal hiicrelerin belirli bir ¢ogalabilme kapasitesi vardwr. “Hayflick limiti*
olarak tanimlanan bu o6zellik kanser hiicresinde kaybolmustur. Yapilan in vitro
calismalarda; normal hiicrelerin diizenli bir sekilde kiiltiir ortaminda ¢ogaldiklari,
optimum kosullar saglanmasina ragmen belirli bir siklusa ulastiktan sonra daha fazla

cogalmadiklar1 gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde ise diizensiz sekildeki ¢ogalmanin
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stirekli oldugu, hiicrelerin smirli siklusa ulastiktan sonra dahi kisitli besi ortamina

ragmen proliferasyonlarma devam ettikleri saptanmistir (21).

Normal hiicrelerde olmayan, kanser hiicrelerine 6zel olan bir baska fark da, kanser
hiicrelerinin metastaz yapma yetenegine sahip olmalaridir. Kanser hiicreleri
organizmada diger doku ve organlara yayilim yaparak maligniteye neden olurlar (56).
DNA tamiri ile DNA yanlis eslesmeleri tanima yeteneklerindeki hatalardan dolay1
hiicreler heterojendirler. Ayrica kanser hiicreleri proliferasyon kontrol merkezlerine
daha az yanit veren klonlar olustururlar. Hiicre yaslanmasi ve 6liimii yolaklarindaki
hatalardan dolay1 yetersiz hiicre 6liimii kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla
daha uzun yasama egilimi gostermelerine neden olur. Kanser hiicrelerinin programl

hiicre 6limiinii elimine etmesi, timor gelisimi ve metastaza giden yolu agar (21).

2.3. Kanserin Molekiiler Temeli

Kanser esasinda, genetik hasarin birikmesi ile anormal hiicre populasyonunun
organizmay1 sarmasi ve insanda patolojik etkiler yaratmasidir. Genetik hasar; ¢evresel
ajanlar, timor viriisleri, oksidatif stres, kimyasal mutajenlerle ortaya ¢ikabildigi gibi,
kalitsal olarak da organizmada bulunabilir (47). Islevini kaybeden bir gen, bir proteinin
anormal diizeylerde iiretimine, anormal bir protein tiretimine (islev kazanmis ya da
kaybetmis) ya da bir proteinin hig iiretilmemesine sebep olabilir. Bir normal hiicrenin
mitoz boliinmeye girebilmesi pek ¢ok hiicresel yolagin kontrolii altindadir. Hiicre
siklusunun her asamasinda bir kontrol s6z konusudur. Diger taraftan hiicre sinyal iletimi
yolaklar1 araciligi ile hiicre proliferasyonu asamalarinda gerekli olan proteinler
sentezlenir. Dolayisiyla, bir hiicrenin proliferasyonu ¢ok sayida genin ekspresyonunu
veya baskilanmasini gerektirir. Karsinogenez siirecinde ise bu genlerdeki mutasyonlar
sebebiyle kontrol mekanizmalar1 bozulur (56). Hiicre siklusunda gorevli olan ve hiicre
proliferasyonunu, diferansiyasyonunu veya hiicre oliimiinii kontrol eden genlerdeki
mutasyonlar kanserlesmeden sorumludurlar. Bir¢ok kanser tipinde, mutasyonlar tek bir
somatik hiicrede olusup boliinerek kanser gelisimine neden olurken, kalitsal kanserlerde

kanser gelisimine sebep olan mutasyon, germ hiicreleri araciligiyla sonraki jenerasyona



dogustan aktarilmakta ve tiim hiicrelerin mutant olmasina neden olmaktadir. Kanser
olusumu bir kez basladiginda kromozom yapismin bozulmasi, DNA diizeyindeki
hatalar, bu hatalarm tamirindeki bozukluklar veya epigenetik mekanizmalar kiimiilatif

bir artig gostererek kanseri yayginlastirir (56).

2.4. Kanser Patogenezinde Rol Oynayan Genler

Kanserin gelisiminden pek c¢ok gen sorumludur. Bu genleri fonksiyonlari
acisindan; (21,47,56).
“+Onkogenler

*»Timor baskilayici genler
“*DNA tamir genleri
¢ Apopitozis komponentleri

ssMitotik siklus diizenleyicileri

olarak gruplandirabiliriz.

2.4.1. Onkogenler

Onkogenler, hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilagmasini diizenleyen proteinleri
kodlayan protoonkogenlerin mutant veya asir1 eksprese olmus formlaridir.
Onkogenlerin kansere neden olma potansiyelleri vardir. Aktif olan onkogenler
hiicrelerin yasamasma ve siirekli prolifere olmalarmma neden olur. Ilk onkogen 1970
yilinda tavuk retroviriisiinde kesfedilen src onkogenidir. O giinden bugiine kadar kanser

gelisiminde rol oynayan yiizlerce onkogen saptanmistir (21,56).

Normal hiicrelerin biiylimesi, farklilasmasi ve proliferasyonu siirekli kontrol

altindadir. Intraseliiler gereksinim ve ekstraseliiler ortamdan gelen sinyallerin hiicre



icerisine, niikleusa ulastirilmasi ¢ok sayida proteinin rol oynadigi hiicre “sinyal ileti
sistemi” yolaklar1 sayesinde olur. Bu proteinleri kodlayan genler “protoonkogen‘ olarak
isimlendirilir. Yani protoonkogenler normal hiicrelerde sinyal iletimi ve mitotik
sinyallerin diizenlenmesinde gorev alan genlerdir. Bu genlerin mutant formlar1

“onkogen” dir (21).

Protoonkogenler, farkli mekanizmalar araciligiyla onkogenik potansiyel

kazanirlar. Bunlar :

a)Nokta mutasyonu sonucu protoonkogen proteinin yapisinda meydana gelen

degisiklik

i) Protein aktivitesinde artisa

ii) Regiilasyon kaybma neden olur.

b)Protein konsantrasyonunda artis

i) Protein ekspresyonundaki artis ( hatali diizenlenme sonucu )
i) mRNA stabilitesinin artmasi, uzun siire degrade olmadan kalmasi
ve siirekli aktif olmasi1
iii) Gen duplikasyonu/amplifikasyonu nedeniyle protein miktarinda

artigin olmasi

¢) Kromozom translokasyonlari

i)Yanlis hiicre tipinde veya yanlis zamanda gen ekspresyonun
artmasi

ii) Aktif hibrit proteinin olusmasi (39)

Onkogenlerin  ekspresyonu  mikroRNAlar tarafindan da diizenlenebilir.
MikroRNAlar kiiciik, 21-25 niikleotit uzunlugundaki RNA molekiilleridir ve gen



ekspresyonunun epigenetik kontroliinden sorumludurlar. Bu mikroRNA’lardaki

mutasyonlar (onkomir) onkogen aktivasyonuna yol agarlar (29).

Protoonkogenin onkogenik potansiyel kazanmasinda tek allel mutasyonu
yeterlidir. Dominant nitelikteki mutasyon nedeniyle gen onkogen haline gelir.
Onkogenlerin klasifikasyonunda heniiz belirli bir standart bulunmamaktadir. Siklikla

kullanilan gruplandirma Tablo 2.1°de belirtilmistir.

Cok hiicreli organizmalarin hiicreleri arasindaki iletisim, hiicre sinyal iletimi
yolaklar1 araciligiyla olur. Hiicre sinyal iletimi ile bir molekiiliin reseptore baglanmasi
ile tiim hiicrenin davraniglarini diizenleyen bir dizi hiicre i¢i reaksiyon baslatilir. Sekil

2.1“de hiicre ileti sistemi genel olarak verilmistir.

Chemokines,

Hormones,
Survival Factors Transmitters Growth Factors
(e.g., IGF1) (e.g. interleukins, (e.g. TGFa, EGF) Ex(;\/a':it::ﬂar
l serotonin, etc.) l l
= GPCR 1
Integrins
/ RTK : R;I’K R % \ -
l /PLC l Gm2/sos _ Fynshe l N/
[ bt 2
PI3K G-Protein Ras FAK Dishevelled «— €}
/jkl N ' 4 R‘! e =
1 ' Pric Adenylate 7 GSK-3p s
5 cyclase ledgehog
5 Akka (¥ o 4 | MEK APC Y
8
Cytokines e | IxB PKA " MEKK MAPK  MKK p-catenin ®
(e.g. EPC) 2 T~ STAT35 | g
2 d TCF z
=3 [4 X v 2
() Myc: ~«Mad: ERK JNKs e
Bcel-xL Max — Max * p-catenin:TCF ]
1 Fos Jun 2
Cytochrome C CREB\‘ \ / CyclD,_4gf Gli =— ¢ ©
Caspase 9 ‘ =
" E2F
\ Gene Regulation ;
z CyclE — p27
Caspase 8 Apoptosis A . coKz,
! L. Cel e
FADD e ﬁ& " ss_ \Proliferation /
T Bad\ Mt-<— Bax /
X Abnormalit 4
V> FasR  gensor y—»Bim—J

Death factors
(e.g. FasL, Tnf)

Sekil 2.1. Hiicre Ileti Sistemi (32) (www. wikipedia. org * dan alinmistir.)



Tablo 2.1. Onkogenler ve islevleri (21)

Grup Ornek Aciklama

Biiyiime c-sis Genellikle hiicre proliferasyonunu aktiflemek i¢in

faktorleri veya Ozellesmis hiicreler tarafindan salgilamirlar. Ekstraseliiler

mitojenler ortamdan hiicre igerisine girerler. Onkogenik o6zelligi
sonucu otokrin loop nedeniyle hiicre proliferasyonu siirekli
aktif hale gelir.

Reseptor tirozin EGFR, Reseptor kinazlar hiicre ylizeyinde bulunan reseptor

kinazlar PDGFR, proteinlere fosfat grubu eklerler. Hiicre disindan gelen

VEGFR, sinyalin hiicre i¢ine aktarim saglanir. Tirozin kinazlar
HER2/neu | hedef proteinin tirozin aminoasidine fosfat gruplar

eklerler. Onkogenik potansiyel kazanildigi zaman reseptor
devamli aktif halde kalir, spesifik olmayan sinyallerin
hiicre icine alinmasina neden olurlar. Hatta ekstraselliiler
sinyal olmasa dahi aktif oldugu icin hiicre proliferasyonu
stirekli olur.

Sitoplazmik Src ailesi, | Sitoplazmik tirozin kinaz molekiilleri hedef proteindeki

tirozin kinazlar ABL geni | tirozin  rezidisinii  fosforilleyerek, o  proteinin
aktiflesmesini saglar. Siirekli aktivasyonlar1 ve onkogenik
sinyal iletimi malign hiicresel olaylar1 hizlandirir.

Sitoplazmik RAF Raf, Ras tarafindan aktive edilen ve ERK/MAP kinazin

serin/treonin kinaz, aktivasyonuna yol agan bir protein-serin/treonin kinazdir.

kinazlar ve CDK CDK’lar hiicre dongiisiinii denetleyen, mitozun ana

diizenleyici alt regiilatorii olan siklin bagimli protein kinazlardir.

birimleri

Diizenleyici RAS RAS kii¢iik bir GTP’azdir, GTP’yi GDP’ye ve fosfata

GTPazlar hidroliz eder. RAS, biiyiime faktorii sinyal iletimi ile
aktiflesir (EGFR gibi) ve biiyiime sinyal yolaklarinda ikili
kontrol anahtar1 gibi islev gosterir (aktif/inaktif). RAS
aktifligi sonrast hiicre proliferasyonunu kontrol eden
sitoplazmik proteinler RAF, MEK, ERK, MAPK ‘dir.

Transkripsiyon Hiicre proliferasyonunu uyaran genlerin

MYC geni

faktorleri

transkripsiyonlarmi diizenlerler.




2.4.2. Timor baskilayicr genler

Timor baskilayict gen, hiicreyi kanserlesmeden koruyan gendir. Bu genin
fonksiyonunu yitirmesi halinde karsinogenez siirecine girilir. Timor baskilayict
genlerin kodladig1 proteinler hiicre siklusunu diizenleyen, apopitozis mekanizmasini

aktiflestiren proteinlerdir (47).

Onkogenlerin kodladig1 proteinler, genin tek bir allelinin mutasyona ugramasiyla
kanser gelisimini baslatirlarken, onkogenlerin aksine tiimor baskilayict genler;
genellikle “iki vurus“ hipotezine gore hareket ederler. Yani timor baskilayici gen
allellerinden biri mutant olsa dahi diger normal allel genin fonksiyonunu devam ettirir.
Ancak her iki allelin mutant olmas1 durumunda baskilayici gen islevini kaybeder. Diger
bir deyisle mutant tiimor baskilayici alleller genellikle resesifken, mutant onkogen

alelleri genellikle dominanttirlar (56).

Timor baskilayici genlerin fonksiyonlar1 ¢ok cesitlidir ve asagida belirtildigi
gibi gruplandirilabilir:

1) Hiicre siklusunun siirekliligini saglayan genlerin baskilanmasi: Bu genlerin
ekspresyonlarinin  baskilanmasi sayesinde hiicre siklusu durur, mutant

hiicrenin boliinmesi engellenir.
2) Hiicre siklusunun DNA tamir sistemine baglanmasi: DNA harabiyetinin tamir
edilememesi durumunda mutant DNA‘ya sahip yavru hiicreler olusacaktir.

Bu nedenle hiicre siklusu durdurulur ve DNA tamir sistemi aktiflestirilir.

3) DNA harabiyetinin tamir edilememesi durumunda apopitozis mekanizmalari

aktiflestirilir.
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4) Hiicre adhezyonundan sorumlu bazi proteinler tiimor hiicrelerinin yayilmasini
Onler, kontakt inhibisyon kaybini ve metastazi engeller. Bu proteinlere

“metastaz baskilayicilar1” ad1 verilir.

5) DNA tamir proteinleri genellikle tiimor baskilayici olarak gruplandirilirlar

(64).

Ik tanimlanan tiimdr baskilayici protein, insan retinoblastom gelisiminde rol
oynayan Retinoblastoma proteinidir (PRB). Knudson tarafindan tanimlanan
retinoblastom olgularinda familyal ve sporadik olmak iizere iki farkli grup belirtilmistir.
Hastaligin ortaya ¢ikis yasi ve hastalik siddeti agisindan olgularin farklilik gostermesi
“Knudson hipotezi” nin ortaya atilmasini saglamistir. Retinoblastoma geni icin iki vurus
olmas1 durumunda hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Knudson‘m bu kesfi, takip eden yillarda
timor baskilayict genlerin her iki allelinin de mutant olmasi halinde fonksiyonlarini

yitirdiklerini gostermistir (56,64).

Hiicre boliinme siklusu ¢ok 6nemli bir siirectir. Tek hiicreli fertilize yumurtadan
hiicre boliinmesi ile organizma olusmakta veya sag, deri, kan hiicreleri, internal organlar
hiicre bolinmeleri sayesinde yenilenmektedirler. Hiicre bolinmesinin hatasiz
gerceklesmesi gerekir. O nedenle ileri diizeyde kontrol gerekmektedir. Hiicre siklusunda

iki onemli asama vardir:

i) Interfaz: Hiicrenin biiyiimesi, mitoz icin gerekli proteinlerin sentezlenmesi
ve DNA replikasyonunun gergeklesmesi bu asamada gergeklesir.

i) Mitoz: Hiicrenin iki yavru hiicreye boliinmesi
Interfaz; Gapl (G1), sentez (S) ve Gap2 ( G2) olmak iizere ii¢ fazdan olusur. Bu

asamalar birbirlerini takip ederler ve bir fazdan diger faza ge¢is swrasinda her seyin

kontrol edildigi kontrol noktalar1 bulunur (21,47,56).
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Bu kontrollerde bazi tiimdr baskilayic1 genler biiyiik rol oynarlar. Ayrica DNA
harabiyeti durumunda hiicrenin arreste sokularak DNA tamir sistemlerinin
aktiflestirilmesinde, tamir edilemeyen DNA‘ya sahip hiicrenin apopitozise sokularak
ortamdan uzaklastirilmasinda da yine timor baskilayici genler, 6zellikle de P53 proteini
biiyiik rol oynar (47,56,64).

Hiicre siklusu ve kontrol noktalar1 “mitotik siklus diizenleyicileri” bolimiinde

detaylandirilicaktir.

2.4.3. DNA tamir genleri

DNA molekiiliiniin replikasyonunda viral, fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz
kalinmas: durumunda DNA’da hasar olusabilir. Olusan bu hasarlar DNA dizisinin
degismesine, DNA’nin stabil yapisinin kaybina neden olabilir. Genomik kararsizligin
tamir edilmeyip diger yavru hiicrelere aktarilmasi ile kanserlesme baslayabilir. DNA
tamir genleri, replikasyondaki hatalar1 veya degisik nedenlerle olusan DNA hasarlarini
hasar tipine gore farkli mekanizmalarla tamir edilmeleri i¢in gerekli enzimleri kodlarlar.
Ancak baz1 kanser tiplerinin molekiiler temellerinde tamir gen mutasyonlari
bulunmaktadir. Bu genlerin islevlerinin kaybolmasi genom boyunca mutasyonlarin
olugsmasima ve her hiicre boliinmesinde hasarli DNA’nin replike olarak mutant yavru

hiicrelerin olugsmasima dolayisiyla da, genomik instabiliteye neden olacaktir (64).

2.4.4. Apopitozis komponentleri

Apopitozis, eriskinlerde ve embriyolojik gelisimde Onemli rolii olan hiicre
Oliimiiniin normal fizyolojisini olusturan biyolojik bir olaydir. Apopitozis, hiicre
cogalmasi ile dokudaki hiicre sayisinin dengesinden sorumludur. Canli organizmasi i¢in
tehlike potansiyeline sahip hiicrelerin ortadan kalkmasini saglayarak, organizmada bir
savunma mekanizmasi olusturur. DNA‘da bir hasar olustugunda hasar tamir edilir.
Tamir edilemedigi durumlarda hasarin meydana geldigi hiicre ortadan kaldirilir ve

bdylece kanserlesmeye giden yol da engellenir (47).

12



Apopitozis komponentlerine genel olarak “kaspazlar® denilmektedir. Kaspazlar bir
protein ailesi olup, aktif bolgelerinde sistein aminoasitleri bulunur. Hedef bir hiicrede
kaspazlar hiicre oliimiinii gerceklestirirlerken, ilk sentezlendiklerinde inaktif halde
bulunurlar. Hiicre 6limii indiiklendikten sonra inaktif halde bulunan pro-kaspaz, aktif
kaspaz haline gelir. Apopitozisi baslatan yollarin ortak noktasi mitokondridir. Sitokrom
c‘nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi ile birlikte mitokondri aktive olur.
Mitokondrinin aktivasyonuna neden olan faktér BCL-2‘dir. Bu faktor hiicre dliimiinii ya
inhibe ederek ya da hiicre Oliimiinii baglatarak mitokondri {izerinde etkisini gosterir
(21,47).

Hiicre 6limi siirecinde rol alan ve 6nemli bir protein olan BCL-2 proteini, ilk
olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu proteinin pro-apopitotik
ve anti-apopitotik olmak tizere iki alt grubu bulunmaktadir. Hiicre 6liimiinii tetikleyen
pro-apopitotik iiyeler; BAX, BAD, BID, BAK iken, anti-apopitotik iiyeleri ise BCL-2
ve BCL-XL‘den olusan hiicre 6liimiinii inhibe eden tiyelerdir (21,47). DNA‘da bir hasar
meydana geldigi zaman, P53 aktifleserck, BAX’1n etkilesimine yol acar ve apopitozisi
baslatir (21). Mitokondriden sitokrom ¢ salinimi ile apopitozise giden yol ve kaspaz
kaskadinin olusumu Sekil 2.2°de verilmistir. Pro-apopitotik ve anti-apopitotik tiyelerin

organizmanin normal fizyolojisi agisindan dengede bulunmalar1 gerekmektedir.

Mitochorgﬂa%

D

QWA
‘FND

Oligomerization,
Pora formation,
Y X Permeability transtion

Caspase 4 %im M cytochromec

Cascade Apoptosome

Sekil 2.2. BCL-2 ile Mitokondriden Sitokrom ¢ Salmimi (29)
(http://mmw.humpath.com/IMG/jpg_bax_bcl2_cytochromec_04_1.jpg&imgrefur “ den alinmistir.)
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2.4.5. Mitotik siklus diizenleyicileri

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicrenin canliligt i¢in gerekli silireglerin
gerceklesmesini saglar ki bunlar genetik harabiyetin farkedilmesi, tamiri ve kontrolsiiz
cogalmanin 6nlenmesidir. Hiicre dongiisiinii kontrol eden molekiiler olaylar siralidir ve
belirli bir yonde ilerler, reversibl dongii gerceklesemez (21). Hiicre dongiisiinii
diizenleyici molekiiller siklinler ve siklin bagimli kinazlardir (CDK). Siklin ve siklin
bagiml kinazlar1 kodlayan genler, 0karyotlarda evrimsel olarak korunmus genlerdir.
Siklinler diizenleyici alt birimleri, CDK’lar da aktif heterodimerin katalitik alt birimini
olustururlar. Siklinlerin katalitik aktivitesi yoktur ve CDK‘lar da siklin eksikliginde
inaktiftirler. Siklinlerin baglanmasiyla aktif olduklar1 zaman, CDK‘lar fosforilasyon
reaksiyonunu gerceklestirirler. Boylece, hiicre dongiisiinii kontrol eden hedef proteinler
aktif veya inaktif olurlar. Farkli siklin-CDK kombinasyonlar1 etkileyecekleri hedef
proteinleri belirlerler. Siklin bagimli kinazlar hiicrede siirekli ekspresse olurlarken
siklinler, farkli molekiiler sinyallere yanit verirler ve hiicre dongiisiiniin belirli

asamalarinda sentezlenirler (15,21).
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Sekil 2.3. Hiicre Siklusu G1/S, G2/M ve M Kontrol Noktalari, Siklin-CDK

Kompleksleri Araciligiyla Diizenlenirler (30).
(http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-19/CB19.html den alinmistir)
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Mitotik ekstraseliiler sinyal aliminda, G1 siklin-CDK kompleksi aktif hale gelerek
hiicrenin S fazmna hazirlanmasmi saglar. Transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
uyararak S fazi inhibitér molekiillerinin degrade olmalarint uyarir. Aktif S siklin-CDK
kompleksi, Gl fazinda DNA replikasyon orijinlerine bagli pre-replikasyon
komplekslerini olusturacak proteinleri fosforile eder. Fosforilasyon ile iki islev birlikte

gergeklesir: (15)

i) Daha 6nce bagli olan pre-replikasyon kompleksi aktiflestirilir.

i) Yeni komplekslerin olusumu 6nlenir.

Her genom bir kez replike olmalidir, ayrica tiim genom replike olmahidir. Clinkii
tiim veya parsiyel gen kayb1 olan yavru hiicrelerin ¢gunlukla yasama sanslar1 yoktur,
tim veya parsiyel ekstra gen kopyasi bulunduran hiicrelerde de anomaliler goriiliir.
Mitotik siklin-CDK kompleksleri sentezlenir ancak S ve G2 fazlarinda inaktif
durumdadirlar. Bu kompleksler, kromozom kondensasyonu ve mitotik ig iplik¢igine
baglanmada rol oynayan proteinlerin ekspresyonunu uyararak mitozu baslatirlar

(15,21).

Siklin D, hiicre dongiisiinde ekstraselliiler sinyallere yanitta tiretilen ilk siklindir.
Siklin D CDK4‘e baglanarak siklin D-CDK4 kompleksi olusur ve bu kompleks
Retinoblastoma (RB) proteinini fosforile eder. Asir1 fosforile olan RB, E2F/DP1/RB
kompleksinden ayrilir, E2F aktif hale gelir ve siklin E, siklin A, DNA polimeraz,
timidin kinaz gibi genlerin transkripsiyonu gergeklesir. Uretilen siklin E proteini
CDK2‘ye baglanarak siklin E/CDK2 kompleksini olusturur ki bu kompleks hiicrenin
Gl‘den S fazina gegisi saglar (15,21,29,64) (Sekil 2.4).

iki gen ailesi; CIP/KIP ailesi (CDK interacting/Kinase inhibitory protein) ve
INK4a/ARF, hiicre siklusunun ilerlemesini engellerler. Bu genler timér baskilayici
genlerdir. CIP/KIP ailesi iiyeleri olan P21, P27 ve P57 gen iiriinleri hiicre dongiisiinii
Gl fazinda siklin-CDK kompleksine baglanarak durdururlar. DNA harabiyeti
durumunda P21, P53 geni tarafindan, P27 ise TGF (Transforming biiyiime faktorii )
tarafindan aktiflestirilirler. Timor supressor gen olan P16/INK4a, CDK4 ‘e baglanarak
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hiicreyi G1‘de arreste sokarken P14/ARF‘de P53 proteinin degradasyonunu engeller
(64).
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Sekil 2.4. Hiicre Siklusu Progresyonunda Retinoblastoma Proteinin (PRB) Rolii.
Siklusun S fazina girebilmesi i¢in siklin D1-CDK4, siklin D1-CDKG6 ve siklin E-CDK2
kompleksleri tarafindan fosforile edilmesi gerekir. Retinoblastoma fosforilasyonu
sonucu E2F1-3 transkripsiyon faktorleri RB’dan ayrilirlar. Hiicre siklusu progresyonu

icin gerekli genler aktiflesir ve S fazina gegilir (31).

(http://www.nature.com/nrm/journal/v8/n8/fig_tab/nrm2223 F2.html’den alinmigtir)

Hiicre dongiistiniin en 6nemli kontrol noktalarindan biri olan G1/S, G1 fazinin
sonunda S fazina girmeden hemen 6ncedir. Hiicre boliinmeli mi, boliinme ertelenmeli
mi ya da hiicre arreste mi sokulmali kararinin verildigi noktadir. Bu kontrol noktasi
“restriksiyon noktasi” olarak tanimlanir ve CKI-P16 (CDK inhibitér P16) tarafindan
kontrol edilir. Bu protein CDK4‘e baglanarak siklin D1 ile iletisimi engellenir. Hiicre
siklusu durur ve DNA tamir nekanizmalarinin devreye girmesi i¢in P53 diizeyi artar,
P21 aktivasyonu saglanir. G1 kontrol noktasinda RB proteininin hiperfosforilasyonu
Onlenerek hiicre dongiistiniin ilerlemesi engellenir. Retinoblastoma fosforillenme/

desforilize dengesizligi oldugunda G1-S fazlar1 arasindaki gegislerde hatalar
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oldugundan hiicre proliferasyonu bozulur. Pek ¢ok kanser tipinde RB gen mutasyonlar1
bildirilmistir. Ayrica siklin D1°in fazla eksprese oldugu durumlarda E2F aktiflesmesi
sonrast RB inhibisyonunu saglayan defosforillenme olmadigindan hatali S fazi gecisleri

olmaktadir (15,21,47,64).

Hiicre dongiisiindeki diger kontrol noktast G2/M gecisidir. Bu kontrol
noktasindan gecebilmek i¢in, hiicrenin mitoza hazir oldugunu gosteren tiim faktorler
kontrol edilir. Hatali G2/M kontrol noktasi olan hiicreler DNA tamiri yapilmadan
mitoza girer dolayisiyla yavru hiicrelerin 6liimiine ya da mutant olmasina neden olur.
G2/M gegisinde siklin B-CDK1 kompleksinin aktivitesi artar. Bu komplekse “mitozu
ilerleten faktor” (MPF) de denir. Ge¢ S fazinda siklin B sentezlenmeye baslar ve sentez
mitoz boyunca devam eder, béliinme tamamlaninca diizey hizla diiser. Bu diisiis aktif
MPF olusumu ve ikinci hiicre boliinmesinin gerceklesmesi icin ¢ok dnemlidir. Interfaz

asamasinda siklin B sitoplazmadadir (15,47).

Mitoz baslangicinda siklin B, CDKI1 ‘e baglanarak MPF kompleksini olusturur.
Siklin B-CDK1 kompleksi Weel proteini araciligiyla gergeklestirilen inhibe edici
fosforillenme ile diizenlenir. Bu kompleksin CDK25C tarafindan defosforillenmesi
CDK aktivitesinin artmasina neden olur. DNA harabiyeti CHK‘y1 aktiflestirir ki bu da
CDK25C*nin fosforile edilerek inaktif hale gelmesine neden olur. Bunun sonucunda
siklin B-CDK1 kompleksinin inaktif hale gelmesine ve G2/M evresinde hiicrenin
arreste girmesini saglar (26,49) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Hiicre Siklusu Kontroliinde Siklin ve CDK’lar (26,27)

(http://journals.prous.com ve http://jcem.endojournals.org/content/95/10/E181.full* dan alinmistir.)

Yukarida ifade edildigi gibi siklin B-CDK1 kompleksi mitoza gecis i¢in temeldir.
Mitoz boliinme sirasinda kromozom segregasyonunun dogru olup olmadigini,
metafazdan anafaza gecisi “spindle” kontrol noktasinda irdelenmektedir. Mitotik
kontrol noktasi olarak da ifade edilen bu asamada ig iplikciklerine tiim kromozomlarin
uygun sekilde baglanmalar1 kontrol edilmektedir. Kontrolden ge¢ilmesi halinde anafaz
asamas1 gerceklesmektedir. Metafazin baslamasi, kromozomlarin hiicrenin orta
kisminda dizilmesi ve mikrotiibiillerin kromozomlarin kinetokorlarina baglanmas: ile
karakterizedir. Her kromatidin kendi kinetokoru vardir ve kardes kromatidlerin
kinetokorlarin1 sarmalayan tiim mikrotiibiiller hiicrenin zit kutuplarmna yayilir. Bu
mikrotiibiiller kromozomlar1 zit kutuplara ¢ekerlerken, kardes kromatidler arasindaki
kohezyon zayiflar ve ayrilmis kromatidler ig iplikcigi mikrotiibiilleri tarafindan zit
kutuplara cekilirler. Kromatidlerin prematiir gevsemesi, kromozom ayrilamamasina ve
andploidiye neden olur. Bu nedenle kontrol noktasinin gorevi, kardes kromatidler

ayrilmadan tiim kromozomlarin mikrotiibiillere bagli olup olmadigini belirlemektir
(47,49).
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Ig ipligi baglanma noktasi olan SAC (spindle assembly checkpoint), uygun
baglanmayan kinetokorlar tarafindan tiretilen bir sinyaldir. Prometafaz sirasinda CDK20
ve SAC proteinleri kinetokorlarda yogunlagirlar. Bu proteinler dogru kinetokor-
mikrotiibiil baglantis1 oluncaya kadar SAC‘1 aktif halde tutarlar. SAC sinyalinden
sorumlu proteinler arasinda MAD2/MAD3 (mitotic arrest deficient), BUB3, CDK20,
MAD1 ve Aurora kinaz B bulunmaktadir (49).

Bu kontrol noktalarinda rol alan proteinlerin disinda, yapilan ¢alismalarda hiicre

siklusunu kontrol eden bagka proteinlerin de varligi ortaya ¢ikmuistir.

2.4.5.1. Aurora kinazlar

Aurora kinazlar, hiicre proliferasyonu i¢in gerekli serin/treonin kinazlardir.
Aurora kinazlar kromatid segregasyonunu kontrol ederek hiicre boliinmesinde 6nemli
rol oynarlar. Bugiine kadar memeli hiicrelerinde ii¢ tip aurora kinaz belirlenmistir. Her
iic tip kinazin mitotik regiilatorler olarak belirlenmesiyle birlikte; pek ¢ok kanserde
ekspresyon diizeylerinin artmasi nedeniyle kanser arastrmalarinda yogun incelemeler

yapilmaktadir (1).
Yukarida ifade edilen {i¢ Aurora kinaz tipi sunlardir:
1)Aurora kinaz A ( STK15/STKG6/Aurora 2) : Mitoz boliinmenin profaz evresinde
rol oynamaktadir ve sentrozomlarin dogru islev gdstermeleri ve mikrotiibiil

olusumu i¢in gereklidir.

2)Aurora kinaz B ( STKI12/Auroral) : Mitotik ig iplikciginin sentromere

baglanmasinda gorev almaktadir.

3)Aurora kinaz C ( AURKC) : Germ hiicre dizilerinde islev gostermektedir ancak
fonksiyonu hakkinda heniiz detayli bilgi bulunmamaktadir (1, 2).
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Aurora kinazlar iki ana domain igerirler :

-Amino terminalinde diizenleyici domain ( A-box )

-Karboksil terminalinde katalitik domain ( D-box )

Karboksil terminalinin, katalitik kisminda “aktivasyon bdlgesi” bulunur. Amino
terminalinde ise “diizenleyici bolge” bulunmaktadir. Diizenleyici bolge ve aktivasyon
bolgesinden olusan Aurora kinazlarin etkinliginden “aktivasyon bolgesi® sorumludur.
Kinaz aktivitesi i¢in, aktivasyon bdlgesindeki treonin rezidiisiiniin fosforillenmesi
gereklidir. Sekil 2.6°da goriildiigii gibi Aurora kinazlarin ti¢iinde de katalitik aktivitede
homoloji gorilmektedir. Aurora kinaz A 403 aa (aminoasit), Aurora kinaz B 344 aa,
Aurora kinaz C ise 306 aa igerir. Mutasyonlar veya bu kinazlarin asir1 ekspresyonlar1 bu

aktivasyon bolgesinde goriiliir (16,20,54).

‘ Diizenleyici bélge ‘ ‘ Katalitik biilge
A-Box D-Box
‘ Aktivasyon biilgesi |
+ + +
Aurora-A — . w403
132 383
sBox ‘ Aktivasyon biilgesi |D-Bﬁx
+ ¥ +
Aurora-B - 344
76 327
‘ Aktivasyon biilgesi | D-Box
+ ¥
Aurora-C — M 306
39 290

Sekil 2.6. Aurora Kinazlarin Yapisi (20)
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2.4.5.1.1. Aurora Kinaz A/ STK15/ STKG6 geni

Aurora kinaz A (AURKA/STK6/STK15), 9 ekzonlu, 46 kilodaltonluk protein
kodlayan, 403 aminoasitten olusan ve DNA ‘ nin 22.8 kb‘lik kismini olusturan mitotik
sentrozomal proteini kodlayan bir gendir. Bu gen 20q13.31 bélgesine lokalizedir.
Fonksiyonel genin kromozom 20’de ve psodogenin kromozom 1’de oldugu

gosterilmistir (2,25).

Aurora kinaz A normal hiicrelerde, Gl‘den S fazina gegiste perisentriolar
materyalde lokalizedir ve ekspresyonu minimaldir. Aurora kinaz A; sentrozom
fonksiyonu ile ayrica mikrotiibiil olusumunda rol alir (1,2,34). G2 fazinda, Aurora kinaz
A Once perisentriolar materyalde bulunur ve Ajuba proteini denilen, JUB geni
tarafindan kodlanan, hiicre ¢ogalma ve biiylimesini kontrol eden bir protein tarafindan
aktive edilir ve ekspresyonu maksimum seviyeye ulasir (24). Ajuba sentrozom
fonksiyonunda gerekli bir proteindir. Sentrozom olgunlasir ve ge¢ G2 fazinda AURKA,

mikrotiibiil olusumu yetenegini arttirir (50).

Niikleer zarf yikilmadan 6nce aktif olan Aurora kinaz A; gama-tubulin, Kinesin,
sentrozomin gibi proteinlerle kompleks kurarak sentrozomun matiirasyonunu saglar
(2,20). Mikrotiibiil olusumundaki gorevinde ise Aurora kinaz A, mikrotiibiillerin
proksimal sonlarindaki boslukta bulunur ve Ran-iplikcik diizenleme yolag ile iliski
kurarak aktiflesir. Ran, kiigiik bir GTP az’dir ve ¢oklu mitotik olaylara dahildir (20).

Aurora A ve TPX2 arasidaki iligki Ran iplikcik yolag: ile kesfedilmistir. Amino
terminalde bulunan ve ig iplikcik diizenleme faktorii olan TPX2 direkt olarak, karboksil
terminalde bulunan Aurora A ile karsilikli etkilesim halindedir (40) (Sekil 2.7).

Ayni zamanda, HURP bir Ran-importin-beta diizenleyicidir ve yine ig iplik
diizenlenmesinde gorev alir. Bir diizenleyici olan HURP, mitotik iplikcikteki
kromozomun proksimal sonunda konsantredir. Ayni1 zamanda kinetokor liflerini
stabilize etmektedir ve normal inter kKinetokor geriliminde umut vaat edici, kinetokoru

etkin tutan bir proteindir (67). ig iplikcik diizenlenmesi boyunca, RCC1 denilen ig
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iplikcik faktori de yiiksek konsantrasyonda bulunur (20). Sekil 2.7°‘de AURKA ‘nimn

sentrozomda ve mikrotiibiil diizenlenmesindeki rolii sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Aurora Kinaz A’nin Rolii (20)

Mitotik siklus diizenleyicisi olan AURKA, tiimoér hiicrelerinde sentrozom
duplikasyonunun uyarilmasi, genomik diizensizliklerin olusumu ve andploidi ile
iligkilendirilmektedir. Sentrozomlar, replike olan kromozomlarin kardes hiicrelere esit
dagilimi, hiicre boliinmesi boyunca bipolar ig ipliklerinin kurulumu yoluyla genomik
kararligi korumak i¢in gereklidir. Kontrolsiiz duplikasyonlar ile sentrozomlarin
dagilimi, kromozom ayrilma diizensizliklerine neden olur. Aurora kinaz A‘da olabilecek
ekspresyon artis1 sentrozom amplifikasyonlarina ve instabiliteye sebep olurken, Aurora
kinaz A‘nm inhibisyonu hiicreyi G2/M fazinda arreste sokarak, apopitozise neden olur
(2, 20).

Tiimor hiicrelerinde, AURKA’nin normalin disinda fazla salinimi P53 fonksiyon
kaybr mutasyonuna neden olur. Aurora kinaz A‘nin asir1 ekspresyonu, P53’tn
fosforilasyonunu onleyerek, MDMZ2 ile bagh kalmasina, degrade olmasina yol agar ve
P53 transkripsiyonu baskilanir, AURKA inhibe oldugunda ise apopitozis mekanizmasi
caligmaya baslar (2,36).
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2.4.5.1.2. Aurora Kinaz B/ STK12 geni

Aurora kinaz B; 9 ekzonlu, 1287 baz ¢ifti uzunlugunda, 344 aa‘den olusan, 39
kilodaltonluk protein kodlayan ve kromozom 17p13.1°de lokalize bir gendir. Bu gen

normal hiicrelerde, mikrotiibiil organizasyonundan sorumludur (2,28).

Profazdan metafaza, metafazdan anafaza ve sitokineze kadar kromozomu
zenginlestiren, gliglendiren bir proteindir. Aurora B, niikleus i¢inde kalir ve metafazdan
anafaza gegiste sentromerlerde lokalizedir. Ayn1i zamanda AURKB kromozom
kondensasyonunda da goérev alir ki bunu da histon H3“ii fosforile ederek yapar (2,20).
Ayrica Aurora B sentromerik MCAK (mitotic centromere-associated Kinesin)‘1 fosforile
eder ve mitotik ig iplikcik diizenlenmesi boyunca mikrotiibiil depolimerizasyonunu
engeller (42).

Mitozda, eger mikrotiibiil-kinetokor baglanmasi bipolar bigimde ise Aurora B
stabilizasyon i¢in MCAK’1 fosforile eder. Diger taraftan Aurora B tarafindan MCAK
fosforilasyonu iptal edilirse, mikrotiibiiller kinetokore baglanmaktan kagacaklardir
(Sekil 2.8A). Aurora B, INCENP (inner centromeric protein), survivin, borealin

proteinleri tarafindan fosforillenerek aktive olur (2,20,42).

Kontrol noktasi proteini olan MAD2 prometafazdan anafaza kadar kinetokorda
bulunur ve ig iplikcik kontroliinii aktive etmekte gorevlidir (1). Aurora kinaz B ve
MAD2, diger kontrol noktasi proteinleri (BUB1, BUB3, MADI1, BUBRI, MPSI,
CENP-E) ile beraber kompleks halinde bulunarak ig iplikcikleri ile sentromer-kinetokor
baglantis1 dogru oluncaya kadar anafaza gecisi engellerler. MAD2 proteini,
CDC20/APC kompleksi ile direkt etkilesim halinde oldugundan uygun baglanma
saglanamadigi zaman bu komplekse baglanarak APC’nin inaktif olmasima neden olur ve
anafaza gecis engellenir (Sekil 2.8B). Eger dogru ig iplikcik-sentromer/kinetokor
baglanmasi saglandiysa MAD2 proteini, CDC20/APC kompleksine baglanmayacagi
icin APC aktiflesir, anafaza gegis saglanir (20).
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Sekil 2.8. Aurora Kinaz B Aktivitesi (20)

Aurora B kompleksinin temel yapisii olusturan ve apopitozis inhibitorii olarak
anahtar rol oynayan bir baska protein ise “survivin” dir. Survivin diizeyleri kanser
ilerlemesi i¢in prognostik bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Survivin yoklugunda,
kromozom segregasyonunda hata olmakta ve sitokinez basariyla tamamlanamamaktadir
(11). Aurora B sitokinezde de temel bir rol iistlenir. Aurora kinaz B, anafaz basladiktan
sonra sitokinezde genetik materyalin yavru hiicrelere esit sekilde dagilimimi saglar,
Aurora’nin sitokinez ve mikrotiibiil organizasyonunda gorevli substratlari: diiz kas
hiicresinde bulunan ve ara filament proteinleri olan desmin, histon H3, mezenkim
hiicrelerinde bulunan ve ara filament proteini olan vimentin, topoizomeraz 2,

sentromerik protein A‘drr (2,20,22,37).

Son yapilan ¢aligmalar ile; Aurora kinaz B ve P53 arasinda indirekt olarak bir
iliski kesfedilmistir. Histon asetil transferaz inhibitorii olan NIR (novel INHAT
repressor) transkripsiyonel bir co-repressor olarak gorev yapmaktadir. Aurora kinaz
B‘nin NIR baglanma partneri oldugu ve bu sayede P53’iin aktivitesini ¢esitli yollarla

dolayl olarak etkiledigi goriilmiistiir. Bu mekanizma iki sekilde agiklanmaktadir:

Aurora kinaz B‘nin overekspresyonu halinde NIR iizerinden P53in
transkripsiyonel aktivitesi baskilanir. Aurora kinaz B‘nin eksikliginde ise yine NIR
lizerinden P53-bagimli apopitozise, P21 ve BAX’in upregiilasyonuna ve hiicre

biiyiimesinin bloklanmasina neden olur (68).
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2.5. Aurora Kinazlar ve Tiimorogenezis

Aurora kinazlarm gesitli kanser tiirleri ile iligkili oldugu rapor edilmistir:

Aurora Kinaz A ve kanser tiirleri: Meme kanserinde %94 overekspresyon %12
amplifikasyon, kolorektal kanserde %50 overekspresyon ve amplifikasyon,
endometrium kanserinde %56 amplifikasyon, o6zefagus kanserinde %68 oraninda
overekspresyon, gastrik kanserde; %29 amplifikasyon ve %44 overekspresyon,
gliomalarda; %26-31 amplifikasyon ve %60 overekspresyon, karaciger kanserinde; %3
amplifikasyon ve %61 overekspresyon, servikal kanserde overekpresyon ve
amplifikasyon, over kanserinde %10-15 amplifikasyon ve %67 overekspresyon,
pankreatik kanserde %56-93 oraninda overekspresyon ve prostat kanserinde ise %98

overekspresyonu rapor edilmistir (53).

Aurora Kinaz B ve kanser tiirleri: Meme, kolorektal, bobrek, akciger, prostat,
tiroid kanseri, 16semi ve beyin tiimorlerinde overekspresyonlari rapor edilmistir (53).
Aurora kinazlarin pre-klinik ve klinik olarak yapilan ¢alismalarinda kanser terapi de

baz1 Aurora kinaz inhibitérlerinin 6nemli oldugu vurgulanmistir.

Pre-klinik ve klinik ¢alismalarda Aurora Kinaz inhibitorleri

- Hesperadin: pre-klinik- Aurora kinaz B aktivitesine spesifik bir inhibitordiir.
Histon H3 fosforilasyonunu diisiiriir. MLN8054: Faz I-11- Aurora kinaz A aktivitesine
spesifik bir inhibitérdiir. inhibisyon profili iizerinde yapilan g¢aligmalar halen devam
etmektedir. ZM447439: Faz |- Hem Aurora kinaz A hem de Aurora kinaz B
inhibitoriidiir. Fosfo-histon H3 diizeyini diistiriir ve ig iplikcigi kontroliinde hedeftir.
Losemi hiicrelerini de apopitozise siiriikler. VX-680(MK-0457): Faz Il -Aurora
kinazlarin her ikisinde, ATP baglanma bdlgesine uygun dizayn edilmistir. Histon H3

fosforilasyonunu inhibe eder.
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PHA-680632: pre-klinik-Aurora kinazlarin ortak inhibitorlerindendir. Heniiz yapilan
caligmalarda Aurora kinaz B inhibisyonunu histon H3 fosforilasyonunu disiirerek
yapan inhibitordiir. AZD1152: Fazl-Aurora kinaz B i¢in spesifik inhibitdrdiir. Tubulin
depolimerizasyon ajan1 ve topoizomeraz II inhibitorliigii yapar. SU6668: Aurora
kinazlarm her ikisinde ortak inhibitordiir. Reseptor tirozin kinazlar olan VEGFR2,
PDGFR-beta ve FGFR-1’i inhibe eder. Yakin zamanda bu inhibitériin etkinligi
iizerinde calismalar devam etmektedir. AT9283: Faz | klinik denemeler devam
etmektedir (53).

2.6. Mesane Kanseri

Mesane kanseri genitoiiriner yolun en sik goriilen ikinci kanseridir. Yeni tani
konan kanser olgularinin orani erkeklerde %7 ve kadinlarda %3’tiir. Mesane kanseri
insidansi, endistrilesmis iilkelerde, Asya ve Afrika iilkeleri gibi az gelismis iilkelere
gore daha yiiksektir. Erkek/kadin orani i¢in uluslararasi literatiirde verilen oran 3/1,
Tirkiye‘de 6-7/1’dir. Mesane kanserlerinde major prognostik faktorler, yayilim
derinligi ve tiimoriin farklilasma derecesidir. Genel olarak tiimor rekiirrens orant %70
civarindadir. Rekiirrent mesane tiimorleri ylizeysel ise ancak %15 oraninda yiiksek evre
ve dereceye gore ilerleme gostermektedir. Ortalama goriilme yasi erkeklerde 69,
kadmlarda ise 71 olan tiroepitelyal tiimorlerin 60 yasindan sonra siklig1 giderek artar, 40
yasindan once goriilme orani azdir ve genellikle iyi diferensiyedir. Tani ve takipte;
sistoskopi ve tiriner sitoloji yerlesik yontem olmasina ragmen, yanlis negatif sonuglar
dogurabileceginden sistoskopi ve sitoloji ile beraber kullanilmasi 6nerilmektedir. Son
yapilan ¢aligmalarda, sitoloji ve FISH kombinasyonunun 6zgiilliigii ve duyarliliginin

daha yiiksek oldugu vurgulanmgtir (2,18,57).

2.6.1. Mesane tanim

Bobregin siizdiigli idrar1 i¢inde bir siire icin biriktiren ve disariya atilmasini

saglayan, kas ve zarlardan yapilmis bir kesedir (3).
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2.6.2. Mesane histolojisi

Mesane mukozasi ¢ok katli degisken epitel ve bag dokusunun yaptigi lamina
propriadan olusur. Cok kath degisken epitelin yilizeyindeki hiicrelerin kalin plaklardan
olusan 6zel bir membrani bulunur. Mesane kasildiginda membran ince bdliimlerden
katlanir ve kalin plaklar ig seklinde sitoplazmik vezikiiller olusturacak sekilde igeri
coker. Bu vezikiiller bos mesanenin yiizeyinde bulunan hiicrelerin sitoplazmasi i¢inde
bu kalin plaklarm yerlestigi depolar olarak is goriirken, dolu mesanede artan hiicre

yiizeyine yayilirlar (35).

2.6.3. Mesane tiimérlerinin patolojisi

Mesane tiimorlerinin %951 iroepitelyal kaynakhidir. Bunlarin da yaklagik
%90°‘m1 olusturan degisici epitel hiicreli karsinom (DEHK) genellikle liimene dogru
biiyiiyen papiller tiimérlerdir (41,57). Nadir rastlanan epitelyal tiimorlerden olan
adenokarsinom ve skuaméz hiicreli karsinom, degisici hiicreli karsinom (DEHK) ile
bulunabilecegi gibi yalniz baslarina da bulunabilirler. Mesanenin nadir rastlanan bu iki
timortniin seyri DEHK dan daha kotiidiir. Bu tiimorler genellikle tani aninda ileri
evreli, sagkalim orami1 diisiik ttimorlerdir. Karsinoma in situ, yalniz basina veya yiiksek
derece DEHK ile birlikte bulunabilir. Klinik énemleri %40 oraninda yayilim yapma
potansiyellerinden kaynaklanmaktadir. Mesane kanserlerinin %80°i siiperfisial mesane
timori (Ta/Tis) olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiimorlerin ¢ogu iyi diferansiyedir. Kotii
diferansiye, genis ¢oklu veya mesane mukozasmin diger bolgelerinde lokalize in situ
kanserle birlikte olan siiperfisial tiimorler, tekrarlama ve invaziv kanser gelisme riski

tasimaktadirlar (57).
2.6.4. Mesane kanseri evreleme
Mesane kanserlerinin evrelemesi timdriin mesane duvarina yayilim derecesi ile

belirlenir. UICC*nin mesane kanserleri i¢in diizenledigi TNM evreleme sistemine gore

evre tiplendirmesine baktigimizda; (57)
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T : Primer timor

TO : Ttumdre ait delil yok

Ta : Non-invaziv papiller karsinom

Tis : Karsinoma in situ ( Flat timor )

T1: Timor subepitelyal konnektif dokuya invaze

T2 : Tumor kasa invaze T2a : Timor siiperfisial kasa invaze

T2b : Tiimdr derin kasa invaze

T3 : Tumér perivezikal dokuya invaze T3a : Mikroskobik

T3b : Makroskobik

T4 : Prostat, uterus, vajina, pelvik, abdominal duvar invazyonu

2.6.5. Mesane kanseri derecelendirme ( Diinya Saghk Orgiitii-2004)

“Diisiik derece” ve “yiiksek derece” tiimdr olarak iKiye ayrilir: iki tiimdr grubunu
birbirinden ayiran en énemli 6zellik olan progresyon, baslica tiimér evresi, derecesi ve
biiytikligl gibi kriterlerce belirlenir. Lamina propriya yayilimi bir mesane timoriiniin

gosterebilecegi ilk yayilim kademesini olusturmakta ve tiimor siddetini yansitmaktadir

(57).

2.6.6. Mesane kanserinin biyolojik belirtegleri

Mesane kanseri tanisinda ¢ok sayida biyolojik tiimor belirteci tanimlanmis ve
bunlar mesane kanserinin invaziv ve non-invaziv olarak dogru tanisinda kullanilmak
iizere gelistirilmislerdir. Giiniimiizde birer belirte¢ olarak arastirmalarda ve bazi

diagnostik analizlerde kullanilan genler ve etki alanlar1 agsagida belirtilmistir:

Yiiksek derece ve evreli mesane tiimorleri ile EGFR ekspresyonu arasinda

baglant1 bulunmakla birlikte, EGFR ekspresyonu ileri evre hastalikta dogal seyri etkiler.
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Transmembran glikoprotein olan HER2/neu‘daki ekspresyon artisi, ileri timdr evresi,
timOr progresyonu, metastatik hastalik gelisimi ve yasam siiresinde azalma ile
iliskilendirilmistir. Siiperfisial mesane tiimor dokularnda H-RAS ve FGFR3
onkogenleri gibi fonksiyon kazandiran mutasyonlar, kromozom 9 delesyonu, 9q kaybi1
bu tip tiimorlerde goriilebilen anomalilerdendir. Yiizeyel mesane tiimorlerinde P27
ekspresyonunun azalmasi hastaligin dogal seyrini etkilemektedir. Karsinoma in situ ve
invaziv tiimorler ise P53, RB, PTEN genleri gibi fonksiyon kaybettiren mutasyonlar ile
karakterizedir. Mesane tiimoriinde MDM-2 gen amplifikasyonu nadir goriilmesine
karsin, bu genin mesane tiimorli hastalarda % 20-30 oraninda asir1 ekspresyonu

belirtilmistir (57).

Timor baskilayict gen olan TSC1 geni 9934.1 bolgesinde lokalizedir ve
stiperfisial mesane tiimdrlerinde %10 oraninda mutasyonu saptanmistir. Bu genin {iriinii
olan “hamartin” AKT protoonkogenini fosforile ederek islev goriir. Papiller tiimérlerde,
timor baskilayic1 gen olan PTCH geni (9922) ve INK4A (9p21) genlerinin %40
oraninda delesyonu goriilmiistiir. Mesane tiimorlerinde DBCCRI1 (9q33) delesyonlar1 da
%50 oraninda goriilmiistiir. Mesane karsinomlarinda siiperfisial tiimorlerde bir diger
belirteg ise KISS-1 denilen 1q32°de lokalize olan ve “metastaz baskilayic1 gen” olarak
adlandirilan gendir. Bu genin diisiik transkripsiyon diizeyleri prognostik a¢idan énem
tasimaktadir. Metastaz baskilayict KISS1¢in ekspresyon paternleri; evre, derece ve
sagkalim ile birliktelik i¢indedir. Siklusta gorev alan TGF-B geninin ifadesindeki
azalma yiiksek derece tiimorler ile birliktelik gosterir. Ayni zamanda TGF-B
reseptorlerindeki ifade azalmasi da lenf nodlarinda yiiksek evre ve derece ile iliskilidir
(13).

Mitotik siklusta prolifere olan hiicrenin ¢ekirdeginde bulunan ve G1‘den mitoza
gidisi sirasinda diizeyi artan Ki-67 (MKI67) antijeni niikleer bir proteindir. Dokudaki bu
antijen, Ki-67 (MIB-1) antikorlar1 kullanilarak immunohistokimyasal yontemlerle
saptanmaktadir. Mesane tiimoriinde Ki-67 ekspresyonunu artmasi, hastaligin

progresyonu hakkinda etkin bir belirleyici olarak kullanilmaktadir (57).
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Idrar sedimentinde anormal hiicrelerin saptanmasi ile mesane kanserinin tanisi
da yaygmlasmistr. Idrar 6rneginin non-invaziv sekilde toplanabilmesi, neoplastik
hiicrelerin kohezyon kaybi sonucu dokiilmesi, bu incelemenin mesane kanseri tanisinda
nispeten daha kolay olmasini saglamistir. Bugiine kadar idrarda ve/veya mesane yikama

orneklerinde kanser tanisi i¢in degerlendirilen biyolojik belirtecler sunlardir:

Survivinin idrarda ekspresyonu goriilmekle birlikte; timor rekiirrensi, evresi ve
progresyonu ile birliktelik i¢cindedir (63). Son literatiirlere gore survivinin duyarliligi
%64-%94, 6zgilligi %93-%100 gorilmiistiir (63,66). Niikleer matriks proteini olan
BCLA-4%n idrarda saptanmasinda duyarliligit %80, oOzgilligi % 87°dir (51).
Hiyaliironik asit; tiimor hiicre adhezyonu, proliferasyon, migrasyon ve anjiogenezisi
regiile etmesi ile bilinen doku matriksinin bir komponentidir. Mesane timor
hiicrelerinde fibroblastlar tarafindan hiyaliironik asit tiretimi de indiiklenir. Lokeshwar
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada mesane kanserinde hiyaliironik asit oranmnin
arttigin1  saptanmglardir. Niikleer matriks protein 22 (NMP-22) ise, mitoz
regiilasyonunda Onemli bir proteindir ve NMP-22 testinin ise %70-75

duyarlilik/6zgtlliik orani vardir (45,57).

Ayni1 zamanda yapilan bir ¢alismada mesane kanserli olgulardan alman idrar
orneklerinde ii¢ epigenetik biyomarker (GDF15, TMEFF2, VIM) tanimlanmustir. Idrar
orneklerinde bu genlerin metilasyon diizeylerinin normal mesane mukozalarimdan
alinan Orneklere oranla belirgin derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir (14). Yine
yapilan bir ¢alismada iirotelyal mesane karsinomlu olgulardan alinan idrar 6rneklerinde
miR-96 ve miR-183‘liin farkli upregiilasyonlar1 goriilmistiir. Sitolojik incelemeleri
negatif olan bu olgularm %61‘in de miR-96 ekspresyonunda artis saptanmistir. Bu

mMiRNA‘larin potansiyel tiimor markerleri olabilecegi vurgulanmistir (9,69).

2009 yilinda yapilan bir c¢aligmada: 9p21 lokusunun delesyonu, erken evre
tirotelyal karsinomalarda saptanmis, rekiirrens ile iliskilendirilmistir ve marker
olabilecegi belirtilmistir (38). Yine yapilan bir ¢alismada mesane kanserli olgulardan
alinan yikama sivilarinda P53 gen mutasyonlarinin saptandigi da bildirilmistir (59).

2006 yilinda Schuldtz ve ark. nin yaptig1 ¢aligmada; mesane yikama sivisinda Ki-67
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(MKI-67) ve survivinin mRNA ekspresyonundaki artiglarin marker olabilecegi tizerinde

durulmustur (61).

Mesane kanserinde gerek tiimor dokusu gerek yikama sivisi ve idrar 6rneklerinde
yapilan calismalarda mesane karsinogenezini aydmlatmayi amaglayan arastiricilar

Aurora kinazlarla yaptiklar1 ¢alismalarda ¢esitli verilere ulagmislardir:

Urotelyal mesane karsinomlu olgularda yapilan bir ¢alismada Aurora kinaz A
overekspresyonu, kotii prognoz ve tiimor derecesi ile iligskilendirilmistir. Timor
progresyonunu saptamada Aurora kinaz A protein ekspresyon diizeyleri ile tiimor
derecesinin bagimsiz faktorler olabilecegi iizerinde durulmustur. Diisiik dereceli
olgularda %35, yiiksek dereceli olgularda ise %65 oraninda AURKA ekspresyonu
saptanmustir (52). Bildirilen baska bir arastirmada tiimdr drneklerinde THK analiz ile
AURKA asir1 ekspresyonu ile timor derecesi arasindaki baglant1 ortaya konmaya
calisilmistir. Evresi Ta olan tiimdrlerde tiimoriin rekiirrens riskinin %90.2, AURKA ‘nin
rekiirren tiimorlerin tanisi i¢in duyarliliginin yiiksek oldugu bildirilmistir. Aurora kinaz
A ekspresyonunun Ozellikle rutin kontrollerde énemli bir belirteg olabilecegi ortaya

atilmustir (12).

Yapilan bir ¢alismada AURKA amplifikasyonu ve overekspresyonunun mesane
karsinogenezi ile birlikteligi ortaya konmaya ¢alisilmig, tiimor dokulari, idrar
sedimentleri ve yikama sivilarinda yapilan bu c¢alismada AURKA’nin potansiyel
biyomarker olabilecegi belirtilmistir (58). Farkli tiimor derecesi ve evresine sahip
mesane kanserli olgulardan alinan dokularda yapilan ekspresyon ¢alismasinda, AURKA
ve AURKB genlerinin protein ekspresyonlar1 ile tiimor derecesi ve evresi arasindaki
iliski saptanmaya ¢alisilmig, Aurora kinazlardaki overekspresyon ile tiimor derece ve
evresi arasinda baglant1 olduguna iliskin bilgilere ulasilmistir (8). Siiperfisial mesane
tiimoriinde IHK ydntem kullanilarak, AURKA ve AURKB ekspresyon diizeyi ile tiimdr
rekiirrensi arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla yapilan baska bir ¢aligmada, Aurora
kinaz B‘nin tiimdrlerde yiiksek ekspresyonunun rekiirrense Sebep olabilecegini
bildirmislerdir (7). Immunohistokimyasal analiz ile Aurora kinaz B protein ekspresyonu

%57,5 oraninda bulunurken, Aurora kinaz A protein ekspresyonu %69,9 olarak
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saptanmustir. Aurora Kinaz A ve Aurora kinaz B ekspresyon diizeyleri ile timor
rekiirrensi arasinda anlamli bir iligki bulunmus ve bu genlerin ekspresyon diizeylerinin

rekiirren tlimorlerde belirteg olabilecegi belirtilmistir (7).

2.6.7. FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) ve mesane manseri

Niikleik asit molekiillerinin komplementer dizileri ile eslesme egiliminde olmalar:
cesitli hibridizasyon yontemlerinin gelismesini saglamistir. Hibridizasyon, soliisyon
icerisindeki (in vitro) hiicre/niikleik asit veya hiicre ya da dokularin kendi ortamlarinda
(in situ) gerceklestirilir. FISH, niikleik asit problarinin sitolojik, hiicresel veya
kromozom preparatlarindaki denatiire edilmis RNA veya DNA hibridizasyonuna

dayanan molekiiler bir tekniktir (5).

Mesane kanserlerinde FISH teknigi genetik degisiklikleri belirlemede etkin bir
yontemdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda siiperfisial mesane kanserli hastalarda
FISH yonteminin faydali oldugu gosterilmistir. Interfaz niikleuslarinda yapilabilmesi,
hiicrelerin morfolojik yapilarinin stabilligini saglayarak kendi ortamlarinda analizlerinin
gergeklestirilebilmesi 6zellikle kanser genetiginde biiyiik fayda saglamaktadir. Klonal
farkliliklar1 belirlemede tek hibridizasyon yontemidir. Bu nedenle ozellikle 1990’h
yillardan itibaren tan1 ve arastirma amagl yaygin kullanim alani bulan bu teknik pek
cok kanser tipinde de yogun olarak kullanilmaktadir. Bu kanser tiplerinden biri olan
mesane kanserlerinde de FISH teknigi genetik degisiklikleri belirlemede etkin bir
yontemdir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda siiperfisial mesane kanserli hastalarda
FISH yonteminin uygun biyomarkerlerin kullanilmas: sartiyla tanida sitoloji ile birlikte
faydali oldugu gosterilmistir (23). Bu yontemin avantajlarima bagli olarak non-invaziv
ya da yar1 invaziv yaklagimlarla saglanan biyolojik materyallerde de analiz olanag:

dogmaktadir.

2000 yilinda yapilan bir ¢aligmada; 280 idrar 6rnegine FISH ve sitoloji yapilmus,
FISH’in rutin sitolojiye gore duyarliligi karsilastirilmistir. FISH’in duyarlihigr %81,
rutin sitolojinin duyarliligi %59 olarak belirtilmistir (6). Bu c¢aligma gdstermistir Ki

FISH’in sitolojiye gore duyarlilig1 belirgin bir sekilde yiiksektir. Sitoloji, diisiik derece
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papiller lezyonlar1 tanimlamada yeterli olamamakta, tiim irotelyal karsinomlar
saptayamamakta, Ozellikle yiiksek derece tiirotelyal Karsinomlar i¢in %90°lik bir
duyarlilik gerekmektedir (45).

Mesane tiimdrlerinde FISH analizinin tani, rekiirrens, progresyon ile iligkisinin
kuruldugu caligmalar bulunmaktadir: Degtyar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada;
tiimor dokularinda FISH yontemi kullanarak kromozom 7 ve 9 polizomileri saptamislar,
yiiksek dereceli tiimorlerle birliktelik icinde oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢calismada
kromozom 9 monozomisi FISH ile %]17,6 oraninda go6zlenmis, kromozom 9
kayiplarmin ise mesane karsinogenezini aydinlatabilecegini bildirmislerdir (18). Baska
bir ¢aliymada, kasa invaze olmayan mesane kanserlerinde FISH yonteminin rekiirrens
ve progresyon riskini saptamada etkin bir yontem oldugu vurgulanmig, kromozom 3, 7,
17 ve lokus 9p21 bolgeleri 126 tiim6ér dokusunda incelenerek, FISH paternleri
tanimlanmistir. Timor rekiirrensi ve progresyon riskinde FISH yonteminin yardimci
olabilecegini belirtmislerdir (48). Lopez ve arkadaslarmin 2010 yilinda yaptiklari
caligmada ise, karsinoma in situ tanisi konan olgulardan alinan tiimér orneklerinde
FISH yontemi ile Cyclin D3 geni amplifikasyonu saptanmis, tiimor rekiirrensi,

progresyon ve sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir (46).

Mesane kanserlerinde invaziv Ozellik gosteren tiimorlerin erken tanilarmin
biyolojik markerlerle belirlenebilme, tiimor derece ve evresi ile prognoz verilerine
ulagabilme arayislarinda Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B genlerinin kopya sayilari
acisindan rollerinin olup olmadigini belirlemek amaciyla planlanan arastirmamizin ilk
asamasinda mesane kanserli olgulardan alinan tiimor 6rneklerinde Aurora kinaz A ve
Aurora kinaz B gen kopya sayilari ile hiicrelerin ploidi 6zellikleri FISH yontemiyle

analiz edilmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

Calismamizda mesane tiimor orneklerinde AURKA ve AURKB gen kopya sayist
degisiklikleri floresan in situ hibridizasyon yontemiyle (FISH) incelenmistir.

Calismamizda kullanilan gerecler asagida listelenmistir:

3.1. Gereg

3.1.1. Kullamilan gerecler

Buzdolabi1 (Argelik 415) Deep-Freeze (Heraeus)

Etiiv (Friocell MMM Med Center) Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
Image Analyser (Applied Imaging) Su banyosu (Niive)

Mikropipet (Eppendorf) Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)
Pipet uglar1 Beher (500 ml, 1000 ml)

Penset Meziir, pH Metre (Jenco)
Kronometre Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Enjektor ( 2’lik, 5’1k, 10°luk) Termometre

Cam kalemi Steril penset ve makas

Mikrosantriflij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
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3.1.2. Cam malzeme

Beher (500 ml, 2000 ml)
Meziir, Cam pipet, Lam, Lamel
Kiiciik ve biiyiik petri kab1
Yatay ve dikey Sale

3.1.3. Kimyasal maddeler

Saf Alkol (Merck) Antifade (Vector) DAPI (Sigma)
Immersiyon yag1 (Merck), HCI (Merck), Distile Su
NazCeHs07 2H,O(Carlo Erba) NaCl (Merck), Asetik asit
NaOH ( Merck ), Pepsin (Sigma), Parafilm
Tween 20 (Sigma), SSC ('sodyum salin sitrat) RPMI 1640

Rubber Cement (Marabu Fixo gum) Tripsin EDTA(PAA Lab)  (Bio. Indust.)

3.1.4.Kullanilan problar

Calismamizda AURKA ve AURKB lokuslarina spesifik FISH problari
kullanilmistir. Ayrica timor 6rneklerindeki poliploidi tanisina yardimci olmasi amaciyla
kromozom 8 ve kromozom 12’ye spesifik sentromer problar1 (Abbott) doku 6rneklerine
uygulanmugtir. Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B lokuslarma spesifik olan problarda
ayrica ilgili kromozomlara iligkin sirasiyla, lokus spesifik ve sentromer kontrol problar1

da farkli florokromlarla isaretli olarak bulunuyordu:
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LSI AURKA 20q13 Spectrum red /20g11 Spectrum green Dual Color Prob
( Kreatech Cat.# KI-10721)

LSI AURKB 17p13 Spectrum red /Cep 17 Spectrum green Dual Color Prob
( Kreatech Cat.# KI-10722)

Cep 8 (D8Z2) Spectrum green probe ( Cytocell/ Cat.# LPEOO8R/G)

Cep 12 ( D12Z3) Spectrum red probe ( Qbiogene/ Cat.# PSA T0012-R5)

3.2. Yontem

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali ve
Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi Uroloji servisinden gelen mesane kanseri tanisi
almis 29 olgudan alinan tiimoér Ornekleri AURKA ve AURKB genleri agisindan

degerlendirilmistir.

3.2.1.Materyal alim

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali ve
Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi Uroloji servisinden gelen mesane kanseri tanist
almis 29 olgudan alman tiimdr Ornekleri transport besiyeri igerisinde Eskisehir

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Genetik Anabilim Dali‘na ulastirilmistir.
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3.2.2.Molekiiler sitogenetik analiz

3.2.2.1.Direkt doku preparasyonu

Direkt doku preparasyonunun hazirlanmasinda; Levy ve arkadaslarinin

uyguladigi protokol modifiye edilerek ¢alismamiza uyarlanmstir (44).

- Transport medium ig¢ine konulmus mesane tiimorii doku 6rnekleri birkag kez

transport medium ile yikanmistir.

- Daha sonra doku ornekleri steril kiigiik boy petri kabina aktarilmis ve mekanik

olarak kiigiik parcalara ayrilmistir.

- Doku orneklerinin  bulundugu petri kabma 37°C’deki Tripsin EDTA
soliisyonundan 2 ml eklenerek 25-30 dk etiivde bekletilmistir.

- Siire sonunda enzimatik olarak da pargalanan hiicre slispansiyonu cam pipetle

ekim tiipiine aktarilip tizerine 3 ml besi yeri eklenmistir ve santrifiij edilmistir

- Santriflij sonras1 siipernatant pipet ile ortamdan uzaklastirilmis, tiiplere 4’er ml

taze hazirlanmig Carnoy fiksatifi eklenip, pipetaj yapilmis ve santrifiij edilmistir
- Fiksatif ortamdan uzaklastirilmis ve iki kez daha fiksatif islemi tekrarlanmistir.
- Son fiksatif ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre silispansiyonuna taze

hazirlanmis %70°lik asetik asit soliisyonundan 2 ml eklenip 7 dakika kadar hiicreler bu

soliisyonla muamele edilmistir.
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- Siire sonunda pargalanmig dokulardan temiz lamlarin iizerine birka¢ damla

damlatilarak dokular bir bent pipet yardimiyla asagi yukari hareket ettirilerek
yayilmustir.

- Hazirlanan preparatlar 1 gece oda isisinda bekletilerek hiicrelerin yaglanmasi

saglanmistir.

3.2.2.2. FISH tekniginin uygulanmasi

Floresan in situ hibridizasyon tekniginde preparat on yikama, denatiirasyon,
hibridizasyon ve post-hibridizasyon asamalarinda Stedum ve arkadagslar1 tarafindan

kullanilan protokol laboratuar sartlarimiza uygun hale getirilerek uygulanmistir (65).

Kullanilan stok ve calisma soliisyonlar1 asagida tablolar halinde verilmistir
(Tablo 3.1 -3.4)

Tablo 3.1. Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu ve Preparatlarin On Yikama Soliisyonlari

Metanol 3 birim

Asetik asit 1 birim

20XSSC Soliisyonu

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

0,1XSSC Soliisyonu
20XSSC 3 ml
Distile su 597 ml
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Tablo 3.2. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

0.07 M NaOH
1 M NaOH

Distile su

Tablo 3.3. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu
20XSSC
Distile su

2XSSC Soliisyonu
20XSSC
Distile su

2XSSC/Tween-20 Soliisyonu
20XSSC

Tween 20

Distile su

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
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Tablo 3.4. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu

DAPI/Antifade soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml

3.2.2.2.1. Preparatlarin 6n yikamasi ve denatiirasyonu

Spesifik niikleik asit sekanslarmi belirlemek ve problarin hedeflerine en optimal
sartlarda ulasabilmeleri i¢in prob DNA’smnin yogun biyolojik yapilarin igerisine

girmeleri gereklidir. Bu nedenle mateyal 6n yikamadan gegirilmelidir.

Preparatlar birer dakika olmak {izere sirasiyla %100-%70-%50-%30 luk alkol

serilerinden ve sonra da 0.1XSSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

Preparatlar 70°C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika inkiibasyona

brrakilmiglardir.

Icerisinde preparatlarm bulundugu 2XSSC soliisyonu igeren sale soguk su

igerisine konulmus ve soliisyon 1s1s1in 37 °C’ye gelmesi saglanmstir.

Sicakligi 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda bulunan

0.07 M lik NaOH soliisyonuna alinmis ve denatiirasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Denatiirasyonu takiben preparatlar oda sicakliginda bulunan 0,1XSSC ve ardindan
+4 °C’de olan 0,1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarmda birer dakika bekletildikten sonra,
sirastyla  %30-%50-%70-%100’lik alkollerde birer dakika tutularak rehidre

edilmislerdir.

3.2.2.2.2. Prob denatiirasyonu

Kullandigimiz problarin uygulanmasinda iretici firmanin Onerdigi yontem

kullanilmugtir. Problar 10 dakika 78 °C de bekletilerek denatiire edilmislerdir.

3.2.2.2.3. Hibridizasyon

Probun bulundugu ependorf tiipii santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢Okmesi
saglanmugtir. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alana prob eklenmis ve {lizerlerine
24x24 mm’lik lamel kapatilmistir. Lamel gevresi su girmemesi i¢in rubber cement ile

yalitilmustir. Preparatlar 37 °C’de iki gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmistir.

3.2.2.2.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

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

bdlgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir.
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-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

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

preparatlardan uzaklagtirilmistir.
-Preparatlar 74 °C 1s1ya ulasmis 1XSSCsoliisyonunda 7-8 dakika bekletilmistir.

-Takiben preparatlar 2XSSC/ Tween 20 soliisyonunda 5 dakika yikanarak spesifik
olmayan bolgelere baglanmis floresan prob artiklarinin preperatlardan uzaklastirilmasi

saglanmustir.

3.2.2.2.5. Hibridize olan boélgelerin goriintiilenmesi

Bu asamada prob ve nukleus DNA smin hibridize oldugu bélgelerin goriiniir

hale getirilmesi amaglanmaktadir.

Hibridizasyon sonrasi  yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI
soliisyonunda 2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 15 pl antifade eklenmis ve lamel ile
kapatilmigtir. Mikroskobik analize kadar preparatlar —20°C de ve karanlikta
bekletilmislerdir.

3.2.2.2.6. Preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmiglerdir. Floresan mikroskoba bagli yliksek rezoliisyonlu kamera ve goriintii
analiz sistemi (Applied Imaging Cytovision 3.93) araciligiyla her olguya iliskin FISH

analiz verileri detayli olarak incelenmis, fotograflanmis ve argivlenmistir.
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3.2.2.2.7. Degerlendirme

Timor orneklerinin AURKA ve AURKB genlerine spesifik problar ile
hibridizasyonu sonrasinda ilgili gen ve sentromerlere &zgii sinyal fenotipleri her
hiicrede ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her olguda her prob icin kriterlere uygun olan
100-150 hiicre degerlendirilmistir. Rastgele secilen objektif alanlarmda normal ve atipik
sinyal fenotipine sahip hiicreler analiz edilmistir. Problara spesifik floresan i1simali
sinyaller degerlendirilirken birbirine ¢cok yakim olup tek/cift sinyal ayirimi yapilamayan
sinyallere sahip hiicreler ile sinyal cap biiyiikliigii birbirlerinden farkli olan (iki kat1 ya

da daha fazla) sinyallere sahip hiicreler degerlendirilmeye alinmamislardir.

Yaptigimiz bu ¢alismada, AURKA ve AURKB gen kopya sayisi
degisikliklerinin yani sira CEP 8 ve CEP 12 problar1 da uygulanmis ve bu problara 6zgii
sinyal fenotipleri degerlendirilmistir. Hiicrelerde triploidi, tetraploidi ve >4 hiicrelerin
tanilarmin konmasinda kromozom 20, 17, 8 ve 12’ye ait sinyal sayilar1 kullanilmistir.
Bu poliploidik olan hiicreler sinyal sayilarina gore triploidi, tetraploidi ve >4n grubu

olarak degerlendirilmeye alinmislardir.

Calismamizda, AURKA ve AURKB genlerinin kopya sayis1 degisimleri asagida

belirtilen alt1 grupta degerlendirilmislerdir.

Ornekler AURKA geni igin:

)] Normal ( 2 sinyal),

i) Diisiik amplifikasyon ( 3-4 sinyal ),
iii) Yiiksek amplifikasyon (>4 sinyal ),
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AURKSB i¢in delesyon (< 1),

Kopya sayis1 degisiklikleri:

i) Triploidi (20, 17, 8 ve 12 spesifik sinyaller i¢in iiger sinyal),

i) Tetraploidi (20, 17, 8 ve 12 spesifik sinyaller ig¢in dorder sinyal) ve

iii) > 4n grubu (20, 17, 8 ve 12 spesifik sinyaller i¢in >5 sinyal)

Orneklere tanm koymak icin esik deger hesaplamasi yapilmistir: Bu hesaplama
kullanilan tiim hedef gen ve sentromer bolge problarmin kesim noktasi degerlerine gore

yapilmistir. Kesim noktalar1 ROC egrisi yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Hiicrelerin;

- % 3,54 iinde 3-4 AURKA gen kopyast bulunmasi durumunda diisiik

amplifikasyon (+),

- % 3,13 inde >4 AURKA gen kopyast bulunmasi durumunda yiiksek
amplifikasyon (+),

- % 1,59 unda < 1 kopya bulunmasi1 durumunda delesyon (+),

- Hiicrelerin % 2,27’ iin de kopya sayisi artigt 3 ise triploid (+)

- Hiicrelerin % 3,79’ iin de kopya sayis1 artig1 4 ise tetraploid (+)

- Hiicrelerin % 1,75’ {in de kopya sayis1 artist >5 olmas1 durumunda ise

“>4n grubu” anomalileri olarak adlandirilmis ve FISH pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.3. istatistiksel analiz

Caligmamizda SPSS 15.0, MedCalc versiyon 10.2 ve Sigma Stat programlari
kullanilmistir. Hastalarin yas, tiimoér dokularinin evre ve derece durumu ile ¢alismada
saptanan gen amplifikasyonlari, sayisal kromozom anomalileri ve delesyonlar
arasindaki iligki arastirilmistir. Olgularin amplifikasyon, sayisal kromozom anomalileri
ve delesyon bulgular1 tiimdr derecesi ve evresi ile iliskilendirmesi Fischer Exact Ki-
Kare testi ile yapilmigtir. Olgulardaki amplifikasyon, sayisal kromozom anomalileri ve
delesyon bulgularinin yas ile iliskilendirilmesi ise Spearman Ki-Kare testi kullanilarak
yapilmistir. Siirekli verilerin degerlendirilmesinde ort + standart sapma degerleri

verilmistir. Istatistik olarak anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul edilmistir.

Kesim noktalarmm (cut-off) amplifikasyon, sayisal kromozomal anomaliler ve
delesyonlar igin belirlenmesi ise MedCalc programinda ROC (receiver operating
characteristic) egrisi yontemi ile belirlenmistir. Sekil 3.1’de ¢alismamiza ait
anomalilerin kesim noktalarmin belirlendigi ROC egrisi verilmistir. Her iki prob ile
kontrol problarinin normal oldugu bilinen Orneklerdeki sinyal fenotipleri temel

alinarak esik deger hesaplamalar1 yapilmistir.
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Sekil 3.1. Calismamiza ait Anomalilerin Kesim Noktalarmin Belirlendigi ROC
Egrisi

ROC egrisi, bir tami testine iliskin duyarlilbik ve o6zgiilliik degerleri arasindaki
iliskiyi grafiksel olarak gosteren bir egridir. ROC egrisi, dogru pozitif orana (duyarlilik)
karsin yanlis pozitif oranlarin (1- 6zgiilliik) noktalanarak ¢izilmesiyle elde edilen bir
grafik olup bu egriyi olusturmak i¢in her bir kesim noktasi i¢in duyarlilik ve 6zgiillik

degerlerinin belirlenmesi gerekmektedir (17).
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4. BULGULAR

Calismamizda Ocak-Kasim 2010 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali ile Yunus Emre Devlet Hastanesi
Uroloji kliniginde mesane kanseri tanis1 alan ve opere edilen 28 olguya iliskin 29
timor Ornegi ve kontrol grubunu olusturan on normal mesane dokusu Ornegi
AURKA ve AURKB geni kopya sayilar1 ile poliploidik ve andploidik hiicre
dagilimlar1 acisindan degerlendirilmistir. Olgularimizdan bir tanesinde kisa siire
icerisinde niiks gozlenmesi nedeniyle bu olgudan iki doku 6rnegi de ¢alismaya dahil

edilmistir.

Calismaya dahil olan mesane kanseri tanisi almis olgularin yas, timor tipi,
timor evre ve tiimor derecelerine iligskin verileri hasta dosyalarindan temin edilmistir.
Arastirma grubunu olusturan 28 olgunun yas ortalamas1 65 + 1.2, kontrol grubuna

dahil edilen on bireyin yas otalamasi ise 49 + 1.4 idi.

Tablo 4.1‘de goriildiigii lizere, olgularin bagvurularinda belirlenen 6n tanilari
degerlendirildiginde 9 olgunun hematiiri, geri kalan 19 olgunun ise malign mesane

neoplazisi oldugu saptanmistir.

Cerrahi rezeksiyon sonrasi yapilan histopatolojik degerlendirmede ise tiimorlerin

28 tanesi Urotelyal karsinom (degisici epitel karsinom), bir tanesi ise invaziv trotelyal

karsinom oldugu belirlenmistir. Tiim timo6r 6rneklerinin 20 tanesi diisiik, 9 tanesi ise

yiiksek dereceli timordii. Timor evreleri ise 18 tane Ta, 10 tane T1, bir tane ise T2

olarak raporlandirilmigtir. Niiks eden olguya ait gelen iki timdr 6rneginde; ilk gelen

ornek Ta evrede iken, ayni olguya ait ikinci tiimor 6rneginde evre T2 olarak belirtilmis

ve arastirma grubumuza bu 6rnekte dahil edilmistir.
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Tablo 4.1. Mesane Kanserli Olgularm Yas, On Tani, Tiimér Tipi, Tiimor Evre ve

Derece Bilgileri

Hasta No Yas On tam Tam Tiimor Tiimor
Derecesi Evresi

1/ Orn 1* 79 Hematiiri Urotel kars. diisiik Ta

1/ Orn 2* 79 Malign Invaziv yiiksek T2
neopl. Urotel kars.

2 52 Hematiiri Urotel kars. diisiik T1

3 71 Malign Urotel.kars. diisiik Ta
neopl.

4 68 Malign Urotel kars. diisiik T1
neopl.

5 69 Malign Urotel.kars. diisiik T1
neopl.

6 61 Malign Urotel.kars. diisiik Ta
neopl.

7 61 Malign Urotel.kars. yiiksek Ta
neopl.

8 75 Malign Urotel.kars. yiiksek Ta
neopl.

09 52 Hematiiri Urotel kars. diistik T1

10 39 Hematiiri Urotel kars. diistik T1

11 78 Malign Urotel.kars. diistik Ta
neopl.

12 68 Malign Urotel.kars. yiiksek T1
neopl.

13 63 Malign Urotel.kars. yiiksek T1
neopl.

14 77 Hematiiri Urotel.kars. yiiksek T1
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Tablo 4.1. Mesane Kanserli Olgularm Yas, On Tani, Tiimér Tipi, Tiimor Evre ve

Derece Bilgileri (devam ediyor)

Hasta No Yas On tam Tam Tiumor Tiumor
_ Derecesi Evresi

15 74 Hematiiri Urotel kars diisiik Ta

16 65 Hematiiri Urotel kars diisiik Ta

17 69 Hematiiri ~ Urotelkars  yiiksek T1

18 66 Malign Urotelkars  yiiksek Ta
neopl.

19 73 Malign Urotel.kars diisiik Ta
neopl.

20 72 Malign Urotel.kars diisiik Ta
neopl.

21 52 Hematiiri Urotel kars diisiik Ta

22 66 Malign Urotel.kars diisiik Ta
neopl.

23 77 Malign Urotel.kars diisiik Ta
neopl.

24 71 Malign Urotel.kars diistik T1
neopl.

25 63 Malign Urotel.kars diistik Ta
neopl.

26 53 Malign Urotel.kars diistik Ta
neopl.

27 58 Malign Urotel.kars diistik Ta
neopl.

28 72 Malign Urotel.kars  yiiksek Ta
neopl.

* Niiks Eden Olguya Ait Doku Ornekleri
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4.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Calismamizda doku 6rneklerinden direkt preparasyon ile hazirlanan preparatlar
AURKA ve AURKB genleri ile kromozom 8, 12, 17 ve 20‘ye spesifik DNA problar1
ile hibridize edilmiglerdir. Hibridizasyon sonrasi floresan spotlara yonelik FISH
analizinde hem kontrol grubunun hem de arastirma grubunun tiim Orneklerinde
hibridizasyonun basarili oldugu gézlenmistir. Tiim problar i¢in ¢calismamizin basari

orani %100 olarak saptanmaistir.

Kontrol grubu 6rneklerinde her bir prob i¢in en az 100 hiicre analiz edilmis
olup, herhangi bir anormal sinyal paternine rastlanilmamistir. Dolayisiyla her kontrol
grubu 6rneginde AURKA ve AURKB genlerinin kopya sayilarmin normal olduklar1

ve tlim Orneklerin incelenen kromozomlar agisindan diploidik olduklar1 saptanmaistir.

4.1.1. Tumér orneklerinin FISH analiz bulgular:

Calismamizda analizlerin gergeklestirildigi 29 tiimor 6rneginden {ii¢ tanesinde
(%10) incelenen genler ve kromozomlar agisindan herhangi bir anomaliye
rastlanilmamistir. Bu tiimorlerden iki tanesi diisiik dereceli T1 evreli tiimorler, bir tanesi
de diisiik dereceli Ta evreli timordii. Geri kalan 26 timor 6rneginde ise en az bir aberan

sinyal paterni gozlenmistir.

Tiimoriin niiks etmesi nedeniyle farkli zamanlara ait iki farkli timdr drneginin
incelendigi olgumuzda ilk tiimore iligkin hiicrelerde AURKA genine iligkin diisiik
amplifikasyon ve AURKB geni delesyonu gozlenmis, ancak andploidik ve poliploidik

hiicreler saptanmamistir. Buna karsilik Tablo 4.2°de de goriildiigii iizere ikinci timor
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orneginde AURKB geni delesyonuna ek olarak, AURKA geni yiiksek amplifikasyonu
ile tetraploid klonlar ve >4n 6zellikli klonlar gézlenmistir. Bu olgumuzun ilk tani aldigi
zaman diisiik dereceli Ta timori Ozellikleri gosterdigi, niiks Orneginde ise yiiksek
dereceli T2 evresi tiimor oldugu rapor edilmistir. Tablo 4.2°de olgularm FISH analizi
bulgular1 verilmistir. Timdr 6rneklerinin FISH analizleri degerlendirilirken 6 parametre

incelemeye almmustir:

Kesim Noktast (Cut-0ff):

- % 3,54 AURKA diistik amplifikasyon ( + ),
-% 3,13 AURKA yiiksek amplifikasyon ( + ),
-% 1,59 AURKB delesyon ( +),

-% 2,27 Triploid ( +)

-% 3,79 Tetraploid (+)

- %1,75 >4n grubu (+)

o1



4.1.2. AURKA geni kopya sayis1 bulgulan

Incelenen tiim drneklerin 19 tanesinde AURKA geni diisiik amplifikasyonu
gozlenmistir. Digiik dereceli, Ta evresinde olan iki tiimdr drneginde (olgu 15 ve 20)
sadece diisik AURKA amplifikasyonu goézlenmistir. Diger 17 Ornekte diisiik

AURKA geni amplifikasyonuna ek anomaliler saptanmustir.

Aurora kinaz A geni yiiksek amplifikasyonu toplam 14 6rnekte saptanmuistir.
Yiiksek AURKA gen amplifikasyonunun izole oldugu bir 6rnege rastlanilmamustir.
Sadece bir tiimorde (diisiik dereceli Ta tiimor) AURKA geni yiiksek amplifikasyonu
ile birlikte AURKB gen delesyonu gézlenmis, poliploidik klonlar saptanmamustir.
Olgu 01’e ait AURKA geni i¢in normal hiicrenin FISH goriintiisic Sekil 4.1°de,
Aurora Kinaz A amplifikasyonu goriilen olgulara ait (olgu 18 ve 20) FISH

gorintiileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de 6rnek olarak verilmistir.

Yiiksek AURKA gen amplifikasyonu, yiiksek dereceli tiimdrlerin tiimiinde
gozlenirken diisiik dereceli tiimorlerin bes tanesinde saptanmustir. Yiiksek dereceli
T1 evresindeki tiim tiimorlerde (dort olgu) yiiksek AURKA gen amplifikasyonu,
ilave anomalilerle birlikte gézlenmistir. Diisiik dereceli Ta evresindeki ii¢ timor ile
yine diisiik dereceli T1 evresindeki iki tiimérde de bu anomali saptanmistir. Tablo

4.2.°de olgularin FISH analizi bulgular1 verilmistir.
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Sekil 4.1. Olgu O1°e ait AURKA geni i¢in normal hiicrenin FISH
goriintiisii ( AURKA/ 20q13 kirmizi sinyal, kontrol 20q11 yesil sinyal)

Sekil 4.2. AURKA gen amplifikasyonu goriilen 20 numarali olgunun FISH

goriintiisii ( AURKA/20q13 kirmizi sinyal, kontrol 20q11 yesil sinyal)
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Sekil 4.3. AURKA gen amplifikasyonu goriilen 18 numarali olgunun FISH

goriintiisii (AURKA/20q13 kirmizi sinyal, kontrol 20q11 yesil sinyal)

54



Tablo 4.2. Mesane Kanserli Olgularin FISH Analizi Sonuglar1

AURKA
Diisiik
Amplifikasyon

Poz
poz
neg
neg
poz
poz
poz
poz
neg
neg
neg
poz
poz
poz
neg
poz
neg
poz
poz
neg
poz
neg
neg
poz
poz
poz
poz
poz
poz

AURKA
Yiiksek
Amplifikasyon

neg
poz
poz
neg
poz
neg
poz
poz
poz
neg
neg
neg
poz
poz
poz
neg
neg
poz
poz
neg
neg
poz
neg
poz
neg
neg
neg
neg
poz

>4n

Triploid Tetraploid Grubu

Hiicre

neg
neg
poz
poz
poz
poz
poz
poz
neg
neg
neg
neg
neg
poz
neg
neg
poz
poz
poz
neg
neg
neg
poz
poz
poz
neg
poz
poz
poz

Hiicre

neg
poz
neg
neg
neg
neg
neg
poz
poz
neg
neg
neg
poz
poz
poz
neg
neg
poz
poz
neg
neg
neg
neg
neg
poz
poz
neg
neg
poz

Hiicre

neg
poz
neg
neg
neg
neg
neg
poz
poz
neg
neg
neg
poz
poz
poz
neg
neg
poz
poz
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg
poz

AURKB
Delesyonu

poz
poz
poz
neg
neg
neg
neg
poz
Poz
neg
neg
poz
poz
poz
poz
neg
neg
poz
poz
neg
neg
poz
neg
neg
poz
neg
neg
poz
poz

Derece ve

Evre

diisiik/Ta
yiiksek/T2
diisiik/T1
diisiik/Ta
diisiik/ T1
diisiik/T1
diisiik/Ta
yiiksek/Ta
yiiksek/Ta
diisiik/T1
diisiik/T1
diisiik/Ta
yiiksek/T1
yiiksek/T1
yiiksek/T1
diisiik/Ta
diisiik/Ta
yiiksek/T1
yiiksek/Ta
diisiik/ Ta
diisiik/Ta
diisiik/Ta
diisiik/Ta
diisiik/Ta
diisiik/T1
diisiik/Ta
diisiik/Ta
diisiik/Ta
yiiksek/Ta

*Tlimori tekrarlayan olguya ait doku 6rnekleri
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4.1.3. AURKB geni kopya sayis1 bulgularn

Calismamizda inceledigimiz diger Aurora kinaz geni olan AURKB genine
iliskin anomaliler tiim &rneklerde allel kayb1 olarak kendini gdstermistir. Incelenen
29 tiimdr Orneginin 15 ’inde (%51,7) AURKB gen delesyonu goézlenmistir ki
anomalilerin gozlendigi drneklerin 9 tanesi yiiksek dereceli tiimor smiflamasindadir.
Delesyonun gozlendigi geri kalan 6 diisiik dereceli tiimoriin dort tanesi Ta, iki
tanesinin de T1 evresi tiimorler oldugu saptanmistir. Aurora kinaz B delesyonunun
gozlendigi diisiik dereceli Ta evresindeki iki 6rnekte anomalinin diisik AURKA
amplifikasyonu, bir 6rnekte de yiiksek AURKA geni amplifikasyonu ile birlikte
oldugu, digerlerinde ise AURKA geni anomalileri ile ek anomalilerin birlikte
goriildiigii saptanmustir. Olgu 10’a ait AURKB geni i¢in normal hiicrelere sahip
FISH goriintist Sekil 4.4°de, AURKB delesyonu saptanan 27 no’lu olgunun FISH

goriintiisii Sekil 4.5°de 6rnek olarak verilmistir.

Sekil 4.4. Olgu 10’e ait AURKB geni ve sentromer 17 i¢in normal hiicrelere

sahip FISH goriintiisii (Cep17 yesil sinyal, AURKB/17p13 kirmizi sinyal)

56



Sekil 4.5. Olgu 27’¢ ait AURKB geni ve sentromer 17 igin delesyonlu hiicrelere
sahip FISH goriintiisii (Cep17 yesil sinyal, AURKB/17p13 kirmiz1 sinyal)
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4.1.4. Sayisal kromozom anomalilerine iliskin bulgular

Calismamizda AURKA ve AURKB genlerine spesifik problardaki (kromozom
17 ve 20) kontrol problari araciligiyla hiicrelerin ilgili kromozomlara iliskin
andploidileri ile poliploidileri durumlarmi da degerlendirme olanagi olmustur.
Poliploidi tanisinda kesin veriye ulasabilmek igin hiicreler kromozom 8 ve 12’ye ait

sentromer problar1 ile de ayrica hibridizasyona sokulmuslardir.

Inceledigimiz tiim tiimdr &rneklerinde incelenen kromozomlar agisindan
anoploidik (trizomik-monozomik) hiicre gozlenmemistir. Buna karsilik o6zellikle
yiiksek dereceli tiimorlerde poliploidik klonlarla yiiksek siklikta karsilasilmistir.
Poliplodiler; triploid, tetraploid ve >4n grubu olarak gruplandirilmistir. incelenen
timor orneklerinin %55,1 ‘inde (16/29) triploidik, % 37,9 ‘unda (11/29) tetraploidik
ve %31 ’nde de (09/29) >4n grubu anomalilerinin oldugu klonlar saptanmistir. Olgu
07’e ait triploidik hiicrenin FISH goriintiisti Sekil 4.6’da verilmistir. Yiiksek dereceli
T1 evresi dort tiimoriin iki tanesinde tetraploid ve >4n grubu klonlar, ikisinde de tiim
poliploidi cesitleri birlikte gdzlenmistir. >4n grubu anomali saptanan olgu 14’¢ ait
FISH goriintiisii Sekil 4.8°de belirtilmistir. Ta evresi tiimorlerde de biri disinda diger
¢ tanesinde triploid/tetraploid ve >4n grubu hiicre klonlar1 birlikte saptanmustir.
Olgu 13’¢ ait >4n grubu hiicrenin FISH gorintiisii Sekil 4.7°de belirtilmistir. Diigiik
dereceli 20 tiimor 6rneginin 11 tanesinde sadece triploidik hiicreler gozlenirken, Ta
ve T1 evresindeki iki tiimorde tetraploid hiicre dizisi saptanmistir. Bu 6rneklerden bir
tanesinin hiicre dagiliminda triploid ve tetraploid hiicre dizileri birlikte gozlenmistir.

>4n grubu anomalileri diistik dereceli tiimorlerde hi¢ bulunmamustir.
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Sekil 4.6. Olgu 07¢e ait triploidik hiicrenin FISH goriintiisii

Sekil 4.7. Olgu 13°e ait >4n grubu hiicrenin FISH goriintiisii
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Sekil 4.8. Olgu 14°e ait >4n grubu hiicrenin FISH goriintiisii
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4.1.5. FISH analiz verileri ile histopatolojik 6zelliklerin iliskisi

Yukarida da ifade edildigi gibi kontrol grubu orneklerinde gerek lokus
spesifik problar agisindan gerekse sentromer problar1 agisindan herhangi bir
anomaliye rastlanilmamistir. Buna karsilik tlimor dokularinda diisiik ve yiiksek
dereceli tlimor Orneklerinde anlamli diizeyde artan anomaliler gozlenmistir. Yiiksek
dereceli tiimorlerde tiimor basina diisen ortalama anomali orani 5.3 iken, diisiik

dereceli tlimorlerde 1.8°dir ve aralarinda anlamli diizeyde farklilik saptanmistir.

Tablo 4.3” de degerlendirilen parametrelerin goriilme oranlar1 verilmistir.

61



Tablo 4.3. Tiimér Orneklerinde Saptanan AURKA/AURKB Kopya Sayisi

Anomalileri ile > 4n Grubu Klonlarin Timor Derecelerine Gore Goriilme Sikliklart

Genetik Diisiik Derece Yiiksek Derece Toplam
Anomaliler Oran Oran Oran %
AURKA 12/20 07/09 %65,5 (19/29)
Diisiik Amp.

AURKA 05/20 09/09 %48,2 (14/29)
Yiiksek Amp.

AURKB Delesyon 06/20 09/09 %51,7 (15/29)
Triploid 11/20 05/09 %55,1 (16/29)
Tetraploid 02/20 09/09 %37,9 (11/29)
>4n grubu 0/20 09/09 %31 (09/29)
Toplam 36/20 48/09

*ANCA 1.8 5.3

*ANCA ( Abnormal number of chromosome abnormalities) : Calismamizda her
grupta saptanan toplam anomalili 6rnek sayisinin incelenen toplam ornek sayisina

oranini ifade etmektedir (4).
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4.2. Calismaya liskin Istatistik Verileri

4.2.1. Tumér dereceleri ile amplifikasyonlar, delesyonlar ve sayisal

kromozomal artislar arasindaki istatistiksel veriler

Olgularda saptanan tiim genetik anomaliler ile tiimor dereceleri arasinda
yapilan istatistiksel ¢alismada Fischer Exact Ki-Kare testi kullanilmistir. Aurora
kinaz A vyiiksek amplifikasyon, AURKB delesyonu, tetraploidi ve >4n grubu
anomalileri ile tliimor dereceleri arasinda 6nemli diizeyde anlamli verilere ulasilmistir

(p<0.001). Tablo 4.4’de istatistiksel bilgiler ayrmntilariyla verilmistir.

Tablo 4.4. Timér Dereceleri ile Tiim Genetik Anomaliler Arasindaki Istatistiksel

Veriler

TOMOR [(+)* [ H | O H ] OB O|®H | Ol®H | G
DERECESI

Yiiksek 7 2| 09 0| 09 0 5 4| 09 0| 09 0
Diisiik 12 8| 5 15| 6 14 | 11 9| 2 18| 0 20
Toplam 19 10| 14 15| 15 14| 16 13| 11 18 | 09 20
Fisher

Exact p>0.05 p<0.001 P<0.001 p>0.05 P<0.001 P<0.001
Ki Kare

*(+): Incelenen genetik anomalinin kag tane tiimdr dokusunda gozlendigini

belirtmektedir.

*(—): Incelenen genetik anomalinin kag tane tiimor dokusunda goézlenmedigini

belirtmektedir.
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Diisik amplifikasyonu olan olgular ile tiimor dereceleri arasinda farklilik
gozlenmezken (p>0.05), Yiksek AURKA amplifikasyonunun yiiksek dereceli
tiimorlerde gozlenmesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.001) belirlenmistir.

Ileri tiimdr dereceli olgularda AURKA amplifikasyonuda yiiksek diizeyde gdzlenmistir.

Aurora kinaz B delesyonu ile tiimor dereceleri arasinda anlaml diizeyde iliski
oldugu (p<0.001), yiiksek dereceli tiimorlerde AURKB gen delesyonunun daha
yiiksek siklikta gozlendigi goriilmiistiir.

Incelenen tiimor hiicrelerinin triploidik, tetraploidik ve >4n grubu ile tiimor
dereceleri arasinda iliski karsilastirildiginda ise oOzellikle tiimor derecesi ile
tetraploidi ve >4n grubu anomalileri arasindaki iliskinin anlamli diizeyde oldugu
(p<0.001), tetraploidik ve >4n hiicre klon sikliginin tiimor derecesi arttik¢a arttigi

belirlenmistir.

Calismamizda inceledigimiz anomalileri tek basina ve/veya diger anomalilerle
birlikteligine bakmaksizin her anomalinin gozlendigi tiimorlerin derecelerine gore
karsilagtrma yaptigimizda yiiksek AURKA amplifikasyonunun yiiksek dereceli
tiimorlerde, tetraploidik ve >4n grubu anomaliler ile AURKB delesyonlarinin da yine

yiiksek dereceli tiimorlerde daha yiiksek oranlarda gozlendigi saptanmustir (Sekil 4.9)
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20 7
18 A
16 A
14 A
12 A
10 A

H ylksek derece

. B Dislk derece

o N B G0
1

disik aurka 3n 4n >4n aurkB
aurka  amp del
amp+

Sekil 4.9. Tiimdr Orneklerinde Saptanan Anomalilerin Diisiik ve Yiiksek Dereceli

Tiimdr Orneklerindeki Dagilimlari

Calismamizda birden fazla anomalinin birlikte gdzlendigi 6rneklerin diisiik ya da
yiiksek dereceli tiimorlerde goriilme oranlar1 da karsilastirilmistir. Bu karsilastirmalar
ile ilgili olarak 6rnekler, Tablo 4.2 temel alinarak degerlendirilmis ve kombine
anomalilerin 6zellikle yiiksek dereceli tiimdrlerde daha ytliksek oranlarda gézlendigi
saptanmistir (Sekil 4.10). Gruplar aras1 farkliliklar istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi
(Ki-Kare Testine gore p< 0.001 ***)
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M Yiksek Derece

W Distk Derece

J2|l[ewoue LNy

NP+NE+1IA 9 MUNY+ dINY YIHENY
NE

NP<+Np+130 9 XdNv+ dINVY VIENY
N#7+130 9 XHNV+ dINY YIHNY
NE+TIA 9 XHNV+ dINY VIHNY
NY<+dAV VXNV

NP+dIAV VIHNY

NE+HdINY VHINY

130 g AUNY+ dINY VHINY

+dIAV VAdNY

yoA|ewoue

Sekil 4.10. Diisiik ve Yiiksek Dereceli Tiimdr Orneklerinin Saptanan Anomaliler ile

Karsilastirilmasi
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4.2.2. Tiimér evreleri ile amplifikasyonlar, delesyonlar ve sayisal

kromozomal artislar arasindaki istatistiksel veriler

Olgularin amplifikasyon, delesyon, triploidi, tetraploidi ve >4n anomali grubu

bulgularmm tiimor evrelerine gore iliskilendirilmesi Fischer Exact Ki-Kare testi ile

yapilmistir. Olgularimizda saptanan amplifikasyon, delesyon, triploidi, tetraploidi ve

>4n grubu ile timor evreleri arasinda istatistiksel olarak bir iliski kurulamamistir

(p<0.05). Tablo 4.5’de tiimor evreleri ile saptanan anomaliler arasindaki istatistiksel

analiz ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.5. Tiimér Evreleri ile Tiim Genetik Anomaliler Arasindaki Istatistiksel

Veriler

\ Ol®H | G OfH] G| | 6
EVRESI
Ta 12 6| 7 11 8 10 | 10 8 5 13 4 14
T1 6 41 6 4 6 4 6 4 5 5 4 6
T2 1 0| 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0
Toplam 19 10| 14 { 15 | 15 | 14 | 16 { 13 | 11 { 18 | 09 | 20
Fisher
Exact p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Ki Kare
*(+): Incelenen genetik anomalinin kag tane timor dokusunda gozlendigini
belirtmektedir.
*(—): Incelenen genetik anomalinin kag tane tiimdr dokusunda gdzlenmedigini

belirtmektedir.
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Olgularimizda saptanan anomaliler ve olgu yaslari arasindaki iligki istatistik
olarak Spearman kikare testi kullanarak yapilmistir. Olgularimizda saptanan
amplifikasyon, triploidi, tetraploidi, >4n anomali grubu anomaliler ve delesyonlar ile

olgu yaslar1 arasinda istatistiksel olarak bir iliski kurulamamistir (p>0.05).

4.2.3. Saptanan amplifikasyonlar ve delesyonlar ile sayisal kromozomal

artislar arasindaki istatistiksel veriler

Saptanan amplifikasyonlar ve delesyonlar ile sayisal kromozomal artiglar arasinda
yapilan istatistiksel karsilastirmada; Aurora kinaz A amplifikasyon orani yiikseldikce
ploidik klonlarin arttig1 ve bu iki anomali grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

verilere ulagildigi Tablo 4.6’da goriilmektedir.
Aurora kinaz B gen delesyonu ile sayisal kromozomal artiglar arasinda da onemli

diizeyde anlamli verilere ulasilmis olmakla beraber, delesyonlarin poliploidik

durumlar1 ortaya ¢ikarabilecegi istatistiksel olarak belirlenmistir (p<<0.001)
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Tablo 4.6. Amplifikasyonlar ve Delesyonlar ile Sayisal Kromozomal Artislar

Arasmdaki Istatistiksel Veriler

(H)* 12 7 09 10 7 12
AURKA
Diisiik ) 4 6 2 8 2 8
Amp.
Fisher Exact
Ki Kare p>0.05 p>0.05 p>0.05
(+) 09 5 09 5 09 5
AURKA
Yitksek ) 7 8 2 13 0 15
Amp.
Fisher Exact
Ki Kare p>0.05 p<0.001 p<0.001
(+) 8 7 10 5 09 6
AURKB
Delesyonu
=) 8 6 1 13 0 14

Fisher Exact
Ki Kare p>0.05 p<0.001 p<0.001

*(+): Incelenen genetik anomalinin kag tane timor dokusunda gozlendigini
belirtmektedir.
*(—): Incelenen genetik anomalinin kag tane tiimdr dokusunda gdzlenmedigini

belirtmektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda timor tipi tespit edilen 29 olguya iligkin 30 mesane timori
orneginde FISH analizi ile AURKA, AURKB genlerinin kopya sayilar1 ile
kromozom 8, 12, 17 ve 20’ye iliskin problar araciligiyla hiicrelerin poliploidik
ozellikleri degerlendirilmis ve tiimor ozellikleri ile iligkileri irdelenmistir. Calismada

saptanan veriler ile literatiir verileri karsilastirilmigtir.

5.1. FISH Yontemi ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

Mesane kanseri 6n tanist alan tiimor, idrar ve mesane yikama orneklerinde farkl
biyomarkerler kullanilarak FISH analizlerinin yapilmasi uzun zamandan beri arastirilan
bir konudur. Bugiine kadar yapilan calismalarda FISH yOnteminin, tiimore spesifik
markerler kullanilmas1 halinde yiiksek duyarlilikta uygulanabilecegi sonucuna ulasilmis
ve hatta baz1 merkezlerde tan1 amaglh uygulamalar baslamistir. Son yillarda bu yondeki

calismalar daha da 6nem kazanmustir.

Maffezzini ve arkadaglari 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismada, FISH yonteminin
kasa-invaze olmayan mesane kanserine (NMIBC) giden hastalarda progresyon veya
tiimor tekrarlama riskinin belirlenmesinde bir gosterge olabilirligini saptamak amaciyla
bir caligma yapmiglardir. Calismada, 126 olgunun iiriner sitoloji ve sistoskopi ile takip
edilen Orneklerinde kromozom 3, 7, 17 ve 9p21 lokusuna ait problar kullanilmistir.
Olgulardan 73 tanesinde (%57,9) iriner FISH testi pozitif olarak bulunmustur.
Sonrasinda 14 ay1 takip eden siirede bu olgularm 46 tanesinde (%63) tiimor tekrar1 ve
15 olguda ise hastalik progresyonu gorilmiistir. Kasa invaze olmayan mesane
kanserinde (NMIBC) iiriner FISH testinin tiimor tekrarlama riskinin saptanmasinda

onemli bir takip araci olabilecegini bildirmislerdir (48).
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Caraway ve arkadaslart 2010 yilinda yaptiklar1 c¢aligmada, iirotelyal
karsinomlarm timdr tekrar riski ve hastaligin progresyonu ile yiiksek bir birliktelik
icinde oldugunu bildirmisler ve FISH yonteminin irotelyal karsinomlar1 saptamadaki
duyarliligini saptamay1 amaglamislardir. Bu ¢alismada 2004- 2006 yillar1 arasindaki 600
olgudan alinan 1006 idrar Orneginde mesane kiti kullanilarak yapilan caligmada,
tekrarlayan {irotelyal karsinomu olan olgular ile iriner semptomlari olan olgular
tanimlanmugtir. Idrar &rneklerinde, en az 2 kromozomda (kromozom 3, 7 veya 17)
goriilen >4 kopya sayisi artig1 ve/veya 9p21 delesyonu olan olgular FISH- pozitif olarak
degerlendirilmeye alinmiglardir. Olgulardan alinan idrar 6rneklerinden %27’si FISH
pozitif saptanmig, FISH yonteminin duyarlilign ve o6zgilligi %58 ve %66 olarak
bildirilmistir. FISH yonteminin iirotelyal karsinomlar1 saptamada sitolojiden daha etkili
olabilecegi belirtilmistir. Urotelyal karsinomlarda kromozom 3, 7, 17 ve 9p21 lokusuna
ait problarla yapilan bu genis capli FISH calismasinda bu bdlgelerin tekrarlayan

irotelyal karsinomlar1 saptamada 6nemli belirtegler olabilecegi bildirilmistir (10).

Calismamizin  amaci  Aurora  kinazlarin  mesane  kanseri  tanisinda
kullanilabilirligini aragtirmak oldugu i¢in arastiricilarin belirledigi markerler agisindan
orneklerimiz degerlendirilmemistir. Ancak ¢alismamizda kullanilan kromozom 8, 12, 17
ve 20’ye spesifik sentromer/lokus spesifik problarla yapilan FISH analizlerinde de
triploidik, tetraploidik ve daha yiiksek ploidili hiicreler yiiksek oranlarda saptanmistir ve
bu anomaliler hiicrelerde c¢ok kesin sekilde saptanabilmislerdir. Incelenen tiim
orneklerde basarili sonu¢ alinmis ve sadece ii¢ Ornekte herhangi bir anomaliye
rastlanmamistir. Dolayisiyla calisma verilerimiz de uygun markerler ile mesane

orneklerinde FISH analizinin kullanilabilecegini destekler niteliktedir.
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5.1.1. Aurora Kinaz A geni amplifikasyonunun mesane tilmortii

orneklerindeki durumu

Genetik instabilite malign transformasyon ve tiimor progresyonundan sorumlu
tutulmaktadir. Kanserin molekiiler patolojisine iliskin ¢alismalarda pek ¢ok genetik
instabilitenin farkli mekanizmalarla iligkili oldugu ortaya konmustur. Son dénemlerde
ozellikle DNA yanlis eslesme tamir genlerinin inaktivasyonuna bagl olarak ortaya
c¢ikan instabilite iizerinde durulmaktadir. Ozellikle mikrosatellit dizilerinin genislemesi
veya kisalmasindan sorumlu olan bu mekanizma, sadece diploid veya diploide yakin
olan tiimorlerin olusum mekanizmalarin1 agiklamada 6nemli hale gelmektedir. Mitotik
igcik kontrol noktasi genlerinden olan BUB ve MAD2 mutasyonlar1 nadiren andploidik
timor hiicrelerinde bildirilmistir. Buna karsilik Sen ve arkadaslarimin (2002) AURKA
geni amplifikasyonunun ve asir1 ekspresyonunun andploidi ve poliploidi ile iliskili

oldugunu mesane kanseri 6rneklerinde yaptiklar1 ¢alisma ile ortaya koymuslardir (62).

Calismalarinda mesane karsinogenezinde AURKA geni amplifikasyonunun ve
STKI15 proteininin asir1 ekspresyonunun énemli rol oynayabilecegini, agresif fenotipe
sahip poliploid hiicre populasyonlarinin  birikimine neden olabileceklerini
vurgulamiglardir. Aurora kinaz A geni 20q13‘de lokalizedir. Kromozom 20q c¢esitli
kanser tiirlerinde amplifiye olan bir kromozomdur. Ayrica 20q amplifikasyonu pek ¢ok
agresif varyant epitelyal ve mezensimal kanserde de rapor edilmistir ki mesane kanseri

de bu kanserler arasindadir (62).

Kromozom 20q yiiksek dereceli invaziv iirotelyal mesane karsinomlarinda hemen
tim poliploid hiicrelerde yliksek oranda amplifiye olmaktadir. Ayrica in vitro

caligmalarda transforme edilmis tirotelyal hiicrelerde de kromozom 20 kopya sayismnin
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artmas1 bu kromozoma iligkin genetik materyalin artmasinin iirotelyal neoplazinin erken

donemlerinde rol oynayabilecegini gostermektedir (62).

Sen ve arkadaglari (2002), toplam 205 parafinize mesane tiimoriinde STK15
proteinini immiinohistokimyasal olarak, 61 6rnekte Southern Blot teknigi ve 21 6rnekte
de FISH analizi ile AURKA gen kopya sayisini degerlendirmiglerdir. Arastirmacilar
aynt zamanda kromozom 3, 17, 20 ve 21 kopya sayisim1 da FISH analizi ile
incelemislerdir. Yiiksek diizeyde STKI5 protein ekspresyonu mesane tiimorlerinde
yiiksek siklikta gozlenmesine ragmen poliploidik 6zellik gosteren %30 tiimérde STK15
proteini asir1 ekspresyonunun gozlenmedigi, farkli genlerin ploidik klonlarm olusmasmi
tetikleyebilecegi bildirilmistir. Mesane tiimorlerinde en azindan 3-4 kopya halinde olan

AURKA gen amplifikasyonunun yaygimn bir bulgu oldugu ifade edilmistir (62).

Ancak diploid veya diploide yakin tiimér orneklerinde hiicrelerin %40-50
kadarinda 3-4 kopya artigiin gozlendigi ve bu hiicrelerinin sadece %2-20 kadarinda >4
AURKA amplifikasyonun oldugu rapor edilmistir. Poliploidi derecesinin AURKA
amplifikasyonu ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Ayni calismada gen
amplifikasyonu ile poliploid derecesinin klinik fenotiple iliskisi degerlendirilmistir.
STK15 asir1 ekspresyonunun incelenen %50 tiimdr Orneginde goézlendigi ve bu
tiimorlerin ileri grade, nonpapiller, invaze ve poliploid 6zellikte olduklar1 yani ¢ok
agresif timor Ozelliklerini tasidiklart gozlenmistir. Serin-Treonin Kinaz 15 (STK15)
asir1  ekspresyonu %76.9 invaziv, ileri grade, poliploid mesane kanserlerinde
gbzlenirken, sadece %7.5 siiperfisyel mesane tiimoriinde gozlendigi belirtilmistir.
Stiperfisyel non-invaziv olan ancak STK15 proteininin agir1 ekspresse oldugu ve yiiksek
oranda poliploid olan tiimorlerin invaziv, klinik olarak agresif tiimdre doniisme

olasiliginin yiiksek oldugu ifade edilmistir.

73



Serin-Treonin Kinaz 15 (STK15) asir1 ekspresyonu olan tiimorlerin uzak metastaz
ve azalmis survi ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Serin-Treonin Kinaz 15 (STK15)
amplifikasyon ve overekspresyon diizeylerinin poliploidi derecesi ile gili¢li bir

birliktelik oldugunu belirtmislerdir (62).

Calismamizda poliploidik hiicreler; triploid, tetraploid ve >4n grubu olarak
ayrilmistir. Aurora kinaz A gen amplifikasyonunun o6zellikle yiiksek orandaki gen
amplifikasyonunun yiiksek dereceli tiimorlerde yiiksek oranda gozlenmesi Sen ve
arkadaslarimin ¢aligmalar1 ile uygunluk gostermektedir. Tim poliploid gruplarini
birlikte degerlendirdigimiz zaman; yiiksek dereceli on tiimér dokusunun tiimiinde
tetraploidi ve >4n grubu anomalileri goriliirken, diisiik dereceli tiimorlerin sadece
ikisinde tetraploidik hiicreler saptanmig, >4n grubu anomalileri ise goriilmemistir.
Yiiksek dereceli tiimorlerde poliploid gruplarin yiiksek oranda gézlenmesi Sen ve

arkadaglarmmin ¢alismasini destekler niteliktedir (62).

Ayn1 zamanda Sen ve arkadaslari AURKA gen amplifikasyonu ve ploidik
ozellikli klonlar ile tiimor derecesi, evresi ve histopatolojik paternler (Papiller-non-
papiller) arasinda istatistiksel olarak yiiksek birliktelik saptamislardir (p< 0.001). Bizim
calismamizda da amplifikasyonlar ve kopya sayisi artiglarinin tiimor dereceleri ile
arasinda 6nemli diizeyde (p<0.001) birliktelik gézlenmisken, timor evreleri ile AURKA
kopya sayisi artis1 arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmamustir ve bu bulgumuz
ilgili caligma ile uygunluk gostermemektedir. Calismamizda tiim dokular papiller
ozellikte  oldugundan, saptadigimiz  anomalilerle  histopatolojik  ozellikler

anlamlandirilamamuistir.
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Park ve Arkadagslart (2008), Aurora kinaz A gen amplifikasyonunun mesane
kanseri tanisinda biyomarker olma potansiyelini belirlemeyi amaglamislar ve bu amag
dogrultusunda immunohistokimya, gergek zamanli PCR ve FISH analizlerini 23 mesane
tiimorii ve yedi kontrol dokusu ile 100 mesane kanserli olgunun idrar 6rnegi ve kanser

tanis1 almayan 148 kontrol olgusu idrar 6rneginde gerceklestirmislerdir (58).

Aurora kinaz A ekspresyon diizeyinin ileri derece tiimorlerde anlamli diizeyde
arttigini, timor derecesi, evresi ve poliploidik 6zelligi ile AURKA ekspresyonunun
baglantili oldugunu gézlemlemislerdir. Siiperfisial diisiik derecede, iirotelyal karsinom
(degisici epitel karsinom) orneklerinde AURKA mRNA diizeyinin normal iirotelyuma
gore hafif oranda arttigini, buna karsilik ileri derecedeki, invaziv, yiiksek poliploidik
orandaki tirotelyal karsinomlarda (degisici epitel karsinom) mMRNA ekspresyonunun
yaklasik 19 kat arttigi belirtilmistir. Ayni c¢alismada kromozom 3, 7, 17‘ye iliskin
sentromerik FISH problar1 ile yapilan analizlerde bu kromozomlara iliskin kopya
sayillarmin >4 oldugu orneklerde AURKA mRNA diizeyinin arttigi dolayisiyla
poliploidi derecesinin  AURKA mRNA ekspresyonu ile iliskili oldugunu One
stirmiislerdir. Bununla birlikte mesane kanseri gelisiminde AURKA amplifikasyonunun
da poliploid hiicresel fenotipin gelismesine neden olabilecegi ve yiiksek tiimor derecesi

ile iliskili oldugunu belirtmislerdir (58).

Aurora Kinaz A geni kopya sayismim mesane kanseri tanist i¢in marker olma
potansiyelini idrar drnekleri ile yaptiklar1 analizlerle de degerlendirmisler ve AURKA
FISH testinin mesane kanserini saptamadaki duyarliligini %87, 6zgiilligtini % 96.6
olarak bildirmigleridir. Ayrica diisilk derece tiimorlere oranla yiiksek dereceli
timorlerde AURKA andploidi oraninin yiikseldigi, fakat evreler arasinda fark olmadigi
belirtilmistir. Arastiricilarin farkli yontemleri kullanarak elde ettikleri verilere gore

AURKA-FISH yonteminin mesane kanserini saptamada sitolojiden daha etkili oldugu
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ve bu belirteglerin gelecek icin umut vaat ettigi belirtilmistir. Mitotik siklus regiilatorii
olan AURKA geninin mesane kanseri tanisinda bir marker olabilecegi diger

caligmalarla da desteklenmistir (12,60,62,70).

Calismamizda elde edilen verilerle Park ve arkadaslarinin bildirdigi bulgular
uygunluk gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da tiimor derecesi ile AURKA gen
amplifikasyonunun ve poliploidik hiicre oranmin anlamh diizeyde iliskili oldugu
saptanmugtir. Calismamizda saptanan anomaliler ile tiimor evreleri arasinda bir iligkinin

gbzlenmemesi de Park ve arkadaglarinin (2008) ¢alismasi ile uygunluk gostermektedir
(58).

Park ve arkadaslari, AURKA gen amplifikasyon diizeyleri ile tiimor dereceleri
arasinda yaptiklar1 istatistiksel ¢alismada anlamli veriler (p<0.001) goézlemislerken,
timor evresi ve histopalojik paternler ile AURKA amplifikasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik saptamamiglardir. Calismamizda Park ve
arkadaslarina benzer sekilde istatistiksel verilere ulagilmistir. Aurora Kkinaz A
amplifikasyon diizeyleri, bunlara ilaveten eklenen diger sayisal anomaliler ile timor
dereceleri arasinda 6nemli diizeyde (p<0.001) birliktelik saptanmisken, tiimor evreleri
ile istatistiksel bir ilginin kurulamamasi1 yine Park ve arkadagslarimin istatistiksel

calismast ile uyumludur.

Yamamoto ve arkadaslarinin (2006); tamir genleri olan MLH1, MSH2 ile AURKA
ve P53 genlerini; kromozomal instabilite, tiimor derecesi, timor evresi ve protein ifade
diizeyleri ile iliskilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 c¢alismada %65 tiimorde
AURKA geni asir1 ekspresyonu ile %49 oraninda kromozom 7, 9, 17 ve %42 oraninda
ise 20q13 kopya sayist artiglarinin gézlendigi bildirilmistir (70).
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Aragtiricilar mesane kanseri gibi kromozomal kararsizligin ileri diizeyde oldugu,
artmig protein ekspresyonunun hastaligin kotii seyri ile iliskili oldugunu ve sentrozom
amplifikasyonlarmm AURKA geninin hastalik progresyonu i¢in gii¢lii bir belirteg
olabilecegini belirtmislerdir (70).

Yamamoto ve arkadaslart (2006); istatistiksel g¢alismalarinda sadece 2013
kazanimi olanlari, 20q13’e ilave kromozom 7, 9, 17 polizomileri olanlar1 ve sadece
kromozom 7, 9, 17 polizomileri belirlenen 6rnekleri tiimor derecesi, evresi, timor
rekiirrensi ve timor sekli ile iligkilerini arastirmis ve istatistiksel olarak yaptiklari
caligmada; tiim bu parametreler ile saptanan sayisal alterasyonlar arasinda anlamli bir
birliktelik bulmuslardir. Biz ¢alismamizda AURKA lokusu olan 20q13 kazanimlar1 ve
ploidik 6zellikli tiimor dokular1 ile tiimor derecesi arasinda onemli diizeyde anlamli
verilere ulastik. Bu sayisal artiglar ve tiimor dereceleri yiiksek bir korelasyon

gostermekteydi (p<0.001).

Yamamoto ve arkadaslarimin (2006), AURKA geni lokusu olan 20q13 bolgesine
ait saptanan kopya sayisi artislarindaki oran ile g¢alismamizda belirlenen oranlar
uyumluluk géstermektedir. Bu literatiirde ¢ok ¢esitli gen bolgeleri ve farkli yontemlerle
anomaliler belirlenmeye calisilmistir. Calismamiza gelecekte eklenebilecek olan THK
yontem, AURKA geninin hem FISH ydntemiyle gen diizeyinde analizine hem de IHK
yontemi ile protein olarak ifadesine yonelik yeni bakis a¢ilarinin olugsmasinda ve tanisal

analiz olarak kullanilabilirligi konusunda bir yol olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizin bulgular boliimiinde belirtildigi gibi bir olgumuzda mesane timorii
niiks etmis olup her iki tiimor 6rnegi de degerlendirilmistir. Ik degisici epitel karsinom

tanist alan Ornegin diisiik tiimdr dereceli Ta evresinde oldugu hasta dosyasindan
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ogrenilmistir. Ik gelen 6rnekte AURKA geni diisiik amplifikasyonu ile AURKB
delesyonu bulunurken, niikks eden timdr Orneginde yiiksek AURKA geni
amplifikasyonu, AURKB delesyonu ile tetraploidik ve >4n 6zellikli hiicre klonlarinin

oldugu goriilmiistiir.

Aurora kinaz A asir1 ekspresyonunun rekiirrens riski ile iliskisi Comperat ve
arkadaslarimin 2007 yilinda bildirdikleri arastirmada ortaya konmustur. Toplam 128
olgudan transiiretral rezeksiyon ile alman tiimér rneklerinde IHK analiz ile AURKA ve
MIB-1 (Ki-67) asir1 ekspresyonu ile tiimor rekiirrensi arasindaki baglanti ortaya
konmustur. Siklusta prolifere olan hiicrelerde G1, S, G2 ve M fazlarinda ekspresse olan,
niikleer protein kompleksi MIB-1’in hiicresel proliferasyonundaki islevinden dolayi,
mesane kanserinde rekiirrensi olan ve olmayan olgulardaki yapilan ekspresyon
caligmasinda; siiperfisial mesane neoplazileri (pTa) tiimor derecelerine gore li¢ gruba

ayrilmis ve her grupta AURKA ve MIB-1 ekspresyonlarma bakilmistir (12).

Papiller iirotelyal diisiik malign potansiyelli neoplazilerde (PUNLMP), rekiirrensli
olgularda %92 AURKA ve %54 MIB-1 overekspresyonu, rekiirrens olmayan olgularda
ise %23 AURKA ve %5 MIB-1 overekspresyonu saptanmistir. Non-invaziv papiller
diistik derece tirotelyal karsinomada (NILGC) rekiirrensli olgularda %97 AURKA ve
%42 MIB-1 overekspresyonu, rekiirrensi olmayan olgularda ise %23 AURKA ve %14
MIB-1 overekspresyonu saptanmistir. Son grup olan non-invaziv yiiksek derece papiller
iirotelyal karsinomda (NIHGC) rekiirrensli olgularin tamaminda AURKA ve %65
MIB-1 overekspresyonu, rekiirrensli olmayan olgularda ise %67 AURKA ve %50 MIB-

1 overekspresyonu gozlenmistir (12).

Tim bu verilerle beraber Comperat ve arkadaslari, AURKA’nin artmis
ekspresyonun MIB-1’e oranla yiiksek relaps riski tagidigini ve AURKA nin tekrarlayan

tiimorleri saptamada daha duyarli ve etkili bir marker olabilecegini bildirmislerdir (12).
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Mitotik siklus diizenleyicisi AURKA ‘nin tekrarlayan tiimorler i¢in duyarliligmimn
yiiksek oldugu (%90.2) bildirilmistir. Tiim bulgularm birlikte degerlendirilmesi sonucu
AURKA ekspresyonunun hastalarin takibinde 6zellikle rutin kontrollerde 6nemli bir
belirte¢ olabilecegi ortaya atilmistir (12). Bizim ¢alismamizda da AURKA geni kopya
sayisininin {irotelyal karsinomda arttigina dayanarak rekiirrens degerlendirmesinde bu
gene iliskin kopya sayisi/ekspresyon analizinin bilgi verici olabilecegi diisiincesindeyiz.
Ancak niiks eden daha fazla tiimdor Ornegine iliskin verilerin degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Comperat ve arkadaslari, ¢alistiklar1 timor dokularinin relaps durumlarina gore
AURKA overekspresyonlar1 arasindaki iliskiyi yaptiklari istatistiksel ¢alismayla da
vurgulamiglardir (12). Calismamizda niiks eden bir tane olgumuzun olmasi sebebiyle
AURKA geni degisiklikleri ve rekiirrens degerlendirmesi istatistiksel olarak
degerlendirilememistir. Calisma kapsamina almabilecek rekiirrensli olgu sayilarindaki
artis, cesitlilik ve diger genlerin dahil olmasi ile yapilabilecek ¢ok yonlii ¢alismalar,
mesane karsinogenezine 151k tutabilecek, bu siirecte yeni klon olusumlarinin varligi ¢cok

daha agik gozlenebilecektir.

Kanser progresyonu ve 6liim riski en sik gdzlenen Ta icin diisiik olmakla birlikte
rekiirrens riskinin yiiksek olmasi hastanin yasam kalitesini diigiirmekte ve saglk
masraflarinin ¢ok artmasina neden olmaktadir. Rekiirrensin genetik profilini belirlemeyi
hedefleyen Nord ve arkadaslari (2010) yiiksek rezoliisyonlu array analizi ile niiks eden
ve etmeyen Ta tiimorlerini incelemislerdir. Veriler degerlendirildiginde Ta tiimorlerinde
DNA kopya alterasyonlarinin ¢ok yiiksek siklikta oldugunu, FGFR3, CCND1, MYC ve
MDM2 genlerine ek olarak MYBL2, YWHAB (14-3-3 protein beta/alfa) ve SDC4 gen
amplifikasyonlarmnin yliksek dereceli rekiirren tiimorlerde yiliksek siklikta gozlendigini

belirtmislerdir. Aday genlerden SDC4‘de 20q12°de lokalizedir. Aurora kinaz A geni ile

79



ayn1t amplikondadir. Yiiksek dereceli ve rekiirren orneklerde asir1 amplifiye olan bu
amplikonlarin incelenmesi daha agresif terapinin faydali olacagi hastalarin

belirlenmesinde faydali olacaktir (55).

Onkogenik serin/treonin kinaz olan, tiimérogenez, gelisim ve kemorezistansta
onemli roller tistlenen AURKA ekspresyonunun mesane kanseri olgularmin prognoza
etkisi Lei ve arkadagslar: (2011) tarafindan da degerlendirilmistir. Yirmi 6rnekte gergek
zamanlit PCR ile mRNA ekspresyon diizeyi incelenmis ve ayrica 96 olguya iliskin
tiimorlerde THK analiz ile protein lokalizasyonlar1 degerlendirilmistir. Aurora kKinaz A
proteininin mesane kanseri hiicrelerinin sitoplazmalarinda lokalize oldugu, olgularin
%51’inde yiiksek diizeyde AURKA protein ekspresyonu belirlenmistir. Aurora Kinaz A
protein ekspresyonu sagkalim ile iliskilendirilmis, diisiik ekspresyonun goézlendigi
olgulara gore yiiksek AURKA ekspresyonu olan olgularda hastaliksiz gecen siirenin ve
genel survi oraninin diisiik oldugu belirtilmistir. Gergek zamanli PCR ¢alismasinda ise,
mRNA ekspresyonunun tiimor dokularinda belirgin bir sekilde arttig1 ifade edilmistir.
Daha 6nce belirtilen caligmalar ve bizim ¢alismamizda da gozlenen asirt AURKA artisi
ile ileri tiimoOr derecesi arasindaki anlamli iliskinin rekiirrens baglantis1 Lei ve
arkadaglarinin  bu ¢aligmasinda gozlenmemistir. Bizim ve literatiirdeki diger
caligmalarin aksine tlimdr evresi ile AURKA ekspresyon diizeyi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski oldugu vurgulanmistir. Farkli bulgulara ulasilmis olmakla
birlikte bu ¢calisgmada da AURKA geninin mesane kanseri progresyonunda rol oynadigi
ve prognostik faktor olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir (43).

Lei ve arkadaslart AURKA protein ekspresyon diizeyleri ile timdr evresi,
derecesi, yas, cinsiyet ve rekiirrens oranlarini istatistiksel olarak da karsilagtirmislar,
timor evresi, invazyon ve lenf nodu metastazi ile AURKA ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptamislardir (43) (p<0.05). Ancak timor
derecesi, rekiirrens, yas ve cinsiyet ile AURKA ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski

saptanamamustir (p>0.05).
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Lei ve arkadaslarmmin yaptig1 bu istatistiksel calisma tiimdr derecesi ve evresi
bakimindan bizim ¢aligmamiz ile korelasyon gostermemektedir. Calismamizda timor
derecesi ile amplifikasyonlar ve poliploidiler arasinda 6nemli diizeyde anlamli verilere
(p<0.001) ulasilmig olmakla birlikte, tiimor evreleri ve yas ile anomaliler arasinda bir
ilisk1 kurulamamaistir. Rekiirrensli bir olgumuzun olmasi ve cinsiyet dagilimi ise dengeli
olmadigindan istatistiksel ¢alismaya dahil edilmemistir. Tablo 5.1°de literatiir bilgileri

ile caligmamiz karsilastirilmistir.
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Tablo 5.1. Calismamizdaki AURKA Geni ile Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Olgu
Arastirict sayist Yontem Gen/genler Sonug
205 [HK % 76,9 yiiksek derece
%7,5 diisiik derece olgular
/ Diisiik derece olgular/
Sen ve ark. diisiik amp. % 40,83
(2002) 21 FISH AURKA
Disiik derece olgular/yiiksek
< amp.
% 7,6
Yiiksek derece olgular /
diisiik amp. % 37,6
Yiiksek derece olgular/
k yiiksek amp. % 50,1
100 [HK AURKA % 65
Yamamoto ve
ark. 7,9, 17, —> %49
(2006 ) 20q13 kopya |——> « %42
FISH sayisi
artiglari
Comperat ve ark. Relaps(+) Relaps(-)
(2007) 128 [HK AURKA %95 %40
MIB-1 %50 %20
Lei ve ark. 96 [HK AURKA %51
AURKA
Bizim diisiik amp. % 65,5
Calismamuz 29 FISH yiiksek amp % 48,2
(2011) Triploid % 55,1
Tetraploid % 37,9
>4n grubu % 31
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Samir ve arkadaglar: 2009 yilinda, mesane kanserinde son giinlerde genetik bazi
belirteglerin varhigina dikkat ¢ekmisler ve bu amagla bir derleme yaymlamiglardir.
Genetik yeniden diizenlenmelere, molekiiler degisikliklere neden olan ve hiicre
siklusunda iligkili proteinler lizerinde yeni belirteglerin tasindigini ileri siirmektedirler.
Buna gore; FGFR3, P53 ve RB gen mutasyonlari ile ayni zamanda Aurora Kinaz A
geninin mitozda anahtar regiilatéor roliiniin oldugunu ve Aurora Kkinaz A’nin

amplifikasyonunun yeni bir belirte¢ olabilecegini belirtmislerdir (60)

Aurora kinaz A geninin kopya sayisi artiglari ve sayisal kromozomal
degisikliklerinin mesane kanseri prognoz tayininde marker olarak kullanilabilecegine
iliskin verilerimiz bu konuda yapilan diger ¢alismalarla da uygunluk géstermektedir
(19,43,52,70).

5.1.2. AURKA ve AURKB genlerinin FISH bulgulari

ile literatiir bilgilerinin karsilastirilmasi

Mesane kanseri 6rneklerinde AURKB geni kopya sayisina iliskin bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Aurora Kinaz B protein ekspresyon diizeyinin tiimor derecesi ile

iliskili oldugunu ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir (7,8).

Bizim ¢alismamizda AURKB geni kopya sayisi artismna rastlanilmanmug aksine
ozellikle yiiksek dereceli tiimorlerde AURKB allel kayb1 yiiksek siklikta saptanmaigtir.
Wu ve arkadaglarimin (2011) yaptiklar1 proteomiks ¢alismasinda AURKB‘nin P53 ve
NIR (novel INHAT represor) ile protein kompleksi halinde bulundugu, AURKB’nin
NIR’a baglandig1 dolayistyla P53 ile indirekt iliski igerisinde oldugunu bildirmislerdir.
Aurora kinaz B veya NIR’m asir1 ekspresyonunun P53 transkripsiyon aktivitesini

baskiladigi, AURKB veya NIR ekspresyonundaki azalmanin ise P53’e bagl
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apopitozise, dolayisiyla hiicre biiylimesinin durmasina neden oldugu ifade edilmektedir.
Bu aragtirma verileri ile ¢alismamizda saptanan bulgular birlikte degerlendirildiginde
AURKB allel kaybmin ozellikle tetraploidik ve >4n profile sahip klonlarin oldugu
timorlerde gozlenmistir. Apopitozis mekanizmasinin normal kosullarda aktif hale
gelmesi i¢in uygun bir yap1 s6z konusudur. Anomaliler yiiksek orandadir, P53 aktif hale

gelir, P21 ve BAX genlerinin aktif hale gelmesi ile apopitozis siireci baslar (68).

Saptanan AURKB delesyonlari ile sayisal kromozomal artislar istatistiksel olarak
da Kkarsilastirilmis, delesyonlar ile tetraploidi ve >4n grubu anomaliler arasinda
istatistiksel olarak ©nemli diizeyde anlamlilik (p<0.001) saptanmistir (Tablo 4.6).
Calismamizda saptadigimiz delesyonlar ve bu delesyonlarin ploidik klonlarla olan

anlaml iligkisi, AURKB geninin siklustaki mekanizmasini da agiklamaktadir.

Bruyere ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada; mesane patogenezinde
Aurora Kinazlarin mitoz regiilasyonundaki gorevlerini géz dniinde bulundurarak Aurora
kinaz A ve Aurora kinaz B ekspresyonlari ile klinik, patolojik ve tiimor tekrarlama riski
arasindaki korelasyonu saptamak amaciyla bir calisma yapmuslardir. Calismada 73
siiperfisial mesane tiimoriinde IHK ydntem kullanilarak, ekspresyon diizeyi ile timor

rekiirrensi arasindaki iliskiyi saptamislardir (7).

Mitoz diizenleyicisi olan Aurora B‘nin tiimorlerde yiiksek ekspresyonunun G1
kontrol noktasi hatalar1 ile timor rekiirrensine sebep olabilecegini bildirmislerdir.
Urotelyal karsinom tanis1 konan hastalardan ahnan tiimér dokularinda, sadece
siiperfisial mesane neoplazileri (evre Ta) kullanilmistir. Sonucta; IHK analiz ile Aurora
B protein ekspresyonu %57,5 oraninda bulunmusken, Aurora A protein ekspresyonu ise
%69,9 olarak saptanmisti. Aurora A ve Aurora B ekspresyon diizeyleri ile timor

rekiirrensi arasinda anlamli bir iliski oldugu vurgulanmistir (7).
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Ayn1 zamanda Aurora kinaz protein ekspresyon diizeyleri ile rekiirrens ve timor
derecesi 6zelliklerini istatistiksel ¢alisma ile belirleyen Bruyere ve arkadaslart AURKA
ve AURKB protein ekspresyon diizeyleri ile timor derecesi arasinda anlamli bir
bulguya ulasamamuglar (p>0.05), ancak rekiirrens ile bu genlerin protein ekspresyon
diizeyleri arasinda giiclii bir birliktelik saptamislardir (7) (p<0.001). Calismamizda niiks
eden sadece bir tane olgumuzun olmasi sebebiyle rekiirrens-anomali karsilastirmasi
yapilamamakla beraber, timor derecesinin bu g¢alismanm aksine Aurora kinazlarla

birlikteligi acik¢a ortaya konabilmistir.

[HK analiz ile AURKB protein ekspresyonlari, ¢alismalarin yogun olan kismini
olusturmaktadir. Biz de ¢alismamizda kromozomal olarak artislar1 ve AURKB
delesyonu saptadik. Mitotik siklus diizenleyicisi olan AURKB geni segregasyonda ¢ok
onemli rolleri olan bir gendir. Kayb1 veya artis1 hatali kromozom ayrilmalarina sebep
olabilir. Bizim c¢alismamizda buldugumuz genetik degisimler, AURKB geninin
mekanizmasina agiklik getirmektedir. Bruyere ve arkadaglarimin ¢alismasinda AURKB
protein ekspresyonu %57,5 olarak saptanmisken, bizim c¢alismamizda AURKB
delesyonu %51,7 olarak saptanmustir (7).

Timorii tekrarlayan bir tane olgumuzun gelen her iki 6rneginde de AURKB
delesyonu saptanmistir. Ayni zamanda triploid, tetraploid ve >4n grubu anomalileri de
gbzlenmistir. Timor tekrari ile saptanan anomaliler arasinda iligki kurulabilmistir.
Calismamiz bu literatiir ile uyumluluk gostermektedir. Daha fazla olgu sayisi ve
tekrarlayan tiimorlii olgularla yapilacak caligmalar bu konuda bize daha etkili fikirler

verebilir.
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Bufo ve arkadaslar: 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; AURKA ve AURKB
ekspresyonlari ile tiimdr evre ve derecesi arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla bir
calisma yapmislardir. Western blot ve ITHK ydntemi ile 85 hasta iizerinde yapilan
calismada istatistiksel olarak tiimordeki protein diizeyleri ile yas ve cinsiyet arasinda bir
iliski bulunamamustir. Mitotik siklus diizenleyicileri olan AURKA ve AURKB
ekspresyon diizeylerindeki artigla tiimor derece ve evresi arasinda anlamli bir iliski
saptanmistir ve bu genlerin mesane kanserinde Onemli bir rol {stlendiklerini

belirtmislerdir (8).

Calismamizda yiiksek tiimor dereceli olgularin tiimiinde AURKB delesyonu
saptanmistir. Diislik timor dereceli olgularin sadece 6’sinda (6/20) delesyon
saptanmistir. Bu bulgu bize AURKB delesyonu ile tiimor derecesi arasinda anlamli bir

iligki oldugunu gostermektedir. Ancak verilerimiz tartigmaya agiktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Mesane kanserli olgulardan alinan 30 tiimor 6rneginde AURKA ve AURKB
kopya sayis1 degisiklikleri ile poliploidik hiicrelerin diisiik ve yiliksek dereceli
timorlerdeki aberasyon dagilimlar1 degerlendirilmistir. Calisma verilerinde AURKA
ve AURKB gen degisiklikleri ile tiimor dereceleri arasinda dnemli diizeyde fark
bulunmustur. Amacimiz dogrultusunda, tiimor derecesi yiikseldikge anomali oranin
belirgin derecede arttigi saptanmistir. Ayni zamanda olgularimizdan bir tanesinin
timori tekrarlamis ve yapilan analizde bu olguda da anomali agisindan belirgin
farkliliklar saptanmistir. Yaptigimiz ¢alismada tiimor evreleri ve olgu yaslari ile

saptanan genetik degisiklikler arasinda bir fark bulunamamastir.

1- Diisiik tiimor dereceli olgularimizin 3 tanesinde higbir genetik anomali

saptanmamistir.

2- Yiiksek tiimor dereceli olgularin tamamimnda AURKA yiiksek amplifikasyonu,
AURKB delesyonu, tetraploidi ve poliploidi saptanmistir.

3-Olgularimizda AURKA diisiik amplifikasyon en sik gozlenen anomali olarak

tespit edilmis ve 6zellikle diislik dereceli tiimorlerde yogunlasmistir.

4-Calismamizda triploidi ikinci en sik goriilen anomali olarak tespit edilmistir.

5-Aurora kinaz B delesyonu, ¢alismamizda tiglincii sik rastlanan degisiklik
olarak gozlenmis ve yiiksek dereceli tiimorlerde goriilme sikliginin anlamli

oldugu gozlenmistir.
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Calismamiz Tiirk populasyonunda mesane dokularindan AURKA ve AURKB
genlerinin birlikte ¢alisildigt ve FISH yontemi ile incelendigi ilk ¢alisma olma

ozelligi tasimaktadir.

Sonug olarak; yapilan bu calismada elde edilen verilere dayanarak, tiimor
derecesi ile birlikte anomali oraninin da arttig1 saptanirken, tiimér evreleri ile anomali
artis1 arasinda bir iligki kurulamamistir. Ayni1 zamanda timor tekrar1 ile AURKA ve
AURKB gen degisiklikleri arasinda anlamli bir iliski olabilecegi diisliniilmiis, ancak
tek olgu oldugu i¢in veri kesinlik kazanmamistir. Calismamizda saptanan ilk veriler,
mesane kanserinde bu genlerin ve poliploidik hiicre analizlerinin tan1 ve takipte bir
belirteg olabilecegini gostermektedir. Ancak genis arastrma populasyonlarinda
ekspresyon ¢alismalar1 ile birlikte daha kapsamli ve kesin verilere ulasilacagi
diisiincesindeyiz. Ozellikle niikslerde, invaze drneklerde bu genlerin detayli olarak
incelenmesinin mesane kanseri tam1 ve prognoz degerlendirmesinde c¢ok Onemli

verilere ulagilacag1 goriisiindeyiz.
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