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OZET

HBYV Iiliskili Hepatoseliiler Karsinomlarda Aurora Kinaz A'nin Rolii.

Molekiiler ve Immiinohistokimyasal Calisma

Amag: Baslica risk faktorleri arasinda Hepatit B viriis’in (HBV) sayildigi
Hepatoseliiler karsinom (HCC), en olimciil kanserlerden biridir. Kriptojenik
Hepatoseliiler karsinom (KR-HCC), klinik ve serolojik olarak bir etyoloji ile
iliskilendirilmeyen HCC’yi ifade eder.

Aurora Kinaz A (AURKA) geni birgok kanser tiiriinde asir1 eksprese edilir.
Calismamizla, HBV iliskili HCC (HBV-HCC) ve KR-HCC olgularinda, AURKA gen
amplifikasyonu ve ifade diizeyi yanisira AURKA’nin, substratlar1 olan P53%¢315 PLK-
1210 ye BRCA1 de etkinligi arastirildi.

Materyal ve Metot: Calisma, her gurubun 17 olguyla temsil edildigi; HBV-HCC
(Grup 1), KR-HCC (Grup II) ve Kontrol grubu (normal karaciger dokusu) (Grup III)
olarak tasarlandi. Calismada, molekiiler yontemlerle, AURKA gen kopya sayisi
degisikligi (gen-KSD) ve ekspresyon diizeyi incelendi. Ayrica immiinohistokimyasal
yontemle (IHK) AURKA nin, substratlari P53%er315 p) K-1T210 ye BRCAL iizerinden
etkinligi aragtirildi.

Bulgular: Grup I ve Grup II, Kontrol gurubuyla (Grup III) karsilastirildiginda
gen-KSD agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p=0.060). AURKA diizeyi Grup I-Grup
Il de yiiksek olup Grup I1I’le aralarindaki fark anlamliydi (p<0.001). P53 S¢315 her iki
HCC grubunda (p<0.001), PLK-1™"21° Grup II’de (p=0.001), BRCA1 ise Grup I’de
(p=0.006) yiiksekti ve kontrol grubuyla farklilik istatistiksel olarak anlamliyda.

Sonu¢: HBV-HCC ve KR-HCC olgularinda AURKA’ ’nin asir1 ifade edildigin
goriildii. AURKA aracili fosforilasyonla etkinligi artan PLK-1 KR-HCC olgularinda,
BRCAL1 ise HBV-HCC olgularinda yiiksek oranda ifade edildigi saptandi. Sonuglar,
AURKA ile etkin oldugu BRCA1 ve PLK-1’in inhibisyon hedefli tedavilerde HBV-HCC
ve KR-HCC i¢in farkli yaklasim ve strateji gelistirilmesinin 6nemini ortaya koydu.

Anahtar Kelimeler: Aurora Kinaz A, PLK-1, Hepatoseliiler karsinom, HBV
iliskili HCC, Kriptojenik HCC

vii



ABSTRACT

The Role of Aurora Kinase A in HBV-related Hepatocellular Carcinomas.

Molecular and Immunohistochemical Study

Aim: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the deadliest cancers, with
Hepatitis B Virus (HBV) among its major risk factors. Cryptogenic hepatocellular
carcinoma (KR-HCC) refers to HCC that is clinically and serologically unrelated to an
etiology.

The Aurora Kinase A (AURKA) gene is overexpressed in many types of cancer.
In our study, in HBV-associated HCC (HBV-HCC) and CR-HCC cases, AURKA gene
amplification and expression level, as well as the efficiency of AURKA, its substrates
P53%er315 pLK-1™"210 and BRCA1 were investigated.

Material and Method: In the study, each group was represented by 17 cases; It
was designed as HBV-HCC (Group 1), KR-HCC (Group I1) and Control group (normal
liver tissue) (Group I11). In the study, AURKA gene copy number change (gene-KSD)
and expression level were examined by molecular methods. In addition, the effectiveness
of AURKA on its substrates P53%¢3%5 PLK-1T""210 and BRCA1 was investigated by
immunohistochemical method (IHC).

Results: When Group | and Group Il were compared with the Control group
(Group 1), no significant difference was found in terms of gene-KSD (p=0.060).
AURKA level was high in Group I-Group Il and the difference between Group Il was
significant (p<0.001). P53 ¢35 was higher in both HCC groups (p<0.001), PLK-1T""210
was higher in Group Il (p=0.001), BRCA1 was higher in Group | (p=0.006), and the
difference between the control group and them was statistically significant.

Conclusion: Overexpression of AURKA was observed in HBV-HCC and CR-
HCC cases. PLK-1, whose activity was increased by AURKA-mediated phosphorylation,
was found to be highly expressed in CR-HCC cases, and BRCAL in HBV-HCC cases.
The results demonstrated the importance of developing different approaches and
strategies for HBV-HCC and KR-HCC in therapies targeting the inhibition of substrates
BRCAL and PLK-1 with AURKA.

Keywords: Aurora Kinase A, PLK-1, Hepatocellular carcinoma, HBV-related
HCC, Cryptogenic HCC

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

2-AACt : Logaritmik -Delta Delta Ct
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ATR : Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile iligkili protein
AURKA : Aurora kinaz A

AURKB - Aurora kinaz B

cccDNA : Kapal1 kovalent dairesel DNA

BH-HCC : Berrak hiicreli tip Hepatoseliiler karsinom
CCLE : Kanser Hiicre Hatt1 Ansiklopedisi

(Cancer Cell Line Encyclopedia)
CDC25 : Hiicre boliinmesi dongiisii 25C

(Cell Division Cycle 25C)

CDK : Siklin bagimli kinaz

CDKin : Siklin bagiml kinaz inhibitorleri
CDKN1A : Siklin bagimli kinaz inhibitor 1A
cDNA : Komplementer DNA

Chk1 : Kontrol noktasi protein 1

Chk2 : Kontrol noktasi protein 2

CT : Dongli esigi

CTNNB1 : Beta Katenin 1

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DNMT : DNA metil transferaz

FFPE : Formol fikse parafine gomiilii doku

FGF19 : Fibroblast biiytime faktorii 19
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: Kriptojenik Hepatoseliiler karsinom
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(Long noncoding RNA)

: Mikro RNA
: Makrotrabekiiler Masiv Hepatoseliiler karsinom
: Non-coding RNA
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(Real-Time Polymerase chain reaction)
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: Susturucu RNA

(Small interfering RNA)
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1. GIRIS

Diinya genelinde karaciger kanserlerinin goriilme sikligi, Uluslararasi Kanser
Arastirmalart Ajansi (IARC)’nin 2020 yil1 verilerine gére 905677 kisi sayistyla ile (%4.7)
altinc1 siradayken, kansere bagh oliimlerde 830180 vakayla (%8.3) tigilincii sirada yer
almaktadir (1). Karacigerde en sik goriilen histolojik tip olan Hepatoseliiler karsinom
(HCC) ise karaciger kanserlerinin %90’1n1 olusturmaktadir (2, 3).

HCC gelisiminde Alfatoksin B1, alkolik ve nonalkolik yagli karaciger hastaliklari
yani sira en yaygin risk faktori, hepatit B (HBV) veya hepatit C viriis (HCV) kaynakl
kronik karaciger enfeksiyonudur. Cografi olarak HCV nedeniyle gelisen HCC’ler
ABD’de yayginken, HBV kaynakli HCC Asya iilkelerinde daha yiiksek oranda
goriilmektedir (4-6). Diinya niifusunun %30’unda goriilebilen HBV, karaciger sirozuna
ve ilerleyen siire¢te HCC’ye neden olmaktadir (4, 7).

HCC'nin epidemiyolojisine ve molekiiler profiline yonelik c¢alismalar gelisim
mekanizmalarii sistematik olarak ortaya konmustur. Ancak bu mekanizmalarin
aydinlatilmasiyla beklenen, kisiye yonelik tedavi protokollerin olusturma g¢aligsmalari
heniiz arzu edilen seviyelere ulasilamamistir (2).

HCC tedavi protokolleri, timor 6zellikleri, karaciger fonksiyon bozukluklar1 ve
yas gibi birgok farkli parametre gozetilerek belirlenmektedir. Erken evre HCC’ler lokal
ablasyon, cerrahi rezeksiyon veya karaciger transplantasyonu ile kiiratif olarak tedavi
edilebilirken baz1 vakalarda kateter bazli lokal tedavi bir se¢enek olabilmektedir. Bununla
birlikte 6zellikle ileri evre HCC hastalar i¢in kinaz ve immiin kontrol noktasi inhibitdrleri,
bugiine kadar pek de basarili olmayan HCC’nin medikal tedavilerinde, etkili bir segenek
olarak giin gegtikce daha ¢ok 6nem kazanmakta, dikkatleri tizerine ¢cekmektedir (8, 9).

Protein kinazlar, hiicre biyolojisi i¢inde etkin diizenleyici ve yon degistirici rol
oynamaktadir. Insan genomunda kodlanan yaklasik 538 protein kinaz, proteinden bir
fosfat grubu ¢ikaran fosfotazlarin aksine, proteine bir fosfat eklerler. Kinaz aracili protein
fosforilasyonu, enzim aktivitesini artirabilir, azaltabilir, transkripsiyon ve translasyon
gibi diger biyolojik aktiviteleri degistirebilir. Ayrica, bir protein iizerindeki bazi
fosforilasyon bolgeleri i¢in uyariciyken digerleri i¢in inhibe edici olabilmektedir. Protein
kinazlarin bir¢ok kanserin baslamasi ve ilerlemesine aracilik ettigi ortaya kondugundan,
bu enzim ailesinin {iyeleri son yirmi yilda en 6nemli ila¢ hedeflerinden biri haline

gelmistir (10, 11).


https://www.iarc.who.int/
https://www.cancer.org/cancer/cancer-causes/infectious-agents/infections-that-can-lead-to-cancer/viruses.html
https://www.cancer.org/cancer/cancer-causes/infectious-agents/infections-that-can-lead-to-cancer/viruses.html

Kanser gelisiminde AURKA bir onkogen olarak kabul edilmis olmakla birlikte,
HCC mekanizmalarma katkis1 ve HCC metastazindaki rolii bilinmemektedir. Farelerde,
mutanat olmasa da asir1 eksprese edilen AURKA’ ’nin siirenin uzunluguna bagli olarak
diisiik hepatik timor insidansi gelistirdigi ifade edilmistir. EK olarak mutant hayvan
modellerinde AURKA’nin farkli yolaklar1 aktive ederek erken hepatokarsinogeneze
neden olabilecegi, epitelyal-mezenkimal gecis ve uzak metastaz ile iligkili olabilecegi
bildirilmistir (12, 13).

AURKA’nin agir1  ekspresyonuyla p53'in  fonksiyon kaybi, sentrozom
amplifikasyonu ve kromozom kararsizligina neden oldugu; onkojenik transformasyonu
indiikledigi ifade edilmistir. Ayn1 sekilde AURKA’nin inhibisyonuyla, p53'in daha az
fosforilasyonu sonucu p53 stabilizasyonuna neden oldugu, béylece G2-M fazinda hiicre
dongiistiniin durmasina yol agtig1 bildirilmistir (14).

Polo like kinaz-1 (PLK-1), hiicre bdliinme siirecinin farkli yonlerini diizenleyen
en temel mitotik kinazlardan biridir. AURKA’nin fosfatlamasiyla, PLK-1'in kontrol
noktasina baglandigi ve mitotik girisi tesvik ettigi gosterilmistir (15).

DNA hasarma karsi, sentrozomda DNA hasar yanit1 gelisir. Bu yanit BRCA1
proteini ile ortaya ¢ikar ve ¢ekirdekte DNA onarimini uyararak sentrozomun gereginden
fazla ¢ogalmasimi engeller. BRCAl'in mutasyonu veya kaybi kanser hiicrelerinde
sentrozom amplifikasyonuna ve anormal mitotik ig ipligi baglanmasina neden olur.
BRCAL'in AURKA’ya baglanarak ve fosforile ederek sentrozom amplifikasyonunun
diizenlenmesini artirdigi ifade edilmistir (16, 17).

AURKA aktivasyonunun basta meme kanseri olmak tizere ¢ok ¢esitli kanserlerin
gelisiminde etkisi oldugunu gosteren ve hedefe yonelik tedavilerde kullanilabilecegine
yonelik caligmalar mevcuttur. AURKA’nin, AURKA aracili fosforilasyon ile 6zellikle
mitoz diizenleyiciler, timor baskilayicilar veya onkogen substratlarinin fonksiyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (18, 19).

Calismamizin amaci; HBV-HCC ve KR-HCC olgularinda, onkogen ozelligi
tastyan AURKA nin ifade diizeyi, gen amplifikasyonu ve fosforile ettigi substratlar, P53,
PLK-1 ve BRCA1 ile iliskisini arastirmak, basta KR-HCC ve HBV-HCC olmak iizere
HCC tedavisinde AURKA ve substratlarinin hedef molekiil olma portansiyelini

incelemek oldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, viicut agirliginin %2-3"iinii olusturan ortalama 1500 gram agirliginda,
gorece disbiikey kenarlari olan liggen goriiniimlii en biiyiik organdir (20). Ayn1 zamanda
cok yonlii bir organ olarak, bir¢ok fizyolojik siirecin merkezidir. Gorevleri arasinda besin
metabolizmasi, enerji depolamasi ve doniisiimii, kan hacminin diizenlenmesi, kimyasal
detoksifikasyon, biiyime sinyal yolaklarinin endokrin kontrolii, bagisiklik sisteminin
desteklenmesi, lipid ve kolesterol homeostazi ve ksenobiyotik bilesiklerin pargalanmasi
gibi 6nemli fonksiyonlar bulunur (21). Karaciger, safra kanali epiteli ve Kupffer hiicreleri
gibi birgok farkli hiicre tipini de igermesine ragmen, fonksiyonel aktivitenin ¢ogunda
hepatositler (karacigerin %70'ini olusturur) rol oynar (22).

Karaciger abdominopelvik bolgenin iist kisminda bulunur. Sag hipokondriyal
bolgenin biiyiik boliimiinii kaplayan epigastrik bolgeden sol hipokondriumun medial
kismina kadar uzanir. Gogiis kafesinin altindaki konumu ile fiziksel olarak belli dl¢lide
korundugu da sdylenebilir. Glisson kapsiilii olarak adlandirilan ince bag doku tabakasiyla
sarihidir. Kapsiil karacigere giren veya ¢ikan hepatik arter, portal ven ve biliyer kanal gibi
yapilarin dallarini ¢evreler ve organin i¢ine dogru bu yapilarla birlikte uzantilar gosterir.
Organin tamamina yakini peritonla kaplidir. Bunun tek istisnasi safra kesesinin periton
ile sistik fossanin arasina girdigi bolge ile diyafragmanin altinda kalan "bare area" (¢iplak
alan) ad1 verilen kii¢iik bir bolgedir (Sekil 2.1) (20, 22).
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Sekil 2.1. Karacigerin yiizey 6zellikleri, baglari ve peritoneal ekleri (23).



Karacigerin diyafragmayla temas eden yiizeyi diyafragmatik ylizey, karin
boslugunda bakan yiizeyi ise viseral yiizey olarak adlandirilir. Karacigerin viicutta
stabilitesi, vena kava inferiyora bosalan {i¢ ana hepatik ven (Sekil 2.2), karacigerin
diyafragmayla temas eden yiizeyi, peritoneal ligamentler ve karin duvari kas sistemi ile
saglanir. S6z konusu bu ligamentler peritoneal ligament, koroner ligament, sag ve sol

triangular ligament, falsiform ligamentleridir (Sekil 2.3) (22)

Middie hepatic vein
Right hepatic vein

Inferior
vena
cava

Sekil 2.2. Vena kava inferior ve ti¢ hepatik ven (22).

Karaciger ayrica tam bir ligament olmayan avaskiiler, Glisson ve peritonium ile
devamlilik gosteren ligamentdz peritoneal refleksiyonlar vasitasiyla abdominal kaviteye
sabitlenmistir (Sekil 2.3) (20).

Sekil 2.3. Karacigerin ligamentleri (20).



Karaciger anatomisi morfolojik ve fonksiyonel olarak iki farkli sekilde
tanimlanmaktadir. Klasik veya morfolojik anatomide falsiform ligamentin diyafragmatik
yiizeyde anteriyora yapismast ve karacigerin alt yiizeyinde ligamentum teres ve
ligamentum venosum fissiirii ile birlesmesiyle derin oluklu gériiniim olusur (Sekil 2.3).
Bu goriintim, morfolojik olarak dogru goriinse de karacigeri, fonksiyonel olarak yetersiz
ve hatta dogru olmayan, basitce sag ve sol olmak iizere iki biiyiik loba ayrilmasinda temel
teskil eder. Karacigerin alt yilizeyinde goriiniim olarak biiyiik yapidan farkli ve 6ne ¢ikan
iki adet kiigiik lop vardir: kuadrat ve kaudat loplar (20, 24).

Yine viseral yilizeyde, disardan bakildiginda morfolojik olarak dikkat ¢eken
yapilar vardir. Bu yapilar; safra kesesini barindiran fossa (sistik fossa); hepatik arter,
portal venin sag ve sol dallarmin girdigi ve lenfatik damarlarin eslik ettigi 5 cm
uzunlugunda transfers fistur, ortak safra kanalinin bir arada gozlenebildigi porta hepatis

ve yine kuadrat lob ile kaudat lob olarak sayilabilir (Sekil 2.6) (22).
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|

L
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Sekil 2.4. Karacigerin morfolojik anatomisi; sag ve sol lob (25).
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Sekil 2.5. Karaciger viseral yiizii (26).
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Sekil 2.6. Porta hepatis horizontal kesiti (23).

Son yillarda karaciger nakli alanindaki gelismeler, karacigerin vaskiiler ve biliyer
yapilanmasi ve fonksiyonuna bagl gelistirilen anatomik yaklasimi 6n plana ¢ikarmistir
(24).

Fonksiyonel boliimlemenin anatomik temeli, karaciger icindeki vaskiiler ve biliyer
iligkilerdir. Couinaud, fonksiyonel anatomik yapilar, segmentler ile ylizeyel anatomik
yap1 ve Ozellikler arasindaki korelasyonun oldukg¢a sinirli oldugunu ortaya koymustur
(22). Ozetlemek gerekirse segmental veya fonksiyonel yaklasimda; karaciger, ana
damarlarin dallanmalari, kismen ligamentler, fissiirlerin olusturduklari yiizeysel oluklara
karsilik gelen loblar ve son olarak kan beslemesi ve safra drenaji ile tanimlanan

fonksiyonel boliimler esas alinmistir. Buna gore sag ve sol lob, orta hepatik venden safra



kesesinin ortasina uzanan hayali bir ¢izgi ile (Cantlie ¢izgisi) ayrilan dort boliime

(hemiliver) ayrilmistir (Sekil 2.7) (27).
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Sekil 2.7. Karaciger segmentleri (27).

Karaciger fonksiyonel olarak Couinaud tarafindan, Cantlie ¢izgisi adi verilen bir
cizgilenme ile orta hepatik ven hizasindan sag ve sol loba ayrilir. Cantlie ¢izgisi
posteriyorda vena kava inferiyordan, onde sistik fossaya kadar uzanir. Sag lob, sag
hepatik ven tarafindan 6n ve arka segmentlere ayrilirken, sol lob ise sol ven tarafindan
medial ve lateral segmentlere ayrilir (Sekil 2.8). Portal ven ise karacigeri siiperiyor ve
anteriyor olarak ayirir (24).

Karacigeri sekiz segmente ayirmak miimkiindiir. Sag lob dort segmentten olusur.
Sol lobda; sol medial lob tek bir segment olarak yer alir. Sol lateral lob iki segment ile
temsil edilir. Bir no’lu segment olan kaudat segment herhangi bir lobla iligkilendirilmez
(Sekil 2.8). Bu segmentasyonda her segmentin kendi kan beslemesi ve safra drenaji vardir

(24).



Sekil 2.8. Karaciger segmental anatomik goriiniimii (28).

1-Kaudat lob, 2-Sol lateral segment (stiperiyor), 3-Sol lateral segment (inferiyor). 4-Medial
segment (sol hemiliver), 5 Sag anteriyor segment (inferiydr), 6-Sag posteriyor segment (inferiyor), 7-Sag
posteriyor segment (siiperiyor), 8-Sag anteriyor segment (superiyor)

2.1.1. Vaskiiler Dolasim ve Veno6z Drenaj

Karaciger dinlenme aninda kalp debisinin yaklasik %25’ine karsilik gelen 1.5 litre
kan dolagimiyla solid organlar arasinda en zengin damar agina sahip organlardan biridir.
Bir bagka benzersiz yapisi ise birlikte temsil edilen portal ven ve hepatik arterle, hem
arteryel hem de ven6z kan akiginin goriilmesidir (Sekil 2.9). Portal ven (%70) ve hepatik
arterden (%30) gelen ve siniizoidlere yonlendirilen kanda bir dizi biyokimyasal reaksiyon
gergeklesir. Bu nedenle kan akis yoniinde dereceli olarak oksijen saturasyonunda azalma
olur ve hepatik venler araciligi ile kan, vena kava inferiyore dondiiriiliir (22, 29) Portal
ven; pankreas boynunun arkasinda superior mezenterik ven ile splenik venin birlesmesi
ile olusur ve yaklagik 10 cm uzunlugundadir. Daha sonra sag ve sol gastrik venlerin
katilmasi ile portal veni besleyen damarlar tamamlanmis olur (22, 27). Portal ven,
sindirim sisteminden emilen besinleri karaciger siniizoidlerine tasirken ayni zamanda
sistemik vendz kana kiyasla daha yiiksek oksijen diizeyi ile (%40 oksijenli) karacigerin

oksijenlenmesinde 6nemli rol oynar (22, 24).



Stnusobd capillaries
Intestinal capillaries v P

Mesenteric
Portal vein

arteres Hepaty

vein

Hepatic artery

Sekil 2.9. Karaciger kan dolagiminin sematik gosterimi (27).

Portal vendz kan, postero-superior yonde ii¢ ana hepatik damara (sag, sol ve orta
hepatik ven) ve oradan da vena kava inferiyore doner. Hepatik venlerin dagilimi kismen
farklilik gdsterirken yapisi portal tiriyata gore daha genis ve oldukga biiyiiktiir. Ozellikle
daha biiyiik olan sag hepatik ven kisa bir ekstrahepatik seyir sonrsinda dogrudan vena

kava inferiore doner (20).

2.1.2. Biliyer Sistem

Karacigerde olusan safranin duodenuma tasinmasindan sorumlu olan, portal venoz
sistemi takip eden tipik yap1 “safra agac1” olarak tanimlanir (20). Safra asidi karacigerin
esas hiicresel elemani olan hepatositlerin siralanarak olusturdugu duvarin arasindaki ince
kanala (kanalikiil) yine hepatositler tarafindan salgilanir. Kanalikiiller birleserek agacin
daha genis dallarini olusturur: Hering kanali, interlobiiler kanal, terminal kolanjiyoller.

Devaminda, safra ekstrahepatik safra yolunun bir parcasi olan hepatik kanallara bosalir

(20, 22).

2.2. Karaciger Mikroanatomisi

Karaciger fizyolojik homeostazin korunmasinda merkezi rol oynar (30). Bir
organda temel iglevleri bagimsiz olarak yerine getiren ve yapisal biitlinliigii olan en kii¢iik
birim (O0rnegin, bdbrekte nefron), islevsel birim olarak adlandirlir. Karaciger
mikroanatomisi incelendiginde, ikili damar (portal ven, hepatik arter) ve ikili drenaj
sistemi (hepatik venle vaskiiler ve safrayla biliyer) ile temel islevlerin ¢ok biiytlik bir
kismini yerine getiren en kii¢iik fonksiyonel birim lobiil olarak tanimlanmistir (31).
Karaciger mikroanatomik yapisi birbirini tekrarlayan epiteliyal ve mezenkimal (hiicresel,

yapisal ve wvaskiiler) birimlerin {i¢ boyutlu organizasyonu ile olusmaktadir.



Mikroanatomik yapinin tanimlanmasinda farkli birka¢ kavramsal yaklasim olsa da
bunlarin en popiiler ikisi farkli embriyonik kokenli, epitelyal ve mezenkimal hiicresel
elemanlarin yine {i¢ boyutlu organizasyonunu ifade eden lobiil ve asinus kavramlaridir
(32).

Karacigerin birincil hiicresi, biiyiik oranda kiitlesinin olusturan, karacigerle iliskili
fonksiyonlarin bircogunu yerine getiren hepatositlerdir (21). Geleneksel lobiil
konseptinde hepatositler, terminal hepatik venin (santral ven) etrafinda kordonlar halinde
yerlesmistir. Bu birimi olusturan lobiil; portal triad ile sinirly, altigen goriiniimlii histolojik
yapidir (Sekil 2.10) (21, 32).

Sekil 2.10. Klasik altigen olarak tanimlanan hepatik lobiil (33).
CV: santral ven, PT: pottal triad kdseleri, diger hepatik lobiilleriyle komsudur.

Hepatik parankimin klasik lobiillere bdliinmesi ile (sentrilobiiler, midzonal ve
periportal) kullanim1 gegerliligini korusa da hepatik fonksiyonla daha paralel bir birim
olan asinus kavrami biiylik oranda kabul gérmiis ve kullanilmaktadir (Sekil 2.11).
Hepatik asintisler portal traktiisdeki terminal portal ven ve terminal hepatik arteriyol
tarafindan olusturulan merkezi eksenden siniizoidlere dogru uzanan, kan akimi yoniinii

izleyen ii¢ boyutlu yapilar olarak tanimlanir (34).
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Sekil 2.11. Karaciger lobiil ve asinus yapisi (35).

Karacigerin en kiiciik birimini tanimlayan iki kavram; Altigen diiz ¢izgiler hepatik lobiil yapinisi
temsil ederken kesik ¢izgilerin olusturdugu eskenar dortgen karaciger asinusunu temsil etmektedir.

Bir bagka ifade ile asinus, portal alanin merkezde ve santral venin periferde
oldugu, portal alandan santral vene uzanan kiigiik bir portal yol ve ¢evresinin
sekillendirdigi yapidir. Kan portal alandan hepatik vene (santral ven) dogru akarken
oksijen ve besin gradyan1 azalma egilimindedir (30, 32). S6z konusu gradyan ve akis,
asiner bolgeyi ii¢ zona ayrir. Portal alan ¢evresi “zon 1, santral ven ¢evresi “zon 3”, ikisi
arasinda kalan bolge ise “zon 2” olarak adlandirilir (32). Bu zonasyonun karacigerin
fizyolojisi, metabolik hastaliklar1 ve patolojisinde etkili ve anlamli oldugu artik
bilinmektedir (36).

Hepatositler, kolanjiyositler, stellat hiicreler, Kupfer hiicreleri ve diger hiicresel
elemanlarin farkli seviyelerde is birligi gOstermesi, sayisiz fonksiyonlarin yerine

getirilmesi ve diizenlemesini saglar (Sekil 2.12) (21).
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Sekil 2.12. Karaciger hiicreleri ve organizasyonunun sematik gosterimi (27).

Karacigerin hakim hiicre tipi olan hepatositler, karaciger lobiiliinde anastomoz
yaparak hiicre kordonlar1 olusturur (37). Genis ve ¢ok kenarli stoplazmalari olan, merkezi
yerlesimli ve ¢ogunlukla tetraploid heterokromatin yapida oval niikleuslu hiicrelerdir.
Niikleusta ¢ogu zaman iki ya da daha fazla belirgin niikleolus izlenir. Ortalama bes ay
gibi bir yasam stiresi olan hapatositler, sindirim sistemi hiicreleri arasinda en uzun yasam
siiresine ve rejenerasyon yetenegine sahip hiicreler olarak gosterilir (37).

Portal alan ve santral ven ekseni lizerinde, siniizoidler arasinda kordonlar halinde
dizilmis hepatositler, gergeklestirdikleri biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlara
bakildiginda dikkate deger bir heterojenlik gortliir (38). Bu farklilik, yani dinamik ve
fonksiyonel heterojenite, asinus konsepti i¢inde yapisal olarak bahsettigimiz ti¢ farkl
zonda tam karsiligin1 bulmaktadir (36). Zon 1’deki hepatositler protein sentezi ve
glikoneogenez benzeri, daha ¢ok enerji gerektiren siiregleri yerine getirirken, zon 2’de
konuslanmis hepatositler diger gorevlerin yam sira biiyilk oranda demir diizenleyici
(hepsidin) hormonun sentez ve salgilanmasinda gorev alirlar. Santral ven ¢evresinde, zon
3’de yer alan hepatositler, daha diisiik oksijen diizeyi ortaminda bulunurlar. Bu nedenle
oldukca az enerji gerektiren safra asidi sentezi ve salgilanmasi yani sira ksenobiyotik
metabolizmast (toksinsizlestirme) ve glikoliz benzeri siireclerde rol alirlar (30, 39).
Bununla birlikte mekansal is boliimii boyutuyla, hepatositlerde genom ¢apinda portal alan
ve santral ven bolgesine gore ekspresyon diizeyi farklilik gosterebilmektedir (38, 39).
Ornegin Wnt morfojenleri, oksijen ve besin gradyeni ile ters bir polarizasyon olusturur.
Wnt-B-katenin sinyal yolagi karacigerin gelisimi, olgunlasmas1 ve Kkaraciger
patogenezinde etkisi olan bir mekanizmadir (40-42).
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Kupffer hiicreleri karacigerde yerlesik makrofajlar olup siniizoidlerde bulunan
biiyiik 6l¢iide hareketsiz hiicrelerdir (30). Cogunlukla portal dolasim araciligiyla gelen
patojenik uyaranlar1 alir ve bir dizi faktore bagli olarak hasar iyilesme siirecinde ve
pro/anti-inflamatuar siireglerde rol oynar (21).

Karacigerin bir bagka dnemli hiicresi ise siniizoidal endotel hiicreleridir. Hiicresel
fenestrasyon (pencerelenme) olusturan bu hiicreler, plazma ile karaciger hiicreleri
arasinda belli bir boyutta protein ve parcacik degisimine izin verir ve yonlendirir (21).

Kolanjiyositler hepatositlerde iiretilen safranin safra kesesine, oradan da bagirsaga
ileten safra agaci olarak adlandirilan ve ¢ap1 giderek artan kanal sistemini doseyen hiicre
tipidir. Bu hiicreler hormonal ve noral uyaranlara tepki olarak safra akisin1 modifiye etme
ve kompozisyonunu degistirme yetenegine sahiptir. Az sayida organelleri olmakla
beraber komsu hiicrelerle kurduklar1 siki baglant1 noktalar1 sayesinde kontraktil 6zellik
kazanmiglardir. Apikal bolgelerindeki villuslardan 6tiirii gdriintimleri hepatositlere
benzer (37).

Karaciger histolojisinde bir baska dikkat ¢eken yapi ise Hering kanallaridir. Bu
kanallarda izlenen intrahepatik biliyer epitel hiicreleri ile hepatositler arasindaki yakin
iliski, multipotent kok hiicre rezervini olusturan ortak endodermal orijine temel teskil eder
(43).

Safra, karacigerin, kendine 6zgii, olduk¢a karmasik, onemli bir salgisidir. Safra
bitisik dizilimli hepatositlerin apikal zar tarafinda siki baglanti noktalari ile ¢evrelenerek
olusturdugu kanalikiil adi verilen ag benzeri kanala salgilanir. Safra hepatositler
tarafindan sentezlense de safra kanali epiteli tarafindan modifiye edilir. Safranin yaklasik
%»35'1 organik ve inorganik ¢6ziinenlerden olusur. Safra salgisinin akis yonii, portal kan

akiginin tersi istikametindedir (44).

2.3. Hepatoseliiler Karsinom ve Molekiiler Temelleri

Primer karaciger kanserlerinin yaklasik %90'n1 olusturan HCC, diinya ¢apinda
onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. HCC'lerin yaklasik %90" altta yatan, bilinen
bir etiyoloji ile iligkilidir (45). HCC etiyolojisinde kronik viral HBV (%33) ve HCV
(%21) hepatitleri, asir1 alkol kullanimi (%30) ve aflatoksin maruziyetinin de bulundugu
diger faktorler (%16) baslica rol oynar (46). Hastalarin pek azinda tedavisi miimkiin olan
erken evrelerde HCC teshis edilebilmektedir.

HCC’nin molekiiler mekanizmalar1 heterojenite gdstermektedir. Cogunlukla

goriilen mutasyonlar; gen kopya sayist degisikleri (gen-KSD), HBV insersiyonlarinin
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etkisiyle ortaya ¢ikan telomeraz ekspresyonu ve bu ekspresyonuna etki eden Telomeraz
ters trasnkriptaz (TERT) promotdr mutasyonlart (%60), kromozom 6p21°da goriilen
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-A (VEGFA) mutasyonu, 11g13'teki Fibroblast
biiyiime faktorii 19 ve Siklin D1’de goriilen yiiksek diizeyde DNA amplifikasyonlari,
TP53 ve CTNNBI1 mutasyonlart (%25) olarak karsimiza cikar. Siire¢ iginde bu
mutasyonlarin tanimlanmasi ve mekanizmalarin aydinlatilmasi, beraberinde hedefe

yonelik tedavi protokollerinin belirlenmesine yonelik beklentiyi giiclendirmistir (47).

2.4. Hepatoselliiller Karsinomun Histopatolojisi

HCC genellikle ¢evresel etmenler, diyet ve yagsam tarzina bagli-cografya, cinsiyet
ve ileri yasla beraber alkol kullanimi olan ¢ok asamali risk faktorlerinin bir araya geldigi
HBV infeksiyonu, asirt alkol tiiketimi, Wilson hastaligi, Hemakramatoz veya a-1-
antitripsin eksikligi gibi kalitsal hastaliklarla birlikte ortaya ¢ikar. Bununla birlikte
vakalarin yaklasik %20’si fibrotik olmayan ve septal fibrosiz goriilmeyen veya minimal

fibrozis igeren karacigerde gelisirler (48, 49).

2.5. Prekiirsor Lezyonlar

HCC karsinogenezinde adenomdan karsinoma gegis sekansi tipik olmamakla
beraber nadiren HCC nin 6nciil lezyonlar: olarak goriiliir. Bu tip lezyonlar daha ¢ok oral
kontraseptif kullanan kadinlarda ve androjen tedavisi goren erkeklerde tanimlanmustir.
Bununla beraber HCC igin risk faktorii olarak 6zellikle Hepatoseliiler adenomun (HCA)
kadinlara kiyasla, erkek hastalarda on kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir (49, 50).
Coklu HCA'lar arasindaki genetik heterojenitenin, Hepatosit niikleer faktér 1 homebox A
(HNF1A) mutasyonu, beta-katenin gibi farkli mutasyon ve yolaklar iizerinden ilerledigi
gosterilmistir (51-53). Bunlarla beraber tim HCA olgularinin sadece %5’inin malign

formasyona dondigi bildirilmistir (54)

2.6. Displastik Olusumlar

Morfolojisi, niikleler boyutu ve stoplazmik boyanma 6zellikleri ile tiniform yapida
olan ve ¢evre karaciger dokusundan belirgin sekilde ayirt edilebilen, histolojik malignite
kriterlerini tam olarak karsilamayan yapilardir. Bir milimetreden daha kii¢lik olanlar
displastik odak, bir milimetreden biiyiik olanlar1 ise displastik nodiil olarak tanimlanir.
Displastik nodiiller genellikle siroz zemininde gelisirler. Literatiirde gerileme olan olgular
bildirilmis olsa da diisiik ve yliksek grade olarak derecelendirilen alt tiplerin her ikisi de

HCC igin progenitdr lezyon olarak tanimlanmaktadir (55).
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Ozellikle yiiksek dereceli nodiillerden HCC gelisme olasilign daha fazladir (55).
Histomorfolojisi; komsu normal karaciger histolojisi ile karsilagtirildiginda diizensiz
trabekiiler paterne sahip en az iki kat artmig selliilarite, sitolojik atipi, monomorfik
hiicresel goriiniim, bazofilik sitoplazma, yliksek niikleus/sitoplazma orani, diisiik diizeyde

niikleer polimorfizm, niikleer hiperkromazi ve nadiren mitoz goriiniimii ile tanimlanir

(49, 56).

2.7. Hepatoseliiler Karsinom

Son yirmi yila girildiginde HCC’nin molekiiler mekanizmalar1 heniiz yeterince
bilinmemekteydi. Kronik HBV ve HCV enfeksiyonu olan hastalarda sirotik karacigerdeki
displastik nodiillerin erken donemde iyi diferansiye HCC olarak karsimiza ¢iktigi ve
devam eden ¢ok asamali bir siirecle farklilastigi ve dediferansiye HCC olarak gelistigi
ortaya konmustu. Bugiin ise HCC’nin molekiiler mekanizmalar1 gérece aydinlatilmis
olmakla beraber, timér baskilayici genlerin etkin oldugu ¢oklu savunma mekanizmasi ve
karsinogenezdeki kimi noktalar belirsizligini hala koruyor (57). HCC’nin, biiyiik oranda
spesifik risk faktorleri arasinda sayilan HBV veya HCV enfeksiyonu, yogun alkol
kullanimi, alfatoksin maruziyeti, alfa-1-antitripsin eksikligi veya son donemde orani
artmakta olan alkolsiiz steatohepatit risk faktorlerinin de yer aldig: sirozlu veya sirozsuz
kronik karaciger zemininde gelistigi artik net olarak bilinmektedir. HCC’lerin
gelisiminde yine bu mekanizmalarin da i¢ginde yer aldig1 hepatik adenomlar oncii lezyon
olarak kabul edilse de vakalarin oranini belirlemek oldukc¢a zordur (54, 58). HCC’nin 6ne
¢ikan bir bagka 6zelligi de multifokal HCC gelisimidir. Bu durum intrahepatik metastaz
olarak yorumlanan tek bir odaktan koken alan, es zamanl olarak bir¢ok odagin ortaya
¢ikmasi veya intrahepatik metastaza kiyasla daha yiiksek oranla, birbirinden bagimsiz
birden fazla odagin olusumuyla gorilir. Bu iki mekanizma HCC patogenezindeki
farkliliklarin daha kolay goriilmesini saglamakta énemli firsatlar sunabilmektedir. (49,
59, 60).

HCC smiflandirmasinda birgok alt tipi oldugu goriilir. Bu alt tipler, glikojen
birikimine bagli berrak sitoplazmik degisiklikler, safra iiretimi, lipofuskin birikimi ve
yagh degisiklikler gibi morfolojik farkliliklar yani sira immiinohistokimya (IHK)
parametreleri ile tanmimlanmaktadir. Hepatositlerde cogunlukla minimalden daha
belirgine dogru giden atipi ve artan proliferasyon, hepatik mimari kaybi, portal traktin
kayb1 ve normal retikiiler ¢atida azalma veya tamamen kaybin oldugu morfolojik

degisiklikler goriiliir. Tek bir endotel ile temsil edilen izole arter varligi ve siniizoidal
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kapillerizasyon displastik ve neoplastik lezyonlarda goriilen degisikler i¢inde bu tabloya
eslik edebilir (61).

HCC gelisimi ve mimari yapisi dikkate alindiginda histopatolojik olarak
trabekiiler patern (Sekil 2.13), pseudoglandular (pseudoasiner) patern (Sekil 2.14), solid
(kompakt) patern (Sekil 2.15) ve makrotrabekiiler patern (Sekil 2.16 ) olarak adlandirilan
dort temel biiylime modeli tanimlanmistir (49, 61, 62). HCC’lerin yaklasik yarisinda
birden fazla patern goriiliir. Karisik patern goriilen olgularin yarisinda ise trabekiiler
patern goriiliirken, diger paternlerden en az biri ona eslik eder. Bir baska 6zel patern HCC

nodiilii i¢inde az diferansiye 6zellikte farkli nodiil gelisimi goriilmesidir (61).
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Sekil 2.13. Trabekiiler morfoloji (H&E, x200) (63).

Trabekiiler morfoloji ve sitolojik atipi gosteren hepatoselliiler karsinom
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https://www.google.com/search?rlz=1C1PNCC_enTR986TR990&q=pseudoglandular&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwinzq3Vt5P4AhULCuwKHTYRCJAQkeECKAB6BAgBEDc

Sekil 2.15. Solid patern gosteren HCC (H&E, x200) (64).
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Sekil 2.16. Makrotrabekiiler patern (H&E, x100) (65).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) histolojik derecelendirme sistemi; iyi diferansiye
(Grade 1), orta derece diferansiye (Grade 2) ve az diferansiye (Grade 3) olmak iizere {i¢
asamalt bir derecelendirme sistemidir. Hepatoseliiller veya biliyer olduklari ayirt
edilemeyen dediferasniye tiimorler bu derecelendirmenin disinda tutulmustur (61, 66).

Hepatoblastom ve kombine hepatoseliiler-kolanjiokarsinomun ayri olarak
smiflandirildignt - WHO 2019  siniflandirmasinda  HCC’nin  ¢esitli  varyantlarini
tanimlanmustir (54, 67). Bunlar; fibrolamellar HCC (F-HCC), skiroz HCC (S-HCC),
berrak hiicreli HCC (BH-HCC), steatohepatitik HCC (SH-HCC), makrotrabekiiler masiv
HCC (MM-HCC), kromofob HCC (K-HCC), nétrofil zengin HCC ve lenfosit zengin
HCC olarak sayilmaktadir (Tablo 2.1) (58, 67).
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Tablo 2.1. HCC varyantlari, WHO simiflandirmasina gore 6zet tablo (67)

Variant Histopatolojik ozellikler Molekiiler 6zellikler  Klinik 6zellikler ve prognoz
IL_.B/JAK/STAT NAFLD mevcut olabilir
aktivasyonu

SH-HOC | mor hicrelent steatohepaitin - gy TERT ve | ,
histolojik 6zelliklerini gosterir Konvansiyonel HCC'ye
TP53 mutasyonlari benzer prodnoz
az siklikla goriiliir prog
Timor  hiicreleri,  glikojen . i
. S Konvansiyonel HCC’
BH-HCC birikimi  nedeniyle  berrak Bilinmiyor ° _a.s yonel HCC’ye gore
. . daha iyi prognoz
sitoplazma gosterir.
Belirgin kalin trabekiiller (6-10 Sik TP53 mutasyonu Kotii proenoz. viiksek serum
MM-HCC hiicre kalinhiginda), sk damar FGF19 * proguoz, yu 4
. o AFP seviyeleri
invazyonu amplifikasyonu
Degisken
" . Daha biiyiik tiimorler
Bol intratiimoral fibroz stroma . Konvansiyonel HCC'ye
S-HCC - - mutasyonlari, TGF- . e g
(tiimoriin %30-50'si) i ] kiyasla agresif sonugla iliskili
B sinyal aktivasyonu —
Goriintlileme bulgular siklikla
kolanjiokarsinom ile Ortiigiir
Berrak  sitoplazma, Arada - Konvansiyonel HCC'ye
K-HCC belirgin atipik ¢ekirdekli odaklar ALdggrotipl benzer prognoz
Cocuk ve geng yetigkinlerde;
altta yatan kronik karaciger
Yogun fibroz stroma; belirgin hastalig1 yok; Bat1 iilkelerinde
F-HCC niikleollii eozinofilik iri tiimér DNAJB1-PRKACA daha sik
hiicreleri gen fiizyonu L
Sirotik olmayan
karacigerlerdeki HCC'lere
benzer prognoz
Yiiksek kan I6kosit sayilari, C-
Diffiiz i imdral notrofilik . .
Nétrofil inlﬁl?rzs;cr)lrt]ratumora notrofil Tiimor tarafindan G- __éaktif protein ve IL-6
zengin CSF iiretimi Geleneksel HCC ile kiyasla
kotl prognoz
. Masif intratiméral lenfositik .
Lenfosit . asit intratumoral - enfositi Bilinmiyor, EBV ile  Geleneksel HCC’ye kiyasla
. infiltrasyon, stk PD-L1 .. .. L
zengin iliskisiz daha iyi prognoz
ekspresyonu
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2.7.1. Fibrolamellar HCC

Daha ¢ok Bati iilkelerinde goriilen nadir varyanttir ve tiim HCC’lerin yaklasik %1
kadarin1 olusturur. F-HCC daha ¢ok gencglerde ve kirk yas alti gruplarda goriiliir.
Karakteristik olarak yaygmn goriilen varyantlarin aksine altta yatan kronik karaciger
hastaligt bulunmaz. Vakalarin %95'i kadar1 19. kromozomda, intrakromozomal
delesyonla olusan, onkojenik DNAJB1-PRKACA fiizyon genini barindirir. Bu grup
Klinik, histolojik ve molekiiler biyolojik ozellikler nedeniyle digerlerinden farklilik
gosterir (67).
Ayirt edici histomorfolojik 6zellikler; belirgin niikleolusu olan biiytik vezikiiler ¢ekirdek
ve yine yogun mitokondri igerigi nedeniyle eozinofilik, graniiler gériiniimde, belirgin
siirlart olan ¢okgen sitoplazmaya sahip tiimdr hiicreleridir. Tiimdr hiicre gruplarinin
cogunun, birbirine paraler intratiimoral fibrozisin olusturdugu septumlarla ayrildig:
goriiliir (Sekil 2.17). Intratiiméral stromanin bu yogun goriiniimii S-HCC’leri animsatir.
Ancak S-HCC’lerin makrofajlardaki markor ekspresyonu ve bunun tiimorle iliskisi

dikkate alindiginda bu gruptan farkli oldugu goriiliir (67, 68).

Sekil 2.17. Fibrolamellar HCC (H&E, x100) (68).

2.7.2. Skiréz HCC
Histomorfolojik goriiniimii; timor hiicre yuvalarimi ve trabekiilleri ayiran bol
miktarda (%50°den fazla) intratiimoral fibroz stroma ile karakterizedir ve sklerozan

varyant olarak da adlandirilir (67, 69, 70). S-HCC’lerde, tedavilerden sonra ve ender
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olarak da tedavi edilmeyen tiimorlerde karsilasilan yaygin fibrotik degisiklikler,
trabekiiler atrofiye yol agan siniizoidal kapillerizasyonla karsimiza ¢ikar. Bu nedenle tipik
siniizoidler yerine arka planda tiimor hiicrelerinden olusan yogun fibréz stroma ile
karekterize goriiniime sahiptir. HCC nedeniyle kemoterapi veya radyoterapi alan kisilerde
timor, bu alt tipi taklit edebilir (49, 61, 69).

Bu varyasyonun makroskopik ayrici 6zelligi; genellikle subkapsiiler yerlesimli ve
kapsiile olmayan kimi zaman da uydu lezyonlarla birlikte goriilen gri-beyaz, bazen de
tirtikli kenar1 olan, lobiile kitle gorintimleridir. Timor hiicre yuvalarinin ve trabekiiliiniin
arka planda kaldigi, bu alt tipin karekteristik 6zelligi olan bol ve daha yaygin fibroz
stromadan olusmasi, merkezi skar olmayis1 ve yayilan fibroz bantlar igermemesi ile F-
HCC’den ayrilir (Sekil 2.18). Timor hiicre yuva ve trabekiilii matiir hepatosit benzeri
hiicrelerden olugsa da daha kiigiik hepatik kok/progenitor hiicrelere benzeyen timor

hiicreleri tarafindan ¢evrelenir (58, 61, 67, 69).
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Sekil 2.18. Skiroz patern HCC (H&E, x100) (71).

2.7.3. Berrak Hiicreli HCC

HCC’ler arasinda %3-7 oraninda goriilen bu varyantin molekiiler 6zellikleri heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Berrak hiicreli Hepatoseliiler karsinom (BH-HCC)
varyatin histomorfolojisi, baskin karakterde daha ¢ok glikojen kaynakli oldugu diisiiniilen
berrak sitoplazmik goriintimdedir. Bu goriiniim steatoz bulgusu olan sitoplazmik lipit

damlaciklarindan belirgin bir sekilde farklilik gosterse de bazen ayirt etmekte
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zorlanilabilir. Bu nedenle BH-HCC tanisinda bir dereceye kadar steatoz degerlendirilmesi
yapilabilir (67). BH-HCC’lerde berrak sitoplazmali neoplastik hepatositlerce baskin pater
olustursa da, seyrek (%20-40 orana kadar) berrak hiicreler goriilebilir. Ozellikle baskin
seffaf sitoplazmali hiicre paterni izlenen olgularda metastatik lezyonlar1 ekarte etmek icin
klasik HCC morfolojisini aramak gerekebilir. Biiyiik oranda glikojenin, kismen lipid
kaynakli bol berrak sitoplazmali yuvarlak c¢ekirdekli neoplastik hepatositleri,
psodoasinar, solid ve trabekiiler desenlerin oldugu karisik mimariyi veya farkli hiicresel
formlar1 da gérmek miimkiindiir (Sekil 2.19). Bu morfolojiye ek olarak; kanama, nekroz

alanlar1 ve intrasitoplazmik safra eslik edebilir (72).
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Sekil 2.19. Berrak hiicreli HCC (H&E, x100) (73).

2.7.4. Steatohepatitik HCC

HCC'ler arasinda %5-20 goriilme sikligi ile en yaygm olan alt tiptir (61).
Intratiiméral inflamasyon etkisi ve yag icerigi ile birlikte goriilen kalin fibroz bantlardan
olusan fibrozis goriintiisli, yagli karaciger hastalifi olan steatohepatitis goriintiisiine
olduk¢a ¢ok benzer. Bu benzerlik nedeniyle HCC’nin bu alttipi SH-HCC olarak
adlandirilir. (58). Bu olgularda goriilen fibrozis derecesinin yiiksek olusu, Steatoz ve
yogun fibrozis nedeniyle daha siki yapi ve altin saris1 goriiniimiiyle diger HCC’lerden
ayrit bir makroskobik 6zelligi vardir. Timor nodiilleri iyi sinirli, ¢apr 0.5 ila 11 cm
arasinda degisen Olciilerdedir. Siroz ve bazi metabolik hastaliklarla iliskili oldugu ifade

edilen HCC’nin bu varyantinda; tiimor hiicrelerinde yagh degisiklikle goriilen
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balonlagsma, steatotik yag vakuolleri, reaktif intratimoral stroma, Mallory-Denk
cisimcikleri (Sekil 2.20) ve inflamatuar hiicreler goriiliir. Ayrica "kiimes teli paterni"”
olarak adlandirilan tipik periseliiler fibrozis eslik eder (61, 67, 74).

SH-HCC varyantinin vaskiiler invazyon veya satellit nodiillerle iliskisi daha azdir;
prognozu klasik HHC prognozuyla benzerlik gosterir. 1L-6/JAK/STAT aktivasyonu
diisiiktiir ve yine CTNNBI1, TERT ve TP53 mutasyonlar1 daha az oranla goriiliir (67)

Sekil 2.20. Steatohepatitik HCC (H&E, x200) (75).

Belirgin eoszinofilik Mallory-Denk cisimcikleri ve periselliiler fibrozis goriilmektedir.

2.7.5. Makrotrabekiiler Masif HCC

Bu alt tip malign hepatositlerden olusan belirgin kalin trabekiil yapilariyla dikkati
ceker. Genel HCC mimarisine gore yapilan smiflamadaki trabekiiler morfoloji <6
hiicreden olusurken bu varyantta 6-10 ve kimi kaynaklara gore 20 hiicreye varan
kalinlikta trabekiiller izlenir (Sekil 2.21) (67). Tim HCC’ler i¢inde goriilme sikligi %5
olarak belirtilse de histomorfolojik kriterlerdeki farkliliklar nedeniyle %12’ye varan
oranda gortldigi de bildirilmistir (76).

Makroskopik olarak sirotik veya sirotik olmayan her iki durumda da
karsilagilabilen satellit nodiiller ve makrovaskiiler invazyon gozlenen, yaridan fazla
oranla 5 cm’den biiyiik nodiillerin izlenir.

Mikroskopik olarak genel goriinim makrotrabekiiler-masif morfolojidir.

Trabektiller enine kesitlerde CD34 pozitif endotel hiicreleriyle kesintiz olarak ¢evrelenir
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(77). MM-HCC varyantta gen ekspresyon profilinde anjiyogenez aktivasyonu, baslica
karsinogenez yolu oldugu bildirilmistir. Ayrica MM-HCC varyantin 6nemli karsinogenez
yolaklar1 arasinda TGF-B, RAS/MAPK, PI3K/AKT, TP53 mutasyonu ve FGF19
amplifikasyonu saymak miimkiindiir (67, 76, 78).

Sekil 2.21. Makrotrabekiiler-massif tip HCC (H&E, x100) (65).

2.7.6. Kromofob HCC

HCC’nin bu alt tipi WHO siniflandirmasinin 5. baskisinda siniflandirmaya dahil
edilmistir (79). K-HCC, kromofob renal hiicreli karsinomu ile morfolojik benzerlikler
gosterebilen alt tiptir. Histomorfolojik olarak hiicre sinirlar1 genel hatlari ile belirgin,
cekirdekler tiniform goriiniimdedir. Fokal alanlarda belirgin niikleer atipi bulunmasi
karakteristik bir 6zelligidir (58). Hiicre sinirlar1 genel hatlari ile belirgin, yogun olmayan
sitoplazmik igerigi ile kromofobik goriintii verir (61). Molekiiler mekanizmasi heniiz
aydmnlatilmis olmamakla berber FISH testi ile yapilan analizde telomer uzamasi

gosterilmistir (67, 79).

2.7.7. Notrofilden Zengin HCC

Tiim HCC’ler arasinda insidansi %1'den az olan bu varyant daha ¢ok ileri yastaki
kisilerde goriliir. Histomorfolojisinde zengin intratiimoral nétrofil ile sarkomatoid
alanlar dikati ¢eker. Klinik olarak da yiiksek 16kosit sayisi ile dikkat ¢eken bu varyantta

nétrofillerce yogun, infiltrat alanlarinin graniilosit koloni uyarict faktoér (Granulocyte
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Colony Stimulating Factor; G-CSF) ekspresyon artis1 6nemli molekiiler bulgudur (61,
67).

2.7.8. Lenfositten Zengin HCC

Tiim HCC’ler arasinda goriilme insidanst %1°den daha azdir. Histomorfolojik
olarak tiimor alanlarinda, tiimor hiicresinden daha cok lenfosit varligi dikkat ceker.
Gecmiste lenfoepitelyoma benzeri HCC olarak da adlandirilmistir. Lenfostik infiltrantin
baskin oldugu morfolojide makrofaj, dev hiicre, plazma hiicresi ve nétrofil de goriilebilir.
Bu alt tipin Epstein-Barr Viriisii enfeksiyonu ile iliskili oldugu ifade edilse de son
calismalar bunun aksini gostermektedir (61). Klinik olarak énemli ve olumlu sonuglari
olan programlanmis 6lim-ligand-1 (PD L-1) ekspresyonuyla iliskisi net olarak ortaya

konmustur (67).

2.8. Hepatoseliiler Karsinomun Molekiiler Karsinogenezi

HCC'nin molekiiler patogenezi, etiyoloji ve cografyaya bagli olarak degisiklikler
gosterse de vakalarin %80’inde goriilen kronik inflamasyonun karaciger mikrogevresini
degistirmesiyle genotoksik hareketlerin karsinogenezde kritik rol oynadigi séylenebilir
(2, 80). Inflamatuar hiicrelerin sitokinleri, serbest oksijen tiirevleri, nitrik oksit ve benzeri
trlinler rejeneratif yaniti indiiklerken, trasnkripsiyonel diizeyde organizmayi genetik
degiskenliklere yatkin ve duyarli hale getirir (80, 81). Bununla beraber karaciger
karsinogenezi s6z konusu oldugunda iki modelden bahsetmek miimkiindiir. Bunlardan
ilki Klonal evrim modeli iken bir digeri ise kanser kok hiicre modelidir. Klonal evrim
modeli, doku ekosisteminin adaptif mekanizmalari i¢inde tekrarlayan klonal genisleme
ve sec¢im siireci ile ortaya ¢ikar. Karaciger soz konusu oldugunda 6zellikle kronik
inflamatuar zeminde gelisen prekansoroz lezyonlardan, metastatik lezyona varincaya dek
timor gelisimini ¢ok asamali genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesinin bir
sonucudur (80, 82).

Kanser kok hiicre modelinde, doku onariminda rol alan, dokulari yenileme
potansiyeline sahip progenitor (onciil) hiicreler dikkati ¢eker (83). Tek bir kok hiicreden
¢imlenen kanser hiicresine ragmen HHC’lerde tiimor heterojenitesi gérmek miimkiindiir.
Hepatositlerin rejeneratif potansiyeli, somatik mutasyonlar, siiriicii mutasyonlarin farkl
birikimi ve tiimor mikrogevre varyasyonlari tiimor heterojenitesini agiklamakta
kullanilan argiimanlardir (80, 83).

HCC'de siiriicii gen mutasyonlarinda, siklikla tekrarlayan ve degisen onkogen

etkiye veya tiimor siipresor etkiye sahip kanser siiriicii genleri tanimlanmistir (84). Bu
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smiflandirma biiyiik oranda genomik, epigenomik, histopatolojik ve immiinolojik
analizler sonucu elde edilen verilere dayanan, molekiiler ve IHK smiflandirmas: ile
olusturmustur. Son dénemde ise HCC’de kullanilan molekiiler siniflandirma ve iliskiler,

temel molekiiler siiriiciiler ve ana yolaklar iizerinden yapilmaktadir (2).

2.8.1. TERT Promotor Mutasyonlari

Farkli etiyolojilerde (HBV, HCV, asir1 alkol tiiketimi ve non-alkolik yaglh
karaciger hastaligi vb) ve %80 kadar siklikta, en erken goriilen olgu, uzayan telomeraz
aktivasyonudur. Yaklasik %60 oranda goriilen TERT promotoér mutasyonlari, sirotik
karacigerlerden gelisen HCC’lerde erken donemde gozlenirken, bunun tekrarlayan ve
yaygin somatik degisiklik oldugu soylenebilir. EK oarak %5-6 diizeyde TERT
amplifikasyonu ve %1-2 diizeyinde goriilen TERT translokasyonundan da bahsedilebilir.
TERT amplifikasyonu HBx proteinin, TERT promotoér bolgesine entegrasyonu ile
goriilmesi, HBV-HCC vakalarinda dikkat ¢ekici bir olgudur (2, 84, 85). Bu aktivasyonu
tesvik eden mekanizmalar TERT promotér mutasyonlari, viral eklemeler (insersiyon),

translokasyon veya amplifikasyonlar olabilmektedir (2, 47).

2.8.2. Wnt/ p-katenin Sinyal Yolag

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin HCC’lerde de aktifi rol oynadigi gosterilmistir.
HCC’lerin yaklasik %30 kadar1 ise Wnt sinyal yolagindaki inhibitorlerin (APC, AXIN1)
mutasyonuya iliskilendirilmistir. Bu inhibitérlerden 6zellikle APC’nin (adenomatoz
polipozis koli) p-katenin yikim kompleksi olarak gérev yapmamasi ve CTNNBL1 geni
tarafindan [B-katenin farkli seviyelerde eksprese edilmesiyle, sitosolde ve farkli
lokalizasyonlarda birikmesiyle kendini gosterir (86). Bilhassa B-katenin, transkripsiyon
faktorleri ailesinden T-hiicre faktorii/lenfoid giiclendirici faktor (TCF/LEF) proteinlerine
baglanarak ¢ekirdekte belirli transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girer (2, 80, 87).

2.8.3. TP53 Geni

HCC karsinogenezinde yaygin olarak karsilasilan bir bagka mekanizma ise P53
timor siipresor gende goriilen somatik mutasyonlaridir. HCC'de goriilen TP53
mutasyonu kotii prognoza sahiptir ve Fibroblast Biiyiime Faktorii 19 (FGF19) veya Siklin
D1 amplifikasyonlar1 ile birlikte HBV-HCC’lerde daha sik karsilasilir (2). Hiicre
dongiisiinii durdurmakta, apoptozda, yaslanma ve hiicre hasar yanitinda 6nemli bir
protein olan P53’i kodlayan TP53 geni, dis faktorlerle tetiklenen karsinogenezi dnlemede

onemli bir mekanizmadir (80).
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HBV ve HCV kaynakli kronik infeksiyon, reaktif oksijen radikallerinin agiga
ciktigt hemokromatozis hastaligi gibi etmenler TP53 mutasyonlarinin goriildiigii DNA
hasarma neden olur (88). Timor siipresér mekanizmasidaki bozukluklar, hiicre
dongiisiiniin isleyisinde diizensizlige neden olan birgok siirecin aktive olmasina yol agar.
Ozellikle HBV’nin HBx olarak bilinen viral proteini kodladigi ve bu proteinin p53'e
spesifik olarak baglandigi ve bu yolla p53 ile indiiklenen apoptozu baskiladigi
bilinmektedir (80).

2.8.4. Myc Protoonkogenler

Genel olarak HCC’lerde c-Myc’nin asir1 eksprese edildigi goriiliir. c-Myc, proto
onkogen ailesinin bir {iyesi ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan, diizenleyici bir
gendir. Kronik karaciger hastaliklarinda c-Myc ekspresyon seviyelerinin yiiksek
seyretmesi ve HCC’lerde siklikla c-Myc amplifikasyonu tanimlanmasi HCC
karsinogenezindeki roliiniin ortaya konmasinda 6nemli olmustur (89). Bu olgular Wnt/f3-
katenin etkinliginde, Myc’nin yukari yonlii regiile edilmesi arasinda iligki kurulmustur.
Myc’nin HCC karsinogenezinde artan ekspresyon diizeyi ile TERT in indiikledigi ve bu
yolla hiicre yaslanmasi atlanarak kanserlesmeye katkida bulundugu bildirilmistir (80, 89).
Anjiyogenezde rol alan VEGFA’nin ekspresyon diizeyi artacak sekilde, 6zellikle hipoksi
sirasinda c-Myc ve HIF-1a ile etkilesime girerek anjiyogenezi indiikledigi de ortaya
konmustur (89, 90)

2.8.5. PIBK/PTEN/AKkt Sinyal Yolag:

Hiicre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi ve apoptoz gibi siireglerin kontroliinde
yer alan bir diger mekanizmadan, PTEN/PI3K/AKT sinyallesmesini diizenleyen 6nemli
bir yolagin varligindan da bahsetmek gerekir (91, 92). PI3K-Akt yolu, kanserde aktive
olan hayatta kalma yolu olmasi, tiimoér olusumuna 6nemli 6lgiide etki eden PI3K ve
PKB/Akt aktivasyonunun kesfedilmesi, bu yolun diizenlenmesine yonelik aragtirmalarin
artmasina ve nihayetinde, negatif diizenleyici olarak gorev yapan fosfataz ve tensin
homologunun (PTEN) kesfedilmesiyle sonuglanmistir (93, 94). Bu o6zeligiyle PTEN
tiimdr baskilayici, somatik kanserlerde inaktivasyon i¢in ortak hedef molekiil se¢ilmistir.
Akt’nin (protein kinaz B) aktivasyonu veya inaktifligi, hiicrenin hayatta kalmasi,
biiyiimesi ve proliferasyonu gibi hiicresel stireclerin ilerlemesinde etkili olur. Bu islevi
yerine getirmede ¢ok sayida Akt, fosforilasyon hedefi araciligiyla sinyallesmeyi tetikler

ve fosfoinositid-3-kinaz’in (P13K) rol aldig1 ¢ok agamali bir mekanizma ile kontrol edilir.
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PTEN tarafindan ifade edilen PTEN protein Akt i¢in negatif diizenleyici roliindedir. (92,
93).

2.8.6. Epigenetik Modifiksayonlar ve Tiimor Mikrocevresi

Epigenetik modifikasyonlar, mutasyonlar gibi niikleotit dizi degisikliklerinden
farkli olarak gen ekspresyon diizeyine etki eden DNA metilasyonu, miRNA diizeyi gibi
cesitli mekanizmalarla kendisini godsteren degisikliklerdir. Ozellikle oldukg¢a iyi
arastirilan DNA metilasyonu ve miRNA etkinligi gibi epigenetik modifikasyonlar
HCC’lerin %25-50’sinde karsinogeneze katki verdigi ve siireci gliglendirdigi gesitli
arastirmalarla ortaya konmustur (85, 95). Bir transkripsiyon diizenleyicisi roliiyle,
hiicresel sinyallere yanit olarak gelisen DNA metil transferaz (DNMT) aktivitesi,
histonlarin ~ lizin  ve arginin  spesfik metilasyonunu  gergeklestirerek  gen
transkripsiyonunun diizenlenmesinde etkin goérev yapar (96, 97). Genellikle somatik
hiicrelerde, CpG diniikleotitlerinde gergeklesen bu olay, DNMT aktivitesiyle S-adenosil
metyonin gen promotdr bolgeleri ve diizenleyici bolgelere metil gruplariin sitozin
bazlarina aktarilma siirecidir (98). Gen ifadesinde 6nemli islevi yerine getiren CpG
adalari, kisa tekrar dizileri ve yaklasik 2 kb’lik bir boliimii de i¢ine alan daha diisiik CpG
iceren bolgeyi tanimlar. Tiim promotorlerin %50'si bu adaciklardan olusur. Promotor
bolgede bulunan CpG adaciklarinda sitozin bazlarinin hipermetilasyonu veya
hipometilasyonu ile genin uzun siireli susturulmasi veya asir1 ifade edilmesi indiiklenir.
Bircok kanser tiirinde DNA iizerindeki metilasyon diizensizlikleri goriilmektedir.
Hipometilasyon genom yapisinda kararsizliga, mutasyonlarin goriilme sikliginin artigina
ve translokasyonlara neden olabilmekte, transkripsiyon faktorlerini
indiikleyebilmektedir. HCC’lerde ise tiimor stipresor genlerin hipermetilasyonu ile gen
ifadesinin susturulmasi ya da azalmasi karsinogenezde 6nemli yer tutar (95, 98-100).

DNA metilasyonlar1 kadar histon modifikasyonlar1 da epigenetik mekanizmalar
icinde 6nemli agirliga sahiptir. Bu mekanizmalari histon metilasyonu, histon asetilasyonu
ve histon fosforilasyonu olarak 6zetlemek miimkiindiir. Histon olarak adlandirilan bu
protein bilesim, Okaryotik kromatin mimarisinde 6nemli yer tutar. DNA, bu dort
domain ‘den olusan protein yapinin etrafina sarilarak histonu, niikkleozomu ve kromatini
olusturur. Ozellikle histon kuyrugunun modifikasyonu, translasyon sonrasi yiiksek
dereceli kromatin mimarisinin diizenlenmesindeki mekanizma olarak karsimiza ¢ikar
(101, 102). Histon metilasayonu ve asetilasyonu disinda histon fosforilasyonu bilhassa

aktif gen transkripsiyonu ile karakterize edilen, 6zellikle Aurora kinazlarin H3 histon’un
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serin/treoninin fosforilasyonundan sorumlu oldugu ve yiiksek dereceli tiimorlerle
korelasyonu bildirilmistir (97, 102).

Kodlamayan RNA par¢alari-Non-coding RNA (ncRNA), promoter bolgeye
baglanarak genlerin ifadesinin diizenlenmesine aracilik eden RNA pargalaridir. Bu
kodlamayan RNA pargalarinin 200 bazdan uzun olanlari long noncoding RNA (IncRNA),
200 bazdan kisa olanlar, short noncoding RNA (sncRNA) olarak siniflandirilir. Yine 200
bazdan kisa olan SNnCRNA’lar small interfering RNA (siRNA) ve micro RNA (miRNA)
olarak iki alt grupta yer alir. Ozellikle miRNA’lar son ddnemde yogun sekilde incelenmis,
tan1 ve prognoz agisindan onemli bir biyobelirte¢ olabilecegi ifade edilmis ve bu niteligi
ile 6ne ¢ikmistir (103, 104). HCC karsinogenezi ile iliskilendirilen bir bagka molekiiler
yapi, gen ifadesinin diizenlenmesinde transkripsiyon sonrasi, translasyon diizeyindeki
ifadeyi modiile eden ve diizenleyici etkileri olan, tek sarmal, kodlamayan kiigiik endojen
molekiillerin anormal ekspresyonudur (105). Karsinogenezde rol alan miRNA’lar
onkojenik ve tiimor baskilayict miRNA’lar olarak gruplandirilmigtir. Tiimor baskilayici
miRNA’lar onkojen ekspresyonunu inhibe ederken kanser hiicrelerinde rastlanmaz.
Onkojen mMiRNA ise, hiicrelerde tiimor baskilayicilart inhibe eder ve karsinogenezi
indiiklerler. Bu 6zellikleri, miRNA’larin HCC’lerde de bir biobelirte¢ ve tedavide hedef
molekiil olarak se¢ilmesi arastirmalarinda etkili olmustur (106-108).

Timor mikrogevresini olusturan immiin sistem hiicreleri ile HCC hiicreleri
arasindaki iliski, giin gegtikge daha c¢ok ilgi goren ve g¢alisilan bir konudur. Timor
mikrogevresi hiicresel ve hiicresel olmayan unsurlarin bir arada bulunmasiyla olusur.
Immiin sistem hiicreleri ve medyatérleri ile HCC arasindaki iliski, HCC yi tesvik veya
inhibe edici yonde olabilmektedir (109, 110). HCC’lerde de tiimdr ve mikrogevresi
arasinda karsilikli ve devam eden bir etkilesim goriiliir. Tiimiir mikrogevresini olusturan
hiicresel olmayan unsurlar1 ekstraseliiler matriks baridirir. Hiicresel unsurlar ise HCC
hiicreleri ve hepatik stellat hiicreleri ile bu hiicrelerin etkilestigi anjiyogenik endotel
hiicreler, fibroblastlar, adipositler ve immiin sistem hiicreleridir. Tiimor mikrogevresinin
karsinogenezi tetikledigi, tiimoriin ilerlemesini ve ilag direncini biiyiik 6l¢giide etkiledigi
belirtilmistir (110, 111).

2.9. Hepatit B Tliskili HCC
Hepadnaviridea ailesinin bir iiyesi olan HBV kismen ¢ift sarmalli, dairesel DNA
viriisiidiir. Ik olarak kan ve plazma transfiizyonu sonrasi gegici veya kronik hepatite

neden olan viral infeksiyonlarin olabilecegi diistiniilmiis, 1950’lerden sonra ise HCC ile
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iligkisi degerlendirilmistir. Serumda HBV zarf proteinleri L, S ve M (Hepatit B yiizey
antijenleri - HBsAg) 1960’larin sonunda kesfedildi. Ardindan 1990’larda HBV ile HCC
arasindaki iligki agik bir sekilde ortaya kondu (112). Hepatit B viriislerin neden oldugu
bu enfeksiyonlar birkag ay gibi kisa siireli ve gegici olabildigi gibi, bireyin yasami
stiresince devam eden, siroz, karaciger yetmezligi ve HCC ile sonuglanabilen kronik
enfeksiyon tablosu da goriilebilmektedir (112, 113).

Calismalar, viral proteinlerin  konak¢i genomunu etkileyebildigi, gen
ekspresyonunu degistirebilecek sekilde konakg¢1 proteinlerle etkilesime girdikleri
gosterilmistir (88). Kismen ¢ift sarmal, dairesel st {iste binen ve dort okuma
cercevesinden olusan (core, ylizey, X ve polimeraz bolgesi ) virlis DNA’s1 yedi protein
yapiy1 sentezler (57). Bunlar “core” protein, “precore” protein, pol ve HBX protein ile
kiiglikten biiyiige sirastyla S, M, L olarak adlandirilan ii¢ zarf proteinden ibarettir (112).
HBV DNA si, ipliklerin 5' uglar1 arasinda yapiskan, kisa bir ortiisme bolgesinin yer aldig
kismen ¢ift sarmal, halkasal bir formasyon gosterir. DNA'nin replikasyonu, revers
transkripsiyon ile bir pregenom RNA'nin 5' kopyasina baglanmasiyla baslar. Viral
RNA’larin sentezlenmesinde kapali, oldukca kiiciik kovalent dairesel bir kromozom
(cccDNA) ! kalip olarak kullanilir. Bundan hareketle 1980’lerde, rekombinant DNA
teknolojisinin gelismesiyle beraber, revers trasnkriptaz inhibitorleri gelistirilmis ve HBV
enfeksiyon tedavisinde etkili yollar aranmigtir (112). HBV enfeksiyon tedavisinde 6ncii
gelisme 1990’1arin ortalarinda viriise spesifik sitotoksik T hiicrelerce sentezlenen ve HBV
gen ekspresyonuna ket vuran interferon-gama ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-o))’nin
aracilik ettiginin ortaya konulmasiyla olmustur (114). Virlis niikleik asit ve yapisal
protomer biriminin olusturdugu, niikleokapsitin alt birimi olan “core” ve “pol”, konakg1
hiicre sitoplazmasinda yer alan viral DNA’nin sentezi i¢in gerekli revers transkriptaz,
RNaz H gibi enzimleri ve primeri kodlar (112).

Viral RNA’larin sentezinde, cccDNA’nin tam ve etkin transkripsiyon i¢in yapisal
HBXx protein gereklidir (112). Bu noktada HBx’in hepatositte ekspresyon diizeyine bagh
olarak hiicre 6liimii veya HCC gelisiminde rol oynayan transaktivator gorevi gordig, c-
Myc ile etkilesimini giiclendirdigi, sitoplazmada P53 proteini ayirarak hepatosit
patogenezini ve HCC’yi indiikledigi ifade edilmektedir (115, 116).

L cccDNA (kovalent olarak kapali dairesel DNA), viriislerin cogalma siirecinde ortaya ¢ikan, kalici, 6zel
DNA pargasidir. Kronik HBV’nin temel nedeni oldugu bildirilmistir. (214)
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2.10. Kriptojenik Hepatoseliiler Karsinom

KR-HCC, Klinik ve serolojik olarak HBV, HCV ve alkolizimin goriilmedigi,
otoimmiin, genetik, toksinle iligkili karaciger hastaliklari, biliyer siroz, hemokromatoz ve
Wilson hastaligi gibi bilinen bagka bir etiyolojisi olmayan hastalarda gelisen HCC’yi
tanimlamak i¢in kullanilir. Kriptojenik sirozlu hastalarda da KR-HCC gelisebilecegi
bildirilmistir. Kriptojenik sirozda, benzer sekilde, belirli bir hastalik i¢in kesin klinik ve
histolopatolojik kriterlerin uygulanamadigi, etiyolojisi belirsiz sirozu tanimlamada
kullanilir (117, 118).

Cogu zaman geg evrede ve genel durumu koti oldugu halde tani konmasina
ragmen, viral ve alkolik iligkili HCC’lerle karsilastirildiginda benzer prognostik 6ngorii
ve uzun siireli sag kalima sahiptir. Ancak siirveyans eksikligi nedeniyle ileriki agamalarda

teshis edilmesi, sag kalim siirelerini olumsuz etkilemektedir (117, 119).
2.11. Kinazlar ve Aurora Kinaz A

2.11.1. Kinazlar

Insan genomunun kodladig1 yaklasik 538 protein kinaz tanimlanmustir. Kinazlar,
hiicrenin biyokimyasal faaliyetler i¢in ihtiya¢ duydugu enerjiyi tasiyan, depolayan, ¢ok
yonlii niikkleozit tirifosfat olan ATP’yi substrat olarak kullanarak bir y-fosfat grubunu,
serin, tirozin ve treonin birimlerine aktaran enzimlerdir (11, 120).

Hiicre dongiisiiniin kontrolii ve diizenlenmesine bakildiginda, siklin bagimli
kinazlar, DNA hasar ve ig diizenegi kontrol noktas1 diizenleyicileri, Aurora kinazlar ve
Polo-like kinaz gibi, kinaz ailesinin birkaginin 6ne ¢iktig1 goriiliir (121). Ik protein kinaz
inhibitoriiniin gelistirilmesi ile 1980’lerden itibaren ilag tedavisinde G-protein bagl
reseptorlerden sonra en ¢ok hedeflenen molekiiller bu grupta yer alir (11, 122). Gen
ekspresyonunu diizenlemeye yonelik yontemler arasinda, transkripsiyon sonrasi
mRNA'nin islenmesini inhibe edecek antisens oligoniikleotitler de tasarlanmistir. Kinaz
aktivitesini inhibe eden ve dogal olarak olusan iiriinlerin sentetik tiirevleri ile reseptore
bagl kinazlar1 inhibe etmek i¢in monoklonal antikorlar, hedef kinazlar1 baskilamasina
yonelik arastirmalarin odak noktasini olusturur (122).

[k ¢alismalar hiicre béliinmesindeki merkezi rolleri, mitojenik sinyallesmede
sensOr gorevleri nedeniyle siklinler, siklin bagimli kinaz (CDK) ailesi iizerinde
yogunlagtigr gorlinliyor. CDK inhibitorlerinin inaktivasyonu veya siklin partner
molekiillerin asir1 ekspresyonu nedeniyle bu kinazlar karsinogenezde ¢ogunlukla yukari

regiile edilir. Bu yonde yapilan ¢caligmalar netice vermis ve CDK’lara kars1 tanimlanmis
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¢ok sayida kiiciik CDK inhibitdr molekiillii belirlenmistir. Yakin zamanda ise AURKA,
Aurora kinaz B (AURKB) ve PLK-1 gibi diger serin-treonin protein kinazlar bagkaca
hedefler olarak ilgi gérmektedir (121).

2.11.2. Aurora Kinaz A

Hiicre boliinmesi, biiylimesi, yaslanmasi, apoptoz siiregleri i¢inde yer alan genler
ve lriinleri, hiicre transformasyonu ve karsinogenezde One c¢ikmaktadirlar. Hiicre
boliinmesi siirecinde yer alan; CDK gibi hiicre dongiisiinii diizenleyen genler ve asagi
yonlii substratlari, siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKin) c¢ok calisilmis ve
irdelenmistir. Hiicre boliinme dongiisiinde 6nemli gorevler iistlenen serin/treonin kinaz
ailesinin bir bagka tliyesi ise Aurora Kinazlardir (123, 124). AURKA geni, birgok kanser
tiriinde siklikla amplifiye oldugu gozlenen kromozom 20ql3 boélgesiyle eslesir ve
ekspresyon insidansi kétii prognozla iliskilendirilir (124, 125). Bir kisim kinazlar1 veya
fosfatazlar1 fosforile ederek bir¢ok siirece etki eder. Ayrica hiicre bdliinmesi siirecinde
sentrozom fonksiyonunu diizenlenmekte, bipolar ig ipligin baglanmasinda ve kromozom
ayrismasinda rol oynar (123, 124).

Hiicre dongiisiinde, islevsel molekiilerin fosforilasyonu, dongiide mitoza girise,
defosforilasyon ise ¢ikisa isaret eder (126). Siklinler, CDK, CDKin, p53 ve
Retinablastom tiimor siipresor proteinleri G1 ve S fazininda etkinlik gosterir ve bu fazi
regiile eder. AURKA’nin da oldugu bir dizi gen ve lriinleri basta kromozom ayrilma
kusurlarinin gorildiigi ¢esitli tiimor gen transformasyonunun gergeklestigi G2 ve M
fazinin  diizenlenmesi, yiriitilmesi ve korunmasinda etkin gorev alirlar (124).
AURKA’nn da i¢inde bulundugu mitotik kinazlar, cogunlukla G2-M fazinda aktive olur
ve bunlarin mitozun gesitli kritik siireglerinde 6nemli roller oynadiklari diisiiniiliir (123).
AURKA ifade diizeyi G1 ve S fazinda diisiiktiir. Ancak G2/M evresinde en yiiksek
seviyede eksprese edilen AURKA ve PLK-1 benzer bir sekilde pozitif geri besleme ile
CDC-2nin (cell division control 2 protein) aktivasyonunu indiikleyebildigi ve sinerjistik
bir iligski i¢inde oldugu belirtilmistir. Hiicre dongiisiiniin devaminda, mitotik c¢ikis
sirasinda, yani G1 fazinda ise en diisiik seviyede gozlenir (123, 124).

AURKA ’nin yapisi incelendiginde; protein lokalizasyonunu belirledigi diistintilen
yaklasik 133 amino asitten (aa) olusan bir N-terminal alani oldugu goriiliir. Ortada 250
aa’dan olusan korunmus bir Katalitik alan ve birde kinaz alan1 vardir. C-terminal alani
(yikim kutusu) ise 19 aa’dan olusur ve basta APC/C aracili bozunum olmak {izere, protein

konformasyonuna, kinaz aktivitesinden sorumlu ortak faktorler ile etkilesime aracilik
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eder (Sekil 2.22. AURKA fonksiyonel bolgeleri). AURKA’nin katalitik olmayan N ve C-
terminal alanlar1 boyut ve dizilim agisindan insan AURKA proteini i¢inde mindr farklilik

gosterebilmektedir (127).

N-terminal Kinase domain C-terminal

I I | I
1 133 288 383 402

O

Sekil 2.22. AURKA fonksiyonel bolgeleri

Basta okaryotik canlilar olmak iizere protein fosforilasyonu, ¢ogunlukla serin,
treonin ve tirozin kalintilarinda olur (128). Yapisinda bulunan, kinaz alaninin C-terminal
lobunda yer alan Thr288 kalintisinin fosforilasyonu, AURKA’nin kinaz aktivitesi
kazanmasiyla sonuglanan bir konformasyona neden olur. Bu o&zelliklerden de yola
cikilarak AURKA’nin aktif bélgesinin 6zel yapisinin aktivasyon dongiisii iginde 6zel
konformasyona sahip oldugu, boylece Aurora kinazlarin secici, ATP-rekabetci inhibitor
tasarlanmasina imkan saglayabilecegi distiniilmiistiir (127, 129, 130).

Hiicrede DNA hasari1 olusmasi durumunda, hasar ii¢ kontrol noktasinda ve farkli
mekanizmalarla denetlenir. Bu kontrol noktalar1 Gap 1 (G1) fazi, Sentez (S) ve Gap 2
(G2) fazlandir. Kontrol noktalarinda hasar 6zel mekanizmalarla tamir edilir, hiicre
dongiisti duraklatilir ve/veya programlanmis hiicre 6liimii gerceklestirilir (127, 131).

Mitotik faza giris oncesinde G2 fazinda basta kromatin kopma kusurlari tesbitinde
bir dizi sensor protein goérev yapar. Bunlardan bazilari; ¢ift zincir kiriklari onarim proteini
(RADAS0), 3'ila 5' eksoniikleaz aktivitesi ile DNA ¢ift sarmal kopmalarina karsi onarim
yapan MRE11 homologu ve yine DNA hasar1 kontrol noktasi aktivasyonunda yer alan
Nibrin (Nbsl) molekiilleridir. Bu siiregte gorev yapan mekanizmalar, mitozu ve
dolayisiyla replikasyonu inhibe edebilen, DNA onarimini veya apoptozu indiikleyen
birden fazla proteini fosforile ve aktive eden, Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile iliskili
protein (ATR) ve Ataksi telenjiektazi mutant (ATM) kinazlarin1 uyarir (127, 132-135).

Siklin, CDK ve CDKin’den farkli olarak G2 arrest’in kurulmasinda; TP53 aracili
mekanizma da gorev alir. ATM ve ATR, Hiicre boliinmesi dongiisii 25C (CDC25)
proteinini (M faz1 indiikleyici fosfataz 3) ekspre eden, bir serin/treonin spesifik protein

kinaz olan, kontrol noktas1 protein 1 ve 2 (Chk1/Chk2)'yi fosforile eder ve aktive eder.
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Bu arada CDC25C’nin ekspresyonu, Siklin B1 alimini 6nleyerek hiicre dongiisiiniin G2
fazindan mitoza gecisine blokaj yapar. Diger yandan CDK1 ile indiiklenen mitotik girisi
engelleyen p21, biiyiime durmasi ve DNA hasari ile indiiklenebilir protein, biiylimenin
durmasi-DNA hasariyla indiiklenebilir-alfa (GADD45A)'nin p53'e bagli transkripsiyonu
indiiklenir. P53, GADDA45A ve Stratifin'nin (SFN) transkripsiyonunu indiikleyerek,
CDC25C'nin transkripsiyonunu inhibe eder. Boylece dongiide G2 arrest’i kurulur.
Devaminda. GADD45A, AURKA’y1 baglar, katalitik aktivitesini inhibe eder ve AURKA
aracili G2/M gegisini onler (127, 136, 137). Baska bir yolla Chk1, mitotik giris dncesinde
DNA hasar yaniti olarak AURKA’y1 baskilar. DNA onarimiyla dongiiniin mitoza
ilerlemesi ig¢in kontrol noktasini gegmesi gerekecektir. Bu asamada kontrol noktasi
kurtarma-¢ikis mekanizmalari, AURKA’nin etkin olmasi igin Chkl1'in inhibisyonun
oniinii agacaktir. AURKA min aktive olmasiyla birlikte PLK-1 ve M-Faz Indiikleyici
Fosfataz 2 uyarilir. Dahasi sentrozomal p53 proteinleri, ubikuitinasyon ve Ser215
fosforilasyonu yoluyla protein yikimi mekanizmalarini ¢alistirir ve AURKA’y1 inhibe
eder (127).

G2/M kontrol noktasinda AURKA asir1 ifade edildiginde hiicre G2 hasar kontrol
noktasindan kurtulur. Farkli birgok kanser tiirinde AURKA ’nin asir1 ifadesi veya inhibe
edilmesi gereken noktada, inhibisyondan kagarak kontrol digina ¢ikmasi, sentrozom
amplifikasyonu ve neden oldugu genomik kararsizlik, bu gen ve {iriiniiniin onkogen
olarak 6nemli bir molekiil olabilecegi yoniindeki yaklagimi giiglendirmektedir (123, 138).
Bu hipotez ile korale olarak AURKA’nin birgok kanser tiiriinde asir1 eksprese edildigi
calismalarla da ortaya konmustur (123, 139, 140).

2.12. TP53

TP53 geni, insan kanseri ile iligkili en popiiler genlerden biridir. On yedinci
kromozom iizerinde bulunan gen, hiicre proliferasyonun negatif diizenleyicisi olarak
tanimlayabilecegimiz p53 proteinini kodlar (141). Bu baglamda P53 proteini, DNA hasar
yanitt olarak tiimor olusumunun durdurulmasinda ve apoptozun pozitif yonde
diizenlenmesinde rol oynar. TP53 geninde transkripsiyonel aktivasyon bolgesi, DNA
baglanma bolgesi ve bir protein sentezinin kodlanmasina kaynaklik eden
oligomerizasyon alanlarini igeren bolgeler bulunur (142). TP53 geni ile karsinogenez
arasinda siki iligski vardir. Li-Fraumeni sendromu olarak bilinen ve nadir goriilen bir

hastalikta; ailesel olarak P53 geninin tek kopya olarak kalitildig1 durumda, bu bireylerin
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kansere ¢ok daha yatkin oldugu ve birbirinden bagimsiz bir¢ok kanserle karsilagtiklari
bilinmektedir (143).

TP53 gen mutasyonlari bir¢ok timor tipinde bulunurken, tiimér baskilayici
gorevinin fizyolojik kosullara ve hiicre tipine bagli olarak biiylimeyi, boliinmeyi
durdurdugu, apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Bu siireglerde hiicre bdliinmesine
negatif yonde etki eden transaktivator etkinligi i¢in bircok geni kontrol eder. Apoptoz,
BAX ve FAS antijen ekspresyonu uyarilarak veya Bcl-2 ekspresyonunun baskilanmasi
indiiklenerek gerceklesirken, hiicrede DNA hasar1 ile gelisen yanitla p53 proteini
DNA'’ya baglanarak, hiicre bolinmesini aktive eden cdk?2 ile etkilesime girer ve Siklin
bagimli kinaz inhibitér (CDKNI1A), diger adiyla p21’in ekspresyonunu saglar. P53
tarafindan indiiklenen p21, Cdk4/siklin D ve Cdk2/siklin E komplekslerine baglanarak
bu iki molekiiliin kinaz aktivitesini inhibe etmesi sonucu hiicre dongiisii bir sonraki
asamaya gecemez (141, 144-147). TP53 geninin kodladigi iriinlerde alternatif
promotorlerin  kullanimiyla, alternatif translasyon baslatma kodlarmin kullanimiyla
ortaya ¢ikan trasnkript varyantlari ve izoformlar1 vardir (142).

HCC karsinogenezinde ¢oklu mekanizmalarin oldugundan bahsedilmisti. Ayrica
p53 geninin insan kanserlerinin yaklasik %50’sinde mutasyona ugradigi yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Temel olarak p53, etki ettigi genleri aktive ederek ¢esitli
hiicresel yanitlar1 diizenler ve etkinlestirir. Bununla beraber p53 aktivasyonu, dinamikleri
ve diger hiicresel proteinlerle etkilesimi translasyon sonrast modifikasyonlar tarafindan
kontrol edilir (148). HBV-HCC gelisiminde HBx’in p53 ile etkilesime girerek onu
bagladigr ve p53 iizerinden ilerleyen cesitli timdr baskilayici mekanizmalarin bloke
oldugu bildirilmistir (88). Benzer bir dinamikle HCC’de, AURKA’nin da iginde
bulundugu ¢coklu mekanizmalarin p53 aktivitesini negatif yonde etkiledigi yoniinde sinirl

caligmalar da bulunmaktadir (149).

2.13. PLK-1

PLK-1, protein kinazlarin polo subfamilyasinin bir {iyesidir ve yalnizca bu ailede
bulunan yiiksek oranda korunmus POLO kutusu alanina sahitir (150). Bu yoniiyle PLK-
1 enzimi belli bir motifle POLO kutularinca taninan serin veya treonin aminoasitinin “—
OH” grubunu fosforilleyen veya fosforile edilmis proteinleri baglayan bir kinaz enzimidir
(Sekil 2.23. PLK-1 fonksiyonel birimleri.). Bu enzim 6zellikle hiicre dongiisii M fazi
boyunca ig iplikleri dahil sentrozomlarin olgunlagmasi ve diizenlenmesi, mitotik ¢ikis ve

sitokinezin diizenlenmesi, DNA hasar adaptasyonu, sentrozom olgunlagmasinin
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diizenlenmesi, anafaz-promoting kompleks/siklozom (APC/C)’nin aktivasyonu veya
inhibisyonu gibi M fazinin farkli asamalarinda gesitli hiicresel ve biyokimyasal olaylarin
diizenlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir (151, 152).

Kinaz alt birimi Polo kutusu alt birimi

laa @ -* | | B03aa
A L

ATP baglanma Thr 210 D-kutusu  Fosfopeptid ektilesim bélgesi
bolgesi T-loop

Sekil 2.23. PLK-1 fonksiyonel birimleri.

Hiicre proliferasyonu ve mitotik ilerleme i¢in PLK-1 aktivitesinin dengeli
yiirlitiilmesi gerektigi yoniinde ve 6zellikle asagi yonlii regiilasyonlarda karsinogenezi
tesvik ettigi yoniinde ilk donem galigmalar mevcuttur (150).

Birgok c¢alismada, mitotik giris 6ncesi, temel mitotik kinazlardan biri olan PLK-
1’in forforilasyona ihtiya¢ duydugu ifade edilmistir. Ozellikle AURKA ve kofaktérii ve
aktivatorii Bora tizerinden AURKA nin PLK-1 iizerinde kinaz domain motifinde yer alan
Thr210’u dogrudan fosforilleyerek aktivite kazandirdigi ve bu yolla mitotik girisi tegvik
ettigi gosterilmistir (15, 151, 153). Mitoz siirecinde Bora, PLK-1 aktivitesi ve E3
ubikuitin ligaz etkinligi lizerinden pargalanir ve ge¢ anafaz devresinde AURKA’nin
inaktivasyon ve yikim siirecini baglatir (153). AURKA’nin PLK-1’in denetimiyle Bora
tizerinden yikimin APC/C substrati bir adaptor protein olan Cdhl tarafindan kontrol
edilir. Boylece PLK-1’in fosforilasyonla aktivitesi tesvik edilir (153, 154). Hiicre
dongiistiniin mitoza girisi ve mitoz boyunca saglikli ilerleyisi, AURKA ve PLK-1’in
komplike ve ¢oklu kofaktdrlerle etkilesim halinde olmasina ve bunu dengeli bir sekilde

stirdiirmesine baghdir. Yiiksek dereceli lelnfomalar gibi agresif lenfoproliferatif

bozukluklarda AURKA/PLK-1 ekseninin dogru ¢aligmadig1 gosterilmistir (155, 156).

2.14. BRCAl
BRCAL1, insanda meme kanser tip 1 duyarlilik proteini (Breast cancer type 1
susceptibility protein) kodlayan gendir. Hiicrede genomik stabilitenin korunmasinda rol

oynayan ¢ok alt birimli protein kompleksinin olusturulmasinda, DNA hasar sensorleri ve
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diger sinyal doniistiiriiciileri ile birlikte ¢alisir. BRCA1’in biiyiik oranda kalitsal meme
ve yumurtalik kanserlerinden sorumlu oldugu anlasilmistir (157). Bununla birlikte mutant
BRCAZ1’in G2/M fazinda AURKA ile protein kompleksi olusturdugu ve bu iki molekiil
yapisiin birleserek AURKA’nin BRCA1’i fosforile ettigi bildirilmistir (158, 159).
Yapilan ¢aligmalar BRCA1’in de AURKA ile benzer sekilde sentrozomda lokalize
oldugu ve BRCA1’in aktivasyonu sonrasinda G/M kontrol noktasinin kayba ugradigi
ortaya konmustur (159). Bununla beraber AURKA birgok kanser tipinde yiiksek diizeyde
eksprese edilirken, meme kanserleri icin AURKA’nin yiiksek frekansi ile bozulmus

timor baskilayicilar arasindaki sinerjistik etkilesime dikkat ¢ekilmistir (160, 161).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Protokoliiniin Olusturulmasi ve Olgularin Secimi

Calisma kapsaminda Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurul bagvurusu yapildi ve
2021/171 numarali kararla onay alindi. Calismamiz, Indnii Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Projeleri Birimi tarafindan TDK-2021-2713 proje koduyla desteklendi.

Projenin amag¢ ve kapsamina uygun olarak ii¢ grup olusturuldu. Her grup i¢in
olgular belirlendi. Birinci grup (Grup 1); HBV-HCC tanisi alan olgulardan, ikinci grup
(Grup I1); serolojik ve klinik olarak herhangi bir etiyoloji ile iligkilendirilmeyen KR-HCC
olgularindan ve ii¢lincli grup (Grup III); histopatolojik degerlendirmede normal olarak
raporlanan saglikli karaciger biyopsi materyallerinden olusturuldu. Yapilan power
analizine gore olgu sayilar1 her grupta 17 ve toplamda 51 olacak sekilde belirlendi (162).
Olgular, 2021 yilindan baslayarak herhangi bir yas ve cinsiyet sinirlamasi olmaksizin
geriye dogru rapor arsivi taranarak rastgele yontemle segildi. Olgulardan bir ve ikinci
grup, hepatektomi materyalleri arasindan, tgiincli grup ise saglikli dondr bireylerden
alinan normal karaciger kama biyopsilerden segildi (Tablo 3.1).

Arsiv ¢alismast sonrasi tim olgularin Hematoksilen-Eozin (H&E) boyali
preparatlar1 yeniden degerlendirildi ve tiimorii temsil eden alanlar, parafine gomiilii doku
mikrodizileri (TMA) teknigiyle yeni doku mikrodizileri olusturmak iizere lam tizerinde
isaretlendi. Segili alanlar parafin blok iizerinde bulundu ve TMA teknigi ile yeni doku
mikrodizilerinden olusan parafin blok elde edildi.
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Tablo 3.1. Calisma gruplari

Gruplar Histopatolojik ozellik
Hepatektomi materyali. Parafin bloktan
Grup I: HBV-HCC olgular yeni doku mikrodizileri tretilen TMA
parafin blok

Klinik ve serolojik olarak herhangi bir  Hepatektomi materyali. Parafin bloktan
Grup IlI: etiyoloji ile iliskilendirilemeyen KR- yeni doku mikrodizileri tretilen TMA
HCC olgulari parafin blok

Karaciger kama biyopsi materyali. Parafin
Kontrol grubu. Normal donér karaciger )
Grup I1I: bloktan yeni doku mikrodizileri iiretilen

dokular1
TMA parafin blok

Calismada IHK parametrelerinin degerlendirilmesinde TMA doku kesitleri
kullanildi. TMA yontemi, boyama derecelerinin puanlamasinda ve diger molekiiler
testlerin degerlendirilmesinde her olgu i¢in ayni donor doku kullanilmasina imkan verdigi
icin tercih edildi (163-165). TMA bloklarinin olusturulmasinda Harris Uni-core Size:3.0
(Electron Microscopy Sciences Cat: 69036-30) punch kullanildi.

Arastirma konusu olan THK parametreleri, gen-KSD ve gen ekspresyon diizeyi
caligmasinin tamaminda, TMA parafin bloklardan iiretilen seri kesitler kullanildi. Gruplar
ve gruplar1 olusturan her olgunun TMA parafin blok {lizerinde bulundugu konum (sektor)

kayit altina alind1 (Sekil 3.1).
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Grup

Difeer endirmae
Aurfras Bropri Mo [1=]

n

28

X

38

a4

48

Sekil 3.1. TMA sektor haritasi

Calismaya kaynaklik eden olgular1 temsil eden, donér doku ile hazirlanan TMA’larin
caligma ve degerlendirme siirecinde kullanilan sektor haritasi ve formu.

3.2. Molekiiler Genetik Analizler

Molekiiler testle yapilan analizler, AURKA gen ifade diizeyi ve gen-KSD olmak
tizere iki ayr1 parametrede gergeklestirildi. AURKA kopya sayis1 degisikligi ve gen ifade
diizeyi SYBR Green boya kullanilarak, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yontemiyle analiz edildi.

Her iki parametre icin hedef gen AURKA’nin yani sira kontrol gen
(housekeeping) olarak, insan 36b4 geni segildi. Primerler, gen ifadesi ve gen-KSD

aragtirmasinin her ikisinde ortak kullanilmak iizere tasarland (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. RT-PCR’da kullanilan primerler

Primer Primer dizilimi
AURKA-F GCAACCAGTGTACCTCATCCTG
AURKA-R AAGTCTTCCAAAGCCCACTGCC
36B4-F CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC
36B4-R CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA

AURKA gen ifade analizi i¢in tiim gruplardan her olgu i¢in formol fikse parafine
gomilii dokulardan (FFPE) hazirlanan TMA doku orneklerinden 8-10 p kalinhiginda
yapilan Kkesitler 1.5 ml tiiplere alindi. RNA izolasyon islemi Monarch Total RNA
Miniprep Kit (New England Biolabs Ipswich, MA, USA) kullanilarak ve asagidaki
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adimlar takip edilerek yapildi. 1.5 ml tiiplere iki kez 1 ml ksilen eklenip 1 dak. 16.000 x
g'de santrifiij yapilarak parafin doku kesitlerinden uzaklastirildi. 1 ml absolii etanol
eklendi, 30 saniye vortekslendi ve 1 dakika 16.000 x g'de santrifiij yapilarak, etanol doku
kesitlerinden uzaklastirildi. Numuneler 37°C’da 40 dakika kadar inkiibe edildi ve
kurutuldu. Kuruyan 6rnekler Tissue Lysis Buffer- Proteinaz K karigimi ile 55°C'de 15
dakika inkiibe edildi. ikinci asamada 65°C'de 15 dakika inkiibe edildi. RNA Binding
Buffer ve esit miktarda etanol eklenerek pipetaj yapildi. Tiim lizat, collection tiip igine
yerlestirilen filtreli tiiplere aktarildi ve 6000 g’ de 30 saniye santrifiij sonrasi, filtre yeni
collection tiipe kondu. Yeni tiipler 16.000 x g 2 dakika santrifiij edilerek kurumasi
saglandi. DNase miks eklendi ve 15 dakika oda 1siSinda inkiibe edildi. 500 p wash buffer
I ve ardindan 500 p wash buffer Il eklenerek 6000 x g 30 saniye santrifiij islemi tekrar
edildi. Wash buffer 1l islemi bir kez daha tekrarland: ve 6000 x g’ de 30 saniye santrifiij
yapildi. Maksimum hizda (16.000 g) 2 dakika santrifiij yapilarak filtrenin kurumasi
saglandi. Kuruyan filtre temiz ve etiketlenmis yeni bir 1,5 ml tipe alinarak her birine 50
ul RNA elution buffer eklendi. Bir dakika oda isinda inkiibasyon sonrasi 6000 x g’de 60
saniye santrifiij edildi ve elde edilen RNA 6rneklerinde dlgiim yapildi

RNA kalite tayini icin jel elektroforezinde, numuneler, % 1° lik (agirlik/hacim) jel
hazirlanarak ve 80V’da 50 dakika yiirtitiildii. Marker olarak 1kb ladder kullanildi. Jel
elektroforez sonrasi, 6rneklerin tamaminda, UV 151k altinda bant olusumu gézlenmedi.

Izole edilen RNA, sentez islemine kadar gegirecegi siirede -80°C’da sakland.
Tim oOrnekler fragmante yapida goriinmesine ragmen CDNA sentezi i¢in numuneler
isleme alindi.

cDNA sentezinde ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit (New England
Biolabs Ipswich, MA, USA) kullanildi. Kit bilesenleri buz ortamma alindi. RNA
numunesini ve primer d(T), 1.5 ml’lik steril tiipte karistirildi. RNA baslangic 2.5
mikrogram olacak sekilde miks hazirland1 (Tablo 3.3) ve 75°C’da 5 dakika denatiire
edildi.
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Tablo 3.3. cDNA sentez i¢in hazirlanan karisim

Bilesen Miktar
Toplam RNA 1-6 ul
d(T) 2 ul
H20 Degisken
Toplam miktar 8 ul

Siire sonunda hizlica buza alinan 6rneklere 10 ul M-MuLV Reaction Mix ve 2 pl
M-MuLV Enzyme Mix eklendi. Toplam 20 ul olan karisim 1 saat 42°C’da inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda elde edilen cDNA, PCR ¢alismasi i¢in 30 ul PCR grade su ile
seyreltildi. Numunelerden nicel gen ifade arastirmasinda Gotaq Qpcr Master Mix Kkiti
(PROMEGA Madison, WI 53711 USA) kullanildi. PCR 1s1 ve dongii kosullar1 95°C’da
10 dakika ve 15 saniye, 60°C’da 30 saniye ve 95°C’da 15 sn, 60°C’da 1 dakika, 95 °C 15
saniye, 40 dongii seklinde kilavuza uygun olarak programlandi. Sonuglarin rolatif
kuantifikasyon ile degerlendirilmesi planlansa da degerlendirmeye uygun veri elde
edilemedi.

AURKA @gen-KSD analizi i¢in {i¢ ¢alisma gurubuna ait FFPE dokulardan
hazirlanan TMA o6rneklerinden 1.5 ml tiipe 4-6 p kalinliginda kesitler alindi. DNA
izolasyonu, Quick-DNA FFPE Miniprep Kit (Zymo Research 17062 Murphy Ave. Irvine
USA) kit kullanilarak asagidaki protokole gore yapildi.

Tiip i¢indeki numuneleri parafinden uzaklagtirmak i¢in 500 pl ksilen eklendi ve
10 saniye vorteks isleminden sonra oda 1sisinda 5 dakika tutuldu. Devaminda 500 pl
absolii etanol ilave edildi ve 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. 16000 x g’ de 3 dakika
santrifiij edilerek stipernatan dikkatlice uzaklastirildi. Bir 6nceki islem basamaklart bir
kez daha tekrar edildi. Pelet’e 1000 pl absolut alkol ilave edilerek vortekslendi. 16000 x
g’ de 3 dakika santrifiij edilmesini takiben 20 dakika 56° C’ de kurutuldu ve ardindan 180
ul Tissue Lysis Buffer, 70 ul Proteinaz K eklendi. Siispansiyon halindeki karigim 6nce
56° C’ de 1 saat, devaminda 90° C’ de 1 saat bekletildi. Oda sicakligina sogutulan
orneklere 200 ul DNA Binding Buffer eklenerek 10 dakika inkiibe edildi. 100 nl
izopropanol ilave edildikten sonra lizatin tamami collection tiip igindeki, filtre tiipe
aktarildi ardindan 800 x g’de santrifiij yapildi. Sirasiyla; Wash Buffer | ve Il den 500 ml
eklenerek, yine 800 x g de santriifiij edildi. Bos oldugu halde 16000 x g de ¢evrilen ve
kurutulan tiplere 100 pl DNA Elution Buffer ilave edilerek 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 8000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi ve izole DNA 6rnekleri elde

edildi. Genomik DNA’larin miktar1 ve saflig1 spektrofotometre ile Olgtilerek
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0OD260/0D280 degerleri belirlendi. DNA’larin miktar ve kalite tayini i¢in % 1° lik
(agirlik/hacim) jel hazirlandi. 80V’da 50 dakika yiirtitiildii. Marker olarak 1kb ladder
kullanildi. Elektroforez sonrasinda UV 1s1k altinda bantlar gozlendi. Elde edilen DNA’lar
PCR analizi 6ncesinde -20°C’de muhafaza edildi.

Real Time-PCR her olguda ii¢ tekrar ¢alisildi. DNA &rnekleri, plate kuyucuklarina
her olgu i¢in 200 ng olacak sekilde dagitildi. Yine 6rnek basina 10ul Master Mix, niikleaz
free PCR grade su, 0.5 ul primer ve 0.1 ul boya her bir kuyucuga dagitild: (Tablo3.4).
Islem sonunda plate optik filmle kapatildi. Numunelerde AURKA’nin gen-KSD
arastirmasi, yine Gotaq Qpcr Master Mix kiti (PROMEGA Madison, WI 53711 USA)

kullanilarak yapildi. Miksler kit iceriginde yer alan kilavuza gore hazirlandi.

Tablo 3.4. RT-PCR ¢alismasinda kullanilan reaktifler

Total hacim DNA Su Master mix Boya Primer

20 ul Degisken Degisken 10 0.1 05F+05R

Kuyucuklardaki reaktif ve DNA ornek karistmimi dipte toplamak ve olasi
kabarciklar1 gidermek i¢in plate, spin cihazinda diisiik hizda, 1 dakika santrifiije edildi.
PCR 1s1 ve dongli kosullart kit igeriginde bulunan kilavuza gére 40 dongii olarak

diizenlendi (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. RT-PCR galismasinda programlanan 1s1 kosullari
1. Adim 2. Adim 3.Adim 4. Adim 5. Adim 6. Adim
Sicaklik 95 °C 95 °C 60 °C 95 °C 60 °C 95 °C

Zaman 10 dk 15 sn 30sn 15 sn 1dk 15 sn

Kontrol gen (housekeeping) olarak yine tek kopya oldugu bilinen insan 36b4 geni
kullanildi. Calismada gen-KSD degisikligi analizi, Step One Plus Applied Biosystems
RT-PCR sistemi ile dlgiilerek yapildi. Elde edilen ¢iktilar rélatif kuantifikasyon yontemi

ile degerlendirildi.

3.3. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Her ii¢ grup icin hazirlanan TMA’dan IHK teknigiyle boyama yapmak icin Inonii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda
mikrotom cihazi (Leica RM 2255) kullanilarak 4 kalinliginda kesitler alindi.

IHK prametreleri sirasiyla; Aurora A (Katolog No: GTX104620) antikor ve
fosfospesifik P53 (Ser315) (katolog no GTX50164) Rabit, Polyclonal antikorlar
(GeneTex International Corporation 6F-2, N0.89, Dongmei Rd. East Dist. Hsinchu City
300 Taiwan, R.O.C.) segildi. Her iki antikorun seyreltme orani 1/100 (Antibody Diluent,
katolog No: S3022 Dako, 5301 Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA 95051 United
States), inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak optimize edildi. Yiiksek pH antijen retrieval
(Target Retrieval Solution Envision Flex, Dako Omnis) kullanildi. Fosfospesfik PLK-1
(Thr210) (katolohg no: AF2385) rabit poliklonal antikor (Affinity Biosciences
Biotechnology Research. Cincinnati U.S) seyreltme orani 1/100, inkiibasyon siiresi 60
dakika ve antijen retreival disiik pH reaktifte 30 dakika siireleriyle uygulandi. BRCA-1
(katolog no: E-AB-10188) polyklonal antikor (Elabscience 14780 Memorial Drive, Suite
216, Houston, Texas 77079) 1/200 seyreltme orani, 30 dakika primer antikor inkiibasyon
sliresi ve antijen retreival yiiksek pH reaktifi 30 dakika siireyle uygulandi.

Tiim IHK parametreler, Indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Tibbi
Patoloji Anabilim Dal1 laboratuvar altyapisinda bulunan, tam otomatik IHK cihazinda
(Dako Omnis—Agilent, Santa Clara, CA, United States) calisildi. Adeziv lama (IHC
Microscope Slides, FLEX, Dako) aliman TMA kesitler 60°C etiivde bir saat inkiibe
edildikten sonra tam otomatik IHK cihazinda deparafinizasyon islemi Clearify (American
MasterTech) ile yapildi. Goriintiileme kiti olarak EnVision FLEX System (Agilent Dako
5301 Stevens Creek Blvd. Santa Clara, CA 95051 United States) standart uygulama

siireleri ile ¢alisildi. Ikincil reaktif (linker) kullanilmadi. Tiim parametreler i¢in DAB
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kromojen kullanildi ve standart siirede inkiibe edilidi. Zit boyama i¢in hematoksilenle
boyand: ve 10 dakika siireyle uygulanda.

IHK teknikle boyanan tiim parametreler (AURKA, P53, PLK 1, BRCAL), 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX53) degerlendirildi. IHK parametreleri boyama yogunlugu
ve boyama yayginligr olmak iizere iki boyutta degerlendirildi. Boyama yayginliginin
belirlenmesinde TMA’nin kesit alan1 yiizdelik dilime gore oranlandi ve semikantitatif
olarak 0 ile 4 arasinda bir deger verildi. Boyama yogunlugu ise boyamanin siddetine gore
0 ile 3 arasinda derecelendirildi (Tablo 3.6). iki boyutta yapilan degerlendirme sonucu

verilen puanlar ¢arpildi ve 0-12 arasinda final skor elde edildi (166).

Tablo 3.6. iIHK boyama skor tablosu

Yayginlik Yogunluk
Boyama Dagilim Derece Boyama Yogunlugu Derece
Hiicrelerin boyanma orani %0 0 Negatif 0
Hiicrelerin boyanma oran1 %1-10 1 Zayif 1
Hiicrelerin boyanma orani %11-50 2 Orta 2
Hiicrelerin boyanma oran1 %51-80 3 Giigli 3
Hiicrelerin boyanma oran1 %81-100 4

Immiinohistokimyasal ~derecelendirme iki bagimsiz gdzlemci tarafindan
degerlendirildi. Farkli derecelendirilen olgular tekrar degerlendirildi, tartisildi ve

uzlasilan dereceler verildi.
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4. BULGULAR

Calismaya ait bulgular RNA ve DNA temelinde yapilan molekiiler testler ve

protein diizeyinde IHK boyamalar1 olmak iizere iki baslikta derlendi.

4.1. Molekiiler Parametrelere liskin Bulgular

AURKA gen ifade diizeyi aragtirmasinda, gruplara ait 6rneklerin RNA izolasyonu
sonrast yapilan 6l¢iimlerde, sonucglarinin referans degerlerin disinda oldugu goriildii.
Ayni RNA 6rneklerinin jel elektroforez goriintiisiiniin fragmante paternle uyumlu oldugu
teshit edildi (Sekil 4.1). Ik degerlendirmedeki olumsuz bulgulara ragmen ornekler
calisma planina uygun olarak, FFPE doku orneklerinde izole edilen diisiik kalitedeki
RNA ile cDNA sentezi ve RT-PCR galismasi yapildi. Calisma sonucunda RNA 6lglim ve
jel elektroforezi goriintiisiinii teyit eder sekilde, basta Grup I ve Grup II numunleri olmak

tizere tim gruplarda numunler amplifiye olmadi ve dongii esigi (CT) degeri okunamadi
(Sekil 4.2).

28s

18s

Sekil 4.1. Agaroz jel elektroforez goriintiisii (RNA)

Normal karaciger grubuna ait doku drneklerinden izole edilen jel elektroforezi gériintiisii (Grup
11). Kiigiik resim: Ornek jel elektroforez goriintiisii, ideal kosullarda izole edilen RNA {iriinii.
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Sekil 4.2. RT-PCR c¢alismasinda elde edilen amplifikasyon egrileri

AURKA gen ifadesi analizi. cDNA ile baslatilan RT-PCR ¢alismasinda DNA’nin amplifiye

olmadig1 goriilityor (Grup I11). K¢k resim: Ornek RT-PCR gériintiisii, ideal kosullarda izole edilen RNA
urtinii

Calisma kapsaminda planlanan gen-KSD degisiklik arastirmasi i¢in izole edilen
ve -20°C’da saklanan DNA ornekleri jel elektroforezinde yiiriitiildii. DNA 6rnekleri jel
elektroforez goriintiisiiniin oldukg¢a fragmante oldugu tesbit edildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Agaroz jel elektroforez goriintiisii (DNA)

Normal karaciger grubuna ait doku 6rnekleri jel elektroforezinde bantlasmanin olmadig: fragmante
gortiniim (Grup III).

Izolasyon sonrasi elde edilen DNA &rneklerinin RT-PCR calismasi dncesi yapilan
spektrofotometrik olgiimlerde yeterlilik ve nitelik bakimindan sinirda oldugu goriildii
(Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Gruplara ait 6rneklerin spekrofotometre 6lgiim sonuglari

Ornek Grup | Grup Il Grup 111
NOo  ng/uL 260/230 260/280 ng/uL  260/230 260/280 ng/uL 260/230 260/280
1 112 2.2 1.9 54 1.7 1.7 65 11 1.7
2 47 1.8 18 56 1.7 1.8 68 1.2 1.7
3 55 1.8 2.8 93 1.8 1.8 55 1 1.8
4 82 2.5 18 60 1.6 1.8 95 15 1.7
5 40 1.9 17 85 1.2 1.7 66 15 1.9
6 45 2 18 47 1.6 1.8 108 15 1.8
7 45 1.8 1.8 108 1.7 1.8 58 11 1.8
8 39 1.7 18 50 1.1 1.8 62 11 1.8
9 50 1.7 1.7 71 11 1.8 48 1.2 1.8
10 104 2 18 85 15 1.8 63 1.2 1.7
11 50 1.8 1.8 74 13 1.7 63 1.2 1.8
12 80 1.7 1.7 59 1.4 1.9 63 1.4 1.7
13 128 2 18 60 1.2 1.7 60 1.4 1.8
14 100 1.9 18 122 1.6 1.8 130 1.6 1.8
15 100 19 18 83 15 1.6 88 1.9 1.9
16 86 18 18 68 1.3 1.7 50 1.4 1.8
17 155 2 1.7 60 1.4 1.8 60 1.9 1.9

Gruplara ait DNA Orneklerinin gen-KSD’ye yonelik RT-PCR calismasi

sonrasinda ti¢ tekrar galisilan 6rneklere ait ¢iktilar elde edilerek yorumlandi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. RT-PCR ile yapilan gen-KSD ¢alisma ¢iktilar1 (Tiim gruplar)

Grup |l
36b4 gen AURKA gen
Olr\l':)ek ctl ct2 Ct3 OrtalamaCt  Ctl ct2 Ct3  Ortalama Ct
1 20.973 22.916 22.855  22.248 28553  28.491 29.247  28.763
2 21.817 21.497 22.007  21.774 29.378 30559 30.109  30.015
3 21.441 21431 22499  21.790 28.016  27.853 29.431  28.433
4 21.916 20.892 22.076  21.628 25.824 25996 26.426  26.082
5 22.969 24.279 23524  23.590 33.999 33.906 32.815  33.573
6 21.652 20.075 21.545  21.091 30587  30.397 31,502  30.829
7 19.409 20541 20.207  20.052 25.327  24.046 24.327  24.567
8 22671 21,675 22.097  22.148 29.965  29.408 29.630  29.668
9 20.768 22.845 21151  21.588 26.834  28.188 27.644  27.555
10 21.476 20.900 21.872  21.416 28.752  28.672 28.861  28.762
11 21.140 21.095 21.697  21.310 27.651  26.861 27.131  27.215
12 22.011 22.839 23.035  22.628 29.007  28.907 29.235  29.050
13 22267 22.934 21.084  22.095 20.402  29.626 29.286  29.438
14 22.812 22763 23.291  22.956 30.691  30.777 29.342  30.270
15 21.872 22902 22572  22.449 27.871  28.674 27.895  28.147
16 22514 23.704 22.889  23.036 29.600  30.370 31.037  30.336
17 21514 21.704 21.889  21.702 30.190 31.460 30.821  30.824
Grup 11
36b4 gen AURKA gen
Olr\l':)ek ct1 ct2 Ct3 OrtalamaCt Ctl ct2 Ct3  Ortalama Ct
1 21.824 21.975 21502  21.767 25292 25836 25434 25521
2 22.008 21.907 21502  21.806  27.738  27.408 27.939  27.695
3 21107 21.677 22246 21677  27.467 27.987 28.118  27.857
4 22544 22183 21592 22106  27.283 27.695 26.969  27.316
5 20.912 21.435 20.748  21.032  27.827 27.897 27.875  27.866
6 22.668 22.513 22.087  22.422  29.683 28.896 28.985  29.188
7 21.694 20503 20.602  20.933  26.348  26.379 26.959  26.562
8 20524 20.307 20.067  20.299  28.921 27.024 28.979  28.308
9 21.389 21.669 20.563  21.207  27.273  26.807 27.174  27.085
10 20.880 20.327 20.125  20.444 26,742 27.014 26527  26.761
11 20.752 20.856 21.795  21.134 25383 25936 26.084  25.801
12 22520 22.176 24.943 23213  27.683 27.896 27.985  27.855
13 23.329 23.607 23257  23.398  31.663 31.480 31.379  31.507
14 21.668 21.513 22.087 21756  28.117 27.651 27514  27.761
15 21258 21574 21502 21445  26.447 26.786 27.020  26.751
16 22.052 21.468 21556  21.692  29.109 29.302 29.091  29.167
17 20.102 20476 21.178  20.585 26,516 27.084 27.228  26.943
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Grup 111

36b4 gen AURKA gen
Olr\l';)ek Cti C2  Ct3 OralamaCt Ctl ct Ct3  Ortalama Ct
1 10567 21631 21057 20751 25484 25391 25842 25573
2 19494 20679 21242 20472 24004 24275 24821  24.366
3 19.062 21181 20.868 20371 24117 24935 23839  24.207
4 21334 20962 20981  21.092  27.046 27311 27.702  27.653
5 21111 20621 20460 20731 23960 22862 24001  23.608
6 20301 20714 21101 20705 24533 24161 24932 24542
7 20496 21435 21879 21270 25170 25696 24631 25166
8 20416 21.032 21296 20915 24562 24256 23918  24.246
9 21626 21241 21.827 21565 25658 25988 25581 25742
10 20989 20493 21155  20.879  24.263 24687 24687 24546
11 18277 19614 21407  19.766 24754 25149 25404 25102
12 20152 20896 10639 20229 24481 24129 24039 24216
13 20301 21580 20690 20857 25273 23813 24188  24.425
14 21363 21.788 22105 21752  23.362 23889 24869  24.040
15 20828 21.849 18928 20535  24.022 24282 24855  24.387
16 21011 20916 20570 20832 23273 23473 24626  23.791
17 21123 21771 21458 21451 22892 22.864 23871  23.209
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Calismadaki iki test grubu (Grup | ve 1) ve kontrol grubu verileri rolatif olarak
degerlendirildiginde; delta-delta Ct metodu ile yapilan hesaplamada, elde edilen
logaritmik degerin; 224 <2 oldugu goriildii. DNA baslangi¢ konsantrasyonu 200 ng
oldugu halde kontrol gen CT c¢iktilari iizerinden yapilan degerlendimede; Grup III’iin,
Grup I ve II’den ayristigi dikkati ¢ekti. Bunun tiizerine benzer preanalitik ve analitik

Z—AACt

stirecler gecirmis olan Grup I ve II, kendi arasinda kopya sayis1 degisikligi, yontemi

ile hesapland. Iki test grubu (Grup 11/ Grup I) arasinda yapilan hesaplamada deger 2744
= 2.11 bulunmasi tizerine bu iki gruba ait ¢iktilar istatistiksel analize tabi tutuldu (Tablo
4.3).

Veriler medyan (minimum-maksimum) ile 6zetlendi. Normal dagilima uygunluk
icin Shapiro Wilk testi kullanildi. Elde edilen sayisal degerlerin istatistik analizlerinde,
Mann Whitney U testi kullanild1. Iki grup arasindaki analizlerde p<0.05 degeri istatiksel

olarak anlamli kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics 26.0 programi kullanildu.

Tablo 4.3. Grup I ve Grup Il arasinda karsilastirilan gen-KSD istatistik sonucu

Degiskenler Grup 11 (KR-HCQC) GRUP | (HBV-CC) 0
Medyan (Minimum-Maksimum)

AACt 6.181(3.753-8.11) 6.981(4.454-9.983) 0.060

2-AACt 0.174(0.046-0.938) 0.1(0.012-0.577) 0.060

4.2. Immiinohistokimyasal Belirteclere Ait Bulgular

Tiim gruplarm TMA kesitleri I[HK ydntemle yapilan boyamayla AURKA, P53,
PLK-1 ve BRCAL boyama yayginlig1 ve yogunlugu degerlendirildi. ki boyutta yapilan
derecelendirme ile elde edilen sayilarin garpilmasi ile final skor bulundu.

Niikleer (sentrozom, ig iplikleri) ve sitoplazmik olarak boyanan AURKA
degerlendirme sonuglari tablo halinde sunuldu (Tablo 4.4).

Kontrol grubunun (Grup I11) 1, 4, 6, 9, 11, 12 ve 13 numarali olgular1t AURKA
boyama sonucu derece 1 olarak bulundu. Yine 9, 11, 12 ve 13 numarali olgularda,
perisantral hepatositler zayif niikleer ve sitoplazmik boyama paterni gosterdi. Grubun
diger olgular negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.4. AURKA antikor ile boyanan Grup
111 olgular: (Kontrol). HBV-HCC grubunda (Grup 1) olgularin hemen hemen tamaminda
niikleer ve sitoplazmik diffiiz boyama goriiliirken 1, 12 ve 17 numarali olgularda timér
heterojenitesine bagl olarak iki farkli boyama panterninin varlig: dikkati ¢ekti (Sekil 4.5.
AURKA antikor ile boyanan Grup | olgulari (HBV-HCC), ). KR-HCC olgularinda (Grup
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II) boyama yayginlig1 ve yogunlugu bakimindan grup i¢i olgular heterojen goriiniimdeydi
(Sekil 4.6).

Tablo 4.4. AURKA antikor IHK boyama dereceleri

Grup | (HBV-HCC) Grup Il (KR-HCC) Grup 111 (Kontrol)
O’\Il%u Yayginlik Yogunluk ';EOaIJ Yayginlik Yogunluk I;anrl Yayginlik Yogunluk lglknoa'!
1 3 3 9 3 2 6 1 1 1
2 3 2 6 3 1 3 0 0 0
3 3 3 9 3 1 3 0 0 0
4 3 2 6 2 2 4 1 1 1
5 3 4 12 3 1 3 0 0 0
6 3 3 9 4 3 12 1 1 1
7 4 3 12 4 2 8 0 0 0
8 3 2 6 4 2 8 0 0 0
9 4 2 8 4 3 12 1 1 1
10 4 1 4 4 3 12 0 0 0
11 4 2 8 4 3 12 1 1 1
12 3 3 9 & 3 9 1 1 1
13 4 2 8 4 2 8 1 1 1
14 4 3 12 4 1 4 0 0 0
15 4 2 8 4 2 8 0 0 0
16 4 3 12 4 2 8 0 0 0
17 3 3 9 4 2 8 0 0 0
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Sekil 4.4. AURKA antikor ile boyanan Grup Il olgular1 (Kontrol), x100
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Sekil 4.5. AURKA antikor ile boyanan Grup I olgulari (HBV-HCC), x100
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Niikleer, sitoplazmik ve mitokondrial matrikste boyama 6zelligi gosteren P53
antikoru ile yapilan IHK ¢alisma sonuglar1, degerlendirildi ve tablo halinde sunuldu
(Tablo 4.5). Buna gore; Grup III’¢e ait 4, 5, 6, 9 ve 13 numaral1 olgular seyrek ve zayif
niikleer boyanirken 14 ve 15 numarali olgularin boyama yayginlik ve yogunlugu,
finalde, derece 2 olarak degerlendirildi. Diger dokuz olguda boyama goriilmedi (Sekil
4.7). Grup I olgulari; 5, 13, 14’de boyanma olmazken diger olgular orta-zayif siddette

boyanma 6zelligi gosterdi (Sekil 4.8). Grup II’de ise 4, 12, 17 ve kismen de 8 numarali

olgular kuvvetli boyanirken digerleri orta ve zayif derecede boyand: (Sekil 4.9).

Tablo 4.5. P53 antikor IHK boyama dereceleri

Grup | (HBV-HCC) Grup Il (KR-HCC) Grup 111 (Kontrol)
O,\Il%u Yayginlik Yogunluk glknoaIJ Yayginlik Yogunluk ';E;,I Yayginlik Yogunluk ';anrl
1 2 1 2 0 0 0 0 0 0
2 2 1 2 3 1 3 0 0 0
3 3 2 6 2 1 2 0 0 0
4 1 1 1 2 3 6 1 1 1
5 0 0 0 3 2 6 1 1 1
6 1 1 1 3 2 6 1 1 1
7 1 2 2 2 2 4 1 1 1
8 1 2 2 3 3 9 0 0 0
9 1 2 2 3 1 3 1 1 1
10 2 1 2 3 1 3 1 1 1
11 2 2 4 3 1 3 0 0 0
12 1 2 2 3 3 9 0 0 0
13 0 0 0 3 2 6 1 1 1
14 0 0 0 2 2 4 2 1 2
15 2 3 6 2 2 4 2 2 4
16 1 1 1 1 1 1 0 0 0
17 3 2 6 1 1 1 1 1 1
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Sekil 4.7. P53 antikor ile boyanan Grup 111 olgular1 (Kontrol), x100
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Sekil 4.8. P53 antikor ile boyama, Grup | (HBV-HCC) olgulari, x100.
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Sekil 4.9. P53 antikor ile boyama, Grup 1l olgular1 (KR-HCC), x100
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PLK-1 belirteci ¢ekirdekte sentrozom, sentromer ve kinetekor, sitoplazmada ise
hiicre iskeletini boyamaktadir. PLK-1 antikoru ile yapilan boyama sonrasit degerlendirme
tablo halinde sunuldu (Tablo 4.6). Kontrol grubunda (Grup I11) 4, 15, 16 ve 17. olgular
kismen diffiiz ve hafif siddette boyanirken 5, 7, 9 ve 12 numarali olgularda, perisantral
hepatositler zayif-orta siddette boyandi (Sekil 4.10). Grup I olgularindan 1, 10, 11, 13 de
boyama olmazken grubun genel goriiniimii ise orta ve zayif diizeyde boyanma seklinde
degerlendirildi (Sekil 4.11). Grup II’de, diger iki grubun aksine 1, 7, 9 ve 10 numarali
olgularda siddetli ve genel olarak orta-yiiksek yogunlukta boyama goriildii. Bir olguda
(6rnek 8) tiimor heterojenitesine bagl iki farkli boyama paterni izlendi (Sekil 4.12)

Tablo 4.6. PLK-1 antikor IHK boyama dereceleri

Grup | (HBV-HCC) Grup Il (KR-HCC) Grup 111 (Kontrol)
OI\II%U Yayginlik Yogunluk ';EOT Yayginlik Yogunluk ';Iknoa: Yayginlik Yogunluk ';E‘oa:
1 0 0 0 3 3 9 0 0 0
2 0 0 0 2 2 4 0 0
3 1 1 1 3 2 6 1 1 1
4 2 2 4 4 2 8 2 1 2
5 2 1 2 8 2 6 0 0 0
6 3 1 3 2 2 4 1 1 1
7 3 1 3 4 3 12 0 0 0
8 2 1 2 1 1 1 0 0 0
9 2 2 4 4 3 12 1 1 1
10 0 0 0 4 3 12 1 1 1
11 0 0 0 3 2 6 0 0 0
12 0 0 0 3 2 6 1 1 1
13 0 0 0 2 2 4 2 1 2
14 2 2 4 2 2 4 1 1 1
15 2 1 2 3 2 6 2 1 2
16 3 2 6 0 0 0 2 2 4
17 4 2 8 2 2 4 3 2 6
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Sekil 4.10. PLK-1 antikor ile boyama, Grup Il olgulart (Kontrol), x100
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Sekil 4.11. PLK-1 antikor ile boyama, Grup | olgular1 (HBV-HCC), x100
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x100

HCC),

Grup 1l olgular (KR-

kor ile boyama

Sekil 4.12. PLK-1 anti
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Niikleer boyama paterni gosteren BRCA-1 antikorunun degerlendirmesi tablo
halinde sunuldu (Tablo 4.7). Grup 11l (kontrol grubu) boyamasinda 1, 3, 4, 10 13 ve 16
numarali olgularda zayif ve seyrek niikleer boyama goriilirken diger olgular negatif
olarak yorumlandi (Sekil 4.13). Grup | olgulari, belirgin niikleer boyamanin yaygin
goriiniimii ile diger iki gruptan farkliydi (Sekil 4.14). Grup II olgularinin kontrol gurubu
ile benzer 6zelliklerde oldugu goriildi (Sekil 4.15).

Tablo 4.7. BRCA-1 antikor IHK boyama dereceleri.

Grup | (HBV-HCC) Grup Il (KR-HCC) Grup 111 (Kontrol)
Ol\ll%u Yayginlik Yogunluk ';anrl Yayginlik Yogunluk ';:Doa}l Yayginlik Yogunluk ';IISOE:‘I
1 0 0 0 4 1 4 2 1 2
2 4 1 4 0 0 0 0 0 0
3 4 1 4 4 1 4 2 1 2
4 4 1 4 0 0 0 0 0 0
5 3 1 3 4 1 4 0 0 0
6 4 1 4 4 1 4 0 0 0
7 0 0 0 1 1 1 0 0 0
8 0 0 0 2 1 2 1 1 1
9 4 1 4 0 0 0 1 1 1
10 0 0 0 0 0 0 1 1 1
11 2 1 2 0 0 0 0 0 0
12 4 2 8 2 1 2 0 0 0
13 4 1 4 0 0 0 1 1 1
14 0 0 0 0 0 0 1 1 1
15 2 1 2 4 1 4 1 1 1
16 3 2 6 2 1 2 1 1 1
17 4 1 4 0 0 0 0 0 0
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Sekil 4.13. BRCA-1 antikor ile boyama, Grup 1l olgular1 (Kontrol), x100
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x100

Grup | olgular1 (HBV-HCC)

le boyama,

kil 4.14. BRCA-1 antikor i

Se

66



Sekil 4.15. BRCA-1 antikor ile boyama, Grup Il olgular1 (KR-HCC), x100
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Elde edilen bulgular medyan (minimum-maksimum) ile o6zetlendi. Normal
dagilima uygunluk i¢in Shapiro Wilk testi kullanild. Istatistik analizlerde, Mann Whitney
U testi kullanildi. Ilgili analizlerde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
Analizlerde IBM SPSS Statistics 26.0 programi kullanilds. Istatistiki bulgular tablo olarak
sunuldu (Tablo 4.8)

Tablo 4.8. IHK parametreleri ve istatistiki analizi
Medyan (Minimum-Maksimum)

Grup | (HBV-HCC) Grup 111 (Kontrol) p
AURKA 9(4-12) 0(0-1) <0.001
P53 2(0-6) 1(0-2) 0.002
PLK-1 2(0-8) 1(0-6) 0.296
BRCA1 4(0-8) 1(0-2) 0.006

Grup Il (KR-HCC) Grup 111 (Kontrol) p
AURKA 8(3-12) 0(0-1) <0.001
P53 4(0-9) 1(0-2) <0.001
PLK-1 6(0-12) 1(0-6) <0.001
BRCAl 1(0-4) 1(0-2) 0.239

Grup | (HBV-HCC) Grup Il (KR-HCC) p
AURKA 9(4-12) 8(3-12) 0.224
P53 2(0-6) 4(0-9) 0.025
PLK-1 2(0-8) 6(0-12) 0.001
BRCAl 4(0-8) 1(0-4) 0.11
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5. TARTISMA

Fosfotazlar ve protein kinazlar, hiicre metobolizmasi ve fonksiyonunun
diizenlenmesinde gorev yapan molekiillerdir. Bu nitelikleriyle ¢ok sayida sinyal
yolaklarinda yer aldiklar i¢in 6zellikle son yillarda terapotik ilaglarin gelistirilmesinde
hedef molekiil olarak 6ne ¢iktiklar1 goriliiyor (122, 167). Son yirmi yilda yapilan
caligmalarla, protein kinazlar tizerinden (inhibitérlerinin potensi ve ozgiilliigiindeki
iyilestirmelerle) kanser tedavi stratejilerinde 6nemli kazanimlar elde edilmistir (168).

Serin/treonin kinaz ailesi iginde yer alan Aurora Kinazlar (Aurora A, B ve C)
mitotik hiicre boliinme siirecinin yonetilmesinde anahtar role sahiptir. Mitozun
diizenlenmesi ve hiicre boliinmesi igin gereken aktivasyonu saglayan AURKA, bu ailenin
onemli bir liyesidir. Bugiine dek tanimlanmis G1/S fazinda etkili olan birgok onkogenden
farkli olarak bu kinaz ailesinin iiyeleri, G2/M fazinda en yiiksek seviyede ifade edildigi
gosterilmistir (124). Cok sayida substrati tanimlanan AURKA ’nin bir¢ok kanser tiiriinde
normal dokulara nazaran daha fazla ifade edildigi ¢alismalarla ortaya konmustur (124,
169). Caligmamizda; HBV-HCC ve KR-HCC olgularinda, AURKA’nin ekspresyon
diizeyi, AURKA gen amplifikasyonu (gen-KSD) ve AURKA substurati olan P53, PLK-
1 ve BRCA-1 protein diizeyleri rolatif olarak incelendi.

Karsinogenezde, gen-KSD, nokta mutasyonlardan farkli olarak genomun biiyiik
kismini etkileyen genetik bir varyasyondur. Gen amplifikasyonun gen ekspresyonuna
etkisi birgok kanser tiiriinde arastirilmistir (170, 171). MYCN, AKT2 ve ERBB2 gibi
somatik gen amplifikasyonlarinin Kilit role sahip olduklari artik bilinmektedir. Ayrica bu
gen-KSD’lerinin, over, meme, mide ve kolorektal kanserlerde bir belirte¢ olabilecegi,
kotii prognozla iliskilendirilebilecegi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (172-174). HCC
lerde gen amplifikasyonunun en sik neden oldugu siiriicii mutasyonlar, telomeraz
aktivasyonudur. HBYV ile iliskili HCC’ler i¢in, gen-KSD’nin karsinogenez potansiyeline
sahip olabilecegi gosterilmistir (175). Ozellikle Siklin D1, CDKN1A, KRAS ve MDM2
gibi onkogenlerin HCC’de kopya sayisinin 2-10 kat arasinda arttigi gosterilmistir (176,
177). AURKA’nin ise kolorektal ve meme kanserinde amplifiye oldugu ortaya konmus
olmasia ragmen HBV ile iliskili olmayan 224 HCC olgusunun yer aldig1 bir ¢alismanin
sonuglarina gore {i¢ olguda AURKA gen amplifikasyonu varligi tesbit edilmistir (171,
178, 179). Yaptigimiz giincel literatiir taramasinda HBV iliskili HCC olgularinda
AURKA’nin gen-KSD’sine iligkin bir aragtirma goriilmedi. Calismamizda, DNA 6rnegi
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ile yaptigimiz AURKA gen-KSD, gen amplifikasyonu arastirmasinda, gruplara ait
referans gen Ct ortalamasi1 Grup I ve Grup II’de birbirine yakin degerleri verirken
(swrastyla 21.99- 21.56) kontrol grubu daha erken bir Ct degeri (20.98) verdi. Bu durum;
TMA parafin blok doku serilerine, Grup | ve II’de hepatektomi materyalinin kaynaklik
etmesi ile iligkilendirilirken, Grup I ve Grup II &rneklerinden izole edilen DNA’daki
fragmante goriiniimii de agiklamaktaydi. Kontrol grubu (Grup I11) numunelerinde, izole
edilen DNA materyalinin jel elektorforez goriintiisii ve Olgiim sonuglar1 dikkate
alindiginda, gorece daha iyi korunmus olmasini dondr karacigeri kama biyopsi
orneklerinin kullanilmis olmasiyla agiklamak miimkiindii. Calismada Grup | ve Grup
II’nin kontrol grubu ile yapilan Delta Delta Ct logaritmik analizinde (2724 ) anlamli
sonu¢ bulunmadi (224¢<2). Ek olarak ayn1 preanalitik siireclerden gecen ve her ikisi de
hepatektomi materyalinden 6rneklenen Grup I ve Grup II olgular1 gen-KSD, kendi
aralarinda rolatif olarak karsilastirldi. S6z konusu iki grup arasinda; 224¢'=2.11 smirda
bir deger bulundu. Ancak yapilan istatistik ¢alismasiyla iki grup arasinda, AACt ve 2724t
degerleri dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p=0.060)
goriildii. Calismanin gen-KSD aragtirmasinda Grup I ve II verileri ile yapilan AACt analiz
sonucunun esik degerde olmasi ve istatistiki olarak anlamli ¢tkmamasinda; ¢alismanin
dogas1 geregi, deneysel hatalar ve 6zellikle numune varyasyonu kaynakli unsurlarin
(preanalitik siire¢ soguk iskemi, numune biiyiikliigii ve numune isleme kosullar1) sonug
tizerine etkili oldugu degerlendirildi (180).

AURKA geninin basta mide, kolon, meme ve over kanserinde asir1 eksprese
edildigi ve bu durumun kétii prognozla iligkili oldugu ifade edilmistir (178, 181, 182).
Calisma planina gore FFPE olgularindan hazirlanan TMA doku serilerinden RNA
izolasyonu yapildi. Ancak RNA ile gen ekspresyon diizeyi ¢calismasinda elde edilen RNA
caligmay1 sonuclandirmaya uygun nitelikte degildi. Buna ragmen izolasyonu yapilan
RNA materyaliyle cDNA sentezi yapildi. ¢cDNA o&rnekleriyle baslatilan RT-PCR
calismas1 sonucunda orneklerin amplifiye olmadigi goriildii. Calismaya kaynaklik eden
olgularin soguk iskemi siiresiyle iligkilendirilen bu durum “Calismay1 Sinirlandiran
Faktorler” bagh@ altinda detayli incelendi. AURKA nin protein diizeyinde ifadesi, IHK
yontemi kullanilarak analiz edildi.

AURKA nin karsinogenezdeki rolii ve tedavi stratejilerindeki yerine iligkin ilginin
son birkac yilda daha da artti1 gériiliiyor. Ozellikle kolorektal adenokarsinom, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri, over kanseri gibi kanser tiirlerinde AURKA gen ifadesinin

arttig1 bildirilmis ve bu durum, olgunun kétii prognoz Ve ilag direnci ile iliskilendirilmistir
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(171, 181, 183, 184). Aurora kinaz (AURKA, AURKB) inhibitorleri ile 2014-2020 yillari
arasinda yapilan bir arastirma, heniiz klinik kullanim i¢in onay almamis olsa da, tek veya
kombine kullanim i¢in bu ¢ok hedefli inhibit6rlerin 6nemini ve gelisme egiliminde
oldugunu ortaya koymustur (185). Kanser Genomu Atlasi, Kanser Hiicre Hatti
Ansiklopedisi (CCLE) ve Gene Expression Omnibus (GEO) verileri kullanilarak yapilan
bir baska ¢alismada ise JQ1, Aktinomisin D1 ve Kamptotesinin AURKA ekspresyon
diizeyini azaltabildigi bildirilmistir (183). Yakin zamanda MLN8237 (Alisertib)’e
AURKA inhibitorii olarak klinik ¢alismalarda yer verilmis, bir makalede ise Sorafenib
ile birlikte MLN8237’nin HCC’de gii¢lii bir sinerjistik etki yarattigi deneysel ¢alismayla
ortaya konmustur (186, 187). Bununla birlikte yapilan literatiir taramasinda, AURKA
etkisinin sinirli sayida makalede ve ozellikle HCC gelisimi ve etiyolojisi dikkate
alinmadan deneysel modellerle yorumlandigi goriildii.

Farkl1 bir¢ok calismada, AURKA ekspresyon diizeyinin gesitli kanser tiplerinde
kantitatif olarak artmis oldugu RT-PCR yontemi kullanilarak gosterilmistir (171, 181,
183, 184). Calismamizda RT-PCR teknigiyle sonu¢ alinamadigi i¢in AURKA ifadesi
protein diizeyi IHK ydntemi kullanilarak arastirildi. AURKA spesifik antikoru, Grup | ve
Grup II olgularini orta-siddetli diizeyde niikleer boyarken, sitoplazmada oldukg¢a zayif,
diffiiz boyama goriildi. Grup 111 (kontrol) olgularinin yarisinda hicbir sekilde boyama
izlenmezken sekiz olguda, zayif sitoplazmik, perisantral (zon 3) boyama vardi. AURKA
niikleer olarak sentrozom ve ig iplikleri yani sira kismen bozulan mikrotiibiil
organizasyonunda veya hiicre dongiisiiniin ilerlemesiyle normal mikrotiibiil
diizenlenmesinde de rol almaktadir (188, 189). Bu durum; AURKA antikor ile Grup | ve
Grup Il olgularinda HCC hepatositlerin sitoplazmik diffiiz boyanmasi ile kontrol
grubunda perisantral hepatositlerin sitoplazmik boyanmasint agiklamaktadir. Ayrica
karaciger mikroanatomisi dikkate alindiginda; mekansal is bolimii boyutuyla (portal alan
ve santral ven bolgesine goére) hepatositlerde, genom ¢apinda birgok gen agisindan
ekspresyon diizeyinin farklilik gosterdigini agiklayan literatiirle, sitoplazmik boyama
paterni uyumluydu (38, 39).

AURKA protein diizeyindeki analizde; Grup | (HBV-HCC) olgular1 Grup Il1
(kontrol) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi (p<0.001).
Grup Il (KR-HCC) ile Grup Il (kontrol) karsilastirildiginda yine farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001). Iki HCC gurubu arasinda ise AURKA ifadesinin
protein diizeyinde yapilan degerlendirmesinde, istatistiki agidan anlamli fark yoktu
(p=0.224). Veriler yorumlandiginda her iki grup HCC olgularinda (HBV-HCC ve KR-
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HCC) AURKA ifadesinin artig1 net olarak ortaya konmaktadir. HCC gruplari arasinda
iIse AURKA ifade yiiksekligi agisindan bir farklilik olmadig, her iki arastirma grubunda
da yiiksek diizeyde ifade edildigi rahatlikla soylenebilir. Grup I ve II bulgularimiz,
AURKA’nin gesitli kanser tiirlerinde artis gosterdigi yoniindeki literatiir ile uyumluydu.

AURKA’nin aktivite gosterdigi ¢ok sayida substrat tanimlanmistir. Mitotik
slirecte gorev yapanlar, timor baskilayicilar ve onkogenlerden olusan bu substratlarin
islevleri AURKA aracili fosforilasyonla diizenlenir (18, 127). Calismamizda bu
substratlardan tigiine (P53, PLK-1 ve BRCA-1) yer verildi. AURKA’nin substratlar
tizerindeki aktivite ve etkinligi, HCC ve kontrol gruplari arasinda rdlatif olarak incelendi.

P53 ¢ogunlukla translasyon sonrasi fosfatazlar ve protein kinazlar tarafindan iki
ayr1 alanda kiimelenen fosforilasyon alanlarinin degistirilmesiyle modifiye edilir. Bu
modifikasyon zaman zaman DNA tiimor virtslerinin trasnformasyon yapan proteinlerin,
P53 fosforilasyonu iizerine etkisiyle oldugu ifade edilmistir (190, 191).

P53 fonksiyon kaybi mutasyonlarinin fenotip 6zelligi; onkojenik trasformasyonu,
sentrozomun agsir1 ifade edilmesi ve kromozom kararsizligidir. AURKA’nin ektopik asir1
ifadesinin, ortaya ¢ikan bu fenotiplerle iligkili oldugu ve bunlari indiikledigi biliniyor.
Son yillarda, stokiyometrik fosforilasyon yontemine goére yapilan bir ¢aligmada,
P53%¢315°in fosforilasyonu ile P53’iin DNA baglanma aktivasyonunu ve trasnkripsiyonu
artirdig1 bildirilmis olsa da, daha sonra yayinlanan bagka bir makalede P53 MDM2 iliskisi
{izerinden AURKA aracili P53%¢3® fosforilasyonunun destabilizasyona neden oldugu
bildirilmistir (14, 192, 193). Sonugta AURKA’nin P53’ Ser315 iizerinden fosforile
ettigi, boylece MDM2 ve proteoliz araciligi ile P53’tin ubikuitinasyonan yol agtigi
gosterilmistir. P53, MDM2 varliginda veya aktif olmayan diizeyde AURKA varliginda
bozulmazken, mutant-MDM?2 varliginda veya ¢aligmamizda oldugu gibi AURKA’nin
yiiksek ifade edildigi durumda; 6zellikle P535"%15 ve diger P53 protein ailesi sinyal
eksenlerinin fosforilasyonu P53’t destabilize etmektedir. P53’iin bu destabilizasyonu,
kontrol noktasi-tepki yolaklarini asag regiile ederken, hiicrelerde onkojenik doniisiime
dogrudan katki verdigi ortaya konulmustur (14, 149).

Fosfospesfik P53%¢315 antikoruyla yapilan THK boyamasinda; kontrol grubu (Grup
IIT) olgularinda, beklendigi gibi olduk¢a seyrek, zayif niikleer boyama gosteren birkag
olgu disinda boyanma olmadi. Grup I ve Grup II olgulari kontrol grubuna kiyaslandiginda
P53%¢315 antikoruyla belirgin boyandi. Bu iki grup istatistiksel olarak kontrol gurubundan
anlamli bir sekilde farklilik gosterdi (sirasiyla; p=0.002 ve p<0.001). Grup | olgularinin

liclinde boyama gerceklesmezken kalan on dort olgu seyrek-orta siddette niikleer
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boyanma gosterdi. Grup II olgularinin ise daha yaygin ve yogun boyanmastyla kontrol
grubundan ve Grup I olgularindan bariz sekilde ayristigi goriildii (p=0.025). AURKA
aracih fosforile P53%"!° proteini varligt ve yogunlugu deney tasarimimizda
ongordiigiimiiz gibi ¢ikarken, KR-HCC olgularinda HBV-HCC olgularina kiyasla daha
yogun ve siddette olmas1 dikkat ¢ekiciydi. Bir protein kinaz olarak AURKA nin substrati
P53%315  fosforilasyonuyla, P53-MDM2 arasindaki iliski, modifikasyonu ve
konformasyonu, P53’tin destabilizasyonuna bagli karsinogenez mekanizmasinin,
etyolojik olarak farkli, iki HCC grubu arasinda farkli diizey ve etkinlikte oldugunu
diistindiirmektedir. Sonuglar, o6zellikle asir1 eksprese edilen AURKA olgularinin
inhibisyonunu hedefleyen tedavi stratejilerinde KR-HHC ve HBV-HCC olgulari 6zelinde
tedavi basarisinda farklilik gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

AURKA substratlar1 arasinda yer alan ve genellikle tiimor hiicrelerinde asir
ekspresyonu goriilen bir diger molekiil PLK-1"dir. PLK-1, AURKA araciligiyla, kinaz
domaini tizerinde bulunan T lopunda korunmus Thr210 fosforilasyonu gergeklesir ve
hedef proteinlerle birleserck  aktivite kazanir. PLK-1"21°  fosforilasyonu
gerceklesmediginde bu molekiillerle birlesse dahi aktivite gostermez (15, 194, 195).
PLK-1’in aktivasyonu, AURKA igin bir kofaktor olan Bora-AURKA fosforilasyonu,
kontrol noktasinin gegilerek hiicrenin M fazina girisi i¢in 6n kosuldur (15). Ayrica mitotik
cikista, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve S fazi replikasyon siirecinde ikincil roli
oldugu biliniyor (152). Bu mekanizma iizerinden PLK-1’in inhibisyonu ve
fosforilasyonun engellenmesiyle mitoz siirecinin birden ¢ok noktasina miidahale edilerek
kanser hiicrelerinin Oliimiiniin saglandigr bildirilmistir. Ayni zamanda PLK-1
ekspresyonu birgok fakli kanser tipinde yiiksek ifade edildigi bildirilmis ve bu durum
cogunlukla kotii prognozla iliskilendirilmistir (152, 195).

Calismamizda PLK-1, AURKA iligkisini daha net ortaya koyabilmek igin
fosfospesifik PLK-1™210 antikor kullamldi. PLK-1™7210 antikoru, Grup 1 ve Il
olgularinda, orta ve yiiksek derecede niikleer boyama gosterdi. Kontrol grubu olan Grup
III de ise niikleer boyanma olmadi. Ancak birka¢ olguda, orta-zayif diizeyde sitoplazmik
perisantral boyanma vardi. Kontrol doku kesitlerinde perisantral alanda AURKA’da
oldugu gibi PLK-1"de de goriilen perisantral sitoplazmik boyama paterni, karacigerdeki
kan akimi nedeni ile toksik maddeye en ¢ok maruz kalan bolge olmasi ve buna bagl
hasarla iliskilendirildi (196). Gruplar arasinda PLK-1""21° diizeyi, karsilastirildiginda;
Grup Il ile Grup 11l arasinda degisiklik istatistiksel olarak Grup Il lehine anlamliyken
(p=<0.001), Grup I ve Grup III arasinda ise istatistiki bir fark goriilmedi (p=0.296). Grup
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IT ve Grup I arasinda yine Grup II lehine goriilen artis istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0.001).

PLK-1 ifadesinin normal hiicrelere oranla, kanser hiicrelerinde 20 kata kadar,
HCC’lerde ise 11.7 kat arttigi bildirilmistir (195). Insan karaciger hiicre dizisi HUH-7
hiicre kiltiirii ile yapilan baska bir ¢alismada yine PLK-1’in asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir. Ayni ¢aligmada, asirt eksprese edilen PLK-1 yikiminin endoniikleaz-G
yolagiyla oldugu, apoptoza yol agtigi ve terapotik amach iyi bir hedef olabilecegi
bildirilmigtir (197). Bizim elde ettigimiz sonuglar AURKA’nin fosforile ettigi PLK-
17210 dijzeyinin sadece KR-HCC grubunda artmis oldugunu gosterdi. AURKA diizeyi
benzer olsa da P53%73% ve PLK-1™"210 diizeylerindeki bu ayrisma, Grup | ve Grup I
olgular1 arasinda, karsinogenez mekanizmasinin farkl ilerledigini gostermektedir. PLK-
1 inhibit6rlerinin hedef proteinle birlesmis olsa dahi ancak fosforile PLK-1’in aktivite
gosterdigi gergegi dikkate alindiginda, fosforile olmayan ve PLK-1 aktivitesi sinirli olan
HBV-HCC’lerde, PLK-1 yikimi ile hedeflenen ve beklenen basariyi gosteremeyecegini
diistindiirmektedir. Yine baska bir calismada PLK-1’in asir1 ekspresyonunun koti
prognoz ve tlimorigenez arasindaki giiclii iliskiye vurgu yapilmis ve bu siirece dogrudan
veya dolayli birgok katki verdigi ortaya konmustur. Bu katkilardan birinin de P53 ve
pRB'nin inhibisyonu oldugu bildirilmistir (152). Benzer bir sekilde g¢alismamizda
fosforilasyonu ile destabilize oldugu bildirilen P53%¢1%*in yiiksek oranda fosforile PLK-
1’le ayni grupta (Grup II) kiimelendigini ve KR-HCC gurubu i¢in literatiir ile uyumlu
oldugunu gostermistir. Ancak HBV-HCC (Grup I) olgular fosforile PLK-1 ile ilerleyen
karsinogenez mekanizmasi ag¢isindan diger KR-HCC grubuyla onemli olgiide
ayrismaktadir.

BRCA1 genomik stabilizasyonun korunmasi gorevi ve timar baskilayici islevleri
olan fosfoproteindir. Ilk olarak 1994 yilinda meme ve yumurtalik kanserine neden olan
gen olarak tanimlanmistir (198). BRCAI1 ¢ift zincir kiriklarinin onariminda ve
rekombinasyonunda gorev yapar. Kalitsal meme kanserlerinin %40’indan sorumlu
oldugu bildirilen BRCA1 geninin alternatif splicing (u¢ birlestirme) ile subseliiler
lokalizasyonu ve fizyolojik fonksiyonu modiile edilir. Bu nedenle bazilar1 hastaliklarla
iliskilendirilmis birgok alternatif ug¢ birlestirme varyantt tanimlanmistir (199, 200).
BRCALI, basta P53 olmak lizere, timor baskilayicilar, c-Myc gibi onkojenler, RAD50 ve
RADS51 gibi DNA onarim porteinleriyle dogrudan veya dolayl iliski igindedir. Fiziksel
iligkilerle hiicre dongiisii ilerlemesinin, sentrozom duplikasyonunun, DNA hasar

onariminin Ve apoptoz gibi siireclerin merkezi kavsak noktasinda yer alir (201, 202).
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada; metafazdan anafaza geciste, mutant BRCAI
varligl veya benzer bir nedenle BRCA1’in asag1 yonli regiilasyonunda, mikrotiibiil-
kinetekor baglantistnin kontrol edilemez sekilde gergeklesmesine ve mitotik kontrol
noktasinin agilmasina neden oldugu bildirilmistir. Boylece mutant BRCA1’in bulundugu
kanserlere 6zgii, azalan BRCA1 ekspresyonuna eslik eden poliploidi, yiiksek andploidi
ve nihayetinde malign transformasyonu agiklanmistir (202, 203). BRCAL sitoplazmada,
¢ekirdek cift iplik DNA hasarinda, hasar bolgelerinde lokalize olmaktadir (204).

Kanser Genom Atlas verileri kullanilarak 2021 yilinda karaciger Hepatoseliiler
karsinom kohortlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada; BRCA1’in ¢oklu HCC dokularinda
onemli dl¢lide yukari regiile edildigi, yiikksek BRCA1 ekspresyonunun ise kotii prognoz,
ileri T evresi, mikrosatellit instabilite gibi parametrelerle iligkili oldugu bildirilmistir
(205).

Calismamizda BRCAL antikorla yapilan boyamalarda Grup Il ve Grup III olgulari
benzer patern gosteriyordu. Ozellikle Grup II’de sitoplazmik boyamanin da eslik ettigi
birkag olguda zayif seyrek niikleer boyanma o6zellikleri goriildi. Grup 1’de yer alan
olgularda sitoplazmik boyanmanin da eslik ettigi, orta yogunlukta niikleer boyamanin
varligi dikkat ¢ekti. BRCAL boyamasi; istatistiki degerlendirme sonucu Grup I ve Grup
Il arasinda fark anlamliydi (p=0.006). Grup II ile Grup III arasinda anlamli fark
goriilmedi (p=0.239). Grup I ve Grup II arasinda da yine istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmadi (p=0.110). Sentrozomda lokalize olan AURKA’nin kinaz aktivitesi ile hiicre
dongiistiniin G2 fazindan M fazina gegmesini sagladigi bilinmektedir. Benzer sekilde
sentrozomda lokalize BRCAT1’in inaktivasyonu durumunda G2/M kontrol noktasi
kaybiyla AURKA’nin fosforilasyonu arasinda fiziki ve biyokimyasal iliski ortaya
konmustur (159). Calismamiz, AURKA ifadesinin benzer diizeyde yiiksek oldugu iki
deneysel grubumuz (HBV-HCC, KR-HCC) arasinda, BRCA1 sonuglari ve karsinogeneze
katkis1 bakimindan ayrisma oldugunu gostermektedir. Grup I olgularina ait bulgular, ,
AURKA’nin yiiksek ifade edildigi DNA hasari durumunda, BRCA1 varliginda dahi
hiicre dongiisiiniin ilerlemesine katkida bulundugu ve M fazina gegise olanak sagladig:
yoniindeki literatiir bilgisini desteklemistir (159).

Grup I olgularinda yiiksek AURKA ekspresyonu oldugu halde, daha diisiik
seviyede ifade edilen BRCA1’in, HCC dinamigi a¢isindan diger HCC grubundan (Grup
I1) farklilik gosterdigi rahatlikla sylenebilir. BRCA1L temelde N-terminali ring motifine
sahiptir ve  BARDI1 proteinle olusturduklart kompleks Poli (ADP-riboz) (PAR),

bolgelerine baglanarak protein fonksiyonunda degisikliklere aracilik eden sinyal
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molekiilii E3 ubikuitin ligaz olarak islev goriir. (206, 207). BRCA ring alan1 mutasyonlari
ve dolayisiyla BARDI ile kompleks olusturamamasi, 6nceki ¢aligmalarda gosterilmis
olan E3 ligaz aktivitesini azaltan ve BRCAL’in kanserle iliskisini agiklayan

mekanizmanin Grup | olgulari i¢in de gegerli oldugunu diisiintiyoruz (202).

5.1. Calismay1 Sinirlandiran Faktorler

Calisma siirecinde, molekiiler testlerin tamamlanmasinda ¢esitli olumsuzluklarla
karsildi. Ozellikle planlanan AURKA gen ifade diizeyinin RNA temelinde, kantitatif
analizi numune kaynakli olumsuzluklar nedeniyle gergeklestirilemedi. AURKA gen
kopya sayis1 degisikligi analizinde hepatektomi materyalinden alinan numunelerden elde
edilen DNA 06rnegi ile kontrol grubu i¢in kullanilan karaciger kama biyopsilerinden
tretilen Orneklerin, preanalitik ve analitik siireglerinin  farkli olmasinin, DNA
ekstraksiyon sonuglarina yansidigi gortildii.

Modern teknik ve tenolojik gelismelerle FFPE doku numunelerinden molekiiler
diizeyde analizler basarili bir sekilde uygulanmaktadir. FFPE numuneleri, molekiiler
analizler i¢in esneklik ve ozgiinliikk saglamalar1 nedeniyle olduk¢a degerli kaynaklardir
(208, 209). Bununla beraber FFPE doku orneklerinin isleme siiregleri ve segilen
molekiiler analiz yontemleri, uygulamanin basarisini etkilemektedir.

Optimal olmayan preanalitik ve analitik siire¢ler, FFPE numunelerde yapilan
molekiiler analizin sonuglarini etkileyebilmektedir. Etkinin yonii ve biiytikliigi analit ve
analitik platforma baglidir. Analit yani ¢alisilan 6rnegin DNA veya RNA temelinde
olmasi testin basarisin1 dogrudan etkileyebilmekte, olumsuz sartlarin sonuca etkisini
degistirebilmektedir. Patoloji laboratuvarlarinda FFPE doku 6rneklerinin iiretilmesi ¢ok
asamali bir siirectir. Ornek ¢esitliligi, drnegi saklama ve isleme siiresi, uygulama
farkliliklari ve gesitliligi, standardizasyonu giiglestiren unsurlardir (210). RNA temelinde
FFPE doku numunesi ile yapilan ¢aligmalarda numunenin biiyiik veya kiigiik olmasi,
soguk iskemi siiresi, dekalsifikasyona tabi tutulup tutulmamasi ve FFPE dokunun arsiv
siiresi, major etmenler olarak siralanirken, doku takip siiresi ve reaktiflerinin niteligi
caligmaya uygun RNA eldesini olumsuz etkileyebilmektedir (208, 210-212). Ayrica uzun
stireli formol fiksasyonu RNA molekiilii ile protein igerik arasinda kurulan metil
kopriileri, reverse transkriptaz ile cDNA elde edilmesini giiglestirebilmektedir (208, 213).
Benzer sartlarda total RNA elde siirecinde 21-23 niikleotitten olusan miRNA’larin daha

avantajli oldugu, izolasyon ve amplifikasyon basarisinin daha yiiksek oldugu ifade
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edilmistir. Uzun formol fiksasyonu durumunda proteinaz siiresinin uzun tutulmasi
onerilmektedir (212).

Calismamizda AURKA gen ifadesi arastirmasinda, RNA elde etme basarisini
artirmak i¢in doku kesiti sayica fazla tutuldu. Izolasyon islemi sonunda 6rnekler jel
elektroforezinde yiiriitiildigiinde tiim gruplarda fragmante patern gorildi (Sekil 4.1).
Tiim gruplar RT-PCR islemine tabi tutulduysa da amplifikasyon ger¢eklesmedi. Ayrica
calismamizdaki olgularimiza benzer biiyiik organlarin, dilimlenmeden Once alt1 saati asan
stirelerde fiksasyona tabi tutuldugu takdirde RNA eldesinin dramatik sekilde distigi
bildirilmistir (209). Grup III olgulari intra-operatif konsiiltasyon amaciyla gonderilen
saglikli dondr karaciger orneklerinden hazirlandi. Grup III olgularinda RNA elde
edilememesi; fikse edilmeyen, taze karaciger numunelerinin, transfer siiresi ve islem
slirecinde soguk iskemiye uzun siire maruz kalmasiyla, literatiirde yer verildigi gibi, elde
edilen RNA kalitesini kalic1 olarak diistiigiinii degerlendiriyoruz. Test basarisini etkileyen
bu faktorlere ek olarak, total RNA eldesinin neredeyse basarisiz kilan etmenlerden birinin
FFPE numunelerin saklama sicakligi, digerininse uzun siire formol fiksasyonuna
tutulmast ve metil c¢apraz baglarimin enzimatik olarak kirilamamas1 oldugunu
degerlendiriyoruz. Jel elektroforez goriintiisii bu olasiligi destekler nitelikteydi (Sekil
4.1). Bu gorinti, metil baginin kirilamadigi veya gii¢ oldugu uzun niikleotid
zincirlerinden yoksun (izolasyon basarisizligl), baglarin daha kolay kirildig: kisa veya
fragmante RNA dizilerinin varligi ile uyumlu goriiniimdedir. Diger etmen olarak FFPE
doku numunelerinin saklama ve maruz kaldigi sicaklik degeridir. Uzun siire oda sicakligi
veya 37 °C da saklanan drneklerin RNA kalitesinin bozuldugu bildirilmistir (208). Ayrica
RNA izolasyon kit kilavuzlarinda 6rneklerin 53°C {izerine ¢ikilmamasi gerektigi hususu
ozellikle belirtilmistir. Patoloji laboratuvarlarinda kullanilan doku takip isleminde,
parafinin 60-62°C de kullanilmasi ve 3-4 saat iglem siiresi neredeyse standart bir
uygulamadir. Calismamizda kullanilan numunelerin standart doku takip isleminde 60-
62°C de 3-4 saat islenmis olmasinin, RNA elde edilme siirecinin olumsuz sonuc¢lanmasina
ek katki verdigini diigiiniiyoruz. Ancak literatiir taramamizda doku takip islemi ve yliksek
sicakligin etkisi lizerine bir ¢alismaya rastlamadik. Preanalitik ve teknik uygunsuzluklar
nedeniyle gruplarda AURKA gen ifade diizeyi kantitatif olarak olglilemedi. Ek bir
caligma yapilarak AURKA ’nin protein diizeyi
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, bir¢ok Kanser tiriinde oldugu gibi HBV-HCC ve KR-HCC
olgularinda AURKA nin yiiksek diizeyde ifade edildigini ortaya koymustur. Bu iki HCC
grubunda yliksek ifade edilen AURKA’nin ¢alismamizda yer verdigimiz substratlar
tizerine farkl diizeyde etki ettigini gosterdik. Yiiksek diizeyde ifade edilen AURKA ’nin
katki verdigi karsinogenezin baglamasinda ve ilerlemesinde HBV-HCC ve KR-HCC
gruplarinda, mekanizmanin farkli olabilcegini ortaya koyduk. AURKA tarafindan
P53%e315 fosforilasyonu, P53’iin MDM?2 ile iliskisinde, modifikasyona, konformasyon
degisikligine ve destabilizasyona neden olmakta, karsinogeneze katki vermektedir. Bu
mekanizma HBV-HCC ve KR-HCC gurplarinin her ikisinde de gosterilmis olmakla
birlikte, KR-HCC’de fosforilasyon yoluyla etkisinin ve yogunlugun daha yiiksek oldugu
gosterildi.

KR-HCC olgularinin HBV-HCC olgularindan ayristig1 bir bagka yolak ise PLK-
1™"210°yn AURKA iizerinden fosforilasyonudur. HBV-HCC olgularinin aksine AURKA
aracili  PLK-1™7210  fosforilasyonunun  KR-HCC olgularinda  yiiksek oranda
gergeklestigini ortaya koyduk.

PLK-1’in antitiimor ila¢ hedefi olarak belirlendigi, on ikiden fazla inhibitor
deneysel olarak caligilmis ve etkinligi kanitlanmistir. PLK-1’in antisens oligoniikleotit
aracili inhibisyonu, HCC tedavisinde 6zellikle sitotoksik ajanlarin kisithh kullanimina
karsin ¢Oziim olarak sunulmustur (152, 195). Calisma sonuglarimiz, HBV-HCC
olgularina nazaran, KR-HCC olgularinda AURKA’nin fosfat bagladigi aktif PLK-1
molekiiliiniin hedef olarak secilmesinin tedavi stratejilerinde daha anlamli olacagini
ortaya koydu.

Calismamizla ortaya ¢ikan sonuglar PLK-1’in ekspresyon diizeyinin asirt
yiiksekligi ile P53 ve pRB'nin inhibisyonu arasinda iligki oldugu ve fosforile P535¢315
destabilize oldugu yoniindeki literatiir ¢aligmalar1 ile paralellik arzediyordu. Bu iki
parametrenin bilhassa KR-HCC olgularinda yiiksek diizeyde olmasi1 dikkat ¢ekici bir
sonugtu.

KR-HCC olgulartyla HBV-HCC olgularindaki bu farklilik dikkate alindiginda
PLK-1™210 fosfospesfik antikorun yogun niikleer boyama ozelliginde bir patern
gostermesi, KR-HCC olgulari igin PLK-1T"210 antikorunun bir biyobelirtec olabilecegini

diistindiirdi.
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BRCA1, AURKA substratlari arasinda yer alan bir diger parametremizdi. KR-
HCC olgularinda yiiksek AURKA ekspresyonu oldugu halde BRCAL protein ifade
diizeyi distiktii. Oysa benzer oranda yiiksek AURKA ekspresyonu gosteren HBV-HCC
olgularinda, BRCA1 protein diizeyinin yiiksek oldugu goriildii. Diger iki parametreden
(P53 ve PLK-1) farkli olarak HBV-HCC olgularindaki bulgularimiz, AURKA’nin
yiiksek ifade edildigi BRCAT1 varliginda, DNA hasar1 durumunda dahi hiicre dongiisiin
durmamasina Ve ilerlemesine katki verdigi, M fazina gegise olanak sagladig1 yoniindeki
literatiirle uyum gosterdi (159). ki HCC grubu arasinda AURKA’nin substuratlari
ozelinde farklilik oldugu, AURKA’nin farkli etkinlik gosterdigi ve farkli mekanizma
tizerinden HCC gelisimine ve ilerlemesine katki verdigi ¢alismamiz sonuglartyla birkez
daha ortaya kondu.

HCC’lerde farkli onkogenlerin 2-10 kat amplifiye oldugu literatiirde yer
almaktadir. Bir ¢alismada HCC olgulariin bazilarinda AURKA gen amplifikasyonu
oldugunu bildirilmistir. Gen kopya sayisi degisikliginin de incelendigi ¢alismamizda;
HBV-HCC ve KR-HCC olgularinda AURKA’nin gen kopya sayist degisikligi
saptamadik. Bu yoniiyle sonuclarimiz literatiirii desteklememektedir. Sonuglar 15181nda;
AURKA gen kopya sayisindaki artisin AURKA’nin yiiksek diizeyde ifade edilmesine
katki vermedigini, muhtemel trasnkripsiyonel ve epigenetik faktorlerin rol oynadigim
sOylemek miimkiindiir.

HCC olgularinda AURKA’nin etkinligi ve mekanizmasinin aydinlatilmasi
acisindan yeni ¢alismalarla bulgularimiz desteklenmelidir. HBV-HCC olgular1 yani sira
KR-HCC lerde AURKA ve onun substrati konumunda olan PLK-1’in gelecek donemde
yeni arastirmalarla HCC tedavisi i¢in hedef olarak ortaya konabilecegini diigiiniiyoruz.

Calismamizla ortaya ¢ikan sonuglardan biri de olduk¢a zengin doku arsivine sahip
patoloji laboratuvarlarinda, gen ifadesi ¢alismalar1 i¢in parafine goémiili doku
orneklerinin kullanimiyla ilgili olmustur. Preanalitik siireclerdeki olumsuzluklar, soguk
iskemi siiresi, fiksasyon stiresinin uzunlugu ve doku takip isleminde, dokularin uzun stire
yiiksek 1s1ya maruz kalmasi gibi olumsuzluklarin, parafine gémiilii formol fikse doku
ornekleriyle yaptigimiz gen ifadesi molekiiler calismalarini olumsuz etkiledigi goriildii.

Ozellikle patoloji laboratuvarlarinda, calismalara kaynaklik eden doku drnekleri
icin, slireglerin standardizasyonu, basta doku takip isleminde siire ve sicaklik
parametreleri olmak iizere, teknigin yeniden gozden gecirilmesi ve iyilestirmesi

gerektigini diisliniiyoruz.
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