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OZET
HEPATOBLASTOMDA MikroRNA-17, MikroRNA-19b,

MikroRNA-146a, MikroRNA-302d EKSPRESYONLARI VE
KLINIK ONEMI
Dr. Cigdem Omiir Ecevit

Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi SUAM
Yazisma Adresi: Dr. Behcet Uz Cocuk Hastanesi, Alsancak/iZMIiR

Amag: Hepatoblastomlar, seyrek gorulen karaciger malin tumorudur.
Histopatolojik olarak saf fetal olanlar ¢ok iyi gidigli, kiglk htcreli
andiferansiye histolojide olanlar koétl Klinik gidislidir. Bu calismada,
hepatoblastomda miRNA ekspresyon paternini gostermek, farkh
histopatolojik tiplerde 6ne gikan miRNA’yl saptamaya calismak ve bunun

prognostik bir belirte¢ olup olmayacagini saptamak amaglanmistir.

Gereg-Yontem: Yirmi iki adet parafin géomulu arsiv hepatoblastom doku
ornekleri elde edildi. Bunlardan elde edilen RNA’lar, cDNA’sina cgevrildi.
Literatirde tUmor patogenezinde adi gegen miR17, miR146a, miR302d ve
miR19b kantitatif gergek zamanli PCR ile ¢alisildi. Elde edilen sonuglardan
relatif kantitasyon yapilabilmek igin A/A Ct metodu kullanildi. Bu metod ile
miRNA ct degerleri Snord48 house keeping geni ile normalize edildi. Esik
degeri gecgen sikluslara ait kat degisimleri icin de karsilagtirmali 2-AACt
metodu kullanildi.

Bulgular: Hastalarin tani yasi ortalama 38,14 ay (3-204 ay), %54,5'u
(n=10) kiz, %54,5'u (n=12) erkek idi. Olgularda tumor dokusunda normal
dokuya gore sadece miRNA-17 azalmig olarak belirlendi (p=0,028). Tani
koyma agisindan miR-17 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamh idi
(AUC=0,875, p=0.044). Ekspresyonlar histopatolojik alt tiplere goére
degerlendirildiginde miRNA19b embriyonel alt tipte anlamli olarak ylksek
saptandi ( p=0.008).

Sagkalim oranlari irdelendiginde olaysiz ve genel sagkalim oranlari ile miR-
17 arasinda iligkili saptanmadi (p>0,05) Epitelyal komponenti, embriyonel
ve fetal olarak karsilastirildiginda her iki tip arasinda olaysiz ve genel sag

kalim arasinda fark saptanmadi (p>0.05).



Sonug: Ekspresyonu azalmis olarak bulunan miRNA’larin, farkli klinik
davranis gosteren hepatoblastomlarda, klinik gidisi 6ngérmede o6nemli
veriler saglayabilecegini duginmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hepatoblastom, miRNA, prognoz



MicroRNA-17, MicroRNA-19b, MicroRNA-146a, MicroRNA-
302d EXPRESSIONS IN HEPATOBLASTOMA and CLINICAL
IMPORTANCE

ABSTRACT

Introduction: Hepatoblastoma (HB) is the most common primary liver
malignancy in children, usually occurring in the first 3 years of life. The pure
fetal-type hepatoblastoma has the best prognosis, whereas the small cell
histology has been associated with unfavorable outcome. In the present
study, we aimed to characterize the expression level of selected miRNAs in
HB subtypes, and to consider the association with the prognosis.

Materials and Methods: A total of 22 Formalin fixed paraffin embedded
(FFPE) HB tumor samples were evaluated in this study. Total RNA was
isolated from frozen tissue sections and areas of tumor. Expressions of miR-
17, miR-146a, miR-302d, and miR-19b were analyzed in 22 HB cases by RT-
PCR. To make the relative quantitation of the results, A / A Ct method was
used. miRNA Ct values were normalized by Snord 48 housekeeping gene
with this method. Comparative 2-AACt methods were used for the cycles
above threshold values.

Results: The patient group included 22 children (mean age months, 38,14
range 3-204) diagnosed with HB. Lower miRNA-17 expression levels were
detected in tumor samples in comparison with normal tissue samples
(p=0,028). Lower miRNA-17 expression was significant for distinguish HB
tissue from surrounding liver tissue (AUC=0,875, p=0.044). A higher-level
ofmiR19b was found in embryonal samples (p=0.008). Overall and event
free survival were not found correlated with miRNA’s expressions (p>0,05).
Mixed subtypes showed better survival than pure epithelial subtypes. Both
epithelial and fetal subtype was not found correlated with better event-free
and overall survival (p>0.05).

Conclusion: In conclusion, lower expression of miRNA’s in
hepatoblastoma, can provide important data for predicting clinical outcome
in HB.

Key Words: Hepatoblastoma, miRNA, prognosis



1. GIRIS VE AMAG

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Hepatoblastomlar seyrek olmakla birlikte, cocukluk ¢aginin karacigerde
gorulen en sik malign tumoéradar. On bes yasindan kuglk c¢ocuklarda
hepatoblastoma insidansinin milyonda 0,5-1,5 oldugu bildiriimekle birlikte
infantlarda insidans milyonda 11,2'dir. Cocukluk ¢aginda malign karaciger
timarlerinin %79’unu hepatoblastom olusturmaktadir.

Histopatolojik olarak epitelyal (fetal, embriyonal, kuglk hucreli);
mezenkimal ve mikst olmak Uzere tiplendiriimektedir. Saf fetal olanlar ¢ok iyi
gidigli olmakla birlikte, kiguk hucreli andiferansiye histolojide olanlar kotu
klinik gidis gostermektedir. Mikst tlrlerin klinik gidisi 6ngértilememektedir.
Hepatoblastom, infantlarda karacigerin en sik rastlanan malign timaérudur.
Hepatoblastom tedavisinde siklikla doksorubisin ve sisplatin kullanilir.

Saf fetal tip iyi diferansiye, dusuk mitotik aktiviteli tip
hepatoblastomlarin % 5 ini olusturur. Opere edilebilir Evre 1 iseler kemoterapi
gerektirmezler.  Diger  hepatoblastom  tipleri cerrahi yani  sira
doksorubisin/sisplatin temelli tedavi gerektirirler.

Hepatoblastomlarda miRNA ekspresyonlari ile iligkili ¢alisma az
sayidadir. Nadir timorler olmalari ve taze donmus Orneklerin zor elde
edilebilir olmasi nedenleri ile parafin bloklardan yapilacak miRNA calismalari
hepatoblastomda oldukg¢a degerlidir. Guyogos ve arkadasglari, 2013 yilinda 20
hepatoblastom olgusunda TagMan MicroRNA assay ile miR-17-5p, miR-18a,
miR-21, miR-34a, miR-96, miR-122, miR-181a, miR-195, miR-210, miR-214,
miR-221, miR-222, miR-223 ve miR-224 ekspresyonlarini g¢aligsmiglardir.
Tamorsuz  karaciger  dokusunu  kontrol  olarak  kullanarak  tum
hepatoblastomlarla, hepatoblastomlarin histolojik alt tipleri ile karsilastirma
yapmiglardir. Embriyonel tipde miR-18'i ve fetal tipde miR-221’i artmis
saptamiglardir. Ayrica hepatoblastom sagkaliminda alt tipden bagimsiz olarak
miR-21, miR-222 ve miR-224 ekspresyonlarini artmis olarak bulmuslardir.
Magrelli ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise, 9 HB olgusunda miR-214,

miR-199a, miR-150 ve miR-125a ekspresyonlarini artmig olarak bulmuslar ve



bu microRNA’larin hepatoblastom siniflamasinda degerli bir veri olabilecegini
savunmuglardir.

Bu galismamizda, tumor patogenezinde yer aldigi bilinen; miR-17, miR-
146a, miR-302d ve miR-19b calisilacak miRNA’lardir. Elde edilen miRNA
ekspresyonlari; klinik takip verileri, histopatoloji ve diger Ozellikler ile

karsilastirilacak, tanisal ve prognostik degeri agisindan tartisilacaktir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci, hepatoblastomda miRNA ekspresyon paternini
gostermek, farkli histopatolojik tiplerde 6ne c¢ikan miRNA’yl saptamaya
calismak ve bunun prognostik bir belirte¢ olup olmayacagi konusunda bilgi

edinmektir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

1. Hepatoblastomlarda belirli miRNA ekspresyonlari farkli klinik
davranis goOsteren hepatoblastomlarda farkli  ekspresyonlari, klinik gidisi
ongormede onemli veriler saglayabilir.

2. Ekspresyon gosteren miRNA varligina gore tedavi modelleri

degigtirilebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Normal Karaciger

Karaciger, karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda o6nemli
gorevi olan yasamsal bir organdir. Karaciger organ metabolizmasinda énemli
bir rol oynar. Vucutta ortalama 500 civarinda fonksiyonu ustlendigi tahmin
edilmektedir. Glikojen depolanmasi, hematopoez, albimin, hormon,
koagulasyon faktorleri sentezi ve detoksifikasyon olmak tzere birgok dnemli
islevi yaratur (1). Ayrica fetal karaciger ilk trimesterde eritrosit yapimini da
ustlenmektedir. Bipotansiyel o6ncul hidcreden gelisen baglica hepatosit ve
kolanjiosit olmak Uzere 2 tip hucreden olusur. Karaciger yetmezliginin uzun
dénem kompanze edecek herhangi bir tedavi modalitesi yoktur. Bugln igin tek

tedavi yontemi karaciger naklidir (2).

2.2. Hepatoblastom

2.2.1. Tanim

Hepatoblastom (HB), g¢ocukluk caginda en sik gorulen koétu huylu
karaciger tumorudur (3). Cocukluk cagr tumodrlerinin %1’ini ve malign
karaciger tumorlerinin %75’ ini olusturur. Hayatin ilk bes yilinda sik goérilen
hastaligin insidansi yas ile azalmaktadir. Son 40 yilda, cerrahi tam
rezeksiyonun gergeklestirilebilmesi konusundaki ilerlemeler ve kemoterapi
alanindaki gelismeler sonucunda genel olarak hayatta kalim oranlari %30
dizeyinden %80’lere ulasmistir (4). Cogunlukla karinda kitle ile bagvururlar
ancak siklikla asemptomatiktirler. Klinik evreleme ve histolojik siniflandirma
kompleks olmasina ragmen bugun igin risk belirlemede, timor evresi ve

karaciger tutulumunun yayginhgi gibi klinik 6zellikler 6n plana ¢gikmaktadir.



2.2.2. Epidemiyoloji

Hepatoblastom (HB), ¢ocukluk ¢agdi kanserleri arasinda nadir
gorulmekle birlikte karaciger tumorleri arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Cogdunlukla bu olgular ilk 3 yasta tani alirlar (5). Ortalama tani yasi 19 ay
olarak bildiriimekte ve ¢ogu ¢ocukluk ¢cagi kanserleri gibi erkek ¢ocuklarda 1-3
kat daha fazla gorilmektedir. Beyaz irkta siyahlara gore sikhgi daha fazladir.
Hastalik sporadik olarak gorulebildigi gibi Beckwith-Wiedemann sendromu,
ailevi adenomatdz polipozis sendromlari ile birliktelik gdsterebilir (6). Son
yillarda gerek Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitisinin
Surveyans (SEER) verilerine gerek de Japonya ve Avrupa raporlarina gore
son 30 yilda yillik insidansinin arttigr gorulmektedir (7). Erken dogum ve ¢ok
disuk dogum agirhigi ile dogan bebeklerle hepatoblastom arasinda iligki
saptanmasi ve bu olgularin sayilarinin artmasi nedeni ile hepatoblastom

gorulme sikliginin da buna paralel olarak arttigi dusunulmektedir (8).

2.2.3. Etiyoloji

Hepatoblastom, embriyonel kaynakli bir karaciger tumoéra olup
karaciger kok hucrelerinden gelistigi dusunulmektedir. Beckwith-Wiedemann
Sendromu (BWS), hemihipertrofi, Trizomi 18 (Edward’s sendromu) ve ailevi
adenomatdz polipozis (AAP) olgularinda hepatoblastom sikhginin arttigi
bilinmektedir (6). BWS'u asiri buyume ve artmig kanser riski ile birliktelik
gOsteren bir sendromdur ve bu sendromda HB riski 500 kat artmigtir. BWS’
da 11p15 kromozom bodlgesinde disregllasyon tanimlanmaktadir (9). Ailevi
adenomatdz polipozis kalitsal bir hastalik olup c¢ogunlukla kanserlesen
bagirsaklardaki ¢ok sayida poliplerle karekterize bir hastaliktir. Sporadik
olgularda ve ailevi AAP olgularinda besinci kromozomda bulunan APC tumor
baskilayici gende mutasyon saptanmigtir. Bu mutasyon sonucunda Wnt
sinyal yolagi ve bu yolagin proteini olan B-kateninin artmis aktivasyonu so6z
konusudur (10, 11). AAP olgularinda normal populasyona gore HB gelisme
riski ise yaklasik 800 kat daha fazla olarak rapor edilmektedir.



Mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte etiyolojide erken
dogum ve ¢ok dustik dogum agirhdi, yenidogan déneminde oksijen tedavisi,
frusemid gibi bazi ilaglar, total parenteral nutrisyon, radyasyon ve bazi
metallerin olusumunda rol aldi§i Gizerinde durulmaktadir (8). Ozellikle dislk
dogum agirhdi ve ¢ok disik dogum agirhigi olan bebeklerin HB gelisimi igin
risk altinda olduklari ve HB saptanan olgularin %40’inda digik dogum agirligi
oldugu bildiriimektedir (12). Bu g¢ocuklarda blUyumeyi yakalamak igin
hepatosit buyume faktoru gibi artmig buyume faktora saliniminin, tumor

blylumesine neden olabilecegine dair hipotezler bulunmaktadir (13).

2.2.4. Klinik ve Laboratuvar Bulgular

Cogdu hepatoblastom olgusunun ilk basvuru yakinmasi aile veya hekim
tarafindan fark edilen asemptomatik karin kitlesidir. Bununla birlikte bir kisim
hasta nadir de olsa bulanti-kusma, istahsizlik, kilo kaybi ve karin agrisi gibi
spesifik olmayan bulgularla bagvurabilir ancak bu bulgular ¢ogunlukla ileri
evre tumorlerde goralir (14). Kitlenin safra yollarina basisi sonucu bazi
hastalar sarilik ile basvurabilir. Bazi hastalarda ise salinan hormonlara
ornegdin; Beta-insan koryonik gonodotropin (B-HCG) yuksekligine bagli erken
puberte veya renin salinimina bagh hipertansiyon klinigi gorulebilmektedir.
Cok bluyuk tumor kitlesi varhginda tumor yirtilmasi sonucu akut karin, masif
kanama ve sok tablosu ile bagvuru da s6z konusudur ancak olduk¢a nadir
olarak ortaya ¢ikmaktadir (15).

Hepatoblastom olgularinin %90’inda o-fetoprotein (AFP) yuksekligi
belirgin artis gdstermektedir. Bu belirteg ayni zamanda hastalik ciddiyeti ile de
koreledir. Ancak AFP degerleri 6zellikle infantil donemde hepatositlerden bu
proteininin fizyolojik olarak sentezlenmesine bagl olarak yuksek seviyelerde
saptanir. Bu nedenle yasa goére AFP duzeylerinin bilinmesi énemlidir (16).
Postnatal donemde 100 000 ng/ml olan degerler ilk 6 ayda hizla duserek 1
yas civarinda erigkin seviyelerine (3-20 ng/ml) ulasir. Hepatoblastomda AFP
duzeyleri 100 ng/ml’ nin Gzerindedir. Bu belirteg ayni zamanda hastalik
ciddiyeti ile de koreledir. Bu degerin altinda ve 1000000 ng/ml Uzerinde AFP

varligi kot prognoz ve kemoterapiye direng ile ilintilidir (17). Ayni zamanda



tedaviye yaniti ve hastalik tekrarini belirlemede kullanilan bu belirtegte,
timorin tam rezeksiyonundan sonra uygun disme gdzlenmemesi, kalinti
hastaligin varhgi olarak degerlendiriimektedir (18). Diger laboratuvar bulgulari
degerlendirildiginde hastalarin yaklasik %60’inda trombosit sayisinda artig
go6zlenirken, bazi olgularda karaciger enzim yuksekligi ve anemi tabloya eslik

edebilmektedir.

2.2.5. Histopatoloji

Hepatoblastomlar, genellikle tek bir kitle olarak karsimiza cikarlar. lyi
sinirl solid tumor kitlesi bazen tum karacigeri kaplayacak duzeyde buyuk
olabilir (19). Tumor kapsulli veya psodokapsullt, noduler veya dizgun yuzeyli
olabilir. Makroskobik olarak kanama, nekroz ve kemiklesme alanlari
gorulebilir.

Hepatoblastom, hepatosit 6ncul hucresi olan hepatoblastlardan kdken
alan embriyonel bir tumaordar (20). Histopatolojik inceleme hem kesin tani,
hem de karacigerin diger tUmorlerinden ayirim icin gereklidir. Histopatolojik
olarak, epitelyal (%56) ve mikst epitelyal-mezensimal (%44) olmak Uzere iki
gruba ayrilmaktadir. Epitelyal kokenli olanlar ayrica; fetal (%31), embriyonal
(%19), andiferansiye kuguk hucreli (%3) ve makrotrabekuler (%3) olmak
Uzere 4 gruba ayrilir (Tablo 1). Klinik arastirmalar timoértn klinik evresine
ilave olarak bazi histolojik alt tiplerin prognoz ile ilintili oldugunu gdstermistir
(21). Bir calismada, iyi diferansiye fetal tip ve dusik mitotik aktiviteli HB
varliginda spesmeninin tam c¢ikariimasi ile total kir saglanabilecegi ve
kemoterapi gerekli olmadigi bildiriimektedir (22). Ancak birgcok HB oldukca
heterojen histopatolojiye sahipdir ve nadiren tek histolojik tip 6zelligi gosterir.
lyi diferansiye fetal tipte olanlar, prognozu en iyi olan grubu olusturur. Bununla
birlikte kucuk hucreli andiferansiye histolojiye sahip hepatoblastomlar kotu
seyirli olmaktadir. Bu histolojik patern ¢ogunlukla dusik alfa- fetoprotein
(AFP) seviyesine sahipdir ve kemoterapi yaniti kétudur. Bir calismada kiguk
hacreli HB olgularinin tumunin tani sonrasinda 24 ay icinde kaybedildigi
gosterilmigtir (23). Bir diger galigmada ise, kuguk hucreli HB tanisi alan 11
olgunun 6’sinda immunohistokimyasal olarak /INI1 nukleer negatif hucreler

oldugu ve bunlarinda 3’Unin rabdoid timodrlerde gorilen sitogenetik ve



molekuller degisikliklere sahip olduklari gdsterilmistir (24).

Mikst tipde ise

mezensimal elemanlarin varligi arttikga prognoz daha iyi olmaktadir. En sik

rastlanan mezengimal

elemanlar

bildiriimektedir (25).

HB nadir gortlen ayni zamanda kemoterapi dncesi materyal temini

kikirdak ve osteoid dokular olarak

yetersizligi nedenleri ile biyolojik ¢galismalar yapmak gu¢dir. Bu nedenlede HB

konusundaki

¢alismalarin planlanmasina ihtiyag vardir.

calismalarda uluslararasi

igbirligi

ve c¢ok merkezli

klinik

Tablo 1. Hepatoblastom histopatolojik alt tiplerinin siniflandirmasi

Epitelyal Tip

Alt Tip/Tanimlama

Miks Tip

Alt Tip/Tanimlama

Fetal

lyi farklilagmis,
Uniform(¢ap=10-20 um)
minimal mitotik aktivite ile
yuvarlak ¢ekirdek, kord,
EMH

Stromal
komponentler

Spindle hucreler,
osteoid, iskelet kasi,
kikirdak

Kalabalik veya aktif mitoz,
belirgin ¢cekirdekgik

Teratoid

Miks, primitif
endoderm; noral
komponent, melanin,
yasslI ve glanduler
elemanlar

Pleomorfik, zayif
farklilagsmis, orta diizeyde
anizonukleozis, artmis N/S
orani, gekirdekgik

Anaplastik, nukleer
genisleme ve pleomorfizm,
hiperkromi, anormal mitoz

Embriyonel

¢ap=10-15 pym, artmis N/S
orani, angular-primitif tabul,
EMH

Makrotrabekii
ler

Epitelyal HB (fetal veya
embriyonel), sinlzoidler
arasinda >5 hlcre gruplari
halinde biyime

Kiiglik
Hucreli
Andiferansiye

¢ap=5-10 ym, yapisal
patern yok, minimal pale
amfofilik sitoplazma, ince
kromatinli yuvarlak-oval
cekirdek, belirgin olmayan
cekirdekgik, +/- mitoz,

EMH: Ekstrameduller hematopoez, HB

: Hepatoblastom
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2.2.6. Genetik ve Molekiiler Degisiklikler

Hepatoblastomlarda gen ekspresyon profil ¢alismalari ilk kez 2003
yilinda gergeklestirilmistir (26). Bu c¢alismada, tumoér ve komsu normal
karaciger dokusu arasinda farkli eksprese olan tiumoér hicre gelisimini ve
hidcre bolunmesini reglle eden 26 prediktdér gen bulunmustur. Bir diger
calismada PLK1 onkogeninin artmis ekspresyonu tanimlanmigtir (27).
Hepatoblastomda, en sik gorulen genetik degisiklikler, Wnt sinyal yolaginda
yer alan genlerdedir (28). Son yillarda, telomeraz aktivasyonu ve genetik
ekspresyon profilleri hepatoblastomda prognostik faktor olarak tanimlanmaya
baglanmigtir (29). Japon Pediatrik Karaciger Tumorleri Calisma Grubu-2
(JPLT-2) 212 HB olgusunda yaptiklari calismada, CTNNB1'de genis delesyon
ve CTNNB1 ekzon 3’de mutasyon saptamiglardir (30). Bu olgularin %80’inden
fazlasinda APC ve Axin genlerinde  mutasyon  saptanmigtir.
immiinohistokimyasal olarak Whnt sinyal yolaginin aktivasyonu sonucu timor
hlcrelerinde B-katenin birikimi varhigi gosterilmistir (31). Ayni zamanda Whnt
sinyal yolagi hedef genleri olan siklin D1, surviving ve MYC genlerinin
ekspresyonlarinin da arttigi  gosterilmigtir. Whnt sinyal yolaginin up-
regulasyonu hepatoblastomun tim histopatolojik alt tiplerinde gdsterilmekle
birlikte, 6zellikle agresif tip hepatoblastomlarda bu ¢ok daha belirgin olarak
saptanmistir (32). Ayrica kuglk hicre komponentli agresif epitelyal
hepatoblastomlarda MAPK sinyal yoladi ve antiapopitotik sinyalizasyon up-
regule olarak bulunmustur.

Hepatoblastom gelisimindeki diger bir yolak Hepatosit Buyume Faktoru
(HGF)/c-Met yolagidir. Ozellikle tam olarak cikarlamayan hepatoblastom
olgularinda rekurenslerin yuksek goéruldugld durumlarda c-Met dizeyinin
yuksek oldugu belirlenmigtir  (33). Kalan karaciger = dokusunun
rejenerasyonunu saglamak Uzere artan HGF aktivitesinin, rezidtel tUmaorin
blyimesine sebep oldugu dusunulmustar. Ayni zamanda HGF aktivitesinde
artisin Wnt sinyal yolagindan bagimsiz olarak (-katenin birikimine sebep
oldugu gosterilmigtir (34). Bir diger calismada, hepatoblastom olgularinda Met
ve (-katenin ekspresyonunun arttiyi ve kemoterapi sonrasi ise Met dizeyinin

belirgin dustugu gosterilmistir (35).
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2.2.7. Goriuntiileme Yontemleri

Hepatoblastomda goéruntileme yontemleri; tani koymak, tUumorin
yayginhgi saptamak, cerrahi olarak c¢ikarilabilirligini ve damarlanmasini
degerlendirmek ve de sagaltim planini olusturmak igin gereklidir. Tanida ilk
basvurulacak goruntileme yontemi karin ultrasonografisidir. Ultrasonografi ile
kitlenin solid ya da kistik 6zelligi, yayginligi ve yerlesimi belirlenirken, doppler
ultrasonografi ile damarlanmasi ve ana damarlara yayilimi incelenebilmektedir
(36).

ileri gérintiileme yodntemi olarak, bilgisayarli tomografi veya manyetik
rezonans goruntileme (MRG) kullaniimaktadir. Yan etki nedeni ile
tomografinin yerini MRG almakla birlikte sec¢im radyologa birakilmalidir.
Manyetik rezonans goruntlilemede; T1 agirhkh kesitlerde hipointens, T2
agirhkh kesitlerde hiperintens homojen kitle gérinimua saptanmaktadir (Sekil
1a-b, 2a-b). Kontrasthh MR anjiyografi ile tumoran damarsal 6zelligi ve diger
damarlarla iligkisi rahatlikla gosterilebilmektedir (37).

Tanida hastalarin  yaklasik %10-20’si metastatik hastalikla
basvurmaktadir. En sik metastaz yaptigi yer olan akcigerlerin
degerlendiriimesi i¢in direk akciger grafisi ve toraks bilgisayarli tomografisi
onerilmektedir. Kemik ve beyin metastazi ¢ok nadir gorulmesi ve akciger
metastazi olmaksizin bu boélgelere metastazin ¢ok az sayida hepatoblastomiu
olguda bildirilmis olmasi nedenleri ile kemik sintigrafisi ve beyin goérintilemesi

rutin olarak onerilmemektedir.
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Sekil 1a-1b. 1. Pretext Evre | hepatoblastom tanili 7 yas erkek olgunun

aksiyal ve koronal T2 agirlikli Manyetik Rezonans Goruntulemesi

Sekil 2a-2b. Pretext Evre IV hepatoblastom tanili 45 gunluk, kiz hastanin

aksiyal ve koronal T2 agirlikli Manyetik Rezonanas Goruntilemesi
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2.2.8. Uluslararasi Hepatoblastom Calisma Gruplari ve Evreleme

Hepatoblastom olgularinin  nadir olmasi nedeni ile hastaligin
evrelemesi ve tedavi stratejileri belirlemek amagh ¢ok merkezli yurutulen
calismalara ihtiyag duyulmustur. Bu amagcla olusturulan baslica c¢alisma

gruplari; Avrupa, Almanya, Japonya ve Kuzey Amerikada’dir.

2.2.8.1. SIOPEL

Avrupa orijinli Uluslararasi Cocukluk Cagi Karaciger Tumorleri Strateji
Grubu (SIOPEL) 1987 yilinda kurulmustur. Amaglari arasinda; ¢ocukluk ¢agi
HB ve hepatoselluler karsinom (HCC) alaninda kapsamli klinik arastirma
programlari olusturmak, temel ve translasyonel caligmalar i¢in nadir olan
tumor dokusunu saglamak ve nadir timarlerde yarutilebilir galisma modelleri

sayllabilir.

2.2.8.2. SIOPEL-1

ilk SIOPEL c¢alismasinda HB veya HCC'li olgulara cerrahi éncesi 4-6
hafta slUre ile Doksorubisin ve Sisplatin iceren (PLADO) kemoterapi
uygulanmigtir. SIOPEL ayni zamanda radyolojik goruntlleri baz alarak
preoperatif evreleme sistemi gelistirmistir. Burada cerrahiden énce kemoterapi
ile timoru oncelikle kugultmek amaglanmistir (38). SIOPEL-1’e gbre akciger
metastazi ve PRETEXT (pretreatment extention of the disease) evrelemesi 3
yillik sagkalim agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

2.2.8.3. PRETEXT Evrelemesi

SIOPEL grubu tumor evresini tani aninda belilemeye yonelik
PRETEXT olarak bilinen bir sistem gelistirmiglerdir (39). Bugln i¢in yaygin
olarak SIOPEL grubunun gelistirdigi bu evreleme sistemi kullaniimaktadir
(Sekil 3). Bu evreleme sistemi karacigerin damarsal yapisini géz 6nune alir
ve karacigeri her iki ana lobda ikiser olmak Uzere 4 segmente ayirir. Buna
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gore karaciger sol lob ig, sol lob dis, sag lob 6n ve sag lob arka olmak lUzere 4
segmente ayrilmaktadir. Yan yana timdrden arinmis 3 segment oldugunda
PRETEXT I, yan yana tumorden arinmis 2 segment oldugunda PRETEXT I,
sadece 1 segment saglam ya da yan yana olmayan 2 segment saglam
oldugunda PRETEXT Ill ve tim segmentlerin tutulumunda PRETEXT IV
olarak kabul edilmektedir (Tablo 2). 2005 yilinda PRETEXT evresine timorin
karaciger digina uzanimini tanimlayan bazi parametreler eklenmistir. Buna
gore; kaudat lob tutulumu C, ekstrahepatik abdominal hastalik varhigi E1,
peritoneal nodullerin varligi E2, multifokal timor varh@ir F, timor yirtilmasi ya
da intraperitoneal kanama H, uzak metastaz varligi M, abdominal lenf nodu
metastazi N1, diger lenf nodu metastazlari N2, portal ven dallarinin tutulumu
P1, ana portal ven tutulumu P2 ve vena kava ile hepatik ven tutulumu V
olarak belirtiimelidir (39). Ancak tum bu uzanimlar risk siniflandirmasinda ¢ok

fazla degisiklik yaratmamaktadir (Tablo 3).

Tablo 2. Hepatoblastomda PRETEXT evrelemesi

PRETEXT Numarasi Tanim

| Tutulan 1 segment, temiz 3 segment

| Tutulan 1 veya 2 segment, temiz 2

segment

]| Tutulan 2 veya 3 segment, temiz 2
segment yok

v Tam 4 segmentte tutulum
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Sekil 3. PRETEXT Evreleme Sistemi; PRTEXT I, PRETEXT Il, PRTEXT lll,
PRETEXT IV, R: Sag, L: Sol (Bu resim International SIOPEL
calismalari hepatoblastom protokollinden alinmistir.)
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Tablo 3. SIOPEL Calismalarina Gére Hepatoblastomda Risk Siniflamasi

Yiiksek Risk Standart Risk

Yandaki bulgularin | Serum alfa-fetoprotein < 100 ug/l Tam diger hastalar
herhangi birine | PRETEXT IV

sahip hasta ilave PRETEXT kriteri;
*E1, **E1a, E2, **E2a
*H1

*M1

*N1, N2

*P2, **P2a

*V3, ***V3a

* Ekstrahepatik abdominal hastalik varligi; E1, peritoneal nodullerin varhdi;
E2, intraperitoneal kanama; H1, metastaz varhgi; M1, abdominal lenf nodu
metastazi N1, diger lenf nodu metastazlari N2, ana Portal Ven tutulumu; P2
ve 3 Hepatik Ven ve/veya inferior Vena Cava tutulumu; V3

**Asit eslik etmesi, ***intravaskiiler timér eslik etmesi

2.2.8.4. SIOPEL-2

SIOPEL-2'de olgularin tedavileri PRETEXT evrelemesi baz alinarak
planlanmigtir. Standart risk (SR) HB hastalari, ki bu tumoérin en fazla 3
segmenti etkilemesi ve karaciger disina yayllmamasi durumu olarak
tanimlanabilir, sadece sisplatin ile tedavi edilmistir (39). YUksek risk (HR)
olgularda, ki bu durumda karaciger digi yayilim ve tim karacigerin timorle
tutulumu s6z konusudur, 3 ilacin birlikte kullanimi s6z konusudur. SIOPEL-2
ile SR olan olgularda sisplatinin tek basina PLADO tedavisine Ustin

olabilecegi 6ngdrulmustar.
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2.2.8.5. SIOPEL-3

SIOPEL-3, ucuncu calisma olup, tek basina sisplatin tedavisinin SR
HB’lu olgularda sisplatin, doksorubisin kombinasyonuna gore daha az toksik
ve etkili bir tedavi modalitesi oldugunu gostermeyi amacglamistir. HR olgularda
ise karboplatin, doksorubisin ve sisplatin (SiperPLADO) kombine tedavisinin
SIOPEL-1 de uygulanan sispaltin-doksorubisin tedavisi ile karsilastirmayi
amaglamistir. Bu ¢alisma 2008 yilinda sonlandiriimis ve sisplatin tedavisinin
tek basina etkinligi kanitlanmistir (40). HR olgularda cerrahi 6ncesi uygulanan

alterne tedavinin survival iyilestirdigi gostermistir.

2.2.8.6. SIOPEL-4

Bu c¢alisma, HR HB olgularda, karboplatin ve doksorubisinin sisplatin
ile alterne olarak daha yogun olarak kullaniminin kemoterapi yaniti ve takip
eden cerrahi oranini belilemeyi amagcglamigtir. Uygulanan yogun

kemoterapinin daha etkin oldugunu gdstermislerdir (41).

2.2.8.7. Diger Calisma Gruplan

Dinyanin farkh Ulkelerinde farkli evreleme sistemleri kullaniimigtir.
Cocuk Onkoloji Grubu (COG), Kuzey Amerika klinik arastirmalarinda yer
almis ve evrelemede metastaz varligi olan hastalar diginda cerrahi sonrasi
hastalik genigligini kriter olarak almigtir. Bu grubun oOnerileri, kemoterapi
oncesi rezeksiyon yapilmasi, tam olarak c¢ikarilamamasi durumunda ise
kemoterapi baglanarak timoérin kagultiimesi seklindedir (42).

Baslangigta Pediatrik Onkoloji ve Hematoloji Aiman Toplulugu ( GPOH)
da COG ile benzer evreleme sistemi kullanmakta iken bugln igin bu grup
tarafindan yapilan calismalarda daha ¢ok preoperatif kemoterapi yaklagimi

benimsenmektedir (43).

18



2.2.9. Tedavi Algoritmi

Tedavide amag, cerrahi sinir alan temiz oluncaya kadar c¢ikarmaktir.
1980°’li yillardan itibaren sisplatinin 6zellikle tam rezeke edilemeyen HB
tedavisinde kullaniimaya baslanmasi ile birlikte hastalik sagkalim oranlarinin
yukseldigi gortlmustir (44). Tedavi tumorin evresine gore planlanmaktadir.
Tedavide COG ve SIOPEL gruplarinin  tedavi yaklagimlari farklihk
gostermektedir. Amerika orijinli COG, tek lob ile sinirli veya standart lobektomi
ile cikarilabilecek timorlerde, kemoterapi uygulamadan dogrudan cerrahi
rezeksiyon uygulamakta ve boylelikle kemoterapinin yan etkisinden
kaginmaktadir (37). Avrupa orijinli SIOPEL ise tUm hastalara en azindan 2
kurden olusan kemoterapi protokolinu uyguladiktan sonra cerrahi tedavi
uygulamaktadir. Kemoterapatik ajan olarak standart risk grubunda (PRETEXT
I-111) tek basina sisplatin veya doksorubisin ile kombinasyonu, yuksek risk
grubunda ( PRETEXT IV ve/veya akciger metastazi, intraabdominal yayilim,
basvuruda tumor rupturt ya da AFP<100 ng/ml) ise sisplatin, doksorubisin ve
karboplatin kombinasyonunu énermektedirler (43, 45). iki kiir sonrasi hastalar
cerrahi acidan tekrar degerlendirilerek mumkin ise kir sayisinin doérde
tamamlanmasi istenmektedir (41). Postoperatif donemde kemoterapi ise,
cerrahi oncesi alinan kir sayisina gore degisiklik gostermektedir.

Cerrahide amag, tam anatomik rezeksiyon ile tim timoér dokusunun
ortadan kaldiriimasidir. Cerrahi tedavi olarak, hemihepatektomi veya sinirlari
genisletiimis hemihepatektomi ya da tek segmentin saglam oldugu
durumlarda trisegmentektomi yontemleri kullaniimaktadir (46). Ameliyat
sirasinda rezeksiyon sinirinda kalmis mikroskopik kalinti dokular igin hastada
kalan karaciger kenarindan frozin inceleme yapilarak sonuca gore gerekirse
rezeksiyon hattinin biraz daha ileri taginmasi dnerilmektedir.

Karaciger transplantasyon teknigindeki ilerlemelerle  birlikte,
hepatoblastom olgularinda “rezekte edilemez”’ deyimi aslinda tarih olmaya
baslamistir. Karaciger nakli; c¢oklu odakli veya tek odakli PRETEXT IV
hastallk ve ana damarlara yakinlik nedeni ile tam eksizyon uygunlugu
tartismali PRETEXT Il hastalik varliginda onerilmektedir. Ayrica vena kava
ve/veya tum hepatik venlerde timor varligi, ana portal ven veya sag-sol ana

dallarinda timoér varligi da karaciger nakli endikasyonlari arasindadir (47).
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Diger nakil endikasyonlari ise baslangigta PRETEXT | ile IV arasinda
evrelendiriimis  herhangi bir timoérin, kismi  hepatektomiden sonra
tekrarlamasi ya da tiumorun tam olarak c¢ikarilamadigr durumdur (kurtarma
nakil) (48). Tani aninda uzak organ metastazi varligi karaciger nakli agisindan
kontrendikasyon degildir ancak bu odaklarin nakil éncesi kemoterapi veya
cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilmesi gerekmektedir. Karaciger nakli igin tek
kontrendikasyon, uzak organ metastazinin kemoterapi yada cerrahi ile tedavi

edilememesi durumudur.

2.2.10. Prognoz

2.2.10.1 Genetik Prognostik Faktorler

Hepatoblastom ile iligkili bircok prognostik beliteg ve genetik
sendromlar tanimlanmistir. HB ile ilintili oldugu bildirilen genetik sendromlar
arasinda Trizomi 18, BWS ve AAP bildiriimektedir. Bunlar arasinda yer alan
BWS’ da embriyonel timoérlerin gelisme riski yuksek olup HB ve Willm's
tumorleri %7,5-13,5 oraninda gorular.

HB olgularinda en sik gorulen genetik bozukluklar %70-90 oraninda
Wnt sinyal yolagindaki genlerde gozlenir (49, 50). Son yillarda telomeraz
aktivasyonu ve genetik ekspresyon profilleri prognostik faktorler olarak
tanimlanmigtir (51). Telomeraz, TERT (insan telomeraz revers transkriptaz)
ekspresyonu tarafindan regule edilir ve TERT ekspresyonu Wnt sinyal
aktivasyonunda maijor rol oynamaktadir (52). Ayni zamanda MYC geninin de
TERT ekspresyonunu arttirdigi Uzerinde durulmaktadir. Sonug olarak, TERT
ve MYC sinyalizasyonunun artmasinin ozellikle agresif fenotiplerde onemli

rolu oldugu dugunulmektedir.

2.2.10.2 Klinik Prognostik Faktorler

Uluslararasi Cocukluk Cagi Karaciger Tumorleri Strateji Grubu
(SIOPEL), Alman Pediatrik Onkoloji Toplulugu (GPOG), Cocuk Onkoloji
Grubu (COG) ve Japon Pediatrik Karaciger Tumoérleri Calisma Grubu (JPLT)

cesitli risk siniflandirmalari  yapmis olsalar da, bugun igin artan oranda
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PRETEXT gruplamasini kullanmaya baslamislardir. SIOPEL’ e gobre tani
aninda dusuk PRETEXT (PRETEXT |, Il ve Ill), COG’a gbére tani aninda
rezekte edilen tumorin Evre 1 ve saf fetal histolojide olmasi iyi prognostik
faktorler olarak tanimlanmistir (22, 53). Diger taraftan PRETEXT 1V,
metastatik hastalik, <100 AFP degeri ve andiferansiye kuglik htcreli timorler
kotl prognostik faktdrler olarak tanimlanmaktadir (43). Tani 6ncesi tumor
rupturt, multifokal tUmor, makrovaskuler tiumor invazyonu, ekstrahepatik
tumor yayilimi, tani yasli, ¢ok yuksek (>1.2 milyon) veya sinirda duguk (100-
1000) AFP degerleri kot prognostik faktorler olarak dusunitlmekle birlikte,
anlamli olup olmadiklarini tanimlamak olgu sayilarinin az olmasi nedeni ile
guctir (54). Bu nedenlede tum bu calisma gruplarinin verilerini
degerlendirmek amagli Uluslararasi Cocukluk Cagi Hepatik Tumoér Igbirligi
(CHIC) olusturulmus ve anlamli prognostik faktorler belirlenmeye c¢aligiimigtir
(55) (Tablo 4).

Tablo 4. Hepatoblastomda Potansiyel Prognostik Faktorler

Tedavi Oncesi Tedaviye Yanit
PRETEXT (I3, 1%, II, IVY) Kemoterapiye yanitli
Tani aninda metastaz” Pozitif cerrahi sinir
Rezbeke edilemeyen damar tutulumu (+V, Cerrahi ¢ikarilabilirlik
+P)

Ekstrahepatik tiimoér uzanimi (+E)° TUmor relapsi

Lenf nodlari

Multifokal timor®

Tanida timér riiptiiri®

AFP diizeyi (<100°; 100-1000°;>1 milyon)

Patolojik alt tip (saf fetal®, kiglik hlcreli
andiferansiye?)

Yas (<1 yas®; >6 yas®)

Dogum agirhgi

Trombosit sayisi

Komorbidite

2lyi prognostik faktdr,  °Kéti prognostik faktér, Clyi prognostik faktor,
9Kt prognostik faktor
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2.3. MikroRNA

2.3.1. Tarihge ve MikroRNA Kavrami

MikroRNA’lar (miRNA), klguk, endojen kodlama yapmayan RNA
molekdilleridir. Genellikle 21-24 nulkleotid uzunlugunda olup ilk olarak bir
nematod icinde tanimlanmistir (56). Daha sonra gesitli Ozellikte binlerce
miRNA tanimlanmistir. Bugline kadar 700 adeti insanlardan izole edilen
yaklasik >13000 miRNA, miRBASE veri tabaninda kayithdir. MikroRNA'lar
icin hedef gen tahminin yapildidi veri tabanlarinda bazilari, TarBase, Target
Scan, PicTar, DianaTools ve MiRanda’'dir. MikroRNA ekspresyon paternleri
en sik kullanilan veritabanlari microRNA.org ve GEO’dur. Yeni nesil
sekanslama verilerinin analizinde kullanilan veritabanlari miRNAkey, ProMIR,
miReduce, miRanalyzer ve  miRDeep’dir. Kesfedilen miRNA sayisinin hizla
artmasi nedeni ile karisikhda sebep olmamak igin bir kodlama sistemi
getirilmistir; 6rnegin hsa-miR-92'de; hsa homo sapiens , miR mikroRNA ve
sayl da kesfedilme sirasini ifade etmektedir (57).

Tum protein kodlayan genler genomun yaklasik %Z2’sini olusturur.
miRNA’lar genomun protein kodlamayan boluminde yer alirlar ve huicre
dongusunun hemen hemen her bolumunde yer almaktadirlar. MikroRNA, gen
ekspresyonunu post-transkripsiyonel dizeyde baz cifti ile gergeklestirir.
DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak proteine gevirisi yapilamayan genler
tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef genin mesajci RNA (mRNA)'lara duguk
O0zgullukte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden
olabilecegi icin gen ifadesinin kontrolinde 6énemli rollere sahiptir (58).

MikroRNA, hedef mRNA’'nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan
bdlgesi (untraslated region-UTR) ya da hedef mRNA'nin ORF (open reading
frame) bolgesine baglanir. 3'UTR bolgesine baglanma kusurlu ve
komplementerligi eksik ise translasyonun inhibisyonu, komplementerligi tam
ve baglanma kusursuz ise mMRNA'nin yikimi ile sonuglanir (59).
MikroRNA'larin herbiri birden fazla mRNA’'nin ekspresyonunu duzenleyebilir
iken mRNA’larin her biri de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebilir (60).
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MikroRNA'lar gen ekspresyonlari ¢ok cesitli yollarla reglle ederler.
Yukarida bahsedilen translasyonel baskilama veya direk mRNA yikimi
yaninda DNA interaksiyonu da mekanizmalarindan biridir (61). Hemen hemen
tum biyolojik yolaklarda gorev alirlar. Farkli miRNA gruplari spesifik
hlcrelerde yer alirlar ve hlcrenin kimligini sekillendirirler (62, 63). Ek olarak
miRNA’lar, onkogen ve tumor supresor genleri dizenleyerek hiicre siklusu,
apopitoz, hucre migrasyonu ve anjiogenezisde rol alirlar. TUm bunlar bir araya
getirildiginde miRNA’larin normal hucre fonksiyonlarini saglamaktaki onemi
aciktir. MikroRNA ekspresyonundaki degisiklikler hiicre gelisimi, farklilagsmasi
ve blyumesinin kontrollnU etkileyerek kanser gibi birgok hastaligin gelisimi ile

sonuglanabilir.

2.3.2. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA'larin olusumu 3 basamakli islem sonrasinda gergeklesir. ilk
olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA) transkripsiyonu
gerceklesir (64, 65). Bu asamada nukleusda bulunan RNA polimeraz |l
(RNA pol Il) gorev alir. Pri-miRNA (500-3000 baz), “cap” ve “poli A” kuyruguna
sahiptir ve sap-ilmik yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAz Ill enzim
ailesinin bir endonukleazi olan DROSHA ve kofaktort PASHA (veya DGCRS8)
tarafindan yaklasik 70 nukleotid uzunlugunda olan pre-miRNA’ya donustarulir
(66). Bu asamaya kadar olan suregler ¢gekirdekte gergeklesir. Bundan sonra
pre-miRNA eksportin 5 proteini ve nukleer bir protein olan Ran-GTP araciligi
ile nukleus porlarindan gecger ve stoplazmaya ulagir. Burada pre-miRNA’lar,
RNAz enzim ailesinden DICER kesici enzimi ve TRGB baglanma protein
araciligi ile ilmik sekli bozularak tek zincirli hale gelir ve olgun miRNA’ya
donusup fonksiyonel hale gecger (67). DICER ayni zamanda RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) olusumunu baslatir.

Tek zincirli hale gelmis miRNA’ lar, RNA ile indiklenen susturma
kompleksine (RISC) katilirlar. Bundan sonraki asamada hedef gen
mRNA’sina tutunup, mRNA'y1 sustururlar veya baskilarlar. RISC’e badli
miRNA’lar, birgcok geni (MRNA) susturabilir yada her mRNA’ya ¢ok sayida
farkl miRNA baglanabilir (68-70) (Sekil 4).
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Sitoplazma

siRNA

Translasyonel represyon Host mRNA  mRNA kinlmas:
veya mRNA degradasyonu ve degradasyonu

Sekil 4. miRNA sentezinde yer alan enzim ve yolaklar

2.3.3. MikroRNA ve Kanser

Hucreler anormal olarak g¢ogaldiklarinda ve apopitoz fonksiyonlarini
kaybettiklerinde genellikle kanserlesme 06zelligi gosterirler. MikroRNA’larin
hicre proliferasyonu ve apopitoz gibi birgok biyolojik surecte etkili anahtar
molekuller oldugu bugin artik agik bir sekilde bilinmektedir. Kanser ve miRNA
arasindaki iliski ilk kez Calin ve arkadaslar tarafindan kronik lenfoblastik
I6semi hastalarinda gosterilmistir (71). Daha sonraki yillarda miRNA’larin
timor olusumundaki rolleri  birgok kanser grubunda calisiimistir.
MikroRNA'’larin birgogunun timoér baskilayici 6zellikleri oldugu ve daha az
farklilagsmis timorlerde down-regile olduklari gésterilmistir (72). Ancak bazi
miRNA’lar ise tUmoOrde up-regule olarak gosterilmis ve onkogenik Ozellikleri

nedeni ile onkomir olarak adlandiriimiglardir (73). Bu grup icinde let-7 ailesi en
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erken tanimlanan etkili miRNA’lardir. Let-7 ailesi iyi arastinimis, RAS
onkogeninin ekspresyonunu regule ettigi gosterilmistir. RAS onkogeninin
mutasyonlart  insan  tumorlerinin - %25-30’'unda  bildirilmistir.  Invitro
calismalarda, let-7 miRNA’larin RAS Uzerinden hucre proliferasyonunu inhibe
ettigi dolayisi ile timor sUpresor olarak gorev yapabilecegi gosterilmistir (74).
Bu c¢alisma sonucunda, let-7 miRNA grubunun RAS proteininin
ekspresyonunu regule ettigi ve MAPK sinyal yollagi uzerinden hucre
proliferasyonunu etkiledigi noktasina variimigtir.

Daha sonra yapilan birgok ¢aligma ile let-7, miR-34 ve miR-15 ailesinin
tumor supresor ve miR-21 ile miR-17-92 ailesinin ise onkomir olarak gorev
gordukleri gosterilmistir (75). Varsayilan miRNA hedefleri, BCL2, MYC, p53
ve PTEN gibi kanser yolaklarinda yer alan molekullerin, miRNA tarafindan

regule edildigini yada miRNA'yi regule ettigini gdstermistir (76).

MikroRNA genlerinin mutasyonu ve delesyonu yaninda, anormal
metilasyonun epigenetik inaktivasyonu takip eden transkripsiyonel
stpresyona sebep oldugu dusunulmektedir. Primer meme kanseri tanisi alan
olgularda yapilan bir galismada, mir-9-1, mir-124a, mir-148, mir-152 ve mir-
663 hipermetilasyonu olgularin %86’sinda gosterilmis (77). Global veya lokal
anormal miRNA genlerindeki metilasyonlar, miRNA profilinde degisiklik
sonrasinda genetik regulasyonun kaybi dolayisi ile kanser gelisimi ile
sonuglanmaktadir. Bu epigenetik degisiklik yaninda metilasyonun miRNA
ekspresyonunu da etkiledigi dusiinilmektedir. Ornegin gastrik kanserlerde,
DNA ve histon metilasyonu ile Let-7 ailesinin down-regule oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde miR-34a’nin komsu CpG hipermetilasyonu da

birgcok kanserde belirlenmistir (78).

2.3.4. MikroRNA ve Hepatoblastom

Hepatoblastom, cocukluk c¢aginin nadir timérleri olmasi nedeni ile
calismalarda daha c¢ok formalin fikse parafin géomuali (FFPE) 6rnekler
kullaniimaktadir. Ancak degredasyon nedeni ile total RNA gikarilmasinin
onunde engel olusturmaktadir. Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢alismalar
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mMiRNA ekspresyonunun goreceli daha stabil oldugunu ve parafin bloklarda iyi
korunabildigini gdstermistir (79, 80). Calismalar, farkli insan dokusuna 6zgu
mMiRNA profillerini tanimlamistir (81). MikroRNA-122, karacigere 6zgul olarak
belilenmisken, miR-1, miR-16, miR-143 ve let-7 ailesi de erigkin
karacigerinde fazlaca bulunmaktadir (82). Ancak ilging olarak fetal
karacigerde erigskinden farkl olarak miR-21, miR-199a, ve miR-92a daha
fazladir (83). Bu da karacigerin embriyolojik gelisimi sirasinda miRNA’larin
rolt oldugunu dusundurtmektedir.

Onceki calismalarda, metastatik HB icin biyobelirte¢ olan miR-492 gibi,
HB ile ilintili az sayida prognostik miRNA tanimlanmisti (84). Yakin zamanda
yapilan bagka bir ¢calismada ise, histalojik alt tiplerin prognoz ve sagkalim ile
korele olmadigini ancak bazi miRNA’larin toplam sagkalimi belirgin olarak
arttirdigi gosterilmistir (85). Yuksek miR-21 ile dusik miR-222 ile mir-224
artmis sagkalim ile ilgili bulunmustur. TUmoéru ¢evreleyen karaciger dokusu ile
kargilagtinldiginda hem fetal hem de embriyonel alt tiplerde benzersiz
ekspresyon duzeyleri gosteren miRNA’lar vardir. Fetal alt tiplerde miR-17-5p,
miR-195, miR-210 ve miR-214 dusuk ekspresyon gosterirken, miR-221yuksek
ekspresyon gostermektedir. Embriyonel alt tipde ise miR-122-5p dusuk
ekspresyon gostermektedir (86). MiR-122-5p, hepatosit farklilagma belirteci
olarak dusunulmektedir. Embriyonel alt tipde dusik ekspresyon gostermesi,
erken embriyonel gelisimde dusuk diuzeyde farkllasma anlamina
gelmektedir.

Otuzig farkli gocukluk ¢agi tumorlerinin incelendigi bir galismada, 4 HB
olgusunun serum ve tumor miRNA profilleri gahgilmigtir (87). Bu ¢alismada
miR-483-3p, miR-205-5p ve miR-122-5p ylksek oranda eksprese olarak
bulunmustur. Dikkati ceken durum, daha énceki ¢alismada belirlenen dusuk
miR-122-5p ekspresyonunun bu calismada yuksek bulunmasidir. Ancak
yuksek serum miR-122-5p seviyelerine ragmen karaciger dokusundaki
ekspresyonu duslk bulunmustur. Bunun da diger timorlerde oldugu gibi
timor hdcresinden seruma drenaj ile ilintili  oldugu ve karaciger

hasarlanmasinin non-spesifik bir gostergesi oldugu sonucuna varilmigtir.
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2.3.5. MikroRNA Belirleme Yontemleri

MikroRNA'lar Real time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), Northern
Blot, Mikroarray, in situ hibridizasyon ve yeni nesil sekanslama yéntemleri
kullanarak belirlenebilir. MikroRNA’larin saptanmasinda iki énemli teknik
zorluktan birincisi ve en onemlisi; boyutlarinin kiguk olmasi ve ikincisi de
guanin-sitozin iceriginin degisken olmasidir. Total RNA izolasyonu veya
dogrudan miRNA izolasyonu ile mikroRNA’lar elde edilebilir. Kullanilacak
kitler, caligilacak materyalin 6zelligine gore degismektedir. Diger bir deyisle
hdcre, sivi veya dokuya (taze veya parafine gomulu doku) gore farkh
izolasyon kitleri bulunmaktadir. Yukarida adi gegen yontemlerden Northern
Blot, insitu hibridizasyon ve RT-PCR daha c¢ok spesifik miRNA’larin
ekspresyonu belirlemek amaciyla kullanilir. Mikroarray’ler daha ¢ok sayida
miRNA'yl iceren genis sayidaki calismalar igin kullanihr. Guncel miRNA
problarini kapsayan c¢iplerle miRNA profilleri belirlenebilmektedir. Diger
yontemlere gore en az nicel olan bu yontem olmakla birlikte ylzlerce hedefi
ucuz olarak belirleyebilmesi en 6nemli avantajidir. Yeni nesil sekanslama
yontemi ise yuksek verimlilige sahip bir yontem olmakla birlikte oldukga
pahahdir. En 6nemli 6zelligi sadece veri bankalarinda olan miRNA’lari degil
ayni zamanda yeni miRNA’lari da belirleyebilme 6zelligine sahiptir. TUm

bunlara ragmen RT-PCR yéntemi kadar duyarli bulunmamaktadir.

GUnumuzde en sik tercih edilen miRNA belirleme ydntemleri mikroarray
ve RT-PCR’dir. RT-PCR, miRNA validasyonu ve miktar tayini igin en populer
yontemlerden biridir. Bu yontemle, birgok hucre, doku ve sivida spesifik
miRNA’lar1 saptanabilmektedir. RT-PCR ucuzdur ve kuguk capl calismalar
icin veya mikroarray ekspresyon analizlerinden sonra valide etmek amagl
kullaniimaktadir. Teknik, érneklerden miRNA izolasyonu ve ardindan cDNA'ya
cevriimesi ile baglar. miRNA’lardan cDNA’ya cevirim zorluklar igerir. Bu
asamada amplifikasyon zor oldugundan ¢6zim molekuli uzatmakla
saglanmistir. Bu molekullere Poli A (AAA) kuyrugu veya kok-lup yapisi
eklenmektedir. Boylelikle cDNA’ya ¢evirim ve RT-PCR ile ¢odaltma iglemi
gerceklestirimektedir. Amflifiye edilmis molekullu belirlemek igin Tagman®
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problari veya SYBR® Green problari kullaniimaktadir. RT-PCR cihazi ile tiim
orneklerin 1s1ma miktarina ait amplifikasyon egrileri gizilmektedir. Cihaz bir
esik deger saptamakta ve siklusa ait bu esik degere Ct (threshold of cycle)
degeri denilmektedir. Bu degerlerin normalizasyonu igin genellikle kontrol
housekeeping gen mIiRNA kullaniimaktadir. MikroRNA ekspresyon
calismalarinda en sik kullanilan genler; SNORD 48 veya U6 housekeeping
genleridir. Ornekler arasi karsilagtima yapildiginda, dncellikle kat degisimleri
temel alinmakta ve bu amagla kargilastirmali 2-AACt degerleri

kullaniimaktadir.
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3. GEREGC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu arastirma, ilag disi girisimsel olmayan bir klinik arastirmadir.

Arastirma kesitsel tiptedir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma, 28.09.2013 tarihinde literatir taramasi ile baslamis, 26
Temmuz 2017 tarihinde tez savunmasi ile sonlandiriimigtir. Calismanin
materyal/drnek toplama boélimleri Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve
Cerrahisi Egitim-Arastirma Hastanesi’nde gergeklestiriimistir. Elde edilen
parafin bloklardan yapilacak molekiler incelemeler gerekli biyoguvenlik
diizeylerine ve uygun donanima sahip Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji

Enstitist Temel Onkoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Orneklemi

Arastirmada calisma orneklerini, Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesi ve
Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvari arsivinde bulunan
HB olgularinin parafin bloklari olugturmustur. Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesi
Patoloji Laboratuvar’'nda 2000-2013 tarihleri arasinda arsivlenmis toplam 22
HB olgusunun parafin bloklarinin timU ve arsivde kayith dosya bilgileri

calismaya dahil edilmigtir.
3.4. Arastirma Materyali
Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi EQgitim Arastirma

Hastanesi Patoloji Laboratuvar’'ndan alinmis parafine gdomulmuas HB tUmor
dokulari ve gevreleyen normal karaciger dokular (argiv materyali)
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimsiz Degiskenler; Hastalarin yasi, cinsiyeti, HB histopatolojik alt
tipi, hastaligin evrelemesi, AFP dizeyi, sagkalim, metastaz varligi, eslik eden

anomali varhgi

Bagimh Degiskenler; MikroRNA ekspresyon dizeyleri

3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Kullanilan Cihazlar
1. Roche Lightcycler 480 Real-time PCR cihazi

2. Roche Lightcycler Nano Real-time PCR cihazi (risk analizinde molekuler
belirte¢ )

3. Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific)

3.6.2. Veri (Dokulari) Toplama

Hasta parafin dokulari Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi
Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji Bolumu argivlerinden alinmigtir. Her bir
bloktan Hematoksilen-eosin boyali preparattan uygun tUmoér bolgesi
mikroskopta segildikten sonra blok Uzerinden makrodiseksiyon yontemi ile
bisturi yardimi ile 2x2x3 mm boyutta parafinlenmis doku c¢ikariimigtir. Ayrica
hastaligin prognozu ile ilintisini kurabilmek amaci ile hastalara ait bilgiler

hasta argiv dosyalarindan elde edilmigtir.
3.6.3 MikroRNA Analizi
3.6.3.1. Makrodiseksiyon

Her bir parafin bloktan hematoksilen eosin boyali preparattan uygun
tumor bolgesi mikroskopta segcildikten sonra blok UGzerinden makrodiseksiyon
yontemi ile biopsi ignesi ya da bistiri yardimi ile 2x2x3 mm boyutta
parafinlenmis doku ¢ikariimistir.
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3.6.3.2. RNA izolasyonu

MikroRNA protokolliine uygun olarak parafinize doku kesitlerinden RNA
izolasyon kitleri (Quiagen) ile total RNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Nanodrop
spektrofotometre (Thermo scientific) ile RNA kaliteleri dlgulmuagstur. A260/A280

degeri 1.8 nm Ustlnde olanlar ¢alismaya dahil edilmigtir.
3.6.3.3. Real Time PCR ile Analiz

Bu calismada 4 adet mikroRNA kullaniimistir: miR-17, miR-19b, miR-
146a ve miR-302d. Her o6rnek ic¢in 5ng/ul RNA stoklari hazirlanmis ve
cDNA’da bu stoklar kullaniimistir. Universal cDNA sentez kiti (Exiqon) ile
cDNA sentezi yapiimigtir.

Tek bir reaksiyon igin

RNA 6rnegi (5ng/ul) 4 ul
Nukleaz Free Water 9 ul
5x Reaction Buffer 4 pul
Spike in RNA 1l
Enzim mix 2 ul
Toplam 20 pl

Tapler thermal cycler’a yerlestiriimis ve asagidaki hazirlanmig program

cahistinimistir;

42°C’'de 60 dk
95°C’de 5 dk
4°C’de bekleme
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Real-Time PCR

Elde edilen cDNA’lar dncelikle 80x dilue edilmis (5ul cDNA +395 ul su)
ve housekeping gen ve cDNA kontrolu spike in primerleri ile kontrol edilmigstir.
Bu calismada housekeeping gen olarak Snord48 kullaniimigtir. Snord48
primerlerini iceren miks asagidaki sekilde kullaniimig ve yine asagida belirtilen
protokolle RT-PCR’da yuratilmastir. cDNA’larin Snord48 ve spike in
sonugclari ct degerleri agisindan Ct15-29 arasinda olanlar, asagida belirtilen
miRNA’lar icin  microRNA LNA™  primer setleri(exiqon) kullanilarak ve
asagidaki miks ve cihaz protokolleri ile calisiimistir. Elde edilen 6rneklerin

cDNA’sI i¢in, Roche LightCycler 480Il cihazi kullaniimigtir.
MikroRNA primerlerinin hazirlanigi

miRNA primerleri igin liyofilize primer tuplerine 220 ul nikleaz free water
eklenerek 20 dakika oda i1sinda bekletilmigtir. Daha sonra vorteks ve spin
edilmis ve kullanima hazir hale gelmistir (Bu primerler 10 pl reaksiyon

hacminde ve 200 reaksiyonluktur).
Miks hazirlanisi:

Tek reaksiyon igin

cDNA 4y
Primer miks 1 ul
Enzim ve dNTP miski (PCR Master mix) 5yl
Toplam 10 pl

Reaksiyon tupunde, tek bir reaksiyon icin reaktiflerin her birinden
eklenerek reaksiyon sayisi kadar konulmus ve reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir. Karigim spin ettirilip plate’lere her bir reaksiyon i¢in 6 pl
reaksiyon karisimindan transfer edilmigstir. 4 yl cDNA 6rnek, her bir kapillere
son reaksiyon hacmi 10 ul olacak sekilde ilave edilmigtir. Karigim ilave
edildikten sonra hazirlanan plateler 2000 rpm’ de 15 saniye santrifije
edilmistir.
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Sonuglarin Analizi

Elde edilen sonuglarla relatif kantitasyon yapilabilmek igin A/A Ct
metodu kullaniimigtir. Bu metod sayesinde miRNA ct degerleri, Snord48
house keeping geni ile normalize edilmistir (Bu deger ACt olarak geger). Esik
degeri gecgen sikluslara ait kat degisimleri icin de karsilastirmal 2-AACt

metodu kullaniimistir.
3.6.3.4. Klinik Veriler ile miRNA Karsilagtirmasi

Tdm miRNA’lar ile asagida belirtilen veriler arasinda karsilastirmalar
yapimigtir;

- Hastalarin cinsiyeti,

- Yasl,

- Cinsiyeti,

Histopatolojik alt tip,

Metastatik hastalik varligi,

Alfa-fetoprotein duzeyi,

PRETEXT evreleme,

- Sagkalim.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Arastirmanin on literatur taramasi

Temmuz- Eylul 2013 tarihleri arasinda yapiimigtir.

¥

Aragtirmanin etik kurul onayinin alinmasi

Kasim 2013 tarihinde gerceklesmigtir

\

Orneklerin Patoloji Laboratuvar arsivinden elde edilmesi

Mart- Temmuz 2013 tarihlerinde gergeklesmistir

v

Secilen orneklerden RNA izolasyonu

Eylul 2015-Subat 2016 tarihlerinde gergeklesmistir.
Elde edilen RNA'lardan cDNA sentezi

Eylul 2015-Subat 2016 tarihlerinde gergeklesmisgtir.

v

MikroRNA analizlerinin gergeklestiriimesi

Subat-Temmuz 2016 tarihlerinde gergeklesmisgtir.

\

Biyoinformatik analizlerin yapilmasi
Eylul 2016-Subat 2017 tarihlerinde gergeklesmisgtir.

\

istatistiksel analiz ile 6lclim verilerinin ve klinik verilerin degerlendirilmesi

Subat-Mayis 2017 tarihlerinde gerceklesmistir.

v

Tez savunmasi Temmuz 2017 tarihinde gerceklestirilmigtir.



3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde, veri kategorikse, sayi ve yuzde ile
Olcimle elde edilmis veriler normal dagiliyorsa ortalama sapma ile, normal
dagiimiyorsa median (minimum-maksimum) deger ile ifade edildi.

Analitik degerlendirmede; mikroRNA ekspresyonlarinin eglestiriimis
orneklerde non-parametrik kosulda karsilastiriimasi igin Wilcoxon test ve
histopatolojik alt tiplerde bagimsiz orneklerde dagilimlarin
karsilastirimasinda non-parametrik kosulda Mann Whitney U testi kullanildi.
Hastalarin miRNA ekspresyon sonuglarinin, demografik veriler ve klinik
verilerle korelasyonu icin Spearmann korelasyon testi uygulandi. MikroRNA
ekspresyonlarinin HB ve gevreleyen normal karaciger dokusunu ayirt edici
tanilayici ve prognostik degerini belirlemek i¢cin ROC analizi kullanildi.
MikroRNA ekspresyonlarinin hepatoblastom olgularinin olaysiz ve genel
sagkalimlari Kaplan Meier sagkalim grafikleri gizilerek log-rank testi ile analiz
edildi. Sonuglarin istatistiksel analizi icin SPSS 19.0 (IBM, Chicago, IL, USA)
programi  kullaniimistir.  Tum analizlerin degerlendirimesinde p<0,05

istatistiksel anlamlilik duzeyleri olarak belirlendi.

3.9. Arastirmanin Sinirliliklari

Bu arastirmanin sinirhliklari arasinda oncelikle hasta ve saglikli doku
orneklerinden yapilan inceleme sayilarinin tutarsiz olmasi ve saglam doku
ornek azligidir. Sagkalim tahminleri i¢in ¢ok sinirli sonlanmis goézlemin olmasi
bir diger 6rnek yetersizlik sorununu olusturmustur. Arastirmanin bir diger
sinirlihgr da calisilan miRNA’larin hasta kanlarinda c¢aligiimamis olmasidir.
Hasta kanlarinda galisiimis olmasi, doku duzeyi karsilastirma olanagi sunarak

analizleri daha anlamli kilabilecektir.

35



3.10. Etik Kurul Onay:

Calisma izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim
Arastirma Hastanesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 28.11.2013 tarih
ve 1339918 numarasi ile etik kurul onayi almigtir.

4. BULGULAR

4.1. Tanimlayici Bulgular

Bu calismada, 22 HB olgusunun mikroRNA incelemeleri ile birlikte, arsiv
dosyalarindan Klinik verileri incelendi. Ug olgunun verilerine Dr. Behget Uz
Cocuk Hastanesi Onkoloji Anabilim Dali arsiv kayitlarinda ulagilamadi.
Bunun Uzerine Tlrk Pediatrik Onkoloji ve Turk Pediatrik Hematoloji Dernegi
tarafindan olusturulan Cocukluk Yas Grubu Kanser Veri Tabani arastirildi
ancak bu veri tabanindan da hasta bilgileri elde edilemedi. Hastalarin dosya
kayitlarindan tani anindaki yaslari, AFP dluzeyleri, tumor evresi (PRETEXT),
eslik eden anomali ile aile dykusu varhgi, metastaz varligi, genel ve olaysiz

sagkalim ve histopatolojik bulgular belirlenip olgu rapor formuna not edildi.

Hastalarin tani yagi ortalama 38,14 ay (3-204 ay), %45,4’'u (n=10) kiz,
%54,6'u (n=12) erkek idi. PRETEXT evreleme sistemine gore tani aninda 2
olgu (%9,1) Evre 1, 3 olgu (%13,6) Evre 2, 12 olgu (%54,5) Evre 3 ve 5 olgu
(%22,7) Evre 4 olarak belirlendi. Olgularin tug¢linde karaciger digi organ
metastazi mevcuttu. Metastazlarin timua akcigere idi. Yirmiiki olgudan 3’Gnun
kinik gidisleri ile ilgili verilerine ulagilamadi. Kaln 19 olgudan 6lim, 3 olguda
(%13,6) ve niks 2 olguda (%10,5) gozlendi. Prognostik faktorlerden biri
olarak bilinen AFP duzeyi ortalama 29269,5 + 41414,01 ng/ml (145-148206
ng/ml) idi. Olgularin hi¢birinde aile dykusune rastlanmadi. Bir olguda eglik
eden VATER anomalisi mevcuttu. Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 5’

de o6zetlendi.

36



Tablo 5. Hepatoblastom olgularinin demografik 6zellikleri

Hasta Yas Cinsiyet | Metastaz | PRETEXT | AFP Olim
No (ay) Varligi Evre (ng/ml)

1 10 E _ 3 35350,00 _
2 3 K _ 4 86890,00 _
3 9 E _ 3 10000,00 _
4 4 E ? 2 1210,00 _
5 24 K _ 4 6050,00 _
6 8 E + 2 3300,00 _
7 18 K ? 3 350,00 _
8 18 E ? 3 6500,00 ?
9 12 K r 3 880,00 ?
10 108 K _ 2 1120,00 ?
11 12 K r 4 6050,00 _
12 9 E r 3 69545,00 | +
13 12 E _ 3 105548,00 | +
14 6 K + 3 148206,00 | _
15 11 K _ 4 60500,00 _
16 113 E + 3 145,00 _
17 84 E _ 3 18717,00 _
18 204 E _ 4 13639,00 +
19 113 E _ 1 5289,00 _
20 3 K _ 3 60500,00 _
21 52 E _ 1 1720,00 _
22 6 K _ 3 2420,00 _

(K: Kadin, E: Erkek, ?: Bilinmiyor)

Toplam 22 HB dokusu ve 10 gevreleyen normal karaciger dokusundan
alinan orneklerde miR-17, miR-19b, miR-146a ve miR-302d ekspresyon
dizeyleri belirlendi. HB dokusu ve c¢evreleyen normal karaciger dokusunda

Olcilen miRNA ekspresyonlarinin 6lgim degerleri Tablo 6’ da verildi (Sekil 4).
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Tablo 6. Hepatoblastom ve gevreleyen normal karaciger dokusunda mikroRNA

ekspresyonlarinin élgiim degerleri

Hasta
No Hepatoblastom Cevreleyen Normal Karaciger

miR-17 miR-19a miR- miR- miR-17 miR-19a miR- miR-

146a 302d 146a 302d

1 0,000485 0,511960 0,000104 0,000104 0,002264 1,881852 0,000190 0,000261
2 0,001625 0,190893 0,000119 0,000129 0,035248 0,813065 0,000489 0,000489
3 0,000684 2,636364 0,000684 0,002168 0,007156 10,081959 0,003099 0,003099
4 0,000130 0,269268 0,000105 0,000105 0,000380 2,256922 0,000380 0,000380
5 0,002703 0,448752 0,000105 0,000105 0,006946 0,346460 0,000373 0,002918
6 0,015558 0,000810 0,000810 0,000810 0,014806 1,618628 0,000454 0,000454
7 0,000405 1,607215 0,000405 0,000405 0,008409 0,536336 0,000306 0,000306
8 0,002380 0,384230 0,000180 0,000180 0,001460 0,849793 0,000274 0,000274
9 0,000390 0,000390 0,000390 0,000390
10 0,001057 0,496544 0,000906 0,000717
11 0,011968 7,097925 0,002128 0,002128
12 0,000391 2,940222 0,000391 0,000391 0,002297 1,039936 0,000224 0,000224
13 0,001116 0,071012 0,000062 0,000458
14 0,009300 7,089437 0,000301 0,000301
15 0,006445 0,477332 0,000056 0,000056 0,002586 1,269852 0,000075 0,000075
16 0,003550 0,464279 0,000031 0,000031
17 0,007450 4,505929 0,000008 0,000081
18 0,000210 0,280699 0,000132 0,000132
19 0,003886 2,023775 0,000089 0,000208
20 0,019379 2,254105 0,000062 0,000062
21 0,007912 10,95572 0,000806 0,002340
22 0,001269 2,360804 0,000121 0,000121
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Sekil 5. Hepatoblastom dokusunda belirlenen miR-17, mir-19b, mir-146a ve

mir-302d ekspresyonlarinin grafigi

Hepatoblastom olgulari histopatolojik alt tiplere gére
degerlendirildiginde olgularin 16’s1 (%72,7) fetal tip ve 6’si (%27,3)
embriyonel tip olarak siniflandirildi. Fetal tip, hicreler yuvarlak-oval bazofilik
cekirdek ve eozinofilik stoplazmali kuglk, Uniform fetal hepatositlerden
olugmakta idi. Bunun zitti olarak embriyonel tipte ise daha az farklilasmis,

blyuk ¢ekirdek ve dar stoplazmali hiicreler cogunluktaydi (Sekil 6, 7).
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Sekil 6. Mikst epitelyal ve mezenkimal patern gosteren osteoid komponentin
eslik ettigi fotal tipte hepatoblastoma ( H&E X20)

Sekil 7. Fotal tipte hepatoblastoma ve ekstramediller hematopoez (ok)
(H&E X40)
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4.2. Analitik Bulgular

4.2.1. Hepatoblastom ve normal doku orneklerinin kargilagtirmalari

Toplam 22 HB dokusu iginde gevreleyen normal karaciger dokusuna
sahip 10 HB dokusu ile 10 gevreleyen normal karaciger dokusundaki miR-17,
miR-19b, miR-146a ve mIiR-302d ekspresyon duzeyleri karsilastirildi.
Hepatoblastom dokusunda calisilan miR-17 median degeri 0,0020025
(0,000130-0,019379), miR-19b median degeri 0,5042520 (0,000390-
10,955720), miR-146a median degeri 0,0001265 (0,000008-0,002128) ve
miR-302d median degeri 0,0001940 (0,000031-0,002340) olarak saptandi.
Tumor cevreleyen normal karaciger dokusunda calisilan miR-17 median
degeri 0,004766 (0,00038-0,035248), miR-19b median degeri 1,154894
(0,346460-10,081959), miR-146a median degeri 0,0003395 (0,000075-
0,003099) ve miR-302d median degeri 0,000343 (0,000075-0,003099) olarak
saptandi. Her iki grup kargilastirildiginda, miR-17 ekspresyonlari arasinda
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,028) (Tablo 7). MiR-17
ekspresyonu, HB dokusunda gevreleyen normal karaciger dokusuna oranla
disik diizeyde eksprese olarak saptandi. Olglilen diger miRNA’ larin
ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p>0,05).

Tablo 7. Hepatoblastom ve c¢evreleyen normal karaciger dokusunun

mikroRNA ekspresyonlarinin kargilastiriimasi

MikroRNA Hepatoblastom Cevreleyen Normal P*
Median Karaciger
(minimum-maksimum) Median
(minimum-maksimum)

miR-17 0,0020025 0,0047660 0,028
(0,000130-0,019379) (0,00038-0,035248),

miR-19b 0,5042520 1,1548940 0,169
(0,000390-10,955720) (0,346460-10,081959)

miR-146a 0,0001265 0,0003395 0,285
(0,000008-0,002128) (0,000075-0,003099)

miR-302d 0,0001940 0,0003430 0,203
(0,000031-0,002340) (0,000075-0,003099)

* Wilcoxon test: Eslestiriimis dérneklerin non-parametrik kosulda karsilastiriimasi
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Hepatoblastom dokularinda dlgilen miRNA ekspresyonlari ile klinik ve
laboratuvar bulgulari arasinda korelasyon olup olmadigi irdelendiginde; AFP
duzeyi, yas, cinsiyet, metastaz varligi ve PRETEXT evrelemesi ile istatistiksel
olarak anlamli herhangi bir korelasyon saptanmadi (p>0,05).

Hepatoblastom olgulari histopatolojik alt tiplere gbére miRNA
ekspresyonlari incelendiginde; fetal tipte miR-17 ekspresyonun median
degeri 0,0013705 (0,000130-0,015558), miR-19b median degeri 0,4565155
(0,000390-10-955720), miR-146a median degeri 0,0001255 (0,000008-
0,000906) ve miR-302d median degeri 0,0001560 (0,000031-0,002340)
olarak belirlendi. Embriyonel tipte ise miR-17 ekspresyonun median degeri
0,006593 (0,000391-0,019379), miR-19b median degeri 2,650513
(2,023775-7,097925), miR-146a median degeri 0,000211 (0,000062-
0,002128) ve miR-302d median degeri 0,0002545 (0,000062-0,002128)
olarak belirlendi. Fetal tip HB’da miR-19b ekspresyonu anlamli olarak dusuk
bulundu (p=0,008) (Tablo 8).

Tablo 8.Hepatoblastom histopatolojik alt tiplerin mikroRNA ekspresyonlarinin

kargilagtiriimasi

MikroRNA Fetal Tip (n=16) Embriyonel Tip (n=6) P*
Median Median
(minimum-maksimum) (minimum-maksimum)

miR-17 0,00137050 0,00659300 0,134
(0,000130-0,015558) (0,000391-0,019379)

miR-19b 0,45651550 2,65051300 0,008
(0,000390-10-955720) (2,023775-7,097925)

miR-146a 0,00012550 0,00021100 0,747
(0,000008-0,000906) (0,000062-0,002128)

miR-302d 0,00015600 0,00025450 0,914
(0,000031-0,002340) (0,000062-0,002128)

* Mann Whitney U test: Bagimsiz 6rneklerin non-parametrik kosulda karsilastiriimasi
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4.2.2. MikroRNA ekspresyonlarinin tanilayici ve prognostik degerleri

MikroRNA ekspresyonlarinin HB ve c¢evreleyen normal karaciger
dokusunu ayirt edici tanilayici degeri ROC analizi ile degerlendirildi. ROC
analizinde egri altinda kalan alanlar (AUC) miR-17 igin 0,627, miR-19b igin
0,582, miR-146a igin 0,645 ve miR-302d igin 0,645 olarak hesaplandi. Egri
altinda kalan alanlarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0,05).
ROC analizinde miRNA ekspresyonlari, HB ve c¢evreleyen normal karaciger
dokusunu ayirt edici bulunmadi. HB ve gevreleyen normal karaciger dokusu
igin dort mikroRNA ROC egrileri asagida sunuldu (Sekil 8).

ROC Curve

Sensitivity

T I T T T
1l - Specificity

Sekil 8. MiR-17, miR-302d, miR-19b ve miR146a ekspresyonlarinin, hepatoblastom ve

cevreleyen normal karaciger doku ayirici tanisi igin ROC egrileri
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MikroRNA ekspresyonlarinin, HB ile ilgili sonlanimi (6lim) tahminleyici
prognostik degere sahip olup olmadiklari ROC analizi ile degerlendirildiginde,
dort mikroRNA ekspresyonundan yalnizca miR-17’nin prognozu istatistik
anlaml duzeyde tahminledigi saptandi (AUC=0.875, p=0.044). Bu ROC
analizine gore, miRNA ekpresyonu azaldikga prognozun kétulestigi belirlendi.
Prognozla ilgili bu ROC egrisi asagida gosterildi (Sekil 9).
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Sekil 9. MiR-17 ekspresyonunun prognozu tahminleyici ROC egrisi

Ayrict tanida alt tiplere goére ROC analizi sonucunda, ikili
kargilagtirmalarda anlamli fark saptanan miR-19’ un fetal ve embriyonel tipi

ayirt edici oldugu saptandi. ROC egrisi asagida sunuldu (AUC= 0.865,
p=0.010) (Sekil 10).
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Sekil 10. MiR-19 ekspresyonunun HB alt tiplerini ayirt edici ROC egrisi

MikroRNA-17 icin yukaridaki ROC egrisi analizlerinden yararlanilarak
duyarlihik ve 6zgulligun birlikte en yuksek oldugu optimal tan1 deger noktasi
(optimal cut-off point) 0,00119250 olarak belirlendi. Bu optimal tani deger
noktasina gore duyarhligin 1.00 ve Ozgulligin 0.75 oldugu bulundu.
Belirlenen optimal tani deder noktasina gére miR-17 ekspresyon duzeyi;
disuk ve vyuksek olarak kategorize edildi. Bu kategoriler sagkalim

karsilastirmalarinda da kullanildi.

4.2.3. Sagkalim degerlendirmeleri

Olgulari histopatolojik alt tiplere gore embriyonel ve fetal olarak genel
sagkalimlari degerlendirildiginde, fetal tip HB’da median genel sagkalim
degeri 158,462 ay ve embriyonel HB’da ise 147,167 ay olarak bulundu. Her
iki grup karsilagtirildiginda genel sagkalim arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Emriyonal ve fetal alt tiplerin sagkalim

grafigi asagida sunuldu (Sekil 11).
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Sekil 11. Embriyonel tip HB ve fetal tip HB olgularinda toplam sagkalim grafigi

Hepatoblastom olgularinda miR-17 ekspresyonunun yukaridaki
kategorisine gore (dusuk/yuksek) olaysiz ve genel sagkalimlari, Kaplan Meier
sagkalim grafikleri gizilerek log-rank testi ile fark olup olmadigi analiz edildi.
Olaysiz sagkalim degerlendirildiginde, yuksek miR-17 ekspresyonu olanlarin
timu yasadigi icin median sagkalim verilemedi. DUstuk miR-17 ekspresyonu
olanlarda ise median sagkalim 108,714 ay olarak hesaplandi. Tim oltimler
dusuk miR-17 grubunda idi. Bu nedenle istatistiksel olarak karsilastirma
yapilamadi. MiR-17 ekspresyonlari dusuk ve ylUksek kategorilerine gore

genel ve olaysiz sagkalim grafikleri asagida verildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Hepatoblastom olgularinda dusuk ve yuksek miR-17 ekspresyonlarinin sagkalim

grafigi

Tum HB (n=19) olgularinin 2’sinde nuks (olay) goruldu, 17’sinde ise

nuks yoktu. Bu iki grup icin olayli ve olaysiz sagkalimlar analiz edildi. Olayl

olanlarda 6lum hi¢ olmadigi icin istatistik karsilastirma yapilamadi. Olayh ve

olaysiz sagkalim grafikleri agsagida verildi (Sekil 13 ).
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5. TARTISMA

Hepatoblastom c¢ocukluk ¢aginin en sik gorulen primer kota huylu
karaciger tumoruddr. Cocukluk c¢agr tumorlerinin - %71’ini  olusturur.
Gunumuze dek etiyolojisi tam olarak belirlenememistir ancak BWS, AAP ve
disuk dogum agirhgr ile birlikteligi tanimlanmigtir. Hepatoblastom igin
taniya ve prognozu belirlemeye yonelik belirli bir rehber veya kriter
yayinlanmamigtir. Ancak birgok c¢alisma ile tUmor histolojisi, makro-
mikrovaskuler invazyon, tani aninda ve kemoterapi sonrasi AFP
konsantrasyonu, tumdrsiz alan ile birlikte rezeksiyon, akciger metastazi ve
kemoterapiye yanit prognostik faktor olarak bildirilmistir (43, 88). Son 10
yilda cerrahi tekniklerde ilerlemeler ve etkili kemoterapi olanaklari ile
hastaliktan iyilesme oranlari artmaktadir (90). Ancak olgular ¢ogunlukla tani
aninda PRETEXT Evre lll veya IV olarak saptanir (89). Bu da hastaligin
ge¢ tani almasi dolayisi ile kotu sagkalim anlamina gelmektedir. Bu
nedenle erken tani, prognozu iyilestirmek ve sagkalimi arttirmak anlaminda

oldukca 6nemlidir.

MikroRNA'lar (miRNA), 19-23 nukleotidden olusan oldukga stabil
nukleik asit molekulleridir. Gen ekspresyonunu karmasik miRNA-mRNA
iliskisi ile post-transkripsiyonel dizeyde duzenlerler (91). MiRNA’lar
kanserlerde tumor baskilayici veya onkogenleri hedef alarak o6nemli
gorevler Ustlenirler. Bunu da kanser kOk hucre biyolojisi, anjiogenezis,
epitelyel-mezensimal transizyon, proliferasyon, apopitoz ve farkhlagsmada
rol alarak yaparlar (92, 93). MiRNA’lar, kanserlerin erken belirleyicileri
olarak dnemli degere sahiptirler. Artan sayida calisma ile miRNA’larin
birgok kanserin olusumu ve progresyonunda rol aldiklari gosterilmistir. Bu
kanserler arasinda meme, mide, akciger ve mesane kanserleri sayilabilir
(94, 95). Karsinigenezisde rol alan birgok iyi bilinen protein miRNA’lar
tarafindan regiile edilmektedir. Ornegin; timér stipresor fosfotaz ve tensin
homolog (PTEN) miR-21 ve miR-214, BCL-2 antiapopitotik gen ise miR-
15a/ miR-16 kimesi tarafindan regule edilir (96-98).
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Diger kanserlerde oldugu gibi son yillarda HB gelisimi ve metastazi
ile ilintili olabildigi disunidlen miRNA’lar Uzerinde ¢alismalar artmaktadir. Bu
oldukga kotd huylu olan tamor farkllasmamis hepatik progenitor
hicrelerden embriyogenezis sirasinda malign transformasyon sonucunda
gelisir. MiR-302d, miR-302 ailesinin 8 mikroRNA’sindan biridir. MiR-302
ailesi, embriyonik kok hicrede yuksek oranda eksprese olurlar ve
pluripotent kdk huacreleri induklerler. Pluripotent kok hucreler farklilasmaya
bagladik¢ca ekspresyonlari azalir (99). Seminom ve teratokarsinom gibi
malign germ hdcreli timorlerde artmis miR-302 ekspresyonu gdsterilmistir
(100). Bu calismadaki yuksek ekspresyonun, daha ¢ok saglkli embriyonik
kompartmandan kaynaklandigi dusUncesine varilimistir.  Volinia ve
arkadaslari meme kanserinde yaptiklari galigmada ise invaziv meme
kanserinde miR-302 ekspresyonunu artmis olarak belirlemigler ve metastaz
ile ylksek ekspresyon arasinda korelasyon saptamislardir (101). Ancak bu
calismalarin aksine miR-302'nin tumor gelisimini  inhibe ettigi de
gosterilmistir. Lin ve arkadaslari, miR-302a-d alt grubunun meme kanser
hdcreleri, hepatoselliler kanser hucreleri ve embriyonel teratokarsinom
hlcrelerinde timadr olusumunu baskiladiklarini ve apopitozu induklediklerini
gostermiglerdir (102). Bir baska ¢alismada ise miR-302'nin prostat kanser
hdcresi proliferasyonunu Akt sinyal yolagini hedef alarak inhibe ettigi

gosterilmistir (103).

Yapilan calismalar 1siginda, miR-302’'nin tUumor baskilayici veya
onkojenik roll net degildir. MiR-302d ve HB ile ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismamizda, hepatoblastomun embriyonel bir timor
olmasi nedeni ile miR-302d ekspresyonu arastiriimigtir. HB dokusunda,
cevreleyen normal karaciger dokusu ile kargilastirildiginda ekspresyonlar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir. Ayrica epitelyal ve
fetal alt tipler arasinda MiR-302d ekspresyonu agisindan anlamli fark
bulunmamistir. Ayrica prognostik faktorler arasinda yer alan AFP, metastaz
varligi ve ileri PRETEXT evresi ile de bir korelasyona rastlanmamigtir. MiR-
302d ekspresyon duzeyinin, HB'u tanimlandirici ve prognostik degeri ve

genel ve olaysiz sagkalim Gzerine etkisi saptanmamistir.
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MiR-146a, adaptif immunite ve megakaryosit-monosit
farklilasmasindan sorumlu, mikroRNA ailesinin bir elemanidir. TRAF6 ve
IRAK1 hedef genlerini baskilayarak immun cevabi baskiladiklar
gosterilmigtir (104). Ayrica son zamanlarda yapilan calismalarda tumor
progresyonunda timor supresor rol aldigi gosterilmistir. Meme kanseri,
pankreas ve prostat kanserinde artmis ekspresyonunun kanser hucresi
invazyonunu ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir (104, 105). Zu ve
arkadaslar da miR-146a’nin TRAFG’y1 baskilayarak hepatoselliler kanseri
stprese ettigini gdstermislerdir (106). Bu c¢alismalarinda komsu normal
karaciere oranla hepatoselliler kanser dokusunda miR-146a

ekspresyonunu dusuk bulmuglardir.

Genel olarak yapilan calismalar miR-146a’nin tUmor baskilayici
Ozellikte oldugunu gostermektedir. Daha 6nce HCC dokularinda c¢alisilan
ve karaciger tumor dokuda dusuk ekspresyon gosteren miR-146a bu
calismamizda c¢evreleyen normal karaciger dokusuna oranla anlamli
ekspresyon farki gdstermemistir. Genel sagkalim ve olaysiz sagkalim ile

miR-302d ekspresyon dlzeyi arasinda iliski saptanmamistir.

MiR-17-92 gen kumesi, insan genomunda kromozom 13q31.3
bolgesine yerlesik olup alti adet miRNA kodlamaktadir. Bu miRNA’lar; miR-
17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92a-1’dir. MiR-19b, miR-
17-92 kimesinin bir elemanidir ve MYC geni tarafindan regule edilir.
Literatirde miR-19b’nin yaslanma surecinde, tromboz ve kardiyovaskuler
hastaliklarin gelisiminde rol aldigi gdsterilmistir (107, 108). Ayni zamanda
meme, akciger kanseri, glioma ve serviks kanserleri gibi bircok kanserde

rolt oldugu da ongoriulmektedir.

MiR-19b ve kanserdeki ekspresyon 6zellikleri ile sonuglar farkhliklar
gostermektedir. Bazi calismalar miR-19b’nin kanser hucrelerinde artmig
ekspresyon ile Dbirlikte proliferasyon ve kemorezistansi arttirdigini
gostermiglerdir (109). Bunun aksine diger calismalarda ise, kanserde
anjiogenezisi ve migrasyonu inhibe ettikleri gdsterilmistir (110). Hung ve

arkadaslari, vaskuiler invazyonu olan veya multifokal HCC'li olgularda
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miR-19b’ nin artmis ekspresyonunun daha iyi olaysiz ve genel sagkalim ile
korele oldugunu goéstermiglerdir (111). Ayni ¢galismada ayni kiimenin diger
bir elemani olan miR-17 de ylUksek oranda ekspresyon gostermistir. Bu
sonuglar birgok calismada gosterilen miR-19b’nin onkojenik roltne zittir.
Yazarlar bu durumu belkide artmis hicre proliferasyonunu dnleme c¢abasi
olarak degerlendirmektedirler. Bir bagka g¢alismada, miR-19b’nin, karaciger
satellit hucrelerde TGF-B hedef genlerini ve parakrin sinyal yolagini inhibe
ettigi gosterilmigtir (112). Bu da fibrozisde 6nemli bir basamak olan kollajen
Uretimini azalttigr anlamina gelmektedir. Bu g¢alismanin sonunda, miR-
19b’nin 6zellikle fibrozis ile giden karaciger hastaliklarinda terapétik bir ajan

olarak kullanilabilecegi 6ngorulmustar.

mMiR-19b’ nin tGmor olusumuna sebep olup olmadigr konusundaki
veriler celigkilidir. Bu galismamizda, HB dokusunda, c¢evreleyen saglam
karaciger dokusunda miR-19b ekspresyonlar kargilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. Ancak dokular histopatolojik alt tiplere gore
degerlendirildiginde embriyonel tipte miR-19b ekspresyonunun artmis
oldugu gosterilmistir. Yapilan analizlerde miR-19b ekspresyonunun fetal ve
embriyonel tipi ayirt edici oldugu saptanmigtir. MiR-19b’nin kotu prognoz
gosteren embriyonel tipde yuksek olmasi, prognozu belirlemede bir belirteg
olabilecegi anlamina gelebilir. Ancak olgu sayisinin azligi nedeni ile bu
hipotezin desteklenmesi igin daha ¢ok hastada yapilacak g¢alismalara ihtiyag

vardir.

MiR-17-92 kUmesinin en 06ne ¢ikan elemani miR-17, onkogenik
potansiyeli ilk tanimlanan miRNA'dir. Ancak bu potansiyel aslinda onkogenik
miR-17-92 kiimesinin bir Gyesi olmasinin sonucu olabilir. Ozellikle bu grubun
bir Uyesi olan miR-19b yuksek onkogenik potansiyele sahiptir (113). Bir
calismada miR-17’ nin tek basina metastazi baskilayici etkisi gosterilmistir.
miR-17 ile ile ilgili calisamalarin bir kisminda ise timor baskilayici etkisinden
sOz edilmektedir. Bu nedenle aslinda kanser hucresinin tipine gore dual etkili
oldugu ongorulmektedir (114). Gyugos ve arkadaslari epitelyel tip HB
olgularinda, miR-17 ile birlikte miR-18a, miR-21, miR-34a, miR-96, miR-122,
miR-181a, miR-195, miR-210, miR-214, miR-221, miR-222, miR-223 ve miR-
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224 ekspresyonlarini c¢alismiglardir (85). Cevreleyen saglam karaciger
dokusuna oranla fetal tipde miR-17-5p, miR-195, miR-210, miR-214
ekspresyonlarini azalmig ve miR-221 ekspresyonunu ise artmis olarak
belirlemislerdir. Fetal tip ile embriyonel tip karsilastirildiginda ise fetal tipde
miR-17 ekspresyonunu duastk bulmuslardir. Ayrica miR-17’nin, genel ve
olaysiz sagkalim Uzerine etkisiz oldugunu gdstermiglerdir. Bu ¢calismamizda,
miR-17 ekspresyonunu HB dokusunda c¢evreleyen normal karaciger
dokusuna oranla istatistiksel olarak anlamli dusuk saptadi. Bu dusuk degerin,
hastaligi tanimlayici oldugunu ve prognozu istatistik anlamli dizeyde
tahminledigi belirlendi. MiR-17 ekpresyonu azaldikga prognozun koétulestigi
saptandi. Bir diger deyisle miR-17'nin HB olgularimizda tumor baskilayici
gorev ustlendigi sonucuna varildi. Yukarida baksedilen ¢alismanin aksine bu
calismamizda histopatolojik alt tipler arasinda ekspresyon 6zelligi agisindan
anlaml bir fark saptanmadi. Ayrica MiR-17 ile klinik, evreleme, AFP gibi diger
prognostik faktorler arasinda da korelasyon bulunamadi.

Bu calismada, hasta ve kontrol saglam doku sayisinin az olmasi ile
bazi hastalarin klinik verilerine tam ulasilamamasi eksik yodnlerini
olusturmaktadir. MiRNA’larin  potansiyel mekanizmalarinin, ¢alisma
kapsamina alinmamasi bir diger zayif tarafi olarak kargimiza ¢cikmaktadir.
Bu nedenle potansiyel mekanizmalari iceren daha fazla olguda yapilacak
Ozellikle miR-17-92 kiimesinin ekspresyon ¢alismalari ile, etiyoloji net olarak

belli olmayan HB’da, yeni ufuklar agilacagi gorusundeyiz.

Sonug olarak, miR-17-92 kiimesinde yer alan miR-17 ve miR-19b’nin,
farkh Kklinik davranig gosteren hepatoblastomlarda, tanida ve klinik gidigi
ongormede O©Onemli veriler saglayabilecegini dusunmekteyiz. Kesfinden
itibaren Uzerinde ¢ok galisma yapilan miRNA'lari hedef alacak terapotik

ajanlarin, HB tedavi stratejilerine yer alacagi inancindayiz.

53



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 22 HB olgusunun miR-17, miR-302d, miR-19b ve miR146a
ekspresyonlari ve argiv dosyalarindan klinik verileri incelendi. Ug olgunun
klinik gidis ile ilgili verilerine ulagilamadi. Calisma sonucunda asagidaki
veriler elde edildi;

1. Hastalarin tani yagi ortalama 38,14 ay (3-204 ay) idi.

2. Olgularin %45,4’'u (n=10) kiz, %54,6'u (n=12) erkek idi.

3. PRETEXT evreleme sistemine gore tani aninda 2 olgu (%9,1) Evre 1,
3 olgu (%13,6) Evre 2, 12 olgu (%54,5) Evre 3 ve 5 olgu (%22,7)
Evre 4 olarak belirlendi.

4. Olgular histopatolojik alt tiplere gore degerlendirildiginde 16’si
(%72,7) fetal tip ve 6’s1 (%27,3) embriyonel tip olarak siniflandirildi.

5. Toplam 22 HB olgusunun 10 HB dokusu ile bu 10 ¢evreleyen normal
karaciger dokusundan alinan ornekler karsilastirildiginda; tumor
dokusunda yalnizca miR-17 ekspresyonu istatistiksel olarak anlaml
dusik bulundu (p=0,028).

6. Fetal ve embriyonel alt tipler mikroRNA ekspresyonlari agisindan
kargilastirildiginda; embriyonel alt tipte miR-19b ekspresyonu anlamli
yuksek saptandi (p=0,008).

7. Hepatoblastom olgularinin, miRNA ekspresyonlari ile AFP duzeyi,
yas, cinsiyet, metastaz varligi ve PRETEXT evrelemesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi (p>0,05).

8. ROC egrisi analizleri sonucunda, miR-17 ekspresyonunun prognozu
istatistik anlamh dlzeyde tahminledigi saptandi (AUC=0,875,
p=0,044).

9. Embriyonel ve fetal alt tiplerin, genel sagkalim Uzerine etkisiz oldugu
belirlendi (p>0,05).

10. Hepatoblastom  olgularinda, dusuk veya yuksek miR-17
ekspresyonlari, genel sagkalim ve olaysiz sagkalim Uzerine etkisiz
bulundu (p>0,05).
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Sonug¢ olarak; o6zellikle miR-17 ve miR19b’nin, farkh klinik
davranis gosteren hepatoblastomlarda, klinik gidisi 6ngérmede 6nemli
veriler saglayabilecegini ve bu miRNA’yl hedef alacak ajanlarin HB
tedavisinde yer alabilecegini duginmekteyiz. Potansiyel mekanizmalari
iceren daha fazla olguda vyapilacak ozellikle miR-17-92 kimesi
ekspresyon calismalarinin, etiyolojisi net olmayan HB’da yeni ufuklar

acacag! gorusundeyiz.
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8.4. Hepatoblastom ile ilgili Yayin
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Derleme

Cocukluk caginin ender karaciger kanseri:

Hepatoblastom

A rare liver tumor in childhood: Hepatoblastoma

Cigdem OMUR ECEVIT

Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklart ve Cerrahisi E.A.H, Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Bilim Dali, Tzmir

OZET

Hepatoblastom, ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen malign karaciger tiimériidiir. Son yil-
larda tam ve tedavi konusundaki geligmeler sayesinde uzun siireli yagsam olas1 héle gel-
mistir. Karinda kitle ve yiiksek alfa-fetoprotein varhiginda hepatoblastomdan siiphele-
nilmelidir. Ancak infantlarda alfa-fetoprotein yiiksekligini degerlendirirken yasa gore
normalleri goz 6niinde bulundurmak énemlidir. Tam basamaklarinda, karin ultraso-
nografisi ve bilgisayarh tomografi veya manyetik rezonans goriintiileme gereklidir. Bu
veriler 1giginda hastahigim PRETEXT evresi belirlenir. Hastahgim en uygun yoénetim
stratejisi, bu radyolojik degerlendirmelerle baglar ve biyosi ve tiimor rezeksiyonu ile
devam eder. Uluslararas: Cocukluk Cag Karaciger Tiimérleri Strateji Grubu (SIOPEL)
hepatoblastom tanisi alan tiim hastalara tiimériin daha giivenle ve tama yakin ¢ikarti-
labilmesi i¢in preoperatif kemoterapi 6nermektedir. Parsiyel hepatektomi ile tam cerra-
hi rezeksiyon yapilamayan olgularda ise karaciger nakli diigiiniilmelidir.

Anahtar kelimeler: Cocuk, hepatoblastom, patoloji, genetik, tedavi

ABSTRACT

Hepatoblastoma is the most common hepatic malignancy in children. In recent years,
diagnosis and treatment have been improved in hepatoblastoma, and long survival
has become possible. Intraabdominal mass and elevated alpha-fetoprotein level raise
suspicion for hepatoblastoma. However, it is important to consider age-appropriate
normal values when assessing alpha-fetoprotein levels in infancy. For the diagnostic
steps, use of abdominal ultrasonography, and computed tomography or magnetic
resonance imaging is required. In the light of these data, PRETEXT stage is determi-
ned. The appropriate surgical management strategy for hepatic tumors begins at the
initial radiological assessment and continues through the processes of biopsy and
tumor resection. The International Childhood Liver Tumor Strategy (SIOPEL)
Group recommends preoperative chemotherapy in order to make the tumor more
likely to be safely and completely resected. Liver transplantation must be considered
when complete tumor excision by partial hepatectomy is unlikely.

Key words: Children, hepatoblastoma, pathology, genetics, treatment
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GIRIS

Hepatoblastom, cocukluk ¢aginda en sik goriilen
malign karaciger tiimoriidiir . Cocukluk ¢ag1 malign
karaciger tiimorlerinin %75’ini olusturur. Son 40
yilda, cerrahi tam rezeksiyonun gerceklestirilebilme-
si konusundaki ilerlemeler ve kemoterapi alanindaki
gelismeler sonucunda genel olarak yasamda kalim
oranlar1 %30 diizeyinden %80’lere ulagmistir ®. Bu

derlemede, hepatoblastomun klinik 6zellikleri, deger-
lendirme yontemleri ve sagaltim yaklagimlar1 gézden
gegirilecektir.

Epidemiyoloji

Hepatoblastom (HB), cocukluk cagi kanserleri

arasinda ender goriilmekle birlikte, karaciger timor-
leri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Cogunlukla bu
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olgular ilk 3 yasta tan1 alirlar @. Ortalama tani1 yas1 19
ay olarak bildirilmekte ve ¢ogu ¢ocukluk ¢agi kanser-
leri gibi erkek cocuklarda 1-3 kat daha fazla goriil-
mektedir. Hastalik sporadik olarak goriilebildigi gibi,
Beckwith-Wiedemann sendromu, ailevi adenomat6z
polipozis sendromlar1 ile birliktelik gosterebilir ©.
Son yillarda gerek Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Kanser Enstitiisiiniin Siirveyans (SEER) verilerine ve
gerek Japonya ve Avrupa raporlarma gore son 30
yilda yillik insidansimin arttign goriilmektedir ©.
Erken dogum ve ¢ok diisiik dogum agirligi ile dogan
bebeklerle hepatoblastom arasinda iligki saptanmasi
ve bu olgularin sayilarmin artmasi nedeni ile hepa-
toblastom goriilme sikliginin da bu artisa paralel
olarak artt1ig1 diistiniilmektedir ©.

Etiyoloji

Hepatoblastom, embriyonel kaynakli bir karaci-
ger tlimorii olup, karaciger kok hiicrelerinden gelisti-
gi disiiniilmektedir. Beckwith-Wiedemann sendro-
mu, hemihipertrofi, Trizomi 18 (Edward’s sendromu)
ve ailevi adenomat6z polipozis olgularinda hepato-
blastom sikliginin arttigi bilinmektedir ©. Sporadik
olgularda ve ailevi adenomato6z polipozis olgularinda
besinci kromozomda bulunan APC tiimor baskilayici
gende mutasyon saptanmistir.

Mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte,
etiyolojide erken dogum ve ¢ok diisiik dogum agirligi,
oksijen tedavisi, furosemid gibi bazi ilaglar, Total
Parenteral Niitrisyon (TPN), radyasyon ve bazi metal-
lerin olusumunda rol aldig1 tizerinde durulmaktadir ©.

Genetik ve Molekiiler Degisiklikler

Hepatoblastomda, en sik goriilen genetik degisik-
likler, Wnt sinyal yolaginda yer alan genlerdedir .
Son yillarda, telomeraz aktivasyonu ve genetik eks-
presyon profilleri hepatoblastomda prognostik faktor
olarak tanimlanmaya baslanmistir ®),
Immiinohistokimyasal ¢aligmalarda, Wint sinyal
yolagmin aktivasyonu sonucu tiimoér hiicrelerinde

B-katenin birikimi varhg gosterilmistir ©. Aym
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zamanda Wnt sinyal yolag1 hedef genleri olan siklin
D1, surviving ve MYC genlerinin ekspresyonlarinin
da arttig1 gosterilmistir. Wnt sinyal yolaginin apregii-
lasyonu hepatoblastomun tiim histopatolojik alt tiple-
rinde gosterilmekle birlikte, 6zellikle agresif tip
hepatoblastomlarda bu ¢ok daha belirgin olarak sap-
tanmugtir 1. Ayrica kiigiik hiicre komponentli agresif
epitelyal hepatoblastomlarda MAPK sinyal yolag1 ve
antiapopitotik sinyalizasyon upregule olarak bulun-
mustur.

Telomeraz, TERT (insan telomeraz revers trans-
kriptaz) ekspresyonu tarafindan regiile edilir ve
TERT ekspresyonu Wnt sinyal aktivasyonunda major
rol oynamaktadir 1, Ayn1 zamanda MYC geninin de
TERT ekspresyonunu arttirdigi iizerinde durulmakta-
dir. Sonug olarak, TERT ve MYC sinyalizasyonunun
artmasinin hepatoblastom gelisimi ile ilintili oldugu
ve Ozellikle agresif fenotiplerinde 6nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir.

Hepatoblastom gelisimindeki diger bir yolak
Hepatosit Biiyiime Faktori (HGF)/c-Met yolagidir.
Ozellikle tam olarak ¢ikarilamayan hepatoblastom
olgularinda rekiirenslerin yiiksek goriildiigii durum-
larda c-Met diizeyinin yiiksek oldugu belirlenmistir
(12 Kalan karaciger dokusunun rejenerasyonunu sag-
lamak tizere artan HGF aktivitesinin, rezidiiel timo-
riin biiylimesine neden oldugu diigiiniilmiistiir. Ayni
zamanda HGF aktivitesinde artigin Wnt sinyal yola-
gindan bagimsiz olarak B-katenin birikimine neden
oldugu gosterilmistir ¥. Bir diger ¢alismada, hepa-
toblastom olgularinda Met ve B-katenin ekspresyo-
nunun arttif1 ve kemoterapi sonrasi ise Met diizeyi-
nin belirgin diigiiktiigli gosterilmigtir 14,

Histopatoloji

Histopatolojik inceleme hem kesin tan1 hem de
karacigerin diger tiimdrlerinden ayirim igin gerekli-
dir. Histopatolojik olarak, epitelyal (%56) ve mikst
epitelyal-mezensimal (%44) olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Epitelyal kokenli olanlar ayrica; fetal
(%31), embriyonal (%19), andiferansiye kii¢iik hiic-
reli (%3) ve makrotrabekiiler (%3) olmak iizere 4

76



C. Omiir Ecevit, Cocukluk caginin ender karacider kanseri: Hepatoblastom

gruba ayrilir. Fetal tipte olanlar, prognozu en iyi olan
grubu olusturur. Bununla birlikte, kii¢iik hiicreli andi-
feransiye histolojiye sahip hepatoblastomlar kotii
seyirli olmaktadir. Mikst tipde ise mezensimal ele-
manlarin varhigi arttikga prognoz daha iyi olmaktadir.
En sik rastlanan mezensimal elemanlar kikirdak ve
osteoid dokular olarak bildirilmektedir !¥.

Klinik ve Laboratuvar Bulgular

Cogu hepatoblastom olgusunun ilk bagvuru yakin-
mast aile veya hekim tarafindan fark edilen asempto-
matik karin kitlesidir. Bununla birlikte, bir kisim hasta
ender de olsa bulanti-kusma, istahsizlik, kilo kaybi ve
karin agris1 gibi spesifik olmayan bulgularla bagvura-
bilir, ancak bu bulgular cogunlukla ileri evre tliimor-
lerde goriiliir 1. Kitlenin safra yollarina basist sonucu
bazi hastalar sarilik ile basvurabilir. Baz1 hastalarda
ise salinan hormonlara 6rnegin; Beta-insan koryonik
gonodotropin (B-HCG) vyiiksekligine bagli erken
puberte veya renin salinimina bagli hipertansiyon kli-
nigi goriilebilmektedir. Cok biiylik tiimor kitlesi varli-
ginda tiimdr yirtilmasi sonucu akut karin, masif kana-
ma ve sok tablosu ile basvuru da s6z konusudur,
ancak oldukca ender olarak ortaya ¢ikmaktadir (7,

Hepatoblastom olgularinin %90’ inda a-fetoprotein
(AFP) yiiksekligi belirgin artis gostermektedir. Bu
belirtec ayn1 zamanda hastalik ciddiyeti ile de korele-
dir. Ancak AFP degerleri 6zellikle infantil donemde
hepatositlerden bu proteininin fizyolojik olarak sen-
tezlenmesine bagli olarak yiiksek seviyelerde sapta-
nir. Bu nedenle yasa gore AFP diizeylerinin bilinmesi
6nemlidir U®, Postnatal donemde 100 000 ng/ml olan
degerler ilk 6 ayda hizla diiserek 1 yas civarinda eris-
kin seviyelerine (3-20 ng/ml) ulasir. Hepatoblastomda
AFP diizeyleri 100 ng/ml’ nin {izerindedir. Bu dege-
rin altinda AFP varligi kotii prognoz ve kemoterapiye
direng ile ilintilidir *?. Ayn1 zamanda tedaviye yaniti
ve hastalik tekrarini belirlemede kullanilan bu belir-
tegte, timoriin tam rezeksiyonundan sonra uygun
diisme gozlenmemesi, kalint1 hastaligin varligi olarak
degerlendirilmektedir ©%. Hastalarin yaklagik
%60’1nda trombosit sayisinda artis gdzlenirken, bazi
olgularda karaciger enzim yiiksekligi ve anemi tablo-
ya eslik edebilmektedir.

Gorlintileme Y ontemleri

Hepatoblastomda goriintiileme yoOntemleri; tani
koymak, tiimoriin yayginligi saptamak, cerrahi olarak

Resim 1-1a. Pretext Evre | Hepatoblastom tanili 7 yas erkek olgunun aksiyal ve koronal T2 agirhikli MRG incelemesi.
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Resim 2-2a. Pretext Evre |V Hepatoblastom tanili 45 giinliik, kiz hastanin aksiyal ve koronal T2 agirlikil MRG incelemesi.

cikarilabilirligini ve damarlanmasini degerlendirmek
ve de sagaltim planini olusturmak i¢in gereklidir.

Tamda ilk basvurulacak goriintilleme yoOntemi
karin ultrasonografisidir. Ultrasonografi ile kitlenin
solid ya da kistik 6zelligi, yayginlig1 ve yerlesimi
belirlenirken, doppler ultrasonografi ile damarlanma-
st ve ana damarlara yayilimi incelenebilmektedir @V,

fleri goriintileme ydntemi olarak, bilgisayarl
tomografi veya manyetik rezonans goriintiilleme
(MRG) kullanilmaktadir. Yan etki nedeni ile tomog-
rafinin yerini MRG almakla birlikte, se¢im radyologa
birakilmalidir. Manyetik rezonans goriintiilemede;
T1 agirlikli kesitlerde hipointens, T2 agirlikli kesit-
lerde hiperintens homojen kitle goriiniimii saptan-
maktadir (Resim 1-1a, 2-2a). Kontrastli MR anjiyog-
rafi ile tiimoriin damarsal 6zelligi ve diger damarlarla
iligkisi rahatlikla gosterilebilmektedir @2

Tanida hastalarin yaklagik %10-20’si metastatik
hastalikla basvurmaktadir. En sik metastaz yaptigi
yer olan akcigerlerin degerlendirilmesi i¢in direkt
akciger grafisi ve toraks bilgisayarl tomografisi 6ne-
rilmektedir. Kemik ve beyin metastazi ¢ok ender
goriilmesi ve akciger metastazi olmaksizin bu bolge-
lere metastazin ¢ok az sayida hepatoblastomlu olgu-
da bildirilmis olmas1 nedenleri ile kemik sintigrafisi
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ve beyin goriintiilemesi rutin olarak onerilmemekte,
hasta bazinda degerlendirilmesi 6ngdriilmektedir.

Tilmor Evrelemesi

Farkl tedavi yaklagimlar1 nedeni ile Amerika ori-
jinli Cocuk Onkoloji Grubu (COG) ve Avrupa orijin-
li Uluslararast Cocukluk Cag1 Karaciger Tiimorleri
Strateji Grubu (SIOPEL), tan1 aninda tiimér yayilimi-
n1 tanimlamaya yonelik farkli sistemleri benimsemis-
lerdir. COG c¢alismalarina gore hastalik evresi, bas-
langi¢ cerrahi miidahale sirasinda, cerrahi ve histolo-
jik kriterlere gére belirlenmektedir ?®. SIOPEL grubu
ise tiimdr evresini tan1 aninda belirlemeye yonelik
PRETEXT (Pretreatment extention of the disease
evaluation system) olarak bilinen bir sistem geligtir-
miglerdir @Y. Bugiin i¢in yaygin olarak SIOPEL gru-
bunun gelistirdigi bu evreleme sistemi kullanilmakta-
dir (Resim 3). Bu evreleme sistemi karacigerin
damarsal yapisini gdz oniine alir ve karacigeri her iki
ana lobda ikiser olmak {izere 4 segmente ayirir. Buna
gore karaciger sol lob ig, sol lob dis, sag lob 6n ve sag
lob arka olmak iizere 4 segmente ayrilmaktadir. Yan
yana timodrden arinmig 3 segment oldugunda
PRETEXT 1, yan yana tiimdrden arinmis 2 segment
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oldugunda PRETEXT II, yalnizca 1 segment saglam
ya da yan yana olmayan 2 segment saglam oldugunda
PRETEXT III ve tim segmentlerin tutulumunda
PRETEXT IV olarak kabul edilmektedir. PRETEXT
evresine tiimoriin karaciger disina uzanimini tanimla-
yan bazi parametreler eklenir ve bunlar PRETEXT
evresinin yaninda belirtilir. Buna gore; kaudat lob
tutulumu C, ekstrahepatik abdominal hastalik varligi
E1, peritoneal nodiillerin varlig1 E2, multifokal tiimor
varlig1 F, timor yirtilmasi ya da intraperitoneal kana-
ma H, uzak metastaz varligi M, abdominal lenf nodu
metastazi N1, diger lenf nodu metastazlar1 N2, portal
ven dallarinin tutulumu P1, ana portal ven tutulumu
P2 ve vena kava ve hepatik ven tutulumu V olarak
belirtilmelidir ©¥.

Resim 3.PRETEXT EvrelemeSistemi; PRTEXT I, PRETEXT
11, PRTEXT Ill, PRETEXT IV, R: Sag, L: Sol

(Bu resiml nternational Society of Paediatric Oncology, SIOPEL
4, yiiksek risk hepatoblastom protokoliinden alinmgtir.)

Tedavi Algoritmi

Tedavide amag, cerrahi simir alan temiz oluncaya
kadar ¢ikarmaktir. 1980°li yillardan itibaren sisplati-
nin dzellikle tam rezeke edilemeyen HB tedavisinde
kullanilmaya baglanmas1 ile birlikte hastalik sag
kalim oranlarinin yiikseldigi goriilmiigtiir @. Tedavi

timoriin evresine gore planlanmaktadir. Tedavide
COG ve SIOPEL gruplarinin tedavi yaklagimlari
farklilik gostermektedir. Amerika orijinli COG, tek
lob ile sinirl veya standart lobektomi ile ¢ikarilabile-
cek tiimorlerde, kemoterapi uygulamadan dogrudan
cerrahi rezeksiyon uygulamakta ve boylelikle kemo-
terapinin yan etkisinden kaginmaktadir ®». Avrupa
orijinli SIOPEL ise tiim hastalara en azindan 2 kiir-
den olusan kemoterapi protokoliinii uyguladiktan
sonra cerrahi tedavi uygulamaktadir. Kemoterapatik
ajan olarak standart risk grubunda (PRETEXT I-III)
tek basina sisplatin veya doksorubisin ile kombinas-
yonu, yiiksek risk grubunda ( PRETEXT IV ve/veya
akciger metastazi, intraabdominal yayilim, bagvuru-
da tiimor riiptiirii ya da AFP<100 ng/ml) ise sisplatin,
doksorubisin ve karboplatin kombinasyonunu 6ner-
mektedirler *2, iki kiir sonras: hastalar cerrahi ac1-
dan yine degerlendirilerek olas1 ise kiir sayisinin
dorde tamamlanmasi istenmektedir @®. Postoperatif
donemde kemoterapi ise, cerrahi 6ncesi alinan kiir
sayisina gore degisiklik gostermektedir.

Cerrahide amag tam anatomik rezeksiyon ile tiim
timo6r dokusunun ortadan kaldirilmasidir. Cerrahi
tedavi olarak, hemihepatektomi veya sinirlar1 genis-
letilmis hemihepatektomi ya da tek segmentin saglam
oldugu durumlarda trisegmentektomi yontemleri kul-
lanilmaktadir . Ameliyat sirasinda rezeksiyon sini-
rinda kalmis mikroskopik kalint1 dokular i¢in hastada
kalan karaciger kenarindan frozin inceleme yapilarak
sonuca gore gerekirse rezeksiyon hattinin biraz daha
ileri taginmasi Onerilmektedir.

Karaciger transplantasyon teknigindeki ilerleme-
lerle birlikte hepatoblastom olgularinda “rezekte
edilemez” deyimi aslinda tarih olmaya baglamistir.
Karaciger nakli; ¢oklu odakli veya tek odakl
PRETEXT IV hastalik ve ana damarlara yakinlik
nedeni ile tam eksizyon uygunlugu tartigmali
PRETEXT III hastalik varliginda Onerilmektedir.
Ayrica vena kava ve/veya tlim hepatik venlerde
tiimdr varligl, ana portal ven veya sag-sol ana dalla-
rinda tiimor varligi da karaciger nakli endikasyonlari
arasindadir ¢%. Diger nakil endikasyonlari ise baglan-
gicta PRETEXT 1 ile IV arasinda evrelendirilmis
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herhangi bir tiimdriin, kismi hepatektomiden sonra
yinelemesi ya da tiimoriin tam olarak ¢ikarilamadigi
durumdur (kurtarma nakil) ©Y. Tam aninda uzak
organ metastaz1 varlig1r karaciger nakli agisindan
kontrendikasyon degildir, ancak bu odaklarn nakil
oncesi kemoterapi veya cerrahi rezeksiyon ile tedavi
edilmesi gerekmektedir. Karaciger nakli i¢in tek
kontrendikasyon, uzak organ metastazinin kemotera-
pi ya da cerrahi ile tedavi edilememesi durumudur.

SONUG

Hepatoblastom cocukluk ¢aginin en sik goriilen
kotii huylu karaciger tiimoriidiir. Kemoterapi ve cer-
rahi alanlarindaki gelismeler sayesinde sag kalim
oranlar1 artmistir. Bugiin i¢in cerrahi tedavi Oncesi

timoriin - ¢ikarilabilirligini degerlendirmek i¢in

PRETEXT evreleme sistemi yaygin olarak kullanil-
maktadir. Cerrahi tedavi ile tam olarak rezeke edile-
meyecek tlimori olan olgularda ise karaciger nakli,
son yillardaki gelismeler sayesinde, yasam kurtarici
bir tedavi alternatifi olarak tercih edilmektedir.
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