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KISALTMALAR LISTESI

HSK : Hepatoseliiler Karsinom

HBV : Hepatit B Viriisii

HCV : Hepatit C Viriisii

DNA : Deoksiriboniikleik asit

RNA : Riboniikleik Asit

MiRNA : MicroRNA

HBsAg . Hepatit B yiizey antijeni

HIV : Human immun deficiency viriis, insan immiin yetmezlik viriisii
HDV : Hepatit D viriisii

HBeAg : Hepatit B envelope(zarf) antijeni

AntiHBclgG: Hepatit B’nin core antijenine kars1 gelismis antikor
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AFP : Alfa-fetoprotein
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TNF-a : Ttimor Nekrozis Faktor-alfa

GST : Glutatyon S-transferaz

USG : Ultrasound goriintiileme

BT . Bilgisayarli tomografi

MRI : Magnetik rezonans imaging(goriintiileme)

AASLD : American association for the study of liver diseases

RFA : Radyofrekans ablasyon

TAE : Transarteryel embolizasyon

TAKE : Transarteryel kemoembolizasyon

BCLC : Barcelona Clinic Liver Cancer
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OZET

Hepatoseliiler Karsinomada miR-122’nin Yeri ve Onemi

Giris ve Amag: Hepatoseliiler karsinomanin erken evrede saptanmasi prognoz
ve hasta yonetimi agisindan ¢ok onemlidir. Hepatoseliiler karsinomay1 erken agamada
tespit edecek ideal bir marker heniiz yoktur. MicroRNA-122, Hepatoseliiler
karsinoma’da anlamli olabilecek yeni bir biyomarker olabilir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi, Balcali
Hastanesinde 2011-2012 yillarinda tedavi goren 43 hepatoseliiler karsinoma hastasinin
ve 43 saglikli kontrol grubunun serumunda real time-PCR metodu kullanilarak
microRNA-122 diizeyleri saptandi.

Bulgular: Hepatoseliiler karsinomali hasta grubunun serum miR-122 degeri
kontrol grubuna goére anlamli olarak daha yiiksek bulundu.( hasta grubu ort.:
0,030173+0,053, kontrol grubu ort.: 0,004934+0,015, p<0.0001 ) ROC egrisi altinda
kalan alana gore (0,724) hasta grubunda miR-122 igin cut-off deger belirlendi. Ayrica
hastalarin  miR-122 degerleri, Hepatoseliiler karsinoma’da anlamli olan diger
diagnostik, klinik, prognostik verilerle karsilastirildi.

Sonu¢: Calismamizda farkli kliniklerde takip edilen farkli evrelerdeki
hepatoseliiler karsinoma hastalarinin serumunda real-time PCR metodu ile miR-122’yi
gosterdik ve bu degerleri hastalarin diger diagnostik, klinik, prognostik verileriyle
karsilagtirdik. MicroRNA’larin yakin donemde yeni ve iyi biyomarkerlar olarak rutin
kullanima gegecegi diisiiniilmektedir. Su déonemde hastanin serum miR-122 degeri viral
hepatit, hepatoseliiler karsinom, karaciger tiimor rezeksiyonu ya da karaciger transplanti
gibi durumlarda tedavi Oncesi ve sonrasi, ameliyat Oncesi ve sonrasinda bakilan
kontrollerle karacigerdeki nekroinflamasyonun giderildiginin ciddi bir gostergesi
olabilir. Ancak miR-122 tek basina hepatoseliiler karsinomada tani, prognoz ve
surveyanst gostermede iy1 bir biyomarker olmayabilir. Diger tanisal, klinik, prognostik
gostergelerle birlikte kullanilmasi1 daha anlamli olabilir.

Anahtar Sozciikler: Hepatoseliiler, Karsinom, microRNA-122.



ABSTRACT

The Importance of miR-122 in Patients With Hepatocellular Carcinoma

Introduction and Objective: It is very important to determine hepatocellular
carcinoma at an early stage for prognosis and patient management. There is still no ideal
marker to detect hepatocellular carcinoma at early stage. MicroRNA-122 may be a
novel biomarker for hepatocellular carcinoma.

Materials and methods: This study was performed in 2011-2012 at Cukurova
University, Faculty of Medicine, Balcali Hospital with 43 hepatocellular carcinoma and
43 control patients. The peripheral blood was collected from patients and controls.
MicroRNA-122 levels were determined by using real-time-PCR method.

Results: Serume miR-122 amount in hepatocellular carcinoma group was
significantly higher than the level found in the control group. (0.030173+
0.053>0.00493+0.015, p<0.0001). According to the area under the ROC curve (0.724)
the patient group were identified for the cut-off value of miR-122. In addition, patient’s
other diagnostic, clinical and prognostic data were compared with miR-122 levels.

Conclusion: In our study we showed amounts of circulating miR-122 in
different clinical stages of hepatocellular carcinoma in patient’s serume with real time-
PCR method, also we compared patient’s circulating miR-122 with other diagnostic,
prognostic and clinical values. MicroRNA’s are thought to be novel serum biomarkers
in cancer diagnosis, prognosis and follow-up. To become a novel biomarker, miR-122
needs large-scale studies. In this period the value of the patient's own serum miR-122
can be used in the situations of viral hepatitis, hepatocellular carcinoma, liver tumour
resection or liver transplant before and after these procedures. But serume miR-122
alone may not be a good biomarker to show diagnosis, prognosis and surveillance of
hepatocellular carcinoma. To use other diagnostic, clinical, prognostic indicators in
conjunction with miR-122 may be more meaningful.

Key Words: Hepatocellular carcinoma, microRNA-122.
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1. GIRIS ve AMAC

Primer karaciger kanseri tiim diinyada 5. en sik gézlenen kanser olup, en yaygin
goriilen kanserler arasinda mortalitede tigiincii siradadir’. Hepatoselliiler kanser (HSK)
primer karaciger kanserlerinin % 85-90°1ik bir kismim olugturmaktadir®,

HSK olgularinin biiyiik ¢ogunlugu (% 80) sahra alti Afrika veya dogu Asya’da
bulunmaktadir. Ulkeler arasinda olgularin  biiyiik cogunlugu Cin kaynaklidir.
(erkeklerde 35,2/100.000, kadinlarda 13,3/100.000)3.

ABD(Amerika Birlesik Devletleri)’ de agresif konvansiyonel tedavilere ragmen
5 yillik sag kalimi % 8,9 olup, pankreatik duktal adenokanserden sonra (5 yillik
sagkalim % 4,4) en lethal kanserdir®. Varolan antikanser ajanlara olan direnci,
cikarilabilir cerrahi sinirlarda iken kitleyi gosterebilecek giivenilir bir biyomarkerin
olmamasi, altta yatan karaciger hastaligi nedeniyle etkin dozda kemoterapotik ilag
verilememesi hastaligi lethal kanserler arasina koymaktadir®.

HSK ile ilgili bilinen en belirgin faktorler hepatit B viriisii (HBV), hepatit C
viriisii (HCV), kronik alkol kullanimi, aflatoksinle kontamine olmus gida alimidir. P53
gen inaktivasyonu, [B-katenin mutasyonu, ErbB reseptor ailesinin overekspresyonu,
MET reseptorlerinin overekspresyonu gibi bir¢ok genetik olay HSK gelisimi ile
iligkilidir.

Genomik instabilite HSK gelisiminin 6nemli bir basamagidir. Buna telomer
erozyonu, kromozom ayrim defektleri, DNA (deoksiriboniikleik asit) hasar tamir
mekanizmalarimin bozuklugu gibi bir¢ok farkli mekanizma eslik eder.

HSK’da gen ekspresyon analizlerinin yapilmasiyla HSK’nin prognoz, etyoloji ve
intrahepatik rekiirrensini ortaya koymada basar1 saglanmistir.

HSK’nin genomik instabilite yolagini, konak-viriis iliskisini, mikrocevre
proseslerini (inflamasyon, siroz), hepatokarsinogenezdeki hiicre orjinini daha iyi
anlamak ve HSK gelisim riski yiiksek kisileri biyomarkerlarla erken hastalik evresinde
tanimlayabilmek icin bir¢ok ¢alisma yapilmistir ve daha yeni bir¢ok ¢alismaya ihtiyag
vardir®.

Kanser esas olarak kontrolsiiz proliferasyon ve hasarli hiicrelerin hayatta kalmasi
ile sonuglanan bir siirectir. Hiicreler diizgiin boliinme, farklilagma ve 6liim agamasinda

birgok kontrol mekanizmasina sahiptir. Bir¢ok regulatuvar faktdr bu asamalarda genleri



aktive ya da inaktive ederek bdliinme, farklilasma ve kontrollii hiicre Olimiini
programlamaktadir. Bu genlerin (timdr siipresér gen ve onkogen) hasarlanmasi
kanserle sonuglanir. Bir¢ok tiimor slipresér gen ya da onkogen etkilerini géstermek i¢in
once ilgili genin DNA’sindan RNA (Riboniikleik asit) elde edip ilgili proteini
sentezleterek etki gdstermektedir. Yeni calismalarda kiiclik, protein kodlu olmayan
RNA molekiillerinin de ‘microRNA, miRNA’ tiimor siipresor gen ya da onkogen gibi
aktivite gosterdigi gésterilmistir7.

MicroRNA’lar hayvanlar ve bitkilerde yeni tanimlanmus, seliiler proliferasyon,
farklilasma ve apopitoziste genis biyolojik etkileri olan, protein kodlu olmayan, tek
zincirli, 20-22 niikleotidli bir dizi negatif gen regiilatriidiir. Insan genomunda su ana
kadar tanimlanmig 1800°e¢ yakin microRNA mevcuttur.(www.mirbase.org) Tim
genlerin igerisinde % 1-4 liikk bir yer kapladigi i¢in microRNAlar gen regiilatorlerinin
icerisindeki biiyiik gruplardan birisidir®,

MicroRNA 122, karacigere spesifik ve karacigerde en ¢ok bulunan miRNAdir.
Hepatosit biiyiimesi, diferansiasyonu, kolesterol metabolizmasi ve stres yanitinda
6nemli role sahiptir®®. Eriskin karacigerinde hepatosit basina yaklasik 66.000 kopya
miR-122 bulunmaktadir''. Ayni zamanda birgok karaciger hastalig1 ile iliskilidir. HCV
enfeksiyonunda majér pozitif rolii varken, HSK’da negatif bir role sahiptir®*®, HSK’da
farkl1 birgok hedef molekiile baglanarak hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apopitoz ve
anjiogenez lizerinde tiimor siipressor etkinlik gostermektedir. Esas olarak Wnt/f3-catenin
yolagimi kullanarak antikanser etkinligini gostermektedir’. Ancak miR-122’nin
hepatokarsinogenezdeki molekiiler mekanizmasi halen net olarak aciklanamamuistir.

Tiimoral dokuda diizeyi azalan miR-122’nin karacigerdeki hasara bagli olarak
serum ya da plazmada artacagi diistiniilmektedir. Ve bu yiizden hepatoseliiler kanserde
miR-122°nin yeni bir kanser tani, tedavi ve prognoz marker1 olabilecegi
distiniilmektedir.

Bu c¢alismada, farkli kliniklerde takip edilen farkli evrelerdeki 43 hepatoseliiler
kanserli hastanin kaninda real-time PCR metodu ile miR-122’yi géstermeyi ve bu
degerleri hastalarin diger diagnostik, klinik, prognostik verileriyle karsilagtirmay1
hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoseliiler Kanser Epidemiyolojisi

Primer karaciger kanseri tiim diinyada 5. en sik gozlenen kanser olup, en yaygin
goriilen kanserler arasinda mortalitede tigiincii siradadir’. Hepatoselliiler kanser primer
karaciger kanserlerinin % 85- 90’lik bir kismini olusturmaktadir’. HSK olgularinin
biyiik cogunlugu (% 80) sahra alti Afrika veya Dogu Asya’da bulunmaktadir.
(20/100.000) Giiney Avrupa iilkelerinde (ispanya, italya ve Yunanistan) insidans 10-
20/100.000 iken Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Kuzey Avrupa’da insidans
<5/100.000 dir®. (Sekil 1)

Sekil 1. HCC’nin yasa gore diizeltilmis mortalite oranlarimin boélgesel dagilhim
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Sekil 2. Diinyanmin farkh bélgelerinde karaciger kanserinin yas standardize kadin/erkek 100.000
yasam y1h insidans oran1 (GLOBOCAN)

HSK, HBV’nin endemik oldugu yerler disinda ilk 4 dekatta nadiren goriiliir.
Cin’de ortalama HSK yas1 55-59 iken, Avrupa ve Kuzey Amerika’da 63-65’tir.
Hastalik riski diisiik populasyonlarda ortalama yas 75 ve iizeridir. (Sekil 2)

HSK’11 hastalarin % 80-90’a yakininda siroz vardir. HBV ve HCV esas olarak
sirozu artirarak HSK insidansini artirir. Sirozlu bir hastada etyolojiye, bolge ve
etnisiteye (en yiiksek oranda Asyalilarda), sirozun evresine (en sik dekompanse evrede)
gore degismekle birlikte 5 yil igerisindeki kiimiilatif HSK gelisme riski % 5-30°dur’®,

Diinya niifusunun yaklasik % 5’i (350-400 milyon insan), HBV ile kronik olarak
enfektedir (Asyalilar bu grubun % 75°i iken, bati iilkelerde prevalans diisiiktiir.)".
Diinya capinda HBV prevalanst ve HSK insidansi, mortalitesi arasinda kuvvetli bir

ekolojik korelasyon mevcuttur. (Sekil 3)
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Sekil 3. Farkh cografi bolgelerde HBsAg tasiyicisi ve kronik HCV prevalans120

HSK insidansinin yiiksek oldugu Asya ve sahra altt Afrika’da kronik HBV
enfeksiyonu tiim vakalarin yaklasik olarak % 50’si, ¢ocukluk cagr HSK’larinin
neredeyse tamami iken, istisnai olarak Japonya’da HSK i¢in major risk faktorii
HCV’dir. HSK’l1 hastalar arasinda Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) seroprevalansi
Isvegte % 3, ABD’de % 10, Japonyada % 10-15, Italya’da % 19, Yunanistan’da % 55
ve Gliney Kore’de % 70°tir.

% 90’1n tizerinde iilkede yenidoganlar HBV ye kars1 asilanmakta ve yaklagik %
70’1 3 immiinizasyon dozu uygulamaktadir. Bu uygulamadan sonra c¢ocuk
populasyondaki HBV tasiyicist orani biiylik oranda azalmistir ve 6-14 yas araligindaki

cocuklarda insidans % 65-75 oraninda azalmistir.

2.1.1. Hepatit B enfeksiyonunda Hepatoseliiler Karsinom Riski

Prospektif kohort ¢alismalarda HSK gelisme riski kronik HBV’li hastalarda 5-
100 kat artmis olarak bulunmustur. Vaka kontrollii ve capraz kesitli ¢alismalarin meta-
analizlerinde HBsAg pozitif bireylerin yasam boyu HSK riski, HBsAg negatif bireylere

gore 20 kat artmis olarak bulunmusturzz.



Bircok HBV enfeksiyonu geciren hastanin HSK’s1 kronik nekroinflamasyona
sekonder siroza bagl gelismektedir. Ancak HBV’li hastalarda siroz yoklugunda da
HSK gelisebilmektedir. (% 10-30)%

HBYV tasiyicilarinda HSK riskini artiran durumlar arasinda;

- Demografik (erkek cinsiyet, ileri yas, Asya ya da Afrika kokeni, ailede HSK
Oykiisii)

- Viral (ylksek diizeyde HBV replikasyonu, HBV genotipi, uzun siireli
enfeksiyon, HCV ile koinfeksiyon, HIV, HDV)

- Klinik (siroz)

- Cevresel faktorler (aflatoksin maruziyeti, alkol ve tiitiin kullanimi) vardir.

2.1.2. Hepatit B Viriisii Bulas1 ve Replikasyonu

Basta Asya olmak {iizere bircok yiiksek riskli bolgede HBV vertikal yolla
(anneden bebege) bulagmaktadir ve enfekte bebeklerde % 90 oraninda kronik
enfeksiyon gelismektedir. HSK’nin diisiik insidansli oldugu bolgelerde HBV
enfeksiyonu genel olarak eriskin cagda gecirilmektedir ve seksiiel ya da horizontal yolla
(parenteral yol) bulagmaktadir. Akut HBV enfeksiyonlarinin % 90’a yakini spontan
olarak iyilesmektedir. HBV enfeksiyonunun yaygin oldugu bolgelerdeki kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarda HSK gelisme riski daha yiiksektir.

Yiiksek diizeyde HBV replikasyonu olan hastalarda (HBeAg ve HBV DNA
diizeyi ile saptanmakta) HSK riski artmistir. HBV replikasyonunun HSK riski iizerine
yapilmig 11,893 Tayvan’li hastanin katildigi bir arastirmada hastalar 8.5 yila kadar
izlenmis. HSK insidansi;

- HBsAg(+) ve HBeAg(+) hastalarda 1.169/100.000

- HBsAg(+) ve HBeAg(-) hastalarda 324/100.000

- HBsAg(-) ve HBeAg(-) hastalarda 39/100.000 olarak saptanmistir. Buna
esdeger olarak HBeAg(+) grubun relativ HSK riski 60 kat iken, HBsAg(+) grubun
relativ HCC riski 10 kat artmis olarak bulunmustur24.

HBV DNA diizeyi ve HSK artmis insidansini gostermek amaciyla Chen ve
ark.nin ,5 yaptigi calismada inaktif HBV tasiyicilarinin (HBeAg(-) ve serum HBV
DNA<10.000 kopya/mL ve normal transaminaz diizeyleri) HSK riski, HBSAQ(-)
olanlara gore 5 kat daha yiiksek bulunmustur.



Viral replikasyon diizeyleri antiviral tedaviden etkilenmektedir. HBV
enfeksiyonu olan HBsAg(+) hastalarda efektif antiviral tedavinin HSK riskini belirgin
olarak azalttig1 ancak yok etmedigine dair kuvvetli kanitlar mevcuttur. Liaw ve ark.nin?®
yaptig1 genis Asya kokenli ¢calismada 5 yil siire ile kronik HBV ve sirozu olan ya da
ileri evre fibrozisi olan hastalara 100 mg lamivudin tedavisi ve plasebo verilmis.
Plasebo verilen grupta HSK % 7,4 gelisirken, lamivudine alan grupta % 3,9 HSK

gelistigi gézlenmistir.

2.1.3. Hepatit B Viriisii Genotipleri

Bircok HBV genotipi tanimlanmis olup (A-H), bu genotipler farkli cografyalara
ve etnik kokenlere dagilmistir. Genotip A ve D daha ¢ok Afrika, Avrupa ve
Hindistan’da bulunurken, B ve C daha ¢ok Asya’da, Genotip E bat1 Afrika’da, Genotip
F ise giiney ve orta Amerika’da bulunmaktadir. ABD’de HBV genotip A ve D daha ¢ok
Afroamerikanlarda sik iken, B ve C daha ¢ok Asya kokenlilerde siktir.

HBV genotipleri farkli klinik sonuglara neden olabilmektedir. Ornegin Asya’da
yapilan bir ¢alismada HBV genotip C enfeksiyonunun genotip B’ye gore daha fazla
karaciger hastalig1, siroz ve hepatoseliiler kansere yol agtig1r gozlenirken, Bati Avrupa
ve Kuzey Amerika’da HBV genotip D ile enfekte olan bireylerin genotip A ile enfekte
olanlara gore yaygin karaciger hastalig1 ve hepatoseliiler kanser insidansinin daha fazla

oldugu gozlenmistir.

2.1.4. Okiilt Hepatit B Enfeksiyonu

Calismalarda hepatit B enfeksiyonu sonrasi serolojik diizelmenin oldugu
hastalarda (HBsAg(-) ve AntiHBc IgG(+) vel/veya AntiHBs(+)) HBV DNA’nin
serumda ya da karaciger dokusunda sebat ettigi gozlenmistir.

Okiilt HBV ile HSK riskini inceleyen 16 ¢alismanin 6 sinda okiilt HBV’nin
HSK riskini artirmadigi goriilmistiir. 3 i Japonya’dan olan 4 longitudinal ¢alismada
okiilt HBV’nin 1limli diizeyde HSK riskini artirdigi gé‘)zlenmistir27. Hong Kong’da
yapilan vaka kontrollii ¢aligmada kriptojenik HSK’nin okiilt HBV enfeksiyonu geciren
hastalarda arttig1 gézlenmistirzs.

Ancak okiilt HBV’nin HSK i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gosteren

yeterli kanit diizeyinde veri yoktur.



2.1.5. Hepatit C Viriisii Enfeksiyonunda Hepatoseliiler Karsinom Riski

HCV enfeksiyonunun HSK ile sonuglandigini gosteren ¢ok fazla kanit vardir.
HCYV enfeksiyonu olan kohortlarla olmayanlarin karsilastirildigi prospektif calismalarda
HCV enfeksiyonu olanlarda HSK riskinin belirgin olarak arttig1 gézlenmistir®. HCV ile
enfekte kisilerde 30 hasta yili igerisinde HSK gelisme riski % 1-3 arasinda
degismektedir. HCV fibrozisi ve sirozu arttirarak HSK riskini artirmaktadir. HCV ile
enfekte kisilerde diisiik trombosit sayis1 ve AFP’nin (alfa-fetoprotein) yiiksek diizeyleri
de HSK i¢in artmus risk faktoriidiir.

2.1.6. Hepatit C Viriisii ile Iligkili Viral Faktérler

Hangi diizeyde olursa olsun HCV viremisi HSK i¢in kuvvetli bir risk faktoriidiir
ve tedavi virlisii elimine ederek riski azaltir. Randomize kontrollii ve bir¢ok
nonrandomize ¢alismada, sirozu olan ya da olmayan HCV enfekte hastalarin interferon
tedavisine kalic1 virolojik yanit vermesi ile HSK riski, % 57 - % 75 arasinda
azalmaktadir.

HCV’nin genomunda % 30-35 niikleotide kadar farklilik gosteren 6 genotipi
mevcuttur. Ayni zamanda farkli subtipleri de mevcuttur. Genotip la ve 1b daha ¢ok
ABD’de ve Avrupa’da yayginken, Japonya’da HCV tasiyan hastalarin % 73’{iniin
genotip 1 b ile enfekte oldugu gosterilmistir. HCV genotipi ve HSK riski arasindaki
bildiriler uyumsuzdur. Ancak yapilan 21 ¢aligmali metaanalizde HCV genotip 1b ile
enfekte hastalarin, HCV’nin diger genotipleriyle enfekte olan hastalarina gére HSK
riski yaklasik 2 kat artmis olarak bulunmustur.

HCV’nin diger viral faktorlerinin HSK riskini artirdigmma ya da HSK’ya
progresyonu hizlandirdigina dair kanit diizeyinde veri yoktur. Taiwan’da yapilan bir
calismada HCV viremi diizeyi ile HSK riski arasinda bir korelasyon bulunmusgo; ancak

ABD ve Avrupa’nin ¢alismalari bu iliskiyi gosterememistir.

2.1.7. insan Immiin Yetmezlik Viriisii ve Hepatoseliiler Karsinom RiskKi

Birgok calisma HIV (insan immiin yetmezlik viriisii) enfeksiyonunun HCV ile
birlikteliginde karaciger hastaliginin, fibrozis, siroz, dekompanse karaciger hastaligi ve
HSK’ya ilerledigini gostermektedir. Bu calismalar genel olarak retrospektif ve ¢apraz

kesitli c¢aligmalardir. Ancak caligmalarin limitli olmasina ragmen d&zellikle



immiinosiipresif donemdeki HIV koenfeksiyonunun siroza, dekompanse karaciger
hastaligina progresyonunun daha hizli oldugu bilinmektedir. HIVV koenfeksyionu olan
ve akselere karaciger hastaligi olan hastalarda verilen antiretroviral tedavinin HSK
riskini azaltabilecegi gosterilmistir.

HIV’le enfekte kisilerde HBV enfeksiyonu % 25 iken, HIV’le enfekte
olmayanlarda bu oran % 5’tir. HBV ve HIV koenfeksiyonu olan hastalarin karaciger
hastalig1 iliskili mortalitesi artmistir. Ancak HBV ve HIV koenfeksiyonunun HSK’ya

progresyonu artirdigina dair ¢ok az veri mevcuttur.

2.1.8. Kahve icimi ve Hepatoseliiler Karsinom

Toplum kokenli ¢alismalarda giinde 2 bardagin iizerinde kahve i¢iminin ALT
(alanin aminotransferaz) ve GGT (gamaglutamil transpeptidaz) diizeyini azalttigi ve
kronik karaciger hastalig1 insidansini azalttig1 gosterilmistir. Kronik HCV enfeksiyonlu
hastalarda kafein diizeyi yiiksekliginin daha 1liml1 fibrozis ile iligkisi bulunmustur®.

Konu ile ilgili yapilmis bir¢ok ¢alismada kahve i¢imi ile HSK riski arasinda ters
bir iliski bulunmustur. 10 ¢alismali bir metaanalizde (Avrupa ve Japonya’dan 6 vaka
kontrollii ¢alisma ve Japonya’dan 4 kohort galismasi) kahve igenlerde HSK riski

3334 Kafeinin hangi mekanizma ile karaciger

icmeyenlere gore daha diisiik bulunmustur
hastalig1 riskini azalttig1 net olarak bilinmese de siroz riskini azalttigi ve icerisindeki
‘cafestol’ve ‘ditrepens’maddelerin detoksifikasyonda rol oynadigi diislintilmektedir.
Ayni zamanda kahve ig¢iminin insiilin diizeylerini diigiirerek tip 2 DM (Tip 2 diyabetes
mellitus) gelisimini azalttigi, dolayisiyla karacigeri bununla ilgili yagli karaciger

hastalig1, siroz ve HSK’dan korudugu diisiiniilebilir®.

2.1.9. Cinsiyet ve Hepatoseliiler Karsinom

Erkek cinsiyette viral hepatit ve alkolik siroz daha fazla oldugundan HSK riski
artmigtir. Taiwan ve Shanghai’den yapilan vaka kontrollii ¢alismalarda yiiksek serum
testosteron diizeyleri HSK riski ile iligkili bulunmustur™®. Transgenik farelerle yapilan
caligmalarda androjen yolaginin HBV gen replikasyonunu arttirdigi, androjenlerin direk
olarak viral genoma baglandig1 diger taraftan HBV proteini olan HBx in androjen

reseptorlerinin transkripsiyonunu arttirdigi gézlenmi@tir37’38.



2.1.10. Hepatit B ve Hepatit C Viriisii Koenfeksiyonu

HBV ve HCV koenfeksiyonunun HSK riskini daha fazla arttirdigini gésteren
¢ok biiylik bir ¢alisma yoktur ancak 1998 ve 2005 yillarinda yapilan 2 meta-analizde
HBV ve HCV koenfeksiyonunda HSK gelisme riskinin, yalnizca HBV veya yalnizca
HCV enfeksiyonuna gore daha yiiksek oldugu bulunmustur®®“°. Cho LY ve ark.’min
2000-2009 wyillar1 arasindaki calismalardan olusturdugu metaanaliz, HBV ve HCV
koenfeksiyonunun HSK gelisiminde ilave risk olusturmadigini gostermektedir®’. HBV
ve HCV koenfeksiyonunun HSK gelisiminde ilave risk olmamasi, bir viriisiin

enfeksiyonu sirasinda digerini baskilamasi s6z konusu oldugundan, daha muhtemeldir.

2.1.11. Alkol ve Hepatoseliiler Karsinom

HCV ve agir diizeyde alkol alimmin (giinliik 60 gram {izeri), daha az olarak da
HBYV ve alkol aliminin sirozu arttirmada sinerjistik etkilestigi bilinmektedir. 1995 ve
2004 arasi yaymlanan 20 ¢alismali bir metaanalizde kronik HCV’li agir alkol alan
hastalarin siroz gelisimi alkol almayan gruba gore 2.3 kat artmis olarak bulunmustur®.
Donato ve ark.’nin* yapmus oldugu calismada agir diizeyde alkol alimmim HSK riskini
artttirdigr gézlenmistir. HBV enfeksiyonu ve agir alkol alimi iliskisini gostermek igin
daha az galigma mevcuttur. Japonya’da yapilan bir ¢alismada agir alkol alimimin HBV

iligkili sirozlu hastalarda HSK riskini 3 kat arttirdig1 gozlenmistir®,

2.1.12. Tiitiin Kullanim ve Hepatoseliiler Karsinom

Sigara icimi ve HSK arasindaki iliskiyi gostermek i¢in HSK insidansinin yiiksek
ve diisik oldugu yerlerde 60’in {iizerinde calisma yapilmistir. Bu caligmalarin
bazilarinda aralarinda iliski saptanirken bazilarinda saptanamamistir. 16 ¢alismali bir
metaanalizde HBV ve sigara i¢iminin HSK riskini artirmada additif etkilesimi
goriilirken, HCV ve sigara i¢iminin HSK riskini artirmada supraadditif etkilesimi

gérﬁlmﬁstﬁr45.

2.1.13. Aflatoksin B; ve Hepatoseliiler Karsinom
Aflatoksin B; musir, fistik, findik gibi besinler uygun kosullarda saklanmadigi
zaman (sicak, rutubet), besinlerin lizerinde olusabilen Aspergillus familyasi tarafindan

iiretilen (A.flavus ve A.parasiticus) bir mikotoksindir. Kuvvetli bir hepatokarsinojendir.

10



Aflatoksin B; sindirildiginde DNA’ya baglanarak hasar veren aktif metaboliti olan
‘AFB;.€x0.8,9. epoxide’e doniismektedir. AFB;’in, aflatoksinin endemik oldugu
alanlarda HBV enfeksiyonu olan HSK’li hastalarin yaklasik % 30-50’sinde tiimor
stipresor p53’iin serin 249 bdlgesinde mutasyona yol acarak HSK’ya neden oldugu

gosterilmistir*®*" 4,

2.1.14. Metabolik Sendrom ve Hepatoseliiler Karsinom

HCV enfeksiyonlu hastalarda insiilin rezistansi hepatosteatoz, ileri fibrozis ve
HSK ile iligkilidir. 2005’de yayimlanan bir metaanalizde diabet ve HSK arasinda viral
hepatit veya alkol kullanimu iligkisi olmaksizin kuvvetli bir iligki saptanm1§t1r49. Diabet
ve HSK arasindaki iliski eslik eden viral hepatit tiirii ile de ilgilidir. Diabet ve HCV
enfeksiyonu olan hastalarin HSK riski, HCV enfeksiyonu olmayanlara gore % 68
artmistir. Ayrica HCV ile enfekte kisilerin, HBV ile enfekte olanlara gore diabet gelisim
riski daha yiiksektir. Ancak HCV ve diabetin HSK riskinde sinerjistik etkilesimini

gosteren az sayida calisma vardir’®™

. HCV enfeksiyonlulara gore karsilastirildiginda
HBYV enfeksiyonu olan diabetik hastalarin ileri evre karaciger hastaligi ve HSK riskine
dair daha az c¢alismasit mevcuttur. Taiwan’da yapilan bir vaka-kohort ¢aligmasinda
kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda insiilin rezistansinin HSK riskini arttirdigi

gézlenmistirSz.

2.1.15. Konagin Genetik Faktorleri ve Hepatoseliiler Karsinom

HBV ve HCV enfeksiyonu gegiren birgok eriskin hastada siroz veya HSK hig
gelismeyebilir. Viral hepatit dykiisii olmayan HBV tasiyicilarinin ve HCV enfeksiyonu
gecirmis kisilerin kohort ve vaka-kohort calismalarinda ailede hepatoseliiler kanser

53,54

Oykiisii olmast HSK riski ile iligskili bulunmustur®*™". Bu noktada konagin genetik

faktorlerinin rolii oldugu diisiintilmektedir.

2.1.16. Tiimor Nekrozis Faktor-a Varyantlar1 ve Hepatoseliiler Karsinom
Timor nekrozis faktor-a (TNF-a) polimorfizmi (-308 G>A) ile HSK riski
arasindaki iliskiyi arastirmak i¢cin 3 meta-analiz yapilmistir. Metaanalizlerden birinde

toplam 1362 hasta ve 2426 kontroliin oldugu 9 ¢alismanin analizleri kullanilmistir.
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Meta-analizde TNF-a’nin 308 baz proksimalindeki AA ve AG variantlarinin, GG’ye
gore HSK riskinin anlamli élgiide yiiksek oldugunu gostermislerdir™.

10 ¢alismanin verilerinin kullanildig1 diger bir meta-analizde 1421 HSK hastasi
degerlendirilmis ve TNF-a -308 GG polimorfizminin saglikli hastalara gore HSK
grubunda belirgin diisiik oldugu gézlenmistir™.

Eylil 2010°da yapilan diger bir metaanalizde 2763 HSK hastast ve 4152
kontrolin TNF-a, interlokin (IL)-1B ve IL-10 polimorfizmlerinin HSK ile iliskisi
arastirtlmistir. Meta-analizde 20 ¢alismanin verileri kullanilmistir. Asya grubunda
TNFa-308 polimorfizmi ile HSK riski arasinda yiiksek diizeyde iliski bulunmustur.
Ancak TNFa-238 G/A, IL-1B T/C ve -511 C/T, IL-10 1082 G/A polimorfizmlerinin

artrms HSK riski ile iligkisi bulunamamustir’,

2.1.17. Glutathione S-Transferase Varyantlari1 ve Hepatoseliiler Karsinom

Glutathione S-transferase(GST) gen varyantlart HSK ile ilgili genetik risk
faktorlerini arastirirken en fazla ¢alisilan genlerdir. GST ler hiicreyi endojen oksidatif
stresten korurlar. GSTM1 ve GSTT1’deki delesyonlarla sonuglanan polimorfizmin
etkilerini arastirmak icin yapilan 2514 hasta ve 4416 kontrollii metaanaliz sonucunda
son iriin tretmeyen GSTMI1 ve GSTT1 formlarinda HSK riskinin artmis oldugu

gézlenmistirSB.

2.2. Hepatoseliiler Kanserin Klinik Ozellikleri

HSK tanis1 zor bir hastalik olup, genelde; serum markerlari, bir ya da daha fazla
gorlintiilleme yontemi ve histolojik dogrulama gerektirmektedir. HSK’ya yonelik
patognomonik semptomlarin olmamasi ve karacigerin biiyiik fonksiyonel rezervi
sebebiyle hastalar genelde ge¢ tani almaktadir™®,

HSK’da medyan sagkalim 6-20 ay arasindadir®

. Kompanse sirozu olan bir
kiside asit, ensefalopati, sarilik ya da varis kanamas1 gibi dekompanzasyon bulgulari
ortaya ciktiginda HSK’dan sliphelenmek gerekir. Bu komplikasyonlar da siklikla
timoriin  hepatik ya da portal vene uzanimi ya da timdor tarafindan olusturulan
arteriovendz sant sonucudur®. Bazi hastalarda sag iist kadran agrisi, kilo kaybi, palpabl
kitle, diyare, obstruktif sarilik, intraperitoneal kanama, paraneoplastik semptomlar

(hipoglisemi, eritrositoz, hiperkalsemi, deri bulgular1 gibi) tespit edilebilir®.
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Hepatoseliiler karsinom igin bilinen en gii¢lii risk faktdrii siroz ve bununla
iliskili HBV ve HCV enfeksiyonlaridir. Ek olarak perinatal donemde gegirilen HBV
enfeksiyonlarin erken ¢ocukluk déneminde siroz yapmadan HSK riskini arttirici etkisi

vardir® %,

2.3. Hepatoseliiler Karsinoma’da izlem
Yiiksek riskli hastalara HSK izlemi yapilmalidir. HSK izlemi oOnerilen hasta

grubu;

Tablo 1. Hepatoseliiler Karsinom izlemi Onerilen Hasta Grubu

Hepatit B hastalar1 (HBsAg+) Hepatit B olmayan siroz hastalar

-Asya kokenli erkeklerde 40 yas iizerinde, -HCV enfeksiyonu olan siroz hastalari

-Asya kokenli kadinlarda 50 yas iizerinde, -Alkolik siroz hastalari

-Tiim sirotik Hepatit B hastalarinda, -Genetik hemokromatozisi olan siroz hastalari
-Ailede HSK 0ykiisii olan Hepatit B hastalari, -Primer bilier siroz hastalari

-Afrika kokenli 20 yas iizerinde olan Hepatit B | -Alfa-1 antitripsin eksikligi iliskili siroz hastalari
hastalari,

-Nonalkolik steatohepatite bagli siroz hastalari

-Otoimmiin hepatite bagli siroz hastalari

Cin’de 19.000 HBV ile enfekte hastada yapilan randomize kontrollii bir
calismada hastalarin 6 ayda bir AFP ve USG (ultrasound goriintiileme) yapilmasinin

6667 {zlem

sagkalimi arttirdigi, HSK iligkili oliimleri % 37 azalttigr gosterilmistir
araligini 1 yila ¢ikarmakla, 6 ay arasinda gosterilmis bir fark olmayip yilda bir izlemin
efektivitesi 6 ayda bire esit olarak bulunmustur®®*®°, USG’nin HSK y1 tespit etmedeki
performansi yapan kisiye, kullanilan teknolojiye, siroz varligina ve tiimoriin boyutuna
gore degisir. Calismalarda USG ile % 60 sensitivite ve % 90 spesivite ile HSK tanisi
konulabilmektedir®. USG’nin sensitivitesi sirotik karacigerdeki tiimér nodiiliinii
gostermede daha diisiiktiir™".

Serum AFP diizeylerinin HSK’y1 saptama oranlar1 % 25-65 aras1 degismekte
olup distiiktiir. Serum AFP’nin iist siir1 olan 20 ng/mL smir deger olarak kabul
edilmektedir™®". Hepatoseliiler karsinom olmadan hepatosit rejenerasyonu ile giden
diger durumlarda 6rnegin kronik karaciger hastaliginda da AFP’nin yiiksek diizeylerine

76,77

rastlanabilir™"". Bu ylizden AFP’nin izlemde tek basina kullanilmasi dogru degildir.

USG’nin yaninda degeri vardir ancak bu konudaki tartigmalar devam etmektedir.
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Onerilen yiiksek risk gruplu hastalarda kullanilmasidir. Des- ¥ -karboksi protrombin ve

lektin-bound AFP (AFP-L3) taramada kullanilabilirligi konusunda yeterli veri yoktur.

2.4. Hepatoseliiler Karsinomada Tanisal Amach Goriintiileme

Izlem testlerinden biri anormalse veya HSK hakkinda klinik siiphe varsa
goriintliileme yontemleri tan1 ve tiimori evrelemek agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu konuda
en giivenilir tanisal testler trifazik bilgisayarli tomografi (BT) ya da 3 fazli dinamik
kontrastli manyetik rezonans goriintiilemedir. (MRI)"®® Hepatoseliiler karsinom
siklikla hepatik arterden beslenirken, timor olmayan diger karaciger dokular1 portal ven
ve hepatik arterden beslenmektedir. HSK igin Kkarakteristik goriintli arteryel
zenginlesmeyi takiben portal faz ve gecikmis fazlardaki hipointens goriiniimle
karakterize wash-out fenomenidir®®. Arteryel zenginlesmeyi takiben wash-out fenomeni
% 90-95 sensitivite ve spesifite ile tan1 koydurur. Ancak HSK hastalarinin yaklasik %
71’inde bu testi birden fazla yapmak gerekebilir. Testin tekrarlanmasi veya goriintiileme
yontemi ile tan1 konulamamasi durumunda karaciger biyopsisi gerekebilir.

HSK’nin tanisinda altin standart olan CT ve MR’1n dogrulugunu ve tstiinliigini
gosteren 4 calisma mevcuttur®*®.  Bu caligmalarin ~ sonucunda HSK’nin
karakterizasyonu ve tan1 koydurmada MRI, BT ye gore biraz daha iistiin bulunmustur.
CT ve MRI’nin performansi tiimériin ¢apr ile de iliskilidir. Ornegin 2 cm’in {izerindeki
tiimorlerde MRI’'nin dogruluk orani % 90’1mn iizerindedir. Ancak tiimor cap1 2 cm’in

altina diistiigiinde dogruluk oram % 33’lere gerilemektedir™.

2.5. Hepatoseliiler Karsinoma’ya Tanisal Yaklasim

HSK tanisinda AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases)
rehberi kabul gt’)rrnektedir%. Rehbere gore bilinen kronik hepatit B’si ya da baska
etyolojiye bagli sirozu olanlarda insidental ya da taramalar esnasinda karacigerde kitle
tesbit edilirse; bu kitlenin muhtemelen HSK oldugu vurgulanmaktadir. Boyle bir
hastada HSK tanmisim1i  koymaya yonelik adimlar kitlenin boyutuna gore
yapilandirilmistir.

Taramalar esnasinda tespit edilen nodiil 1 cm’den kiigiikse 3-6 ayda bir ultrason
ile takip edilmeli, 2 yila kadar nodiil boyutunda artma olmazsa, hasta rutin tarama

programina gecebilir.
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1-2 cm nodiil tesbit edilen sirotik karacigerde en az iki tane dinamik
goriintiileme (dinamik tomografi, kontrast ultrason, MRI) yontemiyle ileri arastirrma
yapilmalidir. En az iki teknikte tipik goriintii (6rnegin: hipervaskiiler + portal/vendz
fazda washout) mevcut ise lezyon HSK olarak tedavi edilebilir. Goriintiileme
yontemlerinde tipik goriintii yoksa lezyona biopsi yapilmalidir.

Nodiil 2 ecm’den biiyiikse ve dinamik goriintiileme yonteminde tipik goriintii
mevcut ise, HSK tanist i¢in biyopsi gereksizdir. Alternatif olarak AFP > 200 ng/ml
iistiinde ise de biyopsiye gerek yoktur. Eger goriintiillemede vaskiiler profil karakteristik
degilse ya da nodiil non-sirotik karacigerde tespit edildiyse, biyopsi yapilmalidir®*®,

Radyolojik goriintiileme yontemleri esliginde yapilan karaciger biyopsisinin
sensitivite ve spesifitesi USG esliginde % 90°a % 91, CT esliginde yapilan biopsilerde
ise % 92’ye % 98°dir®. Biopsinin negatif olmasi biiyiikk oranda anlamlidir ancak
malignite tanisin1 % 100 dislamaz. Nodiil 3-6 ay araliklarla kaybolana, biiyiiyene veya
HSK’nin tipik goriintiisiinii verene kadar izleme devam edilmelidir. Lezyon biiyiir

ancak goriintii olarak HSK ile uyusmaz ise biopsi Snerilmektedir®’.

2.6. Hepatoseliiler Karsinom Tedavisi

Hepatoseliiler karsinom tedavisi ve yoOnetimigs hepatoloji, cerrahi, tanisal ve
girisimsel radyoloji, onkoloji ve patolojinin igice oldugu multidisipliner yaklasimla
saglanabilir. Hasta ve tiimore ait faktorler, altta yatan hastaligin yayginligi, timor yiikd,
iliskili komorbid hastaliklar, cerrahi rezeksiyona, transplantasyon ve ablatif tedavilere
uygunlugu tedavi se¢iminde iyi diisiiniilmesi gereken konulardir®®,

Kansere iliskin semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sonra hastalarin sadece % O-
10°u, 5 yil yasayabilmektedirgg. Semptomlar olusmadan 6nce timo6r boyutlar kiigiikken
tan1 konulursa; cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon gibi kiiratif tedavi segeneklerinin
uygulanmas1 durumunda 5 yillik yasam sansinin yiiksek olmasi, HSK’da erken tan1 ve
tedavinin dnemini ortaya koymaktad1r89'97. Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Aragtirma
Dernegi’nin (AASLD) 2010 yilinda giincellenen tedavi kilavuzu verilerine goére tam
yanit ve kiir sansinin oldugu bilinen tedaviler cerrahi rezeksiyon, transplantasyon ve

9% Bunun yaninda transarterial embolizasyon (TAE),

perkiitan ablasyondur
transarterial kemoembolizasyon (TACE) ve sorafenib gibi non-kiiratif tedaviler de

vardir®. Tamoksifen, anti-androjenler ve octreotide gibi ajanlarin tamamiyle etkisiz
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100,101

oldugu kabul edilmektedir . Sistemik kemoterapinin etkisi ise smirhidir, sik

toksisite yapar ve sagkalim siiresini arttirdig1 gosterilememistir'%%.

2.6.1. Kiiratif Tedavi Yontemleri

2.6.1.1. Cerrahi Rezeksiyon

Sirotik olmayan ve tek lezyona sahip hastalar i¢in iyi bir tedavi segenegidirsg.
Ancak hastalarin bat1 tilkelerinde % 95, Uzakdogu Asya iilkelerinde % 60’1 tan1 aninda
sirotiktir®™’. Bu hastalar icin de cerrahi rezeksiyon uygun bir tedavi secenegi olabilir.
Ancak bu tip vakalara islem planlanirken post-operatif karaciger yetmezligi riskini géz
ontinde bulundurmak gerekir.

Karaciger sag lob rezeksiyonu, sol loba gore post-operatif yetmezlik agisindan
daha riskli bulunmusturgl‘gz’log. Sirotik hastalarin cerrahi tedavi i¢in se¢ilmesinde uzun
yillar kullanilan Child-Pugh evreleme sisteminin karaciger rezervini tam olarak
gostermedigi kabul edilmis olup, bu konuda yapilan ¢alismalar sonucu; serum bilirubin
diizeyinin normal saptanmas1 ve hepatik ven kateterizasyon yontemiyle dl¢iilmiis portal
ven basincinin 10 mmHg degerinin altinda olmasinin, post-operatif karaciger yetmezligi
risk tahmini agisindan hastalarin Child-Pugh evrelerinden bagimsiz olarak en degerli
yol gosterici parametreler olduklarina karar verilmistir'®®. Bugiinkii verilere gore sirotik
olmayan ve sirotik olup rezeksiyon sonrasi dekompanzasyon gelismeyen hastalarda 5
yillik sagkalim % 70 ve {lzerindeyken, dekompanzasyon evresine gegen sirotik
hastalarda bu deger % 50’nin altinda kalmaktadir®™'%*,

Bazi karaciger tiimoérleri vaskiiler invazyon yapmadan bilyiikk boyutlara
ulasabilir. Rekiirrenste primer belirleyicinin damar invazyonu olmasi nedeniyle bu
tiimorlerin rezeksiyon sonrasi rekiirrens riski kii¢iik boyutlu tiimdrlerden fazla degildir.
Bu sebeple tiimor biiyiikliigii cerrahi acisindan tam anlamiyla sinirlayict bir faktor
degildirgl'los. Rezeksiyonun basarisini arttirmak agisindan intra-operatif olarak, timdoriin
kemoembolizasyonu ve Kkitleyr iceren hepatik loba gelen portal ven dalinin
embolizasyonu gibi ¢esitli yontemler denenmistir. Ancak bunlarin higbirinin potansiyel
faydast saptanmamis ve niiks acisindan olast riskler tasidiklarina kanaat
getirilmigtir106.107,

Son donemde yapilan meta-analizler sonucu cerrahi rezeksiyon sonrasi

interferon alfa tedavisinin rekiirrens riskini azalttigt gdsterilmis ancak bunun
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interferonun  yarattigi viral siipresyon sonucu olup olmadigi tam olarak
anlagilamadigindan bugiin i¢in interferon alfa tedavisi de cerrahi rezeksiyon sonrasi
rutin Onerilen bir tedavi secenegi olamamigtir'®, Rezeksiyonu yapilmadan 6nce primer
tiimoriin invazyon yapmis olmasi ve yeni tiimorlerin olusmasi nedeniyle rekiirrens riski
5 yillik siire icinde % 70’1 asmaktadlrlog. Bu iki faktor timor rekiirrensinin en kuvvetli

belirleyicileridir®™**

. Rekiirren tiimorlerin biiyiik kismi cerrahiden sonraki ilk 3 yilda
meydana gelmektedir ve ne yazik ki yukarida belirtildigi gibi rekiirrens riskini azaltacak
etkili bir neo-adjuvan veya adjuvan tedavi segenegi gosterilememistir™>*. Rekiirren
timorlerin tedavisinde; lezyon tekse cerrahi rezeksiyon sansi tekrar denenebilir ancak
rekiirrens, genelde primer tiimoriin intrahepatik yayilimi sonucu gelistigi i¢cin ¢ogu
hastada multifokal olarak kendini gostermektedir. Bu tip vakalar igin karaciger
transplantasyonu denenmelidir. Rekiirrens riskinin % 70’in iizerinde olmasi ve rekiirren
timorlerin tedavi sansinin kisith olmasi nedeniyle bazi otoriteler primer tiimdriin
patoloji sonucunda vaskiiler invazyon raporlanan hastalarin, cerrahiden hemen sonra

transplantasyon listesine alinmalar1 gerektigini onermektedir**2,

2.6.1.2. Karaciger Transplantasyonu

Hepatoselliiler karsinomda karaciger transplantasyonu i¢in aday gosterilen hasta
grubu belirlenmis olup bugiin i¢in erken evre vakalarda transplantasyon sonrast 5 yillik
sagkalim oran1 % 74’e kadar Qlkm1$t1r113. Milan kriterleri olarak da bilinen; 5 cm altinda
tek timor veya 3 cm altinda en fazla 3 tiimor olmasi durumunda hastalar karaciger
transplantasyon listesine alinmaktadir. Bu kriterlerin genisletilmesi i¢in bir¢ok c¢alisma
yapilmis olsa da, bugiin i¢in Milan kriterlerinden baska etkinligi ispatlanmis ve kesin
olarak onerilmis bir sema yoktur89.

Bagislanan organ yetersizligi nedeniyle bir hastanin nakil listesine alinmasi ve
transplantasyon isleminin gergeklestirilmesi arasinda siire gegmektedir. Bu siirenin 12
aya kadar uzamasi durumunda hastalarin % 25°lik bir kismi yayilim ve hastaligin
ilerlemesi sonucu artik transplantasyon i¢in uygun kriterleri saglayamadigindan nakil
listesinden ~ ¢ikarilmaktadir™™®. Bundan dolayr hastalarn transplantasyon igin
bekledikleri agamada diger tedavi se¢eneklerinin uygulanmasi giindeme gelmistir. Buna

gore; 6 aydan uzun siireyle nakil sirast bekleyecegi Ongoriilen hastalarin, mevcut

timorlerin biiyiikliigiine gore radyofrekans (RF) ablasyon (RFA), perkiitan etanol
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injeksiyonu veya secilecek baska bir uygun yontemle tedavilerine baglanmasi

gerekmektedir

. Ayn1 zamanda bekleme siiresinin 7 ay1 asacagi diisiiniilen vakalarda
canli donérden nakil yapilmasi Onerilmis ve bunun sonucunda 5 yillik yasam
beklentisinin % 50-70’lere kadar artabilecegi bildirilmistir. Ancak dondrde meydana
gelebilecek komplikasyon riskinin % 20-40, mortalitenin % 0,3-0,5 olmas1 bu islemin

deneyimli merkezlerde yapilmasini zorunlu kilmaktadir™®,

2.6.1.3. Perkiitan Ablasyon Tedavileri

Perkiitan ablasyon, cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon i¢in uygun olmayan
erken evredeki hastalar ve transplantasyon listesinde bekleyen HSK vakalari i¢in iyi bir
tedavi secenegidir. Hedeflenen tiimér dokusu igine etanol, asetik asit gibi kimyasal
ajanlar verilmesi veya RF, laser ve kriyoterapi gibi islemlerle, sicaklik uygulanmasi
esaslara dayanan prosediirlerdir. Bu grup tedaviler i¢inde RFA yontemi ilk secenek
olmalidir®. RF basarisi, 1 ay sonra yapilacak olan dinamik bilgisayarli tomografi

yontemiyle degerlendirilebilir'’

. Etanol injeksiyonu bugiline kadar en iyi tecriibe
edilmis peruktan ablasyon yontemidir ve 2 cm’den kiigiik tiimorlerde % 90 oraninda
nekroz saglayabilmektedir'®. Bu oran 2-3 cm biyiikligindeki timérler icin % 70, 3-5
cm biiyiikliglindeki tiimorler i¢cin % 50’ye gerilemektedir. Uzun donem calismalar,
etanol injeksiyonu yontemiyle erken evre HSK vakalarinda ortalama % 50 sagkalimin
miimkiin olabilecegini géstermistirllg’lzo. Alkoliin, tiimdr ici septalar olmasi nedeni ile 3
cm’den biiylik tlimorlerin igine tam olarak yayillamamasi sonucu, etanol injeksiyonunun
ilerleyen giinlerde tekrarlanmasi gerekebilir. Baz1 otoriteler bu gibi biiytik kitlelerde
etanol injeksiyonu yonteminin etkinligini arttirmak icin arteriyal embolizasyonla
desteklenmesini Onerse de asil kabul edilen goriis, bu tip tlimorlerde RFA yonteminin

121

tercih edilmesidir=". Bu yontemin etkinligi, 2 cm altindaki tiimorlerde etanol

injeksiyonu yontemiyle benzer olsa da; daha genis tiimdrlerde etkinlik belirgin olarak
daha fazladir ve daha az seansla islemin yapilabilmesi de ayri bir avantajdir**®'%,
Dezavantajlar1 ise maliyetinin daha fazla olmast ve % 10 oraninda komplikasyon
riskinin (plevral effiizyon, karaciger enfarkti, peritoneal kanama, hepatik abse, tiimor
lizis sendromu ve % 0,3 oraninda RF’a bagli mortalite) olmasidir’®**?. Subkapsiiler
yerlesimli ve/veya kotii diferansiye tiimorlerde peritoneal yan etki riski yiiksek oldugu

icin bu tip Kitlelerde RFA yontemi uygulanmamahd1r126.
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Her iki yontem (RF ve tiimore alkol enjeksiyonu ) g6z oniine alindiginda 5 yillik
yasam beklentisi RF i¢in daha fazladir. RFA <2 cm tiimorlerde 5 yillik yasam sansinin
% 70 kadar yiiksek olabilmesi nedeniyle cerrahi rezeksiyon yontemiyle bile
kiyaslanmistir. Ancak cerrahi yontemde tiimoriin biitlinliniin ortadan kaldirilmasinin
mimkiin olmast sebebiyle, RFA yontemi HSK’de ilk sira tedavisi olarak kabul
gérmemektedir127.

Japonya’da yapilan bir ¢alismada, RF ve cerrahi rezeksiyon yontemiyle tedavi
edilmis, < 2 cm tiimore sahip erken evre HSK tanili hastalar takip edilmis ve sonuglari
karsilastirilmistir. Hastaliks1z yagam siiresinin cerrahi rezeksiyon yapilan hastalarda kisa
ve uzun donemde daha fazla oldugu belirlenmis olup, total sagkalim siiresi bakimindan

iki grup arasinda belirgin fark saptanmarmistir'?,

2.6.2. Non-Kiiratif (Palyatif) Tedavi Yontemleri

2.6.2.1. Trans-Arteriyel Embolizasyon-Kemoembolizasyon

Hepatoselliiler karsinom, progresyonu sirasinda neo-anjiogenez yapan bir
timordiir. Erken evrelerde portal venden beslenmekteyken, ileri evrelerde kan akimi
hepatik arterden saglanir. Besleyen arterin tikanmasi suretiyle tiimor iginde nekroz
yaratilmasi islemi transarteriyel embolizasyon (TAE) adimi almaktadir. Bu islem
sirasinda arter icine kemoterapdtik ilag (en sik adriamisin ve sisplatin) ile birlikte bu
ilacin emiliminin ve tiimdr hiicrelerine olan etkinliginin artmasini saglayan lipiodol gibi
bir yardimci maddenin verilmesi halinde, uygulanan prosediir transarteriyel
kemoembolizasyon (TACE) adini alir'®. TAE/TACE, 5 cm’den bliylik, multifokal
ekstra hepatik yayilim gostermeyen ve kiiratif tedavilerin miimkiin olmadig kitleler i¢in
en uygun tedavidir. Vakalarin yarisindan fazlasinda tiimor nekrozu hedefine ulagilir™.
I[slemden bir ay sonra bakilan tiimér markerlar1 sonuglar1 ve bilgisayarli tomografi,
magnetik rezonans gibi gorlintiilleme yontemleri ile tedavi basarist degerlendirilebilir.
Hastalarin % 2’den daha diisiik bir kesiminde tedaviye tam cevap alinir, biiylik bir
kisminda ise beslenmesi azaltilan tiimor dokusu zaman iginde kan akimini tekrar
kazanir ve biiylimeye devam eder. Ancak islem sonrasi biiylime daha yavas olur ve
129,130

beklenen yasam stiresi hastalarin % 20-60°lik bir kesiminde kesin olarak uzar

TAE/TACE, biliyer obstriiksiyon, ensefalopati ve portal ven trombozu gibi durumlarda
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kontrendikedir. Semptomatik, ileri karaciger yetmezlikli olgularda islem sonrasi
mortalite riski artmis oldugundan bu hasta grubuna da TAE/TACE uygulanmamalidir.
TACE komplikasyonlar1 RF ile benzerdir, yan etkileri kullanilan kemoterapdtik
ajanin yan etkilerinden olusmaktadir (bulanti, kusma, kemik iligi depresyonu, alopesi,
renal yetmezlik vb). Hepatik arterin akut iskemisi sonucu ise, hastalarin yaklasik
yarisinda post-embolizasyon sendromu adi verilen, kendini ileus, ates ve karin agrisiyla
gosteren bir klinik tablo meydana gelir. Ates, ¢ogunlukla viicut tarafindan timor
nekrozuna verilen bir cevap olsa da; bazi1 hastalarda kolesistit ve hepatik abse gibi
enfeksiydz bir sebebe bagli da gelismis olabilir. Post-embolizasyon sendromu hastalarin
biiyiik bir kisminda 48 saat i¢inde kendi kendini sinirlar ve diizelir. Portal ven trombozu
gibi  kontrendikasyonlar varliginda TAE/ TACE tedavisinin uygulanamamasi
durumunda bu grup hastalarda iyi tolere edilebilen transarteriyel radyoembolizasyon
yontemi uygulanabilir. Diger iki yonteme benzer sekilde radyoembolizasyonda da
yttrium-90 veya iodine-131 igeren partikiiller hepatik arterde emboli olusturmak
amactyla kullanilir. Hakkinda yapilmis ¢ok sayida ¢alisma olmamakla beraber, portal
ven trombozlu ve sirozu olmayan hastalarda ortalama yasam siiresini uzattigi

belirtilmektedir'®:.

2.6.2.2. Sorafenib

TACE tedavisinden fayda gormemis ileri evre hepatoselliller karsinom
vakarinda kullanilan FDA onayli multikinaz inhibitorii ilagtir. Buraya kadar bahsedilen
efektif prosediirlerle daha fazla fayda gormeyecegi diisliniillen ve karaciger
fonksiyonlar1 korunmus hastalarda palyasyon amaciyla endikedir. Hastalarin % 5’inde
parsiyel cevap olusturabilir, sagkalim ve hastaligin progresyon siiresini plasebo grubuna
gore yaklagik 3-4 ay uzattigi belirlenmistir. Diyare, el-ayak-deri reaksiyonu, yorgunluk
gibi yan etkileri mevcuttur ancak ilaca bagli mortalite heniiz bildirilmemistir. Sorafenib
disinda denenmekte olup FDA onay1 almamis, faz 3 ¢alismalari tamamlanmamus ilaglar;
bevacizumab, cetuximab, erlotinib, sunitinib olarak siralanabilir. Bu ilaglardan
cetuximab ve erlotinib ile tedavi edilen hastalarin faz 2 ¢aligmalarda ortalama yasam

siirelerinin sirastyla 9,6 ve 13 ay oldugu bildirilmistir™.
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Sekil 4. BCLC hepatoseliiler karsinom tani ve tedavi algoritmasi

Buraya kadar anlatilan tedavilerin 6zeti olarak; Barcelona Clinic Liver Cancer
tarafindan belirlenen ve yaygin olarak kullanilan HSK tanis1 almis vakalardaki tedavi
yaklasimi Sekil 4°te gésterilmektedirgg.

HSK giiniimiizde halen % 80-90 oraninda efektif tedavi uygulanamayacak
asamada tan1 koyulan ve bu sebeple vakalarmin biiyiik bir kismi1 2 yil i¢inde kaybedilen
agresif bir tliimordiir. Ultrasonografi ve tiimor belirtegleri ile diizenli araliklarla
taramalar1 yapilan kronik hepatitli hastalara erken evrede tani konabilmektedir. Bu
hastalar kiiratif yontemlerle tedavi edilmekte ve 5 yillik sagkalim oranlar1 % 70 ve
tizerinde olabilmektedir. Ancak diger bir problem de kiiratif yontem sonrasi vakalara
uygulanacak niiks Onleyici tedavilerin yetersizligidir. Bu amagla denenmis tiim
tedavilerin efektif olmadig: bildirilmistir. Hastalarin biiyiik bir boliimiinde 5 yil i¢inde
niiks goriilmektedir. Kiiratif tedavi uygulanamayan vakalara palyasyon amagcli tedaviler
denenmekte olup sagkalim siiresinin uzatilmasi amaglanmaktadir. Tirozin kinaz

inhibitorleri ve biiylime faktorleri reseptor blokerleriyle yapilan ¢aligmalarda bagarilt
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sonuclar alinmigtir ancak bunlarin basarist da beklenen yasam siiresini en fazla 6 ay
uzatmakla simirli kalmigtir®,

Yeni tedavilere duyulan ihtiya¢ giinimiizde de devam etmektedir. Bu amagla
bircok calisma yapilmaktadir. Hepatoseliiler kanser patogenezini daha iyi anlamaya
caligmak tan1 ve tedavide bize yol gosterici olacaktir. Hepatokarsinogenez yolagindaki
molekiiler yolaklarin daha iyi anlagilmasi hastaligin tanisi, tedavisi ve hatta
onlenmesinde dncii olabilir.

MicroRNA’lar  hepatokarsinogenezin  baslangici, ilerlemesi konusunda

hepatolojiyi her gegen giin daha fazla aydinlatmaktadir.
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3. KANSER VE MiKRO-RNA

Kanser esas olarak kontrolsiiz proliferasyon ve hasarli hiicrelerin hayatta kalmasi
ile sonuglanan bir siirectir. Hiicreler diizgiin boliinme, farklilasma ve 6liim asamasinda
birgok kontrol mekanizmasina sahiptir. Bir¢ok regulatuvar faktdr bu asamalarda genleri
aktive ya da inaktive ederek bdliinme, farklilasma ve kontrollii hiicre olimiini
programlamaktadir. Bu genlerin (tiimor siipresor gen ve onkogen) hasarlanmasi
kanserle sonuglanir. Bir¢ok tiimor slipresor gen ya da onkogen etkilerini géstermek i¢in
once ilgili genin DNA’sindan RNA elde edip ilgili proteini sentezleterek -etki
gostermektedir. Yeni caligmalarda kiigiik, protein kodlu olmayan RNA molekiillerinin
de ‘microRNA, miRNA’timor siipresor gen ya da onkogen gibi aktivite gosterdigi

gostemlmlstlrlg’3
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Sekil 5. Kanser ve MicroRNA’larla ilgili yapilan ¢calismalar

MicroRNA lar hayvanlar ve bitkilerde yeni tanimlanmus, seliiler proliferasyon,

farklilasma ve apopitoziste genis biyolojik etkileri olan, protein kodlu olmayan, tek
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zincirli, 20-22 niikleotidli bir dizi negatif gen regiilatdriidiir. Insan genomunda su ana
kadar tanimlanmis 1800’¢ yakin microRNA (www.mirbase.org) mevcuttur. Tim
genlerin igerisinde % 1-4’liikk bir yer kapladigr i¢cin microRNAlar gen regiilatorlerinin

icerisindeki biiyiik gruplardan birisidir*3**%.

3.1. MicroRNA Biyogenezi

MiRNAlarin transkripsiyonu, niikleusta,basinda MGpppG kepi ve poliadenilat
kuyrugu olan pri-miRNA transkriptlerinin RNA polimeraz Il enzimi ile reaksiyonu ile
baslar. Ve bu pri-miRNA transkriptinden kofaktorii Pasha olan RNA polimeraz Il
(Drosha) enzim kompleksi sayesinde ortalama 70 niikleotid iceren pre-miRNA
prekiirsér iriinii olusur. RAN-GTP ve Exportin 5 pre-miRNA’y1 niikleustan
sitoplazmaya tasir. Daha sonrasinda baska bir RNase III enzimi olan Dicer, pre-
MIRNA’dan yaklasik 22 niikleotidlik miRNA duplex’ini olusturur. Bu duplex ‘miRNA
iliskili multiprotein RNA indiikleyici-susturucu (miRISC kompleksi)’i¢inde yiiklii
olarak kalir. Bu kompleks igerisinde Argounate proteinler ve matiir tek zincirli miRNA
bulunur. Matiir miRNA’nin mRNA {izerindeki hedef bolgesine baglanmasi iki sekilde
olur. Eger miRNA hedef mRNAya eksik biitiinleyicilik ile baglanirsa ilgili mRNA’nin
translasyonunu negatif yonde etkiler ve translasyonu bloke eder. Ve genelde bu yolu
kullanan matiir miRNAlar hedef mMRNA ya 3’UTR bolgesinden baglanir. Eger matiir
mMiRNA hedef MRNA’ya tam biitiinleyicilik ile baglaniyorsa mRNA translasyonunu
indiikler. Bu mekanizmayi kullanan miRNAlar ise daha ¢ok hedef mRNA’ya kodlama
sekansi veya acik okuma cercevesindeki bolgelerden baglanirlar. (opening reading
frame, ORF) (Sekil 6)
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Sekil 6. MicroRNA biyogenezi

3.2. Tiimor Siipreséor/Onkogen miRNAlar

Normal dokularda diizenli miRNA transkripsiyonu ve hedef mRNA’ya
baglanma protein translasyonunu bloke ederek normal boyutta biiylime, proliferasyon,
diferensiasyon ve hiicre 6liimii saglar. (Sekil 7A)

Timor siipresor gorevi listlenmis bir miRNA’nin rediiksiyonu ya da delesyonu
tiimor formasyonu ile sonucglanir. Sekil 7B’de soru isareti olarak goriilen timor siipresor
miRNA’nin biyogenez asamasindaki herhangi bir rediiksiyon ya da delesyon olmasi
durumunda matiir miRNA hedef mRNA’ya baglanamayacagindan ilgili translasyonu
durmasi1 gereken yerde durduramaz ve onkoproteinler olusur. Bunun sonucunda artmis
proliferasyon, invazyon, angiogenez, programli hiicre 6liimiiniin durmasi, undiferansiye
veya dediferansiye doku olusumu gozlenir. Bu durumda kag¢milmaz sonug¢ timor
formasyonudur.(Sekil 7B)

Onkojenik rolii olan bir miRNA’nin amplifikasyonu veya overekspresyonu
tumor formasyonu ile sonuglanabilir. Bu durumda uygunsuz zamanda ya da uygunsuz
dokuda artmis miRNA diizeyi, miRNA-hedef mRNA arasindaki tumor siipresor

iligkinin eliminasyonuna neden olarak tiimor olusumuna zemin hazirlar. Ayn1 zamanda
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artmis matiir miRNA hedef mRNA’ya ORF (opening reading frame)’den baglanarak

promoter bolgesini harekete gegirebilir ve onkogen olusumunu hizlandirabilir. (Sekil
7C)

A. Normal dokularda B. Tiimiir slipressiir miRNA C. Onkogen miRNA
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Sekil 7. Tiimor siipresor/Onkogen miRNAlar

3.3. Karaciger Hastaliklarinda miRNA’larin Yeri

Karaciger organogenezi ve gelisiminde miRNA’larin yeri iyi tammlanmistir'®’.
Karaciger gelisiminde kok hiicre regiilasyonu ve diferensiasyonunda rolleri vardir. miR-
122 ekspresyonu karacigere spesifiktir ve miR-122’nin fare karacigerinde ekspresyonu
inhibe edildiginde kolesterol ve lipid metabolizmasindaki enzimlerin down-regiile
oldugu gézlenmistirl38. miR-181 ailesinin {yeleri embriyonik karacigerde yiiksek
diizeyde eksprese edilir ve karaciger organogenezini regiile eden transkripsiyon faktorii
GATA6’y1139 kodlayan mRNA’y1 hedefler'*®. miRNA’larin karaciger gelisimindeki

rollerini anlamak bize karaciger patofizyolojisini ve kanser patogenezini anlamada
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yardimci olacaktir. Birgok farkli karaciger hastaliginda bir¢ok farklt miRNA’nin rol
oynadigi bilindiginden miRNA’lar ve gelisim arasindaki bu yakin iligski sasirtict
degildir. Mevcut bir¢ok ¢alisma miRNAlarin karaciger kanseri baglangic1i ve
progresyonuna odaklanmis olsa da kronik karaciger hastaligindaki ¢alismalar da giin

gectikce artmaktadir.

Normal karaciger Kronik
homeostazisi ve karaciger Hepatik fibrozis ve Hepatoseliiler
gelisimi hasari/Hepatit stellat hiicreler Karsinom
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Let-7 miR-155 miR-708 miR-34 miR-221 miR-122 Let-7

miR-122 miR-181 miR-122 miR-666 miR-29 miR-200 miR-26 miR-221/222

Sekil 8. miRNAlarin kronik karaciger hastaligi patogenezi ve kanserdeki rolleri

3.3.1. Viral Hepatitlerde miRNA’larin Rolii

Karacigere spesifik miRNA-122 HCV’nin karacigere tropizmine eslik ederek
ribosomlarin  viral RNA’ya baglanmasim1  dolayisiyla HCV  translasyonunun
stimiilasyonunu saglar***. miR-122nin inhibisyonu HCV replikasyonunu bloke edebilir.

Bu gelisme miRNA bazli ilk klinik ¢alismaya onderlik etmistir**%. (Sekil 8)

3.3.2. Alkolik ve Nonalkolik Karaciger Hastaliginda miRNA’larin Rolii

Alkolik karaciger hastalig1 (ALD, alcoholic liver disease) diinya ¢apinda kronik
karaciger hastahgimin major bir nedenidir ve fibrozisle birlikte siroza ilerleyebilir**®,
Non-alkolik yagli karaciger hastaligt (NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease)

endistrilesmis bat1 iilkelerinde kronik karaciger hastaliinin en sik nedeni gibi
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goriinmektedir. NAFLD gelismis tilkelerde eriskin niifusun % 25-30 unu etkiler ve
insiilin rezistansi, metabolik sendrom, obezite ve tip 2 diyabet kavramlari ile igigedir*®,

ALD’nin patogenezinde miRNA’larin rolii vardir. MiR-125b, miR-146a ve miR-
155 Kupffer hiicrelerinde lipopolisakkaritle indiiklenmis TNF-o inflamatuvar yanitini

regiile etmektedir**

. Kupffer hiicresine spesifik miR-155’in alkolle indiiklenmis TNF-a
aktivasyonuna eslik ettigi daha sonraki ¢aligmalarda gésterilmistirl45.
MiR-34a ve miR-122 diizeylerinin NAFLD’de arttigi gosterilmistir’*®. Bu

microRNA’lar ALD ve NAFLD de tan1 ve tedavide marker olarak kullanilabilir.

3.3.3. Fibrozis ve miRNAlar

Karaciger fibrozisi karacigerde kronik hasarlanmanin bir sonucudur. Hepatik
stellat hiicrelerin ve Kupffer hiicreleri gibi inflamatuvar hiicrelerin fibrozis ve kronik
karaciger hastalig1 gelisimine katkist vardir. Yeni ¢calismalar hepatik stellat hiicrelerdeki
TGF-B (transforming growth factor ) ve niikleer faktor kB arasindaki sinyal nexusunu

Y7 MiR-29 ailesinin iiyeleri ileri fibrozisi olan

mMiR-29’un regiile ettigini gostermistir
hastalarda ve karbon tetra kloriir ile fibrozis indiiksiyonu yapilan fare karacigerlerinde
belirgin olarak digiik saptanmistir. Ek olarak miR-29b hepatik stellat hiicre
aktivasyonunu baskilayarak karaciger fibrozisini yavaslatabilir hatta engelleyebilir'®.
Diger ¢alismalarda karaciger fibrozisi ilerledikge miR-199 ve miR-200’{in iiretiminin

arttig1 g()sterilmistirm.

3.4. Hepatoseliiler Karsinom ve miRNAlar
Farkli etnik gruplar ve farkli evrelerdeki HBV ve HCV iligkili HSK’larda
yapilan gen ekspresyon calismalarinda miRNA’larin birgok ekspresyon paterninin

oldugu gdzlenmistir>*>*

. Bu ¢aligmalarda kromozom amplifikasyonu veya delesyonu
iligkili  miRNA 151 onkojenik potansiyeli nedeniyle bir onkomir olarak
tanimlanmistir™®®. Yeni bir baska calismada ise miR-199a/b-3p’nin HSK hiicrelerinde
down-regiile oldugu ve bu sayede PAK4-Raf-MEK-ERK yolagini inhibe ederek
HSK’nin biiylimesini siiprese ettigi gézlenmistir156.

HSK ile iligkili birgok ¢alismada yeni miRNAlar tanimlanmistir. Genel olarak

HSK’da let-7, miR-122, miR-26 ve miR-101 down-regiile iken, miR-221, miR-181 ve
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mMiR17-92’nin upregiile oldugu gozlenmistir. Bu miRNAlar gelecekte biyomarker ya da
tedavi hedefi olarak kullanilabilirler.

Metastatik ve nonmetastatik HSK’l1 hasta oOrneklerinin Kkarsilastirildigr bir
calismada diizeyi degismis 20 miRNA (let-7g ve miR-122a’y1 igeren)’nin HSK’nin
vendz metastazlari ile iliskisi bulunmustur™’. Venoz metastazh HSK’larda bakilan bu
20 miRNA’nin 16’sinda down-regiilasyon gozlenmis ve bu miRNA diizeylerinin
azalmas1 HSK’nin tiimor progresyonuna katkida bulunmustur. Bu miRNA’larin
iclerinden bir tanesi olan miRNA-122 (hepatosit spesifik miRNA)’nin down
reglilasyonu HSK’nin biiylimesini indiiklemis ve HSK hiicrelerinin migrasyonunu
artirarak invaziv aktivitelerini arttirmistir. Bu yiizden miR-122 HSK metastazinin bir

baskilayicisi olabilir*****°,

3.5. Microrna 122 (miR-122)

MicroRNA 122, karacigere spesifik ve karacigerde en ¢ok bulunan
mMiRNA’dir*®. Hepatosit biiylimesi, diferansiasyonu, kolesterol metabolizmasi1 ve stres
yanitinda 6nemli role sahiptir. Eriskin karacigerinde hepatosit basina yaklasik 66.000
kopya miR-122 bulunmaktadir™".

MiIRNA-122 kromozom 18’in ilizerindeki tek genomik lokiisten iiretilmektedir.
RNA polimeraz II enzimi tarafindan niikleer transkript olan pri-miRNA sentezlenir. Pri-
miRNA Drosha (RNA polimeraz III) enzim kompleksi tarafindan pre-miRNA ya
doniistiiriiliir. Exportin 5 ile sitoplazmaya taginir. Daha sonra Dicer ile matiir miRNA’ya
doniistiriiliir.

Sekil 9A’da pri-miR-122 geninin yapist ve transkripsiyonel diizenlenmesi
goriilmektedir. Transkripsiyonel baslangici anlamak igin bu gendeki Pre-miR-122
sekans1 ve promotera ait 2 ekson bolgenin iligkisini iyi tanimlamak gerekir162. HNF-4a,
promoter bolgeyi aktive ederek pri-miR-122 transkripsiyonunu arttirirken, REV-ERBa
sirkadiyen ritimle transkripsiyonun baskilanmasindan sorumludur. REV-ERBa bu
baskilamay1 promoterdaki 2 bolge iizerinden yiiriitiir. EXON 1’in (-125) — (-113) baz
proksimalindeki bu promoter bolgesi hem HNF-4a ile aktivasyona hem de REV-ERBa

ile inhibisyona ugramaktadir*®,
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Sekil 9-A. pri-miR-122’nin yapisi ve transkripsiyonel diizenlenme

Sekil 9-A’da transkripsiyon sonrasi pre-miR-122 ve eflatun rengin igerisinde
matlir miR-122 goriilmektedir. MiRNA’larin posttranskripsiyonel modifikasyonlarinda
genelde 3’uca bir ya da iki niikleotid eklenmesi sik gozlenen bir durumdur. Ancak miR-
122 igin posttranskripsiyonel 3’adenilasyonu miRNA stabilizasyonunu saglamada
onemli bir faktordiir. Mass spektrometri ile miR-122’nin fare karacigerinde birgok farkli
izoformuna rastlanmistir. Sekil 10.B-C’de fare karacigerinde iiretilen farklt miR-122
formlar1 gosterilmistir. Bu formlardan 3’kuyrugunda tek adenozin bulunan formuna bu
niikleotid non-canonical poly(A) polimerazt GLD-2 tarafindan eklenmistir'®*. GLD-2 -/-
farelerde total miR-122 diizeyi azalmis olup miR-122’nin dagilip pargalanmasi
kolaylagmistir. Bu 3’adenilasyonun miR-122 yi daha stabil tuttugu diistiniilmektedir.
J’adenilasyon olmadiginda miR-122’nin hangi yolakla dagildigi heniiz tespit
edilememistir. GLD-2’nin miR-122’den sonra bir¢ok farkli miRNA da adenilasyon
yaptig1 gosterilmis, yapilan bu adenilasyonun yikimi Onlemek disinda baska olasi

etkilerinin de olabileceginden bahsedilmistir'®*.
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Sekil 10. B ve C: pre-miR-122 sekansi1 ve matiir 23 niikleotidli miR-122 (eflatun renkte), matiir
MiR-122 formlari

Farelerin embriyonik fibroblastlarinda miR-122’nin  GLD-2 tarafindan
modifikasyonu goézlenmis ve bu hiicrelerde sitoplazmik poliadenilasyon element
baglayici proteinin (CPEP, cytoplasmic polyadenilation element binding protein) p53
poliadenilasyon/translasyonunu arttirarak hiicre yaslanmasi ile iliskisi gésterilmistir165.
miR-122 iki 3’UTR baglant1 bolgesi yardimiyla CPEP ekspresyonunu down-regiile
etmekte ve GLD-2’nin deplesyonu miR-122 diizeyini azaltarak, CPEP ve p53’i stimiile

165

etmektedir™°. miR-122’nin karaciger dis1 bu dokulardaki gorevleri ilgingtir ve diger

dokulardaki ¢ok diisiik diizeydeki miR-122 diizeyinin diger baska hedeflerle icice

oldugu distiniilmektedir.
MiR-122’nin karacigerde tanimlanabilmis metabolik, antiinflamatuvar ve
antitimorogenik  birgok  etkinligi vardir'®, Lipid metabolizmasi*®"'®,  hiicre

diferensiasyonu®®, hepatik sirkadiyan regiilasyon'”®, HCV replikasyonu'”, sistemik

172 gorevleri gosterilmis olup, alkolik steatohepatitte173,

demir homeostazisindeki
karaciger sirozunda'’* ve hepatoseliiler kanserde doku ve hiicre bloklarinda diizeyinin
azaldig1 bilinmektedir. MiR-122’nin karaciger patofizyolojisindeki gorevlerinin bir

kismi tanimlanabilmis olup bir kismininsa hala tanimlanamadig diisiiniilmektedir.
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3.6. Hepatoseliiler Kanser ve miR-122

MiR-122, hepatoseliiler karsinomada negatif bir role sahiptir. HSK’da farkli bir
cok hedef molekiile baglanarak hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apopitoz ve
anjiogenez lizerinde timor siipressor etkinlik gostermektedir. MiR-122"nin insan HSK
dokularinda belirgin diizeyde diistiigii bircok referans ¢alismada gosterilmistir'”>*"®, Ve
miR-122’nin  down-regiilasyonu HSK’da kotii prognostik bir faktér olarak
gorilmektedir. Bu ¢alismalarin sonucunda miR-122’nin hepatokarsinogenezde tiimor
stipresor bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Antitiim0r etkinligi olan miRNA’lar tiimor gelisimini onkogenleri negatif yonde
etkileyerek veya hiicre kontrol mekanizmast olan apopitozisi diizenleyerek
yapmaktad1rl79. Lin ve ark.’nin'® yaptig1 calismada miR-122’nin antiapopitotik Bel-2
ailesinin iiyesi olan Bel-w’nun 3’UTR bdlgesine baglanarak etki ettigi gosterilmistir.
miR-122, bcl-w’nin 3’UTR bdlgesine baglanarak seliler mRNA ve Bel-w’nin protein
diizeylerini diisiirtir, kaspase-3’ii aktiflestirerek timor hiicresini apopitozise stirtikler.

Xu ve ark.nin®® yaptig1 caligmada ise Wnt gen ailesi iiyelerinden biri olan Wnt-
1’in 3°’UTR bolgesine baglanan miR-122’nin Wnt-1’in posttranskripsiyonel diizeylerini
distirdigii gozlenmistir. Diizeyi diisen Wnt-1’in B-catenin ve TCF-4 proteinlerinde
down regiilasyona neden olmaktadir. Wnt-1 hepatoseliiler kanserde diizeyinin ¢ok

18218 Wnt-1 transmembran reseptorine baglandiginda LDL

arttigl  gosterilmistir
reseptOr iligkili protein 5 ve 6 kompleksi hiicre i¢i yolaklar1 fosforilasyonla aktive eder.
B-catenin aktiflesir ve B-catenin seliiler proliferasyon, diferensiasyon ve apopitoziste
gorevlidir. Diizeyi ¢ok artan -catenin tiimor dokuda undiferensiasyon ve antiapopitotik
slireci baglatir. miR-122 ise Wnt/B-catenin yolaginda supresyon yaparak antitimoral
etkinlik g(istermektedirlgl.

Tiimoral dokuda diizeyi azalan miR-122’nin karacigerdeki hasara bagl olarak
serum ya da plazmada artacagi diisiiniilmektedir*®™%. Ve bu yiizden hepatoseliiler
kanserde miR-122’nin yeni bir kanser tani, tedavi ve progoz marker1 olabilecegi
dﬁsﬁnﬁlmektedirlgg.

Biz de calismamizda farkli kliniklerde takip edilen farkli evrelerdeki 43
hepatoseliiler kanserli hastanin kaninda real-time PCR metodu ile serumunda miR-
122’yi gostermeyi ve bu degerleri hastalarin diger diagnostik, klinik, prognostik

verileriyle karsilastirmay1 hedefledik.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Balcali Hastanesinde 2011-
2012 wyillarinda yatarak tedavi goren veya poliklinik kontroliine gelen 43 HSK
hastasindan ve 43 kontrol grubu hastadan toplanan periferik kan materyal olarak
kullanildi. 2 hepatoseliiler kanserli olgunun karaciger nakli dncesi ve sonrasi kanlari
alind1.

Calisma icin Cukurova Universitesi Etik Kurul onay1 alindi. Tiim hastalarda tam
fiziki muayene yapildi. Hastalardan hepatit markirlart (HBsAg, antiHBs, anti-HBclgG,
anti-HCV), tam kan saymmi (CBC), protrombin zamani (PTZ), uluslararasi
normallestirme oran1 (INR), ferritin, glukoz, iire, kreatinin (Cr), Aspartat Amino
Transferaz (AST), Alanin Amino Transferaz (ALT), Alblimin, total bilirubin, direk
bilirubin, kalsiyum, serum alfa fetoprotein (AFP) diizeyleri c¢alisildi. HBsAg(+)
vakalarin serumundan HbeAg, antiHbe, antidelta, serum PCR ile HBVDNA,
antiHCV(+) hastalarin serumundan HCV RNA diizeylerine bakildi. Hastalara USG,
portal RDUSG, Dinamik MR/Dinamik BT goriintiilemeleri yapildi. Hastalarin Child-
Pugh ve MELD skorlar1 hesaplandi. BCLC evreleri belirlendi. Hastalar portal invazyon,
asit, siroz varligi ya da yoklugu, hepatit durumu (HBV ve HCV koenfeksiyonu, HBV ve
HDV koenfeksiyonu, kriptojenik, otoimmiin, alkolik, saglikli), sigara ve alkol kullanim
durumlarina gore siniflandirildi. Hastalarla ayn1 yas ve ayni cinsiyetteki kontrol grubu
hastalardan ise hepatit markerlari, AST, ALT, Albumin, Total bilurubin, Direk
bilurubin, kalsiyum, tam kan sayimi, koagiilasyon markerlar1 ¢alisildi. Karacigerde kitle
tarama testi olarak kontrollere batin USG yapildi.

Caligmaya alinan gruplardan 2,5 ml periferik kan, RNA latter soliisyonu igeren
tiipe alindi. Hasta ve kontrol grubu bireylerinden alinan periferik kanlar -20°C’de
calisma giintine kadar muhafaza edildi.

Arastirmaya katilan c¢alisma ve kontrol grubu bireylerinin kanlar1 goniilliiliik
esasina dayanarak etik kurallar ¢ergevesinde toplanmistir. Hem hasta hem de kontrol
grubundaki goniilliiler, calismaya katilmadan 6nce ¢alismanin amaci ve igerigi hakkinda

acik bir dille bilgilendirilmistir.
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Bu ¢alisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Balcali Hastanesinde Pediatri
Onkoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismada real-time PCR metodu

kullanilmustir.

4.1. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincirleme Tepkimesi

Gergek-Zamanli  Polimeraz  Zincirleme Tepkimesi (RT-PCR, real-time
polymerase chain reaction) temeli polimeraz zincirleme tepkimesine dayanan, DNA
molekiillerini ¢ogaltmaya ve es zamanl olarak miktarii 6lgmek icin siklikla kullanilan
bir laboratuvar teknigidir. Bu teknige nicel gercek zamanli polimeraz zincirleme
tepkimesi (QPCR - quantitative real time polymerase chain reaction) ya da kinetik
polimeraz zincirleme tepkimesi denilmektedir. RT-PCR’1 iyi anlayabilmek igin
oncelikle PCR (polimeraz zincirleme tepkimesi) iyi anlagilmalidir.

PCR, tek ya da az sayida DNA molekiiliinii kopyalama yoluyla milyonlarca
kopya haline getirmek i¢in kullanilan yari-nicel bir tekniktir. PCR, sirasiyla ve miikerrer
olarak, 1styla DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasi ve tekrar sogutularak primer
denilen diziye 6zel kiiciik DNA parcalarinin (oligoniikleotidler) tepkimeyi baslatmasi
sonucu, DNA’nin kopyalanmasi esasina dayanir.

Bir PCR tepkimesi ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin 95°C’ye 1sitilarak sarmalin
¢oOziilmesi ile baglar. Daha sonra, 1s1ty1 50-60°C dustirerek c¢ogaltilmak istenen DNA
dizisinin 3’uglarmna 06zel olarak tasarlanan sentetik oligoniikleotidlerin DNA’ya
baglanmas1 saglanir. Tepkime tiipiinde bulunan deoksiniikleotidler (dNTP) 1siya
dayanikli Taq polimeraz enzimi ile yeni DNA molekiiliiniin sentezlenmesi ig¢in
kullanilirlar. Bu enzim kaplica gibi sicak kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus
bakterilerinden elde edilir. Bu enzim 1s1 tekrar 95 °C ¢ikarildiginda dahi yapisimi korur
ve 72 °C kadar olan sicaklikta katalitik olarak goérev yapabilir. Sentez islemi bitince
tepkime tiipli tekrar 95 °C ¢ikarilir ve biitiin islem tekrarlanir. Bu tekrarlama islemi
sonucunda istenilen DNA dizisi koplayanmis ve yaklasik 20 dongii sonunda tek bir
DNA molekiiliiniin bir milyondan fazla kopyas: yapilmis olur. Bu islem sirasinda
kopyalanmasi istenilmeyen DNA dizileri kopyalanmaz ve tek kopya halinde kalirlar.

Biitiin tepkime islemi sonrasinda, DNA molekiilleri etidyum bromit iceren
akrilamid jellere yiiklenir ve boyutlarina gore ayrilir. Bu sayede kopyalanmis DNA

molekiilleri goriintiilenebilir. Biitiin tepkime tiiplerindeki ornekler ayni iglemden
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gectikleri icin, akrilamid jel lizerinde farklit DNA bant biiyiikliikleri, 6rnekler arasinda
farkli DNA miktar1 oldugunu bu da bize baslangigta 6rnek tiiplerinde istenilen DNA
miktarlarimin  farkli oldugunu belirtir. Boylece farkli ornekler birbirlerine gore
degerlendirilmis olurlar. Ancak, PCR yonteminin dezavantajlarindan biri dongii sayisi
arttikca Orneklerin kopyalanmasinda DNA miktarinin plato denilen doymusluk
seviyesine ulagmasi ve akrilamid jel iizerinde yorum yapmayi zorlastirmasidir. Bu
doymusluk seviyesi sorununu asabilmek i¢in her dongliden sonra DNA miktarinin
ger¢ek zamanli olarak ol¢iildiigii RT-PCR teknigi gibi teknikler kullanilmaktadir.

RT-PCR, her PCR dongiisiinden sonra tepkime tiiplerindeki DNA miktarinin
akrilamid jellere gerek kalmadan Olgiilmesi temeline dayanan karmasik ve siklikla
kullanilan bir tekniktir. RT-PCR ihtiyaglar dogrultusunda tasarlanmis gelismis bir PCR
yontemidir. RT-PCR’in PCR’a goére daha avantajli olmasimin sebeplerinden biri de,
PCR’da gerek duyulan nanogram (10° g) seviyesindeki baslangi¢ materyaline oranla
pikogram (102 @) ve hatta femtogram (10" @) seviyelerindeki baslangic
materyalleriyle de kullanilabilmesidir. Bu hassasiyet o6zelligi RT-PCR’da etidyum
bromit yerine kullanilan 1sinir (floresan) molekiillerden kaynaklanir.

Son yillarda, gercek zamanli DNA sentezinin goriintiillenmesi amaciyla farkli
1sinir molekiiller gelistirilmis ve kullanilmistir. Bunlar arasinda yiiksek hassasiyet ve
kolay kullanim kapasiteli SYBR Green molekiilii 6ne ¢ikanlardan birisidir. SYBR
Green, ¢ift sarmalli DNA molekiillerine baglanmasi sonucu belli dalga boyunda
uyarilarak yine belli dalga boylarinda 1s1ma yapar. Tepkimede dongii sayisi ilerledikge
daha fazla ¢ift sarmalli DNA molekiilii sentezlendigi i¢in daha fazla SYBR Green
DNA’ya baglanir ve daha fazla 1s1ma yapar. Her dongii sayisindan sonraki DNA miktar1
ayni zamanda baglangigta tliplerde bulunan DNA miktariyla dogru orantilidir. Her
dongili sonunda tepkime tiiplerindeki 1s1ma miktarin1 6lgerek, tiiplerdeki ¢ift sarmalli
DNA molekiillerinin miktarini da belirlemis oluruz.

Bu zincirleme tepkimelerinde RT-PCR makineleri kullanilir. Bu makineler ayni
anda hem DNA miktarini ¢ogaltirlar hem de 1s1ma miktarint 6lgerler. Biinyesinde hem
bir thermal cycler (iginde tepkime tiiplerinin yerlestirildigi ve hizlica 1sitilan ve
sogutulan 1s1 blogu bulunduran cihaz, bu sayede DNA kopyalanmasini saglar) hem de
bir fluorimeter (farkli dalgaboylarinda 1s1k tireterek tiiplerdeki molekiilleri uyarabilen —

bu Ornekte SYBR Green- ve ayni zamanda uyarilan molekiillerin yaptig1 farklh
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dalgaboylarindaki 1simay1 Olgebilen cihaz) bulundurur. Bu cihazin yapilan 1simay1
Olgebilmesinin bir esik degeri vardir. Bu esik degerinin altindaki biitiin sinyaller
yokmus gibi degerlendirilir. Zincirleme tepkimesi ilerledik¢e, bu esik degerine daha
erken dongiilerde (diisiik dongii sayis1) ulasan 6rnekler, baslangic 6rneginde daha ¢ok
istenilen DNA dizisinin varligini belirtir. Bu degere dongii esigi (Ct — cycle threshold)
degeri denir (bkz. Sekil 11). Ct degeri, esik degerine ulagilmasi i¢in gereken dongii
sayis1 olarak tanimlanir. Ct degeri baslangi¢c 6rneginde bulunan DNA miktariyla ters
orantilidir. Bagka bir ifadeyle kii¢iik Ct degeri daha biiyiik baslangi¢ materyali anlamina
gelir.
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Sekil 11. Hayali bir RT-PCR sonucu grafigi. A, B ve C érneklerinin Ct degerleri gosterilmistir

RT-PCR sonuglarini degerlendirmek i¢in iki yontem vardir, gorece ya da
karsilastirmali (relative ya da comparative) ve mutlak (absolute) degerlendirme.

Gorece degerlendirme, bir ¢ok ornegin deney i¢i kontrol seviyesine gore
normalize edilmesi sonucu Orneklerdeki istenilen DNA yada mRNA miktarinin 6rnekler
arasindaki azlik ya da ¢okluk durumunu belirler. Deney i¢i kontrol olarak kullanilan
diziler genelde biitlin 6rneklerde esit miktarda oldugu bilinen ve ayni tiip ya da ayr1 bir
tipte yine PCR ile ¢ogaltilan niikleik asitlerdir. Dolayisiyla, gorece degerlendirme
yapilirken konsantrasyonu bilinen bir standart 6rneginin kullanilmasina gerek kalmaz.
Gorece degerlendirme gen anlatimi seviyesindeki fizyolojik degisimlerin dlgiilmesi i¢in
yeterli seviyede bir degerlendirmedir. Tekrar edecek olursak, gorece degerlendirme

farkli 6rneklerdeki istenilen DNA dizisinin Ct degerlerinin esit seviyedeki bir deney ici
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kontrole gore normalize edilmesi esasina dayanir. Bu degerlendirme 6rnekler arasinda
azlik ya da ¢okluk; ya da katlar cinsinden sonug verir (6rnegin, bir érnekte istenilen
DNA dizisi miktar: diger ornektekinin 5 katidir). Gorece degerlendirme Cr degerleri
kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir (bu hayali hesaplama Sekil 10’da bulunan Ct
degerlerine ek olarak A ve B orneklerindeki deney i¢i kontrol genlerinin Ct degerlerinin

strastyla 6.3 ve 6.2 oldugu kabul edilerek yapilmistir):

kath  -((Cq,- Cry,, )~ Cry CTBHK)) C;, =A brmegi C; deferi
Anlatm =2 CTADiK = A Ornegi deney igi kontrol
Seviyesi C,degeri
C._ =B drnegi C;degeri
Katl -((9.2-6.3)-(14.1-6.4)) o e dersr st
Anlatim =2 =27.86 Tapy ~ B Ornegi deney ici kontro
Seviyesi C; degeri

Sekil 12. RT-PCR sonucunun gorece degerlendirmesi i¢in kullanilan formiil

Bu normalize edilmis hayali hesaplama sonucu, A o6rneginde istenilen DNA
miktarinin B 6rnegine gore 27.86 kat fazla oldugu goriilebilir.

Mutlak degerlendirme, DNA konsantrasyonu kesin olarak bilinen 6rneklerin
standart dogrusu yapmak i¢in kullanilmasi ile yapilir. Bir 6rnegin Ct degerinin bu
standart dogrusundaki degerlere gore incelenmesiyle dérnekte bulunan DNA miktarinin
mutlak degeri hesaplanir. Standart dogrular hassas ve tekrarlanabilir sonuglar elde
etmekte kullanilabilirler. Ancak, bu standart dogrularin oluisturulmasi sirasinda son
derece hassas ve 6zenli davranilmalidir. Ciinkii RT-PCR o6rneklerinin mutlak degerinin
belirlenmesi bu dogrulara baghdir. Bu degerlendirme yontemi, 6rnekte bulunan kesin
DNA miktarini belirler (6rnegin; ilgilenilen DNA miktart bir 6rnekte 6.4 pikogram
diger bir 6rnekte de 1 pikogram vardir).

RT-PCR laboratuvarlarda bir ¢ok amagla kullanilirlar. Siklikla tanisal ve temel
aragtirma yapmak i¢in kullanilir. Tanisal amagla RT-PCR, belirli enfeksiyonel
hastaliklara, kansere ya da genetik bozukluklara sebep oldugu bilinen niikleik asit
seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Arastirma amaglh olarak ise, gen anlatim
seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Ornek olarak, belitli bir genin anlatim

seviyesinin gelisme siiresince ya da hiicre dongiisiinde, kullanilan farmakolojik ilaglara
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gore tepki olarak, ¢evresel faktorlere bagl olarak ya da hiicre farklilagsmasi siirecinde ne
yonde degistiginin tespitinde kullanilabilir.

RT-PCR’da baslangic materyali olarak RNA, genomik DNA ya da plasmid
DNA’s1 kullanilabilir. Herhangi bir RNA (mRNA, rRNA, mikroRNA) kullanilacagi
takdirde, RNA’nin Once ters-transkripsiyon tepkimesi islemiyle timleyicisi olan
DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmesi gerekir. Yakin zamanda, bu islemin yapilmasina
gerek birakmayan ters-transkripsiyonlu gercek zamanli PCR (RT-qPCR, reverse

transcription quantitative polymerase chain reaction) kitleri piyasaya siirtilmiistiir.

4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

- High piire miRNA izolasyon kiti

- miRCURY universal cDNA sentez Kiti

- Baglanma tamponu (binding buffer)

- Baglanma kuvvetlendirici (binding enhancer)

- Yikama soliisyonu (Wash buffer)

- Eliisyon tamponu (elution buffer)

- Filtreli tiipler

- Atik tiipleri

- 1,5 ml eppendorfler

- 200 pl ve 1000l pipet ve pipet uclart

- 13.000g ¢alisabilen eppendorf santrifiijii

Paxgene blood RNA latter tiipiiniin i¢erisinde -20°C de sakli tam kandan 150 pl.
aliarak icerisine 312 pl binding buffer ve 200 pl binding enhancer eklendi. Kan filtreli
tiipe aktarildiktan sonra 13.000g de 45 sn. santrifiije edildi. Daha sonra iizerine 500 pl
wash buffer eklendi. 13.000g de 30 sn. santrifiije edildi. Uzerine 300 pl wash buffer
eklendi. 13.000 g de 30 sn. santrifiije edildi. Daha sonra 1 dk. Santrifiije edildi. Daha
sonra filtreli tiipler eppendorf tiiplerinin icine kondu. Igerisine 75 ul elution buffer

eklenerek 13.000 g de 1 dk. Santrifiije edildi. Ve total RNA eldesi yapildu.
4.2.1. Universal Komplementer DNA Sentez Kiti

Sentetik spike-in liyofilize halde bulunmakta olup 40 pul PCR grade water ile

sulandirildi. Calisma 6ncesi 15 dk. buz tizerinde tutuldu.
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4.2.2. Komplementer DNA Yapim I¢in Karisim Protokolii

Elde edilen RNA’larin Komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmesi igin
miRCURY universal cDNA sentez kiti kullanildi. Sentezin gerceklesmesi i¢in gerekli
olan bilesenler, 5x reaksiyon buffer, Niikleaz free water, Enzyme mix, Sentetik spike-in
olarak tretici firmanin miRCURY universal cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu
kilavuzdaki tavsiyelere uyularak gerekli hacimlerde hazirlanarak olusturuldu.
Olusturulan cDNA sentez mix’inin 16 ul’lik hacmine elde edilen total RNA’lardan 4’er

ul eklenerek Total Volume hazirlanda.

Tablo 2. Komplementer DNA Yapim i¢cin Karisim Protokolii

5x reaksiyon buffer 4 ul
Niikleaz free water 9 ul
Enzyme mix 2 ul
Sentetik spike-in 1 ul
Total RNA 4 ul (5ng/ul)
Total Volume 20 pl

4.2.3. Komplementer DNA Yapim I¢in Is1 Protokolii

Hazirlanan ¢cDNA sentez mix ve RNA karigimlart yine {retici firmanin
miRCURY universal cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu kilavuzda ki tavsiyelerine
uyularak asagida ki 1s1 ve siirelerde islem gormek iizere Light Cycler 480 sistemine ait
96 kuyucuklu plate tizerine yiiklendi.

- 42 °C de 60 dk.

-95°C de 5 dk.

- +4 °C de saklama veya -20 °C de saklama

Uygulanan protokol sonrasinda ¢cDNA’lar elde edildi.. Elde edilen cDNA lar
PCR asamasi oOncesi 1:80 oraminda PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan
karisimlar Light Cycler 480 sistemine ait 96 kuyucuklu plate tizerine yiiklendi.
SNORD48 PCR primer mix 220 pl niikleaz free water ile sulandirildi. Hsa-miR-122

PCR Primer mixler ise 110 ar pl niikleaz free water ile sulandirilda.
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4.24. Ger¢ek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Housekeeping gen/
Referans gen)

cDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili
bolgeleri isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix ve SNORD48 Pcr Primer

Mix’leri liretici firmanin tavsiyelerine uyularak asagidaki protokole gore hazirlandi.

Tablo 3. Ger¢cek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Housekeeping gen/ Referans gen)

SYBR Green Master Mix Sul
SNORD48 PCR Primer mix 1ul
1/80 sulandirilmis cDNA 4ul
Total Volume 10ul

4.2.5. Ger¢ek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Target gen/Hedef gen)

cDNA’larin hedef gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix, Hsa-miR-122 PCR Primer Mix
(forward) ve Hsa-miR-122 PCR Primer Mix’leri (reverse) iiretici firmanin tavsiyelerine

uyularak asagida ki protokole gore hazirlandi.

Tablo 4. Gercek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Target gen/Hedef gen)

SYBR Green Master Mix S5ul
Hsa-miR-122 PCR Primer Mix (Forward ) 0,5 pl
Hsa-miR- 122 PCR Primer Mix (Reverse) 0,5 pl
1/80 sulandirilmig cDNA 4ul
Total voliim 10 pl

4.2.6. Ger¢ek Zamanh PCR Is1 Protokolii

Hazirlanan Referans Gen Real Time PCR Mix’leri ve Hedef Gen Real Time
PCR Mix’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 480 Sistemine ait 96 kuyucuklu
plate’ler tlizerinde biraraya getirildikten sonra asagida ki Is1 Protokolii ile Light Cycler

480 Sisteminde Gerg¢ek Zamanli PCR igin isleme alind1.
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Tablo 5. Ger¢cek Zamanh PCR Is1 Protokolii

Denaturasyon 95°C de 10 dk.
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.

Bu dongii 45 kez saglanir.(45 cycle, Ramp-rite | 60°C de 1 dk. Okuma
1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degigimi)
Erime egrisi 95°C de 30 sn.

40 °C de 1 dk.

85 °C de continue (Acquisitions 3 per/°C)
Sogutma 40 °C de 1 dk.

Amplifikasyon Egrileri

H3

0En

H3N

3an

a2

287

Floresans
=

§

am

4870

030 =

n X £ % ] ®
DONGU SAYISI

Sekil 13. Hasta ve kontrollere ait amplifikasyon egrileri

4.3. Istatistiksel Metod

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olclimler say1 ve ylizde olarak, siirekli dl¢limlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare test ya da Fisher test istatistigi kullanildi. Gruplar arasinda
stirekli 6lglimlerin karsilagtirilmasinda dagilimlar kontrol edildi, degisken sayisina gore
normal dagilim gostermeyen parametrelere de Mann Whitney U testi yada Kruscal
Wallis testi kullanildi. Caligmada hasta ve kontrol gruplari baz alinarak Mirl22

ekspresyonu icin sensitivite (duyarlilik) ve spesifite (6zgiilliikk) degerleri hesaplanarak
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ve ROC egrisi altinda kalan alan incelenerek cut off deger belirlendi. MiR-122
ekspresyonuna gore degiskenler arasi korelasyon i¢in Spearman korelasyon testi

kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindi.
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5. BULGULAR

Tablo 6. Hasta ve Kontrol Grubu Karsilastirmasi

Hasta Kontrol Toplam p
Cinsiyet
Erkek 36(80,0) 36(80,0) 72(80,0)
Kadin 9(20,0) 9(20,0) 18(20,0) | 0,604
Siroz
Var 37(86,0) 0(0,0) 37(42,0)
Yok 6(14,0) 45(100,0) | 51(58,0) | 0,0001
Hepatit 2,4+2,1 4+0 0,0001
AFP 1375,2+7361.,9 0,7+0,4 0,0001
AST 109,7+143,8 21,2+7,5 0,0001
ALT 61,6+79,6 18,949.1 0,0001
PTZ 15,242.6 13,1462 0,0001
INR 1,3+0,2 1,1£0,6 0,0001

Hasta grubunda toplam 43, kontrol grubunda toplam 43 kisi mevcuttu. Ancak 2
hastanin karaciger nakli yapilmadan 6nce ve yapildiktan sonraki kan 6rnekleri dikkate
almirsa calisma i¢in her grupta 45’er 6rnek mevcuttu. Kontrol grubundaki 6rnekler
hastalarla ayni yas ve cinsiyette, hepatit markerlar1 negatif, transaminazlari ve
koagiilasyon markerlart normal, ultrasonografide karaciger ekojenitesi normal ve
icerisinde solid/heterojen kitle barindirmayan hastalardan segildi. Ve kontrol grubunun
saglikli secildigi istatistiki olarak gosterildi. Tablo 6’da hasta ve kontrol grubundaki
caligmanin kriterleri karsilagtirilmis olup saglama yapilmistir. Buna gore her iki grupta
da yas ve cinsiyet agisindan fark yoktur. Her hastanin karsisina ayni yas ve cinsiyetteki
kontroller koyulmustur. Kontrol grubu siroz olmayan saglikli hastalardan se¢ilmis ve
her iki gruptaki fark tabloda istatistiki olarak gdsterilmistir. (p<0,0001). Kontrol
grubundaki higbir hastanin hepatiti olmayip saglikli hastalardan segilmistir. (P<0,0001)
(Degerlendirmedeki 4 rakami SPSS verilerini girerkenki kodlama olup 4 saglikli
bireylere ait hepatit kodudur.) Aymi sekilde hastalarin AFP, AST, ALT, PTZ, INR
degerleri hasta ve kontrol grubunda belirgin olarak farklidir. (P<0,0001)
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Tablo 7. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Dagilimi

Ort+SS Medyan Minimum Maksimum

Yas 62,799 62 23 79
AFP 672,324+5161,6 1,45 0,1 48402
AST 64,466+109,5 29,5 9 680
ALT 39,83+59,7 26,5 7 488
ALBUMIN 3,144+0,6 3,2 1,9 4,6
PTZ 14,146+4,8 12,97 10,6 52,4
INR 1,222+0,4 1,13 0,9 4,7
Ca 8,982+0,7 9 7,3 12,3
HCT 35,18+6,1 36,2 22 46,8
PLT 232,861+161,8 206 21,8 985
FERRITIN 340,483+664,2 75 5,2 3308
CRP 2,5467+4,7 0,896 0,1 31
Serum miR-122 diizeyi 0,017552+0,041 0,003455 0 0,262

Tablo 7’de hasta ve kontrol grubunun demografik verileri ortalama, medyan,

minimum ve maksimum degerleri ile gosterilmistir.

44




Tablo 8. Hasta Grubunun Tamimlayic istatistikleri

%

Child
A 18 41,9
B 17 39,5
C 8 18,6
Tiimér Capr
<2cm 3 7,0
2-5cm. 20 46,5
3.>5cm 20 46,5
Nodiil
Tek 21 48,8
Multi 18 41,9
Diffiiz 4 9,3
Vaskiiler invazyon
Yok 29 67,4
Var 14 32,6
Asit
Yok 20 46,5
Var 23 535
Doku Tamis1
Yok 28 65
Var 15 35
Tip2 DM
Yok 36 80,0
Var 9 20,0
BCLC n %
Al 1 2
A2 4 9
A3 5 11
A4 1 2
B 12 27
C 13 30
D 7 16
Hepatit
HBV 26 60
HCV 9 20
HBV+HCV 1 2
HBV+HDV 1 2
Non-viral 9 20
HBeAg
pozitif 3 11
negatif 23 89
Tablo 9. Hasta Grubunun Tiimér Boyutu, MELD Skoru, Bilurubin ve AFP Degerleri
N Ort+SS Minimum Maksimum
Timor boyutu 43 61,5+46,9mm 10mm 200mm
MELD 43 12,945,0 7 34
Biliirubin 43 2,6+3.6 3 18,9
AFP 43 1375,2+7361,9 1 48402
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Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubunun Laboratuar Verileri ve Serum miR-122 Diizeylerinin

Karsilastirnlmasi
Hasta Kontrol
Ort£SS Med(Min-Max) Ort£SS Med(Min-Max) p

Yas 62,6499 62(23-79) 62,8+9.,9 61(23-79) 0,904
AST 109,7+143,8 62(20-680) 21,247,5 20(9-41) 0,0001
ALT 61,6£79,6 41(18-488) 18,949,1 18(7-39) 0,0001
Albiimin 3,1£0,6 3,2(1,9-4,1) 3,240,5 3,3(2,2-4,6) 0,247
PTZ 15,242,6 14,9(10,7-24,2) 13,146,2 11,8(10,6-52,4) | 0,0001
INR 1,3+0,2 1,3(0,9-2,3) 1,1+0,6 1,1(0,9-4,7) 0,0001
Cat++ 8,9+0,9 8,9(7,6-12,3) 9,1+0,6 9(7,3-10,1) 0,030
HCT 35,246,6 36,1(22-46,8) 35,2+5,6 36,3(23,2-45,5) 0,957
PLT 161,6+159,9 123(51-985) 300,9+132,9 302(21,8-556) 0,0001
Ferritin 313,1+458,5 101,25(6,5-1963) 364,1+806,8 60,3(5,2-3308) 1,000
CRP 2, 8+£3,5 1,43(0,13-13,8) 2,4+5,5 0,839(0,1-31) 0,048
Serum

miR-122 0,030173+£0,053 | 0,00943(0-0,262) | 0,00493+0,015 0,0017(0-0,1) 0,0001
diizeyi

Tablo 10’da hasta ve kontrol grubuna ait laboratuvar verileri ve serum miR-122
degerleri goriilmektedir. Her iki grupta da calisma diizeni geregi yas ve cinsiyet farki
yoktu.(p:0,904) Hastalarin ortalama AST degeri 109,7 w/ml, ALT degeri ise 61,6 idi.
Kontrol grubu ile belirgin farkli saptandi. (p<0.0001) Hasta ve kontrol grubunun
alblimin degerleri arasinda istatistiki agidan anlamli farklilik saptanmadi. (p: 0,247)
Hasta ve kontrol grubunda koagiilasyon markerlar1 arasinda belirgin farklilik saptandi.
(p<0.0001). Hasta grubunun koagiilasyon markerlarindan Protrombin zamani1 ve INR
degeri anlamli olarak daha yiiksekti. Hasta ve kontrol grubunda trombosit (PLT)
degerleri arasinda anlamli farklilik saptandi. (p<0.0001) Hasta grubunun trombositleri
anlaml olarak daha diisiik bulundu. Hasta grubunun C-reaktif protein (CRP) diizeyi
kontrol grubuna goére daha yiiksek bulundu ve istatistiki olarak anlamli idi.(p<0.05)
Ancak hasta ve kontrol grubunun kalsiyum, hematokrit ve ferritin degerleri arasinda
istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmadi.

HSK’l1 hasta grubunun serum miR-122 diizeyi kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha yiiksek bulundu.( hasta grubu ort.: 0,030173+0,053, kontrol grubu ort.:
0,00493+0,015, p<0.0001 )
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MiR-122 Icin Cut-off Deger Belirlenmesi

Calismada hasta ve kontrol gruplar1 baz alinarak serum miR-122 igin sensitivite
(duyarhilik) ve spesifite (0zgiilliik) degerleri hesapland1 ve ROC egrisi altinda kalan alan
incelenerek cut off deger belirlendi.

ROC egrisi altinda kalan alana gore (0,724) hasta grubunda miR-122 igin cut-off
deger belirlendi. Bu egri ve altinda kalan degere gore tablo 11°de ortada koyu harfle
gosterilen 2 degerin lizerinde kalan serum miR-122 diizeyi % 66-68 sensitivite ve % 68-

75 spesivite ile hepatoseliiler kanser hastalar1 i¢in anlaml1 kabul edilebilecektir.

ROC Egrisi

1,07

0.5 /_‘_._r
0.6 —

Sensitivite

0,47

0,0 ] ] L] 1
0.0 02 04 06 08 1.0

1- spesifite
Sekil 14. ROC egrisi altinda kalan alan (AUC) 0,724 p=0,0001

Tablo 11. miR-122 i¢in Cut-Off Deger Secimi

MIR122 degeri Sensitive (duyarlilik) Spesivite (6zgiilliik)
,002745 ,756 0,600
,002940 ,733 0,644
,003455 ,689 0,689
,003840 ,667 0,756
,004085 ,644 0,778
,005990 ,622 0,911
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Tablo 12. Spearman Korelasyon Tablosu

BCLC MELD Bilurubin AFP

Serum miR-122 r -0,02 0,13 0,07 0,19

diizeyi p 0,886 0,382 0,624 0,198

r 35" 51 417

BCLC p 0,017 0,0001 0,005

r 65 0,27

MELD p 0,0001 0,07

. . r 38"

Bilurubin 0 0,009
AFP

r= korelasyon katsayisi

Hasta grubuna ait klinik Ozellikler, evrelemeler ve laboratuvar degerleri
degiskenleri arasi1 korelasyonu gostermek icin Spearman korelasyon testi
kullanildi.(Tablo 12) Bu testin sonucunda hastalarin BCLC evreleri (p:0,886), MELD
skorlar1 (p:0,382), bilurubin degerleri (p:0,624), AFP degerleri (p:0,198) ve serum miR-
122 diizeyi arasinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik saptanmadi. Ancak hastalarin
BCLC siniflari, MELD skorlari, bilurubin ve AFP degerlerinin her biri kendi aralarinda

istatistiki olarak anlamli diizeylerde iliskili bulundu.
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Tablo 13. Serum miR-122 Diizeyinin Hastalarin Demografik Verileri ile iliskisi

Mirl22 ekspresyon

N Ort+SS Median Min. Max. p
Cinsiyet
Erkek 36 | 0,023164+0,031 | 0,00864 | ,0000 | ,1062 0.080
Kadin 9 0,058209+0,011 | 0,01080 | ,0001 | ,2620 ‘
HbeAg
Pozitif 3 0,039610+0,038 | 0,02630 | ,0094 | ,0831 0.757
Negatif 23 | 0,029499+0,055 | 0,00782 | ,0000 | ,2620 ‘
Siroz
Var 39 | 0,034396++0,56 | 0,01150 | ,0000 | ,2620 0.182
Yok 6 0,002722+0,003 | 0,00220 | ,0000 | ,0078 ‘
Child
A 0,043635+0,064 | 0,01150 | ,0000 | ,2620
B 0,011135+0,014 | 0,00678 | ,0000 | ,0493 | 0,152
C 0,041038+0,073 | 0,01275 | ,0000 | ,2182
Tiimoér Cap1
<2cm 4 | 0,010770+0,011 | 0,00839 | ,0000 | ,0263
2-5cm. 21 | 0,028665+0,051 | 0,00784 | ,0000 | ,2182 | 0,699
>5cm 20 | 0,035637+0,061 | 0,01012 | ,0000 | ,2620
Vaskiiler invazyon
Yok 31 | 0,030401+0,047 | 0,01150 | ,0000 | ,2182 0.967
Var 14 | 0,029668+0,068 | 0,00566 | ,0001 | ,2620 '
Asit
Yok 21 | 0,038159+0,061 | 0,00943 | ,0000 | ,2620 0.357
Var 24 | 0,023185+0,047 | 0,00839 | ,0000 | ,2182 '
Doku Tanis1
Yok 30 | 0,034067+0,62 0,00992 | ,0000 | ,2620 0.499
Var 15 | 0,022385+0,027 | 0,00784 | ,0000 | ,1005 '
AFP-grup
<400 37 | 0,032286+0,058 | 0,00784 | ,0000 | ,2620 0577
>400 8 0,020402+0,021 | 0,00992 | ,0000 | ,0493 '
Tip 2 DM
Yok 36 | 0,033814+0,059 | 0,00863 | ,0000 | ,2620 0.370
Var 9 0,015610+0,013 | 0,01340 | ,0000 | ,0445 '

Tablo 13’de hastalarin laboratuvar degerleri, klinik verileri, evrelendirmeleri ve
serum miR-122 diizeyleri arasindaki iliski gosterilmistir. Kadin hastalarin miR-122
diizeyi erkek hastalara gore daha yiiksek bulunmustur ancak istatistiki olarak anlam
saptanamamistir. (K:0,058209+0,011 > E: 0,023164+0,031, p: 0,080) Bu fark olasi
kadin ve erkek hastalarin dagilim diizeninden kaynaklanmaktadir. (E:36, K: 9)

HBV’nin viral replikasyon diizeyini gostermekte anlamli olan HBeAg pozitif
olan grupta serum miR-122 diizeyi negatif olanlara gore daha yiiksek saptanmustir.
Ancak fark (0,039610+0,038>
0,029499+0,055, p: 0,757)

istatistiki  olarak  anlamli saptanamamistir.
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Hastalarin Child-Pugh evresi ve serum miR-122 diizeyleri karsilastirilmis.
Ancak evreler arasinda serum miR-122 diizeyinde artma ya da azalma gibi bir
korelasyon saptananamamus, istatistiki agidan anlamli fark bulunamamaistir. (P: 0,152)

Ayni degerlendirme hastalarin tiimor ¢ap1 ve serum miR-122 diizeyleri arasinda
yapilmis. Ve tiimor ¢api artisi ya da azalisi ile serum miR-122 diizeyi arasinda istatistiki
olarak anlamli fark saptanamamustir. (p: 0,699)

Vaskiiler invazyonu olan hastalarin serum miR-122 diizeyi olmayanlara goére
kiyaslanmis, ancak istatistiki olarak anlamli fark saptanamamistir.( p: 0,967)

Asiti olan/olmayan hastalar, doku tanis1 olan/ olmayan hastalar, Tip 2 diabetes
mellitusu olan ve olmayan hastalar, AFP degeri 400 ng/ml’nin iizerinde olan ve
olmayan hastalarin serum miR-122 diizeyleri gruplar igerisinde karsilastirilmis ancak ii¢
grupta da istatistiki olarak anlamli farklilik saptanamamistir. (p: 0,357, p: 0,499, p:
0,577, p:0,370)

Tablo 14. Karaciger Nakli Oncesi ve Sonrasi Serum miR-122 Diizeyleri

Hasta 1 Hasta 2
Karaciger nakli 6ncesi serum miR-122 diizeyi 0.0511 0.00638
Karaciger nakli sonrast serum miR-122 diizeyi 0.00784 0

Tablo 14’de karaciger nakline giden iki hepatoseliiler kanserli hastanin nakil

oncesi ve nakilden sonraki serum miR-122 diizeyleri gézlenmektedir. Her iki hastanin

da nakil sonrasinda serum miR-122 degerleri azalmistir.

Tablo 15. Hepatit B Enfeksiyonu Olan ve Non-Viral Orneklerin Serum miR-122 Diizeyi iliskisi

Ort+SS Median Minimum Maximum
N miR-122 miR-122 miR-122 miR-122
ekspresyon ekspresyon | ekspresyon ekspresyon P
diizeyi diizeyi diizeyi diizeyi
HBV 26 | 0,0457+0,066 0,0136 0,0 0,262 0.0001
Non-viral 55 | 0,0060+0,014 0,0025 0,0 0,100 !
Total 81 | 0,0187+0,043 0,0035 0,0 0,262
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Tablo 15°de HBV’si olan hastalar ile viral hepatit/hepatiti olmayan hastalarin

serum miR-122 diizeyleri karsilastirtlmis. Ve HBV enfeksiyonu olan hastalarin serum

miR-122 diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. (p<0,0001)

Tablo 16. Hepatit C Enfeksiyonu Olan ve Non-Viral Orneklerin Serum miR-122 Diizeyi iliskisi

Ort+SS Serum | Median Serum | Minimum Serum | Maximum Serum
N miR-122 miR-122 miR-122 miR-122 p
diizeyi diizeyi diizeyi diizeyi
HCV 9 | 0,0065+0,008 0,00303 0,0 0,217
Non-viral 55 | 0,0061+0,014 0,0025 0,0 0,100 0,929

Tablo 16’da HCV’si olan hastalar ile viral hepatit/hepatiti olmayan hastalarin

serum miR-122 diizeyleri karsilastirilmistir. HCV enfeksiyonu olan hastalarin serum

mMiR-122 diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Ancak istatistiki olarak anlamli farklilik
saptanamamustir. (0,0065+0,008>0,0061+0,014, p: 0,929)

Tablo 17. Viral Hepatiti Olan ve Olmayanlar Arasindaki Serum miR-122 Diizeyi iliskisi

Ort+SS Median Minimum Maximum
N | SerummiR-122 | Serum miR-122 Serum miR-122 Serum miR-122 p
diizeyi diizeyi diizeyi diizeyi
Viral hepatit 35 | 0,0356+0,0596 0,0104 0,0 0,262
. 0,0001
Non- viral 55 0,0061+0,014 0,0025 0,0 0,100

Tablo 17°de viral hepatiti olan ve olmayan hastalarin serum miR-122 diizeyleri

karsilagtiritlmis. Ve serum miR-122 diizeyi viral hepatiti olan hastalarda olmayanlara

gore istatistiki olarak belirgin daha ytiksek saptanmaistir. (p<0,0001)
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Tablo 18. Serum miR-122 Diizeyi -HBV DNA Diizeyi Iliskisi

Ort+SS Median Minimum Maximum
N | SerummiR-122 | Serum miR- Serum miR- Serum miR- p
diizeyi 122 diizeyi 122 diizeyi 122 diizeyi
HBYV DNA
<2.000 /ml 14 0,0262+0,031 0,0125 0,000 0,092 0.105
>2.000 u/ml 12 0,0685+0,088 0,0354 0,0001 0,262 '

Tablo 18’de HBV-DNA diizeyi ile serum miR-122 diizeyi arasindaki iligkiye

bakilmistir. HBV-DNA’s1 yiiksek olan hastalarin serum miR-122 diizeyi daha yiiksek

bulunmustur ancak istatistiki olarak anlamli farklilik saptanamamustir. (0,0685 + 0,088>

0,0262 + 0,031, p: 0,105 )

Tablo 19. Serum miR-122 Diizeyi — HbsAg Kantitasyonu iliskisi

Ort+SS Median Minimum Maximum
N | SerummiR-122 | Serum miR-122 | Serum miR-122 Serum miR- p
diizeyi diizeyi diizeyi 122 diizeyi
HBsAg
<3.500s/co | 7 | 0298+0,037 0094 0,00 0,101
0,482
>3.500s/co | 18 | 0540+0,76 0201 0,00 0,262

Tablo 19°da hastalarin hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) kantitasyonu ile serum

miR-122 diizeyleri arasindaki iliskiye bakilmistir. HBsAg kantitasyonu daha yiiksek

olanlarin serum miR-122 diizeyi daha yiiksek bulunmustur. Ancak istatistiki agidan
anlamli farklilik saptanamamugstir. (0,0540 + 0,76 > 0,0298 + 0,037, p: 0,482).

Tablo 20. Serum miR-122 Diizeyi — Alanin Aminotransferaz (ALT) liskisi

Ort£SS Median Minimum Maximum
N Serum miR-122 | Serum miR- | Serum miR- Serum miR-122 p
diizeyi 122 diizeyi 122 diizeyi diizeyi
ALT
<35mw/ml | 58 0,0139+0,035 0,00238 0,00 0,218 0.235
>35 w/ml | 28 0,0249+0,051 0,00745 0,00 0,262 ’
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Tablo 20’de alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri ile serum miR-122
diizeyleri karsilastirilmistir. ALT diizeyi daha yiiksek olanlarda serum miR-122 diizeyi
daha yiiksek saptanmis ancak istatistiki olarak anlamli farklilik saptanamamustir.

(0,0249+0,051>0,0139+0,035, p: 0,235)
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6. TARTISMA

Primer karaciger kanseri tiim diinyada 5. en sik gézlenen kanser olup, en yaygin
goriilen kanserler arasinda mortalitede tigiincii siradadir’. Hepatoselliiler kanser primer
karaciger kanserlerinin % 85- 90 lik bir kismini olusturmaktadir®.

HSK ile ilgili bilinen en belirgin faktorler hepatit B viriisi (HBV), hepatit C
virlisii (HCV), kronik alkol kullanimi, aflatoksinle kontamine olmus gida alimidir. HSK
gelisim riski yliksek kisileri biyomarkerlarla erken hastalik evresinde tanimlayabilmek
i¢in bir ¢ok calisma yapilmistir. Ancak hepatoseliiler karsinomun erken saptanabilmesi
icin heniiz saptanabilmis giivenilir bir biyomarker yoktur. Alfa-fetoprotein hepatoseliiler
karsinomu teshis edebilmek i¢in kullanilmis ancak sensitivite ve spesifiviteleri diisiik

oldugu i¢in sonuglar1 ¢gok memnun edici olmamls‘ur190

. Bu ylizden gectigimiz yillarda
hepatoseliiler karsinom i¢in hastaligin erken safhasini gosterebilen ve giivenilir bir
biyomarker saptamak amaciyla bir¢ok calisma yapilmistir.

MicroRNA’lar hayvanlar ve bitkilerde yeni tanimlanmais, seliiler proliferasyon,
farklilasma ve apopitoziste genis biyolojik etkileri olan, protein kodlu olmayan, tek
zincirli, 20-22 niikleotidli bir dizi negatif gen regiilatoriidiir. Tiim genlerin igerisinde %
1-4’lik bir yer kapladigi i¢in microRNAlar gen regiilatorlerinin igerisindeki biiylik
gruplardan birisidir>**%,

MicroRNA ve malignitelerle ilgili yapilmis birgok calismada malignitelerin
gelisim ve progresyonunda farkli miRNA ekspresyon profillerine ulasllmlstlrlgl'l%.
Hepatoseliiler karsinom ve miRNAlarla ilgili timoér ve yanindaki normal karaciger
dokusundan yapilan bir¢ok ¢aligmada farkli miRNA ekspresyon profilleri gézlenmistir.
Bu ¢alismalar sonucunda miR-10b, miR-18, miR-20, miR-221, miR-222 ve miR-224’iin
timor dokusunda arttigi goriilirken, miR-122, miR-145, miR-150, miR-199a, miR-

199b, miR-200b, miR-214 ve miR-223’lin ise timorli dokuda diizeyinin azaldigi

gézlenmistir154’196. Bu microRNA’larin her biri hepatokarsinogenezde Onemli rol
oynamaktadir.
miR-122 karacigere spesifik bir miRNA’dir ve dokuda miR-122’nin kaybi

, . . . . 13,197,
hepatoseliiler karsinomun malign fenotip kazanmasina eslik eder™>*9"%,

Serum ya da plazmada Olciilebilen miRNA’lar kanser tan1 ve prognozunu

189 199,200
H

belirlemede yeni biyomarkerlar gibi goziikmektedir™. Yakin zamanda akciger
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prostat?®!, kolorektal®®, over?®® ve meme®* kanserlerinde serumda saptanip tani ve
prognostik kriter olarak kullanilabilen miRNA’larla ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Ancak hepatoseliiler karsinomla ilgili serumda saptanabilen miRNA’larla yapilan
calisma sayis1 ¢ok sinirhidir.

Jian Xu, Chen Wu ve arkadaslarnin®® yaptigi ¢alismada kronik hepatitli ve
hepatoseliiler karsinomlu hastalarda serumda saptanabilen miR-21, miR-122 ve miR-
223 diizeylerinde bakilmis ve bakilan ic miRNA diizeyinin de hem hepatoseliiler
karsinomlu olgularda hem de kronik hepatit B’li olgularda saglikli kontrol hastalarina
gore serum diizeyleri yitksek saptanmustir. Qi ve arkadaslarinin®® yaptig1 vaka kontrollii
prospektif ¢aligmada 48 hepatoseliiler karsinomlu, 48 HCC’si olmayan HBV’li hasta ve
24 kontrol hastasinda serumda miR-122 diizeylerine bakilmis ve hem hepatitli hem de
hepatoseliiler karsinomlu hastalarda serum miR-122 saglikli kontrollere gore anlamli
Olctlide yiiksek bulunmustur.

Bizim c¢alismamizda da hepatoseliiller kanserli hastalarin serum miR-122
degerini kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek saptadik.
(0,030173+0,053>0,00493+0,015, P<0,0001). Ve bu istatistiki fark g6z Oniinde
bulundurularak hepatoseliiler karsinomlu hastalarin serum miR-122 degeri i¢in ROC
egrisi olusturuldu. Egri altinda kalan degere gore serum miR-122 diizeyi 0,003840
degerinin {izerinde olan hastalarda % 68,9 sensitivite ve % 75,6 spesifite ile
hepatoseliiler karsinomdan siiphe edilecektir. Bu deger Jian Xu ve arkadaslarinin yaptig
calismada % 71 sensitivite ve % 86 spesifiteye, Qi ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada
ise % 81,6 sensitivite ve % 83,3 spesifiteye sahiptir.

Ancak diger calismalarda da bizim calismamizda da hepatoseliiler karsinomlu
hastalarin ¢oguna eslik eden hastalik kronik viral hepatit oldugundan serumda saptanan
yiikksek miR-122 degerinin karaciger hasarmma bagli oldugu diisiiniilmektedir*®%,

MiR-122 karacigere spesifik bir miRNA oldugundan baska nedenlere bagli
karaciger hastaligi dislandiginda kronik hepatit ve hepatoseliiler karsinomda yeni
potansiyel bir marker olabilir*®".

HSK’l1 hastalarda doku diizeyinde yapilan ¢aligmalarda kanserli dokudaki miR-
122 ve miR-223’ilin bitisik normal karaciger dokusuna gore belirgin azalmis oldugu

13,176-178,198,207

gozlenmistir . Literatiirdeki bir¢ok ¢alisma doku diizeyinde yapilmstir.
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Bizim g¢alismamizda miR-122 serumda bakilmistir. Ve hepatoseliiler kanserli
hastalarin serum miR-122’si saglikli kontrollerden yiiksek saptanmistir. Bu durumun
olas1 nedeninin hepatositlerin igerisinde bol miktarda bulunan miR-122’nin viral hepatit
ya da karaciger kanseri gibi hepatosit hasar1 ile giden durumlarda dolasima yiiksek
miktarda karigmast oldugu diisiiniilmektedir. Serumdaki miRNA’lar ¢ok stabil
oldugundan177 hasarli hepatositlerden kana miRNA kagaginin olmasi hepatoseliiler
karsinomlu hastalarin timor dokusundaki diisiikliigiiniin ve dolasimdaki yiiksekliginin
izah1 olabilir. Wang ve arkadaslar1 ile Laterza ve arkadaslarinin yaptigi iki hayvan
modelli ¢calismada da fare karacigerinde olusturulan doku hasarindan sonra miR-122
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir ®*%,

MiRNA’larin doku hasar ile arttigin1 gosteren benzeri calismalar myokardial
hasar ve akut myokard infarktiisinde miR-208 ve miR-1 kan diizeylerinin arttigin
géstermistirzo&zog.

Karacigerdeki hasta/nekroinflamasyonlu doku arttikga dolagsan miR-122"nin
artabilecegi diislincesiyle ¢alismamizda hastalarin timor ¢apt ve serum miR-122
diizeyleri arasindaki iligki arastirilmistir. Ancak tiimor ¢api ile serum miR-122 diizeyi
arasinda istatistiki olarak anlamli fark saptanamamistir. (p: 0,699) Hepatoseliiler
karsinomlu hastalarda literatiirde artan ya da azalan timoér ¢api ile serum miR-122
diizeyi arasindaki iligkiyi gosteren ¢alisma mevcut degildir.

Calismamizda hepatoseliiler kanserli 2 hastaya karaciger transplanti yapilmus,
hastalarin karaciger transplanti 6ncesinde ve sonrasinda serum miR-122 diizeylerine
bakmak amaciyla 6rnek alinmistir. Ger¢ek zamanli PCR’da hastalarin nakil 6ncesi ve
nakil sonrasi drneklerinin karsisina ayni kontrol konulmustur. Her iki hastanin da nakil
sonrasinda serumdaki miR-122 degerleri belirgin dlgiide gerilemistir. Bu durum kanserli
hastadaki hasarli dokudan saliman miR-122’nin yeni hasarsiz karacigerden daha az
salindiginin bir gostergesi olabilecegi gibi 6rnek sayisi iki ile sinirli oldugundan tesadiifi
bir durum da olabilir. Ornek sayismin arttirilacagi ¢alismalarla bu bilgi giiclendirilebilir.
Ve bu bilgi eger dogru ise yakin gelecekte dondriin karacigeri nakil dncesi siirecte
hepatosit hasarin1 dnceden tespit etmek adina miR-122 diizeyi ile taranabilir. Literatiirde
bu veya bu bilgiye benzer igerikli calisma bulunamamastir.

Zhang Y. ve arkadaslarlnln210 ve Bihrer V. ve arkadaslarlnln211 yapmis oldugu

caligmalarda karacigerde nekroinflamasyonla giden alkolik hepatit ve kronik viral
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hepatitli hastalarin alanin aminotransferaz (ALT) artis1 ile serum miR-122 diizeyi
arasinda korelasyon bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da alanin aminotransferaz (ALT)
diizeyleri ile serum miR-122 diizeyleri karsilastirllmistir. ALT diizeyi daha yiiksek
olanlarda serum miR-122 diizeyi daha yiiksek saptanmis ancak istatistiki olarak anlamli
farklilik saptanamamuistir. (0,0249+0,051>0,0139+0,035, p: 0,235)

Hepatoseliiler karsinomda vaskiiler invazyonun kotii prognozla iligkisi

212 \Wei-Chih ve arkadaslarmm® calismasinda karaciger dokusundaki

bilinmektedir
mMiR-122’nin intrahepatik metastazlar1 diizenledigi ve metastazi olan HSK’lilarin miR-
122 diizeyinin daha disik oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda vaskiiler
invazyonu olan hepatoseliiler karsinomlu hastalarin serum miR-122 diizeyi olmayanlara
gore kiyaslanmig, ancak istatistiki olarak anlamli fark saptanamamistir. (p:0,967)
Literatiirde portal ven6z invazyonla serumda saptanabilen miR-122 diizeyi arasindaki
iligkiyi gosteren ¢calisma mevcut degildir.

Calismamizda hepatoseliiler kanserli hastalarin klinik evreleri ve diger malignite
gostergeleri serum miR-122 diizeyleri ile karsilastirilmistir. Klinik evrelerin kendi
arasindaki iliskileri ve her birinin serum miR-122 diizeyi ile olan iliskisini gostermek
amactyla Spearman korelasyon testi kullanildi. Tim klinik evrelendirmeler kendi
aralarinda istatistiki diizeyde uyumlu idi. Ancak bu degerlendirme sonucunda hastalarin
BCLC evreleri (p:0,886), MELD skorlar1 (p:0,382), Child-Pugh evresi (P: 0,152) ve
serum miR-122 diizeyi arasinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik saptanamadi.
Literatlirde hastalarin klinik evrelendirme skorlari ile serum miR-122 arasindaki iliskiyi
gosteren calisma bulunamamastir.

Kentaro Kojima ve arkadaglarnin® yaptig1 calismada miR-122’nin AFP
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda AFP ve serum miR-122
diizeyi arasinda istatistiki diizeyde anlamli iliski bulunamamustir.(p:0,198)

Qiu L ve arkadaglarinin®* yapmis oldugu caligmada doku diizeyindeki miR-122
artisinin hepatit B ylizey ve zarf antijeni yapimini azalttigini gostermislerdir. Buna

205 jle Xu j ve arkadaglarmm?™ yaptiklar1 vaka kontrollii

karsilik Zhang ve arkadaslari
prospektif ¢aligmalarda hepatit B hastalig1 olan hastalarin serum miR-122 diizeylerini
artmis olarak bulmuslardir. Waidmann ve arkadaslar1n1n215 kronik hepatit B’li

hastalarda yaptig1 ¢alismada serum miR-122 ile ALT, HBV DNA ve HBsAg arasinda
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anlamlr iliski saptamiglardir. Serum ALT, HBV DNA ve HBsAg (IU/mL) diizeyleri
arttikga serum miR-122 diizeyinde artis bulmuslardir.

Bizim calismamizdaki hepatoseliiler kanser hastalarinin 26’sinda farkli evrelerde
kronik B viral hepatiti mevcuttu. Calismada HBV’si olan hastalar ile viral
hepatit/hepatiti olmayan hastalarin serum miR-122 diizeyleri karsilastirildi. Ve HBV
enfeksiyonu olan hastalarin serum miR-122 diizeyi anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. (p<0,0001)

Calismamizda HBV’nin viral replikasyon diizeyini gostermekte anlamli olan
HBeAg pozitif olan grupta serum miR-122 diizeyi, HBeAg negatif olanlara gére daha
yikksek saptanmigtir. Ancak istatistiki olarak anlamli fark saptanamamuistir.
(0,03961040,038> 0,029499+0,055, p: 0,757)

Calismamizda HBV-DNA diizeyi ile serum miR-122 diizeyi arasindaki iligskiye
bakilmistir. HBV-DNA’s1 yiiksek olan hastalarin serum miR-122 diizeyi daha yiiksek
bulunmustur ancak istatistiki olarak anlamli farklilik saptanamamustir. (0,0685 + 0,088>
0,0262 + 0,031, p: 0,105)

Calismamizda Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) kantitasyonu ile serum miR-
122 diizeyleri arasindaki iliskiye bakilmistir. HBsAg kantitasyonu daha yiiksek
olanlarin serum miR-122 diizeyi daha yiiksek bulunmustur. Ancak istatistiki agidan
anlamli farklilik saptanamamustir. (0,0540 + 0,76> 0,0298 + 0,037, p: 0,482)

Hepatit B enfeksiyonundaki roliiniin aksine dokudaki miR-122 HCV
replikasyonu igin 6nemlidir. Dokudaki miR-122 HBV replikasyonunu baskilarken,
HCV replikasyonunu aktive etmektedir. R.K. Jangra ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada miR-122’nin HCV genomunun 5’ucundaki iki baglanma bolgesine yerleserek
HCV replikasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Y. Shan ve arkadaglar1?® miR-122’yi
antagomiR ile suprese etmenin HCV replikasyonunu baskiladigini gostermistir. 1.M.
Pedersen ve arkadaslarmim?'’ yaptig1 caligmada ise interferon-p tedavisinin miR-122
ekspresyonunu azaltarak da HCV replikasyonunu baskiladigini géstermistir.

M. Sarasin ve arkadaslaurlnm218 ve K. Morita ve arkadaslarlmnz19 caligmalarinda,
HCV viral yiikii ile doku miR-122 diizeyi arasinda iligki bulunamamustir.

V. Bihrer ve arkadaslarinin, S. Cermelli ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismalarda
serum miR-122 degerinin hepatik nekroinflamasyonun diger indirek gostergeleri olan

AST ve ALT degerleri ile korele olarak yiliksek oldugunu gostermislerdir.
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Calismamizda da HCV’si olan hastalar ile viral hepatit/hepatiti olmayan
hastalarin serum miR-122 diizeyleri karsilagtirilmistir. HCV enfeksiyonu olan hastalarin
serum miR-122 diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Ancak istatistiki olarak anlamli
farklilik saptanamamustir. (0,0065 + 0,008> 0,0061 + 0,014, p: 0,929) HCV’li
hastalarimizin serum miR-122 degerleri ile AST/ALT degerleri arasinda anlamli

istatistiki fark saptanmamugtir.
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7. SONUC VE ONERILER

Hepatoseliiler karsinomlu hastalar ve saglikli kontrollerle yapilan bu ¢alismada
her iki grupta da serum miR-122 degerlerine bakilmis ve hepatoseliiler kanserli
hastalarda serum miR-122 diizeyi anlamli 6l¢iide yiikksek bulunmustur.(p<0.0001)

Calismamizda HSK’I1 hastalarda anlamli ¢ikan serum miR-122 diizeyi ile ROC
egrisi elde edilmistir. Ve egri altinda kalan alan hesabiyla bu ¢alisma sonucunda
belirtilen cut-off degerinin tstiindeki deger % 68 sensitivite ve % 75 spesifite ile saglikl
hastalar1 hastalardan ayird edecektir. Ancak miR-122’nin karacigere spesifik oldugu
bilinse de hepatoseliiler karsinomlu hastalar i¢in spesifitesi yoktur. Calismalarda
karacigerde nekroinflamasyonla giden diger durumlarda da arttig1 gosterilmistir. Konu
ile ilgili daha ayrintili bilgi edinebilmek i¢in hepatoseliiler karsinomlu, kronik hepatitli
ve saglikli kontrollerin karsilagtirmalarinin oldugu biiyiik ¢apli ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Literatiirde kronik hepatit B’li ve kronik hepatit C’li hastalarda serum miR-122
degerlerinin arttif1 gosterilmistir. Calismamizdaki hepatoseliiler karsinomlu hastalarin
cogunlugunun (34/43) viral hepatit oldugundan gruplara ayirarak da miR-122
degerlerine bakilmistir. Ancak bu hastalarda miR-122°nin HSK’ya m1 yoksa viral
hepatite mi bagl yiikseldigi bilinemez. Bunun i¢in hepatoseliiler karsinomu olmadigi
bilinen kronik viral hepatitli hastalara ihtiyag vardir.

Literatiirde yapilan c¢alismalarin Onderliginde miR-122"nin hepatoseliiler
karsinomda doku diizeyinde azaldigi, serum diizeyinde ise belirgin olarak arttig1
gosterilmistir. Ancak bunun nasil oldugu kesin olarak bilinmemektedir.

MicroRNA’larin yakin donemde yeni ve iyi biyomarkerlar olarak rutin
kullanima gececegi diisiiniilmektedir. miR-122’nin 1iyi bir biyomarker olabilmesi i¢in
bliylik ¢capli caligmalara ihtiyac1 vardir. Ancak su donemde hastanin kendi serum miR-
122 degeri viral hepatit, hepatoseliiler karsinom, karaciger tiimor rezeksiyonu ya da
karaciger transplant1 gibi durumlarda tedavi oncesi ve sonrasinda; ameliyat oncesi ve
sonrasinda alinan kontrollerle karacigerdeki nekroinflamasyonun giderildiginin ciddi bir
gostergesi olabilir. Bizim c¢alismamizda hepatoseliiler karsinomlu 2 hastaya karaciger
transplantasyonu yapilmig, hastalarin ameliyat Oncesi ve sonrasinda miR-122

degerlerine bakilmistir. Her iki hastanin da miR-122 diizeyleri azalmistir. Bu konuda
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daha fazla hasta sayisiyla yapilan c¢aligmalara ihtiya¢ vardir. miR-122 tek basina
hepatoseliiler karsinomada tani, prognoz ve surveyanst gostermede iyi bir biyomarker
olmayabilir. Diger tanisal, klinik, prognostik gostergelerle birlikte kullanilmasi daha

anlamli olabilir.
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