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TEZ ONAYI



BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi ile elde edilmemis biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi

ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Duygu BIRCAN KADIOGLU



Canim ogluma ve canim kizima ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan
“Uzun Kodlamayan RNA ve Mikro RNA’larin Hepatoseliller Karsinomunun Erken
Tanisinda Onemi” baslikli ve “09.2020.1153” numarali proje ile desteklenmistir.

“Hayat hi¢birimiz i¢in kolay degil ama ne olacak? Azimli olmaliyiz ve her seyden dnce
kendimize giivenmeliyiz. Bir konuda yetenekli oldugumuza ve bu seyin ne pahasina olursa
olsun elde edilmesi gerektigine inanmaliyiz.” Marie Curie’nin dedigi gibi bu o kadar kolay
olmadi ama doktora siiresince bilginin giiciine ve sonsuz 6zverime her zaman inandim. Ancak
asagida belirtilen kisilerin destegi ve rehberligi olmadan ¢alismami asla sonuglandiramazdim.

Bu nedenle kendilerine en derin minnetlerimi ifade etmek isterim.

Oncelikle doktora egitimimin ilk giiniinden itibaren biiyiik 6zveri gdsteren, ilgi ve destegini
benden esirgemeyen, Oneri ve elestirileri ile beni daima yonlendiren, bilgi birikimlerini tiim
ictenligi ile paylasan tez danismanim degerli Hocam Sayin Prof. Dr. Fatih EREN’e doktora
stiresince bana yol gdsterdigi ve sonsuz destegi i¢in i¢ten tesekkiirlerimi sunarim. Miletoslu
(Milet) Anaksimandros “Ger¢ek kahramanlar, kendi zayifliklarinin iistesinden gelmeyi
basaranlardir” demistir ve inanityorum ki danigsman hocam elestirel denetimiyle kendi zayif
yonlerimi yenmemde bana yardime1 oldu ve daha iyi bir bilimsel karakter gelistirmem i¢in bana
yol gosterdi. Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince degerli fikir ve Onerilerinden
faydalandiggm Hocam Anabilim Dali Bagkanimiz Saymm Hocam Prof. Dr. Mustafa
AKKIPRIK’e ve tezim siiresince tanimaktan ¢ok memnun oldugum, deneylerim sirasinda
GEMHAM’1n kapilarin1 bize agan ve her zaman ilgi ve destegini esirgemeyen degerli Hocam
Prof. Dr. Betiil YILMAZ’a ve bu calismaya iliskin degerli tartismalar1 ve elestirel

degerlendirmeleri i¢in tiim tez jiiri tiyelerime tesekkiir ediyorum.

Doktora egitimimin her asamasinda bilgi ve tecriibelerini bizimle paylagsan degerli Sayin
Hocalarim Prof. Dr. Ilter Giiney ve Dr. Ogr. Uyesi CAN ERZIK’e en derin minnet ve
tesekkiirlerimi sunarim. Doktora kariyerim boyunca, hem bir arkadas hem de bir hoca olarak
destek ve yonlendirmeleriyle her zaman yanimda olan Anabilim Dali’mizin ¢igegi burnunda
Ogretim Uyeleri Dr. Ogr. Uyesi Gokge Giilli AMURAN ve Dr. Ogr. Uyesi irem PEKER
EYUBOGLU’ na, doktora egitimim siireci boyunca her zaman destegini yanimda hissettigim
anabilim dalimizin biyologu Sevgili ablam Serap Sevil SAHIN’g, bu yolda birlikte yiiriidiigiim,
inancimi ve kararliligimi taze tutmama vesile olan T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda

yer alan tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.



Her zaman benim i¢in en iyiyi ve en giizeli isteyen, beni her daim destekleyen, gelecegimi
sekillendirmemde rehber olan sevgili anneme, sevgili babama ve canim esime; benimle
gecirecegi vakitlerinden 6diin verip, ¢alismama miisade eden, farkinda olmasalar da
varliklarindan gii¢ aldigim canim yavrularim Alparslan ve Zehra’ya sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim, iyi ki varsiniz. En iyisiyle de en koétiisiiyle de birlikte yiizlestik, gelen her sey sizin
desteginizle ¢ok yumusak ve giivenli geldi. Hayatin anlamimi bilim yoluyla anlamaya ve
aramaya c¢alistyorum. Ancak bilinen denklemlerin, reaksiyonlarin veya biyolojik olaylarin
higbiri beni tam olarak ikna etmedi. Daha sonra yapbozun son kismin fark ettim ve Virginia
Wolf’un “Hayatin anlami nedir? Bunlarin hepsi basit bir soruydu; Yillar gectikge bir noktaya
yaklasma egiliminde olan biiyiik vahiy asla gelmemisti. Biiyiik vahiy belki de hi¢ gelmedi.
Bunun yerine, karanlikta beklenmedik bir sekilde yanan kiiclik giinliik mucizeler,

n

aydinlanmalar ve kibritler vardi; iste bir tanesi." Bu nedenle aileme tesekkiir ediyor,
stikranlarim1 sunuyorum. Bana sonsuz ve kosulsuz destek veriyorlar; bu siire¢ boyunca onlar

benim gercek kiigiik mucizelerimdi.

Anlayisin ve empatinin giicline inantyorum ve bu giice sahip insanlarin etrafta olmasindan
mutluluk duyuyorum. Hayatimdaki tiim insanlara bana inandiklar1 i¢in bir kez daha tesekkiir
etmek istiyorum. Simdi bilgimizi insanlik ve daha iyi bir diinya i¢in genisletmenin ve terciime
etmenin zamanidir. Marie Curie’nin bir kez daha sdyledigi gibi: “Hayatta hi¢bir seyden
korkulacak sey yoktur; sadece anlasilmalidir. Simdi daha fazlasini anlamanin zamanidir ki,

daha az korkalim.”
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KISALTMALAR LIiSTESI

AFP ; Alfa Fetoprotein

AKT ; Protein Kinaz B

ALP Alkalin Fosfataz

ALT ; Aminotransferaz

APS : Amonyum per siilfat

AST : Aspartat Aminotransferaz

ATP : Adenozin trifosfat

Bax ; BCL2 iliskili X

BCL-2 : B hiicreli lenfoma 2

BCLC : Barselona Klinigi Karaciger Kanseri
cccDNA Kovalent kapali dongiise]l DNA
cDNA : Komplementer DNA

Cl : Confidence interval (Giiven aralig1)
CT : Bilgisayarli tomografi

ECM : Ekstraseliiler matriks

EGF : Epidermal biiylime faktorii

ERK : Ekstraseliiler sinyal regiile kinaz

g : Relatif Santrifiij Kuvveti (RCF)
GEO : Gene Expression Omnibus
GLOBOCAN : Kiiresel Kanser Gézlem Verisi
HBV : Hepatit B Viriisii

HCC ; Hepatoseliiler Karsinom

HCV : Hepatit C Viriisii

HepG2 : Hepatoseliiler Karsinom Hiicre Hatti
HR : Hazard ratio (Tehlike orani)

HSC : Hepatik stellat hiicreleri

IL ; Interlokin

JAK ; Janus kinaz

LFT : Karaciger Fonksiyon Testleri
InNcRNA X Uzun kodlamayan RNA (Long noncoding RNA)
miRNA ; Mikro RNA

MAP X Mitojen aktive protein

MAPK : MAP kinaz

MEK X Mitojen aktive protein



MMP
MRNA
mTOR
MTT
NAFLD
NASH
NAYKH
NcRNA
NF-xB
NK
NLRP
(O]
PCR
PI3K
RAF
RNA
ROS
rpm

SD
STAT
TCGA
TGFp
TNFa
VEGF
VEGFR

Matriks metalloproteinaz

Mesajci1 riboniikleik asit

Rapamisinin Memeli Hedefi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Alkolsiiz yagh karaciger hastalig

Alkolsiiz steatohepatit / Nonalkolik steatohepatit
Non-alkolik yagh karaciger hastaligi

Non-coding RNA

Niikleer faktor kappa B

Dogal 6ldiiriicii hiicreler

NOD-benzeri reseptor proteini (NOD-like receptor protein)
Overall survival (Total sagkalim)

Polimeraz zincir reaksiyonu

Fosfoinositid-3 Kinaz / Fosfatidilinositol 3-kinaz Yolagi
Hizla diizenlenen fibrosarkom

Riboniikleik Asit

Reaktif oksijen tiirleri

Dakikadaki Dénme Sayisi

Standart Sapma

Sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri

The Cancer Genome Atlas (Kanser Genom Atlasi)
Transforme edici bliylime faktorii beta

Tlimor nekroz faktor alfa

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii
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1. OZET

Tezin bashgi: Uzun Kodlamayan RNA ve Mikro RNA’larin Hepatoseliiler Karsinomunun
Erken Tanisinda Onemi

Ogrencinin Adi Soyadi: Duygu BIRCAN KADIOGLU

Damismanin Adi Soyadi: Prof. Dr. Fatih EREN

Programin Adi: Tibbi Biyoloji ve Genetik Doktora Programi

Amag¢: MikroRNA (miRNA/mIR) ve uzun kodlamayan RNA (IncRNA), hepatoselliiler
karsinogenezde onemli bir rol oynar ve HCC ig¢in invaziv olmayan bir biyobelirte¢ olarak
hizmet edebilir. Bu ¢alisma, Hepatit B viriisii (HBV) ile iliskili HCC (HBV-HCC), HBV ile
iligkili Siroz (HBV-Siroz), Kronik Hepatit B hastalar1 (KHB) ve saglikli deneklerin serumunda
mMIRNA-146b-5p, mMIiRNA-4510 ve IncRNA-GASS5 ekspresyonunu degerlendirmeyi

amaclamistir.

Gerec ve Yontem: Bu kesitsel calismada 15 HBV-HCC, 15 HBV-Siroz, 16 KHB ve 16 saglikli
denekten almman serum kullanilmistir. Toplam RNA, serumdan izole edildi ve miRNA ve
IncRNA’larin ekspresyonu, qRT-PCR ile &l¢iildii ve 2722t yontemleri kullanilarak hesapland.
MiR-TV ve UALCAN veri tabanlar1 kodlamayan RNA (ncRNA)’larin ekspresyonunu analiz
etmek i¢in kullanilmistir. MIENTURNET ve Network Analyst miRNA-hedef etkilesimlerini

tahmin etmek ve fonksiyonel zenginlestirme analizini gorsellestirmek igin kullanilmustir.

Bulgular: MiRNA-4510’in sadece kontrol grubunda bulunan ii¢ bireyde ekspresyonu
goriilmiistiir. MiRNA-146b-5p ekspresyonu en az HBV-HCC grubunda, en ¢ok da kontrol
grubunda bulunmustur. MiR-146b-5p ekspresyonu i¢gin HBV-HCC grubu ile HBV-Siroz grubu
ve HBV-HCC grubu ile kontrol grubu arasinda gii¢lii bir iligki saptand1 sirasiyla p=0,006 ve
p=0,005 olarak bulundu. LncRNA-GASS5 ekspresyonu en az KHB grubunda olmustur, en ¢ok
da kontrol grubunda olmustur. LncRNA-GASS igin gruplar ikili sekilde karsilastirildiginda
HBV-HCC grubu ile kontrol grubu arasinda ve KHB grubu ve kontrol grubu arasinda gii¢lii bir
iligki saptandi sirasiyla p=0,031 ve p=0,002 olarak bulundu.

Sonug: Sonug olarak; serum miRNA-146b-5p ve INcCRNA-GASS seviyelerinin HBV-HCC igin
non-invaziv tanisal biyobelirtecler olarak hizmet edebilecek potansiyele sahip oldugunu one
siirdiik. Birlikte ele alindiginda, bulgularimiz HBV-HCC tanisi i¢in potansiyel biyobelirteclere
151k tutmaktadir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, IncRNA, HCC, Biyobelirteg, Kanser



2. SUMMARY

Title of Thesis: The importance of long noncoding RNA and microRNAs in the early diagnosis
of Hepatocellular Carcinoma

Student Name, Surname: Duygu BIRCAN KADIOGLU

Supervisor Name: Prof. Dr. Fatih EREN

Program Name: Medical Biology and Genetics PhD Program

Objective: MicroRNA (miR/miRNA) and long non-coding RNA (IncRNA) play an important
role in hepatocellular carcinogenesis and may serve as a non-invasive biomarker for HCC. This
study aimed to assess miRNA-4510, miRNA-146b-5p, and INcRNA-GASS5 expression in the
serum of patients with hepatitis B virus (HBV)-related HCC (HBV-HCC), HBV-related
cirrhosis (HBV-Cirrhosis), chronic hepatitis B (CHB), and healthy subjects.

Materials and Methods: This cross-sectional study used serum from 15 HBV-HCC, 15 HBV-
Cirrhosis, 16 CHB, and 16 healthy subjects. The total RNA was isolated from serum, and the
expression of miRNAs and IncRNAs were measured by gRT-PCR and calculated using 2744
methods. The MiR-TV and UALCAN databases aided in analyzing ncRNA expressions, while
MIENTURNET and Network Analyst were utilized for predicting miRNA-target interactions

and functional enrichment analysis visualization.

Results: miRNA-4510 was found exclusively in three control subjects. MiRNA-146b-5p levels
were lowest in the HBV-HCC group and highest in controls. Significant correlations were
observed between HBV-HCC and HBV-Cirrhosis (p=0.006), and HBV-HCC and controls
(p=0.005). The INcRNA-GASS5 expression was the least in the CHB group and the most in the
control group. A strong relationship was found between the HBV-HCC group and the control

group, and between the CHB group and the control group, respectively, p=0.031 and p=0.002.

Conclusion: The serum levels of miRNA-146b-5p and INcRNA-GAS5 show promise as non-
invasive diagnostic biomarkers for HBV-related HCC. These findings contribute to the

identification of potential biomarkers for HBV-HCC diagnosis.

Keywords: miRNA, IncRNA, HCC, Biomarker, Cancer



3. GIRIS ve AMAC

Diinya c¢apinda her yil 850.000’den fazla insan hepatoselliiler karsinoma (HCC)’dan
etkilenmekte ve tedavi hedeflerine ve erken teshis belirteclerine iligkin acil kesifler yapilmasini
talep etmektedir. Ne yazik ki, HCC’yi etkileyen molekiiler yollar hakkindaki mevcut bilgimiz
eksiktir.

Ozellikle son yillarda ncRNA’lar olan miRNA ve IncRNA’larin hiicrenin fonksiyonlarmimn
diizenlenmesi iizerine yadsimnamaz etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi; erken tanida bu epigenetik
faktorlerin giiclii bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica HCC’nin alt tiplerine
gore miRNA ve IncRNA ekspresyonlarinin degismis oldugunun gosterilmesi de hastaligin

ilerlemeden Once tedavinin uygulanabilmesi agisindan ¢ok énemlidir.

Farkli caligmalar tarafindan paylasilan kisith miRNA panellerinin yani sira, bagimsiz
caligmalarda dikkate deger bir tutarsizlik gézlemlenmektedir. Bu tutarsizlik, etiyolojilerin,
cevresel ve genetik faktorlerin ve teknik ve analitik nedenlerin heterojen yayginligina
baglanabilir. HCC alt gruplarim1 siniflandiran biyobelirteclerin eksikligi, hastalar1 en 1iyi
terapotik secenege tahsis etme becerimizi hala sinirlamaktadir. Bu perspektifte, belirli HCC alt
gruplar tarafindan paylasilan ortak molekiiler 6zelliklerin belirlenmesi, molekiiler olarak
tanimlanmis baglamlarda yeni teshis ve tedavi yaklasimlarinin kesfedilmesini destekleyerek

molekiiler bilginin derinlesmesine yardimci olabilir.

Yapmis oldugumuz kapsamli literatiir taramas1 sonucunda HCC erken tanisi ile miRNA ve
IncRNA arasindaki iligkiyi arastiran ¢alismalarin kisith sayida ve ekseriyetle deneysel hayvan
ve kiiltiir modellerinde yapildigini ortaya ¢ikarmustir. Insan ¢alismalarinda ise hasta sayilarinm
sinirlt ve heterojen olmasi dikkat ¢ekmektedir. Ayrica arastirmalarin ¢ogunda farkli miRNA ve

IncRNA’nin HCC’deki farkli sinyal yolaklart ile iligkili ¢ikmast diger ilgi ¢ekici hususdur.

HCC’de hastaligin ¢esitli siniflar1 ve kontrol bireylerden alinan serum 6rneklerinde miR-146b-
5p, miR-4510 ve IncRNA-GAS5’in HBV iliskili HCC ile iligkisinin arastirildig1 retrospektif
bir ¢alisma bilgimize gore literatiirde yoktur. Bu calismay1 planlarken ¢alisma gruplarinda
toptanct bir anlayis gozetilerek tiim transkriptlerin taranmasi yerine literatiirde iliskisi
gosterilmis, yolak tizerindeki olast hedefleri tanimlanmig, fonksiyon testleri ile dogrulanmis
calismalar referans alinarak mevcut baglantiy1 netlestirecek gelecekte ticarilesme potansiyeli
olabilecek ve saglik uygulamasinda ihtiyaci duyulan bir panelin gerceklestirilmesi
hedeflenmistir. MiRNA ve IncRNA’larin serumdaki ekspresyonunun arastirilmasi tanisal
amacl basit bir yaklasimi temsil etse de klinik pratige kolay doniistiiriilmesi agisindan giiclii

bir yan sunmaktadir.



Hepatoseliiler karsinoma’nin erken evrede saptanmasi prognoz ve hasta yonetimi agisindan ¢ok
onemlidir. HCC’yi erken asamada tespit edecek ideal bir belirte¢ heniiz yoktur. Bu nedenle
HCC’ li hastalarda erken taniy1 6ngorebilecek serumdaki miR-146b-5p, miR-4510 ve IncRNA
GASS5’in seviyelerinin HCC hastalar1 ile HCC’si olmayan kronik HBV enfeksiyonu hastalari
veya saglikli bireyler arasinda farklilik gésterecegini varsaydik. Bu hipotez dogru ¢ikarsa, HCC
yonetiminde biiylik bir atilim anlamina gelecek ve bizi bu yaygin hastalik i¢in yeni, hassas ve
noninvaziv bir biyobelirte¢ bulmaya daha da yaklastiracaktir. Bu amaca uygun olarak Marmara
Universitesi Gastroenteroloji Enstitiisii Biyobankasinda bulunan 18 yas ve iizeri yetiskin 15
kronik hepatit B (KHB) etyolojili hepatoseliiler karsinom tanili hasta (KHB-HCC), kronik
hepatit B etyolojili 15 sirotik hasta (KHB-Siroz), 16 kronik hepatit B’li hasta (KHB) ve 16
kontrol birey c¢alismaya dahil edilmistir. Her bir bireyden aliman kan ornekleri serum
izolasyonlar1 yapilmis ve aligotlanarak -80°C’de dondurularak saklanmistir. Serum
orneklerinden miR-146b-5p, miR-4510 ve INCRNA-GASS5’in ekspresyon diizeyleri kantitatif
real-time PCR yontemiyle (relatif kantifikasyon ile) tayin edilmistir. Elde edilen veriler ile
ekspresyonu degismis olan miRNA ve IncRNA’lar tespit edilerek hastaligin erken tanisi
agisindan degerlendirilmis ayrica KHB etyolojili HCC ve HCC giden yolda bulunan diger

gruplar ile olast iliskiler analiz edilmistir.

Bu tez calismasinda, HCC erken tanisinda se¢cmis oldugumuz miRNA ve IncRNA’lar ile
iliskinin arastirildigi ve se¢ilen miRNA ve IncRNA’larin ekspresyon seviyesi ile hastaligin alt
gruplar1 arasindaki iliskiyi degerlendiren ilk ¢alismadir. Bu yeni ¢alismada, HBV ile iliskili
HCC (HBV-HCC), HBV ile iliskili siroz (HBV-Cirrhosis), Kronik Hepatit B (CHB) hastalar1
ve saglikli bireylerin serumlarinda miRNA-146b-5p, mMiRNA-4510 ve IncRNA-GAS5
ekspresyonunu degerlendirmeyi ve bu ncRNA’larin hastalarinin serumunda ve saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda tespit edilebilir olup olmadigini, degisip degismedigini
belirlemeyi amagladik. Ayrica biyoinformatik kisimdaki amacimiz, ncRNA’larin hedef
genlerini ve HBV-HCC’deki ekspresyonunu daha iyi anlamak i¢in miR146b-5p, miR-4510 ve
INCRNA-GASS’in ekspresyon verilerini ve biyoinformatik analizleri birlestirerek kanser
yolaklariyla iligkisini ortaya ¢ikarmak ve bu ncRNA’larin hedef genlerinin HBV-HCC’ nin
klinik evresi ile iligkisini belirlemektir. Hepatoseliiler kanser patogenezini daha iyi anlamaya
calismak tan1 ve tedavide bize yol gosterici olacaktir. Hepatokarsinogenez yolagindaki
molekiiler yolaklarin daha iyi anlagilmasi hastaligin tanisi, tedavisi ve hatta d6nlenmesinde 6ncii
olabilir. Bu sayede literatiirdeki eksiklik giderilmis olup, secilmis ncRNA’lar erken taniyi
predikte ederek tedavi rejimlerinin hizli bir sekilde optimize edilmesine, gereksiz cerrahi ve

radyolojik operasyonlarin oniine gegilmesine olanak saglayabilir. Bu ¢alisma ve devaminda



yapilacak benzer c¢alismalar kaynakli biyomarker panelin ihtiyac goz Oniine alindiginda
ticarilesme potansiyelinin yiiksek olabilecegi ve girisimcilik bagvurularina da destek
olabilecegi diisiincesindeyiz. NcRNA’larin hedef gen ve protein-protein etkilesim (PPI) aglari
olusturduk. Tanimlanan merkez genler ve bunlarin etkilesimleri, HCC gelisimi ve
proliferasyonunda altta yatan faktorleri agikliga kavusturabilir. Bu ¢alisma, HBV etyolojili
HCC’nin potansiyel hastalik ilerlemesini kesfetmeye yardimci olabilir ve HCC’nin

belirlenmesi ve prognozu i¢in HBV ile iliskili miRNA/hedef genler hakkinda bilgi saglayabilir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri en zorlu kanserler arasinda yer aliyor ve 2025 yilina kadar 1 milyondan fazla
insana teshis konmasi bekleniyor. 2020 yili Kiiresel Kanser Goézlem Verisi (GLOBOCAN)
verilerine gore Diinya’da toplam karaciger kanserlerin goriilme sikligi 905.677 olgusu ile
(%4,7) altinc1 siradayken, kansere bagli 6liimlerde 830.180 vakayla (%8,3) ti¢iincii sirada yer
almaktadir (Sekil 1-2). Cogu bolgede hem insidans hem de mortalite oranlar erkekler arasinda
kadinlara gore 2 ila 3 kat daha yiiksektir ve karaciger kanseri kiiresel insidans agisindan besinci,
erkekler i¢cin mortalite agisindan ikinci sirada yer almaktadir. Hastalik, Dogu Asya’daki cografi
olarak farkli 11 tilkede (Diger iilkeleri ¢ok asan oranlara sahip; Mogolistan), Glineydogu Asya
(6rnegin, Tayland, Kambogya ve Vietnam) ve Kuzey ve Bat1t Afrika (6rnegin, Misir ve Nijer)
en yaygin kanserdir. Primer karaciger kanseri, hepatoseliiler karsinomu (HCC) (vakalarin %75-
85'ini olusturur) ve intrahepatik kolanjiokarsinomu (%10-%15) ve diger nadir tiirleri igerir

(Ferlay J, 2020; Sung et al., 2021). (Son Erisim Tarihi 24 Ekim 2023)

2020'de diinya ¢apinda, her iki cinsiyette ve her yasta yeni vakalarin tahmini sayisi

Meme
2261419 (%11,7)

Akciger
2206 771 (%11,4)

Diger kanserler
8 879 843 (%46)

Kolorektum
1 931 590 (%10)

Prostat
1414 259 (%7,3)

Mide
1089 103 (%5,6)

Rahim agzi Karaciger
604 127 (%3,1) 905 677 (%4,7)

Total : 19 292 789

Sekil 1. Diinyadaki 2020 yilindaki yeni kanser tanisi almig bireylerin yaklagik sayisi ve
dagilimi grafigi. Tiirkgelestirilmistir.(Ferlay J, 2020)



2020'de diinya ¢apinda, her iki cinsiyette ve her yasta élimlerin tahmini sayisi

Akciger
1796 144 (%18)

Diger kanserler
3 932 768 (%39,5)
Kolorektum
935 173 (%9,4)
Karaciger
830 180 (%8,3)
Mide
Pankreas .
466 003(%4,7) 768 793 (%7,7)
Yemek Borusu Meme
544 076 (%5,5) 684 996 (%6,9)

Total : 9 958 133

Sekil 2. Biitiin diinyada 2020 yilindaki kanser nedeniyle 6len bireylerin yaklasik sayisi ve
dagilimi grafigi. Tiirkgelestirilmistir.(Ferlay J, 2020)

4.2. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinom (HCC) karacigerin primer timoriidir ve karacigerin primer
timorlerinin yaklasik %90’ 11 olusturur. HCC kanserler iginde diinyada besinci sirada (Asafo-
Agyei & Samant, 2023) ve maligniteye bagli 6liimlerde liglincii sirada yer almaktadir (McGlynn
etal., 2021; Sung et al., 2021). Erkeklerde akciger kanserinden sonra kanserden dliimlerin ikinci
onde gelen nedeni HCC’dir (Ferlay J, 2020). HCC’nin bes yillik sagkalim oran1 %18’dir ve
pankreas kanserinden sonra ikinci siradadir (Jemal et al., 2017). Hepatoseliiler karsinom igin
onemli risk faktorleri arasinda viral hepatit (hepatit B ve hepatit C), alkolik karaciger hastaligi
ve alkolik olmayan karaciger steatohepatiti/alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi yer
almaktadir. HCC, siroz tanisi konan hastalarin yaklasik %85’inde goriiliir (loannou et al.,
2007).

Kronik hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu diinya ¢apinda HCC’nin 6nde gelen nedenidir.
Evrensel hepatit B agilamasinin diinya ¢apinda HCC insidansini azaltmast muhtemeldir. HCC
gelisimi icin yiiksek risk tasiyan sirotik olmayan kronik hepatit B viriisii enfeksiyonu, yiiksek
aminotransferaz (ALT) ve yiiksek serum hepatit B viriisiit DNA’s1 olan hastalar, ailede HCC
Oykiisii, Sahra alt1 Afrika’dan 20 yasindan biiyiik hastalar, 40 ve 50 yasindan biiyiik Asyali
erkekler ve kadinlar gozetim altinda tutulmalidir (Galle et al., 2018). HCC tanisi, alfa-
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fetoprotein gibi serum biyobelirteglerinin yiikselmesi, ultrason, kontrasth bilgisayarli tomografi
(BT) veya manyetik rezonans goriintiileme (MRI) gibi goriintiileme yontemleri ve biyopsi ile
konur. Her 4-6 ayda bir ultrason ve alfa-fetoprotein (AFP) ile veya AFP olmadan yapilan

gbzetimin erken HCC tespitini artirmasi muhtemeldir.

HCC’nin yonetimi karmasiktir ve HCC igin farkli uzmanlik alanlarindan gesitli tedaviler vardir.
Tibbi onkoloji, cerrahi, radyasyon onkolojisi, girisimsel radyolojiyi igeren ve hepatolog
tarafindan yonetilen meslekler arasi bir ekip, hepatoseliiler karsinomlu hastalara biitiinsel ve
entegre bir yaklasim saglamak ve miimkiin olan en iyi sonuglar1 elde etmek i¢in énemlidir

(Asafo-Agyei & Samant, 2023).
4.2.1. Hepatoseliiler karsinom epidemiyolojisi

Hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya genelinde en sik goriilen kanserler arasinda yer alir ve
en yaygin besinci solid kanser tiiriidiir. Ayn1 zamanda kansere bagli 6liimlerin tiglincii en yaygin
nedenidir ve 2018 yilinda 780.000 6liim HCC’den kaynaklanmuistir. Yakin zamanda agiklanan
kanser verileri, yaklasik 840.000 yeni HCC vakasinin teshis edildigini gosterdi ve tahminler,
2040 yilinda HCC vakalarinda %61°lik bir artis olacagini gosteriyor (Ferlay J, 2020;
Fleischhacker & Schmidt, 2007). Erkekler, kadinlara kiyasla karaciger kanserine yakalanma
acisindan daha ytiksek risk altindadir. HCC insidansi, erkeklerde kadinlara kiyasla ii¢ kat daha
yaygindir. Cinsiyete gore degerlendirmede, yetiskin erkekler %59,6’sim1 olusturmakta ve
kansere bagl 6liimlerde ikinci siradadir, kadinlar ise %29,4’{inii olugturmakta ve kansere bagh

oliimlerde sekizinci sirada oldugu belirtilmektedir (Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021).

Yeni HCC vakalarmin %80’inden fazlas1 Dogu Asya ve Sahra alti Afrika'da meydana
gelmektedir (Ferlay J, 2020; Yang et al., 2019). Yiiksek riskli HCC bolgelerinin ¢ogunda (Cin,
Kore Cumhuriyeti ve Sahra Alti Afrika), temel belirleyiciler kronik HBV enfeksiyonu,
aflatoksine maruz kalma veya her ikisidir; diger iilkelerde (Japonya, Italya ve Misir) Hepatit C
viriisii (HCV) enfeksiyonu muhtemelen baslica nedendir (McGlynn et al., 2021; Sung et al.,
2021).

Bu olgularin %72,5’1 ve kiiresel HCC’ye bagl olimlerin %73,3’i Asya iilkelerinde
bulunmaktadir (Ferlay J, 2020). Ancak, Asya icindeki belirli cografi bolgelerde biiyiik
farkliliklar rapor edilmektedir. Mogolistan'da HBV ve HCV ile HBV tasiyicilarinin HCV veya
hepatit delta virlisleriyle ko-enfeksiyonlarinin yani sira alkol tiiketimi de yliksek yiike katkida
bulunmaktadir (Chimed et al., 2017). GLOBOCAN 2020’ye gore, Mogolistan hem insidans

hem de 6liim oran1 (85,6 ve 80,6/100 000) agisindan yasa standardize edilmis en yiiksek orana
8



sahiptir. Goriilme siklig1 ve 6liim oranlari, bir¢ok yiiksek riskli iilkede 1970’lerin sonlarindan
bu yana azalmistir (Petrick et al.,, 2020). Bu egilimler muhtemelen HBV ve HCV’nin
popiilasyon seroprevalansindaki azalmanin yani sira aflatoksin maruziyetindeki azalmay: da
yansitmaktadir. Bliyiik bir halk saglig1 basaris1 olan HBV’ye karsi asilama, ilk kez 1980’lerin
basinda uygulamaya konuldugu Dogu Asya’daki yiiksek riskli iilkelerde HBV enfeksiyonu

prevalansini ve HCC goriilme sikligini1 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Chang et al., 1997)

Bir¢cok bolgede HBV ve HCV prevalansinin azalmasi ve asir1 viicut agirhigr ile diyabetin
artmasiyla birlikte baslica risk faktorlerinin gegis halinde oldugu goériillmektedir (Marengo et
al., 2016). Ayrica, son yillarda 6nceden diisiik riskli tilkelerde (Avrupa, Kuzey Amerika,
Avustralya/Yeni Zelanda ve Giiney Amerika'daki ¢ogu iilke) goriilme oranlari artmis veya daha
yiiksek bir seviyede sabitlenmistir; bunun nedeni muhtemelen kismen asir1 viicut agirhigi ve

diyabet hastaligin yaygmliginin degismesidir. (Florio et al., 2020; Petrick et al., 2020).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde HCC birkag yildir en sik teshis edilen kanserler
arasindadir ve kansere bagli 6liimlerin en hizli yiikselen nedenleri arasindadir (Siegel et al.,
2021). HCC’nin baslangi¢ yas1 diinyanin farkli yerlerinde degisiklik gosterir, ABD’de medyan
yas1 64°tiir. 2016-2030 yillar1 arasinda obezite ve diyabetteki artisa bagli olarak ABD’de HCC

insidansinin %122 oraninda artmasi beklenmektedir (loannou et al., 2019)(Sekil 3).

Ddnya'da 2020'de tahmini yaga standardize hepatoseliiler karsinoma insidans orantan (her iki cinsiyet, tim yaglar)
. T

>89

6189
N 48-61
3748 B Uygurerabilic dedl
a7 Vari yok -

Sekil 3. 2020 yilindaki Diinya haritasindaki yas-standartlastirilmis insidans oranlari, her iki
cinsiyet ve biitiin yas gruplari i¢in. Tiirkgelestirilmistir.(Ferlay J, 2020)

HCC goriilme sikligindaki artis kadar hastaligin etiyolojisi de farkli etnik kokenlerde farklilik
gostermektedir. HCC gelisiminden HBV enfeksiyonlari sorumlu gibi goriiniirken, Hispanik

etnik kokene sahip kisilerde ¢ogunlukla Alkolsiiz Yagli Karaciger Hastaligi (NAFLD)



nedeniyle HCC gelismistir (White et al., 2017). HCC insidans1 ve etiyolojisi de ayni tilkede
farklilik gosterebilir. Ornegin Tiirkiye’de yapilan bir ¢alisma, HCC etiyolojisinin ayni cografi
bolgede bulunan sehirlerden bile farkli oldugunu gostermistir (Akkiz et al., 2018).
GLOBOCAN verilerine gore iilkemizde HCC kanser sebepli oliimlerde yedinci sirada yer
almaktadir (Sekil 4). Asilamanin yayginlasmasiyla azalan oranlar1 gesitli sebeplerden dolay1
2040 yilinda %50’den fazla artmasi beklenmektedir (Ferlay J, 2020). Etnik gruplar arasi
cesitliligin nedeni gesitli genetik degisikliklerden veya ortalama yas ve/veya cinsiyet dagilimi
gibi niifus dinamiklerinden kaynaklanabilir. Bu nedenle etnik gruplar arasi farkliliklarin 6nemli

risk faktorlerine maruz kalma siiresiyle iligkili olma olasilig1 daha ytiksektir.

2020'de Tirkiye'de, her iKi cinsiyette ve her yasta élimlerin tahmini sayisi

Akciger

Diger kanserler 37 070(%29,3)

41 378 (%32,8)

Kolorektum
Karaciger 8
5 461(%4,3) 10 798 (%8,5)
Prostat Mide
5464 (%4.3) 10 789 (%8,5)

7161 (%5,7) :"z'i'i'FZZ 5

Total : 126 335

Sekil 4. 2020 yilinda Tiirkiye’deki kanser nedeniyle 6len bireylerin oran ve say1 grafigi, her iki
cinsiyet ve biitiin yas gruplar i¢in. Tiirk¢elestirilmistir.(Ferlay J, 2020)

4.2.2. Hepatoseliiler karsinoma risk faktorleri

HCC, bircok risk faktorii tarafindan uzun siire maruziyetiyle olusan karacigerin karmasik ve
heterojen bir malignitesidir (Balogh & Victor, 2016). Hepatit B viriisii (HBV) ve Hepatit C
virtisiit (HCV) enfeksiyonlari, alkole bagli yagl karaciger hastaligi (AFLD), alkolik olmayan
karaciger steatohepatiti (NASH), alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi (NAFLD), asirt
alkol tiiketilmesi, aristolosik asit ve aflatoksinli gidalarin asir1 tiiketilmesi, diyabet ve sigara
hepatoseliiler karsinom gelisimi i¢in etiyolojik faktorlerdir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).
Sekil 5, HCC baslangicinda rol oynayan risk faktorlerini gostermektedir (Refolo et al., 2020).
Viral ve viral olmayan etiyolojiye sahip faktorler, bazi durumlarda HCC gelisimi i¢in gerekli

bir kosul olmayan siroza doniisebilen fibrozis olusumuna yatkinlik saglayan inflamatuar bir
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mikrogevrenin olusumuna yol agan spesifik aracilar1 serbest birakarak HCC’nin baglangicindan
sorumlu olabilir (Refolo et al., 2020). Burada sayilan her bir faktoér ayn1 zamanda siroza yol
actigindan, siroz HCC igin baslica risk faktorleri arasindadir (Yang et al., 2019). Tedavi
seceneklerinin yetersiz kalmasi nedeniyle HCC’nin gelisiminde rol oynayabilecek kontrol
edilebilir risk faktorlerinin belirlenmesi ve bunlardan kagmilmasi diinya ¢apinda HCC

insidansini kontrol altina alinmasina ve azaltilmasina katki saglayacaktir (Yang et al., 2019).

HCV HBV
o el
. Kronik iltihap YAS * DNA entegrasyonu
i Nekroz * Genomik istikrarsizlik
* Doku hasar ‘ y 4 * Kronik iltihap
. Yenilenme /\ ‘ﬁ/ * Doku hasari

Fibrozis l & * Yenilenme
* Fibrozis

Siroz
Siroz yok (%10)

Siroz
Siroz yok (%30)
IL-10
y < PD-L1

_2 Stimiile CD8+*

'

HCC

METABOLIK SENDROM \\i§

DIiYABET

OBEZITE 5 K BESLENME KANSEROJENLERI

NAFLD/NASH £ A \/ Afiatoksin B1
(TNFaq, IL-6, leptin, resistin) i L_/
* Kronik iltihap IFNy " :
* Fibrozis IL-17 ASIRI KILO
grandim B

Siroz TNFa
Siroz yok Baskilanmig CD8+

Sekil 5. HCC baslangici igin ortak risk faktorleri. Tiirkgelestirilmistir.(Refolo et al., 2020).

HCC gelisimine yol agan biyolojik ve kimyasal karsinojenik faktorlerin birbirinden farkll
molekiiler karsinogenez siireclerine yol agabilecegi olasidir. Sekil 6’de cesitli risk faktorleri
icin siipheli hepatokarsinogenez mekanizmalar1 gosterilmistir. Ortak noktalar ayni renk
kullanilarak belirtilmistir. Bu mekanizmalara ek olarak, HBV ve aflatoksin B1 genomu
etkileme 6zelligini paylagsmaktadir. HBV konak genomuna entegre olabilir ve aflatoksin B1 bir
mutajendir. Bu sebeple, daha spesifik biyobelirtecler ve hedeflenebilir genler ile gen tirtinlerinin
kesfinde, ¢aligmaya alinan hasta grubunun hastaligin etiyolojisi acisindan homojen olmast
biiyiilk 0onem tasimaktadir. Asagida hepatoselliiler kanser etyolojisinde rol aldigi bilinen

faktorler belirtilmistir.
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Hepatoselliiler karsinoma

Sekil 6. Cesitli risk faktorleri i¢in siipheli hepatokarsinogenez mekanizmalar1 gosterilmistir.

Viral hepatitler

Kronik HBV ve HCV enfeksiyonu, HCC vakalarinin %70’inden fazlasiyla iliskilidir (Asafo-
Agyei & Samant, 2023; Mohammed et al., 2007). Viral olmayan risk faktorlerinin karaciger
kanser1 ytikii tizerindeki etkisi giderek daha 6nemli hale gelse de, HBV enfeksiyonu ve HCV
enfeksiyonu karaciger kanserinin diinya capindaki 6liimlerin sirasiyla %56’smi1 ve %20’sini
olusturdugundan, viral hepatitin ortadan kaldirilmasi kiiresel olarak HCC’nin 6nlenmesinde
birincil temel strateji olmaya devam etmektedir (Plummer et al., 2016). Cografi olarak HCV
nedeniyle gelisen HCC’ler ABD’de yayginken, HBV kaynakli HCC Asya iilkelerinde daha
yiiksek oranda goriilmektedir (Hoshida et al., 2010; Kulik & El-Serag, 2019; Trépo et al., 2014)

Hepatit B viriisii

Hepatit B virlisii (HBV) Hepadnaviriis ailesine ait zarfli bir viriistiir. HBV DNA’s1, ipliklerin
5’ uglar1 arasinda yapiskan, kisa bir ortiisme bdlgesinin yer aldig, yaklasik 3200 baz ¢iftine
sahip kismen ¢ift sarmal, halkasal bir genoma sahiptir. HBV nin transkripsiyonel sablonu,
hepatosit ¢ekirdegi i¢inde kapali, olduk¢a kiiciik kovalent dairesel bir kromozom olarak
bulunan cccDNA’dir. CccDNA’nin korunmasi, viriisiin kaliciligi igin esastir. (Locarnini &
Zoulim, 2010). DNA’nin replikasyonu, revers transkripsiyon ile bir pregenom RNA’nin 5’
kopyasina baglanmasiyla baglar. Ters transkriptaz hataya meyillidir ve mutasyon orani
yiiksektir. Bundan hareketle 1980’lerde, rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle
beraber, revers trasnkriptaz inhibitorleri gelistirilmis ve HBV enfeksiyon tedavisinde etkili

yollar aranmigtir (Seeger & Mason, 2015).
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Dort okuma gergevesinden olusan (core, yiizey, x ve polimeraz bolgesi) viriis DNA’s1 yedi
protein yapiy1 sentezler. Bunlar “core” protein, “precore” protein, pol ve hepatit B viral protein
(HBX) ile 1960’larin sonunda serumda kesfedilen kiigiikten biiyiige sirasiyla S, M, L olarak
adlandirilan ti¢ HBV zarf proteinden (Hepatit B yiizey antijenleri- (HBsAQ)) ibarettir (Seeger
& Mason, 2015). Viriis niikleik asit ve yapisal protomer biriminin olusturdugu, niikleokapsitin
alt birimi olan “core” ve “pol”, konakg¢1 hiicre sitoplazmasinda yer alan viral DNA’nin sentezi
icin gerekli revers transkriptaz, RNaz H gibi enzimleri ve primeri kodlar. Viral RNA’larin
sentezinde, cccDNA’nin tam ve etkin transkripsiyon i¢in yapisal HBx protein gereklidir
(Seeger & Mason, 2015). Calismalar, viral proteinlerin konak¢1 genomunu etkileyebildigi, gen
ekspresyonunu degistirebilecek sekilde konakei proteinlerle etkilesime girdikleri gosterilmistir
(Hussain et al., 2007). Bu noktada HBx’in hepatositte ekspresyon diizeyine bagli olarak hiicre
oliimi veya HCC gelisiminde rol oynayan transaktivator gorevi gordiigi, bir proto-onkogen
olan c-Myec ile etkilesimini giiglendirdigi, sitoplazmada tiimér protein 53 (P53) proteini
ayrarak hepatosit patogenezini ve HCC’yi indiikledigi ifade edilmektedir (Schuster et al., 2000;
Terradillos et al., 1998).

HBV’nin hepatositlere girisi i¢in reseptdr sodyum taurokolat polipeptididir (Yan et al., 2012).
Hepatit B viriisii genomunun konak genomuna entegrasyonu, HBV’de onkogenez i¢in birincil
patogenezdir. Viral genomun insan genomunun telomeraz ters transkriptaz (TERT) promotor
bolgelerine eklenmesi, HCC vakalariin %60’ 11 olusturan mutasyonla sonuglanir (Schulze et
al., 2016). Diger genetik degisiklikler arasinda TP53 (hiicre dongiisiinii etkileyen), beta-1
katenin (CTNNBI), eksen inhibitorii-1 (AXINI), AT-zengin etkilesim alani igeren protein 1A
(ARID1A) ve ARID2 (kromatin proliferasyonu) mutasyonlar1 yer alir.

En yaygin HBV mutasyonlar arasinda precore bolgesinde 1896 pozisyonunda stop kodonu
olusturan tek niikleotid degisikligi ve bazal core promoter bdlgesinde 1762 ve 1764
pozisyonlarinda precore mesajct RNA (MRNA)’ nin transkripsiyonunu azaltan ¢ift niikleotid
degisikligi yer almaktadir (Okamoto et al., 1994). Bu mutasyonlar viriisiin replikasyon
kapasitesini etkilemeden HBeAg iiretimini ortadan kaldirmakta veya azaltmakta ve HBeAg-
negatif kronik HBV enfeksiyonuna neden olmaktadir. Precore ve bazal core promoter

mutasyonlari tek basina veya birlikte ortaya ¢ikabilir.

Bu HBeAg-negatif mutantlarin cografi yayginhgi, iliskili HBV genotiplerinin yayginhg ile
iliskilidir. Viriis, A-J olarak etiketlenen en az on genotipte siniflandirilabilir(Lin & Kao, 2011).
A genotipi Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve Afrika'da sik goriiliirken, B ve C genotipleri
Asya'da yaygindir ve D genotipi cogunlukla Akdeniz iilkeleri, Orta Dogu ve Hindistan'da tespit

13



edilmistir. HBV genotipleri hastaligin ilerlemesini ve interferona yaniti etkileyebilir (Kim et

al., 2011).

Diinya niifusunun %30’ unda goriilebilen Hepatit B ve diinya ¢apinda kronik hepatitin en yaygin
nedenidir. Ik olarak 1990’larda da HBV ile HCC arasindaki iliski acik bir sekilde ortaya
konmustur (Seeger & Mason, 2015). Hepatit B viriislerin neden oldugu bu enfeksiyonlar birkag
ay gibi kisa siireli ve gegici olabildigi gibi, bireyin yasami siiresince devam eden, siroz,
karaciger yetmezligi ve HCC ile sonuglanabilen kronik enfeksiyon tablosu da
goriilebilmektedir (Seeger & Mason, 2015; Xie, 2017). Hepatit B hastalarinda hepatoseliiler
karsinom insidans1 viral yiik, enfeksiyon siiresi ve karaciger hastaliginin ciddiyeti ile
artmaktadir (Forner et al., 2018). Gizli hepatit B viriis enfeksiyonu da viriis entegrasyonunun
neden oldugu DNA hasari nedeniyle artmus risk ile iligkilidir (Forner et al., 2018). Kronik HBV
enfeksiyonundan sonra, sirozlu vakalarin yaklagik %20-30’unda HCC gelisir (Song et al.,
2016). HBYV ile iligskili HCC’nin %80’inden fazlasinda altta yatan siroz vardir (Thiele et al.,
2014).

Ayrica HCC, hepatit B viriisii enfeksiyonu ile enfekte hastalarda siroz yoklugunda ortaya
¢ikabilir. Bunun yaninda, HBV ile enfekte olup sirozu olmayan ve HCC gelisen bir grup vaka
da vardir (Veldzquez et al., 2003). Her iki durumda da daha biiyiik bir tiimor yiikii koti bir
prognozla iligkilidir. Bu nedenle erken teshis, tiimdrlerin kiiratif bir agamada tanimlanmasina
yardimci olarak basarili tedavi ve uzun siireli sagkalim sansini artirir (EI-Serag et al., 2008;
Song et al., 2016). Ancak bu hala ¢ok zorlu bir siirectir ve non-invaziv tani araglarinin
gelistirilmesi biiylik bir zorluk teskil etmektedir (Cao et al., 2018; Zhao et al., 2015). HBV’li
hastalarda hepatoseliiler karsinom i¢in gii¢lii bir risk belirleyicisi yliksek serum HBV DNA
seviyeleridir (10.000 kopya/mL’ye esit veya daha fazla) (Chen et al., 2006). Bu durum hastanin
hepatit B e antijen (HBeAg) durumundan bagimsizdir (Yang et al., 2002). Ayrica, HBeAg’nin
pozitifligi artmig HCC insidans1 ile iligkilidir. Bu, uzamis replikasyon fazinin bir gostergesi
olabilir. HBV genotip C, HCC igin artmus risk ile iligkilidir (Yu et al., 2005). Hepatit B viriis
yiikii diisiik ancak HBsAg seviyeleri 1000 IU/mL’den yiiksek olan hastalar, HCC ile 6nemli
olgtide iliskilidir (Tseng et al., 2012).

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore Tiirkiye, hepatit B i¢in orta diizeyde (%2-8) endemisiteye sahiptir
(Gurol et al., 2006). Tiirkiye’de hepatit epidemiyolojisi tizerine yapilan geg¢mis g¢alismalar,
genel kronik HBV enfeksiyonu prevalansinin %4-10 (bat1 bolgelerinde %3,5 ve dogu
bolgelerinde %7) ve hepatit B viriisiiniin yiizey antijenlerine karst viicut tarafindan tiretilen

antikor (anti-HBs) pozitifliginin %20,6-52,3 oldugunu gostermistir (Altay et al., 2012; Mistik,
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2007; Tosun, 2013). Ayrica viral hepatit B ve C enfeksiyonlari, alkol kullanimi ve metabolik
bozukluklar karaciger sirozu ve HCC gelisimi i¢in ¢oklu risk faktorleridir. Son yillarda biiytik
terapotik ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, genel sagkalim orani hala ¢ok diisiiktiir ve HCC
hastalar1 i¢in prognoz ge¢ tani, kemoterapi basarisizligi ve sik niiks nedeniyle kotii olmaya
devam etmektedir. HCC’nin erken teshisi hastalar i¢in en iyi hayatta kalma sansini
sunmaktadir, ancak bu hala ¢ok zordur ve non-invaziv tan1 araglarinin gelistirilmesi biiytik bir

zorluk teskil etmektedir (Cao et al., 2018; Zhao et al., 2015).

2022 yil1 sonu itibartyla 190 iilke, HBV asisin1 ulusal bebek asilama programlarina dahil etmis
ve 3 doz hepatit B agisinin kiiresel kapsaminin yaklasik %84 oldugu tahmin edilmektedir

((WHO), 2020) (Son Erisim Tarihi 26 Ekim 2023).

Hepatit C viriisi

Hepatit C viriisii (HCV), 11 ana genotipi ve 15 farkli alt tipi olan, kismen ¢ift sarmalli, pozitif
anlamli bir RNA viriisiidiir. HCV genomu, konak genomu ile entegra olamaz. HCV genotip 1b
daha sik HCC ile iliskili bulunmustur (Bruno et al., 2007; Swenson et al., 1991). Diinya ¢apinda
teshis edilen HCC vakalariin %20’sine HCV neden oldugu bulunmustur (Ikeda et al., 2007).
HCV ile iligkili HCC ¢ogunlukla siroz veya ileri fibrozis evreleri olan hastalarda gériilmiistiir
(Lok et al., 2009). Sirozu olmayan hastalarda daha az sayida HCV ile iliskili HCC vakasi
belgelenmistir (Nash et al., 2010). Kronik hepatit C viriisii enfeksiyonunda kronik inflamasyon
ve bunu izleyen fibroz, nekroz ve rejenerasyon HCC gelisimine katkida bulunur. Karaciger
karsinogenezinde kaydedilen molekiiler belirtegler viral yapisal ve yapisal olmayan proteinleri
(NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) icerir (Asafo-Agyei & Samant, 2023). Hepatit B viriisii
ile viral koenfeksiyon ve hepatit delta viriisii ile viral koenfeksiyon HCC i¢in artmus risk ile
iliskili bulunmustur (Fattovich et al., 2000; Ikeda et al., 2007).

Alkolik olmayan yagh karaciger hastahg (NAFLD)

Alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi (NAFLD), alkol &ykiisii olmaksizin hepatositlerde
asir1 yag bulunmasidir. NAFLD, 6zellikle bati iilkelerinde olmak iizere diinya ¢gapinda HCC’nin
onde gelen nedenlerinden biridir (Yasui et al., 2011). NAFLD ¢ogunlukla metabolik sendrom
ortaminda ortaya c¢ikar. Metabolik sendrom, kardiyovaskiiler riski artiran insiilin direnci,
hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve abdominal obezite olan hastalarda ortaya ¢ikar (Asafo-
Agyei & Samant, 2023). Arka planda siroz olmaksizin HCC’ye sahip oldugu belirtilen
hastalarin %13’tinde NAFLD oldugu kaydedilmistir (Mittal et al., 2016).
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Alkol

Amerika Birlesik Devletleri’'nde HCC’nin %30’u asir1 alkol alim1 6ykiisiiyle iligkilidir. Alkol
dogrudan ve dolayli olarak HCC’ye neden olabilir. Alkol siroz yoluyla dolayli olarak HCC’ye
neden olabilir. Alkol reaktif oksidatif stres (ROS) ve inflamasyonun artmasina yol agar. Giinde
80 g’dan fazla alkol almak HCC riskini bes kat artirir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Aflatoksinler

Aflatoksin B1, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan {iretilen bir
mikotoksindir. Bu mantar ¢ogunlukla Sahra Alt1 Afrika ve Glineydogu Asya’da tahillara
bulagsmaktadir. Karsinogenez cogunlukla tiimoér baskilayict genin (p53) mutasyonu yoluyla
gerceklesir. Aflatoksin B1, kronik hepatit B viriisii olan hastalarda HCC i¢in artmis risk ile
iliskilidir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Diger risk faktorleri arasinda asir1 demir yiiklenmesi, Glikojen depo hastaligi, Wilson hastaligi,
alfa bir antitripsin hastalig1, hiperkitrullinemi, Alagille sendromu ve akut aralikli porfiriler yer

almaktadir.
4.2.3. Hepatoseliiler karsinoma patogenezi

Hepatoselliiler karsinom, hepatositlerin malign bir timoriidiir. Sitolojik 6zellikler hepatositlerin
farklilasmasina baglhidir. Iyi farklilasmis HCC’den kétii farklilasmis HCC’ye kadar. Trabekiiler
mimari patern en yaygin olanidir. Diger paternler arasinda psddoasiner (proteinli materyal

iceren asiner), kompakt ve sarkomatoid bulunur.

Bu neoplazmlar, displastik nodiillerin ortaya c¢ikmasiyla baslayan ve nihayetinde HCC’ye
doniisebilen iyi tanimlanmis histopatolojik evreler dizisi boyunca ilerler (Zucman-Rossi et al.,
2015). Hem genetik hem de epigenetik mekanizmalarin (TERT promoter mutasyonlari,
kromozomal aberasyonlar ve metilasyon olaylari) displastik nodiillerin malign doniisiimii i¢in
bek¢i olarak islev gordiigi diisiiniilmektedir. Hepatokarsinogenez, TERT, TP53 ve
CTNNB1’deki mutasyonlar gibi bir tiimor baslatma olayr gerektirir ki bunlar kiiciik HCC
tiimorlerinin %51’inde zaten mevcuttur. Daha sonra edinilen genetik degisiklikler ve tiimdr
mikrocevresindeki degisiklikler, bu tiimdrlerin evrimsel secilimin siirekli baskisi altinda ileri
evrelere ilerlemesini saglayarak genis intratiimoral heterojeniteye yol agmaktadir (Sekil 7).
Genetik ve epigenetik onkojenik degisiklikler muhtemelen, farklilagsmis 6zelliklerine ragmen
fakiiltatif bir kok hiicre olan bir hiicre tipi olan hepatositler i¢inde meydana gelir (Llovet et al.,
2021) . Olgun hepatositler HCC i¢in ana koken hiicreler olsa da karaciger kok hiicreleri ve
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transit ¢ogalan hiicre popiilasyonlar1 da karaciger onkogenezine dahil edilmistir (Sia et al.,
2017). Preklinik modellerde, hepatik onkogenez, hepatositlerin telafi edici rejenerasyonu ile
hiicre 6liimii tarafindan desteklenir ve apoptozun bloke edilmesi HCC olusumunu azaltir
(Hirsova et al., 2020). Yenilenen hepatositler i¢indeki replikatif stres, 6zellikle inflamasyon ve
fibrozis baglaminda transformasyon ve kanser ilerlemesini destekleyen genetik lezyonlar
indiikler (Bayard et al., 2018). Insan NASH’sinde, oto-agresif CD8+ PDI1+ T hiicreleri
hepatosit hiicre 6liimiinii indiikler, NASH patogenezini destekler ve immiin gozetimi bozar,

boylece HCC olusumunu ve ilerlemesini destekler (Pfister et al., 2021)

Ote yandan, somatik genomik ve epigenetik degisikliklerin ardigik birikiminin karaciger
karsinogenezinde Onemli bir rol oynadigr gosterilmistir. PNPLA3 rs738409, TM6SF2
rs585542926 ve HSD17B13 rs72613567 (metabolizmada yer alan proteinleri kodlayan) dahil
olmak tizere karaciger hastaligina yatkinlik yaratan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) HCC
riskini artirmaktadir (Gellert-Kristensen et al., 2020). Aflatoksin B1 ve aristolosik asit, HCC’de
somatik mutasyonlara neden olan gevresel genotoksik bilesiklerdir (Yang et al., 2019). Misir
ve findikta bulunan bir aspergillus metaboliti olan Aflatoksin B1, HBV enfeksiyonu olan
hastalarda HCC’yi sinerjik olarak tesvik eder. Cin bitki ¢aylarinda bulunan aristolosik asit, bol
miktarda T’den A’ya onkojenik transversiyona neden olur (Nault & Letouzé, 2019). HCC
timorlerinde ortalama 60-70 somatik mutasyon bulunur. Cogunlugu karsinogenetik siirece
dogrudan katilmazlar, ancak bazi mutasyonlar "siiriicii genler" olarak adlandirilan genlerde
meydana gelir ve karaciger karsinogenezi i¢in anahtar olan sinyal yollarini aktive eder. Viral
genomun insan genomunun telomeraz ters transkriptaz (TERT) promotér bolgelerine
eklenmesi, HCC vakalarinin %60’1n1 olusturan mutasyonla sonuglanir (Schulze et al., 2016).
Ayrica, TERT promotorine HBV veya adeno-iligkili viriis 2 (AAV2) entegrasyonu da
bildirilmistir (Ningarhari et al., 2021).

TERT-aktive edici mutasyonlar displastik nodiillerin %20’sinde goriiliir ve bu molekiiler
Ozelligi HCC’nin varsayilan bir bekgisi haline getirir (Torrecilla et al., 2017). Yiiksek diizeyde
telomeraz eksprese eden hepatosit alt popiilasyonlari tiim karaciger bolgelerine dagilmis olarak
bulunur (Lin et al., 2018) ve bunlar hiicresel yaslanmayi onleyerek hepatokarsinogeneze
katkida bulunabilir, boylece kronik karaciger hasarinda mutasyona egilimli bir ¢ogalan hiicre
kaynagi saglar. Displastik nodiillerde bulunan diger epigenetik (6rn. TSPYLS5’in
hipermetilasyonu) ve genetik degisikliklerin (6rn. chr. 8q kayb1) kanser bekgileri oldugu 6ne
stiriilmiistiir (Hernandez-Meza et al., 2021; Torrecilla et al., 2017) HCC’de en sik degistirilen
ikinci gen, B-katenin kodlayan ve Wnt yolunun kritik bir efektorii olan CTNNB1 (~%30)

genidir. Wnt/B-katenin sinyali biiyiik 6l¢iide hepatik lobiiliin tiglincii bolgesi ile sinirhdir ve -
17



katenin mutasyonlarini igeren hepatokarsinogenez muhtemelen bu hepatik bolgede meydana
gelir (Llovet et al., 2022; Sun et al., 2021). Diger 6nemli mutasyonlar TP53 (~%25) ve AXIN1
(~%10) veya BAP1, ARID1A/B ve ARID2 gibi epigenetik diizenleyicilerde meydana
gelmektedir. PDGFR, MET, EGFR, PIK3CA gibi (tirozin kinaz inhibitér) TKI’ler i¢in
geleneksel hedeflerdeki mutasyonlar nadirdir (<%3) (Llovet et al., 2022).
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Sekil 7. HCC’nin molekiiler patogenezi: adim adim siire¢, genomik isabetler ve klonal evrim.
Tiirkcelestirilmistir.(LIovet et al., 2022).

Siroz

Siroz, hepatoseliiler karsinom i¢in viral karsinogenezde énemli bir adimdir. HCC’nin neredeyse
%70-90’1 siroz zemininde gelismistir ve diinyanin geri kalaniyla karsilastirildiginda Bati
tilkelerinde senaryo daha dramatiktir. HCC sirozun herhangi bir asamasinda gelismistir. Hepatit
B wviriisi genomunun konak genomuna entegrasyonu, HBV’de onkogenez icin birincil
patogenezdir. Kronik inflamasyon ve bunu takip eden karaciger hasari, kalici karaciger
hasarina neden olur ve sonunda siroz gelisir ("EASL-EORTC clinical practice guidelines:
management of hepatocellular carcinoma,” 2012). Yaralanma {izerine ilk bakista karaciger
fibrozu ortaya c¢ikar ve bu, yarali dokuda klasik bir iyilesme tepkisi olarak kabul edilir. Eg
zamanlt olarak siroz, karaciger fibrozunun son asamasi olarak siniflandirilmis ve bunu
karaciger parankimi bozuklugu ve kan akiginda bozulma takip etmistir. Buna paralel olarak
portal hipertansiyon ve asit birikimi gibi ¢esitli ikincil komplikasyonlar ortaya cikabilir ve

karaciger fonksiyon kaybini daha da tetikleyebildigi gosterilmistir (D'Amico et al., 2006).

Gilinlimiize kadar karaciger hastaliklarini tedavi etmek ve yonetmek i¢in muazzam terapotik

gelismelere ragmen siroz hala karaciger kaynakli saglik yiikiiniin 6nemli bir boliimiinii temsil
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etmektedir (Blachier et al., 2013). Karaciger sirozu ve sekonder komplikasyonlar1 da HCC
hastalarinin prognozunu ve hatta tedavi yontemlerini etkilemektedir ("EASL-EORTC clinical
practice guidelines: management of hepatocellular carcinoma,” 2012). Ornegin, sirozun
diizeyine gore, HCC tedavisi i¢in rezeksiyon ve transarteriyel kemoembolizasyon (TACE) dahil
olmak tiizere standart yaklasimlar, beklenmedik komplikasyonlara ve kanserli olmayan
karacigerin hasar gérmesine neden olabilir ve bu da saglikli karaciger fonksiyonunu daha da

etkileyebilir (Russell, 2015)

Kronik HBV ve HCV enfeksiyonu olan hastalarda sirotik karacigerdeki displastik nodiillerin
erken donemde iyi diferansiye HCC olarak karsimiza ¢iktigir ve devam eden ¢ok asamali bir
stirecle farklilagtig1 ve dediferansiye HCC olarak gelistigi ortaya konmustu. Bugiin ise HCC’nin
molekiiler mekanizmalar1 gorece aydinlatilmis olmakla beraber, tiimor baskilayici genlerin
etkin oldugu ¢oklu savunma mekanizmasi ve karsinogenezdeki kimi noktalar belirsizligini hala
koruyor (Link & Iwakuma, 2017). HCC’nin, biiyiik oranda spesifik risk faktorleri arasinda
sayllan HBV veya HCV enfeksiyonu, yogun alkol kullanimi, alfatoksin maruziyeti, alfa-1-
antitripsin eksikligi veya son donemde oranmi artmakta olan alkolsiiz steatohepatit risk
faktorlerinin de yer aldig: sirozlu veya sirozsuz kronik karaciger zemininde gelistigi artik net
olarak bilinmektedir. HCC’lerin gelisiminde yine bu mekanizmalarin da ic¢inde yer aldigi
hepatik adenomlar 6ncii lezyon olarak kabul edilse de vakalarin oranini belirlemek oldukga
zordur (Sempoux et al., 2014). HCC’nin 6ne ¢ikan bir baska 6zelligi de multifokal HCC
gelisimidir. Bu durum intrahepatik metastaz olarak yorumlanan tek bir odaktan kdken alan, es
zamanl olarak bir¢cok odagin ortaya ¢ikmasi veya intrahepatik metastaza kiyasla daha yiiksek
oranla, birbirinden bagimsiz birden fazla odagin olusumuyla goriiliir. Bu iki mekanizma HCC
patogenezindeki farkliliklarin daha kolay goriilmesini saglamakta o©nemli firsatlar

sunabilmektedir (Feo & Pascale, 2015; Schlageter et al., 2014; Utsunomiya, 2005).
4.2.4. Hepatoseliiler karsinoma tanisi

Bir¢ok kanserde oldugu gibi, erken teshis ile sag kalim 6nemli 6l¢iide arttirilir. Medyan sag
kalimi erken HCC’li hastalarda 60 aydan fazladir, ancak ileri asamada tespit edildiginde 15
aydan daha azdir. Risk altindaki hastalarin gézetimi sonuglari iyilestirir, ancak HCC i¢in risk
altinda olanlarin %20’ sinden daha azi siirveyans alir ve mevcut siirveyans stratejileri simirl

duyarhiliga ve 6zgiinliige sahiptir.

Hepatoseliiler karsinoma tanisinda kullanilan baslica diagnostik teknikler serum belirteclerini,

karaciger fonksiyon testlerini, gesitli goriintiileme ydntemlerini ve histolojik incelemeyi
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kapsamaktadir. HCC’nin erken tespiti i¢in yeterli duyarlilik veya spesifiklige sahip kan bazli
biyobelirteglerin olmasi gereklidir, ancak su ana en yaygin olarak kullanilan biyobelirte¢ olan
AFP, HCC erken tanis1 i¢in yetersiz performans 6zelliklerine sahiptir. Biyobelirte¢ validasyon
asamalarindan gegcen ve HCC’nin erken tespiti i¢in umut vaat eden birka¢ aday serum
proteomik, glikomik ve genetik belirte¢ vardir, ancak bu belirtecler iyi hazirlanmis kohortlarda
dogrulama gerektirir. Devam eden prospektif veya retrospektif kohort c¢alismalari,

biyobelirteglerin validasyonunu saglayacaktir.

Biyokimyasal tam

Alfa-1 fetoprotein (AFP) gebelikte fetal karaciger hiicreleri tarafindan iiretilen ve normal
sartlarda erigkinlerde baskilanan bir glikoproteindir ve serum belirtecleri arasinda siklikla
kullanilir. Patolojik olarak, kronik karaciger hastaligi olan hastalarda yiiksek hepatosit
rejenerasyonuna baglt AFP miktarinda artis olabilmekte ve bu nedenle kansere 6zgii ayirici
tanida kullanilamamaktadir. AFP yerine son yillarda, AFP’nin temel glikoformu olan ve malign
hiicreler tarafindan tiretilen lens culinaris agglutinin-reaktif alfa-1 fetoprotein (AFP-L3) miktari
dikkate alinarak, total AFP miktarinin %10’undan fazla ise pozitif kabul edilmektedir. Serum
AFP’nin duyarlihigr yaklasik %66 ve 6zgilligii 10,9 ng/ml (normal deger 10 ila 20 ng/mL
arasindadir) ile %80°dir (Marrero et al., 2009). 200 ng/ml’den fazla belirgin sekilde yiikselmis
AFP diizeyleri HCC’yi saptamak i¢in olduk¢a 6zgiildiir ancak orta diizeyde duyarliliga sahiptir
(Chan et al., 2014). 500 ng/mL’lik bir kesme noktasi kullanarak karaciger hastaligi olan
hastalarda HCC’yi tespit etmek %90’dan fazla 6zgiilliige sahiptir (Johnson, 2001). Serum alfa-
fetoprotein seviyeleri kronik hepatit, siroz, gebelik ve diger germ ve germ dis1 tlimdrleri olan
hastalarda yiikselebilir (Sterling et al., 2012). Alfa-fetoprotein gézetim i¢in ultrason ile birlikte
kullanilir. Ayrica, HCC hiicrelerinde kazanilmis post-translasyonel defekt sonucu olusan
anormal protrombin prekiirsorii, des gamma karboksi protrombin (DCP) degerleri de AFP ve
AFP-L3 sonuglar ile birlikte degerlendirilmektedir. Normal olarak sadece plasenta ve fetal
karacigerde bulunan glipikan-3 (GPC3) ekspresyonu da HCC belirteci olarak
kullanilabilmektedir. Bu belirtecler disinda a-L-Fukosidaz, skuamoz hiicreli karsinom antijeni
(SCCA), Golgi proteini 73 (GP73), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), TGF-f1, VEGF de
diagnostik amaglh kullanilmaktadir. Ancak bu belirtecler, diger kanser tiirlerinde de
saptandigindan HCC’ye 6zgii degildir. Son zamanlarda yiizey gelistirilmis lazer desorpsiyonu
/ iyonizasyonu ugus zamanlh kiitle pektrometrisi (SELDI-TOF) ile yapilan serum proteomiks
calismalarinda, kiiglik tlimoérlerin saptanabilmesi amaciyla, tanida kullanilmak iizere daha
yiiksek ayirt edici Ozellikteki hassas proteinlerin belirlenmesi i¢in arastirmalar devam

etmektedir.
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Yiiksek alfa-fetoprotein seviyelerine sahip HCC, kotii diferansiye HCC ile iliskilidir ve kotii
prognoz saglar (Matsumoto et al., 1982). Hepatit B viriisii ile iligkili HCC ve pozitif serum
hepatit B e antijeni (HBeAg) olan hastalar, kotii prognoz ve daha yiiksek HCC niiksii ile
iliskilidir (Kubo et al., 2002; Sun et al., 2007). Yiiksek serum hepatit B viriisit DNA seviyeleri
HCC ve niiks i¢in daha yiiksek risk ile iliskilidir (Kim et al., 2008; Wu et al., 2009) Diabetes
mellitus HCC gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir ve ayn1 zamanda kotii prognoz ile iligkilidir

(Wang et al., 2014).

HCC prezentasyonu tiimdriin evresine ve arka plandaki siroza baglidir. Sirozla iligkili olmayan
HCC, hastaligin erken evresinde asemptomatik olarak ortaya ¢ikabilir. Sirotik iligkili HCC
hastalari, kotiilesen sarilik, kasinti, hepatik ensefalopati, asit, iist karin bolgesinde ele gelen
kitle, ates, halsizlik, kilo kaybi, erken doyma, abdominal distansiyon ve kaseksi gibi
dekompanse karaciger yetmezligi semptomlariyla bagvurabilir. Karin agrist HCC igin en sik
goriilen semptomdur. HCC hastalarinda paraneoplastik sendrom hipoglisemi, eritrositoz,
hiperkalsemi, diyare ve pemfigus foliaceous, pityriasis rotunda, dermatomiyozit ve Leser-
Trelat belirtisi gibi kutandz bulgularla ortaya ¢ikabilir. Semptomatik hastalar varis kanamasi,
intraperitoneal kanama, tikanma sarili81, piyojenik karaciger apsesi ve hepatik ensefalopati ile
bagvurabilir. HCC’nin en yaygin ekstrahepatik metastazi sirasiyla akciger, intra-abdominal lenf

nodu, kemik ve adrenaldir (Harding et al., 2018).

Hepatoseliiler karsinomali hastalarin prognozu tiimoér boyutuna, histopatolojide tiimoriin
farklilagmasina veya derecesine, altta yatan karaciger hastaliginin ciddiyetine, metastazlarin
varligina veya yokluguna ve tiimoriin komsu yapilara yayilmasina baglidir. Timér-nod-
metastaz (TNM) performans durumu ve karaciger fonksiyon bozuklugu derecesini hesaba
katmaz. En yaygin evreleme sistemi Barselona klinigi karaciger kanseridir (BCLC). Diger
evreleme sistemleri arasinda Cin Universitesi Prognostik Indeksi, Japonya Entegre Evreleme,

Italyan Karaciger Kanseri Programi yer almaktadir.

Evreleme

BCLC, hastalarin performans durumu, karaciger yiikii ve karaciger fonksiyonu dahil olmak
tizere en fazla prognostik bilgiyi sunmaktadir (Bruix & Sherman, 2011; Marrero et al., 2005).
Sistem, HCC’li hastalar1 bes asamadan birinde siniflandirmaktadir. Evreye bagli olarak tedavi
onerileri saglayan 0, A, B, C ve D alt tabakalari. Tiimér yiikii nodiillerin boyutu ve sayisi,
ekstrahepatik yayilim veya makrovaskiiler timor invazyonunun varligi ya da yokluguna gore
degerlendirilir. Karaciger fonksiyon testi Child-Turcotte-Pugh skoru, Son Dénem Karaciger

Hastalig1 Modeli ve albiimin-bilirubin derecesi ile degerlendirilir.
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Hepatoseliiler karsinomun hepatik komplikasyonlar1 arasinda hepatik ensefalopati, portal ven
trombozu, kdtiilesen asit, varis kanamasi, tikanma sar1lig1 ve piyojenik karaciger apsesi yer alir.
Intraperitoneal kanama, HCC’nin hayati tehdit eden bir komplikasyonudur. Hastalar kétiilesen
karin ¢evresi ve agrisi, hipotansiyon ve anemi ile bagvurur. Embolizasyon ile acil anjiyografi
ve kanamanin kontrolii i¢in cerrahi. Tani1 i¢in kontrastsiz BT batin taramasi ve acil anjiyografi
caligmalari icin anjiyografi ile BT batin taramasi gereklidir. HCC’nin en yaygin ekstrahepatik
metastazi sirasiyla akciger, intra-abdominal lenf nodu, kemik ve adrenaldir (Harding et al.,
2018). Beyin tiimorii HCC’nin nadir bir ekstrahepatik belirtisidir.

HCC etiyolojisini degerlendirmek i¢in yapilan diger laboratuvar incelemeleri arasinda hepatit
B ylizey antijeni, anti-HCV antikoru, alfa antitripsin seviyesi, bakir seviyeleri ve demir

satlirasyonu bulunmaktadir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Goriintiileme

HCC ultrason, bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ile

teshis edilebilir.

Ultrason (US), HCC ve siirveyans i¢in yaygin olarak kullanilan, invazif olmayan bir tarama
testidir. Duyarlilik ve ozgiillik sirasiyla %51-%87 ve %80-%100 arasinda degismektedir
(Hanna et al., 2016). Kontrastsiz US, HCC’nin boyutunu, morfolojisini, yerini ve vaskiiler
invazyonunu belirler. HCC, yag infiltrasyonu veya fibrozis zeminine bagl olarak hipoekoik
veya hiperekoik olabilir. HCC artmis kan akimi ve neovaskiilarite gosterir. USG, 2 cm’den
kiigiik tiimorlerin tespiti igin smirlidir (D'Onofrio et al., 2008). Kontrastsiz ultrasonda tespit
edilen lezyonlarin karakterizasyonu icin kontrastli ultrason (CEUS) kullanilir. CEUS, daha
once kontrastsiz US’de HCC olarak gosterilen lezyonlari teshis etmede %97’den fazla

ozgiilliige ve %90 oraninda duyarlilik ve hassasiyete sahiptir (Claudon et al., 2013).

Yiiksek riskli hastalarda HCC gozetimi i¢in alt1 ayda bir serum alfa-fetoprotein iceren veya

igcermeyen ultrasonografi dnerilmektedir.

Trifazik bilgisayarli tomografi (BT) taramasi ile HCC’yi tespit etmek i¢in tanisal goriintiileme
kriterleri arasinda arteriyel fazda hiper-artis ve portal vendz faz sirasinda karaciger arka planina
gore hizli yikanma yer alir. Kontrast BT nin lezyon basina duyarliligi ve 6zgiilliigii sirasiyla
%65 ve %96°dir. Duyarlilik 2 cm’den kiigiik lezyonlar i¢in %40°a diiser. Pozitif prediktif deger
2 cm’den biiyiik veya esit lezyonlar i¢in %92 nin lizerine ¢ikar (Elsayes et al., 2017; Yu et al.,
2011).
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MRG; T1 agirlikli goriintiiler fibrozis, yag ve nekroz derecesine bagli olarak izointens ile
hiperintens olabilir. T1’deki hiperintens goriintiiler ¢ogunlukla iyi diferansiye tiimorlerdir ve
T2 goriintiilerinde izointens olarak goriiniirler. Kotli veya orta derecede farklilagmis tiimdrler
T1 goriintiilerde izointens ve T2 goriintiilerde hiperintens olarak goriiliir. Kontrastli MRG’nin

duyarliligi %77-%90 ve 6zgilligi %84-97°dir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Amerikan Radyoloji Dernegi (ARA) hepatik nodiilleri siiflandirmak icin bir karaciger
goriintlileme raporlama ve veri sistemi (LI-RADS) gelistirmistir ve 2018 yilinda Amerikan
Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi (AASLD) de dahil olmak {izere bir¢ok dernek
tarafindan benimsenmistir. Lezyon, portal vendz veya gecikmis fazda periferik olmayan bir
yikama goriiniimii, arka plandaki karaciger parankimine gore rim arteriyel faz disi
hiperenhancement, piiriizsiiz giiglendirici kapsiil goriiniimii ve 6 aydan kisa siirede boyutta
%50’den fazla artis gostermelidir. Yiiksek riskli hastalar arasinda kronik hepatit B viriisii
enfeksiyonu, siroz, eszamanli veya dnceden HCC tanis1 olan hastalar ve HCC igin bir gozetim

US’sinde tanimlanan lezyon bulunur (Asafo-Agyei & Samant, 2023; Tang et al., 2018).

Karaciger biyopsisi

Karaciger biyopsisi HCC i¢in rutin olarak yapilmaz, ¢iinkii prosediir timor kanamasi ve
kanama riski ve uygun bolgeden doku elde edilememesi durumunda yanlis negatiflik ile
iligkilidir. Karaciger biyopsisinin tiimoriin boyutuna bagli olarak %66-%93 arasinda bir

duyarliligi, pozitif prediktif degeri ve %100 6zgiilliigii vardir (Jain, 2014).

AASLD, kontrasth goriintiilemede HCC i¢in tipik olmayan ve LI-RADS-M veya LI-RADS-4
olarak kategorize edilen lezyonlarda biyopsi yapilmasimi Onermektedir. Yiksek dereceli
displastik nodiillerden HCC tanisinin dogrulugunu artiran g¢esitli biyobelirtecler arasinda 1s1 sok
proteini 70 (HSP70), glikan-3 (GPC3) ve glutamin sentetaz (GS) bulunmaktadir (Chen et al.,
2014; Tremosini et al., 2012).

4.2.5. Hepatoseliiler karsinoma tedavisi

HCC’nin tedavisi genellikle karmasiktir, ¢iinkii siroz HCC’li kisilerin %80’1yle iligkili major
klinik risk faktoriidiir ve postoperatif karaciger yetmezligini indiikleme riski nedeniyle cerrahi
rezeksiyon potansiyeli sinirlidir. Son yirmi yila girildiginde HCC’nin molekiiler mekanizmalari
ve patofizyolojik arka plani hala tam olarak aydinlatilamamistir (De Minicis et al., 2013). Bu
nedenle HCC gelisimi ile ilgili molekiiler ve biyokimyasal yollari ve bunlarin birbiri ile olan

iligkisini anlamak son derece 6nem arz etmektedir.
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HCC semptomlarindaki sinirli bilgi olmasi ve tekdiizelik olmamasi nedeniyle, gecmiste sinirh
basar1 ile bir¢ok farkli tedavi stratejisi gelistirilmistir. HCC tedavisi i¢in en yaygin kullanilan
klinik tedavi, karaciger nakli ve karacigerin rezeksiyonudur. Bununla birlikte, bu tedavilerin
kendi smirlamalar1 ve kanserin niiksetme riski vardir. Bu nedenle, radyofrekans ablasyonu ve
kemoterapi dahil olmak {izere bagka klinik tedaviler de gelistirildi, ancak sinirli bir basar1 elde
edildi (Hann, 2008; Witczak-Malinowska et al., 2003). Su anda, uygun tedavi segenekleri
yoktur ¢iinkii bu tedavilerin hedef genlerinin ¢gogu hiicre islevi i¢in kritik olan farkli yollarin bir
parcasidir. Bu nedenle, HCC ile ilgili bildiklerimizde ve molekiiler siireglerde birgok bilgi
boslugu oldugu sdylenebilir.

Hepatoselliiler kanser hastalarinda erken tani alan hastalara tiimor rezeksiyonu ve karaciger
nakli tedavileri secenek olarak sunmaktadir. Ancak, hastalarin yaklasik yiizde 85’1 hastaligin
ileri evrelerinde ilk tami aldiklar1 i¢in bu tedavi seceneklerinden faydalanamamaktadirlar
(Crissien & Frenette, 2014). HCC hastalarinda hala genel sagkalim orani oldukg¢a diigiiktiir.
ABD’de 11.187 vakanin incelendigi bir ¢alismada HCC hastalarinda genel sagkalim oraninin
6-20 ay oldugu bildirilmistir. Ayn1 c¢aligmanin sonuglarinda, hastalarda 2 yillik genel
sagkalimin %50°’nin altinda ve 5 yillik genel sagkalimin ise sadece %10 oldugu belirtilmektedir
(Golabi et al., 2017). Bu yontemlerin disinda HCC tedavisinde perkutandz etanol enjeksiyonu,
radyorekans ablasyon, trans-arterial kemoembolizasyon, radyoembolizasyon ve kemoterapi
kullanilabilmektedir (Raza & Sood, 2014).

Son yillarda gergeklestirilen, Cin’de 2887 hasta ile yapilan bir arastirmada, HCC hastalarinda
ortalama genel sagkalim siiresinin yaklasik olarak 9 ay oldugu rapor edilmistir. Bununla
birlikte, katilimeilarin %49,3’1lintlin 1 y1l, %35,3 {iniin 2 y1l, %26,6’sinin 3 y1l ve %19,5’inin ise
5 y1l genel sagkalim gosterdigi de bildirilmistir (Wang & Li, 2019). Bu sonuglar popiilasyonda
genel tarama yapmaya imkan saglayacak yeni, spesifik ve etkili diagnostik biyobelirteglerin,
hastaligin izleminde ve tedavisinde kullanilabilecek prognostik biyobelirtegler ile terapdtik

molekiiler hedeflerin kesfedilmesine olan acil ihtiyaci vurgulamaktadir.

HCC’nin epidemiyolojisine ve molekiiler profiline yonelik caligmalar gelisim mekanizmalarini
sistematik olarak ortaya konmustur. Ancak bu mekanizmalarin aydinlatilmasiyla beklenen,
kisiye yonelik tedavi protokollerin olusturma calismalari heniliz arzu edilen seviyelere
ulagilamamustir (Llovet et al., 2016). HCC tedavi protokolleri, tiimor 6zellikleri, karaciger
fonksiyon bozukluklari ve yas gibi birgok farkli parametre gozetilerek belirlenmektedir. Erken
evre HCC’ler local ablasyon, cerrahi rezeksiyon veya karaciger transplantasyonu ile kiiratif

olarak tedavi edilebilirken bazi vakalarda kateter bazli lokal tedavi bir segenek olabilmektedir.
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Bununla birlikte 6zellikle ileri evre HCC hastalar i¢in kinaz ve immiin kontrol noktasi
inhibitorleri, bugiine kadar pek de basarili olmayan HCC’nin medikal tedavilerinde, etkili bir
secenek olarak giin gegtikge daha ¢ok 6nem kazanmakta, dikkatleri tizerine ¢gekmektedir (Yang
etal., 2019).

Cerrahi rezeksiyon

Barselona klinik karaciger kanseri (BCLC) siniflandirmasi ¢ok erken (0) ve erken evre (A) olan
hastalar cerrahi rezeksiyon igin ideal adaylardir. Cok erken (0) evrede karaciger fonksiyonu
korunmus, Avrupa kooperatif onkolojik grup performans durumu (ECOG-PS) skoru 0 ve 2
cm’lik soliter nodiil vardir. Karaciger fonksiyonu korunmus ve ECOG-PS skoru 0 olan ve 2
cm’den biiyiik soliter nodiilii olan erken evre (A) hastalar i¢in uygun cerrahi rezeksiyon

adaylaridir (Roayaie et al., 2015).

Child-Turcotte-Pugh A olan ve klinik olarak anlamli portal hipertansiyonu olmayan hastalar
olumlu cerrahi rezeksiyon sonuglarina sahiptir. Kiiciik HCC (5 cm’den kii¢iik tiimdrler) ve
Child-Pugh A olan hastalarda 5 ve 10 yillik sagkalim oranlari sirastyla %70 ve %35, niikssiiz
sagkalim oranlar1 ise %36 ve %22’dir (Poon et al., 2002). Cerrahi rezeksiyondan sonra HCC
niikslinlin Ongoriiciileri arasinda mikro ve makrovaskiiler invazyon, timor farklilasmas: ve
uydu nodiillerin varlig1 yer almaktadir. Bes yillik niiks riski %70’e kadar c¢ikmaktadir
(Tabrizian et al., 2015). Adjuvan tedavilerin niiks riskini azalttig1 gosterilmemistir (Bruix et al.,
2015).

Tiimér ablasyonu

BCLC smiflandirmast ¢ok erken (0) ve erken evre (A) olan ve cerrahi rezeksiyon kriterlerini
karsilamayan hastalar ablasyon i¢in uygundur (Galle et al., 2018; Marrero et al., 2018).
Ablasyon, radyofrekans ablasyon (RFA), kriyoterapi, mikrodalga veya lazer tedavisi ya da
etanol, kaynar salin ve asetik asit gibi kimyasal maddelerin enjeksiyonu kullanilarak lokal
timor sicakliginin degistirilmesidir. Radyofrekans ablasyonun, 2 cm’den biiyiik tiimérleri olan
hastalarda perkiitan etanol ve asetik asit enjeksiyonuna kiyasla daha iistiin ablatif tedaviye sahip
oldugu gosterilmistir. Ablasyon ile cerrahi rezeksiyona kiyasla daha az komplikasyon
iliskilendirilmistir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Transarteriyel tedaviler

BCLC orta evre (B) olan hastalar i¢in transarteriyel tedaviler diisiiniilmektedir. Orta evre (B)
karaciger fonksiyonu korunmus, ECOG-PS 0 ve makrovaskiiler invazyon veya ekstrahepatik

yayllim olmaksizin multinodiilerdir. Transarteriyel kemoembolizasyon (TACE), sitotoksik
25



ajanlarin intraarteriyel inflizyonu ve ardindan tiimore giden besleyici arterin embolizasyonudur.
TACE dekompanse sirozu olan hastalarda kontrendikedir. Metanaliz, %52,5’lik bir objektif
yanit oran1 ve 1, 3 ve 5 yilda sirasiyla %70,3, %40,4 ve %32,4’1liik bir genel sagkalim ortaya
koymustur (Lencioni et al., 2016). Selektif internal radyasyon tedavisi (SIRT), radyoizotop
itriyum-90 mikrokiirelerinin intraarteriyel infiizyonudur. Bu, BCLC orta evre (B) hastalari igin
diistintilmektedir (Sapisochin et al., 2017; Yoon et al., 2013). BCLC ileri evre (C) hastalarinda
hicbir fayda gosterilmemistir (Asafo-Agyei & Samant, 2023).

Sistemik kemoterapi

Sorafenib, karaciger fonksiyonu korunmus, ECOG-PS skoru 1-2 olan ve makrovaskiiler
invazyon veya ekstrahepatik yayilimi olan BCLC ileri evre (C) hastalar i¢in ilk basamak
tedavidir. Sorafenib bir multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenib hepatoselliiler karsinom
degerlendirme randomize protokolii (SHARP) calismasi, plasebo grubundaki 7,9 aya kiyasla
sorafenib alan hastalar i¢in 10,7 aylik bir medyan sagkalim gostermistir (Llovet et al., 2008).
Ayrica, sorafenibin Asya-Pasifik bolgesinde ileri HCC hastalarinda etkili oldugu gosterilmistir
(Cheng et al., 2009). Sorafenibin yaygin yan etkileri arasinda palmar-plantar eritrodizestezi,
diyare, kilo kayb1 ve hipertansiyon bulunmaktadir. Lenvatinibin sorafenibden iistiin olmadig1
ancak noninferioritesi gosterilmistir (Kudo et al., 2018). Lenvatinib, Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan ilerlemis HCC’nin birinci basamak tedavisinde
ikinci ajan olarak onaylanmistir. Lenvatinib, sorafenib ile karsilastirildiginda belirgin kilo kaybi
ile iliskilidir ancak palmar-plantar eritrodizestezi daha azdir. Sorafenibi tolere edemeyen veya
tiimor progresyonu olan hastalara ikinci basamak tedavi baslanir. Bir multikinaz inhibit6rii olan
regorafenib, FDA tarafindan ilerlemis HCC i¢in ikinci basamak tedavi olarak onaylanmistir
(Bruix et al., 2017). Diger ikinci basamak ilaglar arasinda cabozantinib, ramucirumab ve
programlanmis hiicre 6liimii 1 (PD-1) immiin kontrol noktasi inhibitorii olan nivolumab yer

almaktadir (Abou-Alfa et al., 2018; El-Khoueiry et al., 2017).
4.2.6. Hepatoselliiler karsinoma molekiiler biyolojisi

Hepatokarsinogenez, hepatositlerde etiyolojik faktdrler nedeniyle meydana gelen kronik
hepatitin ilk asamalar1 ile baslar. Sonrasinda karaciger sirozu ile devam eden siirekli
enflamasyon ve rejeneratif uyaranlar sonucunda, hiicre proliferasyonunu ve/veya apoptozunu
kontrol eden genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik alterasyonlar ile ¢oklu sinyal ileti
yolaklarindaki disregiilasyonlar1 kapsayan ¢ok basamakli bir siire¢ olarak kabul edilmektedir

(El-Serag & Rudolph, 2007; Thorgeirsson & Grisham, 2002).
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HCC patolojisinin karmasikligi, baslangici ve gelisimi i¢in ana nedensel ajanlar1 belirlemeyi
zorlagtirmistir (Venook et al., 2010). Hastaligin gelismesinde ve ilerlemesinde farkli protein
kodlayan genlerin rolleri oldugu gosterilmistir. Bu genler, hiicre dongiisii, apoptoz, DNA hasari
ve hiicre sinyallemesinin diizenlenmesinde yer alan genleri i¢erir. Bununla birlikte, bu genlerin
ekspresyon kaliplari arasinda bir uyumsuzluk vardir ve bu, HCC’ye dahil olan genler i¢in bir
model olusturmayi zorlagtirmistir (Récken & Carl-McGrath, 2001).

Karacigerin normal yaslanma siirecinde nadiren karsilasilan kronik karaciger hasari,
hepatokarsinogenez ile oldukga iliskilidir. Bu iliski, hiicresel transformasyon gelisimine neden
olan hiicre boliinmesi kaynakli olarak aciklanabilir. Ancak, insan HCC vakalarinda replikasyon
hatasi frekansinin olduk¢a az olmasi, bunun temel mekanizma olmadigina isaret etmektedir.
Bunun yerine, kromozom kopya sayis1 alterasyonlar1 ve translokasyonlarin prevalansi oldukca

yiiksektir (Aravalli et al., 2008; Kawai et al., 2000).

Hepatokarsinogenez ile en iliskili durum, uzun siireli (20-40 yil) kronik karaciger hastalig
sonucunda meydana gelen sirozdur. Kronik karaciger hastaligi doneminde HCC riski diisiik
seyrederken, siroz evresinde eksponansiyel olarak artis gostermektedir. Bu evrede karacigerde
timdr olusumu {i¢ temel mekanizma ile gerceklesmektedir: kromozomal instabiliteye neden
olan telomer disfonksiyonu; hiicre dongiisii kontrol noktalarinin (checkpoints) aktiflesmesi
nedeniyle hepatosit proliferasyonunda azalma; karaciger mikro ve makro gevre kosullarinda

timor gelisimine neden olacak degisikliklerdir (EI-Serag & Rudolph, 2007).

Yapilan caligmalarda hepatokarsinogenezde meydana gelen ¢esitli genetik ve epigenetik
degisikliklerin hiicre proliferasyonu, hiicresel sagkalim, farklilagma ve anjiyogenez gibi
hiicresel sinyal ileti yolaklar ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu yolaklar p53, retinoblastoma
(Rb), Wingless/B-katenin (Wnt/B-katenin), transforming biiyiime faktori-p (TGF-$), MAPK,
fosfatidilinositol 3-kinaz/v-akt murine thymoma viral onkogen homolog (PI3K/AKkt),
Rapamisinin Memelilerdeki Hedefi (nTOR) ve Janus kinaz /sinyal iletici ve transkripsiyon
aktivatdor (JAK/STAT) yolaklarint kapsamaktadir. Farkli etiyolojik faktorlerin farkl
yolaklardaki genetik degisiklikler ile iliskisi gosterilmistir (Kumar et al., 2011; Nishida & Goel,
2011).

Proliferasyon sinifindaki HCC’ler (vakalarin ~%50’si) yiiksek AFP seviyeleri, kotii klinik
sonu¢ ve HBV ile iliskili etiyoloji ile iliskilidir. Bu tiimorler MAPK sinyali, PI3K/AKT/mTOR
sinyali ve Hepatosit Biiyiime Faktorii Reseptorii (MET) sinyali dahil olmak tizere hiicre

cogalmasi ve sagkaliminda rol oynayan sinyal yollarmin aktivasyonunu gosterir (Boyault et al.,
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2007; Chiang et al., 2008; Hoshida et al., 2009), TP53 mutasyonlar1 ve FGF19/CCND1 (Chiang
et al., 2008; Wang et al., 2013) dahil olmak tizere 11q13 lokusundaki fokal kromozomal
amplifikasyonlar bakimindan zenginlesir ve yiiksek kromozomal instabilite barindirir

(Bassaganyas et al., 2020).

HCC’nin molekiiler patogenezi, etiyoloji ve cografyaya bagl olarak degisiklikler gosterse de
vakalarin %80’inde goriilen kronik inflamasyonun karaciger mikrogevresini degistirmesiyle
genotoksik hareketlerin karsinogenezde kritik rol oynadigi sdylenebilir (Kumar et al., 2011).
Inflamatuar hiicrelerin sitokinleri, serbest oksijen tiirevleri, nitrik oksit ve benzeri iiriinler
rejeneratif yaniti indiiklerken, trasnkripsiyonel diizeyde organizmay1 genetik degiskenliklere
yatkin ve duyarli hale getirir (Kumar et al., 2011; Rossetto et al., 2019). Bununla beraber
karaciger karsinogenezi s6z konusu oldugunda iki modelden bahsetmek miimkiindiir.
Bunlardan ilki klonal evrim modeli iken bir digeri ise kanser kok hiicre modelidir. Klonal evrim
modeli, doku ekosisteminin adaptif mekanizmalar1 i¢inde tekrarlayan klonal genisleme ve
secim siireci ile ortaya ¢ikar. Karaciger s6z konusu oldugunda 6zellikle kronik inflamatuar
zeminde gelisen prekansordz lezyonlardan, metastatik lezyona varincaya dek timor gelisimini
cok asamali genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesinin bir sonucudur (Kumar et al.,
2011).

Kanser kok hiicre modelinde, doku onariminda rol alan, dokular1 yenileme potansiyeline sahip
progenitor (Onciil) hiicreler dikkati ¢eker (Dalerba et al., 2007). Tek bir kok hiicreden ¢imlenen
kanser hiicresine ragmen HHC’lerde tiimor heterojenitesi gdrmek miimkiindiir. Hepatositlerin
rejeneratif potansiyeli, somatik mutasyonlar, siiriicli mutasyonlarin farkli birikimi ve timor
mikrogevre varyasyonlart tiimor heterojenitesini agiklamakta kullanilan argiimanlardir

(Dalerba et al., 2007; Kumar et al., 2011).

HCC’de siiriici gen mutasyonlarinda, siklikla tekrarlayan ve degisen onkogen etkiye veya
timor siipresor etkiye sahip kanser siiriicii genleri tanimlanmigtir (Couri & Pillai, 2019). Bu
siniflandirma biiyiik oranda genomik, epigenomik, histopatolojik ve immiinolojik analizler
sonucu elde edilen verilere dayanan verilerle olusturmustur. Son donemde ise HCC’de
kullanilan molekiiler siniflandirma ve iligkiler, temel molekiiler siiriiciiler ve ana yolaklar

tizerinden yapilmaktadir.

TERT promotor mutasyonlari

Farkli etiyolojilerde ve %80 kadar siklikta, en erken goriilen olgu, uzayan telomeraz

aktivasyonudur. Yaklasik %60 oranda gorilen TERT promotdr mutasyonlari, sirotik
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karacigerlerden gelisen HCC’lerde erken donemde gozlenirken, bunun tekrarlayan ve yaygin
somatik degisiklik oldugu sdylenebilir. Ek oarak %5-6 diizeyde TERT amplifikasyonu ve %]1-
2 diizeyinde goriilen TERT translokasyonundan da bahsedilebilir. TERT amplifikasyonu HBx
proteinin, TERT promotdr bolgesine entegrasyonu ile goriilmesi, HBV-HCC vakalarinda
dikkat ¢ekici bir olgudur (Couri & Pillai, 2019). Bu aktivasyonu tesvik eden mekanizmalar
TERT promotdor mutasyonlari, viral eklemeler (insersiyon), translokasyon veya

amplifikasyonlar olabilmektedir.

Whnt/ g-katenin sinyal yolag:

Whnt/B-katenin sinyal yolaginin HCC’lerde de aktifi rol oynadigi gosterilmistir. HCC’lerin
yaklasik %30 kadar1 ise Wnt sinyal yolagindaki inhibitdrlerin adenomatdz polipozis koli
(APC), AXIN1 mutasyonuyla iliskilendirilmistir. Bu inhibitorlerden ozellikle APC’nin -
katenin yikim kompleksi olarak gérev yapmamasi ve CTNNB1 geni tarafindan -katenin farkl
seviyelerde eksprese edilmesiyle, sitosolde ve farkli lokalizasyonlarda birikmesiyle kendini
gosterir (Moon, 2005). Bilhassa B-katenin, transkripsiyon faktorleri ailesinden T-hiicre
faktorii/lenfoid giiclendirici faktor (TCF/LEF) proteinlerine baglanarak c¢ekirdekte belirli
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girer (Khalaf et al., 2018; Kumar et al., 2011).

TP53 geni

HCC karsinogenezinde yaygin olarak karsilasilan bir bagka mekanizma ise P53 tiimor siipresor
gende goriilen somatik mutasyonlaridir. HCC’de goriilen TP53 mutasyonu kotii prognoza
sahiptir ve Fibroblast Biiyiime Faktorii 19 (FGF19) veya Siklin D1 amplifikasyonlart ile birlikte
HBV-HCC’lerde daha sik karsilasilir (Kumar et al., 2011). Hiicre dongiisiinii durdurmakta,
apoptozda, yaslanma ve hiicre hasar yanitinda énemli bir protein olan P53’ii kodlayan TP53
geni, dis faktorlerle tetiklenen karsinogenezi 6nlemede 6nemli bir mekanizmadir (Kumar et al.,

2011).

HBV ve HCV kaynakli kronik infeksiyon, reaktif oksijen radikallerinin aciga c¢iktigi
hemokromatozis hastalig1 gibi etmenler TP53 mutasyonlarinin goriildiigii DNA hasarina neden
olur (Hussain et al., 2007). Timdr siipresor mekanizmasindaki bozukluklar, hiicre dongiisiiniin

isleyisinde diizensizlige neden olan birgok siirecin aktive olmasina yol agar.

Ozellikle HBV’nin HBx olarak bilinen viral proteini kodladig1 ve bu proteinin p53’e spesifik
olarak baglandigi ve bu yolla p53 ile indiiklenen apoptozu baskiladigi bilinmektedir (Kumar et
al., 2011).
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Myc protoonkogenler

Genel olarak HCC’lerde c-Myc’nin asir1 eksprese edildigi goriilir. C-Myc, proto onkogen
ailesinin bir tiyesi ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan, diizenleyici bir gendir. Kronik
karaciger hastaliklarinda c-Myc ekspresyon seviyelerinin yiiksek seyretmesi ve HCC’lerde
siklikla c-Myc amplifikasyonu tanimlanmasi HCC karsinogenezindeki roliiniin ortaya
konmasinda 6nemli olmustur (Lin et al., 2010). Bu olgular Wnt/B-katenin etkinliginde, Myc’nin
asir1 eksprese edilmesi arasinda iliski kurulmustur. Myc’nin HCC karsinogenezinde artan
ekspresyon diizeyi ile TERT’in indiikledigi ve bu yolla hiicre yaslanmasi atlanarak
kanserlesmeye katkida bulundugu bildirilmistir (Kumar et al., 2011; Lin et al., 2010).
Anjiyogenezde rol alan VEGFA’nin ekspresyon diizeyi artacak sekilde, ozellikle hipoksi
sirasinda c-Myc ve HIF-/a ile etkilesime girerek anjiyogenezi indiikledigi de ortaya konmustur
(Lin et al., 2010).

PI3K/PTEN/AKt sinyal yolagi

Hiicre proliferasyonu, hiicre metabolizmasi ve apoptoz gibi siireglerin kontroliinde yer alan bir
diger mekanizmadan, PTEN/PI3K/AKT sinyallesmesini diizenleyen 6nemli bir yolagin
varligindan da bahsetmek gerekir (Carnero et al., 2008; Georgescu, 2010). PI3K-Akt yolu,
kanserde aktive olan hayatta kalma yolu olmasi, tiimoér olusumuna 6nemli Slgiide etki eden
PI3K ve PKB/Akt aktivasyonunun kesfedilmesi, bu yolun diizenlenmesine yonelik
aragtirmalarin artmasina ve nihayetinde, negatif diizenleyici olarak gdrev yapan fosfataz ve
tensin homologunun (PTEN) kesfedilmesiyle sonuglanmistir (Georgescu, 2010). Bu 6zeligiyle
PTEN tiimor baskilayici, somatik kanserlerde inaktivasyon i¢in ortak hedef molekiil secilmistir.
Akt’nin aktivasyonu veya inaktifligi, hiicrenin hayatta kalmasi, biiylimesi ve proliferasyonu
gibi hiicresel siireclerin ilerlemesinde etkili olur. Bu islevi yerine getirmede ¢ok sayida Akt,
fosforilasyon hedefi araciligiyla sinyallesmeyi tetikler ve fosfoinositid-3-kinaz’in (PI3K) rol
aldig1 ¢ok asamali bir mekanizma ile kontrol edilir. PTEN tarafindan eksprese edilen PTEN
protein Akt i¢in negatif diizenleyici roliindedir (Georgescu, 2010).

Epigenetik modifiksayonlar

Epigenetik modifikasyonlar, mutasyonlar gibi niikleotit dizi degisikliklerinden farkli olarak gen
ekspresyon diizeyine etki eden DNA metilasyonu, miRNA diizeyi gibi ¢esitli mekanizmalarla
kendisini gosteren degisikliklerdir. Ozellikle olduk¢a iyi arastirillan DNA metilasyonu ve
miRNA etkinligi gibi epigenetik modifikasyonlar HCC’lerin %25-50’sinde karsinogeneze
katk1 verdigi ve stireci giiglendirdigi ¢esitli arastirmalarla ortaya konmustur (Fan et al., 2018;

Rebouissou & Nault, 2020). Bir transkripsiyon diizenleyicisi roliiyle, hiicresel sinyallere yanit
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olarak gelisen DNA metil transferaz (DNMT) aktivitesi, histonlarin lizin ve arginin spesfik
metilasyonunu gerceklestirerek gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde etkin gorev yapar
(An, 2007; Stallcup, 2001). Genellikle somatik hiicrelerde, CpG diniikleotitlerinde gergeklesen
bu olay, DNMT aktivitesiyle S-adenosil metyonin gen promotor bolgeleri ve diizenleyici
bolgelere metil gruplarinin sitozin bazlarina aktarilma siirecidir (Toh et al., 2019). Gen
ifadesinde 6nemli islevi yerine getiren CpG adalari, kisa tekrar dizileri ve yaklasik 2 kb’lik bir
boliimii de igine alan daha diisitk CpG igeren bdlgeyi tanimlar. Tiim promotorlerin %50°si bu
adaciklardan olusur. Promotor bolgede bulunan CpG adaciklarinda sitozin bazlarinin
hipermetilasyonu veya hipometilasyonu ile genin uzun siireli susturulmasi veya asiri ifade
edilmesi indiiklenir. Bircok kanser tlirinde DNA iizerindeki metilasyon diizensizlikleri
goriilmektedir. Hipometilasyon genom yapisinda kararsizliga, mutasyonlarin goriilme
sikliginin  artisina  ve translokasyonlara neden olabilmekte, transkripsiyon faktorlerini
indiikleyebilmektedir. HCC’lerde ise tiimdr siipresor genlerin hipermetilasyonu ile gen
ifadesinin susturulmasi ya da azalmasi karsinogenezde 6nemli yer tutar (Fan et al., 2018;

Nagaraju et al., 2022; Toh et al., 2019)

DNA metilasyonlar: kadar histon modifikasyonlar1 da epigenetik mekanizmalar iginde dnemli
agirliga sahiptir. Bu mekanizmalar1 histon metilasyonu, histon asetilasyonu ve histon
fosforilasyonu olarak 6zetlemek miimkiindiir. Histon olarak adlandirilan bu protein bilesim,
Okaryotik kromatin mimarisinde 6nemli yer tutar. DNA, bu dort domain’den olusan protein
yapmin etrafina sarilarak histonu, niikleozomu ve kromatini olusturur. Ozellikle histon
kuyrugunun modifikasyonu, translasyon sonrasi yiiksek dereceli kromatin mimarisinin
diizenlenmesindeki mekanizma olarak karsimiza ¢ikar (Braghini et al., 2022; Iwasaki et al.,
2013). Histon metilasayonu ve asetilasyonu disinda histon fosforilasyonu bilhassa aktif gen
transkripsiyonu ile karakterize edilen, 6zellikle Aurora kinazlarin H3 histon’un serin/treoninin
fosforilasyonundan sorumlu oldugu ve yiiksek dereceli tiimorlerle korelasyonu bildirilmistir

(An, 2007; Braghini et al., 2022).

Tiimor mikrocevresi

Tiimor mikrogevresini olusturan immiin sistem hiicreleri ile HCC hiicreleri arasindaki iliski,
giin gectikce daha cok ilgi goren ve calisilan bir konudur. Tiim6r mikrogevresi hiicresel ve
hiicresel olmayan unsurlarin bir arada bulunmasiyla olusur. Immiin sistem hiicreleri ve
medyatorleri ile HCC arasindaki iliski, HCC yi tesvik veya inhibe edici yonde olabilmektedir
(Hao et al., 2021; Sevic et al., 2019). HCC’lerde de tiimor ve mikrogevresi arasinda karsilikli

ve devam eden bir etkilesim goriiliir. Timiir mikrogevresini olusturan hiicresel olmayan
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unsurlar1 ekstraseliiler matriks barindirir. Hiicresel unsurlar ise HCC hiicreleri ve hepatik stellat
hiicreleri ile bu hiicrelerin etkilestigi anjiyogenik endotel hiicreler, fibroblastlar, adipositler ve
immiin sistem hiicreleridir. Tiimor mikrogevresinin karsinogenezi tetikledigi, tlimoriin
ilerlemesini ve ilag direncini biiyiik 6l¢iide etkiledigi belirtilmistir (Polidoro et al., 2020; Sevic
etal., 2019).

HCC’de diagnostik ve prognostik biyobelirteclerin tespiti icin gergeklestirilmis birgok calisma
mevcut olsa da hastaligin etiyolojik kokeni baz alinarak olusturulmus homojen HCC hasta
gruplarinda gergeklestirilmis biyobelirte¢ taramalari olduk¢a smirlidir. Bu nedenle, HCC
hastalarinda sagkalimi ve yasam kalitesini iyilestirmek i¢in HCC’nin erken teshisi ve prognozu
icin yeni biyobelirte¢lerin arastirilmasi acilen gereklidir (Chen et al., 2010; Sakamoto &
Nagano, 2018). Son zamanlarda, miRNA’lar ve IncRNA’lar gibi ncRNA’lar, hem
transkripsiyonel hem de translasyonel seviyelerde gen ekspresyonunu diizenleyen HCC tanisi

icin potansiyel biyobelirtecler oldugu bildirilmistir (Parizadeh et al., 2019; Qiu et al., 2017).
4.3. Kodlamayan RNA (ncRNA)

1958’ deki santral dogma 6nerisinden beri, RNA, DNA ve protein arasinda bir ara {iriin olarak
kabul edildi ve bilim adamlar1t DNA’nin mRNA’ya yazilimini takiben proteine g¢evirimini
kapsayan ve sadece protein kodlayan genlerin varligini kabul eden kaniya odaklanmiglardi
(Dahm, 2008). 2004 yilinda HAPMAP projesiyle, insan genomunda yaklasik 20.000 protein
kodlayan gen bulundugunu, yani toplam genomik dizilerin %2-3’iiniin proteine transkribe
oldugu aciklandi. Bu durumda geri kalan %98’lik kisim junk DNA olarak adlandirildi.
Teknoloji ve yeni kesifler, hurda DNA’ nin islevsel oldugunun anlasilmasina yol agmistir ve
genomun dnemli bir boliimiiniin (~%70) RNA’ya okundugu bilinmektedir (Diederichs, 2010;
Katayama et al., 2005). Daha sonra RNA dizileme teknolojilerindeki gelismeler, genomumuzun
karmagikligini ortaya ¢ikarmistir, protein kodlayan mRNA’lar, ve proteine ¢evrilmeyen RNA
molekiilleri kodlamayan RNA (Non-coding RNA) (ncRNA)’lar olarak adlandirilmistir (Vitali
et al., 2010). Kodlanmayan RNA’lar yazilim, kirpilma, RNA diizetilmesi, proteine ¢evirim,
proteine cevirimin baskilanmasi ve mRNA yikimi gibi bir¢ok biyolojik siiregte rol
almaktadirlar (Mattick, 2003). Ayrica, kodlanmayan RNA kromozom dinamiginin ve promoter
bolgeye baglanarak genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesine yer alan birgok asamada rol
almaktadirlar. RNA polimeraz II’'nin kendisi kodlanmayan RNA uyar1 iletimi ile
diizenlenmektedir. Kodlanmayan RNA’larin kromatin yeniden sekillenmesinde ve epigenetik

hafizada da 6nemli rollerinin oldugu tahmin edilmektedir ancak mekanizmalar1 tam olarak

bilinmemektedir (Mattick & Makunin, 2005; Yang et al., 2001).
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Kodlamayan RNA’lar genel olarak ii¢ grupta toplanir. Birinci grup, klasik, yasamsal
(“housekeeping”) RNA’lar adin1 verdigimiz ve hiicrede protein sentezi basta olmak {izere
bir¢ok metabolik siirecte yer alan ribozomal RNA’lar (rRNA’lar), tasiyict RNA’lar (tRNA’lar)
ve kiiclik niikleer RNA’lar (snRNA’lar) protein sentezi basta olmak iizere hiicresel bircok
islemlerin kritik bilesenleridir. Ikinci grubu olusturan RNA’larda, diizenleyici RNA’lar olarak
adlandirilir. Bu grupta 200 bazdan uzun olanlar1 uzun diizenleyici RNA’lar; uzun kodlamayan
RNA (“long non-coding RNA”, IncRNA)’lar ve 200 bazdan kisa olanlar, kisa kodlamayan
(short noncoding RNA) (sncRNA) olarak siniflandirilir. Kodlamayan kisa diizenleyici RNAlar;
mikroRNA (miRNA), piwi iligkili RNA (piRNA), kiiciik interferens RNA (siRNA) yer alir.
Son yillarda diizenleyici RNA’lara, promotor ile iliskili RNA’lar ve kuvvetlendirici (enhancer)
RNA’lar olmak {izere iki yeni iiye daha eklenmistir. Yeni kodlamayan RNA’larin kesfi,
snoRNAs, CRISPR, Xist ve digerlerinin tanimlanmasi ile devam etmektedir (Eddy, 2001).

Kodlamayan RNA’lar (ncRNA’lar) gen ekspresyonunu transkripsiyonel veya transkripsiyon
sonrast seviyelerde diizenleyebilen, yiiksek oranda korunmus, kararli ve bol miktarda bulunan
bir RNA smifidir. Yapilan calismalar, NCRNA’larin hiicre boliinmesi, hiicresel yaslanma,
hiicresel 6liim, mutasyon ve RNA diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik siiregte tahmin edilenden
daha fazla ve genis yelpazede gorevlerinin oldugunu ileri siirmektedir (Bozgeyik et al., 2016;
Doudna & Batey, 2004). Bu RNA diinyasinin énemini anlamak, bugiin biyolojinin karsilastigi
en dnemli zorluklardan biridir. Ozellikle ilgi ¢ekici olan, insan hiicrelerinde bugiine kadar
tanimlanmis olan NCRNA sayisinin protein kodlayan gen sayisindan fazla oldugudur ki bu,
NCRNA’larin yiiksek okaryot kompleksligine 6nemli dl¢lide katkida bulunabilecegine isaret
eder. Kodlayicit olmayan RNAlar, potansiyel yeni biyobelirtecler ve ilag hedeflerinin bir altin
madenini temsil eder. Tablo 1°de insanlardaki kodlanmayan RNA’larin ¢esitleri ve sembolleri
gosterilmisitir (Gibb et al., 2011).

Ozellikle miRNA’lar son ddnemde yogun sekilde incelenmis, tan1 ve prognoz agisindan énemli
bir biyobelirteg olabilecegi ifade edilmis ve bu niteligi ile 6ne ¢ikmustir (Lin et al., 2015; Yang
et al., 2018). HCC karsinogenezi ile iligkilendirilen bir bagka molekiiler yapi, gen ifadesinin
diizenlenmesinde transkripsiyon sonrasi, translasyon diizeyindeki ifadeyi modiile eden ve
diizenleyici etkileri olan, tek sarmal, kodlamayan kii¢iik endojen molekiillerin anormal
ekspresyonudur (Morishita et al., 2021). Karsinogenezde rol alan miRNA’lar onkojenik ve
tiimor baskilayict miRNA’lar olarak gruplandirilmistir. Tiimor baskilayict miRNA’lar onkojen
ekspresyonunu inhibe ederken kanser hiicrelerinde rastlanmaz. Onkojen miRNA ise, hiicrelerde

timor baskilayicilart inhibe eder ve karsinogenezi indiiklerler. Bu 6zellikleri, miRNA’larin
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HCC’lerde de bir biyobelirte¢ ve tedavide hedef molekiil olarak sec¢ilmesi aragtirmalarinda

etkili olmustur (Sui et al., 2016; Xu et al., 2018; Yerukala Sathipati & Ho, 2020).

Tablo 1. Insan kodlamayan RNA’larinin gesitleri

Cesit Alt simf Ad Sembol
Tasiyict RNA tRNA
Klasik, yagamsal Ribosomal 5S ve 5.8S RNA rRNA
(“housekeeping”) Ribosomal 18S ve 28S RNA rRNA
RNA Kiigiik niikleer RNA SnRNA
Kiiciik niikleolar RNA SnoRNA
MicroRNA miRNA
Small interfering RNA SiRNA
Piwi etkilesimli RNA piRNA
Tiny transcription initiation RNA tiRNA
L Insan Y RNA hY RNA
Divenlevicl Riclik kodlamayan - 3UTR-tirevli RNAS UaRNA
lizenleyici )
Kodlamayan RNA (18-200 nt Promoter-§s§09|§te9 s"hort RNA PASR
uzunlugunda) Sonlanma iligkili kiigiik RNA TASR
Retrotransposon-tiirevli RNA RE RNA
Kiigiik Endojen Interfering RNA endo-si RNA
Small NF90-ilsikili RNA snaR
Vault RNA VIRNA
Digerleri
Intronik uzun kodlamayan RNA IncRNA
Uzun veya biiyiik intergenik ncRNA lincRNA
Uzun kodlamayan Enhancer RNA eRNA
RNA PALR
(200 nt- >100 kb Promoter iliskili uzun RNA
boyutunda) Dogal Antisense RNA NAT
Circular RNA CircRNA
Promoter upstream transkript PROMPT

Son zamanlarda, bazi1 ncRNA’larin HCC teshisi ve prognozu i¢in potansiyel biyobelirtecler

oldugu belirlendi. Ayrica, bazi ncRNA’larin hiicre ¢ogalmasi, gog, istila ve metastaz, epitelyal-

mezenkimal gecis (EMT) ve ayrica apoptoz dahil olmak iizere cesitli biyolojik siirecleri

diizenleyerek HCC ilerlemesinde onkojenik veya baskilayici roller oynadigi bulunmustur. HCC

teshisi tipik olarak biyopsi ile teyit edilen klinik parametrelere dayanir. Bu nedenle, objektif bir

tan1 saglamak icin invaziv olmayan biyobelirtecler gereklidir. Prognostik ve prediktif

belirteclerin belirlenmesi, hastalarin yonetimini iyilestirmek ve mortalite oranini azaltmak i¢in

bliylik onem tasimaktadir. Umut verici biyobelirtecler, etkili terapotik ilag hedeflerine ve

ilaglara yol agabilir.
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4.3.1. Mikro RNA (miRNA)

MiRNA’lar kii¢iik (18-24 niikleotid) kodlayici olmayan RNA’lardir. MiRNA’lar hedef
aldiklar1 genin mRNA’smin translasyonunu inhibe ederek, 5’sapka veya 3’poli A kuyrugu
yapilarim1 bozarak veya ekzoniikleaz aracili mRNA degradasyonu yaparak regiilator gorevi
goriirler (Kozomara & Griffiths-Jones, 2011; Lewis et al., 2005). MiRNA veri taban1 miRBase
gore, 1872 oncii ve 2578 insan olgun miRNA dizisi yayinlanmistir (http://www.mirbase.org)
(Singh et al., 2013). Tek bir miRNA ¢ok sayida mRNA’y1 diizenleyebilir (yaklasik 200) ve her
mRNA birden fazla miRNA tarafindan diizenlenebilir (Palumbo et al., 2014). Genel olarak,
tiim insan genlerinin en az %?20’sinin protein liretiminin miRNA’lar tarafindan diizenlendigi
tahmin edilmektedir (Chen et al., 2004). Gen diizenlemesini etkileyerek, miRNA’larin hiicresel
proliferasyon ve apoptozis (Mathieu & Ruohola-Baker, 2013), kok hiicre farklilasmasi (T. Li
et al., 2013; Marrone & Ho, 2014), organ gelisimi ve morfogenezi gibi ¢esitli biyolojik
islemlerin kontroliine katildig1 bilinmektedir (Raisch et al., 2013). Ayrica miRNA ekspresyonu
diizensizligi ile kanserin indiiksiyonu arasinda kuvvetli bir iliski oldugu gosterilmistir
(Bronevetsky & Ansel, 2013). MiRNA’lar dogustan gelen ve adaptif immiin sistemde 6nemli
diizenleyici rollere sahip olup (Iborra et al., 2012; Wu et al., 2008) karakteristik miRNA
ekspresyon profilleri HCC’de gosterilmistir. Bazi miRNA’larin, HCC’de dahil olmak tizere
cesitli kanserlerin patogenezinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu etkiledigini ve bu

hastaliklarda 6nemli bir rol oynayabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (Weidle et al., 2020).
4.3.2. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA)

Kodlamayan RNA’lar arasinda belkide en gizemli grup yakin zamanda kesfedilen 200
niikleotidden daha uzun kodlamayan RNA molekiilleridir. LncRNA’lar ¢ogunlukla RNA
polimeraz II tarafindan transkribe olan ve mRNA’ya benzer sekilde transkripsiyon sonrasinda
5’ucunda 7-metilguanozin sapkasi, splicing ve 3’ucunda poli-A kuyrugu eklenmesi gibi
modifikasyonlara ugrayan RNA molekiilleridir (Frankish et al., 2019). LncRNA’lar hayvanlar,
bitkiler, maya, prokaryotlar ve hatta viriisler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli tiirlerde gozlenir.
Hiicrede niikleer veya sitozolik kisimlar iginde bulunabilirler (Derrien et al., 2012). GENCODE
sitesinde yaymnlanan son verilerde uzun kodlamayan RNA genlerinin sayis1 16066 ve uzun
kodlamayan RNA bdlgesi transkriptlerinin sayisi ise 29566’dir (Frankish et al., 2019).
LncRNA’lar genomik lokasyonlarina gore intergenik, intronik, ¢ift yonlii, sens veya antisens
yonelimde olabilmektedir (Ponting et al., 2009). DNA ile iliskilerine gore de enhancer ve
promotor ile iliskili IncRNA’lar, upstream anti-sense RNA ve telomerik tekrarlit RNA olarak
farkli gruplandirilabilirler (St Laurent et al., 2015).
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LncRNA’larn iglevleri ayrintili olarak heniiz aydinlatilamamis olmasina ragmen epigenetik
olarak transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel diizenlenmeler ile hiicresel fonksiyonlara
katildiklart bilinmektedir (Wang & Chang, 2011). Normal gelisimde gereklidirler.
LncRNA’larin embriyogenezde (Pauli et al., 2011), kok hiicre biyolojisinde ve hiicresel
gelisimde (Guttman et al., 2011), X kromozom inaktivasyonunda (XCI), genomik
imprinting’de, kardiyak gelisim ve fonksiyonunda, hematopoez ve bagisiklikta, endokrin
sistemlerinde, lipit metabolizmas: ve adipogenezde, retinal gelisimde (Khalil et al., 2009;
Young et al., 2005) ve glukokortikoid aktivitesinde 6nemli biyolojik rolleri oldugu saptanmis
ve gelisimsel, spesifik doku ekspresyon profilleri gosterilmistir (Derrien et al., 2012; WapinskKi
& Chang, 2011).

LncRNA’larin ekspresyonlart doku tipine, hastalik durumlarima ve zamana bagl olarak
degisebilir ve anormal ekspresyonlar1 hastaliklara sebep olmaktadir. LncRNA’lar hiicre
farklilasmasi, biiylimesi, proliferasyonu, gocii ve apoptozu ile tiimor metastazi gibi gesitli
hiicresel siireglerin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar (Wan et al., 2017; Wang et al., 2015).
LncRNA’larin anormal ekspresyonu kanser, kardiovaskiilar hastaliklar (Moseley et al., 2006),
anemi (alfa-talasemi), insan spinocerebellar ataksi tip 8 (sca8) (Ranum & Cooper, 2006),
miyotonik distrofiler (Esteller, 2011), Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar (Faghihi et al.,
2008; Gupta et al., 2010), bobrek ve diyabetik hastaliklardan olusan hastaliklarla
iligskilendirilmistir (Huarte et al., 2010). Birgok IncRNA’ nin kolorektal, meme, akciger, prostat,
mesane, hepatoselliiler ve diger kanser tiirlerinde diizensiz ifade edildigi bildirilmistir (Gibb et
al., 2011). LncRNA’larin hastalik tipine gore hiicredeki ekspresyonlari farklilik gosterdiginden,
diagnostik ve prognostik belirte¢ olarak kullanilirlar (Tian et al., 2015). LncRNA’larla ilgili
caligmalar genellikle kanserli dokularda yapilmistir. Pek ¢ok ¢alismada LncRNA’larin kanserli
dokuda epitel karakterli kanser hiicrelerinin mezensimal fenotip kazanmalarint saglayarak

timor metastazina neden olduklar ortaya ¢ikarilmigtir (Xiao et al., 2016).

LncRNA’larin  hastalik tipine gore hiicredeki ekspresyonlar1 farklilik gosterdiginden,
diagnostik ve prognostik belirteg¢ olarak kullanilabilme potansiyellerine sahiptir (Tian et al.,
2015).

Gectigimiz birkag yil i¢inde, IncRNA’larin bir¢cok hastaliktaki islevlerine iligskin yeni bilgiler
ortaya ¢ikmistir. Birgok IncRNA, tahmin ve tanidan hastalarin tedavisi ve izlenmesine kadar
klinik uygulamalar i¢in umut verici doniistiiriilebilir potansiyel gostermistir. Biriken kanitlar,
anormal IncRNA ifadesinin ¢esitli kanserlerde siklikla goriildiigiinii ve ¢esitli kanser tiirlerinin

baslamasina ve gelismesine katkida bulundugunu gostermektedir (Gutschner & Diederichs,
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2012; Spizzo et al.,, 2012). Ayrica, ¢esitli IncRNA’larin HCC progresyonuna katildigi
gosterilmistir. Ornegin, IncRNA HULC, COX-2’yi stabilize ederek HCC hiicrelerinin
biiyiimesini tesvik edebilirken, IncRNA CASC2, HCC’deki MAPK sinyal yolunu diizenleyerek
hiicre biyolojik rollerini kontrol edebilir (Gan et al., 2017; Xiong et al., 2017).

4.4. Hepatoselliiler Karsinom’da Kodlamayan RNA’larin Onemi

HCC iizerine yapilan arastirmalarin cogu geleneksel protein kodlayan genlerin gen ekspresyon
modellerine odaklanmis olsa da birgok arastirma grubu son zamanlarda ncRNA’larin
ekspresyona dayali tanimlanmasini denedi (Zhu et al., 2014). Ozellikle son yillarda, HCC’de
yer alan ve hala belirsiz olan molekiiler siire¢leri ve HCC’de yer alan ajanlarin anlasilmasina
biraz 151k tutabilecek, neden olan ncRNA’lara odaklanan arastirma miktar1 giderek artmaktadir
(Klingenberg et al., 2017). Bu ¢aligmalar, HCC’nin baslamasi, ilerlemesi ve saldirganligi
tizerinde farkli ekspresyon kaliplari ve diizenleyici etkiler gosteren birkag ncRNA kesfetmistir
(Zhu et al., 2014).

Farkli etnik gruplar ve farkli evrelerdeki HBV ve HCV iliskili HCC’lerde yapilan gen
ekspresyon calismalarinda miRNA’larin bir¢cok ekspresyon paterninin oldugu gozlenmistir
(Jiang et al., 2008; Ladeiro et al., 2008). MikroRNA (miRNA) profilleri, tiimor siniflandirmasi
ve prognozu igin oldukca bilgilendiricidir (Volinia et al., 2006). MiRNA’larin anormal
ekspresyonu, artmig HCC riski, neoplastik gelisme, ileri evreler ve vaskiiler invazyon ile iliskili
bulunmustur ve bazilar1 kemirgen modellerinde dogrulanmis ve terapotik hedefler olarak test
edilmistir (Balogh & Victor, 2016; Ferlay J, 2020; Kawai et al., 2000; Thorgeirsson & Grisham,
2002). Fonksiyonel ¢aligmalar, 6nemli onkojenlerin veya tiimor baskilayici genlerin dogrudan
hedeflenmesi yoluyla, hepatokarsinogenezi yonlendiren anahtar yollarin diizenlenmesinde
spesifik miRNA’ larin aktif rol oynadigin1 gostermistir (Kumar et al., 2011; Nishida & Goel,
2011). Bir ¢alismalarda kromozom amplifikasyonu veya delesyonu iliskili miR-151 onkojenik

potansiyeli nedeniyle bir onkomir olarak tanimlanmistir (Ding et al., 2010).

Son zamanlarda, miRNA’larin hem transkripsiyonel hem de translasyonel seviyelerde gen
ekspresyonunu diizenleyen HCC tanist i¢in potansiyel biyobelirtecler oldugu bildirilmistir
(Parizadeh et al.,, 2019). MiR-21, miR-122, miR 221/222, miR-520 ve miR-657 gibi
mikroRNA’larin, HCC i¢in umut verici biyobelirtegler ve terapdtik hedefler oldugu
gosterilmistir (Braconi, Henry, et al., 2011; Meng et al., 2007; Pineau et al., 2010; Song et al.,
2013).
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Literatiirde miRNA’larin mRNA’dan daha stabil oldugu gosterilmistir, bu nedenle miRNA
tespitinin klinik uygulamasi, dokudan farkli olarak plazma veya serum gibi klinik 6rneklerde
kolayca kullanilabilir. Birgok ¢alisma, HCC hastalarinda dolasimdaki miRNA profillerini
karakterize etmistir. Bir¢cok regiilasyonu degismis miRNA tanimlanmistir, ancak adaylar ve

bunlarin karsilik gelen tanisal dogruluklar1 calismalar arasinda farklilik gostermektedir

Bazi miRNA’larin HBV ile iliskili HCC, KHB hastalar1 ve saglikli bireylerin serum
orneklerinde farkli sekilde ifade edildigi bildirilmistir. miR-122, miR-192, miR-21, miR-223,
miR-26a, miR-27a ve miR-801’in HCC, KHB ve saglikli bireylerin serum orneklerinde farkli
sekilde eksprese edildigi bildirilmistir (Xu et al., 2011; Zhou et al., 2011). MiR-21 ve miR-122,
bagimsiz olarak HCC’ yi dngdrebilen en umut verici miRNA ciftleri olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Mir-21, mir-122 ve mir-192, diisiik AFP seviyeleri 6l¢iildiigiinde bile HBV hastalarinda yiiksek
HCC tanisal dogrulugu gostermistir.

Onceki yapilan galigmalar miRNA’larin HCC ilerlemesinde onkojenik veya tiimor baskilayici
faktorler olarak hareket edebilecegini gostermektedir (Liu et al., 2018; Ye et al., 2018; Zhang
et al., 2015). Tiim sonuglar, miRNA’larin kanser teshisi ve ilerlemesi i¢in bir belirte¢ haline

gelebilecegini gdstermektedir.

Uzun kodlamayan RNA’larin da 6nemli bir HCC diizenleyicisi oldugu gosterilmistir.
LncRNA’lar son zamanlarda genom dinamiklerini diizenlemede en 6nemli oyunculardan biri
olarak ortaya ¢ikti bununla beraber HCC gelisiminde de dnemli bir yere sahip olduklar
gosterilmistir. Ayrica IncRNA, HCC tanilarinda yeni bir biyobelirteg olarak da tanimlanmistir
(Ge et al., 2017). Cesitli yapilar1 nedeniyle, IncRNA’lar islevleri tam olarak ¢oziilmemistir ve
bircok IncRNA hala islevsel olarak karakterize edilmemistir (Clark & Mattick, 2011). HCC’nin
farkli asamalarinin diizenlenmesine katilimlari, heyecan verici ve hizla gelisen bir aragtirma
alanidir. Son zamanlarda, IncRNA’larin da HCC’de yiiksek bir 6neme sahip oldugu
gosterilmistir ve IncRNA H19, IncRNA HEIH, IncRNA HULC ve IncRNA MEG3’ ii de iceren
¢ok sayida IncRNA HCC ile iliskilendirilmistir (Braconi, Kogure, et al., 2011; Matouk et al.,
2007; Panzitt et al., 2007; Yang et al., 2011). LncRNA'lar karaciger mikrogevresini ve kronik
karaciger hastaliklarin1 modiile eder. LncRNA'lar fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynarlar

(Huang et al., 2020).

LncRNA’larin miikemmel doku 6zgiilliigli, farkli tiimor alt siniflarinin siniflandirilmasina ve
hatta farkli klinik sonuglarin tahmin edilmesine yardimci olabilir. HCC nin hem etimolojik
farkliliklar1 ve patogenezindeki farkliliklar dolayisiyla, tiimor doku ve serumunda IncRNA

ekspresyonunun miktarinin belirlenmesinin arastirilmasini tesvik etti. Bazi IncRNA’lar, kanser
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hastalarinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda oldukga spesifiktir ve tiimorlerde cesitli
ekspresyon paternleri, onlar1 plazma, kan ve tiikiiriik gibi viicut sivilarinda tespit edilebilir hale
getirerek, invazif olmayan tanisal biyobelirtecler olarak arastirilmasini saglamustir. Ornegin,
ekspresyonu HCC hastalari i¢in kot klinik sonucu 6ngéren HULC, HCC hastalarinin kaninda
ve buna karsilik gelen tiimor dokularinda geleneksel PCR yontemiyle tespit edilir. LncRNA-
MVIH, IncRNA-H19, IncRNA-HEIH, IncRNA-HULC, IncRNA-TUC338, IncRNA-MEG3,
MALAT1, LINC00152, RP11-160H22.5, Lnc-PCDH9-13:1 ve XLOCO014172 dahil olmak
tizere birgok dolasimdaki IncRNA, HCC ile iliskilendirilmistir (Huang et al., 2020; Wong &
Wong, 2021).

Eksozomlar, viicut sivisindaki enzimatik bozulmadan korunan tiimore 6zgii IncRNAlar1 igerir
ve bu da onlar1 invaziv olmayan biyobelirtegler i¢in ¢ekici alternatifler haline getirir. Ek olarak,
LINCO00853, INcRNA-ATB, LINC00511 gibi bazi eksozom tiirevi IncRNA’lar, HCC hastalar1
icin prognostik faktorlerle iliskilidir, bu da erken HCC ig¢in potansiyel tanisal biyobelirteg
oldugunu gosterir. Yalnizca HCC’li 104 hastanin kan 6rneklerinde bulunan hiicre dis1 vezikiil
uzun RNA’lar1 (exLR’ler), HCC’yi tiimor olmayan kontrollerden etkili bir sekilde ayirt edebilir
(Wong & Wong, 2021).

LncRNA’larla ilgili calismalar genellikle kanserli dokularda yapilmistir. Birgok IncRNA’ nin
hepatoselliiler ve diger kanser tiirlerinde diizensiz ekspresyonu bildirilmistir. LncRNA’larin
hastalik tipine gore hiicredeki ekspresyonlar: farklilik gosterdiginden, diagnostik ve prognostik
belirte¢ olarak kullanilirlar. Serum ENSG00000258332.1, LINC00635, PVT1, uc002mbe.2,
UCA1 ve WRAP53’iin AFP ile kombinasyonu tek basina AFP’ye kiyasla HCC tanisinda daha
iyi ayirt ediciligi gosterilmistir (Yuan et al., 2021).

Pek cok caligmada LncRNA’larin kanserli dokuda epitel karakterli kanser hiicrelerinin
mezensimal fenotip kazanmalarimi saglayarak tiimor metastazina neden olduklari ortaya
cikarilmigtir (Xiao et al., 2016). HCC’de mikro vaskiiler invazyonla iliskili LncRNA nin
(LncRNA MVIH) up-regiilasyonunun, baslangigtaki HCC hastalarinda kalici niiksii 6nemli
Olclide ongordiigii bulunmustur; bu, MVIH nin, HCC hastalarinin erken tespiti i¢in yararli bir

belirte¢ olabilecegini gostermektedir.

NcRNA ZFASI1 (¢inko parmak antisens 1), HCC’nin saptanmasi i¢in yeni bir serum tanisal
belirtecidir. IncRNA ZFASI, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik degeri ile sirozlu hastalarda HCC
i¢in iyi bir tanisal belirtegtir, ancak ZFAS1'in HCC'li hastalarda prognostik dnemi yoktur (Duan
et al., 2020).
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XLOCO014172, LINCO00152 ve RP11-160H22.5’in kombinasyonu, HCC hastalarin1 hepatit
hastalarindan ayirt edebilir (Yuan et al., 2021). Biitiin bu arastirmalarin sonuglart IncRNA’larin

HCC tanisinda biyobelirtec olabilecegini gosterir.

Farkli ncRNA’lar birlikte hedefleyen kombinasyonlarin gelistirilmesi, sadece miRNA ya da
sadece IncRNA i¢in gosterilenlerden daha iyi sonuglar verebilir. H19, HCC’yi baskilayabilir ve
ayn1 zamanda bir protein kompleksi hnRNP U / PCAF / RNA Pol II ile etkilesime girerek,
histon asetilasyonunu artirarak miR-200 ailesini aktive eder (L. Zhang et al., 2013). MiR-29,
HCC’de MEG3 IncRNA ekspresyonunu diizenler (Braconi, Kogure, et al., 2011). HULC,
HCC’de farkli genlerin ekspresyonunu dolayli olarak diizenleyen miR-372’yi inhibe eder
(Wang et al., 2010).

4.4.1. miR-146b-5p

Insan miR-146 ailesi, iki {iye gen miR-146a ve miR-146b’den olusur. Bu iki miRNA, farkli
kromozomlarda bulunur ve bir¢ok durumda farkli diizenleme sergiler. Bununla birlikte,
niikleotid sekanslar1 neredeyse aynidirlar, bu nedenle ayni gen setini hedefledikleri tahmin
edilmektedir. Insanda MIR146A, daha biiyiik bir uzun kodlamayan RNA konak geni olan
MIR3142HG (kromozom 5q33.3) ig¢inde bulunurken, MIR146B insan kromozomu 10’un
(10924.32) intergenik bir bolgesinde bulunur. Bu iki miR-146 iiyesi i¢in yalnizca olgun ipligin
3’ucundaki iki niikleotid kadar farklilik gosterir (Paterson & Kriegel, 2017). Sekil 8 A’da miR-
146 ailesi, sirastyla insan kromozomlart 5 ve 10°da bulunan miR-146a ve miR-146b olmak
lizere iki iyeden olustugu gosterilmistir. Oncii miR-146 dizilerinin yerini gdsteren siyah kutular
ve firkete yapilari ile insan genleri i¢in temel ekson yapisi gosterilmistir. Ayni seklin B
kisminda, yetiskin insanlarda, farelerde ve siganlarda hem miR-146a-5p ve -3p dizileri hem de
miR-146b-5p ve -3p iplikler i¢in diziler i¢in gdsterilmistir. Sirasiyla miR-146a-5p ve miR-
146b-5p igin tiirler arasinda yiiksek dizi homolojisi vardir. MiR-146a-5p ve miR-146b-5p’nin
her tirde 3’ucunda yalnizca birkag baz farklidir (miR-146a-5p ve miR-146b-5p arasinda
farklilik gosteren niikleotidlerin alt1 ¢izilmistir). Sirasiyla hem miR-146a hem de miR-146b
icin-3p dizileri tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide homolog iken, her tiir iginde miR-146a-3p ve miR-
146b-3p dizileri homolog degildir. Sekil 8 C kisimda ise hem MIR146A hem de MIR146B’ nin
promoter bolgelerindeki tahmin edilen ve bilinen transkripsiyon faktorii baglanma yerlerinin

bir sematigi (Paterson & Kriegel, 2017).
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Sekil 8. miR-146 ailesi (Paterson & Kriegel, 2017)

Yapilan bir ¢alismada hsa-miR-146b’nin akciger kanserinde ekspresyonun azaldigi ortaya
cikarilmigtir (Backes et al., 2010). Bildirilen ¢alismalarin biiyiik bir kismi, interlokin-1
reseptori ile iliskili kinaz 1’ i (IRAK1) ve tiimor-nekroz-faktor-reseptor ile iliskili faktor 6°y1
(TRAF6), miR-146 ailesinin anahtar hedefleri olarak tanimlamaktadir (Bhaumik et al., 2009;
Hou et al., 2009; Xiang et al., 2014). Xiang ve arkadaslari, miR-146b’nin NFxB yolagini negatif
geri besleme diizenlenmesiyle tiimor baskilayict roliinii vurgulamistir ve miR-146b’nin
ekspresyonundaki artisin timdrigenez lizerinde molekiiler bir fren olabilecegini 6ne stirmiistiir

(Xiang et al., 2014)(Sekil 9).
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Sekil 9. MiR-146’ nin NF«B sinyal yolagindaki olas1 gorevi(Xiang et al., 2014)

MiR-146 literatiiriiniin biiyiik ¢ogunlugu, NF«B sinyallemesinin aracilik ettigi dogustan gelen
bagisiklik ve enflamatuar yanitlara odaklanir. Toll benzeri reseptér kompleksinin (TLR)

uyarilmasi, IRAK1 ve TRAF6’nin TAK / TAB kompleksi ile birlesmesine neden olarak IKK
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kompleksinin daha sonra aktivasyonu ve NFkB’nin, enflamatuar/immiin yanit1 indiikledigi
cekirdege translokasyonu ile sonuglanir. Bu da inflamatuvar yanit genleri ve miR-146
ekspresyonunu indiikler. MiR-146 daha sonra IRAK1 ve TRAF6 ekspresyonunu baskilayarak
NFkB sinyallemesinde molekiiler bir fren gorevi gorebilir (Xiang et al., 2014)(Sekil 10).
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Sekil 10. Kanser fenotiplerinin miR-146-5p modiilasyonunun {i¢ basit yolunu gosteren
diyagram.

Daha oOnce tartisilan NFkB sinyal yolunun c¢esitli meme kanseri hiicrelerinin metastatik
fenotipini indiikledigi gosterilmistir. MiR-146a/b’nin artan ekspresyonu, NF«kB sinyallemesini
bloke eder ve bu nedenle bu metastatik potansiyeli azaltir. Ayrica kanser ortaminda miR-146b,
hiicrenin biiylime faktorii uyarisina tepkisini ayarlar. Trombositten tiiretilen biiyiime faktorti,
daha sonra epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyalini bloke eden ve bdylece
metastatik bliyimeyi durduran miR-146b’nin ekspresyonunu arttirir. MiR-146a, bir
kromozomal anormallik (5q sendromu) nedeniyle kaybedildiginde, TRAF6’nin anormal

ekspresyonu, NF«B sinyalini indiikler ve kanser duyarliligint artirir (Xiang et al., 2014).

MiR-146b-5p’nin rolii birgok kanserde ortaya ¢ikarilmis olsa da, HCC’deki rolii ve islevi hala
belirsizdir. Bunu belirlemek icin yapilan bir calismada miR-146b-5p’nin 4 farkli HCC
hiicrelerinde ve BALB/c niide farelerinde tiimor biiylimesi, metastaz ve zayif sag kalim ile
iliskili oldugu gosterilmistir. MIiR-146b-5p’nin  proliferasyonu, go¢ii ve invazyonu
baskilayabilir ve in vitro ve in vivo apoptozu indiikleyebilir oldugu gosterilmistir. Dahasi
TRAF6’nin HCC’de mir-146b-5p’nin dogrudan hedefi oldugunu bes farkli veri tabani
iizerinden gosterilmistir. In vitro olarak, miR-146b-5p’nin ekspresyonundaki artisin MHCC97-
H hiicrelerinde TRAF6 mMRNA ekspresyonunu inhibe ettigini, Hep3B hiicrelerinde miR-146b-
5p’nin ekspresyonundaki azalmanin TRAF6 ekspresyonunu indiikledigini ortaya ¢ikarilmistir.
Mir-146b-5p’nin TRAF6 aracili p-Akt fosforilasyonunu inhibe ederek tomiir biiylimesini ve

42



metastazini inhibe etiigini gostermislerdir. D6rt HCC hiicre hattinda (MHCC97-H, SMMC-
7721, Hep3B ve HepG2) ve bir insan 6liimsiiz karaciger hiicre hattinda (LO2) miR-146b-5p
ekspresyonun azaldigi gosterilmistir. MiR-146b-5p asir1 ekspresyonu MHCC97-H hiicrelerinde
p-Akt ekspresyonunu azaltirken miR-146b-5p knockdown, Hep3B hiicrelerinde p-Akt
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (C. Li et al., 2017).

Ayrica HCC dokularinda Metastaz ile iliskili akciger adenokarsinom transkripti 1(MALAT1)
uzun kodlamayan RNA’smin tiimore komsu dokularindakinden daha yiiksek oldugunu
bulmuslar ve MALATL ile miR-146b-5p arasinda birbirine tamamlayici bir sekans oldugunu ve
bu iki kodlamayan RNA arasinda negatif bir iliski tespit edilmistir (C. Li et al., 2017).
MHCC97-H ve SMMC-7721 hiicrelerinde MALAT1 ekspresyonunu siRNA ile susturulmasiyla
mMiR-146b-5p’nin ekspresyonunu arttigi gosterilmistir. Bu bulgular, MALAT1’i miR-146b-
5p’nin molekiiler bir sponge (siingeri)olarak tanimlanmis ve miR-146b-5p ifadesinin HCC’de
neden daha diisiik oldugunu agiklayabilir (C. Li et al., 2017). Bu ¢alismada, ilk kez, miR-146b-
5p ekspresyonunun HCC dokularinda 6nemli Olglide azaldigimi kesfedilmistir. Yukaridaki
sonuglarin tiimii, HCC’de miR-146b-5p’nin azalmis ekspresyonunun olumsuz bir faktor
oldugunu ve hiicre biiyiimesi ve metastaz bozukluguna yol agabilecegini gostermektedir (C. Li

etal., 2017)(Sekil 11).
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Sekil 11. Hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde tiimor biiyiimesi ve metastasin miR-146b-5p
aracilt durdurulmasinin sematik gosterimi (C. Li et al., 2017)

HCC dokularinda miR-146b-5p’nin ekspresyonundaki azalmanin malign klinik 6zellikler ve
kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir. In vitro ve in vivo galigmalar kullanilarak, miR-
146b-5p’nin HCC’de timdr bitylimesi ve metastazi i¢in yeni bir inhibitr oldugu gosterilmistir.
miR-146b-5p’nin ¢oklu anti-kanser fonksiyonlar1 TRAF6/p-Akt yolaginin inhibisyonuna
bagliydi. Arastirmacilar miR-146b-5p’nin HCC’de yeni bir prognostik biyobelirteg ve

potansiyel terapotik hedef olabilecegini 6ne stirmiislerdir (C. Li et al., 2017).
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HCV’nin immiinopatogenezine katkida bulunabilecek ve HCV’ye 6zgii miRNA’lar1 belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢aligmada klinik 6rnekler ve in vitro analizler kullanarak kronik hepatit C
virlis enfeksiyonunda 5 miRNA (hsa-miR181a-2-3p, hsa-miR-374a-3p, hsa-miR374a-5p, hsa-
miR-204 5p ve hsa-miR146b-5p) belirlenmistir. Bunlar arasinda hsa-miR146b-5p’nin orani
(Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler (PBMC) kaynakli miRNA’lar / serum kaynakl
miRNA’lar) tiim miRNA’lar arasinda en yliksek oldugu bulunmustur. Daha Once tedavi
gormemis 30 Kronik Hepatit B (KHB) hastasi, 30 tedavi almamis NASH, 50 tedavi almamis
Kronik Hepatit C (KHC) hastas1 ve 15 saglikli kontrol dahil edilmis. Bunlarin serumlarinda
bulunan hsa-miR146b-5p’nin ekspresyonunun KHB hastalar1 ve saglikli deneklere kiyasla
KHC hastalarinda énemli 6l¢iide azaldigi bulunmustur. Segilen 4 KHC hastasinin PBMC’leri
izole edilmis ve validasyon (dogrulama) ¢alismasinda kullanilmistir. KHC hastalarinin CD3+T
hiicrelerinde ve CD14+ monositlerinde hsa-miR146b-5p ekspresyonu, diger gruplardan 6nemli
Olglide daha diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica hsa-miR146-5p, sitokin ekspresyonunu
modifiye ederek kalict KHC enfeksiyonunun immiinopatogenezine katkida bulunabildigi
gosterilmistir. Bu bulgular, spesifik miRNA ekspresyonlarinin KHC hastalarinda immiin
reaksiyonlar1 etkiledigini kanitlamaktadir. Birlikte ele alindiginda analizler, HCV
enfeksiyonunda bagisiklik tepkisinde miR-146b tarafindan modiile edilecek en olas1 adayin
NF-kB sinyali oldugunu 6ngérdii.llging bir sekilde, String v10 programi kullanilarak miR-
146b'nin hedef genlerinin ag analizi, niikleer faktér-kappa B (NF-kB) sinyallemesinin merkezi
katilimin1 gosterdi (Kondo et al., 2019).

Yapilan biyoinformatik bir calismada GSE20077 ve GSE108724 verisetlerinde, HCC tiimor
dokularindaki ve normal dokulardan miRNA ekspresyon profili analizi yapilmis. HCC tiimor
dokularinda miR-146b-5p ekspresyonunda anlamli bir azalma bulunmustur; bu, miR-146b-

5p’nin HCC’de bir tiimdr baskilayici olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (Liu et al.,
2022).

Bir arastirma grubu daha 6nce HIF1(Hipoksi Indiiklenebilir Faktér 1) in hepatosit fibrozunda
ekspresyonun azaldigini bulmuslar ve sigcanlarla yaptiklar1 bir sonraki ¢alismalarinda da HCC
ve normal dokuda fibroz dokuya gore HIF1’in neden azaldigini aragtirmislar ve mir-146b-
5p’nin HIF1-2yi hedefledigi ve miR-146b-5p’nin hepatosit fibrozunda ekspresyonunun arttigi
ve dolayisiyla miR-146b-5p’nin hepatit stellate hiicrelerin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini
destekledigini ve hepatosit fibrozunun diizenlenmesinde dnemli bir etki gosterdigini ortaya
cikarilmigtir. Mevcut c¢alismada miR-146b-5p, hepatosit fibrozlu siganlarin karaciger

dokularinda normal siganlarin karaciger dokularia goére 6nemli 6lciide ekspresyonu artmistir.
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Bu da miR-146b-5p’nin fibrozun ilerlemesi sirasinda onemli bir rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir ancak iglevi hala belirsizdir (Xie et al., 2022).

miR-146b-5p yi biyoinformatik olarak GEO (Gene Expression Omnibus)’un iki veri setinde

Alkolik Karaciger Hastalari, Alkolik olmayan sterohepatit ve HCV hastaliklarinin siroz ve
normal dokular1 karsilastirildiginda miR-146b5p sirotik dokuda normale gore yaklasik 2.5 kat
ekspresyonu arttig1 bulunmus (Tai et al., 2021).

Bagka bir ¢alismada ekspresyonu en ¢ok degisen miRNA’lar (yani miR-146a-5p, miR-26a-5p
ve mMiR-191-5p) portal ve hepatik ven kaninda ve karaciger dokusunda degerlendirilmistir,
ancak anlamli bir fark goriilmemesine ragmen, sirozlu hastalardan alinan PBMC’ler, miR-26
ve miR-146a’nin énemli dlglide ekspresyonunun azaldigini gostermistir; bu bize dolasimdaki

bazi miRNA’larin ekstrahepatik kokenli oldugunu diisiindiirebilir (Blaya et al., 2021).
4.4.2. miR-4510

Insan 15. Kromozomunda bulunana miR-4510"un gen lokusunun sematik halini Sekil 12’ten

gosterilmistir.
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Sekil 12. Insan miR-4510’un gen lokusu

mir-4510’un HCC igin baska bir yeni biyobelirte¢ olabilecegine dair gii¢lii kanitlar vardir. miR-
4510’un bircok proto-onkogeni hedef alarak karacigerde gii¢lii bir tiimor baskilayici olarak
gorev yaptig1 iddia edilmistir (Jalvy-Delvaille et al., 2012; Maurel et al., 2013). GPC3, HCC’de
asir1 eksprese edilen ¢ok sayida onkogenden biridir (Zynger et al., 2008) ve HCC’de agikca
ilgili bir molekiiler hedef olusturmaktadir (Hoshida et al., 2009). Yakin zamanda miR-4510’un
Glypican-3 (GPC3) hedeflemesi ve Wnt yolu inaktivasyonu yoluyla HCC ve hepatoblastom

biiylimesini engelleme konusundaki olaganiistii kapasitesi ve miR-4510’un gii¢lii bir anti-timor
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molekiilii olarak davrandigini bildirilmistir (Cartier et al., 2017). MiR-4510"un, ekspresyonunu
ve karaciger kanseri iizerindeki fonksiyonel etkisini azaltarak RAF1 proteininin onkogenik
etkisini sinirladigini bulmuslardir. Endojen miR-4510"un spesifik bir anti-miR ile bloke
edilmesi ile de HCC hiicre biiyiimesini arttirdigi bulunmustur. HCC hiicrelerinde miR-4510’un
aracilik ettigi fenotipik degisikliklerin bir kismi, simdiye kadar bildirilen tek dogrulanmis miR-
4510 hedefi olan GPC3 ekspresyonuna bagli oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Cartier et al., 2017).

Baska bir caligmada ise, miR-4510’un molekiiler olarak karaciger tiimorii gelisimini inhibe
etmek i¢in nasil davrandigini daha iyi anlamay1 amaglamiglardir. MiR-4510’un yeni hedeflerini
belirlemek icin, bir proteomik yaklagimi kullanilarak ve miR-4510 tarafindan RAF proto-
onkogen serin/treonin-protein kinazin (RAF1) asagi regiilasyonunu arastirilmistir. HCC’de
RAF1’in tiimorijenik rolii tartismali oldugundan, hiicresel, molekiiler ve fonksiyonel
yaklasimlar ve tavuk koryoallantoik membran (CAM) ksenograft modeli kullanarak
RAF1:miR-4510 etkilesimleri de incelenmistir (McGlynn et al.). Dokular hizli dondurulmus ve
80°C’de saklanmistir. RAF1 susturma, G0/G1 fazini hafifce uzatarak ve S fazini kisaltarak
Huh7 ve Hep3B hiicrelerinin biiyiime kapasitesini diislirdiigli gézlenmistir. Beklendigi gibi,
benzer ama daha giiclii etkiler miR-4510 ile gozlenmistir (Ghousein et al., 2020). Bu ¢alismada,
RAF1’in HCC’de bir onkogen olarak davrandigini teyit edilmistir ve ayrica miR-4510’un
GPC3 ve RAF1 dahil olmak iizere aralarinda Wnt ve RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaklarinda
bulunan birgok proto-onkogeni hedefledigi bulunmustur (Ghousein et al., 2020). MiR-4510’un
HCC hiicrelerinde RAS/RAF/MEK/ERK yolunu, 3’UTR’sinde bulunan bir bdlge araciligiyla
dogrudan RAF1’1 hedefleyerek inhibe ettigini bulmugslardir. Hiicresel diizeyde miR-4510, HCC
hiicre cogalmasini ve gociinii inhibe ettigi ve kismen RAF1 mRNA’y1 ve protein ekspresyonunu
diistirerek yaslanmayr indiikledigi bulunmustur. Son olarak, HCC hiicrelerinde RAF1
proteininin pro-tiimoral islevini ve in vitro ve in vivo olarak HCC tiimér ilerlemesini siirdiirme

yetenegini dogrulanmistir (Ghousein et al., 2020).

Mir-4510, HCC hiicrelerinde GPC3’iin en giiglii inhibitoriidiir ve HCC hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu inhibe ederek karacigerde tiimor baskilayici olarak gorev yapmustir (Cartier
et al., 2017; Zynger et al., 2008) ki bu da HCC tiimérlerinin kiiglilmesini saglar. HCC’de mir-
4510’un diger molekiiler hedefleri GPC3 ve RAF1’dir ve daha sonra aralarinda Wnt ve
RAS/RAF/MEK/ERK sinyallerinin de bulundugu temel biyolojik ve sinyal yollarini kontrol eder
(Ghousein et al., 2020). Ayrica, tiimor baskilayict potansiyeli diger kanser tiirlerinde de
gosterilmistir.  MiR-4510’un  asag1 regiilasyonu, APOC2 ekspresyonunu artirarak
gastrointestinal stromal tiiméorlerin (GIST ler) ilerlemesini tesvik edebilir (Chen et al., 2020).
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Ilging bir sekilde, miR-4510 ve sorafenib kombinasyonu, hiicre apoptozunu indiiklemede tek
basina miR-4510 veya sorafenibden daha etkili oldugu bulunmustur ve sorafenib hem miR-
4510 artisin1 hem de RAF1 protein azalmasini indiikledigi bulunmustur (Ghousein et al., 2020).
Sonug olarak, miR-4510 ile RAF1 susturma, miR-4510’un hepatik kanser hiicreleri tizerindeki
dikkate deger anti-tiimoral etkisini kismen agiklar (Cartier et al., 2017). Ciinkii sorafenib veya
regorafenib bazli tedaviler iyilestirici degildir ve hastanin yagam beklentisini sadece biraz
arttirir, alternatif terapotik ¢oziimlere ihtiya¢ duyan ilerlemis asamadaki HCC’li hastalar miR-
4510 bazli tedaviden yararlanabilir. Ek olarak, RAF1, MEK veya ERK inhibitorleri ile tedaviyi
takiben niikseden hastalarda bir¢ok diren¢ mekanizmasi deneyimlenmistir, bu da multikinaz
inhibitdrlerini diger anti-timor ajan kategorileri ile ayn1 anda birden fazla onkojenik yolu bloke

etme ihtiyacin1 vurgulamaktadir.
4.4.3. IncRNA GAS5

SNHG2 olarak da bilinen GASS 1988 yilinda tanimlanmistir ve 1925 lokusunda yerlesik
sitoplazmik bir IncRNA’dir. Normal kosullarda ¢ok kararsiz olan GASS, biiytime faktorlerinin
eksikliginden kaynaklanan hiicresel stres varliginda, 5’ucunda bulunan oligoprimidin bdlge
sayesinde kararli hale gecer. Bu bolge 1 sitozin ve ardindan 5-15 adet pirimidin niikleotidinden
olugmaktadir. LncRNA GASS5’in bu bdlgesi translasyonun kontroliinde gorevlidir (Schneider
et al.,, 1988)(Sekil 13). GASS5 besin bulamayan hiicrelerde, glukokortikoit aktivitesini
diizenleyerek hiicreleri apoptoza duyarl hale getirir (Kino et al., 2010). Fizyolojik kosullarda,
glukokortikoid reseptoriine ligandi baglandiginda meydana gelen kompleks, DNA tizerindeki
glukokortikoid cevap elementi (GRE)’ne baglanarak apoptozun meydana gelmesinde gorev
alan genlerin baskilanmasina yol acar (Webster et al., 2002). Boylece, kaspaz 3,7 ve 9 apoptotik
genlerinin baskilanmasina neden olur. GRE’ne yapisal benzerlik gosteren GASS,
glukokortikoid reseptdriine (GR) baglanarak, reseptoriin GRE ile etkilesime girmesini engeller
(Wapinski & Chang, 2011) ve sonug olarak cIAP ekspresyonu azalir ve kaspaz genleri
tizerindeki baskilanma ortadan kalkar (Kino et al., 2010). Normal kosullarda ¢ok kararsiz olan
GASS, biiyiime faktorlerinin eksikliginden kaynaklanan hiicresel stres varlifinda, 5’ucunda
bulunan oligoprimidin bdlge sayesinde kararli hale geger. Bu bolge 1 sitozin ve ardindan 5-15
adet pirimidin niikleotidinden olugmaktadir. LncRNA GASS5’in bu bolgesi translasyonun
kontroliinde gorevlidir (Williams et al., 2011; Yu & Hann, 2019) (Sekil 14).
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Sekil 13. IncRNA GASS5’in insan kromozomu tizerindeki ekzon bolgeleri
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Sekil 14. IncRNA GASS5’in glukokortikoid reseptorii ile anahtar kilit modeli (Yu & Hann,
2019)

Yapilan caligmalarda, GASS5’in kanser tiirleri ile iliskili oldugu gosterilmistir. Meme
kanserinde GASS5’in ifade diizeylerinin, kanserden etkilenmemis normal meme epiteliyle
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide azaldigi bildirilmistir. Ayrica, melanoma, B-hiicreli lenfoma,
prostat ve meme kanserlerinde GAS5’in bulundugu 1qg25 lokusunda kromozomal
translokasyonlarin meydana geldigi bilinmektedir. Sonu¢ olarak GASS, apoptozu
diizenlemekte ve insan hastaliklarinin gelismesinde potansiyel rol oynamaktadir (Mourtada-
Maarabouni et al., 2008; Mourtada-Maarabouni et al., 2009). Tiim IncRNA tiirleri arasinda,
GASS tlimor baskilayict IncRNA’lar arasinda yiikselen bir yildizdir ve bir¢ok kanserde GASS
ekspresyonunun azaldig1 gézlenmektedir (Ji et al., 2019).

Buna ek olarak, Tu ve arkadaslari ilk kez GAS5’in HCC hastalarinin gogunda ekspresyonunun
azaldigin1 ve daha kotii prognozla iligkili oldugunu kanitlamigtir (Tu et al., 2014). Ayrica miR-

4510’un tiimor baskilayict etkisi GPC3’lin azaltilmasinin yam1 sira Wnt sinyalinin
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inaktivasyonu ile de iliskilidir (Cartier et al., 2017). Daha ziyade miR-4510, Wnt/B-katenin
sinyalini yalnizca GPC3 aracilifiyla baglatma asamasinda degil, ayn1 zamanda LEF1 ve
TCF7L1"1 susturarak daha sonraki bir asamada da etkisiz hale getirir (Monga, 2015). Ayrica,
GJAL, IRS1, PDGFRA ve SIX1 dahil olmak iizere Wnt/B-katenin yolaginin kontrolii altindaki
cesitli onkojenik genlerin ekspresyonunu azaltir (Kong et al., 2014; Wei et al., 2014; Zhang et
al., 2007). Bu nedenle, miR-4510 karaciger dokularinda cesitli onkogenleri dogrudan ve dolayl
olarak inhibe eder ve karacigerde Onemli tiimoral siirecleri antagonize eden ve sinyal
kaskadlarin1 (6rnegin Wnt yolu) inaktive eden 6nemli bir tiimor baskilayici olusturabilir. miR-
4510, ileri karaciger kanseri olan hastalarin tedavisi icin miRNA replasman tedavisi i¢in bir

aday olarak bulunmustur (Cartier et al., 2017).

Birlikte ele alindiginda, IncRNA GASS bir tiimor baskilayici olarak islev gorlir ve potansiyel
bir tedavi hedefi veya prognoz belirleyicisi olmay:1 vaat eder. GASS5’in asag1 regiilasyonunun

kesin mekanizmasi ve merkezi asagi akis sinyal yolu daha fazla arastirmay1 hak etmektedir.

Son zamanlarda, IncRNA’larin HCC’de 6nemli rollere sahip oldugu gdsterilmistir ve IncRNA-
MVIH, IncRNA-H19, IncRNA-HEIH, IncRNA-HULC, IncRNA-TUC338 ve INcRNA-MEG3
dahil olmak tizere birgok IncRNA, HCC ile iliskilendirilmistir (Braconi, Kogure, et al., 2011;
Braconi, Valeri, et al., 2011; Lai et al., 2012; Matouk et al., 2007; Panzitt et al., 2007; Yang et
al., 2011; Yuan et al., 2012).

Belirli IncRNA’lar, timdr baskilayici genler olarak islev goriir. Kromozom 1q25°te bulunan
GASS5 IncRNA, ag¢liga yanit olarak apoptoz 2 (CIAP2) geninin hiicresel inhibitoriinii diizenleyen
bdyle bir tiimdr baskilayicidir ve prostat ve gdgiis kanserlerinde ekspresyonunun azaldig:
bulunmustur (Pickard & Williams, 2014). LncRNA-GAS5’1n, bir¢ok kanserde ekspresyonunun
azaldig1 ortaya cikarilmistir. Ayrica IncRNA GASS; Glukokortikoid reseptoriine baglanir ve
mTOR sinyallemesini modiile eder (Tu et al., 2014).

HCV enfeksiyonundan sonra artan ve viral replikasyonu azaltan az sayida IncRNA tarif
edilmistir. LncRNA GASS buna miikemmel bir 6rnektir. GASS, HCV enfeksiyonunda 6nemli
bir antiviral rol oynar (Unfried & Fortes, 2020). HCV enfeksiyonu, HCV ile enfekte karaciger
hiicrelerinde IncRNA GAS5 ve IncRNA HOTAIR’1 uyardigi gozlenmistir (Li et al., 2016).
LncRNA GAS5, IncRNA MEG3 ve IncRNA XIST gibi, daha kotii bir prognozla iliskili
bulunmustur (Kim et al., 2020). LncRNA GAS5, HCC’ de miR-21 ekspresyonunu azaltmak
icin miR-21’¢ dogrudan baglanir (Z. Zhang et al., 2013). Karaciger fibrozunda, GAS5 miR-222
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ile etkilesime girer ve p27 proteininin ekspresyonunu arttirir, boylece hepatoselliiler kok

hiicrelerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eder (Yu et al., 2015).

HCC’de IncRNA-GASS ekspresyon seviyesi, hastanin sag kalimu ile ters orantilidir (Chang et
al., 2016; Slack & Chinnaiyan, 2019). LncRNA-GASS5 asir1 ekspresyonu proliferasyonu ve
invazyonu inhibe eder ve INCRNA-GAS’ in vimentin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir
(Chang et al., 2016). LncRNA-GASS5, miR-126-3p ve miR-182 gibi bir dizi miRNA ig¢in bir
stinger gorevi gorerek hedef genlerini modiile eder ve HepG2, HuH6 ve Hep3B hiicrelerinin

gOciinii ve istilasini diizenler (Chen et al., 2019; Faranda et al., 2019).
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5. GEREC ve YONTEM

Omek Toplama

{Serum)

Total RNA fzolasyonu
(miRNeasy Serum/Piasma Kit)

'
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miRNALr icin cONA sentezienmesi IncRNA icin cDNA sentezlenmesi
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aRT-PCR
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5.1. Hastalarin Serum Orneklerinin Toplanmasi

Serumlar, Marmara Universitesi Gastroenteroloji Enstitiisii HCC Biobankasi’ndan (Istanbul,
Tiirkiye) 18 yas ve tizeri ve 15 serum HBV-HCC, 15 serum HBV-siroz, 16 serum KHB
hastalarindan ve 16 serum saglikli kontrollerden olacak sekilde toplandi. Hastalarin klinik
Ozellikleri tibbi kayitlar1 incelenerek elde edildi. Siroz ve kronik hepatit B tanis1 ayn1 zamanda
uyumlu klinik 6ykii, serolojik belirtegler ve karaciger biyopsi bulgularina dayaniyordu. Kontrol
grubu iiyelerinin hepatoselliiler veya diger kanserlere, karaciger hastalig1 ge¢misine, hepatit B
veya C enfeksiyonuna dair serolojik kanitlara veya deney grubuyla herhangi bir iliskiye dair
hicbir kanit1 yoktu. Her kontrol cinsiyete gore eslestirildi. Katilimcinin alimi, Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 06.11.2020 tarihi
09.2020.1153 protokol kodu ile onaylandi. Tiim hasta ve kontrollere c¢alismaya katilma
konusunda bilgilendirilmis onam verildi. Calisma Helsinki Bildirgesi ilkelerine uygun olarak

gerceklestirildi.

Calisma, miRNA ekspresyon profili i¢in 15 HBV-HCC, 15 HBV-siroz, 16 KHB hastasi serumu
ve 16 saglikli kontrol serumu ile gergeklestirildi. LncRNA ekspresyon profili i¢in de 12 HBV-
HCC, 12 HBV-siroz ve 12 KHB hastas1 serumu ve 11 saglikli kontrol serum dahil edildi. is
akist sekil 15°te gdsterilmistir.

Biyobankadan toplanan serum &rnekleri 12.000 rpm'de 15 dakika boyunca 4°C'de
santrifiijlendi, ardindan serum siipernatanlar1 dikkatli bir sekilde RNaz icermeyen tiiplere

aktarildi ve ileri analizler i¢in -80°C’de sakland.
Biyobankadan alinan aligotlanmis serum 6rnekleri RNA c¢alismalari i¢in kullanilmak {izere;

1. Serumlar 1,5 ml’lik ependorflara alinarak 16,000 g’de 5 dakika +4°C’de yeniden

santrifiij edildikten sonra iist faz izolasyon i¢in kullanildu.

2. Ust fazdan aliman serumlar 200 ul’lik alikotlar halinde ependorflara konarak ekspresyon

tayini yapilacak giine kadar -80°C’de saklanmustir.
5.2. Total RNA’larin Serumdan izolasyonu

Toplam RNA, iireticinin protokoliine gore serum orneklerinden “miRNeasy Serum/Plazma

Kiti” (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak izole edilmistir.

1. Serum Orneklerinin bazilari ¢oztilmesi igin 37°C su banyosunda inkiibe edilmistir.

2. Serumun 5 kat1 hacimde QIAzol Lysis Reagent eklenmis, pipet ya da vortex ile karigmasi
saglanmistir. (100ul serum + 500 ul QIAzol Lysis Reagent) QIAzol Lysis Reagent

eklendikten sonra karisim -70°Cde birkag ay saklanabilir.
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3.
4.

Karisimi 5 dK inkiibe edilmistir.
3,5 ul miRNeasy serum/plasma spike in control (1,6* 108 kopya/ ul) eklenip karismasi

saglanmistir.

Tablo 2. MiRNeasy Serum/Plazma Kiti igindeki kimyasallarin karisma oranlari

Serum nl QIAzol Lysis Reagent pl ~ Kloroform ul ~ Sivi faz pl %100 etanol pl

<350 250 50 150 225

5.

10.
11.

12.

13.

100 500 100 300 450
200 1000 200 600 900

Baslangi¢ serum miktariyla esit hacimde kloroform eklenmistir. 15 sn. vortexlenmis ve
karismasi saglanmistir (Tablo 2).

2-3 dk. karisim oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

15 dk. 40C’ de 12.000g’ de santriflij edilmistir. (Isiticinin sicakligr oda isisina tekrar
cevrilmelidir.) (Santrifiijden sonra 3 faz olusur. Renksiz, iist sivi faz RNA igerir, ara beyaz
faz ve kirmizi, organik alt faz.) (100 pl serumla baslanmigsa 300 pl st faz elde edilir.)
Ust faz1 yeni koleksiyon tiipiine alind1. (Kutu dis1 tiip). Ara faz1 almamaya calis. 1,5 hacim
%100 etanol eklenip, pipetaj yapilmistir. Bu asamada santrifiijlenmemelidir. Etanolden
sonra ¢okelme olabilir, bu etkilemez ¢alismayi. (100 pl serum =300 pl sivi faz 2450 pl
etanol)

Karigimdan ¢okeltiyi almadan 700 pl 6rnek alip RNeasy MinElute Spin Column’ a
eklenmistir. (2 ml koleksiyon tiipii i¢indeki) Kapagi sikica kapatip oda 1sisinda >8000xg
(>10.000 rpm)’ de 15 sn. santrifiijlenmistir. Akan siviy1 atip ayni tiiple isleme devam
edilmistir.

Ornekten kalanlarla 9. Adim tekrarlanmistir. Siviy1 atip ayni tiip ile devam edilmistir.
700 ul Buffer RWT’yi kolona ekleyip, kapag: sikica kapatilmistir. Oda 1sisinda >8000xg
(>10.000 rpm)’ de 15 sn. santrifiijlenerek kolonun yikanmas1 saglanmistir. Stviyr atip ayni
tiip ile devam edilmistir.

500 ul Buffer RPE’yi kolona ekleyip, kapag1 sikica kapatilmistir. Oda 1sisinda >8000xg
(>10.000 rpm)’ de 15 sn. santrifiijlenerek kolonun yikanmasi saglanmistir. Stviyr atip ayni
tiip ile devam edilmistir.

500 pl %80°1ik etanolii (37°C olmali) kolona ekleyip kapagi sikica kapatilmistir. Oda
1sisinda >8000xg (>10.000 rpm)’ de 15 sn. santrifiijlenerek kolonun membranlarinin
yikanmasi saglanmustir. (%80°lik etanol %96-100’liik etanol + RNase igermeyen Su ile
hazirlanmali). (Kolonu tiipten ayirdiginda kolonun siviya degmemis olmasi gerekir.) Alt

kisim tiimiiyle atilmistir.
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14. Kolonu yeni 2 ml’lik koleksiyon tiipline alip (kutudan), kolonun kapagini acip son hizda
(full speed), 5 dk. santrifiijlenmis ve membranin kurutulmasi saglanmistir.

15. Kolonu yeni 1,5 ml’lik koleksiyon tiiplerine koy. 14 ul RNase-free su direkt kolonun
merkezine eklenip, kapag1 kapali sekilde full speed, 1 dk. santrifiijlenmis ve RNA eliite
edilmis olur. (En az 10 pl su eklenmeli eger konsantrasyonu yiiksek tutmak istiyorsak ama
bu durumda verim %20 azalir. 10 pl’nin altinda kolon tam olarak hidrat olmuyor. Kolon 2
ul hacim aldigindan elimizde 12 pl eliite kalir.

16. Saflastirilmigs RNA -20°C ile -70°Cde RNase free su igerisinde 1 yila kadar saklanabilirler.

5.3. izole Edilen Rnalarin Diizeyinin Belirlenmesi

Ekspresyon tayini i¢in bireylerden izole edilen miRNA ve IncRNA diizeylerinin baglangic
miktarlarinin esit olmasi gerekmektedir. Bu nedenle izole edilen RNA’larin miktar tayinleri
260 ila 320 nm’deki absorpsiyona dayali olarak spektrofotometrik olarak BioTek Synergy H1
Hibrit Cok Modlu Okuyucu ile yapilmistir. Veri toplama ve analizi i¢in cihazin bagli oldugu
bilgisayarda Gen5 yazilimi kullanilmistir. Daha sonra RNA, yeniden kullanilmak {izere -80

°C’lik bir buzdolabinda saklandi.
5.4. MiRNAlar icin cDNA Eldesi

Mirnalar i¢in CDNA sentezi, iireticinin talimatlarina gore miRCURY® LNA® miRNA SYBR®
Green PCR kiti ile Applied Biosystem BioRad C1000 Touch Thermal Cycler cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kit, olgun miRNA’lara poly-A kuyrugu takilmasi ve poli A
kuyruguna ozgu poly-T primer ile cDNA sentezlenmesini saglar. Optimizasyon deneyleri
sonucu en yusek verimin saglandigi reaksiyon icerigi ve kosullar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon
toplam 10 pl hacimde gergeklestirilmis (Tablo 3), sentez 42°C sicaklikta, enzim durdurma ise

95°C sicaklikta gerceklestirildikten sonra urunler 4°C’ye sogutulmustur (Tablo 4).

Tablo 3. MiRNA’lar i¢cin cDNA sentezinin reaksiyon igerigi

Bilesenler Miktar
5X Mircury Buffer 2 ul
Nukleaz free su Sl
Enzim 1wl
RNA 2 ul
Total hacim 10 pl
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Tablo 4. MiRNA’lar i¢in cDNA sentezinin reaksiyon asamalari

Asama Siire  Sicakhik
Reverse-transcripsiyon 60 dk 42°C
Reaksiyonun inaktivasyonu 5dk  95°C
Depolama © 4°C

5.5. LncRNAlar i¢cin cDNA Eldesi;

LncRNAlar i¢in cDNA sentezi, iireticinin talimatlarina gére RT2 First Strand Kit ile Applied

Biosystem BioRad C1000 Touch Thermal Cycler cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. RT2
First Strand Kiti reverse transkripsiyondan once RNA Orneginde kalan kontaminasyonu
uzaklastirmak igin tescilli genomic DNA eliminasyon adimi igerir, bdylece yanlis pozitif
sinyallerin eliminasyone edilir. Ek olarak yapay bir RNA kontrol 6rnegi icerir ki boylece
reverse transkripsiyonun verimliligi biitiin Orneklerde takip edilebilir ve RNaz
kontaminasyonuna kars1 goriintiilenebilir.

Prosediir
1. RT?2 first Strand Kit malzemelerini nazik¢e santrifiijlendi (10-15 sn) ki igeriklerik

tiiplerin dibine inmesi saglanmustir.

2. Tablo 5’te yer alan igeriklere gore her RNA 6rnegi igin steril PCR tiibiine genomik DNA
eliminasyon mixi hazirlanmistir.

3. Pipetaj ile nazik¢e karismasini saglanmistir. Orneksiz kontrol hazirlamak icin RNA

ornegi yerine 10 pl niikleaz free su kullanilmistir.

Tablo 5. Genomik DNA Eliminasyon mix

Bilesenler Miktar
RNA 25ng -5 png
Buffer GE 2 ul

Nukleaz free su  Degisken
Total hacim 10 pl

3. DNA eliminasyon mixini 5 dk 42°C’de inkiibe et ve ardindan hemen en az 1 dk olmak tizere
buz lizerine yerlestirilmistir.

4. Tablo 6’ya goére reverse transkripsiyon mixini hazirlanmis. Reverse transkripsiyon
kontroliinii hazirlamak i¢in, RE3 Reverse Transkriptaz mix yerine 2 pl Niikleaz-free su
kullanilmistir.

5. Genomik DNA eliminasyon mix i¢eren her tiipe 10 pl reverse transkripsiyon mixi eklenip ve
nazikce pipetleme yaparak karigtirilmistir.

6. 60 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonra hemen 5 dk 95°C’de inkiibasyonla reaksiyonu

durdurulmustur.
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Tablo 6. Reverse-Transkription Mix

Bilesenler 1 reaksiyon i¢in 6 reaksiyon i¢in 24 reaksiyon
hacimler hacimler icin hacimler

5x Buffer BC3 4 ul 24 ul 96 ul

Control P2 1pl 6 ul 24 pl

RE3 Reverse 2 ul 12 ul 48 ul

Transcriptase Mix

Nuclease-Free Water 3 ul 18 ul 72 ul

Total Volume 10 pl 60 ul 240 pl

7. Karisimi buzun lizerine al ve her tiipe 91 pl Niikleaz free su eklenmistir. Birkag¢ sefer
pipetleme ile karistirilmigtir.
8. Real-time PCR protokoliine gore isleme devam edilmistir.

Eger Real-time PCR 6ncesinde karisimi saklamak istenirse, -20°C’de dondurulmustur.

Tablo 7. MiRNA’lar i¢in cDNA sentezinin reaksiyon agamalari

Asama Siire  Sicakhik
Reverse-transcripsiyon 60dk 37°C
Reaksiyonun inaktivasyonu 5dk  95°C
Depolama 0 4°C

5.6. MiRNAlar icin Real Time PCR ile Relatif Kantifikasyon

Real-Time PCR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es zamanlt
olarak takibine olanak saglar. SYBR Green bu amagla siklikla kullanilan boyalardan biridir.
Cift iplikli DNA molekulune baglanarak floresan 1s1ma verir. SYBR Green boyasindan alinan
1stmanin siir degeri astig1 noktaya Ct ya da Cp degeri ad1 verilmektedir (Sekil 16 ve 17). Bu
noktada DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi 1s1ma sinir degeri asmustir.
Elde edilen Ct degerleri relatif kantifikasyon icin kullanilmustir. Izolasyon esnasinda ilave
edilen sentetik miRNA kantifikasyonuyla elde edilen Ct degeri ile RNA piirifikasyon ve
amplifikasyon verimliligi kontrol edilerek 6rnekler aras1 normalizasyon saglanmistir. Sentetik
miRNA internal pozitif kontrol olarak gorev yapacaktir. Elde edilen Ct degerleri internal
kontrol ile normalize edildikten sonra relatif kantifikasyon icin kullanilmistir. Orneklerin
Ekspresyon sonuglart AACT metoduna gore tayin edilmistir. Her bireyde miRNA i¢in elde
edilen Ct degerleri o bireydeki kontrol genlere ait Ct degerleri ile normalize edilmistir.

Serumdaki miR-4510 ve miR-146b-5p ekspresyon seviyesi tayini i¢in, elde edilen cDNA’dan
mIRNA spesifik LNA primerler ile hedef miRNA’lar miRCURY LNA SYBR® Green PCR
Kiti kullanilarak amplifiye edilmistir. cDNA ornekleri 1:3, 1:5, 1:10, 1:15 ve 1:30 dilue edilerek

denemeler yapilmis ve 1:30 diliisyon ile devam edilmesine karar verilmistir. Aplifikasyon
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takibi i¢gin SYBR Green boyasi kullanilmistir. Bu kit i¢inde iiniversal reverse primer
bulunmaktadir. Her bir hedef miRNAya spesifik primer assay kullanilmistir. Her bir 6rnekte 2
hedef miRNA ve 1 kontrol gen expresyonu LightCycler480 Il Dizi Tespit Sistemi (Roche,
Basel, Isvigre) kullanilarak tiim analizler 96 oyuklu plakalarda Real-time PCR ile tayin
edilmistir. Tiim RT-PCR deneyleri iki kopya halinde gerceklestirildi ve miRNA ekspresyon
analizi i¢in housekeeping geni olarak SNORAG66 kullanildi. Tiim adimlar iireticinin onerdigi
protokolii takip etti. Rolatif miR-4510 ve miR-146b-5p ekspresyonu, karsilastirmali dongii

2-AACt

esigi (Ct) yontemi kullanilarak hesaplandi. Serumdaki miRNA ’lar1 6lgmek i¢in yontemi

kullanildi. Asagidaki denkleme gére: ACt=Ct referansi- Ct hedefi. Ifade analizi igin 242
yontemi kullanildi.

Optimizasyon denemeleri sonucunda elde edilen kosullar ve reaksiyon icerigi asagidaki gibidir.
Reaksiyon toplam 10ul hacimde gerceklestirilmistir. 45 dongii boyunca amplifikasyon yapilip

1stma alinmistir. Amplifikasyon sonrasinda 60-95°C araliginda devamli 1gima alinarak erime

egrisi elde edilmistir.

Tablo 8. miRNA’lar i¢in RT-PCR reaksiyon icerigi

Bilesenler Miktar

2X Mircury SYBR Green 5l

Primer Assay 1l

cDNA 3 ul (1/30 diliie)
Nukleaz free su 1ul

Total hacim 10 pl

Tablo 9. MiRNA’lar i¢in RT-PCR asamalar1

Reaksiyon Asama Siire  Sicakhk Ramp Rate Dongii  Ekler

PCR baslangi¢ sicaklik  2dk  95°C 1

aktivasyonu mal/f q

Denatiirasyon 10sn  95°C Maximal/fastmode

Baglanma ve Uzama 60sn 56°C 45  SYBRGreen
Floresan datast
toplanir.

Erime Egrisi analizi 60-95°C
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Sekil 16. Amplifikasyon egrisi, SYBR Green boyasindan alinan 1simanin sinir degeri astigi
noktaya Ct ya da Cp degerini olusturur.
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Sekil 17. MiR-146b-5p RT-PCR amplifikasyon egrisi.
5.7. LncRNAlar i¢in Real Time PCR ile Relatif Kantifikasyon

First Strand Kit ile elde edilen cDNA’ lardan spesifik primer assayler kullanilmistir. Spesifik
RT? IncRNA gPCR Assay for Human kitleri IncRNA’ larin SYBR® Green tabanli, gergek
zamanli PCR tespiti i¢in tasarlanmistir. Bu kit ayn1 zamanda spesifik primer karisimini igeriyor.

Real-Time PCR i¢in cDNA, RT2 SYBR Green qPCR Mastermix ile amplifiye edilmistir. Hedef
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IncRNA’ lara spesifik RT2 IncRNA qPCR Assay primer assay kullanilmistir. Ayrica IncRNA
GASS5 ekspresyonun normalizasyonu igin kontrol geni olarak Beta-Aktin (ACTB) geni
kullanilmistir. Elde edilen cDNA’ lar relatif kantifikasyon i¢in uygun oranlarda yogunluk
ayarlamasi yapilarak Real-time PCR reaksiyon karisimina eklenerek Light Cycler 480 Real
time PCR aletinde kitin talimatnamesine gore amplifiye edilmistir (Tablo 11). Orneklerin
ekspresyon sonuglar1 22T metoduna gore tayin edilmistir. Her bireyde IncRNA GASS5 igin
elde edilen Ct degerleri o bireydeki kontrol genlere ait Ct degerleri ile normalize edilmistir.
Kontrol ve hastalar arasindaki gen ekspresyonundaki farkliliklar1 gozlemlenmistir.

Prosediir

1. RT? SYBR Green Mastermix, RT? IncRNA qPCR Assay ve cDNA sentez karigmini kisaca
(10-15sn) igerikleri tiipiin dibinde toplamak igin santrifiijlenmistir.

Not: RT2 SYBR Green Mastermix sadece sicakta aktive olan HotStart DNA Taq Polimeraz
iceriyorsa, reaksiyon oda sicakliginda hazirlanmalidir. (15-25 °C)

1. PCR bilesenlerini niikleaz free tiipte Tablo 10’te tanimlandig1 gibi hazirlanmistir.

Tablo 10. LncRNA’lar igin bir reaksiyon i¢in PCR bilesenleri

Bilesenler Bir reaksiyon i¢in hacimler
Nukleaz free su 10,5 ul

RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ul

cDNA 1 ul

RT2 IncRNA qPCR Assay (10uM stock) 1 pl

Total Volume 25 ul

3. Real-time PCR cihazina yerlestirmeden 6nce karisimin plate in dibine toplanmasi igin

balonlar1 ve kopiikleri 6nlemek i¢in 1 dk 1000xg de santrifiijlenmistir.
4. Real-time Cycler cihazininin programini Tablo 10’ye gore hazirlanmistir.

Tablo 11. LncRNA’lar igin RT-PCR asamalar1

Reaksiyon Asama Siire  Sicakhk Ramp Rate  Dongii Ekler

PCR baslangi¢ sicaklik 10dk 95°C 1

aktivasyonu

Denatiirasyon 15sn  95°C

Baglanma ve Uzama 60sn 56°C 1,5°C/sn. SYBR

45 Green

Floresan
datas1
toplanir.

Erime Egrisi analizi 60-95°C
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Sekil 18. LncRNA GASS ve LncRNA ACTB i¢in RT-PCR erime egrisi.

Erime egrisi, RT-PCR sonucu elde edilen {iriiniin dogru {iriin olup olmadigimnin anlagilmasini
saglar. Cift iplikli bir DNA molekiiliiniin Tm degeri molekiiliin %50’sinin denatiire olabilmesi
icin gerekli sicaklik degeridir. Molekiiliin uzunluguna ve baz igerigine baglhdir. Bir primer ile

elde edilen es amplikonlar ayni ya da ¢ok benzer Tm degerine sahip olmalidir.

Isimanin sinir degeri astigi anda amplifikasyondan emin olunur ancak dogru amplikonun
takibinin yapildiginin belirlenebilmesi icin erime egrisinin incelenmesi gerekmektedir, SYBR
Green belirli bir DNA molekiile baglanan spesifik bir boya degil, tim cift iplikli DNA
molekiillerine baglanan bir boyadir. Cift iplikli bir DNA molekiiliiniin erime sicakligi yani
molekiiliin %50’sinin denatiire olabilmesi igin gerekli sicaklik degeri molekiiliin uzunluguna
ve baz igerigine baghdir. Dolayisiyla belli bir primer kullanilarak amplifiye edilmis dizilerin
belirli bir erime sicakligi olacaktir. RT-PCR ile amplifiye edilen DNA molekiillerinin erime
sicakliklart cihaz tarafindan gorintiilenebilmektedir. Biitiin amplikonlar igin benzer 1s1
araliginda pik alinmas1 PCR reaksiyonunun 6zgiilliigiiniin ispatidir. Ayni sicaklik degerinde pik
veren Orneklerde hedef dizi amplifiye olmustur, elde edilen sinyal bir kontaminasyon ya da

0zgiin olmayan baglanmanin sonucu degildir (Sekil 18).

Deneylerde kullanilan LNA primerler oldukga spesifik olmasina ragmen elde edilen driinlerin
erime egrileri incelenmis, non-spesifik baglanma sonucu yanlis amplikon veren orneklerin
deneyleri tekrar edilmistir. RT-PCR reaksiyonu ile kantitasyon yapilmasina yonelik gesitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlardan siklikla kullanilani rélatif kantitasyon yontemidir. Y6ntem
kabaca, belirli sartlar altinda ekspresyonu degismeyen, her doku ya da hiicrede bazal diizeyde
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ve hiicreler arasi varyasyon gostermeden eksprese edilen bir ‘“house-keeping” gen
ekspresyonunun hedef gen ekspresyonu ile kiyaslanmasina dayanir. Bu yonteme “delta delta
Ct” ad1 verilmektedir. Bu yontem, hedef DNA molekiilii ve standart olarak kullanilan DNA
molekiiliiniin aym verimlilik ile amplifiye oldugunu kabul ederek asagidaki formiilasyona

dayal1 kantitasyon yapar.

{ Eh def} ACR . o (kontrol-Grnek)
£

Oran = -

CP_.; (kontrol-drnek)

Formiilde gecen oran; hedef gen ekspresyonunun kontrole orani, E; verimlilik, A Cp ise Ct
degerleri farkini ifade etmektedir. Hedef gen ve kontrol geninin PCR verimlilikleri birbirine ve

2’ye esit kabul edildiginde yeni formulasyon asagidaki gibi olacaktir.

=AACP
Oran = 2

24ACt= Kontrole gore kat olarak ekspresyon degisimini ifade etmektedir. Pfaffl tarafindan

gelistirilen bu formulasyon gliniimiizde rolatif kantitasyon i¢in kullanilmaktadir (Pfaffl, 2001).
Kantitasyon ve analiz LightCycler 480 yazilimi ve delta delta Ct yontemi kullanilarak
yaptlmistir. MiRNA ekspresyonlart SNORAG6 ve IncRNA ekspresyonlart Beta-Aktin genin

ekspresyonuna gore normalize edilmistir.
5.8. HCC’deki miRNA’larm in-siliko Ekspresyon Profili

DNA ve RNA dizileme teknolojisindeki ve ileri proteomik teknolojideki son geligsmeler, kanser
aragtirmalarini gelistirmis ve hasta tedavisini kolaylastirmistir. Bu teknolojiler ayn1 zamanda
cesitli analizler gergeklestirmek ve yeni biyobelirtecleri ve terapotik hedefleri belirlemek igin
potansiyel olarak kullanilabilecek kapsamli veriler de iiretir. Ancak biiylik veri toplama,
yonetim, iyilestirme, analiz ve paylasma hala bir darbogaz olmaya devam ediyor. Kanser
biyologlar1 ve arastirmacilarinin biyobelirtecleri ve kanserle iliskili biyolojik iliskileri
tanimlamalari, terapotik hedefleri kesfetmeleri ve mevcut ilaclart yeniden kullanmalari
gerekiyor. Kanser Genomu Atlas1 Karaciger Hepatoseliiler Karsinom Koleksiyonu (TCGA-

LIHC) 6rneklerinde ve normal 6rneklerde MiRNA ifadesi, miR-TV veri tabani kullanilarak
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analiz edildi (Pan & Lin, 2020). Box-Whisker Plot (Kutu-Biyik Grafigi) ile normal ve timor
numunelerinde gen ekspresyon seviyesini gosterilmistir. Esit olmayan varyans dikkate alinarak
student t testiyle istatissiksel olarak anlamli olup olmadigi degerlendirildi. MiR-4510 ve miR-
146b-5p’nin ekspresyon farkliligina ve HCC tiimérleri ile normal numuneler arasindaki ortak
hedef genlerine iliskin kutu grafikleri, TCGA-LIHC veri setine dayali UALCAN veri tabani ile
analiz edildi (Chandrashekar et al., 2017; Chandrashekar et al., 2022).

5.9. Hedef Genlerin Veri Toplanmasi ve Tahmini

Genleri hedefleyen miRNA’lar, miRCarta, miRPathDB, miRbase, miRNA Tissue Atlas,
miRTarbase veritabanlarin1 kullanarak miRNA-gen etkilesimlerini veren miRTargetLink
Human veritabanlarindan (https://ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2) tahmin
edildi ve alindi (Kern et al., 2021). Biyoinformatik ve evrimsel genomik yazilimi
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) kullanilarak miR-146b-5p ve miR-4510’u

hedef alan ortak genleri tanimlamak i¢in bir Venn diyagrami hazirlandi.
5.10. Hedef Gen Yolaklarinin Zenginlestirilmesi ve mMiRNA’larin Ag Tabanh Analizi

MIENTURNET (http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/) web araci, miRNA-hedef
etkilesimlerini degerlendirmek ve ag tabanli analizler gergeklestirmek igin kullanildi (Licursi
et al., 2019). Ag Analisti (https://www.networkanalyst.ca/), gen ekspresyonu profili
olusturmayi, biyolojik ag analizini ve gorsel arastirmay1 destekleyen kapsamli bir gen merkezli
platformdur. Gen seti asir1 temsil analizi (ORA), hesaplamali olarak tanimlanmis modiillerin
biyolojik anlamini kesfetmenin bir yontemidir. Imex interaktom, jenerik PPI aracilifiyla
protein-protein etkilesiminin (PPI) analizi igin segildi. Fonksiyon zenginlestirme analizinde
hipergeometrik teste gore p<0,05 olan Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) ve Gen
Ontolojisi (GO) terimleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. GSEA’dan 6nemli dl¢iide
zenginlestirilmis her gen seti bir diigiim olarak temsil edilir. Ortiisen genlere sahip gen setleri
bir kenarla baglanir (ortiisme katsayis1 veya Jaccard indeksi kullanilarak hesaplanir). Ag
gorsellestirmesi, benzer gen kiimelerini bir arada gruplayarak GSEA sonuclarinin
yorumlanmasini basitlestirir. Bu platform, daha once agiklandigi gibi miRTargetLink
Human’dan elde edilen miR-146b-5p ve miR-4510 insan hedef genlerinin genetik protein-
protein etkilesim yolunu ve kiiresel zenginlestirme analizini gerceklestirmek i¢in kullanildi

(Xia et al., 2014).

Ek olarak, daha 6nce agiklandig1 gibi miRTargetLink Insan veri tabanindan elde edilen miR-
146b-5p ve miR-4510 insan hedef genlerinin genetik protein-protein etkilesim yolu ve global
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zenginlestirme analizini gergeklestirmek igin Network Analyst kullanildi. MiR-4510 ve miR-
146b-5p’nin  hedef genleri, Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
zenginlestirmesini gerceklestirmek i¢in Ag analist platformunda calistirildi. Sonuglar p

degerlerine gore gosterildi.
5.11. Sagkalim Analizi (Kaplan-Meier Grafigi (KMplot))

Gen ifadesinin hastanin sag kalimi tizerindeki etkisini gosteren Kaplan-Meier grafigi ile primer
timor dokusuna sahip 372 Karaciger hepatoseliiler karsinomundan olusan TCGA-LIHC veri
setinde miR-146b-5p ve miR-4510 prognostik degeri degerlendirildi
(htpp://ulacan.path.uab.edu). Sagkalim etkisi 6nemi bir log-rank (log-sira) testiyle olgiiliir.

Bunun 6nemini belirlemek igin log-rank testlerinden P degerleri elde edildi.

Kaplan Meier Grafigi, meme, yumurtalik, akciger ve mide kanseri dahil 21 tiimor tipinden
alian 25 binden fazla 6rnekte 30 bin genin (mMRNA, miRNA, protein) ekspresyonu ile sagkalim
arasindaki korelasyonu degerlendirme kapasitesine sahiptir. Veritabanlarinin kaynaklari

arasinda GEO, EGA ve TCGA bulunmaktadir (Lanczky & Gyorffy, 2021).
5.12. Istatistiksel Analiz

Mikro ve uzun kodlamayan RNA ekspresyonlari incelendikten sonra gruplar arasi istatistiksel
analizler SPSS yazilimmin kullanilarak yapilmistir. Degerlerin  normal dagilima
uygunluklarinin analizi Shapiro-Wilk testi ile analiz edilmistir. Normal dagilima uygun
olmayan degerler i¢in non-parametrik testler kullanildi, medyan ve IQR (interquartile range)
kullanildi, normal dagilim gosteren degerler i¢in parametrik analiz yontemleri kullanilip
ortalama standart sapma bakildi. Kategorik verilerin sonuglari mutlak say1 ve ylizde olarak
verilmistir. HBV-HCC, HBV-Siroz, KBV ve kontrol gruplari arasinda siirekli degiskenlerin
karsilastirilmasinda, verilerin anormal dagilima uymasi durumunda Kruskal Wallis testi
kullanildi. Ikiserli grup arasinda post-hoc analizi igin Mann-Whittney U testi kullanildi.
Kategorik parametreleri karsilagtirmak igin 2 testi ve Fisher’s exact testi kullanilmustir.
Mir146b-5p ve INcRNA GASS5’ in HBV varligi ve ilerlemesi ile potansiyel iligkini aragtirmak
icin lojistik regresyon analizi kullanildi. Mir-146b-5p ve IncRNA GASS arasindaki olasi bir
korelasyonu arastirmak i¢in spearman rho testi yapildi. Mir-146b-5p ve IncRNA GASS5’ in
HBV-HCC hastalarinda sagkalim ile iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢n tek degiskenli Cox-
regresyon analizi yapildi. Istatistiksel farkin anlamlilik diizeyinin degerlendirilmesinde p<0,05
sinir degeri kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizler SPSS yaziliminin 20.0 siirimii (IBM,
Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapild.
63



6. BULGULAR

6.1. Gruplarin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Marmara Universitesi Gastroenteroloji Enstitiisii Biyobankasinda bulunan 18 yas ve iizeri
yetiskin 15 Hepatit B viriisit (HBV) ile iligkili HCC (HBV-HCC), 15 HBYV ile iliskili Siroz
(HBV-Siroz), 16 Kronik Hepatit B hastalari (KHB) ve 16 saglikli kontrol birey ¢alismaya dahil
edilmistir. Gruplara ait bireylerin yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, diyabet hastasi olup
olmamasi, sigara kullanip kullanmamasi, Child-Pugh skorlari, MELD skorlari, Asitleri,
Ozofagostik sulari, Varsial kanama ge¢misleri, Hepatik ensefalopati ve alfa-1 fetoprotein
(AFP) miktar1 ortalamalar1 (minimum deger-maksimum deger) seklinde asagidaki tablo 12’de

verilmistir.

Tablo 12. Calismaya dahil edilen bireylerin verileri

HBV-HCC HBV-Siroz KHB Kontrol P

(n=15) (n=15) (n=16) (n=16) degeri
Yas (Y1) 56 (30-76) 54 (31-77) 59 (30-70) 44(20-51) 0.001
Cinsiyet Kadmn 9 (60.0) 8 (53.3) 7 (43.8) 9 (56.3) 0.660

Erkek 6 (40.0) 7 (46.7) 9 (56.2) 7 (43.8)

Viicut Kiitle 26.7 30.1 30.1 - 0.587
indeksi (VKi) (19.5-45.7) (18.0-46.7) (18.0-46.7)
Diyabet 4 (26.7) 2 (13.3) 3(18.8) - 0.651
Sigara 7 (46.7) 3(20.0) 3(18.8) - 0.155
Child-Pugh skoru 7 (5-9) 5 (5-10) - - 0.031
MELD skoru 13 (7-19) 11 (7-14) - - 0.119
Asitler 9 (64.3) 4(26.7) - - 0.066
Ozofagostik sular 7 (50.0) 8 (53.3) - - 0.858
Varisial kanama 0 (0.0) 2 (13.3) - - 0.483
gecmisi
Hepatik 2 (14.3) 2 (13.3) - - 0.941
Ensefalopati
AFP 8.9 1.8 - - 0.003*

(1.1-230140.0)  (0.8-4.3)

Buna gore biitiin gruplarin yas ortalamasi karsilagtirildiginda giiclii bir iliski bulunmustur
(P<0,001). HBV-HCC, HBV-Siroz ve KHB gruplarinin yas ortalamas ile iliski bulunamamistir
(P=0.905) Ayrica KHB ve HBV-Siroz grubu karsilastirildiginda deger P=0,770 bulunmus,
HBV-Siroz ve HBV-HCC gruplarn karsilastirildiginda p=0,775 olarak bulunmus, aralarinda
anlaml bir iliski saptanmamistir. HBV-Siroz ve HBV-HCC gruplar1 Child-Pugh skorlar1 ve
AFP miktar1 agisindan karsilastirildiginda P degerleri sirasiyla P=0,031 ve p=0,003 olarak

bulundu. Diger belirtecler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamadi (P>0,05).
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Gruplar arasinda ayirici tanida kullanilabilecek diger belirtecler arasindan sadece AFP miktari
acisindan HBV-Siroz ve HBV-HCC gruplar karsilastirildiginda p=0,003 olarak bulunmus,
aralarinda anlamli bir iligki saptanmigtir. Diger belirtegler ile gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunamamustir (p>0,05).
6.2. izole Edilen RNA’larin Miktarinin Belirlenmesi

Ekspresyon tayini i¢in bireylerden izole edilen miRNA ve IncRNA diizeylerinin baglangic
miktarlariin esit olmasi gerekmektedir. Bu nedenle izole edilen toplam RNA’larin miktar
tayinleri BioTek Synergy H1 Hibrit Cok Modlu Okuyucu ile yapilmistir. Veri toplama ve
analizi i¢in cithazin baglh oldugu bilgisayarda GenS yazilimi kullanilmistir. Buna gére RNA

miktarlar1 Tablo 13’teki gibi bulunmustur.
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Tablo 13. Orneklerin RNA konsantrasyonlarinin l¢iim sonuglart

RNA RNA
Ornek No konsantrasyonu pg/ml  Ornek No konsantrasyonu pg/ml
HBV-HCC1 21,888 ng/ul HBV-Sirozl 23,545 ng/ul
HBV-HCC2 21,521 ng/ul HBV-Siroz2 20,841 ng/ul
HBV-HCC3 17,031 ng/ul HBV-Siroz3 27,480 ng/ul
HBV-HCC4 9,716 ng/ul HBV-Siroz4 10,641 ng/ul
HBV-HCC5 18,326 ng/ul HBV-Siroz5 21,732 nglul
HBV-HCC6 11,908 ng/ul HBV-Siroz6 30,281 ng/ul
HBV-HCC7 28,475 ng/ul HBV-Siroz7 30,545 ng/ul
HBV-HCCS8 14,852 ng/ul HBV-Siroz8 30,182 ng/ul
HBV-HCC9 28,119 ng/ul HBV-Siroz9 1,418 ng/ul
HBV-HCC10 20,923 ng/ul HBV-Siroz10 1,578 ng/ul
HBV-HCC11 28,865 ng/ul HBV-Siroz11 1,002 ng/ul
HBV-HCC12 66,962 ng/ul HBV-Siroz12 1,328 ng/ul
HBV-HCC13 30,266 ng/ul HBV-Siroz13 39,888 ng/ul
HBV-HCC14 16,316 ng/ul HBV-Siroz14 25,531 ng/ul
HBV-HCC15 41,141 ng/ul HBV-Siroz15 32,021 ng/ul
KHB1 14,873 ng/ul Kontroll 24,898 ng/ul
KHB2 21,188 ng/ul Kontrol?2 34,086 ng/ul
KHB3 16,621 ng/ul Kontrol3 12,561 ng/ul
KHB4 19,004 ng/ul Kontrol4 14,440 ng/ul
KHB5 10,834 ng/ul Kontrol5 18,691 ng/ul
KHB6 43,671 ng/ul Kontrol6 23,994 ng/ul
KHB7 24,680 ng/ul Kontrol7 31,034 ng/ul
KHBS8 10,693 ng/ul Kontrol8 20,272 nglul
KHB9 10,483 ng/ul Kontrol9 23,030 ng/ul
KHB10 49,196 ng/ul Kontrol10 21,208 ng/ul
KHB11 40,294 ng/ul Kontrol11l 18,167 ng/ul
KHB12 20,229 ng/ul Kontrol12 19,362 ng/ul
KHB13 18,375 ng/ul Kontrol13 22,378 nglul
KHB14 39,839 ng/ul Kontrol14 38,828 ng/ul
KHB15 42,420 ng/ul Kontrol15 20,639 ng/ul
KHB16 16,110 ng/ul Kontrol16 19,592 ng/ul

6.3. Real-Time PCR ile Relatif Kantitasyon Sonuclar:

Real-Time PCR deneyleri sonucu elde edilen ortalama Ct degerleri Tablo 14’de listelenmistir.
Bu degerler rolatif kantitasyonda kullanilacak olup, tiim reaksiyonlar duplike yapilmis ve
hesaplama asamasinda elde edilen 2 degerin ortalamasi alinmistir. Ct degeri belirtilmemis
orneklerde amplifikasyon olmamustir. Tiim ACt degerleri miRNAlar icin SNORA66 ve
IncRNA GASS icin Beta-Aktin house keeping genleri kullanilarak gruplarin kantitatif
ekspresyon degerleri (222t degerleri) hesaplanmistir. Buna gore en yiiksek ekspresyon diizeyi

kontrol grubunda, en diisiik ekspresyon diizeyi ise HCC grubunda goézlendi.
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Tablo 14. Ekspresyon deneylerinde elde edilen ortalama Ct degerleri

Ct degerleri

miR- miR-146b- LncRNA- INcRNA-
Ornek 4510 5p SNORAG66 | GAS5 ACBT
HBV-HCC1 0,00 27,87 31,84 30,00 30,92
HBV-HCC2 0,00 27,94 30,26 30,17 30,67
HBV-HCC3 0,00 27,60 29,69 29,77 30,41
HBV-HCC4 0,00 25,93 30,55 30,43 29,71
HBV-HCC5 0,00 24,81 27,73 29,07 30,97
HBV-HCC6 0,00 25,42 27,24 31,73 27,57
HBV-HCC7 0,00 25,23 27,22 38,98 36,20
HBV-HCC8 0,00 25,42 28,73 37,09 36,17
HBV-HCC9 0,00 26,39 27,97 36,06 34,22
HBV-HCC10 | 0,00 25,37 27,46 34,14 36,03
HBV-HCC11 | 0,00 25,35 28,22 33,22 34,83
HBV-HCC12 | 0,00 24,32 28,10 30,38 30,54
HBV-HCC13 | 0,00 24,21 28,19
HBV-HCC14 | 0,00 23,91 27,15
HBV-HCC15 | 0,00 23,41 27,77
HBV-HCC
Ortalama 0,00 25,54 28,54 32,58 32,35
HBV-Siroz1 0,00 27,29 30,69 29,39 31,935
HBV-Siroz?2 0,00 24,00 30,39 29,595 29,595
HBV-Siroz3 0,00 27,38 31,83 30,005 30,845
HBV-Siroz4 0,00 26,73 29,58 29,245 29,225
HBV-Siroz5 0,00 24,44 28,76 30,015 31,185
HBV-Siroz6 0,00 26,25 28,90 29,41 30,395
HBV-Siroz7 0,00 24,41 27,60 31,37 34,395
HBV-Siroz8 0,00 23,84 28,00 31,515 31,36
HBV-Siroz9 0,00 21,78 28,43 32,225 33,115
HBV-Siroz10 | 0,00 23,40 28,44 36,165 34,665
HBV-Siroz11 | 0,00 22,54 28,41 31,885 34,475
HBV-Siroz12 | 0,00 22,95 28,94 31,5 34,605
HBV-Siroz13 | 0,00 24,32 27,73
HBV-Siroz14 | 0,00 23,67 27,75
HBV-Siroz15 | 0,00 23,80 27,63
KHB-Siroz
Ortalama 0,00 24,45 28,87 31,02 32,14
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Tablo 14. Ekspresyon deneylerinde elde edilen ortalama Ct degerleri (Devamni)

Ct degerleri

Ornek 215'5)' gnp'R'“Gb' gNORAG ('gr/‘fSF;NA' INcRNA-ACBT
KHB1 0,00 26,04 32,46 29,33 29,07
KHB2 0,00 27,65 31,69 30,18 29,125
KHB3 0,00 26,28 30,215 29,68 29,885
KHB4 0,00 25,50 31,63 29,75 28,825
KHB5 0,00 22,26 27,9 29,805 30,125
KHB6 0,00 24,93 27,99 33,295 28,405
KHB7 0,00 25,82 27,84 37,525 35,85
KHBS8 0,00 24,22 28,63 32,13 32,925
KHB9 0,00 23,57 27,855 36,485 33,225
KHB10 0,00 24,83 28,14 36,4 35,815
KHB11 0,00 23,79 27,805 37,645 32,91
KHB12 0,00 25,79 28,9 32,705 31,21
KHB13 0,00 23,99 28,06
KHB14 0,00 24,01 28,005
KHB15 0,00 23,93 27,605
KHB16 0,00 24,13 27,77
KHB

0,00 24,79 28,91 32,91 31,44
Ortalama
Kontrol1l 0,00 23,80 27,91 30,35 34,97
Kontrol2 0,00 23,72 28,12 30,67 35,76
Kontrol3 0,00 25,01 28,51 30,19 29,94
Kontrol4 0,00 24,28 28,12 30,63 34,70
Kontrol5 0,00 24,52 28,50 29,90 30,38
Kontrol6 0,00 23,17 27,59 30,35 34,97
Kontrol7 0,00 24,13 28,41
Kontrol8 0,00 24,71 27,15
Kontrol9 0,00 25,11 28,43 32,20 35,72
Kontrol10 0,00 22,45 28,20 31,23 33,69
Kontrol11l 34,45 22,16 28,57 35,21 34,82
Kontrol12 0,00 22,52 28,37 37,71 34,85
Kontrol13 33,99 24,04 28,14 29,32 31,85
Kontrol14 0,00 23,50 32,25 34,36 36,76
Kontrol15 33,41 26,54 28,14
Kontrol16 0,00 23,95 32,25
Kontrol 17575 |23.97 2823 31,98 33,95
Ortalama
K11, K13,
K15 33,95
Ortalama
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6.3.1. miR-4510 ekspresyon analizi

HBV-HCC, HBV-Siroz ve KHB gruplarinda miR-4510 eksprese edilmemistir. Sadece kontrol
grubunda bulunan 3 bireyde ekspresyon goriilmiistiir. Bu ii¢ bireyin miR-4510 ekspresyonu
ortalama Ct degeri 33,95 olarak hesaplanmistir. MiR-4510°un RT-PCR aplifikasyon egrisinin
noise bant olusturdugu sekil 19 ve 20’ de gosterilmistir. Gruplar arasinda karsilastirilabilecek
kantitatif bir degeri olmamas1 dolayisiyla istatistiksel olarak analizi yapilmamistir. Sadece
kontrol grubundan {i¢ bireyde bulunmas1 dolayisiyla kalitatif bir 6l¢iit olarak diisiintilmiistir.

Hepatit B viriisiiniin bulagindan sonra ekspresyonu azalmis ya da baskilanmis olabilir.

14

TAF P NUTUBNNDIDONETIRINRRGC N
Covtos

Sekil 19. 11 numarali kontrol 6rnegine ait miR-4510 RT-PCR amplifikasyon egrisi

Sekil 20. 13 ve 15 numarali kontrol 6rnegine ait miR-4510 RT-PCR amplifikasyon egrisi
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6.3.2. MiR-146b-5p ekspresyon analizi

Bu ¢alismanin amaci, serum miR-146b-5p ve miR-4510"un HCC igin biyobelirtegler olarak
potansiyel kullanimin1 arastirmakti. Bu marker kesif asamasinda, tiim reaksiyonlar iki kopya
halinde ¢alisild1 ve miR-146b-5p igin ACt degerleri, housekeeping geni SNORA66 kullanilarak
hesaplandi. Ekspresyonunun biitiin gruplarda diizgiin bir egri verdigini gosteren amplifikasyon
egri grafigi Sekil 21°de gosterilmistir. Tiim gruplarin kantitatif ekspresyon degerleri Pfaffl
tarafindan gelistirilen formulasyon ile (222 degerleri) miR-146b-5p i¢in sirasiyla Tablo 15’

te gosterilmistir. 2724Ct

gruplarin kontrole gore kat olarak ekspresyon degisimini ifade
etmektedir. Buna gére miR-146b-5p ekspresyonu en az HBV-HCC grubunda olmustur, en ¢ok

da kontrol grubunda olmustur. Bu veriler grafik olarak Sekil 22° de gosterilmistir.
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Sekil 21. mir-146b-5p RT-PCR aplifikasyon egrisi

Tablo 15. miR-146b-5p i¢in ACt degerleri tablosu

Grup mMiR-146b-5p SNORA66 ACt 2-AACt
HBV-HCC 25,54 28,54 -3,00 0,38
HBV-Siroz 24,45 28,87 -4,42 1,22
KHB 24,79 28,91 -4,11 0,93
Kontrol 23,97 28,66 -4,69 2,66
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Serum miR-146b-5p ekspresyon seviyesi

24 P=0,008
1 i |
2
2186 )
g [ e ——]
£12
K
808
Fe}
3
Z 04
Nl
o |
| HBV-HCC | HBV-Siroz ’ KHB | Kontrol
Ortalama 0,415 1,326 1,007 232
(Araiik) (0,13-1,03) (0,26-4,20) (0,17-3,61) (0,23-16.61)

Sekil 22. Serum miR-146b-5p relatif ekspresyon seviyesi

Gruplardaki ACt degerlerinin normal dagilima uygun olmadig1 gozlendi. Bu sebeple gruplar
arasi fark parametrik olmayan (nonparametrik) yontemlerden Kruskal Wallis testi ile incelendi.
Mikro RNA 146b-5p i¢in gruplar arasinda giiglii bir iliski saptandi (P=0,009) (Tablo 16).
Gruplar ikili sekilde karsilastirildiginda HBV-HCC grubu ve HBV-Siroz grubu ile kontrol
grubu arasinda giiclii bir iliski saptandi sirasiyla P=0,006 ve P=0,005 olarak bulundu. Diger
grup karsilastirmalarinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Bu analizler Tablo 17° de
gosterilmistir. Cinsiyete goére miR-146b-5p ekspresyonu ile hastalik olusturma olasiligina
bakildiginda anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 18). AFP miktart ile miR-146b-5p’nin
korelasyonuna baktigimizda degerler normal dagilim gostermedigi i¢in Spearman’in siralama
korelasyon katsayisi (Spearman’s rho test) testi uygulanmistir. Buna gére AFP ile miR-146b-

5p ekspresyonu arasinda anlaml bir iligski bulunamamistir (Tablo 19).

Tablo 16. miR-146b-5p’ nin ekspresyonunun gruplarla istatistiksel iligkisi

HBV-HCCO HBV-Siroz KHB Kontrol P
(n=15) (n=15) (n=16) (n=16) degeri
7,568 17,876 16,055 18,317

Mir-146b-5p (3,000-24,590) (6,276-100,079) (4,069-85,924) (5,426-396,176) 0,009*

Tablo 17. miR-146b-5p’nin ikili gruplar seklinde istatistiksel analizi

Mean Rank Difference P-degeri

HBV-HCC ile HBV-Siroz -18,233 P=0,006
HBV-HCC ile KHB -14,719 P=0,059
HBV-HCC ile Kontrol -19,357 P=0,005
HBV-Siroz ile KHB 3,515 0,476
HBV-Siroz ile Kontrol -1,124 P=0,793
KHB ile Kontrol -4,638 P=0,454
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Tablo 18. Cinsiyete gore miR-146b-5p ekspresyonu ile hastaligin ilerleme olasiligt

Odds 95% P
Ratio  Giiven arah@  Degeri
KHB (vs Kontrol) 0,993 0,975-1,012 0,462
Kadin  HBV-Siroz (vs KHB) 0,979 0,941-1,020 0,313
HBV-HCC (vs HBV-Siroz) 0,946 0,841-1,063 0,350
Erkek KHB (vs Kontrol) 0,889 0,686-1,151 0,372
HBV-Siroz (vs KHB) 1,105 0,965-1,266 0,149

HBV-HCC (vs HBV-Siroz) 0,713 0,449-1,132 0,152

Tablo 19. AFP ile mir-146b-5p arasindaki korelasyon

Spearman’s P-degeri
rho
mir-146b-5p -0,233 0,225

6.3.3. INcCRNA GASS5 ekspresyon analizi

Bu calismanin amaci, serum IncRNA GAS5’in HCC igin biyobelirtegler olarak potansiyel
kullanimini arastirmakti. Tiim reaksiyonlar iki kopya halinde ¢aligildi ve INCRNA GASS igin
ACt degerleri, internal kontrol geni ACTB kullanilarak hesaplandi. Pfaffl tarafindan gelistirilen
formulasyon ile INCRNA GASS5 icin tiim gruplarm kantitatif ekspresyon degerleri (2744
degerleri) Tablo 20°de gosterilmistir. 22" gruplarin kontrole gore kat olarak ekspresyon
degisimini ifade etmektedir. Buna gore IncRNA GASS ekspresyonu en az KHB grubunda
olmustur, en ¢ok da kontrol grubunda olmustur. Bu veriler grafik olarak Sekil 23’de

gosterilmistir.

Tablo 20. IncRNA GASS igin ACt degerleri tablosu

Grup INcRNA GAS5  ACTB ACt 2MACt
HBV-HCC 32,58 32,35 0,23 0,38
HBV-Siroz 31,03 32,15 -1,12 0,85
KHB 32,91 31,45 1,46 0,16
Kontrol 31,98 33,95 -1,97 2,47
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Serum IncRNA-GASS ekspresyon seviyesi
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HBV-HCC HBV-Siroz KHB Kontrol
Ortalama 0,384 0,845 0,159 2,470
(Arahk) (0,01-0,96) (0,09-2,20) (0,01-0,44) (0,04-8,70)

Sekil 23. INcRNA GASS gruplar arasindaki ekspresyon farki

Gruplardaki ACt degerlerinin normal dagilima uygun olmadig1 gézlendi. Bu sebeple gruplar
arasi fark parametrik olmayan (nonparametrik) yontemlerden Kruskal Wallis testi ile incelendi.
Uzun kodlamayan RNA GASS ig¢in gruplar arasinda giiglii bir iligki saptand1 (P=0,002) (Tablo
21). Gruplar ikili sekilde karsilastirildiginda HBV-HCC grubu ile kontrol grubu arasinda ve
KHB grubu ile kontrol grubu arasinda giiglii bir iliski saptandi sirasiyla P=0,031 ve P=0,003
olarak bulundu. Diger grup karsilastirmalarinda anlamli bir iliski bulunamamuistir. Bu analizler
Tablo 22°de gosterilmistir. Cinsiyete gore IncRNA GASS ekspresyonu ile hastalik olusturma
olasiligima bakildiginda farkliliklar bulunmus olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (Tablo 23). Alfa-1 fetoprotein (AFP) miktar1 ile IncRNA GASS5’in
korelasyonuna baktigimizda degerler normal dagilim gostermedigi i¢in Spearman'in siralama
korelasyon katsayisi (Spearman’s rho test) testi uygulanmistir. Buna gore AFP ile IncRNA
GASS ekspresyonu arasinda zayif ve ters yonlii bir korelasyon oldugunu, yani bu iki degisken

arasinda anlamli bir iliski bulunamamugtir (Tablo 24).

Tablo 21. IncRNA GASS5’ in ekspresyonunun gruplarla istatistiksel iligkisi

HBV-HCC HBV-Siroz KHB Kontrol P
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) degeri
IncRNA 1,263 1,916 0,503 5,521 0,002*

GAS5  (0,055-3,745)  (0,353-8,603)  (0,033-1,735)  (0,137-34,059)

73



Tablo 22. IncRNA GAS5’in ikili gruplar seklinde istatistiksel analizi

Mean Rank Difference P degeri

HBV-HCC ile HBV-Siroz -8,833 P=0,106
HBV-HCC ile KHB 8,167 P=0,059
HBV-HCC ile Kontrol -11,557 P=0,031
HBV-Siroz ile KHB 17,000 P=0,094
HBV-Siroz ile Kontrol -2,723 P=0,460
KHB ile Kontrol - P=0,003

Tablo 23. Cinsiyete gore IncRNA-GASS ekspresyonu ile hastaligin ilerleme olasiligi

Odds 95% P
Ratio Confidence degeri
Interval
KHB (vs Kontrol) 0,423 0,132-1,359 0,149
Kadin HBV-Siroz (vs KHB) 52,067 0,338-6988,004 0,114
HBV-HCC (vs HBV-Siroz) 0,615 0,242-1,565 0,308
Erkek KHB (vs Kontrol) 0,166 0,008-3,629 0,254
HBV-Siroz (vs KHB) 3,532 0,399-31,303 0,257
HBV-HCC (vs HBV-Siroz) 2,310 0,401-1,198 0,189

Tablo 24. AFP ile INCRNA-GASS arasindaki korelasyon

Spearman’s rho P degeri
INcRNA-GAS5 0,009 0,968

6.4. MiRNA’lar i¢in In-Siliko Ekspresyon Profili

TCGA-LIHC veri setindeki miR-4510 ve miR-146b-5p’nin ekspresyona miR-TV ve UALCAN
veri tabanlarindan tiimor ve normal dokulari arasindaki farkliliklar analiz edildi. Mavi ve
kirmizi kutular sirasiyla normal ve birincil timor dokularint gosterir (Sekil 24,25,26,27).
Sonuglar, miR-4510’un, miR-TV veritabanindaki saglikli deneklere (n=5) kiyasla LIHC
deneklerinde (n=23) azalmis ekspresyon gosterdigini ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmadigimi gosterdi. UALCAN’a gore miR-4510 bagil ekspresyonu tiimor drneklerinde
(n=369) normal (n=49) 6rneklere gére anlamli derecede diisiiktii, ayrica istatistiksel olarak da
fark bulundu. Bu hesaplamali analiz, miR-4510’un HCC’de bir tiimor baskilayict gorevi
gordiigiinii  gdstermektedir. Ote yandan miR-146b-5p, mMIiR-TV’de ekspresyonunun
veritabanindaki saglikli deneklere (n=50) kiyasla LIHC deneklerinde (n=372) arttigin
gostermektedir (Tablo 25). UALCAN web araci kullanilarak TCGA veri tabanindan da benzer
sonuglar elde edildi. MiR-146b-5p ekspresyonu, farkli veritabanlarina gore HCC timor ve
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normal dokulari arasinda istatistiksel olarak onemli farklilik seviyeleri gosteriyordu. Bu
biyoinformatik analiz, miR-146b-5p’nin HCC’de bir onkogen goérevi gordiigiinii gosterir.
Ancak miRNA bagil ckspresyon seviyeleri igin serumda ayni sonucu gosteremedik.
Calismalarimizda HCC oOrneklerinde miR-146b-5p ekspresyon diizeyleri kontrollere gore
azaldi.

Tablo 25. miR-TV ve UALCAN veri tabanlarindaki miR-4510 ve miR-146b-5p
ekspresyonunun farkliliklar

Normal ve Primer Tiimérlerin karsilastirilmasi P degeri
miR-TV UALCAN
Timor (23) Timor (369)
Normal (5) Normal (49)
miR-4510 1 2.43719489034788E-11
Tiimér (372) Timér (369)
Normal (50) Normal (49)
miR-146b-5p 0.002778 7.75540000000907E-05

Expression of hsa-mir-4510 in LIHC dataset

Reads per million

TCGA samples

Sekil 24. UALCAN veri tabanindaki miR-4510un ekspresyonu.
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Sekil 25. miR-TV veri tabanindaki miR-4510 ekspresyonu grafigi
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Expression of hsa-mir-146b in LIHC dataset
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Sekil 26. UALCAN veri tabanindaki miR-146b-5p’nin ekspresyonu.
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Sekil 27. miR-TV veri tabanindaki miR-146b-5p ekspresyonu grafigi

6.5. MiRNA’lar icin Hedef Genlerin Belirlenmesi

Hedef gen ag1, zayif ve giiglii dogrulanmis genler olarak yapilandirilmis ve miRTargetLink
Insan Veritabani kullanilarak “1” minimum paylasilan hedef olarak kabul edilmistir. miR-4510
i¢in 303 gen (Sekil 29) ve miR-146b-5p icin 120 gen (Sekil 30) hedef genler olarak belirlendi.
Bir Venn diyagrami karsilastirmasi ile miR-4510 ve miR-146b-5p’nin ortak olarak hangi
genleri hedefledigini bulundu (Sekil 28). Tiimor nekroz faktorii reseptorii ile iligkili faktor 6
(TRAF6), transmembran proteaz serin 5 (TMPRSS5) ve transmembran protein 167A
(TMEM167A) genleri genellikle her iki miRNA i¢in de hedef genlerdi. Ayrica Tablo 26’da her

iki miRNA i¢in ortak ve benzersiz dogrulanmis hedef genleri gosterilmistir.
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miR-146b-

miR-4510 |
Sekil 28. Iki miRNA igin ortak hedef genler.
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Sekil 29. miR-4510 tarafindan hedeflenen genler
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Sekil 30. miR-146b-5p tarafindan hedeflenen genler
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Tablo 26. hsa-miR-4510 ve hsa-miR-146b-5p i¢in ortak hedef genler

miRNA Hedef Gen  Genin Sembolii

Sayisi
miR-146b-5p 3 TRAF6 TMPRSS5 TMEM167A
miR-4510

miR-146b-5p 117

ILIRL2 NACC1 AGOl1l TLR4 ERBB4 HORMAD2 GRAP2 ZNF738
DECR1 CCDC6 OR8Ul IRAK1 DGCR6L BCL7B MRPL10 UMPS
HNRNPD SHCBP1 HAAO MDN1 PLA2G4A KCTD15 MFSD6 ALG10B
WSB2 HSPA1B LIMD2 PPP1R11 KIT RHOBTB3 MAN1C1 POU3F1
PDGFRA MBD4 SQSTM1 XPO4 NOVA1 AKAP8 MPP2 COX1 SLC5A5
CARD11 NSL1 MALAT1 GPM6B TMEM214 RAB2B EGFR NFKB1
POMT2 BTN2A2 MYLK ELP2 TMEM136 MYOG6 TLL1 KDM6B ATAD1
GPRIN2 ACTBL2 COPA ESD ZNRF3 IL1RAP MMP16 S100A12
ATP13A3 ZNF117 GXYLT2 UHRF1 MICAL2 ATGOSA LSM4 SERBP1
CYBRD1 PLEKHG5 TMEM101 C160rf52 FANCF CD300LB SRPRB
CYTIP CCDC83 PMAIP1 PACS2 MRPS30 ZNF292 AKT3 SFRP1
ARL8BA ST6GAL2 RHOA CENPU PAX8 UTP15 RGS9BP EDEMS3
RUFY2 RARB PARDG6B SERPINA4 IL6 ZNF260 MKRN2 ZNF629
SLC10A3 CDC73 BRWD1 PPWD1 METTL7A NSFL1C CASR AVL9
USP48 SERTAD2 ENTPDS LBR

miR-4510

300

FAAH TRAF7 TJP3 OTUD7B ECE1 UBL4A SRCIN1 NCAPH TAGLN
DCX MYBL1 CNBP CREB3L2 TK1 ATP6V1F SLC2A8 ARHGAP31
BICDL1 G3BP1 HOXB5 HRH2 ENTPD7 CHRDL1 SLC27A1 C100rf55
SUMO1 AP2M1 TP53 PPP1R13L VSTM4 STARD3 CLSTN1 CDH7
NTSR1 KIAA0895L PHB2 CSTF1 ARHGEF6 NKAIN1 MARVELD1
GPR107 RARA C160rf87 CDK14 HNRNPAO IKBKG MKNK2 GSN
SEC16A MYH14 ALS2CL HHIP ZC3H7B TMEM51 KMT2D FGFR1
NBL1 TUBB2A AGO2 UBE2S YAE1D1 DNLZ ASTN2 ACTR3B SPEF1
DUSP14 MSN TRIM67 RRP7A DUSP7 SUGT1 SLC22A23 CAPZA1l
ARL6IP1 MORC4 TBC1D25 UBAl LONRF3 CCDC50 SH3BP1
RPS6KAS TPM2 STX1A TMEM189 PITPNM3 ZNF619 SH3BPSL HLA-
A TRAPPC2 ELFN2 CCND2 KIAA0513 KIAA1644 RAB6B NR1H2
LSM2 ZIC2 TLE3 SENP2 CHTF8 TMEM127 OGDH ZNF710 UNC93B1
SPRY4 AGK NFIX ARF3 LNPEP SLC7A5 UBE2D3 ANKHD1-
EIFAEBP3 PRR12 NAV2 ATP6V1IA ZDHHC3 FMNL3 NKD1
ARHGAP39 GFRA1 NCOR2 MED26 BTBD9 CHRM3 CTDSP2
FAM129B SSU72 RPL23A SETD5 SAMD14 MAG UBE2V1 GPR173
GATA6 ARL5B ZNF740 HES6 POLR2F IP6K1 ING5 HOXC4 GRB2
ZCCHC3 ATXN7L3B TPM3 FKBP5 NFAT5 ZBTB7B HPCAL1 DCAF7
TRIR EIFAEBP3 EDA2R SFT2D2 C14orfl44 HYOU1l TUBB ZNF134
PLXNA1 DDR1 RNF157 GTF3C1 SFN LRRC3C ZNF385A IGFBP4
UBXN2B HOXC6 TMEM119 NOVA2 HS6ST1 IFNAR2 MINOS1-NBL1
NTN1 PSME3 ZXDB RRM2 MRE11 TSPYL4 PSMD11 ASB16 CEBPB
HMGAL1 PTPA AK2 REXO2 SNX11 PPFIA3 KCTD2 MYC SLC25A44
RAB5B BCL2L1 SLC35C2 CAPN1 NAV1 OMA1 S100A16 GOSR1 TCN2
GATAD2A HAP1 SP2 ACTC1 DPF1 NFE2L1 TRAPPC10 WNT3 AIP
C200rf96 SCIMP HACE1 GLYR1 WBP2 SLC11A1 PLEKHG2 CD3E
IL2RB SNU13 PAX5 ATP6V1B1 LASP1 PPP1R9B BROX SMOC1
TMEM138 HOXB13 LINC00598 UBN2 G6PC3 IFRD1 GIGYF1 UBR4
ADAMTS17 ZC3H12B NOL10 CTDSP1 ZNF70 SLC2A4 SRF SERPINAL
ADD2 CBX2 KHSRP RNF111 RPRD2 MRM3 IST1 TMEM37 MED30
SIGLEC10 PDE4A SLC9A3R1 TMEM189-UBE2V1 NKIRAS2 OSBP
NDUFA5 FBX0O44 MED28 KCNAS5 PNPLAG6 RPH3A SIX3 EN2 ATP2A3
EPB41L1 H1FO FOXK1 SLC29A1 NRG4 GCDH ADGRF2 FAM210A
SBK1 MLF2 SLC6A17 NLGN2 TMEMG63A UCP2 HDLBP RBM38
TNRC6B CCDC88A RAB7A DYRK1B CNOT6L ACTR2 IQSEC2 IGSF8
NRF1 SORCS2 YWHAZ ANKRD52 DLX6 VSTMS PARP11 TMEMZ246
PRDM12 MLXIP MAT1A
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6.6. MiRNA’larin Ag Tabanh Hedef Gen Yolak Zenginlestirmesi Ve Analizi

MIENTURNET analizi ile her iki miRNA’y1 da hedefleyebilecek miRTarBAse kullanan olasi
hedef genleri tahmin edilmistir. MIENTURNET veri tabanindaki miRTarBase aracilifiyla
miRNA’larin giiclii ve zayif dogrulanmis genlerinin ag analizi. Esik, minimum miRNA hedef
etkilesimi sayisi i¢in 2 ve ayarlanmis p degeri (FDR) 1 olarak secilmistir. Bu zenginlestirme

analizi sonucu Tablo 27 ve Sekil 31 ve 32°de gosterilmistir.

Tablo 27. miRNA-hedef zenginlestirme analizi sonucu

Gen Sembolii P degeri FDR Odd Etkilesim microRNA 1 microRNA 2
ratio  sayisi

TMEM167A  0.00219  0.0734 0.0469 2 hsa-miR-4510 hsa-miR-146b-5p

TMPRSS5 0.000490 0.0734 0.0223 2 hsa-miR-4510 hsa-miR-146b-5p

TRAF6 0.000736 0.0734 0.0273 2 hsa-miR-146b-5p  hsa-miR-4510

TRAFG -
TMPRSS5 -
TMEM167A -
S5100A12 -
FDR
POMT2 -

OR8U1 -

0.07337681
NOVAT -
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Sekil 31. miRNA-gen etkilesim sonucu
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Sekil 32. Iki miRNA’nim ve ortak hedef genlerinin ag temsili. Mavi, farkli miRNA’lar; sar1,
ortak hedef genler.



TNMplot’taki Coklu gen analizinde tiimor ve normal dokuda gen ekspresyonu farkliliklar
analizi, RNA-Seq tabanli veriler kullanilarak se¢ilen dokuda segilen genlerin ortalamalarina
genel bir bakis saglar. TRAF6, TMEM167A ve TMPRSS5 genleri, Karaciger Hepatoselliiler
Karsinoma dokusu ile RNA-Seq verilerinde analiz edildi (Bartha & Gyo6rfty, 2021)(Bartha &
Gyorfty, 2021) TMEM167A geni tiimdr dokusunda daha ¢ok eksprese oldugu sdylenebilirken,
TMPRSS5 ve TRAF6 genleri tiimor dokusunda daha as ekspresyona sahip oldugu bulundu.
(Sekil 33).
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Sekil 33. TNMPIot ile LIHC ve normal dokularda miR-146b-5p ve miR-4510'un ortak hedef
gen analizi. Veriler, TRAF6, TMEM167A ve TMPRSSS5 genlerinin araglarina genel bir bakis
saglar.

Ek olarak, daha énce agiklandig1 gibi miRTargetLink Insan veritabanindan elde edilen miR-
146b-5p ve miR-4510 insan hedef genlerinin genetik protein-protein etkilesim yolunu ve global
zenginlestirme analizini gerceklestirmek i¢cin Network Analyst kullanildi. MiR-4510" un 303
hedef geni ve miR-146b-5p’nin 120 hedef geni, Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi (KEGG)
zenginlestirmeyi gerceklestirmek icin Ag analist platformunda ¢alistirildi. Sonuglar P
degerlerine gore goriintiilendi. Ag analisti jenerik protein-protein etkilesimi zenginlestirme
gorsellestirmesiyle KEGG yollar1 ve mRNA’lar arasindaki potansiyel molekiiler etkilesimler,
cizgilerle gosterilmistir. Daha biiylik boyuta ve daha gii¢lii renge sahip diiglimler, en ilgili yol
olarak kabul edilir. MAPK sinyal yolu ve kanser yolagi, KEGG’de miR-146b-5p icin
istatistiksel olarak en anlamli yollardi (Sekil 35). Toll benzeri reseptor sinyal yolu, Fosfolipaz
D sinyal yolu, NF-kappa B sinyal yolu, T hiicresi reseptor sinyal yolu, Hepatit B, Ras sinyal
yolu, NOD benzeri reseptor sinyal yolu, EGFR tirozin kinaz inhibit6r direnci, PI3K-Akt sinyal
yolu, Rapl sinyal yolu, Kolorektal kanser, Kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve Prostat kanseri
diger en yiiksek zenginlestirme terimleriydi KEGG’de 62 yolak istatistiksel olarak anlamli ¢ikt1
(P<0,05), ancak Tablo 29°da miR-146b-5p tarafindan hedef olan genlerden HCC ile ilgili
sadece ilk 10 yolak bir liste olarak gosterilmistir. Kanser yollarindaki viral karsinojenez ve
Transkripsiyonel yanlis diizenleme, KEGG’de miR-4510 i¢in en Onemli zenginlestirme

terimleriydi (Sekil 34) ayrica diger 32 yolak istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,005) idi, ancak
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miR-4510 tarafindan hedeflenen genleri ve KEGG’deki HCC ile ilgili yolaklar: bir liste olarak

gosterdik (Tablo 28). Ayrica iki miRNA’nin hedef genlerinin tiimiiniin protein-protein

etkilesim zenginlestirme analizi yapildiginda bulunan KEGG’deki iliskili yolaklar sekil 36°da

ve genlerin dahil oldugu KEGG yolaklar listeside tablo 30°da gosterilmistir. Bu genlerin

kanserle ilgili KEGG yolaklarinda zenginlestigi gortiliiyor.

Tablo 28. miR-4510 i¢in HCC ile ilgili en 6nemli 10 KEGG yolu

KEGG Yolag: Hits P degeri Adjusted Genes in pathway
P- value
(FDR)

Viral karsinogenezis 10/201 8.33e-4  0.0879 TP53, IKBKG, CCND2, HLA-A,
GSN, SRF, UBR4, YWHAZ, GRB2,
CREB3L2

Kanserdeki transkripsiyonel ~ 9/186  0.00184  0.0879 BCL2L1, TP53, IL2RB, CCND2,

yanlis diizenlenme MYC, CEBPB, RARA, PAXS5,
CDK14

Hepatit C 8/155 0.00221 0.0879 IFNAR2, TP53, TRAF6,
IKBKG, MYC, YWHAZ, GRB2,
PSME3

p53 sinyal yolagi 572 0.00437 0.139 BCL2L1, TP53, CCND2, RRM2,
SFN

PI3K-Akt sinyal yolagi 12/354 0.00659 0.161 IFNAR2, BCL2L1, TP53, IL2RB,
IKBKG, CCND2, MYC, YWHAZ,
GRB2, CREB3L2, G6PC3, FGFR1

Hepatit B 7/163 0.0111  0.227 TP53, TRAF6, IKBKG, MYC
YWHAZ, GRB2, CREB3L2

Kanser Yolagi 15/530 0.0124  0.227 IFNAR2, BCL2L1, TP53, IL2RB,
TRAF6, IKBKG, CCND2, MYC,
GRB2, RARA, FGFR1, RPS6KA5,
HHIP, WNT3, TPM3

MAPK sinyal yolagi 10/295 0.0129 0.227 TP53, TRAF6, IKBKG, MYC, SRF,
GRB2, FGFR1, RPS6KA5, MKNK?2,
DUSP7

Kanserdeki merkezi karbon 4/65 0.0161 0.255 TP53, MYC, FGFR1, SLC7A5

sinyal yolag1

Wnt sinyal yolagi 6/158 0.0311  0.354 TP53, CCND2, MYC, WNT3,
SENP2, NKD1
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Sekil 34. miR-4510 i¢in Ag Tabanli Hedef Gen Yolak Zenginlestirmesi Ve Analizi

Tablo 29. miR-146b-5p i¢in HCC ile iliskili en 6nemli 10 KEGG yolu

yolag1

KEGG Yolag Hits P Adjusted  Yolakta bulunan hedef genler
degeri  P-value
(FDR)

MAPK sinyal yolagi 11/295 2.51e-6 7.97e-4 EGFR, ERBB4, NFKB1, TRAF6,
IRAK1, HSPA1B, PLA2GA4A,
AKT3, KIT, PDGFRA, IL1RAP

Kanser Yolagi 13/530 2.68e-5 0.00236 EGFR, NFKB1, TRAF6, AKT3,
KIT, PDGFRA, IL6, RHOA, PAX8,
RARB, PLEKHG5, PMAIP1,
CCDC6

Toll benzeri reseptor sinyal ~ 6/104  5.63e-5 0.00298 NFKB1, TRAF6, IRAK1, AKT3,

yolagi IL6, TLR4

Fosfolipaz D sinyal yolagi 6/148 3.92e-4 0.0114 EGFR, PLA2G4A, AKT3, KIT,
PDGFRA, RHOA

NF-kappa B sinyal yolag 5/100 4.78e-4 0.0114 NFKB1, TRAF6, IRAK1, TLR4,
CARD11

HIF-1 sinyal yolagi 5/100 4.78¢e-4 0.0114 EGFR, NFKB1, AKT3, IL6, TLR4

T hiicre reseptor sinyal 5/101 5.0le-4 0.0114 NFKB1, AKT3, RHOA, CARD11,

yolag1 GRAP2

Hepatits B 6/163  6.55e-4 0.0139 NFKB1, TRAF6, IRAK1, AKT3,
IL6, TLR4

Ras sinyal yolagi 7/232  7.48e-4 0.0149 EGFR, NFKB1, PLA2G4A, AKT3,
KIT, PDGFRA, RHOA

NOD benzeri reseptor sinyal ~ 6/178  0.00104 0.0177 NFKB1, TRAF6, IL6, RHOA,

TLR4, CASR
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Sekil 35. miR-146b-5p i¢in Ag Tabanli Hedef Gen Yolak Zenginlestirmesi Ve Analizi

Tablo 30. miR-4510 ve miR-146b-5p nin her ikisininde hedef genlerinin ortak yolak analizi
listesi

KEGG Yolaklari Hits P degeri | Adjusted Yolaktaki Hedeflenen
P- value Genler
(FDR)
MAPK sinyal yolagi 11/295 | 2.51e-6 | 7.97e-4 EGFR, ERBB4, NFKB1,
TRAF6, IRAK1,

HSPA1B, LA2G4A,
AKTS3, KIT, PDGFRA,
ILIRAP

Kanser Yolag 13/530 | 2.68e-5 | 0.00236 EGFR, NFKB1, TRAFG,
AKTS3, KIT, PDGFRA,
IL6, RHOA, PAXS,
RARB, PLEKHGS,
PMAIP1, CCDC6

Toll benzeri reseptdr sinyal 6/104 5.63e-5 | 0.00298 NFKB1, TRAF6, IRAK1,

yolagi AKT3, IL6, TLR4

Fosfolipaz D sinyal yolagi 6/148 3.92e-4 | 0.0114 EGFR, PLA2G4A,
AKT3, KIT, PDGFRA,
RHOA

NF-kappa B sinyal yolag: 5/100 4.78e-4 | 0.0114 NFKB1, TRAF6, IRAKL,
TLR4, CARD11

T hiicre reseptdr sinyal 5/101 5.01e-4 | 0.0114 NFKB1, AKT3, RHOA,

yolagi CARD11, GRAP2

Hepatit B 6/163 6.55e-4 | 0.0139 NFKB1, TRAF6, IRAK1,

AKT3, IL6, TLR4
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Tablo 30. miR-4510 ve miR-146b-5p nin her ikisininde hedef genlerinin ortak yolak

analizi listesi (devami)

KEGG Yolaklar Hits P degeri | Adjusted Yolaktaki Hedeflenen
P- value Genler
(FDR)

Ras sinyal yolagi 71232 7.48e-4 | 0.0149 EGFR, NFKB1,
PLA2G4A, AKTS3, KIT,
PDGFRA, RHOA

NOD benzeri reseptor sinyal | 6/178 0.00104 | 0.0177 NFKB1, TRAF®6, IL6,

yolagi RHOA, TLR4, CASR

EGFR tirozin kinaz inhibitér | 4/79 0.00175 | 0.0265 EGFR, AKT3, PDGFRA,

duyarlilig IL6

PI3K-Akt sinyal yolagi 8/354 0.00201 | 0.0291 EGFR, ERBB4, NFKB1,
AKT3, KIT, PDGFRA,
IL6, TLR4

Rapl sinyal yolagi 6/206 0.0022 0.0304 EGFR, AKT3, KIT,
PDGFRA, RHOA,
PARDG6B

Kolorektal Kanser 4/86 0.00239 | 0.0317 EGFR, AKT3, RHOA,
PMAIP1

Kiigiik hiicreli akciger 4/93 0.00318 | 0.0404 NFKB1, TRAF6, AKT3,

kanseri RARB

Prostat kanseri 4/97 0.0037 0.0452 EGFR, NFKB1, AKTS3,
PDGFRA

Inflamatuar Barsak Hastalig1 | 3/65 0.00884 | 0.0863 NFKB1, IL6, TLR4

Akut myeloid 16semi 3/66 0.00922 | 0.0863 NFKB1, AKT3, KIT

Kiigiik hiicreli olmayan 3/66 0.00922 | 0.0863 EGFR, AKT3, RARB

akciger kanseri

Kanserdeki proteoglikanlar 5/201 0.01 0.0863 EGFR, ERBB4, AKTS3,
RHOA, TLR4

B hiicre reseptér sinyal 3/71 0.0113 | 0.0942 NFKB1, AKT3, CARD11

yolagi

Pankreatik kanser 3/75 0.0131 0.0989 EGFR, NFKB1, AKT3

ErbB sinyal yolagi 3/85 0.0182 0.127 EGFR, ERBB4, AKT3

HepatitC 4/155 0.0187 0.127 EGFR, NFKB1, TRAF®6,
AKT3

Hiicresel Senesens 4/160 0.0207 0.137 NFKB1, AKT3, IL6,
SQSTM1

Jak-STAT sinyal yolagi 4/162 0.0216 0.14 EGFR, AKT3, PDGFRA,
IL6

IL-17 sinyal yolagi 3/93 0.0231 0.144 NFKB1, TRAF®6, IL6

Tiroid kanser 2/37 0.0245 0.147 PAX8, CCDC6

Diyabette AGE-RAGE 3/100 0.0279 0.161 NFKB1, AKT3, IL6

sinyal yolagi

Insiilin Duyarlilig1 3/108 0.034 0.189 NFKB1, AKT3, IL6

Kalsiyum sinyal yolag 4/188 0.0348 0.191 EGFR, ERBBA4,
PDGFRA, MYLK

TNF sinyal yolagi 3/110 0.0356 0.192 NFKB1, AKT3, IL6

Kanserdeki microRNA’lar 5/299 0.046 0.236 EGFR, NFKB1,
PDGFRA, RHOA,
MMP16
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Sekil 36. miR-4510 ve miR-146b-5p i¢in ortak hedef yolak zenginlestirme analizi sonucu

MicroRNAs in cancer

6.7.HCC’de miRNA’larin Prognostik Onemi

Primer tiimorleri olan hastalarda belirtilen miRNA’larin ekspresyonu ile genel sagkalim
arasindaki korelasyon, UALCAN sagkalim Kaplan Meier (KM) plotter veri taban1 kullanilarak
analiz edilmistir. miR-4510 i¢cin KM grafigi, diisiik ekspresyonun yiiksek sagkalim olasiligr ile
sonuclandigini gostermistir. KM grafigi, miR-4510 ve miR-146b-5p’nin LIHC veri seti i¢in
onemli olmadigim gosterdi (sirastyla Sekil 37A ve 37B). In silico sonuglarina benzer sekilde,
kontrol grubuna kiyasla HCC’de miR-146b-5p'nin nispi ekspresyonunun asagi regiile

edildigini, in-vivo kisminda hasta gruplarinda miR-4510 seviyelerinin saptanmadigini bulduk.
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Sekil 37. miR-4510 ekspresyon seviyesinin LIHC hasta sagkalimi tizerindeki etkisi (A). miR-
146b-5p ekspresyon seviyesinin LIHC hasta sagkalimi iizerindeki etkisi (B). (p>0.05)

6.8. LncRNA GASS i¢in In-Siliko Ekspresyon Analizi

UALCAN veri tabanlarindan (Sekil 38), TCGA-LIHC veri setindeki (Sekil 39) IncRNA
GASS5’in ekspresyonun tiimor ve normal dokular arasindaki farkliliklar analiz edildi. Mavi ve
kirmiz1 kutular sirasiyla normal ve birincil tiimdr dokularini gosterir. Sonuglar, UALCAN’a
gore IncRNA GASS5’in, bagil ekspresyonu tiimor orneklerinde (n=371) normal (n=50)
orneklere gore anlamli derecede yiiksekti, ayrica istatistiksel olarak da anlamli bir fark bulundu.
Bu hesaplamali analiz, INCRNA GAS5’in HCC’de bir onkogen gorevi gordiigiini
gostermektedir. Ayrica IncRNA GASS i¢in TANRIC analizi yapildiginda ajcc neoplazma
hastalik asamas1 ve neoplazm histolojik evre arasindaki anlamli bir istatistiksel sonug elde

edilememistir, sirasiyla P=0,190 ve P=0,522 dir.

LncRNA GAS5 ENSEMBLE ID: ENSG00000234741 olarak bulunmustur. Tablo 31’°de,
IncRNA GASS gen ekspresyonun taban ortalamasini, Alzehiemer Hastalig1 ve kontrol grubu
arasindaki log?2 kat farkini, ekspresyonundaki degisiklikleri gostererek kanserin LIHC tipindeki
farkli ekspresyon yoOniiniin arttigin1 ve bu kanserde istatistiksel olarak anlamli bir sonug
verdigini bulduk. Ayrica LIHC kanser asamasi ile IncRNA GASS5 arasinda bir korelasyon var
mi diye aragtirdigimizda anlaml bir deger bulduk. TCGA veri setinde, uzun zincirli olmayan
RNA (IncRNA) GASS geninin, hepatoselliiler karsinom (LIHC) kanseri ve normal 6rnekler
arasinda anlamli bir sekilde farkli ekprese edildigini gosteriyor. GAS5 geninin farkli eksprese
edilmesi, kanser siireclerindeki degisikliklerle iligkilendirilebilir ve bu da belirli kanser

tiirlerinin anlasilmasina ve hedeflenmis tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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Tablo 31. IncRNA GAS5 gen ekspresyonun TCGA-LIHC veri setindeki analizi

Ensembl ID Base mean log2FC (AD/control) IfcSE
ENSG00000234741 | 5,23E+09 1,88E+06 1,64E+05

Stat P-value Adjc.p-value DEG direction
1,15E+07 1,28E-24 6,70E-23 UP

Cancer type Correlation | P-value Adjc.p-value
LIHC 3,79E+05 4,36E-09 5,37E-08

FPKM

Gene expression of GASS in Liver hepatocellular carcinoma

TCGA samples

Sekil 38. UALCAN veri tabanindaki IncRNA GASS5’in ekspresyonu.

1"

10

LiIHC
(num(T}=389; num(N)=180)

Sekil 39. TCGA veri tabanindaki IncRNA GASS5’in ekspresyonu
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6.9. QIAGEN IPA ile IncRNA GAS5’in Ag Tabanh Hedef Gen Yolak Zenginlestirmesi Ve

Analizi

LncRNA GASS ‘in hedef genlerinin ve pathwaylerinin belirlenmei i¢gin QIAGEN IPA programi
kullanilmistir. Buna gore IncRNA GASS ile iliskili 17 molekiil ve 33 tane anlamli fonksiyon
bulunmustur. Hepatoseliiler karsinoma ile IncRNA GASS5 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki bulunamamistir (P=0,063) (Tablo 32, Tablo 33). Buna gore bizim deneylerden elde
ettigimiz sonug ile TCGA LIHC dataseti verileri uyumlu bulunmus ancak QIAGEN IPA veri

setindeki ekspresyon degerleri ile uyumlu bulunamamustir.

Hastaligin mekanizmalar1 ve potansiyel tedavi hedefleri hakkinda daha fazla anlayis saglamak
icin LIHC i¢in TCGA’nin RNA dizileme verilerini incelendik ve IncRNA GASS ile iliskili
genlerin ve biyolojik siireglerin aglarin1 gorsellestirmeyi amagladigimizda Sekil 40’ta
gosterilen network ag1 bulundu. Ayrica LncSEA veribankasindaki miRNA ve hedef genlerini
de bulup sekil 41°de gosterdik. Bu sayede hedef genlerini ve IPA sayesinde de yolaklarini
bulmus olduk.

Tablo 32. IncRNA GASS ile iliskili hastalik ve fonksiyonlar

Kategoriler Hastaliklar veya Fonksiyonlar P-degeri
Incelemesi

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma Mesane kanseri hiicre hatlarinin hiicre | 0,0000263
¢ogalmasi

Kardiyovaskiiler Hastalik, Organizma Yaralanmast ve | Kapiller sizint1 sendromu 0,0000789

Anomalileri

Doku Morfolojisi Mesane kanseri hiicre hatlarinin 0,000184
miktari

Kardiyovaskiiler Hastalik, G6z Hastaligi, Organizma G0z retinasinin vaskiiler sizinti 0,000184

Yaralanmasi ve Anomalileri sendromu

Kardiyovaskiiler Sistem Gelisimi ve Fonksiyonu Tunika media kalinlig1 0,000237

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Kondrosit hiicre hatlarinin apoptozu 0,000315
Prostat hiicrelerinin apoptozu 0,000342
Fibroblast benzeri sinovyositlerin 0,000973
apoptozu

Hiicresel Hareket Kemik kanseri hiicre hatlarinin 0,00145
invazyonu

Doku Morfolojisi Arter yeniden sekillenmesi 0,00145

Kardiyovaskiiler Sistem Gelisimi ve Fonksiyonu, G6z | Retina neovaskiilarizasyonu 0,00197

Hastalig1, Organizma Gelisimi, Organizma

Yaralanmasi ve Anomalileri, Gorsel Sistem Gelisimi

ve Fonksiyonu

Kardiyovaskiiler Sistem Gelisimi ve Fonksiyonu, Vaskiiler endotiel hiicrelerin hayatta 0,00202

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biilyiime ve Cogalma, kalmas1

Hiicresel Hareket Kemik kanseri hiicrelerinin gogii 0,00234
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Tablo 32. IncRNA GASS ile iligkili hastalik ve fonksiyonlar (devami)

Kardiyovaskiiler Sistem Gelisimi ve Fonksiyonu, Karaciger stellat hiicrelerinin 0,00273

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma, Bag | cogalmasi

Dokusu Gelisimi ve Fonksiyonu, Sindirim Sistemi

Gelisimi ve Fonksiyonu, Karaciger Sistemi Gelisimi ve

Fonksiyonu, Karaciger Fibrozu, Karaciger Cogalmast,

Organ Geligimi, Organizma Geligimi, Doku Gelisimi

Gelisimsel Bozukluk, Endokrin Sistem Bozukluklari, Klinefelter sendromu 0,00279

Kalitsal Bozukluk, Organizma Yaralanmasi ve

Anomalileri, Ureme Sistemi Hastalig1

Hiicresel Hareket Hepatom hiicre hatlarinin invazyonu 0,00297

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Sarkoma hiicre hatlarinin hiicre 0,00313
canliligt

Hiicreden Hiicreye Sinyallesme ve Etkilesim, Bag Karaciger stellat hiicrelerinin 0,00355

Dokusu Gelisimi ve Fonksiyonu, Karaciger Sistemi aktivasyonu

Gelisimi ve Fonksiyonu, Karaciger Fibrozu

Hiicresel Hareket Kanserli hiicre hatlarinin gogii 0,00371

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma, Bag | Kondrositlerin gogalmasi 0,00371

Dokusu Gelisimi ve Fonksiyonu, Doku Geligimi

Hiicresel Hareket Sarkoma hiicre hatlarinin gocii 0,00418

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Kemik kanseri hiicre hatlarinin hiicre 0,00421
canlilig1

Hiicresel Geligsim, Hiicresel Biiylime ve Cogalma Kanserli hiicre hatlarinin hiicre 0,00733
¢ogalmasi

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Kemik kanseri hiicre hatlarinin 0,00739
apoptozu

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma Kemik kanseri hiicre hatlarinin hiicre | 0,00762
¢ogalmasi

Kardiyovaskiiler Sistem Gelisimi ve Fonksiyonu, Vaskiiler endotel hiicrelerinin hiicre 0,0096

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Fonksiyon ve Bakim, cogalmast

Hiicresel Biiyiime ve Cogalma, Organizma Gelisimi,

Doku Gelisimi

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma Servikal kanser hiicre hatlarinin hiicre | 0,0113
¢ogalmasi

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Akciger kanseri hiicre hatlarmin 0,0158
apoptozu

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma Karsinoma hiicre hatlarinin apoptozu | 0,0213

Hiicresel Gelisim, Hiicresel Biiyiime ve Cogalma Kolorektal kanser hiicre hatlarimin 0,0213
hiicre cogalmast

Kalitsal Bozukluk, Norolojik Hastalik, Organizma Huntington Hastalig 0,0296

Yaralanmasi ve Anomalileri, Psikolojik Bozukluklar,

Iskelet ve Kas Bozukluklari

Kanser, Gastrointestinal Hastalik, Organizma Yemek Borusu kanseri 0,0297

Yaralanmasi ve Anomalileri

Bag Dokusu Bozukluklari, immiinolojik Hastalik, Reumatoid artrit 0,0345

Inflamatuar Hastalik, Inflamatuar Yamt, Organizma

Yaralanmasi ve Anomalileri, Iskelet ve Kas

Hastaliklar1

Kardiyovaskiiler Hastalik Yiiksek tansiyon 0,0451

Kanser, Gastrointestinal Hastalik, Karaciger Sistem Hepatoselliiler karsinom 0,063

Hastalig1, Hepatoselliiler karsinom, Karaciger
Hiperplazisi/Karaciger Hiperproliferasyonu,
Organizma Yaralanmasi ve Anomalileri
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Tablo 33. IncRNA GAS5’in HCC’deki fonksiyon analizi

Kategori Fonksiyon Fonksiyon Ac¢iklamasi P-degeri

Hiicresel Gelisim ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Hiicresel Biiylime ve Cogalma ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Organizma Yaralanmasi ve Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063

Anomalileri karsinom

Kardiyovaskiiler Sistem cogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Geligimi ve Fonksiyonu

Hiicre Oliimii ve Hayatta Kalma | apoptoz Karsinoma hiicre hatlarinin apoptozu 0,0213

Hiicresel Hareket invazyon Hepatom hiicre hatlarinin invazyonu 0,00297

Organizma Geligimi cogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Bag Dokusu Gelisimi ve ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Fonksiyonu

Bag Dokusu Gelisimi ve aktivasyon Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonu | 0,00355

Fonksiyonu

Sindirim Sistemi Geligimi ve ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Fonksiyonu

Karaciger Sistemi Gelisimi ve ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Fonksiyonu

Karaciger Sistemi Gelisimi ve aktivasyon Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonu | 0,00355

Fonksiyonu

Karaciger Fibrozu ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Karaciger Fibrozu aktivasyon Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonu | 0,00355

Karaciger Cogalmasi ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Organ Gelisimi ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Doku Gelisimi ¢ogalma Karaciger stellat hiicrelerinin ¢ogalmasi 0,00273

Hiicreden Hiicreye Sinyallesme | aktivasyon Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonu | 0,00355

ve Etkilesim

Kanser Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063
karsinom

Gastrointestinal Hastalik Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063
karsinom

Karaciger Sistemi Hastalig1 Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063
karsinom

Hepatoselliiler karsinom Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063
karsinom

Karaciger Hepatoselliiler Hepatoselliiler karsinom 0,063

Hiperplazisi/Karaciger karsinom

Hiperproliferasyonu
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Sekil 41. LncSEA veribankasindaki IncRNA GASS5 i¢in miRNA ve hedef gen network agi



6.11. HCC’de INcRNA GAS5’in Prognostik Onemi

Pearson Korelasyonu iki degisken arasindaki iliskinin ne kadar gii¢lii oldugunu 6lgmek igin
kullanilmistir. GASS gen ekspresyonunun vaka ve kontrolii ayirt etme kabiliyeti, gergek
pozitifligi (duyarlilik) yanlis pozitiflikle (6zgtlliik) iliskilendiren alic1 isletim 6zellikleri egrisi
(ROC) c¢izilerek ve egri altindaki alan (AUC) hesaplanarak hesaplanmistir. Sagkalim Kaplan-
Meier egrisi ile degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi P<0,05 olarak belirlenmistir (Sekil 42).

Overall Survival

— Low GASS TPM

— High GASS TPM
Logrank p=0.1
HR{high)*1.3
p{HR}=0.1
nihighy=182
niow)y=182

Percent survival

T T T T T T
0 20 40 80 80 100 120
Months

Sekil 42. GASS5 in HCC’deki sagkalim analiz grafigi
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7. TARTISMA ve SONUC

HCC insan kanserinin en yaygin tiirlerinden biri olmasina ragmen, su anda HCC’nin tahmini
ve/veya prognozu i¢in altin standart bir yontem bulunmamaktadir. HCC i¢in en 6énemli risk
faktorlerinden biri kronik HBV’dir ve ayrica HBV pozitif olan hastalarin HCC gelistirme
olasilig1 enfekte olmayanlara goére 100 kat daha fazladir (Bosch et al., 2005). Dahasi, HBV’nin
gelecekte diinya ¢apinda 350-400 milyon kisiyi enfekte etmesi beklenmektedir (Yang et al.,
2010). Epidemiyolojik arastirmalarin ¢ogu, HCC vakalarinin olduk¢a diisiik bir sagkalim
oranina sahip oldugunu kesfetmistir. Cogu HCC vakas1 hemen tan1 alamamaktadir. Bu nedenle,

HCC’nin erken teshisi i¢in non-invaziv yeni biyobelirtegler gereklidir.

Bununla birlikte, giiniimiizde mevcut olan serum belirtecleri kullanildiginda, HCC’ler
genellikle gec bir asamada kesfedilmektedir. Bir literatiir taramasinda, AFP, DCP ve SCCA-
IgM Cs'nin HCC’nin erken tani ve prognozundaki giivenilirligi karsilagtirilmistir (Krek et al.,
2005). Incelenen ii¢ biyobelirtecin dogrulugunun yetersiz oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma
ayn1 zamanda erken evre HCC i¢in evrensel, son derece hassas ve spesifik biyobelirteglerin
olmadigini gostermistir. Sonug olarak, karaciger onkologlart HCC’nin erken teshisi i¢in etkili

noninvaziv biyobelirteclerin gelistirilmesine odaklanmaya devam etmektedir.

Mikro RNA’lar1 kanserle iligskilendiren 2002’deki ilk yayindan bu yana, miRNA’larin
karsinogenez siirecinde metastaz, invazyon, proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptoz dahil
olmak {izere bir dizi rol oynadigi acik hale gelmistir (Chi & Zhou, 2016). Mikro RNA’larin
ekspresyon profilinin  hem transkripsiyonel hem de translasyonel seviyelerde gen
ekspresyonunu diizenledikleri icin HCC’nin gelisimini ve ilerlemesini teshis etmek ve anlamak
icin yararli oldugu bulunmustur (Jin et al., 2019; Murakami et al., 2006; Qi et al., 2011).
Spesifik miRNA dizilerini tespit etme ve 6lgme yetenegi, 6zellikle kanser alaninda hastaliklarin

teshisi ve izlenmesi olasiligini ortaya ¢ikarmistir (Fleischhacker & Schmidt, 2007).

HCC’nin erken teshisi icin miRNA’larin biyobelirte¢ olarak potansiyeli hala fark edilmemistir,
ancak ¢esitli popiilasyonlarda ve HCC asamalarinda daha fazla aragtirma yapilmasi
gerekmektedir (Xu et al., 2020). MiRNA’lar, HCC’de anormal ekspresyon profilleri
sergiledikleri igin, 6zellikle erken, pre-semptomatik hastaligin teshisi ve HCC’nin prognozu
icin umut verici biyobelirteglerdir. Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalarda, miRNA’larin
hiicresiz serum ve plazmada kanser hastalarinda saglikli insanlardan farkli seviyelerde
bulundugu 6ne siiriilmiistiir ve bu da HCC’yi teshis etmek icin dolasimdaki RNA’larin

kullanilmasi alanini vurgulamaktadir (Gramantieri et al., 2007). Dolasimdaki miRNA’larin da
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HCC progresyonu sirasinda etkilenmesi beklenmektedir ¢linkii HCC’de birgok miRNA
diizensizdir. Bazt miRNA’lar HCC hastalarinin serumunda ekspresyonu azalmaktadir. MiR-16
ve MiR-199a serum seviyeleri HCC hastalarinda kronik karaciger hastalarina veya kontrol
grubuna gore daha diisiiktii ve belirlenmis biyobelirte¢lerden daha duyarliydir (Huang et al.,
2009; Meng et al., 2007). Bu sonuglar miR-16’nin daha hassas bir HCC teshisi i¢in bir serum

biyobelirteci olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir.

Dolasimdaki ekspresyonu azalan miRNA’lar disinda, HCC hastalarinin serumundaki
dolasimdaki miRNA seviyelerinin birgogu artmistir. Ornegin, miR-221’in serum seviyesinin
HCC hastalarinda 4,8 kat arttigi gosterilmistir (Li et al., 2011). Saglikli hastalarin miR-92a
serum seviyeleri HCC hastalarininkine kiyasla diisiik bulunurken, miR-92a’nin HCC
hastalarinin karacigerlerinde giiglii bir sekilde ifade edildigi gosterilmistir (Murakami et al.,
2006). MiR-21, miR-122 ve miR-223 serum diizeyleri 101 HCC hastasi, 89 saglikli birey ve 48
hepatit B hastasinda incelenmistir (Su et al., 2009). Her ii¢ kan miRNA seviyesinin de HCC
hastalarinda saglikli kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek oldugu
kesfedilmistir. Bununla birlikte, kronik hepatitli hasta grubunun miRNA serum seviyelerinin
yiiksek oldugu kesfedilmistir. Bu sonuglar, HCC hastalar1 ile kronik hepatit hastalar1 arasinda
ayrim yapmayi daha zor hale getirebilir. Bu sonuglar, sadece HCC’nin degil miRNA’larin da
karaciger hasarini teshis etmek i¢in kullanilabilecegini diislindiirmektedir. miR-21’e ek olarak
diger iic miRNA’nin, miR-221, miR-222 ve miR-224, farkli ifadelere sahip oldugu
kesfedilmistir (Borel et al., 2012). Arastirdigimiz miR-146b-5p ekspresyonunun HBV-HCC

grubunda kontrol ve diger gruplara kiyasla azaldig1 goriilmiistiir.

MikroRNA, HCC igin biyobelirteg¢ olarak ¢alisilan tek niikleik asitler degildir. LncRNA da
potansiyel biyobelirtegler olarak ¢alisilmistir. Li ve arkadaslari, HCC’de ekspresyonu artan
INCRNA’lar1 belirlemek i¢in birden fazla veri tabanini incelemis ve ardindan biyobelirteg olarak
faydalarini degerlendirmek i¢in bagimsiz bir HCC kohortundan ve kontrol hastalarindan alinan
serum Orneklerini kullanmistir (Li et al., 2015) . Bu ¢alisma sayesinde, iki IncRNA potansiyel
biyobelirteg olarak tanimlanmistir: HULC ve Linc00152, her ikisi de HCC’li hastalarin
plazmasinda yukar1 regiile edilmistir. HCC tanis1 i¢in AUROC, HULC ve Linc00152 i¢in
strastyla 0,78 ve 0,85 idi. HULC ve Linc00152 kombinasyonu 0,87 AUROC verirken AFP
ilavesi AUROCyi 0,89’a yiikseltmistir.

Arastirmacilar, hepatit B virlistine (HBV) bagli hepatoselliiler karsinomlu (HCC) bireylerin

plazma ve serumlarinda ve karaciger timor dokularinda bulunan siklikla diizensiz miRNAlar1

inceliyor. MiR-21, MiR-26, MiR-122, MiR-125b, MiR-192, MiR-206, MiR-222, MiR-223 ve
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MiR-224, HBV-HCC’li hastalardan siklikla bildirilen diizensiz dolasimdaki miRNA ’lardir (Xu
et al., 2020). Bununla birlikte, diger miRNA’lar, ¢aligmalar arasinda veya timor dokusu ile
serum veya plazma arasinda tutarsiz veya farkli diizensizlik profilleri sergilemistir. Ornegin,
miR-122 HCC dokusunda siklikla ekspresyonu azalmistir (Budhu et al., 2008; Peng Gao et al.,
2011; Thurnherr et al., 2016), ancak dolasimdaki miRNA seviyeleri farkli ¢aligmalarda hem
arttigr hem de azaldigi bulunmustur (Y. Li et al., 2017; Qi et al., 2011; Xu et al., 2011; Zhou et
al., 2011). miR-18a, miR-21, miR-221, miR-222 ve miR-224 karaciger tiimor dokularinda
ekspresyonu artan miRNA’lar olarak bildirilirken miR-26a, miR-101, miR-122, miR-125b,
miR-145, miR-199a, miR-199b, miR-200a ve miR-223 ekspresyonu azalan miRNA’lar olarak
bildirilmektedir. Baz1 arastirmacilar hem HCC hastalarinda hem de kronik hepatit hastalarinda
bu seviyelerin daha yiiksek oldugu verisine dayanarak, miR-122’nin yiiksek kan seviyelerinin
HCC’nin kendisinden ziyade karaciger hasarindan kaynaklanabilecegini varsaymaktadir (Qi et
al.,, 2011; Xu et al.,, 2011). HCC hastalarinin dokularinda ve serumlarinda miRNA
ekspresyonunu ¢esitli degiskenlerin kontrol etmesi de miimkiindiir. Viral iligkili HCC’nin
patogenezinin anlasilmasi, bu oldukg¢a kotii huylu kanser tiiriiniin etkili bir sekilde 6nlenmesi
ve tedavisinin gelistirilmesi i¢in énemlidir (Bréchot et al., 2000; Thorgeirsson & Grisham,
2002). Bu sonuglar, miRNA’larin invazif olmayan bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegine
dair umudu gostermektedir (JLopez-Berestein & GSood, 2011). Calismamizin in-Silico
kisminda miR-146b-5p’nin dokuda arttig1 ancak in-vivo kisminda miR-146b-5p’nin serumdaki
ekspresyonunun azaldigr goriilmistiir ki bu da HBV’ye bagli HCC’de doku ve serumda farkli

seviyelerde olabilecegini gosteren bir kanittir.

Metastazla iliskili akciger adenokarsinom transkripti 1 (MALATI1) uzun kodlamayan RNA,
HCC dokularinda tiimore komsu dokulara gore daha yiliksek bulunmus ve MALATT ile miR-
146b-5p arasinda tamamlayici bir dizi ve bu iki kodlamayan RNA arasinda negatif bir iligki
tespit edilmistir (C. Li et al., 2017). Bu bulgular MALATZ21’i miR-146b-5p’nin molekiiler bir
stingeri olarak tanimlamistir ve bu da miR-146b-5p ifadesinin HCC’de neden daha diisiik
oldugunu aciklayabilir. Caligmamizda, mir-146b-5p ekspresyonu ilk kez HBV-HCC

gruplarinda serumda digerlerine gore dnemli dl¢lide azalmis olarak kesfedilmistir.

MiR-4510, HCC hiicrelerinde glypicane-3 (GPC3) ekspresyonunu inhibe eder ve HCC
timorlerinde 6nemli dlglide azalmistir (Cartier et al., 2017; Jalvy-Delvaille et al., 2012; Maurel
et al., 2013), bu galismalar neden serumda ekspresyonunu gosteremedigimizi agiklayabilir.
miR-4510, HCC hiicre hatlarinda proliferasyon durmasi ve apoptozu indiikleyen GPC3
ekspresyonunun en giiclii inhibitoriiydii (Hoshida et al., 2009; Zynger et al., 2008). Ek olarak,
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miR-4510 ekspresyonu GIST’lerde komsu normal dokulara kiyasla azalmigtir. miR-4510"un
asir1  ekspresyonu apolipoprotein  C-1I’yi  (APOC2) hedefleyerek GIST-882 hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu inhibe etmistir. Bu sonuglar miR-4510’un
asirt ekspresyonunun AKT ve ERKI1/2 fosforilasyonunu da inhibe ettigini, matris
metallopeptidaz 2 (MMP2) ve MMP9 ekspresyonunu azalttigini gostermistir (Chen et al.,
2020).

Mevcut ¢alismada, miR-146b’nin HBV-HCC hasta serumlarinda, HBV-Siroz hastalarinin
serumlarinda ve KHB hastalarinin serumlarinda saglikli serumlara kiyasla ekspresyonunun
azaldig1r gosterilmistir. miR-146b’nin ekpresyonundaki artis, komsu normal karaciger
dokularina kiyasla TGCA-LIHC tiimor dokusunda da gozlenmistir. Calismamiz ilk olarak
mMIiRNA-146-5p serum ekspresyon seviyesinin HCC’de onemli 6lgiide diisik oldugunu
gostermistir. Ancak miRNA-4510 tiim ¢alisma gruplarinda serumda karsilastirilabilir diizeyde
tespit edilememistir. miR-4510 kontrol grubunda sadece ii¢ kiside bulundugu icin kalitatif bir
kriter olarak degerlendirilmistir. Hepatit B viriisii enfeksiyonundan sonra ekspresyonu azalmig

veya baskilanmis olabilir.

Cok sayida aragtirma ¢alismasinin degerlendirilmesi, miRNA’larin protein kodlayan genlerin
biiyiik ¢ogunlugunu dogrudan etkileyebilecegi sonucuna varmistir. miRNA iglevlerini ve
bunlarin hastalik gelisimi iizerindeki sonuglarini anlamak, miRNA hedeflerinin tanimlanmasini
gerektirir. miRNA’lar ve hedef genleri arasindaki geri beslemenin kontrolii, HCC gelisimi i¢in
cok onemlidir. Tek bir miRNA, HCC fenotipinin olusumunda ve siirdiiriilmesinde rol oynayan
bircok geni hedefleyebilir. Bununla birlikte, miRNA’larin hedef genleri ile iliskisi ve bu
iligskilerin HCC gelisimi {izerindeki etkisi nadiren arastirilmaktadir. Bu ¢alismada, miR-146b-

5p ve miR-4510’un prediktif degeri olabilecek hedef genlerini de arastirdik.

miR-146b-5p prostat kanseri, pankreas kanseri ve glioblastoma gibi solid tiimoérlerde siklikla
ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (Y. Li et al., 2013). HCC ile iliskili miRNA’larin analizi,
miR-146b-5p’nin HCC’yi diizenleyen en yiiksek sayida isaret genine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle, miR-146b-5p’nin HCC’nin ilerlemesinde 6nemli roller oynayabilecegi
ve HCC’nin tahmini igin yeni biyobelirtegler olabilecegi diisiiniilmiistiir (Ding et al., 2017).
Bununla birlikte, bu ¢alismada deneysel dogrulama eksikligi ve ekspresyon profili verilerinin
ortak analizi gibi sinirlamalar vardi. Ancak bizim verilerimiz miR-146b-5p ifadesinin deneysel

dogrulamasini ve analizini saglamaktadir.
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miR-146b eksikligi, TRAF6 ve IRAK1 ekspresyonunun yukari regiilasyonu ve hem T24T hem
de UMUC3 hiicrelerinde MMP2 proteininin bollugunda dramatik bir zayiflama ile
sonuclanmistir. Dahasi, MMP2, mesane kanseri istilasina aracilik etmesinden sorumlu miR-
146b ekspresyonunun azaltic1 efektorii olarak tanimlanmistir (Chi & Zhou, 2016; Zhu et al.,
2019). Ayrica, miR-146b-5p ve TRAF6 mRNA arasindaki ikili etkilesimi, miRNA-mRNA
dubleksi arasindaki giiglii baglanma enerjisini dogrulamaktadir. Bu kanit, TRAF6 nin HCC’de
miR-146b-5p’nin dogrudan hedef geni oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, miR-146b-5p ve
hedefi TRAF6’nin hepatoseliiler kanserdeki islevinin daha fazla karakterizasyon ve
dogrulamaya ihtiyaci vardir. Ayrica, bu tahminler gelecekte deneysel dogrulamaya dayali
mekanistik rollerinin anlasilmasiyla dogrulanmalidir. miR-146b-5p, hesaplamali klinik

arastirma ile HBV-HCC i¢in 6ngoriicii bir biyobelirteg olabilir.

Bildirilen ¢aligmalarin ¢ogu IRAK1 ve TRAF6’y1 miR-146 ailesinin temel hedefleri olarak
tanimlamaktadir (Paterson & Kriegel, 2017). Bir calismada miR-146b’nin NFKB yolu {izerinde
negatif geri beslemeli bir tiimor baskilayici olarak rolii vurgulanmistir ve miR-146b’nin
ekspresyonundaki artisin  tiimorigenez lizerinde molekiiler bir fren olabilecegini
diisiindirmektedir (Bhaumik et al., 2009; Hou et al., 2009; Xiang et al., 2014). Toll benzeri
reseptor diizenegi (TLR), IRAK1 ve TRAF6'nin TAK/TAB kompleksi ile birlikte uyarilmasi,
ardindan IKK kompleksi ve NFKB'in aktivasyonunu saglayarak enflamatuar/immiin yanitin
indiikledigi ¢ekirdege translokasyonla sonuglanir. Bu da enflamatuar yanit genlerini ve MIR-
146 ekspresyonunu indiikler (Paterson & Kriegel, 2017). Ayrica, Liu ve arkadaslart miR-146b-
S5p’nin dogrudan TRAF6’y1 hedefleyerek gliomalarda antitiimor etkiler gosterdigini ortaya
koymustur (Liu et al., 2015). Kanitlar ayrica miR-146b-5p’nin in vitro ve in vivo olarak
TRAF6/p-Akt sinyal yolagini inhibe ederek tiimor baskilayict oldugunu dogrulamistir (C. Li et
al., 2017). In vitro olarak, miR-146b-5p’nin artan ekspresyonunun MHCC97-H hiicrelerinde
TRAF6 mRNA ifadesini inhibe ettigi ve Hep3B hiicrelerinde miR-146b-5p’nin azalan
ekspresyonunun TRAF6 ifadesini indiikledigi ortaya konmustur. Mir-146b-5p’nin TRAF6
aracilt p-Akt fosforilasyonunu inhibe ederek tiimor biiylimesini ve metastaz1 engelledigini
gostermislerdir. MiR-146b-5p ekspresyonunun dort HCC hiicre hattinda (MHCC97-H,
SMMC-7721, Hep3B ve HepG2) ve bir insan liimsiiz karaciger hiicre hattinda (LO2) azaldig1
gosterilmistir. miR-146b-5p knock-downun Hep3B hiicrelerinde p-Akt ekspresyonunu
artirdig1, miR-146b-5p overexpressionun ise MHCC97-H hiicrelerinde p-Akt ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (C. Li et al., 2017). TRAF6 asir1 ekspresyonu tiimorigenez ve timor
gelisimi ile yakindan iligkilidir. TRAF6, kanserde yer alan farkli sinyal yolaklarini etkiler ve

tiimor hiicresi proliferasyonunu, hayatta kalmayi, apoptozu ve invazyonu diizenler. TCGA ve
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GEO’dan elde edilen istatistiklere gore, TRAF6’nin yiiksek ekspresyonu, TRAF6 nin diisiik
ekspresyonuna kiyasla kotii prognozla onemli Olgiide iliskilidir (Li et al., 2020). Biz de

calismamizda benzer sonuclar bulduk.

Bu makalelerin ¢ogu, miR-146b-5p’nin IRAK1, TRAF6 ve NF-KB sinyalizasyonunun
diizenlenmesine aracilik ederek inflamatuar hiicrelerde anahtar rol oynadigini1 ima etmektedir.
Bu heyecan verici immiin-onkoloji ve immiinoterapi ¢aginda, miR-146b-5p’yi bu a¢idan
incelemek ilging olacaktir. miR-146b-5p’nin HCC’deki roliiniin baslangigta tahmin edilenden
daha karmasik olmasi miimkiindiir. miR-146b-5p ve KEGG analizi yoluyla kanser olusumuna
dahil oldugu belirlenen genler, HCC gelisimi ile yakindan iliskili olabilir. miR-146b-5p’nin
rolii birgok kanserde ortaya konmus olsa da, HCC’deki rolii ve islevi hala belirsizdir. Bu
calismalarda nispeten kiigiik 6rneklem boyutlari kullanilmistir ve bu da neden birbirlerini
tamamen desteklemediklerini agiklayabilir. Yine, herhangi bir somut sonuca varilmadan 6nce
bu kavramin daha fazla arastirllmasi gerekmektedir. miR-146b-5p ifadesinin, HBV
enfeksiyonundan kaynaklanan karaciger kanserinde, diger mekanizmalardan kaynaklanan
karaciger kanserine kiyasla farkli sekilde diizenlenmis olmasi miimkiindiir. Birlikte ele
alindiginda, yukaridaki sonuglar miR-146b-5p asagi regiilasyonunun klinik hepatoseliiler
karsinom hastalari1 i¢in yeni bir prognostik biyobelirte¢ olarak hizmet etme potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.

Mevcut c¢alismamizda miRNA ifade diizeylerini degerlendirmek igin RT-PCR ve HCC’de
miRNA/hedef gen zenginlesmesi iizerine bir biyoinformatik analiz ger¢eklestirdik. Ayrica
TCGA’dan LIHC verilerini topladik ve bu in silico 6rnekleri HCC’de bu miRNA’larin hangi
genleri hedefledigini belirlemek icin kullanildi. Son olarak, bu miRNA’larin seviyeleri ile
hedeflenen genlerin KEGG yolagi arasindaki potansiyel bir iliski arastirilmigtir. miRNA’larin
onemli Ol¢iide dahil oldugu yolaklar hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin KEGG yolak
analizi kullanilmistir. Bu calismadaki KEGG yol analizi, farkli sekilde ifade edilen
mMiRNA’larin esas olarak kanser haritasindaki yollarda zenginlestigini gostermistir. Daha once
bahsedilen deneysel sertifika miRNA-hedef gen veritabanlarina dayanarak, miRNA-hedef gen
diizenleyici ag1 Network Analyst web araci kullanilarak olusturulmustur. Bu calismada, KEGG
zenginlestirme analizi, miR-4510 ve miR-146b-5p tarafindan diizenlenen hedef genlerin esas
olarak MAPK sinyal yolagi, kanser yolaklar1 gibi islevlerde zenginlestigini gostermistir.
MAPK sinyalinin, [ biliylime faktoriinlin donilislimiine yanit olarak aktini yeniden
sekillendirerek in vivo hiicre invazyonunu ve timor ilerlemesini tesvik ettigi gosterilmistir

(Daroqui et al., 2012). Timoér nekroz faktoriiniin p38 MAPK/mitojen ve stresle aktive olan
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protein kinaz 1 sinyal yolu ile siklik adenozin monofosfat baglayici protein yanit elemanini
aktive ettigi bulunmustur (Gustin et al., 2004). MAPK sinyalizasyon ve kanser yollar1t HCC
stirecleriyle yakindan iliskilidir ve bu nedenle MAPK sinyalizasyon yolu ve kanserle ilgili
yollarla (KEGG analizi ile belirlendigi gibi) iliskili olan farkli sekilde ifade edilen miRNA,
HCC gelisiminde rol alabilir. Ayrica, The Cancer Genome Atlas (TCGA) potansiyel miR-146b
IRAK1 diizenlemesinin klasik PTC alt tipini karakterize ettigini 6ne siirmistiir (Stokowy et al.,
2016). HCC orneklerinde farkli cksprese edilen miRNA’lar, miRNA’nin karaciger
kanserindeki 6nemini arastirmak i¢in ayrica analiz edilmistir. miRNA-hedefli gen ile ilgili in
silico analizler TRAF6, TMEM167A ve TMPRSS5 genleri hem miR-146b-5p hem de miR-4510
tarafindan hedeflenmistir. Her iki miRNA’y1 da hedef alan bu {i¢ genin ve ayrica TMEM167A
ve TMPRS5’in ilk kez aynt miRNA’lar1 tanimladigini bulduk. Ancak, bu veriler HCC
gelisiminin anlasilmasi igin miR-146b-5p ve mIiR-4510 aracili gen diizenlemesinin
tanimlanmasi i¢in g¢aligilmalidir. Bu nedenle, bu genleri diizenleyen miRNA’lar HCC igin

Onemli olabilir.

Bu nedenle, bir kan testinin daha az invazivligini birlestirecek ve giivenilir bir erken teshis
yontemi olarak hizmet edecek yeni belirteclere ihtiyag vardir. miRNA’lar kesinlikle bu
potansiyele sahiptir ¢linkii sadece serum / plazmada tespit edilebilmeleri degil, ayn1 zamanda
duyarliliklar ve stabiliteleri klinik bir ortam i¢in uygundur. Yonteme bagli olarak, bir kopya
kadar az bir miktar tespit edilebilir (Borel et al., 2012). Bununla birlikte, HCC’ye ¢ogunlukla
viral enfeksiyon, siroz veya altta yatan diger karaciger rahatsizliklar eslik ettiginden uygun
kontroller kullanilmalidir. Bu nedenle, bir miRNA’nin HCC’ye 6zgiilliigiinii degerlendirmek
i¢in, yalnizca yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis bir kontrol grubu saglamak degil, ayni
zamanda altta yatan karaciger hastaliginin etiyolojisi ve ciddiyeti agisindan da eslestirilmeleri
kritik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle dolagimdaki miRNA’lar, su anda kullanilan tiimor
belirteclerinden daha 1yi performans gostermeleri halinde HCC hastalarinda ilk basamak test
olarak kullanilabilir. Dolagimdaki miRNA’larin kesfi ilging¢ klinik perspektifler sunmaktadir
ancak bu arastirma alani oldukga yenidir ve daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir. Hangi
MIRNA’nin hastalik gelisimi ve prognozun erken agsamalarinda HCC varlig: ile hassas ve

giivenilir bir sekilde iligkilendirilebilecegi heniiz belirlenmemistir.

HCC’de, birkagc miRNA’nin iki islevi vardir. Tiimor gelisimi ve ilerlemesi sirasinda hem
onkogen hem de tiimor baskilayici genler olarak iglev gorebilirler. Rolleri belirlemek igin kesin
ve hizli kurallar yoktur. Bu durum, klinisyenlerin bu tiir miRNA’lar1 yiiksek ya da diisiik

miktarlarina bakmaksizin dikkatle izlemeleri gerektigi anlamina gelebilir. miRNA aracili gen
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diizenlemesinin 6nemli bir transkripsiyon sonrasi mekanizma olarak tanimlanmasi, kanser
genetigini daha da karmagik hale getirmektedir. Bununla birlikte, miRNA’larin biiylime ve
tiimorigenezi kontrol ettigi molekiiler yolaklarin anlasilmasi, kanser teshisi ve tedavisi i¢in

yepyeni fikirlerle sonuglanabilir

Ayrica, potansiyel bir 6ngoriicii biyobelirteg sergilemek i¢in, HBV-HCC’de miR-146b-5p ve
miR-4510’un ifade diizeyi analizini gergeklestirdik. Ekspresyon diizeyinin gesitli alt gruplar
(KHB, HBV-Siroz) arasindaki etkisinin tahmin edilmesi de bu miRNA'larin hepatoseliiler
karsinomdaki roliinii gostermektedir. Verilerimiz miR-146b-5p ekspresyonunun HBV-HCC
grubunda diger gruplara gére daha diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica, kontrol grubunda daha
yiikksek miR-146b-5p ekspresyonu gozlenmistir. Bu arada, miR-146b-5p ekspresyonunu
gostermek igin bir in vivo ¢alisma ve saglikli 6rneklerle karsilagtirildiginda HCC 6rneklerinde

hem miRNA'larin hedef genlerini hem de biyoinformatik bir ¢calisma gerceklestirdik.

Calismamiz, miRTarBase’den tahmin analizi yoluyla Mir skoru kullanarak miR-146b-5p ve
TRAF6 ile miR-4510 ve RAF etkilesiminin anlasilmasini genisletmektedir. Bununla birlikte,
baz1 ¢eliskili sonuglar daha biiyiik 6lcekli arastirmalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir.
Farkli kanser tiirlerinde hedef gen dogrulamasi ve yol analizi gereksiz degildir. Yukarida
aciklanan sonuglar, IRAK1, TRAF6 ve .... gibi bazi hedef genlerin miR-146b-5p aracili
diizenlenmesinin bazi durumlarda tiimdrigenezi destekledigini, bazilarinda ise engelledigini

gostermektedir.

Diger ilging deneyler, miRNA’larin insan viicut sivilarinda tespit edilebildigini, genellikle
kanser hastalarindan alinan sivilarda saglikli bireylerden alinan sivilara kiyasla farkl
konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir. Bu seviyeler bazen kanser alt tipine ve metastaz
durumuna bagli olarak bile farklilik gostermektedir (lacona & Lutz, 2019). Bu durum, miR-

4510’un ¢alismamizda neden yalnizca kontrol grubunda ifade edildigini destekleyebilir.
mMiR-4510 ve miR-146b-5p’nin prediktif bir degeri vardir, prognostik degerlerine ulasamadik.
Arastirma 6rneklemimiz biiyiik degildi, gelecekteki calismalar.

Klinik numune taramalari, kismen numune alma siirecindeki (cerrahi veya biyopsi) teknik
cesitlilik, dondurma siiresi ve yontemi, RNA izolasyon yontemi ve tespit yontemi nedeniyle
niteliksel olarak heterojendir. MiRNA taramalarinin ¢ogunlugu miRNA RT-qPCR kullanilarak
gerceklestirilirken, bazi makaleler mikroarray ve NGS’yi de igermektedir. ikinci olarak, dnemli

bir varyans kaynagi hastaligin etiyolojisidir. Veriler bir havuzda toplanirken bu durum goéz
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ontlinde bulundurulmalidir ¢ilinkii hasta grubu tek bir etiyolojiye (alkol veya viriis) veya birden

fazla etiyolojiye (alkol art1 viral) sahip olabilir (Borel et al., 2012).

Ucgiincii olarak, miRNA diizensizliklerinin erken bir asamada gelismeye baslamasina ragmen
(P. Gao et al.,, 2011), miRNA ekspresyonunun hastalik ilerledik¢e nasil degistigi belirsiz
oldugundan, hastaligin evresini dikkate almak 6nemlidir. Normalizasyon i¢in kullanilan kontrol
dokusu, farkli bir patolojisi olan veya bilinen bir patolojisi olmayan hastalardan alinan saglikli
karaciger veya ayn1 hastadan alinan, yani altta yatan ayni karaciger hastaligina (6rn. siroz, viral
enfeksiyon) sahip tlimoral olmayan karaciger dokusu olabilir, ayrica 6nemlidir (Borel et al.,
2012). Bu son segenek, yalnizca birey i¢i degisikliklerin incelenmesine olanak tanir. Bununla

birlikte, birka¢ 6nemli miRNA'nin diizensizligi ¢esitli taramalarda mevcut gibi gériinmektedir.

Calismamizin in-siliko kisminda dokuda miR-146b-5p’nin arttigi ancak in vivo kisimda
serumda miR-146b-5p ekspresyonunun azaldigi gozlendi ki bu da ¢alismamizi destekleyen bir
kanittir. HBV’ye bagli HCC’de doku ve serumda miR-146b-5p’nin farkli diizeylerde

Diger kanser tiirlerine sahip hastalarda da miR-146b’nin serum konsantrasyonlari incelenmistir.
MiR-146b’nin serum seviyeleri, 6zofagus skuaméz hiicreli kanserden muzdarip hastalarda
saglikli kontrollere gore dnemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur (Wang, Guan ve digerleri,
2016). Metastazla iligkili akciger adenokarsinomu transkript 1 (MALAT1) uzun kodlayici
olmayan RNA, HCC dokularinda tiimér komsu dokulara gore daha yiliksek bulunmus ve
MALAT1 ile miR-146b-5p arasinda tamamlayici bir dizi ve bu ikisi arasinda negatif bir iliski
tespit edilmistir. Bu bulgular MALAT1’i miR-146b-5p’nin molekiiler bir sponge(siingeri)
olarak tanimladi ve bu, miR-146b-5p ekspresyonunun HCC’de neden daha diisiik oldugunu
aciklayabilir (Li, Miao, et al. 2017). Yukaridaki sonuglarin timii, HCC’de miR-146b-5p
ekspresyonunun azalmasinin olumsuz bir faktdr oldugunu ve hiicre biiylimesinin bozulmasina

ve metastaza yol agabilecegini gostermektedir (Li, Miao, et al. 2017).

Bizde potansiyel bir prediktif biyobelirteg¢ olabileceklerini belirlemek igin miR-146b-5p ve
miR-4510’un  HBV-HCC’de hastaligin g¢esitli alt gruplarinda (CHB, HBV-cirrhosis)
ekspresyon seviyesi analizini gerceklestirdik. Bu sekilde bu miRNA’larin hepatoselliiler
karsinomdaki roliinii gosterdik. Calismamizda, verilerimiz miR-146b-5p ekspresyonunun
HBV-HCC grubunda diger gruplara gore daha diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica kontrol
grubunda daha yiiksek miR-146b-5p ekspresyonu gozlendi. Bu bir in vivo ¢alismanin yani sira,
miR-146b—5p ekspresyonunu gostermek i¢in HCC orneklerinde her iki miRNA’nin hedef
genlerinin biyoinformatik bir analiz gergeklestirdik. Calismamizda ilk kez mir-146b-5p
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ekspresyonu HBV-HCC gruplarinda digerlerine gore serumda anlamli derecede azalmis olarak

kesfedilmistir.

HCC tiimoérlerinde 6nemli 6l¢iide azalmis olan MiR-4510, HCC hiicrelerinde proliferasyonun
durmasina ve apoptoza neden olan glipikan-3 (GPC3) ekspresyonunu inhibe ettigi
gozterilmistir (Jalvy-Delvaille, Maurel, ve digerleri 2012, Maurel, Jalvy, ve digerleri. 2013,
Cartier, Indersie, ve ark. 2017) (Zynger, Gupta, et al. 2008, Hoshida, Nijman, et al. 2009), bu
calisma serumda ekspresyonunu neden gosteremedigimizi agiklayabilir. Cilinkii tiimordeki
ekspresyonu azken seruma salinimi da yok denecek kadar az olabilir. Ek olarak, komsu normal
dokulara kiyasla Gastrointestinal timor(GIST)’lerde de miR-4510 ekspresyonu azalmistir.
MiR-4510’un asir1 ekspresyonu, apolipoprotein C-II’yi (APOC2) hedefleyerek GIST-882
hiicre ¢ogalmasini, gociinii ve istilasini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu sonuglar, miR-4510’un
Asirt ekspresyonunun ayrica AKT ve ERK1 / 2'nin fosforilasyonunu inhibe ettigini ve matris
metalopeptidaz 2 (MMP2) ve MMP9 un ekspresyonunu azalttigini gostermistir (Chen, Qin, ve
digerleri. 2020).

Mevcut ¢alismada, saglikli serumlara kiyasla HBV-HCC hasta serumlarinda, HBV-Siroz
hastalarinin serumlarinda ve KHB hastalarinin serumlarinda miR-146b’nin ekpresyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Yaptigimiz in-silico analizde de TGCA-LIHC tiimor dokusunda MiR-
146b’nin ekspresyonunun, bitisik normal karaciger dokularina kiyasla arttigi gozlenmistir.
Calismamiz literatiirde ilk olarak miRNA-146-5p serum ekspresyon seviyesinin HCC’de
anlamli derecede diisiik oldugunu gostermistir. Ancak miRNA-4510, tiim ¢alisma gruplarinda
serumda karsilastirilabilir bir diizeyde saptanamamistir. MiR-4510, kontrol grubunda sadece ii¢
kiside bulundugu icin kalitatif bir kriter olarak kabul edilip, Hepatit B virlisii tarafindan
enfeksiyondan sonra ekspresyonu azalmis ya da baskilanmis oldugu diislintilmiistiir. Bizim
calismamizla tutarli olarak baska calismalarda da insan viicut sivilarinda, saglikli bireylerden
alinan sivilara kiyasla kanser hastalarindan alinan sivilarda genellikle farkli konsantrasyonlarda
miRNA’larin tespit edilebilecegini gosterilmistir. Bu seviyeler bazen kanser alt tipine ve
metastaz durumuna gore farklilik gosterdigi bulunmustur (Iacona ve Lutz 2019). Bu, miR-

4510’un ¢alismamizda neden sadece kontrol grubunda ifade edildigini destekleyebilir.

Coklu arastirma g¢aligmalariin degerlendirilmesi, miRNA’larin protein kodlayan genlerin

bliyiik ¢ogunlugunu dogrudan etkileyebilecegi sonucuna varmistir. MiRNA fonksiyonlarini ve

bunlarin hastalik gelisimi tizerindeki sonuglarini anlamak, miRNA hedeflerinin tanimlanmasini

gerektirir. MiRNA’lar ve hedef genleri arasindaki feedback mekanizmasimin kontrolii,

HCC’nin gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Tek bir miRNA, HCC fenotipinin olusumunda ve
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korunmasinda yer alan bir¢ok geni hedefleyebilir. Bununla birlikte, miRNA’larin hedef genleri

ile iliskisi ve bu iliskilerin HCC gelisimi tizerindeki etkisi nadiren arastirilmaktadir.

Mir 146b 5p’nin ekspresyon seviyesi, prostat kanseri, pankreas kanseri ve glioblastoma gibi
solid tiimorlerde siklikla azalmistir (Li, Wang ve ark. 2013). HCC ile ilgili miRNA’larin analizi
calismasi, miR-146b-5p’nin HCC’yi diizenleyen en ¢ok sayida hedef gene sahip oldugunu
ortaya c¢ikardi. Bu nedenle miR-146b-5p’nin HCC’nin ilerlemesinde &nemli roller
iistlenebilecegi ve belki de HCC’nin tanisi i¢in yeni bir biyobelirteg¢ olabilecegi onerilmistir
(Ding, Yang, ve ark. 2017). Ancak, bu ¢alismanin deneysel dogrulama eksikligi ve ekspresyon
profili verilerinin ortak analizi gibi sinirlamalart vardir. Ancak bizim verilerimiz, miR-146b-5p
ifadesinin deneysel dogrulamasini ve analizini saglar, bu sayede literatiirdeki eksiklik

giderilmis oldu.

Rapor edilen ¢alismalarin ¢ogu, IRAK1 ve TRAF6’y1 miR-146 ailesinin ana hedefleri olarak
tanimlamistir. Ayrica, miR-146b—5p ve TRAF6 mRNA arasindaki karsilikli etkilesim, miRNA-
mRNA c¢iftli bag1 arasindaki giiclii baglanma enerjisini dogrulamistir (Paterson ve Kriegel
2017). Bu kamit, TRAF6’'nin HCC’de miR-146b-5p’nin dogrudan hedef geni oldugunu
gosterebilir. Bu nedenle, miR-146b—5p’nin islevi ve hepatoselliiler kanserdeki hedefi olan
TRAF6’nin daha fazla karakterizasyon ve dogrulamaya ihtiyaci vardir. Ayrica, bu tahminler,
gelecekte deneysel dogrulamaya dayali mekanik rollerini anlayarak dogrulanmalidir. MiR-

146b-5p, hesaplamali klinik aragtirmalarla HBV-HCC igin prediktif bir biyobelirteg olabilir.

MiR-146b-5p ekspresyonunun dért HCC hiicre hattinda (MHCC97-H, SMMC-7721, Hep3B
ve HepG2) ve bir insan 6liimsiiz karaciger hiicre hattinda (LO2) azaldigi gosterilmistir. MiR-
146b-5p yikimmin Hep3B hiicrelerinde p-Akt ekspresyonunu arttirdigi, miR-146b-5p asiri
ekspresyonunun ise MHCC97-H hiicrelerinde p-Akt ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Li,
Miao ve ark. 2017). TRAF6 asir1 ekspresyonu, tiimdrijenez ve tiimor gelisimi ile yakindan
iligkilidir. TRAF6, kanserde yer alan farkli sinyal yollarini etkiler ve tiimor hiicresi
proliferasyonunu, hayatta kalma apoptozunu ve istilasin1 diizenler. TCGA ve GEO'dan alinan
istatistiklere gore, TRAF6’nin yiiksek ekspresyonu, TRAF6’nin diisiik ekspresyonu ile
karsilagtirildiginda kotii prognoz ile 6nemli dlgiide iliskilidir (Li, Liu ve digerleri. 2020). Bizim

calismamizda da yukarida bahsedilen ¢aligsmalarla benzer sonuglar bulduk.

miRNA'lar bir¢cok farkli kanserde diizensizdir ve yaygin laboratuvar teknikleriyle dogru bir
sekilde tespit edilebilir. Bizim ¢alismamizda biyomarker olarak arastirdigimiz bir miR-4510

kalitatif bir belirte¢ olarak diisiiniildii ¢linkii sadece kontrol grubunda 3 bireyde ekspresyonuna
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rastlandi. Ancak grubun toplam birey sayisi kisitli oldugu igin tam popiilasyonun giiven

araligini saglamayabilir.

Calismada arastirilan ikinci mikro RNA miR-146b-5p’ydi. Bu ¢alismada, miR-146b-5p’nin
HSK i¢in tanisal bir biyobelirte¢ olarak hizmet edebilecegini gosterdik. Birka¢ ¢calisma miR-
146b-5p’nin erken evre HSK i¢in invaziv olmayan bir tanisal biyobelirte¢ olarak hizmet
edebilecegini bildirmis olsa da HSK hastalar ile hastaligin prognozunu da dahil edilebilecek
siroz asamasi ve diger alt gruplar arastirllmamistir. Daha 6nceki yapilan bir ¢alismada miR-
146b-5p'min HSK dokularinda ekspresyonunun azaldigini ve kotii prognoz ile korele oldugunu
gostermistir. Ayni ¢alismadan in vitro ve in vivo deneyler, miR-146b-5p'nin proliferasyonu,
gocii ve istilay1 baskilayabildigini ve TRAF6/p-Akt sinyal yolunu inhibe ederek apoptozu
indiikleyebildigini gostermistir.

Ozetle, serum miR-146b-5p> nin diizeylerinin HCC igin invaziv olmayan bir tamisal
biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini ve miR-146b-5p diizeylerinin HCC prognozu igin
Ongoriicii bir biyobelirte¢ olabilecegini gosterdik. Ancak ¢alismamizin 6rneklem biiytikligi

yeterince biiyiik olmayabilir ve daha fazla 6rnekleme dahil edilmelidir.

Birlikte ele alindiginda IncRNA GASS, bir tlimor baskilayici olarak islev goriir ve potansiyel
bir tedavi hedefi veya prognoz belirleyicisi olmay1 vaat eder. GASS'in ekspresyonunun

azalmasiin mekanizmasi ve sinyal yolu daha fazla aragtirmay1 hak ediyor.

Biyoinformatik araglarindaki inanilmaz gelismeler, kanser arastirmalar1 alaninda kodlama
yapan ve yapmayan transkriptlerle ilgili devasa veriler tiretmektedir. Kodlayan ve kodlamayan

RNA'larin karmasik gen diizenleme agindaki molekiiler etkilesimi tam olarak ¢oziilememistir.

Transkriptomik analiz yontemleri, tiim genom diizeyinde mRNA ekspresyon degisikliklerini
degerlendirmeye imkan vermeleri sebebiyle biyobelirte¢ taramalarinda siklikla tercih edilen
yontemlerdir. Fakat, RNA ekspresyonunu etkileyen bir¢ok demografik, klinik, deneysel ve
cevresel faktor bulunmaktadir. Transkriptomik arastirmalar sonucunda elde edilen verilerin
hastalik ile direkt olarak iliskilendirilebilmesi icin bu faktorlerin minimuma indirilmesi

gerekmektedir.

HBV-iliskili HCC hastalarina iligskin transkriptomik veri oldukca kisitli olup, bu arasgtirmalarin
birgogunda tiimorlerin derecelendirmesi yapilmamistir. Bu nedenle bu aragtirmada tiimorlerin
dereceleri dikkate alinmadan, tiim tiimor dokulari, eslenik komsu dokular ile karsilastirilmastir.

Hasta grubuna ait veriler kisitli oldugundan calisma sonucunda elde edilen veriler bir diger
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HBV-iliskili HCC hasta grubunda valide edilememistir. Arastirma sonucunda elde edilen

verilerin ileri aragtirmalarda valide edilmesi gerekmektedir.

Bugiine kadar, IncRNA' lar biyolojinin hemen her alaninda temel bir diizenleyici olarak ortaya
cikmistir. LncRNA' nin fonksiyonel roliiniin anlagilmasindaki hizli artisa ragmen, bu alan hentiz
emekleme asamasindadir. Insan hastaliklarindaki rolleri hala bir sirdir. LncRNA' larin gogunun
genomik ve transkriptomik yaklasimlarla tanimlanmis g¢esitli islevlere sahip oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, IncRNA' larin gen ekspresyonunun 6nemli diizenleyicileri
oldugu agiktir ve IncRNA' larin hiicresel ve gelisimsel siireglerde genis bir fonksiyon araligina
sahip oldugu diistiniilmektedir. LncRNA' lar miRNA, mRNA, protein veya bunlarin
kombinasyonu ile karmasik etkilesime yonelik bir platform olarak islev goriirler. LncRNA'
larin yanlis sentezlenmesi, timor baslangici, biliylime ve metastaz icin kanser hiicresi
kapasitelerini verir. LncRNA' lar kanser ve ¢esitli hastaliklarin teshisi ve tedavisi i¢in umut

verici bir hedef olarak hizmet eder.

Gelecekteki IncRNA ¢alismalarinin genomumuzdaki roliinii tam olarak anlamak igin gerekli
olmas1 gerekmektedir. Gelecekte; IncRNA fonksiyonlarin1 nedensel olarak gostermek icin
biiylik 6lcekli fonksiyon kaybi veya fonksiyon kazanci c¢alismalarina ihtiyag vardir. In vivo
IncRNA' larin islevini anlamak i¢in genetik model sistemlerinin gelistirilmesine agik bir ihtiyag
vardir. ASO (antisense oligo niikleotid)' lerin kullanimi, siRNA, terapdtik amag igin
hastaliklarla iliskili IncRNA' lar1 hedeflemek i¢in kullanilabilir. Genom i¢inde belirli bolgeler

i¢in yeni epigenetik miidahale araglari olarak hareket ettirilebilirler.
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