Arastirma Makalesi / Research Article

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine 2022; 61 (2): 249-258

Hepatit-B virus iligkili hepatoselliiler karsinomda tiimoral glipikan 3 mRNA
seviyesinin diagnostik ve prognostik biyobelirte¢ olabilme potansiyelinin
entegratif transkriptomik meta-analiz ve biyoinformatik ile degerlendirilmesi
Evaluation of tumoral glypican 3 mRNA level as a diagnostic and prognostic
biomarker for hepatitis-b virus-associated hepatocellular carcinoma by an
integrative transcriptomic meta-analysis and bioinformatics
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oz

Amagc: Bu ¢alismanin amaci HBV-iligkili hepatoselliler kansinom hastalarinda timoéral GPC3 mRNA
seviyesinin diagnostik ve prognostik biyobelirte¢ olabilme potansiyelinin dederlendiriimesidir.

Gere¢ ve Yontem: Eslenik timor icermeyen karaciger dokularina goére HBV-iligkili HCC tumor
dokularinda GPC3 mRNA ekspresyonu entegratif transkriptomik meta-analiz yontemi ile belirlendi.
Sonuglar farkli bir hasta kohortunda valide edildi ve GPC3 mRNA seviyesi ile klinik degiskenler
arasindaki iliski degerlendirildi.

Bulgular: Meta-analize 4 farkli veri setinden (GSE19665;GSE84402;GSE121248;GSES55092) HBV-
iliskili hepatoselliler karsinom dokulari (n=61) ile eslenik timér icermeyen dokulara (n=61) ait
transkriptomik veriler dahil edildi. GPC3 mRNA seviyesi'nin eslenik dokulara gbére timérde daha
yuksek oldugu bulundu (kat degisimi=12,88; p=0; FDR=0). Sonuglar GSE14520 veri setinde (HBV-
iliskili HCC timdr (n)=203;eslenik non-timédral doku (n)=203) valide edildi (log-kat degisimi= 4,82;
adj.p=1, 43 E-79). ROC analizi sonucunda GPC3 mRNA seviyesinin tumodr dokularini tGmor
icermeyen egslenik karaciger dokularindan yuksek spesifite ve sensitivite ile ayirabildigi bulundu
(n=203;AUC=0,9108;%95CI=0,08792-0,9424;p<0,0001). Tumoéral GPC3 mRNA seviyesi ile hastalarda
genel sagkalim (HR (logrank)= 0,81; %95CI=0,5223-1,2771; p= 0,3663), 3 yIl icinde rekurrans geligimi
(p=0.5793) ya da erken (<1 yil) ve geg¢ rekurrans (>3 yil) (p= 0.9950) arasinda bir iligki bulunmadi.
Cok-degiskenli Cox orantili tehlikeler regresyon analizleri sonucunda da GPC3 mRNA seviyesi ile
genel sagkalim arasinda bir iliski bulunmadi. Yiuksek GPC3 mRNA seviyesi yuksek serum AFP
seviyesi, kliglik timor boyutu ve aktif viral replikasyon ile iliskili bulundu. GPC3 mRNA seviyesi CLIP
evre 0’a gore evre 1’de daha yuksekti, fakat TNM ve BCLC evreleme arasinda iligki yoktu.

Sonug: Calisma sonuclari HBV-iligkili HCC ve yakin timér icermeyen karaciger doku ayriminda
GPC3 mRNA seviyesinin yluksek spesifite ve sensitivite ile is gorebilecek bir diagnostik biyobelirteg
olma potansiyelinin oldukg¢a ylksek, fakat prognostik bir biyobelirte¢ olabilme potansiyelinin digiik
oldugunu énermektedir.

Anahtar Sozciikler: Hepatit B virlisui, hepatosellller karsinom, glipikan 3, GPC3, biyobelirteg.

ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to evaluate the potential of GPC3 mRNA level as a diagnostic and
prognostic biomarker for HBV-associated HCC.

Materials and Methods: GPC3 mRNA expression in HBV-associated HCC tumor tissues compared
to matched adjacent tissues was evaluated by integrative transcriptomic meta-analysis. The results
were validated in a different patient cohort and the possible associations between GPC3 mRNA level
and the clinical variables were evaluated.
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Results: Transcriptomic data of HBV-associated HCC tissues (n=61) and matched adjacent tissues
(n=61) from four datasets (GSE19665;GSE84402;GSE121248;GSE55092) were included in the meta-
analysis. GPC3 mRNA level was found to be higher in tumors than adjacent tissues (fold
change=12.88; p= 0;FDR=0). The result was validated in GSE14520, (HBV-associated HCC(n)=203;
matched adjacent tissue(n)=203), (log-fold-change= 4.82; adj.p=1.43E-79). It was found that GPC3
MRNA level could distinguish HCC from adjacent tissues with high specificity and sensitivity
(AUC=0.9108;95%CI=0.08792-0.9424;p<0.0001). There was no association between tumoral GPC3
mRNA level and overall survival (HR (logrank)=0.81;95%CI=0.5223-1.2771;p=0.3663), recurrence
within 3 years (p=0.5793), and early, or late recurrence (p= 0.9950). Multivariate Cox proportional
hazards regression analyzes also found no association between GPC3 mRNA level and overall
survival. High GPC3 mRNA level was associated with high serum AFP level, small tumor size and
active viral replication. GPC3 mRNA level was higher at stage 1 than CLIP stage 0 but showed no
association with TNM and BCLC staging.

Conclusion: The results of the study suggest that the GPC3 mRNA level has the potential to be a
diagnostic biomarker that can work with high specificity and sensitivity in differentiating between HBV-
associated HCC and adjacent tissues. However, its potential to be a prognostic biomarker is low.

Keywords: Hepatitis B virus, hepatocellular carcinoma, glypican 3, GPC3, biomarker.
GiRiS

Hepatoseliler karsinom (HCC), karaciger
timorlerinin %90'in1 olusturur ve diinya ¢apinda

kiyasla kantitatif ve daha hassas sonug
verebilmeleri agisindan avantajli ydntemlerdir. Bu
calismada, kamusal veri bankalarindan elde

kansere bagli 6limlerin dordincli &énde gelen
nedenidir (1). Cogu durumda, hastaligin ileri
evrelerde teshis edilmesi, hastalarin tedavi
seceneklerinden elde edecegi faydayi sinirlayan
ve hastalarin hayatta kalma oranlarini énemli
Olgclide azaltan bir faktérdir (1). Hepatit B (HBV)
hastalarinda enfekte hepatositlerden virGsiln
intrahepatik kovalent olarak kapall dairesel
DNA'sInin antiviral tedavi ile elimine
edilememesi, bu hastalarda tedavi sonrasinda
siroza ve HCC’ye progresyon goézlenebilmesine
sebep olabilmektedir (2, 3). Bu sebeple, HBV
hastalarinda HCC gelisiminin dizenli takibinin
gerceklestirilebilmesi icin glvenilir erken tani
biyobelirteglerine ihtiyag bulunmaktadir.

Glypican 3 (GPC3) Kklinikte immuinhistokimya
(IHC) yontemi pozitif boyamasinin HCC tanisina
yardimci oldugu bilinen bir biyobelirtectir (4).
Karaciger biyopsilerinin IHC ile degerlendiriimesi
karaciger hastaliklarinin  degerlendiriimesinde
altin standart olarak kabul edilse de, GPC3

imminreaktivitesinin ~ fokal  olabilecegi  ve
hepatoselliler karsinomun olduk¢ca ylksek
intratimoral  heterojeniteye  sahip  olmasi

nedeniyle biyopsi drneklerinde negatif boyamanin
HCC diagnozunu dislayamayacagdi belirtilmistir
(5). Kronik hepatit B yonetimi icin daha hassas ve
glvenilir biyobelirte¢ analizlerine duyulan ihtiyag
devam etmektedir.

Mesajci  RNA  seviyesinde  gerceklestirilen
molekuler analizler histopatolojik incelemeye
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edilen transkriptomik ve Klinik veriler kullanilarak
hepatit B virisu iligkili hepatoselliler karsinom
hastalarinda timoéral GPC3 mRNA seviyesinin
diagnostik ve prognostik biyobelirte¢ olabilme
potansiyeli literatirde ilk kez degerlendirilmistir.

GEREG ve YONTEM

Gene Expression Omnibus Veri Kiimelerinin
Se¢imi

Bu galismada NCBI Gene Expression Omnibus
(GEO) veri bankasinda depolanan transkriptomik
veriler kullaniimistir. NCBI Gene Expression
Omnibus  (GEO), hepatoselliler karsinom
dokularina ait transkriptomik verileri igeren veri
setleri agisindan taranmistir. inkliizyon kriterleri;
i) insan kaynakl hepatoselliler karsinom timaor
dokulari ve bu dokulara eslenik komsu timor
icermeyen karaciger dokulari, ii) hastaligin
etiyolojisin hepatit B virlis enfeksiyonu oldugu
kesin olarak belirtiimis &rnekler, iii) kullanilan
arraylerin standart platformlara ait olmasi ve iv)
mikroarraylerin tek kanalll olmasi olarak
belirlenmistir.

Ham Verilerin On Iiglemesi ve Array Kalite
Kontrolii

Calisma grubuna dahil edilecek olan veri
kiimelerine ait ham transkriptomik verileri igeren
sinyal yodunlugu dosyalari indirilmigtir. Her bir
veri setine ait ham veriler GEAP (Gene
Expression Analysis Platform Versiyon 0.4.0)
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yaziimina yudklenerek  Affymetrix
algoritmasi ile normalize edilmistir.

RMA normalize log2 sinyal yodunluklarini iceren
normalize gen ekspresyon matriks dosyalari
ExAtlas yazilimi kullanilarak Exatlas klavuzuna
uygun olarak ve énceden bildirdigim sekilde veri
kalitesi dederlendirmesine tabi tutulmustur (6, 7).

Expresso

GPC3 Gen Ekspresyon Seviyelerinin
Entegratif Transkriptomik Meta-Analiz ile
Degerlendirilmesi

GPC3 mRNA seviyesinin HBV ligkili HCC
dokularinda eslenik timér icermeyen karaciger
dokularina  gére  degerlendirilebilmesi  igin
entegratif transkriptomik meta-analiz  dnceki
calismamda uyguladigim protokolln
modifikasyonu ile gerceklestirildi .
Modifikasyonlarin da dahil oldugu meta-analiz
protokoliini gergeklestirmek i¢in 6ncelikle kalite
kontrol asamasini gegemeyen veriler galisma
disinda birakilmigtir. Kalite kontrol asamasini
gecen verileri iceren RMA normalize log2
tabanindaki normalize sinyal yogunlugu dosyalari
ExAtlas yazilmina yiklendikten sonra ExAtlas
programinin bir opsiyonu olan her bir veri setinde
her bir gen igin en iyi prob birakiimistir. Meta-
analizi gergeklestirmek igin ¢alismalar arasindaki
heterojenligin varyansini hesaba katan rastgele
etkiler (Random effects model) yontemi kullanildi.
Transkriptomik meta-analizde her bir timor
dokusuna ait gen ekspresyon profili, komsu
eslenik timor icermeyen karaciger dokusuna ait
profil ile ¢ift karsilastirmasi yontemi kullanilarak
karsilastirildi. Yanhs kesif orani (FDR) 0,05'ten
az ve gen ekspresyonundaki degisiklik = 2 kat
anlamli kabul edildi. Analiz sonucu GPC3 mRNA
seviyesi icin sinirlandirildi ve etki kombine kat
degisikligi olarak sunuldu.

Eksternal Validasyon Grubu ve ROC Analizi

Validasyon analizi NCBI GEO2R ile
gerceklestirildi. Benjamini & Hochberg (yanhs
kesif orani, FDR) dulzeltimesi uygulanmis p
degeri (adj. p) 0,05ten az ve gen
ekspresyonundaki degisiklik = 2 kat anlamh kabul
edildi. ROC (receiver operating characteristic
curve) analizi Graphpad Prism 8.0.1 programi ile
gercgeklestirildi. Analizde 209220 at probuna ait
RMA  normalize log2 tabaninda  sinyal
yogunluklari kullanildi.
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GPC3 mRNA Seviyesinin HBV-iligkili
Hepatoselliiler Karsinom Hastalarinda
Prognostik Degeri

GPC3 timoéral mRNA ekspresyonunun HBV-
iligkili HCC hastalarinda genel sagkalim Uzerine

etkisi Log-rank  (Mantel-Cox)  testi ile
gerceklestirildi. Hasta grubu GPC3 mRNA
seviyesi baz alinarak duslk ve ylksek

ekspresyon olmak Uzere iki gruba ayrildi. %95
guven araligi (%95 ClI), yiksek ekspresyona gore
degerlendirilmis tehlike orani (HR) ve p degeri
hesaplanarak Kaplan-Meier hayatta kalma
grafiginde gosterildi.

GPC3 tumoéral mRNA ekspresyonunun HBV-
iliskili HCC hastalarinda iki grup arasinda farklilik
gOsterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi
ile degerlendirildi. Birden fazla hasta grubundaki
karsilastirmalar Kruskal-Wallis Dunn's multiple
comparisons test ile gergeklestirildi. GPC3 mRNA
seviyesi ile iligkili bulunan Klinik parametreler ve
GPC3 mRNA seviyesinin genel sagkalim tzerine
etkilerinin belirlenmesi igin tek degiskenli Cox
orantil tehlikeler regresyon analizi
gerceklestirildi. GPC3 mRNA seviyesinin iligkili
bulundugu klinik parametreler g6z 6nine
alindiginda tehlike oranini tahmin etmek igin gok
degiskenli bir analiz yapildi. Cox orantil tehlikeler
regresyon analizleri XLSTAT ile diger tim
istatistiksel analizler ise Graphpad Prism 8.0.1
programi  kullanilarak  gerceklestirildi.  Tum
analizlerde p degerinin 0,05'ten az olmasi
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

GPC3 mRNA seviyesi HBV-iligkili HCC tiimér
dokularinda yakin eslenik tiimér icermeyen
karaciger dokularina gére daha yiiksektir
Calismaya dahil edilen veri kiimeleri Tablo-1'de
gosterilmistir.  Entegratif transkriptomik meta-
analize 4 farkh veri setinden (GSE19665 (8),
GSE84402 (9), GSE121248 (10), GSE55092
(11)) kalite kontrolinden gegen HBV-iliskili
hepatoselliler karsinom dokulari (n=61) ile
eslenik timor igcermeyen karaciger dokularina
(n=61) ait transkripomik veriler dahil edildi. Meta-
analiz sonucunda GPC3 mRNA seviyesinin
timoér dokularinda  yakin  timoér igermeyen
karaciger dokularina goére 12,883 kat daha
yuksek oldugu belirlendi (p=0, FDR=0).
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Tablo-1. Caligmaya dabhil edilen transkriptomik veri setleri.

GEO ID Platform Tumor ve eslenik Referans
doku cifti (n)

Entegratif Transkriptomik GSE19665 Affymetrix Human 5 (8)
Meta-Analize Dahil Edilen GSES84402 Genome U133 Plus 13 9)
Veri Setleri GSE121248 2.0 Array 37 (10)
GSE55092 6 (11)

Validasyon ve Prognostik GSE14520 Affymetrix HT 203 (12)

Analizler i¢in kullanilan (LCS Kohort 2) Human Genome
Veri Seti U133A Array

Tablo-2. GSE14520 veri setinden galismanin inklizyon kriterlerine uyan ve ¢alismaya dahil edilen hastalara ait
klinik degigkenler.

Yiizde (%) yada

Degiskenler Kategoriler Ort. + St.D.
Etiyoloji HBV 100
Cinsiyet K 12.808

E 87.192
Yas - 50.754 £ 10.586
HBV Aktif Viral Replikasyon Evet (AVR-CC) 25.123
Hayir (CC) 74.877
ALT(>/<=50U/L) Yiksek 40.887
Disuk 59.113
Ana timor boyutu (>/<=5 cm) NA 0.493
Buylk 34.975
Kigik 64.532
Multinodiler Hayir 79.803
Evet 20.197
Siroz Hayir 6.897
Evet 93.103
TNM Evreleme | 42.857
Il 36.453
i 1.478
A 11.330
1B 6.404
lnc 1.478
BCLC Evreleme 0 9.360
A 68.473
B 10.345
C 11.823
CLIP Evreleme 0 44.828
1 33.498
2 15.271
3 4.433
4 1.478
5 0.493
AFP (>/<=300ng/ml) NA 1.478
Yiksek 44.828
Disik 53.695

HBYV; Hepatit B viriisi, K; kadin, E;erkek, AVR-CC; Aktif viral replikasyonu olan kronik tasiyici, CC; kronik tastyici, ALT; serum
alanin aminotransferaz, BCLC; Barselona Klinigi Karaciger Kanseri, CLIP; Karaciger Kanseri Italyan Programi, AFP; serum alfa-
fetoprotein. Yas ortalama + standart sapma, geri kalan dederler total hasta sayisina gére yiizde olarak ifade edilmistir.
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GPC3 mRNA seviyesi HBV-iligkili HCC igin lyi
Bir Diagnostik Biyobelirte¢ Adayidir

Elde edilen bu anlamli timdéral mRNA yuksekligi
ardindan GSE14520 veri setinde hepatoselliler
karsinom ve yakin tiumor icermeyen eslenik
karaciger dokularina ait transkriptomik verilerini
iceren LCS-Kohort 2'de (n=445) (12) valide
edilmigtir. Bu grupta gergeklestirlen gen
ekspresyon analizi sonucunda GPC3 mRNA
seviyesinin timor dokularinda (n=203) yakin
timor icermeyen karaciger dokularina (n=203)
gore daha yuksek oldugu belirlenmistir (logaritmik
kat degisimi=4,82, adj. p=1,43E-79).

LCS-Kohort 2 grubunda gergeklestirlen ROC
analizi sonucunda GPC3 mMRNA seviyesinin
timoér dokularini  timoér icermeyen eslenik
karaciger dokularindan yiksek spesifite ve
sensitivite ile ayirabildigi bulunmustur
(AUC=0.9108, Std. hata=0.01, %95 CI=0,08792-
0,9424, p <0,0001), (Sekil-1).

GPC3 mRNA Seviyesinin HBV-iligkili
Hepatoselliiler Karsinom Hastalarinda
Prognostik Biyobelirte¢ Olma Potansiyeli
Diigiiktiir

GPC3 MRNA seviyesinin HBV-iligkili
hepatoselliler karsinom hastalarinda prognostik
degerinin belirlenmesi igin LCS-Kohort 2 hasta
grubuna ait klinik ve transkriptomik veriler
kullanildi. LCS Kohortundan cgalismaya uygun
bulunan ve dahil edilen hastalara ait klinik veriler
Tablo-2’de gosteriimektedir.

GPC3 mRNA seviyesi ile HBV-iligkili HCC
hastalarinda tani sonrasi genel sagkalim
arasinda anlamli  bir iliski bulunmadi (HR

(logrank)=0,81, %95 Cl= 0,5223-1,2771, p=
0,3663), (Sekil-2). Tani sonrasi 3 yil icinde
reklrans gelisen (n=92) ve gelismeyen (n=78)
hastalar arasinda timéral GPC3 mRNA seviyesi
acisindan anlamh  bir farklihk  bulunmadi
(p=0.5793), (Sekil-3A). Rekirans gelisen hastalar
erken rekirans (n=49) ve ge¢ rekiirans gelisen
(n=21) olarak iki gruba ayrildiginda aralarinda
GPC3 mRNA seviyesi acisindan bir farklilk
g6zlenmedi (p= 0.9950), (Sekil-3B).

GPC3 mRNA seviyesinin ana timoér boyutu 5
cm’den klguk/esit olan timoérlerde 5 cm’den
biylk olan timodrlere gére anlamh olarak daha
yuksek oldugu bulundu (p=0.0069), (Sekil-4A).
Fakat GPC3 mRNA seviyesi ile tUumurin
multinodller olmasi ile bir iliski bulunmadi
(p=0.9535), (Sekil-4B).

TNM derecelendirmesi | (n=87), Il (n=74) ve llI
(n=42) olan hastalar arasinda timéral GPC3
MRNA seviyesi anlamli bir farklanma gdéstermedi
(p>0.9999), (Sekil-5A). BCLC evrelemesine gore
evre 0 (n=19), A (n=139), B (n=21) ve C (n=24)
olan hasta gruplarinda da benzer sekilde GPC3
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MRNA seviyesi gruplar arasinda farkli bulunmadi
(p>0,05), (Sekil-5B). Hasta sayilarinin evre 0 ile
B ve C evrelerinde az oldugu g6z online alinarak
analiz evre 0-A (n=158) ve B-C evrelerindeki
hastalar (n=45) arasinda gergeklestirildiginde de
bulgu degismedi (p=0,70), (Sekil-5C).

CLIP evrelemesinde hastalar evre 0, 1 ve 2-5
olarak U¢ gruba ayrildiginda, evre 0’a gbre evre
1’de GPC3 mRNA seviyesinin anlamli olarak
daha yiksek oldugu gorildi (p=0.0489). Fakat
CLIP evre 0’a kargl 2-5. evrelerde GPC3 mRNA
seviyesi degerlendirildiginde benzer bir yikseklik
g6zlenmedi (p=0.2270), (Sekil-5D).

Serum alanin aminotransferaz (ALT) seviyesi
50U/L’den yuksek (n=83) ve disik (n=120) olan
hastalarda timoral GPC3 seviyesi arasinda bir
farklihk bulunmamisken (p=0.9785), (Sekil-6A),
serum alfa-fetoprotein (AFP) seviyesi
300ng/ml'den vylksek olan hasta grubunda
(n=91), disuk olan hasta grubuna (n=109) gore
timoéral GPC3 mRNA seviyesi anlamli olarak
daha yuksek bulundu (p=0.0002), (Sekil-6B).
Bunlarla birlikte, viral replikasyon devam eden
hastalarda (n=51) kronik tasiyici hasta grubuna
gore (n=152) timoéral GPC3 mRNA seviyesinin
daha ylksek oldugu tespit edildi (p=0.0495),
(Sekil-6C).
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Sekil-1. Grafikte gosterilen ROC egrisi, timoral GPC3
MRNA seviyesinin HBV-iligkili hepatosellller
kanser dokularini eslenik tumér icermeyen
karaciger  dokularindan ayirt etmedeki
diagnostik  etkinligini  degerlendirmektedir.
ROC egrisi analizi GSE14520 LCS-kohort-2
veri setinden c¢alismaya uygun bulunan
hastalara ait transkriptomik ve klinik veriler
kullanilarak gerceklestirildi. Analiz sonuglarina
ait AUC (egri altindaki alan) degeri, standart
hata, %95 glven arahgi (%95 CI) ve p degeri
grafikte gosterilmektedir.
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Tumodral GPC3 gen ekspresyonu, HBV-iligkili
hepatoselliler kanser hastalarinda genel
sagkahm orani ile iligkili degildir. Kaplan-Meier
hayatta kalma grafigi, GSE14520 LCS-kohort-
2 veri setinden calismaya uygun bulunan
hastalara ait transkriptomik ve Kklinik veriler
kullanilarak olusturuldu. Tehlike orani (HR),
%95 glven araligi (%95 CI) ve log-rank p
degerleri  grafikte  sunulmaktadir.  Genel
sagkalm  kuratif = operasyondan  sonra
herhangi bir hastaliktan 6lime kadar gecen
sure olarak tanimlanmistir.
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HBV-iliskili hepatoselliler kanser hastalarinda
kuratif cerrahi operasyondan sonra 3 yil iginde
rekirans gelisen ve gelismeyen (A) ile
operasyondan sonra erken reklirans ve geg
rekurans gelisen hastalarda (B) timdral GPC3
MRNA seviyesi. Klratif cerrahi operasyondan
sonra 1 seneden kisa slrede rekirans
gelismesi erken rekirans, 3 seneden sonra
gelismesi ise ge¢ rekirans olarak
tanimlanmistir. Analiz GSE14520 LCS-kohort-
2 veri setinden galismaya uygun bulunan
hastalara ait transkriptomik ve klinik veriler
kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Grafikler HBV-iligkili hepatoselliiler kanser
hastalarinda timoral GPC3 mRNA
ekspresyonu ile ana timoér boyutu arasindaki
iliskiyi (A) ve uninodiler ve multinodiler
timoérlerde  GPC3 mRNA seviyesini (B)
gOstermektedir. Analiz GSE14520 LCS-
kohort-2 veri setinden c¢alismaya uygun
bulunan hastalara ait transkriptomik ve klinik
veriler kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil-5. HBV-iligkili HCC hastalarinda timéral GPC3

mRNA seviyesi ile TNM (A), BCLC (B,C) ve
CLIP evreleri arasindaki iligki gdsterilmigstir.
Analiz GSE14520 LCS-kohort-2 veri setinden
calismaya uygun bulunan hastalara ait
transkriptomik ve Klinik veriler kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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Sekil-6. HBV-iligkili HCC hastalarinda timdéral GPC3
MRNA seviyesi ile yiuksek ve digsik serum
ALT (A) ve AFP (B) seviyeleri arasindaki iligki
ile aktif viral replikasyon gozlenen hastalarda
kronik tastyicilara gére timéral GPC3 mRNA

seviyesi gosterilmektedir  (C). Analiz
GSE14520 LCS-kohort-2  veri  setinden
calismaya uygun bulunan hastalara ait

transkriptomik ve klinik veriler kullanilarak
gerceklestirilmigtir.

Cox Orantili Tehlikeler Regresyon
Analizlerinin Sonuglari

Serum AFP degeri bildirimeyen 3 hastaya ait
veriler analizden hari¢ tutuldu (n=200). Tek
degiskenli Cox orantih tehlikeler regresyon
analizinde GPC3 mRNA seviyesinin hastalarda
sagkalim Uzerine anlamh bir etkisi bulunmadi

(coefficient=-0,028, HR=0,972, %95 Cl= 0,0892-
1,060, p=0,523). Aktif viral replikasyon olan
hastalara goére hepatit B virlsi kronik tasiyici
olmanin sagkalim Uzerine anlamli bir etkisi
bulunmadi (coefficient=0.19, HR=0,826,%95 Cl=
0,504-1,352,p=0,447). CLIP evrelemede, evre
0’a gore evre 1'de bulunmak disik sagkalim
agisindan bir risk olusturmazken
(coefficient=0,499, HR=01,647, %95CI=0,941-
2,885, p=0,081), 2-5. evrelerde bulunmak disik

sagkalim riskini artirdig goruldi
(coefficient=1,327, HR=3.770, %95CI=2,187-
6,497, p<0.0001). Serum AFP degerinin

300ng/ml altinda olmasi ise yilksek olmasina
gbre dusuk sagkalim tehlikesini anlamli olarak
azalttigi bulundu (coefficient=-0,477, HR=0.621,
%95CI=0,000-0,969, p=0,036). Cok degiskenli
analizlerin sonuglarina gére GPC3 mRNA
seviyesinin AFP seviyesi, Hepatit B virisu viral
replikasyon statisi ve CLIP evrelemesi
parametreleri sabit tutuldugunda da hastalarda
genel sagkalim Gzerine bir etkisi bulunamamistir.
Tek degiskenli ve ¢ok degiskenli Cox orantili
tehlikeler regresyon analizi sonuglari Tablo-3’de
gOsterilmigtir.

Tablo-3. Tek degiskenli ve ¢ok degiskenli Cox orantili tehlikeler regresyon analizi sonuglari.

Degisken Regresyon Pr > Ki? Tehlike Tehlike Tehlike
Katsayisi Orani Orani Alt  Orani Ust
(HR) Sinir Sinir
(95%) (95%)
Tek Degiskenli
Analizler
GPC3 mRNA 209220_at -0.028 0.523 0.972 0.892 1.060
seviyesi
HBYV Viral Stattisii Kronik Taslyici -0.191 0.447 0.826 0.504 1.352
AFP AFP <=300ng/ml -0.477 0.036 0.621 0.000 0.969
CLIP evreleme CLIP Evre 1 0.499 0.081 1.647 0.941 2.885
CLIP Evre 2-5 1.327 <0.0001 3.770 2.187 6.497
Cok Degiskenli
Analiz (a)
209220_at -0.034 0.442 0.967 0.886 1.054
Kronik Taslyici -0.223 0.383 0.800 0.486 1.320
Cok Degiskenli
Analiz (b)
209220_at -0.061 0.183 0.941 0.860 1.029
AFP <=300ng/ml -0.569 0.017 0.566 0.000 0.905
Cok Degiskenli
Analiz (c)
209220_at -0.046 0.309 0.955 0.875 1.043
CLIP Evre 1 0.557 0.057 1.746 0.985 3.096
CLIP Evre 2-5 1.350 <0.0001 3.858 2.234 6.662
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TARTISMA

GPC3 mMRNA seviyesinin  HCC dokularinda
yuksek miktarda eksprese oldugunu bildiren
arastirmalar bulunmaktadir (13-15). Fakat bu
calismalarda Ornek ya da kontrol sayisinin
oldukga az oldugu ve neredeyse tamaminda
hastaligin  etiyolojisinin  dikkate  alinmadigi
g6zlenmistir. Ayrica, GPC3 mRNA seviyesinin
HCC hastalarinda  klinik  degigkenler ile
korelasyonunu bildiren c¢alismalar da oldukga
kisith olup, GPC3 mRNA seviyesi ile HCC
hastalarinda genel sagkalim, AFP seviyesi, viral
statl, ALT seviyesi, BCLC evreleme, CLIP
evreleme gibi diger klinik parametreler ile
korelasyonunu bildiren arastirma bulunamamisgtir.
Calismanin sonuglari GPC3 mRNA seviyesinin
HBV-iligskili HCC ve eslenik timor igermeyen
karaciger dokusu ayriminda kullanilabilecek
oldukga yiksek spesifite ve sensitiviteye sahip bir
diagnostik biyobelirte¢ olabilecegi gosterilmistir.
Bu sonug¢ goérece az sayidaki HCC hastalarinda
(n=31) timoéral GPC3 mRNA seviyesinin yakin
eslenik  timoér icermeyen  dokulara  gore
degerlendirildigi, GPC3 mRNA seviyesinin iyi bir
diagnostik biyobelirte¢ olabilecegini rapor eden
bir arastirmanin sonuglari ile koreledir (13).
Tdmoéral GPC3 imminreaktivitesinin  HCC
hastalarinda (n=300) diagnostik biyobelirteg
olabilme o6zelligini degerlendiren baska bir
arastirmanin  sonuglari (16) baz alindiginda
GPC3 mRNA seviyesinin GPC3 boyamasina
gore daha yuksek spesifite ve sensitiviteye sahip
olabilecedi gorulmusgtir.

HCC’de tuméral GPC3 mRNA seviyesi ile
prognoz arasindaki iligkiyi degerlendiren tek
calismada az sayidaki HCC hastasinda (n=31)
yuksek ve disik GPC3 ekspresyonu olan hasta
gruplarinda rekiranssiz sagkalm ve klinik
degigkenler ile iliski degerlendirilmistir (13). Bu
calismada ise totalde 203 HBV-iligkili HCC
hastasinda GPC3 mRNA seviyesinin daha 6nce
rapor edilmemis olanlar da dahil Kklinik
degiskenler ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bu
calisma ile bahsedilen calisma (13) arasinda
sonuglari etkileyebilecek temel farkhliklar bu
calismada hasta sayisinin daha fazla olmasi,
hastaligin etiyolojik kdkeni olarak homojen bir
hasta grubunda calisiimasi ve GPC3 mRNA
seviyesinin surekli degisken olarak ele alinmis
olmasidir.

CLIP evrelemesine gore degerlendirildiginde
GPC3 mRNA seviyesinin evre 0’a gore evre 1'de
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daha yiksek oldugu gosterilmistir. CLIP
sisteminde yer alan degerlendirme kriterlerinin
bazilarindan olan tumoran multinodiler
olmasi/olmamasi ile GPC3 mRNA seviyesi
arasinda bir iligki bulunamamis, fakat serum AFP
seviyeleri yilksek olan grupta GPC3 mRNA
seviyesinin daha ylksek oldugu goérilmastir.
AFP seviyesi agisindan elde edilen sonug, dnceki
calismanin sonuglarindan farkli olmakla birlikte
(13), GPC3 IHC boyamasi ile AFP seviyeleri
arasindaki iligkiyi bildiren ¢alismalarin sonuglari
ile koreledir (17, 18). Evre 1 ile 2-5. evreler

arasinda GPC3 mRNA seviyesi agisindan
farklihk  goézlenmemesi mMRNA  seviyesinin
hastaligin  bu  kriterler gbze alindiginda
progresyonu ile korele olmadigina isaret

etmektedir. Bununla birlikte CLIP skoruna gore
hastalar alt gruplara dagitildiginda 2-3-4 ve 5.
evrelerin her birine disen hasta sayisi az
oldugundan bu evrelerin birlikte degerlendiriimesi
progresyon ile mMRNA seviyesi arasindaki
korelasyonun net olarak go6steriiememesine
neden olmus olabilir. ileri CLIP evrelerinde olan
hasta sayisinin daha ylksek oldugu bir hasta
grubunda  bu  verilerin  valide edilmesi
gerekmektedir.

Bu calismada ek olarak BCLC evreleme ile de
GPC3 mRNA  dizeyi arasindaki iligki
degerlendiriimis ve anlamli bir iligki olmadigi
gOsterilmistir. 0-A ve B-C evresindeki hastalar

arasinda ve hastaigin multinoddler olup
olmamasi arasinda timoéral GPC3 seviyesi
arasinda farklilk bulunmamasi bu veriyi
desteklemektedir. lleri calismalarda BCLC D
evresindeki hastalarin da dahil oldugu bir
kohortta GPC3 MRNA seviyesinin
degerlendiriimesi ve karsilastiriimasi
gerekmektedir.

Onceki galismanin sonuglari ile

karsilastirildiginda (13), bu galismada da TNM
evreleme ile GPC3 mRNA seviyesi iligkili
bulunmamistir. Calismaya alinan hasta sayisinin
yuksek olmasi ve TNM evreleri arasinda dizgun
dagilim  gostermesi  sonucun  gulvenilirligini
artirmaktadir. Onceki calismalara bakildiginda
GPC3 IHC boyamasi ile TNM evreleme
arasindaki iligki ile ilgili c¢elisen sonuglar
bulunmaktadir (17, 18). Bu calismada TNM
evrelemede de degerlendirilen kriterlerden olan
timor blyUkligd hesaba katildiginda, o6nceki
calismanin sonuglarindan farkli olarak [11], kiiglk
timorlerde buylk timorlere gore GPC3 mRNA
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seviyesinde anlamli bir yUksekligin oldugu dikkat
cekicidir. Evreler arasinda mRNA ifadesinde
farklihk olmamasi ve kiglk timoérlerde daha
yuksek mMRNA eksresyonunun olmasi GPC3
MRNA  ifadesinin  erken tanida faydali
olabilecegine isaret etmektedir.

Onceki calismada 31 hastada GPC3 mRNA
yuksek eksprese eden grupta reklranssiz
sagkalimin daha kisa oldugu bildiriimistir, fakat
genel sagkalim ile iligkisi bildiriimemistir (13). Bu
calismada GPC3 mRNA seviyesi ile hastalarda
reklrans zamani ya da erken/geg rekirans ile da
bir iliski bulunamamistir. Ayrica, GPC3 mRNA
seviyesi ile hastalarda genel sagkalim arasinda
bir iliski bulunamamis ve GPC3 mRNA seviyesi
ile iligkili olan Klinik degiskenlerin etkileri de
dislandiginda bu durum degismemistir. GPC3
pozitif boyamanin hastalarda genel sagkalim ve
hastaliksiz sagkalim icin bagimsiz bir risk faktori
oldugu (17, 19, 20), aralarinda higbir korelasyon
ya da iligki olmadigini (18, 21) ya da GPC3
protein seviyesi ne kadar dislkse, gdézlemlenen
prognozun da o kadar kéti oldugunu (16) bildiren
calismalar bulunmaktadir. Literatlir taramasi
sonucunda elde edilen bu veriler ile g¢alismaya
alinan hasta sayisi arttikca GPC3 pozitif
boyamasi ile genel sagkallm ve hastaliksiz
sagkalim arasindaki anlamli iliskinin de ortadan
kalkma egiliminde oldugu goéralmugstar. Bu egilim
son gerceklestirilen bir meta-analizde de rapor
edilmistir (22). Bu veriler birlikte
degerlendirildiginde, sonuglar GPC3 mRNA
seviyesinin progresyon ilerledikge yikselmedigini
ve yiksek GPC3 mRNA seviyesinin kdtl prognoz
ile iliskili olmadigini gdstermekte ve hasta sayilari
diger calismalara gére gdrece daha fazla olan ve

Kaynaklar

GPC3 immdinreaktivitesi ile genel sagkalim
arasinda iligki bulunamadigini bildiren
calismalarin sonuglari ile korele gézikmektedir
(18, 21). Elde edilen bu sonuglar, GPC3 mRNA
seviyesinin prognostik bir biyobelirte¢ olabilme
ihtimalinin HBV-iligkili HCC’de olduk¢a disuk
oldugunu gdstermektedir.

SONUGC

Sonug olarak bu c¢alismanin bulgulari GPC3
MRNA seviyesinin  HBV-iligkili HCC ve vyakin
timor icermeyen karaciger doku ayriminda
yuksek spesifite ve sensitivite ile is gorebilecek
bir diagnostik biyobelirte¢ oldugunu fakat
prognostik bir biyobelirte¢ olabilme potansiyelinin
oldukga duslk oldugunu goéstermektedir.

GPC3 mRNA seviyesinin degerlendiriimesi HCC
tanisinda tek basina kullanilabilecegi gibi, IHC
analizleri sonucunda negatif GPC3 boyamasinin
HCC tanisini digslamadigi (5) hesaba katildiginda,
IHC analizinden daha hassas ve kantitatif sonug
veren mMRNA analizi yonteminin negatif GPC3

boyamasi olan timoérlerde kullaniimasi taniyi
netlestirmede faydali olabilir. TUmorin
derecelendiriimesinde kullanilan evreleme

sistemlerinin dikkate alinmasi ile gergeklestirilen
analizler erken evrelerde GPC3 seviyesinin
arttigint  géstermistir.  Bu  veriyle  birlikte
degerlendirildiginde, timoér boyutunun 5 cm’den
kiguk/esit oldugu hastalarda buaydk olan
hastalara gore timéral GPC3 mRNA seviyesinin
daha yuksek olmasi erken tanida faydali
olabilecegine isaret etmektedir.
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