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OZET

Noroblastom, gelismekte olan sinir sisteminden koken alan ve ¢ocukluk g¢aginin en sik goriilen solid tiimériidiir. Klinik seyri lokalize veya
spontane gerileme gosterebilen hastaliktan, yogun ve multimodal tedavi rejimlerine direngli metastatik hastaliga degisen heterojen bir
davranig gostermektedir. Ras Homolog Ailesi Uyesi B (RhoB), Rho GTPaz ailesinin bir {iyesidir ve sitoiskeletet organizasyonunda, reseptor
ve sinyal proteinlerinin iletiminde, DNA hasar tamirinde ve apoptozda rol oynar. RhoB ekspresyonu farkli eriskin kanser tiirlerinde
incelenmis ve farkli kanser tiirlerinde iyi veya kotii prognozla iliskili oldugu saptanmustir. Ne var ki, RhoB ekspresyonu aday bir prognostik
biyobelirte¢ olarak pediatrik kanserlerde daha once c¢alisiilmamustir. Yapilan caligmamizda, RhoB protein ekspresyonu noroblastom
hastalarinda immiin histokimyasal boyama yontemiyle incelenmistir. RhoB ekspresyonu ile diisiik, orta ve yiiksek risk gruplarmdaki
noroblastom hastalarinin genel sag kalimi ve olaysiz sag kalimlar1 karsilastirilmis ve RhoB ekspresyonu ile hastalarin klinikopatolojik
ozellikleri Spearman’s korelasyon analizi ile incelenmistir. Her ne kadar ¢alismamizdaki hasta 6rneklem sayis1 az olsa da ¢aligmamizda
RhoB ekspresyonunun NB hastalar i¢in iyi prognostik bir biyobelirteg olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom. Cocukluk Cagi Kanserleri. Biyobelirte¢c. Sag kalim. Prognostik faktorler.
Evaluation of the Association of RHOB Expression with Molecular Risk Classes and Prognosis in Neuroblastoma

ABSTRACT

Neuroblastoma is the most common solid tumor of childhood originating from the developing nervous system. It shows a heterogeneous
behavior with a clinical course ranging from localized or spontaneously regressive disease to metastatic disease resistant to intensive and
multimodal treatment regimens. Ras Homolog Family Member B (RhoB) is a member of the Rho GTPase family and plays a role in
cytoskeleton organization, receptor and signaling protein transmission, DNA damage repair and apoptosis. RhoB expression has been studied
in different adult cancer types and has been found to be associated with good or poor prognosis in different cancer types. However, RhoB
expression has not been studied as a candidate prognostic biomarker in pediatric cancers before. In our study, RhoB protein expression was
examined in neuroblastoma patients by immunohistochemical methods. Overall survival and event-free survival of neuroblastoma patients in
low, intermediate and high-risk groups were compared with RhoB expression and clinicopathological features of patients were examined
with Spearman's correlation analysis. Although the number of patients in our study was small, our study revealed that RhoB expression may
be a good prognostic biomarker for NB patients.
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Noroblastom (NB), tiim ¢ocukluk ¢aginin kanserleri
arasinda  %10’luk dilimde olsa da cocukluk ¢agi
kanserlerine bagh oliimlerin %10-15"inden
sorumludur'. Siklikla 5 yas altinda (>%90) gériilen bu
hastalik, klinikte oldukca heterojen bir davranis
sergilemektedir’. Hastaligimn prognozunu 6ngérebil-
mek icin risk siniflandirilmasi kullanilmaktadir ve
buna gore hastalara tedavi uygulanmaktadir®. Risk
siiflandirilmasi kriterleri arasinda yas, evre, Shimada
histolojisi, MYCN amplifikasyonu, DNA ploidisi ve
diger kromozomal degisimler (1p36 kaybi, 11q23 kolu
kayb1 vb.) yer almaktadir’. Bu kriterlere gore hastalar
diisik, orta ve  yiksek risk  gruplarina
ayrilmaktadirlar®. 5 yillik sagkalim oranlari diisiik ve
orta risk grubundaki hastalar i¢cin %85-90 civarinda
iken bu oran, yiliksek risk grubundaki hastalar igin
uygulanan  cerrahi,  kemoterapi,  radyoterapi,
immiinoterapi kombine tedavi rejimlerine ragmen
%350 civarindadir™’.

Rho GTPaz ailesi, icerdigi Rho bdlgesi ile karakterize
Ras siiper ailesinin bir iiyesidir®. Rho GTPaz ailesi 20
ilyeden olusmakta ve tiim bu tiyeler 8 alt grup altinda
toplanmaktadir®. Rho  GTPaz  aktivitesi Ras
proteinlerinde oldugu gibi GTP baglaninca aktif, GDP
baglaninca inaktif olmaktadi’. Rho GTPaz ailesi
sikoiskelet yapisinda, aktin ve mikrotiibiillerin
organizasyonunda, hiicre  polaritesinde, hiicre
gociinde, vezikiil tasiniminda ve gen ekspresyonunun
regiilasyonunda rol oynamaktadir’. Rho GTPaz
ailesinin iiyeleri RhoA, RhoB, RhoC, Racl ve Cdc42
yiiksek oranda benzerlik gostermekte ve karsinogenez
stirecinde onkogen veya tiimor baskilayict gen olarak
islev gormektedirler'’. Kanser Genom Atlas (The
Cancer Genome Atlas) c¢aligmasina goére Rho
GTPazlar yiiksek oranda amplifikasyon, delesyon ve
nokta  mutasyonu gibi  genomik  degisimler
icermektedirler''. RhoA, RhoB ve RhoC benzerlik
gosterse de tiimorigenez siirecinde oynadiklari roller
farkl1 olabilmektedir'®. Bir ¢ok tiimér tipinde RhoA ve
RhoC onkogen olarak davranip, bu genlerin
ekspresyonlarinda artis gozlenirken; RhoB’nin ise
timor baskilayict gen olarak iglev gordiigii ve bir ¢ok
timor tipinde ekspresyonunda azalis gdzlendigi
bildirilmistir'>". RhoA ve RhoC genelde hiicre
membraninda bulunurken, RhoB ise endozom,
multivezikiiler cisimcikler ve niikleus kisimlarinda yer
almaktadir. RhoB, membran tasimmi, hiicre
proliferasyonu, hiicre gocii, aktin organizasyonu,
DNA tamiri ve hiicre 6limii gibi farkli siireclerde rol
oynamaktadir'®.  RhoB’nin  ekspresyonu, UV
radyasyonu, enflamatuvar sitokinler gibi hiicresel stres
faktorleri, hipoksi ve EGF gibi biiylime faktorlerinden
tetiklenmektedir'”. RhoB, homoloji gosterdigi RhoA
ve RhoC’den farkli olarak hiicre sinyal yolaklar ile
etkilesebilmekte ve epidermal biliylime faktor
reseptoric.  (EGFR), Trombosit Faktorii Biiyiime
Reseptorii (PDGFR), SRC ve AKT farkli sinyal
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proteinlerinin hiicre i¢i trafigini kontrol etmektedir
131617 RhoB, EGFR'min endositoz trafigini
onleyerek'™, EGFR'nin fosforile edilmis formunun
plazma membraninda kalmasint ve EGFR'ye bagh
AKT sinyallemesini siirdiirmesini saglar'’*’. RhoB,
RAS ve MYC gibi yolaklarla etkileserek hiicre
yapisini ve davramsim etkiler”. Ayni zamanda DNA
¢ift zincir kirk tamirinde rol oynar’’. Tiim bunlar
RhoB’nin  timorlesme  siirecinde  6nemli  rol
iistlenebilecegini gostermektedir (Sekil 1).

S, AV A AV
e [
PR - N
: s \
g = |~ S
[ ] endozom I‘/A:D @
o’ \7 ! —~
Bioen / o
Sekil 1:
RhoB un Hiicre I¢i Fonksiyonu ve Etkilestigi Sinyal
Yolaklar

RhoB ekspresyonunun timor prognozu iizerindeki
etkisi farkli c¢aligmalarla incelenmistir. Meme
kanserinde RhoB ve E-kadherin ekspresyonunun
azalmasmin radyoterapi direnci ile iliskili oldugu
gosterilmistir®. Mide hiicrelerinde RhoB ekspresyonu
hiicre ¢ogalmasini, gd¢ilinii ve invazyonunu anlamli
sekilde engelledigi gosterilmistir’. Over kanseri
hiicrelerinde yiiksek evrelerde RhoB ekspresyonunun
azaldigt ve hatta kaybi gosterilmistir>. RhoB
ekspresyonunun kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hastalarinda azalig gosterdigi ve diigiik RhoB
ekspresyonunun bu hastalarda kotii prognozla iligkili
oldugu saptanmistir’®. Meme kanseri hastalarinda
yiiksek RhoB ekspresyonunun iyi prognoz, yiiksek
olaysiz sag-kalim oranlar1 ve azalan metastaz
oranlariyla iliski oldugu gosterilmistir”’. Kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda RhoB kaybi
Racl bagimli mezenkimal hiicre invazyonunu
arttirmistir’. Yine ayni grup tarafindan yapilan bir
diger caligmada ise ileri evre akciger kanseri
hastalarinda RhoB ekspresyon kaybi gosterilmistir ».

Bununla beraber bazi yayinlarda RhoB
ekspresyonunun kemoterapi yanitin1 azalttigi da
belirtilmistir’. Kolorektal kanseri hastalarinda RhoB
ekspresyonu kemoterapi yanit1 ve sag kalimla negatif
korele oldugu gosterilmistir’’. EGFR mutant kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda ytiksek
RhoB ekspresyonunun EGFR tirozin kinaz inhibitorii
yanitini negatif olarak etkiledigi ve hastalarda tedavi
yamtin azaltict yonde etki ettigi gosterilmistir’”.



Noroblastomda RhoB Ekspresyonu

RhoB’nin tiimér olusum siirecinde genel olarak timor
baskilayict iglev gordiigii belirtilse de tiimor olusum
(inisiyasyon, invasyon, metastaz) siirecine bagli olarak
etkinliginin degiskenlik gdsterebilecegi ve onkogen
islevine de biirlinebilecegini az da olsa ileri siiren
yaymlar da mevcuttur’>*,

RhoB ekspresyonu farkli yetigkin kanser tiirlerinde
calisilmis olsa da pediatrik tiimorler gesitlerinden biri
olan nodroblastomda daha oOnce incelenmemistir.
Yapilan c¢aligmada, RhoB protein ekspresyonunun
hem NB hastalarmin klinikopatolojik o6zellikleri ile
iliskisi, hem de farkli risk gruplarindaki NB
hastalarinin prognozu iizerindeki etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, RhoB protein ekspresyonu
NB hastalarinin parafin doku 6rneklerinde immiino
histokimyasal boyamalar ile incelenip, RhoB protein
ekspresyon diizeyleri ile hastalarin sag kalimlar1 ve
diger klinikopatolojik 6zellikleri arasinda anlamli bir
iliski olup olmadig1 karsilastirilmis ve istatiksel olarak
incelenmistir.

Gereg ve Yontem
Hasta Popiilasyonu

Calismaya 2018-2022 yillar1 arasimda NB tanisi
konulan 56 olgunun parafin 6rnekleri dahil edilmistir.
Calismadaki hastalar TPOG Noroblastom NB-2020
protokoliine gore risk gruplarina siiflandirilmislar-
dir®®. Caligma igin alan etik kurul onay etik kurul
beyaninda belirtilmistir.

Doku Orneklerinin Immiin histokimyasal Boyamalar:

Parafin bloklardan S5pm boyutunda kesitler lamlarin
lizerine almmigtir. Dokudan parafini uzaklastirmak
icin; kesitler bir gece boyunca 60°C’de bekletildi.
Rehidrasyon igin kesitler dncelikle 30 dakika ksilen
(Merck, Almanya) igerisinde bekletildi ve yiiksekten
diistige dogru (%100-> %60) etanol serilerinden
gecirildi. Antijen geri kazanimi igin kesitler 20mM
sitrat tamponuna (pH 6.0) yerlestirildi, mikrodalgada
2-3 dakika 1sitildi ve oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Kesitler, endojen peroksit aktivitesini
engellemek igin hidrojen peroksit ile isleme tutuldu.
Kesitler distile su ile yikandi ve oda sicakliginda CM
inhibitérii (Roche, Almanya) ile muamele edildi.
Kesitler gece boyunca RhoB (1:1000, Affinity
Bioscience, ABD) primer antikoru ile boyandi. Ertesi
giin kesitler iki defa 1X fosfat salin tamponu (PBS)
(pH 7.4) (GIBCO, ABD) ile yikand1. Kesitler bir saat
boyunca sekonder antikor (Roche) ile boyandu.
Kesitler tekrardan PBS ile 2 defa yikandi. Daha sonra
kesitler 3”,3-Diaminobenzidin (DAB) (Roche) reaktifi
ile mikroskop altinda renk degisimi gozlenene kadar
isleme tabi tutuldu ve distile su ile durulandi.
Devaminda kesitler 1 dakika hematoksilen (Merck)
igerisine yerlestirildi, musluk suyu ile durulandi ve

distile su igerisine yerlestirildi. Kesitler kademeli
olarak diistikten yiiksege dogru (%60-> %100) etanol
serisinden gegcirildi. En son asamada ksilen (Merck)
icerisine alinip 2 saat boyunca bekletildi. Kesitler,
entellan (Merck) ile kapatildi. Boyamalar patoloji
uzmani tarafindan degerlendirilmistir. Buna gore
pozitif boyama gosteren NB hiicreleri sayilarak
toplam NB hiicre sayisina oranlanmistir ve buna gore
kesitlerdeki ~ boyama  yiizdeleri  belirlenmistir.
Kesitlerdeki NB pozitif hiicre sayist %10’dan az ise
boyama negatif olarak kabul edilmis, eger (>=)
%10’ dan fazla ise pozitif olarak kabul edilmistir.

Istatiksel Analiz

Veriler SPSS programi v22.0 (SPSS, Chicago, IL,
ABD) kullanilarak analiz edilmistir. P degerleri
0,05’ten kiiciik olan degerler istatiksel olarak anlaml
kabul edilmistir. Genel sagkalim ve olaysiz sag kalim
oranlar1 Kaplan-Meier analizi ve log-rank testi
kullanilarak hesaplanmastir. RhoB protein
ekspresyonu ve hastanin klinik ve patolojik 6zellikleri
arasindaki iligki Spearman’s Korelasyon analizi
yapilarak incelenmistir.

Bulgular
NB Hastalarinin Klinikopatolojik Ozellikleri

Bu c¢alismada NB tanisi alan 56 hastadan olusan bir
orneklem kullanildi. Hastalarin yas1 1-191 ay arasinda
degismektedir. Hastalar risk gruplarma ayrildiginda;
hastalarin 18 hasta (%32,4) diisiik risk grubunda, 12
hasta (%21,4) orta risk grubunda, 26 hasta (%46,4) ise
yiiksek risk grubunda yer almaktadir. Hastalarin 30°u
kadin (%53), 26’s1 erkektir (%46,4). On iki hasta
(%21,4) Evre 1, 5 hasta (%8,9) Evre II, 8 hasta
(%14,3) Evre 111 ve 31 hasta (%55,4) Evre IV olarak
smiflandirilmistir.  Hastalarin %21,4’tinde kot
prognostik belirte¢ olan MYCN geni amplifikasyonu
saptanmugtir.  Yiiksek risk grubundaki hastalarin
12’sinde (%46.,2) MYCN amplifikasyonu
gozlenmigtir. MYCN  amplifikasyonu  gdsteren
hastalar, tim  hasta  grubunun  %21,4’{inii
olusturmaktadir. Yirmi bes hasta 1p36 kaybi1 (%44,6),
18 hasta 11q delesyonu (%32,1), 25 hasta 17q21 kolu
kazanimi (%44,6) gostermektedir. Hastalarin 25’sinde
(%44,6) metastaz mevcut iken 22 hastada ise metastaz
yoktur (%39,3) ve 9 hastanin metastaz durumu
bilinmemektedir (Tablo I)

Hastalarda RhoB Protein Ekspresyon Diizeylerinin
Degerlendirilmesi ve Prognozila Karsilastirilmast

NB doku kesitleri RhoB primer antikoru ile
boyanmustir. RhoB ekspresyonu hastalarin
%351,8’sinde negatif ve %42,9’unde pozitif olarak
saptanmustir (Sekil 2). Ug hastada ise RhoB boyamasi
calismamistir. Risk gruplar1t arasinda hastaligin
prognozu ve hastalarin sag kalim oranlar1 oldukca
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farkli oldugundan, RhoB ekspresyonu ve hastalarin
sagkalimlar1 arasindaki iligki her risk grubu igerisinde
ayr1 olarak degerlendirilmistir. RhoB ekspresyonu ile
hastalarin sagkalimlar1 arasindaki iligski Kaplan Meier
analizleri ile incelenmistir. Tim risk gruplarinda
RhoB cekspresyonu pozitif olan hastalarin sagkalim
stireleri ve ortalama sagkalimlari, RhoB ekspresyonu
negatif olan hastalardan daha yiiksek bulunmustur.
Ancak RhoB ekspresyonu agisindan farkli iki grubun
sagkalimlar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Tablo I. NB Hastalarinin Klinikopatolojik
Karakteristikleri (n=56)

Defjiskenler | Tiim Hasta| Disik-Risk| Orta-Risk | "proe
Vaka Sayisi (Oranlari)

| 56 (%100) | 18 (%324) | 12 (%21,4) | 26 (%46,4)
Hastalarin Yasi
(min-mak)

| (1191 ay) | (1-132ay) | (2120 ay) [ (1,5-191 ay)
Cinsiyet
Kiz 30 (%53,6)| 9(%50) | 7(%58,3) | 14 (%53,8)
Erkek 26 (%46,4) | 9 (%50) | 5(%41,7) | 12 (%45,2)
Evre
I 12 (%21,4) | 11 (%61,1) | 0(%0) 1(%3,8)
I 5(%8,9) | 4(%22,2) | 0(%0) | 1(%38)
n 8(%14,3) | 0(%0) | 4(%333) | 4(%154)
% 31 (%55,4) | 3(%15,7) | 8(%66,7) | 20 (%76,9)
MYCN Amplifikasyonu
Pozitif 12 (%21,4)| 0 (%0) 0(%0) | 12 (%46,2)
Negatif |44 (%78,6)| 18 (%100) | 12 (%100) | 14 (%53,8)
1p36 Delesyonu
Pozitif 25 (%A44,6) | 7(%38,9) | 6(%50) | 12 (%46,2)
Negatif 30 (%53,6) | 11 (%61,1) | 6 (%50) 13 (%50)
Bilinmeyen | 1(%1,8) | 0(%0) | 0(%0) | 1(%38)
11q Delesyonu
Pozitif 18 (%32,1) | 6(%33,3) | 6(%50) | 6(%23,1)
Negatif |38 (%57,9) | 12 (%66,7) | 6(%50) | 20(76,9)
17q Kazanimi
Pozitif 25 (%44,6) | 5(%27,8) | 5(%41,7) | 15 (%57,7)
Negatif |30 (%53,6) | 13 (%72,2) | 6(%50) | 11(%42,3)
Bilinmeyen | 1(%1,8) 0 (%0) 1 (%8.3) 0 (%0)
Metastaz Varligi
Var 25 (%44,6) | 4 (%21,0) | 7 (%58,3) | 15 (%57,7)
Yok 22 (%39,3) | 14 (%73,7) | 2 (%16,7) | 6(%23,1)
Bilinmeyen | 9 (%16,1) | 1(%5,2) | 3(%25,0) | 5(%19,2)
RhoB Boyamasi
Pozitif 24 (%42,9) | 8 (%44,4) | 4(%33,3) |12 (%46,2)
Negatif |29 (%51,8) | 10 (%55,6) | 8 (%66,7) |11 (%42,3)
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NB doku kesitlerinde RhoB'nin immiinohistokimyasal
boyanmasi. 1A. Yiiksek RhoB ifadesini (RhoB-pozitif)
gdsteren NB doku kesitleri. 1B Diisiik RhoB
ekspresyonu gosteren doku kesitleri (<%10 pozitiflik)
(RhoB-negatif) (100X biiyiitme, Bar: 100um)

Diisiik risk grubundaki hastalarda; RhoB ekspresyonu
pozitif olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 63,625
ay (%95 CI: 46,016-81,234) ve RhoB ekspresyonu
negatif olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi
47,664 ay (%95 CI: 33,541-61,788) olarak
bulunmustur.  Diisiik risk  grubundaki  hasta
popiilasyonunda RhoB ekspresyonu pozitif olan
hastalarin sagkalim stireleri RhoB ekspresyonu negatif
olan hastalara gére daha uzun olmasina ragmen, RhoB
ekspresyonu pozitif olan ve negatif olan hastalarin
genel sagkalimlar1 (p=0,306) ve olaysiz sag kalimlar1
arasinda (p=0,245) anlamli bir fark bulunmamistir
(Sekil 3).

Genel Sagkalim Grafigi (DUslik-Risk Hasta Grubu)

RHOB

Sagkalim Oranlan

H

T T T T T T T
[ 20 40 kol a0 100 120

Siire (aylar)

Olaysiz Grafigi (Dusiik-Risk Hasta Grubu)

10 RHOB

Sagkalim Oranlar

20 40 sﬂreS(DEVIar) 80 100 120

Sekil 3.
Diisiik risk grubundaki NB Hastalarinda a) Genel
Sagkalim (OS) (p= 0,306) ve b) Olaysiz Sagkalim
(EFS) (p=0,258)



Noroblastomda RhoB Ekspresyonu

Orta risk grubundaki hastalara bakildiginda, RhoB
ekspresyonu pozitif olan hastalarin ortalama sagkalim
sliresi 56,667 ay (%95 CI: 15,892-97,441) ve RhoB
ekspresyonu negatif olan hastalarin ortalama sagkalim
stresi 46,333 ay (%95CI: 15,892-97,441) olarak
bulunmustur. RhoB ekspresyonu acisinda bu iki
gruptaki hastalarin genel sagkalimlar1 (p-0,245) ve
olaysiz sagkalimlari (p=0,149) arasinda anlamli bir
fark bulunmamustir (Sekil 4).

Genel Sagkalim Grafigi (Orta-Risk Hasta Grubu)
RHOB

—Tnegatit
"pozitf

p=245
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T T T T T
0 20 40 B0 80 100 120 140
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Olaysiz Sagkalim Grafigi (Orta-Risk Hasta Grubu)
RHOB

1,0
| negatit
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p=,149

Sagkalim Oranlan
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Sekil 4.
Orta risk grubundaki NB Hastalarinda a) Genel
Sagkalim (OS) (p= 0,245) ve b) Olaysiz Sagkalim
(EFS) (p=0,149)

Yiksek risk grubundaki hastalarda ise RhoB
ekspresyonu pozitif olan hastalarin ortalama sagkalim
stiresi 28,358 ay (%95 CI: 16,917-39,799) ve RhoB
ekspresyonu negatif olan hastalarin ortalama sagkalim
siresi 22,333 ay (%95 CI: 6,458-38,209) olarak
bulunmustur. Bu hastalarin  genel sagkalimlari
(p=0,798) ve olaysiz sagkalimlar1 (p=0,393) arasinda
anlamli bir fark bulunmamustir (Sekil 5)

Genel Sagkalim Grafigi (Yiiksek-Risk Hasta Grubu)
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Sekil 5.
Orta risk grubundaki NB Hastalarinda a) Genel
Sagkalim (OS) (p=0,798) ve b) Olaysiz Sagkalim
(EFS) (p=0,393)

Hastalarda RhoB Protein Ekspresyon Diizeyleri ile
Klinikopatolojik Ozelliklerinin Karsilagtirilmasi

Hastalarin yas, cinsiyet (K/E), niiks (relaps) durumu
(pozitif/negatif), sag kalimi (yasiyor/dli), MYCN
amplifikasyonu varligi  (pozitif/negatif), 1pLOH
varlig1 (pozitif/negatif), 17q21 kazanimi (var/yok),
risk gruplart (diisiik, orta, yiikksek) ve RhoB
ekspresyonu  (pozitif/negatif)  arasindaki iligki
Spearman’s korelasyon analizi ile incelenmistir (Tablo
II). Bu analize gore hastalarin sagkalimi niiks olusumu
(p <0,01), risk gruplar (diistikten yiiksege) (p=0,042)
ve MYCN amplifikasyonun varligr (p=0,049) ile
negatif korele olarak bulunmustur.

Tablo II. Noroblastom Hastalarmin Klinik ve
Patolojik Ozellikleri Arasindaki
[liskilerin Degerlendirilmesi

Yas Cinsiyet  Risk Bre MYCNAmp 1pLOH ~ 11qDEL  17qGain  RHOBekp Niks Sagkalim
Yas 1 -0124 02719 -0.05 0017 -0.381 0.117 -0.15 02 0209 0154
Cinsiyet -0.124 1 -0026 0151 0.05 012 0027 0027 0.01 -087 0215
Risk 0279 -0.026 1 0606 0523 0073 -0123 0262 008 0271 -0.229
EBre -005 0151 0.606; 1 015 0109 0029 0411 -003 0233 -0.0039
MYCNAmp 0.017 005 0523 0.15) 1 0.137 -008 0137 0095 0208 -0.227
1pLOH -0.381 -0.12 0.073 0.109 0.137 1 0.064 0.141 0.176 032 0172
11gDEL 0117 0027 -0123 0029 -0.08  0.064. 1 018 0088 0217 0113
17qGain 015 0027 0262 0411 0137 0.141 0.18, 1 0004 0042 0.069
RHOBekp 0.2 0.01 0.08 -0.03 0095 0176 0068  0.004 1 0282 0295
Niks 0.209. -087 021 0233 0208 032 0217 0042 -0.282 1 0726
Sagkalim 0154 0215 -0229 -0.039 0227 -0172 0113 0069 0295 -0.726 1
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Yiiksek risk grubu hastalar (p=0,023), yiiksek evre
hastalar (p=0,013) ve 1p LOH kaybi1 gosteren hastalar
(p=0,010) ile niiks olusumu pozitif korele olarak
bulunmustur. Yani hasta grubumuzdaki yiiksek risk ve
yiiksek evredeki hastalar ile 1p LOH kaybi gosteren
hastalarda niiks daha ¢ok gdzlenmistir. Yiiksek risk
grubundaki hastalar, diisiik risk grubundaki hastalara
gore anlamli derece yasli bulunmuslardir (p=0,039).
Yiiksek risk grubundaki hastalar, yiiksek evre
(p<0,01) ve MYCN amplifikasyonu (p<0,01) yiiksek
oranda koreledir. Bu durum risk siniflandirmasinda
yas ve MYCN amplifikasyonunun kriterlerden biri
olmasi ile alakalidir. Yine yiiksek evre hastalarda 17q
kazanimi (p=0,02) daha fazla iken 1p LOH kaybr ise
geng hastalarda ortaya ¢ikma egilimindeydi (p=0,04).
Hastalarda RhoB  ekspresyonu ile hastalarin
klinikopatolojik  6zellikleri arasindaki iligki
incelendiginde, RhoB ekspresyonunun hastalarda niiks
olusumu negatif korele (p=0,041) ve sagkalim pozitif
korele (p=0,032) olarak oldugu bulunmustur. (Tablo
II) RhoB ekspresyonu pozitif olan hastalarin
sagkalimlarinin  daha wuzun oldugu ve RhoB
ekspresyonu ile sagkalimin pozitif iligkili oldugu
saptanmugtir. Yine RhoB ekspresyonu pozitif olan
hastalarda daha az niiks olusumu gézlenmistir.

Tartisma ve Sonug¢

Rho GTPazlar, hiicre gogiinii, ¢ogalmasini, hayatta
kalmasii ve 6liimiinii diizenleyen sinyal yollarindaki
onemli sinyal donistiiriiciilerdir. Tim bu hiicresel
sirecler normal dokularin korunmasi igin ¢ok
onemlidir, ancak ayni zamanda kanserin ilerlemesine
de katkida bulunurlar’®. RHO  proteinlerinin
kanserdeki rolii géz Oniine alindiginda, iyi terapotik
hedefler olabilecekleri diisiiniilmektedir’’. isve¢ NB
hasta kohortunda yapilan g¢alismada da hastalarin
yaklagik %30’unda Rho/Rac sinyal yolaginda en az
bir mutasyon veya genetik aberasyon saptanmustir".
Rho/Rac sinyal yolagimin NB hastalarinda koti
prognozla iliskili oldugu saptanmustir’®. Calismamizda
ele aldigimiz RhoB, Rho/Rac sinyal yolaginin bir
iiyesidir. RhoB, Rac veya Cdc42 gibi diger Rho
GTPazlarini plazma membranina hedefleyerek PDGF
veya inflamatuar yanitlari iletir'®. RhoB ekspresyonu
timor prognozu {iizerindeki etkisi daha Once
osteosarkom, mesane, pankreas, bobrek ve mide gibi
farkli timor tiplerinde c¢alisilmis ve ¢ogunlukla bu
hastalarda iyi prognozla iligkilendirilmistir’’. Buradan
yola ¢ikilarak RhoB’nin NB prognozunda énemli bir
rol oynayabilecegi digiiniildi. RhoB’nin NB
prognozuna etkisinin arastirilabilmesi i¢in NB hasta
grubundaki RhoB protein ekspresyon diizeyleri ile
hastalarin  genel ve olaysiz sag kalimlar
kargilagtirtlmistir. NB prognozunu belirlemede risk
gruplarindan yararlanilmaktadir ve bu risk gruplarinda
ozellikle diisiik, orta ve yliksek risk grubu hastalarin
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sag kalimlar1 arasinda ciddi fark vardir. Bu nedenle
NB hastalar1 risk gruplar1 bazinda incelenmis ve her
bir risk grubunda RhoB ekspresyonu ve hasta
sagkalimlar1 arasindaki iliski degerlendirilmistir. Tim
risk gruplarinda RhoB ekspresyonu pozitif olan

hastalarin ~ sagkalimlarimin  daha uzun oldugu
saptanmigtir. Ne var ki hastalarin sagkalimlari
arasindaki bu fark istatiksel olarak anlaml

bulunmamistir. Ancak gruplardaki hasta sayisinin az
olmast bu duruma sebebiyet verebilmektedir.
Noroblastom hastaligi, nadir tiimorlerden biri oldugu
icin bu hasta Orneklerinin toplanmasi ve toplana bu
orneklerden biiyiik bir 6rneklem olugturulmasi zordur.
Bu ¢alismanin kisitliliklarindan birisi de ¢aligmanin 56
hasta 6rnegi ile yapilmis olmasidir. Kaplan Meier
analizlerine ilaveten RhoB ekspresyonu ile hastalarin
klinikopatolojik  o6zellikleri arasindaki iligki
Spearman’s korelasyon analizi ile incelenmistir.
Korelasyon analizine gore hasta sagkalimlari ile RhoB
ekspresyonu arasinda pozitif bir iligki vardir. Yani
RhoB ekspresyonu pozitif olan hastalarin sagkalimlari
daha yiiksektir. Yine RhoB ile niiks olusumu arasinda
negatif bir iligki oldugu saptanmistir. Tiim bu sonuglar
RhoB ekspresyonun, osteosarkom, mesane, pankreas
gibi farkli tiimdr tiplerinde oldugu gibi noéroblastom
icin de iyi bir prognostik belirteg olabilecegine isaret
etmektedir.
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