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Retinoblastom (RB), cocukluk c¢aginin en yaygin
primer intraokiiler malign tiiméoriidiir. Hastalik genetik
ve epigenetik mekanizmalarin karmagik etkilesimiyle
gelismektedir. RB1 genindeki mutasyonlar hastaligin
temelini olusturmakta; MYCN amplifikasyonu gibi
alternatif yolaklar da nadir olgularin patogenezinde
rol oynamaktadir. Ayrica, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’larin (circRNA,
IncRNA, miRNA) ekspresyon bozukluklarr timor
olusumunu desteklemektedir. Biyopsinin riskli oldugu
durumlarda, hiicre dist DNA (cfDNA) analizleri
ve akoz hiimoér orneklemesi gibi minimal invaziv
yontemler tan1 ve izlemde 6nemli bilgiler sunmaktadir.
Genetik hedeflere yonelik tedaviler, epigenetik
miidahaleler ve yeni biyobelirtecler retinoblastoma
yonetiminde  gelecekteki  potansiyel  stratejiler
arasinda yer almaktadir. Bu derleme, retinoblastomun
genetik ve epigenetik temellerini, tan1 yaklagimlarini
ve Dbiyobelirteglere

yonelik  glincel —gelismeleri

degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Epigenetik, genetik tedaviler,
kodlamayan RNA, MYCN amplifikasyonu, RBI

geni, retinoblastom

Abstract

Retinoblastoma (RB) is the most common primary
intraocular malignant tumor of childhood. The
disease arises from a complex interplay of genetic and
epigenetic mechanisms. While mutations in the RB1
gene form the foundation of'its pathogenesis, alternative
pathways such as MYCN amplification play a role in
a minority of cases. Additionally, alterations in DNA
methylation, histone modifications, and dysregulated
expression of non-coding RNAs (circRNA, IncRNA,
miRNA) contribute to tumorigenesis. In cases where
biopsy is contraindicated, analysis of cell-free DNA
(cfDNA) and aqueous humor sampling offer valuable
diagnostic and monitoring alternatives. Targeted
genetic therapies, epigenetic interventions, and novel
biomarkers represent promising future strategies in
the management of retinoblastoma. This review aims
to evaluate the genetic and epigenetic foundations of
retinoblastoma, diagnostic approaches, and recent

advances in biomarkers.

Keywords: Epigenetic, genetic therapies, MYCN
amplification, non-coding RNA, RBI1 gene,
retinoblastoma
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Retinoblastom (RB), ¢ocukluk ¢aginin en yaygin primer
intraokiiler malign timorii olup, diinya genelinde her yil
15.000 ile 20.000 canli dogumda bir gériilmektedir."
Hastalarin biiyiik bir kismi (%95) 5 yasindan once tani
almaktadir.’

Klinik olarak RB, kalitsal ve sporadik formlar olmak
iizere ikiye ayrilmaktadir. Kalitsal form, tiim RB vakalarinin
ticte birini olusturmakta ve unilateral ya da bilateral
olarak kendini gosterebilmektedir. Sporadik form ise RB
vakalarin Gigte ikisini olusturmakta ve yalnizca unilateral
seyretmektedir. Bilateral RB vakalarinin tamami kalitsal
olup, yiiksek penetrans (%90) ile OD (otozomal dominant)
gecis gosterir ve cogunlukla yasamin ilk yilinda klinik bulgu
vermeye baglar.® Unilateral RB vakalarinin ise yalnizca
%15’1 kalitsaldir.””

Retinoblastom tanisinda indirekt oftalmoskopi, B-mod
ultrasonografi ve MR (manyetik rezonans) gibi goriintiilleme
yontemleri kritik rol oynar. Gorsel muayene ile fundusta
karakteristik kitle yapilar1 gbézlemlenirken, ultrasonografi
kalsifikasyonlarin saptanmasinda etkilidir. MR ise 6zellikle
optik sinir tutulumu ve ekstraokiiler yayilim agisindan tercih
edilen goriintilleme yontemidir, radyasyon igermemesi ise
pediatrik hastalarda avantaj saglar. Bu tanisal yaklagimlar,
genetik test dncesi klinik siipheyi destekleyerek molekiiler

analizlerin yonlendirilmesine 151k tutar.

Hastaligin genetik temeli uzun siiredir arastirilmaktadir
ve Ozellikle hiicre kokeni, molekiiler tan1 yontemleri {izerine
yapilan c¢aligmalar, RB’nin daha iyi anlasilmasina katkida
bulunmustur.” 1980’lerde, kesfedilen ilk tiimor siipresor
gen olan RBI1, 13ql4 kromozomunda yer alan 180 kilobaz
biiyiikligiinde, kanser genetiginin anlagilmasinda Oncii
modellerden biri olarak kabul edilmektedir."'” Bu gen,
¢ogu insan kanserinde inaktive olan, hiicre dongiisiiniin
anahtar yolaginin korunmasinda 6nemli bir role sahip olan
RB proteinini {iretmektedir. Retinoblastom, RBI1 geninin,
Knudson tarafindan ortaya atilan “gift vurus” hipotezi
dogrultusunda biallelik inaktivasyonu sonucu gelisir."
Hastaligin kalitsal gegis gosterdigi durumlarda, genin bir
aleli germline mutasyona ugramigken diger alel somatik
seviyede etkilenir. Buna karsin, kalitsal olmayan olgularda
her iki allelde de somatik mutasyon gozlenir (Sekil 1).”
RBI

epigenetik degisikliklerin de tiimdr olusumunda etkili oldugu

Bununla birlikte, lokusu disindaki genomik ve

bildirilmistir."®> Bu derlemenin amaci, retinoblastomun

genetik  ve epigenetik altyapisini, tani yontemlerini

ve potansiyel biyobelirtegleri giincel literatiir 1s181nda

kapsamli bir sekilde ele alarak bu alandaki gelismeleri

RB1 Geni Mutasyonu

degerlendirmektir.

1. Vurug
Germ hiicrelerinde (Her hiicrede mutasyon mevcut)

2. Vurug
Retinal hiicrelerde (Somatik mutasyon)

Bilateral Retinoblastoma
(Gogunlukla multifokal)

1. ve 2. Vurus
Her ikisi de retinal hiicrelerde (Somatik mutasyon)

Unilateral Retinoblastoma
(Gogunlukla unifokal)

Sekil 1: RBI geni mutasyonu semasi

RB1 Mutasyonlari

13ql4.1-q14.2 kromozomunda yer alan RBIl geni,
27 eksondan olusur.® RBI’'in 5° bolgesinde normalde
metilasyon icermeyen bir CpG bolgesi bulunmaktadir. Bu
genin iiriinii olan retinoblastoma proteini (pRB), 27 eksonun
olusturdugu agik okuma g¢ergevesi (open reading frame)
tarafindan kodlanmaktadir. pRB, 928 amino asitten olusan
ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini diizenleyen niikleer bir
fosfoproteindir.”” Yapisal olarak pRB, C-terminal bolgesi, A
ve B kutularina sahip merkezi cep bolimii ve N-terminal
bolgesinden olusur. A ve B kutulari, pRB’nin fonksiyonel
cep boliimiinii olusturmak i¢in birbirleriyle etkilesir."® E2F
baglanma bdlgesi, pRB’nin fonksiyonel cep boliimiinde yer
almaktadir. RB1’deki pek ¢cok mutasyon, bu cep boliimiindeki
amino asit degisimi, delesyonu veya insersiyonuna yol agarak

RB olusumuna neden olmaktadir.”

Fonksiyonel olarak
pRB, hiicre cogalmasini E2F transkripsiyon faktorleri ailesi
ile etkileserek baskilar. Bu faktorler, hiicre dongiisiiniin
Gl fazindan S fazina gecisi igin gerekli genlerin ifadesini
artirir.”’ RB1 mutasyonlari, pRB’nin fonksiyonel kaybina yol
acgarak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde béliinmesine neden

olur.”"*?

elde
farkliligindan dolayr RBI1 geninde goriilen en yaygin

Literatiirde, c¢aligmalardan edilen bulgularin

mutasyonel patern belirlenememistir. Fakat nonsense,
frameshift gibi stop kodonlarinin olusumuna neden olan
mutasyonlarin en sik gozlendigi goriilmiistiir. Ayrica, bu
hastalarda, ekzon delesyonuna veya eklenmesine neden
olan, Ornegin splice hatasi ve bilyiik yeniden diizenleme
mutasyonlarinin siklikla gozlendigi dikkat ¢ekmektedir.”
529 RB vakasi ile yapilan bir ¢alismada, sirasiyla anlamsiz

(nonsense) mutasyonlar(%37), ekleme (splicing) mutasyonlar1
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(%21), cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlar (%20),
biiylik ekleme-gikarma (indel) mutasyonlar (%9) oraninda
tespit edilmistir.”* 403 RB hastasini kapsayan bir ¢aligmada
ise, RBI1 geninde en yaygin mutasyonel paternin niikleotid
degisimleri (%58,4) oldugu belirlenmis, onu sirastyla kiigiik
uzunluklu mutasyonlar (%22,9) ve biiyiik delesyonlar (%12)
izlemistir.”

MYCN Amplifikasyonu

MYCN, kromozom 2p24’te bulunan, RBI1 geninden
sonra en sik mutasyona ugrayan bir proto-onkogendir.”
RB hastalarinin yaklagik %98’inde RBI inaktivasyonu
RBI
hastalarinin yaklasik %?2’sinde, MYCN amplifikasyonlari

gozlemlenirken, mutasyonu  bulunmayan RB
timor olusumuna neden olmaktadir. RB1 delesyonu ile
sinerjizm, MDM?2 ile pozitif geri bildirim, hiicre dongiisii
diizenleyici genlerin, miRNA’nin ve glikoz metabolizmasinin
up regiilasyonu dahil olmak {izere bir¢ok mekanizma yoluyla
RB onkogenezinde rol oynar.”® Bu durum, yiiksek diizeyde
amplifiye olmus MYCN’in, RB1’de herhangi bir patojenik
varyant bulunmamasina ragmen RB olusumuna katkida

bulunabilecegini gostermektedir.”’

Genel olarak, RB vakalarinin yaklasik %10’unda MYCN
amplifikasyonu bulunur ve bu vakalar genellikle 12 aydan
once ortaya ¢ikar. Ayrica, daha yiiksek anaplastik gradyan,
daha az kalsifikasyon ve daha kotii prognoz ile iligkilidir.***

RB1 Kaybim Takiben Ortaya Cikan Ek

RB1 mutasyonlarinin uzun siiredir RB olusumu i¢in bir
on kosul oldugu diisiiniilse de, ek genomik degisiklikler,
onkogen aktivasyonu ve timor baskilayict gen inaktivasyonu
yoluyla malignite olusumuna neden olabilir.”” RBI timor
baskilayict genin her iki alelinin kaybi, diisiik diizeyde
genomik instabiliteye sahip, proliferatif olmayan benign
retinomalarin olusmasina yol agar. Malign RB’ye doniisiim

icin, artmis genomik instabiliteden kaynaklanan ilave
genetik degisikliklere ihtiyag oldugu 6ne siirtilmektedir.*'

Gegmiste yapilan karyotip analizleri ve karsilastirmali
genomik hibridizasyon (CGH) ¢alismalari, RB’de ¢ok
sayida genomik degisiklik oldugunu ortaya koymustur.
Bu degisiklikler arasinda lq, 2p ve 6p kromozomlarinda
tekrarlayan kazanimlar ile 13q ve 16q kromozomlarinda
kayiplar yer almaktadir.®”” RB’de gozlenen 6zellikle 6p ve
1q kazanimlari ile 16q kayiplari, artmis genomik instabilite
diizeylerine isaret etmekte; ayrica artmis 6p diizeylerinin
kotii prognoz ve ekstraokiiler yayilimla iligkili oldugu

gosterilmistir. ™

Daha sonraki ¢aligmalar bu bulgular1 dogrulamis ve RB
genomunda bazi aday genlerdeki degisiklikler bildirilmistir.
MDM4(1q32.1), KIF14(1q32.1),
MYCN(2p24), DEK(6p22.3) ve E2F3(6p22.3) onkogenlerinde
kazanimlar ile CDH11(16q21) tiimor baskilayict geninde

Bunlar arasinda

kayiplar bulunmaktadir.**"

Bazi retinoblastom olgularinda MYCN amplifikasyonu,
BCOR ve CREBBP mutasyonlari
genetik degisikliklerin de tlimor gelisiminde etkili oldugu
gosterilmistir.  Ozellikle MYCN amplifikasyonu, RBI

inaktivasyonu olmaksizin hizl

gibi RBIl-bagimsiz

progresyon  gosteren
retinoblastomlarla iliskilidir ve bu alt grup, genetik olarak

farkl1 bir tiimor alt tipi olarak degerlendirilmektedir.”®

Buna ¢k olarak, RB tiimorlerinde BCOR ve CREBBP
fark

genlerdeki odaklanmis kayiplarin sirasiyla X ve 16.

genlerinde de tekrarlayan mutasyonlar edilmis;
kromozomlarda gergeklestigibelirlenmistir. Bumutasyonlara
sahip kisilerin klinik olarak agresif seyir gosterdigi ve KT ye

direngli olduklar tespit edilmisgtir.”*

BCOR (BCL6 corepressor), hiicresel proliferasyonun
negatif  diizenleyicisidir ve BCOR mutasyonlarinin
retinoblastomda tiimdr baskilayict fonksiyon kaybina yol
acabilecegi one siirlilmektedir. Ayrica, BCOR mutasyonlar1
olgu orneklerinde %10-13 oraninda tanimlanmis olup, timor
gelisimini ve diisiik prognozu etkileyen ikinci diizey genetik

olaylar olarak 6ne ¢ikmaktadir.*

CREBBP (CREB-binding protein) ise epigenetik
diizenleyiciler —arasinda yer almakta olup, histon
asetiltransferaz ~ aktivitesiyle = hiicre  biiylimesi  ve

farklilagsmasinda kritik rol oynar. CREBBP mutasyonlari,
transkripsiyonel kontrol mekanizmalarinin bozulmasina
neden olarak retinoblastomda tiimdral progresyona katkida
bulunabilir.”

Bununla birlikte, RBL2 (p130) gibi RB ailesinden
diger tiimor baskilayici proteinlerin ekspresyonundaki
degisiklikler de, RBI dis1 yolaklarin tiimér olusumuna
etkisini gostermektedir.”’

Yakin zamanda gerceklestirilen bir ¢aligmada, hedefe
yonelik yeni nesil dizileme (targeted next generation
sequencing) yontemi kullanilarak, RB tiimorlerinde MDM4
ve RAFI’in fokal amplifikasyonlar1 ile ARIDIA, BCOR,
MGA, FATI1 ve ATRX genlerinde mutasyonlar gibi yeni,
tekrarlayan genetik degisiklikler saptanmistir.*

Bu molekiiler degisikliklerin anlasilmasi,
kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde

yol gosterici olabilir.
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Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin gen
ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerin incelenmesi olarak
tanimlanir. Bu degisiklikler, baslica DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlari, RNA modifikasyonlarini igerir.
Bu mekanizmalar, protein kodlayan genlerin yani sira
RNA’larin  (noncoding RNA) (ncRNA)
ekspresyonunu kalitsal olarak etkileyerek genetik bilgi

kodlamayan

aktarimini diizenler.”

DNA metilasyonu agisindan arastirilan ilk genlerden biri
RBI genidir. RB1 promotdr DNA’sinin hipermetilasyonu,
sporadik RB’nin bilinen bir nedeni olup, pRBI1 protein
iligkilidir.’”*  RBI
hipermetilasyon, sporadik unilateral tiimoérlerin %]13’iinde

diizeylerinde azalma ile geninde
goriilmektedir ve bu durumda ozellikle paternal allelin

metillendigi bildirilmigtir.”’

Li ve ark.,”” RB’lerin metilasyon durumunu belirlemek
amaciyla genom Olgekli DNA metilasyon profillemesi
gergeklestirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, promotor
ya da gen gdovdesi DNA metilasyonu tarafindan dogrudan
diizenlenen 294 gen tespit edilmistir.

RB iizerine yapilan c¢aligmalar, diger bazi genlerin
de metilasyon durumunu incelemistir. Bu g¢aligmalarda,
promotér bdlgelerinde anormal metilasyon goriilen bazi
genler saptanmistir; bunlar arasinda MGMT, RASSFIA,
CASP8, MLHI,*** ayrica CDKN2A/pl6INK4A, VHL,
LDHA, RUNX3, APC2, PAX5 ve daha bircok gen
bulunmaktadir.’’ Ozellikle, RASSFIA geninin %59, MGMT
geninin %15, APC geninin de %6 oraninda RB drneklerinde
hipermetile oldugu gosterilmistir.

Histon asetilasyonu, histon kuyruklarindaki bir veya
daha fazla lizin kalintisinin asetil gruplar1 ile kovalent
olarak modifiye edildigi, geri doniistimlii bir siiregtir. Histon
asetilasyonunun diizenlenmesi, GNAT, MYST ve p300/CBP
gibi histon asetiltransferazlar: (HAT) ile histon deasetilazlar
(HDAC) tarafindan saglanmaktadir.”® Histon asetilasyonu,
ile niikleozom DNA’s1

etkilesimi degistirerek kromatin yapisini degistirme yoluyla

histon kuyruklari arasindaki

gen transkripsiyonuna katilir.”’

Son caligmalar, histon asetilasyonunun diizensizliginin
RB’nin baslangict ve ilerlemesini destekledigini ortaya
koymustur. Ornegin, RB hiicrelerinde GAU1/GALNTS
lokusunda artmig iki histon asetilasyon sinyali olan H3K9ac
ve H3K27ac tespit edilmistir. Bu degisiklikler, kromatinin
saglayarak GAUI/GALNTS
genlerinin birlikte agir1 eksprese edilmesi yoluyla RB tiimor

actk konumda kalmasini

olusumunu desteklemistir.”

Kodlamayan RNA

Kodlamayan RNA’lar, proteine ¢evirisi yapilmayan
islevsel bir RNA grubunu olusturmaktadir. Bu gruba dairesel
RNA’lar (circRNA), uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA)
ve mikroRNA’lar (miRNA) gibi alt tiirler dahildir. Her ne
kadar protein sentezinde dogrudan gorev almasalar da,
kodlamayan RNA’lar gen ekspresyonu, post-transkripsiyonel
modifikasyonlar ve hiicre i¢i sinyal iletimi gibi bir¢ok temel
biyolojik siiregte diizenleyici roller tstlenmektedir.”” Son
yillarda sekanslama teknolojilerindeki hizli gelismelerle
birlikte ¢ok sayida kodlamayan RNA tanimlanmis ve
bunlarin fonksiyonel etkileri kapsamli bi¢imde arastirilmaya

baslanmistir.”

Kanser biyolojisi 06zelinde, kodlamayan RNA’larin
onkogenlerin aktivasyonunu artirma ya da tiimor baskilayict
genleri susturmayoluylatimor olusumunu destekleyebilecegi
gosterilmistir. RB baglaminda ise giderek artan sayida
calisma, bu molekiillerin hastaligin patogenezinde merkezi
bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.” Bu yiizden,
ncRNA’lar, RB’nin tani, prognoz ve potansiyel hedefe
yonelik tedavi stratejilerinde dikkate alinmasi gereken

6nemli biyomolekiiller olarak éne ¢tkmaktadir.””

circRNA’lar, 3’ poliA kuyrugu ve 5’ capi bulunmayan,
tek sarmalli, kovalent olarak kapali halkasal yapilara sahip
RNA molekiilleridir. Bu yapilart sayesinde RNA uglarini
hedef alan riboniikleazlara kars1 direnglidirler.” Fizyolojik
olarak, transkripsiyon diizenleyicisi, protein tuzagi ya da
endojen rekabet¢i RNA’lar (ceRNA) gibi islevler iistlenerek
gen ekspresyonunu modiile edebilirler.® Patolojik olarak ise,

onkogen ya da tiimor baskilayict gen gibi davranabilirler.

Son aragtirmalar, circRNA’larin RB olusumunda 6nemli
rolleriistlendigini gostermektedir. Yakin tarihlibirgalismada,
yiksek ¢oziniirliikli RNA dizileme yontemiyle insan RB
orneklerinde, komsu saglikli retina dokularina kiyasla
20.000’den fazla circRNA tanimlanmis; bunlar arasinda
550 circRNAnin azaldigi, sadece 7 circRNA’nin ise arttigi
bildirilmistir. Azalanlar arasinda muskelin 1(circMKLNI)
ve tet metilsitozin dioksijenaz 1(circTET1); artanlar arasinda
ise dehidrodolikol difosfat sentaz(circDHDDS) dikkat
¢ekmektedir.*

Daha o6nce belirtildigi gibi, pRB proteini E2F ailesi
transkripsiyon faktorlerine baglanarak hiicre dongiisii
gecisini diizenler; pRB fonksiyonunun kaybi ise E2F
ailesinin serbest kalmasina ve hiicre proliferasyonunun

artmasina neden olur. Tlging bir sekilde, E2F ailesine ait bazi

Karatag ME, Sit HY, Karatag G. Retinoblastom: Okiiler Genetik Calismalar. Giincel Retina 2026; 10 (4): 351-361.
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iiyelerin ekspresyonunun, RB’de diizensizlesen circRNA’lar

tarafindan kontrol edildigi saptanmisgtir.®’

Ozellikle, circ-E2F3’iin
hiicre hatlarinda arttigi bulunmus; bu circRNA, heterojen
niikleer riboniikleoprotein K (HNRNPK) ile baglanarak
transkripsiyon faktorii E2F3’ stabilize etmis ve RB

insan RB dokularinda ve

hiicrelerinin proliferasyonunu artirmigtir.*

Tiim bu bulgular, circRNA’larin RB ilerlemesinde 6nemli

roller oynadigin1 gostermektedir.

IncRNA’lar, 200 baz ¢ifti uzunlugunda olup islevsel
protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Protein kodlayan
transkriptlere kiyasla daha az ekzona sahip olup, genellikle
daha diisiikk seviyelerde eksprese olurlar.”” IncRNA’larin
diizensiz ekspresyonlar1 timor olusumunu ve metastazi
destekleyebilir.”” RB’de,

bozulmalarin

IncRNA’larin regiilasyonundaki

hastaligin gelisimini hizlandirdig:
gosterilmistir. Dokuz RB hastasindan ve iki normal retinal
dokusundan elde edilen drneklerle yapilan RNA dizileme
caligmasinda, IncRNA’larin RB’de transkripsiyonel olarak
degistigi saptanmistir.” Bagka bir ¢calismada ise RB’ye 6zgii
olarak tanimlanan retinoblastoma associated transcript-1
(RBATI), fosfoinozitid 3-kinaz y (PI3Ky) ve E2F3
ekspresyonlarinin insan RB tiimoérlerinde belirgin sekilde
arttigi gozlenirken; CASC15-New-Transcript 1 (CANT1) adli
IncRNA’nin RB dokularinda anlamli diizeyde azaldig: tespit

edilmistir.””

miRNA’lar, gen
6nemli rol oynayan, protein kodlamayan kiigiik RNA’lardir.

ekspresyonunun diizenlenmesinde

Negatif gen diizenlemesi yoluyla hiicresel homeostazin
siirdiiriilmesine katki saglarlar. Insan viicut sivilarinda
stabilite

miRNA’lar, ¢esitli kanser hastaliklarinin tani ve prognozunda

yiiksek gostermeleri nedeniyle, dolagimdaki

umut verici biyobelirtegler olarak degerlendirilmektedir.”®

miRNA’nin  kanonik biyogenezi temel olarak 4
basamaktan olusmaktadir (Sekil 2). 1) Birincil miRNA
(pri-miRNA) olusumu; bu asamada RNA polimeraz II
enzimi, miRNA genlerini pri-miRNA’ya doniistiiren temel
enzimdir.”* 2) pri-miRNA’lardan 6ncii miRNA (pre-miRNA)
iretimi; bu islem mikroislemci kompleksi araciliiyla

gergeklestirilir.>’°  3)  pre-miRNA’larin  sitoplazmaya

taginmasi; bu siiregte exportin-5 proteininin yardimryla
sitoplazmik bolgeye aktarim saglanir.” 4) Dicer enzimi ve
(RNA-induced silencing complex) RISC kompleksi, pre-
miRNA’y1 islevsel olgun miRNA’ya doniistiiriir.”” Yeni
kanitlar ise, baz1t miRNA’larin Drosha-bagimsiz ve Dicer-
bagimsiz yollar gibi non-kanonik isleme siireglerinden

gectigini ortaya koymustur.’

Pre-miRNA
Drosha/DGCR8
Mikroisleme

'Pri-miRNA

RNA Polimeraz Il

lﬁkleer ihrag

Exportin 5

Sekil 2: miRNA biyogenezi

Sekil 2'nin kisaltma agiklamalari: AGO2: Argonaute RISC Catalytic Component 2,
DGCRS: DiGeorge Critical Region 8, mRNA: messenger RNA, miRNA: microRNA,
RISC: RNA-induced silencing complex, TRBP: Trans-activation response (TAR) RNA-
binding protein

miRNA
gelisimiyle iliskili oldugu gosterilmistir.”” miRNA’lar, hiicre

islenmesindeki  diizensizliklerin,  timor
dongiisii, apoptoz ve metastaz gibi siiregleri modiile ederek
RB’nin hiicresel biiyiimesini etkilemektedir. Ornegin, RB
doku Orneklerinde ve hiicre modellerinde, timor iliskili
miRNA’lardan biri olan miR-133a-3p diisiik diizeylerde
saptanmistir. Cyclic AMP response element binding protein
I(CREBI) hedeflenmesi

ekspresyonunun, hiicre dongiisii durdurulmast ve apoptoza

yoluyla miR-133a-3p’nin asir1

neden olarak RB gelisimini baskiladig1 gosterilmistir."

Buna karsilik, miR-506’nin asir1 ekspresyonu, sirtuin
1(SIRT1) proteinini hedef alarak apoptozu inhibe ederek RB
progresyonunu artirmaktadir. miR-506’nin baskilanmasi

ise, apoptoz oranint artirmakta ve RB gelisimini

engellemektedir.”!

Ayrica, timor supresor olan miR-140-5p, RB dokularinda
down regiile olarak bulunmustur. miR-140-5p’nin asir1
c-Met/AKT/mTOR  yolunu
RB hiicre ¢ogalmasini

ekspresyonu, hedefleyerek

baskilamakta, hiicre dongiisii

duraksamasina ve apoptoza yol agmaktadir.*

Buna karsilik, miR-494-3p, RB doku ve hiicrelerinde
up regiile olarak izlenmistir. Bu durum, tiimor baskilayici
bir protein olan fosfataz ve tensin homologu (PTEN)’in
hedeflenmesi yoluyla hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonunu artirmaktadir. PTEN’in inhibisyonu, onkojenik
PI3BK/AKT yolunu aktive ederek RB progresyonunu
hizlandirmaktadir.™

Onkojenik bir miRNA olan miR-141-3p, RB doku ve
hiicrelerinde up regiile olarak tespit edilmigtir. BumiRNA’nin
yiiksek diizeyleri, sushi domain-containing protein 2(SUSD2)
isimli tiimor supresor proteini hedefleyerek in vivo ve in vitro
RB bilylimesini, invazyonu, migrasyonu ve anjiyogenezi
desteklemektedir. SUSD2’nin asir1 ekspresyonu veya miR-
141-3p’nin inhibisyonu, RB ilerlemesini baskilamaktadir.*

Benzer sekilde, miR-125b’nin, DNA hasarina bagh
otofaji diizenleyici protein 2 (DRAM?2)’i hedefleyerek
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apoptozu baskiladigi ve invazyon ile migrasyonu artirarak

RB progresyonunu artirdigi gosterilmistir.*

miR-181a-5p, RB’de down regiile halde izlenmis ve
kotlii prognozla iliskilendirilmistir. miR-181a-5p’nin asir1
ekspresyonu, neuroblastoma RAS onkojen homologu(NRAS)
hedefleyerek RB

invazyonunu  ve

proto-onkogenini hiicrelerinin
migrasyonunu
miR-340’in, RB
dokularinda yiiksek diizeyde eksprese edildigi, WNT
inhibitor faktor 1(WIF1)’i hedefleyerek RB progresyonunu

destekledigi goriilmiistiir.”’

proliferasyonunu,

baskilamaktadir.* Bunun yani sira,

miR-532, RB’de down regiile izlenmis, apoptozun
azalmasi ile birlikte RB hiicrelerinin yasam siiresi ve
metastatik potansiyelinin artmastyla iliskilendirilmistir.
miR-532"nin asir1 ekspresyonu, Mdm4 p53 baglayici protein
homologu (MDM4)’ii hedefleyerek RB progresyonunu ve
metastazini baskilamaktadir."

Son olarak, miR-503, RB doku ve hiicrelerinde asir1
eksprese edilmistir. Bu miRNA, protein tirozin fosfataz
12 (PTPNI12)yi

proliferasyonunu ve invazyonu artirmakta ve bdylece RB

nonreseptor tip hedef alarak hiicre

progresyonunu desteklemektedir.”

Bir¢ok miRNA’nin RB i¢in potansiyel bir biyobelirteg
olarak islev gorebilecegi gesitli calismalarda arastirilmistir.
Bununla birlikte, noron-spesifik enolaz (NSE) ile birlikte
degerlendirildiginde, RB’nin tani oranini artirabilecegi
bildirilmistir.”””" miRNA’lar yalnizca tanisal biyobelirteg
olarak degil, ayn1 zamanda RB tedavisi i¢in de potansiyel

hedefler olabilir.

y

Cell Free DNA

RB olgularinda dogrudan doku biyopsisi, hem timore
erisimin zorlugu hem de tiimdr yayilimi riskini artirabilecegi
icin kontrendikedir.”” Bu durumlarda tani ve prognoz
amactyla DNA elde etmenin yeni ve invaziv olmayan
yaklasimlarindan biri, hiicre dist DNA’ya (cell-free DNA,
c¢fDNA) odaklanmaktir.

insan dolagim sisteminde fragmente ekstraselliiler
DNA ilk olarak 1948 yilinda tespit edilmistir.”” CFDNA’nin
kokenine yonelik arastirmalar, apoptoz ve nekroz gibi hiicresel
yikim mekanizmalarinin yani sira aktif salinim siireglerini
de igeren karmasik bir olusum oldugunu ortaya koymustur.”
CfDNA otoimmiin hastaliklar, kanserler de dahil olmak tizere
cesitli hastaliklarda anlamli sekilde artis gostermektedir.””*¢

Stroun ve ark.,”” kanser hastalarinda saptanan cfDNA’nin bir

kisminin dogrudan kanser hiicrelerinden kaynaklandigini
gostermistir. CFDNA’nin izole edilmesi ve analizine yonelik
teknolojilerin son yillarda oOnemli dlciide gelismesiyle
birlikte, s1v1 biyopsilerin potansiyelini arastiran ¢aligmalar

98

biiytik dl¢iide artmigstir.” Sivi biyopsinin; hastaliklarin tani,

evreleme, prognoz ve tedaviye yanitin izlenmesi gibi birgok

klinik yonetim alaninda kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.”

CfDNA analizinin bir diger klinik uygulamasi ise fetiise
ait cfDNA’nin gebe kadinlarin kaninda tespit edilmesiyle
ortaya ¢ikmistir.'”’ Gorece yiiksek fetal fraksiyon'”' ve kisa
yar1 omiir'” gibi 6zellikler, cFDNA analizinin cinsiyet tayini,
Rh durumu belirleme ve andploidi saptanmasi dahil olmak
lizere invaziv olmayan prenatal testlerde kullanimina olanak
tanimistir.'” Daha yakin tarihlerde, tek gen hastaliklarina
yonelik noninvaziv prenatal tani (NIPD) gelistirilmigtir.'”*
NIPD analizi, gebeligin 8. haftasi kadar erken bir donemde
anneden alinan kandan elde edilen DNA iizerinde

gercgeklestirilebilmektedir.

Yeni nesil dizileme tekniklerinin kombinasyonunu
kullanarak, aile hikayesine gore, RB’ye yonelik gelistirilen
NIPD analizinde; hem anne ve babadan kalitilan RBI1
mutasyonlar1 i¢in hem de ebeveynlerin etkilenmedigi ancak
onceki ¢cocugun germline RB1 mutasyonu tasidigi siipheli
varyantlarda bagarili olduklar1 gériilmiistiir.'””

z Hiimor Orneklemesi

RB’de konservatif tedavi sirasinda timor biyopsisi

yapilmas: miimkiin olmadigindan, intravitreal kemoterapi
(IVKT) sirasinda akéz hiimér 6rnegi elde edilebilmektedir.
IVKT, vitréz yayilimi tedavi etmek amactyla melphalan
veya melphalan-topotekan kombinasyonunun enjeksiyonuyla
uygulanmaktadir. Gz i¢i basincini dengelemek amaciyla
IVKT’den énce yaklasik 100 uL akdz hiimér sivisi aspire
edilmektedir.'’*'"’

IVKT sirasinda aspire edilen akdz hiimér genellikle
atik olarak degerlendirilse de bu sivinin klinik potansiyeli
oldugu fark edilmistir. RB hastalarinin yani sira diger okiiler
hastaliklara sahip hastalarda da, akdz hiimdrde hem niikleik

" Bu nedenle

asitler hem de proteinler saptanmigtir.'”*'"
akoz hiimoriin dolasimdaki timdér DNA’s1 i¢in bir kaynak
olabilecegi ve dolayisiyla konservatif tedavi altindaki
hastalar i¢in biyopsi yerine gegebilecek bir ornek olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Alinan akdz hiimor hacmi
diisiik olmasina ragmen, tiimore olan yakinligi, bu bolgedeki
stvi dolasiminin  gorece diisiik olmasi, tiimor kokenli
c¢fDNA diizeylerinin genetik analiz i¢in yeterli olabilecegini

diisiindiirmektedir.""
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2017 yilinda, retinoblastom hastalarindan alinan akdz
hiimor oOrneklerinde Olgiilebilir diizeyde cfDNA tespit
edilmistir. Ayrica, bu cfDNAnin genetik profillemesi,
onun timor kaynakli oldugunu ortaya koymustur. Bir
baska calismada, alt1 farkli akdz hiimor Ornegi ilizerinde
yiizeysel tim genom dizilemesi (WGS) ve kopya sayisi
varyasyonu (CNV) analizi gergeklestirmis, bu drneklerden
ikisi primer eniikleasyon sirasinda alinmis, kalan drnekler
ise tek bir hastadan ii¢ ardisik IVKT tedavisi siirecinde ve
ardindan gergeklestirilen sekonder eniikleasyon sirasinda
elde edilmistir.'”” Akéz hiimor kaynakli ¢cfDNA ile eslesen
timor DNA’s1 arasinda yiiksek oranda benzerlik gdsteren
CNV profilleri gozlemlenmis ve bu durum, tiimor dokusu
bulunmayan olgularda somatik profilleme yapilabilmesi
icin akdz hiimor genetik analizinin kullanilabilecegini

gOstermistir.'"”

RB’de cfDNA
analizi yapilmis ve ilk kez akoéz hiimorde somatik RBI
Tedavi

kapsaminda eniikleasyon uygulanan 10 hastanin timor

Yapilan bir baska c¢alismada ise,
gen mutasyonlarmin saptandigi bildirilmigtir.'”

biyopsisinden elde edilen DNA ile histopatolojik inceleme
oncesi alinan akéz hiimor drneginden izole edilen cfDNA
karsilastirtlmistir.  RBI  gen bolgesine yonelik hedefe
yonelik yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak, 10 cfDNA
Orneginin tiimiinde, toplam 20 patojenik RB/ mutasyonu
tespit edilmistir (18 somatik, 2 germline mozaik). Mutant alel
frekanslari, ak6z hiitmordeki cfDNA’nin biiyiik oranda timor
kokenli oldugunu gostermistir. Ayrica, akoéz hiimordeki
cfDNA’nin plazmadakine kiyasla daha kisa fragman
boyutlarina sahip oldugu gozlemlenmis ve bu da literatiirde
timor kokenli cfDNA’nin sirkiile niikleer DNA’dan daha
kisa oldugu yoniindeki bulgularla ortismektedir.'*'"”
Bu c¢aligmalar, akéz hiimdr kaynakli cfDNA’nin genetik
analizinin gelecekte timor biyopsisi yerine gegebilecek bir

yontem olabilecegini gostermektedir.

Retinoblastomda Giincel Tedavi Yaklasimlari

RB’de, hastalik erken evredeyken tani konulup tedaviye
baslandiginda; hastanin yagami, géziin biitlinligii ve gdrme
yetisi biiyiik 6l¢iide korunabilir.

Uygulanan tedavi yaklagimlar1 arasinda sistemik

ya da lokal kemoterapi, fokal kriyoterapi, transpupiller
termoterapi, lazer fotokaogiilasyon, eksternal 151n
radyoterapi, plak radyoterapi (brakiterapi); ileri ya da niiks
timorlerde eniikleasyon yer almaktadir.'® Son yillarda
intraarteriyel, intravitreal ve intrakamaral KT uygulamalari,

gbziin korunmasinda 6nemli ilerlemeler saglamigtir,'%''*-!1"7

Bununla birlikte, ¢esitli klinik durumlar igin yeni tedavi
yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sistemik kemoterapiler ciddi yan etkilere yol agabilir;
intravitreal ve intraarteriyel KT ise vaskiiler komplikasyonlar
olusturabilir ve bazi cografi bolgelerde erisilebilirligi sinirl
olabilir. Kemorezistan tiimérlerde yapilan tekrarlayan tedavi
girisimlerinin sonunda goziin eniikleasyonu gerekebilir.
Ayrica, metastatik RB olgularinda prognoz halen koti
seyretmektedir.''*''%!

RBI
yenidoganlar tespit edilebilse de, bu bireylerde hastalik

Ote yandan, germline varyantlar1  tastyan
baslamissa gelisimi 6nlenememektedir. Intraarteriyel KT,
olasi bir profilaktik yontem olarak etkili olabilir; ancak aktif
tiimdr varlig1 olmadan bu yontemin uygulanmasi, prosediirle

iligkili riskler nedeniyle giinimiizde 6nerilmemektedir.'”’

Kon

olusturdugunun belirlenmesi ve tiimoriin ortaya ¢ikis ve

hiicresi  prekiirsorlerinin ~ tiimoriin -~ kdkenini
ilerleme yollarinin aydinlatilmasi, bu zorluklarla basa

¢ikmak icin saglam bir temel olugturmustur.

Ik olarak; hiicre kokeni, pRB kaybi veya MYCN
asirt ekspresyonunun etkilerinin ortaya ¢iktigi biyolojik
bir altyapiyr tanimlamaktadir. Olgunlasmakta olan kon
hiicrelerinin ekspresyonunun taninmasi ve RB hiicrelerinin
MDM2, MYCN, SKP2 ve SYK proteinlerine olan bagimliligi,
bu hedeflere yonelik tedavilerin gelistirilmesini mimkiin

121-123

kilmigtir.”'** Bunlar arasinda MDM?2 antagonistleri,”'**
MYCN-yoénelimli Aurora kinazlara karsi sentetik letal
antagonistler,' > SKP2 stabilitesini'’’ ve SYK aktivitesini*
baskilayan inhibitorler bulunmaktadir. Bu ve benzeri
hedefleri baskilayan ajanlar, yiiksek verimli ilag taramalari
ve fonksiyonel genomik taramalar ile belirlenen terapdtik

adaylarin sayisini artirabilir.!”>%1%

Ikinci olarak, pRB yetersizligine sahip kon hiicre
prekiirsorlerinin yavas seyirli evreye gecisinde ve sonrasinda
malign transformasyona ugramasinda rol oynayan epigenetik
degisimlerin anlagilmasi, malign ilerlemeyi baskilamaya
veya hiicreleri premalign evreye geri dondiirmeye yonelik

yaklagimlari miimkiin kilabilir.

Son olarak, ilerlemeye bagli kopya sayis1 degisikliklerinin
ve tek niikleotid varyantlarinin etkilerinin tanimlanmasi,
bu degisimlerle iliskili tedavi direncinin ve metastazin
Onlenmesine yonelik stratejilerin gelistirilmesine yardimeci
olabilir. Ancak, olas1 ikincil genetik siiriiciilerin sayisinin
fazla olmasi nedeniyle, farkli genomik arka planlarda
ortak olan hiicre sinyal iletim yollarinin tanimlanmasi
ve hedeflenmesi Onem kazanabilir. Bu baglamda, yakin
zamanda tanimlanan Ostrojen iligkili reseptor gama (ERRy)
bozulmasi buna bir 6rnek teskil etmektedir.'*
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Retinoblastom, yalnizca bir goz hastaligi degil; ayni
zamanda molekiiler diizeyde karmasik genetik ve epigenetik
etkilesimlerin bir yansimasidir. Bu baglamda, multidisipliner
bir yaklasim cergevesinde oftalmoloji, onkoloji, genetik ve
radyoloji uzmanlarinin is birligi; hastalarin prognozunu
belirlemede ve gboz koruyucu tedavi stratejilerinin
kritik  rol RBI1

inaktivasyonu ile baglayan bu siirec, MYCN amplifikasyonu,

basarisinda oynamaktadir. geninin

epigenetik bozukluklar ve kodlamayan RNA’larin etkisiyle
¢ok katmanli bir timoéral doniisiime evrilmektedir. Yeni
molekiiler ¢aligmalar, yalnizca klasik genetik mutasyonlarin
degil; aym1 zamanda hiicre i¢i sinyal yollari, epigenetik
mimari ve RNA temelli diizenleyici sistemlerin de biitiinciil
olarak degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle,
geleneksel tedavi protokollerinin 6tesine gegilerek; molekiiler
hedeflere dayali, kisisellestirilmis ve dnleyici yaklagimlarin
gelistirilmesi, giiniimiiz arastirmalarinin Oncelikli hedefi
haline gelmistir. Hiicresel biyolojinin derinliklerinden gelen
bu bilgi birikimi, yalnizca hastalig1 tedavi etmeyi degil;
ayni zamanda onu dngdrmeyi ve hatta engellemeyi miimkiin
kilacak yeni bir donemin kapilarini aralamaktadir. Gelecekte,
retinoblastomla miicadeledeki basari; laboratuvardan
klinige uzanan translasyonel arastirmalarin giiclenmesine,
disiplinler arasi veri paylasiminin artirilmasina ve genetik/
epigenetik bilginin klinik kararlara entegre edilmesine bagh
olacaktir.
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