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OZET

Hepatit C Virusu (HCV) ile Kronik Infekte ve Sirozlu Hasta Tam Kan
Orneklerinde HCV ve Hepatoselliiler Karsinoma ile iliskili miRNA’larin

Ekspresyon Profillerinin Arastirilmasi

Hepatit C infeksiyonu ciddi bir kiiresel saghk sorunu olup tiim diinya’da 170
milyon Kkisinin bu virusun tasiyicis1 oldugu tahmin edilmektedir. Bu patojene
maruz kalmis bireylerin biiyiik bir kisminda kronik hepatit C (KHC) infeksiyonu
gelismekte, buna bagh olarak tablo siroz ve hepatoselliiler karsinoma (HSK) gibi
ciddi son asama karaciger komplikasyonlarn ile sonuc¢lanabilmektedir. Mevcut
tedavi secenekleri heniiz suboptimal olup giiniimiize kadar efektif bir asis1
gelistirilememistir. HSK insidans1 ve mortalitesi tiim diinyada her gecen giin
artmakta ve bu siireci onceden belirleyebilecek spesifik noninvaziv prognostik
markir sayis1 yok denecek kadar azdir. MikroRNA (miRNA)’lar 17-25 nt.
Uzunlugunda olan genetik kod tasimayan ve siklikla kanser olmak iizere bir¢cok
hastalikta ekspresyon diizensizlikleri gosteren ve bu degisiklikleri hastaliklarin
tam ve prognozunda markir olarak kullanilabilecek ozellikte spesifite gosteren
kiiciik RNA yapilaridir. Bu ¢alismada kronik hepatit C (KHC)’li, siroz’lu ve
HSK’h hasta plazma orneklerinde toplam 60 miRNA’nin ekspresyon profilleri
incelenerek, HSK oncesi erken tami saglayabilecek potansiyele sahip olan
miRNA’larin olas1 varhi@ arastirlmistir. Cahismaya 26 KHC’li, 30 sirozlu, 8
HSK’lu hasta ve 30 saghkl bireyden olusan kontrol grubu dahil edilmis ve bu
bireylere ait plazma orneklerinde 60 miRNA’nin ekspresyon profilleri 96.96
Dynamic Array IFC’lerin Kkullamldigi yiiksek Kkapasiteli qRT-PCR ile
arastinnlmistir. Bu c¢aliymada hasta ve kontrol grubu ekspresyon diizeyleri
karsilastirildiginda miR-223-3p, miR-17-5p ve miR-24-3p’nin her 3 hasta
grubunda da birbirine paralel bir sekilde istatistiksel olarak anlamh ekspresyon
degisiklikleri gosterdikleri ve HSK’nin erken tamisimi saglayabilecek prognostik
biyomarkirlar olabilecekleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C virus, Siroz, Hepatoselliiler karsinoma, MikroRNA,
Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

xiii



ABSTRACT

Investigation of miRNA Expression Profiles related with Hepatitis C Virus (HCV)
and Hepatocellular Carcinoma in Whole Blood Samples of patients with
Chronically infected HCV and Cirrhosis

Hepatitis C virus (HCV) infection is a serious global health problem with an
estimate of 170 million carriers worldwide. Most individuals exposed to this
pathogen develop chronic hepatitis C (CHC) infection, which may result in severe
liver complications as well as endstage liver diseases including cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC). Current treatment options are suboptimal with
no effective vaccines available to date. HCC incidence and mortality rates are
increasing day by day all over the world, and there are a few noninvasive
prognostic markers to pre-determine the process. MicroRNAs (miRNAs), 17- to
25-nucleotide noncoding RNAs that are frequently dysregulated in HCC, have
shown great promise as tissue-based markers for HCC diagnosis and prognosis. In
this study, plasma samples of patients with chronic hepatitis C (CHC), cirrhosis
and HCC examined for a total of 60 miRNA expression profiles to provide
potentially important noninvasiv biomarkers to be used for early diagnosis of
HCC. The study was conducted with 26 samples of CHC patients, 30 samples of 30
cirrhosis patients, 8 samples of HCC patients and 30 samples of healthy controls.
Expression profiles of 60 miRNA were investigated with high capacity qRT-PCR
by using 96.96 dynamic array IFCs. In this study, when expression levels of 60
MiRNA were compared between 3 patients group and control groups, miR-223-3p,
miR-17-5p and miR-24-3p were found to be potentially important noninvasive

biomarkers for early detection of HCC.

Key Words: Hepatitis C virus, Cirrohosis, Hepatocellular Carcinoma, MicroRNA,

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
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1. GIRIS

1989°’da NANBH (non-A, non-B Hepatit) hepatit ile infekte edilmis bir
sempanzenin serumunda viral tamamlayicit DNA (komplementer deoksiriboniikleik asit:
c¢DNA) klonunun izole edilmesi ile NANBH genomunun ilk identifikasyonu saglanmis
ve HCV (Hepatit C virusu) olarak adlandirilmistir (1).

Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusuna dahil edilen HCV genomunun
yaklasik 9400 niikleotid uzunlugunda, pozitif polariteli, tek iplik¢ikli lineer bir yapisi
vardir. HCV kiiremsi, lipid zarfli ve 30-60 nm biiylikliigiinde hepatotropik bir RNA
virusudur (2).

HCV RNA’st; kor (C), zarf proteinleri (E1 ve E2) ve yapisal olmayan
proteinlerden olusmaktadir (3). Bu proteinler HCV’nin yasam dongiisiinde ve
replikasyonunda 6nemli gorevler tistlenirler (4).

HCV genomu, RNA-bagimli RNA polimeraz enzimi aktivitesinin tamir
yeteneginden yoksun olmasindan dolayr yiikksek derecede genetik cesitlilik
gostermektedir (5). Filogenetik analizler temelinde HCV’nin %35’lere varan sekans
farklilig1 gosteren 6 ana genotip (1 ile 6 arasi) ve sekans farkliligi %20’lere varan
50’den fazla subgenotipi tanimlanmis olup, bu genotipler kendilerine 6zgii bir cografi
dagilim gostermektedirler (6).

HCV infeksiyonu tiim diinyada yaygindir. Tiim diinyada 130 ila 170 milyon
kisinin HCV pozitif oldugunu bilinmektedir ve 35 milyondan fazla kisi her yil HCV ile
iliskili karaciger hastaliklarindan 6lmektedir (7). Iskandinavya iilkeleri ve Ingiltere
HCV prevalansinin en diisiik oldugu iilkeler iken en yiiksek prevalans ise yaklasik %15-
20 oranla Misir’dan bildirilmistir (8).

Hepatit C virusu temel olarak Infekte dondrden solid organ transfiizyonu,
intravendz (IV) uyusturucu kullanimi, igne batmasi gibi temaslar, kan ve kan iiriinleri
transfiizyonu, infekte anneden bebegine bulas, infekte partnerle cinsel iligki gibi yollarla
bulasabilmektedir (9).

HCV viral hepatit C infeksiyonuna neden olmaktadir. Viral hepatit C genis
klinik spektrumlu ve kroniklesme egilimli bir infeksiyondur. HCV’nin neden oldugu

karaciger hastaligmmin siddeti normal karaciger parametrelerine sahip asemptomatik



kronik infeksiyondan, hizli bir sekilde siroz ve hepatoselliiler karsinomaya (HSK)
yonelebilen siddetli kronik hepatite kadar genis klinik dagilim gosterir (10).

Akut hepatit doneminde hastalarin yaklasik %15-20’si tam olarak iyilesirken,
geri kalaninda hastalik kroniklesir (11). Kronik hepatit C olgularmin biiyiik
cogunlugunda olay bu evrede kalmakta ve siroz gelismemekte ancak %20-30 olguda
hepatik fibrozis, bunun sonucunda siroz ve/veya HSK gelismektedir (12). Sirotik
evredeki Hepatit C’li hasta HSK insidans1 %3 civarindadir (13).

Hepatoselliiler karsinoma genellikle uzun bir siire¢ sonunda gelismektedir ancak
tanimlanmis kanser hastalarinda HCV infeksiyonunun ilerleyisi altinda yatan
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (14).

DNA hasart i¢in potansiyel ve oksidatif stres ile ilskili uzun siireli hepatik
inflamasyon ve sirozun varligini da iceren dolayli mekanizmalarin kanser gelisimine
katkist muhtemeldir. Ancak HCV’nin protein ekspresyonlarinin dogrudan onkogenik
olabilecegi disiiniilmektedir (15).

Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi HSK’da da p53 ve Rb (Retinoblastoma)
timor siipresor proteinleri siklikla mutasyona ugramaktadir (16). HCV proteinlerinin
p53 ve Rb ile olan potansiyel etkilesimleri, aktif p53 ve Rb yolaklarin1 gerektiren hiicre
dongii kontrol mekanizmalarinin etkili ¢alisgamamasina neden olmasi ve bu etkilesimler
sonucunda karaciger kanserine dogru yonelimin basladigi disiiniilmektedir (17).

Virus infeksiyonlari ile iliskili olan kanser ¢esitlerinin tanisinda bir¢ok serolojik
markir bulunmakta, ancak kanserin erken tanisinda yeni yontem ve markirlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle, son yillarda molekiiler temelli ¢alismalarla kanser tiirlerinin
erken tanisi i¢in yeni markir arayislarini hedefleyen caligmalar yapilmaktadir (18).

Ik defa bir toprak solucam olan Caenorhabditis elegans’ta kesfedilen
miRNA’larin kanserin erken tanisinda markir olarak kullanilabilecegine dair ¢aligmalar
vardir. miRNA’lar endojen olarak sentezlenen yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda olan
kiiglik RNA’lardir. Translasyonal represyon veya klevaj sonucu degradasyon yolu ile
gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev alirlar (19). Cesitli hiicresel fonksiyonlarda
yer alan miRNA disregiilasyonunun anlagilmasi ile beraber kanser ve viral faktorler ile
indiiklenen insan hastaliklar1 ile olan iligkileri de her gecen giin daha net bir sekilde

anlasilmaktadir (20, 21).



Diger birgok virusun replikasyon stratejisinde oldugu gibi HCV de, hiicresel
miRNA’lar ile etkilesmektedir. HCV hayat siklusunda yer alan bu miRNA’lardan birisi
miR-122’dir (20, 21). Ilging bir sekilde miR-122’nin, HCV nin viral iiretimi ve etkin
replikasyonu i¢in gerekli bir konak faktorii oldugu tanimlanmustir (22, 23). Bununla
birlikte  miR-122’nin HCV amplifikasyonundaki aracilik fonksiyonu net olarak
bilinmemekle beraber bu mikroRNA’nin HCV RNA birikiminine katki sagladig1 ve
bundan dolay1 da viral amplifikasyon hizinin arttig1 6nerilmektedir (22, 24).

Insan kanserlerinde degisiklige ugramis miRNA diizeyleri olduk¢a degisken
olmakla beraber, timor baskilayici genlerin ve onkogenlerin miRNA ekspresyonu
aracili regiilasyonlu insan kanserlerinin tamamina yakininda gergeklesmektedir (25).
Hepatoselliiler karsinomada miRNA ekspresyon paternlerinin karaciger timor ve
normal komsu doku ve karaciger sirozu ve normal komsu doku karsilastirmalarinin
yapildigi erken donem caligmalari, hastalik ile korele bir sekilde miRNA ekspresyon
diizeylerinde spesifik degisiklikler gerceklestigini ortaya koymustur (26, 27).

Calismamizdaki amag, KHC, siroz ve HSK tanis1 almis hastalarin serumlarinda
mMIRNA ekspresyon diizeylerinin arastirtlmasi ve HCV ile iligkili HSK’nin erken
tanisina katki saglayabilecek, prediktif bir degere sahip miRNA’larin belirlenmesidir.
Bu calisma ile elde edilen bilgi ve bulgular, iilkemiz ve tiim diinya i¢in halen 6nemli bir
saglik sorunu olan HCV ile iligskili HSK gelisimi ve etyolojinin aydinlatilmasina

yonelik, erken taniya yardimei olabilecek 6nemli katkilar saglayabilme niteligindedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatit C Virusunun Tarihgesi, Genom Yapisi, Proteinleri,

Replikasyonu, Genotipleri ve Tedavisi

2.1.1. Tarihge

Viral hepatitler, Hipokrat zamanindan beri kaydedilen tarihin bir pargasi olmus
ve yiizyillar boyunca ciddi kayiplara, 6liimlere yol agmustir (28). 1940’lardan itibaren
Hepatit A (HAV) ve Hepatit B (HBV) olmak {izere iki tip viral hepatitin varlig1 ortaya
cikmistir (29). 1965 yilinda Blumberg HBV yiizey antijenini, 1973 yilinda Feinstone ve
ark. HAV infeksiyonundan sorumlu ajani bulmuslardir (30). Bu iki hepatit tipine 6zgii
antijenik yapilarin belirlenmesi, serolojik testlerin gelistirilmesi ve kullanilmaya
baslamasi1 ozellikle transfiizyonla bulasan hepatitler alaninda daha baska etkenlerin
varligindan kugkulanilmasina yol a¢mustir. Boylece, hepatit A ve B’nin
identifikasyonundan sonra 1970’li yillarin basinda non-A, non-B Hepatit (NANBH)
kavrami geligmistir (31). NANBH viral hepatit ilk Hepatit A ve B viruslari i¢in spesifik
serolojik testlerin ortaya ¢ikmasi ile 1975 yilinda tespit edilmistir. Transfiizyon ile
iligkili hepatit vakalarinin ¢ogunda bu viruslarin herhangi birinin serolojik markirlarinin
olmadig1 bulunmustur (32).

NANBH viral hepatitin doniim noktasi, 1989°da NANBH hepatit ile infekte
edilmis bir sempanzenin serumunda viral tamamlayict DNA (komplementer
deoksiriboniikleik asit: cDNA) klonunun izole edilmesidir. Bdylece NANBH
genomunun ilk identifikasyonu saglanmis ve Hepatit C virusu (HCV) olarak
adlandirilmigtir (1). Bu gelismenin ardindan 1990°l1 yillarin baslarinda anti-HCV
serolojik ¢alismalari ile Enzim Immiin Assay (EIA) ve duyarliligi daha giiglii olan
Recombinant Immunoblot Assay (RIBA) gelistirilmistir (Cizelge2.1) (33).

HCV’nin tanimlanmasindan sonra virusun molekiiler yapisini belirlemede pek
cok gelisme olmustur. Ozellikle 2000°1i yillarda RNA’nin protein kodlamayan kismi
olan miRNA (mikroRNA)‘rin kesfi ile ilk doku spesifik miRNA &rneklerinden biri olan



mikroRNA-122 (miR-122)’nin HCV replikasyonunun saglanmasinda Onemli rol
oynadig1 bulunmustur (34).
Bugiin hala HCV’nin genomu, siroz ve hepatoselliiller karsinoma ile iliskisi

arastirilmaktadir.

Cizelge 2.1. Viral Hepatit tarihinin 6nemli kilometre taglari (28)

1965 HBYV yiizey antijenini identifikasyonu
(Blumberg)
1973 HAV’nin identifikasyonu

(Feinstone)

1975 Hepatit evrelerinin tanimlanmast
(Mosley)
1975 ‘Non-A, Non-B hepatit’ varliginin 6nerisi

(Feinstone)
1977 Bulasici bir ajan oldugunun belgelenmesi
(Hoofnagle)

1986 Alfa interferonun tedavi edici etkisinin ilk
kanit1

(Hoofnagle)

1989 Hepatit C Virusunun identifikasyonu
(Choo)
1990 Anti-HCV testlerinin klinige girmesi




2.1.2 Hepatit C Virusu

2.1.2.1. Virusun yapisi

HCV kiiremsi, lipid zarfli ve 30-60 nm biiyiikliiglinde hepatotropik bir RNA
virusudur (2). HCV RNA’s1; kor, zarf proteinleri (E1 ve E2) ve yapisal olmayan
proteinlerden olusmaktadir (Sekil 2.1). Elektron mikroskobu ile goriintiilenen HCV’nin,
zarfi delerek ¢ikan ince dikensi yapilar tasiyan lipoprotein bir kilifa sahip oldugu ve bu
kilifin biiyiik olasilikla, ikozahedral simetrili 30-35 nm ¢apinda bir niikleokapsidi
cevreledigi anlagilmistir (3). Klonlanan HCV genomlariin niikleotid ve aminoasit
sekanslarinin incelenmesi ile bu virusun hem hayvan pestiviruslarina (Bovine diarrhoea
virus) hem de insan flaviviruslarina (Yellow fewer virus, Dengue fever virus) ve hepatit
G virusu (HGV)’na akraba olabilecegini gostermistir (6). Glinimiizde HCV genetik
organizasyonu ve sentezledigi proteinler nedeniyle Flaviviridae familyasina dahil
edilmesine ragmen genetik farkliligindan dolay1 Hepacivirus adinda ayr1 bir cins olarak
siiflandirilmistir (6, 35).

Zarf
glikopreteinleri

Nukleokapsid

Zarf

Sekil 2.1. HCV modeli (36)



2.1.2.2. HCV’nin Genom Yapisi

HCV genomunun yaklasik 9400 niikleotid uzunlugunda, pozitif polariteli, tek
iplikcikli lineer bir yapisi vardir. Genomun 5’ ve 3’ uglarinda translasyona ugramayan
(Untranslated Region: UTR) bolgeler yer alir. Bu bolgelerin arasinda uzunlugu 3008-
3030 aminoasit arasinda degisen Oncii bir poliproteini kodlayan agik okuma cergevesi
(Open Reading Frame: ORF) bulunmaktadir. Bu protein daha sonra konak ve virus
enzimleri tarafindan posttranslasyonel isleme tabi tutularak virusun yapisal olan ve
olmayan proteinlerini ve enzimlerini olusturur (37).

Genomun 5> UTR bélgesi i¢inde viral RNA’nin endoplazmik retikuluma (ER)
baglanmasina yardimci olan ve bdylece translasyonun baslamasimi saglayan “Internal
Ribosomal Entry Site” (IRES) adi verilen bir bolge mevcuttur. Baglangictaki 29
niikleotid hari¢, 5’-UTR’nin tamami1 bu islevde yer almakta, ‘IRES’1 olusturmaktadir
(38). Buna karsilik ilk 23 niikleotidin, translasyonu baskilayici roli oldugu
sanilmaktadir. Bu nedenle bu bélge iyi korunmustur ve tanisal yontemler i¢in kullanisl
bir hedef olmustur (39).

ORF’nin kodladig1 poliproteinin amino ucunda yapisal (structural) proteinler
yer alir. Virion yapisina katilmayan (Non-Structural: NS) diger proteinler ise karboksi
ucuna dogru dizilirler. Genler su sekilde siralanir: 5°-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-
NS4B-NS5A-NS5B-3" (Sekil 2.2). Yapisal bolge 21-kD’luk kor (C) proteini ve iki zarf
proteininden ( E1 ve E2 ) olusur. E1 ve E2 genleri, iki zarf glikoproteini kodlarlar: gp35
ve gp70. Arada p7 proteinin olusumuna yol agan bir kesilme olur. Bu proteinin
hidrofobik ve membranla birlikte oldugu bilinmektedir (40). HCV’nin 6 tane yapisal
olmayan proteini vardir. Flaviviruslarda bulunan NS1 bolgesi HCV’de bulunmaz (41).
Yapisal olmayan proteinler, NS2 diginda viral RNA replikaz kompleksi olusturur ve
replikasyonda rol alirlar (42).

3> UTR bolgesi yaklasik 27-54 niikleotidi kapsamaktadir. HCV’nin farkh
genotiplerine gore degisiklik gosterse de bu bolge poly-U ya da poly-A ile
sonlanmaktadir (43). Poly-U bolgesinden sonra 98 baz uzunlugunda 3’-X dizisi bulunur
ve bu bolgenin viral genomun replikasyon baglangicinda Onemli rol aldigi

diistiniilmektedir (44).



HCV Genomu Organizasyonu
Poritil Sens-RNA

5'UTR JUTR

Open reading frame

|

Yaprsal Proteinler HCV poliprotein proses
(kor ve zarf) Yamsal oilmayan proteinler
! - o . L - L s !
core E1 E2 p7 M52 N53 NS4A| | NS4B NSSA MNS5B

Sekil 2.2. HCV genomunun yapisti (4)

2.1.2.3. Virus proteinleri

HCV proteinleri yapisal ve yapisal olmayan proteinler olarak incelenir (Sekil

2.3) (Cizelge 2.2).

HCV’nin Yapisal Proteinleri

Kor Proteini (Core: C): HCV’nin ilk 191 aminoasitlik kismini olusturur ve
hidrofobik olarak 3 alana ayrilir. 21 kD agirligindaki kor proteininin en 6nemli 6zelligi
viral niikleokapsidi olusturan RNA baglama proteini olmasidir (45). Kor proteini
hepatokarsinogenezis ve karaciger yaglanmasi ile dogrudan ve dolayli olarak
iliskilendirilmistir. Birgok hiicresel proteinle etkilesime girer ve gen transkripsiyonu,
lipit mekanizmasi, apoptoz gibi ¢ok sayida biyolojik fonksiyona katilir (46).

Zarf Proteinleri (E1 ve E2): Bu proteinler hiicreye giriste dnemli rol oynarlar.
Zarf proteinlerinin hiicre membran reseptdr proteinlerini taniyarak hiicreye girise
aracilik ettigi diistiniilmektedir (47). E2 proteini, 2 yiiksek diizeyde degiskenlik gosteren
bolge (Hypervariable Regions: HVR1 ve HVR2) igerir. Bu bolgeler etkin nétralize edici
antikorlar i¢in sorun yaratmaktadir. E2, ayn1 zamanda HCV’nin varsayilan reseptorii
olan, CD81’¢ baglanma bolgesi igermektedir (48).

p7: E2 ve NS2 proteinleri arasinda yer alan 63 aminoasitlik bir polipeptiddir.
RNA replikasyonu igin gerekli degildir. Bu protein viroporin olarak adlandirilan bir

protein grubu ile benzer ozelliklere sahiptir ve bu 6zelligi ile virus infeksiyonunda



onemli rol oynayan iyon kanallarini olusturarak viral pargacik olgunlagsmasi ve salinimi

icin gorev yapmaktadir (49).

HCV’nin Yapisal Olmayan Proteinleri

NS2: 21-23 kD agirliginda transmembran proteindir. Bu protein in vitro ve in
Vivo olarak viral dongiiniin tamamlanmasi igin gereklidir. NS2 proteini, ¢inko (Zn+2)
bagimli bir metalloproteaz: kodlar ve boylece replikasyon sirasinda yapisal olmayan
proteinleri poliproteinden ayristirir (50).

NS3: 63 kD agirliginda ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Molekiiliin amino ucunda
serin proteaz aktivitesine, karboksi ucunda ise niikleosid trifosfat (NTPaz)/helikaz
aktivitesine sahiptir. NS3 proteininin enzimatik aktivitesi RNA replikasyonu igin
vazgecilmezdir. Serin proteaz aktivitesi ile replikasyon sirasinda yapisal olmayan
proteinleri poliproteinden ayristirir (35).

NS4A: NS3 proteininin kofaktorii olarak harcket eden 53 aminoasitlik bir
proteinidir. NS3 ve NS4A arasindaki bu etkilesim, NS3 proteininin daha etkili bir
proteaz klevaj ozelligi gostermesini saglar. (51). NS4A ayni zamanda NS5A’nin
fosforilasyonu i¢in de gereklidir ve dogrudan NS5A ile etkilesime girebilir (52).

NS4B: Diger viral proteinlerin alimi i¢in dnemli rol oynayan 27 kD agirhginda
kiiciik hidrofobik bir proteindir. NS4B, NS4A ile etkilesim halindedir. Bu nedenle,
dolayli olarak NS3 ve NS5A ile de etkilesime geger. Bu protein ER membraninda diger
yapisal olmayan proteinlerle birlikte ko-lokalize olarak bulunan, ER’yi hedefleyen bir
integral membran proteini oldugu bulunmustur. Ayrica, membranimsi ag olusumunu
uyarmada da gorevlidir (35).

NS5A: Interferon (IFN) yamti, hiicre sinyal yollari modiilasyonu ve viral
replikasyonda Onemli rol oynayan hidrofilik bir fosfoproteindir. IFN tedavisine
yanittaki potansiyel rolii nedeniyle ilgi ¢eken bir proteindir. Bu proteini kodlayan gen,
IFN tedavisine direng kazandiran bir bolge igermektedir (53).

NS5B: 65 kD agirliginda RNA-bagimli RNA polimeraz etkinligindeki bir
proteindir. NS5B proteini bu etkinligiyle replikasyonda pozitif polariteli RNA’lardan
negatif polariteli RNA’larin olusumunu ve tekrar negatif polariteli RNA’dan pozitif



polariteli RNA’larin olusumunu saglar. Bu 6nemli rolii nedeniyle antiviral ajanlar i¢in

secilen bir hedeftir (54).
HCV RNA
—— Poliprotein Kodlayan Bolge I
[ NR ] | INTR |
Yapisal Yapisal Olmayan \
Proteinler Proteinier
p22 gp35 ap70 p7 p23 p70 p8 p27 p56/58 p68
] [=] 5 I S
] | | |
_ Metaloproteaz IFN-Direng RNA
Zart proteini Serin Proteaz proteini Polimeraz
RNA Helikaz
Nukleokapsid Transmembran proteins Kofaktorer
Sekil 2.3. HCV genomu tarafindan kodlanan proteinler (55)
Cizelge 2.2. HCV proteinlerinin 6zellikleri (56)
Protein Aminoasit Proteinin Virionun Antijen islev
pozisyonu molekiiler yapisinda
Kiitlesi bulunma
Kor 1-199 p21 Evet c22 Niikleokapsid
El 192-383 gp37 Evet - Membran
Glikoproteini
E2 384-746 gp61 Evet - Membran
Glikoproteini
p7 747-809 p7 Evet? - Iyon kanallart
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Cizelge 2.2. HCV proteinlerinin 6zellikleri (56) (devam)

Protein Aminoasit Proteinin Virionun Antijen Islev
pozisyonu molekiiler yapisinda
Kiitlesi bulunma
Metalloproteaz
NS-2 810-1026 p23 Evet? - Transmembran
Proteini

Serin Proteaz

NS-3 1027-1657 p68 Hayir c33c Helikaz
NTPaz

Serin Proteaz

NS4A 1658-1711 p6 Hayir c100-3 Kofaktorii
“Membranimsi
NS4B 1712'1972 p26 Haylr - ag” Olusumu
Fosfoprotein
NS5A 1973-2420 p56 Hayir NS5
RNA Bagiml
NS5B 2421-3011 p65 Hayir NS5 RNA
Polimeraz

2.1.2.4. Yasam Dongiisii ve Replikasyon

HCV’nin in vitro insan ve sempanze karaciger primer hiicre kiiltiirlerinde, T-
lenfoma ve B-lenfoma hiicre dizinlerinde, periferik kan mononiikleer hiicrelerde
cogaltilabildigi tespit edilmistir (57). Ancak virusun ¢ogalma diizeyleri bu hiicrelerde
yavastir ve diisiik seviyedeki HCV RNA sentezi yalnizca yliksek hassasiyetteki reverz
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse transcription polymerase chain
reaction: RT-PCR) tarafindan goriintiilenebilmektedir. Bu nedenle HCV replikasyonuna
iliskin agamalar heniiz ayrintili olarak tanimlanmamustir (58).

Virusun yasam dongiisii simdiye kadar sempanzeler {izerinde yapilan
caligmalardan ve diger flaviviruslarin kullandiklar1 mekanizmalardan elde edilen
bilgiler 1s181inda anlasilmaya ¢alisilmistir (2). HCV’nin in vitro replikasyonu ile ilgili
bugiin gelinen en son asama replikonlardir. Bunun 6ncii sistemleri ise cDNA/In vitro

transkriptlerdir. Bunun avantaji, infeksiyonu olusturan baslangi¢ materyalinin oldukca
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bol miktarda ve homojen olarak elde edilmesidir (42). Replikon sistemleri ile Huh-7
(Human hepatoma line-7) hiicre dizinlerinde, HCV replikasyonlari basariyla

gerceklestirilmistir (59).

Eldeki bilgiler 1s18inda replikasyon agsamalari soyledir (2);

1.Virusun Konak Hiicreye Baglanmasi ve Ribozoma Transportu

HCV’nin hiicreye girisi, bir infeksiyonun baglangict icin gerekli olan hedef
hiicre ve virus arasindaki etkilesimin ilk agamasidir. Son ¢alismalar HCV’nin hiicreye
girisinin yavas, karmagik ve asamali bir siire¢ oldugunu gostermektedir (55). Virusun
hiicreye reseptorler araciligiyla endositozla girdigi diisiiniilmektedir.
Glikozaminoglikanlar (GAGs), CD81, toplayici reseptor siif B tip I (SRBI), Claudin
aile tyeleri (CLDNI1, 6 ve 9), mannoz-baglayict lektin (MBL), DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) ve
L-SIGN (Liver/lymph node-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
integrin) dahil olmak ftizere konak hiicre yiizeyindeki bircok molekiiliin olast HCV
reseptOrii veya ko-reseptorii olabilecegi tespit edilmistir (2, 60).

GAGs ve LDL-R (Low Density Lipoprotein Receptor), konak hiicreye
baglanmay1 kolaylastirirlar. Bu etkilesime muhtemelen HCV virionlar ile iliskili
lipoproteinler aracilik etmektedir. Baslangigtaki bu baglanma adimindan sonra olasilikla
CDS81 ve SRBI pargaciklar1 arasinda etkilesim olmaktadir. HCV hiicreye girisin ileri
asamalarinda islev goren E2 proteini CD81 ve CLDNI reseptorlerine yiiksek afinite ile
baglanir. Bu reseptorler virusun hiicreye girmesinde 6nemli rol oynamaktadir (61).
HCV bir¢ok insan hiicre dizisinde ekspresse olmasma ragmen virusun hiicreye
girebilmesi icin bilinen faktorlerin disinda buna aracilik eden bazi ek hiicresel faktorlere
gereksinim duydugu anlasilmaktadir. Son yillarda konak hiicreyi viral infeksiyonlardan
korumak i¢cin EW1-2wint gibi birgok konak restriksiyon faktor tespit edilmistir (62, 63).
EW1-2wint HCV glikoprotein ve CD81 arasindaki etkilesimi bloke ederek hedef
hiicrelere HCV girisini engelleme yeteneginde olan bir CD81 iliskili proteindir (63).
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2. HCV RNA Translasyonu ve Post-translasyonel Modifikasyonlar:

Virus hiicre igine girdikten sonra viral kapsidini kaybeder ve serbest kalan
genom ilk olarak IRES bolgesi araciligiyla 40S ribozomal alt birime baglanarak HCV
proteinleri iretilir (64). Proteinler liretildikten sonra konformasyonel degisiklige ugrar
ve Okaryotik inisiasyon faktor 3 ile kompleks olusturur. Boylece poliprotein
translasyonu baslar (65). Viral proteazlar tarafindan poliproteinler kesime ugrar. Bu
kesimin ilk asamasi ER’de gergeklesir ve ilk olarak poliproteinin 5’ ucundaki yapisal
proteinler kesilir. Bu asamadan sonra poliprotein NS2/NS3 sinirindan kesilir. Geri kalan
post-translasyonel siire¢ NS4B/NS5A, NS4A/NS4B, NS3/NS4A ve NS5A/NS5B

proteinlerinin kesimi ile tamamlanir (66).

3.HCV RNA Transkripsiyonu (Replikasyonu)

Hiicre iginde aktif replikasyon boélgelerinde membrandz vezikiil (replikaz
kompleksi) olusumu vardir. Bu yapinin viral (6rn. NS5A) ve konak hiicre faktorleriyle
uyumlu olarak muhtemelen NS4B tarafindan indiiklendigi diistiniilmektedir (67).
Replikasyon sonrasinda NS5B proteini ve pozitif polariteli RNA’nin 3’ ile birlikte
replikaz kompleksine baglanir. Bu kompleks yardimiyla RNA- bagimli RNA polimeraz
aktivitesi sonrasinda pozitif polariteli RNA’dan negatif polariteli RNA ara molekiili
sentezlenmesi replikasyonu baglatir. Yeni olusturulan negatif polariteli RNA daha sonra
pozitif polariteli RNA’nin asir1 tiretilmesi i¢in sablon gérevi yapar (54). Bu RNA’lar ya
RNA c¢ogaltmada yeni bir tur igin kullanilir ya da virus pargaciklari halinde paketlenir.
NS5B’nin RNA-bagimli RNA polimeraz aktivitesiyle yavru pozitif polariteli RNA

transkripsiyonu ile replikasyon tamamlanir (2).
4. Virusun Paketlenmesi ve Salininm
Genom paketlenmesi siirecinin ER’de gerceklestigi varsayilir, niikleokapsitler

zarf yapist kazanir ve golgi aygitinda olgunlasir. Yeni iiretilen virionlar ekzositozla

periseliiler bosluga alinir (68). Bu siirecteki bir asamasinda virus hedef hiicreleri infekte
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etmeye hazir hale gelir. Ancak virusun olgunlagsmasi ve serbest birakilmasi siireglerine

ait detayli molekdiler bilgi heniiz yoktur (Sekil 2.4) (69).

COQ7 ’%:.

Reseptore baglanma
ve endositoz

Taginma ve
serbest birakma

Fiizyon ve
kapsidden
kurtulma

RNA replikasyonu
Translasyon ve
poliproteinin
iglenmesi

Sekil 2.4. HCV’nin Yasam Dongiisii (70)

2.1.2.5. HCV Genotipleri

HCV genomu yiiksek derecede genetik cesitlilik gostermektedir. Bu cesitlilik
RNA-bagimli RNA polimeraz enzimi aktivitesinin tamir yeteneginden yoksun olmasi
yani, RNA polimeraz 5’- 3’ekzoniikleaz diizeltici okuma (proofreading) etkinliginin
yoksunlugundan kaynaklanmaktadir (5). Bir yilda her bir niikleotitdeki mutasyon siklig
1,4 x 10>~ 1,9 x 10° arasinda degisken bir dagilim gsterir (71).

HCV izolatlarnn infeksiyon boyunca her replikasyonda meydana gelen
mutasyonlarla farklilastigindan dolay1 heterojen yapilidir. Bu yiizden niikleotid diizeyde
birbirine ¢ok yakin virus topluluklarindan meydana gelen bir viral havuz olusmaktadir.

Bu virus topluluguna da Quasispecies (Tirtiimsii) denilmektedir (6).
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HCV’nin genetik cesitliligi genomu boyunca farkliliklar gosterir. Degisiklik tim
genom boyunca devam etse de genomun 5’UTR bdlgesi iyi korunmus olup genotipler
arasindaki benzerlik %90’dan fazladir (72). 5S’UTR boélgesi HCV izolatlar1 arasinda
%81-88 oraninda sekans benzerligi gostermektedir. Genomun en degisken bolgesi zarf
proteinlerini kodlayan E1 ve E2 bolgesidir. Farkli hastalardan izole edilen suslarda E2
proteininin HVR1 ve HVR2 bolge dizilerinde %50’den fazla oranda varyasyon
bulunmustur. Bu nedenle HVR tarafindan kodlanan polipeptidler siklikla aminoasit
degisikliklerine ugrarlar (73).

HCV genotiplerinin simiflandirilmasinda niikleotid dizi benzerligini temel alan
Simmonds modeli kullanilmaktadir. Bu modele goére genotipler rakamlarla (1, 2, 3...),
subtipler ise kiigiik harflerle (a, b, ¢, d...) gosterilmektedir (75). Su andaki bilgilere gore
%35’lere varan sekans farkliligi gosteren 6 ana genotip (1 ile 6 arasi) ve sekans
farklilig1 %20’lere varan 50’den fazla subgenotip tanimlanmaistir (6).

HCV genotiplerinin kiiresel dagilim galigsmalar1 ve filogenetik iliski analizleri ile
cesitleri ve ortaya cikislar1 hakkinda bilgi saglamistir. Genotip 2’nin diinya ¢apindaki
dagilim1 90-150 y1l 6nce; subtip 1b’nin 60-70 y1l dnce ve genotip 3’ilin ki yaklasik 40 yil
once baslamistir. Genotip 4’{in, 350 y1l ve genotip 6’nin, 700 yil 6nce olmak iizere diger
genotiplerden ¢ok daha 6nce ortaya ¢iktigi sanilmaktadir (76).

HCYV genotipleri cografi olarak degiskenlik gostermekle birlikte baz1 genotipleri
tiim diinyada yayilmisken bazilar1 ise belirli cografi bolgelerle sinirlidir. Ornegin Bat
Afrika’da, genotip 2 ve birgok subtipi, Orta Afrika’da, genotip 4 (4b, 4c, 4e ve 4m),
Giiney Afrika’da ise genotip 5 baskindir. Buna karsilik Avrupa’nin subtip sayilar1 daha
siirlidir. Bu bolgelerde ve tiim diinya tizerinde daha ¢ok genotip 1, 2 ve 3 yaygindir.
Tip 1a Amerika’da, 1b ise Japonya’da ana genotipi olusturmaktadir. Tip 6, Hong Kong
ve Giineydogu Asya bolgelerinin baskin genotipleridir (Sekil 2.5) (77). Ulkemizde
Altuglu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismaya gore baskin genotip 1 (%97,1), baskin
subtip ise 1b (% 87,2) olarak bulunmustur. Daha az oranlarda subtip 1a (%9,9), genotip
3 (%1,4), genotip 2 (%0,9) ve genotip 4 (%0,6) belirlenmistir. Genotip 5 ve 6 ise

yapilan ¢alismada bulunamamaistir (78).
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HCYV genotiplerinin kiresel dagihimi

Genotip 1
Genotip 2
Genotip 3
Genotip 4
Genotip 5
Genotip 6

Sekil 2.5. HCV genotiplerinin kiiresel dagilimi (7)

2.1.3. Patogenez

HCV genis klinik spektrumlu ve kroniklesme egilimli bir infeksiyondur.
HCV’nin neden oldugu karaciger hastaliginin siddeti normal karaciger parametrelerine
sahip asemptomatik kronik infeksiyondan, hizli bir sekilde siroz ve hepatoselliiler
karsinomaya (HSK) yonelebilen siddetli kronik hepatite kadar genis bir klinik dagilim
gosterir (10).

HCV infeksiyonu sirasinda olusan humoral ya da hiicresel bagisikliktan
hangisinin HCV patogenezinde daha ¢ok rol oynadigi heniiz kesinlik kazanmamustir
ancak HCV gibi nonsitopatik viruslara karsi konak savunmasinda adaptif hiicresel
immun yanitin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (79).

HCV infeksiyonunun varligi periferik kandaki mononiikleer hiicreler, monositler
ve lenfositlerin varligi ile gosterilmektedir. HCV antijenlerine kars1 gelisen ilk antikor
yanitlar1 genellikle kor ve NS3 proteinlerine kars1 gelisirken daha sonra NS4 ve E1, E2

proteinlerine kars1 gelisir. HCV infeksiyonunda kor bolgesine karsi gelisen antikorlar
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immiinoglobulin G1 ve G3 (IgGl ve 1gG3) izotiplerini kapsarken, diger HCV
proteinlerine kars1 gelisen 6zgiil antikorlar IgG1 izotipleriyle sinirlidir (80).

Hiicresel immiin yanitin kalitesi HCV infeksiyonunun kroniklesmesi ya da yok
edilmesi a¢isindan 6nemlidir. Virusa 6zgii CD4+T ve CD8+T hiicreleri viral kontrolden
ve karaciger hasarindan sorumludur (35).

Inflamatuar ve diizenleyici faaliyetleri ile CD4+T ve saliverdigi sitokinler kronik
HCYV infeksiyonu immiinopatogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. CD4+T hiicre yaniti
tip 1 ve tip 2 yardimci T hiicreleriyle (T helper cells: Thl ve Th2) immiin yanitta rol
alir. Th 1 hiicreleri, dogal 6ldiiriicti (Natural Killer: NK) hiicre aktivasyonu ve sitotoksik
T lenfosit (CTL) olusumunu iceren konak antiviral immiin yanitin gelismesi i¢in dnemli
uyarici olan interlokin 2 (IL-2) ve interferon gamma (IFN-y) salgilar. Th2 hiicreleri ise
Thl yanitim1 azaltir ve antikor tretimini arttiran IL-4 ve IL-10 saliverir. Virusun
temizlenerek akut hepatitin sinirlandirildigi akut HCV infeksiyonlu hastalar giiclii bir
Th1 yanit1 gelistirirken, Th2 yanitin1 daha zayif ya da hig¢ gelistirmezler. Bunun aksine
kronik infeksiyon gelistiren hastalar baskin bir Th2 yanit1 gosterirken Th1 yanitin1 zayif
gosterirler. Bu gozlemler, Thl sitokinlerinin etkisinin HCV infeksiyonuna kars1 koruma
icin ¢ok Onemli oldugunu buna karsin Th2 sitokinlerinin hastanin immiin sistemi
lizerine baskilayici bir etkiye sahip oldugunu ve bu nedenle kalict HCV infeksiyonu
lehine is gordiiklerini diisiindiirmektedir (81, 82).

Infeksiyonun kroniklesmesi ile birlikte intrahepatik CTL hiicreleri baskin hale
gecerek dogrudan sitopatik etkiler ve apoptotik aktiviteler ile karaciger hasari
olusturmaya baglar. Karaciger hasarinin olugsmaya baslamasiyla histolojik aktiviteler
sonucu alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi artar (83).

HCV infeksiyonu sistematik bir hastaliktir ve karacigerle iliskili belirtiler kadar
karaciger dis1 belirtiler de bu infeksiyonun patogenezinde onemlidir. Hematopoietik
hiicrelerde negatif iplikli RNA’nin tespiti olast bir karaciger disi1 replikasyona isaret
eder. Karaciger dis1 belirtilerinin ¢ogunun lenfomatik sistem {izerine HCV
infeksiyonunun etkilerinden kaynaklanmis olabilecegine iliskin veriler bulunmaktadir
ve karaciger dis1 her belirtinin farkli bir patogenez siireci sonucunda gelistiklerine

iliskin galismalar vardir (82, 84).
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HCYV linfeksiyonunda immun Yamttan Kacis Mekanizmalari

Kronik hepatit C infeksiyonlarinda antikor ve CTL yamitindan kagista viral
mutasyonlar biiyiikk 6neme sahiptir (85).

Kronik HCV hastalarinda giinde 10*°-10%? virion olacak sekilde hizli bir virus
¢ogalmasi goriiliir ve bu viruslarin in vivo yar1 6miirleri 4-7 saat kadar kisa olmaktadir.
HCV genom diizeyi degisikligi RNA’ya bagimli RNA polimerazlarin (NS5B)
‘proofreading’ aktivitesinin olmamasindan dolay1 ¢ok fazladir ve bundan dolay1
‘tirimstliler’” meydana gelmektedir. Tirimsiiler adi verilen heterojenik HCV
popiilasyonu genetik olarak birbirinden %1-9 bazlik farkliliklar gésterir (85, 86).

Olusan tiirlimsiiler immun yanitin selektif baskisiyla popiilasyona hakim
olmakta ve degisken hiicre tropizmi, humoral ve hiicresel immiiniteden kagis,

gelistirilen asilarin etkisiz kalmasi ve hizl bir ilag direnci olusmasina neden olmaktadir

(87).

2.1.4. Klinik Belirti ve Bulgular

2.1.4.1. Akut Hepatit C

Hepatit C, hastaligin geg¢ evrelerine kadar subklinik seyrettigi i¢in akut donemde
Hepatit C’nin taninmasi oldukca giictiir. Akut Hepatit C (AHC) infeksiyonunun
ortalama inkiibasyon siiresi 6-8 haftadir ancak bu siire kan ve kan {iriinleriyle bulasta
kisalmaktadir. Temastan 7-21 giin sonra serumda HCV RNA saptanabilmektedir.
Infeksiyonun ilk 8-12 haftasinda viremi en iist seviyeye ulasir. Serumda anti-HCV
antikorlar1 virus alindiktan 20-150 giin sonra pozitiflesir ve ALT yiikselmesi ise
genellikle 4. haftadan sonra olur (88, 89).

AHC’de klinik bulgular genellikle hafif seyreder. Hastalarda halsizlik,
yorgunluk, istahsizlik, kas agrisi, sag iist kadran agrisi, bulanti, kusma ve idrar renginde
koyulasma gibi semptomlar goriilebilir. Olgularin %20’sinden daha azinda ise sarilik
goriilmektedir (13).

18



AHC’de serum ALT ve bilirubin diizeyleri dalgalanma gosterse de cogu hastada
normallesir fakat bu normallesme hastanin virustan temizlendigini gostermez.
Hastalarin yaklasik %15-20’si tam olarak iyilesirken, geri kalaninda hastalik kroniklesir
(112).

2.1.4.2. Kronik Hepatit C

HCV ile infekte kisilerin %80-85’inde Hepatit C infeksiyonu kroniklegsmektedir.
Kroniklesen olgularda hastalik, asemptomatik seyrettigi i¢in sirozun geg¢ evrelerine ve
hatta HSK gelisinceye kadar sessiz kalabilmektedir. Kronik Hepatit C’de (KHC) en sik
bildirilen semptom yorgunluktur. Ayrica istahsizlik, halsizlik, kasinti, kilo kaybi,
bulant1 ve eklem agris1 gibi semptomlar da bildirilmistir (88, 90).

KHC’de serum ALT diizeyi acisinda hastalar farklilik gosterir. Bazen HCV
RNA pozitif olmasina karsin serum ALT diizeyi normal sinirlar i¢cindedir bazen de
serum ALT diizeyi yiiksektir fakat serum ALT diizeyi genellikle normalin 3 katini
geemez. Bilirubin serumda normal smirlardadir ancak siroz gelisti§inde diizeyinde
yiikselme gozlenir. ALT seviyeleri ise hastalarin yaklasik 1/3’de normal ya da normale
yakindir (11).

KHC olgularmin biiyiik ¢ogunlugunda olay bu evrede kalmakta ve siroz
gelismemekte ancak %20-30 olguda hepatik fibrozis, bunun sonucunda siroz ve HSK
gelismektedir (12). Sirotik evredeki Hepatit C’li hasta HSK insidansi %3 civarindadir.
Bununla birlikte bunlar uzun siireli komplikasyonlardir ve infeksiyonun baslangicindan
20 yi1l sonra ya da daha uzun siirede ortaya cikarlar. Ancak bazi1 6zellikler fibrozisin
seyrini olumsuz etkilemekte ve siroza gidisini hizlandirmaktadir. Fibrozisin ilerleme
riski, virusa 40 yasindan sonra maruz kalanlarda, erkek hastalarda ve alkol

kullananlarda daha yiiksektir (13)
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2.1.5. Epidemiyoloji

2.1.5.1. Bulasma Yollar

HCV bulagmasi ya biiyilk miktarda ya da tekrarlayan perkiitan temaslar
sonucunda gergeklesir. Yalnizca bir kez temasla (kan veya diger viicut sivilarina
mukoza temas) HCV daha az oranda bulasir (91).

Infeksiydz virus i¢in cevrenin rezervuar olabilecegine dair kanitlar vardir. Bu
konuyla ilgili yapilan incelemelerde ¢evresel kaynaklardan bulagsmay1 desteklemektedir.
Deneysel bir c¢alismada, kuruyup oda 1sisinda bir siire bekleyen kanda HCV
infektivitesinin devam ettigi gosterilmistir (92).

Yapilan ¢alismalarda belirlenen HCV ile iliskili baslica risk faktorleri sunlardir:
Infekte dondrden solid organ transfiizyonu, intravendz (IV) uyusturucu kullanimi, igne
batmas1 gibi temaslar, kan ve kan iirlinleri transfiizyonu, infekte anneden bebegine
bulas, infekte partnerle cinsel iliski. Bu risk faktorleri arasinda en 6nemlileri kan ve kan
iiriinleri transfiizyonu, IV uyusturucu kullanimi ve giivenli olmayan terapdtik

injeksiyondur (Cizelge 2.3) (93, 9).

Cizelge 2.3. HCV bulas yollar1 ve diizeyleri (9)

HCY bulas yollar HCYV Bulas Diizeyleri

Diisiik Orta Yiiksek
IV uyusturucu kullanimi it ++ +
Transflizyon et S+ T+
Giivenli olmayan terapotik
injeksiyon + ++++ ++++
Mesleki bulas + + +
Perinatal Bulag + + +
Korunmasiz cinsel iligki ++ + +/-
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Anti-HCV taramalari yapilmadan 6nce transfiizyona bagli HCV infeksiyonu tiim
diinyada 6nemli bir sorun teskil ediyordu. Ancak bu sorun giiniimiizde kan bankalarinda
HCYV testini rutin tarama testlerine koyan iilkelerde, bu testi kan bankalarinda rutine
koymayan iilkelere oranla neredeyse ortadan kalkacak kadar azalmistir (2). Diinya
Saglhik Orgiitii (DSO) verilerine gore gelismekte olan iilkelerin kan bankalarmdaki
kanlarin %43’ HCV ve diger kan yoluyla bulasan hastaliklar agisindan uygun sekilde
test edilmemektedir (94). Ulkemizde ise 1996’dan beri anti-HCV testi tiim kan
bankalarinda zorunlu hale getirilmistir (95).

HCV infeksiyonundaki bir diger énemli risk faktorii, glivenli olmayan terapotik
injeksiyonlardir. Diinyada kontamine injeksiyona bagli yilda yaklasik 2 milyon yeni
HCYV infeksiyonunun gelistigi ve bunun biitiin HCV infeksiyonlarmin yaklagik %40’ 1
kapsadigi hesaplanmigtir. Giivenli olmayan injeksiyonla HCV bulasina steril tek
kullanimlik enjektdrlerin yetersizligi, hastane ve dis tedavi iinitelerinde kullanilan
ekipmanlarin yetersiz dezenfeksiyonu ve IV uyusturucu kullammi drnek verilebilir.
Ozellikle 1V uyusturucu kullanimi, A.B.D.’nde son 40 yildir en basta gelen bulasma
yoludur. HCV seroprevalansinin 5 yil ve daha kisa siireli IV uyusturucu kullananlarda
%20-46 arasinda oldugu yapilan g¢alismalarla bildirilmistir (93). Bizim iilkemizde
yapilan ¢alismalarda bu yolla HCV ge¢isi ¢ok nadir olup KHC’li hastalarda IV
uyusturucu kullanim orani %3.1 olarak bulunmustur (95).

HCV’nin perinatal gecisi nadir olmakla birlikte oran1 %4-7 arasindadir. Bulas,
anne kaninda HCV RNA pozitifse dogum sirasinda gergeklesir. Ancak sezeryan,
vaginal dogum veya anne siitii almanin HCV infeksiyonu ile baglantis1 olup olmadig:
hala tartisma konusudur (96). Diger bir tartismali konu ise HCV’nin seksiiel
aktivitelerle ne derece bulasabildigidir. Yapilan son calismalar cinsel temasin HCV
bulasinda etkinliginin diisiik oldugunu gostermektedir. Cinsel yolla bulas 6zellikle
birden fazla cinsel partneri olanlarda, homoseksiiellerde ve insan bagisik yetmezlik
virusu (Human Immunodeficiency Virus: HIV) ile birlikte ko-infeksiyonu olanlarda tek
esli heteroseksiiellere oranla ¢ok daha fazla olmaktadir (97).

HCV bulas1 yukarda bahsedilen bu nedenler disinda birgok yolla bulasabilir.
Bunlar arasinda; siinnet, akupunktur, kozmetik islemler, piercing, dévme, intranazal
uyusturucu kullanimi sayilabilir. Yapilan ¢esitli caligmalarla bu faktorlerin az ya da ¢ok

oranda HCV riskini ve yayginligini arttirdig tespit edilmistir (8).
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2.1.5.2. Diinyada HCV Infeksiyonu

HCYV infeksiyonu tiim diinyada yaygin olmakla birlikte infeksiyonun dagilimi
cografi bolgelere ve ayni1 bdlgeler igindeki demografik ozelliklere gore farklilik
gostermektedir. Tiim diinyada sirozun %27’si, HSK’nin ise %251 HCV ile iliskilidir (9,
98).

DSO verilerine gore diinyada HCV prevalans: yaklasik %2.2-3 arasinda oldugu
ve her yil ortalama 3- 4 milyon kisinin HCV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir. Bu
oranlarda diinyada 130 ila 170 milyon kisinin HCV pozitif oldugunu gosterir. 35
milyondan fazla kisi her y1l HCV ile iligkili karaciger hastaliklarindan lmektedir (7).

HCV prevalansinin en diisiik oldugu Ingiltere ve iskandinavya iilkelerinde oran
%0.01-0.1°dir. En yiiksek prevalans ise yaklasik %15-20 oranla Misir’dan bildirilmistir.
Asya ve Afrika’da prevalansin yiiksek oldugu yerler arasindadir. Fransa ve
Avusturalya’nin prevalansit %1.1 olarak bildirilmisken bu oran A.B.D.’nde %0.8,
Japonya’da %1.5-2.3 ve Italya’da %2.2 olarak bildirilmistir. Prevalansin daha diisiik
oldugu Almanya’da oran %0.6, Kanada’da ise %0.8 olarak bildirilmistir. Ttirkiye diinya
haritasinda prevalansi %1-1.9 arasinda olan tilkeler i¢inde yer almaktadir (Sekil 2.6) (8,
98).

Akut HCV infeksiyonunun genellikle asemptomatik seyretmesi, akut
infeksiyonun kronik infeksiyondan ayiran testlerin heniiz olmamas1 HCV infeksiyonu
insidansinin belirlenmesini zorlastirmaktadir. Bir ¢ok iilkenin akut hastalik vakalarini
sistematik olarak toplamamasi ve silirveyans sistemi gelismis olan iilkelerde akut vaka
bildirim sistemi HCV insidansin1 ger¢ekte oldugundan diisiik gostermesi nedeniyle
insidans degisimini anlamak i¢in ¢ogu zaman yasa spesifik prevalans verileri dikkate

alinmaktadir (99).
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Sekil 2.6. Ulkelerin HCV dagilim haritas1-DSO, 2007 (8)

HCV infeksiyonunun yasa 6zgiil prevalansina iligkin ¢alismalar incelendiginde;
A.B.D.’nde en yiiksek prevalans 30-49 yaslar arasinda iken 20 yasin altinda ve 50 yasin
istlindeki gruplarda prevalans ortalamanin altindadir. Bu da HCV bulaginin goreceli
olarak 10-30 yi1l 6nce gergeklestiginin isareti olarak degerlendirilir. Avustralya’da da
A.B.D.’ndekine benzer bir tablo vardir. Italya, Japonya, Ispanya ve Cin gibi iilkelerde
ise yas ilerledik¢e yasa 6zgii prevalans artmaktadir. Bu da HCV bulasinin yaklagik 30-
50 yil once gergeklestigini gostermektedir. HCV prevalansinin en yliksek goriildigii
Misir’da ise prevalans yasla birlikte diizenli olarak artar. Bu da uzak ge¢cmiste artan

HCYV bulasma riskini, siiregiden yiiksek riskin izlendiginin bir gostergesidir (2, 9).

2.1.5.3. Tiirkiye’de HCV Infeksiyonu

Hepatit C’nin Tiirkiye’de yayginligi Hepatit B’ye gore daha azdir ancak son
yillarda kronik hepatitlerin etyolojisinde HCV’nin rolii giderek artmaktadir. Ayni
zamanda yapilan ¢alismalarda son yilda HCV nin siroz etyolojisine katkis1 %25.2 iken
%45.9’a  yiikselmistir. Bu oranlarin  belirlenmesinde HCV  tam1 testlerinin

gelistirilmesinin 6nemi biiyiiktiir (100).
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HCV’nin iilkemizdeki yayginligi kan dondr ¢aligmalari ile saptanmig ve anti-
HCYV pozitiflik oran1 %0.54 olarak tespit edilmistir. Bu oranda yillar i¢inde ¢ok biiyiik
degisiklik saptanmamistir. Ancak hemodiyaliz olgularinda bu oran %20-30 olarak
degisiklik gostermektedir (101).

Yapilan caligmalarda {ilkemizde farkli illerdeki anti-HCV pozitifligi farkl
oranlarda bildirilmistir. Afyon, Diizce, Manisa, Samsun ve Erzurum anti-HCV pozitiflik
orant %1’in {izerinde olan illerdir (102). Diger illerdeki anti-HCV pozitiflik oraninin

yillara gore dagilimi tabloda verilmistir (Cizelge 2.4) (103).

Cizelge 2.4.Ulkemizdeki kan donérlerinde anti-HCV prevalansi (103)

il Yillar Anti-HCV(%)
Aydin 1993-2000 0.16
Trabzon 1997-2000 0.74
Mersin 1999-2000 0.26
Van 1998-2001 0.22
[zmir 2002-2006 0.54
Diyarbakir 2004-2006 0.55
Denizli 2007-2008 0.5
Istanbul 1998-2008 0.04
Ankara 2008-2009 0.6
Kastamonu 2010 0.36

Ulkemizde 6zellikle 50 yasindan sonra yasa 6zgii prevalansin arttigini gdsteren
calismalar vardir. Bu da bize Italya, Japonya gibi iilkelerdeki yas prevalansma uyumlu
olarak HCV infeksiyonunun biiyilk kismimin 30-50 yil o6nce kazanildigim
diigiindiirebilir. Ayrica kronik hepatit, siroz ve HSK’nin da en ¢ok bu yas grubunda
goriildiigii bildirilmistir. Ulkemizde kronik infeksiyon orani erkeklerde kadinlara oranla

daha fazla olup diinyadaki oranlarla uyumludur (104).

24



2.15.4. Hepatit C Virusu Iliskili Hepatoselliler Karsinoma (HSK)
Epidemiyolojisi

HSK giliniimiizde 6nemli ve yaygin bir kanser tiirtidiir. Diinyada HSK yeni
vakalarmin yillik sayisinin bir milyondan fazla oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
capinda en yaygin goriilen besinci siradaki kanser tiirli olup kansere bagli oliimlerde
ticiincii sirada yer almaktadir (105).

HSK’nin kiiresel dagilimi hastalifi etkileyen faktorlerden dolayr farklilik
gostermektedir. HSK insidans1 Kuzey ve Dogu Avrupa, Giiney, Orta, Bat1 Asya gibi
ilkelerde diisiik iken; Dogu ve Gilineydogu Asya, Orta ve Bati Afrika’da yiiksektir
(106).

Bayanlarda HSK olusumu erkeklere gore daha azdir. Bu durum neredeyse tim
iilkelerde gozlenmistir. Bu nedenle Isve¢ gibi bazi Avrupa iilkelerinde cinsiyet
temelinde sirasiyla erkek/kadin insidans orami 4:1, italya’da ve Fransa’da bu oran
5:1’dir. Geligsmekte olan iilkelerde ise 6rnegin Cin’de ayni oran 3:1, Gambiya’da 2.8:1,
Zimbabve’de ise 2.4:1°dir. Bu durumun nedeni iyi bilinmemekte ancak durumu
etkileyen cesitli faktorlerin oldugu bilinmemektedir. Erkeklerin viicut kitle indeksinin
daha yiiksek, alkol ve sigara tiiketiminin daha fazla olmasi ayrica erkeklerdeki cinsiyet
hormonu olan testesteronun HSK gelisiminde muhtemel rol oynayabilecegi
gosterilmistir (107).

HSK’ya neden olan birgok O©nemli faktér wvardir. Bunlar arasinda en
onemlilerinden biri HCV infeksiyonudur. HCV infeksiyonu kronikleserek fibroza
ilerleyen asamalarda ise siroz ve HSK’ya neden olmaktadir. HCV ile iligkili HSK
insidans1 gelismekte olan tilkelerde %33, gelismis iilkelerde ise %20’dir (106).

HCV infeksiyonunun, insidansin oldukga diisiikk oldugu Avrupa ve A.B.D.’nde
HSK’nin 6nde gelen nedeni oldugu bildirilmistir. Giiniimiizde A.B.D.’nde KHC ile
infekte yaklasik ti¢ milyon hasta oldugu ve bu hastalarin yilda %0.5-5 oraninda HSK
gelistirdigi tahmin edilmektedir (108).

Afrika ve Misir’da, HSK’nin en 6nde gelen artis nedeni HCV infeksiyonudur.
Misir, diinyada HCV orani en yiiksek iilke olarak bilinmektedir. Misir’da insanlarin
yaklasik %24’ HCV tasiyicisi ve %50°den fazla kan dondriiniin anti-HCV’ye sahip
oldugu tahmin edilmektedir (107).
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HCYV infeksiyonuna kars1 heniiz koruyucu as1 gelistirilememesi ve uyusturucu
kullanimi, giivenli olmayan kan transfiizyonu, ¢ok esli cinsel yasam gibi nedenler HCV
bulas riskini arttirmaktadir. Ayrica HCV infeksiyonu sessiz seyreden bir hastaliktir ve
infeksiyon alindiktan ortalama 30 yil sonra siroz ve HSK gelisimine neden olmaktadir.
HSK insidansi, muhtemel HCV bulasindaki artisla ve sessiz ilerleyisine paralel olarak

A.B.D. ve Orta Avrupa’da dahil diinyanin bir ¢ok yerinde hizla artmaktadir (109).

2.1.6. Tedavi

HCV infeksiyonu akut faz boyunca nadiren teshis edilir ve bu yiizden akut
hepatitin tedavisi olduk¢a sinirlidir. Ancak son c¢alismalar IFN ile erken tedavinin
yararli olabilecegini gostermistir. KHC infeksiyonu olan tiim hastalar tedavi ig¢in
adaydir (110). Gegmiste, standart tedavi igin ya IFN tek basina kullanilir ya da IFN +
ribavirin (RBV) konbinasyonu kullanilmaktaydi. IFN-o virusa karst dogustan olan
immiin yanitta O6nemli rol oynayan bir sitokindir. INF hedef hiicre ylizeyindeki
reseptorlere baglanarak islev goriir (111). Tek basina IFN-a tedavisinde tedaviden 12 ay
sonra kalic1 yanitin olugsma olasiligt  %16-20’dir. RBV, INF tedavisiyle elde edilen
kalic1 virolojik yaniti arttiran genis antiviral spekturumlu bir guanozin anologudur. RBV
IFN sinyal yolagmin diizenlenmesini etkileyerek antiviral etki gosterir. Ayrica RBV,
virion infektivite azalmasi ile sonuglanan mutagenez ve RNA- bagimli RNA polimeraz
tizerine dogrudan antiviral etkiye sahiptir. RBV’i IFN ile kombine olarak kullanan
hastalarda kalic1 virolojik yanitin olusma olasilig1 %35-40 arasindadir (112).

2001 yilinin bagindan bu yana, yeni gelistirilen IFN o2a ve INF a2b,
rekombinant IFN tedavide yerini almistir. Son zamanlarda HCV i¢in gelistirilen standart
tedavi Peg-INF-o + RBV konbinasyonundan olusmaktadir. Bu kombinasyon rejimi
genotip 2 ve genotip 3 ile infekte hastalarda kalic1 virolojik yanitin olugmasinda %75-90
oraninda basarilidir. Ancak bu kombinasyon %45-52 oraninda eradike edilebilen
genotip 1 ve 4 ile infekte hastalarda ¢ok daha az etkilidir (113).

Peg-INF-a’nin viicuttaki yarilanma omrii INF o’ya gore daha uzun olup, bu
nedenle haftada 1 uygulanmasi yeterli olabilir. Gliniimiizde HCV tedavisinde kullanilan

Peg-INF-a’nin, Peg-IFN-2a ve 2b olmak iizere 2 izoformu vardir. Peg-INF-2a ‘nin
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viicuttaki yar1 omrii 60-80 saat arasi, Peg-IFN-2b’nin ise 40 saattir. Yar1 Omiirleri
arasindaki farka ragmen ikisi de haftada 1 uygulanir (114).

Infeksiyonun siddetlendigi ve monoterapiye cevap vermeyen Kisilerde
kobminasyon tedavi uygulanabilir. Ancak HIV ve HBV ile ko-infekte, genotip 1 ve 4
yiiksek viremi titresi olan, monoterapiye cevap vermeyen, solid organ transplantasyonlu
hastalarda kombinasyon tedavisiyle sonug¢ alinmasi zordur. HCV genotip 3 ile infekte,
geng yaslardaki kisilerde ve kadinlarda infeksiyonun temizlenme orani daha yiiksektir
(113).

Giintimiizde HCV infeksiyonunun tedavisinde, RBV ve IFN gibi klasik antiviral
tedavi yontemlerinin yanisira, NS3/4 proteazi inhibe eden dogrudan etkili telaprevir
(TVR) ve boceprevir (BOC) gibi antivirallerin kullanildigi gosteren ¢alismalar vardir
(116). Ayrica viral yasam dongiisinde HCV RNA’nin 5° UTR bdlgesine baglanarak
viral yagam dongiisiinii pozitif yonde regiile eden miRNA’lardan biri olan miR-122"nin

inhibe edilmesi temeline dayali yeni tedavi yaklasimlart gelistirilmektedir (115).

2.1.7. Koruma ve Kontrol

Virusun genetik ve antijenik yapisindaki degisikliklerin ¢ok sik olmasi nedeniyle
HCV infeksiyonuna karsi koruyucu bir as1 heniiz gelistirilememistir. Bu yiizden HCV
infeksiyonundan korunmada bulas yollarina yonelik 6nlemler 6n plana ¢ikmaktadir
(56).

Bu onlemler arasinda HCV ile infekte kisilerin ve yakinlarinin egitimi, kan
triinlerinin taranmasi, tek kullanimlik enjektorlerin kullanilmasi ve giivenli cinsel iligki
yer almaktadir (2).

HCYV infeksiyonunun heniiz ¢ok etkin bir tedavisi yoktur ancak hastaligin erken
donemlerinde uygulanan tedavide basari sansi yiikselmektedir. Ancak HCV infeksiyonu
sessiz seyreder ve erken evrelerde nadiren teshis edilir. Bu yiizden belli gruptaki
bireylere HCV tani testinin uygulanmasi gerekmektedir. Cizelge 2.5’de HCV testinin
onerildigi birey gruplar yer almaktadir (117).
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Cizelge 2.5. HCV testinin 6nerildigi birey gruplari (117)

Yakin veya uzak gegmiste yasadisi ilag injekte edenler, bunlara bir kez injeksiyon yapanlar ve
uyusturucu bagimlisi olanlarda dahildir.
HCYV infeksiyonu yoniinden yiiksek prevalansa sahip durumu olanlar, bunlar arasinda;
- HIV infeksiyonu olanlar
- Hemofilik olup, 1987°den 6nce pihtilasma faktorii kullananlar
- Hemodiyaliz alanlar
-Agiklanamayan anormal ALT degeri olanlar
Onceden transfiizyon ya da organ transplant: alanlar, bunlar arasinda;
-HCV infeksiyonu yoniinden pozitif bulunan bir dondérden kan alanlar
-Temmuz 1992°de 6nce kan veya kan {iriinii transfiizyonu alanlar
-Temmuz 1992’den 6nce organ transplanti alanlar
HCV infekte anneden dogan ¢ocuklar
HCV pozitif kanla igne batmasi ya da mukozalar yoluyla temas edenler

HCYV infekte bireylerin cinsel esleri

2.1.8. Tam

HCV infeksiyonunun tanisinda serolojik (dolayli) ve niikleik asit testleri
(dogrudan) kullanilmaktadir. Virusa kars1 gelisen anti-HCVyi saptayan serolojik testler
sadece tani agisindan onemlidir ve tarama amaciyla kullanilir. Niikleik asit testler ise
hem tan1 koydurucu hem de tedaviye baslama, kesme ve yanitin degerlendirilmesinde

oldukga etkilidir (118).
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2.1.8.1. Serolojik Tam Yontemleri

Kullanim kolayligi, pahali olmamasi, otomatize olmasi ve yinelenebilirligi
nedeniyle HCV infeksiyonunun serolojik tanisinda en sik kullanilan yontem EIA
(Enzyme Immuno Assay)’dir. Bu giine kadar ii¢ nesil EIA testi kullanilmigtir. 1990
yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drung Administration: FDA)
tarafindan onaylanan birinci nesil EIA testi NS3 proteininin ¢100-3 epitopuna karsi
antikorlar1 saptayabiliyordu. Bu testin kan bankalarinda tarama testi olarak kullanilmaya
baslamasi ile transfiizyona bagli hepatitlerin sayisinda onemli diisiis saglamislardir.
Ancak bu test diisikk duyarliliga ve diisiik 6zgiilliige sahiptir. 1992 yilinda kullanima
giren ikinci nesil EIA testine kor (c22-3) ve NS3 proteini (c33c) bolgelerinden yeni
antijenlerin eklenmesi ile duyarlilik ve dzgiilliik artmistir. Ugiincii nesil EIA testleri ise
NS5 proteininden bir rekombinant proteinin eklenmesinin yani sira yeniden
yapilandirilmis kor ve NS3 proteini antijenleri eklenerek 1996’da lisans almistir. Bu
testin duyarliligi ve Ozgiilliigii son derece yiiksek olmasina karsin anti- HCV’nin
saptanabilmesi i¢in infeksiyonun kazanimindan sonra 4-10 (ortalama 8) haftalik bir
stirenin gegmesini gerektirmektedir. Ayrica, immiinsiiprese ve hemodiyaliz hastalarinda
yalanci negatif sonuglar ¢ikma olasiligi ile otoimmun hastalik ve spontan iyilesme
goriilen olgularda yanlis pozitiflik ¢ikma olasiliginin yiiksek olmasi nedeniyle bu test,
bu gibi 6zel gruplarda dogrulanmalidir. Bu yiizden HCV infeksiyonu belirlemede kisith
bir kullanima sahiptir. (119, 120, 121).

RIBA, bu amagla gelistirilmis bir dogrulama testi olup HCV genomunun farkh
bolgelerinden koken alan rekombinant HCV antijenleri kullanilarak ve bu proteinlerin
her birine ayr1 ayr1 antikor yanitlarinin saptanabildigi bir testtir. Testin dogrulanmasi
icin antijenlerden en az iki tanesine karsi pozitiflik gelistirilmesi yeterlidir. Tek bir
antijene kars1 pozitiflik elde edilmesi ise ‘indetermine’ yani belirsizlik anlamina
gelmektedir. RIBA testlerinin EIA’ya goére duyarhiliklari daha disiiktir ancak
spesifiteleri daha yiiksektir (120).
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2.1.8.2. Niikleik Asit Testleri

Niikleik asit testleri serolojik testlerden oldukg¢a farklidir. Niikleik asit testleri
serum/plazma HCV RNA’nin saptanmasi ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemle 1-3
hafta i¢inde serumda HCV RNA saptanabilir, bu siire antikorlarin saptanmasindan
haftalarca oncedir.

Niikleik asit testlerinin 6zellikle su durumlarda kullanilmasi 6nerilmektedir;

- Serolojik olarak pozitif,

- Serolojik olarak negatif ancak aciklanamayan bir karaciger hastaligi olan,

- Serolojik olarak negatif ve immun sistemi baskilanmis olan,

- Akut HCV infeksiyonundan kuskulanilan bireylerde.

Serumdaki HCV RNA’y1 saptayabilmek i¢in hem kalitatif hem de kantitatif
testler gelistirilmistir (118).

2.1.8.2.1. Kalitatif testler

HCV RNA’nin kalitatif olarak tayininde RT-PCR testi kullanilmaktadir. RT-
PCR’da ilk olarak viral RNA eldesi yapilmaktadir. Sonraki agamalarda ise 5’UTR
bolgesi oligoniikleotid primerleri kullanilarak cCDNA elde edilir ve PCR ile gogaltilir
(42).

Mevecut ticari kalitatif testler PCR’ye dayali AMPLICOR HCV versiyon 2.0 ve
bunun yar1 otomatize versiyonu olan COBAS AMPLICOR 2.0’dir. COBAS
AMPLICOR, AMPLICOR HCV versiyonuna gore daha avantajli bir yontem olup,
ozgilligli ve duyarliligi daha yiiksektir ve is giiciinii azaltmaktadir. Yapilan
caligmalarda COBAS AMPLICOR’un duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sirastyla %96 ve %100
bulunmustur (122).

Yine son zamanlarda Transkripsiyon Aracili Amplifikasyon (Transcription-
Mediated Amplification: TMA) tabanli VERSANT HCV RNA testi de kullanima
girmistir. Bu testle PCR’nin; RNA eldesi, ¢cogalmast ve RNA’y1 spesifik saptama
basamaklari tek bir tiipte gerceklestirilmektedir. Bu testin duyarliligi %100, o6zgiilligi
ise %98 bulunmustur (123).
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2.1.8.2.2. Kantitatif testler

HCV Kkantitatif viral testlerin, antiviral tedaviye yanitin belirlenmesi gibi birgok
onemli klinik uygulama alan1 vardir. Kantitatif testler ¢esitli ¢ogalma prensiplerini
kullanir ve hedef molekiil virusun RNA’sidir. Bugiin HCV kantitasyonuna yonelik,
PCR temeline dayanan Amplicor HCV Monitor testi ve PCR dis1 dallanmis DNA
(bDNA) testi kullanilamaktadir (117).

bDNA testi isaret (signal) cogaltma yontemidir. Uygulamisi EIA testine
benzeyen bDNA testinde ¢ogalan niikleik asitler degil onlara baglanan isaretlerdir. Bu
yontem diger hedef ¢ogaltma yontemlerine gore biraz daha az duyarlidir ancak, ‘carry
over’ denilen kontaminasyon bu yontemle daha az olur. 3 nesil bDNA testi olup bu 3
nesil boyunca duyarlilig1r ve dogrusallig1 gelistirilmistir. Digerlerine gore daha duyarh
olan 3. nesil bDNA test ticari olarak bulunmaktadir (117).

Amplicor HCV Monitor testi, ekstraksiyon agsamasindan itibaren tiim asamalari
kontrol edilebilen bir PCR temelli yontemdir. Bu testte sonuglar Ul/ml olarak verilir.
Yiiksek viral yiik diizeyini 6lcmede bDNA bu testten daha iyi olmasina ragmen, bu test
bDNA testinden daha duyarlidir (42).

Son zamanlarda bazi laboratuvarlarda cesitli cihazlar kullanilarak HCV RNA
icin RT-PCR testleri yapilmaktadir. Bu testler daha hizli, daha otomatize ve giivenilir
olduklarindan HCV RNA kantitasyonunda gercek bir ilerleme saglamiglardir (124).

HCV Genotipleme

HCV genotip tayini yapmak, tedavinin siiresini, dozunu yonlendirdigi ve
tedaviye yanitin en iyi belirleyicisi oldugundan 6nemlidir. Genotiplemede altin standart
dizilemedir ancak genis Olcekte tanisal kullanim i¢in ¢ok pahali ve zaman alicidir. Kor,
E1l ya da NS5B proteinleri herhangi biri PCR ile ¢ogaltilarak dizi analizlerinin
yapilmasiyla genotip belirlenebilir ve benzer sonuglar alinir (125).

Ticari genotipleme testlerinin ¢ogu virusun 5’UTR bdlgesini hedefler ancak bu
bolgeyi hedefleyen testlerden birgogu subtiplemeyi tam anlamiyla dogru
yapmamaktadir. HCV klinik izolatlarimin 5’UTR tabanli genotiplendirmesini yapan

testlere ornek olarak; 5’UTR bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve daha sonra restriksiyon
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enzimlerinin kesimi ile yapilan Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism: RFLP) ile genotiplendirme, 5’UTR
bolgesinden koken alan biyotinlenmis PCR {iriinlerinin nitroseliiloz seritler iizerindeki
tipe Ozgii problarla hibridizasyonu esasina dayali bir yontem olan ‘line probe assay’
(LIPA) ve erime egrisi analizi ile birlikte 5’UTR bolgesini hedef alan ‘floresan rezonans
enerji transfer’ (FRET) problarini kullanma temeline dayanan RT-PCR testi verilebilir
(117, 119).

Bu testlerin RIBA ve EIA gibi serolojik yontemlerde NS4 ve kor bélgesine karsi
genotipe Ozgii antikorlar1 saptamada kullanilmistir. RIBA ile 6 yerine 3 ya da 4 serotip
saptanirken kullanimdaki EIA testleri tim 6 serotipi saptayabilmektedir. Yapilan
degisik calismalarda serotipleme, LIPA ve dizileme yontemleri arasindaki uyum iyi
bulunmustur (117).
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2.2. Viral Onkogenez

2.2.1. Kanser ve Olusum Mekanizmalari

Kanser, kendini gostermesi, gelisimi ve sonuglar1 agisindan bir hastadan digerine
cok degisken olan, kompleks bir hastaliktir. Ayn1 heterojenlik ve ¢esitlilik hiicresel ve
molekiiler diizeyde de kendini gosterir. Kanser, hiicrelerin metabolik ve davranissal
degisiklikler gegcirerek, asiri ve zamansiz ¢ogalmasina, immiin sistemden kagmalarina
ve uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmasina yol agan ¢ok basamakli
bir stiregtir (126).

Kanser olusumunu meydana getiren ajanlar; fiziksel, kimyasal, viral gibi
cevresel kaynakli veya ailesel kanser sendromlarimi iceren kalitsal kaynakli
olabilmektedir. Kanser olusumun baslangic noktast bu kanserojenik ajanlarin
olusturdugu mutasyonlardir. Kanser normal hiicre o6zelligini degistiren genlerin
ekspresyonundaki degisime neden olan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar (127).

Hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen rastgele mutasyonlar, gen degisimleri
veya kanserojenlerin etkisiyle meydana gelen transformasyonlar kanser olusumunun ilk
ve en Onemli basamagidir. Transforme hiicrelerin tiimér dokusuna doniismeleri ve
kanserin klinik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi igin; Transforme hiicrelerde, karakteristik
hiicre seklinin kaybi1 gibi morfolojik; DNA sentezinin artisi, kromozom kiriklari,
anormal kromozomlar gibi genetik degisikliklerin olmas1 gerekmektedir (128).

Kanser olusumuna neden olan mutasyonlar incelendiginde karsimiza 3 hiicresel

gen grubundaki degisimler ¢ikar (128):

1- Proto onkogenler ve Onkogenler: Hiicre sinyal iletimi ve hiicre dongiisiiniin
kontroliinde yer alan genlerdir. Proto onkogenlerdeki mutasyonlar sonucu bu
genler onkogenlere donligmektedir. Proto onkogenlere Ornek olarak,
onkogenlerin 6nemli bir ailesi olan siklinleri ve Siklin Bagimli Kinazlar
(CDK) igeren hiicre siklusu regiilatorleri verilebilir (128).

2- Tiimor Baskilayic1 Genler: Normal gorevi hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve

hiicre boliinmesini inhibe etmek olan proteinleri kodlayan genlerdir. Hasara

33



ugradiklarinda ya da ortadan kalktiklarinda hiicrenin denetimsiz ¢ogalmasina
neden olurlar. Tiimdr siipresorlere drnek olarak Retinoblastoma (Rb) geni ve
p53 geni verilebilir (129).

3- DNA Tamir Genleri: DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalarin
ve genomik DNA'da ¢esitli etkenlerle olusan bozukluklarin tamiri gorevini
gerceklestiren proteinleri  kodlayan genlerdir. Bu genlerde izlenen
mutasyonlar, DNA tamiri mekanizmasini bozarak bagka genlerde de mutasyon

olusumuna ve kanser gelismesine neden olur (128).

Tiumor siipresor gen inaktivasyonlart ve onkogenlerin aktivasyonu, hiicrenin
kontrolsiiz ¢ogalmasi ve metastaz yetenegi kazanmasi gibi malign o&zellikler
kazanmasina yol agar. Hiicre dongiisiinde rolii olan proto onkogenlerde meydana gelen
mutasyonlar timor gelisimine, timor baskilayici genlerde meydan gelen mutasyonlar
ise hiicre siklusunun inhibisyonunu engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olur
(130).

2.2.2. Onkojenik Viruslar

Timor virusleri, hiicresel donilisiim siireglerinin molekiiller mekanizmalarini
anlamak i¢in manipiile edilebilir basit genetik sistemlere sahiptirler. Tiimor virolojisi
alanindaki bilgilerin giderek artmasi, hedeflenen tedavi i¢in basar1 sansini
arttirmaktadir. Ancak daha 1yi tedavi stratejileri gelistirmek amaciyla, kanserin
progresyonunda bu viruslar tarafindan kullanilan ¢oklu mekanizmalar1 daha iyi anlamak
icin daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir. Ilk insan tiimér virusu Epstein-Barr virus
(EBV)’lin 1964’de tanimlanmasina kadar, viruslarin sadece hayvanlardaki kanserlerde
etken ajan olarak rol aldigina inaniliyordu. Daha sonra kaposi sarkomu iligkili
Herpesvirus (KSHV), human papilloma virus (HPV), Hepatit B viriisii (HBV), Hepatit
C viriisit (HCV), insan T hiicre lenfotropik virtisii (HTLV-1) ve son zamanlarda tespit
edilen Merkel hiicreli polymavirus (MCPyV) gibi c¢esitli insan timor viruslari tespit
edilmistir. Tiimor viruslar1 EBV, KSHV, HPV, HBV ve MCPyV igeren DNA viruslari
ya da HCV ve HTLV igeren RNA viriisii olarak kategorilendirilmistir (Cizelge 2.6)
(128, 131).
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Cizelge 2.6. insan kanserleri ile iliskili viruslar (128)

RNA viruslan ve iliskili olduklari kanserler

HCV

HTLV

Hepatoselliiler karsinoma

Erigkin T hiicre lenfosittik 16semi

DNA viruslari ve iligkili olduklar: kanserler

EBV

KSHV

HPV

HBV

Burkitt lenfoma,
Nazofaringeal karsinoma,

Immiin baskilanmis kisilerdeki B hiicreli

lenfoma,

Hogkin hastaliginin bazi klonal formlari
X’e bagli lenfoproliferatif sendrom
Kaposi sarkomu

Servikal kanser

Hepatoselliiler karsinoma

Tiimor viruslart farkli hiicresel yolaklar1 etkileyerek tiimor olusumlarini

indiiklerler. Boylece tiimor viruslari, hiicresel savunma sistem mekanizmalarindan,

icinde bulundugu hiicrenin canliligini devam edilmesini saglayarak kurtulabilmektedir

(132).

Timor viruslarinin kanser olusumuna neden olan mekanizmalar1 dolayli ve

karmagiktir. Bu viruslarin konakla iligkileri ve yapisal 6zellikleri birbirinden farkli olsa

da; konak hiicreleri arasinda hizla ¢ogalan hiicrelerinin bulunmasi, {irettikleri

proteinlerin hiicre i¢i sinyal yollari, hiicre dongiisii ya da apoptozu etkilemesi gibi ortak

Ozellikleri de vardir. Viruslar konak hiicrenin infeksiyon iizerine mitotik kontrol

noktalarin1 bozarak, infekte hiicrelerin poliferasyonuna ve dliimsiizlesmesine yol acan
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bir dizi hiicresel olaylar baglatirlar. Bu olaylar siklikla, kodlanan viral gen iiriinleri
tarafindan bir¢ok tiimoér siipresdr proteinini proteozomal bozulma ya da fonksiyonel
inhibisyonuyla basarilir. Infekte olmus hiicrelerde ya kronik infeksiyon durumu devam
edebilir ya da hiicresel kaynakli apoptosiz araciligiyla ortamdan kaldirilabilirler. Kronik

infeksiyon durumunun devami onkogeneze yol agabilir (Sekil 2.7) (132, 133).
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| ]

Kanser geligimi

Sekil 2.7. Tiimor viruslart kanser gelisim mekanizmalar (132)

2.2.3. HCV’nin Hepatoselliiler Karsinoma ile iliskisi

Hepatoselliiler karsinoma genellikle siroz gelisen hastalarda uzun bir siireg
sonunda gelismektedir ancak tanimlanmis kanser hastalarinda HCV infeksiyonunun
ilerleyisi altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemektedir (14).

DNA hasart igin potansiyel ve oksidatif stres ile iliskili uzun siireli hepatik
inflamasyon ve sirozun varligin1 da igeren dolayli mekanizmalarin kanser gelisimine
katkist muhtemeldir. Ancak HCV’nin protein ekspresyonlarinin dogrudan onkogenik
olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 2.9) (15).
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Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi HSK’da da p53 ve Rb (Retinoblastoma)
timor siipresor proteinleri siklikla mutasyona ugramaktadir. Yapilan bir¢ok arastirmada
HCYV proteinlerinin p53 ile etkilesime gectigi belirlenmistir (16, 134). Bu etkilesim ¢ok
acik olmamakla birlikte p53’iin normal fonksiyonlarini etkiledigi bilinmektedir. Bunlara
ornek olarak HCV tarafindan kodlanan kor, NS3 ve NS5A proteinleri verilebilir. Bu
etkilesimlerin aragtirildig1 ¢alismalarda farkli HCV izolatlar1 kdkenli NS3 proteinlerinin
p53 ile dogrudan etkilesime gegerek, p53 bagimli transkripsiyonu inhibe ettigi One
strilmistiir (135). Yapilan baska bir calismada kor proteininin p53 ile etkilesime
gecerek transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi gdzlenmesine karsin bagka bir calismada
ise transkripsiyonel aktivitesini baskiladigi bildirilmistir (136). NS5A proteininin ise
p53 ile etkilesimi bildirilmesine karsin onkolojik potansiyelinin olmadig
distiniilmektedir (Sekil 2.8) (137).

Bircok DNA tiimér virus onkoproteinlerinin Rb yolaklarini hedef aldig
bilinmesine karsin RNA viruslart tarafindan kodlanan proteinlerinin bdyle bir rolii
bilinmemekteydi. Kesin mekanizmasi belli olmamasia ragmen HCV’nin Rb yolagim
regiile ettigi bildirilmistir. Yapilan c¢aligmalarda kor proteininin Rb proteininin yari
omriinii azaltarak etkinligini distirdiigiini (138), Rb ekspresyon seviyesinde azalma
olusumunu ve NS5B bagimli etkilesim (139) ile normal niikleer lokalizasyonunun
degiserck sitoplazma yoniine kaymasini sagladigimi (140) ve seliiller proliferasyonu
arttirdi@i (139) ileri stirilmistiir. HCV Rb etkilesimi biiyiik oranda NS5B proteinin
temelinde normal lokalizasyonu c¢ekirdekte olan Rb proteini sitoplazmada bulunan
NS5B proteini ile kompleks olusturmasi sonucu sitoplazmaya c¢ekilmesidir (140, 141).
Tim bu siireglerin sonunda infekte hiicrelerdeki Rb yolaklariin iglevini yitirmesi
sonucu hepatoselliiler proliferasyon ve kromozomal kararsizligin olusumu sonucunda
karaciger kanserine yonelim baglar (14).

HCYV proteinlerinin p53 ve Rb ile olan bu potansiyel etkilesimleri, aktif p53 ve
Rb yolaklarin1 gerektiren hiicre dongii kontrol mekanizmalariin etkili ¢alisamamasina
neden olur (17). HCV kor, NS3 ve NS5A proteinlerinin p53 ve Rb timor siipresor
proteinleri ile etkilesimlerinin yaninda DDX3", DDX5, DEXD/H diger bazi hiicresel

proteinlerle etkilesime gecerek lokalizasyonlarin degismesini saglar (142).

“ ATP bagimlhi DNA helikaz. Hiicrelerde translasyonun baglamasinda ve proteinlerin islenmesi gibi RNA
metabolizmasinda gorevli proteinler
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Sekil 2.8. Tiimor baskilayici proteinler ile iligkisi oldugu diisiiniilen HCV proteinleri (14)

Bir pozitif polariteli RNA viriisii olarak HCV replikasyonu sitoplazmada

gerceklesir ve diger birgok tiimor viruslarinda viral genom konak kromozomal

DNA’sina entegrasyon potansiyeli olmasina karsin HCV’de boyle bir potansiyeli

olmadig: diigtiniilmektedir (14).
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Sekil 2.9. HCV ile kronik infekte HSK olusumunun olas1 hiicresel yolaklar1 (14)
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2.3. miRNA ve HCV

2.3.1. miRNA’lar

miRNA’lar endojen olarak sentezlenen yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda olan
kiiciik RNA’lardir. Translasyonal represyon veya klevaj sonucu degradasyon yolu ile
gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev alirlar. Karakteristik olarak gévde loop’u
veya sag tokasi seklindeki prekiirsorlerden derive olurlar (19). Bu sag tokasi yapilar Pri-
miRNA olarak adlandirilan primer transkriptlerdir ve bu transkriptler 6nce pre-miRNA
(prekiirsor) adli kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da fonksiyonel (olgun) miRNA‘lara
dontigiirler (145). Bu kisa RNA dizileri, hedef mRNA’larin 3°UTR bélgelerine diizensiz
sSRNA (Single-stranded RNA) baglanmasi yoluyla gen regiilasyonu fonksiyonu
gerceklestirirler  (146). Bu  fonksiyonlari  nedeniyle, miRNA’lar  konak
transkriptozomlar1 ve proteomlarinin sekillenmesinde ve dolayisiyla seliiler fizyolojide
pivotal bir role sahiptirler. Konak genlerin modiilasyonunda, hiicresel gelisim,
farklilasma, proliferasyon, metabolizma, immiinite ve Olim gibi oldukca genis bir
biyolojik yolaklar araligindaki bir¢cok olayla iliskilidirler (147). Cesitli hiicresel
fonksiyonlarda yer alan miRNA disregiilasyonunun anlasilmasi ile beraber kanser ve
viral faktorler ile indiiklenen insan hastaliklari ile olan iligkileri de her gegen giin daha
net bir sekilde anlagilmaktadir (20,21). Bilgisayar hesaplamalar1 ve deneysel analizler
bir tek miRNA’nin birden fazla, potansiyel olarak ylizlerce mRNA’y1
hedefleyebilecegini, ayrica c¢esitli miRNA’larin  aym1 geni hedefleyebilecegini
gostermistir (148). Caenorhabditis elegans 'ta ilk olarak kesfedilmelerinden beri insan

genomunda 1000°den fazla miRNA identifiye edilmistir (149).
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2.3.2. miRNA Biyogenezi
miRNA’larin hayvan hiicrelerindeki biyogenezi 3 basarili {iretim asamasinda

gerceklesmektedir (Sekil 2.10) (150) ;

(i) kendisini kodlayan genlerden primer miRNA transkriptinin (pri-miRNA)
jenerasyonu,

(it) nukleusta pri-miRNA’dan miRNA prekiirsér formuna (pre-miRNA) kismi gegis
prosesi,

(ifi) matur bir miRNA olusturmak {izere sitoplazmaya translokasyon esnasinda

gergeklesen ilave olgunlagsma prosesi

Pre-miRNA
Cytoplasm ; GdSRNA
D C:A
mIRNA* duplex
duplex l Unwind l

eI
\—\

/

Asymmetric RISC /
n)RNA

—_ \/.; /RISC \ ln.sc
-

ey N Target
| W) S U U / = mRNA

ORF

Hlb\, Hlbv Hlbb
Trar 1 rep! ] mRNA cleavage

Sekil 2.10. miRNA biyogenezi (151)

MiRNA konik yolaginda, miRNA dizisi RNA polimeraz II (RNA Pol II)
tarafindan sa¢ tokasi yapisina sahip uzun pri-miRNA’lar olarak transkribe edilir (150).
Pri-miRNA’lar daha sonra mikroislemci olarak bilinen bir enzim kompleksi (RNase
III’e sahip Drosha enzimi ve niikleer protein DiGeorge Syndrome Critical Region 8,
DGCRS8 veya omurgasizlarda Pasha olarak bilinen) ile 60 -70 nt uzunlugunda bir pre-

miRNA govde ilmegi olusturmak iizere prosesin ilk agamasina girerler. Niikleer eksport
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faktorii Exportin-5 (Exp5) tarafindan sitoplazmaya yapilan aktif transportu takiben, pre-
miRNA’lar RNase III-Dicer enzim kompleksi ile yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki
matur dupleks miRNA’ya dontsiirler (152). Bu matur sa¢ tokast miRNA yapisi hedef
mRNA’ya komplementer fonksiyonel bir rehber zinciri ve daha sonra degrade olan bir
yolcu zincir yapisi tasir. Rehber zincir selektif olarak RNA ile indiiklenen susturma
kompleksi RNA-induced silencing complex (RISC veya miRISC)’nin ¢ekirdegini
olusturmak iizere Argonaute (AGO) 2 proteini ile etkilesir. Matur miRNA RISC
kompleksine vyiiklendiginde, hedef mRNA’nin 3’UTR’si ile etkilesmek iizere
komplekse rehberlik eder. Bu proses ya mRNA translasyonunun baskilanmasi (tam
olmayan baz eslesmesi oldugunda) veya mRNA’nin klevaji ve degredasyonu (tam
komplementer baglanma oldugunda) ile sonuglanir (150). Hedef tanimada baglanma

ozgiilligiine miRNAnin ¢ekirdek bélgesinin aracilik ettigine inanilmaktadir (148).

2.3.3. Karaciger gelisimi ve hastaliklarinda miRNA’lar

miRNA’larin genellikle hastalik patolojilerindeki rolleri agiklanmaya ¢alisilirken
hiicresel biiyiime ve karaciger gelisimindeki gen represyonundaki fonksiyonel rolii
lizerinde daha az ¢alisma yapilmaktadir. Ozellikle let-7 ve lin-4 gibi miRNA’lar
Caenorhabditis elegans’ta larval gelisme kontroliinde ve Drosophila’da apoptotik
yolaklar ve biiyime kontrolinde rol oynamaktadir (153). Son yillarda yapilan
caligmalar, insan hiicrelerinin farklilagsmasinda ve organlarin sekilsel biitlinliigiiniin
gelisiminde miRNA’larin doku spesifik ekspresyon gosterdigini 6nemli bir sekilde
ortaya ¢ikarmaktadir. miR-122, toplam karaciger miRNA popiilasyonunun yaklasik
%70’ini olusturmaktadir. Bununla beraber bu miRNA’nin HCV infeksiyonu ve
hepatoselliiler karsinoma gibi hastaliklarla iligkili fonksiyonu hakkindaki bilgiler heniiz
cok net degildir (154). Xu ve ark. miR-122 ekspresyonu ve bu miRNA ile regiile edilen
ve hepatosit gelisimi ve fonksiyonu igin gerekli olan karaciger transkripsiyon faktorleri
(LETFs) C/EBP a, HNF1a ve HNF3 gibi izoformlarin, karacigerin embriyonik gelisimi

stiresince oldukg¢a artmakta oldugunu gostermislerdir (155).
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2.3.4. Antiviral savunmada miRNA’lar

Viral infeksiyonlarda miRNA mekanizmalarmin yeri ile ilgili ¢esitli senaryolar
vardir. Hem viruslerin hemde konak hiicrelerinin miRNA kodladiklar1 bilinmektedir. Bu
kiigiik RNA yolaklar1 viral infeksiyonlar ile miicadele etmek ic¢in konak immiin
savunma mekanizmalarinin regiilasyonunda yer alabilirler. Yani viral infeksiyonlarin
konak savunmasinda, dogal ve adaptif immiinitede gorev alan immiin hiicre
popiilasyonunun gelismesinde, olgunlasmasinda, hayatta kalmasinda ve fonksiyonel
olmasinda diizenleyici olarak yer alabilirler (156). Hiicresel diizeyde, miRNA’lar viral
replikasyonun smirlandirilmasinda rol almaktadirlar. Ornegin insan hiicre kiiltiirlerinde,
mMiR-32’nin retroviriis primate foamy viriis tip-1’in represyonunda gorev aldigi
belirlenmistir (157). Benzer sekilde ¢esitli insan miRNA’larinin HIV 3’UTR bolgesini
hedefledigi, TLR3 (Toll-like receptor 3) aktivasyonunun monositlerde ve
makrofajlardaki HIV infeksiyonunu siirlamak tizere kendi ekspreyonlarini tetikledigi
de belirlenmistir (158). Son olarak, IFN-beta’nin g¢esitli hiicresel miRNA’lar
indiikleyerek HCV replikasyonunu sinirladigi ve bu mekanizmanin virusa karsi

IFN’larin anti-viral etki olusturmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (159).

2.3.5. Karacigerin viral infeksiyonlarinda miRNA’lar

Viral hepatit C infeksiyonu, alkolik olmayan steatohepatit (NASH) disinda
hepatik fibroz ve sirozun en yaygin global nedenlerinden birisidir. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore, tiim diinyada 180 milyondan fazla insan HCV ile infekte durumda olup
bu popiilasyonun yaklasik >%70’inde siroz gelisme riski vardir (160). interferon ile
kombine ribavirin tedavisi, kronik hepatit C tedavisinde etkili olmakla beraber, infekte
popiilasyonun biiyiik bir kisminin mevcut tedavi rejimlerine yanit vermemesinden
dolay1 yeni ilag tedavilerinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Bu sebepten dolay1 hiicresel
infeksiyon mekanizmalarmin daha iyi anlasilmasina ihtiya¢c duyulmaktadir. miR-
122’nin hepatik fonksiyon, karaciger hastalig1 ve HCV replikasyonunu da igeren ¢esitli
fonksiyonlarmi agiklamaya calisan birgok ¢alisma vardir (161). miR-122’nin plasma
diizeyleri HBV ve HCV ile infekte hastalarda artis goOstermesi, bu miRNA’nin

biyomarkir olarak degerlendirilebilecegini kuvvetle desteklemektedir (162). Bununla
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birlikte Ura ve ark. tarafindan son yillarda yapilan ¢alismalar HBV ve HCV ile infekte
karacigerlerde miR ekspresyon paternlerinin fakliliklar gosterdigini gostermistir. Bir
diger miRNA olan miR-196’nin, insan hepatositlerinde in-vitro sartlarda HCV
ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (163). HCV ile infekte hepatoma hiicrelerinde
yapilan miRNA/mRNA profilleme ¢aligsmalari, total 108 miRNA’nin eksprese oldugunu
gostermistir. Bu havuz icerisinde miR-24, miR-149, miR-638 ve miR-1182"nin hiicreye
HCYV girisini, replikasyonu ve viral ¢cogalmay1 kontrol ettigi sonucuna varilmistir (164).

Scagnolari ve ark. saglikli ve HCV ile infekte hastalarin periferal kan
mononiikleer hiicrelerinde miRNA ekspresyonunu arastirmis ve miR-1, miR-30, miR-
128, miR-196 ve miR-296 ekpresyon diizeylerinde farkliliklar bulmuslardir (165). Bir
timor baskilayici gen olan DLC-1 miR represyonunun hedeflerinden birisidir. HCV ile
infekte hiicrelerde DLC-1 diizeyleri diismekte, bununla korele bir sekilde miR-141
ekspresyonu artmaktadir. miR-141’in tiikkenmesi viral replikasyonu inhibe ederken

eksojen kaynaklt miR-141 ilavesi viral replikasyon oranlarini arttirir (166).

2.3.6. miRNA’larin HCV infeksiyonundaki rolii

Diger birgok virusun replikasyon stratejisinde oldugu gibi HCV de, hiicresel
miRNA’lar ile etkilesmektedir (Cizelge 2.7). HCV hayat siklusunda yer alan bu
miRNA’lardan birisi miR-122dir. miR-122 karaciger spesifik bir miRNA olup (her
hiicrede ortalama 66.000 kopya) karacigerdeki tiim miRNA’larin yaklasik %70’ini
olusturmaktadir. miR122 hemen hemen sadece karacigerde bulunan bir mikroRNA olup
akciger, kalp, beyin, bobrek, dalak, pankreas, ince ve kalin bagirsaklar, testis,
yumurtalik, timus ve iskelet kaslarinda tesbit edilmemektedir (167). mIRNA’nin
karacigerdeki en 1iyi bilinen fonksiyonu, lipid ve kolesterol mekanizmasim
diizenlemesidir (147). Ilging bir sekilde miR-122’nin, HCV nin viral iiretimi ve etkin
replikasyonu igin gerekli bir konak faktorii oldugu da tanimlanmistir (22, 23). Bununla
birlikte  miR-122°nin HCV amplifikasyonundaki aracilik fonksiyonu net olarak
bilinmemekle beraber bu mikroRNA’nin HCV RNA birikiminine katki sagladigi ve
bundan dolay1 da viral amplifikasyon hizinin arttig1 diisiiniilmektedir (22, 24).

MiR-122’nin yan1 sira diger bazi miRNA’larin da HCV infeksiyonunda rol
oynadig bilinmektedir. miR-199a’nin HCV genomunun 5’UTR’indeki SL II bolgesine
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baglanarak HCV replikasyon etkinligini azalttigi gésterilmistir (23). Bu miRNA ¢esitli
insan dokularinda degisik diizeylerde eksprese edilmekle beraber insan karacigerinde
diisiik miktarlarda bulunmaktadir (23).

HCYV ile interaksiyona giren diger bir endojen miRNA ise miR-141’dir. HCV
infeksiyonunda primer hepatositlerde miR-141 intraselliler diizeyinin arttig1
bildirilmistir (168). Ayrica miR-1, miR-30, miR-128, miR-196, miR-296, miR-351,
miR-431 ve miR-448 gibi bazit miRNA’larin interferon beta tedavisi ile indiiklendigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda interferon beta tedavisi siiresince miR-122 ekspresyon

diizeyinde de 6nemli bir azalmanin gerceklestigi de gozlenmistir (159).

Cizelge 2.7. miRNA’larin HCV infeksiyonundaki anormal ekspresyonlari (154)

MiRNA HCV infeksiyonundaki Ekspresyonlari
122 Artmig
let 7f Artmus
155 Artmig
146 Artmig
296 Artmig
351 Artmig
128 Artmig
296 Artmig
141 Artmig
196 Azalmis
15a/15b Azalmis
17 Azalmis
106a/106b Azalmis
181a Azalmis
29a/29b Azalmisg
93 Azalmisg
310 Azalmis

44



Cizelge 2.7. miRNA’larin HCV infeksiyonundaki anormal ekspresyonlar: (154) (devam)

mMiRNA HCYV infeksiyonundaki Ekspresyonlari
30a/30¢ Azalmis
24 Azalmis
221 Azalmis
222 Azalmis

2.3.7. Karaciger fibroz/siroz’unda miRNA’lar

Kardiyak ve renal fibroz gibi farkli organ sistemlerinin fibrotik bozukluklar
arasinda, miRNA ekspresyon profili bakimindan ortak noktalar bulunmaktadir. miR-29
ailesinin efektor hiicresel farklilasma veya ekstraselliiler matriks komponentlerinin
diizenlenmesinde etkili oldugu goriilmektedir (169). Rodenburg ve ark. CCl4 rodent
hepatik fibroz modelinde miRNA ekspresyon profillerini arastirmiglar ve mikroarray
analizleri 31 farkli diizeyde eksprese olan miRNA’y1 ortaya ¢ikarmistir. Bunlardan
miR-125p, miR-199b ve miR-302¢, fibrotik dokularda asirt  ekspresyon
gosterenlerdendir. Aym1 zamanda 6zellikle miR-29 familyas: iiyelerinin de igerisinde
bulundugu 21 miRNA ekspresyonunda 6nemli 6l¢iide azalma oldugu da belirlenmistir.
Buna ilaveten Desmet fibrozu olan ve 2-4 arasi skora sahip olan karaciger
transplantasyonlu hastalarda miR-29a/b/c ekspresyonlarinda azalma saptanmistir. Bu
hastalarda miR29a’nin plazma konsantrasyonlar1 diisiik bulunmus olmas ileri diizeyde
karaciger fibrozu ve bunun ilerisinde de karaciger sirozu ile iliskilendirilmistir (Cizelge
2.8) (170).

Hepatik fibroz, yara iyilesmesi cevabini kontrol eden cesitli epigenetik
faktorlerden etkilenerek olusur. Mann ve ark. son zamanlarda 2 farkli modelde (BDL,
CCl4) yapmis olduklar1 galismalarda fibrotik karacigerde miR-132 ekspresyon
diizeyinde 6nemli diizeyde azalma oldugunu ve bu azalmanin hepatik stella hiicrelerinin

aktivasyonuna neden oldugunu gostermistir (171).
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Cizelge 2.8. miRNA’larin Fibroz’daki anormal ekspresyonlart (154)

mMiRNA Fibroz’daki Ekspresyonlari
125-5p Artmis
199b Artmis
221 Artmis
302c Artmus
223 Artmis
34c Artmig
24 Artmig
29a/29b/29c¢ Azalmis
30b/30c Azalmus
183 Azalmis
877 Azalmis
96 Azalmis

2.3.8. Hepatik Stella Hiicrelerinde miRNA’lar

Hepatik fibrozda hepatik stella hiicreleri, tip I kollojen depozisyonunu takiben
ortaya ¢ikan hasar olusumunda yer alan esas efektor hiicre popiilasyonudur. Viral
infeksiyon, obezite, alkol tiiketimi gibi ¢esitli kaynaklari iceren hasarlanmalar hepatik
stella hiicrelerinin aktivasyonuna neden olur ve bu durum lipit bakimindan zengin ve
duragan fazda bulunan hiicrelerin tam olarak aktive olmus miyofibroblast doniisiimiine
yol acar. Hepatik stella hiicrelerinin aktive olmus formu TGF-beta (Transforming
growth factor) gibi profibrojenik mediatorleri sekrete eder ve fibriller kollojenler,
fibronektin ve laminin gibi yara iyilesmesi siirecinde yiikselen ektraselliiler matriks
komponentlerini olusturur (172). Son yillarda yapilan ¢alismalar hepatik stella hiicre

farklilasmalarinda miRNA’larin yer aldigini ortaya koymustur (Sekil 2.11)(154).
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Sekil 2.11. Hepatik stella hiicre farklilasmasinda miRNA’larin roli (154)

Ozellikle miR-150, miR-187, miR-194 ve miR-207 gibi miRNA’larin
ekspresyon seviyeleri azalirken let-7 familyasi iyesi miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri 6nemli dl¢iide artmaktadir (171). Insan hepatik stella hiicrelerinde miR-150
ve MiR-194’lin asirt eksprese olmasi hiicre proliferasyonun inhibe olmasina neden
olmaktadir. Bununla beraber, ayni zamanda tip-l1 kollojen ve diiz kas alfa aktin
(alfaMSA)’da ortaya ¢ikan diisiisler hepatik stella hiicre aktivasyonunun en onemli
gostergeleridir. Bu 2 miRNA’nin spesifik aksiyonu sonucunda c-Myb ve Ras ile liskili
C3 botulinum toksin substrat 1(Rac-1)’in inhibe olmasi ve fibroz gelisimi ve

ilerlemesine neden olur (171).

2.3.9. Hepatoselliiler karsinoma’da miRNA’lar

Insan karaciger kanserlerinde birgok miRNA’nin ekspresyonunda anormallikler
vardir. Son yillarda yapilan cesitli ¢alismalarda hepatoselliiler karsinoma ve non-
neoplastik doku miRNA’lar1 karsilastirildiginda, hepatoselliiler karsinoma’lardaki
miRNA ekspresyonlarinda kural disi ¢esitli anormallikler oldugu gosterilmistir (174).
HSK’da anormal olarak eksprese edilen miRNA’lar Cizelge 2.9’de gosterilmistir.
Bunlara ilaveten bazi miRNA’larin ayn1 zamanda diger neoplizm’lerde de regiilasyon

bozukluklarma yol acgtign gdsterilmistir. Ornegin, miR-221/222’nin ekspresyon
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seviyelerindeki artis1 kolon, mide, mesane karsinomalarinda ve glioblastomalarda, miR-
21’in ekspresyon seviyesindeki artigt yumurtalik, akciger, gdogiis karsinomalarinda
gosterilmistir. Bunlara ilaveten miR-199a, miR-200b ve miR-214 ekspresyonlarinin
yumurtalik kanserinde, miR-199b yumurtalik ve akciger kanserlerinde azaldigida
bildirilmistir. Bu miRNA’larin karaciger tiimorogenezindeki rollerini desteklemek
amaciyla sikline bagimli inhibitorlerden p27/CDKNI1B ve p57/CDKNIC veya PI3K
antagonist fosfataz ve tensin homolog (PTEN) gibi hiicre siklusu ve hiicre o6limii
regiilasyonunda gorev alan gen hedeflerinin, miR-221, miR-222 ve miR-21’in hedefleri
oldugu da deneysel olarak valide edilmistir. miR-373’te ekspresyon seviyesinde artis
olan miRNA’lar arasinda tanimlanmistir. Bu onkojenik miRNA’nin, Onceki
calismalarda testikiiler kanser ve gogiis kanser metastazlarinda ekspresyon seviyelerinin
arttigr  bulunmustur (175). miR-21, miR-210, miR-213 ve miR-181b gibi bazi
miRNA’larin ekspresyonu hem hepatoselliiler karsinoma’da hemde ayni zamanda
hipoksik kosullarda artmaktadir. Hepatoselliiler karsinomada ekspresyon seviyeleri
azalan miRNA’lar arasinda let-7 familyasi tiyeleri, miR-143 ve miR-145 bulunmaktadir
(176).

Hepatoselliiler karsinoma’da ekspresyon seviyesi azalan miRNA’lardan birisi de
miR-122"dir. HSK’l1 vakalarin %70’inden fazlasinda bu miRNA’nin ekspresyonunun
azalmis oldugu bildirilmektedir (174).

Insan kanserlerinde degisiklige ugramis miRNA diizeyleri oldukca degisken
olmakla beraber, timor baskilayici genlerin ve onkogenlerin miRNA ekspresyonu
aracili regiilasyonlu insan kanserlerinin tamamina yakininda gergeklesmektedir (25).
Hepatoselliiler karsinomada miRNA ekspresyon paternlerinin karaciger tiimor ve
normal komsu doku ve karaciger sirozu ve normal komsu doku karsilastirmalarinin
yapildigi erken donem g¢aligmalari, hastalik ile korele bir sekilde miRNA ekspresyon
diizeylerinde spesifik degisiklikler gergeklestigini ortaya koymustur (26,27). Ji ve ark.
AFP pozitif timor Orneklerinde miR-181 familya iiyesi miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinin arttigint  belirlemistir (177). miR-181 familya {yeleri embriyonik
karacigerlerde ve izole hepatik kok hiicrelerinde yiliksek diizeyde eksprese oldugu da
belirlenmistir. Ji ve ark. miR-181 ekspresyonu matur hepatosit-spesifik genlerle iliskili
oldugu i¢in bu miRNA’nin ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin hepatoselliiler

karsinoma ile iliskili oldugunu ifade etmektedir. Hepatoselliiler karsinoma’da, sirotik
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dokuda ve normal karacigerde yapilan karsilagtirmali ¢aligmalarda tlimorlerde miR-221
ve miR-22 ckspresyon diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir (178). miR-221’in
hepatoselliiler karsinomadaki onkojenik rolii siklikla disregiile olmasidir. Bu regiilasyon
bozuklugundan dolay1 hedefledigi proteinlerden olan sikline bagimli kinaz inhibitori
p27 ve PIBK/AKT/mTOR yolak regiilatorii olan DDIT4’iin ekspresyonunda da
diizensizlikler ortaya ¢ikmaktadir.

Hepatoselliiler karsinoma igin tasarlanan bir fare modelinde miR-221’in sadece
kanser baglangicini stimiile etmekle kalmayip ayni zamanda timor progresyonunu da
arttirdigr bildirilmistir (178). miR-222°deki asir1 ekspresyon hiicreye AKT sinyal
yolaklar1 aracilig ile go¢ avantajlart saglayarak hepatoselliiler karsinomali hastalarda
tedaviye yanit oranini azaltmaktadir (179).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, miR-17-5p’nin hepatoselliiler karsinomali
orneklerde normal Orneklere gore ekspresyon diizeyinde Onemli bir artig gosterdigi
bildirilmis ve bu miRNA’nin HSK tanisi i¢in yeni bir prognostik markir olarak hizmet
edebilecegi belirtilmistir (180). Baska bir ¢alisma, miR-223"{in ekspresyon seviyesinin
azalma gosterdigini ve prognostik oneme sahip oldugunu belirtmistir (181). Diger
caligmalarda ise, miR-24’iin 2 kat ve fazlas1 ekspresyon artisi gosteren miRNA’lar
arasinda yer aldigi (182) ve miR-24’tin hepatoselliiler karsinoma’nin erken
asamalarinda hem taninin konmasina hemde terap6tik bir hedef potansiyeline sahip olan

onemli bir hedef oldugunu 6ne stirmiistiir (183).

49



Cizelge 2.9. miRNA’larin HSK’daki anormal ekspresyonlar1 (166)

MiRNA HSK’daki Ekspresyonlari
miR-18 Artmis
miR-21 Artmig
miR-221 Artmus
miR-222 Artmis
miR-224 Artmus
miR-122 Azalmig
miR-125a Azalmig
miR-125b-1 Azalmisg
miR-130a Azalmig
miR-150 Azalmig
miR-199a-1-5p Azalmis
miR-199a-2-5p Azalmisg
miR-199b Azalmisg
miR-200a Azalmisg
miR-200b Azalmig
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Gastroenteroloji Bilim Dalindan KHC, Siroz ve HSK tanilarin1 almis; yaslar1 20-74

arasinda degisen 20 kadin ve 6 erkekten olusan 26 KHC’li, yaslari 29-78 arasinda

degisen 18 kadin ve 12 erkekten olusan 30 Siroz’lu, yaslar1 48-86 arasinda degisen 4

kadin ve 4 erkekten olusan 8 HSK’l1i, 64 hasta ve Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi

Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan Bankasina bagvuran saglikli 30 donériin kontrol

grubu secilmesi ile toplam 94 kisi dahil edilmistir. Bu calisma kapsaminda hasta ve

kontrol gruplariyla, 28 Panel A (Cizelge 3.1) ve 30 Panel B (Cizelge 3.2) grubu ve 2

internal kontrol (RNU 48) olmak iizere toplam 60 miRNA’nin ekspresyon diizeyleri

incelenmistir.

Cizelge 3.1. Panel A miRNA Listesi

let-7f-5p miR-29a-3p miR-93-5p miR-130a-3p miR-199b-5p miR-296-5p
miR-15a-5p | miR-29¢-3p | miR-106a-5p | miR-141-3p miR-221-3p miR-302¢-3p
miR-15b-5p | miR-30b-5p | miR-122-5p | mjRr-146a-5p | miR-222-3p miR-155-5p
miR-17-5p | miR-30c-5p | miR-125a-5p | jRr-181a-5p miR-223-3p RNU 48
miR-24-3p | miR-34c-5p miR-128 miR-196b-5p MiR-296-3p
Cizelge 3.2. Panel B miRNA Listesi
let-7f-1-3p miR-15a-3p miR-206 miR-146a-3p | miR-106a-3p miR-30a-5p
miR-30a-3p | miR-155-3p | miR-222-5p | miR-24-1-5p | miR-30c-2-3p | MiR-30b-3p
miR-141-5p miR-17-3p miR-122-3p | miR-24-2-5p | miR-93-3p miR-302¢-5p
miR-196a-3p | miR-15b-3p miR-223-5p | miR-29b-1-5p | miR-29a-5p | MIiR-30c-1-3p
let-7f-2-3p miR-221-5p | miR-130a-5p | miR-29b-2-5p | miR-29¢c-5p | MiR-181a-2-3p
RNU 48
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3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

3.2.1. Plazma Eldesi i¢cin Kullanilan Malzemeler

5 ml’lik % 7.5 EDTA’li tiip (BD, Vacutainer, ingiltere)
Pipet 20-200 pl (Gilson)

Pipet Ucu 200 pl, Katalog No: DF200 (Gilson)

1.5 m1’lik ependorf tiipleri (DNase, RNase Free)

0.5 mI’lik ependorf tiipleri (DNase, RNase Free)

3.2.2. miRNA Izolasyonu I¢cin Kullanilan Malzemeler

High Pure miRNA Isolation Kiti; Katalog no:05 080 576 001 (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany), Icerigi; Binding Buffer (80 ml), Binding Enhancer
(20 ml), Wash Buffer (2x10 ml; her iki yikama tamponuna 40 ml etanol eklenir),
Elution Buffer (30 ml), High Pure Filter

Toplama tiipleri (2x50)

1.5 mI’lik ependorf (DNase, RNase Free)

0.5 mI’lik ependorf (DNase, RNase Free)
Pipet 100-1000 pl (Gilson)

Pipet 20-200 pl (Gilson)

Pipet 10-100 pl (Gilson)

Pipet Ucu 2-30 pl, Katalog No: DF30 (Gilson)

Pipet Ucu 10-100 pl, Katalog No: DF100 (Gilson)
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Pipet Ucu 20-200 pl, Katalog No: DF200 (Gilson)

Pipet Ucu 100-1000 pl, Katalog No: DF1000 (Gilson)

3.2.3. ¢cDNA Eldesi I¢in Kullanilan Malzemeler

96 Well PCR Plate, Katalog No: 1402-9400 (USA Scientific)
PCR Plate Film, Katalog No: 2921-7800 (USA Scientific)
Pipet 2-20 pl (Gilson)

Pipet 10-100 pl (Gilson)

Pipet Ucu 20- 200 pl, Katalog No: DF200 (Gilson)

Pipet Ucu 2-30 ul, Katalog No: DF30 (Gilson)

Pipet Ucu 1-10 pl, Katalog No: DFL10 (Gilson)

8’li strip tiip

8 kanall1 pipet (Gilson)

MegaPlex RT Primers Human, Pool A v2.1, Katalog no: 4444750 (Applied

Biosystems)

MegaPlex RT Primers Human Pool B v3.0, Katalog no: 4444750 (Applied

Biosystems)

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Katalog no: 4366596
(Applied Biosystems)

Reverse Transcriptase (ABI)
dNTP Mix with dTTP (100 mM)
10xBuffer (ABI)

RNase Inhibitor
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DNase, RNAse Free Water

MgCI2

3.2.4. Pre-amplikasyon Eldesi I¢in Kullanmlan Malzemeler

96 Well PCR Plate, Katalog No: 1402-9400 (USA Scientific)
PCR Plate Film, Katalog No: 2921-7800 (USA Scientific)
DNA suspansion buffer

8’li strip tiip

8 kanall1 pipet (Gilson)

Pipet 2-20 ul (Gilson)

Pipet 10-100 pl (Gilson)

Pipet 100-1000 pl (Gilson)

Pipet Ucu 2-30 ul, Katalog No: DF30 (Gilson)

Pipet Ucu 1-10 pl, Katalog No: DFL10 (Gilson)

Pipet Ucu 10-100 pl, Katalog No: DF100 (Gilson)

Pipet Ucu 100-1000 ul, Katalog No: DF1000 (Gilson)
TagMan PreAmp Master Mix, 2X Katalog No: 4391128 (Applied Biosystems)

MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1 Katalog No: 4444750
(Applied Biosystems)

MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0 Katalog No: 4444750
(Applied Biosystems)
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3.2.5. miRNA Analizi I¢in Kullanilan Malzemeler

Dynamic Array 96x96, Katalog No: BMK-M-96.96 (Fluidigm, Biomark, USA)
Sample&Assay Loading Kit, Katalog No: 85000802 (Fluidigm, Biomark, USA)
DNAse, RNase free su

16 kanall1 pipet (Gilson)

Pipet Ucu 1-10 pl, Katalog No: DFL10 (Gilson)

3.2.6. Kullanilan Cihazlar

Yiiksek Kapasiteli RT-PCR Sistemi, Katalog No: BMK-PKG-MH (Fluidigm,
Biomark, USA)

LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied science)

Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

-80 °C Sogutucu (ESCO, UUS-668A-1, Singapore)

-20 °C Sogutucu (Argelik, C123235, Tiirkiye)

+ 4 °C Sogutucu (Argelik, C123235, Tiirkiye)
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3.3. Yontemler

3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Analiz

Calismaya dahil edilen toplam 64 hasta ve 30 kontrol grubunun plazmalari elde
edildi ve bu plazmalardan miRNA izolasyonu yapildi. Bu asamalar1 cDNA eldesi ve pre
amplifikasyon asamalar1 izledi. Daha sonrasinda 6rnek ve PCR karisimi hazirlandi ve
Kantitatif Real-Time cihazina (Fluidigm, Biomark, USA) yiiklendi. Bu asamalarda
asagidaki protokoller uygulandi.

3.3.1.1. miRNA Analizi i¢in Plazma eldesi

Calisma gruplarindan kan 6rnekleri 5 ml’lik % 7.5 EDTA’ 11 tiiplere alindi. Kan
ornegi alindiktan sonra en az 5 kez yavasca alt-iist edilerek karistirildi ve alinan kan

ornekleri oda sicakliginda 2 saat icinde laboratuvara ulastirilarak plazmalar1 ayrildi.

1. Tipler 4000 rpm de 15 dk. santrifiyj edildi (santrifiij de fren secenegi varsa

kapatilmali, santrifiij kendi kendine ve yavas yavas durmalidir).

2. Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden ¢ikartildi,

yavasca ve sarsilmadan kapaklart agildi.

3. Plazmanin en iist kismindan 200 pl lik pipetle 5 kez toplam 1000 pl olacak
sekilde toplandi.

4. Toplanan 1000 pl’lik bu 6rnek 13000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve
plazmanin en ist kismindan 200 pl’lik kisim temiz bir ependorf tiipiine konuldu. Bu
islem, alttaki hiicresel kisim rahatsiz edilmeden pipet ile (DNase, RNase Free, filtreli
pipet uglar1 kullanilarak) yapildi. Ayni islem diger bir eppendrof tiipii i¢in yapildi (200
ul’lik 2 6rnek).

5. Eppendorf tiipleri lizerine hastalarin adlar1 ve verilen numaralar yazildi.
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6. Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.3.1.2. miRNA izolasyonu

miRNA’lar plazmadan miRNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak izole edildi (143).

Protokol:
1. Plazma oOrnekleri en az 5 kez yavasca alt-iist edilerek karistirildi ve 150 pl’lik

kisim temiz ependorfa (DNase, RNase Free) alindi.

2. Ornekler iizerine 312 pl Binding Buffer ve 200 pl Binding Enhancer eklendi

ve karistirildi.

3. Karstirilan 6rnekler filtreli tiip toplama kabina aktarildi. 13000 g’de 1 dakika

sanriflj edildi ve toplama kaplart atildi.

4. Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiiplere 500 ul Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 30 sn. sanrifiij edildi ve toplama kaplar1 atildu.

5. Temiz toplama kaplarina alian filtreli tiiplere 300 ul Wash Buffer eklendi.
13000 g’de once 30 saniye santrifiij edildi ve toplama kaplar atildi

6. Temiz toplama kaplarina alinan firtleri tiipler ilizerine herhangi bir sey

eklenmeden 1 dakika sanrifiij edildi ve toplama kaplar1 atild1.

7. Filtreli tiipler temiz ependorfa (DNase, RNase Free) alindi ve 50 pl Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilen 6rnekler 13000 g’de 1 dakika
sanrifiij edildi.

8. Elde edilen total RNA -80°C’lik derin dondurucuda saklandu.
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3.3.1.3. cDNA eldesi ve Pre- amplifikasyon

Izole edilen miRNA’lar TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200
Katalog no: 4366596 (Applied Biosystems) kullanilarak ¢cDNA’ya dondstiiriildii ve
analiz giintine kadar -20°C’de saklandi. cDNA eldesi, Pre-amplifikasyon ve
amplifikasyon protokolleri iretici firmanin (Fludigmg Co.) o6nerdigi protokollerle
gergeklestirildi (144

mMiRNA TagMan cDNA Protokol

1. RNA o6rnekleri -80°C’den ¢ikarildi.

2. Erimeye birakilan RNA o6rnekleri 30 sn santrifiij edildi ve daha sonra cDNA

protokolii hazirlanana kadar soguk blok iizerinde bekletildi.

3. Asagidaki karisim hazirlandi.

MegaPlex RT Primers (10X) A veya B ** (Sol. 2 veya 3) 60.00 pl
dNTPs with dTTP (100 mM) (Sol. 1-B) 15.30 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/uL) (Sol. 1-A) 115.00 pul
10X RT Buffer (Sol. 1-C) 61.30 ul
MgCl; (25 mM) ( Sol. 1-F) 69.00 ul
RNase Inhibitor (20 U/uL) ( Sol. 1-D) 7.60 ul
Nuclease Free Water (Sol. 1-E) 16.80 pul

Toplam: 345.00 pl
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4. Bir adet temiz 8’li strip tlip (0.2 ml) alind1. Yukaridaki karigim strip tiipiin her
bir kuyusuna 42 pl olarak pipetlendi.

5. 8 kanall pipeti 3 ul ye ayarlayarak biraz once hazirlanan karigim 8 li strip

tiipten alinarak temiz bir 96 kuyucuklu PCR plate dagitildi.

6. Mix’in bulundugu 96 kuyucuklu Plate alindi. 8 kanalli pipet 2 ul ye
ayarlanarak RNA ornekleri cDNA karisimlart {izerine pipetlendi. Her pipetlemede 5-6
kez pipetaj yapilarak RNA 6rnekleri ile cDNA karisimlar1 karistirildi.

7. Plate, yapiskan film ile iyice kapatildi ve 1 dk. santrifiij edildi.
8. Daha sonra 5 dk. buz {lizerinde inkiibasyona birakildi.

9. miRNA TagMan cDNA Thermal Protokolii asagida verilen sekilde iistten

1sitma 6zelligi olan bir thermal cycler’da calistirildi.

**Yukaridaki protokol primer pool A ve B’nin her ikisi i¢cinde ayr1 ayr

uygulandi.

MiRNA TagMan cDNA Termal Program

16°C 120 sn.

42°C 60 sn. % 40 dongi
50°C 1sn.

85°C 300 sn.

4°C o0

mMiRNA TagMan PreAmplifikasyon protokol

1. cDNA o6rneklerinin bulundugu 96 kuyuluk Plate -80°C den ¢ikarildi. Eriyen
cDNA plate’i 30 sn santrifiij edildi.
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2. 8 kanall1 pipet 2 pl ye ayarlanarak cDNA 6rneklerini temiz bir 96 kuyucuklu
plate’e aktarildi. Uzerine 8 pul DNA Suspansion Buffer eklendi ve 5-6 kez pipetaj
yapilarak karistirildi.

3. PCR karisim1 96 6rnek icin (95 ¢cDNA o6rnegi + 1 Negatif kontrol) asagida

verilen reaktifler ile hazirlandi (Rakamlara 6lii hacimler dahil edilmistir).

TagMan PreAmp Master Mix, 2x ( Sol. 8) 287.50 ul
MegaPlex PreAmp Primers (10X) ( Sol. 4 veya 5) 57.50 ul

Toplam: 345.00 pl

4. Bir adet temiz 8’li strip tiip (0.2 ml) alind1. Yukaridaki karisim strip tiiptin her
bir kuyusuna 42 pl pipetlendi.

5. 8 kanall1 pipet 3 pl ye ayarlanarak biraz dnce hazirladigimiz 8’li strip tiipten
alinan mix temiz bir 96 kuyucuklu plate’e aktarildi. Pipetleme islemine 96 kuyunun
hepsi doluncaya kadar devam edildi.

6. 8 kanalli pipet 2 ul ye ayarlanarak diliie edilmis cDNA O6rnekleri az once
hazirlanan PCR karigimi {izerine pipetlendi. Her pipetlemede 5-6 kez pipetaj yapilarak
karigim i1le cDNA 6rnekleri karigtirildi.

7. Plate, yapiskan film ile iyice kapatildi ve 1 dk. santrifiij edildi.

8. Daha sonra 5 dk. buz {izerinde inkiibasyona birakild1.

9. miRNA TagMan PreAmp Thermal Protokolii asagida verilen sekilde iistten

1sitma 6zelligi olan bir thermal cycler’da ¢alistirildi.
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PreAmp Termal Program

95°C 600 sn.
55°C 120 sn.
72°C 120 sn.
95°C 15 sn.
60°C 240 sn.
99.9°C 600 sn.
4°C o0

10. PreAmplifikasyon sonunda 2 pl PreAmp cDNA lar1 temiz bir 96 kuyuluk
plate’e aktarildi. Uzerine 18 pl DNA suspansion Buffer koyularak 1:10 olacak sekilde
sulandirildi. Bunun i¢in 8 kanalli 2-50 pl pipeti kullanildi.

11. Eger PreAmp cDNA lar ayn1 giin kullanilmayacaksa -80°C de aksi takdirde
+4°C de sakland1.

** Bu protokol Pool A ve B preamp primerleri i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

3.3.2. Dynamic Array 96.96’min Hazirlanmasi ve miRNA analizi

cDNA lar Dynamic Array’ler iizerinde 60 miRNA igin Yiiksek kapasiteli Real-
Time PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanilarak analiz edildi.

Dynamic Array 96.96’nin Hazirlanmasi

Bir adet Dynamic Array 96.96 alarak paketini acildi. Ust ve alt kisimlarinda

bulunan kiictlik hiicrelere enjektorler igerisindeki Control Fluid lar yiiklendi (her hiicreye
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1 enjektor). Dynamic Array 96.96’y1 IFC Controller’a yerlestirildi ve PRIME edildi. Bu
islem 20 dk. kadar stirmektedir, bu sirada agsagidaki hazirlik yapildi.

Ornek ve PCR Karisimmin Hazirlanmasi
1. Asagidaki karisim 96 Ornek icin (94 cDNA Ornegi+ 2 Negatif kontrol)

hazirland1 (asagidaki rakamlarda 6lii hacimler hesaplanmaistir)

TagMan Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG)(Sol. 9) 490.00 pul
GE Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN 85000746) 49.00 ul

Toplam:539.00 ul

2. Temiz bir 8 li strip tlip alind1 (0.2 ml) her bir kuyucuguna 65 pl yukaridaki
karisimdan pipetlendi

3. Temiz bir 96 kuyuluk plate alind1 ve yukardaki karigimdan 3.85 pl her bir
kuyucuga pipetlendi. Daha sonra 8 kanalli pipet ile 3.15 pl diliie preamplifiye cDNA lar
aliarak karisim tizerine pipetlendi. Her pipetlemede 5-6 kez pipetaj yapilarak karigim

ile 6rnekler homojen bir sekilde karistirildi.

4. Biitiin 6rnekler bu sekilde pipetlendikten ve karigtirildiktan sonra Master mix
+ diluted PreAmplified cDNA’nin her birinden 5 pl alarak dikkatlice Dynamic Array
96.96 da SAMPLE seklinde isaretli boliime pipetlendi.
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ASSAY Karisiminin Hazirlanmasi

1. Calismaya baslamadan 6nce A ve B Assay plateleri, 30 ul DNAse, RNase free su ve
Assay Loading Reagent ile 1:1 olacak sekilde ¢oziildii.
2. Coziilen assaylerden 4.5 pl alinarak Dynamic Array 96.96 da ASSAY seklinde

isaretli boliime pipetlendi.

3. Assay plate’i ayn1 giin icinde kullanilacaksa +4°C de aksi takdirde -20°C ye
kaldirildu.

4. Dynamic Array 96.96 IFC Controller’a konularak LOAD programi ¢alistirildi

mMiRNA TagMan Dynamic Array Protocol

1. Load ve Mix islemi bitince BioMark Data Collection software de Start a New
Run a tiklandi. Bu arada BioMark iizerindeki 1siklarin ikisininde yesil olmasina dikkat
edildi (Lambanin acilmis ve hazir oldugunu gosterir). Dynamic Array 96.96 BioMark’a
koyuldu ve Load’a tiklandi.

2. Chip Run File ekraninda This is a new chip run a tiklandi. Dosyay1 nereye

kaydedecegimiz ve dosyanin isminin ne olacag se¢ildi ve Next’e tiklandi.

3. Application, Reference and Probes ekraninda Application boliimiinde Gene
Expressionu, Passive Reference boliimiinde ROX a ve Assay boliimiinde ise Single

Probe a tiklandi ve asagida agilan kissmdan FAM - MGB i segildi ve Next’e tiklandi.

4. Protokol olarak GE 96.96 Standart V1 thermal protokoliinii se¢ildi ve Auto

Exposure un segili oldugundan emin olundu ve Next’e tiklandi.

5. Start Run’a tiklayarak ¢alisma baslatildi.
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4. BULGULAR

Kantitatif Real-time PCR ile ¢alisilan 6rnekler Biogazelle qBase PLUS istatistik
analiz programi ile degerlendirilmistir. Degerlendirmede her bir hasta grubu kontrol
grubuyla (KHC/Kontrol, Siroz/Kontrol ve HSK/Kontrol) karsilastirilarak eksprese olan
miRNA’lar tespit edilmistir.

4.1. KHC-Kontrol Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Istatistik analiz sonucunda miR-30a-5p, miR-30c-5p, miR-206 ve miR-302¢-5p
KHC-Kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirmalarinda anlaml
(P<0.05) bulunan miRNA’lardir ve KHC’de kontrol grubuna oranla sirasiyla 2.83 kat
azalma, 1.5 kat artma, 3.66 kat azalma ve 3.70 kat artma gostermislerdir. miRNA
ekspresyon diizeyleri anlamlilik degerinin iistiinde olan (P>0.05) ancak eksprese olarak
HCV’de kontrole gore artma veya azalma gosteren miRNA’lar ise c¢izelge 4.1°de
gosterilmistir. KHC-Kontrol grubu karsilastirmalarinda eksprese olmayan miRNA’lar

ise cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. KHC-Kontrol grubu eksprese olmayan miRNA’lar

miR-199b-5p miR-221-5p miR-196b-5p miR-125a-5p
miR-146a-3p miR-34c¢-5p miR-24-2-5p miR-15b-3p
let-7f-2-3p miR-196a-3p miR-222-3p miR-223-5p
miR-222-5p miR-29b-2-5p let-7f-1-3p miR-30b-3p
miR-24-1-5p miR-15a-5p miR-15a-3p miR-181a-2-3p
miR-30c-1-3p miR-30a-3p miR-106a-3p miR-30c-2-3p
miR-29b-1-5p miR-122-3p miR-130a-5p miR-296-5p
miR-29c¢-5p miR-141-3p miR-296-3p let-7f-5p
miR-141-5p miR-155-3p miR-17-3p miR-29a-5p
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Cizelge 4.2. KHC-Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P
(KHC/Kontrol) Degisimi
miR-30a-5p KHC/Kontrol 0.018/0.051 2.83 kat 0.006159
P<0.05
miR-30c-5p KHC/Kontrol 0.003/0.002 1.5 kat T 0.007034
P<0.05
miR-206 KHC/Kontrol 0.003/0.011 3.66 kat 0.03524
P<0.05
miR-302c¢-3p KHC/Kontrol 0.037/0.010 3.70 kat T 0.04117
P<0.05
miR-223-3p KHC/Kontrol 0.013/0.028 2.15 kat 4 0.05528
P>0.05
miR-181a-5p KHC/Kontrol 0.231/0.105 2.20 kat T 0.05708
P>0.05
miR-130a-3p KHC/Kontrol 0.037/0.004 9.25 kat T 0.6277
P>0.05
miR-15b-5p KHC/Kontrol 0.225/0.089 2.52 kat T 0.06876
P>0.05
miR-29a-3p KHC/Kontrol 0.677/0.288 2.35 kat T 0.1333
P>0.05
miR-29¢c-3p KHC/Kontrol 0.001/0.025 25 kat 4 0.1333
P>0.05
miR-17-5p KHC/Kontrol 0.019/0.011 1.72 kat T 0.1408
P>0.05
miR-155-5p KHC/Kontrol 0.085/0.347 4.08 kat T 0.1667
P>0.05
miR-93-3p KHC/Kontrol 0.052/0.149 2.86 kat 0.2
P>0.05
miR-93-5p KHC/Kontrol 0.090/0.068 1.32 kat T 0,2067
P>0.05
miR-146a-5p KHC/Kontrol ~ 0.0003310/0.0004127 0.802 kat 0.2313
P>0.05
miR-221-3p KHC/Kontrol 0.040/0.032 1.25 kat T 0.239
P>0.05
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Cizelge 4.2. KHC-Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri (devam)

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P
(KHC/Kontrol) Degisimi
miR-302c-5p KHC/Kontrol 1.000/0.406 2.463 kat T 0.25
P>0.05
miR-30b-5p KHC/Kontrol 0.187/0.155 1.20 kat T 0.3649
P>0.05
miR-24-3p KHC/Kontrol 0.005/0.003 1.66 kat T 0.4462
P>0.05
miR-106a-5p KHC/Kontrol 0.049/0.041 1.19 kat T 0.4727
P>0.05
miR-122-5p KHC/Kontrol 0.045/0.020 2.25kat T 0.5
P>0.05
miR-128 KHC/Kontrol 0.352/0.444 0.79 kat 0.6
P>0.05

4.2. Siroz-Kontrol Sonuclarimin Karsilastirllmasi

Istatistik analiz sonucunda miR-30¢c-5p, miR-233-3p, miR-302¢-3p, MiR-17-5p
Siroz-kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirmalarinda anlamli
(P<0.05) bulunan miRNA’lardir ve siroz grubun’da kontrol grubuna oranla sirasiyla 5
kat artma, 14 kat azalma, 5.60 kat artma ve 2.18 kat artma gostermislerdir. miRNA
ekspresyon diizeyleri anlamlilik degerinin iistiinde olan (P>0.05) ancak eksprese olarak
Siroz’da kontrole gére artma veya azalma gosteren miRNA’lar ise ¢izelge 4.3°de
gosterilmistir. Siroz-kontrol grubu karsilastirmalarinda eksprese olmayan miRNA’lar

ise ¢izelge 4.4’ de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Siroz-Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri

miRNA Karsilagtirma Mean Ekspresyon P
(Kontrol/Siroz) degisimi
miR-30c-5p Kontrol/Siroz 0.002/0.010 5 kat T 0.00005649
P<0.05
miR-223-3p Kontrol/Siroz 0.028/0.002 14 kat 0.0005693
P<0.05
miR-302¢c-3p Kontrol/Siroz 0.010/0.056 5.60 kat T 0.002969
P<0.05
miR-17-5p Kontrol/Siroz 0.011/0.024 2.18 kat T 0.01369
P<0.05
miR-130a-3p Kontrol/Siroz 0.004/0.113 28.25 kat T 0.01587
P<0.05
miR-93-5p Kontrol/Siroz 0.068/0.151 2.22 kat T 0.0176
P<0.05
miR-302¢c-5p Kontrol/Siroz 0.406/0.120 3.38 kat ¥ 0.02381
P<0.05
miR-128 Kontrol/Siroz 0.444/0.146 3.04 kat | 0.09524
P>0.05
miR-30b-5p Kontrol/Siroz 0.155/0.101 1.53 kat 4 0.1293
P>0.05
miR-106a-5p Kontrol/Siroz 0.041/0.079 1.92 kat T 0.1583
P>0.05
miR-24-3p Kontrol/Siroz 0.003/0.002 1.50 kat 4 0.1795
P>0.05
miR-146a-5p Kontrol/Siroz 0.0004127/0.0001397 2.95 kat 0.2197
P>0.05
miR-30a-5p Kontrol/Siroz 0.051/0.037 1.37 kat 4 0.2412
P>0.05
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Cizelge 4.3. Siroz-Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri (devam)

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P
(Kontrol/Siroz) degisimi

miR-29c¢-3p Kontrol/Siroz 0.025/0.0002665 93.80 kat { 0.25
P>0.05

miR-122-5p Kontrol/Siroz 0.020/0.047 2.35 kat 0.30
P>0.05

miR-221-3p Kontrol/Siroz 0.032/0.026 1.23 kat 4 0.3294
P>0.05

miR-15b-5p Kontrol/Siroz 0.089/0.033 2.69 kat T 0.3333
P>0.05

miR-206 Kontrol/Siroz 0.011/0.012 1.09 kat T 0.3485
P>0.05

miR-181a-5p Kontrol/Siroz 0.105/0.100 1.05 kat 4 0.4773
P>0.05

miR-222-3p Kontrol/Siroz 0.355/0.055 6.45 kat 0.5
P>0.05

Cizelge 4.4. Siroz/Kontrol grubu eksprese olmayan miRNA’lar

miR-221-5p miR-106a-3p miR-199b-5p miR-30c-1-3p miR-146a-3p

miR-29b-1-5p miR-15b-3p miR-155-3p let-7f-1-3p miR-15a-5p

miR-122-3p miR-125a-5p miR-24-1-5p miR-17-3p

miR-222-5p miR-29c¢-5p miR-223-5p miR-196b-5p

let-7f-5p miR-29b-2-5p miR-34c-5p miR-30c-2-3p

miR-181a-2-3p miR-30b-3p miR-130a-5p miR-29a-5p

miR-296-3p miR-155-5p miR-196a-3p miR-141-3p

miR-29a-3p miR-30a-3p miR-141-5p let-7f-2-3p

miR-15a-3p miR-93-3p miR-24-2-5p miR-296-5p
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4.3. HSK-Kontrol Sonug¢larinin Karsilastirilmasi

[statistik analiz sonucunda miR-17-5P, miR-233-3p ve miR-24-3p HSK-Kontrol
grubu miRNA ckspresyon diizeyleri karsilastirmalarinda anlamli  (P<0.05) bulunan
miRNA’lardir ve HSK grubun’da kontrol grubuna oranla sirasiyla 2.18 kat artma, 5.60
kat azalma ve 2.18 kat artma gostermislerdir. miRNA ekspresyon diizeyleri anlamlilik
degerinin istiinde olan (P>0.05) ancak eksprese olarak HSK’de kontrole gore artma
veya azalma gosteren miRNA’lar ise ¢izelge 4.5’de gosterilmistir. HSK/Kontrol grubu

karsilagtirmalarinda eksprese olmayan miRNA’lar ise cizelge 4.6’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. HSK/Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri

MiRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P
(HSK/Kontrol) degisimi
miR-17-5p HSK/Kont. 0.024/0.011 2.18 kat T 0.01561
P<0.05
miR-223-3p HSK/Kont. 0.005/0.08 5.60 kat ¥ 0.03996
P<0.05
miR-24-3p HSK/Kont. 0.001375/0.003 2.18 kat T 0.04731
P<0.05
miR-206 HSK/Kont. 0.023/0.011 2.09 kat T 0.09608
P>0.05
miR-181a-5p HSK/Kont. 0.306/0.105 2.91 kat T 0.1045
P>0.05
miR-15b-5p HSK/Kont. 0.300/0.089 3.37 kat T 0.1111
P>0.05
miR-221-3p HSK/Kont. 0.018/0.032 1.77 kat 4 0.1477
P>0.05
miR-302¢-3p HSK/Kont. 0.024/0.010 2.40 kat T 0.1793
P>0.05
miR-302c-5p HSK/Kont. 0.173/0.406 2.34 kat 4 0.2
P>0.05
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Cizelge 4.5. HSK/Kontrol grubu eksprese olan miRNA’lar ve P degerleri (devam)

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P
(HSK/Kontrol) degisimi

miR-30a-5p HSK/Kont. 0.070/0.051 1.37 kat T 0.2176
P>0.05

miR-93-5p HSK/Kont. 0.134/0.068 1.97 kat T 0.2205
P>0.05

miR-106a-5p HSK/Kont. 0.085/0.045 2.07 kat T 0.2231
P>0.05

miR-30b-5p HSK/Kont. 0.123/0.155 1.26 kat T 0.267
P>0.05

miR-30c-5p HSK/Kont. 0.001718/0.001607 1.06 kat T 0.31
P>0.05

miR-146a-5p HSK/Kont. 0.0001534/0.0004127 2.68 kat 0.3192
P>0.05

miR-29a-3p HSK/Kont. 0.187/0.288 1.54 kat 4 0.4
P>0.05

miR-130a-3p HSK/Kont. 0.0001/0.004 0.04 kat 0.4286
P>0.05

miR-122-5p HSK/Kont. 0.106/0.020 5.30 kat T 0.50
P>0.05

Cizelge 4.6. HSK/Kontrol grubu eksprese olmayan miRNA’lar

miR-199b-5p miR-221-5p miR-141-3p miR-93-3p miR-30c-2-3p

miR-146a-3p miR-155-5p miR-155-3p miR-296-3p miR-296-5p

let-7-2-3p miR-34c-5p miR-196b-5p miR-17-3p let-7f-5p

miR-222-5p miR-196a-3p miR-24-2-5p miR-125a-5p miR-29a-5p

miR-24-1-5p miR-29b-2-5p miR-222-3p miR-15b-3p

miR-30c-1-3p miR-128 let-7f-1-3p miR-223-5p

miR-29b-1-5p miR-15a-5p miR-15a-3p miR-30b-3p

miR-29¢-5p miR-30a-3p miR-106a-3p miR-29c-3p

miR-141-5p miR-122-3p miR-130a-5p miR-181a-2-3p
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5. TARTISMA

Calismamizda kronik hepatit C, kronik hepatit C’ye bagli olarak gelisen siroz ve
hepatoselliiler karsinomal1 toplam 64 hastaya ait plasma 6rnegi ve 30 adet kontrol grubu
plazma 6rneginde toplam 94 adet miRNAnin ekspresyon profilleri degerlendirilmis ve
hepatoselliiler karsinoma asamasina heniiz gelismemis hastalarda hangi miRNA’larin
hepatoselliiler karsinomanin erken tanisinda kullanilabilecek prognostik markirlar
olabilecegi belirlenmeye ¢aligiimistir.

Kronik hepatit C’li plazma orneklerindeki RT-PCR ile caligilan 60 miRNA’dan
miR-30a-5p, miR-30c-5p, MiR-206 ve miR-302c-5p ekspresyon diizeylerinin kontrol
grubu miRNA ekspreyon diizeyleri ile karsilagtirildiginda anlamli farkliliklar oldugu
yapilan istatistik analizler ile belirlenmistir (P<0.05). Bunlardan, miR-30a-5p
ekspresyon diizeyinde 2.83 kat azalma, miR-30c-5p ekspreyon diizeyinde 1.5 kat artis,
miR-206 ekspresyon diizeyinde 3.66 kat azalma ve miR-302c-5p ekspreyon diizeyinde
3.70 kat artis gosterdikleri belirlenmistir (¢izelge 5.1).

miR-1, miR-30, miR-128, miR-196, miR-296, miR-351, miR-431 ve miR-448
gibi bazi miRNA’larin interferon beta tedavisi ile indiiklendigi bildirilmistir (159).
Caligmamiz dahilinde ekspresyon dalgalanmalar1 gosteren miRNA’lardan olan miR-
30a-5p ve miR-30c-5p, miR-30 familyasinda yer almaktadir. Biiyiik olasilikla bu
miRNA’larda tespit edilen bu ekspresyon diizensizlikleri 6rneklerin alindigi kronik
hepatit C hastalarinin rutin olarak interferon tedavisi gorliyor olmalarindan
kaynaklanmaktadir.

Ekspresyon diizeyinde 3.66 kat azaltma tesbit etmis oldugumuz miR-206 ise
akciger kanseri, rhabdomyosarcoma, meme kanseri, endometriyal karsinoma gibi ¢esitli
kanser tiplerinde ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (173). HSK ile
iliskilendirilmemis olmakla birlikte bizim c¢alismamizda hem KHC hemde HSK
grubunda ekspresyon diizensizlikleri oldugu belirlenmistir.

KHC grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik bulmus oldugumuz bir
diger miRNA ise miR-302c-3p’dir. Bu miRNA ile ilgili olarak literatiirde kronik hepatit
C ile iligkili bir ¢aligma bulunmamakla birlikte akut hepatit B’li hastalarda ve kronik
hepatit C’ye bagli olarak gelisen fibroz’lu hastalarda ekspresyonunda artis oldugu
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bildirilmistir (154, 184). Bizim bu karsilagtirmay1 yaptigimiz hasta grubumuz kronik
hepatit C’li hastalardan olusmaktadir. Bununla birlikte bu miRNA’nin HCV ile iliskili
hepatit tablolarinda da artis gosteriyor olmasi kuvvetli bir olasiliktir ve daha detayli
olarak c¢alisilmas1 gerekebilir. Ayrica, miR-302c-3p, sirozlu hasta grubumuzda da
kontrole oranla ekspresyon artisi belirledigimiz bir miRNA’dir.

KHC’li hasta grubunda belirledigimiz bir diger ekspresyon degisikligi gosteren
MIiRNA ise miR-223-3p’dir. Bu miRNA’nin HCV ile iliskili fibroz’da ekspresyonunda
artis meydana geldigi bildirilmistir (154,181). Bununla birlikte HSK’da 6nemli bir
ekspresyon azalmasi gosterdigi ve HSK’nin erken tanisi i¢in propnostik bir markir
olabilecegini ifade eden c¢aligmalar da yayinlanmistir (185). Bizim bulgularimiza
baktigimizda miR-223’{in her 3 hasta grubumuzda da anlamli bir sekilde ekspresyon
diizeyinde azalma gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgumuz bu miRNA’nin HSK’nin
erken tanisi i¢in kullanilabilecek prognostik bir markir olabilecegi fikrini destekler
niteliktedir.

KHC’li hasta grubunda kontrol grubuna gore kiyasla anlamli bir ekspresyon
artist gosteren diger bir miRNA da miR-181a-5p’dir. Literatiire baktigimizda bu
MIRNA’nin HCV’ye bagl olarak gelisen fibroz’da ve HSK’da ekspresyonunda artis
belirlendigi bildirilmistir (154, 186). Bizim bulgularimizda da bu miRNA’nin
ekspresyon diizeyi her 3 hasta grubunda artis gostermis olmakla beraber bu artis
istatistiksel olarak yalnizca KHC grubunda anlamli bulunmustur. Siroz ve HSK
grubundaki sonuglarin anlamli ¢ikmamasinin nedeni 6rnek ve kontrol gruplarmdaki
sayisal yeterlilik eksikliginden kaynaklanmaktadir. Genel olarak bu bulgumuz da
literatiir ile uyum gostermektedir.

Siroz-kontrol grubu karsilastirmasinda ise miR-30c-5p en anlamli ekspresyon
artig1 gosteren miRNA olarak belirlenmistir (P=0.00005649). Bu miRNA ekspresyon
diizeyinin, daha c¢ok karaciger rejenerasyonunda artis gosterdigi bildirilmis olmakla
beraber HSK’da metastaz olusumlariyla da iligskilendirilmistir (154, 185). miR-30c-5p
ekspresyon diizeyi her 3 hasta grubumuzda artis gostermis olmakla beraber, bu
ekspresyon artisi istatistiksel olarak KHC ve Siroz grubunda anlamli bulunmustur. Siroz
grubunda kontrol grubuna gore ekspresyon artist 5 kat olarak belirlenmistir. HSK
grubunda istatistik anlamlilik diizeyinin iizerinde bir P degeri (P=0.31) bulmus olmakla

beraber, bu grup hastalarda ekspresyon diizeyinde 1.05 katlik bir artis belirlenmistir.
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Anlamli bir iligki bulunamamasinin nedeni sayisal yetersizlikler olabilir. Caligmamizda
elde ettigimiz bu bulgu da literatiirde bildirilen bulgularla uyum gostermektedir.

Siroz-kontrol grubu karsilastirmasinda belirledigimiz ekspresyon artis1 gosteren
diger bir miRNA miR-223-3p’dir. Bu miRNA ekspresyon diizeyi hasta grubunda
kontrol grubuna gore 14 katlik bir azalma gostermektedir. Yukarida da belirttigimiz gibi
bu miRNA diizeyi her 3 hasta grubumuzda da istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon
azalmas1 sergilemekte ve literatiirde belirtildigi gibi HSK’nin erken tanisinda
kullanilabilecek bir prognostik markir olabilecek niteliktedir.

Siroz-kontrol grubu karsilagtirmamizda anlamli bir ekspresyon artis1 gdsteren
diger bir miRNA ise miR-302c-3p’dir. Bu miRNA’nin ekspresyon diizeyi, siroz
grubunda, kontrol grubuna gore 5.60 katlik istatistiksel olarak anlamli bir artig
gostermistir. Literatiirde bu miRNA’nin HCV ile iligkili fibrozlu hastalarda ekspresyon
diizeyinde artig gosterdigi bildirilmistir (154). Bu mikroRNA’da hasta gruplarimizin her
3’linde de ekspresyon diizeyi bakimindan artis gosteriyor olsa da KHC ve sirozlu hasta
gruplarimizda istatistiksel olarak anlamli, HSK grubunda ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. Bununla beraber bunun nedeni hasta sayisindaki yetersizlik olabilir.

Siroz-kontrol grubu karsilastirmamizda anlamli bir ekspresyon artis1 gdsteren
diger bir miRNA ise miR-17-5p olmustur (P=0.01369). Bu miRNA ayni zamanda HSK-
kontrol karsilastirmamizda da olduk¢a anlamli bir ekspresyon artis1 gosteren bir
miRNA’dir  (P=0.01561). Son yillarda yapilan bir ¢alismada miR-17-5p’nin
hepatoselliiler karsinomali 6rneklerde normal Orneklere gore ekspresyon diizeyinde
Oonemli bir artig gosterdigi bildirilmis ve bu miRNA’nin HSK tanisi i¢in yeni bir
prognostik markir olarak hizmet edebilecegi belirtilmistir (180). Bizim elde ettigimiz
bulgular da bu ¢aligmanin bulgulari ile uyum gostermektedir.

Siroz-kontrol grubu karsilagtirmamizda anlamli bir ekspresyon artigi gosteren
diger bir miRNA ise miR-130a-3p’dir. Bu miRNA karaciger rejenerasyonunda
ekspresyon artisinin bildirilmis oldugu bir miRNA’dir (154). Bizim g¢alismamizda
sadece siroz’lu hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir.

Siroz-kontrol grubu karsilagtirmamizda anlamli bir ekspresyon artigi gosteren
diger bir miRNA’da miR-93-5p olmustur. Bu miRNA’nin ekspresyon diizeyinde
fibroz’da artig gosterdigi ve fibrozun erken tanisinda kullanilabilecek bir biyomarkir

olabilecegi bildirilmistir (187). Bizim c¢alismamizda sadece siroz’lu hasta grubunda
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oldukga yliksek bir ekspresyon artis1 (28.25 kat) gosteriyor olmasi bulgumuzun, bu
calisma ile uyumlu oldugunu gdstermektedir.

Siroz-kontrol grubu karsilastirmamizda miR-302c-5p’de 3.38 katlik istatistiki
olarak anlamli (P=0.02381) bir ekspresyon azalmasi belirlenmistir. KHC grubunda bu
MIRNA ekspresyon diizeyinde artis, HSK grubunda ise azalma belirlenirken bu
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Literatiirde bu bulguyu destekler
nitelikte bir bilgiye rastlanmamustir.

HSK-kontrol grubu karsilastirmasinda birinci sirada istatistiksel olarak anlaml
bir ekspresyon artig1 belirledigimiz miRNA miR-17-5p olmustur. Bu miRNA HSK’li
hasta grubunda kontrol grubu oOrneklerine gore 2.18 katlik bir ekspresyon artisi
gbstermis ve istatistiksel olarak bu artis anlamli bulunmugtur (P=0.01561). Yukarida da
belirttigimiz gibi miR-17-5p, her 3 hasta grubumuzda da ekspresyon artisi
belirledigimiz miRNA’lardandir. Her ne kadar sadece siroz ve HSK grubu 6rneklerinde
istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunmus olsa da (siroz-kontrol’de P=0.01369;
HSK-kontrol’de P=0.01561) aslinda KHC’li hasta grubunda da kontrole oranla 1.72
katlik bir ekspresyon artisi gostermekte olup P degeri ¢ok yiiksek degildir (P=0.1408).
Bundan dolayi, bu miRNA HSK’nin heniiz kanser tablosu ortaya ¢ikmadan ¢ok Onceleri
bile erken tani saglama potansiyeli olabilecegini diigiindiirmektedir. Chen ve ark. (180)
da yapmis olduklar1 bir ¢alismada, hepatoselliiller karsinoma ve parakarsinomatoz
karaciger dokularinda miR-17-5p’nin  ekspresyon diizeylerini ve hastalarin
klinopatolojik degiskenleri ile karsilagtirmiglar ve HSK’da ekspresyon diizeyinin
normal dokulara gore oldukca artis gosterdigini, daha da OGtesi metaztazlilar ile
metastazi olmayanlarda da kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulmuslardir. Metastaz’daki bu artist multiple tumdr nodiillerinin  varligr ile
iliskilendirmislerdir (180). Bu arastiricilar miR-17-5p’nin  HSK’nin tanisinda
kullanilabilecek yeni bir prognostic markir oldugunu bildirmislerdir. Bizim
bulgularimiz da bu arastiricilarin bulgulart ile tamamen uyumlu olup ayrica bizim
calismamiz miR-17-5p’nin KHC ve siroz asamasindan itibaren HSK’nin erken tanisina
onemli katkilar saglayabilecek nitelikte oldugunu da ortaya ¢ikartmaktadir.

HSK-kontrol karsilagtirmasinda anlamli bir ekspresyon artis1 gosteren diger bir
MIiRNA’da miR-223-3p’dir. Bu miRNA HSK’l1 hasta grubumuzda kontrole oranla 5.60

katlik bir azalma gdstermis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0.03996). Bu
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miRNA, yukarida da belirttigimiz iizere her 3 hasta grubunda da ekspresyon
degisiklikleri gosteren mikroRNA’lardandir. Bu mikroRNA’nin HCV ile iliskili
fibroz’da ekspresyonunda artis meydana geldigi bildirilmistir (154, 181). Ancak bizim
KHC’li hasta grubumuzda kontrole oranla 2.15 katlik bir ekspresyon azalmasi
belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0.05528). Bununla
birlikte siroz-kontrol karsilastirmamizda 14 katlik bir ekspresyon azalmasi ve HSK-
kontrol karsilastirmasinda 5.6 katlik bir ekspresyon azalmasi gostermektedir. Bu
MIRNA’nin ekspresyon diizeyinde fibrozda artis, bununla birlikte HSK’da 6nemli bir
ekspresyon azalmasi gosterdigi ve HSK’nin erken tanisi i¢in prognostik bir markir
olabilecegini ifade eden galismalar da yaymlanmistir (154, 184). Bizim bulgularimiza
baktigimizda miR-223’{in her 3 hasta grubumuzda da anlamli bir sekilde ekspresyon
diizeyinde azalma gosterdigi belirlenmistir. Bu miRNA’da daha kronik hepatit C
asamasindan itibaren siroz dahil, HSK gelismeden 6nce veya HSK asamasinda
kullanilabilecek prognostik bir markir olabilme potansiyeli ortaya koymaktadir. Bu
bulgumuz bu MIRNA’nin HSK’nin erken tanist igin kullanilabilecek prognostik bir
markir olabilecegi fikrini destekler niteliktedir.

HSK-kontrol karsilagtirmasinda anlamli bir ekspresyon artis1 gosteren diger bir
mMiRNA’da miR-24-3p olarak belirlenmistir. Zhong ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada miR-24 HSK’li hastalarda 2 kattan fazla bir ekspresyon artigi gésteren
MIRNA’lar arasinda bulunmustur (182). Diger bir calismada miR-24’lin hepatoselliiler
karsinoma’nin erken asamalarinda hem taninin konmasina hem de terapétik bir hedef
potansiyeline sahip olan 6nemli bir hedef oldugu bildirilmistir (183).

Bizim hasta gruplarimizda elde ettigimiz sonuglari inceleyecek olursak, miR-24-3p
KHC grubunda kontrol grubuna gore 1.66 kathik bir ekspresyon artis1 gostermekle
beraber bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P=0.4462). Siroz-kontrol
grubu karsilagtirmasinda bu miRNA’nin ekspresyon diizeyinde 1.50 kat’lik bir azalma
oldugu ancak yine bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: (P=0.1795) belirlenmistir.
Diger taraftan HSK-kontrol grubu karsilagtirmasinda miR-24-3p’nin hasta grubunda
kontrol grubuna gore 2.18 kat’lik ve istatistiksel olarak anlamli bir ekspresyon diizeyi
artig1 belirlenmistir (P=0.04731). Her ne kadar bu artis, literatiir ile uyumlu olsa da,
bizim calismamizda planladigimiz gibi bu miRNA’nin hepatoselliiler karsinoma’nin

heniiz kanser tablosu ortaya ¢ikmadan erken tanisina hizmet edecek bir potansiyele
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sahip olmadigini1 sdyleyebiliriz. Bununla beraber yapilan ¢aligmalarda bu miRNA’ nin
hepatoselliiler karsinomanin ilk markirlardan birisi oldugu ve hem tanimin konmasina
hemde terapétik bir hedef potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir (182, 183). Bizim
bulgularimiz da bu calismalarla uyum gostermektedir. Bu nedenlerle miR-24-3p de
calismamiz sonucunda erken bir diyagnostik markir olabilecegini diisiindiigiimiiz bir

miRNA’dir.

Her 3 hasta grubunda, diger bircok miRNA’nin ekspreyon diizeyleri kontrol
grobu Ornekleri ile karsilastirildiginda da aslinda o6nemli farkliliklar gdsterdikleri
gorilmektedir. Ancak bu degisiklikler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunmadig i¢in tartismaya alinmamustir.

Ayrica her 3 hasta grubu ve kontrol grubunda bazt miRNA’larda hi¢ ekspresyon
belirlenememistir. Bunun nedeni, belki gergekten orneklerin alindiginda ekspresyon
diizeylerinin ¢ok az olmasi veya serumda istenen miktarda bulunmamalar1 nedeniyle
saptama diizeylerinin diisiik olmast veya amplifikasyon islemi sirasinca yeterince
amplifiye olamamig olmalarindan kaynaklanabilir. ileride planlanacak ¢aligmalarda bu
nedenler daha da netlesecektir.

Ancak bizim elde ettigimiz bulgular her ne kadar oOzellikle HSK’li hasta
grubumuzdaki O6rnek sayisi nisbeten az olsa da gercekten Onemli bulgular elde
edilebilmesine imkan saglamistir.

Sonu¢ olarak mIiR-223-3p, mIiR-17-5p ve miR-24-3p’nin daha KHC
asamasindan itibaren HSK heniiz ortaya ¢ikmadan veya erken donem HSK sathasinda
noninvaziv olarak yani karacier biyopsisi vs. gibi herhangi bir girisimsel islem
uygulanmadan, basit¢e kan alim1 ve plasma’dan miRNA ekstraksiyonu ile bu hastaligin
oldukg¢a spesifik olarak 6n tanisinin konulmasinda kullanilabilecegini bu g¢alisma ile

gostermis olduk (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. HSK’nin erken tanisinda biyomarkir olarak kullanilabilecek miRNA’larin hasta
gruplarindaki ekspresyon profilleri

Hasta Gruplar miR-223-3p miR-17-5p miR-24-3p
2.15 kat 4 1.72 kat T 1.66 kat T
KHC (0.05528) (0.1408) (0.4462)
. 14 kat 4 2.18 kat T 1.50 kat 4
SIROZ
(0.0005693) (0.01369) (0.1795)
5.60 kat 4 2.18 kat T 2.18 katT
HSK
(0.03996) (0.01561) (0.04731)
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6. SONUC VE ONERILER

Genel olarak baktigimizda HCV ile ortaya ¢ikan klinik tablo bir infeksiyon
hastalig1 tabiatina sahiptir. Ancak giiniimiizde HCV, HBV, EBV, HPV, Insan parvo
viriisleri gibi birgok viriis ve Helicobacter pylori gibi bazi bakteriler ve hatta bazi
protozoonlar ile baglayan ¢esitli infeksiyon ve paraziter hastaliklar, ileri donemlerde
kanser tablolarina yol acabilmektedirler. Ayrica kanser ile iligkili olabilecek diger
bircok etkenin de kanserlerle olan olasi iligkileri genis ¢apli arastirmalarla devam
etmektedir.

Biitiin bu gelismeler mikrobiyolojinin ilgi ve arastirma alaninin da genislemesini
zorunlu hale getirmektedir. Yani sadece bu etkenlerin temel biyolojik ozellikleri ve
infeksiyon olusturma potansiyelleri ve tanisi degil ayn1 zamanda bu etkenlerle ortaya
cikabilecek kanser veya immiino-patolojik tablolarin takip edilmesi, 6n tanisin
destekleyecek yaklagimlarin gelistirilmesi, etken-konak, etken-immiin sistem arasindaki
iligkilerin  6zellikle molekiiler hiicre biyolojisi diizeyindeki temel bilgilerle
desteklenmesi ve tiim bu bilgilerin biyoinformatik verilerle beslenmesi ve her ¢alisma
verilerinin biyoinformatik veri tabanlarina aktarilarak evrensel veri bankalarina katkida
bulunulmas: da bu genisleme igerisinde yer almaktadir. Ayrica giiniimiizde tanisal
teknolojinin kat ettigi gelismeler ger¢evesinde de mikrobiyoloji sinirlarinin genislemesi
kagiilmaz olmustur.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma yukarida belirtilen hemen hemen biitiin unsurlar
icermektedir. Bizim bu ¢alismamizda en ileri diizeyde kantitatif analizlerin yapilmasina
imkan saglayan dynamic array-¢ip teknolojisi kullanilmis ve 2000 yilindan sonra tiim
arastirma alanlart igerisinde geri doniisiimsiiz bir sekilde kendini ispatlamis olan
miRNA ekpresyon profilleme analizleri kullanilarak, HCV infeksiyonu ile ortaya ¢ikan
Klinik tablo, infeksiyonun prognozu boyunca takip edilerek siroz ve HSK asamasinda da
ortaya c¢ikan miRNA ekspresyon anormallikleri takip edilerek her 3 asamada da
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin belirlendigi 3 miRNA (miR-223-3p, miR-17-5p
ve miR-24-3p)’nin HCV ile iliskili HSK’nin en erken déneminde, hatta kronik hepatit C
asamasindan itibaren tanisina katki saglayabilecek potansiyelde prognostik

biyomarkirlar olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Caligmamiz ile elde ettigimiz bulgular hem iilkemiz hemde evrensel boyutta tiim
bilim diinyasina oldukg¢a degerli veriler sunmaktadir. Benzer yaklagimdaki diger birgok
calismanin yapilmasi hem iilkemizdeki mikrobiyoloji konseptinin gelismesine hem de
diger bircok mikroorganizma ile kanser tablolar1 arasindaki iligkilerin belirlenmesine
onemli katkilar saglayacaktir.

Bu calismamizda kullandigimiz tiim altyap:r imkanlari Mersin Universitesi.
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Mersin Universitesi
Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM) biinyesinde, bir alt
yap1 projesi ile kurulan, kanserin erken tanisi ileri molekiiler tani laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

Universitemizde yer alan bu ileri teknoloji imkanlarmin her arastirici tarafindan
kullanilarak diger bir c¢ok hastaligin etiyopatolojisinin aydinlatilmasi ve tanisal
biyomarkirlarinin aragtirilmasinin - miimkiin oldugunu ve buna benzer bir ¢ok

aragtirmanin yapilmasi gerektigini onermekteyiz.
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