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OZET

Serum miRNA Profillerinin Hepatit B Viriis (HBV) infeksiyonu ve Kronik
HBY ile Iliskili Hepatoseiiler Karsinomanin Erken Tamsindaki Biyomarker Olma
Potansiyelinin Arastirilmasi

Hiicresel bircok temel islevin diizenlenmesinde mikroRNA’lar gorev
almaktadir. Son yillarda yapilan cahsmalarda mikroRNA’larin hiicre i¢erisindeki
seviyelerinin normal Kkosullar disina c¢ikmasinin insanlarda kanser gelisimi ile
baglantih oldugu gosterilmistir. Viriisler insanlarda ve hayvanlarda kansere neden
olabilmekle birlikte ender olarak tam kanserojendirler. Hepatit B viriisii akut ve
kronik karaciger hastaliklarina sebep olan bir insan patojenidir. Siroz ve karaciger
kanserlerinden dolay:r oliimiin agirhk gosterdigi iilkelerde hepatit B viriisiiniin pay1
biiyiiktiir. Viriisiin sitopatik bir etkisi yoktur. Fakat karaciger hasarlarina yol acarak
hiicreleri inflamasyon, apoptozis ve rejenerasyona tesvik eder. Tiimorlerin meydana
gelisi hiicrelerin normal biiyiime, iireme, gelismelerini ve eszamanh olarak bu
fonksiyonlarin kontrol ve regiilasyonlarin1 saglayan proteinlerin kodlandig1 genlerde
(protoonkogenler ve tiimor supresor genler) olusan genetik diizeydeki degismeler
(mutasyonlar) sonucudur. Yakin zamanda elde edilen kanitlar miRNA’larin tiimor
siipresor ve onkogen olarak gorev yapabileceklerini gostermektedir. Karaciger
kanserinin bashca etiyolojisi icinde viral infeksiyon, metabolik anormallikler ve
bagisikhiga bagh diizensizlikler bulunmaktadir. Belirli miRNA genlerinin karaciger
kanseri gelisen dokularda anormal olarak eksprese edildikleri gosterilmistir.Bu
calismada Eyliil 2011-Ekim 2012 tarihleri arasinda kontrol ve tedavi amac¢h basvuran
toplam 65 kronik Hepatit B, Hepatit B kokenli siroz ve karaciger kanseri hastalariin
serum Orneklerinde, daha onceden belirlenmis c¢esitli mikroRNA tiirlerinin
ekspresyon seviyelerine yiiksek kapasitei real time PCR yontemiyle bakilmistir. Sonug
olarak; saghklh kontrol grubu serumlar ile KHB, KCS ve HSK hastalarinin serum
ornekleri, ikili gruplar seklinde diisiiniilerek cesitli MiRNA’larin ekspresyon
seviyelerini belirlemek amaciyla karsilastirildi. Karsilastirmanin sonucunda miR-
125b-5p’nin, istikrarh bir sekilde KHB’den HSK’ya giden yolda ekspresyon
seviyesinde artis, miR-223-3p’nin yine KHB’den HSK’ya dogru gelisen siirecte
ekspresyon seviyesinde azalma saptandi. HSK’nin tamisinda bir erken tani markiri
olarak miR-223-3p ve miR-125b-5p’nin kullanilabilecegi fakat bu konu iizerinde daha
cok calisma yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, Hepatit B, Siroz, Karaciger Kanseri
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ABSTRACT

Investigating The Potential of Serum miRNA Profiles As A Biomarker in Early
Diagnosis of Hepatitis B Virus (HBV) ’ Infection and Chronic HBV Related
Hepatocellular Carcinoma

MicroRNAs serve for the regulation of many fundamental cellular functions.
In-cell levels of microRNAs that have an outflow out of the normal conditions shown
to be associated with the development of cancer in humans with recent studies. While
viruses cause cancer in humans and animals they are rarely fully carcinogenic.
Hepatitis B virus which cause acute and chronic liver disease is a human pathogenic.
The role of hepatitis B virus is great in countries where death due to cirrhosis and
liver cancer is dominant. There is no cytopathic effect of the virus. However it
promotes cell inflammation, apoptosis and regeneration by leading liver damages.
Viruses are generally effective as initiators of neoplastic event and they can perform
this feautre with different mechanisms. Occurrence of tumors is a result of genetic
level variations (mutations) in genes (protooncogenes and tumor suppressor genes)
where proteins that provide normal cell growth, reproduction, development and
control of these functions simultaneously along with regulation are encoded. Recently
obtained evidence shows that miRNAs can act as oncogenes and tumor suppressor
MiRNAs. Specific miRNA genes are shown to express abnormally in liver cancer
developing tissues. In this study, expression levels of several pre-determined
microRNA species were investigated with high capacity Real-Time PCR method in the
serums obtained from the blood of a total of 65 patients with chronic Hepatitis B,
Hepatitis B origin cirrhosis and liver cancer who applied for the control and
treatment between September 2011-October 2012. As a result, certain microRNAS
tended for the expression levels and compared with each other were in line with other
studies around the world and were found to show increase or decrease in the
expression levels of cancer, cirrhosis and chronic hepatitis B patients. Consequently,
the blood sera of healthy controls were compared with HBV, cirrhosis and HCC
patients’ blood sera with a consideration in the form of pairs to determine the level of
expression of mMiRNAs. As a result of this comparison, a steady increase in the level of
expression in the path from HBVto HSK for miR-125b-5p and a decreased expression
level for miR-223-3p in the process evolving from HBV to HCC were established.
miR-223-3p and miR-125b-5p can be used as an early diagnostic marker in HSK but
more work needs to be undertaken on this subject.

Keywords: microRNA, Hepatitis B, cirrhosis, Liver Cancer
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1.GIRIS

MikroRNA (miRNA, miR)’lar, hiicresel bir¢ok temel islevin diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Evrimsel olarak birgok miRNA ve ilgili protein diizenegi, solucandan
insana kadar genis bir yelpazede, metazoan organizmalar igerisinde yiiksek oranda korunur
(1). Bu durum miRNA’larin hem gelisim hem de eriskin viicut doneminde énemli islemleri
yiiriittiigiinii ima etmektedir (2). Insan genomunda yiiksek seviyede korunmus, miRNA’lar1
kodlayan, yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir (3). Bu yeni sinif gen diizenleyicilerin
insanlarda kanser ile iliskisi daha yeni anlasilmakla birlikte hiicre igerisindeki seviyelerinin
normal kosullar disina ¢ikmasinin insanlarda kanser gelisimi ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Hiicreler; hem gelisim hem de ergin dénemde koordineli bir sekilde hiicre
boliinmesi, farklilagma ve Oliimiin diizgiin olarak ger¢eklesmesinden emin olmak igin
cesitli yontemler gelistirmistir. Hiicrelerde farkli durumlarin kontrollerini {istlenen
miRNA’larin ekspresyonlart bozuldugunda tiimorgeneze dahil olmaktadir. Yapilan
caligmalar tiimor gelisiminde MiIRNA’larin tiimor siipresorler veya onkogen olarak rol

oynadi@ini agiga ¢ikarmustir (2, 4).

Bu giine kadar tespit edilmis MiRNA’larin sadece kiiglik bir kisminin biyolojik
rolleri aydinlatilmistir. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA’lar, protein
sentezinin diizenlenmesine katilirlar. Kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima Ozelligine sahip MIRNA’lar, baz ciftlesme ozelligi ile messenger RNA
(MRNA)’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da mRNA’nin
yikimina sebep olur (5). Tespit edilen insan MiRNA’larinin %350’sinin genomda kirilgan
alan olarak bilinen alanlarda bulundugu ve kanser ile iliskilendirildigi yapilan ¢aligmalarla

gosterilmistir (6).

MikroRNA’larin, tiimor siipresér veya onkogenik oOzellik kazanmalari,
hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore degisebilir. Bazi
mMIiRNA’larin normal dokulardaki protoonkogen translasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
Bu miRNA’larin fonksiyonu bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmektir ve bu sebeple

timor stipresor MiIRNA’lar olarak ifade edilmektedirler. Bu tiimor baskilayict miRNA’larin



ekspresyonunda bir azalma s6z konusu oldugunda onkogen ekspresyonu artar ve
dolayistyla bu durum tiimér olusumuna sebep olur. Bu durumun tam tersi olarak ise bazi
mMiRNA’larin bir timor siipresoriin baskilanmasini saglayarak kanserin gelisimini arttirdigi
goriilmiis ve bu miRNA’lar onkomir olarak ifade edilmeye baslanmistir. Timor siipresor ve
onkogen mRNA’larin her ikisi de MIRNA’lar tarafindan hedef olarak goriilebilir.
Bu sebeple belirli bir miRNA’nin gergek islevi onkogen veya timér siipresor miRNAnin

hiicresel igerigine baghdir (4).

DNA ve RNA tiimér viriisleri onkogenleri arasinda temel farkliliklar vardir. DNA
timor virtslerinin transforme edici genleri viral replikasyon i¢in gerekli islevleri kodlarlar
ve hiicrelerde normal homologlar1 yoktur. DNA viriislerinin transforme edici proteinleri

normal hiicre proteinleri ile kompleks olustururlar ve islevlerini degistirirler (7).

Hepatit B viriisii (HBV) bir DNA viriistidiir ve akut-kronik karaciger hastaliklarina
sebep olan bir insan patojenidir. Siroz ve karaciger kanserlerinden dolay1 6liimiin agirlik
gosterdigi tilkelerde bu dliimlerde hepatit B viriisiiniin pay1 biiytiktiir. Viriisiin sitopatik bir
etkisi yoktur. Fakat karaciger hasarlarina, inflamasyona, apoptozis ve rejenerasyona tesvik
eder (8). Hepatit B wvirlisiiniin onkogenez mekanizmasi agik degildir. Siirekli viral
infeksiyon, zamanla sirozla sonuglanan nekroz inflamasyon ve karaciger rejenerasyonuna
yol agar. HBV diinya tizerinde ciddi bir saglik sorunu olusturmakla birikte viral hepatitler
arasindan en ciddi sorun olusturanidir. Diinyada 2 milyar insan (diinya niifusunun 1/3’)
HBV ile infekte olmakla birlikte bu infekte kisilerin yaklagik 240 milyonu kronik karaciger
problemi yasamaktadir (9, 10).

Her yil ortalama 600.000 (0.5 ile 1.2 milyon) kisi ise HBV’nin meydana getirdigi
cesitli sonuglarla hayatin1 kaybetmekle birlikte 6liim orani temelinde hastaliklar arasinda

10uncu siradadir. Ayrica karaciger nakilleri sonucunda olusan hastaliklarin % 5-10’undan
da HBV sorumlu tutulmaktadir (9, 11).

Primer karaciger hiicrelerinin malign tranformasyonu sonucu gelisen nodiillere veya
kiitleye hepatoselliiler karsinoma (HSK) denir. HSK belirli boyutlara ulagsmadan ortaya
cikmaz. Belirti ve bulgular kendinden ¢ok temelinde yatan kronik karaciger

hastaligina aittir. Virtislerle iliskili HSK’da hemen her zaman zeminde karaciger



sirozu (KCS) vardir (12). HSK ve KCS olusumu HBV infeksiyon varliginda dogal seyirde
goriilebilir. HBV kronik tastyicilar1 normal bir kimseye oranla HSK gelisimi yoniinden

daha biiyiik risk altindadir (13).

Diinya iizerindeki HSK olgularmin % 53’1 HBV ile infeksiyon iliskisi kurulmustur.
HSK gelisim asamalari, kronik Hepatit B (KHB) hastalarinda tam olarak bilinmemekle
birlikte yapilan calismalarda viicudun HBV ile karsilasmasi sonucu olusturdugu karsi
immiin sistem yanitinin siddeti, konagin HSK’ya yatkin olmasi gibi genetik faktérler, HBV
replikasyon oranmin yiiksek olmasi, HBV genomunda meydana gelen mutasyonlar ile

iligkili olabilecegi vurgulanmaktadir (14, 15).

Yiiksek yapili 6karyotlar tarafindan kodlanan miRNA’lardan bagimsiz olarak insan-
patojenik ve viral karsinogenez ile iliskili bazi wviriislerin de MIRNA kodladigi
gosterilmistir. Belirli miRNA genlerinin HSK igeren ¢esitli karaciger dokulari i¢in anormal
olarak eksprese edildikleri gosterilmistir (16). Konaga ait birgok miRNA’nin viriisiin, viriis
mMiRNA’larinin  da konagin ¢esitli transkripsiyon siireglerini  regiile edebildigi
belirtimektedir. Viris tiirlerine bagli olarak eksprese edilen miRNA’lar konaga ait farkli
hiicre yolaklar ile etkilesime gecebilmekte ve ozellikle kanser olusumunun kontrolii

stirecinde kritik role sahip ¢esitli yolaklar etkileyebilmektedir (17).

Bu calismada KHB’li, KHB kaynakli KCS ve HSK hastalarinin kanlarindan elde
edilen serumlarda belirlenmis bazi MiRNA’larin ekspresyon seviyelerine bakilarak, bu
MiRNA’larin tiimor siipresor yada onkogen gibi islev goriip goérmediklerini, diinya
verilerine paralel uygunlukta, miRNA’larin HSK’da terapotik olarak kullanilabilme fikrinin

girisimleri uygulanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. MikroRNA

MikroRNA’lar, hiicresel birgok temel islevin diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Hiicre igerisindeki seviyelerinin normal kosullar disina ¢ikmasinin insanlarda kanser
gelisimi ile baglantili oldugu godsterilmistir. Kanser, hasarli hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasi ve bu duruma devam etmesi sonucu timor olusumunun meydana
gelmesiyle olusur. Hiicreler; hem gelisim hem de ergin donemde koordineli bir sekilde
hiicre boltinmesi, farklilagma ve 6liimiin diizgiin olarak gergeklesmesinden emin olmak i¢in
cesitli yontemler gelistirmistir. Bir¢ok diizenleyici etken, genleri cogalma ve farklilagsmada
yonlendirmek i¢in acip kapatmaktadir. Timor siipresdr ve onkojenlerin ¢ogu ilk Once
DNA’dan RNA’ya transkript edilir ve sonra da etkilerini uygulamak i¢in proteine doniisiir.
Yakin zamanda elde edilen kamitlar miRNA olarak isimlendirilen kii¢iik protein
kodlamayan molekiillerin tiimor siipresér ve onkogen olarak gorev yapabileceklerini
gostermektedir. Bu yeni sinif gen diizenleyicilerin insanlarda kanser ile iligkisi daha yeni
anlasilmaktadir. Hiicrelerde farkli durumlarin  kontrollerini iistlenen MIRNA’larin
ekspresyonlar1 bozuldugunda tiimorgeneze dahil olmaktadir. Yapilan ¢aligmalar bu fikri
dogrulamakla birlikte, tiimor gelisiminde miRNA’larin timor siipresorler veya onkogen

olarak rol oynadigini agiga ¢ikarmistir (2, 4).

2.1.1. Tarihce ve Yapisi

MikroRNA’lar; genom {izerindeki protein kodlamayan bolgelerdeki RNA
genlerinden ve protein kodlayan ekzon veya intron bolgelerinden transkripsiyonu saglanan,
ancak proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynayan fonksiyonel RNA molekiilleridir (1, 5). Insan genomunda

yiiksek seviyede korunmus, miRNA’lar1 kodlayan, yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir (3).

Hem bitkilerde hem de hayvanlarda gen diizenleyici bir sinif olan miRNA’lar tek
iplikgikli, yaklasik olarak 18-24 niikleotid uzunlugundadir (2). Primer transkriptler



(pri-miRNA) islenerek, once kisa sap-ilmik yapilarina (pre-miRNA), sonra da fonksiyonel
mMiRNA’ya déniisiirler (Sekil 2.1.). Insan genomunda %60°1 memeli genlerini hedef alan
ve Agustos 2012 itibariyle, sayis1 1600 adete ulasan miRNA tanimlanmustir (18, 19, 20).

Ik miRNA, Lee ve ark. tarafindan 1993 yilinda kesfedilmis olup (3), miRNA terimi
2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (21, 22). 1993 yilinda yuvarlak solucan
olan Caenorhabditis elegans’t gen igerigi bakimindan tarayan Lee ve ark., hicbir protein
kodlamayan lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin, 22 niikleotid uzunlugunda kiigiik bir RNA
transkribe ettigini bildirmislerdir. O siralar bir nematodun yapisal 6zelligi sanilan ve yasam
dongiisliniin zamanlamasi ile ilerlemesini kontrol ettigi diisiiniilen lin-4 kesfedilen ilk
mMIRNA’dir (3, 23, 24). 2000 yilinda Reinhart ve ark. (23) C. elegans’da, canlinin gelisim
zamanlamasini diizenleyen 22 niikleotid uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan farkli bir
miRNA daha kesfetmislerdir. Insanlar1 da icine alan tiirler arasinda let-7’nin énemli bir

biyolojik fonksiyona sahip olmasindan dolay1 korundugu gosterilmistir (23, 25).

Evrimsel olarak bircok miRNA ve ilgili protein diizenegi, solucandan insana kadar
genis bir yelpazede, metazoan organizmalar igerisinde yiiksek oranda korunur (1). Bu
durum miRNA’larin hem gelisim hem de eriskin viicut déneminde onemli islemleri
yiiriittiigiinii ima etmektedir (2). insan genomunda yiiksek seviyede korunmus, miRNA’lar1

kodlayan, yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir (3).

2.1.2. MikroRNA’larin Biyogenezi

MiRNA’lar ya uzun birincil transkript (pri-miR) olarak transkript edilir ya da
messenger RNA (mMRNA)’larin intronlari iginden meydana gelir (Sekil 2.1.) (26). Insan
mMiRNA’larinin ¢ogu protein kodlayan veya kodlamayan mRNA transkriptlerinin intronlari
icinde bulunur (27). Geriye kalan miRNA’lar ya genomdaki diger transkriptlerden uzakta
kodlayict olmayan mMRNA genleri ekzonlarinda, mRNA 3'UTR (untranslated region-
cevrilmemis bolgede)’lerinde yer alir ya da 19’uncu kromozom iizerindeki kiime dahil

diger miRNA genleri ile birlikte kiimelenir (27, 28, 29, 30).



MikroRNA’lar birbirini takip eden ii¢ adimi kapsayan siire¢ sonucunda olusur.
Ik olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu
gerceklesir. lkinci adimda pri-miRNA’lar niikleus icinde prekiirsor MiRNA (pre-
mMiRNA)’lara dondstiiriiliir. Son olarak olgun miRNA’larin sitoplazma iginde olusumu

gerceklesir (26).

Olgunlasmis MIRNA’larin aktivitesi mRNA’larin iginde bir hedef sekansinin
taninmasina baghdir (Sekil 2.2.). Bunlar genellikle 3'UTR bolgesinde bulunur, kisa ve
genellikle eksik tamamlayicidir. Tipik olarak hedef alanlar miR tohum sekansina (seed
sequence) tamamlayict 6-7 niikleotid sekansi igerir, ardindan poly A kuyrugu gelir. Bu
kurallar miRNA hedeflerinin mRNA sekanslarindan tahmin edilebilmesini saglar. Ancak
bu tarz tahmin algoritmalarinin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri giivenilir olmayip her vakada

deneysel olarak gegerliliklerinin saglanmasi gerekmektedir (29).
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Sekil 2.1. miR sentezi ve olgunlagma siireci (1)

MikroRNA onciilleri (haberciler) genellikle protein kodlayan genler ile ayni

sekilde ifade edilir. [lk 5nce RNA polimeraz II tarafindan transkipt edilir ve sonra da poly-



adenil’lenip pri-miRNA olusturmak iizere kapatilir (29). RNA polimeraz 1l enzimi
tarafindan primer transkript olarak genomik DNA’dan sentezlenen pri-miRNA (500-3000
baz), “cap’” ve “poli A” kuyruguna sahip, sap-ilmik (sa¢ tokasi) yapisindadir (Sekil 2.1.)
(1). Cekirdekteki pri-miRNA’nin yaklasik olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-
MIRNA’ya donistiiriilmesi, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve

kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan gergeklestirilir (31).

Cift iplikli RNA baglayict bir protein olan Pasha ile bir niikleaz olan Drosha’nin
olusturdugu yap1 mikro islemci kompleks (Microprocessor complex) olarak isimlendirilir
ve bu kompleks tarafindan g¢ekirdekte boliiniir. Sa¢ tokasi seklindeki yapinin iki kolu
arasinda ortaya cikan eksik kendini tamamlayici kisa sa¢ tokasi seklindeki dongiiler pre-

mMiRNA olarak adlandirilir (2, 32, 33).

Mirton adi verilen bazi mMiRNA’lar Drosha islemini pre-miRNA seklinde birbirine
eklenmis biitlin intronlar1 uzatarak atlar (bypass eder) (34). Bir niiklear tasima reseptorii
olan Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli bir sekilde pre-miRNA
molekiilii sitoplazmaya taginir (35, 36). Bunun ardindan, sitoplazmada RNAaz 11l enzim
ailesinden Dicer adli endoniikleaz tarafindan kesilen pre-miRNA’lar, yine Dicer etkisiyle
TAR RNA baglayan protein (TRBP) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) aktive eden
protein (PACT) ile etkilesimde bulunurak 18-24 niikleotid uzunlugunda c¢ift zincirli
MIRNA:MIRNA dubleksine ¢evrilir (Sekil 2.3.) (36, 37). Bu esnada Dicer etkisiyle,
miRNA: miRNA giftleri Argonautel-4 olusturarak, olgun RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir (38).

Pre-miRNA’nin sap-ilmigi Dicer tarafindan kesildikten sonra, RISC kompleksine
MIRNA:MIiRNA dubleksinden sadece biri dahil olur. Kusursuz miRNA, mRNA
tamamlayiciliginin Argonaute? tarafindan boliinmesine yol agar. Bu da deneysel olarak
onemli olmakla birlikte endojen memeli MiRNA’larinda olusmadigi disiiniilen small
interfering RNA (siRNA) yollaridir. Fakat genellikle bunun yerine eksik mRNA
eslesmeleri dontisiimiiniin asagr yonlii regiilasyonuna yol agar. Bunun gerceklestigi
mekanizmalar hala ¢ok agik olmayip bu doniisiimiiniin baslangic veya uzatma siiresi

boyunca etkilendigini destekleyen modeller vardir (Sekil 2.2) (1). Ugiincii bir olasilik ise



farkli zamanlarda farkli mekanizmalarin kullanildig1 en az bir sistemde gozlenen dikkat
¢ekici bir durum olan mRNA sentezini isleyen diizenleyicinin asagl yonli regiilasyonun
hangi asamada olacagii belirlemesidir (39). Mekanizmanin tam dogasi ne olursa olsun

etkilenen mRNA’lar graniiler sitoplazmik P-body’lerde RISC proteinleri ile beraber

toplanir (40).
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Sekil 2.2. MiRNA mekanizmasi (1)

Bir RNAz olan ve RISC kompleksinin i¢inde yer alan Argonaute’in etkisiyle bu iki
iplikten 5' ucu daha kararli olanmi secilip komplekse dahil edilir. Bu iplige kilavuz iplik
(quide strand) ad1 verilirken diger iplik de anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir

ve sindirilme islemi RISC kompleksinin substrati olarak gergeklesir. Aktif RISC



kompleksine entegre olan miRNA’lar bu adimdan sonra, ya Argonaute proteinleri

yardimiyla mRNA’nin yikimima ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden

olurlar (Sekil2.3.) (36, 41).
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Sekil 2.3. miRNA'in Biyolojik Olusumu (36)

2.1.3. MikroRNA’larin islevleri

Bu giine kadar tespit edilmis MiRNA’larin sadece kiigiik bir kisminin biyolojik
rolleri aydnlatilmistir. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA’lar, protein
sentezinin diizenlenmesine katilirlar. Kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef

genleri tanima ozelligine sahip MiIRNA’lar, RISC ile kompleks olusturup baz ¢iftlesme



ozelligi ile mRNA’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da

mRNA’nin yikimina sebep olur (Sekil 2.3.) (5).

MikroRNA, hedef mRNA’nin ORF (open reading frame-agik okuma gergevesi)
bolgesine veya hedef mRNA’nin 3'UTR bélgesine baglanir ve baglanma pozisyonu
MIRNA kompleksinin mRNA’ya nasil komplementer olduguna bagli olarak degiskenlik
gosterir. 3'UTR bolgesine tam olarak baglanmayan, Kkusurlu, eksik komplementerlik
gosterir ve translasyonun baskilanmasi ile sona ererken ORF bolgesi ig¢ine baglanmasi
kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA’nin Argonaute2 tarafindan yikimi

ile sonuglanir.

Ayrica, her bir mMiIRNA’nin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi
ve her bir mRNA’nin da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goériilmektedir
(42).

2.1.4. MikroRNA Tespit Teknolojileri

Belirli organlarda gozlenen ayirict miRNA ekspresyon profilleri, miRNA’larin kok
hiicre ve belirli hiicre tiplerinin gelisimi siiresince farklilagsmasini yonlendirmedeki 6nemini
belirtmektedir. Giiniimiizde miRNA ekspresyon seviyeleri kanserleri siniflandirmada ve
elverisli prognozlari tahmin edebilecek mMIRNA markirlarimi  tanimlamak igin

kullanilmaktadir (2).

Hiicre ¢esitlerinin miRNA profillerini belirlemek ve miRNA’lar1 tespit etmek
amaciyla mikrodiziler, boncuk-tabanli diziler ve nitel ger¢ek zamanli PZR gibi ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. MikroRNA mikrodizilerinin prensibi niikleik asitlerin Watson-
Crick tabanl eslestirilmesidir. Mikrodiziler yiizlerce mMiRNA’nin es zamanli olarak tesptini
saglar. Cam tabakalara (slide) oligoniikleotid yakalama uglar1 konur ve kii¢lik molekiillii
RNA’lar i¢in zenginlestirilmis olan RNA ekstrakt orneginin yakalama uglar ile
hibritlenmesine izin verilir. MRNA’lar kisa oldugu igin uglarin dizi i¢inde erime

sicakliklarmi duyarlilik ve 6zgiilliikten 6diin vermeden normalize etmek zor olabilir. Bu
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problem kilitlenmis niikleik asitler (LNA) kullanilarak asilmigtir. Kilitlenmis niikleik asitler
en azindan bir adet LNA monomer igerir. Bu monomer, iki adet oksijen atomu ile ribozun
dort adet karbon atomunun baglayici bir metilen kopriisii tarafindan kilitlenmesi ile olusan
bir niikleik asit dengidir (43). Katilan her bir LNA monomeri niikleik asit dubleks
sicakligint 2-10°C artirmaktadir. Bundan dolayi, bir yakalama ucuna katilan LNA
monomerlerinin sayisini ayarlayarak dizideki biitiin uglarin sicakligit miRNA uzunlugunun
kisa olmasina ragmen normallestirilebilir. Mikrodiziler iizerinde yapilan calismalarla
bircok hastaliga ait bilgiler kesfedilmistir. Boncuk tabanli diziler ayrica yiizlerce

MIRNA’nin es zamanl olarak 6l¢iilebilmesine izin verir (44).

LNA uglari, 100 adete kadar her bir mikrokiireyi (mikrosfer) kendine 6zgii rengi ile
tanimlamak i¢in flow sitometresine izin veren iki floresan boyanin degisken karisimini
birlestiren karboksilatlanmis mikrokiirelerine (mikrosfer) baglanir. Her bir mikrokiire,
belirli bir miRNA’ya 6zgii olan LNA molekiillerine baglanir ve bu uglar miRNA ailesi
icinde birbiri ile yakin iligkili olan iiyelerin ayirt edilmesine izin verir. Ornekten tiim RNA
Oziitlenir sonra da mikrokiireler ile hibridlenir. Mikrokiireler yikanir, streptavidin-
phycoerythrin ile inkiibe edilir ve analiz edilir. Analizér hem floresan mikrokiireleri tespit
eder hem de streptavidin—phycoerythrin floresanlik siddetini 6lgerken kullaniciya hangi
MIRNA’nin 6rnek iginde bulundugunu gérmesini saglar. Yapilan test ayrica bir kalibrasyon
egrisinin sentetik oligoniikleotidler gibi uygun bir materyal ile tretilip iiretilmedigine
iligkin nicel sonuglari da saglayabilir. Nicel gercek zamanli PZR ayrica miRNA’larin tespit
edilmesinde kullanilmaktadir (Sekil 2.4.) (45).

Komplementer DNA (cDNA) ger¢cek zamanli PZR’da kullanilir. Reverse ve
forward primerlerin karisimi ile gift etiketli u¢ (TagMan) cDNA hedefini belirlemek ve
giiclendirmek i¢in kullanilir. Ug, 5' ucunun son kisminda bir belirte¢ boyaya, 3" ucunun son
kisminda ise bastiriciya sahiptir. Eger hedef siralamalart PZR boyunca var ise ug hedef
siralamasina baglanir. PZR ¢evriminin uzatma siiresi boyunca belirteg boyasi Taq
polimerazin ekzontikleaz aktivitesi tarafindan salgilanir ve belirteg ile bastiricilar ayrildig:

icin belirte¢ boyasindan floresan tespit edilir. Birincil RNA’lar ve/veya pre-miRNA’lar
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ayrica ayni yontemler ile sayilabilir ancak bu tarz testler primer ve ug¢ tasarimlarinin

ayarlanmasini gerektirir (45).

2.1.5. MikroRNA ve Kanser

Kanserlesme, hiicreler anormal olarak c¢ogalmaya basladiginda ve apoptoz
fonksiyonlarini kaybettiginde baslamis demektir. miRNA ekspresyonlari ¢esitli kanserlerle
iliskilendirimistir. Tespit edilen insan MiIRNA’larinin %50’sinin genomda kirilgan alan
olarak bilinen alanlarda bulundugu ve kanser ile iliskilendirildigi yapilan g¢alismalarla

gosterilmistir (6).

Kromozom translokasyonlar1 ve noktasal mutasyonlar1 gibi genomik anormallikler
pri-miRNA’larin  azalmast veya artmasina On ayak olacak sekilde mMIRNA
transkripsiyonunu zayiflatabilir veya canlandirabilir. miRNA genindeki mutasyonlar RISC
olusum anormalliklerine yol agabilir. Tek ¢ekirdekli polimorfizmler veya mutasyonlar ya
miRNA'da ya da hedef RNA'da 6zellikle de ¢ekirdek (seed) bolgesinde yer aldigi zaman
diizgiin hedef tanimlanmasini gecersiz kilabilir. Sonu¢ olarak genler RISC tarafindan
diizenlenmekten kagmabilir ve hatta hatali hedefleme sonucunda farkli bir sekilde
diizenlenmis olabilirler. Genomik anormallikler ayrica anormal miRNA islenmesi ile de
sonuglanabilir. Bazi pri-miRNA'lar etkili doniisiim igin ek proteinlere ihtiya¢ duyarlar.
Sitoplazmada, TAR RNA-baglayici protein (TRBP) MAPKI/Erk sinyali ile fosforillenir.
TRBP fosforalitasyonu, genel miRNA'larda, pre-miRNA'dan miRNA/mMiRNA'ya doniisiimii

artirir ancak let-7 ailesi miRNA'larda doniisiimii azaltir (26).

miRNA’larin kanser ile iligkilendirilmesine ilk kanit olarak 2002 yilinda Kronik
Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda Calin ve ark. (46) yaptiklar1 molekiiler ¢alisma
gosterilebilir. Bu calismada kanserlesme siirecine MmiRNA’larin katkida bulundugunu
ortaya koyulmustur. Kanser ve normal doku arasindaki ekspresyon farkliliklarinin

belirlenmesi, miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini giiclendirmistir (46).
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Sekil 2.4. miRNA’larin amplifikasyonu (47)

MikroRNA genlerinin genellikle, amplifikasyonun minimal oldugu veya genel
kromozomal kirilma noktas1 bolgeleri olan heterozigozitenin kayboldugu alanlarda kirillgan

kisimlara yerlesik oldugu gosterilmistir (48).

Ik olarak insanda, normal dokular ile kati tiimdrler (kolonik ve rektal
adenokarsinomlar)  karsilagtirildiginda  ekspresyon  seviyelerinde  degisiklik  olan
miRNA’lar1 2003 yilinda Michael ve ark. bildirmislerdir (49). Bu ¢aligmanin ardindan
degismis MIRNA seviyeleri HSK’da (16), Burkitt’s lenfomada (50), malign beyin
timorlerinde (51), tiroid kanserinde (52), akciger kanserinde (53) ve meme kanserinde (1)
tespit edilmistir. 2004 yilinda yine Calin ve ark. (6), 186 adet miRNA geninin DNA
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tizerindeki pozisyonunu, insanlardaki mMIRNA genlerinin kanser ile iliskisini arastirmak

i¢in haritalandirmiglardir (6).

mMiRNA’larin, timor siipresér veya onkogenik ozellik kazanmalari, hedefledikleri
mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore degisebilir. Baz1 miRNA’larin normal
dokulardaki protoonkogen translasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bu miRNA’larin
fonksiyonu bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmektir ve bu sebeple tiimor siipresor
miRNA’lar (TS-mir) olarak ifade edilmektedirler. Bu timor siipresor MiRNA’larin
ekspresyonunda bir azalma s6z konusu oldugunda onkogen ekspresyonu artar ve
dolayisiyla bu durum tiimor olusumuna sebep olur. Bu durumun tam tersi olarak ise bazi
MIRNA’larin bir timdr siipresoriin baskilanmasini saglayarak kanserin gelisimini arttirdigt
goriilmiis ve bu miRNA’lar onko-mir olarak ifade edilmeye baglanmistir. Timor siipresor
ve onkogen mRNA’larin her ikisi de miRNA’lar tarafindan hedef olarak goriilebilir. Bu
sebeple belirli bir miRNA’nin gergek islevi onko-mir veya TS-mir’in hiicresel igerigine
baglidir (4).

2.1.5.1. Tiimér Siipresor MikroRNA’lar

Ik olarak 2001 yilinda, miR-15a ve miR16-1’in kesfi ile mMiRNA’larin kanserlesme
stirecine etkisi bildirilmis (46) ve 2005 yilinda Cimmino ve ark. yaptiklari ¢aligma sonucu

bu MiRNA’larin etki mekanizmasi ortaya konulmustur (54).

Calismada, KLL hiicrelerinde bu iki miRNA’nin ekspresyon seviyelerinin, anti-
apoptotik B hiicreli lenfoma proteini olan Bcl-2’nin iiretimi ile ters iligkili oldugu yani
miR-15a ve miR16-1’in tiimor siipresor aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir. miR-15a
ve MiR16-1’in diisiik seviyelerinin (tiimor siipresor fonksiyon kaybi) yiiksek seviyede Bcl-
2 proteini ile iliskili oldugu bunun sonucu olarak ise anormal hiicre biiylimesine sebep olan
yiiksek seviyelerinin (normal tiimor siipresor aktivite) ise apoptoz ile iliskili oldugu ortaya

konmustur. Calisgmanin sonucunda miR-15a ve miR16-1’in normal seviyelerinin,
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kontrolsiiz hiicre biiyliimesini engelleyerek timor siipresor aktiviteye sahip olduklari

belirlenmistir (54).

Let-7 ailesinin tiyeleri (let-7b, let-7c, let-7d, let-7f ve let-79) tiimor siipresor 6zellik
gosteren diger bir MiIRNA’dir (53). Normal akciger dokusu ile akciger kanserli hastalarin
akciger dokusu karsilastirildiginda genellikle diisiik let-7 seviyeleri gozlenmistir. Akciger
kanseri hiicre kiiltiirii modelinde let-7 seviyesi normal bir akciger dokusundaki seviyesine

oranla artirildiginda kanser hiicrelerindeki biiylime oranin azaldigi gézlenmistir (53, 54,
55).

2.1.5.2. Onkogenik MikroRNA’lar

Kanser tiirlerinde kontrolsiiz biiylimeyi arttirici ya da anti-apoptotik yonde
fonksiyon gosteren onkogenik MIRNA’lar timor siipresor MIRNA’larin tersine islev
goriirler. Onkogenik miRNA’larin ilk kesfedileni miR-155"tir. Hedef mRNA’s1 tam olarak
belirlenememis olan miR-155’in, ekspresyonunun tavukta losemi ve lenfoma olusumunu

artirdigi gosterilmistir (56).

miR-21, onkogen gibi islev gosteren diger bir MiIRNA’dir. Glioblastoma (57), akut
myeloid 16semi (58), KLL (59) gibi hematolojik malignliteli hastalarda ve kati tiiméorlerde,
mide, kolon, pankreas, akciger, prostat, meme ve karaciger kanseri gibi bircok kanser

tirtinde ekspresyonu yiiksek seviyede gozlenmistir (60, 61).

Basit heliks-dongii-heliks transkripsiyon etkenini kodlayan myc onkogeni insan
kanserlerinde genellikle mutasyon gegirmis veya amplifiye olmustur, hem hiicre ¢ogalmasi
hem de apoptozu tetikleyebilme kabiliyeti sayesinde hiicre biiyiimesinin 6nemli bir faktorii

oldugu gosterilmistir (62).

mIRNA’lar ile myc’nin artan ekspresyonu arasinda yakin bir iliski oldugu
goriilmektedir (2). insan genomunda kromozomun 13313 yerlesik olan miR-17-92 gen
kiimesi, altt adet mMiIRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1)
kodlamaktadir ve onkogenik oldugu gosterilen ilk MIRNA’y1 kodlayan bir bdolgedir.

15



Transgenik farelerde c-myc onkogeninin fazla ekspresyonunun gergeklestigi miR17-19 gen
kiimesinin, yiiksek seviyede ekspresyonuna neden olarak B hiicreli lenfomanin geligimini

ilerlettigi belirtilmistir (63).

HSK, A.B.D.’nde kansere bagl erkek 6liimii sebeplerinde 5’inci sirada yer almakta
olup yillik yaklasik olarak 21.000 yeni vaka (erkek ve kadin) teshis edilmektedir (64).
Karaciger neoplazmasi klinik olarak heterojen olup risk faktorleri ve genetik degisiklikler
ile iliskilendirilmektedir (16). HSK’nin baslica etiyolojisi iginde viral infeksiyon, metabolik

anormallikler ve bagisikliga baglh diizensizlikler bulunmaktadir (65).

Belirli miRNA genlerinin HSK igeren c¢esitli karaciger dokulari i¢in anormal olarak
eksprese edildikleri gosterilmistir. Murakami ve arkadaslari, HSK’daki miRNA gen
ekspresyonunu profillemek icin mikrodizi teknolojilerini ilk kullanan kisilerdir. Bu
caligmada, miR-224, miR-18 ve pre-miR-p18 geni HSK o&rneklerinin timor olmayan
dokulardan daha yiiksek ekspresyon sergiledigi goriilmistir. miR-199a, miR-200a, miR-
125a, miR-195 ise HSK orneklerinin bitigik tiimor olmayan doku 6rneklerine kiyasla daha

az eksprese oldugu gosterilmistir (16).

Daha yakin zamanda yapilan bir calismada Ladeiro ve ark. koti huylu
hepatoselliiler tiimorler ile iyi huylu olanlari ayristirmak igin miRNA profillemesinin
kullanilabilecegini gostermistir (66). Bu ¢alisma ayni zamanda cesitli timor alt
gruplarindaki miRNA’lar1 onkojen varligi, timor bastirict gen mutasyonu ve belirli risk
faktorleri temelinde karakterize etmistir. Hem iyi huylu hem de kotii huylu hepatoseliiler
timorlerinde  miR-224  ekspresyonu  artarken, miR-122a ve  miR-422b’nin
ekspresyonlarinda ise azalma sergilendigi belirtilmistir. Li ve ark. kanserli karaciger
dokularin1 kanser olmayanlardan ayiran 69 mMIRNA profilini tanimlamistir (67). Bu
miRNA’larin sekiz tanesi daha sonra iyi ve koéti huylu karaciger tiimorleri ile saglikli
karaciger dokusunun ayirt edilmesinde dogrulama amaciyla kullanilmak tizere secilmistir.
miR-125b’nin  HCC’de ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. MiR-125b’nin  fazla
ekspresyonu HCC hastalarinda yiiksek oranda hayatta kalma ile iliskilendirilmistir. Jiang ve
arkadaglart HCC hastalarinda 19 tane miRNA’nin azalan ve artan ekspresyonlarinin

hastalarin hayatta kalma ile ilgili genini tespit etmistir (68).
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Li ve ark. miR-125b faaliyet mekanizmasinin fosforilasyonu baskilayarak hiicre
inhibisyonu ve dolayisiyla da Akt’nin etkisizlestirilmesine (inaktivasyon) dahil oldugunu
gostermistir (67). Fornari ve ark. miR-221’in HSK’da ekspresyon seviyesinin arttigini ve

potansiyel bir onkojenik islevini belirlemistir (69).

2.1.5.3.Viral Karsinogenezis ve MikroRNA

Yiiksek yapili 6karyotlar tarafindan kodlanan miRNA’lardan bagimsiz olarak insan-
patojenik ve viral karsinogenez ile iliskili bazi virlislerin de mMIRNA kodladigi
gosterilmistir.  Virtslerin  kodladigi  bilinen mMIRNA sayis1 tiirden tire degisiklik
gostermektedir. Viral miRNA’larin viriis gen ekspresyonlarmin otoregiilasyonu, konagin
immiin sisteminden kag¢is mekanizmalarinin kontrolii ve latent/persistant infeksiyonlarin
olusmasini saglamaktadir. Buna bagli olarak konaga ait bircok MIRNA’nin viriisiin,
virlis MiIRNA’larmin da konagin c¢esitli transkripsiyon siireglerini regiile edebildigi
belirtilmektedir. Viriis tiirlerine bagli olarak eksprese edilen miRNA’lar konaga ait farkli
hiicre yolaklar1 ile etkilesime gecebilmekte ve ozellikle kanser olusumunun kontroli

stirecinde kritik role sahip cesitli yolaklari etkileyebilmektedir (17).

2.2. Onkogenezis

Saglikli normal bir hiicrenin premalign potansiyele sahip hiicre sekline doniismesi
olay1r onkogenezis olarak ifade edilir. Bu donilisiim hiicrenin bagimsiz ¢ogalabilme
kabiliyeti ile karakterizedir ve bu doniisimde hiicrenin sinyalini, biiylimesini, hayatta
kalmasini, hareket kabiliyetini, anjiogenezisini ve hiicre dongiisii kontroliini regiile eden
molekiillerin salgilanmasi ile fonksiyonu gibi bir dizi genetik ve epigenetik (gen degisikligi

olmaksizin) degisiklikler yer alir (70).

Karsinogenez ¢ok basamakli bir olaydir. Yani normal hiicrenin malign hiicreye
donmesi i¢in ¢ok sayida genetik degisiklik olmasi gerekir. Ara donemler tanimlanarak

immortalizasyon, hiperplazi ve preneoplastik seklinde isimlendirilmistir. Karsinogenezde,
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timor virtislerinin genellikle kofaktdr olarak etkili oldugu goriilmektedir ve sadece malign

hiicrelerin gelismesi igin gerekli bazi basamaklar1 saglarlar (71).

Viriisler genellikle neoplastik olayimn baslaticilar1 olarak etkili olurlar ve bunu farkl
mekanizmalarla yapabilirler. Viral nedenli tiimérlerin gelismesi igin virtisler gereklidir
fakat yeterli degildir. Timorlerin meydana gelisi hiicrelerin normal biiyiime, iireme,
gelismelerini ve eszamanli olarak bu fonksiyonlarin kontrol ve regiilasyonlarini saglayan
proteinlerin kodlandig1r genlerde olusan genetik diizeydeki degismeler (mutasyonlar)
sonucudur. Bu varyasyonlar, protoonkogenlerin asir1 aktivasyonuna ve bunun sonucu
olarak da yol agarak bu 6nemli ve normal genlerin, selliiler onkogenler haline doniisiimiine
ve sonucunda da hiicrelerin tiremelerini stimiile eden fazla sayida onkoprotein sentezine yol
acarak kontrolii olmayan ve sonug¢ olarak da siiregen ve sinirsiz hiicre iiremelerine yani

timor formasyonuna sebep olurlar ve hiicre dongiisiiniin kontrolii bozulmus olur (72).

Tiumor siipresor genler ve protoonkogenler (antionkogenler), bir ka¢ kosulun
birlikte ve paralel etkisiyle mutasyonlara maruz kalarak tiimor olusumuna yol agarlar. Bu
nedenle de tiimorlerin olusumu uzun bir siireg igerisinde gerceklesir (72). Tiumor
baskilayict genler hiicrelerin korunmasini saglar. Biiylimenin kontroliinde kontrol noktasi
gorevi yapan P16 geni bu genlerin en Onemlilerinden birisidir. Diger bir énemli timor

baskilayici gen olan P53 ise malignant hiicreleri apoptozis yoluyla imha eder (70).

Yapilan c¢aligmalar, RNA tiimor viriislerinin neoplazide hiicresel onkojenlerin
katilimini ortaya koyarken DNA tiimér viriisleri hiicresel tiimor baskilayici genlerin roliini
ortaya koymustur. Tiimor viriisleri diger virlisler gibi genomlarinin niikleik asidine ve
viriyonlarin biyofiziksel 6zelliklerine gore farkli viriis ailelerinde siniflandirilir. Bilinen
tiimor virtislerinin ¢gogunlugunun DNA genomu vardir veya HCV viriisii hari¢ olmak iizere
hiicreleri infekte ettikten sonra DNA proviriis ortaya cikarirlar. DNA timor viriisleri viral
replikasyonda 6nemli olan ve hiicresel biiylime kontrol yollarin1 da etkileyen viral onko-
proteinleri kodlarlar. RNA tiimo6r viriislerinin ¢ogunlugu retroviriis ailesinde bulunur.
Retroviriisler, virlisin RNA genomundan DNA kopyasi olusturan RNA’ya yo6nelimli
polimeraz (ters transkriptaz; revers trankriptaz) enzimi kodlarlar. DNA kopyasi (proviriis)

enfekte konak hiicrenin DNA’sina entegre olur ve bu entegre DNA’dan viriisiin biitlin
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proteinleri kodlanir. Hiicre davranisindaki degisiklikleri smirli miktardaki genetik bilgi
yoluyla idare edebilir. Bu olayda iki genel yol vardir ve her iki durumda da konak hiicre
bliylime isleminin normal diizenlenme kontroliinii kaybeder. DNA tamir yollar1 siklikla

etkilenir, genetik degiskenlige ve mutajenik fenotipe yol acar (7, 65, 66):

1-Timor viriisleri yeni bir transforme edici geni hiicre icine sokar ve dogrudan

etkiler.

2-Viriis onceden var olan gen veya genlerin sunumunu degistirerek dolayli etki
yapar.

Viriisler genellikle tam karsinojen gibi davranmaz. Viriisiin islevleriyle idare edilen
degisikliklere ek olarak, hiicrenin tamamen transforme olmasinin saglanabilmesi igin
normal hiicrede birden ¢ok diizenleyici yollar ve kontrol noktalarinin zayiflatilmasi igin
baska mutasyonlar da gereklidir. Viral karsinogenezi saglayan tek bir transformasyon sekli

yoktur. Molekiiler diizeyde, insan tiimor virlisleri ile olan onkojenik mekanizmalar gok
cesitlidir (73).

Konak hiicreleri belirli bir viriis replikasyonu i¢in hiicresel diizeyde izin veren veya
vermeyen hiicrelerdir. izin veren hiicreler viriis bilyiimesini ve yavru viriislerin iiremesini
destekler; izin vermeyen hiicreler ise desteklemez. Ozellikle DNA viriisleri ile normalde
konak hiicrenin O6limii ile sonlanan viriisiin replikasyon dongiisii bir sekilde bloke
olmadik¢a izin veren hiicreler transformasyona ugramaz. Bunun tersine, RNA timor
viriislerinin karakteristik 6zelligi, ¢ogaldiklar1 hiicreyi 6ldiirmemeleridir. Bir hiicre i¢in izin
veren hiicreler bagka bir viriis i¢in izin verici olmayabilir. Tiimor viriislerinin ¢ogunlugu
belirgin bir doku 6zgilliigii gosterirler, bu 6zellik hiicre yiizeyindeki viriis reseptorlerinin
farkli dagilimina, viriisiin yaygin veya lokal infeksiyon olusturma yetenegine veya viriis
gen ekspresyonu i¢in gerekli hiicre ici faktorlere bagl olabilir. Baz1 viriisler tek tiimor tipi
ile iliskilidir, digerleri ise ¢ok sayida tiimdr tipi ile iliskili olabilir. Bu farkliliklar virtislerin
doku tropizmlerini yansitir. Normal bir hiicreden neoplastik hiicreye stabil bir genetik
degisiklik, hiicre i¢inde viral genlerin kalmasini gerektirir. DNA tiimor viriislerinde viral
genomunun bir bdliimii konak hiicre kromozomuna entegre olur. Bazen viriis genomunun

epizomal kopyalar1 tiimor hiicrelerinde saptanir. Bazi virlis sistemlerinde, virlisiin
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transformasyona ugrattigi hiicreler, enfekte olmayan komsu hiicrelerin fenotipini etkileyen

biiyiime faktorleri salgilar, boylece tiimdr olusumuna katkida bulunur (7, 71, 73).

2.2.1. Viral Karsinogenezin Genel Ozellikleri

Viriisler insanlarda ve hayvanlarda kansere neden olabilmekle birlikte ender olarak
tam kanserojendirler. Fakat dogrudan veya dolayl1 yoldan etki gosteren karsinojenik ajanlar
olabilir. Viriislerin indiikledigi tiimorgenezde konak faktorleri 6nemli belirleyicilerdir ve
timor viriisleri dogal konaklarinda siklikla kalict infeksiyonlara sebep olurlar. Viriis birden
fazla tiimor tipi ile iliskili olabilir. Virisiin olusturdugu infeksiyon tiimor ile iligkili timor
olusumundan daha siktir. Olusan infeksiyonun baslangici ile tiimoriin ortaya g¢ikmasi
arasinda genellikle uzun siireli latent donemler olur. Timor hiicrelerinde viral gostergeler
genellikle bulunur. Onkojenik bir viriis hiicrelerde biiyiime kontrol yollarni degistirir.
Viral suslar onkojenik potansiyel olarak genellikle farklilik gosterir. Viral onkogenez

mekanizmalar1 hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarla gosterilebilir (74).

2.2.2. Onkogenlerin Mekanizmasi

2.2.2.1. Hiicresel Onkogenler

Onkogen kanserin ortaya ¢ikmasinda etkisi olan genlere verilen genel bir tanimdir.
Bu transforme edici genlerin normal versiyonlari normal hiicrelerde bulunur ve proto-
onkogenler olarak isimlendirilir. Hiicresel onkogenler akut transforme eden retroviriislerle
yapilan g¢alismalarda bulunmustur. Normal hiicrelerin ¢esitli retroviriis transforme edici
genleri ile yiiksek diizeyde iliskili fakat aynis1 olmayan kopyalarini bulundurdugu; hiicresel
dizilerin yakalanip retroviriis genomlaria girdigi bulunmustur. Hiicresel onkogenler insan

kanserinin molekiiler temelinde kismen sorumludur. Hiicre g¢ogalmasi, boliinmesi ve
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farklilagsmasinin diizenlenmesinde ve genomunun biitlinliigliniin saglanmasindan sorumlu
karmasik yollarin bilesenlerini temsil ederler. Bu bilesenlerden birinin yanlis sunumu bu
diizeni bozabilir, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi yani kanser ile sonuglanir. Iyi huylu bir
proto-onkogeni active eden ve onu kanser genine ¢evirmede sorumlu molekiiler
mekanizmalar degisiktir, fakat hepsinde genetik hasar vardir. Gen yiiksek diizeyde
sergilenebilir ve bu yiliksek diizeyde sergilenmis onkogen iirlinliniin dozu hiicresel biiyiime
degisikliklerinde 6nemli olabilir. Bu mekanizmalar normal diizenin bozulmasi1 gibi temel
kalict bir etkinlikle sonuglanabilir, boylece gen hiicre dongiisiinde yanlis zamanda veya
uygun olmayan doku tiplerinde sergilenir. Mutasyonlar, proto-onkogen ile diger proteinler
veya niikleik asitler arasinda dikkatle diizenlenmis etkilesimleri degistirebilir. Retroviral
destekleyicinin (promoter) hiicresel onkojenin yanina girmesi o genin artan sunumu ile
sonuglanabilir. Hiicresel genin sergilenmesi, yanindaki viral arttirict (enhancer) dizilerin
etkisi ile de artabilir (71-74).

2.2.2.2. Tiimor Siipresor Genler

Hiicreler biiyiime esnasinda, iirlinleri negatif regiilator olarak gorev yapan bazi
genler kodlarlar. Bu genler ¢ogunlukla bazi kanserlerde mutasyona ugramis veya silinmis
olduklarindan dolayr tiimor supresor gen olarak adlandirilir. Bunlar belirli DNA timor
virtisleriyle kompeksler olusturduklar1 ig¢in tanimlanmislardir. Hiicre biiylimesi esnasinda
negatif ve pozitif regiilatorler birlikte kontrollii ve dengeli bir sistem olustururlar. Kiigiik
DNA viriisleri tiimor slipresor proteinleri baglayici ve inaktive edici proteinler iiretebilirler
ve boylece Gl fazinda olan hiicreyi S fazina gecirerek hiicre dongiislinii harekete

gegirebilirler (67).

Tiimor olugmasi i¢in bir genin her iki allelinin, aktivasyon gereken hiicresel
onkogenezin tersine inaktivasyonu veya kaybi gerekir. Bu inhibitdr gen sinifinin prototipi
retinoblastoma (Rb) genidir. Rb protein, S evresi genlerin sergilenmesini idare eden anahtar

transkripsiyon faktorlerine baglanarak hiicrelerin S evresine girmesini engeller. Normal Rb
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proteinin iglevi fosforilasyon ile diizenlenir. Rb geninin fonksiyonunun kaybi genellikle
retinoblastoma ve diger tiimorlerin gelisimi ile iligkilidir. Baska bir kritik tiimor baskilayici
gen P53 genidir. Bu da hiicre dongiisiiniin ilerlemesini bloke eder; P53 transkripsiyon
faktorii olarak etki gosterir ve belirli hiicre dongii kinazlarinin islevlerini inhibe eden bir
proteinin sentezini diizenler. Ayrica DNA hasar1 olan hiicrelerin apoptoza girmesine neden
olur. P53 islevinin kaybi DNA hasar1 olan hiicrelerin dongiiye devam etmelerine izin verir,
sonugta genetik mutasyonlar birikir. Biitiin insan kanserlerinin yarisindan fazlasinda P53

geni mutasyona ugramistir (74).

2.2.3. DNA Tumor Viriisleri

DNA ve RNA tiimor viriisleri onkogenleri arasinda temel farkliliklar vardir. DNA
timor virtslerinin transforme edici genleri viral replikasyon i¢in gerekli islevleri kodlarlar
ve hiicrelerde normal homologlari yoktur. DNA viriislerinin transforme edici proteinleri

normal hiicre proteinleri ile kompleks olustururlar ve islevlerini degistirirler (7).

2.2.3.1. HBV Onkogenezi

HBYV, akut ve kronik karaciger hastaliklarina sebep olan bir insan patojenidir. Siroz
ve karaciger kanserlerinden dolay: 6liimiin agirlik gosterdigi tilkelerde bu 6liimlerde hepatit
B viriisiiniin pay1 biiytiktiir. Viriisiin sitopatik bir etkisi yoktur. Fakat karaciger hasarlarina

inflamasyon, apoptozis ve rejenerasyona tesvik eder (76).

Hepatit B viriisiiniin onkogenez mekanizmasi agik degildir. Siirekli viral infeksiyon,
zamanla sirozla sonuglanan nekroz inflamasyon ve Karaciger rejenerasyonuna yol acar.

HBV transaktivator proteini olan X proteini, viral onkogenezin bir potansiyeldir (8).
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2.3. Hepatit B Viriisii

HBV; viral hepatit B, serum hepatiti, uzun kulucka siireli hepatit olarak

isimlendirilen infeksiyon hastaliginin etkenidir (75).

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis genusunda yer alan HBV o6zellikle
karaciger hiicrelerine tropizm gosterir. HBV, Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri i¢inde

insanlarda infeksiyon olusturan tek tiirdiir (76).

2.3.1.Tarih¢e ve Siniflandirma

Ik kez hipokrat tarafindan sozii edilen hepatitlerin, insanligin var olusuyla ortaya
ciktigr diistiniilmektedir (77). Varligi antik gaglardan beri bilinen sarilikta, ilk kez 1883
yilinda direkt kan ve kan friinleri ile bulasan hepatit formu, Lurman tarafindan
tanimlanmistir. Bremen'de yasayan 1.289 tersane isgisine ¢icek asisi yapilmis ve
uygulamanin ardindan 191 iscide bir kag hafta ile 8 ay arasindaki siire i¢inde sarilik ortaya
ciktig1, asilanmamis kisilerin ise saglikli kaldigi saptanmistir. Yirminci yiizyilin baglarinda
kabakulak ve kizamik immiin proflaksisi amaciyla plazma alan kisiler ile insan serumu
igerikli sart humma asis1 yapilan askerlerde sarilik salginlar1 goriilmeye baslamais; II. Diinya
Savasi esnasinda kan transfiizyonu yapilan askerlerde sorunlara neden olmustur (75, 76,
78). 1908'de Mc Donald salgin hastaliga, bir viriisiin neden olabileceginden bahsetmis,
1912'de Cockayne epidemik formu tanimlamis ve ‘'infeksiydz hepatit' olarak
isimlendirmistir (79). 1930'lu yillarda goniillii mahkumlar iizerinde yapilan galigmalar;
serum hepatiti ve infeksiyoz hepatit hakkinda 6nemli bilgiler kazandirmstir (80). 1943
yilinda A.B.D.'nde bulasici hepatite infeksiydz hepatit ad1 verilmis ve yine aym yil Ingiltere
Saglik Bakanligi, plazma, serum naklinden sonra gelisen sariliklar1 'homolog serum sariligr'
adr altinda toplamistir (76). 1950'li yillarin sonu ile 1960l yillarin ilk yarisinda Krugman
ve ark. New York'daki Willowbroke State School'da 6ziirlii ¢ocuklar iizerinde yaptigi
calismalar sonucunda; klinik, epidemiyolojik ve immiinolojik olarak birbirinden ayri iki

hepatit virlisiiniin varligin1 saptamislardir (81). 1963 yilinda Avusturalyali bir yerlinin
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serumunda, ¢ok sayida kan transflizyonu yapilmis bir hastanin serumu ile agar jelde
presipitasyon veren bir antijen, giiniimiizde HBSAg olarak bilinen Avustralya antijeni-Au
antijenininin, National Institues of Health (NIH) de Blumberg ve ark. tarafindan tespit
edilmesiyle viriis hepatitleri ve hepatit serolojisinde tarihinde yeni bir ¢ag baslamistir.
1965'teki bu buluslariyla aragtirmacilar Nobel odiilii kazanmislardir (76, 79, 80). HBV
tarihgesinde 1965 yili doniim noktasidir. Hepatit arastirmalarinda bu tarihe kadar olan siire

giimiis ¢ag, bundan sonraki donem ise altin ¢ag olarak nitelendirilir (80).

1970'de Dane ve ark., elektron mikroskobuyla HBV’niin kismen saflastirilmis
preparatlarini incelediklerinde ti¢ farkli partikiile rastlamiglardir. Bunlardan 42 nm
capindaki infektif 6zellige sahip olanlara Dane partikiilii ad1 verilmis ve sonraki yillarda,
kor antijeni, DNA polimeraz ile viral DNA tanimlanarak, 1974'te virlisiin 6zgiil DNA's1
tamimlanmustir (76, 79, 80).

HBV’nin Hepadnaviridae ailesinin prototipi olarak belirlenmesi 6nemli bir
gelismedir. HBV nin kesfinden sonra bazi memeli hayvanlarda ve kuslarda hepatite neden
olan degisik yeni viiriisler bulunmustur. 1978 yilinda kronik aktif ve hepatomali Marmata
monax (bir dag si¢ani) otopsilerinde sik bulunan ve Woodchuck Hepatit Viriisii (WHV) ad1
verilen yeni bir virlis kesfedilmistir. 1980 yilinda Kuzey California’da yasayan ve
Spermophilus beecheyi denilen vahsi yer sincaplarindan Ground Squirrel Hepatit Viriis
(GSHV) izole edilmistir. Deneysel olarak kiiciik Amerikan sincaplart (chipmunk) ve dag
sicanlarint da infekte edebilen GSHV’ye dogada sadece Amerika kitas1 lizerindeki San

Francisco yarimadasinin belli bir bolgesinde rastlanmaktadir (82).

Niikleotid sekans analiz ¢alismalar1 sonucunda HBV ile GSHV ve morfolojik olarak
insan HBV’iinden ayrilmasi oldukc¢a zor olan WHYV arasinda yaklasik %70 homoloji
bulundugu ortaya konulmustur. Fakat WHV ve GSHYV kendilerine 6zgii tiirler disindaki
diger tiirlerde infeksiyona sebep olmazken HBV biiyiikk maymunlarda infeksiyozdiir (83,
84).

WHYV infeksiyonlar1 kronik karaciger hastaliklar1 ve sonuglarinda ortaya cikan
karaciger kanserine model olarak kullanilmaktadir (85). Hepadnaviriis infeksiyonlarmin

daha iyi anlasilabilmesi i¢in karacigerin yapisi, fonksiyonlari, akut ve kronik hasar
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durumlarinda gelisen mekanizmalarin iyi bilinmesi gerekir. Karaciger, kan hemostazi,
enerji depolanmast mikrobiyal infeksiyonlara karsi bagisiklikta 6nemli rol oynayan bir
organdir. Cok ¢esitli hiicre yapisina sahip olmakla birlikte fonksiyonel aktivite esas olarak
Kupffer hiicreleri, safra kanal epiteli ve hepatositler tarafindan yiiriitiiliir. Hepatosit ve safra
kanali epitel hiicreleri sadece karacigere 6zgii, birbirleri ile yakindan iligkili hiicrelerdir (76,
86). Karacigerin %70 ini olusturan hepatositler major hiicrelerdir ve HBV gibi karacigere
tropizmi olan bir viriisiin esas hedefinin bu hiicreler olmasi beklenir. Hepadnaviriis
ailesinde yer alan {iyelerin tiimii i¢in dogrulanmis yegane replikasyon yeri hepatositlerdir.
HBV infeksiyonunda karaciger hasarinin en onemli nedeni konagin immiin yanitidir.
Konagin infeksiyona karsi verdigi bagisik cevap ¢ok sayida hepatositi yikarak skarlagma,
kan akiminda azalma ve safra akiminda obstriiksiyona sebep olur ama infeksiyonu elimine
edemez. Hepatositler sonuna kadar diferensiye olsalar bile karaciger hasarina cevap olarak

daha fazla prolifere olabilecek kapasiteye sahip hiicrelerdir (85, 87).

Hepadnaviridae ailesi DNA polimerazi bulunan, ters transkriptaz aktivitesi sonucu
meydana getirilen genomik RNA’nin transkripsiyonu yoluyla replike olabilen, memeli ve
kuslara tropizm gosteren bir gruptur. Bu ailede bulunan viriislerin, virion yapisi, gen sayist,
genom niikleotid dizi homolojisi, konak farkliligi, polipeptit biiyiikliigii ve antijenik capraz
reaksiyonlar1  dikkate  alindiginda, memeli hayvan  virlislerinin  bulundugu
Orthohepadnaviris (HBV, WHV, GSHV) ve kanatli hayvan viriislerinin bulundugu
Avihepadnaviriis (DHBV) olmak {izere iki cins altinda siniflandirilmasi 6nerilmektedir (76,
88, 89, 90).

2.3.2. HBV Viriisii ve Genomik Yapisi

2.3.2.1. Viriisiin Yapisi

HBV’ii, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer alan, zarfli,

kismen ¢ift sarmalli ve hepatotropik bir DNA viriisiidiir. Hepadnaviridae ailesinin prototip
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iiyesi olan HBV’ii, ailede insanlarda infeksiyon olusturan tek tiirdiir (91). Infekte
hiicrelerde birden fazla sayida partikiil tipi olusumuna yol agmasi nedeniyle diger hayvan
viriislerinden farkli bir yere sahiptir. Kismen saflastirilmis HBV preparasyonlari elektron
mikroskobunda incelenecek olur ise yapi, biiyiiklik ve miktar gibi farklilik gosteren

ozellikleri bakimindan birbirine benzemeyen ii¢ tip partikiile rastlanir:

a) Yaklasik 42 nm. (42-47 nm.) g¢apinda, infektif 6zellikte, tam bir viryon yapisinda,
kiiresel sekilli, Dane partikiilleri,

b) Yaklasik 22 nm. (16-25 nm.) ¢apinda, i¢inde niikleik asit bulunmayan, non-infektif,

kiiresel partikiiller,

¢) Ozellikle replikasyonun s6z konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan 22 nm.
capinda, 50-500 nm uzunlugunda niikleik asit ihtiva etmeyen, non-infektif: tiibiiler

partikiiller.

Her ti¢ formda, HBsAg adi verilen ortak yiizey antijenine sahip olup, infekte konak
serumunda yiiksek miktarda (200-500 mg/ml) saptanabilmektedir ve immiinojenik 6zelik
gosterektedir. HBs antikorlari ile reaksiyon verirler (76, 82, 88, 92). Dane partikiilii olarak
isimlendirilen virionlarin yapis1 komplekstir; yaklasik 7 nm kalinlikta, lipid icerikli, 27 nm

capindaki i¢ ¢ekirdegi ¢cevreleyen zarfi vardir (93).

Endoplazmik retikulum ve golgi gibi hiicre organel temelli salgisal yollarla
transferinin saglanmasini veya viriisiin gelisimini saglayan viral membran, ii¢ viral protein
iceren ylizeysel yapiyr olusturur. Bu proteinler, virlisiin endoplazmik retikulum
icindeki gelisimi sirasinda gerekli olup biyiikliikklerine gore, kiigiik (SHBS/S-HBsSAQ),
orta (MHBs/M-HBsAg) ve biyik (LHBs/L-HBsAg) yiizey antijenleri olarak
isimlendirilmektedir (94, 95).
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2.3.2.2. Viriisiin Genomik Yapisi

Genomik yapisi, 3200 niikleotidden ibaret olmasi sebebiyle bilinen tiim hayvan
DNA viriisleri icerisinde en kiigiik olanidir. DNA' nin molekii agirhigi 2.3x10° dalton, G+C
orani ise yaklasik %49'dur. Genomu kismen ¢ift zincirli sirkiiler bir DNA molekiilii olan
HBV’niin proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya negatif polariteli zincir) 3200
niikleotid tasir, negatif (-) zincir 6zelligindedir ve tam uzunluktadir. 5’ ucuna kovalent
olarak tutunmusg bir proteine sahiptir. Kisa olan zincir (S veya pozitif polariteli zincir)
1800-2700 aras1 niikleotid icermesi temelinde pozitif (+) Ozelliktedir ve degisken
uzunluktadir. Bu zincirler ortak baz giftlerine sahip olup, sirkiiler bir yap1 halinde
bulunmakla beraber herbirinin 3' ve 5' uglar1 birlesik olmadigindan aslinda lineer
molekiillerdir. iki sarmal arasinda degisik uzunlukta tek sarmalli bir bélge vardir. Negatif
zincirin 5' ucunda, sentez sirasinda primer olarak gbrev yapan terminal bir protein
bulunurken; pozitif olan zincir tam uzunluktaki zincirden daha kisadir ve pozitif 5' ucunda
ayni islevi yerine getiren bir RNA oligomeri yer alir. Negatif sarmalin 3' ucu ise 9-10
niikleotidlik artik u¢ (terminal redundancy) ile sonlanir. Bu alan viral replikasyon sirasinda
pozitif DNA sarmalinin sentezindeki kisa zincirin tamamlanmasinda ve sonugta siiper
kivrimli, tamamen ¢ift sarmalli, ¢ember seklindeki DNA molekiiliiniin olusumunda rol
oynar. HBV DNA’nin ¢ember seklindeki yapisal biitiinliigii, her iki zincirin 5 uc¢larindan
birbirine tutunmas ile gerceklesir ve bu nedenle hi¢cbir DNA zinciri kapanmamakta ve

sirkiiler yap1 yapiskan (kohezif) uglarla stirdiiriilmektedir (75, 96, 97, 98, 99).

Bu bolgeler 10-12 niikleotidlik yinelenen dizinlerden meydana gelmis sabit bdlgeler
olup, DR (direct repeats) olarak adlandirilirlar. HBV'nde iki adet DR vardir. Uzun zincirin
5 ucu 1826’nc1 niikleotidde DR1 iginde, kisa olanin 5'ucu ise 1592’nci niikleotid de DR2

icinde yeralir. DR2 uzun zincirin 3' ucuna yakin bir yerde bulunur (76, 88).

HBV DNA’s1 birbirleri ile ige ige olan S (3 zarf proteini; HBsAg, gp36 [Pre-S1] ve
gp42 [Pre-S2]), C, X ve P kisaltmalar ile gosterilen 7 viral protein kodlayan, 4 ORF
bolgesi igerir (103). Genomdaki niikleotid dizilerinin yarisi, birden fazla mRNA sentezi
igin kullanilir. Ayrica ayn1t ORF’lerde birden fazla baslangi¢ kodonu bulunur. Bu sekilde

birbiri ile iligkili, birden fazla proteinin sentezi saglanir. Promotorler, replikasyon sinyalleri
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gibi biitin regiilator elementler ORF’ler tarafindan kodlanir. HBV genomu bazi
bolgelerinde kismen iist liste ¢akisan bir kodlama organizasyonuna sahiptir (94, 95, 97,

100, 101).

Ornegin genomun en uzun geni olan P geni; C ve X genleri ile kismen, S geni ile ise
tamamen ¢akismis halde bulunmaktadir. Sonug olarak uzun sarmal 1.5 defa okunmaktadir.
Bu sebeple HBV, bilinen hayvan viriisleri iginde en kiigiik genomik yapiya sahip

olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan viriistiir (101).

2.3.2.3. Viriis Proteinleri

2.3.2.3.1. Yiizey Proteinleri

Gen organizasyonundan uzun sarmaldaki S (surface-yilizey) geni, major antijen
olarak adlandirilan 226 aminoasitten olusan S proteinini yani yiizey proteinlerini kodlar.
Ayrica baslangi¢ kodonlar: farkli oldugu icin S geni PreS1, PreS2 ve S bolgelerini igerir ve
viriondaki zarf proteinlerini (HBsSAQ) ve diger partikiillerdeki tamamlanmamis HBsAg’yi
kodlar. HBsAg, onemli bir zarf proteinidir ve ndotralizan antikorlar tarafindan taninan
baglica epitoplar, hiicre membranina enfeksiydz partikiillerin tutunmasinda rol oynayan
bolgeleri icermektedir. Pre-S1 geni; bir dnceki medium antijen ile birlikte large antijeni (L)
olusturan 108 aa’ ten olusan bir proteini kodlamaktadir. Pre-S2 geni; 6nceki major antijen
ile birlikte medium (M) antijeni olusturan 55 aa’ ten olusan bir protein kodlamaktadir (91,

93, 102, 103).

2.3.2.3.2. Kor Proteini

C geni lizerinde pre-C ve C olmak iizere iki bolge bulunmakta ve sirayla viral

niikleokapsidin bir pargasi olan ve C geninin esas iriinii olan kor proteinini (HBCAQ) veya
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kanda sekrete edilen HBe antijenini (HBeAg) kodlamaktadir. Post-translasyonal siiregte,
endoplazmik retikulumda konak proteazlari, proteinin karboksi terminalini ayirir ve
HBeAg olusur. HBcAg’nin sentezinin post-translasyonal siireci sonrasinda son halini alan

ikincil tiriin olarak diisiiniilebilir (93, 104).

Kor RNA’s1, viral kora paketlenmekte ve major kapsid proteini olan kor proteinini
kodlamaktadir. Pregenomik RNA olarak gorev yapan kor RNA’s1 kendisini kismen ¢ift
zincirli genomik DNA’ya geviren reverse transkriptaz enzimini yani DNA polimerazi
kodlamaktadir (105).

2.3.2.3.3. X Proteini

X geni tarafindan kodlanir. HBV X proteini (HBXAQ) cesitli gen diizenleyici
fonksiyonlara sahip transkripsiyonel trans-aktivator bir proteindir (90).

2.3.2.3.4. P Proteini

P geni ise DNA polimerazi kodlamaktadir. Bu sebeple farkli baslangi¢
kodonlarindan sentezlenen proteinler de farkli olmaktadir (91, 100, 102, 103).
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Sekil 2.5. HBV’nin genom organizasyonu (106)

2.3.3. HBV Antijen ve Antikorlari

2.3.3.1. HBsAg

HBsAg antijeni HBV’nin yiizeyinde kompleks yapida bulunur ve antijenik
determinantlara (a, d/y, w/r) gore baslica 4 alt tipe (adw, ayw, adr, ayr) ayrilir. W
determinantindaki antijenik degisikliklerle (w1,w2,w3,w4 alt tipleri) birlikte 10 major
serotip tespit edilmistir (79, 107).

HBsAg antijeninin kanda saptanmasi ilk viral gostergedir ve varligi aktif
infeksiyonun kanit1 olarak kabul edilir. En erken HBV ile temastan 1-2 hafta sonra duyarl
yontemlerle kanda saptanabilirler. HBsAg saptanmasindan ortalama 4 hafta (1-7 hafta)
sonra ise hepatitin klinik belirtileri ortaya ¢ikar. Kendini sinirlayan infeksiyonlarda HBsAg
pozitifligi ortalama 1-6 hafta en ge¢ 20 hafta devam eder (108).
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2.3.3.2. Anti-HBs

Koruyucu nétralizan o6zellik gosteren, HBsAg’ye karsi olusan antikorlardir.
Genellikle HBsAg varliginin serumda kaybolmasindan bir siire sonra Anti-HBs saptanir.
Bu ara siireye pencere donemi denir. Bu devre dikkate alinarak anti HBc IgM arastirilmazsa
tan1 atlanmis olur. B tipi akut viral hepatit gegirenlerin %5-15’inde anti-HBs
olusmamaktadir. Infeksiyondan sonraki 6-12 ay boyunca kandaki anti-HBs titresi
yiikselisini stirdiiriir ve daha sonra pozitiflik yillarca devam eder (108). Asilama ve Ig

transflizyonu sonrasinda serumda tek basina anti HBs pozitifligi saptanir (79).

2.3.3.3. HBCcAg

42nm c¢apinda olan virionun kimyasal maddeyle par¢alanmasi sonucunda izole
edilebilen 27 nm ¢apindaki niikleokapsid kor partikiilii, disaridan HBSAQ ve lipid igeren bir
zarf ile ortillmiistiir (109). infekte karaciger dokusunda saptanabilir ancak dolasimda

saptanamaz (79).

2.3.3.4. Anti-HBc

HBcAg’ye karsi olusan antikordur. Anti-HBc IgM, HBsAg’nin saptanmasindan 1-2
hafta sonra serumda pozitiflesir ve hastaligin akut devresinde biitiin hastalarda
saptanmaktadir. Pozitifligi 6-24 ay devam edebilir. HBsAg’nin saptanamadigi %5 kadar
hastada serumda yiiksek titrede anti-HBc IgM antikorlar1 taniya yardimer olur (110).

HBYV infeksiyonu ge¢iren kisilerde, anti-HBc IgG ¢ok uzun siire hatta 6miir boyu
pozitif kalabilir. Ayrica kronik infeksiyon sirasinda reinfeksiyon geligirse tekrar
saptanabilir diizeylere ¢ikabilir (109).
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2.3.3.5. HBeAg

HBsAg ile birlikte ya da cok kisa bir siire sonra serumda belirir ve iyilesen
olgularda ortalama 10 hafta sonra yani HBsAg’nin kaybolmasindan birka¢ giin Once
negatiflesir. Hem akut hemde kronik hepatitlerde infektivite isareti olarak kabul edilir
(108).

HBeAg, viral DNA sentezi igin kalip olarak kullanilan pregenomik RNA
(pgRNA)’dan sentezlendigi i¢cin HBeAg’nin yiiksek miktarda olmasi fazla miktarda
pgRNA sentezlendigini, yani aktif viral serumda 10 haftadan daha uzun siiren pozitifligi

kroniklesme egilimini yansitabilir (109).

2.3.3.6. Anti-HBe

HBeAg’ye karsi olugsmus antikordur. Anti-HBe saptanan tasiyicilarin
infektiviteleri diisiiktiir. Pozitifligi birkag ay-yil devam edebilir (79).

HBYV infeksiyonlarinda saptanan bir bagka viral gosterge DNA ve DNA polimeraz
iceren virionlardir. Bu partikiiller HBsAg’den sonra ortaya cikar ve varliklar1 DNA
polimeraz aktivitesi veya viral DNA ile hibridizasyon yapilarak arastirirlir. Inkiibasyon
déneminin son giinlerinde yiiksek konsantrasyonlara ulastiktan sonra, hepatit tablosunun
gelismesi ile diismeye baslarlar ve genellikle hastanin iyilesmesine yakin gilinlerde

serumda saptanamazlar (108).

2.3.4. Replikasyon Stratejisi
HBV’nin yasam dongiisii birkag asama seklinde degerlendirilebilir (111):
1-Viriisiin spesifik konak hiicresine baglanmasi

2-Viriisiin konak hiicresine girmesi (penetrasyonu)

32



3-Replikasyonun gerceklesecegi bolgeye taginim
4-Viral genomun salinmasi

5-Viral gen iirlinlerinin transkripsiyonu ve translasyonu
6-Olusan tiriinler ile viral replikasyonunun baglamasi
7-Virionlarin olugmasi

8-Olusan viriislerin hiicreden ayrilmasi

Bir¢ok viriisten farkli olarak HBV, yeni sentezlenen viral DNA’nin sitozolden

¢ekirdege girmesine izin veren daha ileri bir arayol igermektedir (111).

HBV’nin hiicreye baglanmasi kritik bir agsamadir ve bir¢ok viriis ve konak hiicre
reseptorleri arasinda etkilesim olmaktadir. Fakat etkilesime giren reseptorler ve

etkilesimleri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (112, 113).

Temel olarak HBV’niin yasam dongiisii, virlisiin hepatosite tutunmasi ve reseptore
bagli endositoz temelli hiicreye girmesi ile baslar. HBV niin tutundugu hepatosit reseptor
veya reseptorler fibronektin, apolipoprotein, poli-insan serum albumini, interlokin-6
olabilecegi disiiniilmektedir. HBV'niin konak hiicreye baglanmasinda rol oynadigi
diisiintilen fibronektin, transferrin reseptorii, apolipoprotein H, polimerize insan serum
albumini, pre-S2 glikan, HBV baglayan faktor gibi bir¢ok reseptor adayr tanimlanmigtir
(97, 114, 115).

Son yillarda, her ne kadar, S proteinine Ozgii bazi reseptorlerin (endonexin I,
siyaloglikoprotein vb.) varligi gosterilmis olsa da, HBV’niin hepatositlere tutunmasinda L
ve M proteinlerinin de 6nemli oldugu saptanmustir. In vitro olarak pre-S1 ve pre-S2'de

karacigere spesifik tutunma bdolgeleri tanimlanmistir (76, 88).
Hepadnaviriislerin viral replikasyonunda ti¢ 6nemli 6zellik vardir (116):

1- DNA sarmallarinin sentezi sirasinda negatif iplik¢igin sentezi pozitif iplik¢igin

sentezinden Once tamamlanmalidir.

2- Viral polimeraz ayn1 zamanda, reverstranskriptaz olarak fonksiyon goriir.
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3- Negatif iplik¢igin sentezinde 5' ucuna kovalent olarak bagli terminal protein
prime edilirken, pozitif iplik¢igin priming’i viral genomik RNA'dan derive olan bir

oligoriboniikleotiddir.

Viriis, hepatositlere baglanma sonrasinda membran flizyonu yoluyla ve
niikleokapsid hiicre membraninda kazandig1 endozom ile viral niikleokapsid sitoplazmaya
girerek pasif difiizyon ve tiibiiler taginim seklinde niikleusa tasinir (117). Tasinma alfa ve
beta hiicresel transport reseptorleri araciligiyla gergeklesmektedir ve islem kapsid proteinin

fosforilasyonuna baghdir (118).

Viral replikasyonun baginda polimeraz enzimi, kismen ¢ift sarmalli ve her iki ucu
serbest halde bulunan DNA relaxed circular DNA (rcDNA)’nin tamamlanmasinda rol
oynar (93, 119).

Viral genom niikleusta kapsitinden ayrilir. Her iki ucu serbest halde bulunan ve
eksik olan bolimi, kismen ¢ift sarmalli DNA’nin kisa sarmaldaki pozitif zincirin 5’
ucundaki bosluk RNA oligoniikleotid tarafindan tamamlanir. Bu esnada uzun sarmalin 5' ve
3' ucglarn arasindaki acgiklik da onarilmis olur. Konak tamir enzimlerinin bu siireci
gerceklestirdigi sanilmaktadir. Sonug olarak tamamen siiper kivrimli, ¢ift sarmalli, uglari
kapali sirkiiler yapida olan bir covalently closed circular HBV-DNA (cccDNA)’s1 meydana
gelir. Viriis infeksiyonundan yaklagik 24 saat sonra cccDNA olusumu goriilmektedir (93,
119).

Replikasyon normal seyrindeyken HBV-DNA 'nin konak genomuna integrasyonuna
rastlanmaz. Ayrica epizom olarak replike de olmaz, daha ziyade sirkiiler tek bir DNA
kopyasi olarak bulunmaktadir. HBV ile infekte olmus kisilerin serumlarinda nadir de olsa
HBCAQg' nin varlig1 gosterilmis olsa da, bu antijen viral replikasyon sirasinda konak hiicre
cekirdeginde siklikla tespit edilebilmektedir. Bu sebeple HBCAQ' nin niikleusa girmesinin
cccDNA'nin ortaya ¢ikmasindan dnce oldugu tahmin edilmektedir (88, 97, 116, 118).

Niikleusta, kalip olarak cccDNA'dan, konak hiicre RNA polimerazinin (RNA
polymerase Il) yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter; 2 adet enhancer)

etkisiyle viral RNA'lar sentezlenir. HBV-RNA'larin hepsinin 3' uglar1 ayni niikleotidde
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(1934’tincii niikleotid) olup, C genine ait ORF'den gelen sinyalin 6zelligine gore ya mRNA,
ya da pregenom seklinde rol oynarlar. Kor promotdr bolgesi viral replikasyonun merkezidir
ve negatif zincirli viral genomundan daha uzun olan 3,5 kb’lik pgRNA sentezlenir ve
pgRNA’dan da 4 tip mRNA sentezlenir (97, 112):

-Uzunlugu genomdan fazla olan 3.5 kb’lik kalip, pre-C/C ile polimeraz proteinlerinin

ekspresyonundan ve viral replikasyondan sorumludur.

-Uzunlugu 2.4 kb olan transkript Pre-S1, pre-S2 ve S proteinlerinin sentezinde

kullanilir.

-2.1 kb'lik olanmi ise, HBsAg'ni kodlarken pre-S1 haricindeki yiizey proteinlerini
kodlamaktadir.

-0.7 kb uzunlugu ile en kiigiik olan m RNA ise X proteininin sentezinden sorumludur.

Replikasyon konak hiicre sitoplazmasinda devam eder ve 3.5 kb lik (+) yiiklii RNA’dan
(- ) DNA sarmali sentezlenir (116).

pgRNA, oncelikle 200-300 molekiilliik ¢ekirdek proteinini sentezletir. Ardindan
kor bolgesi icinde kalan bir baslangi¢c kodonundan polimerazin sentezine baslamasina izin
verir. Sentezlenen polimeraz kendi mRNA’sinin 5’ ucuna baglanarak ters transkripsiyonu
baslatir ve ayn1 anda ¢ekirdek i¢ine yerlesir. Polimerazin sentezlenmesiyle pgRNA sentezi
durur. pgRNA’nin 5’ ucunda bulunan enkapsidasyon dizisi adi verilen diziler viral

polimeraz enzimini baglar ve viral korun yapimi baslar (120).

Cekirdek proteinleri ikiserli yapilar halinde bir araya gelir ve disiilfit baglar ile
stabilize olur. Bu birimlerden 120 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi olusturur.
Negatif iplik¢igin sentez asamasi; direkt tekrar (DR)1 bolgesinin 3' ucundaki terminal
proteinin bulundugu yerden baglar. Enkapsidasyon dizisi tasiyan pgRNA’lar kapsid igine
yerlesir ve pgDNA’dan ters transkripsiyon ile negatif zincirin sentezi viral ¢ekirdek iginde,
sitoplazmada gergeklesir. Bu olayda enkapsidasyon dizisi ¢ekirdek icine bir kopya niikleik
asit yerlesmesini saglar ve ayrica viral DNA sentezini baslatmada da rol oynar. Negatif
DNA sentezlendikten sonra viral polimerazin RNase H aktivitesi ile pgRNA yikilir ve

DNA polimeraz aktivitesi ile 5’ ucundaki RNA primeri kullanilarak pozitif zincir
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sentezlenir. Burada uzun sarmal, kisa zincirin sentezinde kalip olarak kullanilir. Pozitif
zincir sentezi i¢in negatif zincirin 5° ucundaki DR 1 bolgesindeki primer, DR 2 bolgesine
taginir. Sentez 3' ucundan baslar ve uzun zincirin 5' ucundaki terminal proteine gegilinceye
kadar devam eder. Sentez DR2'nin (-) iplik¢igin 3' ucundaki 9-10 niikleotidlik terminal
artik sayesinde, genomun sirkiilasyonu gergeklesir. Her iki zincirin 5° uglar1 bu nedenle
farklidir. Pozitif zincirin yani kisa zincirin sentezi tamamlanamaz ve eksik kalir. Bunun
sebebi kismen ¢ift sarmalli sirkiiler yapidaki kor kisminin kilif proteinleri tarafindan
cevrelenmesi ve ayn1 zamanda polimerazin da tiilkenmesidir. Her iki zincir 5° ug¢larindan
baglanmasiyla rcDNA sentezi tamamlanmis olur (76, 88, 93, 97, 99). Viral genomun
olusmasinin ardindan, endoplazmik retikulum i¢inde partikiiller tomurcuklanarak

glikoprotein zarfin1 kazanir ve vezikiiler tasinim ile hiicre digina salinir (93).

HBYV replikasyonu sirasinda sitoplazmada sentezlenen viral DNA’larin bir kismi
cekirdege taginarak orada siirekli cccDNA havuzu olusturulmasini saglar. HBsAg cccDNA
formasyonunu inhibe ettiinden bunun HBV replikasyonunda negatif feedback

mekanizmasi oldugu kabul edilir (76, 98).

2.3.5. Duyarhlik-Direngclilik

HBV, -20°C de ise yillarca, serum iginde ise 30-32°C* de 6 ay canliligini korur.
Kurutulmus viriis 25°C” de saklandi§inda bir hafta siireyle canliligim devam ettirir. Viriisii
inaktive etmek icin, kuru sicak hava ile 180°C’de 1 saat, otoklavda 121°C’de 15 dakikada
yeterlidir. Kaynatma ile 10-20 dakikada inaktive olur. Kurutulmus viriis 25°C’de
saklandiginda 1 hafta sonunda canliligin yitirir. HBsAg iceren kan, plazma ve diger kan
tirlinlerinin ultraviyole 1sinlarima tabii tutulmasinin infektivite ve antijenik yapi iizerine
etkisi yoktur. Kimyasal ajanlardan; 9%0.1-%0.2 gluteraldehit, %0.5-%21'lik sodyum
hipoklorid (veya 500 ppm serbest klor) izopropil veya etil alkol viriisii inaktive eder (88,
108, 121).
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2.3.6. HBV Subtip ve Genotipleri

Filogenetik analizlere gére, HBVnin, %8 i tiim genom dizisinde, %4’{i asan oranda
ise S geninde farklilik tasiyan varyantlar olmasi sebebiyle, HBV genomunun A, B, C, D, E,
F, G ve H olmak tizere 8 farkli genotipinin oldugu belirlenmistir (122).

Ik kez 1988 yilinda Okamoto ve ark., tiim HBV genomu iginde %8 veya daha fazla
ayrilik ile A’dan D’ye kadar 4 genotipi tanimlamistir (123). 1992 yilinda Norder ve ark.,
daha onceden Okamoto ve ark. tarafindan siniflandirilmasi yapilan HBV genomlarinin S
gen dizilerini siniflandirarak, genomlar arasinda %4.1 kadar kiiciik farklig1 gostermislerdir.
Bu nedenle de, E ve F olarak adlandirilan iki yeni genotipi S gen seviyesinde en az %4
oranindaki farkliligi kullanarak tanimlamiglardir (124). Ardindan D ve H genotipleri ise
Belgika ve Orta Amerika’dan bildirilmistir (125, 126). Yapilan calismalarla birlikte
genotiplemenin, HBV genomunun pre-S ve S genlerinin bir kisim dizilerinin ortaya

cikarilmasiyla miimkiin oldugu gosterilmistir ( 127).

HBV genotip A, B, C, F ve H genom uzunlugu 3215 niikleotid iken delesyon ve
insersiyonlardan dolayi, genotip G genomu 3248 niikleotid ve genotip D genomu ise 3182

niikleotid uzunlugundadir (128).

Kapsamli filogenetik analizler, HBV genotiplerinin kendi i¢lerinde en az % 4
farklilik gosteren subgenotiplere sahip oldugunu gostermistir. HBV genotip A, B, C,D ve F
subgenotipleri  sirasiyla  Al1/A2, B1/B2/B3/B4, C1/C2/C3, D1/D2/D3/D4 ve
Fla/FIb/FI/FII/FIV seklindedir. HBV genotip E ve G’nin ise subgenotipleri yoktur (128,
129).

HBsAg alt tiplerine gore HBV izolatlarimin gruplandirilmas:t 30 yil once
gerceklestirilmistir. Alt tip spesifitelerinin ekspresyonuna katilan HBsAg epitoplari
molekiiliin 2 eksternal ilmegini (loop) iceren bir bdlgedir ve HBV suslarini antijenik olarak
cesitli yapmaktadir. Ayn1 bolge bilinmeyen sayida epitop icermektedir. Bu epitoplar biitiin
wild-tip HBV suslarinda ortak olarak bulunan HBsAg’nin “a” determinanti olarak
tanimlanmaktadir. Belirli HBsAg alt tipleri tarafindan “a” determinantina kars1 olusturulan

antikorlar HBV partikiillerinin infektivitesini notralize edebilmektedir. Bu da biitiin alt
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tiplere karsi ¢apraz korumayr ve mevcut HBV asilar tarafindan indiiklenen koruyucu
immiiniteyi olusturmaktadir. HBsAg alt tipleri; ortak bir drnek determinantlarin iki seti ile
(dly ve wir), 4 farkli alt 6zellikte w determinant1 (w1-w4) ve eksprese edilen tiglincii bir
determinant olan q ile tanimlanmaktadir. HBsAg alt tiplerinin gosterilmesi ise; ortak “a”
determinanti ile baglamakta, sonrasinda da susta identifiye edilen alttip determinantlar ile

devam etmektedir (6rnegin, “adw2”, “ayr”) (102).

S geninin dizi analizi hem genotipleri hem serotipleri tanimlayabilmesine karsin,
genotipler ve serotipler tam olarak birbiri ile 6rtiismemekte, serotip benzerlikleri genetik
iliskiyi dogrulamamaktadir. HBsAg alt tipleri ile HBV genotipleri arasinda bazi iliski
gozlenmigtir. Fakat bircok genotip iki veya daha fazla alt tip ile iliski iginde
bulunabilmektedir (130).

Viriislin cografi dagilimi ile genotiplerin serotipe gére daha uyumlu oldugu ve
molekiiler epidemiyolojik c¢alismalar i¢cin genotiplerin kullaniminin daha yararli oldugu
belirlenmistir. Farkli genotiplerle koinfeksiyon ve genotipler arasi rekombinasyon olasiligt
da gesitli calismalarla gosterilmistir (131). HBV genotip/alt genotiplerinin biyolojik
ozelliklerinde farklilik da olabilecegi belirtilmektedir. HBV genotip/alt genotiplerinin
kiiresel dagilimindaki heterojenite, sadece farkli popiilasyonlarda HBV mutasyonlarinin
prevalansindaki farkliliga sebep olmayip, HBV infeksiyonlarinin klinik seyri ve antiviral

tedaviye yanittaki farkliliktan da sorumlu olabilecegi giderek anlagilmaktadir (130).

HBV genotip ve subgenotipleri cografya iizerinde 06zgiil bir dagilim gosterir.
Genotip A, Kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve sahra alt1 Afrika ile birlikte az
olmakla birlikte Giiney Amerika’da yaygimlik gosterir. Genotip B ve C ise Asya’da
endemik iken genotip D daha ¢ok Akdeniz cevrelerinde ve Dogu Avrupa’da yayginlik
gostermekle birlikte tiim diinyada goriilebilmektedir. Genotip E, Bati1 Afrika; genotip F,
Giiney Amerika ve genotip H ise Orta Amerika’da yaygindir. Son olarak genotip G ise
Fransa, Almanya, Orta Amerika, Meksika ve ABD kapsaminda yaygindir. Ayrn iilkeler ve
bunlarin yerel boélgelerinde, risk grubuna dahil popiilasyon gruplar farkli prevalans

oranlarma sahip spesifik genotipler barindirabilmektedir (128).
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Tiirkiye’de simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda HBV genotiplerinin dagilimi
incelendiginde agirlikli olarak (%100) D genotipinin bulundugu gézlenmektedir (132-139).

Belirli genotipler ile siddetli karaciger hastaligi arasinda baglanti kurmaya calisan
bircok calisma yapilmistir. Fakat tartismali sonuglara ulasilmistir. Bunlardan HBV genotip
D infeksiyonunun ciddi karaciger hastaligi ile iliskili oldugu ve asemptomatik tasiyicilar ile
karsilastirildiginda HSK’11 hastalarda genotip D’nin genotip A’dan daha yiiksek prevalansa
sahip oldugu bildirilmektedir (139, 140).

2.3.7. immiin Kagis Mekanizmalari

Konak immiin sisteminden kacabilmek i¢in HBV c¢ok farkli stratejiler
gelistirmektedir. HBV'ne ve konaga ait olan bazi oOzellikler, virlisin immiin sistem
tarafindan taninmasini engelleyebilmektedir. HBV, reverse transcriptase enzimine sahip
olma 6zelligi ile intraselliiler evrimi esnasinda, kendi DNA'sin1 konak hiicrenin genomuna
entegre etmekte ve boylece bagisik yanitin ortaya ¢ikmasi ile ilgili siiregte goriinmez hale
gelmektedir. Prekor/kor geninde mutasyonlart olusturarak immiin yanit icin kilit

hedeflerden biri olan HBeAg ekspresyonunda kayba yol agarak saklanabilmektedir (141).

HBeAg sentezlenmeyen mutant viriisler ile replikasyon siirmekte ve infeksiyon
devam etmektedir. Akut infeksiyonda viriisiin temizlenmesinde etkin olan antikorlar, yiizey
antijenlerindeki a determinant degisikligine neden olan mutasyonlardan dolay1 nétralize

etki gostermeyebilmektedir (93, 111).

Basta karaciger olmak iizere bir¢cok dokuda HBV bulunabilir. Karacigerden farkli
olarak pankreas ve bobreklerde mikrovaskiiler bariyer sistemi vardir ve bu sebeple viriisiin
bu organlardaki varligi immiin kaynakli doku hasarina yol agmaz. Fakat bobrekler ve
pankreas potansiyel bir rezervuar haline gelir. HBV ile tekrar tekrar infekte olan

karacigerde, viral temizlenme azalir. Bu durum viral persistansi kolaylastirir (141).

Beyin, goziin 6n kamerasi vb. dokularda lenfosit sayisi diger dokulara oranla az

oldugundan dolayr immiinolojik olarak imtiyazli bolgelerdir. Akut HBV infeksiyonunda;
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kilif proteinlerine karsi olusan antikorlarin serbest halde bulunan viriislere baglanarak bir
kompleks olusturduguna, viriisiin duyarli hiicrelere tutunup girmesinin engellendigine ve
kan dolasiminin viriisten temizlendigine inanilmaktadir. Iste bu asamada, farkli sebeplerle
HBsAg ekspresyonunda bir azalma olur veya ylizey proteinlerini kodlayan genlerde

mutasyon olusur ise anti-HBs varligina ragmen infeksiyon devam eder (142, 143).
Birbirinden farkli en az {i¢ mekanizma immiin kagista rol oynar (144, 145);

I. MHC ile baglanmay1r saglayan bolgedeki peptid epitoplarini olusturan

aminoasitlerdeki mutasyonel degisiklikler antijen sunumunu etkileyebilir.

2. TCR temas residiilerinde veya bu bdlgenin konformasyonundaki mutasyonlar
sonucu TCR'iin MHC-peptid kompleksine afinitesi kaybolur. T hiicreleri kendine sunulan

antijenleri tantyamaz. Bu durumda T hiicre aktivasyonu onlenir.

3. Proteinin peptid baglarinda degisiklikler (APL; Altered Peptid Ligands) meydana
gelebilir. Bu durumda antijen ayni MHC molekiiliine baglanir ve antijene 6zgii ayni TCR
ile iliskiye girer. HBV kor proteininin T helper hiicre epitoplarinda meydana gelen
mutasyonlarin antijen taninmasinda kayba yol acarak konak i¢in daha yararli olan hafif
seyirli bir hepatite neden oldugu bildirilmistir (146, 147). Dolayisiyla; viral genomun
translasyonuna ihtiya¢c gostermeyen viral proteinleri sunma yetenegi olmayan HLA
molekiiliinii eksprese eden bir hasta, infeksiyonun ilk dalgasina karsi cevap olusturamaz.

Bu durumda immiin kagis ve infeksiyonun kroniklesmesi kolaylasir (148, 149).

Konu ile ilgili bir diger determinant; TCR varigidir. T hiicresinin MHC-peptid
kompleksine cevap verme yetenegi TCR 6zgiilliigii ile belirlenir. TCR varliginin, konagin
MHC gecmisi ve self peptidleri ile sekillenir. T hiicreleri gelisimleri sirasinda kendi
MHC’ler1 tarafindan sunulan yabanci proteinleri taniyacak ama organizmanin kendi
peptidlerine veya yabanci MHC’lere kayitsiz kalacak TCR'ler eksprese ederler.
T hiicrelerinin gelisimi sirasinda TCR2’nin se¢imi, T hiicrelerinin %95’inde delesyona yol
acabilir. T hiicrelerinin algilarindaki bosluklar nedeni ile baz1 kisiler baz1 viral proteinleri

tantyamaz (141, 150).
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2.3.8. Hepatit B Viriis Mutantlari

HBV’nin replikasyon etkinligine (10* partikiil/giin) olduk¢a yiiksek olmasma

ragmen 2x10* baz degisikligi/yil oranindan daha diisiik mutasyon hizi gosterir.

Bu oran polimeraz aracili geri okuma fonksiyonu olmayan viriislere gére daha diisiik bir
oranda olmasina ragmen mutasyon oranmin bir¢cok DNA viriisiinde goriilen mutasyon

oranindan 10 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (151, 152).

DNA’s1 kismen ¢ift sarmalli olan HBV, yasam dongiisii sirasinda pgRNA'dan
revers transkripsiyonla DNA'ya doniisiir. HBV hizli replikasyon yetenegine sahip olan bir
viriis de olsa; revers transkriptaz enziminin ilk okuma yetenegindeki zayiflik nedeni ile bu
esnada niikleotidlerin yerlesiminde hatalar meydana geebilmekte, genomda kiigiik
mutasyonel degisimler ortaya ¢ikmaktadir (115, 153). HBV genomunda yer alan ORF’lerin
ist tiste binmesinin (overlap) de ka¢inilmaz bir mutasyonlarin gelismesine yol agtigi

bildirilmektedir (90).

Ayrica bu bolgelerde olusan mutasyonlar diger genlerde de degisiklik
oOlusturabilmektedir (153). Bunun yani sira konak-virlis etkilesiminin bir sonucu olarak,
infeksiyonun dogal seyri sirasinda antiviraller ile konak immiin yanitinin baskisi altina
alimmas1 veya spesifik tedavi ile HBV genomunda dereceli olarak olusan bazi
degisikliklerin de mutasyon gelisiminde katkisinin énemli oldugu belirtilmektedir (100,
154).

HBYV niikleotid sekanslariin 6zellikle bazi bolgelerinin (hot spot) mutasyonlara
duyarli oldugu belirtilmektedir (100). Mutasyon gelisimi HBV genomunda raslantisal bir
sekilde meydana gelmekte ve olusan mutasyonlar, viriisle olusturdugu uyum derecesine
bagli olarak replikasyon dongiisii ile sayisim1 artirmakla birlikte meydana gelen mutant

virtisler prevalans kazanmaktadir (151, 155).

Genom iizerindeki herhangi bir yerde (S, pre C/C, X, P, promotor ve enhancer)

ortaya ¢ikabilen bu mutasyonlarin;
a-Tek bir taban bazinin degisimi (nokta mutasyonu),

b-Bir veya daha fazla sayida niikleotidin silinmesi,
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c-Ayni1 sekansin diiz veya ters bigimde tekrar edilmesi,

d-Niikleotid sekanslarinin  yeniden  diizenlenmesi, gibi farkli  genetik

mekanizmalarla olusmaktadir.

Bu nedenler ile HBV mutantlarinin 6nemi; mutant susun hayatiyetini devam
ettirmesine imkan saglamakta, as1 calismalarinda ise basarisizliklara yol agmaktadir (115,

153).

Hepatit B hastaligimin klinik seyrinde de olusan mutasyonlar 6nemli etkilere

sahiptir. HBV’de olusabilecek mutasyonlar (156);

1- Viriisiin antijenik yapisinin degismesine immiin yanittan kacis mekanizmalarinin

olugmasina, sebep olabilir.
2-Antiviral ilaglara kars1 direng gelisimine neden olabilir.
3- Virisiin hiicreye girisini ve entegrasyonunu kolaylastirabilir

4- Virisiin replikasyon sayisinin artmasi ile siddetli klinik sonuglara neden olabilir.

2.3.8.1. S (Yiizey) Mutantlari

S gen bolgesinde olusan nokta mutasyonlar, HBsAg’ye karst immiin sistem
cevabi etkilemektedir. Ciinkii nétralizan antikorlarin hedefi olan a determinantini
(121-149’uncu aminoasitler) etkilemektedir. HBsAg, poliklonal antikor cevabinin olustugu
temel bir hedeftir. Yilizey mutasyonlari nedeniyle HBV ile infekte hastalarda, HBsAg
saptanamayabilmektedir (10, 156). Daha az karsilasilmakla birlikte, yiizey geni ile alakali
mutasyonlara preSl ve preS2 bolgelerinde de bir sekansin yer degistirmesi, yeniden

diizenlenmesi veya silinmesi seklinde olmakla birlikte rastlanilabilmektedir (10).

PreS gen bolgesinin neredeyse tamami P gen bdlgesindeki virlis i¢in zorunluluk
tagimayan spacer bolgesiyle cakistigindan dolayi, burada olugan bir¢ok mutasyonun viriis
icin yasamsal Oneme sahip olmadigi disiinilmektedir (157). Fakat bazi mutasyonlar
PreS1 proteininin (MHBs) sentezinin durmasina neden olarak virion sekresyonunun

inhibisyonuna sebep olmaktadir. Bu durum ise sitotoksititeye sebep olmaktadir (158).
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PreS2 delesyon ya da ATG yanlis eslesme mutasyonlari, B ve T hiicre epitoplarinda

degisimlere ayrica PreS2 proteinin sentezinin durmasina neden olabilmektedir (129).

2.3.8.2. X mutantlari

X geninde olusan mutasyonlarin fonksiyonel énemi tam olarak aydinlatilmamakla
beraber bu tip varyantlarin replikasyon yetenekleri diisiik, infektiviteleri zayiftir (159).
X gen bolgesi, kor promotdr, enhansir II, DRI ve DR2 gibi virlis ekspresyon ve
replikasyonda 6nemi olan diziler igermektedir. PreC gen bolgesi ve P geninin RNase H
bolgeleriyle ortak diziler iceren X gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlar, viriisiin

replikasyon ve ekspresyonda sonug olarak da klinik agidan degisimler olusturabilmektedir

(160).

HBeAg ve HBsAg’si negatif olan hastalarda, 1752-1772 arasindaki niikleotidlerde
(20 niikleotidlik) delesyonun ve genin 3’ ucunda kor promotor/enhansir II blgesinde 1770-
1778 niikleotidleri arasindaki delesyonun (8 niikleotidlik) PreC promotoér bolgesinin ifade
edilmesini azalttigt ve bunun da HBV protein salgisindaki baskilanmanin nedeni
olabilecegi disiiniilmektedir (104). Yapilan calismalarda X geninin C terminal ucunda
meydana gelen mutasyonlar sonucunda X proteini eksik ifade edilmektedir. Tam ifade

edilmemis X proteinin HSK ile yakindan iligkisinin oldugu bildirilmistir (161).

2.3.8.3. Kor ve Prekor Mutantlar:

HBcAg, niikleokapsidin temel proteini olup kor mRNA tarafindan ifade edilirken,
HBeAg proteini ise prekor mRNA tarafindan ifade edilir. Kor mutasyonlar1 konak immun
sistemden kacis mekanizmalarini olusturan viral stratejiler i¢inde degerlendirilir. Bunun

sebebi ise HBcAg viral polimeraz ile pgRNA’nin kapsid yapisi ig¢ine alinmasi igin
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gereklidir. Kapsid proteini de T hiicre bagimli veya bagimsiz antikor {iretimine ve B hiicre
aktivasyonuna sebep oldugundan dolay1 viriisiin immiin yanit meydana getirmesinde
onemlidir (104).

Prekor bolgesinde goriilen en 6nemli mutasyon, HBeAg {iretiminin durmasini veya
azalmasimi saglayan bir stop mutasyonu olan 1896 nt (ya da kodon 28) mutasyonudur.
HBeAg sentezini engelleyen bir diger mutasyon ise, iki farkli noktada HBeAg sentezini
engelleyen 1862 nt mutasyonudur. Bu mutasyon hem pgRNA’nin ters transkripsiyonun
engellenmesiyle hem de sinyal peptid ayrilma bolgesine yakin oldugu i¢cin HBeAg
sentezinin durmast sonucunu dogurur. Prekor mutantlar1 fulminan ve kronik hepatit ile
akut-non fulminan hepatitli hastalarda goriilebilmektedir (10, 104,162). Bu bdlgedeki
mutasyonlar ile hepatositlerde, enkapside olmamis replikasyon aracilarinin birikmesi ve
viral birlesmenin (viral assembly) bloke olmasi ile viral replikasyonu etkilerler.
Bu durum, replikasyon aracilarinin kromozomal DNA’ya entegrasyonunu artirarak
hepatokarsinogeneze katkida bulunmaktadir (163). Kor gen mutasyonlar1 epidemiyolojik

olarak hastalik aktivitesi ile iliskili iken prekor stop mutasyonu klinige daha az yansiyabilir

(104).

2.3.8.4. Bazal Kor Promotor (BCP) Mutantlar:

Bazal kor promotér gen bolgesi (1744-1804 nt), prekor gen bdlgesinin Tist

kismindadir (upstream) ve bu bolge viral replikasyonu diizenlemektedir (163).

Ters transkripsiyon i¢in dnemli olan DR1 bdlgesini igerir ve X gen bdlgesinin C
terminal ucu ile st tiste gelerek hem kor hem de prekor gen bolgelerinin transkripsiyonunu
kontrol ederek ters transkripsiyon igin kalip gorevi gérerek pgRNA’y1 hazir eder (10, 104,
111, 164, 165).

HBeAg {iretiminin azalmasin1 veya durmasii saglayan bazal kor ve promotor
bolgesi mutasyonlari, 1762 nt ve 1764 nt mutasyonlaridir ve HBeAg {iretimini % 70

oraninda diisiirerek viral replikasyonu arttirmaktadir. Bu mutasyonlar promotor gen bdlgesi
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mutasyonlart oldugundan dolayi, kor proteinini veya pgRNA transkripsiyonunu etkiler.
Temelde kor RNA baslangi¢ kodonlarindaki ifadenin azalacagindan 6tiirii, dolayli olarak
gerceklestirilir. Ayrica BCP mutasyonlari ileri safhalarda transkripsiyon faktori (hepatosit
niikleer faktdr 1-HNF baglanma bdlgesini ve X gen mutasyonlarina paralel sekilde etki

ederek viral replikasyonu arttirabilmektedir (104).

2.3.8.5. Polimeraz Mutantlar

Polimeraz gen iirlinleri HBV viral RNA’nin genomik viral DNA’ya doniistiiriilmesi
ve viral RNA’nin kor partikiilii i¢cinde kapsidasyonu i¢in gereklidir. Baz1 mutasyonlar HBV
ters transkriptaz olduk¢a korunmus olmasina ragmen, tanimlanmigtir. Polimeraz geninde
HBV RNA’nin kor partikiilii i¢cine paketlenmesine engel oldugu gosterilen bazi yanlis
eslesme mutasyonlari tanimlanmistir (10). Polimeraz mutasyonlari sebebiyle ortaya ¢ikan

en 6nemli klinik sonug ise antiviral direncin olusmasidir (93).

2.3.9. HBV Epidemiyolojisi

2.3.9.1. Bulasma Yollari

HBV parenteral ve perinatal yolla, perkutan ve mukazal temas eden infekte kan ve

sivilarla ayrica infekte Kisiyle cinsel iligki yoluyla da bulasmaktadir (93).

Transplantasyon, perinatal ya da postnatal anne siitii araciligi ile de bulagma
olabilir. HBV’nin tek 6nemli rezervuari insan oldugundan dolayr yayilmasinda tastyicilik
kavrami olduk¢a onemlidir. Ayrica akut infeksiyon gecirmekte olan bireylerin ve kronik

hastalarin viicut sivilar1 ve kanlari, bulastirmada oldukga 6nemli rol oynar (11, 166).

En sik karsilasilan bulas tiirli, dogum esnasinda infekte salgilar ve kan araciligr ile
bulas gerceklesmektedir. HBV bulagmasi ayni ev iginde, yakin yasama kosullarina sahip

bireyler arasinda da olabilmektedir. Bunlara ek olarak idrar, ter, tiikriik, feces, gozyasi,
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sinoviyal sivilar, vajinal salgilarda bulunmasi bu yollarla da bulagmanin olabilecegini

diistindiirmektedir (11, 93).

2.3.9.2. Tiirkiye’de HBV Infeksiyonu

Ulkemizde 1990 yilindan itibaren hepatit B’li vaka ve 6liim hizlar1 verileri tespit
edilerek kayit altina alinmaya baslamig 2005 yilina kadar olan kayitlar rapor halinde Saglik
Bakanligi tarafindan yaymlanmistir. Raporda her yil hepatit B’li vaka sayisinda ve
hastaligin  morbidite hizinda artis oldugu belirtilirken mortalite hizinin ise azaldigi
belirtilmistir. 2005 yilindan itibaren hastalik bildirimleri standart vaka tanimlar ile

yapilmaktadir (167, 168).

Cizelge 2.1. Hepatit B vaka ve 6liim sayilar1 (Tiirkiye 1990-2004) (167)

Morbidite " Mortalite

Yil Ortasi Vaka Hizi Oliim Hizi

Yillar Niifus Sayisi (100.000) Sayisi (1.000.000)
1990 57.582.446 2620 4,55 18 0.31
1991 57.736.288 2455 425 1 019
1992 59.088.101 2.551 4,32 12 0.20
1993 60.384.474 2276 377 8 0,13
1994 61.779.288 3.099 5,02 24 0.39
1995 63.206.510 2423 3.83 10 0,16
1996 62.727.000 2435 3.88 19 0,30
1997 63.745.000 4.343 6.81 1 0,17
1998 64.786.000 5.003 1,72 10 0.15
1999 65.819.000 4.362 6.63 18 0,27
2000 67.844.903 4115 6,07 17 0,25
2001 69.081.716 5.578 8.07 9 0,13
2002 70.415.064 5.813 8.26 3 0.04
2003 7177271 5.206 725 6 0,08
2004 71.152.000 6.951 9,77 7 0,10

1990 Yilina kadar Hepatit A ve B birlikte bildirildiginden, veriler 1990 ve sonrasini kapsamaktadir. Vaka ve 8lim sayilar rutin bildirim
it inden elde edilmistir. Hizlarin hesapl da kullanilan niifuslar Devlet istatistik Enstitisi 2000 yili nifus sayimina gore
yapilan projeksiyonlardir.

Cizelge 2.2. Hepatit B morbidite ve mortalite hizlar1 (Tiirkiye 1990-2004) (167)
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Ayrica rapora gore, hepatit B vakalarinin yas gruplarina gére dagilimi kapsaminda
en yiiksek vaka oranma 25-44 yas grubunun sahip oldugu gériilmektedir. Ulkemizin
bulundugu bolge hepatit B viriis varligt kapsaminda endemik (%2-8), orta diizeyli bir
bolgedir ve hepatit B yiizey antijeni tasiyiciligt % 4-10 seviyesinde oldugu bildirilmektedir
(169).

Cizelge 2.3. Hepatit B vakalarinin yas gruplarina gére dagilim (Tiirkiye 2004) (167)
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2.3.9.3. Diinyada HBV Infeksiyonu

HBV’nin sebep oldugu ve potansiyel olarak yagami tehdit altinda tutan bir karaciger
infeksiyonu olan hepatit B insanlarda en ¢ok yaygin olan viral infeksiyonlar arasindadir.
HBYV diinya iizerinde ciddi bir saglik sorunu olusturmakla birikte viral hepatitler arasinden
en ciddi sorun olusturanidir. Diinyada 2 milyar insan (diinya niifusunun 1/3’ii) HBV ile
infekte olmakla birlikte bu infekte kisilerin yaklasik 240 milyonu kronik karaciger problemi
yasamaktadir (9, 10).

Her yil ortalama 600.000 (0,5 ile 1,2 milyon) kisi ise HBV’nin meydana getirdigi
cesitli sonuglarla hayatin1 kaybetmekle birlikte 6liim orani temelinde hastaliklar arasinda 10
uncu siradadir. Ayrica karaciger nakilleri sonucunda olusan hastaliklarin % 5-10’undan da

HBYV sorumlu tutulmaktadir (9, 11).

Kronik infeksiyon orani erkeklerde kadinlara gore daha fazladir. Cin ve Asya’nin
diger alanlarinda endemik olan HBV ile bu bolgelerde yasayan insanlarinin ¢ogu ¢ocukluk
caginda enfekte olmaktadir. Yetiskin popiilasyonun %8-10°u ise kronik olarak infektedir.
Bu bolgelerde HBV’ye bagli olarak gelisen karaciger kanserinden oliim, erkek
poplilasyonunda en ¢ok 6liimle sonuglanan kanserler arasinda ilk ii¢ sirada yer almakla
birlikte, kadin popiilasyonunda ise HBV ile infekteligi tasimak kansere en ¢ok yol acan
durumdur (9).

Yiiksek endemisiteli iilkelerde (Hindistan ve Japonya disindaki kalan bircok Asya
iilkesi) HBsAg pozitifligi %8’in {izerindedir. Bu bdlgelerde hayat boyunca HBV ile
karsilagsma riski % 60’tan fazladir. HBV bulas1 sahra-alti Afrika’da kadin ve erkeklerde
neredeyse ayni iken kronik infeksiyon olusma orani erkeklerde daha yiiksektir (170).

Asya-pasifik, diinyadaki tim HBV tasiyicilarmin yaklasik %75’inin  yasadigi
yiiksek endemisiteli bir bolgedir. Diinya niifiisunun %451 yiiksek HBV oranina sahip olan
bu bolgede yasamaktadir. Yiiksek oranda HBV kronik infeksiyonlar1t Amazonlarda, Dogu
Avrupa’nin giiney kesimlerinde ve Orta Avrupa bulunur. Orta Dogu ve Hint alt
bolgelerinde, genel niifusun yaklasik % 2-5 kronik olarak infektedir. Orta endemisiteli

tilkelerde (Kuzey Afrika iilkeleri, Ortadogu tilkeleri, Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu
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Akdeniz havzasi, dogu Avrupa ve Rusya) diinya niifusunun % 43’ii yasamakta ve HBsAg
pozitifligi % 2 -7, HBV ile karsilasma riski ise % 20-60 oranindadir. Diisiik endemisiteli
tilkelerde diinya niifusunun % 12’si yasamakta ve HBsAg pozitifligi % 2’nin altindadir. Bu
bolgelerden olan Bati Avrupa, Kuzey Amerika'da ve Avusturalya niifusun % 1'den azi
kronik olarak infektedir (9, 10).

Worldlll;{epatiﬁs
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2.3.10. HBV Patogenezi

HBV’ii sitopatik degildir bu sebeple viriisiin olusturdugu infeksiyonda karacigerde
meydana gelen hasarda konagin immiin yanit1 viral faktorlerden daha fazla rol oynar (13,
93, 171).

HBV’nin konak hiicreye girisinin 6dnlenmesi ve serbest haldeki viriis partikiillerinin
noétralizasyonu i¢in antikor liretimi 6nemli bir asamadir. Virilisiin zarf komponentlerine
kars1 antikor tretimi infeksiyondan ¢ok Once baslamasina ragmen ilk asamada yeteri
seviyede viriis replikasyonu gerceklesmemesi sebebiyle zarf antijeni yetersizliginden dolay1
olusan antikorlarin tanimlanmasi zor olmaktadir. Virilisiin konak hiicresine invazyonu
oncesinde antikor tretiminin yeterli seviyede aktive olmasi gerekmektedir. Boylece viriis
partikiillerinin hiicreden hiicreye yayilmas1 engellenebilir. Hiicre igerisinde viriis
eliminasyonu ise Sinif I insan lenfosit antijen (HLA-I) sunuculugu temelinde CD8+
sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve infeksiyon bolgesindeki diger spesifik olmayan efektor
hiicreler ile yapilmaktadir (171).

Akut infeksiyon esnasinda HBcAg, HBeAg ve HBsAg proteinlerine karsi giiclii
CDA4+ T hiicre yanit1 gelismektedir. Bu esnada viral temizlik i¢in, viral zarf, polimeraz ve
kor protein epitoplarina kars1 CD4+ T hiicrelerinin yan1 sira CTL yanit1 da olusur ve bu

yanit virlisiin temizlenmesinde 6nemli rol oynar (93, 172).

Karaciger gibi solid organlarda, CTL’lerin direk infekte hiicrelere ulagsmasi siki
hiicre yapisindan dolay1 zordur. Bu sebeple sitokin tiretim adaptasyonu gelismistir. Direkt
olarak HBV replikasyonunun inhibisyonu sitotoksik T hiicrelerinden salinan sitokinlerle

miimkiindiir (93).

HBV DNA’simin hiicre i¢inden temizlenmesi etkin olarak antiviral sitokinler
aracilif ile gergeklestirilir. Bu sitokinleri iireten hiicreler ise dogal ve kazanilmis bagisiklik
sistemi i¢inde yer alan tiimor nekroz faktdr (TNF a), interferon alfa veya beta (IFN a-f3)

gibi hiicrelerdir (171).

Hiicre bazinda CTL’ler tarafindan tanimlanan HBV peptidlerine karsi iiretilen

sitokinler sayesinde viral DNA diisiisii yasanir. Ardindan infekte hepatositlerde sirasiyla
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apoptozis ve nekroz ile sitolitik bir bicimde immiin yanit devam eder. Bu esnada serumdaki
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi yiikselir. Bu sekildeki isleyis dongiisii bir yandan
karaciger hasar1 olustururken diger yandan da viriisiin kontroliinii saglamaktadir. Cesitli
antijen non-spesifik inflamatuvar sitokinleri sitotoksik T hiicreleri salgilar ve bunlar

karacigerde biriktirir. Boylece nekroinflamasyona yonelen bir asamayi baslatir (13).

KHB’li hastalarda virilis replikasyonu onlenemez ve kontrolii saglanamaz. Genel
olarak bu hastalarda HBV-spesifik CD4+ T hiicre ve CTL yaniti saptanamamaktadir. Bu
durumda sitokin tlretilmemekte ve sonug olarak sitokin dengesizligi olusmaktadir. Sonug
olarak immiin yanit zayiflamakta ve bu durumun getirisi olarak da infekte hiicrelerde,
yiiksek viral antijen yogunlugu olugmaktadir. Hiicrenin bu duruma tepki gostermesi sonucu

kalic1 infeksiyon baslamaktadir (171).

2.3.10.1. Klinik Bulgu ve Belirtiler

2.3.10.1.1. Akut infeksiyon

Viicudun HBV ile karsilagilmasinin ardindan, inkiibasyon periyodu genelde 6 hafta
ile 6 ay arasinda degiskenlik gosterir. Asemptomatik infeksiyondan, fulminan hepatite
kadar degisen yelpazedeki bir klinik asamada seyreder. Akut HBV infeksiyonunda (AHB)
3-7 giin kadar siiren baslangi¢c sendromlar1 halsizlik, karin agrisi, bulanti, istahsizlik ve
kusma gibi spesifite gostermeyen belirtiler seklindedir. Sarilik belirtisiyle birlikte bazi
hastalarda goriilen serum hastaligina benzeyen ates, deri dokiintiileri ve artraiji/artrit
seklindeki sikayetler gerileyip kaybolurken istahsizlik, halsizlik gibi yakinmalarda
agirlagma gozlenir (173).

AHB doénemi inkiibasyon periyodu, preikterik faz, ikterik faz ve konvelasan donem
seklinde 4’e ayrilmaktadir (174):
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- Inkiibasyon periyodu (semptom baslangici): Ortalama 75 giin (40-150 giin
arasinda degisebilmektedir) olan bu donemde biyokimyasal laboratuvar test sonuglari
normal degerlerde olmakla birlikte belirgin semptomlar kaydedilmemistir. Fakat, viriisiin
replikasyonunun baslamasiyla beraber serumda HBsAg goriiliir ve bu siireci 1-3 hafta
icinde HBeAg ve HBV DNA’nin saptanabildigi asama izler. Genellikle bu belirteglerin

titreleri ylikselerek, semptom baslangici sonrasi en tepe seviyeye ulasir.

- Preikterik faz: Genellikle 3-7 giin i¢inde sona eren bu fazda istahsizlik, halsizlik,
mide bulantis1 gibi semptomlar spesifiktir. HBsAg, HBeAg ve HBV DNA hala
saptanabilmektedir. Serumdaki aminotransferaz  aktivitesinde yiikseklik saptanir.
Semptomlarin baglamasindan kisa bir siire 6nce HBcAg’ye karst antikor olusumu goriiliir
ve artan bir titreye sahiptir. Immiin yanit ilk olarak immunoglobin M (IgM) ile baslar. Anti-
HBs ve anti-HBe bu fazda goriilmektedir. AHB semptomlarina sahip biitiin hastalarda anti-

HBc (IgM ve IgG) titresi saptabilir diizeydedir.

- Ikterik faz: AHB tanis1 genel olarak bu fazdaki belirtiler ile konulur. Bu fazin
baslangicinda, idrar renginin koyulagsmasit ve sarilik semptomlar1 goriilir. En 6nemli
belirtileri yorgunluk ve istahsizlik olmakla birlikte bu belirtileri kasinma, dokiintii, karin
agrisi, ishal, mide bulantis1 ve kusma seklindeki belirtileri izler. Bu fazda 2-10 kilo kaybi1
tipiktir. Kasinti ve soluk renkte goriinimiindeki diski olusumu genellikle sarilik
baslangicindan sonra goriiliir. Hasta serumlarinda anti-HBc ve anti-HBc IgM goriilmektedir
ve anti-HBc IgM varligi AHB tanis1 igin spesifik ve giivenilir bir belirtectir. Bu dénemde

anti-HBe olusumu goriilebilir, ancak genellikle titresi diigtiktiir.

Klinik sarilikla birlikte ikterik faz ortalama 2-3 hafta i¢inde( birkag¢ giinden birkag
aya kadar devam edebilir) etmekle birlikte getirdigi belirtilerle birlikte son bulur. Bu fazda
serum aminotransferaz aktivitesi siirekli olarak artis gosterken aspartat aminotransferaz
(AST) aktiviteleri normal limit degerlerinin 10 ila 50 kat1 kadar artabilmektedir (173, 174).

Klinik semptomlarin basinda hastalarin ¢ogunlugunda (% 90) HBsAg hala
pozitiftir. Genellikle konvelesan donemde daha hafif devam etmakle birlikte bu belirtecin
pozitifligi semptomlarin goriildiigli donem boyunca siirekli eder. Buna karsin, HBV DNA

ve HBeAg, semptomlarin goriilmeye bagladigi donemde heniiz goriilemeyebilmektedir.
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Bu belirteglerin temizlenmesi, infeksiyonun konak tarafindan tanimlandigi, olumlu bir

serolojik gostergedir (174).

Siklikla AHB’de ilk 8 haftasinda hastalik seyrinde daha genis karaciger nekrozu
gelismesinin sonucu olarak karaciger sentez, salg1 ve detoksifikasyon fonksiyonlarinda ileri
derecede bozukluk gelisebilir ve bu klinik tablo “fulminan hepatit” olarak tanimlanir.
Belirgin karin agrisi, ani ates ylikselmesi ve sarilig1 takiben suur bulanikligi ve derin koma

ile hepatik ensefalopati gelisir. Bu klinik tabloda 6liim orani1 % 70-90°dir (93).

2.3.10.1.2. Kronik infeksiyon

Olgularn bir kisminda HBV’nin karacigerden temizlenmesi basarilamaz. Kanda
HBsAg pozitifliginin alti ay1 agsmasi durumunda bu olgularda kronik infeksiyondan

kuskanilmasi gerekir (173).

KHB infeksiyonu artarda gelen 4 donem igerisinde gelisir. Bunlar; immiin tolerans
dénemi, immiin yanit donemi, immiin kontrol dénemi ve reaktivasyon (HBeAg negatif
KHB) donemidir (173). Her hasta bu fazlardan gegmez ve fazlarin siiresi hastadan hastaya
degiskendir (14, 173, 175).

-Immun tolerans fazi: Ozellikle yeni dogan veya erken ¢ocukluk déneminde HBV
ile karsilasmis olanlarda belirgin bir sekilde gozlenmektedir. HBeAg, HBsAg ve HBV
DNA pozitiftir. Genellikle hastalar asemptomatik ve yliksek viral yiike (2x10°-2x10’
IU/ml) sahiptir. Bu bulgular viral replikasyon hizinin yiiksekligini yansitir. ALT diizeyleri
ve karaciger histolojileri normaldir (173, 176, 177).
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Cizelge 2.4. KHB infeksiyon donemleri (14)

infeksiyon Serum
donemi
HBsAg HBeAg HBV DNA ALT
Immiin tolerans + + TT T Negatif
fazi
Immiin yamt faz + +(-) T T T T T
inaktif donem + _ _ Negatif
Reaktivasyon + _ T
donemi Negatif/ T TT

- Immiin temizlik fazi: Bu dénemin Klinikteki ifadesi HBsAg (+) kronik B
hepatitidir. Bu devrenin devami durumunda karacigerdeki inflamasyon ve fibrotik siireg
devam ederek hastalik karaciger sirozuna kadar ilerleyebilir Immun tolerans fazindan yillar
sonra, viriise gosterilen tolerans kirilmaya baslar. Bu faz, replikatif immun tolerans
fazindan non-replikatif faza gecildigi donem olup HBeAg’den anti-HBe pozitiflige
gecildigi donemdir. Anti-HBe cevabinin olusmasi ile viral replikasyon genellikle kesilir ve
karaciger hastalig1 inaktif hale geger. Olusan immun yanitin neticesinde karaciger hiicre
hasar1i, bununla iligkili biyokimyasal bulgular (ALT, AST yiiksekligi) ve karaciger
biyopsisinde aktif inflamasyon bulgulari ortaya ¢ikar (173, 178).

- Inaktif faz: Immiin yanit déneminin sona ermesiyle birlikte hastalar inaktif

doneme gecer. Bu donemde HBV DNA (-) veya diisiik diizeylerde bulunur. Hastalarin
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bazilarinda bu fazin ardindan bir daha aktif infeksiyon formlar1 gelismez. Eger immiin
cevap doneminde agir bir karaciger hasari meydana gelmisse virolojik aktivitenin
bitmesinin ardindan histopatolojik diizelme ve ALT seviyesinin de normale dénmesi ile
tipik bir inaktif tastyicilik 6rnegi olusur. Inaktif tasiyicilarda zamanla anti HBs pozitifligi
gozlenebilecegi gibi HBsAg’nin negatiflesmesi gibi hastaligin yeniden aktif formlara
gecmesi de miimkiindiir. Bu donemin o6zelligi ALT diizeylerinde dalgalanmalar

gbzlenebilmesidir (173).

- Reaktivasyon fazi: Aktif replikasyon ile pasif KHB doneminin aktif hale gectigi
fazdir. Bu fazda HBV DNA siklikla konak kromozomal genomuna entegre olur. HBSAg
HBV DNA entegre olmus konak hiicreleri tarafindan iiretilmeye devam edilir. Bir kisim
hasta inaktif tasiyici olarak kalirken, bir kisim hastada (% 12-14) ise HBV’nin prekor ve
kor promotdr gen bolgelerinde mutasyon gegirmesi ile HBeAg (-) KHB gelisir (96, 184).
Reaktivasyon faz1 siklikla HBsAg’nin negatiflesmesini takiben olusur. Reaktivasyona
genellikle semptomlarin yeniden goriilmesi ve ALT ve AST aktivitelerindeki yiikselme

eslik eder. KHB infeksiyon seyri karaciger hasarinin siddetine baglidir (14, 174).

2.3.11. HBV ve Hepatoselliiler Karsinoma

Primer karaciger hiicrelerinin malign tranformasyonu sonucu gelisen nodiillere veya
kiitleye HSK denir. HSK belirli boyutlara ulasmadan ortaya ¢ikmaz. Belirti ve bulgular
kendinden ¢ok temelinde yatan kronik karaciger hastaligina aittir. Viriislerle iliskili

HSK’da hemen her zaman zeminde siroz vardir (179).

HSK ve siroz olusumu Hepatit B infeksiyon varliginda dogal seyirde goriilebilir.
HBYV kronik tastyicilart normal bir kimseye oranla HSK gelisimi yoniinden daha biiyiik risk
altindadir (13).

Diinya iizerindeki HSK olgularimin %53’tintin HBV ile infeksiyon iligkisi
kurulmustur. HSK gelisim asamalari, KHB hastalarinda tam olarak bilinmemekle birlikte

yapilan calismalarda viicudun HBV ile karsilasmasi sonucu olusturdugu karsi immiin
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sistem yanitinin siddeti, konagin HSK’ya yatkin olmasi gibi genetik faktorler, HBV
replikasyon oraninin yiiksek olmasi, HBV genomunda meydana gelen mutasyonlar ile

iliskili olabilecegi vurgulanmaktadir (14, 15).

Kronik infeksiyonda etkili olmayan bir immiin yanit ana onkojenik faktor
olabilmektedir. Ayni T-hiicre yanit1 farkli etkilere sahip olabilmektedir. S6yle ki, T-hiicre
yanit1 olmast gerektigi seviyede giiclii ise, karaciger HBV’den eradike edilebilir. Eger
eradikasyon gerceklesmezse, HBV’nin pro-karsinojenik etkisi nekrotik inflamatuar hastalik
ile indiiklenebilmektedir. Bu yolla immiin sistem aracili kronik karaciger inflamasyonu,
hiicre 6liimii ve daha sonra hiicre proliferasyonu ile genetik degisiklikler ve kanser olusma

riski ortaya ¢ikmaktadir (15).

HBV DNA integrasyonu ie kromozom 17 iizerinde bulunan tiimor siipresér genlerin
translokasyonu integrasyonla olabilir ve p53, HBV’nin rol oynadigi timor gelisiminde
etkili olabilir (180).

Cografik olarak HSK’da, HBV nin hiperendemik ya da endemik oldugu bdolgelerle
timdr olusumunun yiiksek oldugu bolgeler paralellik gostermekle birlikte HSK
insidansinin diisiik oldugu bolgelerde HBV tasiciliginin da diisiik olmasi1 dikkat ¢ekicidir
(181).

Ulkemiz HBV sikligi agisindan orta derece endemik bolgeler arasindadir ve
yaklasik 3 milyon kisinin HBV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (182). European
Centre for Disease Preventionand Control (ECDC)’nin Eyliil 2010°da hepatit B’ye iliskin
teknik raporunda Tiirkiye’de genel popiilasyonda hepatit B prevalans: bolgelere gore %2-8
arasinda bildirilmistir. Siroz hastalarinda HBsAg prevelanst %64, hepatoselliiler karsinoma
vakalarinda HBsAg prevelansi %54 olarak bildirilmistir. Bu rapora gore Avrupa iikeleri ile
kiyaslandiginda genel popiilasyonda hepatit B prevelansinin en yiiksek oldugu iikelerden
biri Tiirkiye’dir (183). Ulkemizde yapilan calismalarda hepatit B prevalansinin batidan
doguya dogru gidildikge arttigi, Eskisehir, ~ Antalya, Adana, Elaz1g, Sivas ve Erzurum’da
yiiksek oranlarda bulundugu,  Diyarbakir’da HBsAg pozitiflik oraninin %10’lara ulastig

bildirilmektedir.  Kan dondr ¢alismalarina gére HBSAQ pozitifligi lilkemizde yillar iginde
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azalma gostermektedir (%5,2’den %2,97°ye). HBV’nin 8 genotipi iginde Tiirkiye’de
genotip D’nin birgok ¢alismada %100 oraninda bulundugu bildirilmektedir (184, 185).

Tirkiye’deki HSK insidansi, 2003 yili Saghk Bakanligi verileri temelinde,
0.83/100.000 oranindadir (186).

Diinya genelinde HBV tasiyicist sayisi yaklastk 360 milyondur ve yine bu
tastyicilarin yaklagik olarak Y2’tinde HSK olusumu gozlenmektedir. Her yil, kronik infekte
olan kadinlarda 120-178/100.000 ve erkeklerde 340-804/100.000 oraninda timor olusum

insidans1 raporlanmaktadir (181).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Gastroenteroloji Bilim Dalina 2011 yilindan itibaren tedavi ve kontrol takip amaciyla
bagvuran 54 kronik HBV hastasi, HBV DNA pozitif siroz hastasi ve HSK hastasindan
temin edilen kan 6rnegi ile Adana Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Seyhan
Uygulama Merkezi’ne 2011 yilindan itibaren basvuran 13 KHB tanisi1 konmus siroz ve
HSK hastasindan temin edilen toplam iki merkezdeki 67 hastadan temin edilen ornekler
kullanilmistir. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan
Merkezi’ne bagvuran 33 goniillii kan bagiscisinin kan o6rnegi kontrol grubu olarak

calismada yer almistir.

Calisma i¢in demografik bilgileri igeren bir form hazirlandi. Hastanin yasi,
cinsiyeti, kullandigi medikal ilag, karaciger enzimleri, ailesinin kanser gegmisi ve yasam

bicimi hakkinda kisa bilgiler alind1.

Bu tez caligmasma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhig, Etik Kurul
Bagkanligi’nin 09.02.2012 tarihli ve 2012/80 sayili karari ile ‘Etik Kurul Onay1’ aldiktan

sonra baglanmistir.

3.2. Kullanilan Aracg ve Gerecler:

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

-80°C Sogutucu (Heto Ultrafreeze )
Buzdolab1 (Indesit)

Derin Dondurucu (Ugur)
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e 8 kanalli pipet (Gilson)

e 16 kanall1 pipet (Gilson)

e Dynamic Array 96.96, (Fluidigm)

e Yiiksek kapasiteli RT-PCR Sistemi (Fluidigm, Biomark, USA)

e LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied science)
e Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

3.2.2. Kullanilan Malzemeler

e High Pure miRNA Isolation Kiti; Katalog no: 05080576001 (Roche
Diagnostics, Manheim, Germany)

e Tiip (2x50), toplama tiipleri (2x50)

e 1.5 ml.lik ependorf (DNase, RNase Free)

e 0.5 mllik ependorf (DNase, RNase Free)

e 96 Well PCR Plate, Katalog no: 1402-9400 (USA Scientific)

e PCR Plate Film, Katalog no: 2921-7800 (USA Scientific)

e DNA siispansiyon buffer

e TagMan PreAmp Master Mix, 2X, Katalog no: 4391128 (Applied
Biosystem)

e MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1, Katalog no:
4444750 (Applied Biosystem)

e MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0, Katalog no:
4444750 (Applied Biosystem)

e 8li strip tiip

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

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

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

e Reverse Transcriptase (ABI)

e RNase Inhibitor

e DNase, RNAse Free Water

e MgCl,
e Sample&Assay LoadingKit, Katalog no: 85000802 (Fluidigm)
e RNUA48

Yapilan ¢alisma dretici firmanm (Fluidigm PN: 100-1616 B2) o6nerdigi Yyol

izlenerek gerceklestirilmistir.

3.2.3. MikroRNA Analizi:

3.2.3.1. Serum Eldesi:
Kan 6rnekleri 10ul’lik normal tiiplere alinarak en geg 2 saat icerisinde isleme alinda.

1. Tipler 15 dk siireyle 4.000 rpm de santrifiij edildi.

2. Santrijiij isleminin ardindan tiipler sarsmadan dikkatlice santrifiijden
cikarildi. Tiipiin tist kisminda toplanan serum dikkatlice temiz bir mikrosantrifiij
tiipline aktarildi.

3. Mikrosantrifiij tiipleri ait olduklar1 hastalarin bilgileriyle numaralandirildiktan sonra

-80°C de isleme alinacag giine kadar beklemesi amaciyla dondurucuya kaldirildi.
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3.2.3.2. MikroRNA izolasyonu:

MikroRNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) kullanilarak

toplanilan serumlardan miRNA izolasyonu yapildi.

1.

Serum Orneklerinden 150ul’lik kisim DNase, RNAse free mikrosantrifiij tiiplerine

aktarildi.

. Her bir mikrosantrifiij tiiptine 312ul’lik Binding buffer ve 200 ul Binding Enhancer

eklenerek karistirildi.

Filtreli tiip toplama kabina aktarilan ornekler 1 dk siireyle 13.000g de santrifiij
edildi ve ardindan toplama kaplar atildi.

Filtreli tiipler temiz toplama kaplarina alinarak tizerine 500 ul Wash Buffer eklendi
ve 30 sn siireyle 13.000 g de santrifiij edildi. Toplama kaplar atild1.

Filtreli tlipler temiz toplama kaplarina alind1 ve tizerine 300 ul Wash Buffer eklendi.
Bu islemi takiben once 30 sn ardindan 1 dk olmak iizere 13.000 g’de santrifiij
edildi.

DNase, RNase free mikrosantrifiij tiiplerine aktarilan filtreli tiiplerin {izerine 50 pl
Elution Buffer eklendi. Ornekler 1dk siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi ve
ardindan 13.000 g de 1 dk santrifiij edildi.

. Bu islemler sonucunda elde edilen total RNA bir sonraki isleme kadar -80°C de

saklandi.

3.2.3.2.1. MikroRNA Taqman cDNA Protokolii:

. RNA o6rnekleri -80°C den ¢ikarild1 ve erimeye birakildi. Ardindan 30 sn santrifiij

edilerek cDNA protokolii hazirlanana kadar soguk blok tizerinde bekletildi.
Asagidaki karisim hazirlanarak temiz 8°li strip tiiplerin (0.3ml) her bir kuyusuna 42
ul olarak pipetlendi.

Karisim: (Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4366596)
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] MegaPIex RT Primers(loX) A\(Applied Biosystems, PN 4401009) veya B (appticd Biosystems, PN 4401010)

60.00 pl
e dTTP’li ANTP (100mM) 15.30 pl
e MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ ul) 115.00 pl
e 10X RT Buffer 61.30 pl
e MgCl,(25mM) 69.00 pl
¢ RNase Inhibitor(20U/ pl) 7.60 pl
e Niikleazlardan arindirilmis su 16.80 pl

Toplam: 345.00 pl

3. 8’li strip tiiplere aktarilan bu karisimdan 3 pl, 8 kanalli pipet kullanilarak 96
kuyuluk PCR plate’e dagitildu.

4. RNA orneklerinin bulundugu 96 kuyuluk plate, 8 kanalli pipet 2 pl’ye ayarlanarak
RNA ornekleri alindi ve ¢cDNA karisimlar: tizerine eklendi. 5-6 kez pipetajlanarak
RNA o6rneklerinin cDNA karigimi ile iyice karigmasi saglandi.

5. Plate’in yiizeyi yapiskanl film ile saglam bir sekilde ortiilerek 1 dk santrifiij yapildi
ve ardindan 5 dk siireyle inkiibasyon i¢in buz iizerine birakildi.

6. miRNA TagMan cDNA Thermal Protokolii iistten 1sitma 6zelligi olan bir thermal

cycler da asagida bahsedilen programa gore calistirildi.

-miRNA TagMan cDNA Termal Program

e 16°C 120 sn

o 42°C 60sn 40 dongii
e 50°C 1sn

e 85°C 300sn

e 4°C 00
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3.2.3.2.2. MikroRNA TagMan PreAmplifikasyon Protokolii:

1. cDNA o&rneklerinin bulundugu 96 kuyuluk plate -80°C’den ¢ikarilarak erimeye
birakildi ve ardindan 30 sn santrifiij edildi.

2. 8 kanall1 pipet kullanilarak 2 ul cDNAGrnegi yeni bir 96 kuyuluk plate aktarildi.
Uzerine 8 pl DNA Suspansion Buffer eklenerek pipetaj yapildi.

3. PCR karigimi 96 ornek (95 cDNA ornegi+1 Negatif kontrol) icin asagidaki
reaktifler hazirlandi ve 8’li strip tiipiin her bir kuyucuguna 62 ul pipetlendi

Kullanilan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4391128)

-TagMan PreAmpMaster MiX,2x(Applied Biosystems, PN 4391128) 287.50 pl
-MegaPlexPreAmpPrimers,(110x)(AppliedBiosystems, PN4401009- 57.50 pl
PN4401010)

Toplam: 345.00 ul

4. 8 kanalli pipet 3 pl’ye ayarlanarak yukaridaki karisim temiz bir 96 kuyuluk plate’e
aktarildi. 96 kuyucugun her birine islem tekrarlandi.

5. Diliie edilmis cDNA ornekleri az once hazirlanan PCR karigimi {izerine 2 pl
seklinde 8 kanalli pipet kullanilarak aktarildi. Pipetaj ypilarak iyice karigmalar
saglandi.

6. Plate’in iizerine yapiskanli film ile kaplanarak 1 dk siireyle santrifiij edildi ve
ardindan 5 dk siireyle inkiibasyona birakildi.

7. mIRNA TagMan PreAmp Thermal Protokolii asagida belirtildigi sekilde istten

1sitma 6zelligi olan bir thermal cycler da ¢alistirildi.

-PreAmp Thermal Program

e 95°C 600 sn
e 55°C 120 sn 18dongii
e 72°C 120 sn
e 95°C 15sn
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e 60°C 240 sn

e 099°C 600 sn
e 4°C o0

8. PreAmplifikasyon sonunda 2 pl PreAmp cDNA temiz bir 96 kuyuluk plate’e
aktarildi. Uzerine 18 ul DNA suspansion Buffer koyularak 1:10 olacak sekilde
sulandirildi.

9. PreAmp cDNA’lar ayni giin kullanilacaksa 4°C’de, kullanilmayacaksa -80°C’de

saklandi.

Bu protokol Pool A ve B preamp primerleri i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere cDNA A ve B

olarak iki panel seklinde uygulanmistir.

-miRNA analizi:

cDNAlar Dynamis Arrayler iizerinde 24 miRNA i¢in Yiiksek Kapasiteli Real-Time
PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanilarak analiz edildi.

3.2.3.3. Dynamic Array 96.96’nin Hazirlanmasa:

Bir adet Dynamic Array 96.96 alarak paketi agild1. Ust ve alt kisimlarinda bulunan
kiiglik hiicrelere her hiicreye bir enjektdr olmak kosuluyla Control Fluid’lar yiiklendi.
Dynamic Array 96.96 y1 IFC Controller’a yerlestirildi ve PRIME edildi. Bu islem 20 dk

kadar siirmektedir, bu siire esnasinda asagidaki islemler yapildi:
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3.2.3.3.1. Ornek ve PCR Karisimmin Hazirlanmasi:

1.

2.

&

Asagidaki karisim 96 6rnek icin (95 ¢cDNA 06rnegi+1 Negatif kontrol) hazirlandi

(6lii hacimler hesaba katilmistir).

-TagMan Universal PCR Master MiX (No AmpErase UNG ) 490.00 nul
-GE Sample Loading Reagent (rluidigm, PN85000746) 49.00 pl
Toplam: 539.00 pul

Yukaridaki karigimdan 8’li srip tiipe her bir kuyucuga 65 ul olacak sekilde
pipetlendi.

Temiz bir 96 kuyuluk plate alindi ve yukaridaki karisimdan 3.85 pl her bir
kuyucuga pipetlendi. Daha sonra 8 kanalli pipet kullanilarak 3.15 ul diliie
preamplifiye cDNAlar alinarak karisim tizerine pipetlendi. Her pipetlemede pipetaj
yapilarak orneklerin iyice karigmasi saglandi.

Biitiin 6rnekler bu sekilde karistirildiktan sonra Master mix+ diluted PreAmplified
c¢DNAnin her birinden 5 pl alarak dikkatli bir sekilde Dynamic Array 96.96 da
SAMPLE seklinde isaretli boliime pipetlendi.

3.2.3.3.2. ASSAY Karisimin Hazirlanmasi:

Calismaya baglamadan once A ve B assay plateleri, toplamda 30 ul DNAse/RNase
free su ve Assay Loading Reagent ile 1:1 olacak sekilde ¢oziildii.

Coziilen assaylerden 4.5 pl alimarak Dynamic Array 96.96 da ASSAY seklinde
isaretli boliime pipetlendi.

Assay plate ayni giin iginde kullanilacaksa 4°C’de aksi taktirde -20°C’ye kaldirild.
Dynamic Array 96.96 IFC Controller’a konularak LOAD program ¢alistirildi.
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3.2.3.3.3. MikroRNA TagMan Dynamic Array Protokolii

1.

Load ve Mix islemi bitince BioMark Data Collection software de Start’a New
Run’a tiklandi. Bu arada BioMark {izerindeki 1siklarin ikisininde yesil olmasina
dikkat edildi. Ciinkii bu lambanin agildigimi ve cihazin hazir oldugunu
gosterir.Dynamic Array 96.96 BioMark’ a yerlestirildi ve Load’a tikland.

Chip Run File ekraninda ‘This is a new chip run’a tiklandi. Dosyay1 nereye
kaydedecegimiz ve dosyanin isminin ne olacagi secildi ve Next’e tiklandi.
Application, Reference and Probes ckraninda Application boliimiinde Gene
Expression’u Passive Reference boliimiinde ROX ve Assay boliimiinde ise Single
Probe isaretlendi ve asagida agilan kissmdan FAM-MGB 1 secildi ve Next’e
tiklandi.

Protokol olarak GE 96.96 Standart V1 thermal protokolii secildi ve Auto
Explosure’un se¢ili oldugundan emin olundu ve Next’e tiklandi.

Start Run’a tiklayarak ¢alisma baslatildu.

3.3. istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alismanin sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Fluidigm

(BioMark) Data Collection Software v.2.1.3 ile elde edilen veriler Biogazelle gbasePLUS

programina aktarilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel hesaplamalar Mann

Whitney U testi ile yapildi ve anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 65 hastanin 50 (%76,92)’si erkek, 15 (%23.08)’i kadindi
(Cizelge 4.1.). Hastalarin tamami 20-73 yas grubunda idi.

Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi

CINSIYET n %
Erkek 50 76.92
Kadin 15 23.08

Toplam 65 100.0

Yapilan ¢alismada; KHB, KCS, HSK ve kontrol gruplarinda Pool A ve B preamp

primer panellerinde belirlenen miRNA’larin ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.

HSK ile kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin  ekspresyon
diizeylerinin karsilastirilmasinda (Cizelge 4.2.), kontrol grubuna gére HSK hastalarinda
miR-223-3p azalan; miR-92a-3p, miR-122-5p ve miR-125b-5p’nin ise artan bir ekspresyon
seviyesine sahip olup anlamui bir istatistiksel iliski (p< 0,05) bulunmustur. Panelde yer alan
diger mMIRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli (p>0,05)

bulunmamastir.
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Cizelge 4.2. HSK/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karsilastirilmasi

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(HSC/Kontrol) degisimi
miR-223-3p HSK/Kont. 0.079/1.00 12.65 kat 0.0001446
miR-92a-3p HSK/Kont. 2.446/1.00 2.44 kat T 0.02434
miR-122-5p HSK/Kont. 9.993/1.00 9.99katT 0.02778
miR-125b-5p HSK/Kont. 1.899/1.00 1.89 katT 0.04186
miR-342-3p HSK/Kont. 2.254/1.00 1.25 katT 0.2131
RNUA48 HSK/Kont. 0.195/1.00 5.12katl 0.3564
miR-375 HSK/Kont. 2.430/1.00 2.43katT 0.3666
miR-150-5p HSK/Kont. 1.156/1.00 1.156 katT 0.4361
miR-423-5p HSK/Kont. 1.221/1.00 1.221 kat? 0.4767
miR-10a-5p HSK/Kont. 3.318/1.00 3.318 katT 0.5000
miR-223-5p HSK/Kont. 0.198/1.00 5.05 kat 0.5000
miR-206 HSK/Kont. 1.342/1.000 1.342 kat? 0.1048

KHB ile HSK grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda (Cizelge 4.3.), HBV grubuna gére HSK hastalarinda miR-92a-3p ve
miR-423-5p’nin artan bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve aralarinda anlamli bir
istatistiksel iligki (p<0.05) oldugu bulunmustur. Panelde yer alan diger miRNA ekspresyon

seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) bulunmamustir.
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Cizelge 4.3. KHB/HSK grubu miRNA ekspresyon seviyeleri kargilagtirilmasi

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(KHB/HSK) degisimi
miR-92a-3p KHB / HSK 1.107/ 2.446 2.209 KAT T 0.02314
miR-423-5p KHB / HSK 0.400/ 1.221 3.05 KAT T 0.04537
miR-150-5p KHB / HSK 0.820/ 1.156 1.409 KAT T 0.1454
miR-223-3p KHB / HSK 0.180/ 0.079 2.278 KATY 0.1655
miR-125b-5p KHB / HSK 2.852/1.899 1.501 KATY 0.1864
miR-342-3p KHB / HSK 0.398 /2.254 5.66 KAT T 0.2001
miR-206 KHB / HSK 1.572/1.342 1171 KATY 0.2983
miR-122-5p KHB / HSK 13.771/9.993 1.378 KATY 0.3398
RNU48 KHB / HSK 0.573/0.195 2.938 KATY 0.3961
miR-375 KHB / HSK 3.513/2.430 1.445 KATY 0.4811
miR-223-5p KHB / HSK 4.234/0.198 21.38 KATY 0.6000
KHB kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon

diizeylerinin karsilastirilmasinda (Cizelge 4.4), kontrol grubuna gore HBV hastalarinda
mMiR-125b-5p’nin artan, miR-223-3p’nin ise azalan bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu
ve aralarinda anlamli bir istatistiksel iliski (p< 0.05) oldugu bulunmustur. Panelde yer alan
diger mMIRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli (p>0.05)

bulunmamastir.
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Cizelge 4.4. KHB/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karsilagtiriimasi

mMiRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(KHB/Kontrol) degisimi
miR-125b-5p KHB / Kont. 2.852/1.000 2.852 KATT 0.002703
miR-223-3p KHB / Kont. 0.180/1.000 5.55 KATY 0.01513
miR-423-5p KHB / Kont. 0.400/1.000 2.5 KATY 0.06147
miR-122-5p KHB / Kont. 13.771/1.000 13.771 KATT 0.08824
miR-206 KHB / Kont. 1.572/1.000 1.572 KATT 0.1267
miR-150-5p KHB / Kont. 0.820/1.000 1.219 KATY 0.2427
miR-342-3p KHB / Kont. 0.398/1.000 2.51 KATV 0.3,021
miR-375 KHB / Kont. 3.513/1.000 3513 KATT 0.3242
miR-92a-3p KHB / Kont. 1.107/1.000 1.107 KAT?T 0.3529
miR-223-5p KHB / Kont. 4.234/1.000 4.234 KATT 0.3846
miR-10a-5p KHB / Kont. 2.828/1.000 2.828 KATT 0.5000
RNU48 KHB / Kont. 0.573/1.000 1.745 KATY 0.5235

KHB ile KCS grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirilmasinda (Cizelge 4.5.), KHB grubuna goére KCS hastalarinda miR-150-5p’nin
artan bir ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve bu seviyenin istatistiksel olarak anlamli
(p< 0.05) oldugu bulunmustur. Panelde yer alan diger miRNA ekspresyon seviyeleri ise

istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) bulunmamustir.
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Cizelge 4.5. KHB/KCS grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karsilagtiriimasi

mMiRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(KHB/KCS) degisimi
miR-150-5p KHB/KCS 0.820/1.926 2.348 KAT?T 0.007031
miR-223-3p KHB/KCS 0.180/0.072 2.5 KATY 0.1516
RNU48 KHB/KCS 0.573/0.001 573 KATY 0.1667
miR-206 KHB/KCS 1.572/0.404 3.891 KATY 0.2262
miR-423-5p KHB/KCS 0.400/0.472 1.18 KAT?T 0.2669
miR-122-5p KHB/KCS 13.771/ 13.377 0.971 KAT?T 0.2907
miR-125b-5p KHB/KCS 2.852/ 2.465 1.156 KATY 0.3207
miR-342-3p KHB/KCS 0.398/1.208 3.035 KATY 0.3598
miR-92a-3p KHB/KCS 1.107/1.274 1.150 KAT? 0.4689
miR-375 KHB/KCS 3.513/4.502 1.281 KATY 0.4726

KCS ile kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon
diizeylerinin karsilastirilmasinda (Cizelge 4.6.), kontrol grubuna gore KCS hastalarinda
miR-223-3p’nin azalan, mMIiR-122-5p ve miR-125b-5p’nin ise artan bir ekspresyon
seviyesine sahip oldugu ve bu seviyenin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu
bulunmustur. Panelde yer alan diger miRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak

anlamli (p>0.05) bulunmamustir.
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Cizelge 4.6. KCS/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmasi

miRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(KCS / Kontrol) degisimi
miR-223-3p KCS/Kont. 0.072/1.000 13.88 KATY 0.0009440
miR-122-5p KCS/Kont. 13.377/1.000 13.377KATT 0.02778
miR-125b-5p KCS/Kont. 2.465/ 1.000 2.465 KATT 0.03670
miR-423-5p KCS/Kont. 0.472/1.000 2.118 KAT 0.06586
miR-150-5p KCS/Kont. 1.926/1.000 1.926 KATT 0.06777
RNU48 KCS/Kont. 0.001/1.000 1000 KATY 0.09091
miR-92a-3p KCS/Kont. 1.274/1.000 1.274 KATT 0.3001
miR-206 KCS/Kont. 0.404/ 1.000 2.475 KATY 0.3013
miR-375 KCS/Kont. 4.502/1.000 4502 KATT 0.3048
miR-342-3p KCS/Kont. 1.208/1.000 1.208 KATT 0.4163
miR-223-5p KCS/Kont. 5.735/1.000 5.735 KATT 0.4167

HSK ile KCS grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda (Cizelge 4.7.), panelde yer alan miRNA ekspresyon seviyeleri

istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) bulunmamustir.
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Cizelge 4.7. HSK/KCS grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karsilagtiriimasi

mMiRNA Karsilastirma Mean Ekspresyon P (P<0.05)
(HSK/KCS) degisimi
miR-423-5p HSK/KCS 1.167/0.451 2.587 KAT T 0.5
miR-92a-3p HSK/KCS 2.411/1.254 1.92 KAT T 0.5
miR-150-5p HSK/KCS 1.117/1.916 1.67 KAT | 0.5
RNUA48 HSK/KCS 0.202/0.001 201 KAT 1 0.5
miR-206 HSKJ/KCS 1.328/0.400 3.32KAT T 0.5
miR-125b-5p HSK/KCS 1.855/2.414 0.768 KAT ¥ 05
miR-122-5p HSK/KCS 10.065/13.445 0.748 KAT 4 0.5
miR-375 HSK/KCS 2.451/4.547 0.539 KAT { 0.5
miR-342-3p HSK/KCS 2.172/1.161 1.87 KAT T 05
miR-223-5p HSK/KCS 0.078/0.071 1.098 KAT T 0.5
miR-223-3p HSK/KCS 0.203/5.906 0.034 KAT ¥ 0.5

Genel olarak galismada ekspresyon seviyeleri aragtirilan miRNA’lara kontrol grubu
ile; KHB’den baslayarak KCS ve HSK’ya geciste istatistiksel olarak anlamli olan

ekspresyon seviyeleri Cizelge 4.8.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Kontrol, KHB, KCS ve HSK gruplarinin hem kontrol grubu hemde birbirleri arasindaki belirli
miRNA ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi (p>0.05: istatistiksel olarak anlamli degil)

Gruplar miR-125b-5p | miR-223-3p | miR-92a-3p | MiR-122-5p | MiR-423-5p | miR-150-5p
Kontrol/KHB 1 ! i 7 ! !
(p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05)
Kontrol/KCS 1 ! 1 1 ! 1
(p>0.05) (p>0.05)
Kontrol/HSK 1 ! T i ) 1
(p>0.05)
KHB/KCS ! ! 1 1 1 1
(p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05)
KHB/HSK ! ! 1 ! 1 1
(p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05)
KCS/HSK | ! ) ! 1 l
(p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05) (p>0.05)
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5. TARTISMA

HBV Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer alan, zarfli, kismen
cift sarmalli ve hepatotropik bir DNA viriisiidiir. Akut ve kronik infeksiyonlara neden olur.
Karacigerde fibrozise yol agarak zaman igerisinde KCS ve ardindan HSK’ye sebep olur
(187). Son zamanlarda HSK ve HBV hakkinda yapilan c¢alismalar, miRNA’larin bu
durumlarla iliskisi oldugu ve bir biyomarkir olarak kullanilmasi tizerinedir (188).

Bizim yaptigimiz g¢alismada; 24 adet miRNA’nin ekspresyon profilleri KHB,
KHB’ye bagl olarak gelisen KCS ve HSK’l1 65 hastaya ait serum 6rnegi ve 33 adet kontrol
grubu serum 6rneginde degerlendirilmistir. Caligmamizin amaci, hangi mMiRNA’larin HSK
asamasina heniiz gelmemis hastalarda HSK’nin erken tanisinda kullanilabilecek prognostik
markirlar olabileceginin saptanmasidir.

Calismamizda, miR-125b-5p ve miR-223-3p’nin ekspresyon seviyeleri, kontrol
grubu ile KHB, KCS ve HSK’l1 hastalarin gruplar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli veriler bulunmustur. MiR-122-5p ve miR-92a-3p’nin ekspresyon seviyelerinin
karsilastirilmasinda ise tam olarak biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli veriler
bulamamis olmamiza ragmen tartismamizda yer verdik.

Serumlardaki ekspresyon seviyeleri Olgiilen mMiRNA’lardan miR-125b-5p’nin
gruplar agisindan degerlendirilmesinde; kontrol grubu ile KHB hastalarinin kiyaslanmasi
sonucunda KHB’1i hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna goére 2.852
kat arttig1, kontrol ile KCS hastalar karsilastirildiginda kontrol grubuna gore KCS’lilerde
2.465 kat arttig1, kontrol ile HSK hastalar1 karsilastirildiginda ise yine kontrol grubuna gore
HSK’lilarda 1.89 kat arttigi saptandi. Bu artis seviyeleri istatistiksel olarak da
(p<0.002703, p<0.03670, p<0.04186) anlamli bulundu (Cizelge 4.2, 4.4, 4.6). Fakat
KHB’li hastalarin serumlar1 ile KCS’li ve HSK’I1 hasta serumlar1 karsilagtirildiginda miR-
125b-5p ekspresyon seviyesinin, KHB’li hasta serumlarindaki seviyesine oranla KCS’li
hastalarda 1.156 kat ve HSK’l1 hastalarda ise 1.501 kat azaldig1 saptanmistir (Cizelge 4.3,
45, 4.7). Fakat verilerin istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda anlamli bir sonug
bulunamamistir (p<0.3207, p<0.1864). KCS’li hasta serumlar1 ile HSK’li hasta
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serumlarindaki ekspresyon seviyesi farkina bakildiginda ise 0.768 kat azalmanin HSK’Ii
hastalarda gergeklestigi bulunmustur. Fakat bu grubun da verileri istatistiksel olarak
anlamli degildir (p<0.5).

Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde; 2012 yilinda Jeong ve ark.
(189) 16 HSK’l1 ve 8 saglikli karaciger dokusunda yaptiklari ¢alismada hipotezlerini
Sirtuin7 (SIRT7)’yi hedef alan belirli miRNA’larin HSK’da regiilasyonlarinin azaldigi
yoniinde kurmuslardir. Bu ¢alisma sonunda bazit miRNA’larin HSK’da belirgin bir sekilde
ekspresyon oraninin  azaldigini  bildirmislerdir. SIRT7 geninin ribosomal gen
transkripsiyonunda rolii oldugu bilinmektedir (190). Yapilan bu c¢alismada miRNA-
125b’nin HSK’l1 dokulardaki ekspresyon seviyesinin normal dokulara gore diistiigiinii
saptamislar ve bu miRNA’nin direkt olarak SIRT7’nin siipresorii oldugunu, fonksiyonunun
ise HSK timorgenesizde SIRT7’nin anormal ekspresyonunun kontroliinii saglayarak timor
stipresor olarak rol almasi seklinde belirtilmislerdir. Sonug olarak, bu ¢alisma grubu, miR-
125’in HSK tedavisinde terapotik olarak degere sahip olabilecegi ve bir timor siipresor

olarak degerlendirilebilecegini ifade etmislerdir (189).

Yine 2012 yilinda Hong-Yan ve ark. 32 adet HSK hastas1 ve 32 adet saglikli
karaciger dokusunda miR-125b ekspresyon seviyesini arastirmiglardir. Calismada miR-
125b’nin kanserli dokulardaki ekspresyon seviyesinin kontrol dokularindaki seviyesinden
cok daha az oldugunu saptamislardir. Ayrica HepG2, Huh gibi HSK hiicre hatlarinda da bu
calismay1 yaptiklarinda yine miR-125b’nin sagikli hiicre hatlarina gore ekspresyon
seviyesinin daha az oldugunu saptamiglardir.Calismada miR-125b’nin Mcl-1 ve IL6R’in
giiclii bir diizenleyicisi oldugu ve HSK’nin terapotik tedavisinde kullanilabilecegi fikri 6ne
striilmiistiir. Calismanin sonucunda miR-125b’nin HSK’da tiimér supresor olarak rol

oynadi@1 gosterilmistir (191).

2010 yilinda Liang ve ark. 54 HSK’li doku ve saglikli karaciger dokularinda
yaptiklart ¢aligmada miR-125b’nin, HSK 11 dokularda kontrol dokularina oranla ekspresyon
seviyesinin distiigiinii saptamislardir. HSK’da hiicre biiyiimesini hem in vivo hem de in
vitro ortamda baskiladigini gostermislerdir. Arastirmacilara gére miR-125b HSK’da
potansiyel bir metastaz siipresoriidiir. Ayrica miR-125b’nin  p21Cipl/Wafl nin
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ekspresyonuyla arttig1 ve hiicre dongiisiinii G1’den S fazina gegiste tuttugu gosterilmistir.
Calismanin sonucuna gore miR-125b’nin HSK’da bir onkogen olan LIN28B’nin
baskilanmasini saglayan bir timdr supresor olarak rol oynadigi diisiincesi desteklenmistir.
Bu durum miR-125b’nin HSK tedavisinde de terapotik olarak kullanilabilecegi fikrini
desteklemektedir (192).

MiR-125b ve HSK ile ilgili yapilan ¢alismalarin (189, 191, 192,193) bazilarindan
elde edilelen bulgular ile bizim verilerimiz birbirinin tersi yondedir. Bu sonucun, éncelikle
caligmalarda kullanilan 6rneklerin doku, hiicre hattt ve serum gibi farkli olmalarindan
kaynaklanabilecegi gibi calisilan 6rnek sayilarmin farkliliklarindan da kaynaklaniyor

olabilecegi diisliniilmektedir

Hayes ve ark. 2012 yilinda 248 HBV hasta serumunda 19 adet miRNA’nin
ekspresyon seviyesini arastirmiglar, saglikli kontrol grubuna gére HBV serumlarinda miR-
125b seviyesinin olduk¢a yiiksek c¢iktigint bulmuslardir (193). Bu c¢alisma bizim
calismamizla ayni veriye ulasmistir. Bu durum iki ¢aligmada da 6rnek se¢iminde serum

tercih edilmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Murakami ve ark. (42) 2006 yilinda 25 HSK’l1 ve 25 normal karaciger dokusunda
yaptiklar1 calismada miR-125b ile ayni aileden olan miR-125a’nin (18) ekspresyon
seviyesinin HSK’l1 hastalarda azaldigini gostermislerdir. Bu c¢alisma ile bizim verilerimiz
birbirinin aksi yoniindedir. Bu farklilik yapilan c¢alismada bizim g¢alismamizdan farkli
olarak miR-125a’nin (MiR-125b ile miR-125a, miR-125 ailesindendir ve sekans farkliligi
tasimaktadir) ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesinden ve yine birbirinden farkli

olarak doku ve serum kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda serumlardaki ekspresyon seviyeleri 6l¢iilen miRNA’lardan miR-223-
3p gruplar agisindan degerlendirildiginde; kontrol grubu ile KHB hastalari
kiyasladigimizda KHB’li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore
5.55 kat azaldigi, kontrol ile KCS hastalar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
KCS’lilerde 13.88 kat azaldigi, kontrol ile HSK hastalar1 karsilastirildiginda ise yine
kontrol grubuna gére HSK’lilarda 12.65 kat azaldigi saptandi. Bu azalma seviyeleri
istatistiksel olarak da (p<0.01513, p<0.0009440, p< 0.0001446) anlamli bulundu (Cizelge
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4.2, 4.4, 4.6). Fakat KHB’li hastalarin serumlar1 ile KCS’li ve HSK’l1 hasta serumlar1
karsilagtirildiginda miR-223-3p ekspresyon seviyesinin, KHB’li serumdaki seviyesine
oranla KCS’li hastalarda 2.5 kat ve HSK’l1 hastalarda ise 2.278 kat azaldig1 saptansa da
(Cizelge 4.3, 4.5) veriler istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.1516, p<0.1655). KCS’li
hasta serumlar1 ile HSK’l1 hasta serumlarindaki ekspresyon seviyesi farkina bakildiginda
HSK’I1 hastalarda 0.034 kat azalmanin gergeklestigi saptanmistir (Cizelge 4.7). Fakat bu

grubun verileri de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p<0.5).

2011 yilinda Jian ve ark. 101 HSK, 48 KHB ve 89 saglikli birey serumunda
gerceklestirdikleri c¢alismada miR-223 ekspresyon seviyesinin  KHB’li ve HSK’Ii
hastalarda, kontrol serumlarindaki seviyesine gore oldukga yiiksek oldugunu saptadilar.
Calismanin sonucunda, son zamanlarda yapilan farkli ¢alismalarda miR-223lin diger
kanser tiplerinde de serumda yiiksek seviyede bulundugunu belirtilerek HSK ya da KHB
icin spesifik bir markirdan ziyade karaciger hasarini belirlemek amaciyla kullanilabilecek
bir markir oldugunu diisiindiiklerini ifade etmislerdir (194). Bu ¢alismada elde edilen
bulgular ile bizim verilerimiz birbirinin tersi yondedir. 1ki ¢alismada da &rnek olarak
serumdan calisilmasina ragmen sonugta farkli verilere ulasilmasi, ¢aligmalarda kullanilan
ornek sayisinin farkliligindan da kaynaklaniyor olabilecegini diistindiirtmektedir. Ayrica
dokularda hiicresel diizeyde meydana gelen, heniiz nedenini bilmedigimiz
mekanizmalardan dolayr farkliliklar meydana gelmis olabilir. Cesitli miRNA’larin farkl
kanser tiirleriyle iliskisi arastirilmaktadir. miR-223 ailesi hepatositlere 6zgii degildir, ayrica
ekspresyon seviyesindeki degisim kansere bagli olmayarak yalnizca karacigerdeki hasara
bagl olarak da degisiklik gosteriyor olabilir. Bu sebeple bu miRNA’nin HSK ile

iliskilendirilmesi i¢in daha ¢ok calisma verisiyle desteklenmesi gerektigi goriisiindeyiz.

Zhao ve ark. 2011 yilinda saglikli karaciger dokulari, HSK’li dokular ve hiicre
hatlar1 tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, HSK’da, miR-223"iin c-myc {izerindeki diizenleyici
roliinii arastirmiglardir. HSK hastalarinda karaciger dokusundaki miR-223 ekspresyon
seviyesinin, saglikli bireylerdeki karaciger dokusundaki ekspresyon seviyesine oranla
diistiigii tespit edilmistir. Ayrica kanserli HepG2 hiicreleri ile infetal karaciger hiicresi olan
L02 karsilastirildiginda, miR-223 seviyesinin HepG2’de azalan bir ekspresyona sahip
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oldugu saptanmistir. Fakat parancoplastik ve HSK’li hastalardaki ile normal karaciger
dokusundaki c-myc mRNA ve protein seviyeleri karsilastirildiginda paraneoplastik ve
HSK’l1 hasta dokularindaki ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmiistiir. Arastirmacilara
gbre bu durum, miR-223 ve c-myc’in negatif olarak korele oldugunu géstermektedir. Bu
caligma verilerine gore, kanserli doku hiicrelerinde miR-223’{in ekspresyon seviyesinin
yiiksek olmas1 durumunda c-myc gen ekspresyonunun ve biyolojik aktivitesinin azalmakta
oldugunu diisiinmektedirler. Arastirmacilara goére bu durum, miR-223 Kkarsinogenez
mekanizmasinda c-myc yolagini kullanmakta oldugunu diistindiirmekte ve HSK’da azalan
miR-223"tin ekspresyonu c-myc ekspresyon inhibisyonunun azalmasina yol agmaktadir.
Calisma verilerine gore normal seviyeler disindaki yiiksek ekspresyon seviyesine sahip
olan c-myc hepatokarsinogenezde rol oynayabilir. Bu calismanin sonucu olarak miR-
223’lin ekspresyon seviyesinin azalmasmin HSK’y1 saptamada ve tedavide potansiyel

olarak bir degere sahip oldugu belirtilmistir (195).

Karakatsanis ve ark.’nin 2011 yilinda 81 HSK’l1 98 sagikli bireylerin karaciger
dokularinda yaptiklari ¢alismada kontrol dokularina oranla HSK’li dokularda miR-223{in
ekspresyon seviyesinin diistliglinii gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak terapdtik agidan
mMiRNA’larin  kullanilabilmesi i¢in olduk¢a fazla ¢alismaya gerek oldugundan
bahsetmislerdir (196).

Queenie ve ark. 2008 yilinda HCC’li karaciger dokusu ve hiicre hattinda iizerinde,
topamda 60 Ornek tizerinde yaptiklart ¢alismada, normal karaciger dokulartyla
karsilastirdiklarinda miR-223"in  ekspresyon seviyesindeki degisiklik, KHB ardindan
gelismis HSK  hastalarinda saglikli dokulara goére ekspresyonunun azaldigi seklinde
gosterilmistir. Ayrica hepatit B veya hepatit C ge¢misi olmadan HSK hastasi olanlarla
HSK’li olmayan dokular Kkargilagtirildiginda yine miR-223tin  HSK’li  dokularda
ekspresyon oranmin azaldigr goriilmistir. Calismada miR-223"{in ekspresyonunun
diizenlenmesinin HSK hiicre hatlarinin hiicre canliligi iizerine tutarli bir inhibitor etki
yaptig1 gozlenmistir. Calismada STMNI1’in miR-223 i¢cin HSK’da olast bir hedef

oldugunun disiiniildigi belirtilmektedir. Calismanin sonucunda terapotik agidan, miR-
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223’iin, PTEN/PI3K yolu admna iyi bir belirteg olacagindan STMN1’1 diizenledigi i¢in

potansiyel olarak kanser tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (197).

Bu c¢alismalarda (195, 196, 197) elde edilen bulgularin, kullanilan o6rnekler

birbirinden serum ve doku seklinde farkli olmasina ragmen bizim verilerimizle tutarlidir.

Calismamizda serumlardaki ekspresyon seviyeleri dl¢iilen miRNA’lardan miR-122-
S5p’yi gruplar agisindan degerlendirecek olursak; kontrol ile KHB hastalarin
kiyasladigimizda KHB’li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore
13.771 kat arttign saptanildi. Fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Cizelge 4.4.) (p<0.08824). Kontrol ile KCS hastalar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna
gore KCS’lilerde 13.377 kat arttig1, kontrol ile HSK hastalar1 karsilastirildiginda ise yine
kontrol grubuna goére HSK’lilarda 9.99 kat arttigi saptandi. Bu artig seviyeleri ise
istatistiksel olarak (p<0.02778, p<0.02778) anlamli bulundu (Cizelge 4.2, 4.6). Fakat
KHB’li hastalarin serumlar1 ile KCS’li ve HSK’I1 hasta serumlar1 karsilagtirildiginda miR-
122-5p ekspresyon seviyesinin, KHB’li serumdaki seviyesine oranla KCS’li hastalarda
0.971 kat arttigt ve HSK’l1 hastalarda ise 1.378 kat azaldigi saptanmigtir. KCS’li hasta
serumlar1 ile HSK’l1 hasta serumlarindaki ekspresyon seviyesi farkina bakildiginda ise
0.748 kat azalmanin HSK’I1 hastalarda gerceklestigi bulunmustur (Cizelge 4.3, 4.5, 4.7).
Fakat bu gruplarin verileri de istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.1516, p<0.1655,
p<0.5).

Queenie ve ark. 2008 yilinda karaciger dokular1 ve hiicre hatlar1 {izerinde bir
calisma yapmislardir. Normal dokularla karsilastirma yaptiklarinda HSK’li dokularda

mMiR-122’nin ekspresyon seviyesindeki azalma gosterilmistir (197).

2009 yilinda Coulouarn ve ark. 64 HSK’li ve 28 saglikli karaciger dokusunda
yaptiklari ¢aligmada karacigerdeki toplam miRNA popiilasyonunun %70°ni olugturan miR-
122°nin HSK’da ekspresyon seviyesinin diistligiinii, 6zellikle kotii prognoza sahip primer
timorlerin ilk safhalarinda ekspresyonun bastirildigini rapor etmislerdir. Ayrica hepatik
fenotipin bastirilmasit ve tiimoriin invaziv 0Ozelliginin artmast gibi belirli gen
ekspresyonlarina bagl olarak gelisen tiimor hiicreleri incelendiginde gézlenen miR-122’nin

ekspresyon seviyesindeki diisiis Ozellikle kanser ile iliskili oldugunu saptamislardir.
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Calismanin sonucunda miR-122’nin hepatositlere 6zgii oldugu ve hiicre gocii ile hiicrelerin

invaziv haline gelmesini kontrol eden 6nemli bir markir olabilecegini belirtmislerdir (198).

Fornari ve ark. 2009 yilinda, 57 HSK ve KCS’li hasta dokusunda yaptiklari
calismada mIiR-122deki ekspresyon seviyesinin azalmasinin HSK’ya yol agtigim
gostermeyi amaglamiglardir. miR-122 seviyesinin saglikli dokulara oranla kanserli ve
HSK’l1 hastalarda ekspresyon seviyesinin diistiigiinii, dolayisiyla HSK’da miRNA tabanli
biyolojik tedavide kullanilabilecegi gosterilmistir (199).

Bahsedilen ¢alismalarda (197, 198, 199) elde edilen bulgular ile bizim verilerimiz
birbirinin tersi yondedir. Bu sonucun, caligmalarda kullanilan degisik Orneklerden
kaynaklanabilecegi gibi ¢alismaya dahil edilen oOrnek sayisinin farkliligindan da

kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Jian ve ark. 2011 yilinda serum 6rneklerinde gerceklestirdikleri calismada miR-122
seviyesinin KHB’li ve HSK’11 hastalarda, kontrol serumlarindaki seviyelerine gore oldukga
yiiksek oldugunu saptamiglardir. Buna ek olarak KHB’li hastalarin serumlarinda miR-122
seviyesinin HSK hastalarinin serumlarina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
calismanin sonucuna gore, primer HSK hastalar1 ile dondr serumlar1 karsilagtirildiginda
ekspresyon seviyesi normalin disina ¢ikan miR-122"nin, HSK hastalarinda yiiksek seviyede
gozlenmis olmasi 6zellikle karacigere 6zgii oldugu bilinen bu MiIRNA’nin  bir markir
olarak kullanilabilecegi yoniindedir. Ayrica miR-122’nin KHB hastalarinin serumunda da
yiiksek seviyede bulunmus olmasi karacigerde inflamasyondan dolayr meydana gelen
hasara isaret ettigi disiiniilmektedir. Calismaya gore bu miRNA HSK tedavisinde markir

olma aday1 olarak diisiiniilebilir (194).

Karakatsanis ve ark. 2011 yilinda HSK’l1 hasta dokularinda yaptiklar1 ¢aligmada
normal dokulara gore, miR-122’nin ekspresyon seviyesinin arttigini saptamislardir.
Calismanin sonucunda mMiR-122’nin ekspresyonunun KCS ve HSK’da korele olarak
arttigini, sonu¢ olarak terapotik agidan miRNA’larin kullanilabilmesi igin oldukga fazla

calismaya gerek oldugundan bahsetmislerdir (196).

81



Hayes ve ark. 2012 yilinda 248 HBV’li hasta serumunda gerceklestirdikleri
caligmada saglikli kontrol grubuna goére HBV serumlarinda miR-122’nin seviyesinin
oldukga yiiksek ¢iktigini bulmuslardir. KHB’li hastalarda HBsAg seviyesi yiiksek olanlarla
miR-122’nin seviyesinin de yiiksek oldugu bulunmustur (193).

Novellino ve ark. 2012 yilinda 11 HBsAg pozitif ve 2 sagikli birey serumunda
yaptiklart caligmada karacigerdeki, fibrosis veya rejenerasyonda miR-122’nin serumda
HBsAg ile iligkisini arastirmislardir. HBsAg tasiyicist olanlarda miR-122 ekspresyon
seviyesini bir hayli yiiksek bulmuslardir (200).

Bahsedilen g¢alismalarda (193, 194, 196, 197, 200) elde edilen bulgular ile bizim
verilerimiz birbiriyle ayn1 dogrultudadir. Calismalarin bazilarinda kullanilan 6rnek bizim
orneklerimizle ayni olmasina ragmen bazilar1 6rnek olarak dokuyu tercih etmistir ve bu

duruma ragmen sonug verilerimiz birbiriyle paraleldir.

Calismamizda serumlardaki ekspresyon seviyeleri 6lgiilen miRNA’lardan miR-92a-
3p’yi gruplar agisindan degerlendirecek olursak; kontrol ile KHB hastalarini
kiyasladigimizda KHB’li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore
1.107 kat artt1g1 saptanildi. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0.3529).
Kontrol ile KCS hastalar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna gére KCS’lilerde 1.274 kat
arttig1 saptanildi fakat bu artig da istatistiksel olarak anlamli bulunmad (p<0.3001). Kontrol
grubu ile HSK hastalar1 karsilastirildiginda ise yine kontrol grubuna gore HSK’lilarda 2.44
kat arttigi saptandi. Bu artig seviyesi ise istatistiksel olarak (p<0.02434) anlamli bulundu
(Cizelge:4.2, 4.4, 4.6). Fakat KHB’li hastalarin serumlar1 ile KCS’li ve HSK’l1 hasta
serumlart karsilastirildiginda miR-92a-5p ekspresyon seviyesinin, KHB’li serumdaki
seviyesine oranla KCS’li hastalarda 1.150 kat arttigi, bu degerin ise istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirendi (p<0.4689). KHB’li grup ile HSK’l1 hastalardaki ekspresyon
farklilig1 ise HSK’lilarda 2.209 kat arttigi seklinde bulundu ve bu veri istatistiksel olarak
da anlamli bir veri seklinde yorumlandi (p<0.02314). KCS’li hasta serumlar1 ile HSK’l1
hasta serumlarindaki ekspresyon seviyesi farkina bakildiginda ise 1.92 kat artisin HSK’Ti
hastalarda gerceklestigi bulundu. Fakat bu grubun verileri de istatistiksel olarak anlaml

degildir (p<0.5). Calismamizda miR-92a-5p sadece iki grup karsilastirmasinda istatistiksel
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olarak anlamli bulunsa da, istatistiksel olarak anlamli bulunmayan gruplarla da digerleri
arasinda bir paralellik bulunarak tim gruplarda ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna

gore bir artig saptanmistir. Bu sebeple tartisma kisminda miR-92a-5p’ye yer verdik.

Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda; Shigoka ve ark. 2010 yilinda
yaptig1 ¢alismada miR-92a’nin HSK’l1 hasta dokularindan elde edilen hiicre hatlarinda
saglikli bireylerden elde edilenlere oranla ekspresyon seviyesinin arttigimi  fakat HSK’Ih
hastalarin plazmalarinda kontrol plazmalarina oranla diistiigi ifade edilmistir. Calisma
sonucunda arastirmacilar, plazma ve hiicredeki miR-92a ekspresyon seviyesinin artis ve
azalig etkilerinin heniliz bilinmedigini fakat HSK gelisimi ile iliskili olabilecegini
savunmuslardir (201).

Hayes ve ark. 2010 yilinda HBV’li hasta serumlarinda yaptiklar1 ¢alismada kontrol

serumlarma gore HBV’lilerde miR-92a ekspresyon seviyesinde azalma saptamislardir
(193).

Bu galismalarin verileri ile bizim verilerimiz birbirinin aksi yondedir. Bu durum
calisilan materyal farkliligindan kaynaklaniyor veya c¢alisilan Ornek sayisindan

kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢aligmada, saglikli kontrol kan serumlar1 ile KHB, KCS ve HSK
hastalarinin kan serumlarini, ikili gruplar seklinde diistiniilerek (Cizelge 4.2, 4.3, 4.4, 4.5,
4.6, 4.7.) gesitli miIRNA’larin ekspresyon seviyelerini tespit amaciyla karsilastirdik. Fakat
temel olarak kontrol grubu ile KHB, KCS ve HSK’nin karsilastirilmasini baz aldik.
Karsilastirmanin sonucunda miR-125b-5p’nin, istikrarli bir sekilde KHB’den HSK’ya
giden yolda ekspresyon seviyesinin arttigini saptadik. miR-223-3p’de ise durum yine
KHB’den HSKya dogru gelisen siiregte ekspresyonda azalma olarak saptands. ikili gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik ifade eden fakat duruma tiime varim seklinde
bakildiginda KHB’den KCS’ye ve oradan da HSK’ya geciste paralellik izleyen bulgular
saptanmadi. Bir tek miR-122 genel olarak karacigere 6zgii oldugundan dolay1, her ne kadar
bizim ¢alismamizda kontrol grubu ile KHB karsilastirilmasinda istatistiksel olarak degerli
olmasa da, tartismada yer verildi. Yine miR-92a-3p bir ¢ok grubun karsilastirilmasinda
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli verilere sahip olmasa da, biitiin gruplar
arasinda paralel bir durumla artis saptandigi i¢in tartismada yer verilmistir. Daha Once
yapilan c¢aligmalarda, deneyler doku iizerinde yiiriitiildigiinden miRNA ekspresyon
seviyesi az bulunurken serumdan c¢alisildiginda ise seviye yiiksek bulunmustur. Diinya
tizerinde yapilan diger ¢alismalarla karsilastirdigimizda genel olarak HSK’da miR-122 ve
miR-125b-5p seviyelerinin azaldigindan bahsedilirken biz ¢aligmamizda tam tersini bulduk.
miR-223-3p ise diger literatiire uygunluk gostererek bizim ¢alismamizda da ekspresyon
seviyesi diisiik ¢ikmistir.

Bu durum daha 6ncede bahsettigimiz gibi dokudan, plazmadan veya serumdan
calismaktan dolayr meydana gelen bir farklilik olabilir. Fakat biz de diger ¢alismalara
paralel olan sonuglarimiza dayanarak miR-223-3p ve miR-125b-5p’nin HSK’nin tanisinda
bir erken tan1 markir olarak kullanilabilecegi sonucuna vardik.

Calismamiz ile elde ettigimiz bulgular, bu alanda yapilmis olan az sayidaki

calismaya onemli katkilar saglar nitelikte olup bildigimiz kadariyla {ilkemizde bu konuda
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yapilan ilk caligmadir. Calismanin daha genis hasta serilerinde calisilmasi ile miR-223-3p
ve MiR-125b-5p’nin tanisal prediktif degerinin daha da desteklenmesi gerekmektedir.
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