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ÖZET 

Serum miRNA Profillerinin Hepatit B Virüs (HBV) Ġnfeksiyonu ve Kronik 

HBV ile ĠliĢkili Hepatoseüler  Karsinomanın Erken Tanısındaki Biyomarker Olma 

Potansiyelinin AraĢtırılması 

 Hücresel birçok temel iĢlevin düzenlenmesinde mikroRNA’lar görev 

almaktadır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda mikroRNA’ların hücre içerisindeki 

seviyelerinin normal koĢullar dıĢına çıkmasının insanlarda kanser geliĢimi ile 

bağlantılı olduğu gösterilmiĢtir. Virüsler insanlarda ve hayvanlarda kansere neden 

olabilmekle birlikte ender olarak tam kanserojendirler.  Hepatit B virüsü akut ve 

kronik karaciğer hastalıklarına sebep olan bir insan patojenidir. Siroz ve karaciğer 

kanserlerinden dolayı ölümün ağırlık gösterdiği ülkelerde hepatit B virüsünün payı 

büyüktür. Virüsün sitopatik bir etkisi yoktur. Fakat karaciğer hasarlarına yol açarak 

hücreleri inflamasyon, apoptozis ve rejenerasyona teĢvik eder. Tümörlerin meydana 

geliĢi hücrelerin normal büyüme, üreme, geliĢmelerini ve eĢzamanlı olarak bu 

fonksiyonların kontrol ve regülasyonlarını  sağlayan proteinlerin kodlandığı  genlerde 

(protoonkogenler ve tümör supresör genler) oluĢan genetik düzeydeki değiĢmeler 

(mutasyonlar) sonucudur. Yakın zamanda elde edilen kanıtlar miRNA’ların tümör 

süpresör ve onkogen olarak görev yapabileceklerini göstermektedir. Karaciğer 

kanserinin baĢlıca etiyolojisi içinde viral infeksiyon, metabolik anormallikler ve 

bağıĢıklığa bağlı düzensizlikler bulunmaktadır. Belirli miRNA genlerinin karaciğer 

kanseri geliĢen dokularda  anormal olarak eksprese edildikleri gösterilmiĢtir.Bu 

çalıĢmada Eylül 2011-Ekim 2012 tarihleri arasında kontrol ve tedavi amaçlı baĢvuran 

toplam  65 kronik Hepatit B, Hepatit B kökenli siroz ve karaciğer kanseri hastalarının 

serum örneklerinde, daha önceden belirlenmiĢ çeĢitli mikroRNA türlerinin 

ekspresyon seviyelerine yüksek kapasitei real time PCR yöntemiyle bakılmıĢtır. Sonuç 

olarak; sağlıklı kontrol grubu serumları ile KHB, KCS ve HSK hastalarının serum 

örnekleri, ikili gruplar Ģeklinde düĢünülerek çeĢitli miRNA’ların ekspresyon 

seviyelerini belirlemek amacıyla karĢılaĢtırıldı. KarĢılaĢtırmanın sonucunda miR-

125b-5p’nin, istikrarlı bir Ģekilde KHB’den HSK’ya giden yolda ekspresyon 

seviyesinde artıĢ, miR-223-3p’nin yine KHB’den HSK’ya doğru geliĢen süreçte 

ekspresyon seviyesinde azalma saptandı. HSK’nın tanısında bir erken tanı markırı 

olarak miR-223-3p ve miR-125b-5p’nin kullanılabileceği fakat bu konu üzerinde daha 

çok çalıĢma yapılması gerektiği düĢünülmektedir. 

  

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, Hepatit B, Siroz, Karaciğer 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 miRNAs. 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.GĠRĠġ 

 

MikroRNA (miRNA, miR)‟lar, hücresel birçok temel iĢlevin düzenlenmesinde 

görev almaktadır. Evrimsel olarak birçok miRNA ve ilgili protein düzeneği, solucandan 

insana kadar geniĢ bir yelpazede, metazoan organizmalar içerisinde yüksek oranda korunur 

(1). Bu durum miRNA‟ların hem geliĢim hem de eriĢkin vücut döneminde önemli iĢlemleri 

yürüttüğünü ima etmektedir (2). Ġnsan genomunda yüksek seviyede korunmuĢ, miRNA‟ları 

kodlayan, yüzlerce gen bölgesi keĢfedilmiĢtir (3). Bu yeni sınıf gen düzenleyicilerin 

insanlarda kanser ile iliĢkisi daha yeni anlaĢılmakla birlikte hücre içerisindeki seviyelerinin 

normal koĢullar dıĢına çıkmasının insanlarda kanser geliĢimi ile bağlantılı olduğu 

gösterilmiĢtir.  Hücreler; hem geliĢim hem de ergin dönemde koordineli bir Ģekilde hücre 

bölünmesi, farklılaĢma ve ölümün düzgün olarak gerçekleĢmesinden emin olmak için 

çeĢitli yöntemler geliĢtirmiĢtir. Hücrelerde farklı durumların kontrollerini üstlenen 

miRNA‟ların ekspresyonları bozulduğunda tümörgeneze dahil olmaktadır. Yapılan 

çalıĢmalar tümör geliĢiminde miRNA‟ların tümör süpresörler veya onkogen olarak rol 

oynadığını açığa çıkarmıĢtır (2, 4).  

Bu güne kadar tespit edilmiĢ miRNA‟ların sadece küçük bir kısmının biyolojik 

rolleri aydınlatılmıĢtır. Hedef  genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA‟lar, protein 

sentezinin düzenlenmesine katılırlar. Kendi nükleotid dizilerine komplementer hedef 

genleri tanıma özelliğine sahip miRNA‟lar, baz çiftleĢme özelliği ile messenger RNA 

(mRNA)‟ya bağlandıktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da mRNA‟nın 

yıkımına sebep olur (5). Tespit edilen insan miRNA‟larının %50‟sinin genomda kırılgan 

alan olarak bilinen alanlarda bulunduğu ve kanser ile iliĢkilendirildiği yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir (6). 

MikroRNA‟ların, tümör süpresör veya onkogenik özellik kazanmaları, 

hedefledikleri mRNA‟nın moleküler yolaklardaki özelliğine göre değiĢebilir. Bazı 

miRNA‟ların normal dokulardaki protoonkogen translasyonunu inhibe ettiği bildirilmiĢtir. 

Bu miRNA‟ların fonksiyonu bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmektir ve bu sebeple 

tümör süpresör miRNA‟lar olarak ifade edilmektedirler. Bu tümör baskılayıcı miRNA‟ların 
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ekspresyonunda bir azalma söz konusu olduğunda onkogen ekspresyonu artar ve 

dolayısıyla bu durum tümör oluĢumuna sebep olur. Bu durumun tam tersi olarak ise bazı 

miRNA‟ların bir tümör süpresörün baskılanmasını sağlayarak kanserin geliĢimini arttırdığı 

görülmüĢ ve bu miRNA‟lar onkomir olarak ifade edilmeye baĢlanmıĢtır. Tümör süpresör ve 

onkogen mRNA‟ların her ikisi de miRNA‟lar tarafından hedef olarak görülebilir.             

Bu sebeple belirli bir miRNA‟nın gerçek iĢlevi onkogen veya tümör süpresör miRNA‟nın  

hücresel içeriğine bağlıdır (4). 

DNA ve RNA tümör virüsleri onkogenleri arasında temel farklılıklar vardır. DNA 

tümör virüslerinin transforme edici genleri viral replikasyon için gerekli iĢlevleri kodlarlar 

ve hücrelerde normal homologları yoktur. DNA virüslerinin transforme edici proteinleri 

normal hücre proteinleri ile kompleks oluĢtururlar ve iĢlevlerini değiĢtirirler (7). 

Hepatit B virüsü (HBV) bir DNA virüsüdür ve akut-kronik karaciğer hastalıklarına 

sebep olan bir insan patojenidir. Siroz ve karaciğer kanserlerinden dolayı ölümün ağırlık 

gösterdiği ülkelerde bu ölümlerde hepatit B virüsünün payı büyüktür. Virüsün sitopatik bir 

etkisi yoktur. Fakat karaciğer hasarlarına, inflamasyona, apoptozis ve rejenerasyona teĢvik 

eder (8). Hepatit B virüsünün onkogenez mekanizması açık değildir. Sürekli viral 

infeksiyon, zamanla sirozla sonuçlanan nekroz inflamasyon ve karaciğer rejenerasyonuna 

yol açar. HBV dünya üzerinde ciddi bir sağlık sorunu oluĢturmakla birikte viral hepatitler 

arasından en ciddi sorun oluĢturanıdır. Dünyada 2 milyar insan (dünya nüfusunun 1/3‟ü) 

HBV ile infekte olmakla birlikte bu infekte kiĢilerin yaklaĢık 240 milyonu kronik karaciğer 

problemi yaĢamaktadır (9, 10).  

Her yıl ortalama 600.000 (0.5 ile 1.2 milyon) kiĢi ise HBV‟nin meydana getirdiği 

çeĢitli sonuçlarla hayatını kaybetmekle birlikte ölüm oranı temelinde hastalıklar arasında 

10uncu sıradadır. Ayrıca karaciğer nakilleri sonucunda oluĢan hastalıkların % 5-10‟undan 

da HBV sorumlu tutulmaktadır (9, 11). 

          Primer karaciğer hücrelerinin malign tranformasyonu sonucu geliĢen nodüllere veya 

kütleye hepatosellüler karsinoma (HSK) denir. HSK belirli boyutlara ulaĢmadan ortaya 

çıkmaz. Belirti ve bulgular kendinden çok temelinde yatan kronik karaciğer            

hastalığına aittir. Virüslerle iliĢkili HSK‟da hemen her zaman zeminde karaciğer                           
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sirozu (KCS) vardır (12).  HSK ve KCS oluĢumu HBV infeksiyon varlığında doğal seyirde 

görülebilir. HBV kronik taĢıyıcıları normal bir kimseye oranla HSK geliĢimi yönünden 

daha büyük risk altındadır (13). 

Dünya üzerindeki HSK olgularının % 53‟ü HBV ile infeksiyon iliĢkisi kurulmuĢtur. 

HSK geliĢim aĢamaları, kronik Hepatit B (KHB) hastalarında tam olarak bilinmemekle 

birlikte yapılan çalıĢmalarda vücudun HBV ile karĢılaĢması sonucu oluĢturduğu karĢı 

immün sistem yanıtının Ģiddeti, konağın HSK‟ya yatkın olması gibi genetik faktörler, HBV 

replikasyon oranının yüksek olması, HBV genomunda meydana gelen mutasyonlar ile 

iliĢkili olabileceği vurgulanmaktadır (14, 15). 

Yüksek yapılı ökaryotlar tarafından kodlanan miRNA‟lardan bağımsız olarak insan-

patojenik ve viral karsinogenez ile iliĢkili bazı virüslerin de miRNA kodladığı 

gösterilmiĢtir. Belirli miRNA genlerinin HSK içeren çeĢitli karaciğer dokuları için anormal 

olarak eksprese edildikleri gösterilmiĢtir (16).  Konağa ait birçok miRNA‟nın virüsün, virüs 

miRNA‟larının da konağın çeĢitli transkripsiyon süreçlerini regüle edebildiği 

belirtimektedir. Virüs türlerine bağlı olarak eksprese edilen miRNA‟lar konağa ait farklı 

hücre yolakları ile etkileĢime geçebilmekte ve özellikle kanser oluĢumunun kontrolü 

sürecinde kritik role sahip çeĢitli yolakları etkileyebilmektedir (17).   

Bu çalıĢmada KHB‟li, KHB kaynaklı KCS ve HSK hastalarının kanlarından elde 

edilen serumlarda belirlenmiĢ bazı miRNA‟ların ekspresyon seviyelerine bakılarak, bu 

miRNA‟ların tümör süpresör yada onkogen gibi iĢlev görüp görmediklerini, dünya 

verilerine paralel uygunlukta, miRNA‟ların HSK‟da terapötik olarak kullanılabilme fikrinin 

giriĢimleri uygulanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. MikroRNA 

MikroRNA‟lar, hücresel birçok temel iĢlevin düzenlenmesinde görev almaktadır. 

Hücre içerisindeki seviyelerinin normal koĢullar dıĢına çıkmasının insanlarda kanser 

geliĢimi ile bağlantılı olduğu gösterilmiĢtir. Kanser, hasarlı hücrelerin kontrolsüz bir 

Ģekilde çoğalması ve bu duruma devam etmesi sonucu tümör oluĢumunun meydana 

gelmesiyle oluĢur. Hücreler; hem geliĢim hem de ergin dönemde koordineli bir Ģekilde 

hücre bölünmesi, farklılaĢma ve ölümün düzgün olarak gerçekleĢmesinden emin olmak için 

çeĢitli yöntemler geliĢtirmiĢtir. Birçok düzenleyici etken, genleri çoğalma ve farklılaĢmada 

yönlendirmek için açıp kapatmaktadır. Tümör süpresör ve onkojenlerin çoğu ilk önce 

DNA‟dan RNA‟ya transkript edilir ve sonra da etkilerini uygulamak için proteine dönüĢür. 

Yakın zamanda elde edilen kanıtlar miRNA olarak isimlendirilen küçük protein 

kodlamayan moleküllerin tümör süpresör ve onkogen olarak görev yapabileceklerini 

göstermektedir.  Bu yeni sınıf gen düzenleyicilerin insanlarda kanser ile iliĢkisi daha yeni 

anlaĢılmaktadır. Hücrelerde farklı durumların kontrollerini üstlenen miRNA‟ların 

ekspresyonları bozulduğunda tümörgeneze dahil olmaktadır. Yapılan çalıĢmalar bu fikri 

doğrulamakla birlikte, tümör geliĢiminde miRNA‟ların tümör süpresörler veya onkogen 

olarak rol oynadığını açığa çıkarmıĢtır (2, 4).  

 

2.1.1. Tarihçe ve Yapısı 

MikroRNA‟lar; genom üzerindeki protein kodlamayan bölgelerdeki RNA 

genlerinden ve protein kodlayan ekzon veya intron bölgelerinden transkripsiyonu sağlanan, 

ancak proteine translasyonu gerçekleĢmeyen, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun 

düzenlenmesinde rol oynayan fonksiyonel RNA molekülleridir (1, 5). Ġnsan genomunda 

yüksek seviyede korunmuĢ, miRNA‟ları kodlayan, yüzlerce gen bölgesi keĢfedilmiĢtir (3). 

Hem bitkilerde hem de hayvanlarda gen düzenleyici bir sınıf olan miRNA‟lar tek 

iplikçikli, yaklaĢık olarak 18-24 nükleotid uzunluğundadır (2). Primer transkriptler         
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(pri-miRNA) iĢlenerek, önce kısa sap-ilmik yapılarına (pre-miRNA), sonra da fonksiyonel 

miRNA‟ya dönüĢürler (ġekil 2.1.).  Ġnsan genomunda %60‟ı memeli genlerini hedef alan 

ve Ağustos 2012 itibariyle, sayısı 1600 adete ulaĢan miRNA tanımlanmıĢtır (18, 19, 20).  

  Ġlk miRNA, Lee ve ark. tarafından 1993 yılında keĢfedilmiĢ olup (3), miRNA terimi 

2001 yılından itibaren kullanılmaya baĢlanmıĢtır (21, 22). 1993 yılında yuvarlak solucan 

olan Caenorhabditis elegans‟ı gen içeriği bakımından tarayan Lee ve ark., hiçbir protein 

kodlamayan lin-4 olarak adlandırdıkları genin, 22 nükleotid uzunluğunda küçük bir RNA 

transkribe ettiğini bildirmiĢlerdir. O sıralar bir nematodun yapısal özelliği sanılan ve yaĢam 

döngüsünün zamanlaması ile ilerlemesini kontrol ettiği düĢünülen lin-4 keĢfedilen ilk 

miRNA‟dır (3, 23, 24).  2000  yılında Reinhart ve ark. (23) C. elegans‟da, canlının geliĢim 

zamanlamasını düzenleyen 22 nükleotid uzunluğunda, let-7 olarak adlandırılan farklı bir 

miRNA daha keĢfetmiĢlerdir. Ġnsanları da içine alan türler arasında let-7‟nin önemli bir 

biyolojik fonksiyona sahip olmasından dolayı korunduğu gösterilmiĢtir (23, 25).   

          Evrimsel olarak birçok miRNA ve ilgili protein düzeneği, solucandan insana kadar 

geniĢ bir yelpazede, metazoan organizmalar içerisinde yüksek oranda korunur (1). Bu 

durum miRNA‟ların hem geliĢim hem de eriĢkin vücut döneminde önemli iĢlemleri 

yürüttüğünü ima etmektedir (2). Ġnsan genomunda yüksek seviyede korunmuĢ, miRNA‟ları 

kodlayan, yüzlerce gen bölgesi keĢfedilmiĢtir (3). 

 

 

2.1.2. MikroRNA’ların Biyogenezi 

MiRNA‟lar ya uzun birincil transkript (pri-miR) olarak transkript edilir ya da  

messenger RNA (mRNA)‟ların intronları içinden meydana gelir (ġekil 2.1.) (26). Ġnsan 

miRNA‟larının çoğu protein kodlayan veya kodlamayan mRNA transkriptlerinin intronları 

içinde bulunur (27). Geriye kalan miRNA‟lar  ya genomdaki diğer transkriptlerden uzakta 

kodlayıcı olmayan mRNA genleri ekzonlarında, mRNA 3'UTR (untranslated region- 

çevrilmemiĢ bölgede)‟lerinde yer alır ya da 19‟uncu kromozom üzerindeki küme dahil 

diğer miRNA genleri ile birlikte kümelenir (27, 28, 29, 30). 
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          MikroRNA‟lar birbirini takip eden üç adımı kapsayan süreç sonucunda oluĢur.                 

Ġlk olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)‟ların transkripsiyonu 

gerçekleĢir. Ġkinci adımda pri-miRNA‟lar nükleus içinde prekürsör miRNA (pre-

miRNA)‟lara dönüĢtürülür. Son olarak olgun miRNA‟ların sitoplazma içinde oluĢumu 

gerçekleĢir (26). 

OlgunlaĢmıĢ miRNA‟ların aktivitesi mRNA‟ların içinde bir hedef sekansının 

tanınmasına bağlıdır (ġekil 2.2.). Bunlar genellikle 3'UTR bölgesinde bulunur, kısa ve 

genellikle eksik tamamlayıcıdır. Tipik olarak hedef alanlar miR tohum sekansına (seed 

sequence) tamamlayıcı 6-7 nükleotid sekansı içerir, ardından poly A kuyruğu gelir. Bu 

kurallar miRNA hedeflerinin mRNA sekanslarından tahmin edilebilmesini sağlar. Ancak 

bu tarz tahmin algoritmalarının duyarlılık ve özgüllükleri güvenilir olmayıp her vakada 

deneysel olarak geçerliliklerinin sağlanması gerekmektedir (29). 

 

 

 

ġekil 2.1. miR sentezi ve olgunlaĢma süreci (1) 

 

MikroRNA öncülleri (haberciler) genellikle protein kodlayan genler ile aynı   

Ģekilde ifade edilir. Ġlk önce RNA polimeraz II tarafından transkipt edilir ve sonra da poly-
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adenil‟lenip pri-miRNA oluĢturmak üzere kapatılır (29). RNA polimeraz II enzimi 

tarafından primer transkript olarak genomik DNA‟dan sentezlenen pri-miRNA (500-3000 

baz), “cap‟‟ ve “poli A” kuyruğuna sahip, sap-ilmik (saç tokası) yapısındadır (ġekil 2.1.) 

(1). Çekirdekteki pri-miRNA‟nın yaklaĢık olarak 70 nükleotid uzunluğunda olan pre-

miRNA‟ya dönüĢtürülmesi, RNAaz III enzim ailesinin bir endonükleazı olan Drosha ve 

kofaktörü Pasha (DGCR8) tarafından gerçekleĢtirilir (31).  

Çift iplikli RNA bağlayıcı bir protein olan Pasha ile bir nükleaz olan Drosha‟nın 

oluĢturduğu yapı mikro iĢlemci kompleks (Microprocessor complex) olarak isimlendirilir 

ve bu kompleks tarafından çekirdekte bölünür. Saç tokası Ģeklindeki yapının iki kolu 

arasında ortaya çıkan eksik kendini tamamlayıcı kısa saç tokası Ģeklindeki döngüler pre-

miRNA olarak adlandırılır (2, 32, 33). 

Mirton adı verilen bazı miRNA‟lar Drosha iĢlemini pre-miRNA Ģeklinde birbirine 

eklenmiĢ bütün intronları uzatarak atlar (bypass eder) (34). Bir nüklear taĢıma reseptörü 

olan Exportin 5 ve nüklear bir protein olan RAN-GTP‟ye bağımlı bir Ģekilde pre-miRNA 

molekülü sitoplazmaya taĢınır (35, 36). Bunun ardından, sitoplazmada RNAaz III enzim 

ailesinden Dicer adlı endonükleaz tarafından kesilen pre-miRNA‟lar, yine Dicer etkisiyle 

TAR RNA bağlayan protein (TRBP) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) aktive eden 

protein (PACT) ile etkileĢimde bulunurak 18-24 nükleotid uzunluğunda çift zincirli 

miRNA:miRNA dubleksine çevrilir (ġekil 2.3.) (36, 37). Bu esnada Dicer etkisiyle, 

miRNA: miRNA çiftleri Argonaute1-4 oluĢturarak, olgun RNA ile tetiklenmiĢ susturma 

kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) oluĢumunu baĢlatır (38). 

Pre-miRNA‟nın sap-ilmiği Dicer tarafından kesildikten sonra, RISC kompleksine 

miRNA:miRNA dubleksinden sadece biri dahil olur. Kusursuz miRNA, mRNA 

tamamlayıcılığının Argonaute2 tarafından bölünmesine yol açar. Bu da deneysel olarak 

önemli olmakla birlikte endojen memeli miRNA‟larında oluĢmadığı düĢünülen small 

interfering RNA (siRNA) yollarıdır. Fakat genellikle bunun yerine eksik mRNA 

eĢleĢmeleri dönüĢümünün aĢağı yönlü regülasyonuna yol açar. Bunun gerçekleĢtiği 

mekanizmalar hala çok açık olmayıp bu dönüĢümünün baĢlangıç veya uzatma süresi 

boyunca etkilendiğini destekleyen modeller vardır (ġekil 2.2) (1). Üçüncü bir olasılık ise 
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farklı zamanlarda farklı mekanizmaların kullanıldığı en az bir sistemde gözlenen dikkat 

çekici bir durum olan mRNA sentezini iĢleyen düzenleyicinin aĢağı yönlü regülasyonun 

hangi aĢamada olacağını belirlemesidir (39). Mekanizmanın tam doğası ne olursa olsun 

etkilenen mRNA‟lar granüler sitoplazmik P-body‟lerde RISC proteinleri ile beraber 

toplanır (40). 

 

ġekil 2.2.  miRNA mekanizması (1)  

 

Bir RNAz olan ve RISC kompleksinin içinde yer alan Argonaute‟ın etkisiyle bu iki 

iplikten 5' ucu daha kararlı olanı seçilip komplekse dahil edilir. Bu ipliğe kılavuz iplik 

(guide strand) adı verilirken diğer iplik de anti-kılavuz veya yolcu iplik olarak adlandırılır 

ve sindirilme iĢlemi RISC kompleksinin substratı olarak gerçekleĢir. Aktif RISC 
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kompleksine entegre olan miRNA‟lar bu adımdan sonra, ya Argonaute proteinleri 

yardımıyla mRNA‟nın yıkımına ya da protein translasyonunun baskılanmasına neden 

olurlar (ġekil2.3.) (36, 41).   

 

ġekil 2.3.  miRNA'nın Biyolojik OluĢumu (36) 

 

 

2.1.3. MikroRNA’ların ĠĢlevleri 

Bu güne kadar tespit edilmiĢ miRNA‟ların sadece küçük bir kısmının biyolojik 

rolleri aydınlatılmıĢtır. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA‟lar, protein 

sentezinin düzenlenmesine katılırlar. Kendi nükleotid dizilerine komplementer hedef 

genleri tanıma özelliğine sahip miRNA‟lar, RISC ile kompleks oluĢturup baz çiftleĢme 
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özelliği ile mRNA‟ya bağlandıktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da 

mRNA‟nın yıkımına sebep olur (ġekil 2.3.) (5). 

          MikroRNA, hedef mRNA‟nın ORF (open reading frame-açık okuma çerçevesi) 

bölgesine veya hedef mRNA‟nın 3'UTR bölgesine bağlanır ve bağlanma pozisyonu 

miRNA kompleksinin mRNA‟ya nasıl komplementer olduğuna bağlı olarak değiĢkenlik 

gösterir. 3'UTR bölgesine tam olarak bağlanmayan, kusurlu, eksik komplementerlik 

gösterir ve translasyonun baskılanması ile sona ererken ORF bölgesi içine bağlanması 

kusursuz olan tam komplementerliği gösterir ve mRNA‟nın Argonaute2 tarafından yıkımı 

ile sonuçlanır. 

          Ayrıca, her bir miRNA‟nın birden fazla mRNA‟nın ekspresyonunu düzenleyebildiği 

ve her bir mRNA‟nın da birden fazla miRNA tarafından hedeflenebildiği görülmektedir 

(42). 

 

 

2.1.4. MikroRNA Tespit Teknolojileri 

Belirli organlarda gözlenen ayırıcı miRNA ekspresyon profilleri, miRNA‟ların kök 

hücre ve belirli hücre tiplerinin geliĢimi süresince farklılaĢmasını yönlendirmedeki önemini 

belirtmektedir. Günümüzde miRNA ekspresyon seviyeleri kanserleri sınıflandırmada ve 

elveriĢli prognozları tahmin edebilecek miRNA markırlarını tanımlamak için 

kullanılmaktadır (2). 

Hücre çeĢitlerinin miRNA profillerini belirlemek ve miRNA‟ları tespit etmek 

amacıyla mikrodiziler, boncuk-tabanlı diziler ve nitel gerçek zamanlı PZR gibi çeĢitli 

yöntemler kullanılmaktadır. MikroRNA mikrodizilerinin prensibi nükleik asitlerin Watson-

Crick tabanlı eĢleĢtirilmesidir. Mikrodiziler yüzlerce miRNA‟nin eĢ zamanlı olarak tesptini 

sağlar. Cam tabakalara (slide) oligonükleotid yakalama uçları konur ve küçük moleküllü 

RNA‟lar için zenginleĢtirilmiĢ olan RNA ekstrakt örneğinin yakalama uçları ile 

hibritlenmesine izin verilir. mRNA‟lar kısa olduğu için uçların dizi içinde erime 

sıcaklıklarını duyarlılık ve özgüllükten ödün vermeden normalize etmek zor olabilir.  Bu 
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problem kilitlenmiĢ nükleik asitler (LNA) kullanılarak aĢılmıĢtır. KilitlenmiĢ nükleik asitler 

en azından bir adet LNA monomer içerir. Bu monomer, iki adet oksijen atomu ile ribozun 

dört adet karbon atomunun bağlayıcı bir metilen köprüsü  tarafından kilitlenmesi ile oluĢan  

bir nükleik asit dengidir (43). Katılan her bir LNA monomeri nükleik asit dubleks 

sıcaklığını 2-10°C artırmaktadır. Bundan dolayı, bir yakalama ucuna katılan LNA 

monomerlerinin sayısını ayarlayarak dizideki bütün uçların sıcaklığı miRNA uzunluğunun 

kısa olmasına rağmen normalleĢtirilebilir. Mikrodiziler üzerinde yapılan çalıĢmalarla  

birçok hastalığa ait bilgiler keĢfedilmiĢtir. Boncuk tabanlı diziler ayrıca yüzlerce 

miRNA‟nın eĢ zamanlı olarak ölçülebilmesine izin verir (44).  

LNA uçları, 100 adete kadar  her bir mikroküreyi (mikrosfer) kendine özgü rengi ile 

tanımlamak için flow sitometresine izin veren iki floresan boyanın değiĢken karıĢımını 

birleĢtiren karboksilatlanmıĢ mikrokürelerine (mikrosfer) bağlanır. Her bir mikroküre, 

belirli bir miRNA‟ya özgü olan LNA moleküllerine bağlanır ve bu uçlar miRNA ailesi 

içinde birbiri ile yakın iliĢkili olan üyelerin ayırt edilmesine izin verir. Örnekten tüm RNA 

özütlenir sonra da mikroküreler ile hibridlenir. Mikroküreler yıkanır, streptavidin-

phycoerythrin ile inkübe edilir ve analiz edilir. Analizör hem floresan mikroküreleri tespit 

eder hem de streptavidin–phycoerythrin floresanlık Ģiddetini ölçerken kullanıcıya hangi 

miRNA‟nın örnek içinde bulunduğunu görmesini sağlar. Yapılan test ayrıca bir kalibrasyon 

eğrisinin sentetik oligonükleotidler gibi uygun bir materyal ile üretilip üretilmediğine 

iliĢkin nicel sonuçları da sağlayabilir. Nicel gerçek zamanlı PZR ayrıca miRNA‟ların tespit 

edilmesinde kullanılmaktadır (ġekil 2.4.) (45).  

Komplementer DNA (cDNA) gerçek zamanlı PZR‟da kullanılır. Reverse ve 

forward primerlerin karıĢımı ile çift etiketli uç (TaqMan) cDNA hedefini belirlemek ve 

güçlendirmek için kullanılır. Uç, 5' ucunun son kısmında bir belirteç boyaya, 3' ucunun son 

kısmında ise bastırıcıya sahiptir. Eğer hedef sıralamaları PZR boyunca var ise uç hedef 

sıralamasına bağlanır. PZR çevriminin uzatma süresi boyunca belirteç boyası Taq 

polimerazın ekzonükleaz aktivitesi tarafından salgılanır  ve  belirteç ile bastırıcılar ayrıldığı 

için belirteç boyasından floresan tespit edilir. Birincil RNA‟lar ve/veya pre-miRNA‟lar 
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ayrıca aynı yöntemler ile sayılabilir ancak bu tarz testler primer ve uç tasarımlarının 

ayarlanmasını gerektirir (45).  

 

 

2.1.5. MikroRNA ve Kanser 

KanserleĢme, hücreler anormal olarak çoğalmaya baĢladığında ve apoptoz 

fonksiyonlarını kaybettiğinde baĢlamıĢ demektir.  miRNA ekspresyonları çeĢitli kanserlerle 

iliĢkilendirimiĢtir. Tespit edilen insan miRNA‟larının %50‟sinin genomda kırılgan alan 

olarak bilinen alanlarda bulunduğu ve kanser ile iliĢkilendirildiği yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir (6). 

          Kromozom translokasyonları ve noktasal mutasyonları gibi genomik anormallikler 

pri-miRNA‟ların azalması veya artmasına ön ayak olacak Ģekilde miRNA 

transkripsiyonunu zayıflatabilir veya canlandırabilir.  miRNA genindeki mutasyonlar RISC 

oluĢum anormalliklerine yol açabilir. Tek çekirdekli polimorfizmler veya mutasyonlar ya 

miRNA'da ya da hedef RNA'da özellikle de çekirdek (seed) bölgesinde yer aldığı zaman 

düzgün hedef tanımlanmasını geçersiz kılabilir. Sonuç olarak genler RISC tarafından 

düzenlenmekten kaçınabilir ve hatta hatalı hedefleme sonucunda farklı bir Ģekilde 

düzenlenmiĢ olabilirler. Genomik anormallikler ayrıca anormal miRNA iĢlenmesi ile de 

sonuçlanabilir. Bazı pri-miRNA'lar etkili dönüĢüm için ek proteinlere ihtiyaç duyarlar. 

Sitoplazmada, TAR RNA-bağlayıcı protein (TRBP) MAPK/Erk sinyali ile fosforillenir. 

TRBP fosforalitasyonu, genel miRNA'larda, pre-miRNA'dan miRNA/miRNA'ya dönüĢümü 

artırır ancak let-7 ailesi miRNA'larda dönüĢümü azaltır (26). 

          miRNA‟ların kanser ile iliĢkilendirilmesine ilk kanıt olarak 2002 yılında Kronik 

Lenfositik Lösemili (KLL) hastalarda Calin ve ark. (46) yaptıkları moleküler çalıĢma 

gösterilebilir. Bu çalıĢmada kanserleĢme sürecine miRNA‟ların katkıda bulunduğunu 

ortaya koyulmuĢtur. Kanser ve normal doku arasındaki ekspresyon farklılıklarının 

belirlenmesi, miRNA‟ların kanser patogenezindeki rollerini güçlendirmiĢtir (46).  
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ġekil 2.4. miRNA‟ların amplifikasyonu (47) 

 

MikroRNA genlerinin genellikle, amplifikasyonun minimal olduğu veya genel 

kromozomal kırılma noktası bölgeleri olan heterozigozitenin kaybolduğu alanlarda kırılgan 

kısımlara yerleĢik olduğu gösterilmiĢtir (48).  

Ġlk olarak insanda, normal dokular ile katı tümörler (kolonik ve rektal 

adenokarsinomlar) karĢılaĢtırıldığında ekspresyon seviyelerinde değiĢiklik olan 

miRNA‟ları 2003 yılında Michael ve ark. bildirmiĢlerdir (49). Bu çalıĢmanın ardından 

değiĢmiĢ miRNA seviyeleri HSK‟da (16), Burkitt‟s lenfomada (50), malign beyin 

tümörlerinde (51), tiroid kanserinde (52), akciğer kanserinde (53) ve meme kanserinde (1) 

tespit edilmiĢtir. 2004 yılında yine Calin ve ark. (6), 186 adet miRNA geninin DNA 
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üzerindeki pozisyonunu, insanlardaki  miRNA genlerinin kanser ile iliĢkisini araĢtırmak 

için haritalandırmıĢlardır (6). 

miRNA‟ların, tümör süpresör veya onkogenik özellik kazanmaları, hedefledikleri 

mRNA‟nın moleküler yolaklardaki özelliğine göre değiĢebilir. Bazı miRNA‟ların normal 

dokulardaki protoonkogen translasyonunu inhibe ettiği bildirilmiĢtir. Bu miRNA‟ların 

fonksiyonu bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmektir ve bu sebeple tümör süpresör 

miRNA‟lar (TS-mir) olarak ifade edilmektedirler. Bu tümör süpresör miRNA‟ların 

ekspresyonunda bir azalma söz konusu olduğunda onkogen ekspresyonu artar ve 

dolayısıyla bu durum tümör oluĢumuna sebep olur. Bu durumun tam tersi olarak ise bazı 

miRNA‟ların bir tümör süpresörün baskılanmasını sağlayarak kanserin geliĢimini arttırdığı 

görülmüĢ ve bu miRNA‟lar onko-mir olarak ifade edilmeye baĢlanmıĢtır. Tümör süpresör 

ve onkogen mRNA‟ların her ikisi de miRNA‟lar tarafından hedef olarak görülebilir.  Bu 

sebeple belirli bir miRNA‟nın gerçek iĢlevi onko-mir veya TS-mir‟in hücresel içeriğine 

bağlıdır (4). 

 

 

2.1.5.1. Tümör Süpresör MikroRNA’lar 

Ġlk olarak 2001 yılında, miR-15a ve miR16-1‟in keĢfi ile miRNA‟ların kanserleĢme 

sürecine etkisi bildirilmiĢ (46) ve 2005 yılında Cimmino ve ark. yaptıkları çalıĢma sonucu 

bu miRNA‟ların etki mekanizması ortaya konulmuĢtur (54). 

ÇalıĢmada, KLL hücrelerinde bu iki miRNA‟nın ekspresyon seviyelerinin, anti-

apoptotik B hücreli lenfoma proteini olan Bcl-2‟nin üretimi ile ters iliĢkili olduğu yani 

miR-15a ve miR16-1‟in tümör süpresör aktiviteye sahip oldukları tespit edilmiĢtir. miR-15a 

ve miR16-1‟in düĢük seviyelerinin (tümör süpresör fonksiyon kaybı) yüksek seviyede Bcl-

2 proteini ile iliĢkili olduğu bunun sonucu olarak ise  anormal hücre büyümesine sebep olan 

yüksek seviyelerinin (normal tümör süpresör aktivite) ise apoptoz ile iliĢkili olduğu ortaya 

konmuĢtur. ÇalıĢmanın sonucunda miR-15a ve miR16-1‟in normal seviyelerinin, 
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kontrolsüz hücre büyümesini engelleyerek tümör süpresör aktiviteye sahip oldukları 

belirlenmiĢtir (54).  

Let-7 ailesinin üyeleri (let-7b, let-7c, let-7d, let-7f ve let-7g) tümör süpresör özellik 

gösteren diğer bir miRNA‟dır (53). Normal akciğer dokusu ile akciğer kanserli hastaların 

akciğer dokusu karĢılaĢtırıldığında genellikle düĢük let-7 seviyeleri gözlenmiĢtir. Akciğer 

kanseri hücre kültürü modelinde let-7 seviyesi normal bir akciğer dokusundaki seviyesine 

oranla artırıldığında kanser hücrelerindeki büyüme oranın azaldığı gözlenmiĢtir (53, 54, 

55). 

 

 

2.1.5.2. Onkogenik MikroRNA’lar 

Kanser türlerinde kontrolsüz büyümeyi arttırıcı ya da anti-apoptotik yönde 

fonksiyon gösteren onkogenik miRNA‟lar tümör süpresör miRNA‟ların tersine iĢlev 

görürler. Onkogenik miRNA‟ların ilk keĢfedileni miR-155‟tir. Hedef mRNA‟sı tam olarak 

belirlenememiĢ olan miR-155‟in, ekspresyonunun tavukta lösemi ve lenfoma oluĢumunu 

artırdığı gösterilmiĢtir (56). 

miR-21, onkogen gibi iĢlev gösteren diğer bir miRNA‟dır. Glioblastoma (57), akut 

myeloid lösemi (58), KLL (59) gibi hematolojik malignliteli hastalarda ve katı tümörlerde, 

mide, kolon, pankreas, akciğer, prostat, meme ve karaciğer kanseri gibi birçok kanser 

türünde ekspresyonu yüksek seviyede gözlenmiĢtir (60, 61).  

Basit heliks-döngü-heliks transkripsiyon etkenini kodlayan myc onkogeni insan 

kanserlerinde genellikle mutasyon geçirmiĢ veya amplifiye olmuĢtur, hem hücre çoğalması 

hem de apoptozu tetikleyebilme kabiliyeti sayesinde hücre büyümesinin önemli bir faktörü 

olduğu gösterilmiĢtir (62). 

miRNA‟lar ile myc‟nin artan ekspresyonu arasında yakın bir iliĢki olduğu 

görülmektedir (2). Ġnsan genomunda kromozomun 13q313 yerleĢik olan miR-17-92 gen 

kümesi, altı adet miRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1) 

kodlamaktadır ve onkogenik olduğu gösterilen ilk miRNA‟yı kodlayan bir bölgedir. 
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Transgenik farelerde c-myc onkogeninin fazla ekspresyonunun gerçekleĢtiği miR17-19 gen 

kümesinin, yüksek seviyede ekspresyonuna neden olarak B hücreli lenfomanın geliĢimini 

ilerlettiği belirtilmiĢtir (63). 

HSK, A.B.D.‟nde kansere bağlı erkek ölümü sebeplerinde 5‟inci sırada yer almakta 

olup yıllık yaklaĢık olarak 21.000 yeni vaka (erkek ve kadın) teĢhis edilmektedir (64). 

Karaciğer neoplazması klinik olarak heterojen olup risk faktörleri ve genetik değiĢiklikler 

ile iliĢkilendirilmektedir (16). HSK‟nın baĢlıca etiyolojisi içinde viral infeksiyon, metabolik 

anormallikler ve bağıĢıklığa bağlı düzensizlikler bulunmaktadır (65). 

  Belirli miRNA genlerinin HSK içeren çeĢitli karaciğer dokuları için anormal olarak 

eksprese edildikleri gösterilmiĢtir. Murakami ve arkadaĢları, HSK‟daki miRNA gen 

ekspresyonunu profillemek için mikrodizi teknolojilerini ilk kullanan kiĢilerdir. Bu 

çalıĢmada, miR-224, miR-18 ve pre–miR-p18 geni HSK örneklerinin tümör olmayan 

dokulardan daha yüksek ekspresyon sergilediği görülmüĢtür. miR-199a, miR-200a, miR-

125a, miR-195 ise HSK örneklerinin bitiĢik tümör olmayan doku örneklerine kıyasla daha 

az eksprese olduğu gösterilmiĢtir (16). 

Daha yakın zamanda yapılan bir çalıĢmada Ladeiro ve ark. kötü huylu 

hepatosellüler tümörler ile iyi huylu olanları ayrıĢtırmak için miRNA profillemesinin 

kullanılabileceğini göstermiĢtir (66). Bu çalıĢma aynı zamanda çeĢitli tümör alt 

gruplarındaki miRNA‟ları onkojen varlığı, tümör bastırıcı gen mutasyonu ve belirli risk 

faktörleri temelinde karakterize etmiĢtir. Hem iyi huylu hem de kötü huylu hepatoselüler 

tümörlerinde miR-224 ekspresyonu artarken, miR-122a ve miR-422b‟nin 

ekspresyonlarında ise azalma sergilendiği belirtilmiĢtir. Li ve ark. kanserli karaciğer 

dokularını kanser olmayanlardan ayıran 69 miRNA profilini tanımlamıĢtır (67). Bu 

miRNA‟ların sekiz tanesi daha sonra iyi ve kötü huylu karaciğer tümörleri ile sağlıklı 

karaciğer dokusunun ayırt edilmesinde doğrulama amacıyla kullanılmak üzere seçilmiĢtir. 

miR-125b‟nin HCC‟de ekspresyonunun azaldığı gösterilmiĢtir. MiR-125b‟nin fazla 

ekspresyonu HCC hastalarında yüksek oranda hayatta kalma ile iliĢkilendirilmiĢtir. Jiang ve 

arkadaĢları HCC hastalarında 19 tane miRNA‟nın azalan ve artan ekspresyonlarının 

hastaların hayatta kalma ile ilgili genini tespit etmiĢtir (68).  
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Li ve ark. miR-125b faaliyet mekanizmasının fosforilasyonu baskılayarak hücre 

inhibisyonu ve dolayısıyla da Akt‟nin etkisizleĢtirilmesine (inaktivasyon) dahil olduğunu 

göstermiĢtir (67).  Fornari ve ark. miR-221‟in HSK‟da ekspresyon seviyesinin arttığını ve 

potansiyel bir onkojenik iĢlevini belirlemiĢtir (69).  

 

 

2.1.5.3.Viral Karsinogenezis ve MikroRNA  

Yüksek yapılı ökaryotlar tarafından kodlanan miRNA‟lardan bağımsız olarak insan-

patojenik ve viral karsinogenez ile iliĢkili bazı virüslerin de miRNA kodladığı 

gösterilmiĢtir. Virüslerin kodladığı bilinen miRNA sayısı türden türe değiĢiklik 

göstermektedir. Viral miRNA‟ların virüs gen ekspresyonlarının otoregülasyonu, konağın 

immün sisteminden kaçıĢ mekanizmalarının kontrolü ve latent/persistant infeksiyonların 

oluĢmasını sağlamaktadır. Buna bağlı olarak konağa ait birçok miRNA‟nın virüsün,        

virüs miRNA‟larının da konağın çeĢitli transkripsiyon süreçlerini regüle edebildiği 

belirtilmektedir. Virüs türlerine bağlı olarak eksprese edilen miRNA‟lar konağa ait farklı 

hücre yolakları ile etkileĢime geçebilmekte ve özellikle kanser oluĢumunun kontrolü 

sürecinde kritik role sahip çeĢitli yolakları etkileyebilmektedir (17).  

 

2.2. Onkogenezis 

Sağlıklı normal bir hücrenin premalign potansiyele sahip hücre Ģekline dönüĢmesi 

olayı onkogenezis olarak ifade edilir. Bu dönüĢüm hücrenin bağımsız çoğalabilme 

kabiliyeti ile karakterizedir ve bu dönüĢümde hücrenin sinyalini, büyümesini, hayatta 

kalmasını, hareket kabiliyetini, anjiogenezisini ve hücre döngüsü kontrolünü regüle eden 

moleküllerin salgılanması ile fonksiyonu gibi bir dizi genetik ve epigenetik (gen değiĢikliği 

olmaksızın) değiĢiklikler yer alır (70).  

Karsinogenez çok basamaklı bir olaydır. Yani normal hücrenin malign hücreye 

dönmesi için çok sayıda genetik değiĢiklik olması gerekir. Ara dönemler tanımlanarak 

immortalizasyon, hiperplazi ve preneoplastik Ģeklinde isimlendirilmiĢtir. Karsinogenezde, 
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tümör virüslerinin genellikle kofaktör olarak etkili olduğu görülmektedir ve sadece malign 

hücrelerin geliĢmesi için gerekli bazı basamakları sağlarlar (71).  

Virüsler genellikle neoplastik olayın baĢlatıcıları olarak etkili olurlar ve bunu farklı 

mekanizmalarla yapabilirler. Viral nedenli tümörlerin geliĢmesi için virüsler gereklidir 

fakat yeterli değildir. Tümörlerin meydana geliĢi hücrelerin normal büyüme, üreme, 

geliĢmelerini ve eĢzamanlı olarak bu fonksiyonların kontrol ve regülasyonlarını sağlayan 

proteinlerin kodlandığı genlerde oluĢan genetik düzeydeki değiĢmeler (mutasyonlar) 

sonucudur. Bu varyasyonlar, protoonkogenlerin aĢırı aktivasyonuna ve bunun sonucu 

olarak da yol açarak bu önemli ve normal genlerin, sellüler onkogenler haline dönüĢümüne 

ve sonucunda da hücrelerin üremelerini stimüle eden fazla sayıda onkoprotein sentezine yol 

açarak kontrolü olmayan ve sonuç olarak da süregen ve sınırsız hücre üremelerine yani 

tümör formasyonuna sebep olurlar ve hücre döngüsünün kontrolü bozulmuĢ olur (72). 

Tümör süpresör genler ve protoonkogenler (antionkogenler), bir kaç koĢulun 

birlikte ve paralel etkisiyle mutasyonlara maruz kalarak tümör oluĢumuna yol açarlar. Bu 

nedenle de tümörlerin oluĢumu uzun bir süreç içerisinde gerçekleĢir (72). Tümör 

baskılayıcı genler hücrelerin korunmasını sağlar. Büyümenin kontrolünde kontrol noktası 

görevi yapan P16 geni bu genlerin en önemlilerinden birisidir. Diğer bir önemli tümör 

baskılayıcı gen olan P53 ise malignant hücreleri apoptozis yoluyla imha eder (70). 

Yapılan çalıĢmalar, RNA tümör virüslerinin neoplazide hücresel onkojenlerin 

katılımını ortaya koyarken DNA tümör virüsleri hücresel tümör baskılayıcı genlerin rolünü 

ortaya koymuĢtur. Tümör virüsleri diğer virüsler gibi genomlarının nükleik asidine ve 

viriyonların biyofiziksel özelliklerine göre farklı virüs ailelerinde sınıflandırılır. Bilinen 

tümör virüslerinin çoğunluğunun DNA genomu vardır veya HCV virüsü hariç olmak üzere 

hücreleri infekte ettikten sonra DNA provirüs ortaya çıkarırlar.  DNA tümör virüsleri viral 

replikasyonda önemli olan ve hücresel büyüme kontrol yollarını da etkileyen viral onko-

proteinleri kodlarlar. RNA tümör virüslerinin çoğunluğu retrovirüs ailesinde bulunur. 

Retrovirüsler, virüsün RNA genomundan DNA kopyası oluĢturan RNA‟ya yönelimli 

polimeraz (ters transkriptaz; revers trankriptaz) enzimi kodlarlar. DNA kopyası (provirüs) 

enfekte konak hücrenin DNA‟sına entegre olur ve bu entegre DNA‟dan virüsün bütün 
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proteinleri kodlanır. Hücre davranıĢındaki değiĢiklikleri sınırlı miktardaki genetik bilgi 

yoluyla idare edebilir. Bu olayda iki genel yol vardır ve her iki durumda da konak hücre 

büyüme iĢleminin normal düzenlenme kontrolünü kaybeder. DNA tamir yolları sıklıkla 

etkilenir, genetik değiĢkenliğe ve mutajenik fenotipe yol açar (7, 65, 66): 

1-Tümör virüsleri yeni bir transforme edici geni hücre içine sokar ve doğrudan 

etkiler. 

2-Virüs önceden var olan gen veya genlerin sunumunu değiĢtirerek dolaylı etki 

yapar. 

Virüsler genellikle tam karsinojen gibi davranmaz. Virüsün iĢlevleriyle idare edilen 

değiĢikliklere ek olarak, hücrenin tamamen transforme olmasının sağlanabilmesi için 

normal hücrede birden çok düzenleyici yollar ve kontrol noktalarının zayıflatılması için 

baĢka mutasyonlar da gereklidir. Viral karsinogenezi sağlayan tek bir transformasyon Ģekli 

yoktur. Moleküler düzeyde, insan tümör virüsleri ile olan onkojenik mekanizmalar çok 

çeĢitlidir (73). 

Konak hücreleri belirli bir virüs replikasyonu için hücresel düzeyde izin veren veya 

vermeyen hücrelerdir. Ġzin veren hücreler virüs büyümesini ve yavru virüslerin üremesini 

destekler; izin vermeyen hücreler ise desteklemez. Özellikle DNA virüsleri ile normalde 

konak hücrenin ölümü ile sonlanan virüsün replikasyon döngüsü bir Ģekilde bloke 

olmadıkça izin veren hücreler transformasyona uğramaz. Bunun tersine, RNA tümör 

virüslerinin karakteristik özelliği, çoğaldıkları hücreyi öldürmemeleridir. Bir hücre için izin 

veren hücreler baĢka bir virüs için izin verici olmayabilir. Tümör virüslerinin çoğunluğu 

belirgin bir doku özgüllüğü gösterirler, bu özellik hücre yüzeyindeki virüs reseptörlerinin 

farklı dağılımına, virüsün yaygın veya lokal infeksiyon oluĢturma yeteneğine veya virüs 

gen ekspresyonu için gerekli hücre içi faktörlere bağlı olabilir. Bazı virüsler tek tümör tipi 

ile iliĢkilidir, diğerleri ise çok sayıda tümör tipi ile iliĢkili olabilir.  Bu farklılıklar virüslerin 

doku tropizmlerini yansıtır. Normal bir hücreden neoplastik hücreye stabil bir genetik 

değiĢiklik, hücre içinde viral genlerin kalmasını gerektirir. DNA tümör virüslerinde viral 

genomunun bir bölümü konak hücre kromozomuna entegre olur. Bazen virüs genomunun 

epizomal kopyaları tümör hücrelerinde saptanır. Bazı virüs sistemlerinde, virüsün 
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transformasyona uğrattığı hücreler, enfekte olmayan komĢu hücrelerin fenotipini etkileyen 

büyüme faktörleri salgılar, böylece tümör oluĢumuna katkıda bulunur (7, 71, 73). 

 

 

2.2.1. Viral Karsinogenezin Genel Özellikleri 

Virüsler insanlarda ve hayvanlarda kansere neden olabilmekle birlikte ender olarak 

tam kanserojendirler. Fakat doğrudan veya dolaylı yoldan etki gösteren karsinojenik ajanlar 

olabilir. Virüslerin indüklediği tümörgenezde konak faktörleri önemli belirleyicilerdir ve 

tümör virüsleri doğal konaklarında sıklıkla kalıcı infeksiyonlara sebep olurlar. Virüs birden 

fazla tümör tipi ile iliĢkili olabilir.  Virüsün oluĢturduğu infeksiyon tümör ile iliĢkili tümör 

oluĢumundan daha sıktır. OluĢan infeksiyonun baĢlangıcı ile tümörün ortaya çıkması 

arasında genellikle uzun süreli latent dönemler olur. Tümör hücrelerinde viral göstergeler 

genellikle bulunur. Onkojenik bir virüs hücrelerde büyüme kontrol yollarını değiĢtirir.   

Viral suĢlar onkojenik potansiyel olarak genellikle farklılık gösterir. Viral onkogenez 

mekanizmaları hayvan modellerinde yapılan çalıĢmalarla gösterilebilir (74). 

 

 

2.2.2. Onkogenlerin Mekanizması 

 

 2.2.2.1. Hücresel Onkogenler 

Onkogen kanserin ortaya çıkmasında etkisi olan genlere verilen genel bir tanımdır. 

Bu transforme edici genlerin normal versiyonları normal hücrelerde bulunur ve proto-

onkogenler olarak  isimlendirilir. Hücresel onkogenler akut transforme eden retrovirüslerle 

yapılan çalıĢmalarda bulunmuĢtur. Normal hücrelerin çeĢitli retrovirüs transforme edici 

genleri ile yüksek düzeyde iliĢkili fakat aynısı olmayan kopyalarını bulundurduğu; hücresel 

dizilerin yakalanıp retrovirüs genomlarına girdiği bulunmuĢtur. Hücresel onkogenler insan 

kanserinin moleküler temelinde kısmen sorumludur. Hücre çoğalması, bölünmesi ve 



21 
 

farklılaĢmasının düzenlenmesinde ve genomunun bütünlüğünün sağlanmasından sorumlu 

karmaĢık yolların bileĢenlerini temsil ederler. Bu bileĢenlerden birinin yanlıĢ sunumu bu 

düzeni bozabilir, hücrelerin kontrolsüz büyümesi yani kanser ile sonuçlanır. Ġyi huylu bir 

proto-onkogeni active eden ve onu kanser genine çevirmede sorumlu moleküler 

mekanizmalar değiĢiktir, fakat hepsinde genetik hasar vardır. Gen yüksek düzeyde 

sergilenebilir ve bu yüksek düzeyde sergilenmiĢ onkogen ürününün dozu hücresel büyüme 

değiĢikliklerinde önemli olabilir. Bu mekanizmalar normal düzenin bozulması gibi temel 

kalıcı bir etkinlikle sonuçlanabilir, böylece gen hücre döngüsünde yanlıĢ zamanda veya 

uygun olmayan doku tiplerinde  sergilenir. Mutasyonlar, proto-onkogen ile diğer proteinler 

veya nükleik asitler arasında dikkatle düzenlenmiĢ etkileĢimleri değiĢtirebilir. Retroviral 

destekleyicinin (promoter) hücresel onkojenin yanına girmesi o genin artan sunumu ile 

sonuçlanabilir. Hücresel genin sergilenmesi, yanındaki viral arttırıcı (enhancer) dizilerin 

etkisi ile de artabilir (71-74). 

 

 

2.2.2.2. Tümör Süpresör Genler 

Hücreler büyüme esnasında, ürünleri negatif regülatör olarak görev yapan bazı 

genler kodlarlar. Bu genler çoğunlukla bazı kanserlerde mutasyona uğramıĢ veya silinmiĢ 

olduklarından dolayı tümör supresör gen olarak adlandırılır. Bunlar belirli DNA tümör 

virüsleriyle kompeksler oluĢturdukları için tanımlanmıĢlardır. Hücre büyümesi esnasında 

negatif ve pozitif regülatörler birlikte kontrollü ve dengeli bir sistem oluĢtururlar. Küçük 

DNA virüsleri tümör süpresör proteinleri bağlayıcı ve inaktive edici proteinler üretebilirler 

ve böylece G1 fazında olan hücreyi S fazına geçirerek hücre döngüsünü harekete 

geçirebilirler (67). 

Tümör oluĢması için bir genin her iki allelinin, aktivasyon gereken hücresel 

onkogenezin tersine inaktivasyonu veya kaybı gerekir. Bu inhibitör gen sınıfının prototipi 

retinoblastoma (Rb) genidir. Rb protein, S evresi genlerin sergilenmesini idare eden anahtar 

transkripsiyon faktörlerine bağlanarak hücrelerin S evresine girmesini engeller. Normal Rb 
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proteinin iĢlevi fosforilasyon ile düzenlenir. Rb geninin fonksiyonunun kaybı genellikle 

retinoblastoma ve diğer tümörlerin geliĢimi ile iliĢkilidir.  BaĢka bir kritik tümör baskılayıcı 

gen P53 genidir. Bu da hücre döngüsünün ilerlemesini bloke eder; P53 transkripsiyon 

faktörü olarak etki gösterir ve belirli hücre döngü kinazlarının iĢlevlerini inhibe eden bir 

proteinin sentezini düzenler. Ayrıca DNA hasarı olan hücrelerin apoptoza girmesine neden 

olur. P53 iĢlevinin kaybı DNA hasarı olan hücrelerin döngüye devam etmelerine izin verir, 

sonuçta genetik mutasyonlar birikir. Bütün insan kanserlerinin yarısından fazlasında P53 

geni mutasyona uğramıĢtır (74).  

 

 

2.2.3. DNA Tümör Virüsleri 

DNA ve RNA tümör virüsleri onkogenleri arasında temel farklılıklar vardır. DNA 

tümör virüslerinin transforme edici genleri viral replikasyon için gerekli iĢlevleri kodlarlar 

ve hücrelerde normal homologları yoktur. DNA virüslerinin transforme edici proteinleri 

normal hücre proteinleri ile kompleks oluĢtururlar ve iĢlevlerini değiĢtirirler (7). 

 

 

2.2.3.1. HBV Onkogenezi 

HBV, akut ve kronik karaciğer hastalıklarına sebep olan bir insan patojenidir. Siroz 

ve karaciğer kanserlerinden dolayı ölümün ağırlık gösterdiği ülkelerde bu ölümlerde hepatit 

B virüsünün payı büyüktür. Virüsün sitopatik bir etkisi yoktur. Fakat karaciğer hasarlarına 

inflamasyon, apoptozis ve rejenerasyona teĢvik eder (76). 

Hepatit B virüsünün onkogenez mekanizması açık değildir. Sürekli viral infeksiyon, 

zamanla sirozla sonuçlanan nekroz inflamasyon ve karaciğer rejenerasyonuna yol açar. 

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

HBV; viral hepatit B, serum hepatiti, uzun kuluçka süreli hepatit olarak 

isimlendirilen infeksiyon hastalığının etkenidir (75). 

Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirüs genusunda yer alan HBV özellikle 

karaciğer hücrelerine tropizm gösterir. HBV, Hepadnaviridae ailesinin üyeleri içinde 

insanlarda infeksiyon oluĢturan tek türdür (76). 

 

 

2.3.1.Tarihçe ve Sınıflandırma 

Ġlk kez hipokrat tarafından sözü edilen hepatitlerin, insanlığın var oluĢuyla ortaya 

çıktığı düĢünülmektedir (77). Varlığı antik çağlardan beri bilinen sarılıkta, ilk kez 1883 

yılında direkt kan ve kan ürünleri ile bulaĢan hepatit formu, Lurman tarafından 

tanımlanmıĢtır. Bremen'de yaĢayan 1.289 tersane iĢçisine çiçek aĢısı yapılmıĢ ve 

uygulamanın ardından 191 iĢçide bir kaç hafta ile 8 ay arasındaki süre içinde sarılık ortaya 

çıktığı, aĢılanmamıĢ kiĢilerin ise sağlıklı kaldığı saptanmıĢtır. Yirminci yüzyılın baĢlarında 

kabakulak ve kızamık immün proflaksisi amacıyla plazma alan kiĢiler ile insan serumu 

içerikli sarı humma aĢısı yapılan askerlerde sarılık salgınları görülmeye baĢlamıĢ; II. Dünya 

SavaĢı esnasında kan transfüzyonu yapılan askerlerde sorunlara neden olmuĢtur (75, 76, 

78). 1908'de Mc Donald salgın hastalığa, bir virüsün neden olabileceğinden bahsetmiĢ, 

1912'de Cockayne epidemik formu tanımlamıĢ ve 'infeksiyöz hepatit' olarak 

isimlendirmiĢtir (79). 1930'lu yıllarda gönüllü mahkumlar üzerinde yapılan çalıĢmalar; 

serum hepatiti ve infeksiyöz hepatit hakkında önemli bilgiler kazandırmĢtır (80). 1943 

yılında A.B.D.'nde bulaĢıcı hepatite infeksiyöz hepatit adı verilmiĢ ve yine aynı yıl Ġngiltere 

Sağlık Bakanlığı, plazma, serum naklinden sonra geliĢen sarılıkları 'homolog serum sarılığı' 

adı altında toplamıĢtır (76). 1950'li yılların sonu ile 1960'lı yılların ilk yarısında Krugman 

ve ark. New York'daki Willowbroke State School'da özürlü çocuklar üzerinde yaptığı 

çalıĢmalar sonucunda; klinik, epidemiyolojik ve immünolojik olarak birbirinden ayrı iki 

hepatit virüsünün varlığını saptamıĢlardır (81). 1963 yılında Avusturalyalı bir yerlinin 



24 
 

serumunda, çok sayıda kan transfüzyonu yapılmıĢ bir hastanın serumu ile agar jelde 

presipitasyon veren bir antijen, günümüzde HBsAg olarak  bilinen Avustralya antijeni-Au 

antijenininin, National Institues of Health (NIH)  de Blumberg ve ark. tarafından tespit 

edilmesiyle virüs hepatitleri ve hepatit serolojisinde tarihinde yeni bir çağ baĢlamıĢtır. 

1965'teki bu buluĢlarıyla araĢtırmacılar Nobel ödülü kazanmıĢlardır (76, 79, 80). HBV 

tarihçesinde 1965 yılı dönüm noktasıdır. Hepatit araĢtırmalarında bu tarihe kadar olan süre 

gümüĢ çağ, bundan sonraki dönem ise altın çağ olarak nitelendirilir (80). 

1970'de Dane ve ark., elektron mikroskobuyla HBV‟nün kısmen saflaĢtırılmıĢ 

preparatlarını incelediklerinde üç farklı partiküle rastlamıĢlardır. Bunlardan 42 nm 

çapındaki infektif özelliğe sahip olanlara Dane partikülü adı verilmiĢ ve sonraki yıllarda, 

kor antijeni, DNA polimeraz ile viral DNA tanımlanarak, 1974'te virüsün özgül DNA'sı 

tanımlanmıĢtır (76, 79, 80). 

HBV‟nin Hepadnaviridae ailesinin prototipi olarak belirlenmesi önemli bir 

geliĢmedir. HBV‟nin keĢfinden sonra bazı memeli hayvanlarda ve kuĢlarda hepatite neden 

olan değiĢik yeni vürüsler bulunmuĢtur. 1978 yılında kronik aktif ve hepatomalı Marmata 

monax (bir dağ sıçanı) otopsilerinde sık bulunan ve Woodchuck Hepatit Virüsü (WHV) adı 

verilen yeni bir virüs keĢfedilmiĢtir. 1980 yılında Kuzey California‟da yaĢayan ve 

Spermophilus beecheyi denilen vahĢi yer sincaplarından Ground Squirrel Hepatit Virüs 

(GSHV) izole edilmiĢtir. Deneysel olarak küçük Amerikan sincapları (chipmunk) ve dağ 

sıçanlarını da infekte edebilen GSHV‟ye doğada sadece Amerika kıtası üzerindeki San 

Francisco yarımadasının belli bir bölgesinde rastlanmaktadır (82). 

Nükleotid sekans analiz çalıĢmaları sonucunda HBV ile GSHV ve morfolojik olarak 

insan HBV‟ünden ayrılması oldukça zor olan WHV arasında yaklaĢık %70 homoloji 

bulunduğu ortaya konulmuĢtur. Fakat WHV ve GSHV kendilerine özgü türler dıĢındaki 

diğer türlerde infeksiyona sebep olmazken HBV büyük maymunlarda infeksiyözdür (83, 

84). 

WHV infeksiyonları kronik karaciğer hastalıkları ve sonuçlarında ortaya çıkan 

karaciğer kanserine model olarak kullanılmaktadır (85). Hepadnavirüs infeksiyonlarının 

daha iyi anlaĢılabilmesi için karaciğerin yapısı, fonksiyonları, akut ve kronik hasar 
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durumlarında geliĢen mekanizmaların iyi bilinmesi gerekir. Karaciğer, kan hemostazı, 

enerji depolanması mikrobiyal infeksiyonlara karĢı bağıĢıklıkta önemli rol oynayan bir 

organdır. Çok çeĢitli hücre yapısına sahip olmakla birlikte fonksiyonel aktivite esas olarak 

Kupffer hücreleri, safra kanal epiteli ve hepatositler tarafından yürütülür. Hepatosit ve safra 

kanalı epitel hücreleri sadece karaciğere özgü, birbirleri ile yakından iliĢkili hücrelerdir (76, 

86). Karaciğerin %70 ini oluĢturan hepatositler majör hücrelerdir ve HBV gibi karaciğere 

tropizmi olan bir virüsün esas hedefinin bu hücreler olması beklenir. Hepadnavirüs  

ailesinde yer alan üyelerin tümü için doğrulanmıĢ yegane replikasyon yeri hepatositlerdir. 

HBV infeksiyonunda karaciğer hasarının en önemli nedeni konağın immün yanıtıdır. 

Konağın infeksiyona karĢı verdiği bağıĢık cevap çok sayıda hepatositi yıkarak skarlaĢma, 

kan akımında azalma ve safra akımında obstrüksiyona sebep olur ama infeksiyonu elimine 

edemez. Hepatositler sonuna kadar diferensiye olsalar bile karaciğer hasarına cevap olarak 

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

Hepadnaviridae ailesi DNA polimerazı bulunan, ters transkriptaz aktivitesi sonucu 

meydana getirilen genomik RNA‟nın transkripsiyonu yoluyla replike olabilen, memeli ve 

kuĢlara tropizm gösteren bir gruptur. Bu ailede bulunan virüslerin, virion yapısı, gen sayısı, 

genom nükleotid dizi homolojisi, konak farklılığı, polipeptit büyüklüğü ve antijenik çapraz 

reaksiyonları dikkate alındığında, memeli hayvan virüslerinin bulunduğu 

Orthohepadnavirüs (HBV, WHV, GSHV) ve kanatlı hayvan virüslerinin bulunduğu 

Avihepadnavirüs (DHBV) olmak üzere iki cins altında sınıflandırılması önerilmektedir (76, 

88, 89, 90). 

          

 

2.3.2. HBV Virüsü ve Genomik Yapısı 

 

2.3.2.1. Virüsün Yapısı 

HBV‟ü, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirüs cinsinde yer alan, zarflı, 

kısmen çift sarmallı ve hepatotropik bir DNA virüsüdür. Hepadnaviridae ailesinin prototip 
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üyesi olan HBV‟ü, ailede insanlarda infeksiyon oluĢturan tek türdür (91). Ġnfekte 

hücrelerde birden fazla sayıda partikül tipi oluĢumuna yol açması nedeniyle diğer hayvan 

virüslerinden farklı bir yere sahiptir. Kısmen saflaĢtırılmıĢ HBV preparasyonları elektron 

mikroskobunda incelenecek olur ise yapı, büyüklük ve miktar gibi farklılık gösteren 

özellikleri bakımından birbirine benzemeyen üç tip partiküle rastlanır: 

a)  YaklaĢık 42 nm. (42-47 nm.) çapında, infektif özellikte, tam bir viryon yapısında, 

küresel Ģekilli, Dane partikülleri,  

b)  YaklaĢık 22 nm. (16-25 nm.) çapında, içinde nükleik asit bulunmayan, non-infektif, 

küresel partiküller,  

c)  Özellikle replikasyonun söz konusu olduğu kiĢilerin serumunda bulunan 22 nm. 

çapında, 50-500 nm uzunluğunda nükleik asit ihtiva etmeyen, non-infektif: tübüler 

partiküller.  

Her üç formda, HBsAg adı verilen ortak yüzey antijenine sahip olup, infekte konak 

serumunda yüksek miktarda (200-500 mg/ml) saptanabilmektedir ve immünojenik özelik 

gösterektedir. HBs antikorları ile reaksiyon verirler (76, 82, 88, 92). Dane partikülü olarak 

isimlendirilen virionların yapısı komplekstir; yaklaĢık 7 nm kalınlıkta, lipid içerikli, 27 nm 

çapındaki iç çekirdeği çevreleyen zarfı vardır (93). 

Endoplazmik retikulum ve golgi gibi hücre organel temelli salgısal yollarla 

transferinin sağlanmasını veya virüsün geliĢimini sağlayan viral membran, üç viral protein 

içeren yüzeysel yapıyı oluĢturur. Bu proteinler, virüsün endoplazmik retikulum         

içindeki geliĢimi sırasında gerekli olup büyüklüklerine göre, küçük (SHBs/S-HBsAg),                 

orta (MHBs/M-HBsAg) ve büyük (LHBs/L-HBsAg) yüzey antijenleri olarak 

isimlendirilmektedir (94, 95). 
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2.3.2.2. Virüsün Genomik  Yapısı  

Genomik yapısı, 3200 nükleotidden ibaret olması sebebiyle bilinen tüm hayvan 

DNA virüsleri içerisinde en küçük olanıdır. DNA' nın molekü ağırlığı 2.3x10
6 

dalton, G+C 

oranı ise yaklaĢık %49'dur. Genomu kısmen çift zincirli sirküler bir DNA molekülü olan 

HBV‟nün proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya negatif polariteli zincir) 3200 

nükleotid taĢır, negatif (-) zincir özelliğindedir ve tam uzunluktadır. 5‟ ucuna kovalent 

olarak tutunmuĢ bir proteine sahiptir. Kısa olan zincir (S veya pozitif polariteli zincir) 

1800-2700 arası nükleotid içermesi temelinde pozitif (+) özelliktedir ve değiĢken 

uzunluktadır. Bu zincirler ortak baz çiftlerine sahip olup, sirküler bir yapı halinde 

bulunmakla beraber herbirinin 3' ve 5' uçları birleĢik olmadığından aslında lineer 

moleküllerdir. Ġki sarmal arasında değiĢik uzunlukta tek sarmallı bir bölge vardır. Negatif 

zincirin 5' ucunda, sentez sırasında primer olarak görev yapan terminal bir protein 

bulunurken; pozitif olan zincir tam uzunluktaki zincirden daha kısadır ve pozitif  5' ucunda 

aynı iĢlevi yerine getiren bir RNA oligomeri yer alır. Negatif sarmalın 3' ucu ise 9-10 

nükleotidlik  artık uç (terminal redundancy) ile sonlanır. Bu alan viral replikasyon sırasında 

pozitif DNA sarmalının sentezindeki kısa zincirin tamamlanmasında ve sonuçta süper 

kıvrımlı, tamamen çift sarmallı, çember Ģeklindeki DNA molekülünün oluĢumunda rol 

oynar. HBV DNA‟nın çember Ģeklindeki yapısal bütünlüğü, her iki zincirin 5‟ uçlarından 

birbirine tutunması ile gerçekleĢir ve bu nedenle hiçbir DNA zinciri kapanmamakta ve 

sirküler yapı yapıĢkan (kohezif) uçlarla sürdürülmektedir (75, 96, 97, 98, 99).  

Bu bölgeler 10-12 nükleotidlik yinelenen dizinlerden meydana gelmiĢ sabit bölgeler 

olup, DR (direct repeats) olarak adlandırılırlar.  HBV'nde iki adet DR vardır. Uzun zincirin 

5' ucu 1826‟ncı  nükleotidde DR1 içinde, kısa olanın 5'ucu ise 1592‟nci nükleotid de DR2 

içinde yeralır. DR2 uzun zincirin 3' ucuna yakın bir yerde bulunur (76, 88). 

HBV DNA‟sı birbirleri ile içe içe olan  S (3 zarf proteini; HBsAg, gp36 [Pre-S1] ve 

gp42 [Pre-S2]), C, X ve P kısaltmaları ile gösterilen 7 viral protein kodlayan,  4 ORF 

bölgesi içerir (103). Genomdaki nükleotid dizilerinin yarısı, birden fazla mRNA sentezi 

için kullanılır. Ayrıca aynı ORF‟lerde birden fazla baĢlangıç kodonu bulunur. Bu Ģekilde  

birbiri ile iliĢkili, birden fazla proteinin sentezi sağlanır. Promotörler, replikasyon sinyalleri 
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gibi bütün regülatör elementler ORF‟ler tarafından kodlanır. HBV genomu bazı 

bölgelerinde kısmen üst üste çakıĢan bir kodlama organizasyonuna sahiptir (94, 95, 97, 

100, 101). 

Örneğin genomun en uzun geni olan P geni; C ve X genleri ile kısmen, S geni ile ise 

tamamen çakıĢmıĢ halde bulunmaktadır. Sonuç olarak uzun sarmal 1.5 defa okunmaktadır.  

Bu sebeple  HBV,  bilinen  hayvan  virüsleri  içinde  en  küçük  genomik  yapıya   sahip 

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

 

 

 2.3.2.3. Virüs Proteinleri 

 

2.3.2.3.1. Yüzey Proteinleri 

Gen organizasyonundan   uzun   sarmaldaki   S (surface-yüzey)   geni, majör antijen 

olarak adlandırılan 226 aminoasitten oluĢan S proteinini yani yüzey proteinlerini kodlar. 

Ayrıca baĢlangıç kodonları farklı olduğu için S geni PreS1, PreS2 ve S bölgelerini içerir ve 

viriondaki zarf proteinlerini (HBsAg) ve diğer partiküllerdeki tamamlanmamıĢ HBsAg‟yi 

kodlar. HBsAg, önemli bir zarf proteinidir ve nötralizan antikorlar tarafından tanınan 

baĢlıca epitoplar, hücre membranına enfeksiyöz partiküllerin tutunmasında rol oynayan 

bölgeleri içermektedir. Pre-S1 geni; bir önceki medium antijen ile birlikte large antijeni (L) 

oluĢturan 108 aa‟ ten oluĢan bir proteini kodlamaktadır. Pre-S2 geni; önceki major antijen 

ile birlikte medium (M) antijeni oluĢturan 55 aa‟ ten oluĢan bir protein kodlamaktadır (91, 

93, 102, 103).  

 

 

 2.3.2.3.2. Kor Proteini 

C geni üzerinde pre-C ve C olmak üzere iki bölge bulunmakta ve sırayla viral 

nükleokapsidin bir parçası olan ve C geninin esas ürünü olan kor proteinini (HBcAg) veya 
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kanda sekrete edilen HBe antijenini (HBeAg) kodlamaktadır. Post-translasyonal süreçte, 

endoplazmik retikulumda konak proteazları, proteinin karboksi terminalini ayırır ve 

HBeAg oluĢur. HBcAg‟nin sentezinin post-translasyonal süreci sonrasında son halini alan 

ikincil ürün olarak düĢünülebilir (93, 104).  

Kor RNA‟sı, viral kora paketlenmekte ve major kapsid proteini olan kor proteinini 

kodlamaktadır. Pregenomik RNA olarak görev yapan kor RNA‟sı kendisini kısmen çift 

zincirli genomik DNA‟ya çeviren reverse transkriptaz enzimini yani DNA polimerazı 

kodlamaktadır (105).  

 

 

2.3.2.3.3. X Proteini 

X geni tarafından kodlanır. HBV X proteini (HBxAg) çeĢitli gen düzenleyici 

fonksiyonlara sahip transkripsiyonel trans-aktivatör bir proteindir (90).  

 

2.3.2.3.4. P Proteini 

  P geni ise DNA polimerazı kodlamaktadır. Bu sebeple farklı baĢlangıç 

kodonlarından sentezlenen proteinler de farklı olmaktadır (91, 100, 102, 103). 
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ġekil 2.5. HBV‟nin genom organizasyonu (106) 

 

 

2.3.3. HBV Antijen ve Antikorları 

 

 

 2.3.3.1. HBsAg  

HBsAg antijeni HBV‟nin yüzeyinde kompleks yapıda bulunur ve antijenik 

determinantlara   (a, d/y,   w/r)   göre baĢlıca 4 alt tipe   (adw,  ayw, adr, ayr)   ayrılır.  W 

determinantındaki antijenik değiĢikliklerle (w1,w2,w3,w4 alt tipleri)  birlikte 10 majör 

serotip tespit edilmiĢtir (79, 107).   

HBsAg antijeninin kanda saptanması ilk viral göstergedir ve varlığı aktif 

infeksiyonun kanıtı olarak kabul edilir. En erken HBV ile temastan 1-2 hafta sonra duyarlı   

yöntemlerle kanda saptanabilirler. HBsAg saptanmasından ortalama 4 hafta (1-7 hafta) 

sonra ise hepatitin klinik belirtileri ortaya çıkar. Kendini sınırlayan infeksiyonlarda HBsAg  

pozitifliği ortalama 1-6 hafta en geç 20 hafta devam eder (108). 

 



31 
 

2.3.3.2. Anti-HBs 

Koruyucu nötralizan özellik gösteren, HBsAg‟ye karĢı oluĢan antikorlardır. 

Genellikle HBsAg varlığının serumda kaybolmasından bir süre sonra Anti-HBs saptanır. 

Bu ara süreye pencere dönemi denir. Bu devre dikkate alınarak anti HBc IgM araĢtırılmazsa 

tanı atlanmıĢ olur. B tipi akut viral hepatit geçirenlerin %5-15‟inde anti-HBs 

oluĢmamaktadır. Ġnfeksiyondan sonraki 6-12 ay boyunca kandaki anti-HBs titresi 

yükseliĢini sürdürür ve daha sonra pozitiflik yıllarca devam eder (108). AĢılama ve Ig 

transfüzyonu sonrasında serumda tek baĢına anti HBs pozitifliği saptanır (79). 

 

 

2.3.3.3. HBcAg 

42nm çapında olan virionun kimyasal maddeyle parçalanması sonucunda izole 

edilebilen 27 nm çapındaki nükleokapsid kor partikülü, dıĢarıdan HBsAg ve lipid içeren bir 

zarf ile örtülmüĢtür (109). Ġnfekte karaciğer dokusunda saptanabilir ancak dolaĢımda 

saptanamaz (79). 

 

2.3.3.4. Anti-HBc 

HBcAg‟ye karĢı oluĢan antikordur.  Anti-HBc IgM, HBsAg‟nin saptanmasından 1-2 

hafta sonra serumda pozitifleĢir ve hastalığın akut devresinde bütün hastalarda 

saptanmaktadır. Pozitifliği 6-24 ay devam edebilir. HBsAg‟nin saptanamadığı %5 kadar 

hastada serumda yüksek titrede anti-HBc IgM antikorları tanıya yardımcı olur (110). 

HBV infeksiyonu geçiren kiĢilerde, anti-HBc IgG çok uzun süre hatta ömür boyu 

pozitif kalabilir. Ayrıca kronik infeksiyon sırasında reinfeksiyon geliĢirse tekrar 

saptanabilir düzeylere çıkabilir (109). 
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2.3.3.5. HBeAg 

HBsAg ile birlikte ya da çok kısa bir süre sonra serumda belirir ve iyileĢen 

olgularda ortalama 10 hafta sonra yani HBsAg‟nin kaybolmasından birkaç gün önce 

negatifleĢir. Hem akut hemde kronik hepatitlerde infektivite iĢareti olarak kabul edilir 

(108). 

           HBeAg, viral DNA sentezi için kalıp olarak kullanılan pregenomik RNA 

(pgRNA)‟dan sentezlendiği için HBeAg‟nin yüksek miktarda olması fazla miktarda 

pgRNA sentezlendiğini, yani aktif viral serumda 10 haftadan  daha uzun süren pozitifliğĠ 

kronikleĢme eğilimini yansıtabilir (109). 

 

 

2.3.3.6. Anti-HBe 

HBeAg‟ye karĢı oluĢmuĢ antikordur. Anti-HBe saptanan taĢıyıcıların   

infektiviteleri düĢüktür. Pozitifliği birkaç ay-yıl devam edebilir (79). 

HBV infeksiyonlarında saptanan bir baĢka viral gösterge DNA ve DNA polimeraz 

içeren virionlardır. Bu partiküller HBsAg‟den sonra ortaya çıkar ve varlıkları DNA   

polimeraz aktivitesi  veya  viral  DNA  ile  hibridizasyon  yapılarak  araĢtırırlır. Ġnkübasyon 

döneminin son günlerinde yüksek konsantrasyonlara ulaĢtıktan sonra, hepatit tablosunun   

geliĢmesi ile düĢmeye baĢlarlar ve genellikle hastanın iyileĢmesine yakın günlerde  

serumda  saptanamazlar (108). 

 

 

2.3.4. Replikasyon Stratejisi  

HBV‟nin yaĢam döngüsü birkaç aĢama Ģeklinde değerlendirilebilir  (111):  

1-Virüsün spesifik konak hücresine bağlanması  

2-Virüsün konak hücresine girmesi (penetrasyonu)  
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3-Replikasyonun gerçekleĢeceği bölgeye taĢınım  

4-Viral genomun salınması  

5-Viral gen ürünlerinin transkripsiyonu ve translasyonu  

6-OluĢan ürünler ile viral replikasyonunun baĢlaması  

7-Virionların oluĢması  

8-OluĢan virüslerin hücreden ayrılması  

Birçok virüsten farklı olarak HBV, yeni sentezlenen viral DNA‟nın sitozolden 

çekirdeğe girmesine izin veren daha ileri bir arayol içermektedir (111). 

HBV‟nin hücreye bağlanması kritik bir aĢamadır ve birçok virüs ve konak hücre 

reseptörleri arasında etkileĢim olmaktadır. Fakat etkileĢime giren reseptörler ve 

etkileĢimleri henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır (112, 113). 

Temel olarak HBV‟nün yaĢam döngüsü, virüsün hepatosite tutunması ve reseptöre 

bağlı endositoz temelli hücreye girmesi ile baĢlar. HBV‟nün tutunduğu hepatosit reseptör 

veya reseptörler fibronektin, apolipoprotein, poli-insan serum albumini, interlökin-6 

olabileceği düĢünülmektedir. HBV'nün konak hücreye bağlanmasında rol oynadığı 

düĢünülen fibronektin, transferrin reseptörü, apolipoprotein H, polimerize insan serum 

albumini, pre-S2 glikan, HBV bağlayan faktör gibi birçok reseptör adayı tanımlanmıĢtır 

(97, 114, 115). 

Son yıllarda, her ne kadar, S proteinine özgü bazı reseptörlerin (endonexin II, 

siyaloglikoprotein vb.) varlığı gösterilmiĢ olsa da, HBV‟nün hepatositlere tutunmasında L 

ve M proteinlerinin de önemli olduğu saptanmıĢtır. In vitro olarak pre-S1 ve pre-S2'de 

karaciğere spesifik tutunma bölgeleri tanımlanmıĢtır (76, 88).  

Hepadnavirüslerin viral replikasyonunda üç önemli özellik vardır (116): 

             1- DNA sarmallarının sentezi sırasında negatif iplikçiğin sentezi pozitif iplikçiğin 

sentezinden önce tamamlanmalıdır.  

            2- Viral polimeraz aynı zamanda, reverstranskriptaz olarak fonksiyon görür.  
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            3- Negatif iplikçiğin sentezinde 5' ucuna kovalent olarak bağlı terminal protein 

prime edilirken, pozitif iplikçiğin priming‟i viral genomik RNA'dan derive olan bir 

oligoribonükleotiddir. 

Virüs, hepatositlere bağlanma sonrasında membran füzyonu yoluyla ve 

nükleokapsid hücre membranında kazandığı endozom ile viral nükleokapsid sitoplazmaya 

girerek pasif difüzyon ve tübüler taĢınım Ģeklinde nükleusa taĢınır (117). TaĢınma alfa ve 

beta hücresel transport reseptörleri aracılığıyla gerçekleĢmektedir ve iĢlem kapsid proteinin 

fosforilasyonuna bağlıdır (118). 

Viral replikasyonun baĢında polimeraz enzimi, kısmen çift sarmallı ve her iki ucu 

serbest halde bulunan DNA relaxed circular DNA (rcDNA)‟nın tamamlanmasında rol 

oynar (93, 119). 

Viral genom nükleusta kapsitinden ayrılır. Her iki ucu serbest halde bulunan ve 

eksik olan bölümü, kısmen çift sarmallı DNA‟nın kısa sarmaldaki pozitif zincirin 5‟ 

ucundaki boĢluk RNA oligonükleotid tarafından tamamlanır. Bu esnada uzun sarmalın 5' ve 

3' uçları arasındaki açıklık da onarılmıĢ olur. Konak tamir enzimlerinin bu süreci 

gerçekleĢtirdiği sanılmaktadır. Sonuç olarak tamamen süper kıvrımlı,  çift sarmallı, uçları 

kapalı sirküler yapıda olan bir covalently closed circular HBV-DNA (cccDNA)‟sı meydana 

gelir. Virüs infeksiyonundan yaklaĢık 24 saat sonra cccDNA oluĢumu görülmektedir (93, 

119).  

Replikasyon normal seyrindeyken HBV-DNA‟nın konak genomuna integrasyonuna 

rastlanmaz. Ayrıca epizom olarak replike de olmaz, daha ziyade sirküler tek bir DNA 

kopyası olarak bulunmaktadır. HBV ile infekte olmuĢ kiĢilerin serumlarında nadir de olsa 

HBcAg' nin varlığı gösterilmiĢ olsa da, bu antijen viral replikasyon sırasında konak hücre 

çekirdeğinde sıklıkla tespit edilebilmektedir. Bu sebeple HBcAg' nin nükleusa girmesinin 

cccDNA'nın ortaya çıkmasından önce olduğu tahmin edilmektedir (88, 97, 116, 118). 

Nükleusta, kalıp olarak cccDNA'dan, konak hücre RNA polimerazının (RNA 

polymerase II) yardımı ve viral düzenleyicilerin (4 adet promoter; 2 adet enhancer) 

etkisiyle viral RNA'lar sentezlenir. HBV-RNA'ların hepsinin 3' uçları aynı nükleotidde 
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(1934‟üncü nükleotid) olup, C genine ait ORF'den gelen sinyalin özelliğine göre ya mRNA, 

ya da pregenom Ģeklinde rol oynarlar. Kor promotör bölgesi viral replikasyonun merkezidir 

ve negatif zincirli viral genomundan daha uzun olan 3,5 kb‟lık pgRNA sentezlenir ve 

pgRNA‟dan da 4 tip mRNA sentezlenir (97, 112): 

          -Uzunluğu genomdan fazla olan 3.5 kb‟lık kalıp, pre-C/C ile polimeraz proteinlerinin 

ekspresyonundan ve viral replikasyondan sorumludur.  

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

kullanılır. 

         -2.1 kb'lık olanı ise, HBsAg‟ni kodlarken pre-S1 haricindeki yüzey proteinlerini 

kodlamaktadır. 

        -0.7 kb uzunluğu ile en küçük olan m RNA ise X proteininin sentezinden sorumludur. 

Replikasyon konak hücre sitoplazmasında devam eder ve 3.5 kb lık (+) yüklü RNA‟dan     

(- ) DNA sarmalı sentezlenir (116). 

pgRNA, öncelikle 200-300 moleküllük çekirdek proteinini sentezletir. Ardından  

kor bölgesi içinde kalan bir baĢlangıç kodonundan polimerazın sentezine baĢlamasına  izin 

verir. Sentezlenen polimeraz kendi mRNA‟sının 5‟ ucuna bağlanarak ters transkripsiyonu 

baĢlatır ve aynı anda çekirdek içine yerleĢir. Polimerazın sentezlenmesiyle pgRNA sentezi 

durur. pgRNA‟nın 5‟ ucunda bulunan enkapsidasyon dizisi adı verilen diziler viral 

polimeraz enzimini bağlar ve viral korun yapımı baĢlar (120). 

Çekirdek proteinleri ikiĢerli yapılar halinde bir araya gelir ve disülfit bağları ile 

stabilize olur. Bu birimlerden 120 tanesi bir araya gelerek ikozahedral kapsidi oluĢturur. 

Negatif iplikçiğin sentez aĢaması; direkt tekrar (DR)1 bölgesinin 3' ucundaki terminal 

proteinin bulunduğu yerden baĢlar. Enkapsidasyon dizisi taĢıyan pgRNA‟lar kapsid içine 

yerleĢir ve pgDNA‟dan ters transkripsiyon ile negatif zincirin sentezi viral çekirdek içinde, 

sitoplazmada gerçekleĢir. Bu olayda enkapsidasyon dizisi çekirdek içine bir kopya nükleik 

asit yerleĢmesini sağlar ve ayrıca viral DNA sentezini baĢlatmada da rol oynar. Negatif 

DNA sentezlendikten sonra viral polimerazın RNase H aktivitesi ile pgRNA yıkılır ve 

DNA polimeraz aktivitesi ile 5‟ ucundaki RNA primeri kullanılarak pozitif zincir 



36 
 

sentezlenir. Burada uzun sarmal, kısa zincirin sentezinde kalıp olarak kullanılır. Pozitif 

zincir sentezi için negatif zincirin 5‟ ucundaki DR 1 bölgesindeki primer, DR 2 bölgesine 

taĢınır. Sentez 3' ucundan baĢlar ve uzun zincirin 5' ucundaki terminal proteine geçilinceye 

kadar devam eder. Sentez DR2'nin (-) iplikçiğin 3' ucundaki 9-10 nükleotidlik terminal 

artık sayesinde, genomun sirkülasyonu gerçekleĢir. Her iki zincirin 5‟ uçları bu nedenle 

farklıdır. Pozitif zincirin yani kısa zincirin sentezi tamamlanamaz ve eksik kalır. Bunun 

sebebi kısmen çift sarmallı sirküler yapıdaki kor kısmının kılıf proteinleri tarafından 

çevrelenmesi ve aynı zamanda polimerazın da tükenmesidir. Her iki zincir 5‟ uçlarından 

bağlanmasıyla rcDNA sentezi tamamlanmıĢ olur (76, 88, 93, 97, 99). Viral genomun 

oluĢmasının ardından, endoplazmik retikulum içinde partiküller tomurcuklanarak 

glikoprotein zarfını kazanır ve veziküler taĢınım ile hücre dıĢına salınır (93). 

HBV replikasyonu sırasında sitoplazmada sentezlenen viral DNA‟ların bir kısmı 

çekirdeğe taĢınarak orada sürekli cccDNA havuzu oluĢturulmasını sağlar. HBsAg cccDNA 

formasyonunu inhibe ettiğinden bunun HBV replikasyonunda negatif feedback 

mekanizması olduğu kabul edilir (76, 98). 

 

 

2.3.5. Duyarlılık-Dirençlilik  

HBV, -20
o
C

 
de ise yıllarca, serum içinde ise 30-32

o
C‟ de 6 ay canlılığını korur. 

KurutulmuĢ virüs 25
o
C‟ de saklandığında bir hafta süreyle canlılığını devam ettirir. Virüsü 

inaktive etmek için, kuru sıcak hava ile 180°C‟de 1 saat, otoklavda 121
o
C‟de 15 dakikada 

yeterlidir. Kaynatma ile 10-20 dakikada inaktive olur. KurutulmuĢ virüs 25°C‟de 

saklandığında 1 hafta sonunda canlılığını yitirir. HBsAg içeren kan, plazma ve diğer kan 

ürünlerinin ultraviyole ıĢınlarına tabii tutulmasının infektivite ve antijenik yapı üzerine 

etkisi yoktur. Kimyasal ajanlardan; %0.1-%0.2 gluteraldehit, %0.5-%1'lik sodyum 

hipoklorid (veya 500 ppm serbest klor) izopropil veya etil alkol virüsü inaktive eder (88, 

108, 121). 
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2.3.6. HBV Subtip ve Genotipleri 

Filogenetik analizlere göre, HBVnin, %8 i tüm genom dizisinde, %4‟ü aĢan oranda 

ise S geninde farklılık taĢıyan varyantlar olması sebebiyle, HBV genomunun A, B, C, D, E, 

F, G ve H olmak üzere 8 farklı genotipinin olduğu belirlenmiĢtir (122). 

Ġlk kez 1988 yılında Okamoto ve ark., tüm HBV genomu içinde %8 veya daha fazla 

ayrılık ile A‟dan D‟ye kadar 4 genotipi tanımlamıĢtır (123). 1992 yılında Norder ve ark., 

daha önceden Okamoto ve ark. tarafından sınıflandırılması yapılan HBV genomlarının S 

gen dizilerini sınıflandırarak, genomlar arasında %4.1 kadar küçük farklığı göstermiĢlerdir. 

Bu nedenle de, E ve F olarak adlandırılan iki yeni genotipi S gen seviyesinde en az %4 

oranındaki farklılığı kullanarak tanımlamıĢlardır (124). Ardından D ve H genotipleri ise 

Belçika ve Orta Amerika‟dan bildirilmiĢtir (125, 126). Yapılan çalıĢmalarla birlikte 

genotiplemenin, HBV genomunun pre-S ve S genlerinin bir kısım dizilerinin ortaya 

çıkarılmasıyla mümkün olduğu gösterilmiĢtir ( 127). 

HBV genotip A, B, C, F ve H genom uzunluğu 3215 nükleotid iken delesyon ve 

insersiyonlardan dolayı, genotip G genomu 3248 nükleotid ve genotip D genomu ise 3182 

nükleotid uzunluğundadır (128). 

Kapsamlı filogenetik analizler, HBV genotiplerinin kendi içlerinde en az % 4 

farklılık gösteren subgenotiplere sahip olduğunu göstermiĢtir. HBV genotip A, B, C, D ve F 

subgenotipleri sırasıyla A1/A2, B1/B2/B3/B4, C1/C2/C3, D1/D2/D3/D4 ve 

FIa/FIb/FII/FIII/FIV Ģeklindedir.  HBV genotip E ve G‟nin ise subgenotipleri yoktur (128, 

129). 

HBsAg alt tiplerine göre HBV izolatlarının gruplandırılması 30 yıl önce 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Alt tip spesifitelerinin ekspresyonuna katılan HBsAg epitopları 

molekülün 2 eksternal ilmeğini (loop) içeren bir bölgedir ve HBV suĢlarını antijenik olarak 

çeĢitli yapmaktadır. Aynı bölge bilinmeyen sayıda epitop içermektedir. Bu epitoplar bütün 

wild-tip HBV suĢlarında ortak olarak bulunan HBsAg‟nin “a” determinantı olarak 

tanımlanmaktadır. Belirli HBsAg alt tipleri tarafından “a” determinantına karĢı oluĢturulan 

antikorlar HBV partiküllerinin infektivitesini nötralize edebilmektedir. Bu da bütün alt 
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tiplere karĢı çapraz korumayı ve mevcut HBV aĢıları tarafından indüklenen koruyucu 

immüniteyi oluĢturmaktadır. HBsAg alt tipleri; ortak bir örnek determinantların iki seti ile 

(d/y ve w/r), 4 farklı alt özellikte w determinantı (w1-w4) ve eksprese edilen üçüncü bir 

determinant olan q ile tanımlanmaktadır. HBsAg alt tiplerinin gösterilmesi ise; ortak “a” 

determinantı ile baĢlamakta, sonrasında da suĢta identifiye edilen alttip determinantları ile 

devam etmektedir (örneğin, “adw2”, “ayr”) (102). 

S geninin dizi analizi hem genotipleri hem serotipleri tanımlayabilmesine karĢın, 

genotipler ve serotipler tam olarak birbiri ile örtüĢmemekte, serotip benzerlikleri genetik 

iliĢkiyi doğrulamamaktadır. HBsAg alt tipleri ile HBV genotipleri arasında bazı iliĢki 

gözlenmiĢtir. Fakat birçok genotip iki veya daha fazla alt tip ile iliĢki içinde 

bulunabilmektedir (130). 

Virüsün coğrafi dağılımı ile genotiplerin serotipe göre daha uyumlu olduğu ve 

moleküler epidemiyolojik çalıĢmalar için genotiplerin kullanımının daha yararlı olduğu 

belirlenmiĢtir. Farklı genotiplerle koinfeksiyon ve genotipler arası rekombinasyon olasılığı 

da çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (131). HBV genotip/alt genotiplerinin biyolojik 

özelliklerinde farklılık da olabileceği belirtilmektedir. HBV genotip/alt genotiplerinin 

küresel dağılımındaki heterojenite, sadece farklı popülasyonlarda HBV mutasyonlarının 

prevalansındaki farklılığa sebep olmayıp, HBV infeksiyonlarının klinik seyri ve antiviral 

tedaviye yanıttaki farklılıktan da sorumlu olabileceği giderek anlaĢılmaktadır (130). 

HBV genotip ve subgenotipleri coğrafya üzerinde özgül bir dağılım gösterir. 

Genotip A, Kuzeybatı Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve sahra altı Afrika ile birlikte az 

olmakla birlikte Güney Amerika‟da yaygınlık gösterir. Genotip B ve C ise Asya‟da 

endemik iken genotip D daha çok Akdeniz çevrelerinde ve Doğu Avrupa‟da yaygınlık 

göstermekle birlikte tüm dünyada görülebilmektedir. Genotip E, Batı Afrika; genotip F, 

Güney Amerika ve genotip H ise Orta Amerika‟da yaygındır. Son olarak genotip G ise 

Fransa, Almanya, Orta Amerika, Meksika ve ABD kapsamında yaygındır. Ayrı ülkeler ve 

bunların yerel bölgelerinde, risk grubuna dahil popülasyon grupları farklı prevalans 

oranlarına sahip spesifik genotipler barındırabilmektedir (128). 
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Türkiye‟de Ģimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda HBV genotiplerinin dağılımı 

incelendiğinde ağırlıklı olarak (%100) D genotipinin bulunduğu gözlenmektedir (132-139). 

Belirli genotipler ile Ģiddetli karaciğer hastalığı arasında bağlantı kurmaya çalıĢan 

birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Fakat tartıĢmalı sonuçlara ulaĢılmıĢtır. Bunlardan HBV genotip 

D infeksiyonunun ciddi karaciğer hastalığı ile iliĢkili olduğu ve asemptomatik taĢıyıcılar ile 

karĢılaĢtırıldığında HSK‟lı hastalarda genotip D‟nin genotip A‟dan daha yüksek prevalansa 

sahip olduğu bildirilmektedir (139, 140). 

 

 

 2.3.7. Ġmmün KaçıĢ Mekanizmaları 

Konak immün sisteminden kaçabilmek için HBV çok farklı stratejiler 

geliĢtirmektedir. HBV'ne ve konağa ait olan bazı özellikler, virüsün immün sistem 

tarafından tanınmasını engelleyebilmektedir. HBV, reverse transcriptase enzimine sahip 

olma özelliği ile intrasellüler evrimi esnasında,  kendi DNA'sını konak hücrenin genomuna 

entegre etmekte ve böylece bağıĢık yanıtın ortaya çıkması ile ilgili süreçte görünmez hale 

gelmektedir. Prekor/kor geninde mutasyonları oluĢturarak immün yanıt için kilit 

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

HBeAg sentezlenmeyen mutant virüsler ile replikasyon sürmekte ve infeksiyon 

devam etmektedir. Akut infeksiyonda virüsün temizlenmesinde etkin olan antikorlar, yüzey 

antijenlerindeki a determinant değiĢikliğine neden olan mutasyonlardan dolayı nötralize 

etki göstermeyebilmektedir (93, 111). 

BaĢta karaciğer olmak üzere birçok dokuda HBV bulunabilir. Karaciğerden farklı 

olarak pankreas ve böbreklerde mikrovasküler bariyer sistemi vardır ve bu sebeple virüsün 

bu organlardaki varlığı immün kaynaklı doku hasarına yol açmaz. Fakat böbrekler ve 

pankreas potansiyel bir rezervuar haline gelir. HBV ile tekrar tekrar infekte olan 

karaciğerde, viral temizlenme azalır. Bu durum viral persistansı kolaylaĢtırır (141). 

Beyin, gözün ön kamerası vb. dokularda lenfosit sayısı diğer dokulara oranla az 

olduğundan dolayı immünolojik olarak imtiyazlı bölgelerdir. Akut HBV infeksiyonunda; 
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kılıf proteinlerine karĢı oluĢan antikorların serbest halde bulunan virüslere bağlanarak bir 

kompleks oluĢturduğuna, virüsün duyarlı hücrelere tutunup girmesinin engellendiğine ve 

kan dolaĢımının virüsten temizlendiğine inanılmaktadır. ĠĢte bu aĢamada, farklı sebeplerle 

HBsAg ekspresyonunda bir azalma olur veya yüzey proteinlerini kodlayan genlerde 

mutasyon oluĢur ise anti-HBs varlığına rağmen infeksiyon devam eder (142, 143). 

Birbirinden farklı en az üç mekanizma immün kaçıĢta rol oynar (144, 145); 

            1. MHC ile bağlanmayı sağlayan bölgedeki peptid epitoplarını oluĢturan 

aminoasitlerdeki mutasyonel değiĢiklikler antijen sunumunu etkileyebilir.  

            2. TCR temas residülerinde veya bu bölgenin konformasyonundaki mutasyonlar 

sonucu TCR'ün MHC-peptid kompleksine afinitesi kaybolur. T hücreleri kendine sunulan 

antijenleri tanıyamaz. Bu durumda T hücre aktivasyonu önlenir.  

           3. Proteinin peptid bağlarında değiĢiklikler  (APL; Altered Peptid Ligands) meydana 

gelebilir. Bu durumda antijen aynı MHC molekülüne bağlanır ve antijene özgü aynı TCR 

ile iliĢkiye girer. HBV kor proteininin T helper hücre epitoplarında meydana gelen 

mutasyonların antijen tanınmasında kayba yol açarak konak için daha yararlı olan hafif 

seyirli bir hepatite neden olduğu bildirilmiĢtir (146, 147). Dolayısıyla; viral genomun 

translasyonuna ihtiyaç göstermeyen viral proteinleri sunma yeteneği olmayan HLA 

molekülünü eksprese eden bir hasta, infeksiyonun ilk dalgasına karĢı cevap oluĢturamaz. 

Bu durumda immün kaçıĢ ve infeksiyonun kronikleĢmesi kolaylaĢır (148, 149). 

Konu ile ilgili bir diğer determinant; TCR varığıdır. T hücresinin MHC-peptid 

kompleksine cevap verme yeteneği TCR özgüllüğü ile belirlenir. TCR varlığının, konağın 

MHC geçmiĢi ve self peptidleri ile Ģekillenir. T hücreleri geliĢimleri sırasında kendi 

MHC‟leri tarafından sunulan yabancı proteinleri tanıyacak ama organizmanın kendi 

peptidlerine veya yabancı MHC‟lere kayıtsız kalacak TCR'ler eksprese ederler.                   

T hücrelerinin geliĢimi sırasında TCR2‟nin seçimi, T hücrelerinin %95‟inde delesyona yol 

açabilir. T hücrelerinin algılarındaki boĢluklar nedeni ile bazı kiĢiler bazı viral proteinleri 

tanıyamaz (141, 150). 
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2.3.8. Hepatit B Virüs Mutantları 

HBV‟nin replikasyon etkinliğine (10
11

 partikül/gün) oldukça yüksek olmasına  

rağmen 2x10
4 

baz değiĢikliği/yıl oranından daha düĢük mutasyon hızı gösterir.  

Bu oran polimeraz aracılı geri okuma fonksiyonu olmayan virüslere göre daha düĢük bir 

oranda olmasına rağmen mutasyon oranının birçok DNA virüsünde görülen mutasyon 

oranından 10 kat daha yüksek olduğu bildirilmektedir (151, 152). 

DNA‟sı kısmen çift sarmallı olan HBV, yaĢam döngüsü sırasında pgRNA'dan 

revers transkripsiyonla DNA'ya dönüĢür. HBV hızlı replikasyon yeteneğine sahip olan bir 

virüs de olsa; revers transkriptaz enziminin ilk okuma yeteneğindeki zayıflık nedeni ile bu 

esnada nükleotidlerin yerleĢiminde hatalar meydana geebilmekte, genomda küçük 

mutasyonel değiĢimler ortaya çıkmaktadır (115, 153). HBV genomunda yer alan ORF‟lerin 

üst üste binmesinin (overlap) de kaçınılmaz bir mutasyonların geliĢmesine yol açtığı 

bildirilmektedir (90). 

  Ayrıca bu bölgelerde oluĢan mutasyonlar diğer genlerde de değiĢiklik 

oluĢturabilmektedir (153). Bunun yanı sıra konak-virüs etkileĢiminin bir sonucu olarak, 

infeksiyonun doğal seyri sırasında antiviraller ile konak immün yanıtının baskısı altına 

alınması veya spesifik tedavi ile HBV genomunda dereceli olarak oluĢan bazı 

değiĢikliklerin de mutasyon geliĢiminde katkısının önemli olduğu belirtilmektedir (100, 

154). 

HBV nükleotid sekanslarının özellikle bazı bölgelerinin (hot spot) mutasyonlara 

duyarlı olduğu belirtilmektedir (100). Mutasyon geliĢimi HBV genomunda raslantısal bir 

Ģekilde meydana gelmekte ve oluĢan mutasyonlar, virüsle oluĢturduğu uyum derecesine 

bağlı olarak replikasyon döngüsü ile sayısını artırmakla birlikte meydana gelen mutant 

virüsler prevalans kazanmaktadır (151, 155).  

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

ortaya çıkabilen bu mutasyonların;  

a-Tek bir taban bazının değiĢimi (nokta mutasyonu),  

b-Bir veya daha fazla sayıda nükleotidin silinmesi,  
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c-Aynı sekansın düz veya ters biçimde tekrar edilmesi,  

d-Nükleotid sekanslarının yeniden düzenlenmesi, gibi farklı genetik 

mekanizmalarla oluĢmaktadır.  

Bu nedenler ile HBV mutantlarının önemi; mutant suĢun hayatiyetini devam 

ettirmesine imkan sağlamakta, aĢı çalıĢmalarında ise baĢarısızlıklara yol açmaktadır (115, 

153). 

Hepatit B hastalığının klinik seyrinde de oluĢan mutasyonlar önemli etkilere 

sahiptir. HBV‟de oluĢabilecek mutasyonlar (156);  

1-  Virüsün antijenik yapısının değiĢmesine immün yanıttan kaçıĢ mekanizmalarının 

oluĢmasına, sebep olabilir.  

2-Antiviral ilaçlara karĢı direnç geliĢimine neden olabilir.  

3-  Virüsün hücreye giriĢini ve entegrasyonunu kolaylaĢtırabilir  

4-  Virüsün replikasyon sayısının artması ile Ģiddetli klinik sonuçlara neden olabilir. 

 

2.3.8.1. S (Yüzey) Mutantları 

S gen bölgesinde oluĢan nokta mutasyonlar, HBsAg‟ye karĢı immün sistem 

cevabını etkilemektedir. Çünkü nötralizan antikorların hedefi olan a determinantını       

(121-149‟uncu aminoasitler) etkilemektedir. HBsAg, poliklonal antikor cevabının oluĢtuğu 

temel bir hedeftir. Yüzey mutasyonları nedeniyle HBV ile infekte hastalarda, HBsAg 

saptanamayabilmektedir (10, 156). Daha az karĢılaĢılmakla birlikte, yüzey geni ile alakalı 

mutasyonlara preSl ve preS2 bölgelerinde de bir sekansın yer değiĢtirmesi, yeniden 

düzenlenmesi veya silinmesi Ģeklinde olmakla birlikte rastlanılabilmektedir (10). 

PreS gen bölgesinin neredeyse tamamı P gen bölgesindeki virüs için zorunluluk 

taĢımayan spacer bölgesiyle çakıĢtığından dolayı, burada oluĢan birçok mutasyonun virüs 

için yaĢamsal öneme sahip olmadığı düĢünülmektedir (157).  Fakat bazı mutasyonlar  

PreS1 proteininin (MHBs) sentezinin durmasına neden olarak virion sekresyonunun 

inhibisyonuna  sebep olmaktadır. Bu durum ise sitotoksititeye sebep olmaktadır (158). 
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PreS2 delesyon ya da ATG yanlıĢ eĢleĢme mutasyonları, B ve T hücre epitoplarında 

değiĢimlere ayrıca PreS2 proteinin sentezinin durmasına neden olabilmektedir (129). 

 

 

 

2.3.8.2. X mutantları 

X geninde oluĢan mutasyonların fonksiyonel önemi tam olarak aydınlatılmamakla 

beraber bu tip varyantların replikasyon yetenekleri düĢük, infektiviteleri zayıftır (159).       

X gen bölgesi, kor promotör, enhansır II, DR1 ve DR2 gibi virüs ekspresyon ve 

replikasyonda önemi olan diziler içermektedir. PreC gen bölgesi ve P geninin RNase H 

bölgeleriyle ortak diziler içeren X gen bölgesinde meydana gelen mutasyonlar, virüsün 

replikasyon ve ekspresyonda sonuç olarak da klinik açıdan değiĢimler oluĢturabilmektedir 

(160). 

HBeAg ve HBsAg‟si negatif olan hastalarda, 1752-1772 arasındaki nükleotidlerde 

(20 nükleotidlik) delesyonun ve genin 3‟ ucunda kor promotör/enhansır II bölgesinde 1770-

1778 nükleotidleri arasındaki delesyonun  (8 nükleotidlik) PreC promotör bölgesinin ifade 

edilmesini azalttığı ve bunun da HBV protein salgısındaki baskılanmanın nedeni 

olabileceği düĢünülmektedir (104). Yapılan çalıĢmalarda X geninin C terminal ucunda 

meydana gelen mutasyonlar sonucunda X proteini eksik ifade edilmektedir.  Tam ifade 

edilmemiĢ X proteinin HSK ile yakından iliĢkisinin olduğu bildirilmiĢtir (161). 

         

   

2.3.8.3. Kor ve Prekor Mutantları 

HBcAg, nükleokapsidin temel proteini olup kor mRNA tarafından ifade edilirken,  

HBeAg proteini ise prekor mRNA tarafından ifade edilir. Kor mutasyonları konak immun 

sistemden kaçıĢ mekanizmalarını oluĢturan viral stratejiler içinde değerlendirilir. Bunun 

sebebi ise HBcAg viral polimeraz ile pgRNA‟nın kapsid yapısı içine alınması için 
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gereklidir. Kapsid proteini de T hücre bağımlı veya bağımsız antikor üretimine ve B hücre 

aktivasyonuna sebep olduğundan dolayı virüsün immün yanıt meydana getirmesinde 

önemlidir (104).  

Prekor bölgesinde görülen en önemli mutasyon, HBeAg üretiminin durmasını veya 

azalmasını sağlayan bir stop mutasyonu olan 1896 nt (ya da kodon 28) mutasyonudur. 

HBeAg sentezini engelleyen bir diğer mutasyon ise,  iki farklı noktada HBeAg sentezini 

engelleyen 1862 nt mutasyonudur. Bu mutasyon hem pgRNA‟nın ters transkripsiyonun 

engellenmesiyle hem de sinyal peptid ayrılma bölgesine yakın olduğu için HBeAg 

sentezinin durması sonucunu doğurur. Prekor mutantları fulminan ve kronik hepatit ile 

akut-non fulminan hepatitli hastalarda görülebilmektedir (10, 104,162). Bu bölgedeki 

mutasyonlar ile hepatositlerde, enkapside olmamıĢ replikasyon aracılarının birikmesi ve 

viral birleĢmenin (viral assembly) bloke olması ile viral replikasyonu etkilerler.                

Bu durum, replikasyon aracılarının kromozomal DNA‟ya entegrasyonunu artırarak 

hepatokarsinogeneze katkıda bulunmaktadır (163). Kor gen mutasyonları epidemiyolojik 

olarak hastalık aktivitesi ile iliĢkili iken prekor stop mutasyonu kliniğe daha az yansıyabilir 

(104). 

 

 

2.3.8.4. Bazal Kor Promotör (BCP) Mutantları 

Bazal kor promotör gen bölgesi (1744-1804 nt), prekor gen bölgesinin üst 

kısmındadır (upstream) ve bu bölge viral replikasyonu düzenlemektedir (163). 

Ters transkripsiyon için önemli olan DR1 bölgesini içerir ve X gen bölgesinin C 

terminal ucu ile üst üste gelerek hem kor hem de prekor gen bölgelerinin transkripsiyonunu 

kontrol ederek ters transkripsiyon için kalıp görevi görerek pgRNA‟yı hazır eder (10, 104, 

111, 164, 165). 

HBeAg üretiminin azalmasını veya durmasını sağlayan bazal kor ve promotör 

bölgesi mutasyonları, 1762 nt ve 1764 nt mutasyonlarıdır ve HBeAg üretimini % 70 

oranında düĢürerek viral replikasyonu arttırmaktadır. Bu mutasyonlar promotör gen bölgesi 



45 
 

mutasyonları olduğundan dolayı, kor proteinini veya pgRNA transkripsiyonunu etkiler. 

Temelde kor RNA baĢlangıç kodonlarındaki ifadenin azalacağından ötürü, dolaylı olarak 

gerçekleĢtirilir. Ayrıca BCP mutasyonları ileri safhalarda transkripsiyon faktörü (hepatosit 

nükleer faktör 1-HNF bağlanma bölgesini ve X gen mutasyonlarına paralel Ģekilde etki 

ederek viral replikasyonu arttırabilmektedir (104). 

 

2.3.8.5. Polimeraz Mutantları  

Polimeraz gen ürünleri HBV viral RNA‟nın genomik viral DNA‟ya dönüĢtürülmesi 

ve viral RNA‟nın kor partikülü içinde kapsidasyonu için gereklidir. Bazı mutasyonlar HBV 

ters transkriptaz oldukça korunmuĢ olmasına rağmen, tanımlanmıĢtır. Polimeraz geninde 

HBV RNA‟nın kor partikülü içine paketlenmesine engel olduğu gösterilen bazı yanlıĢ 

eĢleĢme mutasyonları tanımlanmıĢtır  (10). Polimeraz mutasyonları sebebiyle ortaya çıkan 

en önemli klinik sonuç ise antiviral direncin oluĢmasıdır (93). 

 

 

2.3.9. HBV Epidemiyolojisi 

 

2.3.9.1. BulaĢma Yolları 

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

sıvılarla ayrıca infekte kiĢiyle cinsel iliĢki yoluyla da bulaĢmaktadır (93). 

Transplantasyon, perinatal ya da postnatal anne sütü aracılığı ile de bulaĢma 

olabilir. HBV‟nin tek önemli rezervuarı insan olduğundan dolayı yayılmasında taĢıyıcılık 

kavramı oldukça önemlidir. Ayrıca akut infeksiyon geçirmekte olan bireylerin ve kronik 

hastaların vücut sıvıları ve kanları, bulaĢtırmada oldukça önemli rol oynar  (11, 166). 

En sık karĢılaĢılan bulaĢ türü, doğum esnasında infekte salgılar ve kan aracılığı ile 

bulaĢ gerçekleĢmektedir. HBV bulaĢması aynı ev içinde, yakın yaĢama koĢullarına sahip 

bireyler arasında da olabilmektedir. Bunlara ek olarak idrar, ter, tükrük, feçes, gözyaĢı, 
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sinoviyal sıvılar, vajinal salgılarda bulunması bu yollarla da bulaĢmanın olabileceğini 

düĢündürmektedir (11, 93). 

           

2.3.9.2. Türkiye’de HBV Ġnfeksiyonu 

Ülkemizde 1990 yılından itibaren hepatit B‟li vaka ve ölüm hızları verileri tespit 

edilerek kayıt altına alınmaya baĢlamıĢ 2005 yılına kadar olan kayıtlar rapor halinde Sağlık 

Bakanlığı tarafından yayınlanmıĢtır. Raporda her yıl hepatit B‟li vaka sayısında ve 

hastalığın morbidite hızında artıĢ olduğu belirtilirken mortalite hızının ise azaldığı 

belirtilmiĢtir. 2005 yılından itibaren hastalık bildirimleri standart vaka tanımları ile 

yapılmaktadır (167, 168).  

  

 

     Çizelge 2.1. Hepatit B vaka ve ölüm sayıları (Türkiye 1990-2004) (167) 

 

 

        Çizelge 2.2. Hepatit B morbidite ve mortalite hızları (Türkiye 1990-2004) (167) 
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Ayrıca rapora göre, hepatit B vakalarının yaĢ gruplarına göre dağılımı kapsamında 

en yüksek vaka oranına 25-44 yaĢ grubunun sahip olduğu görülmektedir. Ülkemizin 

bulunduğu bölge hepatit B virüs varlığı kapsamında endemik (%2-8), orta düzeyli bir 

bölgedir ve hepatit B yüzey antijeni taĢıyıcılığı % 4-10 seviyesinde olduğu bildirilmektedir  

(169).  

 

  Çizelge 2.3. Hepatit B vakalarının yaĢ gruplarına göre dağılımı (Türkiye 2004) (167) 
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2.3.9.3. Dünyada HBV Ġnfeksiyonu 

HBV‟nin sebep olduğu ve potansiyel olarak yaĢamı tehdit altında tutan bir karaciğer 

infeksiyonu olan hepatit B insanlarda en çok yaygın olan viral infeksiyonlar arasındadır. 

HBV dünya üzerinde ciddi bir sağlık sorunu oluĢturmakla birikte viral hepatitler arasınden 

en ciddi sorun oluĢturanıdır. Dünyada 2 milyar insan (dünya nüfusunun 1/3‟ü) HBV ile 

infekte olmakla birlikte bu infekte kiĢilerin yaklaĢık 240 milyonu kronik karaciğer problemi 

yaĢamaktadır (9, 10).  

Her yıl ortalama 600.000 (0,5 ile 1,2 milyon) kiĢi ise HBV‟nin meydana getirdiği 

çeĢitli sonuçlarla hayatını kaybetmekle birlikte ölüm oranı temelinde hastalıklar arasında 10 

uncu sıradadır. Ayrıca karaciğer nakilleri sonucunda oluĢan hastalıkların % 5-10‟undan da 

HBV sorumlu tutulmaktadır (9, 11). 

Kronik infeksiyon oranı erkeklerde kadınlara göre daha fazladır. Çin ve Asya‟nın 

diğer alanlarında endemik olan HBV ile bu bölgelerde yaĢayan insanlarının çoğu çocukluk 

çağında enfekte olmaktadır. YetiĢkin popülasyonun  %8–10‟u  ise kronik olarak infektedir.  

Bu bölgelerde HBV‟ye bağlı olarak geliĢen karaciğer kanserinden ölüm, erkek 

popülasyonunda en çok ölümle sonuçlanan kanserler arasında ilk üç sırada yer almakla 

birlikte, kadın popülasyonunda ise HBV ile infekteliği taĢımak kansere en çok yol açan 

durumdur (9). 

Yüksek endemisiteli ülkelerde (Hindistan ve Japonya dıĢındaki kalan birçok Asya 

ülkesi) HBsAg pozitifliği %8‟in üzerindedir. Bu bölgelerde hayat boyunca HBV ile 

karĢılaĢma riski % 60‟tan fazladır. HBV bulaĢı sahra-altı Afrika‟da kadın ve erkeklerde 

neredeyse  aynı iken kronik infeksiyon oluĢma oranı erkeklerde daha yüksektir (170). 

Asya-pasifik, dünyadaki tüm HBV taĢıyıcılarının yaklaĢık %75‟inin yaĢadığı 

yüksek endemisiteli bir bölgedir. Dünya nüfüsunun %45‟i yüksek HBV oranına sahip olan 

bu bölgede yaĢamaktadır. Yüksek oranda HBV kronik infeksiyonları Amazonlarda, Doğu 

Avrupa‟nın güney kesimlerinde ve Orta Avrupa bulunur. Orta Doğu ve Hint alt 

bölgelerinde, genel nüfusun yaklaĢık % 2-5 kronik olarak infektedir. Orta endemisiteli 

ülkelerde (Kuzey Afrika ülkeleri, Ortadoğu ülkeleri, Türkiye‟nin de içinde bulunduğu 
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Akdeniz havzası, doğu Avrupa ve Rusya) dünya nüfusunun % 43‟ü yaĢamakta ve HBsAg 

pozitifliği % 2 -7, HBV ile karĢılaĢma riski ise   % 20-60 oranındadır. DüĢük endemisiteli 

ülkelerde dünya nüfusunun % 12‟si yaĢamakta ve HBsAg pozitifliği % 2‟nin altındadır. Bu 

bölgelerden olan Batı Avrupa, Kuzey Amerika'da ve Avusturalya nüfusun % 1'den azı 

kronik olarak infektedir (9, 10). 

 

 

ġekil 2.6. Dünya Hepatit haritası (177)  
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2.3.10.  HBV Patogenezi 

HBV‟ü sitopatik değildir bu sebeple virüsün oluĢturduğu infeksiyonda karaciğerde 

meydana gelen hasarda konağın immün yanıtı viral faktörlerden daha fazla rol oynar (13, 

93, 171). 

HBV‟nin konak hücreye giriĢinin önlenmesi ve serbest haldeki virüs partiküllerinin 

nötralizasyonu için antikor üretimi önemli bir aĢamadır. Virüsün zarf komponentlerine 

karĢı antikor üretimi infeksiyondan çok önce baĢlamasına rağmen ilk aĢamada yeteri 

seviyede virüs replikasyonu gerçekleĢmemesi sebebiyle zarf antijeni yetersizliğinden dolayı 

oluĢan antikorların tanımlanması zor olmaktadır. Virüsün konak hücresine invazyonu 

öncesinde antikor üretiminin yeterli seviyede aktive olması gerekmektedir. Böylece virüs 

partiküllerinin hücreden hücreye yayılması engellenebilir. Hücre içerisinde virüs 

eliminasyonu ise Sınıf I insan lenfosit antijen (HLA-I) sunuculuğu temelinde CD8+  

sitotoksik T lenfositleri (CTL) ve infeksiyon bölgesindeki diğer spesifik olmayan efektör 

hücreler ile yapılmaktadır (171). 

Akut infeksiyon esnasında HBcAg, HBeAg ve HBsAg proteinlerine karĢı güçlü 

CD4+ T hücre yanıtı geliĢmektedir. Bu esnada viral temizlik için, viral zarf, polimeraz ve 

kor protein epitoplarına karĢı CD4+ T hücrelerinin yanı sıra CTL yanıtı da oluĢur ve bu 

yanıt virüsün temizlenmesinde önemli rol oynar (93, 172). 

Karaciğer gibi solid organlarda, CTL‟lerin direk infekte hücrelere ulaĢması sıkı 

hücre yapısından dolayı zordur. Bu sebeple sitokin üretim adaptasyonu geliĢmiĢtir. Direkt 

olarak HBV replikasyonunun inhibisyonu sitotoksik T hücrelerinden salınan sitokinlerle 

mümkündür (93). 

HBV DNA‟sının hücre içinden temizlenmesi etkin olarak antiviral sitokinler 

aracılığı ile gerçekleĢtirilir. Bu sitokinleri üreten hücreler ise doğal ve kazanılmıĢ bağıĢıklık 

sistemi içinde yer alan tümör nekroz faktör (TNF  α), interferon alfa veya beta (IFN  α-β) 

gibi hücrelerdir (171). 

Hücre bazında CTL‟ler tarafından tanımlanan HBV peptidlerine karĢı üretilen 

sitokinler sayesinde viral DNA düĢüĢü yaĢanır. Ardından infekte hepatositlerde sırasıyla 
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apoptozis ve nekroz ile sitolitik bir biçimde immün yanıt devam eder. Bu esnada serumdaki 

alanin aminotransferaz (ALT) düzeyi yükselir. Bu Ģekildeki iĢleyiĢ döngüsü bir yandan 

karaciğer hasarı oluĢtururken diğer yandan da virüsün kontrolünü sağlamaktadır. ÇeĢitli 

antijen non-spesifik inflamatuvar sitokinleri sitotoksik T hücreleri salgılar ve bunları 

karaciğerde biriktirir. Böylece nekroinflamasyona yönelen bir aĢamayı baĢlatır (13). 

KHB‟li hastalarda virüs replikasyonu önlenemez ve kontrolü sağlanamaz. Genel 

olarak bu hastalarda HBV-spesifik  CD4+ T hücre ve CTL yanıtı saptanamamaktadır. Bu 

durumda sitokin üretilmemekte ve sonuç olarak sitokin dengesizliği oluĢmaktadır. Sonuç 

olarak immün yanıt zayıflamakta ve bu durumun getirisi olarak da infekte hücrelerde, 

yüksek viral antijen yoğunluğu oluĢmaktadır. Hücrenin bu duruma tepki göstermesi sonucu 

kalıcı infeksiyon baĢlamaktadır (171). 

 

 

2.3.10.1. Klinik Bulgu ve Belirtiler 

 

 

2.3.10.1.1. Akut infeksiyon 

Vücudun HBV ile karĢılaĢılmasının ardından, inkübasyon periyodu genelde 6 hafta 

ile 6 ay arasında değiĢkenlik gösterir. Asemptomatik infeksiyondan, fulminan hepatite 

kadar değiĢen yelpazedeki bir klinik aĢamada seyreder. Akut HBV infeksiyonunda (AHB)  

3-7 gün kadar süren baĢlangıç sendromları halsizlik, karın ağrısı,  bulantı, iĢtahsızlık ve 

kusma gibi spesifite göstermeyen belirtiler Ģeklindedir. Sarılık belirtisiyle birlikte bazı 

hastalarda görülen serum hastalığına benzeyen ateĢ, deri döküntüleri ve artraiji/artrit 

Ģeklindeki Ģikayetler gerileyip kaybolurken iĢtahsızlık, halsizlik gibi yakınmalarda 

ağırlaĢma gözlenir (173). 

AHB dönemi inkübasyon periyodu, preikterik faz, ikterik faz ve konvelasan dönem 

Ģeklinde 4‟e ayrılmaktadır (174):  
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- Ġnkübasyon periyodu (semptom baĢlangıcı): Ortalama 75 gün (40-150 gün 

arasında değiĢebilmektedir) olan bu dönemde biyokimyasal laboratuvar test sonuçları 

normal değerlerde olmakla birlikte belirgin semptomlar kaydedilmemiĢtir. Fakat, virüsün 

replikasyonunun baĢlamasıyla beraber serumda HBsAg görülür ve bu süreci 1-3 hafta 

içinde HBeAg ve HBV DNA‟nın saptanabildiği aĢama izler. Genellikle bu belirteçlerin 

titreleri yükselerek, semptom baĢlangıcı sonrası en tepe seviyeye ulaĢır. 

  - Preikterik faz: Genellikle 3-7 gün içinde sona eren bu fazda iĢtahsızlık, halsizlik, 

mide bulantısı gibi semptomlar spesifiktir. HBsAg, HBeAg ve HBV DNA hala 

saptanabilmektedir. Serumdaki aminotransferaz aktivitesinde yükseklik saptanır. 

Semptomların baĢlamasından kısa bir süre önce HBcAg‟ye karĢı antikor oluĢumu görülür 

ve artan bir titreye sahiptir. Ġmmün yanıt ilk olarak immunoglobin M (IgM) ile baĢlar. Anti-

HBs ve anti-HBe bu fazda görülmektedir. AHB semptomlarına sahip bütün hastalarda anti-

HBc  (IgM ve IgG) titresi saptabilir düzeydedir. 

- Ġkterik faz: AHB tanısı genel olarak bu fazdaki belirtiler ile konulur. Bu fazın  

baĢlangıcında, idrar renginin koyulaĢması ve sarılık semptomları görülür. En önemli 

belirtileri yorgunluk ve iĢtahsızlık olmakla birlikte bu belirtileri kaĢınma, döküntü, karın 

ağrısı, ishal, mide bulantısı ve kusma Ģeklindeki belirtileri izler. Bu fazda 2-10 kilo kaybı 

tipiktir. KaĢıntı ve soluk renkte görünümündeki dıĢkı oluĢumu genellikle sarılık 

baĢlangıcından sonra görülür. Hasta serumlarında anti-HBc ve anti-HBc IgM görülmektedir 

ve anti-HBc IgM varlığı AHB tanısı için spesifik ve güvenilir bir belirteçtir. Bu dönemde  

anti-HBe oluĢumu görülebilir, ancak genellikle titresi düĢüktür.  

Klinik sarılıkla birlikte ikterik faz ortalama 2-3 hafta içinde( birkaç günden birkaç 

aya kadar devam edebilir) etmekle birlikte getirdiği belirtilerle birlikte son bulur. Bu fazda 

serum aminotransferaz aktivitesi sürekli olarak artıĢ gösterken aspartat aminotransferaz 

(AST) aktiviteleri normal limit değerlerinin 10 ila 50 katı kadar artabilmektedir (173, 174). 

Klinik semptomların baĢında hastaların çoğunluğunda (% 90) HBsAg hala 

pozitiftir. Genellikle konvelesan dönemde daha hafif devam etmakle birlikte bu belirtecin  

pozitifliği semptomların görüldüğü dönem boyunca sürekli eder. Buna karĢın, HBV DNA 

ve HBeAg, semptomların görülmeye baĢladığı dönemde henüz görülemeyebilmektedir.    
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Bu belirteçlerin temizlenmesi, infeksiyonun konak tarafından tanımlandığı, olumlu bir 

serolojik göstergedir (174). 

Sıklıkla AHB‟de ilk 8 haftasında hastalık seyrinde daha geniĢ karaciğer nekrozu 

geliĢmesinin sonucu olarak karaciğer sentez, salgı ve detoksifikasyon fonksiyonlarında ileri 

derecede bozukluk geliĢebilir ve bu klinik tablo “fulminan hepatit” olarak tanımlanır. 

Belirgin karın ağrısı, ani ateĢ yükselmesi ve sarılığı takiben Ģuur bulanıklığı ve derin koma 

ile hepatik ensefalopati geliĢir. Bu klinik tabloda ölüm oranı % 70-90‟dır (93). 

            

 

2.3.10.1.2. Kronik infeksiyon 

Olguların bir kısmında HBV‟nin karaciğerden temizlenmesi baĢarılamaz. Kanda 

HBsAg pozitifliğinin altı ayı aĢması durumunda bu olgularda kronik infeksiyondan 

kuĢkanılması gerekir (173). 

KHB infeksiyonu artarda gelen 4 dönem içerisinde geliĢir. Bunlar; immün tolerans 

dönemi, immün yanıt dönemi, immün kontrol dönemi ve reaktivasyon (HBeAg negatif 

KHB) dönemidir (173).  Her hasta bu fazlardan geçmez ve fazların süresi hastadan hastaya 

değiĢkendir  (14, 173, 175).  

-Ġmmun tolerans fazı: Özellikle yeni doğan veya erken çocukluk döneminde HBV 

ile karĢılaĢmıĢ olanlarda belirgin bir Ģekilde gözlenmektedir. HBeAg, HBsAg ve HBV 

DNA pozitiftir. Genellikle hastalar asemptomatik ve yüksek viral yüke (2x10
6
-2x10

7
 

IU/ml) sahiptir. Bu bulgular viral replikasyon hızının yüksekliğini yansıtır. ALT düzeyleri 

ve karaciğer histolojileri normaldir (173, 176, 177). 
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Çizelge 2.4. KHB infeksiyon dönemleri (14)  

 

 

- Ġmmün temizlik fazı: Bu dönemin klinikteki ifadesi HBsAg (+) kronik B 

hepatitidir. Bu devrenin devamı durumunda karaciğerdeki inflamasyon ve fibrotik süreç 

devam ederek hastalık karaciğer sirozuna kadar ilerleyebilir Ġmmun tolerans fazından yıllar 

sonra, virüse gösterilen tolerans kırılmaya baĢlar. Bu faz, replikatif immun tolerans 

fazından non-replikatif faza geçildiği dönem olup HBeAg‟den anti-HBe pozitifliğe 

geçildiği dönemdir. Anti-HBe cevabının oluĢması ile viral replikasyon genellikle kesilir ve 

karaciğer hastalığı inaktif hale geçer. OluĢan immun yanıtın neticesinde karaciğer hücre 

hasarı, bununla iliĢkili biyokimyasal bulgular (ALT, AST yüksekliği) ve karaciğer 

biyopsisinde aktif inflamasyon bulguları ortaya çıkar (173, 178). 

- Ġnaktif faz: Ġmmün yanıt döneminin sona ermesiyle birlikte hastalar inaktif 

döneme geçer. Bu dönemde HBV DNA (-) veya düĢük düzeylerde bulunur. Hastaların 
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bazılarında bu fazın ardından bir daha aktif infeksiyon formları geliĢmez. Eğer immün 

cevap döneminde ağır bir karaciğer hasarı meydana gelmiĢse virolojik aktivitenin 

bitmesinin ardından histopatolojik düzelme ve ALT seviyesinin de normale dönmesi ile 

tipik bir inaktif taĢıyıcılık örneği oluĢur.  Ġnaktif taĢıyıcılarda zamanla anti HBs pozitifliği 

gözlenebileceği gibi HBsAg‟nin negatifleĢmesi gibi hastalığın yeniden aktif formlara 

geçmesi de mümkündür. Bu dönemin özelliği ALT düzeylerinde dalgalanmalar 

gözlenebilmesidir (173). 

- Reaktivasyon fazı: Aktif replikasyon ile pasif KHB döneminin aktif hale geçtiği 

fazdır. Bu fazda HBV DNA sıklıkla konak kromozomal genomuna entegre olur. HBsAg 

HBV DNA entegre olmuĢ konak hücreleri tarafından üretilmeye devam edilir. Bir kısım 

hasta inaktif taĢıyıcı olarak kalırken, bir kısım hastada (% 12-14) ise HBV‟nin prekor ve 

kor promotör gen bölgelerinde mutasyon geçirmesi ile HBeAg (-) KHB geliĢir  (96, 184). 

Reaktivasyon fazı sıklıkla HBsAg‟nin negatifleĢmesini takiben oluĢur. Reaktivasyona 

genellikle semptomların yeniden görülmesi ve ALT ve AST aktivitelerindeki yükselme 

eĢlik eder. KHB infeksiyon seyri karaciğer hasarının Ģiddetine bağlıdır (14, 174).  

         

    

2.3.11. HBV ve Hepatosellüler Karsinoma 

          Primer karaciğer hücrelerinin malign tranformasyonu sonucu geliĢen nodüllere veya 

kütleye HSK denir. HSK belirli boyutlara ulaĢmadan ortaya çıkmaz. Belirti ve bulgular 

kendinden çok temelinde yatan kronik karaciğer hastalığına aittir. Virüslerle iliĢkili 

HSK‟da hemen her zaman zeminde siroz vardır (179). 

         HSK ve siroz oluĢumu Hepatit B infeksiyon varlığında doğal seyirde görülebilir. 

HBV kronik taĢıyıcıları normal bir kimseye oranla HSK geliĢimi yönünden daha büyük risk 

altındadır (13). 

           Dünya üzerindeki HSK olgularının %53‟ünün HBV ile infeksiyon iliĢkisi 

kurulmuĢtur. HSK geliĢim aĢamaları, KHB hastalarında tam olarak bilinmemekle birlikte 

yapılan çalıĢmalarda vücudun HBV ile karĢılaĢması sonucu oluĢturduğu karĢı immün 
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sistem yanıtının Ģiddeti, konağın HSK‟ya yatkın olması gibi genetik faktörler, HBV 

replikasyon oranının yüksek olması, HBV genomunda meydana gelen mutasyonlar ile 

iliĢkili olabileceği vurgulanmaktadır (14, 15). 

              Kronik infeksiyonda etkili olmayan bir immün yanıt ana onkojenik faktör 

olabilmektedir. Aynı T-hücre yanıtı farklı etkilere sahip olabilmektedir. ġöyle ki,  T-hücre 

yanıtı olması gerektiği seviyede güçlü ise,  karaciğer HBV‟den eradike edilebilir. Eğer 

eradikasyon gerçekleĢmezse, HBV‟nin pro-karsinojenik etkisi nekrotik inflamatuar hastalık 

ile indüklenebilmektedir. Bu yolla immün sistem aracılı kronik karaciğer inflamasyonu, 

hücre ölümü ve daha sonra hücre proliferasyonu ile genetik değiĢiklikler ve kanser oluĢma 

riski ortaya çıkmaktadır (15). 

  HBV DNA integrasyonu ie kromozom 17 üzerinde bulunan tümör süpresör genlerin 

translokasyonu integrasyonla olabilir ve p53, HBV‟nin rol oynadığı tümör geliĢiminde 

etkili olabilir (180). 

Coğrafik olarak HSK‟da, HBV‟nin hiperendemik ya da endemik olduğu bölgelerle 

tümör oluĢumunun yüksek olduğu bölgeler paralellik göstermekle birlikte HSK 

insidansının düĢük olduğu bölgelerde HBV taĢıcılığının da düĢük olması dikkat çekicidir 

(181). 

Ülkemiz HBV sıklığı açısından orta derece endemik bölgeler arasındadır ve 

yaklaĢık 3 milyon kiĢinin HBV ile enfekte olduğu tahmin edilmektedir (182). European 

Centre for Disease Preventionand Control (ECDC)‟nin Eylül 2010‟da hepatit B‟ye iliĢkin 

teknik raporunda Türkiye‟de genel popülasyonda hepatit B prevalansı bölgelere göre %2-8 

arasında bildirilmiĢtir. Siroz hastalarında HBsAg prevelansı %64, hepatosellüler karsinoma 

vakalarında HBsAg prevelansı %54 olarak bildirilmiĢtir. Bu rapora göre Avrupa ükeleri ile 

kıyaslandığında genel popülasyonda hepatit B prevelansının en yüksek olduğu ükelerden 

biri Türkiye‟dir (183). Ülkemizde  yapılan  çalıĢmalarda  hepatit  B  prevalansının  batıdan  

doğuya doğru gidildikçe arttığı, EskiĢehir, Antalya, Adana, Elazığ, Sivas ve Erzurum‟da  

yüksek oranlarda bulunduğu,  Diyarbakır‟da HBsAg pozitiflik oranının %10‟lara ulaĢtığı  

bildirilmektedir. Kan donör çalıĢmalarına göre HBsAg pozitifliği ülkemizde yıllar içinde  
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azalma göstermektedir (%5,2‟den %2,97‟ye). HBV‟nin 8 genotipi içinde Türkiye‟de 

genotip D‟nin birçok çalıĢmada %100 oranında bulunduğu bildirilmektedir (184, 185).  

Türkiye‟deki HSK insidansı, 2003 yılı Sağlık Bakanlığı verileri temelinde, 

0.83/100.000 oranındadır (186). 

   Dünya genelinde HBV taĢıyıcısı sayısı yaklaĢık 360 milyondur ve yine bu 

taĢıyıcıların yaklaĢık olarak  ¼‟ünde HSK oluĢumu gözlenmektedir. Her yıl, kronik infekte 

olan kadınlarda 120-178/100.000 ve erkeklerde 340-804/100.000 oranında tümör oluĢum 

insidansı raporlanmaktadır (181). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. ÇalıĢma Grubunu OluĢturan Örnekler 

  ÇalıĢmada, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi AraĢtırma ve Uygulama Hastanesi 

Gastroenteroloji Bilim Dalına 2011 yılından itibaren tedavi ve kontrol takip amacıyla 

baĢvuran 54 kronik HBV hastası, HBV DNA pozitif siroz hastası ve HSK hastasından 

temin edilen kan örneği ile Adana Numune Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi Seyhan 

Uygulama Merkezi‟ne 2011 yılından itibaren baĢvuran 13 KHB tanısı konmuĢ siroz ve 

HSK hastasından temin edilen toplam iki merkezdeki 67 hastadan temin edilen örnekler 

kullanılmıĢtır. Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi AraĢtırma ve Uygulama Hastanesi Kan 

Merkezi‟ne baĢvuran 33 gönüllü kan bağıĢçısının kan örneği kontrol grubu olarak 

çalıĢmada yer almıĢtır.  

ÇalıĢma için demografik bilgileri içeren bir form hazırlandı. Hastanın yaĢı, 

cinsiyeti, kullandığı medikal ilaç, karaciğer enzimleri, ailesinin kanser geçmiĢi ve yaĢam 

biçimi hakkında kısa bilgiler alındı. 

Bu tez çalıĢmasına, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Dekanlığı, Etik Kurul 

BaĢkanlığı‟nın 09.02.2012 tarihli ve 2012/80 sayılı kararı ile „Etik Kurul Onayı‟ aldıktan 

sonra baĢlanmıĢtır.  

 

3.2. Kullanılan Araç ve Gereçler: 

 

3.2.1. Kullanılan Cihazlar  

 -80
o
C Soğutucu (Heto Ultrafreeze ) 

 Buzdolabı (Indesit) 

 Derin Dondurucu (Uğur) 
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 8 kanallı pipet (Gilson) 

 16 kanallı pipet (Gilson) 

 Dynamic Array 96.96, (Fluidigm) 

 Yüksek kapasiteli RT-PCR Sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) 

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

 Santrifüj (Sigma k-15-1, Almanya) 

 

 

3.2.2. Kullanılan Malzemeler  

 High Pure miRNA Isolation Kiti; Katalog no: 05080576001 (Roche 

Diagnostics, Manheim, Germany) 

 Tüp (2×50), toplama tüpleri (2×50) 

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

 0.5 ml.lik ependorf (DNase, RNase Free) 

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

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

 DNA süspansiyon buffer 

 TaqMan PreAmp Master Mix, 2X, Katalog no: 4391128 (Applied 

Biosystem) 

 MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1, Katalog no: 

4444750 (Applied Biosystem) 

 MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0, Katalog no: 

4444750 (Applied Biosystem) 

 8li strip tüp 

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

Biosystems) 

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

Biosystems) 
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 TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Katalog no: 4366596 

(Applied Biosystems) 

 Reverse Transcriptase (ABI) 

 RNase Inhibitor 

 DNase, RNAse Free Water 

 MgCl2 

 Sample&Assay LoadingKit, Katalog no: 85000802 (Fluidigm) 

 RNU48 

Yapılan çalıĢma üretici firmanın (Fluidigm PN: 100-1616 B2) önerdiği yol 

izlenerek gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

3.2.3. MikroRNA  Analizi: 

 

 

3.2.3.1. Serum Eldesi: 

Kan örnekleri 10µl‟lik normal tüplere alınarak en geç 2 saat içerisinde iĢleme alındı. 

1. Tüpler 15 dk süreyle 4.000 rpm de santrifüj edildi. 

2. Santrijüj iĢleminin ardından tüpler sarsmadan dikkatlice santrifüjden 

çıkarıldı.Tüpün üst kısmında toplanan serum dikkatlice temiz bir mikrosantrifüj 

tüpüne aktarıldı. 

3. Mikrosantrifüj tüpleri ait oldukları hastaların bilgileriyle numaralandırıldıktan sonra 

-80
o
C de iĢleme alınacağı güne kadar beklemesi amacıyla dondurucuya kaldırıldı. 
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3.2.3.2. MikroRNA Ġzolasyonu: 

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

toplanılan serumlardan miRNA izolasyonu yapıldı. 

1. Serum örneklerinden 150µl‟lik kısım DNase, RNAse free mikrosantrifüj tüplerine  

aktarıldı. 

2. Her bir mikrosantrifüj tüpüne 312µl‟lik Binding buffer ve 200 µl Binding Enhancer 

eklenerek karıĢtırıldı. 

3.  Filtreli tüp toplama kabına aktarılan örnekler 1 dk süreyle 13.000g de santrifüj 

edildi ve ardından toplama kapları atıldı. 

4.  Filtreli tüpler temiz toplama kaplarına alınarak üzerine 500 µl Wash Buffer eklendi 

ve 30 sn süreyle 13.000 g de santrifüj edildi. Toplama kapları atıldı. 

5. Filtreli tüpler temiz toplama kaplarına alındı ve üzerine 300 µl Wash Buffer eklendi. 

Bu iĢlemi takiben önce 30 sn ardından 1 dk olmak üzere 13.000 g‟de santrifüj 

edildi. 

6. DNase, RNase free mikrosantrifüj tüplerine aktarılan filtreli tüplerin üzerine 50 µl 

Elution Buffer eklendi. Örnekler 1dk süreyle oda sıcaklığında inkübe edildi ve 

ardından 13.000 g de 1 dk santrifüj edildi. 

7. Bu iĢlemler sonucunda elde edilen total RNA bir sonraki iĢleme kadar -80
o
C de 

saklandı. 

 

3.2.3.2.1. MikroRNA Taqman cDNA Protokolü: 

1. RNA örnekleri -80
o
C den çıkarıldı ve erimeye bırakıldı. Ardından 30 sn santrifüj 

edilerek cDNA protokolü hazırlanana kadar soğuk blok üzerinde bekletildi. 

2. AĢağıdaki karıĢım hazırlanarak temiz 8‟li strip tüplerin (0.3ml) her bir kuyusuna 42 

µl olarak pipetlendi. 

KarıĢım: (Kullanılan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4366596) 
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 MegaPlex RT Primers(10X) A(Applied Biosystems, PN 4401009)  veya B (Applied Biosystems, PN 4401010)                                          

                                                                       60.00 µl 

 dTTP‟li dNTP (100mM)                                         15.30 µl 

 MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ µl)      115.00 µl 

 10X RT Buffer                                                       61.30 µl 

 MgCl2 (25mM)                                                         69.00 µl 

 RNase Inhibitor(20U/ µl)                                7.60 µl 

 Nükleazlardan arındırılmıĢ su                                  16.80 µl                         

Toplam:   345.00 µl  

 

3. 8‟li strip tüplere aktarılan bu karıĢımdan 3 µl, 8 kanallı pipet kullanılarak 96 

kuyuluk PCR plate‟e dağıtıldı. 

4. RNA örneklerinin bulunduğu 96 kuyuluk plate, 8 kanallı pipet 2 µl‟ye ayarlanarak 

RNA örnekleri alındı ve cDNA karıĢımları üzerine eklendi. 5-6 kez pipetajlanarak 

RNA örneklerinin cDNA karıĢımı ile iyice karıĢması sağlandı. 

5. Plate‟in yüzeyi yapıĢkanlı film ile sağlam bir Ģekilde örtülerek 1 dk santrifüj yapıldı 

ve ardından 5 dk süreyle inkübasyon için buz üzerine bırakıldı. 

6. miRNA TaqMan cDNA Thermal Protokolü üstten ısıtma özelliği olan bir thermal 

cycler da aĢağıda bahsedilen programa göre çalıĢtırıldı. 

-miRNA TaqMan cDNA Termal Program 

 16 
o
C              120 sn 

 42
 o

C                60sn          40 döngü    

 50
 o

C                 1 sn 

 

 85 
o
C              300sn 

 4 
o
C                    ∞  
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3.2.3.2.2. MikroRNA TaqMan PreAmplifikasyon Protokolü: 

1. cDNA örneklerinin bulunduğu 96 kuyuluk plate -80
o
C‟den  çıkarılarak erimeye 

bırakıldı ve ardından 30 sn santrifüj edildi.  

2.  8 kanallı pipet kullanılarak 2
 
µl cDNAörnegi yeni bir 96 kuyuluk plate aktarıldı. 

Üzerine 8 µl DNA Suspansion Buffer eklenerek pipetaj yapıldı. 

3. PCR karıĢımı 96 örnek (95 cDNA örneği+1 Negatif kontrol) için aĢağıdaki 

reaktifler hazırlandı ve 8‟li strip tüpün her bir kuyucuğuna 62 µl pipetlendi 

Kullanılan Kit: Applied Biosystems (PN 4444750, 4391128)  

 

4. 8 kanallı pipet 3 µl‟ye ayarlanarak yukarıdaki karıĢım temiz bir 96 kuyuluk plate‟e 

aktarıldı. 96 kuyucuğun her birine iĢlem tekrarlandı. 

5. Dilüe edilmiĢ cDNA örnekleri az önce hazırlanan PCR karıĢımı üzerine 2 µl 

Ģeklinde 8 kanallı pipet kullanılarak aktarıldı. Pipetaj ypılarak iyice karıĢmaları 

sağlandı. 

6.  Plate‟in üzerine yapıĢkanlı film ile kaplanarak 1 dk süreyle santrifüj edildi ve 

ardından 5 dk süreyle inkübasyona bırakıldı. 

7. miRNA TaqMan PreAmp Thermal Protokolü aĢağıda belirtildiği Ģekilde üstten 

ısıtma özelliği olan bir thermal cycler da çalıĢtırıldı. 

-PreAmp Thermal Program 

 

 95 
o
C                                    600 sn 

 55 
o
C                                    120 sn   18döngü 

 72
 o
C                                     120 sn 

 95 
o
C                                      15 sn             

-TaqMan PreAmpMaster Mix,2x(Applied Biosystems, PN 4391128)      287.50 µl 

-MegaPlexPreAmpPrimers,(110X)(AppliedBiosystems,PN4401009-

PN4401010)                     

  57.50 µl 

                                                                                      Toplam:   345.00 µl 
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 60
 o
C                                      240 sn      

   

 99.9 
o
C                                   600 sn 

 

 4
 o
C                                         ∞ 

 

8.  PreAmplifikasyon sonunda 2 µl PreAmp cDNA temiz bir 96 kuyuluk plate‟e 

aktarıldı. Üzerine 18 µl DNA suspansion Buffer koyularak 1:10 olacak Ģekilde 

sulandırıldı. 

9.  PreAmp cDNA‟lar aynı gün kullanılacaksa 4
o
C‟de, kullanılmayacaksa -80

o
C‟de 

saklandı. 

Bu protokol Pool A ve B preamp primerleri için ayrı ayrı olmak üzere cDNA A ve B 

olarak iki panel Ģeklinde uygulanmıĢtır. 

 

 

-miRNA analizi: 

cDNAlar Dynamis Arrayler üzerinde 24 miRNA için Yüksek Kapasiteli Real-Time 

PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanılarak analiz edildi. 

 

 

3.2.3.3. Dynamic Array 96.96’nın Hazırlanması: 

Bir adet Dynamic Array 96.96 alarak paketi açıldı. Üst ve alt kısımlarında bulunan 

küçük hücrelere her hücreye bir enjektör olmak koĢuluyla Control Fluid‟lar yüklendi. 

Dynamic Array 96.96 yı IFC Controller‟a yerleĢtirildi ve PRIME edildi. Bu iĢlem 20 dk 

kadar sürmektedir, bu süre esnasında aĢağıdaki iĢlemler yapıldı: 

 

 



65 
 

3.2.3.3.1. Örnek ve PCR KarıĢımının Hazırlanması: 

1. AĢağıdaki karıĢım 96 örnek için (95 cDNA örneği+1 Negatif kontrol) hazırlandı 

(ölü hacimler hesaba katılmıĢtır). 

           -TaqMan Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG )                              490.00 µl 

           -GE Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN85000746)                            49.00 µl 

                                                                                                             Toplam:             539.00 µl 

 

 

2.  Yukarıdaki karıĢımdan 8‟li srip tüpe her bir kuyucuğa 65 µl olacak Ģekilde 

pipetlendi. 

3. Temiz bir 96 kuyuluk plate alındı ve yukarıdaki karıĢımdan 3.85 µl her bir 

kuyucuğa pipetlendi. Daha sonra 8 kanallı pipet kullanılarak 3.15 µl dilüe 

preamplifiye cDNAlar alınarak karıĢım üzerine pipetlendi. Her pipetlemede pipetaj 

yapılarak örneklerin iyice karıĢması sağlandı. 

4. Bütün örnekler bu Ģekilde karıĢtırıldıktan sonra Master mix+ diluted PreAmplified 

cDNAnın her birinden 5 µl alarak dikkatli bir Ģekilde Dynamic Array 96.96 da 

SAMPLE Ģeklinde iĢaretli bölüme pipetlendi. 

 

3.2.3.3.2. ASSAY KarıĢımın Hazırlanması: 

1. ÇalıĢmaya baĢlamadan önce A ve B assay plateleri, toplamda 30 µl DNAse/RNase 

free su ve Assay Loading Reagent ile 1:1 olacak Ģekilde çözüldü. 

2. Çözülen assaylerden 4.5 µl alınarak Dynamic Array 96.96 da ASSAY Ģeklinde 

iĢaretli bölüme pipetlendi. 

3. Assay plate aynı gün içinde kullanılacaksa 4
o
C‟de aksi taktirde -20

o
C‟ye kaldırıldı. 

4.  Dynamic Array 96.96 IFC Controller‟a konularak LOAD program çalıĢtırıldı. 
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3.2.3.3.3. MikroRNA TaqMan Dynamic Array Protokolü 

1. Load ve Mix iĢlemi bitince BioMark Data Collection software de Start‟a New 

Run‟a tıklandı. Bu arada BioMark üzerindeki ıĢıkların ikisininde yeĢil olmasına 

dikkat edildi. Çünkü bu lambanın açıldığını ve cihazın hazır olduğunu 

gösterir.Dynamic Array 96.96 BioMark‟ a yerleĢtirildi ve Load‟a tıklandı. 

2. Chip Run File ekranında „This is a new chip run‟a tıklandı. Dosyayı nereye 

kaydedeceğimiz ve dosyanın isminin ne olacağı seçildi ve Next‟e tıklandı. 

3. Application, Reference and Probes ekranında Application bölümünde Gene 

Expression‟u Passive Reference bölümünde ROX ve Assay bölümünde ise Single 

Probe iĢaretlendi ve aĢağıda açılan kısımdan FAM-MGB I seçildi ve Next‟e 

tıklandı. 

4. Protokol olarak GE 96.96 Standart V1 thermal protokolü seçildi ve Auto 

Explosure‟un seçili olduğundan emin olundu ve Next‟e tıklandı. 

5.  Start Run‟a tıklayarak çalıĢma baĢlatıldı. 

 

 

3.3. Ġstatistiksel Analiz 

  Yapılan çalıĢmanın sonuçlarının istatistiksel olarak değerlendirilmesi Fluidigm 

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

programına aktarılarak istatistiksel olarak analiz edildi. Ġstatistiksel hesaplamalar Mann 

Whitney U testi ile yapıldı ve anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak değerlendirildi. 
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5. BULGULAR 

 

ÇalıĢmaya alınan toplam 65 hastanın 50 (%76,92)‟si erkek, 15 (%23.08)‟i kadındı 

(Çizelge 4.1.). Hastaların tamamı 20-73 yaĢ grubunda idi.  

                     Çizelge 4.1. Hastaların cinsiyete göre dağılımı 

 

 

                               

 

 

 

 

Yapılan çalıĢmada; KHB, KCS, HSK ve kontrol gruplarında Pool A ve B preamp 

primer panellerinde belirlenen miRNA‟ların ekspresyon düzeyleri karĢılaĢtırıldı. 

HSK ile kontrol grubu arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon 

düzeylerinin karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.2.), kontrol grubuna göre HSK hastalarında  

miR-223-3p azalan; miR-92a-3p, miR-122-5p ve miR-125b-5p‟nin ise artan bir ekspresyon 

seviyesine sahip olup anlamı bir istatistiksel iliĢki  (p< 0,05)  bulunmuĢtur. Panelde yer alan 

diğer miRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamlı (p>0,05)   

bulunmamıĢtır. 

 

 

  

 

 

 

   

 

CĠNSĠYET 

 

n 

 

% 

Erkek 50 76.92 

Kadın 15 23.08 

Toplam 65 100.0 
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  Çizelge 4.2. HSK/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

 

Mean 

(HSC/Kontrol) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

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  0.02434 

miR-122-5p HSK/Kont. 9.993/ 1.00 9.99kat 0.02778 

miR-125b-5p HSK/Kont. 1.899/1.00 1.89 kat 0.04186 

miR-342-3p HSK/Kont. 2.254/1.00 1.25 kat 0.2131 

RNU48 HSK/Kont. 0.195/1.00 5.12kat 0.3564 

miR-375 HSK/Kont. 2.430/1.00 2.43kat 0.3666 

miR-150-5p HSK/Kont. 1.156/1.00 1.156 kat 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 kat 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 arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon düzeylerinin 

karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.3.), HBV grubuna göre HSK hastalarında miR-92a-3p ve           

miR-423-5p‟nin artan bir ekspresyon seviyesine sahip olduğu ve aralarında anlamlı bir 

istatistiksel iliĢki  (p<0.05) olduğu bulunmuĢtur. Panelde yer alan diğer miRNA ekspresyon 

seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamlı (p>0.05) bulunmamıĢtır.  
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Çizelge 4.3. KHB/HSK grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

 

Mean  

(KHB/HSK) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

miR-92a-3p KHB / HSK 1.107/ 2.446 2.209 KAT  0.02314 

miR-423-5p KHB / HSK 0.400/ 1.221 3.05 KAT  0.04537 

miR-150-5p KHB / HSK 0.820/ 1.156 1.409 KAT  0.1454 

miR-223-3p KHB / HSK 0.180/ 0.079 2.278 KAT 0.1655 

miR-125b-5p KHB / HSK 2.852 /1.899 1.501 KAT 0.1864 

miR-342-3p KHB / HSK 0.398  /2.254 5.66 KAT  0.2001 

miR-206 KHB / HSK 1.572 / 1.342 1171 KAT 0.2983 

miR-122-5p KHB / HSK 13.771/ 9.993 1.378 KAT 0.3398 

RNU48 KHB / HSK 0.573/0.195 2.938 KAT 0.3961 

miR-375 KHB / HSK 3.513/2.430 1.445 KAT 0.4811 

miR-223-5p KHB / HSK 4.234 /0.198 21.38 KAT 0.6000 

 

 

 

KHB ile kontrol grubu arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon 

düzeylerinin karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.4), kontrol grubuna göre HBV hastalarında  

miR-125b-5p‟nin artan,  miR-223-3p‟nin ise azalan bir ekspresyon seviyesine sahip olduğu 

ve aralarında anlamlı bir istatistiksel iliĢki  (p< 0.05) olduğu bulunmuĢtur. Panelde yer alan 

diğer miRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamlı (p>0.05)   

bulunmamıĢtır.  
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Çizelge 4.4. KHB/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

 

Mean 

(KHB/Kontrol) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

miR-125b-5p KHB / Kont. 2.852 /1.000 2.852 KAT 0.002703 

miR-223-3p KHB / Kont. 0.180/1.000 5.55 KAT 0.01513 

miR-423-5p KHB / Kont. 0.400/1.000 2.5 KAT 0.06147 

miR-122-5p KHB / Kont. 13.771/1.000 13.771 KAT 0.08824 

miR-206 KHB / Kont. 1.572/1.000 1.572 KAT 0.1267 

miR-150-5p KHB / Kont. 0.820/1.000 1.219 KAT 0.2427 

miR-342-3p KHB / Kont. 0.398/1.000 2.51 KAT 0.3,021 

miR-375 KHB / Kont. 3.513/1.000 3.513 KAT 0.3242 

miR-92a-3p KHB / Kont. 1.107/1.000 1.107 KAT 0.3529 

miR-223-5p KHB / Kont. 4.234/1.000 4.234 KAT 0.3846 

miR-10a-5p KHB / Kont. 2.828/1.000 2.828 KAT 0.5000 

RNU48 KHB / Kont. 0.573/1.000 1.745 KAT 0.5235 

 

 

KHB ile KCS grubu arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon düzeylerinin 

karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.5.), KHB grubuna göre KCS hastalarında miR-150-5p‟nin 

artan bir ekspresyon seviyesine sahip olduğu ve bu seviyenin istatistiksel olarak anlamlı 

(p< 0.05) olduğu bulunmuĢtur. Panelde yer alan diğer miRNA ekspresyon seviyeleri ise 

istatistiksel olarak anlamlı (p>0.05) bulunmamıĢtır.  
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Çizelge 4.5. KHB/KCS grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

Mean  

(KHB/KCS) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

miR-150-5p KHB/KCS 0.820/1.926 2.348 KAT 0.007031 

miR-223-3p KHB/KCS 0.180/0.072 2.5 KAT 0.1516 

RNU48 KHB/KCS 0.573/ 0.001 573 KAT 0.1667 

miR-206 KHB/KCS 1.572/ 0.404 3.891 KAT 0.2262 

miR-423-5p KHB/KCS 0.400/ 0.472 1.18 KAT 0.2669 

miR-122-5p KHB/KCS 13.771/ 13.377 0.971 KAT 0.2907 

miR-125b-5p KHB/KCS 2.852/ 2.465 1.156 KAT 0.3207 

miR-342-3p KHB/KCS 0.398/ 1.208 3.035 KAT 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 KAT 0.4726 

 

 

 

KCS ile kontrol grubu arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon 

düzeylerinin karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.6.), kontrol grubuna göre KCS hastalarında 

miR-223-3p‟nin azalan; miR-122-5p ve miR-125b-5p‟nin ise artan bir ekspresyon 

seviyesine sahip olduğu ve bu seviyenin  istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)  olduğu 

bulunmuĢtur. Panelde yer alan diğer miRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak 

anlamlı (p>0.05)   bulunmamıĢtır.  
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Çizelge 4.6. KCS/Kontrol grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

 

 

HSK ile KCS grubu arasında yapılan belirli miRNA‟ların ekspresyon düzeylerinin 

karĢılaĢtırılmasında (Çizelge 4.7.), panelde yer alan miRNA ekspresyon seviyeleri 

istatistiksel olarak anlamlı (p>0.05) bulunmamıĢtır.  

 

 

 

 

 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

 

Mean 

(KCS / Kontrol) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

miR-223-3p KCS/Kont. 0.072/1.000 13.88 KAT 0.0009440 

miR-122-5p KCS/Kont. 13.377 /1.000 13.377KAT 0.02778 

miR-125b-5p KCS/Kont. 2.465/ 1.000 2.465 KAT 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 KAT 0.06777 

RNU48 KCS/Kont. 0.001/1.000 1000 KAT 0.09091 

miR-92a-3p KCS/Kont. 1.274/1.000 1.274 KAT 0.3001 

miR-206 KCS/Kont. 0.404/ 1.000 2.475 KAT 0.3013 

miR-375 KCS/Kont. 4.502/1.000 4.502 KAT 0.3048 

miR-342-3p KCS/Kont. 1.208/1.000 1.208 KAT 0.4163 

miR-223-5p KCS/Kont. 5.735/1.000 5.735 KAT 0.4167 
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Çizelge 4.7.  HSK/KCS grubu miRNA ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılması 

 

 

 

Genel olarak çalıĢmada ekspresyon seviyeleri araĢtırılan miRNA‟lara kontrol grubu 

ile; KHB‟den baĢlayarak KCS ve HSK‟ya geçiĢte istatistiksel olarak anlamlı olan 

ekspresyon seviyeleri Çizelge 4.8.‟de gösterilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

miRNA 

 

KarĢılaĢtırma 

 

 

Mean 

(HSK/KCS) 

 

Ekspresyon 

değiĢimi 

 

P (P<0.05) 

miR-423-5p HSK/KCS 1.167/0.451 2.587 KAT  0.5 

miR-92a-3p HSK/KCS 2.411/1.254 1.92 KAT  0.5 

miR-150-5p HSK/KCS 1.117/1.916 1.67 KAT  0.5 

RNU48 HSK/KCS 0.202/0.001 201 KAT  0.5 

miR-206 HSK/KCS 1.328/0.400 3.32 KAT  0.5 

miR-125b-5p HSK/KCS 1.855/2.414 0.768 KAT  0.5 

miR-122-5p HSK/KCS 10.065/13.445 0.748 KAT  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  0.5 

miR-223-5p HSK/KCS 0.078/0.071 1.098 KAT  0.5 

miR-223-3p HSK/KCS 0.203/5.906 0.034 KAT  0.5 
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Çizelge 4.8.  Kontrol, KHB, KCS ve HSK gruplarının hem kontrol grubu hemde birbirleri arasındaki belirli 

miRNA ekspresyon seviyelerinin karĢılaĢtırılması (p>0.05: istatistiksel olarak anlamlı değil)   

 

Gruplar 

 

miR-125b-5p 

 

miR-223-3p 

 

miR-92a-3p 

 

miR-122-5p 

 

miR-423-5p 

 

miR-150-5p 

 

Kontrol/KHB 

 

↑ 

 

↓ 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

Kontrol/KCS 

 

↑ 

 

↓ 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

↑ 

 

Kontrol/HSK 

 

↑ 

 

↓ 

 

↑ 

 

↑ 

 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

 

KHB/KCS 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

KHB/HSK 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

↓ 

(p>0.05) 

 

↑  

 

 

↓  

(p>0.05) 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

↑ 

(p>0.05) 

 

KCS/HSK 

(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. TARTIġMA 

 

 

HBV Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirüs cinsinde yer alan, zarflı, kısmen 

çift sarmallı ve hepatotropik bir DNA virüsüdür. Akut ve kronik infeksiyonlara neden olur. 

Karaciğerde fibrozise yol açarak zaman içerisinde KCS ve ardından HSK‟ye sebep olur 

(187). Son zamanlarda HSK ve HBV hakkında yapılan çalıĢmalar, miRNA‟ların bu 

durumlarla iliĢkisi olduğu ve bir biyomarkır olarak kullanılması üzerinedir (188).  

Bizim yaptığımız çalıĢmada; 24 adet miRNA‟nın ekspresyon profilleri KHB, 

KHB‟ye bağlı olarak geliĢen KCS ve HSK‟lı 65 hastaya ait serum örneği ve 33 adet kontrol 

grubu serum örneğinde değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmamızın amacı, hangi miRNA‟ların HSK 

aĢamasına henüz gelmemiĢ hastalarda HSK‟nın erken tanısında kullanılabilecek prognostik 

markırlar olabileceğinin saptanmasıdır. 

ÇalıĢmamızda, miR-125b-5p ve miR-223-3p‟nin ekspresyon seviyeleri, kontrol 

grubu ile KHB, KCS ve HSK‟lı hastaların grupları karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı veriler bulunmuĢtur. MiR-122-5p ve miR-92a-3p‟nin ekspresyon seviyelerinin 

karĢılaĢtırılmasında ise tam olarak bütün gruplarda istatistiksel olarak anlamlı veriler 

bulamamıĢ olmamıza rağmen tartıĢmamızda yer verdik. 

Serumlardaki ekspresyon seviyeleri ölçülen miRNA‟lardan miR-125b-5p‟nin 

gruplar açısından değerlendirilmesinde; kontrol grubu ile KHB hastalarının kıyaslanması 

sonucunda KHB‟li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna göre 2.852 

kat arttığı, kontrol ile KCS hastaları karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna göre KCS‟lilerde  

2.465 kat arttığı, kontrol ile HSK hastaları karĢılaĢtırıldığında ise yine kontrol grubuna göre 

HSK‟lılarda 1.89 kat arttığı saptandı. Bu artıĢ seviyeleri istatistiksel olarak da                   

(p<0.002703, p<0.03670, p<0.04186) anlamlı bulundu (Çizelge 4.2, 4.4, 4.6).  Fakat 

KHB‟li hastaların serumları ile KCS‟li ve HSK‟lı hasta serumları karĢılaĢtırıldığında miR-

125b-5p ekspresyon seviyesinin, KHB‟li hasta serumlarındaki seviyesine oranla KCS‟li 

hastalarda 1.156 kat ve HSK‟lı hastalarda ise 1.501 kat azaldığı saptanmıĢtır (Çizelge 4.3, 

4.5, 4.7).  Fakat verilerin istatistiksel değerlendirilmesi sonucunda anlamlı bir sonuç 

bulunamamıĢtır (p<0.3207, p<0.1864). KCS‟li hasta serumları ile HSK‟lı hasta 
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serumlarındaki ekspresyon seviyesi farkına bakıldığında ise 0.768 kat azalmanın HSK‟Iı 

hastalarda gerçekleĢtiği bulunmuĢtur. Fakat bu grubun da verileri istatistiksel olarak 

anlamlı değildir (p<0.5).   

Bu konuyla ilgili yapılan çalıĢmalar incelendiğinde; 2012 yılında Jeong ve ark. 

(189) 16 HSK‟lı ve 8 sağlıklı karaciğer dokusunda yaptıkları çalıĢmada hipotezlerini 

Sirtuin7 (SIRT7)‟yi hedef alan belirli miRNA‟ların HSK‟da regülasyonlarının azaldığı 

yönünde kurmuĢlardır. Bu çalıĢma sonunda bazı miRNA‟ların HSK‟da belirgin bir Ģekilde 

ekspresyon oranının azaldığını bildirmiĢlerdir. SIRT7 geninin ribosomal gen 

transkripsiyonunda rolü olduğu bilinmektedir (190). Yapılan bu çalıĢmada miRNA-

125b‟nin HSK‟lı dokulardaki ekspresyon seviyesinin normal dokulara göre düĢtüğünü 

saptamıĢlar ve bu miRNA‟nın direkt olarak SIRT7‟nin süpresörü olduğunu, fonksiyonunun 

ise HSK tümörgenesizde SIRT7‟nin anormal ekspresyonunun kontrolünü sağlayarak tümör 

süpresör olarak rol alması Ģeklinde belirtilmiĢlerdir. Sonuç olarak, bu çalıĢma grubu, miR-

125‟in HSK tedavisinde terapötik olarak değere sahip olabileceği ve bir tümör süpresör 

olarak değerlendirilebileceğini ifade etmiĢlerdir (189).  

Yine 2012 yılında Hong-Yan ve ark. 32 adet HSK hastası ve 32 adet sağlıklı 

karaciğer dokusunda miR-125b ekspresyon seviyesini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada miR-

125b‟nin kanserli dokulardaki ekspresyon seviyesinin kontrol dokularındaki seviyesinden 

çok daha az olduğunu saptamıĢlardır.  Ayrıca HepG2, Huh gibi HSK hücre hatlarında da bu 

çalıĢmayı yaptıklarında yine miR-125b‟nin sağıklı hücre hatlarına göre ekspresyon 

seviyesinin daha az olduğunu saptamıĢlardır.ÇalıĢmada miR-125b‟nin Mcl-1 ve IL6R‟in 

güçlü bir düzenleyicisi olduğu ve HSK‟nın terapötik tedavisinde kullanılabileceği fikri öne 

sürülmüĢtür. ÇalıĢmanın sonucunda miR-125b‟nin HSK‟da tümör supresör olarak rol 

oynadığı gösterilmiĢtir (191).  

2010 yılında Liang ve ark. 54 HSK‟lı doku ve sağlıklı karaciğer dokularında 

yaptıkları çalıĢmada miR-125b‟nin, HSK‟lı dokularda kontrol dokularına oranla ekspresyon 

seviyesinin düĢtüğünü saptamıĢlardır. HSK‟da hücre büyümesini hem in vivo hem de in 

vitro ortamda baskıladığını göstermiĢlerdir. AraĢtırmacılara göre miR-125b HSK‟da 

potansiyel bir metastaz süpresörüdür. Ayrıca miR-125b‟nin p21Cip1/Waf1‟nin 
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ekspresyonuyla arttığı ve hücre döngüsünü G1‟den S fazına geçiĢte tuttuğu gösterilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın sonucuna göre miR-125b‟nin HSK‟da bir onkogen olan LIN28B‟nin  

baskılanmasını sağlayan bir tümör supresör olarak rol oynadığı düĢüncesi desteklenmiĢtir.  

Bu durum miR-125b‟nin HSK tedavisinde de terapötik olarak kullanılabileceği fikrini 

desteklemektedir (192). 

MiR-125b ve HSK ile ilgili yapılan çalıĢmaların (189, 191, 192,193) bazılarından 

elde edilelen bulgular ile bizim verilerimiz birbirinin tersi yöndedir. Bu sonucun, öncelikle 

çalıĢmalarda kullanılan örneklerin doku, hücre hattı ve serum gibi farklı olmalarından   

kaynaklanabileceği gibi çalıĢılan örnek sayılarının farklılıklarından da kaynaklanıyor 

olabileceği düĢünülmektedir 

Hayes ve ark. 2012 yılında 248 HBV hasta serumunda 19 adet miRNA‟nın 

ekspresyon seviyesini araĢtırmıĢlar, sağlıklı kontrol grubuna göre HBV serumlarında miR-

125b seviyesinin oldukça yüksek çıktığını bulmuĢlardır (193). Bu çalıĢma bizim 

çalıĢmamızla aynı veriye ulaĢmıĢtır. Bu durum iki çalıĢmada da örnek seçiminde serum 

tercih edilmesinden kaynaklanıyor olabilir. 

Murakami ve ark. (42) 2006 yılında 25 HSK‟lı ve 25 normal karaciğer dokusunda 

yaptıkları çalıĢmada miR-125b ile aynı aileden olan miR-125a‟nın (18) ekspresyon 

seviyesinin HSK‟lı hastalarda azaldığını göstermiĢlerdir. Bu çalıĢma ile bizim verilerimiz 

birbirinin aksi yönündedir. Bu farklılık yapılan çalıĢmada bizim çalıĢmamızdan farklı 

olarak miR-125a‟nın (miR-125b ile miR-125a, miR-125 ailesindendir ve sekans farklılığı 

taĢımaktadır) ekspresyon seviyesinin değerlendirilmesinden ve yine birbirinden farklı 

olarak doku ve serum kullanılmasından kaynaklanıyor olabilir. 

ÇalıĢmamızda serumlardaki ekspresyon seviyeleri ölçülen miRNA‟lardan miR-223-

3p gruplar açısından değerlendirildiğinde; kontrol grubu ile KHB hastalarını 

kıyasladığımızda KHB‟li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna göre 

5.55 kat azaldığı, kontrol ile KCS hastaları karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna göre 

KCS‟lilerde 13.88 kat azaldığı, kontrol ile HSK hastaları karĢılaĢtırıldığında ise yine 

kontrol grubuna göre HSK‟lılarda 12.65 kat azaldığı saptandı. Bu azalma seviyeleri 

istatistiksel olarak da (p<0.01513, p<0.0009440, p< 0.0001446) anlamlı bulundu (Çizelge 
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4.2, 4.4, 4.6). Fakat KHB‟li hastaların serumları ile KCS‟li ve HSK‟lı hasta serumları 

karĢılaĢtırıldığında miR-223-3p ekspresyon seviyesinin, KHB‟li serumdaki seviyesine 

oranla KCS‟li hastalarda 2.5 kat ve HSK‟lı hastalarda ise 2.278 kat azaldığı saptansa da 

(Çizelge 4.3, 4.5) veriler istatistiksel olarak anlamlı değildir (p<0.1516, p<0.1655). KCS‟li 

hasta serumları ile HSK‟lı hasta serumlarındaki ekspresyon seviyesi farkına bakıldığında 

HSK‟Iı hastalarda 0.034 kat azalmanın gerçekleĢtiği saptanmıĢtır (Çizelge 4.7). Fakat bu 

grubun verileri de istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (p<0.5).  

2011 yılında Jian ve ark. 101 HSK, 48 KHB ve 89 sağlıklı birey serumunda 

gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada miR-223 ekspresyon seviyesinin KHB‟li ve HSK‟lı 

hastalarda, kontrol serumlarındaki seviyesine göre oldukça yüksek olduğunu saptadılar. 

ÇalıĢmanın sonucunda, son zamanlarda yapılan farklı çalıĢmalarda miR-223‟ün diğer 

kanser tiplerinde de serumda yüksek seviyede bulunduğunu belirtilerek HSK ya da KHB 

için spesifik bir markırdan ziyade karaciğer hasarını belirlemek amacıyla kullanılabilecek 

bir markır olduğunu düĢündüklerini ifade etmiĢlerdir (194). Bu çalıĢmada elde edilen 

bulgular ile bizim verilerimiz birbirinin tersi yöndedir. Ġki çalıĢmada da örnek olarak 

serumdan çalıĢılmasına rağmen sonuçta farklı verilere ulaĢılması, çalıĢmalarda kullanılan 

örnek sayısının farklılığından da kaynaklanıyor olabileceğini düĢündürtmektedir. Ayrıca 

dokularda hücresel düzeyde meydana gelen, henüz nedenini bilmediğimiz 

mekanizmalardan dolayı farklılıklar meydana gelmiĢ olabilir. ÇeĢitli miRNA‟ların farklı 

kanser türleriyle iliĢkisi araĢtırılmaktadır. miR-223 ailesi hepatositlere özgü değildir, ayrıca 

ekspresyon seviyesindeki değiĢim kansere bağlı olmayarak yalnızca karaciğerdeki hasara 

bağlı olarak da değiĢiklik gösteriyor olabilir. Bu sebeple bu miRNA‟nın HSK ile 

iliĢkilendirilmesi için daha çok çalıĢma verisiyle desteklenmesi gerektiği görüĢündeyiz. 

Zhao ve ark. 2011 yılında sağlıklı karaciğer dokuları, HSK‟lı dokular ve hücre 

hatları üzerinde yaptıkları çalıĢmada, HSK‟da, miR-223‟ün c-myc üzerindeki düzenleyici 

rolünü araĢtırmıĢlardır. HSK hastalarında karaciğer dokusundaki miR-223 ekspresyon 

seviyesinin, sağlıklı bireylerdeki karaciğer dokusundaki ekspresyon seviyesine oranla 

düĢtüğü tespit edilmiĢtir. Ayrıca kanserli HepG2 hücreleri ile infetal karaciğer hücresi olan 

L02 karĢılaĢtırıldığında, miR-223 seviyesinin HepG2‟de azalan bir ekspresyona sahip 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20WY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21492514
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olduğu saptanmıĢtır. Fakat paraneoplastik ve HSK‟lı hastalardaki ile normal karaciğer 

dokusundaki c-myc mRNA ve protein seviyeleri karĢılaĢtırıldığında paraneoplastik ve 

HSK‟lı hasta dokularındaki ekspresyon seviyesinin arttığı görülmüĢtür. AraĢtırmacılara 

göre bu durum, miR-223 ve c-myc‟in negatif olarak korele olduğunu göstermektedir. Bu 

çalıĢma verilerine göre, kanserli doku hücrelerinde miR-223‟ün ekspresyon seviyesinin 

yüksek olması durumunda c-myc gen ekspresyonunun ve biyolojik aktivitesinin azalmakta 

olduğunu düĢünmektedirler. AraĢtırmacılara göre bu durum, miR-223 karsinogenez 

mekanizmasında c-myc yolağını kullanmakta olduğunu düĢündürmekte ve HSK‟da azalan 

miR-223‟ün ekspresyonu c-myc ekspresyon inhibisyonunun azalmasına yol açmaktadır. 

ÇalıĢma verilerine göre normal seviyeler dıĢındaki yüksek ekspresyon seviyesine sahip 

olan c-myc hepatokarsinogenezde rol oynayabilir. Bu çalıĢmanın sonucu olarak miR-

223‟ün ekspresyon seviyesinin azalmasının HSK‟yı saptamada ve tedavide potansiyel 

olarak bir değere sahip olduğu belirtilmiĢtir (195).   

Karakatsanis ve ark.‟nın 2011 yılında 81 HSK‟lı 98 sağıklı bireylerin karaciğer 

dokularında yaptıkları çalıĢmada kontrol dokularına oranla HSK‟lı dokularda miR-223‟ün 

ekspresyon seviyesinin düĢtüğünü gözlemlemiĢlerdir. Sonuç olarak terapötik açıdan 

miRNA‟ların kullanılabilmesi için oldukça fazla çalıĢmaya gerek olduğundan 

bahsetmiĢlerdir (196). 

Queenie ve ark. 2008 yılında HCC‟li karaciğer dokusu ve hücre hattında üzerinde, 

topamda 60 örnek üzerinde yaptıkları çalıĢmada, normal karaciğer dokularıyla  

karĢılaĢtırdıklarında miR-223‟in ekspresyon seviyesindeki değiĢiklik, KHB ardından 

geliĢmiĢ HSK hastalarında sağlıklı dokulara göre ekspresyonunun azaldığı Ģeklinde 

gösterilmiĢtir. Ayrıca hepatit B veya hepatit C geçmiĢi olmadan HSK hastası olanlarla 

HSK‟lı olmayan dokular karĢılaĢtırıldığında yine miR-223‟ün HSK‟lı dokularda 

ekspresyon oranının azaldığı görülmüĢtür. ÇalıĢmada miR-223‟ün ekspresyonunun  

düzenlenmesinin  HSK hücre hatlarının hücre canlılığı üzerine tutarlı bir inhibitör etki 

yaptığı gözlenmiĢtir. ÇalıĢmada STMN1‟in miR-223 için HSK‟da olası bir hedef 

olduğunun düĢünüldüğü belirtilmektedir. ÇalıĢmanın sonucunda terapötik açıdan, miR-
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223‟ün, PTEN/PI3K yolu adına iyi bir belirteç olacağından STMN1‟i düzenlediği için 

potansiyel olarak kanser tedavisinde kullanılabileceği düĢünülmektedir (197).  

Bu çalıĢmalarda (195, 196, 197) elde edilen bulguların, kullanılan örnekler 

birbirinden serum ve doku Ģeklinde farklı olmasına rağmen bizim verilerimizle tutarlıdır. 

ÇalıĢmamızda serumlardaki ekspresyon seviyeleri ölçülen miRNA‟lardan miR-122-

5p‟yi gruplar açısından değerlendirecek olursak; kontrol ile KHB hastalarını 

kıyasladığımızda KHB‟li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna göre 

13.771 kat arttığı saptanıldı. Fakat bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı       

(Çizelge 4.4.) (p<0.08824). Kontrol ile KCS hastaları karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna 

göre KCS‟lilerde 13.377 kat arttığı, kontrol ile HSK hastaları karĢılaĢtırıldığında ise yine 

kontrol grubuna göre HSK‟lılarda 9.99 kat arttığı saptandı. Bu artıĢ seviyeleri ise 

istatistiksel olarak (p<0.02778, p<0.02778) anlamlı bulundu (Çizelge 4.2, 4.6).  Fakat 

KHB‟li hastaların serumları ile KCS‟li ve HSK‟lı hasta serumları karĢılaĢtırıldığında miR-

122-5p ekspresyon seviyesinin, KHB‟li serumdaki seviyesine oranla KCS‟li hastalarda 

0.971 kat arttığı ve HSK‟lı hastalarda ise 1.378 kat azaldığı saptanmıĢtır. KCS‟li hasta 

serumları ile HSK‟lı hasta serumlarındaki ekspresyon seviyesi farkına bakıldığında ise 

0.748 kat azalmanın HSK‟Iı hastalarda gerçekleĢtiği bulunmuĢtur (Çizelge 4.3, 4.5, 4.7). 

Fakat bu grupların verileri de istatistiksel olarak anlamlı değildir (p<0.1516, p<0.1655,   

p<0.5).  

Queenie ve ark. 2008 yılında karaciğer dokuları ve hücre hatları üzerinde bir 

çalıĢma yapmıĢlardır.  Normal dokularla karĢılaĢtırma yaptıklarında HSK‟lı dokularda 

miR-122‟nin ekspresyon seviyesindeki azalma gösterilmiĢtir (197).    

2009 yılında Coulouarn ve ark. 64 HSK‟lı ve 28 sağlıklı karaciğer dokusunda 

yaptıkları çalıĢmada karaciğerdeki toplam miRNA popülasyonunun %70‟ni oluĢturan miR-

122‟nin HSK‟da ekspresyon seviyesinin düĢtüğünü, özellikle kötü prognoza sahip primer 

tümörlerin ilk safhalarında ekspresyonun bastırıldığını rapor etmiĢlerdir. Ayrıca hepatik 

fenotipin bastırılması ve tümörün invaziv özelliğinin artması gibi belirli gen 

ekspresyonlarına bağlı olarak geliĢen tümör hücreleri incelendiğinde gözlenen miR-122‟nin 

ekspresyon seviyesindeki düĢüĢ özellikle kanser ile iliĢkili olduğunu saptamıĢlardır. 
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ÇalıĢmanın sonucunda miR-122‟nin hepatositlere özgü olduğu ve hücre göçü ile hücrelerin 

invaziv haline gelmesini kontrol eden önemli bir markır olabileceğini belirtmiĢlerdir (198).  

Fornari ve ark. 2009 yılında, 57 HSK ve KCS‟li hasta dokusunda yaptıkları 

çalıĢmada miR-122‟deki ekspresyon seviyesinin azalmasının HSK‟ya yol açtığını 

göstermeyi amaçlamıĢlardır. miR-122 seviyesinin sağlıklı dokulara oranla kanserli ve 

HSK‟lı hastalarda ekspresyon seviyesinin düĢtüğünü, dolayısıyla HSK‟da miRNA tabanlı 

biyolojik tedavide kullanılabileceği gösterilmiĢtir (199).  

Bahsedilen çalıĢmalarda (197, 198, 199) elde edilen bulgular ile bizim verilerimiz 

birbirinin tersi yöndedir. Bu sonucun, çalıĢmalarda kullanılan değiĢik örneklerden 

kaynaklanabileceği gibi çalıĢmaya dahil edilen örnek sayısının farklılığından da 

kaynaklanıyor olabileceği düĢünülmektedir. 

Jian ve ark. 2011 yılında serum örneklerinde gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada miR-122 

seviyesinin KHB‟li ve HSK‟lı hastalarda, kontrol serumlarındaki seviyelerine göre oldukça 

yüksek olduğunu saptamıĢlardır. Buna ek olarak KHB‟li hastaların serumlarında miR-122 

seviyesinin HSK hastalarının serumlarına göre daha yüksek olduğu bulunmuĢtur. Bu 

çalıĢmanın sonucuna göre, primer HSK hastaları ile donör serumları karĢılaĢtırıldığında 

ekspresyon seviyesi normalin dıĢına çıkan miR-122‟nin, HSK hastalarında yüksek seviyede 

gözlenmiĢ olması özellikle karaciğere özgü olduğu bilinen bu miRNA‟nın  bir markır 

olarak kullanılabileceği yönündedir. Ayrıca miR-122‟nin KHB hastalarının serumunda da 

yüksek seviyede bulunmuĢ olması karaciğerde inflamasyondan dolayı meydana gelen 

hasara iĢaret ettiği düĢünülmektedir. ÇalıĢmaya göre bu miRNA HSK tedavisinde markır 

olma adayı olarak düĢünülebilir (194).  

Karakatsanis ve ark. 2011 yılında HSK‟lı hasta dokularında yaptıkları çalıĢmada 

normal dokulara göre, miR-122‟nin ekspresyon seviyesinin arttığını saptamıĢlardır. 

ÇalıĢmanın sonucunda miR-122‟nin ekspresyonunun KCS ve HSK‟da korele olarak 

arttığını, sonuç olarak terapötik açıdan miRNA‟ların kullanılabilmesi için oldukça fazla 

çalıĢmaya gerek olduğundan bahsetmiĢlerdir (196).  
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 Hayes ve ark. 2012 yılında 248 HBV‟li hasta serumunda gerçekleĢtirdikleri 

çalıĢmada sağlıklı kontrol grubuna göre HBV serumlarında miR-122‟nin seviyesinin 

oldukça yüksek çıktığını bulmuĢlardır. KHB‟li hastalarda HBsAg seviyesi yüksek olanlarla 

miR-122‟nin seviyesinin de yüksek olduğu bulunmuĢtur (193).  

Novellino ve ark. 2012 yılında 11 HBsAg pozitif ve 2 sağıklı birey serumunda 

yaptıkları çalıĢmada karaciğerdeki, fibrosis veya rejenerasyonda miR-122‟nin serumda 

HBsAg ile iliĢkisini araĢtırmıĢlardır. HBsAg taĢıyıcısı olanlarda miR-122 ekspresyon 

seviyesini bir hayli yüksek bulmuĢlardır (200). 

Bahsedilen çalıĢmalarda (193, 194, 196, 197, 200) elde edilen bulgular ile bizim 

verilerimiz birbiriyle aynı doğrultudadır. ÇalıĢmaların bazılarında kullanılan örnek bizim 

örneklerimizle aynı olmasına rağmen bazıları örnek olarak dokuyu tercih etmiĢtir ve bu 

duruma rağmen sonuç verilerimiz birbiriyle paraleldir.  

ÇalıĢmamızda serumlardaki ekspresyon seviyeleri ölçülen miRNA‟lardan miR-92a-

3p‟yi gruplar açısından değerlendirecek olursak; kontrol ile KHB hastalarını 

kıyasladığımızda KHB‟li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna göre 

1.107 kat arttığı saptanıldı. Fakat bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p<0.3529). 

Kontrol ile KCS hastaları karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna göre KCS‟lilerde 1.274 kat 

arttığı saptanıldı fakat bu artıĢ da istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p<0.3001). Kontrol 

grubu ile HSK hastaları karĢılaĢtırıldığında ise yine kontrol grubuna göre HSK‟lılarda  2.44  

kat arttığı saptandı. Bu artıĢ seviyesi ise istatistiksel olarak (p<0.02434) anlamlı bulundu 

(Çizelge:4.2, 4.4, 4.6). Fakat KHB‟li hastaların serumları ile KCS‟li ve HSK‟lı hasta 

serumları karĢılaĢtırıldığında miR-92a-5p ekspresyon seviyesinin, KHB‟li serumdaki 

seviyesine oranla KCS‟li hastalarda 1.150 kat arttığı, bu değerin ise istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı belirendi (p<0.4689). KHB‟li grup ile HSK‟lı hastalardaki ekspresyon 

farklılığı ise HSK‟lılarda 2.209 kat arttığı  Ģeklinde bulundu ve bu veri istatistiksel olarak 

da anlamlı bir veri Ģeklinde yorumlandı (p<0.02314). KCS‟li hasta serumları ile HSK‟lı 

hasta serumlarındaki ekspresyon seviyesi farkına bakıldığında ise 1.92 kat artıĢın HSK‟Iı 

hastalarda gerçekleĢtiği bulundu. Fakat bu grubun verileri de istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (p<0.5). ÇalıĢmamızda miR-92a-5p sadece iki grup karĢılaĢtırmasında istatistiksel 
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olarak anlamlı bulunsa da, istatistiksel olarak anlamlı bulunmayan gruplarla da diğerleri 

arasında bir paralellik bulunarak tüm gruplarda ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna 

göre bir artıĢ saptanmıĢtır. Bu sebeple tartıĢma kısmında miR-92a-5p‟ye yer verdik.   

Bu konuyla ilgili yapılan çalıĢmalara baktığımızda; Shigoka ve ark. 2010 yılında 

yaptığı çalıĢmada miR-92a‟nın HSK‟lı hasta dokularından elde edilen hücre hatlarında 

sağlıklı bireylerden elde edilenlere oranla ekspresyon seviyesinin arttığını  fakat HSK‟lı 

hastaların plazmalarında  kontrol plazmalarına oranla düĢtüğü ifade edilmiĢtir. ÇalıĢma 

sonucunda araĢtırmacılar, plazma ve hücredeki miR-92a ekspresyon seviyesinin artıĢ ve 

azalıĢ etkilerinin henüz bilinmediğini fakat HSK geliĢimi ile iliĢkili olabileceğini 

savunmuĢlardır (201).  

 Hayes ve ark. 2010 yılında HBV‟li hasta serumlarında yaptıkları çalıĢmada kontrol 

serumlarına göre HBV‟lilerde miR-92a ekspresyon seviyesinde azalma saptamıĢlardır 

(193).  

Bu çalıĢmaların verileri ile bizim verilerimiz birbirinin aksi yöndedir.  Bu durum 

çalıĢılan materyal farklılığından kaynaklanıyor veya çalıĢılan örnek sayısından 

kaynaklanıyor olabileceği düĢünülmektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

 

Yaptığımız çalıĢmada, sağlıklı kontrol kan serumları ile KHB, KCS ve HSK 

hastalarının kan serumlarını, ikili gruplar Ģeklinde düĢünülerek (Çizelge 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 

4.6, 4.7.) çeĢitli miRNA‟ların ekspresyon seviyelerini tespit amacıyla karĢılaĢtırdık. Fakat 

temel olarak kontrol grubu ile KHB, KCS ve HSK‟nın karĢılaĢtırılmasını baz aldık. 

KarĢılaĢtırmanın sonucunda miR-125b-5p‟nin, istikrarlı bir Ģekilde KHB‟den HSK‟ya 

giden yolda ekspresyon seviyesinin arttığını saptadık. miR-223-3p‟de ise durum yine 

KHB‟den HSK‟ya doğru geliĢen süreçte ekspresyonda azalma olarak saptandı. Ġkili gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlılık ifade eden fakat duruma tüme varım Ģeklinde 

bakıldığında KHB‟den KCS‟ye ve oradan da HSK‟ya geçiĢte paralellik izleyen bulgular 

saptanmadı. Bir tek miR-122 genel olarak karaciğere özgü olduğundan dolayı, her ne kadar 

bizim çalıĢmamızda kontrol grubu ile KHB karĢılaĢtırılmasında istatistiksel olarak değerli 

olmasa da, tartıĢmada yer verildi. Yine miR-92a-3p bir çok grubun karĢılaĢtırılmasında 

ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı verilere sahip olmasa da, bütün gruplar 

arasında paralel bir durumla artıĢ saptandığı için tartıĢmada yer verilmiĢtir. Daha önce 

yapılan çalıĢmalarda, deneyler doku üzerinde yürütüldüğünden miRNA ekspresyon 

seviyesi az bulunurken serumdan çalıĢıldığında ise seviye yüksek bulunmuĢtur.  Dünya 

üzerinde yapılan diğer çalıĢmalarla karĢılaĢtırdığımızda genel olarak HSK‟da miR-122 ve 

miR-125b-5p seviyelerinin azaldığından bahsedilirken biz çalıĢmamızda tam tersini bulduk. 

miR-223-3p ise diğer literatüre uygunluk göstererek bizim çalıĢmamızda da ekspresyon 

seviyesi düĢük çıkmıĢtır. 

Bu durum daha öncede bahsettiğimiz gibi dokudan, plazmadan veya serumdan 

çalıĢmaktan dolayı meydana gelen bir farklılık olabilir. Fakat biz de diğer çalıĢmalara 

paralel olan sonuçlarımıza dayanarak miR-223-3p ve miR-125b-5p‟nin HSK‟nın tanısında 

bir erken tanı markır olarak kullanılabileceği sonucuna vardık. 

ÇalıĢmamız ile elde ettiğimiz bulgular, bu alanda yapılmıĢ olan az sayıdaki 

çalıĢmaya önemli katkılar sağlar nitelikte olup bildiğimiz kadarıyla ülkemizde bu konuda 
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yapılan ilk çalıĢmadır. ÇalıĢmanın daha geniĢ hasta serilerinde çalıĢılması ile miR-223-3p 

ve miR-125b-5p‟nin tanısal prediktif değerinin daha da desteklenmesi gerekmektedir.   
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