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OZET

CAKMAK GENC G. Subakut Sklerozan Panensefalit patogenezinde IL 28 ve IL 29’un
rolii. Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dah, Uzmanhk
Tezi, Zonguldak 2016.

Subakut sklerozan panensefalit (SSPE), defektif kizamik virusunun persistan infeksiyonunun

sebep oldugu, siklikla ¢ocuk ve geng erigkinleri etkileyen, ilerleyici nérodejeneratif bir
hastaliktir. SSPE gelisiminde viral faktorlerin yam sira, hastamn bagisiklik sistemi ile ilgili
faktorlerin de 6nemli rol oynadigi diigiiniilmektedir. Calismamizda SSPE hastalarinda ve
saglikli goniilliillerde IL28B 1s12979860 ile rs8099917 ve IL29 rs30461 gen polimorfizm
frekanslari, IL-28B, IL-29 serum diizeyleri ve miR-548b, miR-548c ve miR-548i’nin
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢alismada s6z konusu parametrelerin  SSPE
patogenezindeki rollerinin arastirilmasi amaglanmistir. SSPE tanmisi konan 64 gocuk ile 68
saglikli ¢cocuk c¢alismaya dahil edilmistir. Gruplar arasinda serum IL-28B diizeyleri igin
istatistiksel olarak anlaml bir farkliik saptanmazken, serum IL-29 diizeylerinin SSPE
grubunda, kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. /L28B
rs12979860 gen polimorfizmi i¢in genotip ve alel frekanslar1 dagilimi agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir. /L28B rs8099917
gen polimorfizmi igin genotip dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
acidan anlamli farklilik bulunamazken, alel frekanslar1 dagiliminin istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosterdigi saptanmustir. G alelini tasimak SSPE hastaligi agisindan 2.183 kat
riskli bulunmustur. /229 rs30461 polimorfizmi i¢in genotip ve alel frekanslar1 dagilimi
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamistir. Serum IL-28B ve IL-29 diizeyleri ile gen polimorfizmleri arasinda anlamli
iliski bulunamamistir. MiR-548b-5p, miR-548c-5p, miR-548i ekspresyon diizeylerinin SSPE
hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmistir. SSPE hastalarinda 1L-29 diizeyinin kontrole gore dramatik bir bi¢imde arttigi
gbzlenmistir. miR-548 ekspresyonunun IL-29 diizeyini dengelemek i¢in artmis olabilecegi
diistiniilmiistiir. MiRNA ekspresyon diizeylerindeki artis, bagisiklik sisteminin bir uyum
yaniti ya da hastaligin nedeninden ¢ok etkisi olarak degerlendirilmistir. Gelecekte daha genis
popiilasyonlar iizerinde yapilacak olan ¢aligmalar ile IL-28B ve IL-29’un SSPE
patogenezindeki roliiniin, polimorfizmler ve miR548 ailesinin /L28B ve IL29 ile iligkilerinin

daha net olarak anlasilmasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Subakut sklerozan panensefalit, IL 28B, IL 29, gen polimorfizmi,
miRNA 548



ABSTRACT

CAKMAK GENC G. The role of IL 28 and IL 29 in the pathogenesis of SSPE. Bulent
Ecevit University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, Thesis,
Zonguldak, 2016.

Subacute sclerosing panencephalitis (SSPE) is a progressive neurodegenerative disease

primarily affects children and young adults, caused by a persistent infection of defective
measles virus. It is thought that factors relating to the immune system of the patient have an
important role in the development of SSPE right along with viral factors. In our study gene
polymorphism frequencies of IL28B rs12979860, rs8099917 and IL29 rs30461, serum levels
of IL-28B, IL-29 and expression levels of mi-548b, miR-548c and miR-5481 were
determined in SSPE patients and healthy volunteers. In this study, we aimed to investigate
the role of the pathogenesis in the SSPE of these parameters. 64 children with diagnosis of
SSPE and 68 healthy children were included in the study. While there was not any
statistically significant differences between the groups about serum levels of IL-28B. Serum
IL-29 levels were significantly higher in SSPE group than the control group. There was not
any statistically significant differences between patients and controls about genotype and
distrubition of alele frequencies of IL28B rs12979860 gene polymorphism. Although there
was not any statistically significant difference between patients and controls about genotype
distrubition of /L28B rs8099917 gene polymorphism, allele distribution was significantly
different in SSPE patients and the control group. G allele was found to increase 2.183-fold
risk of SSPE. There was not any statistically significant difference for the /L29 rs30461
polymorphism genotype and distribution of allele frequencies between patients and controls.
There was not any significant correlation between serum levels of IL-28B, IL-29 and gene
polymorphisms. The expression levels of miR-548b-5p, miR-548c-5p, miR-548i1 were found
to be significantly higher in SSPE patients than the control group. The level of IL-29 was
observed to increase dramatically in SSPE patients, compared to the control group. The
expression of miR-548 is thought to be increased to compensate for the level of IL-29.
Increase of miRNA expression levels are considered as an adaptation of the immune system
response or as an affect of disease more than a reason of it. It is expected that the role of IL-
28 and IL-29 in SSPE pathogenesis, the relations between miR548 and /L28B, IL29 and
polymorphisms will be straightforward by the help of other studies with wider participations

in the future.

Keywords: Subacute sclerosing panencephalitis, IL 28B, IL 29, gene polymorphism,
miRNA 548
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1. GIRIiS VE AMAC

Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE), defektif ya da mutasyona ugramis kizamik
virlisiiniin neden oldugu, santral sinir sisteminin (SSS) yavas ilerleyen bir virlis
enfeksiyonudur. Yaygm demiyelinizasyon ve inflamasyonla seyreder (1). Belirtiler
kizamik enfeksiyonu gec¢irilmesinden 5-8 yil sonra ve ortalama 8-10 yas civarinda
ortaya c¢ikar (2). Baslangic klinik bulgusu kisilik degisiklikleri, takiben miyoklonik
nobetler ve progresif mental-motor gerilik olup, hastalarda 2-3 yilda oOliimle
sonuclanan norodejeneratif bozukluk gorilir (3). Hastaligmm tamisi tipik klinik
bulgularla beraber beyin omurilik sivis1 (BOS) incelemesi ve elektroensefalografi
(EEG) bulgular1 ile konur (1). Gelismis iilkelerde kizamik ve SSPE insidansinin
asilamayla birlikte belirgin azalma gosterdigi ve ortalama SSPE goriilme yasinin da
9’dan 14’e ¢iktig1 bildirilmistir (4). Ulkemizde ulusal ¢apta asilama programimin
uygulanmastyla, 1975-1987 yillar1 arasinda milyonda 0.827 olan SSPE insidansi
1997-1999 yillar1 arasinda milyonda 0.461°e kadar diismiistiir. (5). Mekanizmasi
heniiz agikliga kavusturulamamis olmakla birlikte SSPE’de kizamik virilisiiniin
hastalik semptomlar1 baglamadan 6nce SSS’de yerlestigi ve burada persiste oldugu
kabul edilmektedir. SSPE gelisiminde hem viral faktorlerin, hem de konakla ilgili
faktorlerin rol oynadigina dair bulgular vardir (6,7).

Interferon lambda (IFN-A ya da Tip III IFN) yakin dénemde kesfedilmis,
antiviral etkinlik gosterdigi saptanan interferon grubudur. IFN-A1 (IL-29), IFN-A2
(IL-28A) ve IFN-A3 (IL-28B) olmak iizere fonksiyonel olarak tanimlanmis ii¢ alt
grubu vardir. Son zamanlarda yapilan caligmalarla /L28B ve IL29 genleri lizerinde
tanimlanmis fonksiyonel bir¢ok tek niikleotid polimorfizmi (SNP) belirlenmistir.
Literatiirde /L28B ve IL29 genlerinde tanimli rs8099917, 1rs12979860 ve rs30461
polimorfizmlerinin viral ve inflamatuvar hastaliklarla iligkisini gdsteren ¢alismalar
mevcuttur (8,9,10,11). Biz de rs8099917, rs12979860 ve rs30461 polimorfizmlerinin
SSPE hastaligi ile iliskisini aragtirmay1 amacladik.

Mikro-riboniikleik asitler (miRNA) yaklasik 18-25 niikleotidden olusan,
mRNA stabilitesini ve translasyon aktivasyon ya da inhibisyonunu etkileyerek post-
transkripsiyonel diizenlemeye aracilik eden, kisa, tek zincirli ve protein kodlamayan

RNA molekiilleridir. Hedef mRNA’larin 3’UTR bélgelerine baglanirlar ve gen



ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi mekanizmayla baskilarlar (12). MiRNA’lar
hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, gelismesi, hiicre 6liimii, virlis ve konak hiicre
etkilesimi gibi ¢esitli islemlerde temel diizenleyicilerdir. MiRNA’larin bir¢ok kanser
tiirtiyle, viral hastaliklarla, immiin sistem gelisimiyle ve otoimmiin hastaliklarla
iligkili oldugunu kanitlayan pek ¢ok ¢alisma bulmak miimkiindiir (13,14,15,16).

Bu caligmada IL-28B ve IL-29’un, bu sitokinlerle iligkili baz1 polimorfizmlerin
ve miR-548’in SSPE ile iligkisini arastirmak amaglanmistir. Bu amagla SSPE
hastalarinda ve saglikli goniilliilerde; IL-28B, IL-29 serum diizeyleri, IL28B
rs12979860 ile rs8099917 ve IL29 1s30461 gen polimorfizmleri ve miR-548b, miR-
548c, miR-5481 ekspresyon diizeyleri ¢aligilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Subakut Sklerozan Panensefalit

Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE), defektif ya da mutasyona ugramis kizamik
viriisiiniin neden oldugu, SSS’nin yavas ilerleyici virlis enfeksiyonlarindan birisidir.
Yaygm demiyelinizasyon ve inflamasyonla seyreder (1). Hastalik tipik lezyonlarin
olusum siirecinin en az 9 ay olmasi, patolojik lezyonlarin dogasi geregi sklerotik
olusu ve tim beyin dokusunun etkilenmesi nedeniyle, ‘subakut sklerozan
panensefalit’ olarak adlandirilmstir (17).

SSPE’de kizamik viriisiiniin patogenezdeki rolii tam olarak bilinmemektedir
(7,18). Yapilan caligmalarda SSPE hastalarinin beyin dokusunda defektif kizamik
viriisii izole edilmistir. Kizamik viriisiiniin yapisal proteinlerini kodlayan viral
genlerdeki degisikligin persistan merkezi sinir sistemi enfeksiyonu patogenezinde
onemli rol oynadigr dislniilmektedir (3,19). SSPE oncelikle ¢ocuk ve geng
eriskinleri etkiler ve hastalarin genellikle 2 yasindan once bir kizamik gec¢irme

oykiisii vardir (20).
2.1.1.Epidemiyoloji

Diinyada her yil yaklasik 30.000.000 yeni vaka ve 800.000 6liime yol acan kizamik
enfeksiyonu halen 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir (21). SSPE
insidanst kizamik asilama kapsami ile ters orantilidir. Geligsmis iilkelerde, SSPE
goriilme siklig1 1960'larda kizamik asis1 yapilmaya baslanmasindan itibaren giderek
azalmistir. Y1illik insidansi iilkeden tilkeye degisiklik gostermektedir. SSPE insidansi
Kanada’da milyonda 0.06, Japonya’da milyonda 11, Hindistan'da milyonda 21 vaka
olarak bildirilmistir (17).

Ulkemizde ulusal ¢apta asilama programmin uygulanmasiyla, insidans 1975—
1987 willarinda milyonda 0.827 iken 1997-1999 yillar1 arasinda milyonda 0.461°e
kadar diismiistiir(5). 2003-2004 yillar1 arasinda Istanbul’da yapilan bir ¢alismada,
SSPE goriilme orani 2.5/1.000.000 olarak hesaplanmistir. Bu oran rutin asilama
programi uygulayan tlkelerdeki 0,06-1/1.000.000 oranma gore yiiksek fakat rutin
asillama  programi  uygulamayan iilkelerdeki  10-100/1.000.000  oraniyla
kiyaslandiginda diisiik bir orandir (22).



Asil bireylerde de SSPE goriildiigii bildirilmistir. Bu tiir vakalar hatali asiya
bagl olabilir ve asilamanin %100 etkili olmadig1 gercegiyle aciklanabilir. Son
epidemiyolojik ve virolojik veriler kizamik asisinin SSPE’ye karsi koruyucu
oldugunu ve kizamik asis1 viriisiiniin SSPE’ye neden olmadigini gdstermektedir.
Bunun yani sira kizamik asis1 uygulanmasi, bagisiklama olmadan hastalik gelismis
bireyde SSPE seyrini degistirmez veya tetiklemez (23).

Primer kizamik enfeksiyonunda cinsiyet farki goriilmemesine karsin SSPE
erkeklerde 3 kat daha fazla goriiliir. Kirsal kesimde yasayan, iki veya daha fazla
kardesi olan, mental geriligi olan, disiik dogum agirligina sahip ve kalabalik

cevrelerde yasayan ¢ocuklarda daha sik goriilmektedir (1).

2.1.2. Patoloji

Kizamik viriisii; Paramiksovirlis ailesinin Morbiliviriis genusundan, tek zincirli
negatif sarmalli bir RNA viriisiidiir. Zarf pargaciklari ve merkezi bir sarmal iceren
kiiresel bir yapiya sahiptir. Proteolitik enzimler, eter, aseton, formalin gibi kimyasal
maddeler ve ultraviyole ile kisa siirede etkinligini kaybeder. Diisiik 1s1larda uzun siire
canli kalabildigi i¢cin 6zellikle kis sonu ve ilkbaharda epidemiler yapar (24,25).
Kizamik viriisii alt1 temel protein kodlar. Fosfoprotein (P-proteini), large (L)
proteini ve niikleoprotein (N) RNA ile birleserek nﬁkleokai)sidi olusturur. Diger ii¢
protein viral zarf ile birlesen matriks proteini (M) ve yiizey proteinleri olan
hemaglutinin (H) ve fiizyon (F) proteinleridir. Zarf proteinlerinin fonksiyonlar1
virlilans i¢in 6nemlidir. Yabanil tipteki kizamik viriisii bu proteinlerin tiimiinii igerir
ve genellikle viriilandir. Ayn1 zamanda etkili bir immiin antikor yanita karsi ¢ok
duyarhdwr. Etkili bir bagisiklik yanitta, proteinlerin hepsine kars1 antikorlar
olusturulur ve ¢ogu durumda hiicre disinda serbest yiizen viriis, asir1 duyarlilik
reaksiyonu ile elimine edilir. Yetersiz bagisiklik yanitta ise yabanil viriis kurtulur ve
hasar vermeye devam eder. Eger, konak organizma tarafindan yetersiz bagisiklik
nedeniyle viriislerin yalnizca yasamsal olmayan proteinleri elimine edilir ise, degisim
gecirmis, persistan ve yavags virlisler olusmaktadir. Eger yalnizca M-proteini hasara
ugrar ya da tamamen yok edilirse degisime ugrayan viriis uyku fazma girer. Sinir
sistemine yerlesmis olan uyku fazindaki virlis bir silire sonra hastalik olusturma

yetisine yeniden kavusur ve sonugta konakta harabiyete yol acar. M proteini hasarl



viriislerin sinir sistemi disinda yasamasi ya da yayilmasi muhtemel degildir. Bu uyku
doneminden 7-10 yil sonra inflamasyon, tahris ve yikim yoluyla SSPE nérolojik
belirti ve bulgular1 goriilmeye baslar (25,26,27).

Son ¢alismalar, viral enfeksiyonun direkt bir etkisi olarak ya da sitokin aracili
yanitlarla olusan cesitli hiicre tiplerinin apoptozunun, insan merkezi sinir sisteminde
kizamik viriisii enfeksiyonunda goriilen oligodendroglial ve néronal hiicre 6liimii ile
sonuglanan SSPE patogenezine katkida bulunabilecegini disiindiirmektedir
(1,26,27,28).

SSPE hastalarinda periferik kan mononiikleer hiicrelerinin spontan
proliferasyonunun saglikli erigskin kontrollere gore daha diistik oldugu goriilmiistiir.
Yapilan g¢alismalarda SSPE hastalarinda T hiicre yanitinin gelismedigini ya da
defektif oldugunu diisiindiiren bulgular mevcuttur (29,30). SSPE hastalarmin T hiicre
islevlerini ayrintili olarak arastiran caligmalar SSPE olusumundaki patogenetik
mekanizmalar1 aydinlatmakta faydali olacaktir.

SSPE hastalarinda yapilan beyin biyopsileri incelendiginde dikkati ¢eken
bulgular néronlarda yaygin dejenerasyon ve kortikal yapilarda bozulmadir. Beynin
en ¢ok etkilenen bolgesi parieto-oksipital bolgedir (31). Aksonlardan sonra en sik
etkilenen hiicreler oligodentrositlerdir. Noronlarda ve oligodendrositlerde degisen
miktarlarda eozinofilik, kizamik virlis antijen pozitif, intraniikleer inkliizyon
cisimcikleri (Cowdry tip A) goriilmektedir. Virilis yayilimi transsinaptik yolla olur
(32). Yapilan caliymalar SSPE’de astrositler, makrofajlar ve endotelial hiicrelerde

IFN-y ve tiimor nekroz faktor-a ekspresyonunun varligii gostermistir (33,34).

2.1.3. Klinik Bulgular

SSPE belirtileri kizamik enfeksiyonu sonrasinda tam iyilesme ile sessiz gecen latent
donemin ardindan 6-15 yas arasinda ortaya c¢ikar. Kizamik enfeksiyonunu bir
yasindan oOnce geciren c¢ocuklarda hastalik daha erken goriilebilmekte ve latent
donem daha kisa olabilmektedir. Bunun sebebi SSS ile bagisiklik sisteminin
immaturitesi olabilir. Baglangic belirtileri genellikle belirsizdir. Cocuklarda
irritabilite, dikkat siiresinde kisalma, kisa siireli 6fke ataklari, gegici unutkanlik gibi

belirtiler gozlenir. Okul performansinda diisme gozlenir. Nadiren tek bir epilepsi



nobeti hastaligin ilk belirtisi olabilir. Bu belirti ve bulgular SSPE’nin ilk evresi i¢in
tipiktir (4).

Hastalik ilerledik¢e motor fonksiyonlarda bozukluklar ortaya ¢ikmaya baslar
ve periyodik sterotipik miyoklonik nobetler gelisir. Hastaligm ileri donemlerinde
piramidal ve ekstrapiramidal bulgular goriilebilir. Hastaligin ileri asamalarinda
hastalarda miyoklonus kaybolarak, spastisite artis1 ve kuadriparezi, koma agamasinda
ise duyularda progresif bozulma goriiliir. Hastaligin terminal asamalarinda,
hastalarda aralikli hipertermi, asir1 terleme, nabiz ve kan basinci anormallikleri

seklinde ortaya ¢ikan hipotalamik yetmezlik gelisebilir (26,35).

2.1.4. Tam

SSPE tanis1 klinik ve laboratuar bulgulari ile konmaktadir. SSPE tani kriterleri Tablo
I’de gosterilmistir. Bes kriterden 3’iin lizerinde pozitif kriter varsa kesin tani, 3
pozitif kriter varsa olasi tan1 konur (36). Miyoklonus ve bazi progressif ndrolojik
bozukluklar gibi klinik belirtilerle ortaya ¢ikan ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklardan
ayirt edilmesi gerekmektedir (1).

Tablo 1:SSPE’nin tan1 kriterleri.

1. Klinik: Miyoklonusla beraber progressif, subakut mental kotiilesme
2. EEG: Periyodik, stereotipik, yiiksek voltajli desarjlar
3. BOS: Yiiksek gamaglobiilin ya da oligoklonal pattern

4.Kizamik antikorlar1: | Serumda (>1:256) ve/veya BOS’ta (>1:4) yiiksek titrasyon

5. Beyin biyopsisi: Panensefalitin gosterilmesi

SSPE’de BOS degerlendirmesi genellikle normal olmakla birlikte, artmis
protein konsantrasyonu go6zlenebilir. Serebrospinal sivida protein artisinin nedeni
artmis gamaglobulindir (1). Serumda kizamik antikor titresinin 1/256 ya da daha

yiiksek ve BOS’ta 1/4 ya da daha yiiksek olmasi SSPE tanisini diisiindiiriir. BOS ve




serum oranlarmin albumin ve diger viral antikorlar i¢in normal olmasi, kan beyin
bariyerinin normal oldugunu, artmis kizamik antikorlar1 miktarinin SSS'deki
sentezden kaynaklandigini gostermektedir (37,38).

Tipik EEG paterni miyoklonik fazda goriilir ve hemen hemen tam
koydurucudur. EEG goriintiisii bilateral, simetrik, senkronize, yiiksek voltajli (200-
500mV) polifazik, stereotipik delta dalgalar1 igeren periyodik komplekslerle
karakterizedir (35,39).

SSPE tanisinda goriintiileme yontemlerinin yeri smirhdir. Goriintiileme
yontemleri tam i¢in gerekli olmayip ayirict tan1 ve hastaligin gidisi hakkinda bilgi
verir. Manyetik rezonans gorintiilleme, SSPE hastalarinda beyaz cevher
anormalliklerini gostermede giiniimiizde en duyarl goriintiileme yontemidir (35).

Beyin biyopsisi, SSPE tanis1 konulmasi i¢in nadiren gerekli iken klinik ya da
laboratuar 6zellikleri ile atipik karakterde olan vakalarda bu tetkik tani i¢in dnemli
olmaktadir. Patolojik dokuda yaygin ndéron kaybi ve gliozis, demiyelinizasyon,
mikroglia proliferasyonu, norofibriler yumaklar dikkati ceker. Beyaz cevherde
koptiksii  makrofajlar; kortikal ndronlarda, oligodentrositlerde ve astrositlerde
eozinofilik intraniikleer inkliizyonlar (cowdry tip A) gozlenir. Biyopsi materyalinde

kizamik viriis antijenleri ve RNA’s1 saptanabilir (4,36).

2.1.5. Tedavi

Gilinlimiizde SSPE’nin etkin bir tedavisi mevcut degildir. Randomize olmayan bazi
calismalarda uzun siireli tedavi verildiginde bazi antiviral ve immiinomodulator

ajanlarm yasam siiresini ve kalitesini arttirdig1 bildirilmistir (35,40).
2.1.6. Prognoz

SSPE genellikle 1-3 yil i¢inde 6limle sonucglanan ilerleyici bir hastaliktir (35).
Vakalarin yaklasik %5’inde spontan remisyon vardir, bu iyilesme hastaligin herhangi

bir evresinde olabilir ve uzun donem remisyon siirebilir (41).
2.2. INTERFERONLAR

IFN’lar antiviral aktiviteyi indiikleme yetenekleri ile bilinen sitokinlerdir. Bu etkiyi

hedef hiicrelerdeki ortak kdokenli reseptor kompleksleri {izerinden gerceklestirirler.



Aslinda, bu sitokin ailesi adin1 konak hiicreleri i¢ginde viral replikasyona miidahale
(interfere) etme yeteneginden almistir (42). Yapisal 6zellikleri, reseptor kullanimi ve
biyolojik aktivitelerine gore li¢ farkl tip IFN tanimlanmistir. Her tip IFN dogal ve
adaptif bagisiklik mekanizmalarini uyararak viral enfeksiyonlarin temizlenmesine
katkida bulunmasma ragmen, sadece tip I ve tip III IFN'lar dogrudan viris
enfeksiyonlarina yanit olarak tiretilir (43).

Tip I IFN’lar Isaacs ve Lindemann tarafindan 1957 yilinda kesfedilen ve pek
cok alt tipi tamimlanmis biiylik bir sitokin ailesidir. Tip I IFN’lar pek ¢ok viral
enfeksiyona karsi ilk savunma hattini olustururlar. Viriis ile enfekte edilmis hiicreler,
tip I [FN'lar1 sentezleyip salgilayarak konakg1 hiicrelerde antiviral yanitin olugsmasini
saglarlar. Cok cesitli hiicre tlirlerinde eksprese olurlar ve interferon stimiile eden gen
faktorii (ISGF) tarafindan kontrol edilen bir dizi geni etkinlestirerek ortak sinyal
yolagini aktive ederler. Bahsi gegen genler apoptoz, biiyiime karsiti, dogal ve adaptif
immiin hiicre aktivasyonunda rol oynayan iiriinleri sentezletir (44,45).

Tip II IFN grubu sadece esas olarak T lenfositler, dogal katil hiicreler ve
monositler, histiositler, dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler tarafindan
salgilanan IFN-y’dan olusur. IFN-y, Tip I IFN’larin antiviral etkinliginin
uyartlmasmi giiclendirebilmektedir. Fakat antiviral aktivite IFN-y’nin primer
biyolojik fonksiyonu degildir. Tip I ve tip II IFN'lar genellikle etkili bir antitimor
immiinitenin uyarilmasi ve viral enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasi ile sonuglanan
cesitli dogal ve adaptif bagisiklik tepkileri etkinlestirmek icin birlikte c¢aligirlar
(44,45).

2003 yilinda iki grup bilim adami birbirinden bagimsiz olarak yeni bir sitokin
benzeri interferon tiiriiniin (IFNL, IFN-A) kesfini rapor ettiler. IFN-A1 (IL-29), IFN-
A2 (IL-28A) ve IFN-A3 (IL-28B) olmak iizere 3 alt tipi tanimlanmistir (46,47).

Filogenetik olarak tip III IFN'larin genleri tip I IFN ve IL-10 gen aileleri
arasinda bir yerde bulunur. Tip III IFN'lar, Tip I IFN ailesi ile 15-19%, IL-10 ile
%11-13 oraninda aminoasit dizi benzerligine sahiptir. Tip III IFN sentezleyen genler
19 nolu kromozomda kiimelenmis halde bulunurlar. Ayrica insan genomu, bu {i¢
fonksiyonel gene ek olarak IFN-A4 psddogenini de icerir. Bu ii¢ genin promoterleri

arasindaki benzerlik nedeniyle benzer sekilde diizenlenmeleri muhtemeldir (44).



IL28B, 734 bp uzunlugunda, 6 eksonlu, /229 857 bp uzunlugunda, 5 eksonlu bir
gendir. Ikisi de kromozom 19q13 iizerinde lokalizedir.

Tip 1T IFN'lar, iki zincirden olusan bir hiicre yiizey reseptorii araciligiyla etki
gosterir. Ilki IL-28RA olarak da bilinen interferon lambda reseptdr 1 (IFN-AR1)’dir
ve Tip III IFN'a spesifik olarak bilinir. IFN-A reseptor alt birimlerini kodlayan genler,
1 nolu kromozom (1p36.11 bdlge) iizerinde yer almaktadir. Digeri 1L-10, IL-22 ve
IL-26 sitokinlerinin de ortak olarak kullandig1 interlokin 10 reseptor 2 (IL10R2)dir.
Tip I IFN'larin her iki reseptdr zinciri de hiicre disi, transmembran ve hiicre ici
kisimlardan olusur. Tip I IFN reseptorleri her yerde bulunan reseptorler olarak ifade
edilirken, IFN-AR1 sadece belirli hiicrelerin alt gruplarinda bulunmaktadir. IFN-AR1
kodlayan mesajct RNA (mRNA) bircok hiicre tipinde tespit edilemez. Bu nedenle
ozellikle fibroblast ve endotel hiicreleri, Tip III IFN'lara kars1 yanitsizdir. IFN-
AR1’in karaciger, kolorektal, pankreas karsinomlarindan tiiretilen hiicre serilerinde
ekspresse oldugu bilinmektedir. Ayrica BioGPS ve GTEx veri tabanlarina gére tam
kan, beyin, spinal kord, kalp ve iskelet kasi, i¢ organlar, pankreas, tiroid ve adrenal
bezlerde, deri ve i¢ genital organlarda ekspresse olmaktadir (48,49).

Uygun sinyal iletimi i¢in IFN-AR1’nin IL-10R2 ile etkilesimi gereklidir. Tip
[II IFN'lar sinyalizasyon i¢in IFN-a reseptor kompleksini kullanmazlar. Fakat IFN-A
ya da IFN-a reseptor kompleksleri araciligiyla tiretilen sinyaller aynm: janus kinaz-
sinyal (Jak-STAT) kaskadinin aktivasyonu ile sonuglanir (48,50,51).

IFN-a Tip I IFN reseptorlerine (IFNAR1 ve IFNAR2) ve IFN-A Tip III IFN
reseptor kompleksine (IFN-AR1 ve IL-10R2) baglanarak JAKI1 ve tirozin kinaz 2
(TYK2)1 aktiflestirirler. Bu c¢apraz fosforillenme STATI1 ve STAT2’yi1 fosforile
ederek heterodimer olusturmalarmi saglar. Dimere interferon reseptér faktor 9
(IRF9) baglanir ve olusan ISGF3 kompleksi ¢ekirdege go¢ eder. ISFG3 kompleksi
IFN ile uyarilmigs yanit elemanlarini baglar ve IFN ile uyarilan genlerin (ISG)

transkripsiyonunu artirir (52) (Sekil 1).
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Sekil 1: IFN-A reseptor sinyal yolagi IFN-a ve IFN-A antiviral yanitta farkli
reseptorler lizerinden JAK/STAT yolagimi aktive ederler ve ISG’lerin
transkripsiyonunu artirirlar (52).

Ug farkli IFN-A’nin biyolojik aktivitesini karsilastiran smirl sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Farkli IFN-A’larin fonksiyonel olarak da farkli oldugu diisiiniilmekle
birlikte farkli hiicre tipleri arasindaki reseptor dagilim paterni de farkhidir. IFN-
Alarm antiviral etkileri agik olmakla birlikte immiin hiicre fonksiyonu {izerindeki
etkileri, karmasik ve cesitli goriinmektedir. IL-28 B/IFN-A3 ekspresyonunun IL-28
reseptor kompleksi iizerinden giiglii dogal antiviral yanit1 indiikledigi lenfositler dahil
olmak tizere cesitli hiicreler ile in vitro olarak yapilan caligmalarda gdsterilmistir.
Ayrica, in vivo olarak yapilan ¢aligmalar IL-28B’nin yardimci T hiicrel (Thl)
iizerinden adaptif hiicresel bagisiklik tepkilerini uyarma potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir (53).

Yapilan bir ¢alismada, IL-28A, IL-28B ve IL-29’un doza ve zamana bagimli
bir sekilde HCV replikasyonunu baskiladigi in vitro olarak gosterilmistir. IL-28B’nin
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etkisinin daha gii¢lii oldugu gorilmiistiir. Ayni caligmada sonuglar IL-28A, 1L-28B,
ve IL-29’un anti-HCV etkisinin saglam IFN-A reseptorlerine bagimli oldugunu

gostermektedir (54).

2.3. POLIMORFiZM

Ayni tiiriin bireylerinde belli bir lokus i¢in bircok farkli alelin bulunmasmma DNA
polimorfizmi denir. Populasyonda %1 veya daha fazla siklikta goriilen DNA dizi
alternatifleri polimorfizm olarak, %1’den daha az siklikta goriilenler ise mutasyon
olarak degerlendirilir. Polimorfizmler DNA dizisindeki tek baz degisimi, delesyonu,
duplikasyonu veya insersiyonu sonucu olusabilmektedirler. Bu degisimler her zaman
protein yapisinda veya islevinde degisiklige yol agmazlar (55,56).

Dizideki tek bir niikleotid degisikligi sonucunda olasan polimorfizmler tek
niikleotid polimorfizmleridir (SNP). Bireyler arasindaki genetik varyasyonun en
biiylik sorumlusu olan SNP’ler en yaygin polimorfizmlerdir. Yasayan tiim bireylerin
genomlar1 toplamimi referans alarak beklenen SNP frekansi %1°dir. Dolayisiyla 10
milyon SNP oldugu 6ngoriilmektedir ve bunlarin 1 milyonu tanimlanmistir (55,57).
Polimorfizmler genomun her yerinde olabilmekle birlikte en sik karsimiza ¢ikanlar
genin promotor bdlgelerinde ve intronlarinda yer alanlardir (58). Promotor
bolgesinde olanlar genellikle transkripsiyon diizeyinde etki yaparken kodlanmayan
DNA bolgelerinde ve intronlarda yer alan polimorfizmlerin etki mekanizmas1 heniiz
tam olarak bilinmemektedir (59).

Son yillarda hastalik ile iliskilendirilen polimorfizm sayis1 giderek
artmaktadir. Sitokinler pek ¢ok hastaligin patogenezinde yer almaktadir. Dolayisiyla
bu hastaliklarla sitokin gen polimorfizmlerinin iliskisini arastiran pek cok calisma
yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda sitokin gen polimorfizmlerinin sitokin diizeylerine
etki ederek hastalig1 etkileyebildigi gosterilmistir (60,61). Enfeksiyon, allerji,
otoimmiin hastalik, kanser gibi bazi hastaliklarin sitokin gen polimorfizmi ile
iligkisini  gOsteren  ¢alismalarda, sitokinlerin serum diizeyini etkileyen
polimorfizmlerin hastaligin siddetini 6ngérmede yardimci oldugu goriilmektedir.
Hem in vitro hem de in vivo olarak polimorfizm sonucu gen ekspresyonunun ve

sitokin sekresyonunun degistigini gésteren ¢alismalar mevcuttur (61,62).
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Gen polimorfizmlerinin saptanmasinda giiniimiize kadar bircok yontem
tanimlanmis olsa da en sik klasik polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction; PCR) ve takibinde uygulanan tamamlayict yontemler kullanilmaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ daki 6zgiil
bolgelerin enzimatik olarak sentezlenmesini ve ¢ogaltilmasini saglayan ¢ok basarili
bir in vitro DNA sentezi yontemidir (63,64). 1980’11 yillarda Kary Mullis tarafindan
gelistirilen PCR  hi¢ kuskusuz ki genetik c¢alismalarihizlandiran en 6nemli
tekniklerden biridir. PCR; ilk defa, orak hiicre anemisinin tanisinin konulmasinda
uygulamaya konmus ve 1993 yilinda bu ¢alisma Kary Mullis’e Nobel o6diiliini
kazandirmistir.

Y 6ntemin temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki tarafina 6zgii, bu bolgedeki
baz dizilerine tamamlayic1 olan, ideali 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik
oligoniikleotid primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan bdlgenin
enzimatik olarak sentezlenmesine dayanmaktadir (63,65). PCR'!n en 6nemli avantaji
cok az miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in
gerekli olan bes ana madde vardir: kalip olarak kullanilan DNA 6rnegi (genelde
genomik DNA), ¢ogaltilacak bolgeyi 5° ve 3’ tarafindan ¢evreleyen bir ¢ift sentetik
primer, deoksi-niikleotit-trifosfatlar (ANTP), yiliksek 1siya dayanikli DNA polimeraz
enzimi, uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg"?) saglayan tampon karisimi (65).

Primer; amplifiye edilmek istenen bolgeye ozgii, ideal olarak 18-24 bp
boyutunda, piirin:pirimidin igerigi %40-60 olan oligoniikleotid dizileridir. Primer
ciftinin, baz igeriklerine gore hesaplanan erime dereceleri (Tm) birbirine yakin veya
en fazla 5°C farkli olmalidir. Tm’den 5°C diisiigii baglanma derecesi olarak
secilmelidir (65).

DNA polimeraz enzimleri; kalip DNA zincirine uygun olarak dNTP’den
DNA zincirinin sentezini katalize ederler. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ve
Thermus aquaticus’tan elde edilen Taq DNA polimeraz enzimi, optimal sicaklikta
(72-78°C) aktivite gostermektedir. Kullanilan enzime uygun pH ve iyon kosullarini
saglayan tampon ¢ozeltiler se¢ilir (65,66).

Dongiisel bir reaksiyon olan PCR {i¢ basamaktan olusur: birinci basamak
DNA’nin  iki zincirinin yiiksek sicaklikta (92-95°C) birbirinden ayrildigi

denatiirasyon basamagidir. Ikinci basamak sentetik oligoniikleotidlerin hedef
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DNA'ya baglandigi (annealing) ve DNA polimeraz i¢in serbest 3’OH ucu
olusturdugu basamaktir. Uciincii ve son basamak zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar
olusturacak sekilde uzamasi asamasidir. Aynen dogal hiicre bdliinmesinde oldugu
gibi PCR ile yaklasik 30 dongii sonra hedeflenen DNA dizisinin yaklasik bir milyar
katini kopyalamaktadir (65).

DNA’nin PCR sonrasi enzimatik kesilmesi restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak yapilir. Restriksiyon endoniikleazlar bakteriden kdken alan; ¢ift iplikli
sarmal DNA’da 6zgiil bir diziyi tantyarak bu dizi icinden DNA’y1 her iki ipliginden
kesebilen enzimlerdir (67,68). Restriksiyon enzimlerinin ¢ogu 37°C’de aktivite
gostermektedir. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ydnteminde
enzim kesimi sonrasi ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA parcalari, jel elektroforezi
ile ayrilmaktadir (65). Jel elektroforezi ayn1 elektrik yiiklii molekiillerin jel matriks
icerisinde biiytikliiklerine gore ayrilmasi teknigidir. Kirmizi bir alg tiirii olan Agar
agar’dan izole edilen ve lineer polisakkarid olan agaroz, kuvvetli bir jellesme
ozelligine sahiptir. Agaroz, sicak Tris Borik Asit EDTA (TBE) tampon ¢ozeltide
coziinmekte ve sogutuldugu zaman polimerde karsilikli hidojen baglarinin olusumu
ile jel yapisi olusmaktadir. Genomik DNA 0.5-1xTBE i¢inde yapilmis % 0.5-1.5'lik
bir jelde 0.5 pg/ml etidyum bromiir kapsayacak sekilde elektroforeze tabi tutulur.
Agaroz konsantrasyonu degistirilerek jelin por c¢api ayarlanabilmektedir. Kiigiik
DNA parg¢alar1 i¢in yiiksek; bliylik DNA pargalar1 i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu
kullanilarak DNA’nmn jelde uygun bir bicimde yiiriitiilerek goriintiilenmesi
saglanabilir. Jele mutlaka molekiiler agirlik standardi olusturacak bilinen agirlikli bir
DNA o6rnegi kontrol olarak konmalidir. DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi,
etidyum bromiiriin DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181
absorblamasi sonucu floresan etki géstermesi ile olmaktadir. Fosfat icerigi nedeniyle
negatif yiikli olan DNA’nin negatif kutuptan pozitif kutuba dogru yiiriitiilmesi
tamamlandiktan sonra jelin fotografi UV 15181 altinda c¢ekilir ve degerlendirmeye

almir (65,69).
2.3.1. IFN-A (IFNL) Gen Polimorfizmleri:

Son zamanlarda yapilan bircok bagimsiz genom boyu baglanti ¢aligmasi (GWAS)
kromozom 19 i¢cinde /L28 genlerinin yakininda tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
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rapor etmislerdir. /L28 ¢evresindeki SNP’ler ile IFN-A iiretimi arasindaki iliski hentiiz
netlesmemistir. Ancak bu polimorfizmlerin HBV ve HCV hastalarinda spontan
klirens ve tedavi iligkili yanita etkisini arastiran pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.

Daha 6nceki GWAS caligmalari ile tanimlanarak /L28B ile iliskilendirilen ve
bizim bu tezde de arastirdigimiz rs8099917 ve rs12979860 polimorfizmleri, /L28B
ve IL284 arasindaki intergenik bodlgede bulunmaktadir. Kromozom 19:39252525
lokasyonundaki Timin (T) bazmin yerine Guanin (G) bazinin ge¢mesi ile olusan
varyant rs8099917 (IL28 G/T) polimorfizmi olarak tanimmlanmistir. Hepatit C
tedavisine yanit ile iligkili genomik lokuslar1 tespit etmek i¢in yapilan gen
ekspresyon analizleri ve  GWAS calismalarinda /L28B ile iliskili rs8099917
polimorfizminin Hepatit C’nin tedaviye bagh viral klirensini etkiledigi goriilmiistiir
(70,71,72).

Kromozom 19:39248147 lokasyonundaki T bazinin yerine Sitozin (C)
bazinin gegmesi ile olusan varyant rs12979860 (/L28 C/T) polimorfizmi olarak
tanimlanmigtir. Hepatit C hastalarinda IFN-A diizey ve [IL28 genotiplerini
karsilagtiran bir ¢alisma, IFN-A serum diizeyinin rs12979860 C alleli tastyicilarinda
yliksek oldugunu gostermistir. HCV enfeksiyonunda Tip III IFN’larin 6nemli
antiviral  etkinligini  dogrulayarak, IFN-A diizeylerinin ve 1512979860
polimorfizminde C alleli tagiyiciliginin, HCV hastalarinda tedaviye olumlu yanitla
iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica, in vitro bulgular HCV’nin dendritik hiicrelerde
tip III IFN dretimini azaltmak icin mekanizmalar gelistirmis oldugunu
gostermektedir (9). Bugiine kadar yapilan bir ¢ok c¢alismada HCV hastalarinda
rs12979860 polimorfizminde CC genotipi erken virolojik yanitla oldukga iliskili
bulunmus ve HCV hastalarinda interferon ve ribavirin tedavisine yanit1 onceden
belirleyebilecegi diistiniilmiistiir (10,73,74). rs12979860 CC genotipinin karacigerde
antiviral ISGF  ekspresyonunu baskiladigi, supresor (baskilayici) ISGF
ekspresyonunu artirdigi goriilmiistiir. Bu durum IL28B’nin ISGF ekspresyonunun
intrahepatik diizenlenmesinde potansiyel bir rolii oldugunu gostermistir. Bu
hastalarda, IFN uygulamasindan sonra ISGF ekspresyonundaki biytik artis,
interferon sinyalizasyonunu baskilayan genlerinin artmig ekspresyonu ile iligkili

olabilir (75).

14



Kromozom 19:39298475 lokasyonundaki C bazmnin yerine T bazinin ge¢mesi
ile olusan varyant /L29 ile iliskili rs30461 polimorfizmi olarak tanimlanmistir. Bu
SNP protein dizisinde asparajinin yerine aspartik asitin gectigi mutasyona neden olan
yanlis anlamli bir varyanttir. Literatiirde rs30461 polimorfizmi ile hastaliklar
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok fazla ¢alisma mevcut degildir. Hindistan’da dis eti
hastalarinda yapilan bir calismada, dis eti olugundaki sivida ve plazmada IL-29
diizeyleri yiiksek bulunmus ve periodontit patogenezinde IL-29’un etkin rol oynadigi
diistiniilmiis fakat rs30461 polimorfizmi ile hastaliga yatkinlik arasinda herhangi bir
iligki saptanamamaistir (76). Rusya’da iki farkli etnik gruptan psoriazis hastalariyla
yapilan caligmada ise rs30461 polimorfizmi icin CC haplotipi Ruslarda psoriazis

hastaligina kars1 koruyucu etkili bulunmustur (11).

2.4. MikroRNA

Uzun yillar insan genomunun ¢ogunlugunun transkribe oldugu tahmin edilmesine
ragmen bugiin artik %2’den az bir kismmin proteine ¢evrildigi bilinmektedir. Tim
transkribe olan RNA’larin en azindan yarismnin protein kodlamayan RNA molekiilleri
oldugu gosterilmistir. Bugiin RNA ailesine ait mesajct RNA (mRNA), tasiyict RNA
(tRNA), ribozomal RNA (rRNA) molekiillerinin diginda birgok biyolojik siiregte
etkili olan mikroRNA (miRNA), kiiclik miidahaleci RNA (siRNA)ve piwi ile
etkilesen RNA (piwiRNA) molekiilleri bilinmektedir. Bu kiiciik RNA’lar kromatin
yapisini etkileyerek, transkripsiyonel seviyede diizenlenmede; mRNA stabilitesini ya
da translasyonu etkileyerek posttranskripsiyonel diizenlenmede etkili olabilirler (77).

miRNA'lar ilk kez 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’ta (C. Elegans)
kesfedilmis ve mRNA stabilitesini ve translasyon aktivasyon ya da inhibisyonunu
etkileyerek post-transkripsiyonel diizenlemeye aracilik eden, kisa ve protein
kodlamayan RNA molekiilleri olarak tanimlanmigslardir (78). 2000-2001 yillarinda C.
Elegans’a ait birgok miRNA geni belirlenmis ve miRNA'larin diger tiirlerde de
yaygin olarak mevcut oldugu gosterilmistir. O zamandan bu yana, gen ifadesi
iizerindeki etkileri goz Oniine alinarak, miRNA'larla ilgili pek ¢ok calisma
yapilmistir. Biyoinformatik analizler insan genlerinin %30’undan fazlasinin

ekspresyonunun regiilasyonunda miRNA’larin etkili oldugunu 6ngérmektedir. Tiim
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tiirlerdeki yeni miRNA genleri baz1 merkezi miRNA veri tabanlarinda toplanmaya
devam edilmektedir (14).

Son yillardaki bulgular hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, gelisme, farklilasma ve
metabolizma gibi 6nemli siireclerin diizenlenmesinde miRNA'larin kuvvetli rolleri

oldugunu gostermistir (79,80,81,82,83).
2.4.1 MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’lar, genomik DNA’dan RNA polimeraz Il enzimi tarafindan binlerce baz
uzunlugundaki primer transkript (pri-miRNA) olarak sentezlenirler. Pri-miRNA'lar
sa¢ tokasi seklinde olup , “cap’ ve “poli A” kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir.
Birbirini izleyen iki siire¢ ile matiir miRNA olusumu gerceklesir. Ilk asamada pri-
miRNA yaklasik 70 niikleotidlik prekiirsér miRNA (pre-miRNA) haline getirilir. Bu
asama bir tiir niikleer RNaz III enzimi olan Drosha ve kofaktorii olan Di George
Sendromu Kritik Bolge 8 homologu (DGCRS, Pasha) tarafindan niikleusta
gergeklestirilir. Drosha ve Pasha birlikte Mikro islemci protein kompleksi olarak
adlandirilir. Olusan Pre-miRNA, Exportin 5 tarafindan ¢ekirdekten disariya ¢ikarilir.
Ikinci asamada ise bu prekiirsér, RnazIIl enzim ailesinin baska bir iiyesi olan Dicer
tarafindan sitoplazmada islenerek yaklagik 19-24 niikleotidlik ¢ift iplikli RNA
molekiilii olan matiir miRNA’ya ¢evrilir. Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis
susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir.
Dicer tarafindan islendikten sonra meydana gelen miRNA dupleksi, bircok alt
birimden olusan miRNA kaynakli susturma kompleksinin (miRISC) bir bileseni olan
Argonaute (AGO) proteini tarafindan baglanir. AGO tarafindan bu iki iplikten 5° ucu
daha kararl olan1 secilip komplekse dahil edilir. Daha sonra, ¢ift iplikten yolcu iplik
olarak adlandirilan serbest birakilir ve degrade olur. Kilavuz iplik olarak adlandirilan
diger iplik ise miRISC i¢inde korunur. Kilavuz iplik mRNA ile kismen
komplementer diziye sahip olan miRISC’1 hedefler ve mRNA susturulmasinda etkili
olur (84) (Sekil 2).
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Sekil 2: miRNA’nin Biyogenezi (12).

MiRNA’nin 5'-ucundan itibaren 2-8 niikleotidlik kisim tohum bdlgesi
olarak adlandirilir ve 6zellikle hedef taninmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle,
tohum bolgesini paylasan ama onun disinda farkliliklar1 olan ve genellikle hedefleri
biiytik 6l¢iide ortiisen miRNA'lar miRNA aileleri olarak kabul edilir.

MiRNA’lar hedeflerinin3'-translansyonu yapilmayan bolgeleri (3°’UTR)
ile tamamlayicilik derecesine goére, mRNA’ya baglanarak protein sentezinin
inhibisyonuna veya mRNA’nin yikimma neden olur. Hedef ve miRNA 3’UTR
arasinda tam olmayan baz eslesmesi, hedefin genellikle translasyonel susturulmasmna
ya da hedef mRNA miktarinin azaltilmasina neden olurken tam baz eslesmesi hedef
mRNA’nin RISC tarafindan pargalanmasiyla sonuclanir. mRNA'ya bagli miRISC,
esas olarak tranlasyonun baglamasimin 6nlenmesini ya da karbon katabolit baskilayici
protein 4-genel transkripsiyon negatif diizenleyici (CCR4-NOT) kompleksi
tarafindan degredasyon ve takiben deadenilasyon yapilarak translasyonel

baskilamay1 saglar (12).
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MiRNA genleri insanlarda Y kromozomu hari¢ biitiin kromozomlarda
dagilmistir. Tim miRNA'larin yaklasik %50’si protein kodlayan genlerin ya da
kodlayici olmayan RNA transkriptlerinin intronlarinda yerlesmistir (85,86).

MiRNA’larm RISC kompleksine baglandiktan sonra transkripsiyon
sonrast diizenlenme fonksiyonlarmni, isleme cisimleri (P-body, P-cismi) igerisinde
gerceklestirdiklerine dair goriisler artmaktadir. P-cisimleri AGO ile etkilesen GW182
proteini ve mRNA degradasyonunda gorevli diger enzim ve proteinler agisindan
zenginlestirilmistir. Hedef mRNA’lar P-cisimlerinde saklanabilir ve translasyon i¢in
sitoplazmaya tekrar serbest birakilabilir (87).

Son yillarda yapilan g¢aligmalar P-cisimlerinin biyolojisinin daha 1yi
anlasilmasini  saglamistir. P-cisimlerinin g¢esitli biyolojik silireglerde  mRNA
dontistimiiniin diizenlendigi 6zel bir hiicre bileseni oldugu ortaya c¢ikmistir ve bu
cisimlerin olusturulmasinin spesifik protein faktorlerine ve RNA’ya ozellikle de
miRNA’lara bagl oldugu goriilmektedir (88).

MiRNA’lar hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gelismesi, hiicre oliimii,
virlis ve konak hiicre etkilesimi gibi ¢esitli islemlerde temel diizenleyicilerdir. Buna
bagl olarak kanser de dahil olmak {iizere c¢esitli insan hastaliklari miRNA'larin
ekspresyonlarinin diizenlenmesindeki bozukluklar veya miRNA biogenezindeki

yetersizlikler ile iligkilidir (13).
2.4.2. Iimmiin Sistem Fonksiyonu ve Gelisiminde miRNA’larin Rolii

Son birkag yil i¢cinde yapilan ¢alismalar miRNA'larin bagisiklik sisteminin gelisimi
ve fonksiyonu i¢in kritik 6dneme sahip oldugunu gdstermektedir (16). Graniilositler,
monosit kokenli makrofajlar ve dendritik hiicreler dogal bagisiklik sistemini
olusturan temel hiicrelerdir. Monositlerin zarlar1 tizerinde bulunan Toll benzeri
reseptorler (TLR) patojen-iliskili molekiiler paternler (PAMPs) diye adlandirilan
spesifik mikrobiyal iirlinleri tanir, baglanir ve enflamatuar yanitlar1 bagslatan sinyal
yolagin1 tetikler (89). PAMPs’larin algilanmast TLR ya da diger hiicre ici
reseptorleri yoluyla sinyal transdiiksiyonunu tesvik eder ve interferon ve sitokinlerin
transkripsiyonu indiiklenir. Bazi pri-miRNA'larin transkripsiyonu (6rnegin miR-
146a/b) da uyarilr ve islemlenerek matiir miRNA'lar olusturulur. Sitokin ve

interferon transkriptleri P-cisimlerinde miRNA'lar tarafindan degradasyona veya
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translasyonel inhibisyona ugrayabilir ya da protein translasyonu tesvik edilebilir.
Dogal bagisiklik yanitiin miRNA'lar tarafindan diizenlenmesi bu sekilde
Ozetlenebilir (90).

Biitiin bu ¢alismalar birlikte ele alindiginda miRNA’larin viicutta asiri
inflamasyon yanit1 engellemek i¢in dogal bagisiklik hiicre gelisiminin ve yanitinin
diizenlenmesi iizerindeki Onemini goOstermektedir (16). Ayrica Lenfosit
progenitdrlerindeki miRNA biyogenezi bozukluklarinin, adaptif bagisikligin ana
hiicresel bilesenleri olan T ve B lenfositlerin gelisimini olumsuz etkiledigini tespit
eden caligmalar, adaptif bagisiklik diizenlenmesinde miRNA’larmm 6nemini net bir
sekilde ortaya koymustur. T lenfosit gelisiminin erken evrelerinde Dicer enziminin
azalmasima ya da yokluguna bagli olarak miRNA sentezinin bozulmasi T hiicre
gelisimini etkiler. Sonugta timusta ve periferal lenfoid organlarda T hiicre sayisinin
azalmasina ve atipik Th hiicre farklilasmasma ve sitokin iiretimine neden olur (91).
Bu konuda yapilan birgok ¢alisma miRNA'larin uygun sentezlenmesi ve islevlerinin
T ve B hiicre gelisimi, farklilasma ve fonksiyonu ig¢in gerekli oldugunu
gostermektedir (92,93,94). Bu nedenle immiin homeostazisin siirdiiriilebilmesi i¢in
miRNA ekspresyonunun siki bir sekilde diizenlenmesi gereklidir. Ayrica miRNA
disregiilasyonu otoimmiiniteyi de indiikleyebilir (16). Yapilan c¢aligmalar
mekanizmalart net bir sekilde ortaya koyamamakla Dbirlikte, miRNA
disregiilasyonunun Sistemik Lupus Eritematozus (95), Romatoid Artrit (96),
Multiple Skleroz (97) gibi otoimmiin hastaliklarin olusumuyla iligkili oldugunu

kanitlamistir.

2.4.3. Antiviral savunmada miRNA’lar

Viral infeksiyonlarda miRNA mekanizmalarinin yeri ile ilgili ¢esitli senaryolar
vardir. Bu miRNA yolaklar1 viral enfeksiyonlar ile miicadele etmek i¢in konak
immiin savunma mekanizmalarinin regiilasyonunda yer alabilirler (98). MiRNA’larin
antiviral etkisini arastiran bir ¢calismada elde edilen sonug¢lar, miRNA'larin memeli
hiicrelerinin viral enfeksiyonu {izerinde biiylik 6lclide rol oynayabilecegi fikrini
desteklemektedir. Ayrica hem viriislerin hem de konak hiicrelerinin miRNA

kodladiklar1 bilinmektedir (99).
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MiR-122 HCV replikasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmis olan
karacigere spesifik bir miRNA’dir. HCV ile enfekte hiicre serileriyle yapilan bir
calismada IFN-B tedavisinin miR-122 ekspresyonunda belirgin bir azalmaya yol
actig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma interferon sistemi tizerinden viral enfeksiyonlarla
miicadele etmek amaciyla, memelilerde de, hiicresel miRNA'larin kullanilmasi
goriisiini desteklemektedir (100).

Yapilan baska bir caligma, miR-197, miR-363, miR-629, miR-132 ve miR-
122°nin varisella zoster virlis (VZV) enfeksiyonu siwrasinda saglikli bireylerle
karsilastirildiginda, VZV ile enfekte bireylerde farkli sekilde eksprese oldugunu
gostermistir. Bu bes serum miRNA'sinin, VZV enfeksiyonu tanisi i¢in biyomarkir
olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugu diistintilmiistiir (101).

Ayrica, viral enfeksiyonlarin hem IFN-A1 promotor aktivitesini hem de IFN-
Al ekspresyonunu post-transkripsiyonel seviyede diizenleyen 3’UTR aktivitesini
indiikledigi kesfedilmistir. Tablo 2’de goriildiigii gibi miRNA 548 ailesi liyelerinden
miR-548b, miR-548c ve miR-548i, IFN-A1’in 3'UTR bdlgesini hedeflemektedir.
Ayrica HepG2 hiicre serilerinde yapilan calismalar miRNA 548’in IFN-A1 aracili
antiviral yanit1 diizenledigini gostermistir ve miRNA 548 antiviral tedavi icin

potansiyel bir aday olarak 6nerilmistir (102).

Tablo 2 : MiR-548’lerin IFN-A1’in 3'UTR bolgesinde hedefledikleri bolge

IFN-A1 3°’°UTR cDNA GCTGAGTTTATTGTTTTACTTTT

IFN-A1 3°’°UTR mRNA 5’-GCUGAGUUUAUUGUUUUACUUUU-3’

hsa-miR-548b-5p 3’-CCGGUUUUGGUGUUAAUGAAAA-5’
hsa-miR-548c¢-5p 3’-CCGUUUUUGGCGUUAAUGAAAA-5’
hsa-miR-548i 3’-CCGUUUUAGGCGUUAAUGAAAA-5’
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Gecirilmis kizamik enfeksiyonunun ge¢ komplikasyonu olan SSPE
iilkemizde gelismis iilkelere oranla daha sik goriilmektedir. SSPE patogenezinde
etkili oldugu diisiiniilen konaga ait bagisiklik faktorlerinin daha iyi anlasilmasima
katkida bulunmak amaciyla hastalarda ve saglikli goniillillerde; /L28B geninde
tanimli  rs8099917 ile 1rs12979860 ve IL29 geninde tanmimli rs30461 gen
polimorfizmlerinin frekanslari, I1L-28B, IL-29 sitokin serum diizeyleri ve IL-29
ekspresyonunu anlamli olarak etkiledigi gosterilen miRNA 548 ailesinin tiyeleri olan
miR-548b, miR-548c, miR-5481 ekspresyon diizeyleri ¢caligilmistir.

Antiviral yanitta etkili oldugu bilinen /L28B ve IL29 ile iliskili bu
polimorfizmlerin sitokin diizeyleri iizerindeki etkisini, hastalikla iligkisini ve miR-
548b, miR-548c, miR-548i’nin kandaki ekspresyon diizeylerinin, IL-29 sitokin

diizeyi tlizerine etkisini ve hastalikla iligkisini arastirmak amaglanmistir.

21



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklarinda
SSPE tanis1 konan ve takip edilen 40 erkek, 24 kiz toplam 64 hasta ¢alismaya dahil
edildi. SSPE tanmis1 tipik klinik bulgular, karakteristik EEG bulgular: ile serum ve
BOS’ta kizamik antikor titrelerindeki anlamli artisin gosterilmesi ile kondu. Tim
vakalarda hastalarin yasi, cinsiyeti, kizamik gecirme ve asilama oykiisii, klinik evre
kaydedildi. Hasta c¢ocuklarin ailelerine, arastrmanimn amaci ve igerigi ile ilgili
bilgilendirme ve onam formu okutulup imzalatildi. Cocugunun ¢alismaya katilmasini
kabul eden ailelerin ¢ocuklarindan rutin kontrolleri sirasinda verdikleri kandan 2
ml’si alinarak IL-28B, IL-29 serum diizeyleri, /L28B rs8099917, rs12979860, IL29
rs30461 gen polimorfizmleri ve miR-548b, miR-548c ve miR-5481 diizeyleri
calisildi. Calismalar Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD.’da
yapild1

3.2. Kontrol Grubu

Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 AD’nda
herhangi bir kronik, enflamatuvar ya da infeksiydz hastaligi olmayan, saglikli cocuk
poliklinigine rutin kontrolleri i¢in bagvuran 34 erkek ve 34 kiz toplam 68 saglikli
cocuk kontrol grubuna dahil edilmistir. Cocugunun ¢alismaya katilmasini kabul eden
ailelerin ¢cocuklarindan rutin kontrolleri sirasinda verdikleri kandan 2 ml alinarak IL-
28 ve IL-29 serum diizeyleri, gen polimorfizmleri ve miRNA diizeyleri caligildi.

Calismalar Biilent Ecevit Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik AD.’da yapildi.
3.3. Metod
3.3.1. Periferik kandan DNA elde edilmesi

Hasta ve kontrollerden tam kan tiipiine 2 cc kan alindi ve DNA, E.Z.N.A® Blood
DNA Izolasyon Kiti kullanilarak elde edildi. Kit icinde bulunan ve 1.5 ml hacme
sahip tiiplerin i¢ine konan 250 pl kan tlizerine; 250 pl Buffer BL, 5 ul RNase A ve 15

pl proteaz enzimi eklendi ve bu karisim 10 saniye vortekslendikten sonra dnceden

22



42°C’ye ayarlanmig su banyosunda 25 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde su
banyosundan alman tiiplerin iizerine 260 pl saf alkol eklendi ve HiBind® DNA spin
kolona aktarildi. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika santrifiij edildikten sonra,
alttaki tiip atilarak yeni tiip kondu ve spin kolondaki icerigin lizerine 500 pul HB
Buffer ilave edildi. Santrifiij asamasi tekrarlandiktan sonra 650 pul Wash Buffer
eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Wash Buffer ile yikama asamasi tekrarlandiktan
ve spinler yeni tiipe yerlestirildikten sonra 6nceden 70°C’ye ayarlanmis inkiibatorde
isitilmig 100 pl Elution Buffer eklendi. Dakikada 10.000 devir hiz ile 1 dakika
yapilan santrifiij sonrasi tiipler degistirilmeden yine 100 pl Elution Buffer eklendi ve
son kez 10.000 devir/dak ile 1 dakika santrifiij edildi. Ustteki spin kolon atilarak
alttaki tiipte bulunan DNA yeni tiipe aktarildi ve bu asamalarin sonucunda yaklasik

40-60 ng/ul konsantrasyonda 200 pul DNA elde edildi.
3.3.2. PCR ile ilgili Gen Bélgesinin Amplifikasyonu
3.3.2.1. IL28B rs12979860 (IL28 C/T) Gen Polimorfizmi

Kromozom 19:39248147 lokasyonundak T bazinin yerine C bazmin ge¢mesi ile
olusan rs12979860 (IL28 C/T) polimorfizmi calisildi. Arastirilmakta olan gen
bolgesi 5'- GCT TAT CGC ATA CGG CTA GG-3'(F) ve 5'-AGG CTC AGG GTC
AAT CAC AG-3'(R) primer ciftleri kullanilarak amplifiye edildi (ThermoFisher S.).
Toplam 25 pL hacim iginde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3),
80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001), her bir ANTP’den
0.6 mmol/uL, 4 unit Tag DNA polimeraz (Bioron, cat. no: 101005) ve 4 uL
DNA’dan olusan PCR miksi kullanildi, “the MWG primus thermal cycler-Primus 96
PCR system” cihazi ile 95°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra 35 dongii;
95°C’de 90 saniye denatiirasyon, 57°C’de 90 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye
uzama ve dongiiden sonra 72°C’de 7 dakika uzama saglandi; 242 bp {iriin elde edildi.
Amplifiye edilen irlinler %]1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant boylar1

goriintiilendi.
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3.3.2.2. IL28B rs8099917 (IL28 G/T) Gen Polimorfizmi

Kromozom 19:39252525 lokasyonundaki T bazinin yerine G bazinin gegmesi ile
olusan rs8099917 (IL28 G/T) polimorfizmi ¢alisildi. Arastirilmakta olan gen bolgesi
5’- CAT CCC TCA TCC CAC TTC TGG-3’(F) ve 5’- CTG GGC CAC CAC AAT
TCA TC -3'(R) primer ¢iftleri kullanilarak amplifiye edildi (ThermoFisher S.).
Toplam 25 pL hacim iginde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L Tris-HCI (pH 8.3),
80 mmol/L KCl, 1.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001), her bir ANTP’den
0.6 mmol/uL, 4 unit Tag DNA polimeraz (Bioron, cat. no: 101005) ve 4 uL
DNA’dan olusan PCR miksi kullanildi, “the MWG primus thermal cycler-Primus 96
PCR system” cihazi ile 95°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra 35 dongii;
95°C’de 90 saniye denatiirasyon, 56°C’de 60 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye
uzama ve dongiiden sonra 72°C’de 7 dakika uzama saglandi; 609 bp {iriin elde edildi.
Amplifiye edilen iirlinler %]1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant boylar1

gortintiilendi.
3.3.2.3. IL29 rs30461 (IL29 T/C) Gen Polimorfizmi

Kromozom 19:39298475 lokasyonundaki C bazmin yerine T bazmnin ge¢mesi ile
olusan varyant /129 rs30461 1L29 (T/C) polimorfizmi c¢alisildi. Arastirilmakta olan
gen bolgesi 5’-TGA ACA TGC ACA GTT ACG CAC -3°(F) ve 5'-GAG CCA ATA
GGA GCC CAG AC -3'(R) primer ciftleri kullanilarak amplifiye edildi
(ThermoFisher S.). Toplam 25 pL hacim i¢inde her primerden 1.5 pmol, 30 mmol/L
Tris-HCI (pH 8.3), 80 mmol/L KCI, 1.0 mmol/L MgCl, (Bioron, cat. no: 103001),
her bir dNTP’den 0.6 mmol/uL, 4 unit Tag DNA polimeraz (Bioron, cat. no:
101005) ve 4 uLL. DNA’dan olusan PCR miksi kullanildi, “the MWG primus thermal
cycler-Primus 96 PCR system” cihazi ile 95°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyondan
sonra 35 dongi; 95°C’de 90 saniye denatiirasyon, 55°C’de 60 saniye baglanma ve
72°C’de 60 saniye uzama ve dongiiden sonra 72°C’de 7 dakika uzama saglandi; 546
bp iiriin elde edildi. Amplifiye edilen iirtinler %1.5’lik agaroz jelde kosturularak bant

boylar1 goriintiilendi.
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3.3.3. Jelin Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezde Goriintiileme

Bir litre distile suyun i¢ine 0.55 gram borik asit, 1.40 gram Tris Aminometan ve
0.074 gram EDTA konarak tampong6zelti hazirlandi. Konsantrasyonu, PCR sonrasi
irtinler icin %1.5’1ik; enzim kesimi sonrasi {iriinler i¢cin %3’liikk olacak sekilde
tampon ¢ozelti ve agar karistirilarak mikrodalga firinda 80°C’de 1sitildi. Karigim,
60°C’ye sogutulduktan sonra Tlizerine %o7’lik olacak sekilde etidyum bromid
(Amresco, cat. no: 126K317) eklendi, jel kabma aktarilip uygun taraklar
yerlestirildikten sonra jelin oda isisinda donmasi saglandi. Jel donduktan sonra
taraklar ¢ikartildi. Incelenecek 6rnekten 5 puL alind1 ve daha 6nceden 5 kat distile su
ile sulandirilarak 1X olarak hazirlanmis olan 5 pL jel ylikleme solusyonu (DZJYO001,
lot: 0610J12) ile karistirilarak her bir kuyucuga yiiklendi. Jel tankinda (Blue marine
serva 200) 120 mV giic kaynag1 ile 40 dakika yiiriitiilen 6rneklerin fotografi, jel
goriintiileme cihazi ile (SYNGENE, GeneGenius Bio Imaging System) alind1.

3.3.4. Degerlendirme
3.3.4.1. IL28B rs12979860 (IL28 C/T) Gen Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 242 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii %1.5’lik agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilendikten sonra 4 iinite BstU-1enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonrasi1 %3’liikk agaroz jelde
120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiilerek; T aleli i¢in 160 ve 82 bp, C aleli i¢in
135 ve 82 bp boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 3).

250 bp
150 bp

Sekil 3: 7L28 rs12979860 gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii. 50 bp’lik
DNA belirtecinin yanindaki 1, 2, 4, 5, 7 nolu 6rnekler CT; 3,6 nolu 6rnekler CC ve 8
nolu 6rnek TT genotipindedir.
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3.3.4.2. IL28B rs8099917 (IL28 G/T) Gen Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 609 bp uzunlugundaki amplifikasyon iirtinii %1.5’1ik agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilendikten sonra 4 iinite BsrDI enzimi ile kesilmesi i¢in 16
saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonras1 %3’liikk agaroz jelde
120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiirtitiildiikten sonra T aleli i¢in 609 bp, G aleli i¢in
370 ve 239 bp boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 4).

Sekil 4: 7L28 rs8099917 gen polimortizmi jel elektroforez goriintiisii. 100 bp’lik
DNA belirtecinin yanindaki 1 nolu 6rnek GT; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 nolu 6rnekler TT ve
8 nolu 6rnek GG genotipindedir.

3.3.4.3. IL29 rs30461 (IL29 T/C) Gen Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 546 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii %1.5’lik agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilendikten sonra 4 {inite Avall (Eco471) enzimi ile
kesilmesi i¢in 16 saat 37°C’lik kuru etiivde inkiibe edildi. Enzim kesimi sonrasi
%3’liik agaroz jelde 120 mV gii¢ ile yaklasik bir saat yiiriitiildiikten sonra T aleli i¢in
546 bp, C aleli i¢in 403, 143 bp boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 5).
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500 bp
400 bp

200 bp
100 bp

Sekil 5: 7/L29 rs30461 gen polimorfizmi jel elektroforez goriintiisii. 100 bp’lik DNA
belirtecinin yanindaki 1, 2, 3, 5 ve 7 nolu 6rnekler TT; 4 nolu 6rnek CC; ve 6 nolu
ornek CT genotipindedir.

3.4. MiRNA Ekspresyon Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi ve Analiz

Elli hasta ve 50 saglikli goniilliniin EDTA’L tiipe alinmis tam kan orneklerinden
RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen 6rneklerin Qubit cihazi ile RNA miktar ve
saflig1 Olciildii. Total RNA’lar ilgili miRNA’ya spesifik primerler kullanilarak
cDNA’ya ¢evrildi ve Taq-Man problar1 kullamlarak Kantitatif Real-Time 2°¢'
yontemi (Applied Biosystems, ABI, 7500 Real Time PCR System) kullanilarak hasta

ve kontrol grubu miRNA-548 ekspresyon diizeyleri belirlendi.
3.4.1. RNA izolasyonu

500 pL kan tizerine 1mL (1000 pL) Trizol eklendi ve ara sira vortekslenerek oda
is1sinda 15 dakika bekletildi. 1 mL Trizol basina 0.2 mL (200 pL) Kloroform eklendi
ve 15 saniye vortekslendi. 13 000 rpm hizla 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siv1
faz bagka bir tiipe alinarak sivi fazin lizerine 1mL Trizol basma 0,5 mL (500 pL)
Isopropanol (izopropil alkol) eklendi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilip 13 000
rpm hizla 10 dakika santriftij edildi. Siipernatant dokiiliip Pelet 1mL trizol basma 1
mL %80°lik EtOH (Etil alkol) ile yikandi ve vortekslendi. 13 000 rpm hizla 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatant dokiiliip pelet i¢indeki alkol ugcana kadar tiipiin
agz1 acik bir sekilde bekletildi (yaklasik 15-20 dakika). Kuruyan peletin tizerine 30
uL distile su eklendi. Hafif pipetaj ve vorteksin ardindan izole edilmis olan RNA -
80°C’ de kullanilincaya kadar saklandu.

Calismaya dahil edilen tiim RNA’larin miktarlart QUBIT 3.0 fluorometre ile
Olgtilmiistiir. Her ornek i¢in 199 pL Buffer ve 1 pL Reagent koyarak gerekli
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miktarda Working solution hazirlanmis ve her tiipe 2 pL 6rnek ve 198 pL. Working

solution koyularak 6rnek konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.4.2. MiRNA Reverse Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu (¢cDNA eldesi)

Izole edilen total RNA’lar TagMan MicroRNA Reverse Transcription (RT) Kit, 200
Katalog no: 4366596 (Applied Biosystems) (ABI) kullanilarak cDNA’ya
dontstiiriildi ve analiz gilinline kadar -20°C’de saklandi. c¢cDNA eldesi, Pre-
amplifikasyon ve amplifikasyon protokolleri iiretici firmanm (Applied Biosystems)

onerdigi protokollerle gerceklestirildi.

3.4.3. TaqMan miRNA RT Protokol

-80°C’den cikarilan ve erimeye birakilan RNA Ornekleri pipetajla karistirildi ve
cDNA protokolii hazirlanana kadar buz tizerinde bekletildi. RT reaksiyonu asagidaki
malzemelerle hazirlandi. Ana karisim 15 pL’lik her reaksiyon i¢in 7 pL kullanildi.

Gerekli dl¢iiler asagida verilmistir.

10 X RT Buffer 1,5 uL
dNTP Mix 0,15 uL
RNase Inhibitor 0,19 uL
MultiScribe RT enzim 1,0 uL
Niikleaz igermeyen su 4,16 pL
Toplam 7 uL

Tiim malzemeler yavasca karistirildi, santrifiij edildi ve RT reaksiyon i¢in
tiipler hazirlanana kadar ana karisim buzda bekletildi. 15 pL’lik her reaksiyon i¢in 7
pL ana karigim, 5 pL total RNA kullanildi. Toplamda 15uL hacimli RT reaksiyonu
‘MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system’ cihazi ile 16°C’de 30 dakika,
42°C’de 30 dakika, 85°C’de 5 dakika programinda gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA’lar miRNA ekspresyon diizeyleri 6l¢iilene kadar -20°C’de saklandi.

28



3.4.4. Real Time PCR ile miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Quantitative-Comparative CT (AACt) Real Time PCR, SDS 2.0.6 yazilimi
kullanilarak ABI Prism 7500 Real-Time PCR System cihazi ile ger¢eklestirilmistir.

Real Time PCR ile miRNA-548 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in Tagman
Universal Master Mix no UNG ve Tagman MiRNA assay 20x kullanildi. 20 pL’lik
reaksiyon i¢in her bir RNA Orneginde asagidaki malzemeler belirtilen miktarda

kullanildz.

Tagman Universal Master Mix no UNG 10 uL
Niikleaz igermeyen su 5uL
cDNA 4 uL
Tagman MiRNA assay 20x 1 pL
Toplam 20 uL

Endojen kontrol olarak hsa-miR-26b kullamildi. Kontrol grubundaki
RNA’lardan olusturulan RNA karigimi referans RNA 6rnegi olarak kullanildi ve
referans RNA her plate i¢cinde ¢alisildi. Biitiin reaksiyonlar, ii¢ kez gerceklestirildi.
96’lik plateler (Applied Biosystems MicroAmp optical 96-Well reaction plate)
MicroAmp Optical Adhesive Film ile kapatildi. Rolatif miRNA ekspresyonu 244!
yontemi kullanilarak hesaplandi.Kantitatif Real Time PCR ile analiz edilen

miRNA’lar ve dizileri Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3 : Kantitatif Real Time PCR ile analiz edilen miRNA’lar ve dizileri

miRNA Assay | Gene | NCBI referans miRNA dizisi
ID ID dizi numarasi
hsa-miR-26b 000406 | 407017 | NR 029500.1 5’-UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGUU-3’
hsa-miR-548b-5p | 002408 | 693128 | NR 030315.1 5’-AAAAGUAAUUGUGGUUUUGGCC-3’
hsa-miR-548c-5p | 002429 | 693129 | NR 030347.1 5’-AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC-3”
hsa-miR-548i 002909 5’-AAAAGUAAUUGCGGAUUUUGCC-3’
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3.5. IL-28B ve IL-29 Serum Diizeylerinin Analizi

Hastalardan ve saglikli goniilliilerden IL-28B ve IL-29 diizeylerinin arastirilmasi i¢in
sabah 12 saatlik aglik siiresinin ardindan; piht1 aktivatorii iceren jel seperatorlii tiipe 5
ml vendz kan O6rnegi alindi. Jel seperatorlii tiipte pihtilasmanin olugmast igin 30
dakika beklendi. Pihtilasma tamamlandiktan sonra 6rnek, oda sicakliginda 3500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum Ornekleri eppendorf tiiplerinde
calisilana kadar -80°C’de muhafaza edildi. IL-28B ve IL-29 o6l¢limleri Enzym-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle Biilent Ecevit UniversitesiT1p
Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapildi.

3.5.1. IL-28B Ol¢iimii

Calismada serum IL-28B diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemiyle dlgiildii. Olgiimler igin Elabscience firmasimin ticari Human IL-
28B (Wuhan, PRC, Katalog No: E-EL-H5508) kiti kullanildi. Kullanilan Kkit,
prosediiriine gore calisma Oncesindeki inkiibasyonlar yapildiktan sonra 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iim ve ¢izilen standart egri grafiginden, ¢alisilan 6rneklerin

IL-28B konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5.2. IL-29 Olciimii

Calismada serum IL-29 diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemiyle 6lgiildii. Olgiimler igin Boster firmasinim ticari Human IL-29
kit1 (Ca, ABD, Katalog No: EK0964) kullanildi. Kullanilan kit, prosediiriine gore
calisma Oncesindeki inkiibasyonlar yapildiktan sonra 450 nm dalga boyunda
absorbans Olciim ve ¢izilen standart egri grafiginden, ¢alisilan Orneklerin IL-29

konsantrasyonlar1 hesaplandu.
3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortanca,

kategorik yapidaki veriler i¢in say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Sayisal degiskenler
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bakimindan iki grubun karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Sayisal
degiskenler bakimindan ii¢ ve daha fazla grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
varyans analizi kullanildi. Risk faktorlerinin belirlenmesi i¢in Lojistik Regresyon
analizi yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05 degeri

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Grubunun Ozellikleri

Calismaya yaslar1 7-17 arasinda degisen (ortalama yas 12.50+1.777) 40’1 erkek (%
65,5) ve 24’1 kiz (% 37,5) toplam 64 SSPE tanili hasta alinmistir. Kontrol grubu
olarak ise yaslar1 6-18 arasinda (ortalama yas 13.043.292) degisen 34’i erkek (%
50.0) ve 34’1 kiz (% 50.0) toplam 68 saglikli cocuk ¢alismaya dahil edilmistir. Her
iki grup arasinda cinsiyet dagilimi (p=0.148) ve ortalama yas (p=0.200) yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad:.

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Polimorfik Alel Dagihm Sikhginin

Karsilastirmasi

4.2.1. IL28B rs12979860 (IL28 C/T) Gen Polimorfizmi

SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu rs12979860 (/L28 C/T) gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 9’unun (13,4%) TT genotipinde, 28’sinin
(41,8%) CT genotipinde, 30’unun (44,8%) CC genotipinde oldugu saptandi. Hasta
grubunun ise 8’inin (12,5%) TT genotipinde, 30’unun (46,9%) CT genotipinde,
26’smin (40,6%) CC genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi agisindan iki
grup arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik bulunamadi (p=0.842, OR=1,236;
CI=0,592-2,580) (Tablo 4).

rs12979860 (IL28 C/T) gen polimorfizmi i¢in kontrol ve hasta gruplar1 alel
frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda C aleli kontrolgrubunda 134 alelin 88’inde
(%65.7), hasta grubunda ise 128 alelin 82’sinde (%64.1) bulundu. T aleli ise kontrol
grubunda 134 alelin 46’sinda (%34,3), hasta grubunda ise 128 alelin 46’sinda (%35.9)
bulundu. Alel frekanslar1 agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulunamadi (p=0.785; OR=1.073; CI=0.646-1.783) (Tablo 5).

4.2.2. IL28B rs8099917 (IL28 G/T) Gen Polimorfizmi

SSPE hastalar1 ve saglkli kontrol grubu rs8099917 (IL28 G/T) gen polimorfizmi

acisindan incelendiginde kontrol grubunun 55’inin (%80.9) TT genotipinde, 13 {iniin
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(19,1%) GT genitipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda GG genotipine
rastlanmadi. Hasta grubunun ise 45’inin (70,3%) TT genotipinde, 14’iiniin (%21.9)
GT genotipinde, 5’inin (%7.8) GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi
acisindan iki grup arasinda istatistiksel agisindan anlamli farklilik bulunamadi
(p=0.052, gruplarda tiim genotipler elde edilemediginden Odds oran1 hesaplanamadi)
(Tablo 4).

rs8099917 (IL28 G/T) gen polimorfizmi i¢in kontrol ve hasta gruplar1 alel
frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda T aleli kontrol grubunda 136 alelin
123’linde (%90.4), hasta grubunda ise 128 alelin 104’tinde (%381.3) bulundu. G aleli
ise kontrol grubunda 136 alelin 13’tinde (%9.6), hasta grubunda ise 128 alelin 24’iinde
(%18.8) bulundu. Kontrol ve hasta gruplar1 arasindaalel frekanslar1 dagiliminin
istatistiksel olarak anlamli farklhilik gosterdigi saptanmustir (p=0.049; OR=2.183;
CI=1.059-4.502) (Tablo 5).

4.2.3. IL29 rs30461 (IL29 T/C) Gen Polimorfizmi

SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu rs30461 (/L29 T/C) gen polimorfizmi
acisindan incelendiginde kontrol grubunun 54’iniin (%79.4) TT genotipinde,
14’liniin (%20.6) CT genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda CC genotipine
rastlanmadi. Hasta grubunun ise 54’iiniin (%84.4) TT genotipinde, 8’inin (12,5%)
CT genotipinde, 2’sinin (3,1%) CC genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimi
acisindan iki grup arasinda istatistiksel agisindan anlamli farklilik bulunamadi
(P=0.198, gruplarda tiim genotipler elde edilemediginden Odds orani hesaplanamadi)
(Tablo 4).

rs30461 (IL29 T/C) gen polimorfizmi i¢in kontrol ve hasta gruplar1 alel
frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda T aleli kontrolgrubunda 136 alelin 122°sinde
(%89.7), hasta grubunda ise 128 alelin 116’sinda (%90.6) bulundu. C aleli ise kontrol
grubunda 136 alelin 14’tinde (%10.3), hasta grubunda ise 128 alelin 12’sinde (%9.4)
bulundu. Alel frekanslar1 agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulunamadi (p=0.965; OR=0.901; CI=0.400-2.030) (Tablo 5).
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Tablo 4: SSPE hastalarinda ve saglikli kontrollerde IL28B ve I[L29 gen
polimorfizmlerinin genotip frekanslar1

Saghkh SSPE
SNP Genotip  kontroller hastalarn P Value OR (95 % CI)
n=68 n=64
TT 9(13,4%) 8 (12,5%)
rs12979860 1,236
CT 28 (41,8%) 30(46,9%)  0.842
(IL28 C/T) (0,592-2.580)
CC 30 (44,8%) 26 (40,6%)
TT 55 (80,9%) 45 (70,3%)
rs8099917
GT 13 (19,1%) 14 (21,9%)  0.052 *
(IL28 G/T)
GG 0 (0%) 5(7,8%)
CC 0 (0%) 2 (3,1%)
rs30461
CT 14 (20,6%) 8 (12,5%) 0.198 *
(IL29 T/C)
TT 54 (79,4%) 54 (84,4%)

(*: Gruplarda tiim genotipler elde edilemediginden OR hesaplanamadi)

Tablo 5: SSPE hastalarinda ve saglikli kontrollerde IL28B ve IL29 gen
polimorfizmlerinin alel frekanslar1.

Saghkh SSPE
SNP Alel kontroller  hastalarn P Value OR (95 % CI)
n=68 n=64
rs12979860 C 88 (%65.7) 82 (%64.1) 0,785 1,073
(IL28 C/T) T 46 (%34.3) 46 (%35.9) (0.646-1.783)
rs8099917 T 123 (%90.4) 104 (%81.3) 2183
(IL28 GIT) G 13 (%9.6) 24 (%18.8) M 10594502
rs30461 T 122 (%89.7) 116 (%90.6) 0.901
(IL29 T/C) C 14(%10.3) 12 (%9.4) 0-965 (0.400-2.030)
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4.3. MiRNA Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Periferik kandaki miR548b-5p, miR548c-5p ve miR548i ekspresyon diizeyleri i¢in
2% yontemi kullanilarak hesaplanan miRNA ekspresyonu rélatif kantifikasyon
(RQ) degerleri kullanildi. Kontrol ve hasta grubu i¢in ayr1 ayr1 minimum, maksimum
ve ortanca RQ degerleri hesaplandi. Kontrol ve hasta grubu arasindaki karsilastirma
ortanca RQ degeri lizerinden yapild1 ve p degerleri bunlara gore hesaplandi.

SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu periferik kandaki miR548b-5p
ekspresyon diizeyi agisindan incelendiginde kontrol grubunda minimum RQ 0,0259,
maksimum RQ 20,0138, ortanca RQ 0,4394 olarak bulundu. Hasta grubunda ise
minimum RQ 0,1138, maksimum RQ 2230,8720, ortanca RQ 39,9352 olarak
saptandi. miR548b-5p ekspresyon diizeyleri SSPE hastalarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.001) (Tablo 6) (Sekil 6).

SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu periferik kandaki miR548c-5p
ekspresyon diizeyi agisindan incelendiginde kontrol grubunda minimum RQ 0,0518,
maksimum RQ 65,6951, ortanca RQ 0,638600 olarak bulundu. Hasta grubunda ise
minimum RQ 0,0306, maksimum RQ 1342,7100, ortanca RQ 9,4846 olarak
saptandi. miR548c-5p ekspresyon diizeyleri SSPE hastalarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.001) (Tablo 6) (Sekil 6).

SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu periferik kandaki miR5481
ekspresyon diizeyi agisindan incelendiginde kontrol grubunda minimum RQ 0,052,
maksimum RQ 35,019, ortanca RQ 0,79080 olarak bulundu. Hasta grubunda ise
minimum RQ 0,067, maksimum RQ 1047,860, ortanca RQ 11,72400 olarak
saptandi. miR5481 ekspresyon diizeyleri SSPE hastalarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0.001) (Tablo 6) (Sekil 6).
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Tablo 6: SSPE hastalarinda ve saglikli kontrollerde periferik kandaki miR548b-5p,
miR548c-5p ve miR548i ekspresyon diizeyleri.

Kontrol (n=50) Hasta (n=50) p
Minimum Maksimum Ortanca | Minimum Maksimum Ortanca
Mir548b- <0 001*
0,0259 20,0138 0,4394 | 0,1138 2230,8720 39,9352 :
5p RQ
Mir548c- %*
0,0518 65,6951 0,6386 | 0,0306 1342,7100 9,4846 <0.001
5p RQ
Mir548i .
RO 0,0520 35,0190 0,7908 | 0,0670 1047,8600 11,7240 <0.001
45
40 -
35
_30 -
gZ5 . O Kontrol
8 20 mSSPE
§ 15 -
O 10 -
5 | .
0
Mir548bRQ Mir548cRQ mir548iRQ

Sekil 6: miR548b-5p, miR548c-5p ve miR5481 ekspresyon diizeyleri.

4.4. Serum IL-28B diizeyinin degerlendirilmesi

Ortalama serum IL-28B diizeyleri SSPE hasta grubunda 39,617+102,4977 ng/ml,

kontrol grubunda 19,043+26,5961 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu i¢in ayr1

ayrt minimum, maksimum ve ortanca IL-28B diizeyleri saptandi. Kontrol ve hasta

grubu arasindaki karsilastirma ortanca degeri lizerinden yapildi ve p degerleri buna

gore hesaplandi. SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu periferik kandaki serum IL-
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28B diizeyleri agisindan incelendiginde kontrol grubunda minimum 0,5 ng/ml,
maksimum 121,6 ng/ml, ortanca 10,3 ng/ml olarak bulundu. Hasta grubunda ise
minimum 3,4 ng/ml, maksimum 449,0 ng/ml, ortanca 14,1 ng/ml olarak bulundu.
Gruplar arasindaki serum IL-28B diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmadi (p=0.184) (Tablo 7).

4.5. Serum IL-29 diizeyinin degerlendirilmesi

Ortalama serum IL-29 diizeyleri SSPE hasta grubunda 5517,5+3183,0 ng/ml, kontrol
grubunda 40,1£33,0 ng/ml bulundu. Kontrol ve hasta grubu i¢in ayr1 ayr1 minimum,
maksimum ve ortanca IL-29 diizeyleri saptandi. Kontrol ve hasta grubu arasindaki
karsilagtirma ortanca degeri iizerinden yapildi ve p degerleri buna gore hesaplandi.
SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu periferik kandaki serum IL-29 diizeyleri
acisindan incelendiginde kontrol grubunda minimum 10,0 ng/ml, maksimum 170,0
ng/ml, ortanca 32,0 ng/ml olarak bulundu. Hasta grubunda ise minimum 108,0
ng/ml, maksimum 7843,0 ng/ml, ortanca 7627,0 ng/ml olarak bulundu. SSPE
grubunda serum IL-29 diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde ytiksek saptand1 (p<0.001) (Tablo 7).

Tablo 7: SSPE hastalarinda ve saglikli kontrollerde serum IL-28B ve IL-29
diizeyleri.

Kontrol (n=28) Hasta (n=18) p

Minimum Maksimum Ortanca | Minimum Maksimum Ortanca

IL-28B
0,5 121,6 10,3 3.4 449.,0 14,1 0184
(ng/ml)
1L-29 .
10,0 170,0 32,0 | 1080 78430  7627,0 <0.001
(ng/ml)

Tim hastalar i¢in minimum, maksimum ve ortanca IL-28B diizeyleri
saptanarak karsilagtirma ortanca degerleri iizerinden yapildi ve p degerleri buna gore
hesaplandi. 112979860 (IL28 C/T) gen polimorfizminde C aleli i¢in 1L-28B serum
diizeyleri; minimum 0,5 ng/ml, maksimum 449 ng/ml, ortanca 14,1 ng/ml olarak, T

aleli icin; minimum 0,5 ng/ml, maksimum 53,0 ng/ml, ortanca 9,2 ng/ml olarak
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saptanmistir. Serum IL-28B diizeyi bakimindan C ve T alelleri arasinda anlamli fark
bulunamadi (p=0.101) (Tablo 8).

rs8099917 (IL28 G/T) gen polimorfizminde G aleli icin IL-28B serum
diizeyleri; minimum 0,5 ng/ml, maksimum 24,8 ng/ml, ortanca 10,3 ng/ml olarak, T
aleli i¢in; minimum 0,5 ng/ml, maksimum 449,0 ng/ml, ortanca 12,1 ng/ml olarak
saptanmigtir. Serum [L-28B diizeyi bakimindan G ve T alelleri arasinda anlamli fark

bulunamadi (p=0.187) (Tablo 8).

Tablo 8 : Calismaya dahil edilerek serum IL-28B diizeyi 6lgiilen tiim bireylerde
rs12979860 ve rs80999917 polimorfizmleri i¢in alellere gore IL-28B serum diizeyi

IL-28B Serum Diizeyi

Minimum  Maksimum Ortanca p
rs12979860 C 0,5 449,0 14,1
0.101
(IL28 C/T) T 0,5 53,0 9,2
rs8099917 G 0,5 24,8 10,3
0.187
(IL28 G/T) T 0,5 449,0 12,1

Tim hastalar i¢in minimum, maksimum ve ortanca IL-29 diizeyleri
saptanarak karsilagtirma ortanca degerleri lizerinden yapildi ve p degerleri buna gore
hesaplandi. rs30461 (IL29 T/C) gen polimorfizminde T aleli i¢in IL-29 serum
diizeyleri; minimum 14,0 ng/ml, maksimum 2047,0 ng/ml, ortanca 60,0 ng/ml
olarak, C aleli i¢in; minimum 10,0 ng/ml, maksimum 7843,0 ng/ml, ortanca 60,0
ng/ml olarak saptanmistir. Serum IL-29 diizeyi bakimindan C ve T alelleri arasinda

anlaml fark bulunamadi (p=0.412) (Tablo 9).

Tablo 9 : Calismaya dahil edilerek serum IL-29 diizeyi Olgiilen tiim bireylerde
rs30461 polimorfizmleri i¢in alellere gore IL-29 serum diizeyi

IL-29 Serum Diizeyi

Minimum = Maksimum Ortanca p
rs30461 T 14,0 2047,0 60,0
0.412
(IL29 T/C) C 10,0 7843,0 60,0
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5. TARTISMA

SSPE olusumunun nedenleri net olarak aydinlatilamamistir. Patogenezde daha ¢ok
kizamik viriisiindeki yapisal proteinleri kodlayan viral genlerdeki degisikliklerin
iizerinde durulmustur (3,19). Patogenezde iizerinde durulan bir diger 6nemli konu
ise konagin bagisiklik yanitidir. Konagm yetersiz bagisiklik yanitinin, viriisiin
tamamen yok edilemeyerek de§isime ugramasina ve viicutta persiste olmasina
katkida bulundugunu gdésteren ¢alismalar mevcuttur (25,26,27). SSPE hastalarinda T
hiicre yanitinin yetersiz ya da defektif oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir (6,34,103). 2000’li yillarda kesfedilen IFN-A dogrudan viriis
enfeksiyonlarina yanit olarak sentezlenen ve antiviral aktivite gosterdikleri bilinen
sitokin grubudur (43,53). Son yillarda yapilan caligmalarda bazi RNA ve DNA
viriislerinin (HSV-2 ve CMV) IFN-A ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir
(104,105). Literatiirde viral hastaliklarda IFN-A ekspresyonu ya da diizeyinin
arttigin1 gosteren ¢aligmalar olmakla birlikte, alt tiplerini ayr1 ayr1 degerlendiren ¢ok
fazla ¢alisma mevcut degildir. Biz de ¢alismamizda SSPE tanis1 almis hastalarda ve
kontrol grubunda serum IL-28B ve IL-29 diizeylerini 6lgerek, mutant kizamik
viriisiine kars1 bagisiklik yanitinda IFN-A ekspresyonunun degisimini degerlendirdik.
Gruplar arasindaki serum IL-28B diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig1 goriilirken (p=0.184), SSPE grubunda serum IL-29
diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Dellgren ve arkadaslar1 2009 yilinda IFN-A alt tiplerinin antiviral aktivitesini
karsilagtrmak amaciyla yaptiklar: hiicre kiiltiirii calismasinda 1L-28B’nin IL-29’a
gore daha diisik miktarlarda etkili oldugunu gostermisler. Bu nedenle, IL-28B’nin
HepG2 hiicrelerinde en etkin IFN-A tiirii oldugunu ileri siirmiislerdir (106). Baska bir
calismada serum IL-29 diizeylerinin spontan iyilesme gostermis akut hepatit C
hastalarinda yiliksek oldugu rapor edilmistir (9). Hasegawa ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢aligmada yabanil kizamik viriisii ve SSPE’ye neden olan mutant kizamik
viriisii ile enfekte edilmis B95a (marmoset B lenfoblastoid hiicre hatt1) hiicre hattinda

IFN-0, IFN-B, IFN-y ve IL-29 konsantrasyonlar1 ol¢tiliip karsilastirilmistir. Mutant
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kizamik virtisii ile enfekte hiicrelerde 1L-29 diizeyinin, enfekte edilmeyen hiicrelere
ve yabanil kizamik virlisii ile enfekte edilmis hiicrelere oranla anlamh diizeyde
yiiksek oldugu tespit edilmistir (107). Bizim sonuglarimiz da Hasegawa ve
arkadaslarinin  sonucglarimi  destekler niteliktedir. Bu bulgular g6z Oniinde
bulunduruldugunda serum IL-29 diizeyinin SSPE hastaliginin tanis1 i¢in kullanilip
kullanilamayacag1 sorusu giindeme gelmektedir. Serum IL-29 diizeyinin glivenilir bir
biyolojik gosterge (biyomarkir) olarak gelistirilmesi i¢in kizamik ve SSPE
hastalarinda yapilacak karsilastirmali in vivo insan ¢aligmalar1 bu calismanin bir
sonraki basamagi olabilir. Ayrica bu alandaki ¢alismalar degerlendirildiginde IFN-
A’larin antiviral etki ve etkinliklerinin in vitro ve in vivo ortamlarda farkliliklar
gosterdikleri goriilmektedir (108). Bu acidan ¢alismamizin SSPE hastalarinda serum
IL-29 diizeyinin yiiksek oldugunu gosteren ilk in vivo ¢alisma olmasi da dnemlidir.
IL-29’un HCV replikasyonu tizerindeki antiviral etkilerini arastiran in vitro
bir ¢alismada, IL-29’un ISG diizeylerinde artisa neden olarak ve IFN-a’nin antiviral
etkinligini giiclendirerek doza ve zamana bagimli olarak HCV inhibisyonu yaptigi
gosterilmistir. Ancak IFN-a tedavisinin HCV inhibisyonuna etkisi IFN-A’ya gore
belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu antiviral etkinlik farkindan, IFN-a ile
karsilastirildiginda fonksiyonel IFN-A reseptor komplekslerinin daha diisiik
diizeylerde olmasmin sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir (108). IFN-A’nin tedavi
amacglh kullanimi 1ile 1ilgili yapilacak gelecek ¢alismalarda IFN-A reseptor
komplekslerinin daha yogun olarak bulundugu dokular 6n planda diisiiniilmelidir.
Jordan ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada IL-29 tedavisine
yanit olarak periferik kan mononiikleer hiicrelerinden yiiksek miktarda IL-6, IL-8 ve
IL-10 ekspresyonunun indiiklendigi gosterilmistir. IL-29’un, viral enfeksiyonlara
tepki olarak tretildigi, monosit ve makrofajlar1 aktive ederek sitokin iiretimini
sagladig1 ortaya konmustur. Sonu¢ olarak, IL-29°un viral enfeksiyonlara yanitta
dogal bagisiklik yanitin aktive edilmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Buna
ek olarak dogal bagisiklikla adaptif bagisikligi birbirine baglayan ve adaptif
bagisiklig1 da diizenleyen bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir (109). SSPE tanili
hastalarin serum ve BOS’unda sitokin diizeylerinin arastirildigi bir ¢caligmada serum

ve BOS’ta [L-6 ve IL-10 diizeylerinde artig goriilmistiir (110).
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Mevcut c¢alismalar g6z Onilinde bulundurularak bizim sonuglarimiz
degerlendirildiginde, cok yiiksek IL-29 diizeylerinin inflamatuar yanitta artisa neden
olarak SSPE patogenezinde etkili oldugu diisiiniilebilir.

Giliniimiize dek yapilan calismalarda /L28B geninde tanimli rs8099917 ve
rs12979860 polimorfizmlerinin bir¢ok viral hastalikla iliskili oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle Hepatit C hastalariyla yapilan calismalar Tip III IFN’larin dnemli antiviral
etkinligini dogrulayarak, bu polimorfizmlerin Hepatit C Viriisii (HCV) ile enfekte
hastalarda tedaviye yanit1 etkiledigini gdstermistir (8,9,10).

Calismamizda /L28B rs12979860 gen polimorfizmi i¢in genotip (p=0.842) ve
alel frekanslar1 dagilimi (p=0.785) agisindan SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliik bulunamamistir. Duggal ve
arkadaslarinin 2013 yilinda HCV hastalarinda yaptigi bir calismada rs12979860
polimorfizminde T aleli, HCV enfeksiyonunda viriisiin persiste olmasi ile iliskili
bulunmus ve /L28B genotipinin HCV’nin spontan rezoliisyonu ile baglantili oldugu
gosterilmistir (111). Baska bir calismada da rs12979860 polimorfizminin de i¢inde
bulundugu bir grup /L28B gen varyantinin, IL-28B protein iiretimini etkiledigi ileri
siriilmiistir  (112). [IL28B genotipinin IL-28B  mRNA diizeyi ile iliskili
bulunamamasina ragmen ISGF ekspresyon diizeyi ile iligkili bulundugu baska bir
calismada, polimorfizmlerin /L28B sinyalizasyonunun biyolojik giicii lizerinde etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sonu¢ olarak /L28B polimorfizmlerinin IFN tedavisi
iizerindeki etkisinin altinda yatan biyolojik mekanizma belirsizligini korumaktadir
(113). Bizim ¢alismamizda SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubunda rs12979860
gen polimorfizmi ile serum IL-28B diizeyleri karsilastirildiginda anlamli fark
bulunamamaistir (p=0.101).

IL28B 158099917 gen polimorfizmi degerlendirildiginde de genotip dagilimi
acisindan SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan
anlamli  farklilk  bulunamamistir  (p=0.052). Alel frekanslar1 acisindan
karsilastirildiginda ise kontrol ve hasta gruplar1 arasinda dagilimin istatistiksel olarak
anlamli farklhilik gosterdigi saptanmistir (p=0.049). G alelini tasimak SSPE hastaligi
acisindan 2.183 kat riskli bulunmustur (OR=2.183; CI=1.059-4.502). Guojiang ve
arkadaslarinin kronik HCV ile IL28B ve reseptorlerinde tanimli polimorfizmlerle

iligkisini arastrmak amaciyla 2014 yilinda yaptiklar1 calismada, rs8099917 gen
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polimorfizmi i¢in bizimkine benzer olarak alel frekanslar1 agisindan gruplar arasinda
anlamli farklhilik saptanmistir (p=0.00276). G alelini tagimak kronik HCV agisindan
2.10 kat riskli bulunmustur (OR=2.10; CI= 1.28-3.44). rs8099917 polimorfizminin
enhancer (giliclendirici) protein baglayici bdlgenin bir pargasi oldugu ve bundan
dolay1 IFN ile uyarilan genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde etkili oldugu
hipotezi ortaya atilmistir. Bu polimorfizmin proteini baglayarak, IL28B ve ISG
ekspresyonunu artirdigi ileri siiriilmistir (112,114). Ancak bizim c¢alismamizda
SSPE hastalar1 ve saglikli kontrol grubunda serum IL-28B diizeyleri ile rs8099917
gen polimorfizmi (T ve G alelleri) karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamustir
(p=0.187).

Elde ettigimiz sonuclara gore IL29 ile iligkili rs30461 polimorfizmi i¢in
genotip (p=0.198) ve alel frekanslar1 dagilimi (p=0.965) acisindan SSPE hastalar1 ve
sagliklt kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir.
Literatiir tarandiginda /229 i¢in tanmimli polimorfizmlerle hastaliklarin iliskilerini
arastiran fazla sayida yayina rastlanmamaktadir. Bu konudaki iki ¢alismadan ilkinde
Galimova ve arkadaslar1 Rus populasyonunda psoriazis ile 1129 1530461
polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Calisma sonucunda /L29 rs30461
polimorfizminin psoriazis patogenezinde rolii olabilecegini belirtmislerdir (11). 2015
yilinda Shivaprasad ve arkadaslarinin Hindistan’da yapmis olduklar1 diger ¢calismada
ise dis eti hastalarinda dis eti olugundaki sivida ve plazmada IL-29 diizeyleri ytiksek
bulunmus ve periodontit patogenezinde IL-29’un etkin rol oynadigi diistiniilmiis
fakat bizim calismamizla benzer sekilde rs30461 polimorfizmi ile hastaliga yatkinlk
arasinda herhangi bir iliski saptanamamistir (76). Ayrica ¢alismamizda SSPE
hastalar1 ve saglikli kontrol grubunda serum IL-29 diizeyleri ile rs30461 (/L29 T/C)
gen polimorfizmi (T ve C alelleri) karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamustir
(p=0.412).

MiRNA'lar viral kaynakli enfeksiyonlarda yeni ila¢ hedefleri haline gelme
potansiyeline sahip olduklarindan, SSPE patogenezinde miRNA'larin rollerinin
ayrmtili olarak arastirilmasi gerekmektedir. Calismamiz kapsaminda IFN-A1 (IL-
29)’in 3'UTR bolgesini hedefledigi tahmin edilen miR-548b, miR-548c, miR-
5481’nin SSPE ile iliskisini arastirmak amaglanmistir. SSPE hastalar1 ve saglikli
kontrol grubu periferik kandaki hsa-miR-548b-5p, hsa-miR-548c-5p, hsa-miR-548i
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ekspresyon diizeyi acisindan incelendiginde, bu miRNA’larin ekspresyon
diizeylerinin SSPE hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.001).

Yongkui ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, viriis enfeksiyonlarinmn IL-29
ekspresyonunu  direkt olarak  3’UTR  lizerinden  transkripsiyonel  ve
posttranskripsiyonel diizeylerde diizenledigi in vitro olarak gdsterilmistir. Ayni
calismada virlisle indiiklenen IL-29 mRNA, IL-29 protein diizeylerinin ve ISG’lerin
verilen miR-548b-5p, miR-548c-5p, miR-5481 ve miR-548; mimikleri ile inhibisyona
ugradigi, bu miRNA’larin inhibitérleri verildiginde IL-29 diizeylerinin yiikseldigi
gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak, miR-548’in endojen IL-29 ve ISG’lerin
diizenlenmesinde etkili olarak antiviral yaniti regiile ettigi ve sentetik miRNA
inhibitorlerinin antiviral terapi i¢in potansiyel mekanizma olduklari ileri siiriilmiistiir
(102). Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak; hem serum IL-29 diizeyleri
(p<0.001), hem de periferik kandaki miR548b-5p, miR548c-5p ve miR548i
ekspresyon diizeyleri (p<0.001), SSPE hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. SSPE hastalarinda IL-29 diizeyinin kontrole gore
dramatik bir bicimde arttig1, artan IL-29 diizeyini dengelemek i¢in miR-548’in bu
denli artmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Degisen miRNA ekspresyon diizeyleri,
bagisiklik sistemi tarafindan bir uyum yanit1 olabilir ya da hastaligin nedeninden ¢ok
etkisi olarak olusabilir.

Yis ve arkadaslarinin 2014 yilinda Tirkiye’de SSPE hastalar1 ile yaptiklari
calismada miRNA 146a, 181a, ve 155’in periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
ekspresyonu hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Sonu¢ bu miRNA’larin SSPE patogenezinde rol oynayan anormal immiin yanitin bir
parcasi ya da gostergesi olabilecegi seklinde yorumlanmistir (115).

Viral kokenli hastaliklarda miR548 ekspresyonunu, IFN-A diizeylerini ve
birbirleri ile etkilesimlerini inceleyen ¢ok az sayida c¢alisma olmasi, calisma
sonuglarinin  objektif kiyaslanmasi imkanini kisitlamaktadir. Ayrica SSPE’nin
patogenezinin olduk¢ca karmasik ve heniliz netlesmemis olmasi, diger viral
hastaliklarla kiyaslanmasini da zorlastirmaktadir. Ote yandan SSPE’nin diger viral
kokenli hastaliklarla kiyaslandiginda tiim diinyada olduk¢a nadir goriilen bir hastalik

olusu, genellikle ¢ocuklarda goriilmesi ve beyin gibi iizerinde islem yapilmasi
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olduk¢a zor bir dokuda hasar olusturmasi, genis Olgekli in-vivo ve doku spesifik
calismalarin  yapilmasmi giiclestirmektedir. Fakat IFN-A’larm bu hastali§in
mekanizmasindaki rollerinin ve miR548 ile iligkilerinin daha net olarak
anlagilabilmesi i¢in hem daha biiylik popiilasyonlarla yapilan klinik ¢aligmalara, hem
de fonksiyonel ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. /L28B ve IL29 iizerinde
tanimli polimorfizmlerin SSPE hastaligi ile ve protein diizeyi ile iliskisini
netlestirmek ise olabildigince ¢ok etnik grubu igeren daha genis popiilasyonlar

iizerinde ¢alismakla miimkiin olabilir.
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6. SONUCLAR

Gegirilmis kizamik enfeksiyonundan sonra olusan ve mortalitesi yiiksek olan SSPE,
ilkemizde gelismis iilkelere oranla sik goriilmektedir. Hastaligin patogenezi tam
olarak aydmlatilamamis olmakla birlikte hastalarin bagisiklik sistemi ile ilgili
faktorlerin etkili oldugu diisiintilmektedir.

Calismamizda antiviral etkinlik gosterdigi bilinen IL-28B ve IL-29 ile bu
sitokinlerle 1iliskili bazi polimorfizmlerin ve miR-548’in SSPE ile iliskisini
arastirmak amacglanmistir. Bu dogrultuda hastalarda ve saglikli goniilliilerde; 1L-28B,
IL-29 serum diizeyleri, IL28B rs12979860 ile rs8099917 ve IL29 rs30461 gen
polimorfizmleri ve miR-548b, miR-548c, miR-5481 ekspresyon diizeyleri

calisilmistir. Elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

1. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda serum IL-28B diizeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriiliirken (p=0.184), serum IL-
29 diizeylerinin SSPE grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yliksek oldugu saptanmustir (p<0.001).

2. IL28B 1512979860 gen polimorfizmi icin genotip (p=0.842) ve alel frekanslari
dagilimi (p=0.785) agisindan SSPE hastalar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamastir.

3. IL28B 1s8099917 gen polimortfizmi i¢in genotip dagilimi agisindan SSPE hastalar1
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik bulunamamistir
(p=0.052). Alel frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda ise hasta ve kontrol
gruplar1 arasmmda dagilimm istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
saptanmis (p=0.049), G alelini tasimak SSPE hastalig1 agisindan 2.183 kat riskli
bulunmustur (OR=2.183; CI=1.059-4.502).

4. IL29 rs30461 polimorfizmi i¢cin genotip (p=0.198) ve alel frekanslar1 dagilimi
(p=0.965) agisindan SSPE hastalar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunamamustir.

5. Serum IL-28B diizeyleri ile rs12979860 (C ve T alelleri) ve rs8099917 (T ve G
alelleri) gen polimorfizmleri karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir

(srrastyla p=0.101, p=0.187).
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6. Serum IL-29 dizeyleri ile rs30461 gen polimorfizmi (T ve C alelleri)
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamstir (p=0.412).

7. MiR-548b-5p, miR-548c-5p, miR-5481’nin kandaki ekspresyon diizeylerinin
SSPE hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.001).

Sonuglar, IL-29’un ve miR-548’in, SSPE patogenezinde rol oynayan anormal
immiin yanitin bir parcast ya da gostergesi olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Kizamik ve SSPE hastalar1 ile yapilacak in vivo insan g¢aligmalar1 serum IL-29
diizeyinin SSPE i¢in giivenilir bir biyolojik gosterge olarak gelistirilmesini
saglayabilir. MiRNA'lar viral kaynakli enfeksiyonlarda yeni ilag hedefleri haline
gelme potansiyeline sahip olduklarindan, miR-548’in SSPE patogenezindeki roliiniin
ayrintili olarak arastirilmasi onemlidir. 1L-28 ve IL-29’un SSPE olusumundaki
rollerinin ve miR-548 ile iliskilerinin daha net olarak anlasilabilmesi i¢in hem daha
biiylik popiilasyonlarla yapilan klinik ¢alismalara, hem de fonksiyonel caligmalara
ithtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Ayrica farkli etnik gruplar1 da kapsayan daha genis popiilasyonlar lizerinde
yapilacak calismalar, IL28B ve IL29 gen polimorfizmlerinin IL-28B ve IL-29 protein

diizeyleri ve SSPE ile iliskisinin agikliga kavusmasina yadimci olacaktir.
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