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OZET

Hepatit B Virus ile Iliskili Hepatoselliiler Karsinomada Potansiyel Biomarker
Olan mikroRNA’larin Serum ve Dokuda Arastirilmasi

Hepatoselliiler karsinoma (Hepatocellular Carcinoma; HCC) primer
karaciger kanserin %90'in1 olusturur ve biitiin diinyada en yaygin besinci kanser
ve kanserle iliskili 6liimiin ikinci sebebidir. Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu
HCC gelisimi icin en oOnemli risk faktorlerinden biridir. mikroRNA'lar
(miRNA'lar) tamamlayici mRNA'larin hem stabilitesini hem de translasyonunu
etkileyerek transkripsiyon sonrasi diizeyde gen ekspresyonunu diizenleyen 22
niikleotid uzunlugunda yiiksek oranda korunmus Kkiiciik kodlayic1 olmayan
RNA'lardir. miRNA'lar diisiik pH ve RNAaz'a diren¢ gibi kosullar altinda énemli
stabilite gosterdiginden dolay1 HCC'nin erken tespiti icin yeni potansiyel
biomarker olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu calismanmin amaci HBV ile
iliskili hepatoselliiler karsinomada potansiyel biomarker olan miRNA’larin serum
ve dokuda arastirllmasidir. Mart 2016-Arahik 2019 tarihleri arasinda HBYV ile
iliskili 35 HCC hastasi, 35 kronik HBV hastas1 (KHB) ve 30 saghkl bireylerden
alinan serum ve doku orneklerinde miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-
221-5p ve miR-223-5p’nin ekspresyon seviyeleri kantitatif real-time PCR testi
(miScript SYBR® Green PCR Kit, Qiagen, Germany) ile analiz edilmistir. Serum
miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p ve miR-221-5p ekspresyon seviyesi HCC’li
hastalarda KHB’li hastalar ve kontrol grubuna gore upregiile iken serum miR-
223-5p ekspresyon seviyesi HCC’li hastalarda KHB’li hastalar ve kontrol grubuna
gore downregiile bulunmustur. Doku miR-21-5p, miR-182-5p ve miR-221-5p
ekspresyon seviyesi HCC’li hastalarda KHB’li hastalar ve kontrol grubuna gore
upregiile iken doku miR-122a-5p ve miR-223-5p ekspresyon seviyesi downregiile
olarak tespit edilmistir. Istatiksel olarak anlamh bulunan serum ekspresyon
seviyelerinin HCC’li hastalarda kontrol grubuna gore ROC (Reciever Operator
Characteristic Curve; ROC) analizi ile tamisal degerlendirilmesinde miR-21-5p’nin
AUC (Area Under Curve; AUC) degeri 0.763, miR-122a-5p AUC degeri 0.819,
miR-221-5p’nin AUC degeri 0.721 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.801 olarak
tespit edilmistir. Istatiksel olarak anlamh bulunan doku ekspresyon seviyelerinin
HCC’li hastalarinda kontrol grubuna gore ROC analizi ile tamsal
degerlendirilmesinde miR-21-5p’nin AUC degeri 0.801, miR-122a-5p AUC degeri
0.629, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.706 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.560
bulunmustur. Sonu¢ olarak, HCC'yi KHB ve saghkh bireylerden dogrulukla
ayiran miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-5p ve miR-223-5p’nin HCC’li hastalarin
erken tamis1 ve prognozunda potansiyel biomarker olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bu miRNA’larin serum ve doku ekspresyon seviyeleri KHB’nin
siroz ve HCC'ye ilerlemesinin bir gostergesi olarak kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Biomarker, Hepatit B virus, Hepatoselliller karsinoma,
mikroRNA, Serum, Doku
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ABSTRACT

The investigation of microRNAs as Potential Biomarkers in Serum and Tissue
for Hepatitis B Virus Related Hepatocellular Carcinoma

Hepatocellular carcinoma (Hepatocellular Carcinoma; HCC) accounts for
90% of primary liver cancer and is the fifth most common cancer and the second
cause of cancer-related death in the wordwide. Hepatitis B virus (HBV) infection is
one of the most important risk factors for HCC development. microRNAs
(miRNAs) are highly preserved small non-coding RNAs of 22 nucleotides in length,
which modulate gene expression at the post-transcription level, affecting both
stability and translation of complementary mRNAs. Since miRNAs show
significant stability under conditions such as low pH and resistance to RNAase, it
has shown that it can be used as a new potential biomarker for early detection of
HCC. The aim of this study is to investigate of microRNAs as potential
biomarkers in serum and tissue for hepatitis B virus related hepatocellular
carcinoma. Between March 2016-December 2019, the expression levels of miR-21-
Sp, miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-221-5p and miR-223-5p in serum and tissue
samples from 35 HCC patients, 35 chronic HBV patients (CHB), and 30 healthy
individuals were analyzed by quantitative real-time PCR test (miScript SYBR®
Green PCR Kit, Qiagen, Germany). Serum miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p
and miR-221-5p expression levels were found to be upregulated in patients with
HCC compared to the CHB and control group, while serum miR-223-5p
expression level were downregulated in patients with HCC compared to the CHB
and control group. While tissue miR-21-5p, miR-182-5p and miR-221-5p
expression levels were upregulated in patients with HCC compared to the CHB
and control group, the tissue miR-122a-5p and miR-223-5p expression levels were
downregulated. In the diagnostic evaluation of serum expression levels found
statistically significant in patients with HCC compared to the control group by
ROC (Reciever Operator Characteristic Curve; ROC) analysis, miR-21-5p AUC
(Area Under Curve; AUC) value of 0.763, miR-122a 5p AUC value of 0.819, miR-
221-5p AUC value of 0.721 and miR 223-5p AUC value of 0.801 were detected. In
the diagnostic evaluation of tissue expression levels found statistically significant in
patients with HCC compared to the control group by ROC analysis, miR-21-5p
AUC value of 0.801, miR-122a-5p AUC value of 0.629, miR-221-5p AUC value of
0.706 and miR-223-5p AUC value of 0.560 were found. In conclusion, the serum
and tissue expression levels of miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-5p and miR-223-
5p, which differentiate HCC from CHB and healthy individuals with accuracy,
have been shown to be used as potential biomarkers in the early diagnosis and
prognosis of HCC patients. Serum and tissue expression levels of these miRNAs
can be used as an indicator of the progression of CHB to cirrhosis and HCC.

Key Words: Biomarker, Hepatitis B virus, Hepatocellular carcinoma microRNA,
Serum, Tissue
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1. GIRIS ve AMAC

Son yirmi yilda bir¢ok iilkede Hepatit B Virus (HBV) enfeksiyonuna karsi
uygulanan evrensel asilama kampanyalarina ragmen bu enfeksiyon kiiresel bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir. HBV enfeksiyonu sadece fulminan, subfulminan ve
kronik hepatit ile sonuglanmayip, aym1 zamanda siroz ve hepatoselliiler kanserin
(Hepatocellular Carcinoma; HCC) gelisimine de yol agar. Kronik hepatitli hastalar
hastalik aktivitesinin derecesine bagli olarak HBeAg/anti-HBe’ye (Hepatitis B early
Antigen; HBeAg) gore 5 yillik bir kiimiilatif ilerleme olasiligr %8-20 arasinda degisen
her 100 kiside yilda %1-5 oraninda karaciger sirozu gelistirir'. HBV’a bagl karaciger
sirozu olan hastalarda HCC insidans1 yaklasik 3.7 kisi/yil olarak tahmin edilmektedir”.
Biitiin diinyada yaklasik 257 milyon kisi kronik HBV ge¢irmektedir. HBV
komplikasyonlar1 sebebiyle her yil yaklasik 887.000 kisi 6lmektedir’. Kronik HBV
enfeksiyonunun HCC’ye sebep oldugu ¢esitli mekanizmalar ile tanimlanmistir. HBV
enfeksiyonunun ardindan enfeksiyonla miicadelede saglam bir T hiicresi immiin cevabi
ortaya cikar. Bu durum kayip hepatositleri telafi etmek i¢in hepatosit nekrozu,
inflamasyon ve bunun sonucu olarak da rejenerasyona sebep olur. Immun sistem
HBV’u temizleyemediginde siirekli nekroz-inflamasyon-rejenerasyon dongiileri olusur.
Hepatositlerin bu sekilde siirekli ¢ogalmast muhtemel epigenetik degisikliklerin
yayilmasina, onkogenik mutasyonlarin ve bunun sonucunda ortaya g¢ikan genomik
kararsizlikla birlikte telomer kisalmasina olanak saglar. HCC demografik (erkek
cinsiyet, yaslilik), viral ve ¢evresel faktorlerine bagl olarak siroz olmayan kronik HBV

enfeksiyonu olan hastalarda da daha diisiik bir siklikta gelisebilir4.

HCC karacigerin primer kanseridir. Diinyadaki en yaygin 5. kot huylu kanser
olarak yer alir ve kanser ile iliskili oliimlerin 2. sebebidir. HCC hastalarinda kotii
prognoz temel olarak hastaligin gec tanisina baghdir. Baslica risk faktorleri arasinda
HBYV, Hepatit C virusu (HCV), aflatoksine maruz kalma, alkolik hastalik ve alkolsiiz
yagh karaciger hastaligi bulunur. HCC hastalariin biiyiik ¢ogunlugu (%70-90)
karaciger sirozu gegirmektedir’. i HCC hastasindan yalnizca 2’si ilerlemis karsinom
zamaninda teshis edili’. HCC’nin erken asamasinda ozellikle kritik genlerin

ekspresyon profillerinin zit olarak molekiiler bir seviyede teshis edilmesi kritik dneme



sahiptir. HCC hepatik ultra ses goriintiileme ve serum o-fetoprotein (AFP)
kombinasyonu kullanilarak teshis edilir. Bununla birlikte bu biomarker diisiik duyarlilik
ve Ozgiilliik nedeniyle HCC’nin kesin erken tanisi, prognozu ve tedavi siniflandirmasi

ihtiyaclarin karsilamamaktadir®.

mikroRNA’lar (miRNA) hedef mRNA’larin 3’ ¢evrilmemis bolgesi (UTR) ile
diziye spesifik etkilesimler yoluyla mRNA bozulmasini tesvik ederek veya protein
translasyonunu baskilayarak, gen ekspresyonunu modiile eden 20-25 niikleotid (nt)
iceren endojen kii¢iik kodlayict olmayan RNAlardir. miRNA’larin gelisim, apoptoz,
cogalma ve farklilasma gibi ¢esitli fizyolojik islemlerde onemli roller oynadigi
bilinmektedir. miRNA’larin ekspresyon diizensizligi kanser dahil bir¢ok hastalik ile
iliskilendirilmistir’. Son kamitlar anormal epigenetik modifikasyonlar disinda miRNA
ekspresyonunun diizensizliginin ayrica tiimor baskilayici genlerin etkisizlestirilmesinin
eslik ettigi onkogenlerin anormal aktivasyonuna da katkida bulunabilecegini agikca
gostermistir.  miRNA’lar karaciger hiicrelerinde HBV veya HCV girisine ve
replikasyonuna ayrica hiicre dongiisii kontrol noktalari, apoptoz ve hiicre gocilinii

belirleme gibi diger birgok temel hiicresel fonksiyonlar etkilemektedir®.

Klinik agidan bakildiginda anormal miRNA’lara dayanan HCC’nin teshisi ve
tedavisi biiyiik potansiyele sahip gibi goriinmektedir. Anormal miRNA ekspresyonunun
HBV ile iligkili hepatokarsinogenez sirasinda erken bir olay oldugu g6z Oniine
alindiginda tiimoriin metastaza gegmeden dnce dogru bir tan1 elde etmek miimkiindiir.
Hedeflenen miRNA tespit teknolojisinin gelismesiyle birlikte miRNA seviyelerini geri
kazanmaya veya miRNA fonskiyonlarini engellemeye dayali HBV ile ilgili hastalik
tedavilerinin yakin gelecekte klinige basariyla ulagmasi beklenmektedir’. Bu
calismamizin amaci1 HBV ile iligkili hepatoselliiler karsinomada potansiyel biomarker

olan mikroRNA’larin serum ve dokuda arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Yiizyillarca hepatit bir gizem olarak kalmis ve anlasilmasi ¢oziilene kadar
dalgalar halinde gelmistir. ilk agiklama Siimerce'de (3. bin y1l B.C.) tibbm ilk el kitab1
olan kil tabletlerinde sarilik tanimiyla bulunmustur. Etiyolojik ajan karacigere saldiran
‘Ahhazu’ ad1 verilen bir iblis olarak tanimlanmistir. Hipokrat (460 ila 375 B.C.) 11 giin
icinde Olen hastalarda fulminan gidisi igeren epidemik sariligin ilk klinik 6zelliklerini

tanimlamustir. Boylece “sarihk” kelimesi ilk olarak Hipokrat tarafindan bulunmustur'.

Yunanlilar ve Romalilar tarafindan sarilik kotii bir sekilde tarif edilmis ancak
muhtemelen sitma ve leptospiroz gibi salginlarla karistirilmistir. Orta ¢aglarda, sarilik
iyi bir sekilde taninmigtir. Hastalar “saf” olarak kabul edilmis ve bu nedenle hastalardan

kaginilmis ve izole edilmistir'™.

Nitekim, 18. yiizyilda askeri kampanyalar sirasinda ve 6zellikle 1799°da Saint-
Jean-d’Acre Kusatmasi’nda ve 1870°de Paris’te birgok salgin rapor edilmistir.
Amerikan I¢ Savasi’nda 1861 yilinda 52.000 hepatit vakasi gelismistir. ikinci Diinya
Savasi’nda ise hepatit kaynakli tahmini 6liim 16 milyon vaka olmustur. Tim bu
vakalarda, dikkatli tarifler bu hastaligin spesifik epidemiyolojik yonlerini tanimlamaya
yardimcr olmustur. En dikkat ¢eken vaka grubu 1885°te, Bremen tersanesi salgini
tizerinde calisan Luhrman sadece ¢igek hastaliina karsi as1 olan magdurlarin hepatit
gelistirdigini  ancak as1 olmayan calisanlarin  higbirinin  hepatit olmadigin
gozlemlemistir. Enfeksiyon kaynaginin muhtemelen ¢icek asisi ile uygulanan insan
lenfi oldugu sonucuna varmistir. Amerika Birlesik Devletleri Ordu’sunda 1942°de
normal insan plazmasi ile kontamine olan sar1 ates asisinin uygulanmasindan sonra
56.000 hastada biiyiik bir hepatit salgimm1 meydana gelmistir. Buna dayanarak Mac
Callum 1947°de iki hepatit tiirii arasindaki ilk tarthsel ayrimi1 6nermistir. Hepatit tip A
cocuklara digki ile kontamine su, icecek veya yiyecek ile bulasir ve kroniklesme
olmamaktadir. Hepatit tip B ise genellikle tedavi amaciyla verilen kan ya da serum

verilmesi ile veya kisiden kisiye inokiilasyon sonucu bulasmaktadir''.



Amerikal1 doktor ve genetik¢i olan Baruch Blumberg 1963 yilinda Ulusal Saglik
Enstitlisti’'nde lipoproteinlerin polimorfizmi iizerine ¢alisirken poli-transfekte edilmis
bir hemofilik serum ile bir Avustralya aborjinininki arasinda bir immiinodifiizyon
jelindeki alisilmadik bir reaksiyon gozlemlemistir. Blumberg buldugu bu yeni antijene
Avustralya antijeni (Avustralya Antigen; AuAg) adi vermistir. Blumberg’in arkadasi
Harvey Alter’in 1963 yilinda Avustralya’li bircok yerlinin serumunda “HBsAg”
(Hepatitis B surface Antigen; HBsAg) olarak bilinen “AuAg” kesfetmesiyle viral
hepatitler tarihinde yeni bir dénem baslamistir. Blumberg 1967°de AuAg’nin viral
hepatit ile baglantilt oldugunu 6ne siirmiistiir. Kisa siire sonra 1968’de New York Kan
Merkezindeki Alfred Prince immiino-elektroforetik teknigi kullanarak 6zellikle serum
hepatit antijeni olarak adlandirdig1 posttransfiizyon hepatiti ile iligkili bir serum antijeni
tarif etmis ancak ¢ok ge¢meden AuAg ile benzer oldugunun farkina varmistir. David
Dane 1970°de AuAg’in immun komplekslerini elektron mikroskobu altinda incelemesi
sirasinda yaklasik 42 nm ¢apinda HBV virionunun tasiyan “Dane” partikiilii olarak
adlandirilan partikiiller bulmustur. Shalom Hirschman 1971 yilinda saflastirilmis AuAg
preparasyonlarinin DNA polimeraz ve retrovirus gibi revers transkriptaz (RT) i¢erdigini
gostermis ve HBV genomunun saptanmasina yol agmistir. William S. Robinson 1973
yilinda HBV’da endojen DNA polimeraz aktivitesi oldugunu ve 1974 yilinda ise bu

aktivitenin HBV’deki viral DNA’dan kaynaklandigin1 gostermistir' .

2.2. Simiflandirma

HBYV, replikasyon dongiisiinde revers transkriptaz kullanan kismen ¢ift iplikli
zarfli DNA virusu olup Hepadnaviridae ailesinin prototip bir liyesidir. Bu sebeple HBV
hayvanlarda bulunan bir¢ok retrovirus ve bitkilerde pararetroviruslere benzer. Bu ailede
bulunan viruslarin virus yapisi, aminoasit uzunlugu, gen sayisi, konak faktorii ve
antijenik reaksiyonlar1 dikkate alindiginda memeli hayvan viruslar1 orthohepadnavirus
ve kanathh hayvan viruslar1 ise avihepadnavirus olmak {izere iki cins altinda

smiflandirilmaktadir.

Orthohepadnavirus cinsinde dag siganit HBV (woodchuck HBV; WHBYV), tarla
sincabt HBV (ground squirrel HBV; GSHBV) ve pekin 6rdegi HBV (pekin duck HBV;



PDHNYV), orangutanlar, goriller, gibbonlar ve sempanzeleri enfekte eden bircok virus
tespit edilmistir. Daha sonra memelilerde ve kuslarda HBV'a benzer ¢ok sayida yeni
virus bulunmustur. Avihepadnavirus’lar; duck (6rdek) HBV (DHBV), ross goose HBV,
heron (balik¢il) HBV (HHBYV), ve stork HBV snow goose HBV’unu igermektedir. Bu

viruslar Kuzey Amerika’da yasayan balikgillarin %50 kadarinda goriilmiistiir'?.

2.3. Virusun Yapisi

HBYV hepatotropik, zarfl1 yapida ve kismen ¢ift sarmalli, sirkiiler en kiiciik DNA
virusu olup genomu yaklasik olarak 3200 niikleotid uzunlugundadir. HBV

Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri igerisinde insanlarda enfeksiyon olusturan tek tiir’diir.

HBYV ile enfekte olmus hastalarin serumunda elektron mikroskobu ile gézlenen
tic farkli viral yap1 goriliir. Lipid yapida ¢ift tabakali 42 nm c¢apinda sferik olan Dane
partikiilleri bulasict HBV virionlari, MHBs (Middle HBs) ve LHBs (Large HBs) igerir.
Dane partikiilii tiim virionu temsil eder. Dane partikiiliiniin kor bélgesi kiictik, dairesel,
kismen ¢ift sarmalli bir DNA molekiilii ve niikleokapsid ile cevrili olan viral DNA
polimerazi igerir. Birlestirilmis hepatit B kor antijenleri (Hepatitis B core Antigen;
HBcAg) HBsAg iceren bir lipit zarfla kapl niikleokapsid olusturur. Bu durum viral

enfektivite icin lipid zarfin kolesterol yoniinden zengin olmasi gereklidir'* (Sekil 1).

HBYV ile enfekte olmus bir hiicre enfeksiydz olmayan subviral partikiiller cok az
LHBs, degisken miktarlarda MHBs ve SHBs (Small HBs) {iretir. Bu subviral partikiiller
enfekte bir bireyin serumundaki bulasict HBV partikiillerden 10.000 kat daha yiiksek
bir konsantrasyona ulagabilir. Subviral partikiiller iki formda olusur. Bunlardan birisi
SHBs’den olusan 25 nm’lik sferik partikiil ile kiigiik miktarlarda MHBs ve LHBs’den
olusan 22 nm filament6z partikiillerdir. Bu partikiiller HBV genomu olmayip sadece
konak lipid ve HBsAg’den olusur. Bu yiizden filamentéz ve sferik partikiiller non-
enfeksiyozdur. HBV’un neden bulasic1 viryonlarin seviyesine kiyasla bu kadar fazla
subviral partikiiller {irettigi bilinmemektedir ancak bir¢ok hipotez One siiriilmiistiir.
Ornegin subviral partikiillerin fazlas1 nétrlestirici antikorlar1 bulasici partikiillerden

uzaga yonlendirmek i¢in hareket ettigini ve subviral partikiillerin uzun siireli bir kronik



enfeksiyonu siirdiirmek i¢in gerekli olan immiin toleransi uyarmada rol oynadigi

bildirilmistir'>'°.

Kapsid
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HBeAg

Sekil 1. HBV’un Yapis1

2.4. Genom Yapisi

HBYV genomu yaklasik 3200 niikleotid uzunlugunda kismen ¢ift sarmalli sirkiiler
DNA molekiiliidiir. HBV’un niikleokapsid yapist 27 nm c¢apinda 240 viral kapsid
proteininin bilesiminden olusan ikosahedral yapidadir ve viral genom DNA'nin negatif
zincirin 5 'ucuna kovalent olarak baglanmis viral polimeraz enzimi icerir. HBV
genomunun essiz Ozelliklerinden biri iki zincirin asimetrik yapisidir. Negatif zincir
genom uzunluguna sahip olmasina ragmen tamamlayici pozitif zincir farkh

uzunluklarda olabilir'”.

HBYV genomu kismen iist {iste binen, 7 viral protein kodlayan 4 adet acik okuma
cergevesinden (Open Reading Frame; ORF) olusmaktadir. Bunlar ORF-P, ORF-S,
ORF-C ve ORF-X’dir. Kodlama bdlgelerinin iist iiste binen yapist %150 verimle HBV
genomunun kullanimini kolaylagtirmaktadir. S ve C genlerinin tek bir ORF’si olmasina
ragmen farkli baslangic kodonlarina sahip olduklar1 i¢in fonksiyonel olarak farkli gen
irlinlerini sentezleyebilirler. ORF-S ve C sirastyla 5’ucunda pre-S (pre-S1 ve pre-S2) ve
pre-C bolgelerine uzanir. Ust {iste binen bolgelerde 4 promotér (pre-C / C, pre-S1/ S ve

X) ve 2 arttirict olan diizenleyiciler vardir ve bunlar, farkli kodonlarda serbest uglari



olan en az 5 farklit mRNA tarafindan kopyalanan 7 farkli proteinin ekspresyonuna izin
verir. Direkt tekrar dizileri (DR1 ve DR2) olarak adlandirilan 11 bazlik iki yinelenen
bolge negatif ve pozitif zincirlerin 5’ucunda bulunur ve viral DNA replikasyonunda
kritik bir rol oynarlar. Enh1l ve Enh2 olarak belirtilen iki artiric1 (Enhancer; EI ve EII)
dizisi viral gen iriinlerinin karacigere spesifik ekspresyonlarini saglar. mRNA'lar
transkript uzunluklarina gore 3.5 kb (prekor-kor ve pregenomik mRNA), 2.4 kb (L
yiizey mRNA), 2.1 kb (M ve S ylizey mRNA’lar1) ve 0.7 kb (X mRNA) olarak
tanimlanmaktadir. Genomik transkriptler ise prekor, kor ve polimeraz i¢in mRNA
olarak islev goriir. Hem koru hem de polimerazi kodlayan genomik transkript ¢ok
fonksiyonlu olup pregenomik RNA (pgRNA) olarak adlandirilir. PgRNA HBV
replikasyonu i¢in sablondur ve HBV DNA genomunu olusturmak igin ters kopyalanir.
HBV RNA transkriptleri ayni poliadenilasyon boélgesini paylasir ve daha kiigiik
transkriptlerin her biri, daha biiylik transkriptlerin her birinin 3’ucunu olusturur. Bu,
HBx transkriptinin dizisinin tim HBV mRNA transkriptlerinin 3’ ucunda bulundugu, en
biiylik transkript diger transkriptlerle paylasilmayan diziyi iceren tek viral transkript

oldugu anlamna gelir.'®

HBYV yiizey proteinlerini kodlayan (HBsAg) ORF-S bolgesi yapisal ve islevsel
olarak pre-S1, pre-S2 ve S ile 3 farkli AUG baslangi¢c kodonuna sahip bolgelere ayrilir.
Reseptor baglanmasinda major rolii olan LHBs pre-S1, pre-S2 ve S bolgelerini igeren
pre-SImRNA translasyonunun sonucu olarak sentezlenirken MHBs ve SHBs proteinleri
pre-S2 /S mRNA ve S mRNA translasyon sonucu olarak sentezlenir. HBV ylizey
proteinleri 3 yiizey proteininin hepsinde bulunan S bdlgesine hiicresel membran ile
baglanan integral membran proteinleridir ve Asn-146 N-glikozilasyon bdlgesinde
bulunur. Pre-S2 bolgesinde MHBs’lerde kullanilan ancak LHBs’lerde kullanilmayan
Asn-4 glikosilasyon bolgesi vardir. S bolgesi virus baglama ve bulagicilik i¢in kritik
olan S proteinini kodlar. Mistik asit L proteininin pre-S1 N terminal ucundaki glisine

baglanir'.

ORF-C bolgesi prekor ve kor bolgelere sahip niikleokapsidin yapi1 tasi olan kor
antijenini (HBcAg) ve prekor veya kor bolgelerde translasyonu baglatan ve kana sekrete
edilen early (erken) antijenini (HBeAg) kodlar. Kor proteini kendine 6zgii bir baglanma

ozelligi gosteren, RNA baglanma aktivitesine sahip C-terminali arginin bakimindan



zengin ve ayrica oldukca bazik aminoasit kiimelerine sahip kapsid benzeri bir yap1
olusturur. Prekor ORF posttranslasyonal modifikasyon ile HBeAg sekresyonuna neden
olan prekor-kor proteini kodlarken pregenomik mRNA, kor ve polimerazin
salgilanmasina da neden olur. Viral replikasyon icin gerekli olmamasina ragmen
HBeAg persistan enfeksiyon geligimi i¢cin immiin toleransl olarak hareket eder. HBeAg
diizeyi dogal ilerlemede kendi bagina veya tedavi sirasinda azalirsa yiiksek replikasyon

durumdan diisiik replikasyon asamaya gecmenin bir isareti olabilir'*2".

ORF-P bolgesi biiyiik bir protein olan polimeraz1 kodlar ve dort islevsel alana
boliinmiistiir. Ayn1 zamanda pregenomik mRNA revers transkriptaz ile virus
replikasyonu i¢in sentezlenen yeni nesil viral DNA genomu i¢in bir kalip gérevi goriir.
HBYV polimeraz negatif DNA zinciri sentezinin baslangicinda revers transkripsiyonda
ve pregenomik RNA yikimi sirasinda rolii olan ¢ok fonksiyonlu bir enzimdir. HBV
polimeraz proteini terminal protein bolgesinden, spacer bolgesinden, revers transkriptaz

(RNA’ya bagli DNA polimeraz) bélgesinden ve RNAaz H bélgesinden olusur®.

ORF-X bolgesi HBV ile iligkili karaciger kanserine neden oldugu diisiiniilen ve
cesitli gen diizenleyici fonksiyonlara sahip mRNA translasyonu sonucunda HBxAg
(Hepatitis B x Antigen; HBxAg) proteinini kodlar. HBx proteini sinyalleme,
transkripsiyonel aktivasyon, DNA onarimi ve protein degradasyonunun inhibisyonu
dahil olmak tizere HBV replikasyonunda rol oynar. Ayrica HBxAg'in in vivo da HBV
enfeksiyonu i¢in gerekli oldugu ve HBV’un onkojenik potansiyeline katkida bulundugu

bildirilmistir'>".

2.5. HBV Proteinleri
2.5.1. Yiizey Proteinleri

HBYV 3 farkli ylizey antijeni olmak {izere viral zarfi olusturan {i¢ yiizey proteinini
kodlar. En kiigiik zarf proteini 24 kD agirliginda 226 amino asit (aa) uzunlugunda ve
iki uzun zarf proteininin paylasilan bir C-terminal bolgesini olusturur. MHBs 31 kD
agirhiginda pre-S2 olarak bilinen 55aa N terminal uzantisina sahip S dizisini igerir. Zarf

proteinlerinin en biiyiigii olan L proteini 39 kD agirliginda S, pre-S2 ve pre-S1 olarak



bilinen 108 aa veya 119 aa uzunlugunda N-terminal uzantisini icerir. MHBs ve SHBs S
promoteri tarafindan, LHBs ise pre-S1 promotorii tarafindan kontrol edilen kendi

mRNA transkriptiyle kodlanir'”.

Zarf proteinleri transmembran konfigiirasyonlarin1 elde ettikleri endoplazmik
retikulum (ER)’da sentezlenir. Ug proteinin tiimii ayn1 C-terminal dizisi igerdiginden bu
bdlgenin transmembran topolojisi ii¢ proteinin tamaminda aynidir. Spesifik olarak bir
N-terminali sinyal dizisi S’nin ER zarma yerlestirilmesini baglatir, ardindan asagi yonde
peptid dizisini ER liimenine iten bagka bir sinyal gelir. Bu sinyalin tistiindeki dizi sitosol
ile birlikte transmembran alan1 olarak gérev yapan sinyal alaninda kalir. Bu yonelim iki
dongii olusturur; 23-79 aa arasindaki bir dongii sitosolik tarafta kalirken diger 99-169 aa
arasindaki dongii ER liimeninde kalmaktadir. Onemli olan luminal blge HBsAg’nin
ana konformasyonel epitopunu igerir ve tim S protein gruplarinin neredeyse yarisinda
glikosile edilir. Membranin tomurcuklanmasi bir kez meydana geldiginde bu epitoplar
viral partikiillerin dis ylizeyinde bulunur. MHBs’nin topolojisi ER liimeninde pre-

S2’nin varhigr disinda S ile aymdir®>>,

LHBs’nin temel o0zelligi N-terminal alaninin lokalizasyonunda degisiklik
gostererek iki sekilde bulunmasidir. LHBs nin birinci konformasyonunda pre-S1 ve pre-
S2 alanlan sitozolde bulunur. LHBs’nin bu sekli kapsidlerin baglanmasi ve HBV
viryonlarmin montaji i¢in gereklidir. LHBs’ nin ikinci konformasyonunda N-terminali
ER liimeninde bulunur ve sonug olarak viral partikiillerin ylizeyine maruz kalir. Boylece

LHBs hepatositlerin enfeksiyonunda rol oynar'’.

Yiizey antijen proteinlerinin temel islevi HBV zarfi olusturmaktir. HBV ile
enfekte olmus bir hiicreden viral partikiillerin 3 farkli formu salgilanir. SHBs yiiksek
miktarda salgilanir ve viral zarfin ¢ogunu olusturur. LHBs ve MHBs ise esit miktarda

salgilanir ve tiim ylizey proteinlerinin %30 ’unu olustururlar.

2.5.2. Kor Proteinleri

HBcAg 21 kD agirliginda viral replikasyon i¢in gerekli niikleokapsidin temel

bilesenidir. Hiicrelerde eksprese edildiginde kor esas olarak ¢6ziiniir dimer veya T=3



yada T=4 ikosahedral kapsid olarak bulunur. Dane partikiilden izole edilen olgun
niikleokapsidlerin yaklagik %951, 120 dimerden olusan T=4 kapsidleri icerirken geri
kalan %5’i, 90 dimerden daha kiiciik T=3 kapsidlerinden olusur. Kor pgRNA’dan
cevrilir ve korun ilk 149 aa’s1 montaj bolgesini olusturur, bu durum in vitroda kapsid
olusumu i¢in yeterlidir. Kalan 34-36aa, arginin bakimindan zengin C-terminal boélgesini
(C-terminal domain; CTD) olusturur. CTD ¢esitli aa’lerin fosforilasyonu ve HBV
yasam dongiisiiniin ¢oklu asamalarini diizenler. Kor protein potansiyel olarak kovalent
olarak kapali dairesel DNA (covalently closed circular DNA; cccDNA) iizerindeki
niikleozomlarin araligint diizenlemek icin HBV’daki cccDNA’ya baglanir. Ayrica CTD
pgDNA paketlemesi icin gerekli olup kor proteini ayrica revers transkripsiyonun

baslatilmasinda ve olgun niikleokapsidin zarflanmasinda aktif rol oynar'”.

HBeAg HBV prekor genin (pre-C dizisi ve C geni) translasyonu sonucunda
olusan 1972 yilinda Magnius ve Espmark tarafindan kesfedilen proteindir. Genomik
transkript tarafindan kodlanan proteinlerden biri olarak genomik promotor
ekspresyonunu harekete gecirir. Kor proteinin bir pargasi olan HBeAg HBV
replikasyonunun 6nemli bir belirtecidir ve serum HBeAg seviyelerinin genellikle viral
titre ile korele oldugu disiiniilmektedir. Ayrica HBeAg pregenomun revers
transkripsiyonu i¢in polimeraz aktivitesinin diizenlemesi ve pgRNA’nin kapsidasyonu

icin gerekli niikleik asit baglama aktivitesine sahiptir™**.

2.5.3. Polimeraz Protein

HBV’un 90 kD agirhiginda 838 aa uzunlugundaki polimeraz proteini 3
fonksiyonel alandan ve degisken bir aralik bolgesinden olusur. N-terminali genom
replikasyonunun baslatilmasinda birgok 6zelligi olan olan terminal protein (TP)
bolgesidir. pgRNA, RNA paketleme ve protein olusumuna P baglanmadaki 6nemli
roliine ragmen bu bolge essiz bir alandir. Degisken aralik TP alanin1 RT bdlgesinden
ayirir. Degisken araligin C-terminal ucundaki 3 sistein kalintis1 ile RT bolgesinin N-
terminali tarafindaki dordiincii sistein kalintistnt RT ve polimeraz fonksiyonu igin
onemli oldugu disiiniilmektedir. RT bolgesi DNA genomunun negatif zincirini

olusturmak i¢in pgRNA’y1 revers transkribe ederek ve sonradan DNA’nin pozitif
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zincirinin sentezi i¢in negatif zincirinin bir sablon olarak kullanilmasiyla genom
replikasyonundan sorumludur. Son bdlge olan RNase H DNA genomunun negatif
zincirin sentezi sirasinda pgRNA sablonunun parg¢alanmasindan sorumludur. RNase H
aktivitesi i¢in Onemli olan metal iyonu baglanmasinin koordinasyonu 4 korunmus
karboksilat ile saglanir. RNase H bolgesinin ¢aligmalar1 da saflastirilmis rekombinant
RNase H bolgesi, in vitro’da fonksiyonel oldugu ve polimeraz bolgesinin RNase H

aktivitesi pgRNA paketlemesi i¢in nemli oldugunu géstermistir' .

2.5.4. X Protein

HBx antijeni 17 kDa agirliginda 154 aminoasitten olusan en kiigiik HBV
proteinidir. HBx’in in vivo da viral replikasyon i¢in gerekli oldugu belki de viral
patogeneze katkida bulundugu fikri ortaya ¢cikmistir. Bir¢ok calismada viral ve konak
gen ekspresyonu DNA hasar1 onarimi, Ca®* sinyallesme, hiicre dongiisii, apoptozis ve
otofajinin diizenlenmesinde HBx’in rolii oldugunu gostermistir. HBx’in DNA baglama
aktivitesine sahip olduguna dair kanit olmadig: icin HBx’e atfedilen cesitli diger viral
veya hiicresel etkiler icin muhtemelen 6nemli olan konak protein etkilesimleri yoluyla
gen ekspresyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. HBx ekspresyonunun artmasi konak
hiicre sinyal transdiiksiyonu, transkripsiyon ve proliferasyondan sorumlu olup viral

replikasyonu artirarak kronik HBV’a ve HCC’ye neden olur' "%,

2.6. Virusun Replikasyonu

Viral giris hepatoseliiler tropizmde ve tiir spesifitesinde énemli bir rol oynar ve
konak ile etkilesime giren ilk adimdir. Viral giris koruyucu immun cevap ve ast gelisimi
icin konak nétralize edici antikorlar i¢in temel hedefdir. Enfeksiyonun baslatilmasindaki
ilk adim olgun Dane partikiiliiniin dis zarf {izerindeki hepatosite spesifik pre-S1 antijeni
ile hepatositler tizerindeki heparan siilfat proteoglikanlar arasindaki diisiik afiniteli
reversible baglanma ile baglatilir. L zarf proteininin Pre-S1 bolgesi reseptore
baglanmasinda anahtar faktordiir. NTCP (Sodyum Taurokolat Cotransporting Peptid)

olarak adlandirilan bu yeni peptid virus i¢in giris reseptoriidiir. Yan ve ark. viicud da
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safra tuzu tasinmasinda rol oynayan NTCP’nin karacigerde ve HBV giris reseptorii
olarak coklu transmembran tasiyicisinda eksprese edildigini gostermistir. NTCP kati
tastyici ailesinin (SLC10) bir tiyesi olan SLC10AT1 (Solute Carrier Family 10A1) olarak
da bilinir. SLC10 ailesinin SLC10A1-7 olmak tlizere 7 iiyesi vardir. NTCP temel olarak
hepatosit membraninda yer alir ve karacigerde portal dolagimin olugmasi i¢in konjugat
safra tuzlarinin ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Virusun L-HBsAg’i spesifik ve geri
doniisiimsiliz olarak virusa 6zgii pre-S1 reseptoriine baglanir ve bu adim L-proteininin
miristoillenmis N-terminalinin aci8a ¢ikmasma neden olan virusun aktiflesmesini
gerektirir. LHBs proteininin pre-SI’in 2-48 aa bolgesi HBV enfeksiyonunun gelisiminde
major rol oynadig1 bilinmektedir. Anti-pre-S1 monoklonal antikorlart HBV nin hiicreye
baglanmasin1 bloke ederek in vivo’da HBV enfeksiyonunu nétralize edebilecegi
gosterilmistir. Benzer sekilde HBV enfeksiyonunun bu bolgeyi taklit edebilen anti-pre-
S1 antikoru Myrcludeks gibi sentetik peptitler tarafindan Onlenebilecegi de
gosterilmistir. Miristolasyonun kesin rolii hala agik olmasa da reseptér kompleksinin
membranina acil zincirinin insersiyonu ile reseptdr tanimayi artirabilir. Son zamanlarda
ferritin hafif zinciri ve skuamoz hiicreli karsinom antijeni 1 (SCCA1) HBV hiicresel
baglanmasinda  ve  hepatositlerin  girisinde  yardimct  reseptorler  olarak

17,272
tanimlanmstir' "%,

HBV’un giris yollarinin hem endositoz hem de virus zarfinin plazma
membranina fiizyonuyla farkli mekanizmalara sahip oldugu one siiriilmiistiir. Virus
spesifik reseptdre bagladiktan sonra virion endositoz ile konak faktorler sayesinde
hepatosite girer. Caveolin, Clathrin veya makropinositoz aracili endositozun deney
sistemine gore ve viral internalizasyon sirasinda kullanilan hiicre tiplerine gore ortaya
cikabilecegi gosterilmistir. Viral zarf endositozdan sonra plazma membranina veya
endozom membranma flizyon oldugunda viral kapsid sitoplazmaya girer. HBV
enfeksiyonunun gelisimi endozom biyogenezinde etkili olan Rab5 ve Rab7 (GTPazlar)
gibi konak faktorlerin ekspresyonuna baghidir'*. Kismi ¢ift sarmalli relaks sirkiiler
DNA (relax circular DNA; RC DNA) igeren viral niikleokapsid, HBV endositoz yoluyla
hepatosit ¢ekirdegine ulagmadan Once sitoplazmaya salinir. Kapsidin taginmasi
sitoplazmada hiicresel mikrotiibiillerle etkilesimi ile gergeklesirzg. Kapsid rcDNA’smi1
niikleer por kompleksi (Nuclear Pore Complex; NCP) sayesinde cekirdege tasir. Bu

tasima kapsid proteininin C-terminalindeki niikleer lokalizasyon sinyali ile niikleer
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import reseptorleri (importin-a ve B) arasindaki iliski ile gergeklesir™. Niikleer
membran iizerinde mikro tiipler boyunca taginan niikleokapsidin birikmesi NCP ve
adaptor proteinleri arasindaki etkilesimi arttirir. Niikleokapsid NPC sepetine
tutunduktan sonra kapsidin ¢6ziilmesi tamamlanir ve rcDNA niikleoplazmaya salinir.
Viral polimeraz pozitif rcDNA zincirini tamamlar. Negatif zincirin 5 ‘ucunda bulunan
polimeraz pozitif zincir sentezi i¢in kullanilir. Kisa RNA primeri DNA’nin pozitif
ipliginin sentezi i¢in kullanilir. Daha sonra hem polimeraz hem de kisa RNA primeri
proteinazlar gibi konagin hiicresel enzimleri sayesinde uzaklastirilir. Pozitif zincir
tamamlandiktan sonra negatif zincirle eslesir ve sirkiiler siiper-sarmal molekiiliin her iki
ucu da kovalent olarak baglanirlar. cccDNA molekiilii histon ve histon benzeri olmayan
proteinleri igerir ve bir ipte dizilmis boncuklar gibi kromatin benzeri bir yapida
diizenlenir. cccDNA tiim viral mRNA’larin transkripsiyonu i¢in sablon olarak gorev
yapan mini kromozom olarak adlandirilirlar. cccDNA tiim viral RNA sentezini viral
replikasyonunu gergeklestirmek ve protein iiretimi igin tim hiicresel transkripsiyonel
mekanizmalar1 kullanir. Transkripsiyon olayr konak transkripsiyon faktorleri (CREB,
STAT1 ve STAT2)kromatin diizenleyici enzimler (PCAF ve HDACI), hepatosit
niikleer faktorleri ve X proteini gibi viral faktorlerle diizenlenir”®’. Temel 4 ORF
bolgesi viral promotorleri ile etkilesime girerek viral gen ekspresyonunu diizenlenir.
mRNA’lar ortak bir poliadenilasyon sinyali kullanir. Biiyiikliikleri 3.5, 2.4, 2.1 ve 0.7
kb olan viral mRNA’larin stabilizasyonu, islenmesi ve niikleer tasinimi konak
faktorlerden kaynaklanir. Hiicresel tipe bagli protein/niikleer export faktorii-1’in
(TAP/NFX1) ve HBcAg’nin HBV pregenomik RNA’nin sitoplazmaya tasinmasinda rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu RNA’lar viral proteinlerin translasyonu i¢in stoplazmaya
gecerler. HBeAg veya niikleokapsid proteini 3.5 kb pgRNA’dan firetilir, ¢oziinebilir ve
sekresyonu miimkiin olan HBeAg (2.5 kb prekor mRNA’dan), polimeraz protein (3.5
kb pgRNA’dan), viral zarf proteinleri, HBsAg (2.4 ve 2.1 kb RNA’lardan) ve HBxAg
(0.7 kb RNA’dan) tretilir. Niikleokapsidi olusturan HBcAg proteinleri farkli
genotiplerde korunur. HBcAg genotipine gore 183 veya 185 aa igerir ve iki kismu
vardir. Genotipe gore birinci kisim kapsidin kendiliginden baglanmasi i¢in yeterli olan
149 aa veya 151 aa’ya sahip bir N-terminali igerir. Ikinci kistm 34 aa ile C-terminal
protamin bolgesi olarak bilinir ve arginin bakimindan zengin oldugu i¢in pozitif yiik

saglar. Protamin bolgesi pregenom/HBV polimeraz kompleksinin paketlenmesi icin
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gereklidir. PeRNA revers transkripsiyon ile yeni DNA genomlarinin olusmast i¢in kalip
gorevi goriir. Replikasyon pgRNA’nin kor protein ile kapsidasyonunu gerektirir. Bu
prosediir viral polimeraz epsilon (g) olarak adlandirilan ikincil steem-loop yapisinin
koordine edilmesiyle baglatilir ve viral niikleokapsid olusumu i¢in kapsidasyon
baslatilir. HBV niikleokapsid olusumu pgRNA, HBV polimeraz ve HBcAg dimerleriyle
kompleksler olusturdugu anda bagslar. pgRNA paketlenmesi i¢in kor proteinin C
terminalinin fosforilasyonu gerekir. Olgun DNA iceren niikleokapsid olgunlasmamis
RNA igeren niikleokapsiden olusurken fosforilasyon ve konformasyonel degisiklikler
meydana gelir. HBV polimerazi pgRNA’nin epsilon bdlgesine baglanirken polimeraz
negatif DNA zincirinin sentezi igin protein primeri olarak islev goriir’>'. pgRNA
negatif DNA zincirinin sentezi i¢in kalip gorevi gordiigiinden yeni zincir uzar. Negatif
DNA zincirinin sentezi tamamlandiktan sonra pgRNA kalibi RNAse H tarafindan
yikima ugrar. Tamamlanan negatif zincir pozitif zincir sentezi i¢in kalip olarak
kullanilir. Pozitif zincir sentezi nadiren tamamlanir ve HBV viryonunda farkli
uzunluklarda bulunur. Olgunlagsma adimi niikleokapsid i¢indeki RNA’nin DNA’ya
dontigsmesi ile sitoplazmada tamamlanir. Her ne kadar HBV, RNA ara basamag ile
cogalsa da konak genomuna entegrasyonu viral replikasyonunda HBV DNA i¢in gerekli
degildir. Ancak insan genomuna entegre HBV DNA HBYV ile iligkili HCC’li tiim

vakalarda belirlenir'’*®

. Olgun niikleokapsidin zarflanmasi ortamdaki viral yiizey
proteinlerinin varligina baglidir. Zarf proteinleri translasyondan sonra endoplazmik
retikulum zarina eklenir ve endoplazmik retikulumun liimenine tomurcuklanir. Hiicre
tarafindan niikleokapsid iceren DNA zarfi kazanmislarsa non-infeksiy6z subviral
kiiresel ve filamentoz zarf partikiilleri veya infeksiyoz Dane partikiilleri olarak
salinirlar. HBV tomurcuklanmast ve salimimi intraliiminal vezikiilleri olusturma
ozelligine sahip olan multivesikiiler gévde (Multivesicular Body; MVB) yolaginin
fonksiyonlarina baglidir. MVB’ler daha sonra intraliiminal vezikiillerin verilmesi i¢in
lizozom veya plazma zarn ile birlesir. MVB’lerin tasima i¢in gerekli olan endozomal
siralama kompleksleri (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport; ESCRT)
Vps4 ATPase ve iliskili proteinler i¢in gerekli olan endozomal siralama kompleksine
baghdir. L protein sentezi sirasinda pre-S1 bolgesi sitoplazma ile temas halindedir ve
miristoillenmislerdir. Bazi adimlarda pre-S aracili niikleokapsidin zarflanmasindan

sonra zar boyunca translokasyon olusabilir®**>*,
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DNA igeren olgun niikleokapsid HBsAg proteinleri ile lipid membrani elde
edildikten sonra enfeksiydz Dane partikiilii ER’un lumen kisminda birikirler, ardindan
golgi aygitina dogru yolculuk baglar. Viral partikiiller sekretuvar yolu kullanarak
hiicreden salinirlar. Non enfeksiyoz kiiresel ve tiibiiller subviral zarf partikiilleri

viryondan 10°-10°kat daha yiiksek kanda sentezlenir ve niikleokapsid igermezler™.

i Viral giris
= Tomurcuklanma \ @@
. Kapsidin aynlmast o cvon sikiusumun - Vezikiiler transported
N

@ tekrar baslamast .
Vikleusa gog ER'dan vingar® A

Niikleus mon_m_d
\V/4 - sarmalin sentezi
C. onak genomuna v1ral DNA
entegrasyonu

pgRNA'nmn yikamit
3.5 kb pgRNA

& sarmalin sentezi
2.4/2.1 kb mRNA

0.7 kb mRNA

apsid oligumu
pgRINA HBcAg
Viral proteinlerin  Poliprotein
translasyonu

Transkripsiyvon

Sekil 2. HBV un replikasyonu

2.7. Patogenez

Kronik HBV enfeksiyonu etkili adaptif bir immiin cevabin olusmamasi ve viral
kaliciliga sebep olmasi ile karakterizedir. Dogal ve adaptif immiin cevaplar HBV nin
karacigerden temizlenmesi icin Onemlidir. HBV sitopatik bir etki yapmaz. Boylece
kronik HBV enfeksiyonu ile iliskili karaciger inflamasyonu ve fibrozu agirlikli olarak

konak immiin cevabi belirler.

HBYV enfeksiyonunun ardindan HBV DNA ve HBsAg serumda veya karacigerde

tespit edilebilir hale gelmeden oOnce 4-7 haftalik br inkiibasyon siiresi vardir.
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Inkiibasyon dénemi boyunca gen dizisi ¢alismalari giiglii bir interferon ile uyarilmis gen
tepkisi ortaya cikarmamis bu da HBV’nin baslangigtaki dogal immun cevapdan
kacabilen gizli bir virus olabilecegi onermesine yol acmistir. Ayrica dogal Sldiiriicii
(Natural Killer; NK) hiicrelerini, NK T hiicrelerinin ve makrofajlarin toplanmasinin
engellenmesi, Kupffer hiicrelerinden sitokin sekresyonunu interferon-y (IFNy), timor
nekroz faktor (TNF), IL-6, IL-8 ve IL-1’in azaltilmasi ve hepatosit i¢inde retinoik aside
uyarilabilir gen I protein ve Toll-like reseptdr (Toll-like Receptor; TLR) sinyalinin

bloke edilmesini iceren virus kaynakli immun cevap da gelismistir’*>°.

Akut HBV enfeksiyonunda viremi tespit edilebilir hale geldiginde HBV DNA
seviyesi serumda ml basma 10%-10° viral kopyalarin pik seviyelerine yiikselir. Fakat
daha sonra klinik hepatitin baglangicindan once tipik olarak azalir. Periferal HBV’ye
0zgli CD4 + ve CD8 + T hiicresi immun cevap HBV replikasyonunda hizli bir sekilde
artar. Karacigerde HBV nin sitolitik olmayan klirensi immiin cevabin tespit edilebilir
herhangi bir hiicresel infiltrasyonu eksikliginden yoksundur. Bu da virusa 6zgii CD8 +
T hiicrelerinden salgilanan IFNy ve TNF yoluyla HBV replikasyonunun sitokin aracili
inhibisyonunu igerir. Enfekte hepatositlerin temizlenmesi ve daha fazla intrahepatik
yayllmanin 6nlenmesi muhtemelen sitolitik ve sitolitik olmayan mekanizmalarin bir
kombinasyonunu gerektirir. Boylece akut HBV sirasinda enfekte hiicrelerin klirensine
aracilik eden virusa 6zgii CD8 + T hiicreleri enfeksiyonun ilerlemesini engelleyen ve
HBsAg’ye kars1 notralize antikorlar salgilayan B hiicreleri ile viral klirensi destekleyen
CD4 + T hiicreleri olugur. Klinik iyilesme gosteren akut hepatit B genellikle kronik
enfeksiyona yol acgabilecek bagisiklik sisteminin olgunlasmamasindan dolay:

enfeksiyon perinatal olarak ve ¢ok erken gocukluk déneminde ortaya ¢ikmaz®"®.

Persisten (kalic1) kronik HBV enfeksiyonu temel olarak dogumda veya yagamin
ilk 2 yilinda alinan enfeksiyonlarda ortaya ¢ikar. Persistenligi etkileyebilecek virolojik
faktorler HBsAg’nin enfeksiydoz viriondan en az 1000 kat daha yiiksek
konsantrasyonlarda sentezini icerir. HBsAg igeren subviral partikiillerin asir1 tiretimi
HBV’ye 6zgii humoral bagisikligi aldatict gérev yapabilir ve virusa 6zgli T hiicresi
anerjisinin durumunu baglatabilir. Subviral partikiiller ayrica niikleer faktor-xB
(NF-kB), mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK), normal olarak upregiile TLR

sinyallemesi ile inflamatuar sitokinleri ve interferon ile uyarilmis gen transkripsiyonunu
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baskilayan dogal immiin sinyal yollarin1 negatif olarak uyarabilir. Cok fonksiyonlu HBx
proteini viral proteinlerin proteazom bazli bozulmasini Onleyebilir, boylece HBV
antijen sunumunu ve konak antiviral cevabi azaltabilir. HBx, HBV cccDNA’y1 susturan
SMC 5/6 gibi temel konak viral restriksiyon faktorlerini de bloke eder. Her iki
mekanizma da viral persistenligin olusumuna veya korunmasina katkida bulunur. HBV
polimeraz proteininin ekspresyonu TLR sinyallesmesi i¢in ¢ok 6nemli olan miyeloid
farklilasma primer yanit proteini MYD88’in iiretimini baskilar. Prekor veya HBeAg
proteinleri HBeAg-pozitif hastalig1 sirasinda hepatositlerde TLR2 ekspresyonunu,
hastalarin Kupffer hiicreleri ve periferik monositlerinde HBV’ye 6zgii sitotoksik T
lenfositlerinde CD28 (CTL’ler) uyarict molekiillerini ve karacigerde periferik kan
monositleri ve Kupffer hiicreleri iizerine CD86’1 downregiile ederek viral toleransi
olusturur. Son zamanlarda yapilan bir arastirmada dogal bagisiklik hiicrelerinde ortak
uyarict molekiil OX40 ligandinin (OX40L) ekspresyonunun HBV’nin fare enfeksiyonu
modelinde klirensi i¢in Onemli oldugunu bildirilmistir. OX40L’nin yasa bagh

ekspresyonu kismen ¢ocuklarda yiiksek kronik HBV orani ile agiklanabilir**™.

HBV enfeksiyonunun immiinolojik c¢alismalarinin ¢ogu periferik kanda
yapilmaktadir. Immun cevabin adaptif kisminda bulunan HBV’ye spesifik CD4 + ve
CD8 + T hiicre cevab1 6nemli olgiide azalir. Kronik HBV enfeksiyonunda hem
intrahepatik hem de periferik HBV’ye 6zgii T hiicrelerinin sikligi ve fonksiyonu
dolasimdaki HBV DNA seviyesi ile ters orantilidir. Ayrica bu baskilanmis T hiicre
cevabi virus ve viral antijenlerin yiiksek seviyelerde uzun siireli varligina baghdir. Bu
nedenle HBV’ye 0zgii T hiicrelerinin artan bir sekilde tiilkenmesine ve fonksiyon
bozukluguna yol agmasina sebep olur. Programlanmis hiicre 6limii protein 1 (PDI)
reseptorii olan CTL fonksiyonunu baskilamaktan sorumlu molekiillerin diizenlenmesi
kronikk HBV enfeksiyonu olan hastalarda HBV’ye spesifik CTL’lerde
gosterilmistir. Ayrica sitotoksik T lenfosit antijeni 4 (CTLA4) de CDS8 + T hiicrelerinde
upregiile edilir iken pozitif diizenleyici ligand CD40 ise CD4+ T hiicrelerinde
downregiile edilir. Bu degisiklikler sinyal molekiilleri ile iliskili T hiicresi
proliferasyonunun baskilanmasina ve immiinosiipresif IL-10 tiretiminin artmasina neden

34,40
olur’™™.

17



Son olarak humoral bagisiklik ayrica kronik HBV enfeksiyonunda da énemli bir
rol oynayabilir. Bu, kronik HBV’li hastalarin spesifik anti-B hiicre tedavisi ile
kanitlanmistir. Bu hastalarin 6nemli bir kismi viral reaktivasyon riskine sahiptir. Bu risk
HBsAg seroklirens ve anti-HBs serokonversiyon olugmus hastalarda bile devam eder.
Rituksimab sonrasi reaktivasyon hizi T hiicresi immiinosupresif ajanlart ile tedavi
edilen benzer hastalarla karsilastirildiginda HBV nin kontrolii i¢in B hiicresi cevabinin

. . . 3
onemine isaret eder’*.

2.8. Klinik Seyir
2.8.1. Akut HBV Enfeksiyonu

HBV enfeksiyonunun klinik bulgularinin spektrumu hem akut hem de kronik
hastaliklarda degisir. Akut HBV enfeksiyonu sirasindaki HBV DNA seviyesi 6-10 hafta
sonra pik yaptiktan diismeye baslar. Aym1 zamanda ALT (Alanin aminotransferaz)
seviyesinin artmamasi virusun karacigerden temizlendigini gosterir. Akut faz sirasinda
belirtiler subklinik veya anikterik hepatitten ikterik hepatite kadar degisir ve bazi
durumlarda fulminan hepatit goriilebilir. HBV kulugka siiresi 30-180 giin arasinda
degismektedir. Akut HBV enfeksiyonu olan hastalarin yaklasik %70’inde subklinik
veya anikterik hepatit bulunurken %30’unda ikterik hepatit goriiliir. Fulminan hepatit B
hastalarin yaklagik %0.1-0.5’inde goriiliir. Fulminan hepatit enfekte hepatositlerin olgun
immiin aracili lizis nedeniyle olabilir. Ani ates, kusma, karin agris1 ve sarilik ile baslar,
bunu yon duygusunun kaybolmasi, biling bulanikligi, algi bozuklugu ve koma
izlemektedir. Prodromal déonemde serum hastalig1 benzeri bir sendrom gelisebilir, bunu
yapisal semptomlar, anoreksi, bulanti, sarilik ve sag tist kadran rahatsizlig1 izleyebilir.
Semptomlar ve sarilik genellikle 1-3 ay sonra kaybolur ancak bazi hastalar serum AST
(Aspartat aminotransferaz) konsantrasyonlarinin normallestirilmesinden sonra bile uzun
stireli yorgunluk yasayabilir. HBV’nin yok edilmesi nadiren akut HBV
enfeksiyonundan iyilesme sonrast meydana gelir. Gizli (occult) HBV enfeksiyonu
klinik iyilesmenin ardindan yillarca T hiicre cevabini siirdiirebilir ve bdylece virusu

kontrol altinda tutabilir. Immiin sistemi etkili olan kisilerde akut HBV’dan kronik
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HBV’a ilerleme orani temel olarak enfeksiyonunun yasi ile belirlenir. Bu oran perinatal

yolla bulagan bebeklerde yaklasik %90, ¢ocuklarda %25-30 ve yetiskinlerde %5°dir*".

2.8.2. Kronik HBV Enfeksiyonu

Kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarin sadece kiigiik bir ylizdesinde akut
hepatit Oykiisii ortaya ¢ikar. Diisiik veya orta sikliktaki bolgelerde kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarin yaklasik %30-50’sinde ge¢cmis bir akut hepatit ge¢misi
vardir. Boyle bir 6ykii bu bolgelerde kalan hastalarda ve yiiksek prevalansli bolgelerde
bulunan hastalarin ¢ogunda yoktur. Kronik HBV’Iu hastalarin ¢ogu asemptomatiktir,
digerleri ise yorgunluk gibi spesifik olmayan semptomlara sahiptir. Bazi hastalar
asemptomatik, akut hepatit veya hepatik yetmezlik gibi enfeksiyonun alevlenmelerini
yasarlar. Dekompanse sirozlu hastalarda sarilik, splenomegali, asit, periferik 6dem, {ist
gastrointestinal kanama ve ensefalopati mevcut olabilir. Laboratuvar testleri normal
olabilir, ancak ¢ogu hastada serum ALT ve AST seviyelerinde hafif ila orta derecede bir
yiikselme vardir. Alevlenmeler sirasinda serum ALT konsantrasyonu normal st
limitinin 50 kati kadar yiiksek olabilir ve 1000 ng/mL kadar yiiksek AFP
konsantrasyonlar1 goriilebilir. Dolasimdaki immiin komplekslerin aracilik ettigi
diisiiniilen ekstrahepatik bulgular kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarin %10-
20’sinde meydana gelir. Kronik HBV’nin iki temel ekstrahepatik komplikasyonu

poliartit nodoza ve glomeriiler hastaliktir*>*.

Kronik HBV enfeksiyonunun dogal seyri virus replikasyonu ve konak immiin
cevabi arasindaki etkilesimle belirlenir. Cinsiyet, alkol tiiketimi ve hepatit virusu ile
birlikte enfeksiyon igeren diger faktorler HBV ile iliskili karaciger hastaliginin
ilerlemesinde rol oynar. Kronik HBV enfeksiyonunun sonucu HBV replikasyonunun
baskilandig1 andaki karaciger hastaliginin ciddiyetine baghdir. Klinik olarak tiim

hastalarda her agsama goriilmese de kronik HBV enfeksiyonu 4 faza ayrilir.

Immiin toleransh faz viral replikasyonun olmasidan dolay: yiiksek titrelerde
HBV DNA (>100.000 kopya/mL), HBeAg pozitifligi ve normal serum ALT seviyeleri
ile karakterizedir. Karaciger biyopsisinde ¢ok az miktarda karaciger nekroinflamasyonu

veya fibrozu goriiliir. Bu faz 6zellikle perinatal olarak enfekte olmus hastalarda nadiren
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de erken cocukluk ¢aginda ve yetiskinlerde goriiliir. Immiin tolerans fazi genellikle 10-
30 yil siirer. Buna karsilik erigkinlerde HBV spesifik T hiicre fonksiyonundan dolay1
immun tolerans donemi genelde ¢ok daha kisa ve diger donemlerden ayirt edilemeyecek
kadar belirsiz olabilir. Ayrica yiiksek HBV DNA seviyesinden dolayr oldukga

bulagicidir®.

Immiin tolerans fazdan immiin klirens faza gecis perinatal olarak edinilmis HBV
enfeksiyonu olan hastalarda ikinci ve iiciincii on y1l boyunca meydana gelir. Immiin
klirens fazi sirasinda spontan HBeAg klirensi yillik %10-20 oraninda artar. HBeAg
serokonversiyonuna biyokimyasal alevlenmeler eslik eder. HBV’a 6zgii sitotoksik T-
hiicresi aracili immiin cevap ve HBV ile enfekte olan hepatositlerin yok edilmesinin
sonucu olarak AST seviyelerinde yiikselmeler goriiliir. Alevlenmeler serum HBV
DNA'’sindaki artistan ve HBcAg’nin hepatositler i¢indeki niikleerden sitoplazmik
bolgelere gecmesi ile ortaya ¢ikar. Immiin klirensin viral yiikteki bir artis veya viral
antijenlerin olusumundaki degisiklik ile olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak bu
degisikliklerin nasil gergeklestigi bilinmemektedir. Cogu alevlenme asemptomatiktir ve
rutin takip sirasinda farkedilir. Bununla birlikte, bazilarina akut hepatit semptomlari
eslik eder ve daha 6nce kronik HBV enfeksiyonu oldugu bilinen hastalarda akut hepatit
B’nin yanlis teshisine neden olabilir. Alevlenmeler antiHBc-IgM titresindeki bir
yiikselme ve HCC’nin teshisi ile ilgili endiselere yol acabilecek olan serum AFP
konsantrasyonunda bir artis ile iligkilendirilebilir. HBeAg’den anti-HBe’ye
serokonversiyon, normal aminotransferaz seviyeleri ile birlikte cok diisik veya
saptanamayan serum HBV seviyelerine yol acan virusun immiin kontroliiniin yani sira
karacigerde aktif inflamasyon ve fibroz ile karakterize olan immiin temizleme fazinin
onemli bir klinik sonucudur. HBeAg serokonversiyonu siroz veya HCC gelisme

riskinde azalma ile iliskilidir***.

Inaktif HBsAg tastyici fazi, hastalik durumuna gore degisiklikler gosterir.
Ozellikle artan bir anti-HBe varligma karsihk HBeAg ekspresyon kaybi vardir.
HBsAg’den anti-HBs’ye kadar olan spontan serokonversiyon ve diisiik saptanamayan
serum HBV DNA seviyeleri de bu fazin o6zellikleridir. Ayrica aminotransferaz
seviyeleri siirekli olarak normal kalir. Immiin temizleme fazinin uzunluguna baglh

olarak diigiik ile hafif hepatit ve fibroz goriilebilir. Bir¢cok hasta bu fazi birkag yil
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stirdiiriir ve klinik sonucu genellikle iyidir. Kronik HBV enfeksiyonunun dalgali dogasi
nedeniyle, hastalar 12 aylik bir gézlem siiresi boyunca en az li¢ ALT seviyesi ve iki

veya iic HBV DNA seviyesi olmadikca aktif tasiyici olarak siiflandiriimamahdir*>®.

Aktif karaciger hastaligt durumu HBV’nin prekor veya bazal kor promotor
bolgesinde mutasyonlarin varligina bagli olarak HBeAg negatifligi ile iliskilidir.
HBeAg negatif kronik HBV fazindaki hastalar daha yasli ve HBeAg pozitif hastalara
gore daha yliksek fibrozis oranlarina sahiptir. Bu fazin bir 6zelligi de HBV DNA ve

ALT anormalliklerinin dalgali olmasidir*,

HBsAg negatif faz serum negatif HBsAg ve HBcAg’ye kars1 pozitif antikorlar
(anti-HBc), HBsAg’ye saptanabilen antikorlari(anti-HBs) olsun veya olmasin 6zelligi
ile karakterizedir. Bu faz ayn1 zamanda ‘gizli HBV enfeksiyonu” olarak da bilinir. Bu
fazdaki hastalar normal ALT degerlerine sahiptir ve her zaman saptanamayan HBV
DNA’s1 vardir. HBV DNA karacigerde sikga tespit edilebilir. Siroz baglamadan 6nceki
HBsAg kaybi, minimal siroz, dekompansasyon ve HCC riski ve sagkalimda iyilesme ile
iligkilidir. Bununla birlikte eger siroz HBsAg kaybindan dnce gelismisse hastalar HCC

riski altinda kalir ve bu sebeple HCC gozetimi devam etmelidir*’.

2.9. HBV ve Hepatoselliiler Karsinoma (HCC)

Tiim karaciger kanserlerinin %80-90’m1 olusturan HCC diinya capinda en
yaygin ve en Oliimciil kanserlerden biridir. Diinyada karaciger kanseri, 5 en yaygin
kanser arasindan ikinci 6liim sebebidir. Epidemiyolojik calismalar karacigerde kronik
HBV enfeksiyonunu HCC gelisimi i¢in 6nemli risk faktorii olarak tanimlamistir. Asi
olmasina ragmen diinya genelinde 350-500 milyon insan kronik olarak HBV ile enfekte
olmaktadir ve yas ve enfeksiyona bagli olarak bu bireylerin %25°1 HBV ile iligkili HCC
gelistirmeye devam etmektedir. Kronik HBV enfeksiyonunu HCC gelisimine baglayan
molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilmamis ancak HBYV ile iligkili HCC’nin
genellikle on yillik bir kronik HBV enfeksiyonu baglaminda gergeklestigi géz oniine
alindiginda dikkat c¢ekici olmustur®. Cahismalar HBV ile iliskili HCC gelisiminde
hepatositlerin rejenerasyonu ve yikim ile birlikte goriilen kronik inflamasyon, HBV

DNA entegrasyonunun konak genomuna sonuglar1 ve HBx gibi HBV proteinlerinin
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potansiyel etkileri gibi ii¢ ana faktor lizerinde odaklanmustir*. Yillarca siiren kronik bir
HBV enfeksiyonunun 6nemli bir yonii HCC gelisiminden 6nce HBV ile iliskili siroz
gelisimini igerir. Genel olarak tiim HCC’lerin potansiyel olarak %70’1 kadarinin
dekompanse siroz baglaminda gergeklestigi ve kronik HBV enfeksiyonu ile siroz
arasinda giiclii bir iligki oldugu kabul edilir. Son zamanlarda yapilan bir kohort
calismasi kronik enfekte hastalar i¢in HBV ile iliskili siroz gelisme riskinin %41.5
oldugunu ve kiimiilatif olarak %?21.7 oraninda HCC gelisme riskinin oldugunu
gostermistir. Bu sebeple kronik hastaligin ara evreleriyle 6zellikle sirozun
gelismesiyle iliskili hiicresel mekanizmalarin daha net bir sekilde anlasilmasi HBV ile
iligkili HCC’nin sebeplerinin genel olarak anlasilmasini arttirabilir. HBV
enfeksiyonunun birgok yonii HCC gelisiminde rol oynar. Hepatosit fizyolojisini
degistiren HBV gibi hepatotropik viruslarin veya bunlarin ¢ogalmasinin sonucu normal
hepatosit ve genel karaciger fonksiyonlarini bozabilmektedir. Bu bozulmalarin ve
degisikliklerin bircogu ya viral replikasyonda veya HBx gibi viral proteinlerin
aktiviteleri sayesinde HBV ile iliskili HCC’nin gelisiminde rol oynar. HBV un hiicre
dongiisiinii  bozdugunu, apoptotik yollarini, hepatosit metabolizmasini, miRNA
ekspresyonunu ve miRNA aracili regiilasyonu degistirdigi gosterilmistir. Bu
caligmalarin ¢cogu Ras/mitojenle iligkili protein kinazlar1 (MAPK), rapamisinin mekanik
hedefi (mTOR), PI3K/Akt ve NFkB iceren coklu hiicresel sinyal iletim yollarma

odaklanmigtir***°

. Bu yolaklarin ve faktorlerin her biri HBV replikasyonu i¢in 6nemli
olsa da hepatosit fonksiyonlarinin temel mediyatoriidiir. Bu sebeple HBV ile iliskili
HCC’nin geligsmesi i¢in potansiyel rollerinde ilgi yaratan hepatosit fizyolojisi tizerinde

onemli bir etkiye sahip olabilir*’.

HCC gelisme riski konak ve HBV ile iliskili faktorlere gore degisir. Konak
faktorleri arasinda siroz, kronik hepatik nekroinflamasyon, yashlik, erkek cinsiyeti,
Afrika kokenli, alkol kullanimi, diger hepatit viruslar ile birlikte koenfeksiyonlar veya
HIV (Human immiinodeficiency virus), diyabet veya metabolik sendrom, aktif sigara
kullanim1 ve pozitif aile dykiisli sayilirken HBV ile iligkili faktorler arasinda ytiksek

HBV DNA ve HBsAg diizeyleri, HBV genotip ve spesifik mutasyonlar sayilabilir*’.
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2.10. HBYV ile iliskili HCC’nin Molekiiler Mekanizmasi

HBV ile iligkili HCC’nin gelisimi i¢in molekiiler mekanizmalar1 (1) kronik
inflamasyon ve hepatositlerin rejenerasyonu, (2) hiicre biiylimesi avantaji saglayan
genetik degisikliklerin birikmesi, (3) HBV DNA’nin konak genomuna entegrasyonu ve
hiicre ¢ogalmasini kontrol eden konak genlerin aktivasyonu, (4) genomik kararsizlik ve
(5) virus proliferasyonunun viral proteinler 6zellikle HBx ile dogrudan etkisini igerir.
HCC’nin gelisimi ¢evresel faktorlerin, HBV viral faktorlerin ve konak genetik duyarl
degiskenlerin ile birlikte hiicre biiylime kontroliinii bozan somatik mutasyonlarin

etkilesimi sonucudur® (Sekil 3).

Somatic Mutation

Host « TERT, TP53 Environmental
Susceptible/Restrictive Genes « Aflatoxin

HLA-DP (Infection and Clearance) HLA-DQ (Immune Surveillance) Amplifications ‘

\ ~

Liver Liver Disrupt Growth
Inflammation » Cirrhosis » Control Genes »

// f Hepatocellular Carcinoma

’ HBV Integration into
the Host Genome

* HBx
* TERT, MLL4

* Gene Deletions/

HBV
* High Viral Load

* Basal Core
Promoter Mutants

* Genotype C

Sekil 3. HBV ile iliskili HCC’nin molekiiler mekanizmasi

2.10.1. Konak Faktorleri
2.10.1.1. Konak Genetik Degisikligi

Her ne kadar HBV tasiyicilar arasinda HCC insidansi tasiyict olmayanlara gore
cok daha yiiksek olsa da kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarin sadece bir kisminda
HCC gelisir. Yapilan calismalar konak genetik faktorlerin HCC duyarliligina katkida
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bulundugunu gostermektedir. Genom ¢apinda iliskilendirme ¢aligsmalar1 (Genome wide
association studies; GWAS) HBV ile iligkili HCC’de duyarlilik ve diren¢ lokuslarini
tanimlamak i¢in tarafsiz bir yontem saglar. HCC ile iliskili genetik duyarlilik lokuslarini
giivenli bir sekilde belirleme yetenegi GWAS ’ta kiigiik ile orta boyutlara sahip iliskileri
tespit etmek i¢in Ornek biylikliigiine baglidir. Bunun sebebi yanlis pozitif sinyalleri
artirma egiliminde olan ¢oklu testler i¢in diizeltme ihtiyacindan kaynaklanmaktadir.
HLA sif II bolgesindeki iliskilerin en az iki ¢alismada c¢ogaltildigi bulunmustur.
Ozellikle Dogu Asya’da yapilan bu calismalar orta ve yiiksek penetran alellerin HCC

gelisimine katkida bulunmadigimni diisiindiirmektedir.***.

HLA-DQ proteinin alfa ve beta zincirinden kopyanalan HLA-DQA1, HLA-
DQA2 ve HLA-DQB1 yakinindaki intergenik tek niikleotid polimorfizmlerin (Single
Nucleotide Polymorphisms; SNP) HCC ile iliskisi GWAS tarafindan iki biiyiik
calismada tanimlanmistir. HLA-DP, DQ ve DR proteinlerini iceren HLA sif II
proteinleri HBV ve HCV de dahil olmak lizere yabanci patojenlere karsi antikor
tiretimine yol acan B hiicresini uyaran CD4+ T hiicrelerine hiicre dis1 antijen

sunumunda merkezi bir rol oynar™.

HLA bolgesi digsinda birkag gen i¢in HBV’a bagli HCC ile genetik iligkiler
bildirilmistir. Dogu Asya’dan bes kohorttan olusan iki asamali bir GWAS, KIF1B
genindeki intronik rs17401966 SNP bir meta-analizde genom c¢apinda O6neme sahip
oldugu tanimlanmistir. KIF1B organellerin ve vezikiillerin tasinmasinda rol alan bir
kinesin siiper ailesi iiyesini kodlar. KIF1B izoformunda hem germ hatti hem de somatik
mutasyon fonksiyon kaybi bircok kanserde tespit edilmistir. Ancak daha fazla
validasyon ve fonksiyonel ¢aligmalarin HCC’de KIF1b varyasyonunun rolii tartigsmali

bir sekilde kalmistir®.

GWAS’1n igerdigi diger genler STAT4 ve GRIK1’dir. STAT4, Thl hiicrelerinin
gelismesinde ve antiviral ve antitiimor aktiviteleri olan bir sitokin olan IFN-y’nin
iiretilmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. STAT4 rs7574865 HCC
dokularinda dozaj etkisine sahip bir ekspresyon kantitatif lokusudur. Glutamat reseptorii
GRIK1, HCC’deki fonksiyonel rolii deneysel olarak gdsterilmemesine ragmen kanser
gelisiminde rol oynar. Bu iliski heniiz tekrarlanmamis veya onaylanmamistir. Son

zamanlarda fonksiyonel bir genomik yaklasim tiimor baskilayici gen EPB41’i
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diizenleyen ve HCC’ye yatkinlikla iliskili bir c-Myc baglayict SNP’yi ortaya
cikarmistir. Arastirmacilar tanimlanmis fenotipler ve replikasyon ile HCC’nin GWAS

calismalaria daha fazla ihtiya¢ duyuldugunu vurgulamistir™”.

2.10.2. Cevresel Faktorler
2.10.2.1. Somatik Mutasyon

Somatik mutasyonlarin ¢ogu rastgele meydana gelen ve timdr hiicreleri igin
secici bir avantaj saglamayan tiimor biiyiimesi siirecinde olusan zararsiz mutasyonlardir.
Driver mutasyonlar1 segici biiylime avantaji saglar ve normal bir hiicrenin kanser
hiicresine  doniisiimiine sebep olur. Timoér vakalarinda tekrarlayan kodlama
degisiklikleri olas1 kanser driver mutasyonlarini tanimlayabilir. Timor ve timor
olmayan dokulardaki genom ve egzom dizilimi kanser tiirlerinde tlimor gelisiminde
somatik mutasyonlarin ve yapisal degisikliklerin 6nemini ortaya koymustur ve kanserin
hedef organlarindan ziyade (BRAF V600E, KIT, EGFR ve ERBB2) molekiiler
degisikliklere veya genomik simiflandirmaya dayanan daha etkili tedavi yontemlerine
yol agmistir. HCC’deki tekrarlayan somatik mutasyonlar bilinen bazi kansere bagh
genlerde ve yolaklarda tanimlanmistir. Bunlar telomer bakimi i¢in gereken genleri,
hiicre ¢ogalmasini, hiicre dongiisii diizenlemesini, epigenetik modifikasyonu diizenleyen
Wnt sinyal yolunu, PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf/MAP, oksidatif stres ve JAK/STAT
yollarim1 igerir. Kopya sayist degisiklikleri bazi onkogenlerin kromozomal fokal
amplifikasyonlarindan ve daha az siklikla timér baskilayicilarin  homozigot
delesyonlarindan kaynaklanir. Tekrarlayan fokal amplifikasyonlar TERT ve MET’de
goriiliirken tekrarlayan homozigot delesyonlar CDKN2A ve ARID1A digerlerinde

bildirilmistir**>”.

2.10.2.2. Tekrarlayan Somatik Mutasyonlar

TERT geni genomik biitiinliigii koruyan bir katalizor telomeraz alt iinitesini
kodlar. TERT ekspresyonu somatik hiicrelerde baskilanir, ancak kendini yenileyebilen

dokulardaki proliferatif hiicrelerde baskilanmaz. TERT promotdriindeki somatik
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mutasyonlar ¢oklu kanser tiplerinde bulunur. Kanser hiicreleri ile iligkili 6limsiizliik,
telomerazin asir1 ekspresyonuna atfedilir. TERT promotdr mutasyonlar: transkripsiyon
faktorleri i¢in potansiyel bir baglanma bolgesi olusturur ve artmis promotor aktivitesi ve
TERT ekspresyonu artan telomeraz aktivitesi ile iliskilidir. TERT promotor
mutasyonlart HCC’de gozlenen en sik rastlanan somatik genetik degisikliklerdir. Genel
olarak yaklasik %60’lik bir prevalansla %30-40 arasinda HBV ile iligkili HCC’lerde ve
%60-80 arasinda HCV ile iliskili HCC’de goriilir’®. HBV ile iliskili HCC’de TERT
promoter mutasyonlarinin diisiik oran1 telomeraz transkripsiyonunu indiikleyen
mekanizmaya ek olarak gorev yapan TERT promotdrine HBV DNA’nin eklenmesi ile
kismen agiklanabilir. TERT promotorii mutasyonlart hepatokarsinogenezin adim adim
gelismesiyle iliskili olarak diisiik dereceli displastik nodiillerin %6’sinda, yiiksek
dereceli displastik nodillerin %19’unda, erken HCC’nin %61’inde ve kiiciik ve
ilerlemis HCC’nin %42’sinde tanimlanmistir. TERT promotér mutasyonlari sirozlu
dokuda yiiksek malign transformasyon riski i¢in bir biomarker olarak kullanilabilir.
TERT promotdr mutasyonlar: genellikle kiiclik tiimoérlerde, diisik AFP serum
seviyelerinde bulunanlarda daha sik goriilmiistir. Bu sebeple TERT promotor
mutasyonlarinin tespiti diisiik serum AFP seviyelerine sahip atipik veya erken HCC

vakalarinin tanisinda yardimer olabilir™.

2.10.3. Viral Faktorler
2.10.3.1. Viral DNA Yiikii

Yiiksek HBV replikasyonu kronik karaciger hastaligi’'ndan HCC’ye ilerlemesi
ile iliskilidir. Yapilan ¢alismada virus titresi diisiik olan kronik karaciger hastalar
arasinda HCC gelisimi i¢in yiiksek risk gésterilmistir56. Diger bir calismada serumdaki
HBV DNA diizeyleri (>10° kopya/ml) ile tasiyicilardaki karaciger hastaliginin histolojik
derecesi veya evresi arasinda bir iliski olmadig belirtilmistir’’. Tayvan’da 3653 HBsAg
pozitif olan biiylik bir prospektif calismada ise HBV DNA seviyelerinin HCC insidansi
ile pozitif korelasyon gosterdigi goriilmiistir. HBV diizeyi 1 milyon kopya/mL’den
daha yiiksek olan bireylerde HCC gelisme olasilig1 300 kopya/mL’den diisiik olanlara
gore 10 kat daha fazla oldugu gosterilmistir’®. Ayrica serum HBV DNA yiikii HCC
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tiimdriin rekiirrensi ile iligkilidir. Viral yiikii 10.000 kopya/mL’den daha biiyiik olan ve
karaciger rezeksiyonu yapilan hastalarda bagimsiz olarak HBV ile iliskili HCC

rekiirrensi ile iliskilendirilmistir’’.

2.10.3.2. HBV Genotipi

HBV genotipleri farkli cografi bolgelere ve etnik topluluklara gore farklilik
gosterir. HCC gelisme sikligt HBV genotiplerine gore farklilik gosterir. Dogu Asya’da
HBV genotip C, genotip B’ye kiyasla daha yiiksek HCC gelisme riski ile iliskilidir®.
HBYV genotip C’li hastalarda serum HBV viral yiikii genotip B ile enfekte olanlara gore
onemli olciide daha cok goriilmiistiir®. HCC gelisme riskinin artmasi genotip C
hastalarinda yiiksek HBV seviyelerine daha uzun siire maruz kalmanin sonucu olarak
aciklanabilir®®. Fakat bir ¢alismada ise genotip B goriillen gen¢ hastalarda ve siroz
olmayan hastalarda daha erken HCC gelistigi gosterilmistir™. Genotip C
enfeksiyonunun hem retrospektif hem de vaka kontrollii ¢alismalarda genotip B’den
ziyade HCC de dahil olmak iizere daha ciddi karaciger hastaligi formlartyla iliskili
oldugu belirtilmigtir. Bu bulgu genotip C’nin genotip B’den daha siddetli karaciger
fibrozu ile iliskili oldugunu 1.106 hastanin prospektif bir ¢alismasinda gosterilmigtir®.
Bu durum muhtemelen gecikmis HBeAg serokonversiyonu, uzamis inflamasyon ve
ilerlemis fibroz veya siroz diizeyinde HCC gelisimi ile iligkilidir. HBeAg ekspresyonu
ile HBV DNA seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu kabul edilmektedir. Bazi
prospektif calismalar bazal serum HBV DNA seviyeleri arttikca HCC gelisme riskinin

arttigim da gostermistir®™ 86,

HBYV genotipleri ile HCC arasindaki korelasyonu arastiran bir meta-analizde
HCC tespiti genotip B i¢in %12 ve genotip C i¢in %25 oranmi belirtilmistir. Ayrica
genotip C hastalar1 ile daha ciddi karaciger hastaliklari arasinda bir iligki oldugu
bildirilmistir. Ayrica genotip A (%4) ve genotip C (%11) de benzer HCC gelisme
sikhigma sahiptir®”. Hindistan’da Ghosh ve ark®. HBeAg-negatif kronik HBV
enfeksiyonu olan genotip D hastalarinda ileri klinik evre ile mutasyon siklig1 arasinda
bir iliski oldugunu gostermistir. Bu mutasyonlarin ¢ogu transkripsiyonu diizenleyen

bolgelerde lokalize olmustur. Bu sonuca gore pre-S bolgesindeki delesyon karaciger
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sirozunun en 6nemli sebebidir. Ayrica klinik olarak 6nemli olan tek mutasyon ektopik
bolgenin disindaki HBV kor proteini C terminalinde S183P olarak tanimlanmig ve bu
HBV genotip D’nin aktif olmayan bir tasiyic1 durumdan KHB ve karaciger sirozunun
ilerlemesine neden olmustur. Bu sebeple yiiksek riskli hastalarin hastaligin
ilerlemesinden dnce viral genomik markerler kullanilarak tanimlanabilecegi ve boylece

karaciger sirozu ve HCC insidansinin azaldig1 belirtilmistir.

2.10.3.3. HBY Mutasyonu

HBV DNA replikasyonundan dolayr hizli mutasyon gegirir ve HBV revers
transkriptazin geri okuma fonksiyonu olmadigindan dolayr diger DNA viruslarina gore
cok daha yiiksek oranda meydana gelir Tahmini niikleotidlerin yer degisim orani diger

DNA viruslarinda daha yiiksek fakat RNA viruslarindan daha diisiiktiir®.

2.10.3.3.1. Pre/S Bolgesi Mutasyonu

Pre-S mutasyonlar1 6zellikle pre-S1 ve pre-S2 delesyonu ve pre-S2 baslangic
kodon mutasyonlar1 ER stresine, oksidatif DNA hasarina ve genomik kararsizliga yol
acan hepatositlerin ER’den anormal seviyede eksprese edilen zarf proteinlerin
olusumuna sebep olabilir. Bu sitotoksik etkiler karaciger hiicresi hasarina ve
rejenerasyonuna neden olur. Pre-S boélgesinde olusan C2964A, C3116T ve C7A
mutasyonlart HCC gelisme riskinin artmas ile iligkilidir. S genomik bolgesindeki stop
kodon mutasyonlarin transkripsiyonel transaktivasyon aktivitesi ile kesilmis proteinleri
kodlayarak tiimor gelisimini arttirdigl 6ne siiriilmiistiir. S genomik bolgesinde 172 veya
182 pozisyonundaki erken stop kodon mutasyonlar1 karaciger sirozu ve HCC

olusumunda yiiksek risk tasimaktadir*™.

2.10.3.3.2. PreC/C Mutasyonu

Bazal kor promot6r (BCP) mutasyonunu olan A1762T/G1764A HCC igin risk
faktoriidiir. Toplam 1336 HCC vakasimmi iceren 15 prospektif c¢alismanin meta-
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analizinde c¢ift mutasyonlu kisilerde HCC gelisme riskinin 3 kat daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir’'. BCP ¢ift mutasyonunun varligi anti-HBe serokonversiyonundan 6nce
HBeAg iiretimini ve viral yiikii azaltir. Bununla birlikte HBeAg tliretimini 6nleyen pre-
C stop kodonu G1896A 600 HCC vakasi ile yapilan yeni bir meta-analizde gosterildigi
gibi HCC riskini etkilemiyor gibi goriinmektedir®.

2.10.3.3.3. Polimeraz Mutasyonu

Niikleoz(t)ide analoglar1 (NA) HBV polimeraz/rerverse transkriptaz inhibisyonu
sayesinde HBV DNA seviyelerini azaltmada etkilidir. Bununla birlikte polimeraz/revers
transkriptaz bolgesindeki diren¢ mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasi viral yasamin hayatta
kalma avantaji saglarken NA tedavisinin basarisizligina yol agar. Lamivudin direncli
KHB hastalarinda yapilan bir calismada rtA181T/sW172X mutantinin ortaya ¢ikmasi
HCC riskini arttirmigtir’?.

2.10.3.3.4. X Mutasyonu

HBx proteini biliylime kontroliinii saglayan DNA onarimi1 ve epigenetik
modifikasyonu iceren ¢esitli konak hiicresel genlerin transkripsiyonel bir aktivatoriidiir.
HBx hepatokarsinogenezde yer alan Ras/Raf/MAP kinaz yolunu aktive eder ve timor
baskilayict olarak gorev yapan tiimor proteini 53 geni (TP53) ile etkilesime girer. HBx
genindeki belirli nokta mutasyonlar1 6zellikle K130M ve V1311 ¢ift yerdegisimleri
karaciger sirozu ve HCC hastalarinda kronik hepatit B hastalarina gore daha sik goriiliir.
BCP’nin HBx ile kismi Ortiigmesi nedeniyle ayni niikleotid yerdegisimleri hem HBx
K130M ve V1311 hemde BCP A1762T/G1764A degisiklikleri ile sonuglanir. HBx
mutasyonlariin artmasi HCC gelismesi ile iliskilidir. Cift xK130M+xV1311 ve iglii
xK130M+xV1311+xV5M mutasyonlart HCC riskini 4-5 kat arttirmistir. Ayrica 10, 30,
38, 88, 94 ve 144. bolgesindeki aminoasit yerdegisimlerinin de HCC ile iliskili oldugu

bildirilmistir*®".
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2.10.3.4. HBY DNA Entegrasyonu

Konak genomuna HBV DNA entegrasyonu hepatokarsinogenezin Onemli
molekiiler mekanizmalarindan birisidir. HBV DNA entegrasyonu hem akut hem de
kronik evrelerde meydana gelir. HCC dokularinin %75-90’inda tespit edilebilir HBV
DNA entegrasyonu dogrudan gen bozulmasina, konak¢i genlerin HBV promotorlii
transkripsiyonuna, viral konak transkript flizyonuna sebep olabilir ve proto-
onkogenlerin aktivasyonuna veya timor baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol
acabilecek genom kararsizligina neden olabilir. HBV entegrasyonundan kaynaklanan
hiicresel ve viral genlerin onkojenik aktivitesi hepatokarsinogeneze yol acan genetik
eksikligi olan hiicrelere secici bir biiylime avantaji saglar. Gelismis genom sekans
teknolojisi HCC’lerde  HBV entegrasyon bdlgelerinin tarafli olmayan genom
taramalarma olanak saglamistir’’. HBV entegrasyon bolgeleri biitiin genomda rastgele
dagitilir. Kansere bagl bircok gende tekrarlayan HBV entegrasyon boélgeleri tespit
edilir. En yiiksek HBV entegrasyonu frekanst TERT geninde tespit edilir. TERT deki
entegrasyon TERT gen ekspresyonu ile iliskilidir. TERT geninin yeniden aktivasyonu
muhtemelen kronik HBV enfeksiyonu sirasinda erken klonal avantaj saglar. Biitiin
genom sekanst HCC tiimdrlerinde TERT lokusunda HBV entegrasyonunun klonal
genislemesini tanimlayarak karaciger kanserogenezindeki roliinii ortaya koymustur.
MLL4 ve CCNEI1 dahil olmak tizere HCC karaciger dokusunda HBV entegrasyonu i¢in
yaygin olarak tanimlanmus tekrarlayan hedef genler bulunur’*. Cok sayida entegrasyon
bolgesi olan kisilerde HCC’nin sagkalimi olumsuzdur. Entegre HBV genomunun
kendisi onkogenik olabilir. Entegrasyondan sonra HBx’in 3’ ucu siklikla ¢ikartilir, bu
da HCC’nin baglatilmasina ve ilerlemesine katkida bulunan C-terminali ile kesilmis
HBx proteinine yol agar. Kesilmis HBx proteininin hepatositlerin transformasyon
yetenegine katkida bulundugu ayrica hepatoma hiicre invazyonu ve metastazi arttirdigi
gibi, hiicresel proliferasyonu arttirmak i¢in C-Jun/MMPI10 aktivasyonunu indiikledigi
bildirilmistir”. Kesilmis HBx ¢esitli c¢alismalarda timor olmayan dokularla
karsilastirildiginda tiimorlerde anlamli olarak daha fazla bulunur ve HCC dokusunda
kesilmis HBx ekspresyonu hastanin sagkaliminin azalmasi ile iliskilidir. HBV
entegrasyon bolgelerinin kantitasyonu HCC sagkalimint 6ngérmede prognostik degere

sahip olabilir.
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2.10.3.5. HBx Proteini

HBx yaklasik 17 kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahip yiiksek oranda korunmusg
154 amino asit’lik bir proteindir. HBx hem gen hem de protein i¢in verilen addir. Cilinkii
amino asit dizisi bilinen herhangi bir proteine homolog degildir. Cogunlukla
sitoplazmada ve daha az oranda hepatosit ¢cekirdeginde lokalize olur. HBV DNA konak
genomuna entegre edilebildiginden HBx geni HBV replikasyonu olmasa bile insan
HCC hiicrelerinde muhafaza edilebilir ve kopyalanabilir. HBx hiicresel transkripsiyonu
protein yikimini ve hiicresel proliferasyon ve apoptozu diizenler. HBx dogrudan
DNA’ya baglanma yerine protein-protein etkilesimleriyle hiicresel promotorler {izerinde

etki eder.

HBx’in epigenetik molekiillerin (miRNA’lar ve IncRNA’lar) ve ¢esitli genlerin
serbest birakilmasina yol agan olaylarin (Metilasyon ve Asetilasyon) ekspresyonunu ve

aktivitelerini degistirdigi bildirilmistir’.

2.10.3.5.1. Transkripsiyonel Transaktivator

HBx proteini giiclii bir transaktivator olarak gorev yaptigi gesitli viral ve
hiicresel promotorleri etkileyebilecegi goriilmiistiir. Transkripsiyonel aktiviteyi temel
olarak dogrudan protein-protein etkilesimi yoluyla diizenler. HBx’in fonksiyonu
bulundugu bolgeye gore degisir. Sitoplazmik HBx hiicre i¢i sinyal iletimini kademeli
olarak degistirir ve niikleer HBx ise dogrudan transkripsiyon faktorlerini engelleyebilir
veya transkripsiyon faktoriine benzer bir fonksiyon gosterebilir. Bu sebeple HBx
sitoplazmada MAPK/ERK yolu gibi sinyal iletim yollarini uyarir. Ayn1 zamanda c-Myc
ve c-Jun gibi proto-onkogenlerin ekspresyonunu, NF-xB, AP-1, AP-2 ve RNA
polimeraz II’'nin RPBS5 alt birimini, TATA baglayict protein ve ATF/cAMP cevap
elemani baglayic1 protein (CREB) gibi transkripsiyonel faktorlerin ekspresyonunu

diizenleyen transkripsiyonel transaktivator olarak gorev yapar’ .

HBx ile dogrudan etkilesime giren TNF-a sinyalinde Smad4 ve niikleer faktor
aktif T hiicreleri, fosfonenol piruvat karbokskinaz ekspresyonunda COX-2,46 ve

retinoid X reseptdrii gibi daha fazla hedef protein tanimlanmistir’®. Ayrica IL-6 ve IL-
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8’in regiilasyonu, nitrik oksit sentetazin indiiksiyonu ve Fas ligand1 gibi konak genleri
dolayli olarak HBx’den etkilenmektedir. NF-kB ve AP-1’in HBx’den dogrudan veya
dolayli olarak etkilendigi bildirilmektedir. HBx tarafindan NF-kB aktivasyonu p105
Onciisii gibi inhibitdr proteinlerle dogrudan etkilesime girer. Ayrica HBx NF-kB ve AP-
1’e transkripsiyonuna bagl sinyal yollarini diizenlemek i¢in MAPK/ERK, stresle aktive
olan protein kinaz (SAPK)/c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve protein kinaz C (PKC)
bilesenlerini aktif eder. Mekanizma ne olursa olsun HBx kaynaklt NF-kB ve AP-1
aktivitesi hiicre dongiisii ilerlemesini hizlandirir, proliferasyonu arttirir ve apoptozu

baskilayabilir’’.

2.10.3.5.2. Sinyal Yollari

Sinyal yollar1 yaygin olarak karsinogenez ile ilgilidir. Onemli bir onkoprotein
olan HBx HCC gelisimi sirasinda bircok sinyal yolu ile etkilesime girer. Onceki
caligmalar farkli yolaklardaki HBx ekspresyonu ile iliskili temel molekiiller iizerine
odaklanmis, arastirmadaki ilerlemelerle birlikte bu ifade degisikliklerinin arkasindaki
mekanizmalar daha da aydmnlatilmistir. Notch sinyal yolu evrimde biiyiik Olclide
korunur ve hiicre ¢gogalmasini, farklilasmasini ve apoptozu etkiler. Caligmalarda HBx’in
hepatokarsinogenezi indiiklemek i¢in Notch yolunu aktif edebilecegi gosterilmistir.
Ancak Notchl’den Notch4’e dahil dort transmembran reseptoriinden hangisinin oldugu
belirtmemistir. Bir c¢alismada y-sekretaz inhibitoriiniin HBx ile enfekte olmus
hiicrelerde sahip oldugu etkiyi gozlemleyerek HBx ve Notch yolu arasindaki baglantiy1
kurmay1 amaclamistir. Bununla birlikte Notch yolundaki dort reseptoriin tiimii bloke
edilmis, bu sebeple hangi reseptorlerin HBx ile etkilesime girdigi belli olmamistir.
HepG2X hiicrelerinde HBx’in hem Notchl hem de Notch 4’iin ekspresyonu upregiile

olarak bulunmustur’”.

PIBK/mTOR yolu ayrica hepatokarsinogenezde hayati 6nem tasir. Bu yolun
aktivasyonu Ras, Scr ve CXCR4 ekspresyonunu upregiile diizenleyerek kanser
hiicrelerinin ilerlemesini, invazyonu ve metastazi tesvik eder. Son ¢aligmalarda upregiile
edilmis AFP, fosfataz ve tensin homologuna (PTEN) baglanabildigini ve PI3K/mTOR

yolag1 {lizerindeki inhibisyonunu zayiflatabildigini ortaya koymustur. Bu
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upregiilasyonun HBx tarafindan indiiklendigi gésterilmistir79. Salgilanmig krvriklikla
iligkili proteinler (Secreted Frizzled Related Protein 1; SFRP’ler) Wnt ligandlarina
baglanabilen ve hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve metastazi i¢eren bir yol olan Wnt /-
katenin sinyal yolunu antagonize eden hiicre dis1 glikoprotein ailesidir. HBx tarafindan
indiiklenen hepatom hiicrelerinde SFRP1 ve SFRPS5 ekspresyonundaki azalma
promotorlerine DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) ve DNMT3’iin alinmas1 ve daha sonra
hipermetilasyon ile iligkilidir. SFRP’lerin bu ekspresyonu Wnt yolu {izerindeki
antagonistik etkiyi azaltarak epitelyal mezenkimal gecise (EMT) sebep olur ve

hepatokarsinogeneze katkida bulunur’’.

Kompleks sinyal yollarinda biiylik Olgiide biiylime faktorleri, sitokinler ve
hormonlar aracilik eder. Bu faktorler hiicre proliferasyonunu artirabilir veya inhibe
edebilir. Ayrica uygun hedef hiicrelerde bir dizi farklilastirilmis cevabi indiikleyebilir.
Bir biiylime faktoriiniin reseptorii ile onun spesifik baglanma etkilesimi hiicre ici
biyokimyasal olaylar1 aktif eder. Biyokimyasal sinyallerin niikleusa transformasyonu
mitojenik cevapda rol alan genlerin ekspresyonunu etkiler. Bu sebeple sinyal
transdiiksiyon yolunun bir bileseninin inhibisyonu hiicrede bagka bir yolun
diizenlenmesi ile telafi edilebilir. Bu yollar kanserde siklikla uygun olmayan sekilde
aktif edilir. Sinyal iletim yollarinin bozulmasinin insan kanserinde yaygin bir olay
oldugu ve terapotik miidahale icin bir hedef sagladigi goriiliir. Benzer sekilde
hepatositlerdeki sinyal iletim c¢ogalma, farklilasma veya Oliim gibi sinyallere
doniistiiriir. Ayrica enfekte olan hepatositler genellikle siroz ve HCC’ye ilerleyen bir
stirecte hem virusun hem de hiicrenin simbiyotik hayatta kalmasini maksimize etmek

icin biiyiime ve hiicre 6liimiine yol agan sinyal iletim yolaklarim diizenler™.

2.10.3.5.3. DNA Hasar

DNA hasar1 HCC karsinogenezini baglatan kilit mekanizmalardan birisidir. HBx
DNA onarim yolunun integral bir bileseni olan 10 polipeptidin ¢coklu protein kompleksi
olan transkripsiyon faktorii IIH (TFIIH) etkilesimi ile HCC kanserogenezini baslatmak
icin DNA onarmmini engelleyebilir. HBx ultraviyole duyarliligini artiran ve DNA tamir

kapasitesini azaltmasini saglayan TFIIH’in fonksiyonunu engeller. HBx proteininin
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yapisi ile baz eksizyon onarimi (Base Excision Repair; BER) yolundaki kilit bir enzim
olan insan timin DNA glikosilazinin (TDG) merkezi alan1 arasinda carpici bir benzerlik
vardir. Bu benzerlik HBx’in BER yolunu inhibe etmesini saglar. Insan 8 oksoguanin
DNA glikosilaz 1 (hOGG1) ve DNA glikosilaz oksidatif DNA hasarinda gorevli iki
DNA onarim enzimidir. HBx ile enfekte olmus hiicrelerde transkripsiyon seviyesinde
hem hOGGI’in hem de DNA glikosilazin hafif bir azalmasi ve bir mRNA seviyesinde
DNA glikosilazin 6nemli bir azalmast HBx’in karaciger hiicrelerinde DNA onarim

islemini engelleyebilecegini gostermektedir’®®'.

2.10.3.5.4. Oksidatif Stres

Hiicre i¢i redoks durumu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi fonksiyon
bozuklugu, mutasyonlar ve toksisite dahil olmak iizere bir dizi hiicre hasarina neden
olabilir. NAD(P)H kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1), dopamin tiirevi kinon molekiilleri
ve ROS detoksifikasyonuna katilan bir faz II enzimidir. HBx NQO1’in transkripsiyonel
regiilasyonu ile mitokondriyal hasara ve oksidatif strese sebep olabilir. HBx kaynakli
ROS ayrica, mitokondriyal DNA’da mutasyon ve karsinogenezi ortaya ¢ikardigi
diistiniilen niikleus DNA’sindan daha siddetli DNA hasarima neden olabilir. Bu etki
HBx’in C terminalinin kesilmesiyle ilgilidir. Bunun aksine HBx’in ayrica, piruvat
dehidrojenaz kinaz 4’tin ve Mn siiperoksit dismutazin (SOD) bir aktivatorii olan
Forkhead kutusu smnifi O4’iin (Foxo4) upregiilasyonu yoluyla anti-oksidatif stres

fonksiyonlarini yerine getirdigi rapor edilmistir®*.

2.10.3.5.5. immiin Sistem

Hiicresel dogal bagisikliktan virusun kagmasi enfekte hepatositlerde HBV nin
hayatta kalmasi i¢in koruyucu bir faktordiir. Toll like reseptér 3 (TLR3) dogal
bagisiklikta 6nemli bir hedef tanima reseptorii (PRR) iken TIR-bolgesi igeren adaptor
interferon (TRIF) onun uyaricisidir. HBx, TRIF ekspresyonunu proteazom bagimli bir
sekilde azaltarak TLR3 sinyal yolunu zayiflatabilir. Bu, HBV replikasyonuna katkida

bulunur ve virusun dogustan gelen bagisikliktan kurtulmasimi saglar. Erken HBV
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enfeksiyonunda dogal immiin aktivasyon gostergesi olan IFN-B aktivasyonu yoktur.
Interferon promotér stimiilatorii 1 (IPS-1) IFN-p iiretimi icin gereken kinazi alabilen
baska bir PRR adaptoriidiir. HBx IPS-1’e baglanarak IFN-B sinyalini azaltir. Bu,
HBV’nin bagisiklik sisteminden kagmasi icin baska bir yoldur. Akut enfeksiyonda veya
karaciger hastaligimin erken evrelerinde HBV’ye 0zgili sitotoksik T lenfositleri
(CTL’ler) HBV’u ortadan kaldirabilir. T hiicreleri, prekiirsor B hiicreleri, monositler ve
notrofiller gibi kemokin ¢ekici immiin hiicrelerin olusumu karacigere zarar verdigi
gosterilmistir. Bu tiir kemokin endoplazmik retikulum stres yoluyla HBx tarafindan
indiiklenen stromal hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-1)’dir. Karacigerde bulunan bagisiklik

hiicreleri daha ciddi bir kronik hepatit tablosu ile ortaya ¢ikarir’®®’.

2.10.3.5.6. Apoptoz

HBx apoptozu farkli sekillerde etkileyerek HCC’nin ilerlemesine katkida
bulunur. HBX’in apoptoz iizerinde ya inhibe ettigi ya da etkisinin olmadig
gosterilmistir. HBx miktarinin artmasi apoptozu destekledigi ve diisiik seviyelerinde
engelledigi bildirilmistir. Anti-apoptotik 6zelliginin 6rneklerinden biri, sitoplazmada
p53’iin kompleks olusumunu ve ayrilmasini igerir. Sonug olarak, pS3 apoptotik yolda
gerekli olan ve bdylece hiicre sagkaliminin artmasina neden olan Bax, p21 veya Fas gibi
efektor molekiillerini upregiile olarak diizenleyemez. HBx fosfatidil inositol-3 kinaz ve
AKt yolunun indiiksiyonu sayesinde H-ras onkojeni ile iligkili kaspaz 3 fonksiyonunu
inhibe ederek HBx-P3KAkt-Bad yolu sayesinde p53 kaynakli apoptozu Onler. Anti-
apoptotik proteinin konsantrasyonundaki artis bu kategorideki p38/MAPK yolu ile etki
yapan baska bir 6rnektir®. HCC’de yiiksek oranda eksprese edilen ve p53’in
karsisindaki HBx’in etkilerine aracilik eden bir bagska molekiil siklooksijenaz-2 (COX-
2)’dir. COX-2/PGE2 yolunun aktivasyonu HBx ekspresyonu tarafindan elimine edilen
p53 kaynakli apoptozun ortadan kaldirilmasina yol acar. Buna karsilik HBx’in dogrudan
sitoplazmik sitokrom c, kaspaz-3 benzeri aktivite ve niikleer parcalanmay1 indiikleyerek

apoptoza sebep oldugu HeLa, Hep3B ve HepG2 hiicre kiiltiiriinde gosterilmistir®*°,

TNF-a ile iliskili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) tiimor nekroz faktorii

siiper ailesinin bir iiyesidir. TRAIL’in goérevi temel olarak tiimor hiicrelerinde hiicre
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apoptozisini indiiklemektir. HBx, iki 6lim reseptoriinden biri olan TRAIL-R2 (DRS)
ekspresyonunu indiikleyebilir ve TRAIL kaynakli apoptozu tesvik edebilir. Bununla
birlikte, NF-B yolu ayrica DR5’in upregiilasyonundan da sorumludur. A20 kaspaz-8
cogalmasini diizenleyen ve aktivitesini inhibe edebilen E3 ubikuitin ligazidir. Kaspaz-
8a TRAIL sinyal mediyatorii olarak bilinir. HBx A20’nin ekspresyonunu inhibe ederek
kaspaz-8’in inhibisyonunu azaltir ve bdylece hepatositleri TRAIL kaynakli apoptoza

duyarli hale getirir®®.

B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ve miyeloid hiicre 16semi-1 (Mcl-1) iki apoptoz
inhibisyon genidir. HBx’in Bcl-2 ve Mcl-1 ekspresyonunu arttirdigi ve hepatik
progenitor hiicrelerde karsilik gelen Bcl-2 ile iligskili X proteinini (Bax) diisiirdiigii
bulunmustur. Kaspaz-9 ve kaspaz-3’te bir diisiis ve p-kateninde bir artis gézlenmistir.
Bu, HBx’in hepatik progenitor hiicrelerde apoptozu inhibe ettigini gosterir. Tiim etkileri

g6z Online alindiginda HBx hem apoptoz hem de anti apoptoz fonksiyonuna sahiptir87.

2.10.3.5.7. Epigenetik

Son zamanlarda, HBx tarafindan baslatilan epigenetik mekanizmalarin HBV
aracilt HCC’de yer aldig1 gosterilmistir ve daha da 6nemlisi, bu ¢alismalar ayrica bu
epigenetik mekanizmalarin virus biyosentezinde bir rolii olduguna dair kanit
saglamistir. DNA metilasyonu, histon asetilasyonu ve kodlayict olmayan RNA
(ncRNA) ekspresyonunu igeren epigenetik degisiklikler son yillarda yogun bir sekilde
incelenmistir. Bu degisiklikler kodlama ve kodlamayan gen ekspresyonunu
etkileyebilir. Epigenetik degisiklikler patojenler, kimyasallar, UV 15181 gibi bircok
faktor tarafindan tetiklenebilir. HBV’nin indiikledigi HCC’de HBx en 6nemli faktor

olarak kabul edilir’®.

2.10.3.5.8. Kodlanmayan (Non-Coding) RNA’lar

Genomdan kopyalanan RNA’larin hepsi kodlayict RNA’lar degildir. Son RNA
sekans verileri, insan genomunun %90’indan fazlasinin ncRNA’lara kopyalandigini

gostermistir. miRNA’lar ve uzun kodlayici olmayan RNA’lar (Long non-coding RNAs;
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IncRNA’lar) ncRNA ailesinin iki 6nemli liyesidir ve fonksiyonlarini transkripsiyonel ve
post transkripsiyonel seviyelere uygularlar. Her ikisi de insan kanserinde ¢ok énemli bir

rol oynamaktadir™.

2.10.3.5.9. HBx Gen Mutasyonu

HCC hastalarinda HBV genomu, tiimdr ile komsu tiimor disi dokular arasinda
farklilik gosteren ve ayrica amino asit yerdegisimi ile sonuglanan niikleotid
mutasyonlari gibi duplikasyon, delesyon ve inversiyon dahil olmak {izere 6nemli yapisal
degisiklikler ile yliksek oranda mutasyona ugrar. HBx geninde konservatif olmayan
yerdegisimler gbzlenmis bu mutasyonlarin HBx proteininin yapisini degistirebilecegini,
dolayistyla tiimorijenik potansiyeli etkiledigini veya HBx proteininin konak immiin
siirveyansindan kagisini kolaylastiracagini diisiindiirmiistiir. Kesilmis HBx proteinleri
de yaygin olarak gozlenmistir. Insanlarda 50 HCC tiimér dokusu numunesinin
incelenmesi, 23’tnde (%46) C-terminali kesilmesinin oldugunu gostermektedir.
Kesilmis HBx proteininin ekspresyonu matris metaloproteinaz 10’u (MMP10) aktive
ederek HepG2 hiicrelerinin invazyon yetenegini arttirir™. Bu kesilme in vitro ve in vivo
olarak daha hizli proliferasyona ve daha diisiik apoptotik frekansa yol agar. Kesilmenin
derecesi de onemlidir. Bir ¢calismada C terminalinin 14 ve 23 amino asit kesilmesinin
HBx seviyelerini diislirecegini gostermektedir. NF-f aktivitesi ve HBV replikasyonu
HepG2 hiicrelerinde de tam uzunluktaki HBx’den ¢ok daha diisiiktiir. C-terminali,
HBx’in subseliiler yerlesimi i¢in hayati dneme sahiptir. C-terminalinin 44 (111-154)
amino asitleri mitokondriyal hedefleme icin yeterlidir. Kesilme durumunda, 7 amino
asit (111-117) HBx i¢in mitokondriyal hedefleme sekanst (MTS) yeterlidir.
Kemoterapiden sonra kalan kanser kok hiicrelerinin tiimoriin yeniden niiksetme sebebi
oldugu diisiiniilmektedir. Kanser kok hiicreleri’nin alt tipi olan pozitif CD133 tiimori

baglatabilir ve kemoterapiye direng gésterebilir76.

HBx geni i¢indeki A10R-S144R c¢ift nokta mutasyonu merkezi ve para-timor
izolatlar1 arasinda bulunmustur. Bu mutasyon hiicre dongiisiinii durdurur ve wild tip
HBx’e kiyasla daha diisiik bir p53 baglama yetenegine sahiptir, bu da p53°e bagh
apoptozu azaltir. Buna karsiik K130M/V1311 mutasyonu HBx’in p53 baglama
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yetenegini artirabilir. Bu ikili mutasyon cesitli insan tiimorlerinde artan hipoksi-
indiiklenebilir faktor-1’in (HIF-1) transkripsiyonel aktivitesini gili¢lendirir. Bu ikili
mutasyonun getirdigi daha giiglii bir ikincil yapinin hipoksi-indiiklenebilir faktor-1a ile

etkilesimin arkasindaki mekanizma oldugu diisiiniilmektedir™.

2.11. miRNA Tarihge

miRNA’larin tarihi mikroskobik solucanlar {izerindeki temel arastirmalarla
baslamistir. Sydney Brenner 1970’lerin ortalarinda Caenorhabditis elegans’da sinirsel
gelismeyi incelerken mutant solucanlarin taranmasi sirasinda lin-4 (hiicre soyadi
anormal) olarak adlandirilan gelisimsel zamanlama defekti (heterokronik mutant) olan
ilk nematodu izole etmistir. Bu 6zel kesif insan biyolojisi ve hastaliklar1 i¢in dnemli
etkiye sahip kavrama yol agmistir. Brenner laboratuvarinda 1980°lerin basinda John
Sulston ile birlikte doktora sonrasi arastirma gorevlisi olarak calisan Robert Horvitz,
ilham verici arayig sirasinda hayvanlarda zamansal gelisim modelinin nasil kontrol
edildigini anlamak i¢in lin-4"i tanimlamistir”’**. Anormal soyun, heterokronik gen lin-
4’teki bos bir mutasyonun (€912) bir sonucu oldugu tespit edilmistir. Lin-4 (e912)
mutasyonunu tasiyan solucanlarda anormal bir yetiskin fenotipi gelistigi i¢in solucanlar
gec larva doneminde gelisimini tamamlayamaz ve yumurtlayamazlar. Larva gelisiminde
L1’den L2’ye gecis i¢in Lin-4 aktivitesi gereklidir. Horvitz laboratuvarinda 1984’de
doktora sonrasi bir arastirmaci olan Victor Ambros, C. elegans’in heterokronik
mutantlarim1 karakterize etmek icin ¢alisirken bos lin-14 mutantlarinda baska bir
heterokronik mutant soyunu bulmustur”. Daha sonra 1987°de Edwin Ferguson ve Paul
Sternberg lin-14 genindeki baskilayict mutasyonlarin lin-4 fonksiyon kaybinda goriilen

fenotipin tersine g¢evirdigini bildirmistir’*"”

. Bu ilging gozlemler lin-4’tin lin-14’1
negatif olarak diizenledigi epistatik bir etkilesime isaret ettigini gdstermistir. Lin-4’lin
gen Urlinliniin ilk varsayimi lin-14’iin negatif regiilatorii olarak gorev yapan bir protein
oldugu ancak bunun sonraki yillarda yanlis oldugu ispatlanmistir. Ambros 1989 yilinda
lin-14 genini klonlamak i¢in Ruvkun ile ¢caligmis, Ambros lin-4 genine ve Ruvkun lin-

14 genine odaklanmigtir”.

Ambros ile birlikte Rosalind Lee ve Rhonda Feinbaum, lin-4 geni i¢eren 700-bp

uzunlugunda bir fragment bulmuslar ancak konvansiyonel baslama ve durdurma
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kodonlarin1 bulamamislardir. Buna ragmen varsayilan agik okuma c¢ercevesine
mutasyonlar yerlestirmesine ragmen lin-4 fonksiyonu degismeden kalmistir. Bu nedenle
Ambros lin-4’iin bir proteini kodlamadigi sonucuna varmistir. Ayrica 22 nt ve 61 nt
uzunlugunda kodlanmayan iki kiiciik lin-4 transkriptini tanimlamistir. Ote yandan
Ruvkun, Bruce Wightman ve Ilho Ha ile birlikte lin-4 kiiglik RNA’lara sekans
tamamlayicilik gdsteren lin-14’tin 31 cevrilmemis bolgesinde (UTR) yedi element
tanimlamistir. Bu iki bagimsiz c¢alisma lin-4’{in, bir antisens RNA dubleks etkilesimi
yoluyla bir post-transkripsiyonel mekanizma ile lin-14 {izerindeki etkilerine aracilik
ettigi yeni bir mekanizma kesfetmistir. Heterokronik C. elegans mutantlarinin
tanimlanmasiyla baslayan bu ¢alisma kodlamayan bir RNA’nin aracilik ettigi yeni bir

diizenleyici mekanizma tiiriiniin kesfedilmesine yol agmistir’”.

Let-7 C. elegans’in heterokronik bir genidir ve 2000 yilinda ilk miRNA’nin
bulunmasindan yedi yil sonra kesfedilen ikinci miRNA’dir. Reinhart ve arkadaslar let-
7’nin larva gelisiminin L4’ten yetiskinlere ge¢isini kontrol eden 21 nt uzunlugunda

RNA oldugunu bildirmistir”’.

Let-7 aktivitesinin kaybedilmesi gelisiminin eriskin
asamasinda larval hiicre kaderlerinin tekrar ortaya c¢ikmasma sebep olurken let-7
aktivitesinin artmas1 yetiskin kaderlerinin erken yasta ekspresyonuna neden olmustur.
Frank Slack ve arkadaslari, ge¢ larva sathalar1 sirasinda let-7 aktivasyonunun yetigkin
tanimlamasini kontrol eden bir transkripsiyon faktorii olan LIN-29’u olumsuz yonde
diizenleyen LIN-41 hedefini downregiile ederek nematod larva-yetiskin gecisini
diizenledigini kesfetmistir’®. Birkag ay sonra Amy Pasquinelli ve arkadaslari insanlar ve
diger model organizmalar da dahil olmak {izere bir¢ok hayvan tiirlinde let-7 RNA
homologlar1 tanimladiklarini bildirmistir”. insanlarda beyin, kalp, bobrek, karaciger,
akciger, trakea, kolon, ince bagirsak, dalak, mide ve timus gibi dokularin ¢ogunda let-
7’nin farkli ekspresyon seviyeleri saptanmistir. Ayrica let-7 nin aracilik ettigi gelisimsel
diizenlemenin Drosophila ve Zebra baligi dahil olmak {izere diger tiirler arasinda
korundugu, bu da kodlamayan kii¢ciik RNA let-7’nin aracilik ettigi mekanizmanin evrim

yoluyla korundugunu ortaya koymustur'®.
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2.12. miRNA’larin Biyogenezi

Insan genomunun yaklasik %1.5°i toplamda 20.000-25.000 geninin protein
kodlayabildigi bildirilmistir. miRNA’lar intronik ya da genler arasi bolgelerinden
kodlanirken bazi pre-miRNA’lar protein kodlamayan uzun mRNA’larin ekzonlarindan
ya da protein kodlamayan ve kodlayan genlerin intronik  bdlgelerden

kodlanabilmektedir.

miRNA’lar ilk olarak olarak DNA’dan kodlanir bu islem c¢ekirdekte baslar ve
sitoplazmada sonlanir. miRNA’nin biyogenezi; transkripsiyon, ayrilma, disa salinim,
daha fazla ayrilma, iplik¢ik se¢imi ve mRNA ile etkilesim adimlarindan olusmaktadir.
miRNA’y1 kodlayan genler ¢ekirdekte transkripte olduktan sonra bir veya daha fazla sa¢
tokasi iceren pri-miRNA transkriptlerini olusturmak i¢in RNA polimeraz II tarafindan
sentezlenir'®'. Bu pri-miRNA 5’ ucunda 7-metil-guanilat sapkasi ve 3’ ucunda poli A
kuyrugu tasir Pri-miRNA’lar Drosha adli bir RNase III enzimi ve DGCR8/Pasha adli
bir dsRNA baglayic1 protein (dsRBD) igeren bir multiprotein kompleksi tarafindan
kirpilir. miRNA’nin biyogenezinde rol alan bu protein kompleksi ‘microprocessor

complex’ olarak da adlandirilmaktadir®'*

. Kirpilma sonucu 5'-fosfat ve 3'-2-nt
cikintist olan 70 nt uzunlugunda sa¢ tokasi yapinda pre-miRNA olusur. Daha sonra
exportin-5 ve Ran-guanin-trifosfat (GTP) bagimli bir mekanizma ile pre-miRNA’y1
cekirdekten sitoplazmaya aktarilir. Bu translokasyonlu pre-miRNA’lar Dicer enzimi ile
TRBP (Transactivation Response RNA-Binding Protein) ve PACT (Protein Activator of
the Interferon-Induced Protein Kinase) ile kompleks olusturarak ikinci bir RNase III
endoniikleaz araciligiyla kirpilir. Dicer enzimi ile kirpildikdan sonra olgun cift sarmalll
yaklasik 22-nt miRNA molekiiliinii serbest birakmak i¢in pre-miRNA’nin terminal
halkasin1 kaldirir. Olgun miRNA’larin bir zinciri Argonaute (AGO) proteini ile
etkilesime girer ve. mRNA bozulmasini ve translasyonal baskilamay1 ayarlayan RNA
kaynakli susturulmus kompleksinde (RNA-Induced Silencing Complex; RISC) degrade
olur. Bu olusan yapiya pre-RISC ad1 verilir. Cift zincirli yapinin iki ipliginden biri
ayrildiginda olgun RISC elde edilir ve bu isleme “zincir se¢imi” adi verilir. Bu islemin
temel faktorii ¢ift zincirli yapinin ilk 4 niikleotidi tarafindan belirlenir. Bu sebeple zay1f
etkilesimli zincir ucu tercihen gevseyerek klavuz zincir (guide strand) olarak kalir iken
gecici zincir (passenger strand) pargalanacaktir (Sekil 4). Olgun RISC kompleksi
stoplazmada yiiklii miRNA ile eslesebilmesi icin mRNA’y1 bulur. miRNA; mRNA
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eslesmesi, mRNA’nin 3 ‘UTR’si (¢evrilmemis bolge) ile "eslesme dizisi" (seed
sequence) olarak bilinen miRNA’nin 2 ila 8 pozisyonlarindaki kisa bir niikleotit bolgesi
arasindaki Watson-Crick etkilesimleri ile saglanir. miRNA’nin bu genel prensibinin
otesinde mRNA etkilesimi, 5 ‘UTR ile miRNA eslesmesi de tanimlanmis ve klinik

olarak ilgi gérmiistiir'®'®,

DNA dizisinin her zaman olgun miRNA igin sablon olmadigin1 vurgulamak
onemlidir. Ciinkii insan miRNA’larinin %6°s1 RNA diizenlemesine sahiptir. Baska bir
deyisle tek bir pre-miRNA uzunlugu ve diziliminde isomiR olarak adlandirilan farkli
olgun miRNA’lar olabilir. Diizenleme islemi mRNA hedef se¢imini degistirerek diger
hedefler icin farkli afinite kazandiran "eslesme dizisini" degistirebilir. Bu baglamda
farkli izomiR’lerin hiicreye 6zgii ekspresyonu bu miRNA varyantlariin hiicre tipine

bagli olarak farkli protein ekspresyonu anlamina gelmektedir.

) I
miRINA geni ya da intron Cekirdek | Sjtoplazma

5° CBNA Pol Il /il lTranslm'psiyon

Hedef mRINA'nin yikilmasi  Translasyonel baskilama  Deadenilasvon

Sekil 4. miRNA’larin biyogenezi
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2.13. miRNA ile fliskili HBV Enfeksiyonu

Hiicresel miRNA’lar kendi fizyolojik fonksiyonlarmma bagli  olarak
transkripsiyonel transaktivator HBx proteini, HBV gen ekspresyonunu ve
replikasyonunu negatif veya pozitif bir sekilde modiile edebilir. Bunu dogrudan viral
transkriptleri hedefleyerek veya dolayli olarak HBV gen ekspresyonu ve replikasyonu
icin gerekli kritik transkripsiyon faktorlerini ve konak immiin sistemini diizenleyerek
basarir. Cogu miRNA HBYV replikasyonu {izerinde inhibe edici bir etki gostermesine
ragmen miR-1 dahil olmak {izere birkagc miRNA’nin HBV replikasyonunu arttirdigi
bildirilmistir. Tiim olumlu ve olumsuz etkiler gz Oniline alindiginda, birlikte
alindiginda, miRNA’larin HBV enfeksiyonu {izerinde olumsuz bir etkisi oldugu

goriilmektedir'®.

2.13.1. HBV Enfeksiyonunda immiin Sistemini Diizenleyen miRNA’lar

Konak immiin cevab1 HBV enfeksiyonunun temizlenip temizlenmedigini kismen
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Bu ortamda HBV’nin antiviral bagisiklik tepkilerini
bastirmak ve boylece replikasyonunu kolaylastirmak igin stratejiler gelistirmesi siipriz
degildir. Immiin sistemdeki rolleri kesiflerinden bu yana yogun bir sekilde ¢alisilmis
olan miRNA’larin son zamanlarda HBV enfeksiyonunda immiin yanitin diizenleyicileri
lizerinde rol oynadigi gésterilmistirm. Bir¢ok c¢alismanin  sonucu memeli
organizmalarinin interferon (IFN) sistemi sayesinde HBV enfeksiyonuna karsi
savunmak i¢in miRNA’lar1 kullanabilecegi fikrini desteklemektedir. Ornegin, miR-155
sitokin sinyal 1 ekspresyonunun supresor etkisini baskilayarak ve ardindan Janus kinaz /
sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivator (JAK/STAT) yolagini aktif ederek
dogal antiviral immiiniteyi artirabilir ve bdylece HBV gen ekspresyonunu inhibe
edebilir. Bu yiizden onkojenik 6zelligi olan miR-155’in kalic1 bir sekilde yiikselmesi
hepatokarsinogeneze katkida bulunabilir. miR-548 IFN-A1’in 3’ ucunu hedeflemesi ile
birlikte IFN-A1 ekspresyonunu inhibe ederek viral replikasyonu kolaylastirir. Ilging bir
sekilde endojen miR-548 seviyeleri HBV enfeksiyonu sirasinda baskilanir ve bu,
konagin viral enfeksiyona karsi koruyucu bir reaksiyonu olabilir. Bu miRNA’larin

insanlarda antiviral savunmalarda rol oynadigi goriilmesine ragmen viruslarin bu
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miRNA’lar1 immiin eliminasyondan kaginmak ve kalici bir enfeksiyon olusturmak igin

kendi replikasyonlarini bastirdigi iddia edilmektedir'®.

Buna karsin bazt miRNA’lar virus tarafindan bagisiklik sistemini zayiflatmak
icin kullanilabilir. Wang ve ark. kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda upregiile
miR-146a’nin dogrudan STATI mRNA’y1 hedefledigini ve kronik viral enfeksiyon
sirasinda immiin cevaba katkida bulunabilen zarar goérmiis T-hiicre fonksiyonuna yol

19 Kemokin (C—C motifi) ligand 22°nin dogrudan regiilatorii

actigimi ortaya koymustur
olan (CCL22) miR-34a HBV genomunun varliginda baskilanir. miR-34a’nin
ekspresyonunun azalmasi CCL22 sayesinde diizenleyici T hiicrelerinin diizelmesine

sebep olur ve boylece efektor T hiicrelerinin antiviral aktivitesini downregiile eder.

2.13.2. HBV Transkriptlerini Hedefleyen miRNA’lar

miR-32 antiviral aktivite gosteren ilk memeli miRNA’sidir. Bu miRNA primat
koptiklii virus tip 1’in ORF-2’sini hedefleyerek viral mRNA translasyonunu inhibe eder.
Calismalarda miRNA’larin HBV gen ekspresyonunun veya replikasyonunun gen
transkriptlerini  dogrudan  hedefleyerek  baskiladigi  gosterilmistir''*.  HBV
replikasyonunu etkileyen HBV transkriptlerinde hiicresel miRNA’larin hedeflerini
taramak icin Onceki c¢aligmalardan farkli iki yontem kullanilmistir. Birinci yontem,
HBYV gen ekspresyonunu diizenleyen miRNA’larin taranmasi ve daha sonra segilen bu
miRNA’larin baglanma bolgesinin mevcut olup olmadigini belirlemek icin bilgisayar
yazilmi1  kullanarak HBV  sekanslar1 ile eslestirilmesini icerir'”!'"'.  HBV
replikasyonunu ve gen ekspresyonunu etkileyen miRNA’lar1 tanimlamak i¢in Zhang ve
ark. HepG2 2.2.15  hiicrelerini 328 tanimhi insan miRNA’sinin antisens
oligontikleotidleri ile transfekte ederek fonksiyon kaybi yaklasimi kullanmis ve daha
sontra HBsAg ekspresyon seviyesini Olgmiistiir. Antisens oligoniikleotidlerin
transfeksyonu sonucunda miR-184, miR-185, miR-196a, miR-199a-3p, miR-210 ve
miR-217’nin HBsAg ekspresyonunda 1.4-1.6 kat artisa neden oldugunu gostermistir' .
Biyoinformatik analiz kullanilarak yapilan bir calismasinda ise HBsAg kodlama
bolgesinde ve HBV pre-S1 bolgesinde miR-199a-3p ve miR-210 i¢in varsayilan

baglanma yerleri tespit edilmistir''>. Bagka bir calismada Chen ve ark. ilk énce miR-
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122°’nin HBV gen ekspresyonu ve replikasyonu tizerindeki inhibitor etkisini gostermis
ve sonra HBV pre-C mRNA ve pregenomik RNA’nin iist iiste binen bolgesi i¢indeki
miR-122 hedefini tahmin etmek i¢in bilgisayar programlari (RNA22, miRanda ve
TargetScan algoritmalar1) kullanmistir. Ayrica miR-15a ve miR-17-92’nin viral

transkriptleri hedef alarak HBV replikasyonunu inhibe edebilecegi gosterilmistir' .

Buna karsilik, ikinci yontem ilk olarak bilgisayar yazilimi kullanilarak HBV
dizilerindeki insan miRNA’larinin potansiyel hedeflerini ardindan insan miRNA’larina
kars1 duyarlilik i¢in bu Ongdriillen hedeflerin dogrulanmasini igerir. Potenza ve ark.
bilgisayar programi miRanda, miRBase’de listelenen insan miRNA’larinin hedef
bolgelerinin varligir i¢in HBV alt tiplerinin genomlarini taramak i¢in kullanmistir.
Arastirmacilar viral polimeraz ORF ve Ortiisen ylizey antijeni ORF’de kiimelenmis 7
umut verici hedef bolgesi bulmustur. Bu miRNA’lar arasinda hsa-miR125a-5p HBV
genomunun 3037-3065 segmentini susturarak ve viral ylizey antijen mRNA’larinin

translasyonunu engelleyerek salgilanan HBsAg miktarini azaltmstir' .

2.13.3. HBV Enfeksiyonunda miRNA Regiilatorii

HBYV transkriptleri dort promotor ve iki enhancerin (Enhancer I ve II) kontrolii
altindadir HBV transkripsiyonunu diizenlemek i¢in birkag transkripsiyon faktoriiniin ve
niikleer reseptoriin promotdr/arttiric elementlerle etkilesime girdigi gosterilmistir. Bazi
miRNA’lar bu transkripsiyon faktorlerini hedefleme yetenegine sahiptir ve bu
yeteneginden dolay1t HBV gen ekspresyonunu ve replikasyonunu inhibe ederler. CAAT
arttirict baglanma proteini (C/EBP) HBV arttiric1 II ve kor promotoriinii baglayarak ve
artirarak HBV transkripsiyonunu baslatir. Dogal bagisikligin diizenlenmesi disinda,
miR-155’in HBV transkripsiyonunun downregiilasyonu ile sonuglanan C/EBP’yi
negatif olarak diizenledigi gosterilmistir. Protein kinaz cAMP’ye (siklik adenozin
monofosfat) bagimli katalitik B, cAMP cevap element baglayici proteinin (CREB)
fosforilasyonunu indiikleyebilir ve CREB’nin HBV promotoriinden ayrilmasina sebep
olabilir. CREB’nin HBV promoterine baglanmast HBV replikasyonu ve gen
ekspresyonu i¢in gerekli oldugundan CREB’nin dolayli fosforilasyonu ile onun

regiilatorii olan miR-372 HBV transkripsiyonunda downregiilasyonu ile sonuglanir'®’,
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HBV promoterlerini baglayan ve aktive eden peroksizom proliferator ile
aktiflestirilen reseptor alfa (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha; PPAR«)
HBV replikasyonunda kritik bir role sahiptir. miR-141 mimikleriyle yapilan
transfeksiyon PPARa ekspresyonunu hem transkripsiyonel hem de translasyonel
seviyelerde baski yapabilecegini gdstermis daha sonra HBV promotor transkripsiyon
aktivitelerini inhibe ederek HBV replikasyonunu baskiladigi gosterilmistir. p53 HBV
arttirict elementlere baglanabilir ve HBV replikasyonunun baskilayict olarak gorev
yapabilir. P53’tiin HBV replikasyonu {izerindeki inhibit6r etkisi siklin Gl’in p53 ile
etkilesime girmesini ve HBV arttirict elementlere spesifik baglanmasini bloke etmesini
onleyen miR-122 ile korunur. Anti-HBV enzimi olan hem oksijenaz-1 (HO-1) miR-122
ile ayn1 anda hedeflenir. Bu nedenle miR-122 HO-1 aracili antiviral aktiviteye baski

yaparak da HBV enfeksiyonunu baslatabilir'".

Bunun aksine baska miRNA grubu HBV replikasyonunu negatif olarak
diizenleyen proteinleri hedefleyebilir. HBx baglayici bir protein olan HBxIP, HBV
replikasyonunu transaktivasyonu i¢in gerekli bir alan ile etkilesime girerek azaltabilir.
Ancak miR-501 HBXIP ekspresyonunu negatif olarak diizenleyerek HBV
replikasyonunu kolaylastirabilir. Transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor I/B (NFIB)
HBYV genomunda arttiric1 I ve HBV kor promotoriinii inhibe ederek viral kor ile iliskili
DNA seviyelerinin yani sira viral HBsAg ve HBeAg protein seviyelerini azaltir.
Bununla birlikte NFIB’nin antiviral aktivitesi onun regiilatorii olan miR-372/373
tarafindan kaldirilmigtir. Epigenetik modifikasyonlar genellikle DNA metilasyonunu ve
histon modifikasyonunu igerir. Birgok miRNA’nin HBV enfeksiyonu sirasinda hedef
genlerinde epigenetik modifikasyonlara dahil oldugu goriilmistiir. miR-1 histon
deasetilaz 4 (HDAC4) 1 etkileyerek HBV replikasyonunu dolayl: bir sekilde artirabilir.
Ayrica miR-1 ile transfeksiyon HepG2.2.15 hiicrelerinde HDAC4 protein
ekspresyonunu baskilar. Sonu¢ olarak, HDAC4’iin downregiilasyonu HBV kor
promotoriine baglanan HBV transkripsiyonunu ve replikasyonunu artirabilen farnesoid
X reseptOrii a’nin upregiilasyonu dahil olmak iizere birgcok transkripsiyon faktoriiniin
ekspresyonunda degisikliklerle sonuclanir. Ayrica histon modifikasyonuna katilan
miRNA’lar viral cccDNA metilasyonunu da etkilerek HBV replikasyonunu diizenler.

miR-152’nin DNA metiltransferaz-1’i (DNMT-1) hedefleyerek ekspresyonunu azalttigi
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bildirilmistir. DNMT’lerin ekspresyonundaki degisiklikleri viral DNA metilasyonunu

baslatarak HBV gen ekspresyonunu ve replikasyonunu etkiledigi gosterilmistir'"'.

2.14. HBYV ile iliskili HCC’de miRNA’lar

Kronik HBV enfeksiyonu HCC igin bir risk faktoriidiir. Artan kanitlar, HBV nin
secilmis miRNA’lar1 upregiile ya da downregiile ederek HCC gelisimini baglatan konak
gen ekspresyonunu degistirdigini géstermektedir. Connolly ve ark. HBV ile iliskili siroz
karacigerlerin HCC dokusunun ve normal karaciger dokusunun miRNA profillerini
taramis, siroz ve HCC dokusunda miR-17-92 polististinin ve miR-21’in ekspresyonu

upregiile olarak bulmustur''’

. Gao ve ark. HBV ile iligkili hepatokarsinogenezisin erken
evrelerinde kansere baglt 7 miRNA’nin ekspresyon degisikliklerini arastirmistir. miR-
145 ve miR-199b’nin kalic1 bir downregiilasyonunun yani sira malign 6ncesi displastik
nodiiller ve HCC gelisimi ile iligkili miR-224’lin upregiilasyonu bulmustur. Diger
arastirmalar bu miRNA’larin  HCC hiicre proliferasyonu, gog¢li ve invazyonu
olabilecegini ve ekspresyonundaki degisikliklerin HCC gelisiminde erken olaylar

oldugunu gostermistir' ®.

2.14.1. miRNA’larin Diizensizligi

HBV ile iligkili HCC’de miRNA’larin diizensizliginin sebebi tam olarak
anlagilmamasina ragmen mevcut bulgular HBV’nin 6zellikle HBx’in bu miRNA’larin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigin1 géstermektedir. HBx hiicre ¢ogalmasi, hiicre
dongiisii ilerlemesi, apoptoz, metastaz ve genetik stabilite ile iligkilidir. HBx miRNA
isleminin birden fazla asamasmma etki ederek miRNA ekspresyonunu etkiler.
Transkripsiyonel seviyede HBx miRNA transkripsiyonu i¢in gerekli olan
transkripsiyonel faktorlerini diizenler'”’. Insan kanserlerinde siklikla mutasyona
ugrayan ve tiimor baskilayici olan p53 miR-23a, miR-34, miR-125b, miR-148a, miR-
192 ve miR-200 gibi miRNA’larin promoterlerine baglanarak bu miRNA’larin
diizenlenmesini saglar. Bununla birlikte, HBx p53 ile etkilesime girerek etkisiz hale

gelir, bu da miRNA’larin ekspresyonunun downregiile olmasina yol agar. P53’e ek
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olarak HBx NF-«B ve c-Myc gibi diger bazi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu

inhibe ederek miRNA ekspresyonunu diizenler'".

Anormal DNA metilasyonu
epigenetik mekanizmanin diizenleyicileri olarak gérev yapan miR-10a ve miR-196b’nin
diizensiz ekspresyonundan kaynaklandigini gosterilmistir. HBx tarafindan miRNA gen
promotdrlerinde epigenetik modifikasyonlar, diizensiz miRNA’larin altinda yatan baska
bir dnemli mekanizmay1 temsil eder. PPARy ve retinoid X reseptorii alfa (RXRa)
baglayici kompleks miR-122’nin gen promotdriine baglanabilir ve miR-122
transkripsiyonunu artirabilir. DNA metilasyonu muhtemelen miR-122 ekspresyonunda
negatif bir role sahiptir. Clinkii HCC hiicrelerinin DNA metilasyon inhibitorleri ile
tedavi edilmesi PPARy veya RXRa ile birlikte miR-122 gen promotdriin iligkisini
artirabilir ve miR-122’yi upregille edebilir'®. HBx ile indiiklenen promoter
hipermetilasyonu miR-205 ve miR-132 ekspresyonunun diizenlenmesinde de rol oynar.
miRNA destekleyicileri iizerindeki CpG adalarinin metilasyonuna ek olarak HBx ile
indiiklenen histon modifikasyonu miRNA’larin diizensizligine katkida bulunur. p300
gibi hiicresel histon asetil transferazlar ve HDAC1 gibi histon deasetilazlar HBx
tarafindan diizenlenmektedir. Bir calismada p300 asir1 ekspresyonunun HCC’li
hastalarda gozlenen miR-224 ekspresyonunun upreiliglasyonundan kismen sorumlu
olabilecegi bulunmusturm. Ayrica HBx miR-139-5p, miR-125b, miR-101 ve let-7¢c de
dahil olmak lizere bir¢ok anti-metastaz miRNA’lar epigenetik bir sekilde susturan
histon lisin metil transferaz olan zeste homolog 2’nin arttiricisini diizenleyebilir. HBx
disindaki viral proteinlerin de hiicresel miRNA profillerini etkiledigi bulunmustur.
HepG2 hiicrelerinde HBsAg’nin asir1 ekspresyonu 133 miRNA’lar1 upregiile ederken 9
miRNA’y1 downregiile eder. Ayrica HBx viral RNA’da bazi miRNA’larin
diizensizligine aracilik eder. miRNA kodlayan genler genomun kirilgan bdlgelerinde
bulundugundan HBV DNA’nin konak kromozomlara sik entegrasyonu kromozomal

kararsizlig1 artirabilir, bu da miRNA’larin diizensizligine sebep olabilir'""'?%,

2.14.2. miRNA’larin Tiimér Baskilayicilar1 Uzerindeki Deaktivasyonu

Timor baskilayicilar genellikle HCC’nin baglatilmasinda ve ilerlemesinde
genetik ve epigenetik mekanizmalar yoluyla etkisizlestirilir. Bununla birlikte miRNA

aracili susturma, timor baskilayicilarin kaybinin altinda yatan baska bir 6nemli
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mekanizma olabilir. Ornegin, miR-21, hiicre apoptozunu indiikleyen tiimor baskilayici
olan programlanmis hiicre 6limii 4’i (PDCD4) hedeflediginden onkojenik miRNA
olarak tamimlanmustir'”. miR-21’in HBx tarafindan diizenlenmesi PDCD4’ii
baskilamakta ve sonunda hepatokarsinogeneziyi baslatmaktadir. Ostrojen reseptdrii a
(ERa) disileri 6strojen sinyal yolu ile hepatokarsinogenezden korur. Potansiyel olarak
dogrudan ERa’yr hedef alan miR-22 ve miR-18a gibi bazi miRNA’larin asiri
ekspresyonundan dolay1 Ostrojenlerin koruyucu etkilerini zayiflatir. Bu sebepten dolay1
ERa HCC’lerde onemli 6l¢iide downregiile edilir. Bunun aksine androjen yolunun asir1
aktivasyonu erkeklerde hepatokarsinogenezde tiimor tesvik edici bir faktor olarak gorev
alir. Chen ve ark. androjen reseptorii (AR) ekspresyonun HBYV ile iliskili HCC erkek
hastalarin karaciger dokularinda 6nemli 6l¢ilide arttigini, bu hastalarda yiiksek androjen
yolu aktivitesi oldugunu gostermistir. Transkripsiyon faktdrii olan AR promotor
bolgelerinde karsilik gelen androjen cevap element (ARE) kalintilart ile baglanarak

hedef genlerini aktive eder'>.

2.14.4. miRNA’larin Onkojen Ekspresyonunu Baslatmasi

Onkogenlerin artan ekspresyonu hepatokarsinogeneze katkida bulunan bir diger
onemli faktordiir. Daha Onceki ¢aligmalarda bazi onkogenlerin regiilasyonundan
dogrudan sorumlu olan bir miRNA kiimesi tanimlanmistir. Ornegin, kesfedilen ikinci
miRNA olan let-7’nin c-Myc, RAS, yiiksek hareketlilik grubu AT-hook 2 ve STAT3
iceren bir onkogen kiimesinin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, HBx varliginda let-7 ekspresyonu bastirilarak hedef onkogenlerinin asir1
ekspresyonu ve hepatokarsinogenezin baglatilmast saglanir. Hipofiz tiimoriini
dontistiren gen 1 (PTTG1) baglanma faktorii (PBF), niikleer translokasyonunu
kolaylagtirarak PTTG1’in transkripsiyonel aktivitelerini arttirir. Bu da HCC hiicresi
bliylimesine ve invazyonuna yol agan VEGF, c-Myc ve MMP-2 gibi PTTGI in hedef
genlerinin ekspresyonunu arttirir. Normal olarak PBF ekspresyonu karacigerde spesifik
olan miR-122 ile baskilanir. Ayrica HCC’de miR-122’nin downregiilasyonu PBF’nin
ektopik olarak eksprese edilebilir. miR-15b’nin ekspresyonu HBx tarafindan baskilanir,
bu durum miR-15b, fukosiltransferaz 2 (FUT2) ‘nin hedef geninin ekspresyonuna izin

verir. Upregiile olan FUT2 daha sonra onun asagi yonde olan protein Globo H’yi aktive
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ederek HCC hiicre ¢ogalmasina neden olur. Bu sonuglar HBx, miRNA’lar1 kullanarak
timor olusumunu tesvik ettigini gostermektedir. miRNA’lar ayrica anahtar hiicre
dongiisii  diizenleyicileri ile etkilesime girebilir ve hiicre dongiisii ilerlemesini
diizenleyebilir. Siklin GI’in miR-122 ile regille edildigZi ve miR-122’nin
downregiilasyonunun hiicre dongiisiinii hizlandirdig1 gosterilmistir. miR-16 ailesi siklin
Dlyi hedefleyebilirek G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdurabilir. miR-26a ve miR-195
siklin D1, siklin D2, siklin E2, CDK6 ve E2F transkripsiyon faktorii 3 gibi bircok
molekiilii bastirarak G1/S gecisini bloke edebilir. Bu miRNA’larin downregiilasyonu
hiicre dongiisii kontroliindeki eksiklikten dolayt HCC’nin gelismesine ve ilerlemesine

107
sebep olur o7,

Anormal epigenetik kontrol HCC ilerlemesinde yaygin olarak goriilen bir
olaydir. miRNA ekspresyonunun HBx tarafindan epigenetik diizenlenmesine ek olarak
bircok miRNA kendi epigenetik mekanizmasini diizenleyerek bazi tiimor
baskilayicilarin1 epigenetik bir sekilde susturabilir, ardindan hepatokarsinogenezisi
baslatabilir. miR-152’in DNA metal transferaz 1 (DNMT1)’i diizenleyerek epigenetik
modifikasyonda yer aldig1 gosterilmistir. Kanserli olmayan karaciger dokularindaki
ekspresyonu ile karsilastirildiginda, miR-152 HBYV ile iliskili HCC dokularinda siklikla
downregiile edilir. miR-152’nin azaltilmis ekspresyonu hedef gen DNMTI!’in
ekspresyonunun artmasina neden olur, bu daha iki tiimor baskilayic1 gen olan glutation
S-transferaz pi 1’in (GSTP1) ve E-cadherin 1’in metilasyon seviyelerini arttirir. DNA
metiltransferazi olan DNMT3A miR-101 ile diizenlenir. Bu miRNA baskilandiginda
HCC hiicrelerinde GSTP1, Ras birligi (RalGDS/AF-6) domain ailesi iiyesi 1 ve sikline
bagl kinaz inhibitorii 2A dahil olmak {izere bir¢ok tiimor baskilayici genin anormal
DNA metilasyonuna neden olabilir. Ayrica bir histon lizin metiltransferaz olan EZH2
ayn1 zamanda tiimdr baskilayict miR-101’in dogrudan hedefidir. HDAC’lerin (asetil
gruplarint  histon proteinlerinden uzaklastiran enzimler) tiimdr baskilayict gen
transkripsiyonunu inhibe ederek onkogenler olarak islev gormesi Onerilmektedir.
HDAC2 miR-145, HDAC4 ise miR-22 tarafindan diizenlenir. Bu miRNA’larin
bastirtlmis  ekspresyonu histon deasetilazlarin agir1  ekspresyonu ve HCC
tiimdrgenezinin baglamasi ile sonuglanir. miRNA’lar genellikle tiimdriin baslangicinda

ve ilerlemesinde yer alan bir sinyal yolunun aktivasyonu ile sonuglanan protein
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fosforilasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu da

diizenleyebilir' ',

2.14.5. miRNA’larin Metastazi

HBYV ile iligkili HCC’nin koétii prognozu ve hastanin sagkalimi temel olarak
tiimdr hiicresinin invazyonu ve daha yiliksek mortaliteye neden olabilecek metastazdan
kaynaklanir. Tiimor metastazi HCC’li hastalarin klinik yonetimini etkileyen en onemli
sireglerden biridir. HCC’deki matris metaloproteinazlar gibi bazi adezyon
molekiillerinin modifikasyonu karakterize edilmis ve bu modifikasyonlar HBV ile
iligkili HCC’de tiimor hiicrelerinin gogiine katkida bulunabilmistir. Bu arada son
zamanlarda yapilan birka¢ calisma HBC’nin HCC hiicre metastaz1 gelistirmek icin
miRNA’lar1  diizenledigi baska mekanizmalar da gostermistir. Bu bulgular
hepatokarsinogenezin anlasilmasini saglamigtir. Budhu ve ark. HCC’li 241 hastanin
kanserli ve kanserli olmayan orneklerinin miRNA ekspresyon profilleri incelenmis 20
miRNA metastaz profili olusturmustur. Bu miRNA’larin hasta sagkalimi ve hastaligin
tekrardan niiksetmesi anlamli bir korelasyon gostermistir'>. HBV ile iliskili HCC’li
hastalar arasindaki dizi bilgisi ve paralel miRNA ve mRNA ekspresyon verilerini
karsilastirarak yapilan g¢alismada miR-16, miR-30a, let-7e ve miR-204’ii HBV ile
iliskili HCC metastazina katkida bulunan temel miRNA diizenleyicileri olarak

126
tanimlanmistir .

2.14.6. miRNA’lar ve Epitel-Mezenkimal Gegis

Polarize hareketsiz epitel hiicrelerinin hareketli mezenkimal hiicrelere
dontstiirildiigii epitel-mezenkimal gecis (EMT) islemi sik sik aktive edilir ve timor
invazyonu ve metastazinin baglamasi ile iliskilendirilir. EMT hiicre adezyonunun kaybz,
epitelyal markirlarin (E-cadherin, okludinler ve claudinler) downregiilasyonu ve
mezenkimal markirlarin  (vimentin, fibronektin, N-cadherin) upregiilasyonu ile
karakterizedir. Doniistiiriicii biiylime faktorii-y (TGF-y), Wnt ve reseptor tirozin kinaz

(RTK)-aracili yollarin dahil oldugu bir¢ok onkojenik yolun EMT’yi indiikledigi
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gosterilmistir. EMT ile iligkili HCC metastazin1 diizenlemek i¢in bu yollarin

diizenlenmesinde ¢ok sayida miRNA yer almaktadir'®’.

2.15. miRNA’larin Klinik Uygulamasi

miRNA’larin HCC hastalarimin erken teshisi, siiflandirilmasi ve prognostik
siiflandirmasi icin patolojik biomarker olarak klinik énemi oldugu 6ne stirtilmistiir.
Ayrica kendi basmma miRNA’lar veya anti-miRNA oligoniikleotitleri hepatoseliiler
fonksiyonlart modiile etmek icin kullanilabilir. Bu, HCC hastalarinin tedavisi ig¢in

hedeflenen molekiiler terapi olarak miRNA’larin terapétik potansiyelini gosterir'*’.

2.15.1. HCC Tamsi icin Biomarker Olarak miRNA’lar

miRNA’larin farkli ekspresyon seviyeleri normal karaciger ve karaciger kanseri
dokular1, preneoplastik ve neoplastik lezyonlar ayrica karaciger kanseri ve diger solid
timor tipleri arasinda gozlenmistir. Bu farkliliklar sadece tiimor iginde degil ayni
zamanda HCC hastalarinin kaninda da vardir. Serum miRNA’lar1 RNaz sindirimine
ozellikle direnclidir. Bu, dolasimdaki miRNA’larin klinik biomarker olarak goérev
yapmak i¢in yeterince kararli oldugunu gosterir. Serum miRNA’larindaki dalgalanmalar
dogrudan lezyon siddetiyle iliskilendirilmistir'®®. Bu bulgular kati insan kanserlerinin
tespiti i¢in yeni bir potansiyel yaklagim olarak tiimor kaynaklt miRNA’larin serum bazh
Ol¢imiinii  destekleyen  kanitlar  sunmaktadir. Kimyasal olarak  uyarilmis
hepatotiimorigenez sican modelini kullanarak hepatoseliiler adenom ve HCC gibi
neoplastik ve preneoplastik lezyonlarda olan serumda dolasimdaki miRNA’larin
anormal sirkiilasyonu gozlenmistir. Dolasimdaki c¢esitli miRNA’lar (let-7a, let-7f, miR-
34a, miR-98, miR-331, miR-338 ve miR-652) hepatotiimorigenezin ilerlemesi sirasinda
kademeli olarak yiikselmistir. Serum let-7a, let-7f ve miR-98 diizeyleri
hepatokarsinogenezisin ¢ok erken evrelerinde bile belirgin sekilde artmistir. Bdylece bu

miRNA’lar HCC gelisiminin ilerlemesini izlemek i¢in kullanilabilir'*"'?.

Plazma miRNA ekspresyon profilleri saglikli kisilerde ve kronik HBV, siroz
veya HBV-HCC hastalarinda analiz edilmistir. Bir miRNA panelinin (miR-122, miR-
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192, miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a ve miR-801) kanser evresinden bagimsiz
olarak HCC’nin yiiksek tanisal dogrulugunu sagladigi kanitlanmistir. Bu miRNA paneli
ayrica HCC hastalarini kronik hepatit B, siroz veya saglikli kontrollerden ayirarak erken
evrede HCC’yi teshis etmek i¢in kullanilir. HCC ve karaciger sirozu olan hastalarda
plazma miRNA profilleri sirastyla 22 ve 26 miRNA’larin belirgin bir sekilde upregiile
oldugu gozlenmistir. Hiyerarsik kiimeleme analizi ayrica farkli hasta gruplarindaki

plazma havuzlarinin farkli miRNA spektrumlarina sahip oldugunu gdstermistir'*".

HBV’li hastalarin profilini ¢ikarildiktan sonra HCV, HBV ile iligkili HCC ve
kontrol gruplarinda 13 miRNA’larin HBV serumunda diferansiyel olarak eksprese
edildigi bulunmus ve 6 tanesi HBV ile iligkili HCC’de anlamli sekilde upregiile
olmustur. Ayrica miR-23b, miR-423, miR-375, miR-23a ve miR-342-3p veya miR-25,
miR-375 ve let-7f’nin paneli HBV ile iliskili HCC’yi kontrol grubundan ayirabilir.
miR-10a ve miR-125b’nin kombinasyonu HBV ile iligkii HCC’yi HBV
enfeksiyonundan ayirt edebilir. miR-16, miR-195 ve miR-199a’nin tek basina veya
serum markerleri ile birlikte HCC’yi kronik karaciger hastaliklarindan ayirmaya
yardimci olabilir. miR-21, miR-221, miR-222 ve miR-224, saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda HCC hastalarindan alinan serumlarda asir1 eksprese edilmis ve
timdr boyutu, siroz ve timor evresi ile pozitif korelasyon gdsteren miR-221 yiiksek
diizeyde tespit edilmistir. Bununla birlikte kronik hepatitli hastalarda yiiksek miR-21,

miR-122 ve miR-223 serum seviyeleri goriilmiistiir .

2.15.2. HCC’nin Ayirici Tanmisinda Biomarker Olarak miRNA’lar

HCC’yi karacigerin metastatik tiimdorlerinden ayirt etmek klinikte prognostik ve
terapotik uygulamalar i¢in 6nemlidir. Bu ayirict tant zor olabilir. Cilinkli karacigerin
metastatik  tiimorleri, Ozellikle adenokarsinomlar, HCC’nin morfolojisi ve
immiinoregiilasyonunu taklit edebilirler. Her ne kadar modern patolojik ve ileri
goriintiileme teknolojisi gibi mevcut klinik tan1 prosediirleri karaciger kanseri tanisini
tyilestirmis olsa da kanserin primer bolgesi birgok hastada otopsi sonrasinda bile
bilinmemektedir. Bu nedenle 06zellikle HCC veya metastatik adenokarsinomlarin

gostergesi olan molekiiler biomarkerlarin kullanlimasi fayda saglamaktadir'*’.
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miRNA’lar primer HCC, epitelyal kokenli primer tiimdrler, epitelyal kokenli
karacigerdeki metastatik tiimorler ve bilinmeyen kokenli karaciger adenokarsinom
metastazlar1  igeren  tiimorlerde  spesifik  biomarkerlar1  tanimlamak  i¢in
profillendirilmistir. miR-122’nin ekspresyonu karacigere 6zgii olmasina ragmen miR-
122’nin iyi bir tanisal belirte¢ olarak kullanilmasi diginda bitisik karaciger dokularindan
kaginilmaz kontaminasyon nedeniyle karaciger metastazi 6rneklerinde yiiksek miR-122
seviyeleri bulunmustur. miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve miR-429’u igeren
miR-200 ailesinin iiyeleri gastrointestinal kanaldaki epitelyal kokenli primer tiimorlerde
giiclii bir sekilde eksprese edilir, ancak HCC’de bulunmazlar. Buna karsilik miR-126
HCC olmayan metastatik timorlere kiyasla HCC’de asir1 eksprese edilir. miR-200c ve
miR-141 veya miR-126 kombinasyonu HCC olmayan ve HCC 6rnekleri arasinda ayrim
yapabilir. miR-205 ve miR-194 gastrointestinal ve gastrointestinal dis1 epitelyal kokenli
primer timdrleri tanimlayabilir. Bu veriler karaciger metastazinin kokenlerini
farklilagtirma ihtimalini gosteren giicli kanitlar sunmaktadir. Patolojik incelemeler
disinda  bu  miRNA’larin  ekspresyon  profilleri  karacigerdeki  metastatik
adenokarsinomlardan primer HCC’yi tanimlamak i¢in daha duyarli, giivenilir ve dogru

olan alternatif bir yaklasim sunar'*"'>,

2.15.3. HCC Prognozunun Belirleyicisi Olarak miRNA’lar

Postoperatif HCC hastalar1 i¢cin metastaz ve tekrardan niiksetme uzun siireli
sagkalimm Oniindeki en biiyiik engellerdir. Bu islemlerle iliskilendirilen molekiiler
biomarkerlar klinik olarak hastalik prognozunda faydali olabilir. HCC prognozunda
timorlii ve tiimorsiiz dokular arasinda farklilasabilen miRNA bazli molekiiler
biomarkerlar kullanilmistir. miR-139-5p ekspresyonu kronik hepatit veya sirozlu
tiimorsiiz karacigerlerden erken evre HCC’ye kadar HCC ilerlemesi sirasinda belirgin
sekilde azalir. Ayrica miR-96 seviyeleri saglikli karacigerden alerjik olmayan karaciger
dokularina ilerlerken kademeli olarak artar ve asir1 tiimorlii dokularda en yiiksek
seviyelere ulagir. miR-222’nin HCC dokularinda upregiile olmast HCC’nin ileri
asamalari ile pozitif korelasyon gosterir. Birgok dokularda intrahepatik metastazli HCC
hastalar ve metastaz olmayanlardan ayiran 20 miRNA belirlenmistir. Bu miRNA’lar

HCC hastalarinin ve erken evre HCC hastalarinin hayatta kalmasiyla iliskilidir ve
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tekrardan niiksetmeyi belirlemek i¢in kullanilabilir.  Analizler 20 miRNA
belirleyicisinin metastaz ve tekrardan niiksetme risklerini degerlendirmek ig¢in bir
hayatta kalma belirleyicisi olarak potansiyelini ortaya ¢ikaran tiimor biiytikliigi, timor
kapstilleme, mikrovaskiiler invazyon ve timor lenf nodu metastaz (TNM) evresi ile

anlaml ve pozitif bir sekilde iliskili oldugunu ortaya koymustur'?"'**.

2.15.4. HBV ile iliskili HCC Tedavisinde miRNA’lar

Tanisal sonuglara ek olarak anormal sekilde eksprese edilen miRNA’lar HCC
terapisinde umut verici bir potansiyele sahiptir. miRNA fonksiyonunu diizenlemeye
dayal1 yeni terapotik stratejiler onkojenler olarak etki eden miRNA’larin ekspresyonunu
diisiirmek ve tiimor baskilama yapan miRNA’larin ekspresyonunu hizlandirmak igin
tasarlanmistir. Bununla birlikte, aktif miRNA’larin viicuttaki spesifik hedef bolgeye
verilmesi kontrol edilebilir. miRNA tedavisinin etkinligini arttirmak i¢in dolagim
sistemine odaklanan cesitli stratejiler arastirilmistir. Ozellikle NP’ler vektdr salmim
yontemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii kanser tedavisi i¢in immiinojenik
olmayan, hiicre ve dokuya 6zgii bir tasiyici sistemi kurulmasina yardimer olurlar. Hem
sentetik miRNA mimikleri hem de anti-miRNA’lar NP’lerle konjiige edilebilir, bu da
onlar1 niikleaz bozulmasina kars1 daha direngli hale getirir ve ¢iplak miRNA iletimi ile
baglantili immiin cevabin azaltilmasina sebep olurlar. Ustelik hedef ligand NP’lerin
yiizeyine tutundugundan NP’ler kullanilarak terapotik miRNA’nin verilmesi ¢iplak
miRNA iletimi ile karsilastinldiginda daha spesifiktir'**. Ekspresyon vektorlerinde
kodlanan miRNA’lar veya miRNA mimikleri igeren oligoniikleotitder kullanarak
miRNA seviyelerinin geri kazanilmasi belirli miRNA’larin seviyelerinin arttirilmasi
i¢cin yaygin olarak kullanilan bir yaklagimdir. miRNA mimikleri miRNA benzeri bir
sekilde hedef mRNA’lar1 diizenleyebilen sentetik oligoniikleotitlerdir. Timor
baskilayict olarak gorev yapan ve downregiile edilen miRNA’lar hiicreleri normal bir
duruma dondiirmek i¢in digsal olarak iletilebilir. Hsu ve ark. HCC hiicrelerinde ve HCC
fare modelini miR-122 ekspresyonunu eski haline getirmek i¢in bir katyonik lipit NP
formiilasyonunu kullanmigtir. Bu NP iligkili miR-122 dagilimi in vitro da miR-122
hedef genlerinin >% 95 oraninda azaldigini ve sistemik toksisiteye neden olmadan 30

giin icinde HCC ksenograftlarinin yaklasik %50 oraninda biiyiimeyi baskiladigini
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géstermistirl35. Wang ve ark. oleik asidin lipid bazli NP’lere dahil etmesi ile birlikte
miR-122 ekspresyonunu 6nemli dl¢lide arttirdiginu ve bir miR-122 hedefi olan Bcl-w
ekspresyonunu azalttigin bulmustur'*°. Liang ve ark. HepG2 hiicrelerinde miR-26a
transfeksiyonu ve indiiklenmis hiicre dongiisii durmak i¢in vektor olarak yeni bir tiir
poli bazli NP kullanmistir. Bu nanokompleksler diisiik sitotoksisite ile daha yiiksek bir
transfeksiyon etkinligi gostermis ve transfeksiyondan sonra timdr hiicrelerinde
birikmistir. Bu komplekslerin DNA’nin  hiicresel olarak alinmasina katkida
bulundugunu ve miR-26a’nin hiicre dongiisiiniin durdurulmasini indiikleyerek tedavi
etkisini arttirdigt gérﬁlmﬁstﬁrl37. Baska bir calismada Li ve ark. tiimor i¢ine kolesterol
konjuge miR-99a mimiklerinin enjekte edilmesinin HCC tasiyan farelerde AFP
seviyelerinin yan1 sira timor biiyiimesini de nemli 6l¢iide inhibe ettigini bildirmistir'*®.
Bu calismalar sirasinda miRNA’larin viral tasmimida arastirilmistir. Kota ve ark.
adenovirusun vektor olarak kullanilmasi sistemik miR-26a uygulamasinin HCC’nin bir
fare modelinde kanser hiicresi proliferasyonu, tiimore 6zgli apoptozun indiiklenmesine
ve minimal toksisite ile hastaligin progresyonunun dramatik bir sekilde korunmasina
yol actigin1 gostermistir. Bu calisma diizensiz bir miRNA’nin ekspresyonunun
diizenlenmesi spesifik olarak tiimor hiicrelerini etkiledigini normal dokunun ise
etkilenmedigini gostermistir. Bu antikanser miRNA ajanlar1 arasinda gelisiminde en
uzak olan karaciger kanseri tedavisi icin klinik deneylerde bulunan lipozom formiillii

miR-34’tin mimigi MRX34 tiir'>.

Tiimor baskilayict miRNA’larin restore edilmesi HCC tedavisi i¢in bir yaklagim
olsa da antisens oligoniikleotitlerle onkogen miRNA’larin baskilanmasi veya bloke
edilmesi baska bir tedavi stratejisi olarak kabul edilebilir. Anti-miR’lerin fonksiyonu
icin hiicresel alim ve sitoplazmaya dahil edilmeleri gerektiginden tasiyicinin
transfeksiyon etkinligi biiylik bir sorundur. Belirli hiicrelere dagitim igin 6zel olarak
tasarlanmis NP’ler bu amaca yardimci olacaktir. miR-155 HCC’de siklikla asiri
eksprese edilen bir onkojenik miRNA’dir. Zhang ve ark. anti-miR-155’1n laktosillenmis
gramikidin igeren lipid NP’leri kullanarak verilmesinin HCC hiicrelerinde miR-155
hedef genlerinin ekspresyonunu belirgin sekilde diizenleyebilecegini gostermis,
karacigere Ozgii bir tasiyici ara¢ kullanarak anti-miR tedavisi potansiyelini ortaya

koymusturmo.
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HCC tedavisinde dogrudan etkilere ek olarak miRNA tedavisi kemoterapi ile
birlestirilebilir ve boylece tiimodrlerin bu anti-kanser ajanlarina kars1 duyarliligi
arttirilabilir. miR-122 ¢oklu ilag direng genlerinin ekspresyonunu diizenleyerek HCC
hiicrelerini doksorubisin tedavisine duyarli hale getirebilir. Benzer sekilde miR-199a-
3p, mTOR ve c-Met ekspresyonunu etkileyerek doksorubisin tedavisinin HCC
tizerindeki etkisini arttirmaktadir. Let-7 ailesi;, HCC hiicrelerinde Bcl-xL
ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla sorafenib ile indiiklenen apoptozu gii¢lendirebilir.
Ayrica miR-101 apoptozu indiikleyerek ve timor hiicrelerinde otofajiyi inhibe ederek
doksorubisin ve floroiirasil tedavisini sinerjize edebilir. Buna karsilik, antiviral ilaglar
ile birlestirilen miRNA tedavisi HBV tedavisi i¢in umut verici bir kesif alani olabilir.
Bu kavram HCV enfeksiyonunun tedavisinde miRavisen’i antiviral ila¢lar ile telaprevir

ve ribavirin ile birlestiren bir faz II klinik ¢alismasinda uygulamaya konulmugtur' 142,
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3. GEREC ve YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Radyoloji Poliklinigine
basvuran 35 HBV ile iliskili HCC tanis1 almis hastalardan ve Enfeksiyon Hastaliklar
Poliklinige gelen 35 kronik HBV’li hastalardan 2016-2019 tarihleri arasinda kan 6rnegi
ve bu hastalara ait doku Ornekleri Patoloji Anabilim Dali’'ndan toplanmustir.
Calismamiza ayrica 30 saglikli bireylerden kan 6rnegi ve karaciger fibroz skoru 1 olan

hastalarin doku 6rnekleri kontrol grubu olarak toplanmustir.

Calisma i¢in Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’ndan
“Etik Kurul Onay1” alinmistir. Hastalarin demografik verileri, HBV’un HBsAg ve HBV
DNA miktar1, Biyokimyasal degerleri (ALT ve AST), AFP degeri ve karaciger fibroz
skoru hazirlanan anketlere doldurulmustur. Toplanan kan ve doku 6rneklerinde miScript
SYBR® Green PCR Kiti (Qiagen, Germany) kullanilarak kantitatif real-time PCR
yontemi (QRT-PCR) ile miRNA ekspresyon profilleri arastirilmistir.

Hastalardan yaklasik 5 mL kadar kan 6rnegi alinmistir. Serum kisminin eldesi
icin kan ornekleri 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmis ve

ornekler calisiimak iizere -80 C’de saklanmustur.

3.1. Serum Orneklerinden miRNA Izolasyonu
Serum Orneklerinden miRNA izolasyonu i¢in miRNeasy Serum/Plazma

izolasyon Kkiti (Qiagen, Germany) kullanilmistir. miRNA ekstraksiyonu iiretici firmanin

oOnerilerine gore asagidaki gibi yapilmistir.

1. Tiiplere 200 pl serum 6rnekleri eklendi ve tizerine 1000 pl Qiazol Lysis Reagent
eklenerek vortekslendi

2. Karisim oda sicakliginda (15-25°C) 5 dk bekletildi.

3. Tiplere 3.5 ul miRNeasy Serum/Plasma Spike- In Kontrol eklenerek hizli bir
sekilde pipetaj yapildi.

4. Tiiplere 200 pl kloroform eklendi ve 15 sn hizli bir sekilde vortekslendi.

5. Oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi ve ardindan +4 °C’de 13400 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. Ornekler oda sicakligina gelene kadar bekletildi.
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10.

11.

13.

14.

Ust sulu fazdan 600 ul almarak yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 900 ul
%100’liik etanol eklenerek pipetaj yapildi.

Toplama tiiplerinde bulunan RNeasy MinElute Spin kolon iizerine karisimdan
700 ul 6rnek eklenerek 10000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde
kalan kisim atildi.

Kolon iizerine o6rnekten geriye kalan kisim eklenerek oda sicakliginda 10000
rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan kisim atildi.

Kolon iizerine 700 pul buffer RWT eklendi ve oda sicakliginda 10000 rpm’de 15
sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan kisim atild1.

Kolon iizerine 500 pl buffer RPE eklendi ve oda sicakliginda 10000 rpm’de 15
sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan kisim atild1.

Kolon iizerine 500 pl % 80’lik etanol eklendi. Kapagi kapatildiktan sonra 10000
rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan kisim atild1.

Kolon yeni bir 2 ml’lik tliplere yetistirildi ve kapagi agik bir sekilde 13400
rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Kolon yeni bir 1.5 ml’lik mikrosanrifiij tiipiine yerlestirildi. 14 uL. RNAse-free
water eklenerek miRNA’y1 ayristirmak i¢in 13400 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Elde edilen miRNA’lar -80 °C’de saklamak tizere kaldirildu.

3.2. Parafinli Doku Orneklerinin Deparafinizasyonu

Parafin bloklarindan alinan 4 adet 5 pm kalinliginda kesilmis ince kesitler ksilen

metodu ile deparafinizasyon yapilarak dokular parafinden uzaklastirilmistir.

Deparafinizasyon iglemi:

Tiip icerisinde doku Orneklerin tlizerine 1 ml ksilen eklenerek parafinin
¢Ozlinmesi i¢in 15 saniye vortekslendi, ardindan 55°C’de 5 dk 1s1 blogunda
inkiibe edildi.

Tiipler 1 dk 13400 rpm’de santrifiij edildi. Ksilen iceren siipernatant dikkatlice
uzaklagtirildi.

Parafinin tamami ¢6ziinene kadar 1.ve 2. basamak tekrarlandi.

Tiip igerisine 500 pl ksilen eklenerek vortekslendi. Ardindan 55°C’de 5 dk 1s1
blogunda inkiibe edilerek tizerine 500 pl %100’liik etanol eklendi.
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5. Tiipler 13400 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Pellete zarar vermeden
slipernatant uzaklastirildi.

6. Tip icerisine 1 ml etanol eklenerek vortekslendi Ardindan 13400 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi.

7. Tiip icerisine 1 ml etanol eklenerek vortekslendi Ardindan 13400 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildu.

8. Son olarak ethanol siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiipler kalan etanoliin

buharlagmasi i¢in a¢ik tutuldu (5dk kuru-hava).

3.3. Doku Orneklerinden miRNA izolasyonu
Deparafinizasyon yontemi ile parafinden uzaklastirilan doku Orneklerinden
miRNA eldesi i¢in miRNeasy Mini Kiti (Qiagen, Germany) kullanilmigtir. miRNA

ekstraksiyonu iiretici firmanin 6nerilerine gore asagidaki gibi yapilmistir.

1. Parafinden uzaklastirilan doku orneklerinin tizerine 700 pl QIAzol Lysis
Reagent eklenerek hizli bir sekilde vortekslendi

2. Tiipler oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

3. Dokularin pargalanmasi igin tiiplerin icerisine cam boncuklar eklenerek Tissue
Lyser LT cihazinda (Qiagen, Germany) 20 hz’de 5 dakika homojenizasyonu
saglandi.

4. Tiiplere 140 pl kloroform eklenerek 15 sn hizl bir sekilde vortekslendi.

5. Oda sicakliginda 2-3 dk bekletildikten sonra + 4°C’de 13400 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi.

6. Ust sulu fazdan 350 pl alinarak yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 525 ul %100
etanol eklenerek pipetaj yapildi.

7. Toplama tiiplerinde bulunan RNeasy MinElute Spin kolon iizerine karisimdan
700 pl 6rnek eklenerek 10000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde
kalan kisim atildi.

8. Kolon iizerine 6rnekten geriye kalan kisim eklenerek oda sicakliginda 10000
rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiiptinde kalan kisim atild1.

0. Kolon iizerine 700 pl Buffer RWT eklenerek 10000°de 15 sn santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde kalan kisim atildu.
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10.

11.

12.

13.

14.

Kolon iizerine 500 pl buffer RPE eklenerek 10000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde kalan kisim atild1.

Kolon tizerine 500 pl buffer RPE eklenerek 10000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde kalan kisim atildi.

Kolon yeni bir 2 ml’lik tliplere yetistirildi ve kapagi agik bir sekilde 13400
rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Kolon yeni bir 1.5 ml’lik mikrosanrifiij tiipiine yerlestirildi. 30 uL. RNAse-free
water eklenerek miRNA’y1 ayristirmak i¢in 13400 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Daha yiiksek miRNA eldesi i¢in 13. basamakta elde edilen miRNA eliisyonunu
tekrar kolon igerisine eklenerek 13400 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen
miRNA’lar -80 °C’de saklamak tizere kaldirildu.

3.4. miRNA’dan Komplementar DNA (cDNA) Eldesi

miRNA’dan ¢cDNA eldesi i¢in miScript Reverse Transcription (RT) Kit II

(Qiagen, Germany) kullanilarak sentezlenmistir. Her bir 6rnek igin tlip igerisine 4 ul 5x

miScript HiSpec tamponu, 2 pl 10x miScript Niikleik asit karigimi, 2 pl miScript

Reverse Transcriptase Mix ve 12 pl kalip RNA ile toplam 20 pl RT karisimi hazirlandi.
Karisim MJ Mini Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazinda 37 °C’de 60 dk 95 °C’de 5 dk

olan tepkime kosullarina goére RT-PCR (Reverse-Transkriptaz polimeraz zincir

reaksiyonu) yapildi. Sonrasinda cDNA miktarlarin lizerine 90 pl Rnase free water

eklenerek sulandirildi. qRT-PCR testi i¢in 5 pl cDNA kullanilda.

3.5. miRNA’larin RT-PCR ile Kantitasyonu

miRNA’larin qRT-PCR testi i¢cin miScript SYBR Green PCR kiti (Qiagen,

Germany) kullanilarak hazirlanmistir. qRT-PCR tepkimesinde kullanilan reaksiyonlar

asagida gosterilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Real-time PCR bilesenleri

Reaksiyon Miktar
2x QuantiTect SYBR Green PCR Mix 10 pl
10x miScript Universal Primer 2ul
10x miScriptPrimerAssay 2ul
Rnease free water 1l
Kalip cDNA Sul
Toplam 20 pl

Her bir PCR mix i¢in miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-221-5p, miR-
223-5p primerleri ve housekeeping gen olarak SNORDG61 primeri de kullanilarak ayri
tiplere PCR mixinden 15 pl dagitildi. Tip igerisine 5 ul cDNA eklenerek miRNA
ekspresyon seviyelerini tespit etmek amaciyla Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany) cihazi

kullanildi. Amplifikasyon icin tablo 2°de verilen 1s1 dongiisii programinda calistirildi.

Tablo 2. Real-time PCR sicaklik dongiileri

Adim Siklus Sicaklik Zaman
1 1 95 C 15 dakika
95°C 15 saniye
2 40 58 °C 30 saniye
72°C 30 saniye

3.6. Verilerin Analizi

Kronik HBV gelisen ve HBV ile iligkili HCC hastalarin kontrol grubuna gore
miRNA ekspresyon profillerinde meydana gelecek degisiklikler hesaplanmistir. RT-
PCR analizinde verilen Ct degerleri formiile edilerek Excel programina aktarilmistir.
SNORDG61 referans miRNA kabul edilerek Ct degerleri belirlenmistir. Sonrasinda

normal olgulara gbre normalizasyonu yapilarak kat degisimleri 2-*“" analizi ile
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hesaplanmistir. Tiim analizler ‘‘QIAGEN GeneGlobe Data Analysis Center’’ web sitesi

tizerinden yapilmistir.

ROC egrisi birden ¢ok test etkinliginin karsilastirilmasinda bu testlerin ayirt
etme giiciinlin tespitinde, tani etkinliklerinin karsilastirilmasinda ve pozitif esik
degerlerinin saptanmasinda kullanilan istatistiksel bir yontemdir. ROC egrisinin dikey
ekseninde degisik esik degerleri tanimlayan dogru pozitiflik (duyarlilik), yatay
ekseninde ise yanlis pozitiflik (1-6zgiilliik) oranlart bulunur. Tani testinin yeterliligi
ROC egrisinin altindaki alan olan AUC (Area Under Curve) degeri ile belirlenir. ROC
analizi degerlendirilmesinde SPSS (IBM Statistics Versiyon 20.0) programi kullanildi

ve istatistiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alman 35 KHB’li, 35 HBV ile iligkili HCC’li ve 30 saglikh
bireylerden alinan serum ve doku érneklerinden potansiyel biomarker olan miRNA ’lar

tespit etmek amaciyla qRT-PCR testi ile ¢aligilmistir.

KHB ve konrol grubunda cinsiyet dagilim1 ve yas ortalamasi birbirine yakin iken
HCC grubunda cinsiyet dagiliminda biiyiik ¢cogunlukla erkek hastalar olusturmakta ve
yas ortalamasi ise olduke¢a yiliksek goriilmiistir. KHB, HCC ve kontrol grubuna ait
cinsiyet dagilimi, yas ortalamasi, serolojik, biyokimyasal, hormon ve histolojik

bulgular1 Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Hastalara ve kontrol grubuna ait cinsiyet dagilimi, yas ortalamasi, serolojik, biyokimyasal,
hormon ve histolojik bulgulari.

KHB HCC Kontrol Grubu

Hasta sayisi 35 35 30
Erkek 16 30 17
Kadin 19 5 13
Yas ortalamasi 35 64.7 38
HBsAg ortalamasi1 (IU/mL) 5038 4008 -
HBV DNA ortalamasi (IU/mL) 1,2x10’ 81.320 -
ALT ortalamasi (IU/L) 33.6 59.7 -
AST ortalamasi (IU/L) 29.1 67.6 -
AFP (IU/L) 200 - 17 -
AFP (IU/L) 2200 - 18 -
Fibroz skoru

1 9 - -
2 7 - -
3 18 - -
4 1 - -
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HCC, KHB ve kontrol grubu arasinda yapilan ¢alismada miR-21-5p, miR-122a-
5p, miR182-5p, miR-221-5p, miR-223-5p ve housekeeping gen olarak kullanilan
SNORDG61’in ekspresyon seviyeleri serumda karsilastiriimistir.

HCC’nin KHB’ye gore karsilastirildiginda (Sekil 5) miR-21-5p (6.2 kat), miR-
122a-5p (2.1 kat), miR-221-5p’nin (4.3 kat) serum ekspresyon seviyeleri istatiksel
olarak anlamli bir sekilde upregiile iken (p<0.05) miR-223-5p’nin serum ekspresyon
seviyesi (2.2 kat) istatiksel olarak anlamli bir sekilde downregiile goriilmiistiir (p<0.05).
miR-182-5p’nin serum ekspresyon seviyesi 1.6 kat artmasina ragmen bu artis istatiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
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Sekil 5. HCC’nin KHB’ye gore serum miRNA ’larin kat degisimleri ve p degeri. A. hsa-miR-21-5p, B.
hsa-miR-122a-5p, C. hsa-miR-182-5p, D. hsa-miR-221-5p ve E. hsa-miR-223-5p.

HCC’nin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda (Sekil 6) miR-21-5p (10.7
kat), miR-122a-5p (7.7 kat), miR-221-5p’nin (8.1 kat) serum ekspresyon seviyeleri
istatiksel olarak anlamli bir sekilde upregiile iken (p<0.05) miR-223-5p’nin serum
ekspresyon seviyesi (5.8 kat) istatiksel olarak anlamli bir sekilde downregiile tespit
edilmistir (p<0.05). miR-182-5p’nin serum ekspresyon seviyesi 2.2 kat artmasina

ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamuistir (p>0.05).
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Sekil 6. HCC’nin kontrol grubuna gére serum miRNA’larin kat degisimleri ve p degeri. A. hsa-miR-21-
5p, B. hsa-miR-122a-5p, C. hsa-miR-182-5p, D. hsa-miR-221-5p ve E. hsa-miR-223-5p.

HCC, KHB ve kontrol grubu arasinda yapilan ¢alismada miR-21-5p, miR-122a-
S5p, miR182-5p, miR-221-5p, miR-223-5p ve housekeeping gen olarak kullanilan
SNORDG61’in ekspresyon seviyeleri dokuda karsilastirilmistir.

HCC’nin KHB’ye gore karsilastirildiginda (Sekil 7) miR-21-5p (6 kat), miR-
182-5p (4.6 kat) ve miR-221-5p’nin (5.4 kat) doku ekspresyon seviyeleri istatiksel
olarak anlamli bir sekilde upregiile iken (p<0.05) miR-122a-5p (2 kat) ve miR-223-
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Sp’nin (2.8 kat) doku ekspresyon seviyesi istatiksel olarak anlamli bir sekilde

downregiile goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 7. HCC’nin KHB grubuna gore doku miRNA ’larin kat degisimleri ve p degeri. A. hsa-miR-21-5p,
B. hsa-miR-122a-5p, C. hsa-miR-182-5p, D. hsa-miR-221-5p ve E. hsa-miR-223-5p.

HCC’nin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda (Sekil 8) miR-21-5p (14.3
kat) ve miR-221-5p’nin (8.6 kat) doku ekspresyon seviyeleri istatiksel olarak anlamli
bir sekilde upregiile iken (p<0.05) miR-122a-5p (2.9 kat) ve miR-223-5p’nin (3.7 kat)
doku ekspresyon seviyesi istatiksel olarak anlamli bir sekilde downregiile tespit
edilmistir (p<0.05). miR-182-5p doku ekspresyon seviyesi 3 kat artmasina ragmen

istatiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.005).
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Sekil 8. HCC’nin kontrol grubuna gore doku miRNA ’larin kat degisimleri ve p degeri. A. hsa-miR-21-5p,
B. hsa-miR-122a-5p, C. hsa-miR-182-5p, D. hsa-miR-221-5p ve E. hsa-miR-223-5p.

HCC’li hastalarin KHB’li hastalara gore serum ekspresyon seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde tespit ettigimiz miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-
Sp ve miR-223-5p’nin biyomarker olarak duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri ROC analizi
ile belirlenmistir. Serum ekspresyon seviyesi istatiksel olarak anlamli bulunmayan miR-
182-5p’nin ROC analizi calismaya dahil edilmistir. miR-21-5p’nin ROC analizi
sonucunda AUC degeri 0.650, miR-122a-5p’nin AUC degeri 0.570, miR-182-5p’nin
AUC degeri 0.5, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.638 ve miR-223-5p’nin AUC degeri
0.613 olarak tespit edilmistir (Sekil 9). ROC egrisi altinda kalan alan1 AUC degeri
0.5’den biiyiik ¢iktig1 durumda o miRNA’larin iki grup arasinda istatistiksel olarak

ayrimi iyi sagladigi sonucuna varilmistir. Caligmamizda ROC egrisi altinda kalan alana
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gore iki grup arasinda ayrimi iyi yapabilen ve ROC analiz sonucu istatiksel olarak
anlamli olan miRNA’lar; miR-21-5p (p=0.031), miR-122a-5p (p=0.037), miR-221-5p
(p=0.046) ve miR-223-5p (p=0.041) seklinde bulunmusur. miR-182-5p’nin AUC degeri
0.5’den biiylik olmasina ragmen ROC analizi istatiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0.856).
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Sekil 9. HCC hastalarin KHB’li hastalara gére ROC analizi. A. miR-21-5p, B. miR-122a-5p, C. miR-
182-5p, D. miR-221-5p ve E. miR-223-5p.

HCC’1i hastalarin kontrol grubuna serum ekspresyon seviyelerini istatistiksel
olarak anlamli diizeyde tespit ettigimiz miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-5p ve miR-
223-5p’nin biyomarker olarak duyarlilik ve ozgiillik degerleri ROC analizi ile
belirlenmistir. Serum ekspresyon seviyesi istatiksel olarak anlamli bulunmayan miR-
182-5p’nin ROC analizi ¢alismaya eklenmistir. miR-21-5p’nin ROC analizi sonucunda
AUC degeri 0.763, miR-122a-5p’nin AUC degeri 0.819, miR-182-5p’nin AUC degeri
0.589, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.721 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.801 olarak
tespit edilmistir (Sekil 10). ROC egrisi altinda kalan alan1 AUC degeri 0.5°den biiytik
¢iktig1 durumda o miRNA’larin iki grup arasinda istatistiksel olarak ayrimi iy1 sagladigi
sonucuna vartmistir. Calismamizda ROC egrisi altinda kalan alana gore iki grup
arasinda ayrimi iyi yapabilen miRNA’larin sirasiyla; miR-122a-5p (p<0.001), miR-223-
5p (p<0.001), miR-21-5p (p<0.001) ve miR-221-5p (p=0.007) seklinde bulunmusur.
miR-182-5p AUC degeri 0.5’den biiyiik olmasina ragmen miR-182-5p’nin ROC analizi

istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.278).
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Sekil 10. HCC hastalarin kotrol grubuna gére ROC analizi. A. miR-21-5p, B. miR-122a-5p, C. miR-182-
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HCC’li hastalarin KHB’li hastalara gére doku ekspresyon seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde tespit ettigimiz miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-
5p, miR-221-5p ve miR-223-5p’lerin biyomarker olarak duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri
ROC analiz ile belirlenmistir. miR-21-5p’nin ROC analizi sonucunda AUC degeri
0.709, miR-122a-5p AUC degeri 0.678, miR-182-5p AUC degeri 0.765, miR-221-
Sp’nin AUC degeri 0.706 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.635 olarak tespit edilmistir
(Sekil 11). ROC egrisi altinda kalan alanit AUC degeri 0.5’den biiyiik ¢iktig1 durumda o
miRNA’larin iki grup arasinda istatistiksel olarak ayrimi iyi sagladigi sonucuna
vartlmistir. Calismamizda ROC egrisi altinda kalan alana gore iki grup arasinda ayrimi
iyl yapabilen ve istatiksel olarak anlamli olan miRNA’larin sirasiyla; miR-21-5p
(p<0.001), miR-182-5p (p<0.001), miR-221-5p (p=0.003), miR-122a-5p (p=0.052) ve
miR-223-5p (p=0.010) seklinde bulunmustur.

A miR-21-5p . B miR-122a-5p
£ g’
- /Auc: 0709 " AUC: 0.678
N p<0.001 | p=0.052

73



C  miR-182-5p D miR-221-5p

Sensitivity
Sensitivity

AUC: 0.765 ~ 7 AUC: 0.706
p<0.001 p=0.003

T T T 1 o T T T T
02 04 0o (1] 0 00 02 04 oe ()]

1 - Specificity 1 - Specificity

E_ miR-223-5p

05+

Sensitivity
1

o
-

AUC: 0.635
ol p=0.010

T T
00 02 04 0s 08 10

1-Specificity

Sekil 11. HCC’li hastalarin KHB’li hastalaria gére ROC analizi. A. miR-21-5p, B. miR-122a-5p, C. miR-
182-5p. D. miR-221-5p ve E. miR-223-5p.

HCC’li hastalarin kontrol grubuna gore doku ekspresyon seviyelerini istatistiksel
olarak anlamli diizeyde tespit ettigimiz miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-5p ve miR-
223-5p’lerin biyomarker olarak duyarlilik ve ozgiillilk degerleri ROC analizi ile
belirlenmistir. miR-182-5p’nin doku ekspresyon seviyesi istatiksel olarak anlaml
bulunmamasia ragmen ROC analizi ¢aligmaya eklenmistir. miR-21-5p’nin ROC
analizi sonucunda AUC degeri 0.801, miR-122a-5p AUC degeri 0.629, miR-182-5p
AUC degeri 0.650, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.706 ve miR-223-5p’nin AUC degeri
0.560 olarak tespit edilmistir (Sekil 12). ROC egrisi altinda kalan alant AUC degeri
0.5’den biiyiik ¢iktig1 durumda o miRNA’larin iki grup arasinda istatistiksel olarak
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ayrimi iyi sagladigi sonucuna varilmistir. Caligmamizda ROC egrisi altinda kalan alana
gore iki grup arasinda ayrimi iyi yapabilen ve istatiksel olarak anlamli olan
miRNA’larin sirasiyla; miR-21-5p (p<0.001), miR-221-5p (p=0.012), miR-122a-5p
(p=0.011) ve miR-223-5p (p=0.046) seklinde bulunmusur. miR-182-5p’nin AUC degeri

0.5’den biiyiik olmasina ragmen ROC analizi istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0.066).
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Sekil 12. HCC’1i hastalarin kontrol grubuna gére ROC analizi. A. miR-21-5p, B. miR-122a-5p, C. miR-
182-5p, D. miR-221-5p ve E. miR-223-5p.
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5. TARTISMA

HCC yasamu tehdit eden en yaygin bes kanser olup diinya ¢apinda ikinci 6liim
sebebidir'?’. 2018 itibariyle, sirasiyla 554.400 ve 228.100 yeni vaka ile erkeklerde
besinci, kadinlarda dokuzuncu en yaygin kanser nedeni olmustur. Karaciger kanseri
tahmini 6liim oraniyla erkeklerde ikinci sirada (521.000) ve kadinlarda altinci siradadir
(224.500)'*. HCC gelisimi ile iliskili risk faktorleri asir1 alkol tiiketimi, hepatit B/C
virus enfeksiyonu, aflatoksine maruz kalma ve alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi
(NAFLD), tip 2 diyabet ve cinsiyettir’®. HBV enfeksiyonu diinyada vakalarm yarisindan
fazlasini ve 6zellikle Giineydogu Asya ve Sahra alt1 Afrika’daki vakalarin %80’ini veya

144
. Her ne kadar

daha fazlasini olusturan HCC’nin gelisiminde en 6énemli role sahiptir
bir¢cok calismada HBV’nin kronik enfeksiyonu ile HCC gelisimi arasinda giiglii bir
iligki oldugunu gostermis olsa da HBV’un neden oldugu hepatokarsinogenezin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar hala belirsizligin korumaktadir. Ancak HBV’un hem cis
etkili onkojenler hem de tiimor baskilayici genler ve trans etkili hiicresel genler yoluyla

HCC’yi destekleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir' .

miRNA’lar hedef mRNA’larin 3 gevrilmemis bolgesi (UTR) ile diziye spesifik
etkilesimler yoluyla mRNA bozulmasini tesvik ederek veya protein translasyonunu
baskilayarak gen ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen 20-25 niikleotid
uzunlugunda endojen kiigiik kodlayici olmayan RNAlardir. miRNA’larin proliferasyon,
apoptoz, ¢ogalma ve farklilasma gibi ¢esitli fizyolojik islemlerde 6nemli rol oynadig:
bilinmektedir. miRNA ekspresyonunun diizensizligi kanser dahil bir¢cok hastalik ile
iliskilendirilmistir'**. miRNA ekspresyonunun diizensizligi tiimér baskilayici genlerin
etkisizlestirilmesine eslik ettigi ve onkogenlerin anormal aktivasyonuna da katkida
bulunabilecegi gosterilmistir. miRNA’lar ayrica karaciger hiicrelerinde HBV girisi,
replikasyonuna ve hiicre dongiisii kontrol noktalari, apoptoz ve hiicre gogiinii belirleme
gibi diger bir¢ok temel hiicresel islemlere etki edebilir. miRNA’lar genellikle HCC’de
serbest birakilir ve bazi spesifik miRNA’lar HCC’nin patolojik 6zellikleri ile iliskilidir.
Son zamanlarda miRNA’larin HCC ilerlemesinde kritik rol oynadiklar1 ve ¢ok sayida
spesifik mRNA’y1 hedefleyerek tiimor hiicre proliferasyonuna, apoptotik hiicre

Olimiinden ve metastazindan kaginmaya dogrudan katkida bulundugu gdosterilmistir.
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miRNA’lar hedefledigi mRNA’nin sinyal yolaklarina gére onkogenler veya tiimor

baskilayici genler olarak islev gorebilir'’.

miRNA’lar serum ve plazma dahil olmak {izere g¢esitli viicut sivilarinda, normal
karaciger ve karaciger kanseri dokularinda preneoplastik ve neoplastik lezyonlar
arasinda bulunur. Ayrica miRNA’lar diisiik pH ve RNAaz’a diren¢ gibi asir1 kosullar
altinda onemli stabilite gosterdiginden dolayi alternatif noninvaziv biomarker olarak da
kabul edilir'*’. miRNA’lar sadece kan serumunda degil aymi zamanda karaciger
dokularinda da eksprese edilir. HBV ile iligkili HCC tipik olarak KHB enfeksiyonundan
baslayarak karaciger sirozu ve diisiik veya yliksek dereceli displastik nodiil ve son
olarak HCC’ye dogru asamali bir sekilde gelisir. Karaciger dokularindaki bazi
miRNA’larin benzer bir sekilde diizensiz oldugu hastalik gelisim seviyesine gore
degisen ekspresyonu tespit edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismada miRNA'’larin
yalnizca tanisal biomarker olarak degil ayn1 zamanda kanser icin prognostik faktorler

olarak da uygulanabilecegini gostermistir'*®.

miR-21 tiimdr baskilayici genin etkisini inhibe eden ve tiimor hiicresi biiylimesi,
invazyon ve metastazi tesvik eden bir onko miRNA olarak kabul edilir. Nekrotizan
enflamatuar aktivitenin bir 6zelligi olan serum miR-21 seviyelerinin HCC malignitesi
olan hastalarin tiimér dokularinda upregiile diizenledigi bildirilmistir. Bu durum
fosfataz tensin homologlar1 (PTEN) ve programlanmis hiicre 6liimii 4 (PDCD4) gibi
bazi1 tiimor baskilayicilarin basarisiz olmasma yol agarken fosfo-c-Jun, matris
metaloproteinazlarinin (MMP-2 ve MMP9) iiretimini uyarmasina sebep olur. Ayrica
miR-21 ekspresyonu sirozun ilerlemesi, lezyon sayisinin artmasi ve geniglemis timor

ile birlikte nemli dlciide artmistir'® .

HBYV ile iligkili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-21 ile ilgili yapilan
aragtirmalardan Zhang ve ark'*’. Cin’de, 2016 yilinda yaptiklar1 calismada 65 HCC'li,
siroz ve HBV olarak ayrilmis gruplarda RT-PCR yontemi ile serum miR-21, miR-22 ve
miR-153 ekspresyon seviyelerini tespit etmistir. Calisma sonucunda serum miR-21,
miR-22 ve miR-153 ekspresyon seviyeleri HCC hastalarinda siroz ve HBV gruplarina
gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur. HCC’li hastalarin HBV ve kontrol
grubuna gére ROC analizi degerlendirilmesinde miR-21’in AUC degeri 0.862 olarak
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goriilmiistiir. Sonu¢ olarak miR-21, miR-22 ve miR-153 HCC’li hastalar i¢in yeni

tanisal biomarker olarak tanimlanabilecegini gostermistir.

Yoon ve ark'!. Kore’de, 2018 yilinda yaptig1 calismada 93 HCC hastasina ait
doku ve tiim6r olmayan doku 6rneklerinden miR-21 ve miR-31’in ekspresyon seviyeleri
analiz etmistir. miR-21 ekspresyonu HCC dokularinda tiimoér olmayan dokulara gore
anlamli sekilde upregiile olmustur. Sonug olarak doku miR-21’in yiiksek ekspresyonu

HCC prognozu i¢in bir biomarker olabilecegini gostermistir.

Guo ve ark'™?. Cin’de, 2016 yilinda HCC’li hastalar ve diger kontroller icin
serum miR-21’in tanisal etkinligini yeni biomarker olarak degerlendirmeyi planladigi
calismay1 2 adimda gerceklestirmistir. 1. adimda 40 HCC hastasina ve saglikli bireylere
ait doku orneklerinde qRT-PCR metodu ile miR-21 ekspresyon sevileri belirlenmistir.
2. adimda ise 175 HCC’li, 64 KHB’li, 78 karaciger sirozu ve 136 saglikli bireylerden
alman serum Orneklerinden ayni yontem ile miR-21 ekspresyon seviyeleri tespit
edilmistir. Calismada miR-21’in serum ve doku seviyeleri HCC hastalarinda saglikli
kontrol gruba goére anlaml sekilde yiiksek bulunmustur. AFP negatif HCC hastalarin
kontrol grubuna gore degerlendirilmesinde ROC analizi sonucunda AUC degeri 0.831
olarak tespit edilmistir. Ayrica miR-21’in serum seviyeleri klinik evre ve metastaz ile
anlamli olarak iliskili bulunmustur. Sonu¢ olarak miR-21’in AFP ile birlikte HCC’nin
ozellikle AFP negatif HCC’nin tanisim1 gelistirmeye yardimei olabilecegini ve HCC’yi

KHB ve karaciger sirozundan ayirt edebilecegini gostermektedir.

Hepatokarsinogenez siirecinde yer alan miRNA’lar arasinda en dnemlisi olan
miR-122 ¢esitli biyomolekiiler mekanizmalar yoluyla go¢, hiicre invazyon ve ilerleme
stireglerinde yer almaktadir. HCC gelisiminde miR-122’nin ekspresyon seviyesi doku
azalirken serumda artmaktadir. miR-122’nin en 6nemli mekanizmalardan biri bcl-2
ailesinin bir anti apoptotik proteini olan bcl-w’nin inhibisyonuna sebep olmasidir. miR-
122°nin yliksek seviyeleri apoptozu tesvik ederek bcl-w’yi donwregiile eder. miR-
122’nin asir1 ekspresyonu siklin G1 seviyelerini diizenler ve p53°li downregiile eder.
Siklin G1’in artis1 hiicre biiylimesini kolaylastirir. Bu mekanizma tiimor biiylimesinde
ve daha sonra tiimor tekrar niiksetmesinde rol oynar. Diisiik miR-122 seviyeleri gogii
baglatan ADAMI1 ve ADAMI10 disintegrin ve metaloproteinazin asir1 ekspresyonunu

tesvik eder. Bu eylemin kronik viral enfeksiyon ile iligkili oldugu goriilmektedir. Fan ve
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ark'>. Diisiik miR-122 seviyelerinin HBV replikasyonunu ve viral antijenin asiri
ekspresyonunu uyardigini ve ardindan hiicresel hasara, asir1 biiylimeye ve hepatoseliiler
fibrozise sebep oldugunu gostermistir. Bu sebeple miR-122 HCC’nin tanisi, prognozu

ve tedavisinde potansiyel bir biomarker olarak énemli bir rol gostermektedir'*’.

HBYV ile iligskili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-122 ile ilgili yapilan
arastirmalardan Tan ve ark'>*. Cin’de, 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 261 HCC
hastasi, 233 siroz hastast ve 173 saglikli kontrol grubunda serum miRNA
ekspresyonunu ilk olarak Illumina sekans ile yapilmis daha sonra se¢ilen miRNA’larin
ekspresyonunu degerlendirmek i¢cin qRT PCR kullanilmistir. Calisma da 32 miRNA’nin
8’inde (hsa-miR-206, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-433-3p, hsa-miR-1228-5p, hsa-miR-
199a-5p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-192- 5p, and hsa-miR-26a-5p) HCC ve kontrol
gruplart arasinda anlamli sekilde farkli ekspresyon seviyeleri goriilmistir. HCC’li
hastalarinda siroz hastalarna gére ROC analizi degerlendirilmesinde miR-122’in AUC
degeri 0.744 ve kontrol grubuna gére de AUC degeri 0.844 olarak tespit edilmistir.
Sonug olarak serum miRNA panelinin HCC’nin erken tanisi i¢in 6nemli klinik degere

sahip oldugunu gostermektedir.

Dai ve ark'”. Cin’de, 2017 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 50 HCC (42 HBV ile
iliskili), 50 iyi huylu lezyon ve 50 kontrol grubunda HCC ve diger kanser tiirlerinin tani
ve prognozunda serum miR-122’nin ekpresyon seviyesini qRT-PCR ile belirlemistir.
Sonuglar 3 grup arasinda miR-122’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark
oldugunu gostermistir. HCC ve 1iyi huylu lezyon grubu saglikli grupla
karsilastirildiginda miR-122’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli artis goriilmustiir.
Ayrica 1y1 huylu lezyon grubu HCC grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak daha
yiksek miR-122 ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. HCC’li hastalarin = siroz
hastalarina gére ROC analizi degerlendirilmesinde miR-122’in AUC degeri 0.954 ve iyi
huylu lezyon grubunda AUC degeri 0.677 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak miR-
122°nin  kanser tani, prognostik degerlendirme ve hedefe yonelik tedavi icin

vazgecilmez bir biomarker olabilecegini ortaya koymustur.

Qiao ve ark'°. Cin’de, 2014 yilinda yaptig1 ¢alismada 40 HBV ile iliskili HCC
hastlar1 ve saglikli bireylerden aliman doku oOrneklerinde miR-22 ve miR-122

ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi ile tespit edilmistir. miR-22 ve miR-122
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ekpsresyon seviyeleri HCC hastalarinda kontrol gruba goére anlamli derecede diisiik
bulunmustur. miR-22 ve miR-122 diizeyleri, hepsi bagimsiz risk faktorleri olan tiimor
boyutu, lenf nodu metastazi, TNM evresi, patolojik tip, farklilasma derecesi, karaciger
sirozu, AFP ve HBV DNA ile negatif korelasyon gdstermistir. Sonu¢ olarak miR-22 ve
miR-122 HBYV ile iliskili HCC hastalarinda downregiile bulunmus ve timor boyutu,
lenf nodu metastazi, TNM evresi, patolojik tip, farklilasma derecesi, karaciger sirozu,

AFP ve HBV DNA ile iliskili oldugu goriilmiistiir.

HBV ile iligkili HCC hastalarinda potansiyel biomarker olan miR-122’in
iilkemizde yapilan calismalardan Balkan ve ark'”’. Gaziantep’de, 2016 yilinda 29’u
HBYV iliskili 42 HCC hastasinda ve 45 kontrol grubunda miR-26, miR-122 ve miR-192
serum ekspresyon seviyelerini qRT PCR yontemi ile tespit etmistir. HCC grubundaki
miR-122 serum ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirilmigtir. Ortalama miR-122
seviyesi kontrol grubunda 28.24 ng/uL, HCC grubunda 27.99 ng/uL olarak
belirlenmistir. Serum miR-122 seviyelerinde HCC ile kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir. Sonug olarak miRNA’larin HCC’nin

teshisi ve izlenmesi i¢in yakin gelecekte rutin olarak kullanilmasi muhtemeldir.

miR-183/96/182 kiimesinin bir iiyesi olan miR-182 HCC’de oncelikli bir
miRNA olarak ortaya cikarak ¢esitli kanserlerle iliskili oldugu kanitlanmistir. Bununla
birlikte miR-182-5p’nin fonksiyonu karmagiktir, ¢ilinkii farkli kanserler baglaminda
onkogen veya tiimor baskilayici olabilir. miR-182-5p yumurtalik kanseri, meme kanseri
ve melanom’da onko-miR olarak tanimlanir ve glioblastomada tiimor baskilayici olarak
islev goriir. HCC’de miR-182-5p metastaz supresor 1 (MTSS1)’i hedef alarak HCC
metastazina katkida bulunur ve upregiile edilmis miR-182-5p sisplatin ile muamele
edilmis HCC hiicrelerinde ilacin tiimorle indiiklenen niikleer protein 1’1 diizenleyerek
ilag direncini arttirir. Bu sebeple miR-182-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarinda

tanisal ve prognostik degerde olabilir'®,

HBYV ile iligkili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-182-5p ile ilgili yapilan
aragtirmalardan Riazalhosseini ve ark'>. Malezya’da, 2016 yilinda KHB ve KHB ile
iligkili siroz veya HCC hastalarinda serum miRNA ekspresyon profillerini karakterize
etmistir. Caligsmaya toplam 12 hasta dahil edilmistir. miRNA ekspresyon seviyelerini

belirlemek i¢in Affymetrix Gene Chip miRNA 3.0 Dizisi kullanilmistir. miR-935, miR-
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342, miR-339, miR-4508, miR-3615 ve miR-3200 ekspresyon seviyesi KHB
hastalarinda HCC hastalarina gére en az 2 kat upregiile iken miR-182 ve miR-4485
ekspresyon seviyesi downregiile olmustur. Sonu¢ olarak miR-935, miR-342, miR-339,
miR-4508, miR-3615, miR-3200, miR-182 ve miR-4485’in siroz ve HCC’ye ilerlemeyi

tanimlamak i¢in noninvaziv bimarkerler olarak kullanabilecegini gostermektedir.

Zhang ve ark'®. Cin’de, 2016 yilinda 52 HCC ve 25 saglikli kontrol grubunda
miR-182-5p, miR-363-3p ve miR-378a-3p ekspresyon seviyelerini qRT-PCR yontemi
ile tespit etmistir. Calismada miRNA’larin CT degerleri referans gen RNUG6 ile
normallestirilmistir. miR- 182-5p, miR-363-3p ve miR-378a-3p HCC hastalarinda
saglikli kontrollerden anlamli olarak daha yiiksek ekspresyon seviyesi gostermistir.
HCC’li hastalarin kontrol grubuna gére ROC analizi degerlendirilmesinde serum miR-
182-5p’nin AUC degeri 0.802, miR-363-3p’nin AUC degeri 0.845 ve miR-378a-3p
AUC degeri 0.880 olarak goriilmiistiir. Sonug olarak serum miR-182-5p, miR-363-3p ve
miR-378a-3p 6zellikle AFP-negatif hastalar i¢in HCC tanisinda potansiyel noninvaziv

biomarker olarak uygulanabilir.

miR-221 sirozlu HCC vakalarinin %71’ini olusturan onkojenik miRNA’dir.
miR-221’in hepatokarsinogenezde tanimlandigi mekanizmalar farklidir. Kanser evresi
ile iligkisi gosterilmis ve III-IV. asamalarda seviyeleri daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu bulgu Karakatsanis ve ark.’nin gosterdigi gibi prognostik bir rol éne siirmektedir'®".
Li ve ark.’nin c¢alismasinda prognostik degeri bildirilmis, miR-221’in serum
seviyelerinin siroz ve kanser evresi ile korele oldugu gosterilmistir'®. Ayrica yiiksek
serum miR-221 seviyesine sahip hastalarda diisiik ekspresyon seviyelerine gére anlamli

derecede daha diisiik bir sagkalim oranina sahip olur bu da serum miR-221’in HCC

tanisinda potansiyel bir biomarker olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

HBYV ile iligkili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-221 ile ilgili yapilan

arastirmalardan Zhu ve ark'®?

. Cin’de, 2018 yilinda yaptig1 bir calismada 7’si HBV ile
iliskili 18 HCC dokusu ve tiimor olmayan doku 6rneklerinden ilk olarak mikroarray
yontemi ile 23 miRNA analizi yapmis ve bu miRNA’larin ekspresyon seviyeleri RT-
PCR metodu ile tespit edilmistir. Calismada HCC dokusunun tiimér olmayan dokulara
gore karsilagtirildiginda, 10 miRNA (miR-106b-5p, miR-93-5p, miR-6090, miR4485-

5p, miR-3651, miR-130b-3p, miR-222-3p, miR532-3p, miR-221-3p ve miR-3188)
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ekspresyon seviyeleri yiiksek iken, 13 miRNA (miR-375, miR-338-3p, miR-214-3p,
miR-8089, miR-199a-3p, miR-486-5p, miR7845-5p, miR-4270, miR-10a-5p, miR-
125b-5p, miR195-5p, miR-424-5p ve miR-378d) ekspresyon seviyeleri diisiik
bulunmustur. Sonug olarak potansiyel olarak HCC’nin tanisal bir araci olarak hizmet
eden, karaciger hastaliginin ilerlemesinde rol alan miRNA caligsmalarinin genisletilmis

yorumlarina yonelik ¢alismanin saglanmasina yardimer olabilir.

Li ve ark'®. Cin’de, 2018 yilinda yaptig1 calismada miR-221 ekspresyonunun
HCC hastalarinda klinik patolojik 6zellikler ve prognoz ile iligkili olup olmadigini
arastirmig nanoparcacik bazli bir miRNA dagitim sistemi gelistirerek terapotik
etkinligini in vitro ve in vivo olarak saptamistir. Calisma icin 45 HCC (29 HBV ile
iligkili) hastasina ve kontrol grubuna ait serum ve doku Ornekleri ile karaciger kanser
hiicre hatt1 (Bel-7402, HepG2, Huh7 ve HCCLM3) ve normal karaciger hiicre hatti
(LO-2) kullanilmistir. miR-221 diizeyleri ilk 6nce karaciger kanseri hiicre dizilerinde,
dokularinda ve serum 6rneklerinde RT PCR ile belirlenmistir. Calisma sonucuda miR-
221 ekpresyon seviyeleri serum, doku ve karaciger kanser hiicre dizilerinde normal
gruplara gore olduke¢a yiiksek bulunmustur. HCC’li hastalarin kontrol grubuna gore
serum miR-221’in ROC analizi degerlendirilmesinde AUC degeri 0.945 olarak tespit
edilmistir. Bu bulgular nanoparcacik bazli bir miRNA dagitim sisteminin potansiyel
olarak giivenli ve etkili bir tedavi olarak hizmet edebilecegini ve miR-221’in de HCC

tanisinda potansiyel bir biomarker olabilecegini gostermektedir.

miR-223 ekspresyonu HCC hastalarinin dokusunda azalma gosterirken
serumunda artmistir. miR223’{in baskis1 c-myc ekspresyonunun artmasina yol agar.
miR-223’tin HBV’a ve HBV’a bagli olmayan HCC hiicre hatlarinda yeniden
ekspresyonu hiicre canlilig: iizerinde tutarli bir inhibitor etki ortaya koymustur. Yang ve
ark. miR-223’iin asir1 ekspresyonu antikanser ilaglara karst HCC hiicre duyarhiligimi
artirarak ABCB1 ekspresyonunu downregiilasyonu yoluyla ¢oklu ilag direncinin
diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynadigim1 gdstermistir. Bu sebeple miR-223 artan
ABCBI ekspresyonunun neden oldugu coklu ila¢ direnci gosteren HCC hastalar1 igin

potansiyel bir terapétik biomarker olarak islev gorebilir'®.

HBV ile iliskili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-223’in serum ve dokuda
yapilan arastirmalardan Bhattacharya ve ark'®. Kolombiya’da, 2016 yilinda yaptigi
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calismada 14 HCV, 14 HBV ve 11 viral ile iliskili olmayan HCC hastalari, 17 kronik
karaciger hastaligt ve 14 saglikli bireylerden alinan serum o&rneklerinde ve HCC
hastalarina ait doku 6rneklerinde miR-30e ve miR-223 ekspresyon seviyeleri qRT-PCR
ile tespit etmistir. Calismada miR-30e ve miR-223 saglikli bireylere kiyasla HCC
hastalarinin serumlarinda anlamli derecede diisiik seviyelerde eksprese edilmistir.
Ayrica miRNA’larin serum ekspresyonu kronik karaciger hastalar1 ve HCC hastalar1
arasinda da karsilastirilmistir. miR-30e ve miR-223 serum ekspresyonu HCC’li
hastalarin kronik karaciger hastalarina gére anlamli derecede diisilk bulunmustur. Her
iki miRNA ekspresyon seviyesi normal karaciger dokusu ile karsilastirildiginda HCC
karaciger biyopsi oOrneklerinde daha diisiik goriilmistir. HCC’li hastalarin kontrol
grubuna gore ROC analizi degerlendirilmesinde serum miR-223’tin AUC degeri 1 iken
doku miR-233’tin AUC degeri 0.997 olarak tespit edilmistir. Sonu¢ olarak serum miR-
30e ve miR 223’iin etyolojiden bagimsiz olarak HCC’nin faydali biomarker oldugunu

ve tanisal degerleri i¢in daha fazla ¢alismayi ihtiya¢ oldugunu gdstermistir.

HBYV ile iligkili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-21, miR-122, miR-182,
miR-221 ve miR-223’tin serum veya dokuda yapilan calismalardan Lv ve ark'®.
Cin’de, 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada 75 HCC (72 HBV ile iligkili) hastasina ve 80
kontrol gruba ait serum ve doku 6rneklerinden miR-21, miR-122, miR-214, miR-15b ve
let-7f qRT-PCR yontemi ile ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. miR-21 HCC doku
orneklerinde kontrol gruba kiyasla anlamli sekilde asir1 eksprese edilmistir. miR-15b
HCC dokularinda upregiile goriilirken miR-122 donwregiile olarak tespit edilmistir.
Ayrica miR-214 ve let-7f ekspresyonu HCC ve kontrol gubuna ait dokular arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. HCC hastalarinda ve saglikli kontrollerde serum
miRNA profili (miR-15b, miR-21, miR-122, miR-214) tespit edilmistir. miR-21 ve
miR-15b HCC serum oOrneklerinde kontrol grubuna gore anlamli sekilde upregiile
diizenlenirken miR-214 HCC’de 6nemli dl¢lide downregiile olarak goriilmiistiir. Ancak
miR-122 ekspresyonu HCC ve kontrol grubuna ait serum 6rnekleri arasinda belirgin bir
degisiklik gostermemistir. ROC analizi ile tamisal degerlendirilmesinde HCC’li
hastalarin kontrol grubuna gore serum miR-21’in AUC degeri 0.771, miR-214’tin AUC
degeri 0.733 ve miR-15b’nin AUC degeri 0.809 iken doku miR-21’in AUC degeri
0.738, miR-122’nin AUC degeri 0.648 ve miR-15b’nin AUC degeri 0.683 olarak

bulunmustur. Sonu¢ olarak bu serum miRNA’larmin  HCC hastalarini saglikhi
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kontrollerden ayirt etmek icin yararli biomarker olabilecegini gostermektedir.
Dolasimdaki miR-21, miR-122, miR-214 ve miR-15b’nin kombine belirlenmesi erken
HCC 06n taramasi i¢in dogru ve noninvaziv biomarker olarak hizmet etme potansiyeline

sahiptir.

Nayak ve ark'®’. Hindistan’da, 2017 yilinda yaptig1 bir calismada KHB, siroz ve
HCC hastalar1 ile birlikte saglikli bireylerde serumda diferansiyel olarak eksprese edilen
84 miRNA’nin dolasimdaki miRNA profilini belirlemek i¢in miRNA PCR Array
kullanilarak gerceklestirmistir. Calismada saglikli, KHB, siroz ve HCC hastasinin
serumunda eksojen miR-39 ve endojen SNORDOS ile normalizasyondan sonra 84
miRNA’nin diferansiyel ekspresyon profili, 2 (1.4-6.46 kat), 5 (1.40-74.54) ve 9 (1.02-
14.28 kat) miRNA icin belirgin bir upregiile gostermistir. HCC’de upregiile edilen
miRNA’lar (miR-16, -21 ve -221), baslangicta lokal bolge tedavisi sirasinda ve
tedaviden bir ay sonra ekspresyondaki degisiklikler i¢cin ayrica degerlendirilmistir.
Sonug olarak bu miRNA’lar lokal bolge tedavisi alan HCC hastalarinda prognostik ve

terapOtik biomarker olarak iglev gorebilir.

Trung ve ark'®. Vietnam’da, 2016 yilinda AFP seviyelerinin degerlendirilmesi
ile birlikte bir miRNA paneli olusturmak ve HCC tanisindaki performansini
degerlendirmek i¢in yaptiklar1 ¢aligmada 118 HBV ile iliskili HCC, 69 KS, 100 KHB ve
119 saglikli kontrol grubunda miR-122, miR-192, miR-21, miR-223, hsa-miR-26a-5p,
miR-27a-3p, miR-18b-5p, miR-29a, miR-29¢, miR-133a, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-
145, hsa-miR-505-5p ekspresyon seviyeleri RT-PCR metodu ile tespit edilmistir. ilk
olarak miR-21, miR-29a, miR-29c, miR-122, miR-133a, miR-143-3p, miR-192 ve miR-
223 ekspresyon seviyeleri § HCC hastalarinda KHB hastalara kiyasla en az iki kat daha
yiiksek bulunmustur. Sonraki ¢alismada <35 Ct degerine sahip miRNA’lar analizlere
dahil edilmistir. Bunun sonucunda ise miR-21, miR-122 ve miR-192 HCC hastalarinin
serumlarinda KHB hastalarina kiyasla anlamli sekilde asir1 ekpsresyonu goriilmiistiir.
Dogrulama fazinda ise miR-21, miR-122 ve miR-192 ekspresyon seviyeleri HBV ile
iliskili HCC hastalarinda en yiiksek, ardindan siras1 ile HBV ile iligkili karaciger sirozu
ve KHB gruplarini takip etmis en diisiik seviye ise saglikli bireylerde tespit edilmistir.
Calismada miR-21, miR-122 ve miR-192 AFP seviyeleri ile pozitif korelasyon

gostermistir. ROC analizi ile tanisal degerlendirilmesinde HCC’li hastalarin kontrol
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grubuna gore serum miR-21’in AUC degeri 0.698 ve miR-122’nin AUC degeri 0.775
iken HCC’li hastalariin KHB’li hastalara gére miR-21’in AUC degeri 0.775 ve miR-
122°nin AUC degeri 0.922 olarak bulunmustur. Sonug olarak AFP ile birlikte miR-21,
miR-122 ve miR-192, HBV hastalarinda HCC hastalarinda ozellikle normal AFP
seviyeli HBV ile iliskili karaciger sirozu hastalarinda veya kiigiik tiimor boyutlarina

sahip HCC hastalarinda taniy1 gelistirmek i¢in uygulanabilecek biomarkerdir.

Shen ve ark'®. Amerika’da, 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismada 302 HCC dokusu
ve 48 tiimor olmayan dokuda 33 miRNA analizi yapmistir. Calismada 5 miRNA (miR-
10b, miR-182, miR-183, miR-21 ve miR-452) HCC tim6r dokusunda Kkat
degisiklikleriyle onemli Ol¢iide upregiile edilirken, 28 miRNA tiimér dokusunda
downregiile gostermistir. miR-21 ve miR-182 HBYV ile iligkili HCC dokularinda tiimor
olmayan dokulara gore 2 katdan fazla ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
bu bulgular tiimdr olusumun altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamak ve tiimore
0zgli miRNA’lar1 hedef alarak spesifik kanserleri 6nleme ve tedaviyi gelistirmek i¢in

umut verici uygulamalara sahiptir.

Thurnherr ve ark'™’. Singapur’da 2013 yilinda yaptig1 bir calismada 100 HCC
(58 HBV ile iligkili)’ye ait timor olan ve tiimor olmayan karaciger dokularindaki
miRNA ve mRNA ekspresyon profillerini birlestirerek miRNA’larin rollerini ve
bunlarin HCC’deki hedeflerini belirlemistir. Analiz sonucunda 829 olgun miRNA’nin
32 tanesi onemli derecede ekprese edildigi tespit edilmistir. Istatistiksel analiz bu
miRNA’larin 6’s1 kendi silico ile Ongoriillen hedef mRNA’larin 6nemli bir kismini
diizenledigini gostermistir. Bu miRNA’lardan 3’1l (miR-26a, miR-122 ve miR-130a)
HCC’de downregiile edilmistir Diger 3 miRNA (miR-21, miR-93 ve miR-221) HCC’de
upregiile diizenlenmistir ve downregiile gen hedefleri temel olarak metabolizma ve
bagisiklik sisteminde yer almaktadir. Sonug¢ olarak bu c¢alismadaki analiz HCC’nin

prognozu i¢in potansiyel biomarker olarak kullanilacagin1 gostermistir.

Hung ve ark'’". Tayvan’da, 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada 15 KHB, 30 KHB ile
iligkili displastik nodiil ve 120 HBV ile iliskili HCC hastalarinda 10 kanser ile iliskisi
olan miRNA ekspresyon seviyelerini qRT-PCR ile tespit etmistir. Caligmada kontrol
grubunda miR-16, miR-122, miR-221, miR-199, miR-21, let-7b ve miR-15b serum

diizeyleri HCC’li hastalara gére anlamli derecede diisiik bulunmustur. Diplastik nodiil
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hastalarinda kontrol grubuna goére serum miR-122 diizeyi daha yiiksek goriilmiistiir.
Serum miR-16, miR-122, miR-221, let-7b ve miR-15b diizeyleri ise diplastik nodiillii
hastalarda HCC grubuna gore anlamli derecede diisiik tespit edilmistir. Ayrica diplastik
nodiil olan hastalar HCC’ye ilerlerken serum let-7b, miR-15b ve miR-122 seviyeleri
onemli 6l¢iide artmistir. Biomarker olan AFP ve miR-122’nin yam sira let-7b HCC’yi
diplastik nodiil’den ayirt etmek i¢in benzer bir performans gostermistir. ROC analizi ile
tanisal degerlendirilmesinde HCC’li hastalarin kontrol grubuna gore serum miR-
122°nin AUC degeri 0.648 ve let 7b’nin AUC degeri 0.633 olarak tespit edilmistir.
Sonug olarak HBV ile iliskili HCC hastalarinin serumunda upregiile olan miR-122 ve
let-7b HCC’yi diplastik nodiil’den ayirt etmek icin yararli biomarker olabilecegi
belirtilmistir.

Xu ve ark'”. Cin’de, 2010 yilinda yaptig1 bir ¢calismada 101 HCC (76 HBV ile
iligkili) hastasi, 48 KHB ve 89 saglikli kontrol grubuna ait serum 6rneklerinden miR21,
miR-122 ve miR-223 ekspresyon seviyeleri qRT-PCR metodu ile tespit edilmistir. miR-
21, miR-122 ve miR-223 ekspresyon diizeyleri HCC’li hastalarda saglikli kontrollere
gore anlamli derecede yiiksek goriilmiistiir. Bununla birlikte bu yiiksek serum
miRNA’lar1 KHB’li hastalarda da tespit edilmistir. Ayrica KHB’li hastalarda serum
miR-21 ve miR-122 seviyeleri HCC’li hastalardan daha yiiksek goriiliirken miR-223
icin 6nemli bir fark bulunamamigstir. ROC analizi ile tanmisal degerlendirilmesinde
HCC’li hastalarin kontrol grubuna gore serum miR-21’in AUC degeri 0.870, miR-
122’nin AUC degeri 0.790 ve miR-223’iin AUC degeri 0.860 olarak goriilmiistiir.
KHB’li hastalarin kontrol grubuna goére degerlendirmesinde miR-21’in AUC degeri
0.910, miR-122°’nin AUC degeri 0.930 ve miR-223’tin AUC degeri 0.880 olarak
bulunmustur. Calismada kullanilan ROC egri analizi bu serum miRNA’larinin HCC
veya KHB’li hastalar1 saglikli kontrollerden ayirt etmek igin yararli biomarker
olabilecegini ancak bu durum KHB’li hastalardan HCC’li hastalar1 ayirmada
kullanilmayacagini1 gostermistir. Sonug olarak HCC veya KHB’li hastalarin serum miR-
21, miR-122 ve miR-223’{in arttigin1 gostermektedir ve bu miRNA’lar karaciger hasari

icin yeni biomarker olarak hizmet etme potansiyeline sahiptir.

161

Karakatsanis ve ark ”'. Almanya’da, 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada HCC ve

intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) olan hastalarda bazt miRNA’larin (miR-21, -31, -
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122, -145, -146a, -200c, -221, -222 ve -223) ckspresyon seviyelerinin yani sira
prognostik dnemlerini de degerlendirmistir. 60 HCC (26 HBYV ile iligkili) hastas1 ve 98
saglikli bireylerden alinan doku 6rneklerinden miRNA ekspresyon seviyeleri qRT-PCR
ile tespit edilmistir. miR-21, miR-31, miR-122, miR-221 ve miR-222 HCC dokularinda
normal karaciger dokulara gore belirgin sekilde daha yiiksek seviyelerde eksprese
edilirken miR-145, miR-146a, miR-200c ve miR-223 downregiile edildigi goriilmiistiir.
Sonug olarak HCC dokularinda miR-21, miR-31, miR-122 ve miR-221 ekspresyonunun
siroz ile korele oldugunu, miR-21 ve miR-221 de tiimor evresi ve HCC hastalarinin

kotii prognozu ile iliskili oldugu belirtilmistir.

Ulkemizde yapilan calismalarindan Kiiciikkara ve ark'”. Sakarya’da, 2018
yilinda yaptig1 ¢aligmada 60 hasta (HBV ile iligkili HCC (18), HCV ile iliskili HCC (8),
HBYV ile iliskili karaciger sirozu (15) ve HCV ile iliskili karaciger sirozu (19) ve 26
saglikli goniillii dahil edilmis olup hastalardan alinan serum 6rneklerinden qRT-PCR
yontemi ile hsa-miR-21-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-122-3p ve hsa-miRNA-192-
Sp’nin ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Calismada HBV ile iligkili HCC
hastalarinda kontrol grubuna goére hsa-miR-21-3p ve hsa-miR-122-3p upretigle olarak
tespit edilmistir. Sonug olarak HBV ile iligkili HCC hastalarin tanisinda hsa-miR-21-3p

ve hsa-miR-122-3p’nin noninvaziv biomarker olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Girar ve ark'™. Mersin’de, 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada HBV ile iliskili
HCC’nin erken teshisinde noninvaziv biomarker olarak baz1 serum/plazma
miRNA’larinin potansiyelini arastirmistirdir. Calismaya 24 KHB, 22 HBV pozitif siroz,
20 HBYV ile iliskili HCC ve 28 kontrol grubunda 24 miRNA (let-7c, miR-92a-3p, 423-
Sp, 150-5p, 223-3p, 125b-5p, 342-3p, miR-206, 122-5p, 375, 223-5p, 10a-5p, 23b-5p,
99a-5p, 23a-5p, 10a-3p, 122-3p, 125b-1-3p, 23b-3p, 125b-2-3p, 23a-3p, 92a-1-5p, 92a-
2-5p, 99a-3p) ekspresyon diizeylerini qRT-PCR kullanarak tespit etmistir. Calisma
sonucunda HBV grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda miR-125b-5p ve miR-223-
3p’nin ekspresyon seviyeleri HBV pozitif siroz grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda miR-223-3p, miR-122-5p ve miR-125b-5p’nin ekspresyon seviyeleri
ve HBYV ile iligkili HCC grubunda kontrol grubuna kiyasla miR-223-3p, miR-92a-3p,
miR-122-5p ve miR-125b-5p’nin ekspresyon seviyeleri upregiile olarak bulunmustur.

Sonug olarak miR-125b-5p ve miR223-3p’nin karaciger hastaliginin KHB evresinde
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HBV pozitif HCC’nin ¢ok erken zamanlarinda noninvazif biomarker olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Demirgan ve ark'”. istanbul’da, 2019 yilinda yaptig1 calismada HBV iliskili 20
HCC hastasi, 20 HBV pozitif hastas1 ve 20 saglikli bireylerden alinan serum ve doku
orneklerinden miR-16, miR-28, miR-122, miR-221, miR-224 ve miR-501 ekspresyon
seviyelerini RT-PCR ile tespit etmistir. Caligma sonucunda HCC ile HBV ve kontrol
grubu karsilastirildiginda miR-16, miR-221, miR-224 ve miR-501’nin serum ve doku
ekspresyon seviyesinde artis, miR-28 ve miR-122 serum ve doku ekspresyonunda
azalma goriilmiistiir. ROC analizi degerlendirilmesinde miR-16’nin AUC degeri 0.591,
miR-28’in AUC degeri 0.798, miR-122’nin AUC degeri 0.795, miR-221’in AUC degeri
0.679, miR-224’tin AUC degeri 0.943 ve miR-501’in AUC degeri 0.918 olarak tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak miR-18’in serum ekspresyon seviyesi HCC’nin erken tanisi

icin biomarker olarak kullanabilecegini gostermistir.

Calismamizda HBV ile iligskili HCC hastalarin tanisinda potansiyel biomarker
olarak kullanilabilecek olan miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-221-5p ve
miR-223-5p’nin serum ve dokuda arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda 35 KHB
hastasi, 35 HBV ile iligkili HCC hastas1 ve 30 saglikli bireylerden alinan serum ve doku
orneklerinden miRNA ekspresyon diizeyleri qRT-PCR metodu ile aragtirilmistir.

Serum miRNA’larin ekspresyon seviyeleri tek tek bakildiginda, serum miR-21-
5p ekspresyon seviyeleri HCC hastalar1 ile KHB hastalarinin kiyaslanmasi sonucunda
HCC’li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin KHB hastalarina gore 6.2 kat arttig1,
HCC hastalarinin kontrol grubuna gore serum ekspresyon seviyesi 10.7 kat arttig
saptanmistir. Serumdaki bu artis seviyeleri istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur
(p<0.0461, p<0.0402). miR-21-5p ekspresyon seviyesi serumda yapilan ¢aligmalardan
Zhang ve ark.’nin ve Guo ve ark.’nin, Lv ve ark.’nin, Nayak ve ark.’nin, Trung ve
ark.’nin, Hung ve ark.’’min ve Xu ve ark.’min yaptiklart sonucglarda benzerlik
goriilmiistiir. Ulkemizde yapilan ¢alismadan Kiigiikkara ve ark.’nin yaptig1 bulgulara

benzer sonuglar elde edilmigtir'>*!'5%166-168.171.172.

Serum miR-122a-5p ekspresyon seviyesi ¢alismamizda HCC hastalarinin KHB

hastalaria gore 2.1 kat artti1 ve kontrol grubuna gore 7.7 kat arttig1 gortilmiistiir. miR-

89



122a-5p’nin serum ekspresyon seviyesindeki bu artis istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur (p<0.0480 ve p<0.0497). miR-122a-5p serum ekspresyon seviyesi ile ilgili
yapilan calismalardan Tan ve ark’nin, Dai ve ark.’nin, Trung ve ark.’nin, Hung ve

ark’nin ve ilkemizden Girar ve ark’nin yaptigi calismalar benzerlik gostermistir'™

PLISIGBITLIT 5y ve ark.’min serumda yaptigi ¢alismada miR-122 seviyesi HCC
hastalarinda kontrol grubuna goére upregiile bulunurken KHB’li hastalara gore
downregiile olarak tespit edilmistir'’*. Lv ve ark.’nin yapti1 ¢alismada ise serumda

166 {Ulkemizde Balkan ve ark.’nin yaptig1 calismada miR-

anlaml bir fark goriilmemistir
122’in ekspresyon seviyesi HCC ve kontrol grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir’®’. Bunun sebebi alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi olan hastalarin
kontrol grubu olarak dahil edilmesi ve saglikli goniilliilerin olmamasi olabilir. Diger bir

sebebi ise hem hasta hem de kontrol grubunda vaka sayisinin az olmasidir.

Serum miR-182-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarinin KHB hastalarina gore
1,6 kat ve kontrol grubuna gore 2.2 kat artmasi istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p<0.1521 ve p<0.2602). Bu sonucumuz serumda Zhang ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmaya
benzerlik goriilmiistiir. Riazalhosseini ve ark.’nin yaptig1 calismada miR-182 serum

159,160 .
. Bunun sebebi calisma

ekspresyon seviyesi downregiile olarak tespit edilmistir
grubumuzda Ornek sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. miR-182-5p’nin

daha fazla ¢aligmalarda yer almasi tavsiye edilir.

Serum miR-221-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarin KHB’1i hastalara gore
4.3 kat arttig1 ve HCC’li hastalarinin kontrol grubuna gore 8.1 kat arttig1 saptanmistir.
Serumdaki bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0211 ve p<0.0494). Bu
bulgumuz serumda, Li ve ark.’nin, Nayak ve ark.’nin, Hung ve ark.’nin ve iilkemizden

Demirgan ve ark.’nin yaptig1 ¢alismalarda benzerlik gériilmiistiir'©>'7171-173,

Serum miR-223-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarin KHB’li hastalara gore
2.2 kat azaldigt ve HCC’li hastalarinin kontrol grubuna gore 5.8 kat azaldigi
saptanmistir. Serumdaki bu azalis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0126 ve
p<0.0274). Bu sonucumuz serumda Bhattacharya ve ark.’min yaptig1 caligmaya
benzerlik gosterirken Trung ve ark.’min ve lilkemizden Girar ve ark’nin yaptigi

165,168,174

bulgulara benzerlik gdstermemistir . Xu ve ark.’nin yaptig1 calismada serum
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miR-223 ekspresyon seviyesi HCC hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek iken

KHB’li hastalara gére belirgin bir fark gériilmemistir'’>.

Doku miRNA’larin ekspresyon seviyeleri tek tek bakildiginda, doku miR-21-5p
ekspresyon seviyeleri HCC hastalar1 ile KHB hastalarinin kiyaslanmasi sonucunda
HCC’li hasta serumundaki ekspresyon seviyesinin KHB hastalarina goére 6 kat arttigi,
HCC hastalarinin kontrol grubuna gore doku ekspresyon seviyesi 14.3 kat arttigi
saptanmigtir. Serumdaki bu artis seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.0136 ve p<0.0467). miR-21-5p ekspresyon seviyesi dokuda yapilan ¢alismalardan
Yoon ve ark.’nin, Guo ve ark.’nin, Lv ve ark.’min, Shen ve ark.’min, Thurnherr ve
ark.’nin  ve  Karakatsanis ve ark.’nin, yaptiklar1  sonuglara  benzerlik

o e . . 151,152,161,166,169,170
gorilmiistir .

Doku miR-122a-5p ekspresyon seviyesi ¢alismamizda HCC hastalarinin KHB
hastalarina gore 2 kat azaldigi, kontrol grubuna gore 2.9 kat azaldig1 saptanmistir. Doku
daki bu azalis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0.0320 ve p<0.0086). miR -
122a-5p doku ekspresyon seviyesi ile ilgili yapilan ¢alismalardan Qiao ve ark.’nin, Lv
ve ark.’nin, Thurnherr ve ark.’nin ve iilkemizden Demirgan ve ark.’nin yaptiklari
sonuglarda benzerlik gérﬁlmﬁstﬁr156’l66’]7o’l75. Fakat Karakatsanis ve ark.’nin HCC’li
hastalar1 ve kontrol grubunu karsilastirdigi calismada miR-122-5p doku ekspresyon
seviyesini HCC’li hastalarinda kontrol grubuna gore upregiile oldugunu belirtmistir'®'.

Bu farkliligin sebebi HCC hastalarin ¢ok az bir kismi1 HBV ile iliskili olmasindan

kaynaklanabilir.

Doku miR-182-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalariin KHB hastalarina gore
4.6 kat artmas: istatiksel olarak anlamli bulunurken kontrol grubuna goére 3 kat artmasi
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0.0468 ve p<0.3011). Bu sonucumuz Shen
ve ark.’nin. doku miR-182-5p’nin ekspresyon seviyesi ile ilgili yapilan g¢aligmalar

bizim bulgumuz ile ayn1 sonuglar elde edilmigtir'®.

Doku miR-221-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarin KHB’li hastalara gore
5.4 kat artmasi ve kontrol grubuna gore de 8.6 kat artmasi istatiksel olarak anlamli
goriilmiistiir (p<0.0126 ve p<0.0460). Bu sonucumuz dokuda Karakatsanis ve ark.’nin,

Li ve ark.’nin, Thurnherr ve ark.’nin ve iilkemizden Demirgan ve ark.’nin miR-221-5p
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ile ilgili yapilan ekspresyon kat degisimleri bizim bulgumuz ile benzerlik gosterirken

Zhu ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada farklilik gdstermistir'®'6%170173,

Doku miR-223-5p ekspresyon seviyesi HCC hastalarin KHB’li hastalara gore
2.8 kat azalmasi ve kontrol grubuna gore de 3.7 kat azalmasi istatiksel olarak anlamli
goriilmiistir (p<0.0499 ve p<0.0354). Doku miR-223-5p ile yapilan g¢alismalardan
Bhattacharya ve ark.’nin ve Karakatsanis ve ark.’nin bulgular1 bizim c¢alismamizda

161,165

benzerlik gostermistir . miR-223-5p doku ekspresyon caligsmalari daha fazla yer

almas1 tavsiye edilir.

Calismamizda ROC analiz ile miRNA’larin tanisal degerlendirimesi sonucu
HCC’li hastalarinin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda serum miR-21-5p’nin
AUC degeri 0.763, miR-122a-5p’nin AUC degeri 0.819, miR-182-5p’nin AUC degeri
0.589, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.721 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.801 olarak
tespit edilirken doku miR-21-5p’nin AUC degeri 0.801, miR-122a-5p AUC degeri
0.629, miR-182-5p AUC degeri 0.650, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.706 ve miR-223-
Sp’nin AUC degeri 0.560 olarak goriilmiistiir. Bu bulgumuz Zhang ve ark.’nin, Guo ve
ark.’nin, Dai ve ark.’nin, Zhang ve ark.’nin, Li ve ark.’nin, Bhattacharya ve ark.’nin, Lv
ve ark.’nin, Trung ve ark.’nin, Hung ve ark.’min, Xu ve ark.’nin ve {iilkemizden
Demirgan ve ark.’nin yaptigi calismaya benzerlik

.. : 42-150,152,155,160,163,165,166,168,171,172,175
gostermigtir .

HCC’li hastalarinin KHB’li hastalara gore serum ekspresyon seviyelerinin ROC
analizi ile tanisal degerlendirilmesinde serum miR-21-5p’nin AUC degeri 0.650, miR-
122a-5p’nin AUC degeri 0.570, miR-182-5p’nin AUC degeri 0.5, miR-221-5p’nin
AUC degeri 0.638 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.613 olarak goriiliirken doku miR-
21-5p’nin AUC degeri 0.709, miR-122a-5p AUC degeri 0.678, miR-182-5p AUC
degeri 0.765, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.706 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.635
olarak tespit edilmistir. Bu bulgumuz Guo ve ark.’nin, Tan ve ark.’nin, Dai ve ark.’nin,
Trung ve ark.’nmm, ve Xu ve ark’min vyaptigi calismalara benzerlik

.. - g 152,154,155,168,172
gostermugtir ~7 7 T T,
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6. SONUC ve ONERILER

HBV ile iligkili HCC hastalarin tanisinda potansiyel biomarker olarak
kullanilabilecek olan miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-221-5p ve miR-223-
Sp’nin kontrol grubu ile KHB ve HCC hastalarin1 ikili gruplar halinde planlayarak

serum ve doku ekspresyon seviyelerini karsilagtirdigimiz ¢alismanin sonucunda;

1. HCC hastalarinda KHB’li hastalarina ve kontrol grubuna gére miR-21-5p, miR-
122a-5p, miR-182-5p ve miR-221-5p serum ekspresyon seviyesi upregiile iken

miR-223-5p serum ekspresyon seviyesi downregiile gorilmiistiir.

2. HCC hastalarinda KHB’li hastalarina ve kontrol grubuna goére miR-21-5p, miR-
182-5p ve miR-221-5p doku ekspresyon seviyesi upregiile iken miR-122a-5p ve

miR-223-5p doku ekspresyon seviyeleri downregiile goriilmiistiir.

3. ROC analiz ile miRNA’larin tanisal degerlendirimesi sonucu HCC’li
hastalarinin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda serum miR-21-5p’nin AUC
degeri 0.763, miR-122a-5p’nin AUC degeri 0.819, miR-182-5p’nin AUC degeri
0.589, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.721 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.801
olarak tespit edilirken doku miR-21-5p’nin AUC degeri 0.801, miR-122a-5p
AUC degeri 0.629, miR-182-5p AUC degeri 0.650, miR-221-5p’nin AUC degeri
0.706 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.560 olarak goriilmiistiir.

4. HCC’li hastalarinin KHB’li hastalara gore serum ekspresyon seviyelerinin ROC
analizi ile tanisal degerlendirilmesinde miR-21-5p’nin AUC degeri 0.650, miR-
122a-5p’nin AUC degeri 0.570, miR-182-5p’nin AUC degeri 0.5, miR-221-
Sp’nin AUC degeri 0.638 ve miR-223-5p’nin AUC degeri 0.613 olarak
goriiliirken doku miR-21-5p’nin AUC degeri 0.709, miR-122a-5p AUC degeri
0.678, miR-182-5p AUC degeri 0.765, miR-221-5p’nin AUC degeri 0.706 ve
miR-223-5p’nin AUC degeri 0.635 olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, HBV ile iligkili HCC’de potansiyel biomarker olan miR-21-5p,
miR-122a-5p, miR-182-5p, miR-221-5p ve miR-223-5p serum ve doku ekspresyon

seviyelerinin karsilastirilmas1 ve ROC analizi ile tanisal etkinligini degerlendirilmesinde
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miR-21-5p, miR-122a-5p, miR-221-5p ve miR-223-5p HCC’yi KHB ve saglikl
bireylerden erken tanida ayirt etmede biomarker olarak kullanabilecegini gdstermistir.
Calismamiz ile elde ettigimiz bulgular ayn1 hastadan alinan serum ve doku
orneklerinden yapilan az sayidaki g¢alismaya onemli katkilar saglar nitelikte olup
bildigimiz kadariyla bélgemizde bu konuda yapilan ilk ¢aligmadir. Calismamizin hizl
taniya ek olarak bu miRNA’lar ile birlikte tiimor lezyon capinin ve AFP seviyeleri ile
birlikte degerlendirilmesi veya tek miRNA yerine panel miRNA’larin belirlenmesi HCC
icin yiiksek dogru tan1 ve prognostik modeller olusturmamiza biiylik fayda saglayacak
ve risk faktorleri olan kisiler i¢in erken tani, timor izleme ve prognoz Ongoriisiine
onemli 151k tutacaktir. Serum miRNA’larin noninvaziv bir sekilde elde edilebilir olmast,
diisik pH, RNAaz’a direncli olmas1 ve tekrarlanabilir olmasi sebebiyle biomarker
olmasi1 6n plana ¢ikmaktadir. miRNA’larin stabilitesi, yiiksek duyarlig1 ve kanda tespit
edilmesi ile ulasilabilirliginin kolay olmasi kanda dolagsan miRNA’larin kanser

tedavisinde kullanilmasina olanak saglayacaktir.
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egitim almaya bagladi.

Haziran-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Barcelona Centre for International Healt
Research’da Mikrobiyoloji Laboratuvar’inda erasmus yaz stajmi tamamladi. TUBITAK
1507 Kobi-Arge kapsaminda 2014-2016 yillart arasinda 7140414 no’lu “Basingli Buhar
Sterilizasyonu Kontrolii i¢in Kapali Biyolojik indikatér Gelistirilmesi” projesinde

yiiriitiicii oldu.

Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda 2015 yilinda Doktora egitimine baslad1
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