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OZET

VIRAL HEPATIT B iLE iLiSKIiLi SIROTiK HASTALARDA miR -142-5P VE
miR-130A-3P’NiN PREDIKTIF DEGERI

N. BEGUM SARAN GULCEN

YAN DAL UZMANLIK TEZiI

KONYA-2017

Amac: Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim
Dalinda 1.0cak.2015 - 1.Aralik.2016 arasinda kronik hepatit B tanis1 alarak perkutan
karaciger biyopsisi yapilan toplam 92 hasta, hepatite bagli fibroziste, tan1 belirtegi ve
tedavi hedefi olarak miR-142-5p ve miR-130a-3p miRNA'larinin kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla ¢aligmaya alinmistir.

Yontem: Karaciger biyopsileri modifiye Ishak skoruna gore degerlendirilmis; hastalar
evreleri ile uyumlu sekilde grup 1-6 igerisinde siniflandirilmigtir. Hastalarin serum miR-
142-5p and miR-130a-3p diizeyleri Real-time PCR metodu ile 6l¢iilmiistiir. Grup 1°de yer
alan hastalar kontrol grubu olarak belirlenerek, gruplar arasindaki gen ekspresyon
seviyeleri farklar1 2*°" metodu kullanilarak karsilagtirilmistir.

Bulgular: Fibrozis evre 1’de 18 hasta, evre 2’de 28, evre 3’de 18, evre 4’de 10, evre 5’de
2 ve evre 6’da 16 hasta tespit edilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda
miR-130a-3p ekspresyon miktarinda artig; gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda grup
diizeyi arttik¢a ekspresyon miktarinda lineer azalma izlenmis, bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.0001). Grup 2’de kontrol grubuna gére miR-142-5p ekspresyon
miktarinda artis; grup 3,4,5 ve 6’da ise azalma izlenmistir. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Sonu¢: HBV’ye bagl fibrozisli hastalarda miR-130a-3p’nin belirli araliklarla serumda
Ol¢iilerek yapilacak diizey takiplerinin, hastalarin karaciger fibrozis diizeyindeki degisim
hakkinda fikir verebilecegi diistiniilmiistiir. miR-142-5p’nin kronik hepatit B enfeksiyonu
olan hastalarda fibrozis varhigi icin uyarici olabilmekle birlikte, evreleme i¢in diizey

Ol¢timlerinin faydali olmayacag diigiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kronik hepatit B, fibrozis, miR-130a-3p, miR-142-5p
Bu calismayr Necmettin  Erbakan Universitesi, Bilimsel Arastirma  Projeleri

Koordinatorligii 161518017 no’lu proje ile desteklemistir.



ABSTRACT

PREDICTIVE VALUE OF miR-142-5P AND miR-130A-3P AS A POTENTIAL
BIOMARKER FOR LIVER CIRRHOSIS ASSOCIATED WITH VIRAL HEPATITIS B

N. BEGUM SARAN GULCEN

KONYA-2017

Objective: A total of 92 patients diagnosed with chronic hepatitis B infection and
underwent percutaneous liver biopsy between January 1, 2015 and December 1, 2016 at
Necmettin  Erbakan University Meram Faculty of Medicine, Department of
Gastroenterology were investigated in order to determine the usability of miR-142-5p and
miR-130a-3p as diagnostic marker and therapeutic target for HBV related fibrosis.
Method: Liver biopsies were scored using modified Ishak method, patients were classified
in groups 1-6 in accordance with fibrosis stages. Serum levels of miR-142-5p and miR-
130a-3p were detected by Real-time PCR. Patients in group 1 were chosen as control
group and difference in expression levels between groups were compared by using 2744¢7
method.

Results: Eighteen patients were found in fibrosis stage 1, 28 in stage 2, 18 in stage 3, 10 in
stage 4, 2 in stage 5 and 16 in stage 6. When compared with the control group, increased
expression of miR-130a-3p is observed in all groups; when the groups were compared to
each other, the amount of expression decreased linearly as the group level increased, and
this decrease was found to be statistically significant (p <0.0001). When compared to
control group; increased expression of miR-142-5p in group 2 and decreased expression
in group 3, 4, 5 was observed. The difference between the groups was not found to be
statistically significant (p>0.05).

Conclusion: In patients with HBV related fibrosis, measuring miR-130a-3p levels in
serum at certain time intervals may provide insight into changes in patients’ liver fibrosis
stages. While miR-142-5p may indicate for fibrosis in patients with chronic hepatitis B

infection, measuring levels for evaluating stages may not be beneficial.

Key Words: Chronic hepatitis B, fibrosis, miR-130a-3p, miR-142-5p
This project is supported by Necmettin Erbakan University, Scientific Research Project
Coordinator. Project no: 161518017
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KISALTMALAR VE SIMGELER

ALP: Alkalen fosfataz

ALT: Alanin aminotransferaz

AP-1: Activator protein 1

AST: Aspartat Aminotransferaz
CCL18: Chemokine (C-C motif) ligand 18
cDNA: Complementary DNA

CT: Threshold cycle

CTGF: Connective tissue growth factor
DNA: Deoksiriboniikleik asit

ESM: Ekstraseliiler matriks

GGT: Gama Glutamil Transferaz
HBCcAg : Hepatit B core (kor) antijeni
HBeAg : Hepatit B envelope (zarf) antijeni
HBsAg: Hepatit B yiizey antijeni

HBV: Hepatit B viriisii

HCC: Hepatoselliiler karsinom

HCV: Hepatit C viriisi

HepG2: Liver hepatocellular cells
hsa-mir: Insan miRNA’s1

HSC: Hepatik stellat hiicreler

IFN-y: Interferon-y

IL-13: Interlokin-13

IL-4: Interlokin-4

KHB: Kronik hepatit B

M1: Makrofajlar 1

M2: Makrofajlar 2

MFAP: Microfibrillar-associated protein
MiRNA: MikroRNA

MMP: Matrix metalloproteinase
NFKB: Nuclear Factor kappa B

ORF: Open reading frames



PCR: Polymerase Chain Reaction

PDGF: Platelet-derived growth factor

PGC1a: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PIHINP: Amino terminal propeptide of type 11l procollagen

PPARYy: Peroxisome proliferator-activated receptor y

RISC: RNA-induced silencing complex

RNA: Riboniikleik Asit

RT-PCR: Real time PCR, gercek zamanli polimeraz zincirleme tepkimesi
SOCS1: Suppressor of cytokine signaling 1

STAT®G: Signal transducer and activator of transcription 6

TARBP2: Transactivation- responsive RNA-binding protein

TGF@: Transforming growth factor beta

Th1: T helper type 1

Th2: T helper type 2

TIMP-1: Metallopeptidase inhibitor 1

TNF: Tumor necrosis factor

UTR: Untranslated region

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

YKL-40: Tyrosine (Y), lysine (K) and leucine (L) apparent molecular weight of YKL-40



1. GIRIS ve AMAC

Hepatit B viriisit (HBV), Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfli ve kismi ¢ift sarmalli bir DNA virtisiidiir. Viris ile karsilasma sonrasi6
hafta ile 6 ay arasinda degisen bir inkiibasyon periyodundan sonra siddeti degisken klinik
bulgularla akut enfeksiyona sebep olmakta; iyilesme 6 ay igerisinde beklenmektedir.
HBsAg pozitifliginin 6 aydan daha uzun siire devam etmesi kronik enfeksiyon olarak
kabul edilir. Diinyada 240 milyon kisi kronik hepatit B (KHB) tanisina sahiptir. Erigkin
yaslardaki enfekte hastalarda %5-10 kroniklesme orani goriilmekte olup, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gore kronik enfekte hastalarin %20-30’unda siroz ve/veya
karaciger kanseri gelismekte, her yil 650.000°den fazla kisi karaciger yetmezligi, siroz ve
ozellikle hepatoselliiler karsinom (HCC) gibi hepatit B komplikasyonlar1 nedeniyle
yasamlarini kaybetmektedir (WHO 2017, Agca 2015). HBV enfeksiyonu iilkemizde de en
onemli saglik sorunlarindan biridir. Ulkemizde yaklasik 3—4 milyon insanmn bu viriisii
tasidign tahmin edilmektedir (Coskun ve ark 2012). Karaciger kanseri olgulari
incelendiginde; hastalarin % 82’sinde viral etyoloji goriilmekte, bunlarin da Ggte ikisini
hepatit B olusturmaktadir (Dogan 2007).

Karaciger fibrozisi, normal doku mimarisinin ilerleyen yikimi veya fibr6z doku ile
hepatosit dokusunun yer degistirilmesine yol agcan kronik viral hepatitin sik goriilen bir
komplikasyonudur. Fibrozis siirecinde birgok hiicre tipi ve degisik faktorler rol
oynamaktadirlar; hem ekstraselliiler matriksin kendisi hem de aktive olmus hiicrelerin
salgiladig1 sitokinler araciligi ile meydana gelen bir dizi olay ekstraselliiler matriks
yapiminda artig ve igeriginde degisime yol agar (Friedman 2004).

MikroRNA (miRNA), bitkiler, hayvanlar ve bazi virlislerde bulunan, RNA
susturma ve gen anlatiminin post transkripsiyonel diizenlenmesinde islev goren yaklagik
22 niikleotitden olusan kii¢iik protein kodlamayan (non-coding) RNA molekiiliidiir. HBV
ille miRNA arasindaki iliskilerin aydinlatilmasi enfeksiyonun molekiiler diizeyde
patogenezinin anlagilmasi ile ve asamalarinin ortaya konmasi ile ivme kazanmistir. Bir¢ok
miRNA’nin HBV iizerinde inhibe edici ve/veya HBV replikasyonunu artirict etkisi
gosterilmistir.

Fibrozis siirecinde yer alan makrofajlar, anahtar immiin hiicrelerdir ve kollajen
iireten myofibroblastlarla yakin iliski igindelerdir. Interldkin-4 (IL-4) ve interldkin-13 (IL-
13) ile indiklenen makrofajlar profibrojenik sitokinlerin salinimma neden olarak

fibroblastlar1 aktive eder. Fare modellerinde makrofajlardan transforming growth factor



beta (TGFP) sekresyonunun engellenmesi ile karaciger fibrozisinin inhibe edildigi
gosterilmistir. 1L-4 / IL-13’tin hedefi olan sitokin sinyalinin siipresorii 1 (Suppressor of
cytokine signaling 1; SOCS1) ve peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor vy
(Peroxisome proliferator-activated receptor y; PPARy)’nin uyarilmasiyla kronik
enflamasyonda makrofajlarin profibrogenezisini diizenledigi kiiltiire edilmis makrofajlar
ve farelerde yapilan galismalar ile rapor edilmistir. Bu yolakta miR-142-5p ve miR-130a-
3p’nin regiilasyonda 6nemli rol oynadig1 ortaya konmustur (Su ve ark 2015).

Biz ¢alismamizda, viral hepatite bagli fibrozis tani belirte¢i ve tedavi hedefi olarak
miR-142-5p ve miR-130a-3p miRNA'larin kullanilabilirligini arastirmayr amagladik.
Caligmamizda, fibrozis skoru belirlenmis ve kategorize edilmis viral hepatitli hastalarin

serum orneklerinde bu miRNA'lar1 inceleyecegiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

HBV ilk defa 1965 yilinda serum proteinlerinde kalitimsal polimorfizmi arastiran
Blumberg ve arkadaglar tarafindan “Avustralya Antijeni” adi verilen bir serum proteini
olarak rapor edilmistir. 1970 yilinda tiim virionun elektron mikroskobik incelemelerinde {i¢
degisik partikiile rastlamiglardir. Bunlardan enfektif 6zellige sahip, 42 nm ¢apinda olanlara
“Dane partikiili” adi1 verilmistir. Dane partikiilleri disinda 22 nm’lik sferik ve 22 x 100-
200 nm biyiikliigiinde flamentéz partikiiller de elektronmikroskobunda tarif edilmis,
sonraki yillarda gesitli ¢alismalar ile virusun genomik yapist ve proteinleri tanimlanmustir

(Purcell 1993, Ustagelebi ve Ergiinay K 2007).

2.2 Hepatit B viriisii

HBYV Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan hepatotropik, zarfli ve
kismen ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. 3200 niikleotidden olugsan genomik yapisi vardir.
Hepatotrop bir viriis olup sebebiyet verdigi immunreaksiyon nedeniyle karaciger hiicre
hasar1 yapar Karaciger kanseri gelistirme riski nedeniyle onkojenik viriis olarak adlandirilir
(Tas 2009).

HBsAg igeren serum Orneklerinde yaklasik 42 nm (42-47 nm) g¢apinda, enfektif
ozellikte, tam bir viryon yapisinda, kiiresel sekilli Dane partikiilleri ve yaklasik 22 nm
(16-25 nm) ¢apinda, iginde niikleik asit bulunmayan, non enfektif kiiresel ve tiibiiler
partikiiller bulunur. Bu partikiiller immiinojenik olup Anti-HBs antikorlar ile reaksiyon
verirler. Dane partikillerinin sayisi serumda digerlerine gére her zaman daha azdir.
Yapisinda viral genomu c¢evreleyen ikozohedral kapsid ve  kiigik (small,S), orta
(middle,M), biiytik (large,L) glikoprotein tasiyan lipoprotein yapili bir zarf yer alir (Tas
2009, Inan 2015).

2.2.1 Genom Yapisi
Viral DNA iist iiste cakisan (overlapping) S, C, P ve X acik gen okuma bdlgelerini (ORF;
open reading frames) icermektedir. Viral genom bu o6zelligi ile %150 yararlilikta

kullanilabilmektedir (Inan 2015).



4 OREF bolgesi ve kodladigi proteinler:
1. Prekor/kor geni (niikleokapsid proteini kodlar; HBcAg ve yapisal olmayan
salgilanan protein; HBeAQ)
2. Polimeraz geni (reverse transkriptaz, RNAaz H ve terminal protein domainleri)
3. preS1/PreS1 ve S geni (L, M ve S olmak iizere zarf proteinlerini kodlar)
4. X geni (kiiciik regiilatdr X proteinini kodlar)

Dane partikiill

Kilresel partlkill m-ss tHBs  SH u,

*:

' o’

Sekil 2.1. Viriis genom yapisi

rrrrr

2.2.2 HBV Genotipleri

Diinyada en az 9 HBV genotipi (A-I) vardir. HBV prevalansinin diisiik oldugu Kuzeybati
Avrupa ve A.B.D.'deki persistan tasiyicilarda genotip A baskindir. Amazon bolgesi ve
Peru gibi yiikksek HBV prevalansina sahip iilkelerde ise genotip F'nin sik oldugu
goriilmiistiir. Dogu Asya iilkelerinde genotip B ve C'nin prevalansi yiiksektir. Akdeniz ve
Sahra alt1 Afrika tilkelerinde genotip A ve D baskin olan tiptir. Genom sekanslar1 arasinda
%8’in tizerinde fark oldugu genotip C ve F ile enfekte hastalarda genotip B ve D’ye
kiyasla HCC’in daha yiiksek oranda goriildiigi belirlenmistir (Arauz-Ruiz ve ark 1997,
Moraes ve ark 1996, WHO 2017).

2.2.3 Bulas yollar

Tanimlanmig olan olas1 hepatit B viriisii bulas yollar1; anneden bebege dogum esnasinda
gecis, seksiiel temas, intravenoz ilag kullanimi ve kan transflizyonlar1 sirasinda meydana
gelen gegislerdir. Oral yolla bulasma ancak enfekte kanin hasarlanmis oral mukozaya

temasiyla gergeklesebilir. Goz ve biitiinliigli bozulmus deri de virusun gecisi yollari



arasindadir. HBeAg pozitif hastalardaki viral yiik daha yiiksek oldugundan bu hastalardan
bulas genel olarak daha yiiksek oranda goriilmektedir. HBeAg pozitif bir hastanin
ignesinin batmasi ile olan yaralanmalarda bulas oram1 %30-62 iken, HBeAg negatif
hastadan bu oran %6-37dir. Perinatal bulas degerlendirildiginde bebekte maruziyet
sonrasi immiin koruma yapilmadiginda, HBeAg pozitif anneden dogan bebeklerde, ilk 6
ayda %70-90 KHB gelisme riski varken; bu oran HBeAg negatif anneden dogan
bebeklerde %10’dan azdir (Robinson 1995, Dogan 2007, Guglii ve Geyik 2012, EMI
Guidelines 2016).

2.3 HBV enfeksiyonunun klinik seyri

2.3.1 Akut ve Kronik Hepatit

Akut hepatit B enfeksiyonu, asemptomatik enfeksiyondan kendini siirlayan hepatit veya
fulminan hepatite kadar genis bir spektrumda ortaya ¢ikabilir. Eriskinlikte HBV ile enfekte
olanlarda semptomatik hepatit hastalarin %5-20" inde goriiliir. Yenidogan ve erken
bebeklikte gegirilen enfeksiyonlar genellikle asemptomatiktir. Semptomatik hepatit 1-5
yaglart arasinda %10 civarinda goriiliirken yenidogan doneminde bu oran %1°den azdir.
Enfeksiyonun edinildigi yas ile kroniklesme arasinda ters bir iliski vardir. En yiiksek
kroniklesme orani yenidoganlardadir (%90). Kroniklesme riski 1-5 yaslar1 arasinda %20-
30’a, eriskinlikte enfekte olan hastalarda %1-5’¢ diiser. Eriskin hastalarin %95’inden
fazlasinda HBsAg’'nin yok olmasi ve anti-HBs’nin saptanmasi ile birlikte iyilesme goriiliir
(Kidd-Ljunggren ve Miyakawa 2002, EASL Jury 2003, Liaw ve Chu 2009).

Akut HBV enfeksiyonunun inkiibasyon dénemi 4 - 28 hafta olup ¢ogu vakada bu
stire 60 - 180 giindiir. HBV ile enfekte olan erigkinlerde akut hepatit semptomlar: basta
halsizlik ve yorgunluk olup bunu istahsizlik, bulanti, kusma ve sag iist kadranda hafif kiint
bir agr1 takip eder. Preikterik donemdeki bu semptomlar genellikle 3 - 10 giin siirer. Bu
donemi takip eden yiiksek diizey transaminaz ve biliiribin ile karakterize sariligin siiresi
genellikle 1 - 3 haftadir, nadiren 4 haftayr asar. Cocuklar genellikle 2 haftada, erigkinler ise
4 - 6 haftada iyilesir. Fulminan tablo akut HBV hepatitli olgularin %1-2’sinde olusabilir ve
%63-93 oranda fatal seyirlidir (Robinson 2000).

HBsAg’nin serumda alti aydan uzun siire saptanmasi durumunda kronik
enfeksiyondan soz edilir. Kronik enfeksiyon tipik olarak immiintoleran faz, immiinreaktif
faz, inaktif faz, HBeAg negatif kronik aktif faz olmak iizere 4 fazdan olusur. Inaktif

doneme gegen hastalarin biiyiik boliimii dmiir boyu bu donemde kalirken, bazi hastalarda
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viriisiin reaktivasyonu gériilebilir. Immuntoleran dénemi HBeAg pozitifligi, HBV DNA
yiiksekligi, normal ALT, normal karaciger biyopsisi ile karakterizedir ve 10-30 yil
siirebilir. Sonrasinda olasilikla viriisiin antijenik yapisindaki bazi degisiklikler nedeniyle
sonlanir ve virlisle enfekte hepatositlere kars1 konakta immiin reaksiyon gelismeye baslar.
Bu donemde HBV DNA diizeyi diiser, ALT diizeyi yiikselir, karaciger biyopsisinde
kronik hepatit bulgularina rastlanir ve siklikla HBeAg serokonversiyonu goriiliir. HBeAg
serokonversiyon orani yaslilarda, kadinlarda, ALT diizeyi yiiksek olanlarda ve genotip B
ile enfekte kisilerde (genotip C’ye goére) daha yiiksektir.

HBsAg'nin pozitif saptandigi ancak klinik bulgunun olmadigi doénem inaktif
tastyicilik donemidir. Hepatositlerin immiin reaksiyon sonucu biiyiik oranda temizlenmesi
ve virlislin baskilanmasi nedeniyle kalici bir HBeAg negatifligi ve anti-HBe pozitifligi
meydana gelir. Viriisiin replikasyonu ve antijen ekspresyonu azalir. %20 - 30 olasilikla
HBV DNA’nin ve ALT’nin yiikselmesi, bazen de HBeAg’ nin yeniden pozitiflesmesi ile
giden alevlenmeler goriilebilir. Bu alevlenmeler sonrasinda kronik hepatit geligebilir.

HBeAg serokonversiyonu sonrasinda bazi hastalarda replikasyonun devam etmesi
durumunda HBeAg negatif kronik hepatitten bahsedilir. Hastalarda HBsAg(+), HbeAg(-),
en az bir yil boyunca anti-HBe(+) ve HBV DNA pozitiftir (>10*> kopya/ml). Zaman
zaman veya sirekli ALT yiiksekligi goriiliir. HBeAg’nin sekresyonunu engelleyen
mutasyonlardan dolayr HBeAg salimamaz ama replikasyon devam eder. Hastalarin
%350°den fazlasinda orta-agir nekroinflamasyon bulgulari vardir. Kendiliginden kalici
remisyona girme olasiligi ¢ok diisiiktiir. Hastaligin uzun dénem prognozu iyi degildir (
Sonsuz. 2007, Sengoniil 2008, Akhan ve ark 2014).

2.3.2 Siroz ve hepatoseliiler karsinom (HCC)

Kronik hepatitli olgularda Hepatit B viriisiiniin replikasyonu ve gelisen immiin yanitla
karaciger dokusunun hasarlanmasi sonucu siroz ve/veya hepatoseliiler karsinom olusumu
gerceklesir. Diger risk faktorleri erkek cinsiyet, ilerleyen yas, siirekli HBeAg/DNA
pozitifligi, siirekli ALT yiiksekligi, HCV, HIV veya hepatit delta viriis ile koenfeksiyon,
HBeAg’nin tekrar pozitiflesmesi, genotip C ile enfeksiyondur. Buna ek olarak HBV
genotipi, alkol alimi, obezite, aflatoksine maruziyet, sigara kullanimi, ailede HCC
hikayesi, pre-S, core-promoter mutasyonlar1 HCC gelisimi i¢in risk faktorleridir. HCC
gelisme riski oOzellikle siddetli ve dekompanse sirozlu hastalarda yiiksektir. HBV ile enfekte
bireylerde HCC riski enfekte olmamig popiilasyona gore 15-20 kat yiiksektir. HBV ile kronik
enfekte olgularda HCC gelisme riski %10-25 olarak bildirilmistir. HBV ile iligkili
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kanserlerin %70-901 siroza bagh gelisir (Dhanasekaran ve ark 2012, Mittal ve EIl-Serag
2013).

2.4 Karaciger fibrozisi

Karaciger fibrozisi kronik hepatik hasar ve inflamasyon sonucu sekonder olarak gelisir.
Fibrozis sebepleri olarak viral ve otoimmiin hastaliklar, alkol, nonalkolik steatohepatit,
bakir veya demir yiiklenmesine neden olan metabolik hastaliklar, toksinler ve bilier
obtriiksiyon sayilabilir (Kitano ve Bloomston 2016). Karaciger dokusu hasarlandiginda,
bagisiklik sistemi hasar1 onarmak i¢in aktive edilir. Karaciger fibrozisi tiim bireylerde ayni
oranda olugmaz; kronik hepatit C veya B’li hastalarda fibrozis bazen sabit kalir ya da
zamanla gerileme olabilir. Normal doku mimarisinin ilerleyen yikimina, fibréz doku ile
hepatosit dokusunun yer degistirmesine yol acan kronik viral hepatitin sik goriilen bir
komplikasyonu olan karaciger fibrozisi, kronik viral hepatit morbidite ve mortalitesinin en
onemli nedenidir (Friedman 2004).

Fibrozis siirecinde bir¢ok hiicre tipi ve degisik faktorler rol oynamaktadir; hem
ekstraselliiler matriksin kendisi hem de aktive olmus hiicrelerin salgiladigi sitokinler
aracilifi ile meydana gelen bir dizi olay ekstraselliller matriks yapiminda artig ve
iceriginde degisime yol acar. Hepatik stellat hiicreler (HSC) ekstraseliiler matrix
yapimindan sorumlu ve fibrozis siirecinde rol oynayan esas hiicrelerden biridir. HSC
tarafindan ekstraseliiler matriksin {lretiminin artirilmasi neticesinde hepatik parankim
hasari, siroz ve portal hipertansiyon gelisimi goriiliir (Tucer 2008, Kitano ve Bloomston
2016).

Makrofajlar fibrogenez siirecinde yer alan anahtar immiin hiicrelerdir ve kollajen
tireten myofibroblastlarla yakin iliski i¢indedirler. Toll like reseptorler ve T helper tip 1
(Thl) ile uyarilan makrofajlar (M1) ve Th2 sinyalleri ile alternatif yoldan uyarilan
makrofajlar (M2) fibrozis siirecinde rol alirlar. IL-4 ve IL-13 gibi Th2 sitokinlerinin kronik
ve otoimmiin hastaliklarda farelerde fibrozis siirecinde 6nemli oldugu gosterilmistir. IL-4
ve IL-13 ile indiiklenen makrofajlar profibrojenik sitokinlerin salinimia neden olarak
fibroblastlar1 aktive ederler. Fare modellerinde makrofajlardan TGFpB sekresyonunun
engellenmesi ile karaciger fibrozisinin inhibe edildigi gosterilmistir. 1L-4 ve IL-13 uyarimi
ile akciger makrofajlarindan salinimi indiiklenen Chemokine (C-C motif) ligand 18
(CCL18), idyopatik pulmoner fibrozis hastalarinda fibroblastlardan kollajen tiretimini
uyarmaktadir (Su ve ark 2015).

Fibroziste iyilesme siireci, ekstraseliiler matriks (ESM) komponentlerinin yikimi ve



yeniden yapilanmas: ile gerceklesir. Karaciger hasarina sebep olan etken ortadan
kaldirilamaz ve inflamasyon siireci ilerlemeye devam ederse histopatolojik ve klinik tablo
fibrozis ve sirozla sonuglanir. Etyoloji ne olursa olsun siroz gelisimi i¢in gereken siire
ortalama 10-20 yildir. Etken ortadan kalktiginda fibrozis siireci geri doniisiimli
olabilmektedir (Tucer 2008).

2.4.1 Karaciger fibrozisinde histopatolojik inceleme

Karaciger fibrozisinin tan1 metodlar1 arasinda invaziv (karaciger igne biyopisi) ve non-
invaziv (biyokimyasal yontemler, goriintiileme yoOntemleri) yontemler yer almaktadir.
Karaciger biyopsisi kronik hepatitli olgularda karaciger fibrozis derecesini belirlemede
giiniimiizde altin standart yontemdir. Belirli zaman araliklar ile biyopsiler alinarak hastada
fibrozis derecesi takip edilir ve bu sekilde basta tedaviye yanit olmak iizere hastanin
progresyonu agisindan degerlendirilme yapilabilir. Histopatolojik evrelemede fibrozisin
yeri ve yayginligi ile septa ve nodiil olusumu degerlendirilir (Goodman 2007, Soyuer
2009).

Fibrozis kronik hepatitlerde, genellikle portal alanda baslar bu nedenle portal alana
smirli  fibrozis evre 1, periportal alana ulasmis fibrozis evre 2 seklinde
degerlendirilmektedir. Olusan fibrozis karaciger parankim g¢atisini kismen bozuyor, portal
alanlar1 birbirine veya santral venleri portal alanlara veya santral venleri birbirlerine baglar
tarzda kopriiler olusturuyor ise evre 3, siroz olusmus ise evre 4 olarak
degerlendirilmektedir. Fibrozis evrelemesinde Knodell, Metavir, Ishak gibi farkli
siniflandirma c¢esitleri mevcut olup bunlar arasinda Ishak siniflamasi en hassas olan
smiflandirma yontemi olarak  kabul edilmektedir. Ishak simiflamasinda evreleme
maksimum 6 iizerinden yapilmaktadir. Buna gore siroz 6, presirotik karaciger 5, yaygin
kopriilesme 4, seyrek kopriilesme 3, fibroz portal genislemetkisa septum (yaygin) 2 ve
fibroz portal genisleme+kisa septum (fokal) 1 numara ile degerlendirilmektedir (Goodman
2007, Soyuer 2009).



Tablo 2.1. Histolojik aktivite indeksi evrelendirmesi

Fibrozis Skor

Fibroz portal genisleme+kisa septum (fokal)

Fibroz portal genisleme+kisa septum (yaygin)

Nadir portal-portal kopriilesme

Sik portal-portal kopriilesme

Sik kopriilesme fibrozisi ve nadir nodiil olugumu

o O | W N -

Siroz

2.5 MikroRNA (miRNA)
MikroRNA (miRNA) bitkiler, hayvanlar ve bazi viriislerde bulunan yaklagik 22
niikleotidden olusan kiiciik protein kodlamayan (non-coding) RNA molekiiliidiir; RNA
susturma ve genden protein sentezinin post transkripsiyonel diizenlenmesinde iglev goriir.
IIk mikroRNA, 1993 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan yuvarlak solucan olan
Caenorhabditis elegans’in genlerinin taranmasi sonucunda, kisa protein kodlamayan ancak
canliin gelisim zamanlamasini diizenleyen mikroRNA’nin kesfi ile ortaya konmus, bu
terim 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baglanmistir. miRNA arastirmalari; miRNA'larin
farkl1 hiicre tiplerinde ve dokularda farkli setler halinde bulundugunu géstermistir. BitKi
ve hayvan hiicrelerinde miRNA’larin birden fazla rolii oldugu ve bir¢ok biyolojik siirecte
etkin oldugu ortaya konmustur. MiRNA’lar 6karyotik hiicrelerin normal isleyisinde yer
alirlar, bu nedenle miRNA'larin disregiilasyonu hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Lee ve
ark 1993, Reinhart 2000, Ruvkun 2001, Lagos-Quintana 2001, Saydam ve ark 2011).
Kanser ve mikroRNA arasindaki iligki {izerine yapilan arastirmalarda
mikroRNA’larin tiimor gelisiminde onkogen veya timor siipresor olarak gorev aldigi,
hiicrede miRNA seviyelerinin normal kosullarin disina ¢ikmasinin insanlarda kanser
gelisimi ile baglantili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle mikroRNA seviyelerinin
belirlenmesinin kanserin erken teshisi ve tedavisi i¢in 6nemli olabilecegi tartisma konusu

olmustur (Saydam ve ark 2011).

2.5.1 MikroRNA biyosentezi

Tam uzunluktaki miRNA (pri-miRNA) RNA polimeraz II tarafindan genomik DNA’dan
transkripte edilir. Niikleer kompartmanda Drosha tarafindan islenir ve 65 niikleotid
uzunlugunda pre-miRNA’lar iretilir. Pre-miRNA c¢ekirdekten stoplazmaya taginir ve

RNAase III benzeri endoniikleaz Dicer tarafindan kesilir ve olgun form ¢ift zincirli



mMIRNA’lar iretilir. Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-
induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir. Cift zincir RNA baglayan bir
protein (Argonaute) igeren ve RNA induced silencing komplex (RISC) olarak adlandirilan
yapiya yiiklenen miRNA burada komplementer hedef bolgeleri ile (¢ogunlukla 3> UTR
de) tam bir eslesme olmadan birlesir ve hedef mRNA’y1 par¢alamadan ribozom ile
birlesmesini Onleyerek translokasyonu engeller. miRNA’lar hedef gen ekspresyonunu,
deadenilasyon ve degradasyonu indiikleyerek veya translasyonal inhibisyon yaparak
diizenler. Giiniimiize kadar >2500 insan miRNA’st (hsa-mir) tanimlanmistir ve
mirbase.org, mirdb.org, targetscan.org gibi birgok database’den ulasim miimkiindiir.

Viral miRNA’lar viriis lehine ¢alisarak viral ve/veya ev sahibi genin gen
ekspresyonunun diizenlerler. Bu nedenle, miRNA'lar, konak-viriis etkilesimleri ve viral
hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Bernstein ve ark 2001, Li ve ark
2014, Yula ve Kaya 2015).

2.6 HBV miRNA iliskisi

HBYV ile miRNA arasindaki iliskilerin aydinlatilmas: enfeksiyonun molekiiler diizeyde
patogenezinin anlasilmasi ile ve asamalarinin ortaya konmasi ile ivme kazanmistir. Bir¢ok
miRNA’nin HBV iizerinde inhibe edici ve/veya HBV replikasyonunu artirict etkisi
gosterilmistir.  HBV enfeksiyonu ve miRNA iliskisine dair en ¢ok calisma miR122
tizerinde yapilmigtir. miR122 karacigere 0zgli hepatositlerde en yiliksek diizeyde tespit
edilen miRNA c¢esidi olup erigkin karacigerindeki miRNA popiilasyonunun %70’ini
olusturur. Karaciger hiicresinin birgok basamaktaki fonksiyonunun diizenlenmesinden
sorumlu olan miR122’nin HBV sekanslarina dogrudan baglanma yolu ile viral gen
ekspresyonu ve replikasyonunu negatif yonde etkileyebildigi gosterilmistir.

miR-122nin hepatoseliiler karsinom, kronik hepatit veya ilag, alkol ya da viral
nedenli karaciger hasarinda serumda yiikseldigi gosterilmis, hepatoseliiler kanserde miR-
122’nin yeni bir kanser tani, tedavi ve progoz markeri olabilecegi diigiiniilmiistiir (Zhang ve
ark 2010, Xu ve ark 2011, Zhou ve ark 2011, Onan 2012).

HBV enfeksiyonunda regiilasyonu bozuk olan miRNA’lar tanimlanmistir. Konak
immiin sistemini modiile eden miRNA’lardan miR-146a ve miR-155’de artis, miR-548’de
azalma goriilmistir. HBV kopyalarini hedef alan miRNA’lardan miR-17-92, miR-125a-
5p, miR-199a-3p, miR-210’da artis; miR-15a, miR-122, miR-205’de azalma, HBV
enfeksiyonunun diizenleyicilerini hedef alan miRNA’lardan miR-22, miR-155, miR-372,

10



miR-501"de artis; miR-1, miR-29¢, miR-122, miR-152’de azalma izlenmistir (Yula ve
Kaya 2015).

Karaciger hasarinin sebebine yonelik spesifik diizeyde miRNA arastirmalariin
karaciger hastaliklarinin tanisinda biyomarker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiis, Li ve
arkadaglar1 karaciger hasar1 sebebini %96,9°un iizerinde hassasiyet ve oOzgiilliikle
gosterebilecek kanda miRNA karaciger paneli olusturmuslardir (Li ve ark 2010).

Yapilan c¢alismalar sonucu miRNA ve viriis etkilesimleri ortaya kondukca
miRNA’larin  tedavi i¢in gelecekte kullanilabilirligi sorgulanmistir. Yapilan bazi
calismalarda mMIRNA-122°’nin  HCV  genomuna baglandigt ve replikasyonunu
kolaylastirdigi, bu miRNA’y1 hedef alan bir antiviralin kronik HCV tedavisinde
kullanilabilecegi diigtiniilmiistiir. Ancak bu miRNA’nin down regulasyonu ile HCC
riskinde artis izlenmesi nedeniyle HCV tedavisinde kullanima uygunluk igin optimal
seviyenin belirlenmesi ve bu konuda yeni aragtirmalar yapilmasi gerektigi ortaya

konmustur (Israelow ve ark 2014, Bandiera ve ark 2015).

2.7 Fibrozis miRNA iliskisi
HBYV iliskili fibrozis ve sirozda miRNA’nin roliinii agiklamak ve bu fazda ekspresyon
profillerini incelemek igin birgok arastirma yapilmakta ve farkli miRNA’larin etkileri
ortaya konmaya calisilmaktadir. Kronik HBV’de rol alan ve diizeyinde artis goriilen
mMiRNA’lardan bazilarina 6rnek olarak miR-146a, miR-155, miR-181a, miR-145-5p,
miR-146b-5p, miR-148a, miR-200b-3p, miR-200c-3p, miR-455, miR-1, miR-21 ve miR-
125; azalanlara 6rnek olarak Let-7 ailesi ve miR-548 verilebilir. HBV ile iliskili sirozda
miR-33a ve miR-615-3p artis;; miR-19b, miR-29, miR-150 ve miR-194 azalis1 izlenir
(Kitab ve ark 2015).

Guo ve ark. hepatik satellit hiicre aktivasyonu sirasinda eksprese edilen miRNA’lar
ve bunlar tarafindan diizenlenen farkli sinyal yolaklari tanimlamistir (Guo ve ark 2009).

Kronik hepatit etyolojleri farkli da olsa hepatik hasari takiben artan transforming
growth factor-B (TGFp) nin hepatik stellat hiicreler (HSC) aracili fibrogenezde en potent
uyar1 saglayan sitokin oldugu bildirilmistir. TGFB fibrozisi indiiklemede bir¢ok yol
kullanir. Bunlar; HSC’nin direk aktivasyonu ile ekstraseliiler matriks sentezini (ESM)
uyarmak, metalloproteaz doku inhibitorlerini uyararak ESM yikimini inhibe etmek, kendi
geni lizerindeki Activator protein 1 (AP-1) bolgesi araciligi ile kendi sentezini arttirmaktir
(Brenner 2009).

Lakner ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada miR-19b’nin TGFB aracilig1 ile HSC aracili
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fibrogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (Lakner ve ark 2012). Venugopal ve ark. karaciger
fibrozisinin miR-150 ve miR-194 diizeyine azalmaya neden oldugunu, miRNA’larin fazla
ekspresyonlarinin  HSC aktivasyonunu baskiladigin1  gostermislerdir. Bu miRNA’lar
karaciger rejenerasyonunun erken evresinde gelisen feed back mekanizmasi ile down
regule olurlar (Venugopal ve ark 2010). Roderburg ve ark., yaptiklari ¢aligmada miR-
29b’nin HSC aktivasyonu sirasinda down regule oldugunu; miR-29b’nin murinlerde fazla
ekspresyonunun ise kollagen ekspresyonunu engelledigini géstermislerdir (Roderburg ve
ark 2011). Bir diger calismada karaciger fibrozisi ilerledikge miR-199 ve miR-200’i{in
retiminin arttigi gosterilmigtir (Murakami ve ark 2011). Huang ve ark.’nin yaptigi
calismada kronik hepatit B’li hastalarda HSC’nin  TGF-B1 ile uyarimmin miR-33a
ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Huang CF ve ark 2015).

IL-4 / IL-13 tarafindan yukar regiile edilen ve STAT6 hedef gen promoterleri ile
sinerjik etkilesim gosteren peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor y (PPARy), M2
aktivasyonu i¢in gereklidir. Artmis miR-142-5p ve azalmis miR-130a-3p’nin, IL-4/IL-13
hedefi SOCS1 ve PPARy’nin uyarilmasiyla kronik enflamasyonda makrofajlarin
profibrogenezisini diizenledigi kiiltlire edilmis makrofajlar ve farelerde yapilan caligsmalar
ile rapor edilmistir (Sekil 2.2) (Su ve ark 2015).

miRNA'larin etkili oldugu ¢ok sayida yolagin tanimlanmasi, fibrozis patogenezinde
miRNA'larm rollerine dair bilgilerimizin ilerlemesini saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda
terapGtik miidahale i¢in yeni hedefler saglayabilecektir. Calismamizda, kronik hepatit B
hastalarinin serum 6rneklerinde miR-142-5p ve miR-130a-3p diizeylerinin belirlenmesinin
viral hepatite bagl fibroziste tani belirteci ve tedavi hedefi olarak kullanima uygunlugunu

arastirmay1 amacladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Hasta secimi
1 Ocak 2015-1 Aralik- 2016 yillar1 arasindaNecmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dalinda kronik hepatit B tanis1 alarak histopatolojik tani

icin perkutan karaciger biyopsisi endikasyonu konan toplam 92 hasta ¢aligmaya alind1.

3. 2 Serum ornekleri
Hastalarin periferik kan ornekleri klasik sar1 kapakli tiipe alinarak 3700 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi. Elde edilen serum mikrotiiplere aktarildi ve ¢alisilmak iizere — 20 °C’de

saklandi.

3.3 Fibrozis evrelemesi

Olgularm karaciger biyopsileri modifiye Ishak skoruna gére degerlendirilerek evre 1-6
olmak {izere fibrozis dereceleri belirlendi. miRNA diizey farkliliklarinin karsilastirilmasi
amaciyla fibozis evre 1 grubundaki hastalar kontrol grubu olarak segildi. Fibrozis evresine

gore hastalar 1-6 arasinda gruplara ayrildi.

3.4 miRNA izolasyonu

miRNA izolasyonu Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ile GeneAll, Hybrid-R
miRNA (Cat n0:325-150, Lot no: 32515L09024) kiti kullanilarak yapildi. Izolasyon
uygulamas: tretici firma Onerilerine gore gergeklestirildi:

1. Izolasyona baslanmadan &nce serumlar oda sicakligina getirildi

2. 200pL serum+ 500uL RiboEx pipetaj yaparak eklendi (RiboEx icerdigi fenol ve
guanidin tuzu ile hiicreyi hizla pargalar ve niikleazlari inaktive eder).

3. 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.

4. 1,5ml lik tip itizerine 100ul kloroform eklendi. Kloroform RiboEx ve serum
ornegine karigmasi i¢in alt iist yapildi ve 2 dk oda 1si1sinda bekletildi.(Kloroform
ile elde ettigimiz lizat sulu ve organik faza kolayca ayrilir).

5. 12,000g de 4°C de santrifiij yapild1 ve sulu faz baska bir eppendorfa aktarildi
(DNA ve protein ara fazda ve organik fazda kalirken, total RNA sulu fazda
bulunur).

6. Alinan sulu faz kadar iizerine %50 ethanol eklendi, pipetaj yapildi.
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10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

21

. Elde edilen mix type B kolona aktarildi (Burada biiyilk RNA membrana

baglanirken, kiiciik RNA’lar kolondan asagi dogru iner).

11,000rpm de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Altta kalan tlipin lizerine kalan sivinin hacmi kadar %100 ethanol eklendi.
Pipetaj yapildu.

Bu karisim (yaklasik 650uL) type W kolona aktarildi (Bu kolon kiigiik RNA
larin baglanmasini saglar).

11,000rpm’de 1 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tizerine 500uL RBW Buffer eklendi (Bu
basamakta deterjan igeriginde bulunan yikama basamagi gerceklestirilir. Boylece
membrana baglanmis olan kii¢iik RNA disindaki artiklar uzaklastirilir).
11,000rpm’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirdi ve lizerine 500uL RN'W Buffer eklendi.
11,000rpm’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tizerine 500uL RNW Buffer eklendi.
11,000rpm’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve iizerine higbirsey eklenmeden
11,000rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50pL RNase-free su
eklendi. 2 dk oda sicakliginda bekletildi.

11,000rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

. Elde edilen 6rnek -20°C’ye aktarildi.

3.4.1 Primerler

miR-142-5p ve miR-130a-3p saptanmasi amaciyla bu miRNA’lar1 amplifiye etmek igin

uygun primer dizileri dizayn edildi (Varkonyi-Gasic ve Hellens 2011). Kontrol olarak

U6 gen bolgesine ait diziler kullanildu.
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Tablo 3.1. PCR igin kullanilan primerler

PRIMER | PRIMER DIiZiSi SKALA(nmol)
ADI

142-RT | 5>CTTGCATAGTGCGCGTAATAATCCATAAAGT’3 | 100nmol
142-F 5"GGAATCCCTGTAGTGTTTCCTACT’3 100nmol
142-R 5"CCTTGCATAGTGCGCGTAATAA’3 100nmol
130-RT | ’"GAGGCGACTGCCTAAACTATGCCCTTT’3 100nmol
130-F 5"GCCAGCCAGTGCAATGTTAAAA’3 100nmol
130-R 5" TACTGAGGCGACTGCCTAAACT’3 100nmol

U6-F 5’ ATACGATACAAGGCTGTTAGAG’3 100nmol
U6-R 5’ AAATATGGAACGCTTCACGA’3 100nmol

3.4.2 cDNA sentezi

Elde edilen miRNA’dan HyperScript First strand synthesis Kit, Cat no:601-005
kullanilarak complementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. Her 6rnegin kendi stem-loop
primeri ile cDNA sentezi yapildi.

Tablo 3.2. cDNA sentezi igin kullanilan bilesenler

Bilesenler

NF Water 8 ul
Stem-loop primer 1 ul
10mMdNTP 1 ul
miRNA 4 ul
TOTAL 14 ul

1. 65°C’de 5 dakika bekletildi ve primer denatiirasyonu saglandi.

2. Hemen buz lzerine alindi.

Bilesenler

10X First S.Buffer 2 ul
0,AMDTT 2 ul
Enzim 1 ul
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RNase Inhibitor(40U/ pl) 1 pul

3. Hazirlanan mix 6 pl olarak her bir 6rnek lizerine dagitildi ve PCR reaksiyonu

gerceklestirildi.

Tablo 3.3. PCR reaksiyonu dongiisii

16°C 30dakika
30°C 30 saniye
42°C 30 saniye
50°C 1 saniye 60X
85°C 5 dakika

3.4.3 Real time PCR
Elde edilen cDNA’lardan SYBR Green temelli Real Time PCR kuruldu. PCR reaksiyonu
Applied Biosystems StepOnePlus cihaz ile yapildi.

Tablo 3.4. Real time PCR igin reaksiyon miksi bilesenleri

PCR BILESENLERI 1X
2X SYBR GREEN MASTER MIX 10pL
(Cat No0:801-520, Lot
no:QP116G25001)

F(10pm) lulL
R(10pm) lulL
ROX 1,5uL
cDNA SuL
Su 1,5uL
TOPLAM 20uL

3.4.3.1 Amplifikasyon

Tiplerin istii kapatilarak 1Q5 Real Time PCR Detection System (BIO-RAD) cihazina
yerlestirildi. 10 dk 95 °C’de bekletildikten sonra 15 sn 95°C’den ve 45 sn 55 °C’den
olusan siklustan 40 tekrar yapilacak sekilde programlandi ve amplifikasyon

gerceklestirildi.
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3.5 Sonug degerlendirme ve istatistiksel analiz
Fibrozis evresine gore 6 gruba ayrilan hastalarin real time PCR sonucu elde edilen CT
degerleri, Kantitatif PCR metodu veri analizi i¢cin Rao ve ark. tarafindan onerilen 2447

metodu kullanilarak degerlendirildi;

ACT= CT (hedef 6rnek) — Ct (referans 6rnek)
AACt= ACt (hedef 6rnek) — ACt (referans 6rnek)

Bu metod ile PCR sonucu farkli drneklerden elde edilen threshold cycles (CTs)
degerleri kullanilarak &rnekler arasindaki gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildi (Rao ve
ark 2013).

Kontrol grubu olarak segilen grup 1°de yer alan 6rneklere ve U6 gen bolgesine
yonelik uygulanan PCR sonucu elde edilen CT degerleri ile ACT hesaplandi ve sonraki
AACt hesaplamasi i¢in kontrol degerleri olusturuldu (ACT kontrol).

Grup 2-5” de yer alan her bir hastaya ait 6rneklere ve U6 gen bolgesine yonelik
uygulanan PCR sonucu elde edilen CT degerleri ile ACT hesaplandi sonraki AACt
hesaplamasi i¢in hedef degerleri olusturuldu (ACT hasta).

Elde edilen ACT hasta ve ACT kontrol degerleri kullanilarak gruplara ait AACt
degerleri hesaplandi. Sonrasinda 2T formiilii uygulanarak sonuclar elde edildi ve
ortalama hesaplanarak gruba ait 2**°T degeri saptandi.

Gruplar arasi 274ACT degerleri farklart ANOVA yontemi ile istatistiksel olarak

degerlendirdi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6 Etik Kurul Onay1

Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Ilagc ve Tibbi Cihaz dist
Arastirmalar Etik Kurulundan 27.05.2016 tarihinde 2016/578 karar sayisi ile etik kurul

onay1 alinmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 92 hastanin fibrozis evrelemesi yapildi ve 18 hasta fibrozis evre 1, 28
hasta fibozis evre 2, 18 hasta fibozis evre 3, 10 hasta fibozis evre 4, 2 hasta fibozis evre 5
ve 16 hasta fibozis evre 6 olarak tespit edildi; bu hastalar evre numaralandirmalarina
uyumlu sekilde grupl1-6 igerisinde siiflandirildi.

miR-130a-3p i¢in grup 2,3,4,5 ve 6’ da yer alan 6rneklerin ortalama 2“7 degeri
sirasiyla 2.87, 2.69, 1.34, 1.11 ve 1.01 olarak tespit edildi. miR-142-5p i¢in gup 2,3,4,5 ve
6’da yer alan 6rneklerin ortalama 27AACT degeri sirasiyla 1.17, 0.65, 0.09, 0.06 ve 0.22
olarak tespit edildi. Hastalara ait 2““" degerleri ve gruplarin ortalama 2*°T degerleri
tablo ve grafiklerde gosterilmistir.

Kontrol grubu olan grup 1 ile kiyaslandiginda tiim gruplarda miR-130a-3p
ekspresyon miktarinda artis izlendi. Grup 2-6 kendi aralarinda kiyaslandiginda grup diizeyi
artttkca mIiR-130a-3p ekspresyon miktarinda lineer azalma izlendi ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001). Gruplar arasindaki istatistiksel analiz
incelendiginde grup 2 ve 6, grup 3 ve 6, grup 2 ve 4 arasindaki ekspresyon farklari
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Grup 2’de kontrol grubuna gore miR-142-5p ekspresyon miktarinda artig; grup
3,4,5 ve 6’da ise azalma izlendi. Gruplar arasindaki ekspresyon farklari istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 4.1. Grup 2 icin miR-130a-3p 2™**“Tsonucu
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Tablo 4.2. Grup 3 i¢in miR-130a-2"**“T sonucu
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Tablo 4.3. Grup 4 i¢in miR-130a-3p 2**“Tsonucu
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Tablo 4.4. Grup 5 i¢in miR-130a-3p 2*“Tsonucu

Tablo 4.5. Grup 6 i¢in miR-130a-3p 2**“Tsonucu
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Tablo 4.6. Grup 2 i¢in miR-142-5p 2*“T sonucu




Tablo 4.7. Grup 3 i¢in miR-142-5p 2*“T sonucu

Tablo 4.8. Grup 4 i¢in miR-142-5p 2"**“Tsonucu



Tablo 4.9. Grup 5 i¢in miR-142-5p 2**“Tsonucu

Tablo 4.10. Grup 6 i¢in miR-142-5p 2**“Tsonucu

W Group-2 130afold change
[ I I B I I | [ |

22 24 26 28 30 40 47 50 52 54 56 107 109 112

[ B LA ]

Sekil 4.1 2.grup drneklerinin miR-130a-3p’nin logaritmik degisimi (2°*“")
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Sekil 4.4 5.grup orneklerinin miR-130a-3p’nin logaritmik degisimi (

27



84 86 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100101104

B Group-6 130afold change
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Sekil 4.7 3.grup 6rneklerinin miR-142-5p’nin logaritmik degisimi (2*")
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Sekil 4.8 4.grup 6rneklerinin miR-142-5p’nin logaritmik degisimi (274°")
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Sekil 4.9 5.grup 6rneklerinin miR-142-5p’nin logaritmik degisimi (2*")
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Sekil 4.10 6.grup 6rneklerinin miR-142-5p nin logaritmik degisimi (2*")
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5. TARTISMA

Kronik hepatit B enfeksiyonu tiim diinyada yaygin olarak goriilen 6nemli bir halk saglig:
sorunudur. Kronik hepatit B’nin sik goriilen komplikasyonlarindan biri de sirozdur. Alkol,
steatohepatit, otoimmun hastaliklar, kardiak hastaliklar, genetik ve metabolik karaciger
hastaliklar1 nedeniyle de meydana gelebilen bu hastalik 6liimciil komplikasyonlarla
seyretmektedir. Tablo ikterik veya anikterik gecirilen akut enfeksiyon tablosunun ardindan
kroniklesmeye kadar gegen siireg igerisinde ¢ogu zaman fark edilmemekte ve dekompanse
hale geldikten sonra tanimlanabilmektedir (Okten 2003, Guyot ve ark 2006). Karaciger
dokusunda ileri derecede fibrozise ragmen asemptomatik tablo nedeniyle tani asamasi
gecikmekte ve splenomegali, assit, Ozefagus varis kanamasi gibi portal hipertansiyon
bulgularinin goriildiigi ilerlemis evrede tani konulmaktadir. Bu asamada kronik hepatit
olarak degerlendirilen olgularin karaciger biyopsilerinde ileri derecede fibrozis (evre V,VI)
hatta siroz saptanmasi; klinisyenleri tani igin erken evrede uyarabilen, uygulanabilirlik
acisindan basit, hizli, ucuz ve giivenilir yeni yontemlerin gereksinimini ortaya koymustur
(Mohamadnejad ve ark 2006).

Giliniimiizde karacigerdeki fibrozisi gostermek ic¢in en sik kullanilan ydntem
perkutan karaciger biyopsisidir. Invaziv bir yontem olmasindan dolay1 uygulamasi zor bir
islem olmakla birlikte uygulayan kisi, alinan biyopsi miktari, incelemeyi yapan kisi gibi
parametrelerden de etkilenir. Ayrica kronik viral hepatitlerde karacigerin her bolgesi ayni
sekilde etkilenmedigi i¢in tek bir biyopsi orneginin hastaligin 6zelliklerini ve fibrozisi her
zaman yansitamadigi disiintilmektedir (Kaya ve ark 2009).

Rutin uygulamalarda fibrozis derecesi ve karaciger rezervini yansitacak
biyokimyasal parametrelerin kullanilabilirligi de arastirilmaktadir. Bu amagla bilirubin,
AST, ALT, ALP, GGT, albumin ve gamma-globulin, trombosit sayisi, protrombin zamant
ve aktivitesi, alfa-2 makroglobulin, haptoglobin, apolipoprotein Al gibi biyokimyasal
parametreler kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda TGF-B1, Tip 4 kollajen YKL-40,
PDGF, CTGF, PVCP, MFAP, TIMP-1, MMP 1,2,9, hyaliironik asit, PIIINP gibi bazi
laboratuvar Ol¢iimlerinin, dokudaki fibrozis ile iliskili oldugu saptanmistir (Afdhal ve
Nunes 1999, Liu ve ark 2012). Bazi galismalarda, karaciger biyopsisi biyokimyasal
belirleyicilerle karsilastirilmis ve histopatolojinin  yanlis negatiflikleri de ortaya
konulmustur. Bu uyumsuzluklarin karaciger biyopsi tekniginden kaynaklandigi sonucuna

vartlmistir (Imbert-Bismut ve ark 2001, Poynard ve ark 2003, Poynard ve ark 2004).
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Klinik uygulamalarda kronik hepatite bagli fibroziste tani ve evreleme igin
kullanilan parametrelerin zahmetli, uygulanmasi gii¢, maliyetli olmasi, subjektif
degerlendirmelere bagl farkliliklarin goriilmesi nedeniyle son yillarda bu amagla
mikroRNA gibi serum ve dokudan bakilabilen bir biyomarkerin kullanimi ve
uygulanabilirligi arastiriimaktadir.

MikroRNA’lar 19-23 niikleotid uzunlugunda posttranskripsiyonel seviyede gen
ekspresyonunu diizenleyen genlerdir. Yeni arastirmalarla miRNA’larin enerji {iretimi,
protein sentezi, proliferasyon, farklilasma ve apopitozis gibi farkli basamaklarda aldiklar1
roller belirlenmektedir. miRNA'larin farkli hiicre tiplerinde ve dokulardaki varligi ve
gorevlerine ait bilgilerin elde edilmesi ile bu molekiillerin degisik hastaliklar ile iliskileri
ortaya konmustur. Serum ya da plazmada Olgiilebilen miRNA’lar kanser tani ve
prognozunu belirlemede yeni biyomarkerlar olarak degerlendirilmistir. MiRNA’larin
akciger, prostat, kolorektal, over ve meme kanserlerinde serumda Saptanip tani ve
prognostik kriter olarak kullanilabilecegini gdsteren ¢alismalar yapilmistir (Pedersen ve
David 2008, Chen ve ark 2008, Mitchell ve ark 2008, Resnick ve ark 2009, Hu ve ark
2010, Huang ve ark 2010, Heneghan ve ark 2010, Fiorino ve ark 2016).

HBV ile miRNA arasindaki iliskilerin aydinlatilmasi, enfeksiyonun molekiiler
diizeyde patogenezinin anlasilmasi ve asamalarinin ortaya konmasi ile ivme kazanmustir.
Siroz hastalarinda ve hepatoseliiler karsinomlu olan hastalarda ¢esitli miRNA’larin
belirlenmesi ve diizey dl¢iimleri ile ilgili birgok aragtirma yapilmis ve miRNA ekspresyon
profilleri gézlenmistir. Farkli miRNA’larin bu hastaliklarda biyomarker olarak kullanima
uygunlugu arastirilmis, tani i¢in yol gosterici ozellikleri irdelenmistir (Li ve ark 2010,
Zhou ve ark 2011, Brunetto ve ark 2014, Jin ve ark 2015).

Timor dokusu ve normal karaciger dokusu incelenerek yapilan ve hepatoseliiler
karsinom mIiRNA iliskisini aragtiran ¢esitli ¢alismalarda farkli miRNA ekspresyon
profilleri gozlenmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda miR-10b, miR-18, miR-20, miR-221,
miR-222 ve miR-224’{in tiimor dokusunda diizeyinin arttigi goriiliirken, miR-122, miR-
145, miR-150, miR-199a, miR-199b, miR-200b, miR-214 ve miR-223’{in ise timorli
dokuda  diizeyinin  azaldign = gdzlenmistir. Bu  miRNA’larn = her  birinin
hepatokarsinogenezde 6nemli rol oynadigr diisiiniilmiistiir (Ladeiro ve ark 2008, Varnholt
ve ark 2008, Kitab ve ark 2015).
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Yapilan ¢alismalarda, plazmada miR-106b ve miR-181b’nin Kkaraciger sirozu i¢in
serum miR-143 ve miR-215'in kronik hepatit B ve HCC i¢in ve Let-7c, miR-23b, miR-
122, miR-150 ve miR-122-5p, miR-192-5p’ nin hepatit B viriis enfeksiyonu igin
biyomaker olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Chen ve ark 2012, Chen ve ark 2013,
Brunetto ve ark 2014, Zhang ve ark 2014).

Jin ve ark.’nin yaptiklar1 aragtirmada; miR-27a-3p’nin kronik hepatit B tespiti igin,
miR-1, miR-451a, miR-18a-5p, miR-29c¢-3p, MiR-106b-5p ve miR-185-5p’nin sadece
karaciger sirozu tespiti i¢in, miR-21-5p, miR-122-5p ve miR-146a’ nin kronik hepatit B
ve karaciger sirozu tespiti i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir (Jin ve ark 2015).

Oksiiz ve ark., serumda miR30c-5p, mMiR223-3p, miR-302¢c-3p, mMIiR-17-5p
diizeylerinin HCV’ye bagl siroz ve HCC’de down regule oldugunu gostermisler ve bu
miRNA’larin  sirozun ve HCC’nin erken evrelerinde belirteg biomarker olarak
kullanilabilecegini diisiinmiislerdir (Oksiiz ve ark 2015).

Giray ve ark. HBV’ye bagli HCC’de miR-125b-5p ekspresyonunda artis, miR-
223-3p ekspresyonunda azalma izlemisler; bu miRNA’larin hastaligin erken evre tanisinda
biyomarker olarak kullanilmasini énermislerdir (Giray ve ark 2014).

Bu arastirmada makrofajlarda profibrogenezisin diizenlenmesinden sorumlu oldugu
gosterilmis olan miR-142-5p ve miR-130a-3p’nin serum diizeylerinin, kronik hepatit B’ye
bagli fibrozis tanisinda ve evrelemesinde yol gosterici biyomarker olarak kullanilabilirligini ve
ileride bu miRNA’larin fibrozis siirecinin durdurulmasi ve hastaligin tedavisi igin terapotik
kullaniminin miimkiin olup olamayacag1 hipotezini irdeledik.

Aragtirmamizda, fibrozis evresine gbre 6 gruba ayrilan hastalarin real-time PCR
sonucu elde edilen CT degerleri kullanilarak, drnekler arasindaki gen ekspresyon seviyeleri
22T metodu ile karsilastirildu.
miR-130a-3p icin grup 2.3.4,5 ve 6’da yer alan Orneklerin ortalama 244¢T
degerleri sirasiyla 2.87, 2.69, 1.34, 1.11 ve 1.01 olarak tespit edildi. Kontrol grubu olan
grup 1 ile kiyaslandiginda tim gruplarda miR-130a-3p ekspresyon miktarinda artis izlendi.
Grup 2-6 kendi aralarinda kiyaslandiginda grup diizeyi arttikca miR-130a-3p ekspresyon
miktarinda lineer azalma izlendi ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.0001). Gruplar arasindaki istatistiksel analiz incelendiginde grup 2 ve 6, grup 3 ve 6,
grup 2 ve 4 arasindaki ekspresyon farklari istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Grup 5°te yer alan hasta sayisi istatistiksel anlami kisitlayan bir durum olarak

degerlendirildi.
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miR-142-5p diizeyleri incelendiginde grup 2,3,4,5 ve 6’da yer alan orneklerin
ortalama 2724¢T degerleri sirasiyla 1.17, 0.65, 0.09, 0.06 ve 0.22 olarak tespit edildi. Grup
2’de kontrol grubuna gére miR-142-5p ekspresyon miktarinda artis; grup 3,4,5 ve 6°da ise
azalma izlendi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Immiinolojik siiregte STAT-6 fosforilasyon yolu iizerine etkisi ile fibrozis
olusumuna Onemli katkisi bulunan miR-130a-3p ve miR-142-5p’nin, HBV’ye bagh
fibrozis gelisen hastalardaki ekspresyon seviyelerini arastiran ¢alisma sayisi kisithdir. Bu
miRNA’lar ile ilgili Su ve ark. kiiltiire edilmis makrofajlar ve fareler iizerinde yaptiklari
caligmada karaciger sirozu ve idiyopatik pulmoner fibroziste miR-142-5p seviyesinde
artig, miR-130a-3p seviyesinde azalma izlemisler; miR-142-5p ve miR-130a-3p’nin
kronik inflamasyonda makrofajlarin profibrojenik gen ekspresyonunu diizenledigini rapor
etmislerdir (Su ve ark 2015). Insanda gelisen fibrozis ve deneysel olarak hayvanlarda elde
edilen fibrozisin molekiiler mekanizmasi farkli olabilmekte ayrica gelisim siiresi
bakimindan da biiyiik farkliliklar gostermektedir. Insanlarda bu siirec yillar alirken
hayvanlarda birka¢ hafta gibi kisa bir siirede gerg¢eklesmektedir. Calismamiz verileri ile
kiyaslandiginda miR-142-5p seviyesinde artis sadece grup 2’de goriilmiis, diger seviye
degisiklikleri  agisindan  benzerlik  bulunmamis,  farkliligin =~ bu  nedenlerle
kaynaklanabilecegi, mMiRNA ile ilgili ¢alismalarda insan hiicreleri ile yapilan arastirmalarin
daha giivenilir veri saglayacagi diigiiniilmiistiir.

Insan karaciger dokusunda miR-142-5p diizeyi 6lgiilerek yapilan bir ¢alismada bu
MIRNA’nin HBV’ye bagli HCC’li dokuda down regule oldugu gosterilmis ve yaptigimiz
calisma ile uyumlu bulunmustur (Zhu ve ark 2012).

Wong ve ark’nin yaptig1 ¢alismada miR-142-5p; primer HCC dokusunda (T), venoz
metastazda (VM) ve tiimorsiiz insan karaciger dokusunda (NT) oOlgiilmiis, T/NT oram
0.296, VM/NT oram1 0.202 hesaplanarak miR-142-5p diizeyindeki azalma gdsterilmis,
bulgular bu aragtirma sonugclariyla uyumlu bulunmustur. Aym arastirmada, miR-130a icin
T/NT oram1 0.260, VM/NT oran1 0.216 bulunmustur. miR-130a diizeyinin tiimorlii olan
dokuda azaldig1 ve hatta daha ileri evre olan vendz metaztazda tiimorlii dokuya gore daha

da diisiik diizeyde oldugu gosterilmistir (Wong ve ark 2012).
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Sekil 5.2 Gruplardaki miR-142-5p ekspresyonunun referans RNA ile kiyaslanmis diizeyi

Bizim ¢alismamizda da tiimorlii dokuya isaret eden ileri evre fibrozis hastalarinda (grup 5
ve 6) diger gruplara gore miR-130a diizeyinde azalma saptanmis ve bu ¢alisma ile uyumlu
bulunmustur. Lu ve ark. bir¢cok farkli kanser tipi ile yaptiklar1 ¢alismada, tiimor
dokularinda normal dokuya gére miRNA diizeyinlerinde global bir azalma saptamislardir.
Bu disregulasyonun mekanizmasi tam aydinlatilamamakla birlikte miRNA kodlanmasinda
gorevli dicer, drosha, argonaute? gibi komponentlerde azalma izlememisler, azalmada baska

mekanizmalarin rol aldigini diigiinmiislerdir. miRNA’larin hiicre bdliinmesini engelleme ve
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hiicre farklilasmasindaki gorevleri diisiiniildiigiinde, miRNA down regiilasyonunun kanser
olusumunu agiklayabilecegini belirtmislerdir (Lu ve ark 2005). Farkli insan kanser tiplerinde
goriilen TARBP2 (Transactivation- responsive RNA-binding protein) ve exportin 5 gibi
mutasyonlarin miRNA maturasyonunu bozdugunu ve miRNA’da down regiilasyona sebep
oldugunu godsteren aragtirmalar mevcut olup, bu mutasyonlar kanserde izlenen miRNA
diizeyindeki azalmadan sorumlu tutulmuslardir (Melo ve ark 2009, Melo ve ark 2010).

miRNA disregulasyonundan sorumlu tutulan farkli mutasyonlar, ¢alismamizdaki
miRNA diizeyindeki azalmaya egilimi agiklayabilecek faktorlerden biri olabilir. Bunun
ortaya konmasi i¢in miR-142-5p ve miR-130a-3p gen bolgeleri ve sentez basamaklari,
mutasyon varlig1 agisindan ileri caligmalarla incelenebilir.

Ura ve ark.’nin insan karaciger doku drneklerinde yaptig1 calismada, HBV’ye bagh
HCC’deki miR-142-5p diizeyinin HCV’ye bagli HCC’ye gore orani 0.40 bulunmustur. Bu
miRNA’nin sadece enfeksiyonla iligkili degil, ayn1 zamanda timor olusumu ile iligkili
oldugu belirtilmis, sonucun HBV ve HCV’ye bagli HCC olusumlarimin farkl
mekanizmalarla gelistigini belirtmede 6nemli oldugu séylenmistir. miR-130a’nin HCC’li
hastalarda kronik hepatitli (KH) hastalara gore diizeyinin azaldigi bulunmus, HCC/KH
orani 0.50 olarak tespit edilmistir. Kronik hepatitin kotii prognoz gdstermesi ile ilerleyen
asamalarinda goriilen HCC’deki miR-130a ekspresyonunun azalmasi bizim ¢alismamiz ile
uyumlu bulunmustur (Ura ve ark 2009).

Kan orneklerinden miR-130a-3p diizeyi dlgiilerek yapilan ¢aligmada kronik hepatit
B’li hastalarda kontrol grubuna gore 8.60 kat artis bulunmustur (Oksiiz ve ark 2015).

Huang ve ark. human hepatoblastoma HepG2 hiicrelerinde yaptiklari deneylerde
miR-130a’nin peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
(PGCla) ve PPARYy yolu ile HBV DNA replikasyonunu azalttigin1 géstermislerdir. Bu
nedenle miR-130a’nin terapotik olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi  gerektigini
diistinmiislerdir. Diger bir yandan PGCla ve PPARy’nin HBV replikasyonunu uyarici
etkiye sahip oldugu gosterilmig, miR-130a’nin PGCla ve PPARy’y1 ayni anda hedef
alarak metabolik homeostazi saglamakta gorev aldigi bildirilmistir. HBV replikasyonunun,
miR-130a diizeyinde azalmaya yol agarak ve PGCla ve PPARy’y1 yiikselterek viral
replikasyonu belirgin bir sekilde artirabildigi belirtilmistir. Hepatik inflamasyon (hepatit)
sirasinda  NF-kB/p65 aktivasyonunun, = miR-130a seviyesinde artisa neden olarak
sonrasinda PGCla, PPARy diizeyinin ve HBV replikasyonun azaldigi ve bu durumun viral
klirense katkida bulundugu sdylenebilir. Bir baska agidan bircok asemptomatik ve
persistan HBV tasiyicisindaki HBV replikasyonunun, miR-130a’da azalmaya yol actig1 ve
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NF-kB baskilanmasi ile inflamasyonda azalma ve immun toleransa neden olup viral
klirensi de azalttigi sdylenmistir. miR-130a’nin bu konudaki roliinii aydinlatmak i¢in daha

cok ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Huang ve ark 2015).

o _ HBV
HBV replikasyom 0==-m-130a0 [——— ﬁg&;EQ E=tpe rcplikasyomunda
artis

: ﬁ PGC1 ve HBY
miR-130a [———m= 0 e replicasyonunda

PPARy alia
Sekil 5.3 HBV, miR-130a, PGC1 ve PPARYy etkilesimleri

HBV DNA seviyeleri ve fibrozis arasindaki iligki; ALT, AST seviyeleri, HBeAg
pozitifligi, yas gibi farkli faktorlerden etkilenmektedir. HBV DNA seviyeleri ve karaciger
biyopsilerideki histopatolojik bulgular arasindaki iliskiyi arastiran bir¢ok arastirmada
serum HBV DNA diizeyleri ve nekroinflamasyon diizeyleri, fibrozis skorlari arasinda
pozitif kolerasyon saptanmistir (Chan ve ark 2002, Yuen ve ark 2004, Nabuco ve ark
2007).

Biazar ve ark.’nin yaptigi calismada, kronik hepatit B’li hastalarda karaciger
dokusundaki viral yiik ile yapilan biyopside karaciger hasarinin evresi arasinda belirgin bir
korelasyon saptanmis, karaciger dokusundaki viral yiik tayininin énemi vurgulanmistir.
Serum HBV diizeyleri ile karaciger dokusundaki HBV diizeyleri arasinda iligki
bulunmamustir (Biazar 2015).

Fibrozis mekanizmasi, HBV replikasyonu ve miRNA’lar arasindaki karsilikli
etkilesim oldukca karmasik ve ¢ok yonlii olup; bir¢ok sitokin, farkli yolak gibi ¢ok sayida
immiin sistem komponentinden etkilendigi bilinmektedir. Calismamizda kronik hepatitli
hastalardaki miR-130a-3p diizeylerindeki artis bu sonuglar ile uyumlu bulunmustur.
Diizeyinin erken evrelerde diger evrelere gore yiiksek bulunmasi, akut evrede NFKB/p65
aktivasyonu ve  HBV DNA replikasyonunu baskilamak amacli fazla ekspresyonuna bagl
olabilir. Ileri evrelere dogru akut yanmitin azalmasi ile miR130a-3p diizeyinde goreceli
azalma izlendigi; yine de yiiksek bulunan diizeylerin PGCla ve PPARy’da azalmaya yol
acarak HSC’leri uyarmasi ile fibrozise katkida bulundugu diisiiniilmiistiir. Izlenen diizey

azalmasmin HBV’nin replikasyonunun devamina bagli da olabilecegi, bunun ortaya
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konabilmesi i¢in ozellikle doku HBV DNA diizeyleri ile birlikte bir karsilagtirma
yapilmasinin uygun olacagi kanaatine varilmstir.

TGFp’nin HSC aracili fibrogenezde en potent uyar1 saglayan sitokin oldugu
bildirilmistir. HSC aktivasyonunun da TGFp ekspresyonu iizerinde uyarici etkisi oldugu,
bu sayede fibrotik siirecin siirekli aktif halde kalabildigi gosterilmistir. TGFp
reseptorlerinin inhibisyonunun hepatik stellate hiicre (HSC) aktivasyonuna son verdigi
gosterilmistir (Nakamura 2000, Ueno 2000, Kanzler 2001).

Bu bulgular TGFp aracili HSC aktivasyonunun ve kollagen yapiminin fibrozis
stirecindeki Onemini gostermistir. Bununla birlikte TGFB inhibisyonu ile HSC
aktivasyonunun engellenmesinin, fibrozisin geri doniisiimii (reverse fibrozis) ve iyilesme
mekanizmalarinda gerekli oldugunu diisiindiirmiistiir (Lakner 2012).

Yaptigimiz ¢alismada bu miRNA’larin her fibrozis evresindeki ekspresyon
farklarim1 belirlerken, izlenen bu farklarin hastalarin fibrozis evresi hakkinda bilgi verme
amaciyla biyomarker olarak kullanilabilirligini de inceledik.

Immiinolojik siiregte rol oynayan bircok sitokin arasinda denge oldugu ve
inflamatuvar yanitin bu sayede kendi i¢inde diizenleyici bir mekanizmaya sahip oldugu
bilinmektedir. Hepatik hasar1 takiben gelisen inflamatuvar yanitta farkli fenotipteki
makrofaj populasyonlarmin rolii incelenmistir. interferon-y (IFN-y), timér nekrozis faktor
(TNF) gibi proinflamatuvar sitokinlerin erken evrede M1 makrofajlarini uyardigi, bu
makrofajlarin erken inflamatuvar yanit1 artirarak konak savunmasinda 6nemli rol oynadigi
goriilmistiir. Doku hasarmi takip eden inflamatuvar yanitin hem normal hem patolojik
yara iyilesmesinde onemli rolii vardir (Mantovani ve ark 2004, Lech ve Anders 2013).

Inflamasyonun akut fazindan sonra, M2 makrofajlar1 uyarmak iizere IL 4 ve IL13
gibi antiinflamatuvar Th2 sitokinlerinin salindig1 ve fibrozisin ge¢ evrelerinde énemli rol
oynadigi gosterilmistir. Bu yol ile makrofajlar alternatif yoldan uyarilirken, M2
makrofajlar antiinflamatuvar bir ¢evre yaratarak iyilesme siireci ve yaralarin
rejenerasyonunu saglarlar. Ancak lezyon persistan ve uyaran devamli ise M2 makrofajlar
profibrotik bir rol iistlenip TGFp ve galaktin-3 gibi ekstraseliiler matriks proteinlerinin
yapimini uyaran profibrotik faktorler salgilarlar (Laskin ve ark 2011, Lech ve Anders
2013, Braga ve ark 2015, Su ve ark 2015). Boylece, dengenin M1 ydniine kaymasi ile
sitotoksisite ve doku hasari, M2 yoniine kaymasi ile fibrozis ve kanser gelisimi izlenir
(Mantovani ve ark 2004, Laskin ve ark 2011).

Su ve ark.’nin yaptig1 calismada IL4 ve IL13’tin miRNA diizeyi iizerine etki
edebildigi belirtilmistir. M2 aktivasyonunun PPARy ile uyarildigi, miR-130a-3p’nin ise
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PPARy diizeyinde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. IL4’tin miR-130a-3p seviyesinde
azalmaya yol acarak PPARy diizeyinde artisa neden oldugu, sonugta M2 sinyalinin
devaminin saglandigi, hepatik makrofajlarin fibroblastlar1 aktive etmesiyle siroz olustugu
belirtilmistir. STAT6 fosforilasyonu ve PPARy’da izlenen bu artisa TGFB1 artisinin da
eslik ettigi gosterilmistir (Su ve ark 2015).

ijl?rUa—?rpﬁ ——tw= PPARy 0

IL4 ﬁ¢ﬂ1303‘3p 0 Cmt—mee PPARy ﬁ e M2 akfivasyonu

Sekil 5.4 IL-4, miR-130a-3P, PPARy ve M2 etkilesimleri

Yaptigimiz ¢alismada miR-130a-3p’nin tiim gruplarda goriilen artis1 ve daha sonra
ileri fibrozis evrelerinde goreceli azalisinin bu durum ile agiklanabilecegi diistiniilmiistiir.
miR-130a-3p’nin ileri evre karaciger hasar1 bulunan hastalarda terapotik olarak M2
makrofajlarin  uyarimini  engelleme ve fibrozis olusumunu durdurma amagh
kullanilabilecegi diistintilmiis, bu konuyla ilgili deneysel arastirmalarin yapilmasi gerektigi
fikrine varilmustir.

TGFB1 ve IL4’lin miR-130a ve miR-130b ekspresyonu iizerindeki zit etkileri
ortaya konmustur. Caligmamizda saptanan miR-130a-3p diizeyleri arasindaki farkliligin,
farkli evrelerdeki inflamasyon siirecinde farkli diizeylerde bulunan bu sitokinlerin etkisiyle
olustugu ve fibrozis siirecini kontrol etmede énemli rol oynadig1 diisiiniilmiistiir. Erken
evrelerde goriilen miR-130a-3p diizeyindeki yiiksekligin fibrozis siirecinde primer anahtar
rolii olan HSC’nin ESM f{iretimini desteklemek amagh gergeklesebildigi, sonralardaki
diistisiin ise Ozellikle ge¢ evre fibroziste rol oynayan Th2 sitokinleri ile aktive olan
makrofajlarin aktivasyonuna isaret edebilecegi diisiintilmiistiir. Bu nedenle HBV’ye bagl
fibrozisli hastalarda miR-130a-3p’nin belirli araliklarla serumda Sl¢iilerek yapilacak diizey
takiplerinin, hastalarin karaciger fibrozis diizeyindeki degisim hakkinda fikir verebilecegi
diistinilmiistir. MiR-142-5p’nin fibrosis 2 de kontrol grubuna gore artmasi daha ileri
evrelerde ise diisiis gostermesi kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda fibrozis igin
uyarici olabilmekle birlikte evreler arasi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, bu

miRNA’nin fibrozis evrelemesi i¢in diizey ol¢limlerinin faydali olmayacagini géstermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kronik viral hepatite bagh fibroziste, tan1 belirte¢i ve tedavi hedef olarak miR-142-5p ve

miR-130a-3p miRNA'larinin kullanilabilirligini arastirmayi amagladigimiz ¢alismamizda

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dalinda

1.0cak.2015-1.Aralik-.2016 tarihleri arasinda kronik hepatit B tanis1 alarak histopatolojik

tan1 i¢in perkutan karaciger biyopsisi yapilan toplam 92 hasta ¢alismaya alinmistir.

1.

Karaciger biyopsileri modifiye Ishak skoruna gore degerlendirilerek 18 hasta
fibrozis evre 1, 28 hasta fibozis evre 2, 18 hasta fibozis evre 3, 10 hasta fibozis
evre 4, 2 hasta fibozis evre 5 ve 16 hasta fibozis evre 6 olarak tespit edilmistir; bu
hastalar evre numaralandirmalarima uyumlu sekilde grupl-6 igerisinde
siniflandirilmastir.

Hastalarin serum miR-142-5p ve miR-130a-3p diizeyleri Real-time PCR metodu ile
ol¢tilmistiir. Grup 1°de yer alan hastalar kontrol grubu olarak belirlenerek, gruplar
arasindaki gen ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Kantitatif PCR metodu veri

2T metodu kullanilmistir. Gruplar

analizi i¢in Rao ve ark. tarafindan oOnerilen
arast 2T degerleri farki ANOVA yontemi ile istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

miR-130a-3p i¢in grup 2,3,4,5 ve 6’da yer alan Orneklerin ortalama vl
degerleri sirasiyla 2.87, 2.69, 1.34, 1.11 ve 1.01 olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubu olan grup 1 ile kiyaslandiginda tiim gruplarda miR-130a-3p ekspresyon
miktarinda artis izlenmistir. Grup 2-6 kendi aralarinda kiyaslandiginda grup diizeyi
artttkga miR-130a-3p ekspresyon miktarinda lineer azalma izlenmis ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).

miR-142-5p diizeyleri incelendiginde grup 2,3,4,5 ve 6’ da yer alan Orneklerin
ortalama 2T degerleri sirastyla 1.17, 0.65, 0.09, 0.06 ve 0.22 olarak tespit
edilmistir. Grup 2’de kontrol grubuna goére miR-142-5p ekspresyon miktarinda
artig; grup 3,4,5 ve 6’da ise azalma izlenmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

HBV’ye baglh fibrozisli hastalarda miR-130a-3p’nin belirli araliklarla serumda
Olctilerek yapilacak diizey takiplerinin, hastalarin karaciger fibrozis diizeyindeki
degisim hakkinda fikir verebilecegi diisiinlilmiistiir.

mMiR-142-5p’nin fibrozis 2’ de kontrol grubuna gore artmasi daha ileri evrelerde ise

diisiis gostermesi kronik hepatit B enfeksiyonu olan hastalarda fibrozis i¢in uyarici
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olabilecegini, evreler arasi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, bu
miRNA’nin diizey Ol¢limlerinin fibrozis evrelemesi ic¢in faydali olmayacagini

diistindiirm{istiir.
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