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OZET

DOKTORA TEZI

HEPATIT B VIRUSU iLE INFEKTE HEPATOSELULAR KARSINOMA
TANISI KONULMUS HASTALARDA BELIRTEC OLARAK
MIKRORNA’LARIN DEGERLENDIRILMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Ali KARAGOZ
II. Damisman : Prof. Dr. Murat SAYAN

Bu tez ¢alismasinda, 6 adet (hsa-miR 16, hsa-miR-28, hsa-miR-122, hsa-miR-221, hsa-miR-224
ve hsa-miR-501) insan mikroRNA’sinin (miRNA) hepatoseliilar karsinomada biyobelirte¢
olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Bu amagla Tiirkiye popiilasyonunda deney gruplari
icin HBV DNA’s1 pozitif ve hepatoselular karsinoma (HSK) negatif bireylerin serumlari ile
HBYV DNA’s1 ve HSK’s1 pozitif bireylerin serumlar1 ve karaciger patoloji 6rnekleri arasindaki
ekspresyon farkliliklar1 Ger¢cek Zamanli PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Real Time PCR)
ile goreceli olarak kantite (rdlatif kantitasyon) edilmis ve ekspresyon farkliliklar: belirlenmistir.
Calisilan deney gruplarmin HBV DNA log (logaritma) analizleri ile bu 6 miRNA’nin
ekspresyon analizleri arasindaki iliski ortaya konulmustur. Yine bu tez ¢aligmasi kapsaminda
normalizasyon i¢in 1 mRNA ve 2 adet snRNA hem serum hem de doku Orneklerinde
uygunluklar1 degerlendirilmistir. Ayrica doku 6rneklerinin lezyon boyutlar1 ile miRNA’larin

ekspresyon degisimleri de ortaya konulmustur.
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Gergeklestirilen Real Time PCR sonuglar1 1s181inda ekspresyondaki degisimler miR-16 igin
HBYV DNA ve HSK pozitif dokuda kontrol grubuna gore 8.3 katlik bir artig; miR-28 i¢in HBV
DNA ve HSK pozitif serum ve doku 6rneklerinde serum igin 2.3 ve doku igin ise 9.6 katlik bir
azalma; miR-122 ig¢in kontrol grubuna gére HBV DNA ve HSK pozitif serum ve doku
orneklerinde serum i¢in 5.9 ve doku i¢in 6.9 katlik bir azalma yine ayn1t miRNA i¢in HBV
pozitif fakat HSK tanis1 konulmamis serum 6rneklerinde ise 5,4 katlik bir azalma; miR-221 i¢in
kontrol grubuna gére HBV DNA ve HSK pozitif dokuda ekspresyonda kontrol grubuna gore 8
katlik bir artis; miR-224 i¢in kontrol grubuna gore HBV DNA ve HSK pozitif serum ve doku
orneklerinde serum i¢in 3.3 ve doku i¢in 4.7 katlik bir artis yine ayn1t miRNA i¢in HBV pozitif
fakat HSK tanis1 konulmamis serum drneklerinde ise 7.6 katlik bir artig; miR-501 i¢in ise igin
kontrol grubuna gore HBV DNA ve HSK pozitif serum ve doku 6rneklerinde serum i¢in 4.2 ve
doku i¢in 12.6 katlik bir artis yine ayn1 miRNA i¢in HBV pozitif fakat HSK tanis1 konulmamis

serum Orneklerinde ise 4.4 katlik bir artis olarak belirlenmistir.

Gergeklestirilen HBV DNA loglar1 ile miRNA’larin ekspresyon korelasyonlar: arasinda 6

miRNA i¢in de anlamli bir iligki saptanamamustir.

miRNA’larin normalizasyonu i¢in 1 adet Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH-referans
gen) mRNA’s1 ve 2 adet snRNA (kii¢lik niiklear RNA/snRNA U44 ve snRNA U6) verileri
degerlendirilmistir. GAPDH i¢in serumda ortalama esik dongiisii (Ct) degeri 31.18+5.98,
snRNA U6 igin 26.49+1.75 ve snRNA U44 icin 25.94+4.3, dokuda ise GAPDH i¢in
23.83+4.36, snRNA U6 icin 18.10+1.54 ve snRNA U44 icin ise 20.41+1.13 oldugu

belirlenmistir.

Ayrica ayn1 6 miRNA i¢in doku lezyon biiyiikliikleri ile miRNA ekspresyon degisimlerinin
korelasyonu degerlendirilmistir. Bu analizler 1518inda miR-16 ekspresyonlarinda 2 cm’den
bliyiik lezyonlarda artig; miR-28 ekspresyonlarinda 0.8 cm’den biiyiik lezyonlarda azalis; miR-
122 ekspresyonlarinda 3.6 cm’den biiyiik lezyonlarda azalis; miR-224 ekspresyonlarinda 4.2
cm’den biiylik lezyonlarda artig; miR-501 ekspresyonlarinda 2.1 cm’den biiyiik lezyonlarda
artis saptanmigtir. miR-221 i¢in ise lezyon biiyiikliigiine gore ekspresyonda uyumlu bir degisim

saptanmamigstir.
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Bu sonuglar 1s181inda HSK igin 6zellikle serumdan taramalarda miR-28’in biyobelirte¢ olarak
degerlendirilebilecegini, HSK miRNA Ger¢ek Zamanlt PZR (Real Time PCR; rolatif
kantitasyon) c¢alismalarinda snRNA U6’nin normalizasyon i¢in uygun olabilecegini, HBV
DNA kantitasyonu ile iligkisi saptanamayan 6 miRNA’’nin 4’1 i¢in (miR-16, miR-28, miR-122
ve miR-224) lezyon biiyiikliigiine gore yiiksek oranda degisim gdsterdigi, miR-501 i¢in ise 2.1
cm ile 14 cm lezyon boyutu arasinda yaklasik 2 katlik bir artis oldugu ortaya konmustur. Bu
caligma 1s1¢inda miR-28 i¢in gelecekte HSK’nin erken tanisi i¢in non-invaziv bir tarama
testinin klinik validasyon asamasinda degerlendirilmesi i¢in 6n veri sundugunu, ayrica doku
lezyon boyutlar1 ile miRNA ekspresyonlar1 arasindaki iliski iizerine klinik 6rnek sayist ve
lezyon boyutlarinin ¢esitlendirilerek gergeklestirilecek bilimsel ¢alismalar sayesinde ilerleyen
stirecte bu tip miRNA tarama yontemlerinin istatistik programlar ile birlikte lezyon boyutu ile

ilgili 6n bir bilgi dahi sunabilecegini diisiindiirmektedir.
Nisan 2019, 146 sayfa.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, Karaciger kanseri, MikroRNA, miRNA, HSK,
Hepatoselular karsinoma, Hepatit B, HBV, hsa-mir-16, hsa-mir-28, hsa-
mir-122, hsa-mir-221, hsa-mir-224, hsa-mir-501.
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This study investigates the potential use of 6 pre-determined human microRNAs (hsa-mir-16,
hsa-mir-28, hsa-miR-122, hsa-miR-221, hsa-mir-224 and hsa-mir-501) as diagnostic
biomarkers in hepatocellular carcinoma. In order to evaluate this potential, miRNA expression
levels on HBV positive serum samples from subjects without hepatocellular carcinoma (HCC)
are compared with HBV positive serum and liver pathology samples from subjects with HCC,
using Real-Time PCR and relative quantitation .All patient groups represent the epidemiology
in Turkey. The correlation between the expression levels of these 6 miRNAs with HBV DNA
log value is evaluated. Two snRNAs and one mRNA were analyzed for normalization in serum
and tissue samples within this research. Expression of the given miRNAs were also compared
with lesion size on tissue samples.

Real-Time PCR results showed; 8,3 fold increase in mir-16 expression on tissue samples of
HBV DNA positive patients with HCC; 2,3 fold decrease in mir-28 expression on serum
samples of HBV DNA positive patients with HCC; 9,6 fold decrease in mir-28 expression on
tissue samples of HBV DNA positive patients with HCC; 5,9 fold decrease in miR-122
expression on serum samples of HBV-HCC positive patients, 6,9 fold decrease in miR-122
expression on tissue samples of HBV-HCC positive patients, 5,4 fold decrease in miR-122

XX



expression on serum samples of HBV positive patients without HCC, 8 fold increase in miR-
221 expression on tissue samples of HBV-HCC positive patients, 3,3 fold increase in miR-224
expression of serum samples of HBV-HCC positive patients, 4,7 fold increase in miR-224
expression on tissue samples of HBV-HCC positive patients, 7,6 fold increase in miR-224
expression on serum samples of HBV positive patients without HCC, 4,2 fold increase in miR-
501 expression on serum samples of HBV-HCC positive patients, 12,6 fold increase in miR-
501 expression of HBV-HCC positive patients, 4,4 fold increase in miR-501 expression on
serum samples of HBV positive patients without HCC diagnosis.

Based on HBV DNA log levels along with the expression values of the pre-determined
miRNAs, no significant correlation has been detected.

Data derived from Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH-reference gene)
mRNA and two snRNAs (small nuclear RNA/snRNA U44 and snRNA U6) are used for the
normalization of relative quantitation results. Average cycle threshold (Ct) values in serum
were found to be 31,18+5,98 for GAPDH, 26,49+1,75 for snRNA U6 and 25,94+4,3 for snRNA
U44. Average Cycle Threshold (Ct) values in tissue samples were found to be 23,83+4,36 for
GAPDH, 18,10+1,54 for snRNA U6 and 20,41+1,13 for snRNA U44.

The correlation between lesion size and the expressions of 6 pre-determined miRNAs is also
evaluated. As a result of this analysis, a positive correlation is observed for the expressions of
the following miRNAs; miR-16 on lesions larger than 2 cm, miR-224 on lesions larger than 4,2
cm and miR-501 on lesions larger than 2.1 cm. Contrarily, miR-122 and miR-28 expressions
were decreased on lesions larger than 3.6 cm and 0.8 cm respectively. miR-122 on samples with
a size of 3,6-4,5 cm and miR-224 on samples larger than 4,5 cm in size. Results do not indicate
any correlation between the lesion size and the expression of miR-221.

This study indicates that miR-28 can be used as a diagnostic biomarker for HCC especially on
serum screening, the use of snRNA U6 is appropriate for normalization in Real-Time PCR
(relative quantitation) applications and 4 of these pre-determined miRNAs (miR-16, miR-28,
miR-122 and miR-224) show increased expression patterns with different lesion sizes while no
such correlation is seen with HBV DNA levels, miR-501 was found to be increased almost 2-
fold on lesions with size from 2.1 to 14 cm. As a result of this study, it was concluded that miR-
28 provided preliminary data for the evaluation of a non-invasive screening test for the early
diagnosis of HCC in the clinical validation phase. The correlation observed between the lesion
sizes and miRNA expression suggests that after further scientific studies are carried out by
diversifying the number of clinical specimens and lesion sizes, these types of miRNA screening
methods may present a preliminary information about the size of the lesion with a statistical
analysis software.

April 2019, 146 pages.

Keywords: Biomarker, Liver cancer, Micro RNA, miRNA, HCC, Hepatocellular carcinoma,
Hepatitis B, HBV, hsa-mir-16, hsa-mir-28, hsa-mir-122, hsa-mir-221, hsa-mir-
224, hsa-mir-501.
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1. GIRIS

Kanser, giiniimiizde en 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelmektedir. Kanser, hemen hemen
insan viicudunun her boliimiinii etkileyebilen ve normal olmayan hiicrelerin bitigikteki
dokularina yayilabilen, ayrica uzaktaki diger organlara da sigrayabilen, yiizlerce tipi ve alt tipi
olan bir hastalik grubudur (Hanahan, 2014). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore! 2015
yilinda Diinya genelinde oliimlerin en 6nemli ikinci sebebi 8.8 milyon 6liime neden olmasi

(Wang ve dig., 2016) sebebiyle kanserdir.

Karaciger, insan viicudunda yer alan en biiyiik organdir ve bazi islevleri yerine getirmek i¢in
adaptasyon gostermis birkag¢ hiicre tipinden (hepatositler, siniizoidal endoteliyal hiicreler,
Kupffer hiicreleri vb.) olusmaktadir. Bu hiicre tiplerinden hepatositler toplam karaciger
hacminin % 80’ini olusturmaktadir. Hepatositler; safra sentezi ve salgilanmasi, protein sentezi,
glukoz homeostazisi (dengelenmesi), ila¢ ve toksinlerin metabolize edilmesi vb. bir¢ok 6nemli

fonksiyondan sorumludur (Boyer ve dig., 2012).

Karaciger kanseri yani hepatoselular karsinoma (HSK) Diinya genelinde en sik goriilen besinci
kanser olmakla birlikte kanserle iligkili 6liimlerde {igiincii siradadir (Venook ve dig., 2010).
Karacigerin primer hiicrelerinden tlirevlenmis kanser tiirleri arasinda HSK % 85-90’1m
olusturmaktadir. HSK’ya saglikli karacigerde neredeyse hi¢ karsilagilmazken siroz olan
bireylerde fark edilir oranda fazla goriiliir. HSK’nin en 6nemli risk faktorii Hepatit B Viriisii
(HBV) ve Hepatit C Virtisii (HCV)’diir. Karacigerde meydana gelen bir hasar (siroz), anabolik
steroidlerin (kas gelistiriciler) kullanim, sigara kullanimu, aflatoksin, alkol nedeniyle meydana
gelen karaciger rahatsizliklari, obezite ve diyabet viriislerden sonra gelen risk faktorlerindendir

(El-Serag ve Rudolph, 2007).

Kronik hepatite dogrudan ve yine siroz gibi en dnemli risk faktoriiniin olusumunu tetikleyerek
dolayl1 olarak da sebep olan HBV’nin yapilan epidemiyolojik analizler sonucunda cografi

olarak endemisitesi ile HSK prevelansi arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Arbuthnot ve

!http://www.who.int/cancer/en/ [ Ziyaret Tarihi: 15.02.2019]



Kew, 2001). Hepatit B Viral DNA, insersiyonu sonrasinda karaciger hiicrelerinde cogalmaya
baslar ve sonrasinda bitisikteki hepatositleri apoptoz veya nekroza siiriikler ve bu da sirozla

devam eden karaciger kanseri ile sonuglanan bir siireci tetikler (Bréchot ve dig., 2000).

Karaciger kanserinin tanisi i¢in serumda ALP (alkalen fosfotaz), transaminazlar (SGOT,
SGPT) ve AFP (alfa fetoprotein) seviyelerindeki artis taranir. Fakat HSK tanis1 konulmusg
hastalarin bazilarinda ALP ve AFP seviyelerinin normal oldugu da c¢alismalarda ortaya
konulmustur ( Roberts, 2016; Carr ve dig., 2018). Ileri tam i¢in manyetik rezonans goriintiileme
(MR), ultrason ve bilgisayarli tomografi (BT) ile kitle dogrudan saptanabilse de kesin teshis
karaciger biyopsisi ile gerceklestirilir (Bialecki ve Di Bisceglie, 2005). Karaciger kanseri i¢in
erken tan1 ¢ok 6nemli olsa da su an hali hazirda kullanilan spesifik bir erken tan1 yontemi

bulunmamaktadir.

Karaciger kanseri ile ilgili semptomlarin ortaya ¢ikmasinin ardindan vakalarin % 10’u bes yil
kadar yasamaktadir. Tedavi i¢in kiiratif (tedavi edici) veya palyatif (kiiratif olmayan) tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi (AASLD)
hastalik ile tedavi icin kilavuzu 2010 yilinda giincellemis ve buna gore kiiratif tedaviler i¢in
organ transplantasyonu, cerrahi rezeksiyon ve perkiitan ablasyon; palyatif tedaviler i¢in ise
transarteriyel embolizasyon, transarteriyel kemoembolizasyon ve sorafenib Onerilmektedir.
Tedavinin etkisinin artirilmasinda erken taninin 6énemi siirekli vurgulanmaktadir (Llovet ve

dig., 2008; Cheng ve dig., 2009; Barbare ve dig., 2009; Forner ve dig, 2010).

MikroRNA (miRNA)’lar yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kisa ve kodlanmayan RNA’lardur.
MiRNA’lar transkripsiyon sonrasi siireglerde rol oynayarak gen anlatimini diizenler (Bartel,
2018). MiRNA’lar 1993°de ki kesiflerinin hemen ardindan hedef genlerinin gen anlatimini
diizenledikleri, hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, proliferasyonu, apoptoz ve strese cevap gibi
birgok fizyolojik ve patolojik siireglerde kilit roller oynadiklar1 anlagilmistir (Lee ve dig., 1993;
Macfarlane and Murphy, 2010; Si ve dig., 2019).

Yeni tedavi yaklasimlarinda miRNA’lar serum ve plazmada taranarak teshis i¢in biyobelirteg
olarak kullanimlar1 degerlendirilmektedir. Ozellikle de kanserde erken asamalarda teshis igin
sirkiilasyondaki miRNA’larin analizlenmesi ¢ok degerli bilgiler sunmaktadir (Kosaka ve dig.,

2010). Giiniimiizde bu amagla gerceklestirilmis farkli kanser tiirlerinde pek c¢ok caligma



bulunmaktadir (Lu ve dig., 2005; Lawrie ve dig., 2007; Mitchell ve dig., 2008; Rosenfeld ve
dig., 2008; Taylor ve Gercel-Taylor, 2008; Wang ve dig., 2018).

Erken teshisin ¢ok 6nemli oldugu HSK’da serumda belirte¢ olarak miRNA ’larin kullanimi daha
once de calisilmis ve 6nemi vurgulanmistir (Zhang ve dig., 2017; Moshiri ve dig., 2018; Rashad
ve dig., 2018). MiRNA’lar bir¢ok hastalifin erken tanisinda biyobelirte¢ olarak tedaviyi
yonetmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismalar ¢cogunlukla klinik 6rneklerin hastalardan

alinip sonrasinda sonuglarin raporlandigi servisler olarak hizmet vermektedir (Rosen, 2015).

Bu tezin ana hedefi dnceden belirlenmis 6 miRNA’nin hepatoselular karsinomada serumda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesidir. Gergeklestirilen ¢aligsmalar insan
serum ve karaciger biyopsi 0rneklerinde yiiriitiilmiistiir. Tez kapsaminda onceden belirlenmis
6 miRNA’nin ekspresyonlart Ger¢cek Zamanli PZR ile c¢alisilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Ayrica yine bu 6 miRNA’nin HBV DNA kantitasyonu ile korelasyonunun
yaninda karaciger kanseri doku lezyon boyutu ile ekspresyon verileri de degerlendirilmistir.

Calismada ayrica normalizasyon i¢in 3 farkli referans gen kullanilmistir.

Tezde elde edilen verilerin, HSK’nin erken teshisinde invaziv miidahalelere gerek kalmadan

katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. HEPATOSELULAR KARSINOMA

Hepatoselular karsinoma (HSK), hepatositlerden kdken alan ve karacigerde en ¢ok rastlanan
ayrica Diinya genelinde erkeklerde besinci, kadinlarda yedinci ve genelde de altinci en sik
rastlanan karacigerin primer kanseridir (Ferenci ve dig., 2010; Llovet ve dig., 2016). Diinya’da
kanser sebepli 6liimlerin % 11°ine sebep olur ve akciger kanserinin ardindan kansere bagl

Oliimler arasinda ikinci sirada yer alir (Ferlay ve dig., 2015).

Hastaligin insidans oranlar1 Dogu Asya ve Sahra-alti Afrika’da en yiiksek olmakla birlikte
(Tang ve dig., 2017) Amerika Birlesik Devletleri’nde, HSK insidans orani son otuz yilda {ige
katlanmistir ve HSK kansere bagli 6liimlerin en hizli yiikselen nedeni olmustur (Hayat ve dig.,

2007; Altekruse ve dig., 2009).
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Sekil 2.1: Karaciger kanserinin insidans oranlarinin Diinya genelinde cografik dagilimi (verilen sayilar
100.000 kiside rastlanan vaka sayisidir) (Tang, 2017).

HSK, primer karaciger kanserlerinin % 90’11 olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne

bagli olarak faaliyet gosteren Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARS) tarafindan sunulan



istatistiklere gore 2012 yili verilerine gore Diinya genelinde 782.000 yeni karaciger kanseri
tanis1 konulmus ve yine ayni yilin verilerine gore karaciger kanserinden yilda 746.000 6lim
gerceklesmistir (Gelband ve dig., 2015). Bu sayr kansere bagli olimlerin % 9.1’ini

olusturmaktadir ve kansere bagli 6liimlerin ikinci en sik nedenidir (Wong ve dig., 2017).
2.1.1. Patogenezi ve Karsinogenezi

HSK’nin patogenezi ¢evresel, bulasici, metabolik ve endokrin faktorler olmak iizere dolayl
veya dogrudan bir ¢ok faktdre baghidir. Risk faktorlerinden bagimsiz olarak oOncelikle
karacigerde iltihaplanma (inflamasyon) gerceklesir. Inflamasyonun ardindan karacigerde
nekroz, fibroz ve rejenerasyon meydana gelir. Sirozun en 6nemli patolojik bulgular1 arasinda

fibroz ve rejenarasyon gosterilir (Rocken & Carl-McGrath, 2001).

Kanser olusumu oOncesi hastaligin dogal seyri incelenecek olursa, sirozlu yapisi gelisen
hastalarin % 80-90’ninda HSK geligir. Normal yapida hepatositlerden 6nce malign (habis)
olmayan hiicrelere ve sonrasinda da HSK’ya gelisim ¢ok asamali bir siirectir. Bu asamalar
sirastyla rejeneratif nodiil, diisiik dereceli displastik nodiil, yliksek dereceli displastik nodiil
(DN) ve erken HSK gelisimidir. Rejeneratif nodiiller 1-1,5 mm arasinda diizgiin kontiirli,
yuvarlak parankim alanlardir. Displastik nodiiller ise 1-1,5 cm boyutunda, mikroskobik ve
makroskobik olarak zemin dokusundan ayirt edilebilen nodiiller seklindeki lezyonlardir.
DN’ler morfolojik 6zelliklerine gore diisiik ve yiiksek dereceli DN’ler olarak siiflandirilirlar.
Her iki sinifinda HSK’ya de yiiksek dereceli DN’lerin riskleri ¢ok daha fazladir (Sekil 2.2).
Ozellikle HSK nin erken evrelerinde yiiksek ve diisiik dereceli displastik nodiillerin ayrimlarimni
cok zor olmasi ve bu ayrimin netlestirilmesi nedeniyle uluslararasi bir fikir birliginin oldugu

kilavuzdan faydalanilmaktadir (Kojiro,2009; Obuz 2016).
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Sekil 2.2: Hepatoselular karsinoma patogenezi (Severi, 2010).

Displastik nodiilleri hepatoselular baslangictan ayiran 6zellik stromal invazyondur (Roskams
ve Kojiro, 2010; Park ve Kim., 2011). Erken HSK’da sinirlar1 belirsiz ve 2 cm’den kiigiik timor
nodiilleri vardir. Daha ileri HSK’lar tiimor kapsiilii ve internal fibré septa igerir, daha biiyiik

lezyonlar ise (>2cm) ileri, biiyiilk HSK’lar olarak isimlendirilirler (Sekil 2.3) (Roskams ve
Kojiro, 2010).
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Sekil 2.3: Prekanser lezyonlarin tarihi (Dhanasekaran, 2016).

HSK’da histolojik siniflandirilmasina bakilacak olursa doku patolojisi heterojendir. Aym
dokuda ¢ok ileri derecede farklilasma gosteren hiicreler oldugu gibi ayn1 zamanda ¢ok az
farklilasma gosteren hiicreler de mevcut olabilir. HSK’larin, bifenotipik (kombine
hepatoselular karsinoma ve kolanjiokarsinoma) HSK, sirotomimetrik HSK, berrak hiicreli
HSK, fibrolamellar HSK, lenfosit bakimindan zengin HSK, miksoid HSK, sarkomatoid HSK
ve steatohepatik HSK gibi ¢esitli morfolojik alt tipleri vardir. Bu farkl tiplerin molekiiler ve
histolojik karakterleri ile ilgili kesin ¢izilmis sinirlar olmamakla birlikte yakin zamanda yapilan
bazi ¢alismalar bu sinirlarin anlagilmasi i¢in 151k tutmaktadir. Protein kinaz A’y1 igeren bir
kimerik flizyon proteini fibrolamellar HSK’larin % 100’{inde raporlanmigtir (Honeyman ve
dig., 2014; Graham ve dig., 2015) ve yine HSK’nin bir alt tipinde (kromofob HSK) replikatif
yaslanmanin listesinden gelmek i¢in 6zel bir molekiiler mekanizma olan telomerlerin alternatif

uzamasi gosterilmistir (Wood ve dig., 2013).

Yeni nesil dizileme teknolojisinin gelismesi HSK’nin genomik ¢evresinin anlasilmasi ve HSK

gelismesine Onciilik eden mutasyonlarin tanimlanmasi agisindan ¢ok kritik rol oynamuistir.



HSK i¢in yaygin olarak rol oynayan bu spesifik molekiiler mekanizmalarin (Tablo 2.1)

tanimlanmasi yeni ila¢ hedeflerinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (Dhanasekaran ve dig.,2016).

Tablo 2.1: Hepatoselular karsinomanin patogenezinde major molekiiler mekanizmalar.

Genomik Degisimler Gen Mutasyonlari TERT Promotor, TP53,
CTNNBI,AXINI,AXIN2, ATM,
RPS6KA3, JAK1,

IL6R,IL6ST,ARID1,ARID2

Gen Amplifikasyonlari/Delesyonlart CCND1,FGF19,CDKNA2A,
CDKNA2B, AXIN1,IRF2, MET

Epigenetik DNA Metilasyon GSTP1, E-Kadherin, SOCS-3
Modifikasyonlar CDKNA2,RASSFIAMGMT
MikroRNA miR-155, miR-122, miR-224 miR-
1,miR-21
LncRNA HULC, HEIH, Dreh, MVIH,

HOTAIR, MDIG, LINE1

Biiyiime Faktorii Yolagi Major Sinyallesme yolagt Wnt/B-Katein,  Tirozin  kinaz

Degisimleri yolaklar1 (EGF,HGF/c-MET, FGF,
VEGF), IGF, HIF 1,2, TGEFp,
Hedgehog

2.1.2. Hepatoselular Karsinomanin Sebepleri

HSK ig¢in risk faktorleri cok dnemlidir ¢iinkii HSK riskinin belirli bir esikten yiiksek oldugu
hastalarda gdzetim &nerilir. Siroz HSK igin en ©6nemli risk faktoriidiir. Ulkemizde
gerceklestirilmis bir calismada karaciger sirozunda % 60’a varan oranlarda viral hepatitlerin
(HBV, HCV ve HDV) rol oynadig1 gosterilmistir (Bruix ve Sherman, 2011; Ringehan ve dig.,
2017). Diger risk faktorleri arasinda karaciger yaglanmasi, alkol, aflatoksin, obezite, tip 2

diyabet ve sigara kullanim1 sayilabilir (Janevska ve dig., 2015).



2.1.2.1. Siroz

Siroz HSK’nin en 6nemli risk faktoriidiir. Premalign (kansere doniisme orani yiiksek) bir durum
diistintildiiginde ilk akla gelen kronik inflamasyon ve karaciger hasari ile uzun siireli
karsinogenezisin isareti olan sirozdur (Theise,, 1996; Fattovich ve dig., 2004). Diinya genelinde
HSK’l1 vakalarin biiyliik ¢ogunlugunun altinda siroz yatmaktadir (El-Saraq, 2012). Viral
hepatite sahip bati popiilasyonlarinda HSK ile siroz arasinda dikkat ¢ekici bir iliski vardir. HBV
hastalarinin yaklasik % 88’1 ve HCV hastalarinin ise % 93’iinde sirozlu HSK gelisir. Bu nedenle
HBYV enfeksiyonunun yaygin oldugu alanlar diginda siroz sebepli HSK olusumu nadirdir (Yang
ve dig., 2011). Siroz, hepatoselular karsinogenez i¢in en 6énemli yolaklardan biri olan kronik
inflamasyon ve tekrarlayan karaciger hasarinin bir gostergesidir. Inflamatuvar sitokinler reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) iiretilmesine ve karaciger fibroz kaskad aktivasyonuna yol acarak
hepatosit hiicre dongiilerini hizlandirir ve bu da genetik degisiklikler ve malign doniisiim riskini
artirir. Bu nedenle siroz risk faktorii ile kronik viral hepatitler i¢ ige siireclerdir (Budhu ve dig.,

2006).
2.1.2.2. Hepatit B Viriisii

Hepatit B Viriisiit (HBV) ile enfekte kisilerde siroz olusumu goézlenmeden HSK goriilmesi
virlistin dogrudan onkojenik oldugunu diisiindiirmektedir. HBV onkojenik viral proteinler
tarafindan HSK’nin gelisimini ve genomunun konak genomuna entegrasyonu ile onkogenlerin
aktivasyonunu ve tiimdr supresor genlerin baskilanmasini tesvik eder. Diinya genelinde HSK
vakalarinin yaklasik % 50°si HBV enfeksiyonu ile iligkilidir (Parkin ve dig., 2006). HBV ile
iligkili HSK vakalarinin biiytik bir cogunlugunda (% 70-88) siroz gelisir (El-Saraq 2012; Yang
ve dig, 2011). Ayrica yapilan ¢alismalar HBV viral yiikiiniin miktar1 ve HBV genotip C ile
enfeksiyonun risk faktoriinii artirdigini gostermistir (Chan ve dig., 2003; El-Saraq, 2012;
Pollicino ve dig., 2004; Zucman-Rossi ve dig., 2015).

2.1.2.3. Hepatit C Viriisii

Hepatit C Viriisii (HCV) HSK gelisimini hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalarla tetikler.
Dolayli mekanizmalarda HCV, karsinogenez ve apoptozu tesvik ederek hepatik inflamasyon,
fibrozise ve sonrasinda da hepatositlerin transforme olmalarina neden olur. Dogrudan
mekanizmada ise HCV’nin viral protein ekspresyonlar: enfekte olmus hiicrelerin malignant

olarak doniismelerini ve mutasyonlar tesvik eder (Lemon ve McGivern, 2012). HCV ile
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enfekte olmus hastalarin enfekte olmayanlara oranla 15-20 kat daha fazla HSK’ya yakalanma

riski oldugu ortaya konulmustur (EI-Saraq, 2012).
2.1.2.4. Alkole Bagh Karaciger Hastaliklar

Alkol, toksik bir metabolit olan ve karsinojen olarak bilinen asetaldehite metabolize olur.
Stirekli olarak alkol tiiketimi karacigerde oksidatif stresi ve DNA hasarini artiran, DNA
tamirinin azalmasina sebep olan kronik inflamasyona yol agar (Turati ve dig., 2014). Uzun
stireli ve asir1 alkol tiiketimi hepatokarsinogenez i¢in dnemli bir risk faktorii olan alkolik siroza
yol acar. Alkol tiiketiminin siiresinin yaninda miktar1 da ¢ok 6nemlidir ve bu konu ile ilgili
kadinlarda ve erkeklerde alkol kullaniminin giiven araliklarini belirlemeye yonelik ¢aligmalar
yapilmistir. Alkole bagli karaciger hasarinin ilk evresi karaciger yaglanmasidir, bu siire¢ geri
doniisiimii olan bir stirectir. Bu asamadan sonra ikinci evre olan alkoliin toksik etkisi nedeniyle
karaciger iltihaplanmasi yani alkolik hepatit gelisir. Bu evre alkolii metabolize eden enzimlerin
aktiviteleri kisiden kisiye farklilik gosterdiginden higbir bulgu da gdstermeyebilir, bulanti,
kusma, ates, karin agris1 ve ciddi karaciger yetmezligi ile agir bir tabloda da seyredebilir.
Alkolik hepatitin ardindan eger alkol tiiketimi devam ederse 10 yil icerisinde alkolik siroz
gelisir. Alkol bagimlilariin yaklasik %15’inde siroz gelisir (Farazi ve DePinho, 2006; Setshedi
ve dig., 2010).

2.1.2.5. Alkole Baglh Olmayan Karaciger Yaglanmasi

Alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi1 NAFLD olarak ifade edilir ve bu siiregte herhangi
bir iltihaplanma goériinmez fakat karacigerde yaglanma (steatoz) gozlemlenir. Basit olarak
baslayan karaciger yaglanmasi ilerlemesi durumunda alkole bagli olmayan steatohepatite
(NASH) ve sonrasinda da siroz, karaciger yetmezligine ilerleyerek HSK riskini artirmaktadir.
[lk asamalarda morbidite ve mortalite ile iliskili olmasa da NASH seyretmesi morbidite ve

mortalite gelismesi riskini artirir (De Minicis ve dig., 2013).
2.1.2.6. Aflatoksin

Aflatoksinler, sicak ve nemli ortamlarda bolca bulunan mantar tiirleri (Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius) tarafindan iiretilen karsinojenlerdir (Kew, 2013).
Asya ve Afrika’nin bazi bolgelerinde bu mikotoksinler misir, yer fistig1 ve soya fasiilyesi de

dahil olmak iizere bircok yiyecegi kirletmektedir. Aflatoksin B1’in yutulmasi insan ve
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hayvanlarda karaciger hasarina neden olur (Zucman-Rossi ve dig., 2015). Aflatoksin diizeyi ve

HSK gelisimi riski iligkisi ile ilgili yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur (Ross ve dig., 1992).
2.1.2.7. Obezite

NAFLD, NASH ve tip 2 diyabet gibi viicut agirhigr fazlalastiginda eslik eden metabolik
degisiklikler HSK gelisimi i¢in risk faktoriidiir. Bat1 toplumlarinda HBV ve HCV enfeksiyonu
olmayan HSK hastalarinin oran1 % 30-40 arasindadir. Bu vakalarin ¢ogu obezite ve metabolik
sendromlar ile iliskilidir (El-Seraq, 2012). Asir1 viicut agirliginin karaciger kanseri gelisiminde
risk faktorii oldugu ve karaciger kanserinin viicut kiitle indeksi ile iligkili oldugunu gosteren

caligmalar mevcuttur (Larsson ve Wolk, 2007; Polesel ve dig., 2009).
2.1.2.8. Tip 2 Diyabet

HSK’da tip 2 diyabetin mekanizmasi heniiz tiim ayrintilar1 ile belirlenemese de insiilin
direncinin insiilin benzeri biiyiime faktoriinii artirdigr ve bunun da hiicre proliferasyonunu
artirarak karaciger kanseri de dahil olmak {izere inflamasyon ve kanser gelisimini artiran
proinflamatuvar sitokinlerin seviyelerini artirdig1 diisiiniilmektedir (Park ve dig., 2010).
Yapilan ¢alismalarda kontrol grubuna gore diyabetli hastalarda HSK gelisimi yaklagik 2 kat
fazla oldugu gbézlemlenmistir (Chen ve dig., 2015).

2.1.2.9. Sigara Kullaninu

Tiitlin duman1 N-nitrosodimetilamin, 4-amino-bifenil, arsenik ve vinil kloriir gibi karaciger i¢in
karsinojen olabilecek kimyasallar1 icerir. Yapilan ¢aligmalar sigara igen bireylerde hi¢ sigara
icemeyenlere gore yaklasik olarak 1,5 kat daha fazla HSK gelisimi gozlemlenmistir (Lee ve
dig., 2009). Ayrica giinliik tiitiin kullaniminin sikligr ile karaciger kanseri arasinda doz-cevap

iliskisi oldugu da rapor edilmistir (Akiba ve Hirayama, 1990).
2.1.3. Hepatoselular Karsinomanin Molekiiler Mekanizmasi

Insanlarda kronik HBV veya HCV ile enfeksiyon teshisinden 30 yil sonra dahi karacigerde
meydana gelen morfolojik degisiklikler sebebiyle HSK gelisebilir. HBV veya HCV ile kronik
enfeksiyon gelismis hastalarin bir kisminda siroz ve HSK rutin olarak olusur. HSK’dan 6nce

meydana gelen doku lezyonlar1 HSK sirasinda gerceklesen gegici genomik degisimleri
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tanimlamak i¢in 6n bulgu saglar. Molekiiler patogenezi tanimlamanin ilk adimi neoplazma

(doku biiytimesi) dir (Buendia, 2002) (Sekil 2.4).

HBV Kronik

5 ) N

G . Displastik _

_ epatositler HSK

A — prensoplazi + neoplazi

(10-30 yil) ?;Sﬂf:ﬁi - (<5 yil)

y

Fenotipi
defdismis
hepatositler

Sekil 2.4: Insanlarda hepatoselular karsinom gelismesiyle sonuglanan hiicresel lezyonlarin kronolojik
sirast (Thorgeirrson & Grisham, 2002).

HSK hem genetik hem de epigenetik bir hastaliktir, HSK gelisirken genlerin ve kromozomlarin
yapilarinda bir degisiklik olmazken epigenetik mekanizmalar ile gen ekspresyonlar
degisebilmektedir. Ozellikle yeni nesil dizileme yonteminin avantajlari sayesinde son yapilan
caligmalarla tiim genom dizileme, tiim ekzom dizileme, RNA dizileme ve genom c¢apinda
metilasyon analizleri HSK’nin genomik altyapis1 hakkinda 6nemli bilgiler ortaya ¢ikarmistir.
Elde edilen sonuglar HSK’nin ¢ok ¢esitlilik gosteren genetik ve epigenetik degisiklikler ile
malignite kazandigini gostermektedir (Aravalli ve dig., 2008).

2.1.3.1.Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik, mutasyonlar ve polimorfizmlerin aksine DNA dizisindeki degisimlerle
aciklanamayan gen anlatimindaki kalitsal degisikliklerdir. Bunlar DNA sekansinda herhangi
bir degisiklik meydana getirmezler ve geri dondiiriilebilir degisimlerdir (Colakoglu, 2015).
HSK’da anormal DNA metilasyonu, posttransyonel histon modifikasyonlari, anormal
kodlanmayan RNA (miRNA, Inc-RNA gibi) ekspresyonu ve kromatinin yeniden
modellenmesini iceren epigenetik degisimlerle, kanser gelisiminde onkogenlerin ve tiimor

baskilayict genlerin ekspresyonlarinin artmasina neden olmaktadir (Dogan ve Aktas, 2016).
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DNA Metilasyonu;

DNA’nin metilasyonu, memeli hiicrelerinde gen ekspresyonunun kontroliinde onemli rol
oynayan epigenetik bir degisimdir. Metilasyonda S-adenozil-metioninden bir metil grubunun
sitozin bakiylerine transferini metiltransferaz katalizler ve bdylece 5-metilsitozin meydana
gelir. Bu ¢ogunlukla CpG adalarinda gerceklesir. Genlerin promotoér bolgesindeki metile CpG
adalarmn varlig: bu genlerin ekspresyonularimi baskilayabilir. Insan genomundaki sitozinlerin

yaklasik % 3’1 metillenmistir (Nafee ve dig., 2008).

HSK’da bir¢ok gen (tiimor baskilayici genler, DNA’y1 tamir eden genler ve diger kanser ile
iliskili olan genler) ¢ogunlukla hipermetilasyona ugramislardir. Bunlar arasinda en ¢ok
bilinenleri; RASSF1A, pl6 INK4A, pl15 INK4B, RB1, GSTP1, SOCS1, ACP, E-Kadherin,
Hintl, SOCS3, RIZ1 MGMT, p74’tir (Pogribny ve Rusyn, 2014). Kronik HBV
enfeksiyonunun SFRP1, HOXA9, RASSF1A, NAT2, CSPG2, DCC, NTKR2, TNFRSF10C ve
GSTP1 genlerini ve pl6 geni hipermetile ettigi ve bu genlerin ekspresyonlarinda azalmaya
sebep oldugu gozlemlenmistir. HCV ile metilasyon profili HBV kadar aydinlatilmis olmasa da
yapilan bazi caligmalarda HCV ile ilgili de baz1 gen bolgeleri (RIK, CHGA, CDKN2A) de
bulunmustur (Feng ve dig., 2010; Kashyap ve dig., 2011). Yine HSK i¢in 6nemli risk
faktorlerinden birisi olan alkol kullaniminin da RASSF1A, GSTP1, DIO3, STAT5A ve DOK1
genlerinde yiiksek metilasyona neden oldugu saptanmistir (Kashyap ve dig., 2011; Ma ve dig.,
2014; Dogan ve Aktas, 2016).

Histon Modifikasyonlari;

DNA’larin daginik bulunmalarin1 engelleyerek daha az yer kaplamalari i¢in sarili olduklari
protein yapilara histon denir. Histonlar sitozolde sentezlenip niikleozomda birlesir ve
sentezlerinin hemen ardindan degisikliklere ugrarlar. Histon kuyrugundaki degisimler kromatin
yapisinin yer yer sikilagtirilip gevsetilerek bu yapiya dinamik bir 6zellik kazandirir. H1/HS,
H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere 5 ana histon ailesi genlerin regiilasyonunda rol oynarlar. Bu
histonlarda meydana gelen degisiklikler transkripsiyonun aktivasyonu, inaktivasyonu,
kromozom paketlenmesi, DNA tamiri ve bir¢ok farkli siireci etkiler. Histonlarda meydana gelen
asetilasyon kromatin yapisinda transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in acik bir alan
olusturarak genlerin transkripsiyonunu tesvik eder. Ayrica bunun tersine yine histon
proteinlerde meydana gelen fosforilasyon ise kromozomlarin yogunlagmasini saglayarak

ozellikle hiicre bolinmesi asamasinda kromozomlarin  kisalip sikilasmasina  katki
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saglamaktadir. Histonlarda meydana gelen diger bir degisiklik ise metilasyondur. Metilasyon
grubu eklenmesi birden fazla (mono-, di-, tri-) gergeklesebilir ve buna gore adlandirilirlar.
Metilasyonda kag¢ metil grubunun hangi bolgelere eklendigine gore transkripsiyon aktive veya

inhibe olur (Ma ve dig., 2014; Dogan ve Aktas, 2016).

HSK’da erken donemde H3K4me3 ekspresyonunda artis (He ve dig., 2012), ayrica hiicre hatlari
ile yapilan calismalarda da H3K27 trimetilasyonu ile p16 geninin tamamen sessizlestigi,
H3K9’un yiiksek dimetilasyonu nedeniyle pl6 ve RASSFla genlerinde baskilandigi rapor
edilmistir (Kondo ve dig., 2007). Yine hiicre hatlarinda yapilmig ¢alismada hiicresel apoptozu
indiikleyen DDL3’tin HBV ile enfekte olan deney grubunda ekspresyonunun azaldig
gosterilmistir. HBV nin bu regiilasyonu histonlarin asetilasyonu ile sagladig diistiniilmektedir

(Ma ve dig., 2014; Wu ve dig., 2018).

Kromatin Yeniden Modellenmesi;

Okaryotlarin niikleusunda yiiksek derecede paketlenmis halde bulunan genom, transkripsiyon
esnasinda kromatin yapmin acilip yeniden diizenlenmesi gerekmektedir. Bu islevi
gerceklestiren 3 farkli mekanizma vardir (SWI/SNF, ISWI, CHD) (Dogan ve Aktas, 2016).
HSK’da ¢ogunlukla SWI/SNF protein kompleksinde anormal degisiklikler raporlanmistir
(Endo ve dig., 2013). Ayrica yine yapilan ¢aligmalar HCV ile iliskili HSK’da rol oynayan
ARID2 genini kromatin yeniden modellenmesi ile inaktive ettigi gosterilmistir (Ma ve dig.,

2014).

Kodlanmayan RNA'lar;
MikroRNA’larin da i¢inde bulundugu bu grubun diger iyeleri uzun kodlanmayan RNA’lar

(Inc-RNA) ve PIWI proteini ile iliskili olan RNA’lar (PIWI-RNA) dir.

Uzun kodlanmayan RNA’lar (Inc-RNA) DNA, RNA veya protein ile iliskide olup gene 6zgii
transkripsiyonu diizenlerler. Kanserlerin bir¢ok tiiriinde Inc-RNA ekspresyonunda artis

gosterilmistir (Parasramka ve dig., 2016).

piRNA’lar, PIWI proteinleriyle birlikte riboniikleoproteinleri olusturur. Transkripsiyonlar
transpozonlar iizerinde gerceklesen piRNA’lar sonrasinda sitozole gegerek PIWI proteinler ile
birlesirler ve bu birlesmenin ardindan niikleusa geri doniip transpozonlarin susturulmasinda

gorev alirlar. Pek cok kanser tiiriinde ekspresyonlari artan piRNA’lar tiimdr baskilayict genlerin
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mRNA’larin1 degrede ederler. Ayrica onkogenlerin transkripsiyonunun artmasi da piRNA’larin

diisiik seviyede ekspresyonlari ile gerceklesmektedir (Ma ve dig., 2014).
2.1.3.2. Gen Mutasyonlari

Bazi spesifik genlerdeki somatik mutasyonlar karsinogeneziste iyi bilinen nedenlerdendir.
Diger solid tiimorlere gore cilt ve akciger kanseri gibi HSK da genom basina en yiiksek
mutasyon oranini (20-100 arasi) icerir (Li ve Mao, 2013). Spesifik mutasyonlarin olugsmasinda
karaciger kanserinin etiyolojisi biiyiik énem tagir. Ornegin HBV replike olurken yiiksek
mutasyon frekansina sahiptir ve HBV revers transkriptaz enziminin hatay1 diizeltme
(proofreading) ozelligi olmadig1 i¢in bu mutasyonlar kalic1 olur. Benzer sekilde HSK igin bir
risk faktorii olan HCV, HBV’nin aksine konak¢i genomuna dahil olmaz fakat cift iplikli
DNA’da kirilmalar olugturarak mutasyon frekansini artirabilir, bu tip mutasyonlar BCL6, TP53
ve CTNNBI gibi genlerde artmaktadir (Tornesello ve dig., 2013; Ma ve dig., 2014).

Telomeraz Promoter Mutasyonlari;

Kromozomlarin u¢larinda bulunup onlar1 ugtan uca fiizyondan, niikleaz ve ligazlardan koruyan
telomerazlar, telomeraz revers transkriptaz (TERT) ve telomeraz RNA komponenti (TERC)
protein bilesenlerinden olusurlar. Telomer DNA dizileri telomerazlar tarafindan sentezlenerek
kromozomlarin sonlarma eklenir ve telomer uzunlugu korunmus olur. Olgun hiicrelerde
telomeraz ekspresyonu baskilanir ve DNA polimeraz hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin
uclarini tam olarak replike edemezler, bu nedenle telomerlerin boylar1 giderek kisalir. Yiiksek
hiicre boliinme dongiisiiniin oldugu kronik karaciger hasarinda telomerlerin kisalmasi
belirginlesir. Telomerlerin belirli kritik noktanin 6tesinde kisalmasi sonucunda apoptoz veya
hiicresel yaslanma ile sonuglanan bir DNA hasar programinin aktivasyonuna yol agar ve bu da
karaciger fibrozisin gelisimini tetikleyerek karacigerin yaslanmasina neden olur. Ayrica TERC
ve TERT genlerinde de meydana gelebilecek genetik degisimler telomeraz kisalmasi ile sinerjik
etki olusturarak fibroz ve siroz gelisimini daha da kuvvetlendirir (Hartmann ve dig., 2011).
Gergeklesen telomeraz kisalmasi, kromozom instabilitesine neden olur. Telomeraz
ekspresyonun veya alternatif telomeraz aktivasyon mekanizmalar1 ile telomerik DNA’nin
stabilizasyonu ve bu da hiicrelerin siirekli olarak bdliinmesini saglayabilir (Stewart ve
Weinberg, 2000). TERT promotdr bolgesindeki mutasyonlar HSK’da en yaygin goriilen
mutasyonlardir ve telomeraz aktivasyonunda bu mutasyonlar 6nemli siklik géstermektedirler.

TERT promotor bolgesi mutasyonu HSK’nin % 30-60’inda goriliir. HSK hastalarmin %
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59’unda bulunan TERT promotor bolgesi mutasyonlar1 ayni zamanda % 25 siklikla sirotik
preneoplastik lezyonlarda da goériinmektedir. HBV ile iliskili HSK’da TERT promotor bolgesi
mutasyonlar1 ¢cok daha az goriinmektedir. Ayrica HSK i¢in spesifik 6zelliklerden bir tanesi de
telomeraz reaktivasyonudur. HSK’da telomeraz reaktivasyonu TERT ve TERC
ekspresyonlariin artisi ile iligkilidir. Kanserli dokularin ¢evresinde yer alan kanser olmayan
dokularda telomeraz aktivitesi ¢ok diisiik seviyededir veya yoktur. Fakat HSK siirecinde
telomeraz aktivasyonuna rastlanir ve telomerazlarin reaktivasyonu HSK ile karakterizedir

(Satyanarayanav ve dig., 2004; Ma ve dig., 2014; Mukaida ve Nakamoto, 2018).

TP53 Yolagi Mutasyonlari;

TP53 en iyi bilinen tiimor supresér gendir ve diisiik p53 seviyesi veya p53 mutasyonlarinin
bircok kanser tiirii ile iliskili oldugu bulunmustur. P53 normalde apoptozu tesvik ve hiicre
dongiisiinii bloke eder, bu nedenle p53 geninde inaktive edici mutasyonlar onkogenik yolaklar1
aktive eden diger karsinojenlere daha duyarli hale getirebilir ve ¢ok daha agresif bir HSK
fenotipi gelismesine yatkinlik olusturabilir. HSK’da p53 genindeki mutasyon sikligi altta yatan
etiyolojiye bagli olarak % 18-50 arasindadir ve p53 mutasyonlarinin cografik bolgelere gore
gosterdigi degisimler, hepatoselular karsinoma etiyolojisindeki cografik farkliklari yansitir.
Ozellikle aflatoksin (AFB1) maruziyeti p53 geninde 249. kodonda spesifik bir mutasyona
neden oldugu raporlanmistir ve bu mutasyon diger mutasyonlar i¢in baslatici oldugu kabul
edilmistir. HSK’nin tesvik edilmesinde aflatoksin maruziyeti ile kronik HBV enfeksiyonu
arasinda giiclii bir epidemiyolojik sinerji vardir ve hepatit B ile enfekte hastalarda hepatit B X
(HBx)’in ekspresyonu AFB1 maruziyetine takiben G/C’nin T/A’ya transversiyonunun yaklasik
2 kat artmasi ile iliskilidir (Ozdemir ve dig., 2010; Mukaida ve Nakamoto, 2018).

Diger Yaygin Somatik Mutasyonlar ve HSK’da HBV Integrasyonu:

HBV’nin konak¢1 genoma integre oldugu ve hepatokarsinogenezi tetikledigi bilinmektedir
(37). HBV integrasyonu ile ilgili hedefler; TERT, MLL4, RARB, CCNEI, Siklin A2, FNI1,
ROCKI1, SENP5, ANGPTI1, PDGF reseptorleri ve kalsiyum sinyal yolaklari ile iligki genler,
ribozomal protein genleri, EGFR ve mevalonat kinaz karboksipeptidazdir. Bu entgrasyonlarin
bazilarinin dogrudan veya dolayli olarak HSK’nin patolojik rollerinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin MLL4 epigenetik modifikasyonlarda rol oynayan bir histon metil
transferazi kodlar. Ayrica yine HBV’nin spesifik genlere integrasyonu gen ekspresyonunu

degistirir. Yapilan bir calismada HBV genomunun integrasyonu sonucunda TERT, MLL4 ve
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CCNEI1 genlerinin ¢ok daha yiiksek eksprese oldugunu gostermistir. Bununla birlikte konak
hiicreye HBV integrasyonu bazi delesyon ve translokasyonlar ile sonuglanabilir ve bu da

kromozomal kararsizlig1 arttirir (Hai ve dig., 2014; Thomas ve dig, 2017).
2.1.3.3. Kopya Sayisi ve Genin Yeniden Diizenlenmesi

Kopya sayis1 varyasyonlar1 kromozomun kiigiik veya biiylik boliimlerinde meydana gelen
genomik DNA’nin artisina veya kaybolmasina neden olan genomdaki yapisal degisikliklerdir.
Bu tiir yapisal varyasyonlar, onkogenlerin ekspresyon veya aktivasyonunun artmasi ve timor
baskilayicilarinin ekspresyonunun veya inaktivasyonunun azalmasiyla karsinojenezi destekler.
Fokal delesyonlar (6zellikle CDKN2A, CDKN2B, AXINI ve IRF2 genlerinde) HSK’larin %
40’1inda goriiliir. Bagka bir calismada 286 HSK hastasinin 29’unda tekrarlanan bolgeler,
22’sinde ise delesyonlar tanimlanmistir. Genellikle kopya sayis1 varyasyonlari ile ilgili genler
CCNDI1, MET, CDKN2A ve CDKNZ2B’i igerir. Yapilan bazi ¢aligmalarda kopya sayisi
varyasyonlarinin 6nemli sayida olmasit HSK’da oOncii genler olarak tanimlanmistir. Bu
varyasyonlarin bazilar1 patojenik mekanizmalar i¢in ayirt edici olarak gdsterilmistir. Ornegin
baz1 HSK’larda TERT bdlgesinde fokal ¢ogalma ile TERT aktive olur, diger bir mekanizma ise
AXIN1 genindeki delesyondur. Bu Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonuna aracilik eder (Pepe
ve dig., 2018).

Karsinogeneze katkida bulunan somatik varyasyonun bagka bir formu, kromozom
translokasyonu, inversiyon veya delesyon ile iki genin fiizyonu ile sonuglanabilen kromozomal
yeniden diizenlemelerdir. Son yillarda yapilan baz1 ¢aligmalar bu tip fiizyonlarin fibrolamellar
HSK’da da oldugu tanimlanmistir. Fibrolamellar HSK genellikle genclerde goriilen, sirotik
olmayan ve ayr1 bir morfolojiye sahip bir HSK’dir. Kromozom 19°da gerceklesen yaklasik 400
kilobazlik bir delesyon ile PRKACA ile fiizyonu sonucunda bir kimerik RNA olusur. Bu
fibrolamellar HSK’larin hepsinde goriinen bir flizyondur (Honeyman ve dig, 2014; Graham, ve

dig., 2015).
2.1.4. Karaciger Karsinogenezinde Diger Anahtar Sinyal Yolaklar

Kanser olusumunda bir¢ok sinyal yolaginda degisimler meydana gelir ve HSK’da baz1 spesifik
yolaklarin bozuldugu gozlemlenmistir. Kronik olarak viral bir enfeksiyona ve hepatoksik bir
ajana maruz kalindiginda karaciger dokularinda meydana gelen degisimler sonucunda bir dizi

hiicresel sinyal yolaginda artis gozlenir. Bunlardan bazilar1 biliylime faktorleri
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sinyalizasyonunda (IGF, EGF, PDGF, FGF ve HGF/MET (hepatosit biiyiime faktorii), hiicre
farklilasmas1 (WNT, Hedgehog ve Notch yolaklar1) ve anjiyogenezle ile iliskili (VEGF, FGF)
yolaklardir. Bu yolaklardan en ¢ok degisim gosterenleri ve HSK ilag¢ tedavilerinde en yaygin
olarak hedeflenen mekanizmalar WNT/B-katenin sinyal yolagi, reseptor tirozin kinaz yolagi,
VEGF ve diger anjiyogenez yolaklari, TGFB, JAK-STAT yolagi, Ubikitin proteozom yolagidir
(Ding ve Wang, 2017).

2.1.4.1. WNT/ p-katenin Sinyal Yolagt

WNT/B-katenin sinyal yolagi embriyogenezis, farklilagma, hiicre proliferasyonu, tiimor
olusumunda rol oynar ve HSK’da en sik rastlanan yolaklardan birisidir. Simdiye kadar 19 Wnt
ligand ve bunlarin baglandigr 10 transmembran kivrimli reseptér tanimlanmistir, bunlar
kanonik (B-katenin bagimli) veya kanonik olmayan (B-katenin bagimsiz) Wnt yolagini aktive
ederler. Kanonik Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu sitoplazmada B-katenin birikmesi ve
niikleusa translokasyonu ile sonuglanir, boylece TCF/LEF transkripsiyon faktoriine baglanip
diger hedef genleri aktive eder. HSK’nin % 50’den fazlasinda WNT/ B-katenin sinyal yolaginin
gen mutasyonlar ile aktive oldugu goriilmiistiir. En ¢ok goriilen B-katenin stabilizasyonu ile
sonuglanan CTNNB1 mutasyonudur. Buna ek olarak AXIN1 ve AXIN’deki mutasyonlar hem
Wnt yolagimmin negatif diizenleyicilerini hem de bir tiimér supresor gen olan APC
(Adenomatous Poliposis Coli)’nin inaktivasyonuna neden olarak Wnt yolagini aktive eder. 3-
katenin CTNNB1 mutasyonu ile Wnt/ B-katenin yolagini1 aktive ederek gelisen HSK ile
CTNNBI1 mutasyonu icermeyen HSK’lar birbirlerinden farklidir. CTNNBI1 mutasyonu
olmadan Wnt/ B-katenin yolag: ile aktive olan HSK’lar HBV ile enfekte hastalarda rastlanir ve
bu kisilerde daha fazla kromozom instabilitesi ve agresif fenotip goriliir. Bunun aksine
CTNNBI1 mutasyonu ile ger¢eklesen HSK diisiik dereceli tiimorlerdir ve prognozu daha iyidir
(Pez ve dig., 2013; Ding ve Wang, 2017).

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktiflesmesi icin pek cok mekanizma vardir. CTNNBI
mutasyonlart varliginda Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin aktiflesmesi TGFf ile capraz
reaksiyon gosterip bu yolagi da aktive eder. Wnt ligandlarinin veya kivrimli reseptdrlerin fazla
eksprese olmalar1 ve sentezlenen kivrimli proteinlerin epigenetik degisimleri HSK’da Wnt

yolagini aktive eder (Hoshida ve dig., 2009).
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2.1.4.2. Reseptor Tirozin Kinaz Yolagi

HSK vakalarmin yaklasik yarisinda, reseptor tirozin kinaz aktivasyonu Ras-mitojen ile aktive
edilmis protein kinazi (MAPK veya kinaz ile regiile edilmis ekstraselliiler sinyallesme veya
ERK) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PIK3)-Akt kinaz sinyal yolagi indiikler (Villanueva ve
dig., 2007). Baz1 biliyiime fakotiirii tirozin kinaz reseptorlerinin (EGFR, FGFR, HGFR/c-MET,
VEGFR), kok hiicre biiylime faktorii reseptorii (c-kit) ligand baglanmasi ve fosforilasyonu
MAPK ve PIK3 yolaklarinin aktive olmasini saglar. Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) yolaklarinin
aktivasyonu proto-onkogen cFos ve hiicre proliferasyonunu indiikleyen AP-1/c-Jun
transkripsiyon faktdriinii aktive eder. Insulin veya IGF reseptorleri araciligiyla PI3K-Akt kinaz
sinyal yolagmin aktivasyonu sonucunda HSK olgularmin yaklasik % 40-50’sinde
karsinogenezi tesvik eden rapamisin (mTOR) yolaginin memelilerdeki hedefleri bozulur. Bu
yolak mutasyon veya epigenetik susturma yoluyla tiimor supresor geni PTEN’in islev
kaybindan dolayr PI3K’nin konstitiitif aktivasyonu ile disregiile edilebilir. Giinlimiizde halen
ilerlemis HSK i¢in onaylanmis tek tedavi olan sorafenib, kismen RAS/MEK/ERK yolagini
bloke eder. HSK patogenezinde EGFR mutasyonlarin rolii az olmasina ragmen EGFR yolag:
HSK baslangicinda 6nemli rol oynar ¢ilinkii EGFR genindeki polimorfizim (SNP rs44449030)
(G/C vs A/A) sirozda HSK riskini dort kat artirmaktadir. HGF-MET yolag: dikkat ¢ceken baska
bir reseptor tirozin kinaz yolagidir. MET gen ekspresyonu HSK’da vaskiiler invazyon ve zayif
prognoz ile iliskilidir ve yapilan ¢aligmada sorafenib kullanan hastalarda plazmada yliksek HGF
seviyesinin kot sag kalim ile korele oldugu bulunmustur. FGF ailesinin 4 adet FGF reseptorleri
(FGFR1-4) ile etkilesime giren 23 iiyesi vardir, hepatositlerde FGFR4 en cok eksprese edilen
reseptordiir. FGF19 ligandi, FGFR4’e baglanir ve safra asidi sentezi ve hepatosit
proliferasyonunu diizenler. Son yapilan c¢alismalar FGF19-FGFR4 yolaginin aktivasyonunun
HSK biiyiikliigiinde anahtar rol oynadigin1 ve bu potansiyel terapdtik bir hedef oldugunu ortaya
koymustur (Dhanasekaran ve dig., 2015; Du ve dig., 2016).

Bir dizi reseptdr tirozin kinaz ko-reseptor olarak heparan siilfat kullanir ve hiicre yilizeyinde
veya ekstraselliilar matriksindeki heparan siilfat, heparan siilfat baglayici ligandlar i¢in bir
depolama veya konsantrasyon alani olarak islev gorebilir. SULF1 ve SULF2 heparan siilfat
baglayici reseptdr tirozin ligandlari ig¢in heparan siilfatin afinitesi lizerinde etki gostererek HSK

karsinogenezini ve tiimor olusumunu modiile ettigi gosterilmistir. Potansiyel anti-kanser
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ajanlariin gelistirilmesi i¢in stilfataz inhibitorleri yeni hedeflerdendir (Dhanasekaran ve dig.,

2015).
2.1.4.3. VEGF ve Diger Anjiyogenez Yolaklar

HSK oldukc¢a vaskiiler bir tiimordiir ve anjiyogenez (yeni damar olusumu) bu timdr igin
dominant bir Ozelliktir, bu tiimorlerin ana kan kaynagi hepatik arterlerdir. VEGF ve
anjiyopoietinler HSK’da neoanjiyogenezin desteklenmesi ve siirdiiriilmesinde 6énemli bir rol
oynar. VEGF gibi biiylime faktorlerinin anjiyogenik etkilerini inhibe eden sorafenib ve
transarteriyal kemoembolizasyon (TACE) gibi tiimére damar vasitasiyla gelen kaynagi bloke
etmeye yarayan terOpatik stratejiler gelistirilmistir. Zengin damarlasmaya ragmen tiimoriin
odak bolgelerinde kapilerizasyon ve olgunlasmamis damar yapisi sebebiyle hipoksi goriiliir.
HSK’da hipoksi sirastyla hipoksi uyarici faktorler 1 ve 2” (HIF1 ve 2) gibi biiylime faktorlerini
indiikler ve IGF’ler hipoksi duyarli genlerin aktivasyonu ile tiimdr anjiyogenezini tesvik edip
tiimor progresyonu ve metastaza onciiliikk eder. HIF’ler HSK’ya kars1 kemo ve radyo dirence
neden olduklar1 i¢in transarteriyal tedavilerin basarisiz olmasina yol agarlar, bu nedenle

HIF’lerin asir1 ekspresyonlar1 zayif prognoz ile iliskilidir (Dhanasekaran ve dig., 2015).
2.1.4.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGFf)

TGFB’nin kanserde ikili rol oynadigi uzun siiredir bilinmektedir. Kanser baslangicinin erken
safhalarinda hiicresel biiylimeyi baskilama ve daha ileri kanser asamalarinda da invaziligi ve
anjiyogenezi tesvik etme yetenegi vardir. Yapilan bir ¢aligmada transkriptom analizleri
kullanilmis ve erken ve ge¢ TGF ozellikleri arastirilmistir, bu c¢alisma sonucunda yagam
stiresinin kisaldig1 vakalarda ge¢c TGF karsilasilmistir. Ayrica ge¢ TGF duyarli olan genleri
eksprese eden tiimorler invaziv fenotip gosterirler ve tiimoriin niiksiinii artirirlar. HSK’nin geg
sathalarinda TGFp timor metastazinda anahtar bir mekanizma olan EMTyi tesvik ederek kotii
prognoza sebep olur. HSK’larmn yaygin olarak tanimlanan bir transkriptomik
siniflandirilmasinda alt grup olan S1 WNT yolagm ile iliskilidir ve bu yolakta TGFp
aktivasyonu ile indiiklenir. Bu veriler 1s18inda TGFB 6nemli bir ila¢ hedefi olmustur. Son
yillarda gerceklestirilen bir ¢aligmada heparan stilfat siilfatazlarin TGF yolagini aktive ederek
HSK’y1 tegvik ettigi gosterilmistir (Dhanasekaran ve dig., 2015).
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2.1.4.5. JAK-STAT Yolag

Pekcok hiicre i¢in sinyal ileti yolagi, hiicre yiizey reseptorlerinden c¢ekirdege ulasan sinyaller
aracilifiyla gen anlatimini degistirebilir. Ancak JAK-STAT sinyal ileti yolagi en kisa yollardan
birini olusturur. STAT lar bir gen diizenleyici protein ¢esididir ve ¢esitli sitokinler, hormonlar
ve biiylime faktorleri tarafindan aktive edilir. Aktivasyon JAK’larin tirozinleri fosforillemesi
ile gerceklesir. Aktive olan STAT’lar sitokin sinyallesme genlerinin (SOCS) supresorlerinin
transkripsiyonunu uyarir ve fosforile JAK’a ve reseptorlerine baglanarak sitokinle uyarilmig
hiicrelerin agir1 aktivasyonunu inhibe eder. Bu nedenle SOCS, JAK/STAT yolaginda negatif
bir diizenleme dongiisiiniin parcasidir. JAK larin uyarilmasi hiicrelerde hiicre proliferasyonunu,
migrasyonu, farklilasmayi, apoptozu aktive eder ve inhibitorlerin deregiilasyonu kanser basta
olmak {izere bazi1 hastaliklara yol agar. HSK’da da JAK baglayici proteinler SOCS ve SSI-1’in
inaktivasyonu ve JAK/STAT yolaginin aktivasyonu bildirilmistir (Uren ve Turnley, 2014;
Dhanasekaran ve dig., 2015).

Sitokin Sitokin badh STAT tl:l_planrnam S0CS proteinleri reseptir izerinde
JAK aktivasyany Fosforilasyonu, STAT badlanan bilgeleri bloke eder,
Reseptir fosforilasyon Alktivasyonu ve JAK kinaz aktivasyonunu inhibe eder
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Sekil 2.5: JAK/STAT sitokin sinyallesme yolaginin SOCS ile inaktivasyonu (Uren ve Turnley, 2014).
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2.1.4.6. Ubikitin Proteozom Yolag

Ubikitin proteozom sistemi hiicredeki proteinlerin yikilmasinda rol oynarlar. Proteinler ubikitin
ile igaretlendikten sonra proteozomlar tarafindan degrade olurlar. Ubikitin aktive edici enzim
(E1) ATP-bagiml ubikitin konjuge edici enzim (E2)’e aracilik eder veya dogrudan ubikitin
bakiyesi substrat proteine aktarilir veya bir ubikitin ligaz olan E3 ile spesifik substratlar
ubikitinlenir. PTEN, p53, p27, pRb, EGF reseptor tirozin kinaz, TGFP ve diger hiicre siklusu
diizenleyicileri ve onkogenik molekiiller gibi kanser ile iligkili bazi proteinler ubikitin-
proteozom sistemi ile regiile edilir. E3 ligazlar, p53’ii hedef alan MDM2 ve BRCALI igeren;
degredasyon icin Smad proteinleri ve TGFp reseptor kompleksini hedef alan Smurf-2 (Smad
ubikitinizasyon diizenleyici faktor-2); siklin E ve P38’1 hedef alan FRA6E’yi iceren HSK’da
timor baskilayict olarak fonksiyon gosterdigi raporlanmistir (Meng ve dig., 2014;
Dhanasekaran ve dig., 2015).
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Sekil 2.6: MDM?2 aktivasyonu ile p53’iin ubikitinasyonu (Meng ve dig., 2014).
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2.1.4.7. HSK’da Immiin Kacis Mekanizmalar

Karaciger, portal ven vasitasiyla bagirsaktan siirekli olarak eksojen bir antijen akisina sahiptir
ve bu nedenle de tolerojenik immiin ¢evresi ¢ok zengindir. Boyle bir ¢evrede gelisen HSK bazi
mekanizmalar ile immiin denetimden kagabilir. CD4+ T hiicrelerinin bir alt grubu olan T hiicre
diizenleyicileri efektor CD8 T hiicrelerini baskilayarak anti-timdr immiinitesinde negatif rol
oynar. T diizenleyicilerinin infiltre (s1zdig1) oldugu HSK dokularmin goriindiigii ve boylece T
diizenleyicilerinin HSK da patojenik rol oynadif1 bazi calismalarda gosterilmistir. Immiin
baskilanmanin diger bir mekanizmasi ise interlokin-4 (IL-4), IL-5, IL-8 ve IL-10 gibi
immiinosiipresif sitokinlerde ki artis gdsterirken immiinite aktive edici sitokinlerin (IL-1, TNF
ve interferon gamma) es zamanl olarak baskilanmasidir. Sitokinlerdeki bu durumun timér
metastazini tesvik ettigi ve dolagimdaki IL-10’un zayif prognoz ile iliskili oldugu belirtilmistir.
Immiin kag1s mekanizmalarinin bir digeri ise programlanmuis hiicre liimii (PD-L/PD-1) immiin
kontrol noktasi yolagi ile tiim6r immiinitesinin modiilasyonudur. Kanser hiicrelerinde PD-L1’in
artan ekspresyonu sayesinde efektdr T hiicrelerinin apoptozu indiiklenir ve bdylece bagisiklik
kagaklarina olanak saglanmis olunur. immiin kontrol noktasi inhibitorleri efektif bir terapdtik
secenek olarak degerlendirilmektedir, gerceklestirilen faz I/Il g¢aligmalarinda anti-PD-1
monoklonal antikorunun herhangi bir toksisiteye yol agmadan ileri diizey HSK’da klinik olarak

etkili olduklar1 gosterilmistir (Dhanasekaran ve dig., 2015).
2.1.4.8. HSK ’da Kanser Kokenli Hiicreler

HSK’da kendi kendini yenileyen hiicrelerin kokeni heniiz net olmasada son zamanlarda
gerceklestirilen ¢alismalar ile tiimor baslangicinin kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip bir alt
hiicre grubu tarafindan gerceklestigi fikrini kuvvetlendirmektedir. Bu kanser kok hiicreleri
(CSCs)’nin sadece tiimor baslangic ile degil ayn1 zamanda ¢ok daha agresif bir fenotipe sebep
olan tlimdriin saldirganligi, niiksetmesi ve metastazi ile de ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Yoon,

2012; Dhanasekaran ve dig., 2015).
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Sekil 2.7: Timdrogenezis ile ilgili 2 genel model. Bir tiimordeki kanser hiicrelerinin homojen oldugu
iddias1 (A), kanser hiicrelerinin heterojen olup CSC igeren ¢ok daha azinin kanser biiyiimesine
sebep oldugu fikri (B) (Yoon, 2012).

Kanser kok hiicreleri HSK’nin geleneksel kemoterapilere ve daha yeni olan ve CSC’lerde
hedefi bulunmayan sorafenib gibi daha yeni jenerasyon terapétiklere karsi direngli olmasina
yol acar. Bu nedenle HSK’da yeni molekiiler kanser terapotik paradigmalarinin gelistirilmesi
icin CSC’lerle iligkili sinyal yolaklar1 ve biyobelirteglerin tanimlanmasi kritik Sneme sahiptir.
CD133 antijeni CSC’ler i¢in bir belirte¢ olarak kabul edilir, yiiksek CD133 ekspresyonu zayif
sag kalim ve yiiksek niiksetme ile iliskilidir. HSK’da kok hiicre indiiksiyonunda rol oynayan
diger bir mekanizma ise STAT3 lin IL-6 vasitasiyla aktivasyonudur, bu aktivasyon CD133’iin
transkripsiyonun tesvik edilmesine yol acar (Won ve dig., 2015). Yapilan diger bir calismada
kendini yenileyici gen olan NANOG’nin STAT3 aracili diizenlenmesi yoluyla timor
olusumunu baslatan karaciger tiimor baslatict hiicrelerinin bir belirteci olarak CD24

gosterilmistir (Yoon, 2012; Dhanasekaran ve dig., 2015).
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Sekil 2.8: Hepatik kanser kok hiicreleri (CSCs) ile iliskili sinyal yolaklar1 (Yoon, 2012).

2.1.5. Hepatoselular Karsinomada Tam ve Tedavi

HSK’da tan1 ve tedavi yontemleri Avrupa Karaciger Hastaliklar1 Aragtirma Dernegi (EASL)
(Bruix ve dig., 2001), Amerika Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi (AASLD) ve Asya-
Pasifik Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi (APASL) (Ferenci ve dig., 2010) tarafindan
yayinlanan yonergeler 1s18inda gerceklesir. Serum alfa-fetoprotein (AFP) genellikle HSK’nin
serolojik tanisi i¢in kullanilir. HSK’larin yaklasik % 50’sinde hepatositlerden AFP sekresyonu
olur ve plazmadaki konsantrasyonunun 400 ng/mL’den daha fazla oldugu durumlarda HSK
klinisyenler tarafindan sorgulanir. Fakat 6zellikle erken tanida kullanilmalar1 ve spesifitelerinin
de azlig1 sebebiyle daha ileri goriintileme sistemlerine ihtiya¢ duyulmustur. On tan1 igin
Ultrasonografi (USG), Bilgisayarli tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans (MR) gibi
goriintiileme yoOntemlerinden faydalanilir (Sekil 2.9). Goriintiileme ydntemlerinin Onemi
biyopsi veya ameliyat i¢in dncesinde eger varsa tiimoriin karacigere yayilimi, anjiyogenezi ve
safra tutulumu olup olmadig1 gibi detayli ve degerli bilgileri sunmasidir. Boylece ameliyat

oncesi lezyonun natiirli ve cerrahi miidahale seklinin sorgulanmasina olanak tanir. Fakat kesin
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tan1 biyopsi materyallerinin degerlendirilmesi ve derecelendirilmesi ile gerceklesir (Tiiziin ve

dig., 1999).

Fokal Karaciger Lezyonu
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Sekil 2.9: Karaciger lezyonlarinda tan1 diyagrami

Glinlimiizde ilerlemis HSK i¢in sorafenib kullanimi onaylanmis tek sistemik tedavidir. Buna ek
olarak Reseptor Tirozin Kinaz Yolaginda da bahsi gegen siilfataz inhibitorleri ilizerine de
calismalar devam etmektedir. Yeni molekiiler mekanizmalarin anlasilip yeni ilag stratejilerini
gelistirmek bu dldiiriici malignite i¢in ¢ok dnemlidir. Ozellikle HSK nin epidemiyolojik ve
molekiiler heterojinitesi HSK tanis1 konulmus hastalarda molekiiler patogenezini anlamakta
zorluk meydana getirir. Hastalikla molekiiler alt siniflarin daha fazla kesfedilmesi ve invaziv
olmayan biyobelirtecleri dogrulamak ve tanimlamak acil ihtiyactir (Dhanasekaran ve dig.,

2015).
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2.2. HEPATIT B VIRUSU

Diinya saglik orgiitiiniin 2017 yilinda yayimladig1 Global Hepatit Raporu verilerine gore 257
milyon insan Hepatit B Viriis (HBV)’ii ile enfektedir ve yine ayn1 raporun verilerine gore 2015
yilinda Diinya genelinde HBV enfeksiyonu nedeniyle 887.000 kisi hayatini yitirmistir'. HBV,
Diinyadaki karaciger hastaliklarinin baslica sebebidir. HBV enfeksiyonu HSK gelismesinde en

onemli risk faktoridiir.

HBYV, 1963 yilinda Baruch Blumberg tarafindan Avusturalya antijeni arastirilirken yanlislikla
kesfedilmistir. Hepadnaviridae’de olan zarfli, olduk¢a kompakt bir organizasyon temsil eden,
dairesel ve kismen ¢ift iplikli bir DNA viriisiidiir. Bilinen tek dogal konakgis1 insanlardir. HBV
ile enfeksiyon sonrasinda kan dolasimi ile karacigere geger ve sadece karaciger dokularinda
replikasyonlar1 olur. Enfeksiydz viriisiin ¢apt 42-47 nm c¢apindadir ve kanda mL bagina 10°

virion gibi yliksek konsantrasyonlarda dolasirlar (Pai-dhungat ve Parikh, 2015).
2.2.1. Hepatit B Viral Genomu

HBYV, 3200 niikleotid uzunlugunda, kiiresel bir sekile sahip olan ve bilinen en kiiciik DNA
viriisiidiir. Virion, enfeksiydz virlis partikiilii, Diinya genelinde niifusun yaklagik % 5’ini
enfekte etmistir. Virionun niikleokapsidi yaklasik olarak 28 nm biiyiikliigiindedir ve hepatit B
cekirdek antijenini olusturup, viral genomun paketlenmesinde rol oynar. HBV partikiiliiniin
ylizeyinde 22 nm biiyiikliiglinde ve kompleks antijenik determinant olarak da gorev yapan
tiibiilar formda hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) yer almaktadir. Enfeksiydz virionun
membran1 Golgi aygiti ve endoplazmik retikulumdan tomurcuklanarak veya sekresyon
transport mekanizmalar ile olusur. Zarfin dis ylizeyindeki membranda boyutlarina gore
isimlendirilen 3 viral yilizey proteini (HBsAg, HBmAg ve HBIAg) HBsAg’yi olusturur. Bu 3
protein baslangi¢ kodonunu kodlayan ve polimeraz ile overlap yapan acik okuma cergevesi
(ORF)’den kodlanirlar. Virionun kor bdlgesinin bos olmasi, Hepatit B virionunun replikatif
olmadiginin, dolu olmasi ise virionun replikatif oldugunu gostermektedir (Kidd-Ljunggren ve

dig., 2002; Ventkatakrishnan ve Zlotnick, 2016).

! https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-b [Ziyaret Tarihi: 18.03.2019]
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Hepadnaviral genomda S, C, X ve P olmak iizere 4 adet acik okuma penceresi (ORF)
tanimlanmistir (Sekil 2.10). ORF S, ii¢ adet HBs proteinini, ORF C ise HBeAg ve HBcAg’yi
kodlar. ORF X’in birden ¢ok proteini kodladig: bilinmekle birlikte bu proteinlerin tamanu
hakkinda bilgi yoktur. ORF P ise Polimeraz enzimini kodlar. HBV DNA’sinda intronlar
(kodlanmayan bolgeler) bulunmaz ve bu nedenle post-transkripsiyonel kirpilmalar HBV
RNA’sinda goriilmez. HBV genleri i¢ ige ge¢mis durumda olduklarindan ayni niikleotidler
farkl1 proteinleri kodlar. Bu kompakt bir organizasyon sayesinde viriis genetik materyali
oldukca ekonomik bir sekilde kullanilir. Béylece paketlenmis genom tek iplikli, ¢ift ve hatta {i¢
iplikli bile olabilmektedir. HBV nin diger 6nemli 6zelligi ise RNA aracilifiyla kendini replike
edebilmesidir. Kendi DNA’larin1 dogrudan konagin DNA’sina kopyalamalar1 nedeniyle diger
DNA viriislerinden farklilik gosterirler (Kidd-Ljunggren ve dig., 2002).

+ strand

Sekil 2.10: HBV genomunun sematik goriiniimii (Kidd-Ljunggren ve dig., 2002).

Pregenomik RNA, en biiylik transkripttir ve viral replikasyon icin sablon gorevi goriir.
Pregenomik RNA’y1 transkripte eden viral genom tarafindan kodlanan tek enzim viral
polimerazdir ve niikleokapsidin icerisinde yer alir. Niikleus geninin alternatif translasyon
tirtinleri hepatit B zarf antijeni (HBeAg) ve hepatit B ¢ekirdek antijeni (HBcAg) igerir.
HBeAg nin translasyonu i¢in akisin yukarisindaki dizilerde (upstream) ATG kodonu igeren bir

on cekirdek bolgesi (pre-core region) gereklidir. HBeAg translasyon sonrasi modifikasyona
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ugrar ve viral replikasyonda 6nemli bir gorev iistlenerek HBV enfeksiyonunun molekiiler
tanisinda 6nemli bir rol oynar. HBeAg bir antijenik determinant olarak islev goriir ve serumda
¢oziinlir bir protein olarak dolasir (Kidd-Ljunggren ve dig., 2002; Ventkatakrishnan ve
Zlotnick, 2016).

2.2.2. HBV Yasam Cevrimi, Patogenezi ve Bulasma Yollar:

Hepatositler, HBV i¢in insan viicudunda konakg1 hiicrelerdir. Hiicre hatlart HBV virionlari ile
enfekte edilemez fakat HBV DNA’s1 transenfeksiyon ile hiicre hatlari enfekte edilebilir. Ayrica
dag sican1 ve o6rdek HBV’leri gibi bazi Hepadnaviriisler hiicre sartlarinda c¢ogalabilirler

(Thomas ve dig., 2017).

HBV’nin konak hiicreye tutunmasi olgun virion membraninin {izerinde bulunan L proteini ile
gerceklesir. Virion plazma membranindaki reseptorlere tutunduktan sonra konake1 tarafindan
endositoz ile hiicre i¢ine alinir ve sonrasinda niikleokapsid ¢ekirdege girer. Viriisiin genomu
cekirdege girdiginde dairesel bir DNA molekiiliine doniisiir (cccDNA/covalently closed
circular DNA). Sirkiiler bir yap1 kazanan DNA’da transkripsiyon baglar ve liretilen proteinler
(zarf, kor ve polimeraz) sitoplazmaya gonderilir. Viral proteinler sitoplazmada niikleokapsid
icinde toplanip, paketlenir. Sonrasinda da enfeksiydz olmayan partikiilller veya enfeksiyoz
virionlar olarak golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulum arasindaki bir pargcadan
tomurcuklanmis bir zarfla hepatosit disina ¢ikarlar (Sekil 2.11). Hepatositler HBV enfeksiyonu
sebebiyle 6lmez, cok uzun zaman boyunca enfeksiydz olmayan partikiilleri ve aktif virionlar1
yiiksek miktarlarda hiicre disina salarak yasayabilirler (Thirion ve Ochiya, 2013; Thomas ve
dig., 2017).
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Sekil 2.11: HBV yasam ¢evrimi (Thirion ve Ochiya, 2013).

HBV; perkiitandz (parenteral), horizontal, perinatal ve cinsel temas olmak iizere dort ana
sekilde bulasabilir. Perkiitan6z bulasma seklinde kontamine kan ve kan tiriinleri (cerrahi aletler,
igne, enjektor, damar i¢i uyusturucu kullanimi, dégme, akapunktur, kulak delme, dis firgasi vb.)
ile temas ile bulasma gergeklesir. Horizontal bulasma seklinde ise enfeksiyon kan, tiikiiriik ve
serdz sivilarin ciltteki lezyonlara temast ile olmaktadir. Ozellikle Ortadogu, Afrika ve Hindistan
gibi yiiksek endemizm gosteren bolgelerde ¢ocuk ve geng eriskinlerde en 6nemli yayilma
yoludur. Perinatal bulasma ise, genellikle dogum sirasinda tasiyict anneden bebege gecis veya
dogumdan sonra HBV ile enfekte anneye ait viicut sivilari ile gerceklesir. Yeni dogan
doneminde viriistin alindiktan sonra immiin sistem heniiz gelismedigi i¢in ¢ogunlukla kronik
enfeksiyon ile sonuglanir. Cinsel yolla bulasma icin ise homosekstiel cinsel iliski HBV i¢in en

riskli bulasma seklidir (Thirion ve Ochiya, 2013; Thomas ve dig., 2017).
2.2.3. Akut ve Kronik HBV Enfeksiyonu

HBYV ile yeni enfekte olan kisilerde ortalama inkiibasyon siiresi 90 giindiir. Hepatitlerin

septomlarinin gelisme olasilig1 yasa bagimlidir. Perinatal HBV enfeksiyonlarinin % 90’indan
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fazlas1 asemptomikken, akut hepatit tipik belirtileri 1-5 yas aras1 ¢ocukluk déneminde %5-15
arasinda, daha biiylik kisilerde ve eriskinlerde bu oran % 33-50 arasinda oldugu
gozlemlenmistir. Akut hepatit B olan kisiler bulanti, karin agrisi, kusma, ates, sarilik, koyu
idrar, digki renginde degisiklikler, hepatomegali ve splenomegali iceren belirtiler ve
semptomlar gosterebilir. Ilk serolojik belirtegler HBsAg ve hepatit B ¢ekirdek antijendir.
Enfeksiyondan 6-12 ay sonra hepatit B ¢ekirdek antijenine karsi iiretilen immunoglobulin M
antikorlar1 saptanamaz (Sekil 2.12). HBV enfeksiyonundan kurtulan kisilerde HBsAg kandan
atilir ve iyilesme sirasinda hepatit B yiizey antijenine karsi1 antikor gelisir. Hepatit B ylizey
antijenlerinin varlig1 enfeksiyona kars1 bagisiklign gosterir. Immiinosiiprese kisilerde HBV
enfeksiyonunun tekrarlanmasi goriilebilir fakat bu tekrarlayan enfeksiyon siroz veya HSK icin

risk faktorii degildir (Orenbuch-Harroch ve dig., 2008; Ayadpoor ve dig., 2011).
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Sekil 2.12: Akut ve Kronik HBV enfeksiyonlarinda kanda antijen ve antikor titreleri (Ayadpoor ve dig.,
2011).

Kronik HBV enfeksiyonu en az 6 ay boyunca serumda veya immiinoglobulin M antikoru
negatif olan kisilerde HBsAg varligi ile tanimlanir. Akut HBV enfeksiyonlarinda iyilesenlerin
aksine HBsAg on yillarca devam edip Anti-HBs’ye doniismez. Yiiksek enfektivite ile korale
olan yiiksek viral replikasyon aktivitesinin bir belirteci olarak HBeAg, genellikle erken sathada
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ortaya cikar. Kronik enfeksiyonu olan bir¢ok kisi i¢cin HBeAg akut enfeksiyondan sonra
saptanmaz hale gelir, bu da genellikle viral replikasyonda bir azalmay1 gosterir. Erigkinlerde
yaklasik olarak % 0,5 ve cocuklarda daha da diisiik oranlarda HBV enfeksiyonu HBsAg’yi
temizleyip her yil anti-HBs gelisimine sebep olur. Kronik enfeksiyona sahip kisilerin biiyiik
cogunlugu asemptomik kalmaya devam eder ve HBV ile iliskili bir hastalik nedeniyle 6lmez,
fakat yapilan calismalar bebekler ve ¢cocuklarda kronik enfeksiyonu takiben % 15-25 oraninda
siroz veya HSK gelistigini gostermistir. HSK ve siroz sekelleri gelistiren kisileri taniya kadar
asemptomik kalabilirler. Bu nedenle kronik olarak enfekte kisilerin tibbi takipte olmasi ve
diizenli taramalar ile serumda AFP seviyelerinin 6l¢limii ile ultrasonografi taramalar1 onerilir

(Orenbuch-Harroch ve dig., 2008; Ayadpoor ve dig., 2011).

Avrupa Karaciger Hastaliklar1 Aragtirma Dernegi (EASL), Amerika Karaciger Hastaliklar
Arastirma Dernegi (AASLD) ve Asya-Pasifik Karaciger Hastaliklar1 Arastirma Dernegi
(APASL) tarafindan yayimlanan kilavuzlara gore klinisyenlere yardimci olup, tedaviyi
yonetmek i¢in sunulan yol haritasinda 6zellikle HBe Ag negatif olgularda, HBY DNA’nin 2.000
ile 20.000 arasinda oldugu kantitatif degerlerde farkliliklar goriilmektedir (Sekil 2.13 ve Sekil
2.14) (Yapali ve dig., 2014).
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Sekil 2.13: HBeAg pozitif ise tedavinin yonetilmesinde EASL, AASLD ve APASL kilavuzlan (Yapali
ve dig., 2014).
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Sekil 2.14: HBeAg negatif ise tedavinin yonetilmesinde EASL, AASLD ve APASL kilavuzlar (Yapali
ve dig., 2014).

2.2.4. HBV Epidemiyolojisi

HBV’nin Diinya’da dagilimina bakildiginda 6zellikle enfekte niifusun biiyiik cogunlugu Afrika
ve Asya’dadir. Yine Kuzey Amerika ve Gronland’in uzak kuzeyinde enfeksiyon orani yiiksek
olsada bu bolgedeki diisiik popiilasyon nedeniyle enfekte kisi sayisi nispeten diisiiktiir (Sekil
2.15). Yilda yaklasik 50 milyon yeni enfeksiyonu eklenen HBV i¢in 2015 verilerine gore
Diinya’da 257 milyon kronik enfeksiyona sahip olan insan oldugu rapor edilmistir. Ulkemiz
orta derecede endemik bir bolgededir (% 2-8) ve yaklasik 3,5 milyona yakin tasiyict bulundugu
gosterilmistir (Siddiqui ve dig., 2017; Ozkan, 2018).
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Sekil 2.15: HBV’nin Diinya genelinde dagilimi (Siddiqui ve dig., 2017).

HBV’nin (A-H) 8 ana genotipi vardir. Bu genotipler farkli cografik bolgelerde farkli dagilimlar
gosterirler. Ayrica HBsAg’'nin subtipi ve serotiplerine bakildiginda antijenik determinantina
gore smiflandirildig goriilmektedir. Tiim HBV kokenlerinde ‘a’ determinantina ek olarak ‘d’
veya ‘y’ ile ‘w’ veya ‘r’ determinantlari tanimlanmistir. Bu li¢ determinantin farkl sekillerde
bir araya gelmesiyle adw, adr, ayr ve ayw olmak iizere 4 ana serotip olusmaktadir (Tablo 2.2).
Bu serotiplerin enfeksiyonlardaki klinik 6nemi bilinmemektedir. Ayn1 zamanda genotiplerle
serotipler arasinda da bazi1 zgiilliikler belirlenmistir. Ornegin A, B, C ve F genotipi ile adw’ye
Ozgl diziler; A, B, C, D ve E genotipi ile de ayw serotipine 0zgii diziler saptanmistir
(Jayalakshmi ve dig., 2013).
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Tablo 2.2: HBV Anagenotipleri ve Serotipleri (Jayalakshmi ve dig., 2013).

Genotip Serotip Cografik Dagilim
A (A1-A6) adw?2 Afrika, Avrupa, Amerika, Avusturya
B (B1-B9) adw2, ayw1 Giineydogu Asya, Cin, Japonya
C (C1-Cl16) adw2, ayr, adrq -, adrq+ Gilineydogu Asya, Cin, Japonya, Kore, Avusturya,

Polonezya Adalari

D (D1-D7) ayw2,3 ve 4 Akdeniz Cevresi, Orta Dogu, Dogu Avrupa, Hindistan
E (ND) ayw4 Bati ve Orta Afrika
F (F1-F4) adw4qg- Giliney Amerika, Orta Amerika, Alaska ve Polonezya
Adalar1
G (ND) adw?2 Avrupa, Kuzey Amerika
H (ND) adw4 Orta Amerika, Meksika
I (ND) adw Vietnam, Laos, Hindistan
J(ND) Japonya

2.2.5. Viral Hepatit Kaynaklh HSK’nmin Molekiiler Mekanizmasi

HBV’nin karaciger hasarindan sorumlu oldugu bilinmesine ragmen bunu hangi mekanizmalarla
gerceklestirdigi net olarak ortaya konulamamistir. Viriisiin sitopatik olmadigi, enfekte
hepatositlere karst gelisen immiin yanmtin karaciger hasarindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte konak¢i immiin yanitina ek olarak, viriisiin antijenik
yapisindaki antijen ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki degisiklikler farkli gériiniimde
karaciger hasarina neden olmaktadir. Yine HBV’nin karacigerde hiicre bdliinmesini artirict
etkisinin yan1 sira ayrica hiicre c¢ogalmasimin kontroliiniin dogrudan degismesini de

desteklemektedir (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).
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Sekil 2.16: HBV iligkili Hepatoselular karsinoma gelismesi ve ilerlemesinde viriis, konakc¢i genetik
yatkinlig1 ve gevresel faktorlerin iliskisi (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).

HSK bir¢ok sinyal yolagini icermesi, kompleks mutasyonel dogasi nedeniyle molekiiler ve

genetik seviyede oldukga heterojen bir tiimordiir. Ozellikle genetik yatkinlik incelendiginde

baz1 tek niikleotid polimorfizimlerinin (SNP) HSK ile iligkili oldugu ortaya konulmustur.

Bunlarin en sik rastlananlar1 arasinda inflamasyon yolaginda anahtar bir protein olan STAT4,
PTEN homologu olan TPTE2, HSK patogenezinde tiimor supresor gen olan DCL1, UBEB4,
KIF1B ve PGD genlerindeki mutasyonlardir (Sekil 2.16). Bunlara ek olarak CTL-4, TGF-B1,
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XRCC3, MDM2, MTHFR ve TS genlerinde meydana gelen mutasyonlar da tanimlanmustir.
Ayrica yapilan ¢alismalarda 6 ana yolakta (Wnt/ B-katenin yolagi, p53 ve hiicre siklusu yolagi,
oksidatif stres, epigenetik degisimler ve RAS/RAF/mitojen-aktive edilmis protein kinaz yolagi)
tekrarlanan mutasyonlar oldugu tanimlanmistir (Tablo 2.3). Bahsi gegen yolaklardaki
mutasyonlar Tablo 2.3’de 6zetlenmistir. Telomeraz reaktivasyonu somatik TERT promotor
mutasyonlart (% 54-60), TERT amplifikasyonlar1 (% 5-6) ve HBV’nin TERT promotoriine
insersiyonu (% 10-15) nedeniyle HSK vakalarinin % 90’nindan fazlasinda goriiliir. Yine 6nemli
mutasyonlardan bir digeri olan P53 inaktivasyonu ve hiicre siklusu yolagi aktivasyonu HBV’ye
bagli HSK’da siklikla goriiliir ve bunlar genellikle tiimoriin agresifligi ve koétii prognozla
iliskilidir. NRF2’yi aktive eden veya KEAP1’i inaktive eden mutasyonlar, NRF2’nin
ubikitinasyonunu engeller ve fiziksel degredasyondan korur, NRF2’yi aktive eden veya
KEAP1’1 inaktive eden mutasyonlar, NRF2’nin ubikitinasyonunu engeller ve fiziksel

degredasyondan korur (Migita ve dig., 2005; Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).

Tablo 2.3: Yolaklarin mutasyon frekanslari

Yolak Mutasyonlar (Frekanslari)
Wnt/ B-katenin yolagi CTNNBI (%11-37) , AXIN1 (%5-15), APC (%]1-2)
p53 yolag TP53 (%12-48)
Hiicre siklusu yolagi CDKN2A delesyonu (%2-12), RB1 mutasyonlari (%3-8), CCND1/FGF19

lokuslarimin amplifikasyonlar1 (%5-14), CCNE1’de tekrarlayan HBV

insersiyonu

Oksidatif stres yolag1 NRF2’yi aktive eden veya KEAP1’1 inaktive eden mutasyonlar ( %5-15)

Epigenetik degisim yolaklari ARIDI1A (%4-17), H3K4 histon metil transferaz mutasyonlart MLL (%3-
4), MLL2 (%2-3), MLL3 (%3-6), MLL4 (%10)

RAS/RAF/Mitojen-aktive RAS mutasyonlar1 (<%2), RP6SKA3 mutasyonlar (%2-9), PTEN’nin
edilmis protein kinaz yolagi delesyonu (%]1-3) protein kinaz aktivasyonu (%5-10), TSC1 ve TSC2
mutasyonlari (%3-8)
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Kodlanmayan mikroRNA’lar ve IncRNA’lar karaciger fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ve
hepatokarsinogenezde anahtar oyuncular olarak giderek daha fazla 6nemli hale gelmistir. HSK
hiicre hatlar1 veya karaciger dokularinda yapilan caligmalarla bazi mikroRNAlarin
ekspresyonlarinin arttigi (miR-18, miR-21, miR-155, miR-221, miR-222, miR-224, miR-301,
miR-331, miR-373, miR-485, miR-495, miR-664) bazilarinin ise ekspresyonlarinin azaldigi
(miR-26a, miR-29, miR122, miR125, miR-130a, miR-150, miR-193b, miR-199a, miR-200,
miR-223) rapor edilmistir. HSK’nin HBV ile iliskili olmasina bagli olarak miRNA’larin
bazilarinda (miR-143, miR-34, miR-19) ekspresyonunun ¢ok daha fazla arttig1 ve ¢ok daha
agresif bir biyolojik fenotip ortaya ¢iktig1 da edinilmis 6nemli bir bilgidir (Ghidini ve Braconi,
2015; Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).

Tablo 2.4: Viriislerin neden oldugu hepatoselular karsinomada mutasyonel degisimler ve etkileri.

Viral Tiimorlerde Mutasyonel Artis ve Degisimler Durum/Sonug
pI6INK4A, E-kadherin, ASPP1 genlerinin promotorlerinde Artis/Ttimor baskilayic1 genlerin
metilasyon orant promotdrlerinde hipermetilasyon
HDACI,2 ve 3 ekspresyon orani Artig/Karaciger nakli sonrasi niiks artigi
EZH2,G9%a histon metil transferaz ekspresyonu Artig/ Terapotik degeri olan bu genlerin

ekspresyonlarinin azalmasi

ARIDI1A, ARIDS1B, ARID2, MLL ve MLL3 mutasyonlari Artig/Niikleozom yeniden modelleme
elemanlari
Siklin A mutasyonlari Artis/hepatosit proliferasyonu
HBx-LINEI ekspresyonu Artis/ HBV replikasyonuna etki eden miR-

122’ye baglanir

Kopya sayis1 degisimleri Artis/Kromozomal kararsizlik

Yine HBYV ile iligskili HSK’da epigenetik degisiklikler incelendiginde, kromatin yeniden
modellenmesi ve DNA metilasyonu ile gen ekspresyonunun epigenetik kontrolii, enzimatik
kovalent histon modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon) ve ATP bagiml
kromatin yeniden modelleyen kompleks ile niikleozomal yeniden yapilanmadan bahsedilebilir

(Tablo 2.4) (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).
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Bunlara ek olarak HBV karsinogenezi 3 farklt mekanizma ile tesvik edebilir. Bunlar; viral
DNA’nin konak¢inin TERT, CCNE1 ve MLL4 gibi kanser genlerine integrasyonu ile klasik
retrovirilis benzeri mutagenez; viral DNA’nin konak¢1 genomuna girmesi ve viral proteinlerin
aktivitesi ile genomik instabilitenin artmasi; hiicre fonksiyonlarmi etkileyen, onkogenik
yolaklarin aktive olmasina ve karaciger hiicrelerinin mutasyonlara duyarli olmasina neden olan
dogal veya mutasyona ugramis viral proteinlerin (HBx, HBc ve preS) varligidir. HBV DNA’nin
konakg1 kromozomlarina integrasyonu viral replikasyon i¢in zorunlu olmamasina ragmen, HSK
vakalarmin % 80’inde ve HBV enfeksiyonunun erken evrelerinde goriiliir. HBV’nin
integrasyonunun klonal hiicre popiilasyonuna biiylime avantaj1 sagladig1r ve ek mutasyonlarin

birikmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).

HBx, HBYV ile iliskili HSK’da ¢ok kilit rollere sahiptir. Mitotik kontrol noktalarini1 dogrudan
etkileyerek, p53’e baglanip inaktive ederek ve DNA tamir proteinine baglanarak (DDBI)
kromozomal kararsizligi indiikler. Ayrica viral proteinlerden HBx, HBc ve preS’in hiicre
fonksiyonlarini (hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi ve karaciger hiicrelerinin mutajenlere
duyarliligini) etkilerler. HBx proteini HBV’nin cccDNA transkripsiyonu, viral replikasyonu
icin ve ayrica HBV’nin onkogenisitesine katkida bulunmaktadir (Sekil 2.17). Kromatin
fonksiyonu iizerinde dogrudan etkisi ve niikleusta transkripsiyonu ve/veya dolayli olarak
sitoplazmada  hiicre  sinyallesmesinin ~ diizenlemesi  vasitasiyla  transkripsiyonun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. HBx cccDNA igerisine entegre
olarak niiklear cccDNA mini kromozomunun transkripsiyonunun artirilmasinda rol oynar. HBx
yoklugunda cccDNA’ya baglanan histonlar hipoasetiledir ve cccDNA belirgin sekilde daha az
pgRNA transkribe eder. HBx ayrica HBV transkripsiyonunun inhibe eden PRMTI
metiltransferaz, Tudor-domeni protein spindlin-1 ve SETDBI histon metiltransferaza
baglanarak bloklar. HBx’in HBV replikasyonunu kuvvetlendiren diger mekanizmalarinin
basinda miR-101 wvasitastyla DNMT3A’nin  ekspresyonunun downregiilasyonu, viral
replikasyon i¢in gerekli endositoz (Rab ailesi) ve otofaj (ATGs, beklin-1, miR-33a) yapan gen
ve miRNA’larin dogrudan transkripsiyonlarinin aktivasyonu, UV-DDBI proteinine baglanarak
Smc5/Smc6 baglimli cccDNA transkripsiyonunun engellenmesi, sitoplazmik kalsiyum
seviyesinin yiikseltilmesi, dogrudan HBV pgRNA’y1 hedefleyen miRNA’larin (miR-138, miR-
224, miR-596) transkripsiyonel baskilanmalar1 yer almaktadir. HBx’in transkripsiyonun
aktivasyonu bir¢ok epigenetik degisime, ¢oklu transkripyonel faktorlerine (ATF/CREB, ATF3,
c¢/EBP, NF-IL-6, ETS, EGR, SMAD4, OCT1, RXR reseptorii ve p53), kromatin modifiye edici
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enzimlere (CBP, p300 ve PCAF) ve bazal transkripsiyonel mekanizmalara (RPBS5, TFIIB, TBP,
TFIIH) baghdir (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).
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Sekil 2.17: HBx proteininin hepatoselular karsinoma gelismesinde molekiiler mekanizmasi (Levrero ve
Zucman- Rossi, 2016).

Kronik HBV ve HCV enfeksiyonlarinda inflamasyon, oksidatif ve onkogenik stres hiicresel
yaslanmay1 hizlandirir. Telomerazlar normal karacigerden siroza dogru ilerlerken asamali
olarak kisalirlar ve HSK’da en kisa seviyelere ulasirlar. Yaglilik hasarli hiicrelerin ¢cogalmasini
siirlar ve tlimor baskilayicilarin ekspresyonunu tetikleyerek malignite riskini azaltir. Yapilan
caligmalar HSK’larin % 80-90’ninda telomeraz aktivitesinin ger¢ekleserek yaslanmanin baypas
edildigi goriilmiistiir. HSK’da en sik goriilen genetik degisim TERT promotoér mutasyonlariin
telomeraz ekspresyonunu aktive etmesidir. Fakat HBV DNA’sinin TERT geni igerisine
entegrasyonu ve HBx ve PreS2 proteinleri tarafindan TERT ekspresyonunun artirilmas: gibi

diger mekanizmalar bu aktivasyonu daha az temsil eder. HBx proteini yaslanmanin iistesinden
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gelmek i¢in p53 niikleotit kesme onarim ve transkripsiyon bagli onarim fonksiyonlarini inhibe
eder ve p53 aktivitdrleri ASPP1 ve ASPP2’nin ekspresyonunu azaltir (Levrero ve Zucman-

Rossi, 2016).

HBx proteinin bir diger islevi ise bulundugu hiicre icerigine ve seviyesine gore pro-apoptotik
ve anti-apoptotik 6zellik gdsterebilmesidir. HBV nin replike oldugu hiicrelerde HBx proteini
sitozolik kalsiyum sinyallesmesini tesvik eder ve bunun sonucu olarak mitokondride Ca*?
birikimi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina, endoplazmik retikulum stresi ve
katlanmamuig protein cevabinin aktivasyonuna yol acar. HBx ayrica mitokondrial voltaj bagimli
anyon secici kanal protein 3 (VDAC3)’e baglanarak membranin deporilizasyonuna ve boylece
ROS iiretimine ve sonrasinda da apoptoza neden olur. Ayrica yiiksek HBx seviyesinin NF-
kB’nin aktiflesmesiyle tiimor nekroz faktér a (TNF a)’y1 ve FAS-aracili apoptozu bloke eder,
bdylece enfekte olmamis hepatositler dahi apoptoza giderken enfekte olmusg hepatositler immiin
aracili hasardan kaginabilirler. Siroz nodiilleri oksijen gerilimi ve hipokside lokal azalmalar
olusturabilen ve boylece HIF1a ekspresyonunu diizenleyen ve anjiyogenezi tesvik eden damar
diizeninde goreceli bir bozukluga sahiptir. HBx, HIF1a'ya baglanir ve stabilize ederek HIF1a
transkripsiyonunu uyarir, boylece anjiyogenez ve tiimor biiylimesini arttirir. HBx ayrica pro-
anjiyojenik biiylime faktorii anjiyopoietin 2'yi (ANG?2) diizenleyerek anjiyogenezi tesvik eder.
HBx ayrica SMAD bagimli (SMAD4 kompleksinin stabilizasyonu yoluyla) ve SMAD'a
bagimli olmayan yollardan (RAS — ERK ve PI3K — AKT'nin aktivasyonu ile) dogrudan TGFbl
ve TGFb1 sinyallesmesini de diizenler. HBx bunun yaninda DNA metilasyonunu destekleyerek
ve SNAIL regiilasyonunu saglayarak E-kadherini baskilar. HBx faaliyetleri hakkinda fazla
sayida ¢aligmalar gergeklestirilse de HBV enfeksiyon sistemleri ile ilgili cok fazla bulgunun

olmadigini da belirtmek gerekir (Levrero ve Zucman- Rossi, 2016).
2.2.6. HBV ile iImmiin Sistem iliskisi

HBYV ile enfekte olmus kisilerde hastaligin nasil seyredecegini belirleyen ana faktorlerden biri
hastalik ile karsilasilan yastir. Yeni doganlarda % 90’a varan kroniklesme, 1 ile 5 yas arasi
cocuklarda % 20-30 arasinda, yetigkinlerde ise % 5 civaridir. Kronik enfeksiyon sonrasinda
sirasiyla kronik hepatite, siroza ve sonunda HSK’ya kadar ilerleyen bir yol izler. Ayrica
eriskinlerde inaktif olan tasiyicilik klinik enfeksiyona neden olmadan dogrudan HSK’ya da
sebep olabilir (Fattovich ve dig., 2004).
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Viriisiin temizlenmesi (klirens) ve hastaligin patogenezinde biiyiik dl¢iide adaptif immiin yanit
rol oynamaktadir. Ilging bir sekilde HBV dogustan gelen bagisiklik yanmitin1 uyarmayarak gizli
bir viriis gibi kendini korur. Diger yandan viral direng¢ HBV spesifik T hiicrelerinin diisiik uyum
ozelligi ile karakterizedir. Baz1 viral proteinlerin HBV’ye adaptif immiin cevabi diizenledigi
gosterilmistir ve bu da HBV’nin adaptif immiin cevabi hedef alan bazi aktif kaginma
stratejilerini  kullanabilecegini  diisiindiirmektedir. Yapilan c¢alismalar kronik HBV
enfeksiyonunda antiviral tedavinin CD8+ T hiicresi cevap yetenegi diistikliiglinli asabilecegini

gostermistir (Wursthorn ve dig., 2010; Schmidt ve dig.2013).

Viriis replikasyonu cogunlukla IFNa/B yolaginin uyarilmasiyla dogal immiin yanitin
indiiklenmesine sebep olur. IFNa/B liretimi ¢ok sayida interferon ile indiiklenebilir genin
transkripsiyonel ekspresyonunu baslatir ve bu da viral iiretim ve yayilimi sinirlandirarak
patojenik siiregleri en aza indirgeme potansiyeline sahip cesitli hiicre i¢i antiviral
mekanizmalar1 uyarir. Adaptif immiin yanit incelendiginde, antikorlarin HBV zarf antijenlerine
kars1 gosterdikleri cevap T hiicrelerine bagimli oldugunu gosterilmistir. HBV ye karsi periferal
kan CD4 hiicresi yanit1 akut hastalarda kuvvetli ve multispesifikken, kronik hastalarda zayiftir

(Wursthorn ve dig., 2010; Schmidt ve dig.2013).

Saglikli immiiniteye sahip kisilerde HBV’nin tamamen ortadan kaldirilmasi ve replikasyon
kontrolii dogal (innate) immiinite ile saglanmaz, kazanilmis immiin yanit devreye girer.
Enfeksiyon sonrasi hepatositlerden salinan interferon alfa ve beta major doku uygunluk
kompleksi (MHC) smif 1 ve 2’yi uyarrr. MHC smif 1, HBV’nin hiicre i¢i antijenlerini
hepatositlerin yiizeyinde bulunan CD 8+ sitotoksik T hiicrelerine (CTL) sunarlar ve CTL’ler
uyarilmis olur. Ayni sekilde MHC smif 2 ise HBV’nin plazmadaki HBcAg ve HBeAg gibi
antijenlerini makrofajlar iizerindeki CD4+ T hiicrelerine (T yardimci hiicreleri) sunarak bu
hiicreleri uyarirlar. CD8+ sitotoksik T hiicreleri (CTL) patojen ile enfekte konak hiicreler ile
kendileri arasinda sinaptik bir yap1 benzeri baglant1 kurarak dogrudan hiicreye temasla grantil
icerigini (lizozom, perforin, granzim vb) hiicre i¢ine bosaltarak enfekte hiicreyi 6ldiiriir. Ayrica
CTL hiicreleri viral replikasyonu baskilayacak sitokinleri (IFN-a, TNF- a ve IL-2) iireterek
MHC simuf 2 ekspresyonunu artirir (Homma ve dig, 2005; Schmidt ve dig.2013).

Kupffer hiicresi indiiklii niiklear faktér kappa B (NF-kB) ve interlokin 6 (IL-6) aracil
inflamatuar cevap, enfekte olan karaciger hiicrelerinin dldiiriilmesine izin vermeden viriisiin

transkripsiyon seviyesini kontrol eder. Viriisiin ortadan kaldirilmasi gii¢lii bir CD4 ve CD8 T
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hiicresi yanit1 gerektirir (Sekil 2.18). HBV enfeksiyonu olan hastalarda, HBcAg, HBsAg ve
polimerazin farkli epitoplarina karst CD8+ T hiicrelerinin gii¢lii sistotoksik aktivitesini
indiikleyebilmektedir, fakat bunun aksine kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda T hiicresi
yanit1 ¢ok zayiftir veya yoktur. HBV niikleokapsidine (HBcAg) karst CD4 T hiicresi yaniti,
kronik HBV ile enfekte olmus hastalarda serokonversiyon sirasinda HBeAg'den anti-HBeAg'ye
kadar kuvvetlidir. Kronik enfeksiyonu olan hastalarda, devam eden HBV replikasyonu ve viral
antijenin Uretimi, viriis spesifik adaptif immiinitenin tilkenmesinin bir nedeni olabilecegi
diistiniilmektedir. Zayif T hiicresi yanitinin diger olas1 nedeni ise, dendritik hiicre bozuklugu,
diizenleyici T hiicrelerinin veya karacigerin immiinolojik o6zellikleri ile ilgili olabilir

(Wursthorn ve dig., 2010).

HBV'ye Karsi immiin Yanit
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Sekil 2.18: HBV’de immiin yanit (Wursthorn ve dig., 2010).
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2.3. MiKRORNA

MikroRNA (miRNA)’lar gen anlatimini1 diizenleyen 20-23 niikleotid uzunlugundaki endojen,
kodlanmayan ve tek iplikli RNA molekiilleridir. Ik kez 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’ta
rapor edilmis olup, 2001 yilina kadar miRNAlarin diizenleyici gorevleri kabul gdrmemistir
(Lee ve dig., 1993). Giiniimiizde bir¢ok farkli organizmadan binlerce miRNA tanimlanmustir.
miRNA ile hedef mRNA arasinda gergeklesen niikleotid eslesmesi sonucu mRNA’nin

degredasyonu veya translasyonun engellenmesi saglanir (Sassen ve dig., 2008).

Son yillarda gerceklestirilen proteomik c¢aligmalari, tek bir mRNA’nin yiizlerce hedefi
etkileyebilecegini gostermistir. MiRNA’larin diizenleyici etkileri sayesinde onkogenik ve
gelisimsel stirecler gibi birgok hiicresel yolak etkilenir. MiRNA biyogenezinde meydana

gelebilecek sorunlar timorigenezin gelismesine neden olur (Lee ve dig., 1993).
2.3.1. MikroRNA Biyogenezi

Olgun miRNA’lar ve Argonoute (Ago) proteinleri, post-transkripsiyonel gen susturmaya
aracalik eden RISC’i (RNA Indiikleyici Susturma Kompleksi) olusturur. miRNA ile degrade
ve destabilize olacak mRNA’nin baz eslesmesi sayesinde RISC’e yonlendirilir. Tiim olgun
miRNA’larin biyogenezi i¢in evrensel oldugu diisiiniilen lineer miRNA islem yolu Sekil

2.19°da gosterilmistir (Winter ve dig., 2009).

MikroRNA’larin islenmesinin ilk asamalar niikleusta gerceklesir. miRNA genleri RNA
polimeraz II veya III tarafindan primer miRNA/6ncii miRNA (pri-miRNA) transkripsiyonu
gerceklesir. Bu pri-miRNA’larin birgogunun 3' ucu poliadenile olurken, 5° ucu caplenir.
miRNA’larin yaklasik olarak % 30’u protein kodlayan genlerin intronlarindan, digerleri ise
miRNA gen lokuslarindan eksprese edilir. Bir pri-miRNA’dan tek bir miRNA olusabilecegi
gibi ayn1 birincil transkriptten koken alan bir miRNA kiimesini de olusturabilirler. Bununla
birlikte bu uzun pri-miRNA’lar ¢ift iplikli RNA baglanma domaini igeren ve bir RNaz III
enzimi olan DROSHA-DGCRS (Pasha) tarafindan kesilir. Bu islem sonrasi sa¢ tokas1 yapisini
alan transkript 60-70 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA’dir ve niikleustan Exportin-5-Ran-
GTP ile sitoplazmaya gecer. Sitoplazmada, cift iplikli RNA-baglayic1 protein (TRBP) ile
RNase olan Dicer kompleks olusturarak, pre-miRNA’lar olgun miRNA uzunluguna islenir.
Olgun miRNA Argonaute proteinler ile RISC igerisine yerlesir ve mRNA’nin yikilmasi,

translasyonel olarak baskilanmasi veya deadenilasyonunu saglar. miRNA’nin kompleks
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icerisine girmeyen diger zinciri ise yikilir (Sekil.2.19). MikroRNA’larin islenmesi i¢in bahsi
gecen yolak evrensel olsa da farkli igslemlerle olgun miRNA yolaklar1 da mevcuttur (Sassen ve

dig., 2008; Winter ve dig., 2009).

miFINA Gen veya intron Cekirdek |  Sitoplazma

g pri-mikroRMNA : 4

3" miRNA dubleksi ®
- l Yikihim
@D l P
5 3

o U ogud ol

N

mRAMNA deadenilasyonu

Hedel mBMNA Yikilimi

Sekil 2.19: mikroRNA biyogenezi (Winter ve dig., 2009).

2.3.2. MikroRNA Fonksiyonlar:

MikroRNA’lar hem bitkilerde hem de hayvanlarda bir¢ok kilit rol oynar. miRNA’lar gen
diizenlenmesinde kilit ve onemli bir rol saglarlar ve bu nedenle de terapdtik hedeftirler.
MiRNA’lar gelisimsel ve fizyolojik siireglerde evrimsel olarak korunmus role sahiptir.
MiRNA ’lar hayvanlarda biiytik 6l¢iide hedef mRNA ile sinirlt komplementerdir fakat bu bircok
fizyolojik islemi diizenlemek i¢in yeterlidir. MiRNA’larin translasyonun baslangi¢ asamalarini

baskilar ve boylece mRNA degredasyonunu saglar. Gergeklestirilen ¢alismalarda miRNA’larin
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gelisimsel siireclerde, biiyiime ve apoptoz ile ilgili siireclerde rol oynadigi raporlanmistir.

Calisilmis miRNA’larin biyolojik fonksiyonlarindan bazilar1 tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.5)
(Wahid ve dig., 2010).

Tablo 2.5: miRNA’lar ve biyolojik fonksiyonlarindan bazilar1 (Wahid ve dig., 2010).

miRNA’lar Hedef Gen Biyolojik Fonksiyonlar Organizma
bantam HID Hiicre 6liimii ve proliferasyon Drosophila.
melanogaster
let-7 lin-41,HBL-1 Gelisimsel zamanlamanin diizenlenmesi Caenorhabditis.
elegans
lin-4 lin-14, 1in-28 Fiziksel kosullar ve geligimsel zamanlama C. elegans
Isy-6 COG-1 Noronal hiicre gelecegi (fate) ve gelisimsel C. elegans
zamanlama
miR-1 HAND 2 Kardiyomiyosit farklilagmasi ve proliferasyon Mus musculus
miR-7 Notch hedefleri Notch sinyallesmesi D. melanogaster
miR-14 Kaspaz Hiicre 6liimii ve proliferasyon D. melanogaster
miR-152,miR-16-1 Bel2 B hiicreli kromkn lenfosit 10§Gm1n1n negatif
diizenlenmesi
miR-16 Several AU zengin element aracili mRNA instabilitesi Homo sapiens
miR-17-92 c-Myc,E2F1 B hiicre lenfomasinda pozitif diizenlenme H. sapiens
miR-32 Retroviriis PFV1 Antiviral defans H. sapiens
miR-143 ERKS Adiposit farklilagsmasi
miR-143, miR-145 Bilinmiyor Kolonik adenokarsinomanin down regiilasyonu H. sapiens
miR-146 c-Myc, ROCK1 Gelisim ve immiin sistem fonksiyonlari H. sapiens
miR-155 PU-1, c-Maf T hiicresi gelisimi ve dogustan bagisiklik Mouse
miR-181 Bilinmiyor Hematopoetik hiicre 6liimiiniin (fate) diizenlenmesi M. musculus
HOXA7,
miR-196 HOXBS8, HOXCS,
Geligim M. musculus
HOXDS8
miR-223 NFI-A, Mef2c Graniilositik olgunlagmanin diizenlenmesi H. sapiens
Noronal hiicre gelecegi (fate) ve gelisimsel
miR-273 DIE-1 C. elegans
zamanlama
miR-372,miR-373 LATS2
miR-375 Myotropin Insiilin salgilanmasi M. musculus
miR-430 Bilinmiyor Beyin morfogenezi Danio rerio
) SV40 viral ) )
SVmiRNA’lar Sitotoksik T hiicre duyarlilig
miRNAlart
2.3.3. MiRNA ve Kanser

Hiicrelerin anormal olarak ¢ogalmalarinin ardindan apoptotik 6zelliklerini de kaybetmeleri

sonucunda kanserlesmeden s6z edilir. MikroRNA’larin gerek proliferasyon (hiicre ¢cogalmasi)
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ve gerekse apoptoz siirecinde kilit rol oynadiklar1 bilinmektedir. insan kanserinde miRNA
iliskisinin ilk verileri, B hiicresi kronik lenfositik l6semi hiicrelerinde kromozomun 13q14
bolgesindeki tiimor baskilayicilar: tanimlamaya yonelik Croce ve arkadaslarinin yapmis oldugu
caligma ile saglanmistir. Yaptiklar ¢alismada B hiicresi kronik lenfositik 16semide, miR-15a
ve miR-16-1"1 igeren, bu bolgenin olmadigin1 kesfettiler. Klinik kronik lenfositik l6semi
vakalarinin ¢ogunda her iki gende silinmis veya downregiile oldugu goriilmiistiir. Sonrasinda
gerceklestirilen bir ¢calismada boliinmeyen malignant B hiicrelerinde ve birgok solid tlimorde
miR-15 ve miR-16-1"in Bcl-2’yi baskilanmast ile apoptozu tesvik ederek tiimor baskilayici
olarak rol oynadig1 gosterilmistir. Farelerde yapilan miR-15 ve miR-16-1 kiimesinin delesyonu
kronik lenfosit 16semisi ile iligkili fenotiplerde bu iki miRNA nin tiimor baskilanmasinda kritik
rol oynadigin1 gostermistir. Bu calismalar takip eden yillarda 6zellikle sekans yontemi ile
ortaya konan, miRNA’larin kanserdeki diizensizligi ve tiimdr siniflandirilmasi, teshisi ve

prognozunda kullanilabilecegi ile ilgili dogrudan kanitlar saglanmistir (Peng ve Croce, 2016).

MiRNA’larin  kanser siirecindeki diizensizligi miRNA genlerinin amplifikasyon ve
delesyonlarmma, miRNA’nin transkripsiyonel kontrollerine, epigenetik degisikliklerin
diizensizliklerine ve miRNA biyogenezindeki bazi hatalara bagl olarak gergeklesebilir (Peng
ve Croce, 2016).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE GRUPLANDIRILMASI

Tez ¢alismasinda kullanilan kan ve doku ornekleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr. Murat Sayan’dan temin edildi. Calisma kapsaminda

serum ve doku orneklerinin gruplandirilmalar: Tablo 3.1.’de sunulmustur.

Tablo 3.1: Deney 6rneklerinin gruplandirilmasi.

HSK . Ornek
HBV DNA Cinsiyet Dagilimi ~ Yas Araligt ~ Ornek Tipi
Tanis1 Adedi
Kontrol Grubu - - 14 Erkek/ 6 Kadin 30-53 Serum 20
Deney Grubu 1 - - 13 Erkek/ 7 Kadin 24-60 Serum 20
Deney Grubu 2 + + 18 Erkek/ 2 Kadin 40-77 Serum 20
Deney Grubu 3 + + 18 Erkek/ 2 Kadin 40-77 Doku* 20

Her bir hastaya denek kodu verildi. Orneklerin transferleri kuru buz ile gergeklestirilip, temin
edilir edilmez dogrudan izolasyon islemlerine tabii tutuldu. izole edilen 6rneklerin kisa siireli

saklanmalar1 -20 °C’de, uzun siireli saklanmalar1 ise -80 °C’de gergeklestirildi.
3.2. NUKLEIK ASITLERIN (DNA/RNA) iZOLASYONLARI

Molekiiler diizeydeki analizlere (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu vb) bagslamadan
once verimli bir sekilde total RNA’nin izole edilmesi gereklidir. Bu nedenle hem HBV pozitif
serum Orneklerinden hem de HBV pozitif karaciger doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu
gergeklestirildi. izolasyon veriminin daha da iyilestirilmesi amaciyla Trizol ile 6n bir islem

gerceklestirilerek 6rnek i¢inde yer alan organik molekiiller uzaklastirildi.

*Deney grubu 3, deney grubu 2’de yer alan bireylerin toplamda 20 adet formalin ile fikse edilmis parafine gomiilii karaciger biyopsisi

orneklerini igerir.
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3.2.1. Total RNA izolasyonu

Calismada serum ve parafin doku orneklerinden total RNA izolasyonunda ticari kitlerden
(Anatolia Geneworks, Magrev Total RNA Extraction Kit) yararlanildi. Doku 6rneklerinden
parafin yapinin uzaklastirilmasi i¢in ksilen kullanildi. Parafine gdmiilii doku 6rneklerinden 30
mg temiz tiiplere aktarildi ve lizerlerine parafini ¢6zdiirmek amaciyla 750 pL ksilen ilave edildi.
Ksilenin parafin blogu ¢6zmesi sirasinda doku belli araliklarla karistirildi, parafin yapinin
coziilmesi goz ile izlendikten sonra 12500 devir/dakika hizda 3 dakika santrifiijlendi ve
coktlirme islemi sonrasinda ¢okelti 1 mL yikama (W1) tamponu-1 ile bir kez yikandi. Yikama
islemi sonrasinda tiip 12500 devir/dakika hizda 3 dakika tekrar santrifiij edildi ve ¢okelti
tizerine 400 pL doku parcalama (LTX) tamponu ve 20 uL proteniase K eklenip iyice
karistirildiktan sonra tilipli agz1 sikict kapatilarak her 5 dakika araliklarla tiipler alt iist edilerek
56 °C’de 45 dakika dokunun parcalanmasi saglandi. Bu asamada doku gozle kontrol edilip
araliklarla karistirildi. Isiticidan alinan tiipler sogutulduktan sonra 12500 devir/dakika hizda 5
dakika santrifujlendi. Orneklerin {ist faz1 temiz bir tiipe aktarildiktan sonra total RNA
izolasyonu asamasima ge¢ildi. Gerek parafin dokulardan elde edilen iist faz gerekse serum
orneklerinden Magrev izolasyon standina alindilar ve kit ile total RNA izolasyonu

gergeklestirildi.

Gergeklestirilen total RNA izolasyonu sonrasi RNA konsantrasyon ve saflik Slgiimleri

spektrofotometrede (IMPLEN, P300) gerceklestirilmistir.
3.2.2. Viral DNA izolasyonu

Serumda HBV DNA’nin kantitasyonunun belirlenmesi hem c¢aligma grubunun olusturulmasi
icin hem de miRNA’larin HBV DNA kantitasyonu ile korelasyonunun belirlenmesi sebebiyle
Oonemli bir agamadir. HBV DNA kantitasyonu i¢cin GZ PZR ¢alismalarindan 6nce serumdan
viral DNA izolasyonu gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu amagla serum 6rneklerinden viral
DNA’nin izolasyonu i¢in ticari bir kit (Anatolia Geneworks, Magrev Viral DNA/RNA

Extraction Kit) kullanild1 ve iireticinin belirttigi yonteme gore protokol gerceklestirildi.
3.2.3. MiRNA izolasyonu

Temin edilen parafine gédmiilii doku 6rnekleri dncelikle parafin blogun uzaklastirilmasi igin

ksilen ile muamele edildi (Boliim 3.2.1). Parafin yap1 uzaklastirilan doku 6rnegi (iist faz) ve
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serum Ornegi miRNA izolasyonu ticari bir kit (Anatolia Geneworks, Magrev miRNA
Extraction Kit) ile gergeklestirildi. Bu asamadan 6nce miRNA izolasyonunun saglikli bir
sekilde gerceklestigini kontrol etmek icin i¢ kontrol olarak her bir tiipe (doku ve serum) 5 pL.
baska bir organizmanin (Arabidopsis thaliana) miRNA dizisi eklendi (Li ve dig., 2010).

3.3. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

miRNA’larn ters transkripsiyon-PZR ile elde edilen liriinler, % 2.5’lik agaroz jel elektroferiz
ile kontrol edildi. Bu amagcla, 1.25 gr agaroz ve 50 mL Tris-Borat (TBE) tamponu igerisinde
(Tablo 3.2) kaynatilarak ¢oziindiiriildii (Voytas, 1998). Sonrasinda ¢ozelti sogutuldu (65-70 °C)
ve lizerine 0.5 pg/mL final konsantrasyonda etidyum bromiir eklendi. Cozelti kasetlere dokiildi

ve katilagmasi saglandi.

Tablo 3.2: TBE Tampon Icerigi.
10 x TBE Tamponu

Tris base 108 gr

Borik asit 55 gr

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 40 mL
dH,O 1L

Elektroforez islemi TBE tamponunda gerceklestirildi. Ters transkripsiyon-PZR sonucu
cogaltilan miRNA ornekleri 1’e 9 oraninda yiikleme tamponu (1:10) ile karistirilarak jele

uygulandi (Tablo 3.3). Elektroforez islemi 80 Voltta 60 dakika gerceklestirildi.

Tablo 3.3: Ornek Yiikleme Tamponu Igerigi.

Ornek Yiikleme Tamponu 10X, 100 mL

Bromofenol Mavisi 250 mg
Tris pH 7,6 (150 mM) 33 mL
Gliserol (>%99,5) 60 mL
dH,O 7 mL

3.4. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (GZ-PZR)
ANALIZLERI

Elde edilen HBV DNA, miRNA ve kontrol olarak kullanilan Gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) mRNA miktarlar1 GZ-PZR ile analiz edildi.
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3.4.1. HBV DNA GZ-PZR Analizleri

Calisilan serum 6rneklerinden HBV DNA’nin kantitasyon islemleri ticari bir kit (Anatolia
Geneworks, Bosphore Ultra HBV Quantitation/Detection Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kullanilan ticari kitin analitik hassasiyeti 16 kopya/mL (3.6 IU/mL) ve lineer aralig1 ise 45-
4,5x10° kopya/mL (10-10° IU/mL)’dir.

Serumda HBV DNA kantitasyonunu belirleyebilmek i¢in kullanilan ticari kitlerde kantitasyon
degeri bilinen standartlar kullanilir. Bu standartlarin her birinin ka¢ IU/mL veya kopya/mL
HBV DNA’s1 igerdigi bilinmektedir. GZ-PZR reaksiyonu sonrasinda standartlarda meydana
gelen 1s1ma verileri toplanarak Ct degerleri ve konsantrasyon (kantitasyon) verileri ile bir
standart egri ¢ikartilir ve 6rnekteki 1simalarin Ct degerlerinin bu egrideki yeri ile kantitasyonu
belirlenir. Bu amagla her ¢aligsma i¢in iireticinin belirttigi yontem ile en az 4 standart ve bir adet

negatif kontrol kullanilarak serum 6rneklerin kantitasyonlar1 gerceklestirildi (Sekil 3.1).

/ standard Curve Y Thermal Program % [ =
J HBW -~ 4 B

35,98

T T T Slope -3,389908
33,98 1 T T Intercept: 4177271
I I Lineanty: -0,99837
31,98 | | Rate: 0.98873

29.58

27,98

Lt

25,98
22,98
21,98

19,98

i7,98
1.7 2,7 3.7 4.7 5.7 6.7

LogiCa}

/' Aamplification Curve % Raw aAmplification Curve -"--.l ==

2.,60919
3153041
2, 70689
2,25575

i.80460

Fin

1.35345
0.90230
0,45115
0,00000 e

-0,45115 [+

Sekil 3.1: HBV DNA Standart ve negatif kontrol amplifikasyon egrisi ile standart egri (Std: standart,
NK: Negatif kontrol).
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HBYV DNA analizi i¢in ticari kitteki yonergeye gore hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 3.4.’de

verildi.

Tablo 3.4: Bosphore Ultra HBV Quantification/Detection Kit mix érnek ¢alisma hacimleri.

PCR Master Mix 45 uL
Ornek DNA’s1 (Standart/Negatif/Pozitif Kontrol) 30 uL
Toplam Hacim 75 uL

Karisimlar hazirlandiktan sonra tiipler 1-2 saniye santrifiij edildi ve reaksiyon baslatildi.

Reaksiyon Tablo 3.5.”de belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Tablo 3.5: HBV DNA GZ-PZR kosullar1

Reaksiyon asamasi Sicakhik Siire
[k denatiirasyon 95 °C 14:30
Denatiirasyon 97 °C 00:30
Baglanma ve Sentez 54 °C 01:30
(50 dongii) (florasan veri toplama)
Soguma 22 °C 01:00

3.4.2. MiRNA GZ-PZR Analizleri

Izole edilen doku ve serum &rneklerinde miRNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra miRNA
GZ-PZR c¢alismalarina baslandi. Gergeklestirilen ¢alismalarda miR-16, miR-28, miR-122,
miR- 221, miR-224 ve miR-501 miRNA’larn amplifiye edildi. Calisilan miRNA’larin ve
primerlerin sekanslar1 Tablo 3.6’ da gosterilmistir. MiRNA’larin cDNA’ya ¢evrilmesinde ticari

kit (Quanta Biosciences, qScript microRNA cDNA Synthesis Kit) kullanilmistir.
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Tablo 3.6: miRNA ve primerlerin dizileri.

miRNA adi

miRNA Dizileri

miRNA Spesifik Primerlerin Dizileri

hsa-miR-16

hsa-miR-28

hsa-miR-122

hsa-miR-221

hsa-miR-224

hsa-miR-501

Universal R-

Primer

5'-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3'

5'-CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA-3'

5'-UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-3'

5'-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-3'

5'-CAAGUCACUAGUGGUUCCGUU-3'

5'- AAUGCACCCGGGCAAGGAUUCU-3'

F: 5'-CGCCATAGCAGCACGTAAAT -3'

F: 5'-AGATTGTGAGCTCCTGGAAAAA-3'

F: 5" TGGAGTGTGACAATGGTGTTTG-3'

F: 5'-GCGAGCTACATTGTCTGCTG-3'

F: 5'-GCAAGTCACTAGTGGTTCCGTTA- 3'

F: 5'-ACCCGGGCAAGGATTCTA-3'

R: 5-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

MiRNA’larin amplifikasyonlar1 3 asamali reaksiyon ile gerceklestirildi. Oncelikle olgun

miRNA’lara poli A polimeraz ile poli (A) kuyrugu eklendi. Poli A reaksiyonu sonrasinda elde

edilen {irline revers transkriptaz ve dNTP’ler ile birlikte poli A kuyrugunun karsilik oligo dT

adaptor primer ile cDNA sentezi gerceklestirildi. Adaptér primer ayni zamanda kullanilan

universel revers primerin komplementer dizisini de igermektedir (Sekil 3.2). Sonrasinda elde

edilen cDNA i¢in Tablo 3.9.” da belirtilen miRNA spesifik ticari primerleri (Quanta

Biosciences) ve PZR miksi igerisinde yer alan SYBR Green boyasi ile GZ-PZR reaksiyonu

gerceklestirildi. SYBR Green boyasi ¢ift iplikli DNA’ya baglanma 6zelligi sayesinde pzr

tiriinlerine baglanir ve GZ-PZR’de 151ma verir. Daha sonra pzr iiriinleri i¢in erime egrisi analizi

uygulandi.
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miRNA
s
e = N, T e N

Poli A Polimeraz

PN~

Poli (A) Kuyrugu TN T NAAAAAAAAAAAAAAA

cDNA Sentezi N N N NAAAAAAAAAAAAAAA
- =]
dNTP'ler Oligo dT Adaptor Primer
Revers

Transkriptaz

TN N NAAAAAAAAAAAAAAA

—

miRNA Spesifik Primer
SYBR Green Boyasi
ile gPCR Reaksiyonu

I

Universal Revers
Primer

Sekil 3.2: miRNA amplifikasyon reaksiyonlari

Her bir miRNA’ya poli (A) kuyrugu ekleme reaksiyonu i¢in agagida tabloda verilen bilesen ve
hacimleri eklenerek karisim olusturuldu (Tablo 3.7) ve 0.2 mL’lik tiip 6nce 1-2 saniye santrifiij
edildi ve 37 °C’de 60 dakika ardindan da 70 °C’de 5 dakikada poli A kuyrugu sentezi

gerceklestirildi.
Tablo 3.7: Poli (A) kuyrugu ekleme reaksiyon bilesenleri.
Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon Kullanilan Hacim (pL)
Poli (A) Tailing Buffer 5x 2 uL
Poli (A) Polimeraz - 1 uL

Total RNA 100 ng-1ug 7 uL

Toplam Hacim 10 uLL
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Gergeklestirilen poli (A) kuyrugu reaksiyonu sonrasinda cDNA sentezi i¢in Tablo 3.8’deki
bilesenler ve hacimleri ile karisim olusturulup 42 °C’de 20 dakika, 85 °C’de 5 dakika cDNA

sentezi gergeklestirildi.

Tablo 3.8: miRNA’lar1 cDNA’ya ¢evirmek i¢in kullanilan reaksiyon bilesen ve hacimleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim (nL)
Poli (A) Kuyruk Ekleme Reaksiyonu 10 uL
microRNA cDNA Reaksiyon mixi 9uL
gScript Reverse Transkriptaz 1 uL
Toplam Hacim 20 uL

cDNA’ya ¢evrimi saglanan miRNA’larin GZ-PZR amplifikasyonlar1 i¢in ise Quanta
Biosciences, microRNA PCR Assay Kitleri kullanildi. miRNA’larin GZ-PZR ile ¢ogaltilmalar:
icin reaksiyon karigimi Tablo 3.9°da belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 3.9: miRNA’lar1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan reaksiyon bilesen ve hacimleri.

Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon Kullanilan Hacim (nL)
PerfeCTa SYBR Green SuperMix 2X 25 uL
MikroRNA F- Primer 10 uM 1 uL
PerfeCTa Universal R Primer 10 uM 1 uL
mikroRNA cDNA 1-10 ng total RNA 23 uL
Toplam Hacim 50 uL

Karisim hazirlandiktan sonra tiipler 1-2 saniye santrifiij edildi ve reaksiyon baglatildi.

Reaksiyon Tablo 3.10°da belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

Tablo 3.10: miRNA GZ-PZR kosullar:.

Reaksiyon asamasi Sicakhik Siire
Taq Polimeraz Aktivasyonu 95 °C 02:00
95°C 00:05

PZR Reaksiyonu 60 °C 00:15

(50 dongti) 70 °C 00:15

Erime Egrisi 50-90 °C
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Gergeklestirilen tiim miRNA c¢alismalar i¢in amplifikasyonlarin dogrulugunu kontrol etmek
amaciyla her bir 6rnek icin poli (A) polimeraz eklenmeyen ayri bir tiip ¢alisildi. Bu tiip
icerisinde sadece ilk asama Tablo 3.11°de sunulan sekilde ger¢eklestirildi. Bu tiipteki kontrole
poli (A) eklenmeyen (No-PAP) kontrol olarak isimlendirildi ve sonraki her asama (cDNA ve
miRNA amplifikasyonu) diger tiipler ile ayn1 kosullarda devam ettirildi. Kullanilan ticari kit
yonergelerine géore miRNA amplifikasyonu ve No-PAP kontroller arasinda 11 Ct’den daha az
farklilik gosteren reaksiyonlar tekrar edilip primer dimerler veya genomik DNA

kontaminasyonu her miRNA ve her 6rnek i¢in degerlendirildi.

Tablo 3.11: No-PAP kontrol reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon Kullanilan Hacim (nL)
Poli (A) Tailing Buffer 5x 2uL
dHO - 1uL
Total RNA 100 ng-1ug 7uL
Toplam Hacim 10 uL

Sekil 3.3’de grup 1 drneklerinden miR-122 amplifikasyonu ile ayn1 6rnegin No-Pap GZ-PZR

caligmasi gosterilmistir.
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Sekil 3.3: miRNA 6rnek ve No-PAP kontrolii GZ-PZR 1s1malari
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3.4.2.1. MiRNA Normalizasyonu

Biyobelirteg olarak kullanilabilirliginin degerlendirildigi miRNAlarin referans olarak
mRNA'’larda kullanilan referans genler yerine yine diisiik baz sayilarinda ve doku ve 6rnek
tipine 6zel bazt RNA molekiilleri ile normalize edilip farkli 6rneklerde gen anlatiminin daha
diisiik mii yoksa daha yiiksek mi olduguna karar verilebilir. Bu amagla izole edilen doku ve
serum Orneklerinde U6 snRNA kullanildi (Peltier ve Latham, 2008). Aym1 zamanda
normalizasyon i¢in SnoRNA U44 (SNORD44) ve GAPDH de denendi (Mase ve dig., 2017).
U6 i¢in Tablo 3.12°de verilen primer dizileri kullanildi. SNORD U44 primerleri i¢in ticari kitin
(Quanta Biosciences, qScript microRNA cDNA Synthesis Kit) pozitif kontrollerinin primerleri
kullanildi.

Tablo 3.12: SnRNA U6 primer dizileri.

Primer Dizisi
F: 5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3'
R: 5'-AAATATGGAACGCTTCACGA -3'

SnRNA U6

3.4.2.2. MiRNA I¢ Kontrolii

[zolasyona baslamadan 6nce &rneklerin igerisine miRNA’larmn izolasyonlarmin gergeklesip
gerceklesmedigini gormek icin baska bir organizmanin (Arabidopsis thaliana) miRNA dizisi
sentetik olarak izole edilecek drnegin icerisine (doku ve serum) eklendi (Li ve dig., 2010). Ath-

168a icin Tablo 3.13de belirtilen primerler ve ath-168a sekans1 kullanildi.

Tablo 3.13: Ath-168a primer dizileri.

Primer Dizisi
Ath miR-168a 5'-UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA-3'
Ath miR-168a F: 5-GTTTTCGCTTGGTGCAGGT-3'
Universal R-Primer R: 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

GZ-PZR amplifikasyonu Quanta Biosciences, microRNA PCR Assay Kit ile gerceklestirildi.
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3.4.3. GAPDH mRNA’nin GZ-PZR Analizleri

Izole edilen drneklerdeki GAPDH mRNA diizeyii GZ-PZR’de amplifikasyonunu saglamak
amaciyla (GAPDH) (referans) gen bdlgesi primerleri ile amplifikasyon ticari bir kit (Quanta
Biosciences, qScript One Step SYBR Green qRT-PCR) ile gerceklestirildi. cDNA sentezi ve
sonrasinda cDNA’larn ¢ift iplikli hale getirip cogaltmak tek tiipte tek bir asamada
gerceklesmektedir. Bu amagla kullanilan GAPDH primerleri Tablo 3.14.’de verildi.

Tablo 3.14: GAPDH primerleri.

Gen Ad1 Primer Dizisi

F: 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

L APDH R: 5"TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

Tablo 3.15: GAPDH gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan reaksiyonun basamaklari.

Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon Kullanilan Hacim (nL)
One-Step SYBR Green Master Mix 2X 12,5 uLb
GAPDH Primer 10 uM 1 uL
gScript One-Step RT - 1 uL
Total RNA - 5 uL
Nuclease free water - 5.5uL
Toplam hacim 25 uL

Tablo 3.15°de verilen mix karisimlar1 hazirlandiktan sonra tiipler 1-2 saniye santrifiij edildi ve

reaksiyon baslatildi. Reaksiyon Tablo 3.16.’da belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

Tablo 3.16: GAPDH GZ-PZR kosullar:.

Reaksiyon asamasi Sicakhik Siire
cDNA sentezi 50°C 10:00
Taq Polimeraz 95 °C 05:00

Aktivasyonu 95 °C 00:10
(45 dongii) 60 °C 00:30

(floresan veri toplama)

Erime Egrisi Analizi 50°C-90°C
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3.5. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (REAL TiME
PCR) AACT ANALIZLERI

Tez kapsaminda hem HBV DNA’larinin hem de GAPDH, miRNA analizleri GZ-PZR ile
saptanmistir. Gergeklestirilen GZ-PZR analizleri Montania 4896 Real Time PCR cihazinda
(Anatolia Geneworks) gerceklestirildi. HBV DNA’larin ¢aligmasi i¢in prob igeren bir ticari
PZR kiti (Anatolia Geneworks, Bosphore Ultra HBV Quantitation/Detection Kit) kullanildi.
miRNA analizleri (miRNA mimik kontrolii, miRNA normalizasyonu ve deney miRNA’lar
dahil) ve GAPDH i¢in SYBR Green boyasi ile GZ-PZR analizleri yapilmis olup, termal dongii

sonrasi PZR {iriinliniin dogrulugu i¢in erime egrisi analizleri yapilmaistir.

Gergeklestirilen her bir PZR c¢alismasinda en az 1 adet negatif kontrol (NK) ve her miRNA i¢in
No-PAP kontrol ¢aligmaya dahil edildi. Kontaminasyon kontrolii olarak kullanilan negatif
kontrolde herhangi bir ¢ogalmanin olup olmadig1 degerlendirildikten sonra 6rnek ve kontrol
grubu Ct’leri asagida yer verilen formiil 1s18inda hesaplandi. HBV DNA calismasi prob
icerdiginden sonrasinda erime egrisi analizine gerek kalmadan dogrudan IU/mL olarak degerler
kitin i¢erisinde bulunan ve kantitatif degeri bilinen 5 adet standart ve 3 adet kontrol ile yazilim
tarafindan otomatik olarak hesaplandi. SYBR Green ile ¢alisilan miRNA’lar ve GAPDH
referans gen ise GZ-PZR reaksiyonu sonucunda her biri ayr tiipte olacak sekilde caligildl ve

her bir PZR iiriinii erime egrisi analizi ile de ayrica kontrol edildi.

Kantitatif GZ-PZR, gen ekspresyon seviyelerini kantite etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. GZ-PZR verilerini analiz etmek i¢in mutlak (absoliit) ve goreceli (rolatif) olmak
iizere iki farkl strateji vardir. Mutlak kantitasyonda gen miktar1 bir standart egriye gore kantite
edilir. Goreceli kantitasyonda ise ekspresyonu ol¢iilen gen miktari referans bir numuneye gore

belirlenir.

2A8Ct yontemi en sik kullanilan yontemdir. Esik dongiisii (Ct) floresan seviyenin belirli bir

miktara ulastig1 ve esigi gectigi miktar1 temsil eder (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu yontem
ile dogrudan hedefin ve normalizasyon i¢in kullanilan referans genin Ct degerlerinden
hesaplama gerceklestirilebilir. GAPDH, B-aktin, 18s rRNA referans gen olarak kullanilabilir
(Livak ve Schmittgen, 2001). ACt hesaplanmasi i¢in agsagidaki formiil kullanilmistir;

ACt= Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)
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ACt’ler hem deney grubu hem de kontrol grubu i¢in ayr1 ayr1 hesaplandiktan sonra asagidaki
formiil uyarinca deney ve kontrol gruplar1 arasindaki ekspresyon farkliliklar1 hesaplanip ilgili
ekspresyonlarin asagr veya yukari yonde diizenlendigi veya ekspresyon analizleri

gerceklestirilebilir.
AACt= ACt (hedef 6rnekler)- ACt (referans drnekler)

Goreceli kantitasyonda, referans 6rneklerinin gen ekspresyonu genellikle 1 kabul edilir, ¢iinkii
ACt ve AACt’ler 2 lizeri olarak hesaplanir ve referans 6rneklerinin kendilerinden ¢ikarilmasi
sonucu elde edilen 0 aslinda 2° yani 1 demektir. Ayrica bu yontemde tiim 6rneklerde PZR
amplifikasyon veriminin %100 oldugu disiiniiliir. Boylece yoOntemin gerceklestirilmesi
kolaylasir, optimal kosullarda ve PCR inhibitorlerinin olmadigi durumlarda bu yontem

uygulanabilir.

GZ-PZR i¢in uygulanabilen diger bir goreceli kantitasyon yonteminde ise yine AACt kullanilir.
Fakat bu yontemde diger yontemin aksine PZR verimi % 100 olarak alinmaz, PZR {irlinlerinden
bir diliisyon olusturulup PZR verimi ayrica hesaplanip sonrasinda 2 iizeri olarak hesaplanan
ACt PZR verimi lizeri ACt olarak hesaplanir (Pfaffl, 2001). Formiilii ise asagidaki gibidir (Sekil
3.4).

ACT hedel (kontrol-deney)
(Enedet)

Oran =
ACt red (kontrol-deney)

(Eret)

Sekil 3.4: GZ-PZR sonuglarimin yorumlanmasinda PFAFFL denklemi.

3.6. ISTATIKSEL ANALIZLER

Deneylere ait tiim GZ-PZR sayisal verileri kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel olarak
GraphPad Prism yazilim programi (GraphPad Prism version 7.0, GraphPad Software, San

Diego, California USA) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amacla elde edilen verilere tek
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yonlic ANOVA testi uygulandi Gruplarin kontrol grubuna goére anlamliliklarn t testi ile

degerlendirildi. p<0,05 seviyesi anlamlilik degeri temel alindi.

Her bir miRNA i¢in hassasiyet ve 6zgiilliik (ROC) analizleri kontrol ve deney grubu 2 (HBV
ve HSK Pozitif Serum) ornekleri MedCalc yazilim programi (MedCalc, version 18.11.6,
Acacialaan, Ostend, Belgium) kullanilarak degerlendirildi. % 95 CI (giiven aralig1) degerleri

bu program tarafindan analizlendi.
3.7. PATOLOJIK INCELEMELER

Normal karaciger dokular1 ve HSK teshisi konulmus karaciger dokular1 Hematoksilin ve Eozin
(H&E) boyama metodu ile boyanmistir. Bu analizler Kocaeli Tip Fakiiltesi Patoloji

Laboratuvari tarafindan gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MiRNA’LARIN iZOLASYON ANALIZLERI

Yapilan miRNA izolasyonlar1 sonucunda elde edilen izolatlarin dl¢iimii sonrasinda serumda
6.87 ng/uL ile 42 ng/uL arasinda, parafine gomiilii biyopsi orneklerinde ise 28.90 ng/uL ile

55.20 ng/pL arasinda kontsantrasyonlar saptanmistir.

Yine elde edilen izolatlarin safliklar1 (A260/280) ise serum Ornekleri i¢in 1.78 ile 2.00, parafine
gomiilii biyopsi ornekleri igin ise 1.91 ile 2.00 arasindadir. Izolasyon ¢alismasi manuel

manyetik izolasyon protokolii ile gerceklestirilmistir.
4.1.2. MiRNA Agaroz Jel Elektroforezi Analizleri

Spektrofotometrik analizleri yapilan miRNA’lar Boliim 3.7.’de anlatilan sekilde ¢cDNA’ya
cevrildi ve ardindan PZR ile ¢ogaltildi. Elde edilen PZR iirtinlerinden secilen 1 doku ve 1 serum
orneginin 4 miRNA i¢in (miR-16, miR-28, miR-122 ve miR-501) ve snRNA U6 i¢in toplamda
12 tanesine Bolim 3.4.’te anlatilan sekilde agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elektroforez

sonucunda elde edilen miRNA bantlar1 Sekil 4.1.’de sunuldu.
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Sekil 4.1: izole edilen 6rneklerin % 2,5’lik Agaroz Jel Sonuglari (1.FastRuler Ultra Low Range DNA
Ladder, 2.Biotechrabbit 100 bp ladder, 3. Doku miRNA-122, 4. Doku miRNA-122 No-PAP
kontrol, 5. Doku miRNA-28, 6. Doku miRNA-28 No-PAP kontrol, 7. Serum miRNA-16, 8.
Serum miRNA-16 No-PAP kontrol, 9. Serum miRNA-501, 10. Serum miRNA-501 No-PAP
kontrol, 11. Serum U6 kontrol, 12. Serum U6 No-PAP kontrol, 13. Doku U6 kontrol, 14. Doku
U6 No-PAP kontrol, 15. FastRuler Ultra Low Range DNA Ladder.

Gergeklestirilen % 2.5’lik Agaroz Jel sonuglarina da uygun olarak miR-16, miR-28, miR-122
ve miR-501 i¢in 88-90 bg¢ arasinda ve normalizasyon i¢in kullanilan snRNA U6 i¢in 100 bg¢’lik

bir {iriin elde edilmistir. Bu sonuglar niikleotid karsilastirma analizleri ile uyumludur.
4.2.GERCEK ZAMANLI PZR ANALIZLERI
4.2.1. HBV DNA Ger¢ek Zamanh PZR Analizleri

Viral DNA izolasyonu (Bo6lim 3.2.2.) ger¢eklestirilen serum Orneklerinden Boliim 3.4.2°de
bahsedilen sekilde HBV DNA GZ PZR analizleri gerceklestirildi. Elde edilen verilerin 1s1g81nda
ortaya ¢ikan HBV DNA kantitasyon (log) verileri Sekil 4.2°de yer almaktadir.
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15+

Ornek Sayisi
i g

s

HBV DNA log (IU/mL)

Sekil 4.2: Serum 6rneklerinin HBV DNA GZ PZR c¢alismasi kantitasyonlar: (IU/mL).

HBV DNA’nin klinik olarak degerlendirilmesinde genel olarak logaritmik veriler seklinde

gergeklestirilir. Sekil 4.2°de yer alan artis verileri Tablo 4.1°de ayrintili olarak sunulmustur.

Tablo 4.1: HBV DNA log verilerinin [lU/mL ve kopya/mL konsantrasyon aralig1 ve 6rnek sayisi.

Log Ornek Konsantrasyon Araligi
verisi Say1st IU/mL Kopya/mL
10! 2 1-99 IU/mL 4,5-445,5 kopya/mL
10? 4 100-999 TU/mL 450-4.495,5 kopya/mL
10° 10 1.000-9.999 IU/mL 4.500-44.995,5 kopya/mL
10 11 10.000-99.999 IU/mL 45.000-449.995,5 kopya/mL
10° 6 100.000-999.999 TU/mL 450.000-4.499.995,5 kopya/mL
106 3 1.000.000-9.999.999 TU/mL 4.500.000-44.999.995,5 kopya/mL
107 4 10.000.000-99.999.999 IU/mL 45.000.000-449.999.995,5 kopya/mL

Gergeklestirilen HBV DNA calismalarinda 2 6rnek 10! IU/mL, 4 6rnek 10> IU/mL, 10 &rnek
10° ITU/mL, 11 érnek 10* IU/mL, 6 rnek 10° TU/mL, 3 6rnek 10° TU/mL ve 4 6rnek 107 TU/mL

olarak kantite edilmistir.
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4.2.2. MiRNA’larin Ger¢ek Zamanh PZR Analizleri

MiRNA izolasyonu (Boliim 3.2.3) ger¢eklestirilen serum ve doku (parafine gomiilii biyopsi)
orneklerinden Bolim 3.5°de bahsedilen sekilde GZ PZR analizleri gerceklestirilmistir. Elde
edilen veriler 15181nda ACt analizi Tablo 4.2.’de yer almaktadir.

Tablo 4.2: izole edilen 6rneklerin miRNA ACt verileri.

Kontrol (HBV- Grup 1 (HBV+ Grup 2 (HBV+ Grup 3 (HBV+
HCC -/Serum) HCC-/Serum) HCC+/Serum) HCC+/ Doku)
ACt miR-16 7.41 8.13 6.78 -0.9
ACt miR-28 8.10 8,52 10,41 17,77
ACt miR-122 3.83 9.23 9.78 10.76
ACt miR-221 5.66 4.54 6.88 -2.37
ACt miR-224 13.91 6.24 10.62 9.15
ACt miR-501 4.75 0.35 0.55 -7.87

Elde edilen veriler 1s181nda kontrol grubuna gore deney gruplarinin miRNA -AACt verileri ise

Tablo 4.3.’de yer almaktadir.

Tablo 4.3: Deney gruplarinin miRNA -AACt verileri.

Kontrol (HBV- Grup 1 (HBV+ Grup 2 (HBV+ Grup 3 (HBV+

HCC -/Serum) HCC-/Serum) HCC+/Serum) HCC+/ Doku)
-AACt miR-16 1 -0,72 0,63 8,31
-AACt miR-28 1 -0,42 -2,31 -9,67
-AACt miR-122 1 -5,4 -5,95 -6,93
-AACt miR-221 1 1,12 -1,22 8,03
-AACt miR-224 1 7,67 3,29 4,76
-AACt miR-501 1 4.4 4,2 12,62

Ayrica c¢alismas1 gergeklestirilen 6 miRNA icin gerceklestirilen normalizasyon sonrasi

degerlendirmelerde istatistik olarak gerceklestirilmistir.
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4.2.2.1. MiR-16 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da

anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.3’de yer almaktadir.
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Sekil 4.3: miR-16 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmistir ve siitunlar tizerindeki
dikey g¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup igerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlic ANOVA testi ile (P<0.0001, R 0.8597), deney gruplari arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir (Kontrol ve Grup 1 arasinda P<0.0015).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 15181inda kontrol grubu ile deney grubu 1 arasinda miRNA-16

ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu anlagilmaktadir.
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4.2.2.2. MiR-28 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.4’de yer almaktadir.
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Sekil 4.4: miR-28 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmistir ve siitunlar tizerindeki
dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup igerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlit ANOVA testi ile (P<0.0001, R2: 0.9361), deney gruplar arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir belirlenmistir (Grup 1 ve Grup 2 arasinda P<0.001).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 15181nda deney grubu 1 ile deney grubu 2 arasinda miRNA-28

ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli1 bir azalma oldugu gortilmektedir.
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4.2.2.3. MiR-122 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.5°de yer almaktadir.
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Sekil 4.5: miR-122 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmistir ve siitunlar tizerindeki
dikey cubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup icerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlit ANOVA testi ile (P<0.0001, R2: 0.8401), deney gruplar arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir (Kontrol ve Grup 1 arasinda P<0.0001; Kontrol ve Grup 2
arasinda P<0.0001).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 15181inda kontrol grubu ve deney grubu 1 ile deney grubu 2
arasinda miRNA-122 ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu ortaya

cikmaktadir.
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4.2.2.4. MiR-221 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.6’de yer almaktadir.
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Sekil 4.6: miR-221 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmistir ve siitunlar tizerindeki
dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup igerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlii ANOVA testi ile (P<0.0001, R2: 0.8712), deney gruplar arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir (Kontrol ve Grup 2 arasinda P<0.01; Grup 1 ve Grup 2
arasinda p<0.01).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 1518inda deney grubu 2 ile kontrol grubu arasinda miR-221
ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir azalma; deney grubu 2 ile deney grubu 1 arasinda

miR-221 ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir.
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4.2.2.5. MiR-224 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.7°de yer almaktadir.
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Sekil 4.7: miR-224 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmustir ve siitunlar tizerindeki
dikey cubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup icerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlit ANOVA testi ile (P<0.0001, R2: 0.7645), deney gruplar arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir (Kontrol ve Grup 1 arasinda P<0.0001; Kontrol ve Grup 2
arasinda P=0.0055; Grup 1 ve Grup 2 arasinda P=0.0004).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 1518inda kontrol grubu ve deney grubu 1 ile miRNA-224
ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu; kontrol grubu ve deney grubu 2
arasinda miRNA-224 ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu; deney grubu 1
ile deney grubu 2 arasinda yine ayn1 miRNA’nin ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir

azalis oldugu goriilmektedir.
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4.2.2.6. MiR-501 I¢in -AACt Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan GZ-PZR analizleri Béliim 3.6’da
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen Ct verileri 1s181inda

-AACt’ler Sekil 4.8°de yer almaktadir.
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Sekil 4.8: miR-501 -AACt ve Deney grubu analizleri. Deney 3 kez tekrarlanmistir ve siitunlar tizerindeki
dikey g¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir. Grup igerisindeki tekrarlar arasindaki
tutarlilik tek-yonlit ANOVA testi ile (P<0.0001, R2: 0.8818), deney gruplar arasindaki istatistik
anlamlilik ise t testi ile belirlenmistir (Kontrol ve Grup 1 arasinda P=0.0053; Kontrol ve Grup 2
arasinda P=0.0211).

Gergeklestirilen -AACt analizleri 15181inda kontrol grubu ve deney grubu 1 ile deney grubu 2

arasinda miRNA-501 ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu anlasilmaktadir.
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4.2.3. MiRNA’lar i¢in Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri
4.2.3.1. MiR-16 I¢cin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-16 icin kontrol ve grup 2 (HBV+, HCC+ /Serum) Orneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan 6zgiillik ve hassasiyet analizleri Boliim 3.10°da

anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir ve veriler Sekil 4.9°da yer almaktadir.
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Sekil 4.9: miR-16 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum 6rnegi), AUC: 0.591;
%95 CI: 0.42-0.74 ve P:0.327.

Elde edilen verilere gére miR-16 icin ROC analiz degerlerinin hassasiyet ve 6zgiillik igin
yeterli olmadig1 kontrol ve grup 2 deney verileri i¢in yanlis pozitif ve yanlis negatifliklerin fazla
oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Elde edilen miR-16 ROC egrisinin esik ¢izgisine ¢ok yakin olmasi
ve hatta baz1 noktalarda kesigmeleri bu testin diagnostik olarak kullaniminin uygun olmadig:
yorumuna neden olmaktadir. Bununla birlikte gerceklestirilen -AACt analizleri de gbz oniinde
bulunduruldugunda kontrol ve deney gruplar i¢in anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmadig: bu

analiz sonucuna paralel olarak elde edilmis bir sonugtur.
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4.2.3.2. MiR-28 icin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-28 ig¢in kontrol ve grup 2 (HBV+, HCC+ /Serum) oOrneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan ozgiilliik ve hassasiyet analizleri Bolim 3.9’da

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir ve veriler Sekil 4.10°da yer almaktadir.
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Sekil 4.10: miR-28 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum o6rnegi), AUC:
0.798; %95 CI: 0.64-0.90 ve P<0.001.

Bu tez kapsaminda miR-28, kontrol ve grup 1 ile grup 2 arasinda istatistiksel anlamli sonug
ortaya koyan en 6nemli miRNA’dir. Bu sebeple ROC analizi miR-28 i¢in 6nemli bir veri
sunmaktadir. Elde edilen verilere gére miR-28 icin ROC analiz degerlerinin hassasiyet ve
Ozgiilliikk icin uygun oldugu kontrol ve grup 2 deney verileri i¢in yanlis pozitif ve yanlis
negatifliklerin azligi ve miR-28 i¢in ROC egrisinin esik ¢izgisinden uzak olmasi bu testin

diagnostik olarak kullaniminin uygun olabilecegi yorumuna neden olmaktadir.
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4.2.3.3. MiR-122 icin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-122 i¢in kontrol ve grup 2 (HBV+HCC+ /Serum) Orneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan ozgiilliik ve hassasiyet analizleri Bolim 3.9’da

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir ve veriler Sekil 4.11°de yer almaktadir.
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Sekil 4.11: miR-122 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum 6rnegi), AUC:
0.975; %95 CI: 0.86-0.99 ve P<0.001.

MiR-122 i¢in kontrol 6rnekleri ile grup 1 ve grup 2 arasinda ekspresyonlarda azalma istatiksel
olarak anlamlilig1 Sekil.4.7°de gosterilmistir. Bu miRNA i¢in kontrol ve deney gruplari
arasindaki ekspresyon farkliligi ¢ok fazla oldugundan ROC egrisinin esik ¢izgisinden uzaktadir.
Bu da bu miR-122’nin diagnostik olarak kullaniminin uygun olabilecegi yorumuna neden
olmaktadir. Fakat -AACt analizleri goz 6nilinde bulunduruldugunda bu parametre grup 1 ve grup

2 arasinda anlamli bir farklilik géstermemektedir.
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4.2.3.4. MiR-221 icin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-221 i¢in kontrol ve grup 2 (HBV+, HCC+ /Serum) 6rneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan ozgiilliik ve hassasiyet analizleri Bolim 3.9’da

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir ve veriler Sekil 4.12°de yer almaktadir.
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Sekil 4.12: miR-221 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum 6rnegi), AUC:
0.679; %95 CI: 0.51-0.81 ve P:0.047.

miR-221 i¢in ROC analiz degerlerinin hassasiyet ve 6zgiilliik i¢in yeterli olmadig1 kontrol ve
grup 2 deney verileri i¢in yanlis pozitif ve yanlis negatifliklerin fazla oldugu sonucu
cikmaktadir. Elde edilen miR-221 ROC egrisinin esik c¢izgisi ile kesismesi ve birlikte
gerceklestirilen -AACt analizleri de g6z Oniinde bulunduruldugunda kontrol ve grup 2
verilerinin ¢ok yakin olmalar1 bu testin diagnostik olarak kullaniminin uygun olmadigini

gostermektedir.
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4.2.3.5. MiR-224 icin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-224 i¢in kontrol ve grup 2 (HBV+, HCC+ /Serum) 6rneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan ozgiilliik ve hassasiyet analizleri Bolim 3.9’da

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir ve veriler Sekil 4.13’de yer almaktadir.
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Sekil 4.13: miR-224 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum 6rnegi), AUC:
0.943; %95 CI: 0.82-0.99 ve P<0.001.

MiR-224 i¢in kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki ekspresyon farkliligr Sekil 4.9°da
gosterilmistir. Bu ekspresyon farkliligi grup 1 ve grup 2 arasinda da istatiksel olarak anlamlidir.
Bu nedenle miR-224 6zellikle HBV ile iligkili akut siireglerde degerlendirilmesi i¢in ROC
analizleri egrinin esik ¢izgisinden uzak olmasi sebebiyle diagnostik kullanim i¢in uygun oldugu

gostermektedir.
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4.2.3.6. MiR-501 icin Ozgiilliik ve Hassasiyet Analizleri

MiRNA-501 i¢in kontrol ve grup 2 (HBV+HCC+ /Serum) oOrneklerinin referans gen ile
ekspresyon farkliligina gore olusturulan ozgiilliik ve hassasiyet analizleri Bolim 3.9’da

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir ve veriler Sekil 4.14’de yer almaktadir.
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Sekil 4.14: miR-501 ROC analizi. Kontol grubu (20 serum 6rnegi), Grup 2 (20 serum 6rnegi), AUC:
0.918; %95 CI: 0.78-0.98 ve P<0.001.

MiR-501 i¢in kontrol 6rnekleri ile grup 1 ve grup 2 arasinda ekspresyonlarda artma istatiksel
olarak anlamliligi Sekil.4.10°’da gosterilmistir. Bu miRNA i¢in kontrol ve deney gruplar
arasindaki ekspresyon farkliligi cok fazla oldugundan ROC egrisinin esik ¢izgisinden uzaktadir.
Bu da bu miR-501’in diagnostik olarak kullaniminin uygun olabilecegi yorumuna neden
olmaktadir. Fakat -AACt analizleri goz dniinde bulunduruldugunda bu parametre grup 1 ve grup

2 arasinda anlamli bir farklilik géstermemektedir.
4.2.3. MiRNA I¢ Kontrolii GZ-PZR Sonuclari (internal Kontrol)

MiRNA izolasyonu oncesi doku ve serum orneklerine Ath-miR-168a eklenmis ve izolasyon
performansi buna gore analiz edilmistir (BSliim 3.7.2.). I¢ kontrolii olarak elde edilen veriler

Tablo 4.3’te yer almaktadir.
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Tablo 4.4: Inhibisyon kontroliin kontrol ve deney gruplari arasindaki Ct varyasyon verileri.

Kontrol ( HBV-HCC | Grup 1 (HBV+ | Grup 2 (HBV+ | Grup 3 (HBV+
-/Serum) HCC-/Serum) HCC+/Serum) HCC+/ Doku)

Ath-168a 17,00+1,25 Ct 17,43+1,40 Ct 16,79+0,85 Ct 17,14+0,35 Ct

Yapilan inhibisyon kontrolii ¢aligmasinda elde edilen veriler Sekil 4.15°de yer almaktadir.
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Sekil 4.15: (a) inhibisyon kontrolii olarak kullanilan ath-168a ger¢ek zamanli PZR logoritmik artisi, (b)
bir 6rnekte meydana gelen inhibisyon artisi.

Sekil 4.15°de gosterilen ge¢ amplifikasyonlar (b) inhibisyon olarak degerlendirilip deney
tekrarlar1 gerceklestirildi. Deney tekrarlarinda aymi sekilde inhibisyon gerceklesen ornekler
tekrar izolasyon islemlerinden geg¢irildi ve ath-168a miRNA c¢alismas1 tekrar edildi.
Tekrarlarinda uygun ¢ikan 6rnekler miRNA’lar i¢in ¢aligmaya dahil edildi.

4.2.4. MiRNA Normalizasyonu GZ-PZR Analizleri

Izolasyonlar sonrasi ¢alisilan kontrol ve deney gruplarindan gergek zamanli PZR analizleri igin
Boliim 3.5.1.°de anlatildig1 sekilde normalizasyon analizleri gerceklestirilmistir. Bu analizler 2

farkli mikroRNA (SNORDD44 ve U6 snRNA) ve 1 mRNA (GAPDH) i¢in gergeklestirilmistir.
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Elde edilen verilerin varyasyonu Tablo 4.4’de yer almaktadir. GAPDH mRNA i¢in ¢ogaltilan
amplikonun boyutu 452 baz ¢ifti uzunlugundadir.

Tablo 4.5: Normalizasyon i¢in kullanilan 2 farkli miRNA (U6 snRNA, SNORDD44) ve 1 mRNA’nin
(GAPDH) Ct varyasyon verileri.

Ct Varyasyonu
Serum (Ct/Standart Sapma)  Doku (Ct/Standart Sapma)

U6 snRNA 26.49+1,75 18.1+£1,54
SNORDD 44 25.94 + 4,13 20,41+1,13
GAPDH 31.18 £5,98 23,83 £4,36

Ayrica elde edilen verilerin analizleri ve Sekil 4.16’da yer almaktadir.
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Sekil 4.16: Normalizasyonda kullanilan 2 snRNA ve 1 mRNA’nin Ct analizi.

Elde edilen veriler 151¢inda U6 snRNA’nin normalizasyon i¢in daha uygun oldugu kontrol
grubun ve deney grubundan segilen toplamda 20 serum ve deney grubu 3’teki 20 doku 6rnegi

ile de ayrica calisilmistir, elde edilen veriler Sekil. 4.17°de yer almaktadir.
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4.2.4. HBV DNA ile MiRNA -AACT Korelasyon Analizleri
4.2.4.1. HBV DNA ile MiR-16 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-16’nin -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.18’de yer

almaktadir.
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Sekil 4.18: miR-16 HBV DNA kantitasyon analizleri.

MiR-16 ile HBV DNA kantitasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir.
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4.2.4.2. HBV DNA ile MiR-28 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-28’in -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.19°da yer

almaktadir.

miR-28

Sekil 4.19: miR-28 HBV DNA kantitasyon analizleri.

MiR-28’in ekspresyonunda 10!, 102, 103 ve 10* arasinda HBV DNA titresi ile uyumlu bir azalis
olsa da standart sapmalarmin ¢ok fazla olmasi1 ve daha yiiksek kantitasyon degerlerinde (10°,

109, 107) bir korelasyon saptanmamustir.
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4.2.4.3. HBV DNA ile MiR-122 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-122’nin -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.20°de yer

almaktadir.
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Sekil 4.20: miR-122 HBV DNA kantitasyon analizleri.

MiR-122 ile HBV DNA kantitasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir.
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4.2.4.4. HBV DNA ile MiR-221 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-221’in -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.21°de yer

almaktadir.

miR-221

Sekil 4.21: miR-221 HBV DNA kantitasyon analizleri.

MiR-221 ile HBV DNA kantitasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir.
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4.2.4.5. HBV DNA ile MiR-224 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-224’{in -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.22’de yer

almaktadir.

miR-224

Sekil 4.22: miR-224 HBV DNA kantitasyon analizleri.

MiR-224"iin ekspresyonunda 10', 10, 10* arasinda HBV DNA titresi ile uyumlu bir artis olsa
da standart sapmalarinin ¢ok fazla olmasi ve daha yiiksek kantitasyon degerlerinde (10%, 10°,

10°, 107) bir korelasyon saptanmamistir.
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4.2.4.6. HBV DNA ile MiR-501 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-501’in -AACT analizleri ile HBV DNA logaritmik analizleri Sekil 4.23’de yer

almaktadir.
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Sekil 4.23: miR-501 HBV DNA kantitasyon analizleri.

miR-501 ile HBV DNA kantitasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir.
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4.2.5. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA -AACT Korelasyon Analizleri

Ayrica gerceklestirilen calismalarda doku lezyon boyutlar1 ile miRNA -AACT korelasyon
analizleri 6 miRNA i¢in ¢aligilmistir.

4.2.5.1. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-16 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-16"nin -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarimin analizleri

Sekil 4.24°de yer almaktadir.
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Sekil 4.24: miR-16 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiyiikliiglintin 2-2.4 cm araliginda miR-16 ekspresyonunda yaklasik 4.5 kat degisim

gosterdigi sonrasinda da miR-16 ekspresyonun degigsmedigi gosterilmistir.
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4.2.5.2. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-28 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-28’in -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarinin analizleri Sekil
4.25°de yer almaktadir.

miR-28

Sekil 4.25: miR-28 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiyiikliigiiniin 0.8 cm’den sonra miR-28 ekspresyonunun siirekli azaldigi, 0.8-2 cm

PO

arasinda miR-28 ekspresyonunun yaklagik 5 kat degistigi gosterilmistir.
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4.2.5.3. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-122 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-122’nin -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarinin analizleri
Sekil 4.26’da yer almaktadir.
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Sekil 4.26: miR-122 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiyiikliigliniin 3.6-4.5 cm arasinda miR-122 ekspresyonunun yaklasik 5 kat azaldig:

gosterilmistir.
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4.2.5.4. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-221 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-221’in -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarimin analizleri
Sekil 4.27°de yer almaktadir.

miR-221

Lezyon (cm)

Sekil 4.27: miR-221 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiyiikliigii ile miR-221 ekspresyonu arasinda herhangi bir farklilik analiz edilmemistir.
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4.2.5.5. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-224 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-224’{in -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarinin analizleri
Sekil 4.28’de yer almaktadir.
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Sekil 4.28: miR-224 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiytikliigiiniin 0.4-4.2 cm arasinda miR-224 i¢in ekspresyonunun fazla degismedigi

fakat 4.2 cm sonrasinda artig gorterdigi analiz edilmistir.
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4.2.5.6. Biyopsi Materyali Lezyon Boyutu ve MiRNA-501 -AACT Korelasyon Analizleri

MiRNA-501’in -AACT analizleri ile biyopsi materyallerinin lezyon boyutlarimin analizleri
Sekil 4.29°de yer almaktadir.
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Sekil 4.29: miR-501 -AACT ve lezyon boyutu korelasyon analizi.

Lezyon biiyiikliigii ile miR-501 ekspresyonu arasinda herhangi bir farklilik analiz edilmemistir.

Ayrica doku lezyon boyutlari ile 6 miRNA icin -AACt analizleri Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.6: Tiim miRNA’lar i¢in lezyon boyutlari ile -AACt verileri.

Lezyon Boyutu (cm) miR-16 miR-28 miR-122 miR-221 miR-224 miR-501
0.4 0 0 0 0 0 0
0.6 -0,1 0,66 -0,11 -2,74 -0,43 -1,13
0.6 0,1 0,51 0,05 -1,78 -0,29 -0,54
0.7 0,25 -0,57 -0,02 -0,65 -0,55 -0,39
0.8 0,01 0,54 -0,57 -1,62 -0,22 0,53
0.8 0,08 0,37 -0,31 -0,94 -0,1 0,05
1.2 0,56 -2,02 -0,35 -0,83 -0,63 0,15
1.2 0,49 -1,97 0,18 -0,56 -0,49 0,07
1.4 0,41 -2,67 0,08 -0,49 -0,44 -0,65
1.6 0,21 -4,48 0,32 -1,83 -1 -2,23
2.0 0,27 -4,7 0,3 -1,63 -0,97 -0,81
2.1 1,6 -3,79 0,07 -0,15 -0,99 -0,79
2.1 1,74 -3,65 0,41 -0,98 -1,09 -0,18
2.4 4,35 -4,23 0,78 -1,22 -2,55 0,56
3.0 3,68 -4,57 0,23 -1,35 -1,46 0,59
3.6 3,52 -5,36 -0,19 -0,92 -1,11 0,9
4.2 4,31 -4,81 -1,47 -0,54 -0,25 0,92
4.5 3,57 -5,91 -4,05 -2,33 0,64 1,71
10 4,11 -7,9 -3,82 0,35 3,22 0,64

14 3,91 -9,37 -4,38 1,13 6,76 1,55
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4.3. PATOLOJIK INCELEMELER

Elde edilen protokol 1siginda hematoksilin ve eozin boyama goriintiileri Sekil 4.30’da

gosterilmistir.

Sekil 4.30: Patoloji 6rneklerinin hematoksilin ve eozin boyama goriintiileri A) Normal karaciger dokusu
x 100 biiyiitme, B) HSK dokusu x 100 biiyiitme, C) HSK dokusu x 400 biiyiitme.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger kanserlerinde en kritik nokta hastaligin erken teshisidir. HSK’nin erken tanisi
sayesinde hastalik ile ¢ok daha agresif sekilde miicadele etmek olas1 olacaktir. Bu hastalik ile
ilgili etkin bir tarama programinin olusturulmasi i¢in ilk asamalardan bir tanesi yiiksek
hassasiyete sahip kabul edilebilir ve uygulanabilir test veya testlerin var olmasindan geger.
HSK’nin basarili bir sekilde izlenmesinin anahtari yiiksek riskli hasta grubunu tanimlayarak
gerceklesir. Kanserin teshisi i¢in kan testleri (timdr marker alfa-fetoprotein (AFP), radyografik
goriintiileme uygulamalar: (ultrason, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme)

ve karaciger biyopsi ornekleri ile tan1 miimkiindiir.

AFP, 40 yildan daha uzun stiredir preklinik HSK’y1 saptamak i¢in kullanilan bir tim&r markiri
olarak tanimlanmis serum glikoproteinidir. Fetal donem haricinde serumda meydana gelen AFP
yiikselmeleri malignant bir patoloji ile iliskilendirilebilir (Kashyap ve dig., 2001). Hepatik
divertikiik ile ayn1 endodermal kdkenden tlirevlenen herhangi bir tiimdr (mide, pankreas ve
safra kanallar1) de serumda AFP seviyelerinde artisa neden olmaktadir. Yine kronik hepatit (%
20) ve siroz hastalarinda (% 40) AFP seviyesi yiiksektir (Johnson, 2001). AFP seviyesi
hepatoblastomlu hastalarin yaklasik % 90’ninda HSK’li hastalarin ise % 50’sinde artis
gostermekte olsa da AFP degerinin ylikselmesi akla sadece HSK’y1 getirmez. Yine AFP
seviyesi yiiksekligi infantil hemanjiom, mezensimal hamartom gibi iyi huylu, yolk-sak
tiimdrleri ve sarkomlar gibi kotii huylu tiimorler ile de ilgili olabilir. Tiim bunlara ek olarak
HSK tanist konulmus bireylerin bazilarinda da hi¢ AFP yiiksekligi saptanmadigi da
unutulmamalidir (Wang ve dig., 2012). Ayrica AFP’nin tiimor boyutu ile orantili oldugu da
gosterilmistir. Tayland’da yapilan bir ¢alismada AFP’nin 400 ng/mL olan HSK hastalarinda
bilobar tutulum, portal ven trombozu ve sag kalimda azalma egiliminde oldugu gosterilmistir
(Tangkijvanich ve dig., 2000). Hastalik tedavi edilmediginde AFP {ireten tiimorlerin zaman
icerisinde AFP {iretimine devam ederek artirdiklari bilinmektedir. Buna ek olarak zayif
farklilagsma gosteren tiimor hiicrelerinin ¢ok daha agresif olup ¢ok daha yiiksek AFP
seviyelerine sahip oldugu da gosterilmistir (Hanazaki ve dig., 2001). Fakat HSK tanisi
konulmus hastalarin yaklasik % 30’unda AFP seviyeleri normaldir ve ilerlemis HSK’da dahi
bir artis gdstermez (Johnson, 2001). Ayrica AFP ile ilgili yapilan bir ¢aligmada 6zgiinltigiiniin
% 100’e yakin oldugu durumlarda hassasiyeti % 45 (Gupta ve dig., 2003), hassasiyetinin %
78,9 yiikseldigi bir baska ¢alismada ise 6zginliigii % 78,1 oldugu rapor edilmistir (Taketa,
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1990). Yine biyokimyasal olarak kullanilan markirlardan bir tanesi de des-gamma-karboksi
protrombin’dir (DCP). HSK’da protrombinin bu normal olmayan formuna yiiksek oranda
rastlanir (Howard ve dig., 1978). Ozellikle 3 cm’den kiiciik lezyonlarda diisiik sensivite
gosterdigi ortaya konmustur (Weitz ve Liebman, 1993; Marrero ve dig., 2003). Anormal
laboratuvar degerleri kronik karaciger hastalig i¢in spesifik degildir ve spironolakton gibi

sirozlar i¢in yaygin olarak regete edilen ilaglarin etkilerini yansitabilir (Moore ve Aithal, 2006).

Ultrason goriintiilemeleri genellikle 3 cm’den kiiclik hepatik tiimoérlerde tespit edilmesi igin
AFP’ye ek olarak veya AFP yerine kullanilir. Ultrasonun yiliksek kullanilabilirligi, diisiik
maliyeti ve AFP ile kombinlendiginde % 94’e kadar yiiksek tani saglayabilmesi yontemin
avantajidir (Sherman ve dig., 1995). Ayrica son yillarda ultrason teknigine eklenen arter igi
karbon dioksit ve helyum gibi kontrast ajanlar dogrulugu artirmakla birlikte, genel olarak
sirozlu bireylerde ve obezlerde ayrica bir operator deneyimi gerektirmesi dezavantajidir, sirozlu
hastalarda hassasiyet ve pozitif prediktif degeri % 15°e kadar diisebilmektedir (Pateron ve dig.,
1994; Murakami ve dig,, 2001; Choi ve dig., 2002). Sonografik varyasyonlar 6zellikle yag,
kalsiyum ve nekroz varliginda goriilmektedir. Bilgisayarl tomografi (BT) ise siirveyans testi
olarak daha iyi ¢alisilmistir ve daha ileri tan1 amagh olarak daha sik kullanilir. Arteriyel faz
gelisimi HSK tespitini % 10 oraninda artirmaktadir (Oliver ve dig., 1996). Yapilan bir ¢alisma
BT’nin ultrason veya AFP’ye oranla tek basina daha yiiksek bir duyarliliga (% 88) sahip
oldugunu gostermistir (Chalasani ve dig., 1999). BT nin yliksek maliyeti, daha az kullanilabilir
olmasi yontemin dezavantajidir. Intravenoéz yoldan kontrast madde verilerek gergeklestirilen
BT sonrasi e8er gerekli goriiliirse hemanjiomu belirlemek ve olasi cerrahi operasyon i¢in
damarsal anatomiyi ortaya koymak icin Manyetik Rezonans (MR)’da HSK’nin tespitinde
kullanilan bir diger goriintiileme sistemidir (Choi ve dig., 2014). Brancatelli ve arkadaslar
bilgisayarli tomografi (BT) goriintiileme sistemlerinde rejenere nodiillerin, hemanjiomlarin,
fokal yaglarin, displastik nodiiller ve peliosisler gibi hepatik lezyonlarin HSK’ya ¢ok benzerlik
gosterebilecegini rapor etmistir (Brancatelli ve dig., 2003). BT sistemlerine dahil edilen bir
modiil sayesinde (multidedektor) kontrast maddenin ¢ok daha hizli analizlenmesine olanak
vererek daha yiiksek kalite, ince bolgelerin goriintiilenmesi ve {i¢ boyutlu goriintiileme
yapabilecek sekilde sistemler modifiye edilse dahi (MDBT) yiiksek maliyetleri nedeniyle
kullanimlar1 sinirlidir. Oliver ve arkadaglari yeni gelistirilen bu MDBT sistemlerinin klasik BT
yontemlerine gore HSK teshisini % 66 artirdigini rapor etmistir (Lee ve dig., 2004).

Gortintiileme sistemleri ile HSK siklikla siroz ve sekonder malignitelerden ayirt edilememesi
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nedeniyle zorluk olusturmaktadir. MR hassasiyeti 6zellikle cap1 2 cm’den daha diislik olan
tiimorlerin degerlendirilmesinde hassasiyeti ¢ok diisiik kalmaktadir (Krinsky ve dig., 2001).
Gadolinyum igeren kontras madde ile gergeklestirilen uygulamalar HSK’nin erken fazi ile
karekterize olan arter kan akigini ayirt edemez ve bu sekilde bilgisayarli tomografiye gore ¢ok
avantaj icermez. Fakat siiper paramanyetik demir oksit doku spesifik olarak karacigerdeki
Kupffer hiicrelerine 6zgiidiir, ayrica iyi huylu olusumlar yerine kotii huylu tiimorlere baglanan
bu partikiiller ile gadolinyum igeren kontrast maddeli MR’1in kombine edildiklerinde HSK i¢in
ayrim giicii cok daha yliksek bir arag haline gelir (Niendorf ve dig., 2015). Tiim bu uygulamalar
saglik merkezlerinde farkli popileritelerde ve imkanlar Olclisiinde teshis amaciyla
kullanilmakla birlikte karaciger kanseri i¢in goriintiileme sistemleri i¢in bir tan1 prosediirii ve

kilavuz bulunmamaktadir.

Yapilan teshislerde biyokimyasal karaciger enzimi analizleri sadece karaciger kanseri
teshisinde degil bir¢ok rahatsizlikta kandaki degerleri degismektedir, bu da bu testlerin tani igin
degil tarama i¢in uygunluklarin1 géstermektedir. Ayrica karaciger enzimi testleri hastada olmasi
muhtemel tiimdr boyutu ve evresi ile ilgili bir veri sunmaz. Bir sonraki adim olan goriintiileme
testleri ise maliyetleri, uygulama kisitlamalar1 ve bazi ilagh uygulamalarin bazi hasta gruplari
tizerinde olumsuz etkileri gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica mevcut saglik sistemi tizerinde
hi¢bir zaman tarama testi rahatlig1 olusturamamasi da bir diger handikaptir. Bu agamalarin en
sonunda ise kesin tani icin kritik 6neme sahip olan karaciger biyopsi orneklerinin patolojik
olarak degerlendirilmeleridir. Bu sayede hem lezyon boyutu hem de karaciger tiimoriiniin

derecesi belirlenmis olmaktadir.

Karaciger biyopsisi ile slipheli lezyonlarin degerlendirilmesi ile HSK’nin kesin tanisi
konulabilmektedir. BT ve ultrason esliginde ince igne aspirasyonu ve igne biyopsi ile sitolojik
ve histolojik ornekler alinabilir. Bu 2 yontemin birlikte kullanilmasi tek tek kullanilmalaria
oranla tanisal dogrulugu daha yiiksektir. Bu yontemlerin duyarliliklar1 ve 6zgtlliikleri % 96’ya
varabilmektedir (Borzio ve dig., 1994). Karaciger biyopsisinin klinik, laboratuvar ve
radyografik degerlendirmeden sonra yapilmasma gerek yoktur. Karaciger biyopsisi ile 2
cm’den daha kiiciik ¢aptaki tiimorler dahi yiiksek duyarlilik ile (% 95,6) saptanabilir (Caturelli
ve dig., 2004). Karaciger biyopsisi plataletlerin 50.000 mm3’ten fazla oldugu ve INR
(pihtilagma siiresi)’nin 2’den biiylik oldugu durumlarda uygulanmaz. Ayrica tiimoriin biyopsi

ignesi izinde yayilma potansiyeli de yine risk faktorleri arasindadir (Durand ve dig., 2001; Kim
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ve dig., 2000). Ayrica yontemin invaziv olmasi ve degerlendirme zorlugu da yine dnemli

negatif noktalaridir.

MiRNA ’lar farkli malignant tiimorler igeren hastalarin doku ve serumlarinda farkli ekspresyon
sergilerler, bu farkliligin sebebi birgok hiicresel fonksiyonun regiilasyonu ve gen iletisim ag1
olmasidir. miRNA’larin az sayida olanlarmin dahi tespiti gelisimsel bilgi ve tiimdrlerin
farklilasma derecelerinde ¢ok sayida mRNA’dan daha fazla bilgi saglar. MiRNA’lar ayrica
hastaligin seyrinin 6ngoriilmesi i¢in prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilirler. Ayrica
kansere ek olarak viral enfeksiyonlarda, sinir sistemi diizensizliklerinde, kardiyovaskiiler
bozukluklarda, kas hastaliklarinda, diyabet ve diger hastaliklarda miRNA’larin
ekspresyonlariin degistigi de bir gercektir. Bu veriler 1s18inda da miRNA’larin kullanilmasi
teshis stratejisi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Birgok insan miRNA's1, kanser ile iligkili genomik
bolgelerde (TARBP2, AGO2, Dicer ve Exportin-5) veya kirilgan bolgelerde bulunur ve hiicre
cogalmasi, hiicre yapismasi, apoptoz ve anjiyogenez gibi 6nemli islemleri kontrol eder;
kanserin baslangicinda, ilerlemesinde ve metastazinda énemli roller oynar (Segura ve dig.,

2015; Wang ve dig., 2016)

MiRNA’lar hedeflerine ve hiicresel igerige gore hem onkogen hem de tiimor baskilayici olarak
islev gosterebilirler (Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Welch, Chen and Stallings, 2007; Yu
etal., 2010). Onkomirlerden Ras genini regiile eden Let-7 ailesi ilk tanimlanan miRNA ailesidir
(Esquela-Kerscher ve Slack, 2006). Tiimor supresor miRNA’lardan miR-34a ve miR-96 primer
tiimorlerde baskilanmasina ragmen serumda mide kanserinde kontrol grubuna gore miR-
34a’nin ekspresyonlart artar. miR-29a’nin akciger kanseri, HSK ve losemide tiimor siipresor
olarak rol oynamasma ragmen ovaryum kanseri ve kolorektal neoplazide plazmada
ekspresyonlar1 artar. Elde edilen veriler 1s183inda miRNA ekspresyon farkliliklarinin kanda,
kistik sivida, plazmada (Wang ve dig.., 2009), pankreas sivisinda, serumda, tiikiiriikte ve
idrarda biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica miRNA’larda olusan
polimorfizmler ytliksek kanser risklerine de neden olabilirler. Bu konuda yapilan bir ¢calismada
HSK’da tek nokta mutasyonlarinin miR-196a2 C-T ve miR-499 C-T degisimi belirlenmistir.
MiRNAlardaki bu nokta mutasyonlar1 da ayrica biyobelirte¢ olarak hastaliklarin risklerinin
degerlendirilmesinde kullanilabilir (Wang ve dig., 2016).

Dolasimdaki miRNA’lar ilk kez serumda biyobelirte¢ olarak yaygin biiylik B hiicreli lenfoma

hastalarinda denenmistir. Sonrasinda birgok farkli insan hastaliklarinda miRNA’larin
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ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Bu tip calismalarda mikroarray, Ger¢ek Zamanli PZR ve
Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri kullanilmistir. Yeni Nesil Dizileme (NGS) ile elde
edilen veriler 1s181nda yapilan bir calismada invaziv karsinomlarin (meme karsinomasi tipi) kist
stvilarindan elde edilen 13 adet mikroRNA tanimlanmistir (Wang ve dig., 2014) . Yine yapilan
mikroarray ¢aligmalarinda kronik pankreatit ile pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) ve
kontrol oOrnekleri karsilastirildiginda pankreas sivisinda miRNA’larin farkliliklar1 ortaya
konmustur. Akciger kanseri hastalarinda miR-10b, miR-141 ve miR-155’in kotii huylu
tiimdrlerde iyi huylu tiimdrlere gore ekspresyonlarinin oldukea artis gosterdigi rapor edilmistir.
Yine benzer sekilde karaciger hastaliklarinda olas1 tan1 ve prognostik biyobelirte¢ olarak miR-
1 ve miR-133b tanimlanmstir. Yapilan bir cok ¢alisma gogiis kanseri 16semi, karaciger kanseri,
ovaryum kanseri,pankreas kanseri ve prostat kanseri gibi bir ¢ok kanser tlirlinde miRNA

ekspresyonlarinin degistigini gostermistir (Wang ve dig., 2016).

miRNA’lar, formalinle fikse edilmis parafine gomiili HSK dokularinda ve bu hastalarin
serumlarinda yiiksek stabilite gostermektedir. Ayrica karaciger kanseri, melanoma, pankreatik
kanser, papiller tiroid karsinomasi ve bdbrek tiimorii gibi dokularin da parafine gdmiilii olan
dokularinda ve serum drneklerinde miRNA stabilitelerinin ¢ok fazla oldugu ve bu sayede doku
ve viicut sivi orneklerinden hastaligin evresinin karakterizasyonu gergeklestirilebilmektedir.
Kat1 tiimor dokular1 ve viicut sivilarinda miRNA’larin ¢ogunlugunun endojen RNase
aktivitesinden korundugu yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu da miRNA ekspresyon
analizlerinin biyobelirte¢ olarak kanser ve diger hastaliklarda degerlendirilebilecegini
gostermistir. Son yillarda miRNAlarin tespiti ile ilgili Northern blot analizleri, in situ
hibridizasyon analizleri, Ger¢ek Zamanli PZR, miRNA mikroarray ve Yeni Nesil Dizileme
(Wang et al., 2015) gibi pek ¢ok analiz kullanilmaktadir (Tetzlaff ve dig., 2007; Chen ve dig.,
2008; Barshack ve dig., 2010; Wang ve dig., 2014; Wang ve dig., 2016).

Diagnostik alanda mikroRNA ile kullanilan diagnostik kitler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
plateletler ile ilgili hastaliklarin ve platelet fonksiyonlar1 iizerinde ilaglarin etkileri ve toksik
degisikliklerin analizlendigi miRNA iirtinleri (http://www.tamirna.com); Mide kanseri, gogiis
kanseri ve akciger kanserinin tamisinda kullanilan iriinler (https://www.mirxes.com;
http://gensignia.com/About/About-GENSIGNIA.aspx); karaciger toksisitesi ile ilgili miRNA
markirlarinin tarandigr bazi kitler (https:/sites.google.com/destinagenomics.com/) ve bazi

hastaliklarda (prostat kanseri vb) diagnostik ve prodiagnostik bir yazilim ile tiimoriin
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agrefisliginin ortaya konuldugu biyoinformatik ¢6ziimler (http:/www.miq.com.tr) yer

almaktadir.

Gergeklestirilen calismada HBV DNA ’nin log analizleri ve bu loglarin ¢alisilan 6 miRNA (hsa-
miR-16, hsa-miR-28, hsa-miR-122, hsa-miR-221, hsa-miR-224, hsa-miR-501) i¢in korelasyon
analizleri calisiimistir. HBV DNA’s1 1 log’dan 7 log’a kadar var olan araliklarla ¢alisilan 6
miRNA i¢in herhangi bir korelasyon saptanmamustir. Xu ve dig., (2011), yaptig1 caligmalarda
hsa-miR-21, hsa-miR-122 ve hsa-miR-223’iin HBV kantitasyonu ile ¢alisilmis ve hsa-miR-21
ile hsa-miR-122 i¢in kronik hepatit B’li hastalarda ekspresyonlarinin azaldigi, fakat hsa-miR-
223 ekspresyonunda bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir (Xu ve dig., 2011). Waidmann ve
dig., (2012), yaptig1 bir calismada HSK olmayan fakat HBV DNA, HBs ve HBe antijenleri ile
hsa-mir-122 ekspresyonu arasindaki iligki calisilmis ve bir korelasyon saptanmistir. Bu
caligmada elde edilen veriler 1s18inda miR-122"nin ekspresyonu saglikli popiilasyona gore hasta
grubunda artmistir. Caligilan hasta grubunda HSK tanisi konulmus grup bulunmamaktadir.
Yapilan 2 caligmada da miRNA ¢alismalar1 serum degerleri iizerinden ve tiim HBV analizleri
antijenler (HBe, HBs) lizerinden degerlendirilmistir (Waidmann ve dig., 2012). Waidmann ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada HBV DNA degerleri karaciger derneklerinin (EASL, AASLD,
APASL) de tedavi algoritmasinda kullandiklar1 bir parametre olan HBV DNA’nin 2.000
IU/mL’den az veya fazla olmasina gore degerlendirilmistir. Bizim ise gerceklestirdigimiz
calismadaki hedefimiz HBV DNA kantitasyonunun tedavi algoritmasindaki sinir deger (>2.000
IU/mL) olarak kullanilmasindan farkli olarak HBV DNA’nin kantitasyonunun 1 logaritmalik
yani 10 kathik araliklarla (Tablo 4.1) serum Orneklerinde degerlendirildiginde calisilan 6
miRNA i¢in korelasyonunun ortaya konulup, korelasyon gosteren miRNA’lar icin etkili
olduklar1 yolaklarin viriis kantitasyonu ile iligkilerinin ortaya konulmasinda 6n veriler ortaya
koymas1 amaglanmistir. Fakat sadece Waidmann ve dig. Yaptigi calismada oldugu gibi sinir bir
degerin bu analizlerde kullanilmasi bu tip yolak ve HBV DNA kantitasyon iliskilerinin
aydinlatilmasinda yorum yapmamiza yetecek kadar bilgi saglayamamaktadir. Bununla birlikte
Waidmann c¢alismasinda referans olarak kullandig1 karaciger derneklerinin verdigi HBV DNA
< 2.000 IU/mL degeri sadece negatif drnekler icin bir kriter olup zaten bu 3 dernegin farkl
tedavi izlenceleri olusturduklar1 (Sekil 2.14) HBV DNA degerinin 2.000-20.000 IU/mL
degerini ve yine tedavi i¢in >20.000 IU/mL’nin de degerlendirildigi degerleri kapsamamakta
bu da bu calismanin verilerin degerlendirilmesinde tiim tabloyu gdsterememektedir. Ayrica

Arataki ve dig, (2013), yaptig1 c¢alismada hsa-miR-122 ve hsa-miR-22 i¢in HBsAg ve
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HBeAg’lere ve HBV log degerleri ile korelasyon calisilmis ve 2 miRNA i¢in de HBV log
degerleri arasinda uyum bulunurken hsa-miR-122 ile HBsAg degerleri arasindaki korelasyonun
daha giiclii oldugu ortaya konulmustur. (Arataki ve dig., 2013). Hsa-miRNA-122’nin akut ve
kronik HBV ile iliskisi haricinde HBV DNAnin kantitasyon degeri ile diger 5 mikroRNA nin
(miR-16, miR-28, miR-221, miR-224, miR-501) korelasyonu iizerinde herhangi bir ¢calismaya
rastlanmamistir. Yine yapilan bazi ¢aligmalarda epigenetik mekanizmalarin HSK’da miR-
122°nin diferansiyel ekspresyonuna etki edebilecegini gdstermistir. miR-122 promotort,
Hep3B hiicre hatlarinda HBV ile iliskili HSK’da hipermetile oldugu gosterilmistir (Jung ve
dig.., 2011). HBV tarafindan eksprese edilen HBx proteini hiicresel metiltransferaz aktivitesini
etkileyebilir ve degisik metilasyon paternlerinin olugsmasina katkida bulunabilir (Jung ve dig.,
2010). Ayrica buna ek olarak HBV ve HCV ile iligkili HSK’daki bu epigenetik degisiklikler
kanserin kokenlendigi farkli hiicre tiplerinde farkli profil sergileyebilirler (Hsia ve dig., 1994).
miRNA-122, eger HBV replikasyonunu baskilarsa, HBsAg’nin titresi ile miRNA-122 arasinda
ters bir korelasyon ortaya ¢ikar. Ayrica yine serumda meydana gelen miRNA-122 seviyeleri
dogustan gelen bagisiklik nedeniyle yiiksek miRNA-122 seviyelerine neden olabilir. Bizim
yaptigimiz ¢caligmada da serum miRNA-122 ile serum HBV DNA log 3,4,5 ve 6 seviyelerinde
bir korelasyon olsa da HBV DNA log 1,2 ve 7 ile miRNA-122 arasinda bir iligki
bulunamamistir. Bunun bir diger sebebi ise deney gruplarinin HBsAg ve HBeAg degerleri
bilinmemekle birlikte ila¢ tedavisi altinda olup olmadiklarinin da bilinmemesidir. Daha diistik
HBV DNA’ya sahip bireyin aslinda daha yliksek HBV-DNA degerinden ilag ile tedavi altina
alindig ile yeni enfeksiyona sahip olup-olmadiginin ayriminin yapilamamasi bize miRNA-
122’nin baz1 HBV-DNA log verileri ile uyumu agiklarken bazi kantitasyonlarda neden uyum
gozlenmedigini de agiklayabilir. Ayrica yapilan caligmada tamamen Tiirkiye popiilasyonu
caligilmigtir. Arataki ve dig., (2013)’nin yaptig1 ¢alisma Japonya’da; Waidmann ve dig., (2011),
caligmast Almanya’da ve Xu ve dig., (2011) calismasi ise Cin’de gergeklestirilmistir. Bu da
farkli HBV genotiplerinin (Tiirkiye’de D genotipi; Cin’de C ve B genotipleri; Japonya’da A ve
C genotipleri ile Almanya’da A,J ve D genotipleri) (Sunbul, 2014) bu asamada farkli miRNA
profilleri ortaya ¢ikarabilecegi ilerleyen ¢aligmalarda degerlendirilebilir. Farkli HBV
genotiplerinin klinik hastalik karakteri, bulagsma yollari, kronik olma egilimi, HbeAg pozitiflik
diizeyi ve serokonversiyonu, HBsAg seroklirensi, histolojik aktivitesi, klinik degerlendirme

(LC, HCC), Interferon- o. cevabi, serum HBV DNA seviyeleri, bazi mutasyonlarin (PC A1896,



103

T1762/A1764) goriilmek sikligi vb. bir ¢ok klinik ve virolojik 6zelliginin degistigi rapor
edilmistir (Sunbul, 2014).

Calismada miRNA normalizasyonu i¢in 2 adet kii¢iik RNA molekiilii (snRNA U6 ve snoRNA
U44) ve 1 adet mRNA (GAPDH) kullanilmistir. GAPDH, relatif (goreceli) kantitasyon
caligmalarinda (mRNA) referans gen olarak calisilmasinin yaninda ayrica bazi miRNA
caligmalarinda da normalizasyon i¢in kullanilmaktadir (Kim ve dig., 2008). Goriir ve
arkadaglarinin 2013 yilinda gergeklestirdigi bir ¢alismada gastrik kanser ile ilgili 27 adet
miRNA calisilmis fakat bu miRNA’larin normalizasyonu serumda bir referans gen mRNA’s1
ile gerceklestirilmistir (Aysegiill ve dig., 2013). Fakat genom boyutu c¢ok kiiclik olan
miRNA’larin GAPDH v.b. referans genlere gore izolasyon performanslari, stabiliteleri, revers
transkripsiyonlart ve PZR amplifikasyonlar1 farklidir (Mas¢ ve dig., 2017). Bu nedenle de
caligmalarin ¢ogunda artik miRNA referans materyali olarak daha kiiclik genomlar (siRNA)
kullanilmaktadir. Yine sadece caligmalarin bazilarinda sadece miRNA normalizasyonu i¢in
birden fazla siRNA ve mRNA calisildig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda da normalizasyon i¢in
kullanilacak molekiillerin doku ve calismaya spesifik se¢ilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir
(Mestdagh ve dig., 2009; Brattelid ve dig., 2019). Bu calismada hem GAPDH mRNA’y1 hem
de 2 kiiciik RNA molekiiliinii (U6 ve SNORD 44) gerek serum gerekse doku orneklerinde
normalizasyon i¢in kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir. U6 i¢in serum ve karaciger doku
ornekleri i¢in normalizasyonda kullanilabilecegi ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (Benz ve
dig., 2013; Lamba ve dig., 2014). U6, SNORD44 ve GAPDH ile karaciger dokusunda ve
serumda yapilan herhangi bir normalizasyon verisine rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile U6’ nin
SNORD44’e gore karaciger dokusu ve serumda normalizasyon i¢in daha uygun oldugu
gosterilmistir. GAPDH ise zaten niikleik asit materyalinin daha uzun olmasi sebebiyle miRNA
normalizasyonundan ¢ok total RNA’nin izole edilip edilmedigi ile ilgili i¢ kontrol olarak
kullanilabilir. Ayrica yapilan farkli ¢alismalarda gosterilen farkli ekspresyon seviyelerinin

uygun olmayan normalizasyon metodu oldugu fikri bu optimizasyon verisinden elde edilebilir.

Ayrica elde edilen veriler 15181inda miRNA-28’in HSK’da biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
yoniinde sonuglar elde edilmistir. Gerek akut gerekse kronik HBV ile ilgili tanimlanmis ve
ekspresyonlarinda  degisiklikler — gozlenmis  mikroRNA’lar  arasinda ~ miRNA-28
bulunmamaktadir (Zhang ve dig., 2011). Yapilan caligmalarda miRNA-28 icin HSK’l1

dokularda ekspresyonlarinda azalma gosterilmistir fakat bu calismalar serum diizeyinde
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denenmemistir (Zhou ve dig., 2016; Murakami ve dig., 2006). Ayn1 ¢alisma grubunda hem
HSK dokusunda hem de serum 6rneklerinde yapilmis bir kombine ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu veriler 1s18inda  miR-28 HSK’da non-invaziv bir tarama ydntemi olarak
degerlendirilebilecegi sonucu ¢ikmaktadir. MikroRNA ve biyolojik siiregleri de iceren databaz
analizi (miRPathDB v1.1) yapildiginda hsa-miR-28 i¢in protein otofosforilasyonu, peptid ve
hormon sekresyonu, glikogenezin regiilasyonu, hiicre biiyiikliiglinliin regiilasyonu gibi
stireglerde rol oynadigi gibi kanser olusumu ve virlis konak¢t mekanizmasi ile ilgili bazi
stireclerde de (Ras protein sinyal transdiiksiyonunun regiilasyonu, kalsiyum iyon cevabi, viriis
tarafindan konake1 hiicrelerin modiilasyonu, konak¢i1 hiicresel siire¢lerin modiilasyonu, hippo
sinyallesme ve hiicre morfogenezini de i¢eren farklilagmalarin pozitif regiilasyonu) rol oynadigi

rapor edilmistir!.

Elde edilen veriler 1518inda miR-16 i¢in HSK’l1 dokuda ekspresyon artisina rastlanmig fakat
HBV DNA pozitif HSK tanis1 konulmus ve HBV DNA pozitif HSK tanis1 olmayan ¢alisma
grubunda anlaml1 bir farklilik gézlemlenmemistir. miR-221 ve miR-501 i¢in ise yine doku
ekspresyonlar1 anlamli derecede yiiksek olmasina ragmen serum diizeylerinde biyobelirteg

olarak kullanimini destekleyecek istatistiksel veriler elde edilmemistir.

Yapilan ¢alismada miR-122 i¢in ise doku ve serumda HBV DNA pozitif, HSK tanis1 konulmusg
veya konulmamis ¢alisma grubunda ekspresyonlarinin azaldigi sonucu ¢ikmaktadir. Bu veriler
aksine tek rastlanan veri 2012 yilinda Waidmann ve dig. yaptig1 calismadir. Calismada serum
ornekleri kullanilmig ve HBe antijeni tasiyan serum oOrnekleri ile ayni orneklerin ALT
seviyelerine gore miR-122 ekspresyonlari karsilagtirilmistir. Bu ¢calismada normalizasyon icin
miR-16 kullanilmistir. Bu ¢aligma diger incelenen ¢alismalar ve tez kapsaminda elde ettigimiz
bulgular ile c¢elismektedir. Gergeklestirilen yolak ¢alismalarinda, HBx-LINE1 transkriptinin
HBYV replikasyonunda dogrudan HBV transkriptlerini hedef alarak azalmasina neden olan miR-
122’yi inhibe ettigini gostermektedir (Zhang ve dig., 2016). Ayrica yine yapilan ¢alismalar
epiteliyel mezensimal degisimlerde Snail 1 ve Snail 2 i¢in, sinyal yolaklarinda WNT1 genin,
CREBI ve BCL9 genlerinin hedeflerinden oldugunu gostermistir (Fu & Calin, 2018).
Gergeklestirdigimiz tez kapsaminda denenen 6 miRNA’dan bir tanesi olan miR-16 kontrol ve

grup 1 arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik géstermemistir (Sekil 4.3).

'https://mpd.bioinf.uni-sb.de/overview.html [Ziyaret Tarihi: 19.03.2019]
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Ekspresyon degisikligi deney grubuna gore degisim gosteren miR-16’nin Waidmann ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda normalizasyon i¢in kullanilmasi diger ¢caligmalarin aksine HSK
pozitif serum Orneklerinde miR-122 ekspresyonunda artig analizlenmesine sebep olmus
olabilir. Bununla birlikte snRNA U6’nin HSK olgusunda serumda normalizasyon igin
kullanilan pek ¢ok ¢alisma oldugu gibi (Benz ve dig., 2013; Lamba ve dig., 2014) ayn1 zamanda
yine HSK’da miR-16’nin ekspresyon farkliliginin analizlenmesi ve biyobelirte¢ olarak
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi i¢in de ¢aligmalar bulunmaktadir (Wu ve dig., 2015; Ge
ve dig., 2014). Genel olarak bu veriler 15181nda miR-224, miR-501 nin ekspresyon fazlaliginin
ve miR-122’nin ekspresyon azligimin karaciger hasarinda kullanilabilecek bir belirteg
olabilecegi fakat kronik HBV enfeksiyonuna bagli HSK’da serum belirteci olarak
kullanilamayacag1 sonucu ¢ikmaktadir. Li ve dig, yaptig1 bir calismada miR-221’in HSK’da
serumda arttig1 ile ilgili sonuglar elde edilmistir. Bu artislarla ilgili ve bu artiglarin timoriin ileri
safhasi ile ilgili olduguna dair bilgiler mevcuttur (Gramantieri ve dig., 2008; Li ve dig., 2011).
Yine yapilan bazi ¢alismalarda miR-221 i¢in kronik hepatit B tanis1 konulmus hasta grubunda
ekspresyonlarinin ¢ok daha fazla oldugu ile ilgili veriler de mevcuttur (Sohn ve dig., 2015). Bu
veri bizim sonuglarimizi da desteklemekle birlikte yaptigimiz ¢aligmada ek olarak doku
ornekleri de kullanilmas1 ve dokuda miR-221 ekspresyonlarinin da incelenmesi degerli bir

bulgudur.

Ayrica elde edilen veriler 1s18inda miR-224’iin HBV enfeksiyonu ve HSK’da biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi yoniinde sonuglar elde edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda HSK
doku ve serum Orneklerinde miR-224 ile ilgili benzer sonuglar elde edilmesine ragmen
(Murakami ve dig., 2006; .Wang ve dig., 2008, Huang ve dig., 2009 ve Pineau ve dig., 2010)
miR-224’iin HSK tanis1 konulmamis HBV DNA’s1 pozitif olan ¢alisma grubu ile istatistiksel
verilerine rastlanmamigtir. Fakat yapilan calismalarda HBV iliskili HSK’da diisiik otofaj
aktivitesi nedeniyle miR-224’iin birikimi ortaya konmustur (Lan ve dig., 2014). Bu calisma,
HBYV DNA’nin pozitif oldugu fakat HSK gelisimi tantmlanmamis ¢alisma grubunda HSK tanisi
konmus gruba ve kontrol grubuna gore ekspresyonlarimin daha fazla olmas1 miR-224’tin HBV
enfeksiyonu ile de dogrudan iligkili oldugunu istatistiksel olarak gostermistir. Bu da gelecekte
yapilacak caligmalart miR-224’{in HBV ile iliskisi ve HBV’ nin HSK gelisiminde etkisinde bu

miRNA’nin rolii lizerine ¢ekebilir.
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Tez kapsaminda degerlendirilen bir diger veri ise lezyon boyutu ile miRNA’larin ekspresyon
degisimleridir. Bu analizlerde miR-16 i¢in 2 cm; miR-28 i¢in 1,4 cm; miR-224 i¢in 4,5 cm;
miR-122 i¢in 3,6 cm sonrasi lezyon biiyiikliiklerinde ekspresyon seviyelerinde miRNA’nin
ekspresyon profiline gore artis veya azalislar anlamli derecede farkliliklar gostermektedirler.
Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde miRNA’lar ve kanserli karaciger doku lezyon
boyutlar ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica 6zellikle cerrahi miidahale de dahil
olmak {izere radyofrekans ablasyon, transmembran kemoembolizasyon ve etil alkol
enjeksiyonu gibi bazi tedavi yontemlerinin 3 cm’nin altinda ¢ok etkili oldugu verisi ile
birlestirildiginde bu ekspresyon paternleri tiimoriin yaklasik boyutunu anlamak i¢in uygun bir

parametre olarak degerlendirilebilir (Lupo ve dig., 2007; Raza ve Sood, 2014).

Gelecekte miRNA ile ilgili yapilan ¢alismalar, bu tez kapsaminda da oldugu gibi, biyobelirteg
validasyonu asamasindan klinik validasyon asamalarina gecerek daha ¢ok gercek ornek ve
klinik vaka ile ¢alismalar saglanmasi i¢in tarama yontemi olmasi konusunda destek¢i olmasi

beklenmektedir.
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08.04.2014

istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine,

Kocaeli Universitesi Klinik Aragtirma Etik Kurulu'ndan 20.03.2012 tarihli ‘Kronik
Hepatit B tedavisinde oral antiviral kullaniminin hepatoselliler karsinom
progresyonuna etkisi' isimli KAEK 2012/67 proje, 6/6 karar no'lu etik kurul kapsaminda
alinan drnekler icin Bilgilendiriimis Gonulli Onam Formu'nda hastalarin ileri tarihli

¢calismalar icin de izin verdiklerini beyan ederim.

Tez ylritlctsl Recep Demirgan'a bu numuneler, secilen mikroRNA'larin
belite¢ olarak kullanilabilirligini arastirmasi icin ‘Hepafit B Virlsii lle Infekte
Hepatoselular Karsinoma Tanisi Konulmug Hastalarda Belirte¢ Olarak MikroRNA'larin

Degerlendiriimesi’ baslikli doktora tezinde kullaniimasi amaciyla verilmigtir.
Bilgilerinize sunulur.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Murat SAYAN

imza:
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