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Vi

ONSOZ

Kronik hepatit C enfeksiyonu, diinya ¢apinda bir saglik sorunu olup tedavisi herkes
ici gecerli degildir. Son yillarda yapilan ¢alismalar hepatit C ile ilisigi bulunan IL28B
polimorfizmlerinin hastalik siirecini etkiledigini ortaya ¢ikardi. Dolayisiyla, bu
calismada miRNA’larin IL-28B regiilasyonuna dahil olup olmadigi veya HCV
enfeksiyonu i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagini ortaya ¢ikarmak
amaglanmistir.
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bilirim.

Yiiksek lisansim siiresince kendimi gelistirmemde 6nemli katkilari bulunan Prof. Dr.
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olusmasini saglayan 6grenci arkadaslarima tesekkiir etmek istiyorum. Ozellikle KdIn
Tip Fakiiltesi Patoloji Enstitiisii’ndeki arkadaslarima, Natalia Elfimova, Andrea
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Inci Celik’e yardimlari igin tesekkiir ederim.

Zor zamanlarimda bana yardimci olan en iyi arkadasim Eda Tugsal’a ve maddi ve
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1. GIRIiS

1.1. Kronik Hepatit C Enfeksiyonu

Kronik hepatit C enfeksiyonu, kronik karaciger hastaliginin ve karaciger naklinin en
stk nedeni olma gibi 6zellikleriyle biiylik saglik sorunlarindan biridir. Hepatit C
viriisii (HCV) hastaligin ana nedenidir ve ~180 milyon kisiyi etkiler. Hastalarin
~%70’1 kronik olmakta ve siroz, fibroz ve karaciger kanseri gibi riskler
tasimaktadirlar (Randall ve ark., 2007). Heniiz asis1 yoktur. Pegile Interferon alfa ve
ribavirin enfeksiyonun standart tedavi yontemidir, fakat ciddi yan etkileri vardir ve

maliyeti yliksektir.

1.1.1. Hepatit C Viriis Biyolojisi

HCV Flaviviridae ailesinden Hepacivirus genusuna ait arti iplik¢ikli RNA viriisiidiir
(Moradpour, Penin & Rice, 2007). Genomu c¢evreleyen niikleokapsiti ve onun
disinda kilif proteinlerini tasiyan konak hiicrenin ¢ift-katmanli lipidinden olusur

(Sekil 1.1).

Hepatit C

Sekil 1. 1. HCV virion yapisi (http://trialx.com/curebyte/2011/05/22/hcv-photos-and-related-
clinical-trials/’dan degistirilmistir).



HCV*nin 1’den 6’ya kadar numaralandirilmis alt1 genotipi bulunmaktadir, fakat bazi
uzmanlar 11 genotip oldugunu diisiinmektedir (Simmonds ve ark., 2005). Genotipler
arasindaki ¢esitlilik 1/3 civarinda olup interferon tedavisine farkli yanit
vermektedirler. Ornegin, genotip 1 hastalar1 genotip 2 ve 3 hastalarmna gore tedaviye
gec yanit verirler (Fried ve ark., 2002). Her genotip subtiplere ayrilir ve subtipler
mutasyonlar nedeniyle az da olsa birbirlerinden farklilik gosterir. Bu farklilik yeni
bir subtip olabilmek i¢in yeterli oldadigindan quasispecies olarak adlandirilir. Uzun
stire HCV ile enfekte olan bir birey, viicudunda daha fazla quasispecies barindirir ve
quasispecieslerdeki ufak degisikliklerin karaciger enzimi olan ALT diizeyi ile iliskili
oldugu bulunmustur. Dolayisiyla quasispeciesin hastalik seyri ve tedaviye yanit

vermede 0nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (Yuki ve ark., 1997).

HCYV insan viicudunda LDL, VLDL ve immiinoglobulinlere bagli halde dolagabildigi
gibi serbest formlarda da dolagmaktadir (Andre ve ark., 2005). Dolayisiyla,
heterojenitesi ve diisiik buoyant yogunlugu bu farkli formlarindan kaynaklanir ve
bilinen diisiik yogunluklu (<1,06 g/ml) tim HCV RNA’lart LDL / VLDL ile
iliskilidir (Nielsen ve ark., 2006).

1.1.2. HCV’nin Virolojik ve Molekiiler Ozellikleri

HCV enfeksiyonu 10" giinliik ortalama viriis iretimi sonucu ortaya cikan ¢ok
dinamik bir stiregtir (Neumann ve ark., 1998). HCV’nin yiiksek genetik cesitliligi,
yiiksek replikasyon miktar1 ve RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp)’a baglh kotii

kopyalar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Genomu yaklasik 9.6 kb uzunlugunda, 5’ ve 3’ NTR (nontranslated region) bdlgeleri
ile ¢evrili bir acik okuma cercevesi (ORF) igerir. A¢ik okuma c¢ergevesi 10 farklh
proteine boliinen yaklasik 3000 amino asitlik ¢coklu proteini kodlar (Bartenschlager,
2006) (Sekil 1.2). Coklu protein 5’NTR bolgesinde bulunan internal ribosomal entry
site (IRES) ile translasyon olur. Ayrica, RNA replikasyonu i¢in, 5’NTR ve 3’NTR



bolgesinde bulunan diger dizilere ihtiya¢ vardir. 3’UTR bolgesi kisa degisken bir
bolge, bir poly(U/UC) bdlgesi ve son derece korunmus bir dizi olarak bilinen X
bolgesinden olusur (Bartenschlager, 2006). X bolgesi ve polyU/UC in vitro ve in
vivo HCV replikasyonu i¢in gerekli iken, kisa degisken bolgenin genom veya
replikondan ¢ikarilmast miimkiin olmakta, fakat in vivo RNA replikasyonunu
azaltmaktadir (Friebe ve ark., 2005). Arastirmacilar, HCV replikasyonu ve
kurulumunun konak hiicre sitoplazmasinda endoplazmik retikulumdan (ER) tiiretilen

membranimst yapilar ile baglantili oldugunu iddia ediyor.

IRES
3'NTR

5'NTR .
Yapisal Yapisal olmayan %

Sekil 1. 2. HCV’nin genom organizasyonu (iistte) ve ¢oklu proteinin islenmesi (altta). HCV
proteinlerinin ER membranina gére olusumu ve yerleri sematik olarak temsil edilmektedir.
Makas ER sinyal peptidaz ile kesimleri, yuvarlak ok, NS2 ve NS3 arasindaki kesimleri, diger
oklar ise NS3/NS4A proteazin kestigi kisimlar1 gosterir. Sinyal peptid peptidaz (SPP) ile
kesimden sonra E1 ve E2 transmembran bdolgeleri ve C-terminustaki hidrofobik uzantilar
(noktal1 dikdortgenler) belirir (Chevaliez & Pawlotsky, 2006).

Coklu protein viral ve hiicresel proteazlar tarafindan ii¢ yapisal proteine (kor, Elve
E2) ve yedi yapisal olmayan proteine (p7, NS2, NS3 NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B)
dondistiiriiliir (Dustin & Rice, 2007) (Sekil 1.2). Yapisal proteinler membranla iligkili
olan C-ucundaki hidrofobik domain ile karakterizedirler ve ER liimenindeki sinyal
peptidaz ile kesilirler (Sekil 1.2). Viral RNA, yapisal proteinlere bir lipit kilif ile
baglanir. Yapisal olmayan proteinlerin tiimii ise sadece enfekte olmus hiicrelerde
ancak viral parcaciklarin i¢inde bulunabilir. Ek olarak, ribozomal g¢erceve kaymasi
sonucu kor bdlgesinde islevi heniiz bilinmeyen F (frameshiff) veya ARFP olarak

bilinen baska bir protein daha vardir (Branch ve ark., 2005). HCV’nin nispeten iyi



korunmus bolgeleri olan kor, E1 ve NS5 bolgeleri siniflandirma i¢in temel olarak

kullanilmaktadir.

Kor proteini (21 kDa) viral kapsitin 6nemli bir yapisal proteini olup hiicresel
bagisiklik, sinyal yolaklari, apoptoz, hiicre transformasyonu, lipit metabolizmasi ve
son olarak tiimor gelisiminde énemli rol oynar (Kobayashi ve ark., 2006). E1 ve E2
(sirastyla 33 ve 70 kDa) viriisiin hiicre icine girisi i¢in kullandigr kilif
glikoproteinleridir (Kobayashi ve ark., 2006). Hiicresel reseptorlere baglanarak viral

membranin hiicre zar1 ile birlegsmesini saglarlar.

P7, iki trans-membran ve bir korunmus sitozolik bolge igeren 63 aminoasitlik bir
proteindir. Viriis tiretimi i¢in gerekli olup, viral parcaciklarin olgunlagmasi ve serbest

birakilmasi i¢in in vitro iyon kanal aktivitesi olusturur (Griffin ve ark., 2004).

Yapisal olmayan 2 (NS2) proteini bir sistein proteazidir ve NS3 ile birlikte NS2/3
proteazint olusturur. NS2/3 proteaz ¢oklu proteinin islenmesi ve diger NS
proteinlerin olgunlasmasi i¢in HCV tarafindan aktive edilen iki proteazin ilkidir (De
Francesco ve ark., 2000). NS3’lin, HCV‘nin hizla ¢ogalmasinda gorev alan serin
proteaz ve helikaz olarak iki rolii vardir. NS3 serin proteazi, yapisal olmayan
proteinlerin serbest birakilmasinda rol oynar. NS4A ise NS3 serin proteazin
kofaktoriidiir ve NS3’{lin proteolitik aktivitesini artirir. NS3/4A serin proteazi viral
coklu proteini in vivo dort belirli bdlgede keser (Romano ve ark., 2010). [n vitro
sempanze viral replikasyonu icin gerekli olmasi nedeniyle de anti-HCV tedavilerin

cazip hedeflerinden biridir.

NS4B molekiil agirhigi 27 kDa olan hidrofobik bir proteindir ve dort adet
transmembran segment igerir. N- ve C-ucu NS3 proteini tarafindan islem gordiigii
icin sitoplazmada bulunur. NS4B, viral replikasyonun gerceklestigi membranimsi ag1
belirleyen membranimsi yapinin olusumunu artirir (Einav ve ark., 2004). NS5A, NS3
proteaz tarafindan islenen ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Viral replikasyon ig¢in

gerekli ve in vivo IFN aktivitesi de dahil olmak iizere sinyal yolaklarin1i modiile eder



(He, Staschke & Tan, 2006). Genellikle ER ve golginin bulundugu sitoplazmik
kisimlar i¢inde birden fazla fosfor izoformlar1 halinde bulunur. Bu yiizden,
NS5A’nin konak hiicre ve viral proteinler ile etkilesimine inanilmaktadir (Polyak ve
ark., 1999). HCV’nin son yapisal olmayan proteini olan NS5B ise, membrana bagli,
klasik parmaklar, aya ve bagparmak yapisina sahip viral RNA bagimli RNA
polimeraz (RdRp) olarak bilinir. Eksi-zincirli RNA’dan arti-zincirli RNA olusumunu
saglar ve viral genomunun ¢ogalmasi i¢in gerekli katalitik enzimdir (Qin ve ark.,
2002). Bu ylizden, HCV replikasyon inhibitorleri i¢in asil hedeftir (Choi ve ark.,
2006).

1.1.3. HCV Enfeksiyon Yolag: ve Tedavisi

HCV’nin membrana baglanmasi ve hiicreye girisi karmasik bir siire¢ olup virion ve
bir¢ok hiicresel faktorler arasindaki etkilesimi gerektirir. Pek ¢ok arastirmadan sonra,
HCV’nin hiicreye baglanmasin1 ve girisini saglayan  ¢esitli hiicresel yiizey
molekiilleri tespit edilmistir. Bunlar CD81, LDL reseptorii, SR-BI, DC-SIGN/L-
SIGN, claudin- 1 (CLDN1) ve occludin (OCLN) olarak bilinir (Sabahi, 2009; Zeisel
ve ark., 2009). Ek olarak, son yapilan ¢aligmalardan biri, epidermal biiyiime faktor
reseptorii ve efrin reseptdr A2 nin HCV’nin girisinde etkin hiicresel kofaktorlerden

oldugunu gostermistir (Lupberger ve ark., 2011).

Elde edilen bulgulara gére, HCV’nin hiicreye girisi sirasinda diisiik pH ortami viral
kilifin hiicre zar ile birlesimini tetikler ve klatrin aracili endositoz yoluyla ile
niikleocapsit sitoplazmaya tasinir (Tscherne ve ark., 2006). Sitoplazmaya giren
niikleocapsit bilinmeyen bir mekanizmayla ac¢ilir ve arti-zincirli RNA’lari
sitoplazmaya yoOnlendirir. Ardindan, yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin
olusumunu saglayan prekiirsor c¢oklu proteinin olusumu igin viral genomun

translasyonu tetiklenir.



HCV genom translasyonu IRES tarafindan 5’ucunda bir cap structure olmadan
yonlendirilir. Ayrica 5’UTR bolgesindeki domain II ve IV de IRES bagimh
translasyonu modiile ederler (Friebe ve ark., 2001). IRES, AUG baslatma kodonuna
yakin domain III’de 40S ribozomal subiiniteye ve ardindan elF3’e baglanir (Roberts,
Lewis & Jopling, 2011). Daha sonra bu yapiya Met-tRNA; elF2 ve GTP
baglanmasiyla 48S benzeri bir kompleks olusur. GTP hidrolizi ve elF2’nin serbest
kalmasiyla meydana gelen konformasyonel degisiklik 60S’in  komplekse
baglanmasini saglar ve domain II ve III aracilig1 ile 80S kompleksi olusturulur (Kieft
ve ark., 2001). 80S olusumu HCV proteinlerinin ekspresyonunu saglayan translasyon

siirecini baslatir.
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Sekil 1. 3. HCV hayat dongiisii. Viriis baglanmasi ve girisi (a); kapsit acilimi (b), IRES
aracili translasyon ve ¢oklu protein (c); RNA replikasyonu (d), paketlenme ve montaj (e), (f)
virionun hiicreden ¢ikisi. Virionun replikasyonu membranimsi ag i¢cinde olur (Moradpour ve
ark., 2007'den uyarlanarak).

HCV proteinleri membranims1 ag olarak goriilebilen viral RNA replikasyonun
olusumunu saglar (Moradpour ve ark., 2003) (Sekil 1.3). Ayrica, IRES disinda
5’UTR nin diger dizileri de negatif zinciri ¢ogaltmak i¢in gereklidir. Son ¢aligmalar,
viral genomun 5’UTR bolgesine baglanan spesifik bir mikroRNA (miRNA)‘nin,
miRNA122, replikasyon islemini tetikledigini gostermistir. Replikasyon sonrasi, yeni
viriis pargaciklart ER icine dogru tomurcuklanir ve salinim yolunu takip ederek

hiicreden digar1 ¢ikar (Sekil 1.3).



Hepatit C tedavisinin amaci esas olarak viriisii ortadan kaldirmaktir. FDA tarafindan
onaylanmis ¢esitli tedaviler olmasina ragmen, derialt1 enjeksiyonlar1 uzun ve etkili
peginterferon alfa ve oral ribavirin kombinasyonu mevcut standart tedavi yontemidir.
Tedavi sonunda veya 6 ay sonrasinda saptanabilir viriis goriilmedigi takdirde
enfeksiyonun yok oldugu kabul edilir. Ayrica, serumdaki HCV RNA yokluguna da
kalic1 virolojik yanit (SVR) denir (Strader ve ark., 2004). Konak-viral faktorler, HCV
genotipi, ya da hastalarin ayn1 zamanda HIV gibi diger hastaliklara sahip olup

olmamas gibi bir¢cok etmen tedaviye olan yanit1 etkiler.

Hepatit C virlislinlin replikasyon sirasinda proof-reading aktivitesinin olmayisi,
viicudun bagisiklik sisteminden kagisini kolaylagtiran devamli mutasyonlarin
olusumunu artirir. Dolayisiyla, HIV enfeksiyonu gibi HCV enfeksiyonu i¢in de farkl
kombine antiviral terapileri uygun goriinmektedir. Dahasi, baskin quasispeciesin
ortadan kalkmasi1 baska bir quasispeciesi agiga ¢ikaracagindan, bagisiklik sistemi bu
yeni varyantlar1 ¢cok sik tanimlamak ve yok etmek zorunda kalmaktadir. Bu ylizden,
pek cok hasta da kroniklesmektedir. As1 gelisimindeki son ilerlemeler tesvik edici
olsa bile, Hepatit C’nin genotip, subtip ve quasispecies gibi faktorleri tiim
HCVsuslarina karsi koruyucu bir tedavi veya agi iiretiminde zorluklara neden

olmaktadir.

1.1.4. Enfeksiyon Tedavisinde IL-28B’nin Onemi

Genom bazindaki c¢alismalar (genome wide association studies GWAS) son
zamanlarda, kronik hepatit C virlisi (HCV) enfeksiyonu olan hastalarda tedavi
yanitin1 etkileyebilen IL-28B geni iizerinde tek niikleotid polimorfizm (SNP)’leri
tesbit etmislerdir. Polimorfizmlerin prediktif bir ara¢ olarak kullanilmasi halinde,
kronik HCV enfeksiyonu i¢in yeni tedavi stratejileri bulmada 6nemli bir rol

oynayabilirler.



1.1.4.1. interferon A (IFN-.) Yapisi ve Ekspresyonu

Interlokin 28B (IL-28B), IL28A ve IL29 ile ayn1 gen bolgesinde yer alir. 2003
yilinda kesiflerinden sonra, tip I IFN (interferon) ailesinden farkli olduklari
anlagilmistir ve bu genlere lambda interferon ailesi (IFN-A, tip III IFN) adi
verilmistir. Tip III IFN ailesi insanda IFN-A1 (IL-29), A2 (IL-28A) ve A3 (IL-28B)
olarak bulunurken fareler sadece IFN-A2 ve A3’ eksprese eder. Tip I ve III IFN Toll
ve Rig benzeri dogustan gelen bagisiklik sistemi reseptorlerinin uyarilmasi ile
indiiklenirler (Pott ve ark., 2011). Ayrica, IFN-A, IFN Jak/Stat sinyal yolagi,
ekspresyon bic¢imi, birincil sinyal yolagi ve diger birgok biyolojik faaliyetleri
bakimindan tip I IFN’ye benzemesine ragmen, her ikisi de sinyalizasyon sirasinda
birbirinden yapisal olarak farkli iki membran reseptdriine baglanirlar (Uze &

Monneron, 2007).

Filogenetik olarak, IFN-A genleri insan kromozomu 19 (19q13.13) iizerinde tip I IFN
ve IL-10 gen aileleri arasinda bulunur. IL28B gen transkripsiyonu 1L29 ve IL28A
genlerine ters yonde baglar. Bu genlerin her birinin 5 ekzonu varken tip I IFN
genlerinde intronlar yoktur. Amino asit dizileri karsilastirildiginda ise, tip IIT IFN’ler
tip I IFN veya IL-10 benzeri sitokinler ile ~% 5 -18% benzerlik gostermektedir
(Donnelly & Kotenko, 2010).

IFN-A farkli hiicre tiplerinde vezikiiler stomatit, ensefalomyokardit ve influenza gibi
birgok farkl1 viriise karsi antiviral aktivite iiretir (Kotenko ve ark., 2003). Influenza
enfeksiyonuna yanit olarak ise epitel ve plazmositoid dendritik hiicreler (pDC) ’lerde
tip I IFN’ye gore daha yiiksek miktarlarda uzun bir siire salgilanir (Jewell ve ark.,
2010). Dolayisiyla, tip III IFN’lerin solunum yolu viriislerine karsi koruma ile ilgili,
tip I IFN’lerin yerel antiviral savunma yerine sistemik olarak daha fazla kullanildig
diisiintilebilir. Ayrica, Pott ve ark. ilk defa IFN-A’nin mukozal antiviral konak
savunmasinda IFN-a / B ile karsilastirilamayacak kadar farkli ve kritik bir rol
oynadigimi deneysel olarak kanitladi ve sonuglar ince bagirsak epitelinin IFN-A’ya tip

I IFN’lere gore ¢ok daha giiclii yanit verdigini gosterdi (Pott ve ark., 2011).



IFN-A’nin hem farklilagsmis fare hepatosit hiicre hattinda hepatit B viriisii (HBV)
replikasyonunu hem de HuH7 insan hepatoma hiicre hattinda subgenomik ve tam
uzunlukta HCV replicon replikasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (Robek, Boyd &
Chisari, 2005). Ek olarak, IFN-A1’in interferon stimiile genlerin diizeylerindeki artigi
ve aymt zamanda IFN-a (tip I IFN ailesinden) antiviral etkinligini tetikledigi
bulunmustur (Marcello ve ark., 2006). IFN-A baslangicta HCV enfeksiyonu ig¢in
alternatif bir tedavi olarak test edilmis olsa da, diger viral enfeksiyonlar ve bazi
kanser tiirlerinin tedavisinde de yararli olabilir. Tip I ve tip III IFN hiicrelerin
yilizeyinde MHC smif I antijen ekspresyonu diizeyini artirir (Kotenko ve ark., 2003).
Bu durum hiicrelerde bagisiklik sistemini viriislere karst savunmada yardimci

olabilir.

Sinirli IFNLR1 ekspresyonu ve kisith IFN-A yaniti, tip III IFN sisteminin tip I
IFN’lere gore en biliylik farkidir. Ayrica, IFN-A reseptorlerinin hiicrelerde sinirh
sayida ekspresyonu oldugu gergegi tip I IFN sisteminin etki etmedigi ya da etkisinin

az oldugu diger bolgelerde IFN-A’nin aktif olabilecegi fikrini de one siirebilir.

1.1.4.2. IL-28B Sinyal Yolag1

IFN-A ailesi iki zincirden olusan bir hiicre reseptor kompleksi {lizerinden sinyal
yolagina baglar. Bunlardan biri IFN-A igin spesifik olarak interferon lambda reseptor
kompleksi-1 (IFNLR1) iken digeri IL-10 ailesinin de kullandig1r IL10R2’dir. Cogu
organda IFNLR1 ekspresyonu olmasina ragmen, 6zellikle [FN-A’ya yanit vermeyen
fibroblastik ve endotel hiicrelerinde ekspresyonu yapilmaz (Dumoutier ve ark.,
2004). Monositler de IFNLR1 ekspresyonu yapmazlar ama dentritic hiicrelerine
farklilasirken IFNLR1 ekspresyonunu uyarirlar. Bu yilizden, IFN-A aktivitesi
degerlendirilirken, sadece IFNLR1 ekspresyon seviyesinin sinirlayict bir faktor
olmadigin1 ayn1 zamanda ekspresyonun esik degerinin de negatif sonuca neden

olabilecegini akilda tutmak gerekir (Uze & Monneron, 2007).
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Fonksiyonel bir IL28B sinyallesmesi i¢cin IFNLR1 ve IL102 birlikte ¢alisiyor olmast
gerekir, reseptorlerden harhangi birinin eksik bile olmasi hiicreleri IFN-A’ya yanitsiz
birakir (Kotenko ve ark., 2003). IFN-A oncelikle IFNLR1 zincirine baglanir. Bu
baglanma ikinci reseptér zinciri olan IL-10R2’nin aym1 kompleks yapiya
baglanmasmi kolaylastirmak igin konformasyonel bir degisiklik yapar. Ucglii
kompleksin tamamlanmasi, reseptor baglantili Janus tirozin kinazlarin (Jakl ve
Tyk2) aktivasyonuna yol acar ve IFNLRI1 zincirinin intraselliiler domaini (ICD)
tizerinde bulunan fosfotirozin igeren peptid motiflerinin olusumunu saglayan reseptor
zincirleri forforile olmus olur. Dolayisiyla, STAT1 ve STAT2 dahil olmak iizere
sitozolik STAT proteinleri i¢in gegici yerlestirme bolgeleri saglanir (Donnelly &
Kotenko, 2010; Kotenko ve ark., 2003; Uze & Monneron, 2007). Aktif STAT1 ve
STAT2 molekiilleri heterodimerler halini alir ve IRF-9 ile birleserek IFN-stimiile gen
faktorii 3 (ISGF3) olarak bilinen bir trimerik transkripsiyon faktorii olusturur. ISGF3
cekirdege tasinir ve boylece IRF7, MX1 ve OAS1 gibi ¢esitli IFN-stimiile gen
(ISG)’lerin promotorlarindaki IFN-stimiile elemanlara (ISRE) baglanarak gen
transkripsiyonunu diizenler (Sekil 1.4).

Type | IFNs Type lll IFNs Type Il IFN
IFN-, IFN-B IFN-A1, IFN-22 IFN-y
IFN-g, IFN-k ve |FN-A3
ve |FN-w
ﬁ TF
513 2| |2

Tyk2

Jak1

Uy 2 UN v
Sitorol } ISGF3 GAF{

srE o000 I oo

mx1 ip-10
(AT it-7 irf-1

Sekil 1. 4. IFN-A reseptor sinyal yolagi.Tip L, II ve tip III IFN hiicre zar1 lizerinde farkli
reseptor yapilarina baglanirlar. Interferonlarin reseptorlerine baglanmasi sinyal iletimini
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aktive eder ve IFN ile uyarilan genlerin (ISGs) transkripsiyonuna neden olur (Donnelly &
Kotenko, 2010'den uyarlanarak).

Tip I veya tip III IFN o6zellikle viriislere kars1 benzer biyolojik reaksiyonlar1 baglatip
antiviral koruma saglarlar. Diger taraftan, tip II IFN (IFN-y), birincil gorev olarak
antiviral aktivite gdstermez, hiicre i¢i mikroorganizmalara kars1 direnci ile iligkilidir
fakat, bagisiklik sisteminin pleiotropik etkilere sahip hiicrelerinin siirdiiriilmesi,
diizenlenmesi ve lretimi siirecinde rol oynar (Knoblach ve ark., 2011). IFN-y’ya
benzer sekilde, IFN-A DNA tanima motifi olarak da bilinen gama aktif bolgesi
(GAS) gibi belirli DNA elemanlarina baglanan STAT molekiillerini de uyarabilir
(Donnelly & Kotenko, 2010) (Sekil 1.4). Aktif STAT molekiilleri ¢ekirdege
ulastiklarinda, ISG promotor bolgesindeki GAS’a baglanir ve bu genlerin

transkripsiyonunu modiile ederler (Saha ve ark., 2010).

1.1.4.3. IL-28B Polimorfizmlerinin Terapiye EtkKisi

HCVenfeksiyon tedavisi olan pegile interferon-a (PEG-IFN-a) ve ribavirin (RBV)
biitlin hastalarda kalici virolojik yamit (SVR) saglayamaz. HCV genotip 1
hastalarmin SVR oran1 gelismis lilkelerde diger genotiplere oranla daha diistiktiir (%
40-50) ve 12 ay tedavi gerekliligi vardir. Fakat, diger genotipler ile enfekte olanlarda
6 ay tedaviden sonra ~% 75 SVR elde edilebilir (Suppiah ve ark., 2009). HCV
genotip 1 hastalarinin ~% 20’si, genotip 2 veya 3 olan hastalarin ise % 5 ile% 20’si
PEG-IFN-o/RBV’e yanit vermemektedir (Tanaka ve ark., 2009). Tip I IFN
tedavisinin noropsikiyatrik etkileri, hematolojik anormallikleri ve grip benzeri
semptomlari i¢ceren ciddi yan etkilerinin olmasi aragtirmacilari daha az toksik ve daha
etkili ajanlar bulmaya sevketmektedir (Miller ve ark., 2009). Dahasi, son ¢alismalar
sadece IFN-A1 ve IFN-A2’nin insan hepatosit hiicre hatlarinda HCV replikasyonunu
inhibe edebilecegini goéstermiyor ayni zamanda birincil (primary) insan
hepatositlerinin IFN-LR1 ve IL-10R2 genlerini dnemli diizeyde eksprese ettigini
gostermistir (Marcello ve ark., 2006; Robek ve ark., 2005; Zhu ve ark., 2005).
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Dolayisiyla, HCV tedavisine alternatif metod olarak IFN- A ¢alismalarina agirlik

verilmistir.

HCYV Kklirensi veya kaliciligini viral genotip, baslangictaki viral yiik ve viral kinetik
gibi viral faktorler etki ettigi gibi yas, cinsiyet, etnik koken, karaciger fibrozu,
obezite ve genetik varyasyonlar gibi konak faktorler de etki etmektedir (Tanaka ve
ark., 2009; Walsh ve ark., 2006). Yinede, tedavi yanitin1 etkileyen konak genetik
faktorler hakkinda ¢ok az sey biliniyordu. Son yillarda, genom bazli ¢aligmalar
(GWAS) polimorfizmler ile viral klirens arasinda bir etkilesim oldugu kanitlamistir

(Kraft ve ark., 2009).

Tedaviye verilen yanitla ilgili genetik varyasyonlar1 anlamak i¢in genom bazl
calismalar yapilmistir (Ge ve ark., 2009; Suppiah ve ark., 2009; Tanaka ve ark.,
2009). Bazi calismalarda, IL28B rs12979860 ve rs8099917 genotip motiflerinin
HCV tedavisi ile 6nemli dlgiide iligkili oldugu gdsterilmistir. Aynt SNP motiflerinin
HCV genotip 1 ve 4 klirensi iizerinde de belirgin bir etkisi bulunmustur (Hayashi ve

ark., 2011).

rs12979860 ve 1rs8099917, sirastyla 3 kb ve 8,9 kb upstream 1L28B gen iizerinde yer
almaktadir. 1rs12979860 CC genotipi CT veya TT’ye sahip bireyler ile
karsilastirildiginda, % 55-80 iki kat daha kalic1 virolojik yanit (SVR) gdsterir. Benzer
sekilde, rs8099917 TT genotipi tedaviye yanitin giiclii bir gostergesidir (Ge ve ark.,
2009). 1s8099917 TT genotipi GT veya GG genotipi olan hastalara gére daha fazla
SVR’ye ulastigi i¢cin G allelinin tedavinin basarisizligr ile iliskili oldugu
bulunmustur. Ek olarak, diger HCV genotiplerinde ayn1 SNP’lerin etkilerini tespit
etmek icin ¢ok az arastirma yapilmistir. Ornegin, I1L28B lokusundaki
polimorfizmlerin genotip 2 hastalarindaki SVR i¢in belirleyici olabildigi ancak asil

etkenin ne oldugu halen bilinmemektedir (Kawaoka ve ark., 2011).

IL28B ekspresyonu ve fonksiyonu HCV enfeksiyonundaki konak savunma igin ¢ok

onemli oldugundan, IL28B’nin nasil regiile oldugu ve mikroRNA’larin IL28B
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regiilasyonuna dahil olup olmadigi sorular1 ortaya cikar. Bu yiizden, bu tezde

miRNA’larin roli ele alindi.

1.2. miRNA’lar Gen Regiilasyonun Baskilayicisidir

MikroRNA’lar bitki ve hayvanlarda transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun
diizenlenmesine dahil ~22-niikleotid (nt) endojen kod olusturmayan RNA
molekiilleridir (Bartel, 2004; Friedman ve ark., 2009). Bir¢cok bitki miRNA’s1
genellikle hedeflerine tlimiiyle komplement iken, ¢ok az sayida hayvan miRNA’s1
tiimiiyle komplementtir (Rhoades ve ark., 2002). miRNA’larin toplam sayisinin,
toplam protein kodlayan genlerin % 1’den fazla oldugu ve protein kodlayan genlerin
%30’undan daha ¢ogunu hedef aldiklar1 tahmin ediliyor (Lewis, Burge & Bartel,
2005).

miRNA’lar agirliklt olarak kendi 5’ucundaki 6-8 bazlik seed region’a gore
mRNA'larin 3’UTR (untranslated region) bolgesine baglanirlar (Lewis ve ark.,
2005). Heniiz tam olarak anlasilmamis bir mekanizmalari olsa da gen ekspresyonunu
ya translasyonu inhibe ederek ya da mRNA kesimi yaparak baskilar (Levine & Tjian,
2003). Bir miRNA yiizlerce mRNA hedefleyebildigi gibi bir mRNA da bir¢ok
miRNa’nin hedefi olabilmektedir (Bartel & Chen, 2004; Friedman ve ark., 2009;
Lewis ve ark., 2005). Olas1 hedeflerdeki tahmini miRNA baglanma kriterleri
miRNA-mRNA dubleksinin termodinamik stabilitesi, miRNA’nin hedef aldigi
mRNA UTR sekonder yapisi (erisilebilirlik puan) ve miRNA baglanan bolgelerin
korunumu gibi degiskenlere bagl olarak belirlenir (Barbato et al., 2009; Grimson ve
ark., 2007). miRNA’larin 5’UTR ve agik okuma g¢ercevelerine (ORF) de
baglanabildigi gosterilmistir, ancak bu bolgelerdeki hedefler ¢ok nadir olup 3’UTR
bolgesine gore daha az etkilidir (Bartel, 2009; Hafner ve ark., 2010; Li ve ark., 2011;
Selbach ve ark., 2008).
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1.2.1. miRNA Olusumu ve Islenmesi

Transkripsiyon sonrasi diizenleyici molekiiller olarak bilinen miRNA’lar ilk olarak
Caenorhabditis elegans’da kismen komplement mRNA’larin ekspresyonlar: regiile
edilirken bulunmustur. miRNA genomda ya genler arasinda (intergenik) veya
intronlarda ve nadiren olsa da genlerin ekzon dizilerinde (intragenik) bulunmaktadir.
Intragenik miRNA’lar kodlayan genlerin intron veya ekzonlarinda bulunurlar ve bu
nedenle de kendilerine ev sahipligi yapan genlerin promotorlar: tarafindan regiile
olurlar (Bartel, 2004; Corcoran ve ark., 2009). Geri kalanlarina da intergenik denir ve
intergenik miRNA’lar bagka genlerin promotorlar1 tarafindan regiile olmalarina
ragmen transkripsiyonel regiilasyonlar1 hakkinda ¢ok az bilinir (Harris ve ark., 2004).
mRNA’lar gibi ¢cogu miRNA RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilmesine
ragmen (Lee ve ark., 2004; Rodriguez ve ark., 2004), polimeraz III’iin de bazi
miRNA’lar1 transkrip ettigi bilinmektedir (Bartel, 2004; Borchert, Lanier &
Davidson, 2006). Bu yiizden, mikroRNA ekspresyonu omurgalilarda dokuya baglidir
(Chen ve ark., 2004) ve insan genomunda 1000 civarinda mikroRNA kodlanmaktadir
(Bentwich ve ark., 2005).

miRNA transkripsiyon siireci arastirilmasi gereken bir konu olmasina ragmen,
birincil miRNA’nin (pri-miRNA; primary miRNA) prekorsiiriine (pre-miRNA)
kiyasla ¢cok daha uzun olabilecegi kabul edilir (Corcoran ve ark., 2009). Birincil
mikroRNA Drosha/DGCR8 RNAz III kesim enzimi tarafindan sap-ilmik (hairpin
loop) sekilli pre-miRNA’ya (~60-70 nt) doniisiir. Daha sonra, exportin 5 pre-
miRNA’y1 ¢ekirdekten sitoplazmaya tasir ve burada Dicer / TRBP PACT tarafindan
terminal baz cifti ve ilmik bolgesinden kesilerek olgun bir miRNA dubleksi
(miRNA: miRNA *) haline gelir. Dubleks yap1 ayrildiktan sonra bunlardan sadece
biri RNA-indiiklenmis susturma kompleksine (RNA-induced silencing complex;
RISC) dahil olur (Sekil 1.5). RISC kompleksinde yer alan bir RNAz olan Argonaut
(Ago) proteini etkisiyle 5’ucu daha kararli olan miRNA se¢ilip komplekse girer
(Peters & Meister, 2007). miRNA* ise hizli bir bicimde bir helikaz tarafindan
degrede edilir.
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Sekil 1. 5. miRNA’larin biyolojik olusumu. miRNA’lar gene ve protein ekspresyonunu
negatif sekilde regiile eden endojen ve kodlanmayan RNA sinifidir.

miRNA’nin RISC molekiiliine dahil olmasi kompleks yapiyr tamamlayicisi
(komplement) oldugu mRNA’ya yonlendirir ve mRNA’nin islevini ya translasyonu
inhibe ederek ya da mRNA’nin kesilmesini kolaylastirarak inhibe eder (Ambros,
2004; Bartel, 2004; Pedersen ve ark., 2007). miRNA ekspresyonu ise DNA
metilasyonu ve uridilasyon gibi miRNA modifikasyonlar1 veya transkripsiyonel

olaylarla regiile edilir.

1.2.2. miRNA’lar Onkogen veya Tiimor Baskilayic1 Genler Olarak Islev
Goriirler

Gen ekspresyonu iizerindeki yaygin etkilerinden dolayi, ozellikle genom iginde

kirilgan bolgelerde bulunan mikroRNA’lar, kanser patogenezinde onemli bir rol
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oynamaktadir. Bu kirillgan bolgeler amplifikasyonun ¢ok az oldugu veya normal
kromozomal kirilma noktalar1 oldugundan, buralarda bulunan miRNA’lar kanser
olusumunu etkileyen yayilim, apoptoz, metastaz ve farklilagsma gibi temel hiicresel

stireclere katilirlar (Schramedei ve ark., 2011).

miRNA’larin hem onkogenler hem de tiimor baskilayicist genler arasinda iki yonlii
etkilesimi vardir (Sekil 1.6). Onkogenler ve tiimor baskilayici genler tarafindan
ekspresyonlar1 azaltildigi gibi, miRNA’lar direk olarak onlar1 hedefleyip
ekspresyonlarin1 degistirebilirler. Boylelikle, tliimor ilerlemesine ve metastaza yol

actiklar1 belirlenmigtir (White ve ark., 2011).

N

A % |
/ ' Metastatik v
Primary tiimor timar =

Migration and invasion
let-7, miR-9, miR-10b, miR-17-5p, miR-21, miR-29a,
miR-122, miR-125a, miR-138, miR-145, miR-151,
(,;,// miR-155, miR-200 family, miR-205, miR-214,

miR-222, miR-373 and miR-520¢

Onkogenler

Angiogenesis
+ | MiR-9, miR-17-92, miR-92a, miR-107, miR-126, miR-130a,
- miR-210, miR-217, miR-221, miR-222 and miR-519¢

' Apoptosis
N let-7, miR-1, miR-15a, miR-16-1, MiR-17-92, miR-21, miR-24,

miR-29, miR-34a, miR-34b, miR-34¢, miR-106b-25,
miR-133, miR-221, miR-222 and miR-378

Tiimor baskilayici
Genler

Sekil 1. 6. mikroRNA’larin kanser olusumu iizerine etkisinin sematik gosterimi. Bu
modelde, miRNA’larm hem onkogenler hem de tiimor baskilayicist genler arasinda iki yonli
etkilesimi vardir (White ve ark., 2011).

Bu nedenle, bazt miRNA'lar insandaki birgok kanserle baglantili olup onkogen ya da
tiimor baskilayicilar: olarak islev gériirler. Ornegin, miR-141 ve miR-21 safra yollari
kanserlerinin diizenlemesine ve sirastyla hepatoseliiler karsinom (HSK) yerdegistirim
ve isgaline dahildirler (Girard ve ark., 2008). Dahasi, miR-92, miR-20, miR-18 ve
miR-199a’in HSK farklilagsmasi: sirasinda ekspresyonlarmin diistiigii, ancak

onkogenik miRNA olan miR-21’in ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Bu
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ylizden, kimi miRNA’lar HSK teshisinin biyobelirtecleri olabilir (Murakami ve ark.,
2006). Ek olarak, miR-122 (karacigerde miktar1 en fazla olan mikroRNA) artis1
HuH7 hiicrelerinde HSK’y1 azaltirken, azalmasi ise ters etki yapar. Sonug olarak,
miR-122 karacigerde tiimor baskilayicist olarak davranir (Lewis & Jopling, 2010).
Dahasi, miR-122 yine tiimor baskilayicist gibi davranarak timdr metastaz ile ilgili
ADAMI17 (disintegrin ve metalloproteinaz 17) ekspresyonunu negatif olarak

diizenler (Lewis & Jopling, 2010).

1.2.3. miR-122 Karacigerde Olduk¢a Fazla Miktardadir.

miR-122 karaciger miRNA niifusunun yaklasik % 70’ini kapsayan, korunmus ve
karacigere 6zgii bir mikroRNA’dir (Lewis & Jopling, 2010; Qiu ve ark., 2010). miR-
122 yetiskin karacigerde biiylik ol¢lide eksprese olmasina ragmen, miR-92 ve miR-
483 fetal karacigerde daha yiiksektir (Girard ve ark., 2008). Pek ¢cok miRNA gibi,
miR-122 de 3’UTR bolgesine baglanarak mRNA’lar1 hedef alabilmektedir. CAT-1
(kaytonik amino asit tastyici-1), miR-122’nin ilk hedefi olarak tesbit edilmistir.

Henliz tanimlanamayan mekanizmalar ile lipid metabolizmasi, hepatosit biiyiime,
neoplastik dontisim ve HSK regulasyonlarinin diizenlenmesinde gorev alir. Ek
olarak, miR-122 ekspresyonu HCV replikasyonunda rol oynar ve IFN tedavisine
yanit i¢in 6nemlidir (Elmen ve ark., 2008). miR-122 inhibisyonu sistemik kolesterol
diizeylerini ve HCV enfeksiyonunu azaltir, ancak HCC uyarilmasini artirir (Girard ve
ark., 2008; Lewis & Jopling, 2010). miR-122 ekspresyonu ve fonksiyonunun ayni
zamanda sirkadyen gen ekspresyonu igeren karaciger sirkadyen ¢ikisi i¢in de dnemli

olduguna dair kanitlar vardir (Gatfield ve ark., 2009).

Ilgingtir ki, miR-122’nin HCV genomunun 5-UTR’sinde birbirine yakin iki hedef
bolgesi bulunmustur (Roberts ve ark., 2011; Xu ve ark., 2010). miR-122 in vitro
HuH7 hiicrelerinde HCV replikasyonu ig¢in gereklidir (Jopling, Schutz & Sarnow,

2008) ve HCV protein sentezi ve replikasyon dongiisiiniin ikinci asamasi tizerinde
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etkilesim mekanizmasi tam olarak bilinmese de olumlu etkileri vardir (Jangra, Yi &
Lemon, 2010; Jopling ve ark., 2005). Bu kanitlarin aksine, HCV enfekte karacigerde,
miR-122 ve viral yiik diizeylerinin birbirleri ve IFN tedavisine iyi yanit veremeyen
hastalardaki miR-122 seviyesi ile korelasyon halinde olmadig: goriildii (Pedersen ve
ark., 2007). Yine de, son zamanlardaki bir hayvan c¢alismasi, kronik hepatit C
gelismis sempanzelerde tamamlayict LNA (kilitli niikleik asit)‘nin miR-122
seviyesini diisiirmesi (inhibisyon) HCV genotip la ve 1b replikasyonunu
baskiladigin1 dogrulad: (Lanford ve ark., 2010). Ayrica, mir-122’nin Bachl 3’'UTR
bolgesinde en az tahmini bir hedefi oldugu bilinmektedir. Bachl heterodimerler
yaptiktan sonra Hem oksijenaz-1 (HO-1)‘e baglanmaktadir. Dolayisiyla, mir-122’nin
Bachl ile etkilesimi HBV ve HCV replikasyonunu inhibe ettigi gosterilen HO-1

ekspresyonunu diisiiriir (Qiu ve ark., 2010).

1.2.4. Kronik Karaciger Hastaliginda Ekstraselliller mikroRNA’lar

miRNA’larin hiicresel proliferasyon, farklilagsma, apoptoz, sinyal iletimi, organ
gelisimi, kromatin yapisi ve karsinogenez gibi pek ¢ok olay1 diizenledigi kabul edilir,
ancak, mekanizmalarini anlamak i¢in pek ¢ok arastirma yapilmasi gerekir (Bala,
Marcos & Szabo, 2009; Bartel, 2009; Girard ve ark., 2008; Kloosterman & Plasterk,
2006). Buna ek olarak, miRNA’larin hematopoez, dogal bagisiklik gibi immiin
yanitlari, T hiicre aktivasyonu ve farklilasmasini ve konak viral etkilesimlerini de
regiile ettikleri tespit edilmistir. Dolayisiyla, miRNA’larin hastaliklar iyilestirmek
amaciyla, bir tedavi yolu olarak hizmet ettigi iddia edilir. Yine de, genetik
polimorfizmlerin neden oldugu yanlis miRNA ekspresyonlar1 anormalliklere neden
olmakta veya hedef dizilerdeki bu polimorfzimler anomalilere ve hastaliklara
sebebiyet vermektedir (Clop ve ark., 2006; Eberhart ve ark., 2008; Sethupathy &
Collins, 2008).

miRNA’lar sadece hiicre iginde ve sitoplazmada bulunmaz ayni zamanda

ekstraselliiler sivilarda da bulunurlar (Gilad ve ark., 2008). Wang ve arkadaslarinin
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serum miR-122 diizeyinin artmasindan kaynaklanan karaciger hasarini daha hizli bir
sekilde gozlemelerinin ardindan (Wang ve ark., 2009), diger karaciger hastaliklari
icin de miRNA’larin biyobelirteg gibi hareket edebildikleri diisiiniilebilir. Kan
dolasiminda bulunan miRNA’lar {izerinde yogun c¢aligmalar son zamanlarda
artmaktadir. Yalniz, ¢esitli kanser hastalarindan alinan plazma veya serum
orneklerinin  miRNA profilleri incelenirken (Cortez & Calin, 2009), kronik
inflamatuar karaciger hastaliklar1 ve HSK ile ilgili cok az sayida miRNA ¢aligmasi
vardir (Gui ve ark., 2011; Qu ve ark., 2011; Xu ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2010).
miR-122’ye ek olarak, 6n bulgulara gore, miR-885, miR-21, miR-223 ve miR-29

kimi miRNA’larin farkli ekspresyonlar1 gozlendi.

1.3. Calismanin Amaci

Kronik HCV enfeksiyonu, diinya ¢apinda bir saglik sorunudur. Tedavisi her zaman
calismaz. Son calismalar IL28B polimorfizmlerinin hastalik siirecini etkiledigini
ortaya ¢ikardi. Bu caligmada ise, miRNA’larin IL-28B regiilasyonuna dahil olup
olmadig1 veya HCV enfeksiyonun sonucu veya tedavi yanit1 i¢in biyobelirte¢ olarak
kullanilip kullanilamayacag: ele alindi. Dolayisiyla, bu ¢aligmanin kronik hepatit C
tedavisini etkileyen konak organizmanin genetik faktorlerini daha iyi tanimak
acisindan da fayda saglayacagi diisiiniilmektedir. Ayrica, IL28B polimorfizmleri ve

serum mikroRNA’lar1 arasinda bag olup olmadigini da belirleyecektir.

Bu amagla, IL-28B dizilerinin miRNA baglanmasini gézlemleyebilmek i¢in silika
analizi yapildi. Olasi etkilesim bdolgeleri reporter assay yontemi ile ¢aligildi. Ayrica,
hasta ve sempanzelerde ekstraselliler miRNA’lar mikroarray PZR yontemi ile

incelendi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1-2.1.8’de gosterildigi gibi, bu c¢alismada kullanilan malzemeler farkh

tedarik¢ilerden satin alindi.

2.1.1. Kimyasallar, Plastik Gerecler ve Diger Malzemeler

Standart kimyasallar ve solusyonlar baska yerde acgiklanmadigi siirece Roth
(Karlsruhe, Almanya), Sigma (Uc¢ Endorf, Almanya) ve Merck (Darmstadt,
Almanya) sirketlerinden satin alindi. Kullanilan pipet uglar1 Biozym (Oldendorf,
Almanya) ve Labomedic (Bonn, Almanya) sirketlerinden elde edildi. Gerekli olan
hiicre kiiltiirii plastik iiriinleri TPP (Horstel, Almanya), Nunc (Wiesbaden, Almanya)
ve Becton-Dickinson Laboratuar Gerecleri (Lincoln Park, NJ, ABD) sirketlerinden
saglandi. Solusyonlar ve diger malzemeler, 121°C‘de 1,2 bar ve nemli 1sida 20
dakika otoklavlanirlar (Varioklav, H+P Labortechnik, Almanya). Cam ve metal
kaplarin steril olmasi i¢in 5 saat boyunca 180°C’de 1sitilir (Memmert, Schwabach,

Almanya).

Tiim tamponlarda ve solusyonlarda filtrelenmis deiyonize su kullanilir (Elga
Berkefeld, Celle, Almanya). Tamponlarin ve soliisyonlarin bilesimleri ve kaynaklari

yontemler kisminda bulunur.

2.1.2. Enzimler

Bahsi gecen enzimler asagidaki sirketler tarafindan satin alindi:



e Notl (Restriksiiyon Endoniikleaz)
e Tag-DNA polimeraz

o TyLigaz

e Xhol (Restriksiiyon Endoniikleaz)

2.1.3. Kulamilan Cihazlar

e Agilent 2100 Bioanalyzer

e CO, Inkiibatoru

e Distile Su Cihaz1

e Floresans Mikroskop

e Hassas Terazi

e Jel Elektroforez Cihazi

e Jel Gorlintiileme Sistemi

e Kuru Blok

e Laminar Flow

e Nanodrop 1000 Spektrometresi

e Otoklav

e pH Metre

e Real-time PZR Cycler

e Santriftij Cihazlar

e Su Banyosu

e TagMan MikroRNA Array Sistemi
TM C1000 Thermal Cycler PZR Cihaz1

2.1.4. Hiicre Kiitiirii

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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(Biolabs, MA, ABD)
(Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya)
(Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya)
(Biolabs, MA, ABD)

Sigma-Aldrich, Almanya



e FCS
e Tripan Mavi solusyonu (0.5 %)

e Tripsin

2.1.5. Kitler ve Assayler
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Sigma-Aldrich, Almanya
Biochrom AG, Berlin, Almanya
GibcoBRL, Karlsruhe, Almanya

Deneylerde kullanilan tiim kitler ve assayler iiretildikleri sirketleri asagida

belirtilmistir:

e Agilent RNA 6000 Nano Kit

e BigDye Terminator Sekans Kit v.3.1
e Dual-Glo™ luciferase reporter assay
e Lipofectamin 2000

e miRNA-SYBR Green PZR Kit

e miRNeasy Mini Kit

e miScript-Reverse Transcription Kit
e Nucleobond PC-100

e Passive Reporter Lysis Tampon, 5X
e Perfectprep Gel Cleanup kit

e TagMan miRNA Reverse Trans. Kit
e TagMan PreAmp Master Mix

e TagMan Universal PZR Master Mix

2.1.6. Oligoniikleotidler

Agilent, Heilbronn, Almanya
Applied Bio, Darmstadt, Almanya
P.J.K, Kleinblittersdorf, Almanya
Invitrogen, Karlsruhe, Almanya
Qiagen, Hilden, Almanya

Qiagen, Hilden, Almanya

Qiagen, Hilden, Almanya
Macherey & Nagel, Diiren, Almanya
Promega, Madison, ABD
Eppendorf, Hamburg, Almanya
AB, Darmstadt, Almanya

AB, Darmstadt, Almanya

AB, Darmstadt, Almanya

Cizelge 2.1°de listelenen oligoniikleotidler Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Almanya) sirketinden satin alind1 ve dimerizasyon (2.2.2.10) ve psiCHECKTM-2

vektoriine klonlamak i¢in kullanildi.



Cizelge 2. 1. Oligoniikleotid

Oligoniikleotid
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psiCHECK-2-F | GCA ACT ACA ACG CCT ACC TTC GG Promega
psiCHECK-2-R | CGA AAA GGT CAC ACT CTG GGG CG Promega
IL28B 3'UTR-F | CCC TTC CGC CAG TCA TGC AAC CTG AG | BuTez
IL28B 3'UTR-R | GGG AAG GCG GTC AGT ACG TTG GACTC | Bu Tez
Sensor134-F | CCC CTC TGG TCA ACC AGT CAC A Bu Tez
Sensor134-R | GGG GAG ACC AGT TGG TCA GTG T Bu Tez
IL28B-877 ORF-F | CAC ACC CTG CAC CAT ATC CTC TCC CAG | BuTez
C
IL28B-877 ORF-R | GTG TGG GAC GTG GTA TAG GAG AGG | BuTez
GTC G

IL28B geni {izerindeki potansiyel hedefleri tespit i¢in kullanllan miRNA

transkriptleri ¢izelge 2.2°de listelenmistir. Sentetik miRNA’lar pre-miRNA’larin Dicer

tarafindan kesilmesinin ardindan dubleks (miRNA: miRNA*) olarak hiicre i¢ine alinir.

Cizelge 2. 2. Primer

Oligoniikleotid Kaynak

miR-134 Qiagen, Hilden, Almanya

miR-877 Qiagen, Hilden, Almanya

SV40 Qiagen, Hilden, Almanya

2.1.7. Plazmidler
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Cizelge 2. 3. Plazmidler

Vektor Tanim ve Fonksiyon

Sensor134 miR-134 dizisi olan reporter vektor

IL28B-3’UTR IL28B 3’UTR dizisi olan reporter vektor

IL28B-877 ORF | miR-877 i¢in IL28B ORF dizisi olan reporter vektor

2.1.8. DNA Markin ve Yiikleme Soliisyonu

e 06X DNA Yiikleme Soliisyonu (Fermentas, St. Leon-Rot, Amanya)
e GeneRuler™ 1kb DNA ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya)

2.1.9. Tamponlar ve Soliisyonlar

¢ LB medium:

1.0 % [w/v] tryptone (Fluka, Almanya)

0.5 % [w/v] bacto-yeast extracts (Difco, ABD)
0.8 % [w/v] NaCl

NaOH (pH degerini 7.6’a ayarlayin)

Medium ampisilin eklenmeden 6nce 40-50°C’de sogutulur.

e Antibiyotik

Ampisilin — Stok soliisyonu: 50mg/ml (Calisilan konsantrasyon: 100pug/ml)

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe)



4500 mg/1 glikoz
110 mg sodyum priivat ve L-glutamine

FCS 10 % (Invitrogen, Karlsruhe)

e LB agar:
15¢g/1 LB medium Bacto-Agar (Difco)
e 2xTSS:
20 % [w/V] PEG 8000 (Sigma, Almanya)
10 % [v/v] DMSO (Sigma, Almanya)
70.0 mM LB i¢inde MgCl,
pH 6,5
e PBS10x
74 g NaCl
14.2 g NazHPO4 X HzO
362 ¢ NaH,PO4x 2H,0
pH 7.4

1000 ml’ye kadar su ekle

e TAE Tamponu

40 mM Tris-acetat, pH 7.8
5 mM Na-acetat
1 mM EDTA, pH 8.0

2.1.10. Hiicre Hatt1
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Huh7 hiicre hatt1 kullanildi.

Cizelge 2. 4. Hiicre hatt1

Cell line Characteristics Source
HUH?7 human epithelial hepatoma Prof. U. Protzer
cell line (Miinich) GER

2.2. Yontemler

Bu calismada kullanilan yontemler 2.2.1-2.2.8 arasinda anlatilmaktadir.

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

HuH7 hiicreleri %10 FCS igeren Dulbecco’s modified Eagle’s mediumda 37°C ve
%35 CO, iceren inkiibatorlerde biiytitiildii. Bu hiicre hatlari ile ilgili tiim deneyler
laminer flow altinda yapildi ve hiicreler pasajanmadan once % 90 konfluense

ulasildi.

2.2.1.1. Hiicre Pasaj1

Medium aspire edildikten sonra 1 x PBS eklendi ve tekrar aspire edildi. Bu sekilde,
yapisik (adherent) hiicreler kalan serumun tripsini inhibe etmemesi i¢in 1 x PBS ile
tic kez yikandi. Hiicreler tripsin (1 x PBS i¢inde % 0.25 tripsin /% 0,02 (w/v) EDTA)
ile 5 dakika boyunca 37 °C‘de adherens kalkana kadar inkiibe edildi. Ortama taze
medium eklemek tripsinin etkisini durdururken pipetlemek hiicre kiimelerinin

dagilmasini sagladi. Ardindan hiicreler split edilip DMEM ile ekildi.
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2.2.1.2. Hiicrelerin Donmasi ve Coziilmesi

Hiicreler % 90 konfluense ulastiklarinda, 1 x PBS ile yikand, tripsinize edildi, 2 ml
taze medium eklendi ve 1000 rpm / 4°C*de 5 dakika Beckman GPR santrifiijiinde
(Beckman, Krefeld, Almnya) santrifiij edildi. Pelet 500ul taze mediumda yeniden
stispansiyon edildi. Tiim soliisyon kryovial tiip i¢ine eklendikten sonra 500ul DMSO
(DMSO + DMEM ¢o6ziim) ile hafif¢e karistirildi. Hiicreler 24 saat boyunca yavas

yavag -70°C’ye donduruldu ve son olarak siv1 azot igerisinde saklandi.

Donmus hiicreleri kiiltiir edilmeleri igin, hizla ¢oziildiiler ve 9 ml taze mediumda
inkiibe edildiler. 12 saat sonra medium yenilenerek kalan DMSO’larin ortadan

uzaklagmasi saglandi.

2.2.2. Hastalar ve Serum Ornekleri

HCV enfeksiyonlu 80 hastanin serum oOrnekleri Peter Ferenci (Gastroenteroloji
Boliimi, Viyana)‘den elde edildi. Kan alinmadan Once yazili onaylar1 alinmistir.
Tim hastalar HCV genotip 1 veya 4 ile enfekte olup, peg-interferon o-2a arti
ribavirin kullanilarak tedavi edildiler. Tedavi siiresi, 4 ile 12 haftada tedavinin
virolojik yanitina gore tespit edildi. Kohortun klinik 6zellikleri daha dnce Dr. Ferenci

tarafindan rapor edilmistir (Ferenci ve ark., 2010).

Sempanzelerin serum Ornekleri Stephen Feinstone (Ulusal Saglik Enstitiileri,
Bethesda) aracili ile elde edildi. HCV inokiilasyon baslangicinda Ch 6461 3 yasinda,
Ch 6394 4 yasinda, Ch 6412 ve Ch 6411 2 yasinda idi. Ch 6461 ve Ch 6394°de
kronik hepatit geligsirken Ch 6412 ve Ch 6411 enfeksiyondan kurtuldu.
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Cizelge 2. 5. Hepatit C enfekte sempanzelerden farkli zamanlarda alinan serum &rnekleri.
Pembe bolgeler karsilastirmanin yapildigi kisimlar gostermektedir.

Sempanze inokiilasyondan 2 inokiilasyondan | inokiilasyondan HCV
giin once (A) sonra (B) sonra (C)

Ch 6461 1/5/2001 5/9/2001 (~4 5/12/2001 (~7 Iyilesme
months) months)

Ch 6394 17/4/2002 15/5/2002 (~1 30/10/2002 (~7 | lyilesme
months) months)

Ch 6412 4/5/2000 29/11/2000 (~7 23/5/2001 (~12 Kronik
months) months)

Ch 6411 4/5/2000 29/11/2000 (~7 23/5/2001 (~12 Kronik
months) months)

2.2.3. RNA Ekstraksiyonu ve Kalite Kontrolii

Total RNA izolasyonu bir fenol yontemi olan Qiazol ile (Qiagen, Almanya)
yuritildii. Izolasyon, iiretici firmanin protokoliine goére yapildi. DNaz asamasi

yapildi ve RNA patternlerini analiz etmek i¢in mikrofliiidik elektroforez kullanildu.

2.2.3.1. Trizol Metodu ile Total RNA Purifikasyonu

Hem RT-PZR ve hem de mikroarray calismasi icin, hiicrelerden alinan 200ul
stipernatant 2pmol SV40 ve 800ul Qiazol (Qiagen, Hilden Almanya) ile birlikte
karistirildi. Daha sonra, RNA izolasyonu fiiretici firmanin protokoliine gore yapildi.
Izole edilen RNA 30ul RNAz olmayan su ile diliie edildi ve bir sonraki kullanima
kadar -20°C’de sakland.

2.2.3.2. Fotometrik Belirleme ile RN A Kalite Kontolii ve Mikrofliiidik Analiz

RNA konsantrasyonu ve saflik derecesi 260 nm ve 280 nm (2.2.3.2.2) ve (2.2.3.2.2)
dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlendi.
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2.2.3.2.1. NanoDrop

DNA konsantrasyonunun tayini NanoDrop® ND-1000 spektrofotometre (Peqlab
Biyoteknoloji, Erlangen, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Olas1 bir protein
kontaminasyonu OD 260 / OD 280 orani ile tespit edilebilir. Iyi saflastiriimis DNA

solusyonu 1.8 ile 2 arasinda bir oran igerir.

2.2.3.2.2. Mikrofliiidik Elektroforez

RNA konsantrasyonu ve kalitesi, 28S:18S RNA orani baz alinarak RNA 6000 Nano
assay reagent kiti ile Bioanalyzer 2000 kapiler elektroforez (Agilent, Heilbronn,
Almanya) cihazinda degerlendirildi. Her ornekteki kiigiik RNA’larin varligt RNA
elektroferogramda goriilen peak ile tespit edildi. Tiim asamalar {iretici firmanin

protokoliine gore yapildi.

2.2.4. Real Time PZR ile miRNA Kantitasyonu

miRNA miScript-Ters Transkripsiyon kiti ve miRNA SYBR Green PZR Kiti
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak iki asamali bir gercek zamanli PZR ile analiz

edildi. Tki adim PZR asamas1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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1. Asama:

poliadenilasvon
AAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAA

.. Migo-dT-
ters tramskripsiyon &

E adaptiir

e =

< primer

%
2, Asama: %
miRNA-spesifik primer
—_—
—
Cercek Zamanh PZR liniversal primer

(SYBR Green)

Sekil 2. 1. Gergek zamanli PZR ile miRNA 6l¢timii.

Ik asamada, RNA poliadenile olur ve bir kuyruklu oligo-dT adaptér primer
tarafindan ters transkripsiyonu yapilir. Ikinci asamada, kuyruklu dizi ve miRNA
dizileri primer baglanmasi i¢in hedef olarak is goriirler (Sekil 2.1). cDNA sentezi ve
gercek zamanli PZR i¢in kullanilan primerler GeneGlobe Arastirma Merkezi
(Qiagen)‘den satin alindi. Her bir 6rnek, ti¢ defa tekrar edildi. Ekstraselliiler miRNA
diizeylerinin normalizasyonu i¢in, SV40-miRNA (Qiagen), serum oOrneklerine ve

hiicre kiiltiirii siipernatantlarina(2pmol/200ul) RNA izolasyonu dncesi eklendi.

2.2.4.1. Poliadenilasyon ve Ters Transkriptaz

Total RNA 2.2.3.1’de aciklandig1 sekilde izole edildi. DNA’dan arinmis bir
mikrogram RNA, poliA Polimeraz (Qiagen, Hilden, Almanya) ve 4 pl tampon iceren
20 pl’lik toplam hacim iginde poliadenile oldu. Enzim 37°C‘de 60 dakika calist1 ve
95°C’de 5 dakika inaktif oldu.
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cDNA asamasindan sonra, gen veya miRNA transkriptleri tesbit edildi. Izole
RNA’nin transkripsiyonlar1 Ters Transkripsiyon miScript Kiti (Qiagen, Hilden,

Almanya) kullanilarak iiretici protokoliine gore yapildi.

2.2.4.2. Ger¢cek Zamanh PZR

Cabuk ve daha glivenilir bir sekilde transkripti belirlemek i¢cin, SYBR Green PZR
Master Mix ve TM C1000 Termal Cycler (BioRad, Miinih, Almanya) kullanildu.
SYBR Green (10 pl) 0.8 ul forward ve reverse primer (her ikiside 10 uM), 7.4 ul
deiyonize H,O ve 1 pul DNA veya cDNA (10-50 ng) ile karistirildi. Geleneksel
PZR’1n aksine, kantitatif gercek zamanli PZR (qPZR) 6l¢iimleri ve PCR siiresince
amplifikasyonun grafik goriintiisii PZR iiriinlerinin miktar1 ile orantili olarak artan
0zel floresan sinyalleri ile 6l¢iildii. cDNA diliisyon serisi ile standart egriler yapildi.
Her 6rnek iicer defa calisildi ve miRNA normalizasyonu igin, 6rneklerin RNU6B

diizeyleri ol¢iildii. PZR asagidaki kosullar altinda yapildi.

1.95°C 10 dak. ]
2.95°C 30 saniye 50 x
3.60°C 1 dak. —
4.55°C 30 saniye
5.95°C 30 saniye

Gergek-zamanli PZR Biorad Cycler (BioRad, Miinchen, GER) cihazinda calistirildi.
Bir 6rnegin icerdigi kopya sayisini belirlemek i¢in, standart egri, kopya sayis1 esik-

deger dongiisii (threshold cycle: CT) ile karsilagtirilarak hazirlandi.

2.2.5. miRNA Mikroarray

Dort sempanze oOrneginden alinan total RNAlar trizol metodu ile daha Once

bahsedildigi (2.2.3.1) gibi izole edildi. RNA’larin kalitesi ve safligi Bioanalyzer



32

2000 kapiler elektroforez (Agilent, Heilbronn, Almanya) RNA izolasyonu
(2.2.3.2.2) ile gozlendi. Ornekler PZR amplifikasyonu
icin yeterli oldugundan, miRNA mikroarray’ler Applied

Biyosistem (Darmstadt, Almanya) sirketinden satin cDNA
alindi. cDNA’nin iireticinin protokoliine gore total RNA
orneklerinden ters transkripsiyonu yapildi. Her cDNA

ornegi igin, 384 kiicik RNA 384 kuyucuklu Pre-Amplifikasyon
mikroplakalar PZR  plaka kurulumu kullanarak '

kesitlendirilmistir. Cihaz ve elle ¢alisma hatalar1 ¢cok az

oldugundan, higbir PZR iiriinii olgiilmedi. c¢DNA qPZR
templateleri pre-amplifikasyon asamasinda Megaplex ‘
Preamp primerleri ve TagMan® Preamp Master Mix

kullanilarak PZR iiriinlerine déniistiiriildii. Gergek qPZR Sonucu

zamanli PZR sirasinda, her TagMan MGB prob forward

ve reverse primer kisimlar1 arasinda tamamlayici dizisi ile hibrit ¢ifti olusturur .
Amplifikasyona bagl hedef diziler sentezlendikge, hibrid problart AmpliTaq Gold®
enzimi ile kesilir ve quencher adi verilen sondiiriicii boya floresan maddeden ayrilir.
Bunun sonucunda da floresans yayiliminmi artirir. Veriler Real-Time StatMiner™

Integromics SL Yazilim 2.5 kullanilarak analiz edildi (Madrid, ispanya).

2.2.6. Bioinformatik

Bu tez i¢in asagidaki yazilimlar kullanildi (Cizelge 2.6).

Cizelge 2. 6. Kullanilan yazilimlar

Yazilhm Versiyon Kaynak
FinchTV 1.4.0 Geospiza (Seattle, ABD)
Redasoft
Plasmid 1.1 Redasoft (Toronto, Kanada)
. http://www.premierbioso . .
NetPrimer ft.com Premier Biosoft (Palo Alto, ABD)
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CFX Manager 1.6.541.028 BioRad (Miinchen, Almanya)

Olympus Soft Imaging Solutions

A
S 2:5 (Miinster, Almanya)
Ascent 26 Thermo Labsystems (Helsinki,
Software ) Finlandiya)
SPSS Statistic 17.0 SPSS Software (Miinchen, Almanya)
Revelation 3.2 Dynatech Laboratories (VA, ABD)
Alpha Ease 40.0 Alpha Innotech Corporation
FC TM o (CA, ABD)

. Decon Science Tec GmbH
DeVisionG 2.0 (Hohengandern, Almanya)
Target Scan ref. (Creighton et al., 2008), web

5.1 sayfasinda tlicretsiz mevcut:
http://www.targetscan.org/

ref. (Griffiths-Jones et al., 2008), web
miRBase 10.0 sayfasinda {icretsiz mevcut:
http://www.mirbase.org/index.shtml

Human

Real-Time

StatMiner™ 4.2 Integromics S.L. (Madrid, Ispanya)

2.2.7. miRNA Baglanma Bélgelerinin Tespiti i¢cin Reporter Vektor Dizaym

Hiicre icinde hedef bolgelerindeki miRNA baglanma aktivitesini degerlendirmek

amaciyla, ilgili geni ve lusiferaz genini iceren reporter vektorler asagidaki dizayn

edildi.

2.2.7.1. Restriiksiyon Analizi

Ligasyonu icin kullanilacak olan plazmidler, iireticinin talimatlarina goére standart
yontemler kullanilarak Notl ve Xhol endoniikleaz (New England Biolabs, Frankfurt

am Main, Almanya) emzimleri ile kesildi.
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2.2.7.2. Dimerizasyon ve DNA Ligasyonu

Birbirine komplement olan oligoniikleotidlerin (Cizelge 2.1) dimerizasyonu 95 °C’de

10 dakika 1sitilip 40°C’ye kadar yavas yavas sogutuldu ve asagidaki protokole gore

yapildu.

e Dimerizasyon karisimi:

oligo-niikleotid 1 [100 uM]
oligo-niikleotid 2 [100 uM]

hybridizasyon solusyonu

e Hybridizasyon soliisyonu:

TRIS
NaCl
EDTA

20 pl
20 ul
40 ul

50 mM
300 mM
2 mM

T4 DNA ligaz (Fermentas, Almanya) kullanarak yapilan ligasyon reaksiyonlari

tireticinin talimatlarina gore hazirlandi ve oda sicakliginda 3 saat ya da gece boyunca

inkiibe edildi.

2.2.7.3. DHSa-E.coli icine Plazmid Transformasyonu

Ilgili genin reporter vektore yerlestirilmesinin ardindan, bu vektoriin DH5a-E.coli

bakteri hiicrelerine transformasyonu sonucunda biiylik miktarlarda ayni1 vektérden

elde etmek i¢in plazmid aplifikasyonu yapilir.

2.2.7.3.1. Competent E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi



35

Competent bakteriler Chung ve arkadaslar1 (1989) (Chung, Niemela & Miller, 1989)
tarafindan agiklanan TSS yontemi ile hazirlandi. Hiicreler (DH-5a) sallamali
inkiibatorde 37°C ve 180 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi. Gece boyunca
bekletilen hiicrelerden 100pul alinip 50 ml taze LB mediuma eklenip log-faz (OD600
= 0.4) olana kadar inkiibe edildi. Hiicrelerin Beckman modeli J2-21 santrifiij cihazi
ile 4°C ve 15 dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmesinin ardindan bakteriyel pellet 2,5
ml LB’de yeniden siispanse edildi. Esit hacimde TSS (2x) ilave edildi. Dikkatli bir
sekilde kanistirildiktan sonra, bakteriyel siispansiyon 150ul’lik hacimler halinde

ependorf tiiplere kondu ve daha sonra kullanilmak tizere -70 °C*de depolandi.

e TSS (2x):

20 % [w/ V] PEG 8000 (Sigma, Dreisendorf, Almanya)
10 % [v/ V] DMSO (Sigma, Dreisendorf, Almanya)
70 mM LB i¢inde MgCl,

pH 6,5

2.2.7.3.2. Transformasyon

10-20ul ligasyon karisimi 150pl ¢6ziilmiis competent hiicrelere (DHS5a) eklenir ve
buz tizerinde 30 dak. inkiibe edildi. Transformasyonun verimliligi i¢in 42 °C‘de 2
dakikikalik 1s1 sok (heat shock)‘u uygulandi ve 1 dakika buzda bekletildi. Antibiyotik
direnci ve iiremeyi artirmak i¢in, bakteriler 1 saat siireyle 37 © C’de 600 pl LB
mediumunda inkiibe edildi. Hiicreler ampisilin igeren LB-agarli petri kaplarina

yerlestirildi ve 37 © C’de gece boyunca inkiibe edildi.

2.2.7.3.3. Rekombinant Analizi ve DNA Izolasyonu
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Her bakteri kolonisi 5 ml LB-ampisilin mediumunda sallamali inkiibatorde (Gerhardt
Thermoshaker, Konigswinter, Almanya) 37°C 170rpm’de gece boyunca inkiibe
edildi. 2ml‘lik Bakteri kiiltiiri  14000rpm’de 2 dak. santrifiij edildi ve pelet 6nce
150ul buz tampon 1 ile sonra esit hacimde tampon 2 eklenerek yeniden silispanse
edildi. 150ul’lik tampon 3 eklenmesi lizatin notralizasyona sebep oldu. Maksimum
hizda santrifiij sonrasi, 450ul izopropanol supernatant iceren DNA’ya eklendi ve
13.000rpm’de santrifiij edildi. izopropanol uzaklastirildiktan sonra DNA % 70 EtOH
(etanol) ile yikandi. Peletin tamamen etanolden uzaklastirilmasi i¢in ise 37 °C’de
pelet kurutuldu ve 30 pl H,O ile yeniden suspense edildi. Recombinantlarin analizi
icin agaroz jel yiiriitildi. 100mI’lik 1X TAE tamponu i¢ine 2 gr agaroz (Sigma-
Aldrich, Steinheim) eklendi. DNA UV 15181 sayesinde goriintiilendi.

e Tampon 1:

50 mM Tris-HCl
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaz
pH 8.0

e Tampon 2:

200 mM NaOH
1% SDS

e Tampon 3:

28 M Potasyum acetat
pH 5.1

2.2.7.3.4. Plazmid Sekans Analizi
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Dizayn edilen tiim reporter plazmidler sanger yontemi (Sanger, Nicklen & Coulson,
1977) ile ile Genetik Enstitiisii (K&Iln Universitesi) laboratuarinda yapildi. Sekans
analizi, Uretici talimatlar1 kullanarak cycle sequencing prosediiriine gére BigDye
Terminator sekans kiti 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Almanya) ile yapildi.
Kapiler elektroforez’de Kdln (GCC) Genomik Merkezi'nde yapildi.

e Sekans karisimi:

BigDye terminator mix 2 pl

buffer 4 ul

primer 5 pmol

DNA 150 — 300 ng

H,O 20 pl’ye ulasana kadar

e Dongii: Sekans analizi i¢in PZR kosullari:

1.96 °C 1 dak.
2.96 °C 15 saniye
3.50°C 10 saniye
4.60 °C 4 dak.
5.60°C 10 dak.

Ikinci ile dordiincii asama aras1 30 kez tekrar edildi.

2.2.8. Reporter Assay

Lusiferaz assay Tretici protokoliine gore psiCHECKTM-2 reporter plazmid
(Promega, Madison, ABD) kullanilarak yapildi. Hiicreler, plazmid DNA ve
mikroRNA transfeksiyonu i¢in, 1x10° hiicre 24 kuyucuklu plakalara bir giin
oncesinden antibiyotik icermeyen mediumla beraber yetistirildi. % 90-95 konfluense

ulastiginda, Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 0,8 mg reporter plazmid ve miRNA
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(son konsantrasyon 50 nm)‘lar ile birlikte hiicrelere transfekte edildi. Ornekler 120ul
lizis tamponu ile 24 saat sonra toplandi ve her bir 6rnek ikiserli gruplar halinde
gozlendi. Lusiferaz aktivitesi Dual Lusiferaz Assay Sistemi (Promega) kullanilarak
MLX microtiter Plate Luminometre (Dynatech Laboratuvarlari, VA, ABD)‘de tespit
edildi.
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3. BULGULAR

[lk asamada, reporter assay aracilign ile IL-28B mRNA’y1 tahmini hedef alan
miRNA’larin IL28B regiilasyonunda gorev alip almadigi test edildi. Ek olarak,
IL28B SNP analizi ve Hepatit C enfeksiyonu olan hastalarin miR-122 serum
diizeyleri bu calisma i¢in kullanilan numuneleri karakterize etmek amaciyla calisildi.
Ayrica, hepatit C enfeksiyonu olan sempanze serum orneklerinden de mir-122 miktar
tayini yapildi. Ektraseliiler mikroRNA ‘larin biyobelirte¢ olarak kullanilabilir oldugu
bilindiginden, hepatit C enfeksiyonunu etkileyen miRNA’larin tesbiti icin

sempanzelerin ayni serum 6rneklerinden mikroarray profilleri analiz edildi.

3.1. HuH7 hiicrelerinde IL28B 3’UTR Bolgesinin miR-134 ile Regiilasyonu

IL28B-3’UTR bolgesini tahmini hedef alan miRNA’lar1 aragtirmak i¢in, TargetScan
(www.targetscan.org) (Creighton ve ark., 2008), miRBase (www.mirbase.org)
(Griffiths-Jones ve ark., 2008), Miranda (www.microrna.org) (John ve ark., 2004),
ve PicTar (pictar.bio.nyu.edu) (Krek ve ark., 2005) gibi veri tabanlar1 tarandi.
Korunmus bir miRNA olan miR-134 (Sekil 3.1-A), potansiyel olarak IL28B-3’UTR
yi hedef alan tek miRNA oldu (Sekil 3.1-B).
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farkh tiirlerde miR-134 dizileri
Homosapiens UGUGARUGGUUGARERGAGGEG 2

Mus musculus UG UGHBUGGUUCARRNGAGGGE 22 112883 UTR

Canis famiiaris UGUGARUGGUUGARENGAGGEE 2

pan rogodyes UGUGHEUGGUUGARBAGRGGGG 2 , {4 |
Equus cabalus UGHGARUGGUUGHRRNGAGGGG 2 S CCCTTOCCCCAGTCATECAACCTEAG 3

Canis famiiars-1 GHGNBUGCOUGARNNGHGGEE 2 .. | | l. A ..
3 GGGCAGACCAGTTGGTCAGTGT &
Rattus norvegieus DGDGHBUGGUUG ARENGAGGGE 22 )

Consensus UGUGACUGGUUGACCAGAGGGG T _
100 miR-134

Conservation
[1;

A B

Sekil 3. 1. miR-134’iin IL28B 3'UTR bdlgesine olasi baglanmasi. miR-134’{in IL28B
3'UTR bolgesine olas1 baglandig diziler korunmustur (A). miR-134’iin IL28B 3'UTR ye
baglanma enerjisi -11.49kcal/mol’diir (B).

Sekil 3.1°de goriiliigli gibi miR-134 etkilesimi seed region ve yakinindaki diger ii¢
tane baz eslesmelerini igerir. Bundan sonra, belirli restriksiiyon bdlgeleri
kullanilarak, miR-134’lin tahmini hedef aldig1 IL28B, 3’UTR bdlgesi 3’ucundaki
sentetik Renilla lusiferaz gen ve translasyonel durdurma kodonunun yer aldigi ¢oklu
klonlama bolgesi olarak bilinen lusiferaz reportermin asagisina yerlestirildi.
Lusiferaz reporter1 (psiCHECK™ -2 vektor (Promega, Madison, ABD)) RNAi
indiiksiyonu sonucu olusan ekspresyonu izlemek i¢in brincil reporter geni olarak
Renilla luciferazin, hRluc, sentetik versiyonunu igerir. Renilla lusiferaz sinyali
kolayca psiCHECK ™ -2 Vektor kullanilarak firefly lusiferaz sinyaline normalize
edilir (Sekil 3.2).
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SV40 enhensir/promotor

{ Kimerik intron

_f.)~*~ T7 RNA polimeraz

promotor

Hedef dizi B:::.-l::lt;;?z pSICheck 2 ; r Aol (1644)

menotbm Promotor  hiuce |
sv4o Q

poli(A)

¢oklu
klenlama
bolgesi

6273 bp T St (1675

sentetik
poli(A)

HSK-TK
promotor

Irluac+

Sekil 3. 2. psiCHECK™-2 Vektor haritasi. RNA interferansi (RNAi) optimize etmek i¢in
nicel ve hizli bir yaklasim saglar. Hedef gen ekspresyonundaki degisiklikleri goriintiillemeyi
saglar.

SV40 promoter Renilla lusiferaz ekspresyonunu saglar. Kimerik intron SV40
artirict/promotor bolgesinin asagisinda yer alir ve gen ekspresyonu diizeyinde artiga
yol agar. T7 RNA polimeraz promotor T7 RNA polimeraz kullanarak in vitro RNA
transkript sentezlemek i¢in kullanilabilir. Renilla lusiferaz, hRluc, inhibisyon siireci
nedeniyle ekspresyon degisikliklerini Slger ve firefly lusiferaz, hluc+ i¢ kontrolii
Olegmek i¢in kullanilir. Olasi rekombinasyon olaylarmi azaltmak ve kararli RNA
diizeyini artirmak icin, polyadenilasyon sinyali (sentetik SV40 poliA) ve ampisilin
diren¢ secilimi i¢in ise Amp" kullanilir. Klonlamanin basarili olmasi sekans analizi
ile kontrol edildi. IL28B 3-UTR’nin reporter plazmide basaril bir sekilde klonlamasi
sonrast (Sekil 3.2), bu reporter DNA, sentetik bir miR-134 dubleksi veya bir rasgele
kontrol olan scrambled miRNA kombineli lipozom aracilt transfeksiyon
(lipofectamine 2000) ile HuH7 hepatoma hiicre hatlar1 i¢ine sunuldu. Eger miR-134
hedef IL28B 3-UTR’ye baglanirsa, miR-134 ko-transfeksiyonu RNAi siirecini
baslatir, ilgili mRNA’nin Renilla lusiferaz genini keser ve Renilla lusiferaz sinyalini
diisiirtir. Kontrol deneyi i¢in ise mir-134’{in tamanen tamamlayicis1 olan dizi
lusiferaz reportera klonlandi. Firefly/Renilla lusiferaz aktivitesi li¢ defa tekrarlanan

deneylerin ortalamasi alinarak tespit edildi.
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Sekil 3. 3. miR-134’iin HuH7 hiicrelerine transfeksiyonu. Sensorl134, miR-134’{in
tamamlayicist ve beklenildigi gibi lusiferaz sinyali mir-134 tarafindan engellendi. IL28B
3’UTR bdlgesi i¢in ise ¢ok az sinyal diismesi gozlendi.

il A
mirk-1
26bg

Sonuglara, miR-134’iin ¢ok az ama signifikant bir sekilde lusiferaz aktivitesini
baskiladigini gostermistir (Sekil 3.3). miR-134’{in IL-28B 3’UTR bélgesine 1liml1 bir
etkisi olmasina ragmen, bu etki oldukca diisiik diizeyde olup IL-28B sentezi i¢in
Oonemli olmayabilir. Bu yilizden, miRNA’larin ORF’leri de hedef alabildigi
bilindiginden (Bartel, 2009; Selbach ve ark., 2008), bir sonraki asamada, potansiyel
miRNA baglanmasi i¢cin ORF dizisi analiz edildi.

3.2. HuH7 hiicrelerinde IL28B 877-ORF Bolgesinin miR-877 ile Regiilasyonu

IL28B ORF’yi tahmini hedef alan miRNA’lar aramak i¢cin miRNA veritabanlari
gozden gecirildi. 2.2.6°da belirtilen miRBase veritabani pek iyi korunmayan miRNA
ailesinden olan miR-877’yi olast miRNA olarak gosterdi (Sekil 3.4-A). miRNA’larin
ORF‘lere baglanmas1 3’UTR bolgelerine baglanmalarindan daha az etkili olmasina
ragmen (Bartel, 2009; Hafner ve ark., 2010; Li ve ark., 2011; Selbach ve ark., 2008),
mir-877 baglanma enerjisi ve neredeyse IL28B-ORF’ye tamamen komplement

olmasi nedeniyle gelecek vaat eden bir miRNA oldugunu gosterdi (Sekil 3.4-B).
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farkh tlivlerde miR-877 dizileri
Homo sapiens GUNGHGGHGAUGGRGBlccE 2 11288 8770RT
Mos muscules GUNGAGGHGAUGGHoNAGGE 20 o exdegerii 13
Macaca mata GUAGAGGAGAUGGRGRNGGE 20 IINENTEIIIE
Bostaus GUNGHGCHGAUGGHGHNGGE 2 3’ GGGACGCGGUAGAGGAGAUG 5°
Consensus GTAGAGGAGATGGCGCAGGG o
100
Conservation miR-877
0
A B

Sekil 3. 4. miR-877’nin IL-28B 8770RF bolgesine olasi baglanmasi. miR-877’nin IL-28B
8770RF’ye baglandig1 diziler ¢ok az korunmustur (A). (B) e degeri komplement dizilerin
Olciimiidiir. e degeri ne kadar diiserse, baglanma o derece artar. miR-877 IL-28B 8770RF
icin e degeri 1.3 (mirbase.org’dan elde edilmistir).

IL28B-8770RF bolgesi i¢in de lusiferaz reporter dizayn edildi. Bu reporter plazmid
icin yapilan deneyler lipozomal transfeksiyon kullanilarak gerceklestirildi. Lusiferaz
aktivitesinin MLX Microtiter Plate Luminometre‘sinde (Dynatech Laboratuvarlari,
VA, USA) olgiimiinden sonra, elimizdeki veriler miR-877’nin beklenenin aksine
reporter aktivitesini baskilamadigimni gosterdi. Bunun yerine, OFR’nin mRNA
translayonunun uyarilmasi yoluyla lusiferaz ekspresyonunu signifikant olarak artirdi

(Sekil 3.5).

1L28-877 ORF

0.40
0.35 -
0.30 -

* K
0,25 A
0.20 -
0.15 -
0.10 -
0.05 -
0.00 - r r -

lipofectamine scrambled miR-877

Relative Units [RU]
Renilla/Firefly

Sekil 3. 5. HuH7 hiicrelerinde miR-877 transfeksiyonu. IL28B 8770RF ekspresyonu miR-
877 varliginda artt.
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Diger deneyle birlikte ele alindiginda, miR-134 ve miR-877 IL28B ekspresyonunu
olaganiistii bir bicimde baskilamadigi goriildi. Bu nedenle, ikinci bir yaklasim
olarak, miR-122’nin HCV enfeksiyonu sirasinda terapatik (3.3) ya da spontan
iyilesme (3.4)’nin bir gostergesi olup olmadigi sorusuna cevap bulabilmek i¢in
interferon P tarafindan regiile edildigi one siiriilen (Pedersen ve ark., 2007) ve

karacigerde fazla miktarlarda bulunan bir mikroRNA olan miR-122 (Jopling ve ark.,
2005) ¢alisildi.

3.3. Peg-IFN Tedavisi Sonrasi Hastalarin Serum Orneklerindeki miR-122
Diizeyleri ve IL28B Polimorfizmlerinin Etkileri

Calismanin bu boliimiinde, 80 hastanin serum 6rnekleri kullanildi. Hastalar hepatit C
viriisii genotip 1 veya 4 ile enfekte idiler. Orneklerin karakteristik ozellliklerini

bilmek icin, IL28B SNP analizi ve serum miR-122 miktarlar tespit edildi.
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Sekil 3. 6. Total RNA izolasyonunun niteligi. A, kiigitk RNA Chip (Agilent Bio-analyzer) ile
yapilan verimlilik kontroliinii gosterir. Ladder RNA’larin molekiiler agirligini gosterir. B bir
ornegin elektroferogramini gosterir, 4. niikleotiddeki peak baslangic ¢izgisini temsil gosterir.
20 -30 nt arasindakiler diisiik molekiil agirlikli RNA’lar1 temsil eder.
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miR-122 kantifikasyonuna devam etmek i¢in, 2.2.3.1°de bahsedilen total RNA
izolasyonu, hasta ve sempanze serum Ornekleri kullamlarak gerceklestirildi. izole
edilen RNA tuz, protein, genomik DNA vb gibi kontaminantlardan uzak tutulmalidir.
Diisiik kaliteli RNA ters transkripsiyon yaparken sorunlara neden olabilir ve veri
kalitesini etkileyebilir. RNA verimi ve kalitesini (2.2.3.2.2) analiz etmek i¢in saflik
derecesi, mikroakiskan elektroforez ile tespit edildi. Elektropherogram kii¢iik
RNA’larin  basariyla ekstrakte edildigini gosterdi. Sekil 3.6 temsili bir
elektroferogram Ornegini gosterir. 18 -25 nt arasindaki peakler mikroRNA gibi
kiiciik RNA’lar1 gosterdiginden, hasta ve sempanze serum orneklerinden izole edilen

RNA ’lar ileriki analizler i¢in kullanilabildi.

3.3.1. IL28B SNP Genotipleri

HCV hastalari i¢in peg-IFN ve RBV tedavisi 24. haftada durdu, ardindan 48 haftalik
bir takip siiresi basladi. Hasta serumlarindan elde edilen verilere gore, SVR, relaps ve
tedaviye yanit verenlerin oranlari sirasiyla % 65, % 20 ve % 15 idi. Bu veriler ayni
zamanda miR-122 seviyesi ile IL28B genotiplerine bagh tedavi sonuglar1 arasindaki
iliskiyi analiz etmemizi sagladi. Fakat, miR-122 ve SVR veya tadaviye yant

veremeyenler arasinda bir korelasyon olmadigi goriildii (veri gosterilmemistir).

rs8099917 TT genotipine sahip hastalar diger hastalara gore daha yiiksek bir dagilim
ve daha yiiksek oranda SVR (% 75 p = 0.020) gosterdi. Sadece risk alleli GG
genotipine sahip bir hasta SVR gosterdi (Tablo 7).
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Cizelge 3. 1. IL28B rs8099917 motifleri. Kirmizi daire TT motifinin kalic1 virolojik yanit
oranini gosterir. Tedavi sonrasi hastalarin rs8099917 motifleri karsilagtirildi.

_ 1s8099917
T G GG | Total

‘anit Count 5 7 0 12
vermeyenler o ygninResponse | 417% | 58.3% 0% | 1000%
% withinrs8099917 |  98% | 269% 0% | 150%
Yamt Count 7 7 2 16
verenler % wihinResponse | 438% | 438% | 125% | 1000%
% witinrs8099917 | 137% | 269% | es7% | 200%
SVR  Count 3 12 1 52
%witinResponse | 750% | 23.1% |  19% | 1000%
% within 158009017 NZ65%/] 462% | 233% | 650%
Total Count 51 2% 3 80
%withinResponse | 638% | 325% | 38% | 1000%
% within 158099917 | 1000% | 1000% | 1000% | 100.0%

Benzer sekilde, rs12979860 CC genotipi 24 hastada goriildii ve diger motifler ile
kiyaslandiginda signifikant olarak daha yiiksek SVR (% 46.2, p = 0.023) gosterdi. bu
kohortta sadece CC motifine sahip 2 hasta tedaviye yanit vermedi. CC genotipi ile
SVR arasinda % 80 oraninda signifikant bir iliski gézlendi.

Cizelge 3. 2. [L28B rs12979860 motifleri. Kirmizi daire CC motifinin kalic1 virolojik yanit
oranini gosterir. Tedavi sonrasi hastalarin rs12979860 motifleri karsilagtirildi.

— rs12979860
T T/IC CiC Total

Yamt Count 1 9 2 12
vermeyenler % within Response 8.3% 75,0% 16,7% 100,0%
% within rs12975860 7.7% 243% 6,7% 15,0%

Yanit Count 6 6 4 16
verenler % within Response 37,5% 37.5% 250% | 100,0%
% within rs12979860 46,2% 162% 13.3% 20,0%

SVR  Count 5 2 N =2

% within Response 11,5% 423% ‘ 462% § 100,0%

% within rs 12979860 46.2% 59.5% 80, 65,0%

Total  Count 13 37 30 80

% within Response 16,3% 463% 37.5% | 100,0%

% within rs 12979860 1000% | 1000% | 1000% | 1000%

Sonug olarak, hepatit C enfeksiyonu olan hastalarin IL28B motifleri gosteriyorki,

diger ¢alismalar tarafindan da kanitlandig iizere, rs8099917 TT ve rs12979860 CC
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motiflerinin HCV tedavisi sirasinda hastalarin verdigi yanitlar1 artirdiklar1 goriildii

(Ge ve ark., 2009; Kraft ve ark., 2009; Suppiah ve ark., 2009; Tanaka ve ark., 2009).

3.3.2. Peg-IFN Tedavisi Sirasinda Ekstraseliiler miR-122 Seviyesi

miR-122 karacigerde fazlasiyla bulunmasina ragmen diger dokularda smirh
miktarlarda bulunur (Chang ve ark., 2004). miR-122’nin HCV ekspresyonunu
olumlu sekilde diizenledigi (Lewis & Jopling, 2010) ve IFN tedavisinin HuH?7
hiicrelerinde ve primer fare hepatositlerinde miR-122 ekspresyonunu énemli 6l¢iide
azaltigr biliniyor (Pedersen ve ark., 2007). Bu sonuglar, miR-122’nin HCV
enfeksiyonu sirasinda terapatik bir hedef olabilecegini gosterdi. Buna ek olarak,
mikroRNA’lar kanda serbestce dolasabildikleri i¢in hastalik belirtecleri gibi
davranabildiklerinden (Cortez & Calin, 2009; Gilad ve ark., 2008; Wang ve ark.,
2009), kanda bulunan miR-122’nin de cogunlukla karaciger patolojisi ile ilgili
oldugu diislinlilmektedir. Bu nedenle, bu calismada, hasta ve sempanze serum
orneklerindeki mir-122 seviyeleri ¢alisildi. Iyi karakterize olmus bu hasta

kohortunun serum 6rneklerindeki mir-122 seviyeleri 6l¢iildii.
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Sekil 3. 7. Peg-IFN tedavisine yanit sirasindaki ekstraseliiler miR-122diizeyleri.
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Oncelikle, Sekil 14 peg-IFN tedavisine verilen yanita gore farkli zaman noktalarinda,
serum miR-122 seviyelerini gosterir. Baglangicta, tiim hastalar yliksek miktarda miR-
122 seviyesine sahipken, daha sonra tedavi nedeniyle miR-122 seviyeleri
degismektedir. Ornegin, 4 hafta sonrasinda tedaviye komple yanit veren hastalarin
serum mir-122 seviyelerinde bir azalma egilimi vardir (Sekil 3.7). Ancak, ayni
zamanda, relaps ve tedaviye yanit vermeyenlerde de tedavi sonrast miR-122
seviyesinde bir azalma goriilmektedir (Sekil 3.7, kirmiz1 ¢izgi). ikinci olarak, miR-
122 ve HCV tedavisine yanit dikkate alindiginda, erken tedavi sirasinda, yanit
vermeyen ve relaps yanit veren hastalarin miR-122 serum diizeyleri komple yanit

verenlerinkinden daha diisiik ¢iktig1 gozlendi (Sekil 3.7, kirmizi daire).

mir-122 serum diizeyleri ve IL28B SNP genotipleri de birbiri arasinda karsilagtirildi.
Ancak, tedavi sonucuna dayali miR-122 verisine gore, miR-122 ile IL28B SNP
genotipleri arasindaki istatistiksel analizler ne rs12979860 ne de 1s8099917

polimorfizmleri ile signifikant olarak anlamli bir iligki ortaya koyamamuistir.

Sempanze HCV enfeksiyonu modeli daha iyi bir kohort olabileceginden bir sonraki
adimda, mir-122 diizeyleri, hepatit C ile enfekte sempanze serum Ornekleri

kullanilarak olgtldii.

3.4. Sempanzelerde Kronik Hepatit C Enfeksiyonu yada Iyilesmeye Bagh
Ekstraseliiller miR-122

Dort hayvandan alinan 6rnekler S. Finestone (NIH, ABD) tarafindan gonderildi ve
daha sonraki caligsmalar i¢in kullanildi. Bu ¢alismaya, ¢izelge 2.5’te aciklanan bir
erkek ve ii¢ disi sempanze dahil edildi. Asilamanin ardindan HCV enfeksiyonunun
stiresi yaklasik 7 ay oldu. Sempanze 1 ve 2 iyilesirken sempanze 3 ve 4 kronik
hepatit gelistirdi. HCV ile enfekte olan sempanzelerin miR-122 diizeylerini 6lgmek

icin serum Ornekleri incelendi. Bu amacla, sempanze serum drneklerinden total RNA
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izolasyonu yapildi ve RNA Kkalitesi Olgiimleri yiiksek kaliteli RNA’larin elde
edildigini gosterdi. Daha sonra, total RNA’dan cDNA elde edildi.

Inokiilasyon sonrasi ilk evrelerde miR-122 seviyeleri ¢ok yiiksekken, iyilesmis
sempanzelerin seralarinda miR-122 seviyesi diiserken kronik HCV enfeksiyonu

gelistiren sempanzelerin seralarinda ise yiiksek kaldi (Sekil 3.8).

miR-122/SV40

Serum miR-122

1A 1C 2A 2C 3A 3B 4A 4B

Sekil 3. 8. Asilamadan 7 ay sonra sempanzelerin serum miR-122 diizeyleri (B ve C). A ise
asilamadan 2 giin 6ncesini gosterir.

7 ay sonra ilk sempanzenin (iyilesen) serumundaki miR-122 diizeyi son derece diisiis
gosterdi ve ikinci sempanze de ise kaybolmaya basladi (Sekil 3.8). Ancak, ikinci
sempanze hepatit C enfeksiyonunu atlatmasina ragmen serumunda az miktarda miR-
122 seviyesi goriiniiyordu. Bu sonug, hayvanin yanliglikla alinan serumuna bagli
olabilir. Diger iki sempanzede ise hepatit C kroniklesti. Beklendigi gibi, kroniklesmis
sempanzelerdeki miR-122 seviyeleri 7 ay sonra bile hala yiiksek diizeydeydi. Ugiincii
sempanzenin miR-122 serum seviyelerinde 1limli bir diisiis yasandi, ancak hepatit C
enfeksiyonunu atlatan sempanzelerin seviyeleri ile karsilastirildiginda ise 3.
Sempanzenin serumunda hala biiylik bir miktarda mir-122 vardi. Bu arada, 4.
sempanzedeki mir-122 serum diizeyi ¢ok yiiksek olmasa da bir artis gdsterdi. Bu
nedenle, miR-122 seviyesinin HCV enfeksiyonu neticesini gosterebildigi

distiniilebilir.
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Sonrasinda ise daha fazla miRNA tiirii calismak i¢in, ABI Yasam Teknolojileri’nden
elde edilen arrayler kullanilarak PZR-Array analizleri yapildi.

3.5. Sempanze Plazma Orneklerindeki miRNA’lar1 Ol¢mek icin Kantitatif RT-
PZR Degerlendirilmesi

Hepatit C hastalarinin serumlarinda diizensiz bir bicimde ekspres edilen miRNA’larin
mevcut olup olmadigint arastirmak hedeflendi. Verimli bir sekilde bu miRNA’lar1
taramak i¢in miRNA mikroarray (2.2.5) yontemi kullanilarak, iki ayr1 havuz (pool)
analiz edildi. Her havuz karti 384 miRNA hedefini tespit i¢in primer ve problar1 da
icinde olmak iizere 384 kuyucuk igerir. Boylece, 768 miRNA hedefi analiz edildi ve
PZR orneklerinden biri asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 3.9).

Amplification Plot
Amplification Plot
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Sekil 3. 9. Birinci sempanzenin C noktasinda 384 amplifikasyonu (6rnek 1C).Cerceve
gecerli amplifikasyon sinyalleri tanimlar.
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Arraylerin kalite kontroli, biitiin 6rneklerdeki array PZR amplifikasyonunun dogru
bir bigimde yiriitiildiigiinii kanitladi. Serumda housekeeping RNA olmadigindan,
miRNA degerleri referans RNA olarak SV-40 miRNA kullanilarak AA-Ct yontemi

ile hesaplanda.

Sekil 3.10’da goriillen miRNA’lar kroniklesen sempanzelerde tiim zaman
noktalarinda oldukga artarken, iyilesmis sempanzelerde aynt miRNA’lar ¢ok diisiik
seviyelerde kaldi. Dolayisiyla, bu sekilde 24 miRNA tespit edildi. Ornegin, bu
ekstraseliiler miRNA’lardan 6zellikle miR-23a, miR-200 ve miR-335* kroniklesmis
sempanzelerin serum orneklerinde oldukca yiiksek miktarlarda oldugu goriildii. Ote
yandan, miR-383 ve miR-661 diger mikroRNA’lara kiyasla daha diisiik seviyelerde
bulundu. Buna ek olarak, havuzdaki diger serum miRNA‘larmin miktarlar

birbirinden ¢ok farkliydi.
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Sekil 3. 10. Tiim zaman noktalarinda kroniklesmis sempanzelerin serumunda oldukg¢a artan
miRNA’lar. Siyah A, kirmizi B ve yesil ise C zaman noktas1 gdstermektedir.
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4. TARTISMA

Bu tezde, IL28B’yi hedef alabilen miRNA’lar ve aym1 zamanda kronik hepatit C
enfeksiyonu etkileyen ekstraseliiler mikroRNA’lar arastirildi. Ilk asamada, gen
baglantili faktdrler HCV tedavisi i¢in bir hedef olarak goriildiigiinden, IL28B’yi
hedef alan miRNA’lar analiz edildi. Ikinci asamada ise, tedaviden sonra veya
kendiliginden iyilesen HCV enfeksiyonlu insan ve sempanze serum Ornekleri
kullanilarak miRNA profilleri yapildi. IL28B SNP motifleri mir-122 degerleri ile
karsilastirildi. Ancak, bu calismada elde edilen veriler, birbirleri arasinda herhangi

bir iliski olmadigin1 gostermektedir.

4.1 IL28B mikroRNA’larin Potansiyel Bir Hedefidir

IL28B’yi etkileyen gen iligkili faktorler arastirmak igin, IL28B’nin miRNA
tarafindan regiile edilip edilmedigi soruldu. Gen regiilasyonu, gen, fenotip ve gelisim
arasindaki en Onemli bilinmeyen baglanti oldugundan bu calisma ¢ok Gnemlidir.
mikroRNA regiilasyonu ise heniiz yeni bir konu oldugundan ve sadece gelisim i¢in
degil ayn1 zamanda birgok farkli hiicresel siire¢ i¢in de dnemli bir rol oynadigindan,
gen regiilasyonunun 6nemli konularindan biridir. miRBase, Miranda, targetscan ve
PicTar gibi ¢esitli miRNA veritabanlar1 (Creighton ve ark., 2008; Griffiths-Jones ve
ark., 2008; John ve ark., 2004; Krek ve ark., 2005) IL28B’nin UTR ve ORF
bolgelerinde potansiyel miRNA hedeflerini belirlemek amaciyla tarandi. Sadece
miR-134 ve miR-877 bu ¢alisma i¢in umut verici miRNA adaylar1 oldu. miR-134’{in
baglanma enerjisi ve miR-877’nin “e degeri” seed region ve baglanma bolgelerinin

korunumuna ek olarak i¢in potansiyel hedef bolgelerini gosterdi (Sekil 3.1 ve 3.4).

miR-134 beyine 6zel bir mikroRNA’dir (Gao ve ark., 2010) ve bir¢ok tlirde korunur,
miR-877 ise zayif korunumlu bir familyadan gelmektedir. Diger caligmalar miR-

134’tin HCV calisma gruplarinda azalan bir ekspresyon sergileyen oniic miRNA’dan
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biri oldugunu (Law & Wong, 2010), akut myeloid l6semi regiilasyonuna dahil
oldugunu (Chan, Prado & Weidhaas, 2011) ve IFN-y stimiilasyonu sonucu
olgunlasmamis dentritik hiicrelerde signifikant bir sekilde ekspresyonunun
diistiigiinii gosterdiler (Jin ve ark., 2010). Ancak beyinde IFN-A ekspresyonu diisiik
oldugundan (Sommereyns ve ark., 2008), IL28B UTR bolgesine baglanmasi 1L28B
sentezi i¢in Onemli olmayabilir. Yine de, miR-134‘lin IL28B-3‘UTR reporter
aktivitesini biraz baskiladig1 goriildii. Ote yandan, miR-877 plazmid IL28B 8770RF
reporter etkinligini arttirdi. miR-877 hakkinda ¢ok fazla sey olmamasia ragmen,
ailesel hiperkolesterolemi sirasinda azaldigi ve kistik fibroz sirasinda ise arttigi
bilinmektedir (Oglesby ve ark., 2010). Bu calismada, miR-877 IL28B 8770RF
ekspresyonunu artirdigr goriildii. Bu beklenmedik bir sonugtu ¢iinkii miRNA
etkilesimi ¢gogunlukla hedef genlerin transkripsiyon sonrasi baskilanmasina yol acar.
Ancak, ¢ok az durumda, bazi miRNA’lar gen ekspresyonunu indiiklemesine sebep
olmustur (Place ve ark., 2008; Vasudevan, Tong & Steitz, 2007). Ornegin, Let-7
tarafindan translasyonel regiilasyon hiicre boliinmesi sirasinda baskilanma ve
aktivasyon arasinda gidip geldigi i¢in, hedef mRNA’larin translasyonel regiilasyonu
baskiladigi ve ayn1 zamanda indiikledigi dikkat ¢ekmistir. Ayrica, miR-10’nun
5’TOP motif mRNA ekspresyonunu artirmasi sonucu pozitif regiilasyon goriiliir
(Orom, Nielsen & Lund, 2008) ve miR-122’nin HCV IRES’e baglanmast HCV
replikasyonunu artirir (Jopling ve ark., 2008). Bu ylizden, miR877 bahsedilen diger
istisnai miRNA’lar gibi hedef gen ekspresyonu pozitif yonde regiile eden bir miRNA
olabilir. Ancak, miR-877‘nin IL28B ekspresyonunun regiilasyonu sirasinda benzer

bir islevi oldugunu 6grenmek i¢in daha ayrintili bir ¢alisma yapilmasi gerekir.

4.2. Serum miR-122 Hepatit C’yi Atlatmak I¢in Potansiyel Bir Biyomarker
Olabilir

Bu calismada, hasta ve sempanze serumundaki miR-122 diizeylerini belirlemek
amaciyla serum orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Serum 6rneklerinden

350ng- 1000ng/1 ml izole edildi ve 18-25 baz arasindaki molekiilleri temsil eden
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diisiik molekiil agirlikli RNA kesimi vardi. Onceki raporlar serum miRNA’larini
tespit etmek i¢in bazi bilgiler vermesine karsin, ilk defa serum miRNA’lar1 Mitchell
ve ark tarafindan daha kapsamli bir sekilde gozlendi (Mitchell ve ark., 2008). Diger
raporlar serum miRNA‘larmin yiiksek stabilitesini kanitlamisti. Sonradan, bu
miRNA’larin hiicrelerden salgilanan vezikiiller halinde paketlenmis oldugu gortildii
(Valadi ve ark., 2007). Bu yiizden, yliksek stabilite ve kolay algilama gibi faktorler
nedeniyle miRNA’lar biyobelirte¢ olarak hizmet verebilir (Chin & Slack, 2008).
Ancak, kronik HCV enfeksiyonu olan 80 hastanin serum analiz sonuglar1 yiiksek
varyanslt olup signifikant degildi. Kronik hepatit C enfeksiyonu olan hastalarin
serum miR-122 diizeylerinin analizine gore (sekil 3.7), miR-122 degerleri sabit bir
sonu¢ vermedi. 4 hafta sonunda komple yanit verenlerin serum 6rneklerinin mir-122
seviyelerinde bir azalma goriilmesine ragmen, diger gruplarin diizeylerinde de
azalma vardi. IFN tedavisi durduktan sonra bile, relaps ve tedaviye yanit
vermeyenlerin miR-122 serum diizeylerinde azalma vardi. HCV hastalarinin serum
orneklerindeki veriler, IFN tedavisine daha sonra yanit vermeyen hastalarin 6n tedavi
(pre-treatment) sirasinda komple yanit verenlere gére miR-122 seviyelerinin daha
diisik oldugunu gosterdi (sekil 3.7, kirmizi daire). Karacigerde ise Sarasin-
Filipowicz ve ark. 12. haftada tedaviye yanit vermeyen ve viral yiikleri azalan
hastalarin 12. haftada giiclii bir tepki veren hastalara nazaran signifikant olarak diisiik
miR-122 seviyeleri oldugu gosterdi (Sarasin-Filipowicz ve ark., 2009). Ote yandan,
sempanze Orneklerinden elde edilen serum miR—122 diizeyi verileri son derece sabit
ve signifikant degerler ile sonuglandi (Sekil 3.8). Ancak, Wang ve ark., akut
karaciger yetmezligi olan hastalarin serum orneklerinde, karaciger dokusunda
bulunan miRNA’larin seviyesinin diistiigiinii, serumda ise ayni miRNA’larin
seviyesinin artigini gosterdi (Wang ve ark., 2009). Ek olarak, diger raporlar karaciger
hasarindan sonra yiiksek miR-122 seviyeleri gostermistir. Dahasi, bu ¢alisma
sempanzeler HCV enfeksiyonunu atlatmadiklarinda ve karaciger iltihabi
kroniklestigi zaman miRNA’larin serumda yiiksek oldugunu kanitladi. HCV atlatan
iki sempanzede miR-122 serum diizeyleri siirekli olarak azalmaya baslad1 ve geri

kalan1 ise kroniklesti.
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Sempanzelerdeki miR-122 serum diizeylerinin belirgin azalmasi sempanzelerin HCV
enfeksiyonunu atlattiklarimi  gosterdi. Ancak, daha spesifik biyobelirte¢ gorevi
gorebilecek diger miRNA ‘lar incelendi ¢iinkii miR-122 tedavinin prognozu a¢isindan
istikrarli bir gostergesi olarak hizmet edemez. Bu durumu ii¢ yaklagim ile agiklamak
miimkiin olabilir. Birincisi, miR-122 ekspresyon seviyesi fibrotik evrede diiser
(Marquez ve ark., 2010). Sonug olarak, eger hepatit C ile enfekte karaciger daha
fazla fibrotik skar olusturdugunda daha az miR-122 serum veya plazmaya birakilir.
Ikincisi, hepatik fibroz hepatositlerin hasar gérmesine neden oldugu icin (Hayashi ve
ark., 2008) canli kalan ¢ok az hiicre daha az miR-122 ekspresyonuna neden olur.
Son olarak, hepatositler yliksek miktarda miR-122 igerir ve inflamatuvar siireg
hepatositlerin hasar goérmesine ve dolayisiyla fazla miktarda miR-122‘nin kan
dolasimina salimimina neden olur. Serum mikroRNA’lar1 ¢ok kararli oldugundan,
mir-122 kan dolagimina birakildiginda HCV hasta serumlarinda seviyesini
yukseltebilir (Xu ve ark., 2011). Bu bulgular, mir-122’nin kronik hepatit sirasinda

hepatositlerde devam eden hasari izlemek i¢in kullanilabilcegini 6nerebilir.

Ayrica, delillerin KHC hastalarinin serumundaki miR-122 konsantrasyonunun serum
ALT ve AST aktiviteleri ile iliskili oldugunu artirmaktadir (Bihrer ve ark., 2011) ve
serum miR-122 diizeyleri, karaciger hasar1 sirasinda ALT’den daha duyarli bir
belirte¢ olarak bulundu (Wang ve ark., 2009). miR-122‘nin karacigerde yiiksek
ekspresyonu ¢ok dnemli goriiniiyor ve disregiilasyonu bazi hastaliklara neden olabilir
(Elmen ve ark., 2008; Girard ve ark., 2008; Lewis & Jopling, 2010). HCV tedavisine
terapatik olabilecek cazip bir aday saglar ve antisens oligoniikleotidleri tarafindan

etkili bir sekilde susturulabilir.

4.3. Ekstraseliiler mikroRNA Paneli Hepatit C Viriisii Hastaliginin Ilerlemesi ile
flgili Potansiyel Biyobelirteclerdir.

mikroRNA’lar sadece hiicre hasar1 ve apoptotik yapilardan dolayr kan dolasimina

salinmaz (Ji ve ark., 2009; Mitchell ve ark., 2008) ayni zamanda aktif olarak
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ekzozomlar veya kii¢iik mikro-partikiiller yoluyla da saliirlar (Tijsen ve ark., 2010;
Wittmann & Jack, 2010). miRNA’lar1 degrede olmaktan koruyan ekzozomal ve
apoptotik yapilar icinde dolastiklarindan dayaniklidirlar ve bu yapilarin igerisinde
baska hiicrelere girerek gen ekspresyonunu diizenleyebilirler (Zernecke ve ark.,
2009). PZR araciligi ile kolay algilanisi, karmagikliginin disiik olusu ve
translasyonel sonrast modifikasyonlarinin olmayist miRNA’lar1 KHC, kanser, kalp
yetmezligi ve karaciger hasar1 gibi hastaliklarin tanisi i¢in gii¢lii biyobelirte¢ler yapar
(Tijsen ve ark., 2010; Wang ve ark., 2009; Wittmann & Jack, 2010). Bu nedenle,
sempanzelerden farkli zamanlarda elde edilen serum 6rnekleri KHC enfeksiyonu igin
duyarli ve etkili biyobelirtecler olarak spesifik mikroRNA’lar1 tespit etmek igin
incelendi. Serumdan total RNA’nin basariyla izolasyonundan sonra, 2.2.5°de
belirtilen mikroarray yontemi yapildi. cDNA sentezlenmesinin ardindan, ekspresyon
analizini artirmak igin pre-amplikasyon adimi uygulandi c¢ilinkii olast miRNA

ekspresyon diizeyleri hiicre i¢inde stabil kalamayabilir (Mestdagh ve ark., 2008).

Serumda bir kistm miRNA ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir degisiklik sergilendi.
Kronik hepatit gelismis sempanzelerde 24 mikroRNA seviyesi artarken ayni
miRNA’larin hastaliktan kurtulan diger iki sempanzede seviyeleri oldukca diistii.
miR-122’den baska, o6zellikle, miR-23a, miR-200 ve miR-335* kronik hepatit
gelismis sempanze serum Orneklerinde oldukca artt1 ve bu ti¢c miRNA kronik hepatit
icin potansiyel tan1 degeri gosterdi. Ancak, yliksek miR-23a, miR-200 ve miR-335*
serum seviyeleri signifikant olarak saglikli kontrol grubu ile karsilastirilan karaciger
kanseri gibi fakli kanser tiirlerine yakalanan hastalarda da bildirildiginden (Heyn ve
ark., 2011; Yang ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2010), kronik hepatit i¢in 6zel bir
gosterge olmayabilirler. miRNA diizeylerinin artisi, konagin hepatik patolojisi ile
ilgili olabilecegi ileri siiriilmiis olabilir (Ji ve ark., 2011) ve karaciger hasari, KHC
enfeksiyonlu sempanze serumlarindaki miRNA iiretimini yiikseltiyor olabilir. Ote

yandan, miR-383 ve miR-661 diger mikroRNAlara kiyasla daha diisiik diizeyde idi.
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5. SONUC VE ONERILER

IL28B polimorfizmleri hastalik siirecini etkiledikleriden dolayi, miRNA’larin IL-28B
ekspresyonunu regiile edebilecekleri ve hastalik seyri sirasinda biyobelirteg olarak da
kullanilabilecekleri konusunu ele alindi. Dolayisiyla, IL28B, hepatit C enfeksiyonu
ve miRNA konusu iilkemizde bu alana yonelik calismalara Onciilik etmesi
bakimindan 6nem tasimaktadir. Ayrica, Tiirkiye’de yapilan arastirmlara da katki

saglayacaktir.

miR-134’1lin IL28B-3’UTR reporter aktivitesini ¢ok az baskiladigi, miR-877’nin ise
IL28B 8770RF reporter etkinligini fazlasiyla arttirdigi bulundu. miRNA’larin gen
ekspresyonunu genellikle diigiirdiigii bilindiginden, aksini kanitlayan miRNA’larin
varligi miRNA konusuna yeni bir bakis agis1 getirmektedir. miR877°nin ise istisnai
miRNA’lar gibi hedef gen ekspresyonu pozitif yonde regiile eden bir miRNA
oldugunu kanitlayabilmek i¢in ise daha ayrmtili bir ¢aligma yapilmasi gerekir.
Dahasi, bu ¢alismadan elde edilen diger bulgulara gore, bazt miRNA’lar (miR-23a,
miR-200 ve miR-335%*) digerlerine gore daha yiiksek bir sekilde eksprese olmustur.
Yeni ekstraseliler miRNA’larin tesbiti hem yeni biyobelirtegleri agiga
c¢ikaracagindan yeni tedavi olanaklar1 da saglayacaktir ve bu mikroRNA’larin etkin
biyobelirtegler oldugunu tesbit etmek i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilmalidir. Bu
nedenle, bu calismalar ile ilgili her tiirlii ayrintili adim karaciger biyolojisini ve

miRNA’lar tarafindan regiile edilmesini anlamada fayda saglayacaktir.
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OZET

Kronik Hepatit C Enfeksiyonunda Rol Oynayan Hiicreler arasi mikroRNA’larin
Saptanmasi

Hepatit C virtisii (HCV) kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinomanin énde gelen
nedenidir ve diinya niifusunun% 3 iizerinde etkiler. Pegile-interferon ve ribavirin HCV‘nin
mevcut standart tedavi yontemidir. Son c¢alismalar, IL28B upstream bolgesinde bulunan
rs12979860 ve rs8099917°'nin HCV tedavisine yanit ile iliskili oldugunu gdstermistir.
mikroRNA (miRNA)‘lar veya bastirma geviri gen ekspresyonunu mRNA’yi degrede ederek
yada traslasyonu bakilayarak regiile eden endojen, kii¢iik, kodlamayan RNA molekdilleridir.
miRNA’lar hiicrelerin i¢inde bulundugu gibi ayn1 zamanda HCV hastaliginin biyobelirteci
olarak kullanilmak {izere bir avantaj saglayabilecek 6zelligi olan ekstraselliiler sivilarda da
bulunur. Bu g¢alisgmada miRNA’larin IL-28B ekspresyonunda yer alip almadigi ve HCV
enfeksiyonunu atlatmanin bir gdstergesi olup olamayacagi sorular ele alindi.

IL-28B mRNA’y1 tahmini hedef alan miRNA’lar [L28B regiilasyonundaki fonksiyonlar i¢in
reporter analizler ile incelendi. Hepatit C tedavisi sirasinda her 80 hastanin serum
orneklerinin karakteristik 6zelliklerini bilmek i¢in IL28B SNP analizi ve miR-122 serum
diizeyleri incelendi. Ayrica, ikisi kronik hepatit gelistirmis ve diger ikisi iyilesmis dort
sempanzenin serum Orneklerinden miR-122  c¢alisildi. KHC gelistigini gdsteren ek
miRNA’lart kesfetmek i¢in, ayni sempanze serum Ornekleri kullanilarak gercek zamanl
Array-PZR ile kapsamli bir ekspresyon caligsmasi yapildi. miRNA ekspresyon profillerinin
sonuglart dogrulamak i¢in biyoinformatik kullanildi.

Silika analizi ile IL-28B ekspresyonu ile etkilesimdeki potansiyel miRNA’lar olan miR-134
ve miR-877 tespit edildi. Sonrasinda, liisiferaz reporter vektorleri IL28B 3’UTR ve IL28B
8770RF bolgeleri icin dizayn edildi ve HuH7 hiicrelerine lipozom aracili transfeksiyon ile
aktarildi. Sensor liisiferaz ile kontrol edilen liisiferaz reporter sistemi iyi ¢alisti. mir-134
tmli bir baglanma gosterdi. miR-134 reporter aktivitesi ilimli sekilde baskilamasina
ragmen, IL28B-UTR bolgesine baglanmasi IL28B sentezi i¢in 6nemli olmayabilir. Sasirtict
bir sekilde, miR-877 reporter ekspresyonunu pozitif olarak etkiledi. HCV ile enfekte
hastalarda, yiiksek SVR oranlart rs12979860 CC ve rs8099917 TT motifi i¢in sirasiyla %
46.2 ve% 75 idi. Hepatit C hastalarinin miR-122 serum diizeyleri IFN tedavisine yanit ile
sik1 bir sekilde bagli degildi. Ancak, 4 haftalik tedaviden sonra komple yanit verenlerin miR-
122 serum diizeylerinde bir diigiis egilimi vardi. miR-122 ile IL28B genotipleri arasinda
herhangi bir iligki tespit edilemedi. Sempanzelerin miR-122 serum diizeylerinde belirgin bir
azalma vardi. Array-PZR sonrasi, 24 miRNA tiim zaman noktalarinda kronik hepatit
gelismis iki sempanzede son derece artarken iyilesmis diger iki sempanzede diisiik
seviyelerde kaldi. Bu nedenle, daha iyi bir dogrulama icin fazla sayida serum o&rnekleri
gerekli olmasmna ragmen, bu calismadaki miRNA motifleri hepatit C enfeksiyonun
kendiliginden iyilesme veya terapoOtik sonucu isaret ediyor olabilirler. Ayrica, sunulan
veriler, ila¢g yanit1 tahmin edebilen yeni biyobelirtegleri tanimlamak ic¢in daha ileri
caligmalarda ilk adim olarak kullanilabilir ve KHC hastalar1 i¢in yeni anti-viral tedaviye de
uygulanabilir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, hepatit C, IL28B, miR-122, SNP
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SUMMARY

Investigation of Circulating microRNA’s Playing Role in Chronic Hepatitis C
Infection

Hepatitis C virus (HCV) 1is the leading cause of chronic hepatitis, cirrhosis, and
hepatocellular carcinoma and affects over 3% of the world's population. Pegylated interferon
and ribavirin is the current standard treatment of HCV. Recent studies have shown that
rs12979860 and rs8099917 lying on the upstream region of IL28B have been associated with
HCV treatment response. microRNAs (miRNA) are endogenous non-coding small RNA
molecules that regulate the gene expression by degrading mRNA or repressing translation.
miRNAs are located inside the cells, and as well as in extracellular fluids, a characteristic
that might be an advantage to use miRNA as a biomarker of HCV disease. In the present
study the questions were addressed, if miRNA are involved in IL-28B expression and if they
can serve an indicator of recovery from HCV infection.

miRNAs putatively targeting [L-28B mRNA were studied for function in IL28B regulation
by reporter assays. Analysis of IL28B SNP and serum levels of miR-122 were examined to
know the characteristic features of serum samples of each 80 patients in response to
treatment of hepatitis C. Additionally, miR-122 was studied in serum samples of four
chimpanzees, two of them developed chronic hepatitis and two recovered. In order to
discover additional miRNA indicating development of CHC, a comprehensive expression
profiling was performed by Real Time Array-PCR using serum samples of the same
chimpanzees. Bioinformatics was used to validate the results of miRNA expression profiles.

In silico analysis identified miR-134 and miR-877 as putative miRNAs interacting with IL-
28B expression. Luciferase reporter vectors were then constructed for IL28B 3'UTR and
IL28B 877 ORF regions and assessed via liposome mediated transfection in HuH7 cells.
Luciferase reporter system controlled by sensor luciferase worked well. miR-134 showed
moderate binding. Although miR-134 moderately represses the reporter activity, its binding
to the IL28B-UTR site may not be crucial for IL28B synthesis. Surprisingly, miR-877
effected reporter expression positively. In patients infected with HCV, high SVR Rates were
46.2% and 75% for rs12979860 CC and rs8099917 TT pattern respectively. Serum levels of
miR-122 of patients with hepatitis C were not stringently dependent from the success of IFN
therapy. However, there was a decrease trend of miR-122 serum levels in complete
responders after 4 weeks of therapy. No association between IL28B genotypes with miR-122
was found. There was a marked decrease in miR-122 serum levels of chimpanzees. After
array-PCR, 24 miRNAs were highly increased in both of two chimpanzees which developed
chronic hepatitis at all time points, but occurred at low levels in the other two chimpanzees
which recovered. Therefore, the miRNA pattern in this study might indicate spontaneous or
therapeutical outcome of hepatitis C infection although additional validation on a high
number of serum samples is essential. Moreover, the presented data can be used as the
primary basic for further studies in order to define novel biomarkers to predict drug response
and can also be applied to novel anti-viral therapy for CHC patients.

Key Words: Biomarker, hepatitis C, IL28B, miR-122, SNP
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