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Kronik hepatit C enfeksiyonu, dünya çapında bir sağlık sorunu olup tedavisi herkes 
içi geçerli değildir. Son yıllarda yapılan çalışmalar hepatit C ile ilişiği bulunan IL28B 
polimorfizmlerinin hastalık sürecini etkilediğini ortaya çıkardı. Dolayısıyla, bu 
çalışmada miRNA’ların IL-28B regülasyonuna dahil olup olmadığı veya HCV 
enfeksiyonu için biyobelirteç olarak kullanılıp kullanılamayacağını ortaya çıkarmak 
amaçlanmıştır. 
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1. GİRİŞ 
 
 
 

1.1. Kronik Hepatit C Enfeksiyonu 

 
 
Kronik hepatit C enfeksiyonu, kronik karaciğer hastalığının ve karaciğer naklinin en 

sık nedeni olma gibi özellikleriyle büyük sağlık sorunlarından biridir. Hepatit C 

virüsü (HCV) hastalığın ana nedenidir ve ~180 milyon kişiyi etkiler. Hastaların 

~%70’i kronik olmakta ve siroz, fibroz ve karaciğer kanseri gibi riskler 

taşımaktadırlar (Randall ve ark., 2007). Henüz aşısı yoktur. Pegile Interferon alfa ve 

ribavirin enfeksiyonun standart tedavi yöntemidir, fakat ciddi yan etkileri vardır ve 

maliyeti yüksektir. 

 
 
 

1.1.1. Hepatit C Virüs Biyolojisi 
 
 
HCV Flaviviridae ailesinden Hepacivirus genusuna ait artı iplikçikli RNA virüsüdür 

(Moradpour, Penin & Rice, 2007). Genomu çevreleyen nükleokapsiti ve onun 

dışında kılıf proteinlerini taşıyan konak hücrenin çift-katmanlı lipidinden oluşur 

(Şekil 1.1).  

 
 

Şekil 1. 1. HCV virion yapısı (http://trialx.com/curebyte/2011/05/22/hcv-photos-and-related-
clinical-trials/’dan değiştirilmiştir). 
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HCV‘nin 1’den 6’ya kadar numaralandırılmış altı genotipi bulunmaktadır, fakat bazı 

uzmanlar 11 genotip olduğunu düşünmektedir (Simmonds ve ark., 2005). Genotipler 

arasındaki çeşitlilik 1/3 civarında olup interferon tedavisine farklı yanıt 

vermektedirler. Örneğin, genotip 1 hastaları genotip 2 ve 3 hastalarına göre tedaviye 

geç yanıt verirler (Fried ve ark., 2002). Her genotip subtiplere ayrılır ve subtipler 

mutasyonlar nedeniyle az da olsa birbirlerinden farklılık gösterir. Bu farklılık yeni 

bir subtip olabilmek için yeterli olöadığından quasispecies olarak adlandırılır. Uzun 

süre HCV ile enfekte olan bir birey, vücudunda daha fazla quasispecies barındırır ve 

quasispecieslerdeki ufak değişikliklerin karaciğer enzimi olan ALT düzeyi ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur. Dolayısıyla quasispeciesin hastalık seyri ve tedaviye yanıt 

vermede önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Yuki ve ark., 1997). 

 
 
HCV insan vücudunda LDL, VLDL ve immünoglobulinlere bağlı halde dolaşabildiği 

gibi serbest formlarda da dolaşmaktadır (Andre ve ark., 2005). Dolayısıyla, 

heterojenitesi ve düşük buoyant yoğunluğu bu farklı formlarından kaynaklanır ve 

bilinen düşük yoğunluklu (≤1,06 g/ml) tüm HCV RNA’ları LDL / VLDL ile 

ilişkilidir (Nielsen ve ark., 2006). 

 
 
 

1.1.2. HCV’nin Virolojik ve Moleküler Özellikleri 

 
 
HCV enfeksiyonu 1012 günlük ortalama virüs üretimi sonucu ortaya çıkan çok 

dinamik bir süreçtir (Neumann ve ark., 1998). HCV’nin yüksek genetik çeşitliliği, 

yüksek replikasyon miktarı ve RNA bağımlı RNA polimeraz (RdRp)’a bağlı kötü 

kopyaları sonucu ortaya çıkmaktadır.  

 
 
Genomu yaklaşık 9.6 kb uzunluğunda, 5’ ve 3’ NTR (nontranslated region) bölgeleri 

ile çevrili bir açık okuma çerçevesi (ORF) içerir. Açık okuma çerçevesi 10 farklı 

proteine bölünen yaklaşık 3000 amino asitlik çoklu proteini kodlar (Bartenschlager, 

2006) (Şekil 1.2). Çoklu protein 5’NTR bölgesinde bulunan internal ribosomal entry 

site (IRES) ile translasyon olur. Ayrıca, RNA replikasyonu için, 5’NTR ve 3’NTR  
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bölgesinde bulunan diğer dizilere ihtiyaç vardır. 3’UTR bölgesi kısa değişken bir 

bölge, bir poly(U/UC) bölgesi ve son derece korunmuş bir dizi olarak bilinen X 

bölgesinden oluşur (Bartenschlager, 2006). X bölgesi ve polyU/UC in vitro ve in 

vivo HCV replikasyonu için gerekli iken, kısa değişken bölgenin genom veya 

replikondan çıkarılması mümkün olmakta, fakat in vivo RNA replikasyonunu 

azaltmaktadır (Friebe ve ark., 2005). Araştırmacılar, HCV replikasyonu ve 

kurulumunun konak hücre sitoplazmasında endoplazmik retikulumdan (ER) türetilen 

membranımsı yapılar ile bağlantılı olduğunu iddia ediyor. 

 

 
 

Şekil 1. 2. HCV’nin genom organizasyonu (üstte) ve çoklu proteinin işlenmesi (altta).HCV 
proteinlerinin ER membranına göre oluşumu ve yerleri şematik olarak temsil edilmektedir. 
Makas ER sinyal peptidaz ile kesimleri, yuvarlak ok, NS2 ve NS3 arasındaki kesimleri, diğer 
oklar ise NS3/NS4A proteazın kestiği kısımları gösterir. Sinyal peptid peptidaz (SPP) ile 
kesimden sonra E1 ve E2 transmembran bölgeleri ve C-terminustaki hidrofobik uzantılar 
(noktalı dikdörtgenler) belirir (Chevaliez & Pawlotsky, 2006). 

 

Çoklu protein viral ve hücresel proteazlar tarafından üç yapısal proteine (kor, E1ve 

E2) ve yedi yapısal olmayan proteine (p7, NS2, NS3 NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) 

dönüştürülür (Dustin & Rice, 2007) (Şekil 1.2). Yapısal proteinler membranla ilişkili 

olan C-ucundaki hidrofobik domain ile karakterizedirler ve ER lümenindeki sinyal 

peptidaz ile kesilirler (Şekil 1.2). Viral RNA, yapısal proteinlere bir lipit kılıf ile 

bağlanır. Yapısal olmayan proteinlerin tümü ise sadece enfekte olmuş hücrelerde 

ancak viral parçacıkların içinde bulunabilir. Ek olarak, ribozomal çerçeve kayması 

sonucu kor bölgesinde işlevi henüz bilinmeyen F (frameshift) veya ARFP olarak 

bilinen başka bir protein daha vardır (Branch ve ark., 2005). HCV’nin nispeten iyi 
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korunmuş bölgeleri olan kor, E1 ve NS5 bölgeleri sınıflandırma için temel olarak 

kullanılmaktadır. 

 
 
Kor proteini (21 kDa) viral kapsitin önemli bir yapısal proteini olup hücresel 

bağışıklık, sinyal yolakları, apoptoz, hücre transformasyonu, lipit metabolizması ve 

son olarak tümör gelişiminde önemli rol oynar (Kobayashi ve ark., 2006). E1 ve E2 

(sırasıyla 33 ve 70 kDa) virüsün hücre içine girişi için kullandığı kılıf 

glikoproteinleridir (Kobayashi ve ark., 2006). Hücresel reseptörlere bağlanarak viral 

membranın hücre zarı ile birleşmesini sağlarlar.  

 
 
P7, iki trans-membran ve bir korunmuş sitozolik bölge içeren 63 aminoasitlik bir 

proteindir. Virüs üretimi için gerekli olup, viral parçacıkların olgunlaşması ve serbest 

bırakılması için in vitro iyon kanal aktivitesi oluşturur (Griffin ve ark., 2004). 

 
 
Yapısal olmayan 2 (NS2) proteini bir sistein proteazıdır ve NS3 ile birlikte NS2/3 

proteazını oluşturur. NS2/3 proteaz çoklu proteinin işlenmesi ve diğer NS 

proteinlerin olgunlaşması için HCV tarafından aktive edilen iki proteazın ilkidir (De 

Francesco ve ark., 2000). NS3’ün, HCV‘nin hızla çoğalmasında görev alan serin 

proteaz ve helikaz olarak iki rolü vardır. NS3 serin proteazı, yapısal olmayan 

proteinlerin serbest bırakılmasında rol oynar. NS4A ise NS3 serin proteazın 

kofaktörüdür ve NS3’ün proteolitik aktivitesini artırır. NS3/4A serin proteazı viral 

çoklu proteini in vivo dört belirli bölgede keser (Romano ve ark., 2010). İn vitro 

şempanze viral replikasyonu için gerekli olması nedeniyle de anti-HCV tedavilerin 

cazip hedeflerinden biridir.  

 
 
NS4B molekül ağırlığı 27 kDa olan hidrofobik bir proteindir ve dört adet 

transmembran segment içerir. N- ve C-ucu NS3 proteini tarafından işlem gördüğü 

için sitoplazmada bulunur. NS4B, viral replikasyonun gerçekleştiği membranımsı ağı 

belirleyen membranımsı yapının oluşumunu artırır (Einav ve ark., 2004). NS5A, NS3 

proteaz tarafından işlenen çok fonksiyonlu bir proteindir. Viral replikasyon için 

gerekli ve in vivo IFN aktivitesi de dahil olmak üzere sinyal yolaklarını modüle eder 
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(He, Staschke & Tan, 2006). Genellikle ER ve golginin bulunduğu sitoplazmik 

kısımlar içinde birden fazla fosfor izoformları halinde bulunur. Bu yüzden, 

NS5A’nın konak hücre ve viral proteinler ile etkileşimine inanılmaktadır (Polyak ve 

ark., 1999). HCV’nin son yapısal olmayan proteini olan NS5B ise, membrana bağlı, 

klasik parmaklar, aya ve başparmak yapısına sahip viral RNA bağımlı RNA 

polimeraz (RdRp) olarak bilinir. Eksi-zincirli RNA’dan artı-zincirli RNA oluşumunu 

sağlar ve viral genomunun çoğalması için gerekli katalitik enzimdir (Qin ve ark., 

2002). Bu yüzden, HCV replikasyon inhibitörleri için asıl hedeftir (Choi ve ark., 

2006). 

 
 
 

1.1.3. HCV Enfeksiyon Yolağı ve Tedavisi 

 
 
HCV’nin membrana bağlanması ve hücreye girişi karmaşık bir süreç olup virion ve 

birçok hücresel faktörler arasındaki etkileşimi gerektirir. Pek çok araştırmadan sonra, 

HCV’nin hücreye bağlanmasını ve girişini sağlayan  çeşitli hücresel yüzey 

molekülleri tespit edilmiştir. Bunlar CD81, LDL reseptörü, SR-BI, DC-SIGN/L-

SIGN, claudin- 1 (CLDN1) ve occludin (OCLN) olarak bilinir (Sabahi, 2009; Zeisel 

ve ark., 2009). Ek olarak, son yapılan çalışmalardan biri, epidermal büyüme faktör 

reseptörü ve efrin reseptör A2’nin HCV’nin girişinde etkin hücresel kofaktörlerden 

olduğunu göstermiştir (Lupberger ve ark., 2011). 

 
 
Elde edilen bulgulara göre, HCV’nin hücreye girişi sırasında düşük pH ortamı viral 

kılıfın hücre zarı ile birleşimini tetikler ve klatrin aracılı endositoz yoluyla ile 

nükleocapsit sitoplazmaya taşınır (Tscherne ve ark., 2006). Sitoplazmaya giren 

nükleocapsit bilinmeyen bir mekanizmayla açılır ve artı-zincirli RNA’ları 

sitoplazmaya yönlendirir. Ardından, yapısal ve yapısal olmayan proteinlerin 

oluşumunu sağlayan prekürsör çoklu proteinin oluşumu için viral genomun 

translasyonu tetiklenir. 
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HCV genom translasyonu IRES tarafından 5’ucunda bir cap structure olmadan 

yönlendirilir. Ayrıca 5’UTR bölgesindeki domain II ve IV de IRES bağımlı 

translasyonu modüle ederler (Friebe ve ark., 2001). IRES, AUG başlatma kodonuna 

yakın domain III’de 40S ribozomal subüniteye ve ardından eIF3’e bağlanır (Roberts, 

Lewis & Jopling, 2011). Daha sonra bu yapıya Met-tRNAi, eIF2 ve GTP 

bağlanmasıyla 48S benzeri bir kompleks oluşur. GTP hidrolizi ve eIF2’nin serbest 

kalmasıyla meydana gelen konformasyonel değişiklik 60S’in komplekse 

bağlanmasını sağlar ve domain II ve III aracılığı ile 80S kompleksi oluşturulur (Kieft 

ve ark., 2001). 80S oluşumu HCV proteinlerinin ekspresyonunu sağlayan translasyon 

sürecini başlatır. 

 

 
 

Şekil 1. 3. HCV hayat döngüsü. Virüs bağlanması ve girişi (a); kapsit açılımı (b), IRES 
aracılı translasyon ve çoklu protein (c); RNA replikasyonu (d), paketlenme ve montaj (e), (f) 
virionun hücreden çıkışı. Virionun replikasyonu membranımsı ağ içinde olur (Moradpour  ve 
ark., 2007'den uyarlanarak). 
 

HCV proteinleri membranımsı ağ olarak görülebilen viral RNA replikasyonun 

oluşumunu sağlar (Moradpour ve ark., 2003) (Şekil 1.3). Ayrıca, IRES dışında 

5’UTR nin diğer dizileri de negatif zinciri çoğaltmak için gereklidir. Son çalışmalar, 

viral genomun 5’UTR bölgesine bağlanan spesifik bir mikroRNA (miRNA)‘nın, 

miRNA122, replikasyon işlemini tetiklediğini göstermiştir. Replikasyon sonrası, yeni 

virüs parçacıkları ER içine doğru tomurcuklanır ve salınım yolunu takip ederek 

hücreden dışarı çıkar (Şekil 1.3). 
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Hepatit C tedavisinin amacı esas olarak virüsü ortadan kaldırmaktır. FDA tarafından 

onaylanmış çeşitli tedaviler olmasına rağmen, derialtı enjeksiyonları uzun ve etkili 

peginterferon alfa ve oral ribavirin kombinasyonu mevcut standart tedavi yöntemidir. 

Tedavi sonunda veya 6 ay sonrasında saptanabilir virüs görülmediği takdirde 

enfeksiyonun yok olduğu kabul edilir. Ayrıca, serumdaki HCV RNA yokluğuna da 

kalıcı virolojik yanıt (SVR) denir (Strader ve ark., 2004). Konak-viral faktörler, HCV 

genotipi, ya da hastaların aynı zamanda HIV gibi diğer hastalıklara sahip olup 

olmaması gibi birçok etmen tedaviye olan yanıtı etkiler. 

 
 
Hepatit C virüsünün replikasyon sırasında proof-reading aktivitesinin olmayışı, 

vücudun bağışıklık sisteminden kaçışını kolaylaştıran devamlı mutasyonların 

oluşumunu artırır. Dolayısıyla, HIV enfeksiyonu gibi HCV enfeksiyonu için de farklı 

kombine antiviral terapileri uygun görünmektedir. Dahası, baskın quasispeciesin 

ortadan kalkması başka bir quasispeciesi açığa çıkaracağından, bağışıklık sistemi bu 

yeni varyantları çok sık tanımlamak ve yok etmek zorunda kalmaktadır. Bu yüzden, 

pek çok hasta da kronikleşmektedir. Aşı gelişimindeki son ilerlemeler teşvik edici 

olsa bile, Hepatit C’nin genotip, subtip ve quasispecies gibi faktörleri tüm 

HCVsuşlarına karşı koruyucu bir tedavi veya aşı üretiminde zorluklara neden 

olmaktadır.   

 
 
 

1.1.4. Enfeksiyon Tedavisinde IL-28B’nin Önemi 

 
 
Genom bazındaki çalışmalar (genome wide association studies GWAS) son 

zamanlarda, kronik hepatit C virüsü (HCV) enfeksiyonu olan hastalarda tedavi 

yanıtını etkileyebilen IL-28B geni üzerinde tek nükleotid polimorfizm (SNP)’leri 

tesbit etmişlerdir. Polimorfizmlerin prediktif bir araç olarak kullanılması halinde, 

kronik HCV enfeksiyonu için yeni tedavi stratejileri bulmada önemli bir rol 

oynayabilirler. 

 
 
 



8 
 

 

1.1.4.1. İnterferon λ (IFN-λ)  Yapısı ve Ekspresyonu 
 
 
İnterlökin 28B (IL-28B), IL28A ve IL29 ile aynı gen bölgesinde yer alır. 2003 

yılında keşiflerinden sonra, tip I IFN (interferon) ailesinden farklı oldukları 

anlaşılmıştır ve bu genlere lambda interferon ailesi (IFN-λ, tip III IFN) adı 

verilmiştir. Tip III IFN ailesi insanda IFN-λ1 (IL-29), λ2 (IL-28A) ve λ3 (IL-28B) 

olarak bulunurken fareler sadece IFN-λ2 ve λ3’ü eksprese eder. Tip I ve III IFN Toll 

ve Rig benzeri doğuştan gelen bağışıklık sistemi reseptörlerinin uyarılması ile 

indüklenirler (Pott ve ark., 2011). Ayrıca, IFN-λ, IFN Jak/Stat sinyal yolağı, 

ekspresyon biçimi, birincil sinyal yolağı ve diğer birçok biyolojik faaliyetleri 

bakımından tip I IFN’ye benzemesine rağmen, her ikisi de sinyalizasyon sırasında 

birbirinden yapısal olarak farklı iki membran reseptörüne bağlanırlar (Uze & 

Monneron, 2007).  

 
 
Filogenetik olarak, IFN-λ genleri insan kromozomu 19 (19q13.13) üzerinde tip I IFN 

ve IL-10 gen aileleri arasında bulunur. IL28B gen transkripsiyonu IL29 ve IL28A 

genlerine ters yönde başlar. Bu genlerin her birinin 5 ekzonu varken tip I IFN 

genlerinde intronlar yoktur. Amino asit dizileri karşılaştırıldığında ise, tip III IFN’ler 

tip I IFN veya IL-10 benzeri sitokinler ile ~% 5 -18% benzerlik göstermektedir 

(Donnelly & Kotenko, 2010). 

 
 
IFN-λ farklı hücre tiplerinde veziküler stomatit, ensefalomyokardit ve influenza gibi 

birçok farklı virüse karşı antiviral aktivite üretir (Kotenko ve ark., 2003). İnfluenza 

enfeksiyonuna yanıt olarak ise epitel ve plazmositoid dendritik hücreler (pDC) ’lerde 

tip I IFN’ye göre daha yüksek miktarlarda uzun bir süre salgılanır (Jewell ve ark., 

2010). Dolayısıyla, tip III IFN’lerin solunum yolu virüslerine karşı koruma ile ilgili, 

tip I IFN’lerin yerel antiviral savunma yerine sistemik olarak daha fazla kullanıldığı 

düşünülebilir. Ayrıca, Pott ve ark. ilk defa IFN-λ’nın mukozal antiviral konak 

savunmasında IFN-α / β ile karşılaştırılamayacak kadar farklı ve kritik bir rol 

oynadığını deneysel olarak kanıtladı ve sonuçlar ince bağırsak epitelinin IFN-λ’ya tip 

I IFN’lere göre çok daha güçlü yanıt verdiğini gösterdi (Pott ve ark., 2011). 
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IFN-λ’nın hem farklılaşmış fare hepatosit hücre hattında hepatit B virüsü (HBV) 

replikasyonunu hem de HuH7 insan hepatoma hücre hattında subgenomik ve tam 

uzunlukta HCV replicon replikasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Robek, Boyd & 

Chisari, 2005). Ek olarak, IFN-λ1’in interferon stimüle genlerin düzeylerindeki artışı 

ve aynı zamanda IFN-α (tip I IFN ailesinden) antiviral etkinliğini tetiklediği 

bulunmuştur (Marcello ve ark., 2006). IFN-λ başlangıçta HCV enfeksiyonu için 

alternatif bir tedavi olarak test edilmiş olsa da, diğer viral enfeksiyonlar ve bazı 

kanser türlerinin tedavisinde de yararlı olabilir. Tip I ve tip III IFN hücrelerin 

yüzeyinde MHC sınıf I antijen ekspresyonu düzeyini artırır (Kotenko ve ark., 2003). 

Bu durum hücrelerde bağışıklık sistemini virüslere karşı savunmada yardımcı 

olabilir. 

 
 
Sınırlı IFNLR1 ekspresyonu ve kısıtlı IFN-λ yanıtı, tip III IFN sisteminin tip I 

IFN’lere göre en büyük farkıdır. Ayrıca, IFN-λ reseptörlerinin hücrelerde sınırlı 

sayıda ekspresyonu olduğu gerçeği tip I IFN sisteminin etki etmediği ya da etkisinin 

az olduğu diğer bölgelerde IFN-λ’nın aktif olabileceği fikrini de öne sürebilir. 

 
 
 

1.1.4.2. IL-28B Sinyal Yolağı 
 
 
IFN-λ ailesi iki zincirden oluşan bir hücre reseptör kompleksi üzerinden sinyal 

yolağına başlar. Bunlardan biri IFN-λ için spesifik olarak interferon lambda reseptör 

kompleksi-1 (IFNLR1) iken diğeri IL-10 ailesinin de kullandığı IL10R2’dir. Çoğu 

organda IFNLR1 ekspresyonu olmasına rağmen, özellikle IFN-λ’ya yanıt vermeyen 

fibroblastik ve endotel hücrelerinde ekspresyonu yapılmaz (Dumoutier ve ark., 

2004). Monositler de IFNLR1 ekspresyonu yapmazlar ama dentritic hücrelerine 

farklılaşırken IFNLR1 ekspresyonunu uyarırlar. Bu yüzden, IFN-λ aktivitesi 

değerlendirilirken, sadece IFNLR1 ekspresyon seviyesinin sınırlayıcı bir faktör 

olmadığını aynı zamanda ekspresyonun eşik değerinin de negatif sonuca neden 

olabileceğini akılda tutmak gerekir (Uze & Monneron, 2007).  
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Fonksiyonel bir IL28B sinyalleşmesi için IFNLR1 ve IL102 birlikte çalışıyor olması 

gerekir, reseptörlerden harhangi birinin eksik bile olması hücreleri IFN-λ’ya yanıtsız 

bırakır (Kotenko ve ark., 2003). IFN-λ öncelikle IFNLR1 zincirine bağlanır. Bu 

bağlanma ikinci reseptör zinciri olan IL-10R2’nin aynı kompleks yapıya 

bağlanmasını kolaylaştırmak için konformasyonel bir değişiklik yapar. Üçlü 

kompleksin tamamlanması, reseptör bağlantılı Janus tirozin kinazların (Jak1 ve 

Tyk2) aktivasyonuna yol açar ve IFNLR1 zincirinin intrasellüler domaini (ICD) 

üzerinde bulunan fosfotirozin içeren peptid motiflerinin oluşumunu sağlayan reseptör 

zincirleri forforile olmuş olur. Dolayısıyla, STAT1 ve STAT2 dahil olmak üzere 

sitozolik STAT proteinleri için geçici yerleştirme bölgeleri sağlanır (Donnelly & 

Kotenko, 2010; Kotenko ve ark., 2003; Uze & Monneron, 2007). Aktif STAT1 ve 

STAT2 molekülleri heterodimerler halini alır ve IRF-9 ile birleşerek IFN-stimüle gen 

faktörü 3 (ISGF3) olarak bilinen bir trimerik transkripsiyon faktörü oluşturur. ISGF3 

çekirdeğe taşınır ve böylece IRF7, MX1 ve OAS1 gibi çeşitli IFN-stimüle gen 

(ISG)’lerin promotorlarındaki IFN-stimüle elemanlara (ISRE) bağlanarak gen 

transkripsiyonunu düzenler (Şekil 1.4).  

 

 
 

Şekil 1. 4. IFN-λ reseptör sinyal yolağı.Tip I, II ve tip III IFN hücre zarı üzerinde farklı 
reseptör yapılarına bağlanırlar. İnterferonların reseptörlerine bağlanması sinyal iletimini 
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aktive eder ve IFN ile uyarılan genlerin (ISGs) transkripsiyonuna neden olur (Donnelly & 
Kotenko, 2010'den uyarlanarak). 
 

Tip I veya tip III IFN özellikle virüslere karşı benzer biyolojik reaksiyonları başlatıp 

antiviral koruma sağlarlar. Diğer taraftan, tip II IFN (IFN-γ), birincil görev olarak 

antiviral aktivite göstermez, hücre içi mikroorganizmalara karşı direnci ile ilişkilidir 

fakat, bağışıklık sisteminin pleiotropik etkilere sahip hücrelerinin sürdürülmesi, 

düzenlenmesi ve üretimi sürecinde rol oynar (Knoblach ve ark., 2011). IFN-γ’ya 

benzer şekilde, IFN-λ DNA tanıma motifi olarak da bilinen gama aktif bölgesi 

(GAS) gibi belirli DNA elemanlarına bağlanan STAT moleküllerini de uyarabilir 

(Donnelly & Kotenko, 2010) (Şekil 1.4). Aktif STAT molekülleri çekirdeğe 

ulaştıklarında, ISG promotor bölgesindeki GAS’a bağlanır ve bu genlerin 

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

 
 
 

1.1.4.3. IL-28B Polimorfizmlerinin Terapiye Etkisi  
 
 
HCVenfeksiyon tedavisi olan pegile interferon-α (PEG-IFN-α) ve ribavirin (RBV) 

bütün hastalarda kalıcı virolojik yanıt (SVR) sağlayamaz. HCV genotip 1 

hastalarının SVR oranı gelişmiş ülkelerde diğer genotiplere oranla daha düşüktür (% 

40-50) ve 12 ay tedavi gerekliliği vardır. Fakat, diğer genotipler ile enfekte olanlarda 

6 ay tedaviden sonra ~%  75 SVR elde edilebilir (Suppiah ve ark., 2009). HCV 

genotip 1 hastalarının ~% 20’si, genotip 2 veya 3 olan hastaların ise % 5 ile% 20’si 

PEG-IFN-α/RBV’e yanıt vermemektedir (Tanaka ve ark., 2009). Tip I IFN 

tedavisinin nöropsikiyatrik etkileri, hematolojik anormallikleri ve grip benzeri 

semptomları içeren ciddi yan etkilerinin olması araştırmacıları daha az toksik ve daha 

etkili ajanlar bulmaya sevketmektedir (Miller ve ark., 2009). Dahası, son çalışmalar 

sadece IFN-λ1 ve IFN-λ2’nin insan hepatosit hücre hatlarında HCV replikasyonunu 

inhibe edebileceğini göstermiyor aynı zamanda birincil (primary) insan 

hepatositlerinin IFN-LR1 ve IL-10R2 genlerini önemli düzeyde eksprese ettiğini 

göstermiştir (Marcello ve ark., 2006; Robek ve ark., 2005; Zhu ve ark., 2005). 
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Dolayısıyla, HCV tedavisine alternatif metod olarak IFN- λ çalışmalarına ağırlık 

verilmiştir.  

 
 
 HCV klirensi veya kalıcılığını viral genotip, başlangıçtaki viral yük ve viral kinetik 

gibi viral faktörler etki ettiği gibi yaş, cinsiyet, etnik köken, karaciğer fibrozu, 

obezite ve genetik varyasyonlar gibi konak faktörler de etki etmektedir (Tanaka ve 

ark., 2009; Walsh ve ark., 2006). Yinede, tedavi yanıtını etkileyen konak genetik 

faktörler hakkında çok az şey biliniyordu. Son yıllarda, genom bazlı çalışmalar 

(GWAS) polimorfizmler ile viral klirens arasında bir etkileşim olduğu kanıtlamıştır 

(Kraft ve ark., 2009).   

 
 
Tedaviye verilen yanıtla ilgili genetik varyasyonları anlamak için  genom bazlı 

çalışmalar yapılmıştır (Ge ve ark., 2009; Suppiah ve ark., 2009; Tanaka ve ark., 

2009). Bazı çalışmalarda, IL28B rs12979860 ve rs8099917 genotip motiflerinin 

HCV tedavisi ile önemli ölçüde ilişkili olduğu gösterilmiştir. Aynı SNP motiflerinin 

HCV genotip 1 ve 4 klirensi üzerinde de belirgin bir etkisi bulunmuştur (Hayashi ve 

ark., 2011).  

 
 
rs12979860 ve rs8099917, sırasıyla 3 kb ve 8,9 kb upstream IL28B gen üzerinde yer 

almaktadır. rs12979860 CC genotipi CT veya TT’ye sahip bireyler ile 

karşılaştırıldığında, % 55-80 iki kat daha kalıcı virolojik yanıt (SVR) gösterir. Benzer 

şekilde, rs8099917 TT genotipi tedaviye yanıtın güçlü bir göstergesidir (Ge ve ark., 

2009). rs8099917 TT genotipi GT veya GG genotipi olan hastalara göre daha fazla 

SVR’ye ulaştığı için G allelinin tedavinin başarısızlığı ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Ek olarak, diğer HCV genotiplerinde aynı SNP’lerin etkilerini tespit 

etmek için çok az araştırma yapılmıştır. Örneğin, IL28B lokusundaki 

polimorfizmlerin genotip 2 hastalarındaki SVR için belirleyici olabildiği ancak asıl 

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

 
 
IL28B ekspresyonu ve fonksiyonu HCV enfeksiyonundaki konak savunma için çok 

önemli olduğundan, IL28B’nin nasıl regüle olduğu ve mikroRNA’ların IL28B 
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regülasyonuna dahil olup olmadığı soruları ortaya çıkar. Bu yüzden, bu tezde 

miRNA’ların rolü ele alındı. 

 
 
 

1.2. miRNA’lar Gen Regülasyonun Baskılayıcısıdır 
 
 
MikroRNA’lar bitki ve hayvanlarda transkripsiyon sonrası gen ekspresyonunun 

düzenlenmesine dahil ~22-nükleotid (nt) endojen kod oluşturmayan RNA 

molekülleridir (Bartel, 2004; Friedman ve ark., 2009). Birçok bitki miRNA’sı 

genellikle hedeflerine tümüyle komplement iken, çok az sayıda hayvan miRNA’sı 

tümüyle komplementtir (Rhoades ve ark., 2002). miRNA’ların toplam sayısının, 

toplam protein kodlayan genlerin % 1’den fazla olduğu ve protein kodlayan genlerin 

%30’undan daha çoğunu hedef aldıkları tahmin ediliyor (Lewis, Burge & Bartel, 

2005).  

 
 
miRNA’lar ağırlıklı olarak kendi 5’ucundaki 6-8 bazlık seed region’a göre  

mRNA'ların 3’UTR (untranslated region) bölgesine bağlanırlar (Lewis ve ark., 

2005). Henüz tam olarak anlaşılmamış bir mekanizmaları olsa da gen ekspresyonunu 

ya translasyonu inhibe ederek ya da mRNA kesimi yaparak baskılar (Levine & Tjian, 

2003). Bir miRNA yüzlerce mRNA hedefleyebildiği gibi bir mRNA da birçok 

miRNa’nın hedefi olabilmektedir (Bartel & Chen, 2004; Friedman ve ark., 2009; 

Lewis ve ark., 2005). Olası hedeflerdeki tahmini miRNA bağlanma kriterleri 

miRNA-mRNA dubleksinin termodinamik stabilitesi, miRNA’nın hedef aldığı 

mRNA UTR sekonder yapısı (erişilebilirlik puan) ve miRNA bağlanan bölgelerin 

korunumu gibi değişkenlere bağlı olarak belirlenir (Barbato et al., 2009; Grimson ve 

ark., 2007). miRNA’ların 5’UTR ve açık okuma çerçevelerine (ORF) de 

bağlanabildiği gösterilmiştir, ancak bu bölgelerdeki hedefler çok nadir olup 3’UTR 

bölgesine göre 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 Oluşumu ve  İşlenmesi  
 
 
Transkripsiyon sonrası düzenleyici moleküller olarak bilinen miRNA’lar ilk olarak 

Caenorhabditis elegans’da kısmen komplement mRNA’ların ekspresyonları regüle 

edilirken bulunmuştur. miRNA genomda ya genler arasında (intergenik) veya 

intronlarda ve nadiren olsa da genlerin ekzon dizilerinde (intragenik) bulunmaktadır. 

İntragenik miRNA’lar kodlayan genlerin intron veya ekzonlarında bulunurlar ve bu 

nedenle de kendilerine ev sahipliği yapan genlerin promotorları tarafından regüle 

olurlar (Bartel, 2004; Corcoran ve ark., 2009). Geri kalanlarına da intergenik denir ve 

intergenik miRNA’lar başka genlerin promotorları tarafından regüle olmalarına 

rağmen transkripsiyonel regülasyonları hakkında çok az bilinir (Harris ve ark., 2004). 

mRNA’lar gibi çoğu miRNA RNA polimeraz II tarafından transkribe edilmesine 

rağmen (Lee ve ark., 2004; Rodriguez ve ark., 2004), polimeraz III’ün de bazı 

miRNA’ları transkrip ettiği bilinmektedir (Bartel, 2004; Borchert, Lanier & 

Davidson, 2006). Bu yüzden, mikroRNA ekspresyonu omurgalılarda dokuya bağlıdır 

(Chen ve ark., 2004) ve insan genomunda 1000 civarında mikroRNA kodlanmaktadır 

(Bentwich ve ark., 2005).      

 
 
miRNA transkripsiyon süreci araştırılması gereken bir konu olmasına rağmen, 

birincil miRNA’nın (pri-miRNA; primary miRNA) prekörsürüne (pre-miRNA) 

kıyasla çok daha uzun olabileceği kabul edilir (Corcoran ve ark., 2009). Birincil 

mikroRNA Drosha/DGCR8 RNAz III kesim enzimi tarafından sap-ilmik (hairpin 

loop) şekilli pre-miRNA’ya (~60-70 nt) dönüşür. Daha sonra, exportin 5 pre-

miRNA’yı  çekirdekten sitoplazmaya taşır ve  burada Dicer / TRBP PACT tarafından 

terminal baz çifti ve ilmik bölgesinden kesilerek olgun bir miRNA dubleksi 

(miRNA: miRNA *) haline gelir. Dubleks yapı ayrıldıktan sonra bunlardan sadece 

biri RNA-indüklenmiş susturma kompleksine (RNA-induced silencing complex; 

RISC) dahil olur (Şekil 1.5). RISC kompleksinde yer alan bir RNAz olan Argonaut 

(Ago) proteini etkisiyle 5’ucu daha kararlı olan miRNA seçilip komplekse girer 

(Peters & Meister, 2007). miRNA* ise hızlı bir biçimde bir helikaz tarafından 

degrede edilir. 
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Şekil 1. 5. miRNA’ların biyolojik oluşumu. miRNA’lar  gene ve protein ekspresyonunu 
negatif şekilde regüle eden endojen ve kodlanmayan RNA sınıfıdır. 
 

miRNA’nın RISC molekülüne dahil olması kompleks yapıyı tamamlayıcısı 

(komplement) olduğu mRNA’ya yönlendirir ve mRNA’nın işlevini ya translasyonu 

inhibe ederek ya da mRNA’nın kesilmesini kolaylaştırarak inhibe eder (Ambros, 

2004; Bartel, 2004; Pedersen ve ark., 2007). miRNA ekspresyonu ise DNA 

metilasyonu ve uridilasyon gibi miRNA modifikasyonları veya transkripsiyonel 

olaylarla regüle edilir. 

 
 
 

1.2.2. miRNA’lar Onkogen veya Tümör Baskılayıcı Genler Olarak İşlev 
 Görürler 
 
 
Gen ekspresyonu üzerindeki yaygın etkilerinden dolayı, özellikle genom içinde 

kırılgan bölgelerde bulunan mikroRNA’lar, kanser patogenezinde önemli bir rol 
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oynamaktadır. Bu kırılgan bölgeler amplifikasyonun çok az olduğu veya normal 

kromozomal kırılma noktaları olduğundan, buralarda bulunan miRNA’lar kanser 

oluşumunu etkileyen yayılım, apoptoz, metastaz ve farklılaşma gibi temel hücresel 

süreçlere katılırlar (Schramedei ve ark., 2011).  

 
 
miRNA’ların hem onkogenler hem de tümör baskılayıcısı genler arasında iki yönlü 

etkileşimi vardır (Şekil 1.6). Onkogenler ve tümor baskılayıcı genler tarafından 

ekspresyonları azaltıldığı gibi, miRNA’lar direk olarak onları hedefleyip 

ekspresyonlarını değiştirebilirler. Böylelikle, tümör ilerlemesine ve metastaza yol 

açtıkları belirlenmiştir (White ve ark., 2011). 

 

 
 
Şekil 1. 6. mikroRNA’ların kanser oluşumu üzerine etkisinin şematik gösterimi. Bu 
modelde, miRNA’ların hem onkogenler hem de tümör baskılayıcısı genler arasında iki yönlü 
etkileşimi vardır (White ve ark., 2011).  
 

Bu nedenle, bazı miRNA'lar insandaki birçok kanserle bağlantılı olup onkogen ya da 

tümör baskılayıcıları olarak işlev görürler. Örneğin, miR-141 ve miR-21 safra yolları 

kanserlerinin düzenlemesine ve sırasıyla hepatoselüler karsinom (HSK) yerdeğiştirim 

ve işgaline dahildirler (Girard ve ark., 2008). Dahası, miR-92, miR-20, miR-18 ve 

miR-199a’in HSK farklılaşması sırasında ekspresyonlarının düştüğü, ancak 

onkogenik miRNA olan miR-21’in ekspresyonunun arttığı tespit edilmiştir. Bu 
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yüzden, kimi miRNA’lar HSK teşhisinin biyobelirteçleri olabilir (Murakami ve ark., 

2006). Ek olarak, miR-122 (karaciğerde miktarı en fazla olan mikroRNA) artışı 

HuH7 hücrelerinde HSK’yı azaltırken, azalması ise ters etki yapar. Sonuç olarak, 

miR-122 karaciğerde tümör baskılayıcısı olarak davranır (Lewis & Jopling, 2010). 

Dahası, miR-122 yine tümör baskılayıcısı gibi davranarak tümör metastaz ile ilgili 

ADAM17 (disintegrin ve metalloproteinaz 17) ekspresyonunu negatif olarak 

düzenler (Lewis & Jopling, 2010). 

 
 
 

1.2.3. miR-122 Karaciğerde Oldukça Fazla Miktardadır.  
 
 
miR-122 karaciğer miRNA nüfusunun yaklaşık % 70’ini kapsayan, korunmuş ve 

karaciğere özgü bir mikroRNA’dır (Lewis & Jopling, 2010; Qiu ve ark., 2010). miR-

122 yetişkin karaciğerde büyük ölçüde eksprese olmasına rağmen, miR-92 ve miR-

483 fetal karaciğerde daha yüksektir (Girard ve ark., 2008). Pek çok miRNA gibi, 

miR-122 de 3’UTR bölgesine bağlanarak mRNA’ları hedef alabilmektedir. CAT-1 

(kaytonik amino asit taşıyıcı-1), miR-122’nin ilk hedefi olarak tesbit edilmiştir. 

 
 
Henüz tanımlanamayan mekanizmalar ile lipid metabolizması, hepatosit büyüme, 

neoplastik dönüşüm ve HSK regulasyonlarının düzenlenmesinde görev alır. Ek 

olarak, miR-122 ekspresyonu HCV replikasyonunda rol oynar  ve IFN tedavisine 

yanıt için önemlidir (Elmen ve ark., 2008). miR-122 inhibisyonu sistemik kolesterol 

düzeylerini ve HCV enfeksiyonunu azaltır, ancak HCC uyarılmasını artırır (Girard ve 

ark., 2008; Lewis & Jopling, 2010). miR-122 ekspresyonu ve fonksiyonunun aynı 

zamanda sirkadyen gen ekspresyonu içeren karaciğer sirkadyen çıkışı için de önemli 

olduğuna dair kanıtlar vardır (Gatfield ve ark., 2009). 

 
 
Ilginçtir ki,  miR-122’nin HCV genomunun 5-UTR’sinde birbirine yakın iki hedef 

bölgesi bulunmuştur (Roberts ve ark., 2011; Xu ve ark., 2010). miR-122 in vitro 

HuH7 hücrelerinde HCV replikasyonu için gereklidir (Jopling, Schutz & Sarnow, 

2008) ve HCV protein sentezi ve replikasyon döngüsünün ikinci aşaması üzerinde 
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etkileşim mekanizması tam olarak bilinmese de olumlu etkileri vardır (Jangra, Yi & 

Lemon, 2010; Jopling ve ark., 2005). Bu kanıtların aksine, HCV enfekte karaciğerde, 

miR-122 ve viral yük düzeylerinin birbirleri ve IFN tedavisine iyi yanıt veremeyen 

hastalardaki miR-122 seviyesi ile korelasyon halinde olmadığı görüldü (Pedersen ve 

ark., 2007). Yine de, son zamanlardaki bir hayvan çalışması, kronik hepatit C 

gelişmiş şempanzelerde tamamlayıcı LNA (kilitli nükleik asit)‘nın miR-122 

seviyesini düşürmesi (inhibisyon) HCV genotip 1a ve 1b replikasyonunu 

baskıladığını doğruladı (Lanford ve ark., 2010). Ayrıca, mir-122’nin Bach1 3’UTR 

bölgesinde en az tahmini bir hedefi olduğu bilinmektedir. Bach1 heterodimerler 

yaptıktan sonra Hem oksijenaz-1 (HO-1)‘e bağlanmaktadır. Dolayısıyla, mir-122’nin 

Bach1 ile etkileşimi HBV ve HCV replikasyonunu inhibe ettiği gösterilen HO-1 

ekspresyonunu düşürür (Qiu ve ark., 2010).  

 
 
 

1.2.4. Kronik Karaciğer Hastalığında Ekstrasellüler mikroRNA’lar  
 
 
miRNA’ların hücresel proliferasyon, farklılaşma, apoptoz, sinyal iletimi, organ 

gelişimi, kromatin yapısı ve karsinogenez gibi pek çok olayı düzenlediği kabul edilir, 

ancak, mekanizmalarını anlamak için pek çok araştırma yapılması gerekir (Bala, 

Marcos & Szabo, 2009; Bartel, 2009; Girard ve ark., 2008; Kloosterman & Plasterk, 

2006). Buna ek olarak, miRNA’ların hematopoez, doğal bağışıklık gibi immün 

yanıtları, T hücre aktivasyonu ve farklılaşmasını ve konak viral etkileşimlerini de 

regüle ettikleri tespit edilmiştir. Dolayısıyla, miRNA’ların hastalıkları iyileştirmek 

amacıyla, bir tedavi yolu olarak hizmet ettiği iddia edilir. Yine de, genetik 

polimorfizmlerin neden olduğu yanlış miRNA ekspresyonları anormalliklere neden 

olmakta veya hedef dizilerdeki bu polimorfzimler anomalilere ve hastalıklara 

sebebiyet vermektedir (Clop ve ark., 2006; Eberhart ve ark., 2008; Sethupathy & 

Collins, 2008). 

 
 
miRNA’lar sadece hücre içinde ve sitoplazmada bulunmaz aynı zamanda 

ekstrasellüler sıvılarda da bulunurlar (Gilad ve ark., 2008). Wang ve arkadaşlarının 
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serum miR-122 düzeyinin artmasından kaynaklanan karaciğer hasarını daha hızlı bir 

şekilde gözlemelerinin ardından (Wang ve ark., 2009), diğer karaciğer hastalıkları 

için de miRNA’ların biyobelirteç gibi hareket edebildikleri düşünülebilir. Kan 

dolaşımında bulunan miRNA’lar üzerinde yoğun çalışmalar son zamanlarda 

artmaktadır. Yalnız, çeşitli kanser hastalarından alınan plazma veya serum 

örneklerinin miRNA profilleri incelenirken (Cortez & Calin, 2009), kronik 

inflamatuar karaciğer hastalıkları ve HSK ile ilgili çok az sayıda miRNA çalışması 

vardır (Gui ve ark., 2011; Qu ve ark., 2011; Xu ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2010). 

miR-122’ye ek olarak, ön bulgulara göre, miR-885, miR-21, miR-223 ve miR-29 

kimi miRNA’ların farklı ekspresyonları gözlendi.  

 
 
 

1.3. Çalışmanın Amacı 
 
 
Kronik HCV enfeksiyonu, dünya çapında bir sağlık sorunudur. Tedavisi her zaman 

çalışmaz. Son çalışmalar IL28B polimorfizmlerinin hastalık sürecini etkilediğini 

ortaya çıkardı. Bu çalışmada ise, miRNA’ların IL-28B regülasyonuna dahil olup 

olmadığı veya HCV enfeksiyonun sonucu veya tedavi yanıtı için biyobelirteç olarak 

kullanılıp kullanılamayacağı ele alındı. Dolayısıyla, bu çalışmanın kronik hepatit C 

tedavisini etkileyen konak organizmanın genetik faktörlerini daha iyi tanımak 

açısından da fayda sağlayacağı düşünülmektedir. Ayrıca, IL28B polimorfizmleri ve 

serum mikroRNA’ları arasında bağ olup olmadığını da belirleyecektir.  

 
 
Bu amaçla, IL-28B dizilerinin miRNA bağlanmasını gözlemleyebilmek için silika 

analizi yapıldı. Olası etkileşim bölgeleri reporter assay yöntemi ile çalışıldı. Ayrıca, 

hasta ve şempanzelerde ekstrasellüler miRNA’lar mikroarray PZR yöntemi ile 

incelendi.
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
 
 

2.1. Gereçler 
 
 
2.1.1-2.1.8’de gösterildiği gibi, bu çalışmada kullanılan malzemeler farklı 

tedarikçilerden satın alındı.  

 
 
 

2.1.1. Kimyasallar, Plastik Gereçler ve Diğer Malzemeler 
 
 
Standart kimyasallar ve solusyonlar başka yerde açıklanmadığı sürece Roth 

(Karlsruhe, Almanya), Sigma (Üç Endorf, Almanya) ve Merck (Darmstadt, 

Almanya) şirketlerinden satın alındı. Kullanılan pipet uçları Biozym (Oldendorf, 

Almanya) ve Labomedic (Bonn, Almanya) şirketlerinden elde edildi. Gerekli olan 

hücre kültürü plastik ürünleri TPP (Hörstel, Almanya), Nunc (Wiesbaden, Almanya) 

ve Becton-Dickinson Laboratuar Gereçleri (Lincoln Park, NJ, ABD) şirketlerinden 

sağlandı. Solusyonlar ve diğer malzemeler, 121°C‘de 1,2 bar ve nemli ısıda 20 

dakika otoklavlanırlar (Varioklav, H+P Labortechnik, Almanya). Cam ve metal 

kapların steril olması için 5 saat boyunca 180°C’de  ısıtılır (Memmert, Schwabach, 

Almanya). 

 
 
Tüm tamponlarda ve solusyonlarda filtrelenmiş deiyonize su kullanılır (Elga 

Berkefeld, Celle, Almanya). Tamponların ve solüsyonların bileşimleri ve kaynakları 

yöntemler kısmında bulunur. 

 
 
 

2.1.2. Enzimler 
 
 
Bahsi geçen enzimler aşağıdaki şirketler tarafından satın alındı: 
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• NotI (Restriksüyon Endonükleaz) (Biolabs, MA, ABD) 

• Taq-DNA polimeraz    (Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya)  

• T4 Ligaz     (Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya) 

• Xhol (Restriksüyon Endonükleaz) (Biolabs, MA, ABD) 

 
 
 

2.1.3. Kulanılan Cihazlar 
 
 

• Agilent 2100 Bioanalyzer 

• CO2 İnkübatoru 

• Distile Su Cihazı 

• Floresans Mikroskop 

• Hassas Terazi 

• Jel Elektroforez Cihazı 

• Jel Görüntüleme Sistemi 

• Kuru Blok 

• Laminar Flow 

• Nanodrop 1000 Spektrometresi 

• Otoklav 

• pH Metre 

• Real-time PZR Cycler 

• Santrifüj Cihazları 

• Su Banyosu  

• TaqMan MikroRNA Array Sistemi 

• TM C1000 Thermal Cycler PZR Cihazı 

 
 
 

2.1.4. Hücre Kütürü 

 
 
• Dulbecco’s Modified Eagle Medium Sigma-Aldrich, Almanya 
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• FCS     Sigma-Aldrich, Almanya 

• Tripan Mavi solusyonu (0.5 %)  Biochrom AG, Berlin, Almanya 

• Tripsin     GibcoBRL, Karlsruhe, Almanya 

 
 
 

2.1.5. Kitler ve Assayler 
 
 
Deneylerde kullanılan tüm kitler ve assayler üretildikleri şirketleri aşağıda 

belirtilmiştir: 

 

• Agilent RNA 6000 Nano Kit  Agilent, Heilbronn, Almanya 

• BigDye Terminatör Sekans Kit v.3.1 Applied Bio, Darmstadt, Almanya 

• Dual-Glo™ luciferase reporter assay P.J.K, Kleinblittersdorf, Almanya 

• Lipofectamin 2000   Invitrogen, Karlsruhe, Almanya 

• miRNA-SYBR Green PZR Kit    Qiagen, Hilden, Almanya 

• miRNeasy Mini Kit    Qiagen, Hilden, Almanya 

• miScript-Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, Almanya 

• Nucleobond PC-100   Macherey & Nagel, Düren, Almanya 

• Passive Reporter Lysis Tampon, 5X Promega, Madison, ABD 

• Perfectprep Gel Cleanup kit  Eppendorf, Hamburg, Almanya 

• TaqMan miRNA Reverse Trans. Kit AB, Darmstadt, Almanya 

• TaqMan PreAmp Master Mix  AB, Darmstadt, Almanya 

• TaqMan Universal PZR Master Mix AB, Darmstadt, Almanya 

 
 
 

2.1.6. Oligonükleotidler 

 
 

Çizelge 2.1’de listelenen oligonükleotidler Eurofins MWG Operon (Ebersberg, 

Almanya) şirketinden satın alındı ve dimerizasyon (2.2.2.10)  ve psiCHECKTM-2 

vektörüne klonlamak için kullanıldı. 
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Çizelge 2. 1. Oligonükleotid 
 

 

Oligonükleotid 

 

Sekans 

 

Kaynak 

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 Bu Tez 

IL28B 3`UTR-R GGG AAG GCG GTC AGT ACG TTG GAC TC 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 

C 

Bu Tez 

IL28B-877 ORF-R GTG TGG GAC GTG GTA TAG GAG AGG 

GTC G 

Bu Tez 

 

IL28B geni üzerindeki potansiyel hedefleri tespit için kullanılan miRNA 

transkriptleri çizelge 2.2’de listelenmiştir. Sentetik miRNA’lar pre-miRNA’ların Dicer 

tarafından kesilmesinin ardından dubleks (miRNA: miRNA*) olarak hücre içine alınır. 

 
 
Çizelge 2. 2.  Primer 
 

Oligonükleotid Kaynak 

miR-134 Qiagen, Hilden, Almanya 

miR-877 Qiagen, Hilden, Almanya 

      SV40 Qiagen, Hilden, Almanya 

 
 
 

2.1.7. Plazmidler 
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Çizelge 2. 3. Plazmidler 

Vektör Tanım ve Fonksiyon 

Sensor134 miR-134 dizisi olan reporter vektör 

IL28B-3`UTR IL28B 3’UTR dizisi olan reporter vektör 

IL28B-877 ORF miR-877 için IL28B ORF dizisi olan reporter vektör 

 
 
 

2.1.8. DNA Markırı ve Yükleme Solüsyonu 
 
 
• 6X DNA Yükleme Solüsyonu   (Fermentas, St. Leon-Rot, Amanya) 

• GeneRuler™ 1kb DNA ladder   (Fermentas, St. Leon-Rot, Almanya) 

 
 
 

2.1.9. Tamponlar ve Solüsyonlar 
 
 
• 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 değerini 7.6’a ayarlayın) 

 
Medium ampisilin eklenmeden önce 40-50°C’de soğutulur. 

 
 
• Antibiyotik  

   
 
Ampisilin – Stok solüsyonu: 50mg/ml (Çalışılan konsantrasyon: 100μg/ml) 

 
 

• Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe) 
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4500 mg/l glikoz 

110 mg sodyum prüvat ve L-glutamine 

FCS 10 % (Invitrogen, Karlsruhe) 

 

• LB agar:    
   

15 g /l   LB medium Bacto-Agar (Difco) 
 
 

• 2 x TSS:  
    
 

20 % [w/v]  PEG 8000 (Sigma, Almanya)      

10 % [v/v]  DMSO (Sigma, Almanya)     

70.0 mM   LB içinde MgCl2       

pH 6,5  

 
 

• PBS 10 x   
   

74 g   NaCl 

14.2 g   Na2HPO4 x H2O 

3.62 g  NaH2PO4 x 2H2O 

pH   7.4 

   1000 ml’ye kadar su ekle 

 
 

• TAE Tamponu  
    
 

40 mM   Tris-acetat, pH 7.8 

5 mM   Na-acetat 

1 mM   EDTA, pH 8.0 

 
 
 

2.1.10. Hücre Hattı  
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Huh7 hücre hattı kullanıldı. 

 

Çizelge 2. 4. Hücre hattı 
 

Cell line Origin Characteristics Source 

HUH7 human epithelial hepatoma  
cell line 

Prof. U. Protzer  
(Münich) GER 

 
 
 

2.2. Yöntemler 

 
 
Bu çalışmada kullanılan yöntemler 2.2.1-2.2.8 arasında anlatılmaktadır.  

 
 

2.2.1. Hücre Kültürü 
 
 
HuH7 hücreleri %10 FCS içeren Dulbecco’s modified Eagle’s mediumda 37ºC ve 

%5 CO2 içeren inkübatörlerde büyütüldü. Bu hücre hatları ile ilgili tüm deneyler 

laminer flow altında yapıldı ve hücreler pasajanmadan önce % 90 konfluense 

ulaşıldı.  

 
 
 

2.2.1.1. Hücre Pasajı 
 
 
Medium aspire edildikten sonra 1 x PBS eklendi ve tekrar aspire edildi. Bu şekilde, 

yapışık (adherent) hücreler kalan serumun tripsini inhibe etmemesi için 1 x PBS ile 

üç kez yıkandı. Hücreler tripsin (1 x PBS içinde % 0.25 tripsin /% 0,02 (w/v) EDTA) 

ile 5 dakika boyunca 37 °C‘de adherens kalkana kadar  inkübe edildi. Ortama taze 

medium eklemek tripsinin etkisini durdururken pipetlemek hücre kümelerinin 

dağılmasını sağladı. Ardından hücreler split edilip DMEM ile ekildi. 
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2.2.1.2. Hücrelerin Donması ve Çözülmesi 
 
 
Hücreler % 90 konfluense ulaştıklarında, 1 x PBS ile yıkandı, tripsinize edildi, 2 ml 

taze medium eklendi ve 1000 rpm / 4°C‘de 5 dakika Beckman GPR santrifüjünde 

(Beckman, Krefeld, Almnya) santrifüj edildi. Pelet 500μl taze mediumda yeniden 

süspansiyon edildi. Tüm solüsyon kryovial tüp içine eklendikten sonra 500μl DMSO 

(DMSO + DMEM çözüm) ile hafifçe karıştırıldı. Hücreler 24 saat boyunca yavaş 

yavaş -70°C’ye donduruldu ve son olarak sıvı azot içerisinde saklandı. 

 
 
Donmuş hücreleri kültür edilmeleri için, hızla çözüldüler ve 9 ml taze mediumda 

inkübe edildiler. 12 saat sonra medium yenilenerek kalan DMSO’ların ortadan 

uzaklaşması sağlandı. 

 
 
 

2.2.2. Hastalar ve Serum Örnekleri 
 
 
HCV enfeksiyonlu 80 hastanın serum örnekleri Peter Ferenci (Gastroenteroloji 

Bölümü, Viyana)‘den elde edildi. Kan alınmadan önce yazılı onayları alınmıştır. 

Tüm hastalar HCV genotip 1 veya 4 ile enfekte olup, peg-interferon α-2a artı 

ribavirin kullanılarak tedavi edildiler. Tedavi süresi, 4 ile 12 haftada tedavinin 

virolojik yanıtına göre tespit edildi. Kohortun klinik özellikleri daha önce Dr. Ferenci 

tarafından rapor edilmiştir (Ferenci ve ark., 2010).  

 
 
Şempanzelerin serum örnekleri Stephen Feinstone (Ulusal Sağlık Enstitüleri, 

Bethesda) aracılı ile elde edildi. HCV inokülasyon başlangıcında Ch 6461 3 yaşında, 

Ch 6394 4 yaşında, Ch 6412 ve Ch 6411 2 yaşında idi. Ch 6461 ve Ch 6394’de 

kronik hepatit gelişirken Ch 6412 ve Ch 6411 enfeksiyondan kurtuldu. 
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Çizelge 2. 5. Hepatit C enfekte şempanzelerden farklı zamanlarda alınan serum örnekleri. 
Pembe bölgeler karşılaştırmanın yapıldığı kısımları göstermektedir. 
 
 
Şempanze inokülasyondan 2 

gün önce (A) 
inokülasyondan 

sonra (B) 
inokülasyondan 

sonra (C) 
HCV 

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

5/12/2001 (~7 
months) 

İyileşme 

Ch 6394 17/4/2002    1 5/5/2002  (~1 
months) 

30/10/2002 (~7 
months) 

İyileşme 

Ch 6412 4/5/2000    29/11/2000   (~7 
months) 

23/5/2001 (~12 
months)   

Kronik 

Ch 6411 4/5/2000 29/11/2000    (~7 
months) 

23/5/2001 (~12 
months)    

Kronik 

 
 
 

2.2.3. RNA Ekstraksiyonu ve Kalite Kontrolü 
 
 
Total RNA izolasyonu bir fenol yöntemi olan Qiazol ile (Qiagen, Almanya) 

yürütüldü. Izolasyon, üretici firmanın protokolüne göre yapıldı. DNaz aşaması 

yapıldı ve RNA patternlerini analiz etmek için mikroflüidik elektroforez kullanıldı. 

 
 
 

2.2.3.1. Trizol Metodu ile Total RNA Purifikasyonu 
 
 
Hem RT-PZR ve hem de mikroarray çalışması için, hücrelerden alınan 200μl 

süpernatant 2pmol SV40 ve 800μl Qiazol (Qiagen, Hilden Almanya) ile birlikte 

karıştırıldı. Daha sonra, RNA izolasyonu üretici firmanın protokolüne göre yapıldı. 

İzole edilen RNA 30μl RNAz olmayan su ile dilüe edildi ve bir sonraki kullanıma 

kadar -20°C’de saklandı. 

 
 
 

2.2.3.2. Fotometrik Belirleme ile RNA Kalite Kontolü ve Mikroflüidik Analiz 

 
 
RNA konsantrasyonu ve saflık 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) kullanılarak gerçekleştirildi. Olası bir protein 

kontaminasyonu OD 260 / OD 280 oranı ile tespit edilebilir. İyi saflaştırılmış DNA 

solusyonu 1.8 ile 2 arasında bir oran içerir. 

 
 
 

2.2.3.2.2. Mikroflüidik Elektroforez 
 
 
RNA konsantrasyonu ve kalitesi, 28S:18S RNA oranı baz alınarak RNA 6000 Nano 

assay reagent kiti ile Bioanalyzer 2000 kapiler elektroforez (Agilent, Heilbronn, 

Almanya) cihazında değerlendirildi. Her örnekteki küçük RNA’ların varlığı RNA 

elektroferogramda görülen peak ile tespit edildi. Tüm aşamalar üretici firmanın 

protokolüne göre yapıldı.  

 
 
 

2.2.4. Real Time PZR ile miRNA Kantitasyonu 
 
 
miRNA miScript-Ters Transkripsiyon kiti ve miRNA SYBR Green PZR Kiti 

(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanılarak iki aşamalı bir gerçek zamanlı PZR ile analiz 

edildi. İki adım PZR aşaması Şekil 2.1’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2. 1. Gerçek zamanlı PZR ile miRNA ölçümü. 

 
İlk aşamada, RNA poliadenile olur ve bir kuyruklu oligo-dT adaptör primer 

tarafından ters transkripsiyonu yapılır. İkinci aşamada, kuyruklu dizi ve miRNA 

dizileri primer bağlanması için hedef olarak iş görürler (Sekil 2.1). cDNA sentezi ve 

gerçek zamanlı PZR için kullanılan primerler GeneGlobe Araştırma Merkezi 

(Qiagen)‘den satın alındı. Her bir örnek, üç defa tekrar edildi. Ekstrasellüler miRNA 

düzeylerinin normalizasyonu için, SV40-miRNA (Qiagen), serum örneklerine ve 

hücre kültürü süpernatantlarına(2pmol/200µl) RNA izolasyonu öncesi eklendi. 

 
 
 

2.2.4.1. Poliadenilasyon ve Ters Transkriptaz 
 
 
Total RNA 2.2.3.1’de açıklandığı şekilde izole edildi. DNA’dan arınmış bir 

mikrogram RNA, poliA Polimeraz (Qiagen, Hilden, Almanya) ve 4 μl tampon içeren 

20 μl’lik toplam hacim içinde poliadenile oldu. Enzim 37°C‘de 60 dakika çalıştı ve 

95°C’de 5 dakika inaktif oldu. 
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cDNA aşamasından sonra, gen veya miRNA transkriptleri tesbit edildi.  İzole 

RNA’nın transkripsiyonları Ters Transkripsiyon miScript Kiti (Qiagen, Hilden, 

Almanya) kullanılarak üretici protokolüne göre yapıldı. 

 
 
 

2.2.4.2. Gerçek Zamanlı PZR 
 
 
Çabuk ve daha güvenilir bir şekilde transkripti belirlemek için, SYBR Green PZR 

Master Mix  ve TM C1000 Termal Cycler (BioRad, Münih, Almanya) kullanıldı. 

SYBR Green (10 µl)  0.8 µl forward ve reverse primer (her ikiside 10 µM), 7.4 µl 

deiyonize H2O ve 1 µl DNA veya cDNA (10-50 ng) ile karıştırıldı. Geleneksel 

PZR’ın aksine, kantitatif gerçek zamanlı PZR (qPZR) ölçümleri ve PCR süresince 

amplifikasyonun grafik görüntüsü PZR ürünlerinin miktarı ile orantılı olarak artan 

özel floresan sinyalleri ile ölçüldü. cDNA dilüsyon serisi ile standart eğriler yapıldı. 

Her örnek üçer defa çalışıldı ve miRNA normalizasyonu için, örneklerin RNU6B 

düzeyleri ölçüldü. PZR aşağıdaki koşullar altında yapıldı.  

 
 1. 95 ° C  10 dak. 

 2. 95 ° C  30 saniye 

 3. 60 ° C 1 dak.   

 4. 55 ° C 30 saniye 

 5. 95 ° C 30 saniye 
 

Gerçek-zamanlı PZR Biorad Cycler (BioRad, München, GER) cihazında çalıştırıldı. 

Bir örneğin içerdiği kopya sayısını belirlemek için, standart eğri, kopya sayısı eşik-

değer döngüsü (threshold cycle: CT) ile karşılaştırılarak hazırlandı. 

 
 
 

2.2.5. miRNA Mikroarray 
 
 
Dört şempanze örneğinden alınan total RNAlar trizol metodu ile daha önce 

bahsedildiği (2.2.3.1) gibi izole edildi. RNA’ların kalitesi ve saflığı Bioanalyzer 

50 x 
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2000 kapiler elektroforez (Agilent, Heilbronn, Almanya) 

(2.2.3.2.2) ile gözlendi. Örnekler PZR amplifikasyonu 

için yeterli olduğundan, miRNA mikroarray’ler Applied 

Biyosistem (Darmstadt, Almanya) şirketinden satın 

alındı. cDNA’nın üreticinin protokolüne göre total RNA 

örneklerinden ters transkripsiyonu yapıldı. Her cDNA 

örneği için, 384 küçük RNA 384 kuyucuklu 

mikroplakalar PZR plaka kurulumu kullanarak 

kesitlendirilmiştir. Cihaz ve elle çalışma hataları çok az 

olduğundan, hiçbir PZR ürünü ölçülmedi. cDNA 

templateleri pre-amplifikasyon aşamasında Megaplex 

Preamp primerleri ve TaqMan® Preamp Master Mix 

kullanılarak PZR ürünlerine dönüştürüldü. Gerçek 

zamanlı PZR sırasında, her TaqMan MGB prob forward 

ve reverse primer kısımları arasında tamamlayıcı dizisi ile hibrit çifti oluşturur . 

Amplifikasyona bağlı hedef diziler sentezlendikçe, hibrid probları AmpliTaq Gold® 

enzimi ile kesilir  ve quencher adı verilen sondürücü boya floresan maddeden ayrılır. 

Bunun sonucunda da floresans yayılımını artırır. Veriler Real-Time StatMiner™ 

Integromics SL Yazılımı 2.5 kullanılarak analiz edildi (Madrid, İspanya). 

 
 
 

2.2.6. Bioinformatik 
 
 
Bu tez için aşağıdaki yazılımlar kullanıldı (Çizelge 2.6).  
 

Çizelge 2. 6. Kullanılan yazılımlar 
 

Yazılım Versiyon Kaynak 

FinchTV 1.4.0 Geospiza (Seattle, ABD) 

Redasoft 
Plasmid 1.1 Redasoft (Toronto, Kanada) 

NetPrimer http://www.premierbioso
ft.com Premier Biosoft (Palo Alto, ABD) 
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CFX Manager 1.6.541.028 BioRad (München, Almanya) 

Cell^P 2.5 Olympus Soft Imaging Solutions  
(Münster, Almanya) 

Ascent 
Software 2.6 Thermo Labsystems (Helsinki, 

Finlandiya) 

SPSS Statistic 17.0 SPSS Software (München, Almanya) 

Revelation 3.2 Dynatech Laboratories (VA, ABD) 

Alpha Ease 
FC TM 4.0.0 Alpha Innotech Corporation  

(CA, ABD) 

DeVisionG 2.0 Decon Science Tec GmbH  
(Hohengandern, Almanya) 

Target Scan 
Human 5.1 

ref. (Creighton et al., 2008), web 
sayfasında ücretsiz mevcut: 
http://www.targetscan.org/  

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

Real-Time 
StatMiner™ 4.2 Integromics S.L. (Madrid, İspanya) 

 

 

 

2.2.7. miRNA Bağlanma Bölgelerinin Tespiti İçin Reporter Vektör Dizaynı  
 
 
Hücre içinde hedef bölgelerindeki miRNA bağlanma aktivitesini değerlendirmek 

amacıyla, ilgili geni ve lusiferaz genini içeren reporter vektörler aşağıdaki dizayn 

edildi. 

 
 
 

2.2.7.1. Restrüksiyon Analizi 

 
 
Ligasyonu için kullanılacak olan plazmidler, üreticinin talimatlarına göre standart 

yöntemler kullanılarak NotI ve XhoI endonükleaz (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 oligonükleotidlerin (Çizelge 2.1) dimerizasyonu 95 °C’de 

10 dakika ısıtılıp 40°C’ye kadar yavaş yavaş soğutuldu ve aşağıdaki protokole göre 

yapıldı. 

 
 
• Dimerizasyon karışımı: 
   

 oligo-nükleotid 1 [100 μM] 20 μl 

 oligo-nükleotid 2 [100 μM] 20 μl 

 hybridizasyon solusyonu  40 μl 
 
 
• Hybridizasyon solüsyonu:   
 

 TRIS        50 mM  

 NaCl       300 mM  

 EDTA          2 mM  

 
 
T4 DNA ligaz (Fermentas, Almanya) kullanarak yapılan ligasyon reaksiyonları 

üreticinin talimatlarına göre hazırlandı ve oda sıcaklığında 3 saat ya da gece boyunca 

inkübe edildi. 

 
 
 

2.2.7.3. DH5α-E.coli içine Plazmid Transformasyonu 
 
 
Ilgili genin reporter vektöre yerleştirilmesinin ardından, bu vektörün DH5α-E.coli 

bakteri hücrelerine transformasyonu sonucunda büyük miktarlarda aynı vektörden 

elde etmek için plazmid aplifikasyonu yapılır. 

 
 
 

2.2.7.3.1. Competent E.coli Hücrelerinin Hazırlanması 
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Competent bakteriler Chung ve arkadaşları (1989) (Chung, Niemela & Miller, 1989) 

tarafından açıklanan TSS yöntemi ile hazırlandı. Hücreler (DH-5α) sallamalı 

inkübatörde 37°C ve 180 rpm’de gece boyunca inkübe edildi. Gece boyunca 

bekletilen  hücrelerden 100μl alınıp  50 ml taze LB mediuma eklenip log-faz (OD600 

= 0.4) olana kadar inkübe edildi. Hücrelerin Beckman modeli J2-21 santrifüj cihazi 

ile 4°C ve 15 dakika 5000 rpm’de santrifüj edilmesinin ardından bakteriyel pellet 2,5 

ml LB’de yeniden süspanse edildi. Eşit hacimde TSS (2x) ilave edildi. Dikkatli bir 

şekilde karıştırıldıktan sonra, bakteriyel süspansiyon 150μl’lik hacimler halinde 

ependorf tüplere kondu ve daha sonra kullanılmak üzere -70 °C‘de depolandı. 

 
 
• TSS (2x):    
 

20 % [w / v]  PEG 8000 (Sigma, Dreisendorf, Almanya)  

10 % [v / v]  DMSO (Sigma, Dreisendorf, Almanya)   

70 mM  LB içinde MgCl2      

   pH 6,5 
 
 
 

2.2.7.3.2. Transformasyon 
 
 
10-20μl ligasyon karışımı 150μl çözülmüş competent hücrelere (DH5α) eklenir ve 

buz üzerinde 30 dak. inkübe edildi. Transformasyonun verimliliği için 42 °C‘de 2 

dakikikalık ısı şok (heat shock)‘u uygulandı ve 1 dakika buzda bekletildi. Antibiyotik 

direnci ve üremeyi artırmak için, bakteriler 1 saat süreyle 37 ° C’de 600 µl LB 

mediumunda inkübe edildi. Hücreler ampisilin içeren LB-agarlı petri kaplarına 

yerleştirildi ve 37 ° C’de gece boyunca inkübe edildi. 

 
 
 

2.2.7.3.3. Rekombinant Analizi ve DNA İzolasyonu  
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Her bakteri kolonisi 5 ml LB-ampisilin mediumunda sallamalı inkübatörde (Gerhardt 

Thermoshaker, Königswinter, Almanya) 37°C 170rpm’de  gece boyunca inkübe 

edildi. 2ml‘lik Bakteri kültürü  14000rpm’de 2 dak. santrifüj edildi ve pelet önce 

150μl buz tampon 1 ile sonra eşit hacimde tampon 2 eklenerek yeniden süspanse 

edildi. 150μl’lik tampon 3 eklenmesi lizatın nötralizasyona sebep oldu. Maksimum 

hızda santrifüj sonrası, 450μl izopropanol supernatant içeren DNA’ya eklendi ve 

13.000rpm’de santrifüj edildi. İzopropanol uzaklaştırıldıktan sonra DNA % 70 EtOH 

(etanol) ile yıkandı. Peletin tamamen etanolden uzaklaştırılması için ise 37 °C’de 

pelet kurutuldu ve 30 μl H2O ile yeniden suspense edildi. Recombinantların analizi 

için agaroz jel yürütüldü. 100ml’lik 1X TAE tamponu içine 2 gr agaroz (Sigma-

Aldrich, Steinheim) eklendi. DNA UV ışığı sayesinde görüntülendi. 

 
 
• Tampon 1:  

 

50 mM    Tris-HCl    

10 mM    EDTA     

100 μg/ml   RNaz          

pH 8.0 
 
 

• Tampon 2:  
 

200 mM    NaOH     

1%   SDS         

   

 

• Tampon 3:  

 

2.8 M    Potasyum acetat         

pH 5.1 

 
 
 

2.2.7.3.4. Plazmid Sekans Analizi  
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Dizayn edilen tüm reporter plazmidler sanger yöntemi (Sanger, Nicklen & Coulson, 

1977) ile ile Genetik Enstitüsü (Köln Üniversitesi) laboratuarında yapıldı. Sekans 

analizi, üretici talimatları kullanarak cycle sequencing prosedürüne göre BigDye 

Terminator sekans kiti 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Almanya) ile yapıldı. 

Kapiler elektroforez’de  Köln (GCC) Genomik Merkezi'nde yapıldı. 

 
 
• Sekans karışımı:    
  

BigDye terminator mix 2 μl 

buffer   4 μl 

primer   5 pmol 

DNA   150 – 300 ng 

H2O    20 μl’ye ulaşana kadar  

 
 

• Döngü: Sekans analizi için PZR koşulları: 
 

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. 

 
 
İkinci ile dördüncü aşama arası 30 kez tekrar edildi. 
 
 
 

2.2.8. Reporter Assay  

 
 
Lusiferaz assay üretici protokolüne göre psiCHECKTM-2 reporter plazmid 

(Promega, Madison, ABD)  kullanılarak yapıldı. Hücreler, plazmid DNA ve 

mikroRNA transfeksiyonu için, 1x105 hücre 24 kuyucuklu plakalara bir gün 

öncesinden antibiyotik içermeyen mediumla beraber yetiştirildi. % 90-95 konfluense 

ulaştığında, Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 0,8 mg reporter plazmid ve miRNA 
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(son konsantrasyon 50 nm)‘lar ile birlikte hücrelere transfekte edildi. Örnekler 120μl 

lizis tamponu ile 24 saat sonra toplandı ve her bir örnek ikişerli gruplar halinde 

gözlendi. Lusiferaz aktivitesi Dual Lusiferaz Assay Sistemi (Promega) kullanılarak 

MLX microtiter Plate Luminometre (Dynatech Laboratuvarları, VA, ABD)‘de tespit 

edildi.
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3. BULGULAR 
 
 
 
İlk aşamada, reporter assay aracılığı ile IL-28B mRNA’yı tahmini hedef alan 

miRNA’ların IL28B regülasyonunda görev alıp almadığı test edildi. Ek olarak, 

IL28B SNP analizi ve Hepatit C enfeksiyonu olan hastaların miR-122 serum 

düzeyleri bu çalışma için kullanılan numuneleri karakterize etmek amacıyla çalışıldı. 

Ayrıca, hepatit C enfeksiyonu olan şempanze serum örneklerinden de mir-122 miktar 

tayini yapıldı. Ektraselüler mikroRNA‘ların biyobelirteç olarak kullanılabilir olduğu 

bilindiğinden, hepatit C enfeksiyonunu etkileyen miRNA’ların tesbiti için 

şempanzelerin aynı serum örneklerinden mikroarray profilleri analiz edildi. 

 
 
 

3.1. HuH7 hücrelerinde IL28B 3’UTR Bölgesinin miR-134 ile Regülasyonu 
 
 
IL28B-3’UTR bölgesini tahmini hedef alan miRNA’ları araştırmak için, 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 tabanları tarandı. 

Korunmuş bir miRNA olan miR-134 (Şekil 3.1-A), potansiyel olarak IL28B-3’UTR 

yi hedef alan tek miRNA oldu (Şekil 3.1-B). 
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Şekil 3. 1. miR-134’ün IL28B 3`UTR bölgesine olası bağlanması. miR-134’ün IL28B 
3`UTR bölgesine olası bağlandığı diziler korunmuştur (A). miR-134’ün IL28B 3`UTR ye 
bağlanma enerjisi -11.49kcal/mol’dür (B).  
 

Şekil 3.1’de görülüğü gibi miR-134 etkileşimi seed region ve yakınındaki diğer üç 

tane baz eşleşmelerini içerir. Bundan sonra, belirli restriksüyon bölgeleri 

kullanılarak, miR-134’ün tahmini hedef aldığı IL28B, 3’UTR bölgesi 3’ucundaki 

sentetik Renilla lusiferaz gen ve translasyonel durdurma kodonunun yer aldığı çoklu 

klonlama bölgesi olarak bilinen lusiferaz reporterının aşağısına yerleştirildi. 

Lusiferaz reporterı (psiCHECK™ -2 vektör (Promega, Madison, ABD)) RNAi 

indüksiyonu sonucu oluşan ekspresyonu izlemek için brincil reporter geni olarak 

Renilla luciferazın, hRluc, sentetik versiyonunu içerir. Renilla lusiferaz sinyali 

kolayca psiCHECK ™ -2 Vektör kullanılarak firefly lusiferaz sinyaline normalize 

edilir (Şekil 3.2). 
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Şekil 3. 2. psiCHECK™-2 Vektör haritası. RNA interferansı (RNAi) optimize etmek için 
nicel ve hızlı bir yaklaşım sağlar. Hedef gen ekspresyonundaki değişiklikleri görüntülemeyi 
sağlar. 
 

SV40 promoter Renilla lusiferaz ekspresyonunu sağlar. Kimerik intron SV40 

artırıcı/promotor bölgesinin aşağısında yer alır ve gen ekspresyonu düzeyinde artışa 

yol açar. T7 RNA polimeraz promotor T7 RNA polimeraz kullanarak in vitro RNA 

transkript sentezlemek için kullanılabilir. Renilla lusiferaz, hRluc, inhibisyon süreci 

nedeniyle ekspresyon değişikliklerini ölçer ve firefly lusiferaz, hluc+ iç kontrolü 

ölçmek için kullanılır. Olası rekombinasyon olaylarını azaltmak ve kararlı RNA 

düzeyini artırmak için, polyadenilasyon sinyali (sentetik SV40 poliA) ve ampisilin 

direnç seçilimi için ise Ampr kullanılır. Klonlamanın başarılı olması sekans analizi 

ile kontrol edildi. IL28B 3-UTR’nin reporter plazmide başarılı bir şekilde klonlaması 

sonrası (Şekil 3.2), bu reporter DNA, sentetik bir miR-134 dubleksi veya bir rasgele 

kontrol olan scrambled miRNA kombineli lipozom aracılı transfeksiyon 

(lipofectamine 2000) ile HuH7 hepatoma hücre hatları içine sunuldu. Eğer miR-134 

hedef IL28B 3-UTR’ye bağlanırsa, miR-134 ko-transfeksiyonu RNAi sürecini 

başlatır, ilgili mRNA’nın Renilla lusiferaz genini keser ve Renilla lusiferaz sinyalini 

düşürür. Kontrol deneyi için ise mir-134’ün tamanen tamamlayıcısı olan dizi 

lusiferaz reportera klonlandı. Firefly/Renilla lusiferaz aktivitesi üç defa tekrarlanan 

deneylerin ortalaması alınarak tespit edildi. 
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Şekil 3. 3. miR-134’ün HuH7 hücrelerine transfeksiyonu. Sensor134, miR-134’ün  
tamamlayıcısı ve beklenildiği gibi lusiferaz sinyali mir-134 tarafından engellendi. IL28B 
3’UTR bölgesi için ise çok az sinyal düşmesi gözlendi.   
 

Sonuçlara, miR-134’ün çok az ama signifikant bir şekilde lusiferaz aktivitesini 

baskıladığını göstermiştir (Şekil 3.3). miR-134’ün IL-28B 3’UTR bölgesine ılımlı bir 

etkisi olmasına rağmen, bu etki oldukça düşük düzeyde olup IL-28B sentezi için 

önemli olmayabilir. Bu yüzden, miRNA’ların ORF’leri de hedef alabildiği 

bilindiğinden (Bartel, 2009; Selbach ve ark., 2008), bir sonraki aşamada, potansiyel 

miRNA bağlanması için ORF dizisi analiz edildi. 

 
 
 

3.2. HuH7 hücrelerinde IL28B 877-ORF Bölgesinin miR-877 ile Regülasyonu  
 
 
IL28B ORF’yi tahmini hedef alan miRNA’lar aramak için miRNA veritabanları 

gözden geçirildi. 2.2.6’da belirtilen miRBase veritabanı pek iyi korunmayan miRNA 

ailesinden olan miR-877’yi olası miRNA olarak gösterdi (Şekil 3.4-A). miRNA’ların 

ORF‘lere bağlanması 3’UTR bölgelerine bağlanmalarından daha az etkili olmasına 

rağmen (Bartel, 2009; Hafner ve ark., 2010; Li ve ark., 2011; Selbach ve ark., 2008), 

mir-877 bağlanma enerjisi ve neredeyse IL28B-ORF’ye tamamen komplement 

olması nedeniyle gelecek vaat eden bir miRNA olduğunu gösterdi (Şekil 3.4-B). 
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Şekil 3. 4. miR-877’nin IL-28B 877ORF bölgesine olası bağlanması. miR-877’nin IL-28B 
877ORF’ye bağlandığı diziler çok az korunmuştur (A). (B) e değeri komplement dizilerin 
ölçümüdür. e değeri ne kadar düşerse, bağlanma o derece artar. miR-877 IL-28B 877ORF 
için e değeri 1.3 (mirbase.org’dan elde edilmiştir). 
 

IL28B-877ORF bölgesi için de lusiferaz reporter dizayn edildi. Bu reporter plazmid 

için yapılan deneyler lipozomal transfeksiyon kullanılarak gerçekleştirildi. Lusiferaz 

aktivitesinin MLX Microtiter Plate Luminometre‘sinde (Dynatech Laboratuvarları, 

VA, USA) ölçümünden sonra, elimizdeki veriler miR-877’nin beklenenin aksine 

reporter aktivitesini baskılamadığını gösterdi. Bunun yerine, OFR’nin mRNA 

translayonunun uyarılması yoluyla lusiferaz ekspresyonunu signifikant olarak artırdı 

(Şekil 3.5). 

 
Şekil 3. 5. HuH7 hücrelerinde miR-877 transfeksiyonu. IL28B 877ORF ekspresyonu miR-
877 varlığında arttı.   
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Diğer deneyle birlikte ele alındığında, miR-134 ve miR-877 IL28B ekspresyonunu 

olağanüstü bir biçimde baskılamadığı görüldü. Bu nedenle, ikinci bir yaklaşım 

olarak, miR-122’nin HCV enfeksiyonu sırasında terapatik (3.3) ya da spontan 

iyileşme (3.4)’nin bir göstergesi olup olmadığı sorusuna cevap bulabilmek için 

interferon β tarafından regüle edildiği öne sürülen (Pedersen ve ark., 2007) ve 

karaciğerde fazla miktarlarda bulunan bir mikroRNA olan miR-122 (Jopling ve ark., 

2005) çalışıldı.  

 
 
 

3.3. Peg-IFN Tedavisi Sonrası Hastaların Serum Örneklerindeki miR-122 
Düzeyleri ve IL28B Polimorfizmlerinin Etkileri  
 
 
Çalışmanın bu bölümünde, 80 hastanın serum örnekleri kullanıldı. Hastalar hepatit C 

virüsü genotip 1 veya 4  ile enfekte idiler. Örneklerin karakteristik özellliklerini 

bilmek için, IL28B SNP analizi ve serum miR-122 miktarları tespit edildi. 

 

 
 

Şekil 3. 6. Total RNA izolasyonunun niteliği. A, küçük RNA Chip (Agilent Bio-analyzer) ile 
yapılan verimlilik kontrolünü gösterir. Ladder RNA’ların moleküler ağırlığını gösterir. B bir 
örneğin elektroferogramını gösterir, 4. nükleotiddeki peak başlangıç çizgisini temsil gösterir. 
20 -30 nt arasındakiler düşük molekül ağırlıklı RNA’ları temsil eder. 
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miR-122 kantifikasyonuna devam etmek için, 2.2.3.1’de bahsedilen total RNA 

izolasyonu, hasta ve şempanze serum örnekleri kullanılarak gerçekleştirildi. İzole 

edilen RNA tuz, protein, genomik DNA vb gibi kontaminantlardan uzak tutulmalıdır. 

Düşük kaliteli RNA ters transkripsiyon yaparken sorunlara neden olabilir ve veri 

kalitesini etkileyebilir. RNA verimi ve kalitesini (2.2.3.2.2) analiz etmek için saflık 

derecesi, mikroakışkan elektroforez ile tespit edildi. Elektropherogram küçük 

RNA’ların başarıyla ekstrakte edildiğini gösterdi. Şekil 3.6 temsili bir 

elektroferogram örneğini gösterir. 18 -25 nt arasındaki peakler mikroRNA gibi 

küçük RNA’ları gösterdiğinden, hasta ve şempanze serum örneklerinden izole edilen 

RNA’lar ileriki analizler için kullanılabildi. 

 
 
 

3.3.1. IL28B SNP Genotipleri 
 
 
HCV hastaları için peg-IFN ve RBV tedavisi 24. haftada durdu, ardından 48 haftalık 

bir takip süresi başladı. Hasta serumlarından elde edilen verilere göre, SVR, relaps ve 

tedaviye yanıt verenlerin oranları sırasıyla % 65, % 20 ve % 15 idi. Bu veriler aynı 

zamanda miR-122 seviyesi ile IL28B genotiplerine bağlı tedavi sonuçları arasındaki 

ilişkiyi analiz etmemizi sağladı. Fakat, miR-122 ve SVR veya tadaviye yanıt 

veremeyenler arasında bir korelasyon olmadığı görüldü (veri gösterilmemiştir). 

 
 
rs8099917 TT genotipine sahip hastalar diğer hastalara göre daha yüksek bir dağılım 

ve daha yüksek oranda SVR (% 75 p = 0.020) gösterdi. Sadece risk alleli GG 

genotipine sahip bir hasta SVR gösterdi (Tablo 7). 
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Çizelge 3. 1. IL28B rs8099917 motifleri. Kırmızı daire TT motifinin kalıcı virolojik yanıt 
oranını gösterir. Tedavi sonrası hastaların rs8099917 motifleri karşılaştırıldı. 
 

 
 

Benzer şekilde, rs12979860 CC genotipi 24 hastada görüldü ve diğer motifler ile 

kıyaslandığında signifikant olarak daha yüksek SVR (% 46.2, p = 0.023) gösterdi. bu 

kohortta sadece CC motifine sahip 2 hasta tedaviye yanıt vermedi. CC genotipi ile 

SVR  arasında % 80 oranında signifikant bir ilişki gözlendi. 

 

Çizelge 3. 2. IL28B rs12979860 motifleri. Kırmızı daire CC motifinin kalıcı virolojik yanıt 
oranını gösterir. Tedavi sonrası hastaların rs12979860 motifleri karşılaştırıldı. 
 

 
 

Sonuç olarak, hepatit C enfeksiyonu olan hastaların IL28B motifleri gösteriyorki, 

diğer çalışmalar tarafından da kanıtlandığı üzere, rs8099917 TT ve rs12979860 CC 
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motiflerinin HCV tedavisi sırasında hastaların verdiği yanıtları artırdıkları görüldü 

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

 
 
 

3.3.2. Peg-IFN Tedavisi Sırasında Ekstraselüler miR-122 Seviyesi  
 
 
miR-122 karaciğerde fazlasıyla bulunmasına rağmen diğer dokularda sınırlı 

miktarlarda bulunur (Chang ve ark., 2004). miR-122’nin HCV ekspresyonunu 

olumlu şekilde düzenlediği (Lewis & Jopling, 2010) ve IFN tedavisinin HuH7 

hücrelerinde ve primer fare hepatositlerinde miR-122 ekspresyonunu önemli ölçüde 

azaltığı biliniyor (Pedersen ve ark., 2007). Bu sonuçlar, miR-122’nin HCV 

enfeksiyonu sırasında terapatik bir hedef olabileceğini gösterdi. Buna ek olarak, 

mikroRNA’lar kanda serbestçe dolaşabildikleri için hastalık belirteçleri gibi 

davranabildiklerinden (Cortez & Calin, 2009; Gilad ve ark., 2008; Wang ve ark., 

2009), kanda bulunan miR-122’nin de çoğunlukla karaciğer patolojisi ile ilgili 

olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, bu çalışmada, hasta ve şempanze serum 

örneklerindeki mir-122 seviyeleri çalışıldı. İyi karakterize olmuş bu hasta 

kohortunun serum örneklerindeki mir-122 seviyeleri ölçüldü. 

 

 
 

Şekil 3. 7. Peg-IFN tedavisine yanıt sırasındaki ekstraselüler miR-122düzeyleri. 
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Öncelikle, Sekil 14 peg-IFN tedavisine verilen yanıta göre farklı zaman noktalarında, 

serum miR-122 seviyelerini gösterir. Başlangıçta, tüm hastalar yüksek miktarda miR-

122 seviyesine sahipken, daha sonra tedavi nedeniyle miR-122 seviyeleri 

değişmektedir. Örneğin, 4 hafta sonrasında tedaviye komple yanıt veren hastaların 

serum mir-122 seviyelerinde bir azalma eğilimi vardır (Şekil 3.7). Ancak, aynı 

zamanda, relaps ve tedaviye yanıt vermeyenlerde de  tedavi sonrası miR-122 

seviyesinde  bir azalma görülmektedir (Şekil 3.7, kırmızı çizgi). İkinci olarak, miR-

122 ve HCV tedavisine yanıt dikkate alındığında,  erken tedavi sırasında, yanıt 

vermeyen ve relaps yanıt veren hastaların miR-122 serum düzeyleri komple yanıt 

verenlerinkinden daha düşük çıktığı gözlendi (Şekil 3.7, kırmızı daire). 

 
 
mir-122 serum düzeyleri ve IL28B SNP genotipleri de birbiri arasında karşılaştırıldı. 

Ancak, tedavi sonucuna dayalı miR-122 verisine göre, miR-122 ile IL28B SNP 

genotipleri arasındaki istatistiksel analizler ne rs12979860 ne de rs8099917 

polimorfizmleri ile signifikant olarak anlamlı bir ilişki ortaya koyamamıştır. 

 
 
Şempanze HCV enfeksiyonu modeli daha iyi bir kohort olabileceğinden bir sonraki 

adımda, mir-122 düzeyleri, hepatit C ile enfekte şempanze serum örnekleri 

kullanılarak ölçüldü. 

 
 
 

3.4. Şempanzelerde Kronik Hepatit C Enfeksiyonu yada İyileşmeye Bağlı 

Ekstraselüler miR-122  

 
 
Dört hayvandan alınan örnekler S. Finestone (NIH, ABD) tarafından gönderildi ve 

daha sonraki çalışmalar için kullanıldı. Bu çalışmaya, çizelge 2.5’te açıklanan bir 

erkek ve üç dişi şempanze dahil edildi. Aşılamanın ardından HCV enfeksiyonunun 

süresi yaklaşık 7 ay oldu. Şempanze 1 ve 2 iyileşirken şempanze 3 ve 4 kronik 

hepatit geliştirdi. HCV ile enfekte olan şempanzelerin miR-122 düzeylerini ölçmek 

için serum örnekleri incelendi. Bu amaçla, şempanze serum örneklerinden total RNA 
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izolasyonu yapıldı ve RNA kalitesi ölçümleri yüksek kaliteli RNA’ların elde 

edildiğini gösterdi. Daha sonra, total RNA’dan cDNA elde edildi. 

 
İnokülasyon sonrası ilk evrelerde miR-122 seviyeleri çok yüksekken, iyileşmiş 

şempanzelerin seralarında miR-122 seviyesi düşerken kronik HCV enfeksiyonu 

geliştiren şempanzelerin seralarında ise yüksek kaldı (Şekil 3.8). 

 

 
 

Şekil 3. 8. Aşılamadan 7 ay sonra şempanzelerin serum miR-122 düzeyleri (B ve C). A ise 
aşılamadan 2 gün öncesini gösterir. 
 

7 ay sonra ilk şempanzenin (iyileşen) serumundaki miR-122 düzeyi son derece düşüş 

gösterdi ve ikinci şempanze de ise kaybolmaya başladı (Şekil 3.8). Ancak, ikinci 

şempanze hepatit C enfeksiyonunu atlatmasına rağmen serumunda az miktarda miR-

122 seviyesi görünüyordu. Bu sonuç, hayvanın yanlışlıkla alınan serumuna bağlı 

olabilir. Diğer iki şempanzede ise hepatit C kronikleşti. Beklendiği gibi, kronikleşmiş 

şempanzelerdeki miR-122 seviyeleri 7 ay sonra bile hala yüksek düzeydeydi. Üçüncü 

şempanzenin miR-122 serum seviyelerinde ılımlı bir düşüş yaşandı, ancak hepatit C 

enfeksiyonunu atlatan şempanzelerin seviyeleri ile karşılaştırıldığında ise 3. 

Şempanzenin serumunda hala büyük bir miktarda mir-122 vardı. Bu arada, 4. 

şempanzedeki mir-122 serum düzeyi çok yüksek olmasa da bir artış gösterdi. Bu 

nedenle, miR-122 seviyesinin HCV enfeksiyonu neticesini gösterebildiği 

düşünülebilir.  
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Sonrasında ise daha fazla miRNA türü çalışmak için, ABI Yaşam Teknolojileri’nden 

elde edilen arrayler kullanılarak PZR-Array analizleri yapıldı. 

 
 
 

3.5. Şempanze Plazma Örneklerindeki miRNA’ları Ölçmek İçin Kantitatif RT-

PZR Değerlendirilmesi 

 
 
Hepatit C hastalarının serumlarında düzensiz bir biçimde ekspres edilen miRNA’ların 

mevcut olup olmadığını araştırmak hedeflendi. Verimli bir şekilde bu miRNA’ları 

taramak için miRNA mikroarray (2.2.5) yöntemi kullanılarak, iki ayrı havuz (pool) 

analiz edildi. Her havuz kartı 384 miRNA hedefini tespit için primer ve probları da 

içinde olmak üzere 384 kuyucuk içerir. Böylece, 768 miRNA hedefi analiz edildi ve 

PZR örneklerinden biri aşağıdaki şekilde gösterilmiştir (Şekil 3.9). 

 

 
 

Şekil 3. 9. Birinci şempanzenin C noktasında 384 amplifikasyonu (örnek 1C).Çerçeve 
geçerli amplifikasyon sinyalleri tanımlar.  
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Arraylerin kalite kontrolü, bütün örneklerdeki array PZR amplifikasyonunun doğru 

bir biçimde yürütüldüğünü kanıtladı. Serumda housekeeping RNA olmadığından, 

miRNA değerleri referans RNA olarak SV-40 miRNA kullanılarak ΔΔ-Ct yöntemi 

ile hesaplandı. 

 
 
Şekil 3.10’da görülen miRNA’lar kronikleşen şempanzelerde tüm zaman 

noktalarında oldukça artarken, iyileşmiş şempanzelerde aynı miRNA’lar çok düşük 

seviyelerde kaldı. Dolayısıyla, bu şekilde 24 miRNA tespit edildi. Örneğin, bu 

ekstraselüler miRNA’lardan özellikle miR-23a, miR-200 ve miR-335* kronikleşmiş 

şempanzelerin serum örneklerinde oldukça yüksek miktarlarda olduğu görüldü. Öte 

yandan, miR-383 ve miR-661 diğer mikroRNA’lara kıyasla daha düşük seviyelerde 

bulundu. Buna ek olarak, havuzdaki diğer serum miRNA‘larının miktarları 

birbirinden çok farklıydı. 

 

 
 

Şekil 3. 10. Tüm zaman noktalarında kronikleşmiş şempanzelerin serumunda oldukça artan 
miRNA’lar. Siyah A, kırmızı B ve yeşil ise C zaman noktası göstermektedir. 
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4. TARTIŞMA 

 
 
 
Bu tezde, IL28B’yi hedef alabilen miRNA’lar ve aynı zamanda kronik hepatit C 

enfeksiyonu etkileyen ekstraselüler mikroRNA’lar araştırıldı. İlk aşamada, gen 

bağlantılı faktörler HCV tedavisi için bir hedef olarak görüldüğünden, IL28B’yi 

hedef alan miRNA’lar analiz edildi. İkinci aşamada ise, tedaviden sonra veya 

kendiliğinden iyileşen HCV enfeksiyonlu insan ve şempanze serum örnekleri 

kullanılarak miRNA profilleri yapıldı. IL28B SNP motifleri mir-122 değerleri ile 

karşılaştırıldı. Ancak, bu çalışmada elde edilen veriler, birbirleri arasında herhangi 

bir ilişki olmadığını göstermektedir. 

 
 
 

4.1 IL28B mikroRNA’ların Potansiyel Bir Hedefidir 
 
 
IL28B’yi etkileyen gen ilişkili faktörler araştırmak için, IL28B’nin miRNA 

tarafından regüle edilip edilmediği soruldu. Gen regülasyonu, gen, fenotip ve gelişim 

arasındaki en önemli bilinmeyen bağlantı olduğundan bu çalışma çok önemlidir. 

mikroRNA regülasyonu ise henüz yeni bir konu olduğundan ve sadece gelişim için 

değil aynı zamanda birçok farklı hücresel süreç için de önemli bir rol oynadığından, 

gen regülasyonunun önemli konularından biridir. miRBase, Miranda, targetscan ve 

PicTar gibi çeşitli miRNA veritabanları (Creighton ve ark., 2008; Griffiths-Jones ve 

ark., 2008; John ve ark., 2004; Krek ve ark., 2005) IL28B’nin UTR ve ORF 

bölgelerinde potansiyel miRNA hedeflerini belirlemek amacıyla tarandı. Sadece 

miR-134 ve miR-877 bu çalışma için umut verici miRNA adayları oldu. miR-134’ün 

bağlanma enerjisi ve miR-877’nin “e değeri” seed region ve bağlanma bölgelerinin 

korunumuna ek olarak için potansiyel hedef bölgelerini gösterdi  (Şekil 3.1 ve 3.4). 

 
 
miR-134 beyine özel bir mikroRNA’dır (Gao ve ark., 2010) ve birçok türde korunur, 

miR-877 ise zayıf korunumlu bir familyadan gelmektedir. Diğer çalışmalar miR-

134’ün HCV çalışma gruplarında azalan bir ekspresyon sergileyen onüç miRNA’dan 
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biri olduğunu (Law & Wong, 2010), akut myeloid lösemi regülasyonuna dâhil 

olduğunu (Chan, Prado & Weidhaas, 2011) ve IFN-γ stimülasyonu sonucu 

olgunlaşmamış dentritik hücrelerde signifikant bir şekilde ekspresyonunun 

düştüğünü gösterdiler (Jin ve ark., 2010). Ancak beyinde IFN-λ ekspresyonu düşük 

olduğundan (Sommereyns ve ark., 2008), IL28B UTR bölgesine bağlanması IL28B 

sentezi için önemli olmayabilir. Yine de, miR-134‘ün IL28B-3‘UTR reporter  

aktivitesini biraz baskıladığı görüldü. Öte yandan, miR-877 plazmid IL28B 877ORF 

reporter etkinliğini arttırdı. miR-877 hakkında çok fazla şey olmamasına rağmen, 

ailesel hiperkolesterolemi sırasında azaldığı ve kistik fibroz sırasında ise arttığı 

bilinmektedir (Oglesby ve ark., 2010). Bu çalışmada, miR-877 IL28B 877ORF 

ekspresyonunu artırdığı görüldü. Bu beklenmedik bir sonuçtu çünkü miRNA 

etkileşimi çoğunlukla hedef genlerin transkripsiyon sonrası baskılanmasına yol açar. 

Ancak, çok az durumda, bazı miRNA’lar gen ekspresyonunu indüklemesine sebep 

olmuştur (Place ve ark., 2008; Vasudevan, Tong & Steitz, 2007). Örneğin, Let-7 

tarafından translasyonel regülasyon hücre bölünmesi sırasında baskılanma ve 

aktivasyon arasında gidip geldiği için, hedef mRNA’ların translasyonel regülasyonu 

baskıladığı ve aynı zamanda indüklediği dikkat çekmiştir. Ayrıca, miR-10’nun 

5’TOP motif mRNA ekspresyonunu artırması sonucu pozitif regülasyon görülür 

(Orom, Nielsen & Lund, 2008) ve miR-122’nin HCV IRES’e bağlanması HCV 

replikasyonunu  artırır (Jopling ve ark., 2008). Bu yüzden, miR877 bahsedilen diğer 

istisnai miRNA’lar gibi hedef gen ekspresyonu pozitif yönde regüle eden bir miRNA 

olabilir. Ancak, miR-877‘nin IL28B ekspresyonunun regülasyonu sırasında benzer 

bir işlevi olduğunu öğrenmek için daha ayrıntılı bir çalışma yapılması gerekir. 

 
 
 

4.2. Serum miR–122 Hepatit C’yi Atlatmak İçin Potansiyel Bir Biyomarker 

Olabilir  

 
 
Bu çalışmada, hasta ve şempanze serumundaki miR-122 düzeylerini belirlemek 

amacıyla serum örneklerinden total RNA izolasyonu yapıldı. Serum örneklerinden 

350ng- 1000ng/1 ml izole edildi ve 18-25 baz arasındaki molekülleri temsil eden 
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düşük molekül ağırlıklı RNA kesimi vardı. Önceki raporlar serum miRNA’larını 

tespit etmek için bazı bilgiler vermesine karşın, ilk defa serum miRNA’ları Mitchell 

ve ark tarafından daha kapsamlı bir şekilde gözlendi (Mitchell ve ark., 2008). Diğer 

raporlar serum miRNA‘larının yüksek stabilitesini kanıtlamıştı. Sonradan, bu 

miRNA’ların hücrelerden salgılanan veziküller halinde paketlenmiş olduğu görüldü 

(Valadi ve ark., 2007). Bu yüzden, yüksek stabilite ve kolay algılama gibi faktörler 

nedeniyle miRNA’lar biyobelirteç olarak hizmet verebilir (Chin & Slack, 2008). 

Ancak, kronik HCV enfeksiyonu olan 80 hastanın serum analiz sonuçları yüksek 

varyanslı olup signifikant değildi. Kronik hepatit C enfeksiyonu olan hastaların 

serum miR-122 düzeylerinin analizine göre (şekil 3.7), miR-122 değerleri sabit bir 

sonuç vermedi. 4 hafta sonunda komple yanıt verenlerin serum örneklerinin mir-122 

seviyelerinde bir azalma görülmesine rağmen, diğer grupların düzeylerinde de 

azalma vardı. IFN tedavisi durduktan sonra bile, relaps ve tedaviye yanıt 

vermeyenlerin miR-122 serum düzeylerinde azalma vardı. HCV hastalarının serum 

örneklerindeki veriler, IFN tedavisine daha sonra yanıt vermeyen hastaların ön tedavi 

(pre-treatment) sırasında komple yanıt verenlere göre miR-122 seviyelerinin daha 

düşük olduğunu gösterdi (şekil 3.7, kırmızı daire). Karaciğerde ise Sarasin-

Filipowicz ve ark. 12. haftada tedaviye yanıt vermeyen ve viral yükleri azalan 

hastaların 12. haftada güçlü bir tepki veren hastalara nazaran signifikant olarak düşük 

miR-122 seviyeleri olduğu gösterdi (Sarasin-Filipowicz ve ark., 2009). Öte yandan, 

şempanze örneklerinden elde edilen serum miR–122 düzeyi verileri son derece sabit 

ve signifikant değerler ile sonuçlandı (Şekil 3.8). Ancak, Wang ve ark., akut 

karaciğer yetmezliği olan hastaların serum örneklerinde, karaciğer dokusunda 

bulunan miRNA’ların seviyesinin düştüğünü, serumda ise aynı miRNA’ların 

seviyesinin artığını gösterdi (Wang ve ark., 2009). Ek olarak, diğer raporlar karaciğer 

hasarından sonra yüksek miR-122 seviyeleri göstermiştir. Dahası, bu çalışma 

şempanzeler HCV enfeksiyonunu atlatmadıklarında ve karaciğer iltihabı 

kronikleştiği zaman miRNA’ların serumda yüksek olduğunu kanıtladı. HCV atlatan 

iki şempanzede miR-122 serum düzeyleri sürekli olarak azalmaya başladı ve geri 

kalanı ise kronikleşti.  
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Şempanzelerdeki miR-122 serum düzeylerinin belirgin azalması şempanzelerin HCV 

enfeksiyonunu atlattıklarını gösterdi. Ancak, daha spesifik biyobelirteç görevi 

görebilecek diğer miRNA‘lar incelendi çünkü miR-122 tedavinin prognozu açısından 

istikrarlı bir göstergesi olarak hizmet edemez. Bu durumu üç yaklaşım ile açıklamak 

mümkün olabilir. Birincisi, miR-122 ekspresyon seviyesi fibrotik evrede düşer 

(Marquez ve ark., 2010). Sonuç olarak, eğer hepatit C ile enfekte karaciğer daha 

fazla fibrotik skar oluşturduğunda daha az miR-122 serum veya plazmaya bırakılır. 

İkincisi, hepatik fibroz hepatositlerin hasar görmesine neden olduğu için (Hayashi ve 

ark., 2008) canlı kalan çok az hücre  daha az miR-122 ekspresyonuna neden olur. 

Son olarak, hepatositler yüksek miktarda miR-122 içerir ve inflamatuvar süreç 

hepatositlerin hasar görmesine ve dolayısıyla fazla miktarda miR-122‘nin kan 

dolaşımına salınımına neden olur. Serum mikroRNA’ları çok kararlı olduğundan, 

mir-122 kan dolaşımına bırakıldığında HCV hasta serumlarında seviyesini 

yükseltebilir (Xu ve ark., 2011). Bu bulgular, mir-122’nin kronik hepatit sırasında 

hepatositlerde devam eden hasarı izlemek için kullanılabilceğini önerebilir. 

 
 
Ayrıca, delillerin KHC hastalarının serumundaki miR-122 konsantrasyonunun serum 

ALT ve AST aktiviteleri ile ilişkili olduğunu artırmaktadır (Bihrer ve ark., 2011) ve 

serum miR-122 düzeyleri, karaciğer hasarı sırasında ALT’den daha duyarlı bir 

belirteç olarak bulundu (Wang ve ark., 2009). miR-122‘nin karaciğerde yüksek 

ekspresyonu çok önemli görünüyor ve disregülasyonu bazı hastalıklara neden olabilir 

(Elmen ve ark., 2008; Girard ve ark., 2008; Lewis & Jopling, 2010). HCV tedavisine 

terapatik olabilecek cazip bir aday sağlar ve antisens oligonükleotidleri tarafından 

etkili bir şekilde susturulabilir. 

 
 
 

4.3. Ekstraselüler mikroRNA Paneli Hepatit C Virüsü Hastalığının İlerlemesi ile 

İlgili Potansiyel Biyobelirteçlerdir. 

 
 
mikroRNA’lar sadece hücre hasarı ve apoptotik yapılardan dolayı kan dolaşımına 

salınmaz (Ji ve ark., 2009; Mitchell ve ark., 2008) aynı zamanda aktif olarak 
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ekzozomlar veya küçük mikro-partiküller yoluyla da salınırlar (Tijsen ve ark., 2010; 

Wittmann & Jack, 2010). miRNA’ları degrede olmaktan koruyan ekzozomal ve 

apoptotik yapılar içinde dolaştıklarından dayanıklıdırlar ve bu yapıların içerisinde 

başka hücrelere girerek gen ekspresyonunu düzenleyebilirler (Zernecke ve ark., 

2009). PZR aracılığı ile kolay algılanışı, karmaşıklığının düşük oluşu ve 

translasyonel sonrası modifikasyonlarının olmayışı miRNA’ları  KHC, kanser, kalp 

yetmezliği ve karaciğer hasarı gibi hastalıkların tanısı için güçlü biyobelirteçler yapar 

(Tijsen ve ark., 2010; Wang ve ark., 2009; Wittmann & Jack, 2010). Bu nedenle, 

şempanzelerden farklı zamanlarda elde edilen serum örnekleri KHC enfeksiyonu için 

duyarlı ve etkili biyobelirteçler olarak spesifik mikroRNA’ları tespit etmek için 

incelendi. Serumdan total RNA’nın başarıyla izolasyonundan sonra, 2.2.5’de 

belirtilen mikroarray yöntemi yapıldı. cDNA sentezlenmesinin ardından, ekspresyon 

analizini artırmak için pre-amplikasyon adımı uygulandı çünkü olası miRNA 

ekspresyon düzeyleri hücre içinde stabil kalamayabilir (Mestdagh ve ark., 2008).  

 
 
Serumda bir kısım miRNA ekspresyon düzeylerinde önemli bir değişiklik sergilendi. 

Kronik hepatit gelişmiş şempanzelerde 24 mikroRNA seviyesi artarken aynı 

miRNA’ların hastalıktan kurtulan diğer iki şempanzede seviyeleri oldukça düştü. 

miR-122’den başka, özellikle, miR-23a, miR-200 ve miR-335* kronik hepatit 

gelişmiş şempanze serum örneklerinde oldukça arttı ve bu üç miRNA kronik hepatit 

için potansiyel tanı değeri gösterdi. Ancak, yüksek miR-23a, miR-200 ve miR-335* 

serum seviyeleri signifikant olarak sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırılan karaciğer 

kanseri gibi faklı kanser türlerine yakalanan hastalarda da bildirildiğinden (Heyn ve 

ark., 2011; Yang ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2010), kronik hepatit için özel bir 

gösterge olmayabilirler. miRNA düzeylerinin artışı, konağın hepatik patolojisi ile 

ilgili olabileceği ileri sürülmüş olabilir (Ji ve ark., 2011) ve karaciğer hasarı, KHC 

enfeksiyonlu şempanze serumlarındaki miRNA üretimini yükseltiyor olabilir. Öte 

yandan, miR-383 ve miR-661 diğer mikroRNA’lara kıyasla daha düşük düzeyde idi. 
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5.  SONUÇ VE ÖNERİLER 
 
 
IL28B polimorfizmleri hastalık sürecini etkiledikleriden dolayı, miRNA’ların IL-28B 

ekspresyonunu regüle edebilecekleri ve hastalık seyri sırasında biyobelirteç olarak da 

kullanılabilecekleri konusunu ele alındı. Dolayısıyla, IL28B, hepatit C enfeksiyonu 

ve miRNA konusu ülkemizde bu alana yönelik çalışmalara öncülük etmesi 

bakımından önem tasımaktadır. Ayrıca, Türkiye’de yapılan araştırmlara da katkı 

sağlayacaktır. 

  
 
miR-134’ün IL28B-3’UTR reporter  aktivitesini çok az baskıladığı, miR-877’nin ise 

IL28B 877ORF reporter etkinliğini fazlasıyla arttırdığı bulundu. miRNA’ların gen 

ekspresyonunu genellikle düşürdüğü bilindiğinden, aksini kanıtlayan miRNA’ların 

varlığı miRNA konusuna yeni bir bakış açısı  getirmektedir. miR877’nin ise istisnai 

miRNA’lar gibi hedef gen ekspresyonu pozitif yönde regüle eden bir miRNA 

olduğunu kanıtlayabilmek için ise daha ayrıntılı bir çalışma yapılması gerekir. 

Dahası, bu çalışmadan elde edilen diğer bulgulara göre, bazı miRNA’lar (miR-23a, 

miR-200 ve miR-335*) diğerlerine göre daha yüksek bir şekilde eksprese olmuştur. 

Yeni ekstraselüler miRNA’ların tesbiti hem yeni biyobelirteçleri açığa 

çıkaracağından yeni tedavi olanakları da sağlayacaktır ve bu mikroRNA’ların etkin 

biyobelirteçler olduğunu tesbit etmek için daha kapsamlı çalışmalar yapılmalıdır. Bu 

nedenle, bu çalışmalar ile ilgili her türlü ayrıntılı adım karaciğer biyolojisini ve 

miRNA’lar tarafından regüle edilmesini anlamada fayda sağlayacaktır.
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ÖZET 
 
 

Kronik Hepatit C Enfeksiyonunda Rol Oynayan Hücreler arası mikroRNA’ların 
Saptanması 
 

Hepatit C virüsü (HCV) kronik hepatit, siroz ve hepatosellüler karsinomanın önde gelen 
nedenidir ve dünya nüfusunun% 3 üzerinde etkiler. Pegile-interferon ve ribavirin HCV‘nin 
mevcut standart tedavi yöntemidir. Son çalışmalar, IL28B upstream bölgesinde bulunan 
rs12979860 ve rs8099917’nin HCV tedavisine yanıt ile ilişkili olduğunu göstermiştir. 
mikroRNA (miRNA)‘lar veya bastırma çeviri gen ekspresyonunu mRNA’yi degrede ederek 
yada traslasyonu bakılayarak regüle eden endojen, küçük, kodlamayan RNA molekülleridir. 
miRNA’lar hücrelerin içinde bulunduğu gibi aynı zamanda HCV hastalığının biyobelirteci 
olarak kullanılmak üzere bir avantaj sağlayabilecek özelliği olan ekstrasellüler sıvılarda da 
bulunur. Bu çalışmada miRNA’ların IL-28B ekspresyonunda yer alıp almadığı ve HCV 
enfeksiyonunu atlatmanın bir göstergesi olup olamayacağı soruları ele alındı. 
 
IL-28B mRNA’yı tahmini hedef alan miRNA’lar IL28B regülasyonundaki fonksiyonları için 
reporter analizler ile incelendi. Hepatit C tedavisi sırasında her 80 hastanın serum 
örneklerinin karakteristik özelliklerini bilmek için IL28B SNP analizi ve miR-122 serum 
düzeyleri incelendi. Ayrıca, ikisi kronik hepatit geliştirmiş ve diğer ikisi iyileşmiş dört 
şempanzenin serum örneklerinden miR-122  çalışıldı. KHC geliştiğini gösteren ek 
miRNA’ları keşfetmek için, aynı şempanze serum örnekleri kullanılarak gerçek zamanlı 
Array-PZR ile kapsamlı bir ekspresyon çalışması yapıldı. miRNA ekspresyon profillerinin 
sonuçları doğrulamak için biyoinformatik kullanıldı. 
 
Silika analizi ile IL-28B ekspresyonu ile etkileşimdeki potansiyel miRNA’lar olan miR-134 
ve miR-877 tespit edildi. Sonrasında, lüsiferaz reporter vektörleri IL28B 3’UTR  ve IL28B 
877ORF bölgeleri için dizayn edildi ve HuH7 hücrelerine lipozom aracılı transfeksiyon ile 
aktarıldı. Sensör lüsiferaz ile kontrol edilen lüsiferaz reporter sistemi iyi çalıştı. mir-134 
ılımlı bir bağlanma gösterdi. miR-134 reporter aktivitesi ılımlı şekilde baskılamasına 
rağmen, IL28B-UTR bölgesine bağlanması IL28B sentezi için önemli olmayabilir. Şaşırtıcı 
bir şekilde, miR-877 reporter ekspresyonunu pozitif olarak etkiledi. HCV ile enfekte 
hastalarda, yüksek SVR oranları rs12979860 CC ve rs8099917 TT motifi için sırasıyla % 
46.2 ve% 75 idi. Hepatit C hastalarının miR-122 serum düzeyleri IFN tedavisine yanıt ile 
sıkı bir şekilde bağlı değildi. Ancak, 4 haftalık tedaviden sonra komple yanıt verenlerin miR-
122 serum düzeylerinde bir düşüş eğilimi vardı. miR-122 ile IL28B genotipleri arasında 
herhangi bir ilişki tespit edilemedi. Şempanzelerin miR-122 serum düzeylerinde belirgin bir 
azalma vardı. Array-PZR sonrası, 24 miRNA tüm zaman noktalarında kronik hepatit 
gelişmiş iki şempanzede son derece artarken iyileşmiş diğer iki şempanzede düşük 
seviyelerde kaldı. Bu nedenle, daha iyi bir doğrulama için fazla sayıda serum örnekleri 
gerekli olmasına rağmen, bu çalışmadaki miRNA motifleri hepatit C enfeksiyonun 
kendiliğinden iyileşme veya terapötik sonucu işaret ediyor olabilirler. Ayrıca, sunulan 
veriler, ilaç yanıtı tahmin edebilen yeni biyobelirteçleri tanımlamak için daha ileri 
çalışmalarda ilk adım olarak kullanılabilir ve KHC hastaları için yeni anti-viral tedaviye de 
uygulanabilir. 
 

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteç, 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) is 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 IL-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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