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HEPATIT B VIRUSU ENFEKSiYONLARINDAMIKRO
RNA'LARIN ROLU

Yesim TUY]JI TOK!

1. GiRiS VE MIKRORNA'LAR (MiRNA)

MikroRNAlar (miRNA), kii¢iik interferans yapan RNAlar (siRNA) ve PIWI-et-
kilesimli RNAlar (piRNA) dahil olmak iizere kii¢iik kodlamayan RNAlardir.
Proteinleri kodlayan dizilerden yoksundur ve yaklagik 20-30 baz uzunlugunda-
dirlar (1). MikroRNAlar (miRNA7ar), endojen, tek zincirli, fonksiyonel RNAlar
grubudur. Komplementer mRNA'lar1 translasyon baskilanmasini veya mRNA
bozulmasini indiikleyerek (2) ya da G bazindan zengin bir RNA dizisi baglama
faktorii 1(GRSF1) bagimli yol iizerinden hedef genin ekspresyonunu up-regiile
ederek diizenlerler (3). Lee ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda, Caenorhabdi-
tic elegans tiirii yuvarlak solucanlar tizerinde yapilan bir ¢aligmada, lin-4 olarak
adlandirdiklar1 bir genin, herhangi bir proteini kodlamamasina ragmen kiigiik
bir RNA parcasini transkripsiyona ugrattiginin gosterilmesi ile ilk mikroRNA ra-
por edilmistir (4). 2000 yilinda, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen let-7
adli farkl: bir kiigiik RNA, Reinhart ve arkadaslar: tarafindan kesfedildi. Sonraki
yillarda, tiim ¢ok hiicreli 6karyotlarda bagka bir¢ok kiiciik RNA molekiilii kes-
fedildi ve bazilarinin bitki, bocek, nematod ve insanlar arasinda evrimsel olarak
korundugu anlasildi (5). miRNA'lar genetik bilginin islenmesi, diizenlenmesi ve
posttranskripsiyonel diizeydeki benzeriglemlerde anahtar rol oynayarak hiicresel
¢ogalma, farklilasma ve apoptoz mekanizmalarin: etkiler (6-9). Posttranskripsi-
yonel gen susturma, mRNA molekiiliiniinsekans-spesifik bozulmaya ugramasi
veya translasyona girememesi yoluyla meydana gelir. Bu sirada,mRNAnin kay-
naklandig1 genin transkripsiyon hizinda veya bi¢iminde herhangi bir degisiklik
olmaz ve sentezlenen mRNAYya kiigiik ve kodlamayan bir RNA zincirinin baglan-
mast sonucu protein ekspresyonu baskilanir. Bu olaya RNA interferans: (RNA1)
denir. Oligoniikleotidlerin kullanimu ile gen iiriinlerini diizenleme fikri ilk olarak
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antisens/sensyaklasimi ile baslamistir (10). Antisensoligoniikleotitler, 15-25 baz
uzunlugunda yapay DNA zincirleridir ve Watson-Crick baz eslestirme kuralla-
rina gore hedef DNA veya RNA'ya baglanmak tizere tasarlanmislardir. Canlilara
gegisleriyle etkilerini kalic1 olarak gosteren bu oligoniikleotitlerin uygulanmasi
ile bugiine kadar bir¢ok genin fonksiyonu agiklanabilmistir. Ote yandan RNAi,
yapay antisensoligoniikleotit uygulamalarinin aksine dogal bir fenomendir. RNA-
inin dogal islevinin, genomu, konak hiicre i¢cinde aktive edildiginde tek veya cift
sarmalli RNA olusturabilen viriis ve transpozongibi mobil genetik bilesenlerden
korumak oldugu diistintilmektedir (11,12). Konaklar1 kadar bir¢ok insan ve hay-
van virtisiiniin de kodlama yapan miRNA'lar1 tanimlanmistir. Bir¢ok viralmiR-
NAnin iglevi hentiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, bazi viralmiRNAlarin
in vivoyagam dongiilerini diizenleyerek viriis persistansina ve kronik inaktif veya
aktif enfeksiyonlara neden olduklar: bilinmektedir (13). Bu nedenle viralmiR-
NAlar temel olarak viral enfeksiyonlarin seyrini etkiler.

Hepatit B virtisit (HBV) enfeksiyonu diinya ¢apinda en yaygin viral enfeksi-
yonlar arasindadir ve kronik karaciger hastaliklar1 (siroz) ve hepatoseliilerkarsi-
nom (HCC) i¢in 6nemli bir risk faktoridiir.

i.miRNA’larinbiyogenezi ve islevleri

Cekirdekteki DNA>dan RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonla ilk olusan
pri-miRNAnin sekli bir sa¢ tokasini andirir. Onciil miRNA daha sonra gekir-
dek-kaynakli RNase IIT enzimi (Drosha) ve beraberindeki DiGeorge sendromu
kritik bolge 8 (DGCRS8) proteini tarafindan pre-miRNAyagevrilir. Bir sonraki
adimda, exportin-5 ve Ran-GTP pre-miRNAYya baglanir ve bu yap1 sitoplazma-
ya gonderilir, burada riboniikleaz III (Dicer) ve transaktivasyon yanit elemani
RNA-baglayici protein (TRBP) tarafindan kesilir. Olusan son yapi ¢ift sarmalli
miRNAdir. Drosha-Dicer enzimleri birbiriyle uyum i¢inde ¢alisir ve birinin tiri-
nii digerinin substrati olarak is goriir. Cift sarmalli olgun miRNA daha sonra tek
sarmalli argonot (Ago) ve RNA ile indiiklenen susturma kompleksleri (RISC)
olusturmak tizere ¢oziiliir ve daha kararli sarmaldan tek sarmalli miRNAmey-
dana gelir. Olgun miRNAnin hedef mRNAYya baglanmas: sonucunda ya mRNA
yikilir ya da 3 gevrilmeyen bolge (UTR) ile etkileserek translasyon baskilanir
(14,15) (Sekil-1). Bununla birlikte, son ¢alismalar5’-UTRdeki hedef bolgelerinin,
hatta ayni anda hem 5-UTR hem de 3’-UTR hedef bolgelerininde miRNA’larin 3’
uglariyla (3p) etkilesebildiklerini gostermistir (16).
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Sekil-1. miRNA Biyogenezi

miRNATlar, timor promotorii (asir1 ekspresyonve/veya amplifikasyon) veya
supresorii (az ekspresyon ve/veya delesyon) olarak hareket ederek hiicre gogal-
masini,migrasyon, invazyonve kanser gelisimini kontrol eder. Her bir miRNAnin
yuzlerce hedef geniniposttranskripsiyonel olarak baskilama yetenegine sahip ol-
dugu; dolayisiyla gen ekspresyonunun giiglii diizenleyicileri olduklar: diistiniil-
mektedir (17,18).

ii. miRNA mekanizmasindaki bozukluklar

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligin
etyopatogenezindemiRNATara bagl islev bozukluklarinin rol oynadig: gosteril-
mistir (19). Disfonksiyonun ortaya ¢ikmasinda gesitli mekanizmalar rol oynar
(20,21). Bunlar arasinda en 6nemli grup miRNAnin ekspresyonu seviyesindeki
degisikliklerdir. Genetik olarak indiiklenen ekspresyon degisiklikleri, delesyon-
lar, amplifikasyonlar veya translokasyonlar gibi biiyiik 6l¢ekli genom degisiklik-
lerinden kaynaklanir. miRNA kodlayan dizideki delesyonlar, s6z konusu miRNA
miktarini biytik olgiide azaltirken, hedef mRNAda ve ondan kodlanan prote-
inde artiga neden olur. Amplifikasyonlar,miRNA miktarini arttirirken, hedef
mRNAnin etkinliginde ve ondan kodlanan protein miktarinda azalmaya neden
olurlar. Translokasyonlarin etkisi, bolgeye bagl olarak artis veya azalma olabilir.
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Biiyiik 6l¢ekli genom degisikliklerine ek olarak, nokta mutasyonlar1 damiRNA
fonksiyonunu bozabilir. miRNAYy1 veya hedef mRNAy1 kodlayan genlerdeki nok-
ta mutasyonlarindan kaynaklanan dizi degisiklikleri, miRNA-mRNA etkilesimini
bozarak arttirici veya azaltic1 yonde etki gosterebilir. Bunlarin disinda epigenetik
degisiklikler ve miRNAy1 kodlayan genin promotor aktivitesindeki degisiklikler
ekspresyon seviyesini etkileyebilir (21). Epigenetik varyasyonlar, kromatin yapi-
sint ve dolayisiyla transkripsiyon i¢in gerekli proteinlerin DNA ile etkilesimini
degistirir. DNAnin miRNAnin kodlandig1 gen bolgesindekimetilasyon ve buna
bagli kromatinin kapanmasi transkripsiyonu engeller ve miRNA sentezini bozar.
Sonug olarak miRNA miktar1 azalirken hedef mRNAve kodladig: proteinler artar
(12).

2. HBV ile iligkili miRNA'lar

Birgok viriis, ozellikle herpes viriis ailesi tiyeleri, replikasyon potansiyellerini
artiracak ve/veya dogal bagisiklik yanitlarindan kagmalarina izin verecek kendi
miRNAlarin1 kodlar (22). Viriiste kodlanan miRNAlarEpstein-Barr virisii (23),
simian viriisti 40 (SV40), herpessimpleks viriisii (HSV), insan sitomegaloviriisii
(HCMYV), Kaposi sarkomu ile iligkili herpes virtisti (KSHV), Marek hastalig1 vi-
riisiinde ve retroviriis ailelerinde tanimlanmistir (MDV) (24-31). Diger viriisler,
ayni etkileri elde etmek i¢in hiicresel miRNAlar1 modiile eder.

Hepatit B'nin biyolojisini ve patogenezini anlamak, HBV enfeksiyonunu sinir-
landirmak i¢in esastir. HBV ninhepatositlere giris mekanizmasi hala bilinmemek-
le birlikte hepatositlerde ¢ogalan (hepatotropik) ve sitopatik etkisi olmayan bir vi-
riistiir. Son kanitlar, miRNAdisregiilasyonunun HBV enfeksiyonu ve HBV-iliskili
HCCde 6nemli rollere sahip oldugunu gostermektedir (Tablo-1).

Tablo 1.HBV enfeksiyonu/sirozu/HCC iliskili miRNAlar

Up/Down-

Regiilasyon Etk

miRNA

Down- Let7a/b/c/d/e/f/g/T IL-6, IL-10, TLR4 ekspresyonunu
regiilasyon inhibe eden HBx proteini tarafindan down-regiile edilir

(HBV erken déneminde up-regiile edilir/ DDX3X’i
Let-7a-3p Up hedef alir/ekspresyonu serumda down-regiile dokuda
up-regiile edilir)

Let-7 ailesi

HBV’nin immiin yanittan kagisina neden olur/ FXRA

Let-7c Up araciligiyla HBV  replikasyonunu gelistirmek icin
HDAC4/MET’yi hedefler
miR-106a Down HBx ile down-regiile edilir, KHBde IL-8'i hedef alir
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miR-122

miR-125
miR-125a-5p

miR-125a

miR-130a

miR-141

miR-150

miR-152
miR-155

miR-17-92

miR-18a

miR-181a-d
miR-182

miR-191

miR-192
miR-193a-5p
miR-199a-5p
miR-20a

miR-200b
miR-200c¢
miR-21
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Tablo 1. Devanu

Up/Down-
Regiilasyon

Up

Down
Up

Up

Up
Down
Down
Up

Down
Up

Up
Down

Up

Down

Up

Up
Down
Up
Down

Down
Down
Up

Etki

HBe pozitif hasta serumunda up-regiile edilir/HBV
DNA ile korelasyon gosterir

Saglikli kontroller (SK) ile karsilastirildiginda KHB
hastalarinda up-regiile edilir/

HBV DNA ve HBsAg ile koreledir

HBsAg mRNA ekspresyonunu bloke ederek HBV’yi
baskilar

HBV’nin immiin yanittan kagisina neden olur

HBV DNA/HBeAg ve HBsAg ile koreledir /HBsAg mRNA
ekspresyonunu bloke ederek HBV'yi baskilar/KLF13’ti
hedef alir

HBV'de HBx up-regiile edilir

PGCla ve PPARy hedef alinarak HBV replikasyonu
diizenlenir/HBV'de muhtemel ikili diizenleme rolii
vardir

Sirozda down-regiile edilir
HBV'de down-regiile edilir

DNA metilasyonunu/hiicre proliferasyonunu/
migrasyonu/invazyonumodiile eder, HBV’yi bloke eder

JAK/STAT"1 up-regiile etmek igin SOCS1’i bloke eder/
INF sinyalizasyonunu arttirarak HBV’yi baskilar

HBV mRNAy1 baskilayan miR-17-92’y1 up-regiile
etmek i¢in c-Myc transaktive edilir

Proliferasyonu ve bag doku bityiimesini arttirir

HBV DNA ve HBV hastalig1 gelisimi ile koreledir/
HLA-A down-regiile ediir

KHBnin HBV-iliskili siroza ilerlemesinde down-regiile
edilir

HBx proteini ile up-regiile edilir

KHBde up-regiile edilir

A0%a gore A3 inflamasyonda up-regiile edilir

Erken HBV-immiintoleran dénemde up-regiile edilir/
HBx up-regiile edilir

HBx tarafindan down-regiile edilir

KHBde down-regiile edilir

HBV enfeksiyonunda HBx baskilanir
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Tablo 1. Devanu

miRNA Up/Down-
Regiilasyon
miR-210 Up AQ7a gore A3 inflamasyonda up-regiile edilir
miR-216 Up HBV DNA ve HBsAg ile korelasyon gosterir/
inflamasyon markeridir

miR-22 Up Hiicre proliferasyonu ve migrasyonu

. Upregulated in HBV ile enfekte kisilerde up-regiile
miR-26a Down edilir/ HBeAg ilekorelasyon gosterir
miR-29a Up Sirozda down-regiile edilir

Sirozda up-regiile edilir

BRI | O HBc mRNA ekspresyonunu bloke eder

miR-33 Up Sirozda up-regiile edilir

miR-340 Up Sirozda up-regiile edilir

miR-342-3p  Up HBYV enfeksiyonunda up-regiile edilir
miR-363 Down

w1y T
miR-372 Up HBV DNA ile korelasyon gosterir
miR-501 Up HBX1P‘i hedef alir

miR-92a Up HBV'de up-regiile edilir

Iler evre fibroziste up-regiile edilir/

miR-96 Up ATF2/E2F3/CREB3L2 hedef alinir

i. HBV enfeksiyonunda miRNA’larin rolii

HBV enfeksiyonunda miRNATlarin rolii, hastaligin evresine baglidir. Akut evrede
viriis, bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmekten kurtularak kendi replikasyo-
nunu siirdiirmek zorundadir. Kronik evrede viriis, viralreplikasyonun kisitlandig:
dormantduruma gegerkenbir yandan da bagisiklik sisteminden kagmaya devam
eder. Bu, miRNAlarin 6nemlirol oynadigi karmasik bir zaman-bagimli etkilesim-
ler ag1 sayesindegergeklesir. HBV, uygun bir ortam elde etmek ve yasam dongiisii-
ni stirdiirmek i¢in gesitli hiicresel miRNA'larin ekspresyonunu modiile edebilir.
HBV enfeksiyonu ve diger karaciger ile ilgili hastaliklarda en iyi ¢alistlan miR-
NAlardan biri miR-122dir. Bu karacigere 6zgii miRNA, normal hepatositlerde
(yetiskin karaciger toplam miRNA popiilasyonunun yaklagik %70’i) en yiiksek
seviyelerde eksprese edilir ve lipid metabolizmasi, karaciger gelisimi, farklilagma,
biiytime gibi ¢esitli karaciger fonksiyonlarinda ve neoplastik transformasyon-
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da anahtar rol oynar (32,33). miR-122 ekspresyonundaki artis, hepatit C viriisii
(HCV) replikasyonunu kolaylastirirken, HBV enfeksiyonunda tersine viriisiin
replikasyonunu baskilamak i¢in miR-122 ekspresyonu arttirilir, yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, bu etkinin HBV X (HBx) proteini araciligiyla elde edildigini
gostermistir (34,35). Ancak miR-122"nin HBV replikasyonu tizerindeki bu etkisi,
negatif geri besleme ile sinirlanmaktadir. Ote yandan miR-1, histondeasetilaz 4
(HDAC4) ekspresyonunu down-regiileederek HBV nin ¢ekirdek promotdr trans-
kripsiyonunu artirabilir. Bu miRNA, cccDNA iizerinde epigenetik degisiklikleri
indiiklemek ve viral genomamplifikasyonui¢in niikleer HBx'inbir komplementeri
olarak hareket edebilir. Ek olarak miR-372, miR-373 ile birlikte niikleer faktor I/
B’yi hedefleyerek HBV ekspresyonunu destekler. Bununla birlikte, let-7 ailesinden
miRNATarin da HBx tarafindan down-regiileedildigi gosterilmistir (36) Bu, artan
transkripsiyon 3 aktivator (STAT3) aktivitesi yoluyla hiicre cogalmasina, viralrep-
likasyona ve kanser gelisimine yol agar. HBV, miR-192-3p ekspresyonunu inhibe
ederek otofajiyi indiikler, bu da miR-192-3p hedefiXIAP'nin ekspresyonunun art-
masina yol acar, bu da HBV ile gecici olarak transfekte edilmis hepatositlerdeoto-
fajiyi tesvik etmek icin NF-KB yolunu aktive eder. miR-192-3p-XIAP-NF-kB ile
indiiklenen otofaji, HBV replikasyonu igin kritik 6neme sahiptir (37). Son olarak
miR-501’in viralreplikasyon lehine HBx ile isbirligi yaptig1 6ne stirtilmiistiir (38).
HBx’in kendisi de hiicresel miRNATlarin ekspresyonunu diizenleyebilir. Bu kiigiik
protein, HBV enfeksiyonunun kilit diizenleyicisidir. Genellikle HCCde asir1 eks-
prese edilir ve hepatokarsinogenezde rol oynar (39).

Son galismalar, HBV enfeksiyonunun seyrini diizenleyen miRNAlarin sadece
karaciger dokusundan degil, HBV’nin kendisinden de kaynaklanabilecegini gos-
termistir. Ornegin, ilk tanimlanan viralmiRNA, HBV-miR-3’iin, HBV genomun-
da ve HBV hepatoma tiimérlerinin hiicre hatlarinda yiiksek oranda eksprese edil-
digi gosterilmistir. HBV enfeksiyonu olan hastalarda HBV-miR-3, eksozomlar ve
HBYV viryonlari tarafindan dolasima salinir ve salinan bu HBV-miR-3’ler, 6zellikle
HBYV enfeksiyonunun akut fazinda hastalarin serumlarinda gosterilebilir. Serum
HBV-miR-3 diizeyi ile HBV titreleri arasinda pozitif bir iligski vardir ve HBsAg,
HBeAgve HBV replikasyonunu baskilar. HBV-miR-3, HBc protein ekspresyo-
nunu, pregenomik RNA (pgRNA) seviyelerini ve HBV replikasyon ara madde-
si (HBV-RI) olusumunu azaltirken, HBV DNA polimeraz seviyesini etkilemez.
HBV replikasyonu sirasinda gekirdekten yoksun bol miktarda subviral partikiil
iceren HBV viryonunun diisiik miktarda tiretimi muhtemelen bu mekanizma ile
ilgilidir ve bu siire¢ hastalarda kalic1 enfeksiyon gelisimini kolaylastirir (40). Cok
calisilan diger HBV tarafindan kodlananmiRNAdan biri olan HBV-miR-2, kara-
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ciger kanseri hiicrelerinde TRIM35 ekspresyonunu down-regiileederek ve RAN
ekspresyonunu up-regiile ederek onkojenik aktiviteyi tesvik eder ve muhtemelen
HBYV ile iligkili karaciger kanserinde tiimor gelisimi hakkinda bilgi saglar (41).

HBV’nin bagisiklik sisteminden kacisindamiRNA'larin rolii

miRNAlar bagigiklik sisteminin matiirasyonu ve islevleri igin 6nemlidir. Ozellik-
le miR-155, patojenlerin toll-like reseptorler tarafindan taninmasi sonrasi akut
inflamatuar yanitin diizenlenmesi gibi dogal immiin yanit siirecinde birgok rol
oynar (42). Su ve ark. insan hepatom hiicrelerinde miR-155in ektopik ekspres-
yonunun, januskinaz (JAK)/STAT yolunu giiglendirerek ve HBx ekspresyonunu
down-regiile ederek dogal immiin yanitlarini artirabildigini gosterdi (43).

Ote yandan, miR-181a>nin up-regiilasyonu,HBVyi kararli bir sekilde eksprese
eden karaciger hiicre hatlarinda miRNATlarindegisen ekspresyon profillerini ana-
liz eden bir ¢aligmada tarif edilmistir (44). Karaciger hiicresindeki miRNA’larin bu
diizensizligi, HBVantijeni sunumuna bagimli-insan lokosit antijeni A'y1 (HLA-A)
inhibe ederek HBV replikasyonuna katkida bulunur.

Kronik HBV enfeksiyonu gelisiminde miRNA'larin rolii

Ozellikle kiigiik cocuklarda HBV enfeksiyonunun dogal seyri siklikla akut enfek-
siyondan kronik enfeksiyona gecis gosterir. Viriis cccDNA formunda, enfektehe-
patositlerdereaktivasyona kadar dormant durumda kalir.

Calismalarda, viral gen ekspresyonunu ve dolayisiyla viral antijen sunumunu
inhibe etmek i¢in cccDNAninCpG adalarinin DNA metiltransferazl (DNMT1)
tarafindan metilasyonu gosterilmistir. HBx'in etkisiyle azalan miR-152, DN-
MTTV’in agir1 ekspresyonunu indiiklemektedir (45).

miR-1'in HBV enfeksiyonu sirasinda ikili davranis sergileyebildigi gozlem-
lenmistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, bu miRNAviralreplikasyonu tesvik ede-
bilecegi gibi ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu dainhibe edebilir ve hatta
bir anti-kanser hiicre fenotipini indiikleyebilir. Ayrica miR-122 ekspresyonunu
baskilamak i¢in dogrudan polimeraz bolgesine de baglanabilir. miR-125a-5p ve
benzer sekilde miR-199a-3p’nin miR-210’un S bolgesini ve pre-S1 bolgesini et-
kileyebilecegi bildirilmistir (46,47). RNA, HBV’yeonciiliik ettigi icin (pgRNA ve
kopyalari), hiicresel miRNAlar i¢in iyi hedeflerdir. Bununla birlikte, miRNAla-
rinHBV kopyalarini hedeflenmesinin, konagi anti-viral mekanizmalara m1 yoksa
viriisit dormant duruma ge¢is yoluna miyonlendirdigihala belirsizdir.
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ii. HBV ile iliskili hastaliklarda miRNA’larin rolii

HBV enfeksiyonunun neden oldugu degisiklikler, hiicresel ve genel organizma
homeostazini biiyiik olgiide etkiler. Bunlar genellikle fibroz ve karaciger sirozu
gibi hastaliklarla iligkilidir. Karaciger sirozu ise siklikla HCC’yeilerler.

HBYV ile iliskili sirozda miRNA’larin rolii

Roderburg ve ark. hayvan modellerinde karbon tetrakloriir ve safra kanali ligas-
yonununfibroz gelisimi tizerindeki etkisini gostermis ve fibrotik karaciger doku-
sunda miRNA-29 ailesinin tiim {iyelerinde 6nemli bir down-regiilasyon oldugu-
nu kaydetmistir (38). HCC pozitif veya HCC negatif kronik hepatit B ve hepatit
C hastalarinda miRNA ekspresyon profiline odaklanan bagka bir ¢aliymada, miR-
29c¢ diizeylerinde degisim gozlenmistir (48).

Bununla birlikte, insan karaciger dokularinin farkli inflamasyon, enfeksiyon ve
kanser durumu analizlerindeki genel miRNA ekspresyon profili her zaman tutarh
degildir. Viral hepatit ve sirozla iliskisi ile ilgili olarakyapilan ¢alismalarda, viral
hepatitin tipine gore bazen belirli bir profilin gozlendigiileri siiriiliirken bazen de
fark bulunmamaistir (48-50).kronikviral hepatitli hastalarda siroz gelisiminde ve
sirozdan HCC'ye gegiste miRNAlar1 etkileyen molekiiler mekanizmalar: ve viral
bilesenleri tanimlamakicin daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

HBYV ile iliskili hepatoselliilerkarsinomdamiRNA’larin rolii

Hepatit B viriisii enfeksiyonu, gelismekte olan iilkelerde tiim hepatoselliilerkarsi-
nomlarin %60’1indan fazlasi ile iliskilidir, gelismis tilkelerde ise bu oran %40’tir.Bu
sebeple HBV, “tiitiinden sonra en tehlikeli ikinci kanserojen” olarak adlandirilmis-
tir (51, 52). Son yillarda miRNAlarin meme kanseri, mide kanseri, prostat kanseri
ve kolorektal kanser dahil olmak iizere birgok kanser tiiriinde onkogenler veya
timor baskilayicilar olarak hareket ettigi gosterilmistir (53-56). HCC'nin gelisi-
minde ise en gok miR-106b-25 kiimesinin tiyeleri (miR-106b, miR-93 ve miR-25)
suclanmaktadir (57) Ornegin, eksozomal miR-93-5p, TIMP2/TP53INP1/CDK-
N1A inhibisyonu yoluyla HCC proliferasyonunu ve invazyonunu artirir; miR-93-
5p, dogrudan HCC proliferasyonunu ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) aracili
invazyonve metastazi tesvik edenPDCD4’ti hedefler (58). miR-106b-5p, APC'yi-
down-regiile ederek Wnt/B-katenin yolunu aktive eder ve HCC proliferasyonu-
nun artmasina neden olur; miR-106b-5pnin up-regiilasyonu, HCC'nin lokal ve
uzak metastazini arttirir.

miR-17-92 kiimesi, HBV enfeksiyonu ve dolayisiyla HCC'deki diger 6nemli
RNA molekiilleridir. Bu polisistron alti miRNA (miR-17-5p, miR-18a, miR-19a,
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miR-19b, miR-20 ve miR-92a-1) igerir ve bunlarin ekspresyonlarinin up-regiilas-
yonumalignite ile iliskilendirilmektedir (59). Connolly ve ark., insan HBV-pozitif
HCC dokulari, hepatoma hiicre dizileri ve dag sigani hepatit viriisii ile indiiklenen
HCC’nin bir hayvan modelini kullanarak artan miR-17-92 kiime ekspresyonunu
ve bunun malignfenotip tizerindeki etkisini gosterdi (60). HBV ninlatent duru-
muna katkida bulunmak igin HBx kontroliindebu kiimenin ekspresyonu c-my-
caktivasyonu ilearttirilabilir ve bu siire¢ hepatom gelisimini uyarabilir (61,62).

miR-155, HBV iligkili immiin yolaktarol oynayan diger bir mikro RNAdur. Kro-
nik inflamasyonunhepatokarsinogenezdeen 6nemli neden olup miR-155 upregii-
lasyonu daonkogenezde etkilidir. HCC-indiiklenmis fare modeli kullananWang
ve ark., miR-155’in kanser gelisimindeki bu roliinti gostermistir (63). miRNAlar,
HBYV ile iliskili hepatokarsinogenezde tiimor baskilayicilari etkisiz hale getirebilir.
Timor baskilayicilar, genetik ve epigenetik mekanizmalar yoluyla HCC’nin bagla-
masi ve ilerlemesinde genellikle etkisiz hale getirilir. Bununla birlikte, timor bas-
kilayicilarin kaybinin altinda yatan bir diger 6nemli mekanizma, miRNA aracihi
susturma oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin miR-21, hiicre apoptozunu indiikle-
yen programlanmis hiicre 6liimii 4 (PDCD4) tiimor baskilayicilarini hedefleyen
onkojenik bir miRNA olarak tanimlanmistir. miR-21’in HBx tarafindan diizen-
lenmesi, PDCD4’ii baskilar ve sonugta hepatokarsinogenezi kolaylastirir.

miRNATar, HBV-iliskili hepatokarsinogenezdeonkogen ekspresyonunu saglar.
Onkogen ekspresyonunun upregiilasyonu, hepatokarsinogenezde rol oynayan bir
diger 6nemli faktordiir. miRNAlar ve HBV-iliskili HCC’nin metastazi, HCC has-
talarinin klinik yonetimini ve uzun siireli sagkalimini etkileyen en 6nemli siireg-
lerden biridir. HCC metastazi ile iliskili olabilecek ¢esitli miRNA’larda, ekspres-
yon goriintiilemesi kullanilarak tanimlanmaistir.

Son veriler, bazimiRNAlarin(miR-122, miR-150, miR-342-3p, miR-663, miR-
20b, miR-92a-3p, miR-376¢-3p ve miR-92b) imza ekspresyonlarinin HBV-iliskili
HCC'nin gelisiminde rol oynayabilecegini ve potansiyel yeni terapotik hedefler
olabileceklerini gostermektedir (64).

3. HBV-iLISKiLI HASTALIKLARIN TANI, PROGNOZ VE
TEDAVISINDE MiRNA TEMELLI STRATEJILER

i. HBV enfeksiyonu ve HBV-iliskili HCC tanisinda miRNA'lar

Hiicresel miRNA'larin hiicrelerden sizarak kan dolasimina ulasabilecegi ve hiicre
hasari ve 6liimii sonrasinda serumda stabil kalabilecegi 6ne stiriilmiistiir. Dolagan
bu miRNA'larin, hiicre i¢i iglevlerine ek olarak, belirli dokular veya hiicreler tara-
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findan salgilanarak haberciler olarak davranabilecegi ve hiicreden hiicreye ileti-
sime aracilik edebilecegi varsayilmaktadir. Bu goriis, prometastatik inflamatuar
yanitin dolasimdaki miRNATarin alinmasi ve ardindan alic1 hiicrelerin toll-like
reseptorlerine baglanmasiyla indiiklendigini gosteren galigmalar tarafindan da
desteklenmistir (65). HCC’nin erken teshisi, iyi bir prognoz elde etmek igin kri-
tik 6neme sahiptir. Su anda, HCC tanisi biiyiik o6l¢iide a-fetoprotein (AFP) 6l-
¢limii ve abdominal ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans
gortintileme dahil olmak tizere goriintiileme teknolojisine dayanmaktadir. Bu
goriintiileme teknikleri, bir cm kadar kii¢iik HCC lezyonlarini tespit edebilir. An-
cak tanidaki dogruluklar1 timor boyutu ve vaskiilaritesi ile yakindan iliskilidir
ve yiiksek maliyetleri nedeniyle rutin bir tarama araci olarak kullanima uygun
degildirler. AFP, HCC tanisinda ve niiksiin takibinde uzun siiredir kullanilmak-
tadir. Ancak duyarlilig: diistiktiir (yaklasik %30) ve HCC’nin erken tespiti i¢in
kullanimi sinirhidir. Karaciger biyopsilerinin patolojik incelemesi belirli riskleri
olan invaziv bir yontem olmasina ragmen kanser tanisinda halen altin standart
olarak kabul edilmektedir. Yeni bir yaklasim olan, tiimor hiicreleri tarafindan kan,
tikiiriik ve idrar gibi viicut sivilarina salinan RNA molekiillerinin ve dolagimdaki
serbest DNAnin (cfDNA) molekiiler biyobelirteg olarak kullanilmasi, diger adiyla
“stv1 biyopsi’, alternatif olarak umut vadetmektedir. Kanser hiicreleri tarafindan
salinan niikleik asitlerdeki gen mutasyonlar1 gibi spesifik molekiiler imzalarin,
DNA metilasyonundakidegisimlerin ve dolasgimdaki miRNA seviyelerinin bir
biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin etkinligi ¢aligmalarla kanitlanmistir. Viicut
sivilarinin analizi, kronik olarak hepatit viriisleri ile enfekte olan kisilerde karaci-
ger hastaliginin ilerleyisini veya tedavi almis hastalarda HCC niiksiinii izlemede
degerli bir strateji olabilir (66).

Serum miRNA profillerinin, saglikli kontrollere kiyasla kronik HBV enfeksi-
yonu (CHB), HBV-iliskili HCC veya okiiltHBV enfeksiyonu olan hastalarda se-
rum veya plazmadaki farkli miRNA profilleri ile HBV igin bir biyobelirte¢ gorevi
gorebilecegi one stirtilmiistiir. miRNA-122 serum konsantrasyonlari, inaktiftHBV
tagtyicilarini yiiksek (>3500 ml) ya da diisiik (<3500 IU/ml) diizeylerde HBsAg-
saptanmayan bireylerden ayirmada yardimci olabilir. Wang ve ark., HBV kronik
enfeksiyonunda, viral ekspresyonun ve replikasyonun, konake1 kisitlayici kiigiik
RNA molekiiliinii ve miR-122-siklin G1/p53-viral gii¢lendirici yolunu down-re-
giile ederek belirli 6l¢iilerde kolaylastirildigini gosterdi. Giincel bir galigma, siklin
Gl ile gen regiilasyonu arasindaki yakin iliskiyi dogrulamistir. Anormal siklin
G1 ekspresyonunun bir sonucu olarak, hiicreler G1 fazinda kalir ve P53- bagiml
hiicre boliinme yolu yeniden diizenlenir. miR-122 ve miR-22, HBV-iliskili HCC
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hastalarinda down-regiileedilir, bu sebeple timor boyutu, lenf nodu metastazi,
TNM evresi, patolojik tip, farklilasma derecesi, karaciger sirozu, AFP ve HBV
DNAdiizeyleri ile iliskilidir (67). Yakin zamanda yapilan bir baska ¢aligma, mir-
21, mir-122 ve mir-192’nin tek basina veya ozellikle ti¢ii birlikte kullanildiginda
HCC tanisinda yiiksek dogrulukta biyobelirtecler olabilecegini gostermistir. Yine
bu ¢alisma ile bu ti¢ miRNAnin, nispeten diisiik seviyelerde oldugu kanserin er-
ken evrelerinde bile AFP seviyeleri ile korele oldugu kanitlanmaistir (68).

ii. HCC icin terapotik hedefler olarak miRNA'lar

Yillar icinde, miRNA'larin karaciger kanserinin hem baslaticis1 hem de 6nleyicisi
olabilecegi hipotezi tizerine yapilan ¢alisma bulgulari ve bilgi birikimi, bu mole-
kiillerin kanser tedavisinde hedef olarak kullanilabilecegine dair umutlar1 arttirds.
Buna dayanarak, HCC i¢in iki miRNA tabanli tedavi stratejisi tasarlanabilir; taklit-
ler kullanilarak HCC’ye 6zgii miRNA'larin degistirilmesi ve antagonistler kullani-
larak HCC’ye 6zgii miRNAlarinsupresyonu veya down-regiilasyonu. Replasman
tedavisinde, HCC'deki silinen veya down-regiileolanmiRNAlar geri kazanilir; bu,
timor hiicrelerinde apoptozuindiikler (69). miRNAsupresyon yaklasiminda on-
kojenikmiRNA’larantagonize edilerek HCC gelisiminin engellenmesi hedeflenir
(70). Bu amagla 6ncelikle miRNATarin dogrudan uygulanmas: denenmis, ancak
molekiiliin hiicre zarlarindan gegememesi ve niikleazlar tarafindan pargalanmasi
nedeniyle hedef dokuda beklenen diizeye ulagilamamistir. Daha sonra bu sikinti-
lar1 agabilmek i¢in gelistirilenmiRNAoligomerleri, anti-miRNAoligoniikleotitleri
(AMO'lar), kilitli-niikleik asit antisensoligoniikleotitleri (LNAlar), miRNA siin-
gerleri, miRNA maskeleri, nanopartikiiller, antagomirler ve ¢oklu hedef anti-miR-
NAantisensoligodeoksiriboniikleotitler (MTg-AMO’lar) miRNA islev bozukluk-
larin1 diizenlemede kullanilmistir(71,72). Adeno-iliskili virtis (AAV) vektorleri
kullanilarak miRNA inhibitorlerinin veya 6nciillerinin uygulandigibir ¢calismada,
miR-26areplasmani yapilmis, D2 ve E2 siklinleri hedeflenerek hiicre dongiisiiniin
durmasi indiiklemis, boéylece HCC gelisimi 6nemli 6l¢tide baskilanmustir (73).
Fare modelinde yapilan bir ¢alismada isetoksisite olmadan apoptozu indiikleye-
rek HCC gelisiminden koruma saglayabilecek AVV vektorleri kullanilmis ve miR-
26an1n sistemik uygulanmasina benzer sonuglar elde edilmistir (74). Ayrica bir
in vitro ¢alismada, miR-122’nin LNP-DP1 (bir katyoniklipidnanoparcacikformii-
lasyonu) ile sistemik uygulamasi, HCC hiicrelerinde hedef genlerin down-regii-
lasyonu ve anjiyogenezin bozulmasi yoluyla HCC biiyiimesini baskilamistir (75).
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iii. HCC terapi direncinde miRNA'lar

Hepatit B-iligkili HCC gelisimine kars: iki tedavi yaklagimi vardir: kemoterapotik
ilaglar (sisplatin, doksorubisin, 5-FU) ve molekiiler hedefli ilaglar (sorafenib, re-
gorafenib, lenvatinib). Gelistirilen yeni ajanlar sayesinde medikal tedavi ile bagari-
l1 yanitlar alinsa da ilag direnci halen tedaviye yanitsizigin 6nemli nedenlerinden
biridir. {lag efflux pompalari, hedef ve hiicre déngiisii kontrol noktasi degisikligi,
anti-apoptotik sinyal artis ve DNA hasar onarimui ila¢ direncine neden olan ana
mekanizmalardir (76). Ve bu yollardaki miRNAlarin islevlerini ortaya ¢ikaran
daha ileri ¢aligmalar, ila¢ duyarliligini tahmin etmeye, ila¢ direncinin iistesinden
gelmede daha iyi terapotik stratejiler gelistirmeye ve HCC hastalar1 iin tedavi so-
nuglarini iyilestirmeye yardimci olacaktir. Yakin zamanda miR-33a-5p, miR-130a,
miR-182, miR-96, miR-199a, miR-340, miR-363, miR-200a-3p,miR -183, miR-
141, miR-193a-3p, miR-200a-3p, miRNA-125b, miRNA-195 ve miR-216a/217
gibi HCC terapi direncinde gesitli miRNAlar tanimlanmigtir. Bu miRNAlar, ilaca
direngli HCC igin potansiyel terapotik hedefler olarak umut vaadetmektedir.

4.SONUC

miRNATar, hiicrelerde gen ekspresyonunun kontroliinde yeni anahtar aktorler
olarak ortaya ¢ikmistir. Profil analizleri ile tiimorlerde ve viral enfeksiyonlarda
cesitli miRNAlarin diizensizlikleri gosterilmis ve halen bu konuda bir¢ok ¢alis-
ma devam etmektedir. HBV, hepatoselliilerkarsinom gelisimi ile yakindan iligkili,
prevalansi ve insidansi yiiksek bir viral patojendir. HBV ile etkilesime giren ¢ok
sayida hiicresel miRNA tanimlanmistir. Karsinojenezi tetikleyen viral enfeksiyo-
nun bir sonucu olarak karacigeri ve degisen hiicresel yollar: etkilerler.

Guinimiizde miRNA’larin, HBV enfeksiyon siirecinde immiin yanitin yani sira
viriis-konak etkilesiminde de etkili oldugu bilinmektedir. Konak ve viriis, bir grup
miRNAnin kendi yararina regiilasyonunu degistirebilir. Bu nedenle, bazi miR-
NATlarin epigenetik diizenlemeleri ve HBx aracili diizensizligi, kanserin baslama-
s1 ve ilerlemesinde etkili olabilir. Son yirmi yilda, bu miRNA diizensizliklerinin
daha fazla hedefi ve diizenleyicisi tanimlanmistir. Ancak bu siiregler hakkinda
daha detayli ve kapsamli bilgi edinmek i¢in daha ileri galismalara ihtiya¢ vardur.
HCCnin klinik olarak anormal miRNAlara dayali tan1 ve tedavisinin biiytik bir
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Tiim bu gelismeler goz 6ntine alindigin-
da, miRNAy1 hedefleyen teknolojilerin, miRNA diizeylerini degistirmeye veya
miRNA fonksiyonlarini inhibe etmeye yonelik stratejilere dayal1 yontemlerin ge-
lismesiyle, HBV ile iliskili hastaliklarin tedavisinde ¢ok yakin bir gelecekte klinik
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basarilarin elde edilmesi beklenmektedir. miRNA ve HBV enfeksiyonu arasindaki

etkilesim ve bunun HCC'ye ilerlemesi hakkindaki mevcut ve gelecekteedinilecek

bilgiler, muhtemelen tiim agamalarda HBV enfeksiyonunun neden oldugu kara-

ciger karsinojenezi ile etkili bir sekilde basa ¢ikmak icin stratejilerin ve araglarin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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