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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Hepatit C Viriis Enfeksiyonlarinda Anti-Viral Direng ile iliskilendirilmis Varyantlarin
Tiirk Populasyonunda Saptanmasi

Esra Yurdcu

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. A. Mithat Bozday1

Hepatit C viriis enfeksiyonu tiim diinyada ve tilkemizde 6nemli bir halk saglig1 sorunudur
ve kronik HCV enfeksiyonu tedavi edilmezse karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinom
riskini artmasina sebep olmaktadir. Kronik HCV enfeksiyonu tedavisinde son yillarda
onemli ilerlemeler gerceklenmis ve direkt etki eden antivirallerin kullanilmasi ile tedavi
basar1 oran1 %90 larin iizerine ¢ikmuistir.

Hepatit C virlisii bir RNA virlisiidir ve viral RNA genomlarinda yaklagitk 3010
aminoasitlik biiylik bir poliprotein sentezler. Bu poliproteinlerin translasyon sirasinda ve
sonrasinda seliiler ve viral proteazlar tarafindan islenmesiyle yapisal olan ve yapisal
olmayan proteinler tretilir. Kronik HCV enfeksiyon tedavisinde kullanilmaya baslayan
direkt etki eden antiviraller, viriisiin yapisal olmayan proteinlerini (NS3, NS5A, NS5B)
inhibe ederek viriisiin replikasyonunu engellemeyi amaglamaktadir. HCV viral polimerazin
diizeltme aktivitesinin olmamasi ve yiiksek replikasyon hizina sahip olmasi, viriis
genomunda bir¢ok aminoasit degisiminin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu aminoasit
degisimlerinden bazilari, direkt etki eden antivirallerin hedefledigi, viriisiin NS3, NS5A ve
NS5B bolgesinde meydana gelenler, klinik agidan onemli olan, antiviral dirence sebep
olmaktadir. Bu tezin amaci, Tiirkiye’deki farkli HCV genotiplerine (1a, 1b, 2. 3, 4) sahip,
daha once DAA tedavisi almamis hastalarda HCV’nin NS3, NS5A ve NS5B
bolgelerindeki direncle ilgili alarak belirlenmis aminoasit degisikliklerinin incelenmesidir.

Calismada daha 6nce DAA tedavisi almamis, farkli genotiplerde (1b, la, 2, 3, 4) toplam
285 hastanin serum oOrneklerinden elde edilen HCV RNA’nmin NS3, NS5A ve NS5B
bolgelerinin dideoxy sanger sequencing yontemi ile DNA dizi analizi yapildi. Bu
bolgelerde, direngle ilgili olarak belirlenmis aminoasit noktalarindaki niikleotit ve
aminoasit degisiklikleri incelendi.

Yapilan dizi analizi sonucunda HCV’nin NS3, NS5Ave NS5B bolgelerinde toplamda 285
hastada bakilan 48 adet direncle ilgili aminoasit degisikliginden 21 tanesi goriilmiistiir.

2017, 101 sayfa

Anahtar kelimeler: Hepatit C viriis, direkt etki eden antiviraller, antiviral direng, direng
varyanti



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Detection of Variants Associated with Anti-Viral Resistance in Hepatitis C Virus Infection
in Turkish Population

Esra Yurdcu
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. A. Mithat Bozday1

Hepatitis C viriis (HCV) infection is a major public health problem all over the world and
in our country and if chronic HCV infection is not treated, liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma risk increase. Significant progress has been made in the treatment
of chronic HCV infection in recent years and the success rate of treatment has increased to
over 90% by using direct acting antivirals

Hepatitis C viriis is an RNA virlis and synthesizes a large polyprotein of about 3010 amino
acids in viral RNA genomes. These polyproteins are processed by cellular and viral
proteases during and after translation to produce nonstructural proteins and structural
proteins. Direct acting antivirals, which are used in the treatment of chronic HCV
infection, aim to inhibit virus replication by inhibiting the nonstructural proteins of the
virus (NS3, NS5A, NS5B). The lack of corrective activity of the HCV viral polymerase
and its high replication rate cause many amino acid exchanges to occur in the virus
genome. Some of these amino acid changes are caused by antiviral resistance, which is
important for clinically important, viruses targeting NS3, NS5A and NS5B regions, which
are targeted by direct acting antivirals. The aim of this thesis is to examine the changes in
the amino acid changes of HCV in NS3, NS5A and NS5B regions in patients with different
HCV genotypes (la, 1b, 2, 3, 4) in Turkey who have not previously been treated with
DAA.

In the study, DNA sequence analysis was performed by dideoxy sanger sequencing of
NS3, NS5A and NS5B regions of HCV RNA obtained from serum samples of 285 patients
in different genotypes (1b, 1a, 2, 3, 4) that had not previously received DAA therapy. In
these regions, nucleotide and amino acid changes at indicated amino acid sites related to
resistance were examined.

As a result of the sequence analysis, 21 out of 48 resistance-related amino acid changes
observed in a total of 285 patients in NS3, NS5Ave NS5B regions of HCV.

2017, 101 pages

Keywords: Hepatit C virus, directly acting antivirals, antiviral resistance, resistance
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinyada 71 milyon insanin kronik Hepatit C
viriis enfeksiyonuna sahip oldugu bilinmektedir ve bunlarin 6nemli bir kismi ilerde
karaciger kanseri ve karaciger fibrozisine sahip olacagi ongdriilmektedir. Her y1l yaklasik

olarak 399 000 insan HCV ile baglantili karaciger hastaliklarindan 6lmektedir (1).

Kronik Hepatit C viriis enfeksiyonunun tedavisi, virlisiin konak canlidan tamamen yok
edilmesiyle basarilir. Bu amagla son yillarda viriisiin replikasyonunu engelleyen ‘direct
acting antiviraller’ (DAAs) kullanilmaya baslanmistir. DAA’larin  kullanilmaya
baslanmasiyla kronik Hepatit C viriis enfeksiyonunun tedavisinde olduk¢a 6nemli adimlar
atilmis ve tedavi basari oran1 %95°lere ulagmistir. Kronik HCV enfeksiyonunda olusan
diren¢ varyantlari tedavinin Oniindeki en biiylik engellerdendir. Son yillarda kullanilan
antivirallere karsi direngli oldugu belirlenmis varyantlarin tespiti ve bu direng

noktalarindaki aminoasitlerin fenotiplendirilmesi olduk¢a dnemlidir.

Bu tez ile kronik Hepatit C tedavisinde kullanilan DAA’larin ana hedefleri arasinda
bulunan viriisiin NS3, NS5A ve NS5B bolgelerindeki dirence sebep olarak belirlenmis
direng varyantlar1 ve aminoasit degisikliklerinin prevalansini, Tirkiye’deki farkli HCV

genotipli (1a, 1b, 2, 3, 4) hastalarda belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. HEPATIT C VIRUSU GENOM YAPISI

HCV 1989 yilinda kesfedilmistir. Hepatit C viriisii Flaviviridae ailesinin Hepaciviriis
sinifina ait bir viriistiir. En dista konak hiicrenin ¢ift katmanli lipit tabakas1 bulunur ve kilif
proteinleri tasir. Lipit tabakasimin altinda genomik RNA’y1 ¢evreleyen ve ¢ok sayida kor

proteinlerinden meydana gelen niikleokapsit yapist bulunur (Sekil 2.1).

Kilif Proteinleri

RNA

Lipit Tabakasi

Kor Proteini
Sekil 2.1.HCV virion yapisi ((2)'den degistirilmistir)

Hepatit C viriis genomu 9,6 kb lik pozitif tek zincir bir RNA genomundan olugmaktadir.
Bu genom 5-3' UTR (untranslated region) bolgeleri ile ¢evrilmis yaklasitk 3010
aminoasitlik bir poliprotein sentezleyen bir acik okuma c¢ergevesinden (ORF) olusur.
S'UTR bolgesi 341 baz, 3'UTR bolgesi ise yaklasik 225 baz uzunlugundadir ve protein

translasyonu ve replikasyon i¢in yiiksek derecede korunmus yapidadirlar (3).

2.2.  HEPATIT C VIRAL PROTEINLER

HCV genotiplere gore degisen 9024-9111 arasinda niikleotit iceren bir agik okuma

gergevesine sahiptir (4). Bu agik okuma ¢ergevesinden yaklasik olarak 3010 aminoasitlik



bir poliprotein sentezlenir. Bu poliproteinlerin iglenmesiyle yapisal olan ve yapisal
olmayan 10 adet viral protein olusur. Bu proteinlerden Kor (Core-C ), E1 ve E2 olmak
lizere 3 tanesi yapisal, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B olmak tizere 7 tanesi
de yapisal olmayan proteinlerdir (Sekil 2.2).

Yapisal Proteinler Yapisal olmayan Proteinler
5 UTR 'UTR
C El E2 P7 |[NS2] NS3 4A | N54B NSSA NS5B ﬂ
i | SE"t" Mebran
Kor Zarf yon | proteaz paralan RNA RdRp
kanal Sistein replikasyon

proteaz Kofaktor

Sekil 2.2. HCV genom organizasyonu

2.2.1. YAPISAL PROTEINLER

Kor (C) proteinlerinin asil gérevinin viriis niikleokapsit proteini olmasinin yani sira RNA
baglama, bagisiklik, hiicre sinyal yolaklari, tiimér olusumu ve apoptozda rol oynamak gibi
onemli gorevleri de bulunmaktadir. Kor proteini ayrica HCV birlesiminde yer alan lipit

damlacig ile de iliskilidir (5). Molekiiler agirligi 23kDa dur.

E1-E2 Proteinleri, Glikolize zarf proteinleridir ve viral pargaciklar ile gevrelenmistir.
HCV zarfinin esas bileseni olan bu proteinler viriisiin hiicreye girisini saglamaktadir (6,7).

Molekiiler agirliklart sirasiyla yaklagik olarak 33-70 kDa dur.
2.2.2. YAPISAL OLMAYAN PROTEINLER

p7, kiiciik bir iyon kanali gérevi goren bu protein 63 aminoasitten olusan bir poliproteindir.

Viral pargaciklarin olgunlagmasi ve saliniminda gorev yapmaktadir (5).

NS2 proteini, NS3 proteininin amino-terminal kismi ile birlikte NS2-3 sistein proteaz

olarak diger proteinlerin islenmesinde gorev alirlar.

NS3 proteinin N-terminal kism1 serin proteaz olarak gorev yaparken, C-terminal kismi

RNA helikaz/NTPaz olarak gérev almaktadir.



NS4A, NS3 proteaz aktivitesinin kofaktoriidiir. NS3-4A bolgesi HCV enfeksiyonunun
patogenezi ve virlisiin yasam dongiisinde onemli bir protein oldugu igin tedavide

kullanilan bir antiviral ila¢ hedefidir.

NS4B proteinin yapisi heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen viral membran

parcalarinin olusumunda gorev aldig1 bilinmektedir.

NS5A proteini virlisiin replikasyonu ve hiicresel sinyal yolaklarinda 6nemli oldugu

bilinmemektedir.

NS5B proteini ise RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimi olarak eksi zincirli

RNA’dan art1 zincirli RNA olusumuna saglayarak viriisiin ¢ogalmasini saglar.
2.3.  HCV HAYAT DONGUSU VE REPLIKASYONU

HCV hayat dongiisii diger pozitif tek zincir RNA viriisleriyle benzerdir. Sekil 2.3’de
goriildiigii gibi 1-HCV’nin hiicre yiizeyine baglanmas1 ve girisi karmagik bir asamadir ve
burada etkili bircok faktdr bulunmaktadir. Viriisiin hiicre yiizeyine tutunmasinda viriisiin
E1 ve E2 zarf glikoproteinleri viriisle ilgili faktorler arasindadir (8). Konak hiicreyle ilgili
faktorle arasinda ise CD81 (9), LDL reseptori (10), SR-BI (11), DC-SIGN/L-SIGN
(11,12), yiiksek oranda siilfatlanmis heparin siilfat (13), claudin-1 (CLDN1) (14), occludin
(OCLN) (15,16) gibi hiicre yiizey reseptorleri bulunur. 2-Diger Flaviviridae ailesinin
tiyelerinde oldugu gibi HCV’de de viriisiin hiicreye baglanmasi endositoza yol agar (17) ve
hiicre igerisine giris endostoz ile olur. 3-Resoptor aracili endositoz ile hiicre igerisine giren
virlistin niikleokapsit yapis1 asidik ph ortamma bagl olarak erir ve RNA genomu
sitoplazmaya salinir (4,18,19). 4-Pozitif zincir RNA’dan endoplazmik retiklumda 5' UTR
bolgesinde IRES (internal ribosome entry site) kontrolii altinda protein translasyonu
baglar. Translasyon ile yaklasik 3000 aminoasitlik bir poliprotein sentezlenir. Bu
proteinlerin sinyal peptidaz gibi seliiler ve NS2, NS3/4A viral proteazlar tarafindan
islenmesiyle olgun HCV proteinleri olusur. 5-Proteinlerin islenmesi stiresince lipit
damlaciklari, HCV RNA, ER (endoplazmik retikulm) membrant ve HCV’nin yapisal
olmayan proteinlerini igeren ¢ift zarli kesecikler membranimsi ag (membranous web)
yapisini olusturmaktadir (4,20,21). HCV replikasyonunun bu membranimsi ag da meydana

geldigi bilinmektedir. Pozitif zincir RNA’dan negatif zincir olusumunda IRES disinda



5'UTR’nin diger dizileri gérev almaktadir. Ortamda bulunan negatif zincir kalip olarak
kullanilarak, RdRp enzimi tarafindan yeni pozitif zincir RNA olusturulur. Yeni olusan
pozitif zincirler translasyon ile poliprotein ve daha sonrada olgun HCV proteinlerini
olusturur. 6-Yeni sentezlenen RNA molekiili niikleokapsit icerinde paketlenir ve
tomurcuklanarak endoplazmik retikluma dogru salinir. 7-8-HCV’nin paketlenmesi ve
hiicreden salinmasi tam olarak bilinmemekle birlikte lipit metabolizmasiyla yakin

iliskilidir (22).
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Sekil 2.3. HCV hayat dongiistiniin sematik ¢izimi ((23)'den degistirilmistir)

2.4. HCV GENOTIPLERI VE COGRAFIK DAGILIMI

Hepatit C viriis replikasyonunun yiiksek kapasiteye sahip olmasi ve tamir mekanizmasina
sahip olmamasi viriisde genomik olarak ¢esitlilige, heterojenite (quasispecies) olusmasini
saglar. Bu heterojenite de farkli genotiplerin olusmasina sebep olmaktadir. HCV, viral
genomun sekansi ve filogenetik analizi baz alindifinda tanimlanmis 7 genotip olarak
siniflandirilir (24). Bu genotipler arasinda viriisiin tamami géz oniine alindiginda ortalama
%30-35 oraninda farklilik vardir. Bu 7 genotip de niikleotit noktalar1 goz Oniine
alindiginda <%15 oraninda farklar1 bulunan, 67 adet onayli ve 20 adet suanda onayli
olmayan alt tiplere ayrilmistir (25). HCV genotiplendirilmesinde bir¢cok yontem
bulunmasina ragmen en sik kullanilan yontem direkt sekanslama yontemidir. Bu yontem

ile HCV’nin bir bolgesi (NS5, Kor, E1, 5'UTR bolgeleri) polimeraz zincir reaksiyonu



(PZR) ile ¢ogaltilip dogrudan dizi analizi yapilarak genotipe karar verilir (25,26). Bu
dizilerin filogenetik analizi de genotiplendirmede siklikla kulanilir (24).

Sekil 2.4’de goriildiigti gibi HCV genotip la ve 1b Avrupa’da (27-29) ve Amerika’da (30)
en baskin genotiplerdir. HCV 1b genotipi Japonya’daki HCV enfeksiyonunun %73 iinden
sorumludur (31). HCV 2a ve 2b kuzey Amerika ve Avrupa’da bulunurken, 2c¢ genotipi
kuzey Italya’da siklikla goriilmektedir (32). 3a genotipi Avrupa ve Amerika’da intravenoz
ilag bagimlilar1 arasinda yaygin sekilde gortilmektedir (33). Genotip 4 kuzey Afrika ve
Ortadogu’da siklikla goriilirken (34,35), genotip 5 giiney Afrika’da, genotip 6’da
Honkong ve giineydogu Asya’da siklikla goriilmektedir (36). Genotip 7 ise Kanada’da orta
Afrikali bir gogmende tespit edilmistir (37).
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Sekil 2.4. HCV genotip ve alttiplerinin diinyadaki cografik dagilimi (siniflandirilmis
sekanslar digerleri olarak gosterilmistir) (32)

2.5. KRONIiK HEPATIT C ENFEKSIiYONU

HCV enfeksiyonu 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Giiniimiizde diinyada 71 milyon
insanin kronik HCV enfeksiyonuna sahip oldugu bilinmektedir. Kronik HCV enfeksiyon
tanis1 koymak i¢in iki asama vardir, birincisi anti-HCV antikorlarimin serolojik test ile
tespit edilmesidir. Ikinci asama ise, eger serolojik test pozitif ¢ikarsa, hastalarin dogrudan
HCV RNA 6l¢iimii yapilmasidir. Her iki test de pozitif ¢ikan hastalara kronik HCV tanisi
konmaktadir. Serolojik HCV antikor testi pozitif ¢ikan hastalarin %15-45’inde, giiglii bir



bagisikliga sahip olmalarindan dolayi, herhangi bir tedavi almadan ve HCV enfeksiyonu
kroniklesmeden ortadan kalkmaktadir. HCV’nin inkiibasyon siiresi 2-6 haftadir. HCV
enfeksiyonunun  baslangicinda  hastalarin %80’ninde  herhangi  bir  semptom
gorilmemektedir. Semptom goriilenlerde ise, ates, yorgunluk, istah azalmasi, bulanti,
kusma, karin agrisi, gri renk diski, koyu renk idrar, eklem agris1 ve sarilik

goriilebilmektedir (1).
2.6. HCV ENFEKSiYONUNUN TEDAVISi

Kronik HCV enfeksiyon tedavisinde ilk hedef enfeksiyonu tedavi etmektir. Bunun i¢inde
stirdiiriilebilir viral cevabi (sustained viral response. SVR) saglamak gerekmektedir. SRV,
tedavi tamamlandiktan 12 veya 24 hafta sonra hastadaki HCV RNA’nin tespit edilmemesi
olarak tanimlanmaktadir. SVR basarilan hastalarin %99’undan daha fazlasinda enfeksiyon
tedavi edilmistir (38). Hepatit C virisii karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinoma ya
sebep olan ana unsurdur (39,40). Kronik HCV tedavisinde asil amag viriisiin tamamen

ortadan kalkmasini saglayarak siroz ve hapatoseliiler karsinoma olusmasini engellemektir.

Kronik HCV enfeksiyon tedavisinde viriis ve hastayla ilgili faktorlerde bulunmaktadir.
Hastayla ilgili faktorler arasinda hastanin IL-28B gen polimorfizmi ve siroza sahip olup
olmamasi sayilirken, viriisle ilgili faktorler olarak da viriisiin hangi genotipe sahip oldugu,
ilaglara kars1 herhangi bir direng mutasyonu igerip igermedigi ya da viral ylik miktarinin ne
oldugunu sayabiliriz. Ilag-ila¢ etkilesiminin olmamasi, yan etkilerinin olmamas: ve
antiviral ilaglara karsi yiiksek genetik bariyere sahip olmamasi tedaviyi etkileyen ilagla

ilgili faktorler arasinda sayabiliriz.

Kronik HCV enfeksiyonu tedavisinde interferon (IFN) tekli tedavisine ribavirinin
eklenmesiyle SVR tekli tedaviye oranla %20 artmustir (41). Daha sonra interferonun
pegilasyonu ile olusan pegile interferon (peglFN) kullanilmaya baslanmistir. PegIFN’nin
kullanilmasi interferona kiyasla SVR oraninda %10-15 oraninda artisa sebep olmustur
(42,43). 2011 yilina kadar pegIFN+ribavirin, HCV’nin standart tedavisi olarak 24 veya 48
hafta boyunca kullanilmaktaydi (44). Bu tedavi protokoliiniin HCV genotip 1 ile enfekte
hastalarda ki SVR oran1 kuzey Amerika’da yaklasik olarak %40 iken, bat1i Avrupa’da %50
civarindadir. HCV genotip 2, 3, 5 ve 6 da SVR oranlar1 %80’lerin iizerine ¢ikarken genotip
4 de daha orta seviyede SVR saglanmaktadir (45). Bu standart tedavinin yan etkilerinin



¢ok olmasi (46,47) ve yan etkilerin hastalar tarafindan tolere edilememesi, ayrica tedavi
basar1 oraninin diisiik olmas1 yeni ilag¢ gelistirilmesi i¢in ¢aligmalarin baslamasina sebep
olmustur. Bu yeni gelistirilen ilaglar direkt etki eden antiviraller (DAASs) olarak
adlandirilmaktadir. Kronik HCV enfeksiyonunda tedavinin degisim siirecine baktigimizda,
SVR, IFNa tekli tedavisinde %15-20 oranindan DAA’larin kullanilmasiyla %90 oraninin

iistiine yiikselmistir.

2.6.1. KRONIiK HCV ENFEKSiYONU TEDAVISINDE DIiREKT ETKi EDEN
ANTIVIRALLER VE DIRENC MUTASYONLARI

DAA’larin etki mekanizmasi genel olarak viriisiin ¢ogalmasini engelleyerek viriisiin
tamamen ortadan kalkmasini saglamaktir. Bu amacla da DAA’larin esas hedefleri arasinda
virlisiin yapisal olmayan ve replikasyonda gorevli olan NS3, NS5A ve NS5B proteinleri
bulunur (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. HCV hayat dongiisii ve hedefleri

Kronik HCV enfeksiyonu tedavisinde kullanilan bazi DAA’lar Sekil 2.6’da gosterilmistir.



Yapisal Proteinler Yapisal olmayan Proteinler

5' UTR 3' UTR
—_ C El E2 P7 |[N52 MNS3 44 | NS4B MNS5A MS5B I
NS3-4A Proteaz Polimeraz inhibitérleri
Inhibitorleri MNS5A |ﬂh|bltﬂrIEri Niiklegs(t]id non-nikleos(t)id
Telaprevir - i
Boceprevir DL::S::T;-::‘[ Mericitabine Tegobuvir
Simeprevir ABT-267 Sofosbuvir ABT-333
Faldaprevir G5-5816 VX-135 Deleocbuvir
Asunaprevir ACH-3102 IDX-20963 BMS5-791325
G5-9256 PPI-GES ACH-3422 PPI-383
GS-9451 GEK-2336805 G5-938 G5-9669
ABT-450 Sarmatasyir GSB620 TMC-647055
MK-5172 MK-8742 TMC-649128 ABT-333
Sovaprevir VCH-759
ACH-2684 (59190

Sekil 2.6. HCV tedavisinde kullanilan DAA’lar

Direngle ilgili yer degisimi (RASs), antiviral ilaglara kars1 viriisiin duyarlilifinda azalmaya
sebep olan viral proteindeki aminoasit degisiklikleri i¢in kullanilirken, direngle ilgili
varyant terimi (RAVs), bir ya da daha fazla direncle ilgili yer degisimi (RASs) iceren

viriisiin genetik varyantini tanimlarken kullanilmaktadir.

HCYV yiiksek bir hiicre dongiisiine sahiptir ve yar1 6mrii tahmini olarak sadece 2-5 saaittir:
enfekte bir hastada her giin 10'%-10" viriis tretilmekte ve temizlenmektedir (48,49).
Yiiksek replikasyon hizina sahip HCV’nin ayrica replikasyon sirasinda RdRp enziminin
dogrulama mekanizmasina sahip olmamas1 virlisin gen havuzunda ¢ok sayida viral
varyantin olusmasina sebep olmaktadir. Bu viral varyantlarin bir kismi konak immiin
sistemi tarafindan temizlenmekte veya protein kodlama bolgesindeki hatalardan dolay1
replike olamamaktadir (50,51). Fakat ¢cok sayida varyant hayatta kalarak kronik enfeksiyon
olusturmaktadir. Bu varyantlarin olusumuna viriisiin genomundaki aminoasit degisiklikleri
sebep olmaktadir. Bu aminoasit degisikliklerinden kronik HCV enfeksiyonu tedavisinde
kullanilan DAA’larin hedef bolgesi olan, viriisiin yapisal olmayan 3, 5SAve 5B bolgesinde

meydana gelenlerinin antiviral tedavi siiresince seg¢ilimleri ilag direnci olusturabilmektedir.



Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla belirlenmis, kronik HCV enfeksiyon tedavisinde
kullanilan DAA’lara kars1 farkli derecelerde dirence sebep olan RASs Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. HCV NS3, NS5A ve NS5B bolgelerindeki RASs

Antiviral Hedefler Direngle Ilgili Aminoasit Referans
Degisiklikleri

C16S (52)
V36 M/A/G/C (53)
A39 V (54)
Q41R (52)
F43 1/LISIV (53)
T54 A/S (53)
V55 A (53)
Y56 H (53)
NS3 Q80 R/IK (53)
R109 K (52)
S122R (53)
1132V (48)
S138T (52)
R155 K/Q/I/M/G/LI/S (53)
A156 F/N/SITIV (53)
V158 | (53)
D168 G/V/E/HITIY (53)
V170 A (53)
M175 L (53)
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Cizelge 2.1 (devam)

NS5B

H95 Q
S96 T
N142 T
L159 F
C223H
52827
C316 Y/HIN
L320 F
V321 |
$365 T/A
S368 T
M414 T/IVIL
L419 M/V
M423 T/IIV
1424 v/
M426 T
Y448 C/H
1482 LIVIT
V494 SIQILIAIT
P495 S/Q/LIAIT
P496 A/S

V499 A

(52)
(53)
(52)
(55)
(53)
(53)
(53)
(55)
(53)
(53)
(53)
(53)
(53)
(53)
(56)
(52)
(53)
(53)
(53)
(53)
(53)

(53)
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Cizelge 2.1 (devam)

M28 T/A/GIV (53)

Q30 E/R/H/LIT (53)

L31 M/V/I/F (53)

NS5A P32 L (57)
H54 Y (53)

H58 P (53)

Y93 CIN/FIH/S (53)

2.6.1.1. NS3-Proteaz inhibitorleri

NS3 proteini 631 aminoasitten olusur ve serin proteaz ve helikaz olarak iki enzimatik
aktiviteye sahiptir. Bu proteini hedefleyen DAA’lar, proteaz inhibitorleri (PI) olarak
isimlendirilirler. Proteaz inhibitorleri, viral proteinlerin proteolitik ayrilmasini inhibe

ederek viral RNA replikasyonunu baskilamay1 amaclamaktadir.

2011 yilinda onaylanan ve kronik HCV enfeksiyon tedavisinde ilk olarak kullanilan birinci
nesil DAA’lar NS3 proteaz inhibitdrii olan Boceprevir ve Telaprevirdir. Bu DAA’lar diisiik
genetik bariyere sahip oldugu i¢in yapilan calismalar, HCV genotip 1 ile enfekte
hastalarda, bu antivirallerin tek basmna degil de peglFNo+ribavirinle birlikte
kullanilmasinin daha etkili oldugunu gostermistir (58). Bir¢cok zehirlenme olaylarina
karsilik bu tedavi rejimin HCV genotip 1b ile enfekte hasta gruplarinda yaklasik olarak
%75 SVR oranina ulagilmistir (59,60). Telaprevir/Boceprevir’den sonra kullanilmaya
baslananan proteaz inhibitdrii Simeprevirdir. Simeprevirin peglFN+Ribavirin ile birlikte
kullanildig1 tedavi, Telaprevir/Boceprevir’li rejime kiyasla daha yliksek SVR oranma
sahiptir (61). Paritaprevir, Vaniprevir ve Grazoprevir diger proteaz inhibitorleridir. Proteaz
inhibitorlerinin diger grup DAA’lar ile birlikte kullanimi kronik HCV tedavisinde, SVR
oranini %90’ lardan daha yukari ¢ikarmistir (62). Kronik HCV tedavisinde kullanilan NS3
proteaz inhibitdrii olarak kullanilan antiviraller ve bu antivirallere karsi direngle ilgili

olarak belirlenmis aminoasit degisiklikleri Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. HCV NS3 bolgesindeki RASs (48)

DAAs Genotip la Genotip 1b
Boceprevir V36M T54S
T54S V55A
R155K A156S
V170A
Telaprevir 1132V V36M+R155K
R155G/K/MIT
V36M+R155K
A156F/N/SITIV
Simeprevir Q80K Q80H/K/R
Q80K+R155K Q80K/R+R155K
R155K Q80H+D168E
D168A Q80R+D168A/E
S122R
R155K
Al156G/V
D168A/E/H/NITIVIY
Paritaprevir V36M V36M+R155K
V36M+R155K Y56H+D168V
Y56H+D168V D168A/K/IV
R155K Y56H+D168V
D168A/E/NVIY
Vaniprevir R155K A156G
D168V

13




2.6.1.2. NS5A inhibitorleri

NS5A proteini 458 aminoasitten olusur ve bilinen bir enzimatik aktivitesi yoktur. NS5A
proteininin HCV replikasyonu ve viral olgunlagsmada gorev aldigi ve cesitli hiicresel

proteinler ile etkilesim halinde oldugu bilinmektedir (63).

NSS5A inhibitorleri pan-genotipik bir 6zellige sahiptir, yani HCV genotiplerinin hepsinde
etki ederken, antiviral etkisi bir genotipten digerine gore farklilik gostermektedir (64).
NS5A proteinini hedefleyen ilk DAA Daclatasvirdir. Daclatasvir HCV genotip 1 {izeinde
yiiksek bir antiviral etkiye sahiptir, 6zellikle genotip 1a ile kiyaslandiginda genotip 1b de
daha etkilidir. Diger bir NS5A inhibétii olan Ledipasvir in vitro olarak genotip 1a, 1b, 4a
ve 5a da oldukca yiiksek bir antiviral etkiye sahipken, 2a ve 3a genotiplerinde diisiik bir
etkiye sahiptir (65). Ombitasvir, Elbasvir, Velpatasvir, NSSA inhibitorii olarak kullanilan
diger antivirallerdir. Kronik HCV tedavisinde kullanilan NS5A inhibit6rii olarak kullanilan
antiviraller ve bu antivirallere karsi direngle ilgili olarak belirlenmis aminoasit

degisiklikleri Cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.3 HCV NSS5A bolgesindeki RASs (48,66)

DAAs Genotip la Genotip 1b
M28T L31IM/NV
Daclatasvir Q30E/H/R L31M/V+Y93H
L31M/V Y93H
Y93C/H/N H58P
M28T
Q30E/H/R
Ledipasvir Q30R+Y93C
L31M
H58D
Y93C/HIN
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Cizelge 2.3 (devam)

M28T/V
Ombitasvir Q30R Y93H

H58D

Y93C/H/N

2.6.1.3. NS5B inhibitorleri

NS5B proteini, RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimi olarak, viral RNA’nin negatif
zincirinden pozitif zincir olugsmasini saglamaktadir. Bu protein diizeltme (proofreading)

aktivitesine sahip olmamasi virlisiin genetik heterojenite olusturmasina neden olur.

NS5B inhibitorleri iki guruba ayrilmaktadir. Birincisi viral replikasyonda NS5B
polimerazin substratin1 taklit ederek yeni olusan viral genoma girip zincir uzamasini
sonlandiran niikleotit anologlaridir (NI). Digeri ise viral polimerazda yapisal degisikliklere
sebep olarak replikasyonu engelleyen non-niikleotit analoglaridir (NNI). Sofosbuvir bir
niikleotit anologudur ve bir¢ok klinik ¢alismada yiiksek oranda SVR oranina sahiptir.
Ayrica ¢ok yiiksek genetik direng bariyerine sahiptir. Dasabuvir, Baclabuvir gibi NS5B’yi
hedefleyen non-niikleotit grubundaki DAA’lardir. NNI grubundaki antiviraller NI ile
kiyaslandiginda antiviral etkileri daha sinirlidir (67). Kronik HCV tedavisinde kullanilan
NS5B polimeraz inhibitorii olarak kullanilan antiviraller ve bu antivirallere kars1 direncle

ilgili olarak belirlenmis aminoasit degisiklikleri Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4 HCV NS5B bolgesindeki RASs (48,55,68)

DAAs Genotip la Genotip 1b Genotip 2a-2b
L159F L159F L159F
Sofosbuvir S282T/R S282T S282T
L320F
C316Y C316Y
Dasabuvir M4141/T
Y448H
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Cizelge 2.4 (devam)

Baclabuvir

P495A/LI/S
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3. GEREKCE VE AMAC

Hepatit C viriisiiniin yiiksek replikasyon oranina sahip olmasi RARp enziminin diizeltme
aktivitesine sahip olmasi viriisiin ¢ok ¢esitli bir genetik heterojenite olustumasina sebep

olmaktadir.

Kronik HCV enfeksiyon tedavisinde, viriis replikasyonunun baskilanmasi sirasinda HCV
genomundaki bir aminoasit degisimi kullanilan anti-viral molekiile karsi virlisiin
duyarliliginda azalmaya sebep olur (birinci-primer diren¢ mutasyonu). Anti-viral
tedavinin devam etmesi se¢ilmis mutasyonun baskin hale gelmesinde sebep olur ve primer
direng mutasyonlarin1 igeren viral zincirdeki bazi aminoasitlerin birikmesi, viris
replikasyonundaki degisim sonucunda viriisiin uygunlugunu arttirir (ikincil direng
mutasyonu) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Viriis inhibasyonu sirasinda meydana gelen birincil ve ikincil direng mutasyonlari

Kronik HCV tedavisinde son yillarda DAA’larin  kullanilmaya baslanmas: ile
sirdiiriilebilir viral yanit oranlart %90’larin iizerine ¢ikmistir. DAA’lar virlislin
replikasyonda gorev olan NS3, NS5A ve NS5B bolgelerinin hedeflemektedir. DAA’larin
hedefledikleri bu bolgelerde meydana gelen birincil ve ikincil direng mutasyonuna sebep
olan bazi aminoasit degisimleri tedavi basarisizligina sebep olabilmektedir. Bu tezde

Tiirkiye’deki DAA tedavisi almamis hastalarda dirence sebep olan bu aminoasit
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noktalariin incelenmesi amaglanmistir. Elde ettigimiz veriler Tiirkiye'deki hasta profilinin

ortaya ¢ikmasinda oldukga 6nemli olacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HASTA SERUMLARI

Bu tez calismasina Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cebeci Hastanesine basvuran HCV
RNA’s1 pozitif (HCV RNA miktari 10% 1U/ml ve yukar1) ve daha 6nce DAA tedavisi
almamus hastalar dahil edilmistir. 09.11.2015 tarihli 17-713-15 karar no’lu etik kurul izni
almmistir. Hastalarin HCV genotiplendirilmesi NS5B gen bdlgesi sekanslarina gore
yapilmistir. Calismaya toplam 285 hasta dahil edilmistir ve bunlarin 147°si HCV genotip
1b, 30’u HCV genotip la, 32’si genotip 2, 18’i genotip 3 ve 58’1 genotip 4 e sahiptir. Bu

hastalarin plazma 6rnekleri calismaya baslayincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
4.1.2. KIMYASALLAR

Calismada kullanilan biitiin kimyasallar, alindig1 firmalar ve katalog numaralar1 asagida

belirtilmistir.

Agaroz Sigma, ABD, A9539

EDTA Quantum, ABD, EDTA23
Etidyum Bromiir Sigma, ABD, E8751

NaOAc Sigma, ABD,S2889

Formamid Applied biosystems, UK, 4311320
GSCN Applichem, Almanya, A1107

Tris Vivantis, ABD, PR0612

Asetik Asit Riedel-de Haen, Almanya, 60 000 20
Silika Sigma, ABD, S5631

HCI Merch, Almanya, 314
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Etil Alkol %99,5 Kimetsan, Tiirkiye, KIM EL/01 EP

Bromofenol Mavisi Sigma, Almanya, B6896
Ksilen Siyanol Sigma, Almanya, X4126
Fikol Biochrom, Almanya, F4375

4.1.3. KITLER VE ENZIMLER

Kullanilan kit ve enzimlerin marka, tiretim yeri ve katolog numaralar1 agagida verilmistir.
High Pure Viral RNA Kit Roche, Almanya, 11858882001
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche, Almanya, 04897030001

Tag DNA Polimeraz Thermo, Litvanya, EP0402

dNTP Set Thermo,Litvanya, R0181

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ~ Applied Biosystems, ABD, 4337455
NanoPOP4 ABI, ABD, NP4-102

310 Running Buffer (10X) with EDTA Thermo, ABD, 402824

4.1.4. CIHAZLAR

Calismada kullanilan cihazlar ve marka, modeli asagida verilmistir.

Laminar Kabin clanLAF, CB 1204
Distile Su Cihazi GFL, 2002
Hassas Terazi Sartorius, BP 110S

Jel Elektroforez Cihazi Major Science, MP 300V
Jel Goriintiilleme Sistemi UV Transilluminator, UVP

Kuru Blok Techne DRI BLOCK, DB 2D
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Nanodrop 1000 Spektrofotometrisi
pH metre

Thermal Cycler PZR Cihazi
Santrifiij Cihaz1

Vorteks Cihazi

Genetik Analiz Cihazi

ACTGene, ASP-2680

Mettler Toledo, MP 220

ABI, 2720 Thermal Cycler

Hettich Zentrifugen, Mikro 200R
Thermo Scientific, LP Vortex Mixer

ABI Prism, 310 Genetic Analyzer

4.1.5. STANDART TAMPON VE COZELTILER

Calismada kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Cizelge 4.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.1 Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Standart Tampon ve Cozelti

Icerik

TAE Tamponu (10X)

tamamlandi.

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu
(6X)

Ksilen siyanol

Sodyum Asetat (NaOAc) Cozeltisi

4.6’ya ayarlanir)

Silika Soliisyonu

HCL

4.1.6. PRIMERLER

Calismada kullanilan primerler Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

21

48,4 gr Trisbase, 20 ml 0.5 M pH 8 EDTA, 11,42
ml Glacial Asetik asit, dH,0 ile 1000ml1’ye

%15 Fikol, %0,05 Bromofenol mavisi, %0,05

50 ml dH,0, 20,415 gr, 19 ml asetik asit( pH

35,4 gr GSCN, 0,12 gr Tris, 0,5 gr Silika, 50ul




Cizelge 4.2: Kullanilan primerler

Primerler DNA Dizisi Referans
5'->3'
NS5B 1 FWD CTACCATCATGG CTA ARA AYG (69)
AGGT
8008-8032
NS5B 1 REV ATG ATG TTA TGA GCT CCARGT (69)
CRT A
8673-8697
NS5B 2 FWD TAT GAY ACC CGC TGY TTT GAC (69)
8256-8276
NS5B 2 REV CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA (69)
8616-8636
5B FWD GGA GCC KGG RGA TCCRGATCT (66)
YAG C
5BREV GTT GGG GAG GAG GTA GAT (66)
GCCTA
5B 4 FWD GAY GTCGTG TGC TGC TCR ATG (66)
TC
5B 4 REV GAG ACA CGC TGT GAT AAATGT (66)
CTC CC
M13 F TGT AAA ACG ACG GCC AGT (70)
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Cizelge 4.2 (devam)

M13 R CAG GAA ACA GCT ATG ACC (70)
NS3ALL F2 M13 F-ATG GAR AYY AAG VTY (70)
ATY ACX TGG G
NS3ALL R1 M13 R-CTY TTX CCR CTX CCX (70)
GTX GGX GCR TG
2nd NS3ALL F3 M13 F-ATC TTX CTX GGX CCX (70)
GCY GA
2nd NS3ALL R2 M13 R-GCX ACY TGR TAX GTX (70)
TGX GG
NS3 1 FWD ATC ACS TGG GGR GCR GAY AC (71)
NS3 1 REV AAY TTG CCR TAK GTG GAG TAY (71)
GT
NS3 2 FWD ACS GCR GCR TGY GGG GAC AT (71)
NS3 2 REV GTG CTC TTR CCG CTR CCR GT (71)
EF 1B TGG ATG AAC CGG CTG ATA G (72)
ER 1B CCA CAR GAG GTT GGC CTC (72)
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Cizelge 4.2 (devam)

IF 1B TCC CCC ACG CAC TAC GTG (72)
IR 1B CTA GCY GAR GAG CTG GCC (72)
EF 1A GTT GGC CCG GGC GAG GG (72)
ER 1A CGC CCA TCT CCT GCC TCC A (72)
IF 1A TCC CCC ACG CAC TAC GTG (72)
IR 1A GTG CAA GTT GCC TGG AGA GA (72)
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YONTEM
4.1.7. HASTA SERUMUNDAN ViRAL RNA EKSTRAKSIYONU

Serumdan HCV RNA izolasyonu Laminar kabin igerisinde, tiretici firmanin "High Pure

Viral RNA" (Roche) kiti igerisinde bulunan talimatlara gore yapildi:

200 pl serum ornegi, 4ul poli A igeren 200 pl baglama tamponu (binding buffer) ile bir
ependorf tlipiine konulur.

Iyice karistirilir (Thermo, LP vortex, Kore) ve filtreli tiipe (high pure filter) aktarilir.

11000 rpm’de 15 saniye santrifiij (Hettich ,Micro 200R, Almanya) edilir.
Filtreden gegen s1vi atilir ve filtreli kolon 500 pl inhibitor uzaklastirict tampon (inhibitor
removal buffer) eklenir.

11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
Filtreden gegen sivi atilir ve filtreli kolon 450 pl yikama tamponu (wash buffer) eklenir.
11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

6. ve 7. basamaklar 2 kez tekrarlanir.

10 saniye 15000 rpm’de santrifiij edilir.
Filtreli kolon 1,5 mI’lik steril ependorf tiipiine aktarilir ve 50 pl eliisyon tamponu (elution
buffer) eklenir.

11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA elde edilir.

Elde ettigimiz viral RNA eger o giin calisacaksak +4°C’de, daha sonra calisilacak ise -
20°C ya da -80°C’de muhafaza edildi.

4.1.8. CDNA SENTEZI

Serumdan elde edilen RNA fiiretici firmanin "Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

Kit" (Roche) talimatlarina gore yapildu:

¢ RNA primer karisimimmin hazirlanmasi

o Ekstrakte edilmis 1pg (10 pl) viral RNA 0,2 ml’lik PZR tiipiine eklenir.
e 2 pl random hexamer (600uM) soliisyonu eklenir.

e 1 pl HO eklenir.

e Yavasca karistirilir ve kisaca dondiirerek ¢oktiirtiliir.
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65°C ‘de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasi1 buzda bekletilir.

Transkripsiyon karisiminin hazirlanmasi

Steril 1,5 ml’lik ependorf tiipline 4 pul transkriptor reaksyion buffer (5X) eklenir.

2 ul ANTP karisimi (10mM) eklenir.

0,5 pl protector RNAase inhibitdr (40U/ul) eklenir.

0,5 ul transcriptor reverse transkiptaz (20U/ul) eklenir.

Yavasca karistirilir ve kisaca dondiiriilerek ¢oktiiriiliir

7 ul olan RNA- primer karigimint igeren tiipe 13 pl Transkripsiyon karisimindan
eklenir ve Thermal cycler PZR ( applied biosystems,2720 thermal cycler, Singapur)

cihazina asagidaki sicaklik ve dongiide konulur.

25°C 10 dk
55°C 30 dk
85°C 5dk

4.1.9. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PZR)

Elde edilen cDNA’dan NS3, NS5A ve NS5B bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmas: agagidaki

asamalar izlenerek yapildi. PZR, 0,2 pl’lik tiiplerde (Neptune,Mexico) ve "Applied

Biosystems, 2720 Thermal Cycler" cihazinda yapildi.

NS3 bolgesinin amplifikasyonu

HCYV genotip 1b ve 1a i¢in

Reaksiyon karisimi 1.tur

Primer NS3ALL F2 (10uM) 2ul
Primer NS3ALL R1 (10uM) 2ul
MgCl; 25mM) 3ul
dNTP (2mM) 5ul
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Taq buffer (10X)

Tagq DNA Polimeraz (500U/100uL)
DNA

ddH,0

Reaksiyon Sartlar 1.tur

94°C 3dk

94°C 15sn

53°C 1dk 45 dongii
72°C 1dk

Reaksiyon karisimi 2.tur

Primer 2nd NS3ALL F3 (10uM)
Primer 2nd NS3ALL R2 (10uM)
MgCl; (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)

Tag DNA Polimeraz (500U/100uL)
DNA

ddH,0

5ul
0,5ul
50 ng

27,5u

2 ul
2 ul

3ul

Sul
0,5 ul
50 ng

27,5ul
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Reaksiyon Sartlar 2.tur

94°C 5dk

94°C 30sn

53°C 1dk > 5 dongii
72°C 1dk J

94°C 15sn )

67°C 30sn > 35 dongii
72°C 30sn

HCYV genotip 2, 3, 4 icin

Reaksiyon Karisimi 1.tur/ 2.tur

Primer NS3 1FWD (10uM)/ NS3 2FWD (10uM)
Primer NS3 1REW (10uM)/ NS3 2REW (10uM)
MgCl;, (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)

Tag DNA Polimeraz (500U/100uL)

DNA

ddH,0
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2 ul
2 ul

3ul

Sul
0,5 ul
50 ng

27,5 ul



Reaksiyon sartlan

1.tur igin

95°C

95°C

50°C

72°C

72°C

2.tur i¢in

95°C

95°C

56°C

72°C

72°C

5dk

30sn

30 sn

2 dk

7 dk

5 dk

30 sn

30 sn

1dk

7 dk

40 dongii

40 dongii

NSS5A boélgesinin amplifikasyonu

HCY genotip 1b icin

Reaksiyon Karisimi 1.tur/ 2.tur

Primer EF1B (10pM)/ IF1B (10pM)

Primer ER1B (10pM)/ IR1B (10pM)

MgCl, (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)



Tagq DNA Polimeraz (500U/100uL)
DNA
ddH,0

Reaksiyon sartlar1 1.tur/ 2.tur

94°C 3dk

94°C 35sn

54°C 35sn 45 dongii
72°C 1,5 dk

72 10 dk

HCYV genotip 1a i¢in

Reaksiyon Karisimi 1.tur/ 2.tur

Primer EF1A (10uM)/ IF1A (10uM)
Primer ER1A(10pM)/ IR1A (10pM)
MgCl;, (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)

Tagq DNA Polimeraz (500U/100uL)
DNA

ddH,0

0,5 ul
50 ng

27,5ul

2ul
2ul
3ul

Sul

0,5 ul

50 ng

27,5 ul
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Reaksiyon Sartlari 1.tur/ 2.tur

94°C 3dk

94°C 35sn

54°C 35sn 45 dongii
72°C 1,5dk

72°C 10 dk

NSS5B bolgesinin amplifikasyonu

HCYV genotip 1b icin

Reaksivon Karisimi 1.tur/ 2.tur

Primer 5B FWD (10puM)/ 5B 4FWD (10pM)
Primer 5B REV (10uM)/ 5B 4 REV (10uM)
MgCl, (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)

Tag DNA Polimeraz (500U/100uL)

DNA

ddH,0
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2 ul

2 ul

0,5 pul
50 ng

27,5 ul



Reaksiyon Sartlari

1.tur

95°C 5dk

95°C 30 sn

60°C 1dk 40 dongii
68°C 2 dk

68 °C 10 dk

2.tur

95°C 5 dk

95°C 30sn

60°C 1dk 40 dongii
72°C 2 dk

72 °C 10 dk

HCYV genotip 1a, 2, 3, 4 i¢in

Reaksiyon Karisimi 1.tur/ 2.tur

Primer NS5B 1FWD (10uM)/ NS5B 2FWD (10uM)
Primer NS5B 1REV (10pM)/ NS5B 2REV (10uM)
MgCl; (25mM)

dNTP (2mM)

Taq buffer (10X)

Tag DNA Polimeraz (500U/100uL)
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2 ul

3ul

S5ul

0,5 ul



DNA 50 ng
ddH,0 27,5 ul

Reaksiyon Sartlari

1.tur

95°C 5 dk

95°C 30 sn

50°C 30sn [ 40 dongii
72°C 2dk )

72°C 7 dk

2.tur

95°C 5 dk

95°C 30sn )

55°C 30sn ) 40 dongii
72°C 1,5dk

72°C 7 dk

4.1.10. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

PZR firiinleri, agaroz jel elektroforez yontemiyle asagidaki islemler takip edilerek

gorilntiilendi.

e 1.5gragaroz, 75 ml 1X TAE tamponuyla (%2°1ik) karistirilir.
e Mikrodalga da agaroz eriyene kadar 1sitilir (ortalama 1-2 dKk).
e Mikrodalgadan ¢ikarilir ve sogumasi icin bekletilir.

e 1-2 ul etidyum bromiir eklenir.

33



Tarak jel tabagina yerlestirilir ve jel dokiiliir.

Jel dondugunda (ortalama 30-60 dk) tarak ¢ikarilir ve jelin Gistiinii kaplayacak miktarda
1X TAE tamponu ilave edilir.

5 ul PZR amplifikasyon iiriinii, 1 pl yikleme tamponu (boyasi) ile karistirilir ve
kuyucuklara yiiklenir.

100 V°da 30 dakika ytriitiiliir.

U.V 151k altinda DNA bantlar1 goriintiilenir.

4.1.11. PZR URUNLERININ SiLiKA iLE TEMIZLENMESI

Her bir PZR iiriiniiniin tizerine 50ul silika soliisyonu eklenir

1 dakika 4600 rpm’de santrifiij edilir.

Ust kisimdaki siipernatant atilir.

50 ul %70’lik etil alkol eklenir.

1 dakika 4600 rpm’de santrifiij edilir.

Ust kisimdaki siipernatant atilir.

50 pl H20 eklenir ve karistirilir.

Tiiplerin kapaklari agik olacak sekilde 15 dakika 72°C’de bekletilir.
1 dakika 4600 rpm’de santrifiij edilir.

Eger o giin ¢alisilmayacak ise +4°C’de bekletilebilinir.

4.1.12. PZR ORNEKLERIN OLCULMESI

DNA yogunlugu ACTGene spektrofotometre (ASP-2680) cihazi kullanilarak o6l¢iildii.

Cihaza 1 pl PZR 6rnegi yiiklenerek dl¢tim yapildi.

4.1.13. SEKANS PZR

Sekans PZR ig¢in ileri( forward) ve geri (reverse) primer ile ¢ift yonlii sekans PZR yapildi

(Cizelge 4.2). Sanger sekanslama teknigi ile DNA dizi analizi yapilacak olan bdlgenin PZR

reaksiyon igerigi ve sartlari asagidaki gibidir.
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Reaksiyon Karisimi

Primer (3,2 uM) Ll

Sekans buffer (5X) 1,75 ul

Big Dye Kit 0,5 ul

DNA 0,5-4 pl(toplam hacimde 10 ng olacak sekilde)
ddH,0 toplam hacim 10 ul’ye tamamlanir.

Reaksiyon Sartlari

94°C 1dk

94°C 10 sn

50°C Ssn 25 dongii
60°C 4 dk

4.1.14. SEKANS PZR URUNLERININ TEMIiZLENMESI

e Sekans PZR iiriinlerinin tizerinel pl NaOAc ve 25 ul %99,5°1ik etil alkol eklenir.
e Kanstirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilir.

e 4600 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

e Ust kisimdaki s1v1 siipernatant atilir.

e 35 ul %70’lik etil alkol eklenir.

e 4600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

e Ust kistmdaki s1v1 siipernatant kismi atilir.

e 20 pl formamid eklenir ve karistilir.

e Cihaza hemen yiikleme yapilmayacak ise -20°C’de muhafaza edilir.
4.1.15. ORNEKLERIN CIHAZA YUKLENMESI

Orneklerin DNA dizi analizi i¢in "ABI 310 Genetic Analyzer" (Perkin Emler, Foster City,
USA) cihaz1 kullanildi.
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4.1.16. SEKANS ANALIiZi

Cihazdan alinan DNA fragmentleri verileri Finch TV Version 1.4.0 ve MEGAG6 programi

kullanilarak analiz edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
51. PZR ORNEKLERIN JEL GORUNTULERI

Caligmaya alian HCV pozitif 147 adet genotip 1b, 30 adet genotip la, 32 adet genotip 2,
18 adet genotip 3 ve 58 adet genotip 4 olan hastadan HCV RNA izole edilmis ve ters
transkripsiyon ile cDNA elde edilmistir. Elde edilen cDNA’dan ¢ogaltilmak istenen
bolgeye gore 1 ve 2.tur PZR’lar1 yapilmis ve %?2’lik agaroz jelde 50 b.¢. lik marker
kullanilarak yiiriitiilmistiir. Calismaya alinan HCV pozitif hasta sayilar1 ve yapilan deney

sonucunda PZR ile ¢ogaltilabilinen hasta saylar1 Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 Genotiplere gore PZR ile ¢cogaltilan hasta sayilar

Hasta sayis1 NS3 NS5A NS5B
Genotip 1b 143 129 82
147 adet
Genotip la 30 24 29
30 adet
Genotip 2 28 ¢ogaltilamadi 32
32 adet
Genotip 3 18 ¢ogaltilamadi 16
18 adet
Genotip 4 43 ¢ogaltilamadi 58
58 adet

Calismadaki hasta orneklerinin HCV NS3, NS5A ve NS5B bolgelerinin PZR ile
cogaltilmasi sonucunda elde edilen dizilerinin fragment uzunluklar1 b.¢. (baz cifti) olarak

Cizelge 5.2°de verilmistir.
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Cizelge 5.2 PZR {iriin uzunluklar1 (baz ¢ifti olarak)

HCV Genotip NS3 NS5A NS5B
Genotip 1b 650 b.¢. 824 b.g. 1712 b.g.
Genotip la 650 b.¢. 854 b.g. 381 b.g.
Genotip 2 745b.¢. Cogaltilamadi 381 b.g.
Genotip 3 745 b.g. Cogaltilamadi 381 b.g.
Genotip 4 745 b.g. Cogaltilamadi 381 b.¢

Caligmaya alinan HCV genotip 1b’ye sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS3
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2’lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekil 5.1°de verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk 50 b.¢. lik DNA belirtecini
gosterirken1-16 numara ile belirtilmis kuyucuklardaki drnekler 650 b.¢. uzunlugunda HCV

genotip 1b’nin NS3 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda pozitif ¢ikan hastalari

gostermektedir.
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L

650 b.c. [

Sekil 5.1. HCV genotip 1b 1-16 arasindaki hastalarin NS3 bolgesi PZR iiriiniiniin %2'lik
agaroz jel goriintiisii

Calismaya alinan HCV genotip 4’e sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS3
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2’lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekil 5.2°de verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk diisiik molekiiler agirlikli DNA
belirtecini gosterirken 1, 3,4, 5,7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 20 numarali kuyucuklar
745 b.¢. uzunlugunda HCV genotip 4’lin NS3 bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi sonucunda
pozitif ¢ikan hastalar1 gosterirken 2, 6, 8, 18, 19 numarali kuyucuklardaki orneklerde

cogalma goriilmemistir. nk ise negatif kontrolii géstermektedir.

Sekil 5.2. HCV genotip 4 1-20 arasindaki hastalarin NS3 bolgesi PZR {irlinliniin %2'lik
agaroz jel goriintiisii
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Caligmaya alinan HCV genotip 1b’ye sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS5A
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2’lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekil 5.3’de verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk diisiik molekiiler agirlikli DNA
belirtecini gosterirken 1-30 numara ile belirtilmis kuyucuklardaki 6rnekler 824 b.c.
uzunlugunda HCV genotip 1b’nin NS5A bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucunda

pozitif ¢ikan hastalar1 gostermektedir. nk ise negatif kontrolii gostermektedir.

e e e e e S S R e . — \'w—w-—-ﬂ—-—w—o—«-

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 nk

Y ) ) e e R TR TR ) SRS —

Sekil 5.3. HCV genotip 1b 1-30 arasindaki hastalarin NSSA bdolgesi PZR firtintiniin %2'lik
agaroz jel gorilintiisii

Caligmaya alinan HCV genotip 1a’ya sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS5A
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2°lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekilde 5.4 verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk diisiik molekiiler agirlikli DNA
belirtecini gosterirken 1, 3,4, 6, 7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 numarali kuyucuklar
854 b.¢c. uzunlugunda HCV genotip la’nin NS5A bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi
sonucunda pozitif ¢ikan hastalar1 gosterirken 2, 4, 5, 8, numarali kuyucuklardaki

orneklerde ¢ogalma goriilmemistir. nk ise negatif kontrolii gostermektedir.
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Sekil 5.4. HCV genotip la 1-18 arasindaki hastalarin NS5A bdlgesi PZR firtintiniin %2'lik
agaroz jel goriintiisii

Calismaya alman HCV genotip 2’ye sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS5B
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2’lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekilde 5.5’de verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk diisitk molekiiler agirlikli
DNA belirtecini gosterirken 1-12, 14, 15, 17-27, 29, 31-36 numarali kuyucuklardaki
ornekler 381 b.¢. uzunlugunda HCV genotip 2 nin NS5B bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi
sonucunda pozitif ¢ikan hastalar1 gosterirken 13, 16, 28, 30 numarali kuyucuklardaki

orneklerde ¢ogalma goriilmemistir. nk ise negatif kontrolii gostermektedir.
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Sekil 5.5. HCV genotip 2 1-36 arasindaki hastalarinin NS5B bolgesi PZR iirtintiniin %2°1ik
agaroz jel goriintiisii

Caligmaya alinan HCV genotip 1b’ye sahip olan hastalardan elde edilen HCV’nin NS5B
bolgesinin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra %2’lik agoroz jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiisii
Sekil 5.6°da verilmistir. Jel goriintiisiinde birinci kuyucuk diisiik molekiiler agirlikli DNA
belirtecini gosterirken 1, 2, 3, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 18 numaral kuyucuklardaki
ornekler 1712 b.¢c. uzunlugunda HCV genotip 1b’nin NS5B bolgesinin PZR ile
cogaltilmas1 sonucunda pozitif ¢ikan hastalar1 gosterirken 4, 5, 7, 12, 16 numaral

kuyucuklardaki 6rneklerde ¢ogalma goriilmemistir. nk ise negatif kontrolii gostermektedir.
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Sekil 5.6. HCV genotip 1b 1-18 arasindaki hastalarinin NS5B bdlgesi PZR {iriiniiniin
%2’lik agaroz jel goriintiisii

5.2. DNA DIiZi ANALIZI

Jelde goriintiilendikten sonra pozitif olan orneklerin PZR temizleme islemi yapildi ve
spektrofotometre cihazinda DNA yogunlugu olglilerek sekans PZR islemi yapildi. Sekans
PZR temizleme islemi de yapildiktan sonra 6rnekler cihaza yiiklendi. Sanger sekanslama
teknigi ile ABI 310 cihazinda yiiriitiilen DNA dizilerinin analizi, Finch TV ve MEGA 6
programlar1 kullanilarak yapildi. HCV’nin NS3, NS5A ve NS5B bolgelerindeki direncle

ilgili olan noktalardaki niikleotit ve aminoasit degisiklikleri analiz edildi.
5.2.1. NS3 BOLGESI ANALIiZ SONUCLARI

HCV NS3 bolgesindeki direngle ilgili olan aminoasit noktalarinin analizleri Finch TV

(Sekil 5.7, 5.8, 5.9) ve Megab programi (Sekil 5.10) kullanilarak yapildi.
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= FinchTV - 1_A01.ab1 = B

File Edit View Finch Help

FEEEIRCIRFEEI Py
Go to Base No. I_ Find Sequence I ﬁ E E l
EH- s B e ot L L LR s e e e
TACTT GG TCATCACCAGCCTCACAGGCC GOGACAA GAACCAGGTCGAGGGBGGRBAGGT
50 100 110 120 130

16

Scale ! ] k A AN Y
INEsN N Il 1 HI 111 IHIIlI ||| - ull-l-l-l-l-l-llll - IJ
CCaCC GTGTGT;G

TCAAGT ACC CTAGCAACCT GCGTCAACGGC
170 180

uunlnnmmm N

| co LB UL
@@ CATGGTGCCGGBCTCAAAGACCT TAGCC GGCCCAAAGGGGCCAATTACCCA
210 220 230 240 250

Sekil 5. " HCVgenotlp lb yealt NS3 bolgesmm dizi analizi ile gosterllmes1 K1rm1z1
halkalar 51ra51y1a NS3 bolgesinin 16., 36., 39., 41., 43., 54., 55., 56. aminoasit noktalarini

gostermektedir
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] FinchTV - 1 A01.abf - o

File Edit View Finch Help

(e 20 0|ae|0 @@ |81

Goto Base No. I— “ind Sequence | AL G T
T ]

ITFETERRNTRNRTS N |—|—|-|-I-|—I—|—|—l-
AAT GTACAC CAAT GT GGACK CCTCGT
260

Vertical ‘

SCEI|E! Pl 4 s, o s I, R LY ‘ pll L 2 pob b o LY
b Hll I |4-I-I-I-I-I-I-I-I-I-:-I-.-.-.-.-.- S TE TR C@!“ b
CCTTGACACCAT  GCACCT GTGGCAGCTCGGACCTCTACCT GGTCAC AT GCZ GAT

320 330 340 350

iy

Ao t._nmlu A

ol - b b i L . o m A Ao, e
et -I-- e e
| GTTATCCCGGTGCGCCGGCGGGGLGAD GGGGAAGCTTGCTCTCCCCCAGGCCCL G

70 380 380

410 420

Sekil 5.8. HCV genotip 1b’ye ait NS3 bolgesinin dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmizi
halkalar sirastyla NS3 bolgesinin 80., 109., 122. aminoasit noktalarin1 gdstermektedir
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(] FinchTV - 1_A01.abT - O

File Edit View Finch Help

FEEEIFCIFRREI R Y

Go to Base Mo. I Find Sequenc:el ACG T

SUSEYNSNNNNNEENURATT NN W — N 4 -cb-lr A S

GCTCTCCCCCAGGCCC CCTATCT GAAAGG CAGGCGGTCCACTGCTCT GCC
420 440 450 460

Vertical
Scale i

G CA C C
7o 420 450 510 520

) ' WA , i ArA Y . A .
|1 B i-I-1- B R ] P NP I OPI I R O e N
CGGTG TT CCGTTGAGTC AAACCACCAT GC GGACTCC GGTCTT CAC BBAL

550 570 580 580 _

ST | eemant et 1

Sekil 5.9. HCV genotip 1b’ye ait NS3 bolgesinin dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmizi
halkalar sirasiyla NS3 bolgesinin 132., 138., 155., 156., 158., 168., 170., 175. aminoasit
noktalarini géstermektedir
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e M6: Alignment Explorer (mega analiz genotip 1b ns3.mas) = B
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D A% | =@ | W ao L By X N (mE| o N ®
DNASequences | Traigimted Protei@quenﬂ@ G {} G G
Specieafkbbrv Grm** * & : * *: * * H * * * * & * * % * ***III *'** * EIERFN
1. EF154707.1
2. 1
3. 2
4. 3
5. 4
6. 5
7. &

B. T
9. 8
10. &
11. 140
12. 11
13. 12
14, 13
15. 14
la. 15
17. 1&
18. 17
19. 18
20, 18
21. 20
22. 21
23. 22
24, 23
25. 24
2e. 25
27. 26
28. 27
L 2k IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIII!I v
Site # [225 = ®with O wio Gaps

Sekil 5.10. HCV genotip 1b NS3 bolgesine ait 6rneklerin Mega6 programi kullanilarak
karsilastirilmasi. Siyah oklar sirasiyla NS3 bolgesi 36., 39., 41., 43 , 54., 55., 56. aminoasit
noktalarini géstermektedir

Finch Tv ve Mega programlari kullanilarak HCV NS3 proteaz bolgesindeki direncle ilgili
olan aminoasit noktalar1 analiz edilmistir. Cizelge 5.3’de analiz edilen genotipler ve her bir
genotipdeki ornek sayisi, direngle ilgili olan aminoasit noktalarinda goriilen aminoasidin

ne oldugu ve bu aminoasitlerin her bir genotipdeki goriilme sayis1 ve yiizdesi verilmistir.
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Cizelge 5.3 HCV 1b, 1a, 2, 3, 4 genotiplerinde, NS3-proteaz bolgesindeki direngle ilgili
pozisyonlardaki aminoasitlerin goriilme sikligi (referans dizilerin pubmed den erisim
numaralar1; genotip 1b icin EF154707.1, genotip la i¢in 510121872, genotip 2 igin

EF154709.1, genotip 3 i¢cin EF154712.1, genotip 4 icin NC 009825.1)

Pozisyon

1b

n=143

la

n=30

2

n=28

3

n=18

n=43

C16

C16A

CleT

T16

T16A

T16C

143/143%100

30/30

%100

1/28

21/28

6/28

%4

%75

%21

18/18

%100

41/43
1/43

1/43

%95

%2

%2

V36

V36l

V36L

V36M

L36

L36H

L36V

139/143 %97

2/143

2/143

%1

%1

29/30

1/30

%97

%3

1/28

26/28

1/28

%4

%93

%4

17/18

1/18

%94

%6

42/43

1/43

%98

%2

A39

A39T

A39S

A39A/T

A39V

141/143 %99

1/143

1/143

%0,7

%0,7

29/30

1/30

%97

%3

2/28

26/28

%7

%93

18/18

%100

40/43

1/43

2/43

%93

%2

%5
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Cizelge 5.3 (devam)

Q41 141/143 %99 | 30/30 %100 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
Q41H 2/143 %1

F43 143/143 %100 | 30/30 %100 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
T54 133/143 %93 | 30/30 %100 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
T54S 10/143 %7

V55 139/143 %97 | 29/30 %97 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
V551 2/143 %14

V551/V 1/143  %0,7

V55A 1/143  %0,7 | 1/30 %3

Y56 134/143 %94 | 30/30 %100 18/18 %100 | 43/43 %100
Y56F 9/143 %6

F56 2/28 %7

F56Y 26/28 %93

Q80 125/143 %87 | 21/30 %70 | 2/28 %7 | 18/18 %100 | 42/43 %98
Q80L 12/143 %8 1/30 %3

Q80K 6/143 %4 | 7/30 %23

Q80R 1/30 %3

Q80G 26/28 %93 1/43 %2
R109 131/143 %92 | 30/30 %100 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
R109K 12/143 %8
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Cizelge 5.3 (devam)

S122 119/143 %83 | 26/30 %87 | 1/28 %3

S122G 11/143 %8 | 4/30 %13

S122T 10/143 %7 1/28 %3

S122G/S 1/143  %0,7

S122C 1/143  %0,7

S122N 1/143  %0,7

S122K 24/28 %86

S122R 2/28 %7

P122S 18/18 %100

T122 39/43 %91
T122A 1/43 %2
T122N 1/43 %2
T122S 1/43 %2
T122R 1/43 %2
1132 42/143 %29 | 30/30 %100 41/43 %95
1132V 98/143 %69 1/43 %2
1132L 2/143 %1 1/43 %2
11321/V 1/143  %0,7

V132L 25/28 %89

V132] 3/28 %11

L132V 18/18 %100
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Cizelge 5.3 (devam)

S138 143/143 %100 | 29/30 %97 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
S138L 1/30 %3

R155 142/142 %100 | 28/28 %100 | 28 %28 %100 | 17/18 %94 | 43/43 %100
R155K 1/18 %6

A156 142/142 %100 | 29/29 %100 | 28/28 %100 | 18/18 %100 | 43/43 %100
V158 141/141 %100 | 4/27 %15 | 28 /28 %100 | 18/18 %100 | 42/43 %98
V158L 23/27 %85 1/43 %2
D168 138/139 %99 | 28/28 %100 | 27/28 %96 43/43 %100
D168N 1/139  %0,7

D168E 1/28 %4

Q168 17/18 %94
Q168D 1/18 %6

1170 45/138 %33 | 27/28 %96 14/18 %78

1170V 93/138 %67 4/18 %22

1179H 1/28 %4

V170 2/28 %7 40/43 %93
V170l 26/28 %93 1/43 %2
V170G 1/43 %2
V170C 1/43 %2
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Sekil 5.3 (devam)

M175

M175L

M1751

M175S

M175R

L175

L175R

L175M

132/135 %98
2/135 %15

1/135  %0,7

1/28

26/28

1/28

%4

%93

%4

17/18

1/18

%94

%6

42/43

1/43

%98

%2
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5.2.2. NS5A BOLGESI ANALIiZ SONUCLARI

HCV NSS5A bolgesindeki direngle ilgili olan aminoasit noktalarinin analizleri Finch TV
(Sekil 5.11, 5.12) ve Mega6 programi (Sekil 5.13) kullanilarak yapildi.
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(SENNIYEE: I %.-n-l-l-l-.-.-.- et b LR L
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180 210 220 230

Racat Cralas I Herizartsl Srala

Sekil 5.11. HCV genotip 1b’ye ait NSSA bolgesinin dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmizi
halkalar sirastyla NS5A bolgesinin 28., 30., 31., 32. aminoasit noktalarini1 gostermektedir

53



=] FinchTV - 1_AO1.ab1 - 0

File Edit View Finch Help
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]
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Go to Base MNo. l— FlndSequenceI ALCG T
SEREEERINENNRRN TS -I-.-|-|-.-.+-.+}W—I-I-I- H-1 AL L2
LGGGGGTCTGGC GAGGLC GATGGCATCAT E@ CCACCT GO GTGGAGC GCAAATCA

240 250 260 250

= A -“AA‘AI“

lI-I-I-I-I-Il-l-I-|lI-I-I-I-I-I-HI ll-l-l-l-l-l—ll—l-hl I l 1 IIIH H
CCGGACATGTCAAAAAC GGGTCCATGAGGBCTCGTTGGGCL CTAGAACT TGTAGCAACACGT
300 310 320 330 350

lHll l-I-I-III-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-Il-u-l- ll H I I Hfull IlI-I-I-I-I-I-I-I-I-II-I-I-I-l-I
GGTAT GGGACATTTCCCATCAACGC G CCACGGGTCCCTGCACACCCTCCCC GGC GC
380 3T 380 350 400 410

Sekil 5.12. HCV genotip 1b’ye ait NS5A bolgesinin dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmizi
halkalar sirastyla NS5A bdlgesinin 54., 58., 93. aminoasit noktalarini gostermektedir
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Sekil 5.13. HCV genotip 1b NS5A bdlgesine ait drneklerin Mega6 programi kullanilarak
karsilastirilmasi. Siyah oklar sirasiyla NS5A bolgesi 28., 30., 31., 32. aminoasit noktalarini
gostermektedir

Finch Tv ve Mega programlar1 kullanilarak HCV NS5A bolgesindeki direncle ilgili olan
aminoasit noktalar1 analiz edilmistir. Cizelge 5.4’de analiz edilen genotipler ve her bir
genotipdeki 6rnek sayisi, direngle ilgili olan aminoasit noktalarinda goriilen aminoasidin

ne oldugu ve bu aminoasitlerin her bir genotipdeki goriilme sayis1 ve yiizdesi verilmistir.
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Cizelge 54 HCV 1b ve la genotiplerinde NS5A bolgesindeki direngle ilgili
pozisyonlardaki aminoasitlerin goriilme sikligi (referans dizilerin pubmed den erigim
numaralari; genotip 1b igin DQ859970.1, genotip la i¢in 510121872

Pozisyon 1b la
n=129 n=24
L28 125/129 %97
L28M 4/129 %3
M28 24124 %100
R30 121/129 %94
R30Q 71129 %5
R30S 1/129 %0,8
Q30 24/24 %100
L31 124/129 %96 23/24 %96
L31M 4/129 %3
L31M/L 1/129 %0,8 1/24 %4
P32 128/129 %99 24124 %100
P32A 1/129 %0,8
Q54 9/129 %7
Q54H 80/129 %62
Q54Y 26/129 %20
Q54N 14/129 %11
H54 24124 %100
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Sekil 5.4 (devam)

P58 114/129 %88
P58S 7/129 %5
P58T 4/129 %3
P58L 2/129 %2
P58N 1/129 %08
P58H 1/129  %0,8
H58 23/24 %96
H58Q 1/24 %24
Y93 126/129 %98 24124 %100
Y93H 21129 %16
Y93H/Y 1/129  %0,8

5.2.3. NS5B BOLGESI ANALIZ SONUCLARI

HCV NSS5A bolgesindeki direngle ilgili olan aminoasit noktalarimin analizleri Finch
TV(Sekil 5.14, 5.15, 5.16, 5.17, 5.18, 5.19) ve Mega6 programi (Sekil 5.20) kullanilarak
yapild.
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Sekil 5.14. HCV genotip 1b ye a1t NS5B bolgesmln d1z1 analizi 1le gosterllme31 K1rm121
halkalar sirasiyla NS5B bolgesinin 95., 96., 142. aminoasit noktalarini gostermektedir
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Goto Base No.l Find Sequence | ACG T
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Sekil 5.15. HCV genotip 1b’ye ait NS5B bolgesinin dizi analizi ile gosterilmesi. Kirmizi
halka NS5B bolgesinin 223. aminoasit noktasini gostermektedir

[
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250
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Sekil 5.16. HCV genotip 1b’ye ait NS5B bdlgesinin dizi analizi ile gdsterilmesi. Kirmizi
halkalar sirastyla NS5B bolgesinin 282., 316., 321. aminoasit noktalarini gostermektedir
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Sekil 5.17. HCV genotip 1b’ye ait NS5B bdlgesinin dizi analizi ile gdsterilmesi. Kirmizi
halkalar sirastyla NS5B bolgesinin 365., 368., 414. aminoasit noktalarini gostermektedir
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Sekil 5.18. HCV genotip 1b’ye ait NS5B bolgesinin dizi analizi ile gdsterilmesi. Kirmizi
halkalar sirasiyla NS5B bolgesinin 419., 423., 424., 426., 448. aminoasit noktalarini
gostermektedir.
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Sekil 5.19. HCV genotip 1b’ye ait NS5B bdlgesinin dizi analizi ile gdsterilmesi. Kirmizi
halkalar sirasiyla NS5B bolgesinin 482., 494., 495., 496., 499. aminoasit noktalarini
gostermektedir
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Sekil 5.20. HCV genotip 1b NS5B bolgesine ait drneklerin Mega6 programi kullanilarak
karsilastirilmasi. Siyah oklar sirasiyla NS5B bolgesi 419., 423., 424., 426. aminoasit
noktalarini géstermektedir

Finch Tv ve Mega programlari kullanilarak HCV NS5B polimeraz bolgesindeki direncle
ilgili olan aminoasit noktalar1 analiz edilmistir. Cizelge 5.5’de analiz edilen genotipler ve
her bir genotipteki ornek sayisi, direngle ilgili olan aminoasit noktalar1 incelendi ve bu
noktalardaki goriilen aminoasidin ne oldugu ve bu aminoasitlerin her bir genotipteki

goriilme sayis1 ve yiizdesi verilmistir.
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Cizelge 5.5 HCV 1b, 1a, 2, 3, 4 genotiplerinde NS5B-polimeraz boélgesindeki direngle
ilgili pozisyonlardaki aminoasitlerin goriilme siklig1 (referans dizilerin pubmed den erisim
numaralar1; genotip 1b icin KY189792.1, genotip la i¢in 510121872, genotip 2 icin
157781212, genotip 3 i¢in D17763.1, genotip 4 icin NC 009825.1

Pozisyon 1b la 2 3 4
n=82 n=29 n=32 n=16 n=58
H95 82/82 %100
S96 82/82 %100
N142 81/82 %98,8
N142S/N 1/82 %1,2
L159 20/82 %24
L159F 62/82 %76
C223 82/82 %100
S282 81/82 %98,8 | 29/29 %100 | 32/32 %100 | 16/16 %100
S282G 1/82 %12
T282S 58/58 %100
C316 14/81 %17 | 29/29 %100 | 32/32 %100 | 16/16 %100 | 58/58 %100
C316N 66/81 %81
C316l 1/81 %1
L320 82/82 %100 | 29/29 %100 | 32/32 %100 | 16/16 /100 | 58/58 %100
V321 81/81 %100 | 29/29 %100 | 31/32 %97 | 16/16 %100 | 58/58 %100
V3211/V 1/32 %3
S365 82/82 %100
5368 82/82 %100
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Cizelge 5.5 (devam)

M414 77/82 %94
M414L 4/82 %5
M414M/L 1/82 %l
L419 77/82 %94
L4191 4/82 %5
L419G 1/82 %l
M423 82/82 %100
1424 74/82 %90
1424V 8/82 %10
M426 71/82 %87
M426L 9/82 %11
M426M/L 1/82 %1
M426C 1/82 %1
Y448 82/82 %100
1482 82/82 %100
V494 80/82 %98
V494A 1/82 %l
V494D 1/82 %l
P495 82/82 %100
P496 82/82 %100
V499 64/82 %78
V499A 14/82 %17
VA99T 3/82 %4
V499A/V 1/82 %1
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Yapilan dizi analizi sonucunda direncle ilgili olan aminoasit noktalari incelenmistir. Bu
noktalarda tespit edilen RASs, ve bu degisimlerin her bir genotipteki goriilme sayist ve

yiizdesi, hangi ila¢ direncine sebep oldugu Cizelge 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.6 HCV la,lb, 2, 3, 4 genotiplerinin NS3, NS5B ve NS5A bolgelerinde goriilen
RASs

RAS Genotip Genotip Genotip 2 | Genotip 3 | Genotip 4 | ILAC
1b la
Hasta
sayi1s1
(%)
L31M 4/129 1/24 Daclatasvir
(M/L)
(%3) Ledipasvir
(%4)
NS5A
Y93H 2/129 Daclatasvir
(%1,6)
Ledipasvir
Ombitasvir
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Cizelge 5.6 (devam)

L159F 62/82 Sofosbuvir
(%76)
C316N 66/81 Dasabuvir
(%81)
Tegabuvir
HCV796
V3211V 1/32 PSI-
(%3) 352938
PSI-
NS5B
353661
M414L 4/82 Dasabuvir,
Tegobuvir,
0,
(%5) HCV796
1424V 8/82 HCV796
(%10)
V494A 1/82 Tegobuvir
(%1)
V499A 14/82 JTK-109
(%17)
Deleobuvir
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Sekil 5.6 (devam)

NS3

V36M

1/28
(%4)

Boceprevir
Asunaprevir
Paritaprevir

Telaprevir

A39V

26/28
(%93)

2/43
(%5)

ACH-806

T54S

10/143
(%7)

Boceprevir

Telaprevir

V55A

1/143
(%0,7)

1/30
(%3)

Boceprevir

Telaprevir

Q80K

6/143
(%4)

7/30
(%23)

Asunaprevir,
Paritaprevir,

Simeprevir

Q80R

1/30
(%3)

Asunaprevir,
Paritaprevir,

Simeprevir

R109K

12/143
(%8)

Boceprevir

Telaprevir

S122R

2/28

(%7)

Asunaprevir,

Simeprevir
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Sekil 5.6 (devam)

NS3

1132V

98/143
(%69)

1/43
(%2)

Telaprevir

R155K

1/18
(%6)

Asunaprevir,
Boceprevir,
Paritaprevir,
Simeprevir,

Telaprevir

D168E

1/28
(%4)

Asunaprevir,
Paritaprevir,

Simeprevir

M175L

2/135
(%1,5)

Boceprevir
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6. TARTISMA VE SONUC

Kronik HCV enfeksiyonu, karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinomaya sebep olan ana
unsurdur (39,40). Diinyada yaklasik olarak 71 milyon insanin kronik HCV enfeksiyonuna
sahip oldugu bilinmektedir (1). Kronik HCV enfeksiyon tedavisinde asil amag viriisiin

tamamen ortadan kalkmasini saglayarak bu hastaliklarin olusmasini engellemektir.

Son yillarda kronik HCV enfeksiyon tedavisinde direkt etki eden antivirallerin
kullanilmasiyla tedavi basari orant %90’larin iizerine ¢ikmistir. Hepatit C virlis (HCV)
enfeksiyonu tedavisinde kullanilan DAA’lar, HCV nin yapisal olmayan protenlerinden
NS3/NS4A, NS5A, NS5B bolgelerini hedeflemektedir. HCV’nin dogrulama mekanizmasi
olmadan yiiksek replikasyon kapasitesine sahip olmasi ¢ok sayida aminoasit degisikligine
neden olan viral genetik bir heterojenite olusturmaktadir. Bu farkli varyantlarin anti-viral

tedavi siirecinde secilimleri ilag¢ direncini belirleyebilmektedir.

Yaptigimiz literatiir taramast sonucunda kronik HCV tedavisinde direngle ilgili olarak
belirlemis 48 adet direngle ilgili olan aminoasit degisimi tespit edildi. (Cizelge 2.1).
Calismaya dahil edilen hastalardan izole edilen HCV RNA’nin, literatiir taramasi ile
belirlenen antiviral dirence sebep olan aminoasit noktalarini igerisine alan bolgelerinin dizi
analizi yapildi ve bu noktalardaki aminoasit noktalari incelendi. DNA dizi analizi
sonucunda HCV’nin NS3, NS5A ve NS5B bdlgelerinde toplamda 285 hastada bakilan 48

adet direngle ilgili aminoasit degisikliginden 21 tanesi goriilmistiir (Cizelge 5.6).

Yapilan ¢ok sayida PZR denemeleri sonucunda HCV’nin yiiksek oranda genetik
heterojeniteye sahip olmasi, yani HCV varyantlar1 arasinda DNA dizilimi bakimindan
farkliliklarin olmasi ve korunmus boélgelerin kisitli olmasi PZR ile istenilen bdlgelerin
cogaltilmasina engel olmus ve Cizelge 5.1°de belirtilen baz1 genotiplere ait baz1 bolgeler
cogaltilamamustir. Ileriki ¢alismalar igin, viral genomdaki korunmus bolgeler gdz Oniine
alinarak yeni primerler tasarlanmasi ve daha fazla PZR denemelerinin yapilmasi

cogaltilamayan bolgelerin ¢ogaltilmasini saglayabilecektir.

NS5A bolgesi: HCV genotip 1b ye sahip 129 hasta ve HCV genotip la ya sahip 24
hastanin NS5A bolgesindeki RASs analizi yapilmig, HCV genotip 2, 3, 4’e ait NS5A

bolgesinin analizi PZR ile ¢ogaltilamadigi i¢in yapilamamugtir.
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Yapilan analiz sonucunda HCV genotip 1b ye sahip hastalarin %3’{inde (4/129) ve HCV
genotip la ya sahip hastalarin %4’tinde (1/24) daclatasvir, ledipasvir direncine sebep
L31M aminoasit degisikligi goriilmiistiir. HCV genotip 1b ye sahip hastalarin %1,6’sinda
Y93H daclatasvir, ledipasvir, ombitasvir direncine sebep olan aminoasit degisikligi
goriilirken bu aminoasit degisimi HCV genotip la ya sahip hastalarin higbirinde

goriilmemistir.

Tiirkiyede HCV NSS5A  bolgesindeki direngle ilgi olan aminoasit degisiminin
belirlenmesinde yonelik bir calisma yapilmamigken, farkli {ilkelerde, tedavi gérmemis
HCV 1b ile enfekte hastalarda yapilan ¢alismalar ve bizim ¢aligmamizdan elde ettigimiz

verilerle ile ilgili oranlar Sekil 6.1° de verilmistir.
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Sekil 6.1 Tedavi gormemis HCV 1b ile enfekte hastalarda NSS5A polimorfizimlerin
goriilme orani

NS5B bolgesi: HCV 1b ile enfekte hastalarda, NS5B bdolgesinde direngle ilgili olarak
belirlenmis aminoasit noktalarinin hepsini igine alan bolge PZR ile ¢ogaltilip dizi analizi
yapilirken, HCV genotip la, 2, 3 ve 4 e sahip hastalarin sadece 282., 316., 320, 321.

aminoasit noktalarinin i¢eren kismin PZR ile ¢ogaltilarak analizi yapilabilinmistir.
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HCV genotip 1b ye sahip hastalarin %81’inde (66/81) goriilen dasabuvir, tegabuvir
direncinde sebep olan C316N aminoasit degisikligi NS5B bdolgesinde en baskin olarak
goriilen RAS dir. HCV genotip 1b ye sahip hastalarin %76’sinda (62/82) sofosbuvir
direncine sebep olan L159F, %5’inde (4/82) dasabuvir, tegobuvir direncine sebep olan
M414L aminoasit degisikligi, %10’unda (8/82) boceprevir direncine sebep olan 1424V
aminoasit degisikligi, %1’inde (1/82) tegobuvir direncine sebep olan V499A aminoasit
degisikligi, %17’sinde (14/82) delobuvir direncine sebep olan aminoasit degisikligi

gorilmiistiir.

Calismamizda NS5B bolgesinde HCV genotip 1b ile enfekte hastalarda C316N (%81), en
baskin olarak goriilen RAS olarak karsimiza ¢ikmistir. Caligmamizdaki bu sonug¢ yine
HCV genotip 1b ile enfekte hastalarda Cin’de (%100) yapilan ¢alisma ile uyumludur fakat
bu oran Avrupa (%32) ve Amerika’da (%36) yapilan caligma daha disiiktiir (52,53).

Calismamizda NS5B bolgesinde, V499A (%17), baskin olarak goriilen bir diger RAS
olarak goriilmiistir. Ayrica C316N+V499A %13 oraninda ve L159F+C316N aminoasit
degisimi ise % 68 oraninda c¢aligmaya alman HCV genotip 1b ile enfekte hastalarda
beraber goriilmiistiir. Bu aminoasit degisimleri klonal analiz yontemiyle g¢alisilip, ayni
genom lizerinde olup olmadigr arastirlmalidir. Bu da daha sonraki hiicre kiltiirii
calismalariyla beraber, birlikte bir dirence sebep olup olmadiklarinin arastirilmasi

acisindan onemli olabilecektir.

Calismamizda NS5B inhibitorii olan Sofosbuvir’e karsi yiiksek oranda dirence sebep olan
S282T aminoasit degisimi ¢alismamiza alinan genotiplerin higbirinde goriilmemistir. Yine
benzer sekilde Li ve ark.’nin Cin’de HCV 1b ile enfekte hastalarda (53), Paolucci ve
ark.’nin Italya’da HCV genotip 1b ve 1a ile enfekte hastalarda (66), Alves ve ark.’nin
Amerika’da la, 1b ve 3a ile enfekte hastalarda da yaptigi caligmalarda (52) S282T

mutasyonu goriilmemistir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Tirkiye’de en baskin HCV genotipi olan 1b’de diger
genotiplere kiyasla NS5B bolgesinde yiiksek oranda ilag direncine sebep olan varyantlarin
bulundugunu, Tiirkiye’de goriilme siklig1 agisindan ikinci siradaki HCV genotip 1a’nin ise

NS5B polimeraz inhibitorlerine karst higbir direng varyanti icermedigini sdyleyebiliriz.
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Tiirkiye’de NS5B bolgesindeki antiviral direng varyantlarinin belirlenmesiyle ilgili bir

calisma bulunmamaktadir.

NS3 bolgesi: Calismamizda farkli genotiplerin NS3 bolgesindeki analiz sonucunda
antiviral dirence sebep olan toplam 12 adet farkli aminoasit degisimi goriilmiistiir. Bunlar
icinde HCV genotip 2 ile enfekte hastalarda A39V (%93) ve HCV genotip 1b ile enfekte
hastalarda 1132V (%69) en baskin olarak RASs dir.

Oldukga yiiksek oranda Simeprevir direncine sebep olan Q80K aminoasit degisimi
calismamizda HCV genotip 1b ile enfekte hastalarda %4 oraninda goriilirken, HCV
genotip 1a ile enfekte hastalarda goriilme siklig1 %23 diir. Q80K aminoasit degisimi, Alves
ve ark.’nin Brezilya’daki hastalarda HCV genotip la ile enfekte hastalarda bu oran %36
iken 1b ile enfekte hastalarda %0,2 oraninda gériilmiistiir (52). Li ve ark. Cin’de HCV 1b
ile enfekte 60 hastada yaptigi calismada Q80K degisimi goriilmemistir (53). Vicenti ve ark.
Q80K direncini, Italya’da 1b ile enfekte hastalarda %10,1 oraminda gériirken, 1a ile
enfekte hastalarda %29,4 oraninda gormiistiir (73).

Tiirkiye’deki Altunok ve arkadaslar1 178 adet antiviral tedavi almamis HCV genotip 1b ile
enfekte hastalarin NS3 bolgesindeki direngle ilgi olan aminoasit noktalarmin arastiriimasi
ile ilgi calisma yapmistir (74). Yapilan analiz sonucunda direngle ilgili aminoasit
noktalarindaki aminoasitlerin goriilme oranlari, bizim c¢alismamizdaki oranlarla beraber

Sekil 6.2” de verilmistir.
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Sekil 6.2 Tirkiye'de NS3 bolgesindeki direngle ilgili aminoasit noktalarinin goriilme

oranlari

Tiirkiye’de Altunok ve ark. tarafindan HCV 1b ile enfekte, Sanlidag ve ark. tarafindan ise
genotip 1 ile enfekte, daha oOnce antiviral tedavi almamis HCV hastalarimi NS3
bolgesindeki direncle ilgi olarak belirlenmis aminoasit degisikliklerinin arastirilmasina dair
caligmalar yapilmistir (74,75). Bizim g¢aligmamizda ise HCV’nin NS3, NS5A ve NS5B
bolgelerindeki direncgle ilgili olarak belirlenmis aminoasit degisikliklerinin Tiirkiye’deki
farkli HCV genotiplerinde arastirilmistir ve bu kapsamda Tiirkiye’de simdiye kadar
yapilan tek caligmadir.

Yapilan ¢aligmalar arasinda oransal farklarin olmas1 HCV’nin dinamik bir genom yapisina
sahip olmasit neden olmus olabilir. Bu da viriis ayn1 genotip olsa bile genom dizisi

bakimindan bolgesel olarak birbirinden oldukga farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diren¢ varyantlarinin tespiti ig¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Dogrudan DNA dizi
analizi yontemi, direngle ilgili varyantlarin ve virlis populasyonlarinin belirlenmesinde en
cok kullanilan yontemdir. Ancak DNA dizi analizinin diisiik bir tespit sinir1 vardir; viral
havuzda bulunan bir varyantin tespit edilebilmesi i¢in havuzda en az %]15-25 oraninda
bulunmasi gerekmektedir (76). Bu orandan daha az bulunan varyantin tespiti yapilamaz.
Klonal analiz ydntemi ile viral populasyonda DNA dizi analizi yoOntemi ile
belirlenemeyecek kadar az olan varyantlarin tespiti miimkiindiir. Klonal analizin duyarhilik

orani yliksektir fakat pahali ve uzun zaman harcanmasi gerektigi gibi sinirlamalar1 vardir.
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Diren¢ varyantlarimin belirlenmesinde diger bir yontem ise ‘ultra deep sequencing’
yontemidir. Bu yontem ile viral gen havuzunda %0,5 kadar diisiik oranda bulunan viral

varyantlarin tespiti miimkiindiir (51).

Ileriki calismalarda direng varyantlarmin belirlenmesi icin ‘ultra deep sequencing’
yonteminin kullanilmasi disiiniilebilir. Bu yontem, daha fazla sayida varyantin tespitine

olanak saglayacaktir.

Direngle ilgili olan aminoasit degisimlerinin HCV enfeksiyonlu hastalarda belirlenmesi
tedavi basarisizligi durumunda, kullanilan antivirallerin degistirilmesinde olduk¢a 6nemli
olacaktir. Ayrica HCV enfeksiyonuna sahip hastalarda tedaviye baglamadan 6nce RAS sin
belirlenmesi diistintilebilinir. Cilinkii hastanin bu dirence sebep olan varyanti icermesi
antiviral tedavide basarisizliga sebep olacaktir. Hastanin dirence sebep olabilecek aminosit
degisimlerini igeren varyanta sahip olup olmamasina gore uygulanacak antiviral tedavi

protokolii belirlenebilinir.
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TORKIYE'DEKI HEPATIT CVIROS 1AVE 1B
GEMOTIPLERINDE N53, NS5A VE N55B
BOLGELERINDEKI ANTI-VIRAL DIRENC VARYANTLARI
Ezm Yurdoy', Ersin Karatayh', Szima Gakshmetogie®,

Senem Ceren Karatayl', Ramazan ldilman, Cihan Yurdaydn?,
Abdurrshman Mithat Bozday®
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ﬁmmmmmmmm&-
nihmpmwmmmum
FISHMN ve NS5H balgesinde 5Z388T dir 1a genodipi idn direnclke
sinde M2ET, CE0R L31MAYISHN ve NSSE biigesinde S2B2T dir.
Bu caltpmanm amao DéAAlam kere gelisen direnge gl olarak be-
lirlenmmis amino asflerin Torkiye" deld kronik HOV enfelsiponiu hos-
larda fenotplendirilmesidir.

Yontem: 157 adet genctip 1b ve 30 adet genolip 1a olmak imere
toplam 187 hastanm placma dmelderi ulambmghr. Bo omekderin
HCV FENA MNSS, NE5SA ve MESH bolgelen 2 bur PCR de codulhldh ve
dirgk CNA dizi anali= yapilds (Big Dye Terminator k&t 3.0, Applied
Bicsystem, ABI 310 Genetic Analyser, UE). Elde edilen DMNA dizile-

Bulgular- 157 HCV genotip 1b'E hastarun 143'inde ve 30 HCV
genotip 12k hastann emammds W53 balgesi PCR ile cogalilrken,
MGSE boloesi igin 118 HCV genotip 1b we 29 HOV genotip 1a'h
h:dszSEﬁbEh_ﬁi;indn:lﬂﬂ HC'Jgutuﬁplb,?ﬂ-HC‘Jgu—
notip 1a'h hasta PCR 3 - Yapilan DINA din analizi
sonucunda HCV 1b genotipl 1453 hastanam %42 snde (6 hasa) w
HCV 1a gencdipll 30 hasknun %23 inde (7 hasi) N53 bolgesinde
CBOK varymnb gonilmisgbir. HOW NE5E bidgesinin 5282 nokizsnda
HCV 1b genobipli 118 hasta ve HOV 1a genotipli 29 hastanan hichi-
rinde S252T varyanh gidknmemistir HCV 1b genotipl 178 hasa-
run MS5A bolgesinde 131V varyanh gonilmezdoen, Y83 noldzsmidz
%l 6smda (2 hasia) ¥O5H, ®l.8'nde {1 hasha) YOWH varnyanh
garibmisdix. HOV 1a genotipli 24 hasiada ise M2E, Q30 ve Y93
noltalannda herhangi bir baska varyant goriimezken, .31 noldasn-
da T4(1 h:d::luw-uial.‘]![.lﬁwymhgin}nﬁ[ﬂt

lir. Bu arashrma somsoun da Tirdye'de genotip 16 ve 1a ya mhip
mubsponknmu 1a genotipi ve 1b genotipi hasialanda hic ooriikmes-
len, HOV genotip 1a'da N53 Q80K mutasponunu 1b genofipinden
daha yitkeck oranda sapenmalczdr
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Amag: Bu gaksmada, {lkemiz laboratuadannda yagpgm olarak lul-
Lanatan Dia Pro (Mikn, aha) Se yiksek duyarkbkiz cabshd gosterd-
mis Wandai (Beijing. Cin] frmasna adt total anE-HEV ELISA ticar
Iaflerinin karpheshniman amaclanmgbr C:.lupunmlnrdip.:m:—
a da Tirkdye'de hepatit E viris [HEV] semar 5
dederendiriimesidir.

Yonbtem: Goniillii kan dondderinden toplam 2011 serum Smma-
ginin 807'si Ankara, 24950 Kayser, 200': Malabya, 2340 Iomdr,
Z00ra Kahramanmaras we 277 si Van'dan - 1865 yas
arazndali dondrerin 18800 (%23] exkek ve 1317 (%B7Vi kadindr,
Her bir Smek hem Dia Pro hem de Wanksi tofal andi-HEW ELIDA
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tr- p-z0,05 alan somuckr istatictikee] olarak anlamb kabul edilmistr.

Bulgular: Dia Pro somsgl gare 228 (%11,34) pazisf, 1783
(%E8,66) negatif buhmemustur. Agma Srmekler igin Wantai kitine gore
245 (%12,08) pocitif, 1768 (%37,92) negatif bulunmmeshar. Td kit
araandali fark shatisheel olarak anlamb bulunmameshr {po-0,05).
Hillerin duyzrbbk deneyi somscuna gore Dia Pro ign 1600 difiis-
yon (0,16 A¥mL) esik dedern imerinds iken Wanksi ktinds bu deger
1700 {014 Iiml) buhmmustur. 2001 kisi iginden 37 kii Wandi
larna gine negetif sonuc vermistir. 206 kisi her @d kbt ign de poctif
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®IZ55-R1Z01. Kas,uﬂ.n. ®7.61-%6,99, Mahdy:. E13, 55-‘!1145
kmir: %9,65-8,07, Kahmmanmans: %15.5-%14,5, Van: %12,99-
%11.91. Buna giee en yilmek pociiflik #d kit icn oralama B15 o
m e Malabm ve Kahmamanmaras'da olup en digik podtifik %74
e Fanyseri iimizde gorilmekiedir.
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