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HCV VIRAL YUKUNUN SAPTANMASINDA REAL TiME PZR TEMELINDE BIiR
YONTEM GELISTIRILMESI.

OZET

Hepatit C Viriisit (HCV), kronik karaciger hastaligi, siroz ve hepatoselliiler karsinomaya yol
acabilen onemli bir enfeksiyon etkenidir. Dinya nifusunun yaklasik %3’iniin HCV ile
enfekte oldugu ve hastalarin %30’unun da sonunda ileri karaciger hastalig1 gelistirdigi tahmin
edilmektedir. Viris, 9.6 kilo baz (kb) uzunlugunda tek iplikli ve pozitif anlamli bir RNA’ya
sahiptir. Hepatit C tanisi viicutta viriisiin varliginin gosterilmesi ile konur. Bunun igin en sik
antikor gdsterilmesine dayali serolojik testler, viral RNA gosterilmesine dayanan niikleik asit
testleri ve karaciger biyopsisi kullanilmaktadir. HCV RNA tayini HCV enfeksiyonu tanisinda
en duyarli yontemdir ve altin standart olarak kabul edilmektedir. Viral yikin tespit
edilmesinde kantitatif PZR (kompetatif PZR veya RT-PZR) teknigi kullanilir. HCV RNA’nin
plazmada belirlenmesiyle HCV replikasyonu en iyi sekilde degerlendirilebilir. “Real Time”
PZR sistemi amplifikasyon drinlerinin miktarlarinin belirlenmesinde hizli bir sistemdir,
yuksek duyarlilik ve kesinlikte sonuglar alinabilmektedir. Calismada ‘Ligth Cycler 480 Real
Time’ PZR cihazin1 kullanarak farkli primer-prob setlerini Tagman EZ-RT PZR Kiti ile
calisarak denedi ve HCV-RNA’y1 kantitatif olarak saptamaya yonelik en uygun, yiksek

kesinlik ve duyarlilikta tek asamali ‘Real Time’ PZR kosullarini belirlemeyi amaglandi.

Calismada farkli HCV izolatlar1 Mega 3.1 yazilimi ile karsilastirilarak HCV genomunun
korunmus bdlgeleri belirlendi ve bu bolgelere 6zgu, Primer Express 3.0.1 yazilimi ile primer-
prob tasarimi yapildi( set 1, 4, 5 ve 6 ). Ayrica Ronald E Engleand ve arkadaslari
‘Development of a TagMan Assay for the Six Major Genotypes of Hepatitis C Virus:
Comparison With Commercial Assays’ ¢alismasinda tasarlandig1 primer prob seti ( set 2) de
kullanildi.



Laboratuvarimizda daha énce ‘COBAS® AmpliPrep’ cihazinda ¢alisan ve yiiksek viral yiike
(10" kopya/pl) sahip olan plazma 6rnekleri secilerek ve DNA\RNA sz insan plazmasi (CTM(-
) C Human plasma roch molecular system) kullanarak 1/10 seklinde seri seyreltme ile 10%°¢
kadar yapildi. Yapilan denemeler sonucunda 5"UTR bdlgesini hedef alan (¢ farkli primer-prob
seti (‘set 1, set 2 ve set 3 ) ‘Light Cycler Real Time’ PZR sisteminde sirayla 1000, 100 ve 1000
kopya/ul’ye kadar, saptanabildigi gozlendi.

Set 1 primer prob sistemi (tagman prob), ‘COBAS® AmpliPrep’ cihazin sonucuna gore
kantifikasyonu bir log diisiik hesaplandi ve tekrarlanabilirligi saglanamadi. Set 2 ve set 3
primer-prob sistemlerinin (MGB’li prob) tekrarlanabilirligini gostermek amaciyla, sirayla 10
ile 10% ve 10 ile 10° aras: seri seyreltmeye sahip standartlarin deney i¢i ve deneyler aras1 Ct
degerinin degiskenligi degerlendirildi. Set 2 i¢in CV degeri deney i¢i 0.02 ile 6.49 ve deneyler
aras1 0.21 ve 4.39 arasinda degisebilmektedir. Set 3 ise Ct degerinin CV degeri deney i¢i 0.50
— 6.99 ve deneyler arast 1.85 - 4.29 arasinda degisebilmektedir. Set 2 ve 3 Ct degerini
karsilastirilmasi sonucunda deney i¢i ve deneyler arasi Set 2 primer-prob sistemi set 3’e gore
tekrarlanabilirligi daha fazlaydi. Metodun verimliligi (“efficiency”) yaklasik olarak sirastyla
%100 ve %90 olarak hesaplandi. Optimum kosullarda set 2 primer-prob sistemi set 3’e gore

daha duyarl1 ve daha spesifiktir.

Sonug olarak ¢alismada set 2 (HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB) ile Tagman
EZ-RT PZR Kiti kullanarak ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinde yiiksek 6zgiinliik,
yiiksek duyarlilik ve yiiksek verimlilige sahip olan ve 100 kopya/ul’e kadar HCV RNA virisi
saptanabilen bir yontem gelistirildi. Gelistirildigi yontem ile farkli HCV genotipleri basarili bir
sekilde yakalanip kantitatif olarak saptanabilmektedir.

2013, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hepatit C Virtst, HCV, Real Time PZR, MGBI1 prob
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DEVELOPMENT OF A NEW METHOD BASED ON REAL TIME PCR FOR
ASSESSMENT OF HCV VIRAL LOAD.

ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection is a significant infectious disease, which may cause chronic
liver disease, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. It infects nearly 3% of the world’s
population and it is estimated that 30% of patients eventually develop end stage liver disease.
HCV genome is a positive single strand RNA being 9.6 kilo bases in length. Hepatitis C
diagnosis is made by demonstrating the existence of the virus in the body. The most common
tests used on HCV diagnosis are antibody-based serological tests, viral RNA-based nucleic
acid tests and liver biopsy. Determination of HCV RNA, considered as the most sensitive
method and the gold standard for diagnosis of HCV infection. Quantitative PCR (competitive
PCR or RT-PCR) techniques are the most reliable methods to detect HCV viral load.
Replication of HCV can be evaluated rightly with determination of HCV RNA in plasma
samples. Real-time PCR system is a rapid system that determines the amplification with high

sensitivity and specificity.

In this study, improving an HCV quantification method had been aimed, which is more
convenient and sensitive, by using various primer probe systems. Experiments were performed

using Tagman EZ-RT PCR kit based on light cycler 480 real time PCR systems.

In the study, different HCV isolates had been aligned by Mega 3.1 software and highly
conserved primers and probes were designed by using Primer Express 3.0.1 software (set 1, 4,
5 and 6 ). In addition, the primer-probe system, designed by Ronald E Engleand and his
colleagues on their study (Development of a TagMan Assay for the Six Major Genotypes of
Hepatitis C Virus: Comparison With Commercial Assays) had been tested (set 2).

vii



High viral load samples (10" copies/ul) have been selected that were routinely studied at our
laboratory by using COBAS ® AmpliPrep system. Ten fold serial dilutions of the samples
was obtained from 10" to 102 by using viral DNA/RNA free plasma samples

Results of the experiments showed that three different primer-probe systems (set 1, set 2 and
set 3) that targets the 5° UTR of HCV genome could detect HCV RNA up to 1000, 100 and
1000 copies/ul, respectively. According to the results, HCV viral load has been calculated one
log lower than the results from COBAS ® AmpliPrep when the set 1 (TagMan probe) primers

and probes were used. In addition to its low sensitivity the results were not reproducible.

To demonstrate the reproducibility of the set 2 and the set 3 primer-probe systems (MGB
probe), the variability of Ct value of the standards with serial dilution was evaluated. The CV
value of intra- and inter-assay of experiments varies between 0.02 - 6.49 and 0.21 - 4.39
respectively for set 2 primer-prob system. The CV of the intra-assay and inter assay of Ct
value can vary from 0.50 to 6.99 and 1.85 up to 4.29 in experiments with set 3 of primer-prob
system. By comparing the Ct value of the Set 2 and 3 primer-prob systems, intra-assay and
and inter assay reproducibility on the set 2 primer-probe was more high then set 3. The
efficiency of the method, had been calculated 100% and 90%, respectively. At optimum
conditions set 2 primer probe system showed results with more sensitivity and specificity

when compared to the set 3 primer-probe system.

In conclusion, by using HCV Con259F, HCV Con312R and HCV-278MGB probe system
with EZ-RT PZR Kit based on light cycler 480 real-time PZR system a high specificity, high
sensitivity up to 100 copies/ul and high efficiency was achieved. This method was also shown

to be sensitive for different HCV genotypes.
2013, 82 pages

Key Words: Hepatitis C virus, HCV, Real-Time PCR, MGB probe
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1.GIRIS

Hepatit C Virustu (HCV), kronik karaciger hastaligi, siroz ve hepatoselliiler karsinomaya yol
acabilen 6nemli bir enfeksiyon etkenidir. Dinya nifusunun yaklasik %3’iniin HCV ile
enfekte oldugu ve hastalarin %30 unun da sonunda ileri karaciger hastalig1 gelistirdigi tahmin
edilmektedir®>. HCV ilk kez 1989 yilinda Choo ve arkadaglari tarafindan sempanzede
klonlanarak tanimlanan bir RNA viriisiidiir. Bu tarihten 6nce Hepatit A ve B’den farkli bir
viriisiin de hepatite yol actifina dair epidemiyolojik veriler bulunmus ve bu hastaliga non-A

non-B viral hepatit ad1 verilmistir !

Virtis, 9.6 kilo baz (kb) uzunlugunda tek iplikli ve pozitif anlamli bir RNA’ya sahiptir. Yapisi,
genom &zellikleri ve replikasyon déngisu flaviviruslere benzer ve bugin hepacivirds cins adi
altinda yeni bir grupta yer almaktadir®®. Etkili hiicre kiiltiirii olmamas1 nedeniyle yapisi ve

replikasyon déngisti halen tiimuyle anlasilamamistir®.

1.1 HCV Epidemiyolojisi

Diinya saglik orgiitiine gore diinyada 130-170 milyon kisinin hepatit C virisii ile enfekte
oldugu tahmin edilmektedir®. Diinyada HCV enfeksiyonu prevalansimin yaklasik %2.2-3
arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Bolgeye 0zgli tahmini prevalansin en diisiik oldugu
Kuzey Avrupa’da bu rakam %1°den diisiiktiir’. Prevalansim yiiksek oldugu iilkeler ise %3.55
prevalans ile Asya’da ve %5.17 ile Afrika’da yer alir. En disiik prevalans Ingiltere ve
Iskandinav iikelerinden (%1’in altinda), en vyiisek prevalans ise Misir’dan (%15-20)
bildirilmistir®. Diisiik prevalansi olan ancak niifusu biiyiik gelismis iikelerde 6rnegin

Almanya’da prevalans 9%0.6, Kanada’da 9%0.8, Fransa’da %1.1, Avustralya’da %1.1°dir.



Diisiik, fakat biraz daha yiisek prevalans oranlari Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nden
(%1.8), Japonya’dan (%1.5-2.3) ve Italya’dan (%2.2) bildirilmistir. Tiirkiye diinya haritasinda

prevalansi %2-2.9 arasinda olan iikeler i¢inde yer almaktadir™®** (sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Cografi bolgeye gore HCV enfeksiyonu tahmini prevalansi. (Kaynag:: Diinya Saglik Orgiitii- 2007).

HCV enfeksiyonu cografyaya ve zamana gore farkliliklar gosterir. ABD’de en yiiksek
prevalans, bitiin HCV-pozitif olanlarin 2/3iini tutacak sekilde 30-49 yaslar1 arasindadir.
Yirmi yasin altindaki ve 50 yasin istiindeki gruplarda prevalans ortalamanin altindadir.
Tiirkiye, Ispanya, Italya, Japonya ve Cin gibi iilkelerde ise yasa 6zgii prevalans yas ilerledik¢e
derece derece artmaktadir. Diinyadaki en yiiksek HCV prevalansinin goriildiigii Misir da ise

prevalans yasla birlikte artar, ancak biitiin yas gruplarinda prevalans yiiksektir’.

Hepatit C viriisiinlin kan transfiizyonu sonrasinda hepatitlerin %90’ indan sorumlu olmasi,
caligmalarin kan vericilerine yogunlagsmasina neden olmustur®?, Turkiye’de 2000-2006 yillar

arasinda farkli merkezlerdeki dondr taramalarindan elde edilen anti-HCV pozitiflik orani



ortalama 9%0.54’tlir. Doksanli yillarin verisiyle 2000°li yillarda elde edilen veriler
karsilagtirildiginda dondrlerdeki prevalans oraninda anlamli bir degisiklik olmadigi
goriilmektedir ve Tiirkiye’de genel popiilasyonda yapilan ¢alismalarda ise anti-HCV pozitiflik
orant daha yiiksek c¢ikmaktadir. Eriskinlerde 2000 yilindan sonra yapilmis calismalara
bakildiginda toplam 16.160 kisideki anti-HCV pozitifligi %1.15°tir **2,

Tiurkiye’de yasa 0zgii prevalansin incelendigi calismalarda ozellikle 50 yasindan sonra

13,14

prevalansin arttigi goriilmektedir . HCV insidansinin en sik oldugu yas 20-39°dur. Kronik

HCV hastalari ise en stk 30-49 yas grubunda goériilmektedir ®.

Niikleik asit dizi analizi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda HCV’nin en az 6 major genotipi ve

100 den fazla subtipi belirlenmistir **°

. HCV’nin genotip tayini tedavide ve klinik siirecin
takibinde 6nemlidir '°. HCV genomu, genotipler arasinda birbirinden yaklasik %30, subtipler
ise birbirinden yaklasik %20 oraninda bir farklilik g6stermektedir *".Genotip 1, 2 ve 3 daha
yaygin genotiplerdir ve ¢ogunlukla Avrupa, Kuzey Amerika, Cin, Japonya ve Avustralya’da
gozlenmektedir. Subtip dagiliminda ise daha anlamli farkliliklar vardir. Tip 1a siklikla Kuzey
Avrupa ve Kuzey Amerika’da saptanirken, tip 1b Japonya, Giiney ve Dogu Avrupa’daki en
yaygin genotiptir. ABD’de %71 oraninda genotip 1 bulunmustur ve tip 2 tiim diinyada tip 1’e
gore daha nadirdir. Tip 3 degisik iilkelerde farkli dagilim gostermektedir ve ozellikle Iskog
kan donorlerinde, Giineydogu Asya lilkelerinde ve geng hastalarda saptanmaktadir. Tip 1 ve 2
de bulunmakla beraber tip 4 Orta Dogu iilkeleri, Misir ve Orta Afrika iilkelerinin baskin
genotipidir HCV genotip 5 ve 6’ya ¢ok daha sinirli bir alanda ve genelde Giiney Afrika ve

Giliney Dogu Asya’da rastlanmaktadir. Genotip 1’in tedaviye yanit1 2 ve 3’e gore daha azdir
18,19



Mia E1b O2 H3 W4

E5

WMo 7,89 [] vige

Sekil 1.2. HCV global genotip dagilimu. http://ocw.jhsph.edu/ Johns Hopkins Bloomberg halk saglig1 okulu.

Tiirkiye’de yapilan galigsmalarda genotip 1b’nin %66.7-100 orani ile HCV genotipleri i¢inde
birinci siklikla saptanan tip oldugu goriilmektedir. Bunu %5.8-33.3 oraninda genotip la

izlemektedir. Genotip 2a, 3a, 4, 4c ise daha az siklikla bildirildigi gozlenmektedir °.

1.2 Bulasma Yollar

HCV bulagmasi en belirgin sekilde ya biiyiik miktarda ya da tekrarlayan perkiitan temaslar
sonucunda gerceklesir. HCV ile iligkili baslica risk faktorleri, kan ve kan {iriinleri
transfiizyonu, infekte dondrden solid organ transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu kullanima,
giivenli olmayan terapotik injeksiyonlar, igne batmasi gibi mesleki perkiitan temaslar, infekte
anneden bebegine bulas, infekte partnerle ve ¢oklu partnerle cinsel iligkidir. Bunlar arasinda

en Onemlileri taramasi yapilmayan donoérden kan transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu
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kullanimi ve giivenli olmayan terapotik injeksiyondur "%, Gelismis iilkelerde HCV
infeksiyonlarmin baslica kaynagi damar i¢i uyusturucu kullanimidir %, Gelismekte olan
iilkelerde ise giivenli olmayan terapotik injeksiyonlarin ve transfiizyonun baslica gegis yolu

oldugu tahmin edilmektedir 121

Diinya Saglik orgiitii verilerine gore gelismekte olan {ilkelerde kan bankalarindaki dondr
kanlarinin %43’iiniin HCV agisindan uygun sekilde test edilmemektedir, Tiirkiye’de ise kan
transfiizyonu énemli bir risk faktorii olsa bile vericilerin sadece 1/4’i HCV ile infektedir 2%,
Diinyada kontamine injeksiyona baglh yilda yaklasik 2 milyon yeni HCV infeksiyonunun
gelistigi ve bunun tiim HCV infeksiyonlarimin %40’ mi teskil ettigi hesaplanmigtir 2 Guvenli
olmayan injeksiyona ek olarak hastanelerde ve dis tedavi iinitelerinde kullanilan alet ve
ekipmanlarin yetersiz temizlik ve dezinfeksiyonu da HCV bulagsmasinda onemli risk

faktorleridir. Tiirkiye’de onemli perkiitandz risk faktorleri; major veya mindr cerrahi girigim,

kan transfiizyonu, sik dis tedavisi ve dis ¢ekimidir 21

ABD’de akut HCV infeksiyonlarindaki risk faktorlerine bakildiginda damar i¢i uyusturucu
kullanimima bagli %68, tibbi miidahale sirasinda saglik personeline bulasma %4 lik,
iyatrojenik, nozokomiyal veya perinatal bulagsmalar ise sadece %1°lik kismin1 olugturmaktadir.
Tirkiye’de ise damar i¢i uyusturucu alma yolluyla HCV gecisi ¢ok nadirdir; bir ¢calismada

kronik hepatit C hastalarinda damar i¢i uyusturucu kullanim orani %3.1 bulunmustur 24,

Mesleki bulasma daha ¢ok kontamine ignenin saglik ¢alisanina batmasi sonucu olmaktadir ve
bunun serokonversiyon insidansi yaklasik %1.8’dir. HCV’nin perinatal gecis oran1 %4-7
arasindadir. Seksiiel aktivite ile ise ne derece bulasabildigi ve hangi kosullarda bulastigi
tartismal1 konulardan biridir. HCV yukarida bahsedilenler disinda birgok yolla da bulasabilir.
Bunlar arasinda; dovme, intranazal uyusturucu kullanimi, stinnet, akupunktiir veya dovme gibi

dini veya kiiltiirel uygulamalar sayilabilir !



1.3 HCV Morfolojisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

HCV partikuli 40-70 nm capinda, genomunu igeren bir zarfli niikleokapsidden olusup hiicre
icinde endoplazmik retikulumdan elde edilen membranlar ile toplanir "?*%, Hastalarin
plazmasinda bulunan pargaciklar morfolojik olarak immiinglobulin veya ¢ok diisiik dansiteli

lipoproteinler ile iliskisi nedeniyle heterojen olabilir .

HCV’nin zarfi, karbonhidrat ve proteinlerle (glikoprotein) birlesmis lipidlerden olusur ve ¢ift
kathidir. Zarfin lipid komponentinin %60°1 fosfolipid geri kalanin da ¢ogu kolesteroldiir.
Peplomer denilen cikintilar1 vardir ve bunlar konakg¢i hiicrelerine yapismasini kolaylastirir.
HCV’nin peplomerindeki, yapisma olayinda rol oynayan proteinlerden biri CD-81 olarak

isimlendirilmistir *'.

Zarf, iki zarf proteininden, E1 ve E2, olusur, bunlar virion {lizerinde uzantilar (“spikes”)
olustururlar 2 Zarfin icinde niikleokapsid bulunur ve genellikle ikozahedral seklindedir 2,
HCV 6z proteini, muhtemelen viral niikleokapsidi olusturan bir RNA baglama proteinidir. Bu
proteinin biyokimyasal oOzellikleri nispeten zayif bir sekilde karakterizedir ve yapisi

bilinmemektedir %,

1.4 HCV Genom Yapusi

HCV genomu 9.6 kb uzunlugundadir ve bir 5° kodlama yapmayan bdlge (5" UTR), uzun bir
actk okuma cergevesi (ORF), ve bir 3 UTR bdlgesinden olusmaktadir. HCV agik okuma
cergevesi yaklasik 3000 amino asit (aa)’lik bir poliproteini kodlar ve bu poliprotein hicresel

ve viral proteazlar tarafindan 10 farkli iirtin olarak parcalanir 2930

Genomun 5' ucunda bulunan 341 nikleotidlik UTR bolgesi, HCV suslari arasinda yiiksek

oranda korunmus niikleotid dizisine sahiptir **. Bu ézellik, HCV viremisinin saptanmasi ve



kantifikasyonu calismalarinin hedef bdlgesi olmasi sonucunu dogurmustur *2. 5UTR ¢ok
sayida ‘stem-loop’ ve pseudoknot igeren, | ile IV numarali dort yiiksek yapisal domain igerir.
I1, 111 ve IV domainleri, kor kodlama bdlgesinin ilk 12-30 nikleotiti ile birlikte, ribozomlara

dogrudan baglanmaya olanak taniyan bir “internal ribosomal entry site, IRES,

olusturmaktadir.
Hepatit C virusun RNA's1
9600 nt
Acik okuma cerceves: )
5’ UTR | | |3y UTR |
yvapisal protemler vapisal olmayan proteinler
p22 gp35 gp70 p7 p23 p70 P8 p27 p56/58 p68

L€l Er] [E2] [ns1][ns2|[ns3 |jnsaa][nsas|[nssa]jNsss |

zarf proteazlar ~kofaktor RNA polymeraz
glhikoproteimleri /' RNA helikaz . - g
mterferon direng
Cekirdek proteini tr ansn;e;n_ln an proteini
proteimi

Sekil 1.3. HCV genom yapis1

1.5 HCV’nin Yasam Dongusu

HCV’nin replikasyonu hakkinda bilinenler yetersizdir. Viriisiin hiicreye bir yiizey molekiiliine
baglanarak girdigi diisliniilmekte ve bu molekiilin de cok biiyiik bir olasilikla (E2’nin
baglandigl) CD81 molekiilii oldugu sanilmaktadir 3 HCV’nin tek replikasyon yeri karaciger
(KC) degildir. Periferik kan mononiikleer hiicreleri, lenfoid folikiiller ve olasilikla kemik
iliginde de replike olmaktadir 3% HCV, “Human Immunodeficiency Viriis” (HIV) gibi
replikasyon hizi yliksek bir virlistur. Yarilanma 6mrii 2.7 saat olup, giinliik virion yapim ve

klirensi1x10%2 dir . Viriisiin olasi reseptorleri arasinda CD81, SR-B1 (“Scavenger receptor
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class B type 1”)’e LDL-R (“Low density lipoprotein receptor’”) yer alir 37 Virtstn klatrin
aracili endositozis ile hiicre i¢ine alindigi varsayilmaktadir 2. Soyulma ardindan serbest
kalan viral genom, 5 ucunda bulunan IRES (“Internal ribozomal entry site”) sayesinde
ribozoma baglanir ve translasyon baglar. Bu asamada 6zyap1, E1, E2 ve p7 konak proteazlar
tarafindan kesilerek poliproteinden ayrilir. Kalan diger proteinlerde viral proteazlar tarafindan
kesilir. NS4B endoplazmik retikulum membranini degisiklige ugratir ve vezikiiler replikasyon
kompleksleri olusur . Replikasyon bu komplekslerin i¢inde gerceklesir % Sentezlenen RNA
varliginda 6zyap1 proteini oligomerize olur 0 Membranmn dis kismina bakan E1 ile Ozyap1
proteinleri arasinda bulunan birsinyal dizisi sayesinde enkapsidasyon gerceklesir ve virion

olusur *. Virion endoplazmik retikulum membranindan tomurcuklanir ve ekzositozla salinir 42

/—\“ ; '.-,\~ \)

4 ‘ ( "‘..,:l konak faktorler
V. 2 N ( N,
[ £ < ‘A ¥|Msnzle§ma
\ / Translasyon

N < 4 M

nanaay

Virion
montaji

sitoplazma

 gekirdek

/
" karaciger

hicresi /—\

sitoplazma

ER limeni

Sekil 1.4. HCVnin yasam dongiisii



1.6 Quasispecies (turumsu) Yapi

HCV’nin 6nemli 6zelliklerinden birisi, yiiksek genetik heterojenlik gostermesidir. Yiiksek
heterojenlik, replikasyonda gorev alan RNA bagimli RNA polimeraz enziminin dogrulama
(‘“‘proofreading’’) aktivitesinin yani 3'-> 5' ekzonikleaz duzeltici okuma etkinliginin
olmamasiyla aciklanmaktadir *. Bu nedenle yeni sentezlenen RNA sarmallarina yanlis girmis
bazlar1 uzaklastirici 6nemli bir onarim mekanizmasi ¢alismamaktadir. Bu yiizden HCV siirekli
olarak mutasyona ugrar ve asla 6zdes RNA genomlarmin homojen bir toplulugu olarak in

vivoda bulunmaz #.

Genomun kisaligi, mutasyon oranmin fazlaligi ve virlis toplulugunun genisligi, infekte
kisideki virus toplulugunun bir ya da daha fazla niikleotid farkliligindan olusan, birbirinden
farkli viriislerin toplami1 olmasina yol agmaktadir. Bunlar ‘‘quasispecies’’ (tiirlimsii) olarak
adlandirilmaktadir. HCV, genom yapisinin bu 6zelligi sayesinde yasadigi ortama olaganustu
bir adaptasyon saglamaktadir. Her an bir bagskasindan ¢ok az farklar tasiyan viriis topluluklari
digerlerine gore avantajli duruma gegebilmekte, boylece o belli grup ¢ogalarak enfeksiyonu
strdirmede hakim olmakta ve infeksiyonun surekliligi saglanmaktadir. Bunun tipik 6rnegi

tedaviye kars1 gelisen direng ya da bagisiklik sisteminden kagigtir 32

1.7 Tam

Hepatit C tanis1 viicutta viriisiin varliginin gosterilmesi ile konur. Bunun i¢in en sik antikor
gosterilmesine dayali serolojik testler, viral RNA gosterilmesine dayanan nikleik asit testleri

ve karaciger biyopsisi kullanilmaktadir.



1.7.1 Serolojik testler

HCV enfeksiyonu tanisi i¢in bugilin kullanilan en pratik yontem antikor aranmasidir. Bu
amagla, bugiline dek dort kusak ELISA testi kullanilmistir. ilk kusak testler (EIA-1), tek bir
rekombinant HCV klonundan elde edilmistir. NS3 geninin bir kismi1 ile NS4 geni {irlinliniin
tamamini icermislerdir. Duyarlilik ve ozgiilliikkleri diistiik olup, serokonversiyonu saptamada
yetersiz kalmislardir. lkinci kusak ELISA testleri (EIA-2), kor ve NS3 bdlgelerinden
rekombinant proteinler icermektedirler *°. Ugiincii kusak testlerde ( EIA-3 ) bunlara ek
NS5’ten bir rekombinant protein eklenmistir *°. Ugiincii kusak testlerinin duyarlilik ve
ozglligii ikinci kusak testlerden daha yiiksek olup % 97-99°dur *'. Yeni kullanima giren
dordunci kusak testlerde ( EIA-4 ) kor bolgesinden iki farkli epitop, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A gibi iiglinct kusak testlerde kullanilan proteinler daha da gesitlendirilerek genotip 1a,
1b, 2 ve 3 virlislarin NS3 ve NS4 proteinleri de eklenerek duyarlilik ti¢iincii kusak testlere
gore % 10-20 arttirilmigtir 8 Ayrica liciincii ve dordiincii kusak testler serokonversiyonu daha

kisa siirede saptayabilmektedirler *°.

ELISA testleri ile infeksiyon sonrasi 4-10 hafta igerisinde antikorlar belirlenebilir. ELISA
testini dogrulamak i¢in rekombinant immunublot test (RIBA) kullanilir *0 Bu testte baslica,
ELISA'da da kullanilan antijenler kullanilmakta farkli olarak, her antijene karsi olusmus
antikor ayr1 ayri saptanabilmektedir. Bu testlerde kati faz, ELISA'dan farkli olarak,
nitroseliiloz bir banttir. Pozitif testte iki bantta reaksiyon saptanir; tek banttaki reaksiyon
tanimlanamayan (‘indeterminate’) sonu¢ olarak belirlenir. ELISA’dan daha duyarli degil,
ancak daha 0zgiil oldugundan risk grubu disindaki kisilerde ELISA pozitifliginin
dogrulanmasi amaciyla gegmiste onerilmistir. ELISA'dan farkli olarak, nitroseliiloz bir banttir.
Pozitif testte iki bantta reaksiyon saptanir; tek banttaki reaksiyon tanimlanamayan sonug
olarak belirlenir. ELISA’dan daha duyarli degil, ancak daha 6zgiil oldugundan risk grubu

disindaki kisilerde ELISA pozitifliginin dogrulanmasi amaciyla ge¢gmiste onerilmistir >
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1.7.2 Molekiiler testler

Diger bir tan1 yontemi molekiiler tekniklerle HCV RNA’nin dolayisiyla vireminin tespit
edilmesidir. HCV RNA tayini HCV enfeksiyonu tanisinda en duyarli yontemdir ve altin
standart olarak kabul edilmektedir °>. AHC’de aminotransferazlarin yiikselmesi ve Anti-HCV
pozitiflesmesinden o6nce plazmada tespit edilebilir. Kronik enfeksiyonu olan hastalarin

cogunda viremi siirekli, bir kisminda araliklidir.

HCV-RNA tespitinde kalitatif ya da kantitatif testler kullanilir. Kalitatif HCV-RNA testleri
klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ‘Real-Time’ (RT) PZR ya da “Transcription-
Mediated Amplification” (TMA) teknigine dayanir >°. Viral yiikiin tespit edilmesinde
kantitatif PZR (kompetatif PZR veya RT-PZR) ya da “branched” DNA teknikleri kullanilir.
Standardizasyonu saglamak amaciyla viral yiikiin internasyonel inite (IU) olarak verilmesi
onerilmektedir. Viral yuk, karacigerdeki inflamasyon ve fibrozisin siddeti ile de korele
degildir >,

Viral yiik testleri kandaki HCV riboniikleik asit 6l¢iim testidir. Viral RNA'min varligi, viriisiin
aktif olarak replike oldugunu gdstermektedir. Viral yiik testi genellikle bir kisinin HCV
antikor test sonucu pozitif ise yapilir. Bir kan 6rnegi alinir ve bir millilitre kanda HCV RNA
miktar1 Olgiiliir. Viral yiik testleri bir kisinin aktif olarak HCV ile infekte olup olmadiginin
goOstergesidir. Viral yiik test sonuglari daha 6nce kopya sayisi olarak Ol¢lilmekteydi. Ancak

simdi mililitrede Uluslararas1 Birimler (IU/mL) biriminde bildirilmektedir >°.

1.8 HCV Viral YUk Testinin Turleri

HCYV viral yiik testleri iki kategoriye ayrilir;
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1.8.1 Kalitatif (Nitel) viral yik testleri

Bu testler ile kandaki HCV RNA'nin varligi belirlenir. Bu tiir testler genellikle HCV ile kronik
enfeksiyonu onaylamak i¢in kullanilir. Viral RNA tespit edilirse pozitif bir sonug rapor edilir,

viral RNA tespit edilmezse test sonucu negatiftir.

1.8.2 Kantitatif (Sayisal) viral yiik testleri

Bu testler, kanin bir millilitresinde olan virlis miktarini dlger. Gegmiste viral yilik seviyesi,
HCV tedavisine yanit sansi ile iliskiliydi. Pegile interferon ribavirin tedavisine HCV proteaz
inhibitorlerinin eklenmesi ¢ok daha yuksek olan viral yikin olumsuz etkilerinin tstesinden

geldiler.

Yaygin HCV viral yiik testi i¢in kullanilan {i¢ test bulunmaktadir:

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) - PZR testleri,etkin enfeksiyonu gdsteren kandaki HCV
RNA tespitidir. Bu tiir kantitatif PZR testi ¢ok hassastir ve 5-10 IU/mL' ye kadar 6l¢im
yapabilir.

bDNA - bDNA yontemi kantitatif viral yik testi, ¢ok sayida olan ornekler igin
kullanilir.Ciinkii daha kolay ve ucuzdur, ama yalnizca viral yiiki 615 TU/ml 'den daha
yuksekse olgebilir.Yani bir kisi 615 IU/ml altinda bir viral yiike sahipse, HCV kanda
mevcuttur ama bu test ile tespit edilememistir. Test yiiksek viral yiik araliklar1 algilar bu

yiizden HCV tedavisine baglarken bu test ¢ok faydali olmaktadir.
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Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA)- TMA teknolojisi kandaki nikleik asit'in
amplifikasyonu ile saptamaya izin verir. Bu test ile 5-10 IU/mL kadar az 6l¢iim yapilabilir. Bu
yeni testin kullanim1 daha kolay ve daha ucuz, islem diizenli ve tutarli, giivenilir ve daha hizli

sonuclar Ureten bir test gibi gorinmektedir.

PZR ve TMA testleri, bDNA testinden ¢ok daha diisiik viral yiik saptanabilir. Viral yiik test
sonuclart bir kan O6rnegi nasil saklandigini bagli olarak degisebilir. Ayrica test sonugari
laboratuvardan laboratuvara da degisebilir. Bu nedenle, cogu uzman kisi viral yiik testini her
zaman ayni laboratuvarda yapilmasini 6nerilmektedir, boylece sonuglar daha karsilastirilabilir

olmaktadir *°.

1.9 HCYV Viral Yiik Testinde kullanilan teknolojiler.

Gercek zamanli kantitatif PZR, gilinlimiizde niikleik asit miktarlariin belirlenmesinde
kullanilan bir metotdur. “Real-Time” PZR’da olusan iiriin miktari, reaksiyon boyunca olusan
irtin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle
anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi
acisinda da gereklidir. Cift zincirli DNA'ya baglanan"SYBR-Green I" floresan boya en basit
metotdur. "SYBR-Green I" boya isaretleme ¢ok iyi isleyen bir metotdur fakat reaksiyon
ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda da floresan 1s1ma yapabilir. Bu ¢ift
zincir primer-dimer olusumu da olabilir. Bu yontem (SYBR_ Green) maliyet agisindan
ucuzdur. Bunda baska giivenilir bir sekilde kullanilan {i¢ adet floresan 1s1ma yapabilen isaretli

prob vardir. Bunlar "TagMan ® probe™ veya hidroliz prob, molekiler boncuk yéntemi ve

hibridizasyon problar1 "dir >,
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Molekiiler boncuk yonteminin en fazla kullanildig1 alanlar; genetik tarama, SNP calismalari,
farmakogenetik c¢alismalardir. Bu yontemde prob dizaym1 ¢ok Onemlidir ve optimal sartlar
saglanmadiginda Ozellikle uygun sicaklik bulunamamigsa probun sa¢ tokasi yapisi
degismeyeceginden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan 1s1ma elde

edilemeyebilir®®*°.

Hibridizasyon problarinin ise {i¢ avantaji vardir:

1- Floresan, dogrudan iki bagimsiz prob hibridizasyonunun sonucu oldugu i¢in ¢ok
yiiksek bir 6zgiilliik ile sonuglanir.

2- Gelen floresan 1sima, ( polimerazin ekzoniikleaz faaliyeti ) probun geri doniisi
olmayan bir bélinmesine bagl degildir.

3- Hibridizasyon problarinin tasarim, sentez ve optimizasyonu kolaydir %0,

“TagMan® probe” yontemi, mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de
ulasilabildiginden arastiricilar i¢in avantaj saglar. Bu yontemin standart bir protokolu ve
kolay bir tasarimi oldugu icin ve ¢ok az bir optimizasyonla gerceklestigi i¢cin hem allelik

diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir o

“Minor groove binder” ( MGB) prob denilen tagman probler daha kisa ve son derece stabil
problerdir .Bu probun en 6nemli 6zelligi, MGB probunun baglandig1 bolgede bir ya birkag

yanlis eslesme varken bile 6zgilinliiglinii arttiran bir prob olmasidir 62

Bugiin bir¢ok arastirma ve tani laboratuvarlarinda Real-Time PZR cihazlar1 mevcuttur. Bu
cihazlar, reaksiyon sayilarinin Kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki

farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile birbirinden ayrilirlar. Ticari olarak satilan Real-Time
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PZR cihazlari; “Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve M x 40007, “Applied Biosystems 7300
ve 7500”. En fazla kullanilanlar ise  “Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor- Gene”,
“LightCycler” dir 63,

Bu ¢alismanin amaci , farkli tagman probleri (MGB dahil) kullanarak LightCycler cihazinda,
Hepatit C virtsinin alt1 biiyiik genotipleri igin spesifik ve duyarli bir kantitatif Tagman

yontemi gelistirmektir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

‘Real Time’ PZR sistemi ile amplifikasyon iriinlerinin miktarlarinin belirlenmesinde, yiksek
duyarlilik ve kesinlikte sonuglar alabilinir ®*. ‘Real Time’ PZR 7-8 lik logaritmik genis bir
dinamik araligi, yiksek teknik hassasiyet (<5 kopya) ve yiiksek dogruluk(< 2% standart
sapma) ile karakterizedir. Bu yontemin diger bir avantaji, PZR sonrasi hi¢ bir adim
gerektirmez ve bu da capraz kirlenme olasiligindan kagindirmaktadir. Yiiksek verimlilik ve

multipleks PZR imkani da diger avantajlari sayilir ®.

Yapilan HCV RNA’y1 saptamaya yonelik ‘Real Time’ PZR sisteminin kullanildig:

calismalarda farkl teknolojiler ve farkli cihazlarda galigilmistir.

Shuang Meng ve Jinming Li yaptig1 ¢alismada HCV dizileri hizalayarak, 2 set primer-prob ve
bir armored RNA y1 i¢ kontrol olarak kullanarak bir ¢ift yonlii es zamanl ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ABI PRISM (applied biosystems, America) sisteminde
gelistirdi. Her 2 Problarin 5' ucunda, aymi fluorofor, 6-karboksifloresan (FAM), ile
etiketlenmis bu problar, karsilikli olarak kombine olup test giiciinii artirmaktadir. Cift yonll
primer-prob yonteminin tespit limiti 38.99 1U/ml idi. Ozgunliigii etkilenmese de, bu yontemin
hassasiyeti énemli Ol¢iide iyilesmistir. Niikleik Asit Amplifikasyon Teknikleri, tim HCV

genotiplerinde uygulanabilir ®.

S J Read bes niikleik asit ekstraksiyon kitlerinin etkinligini karsilastirdi. HBV DNA ve HCV
RNA'sinin kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizleri viral nlkleik asitlerin nispi
konsantrasyonlarinin saptanmasi igin ¢esitli protokoller tarafindan Light CyclerTM cihazi
tizerinde yapildi. HBV ve HCV i¢in kullanilan bes farkli kitlerin( high pure viral nucleic acid,
QlAamp viral RNA, QlAam blood DNA, NucleoSpin virus ve High pure viral RNA) arasinda

high pure viral nucleic acid kiti en verimli olarak belirlenmistir ®'.

16



Kiana Shahzamani ve arkadaslari ise QIAamp Viral RNA ekstraksiyon kitinden yararlanarak
light cycler sisteminde ( Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) FRET hybridizasyon
probuyle HCV alt1 genotipi i¢in 50IU/mL’e kadar bir duyarlilik ve 103 -106 IU/mL arasi
dinamik araliga sahip ticari kitlere gore daha ucuz maliyetli bir RT-PZR’a optimize
etmektedir®.

Manabu Abe, Corinne Klett ve arkadaslar1t HCV teshis stratejisini gelistirmek ve bunun
sonucunda reaktif maliyetlerini azaltmak amaciyla QIAamp DSP viral vacuum kiti ve
hybridizasyon probuyla ayni anda hepatit C viriisii RNA miktar1 ve genotiplendirmede
LightCycler cihazinda bir iki adimli es zamanli PZR yontemi gelistirmisler. Kuantifikasyon
testi diinya saglik orgiitinun 96/790 standartina kars: kalibre edildi. Bulug sinir1 30 IU/ml olup
500.000.000 IU/ml’e kadar dinamik araligi oldu. Deney ic¢i ve deneyler arasi tekrarlanabilirligi
sirasiyla% 1.2 ve % 1.9 (n = 10) idi. HCV RNA es zamanli PZR yontemi ile elde edilen
degerleri Cobas Amplicor HCV monitdr test ile elde edilen sonug yiiksek korelasyonu vardir

(P <0.001 r=0,992). Genotipleme erime sicaklig1 analizi ile yapildi %

Ji-hong Yang, Jian-Ping Lai ve arkadaslart HCV alti genotipleri i¢in ABI Prism 7700 dizisi
algilama sistemi (izerinde reaksiyon bagma 1000 RNA kopyaya kadar bir duyarlilik ve 10% ve
10’ RNA kopya arasinda bulus dinamik aralia sahip olan bir es zamanli RT-PZR gelistirdiler.
Deney ici ve deneyler aras1 Ct degerlerin varyasyon katsayisi sirasiyla %1.37 ve %4.66 dan

daha azdi ve klinik tam igin yiiksek duyarlilik ve %100 6zgiinliigiinii gostermisler "°.

Tomoko Takeuchi ve arkadaslar1 ABI Prism 7700 dizi detektor sistemin Uzerine Tagman
probuyla ve Isogen-Ls RNA ekstraksiyon kiti ve EZ rTth RNA PZR kiti kullanarak HCV
genomunun 10 kopya kadar tespit edilmis olup kuantifikasyon araligi 10% ile 108 kopya arasi
bir PZR yontemi gelistirdiler. Bu sistem, Amplicor monitor sistemden 10-100 kat daha fazla
duyarliydi. Genom tanimlamasinda kuantifikasyon araligi deney igi hassasiyet ve deneyler
arasi tekrarlanabilirlik VVaryasyon katsayis1 degeri sirastyla %0.37-%2.00 ve %0.88-%4.66 idi.
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Sistem, hepatit C virlisuniin antikoru var olan hastalarda, kronik hepatitlilerde % 98, Karaciger
sirozlu hastalarda% 95.8 ve hepatoselliiler karsinom hastalarda% 100, genomu algilayabildi;

ancak antikor olmayan hastalarda genom algilayamadi "

Ronald E. Engle ve arkadaslar1 ise quantitative amplicor HCV Monitor TM test version 2.0
tizerinde MGBI1 tagman probe ve QlAamp Viral RNA mini ekstraksiyon Kiti kullanarak
HCVnin alti genotipi i¢in 10*® — 10°° IU/ml dinamik araligi ve deney ici ve deneyler aras

hassasiyeti sirastyla 3% CV ve <2% CV sahip olan bir real time PZR ydntemi gelistirdi ®
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3.GEREKCE VE AMAC

‘Real Time’ PZR sisteminde tek asamada (ters transkripsiyon ve polimerizasyon ayni tiip
icerisinde) HCV RNA’nin kontaminasyon riski ve zaman kaybi1 da azaltilmis olmakla beraber
kantitatif olarak yiliksek duyarlilik ve yiiksek 6zglinliik ile belirlenmesi rutin ¢alismalarda

kullanish olabilir.

Tagman EZ-RT PZR Kit icerigindeki rTth DNA Polymerase enzimi RNA’nin cDNA'ya
cevrilmesi (ters transkripsiyon) ve DNA’nin ¢ogaltilmasi asamalarinin tek tlp icinde
yapilmasina imké&n saglamaktadir. Ayrica AmpErase ® UNG enzimi de, bir amplikon

kirlenme kontrol sistemi olup kontaminasyonu onler.

Calismada Tagman EZ-RT PZR Kiti daha ekonomik bir sekilde kullanarak “Light Cycler 480
Real Time” PZR cihaz1 temelinde farkli primer-prob sistemleri deneyerek HCV-RNA’yi
kantitatif olarak saptamaya yonelik en uygun, yiksek kesinlik ve duyarlilikta ‘Real Time’

PZR kosullarini belirlemeyi amaglandi.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Kimyasal maddeler

Mutlak Etil Alkol %99.5  Crystalline chemical industries Itd. Pakistan
DESCOSEPT AF Alkol bazli yiizey dezenfektant DR. Schumacher G mBH Almanya

Agarose low EEo AppliChem GmbH Ottoweg 4 D-64291 Darmstadt Germany

Etidyum bromdir
Glasiyal asetik asit
Tris base

EDTA
Bromofenol mavisi
Fikol

Ksilen siyanol

Yiikleme boyasi

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Quantum, Amerika
Sigma, Almanya
Biochrom, Almanya

Sigma, Almanya

4.1.2 Tampon ve ¢ozeltiler

Tris-asetik asit- EDTA Tamponu (TAE)
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0,2 M Tris base, 0,09 M Glasiyal asetik asit, 0,05 M EDTA.

Agaroz jel yukleme tamponu

% 0,05 Bromofenol mavi, % 15 Fikol, % 0,05 Ksilen siyanol.

4.1.3 Kullanilan cihazlar

Sogutmali Santrifiij ( Mikro 200R- Hettich Germany)

Plate santrifilj ( SiIGma labratuvary centrifuge 4-15 C)

Light cycler 480 II Real Time PZR Cihaz1 (Roche Applied Science, Almanya)
Cobas Ampliprep (Roche Applied Science, Almanya)

Su filtresi ( Gesellschaft fiir labortechnik mbH D-30938 Burgwedel Germany)
Otoklave ( medsan Tek Ltd.co)

Biogiivenlik kabini

Vorteks ( VELP scientifica Italy, 45W 50 Hz)

CL_1000 ultraviolet crosslinker UVP

Hassas terazi (Sartorius, Turkiye),

Jel goriintiileme sistemi (UVP Jel dokiimantasyon sistemleri, Olympus 40X kamerasi,

Japonya)
Jel tanki
High pure spin filter tubes

High pure collection tubes

21



4.1.4 Deneyde kullanilan malzemeler

rTth DNA Polymerase enzimi 2.5U/ul (0.5 pl)

AmpErase ® UNG enzimi 1U/ul (0.1 ul)

5X PZR Tamponu (750 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8.8), 200 mM (NH4)2S04, % 0,1) ( 3 pl)
Mn(OACc)2 (manganez asetat) 25 mM (2.5 pl)

dNTP (her biri 10 mM olan dATP, dUTP, dGTP, dCTP) (0.7 ul)

GAPDH primerleri ( her biri 10 pmol olan iler ve geri primerler ) (0.6 ul)

GAPDH probu 5 pmol (0.6 ul)

Set 1( HCV F1, HCVR1) veya set 2 (HCV Con259F, HCV Con312R) veya set 3 ( HCV F1,
HCV Con312R) ileri ve geri primerleri ( her biri 10 pmol ) (0.6 ul)

Set 1’in tagman probu veya set 2 ve 3’un MGBI1 prob ( her biri 5 pmol) ( 0.6 pl)

HCV RNA

0,2 mI’lik PZR tiipleri (Greiner Bioone, Avusturya).

CTM (-) C Human plasma Cobas tagman test Roch molecular system. Branch burg NJ USA

4.1.5 Kullamilan kitler

High pure viral RNA kiti ( Roche Diagnostics GMbH mannheim-Germany)

Tagman EZ-RT PZR Kiti ( Applied Biosystems Roche Molecular systems )

LightCycler ® RNA Master HybProbe Kiti (Roche Diagnostics GMbH —Germany)

4.1.6 HCV Plazma Ornekleri
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Calismada, laboratuvarimizda daha 6nce COBAS ® AmpliPrep cihazi ile HCV RNA’sinin
pozitif oldugu hastalardan alinmis ve HCV genotipi de belirlenmis 5 farkli genotipe (1a, 3a,
4a, 1b ve 2b ) ait plazma drnekleri kullanilmistir. Ayrica COBAS ® AmpliPrep viral yiiki 10*
kopya/ml’ye kadar diisiik olan 6 hasta plazmas1 ve daha once ‘Light Cycler 480 Real Time’
PZR cihazinda hibridizasyon primer-prob sistemi ile rutinde calisilan 3 hasta plazmasi da

deneylere dahil edildi.

4.2 YOntem

4.2.1 Viral RNA izolasyonu

HCV RNA, 200 pul plazma 6rneginden High pure viral RNA Kit (Roche Diagnostics GMbH
mannheim-Germany) kullanilarak tiretici firma Onerilerine gore izole edildi. Buna gore her
ornek icin 400 pl binding Buffer ve 4,4 ul poli A falkon i¢ine eklendi, el yardimiyla ¢ok iyi
karigtirildi. Ardindan bu karigimdan 1.5 mI’lik ependorf tipiin i¢ine 200 pl plazma 6rneginin
bagima 400ul eklendi ( toplam hacim 600 pl) ve vorteks yardimiyla iyice karistirtldi. High pure
spin filter tlipe aktarip ve 11000 rpm’de 15 saniye santriifiij(Mikro 200R- Hettich Germany)
edildi, alttaki s1vi kisim atilds, filtreli tUpl baska bir High pure collection tlipe alip tizerine 500
ul inhibitor buffer eklendi ve 11000 rpm’de 1 dakika santriifij(Mikro 200R- Hettich
Germany) edildi, alttaki sivi kisim atildi, filtreli tiipii bagka bir collection tiipe alip yikama
islemi i¢in tizerine 450 pl wash buffer eklendi ve yine 11000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi,
alttaki sivi kisim tekrar atildi, filtreli tiipii baska bir collection tiipe alip yitkama amaciyla ayni
islem tekrar edildi, ardindan 15000 rpm’de 15 saniye bos olarak santriifiij yapip tUzerine 50 ul
Elution buffer eklendi ve yine 11000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi, alttaki HCV RNA igern
50 pl s1viyr alip bolerek -80 °C’de saklandi.
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4.2.2 Kullamlan primer ve problarin tasarim ve dizileri

Calismada HCV RNA’nin ‘Real Time’ PZR ile kantitatif analizi i¢in Mega v3.1 programi
kullanilarak farkli bolgelere ait 6 genotip ve subtip izolatlarin 35 tam HCV genomun dizileri
karsilagtirildi. Genom iizerinde biitiin genotipler i¢in en korunmus bolge 5' UTR olarak
belirlendi. Daha sonra bu korunmus bolgeler hedef alinarak Primer Express v2.0 programi

kullanilarak primer ve prob tasarimi yapildi.

Tasarlanan primer ve problar, TIB MOLBIOL (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Almanya)
tarafindan sentezlenmistir ve primer, prob dizileri ve (zerlerindeki modifikasyonlar Cizelge

4.1°de verilmistir.

Bunun yanisira Ronald E. Engle ve arkadaslar1 “Development of a tagman assay for the six
major genotypes of hepatitis C virus: comparison with commercial assays” adi altinda yaptigi

calismada tasarlanilan primer ve MGBI1 probu da kullanilda.

Ayrica farkli genotiplerin izolatlarina ait tim genom HCV dizileri {izerine, tasarlanan primer

ve prob dizileri yerlestirilerek bunlarin genom tizerindeki dizilimi de gosterilmistir(Sekil 4.1).
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cizelge 4.1. Tasarlanan primer-prob sistemleri ve izerindeki modifikasyonlari.

Primer probe adi ve seti Primer dizisi (5°—3°) Modifikasyon
Set1 HCV F1 GACCGGGTCCTTTCTTGGAT
HCV R1 GCACCCTATCAGGCAGTACCA
HCV PR TAGCCGAGTAGYGTTGGGTYGCGAAA 5’FAM,3’TAMRA isaretli
C-Y
Set 2 HCV Con259F AGYGTTGGGTYGCGAAAG C—-Y
T-Y
HCV Con312R | CACTCGCAAGCYCCCT C-oY
HCV-278MGB PR | CCTTGTGGTACTGCCTGA 5’FAM,3’TAMRA isaretli
3’MGB
Set 3 HCV F1 GACCGGGTCCTTTCTTGGAT
HCV Con312R CACTCGCAAGCYCCCT C-Y
HCV-278MGB PR | CCTTGTGGTACTGCCTGA 5’FAM,3’TAMRA isaretli
3’MGB
Set 4 HCV F2 GACYGGGTCCTTTCTTGGAT C—-Y
HCV R2 AGCACCCTATCAGGCAGTACCA
HCV PR TAGCCGAGTAGYGTTGGGTYGCGAAA 5’FAM,3’TAMRA isaretli
C—-Y
Set5 HCV F3 GACYGGGTCCTTTCTTGGATA C-Y
HCV R3 CCCTATCAGGCAGTACCACAAG
HCV PR TAGCCGAGTAGYGTTGGGTYGCGAAA 5’FAM,3’TAMRA isaretli
C—-Y
Set 6 HCV SR CTGGAGGCTGCACGACACT
HCVSF GGGCGACACTCCACCATAGA
HCV SPR CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTT 5’FAM,3’TAMRA isaretli
Hibridizasyon Primer 1 TCGCAAGCACCCTATCAGG
problar
Primer 2 CTGTGAGGAACTACTGTCTT
Prob 1 AGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTA--FL
Prob 2 LC640-CGGAATTGCCAGGACGACCGGGTC--PH
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HCV Con259F, HCV Con312R ve MGBI1 prob dizisi

264 269 274 279 28B4 289 294 299 304 309
Genotype (#) OO [Py [Py oot WRceeemses) (Rt ol PP ey ool PSPl (el (L et [ s
la, b, ¢ (125) AGLGTTGgGTcGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGLG

2a, b, e, k (44) AGCGTTOGGGTTGCGAAQGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGtGCTTGCGAGTG
3a, b, k (6) AGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGtGCTTGCGAGTG
4a AGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGtGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTG
S5a (2) AGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTG

6a, b, d, g, h, k (8) AgtGTTGGGTcGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCgAGTG

Primers AGYGTTGGGTYGCGAAAG CCTTGTGGTACTGCCTGA AGGGYGCTTGCGAGTG
A

|
T forward 260 - 277 T T probe 279 - 296 T T reverse 313 - 298 |

Sekil 4.1. HCV izolatlarin hizalanmasi ve tasarlanan primer problarin dizisi ve genom

Uzerinde yeri

4.2.3 HCV RNA kantitasyonu i¢in standart olusturulmasi

HCV RNA Kkantitasyonu i¢in standart olusturma amaciyla daha énce COBAS® AmpliPrep
cihazinda ¢alisan ve yiiksek log (10° yada 10°)’a sahip olan plazma 6rnekleri secildi ve
DNA\RNA’siz plazma (roche molecular system) kullanarak 1/10 seklinde seri seyreltme

10%ye kadar yapildi.

4.2.4 HCV RNA’mn ‘Real Time’ PZR ile gosterilmesi

HCV RNA’y1 ‘Real Time’ PZR yontemi ile gosterebilmek icin farkli primer-prob setleri ile
Tagman EZ-RT PZR Kit® kullanildi. Farkli reaksiyon kosullar1 denenerek HCV RNA’y1
saptamak i¢in optimum PZR kosullar1 belirlendi. izlenen yontem ve kullanilan kitler asagida

Ozetlenmistir.
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4.2.4.1 Tagman EZ-RT PZR Kkiti

Tagman EZ-RT PZR Kiti (Applied Biosystems, Fostercity, ABD) RNA tespiti ve analizi igin
bir sistem saglar. Icerigindeki enzim nedeniyle RNA’nin cDNA'ya cevrilmesi (ters
transkripsiyon) ve DNA’nin ¢ogaltilmasi asamalariin tek tiip i¢inde yapilmasma imkan

saglamaktadir.

Bu kit AmpErase ® UNG, bir amplikon kirlenme kontrol sistemi icerir. AmpErase UNG nakil
etmis PZR {iriinleri, reamplifikasyonu onleyebilir. Bu yontem, PZR reaktif karisimi i¢inde
dTTP yerine dUTP kullanir ve amplifikasyondan once reaksiyon ile uracil N-glikozilazi
tepkimeye tabi tutar. dUTP PZRda bir dNTP substrat olarak dTTP yerine gectigi zaman,
AmpErase UNG 50 pl reaksiyon basina onceki amplifiye trlintinii 200.000 kopyaya kadar
kaldirabilir.

TagMan EZ RT-PZR Kiti (P/N N808-0235) 200 reaksiyon (reaksiyon basina 50 ul) igin
yeterlidir. Deneylerde toplam reaksiyon hacimi 16 ul olmaktadir ve ekonomik olarak kitin

onerdigi protokole gore daha ekonomik olur.

4.2.4.2 LightCycler ® RNA Master HybProbe kiti

LightCycler ® RNA Master HybProbe kiti tek asamali RT-PZR igin tasarlanan bir kittir. Tth
DNA polimeraz enzimi, aptamerler ile kombine halinde kullanilir. Tth DNA polimeraz 1s1ya
dayanikli bir enzimdir. Bu enzim ayrica RNA’ya bagl ters transkriptaz aktivitesi ve DNA’ya

bagli polimeraz aktivitesi ile RT ve PZR asamasin1 tek tiip’te gerceklestirebilir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada Tagman EZ-RT PZR Kiti temelinde bittn primer-prob sistemleri denenmistir.

Elde edilen sonuglar, kullanilan her primer-prob seti baslig1 altinda verilmistir.

5.1 Set 1 primer-prob sistemi (HCV F1, HCV R1 ve HCV PR)

Tagman EZ-RT PZR Kiti kullanilarak Tagman hidroliz primer-prob setleri ( set 1, 4, 5 ve 6);
‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda farkli baglanma sicakliklar1 (55°C ile 65°C
arasinda degisen), farkli HCV RNA, Mangan ve primer-prob konsantrasyonlari, ve farkli

enzim unite miktarlari ile denendi.

Sonug olarak, HCV RNA, bu primer-prob setler arasindaki setl primer-prob seti ( HCV F1-
GACCGGGTCCTTTCTTGGAT, HCV R1- GCACCCTATCAGGCAGTACCA ve HCV PR
5’FAM- TAGCCGAGTAGYGTTGGGTYGCGAAA-TAMRA) ile , ‘Light Cycler 480 Real
Time’ PZR cihazinda cizelge 5.1 ve 5.2 deki kosullar altinda ¢oklu tekrarlar seklinde
cogaltildi. (Sekil 5.1 ve 5.2)
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Amplification Curves
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Sekil 5.1 HCV RNA’nm ‘Light Cycler 480 Real Time” PZR cihazinda setl primer-prob sistemi ile Tagman EZ-

RT PZR Kiti temelinde cogaltiimas: (106 ile 103 arasi seri seyreltme drneklerin her biri ¢ift galigilmistir).

Amplification Curves
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Sekil 5.2 HCV RNAnim ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda setl primer-prob sistemi ile Tagman EZ-RT

PZR Kiti temelinde ¢ogaltilmas1 (106 ile 103 arasi seri seyreltme 6rneklerin her biri ¢ift ¢aligilmstir).
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Cizelge 5.1 EZ-RT PZR Kiti temelinde set 1 primer-prob sistemi i¢in kullanilan PZR sicaklik dongii ve siireleri

(*: diger tagman primer-prob setleri i¢in baglanma sicakligi farkl olabilir).

asama UNG aktivasyonu Ters transkripsiyon | Denaturasyon | Amplifikasyon | sogutma
sicakhk | 50 °C 60 °C 95°C 95°C 60°C |40°C
zaman | 2dk 30 dk 5dk 20s 1dk | 30s
dongi | 1 1 1 40 1

Cizelge 5.2 “Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda, set 1 primer-prob sistemi icin kullanilan EZ-RT PZR

Kit substrat konsantrasyon ve miktarlari

Substrat Konsantrasyon Miktar
Su 2 ul
5X Tagman EZ buffer 5X 3ul
Mn(OAc)2 (manganez asetat) | 25mM 2 ul
dATP 10mM 0.5 ul
dCTP 10mM 0.5 ul
dGTP 10mM 0.5 ul
duTP 10mM 0.5 ul
lleri primer 10 pmol 0.6 ul
Geri primer 10 pmol 0.6 ul
Prob 5 pmol 0.6 ul
GAPDH ileri primer 10 pmol 0.6 ul
GAPDH geri primer 10 pmol 0.6 pl
GAPDH prob 5 pmol 0.6 pl
Amperase UNG 1U/ul 0.1 pl
rTth DNA polimeraz 25U/ ul 0.5 ul
Kalip RNA 2.5 ul
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Daha sonra sistemimizi test etmek amaciyla aymi primer ve probu kullanarak
laboratuvarimizda daha 6nce yapilan COBAS ® AmpliPrep cihazi ile HCV RNA’sinin pozitif
oldugu belirlenen 5 hastanin HCV RNA izolasyonu yapildi . Daha sonra ‘Light Cycler 480
Real Time’ PZR sisteminde yukarida olusturulan standartlar kullanilarak ayni hastalarin HCV
RNA viral yiikleri hesapland: (Sekil 5.3). Deneyde kontaminasyonu kontrol etmek amaciyla,
araya DNA/RNA’dan arindirilmis steril su igeren negatif kontrol konularak ¢aligildi.

Subset: |hov sob

10.( j @@ Cycle Range Noise Band Analysis |

Samples Results Amplification Curves
In...|C...%..|Name Cp | Conc...| Stan... |
[v] ¥ D1 Sample 37

O

Il 0z Saple 38
[v| |l D3 Sample 39 39.08 3.19E2 1.00E3
v] |l D4 Sample 40 32.64 2.32E4 1.00E4

1.00E2
ak
1
v| . DS Sample 41 28.86 2.87ES5 1.00ES
v 1
1

1.0EH—— i — —
23 24 25 2% 27 28 29 30 M 2 33 34 B B/ 7 3w/ 39 40
Cycles

Fluorescence (465-510)

<

v

B 06 Sample 42 27.08 9.42ES

v] Il D7 Sewple 43 24.57 5.00E6

vl o5 25.31 3.06E6 1 [~ Show Fit Points Fit Points I 23: T(::‘:::g:? I Threshold |0.9731
¥ Moo a2 24.86 4.11E6 . :
v [l p1a3 38.53 4.60E2 g .
v [ p1a4 2 Standard Curve
vl [ p1as |
- 39
Error: 0.571 E gg.
Efficiency: 1.946 2 37
Slope: -3.458 § BNt
Yintercept: 47.74 o 251
9 26
24
3 4 5 53 7
2| | _'_| Log Concentration

Sekil 5.3 1/10 seri seyreltme ile olusturulan standartlarin ve hasta drneklerinin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR
cihazinda Tagman EZ-RT PZR kiti ile kantitasyonu.

Orneklerin Cobas sonucu sirasiyla; al: 5,2x10°% a2: 1,7x10°, a3: 1,3x10%, a4: 1,4x10% kopya/pl
ve a5: negatifti. Yapilan deney sonucu degerlendirilen hastalarin viral yiikleri ise sirasiyla al:
3.06x10°% a2: 4.11x10°% a3: 4,6x10% kopya/pl , a4 ve a5: negatif olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.3. ¢alismamizda katilan hastalarin farki cihazlarda ve farkli primer prob sisteminde alinan sonuglarin

karsilastiriimasi.
Al A2 A3 A4 A5
COBAS® AmpliPrep 5,2x10° 1,7x10’ 1,3x10* 1,4x10? -
Light Cycler 480+Tagman prob | 3 06x10° 4.11x10° 4,6x10° - -

Daha sonra deneyin duyarliligin1 ve tekrarlanabilecegini belirlemek i¢cin HCV genomunu
iceren 1\10 seri seyreltme oranindaki standart 6rnekleri olusturularak, ‘Light Cycler 480 Real
Time’ PZR cihazinda ¢oklu denemeler yapildi ve bu 6rneklerin dongii esik degerleri (CT:
cycle threshold) kaydedildi (cizelge 5.4).

Cizelge 5.4 HCV F1, HCV R1 ve HCV PR primer- prob seti ile yapilan deneylerin deneyler aras1 dongii esik

degerleri ve varyasyonu

Ornek Deneyler aras1 Ct degeri Deneyler aras1 varyasyon
1.Deney | 2.Deney | 3.Deney Deneylerin ortalama Ct degeri ve varyasyonu

cT cT cT Ora.CT% S.D CV(%)

10’ 24.57 - - - -

10° 27.08 25.84 29.95 27.62+2.10 7.63

10° 28.86 27.86 3157 29.43+ 1.91 6.52

10* 3264 3137 34.69 32.90+ 1.67 5.09

10° 39.08 36.24 34.40 36.57+2.35 6.44

10° - - - - -
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5.2. Set 2 primer-prob sistemi (HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB )

Tagman EZ-RT PZR Kiti ile HCV Con259F-AGYGTTGGGTYGCGAAAG, HCV Con312R-
CACTCGCAAGCYCCCT ve HCV-278MGB-6FAM CCTTGTGGTACTGCCTGA prob
kullanilarak ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde ¢izelge 5.5 ve 5.6 kosullar altinda
HCV RNA’nin ¢ogalma optimizasyonu yapildi. Daha sonra HCV RNA bakimindan negatif
oldugu bilinen kontrol plazma 6rnegi kullanilarak HCV RNA’smin pozitif oldugu bilinen
hasta plazmasindan 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 ve 1/1000000 seri seyreltme
oranlarindaki standartlar hazirlandi ve internal kontrol olarak GAPDH primer — prob seti
kullanilarak Tagman EZ-RT PZR Kiti ile ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda
standartlar ¢coklu olacak sekilde ¢alisildi (sekil 5.4 ve 5.5).

Cizelge 5.5. EZ-RT PZR Kiti temelinde set 2 ve set 3 primer-problar sistemi i¢in kullanilan PZR sicaklik dongii

ve sureler
asama UNG aktivasyonu Ters transkripsiyon | Denaturasyon | Amplifikasyon | sogutma
sicakhk | 50 °C 75°C 60 °C 95 °C 95°C 60°C |40°C
zaman 2 dk 1dk 30 dk 5 dk 20s 1dk | 30s
dongl 1 1 1 45 1
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Cizelge 5.6 ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde, setl ve set2 primer-problar sistemi igin EZ-RT PZR

Kit kullanilan substrat konsantrasyon ve miktarlar

substrat Konsantrasyon Miktar
Su 0.5 ul
5X Tagman EZ tamponu 5X 3ul
Mn(OACc)2 (manganez asetat) 25mM 2.5 ul
dATP 10mM 0.7 ul
dCTP 10mM 0.7 ul
dGTP 10mM 0.7 ul
dUuTP 10mM 0.7 ul
lleri primer 10 pmol 0.6 ul
Ters primer 10 pmol 0.6 ul
Prob 5 pmol 0.6 ul
GAPDH lleri primer 10 pmol 0.6 ul
GAPDH Geri primer 10 pmol 0.6 ul
GAPDH prob 5 pmol 0.6 ul
Amperase UNG 1 U/ul 0.1ul
rTth DNA polimeraz 2.5 U/ul 0.5ul
Kalip RNA 2.8 ul
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Sekil 5.4. HCV RNA’nin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde HCV Con259F, HCV Con312R ve

HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile ¢cogaltilmasi.

Subset: |ew Subser 1 Cycle Range Noise Band Anahsic |
==
Samples Results = Amplification Curves
v [2..]2..|Name Cp |[Concentr...|Stand... % E
[vl Il €1 Sample F 1
[v] I c1 Sanple 2 1.0E14
[ C1Sample g B
v| M 21 Sawple 30.85 4.35E4 5.00E4 £ 1.0E04
= T T T T T T T T T T T T

) [l &9 Sewple 28.00  4.46ES  S5.00ES 20 22 24 25 28 30 32 34 3 38 40 42 44
M 26 Sexple  37.08  4.86E2  5.00E2 )y Cycles
[v| [l A5 Saxple 33.75 5.93E3  5.00E3 |
vl @ 22 Sawple 25.08  3.99E6 5.00E6|§ Threshold |0.52
[vi @ 1 Sample 21.39 6.41E7 5.00E7|§

b

Standard Curve
36
E 34 .
Error: 0.0849 £ 329
Efficiency: 2.120 = 30
Slope: -3.064 § 28]
Yintercept: 45.31 o 267
S 24
22
3 4 5 [3 7

3 | | _’] Log Concentration

Sekil 5.5 1/10 oranindaki seri seyreltme ile olugturulan standart drneklerinin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR
sisteminde HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile

kantitasyonu.
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Sekil 5.6. HCV RNA’nin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda, Tagman EZ-RT PZR Kit ile yapilan

caligmada GAPDH primer-prob sistemi i¢ kontrol olarak kullanilmas.

Daha sonra deneyin duyarliligin1 ve tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in HCV genomunu
iceren 1\10 seri seyreltme oranindaki standart ornekleri olusturulup ‘Light Cycler 480 Real

Time’ PZR sisteminde ¢oklu denemeler yapildi ve bu 6rneklerin dongii esik degerlerine (CT:

cycle threshold) kayit edildi (Gizelge 5.7).

Deneylerin verimlilik, hata orani ve slop degerleri ¢izelge 5.8°de verilmistir.
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Cizelge 5.7 HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile yapilan

deneylerin deney i¢i ve deneyler aras1 dongii esik degerlerin varyasyonu

Ornek Deney ici varyasyon Deneyler arasi
varyasyon
1.Deney 2.Deney 3.Deney
OrtaCT+S.D [CV(%) |Orta.CTxS.D |[CV(%) |OrtaCT+S.D CV(%) | OrtaCTxSD [ CV(%)
107 21.81+0.07 | 0.32 | 22.690.29 13 21.26+0.23 1.09 21.92+0.72 3.29
10° 2550+0.88 | 3.46 | 24.52+0.62 25 25.41+0.53 2.08 25.14+0.54 2.15
10° 28.00£057 | 207 | 27.88+0.04 017 | 27.95%0.007 0.02 27.94+0.06 0.21
107 31.28+1.15 | 3.68 | 30.61+1.18 3.85 | 30.28+0.89 2.94 30.72+0.5 1.65
10° 33.71+0.82 | 243 | 34.15+0.53 155 | 35.28+2.29 6.49 34.38+0.8 2.35
102 36.15+1.65 | 457 | 39.23+0.4.45 | 1135 | 36.7£0.15 0.42 37.36+1.64 4.39

Cizelge 5.8 HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile yapilan

deneylerin deney i¢i ve deneyler aras1 Verimlilik, Slop ve Hata oram1 degerlerin varyasyonu

Indeks Deney ici varyasyon Deneyler arasi
varyasyon
1.Deney 2.Deney 3.Deney
Orta+ SD CV(%) | OrtaxSD | CV(%) | OtaxSD | CV(%) | OrtaxSD | CV(%)
Hata oram1 | 0-159+0.039 2484 | 0.172%0.042 | 2466 | 0.333:0.18 | 55.6 0,2213+0.09 | 43.79
Verimliligi | 2255%0.152 6.741 | 2.13.x0.016 | 0.78 2094006 | 2.87 216x0.084 | 3916
Slop -2.845%0.23 -3.04.+0.03 3112012 -3.002+0.14
Y 44.242.093 473 | 4796021 | 044 | 4569125 | 2.75 | 45.95t189 | 4.120
Ayrica her oOrnek, ‘Real Time’ PZR’den sonra kontrol amacgli olarak agaroz jel

elektroforezinde jel goriintileme sistemi (UVP Jel dokiimantasyon sistemleri, Olympus 40X
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kamerasi, Japonya) kullanilarak goriintiilendi ve her biri 53 bg¢ olan bantlar gozlendi (sekil
5.6).

e7 eb e5S ed4 el e2 e7 e6 eSS ed4 el e2

Sekil 5.7 HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile olugturulan
standartlarin 5,0X107 kopya/ul’den S,OxlO2 kopya/ul’ye kadar olan ‘Real Time’ PZR firiinlerinin %2’lik agaroz jelde

gosterilmesi (M: Haelll isaretleyicisidir).

Daha sonra Cobas AmpliPrep ile calisilarak kantitatif olarak RNA kopya sayis1 belirlenmis 6
hasta ve 5 farkli HCV alttiplere ait 6rnekler denendi ve basarili bir sekilde biitiin bu farkli
izolatlarda saptanabildi ( sekil 5.8 ve 5.9)

Sonuglar ¢gizelge 5.9’da kargilagtirild.
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Subset: [li=0 = Cycle Range Noise Band Analysis
Samples Results = Amplification Curves
..|Z.]2.[Na..| Cp | Concentr... | Stand...[t 5 {
v/l E4 Saxp 32.13 5.24E4 4.00E4 g 1
v/l E6 Saxp 40.55 1.95E2 4.00E2 8 1.0E1 e —
= E — .
v/l E? Saxp 23.00 2.26E7 4.00E7 % 3 e e
] 25.41  4.53E6 4.00E6 £ 1OE0——= CatSS — ===
= T T T T T T T T T T T T T T T T U T T T T T T
e lastai ERiniE || e 21 22 23 24 25 25 27 23 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
v/l E1 Saxp 35.36 6.16E3 4.00E3 !.i Cycles
vIlFL1b  29.21  3.64ES i ST
vIMFz2n 23.52  1.59E7 ‘ I~ Show Fit Points  Fit Points | 2 =] ‘ '::ugl Threshold [0.5202
VI F3 12 28.52  5.76ES 1 — =
VIl Fa3a 30.13  1.98ES A
26.01 3.06E6 Standard Curve
40 2
E
Eror: 0.289 & 35 3
Efficiency: 1.943 =)
Slope: -3.468 % 301 \
Ylntercept: 48.50 s b
5 25 \(
& .
3 4 5 3 7
Log Concentration
| | 2l 2

Sekil 5.8. 1/10 seri seyreltme ile olusturulan standartlarin ve farkli alttipin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR
sisteminde HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile saptanmasi ve

kantitasyonu.

Subset: INew Subsel 'l @ Cycle Range ‘ Noise Band ‘ Analysis

el

Samples Results = Amplification Curves
o |2 ]2 N Cp |Concentr...| Stand... | E E
v/l c1 Ssop 24.04  1.91E7  4.00E7 3 1
v/l c2 Samp 25.62 6.42E6 4.00E6 & 1.0E1
v/l c3 Sawop 28.82  7.05ES  4.00ES § i /,/fc:é;#
| —
v/l c4 Saxop 33.04 3.82E4 4.00E4 s 1EH—"= — e
M C7Saxp 24.10  1.82E7 4.00E7 ¢ 22 2 % & 3 @2 # 3% 3} 40 4z 44
v/l C& S=smwp 25.40  7.42E6  4.00E6 Cycles
v/l ¢ Samp 25.67  7.77ES  4.00ES e
¥/l c1 S=wp 33.35 3.08E4  4.00E4 ™ Show Fit Points  Fit Points I = (Mr:sugl) Threshold |1.0566
v/l c1 Ssmwp 36.17  4.40E3  4.00E3
v/l c1 Ssmwp 40.14  2.85EZ  4.00EZ
[v| [l D1 =1 38.41 9.40E2 Standard Curve
vl p2 =2 36.25  4.16E3
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Efficiency: 1.994 =
41.67  9.91E1 g
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Log Concentration

| | i

Sekil 5.9. ‘COBAS® AmpliPrep’ cihazinda ¢ahisilmis ve viral yiikii diisiik (10> ve 10") olan hastalarin

‘Light cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde HCV Con259F, HCV Con312R ve MGB prob seti ve Tagman EZ-
RT PZR Kit ile saptanmas1 ve kantitasyonu.
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Cizelge 5.9. HCV viral ylk sonuglarinin kargilagtirilmasi.

1b 2b la 3a 4a X1 X2 X3 X4 X5 X6

COBAS® | 9.2x10° | 4.0x107 | 7.8x10° | 1.4x10° | 2.5x10° | 1.8x10? | 1.0x10?> | 1.2x10®> | 6.9x10' | 4.1x10*> | 6.8x10°
AmpliPrep

Light 3.64x10° | 1.59x107 | 5.76x10° | 1.98x10° | 3.06x10° | 9.4x10% | 4.16x10° | 2.05x10? - 9.91x10" | 5.5x10°
Cycler
480+MGB
prob

Ardindan laboratuvarimizda hibridizasyon problari kullanarak “Light Cycler 480 Real Time”
PZR cihazinda HCV RNA miktar1 rutin olarak saptamada kullanilan protokol ile 3 ornek,
caligild1 ve kiyaslamak amaci ile ayn1 Ornekler set 2 primer-prob sistemi ile de ayni cihazda
calisildi (sekil 5.9 ve 5.10).

Rutin caligmalarinda kullanilan protokol ve PCR kosullar1 asagida cizelge 5.10 ve 5.11' de

verilmistir.
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Cizelge 5.10 ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde, rutin ¢aligmalari igin LightCycler ® RNA Master

HybProbe Kiti kullanilan substrat konsantrasyon ve miktarlari

substrat Konsantrasyon Miktar
Su 1.65 ul
Mn(OACc)2 (manganez asetat) 25mM 0.98 ul
Primer 1 10mM 0.75 ul
Primer 2 10mM 0.75 wl
Prob 1 10mM 0.75 wl
Prob 2 10mM 0.75 wl
Master mix 5.6
Kalip RNA 4

Cizelge 5.11 LightCycler ® RNA Master HybProbe kiti temelinde rutin ¢alismalari i¢in kullamlan PZR

sicaklik dongii ve siireler

Asama Sicaklik zaman Dongu
Ters transkripsiyon | 61°C 20 dk 1
Denaturasyon 95 °C 2 dk 1
Amplifikasyon 95°C 5s 45
55°C 10s
72 °C 11s
Sogutma 40 °C 30s 1
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Sekil 5.10. HCV RNA’nin ‘Light cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde rutin ¢alismalarda Hibridizasyon probu
ve LightCycler ® RNA Master HybProbe Kiti ile gogaltiimasi.

[P STTTrrTrTTTTerrrrT e |
Samples Results

e Cp | Concentration | Stand...
v c1NK

villl c3 X7 29.62 2.03ES

VIl csX8 27.36 5.71ES

vl c6 X9 40.34 2.18E2

[v] ] CLINK

vl ci 1E2 41.75 8.85E1 1.00E2 [
vl ci:1E3 37.46 1.38E3 1.00E3 |}
v/l o1 1E4 34.70 8.00E3 1.00E4 |
vIIll b2 1ES 30.67 1.05ES 1.00ES |}
v/l >3 1E6 27.29 9.11ES 1.00E6
v/l 04 1E7? 23.43 1.07E7 1.00E7
< | 33|
Sekil 5.11.

Noise Band 1

Cycle Range Analysis

15 Amplification Curves

F

S 4

3 N

2 §

L ————

g ] E———

% | —= —= — = == = —

.g.

[ 20 22 24 2 28 30 32 34 3 38 40 42 44
Cycles

Error: 0.112
Efficiency: 1.894
Slope: -3.605
Yintercept: 48.77

Standard Curve

Log Concentration

Rutin ¢alismalarda ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR cihazinda hibridizasyon problar1 ve

LightCycler ® RNA Master HybProbe Kiti ile hastalarin viral yikiiniin saptanmasi ve kantitasyonu.
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Subset: (/=0 Sl
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Samples Results = Amplification Curves
.|Z.]..|Na..| Cp |[Concentr.. Stand..| &
v/l 21 Sawp 20.43  4.01E7  4.00E7 g =
vIl 22 Sawp 23.86 3.99E6  4.00E6 8 1.0e7
v/l 23 Sawp 27.28 3.98E5  4.00ES g b /f_?_
v/l 24 Sawp 30.69 4.02E4  4.00E4 5 1.0E05 = i e
VI 47 X7 24.26  3.04E6 = 111213141516 1718132021 222324 2526 2728 29 3031 32 3334 3536 37 3839 40 4142 4344 45
vl :5X8  26.33 7.57ES Cycles
villi1X9 39.16 1.34E2 i
A1 Samp ow Fit Poin it Poin — : resho
I~ Show Fit Points FitPoints [ 2= Threshold
VI &1 Sexp e
Standard Curve
o
B
Error: 0.00289 2 2
Efficiency: 1.961 = 26
Slope: -3.420 § by
Yintercept: 46.43 L
522": \
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Sekil 5.12. Plazma 6rneklerin viral yiikii set 2 primer-prob sistemi ve Tagman EZ-RT PZR Kiti ile saptanmas1

ve kantitasyonu.

Cizelge 5.12. Calismada kullanilan plazma oOrneklerinin farkli cihazlardan alinan HCV miktarlarinin

karsilagtiriimasi.

X7 X8 X9

Light Cycler 480+ Hibridizasyon prob+ LightCycler ® RNA Master HybProbe kiti 2 03x10° 8.71x10° 2.18x10?

Light Cycler 480+ HCV-278MGB prob+ Tagman EZ-RT PZR kiti s0ax10® | 757xa0° | 1.34x107
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5.3 Set 3 primer-prob sistemi (HCV F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob )

HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob ile yaptigimiz ayn1 deney HCV F1-
GACCGGGTCCTTTCTTGGAT, HCV Con312R-CACTCGCAAGCYCCCT ve HCV-
278MGB-6FAM CCTTGTGGTACTGCCTGA prob ile ayni kosullarda ¢oklu sekilde yapildi.

Elde ettigimiz sonuglar kayit edildi ve sekil 5.13, 5.14 ve 5.15 ve cezilge 5.10 ve 5.11
Ozetlendi.

Amplification Curves

1.0E1:

Fluorescence (465-510)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

Sekil 5.13 HCV RNA’nin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde HCV F1, HCV Con312R ve HCv-
278MGB seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile ¢oklu sekilde ¢cogaltilmast.
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=
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Samples Results = Amplification Curves
«|2.[?..[Name | Cp | Conce... |Stand...[Sti & e
[vI[ll 61 Sanple 26.01 5.80E7 5.00E7 g i
(vl 62 Sanple 30.70 3.41E6 5.00E6 8 1014
v/l 64 Sawple 37.16 6.90E4 5.00E4 g ]
(vl G5 Sawple 41.54 4.08E3 5.00E3 5 1.0E0d
=
v/l 69 Sawple 33.69 5.60ES 5.00ES & 2 & 2% 2 @ 32 _ 3B ;| 4 4 4
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[ H9 nk3
[~ Show Fit Points Fit Points I 2 3: Threshold |0.9342
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Error: 0.189 =
Efficiency: 1.830 = 35
Slope: -3.812 §
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(=]
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Sekil 5.14 1/10 seri seyreltme ile olugturulan standartlarin ‘Light Cycler 480 Real Time’ PZR sisteminde HCV
F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile kantitasyonu.

= e7 e6 e5 ed el e2 e7 e6 e5 ed e3 e2

Sekil 5.15 HCV F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile olugturulan

5,0X107 kopya/ul’den 5,0)(102 kopya/ul’ye kadar olan standartlarin ‘Real Time” PZR iirtinlerinin %2’lik agaroz jelde

gosterilmesi (M: Haelll isaretleyicisidir).
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Cizelge 5.13 HCV F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile yapilan

deneylerin , deney i¢i ve deneyler aras1 dongii esik degerlerin varyasyonu

Ornek Deney ici varyasyon Deneyler arasi
varyasyon
1.Deney 2.Deney 3.Deney
Orta.CT+S.D [CV(%) |Orta.CTxS.D |[CV(%) |OrtaCT+S.D CV(%) | OrtaCTxSD [ CV(%)
107 29.2+049 | 169 | 27.78+0.14 050 | 27.05+1.47 5.43 28.01+1.09 3.90
10° 33.07+¢1.97 | 598 | 32.14+0.33 1.05 [ 31.30%0.85 273 32.17+0.88 275
10° 34.09+1.03 | 3.02 | 35.26+0.36 1.02 | 34.2240.75 2.21 34.52+0.64 1.85
107 40.24+0.00 | 0.00 | 38.03+2.05 535 | 39.09+2.73 6.99 39.12+1.10 2.82
10° 40.66+0.00 | 0.00 | 43.96+0.37 085 | 41.06£1.10 2.68 41.89+1.80 4.29
10° - - - - - - - -

Cizelge 5.14 HCV F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB prob seti ve Tagman EZ-RT PZR Kit ile yapilan

deneylerin deney i¢i ve deneyler aras1 Verimlilik, Slop ve Hata oram1 degerlerin varyasyonu

Indeks Deney ici varyasyon Deneyler arasi
varyasyon
1.Deney 2.Deney 3.Deney
Orta.+ S.D CV(%) | Orta+S.D CV(%) | Orta+S.D CV(%) | Orta+S.D CV(%)
Hata orani 0.156.+0.17 110.2 0.35+0.24 67.94 0.39.£0.29 74 0.29+0.125 41.90
Verimliligi 2.05.+0.17 8.33 1.81+0.019 1.08 1.90.+0.11 5.88 1.92+0.121 6.31
S|Op -3.22+0.37 - -3.85+0.06 - -3.58.40.32 - -3.55+0.316
Y 54.36.£3.84 7.07 57.45x0.74 1.30 53.78+2.57 4.78 55.19+1.97 3.57
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6. TARTISMA VE SONUC

Hepatit C virtisii ( HCV ) genellikle sessiz katil olarak adlandiriliyor ve ¢ogu zaman herhangi
bir belirti géstermeden hastalik ilerler ve hastalar ancak hastaligini ileri asamalarina ulasinca
anlasilmaktadir. Pek ¢ok Ulkede dogru tamimak amaciyla uygun ve yeterli imkanlar
bulunmamaktadir. Genelde HCV antikoru veya anti-HCV ELISA testleri ile HCV enfeksiyonu
taranmaktadir; ancak bu gibi serolojik testler yeterince duyarli olmadig: i¢in hata orani gok
fazladir, bu ylizden HCV’nin saptanmasinda daha duyarli ve kesin sonug almak icin molekuler

metotlar ve PZR temelli yaklasimlar ¢ok 6nem kazanmaktadir 273,

HCV, dogru teshis icin direkt saptama gerektiren hastaliklarindan biridir. Diger in vitro
sistemlere gére RT-PZR, teshis amaciyla daha fazla potansiyele sahiptir . HCV viriisii kanda
diisiik kopyalarda oldugu zaman rutin serolojik testler biitiin 6rneklerde HCV genomunu
saptayabilecek kadar duyarli olmayabilir. NiKleik asit temelli amplifikasyon metotlar ise HCV
nin direkt bulunabilmesine imkan vermektedir. RT-PZR ile enfeksiyon durumunun
degerlendirmesinde, seropozitif hastalarin viral replikasyonun saptanmasinda ve immiin
bozuklugu olan veya pencere déneminde olan hastalarda enfeksiyonun tanisina imkan

saglamaktadir e

Calismamiz, Light cycler 480 Real Time PZR cihazi temelinde yapilmis olup kullandigimiz
Tagman oligoproblari, 5' ve 3' ucunda floresan 6zellikli madde iceren dizi spesifik standart
hidroliz oligoproblar ve MGBI1 oligoproblardir. DNA polimeraz enzimi ilgili DNA ipligi
tizerinde ilerlerken hibridize olmus oligoproba geldiginde onu 5'-3' niikleolitik aktivitesiyle
keser. Boylece “5' reporter” floresan madde eksitasyon enerjisini ‘3' quencher’ molekiile
transfer edemez ve eksitasyon enerjisini alet tarafindan es zamanli olarak monitorize
edilebilen belli bir dalga boyunda salar. Bu dalga boyu, ‘quencher’ molekiiliin

yayimladigindan farklidir. Tagman ‘Real Time’ PZR sistemi PZR f{irlinlerinin miktarinin
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belirlenmesinde olduk¢a duyarli ve hizli bir sistemdir ve yiiksek duyarlilik ve kesinlikle

kantitatif analizinde basarili bir bicimde uygulanmistir.

MGB gruplarina sahip oligoproblar tek sarmal DNA amplikonu ile ¢ok kararli dupleksler
olusturur ve boylece hibridizasyon temelli sistemlerde daha kisa problarin kullanilmasina
imkan verir. MGB’li problarin modifiye olmayan DNA problara gére erime sicakligi (Tm)
daha yiiksektir. MGB gruplarimin sagladigi diger Ozelliklerden biri ise hedef amplikonda
yanlis eslesme olsa dahi probun baglanma Ozginliigiinii artirmasidir. Ayrica, floresan
sondiirme 6zelligi ile arka plan 1s1malar1 azaltir ve probun duyarliligini arttirir. MGB’li probun
yapist A/T orant yiiksek iken G/C orani yiiksek olan bir proba goére daha kararli bir yapi
olusturmaktadir. Bu 6zellik probun Tm derecesinin ayarlanmasi ve tasarlanmasi konusunda

kolaylik saglamaktadir %,

Bizim ¢alismamizda da bu onbilgiler 1s1ginda yola ¢ikilarak farkli bolgelere ait HCV izolatlart
dizileri karsilastirilmig ve HCV genomu (zerinde korunmus olan 5'UTR boélgesi hedef alinarak

primer-prob sistemleri tasarlanmustir.

Ayrica ¢alismamizda Ronald E. Engle ve arkadaslarinin kendi ¢alismasinda ( Developmet of a
Tagman assay for the six major genotypes of hepatitis C virus: comparison with commercial
assays) tasarladigi primer prob’lart da kullanarak optimizasyon saglandi.. Bu kaynaktan
secilen probun en 6nemli 6zelligi tasarlanmasinda 6 genotipe ait 186 HCV genomunun
hizalanmis olmasi1 ve bunlarin 5' UTR bolgeleri karsilastirilarak en yiiksek korunmusg
bolgesinin se¢ilmis olmasidir. Segilen bolge 260-313 bazlar1 arasindaydi ve 53 bg¢ amplikon
uzunluguna sahipti. 261, 267, 276, 280, 284, 309 ve 312. baz pozisyonlarindaki yanlis
eslesmeler, subtip basimma 2 izolattan fazlasinda goriilmemesi nedeniyle primer-prob
tasariminda goz ardi edilmistir. Bunun yani sira 2a, 2b, 3a ve 6a genotiplerinde 262(T/C),

270(C/T) ve 302(T/C). pozisyonda baz farkliliklar1 g6z 6niine alinmistir ve bu pozisyonlarda
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dejenere bazlar kullanilmigtir. Primer-prob tasarlanmasinda hizalanan HCV izolatlarinin

sayisi, genotip ve subtipleri sekil 1.4’e verilmistir.

Tasarlanan ve kullanilan toplam 6 primer prob setinden set 1 (HCV F1, HCV R1 ve HCV PR),
set 2 (HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB) ve set 3 (HCV F1, HCV Con312R
ve HCV-278MGB) HCV RNA’nin kantitasyonu igin optimize edildi. Bu primer prob setleri
arasinda en tutarli sonuglar1 veren set 2 (HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB)
ve set 3%i (HCV F1, HCV Con312R ve HCV-278MGB) kullandigimizda sirastyla 5x10'-
5x10% ve 5x10" ile 5x10° aras1 seri diliisyonlu standartlar ile standart egrileri hesaplandi.
Bunun igin de her amplikonun Ct degeri ve standart diliisyonun log kopya sayisi arasinda
lineer regresyon analizi yapildi. Standart egrilerinin slop degerleri deneyler arasi
hesaplandiginda sirasiyla -3.002+£0.14 ve -3.55+0.31 olarak bulundu. Metodun verimliligi
(“efficiency”) yaklasik olarak sirasiyla %100 ve %90 olarak hesaplandi. Deneyin 6zgiinliiglinii
onaylamak amaciyla agaroz jel elektroforezde drnekler yiiriitiildii ve 6rneklerin bg sayisina
bakildi. Boylece ¢ogaltilan bolgenin 6zginligii gozlemlendi. Agaroz jel elektroforez sonucuna
goOre 2. primer-prob setinin, optimum kosullarda daha 6zgiin bir sonug verdigi gézlendi ve set

2 ve set 3 PCR iiriinlerinin sirastyla ~53 ve 114 bazlik beklenen bantlar1 gbzlendi.

Deneylerin tekrarlanabilirligini gostermek amaciyla set 2 ve set 3 primer problarin
kullanilarak olusturulan sirasiyla 10 ile 10% ve 107 ile 10° arasi standartlarin deney i¢i ve
deneyler aras1 Ct degerlerinin degiskenligi (CV%) degerlendirildi. Set 2 i¢in CV% degeri
deney i¢i 0.02 ile 6.49 ve deneyler aras1 0.21 ve 4.39 arasinda degisebilmektedir. Set 3 ise Ct
degerinin CV% degeri deney i¢i 0.50 — 6.99 ve deneyler arast 1.85 - 4.29 arasinda
degisebilmektedir. Set 2 ve 3 Ct degerinin degiskenligi (CV%)karsilastirilmas1 sonucunda
deney i¢i ve deneyler arasi set 2 primer-prob sistemi set 3’e gore tekrarlanabilirligi daha fazla
oldugu goriildii. Optimum kosullarda set 2 primer-prob sistemi set 3’e¢ gore daha duyarli ve

daha 6zgiindiir. HCV tespit limiti ise set 2 icin 10° ve set 3 icin 10° olarak bulundu.
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Cobas Tagman sonuglari ile karsilagtirdigimizda yiiksek viral yiike sahip olan Orneklerde
Light Cycler’da MGB’li problarla yapilan deneyde de hemen hemen ayni viral yiikler
gozlendi. Ancak diisiik viral yuke sahip 6rnekler (10%) bir log degisiklik gosterebildi ki bu da
Ornegin saklanma kosullarina bagl olarak degiskenlik goéstermis olabilir. Hibridizasyon
problarinin kullanildigr rutin g¢aligmalarimiz ile karsilastirildiginda sonuglar duyarlilik
acisindan benzer olup MGB’li prob kullanilarak EZ-RT kiti ile yaklasik 15 pl’lik son hacimle
optimize edilen deneyler cok daha ekonomik, tekrarlanabilirligi ve duyarlilig: yiiksek sonuclar

vermistir.

Sonug olarak calismamizda HCV Con259F, HCV Con312R ve HCV-278MGB seti ile
Tagman EZ-RT PZR Kiti kullanarak light cycler 480 real time PZR cihazinda yiiksek
0zgunlik, ylksek duyarlilik ve yiiksek verimlilige sahip olan ve 100 kopya/ul’ye kadar HCV
RNA virlisu saptanabilen bir yontem gelistirildi. Gelistirdigimiz yontem ile farkli HCV

genotipleri basarili bir sekilde yakalanip kantitatif olarak saptanabilmektedir.
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