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OZET

KRONIK HEPATIT C HASTALARINDAN iZOLE EDIiLEN HCV NS5A
GENININ INTERFERONA DUYARLILIGI BELIRLEYEN BOLGESI VE
PROTEIN KiNAZ BAGLAMA BOLGESI MUTASYON ANALIZi

KORUK Meltem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Aralik 2010, 60 sayfa

Hepatit C virlisii enfeksiyonlari, yaklagik %80’inin kroniklesmesi ve buna bagh
olarak siroz ve hepatoselliiler karsinom gibi 6nemli komplikasyonlarin geligimi
nedeniyle, tiim diinyada oldugu gibi {ilkemizde de 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
HCV izolatlariin biiyiik ¢ogunlugu antiviral tedaviye direnglidir. Direncin
molekiiler mekanizmalar1 gerek in vivo gerekse in vitro olarak birgok c¢aligmada
arastiritlmis ve oldukca onemli bulgular elde edilmis olmasina ragmen sorun heniiz
¢oziilebilmis degildir. Bu caligmanin amaci, Gaziantep’te HCV pozitif hastalarin
ISDR ve PKR-BD bdélgesindeki mutasyonlarin saptanarak tedaviye yanit ile iliskisi
arastirmaktir. Calismaya HCV RNA pozitif 34’ kadin 25’1 erkek olmak {izere
toplam 59 hasta dahil edilmistir. Kalic1 virolojik yanit alinan hastalardan izole edilen
HCV’nin NS5A geninin PKRBD bdlgesinde, 25’1 (%27,83) ISDR bdlgesinde olan
97 aminoasit degisimi ve tedaviye yanit vermeyen hastalarda PKR-BD bdlgesinde
12°si (%15,38) ISDR bolgesinde olan 78 aminoasit degisimi saptanmuistir.
Calismamizda, NS5A geninin interferona duyarliligi belirleyen bolgesi (ISDR) ve
Protein kinaz baglama bolgesinde (PKR-BD) saptanan mutasyon sayilari ile
interferon-alfa+ribavirin kombinasyon tedavisine verilen yanit arasinda istatiksel

olarak anlaml bir iliski saptanmamustir (sirasiyla; P=0,369, P=0,937).

Anahtar Kelimeler: HCV, ISDR, PKR-BD, mutasyon



ABSTRACT

MUTATION ANALYSIS OF INTERFERON SENSITIVITY DETERMINING
REGION AND PROTEIN KINASE BINDING DOMAIN OF HCV NS5A
GENE ISOLATED FROM CHRONIC HEPATITIS C PATIENTS

KORUK Meltem
M.Sc. In Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr. Mehmet OZASLAN
December 2010,60 pages

Hepatitis C virus is major public health problem in our country like as in all over the
world because of the being chronical infections of approximately 80% the hepatitis C
virus infections and related complications such as cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. The majority of HCV isolates are resistant to antiviral therapy. Although
the molecular mechanisms of resistance against to antiviral therapy were investigated
in such studies in vivo and/or in vitro and the significant results were obtained, the
resistance problem has not been solved yet. The aim of this study was to investigate
the relationship between therapy and response by detecting the mutations in ISDR
and PKR-BD site among HCV positive patients in Gaziantep. The total of 59 HCV
RNA positive patients: 34 female and 25 male were included. In ISDR site in PKR-
BD site, 25 of 97 aminoacid substitutions (27,83%) of the sustained virological
responser patients; 12 of 78 aminoacid substitutions (15,38%) in the non-responser
patients were determined. As a result of this study, the significant relation between
the number of mutation in interferon sensitivity determining region-ISDR and
protein kinase binding domain-PKR-BD of NS5A gene and the response to
interferon-alpha + ribavirin combination therapy was not determined (respectively;
P=0,369, P=0,937).

Keywords: HCV, ISDR, PKR-BD, mutation



TESEKKUR

Oncelikle iiniversite egitimim boyunca ve tez calismasi siiresince bilgilerinden
yararlandigim, bana yol gosteren ve maddi manevi destegini esirgemeyen

danismanim Sayin Prof. Dr. Mehmet OZASLAN’A,

Tez konumuzun belirlenmesinde katkilarindan dolayr ve c¢alismamizda yiiksek
bilgilerinden yararlandigimiz Sayin Prof.Dr. Hakan ABACIOGLU na,

Gerek materyal toplamamizda desteginden dolay1 gerekse tez ¢alismamiz sirasinda

bilgi, goriis ve katkilarindan dolay1 Sayin Prof.Dr. Mehmet KORUK a,

Tez baglama asamasi ve siiresince bilgilerini paylasan ve destegini esirgemeyen

Sayin Yrd.Dog.Dr.Ibrahim Halil KILIC a,
Tez calismamda katki ve dnerilerinden dolay1 Dr. Isik Didem KARAGOZ’e

Tez calismamin laboratuar asamasinda tiim bilgi, goriis ve deneyimlerini benimle

paylasan Uzm.Bio. Ozlem ESIN’e

Hayatim boyunca sevgilerini ve desteklerini esirgemeyen AILEME tesekkiir ederim.



ICINDEKILER
SAYFA

ABSTRACT ..., 11
TESEKKUR . ...ttt e, 111

ICINDEKILER......ooiiiiii eIV
SEKILLER LISTESI. ...tttV

TABLOLAR LISTESL.....ouitiiiiieiieieieieete ittt VII
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI.....cccovuiiiiiinieieieieeies e VIII
BOLUM 1: GIRIS ... 1
BOLUM 2: KAYNAK OZETLERI.......ccooviiiiiiiiiiiiiiie e 3
BOLUM 3: GENEL BILGILER...........coiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 7
3.1. Hepatit C viriisii Stiflandirilmasi...............oooiiiiiiiiiiiiii i, 7
3.2. Hepatit C Viriisiiniin Molekiiler ve Virolojik Ozellikleri.......................... 9
3.3. HCV RePlIKASYONU.... ..t 14
3.4. HCV Enfeksiyonunda Tant.............ooeiiiiiiiiiiiiiii i eieeaas 17
3.4.1. Serolojik Testler. ... ..o 18
3.4.2.HCV RNA (Viral YUk) Testleri........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 19
3.4.3.HCV Genotiplendirme. .........cooiiiriiiie e 21
3.5. HCV Infeksiyonunda Tedavi................ccouueiiuieiiaiiieiiieaiiieiiieeiee, 22
3.5.1. Interferonun etki mekanizmast..............ccououeinieeinieiieieeeeii, 23
3.6. HCV Enfeksiyonu EpidemiyolojiSi.............ccoiiiiiiiiiiiiiiiie 25
BOLUM 4: MATERYAL ve YONTEM..........couuiiiniiiiiiiieiie e 28
A1.0MMEKICIME. .. ..., 28
4.2. RNA Saflastirma ASamasl..........ovuiieiiniieeaiiteaiie e i, 29
4.3. Saf RNA’dan cDNA elde edilmesi............ccooeeiiiiiiiiiiiiiieee, 31



4.4. Istenilen Bolgenin CoZaltilmast..............cco.viuniieiiiiiiiiieieeieeee, 31

4.5. Agaroz Jelde GOrlintlleme. ............oooviiiiiiii i 33
4.6. PCR Uriinlerinin Saflastirilmast.. . ... ....ooovueeieie e, 34
4.7. Dizi Analizi REaKSIYONU.........ouiiniit it e 35
4.8. Dizi Analizi Reaksiyon Uriinlerinin Sodyum Asetat ile Saflastirilmast....... 35
4.9. DNA AIZi @NAHZH.cc. v 36
BOLUM 5: BULGULAR......cciiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
BOLUM 6: SONUC ve TARTISMA . ... oo, 45
KAYNAKLAR . .. 48



SEKILLER LISTESI
SAYFA

Sekil 2.1. Hepatit C viriisii NS5A geninin PKR-BD ve ISDR bolgelerinin
10 52153 0. 1 6

Sekil 3.2.1. HCV genom organizasyonu, poliprotein islenmesi ve protein

(0] o o] (o] ] FO PRSPPI 9
Sekil 3.3.1. HCV 1eplikasyonu..........oviuiiiiiiiiii i 14
Sekil 3.5.1. IFN-alfa sinyal iletim yolu (Jak/STAT)......ccocviiiiiiiiiiiiiiiieiee, 24
Sekil 3.5.2. PKR aktivasyonu ve translasyon kontrolii mekanizmasit.................. 25
Sekil 3.6.1. Ulkelere gore tahmini HCV prevalanst...................ccccoveeivneiinnn., 26
Sekil 4.5. Marker, 1, 4, 5, 60, 58, 32, 25 ve 14 nolu hastalara ait PCR tiriinlerinin

AQAr0Z Jel fOtOZIatl. .. .v e e 34
Sekil 5.1.1. FIlogenetik AGaC.........uiiriiniitiit e 39

Sekil 5.1.2. 59 Hastaya ait HCV NSS5A geninde bulunan ISDR (2209-2248) ve
PKRBD (2209-2274) aminoasit dizilim ve referans dizilim NS5A-CR

(GENBANK) . ...t e 40
Sekil 5.1.3. PKR-BD (2209-2274) bolgesi dizi analizi (Hasta no: 12)................. 41
Sekil 5.1.4. L2270V mutasyonu (Hasta no: 1)..........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 42
Sekil 5.1.5. T2216A mutasyonu (Hasta no: 67)........coceviiiiiiiiiiiiiiiiiiineas 42
Sekil 5.1.6. A2223L, A2224A ve L.2225P mutasyonlar1 (Hasta no: 49)............... 43
Sekil 5.1.7. V22511 ve L2253M mutasyonlar1 (Hasta no: 49).......................... 43
Sekil 5.1.8. V2268M ve L2270V mutasyonlar1 (Hastano: 11)................ooeeea. 44

\



TABLOLAR LISTESI
SAYFA

Tablo 3.1.1. Hepatit C virus veritaban1 (www.hcvdb.org) ‘a gére HCV Genotipleri ve

2] 1130 1<) o P 7
Tablo 3.1.2. Genotip, Alttip ve Alt grup arasinda niikleotid benzerligi.................. 8
Tablo 3.2.1. HCV genomunun kodladigi proteinler ve islevleri......................... 10
Tablo 3.4.2. Ticari olarak kullanilan bazi HCV RNA tani testleri..................... 21
Tablo 4.2.1. HCV RNA Ekstraksiyon Kit i¢erigi..........covvviiiiriiiiininniaeennnn.. 29

Tablo 5.1. ISDR boélgesindeki Mutasyon sayist ile Tedaviye yamt
Karg1lagtirmast. . ......ooi 38

Tablo 5.2. PKRBD bdlgesindeki Mutasyon sayist ile Tedaviye yanit
Karsilagtirmast. . ......ooi e 38

VI



SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI
a.a.: Aminoasit

ARFP: Alternatif okuma penceresi proteini
DEPC: Dietil dikarbonat

dsRNA: ¢ift zincirli RNA

E2: Zarf Glikoproteini2

EVR: Erken virolojik yanit

HCV: Hepatit C viriisi

HCVcc: Hiicre kiiltiirlinde ¢ogalan Hepatit C viriisii

HVR: Yiiksek degiskenlik gosteren bolge
IFN: Interferon

IFNAR: Interferon Alfa/Beta Reseptor
IFNGR: Interferon Gama Reseptor
IRF-9: interferon regulatér faktor 9
ISDR: Interferona Hassaslig1 Belirleyen Bolge
ISG: Interferonu stimiile eden genler

IU: International Unit

Jak1: Janus kinaz 1

KVY: Kalict virolojik yanit

NANBH: Non-A non-B Hepatit

NR: Yanitsiz

NS: Yapisal olmayan

Vil



NSS5A: Yapisal olmayan 5A geni

OAS: Oligoadenilat Sentetaz

ORF: Acik okunur ¢erceve

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PKR: Protein kinaz

PKR-BD: Protein Kinaz baglama Domaini

rRNA: ribozomal RNA

RT-PCR: Reverse transkriptaz PCR

SREBP- 1c: Sterol Regiilator Element Baglayici Protein 1c
STAT: Sinyal iletici ve Aktive edici Transkripsiyon Proteinleri
SVR: Kalic virolojik yanit

TBE: Tris/Borate/EDTA

TMA: Transkripsiyon-aracilikli Amplifikasyon

Tyk2: Tirozin kinaz 2

UTR: Kodlanmayan Bolge

WHO: Diinya Saglik Orgiitii



BOLUM 1
GIRIS

Hepatit C viriis infeksiyonlar1 yaklasik %80’inin kroniklesmesi ve buna bagli olarak
siroz ve hepatoselliiler karsinom gibi 6nemli komplikasyonlarin gelisimi nedeniyle,
HCV tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de onemli bir halk sagligi sorunudur.
Diinya’da HCV infeksiyonunun siklig1 iilkelere gore ¢ok degismekle birlikte
ortalama %3 civarindadir. HCV ile enfekte kisilerin yaklasik sayisi, Diinya’da 210
milyon, Tiirkiye'de ise yaklagik 700 bin kisidir. Akut viral hepatit infeksiyonlarinin
%?20’sinde, kronik viral hepatitlerin ise % 70 ‘inde etken HCV’dir. Akut hepatit C
infeksiyonlarinin %70-90 oraninda kroniklesmesi ve ¢ogunlukla asemptomatik seyir
gostermesi en onemli problemdir (Koff, 2002). Kronik hepatit C gelisen olgularda
tedavi icin interferon ve ribavirin kombinasyonu kullanilmaktadir. Bu olgularda
tedaviye yanit ve hastaligin ilerlemesi ile HCV genotipleri arasinda dogrudan bir
iliski oldugunu belirten bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Thomas ve Lemon, 2000; Lee ve
Abdo, 2003). Viriis 40-50 nm biiyiikliigiinde, lipid zarfli (organik ¢oziiciilere duyarl
zarf yapist), tek iplik¢ikli, pozitif yonelimli bir RNA viriisiidiir. Pek ¢cok RNA viriisii
gibi HCV'nin de genom diizeyinde degiskenligi fazladir. Bu RNA bagimli RNA
polimerazlarin "proofreading" (diizeltme) aktivitelerinin olmamasindan kaynaklanir.
HCV genomu, yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlar. Yapisal proteinler; kor
proteini (C), zarf proteini-1 (E1) ve zarf proteini-2 (E2)’den olusur. Yapisal olmayan
proteinler (nonstructural: NS); NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B viriisiin
replikasyonunda rol alirlar (Brass, 2006). Hepatit C viriisu, Flaviviridae ailesi i¢inde
insan flavivirislar1 ve hayvan pesti-viriislerinden ayr1 olarak Hepaciviriis cinsi adi

altinda yeni bir grupta yer almaktadir (Lindenbach ve Rice, 2001)

Niikleik asit dizi analizine gére HCV’nin en az 6 major genotipi ve 100’den fazla
alttipi oldugu belirtilmektedir. Farkli genotipler arasinda yaklasik %35 varyasyon
mevcuttur (Davis, 1999). Bunlardan 1a,1b,2a,2b,3a yaygin olarak goriiliirken
digerleri ise sadece bazi bolgelerde goriilmektedir (Thomas, 2000). Tirkiye’de



yapilan farkli ¢alismalarda en sik olarak genotip 1b saptanmistir (Abacioglu, 1995;
Yildiz, 2002).

HCV izolatlarimin biiyliik c¢ogunlugu antiviral tedaviye direnglidir. Direncin
molekiiler mekanizmalar1 gerek in vivo gerekse in vitro olarak birgok c¢alismada
arastirilmis ve oldukca onemli bulgular elde edilmis olmasina ragmen sorun heniiz
¢oziilebilmis degildir (Pawlotsky, 2000). Genotip 1b tedaviye en fazla direng
gosteren ve tedaviye yanit agisindan en kotii olan grubu temsil etmektedir. HCV
NSS5A bolgesinde yer alan ISDR’ nin mutasyonlari ile ilgili olarak farkli sonuglar
iceren c¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin Japonya’da yapilan calismalar bu
bolgedeki mutasyonlarin tedaviye yanitla iligkili oldugunu belirtirken Avrupa’da
yapilan caligmalarda ise iliskinin olmadigi bildirilmistir (Enomoto, 1995; Zeuzem,
1996). Ulkemizde ise Ankara Universitesi ve Dokuz Eyliil Universitesinde yapilan
calismalarda NSSA geninin ISDR bdlgesindeki mutasyonlarin interferon tedavisine
yanit ile iligkili olmadigin1 gosteren g¢alismalar mevcuttur (Akgiin, 2003; Aslan,
2004). NS5A geninin ISDR bélgesindeki mutasyonlarla iligkili bu ¢eligkili sonuglar
bu konunun hala tartismali oldugunun gostergesidir. Bununla beraber ISDR nin yan1
sira ayni gen bdlgesinde bulunan PKR-BD bdélgesi ile ilgili diinyada yapilmis olan
caligmalar bu boélge mutasyonlarinin tedavi ile iliskisi oldugu yoniindedir
(Macquillan, 2004). Interferon tedavi yalmz basina veya ribavirin ile birlesim
seklinde HCV infeksiyonunun tedavisi i¢in kullanilmaktadir. HCV genotip ve sub-
tiplerinin tedaviye yantta farkliliklar gosterdigi bir¢ok c¢alisma ile gosterilmistir.
Bununla beraber 6zellikle NS5A ‘nin ISDR boélgesindeki mutasyonlarin tedavi yanit

ile iliskisi konusunda ¢eliskili ¢aligmalar bulunmaktadir.

Bolgemizde ve ilimizde, daha Once genotipleme ¢alisilmalart yapilmistir ancak
genotiplerin tedaviye yanitla iliskilerine yonelik ¢aligma mevcut degildir. Bununla
beraber ISDR bdélgesinin mutasyonlarinin tedavi ile iliskisine yonelik lilkemizde
yapilan ¢alismalar mevcut olup PKR-BD boélgesinin mutasyonlari ile ilgili calismaya

rastlanmamustir.

Tim bu bilgilerin 15181nda; calismanin amaci; Gaziantep’te Kronik Hepatit C
Hastalarindan izole edilen HCV NS5A Geninin interferona Duyarlilig1 Belirleyen Bolgesi ve
Protein Kinaz Baglama Bolgesindeki mutasyonlarin saptanarak tedavi yanit ile

iligkilerinin ortaya konmasi olarak belirlenmistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Viriisiin varhigr ilk kez 1989 yilinda non-A, non-B hepatitli insan kanlar1 ile enfekte
sempanzelerin plazmalarindan klonlanarak ortaya konulmustur (Choo vd, 1989).
Hepatit C viriisii olarak adlandirilan bu viriis, pestiviriisler ve flaviviriisler ile iligkili

pozitif zincirli bir RNA viriisii olarak bulunmustur (Miller, 1990).

HCV genomunun 5’NCR (5’Kodlanmayan Bolge), onu izleyen yaklasik 3010
aminoasit kodlayan bir poliproteini kodlayan tek agik okunur ¢ergeve (ORF) ve kisa
3’NCR ‘den olustugu ortaya konmustur (Takamizava vd, 1991). Baz1 spesifik HCV
genotiplerinin kronik hepatitin histolojik 6nemi ve interferon tedavi ile iliskili oldugu
bulunmustur. Bu bilgilerle bir hastaya bulasan HCV genotipinin bilinmesi, HCV
enfeksiyonunun teshisi ve tedavisinde potansiyel olarak yararli olabilecegini
diisindirmiistir (Takada, 1992; Yoshioka,1992; Dusheiko,1994). Hepatit C
viriistinlin NS5 bolgesinin  dizi analizi yapilmasindan koken alan genotip
smiflandirilmasina gére HCV 6 major viral tip seklinde smiflandirilmigtir

(Simmonds, 1993).

[k kez Enomoto ve arkadaslar1 (1995) tarafindan Hepatit C viriisiiniin NS5A geninin
karboksi terminal bolgesi, 2209-2248 kodonlarmni kapsayan Interferona Duyarliligi
Belirleyen Bolgesinde (Interferon Sensivity Determining Region-ISDR) mutasyon
sayist ile IFN tedavi arasinda giiclii bir iliski oldugu ileri siirtilmiistiir. Enomoto ve
arkadaslar1 ilk 6nce ayni bireylerde eszamanli olarak bulunan Hepatit C Viriis alt
gruplar1 (quasispecies) arasinda interferona hassasligin farkli oldugunu ve interferona
direngli HCV alt gruplarinin tedavi siirecinde secildigini ispatlamislardir. Interferona
direngliliklerinin genetik temelini saptamak i¢in, 3 hastada interferon tedavi oncesi
ve sonrasi serumlarindan tim genom niikleotit ve aminoasit dizilimleri belirlediler.
Birinci hastada 41 aminoasit farkliliginin 36s1, HCV genomunun 3 farkli bolgesinde
yani E2, NS2 ve NSS5A bolgelerinde, ikinci hastada yapisal bolgede aminoasit

farkliligr ozellikle E2 bolgesinde ve yapisal olmayan bodlgede 11 aminoasit

3



farkliigindan 5°i NSS5A bélgesinde bulunmustur. Ugiincii hastada, aminoasit
farkliligi, daha daginik olmasina ragmen, yapisal olmayan bolgeler arasinda NS5A
bolgesinde en sik bulunmustur. E2 bolgesinin NHp-terminali, ¢ok degisken bdlge
olarak bilinmektedir. Son zamanlardaki ¢alismalar, E2 (Hipervariable Region-HVR)
heterojenitesinin, zayif IFN yanitla iliskili oldugu ve bazt HVR alt gruplarinin IFN
tedavi siirecinde secildigi tanimlanmistir. Ancak, bu bdlge o kadar ¢esitlidir ki IFN
etkisi ile iliskili spesifik bir dizilim yoktur. Kendi bireylerinde interferon-dayanikli
ve interferona-duyarli HCV izolatlarinin dizililmlerini karsilastirdilar ve NS5A gen
bolgesinin COOH-terminal ucunda bir kiime aminoasit farkliligi saptadilar. IFN-
tedavi gormiis 15 hastanin dizi analizi sonucu; IFN-duyarlilig1 ve NS5A bolgesinde
2218 kodonu etrafindaki (2209-2248aminoasitleri-ISDR) aminoasit dizilimi arasinda
acikea iliski oldugu ortaya konmustur. ISDR deki aminoasit degisimi, 6zellikle, 9
IFN ye yanit veren hastada tedavi dncesi HCV de bulunmustur. Ancak, 6 yanit
vermeyen hastada, proto-tip ISDRIi (HCV-J) HCV ye sahiptir. interferon-dayanikli 6
hasta ve interferona duyarli 9 hastada, HCV den gozlemlenen NS5A bolgesinde 40
aminoasit uzunlugunda (2209-2248 kodonlar1 arasi) 6zel missense mutasyonlarinin
varligin1 onayladi. Diger taraftan, interferona dayanikli HCV nin bu bdlgesi, prototip
HCV genotip-1b ile aynidir. Boylece, Enomoto ve arkadaslari, prototip ISDR li
HCV genotip 1b’nin IFN ye hassas oldugunu sonucunu c¢ikardilar. Enomoto ve
arkadaglar1 bu bolgeyi, Interferona Hassashigi Belirleyen Bolge (Interferon
Sensitivity Determining Region-ISDR) olarak adlandirdilar. Bdylece, Proto-tip
interferona hassasligi belirleyen bolgeye sahip HCV genotip 1b izolatlari, interferona
dayanikli soylar olarak karsimiza ¢ikiyor. Bu mutasyonlarn spesifik dogasi,

interferon tedavi etkisinin tahmin edilmesini miimkiin kilmaktadir.

Enomoto ve arkadaslar1 (1996) ; Kendi sonuglarini gelistirmek i¢in 6 ay interferon-
alfa tedavisi goren 84 kronik Hepatit C 1i hastada ¢alismislardir. Calisma sonucuna
gore; yabanil tip HCV-J (wild tip) ile ayn1 NS5A2209-2248 dizilime sahip 30 hasta
tedaviye yanit vermezken, ISDR boélgesinde 1-3 degisime sahip (intermediate tip) 38
hastadan 5’1 tedaviye yanit vermistir. Bu bdlgede 4-11 aminoasit degisime sahip
(mutant tip) 16 hasta tedaviye tam yanit vermistir. EK olarak, temelde HCV RNA
konsantrasyonu ve ISDR deki mutasyon artis1 arasinda ters korelasyon oldugunu

bildirmislerdir.



Sonraki c¢aligmalarda, tedaviye yanit ile ISDR mutasyonlarimin iligkisi, Japonya,
Avrupa ve Amerika’da farkli gruplar tarafindan arastirilmistir. Japonya’da yapilan
caligmalar genel olarak tedaviye yanit ve ISDR mutasyonlar1 arasinda giiclii iliskiyi
onaylamaktadir. Avrupa ve Amerika’dan gruplar baslangigta IFN-alfa duyarliliginda
ISDR mutasyonlarinin 6nemini dogrulayamamistir. Sonraki c¢alismalarda ISDR
icinde ¢oklu mutasyon gosteren HCV genotip 1b izolatlarinin, Japonyadakilerle
karsilastirildiginda Avrupa ve Amerika’da nadir olarak bulundugu rapor

edilmektedir.

Zeuzem ve arkadaslar1 (1996) tarafindan Avrupali HCV’li hastalarda NS5A 22092248
ve interferon-alfa yanmit arasindaki iliskiye dair yapilan ¢aligmada IFN-alfa ya
baslangic veya kalict yamit HCV-1a veya HCV-1b alt tipli kronik olarak enfekte
Avrupali hastalarda, NS5A2209-2248 bOlgesinde aminoasit degisimlerinin sayisi ile
iligkili olmadig1 ve ek olarak NS5A2209-2248 de aminoasit degisimlerinin sayisi ile
tedavi oncesi HCV RNA serum seviyesinin iliskili olmadigi ortaya konmustur.
HCVnin NS5A2209-2248 bolgesinin Avrupa kokenli hastalarda ise genel bir interferona

hassaslig1 belirleyen bolge gdstermedigi rapor edilmistir.

Ayrica Enomoto ve arkadaslarmin (2000) yaptiklar1 ¢alismada bulduklar1 sonuglar
ISDR’deki mutasyonlar siklikla meydana gelmedigini gostermektedir. Bu da
interferon hassasliginin, her bir hastada hastaligin dogal seyri boyunca ¢ok fazla

degismedigini gostermektedir.

Cografi farkliliklara dayanan meta-analiz calismaya gore; ISDR dizilim tipleri ve
kalic1 virolojik yanmit arasinda agik pozitif iligki Japonlarin yanmi sira Avrupali
hastalarda da gosterilmistir. Ancak, mutant ISDR tip ile enfekte Japon hastalarda
kalic1 virolojik yanit orani, Avrupali hastalarla karsilastirildiginda daha yiiksektir.
Kalic1 virolojik yanit orani, ISDR i¢inde mutasyon sayisi arttik¢a artmaktadir. Ama
bu iligkinin, Japon hastalarda daha belirgin oldugunu 6ne siiriilmistiir (Pascu vd,
2004)

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismaya gore ise, Hepatit C genotip 1b ile enfekte Tiirk
hastalarin interferon tedavisine verdigi cevap NSS5A geninin ISDR bdlgesindeki

mutasyonlarla iliskili bulunmamistir (Aslan D., 2004).



Fransa’da Brillet ve arkadaslar1 (2004) ¢alismalar1 sonucunda HCV genotip 1 NS5A
proteininde ISDR bolgesinin olmadigi ve NS5A diziliminin, IFN-alfa nin viral

replikasyonu engelleme yetenegini etkilemedigini ileri stirmislerdir.
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Sekil 2.1. Hepatit C viriisiit NS5A geninin PKR-BD ve ISDR bélgelerinin lokasyonu
(Kato N, 1990)

Ispanya’da Rueda ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada; HCV Genotip
I’in E2-PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR ve NS5A-V3 bdlgelerindeki
mutasyonlar ile peginterferon+ribavirin tedavi yaniti arasindaki iliski arastirilmustir.
HCV NS5A i¢indeki dizilimler (PKR baglama domaini (PKRBD), IFN-hassasligi
belirleyen bolge (ISDR) ve Degisken Bolge (V3) peglFN+Ribavirin ile tedavi edilen
60 HCV genotip 1 ile enfekte hastalarin tedavi 6ncesi serum Orneklerinden analiz
edilmistir. Bu hastalardan 36’sinda kalic1 virolojik yanit (SVR) goriiliirken, 24’1
tedaviye yanit vermemistir (NR). Bu bulgulara gére; PKRBD boélgesinde 4 veya daha
fazla mutasyon, kalic1 virolojik yanit ve erken virolojik yanit ile iligkilidir, ancak
hizli virolojik yanit ile iligkili degildir. ISDR’deki farkliliklarin istatiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur. V3 boélgesi, yiiksek genetik c¢esitlilige sahiptir. Ancak,
kalict virolojik yanit ile iligkili degildir. Sonug olarak; peglFN ve ribavirin ile tedavi
edilen HCV genotip 1 hastalarinda, kalic1 virolojik yanit (SVR) ve erken virolojik
yanit (EVR) in tahmini faktoriinin PKRBD (>4 mutasyon)’de genetik ¢esitlilik
oldugunu ortaya koymuslardir.



BOLUM 3
GENEL BILGILER
3.1.  Hepatit C viriisii Siniflandirilmasi
Hepatit C virusu, Flaviviridae ailesinin Hepacivirus genusu igerisinde yer almaktadir.

Hemen hemen tiim genomun DNA veya protein dizilimi karsilastirilarak yapilan
caligmalara gore 6 genotip ve bu genotipler igerisinde ¢ok sayida alttipin (80-100
aras1) var oldugu ortaya konulmustur. Genotipler Arap rakamlari ile (1,2,3,..),

alttipleri ise kiigiik Latin harfleri ile (a,b,c,..) gosterilmektedir.

Tablo 3.1.1. Hepatit C virus veritaban1 (www.hcvdb.org) ‘a géore HCV Genotipleri

ve alttipleri

GENOTIP ALTTIP

1 a,b,cdefghijklm

2 a,b,cdefghijklmnonpnqr

3 a,b,cdefghikl

4 a,b,cdefghklmnonpaqrst

5) a

6 a,b,cdefghijklmnonpnqrstu

Hepatit C viriislinlin yiiksek orandaki replikasyonu ve virilisiin RNA bagimli RNA
polimerazinin hata yapma egilimi nedeniyle, HCV soylar1 hastalar arasinda genis
genetik cesitlilik gostermektedir. Genomun kisaligl, mutasyon oranimnin fazlaligi ve
viriis toplulugunun genisligi, enfekte kisideki viriis toplulugunun bir ya da daha fazla

niikleotid farkliligindan olusan, birbirinden farkli viriislerin toplami olmasina yol
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acmaktadir. Bunlar ‘quasispecies’ (alt gruplar) olarak adlandirilmaktadir.
(Bartenschlager, 2005).

Tablo 3.1.2. Genotip, Alttip ve Alt grup arasinda niikleotid benzerligi (Kanazawa,
1994)

TERIM NUKLEOTID

BENZERLIGI
GENOTIP %55-72
ALTTIP %75-86
QUASISPECIES %91-99
(ALT GRUP)




3.2.  Hepatit C Viriisiiniin Molekiiler ve Virolojik Ozellikleri

A) 5'NCR — 3'NCR
ORF
Translasyon
N Yapisal | apisal olmayan (NS e
—— Konak sinyal peptit peptidaz
lile islenme — Konak sinyal peptidaz
——* NS2/3 otoproteaz
—* NS3/4A otoproteaz
B)
sitozol
ER liimen NS4A NS4B

Sekil 3.2.1. HCV genom organizasyonu, poliprotein islenmesi ve protein topolojisi

(Tellinghuisen, 2007)

Non-A non-B Hepatitin (NANBH) baslica etmeni olan Hepatit C viriisu (HCV), ilk
kez 1989’da molekiiler klonlama teknikleri kullanilarak tanimlanmistir (Choo, 1989).

Hepatit C viriisu; 45-55 nm c¢apinda, zarfli, pozitif yonelimli, tek iplikcikli RNA
virtisudur. Genomu 9,6 kb uzunlugundadir ve yaklasik 3000 aminoasitlik bir poli
proteini kodlayan tek bir agik okunur bolge (Open Reading Frame-ORF) igerir. Bu
poli protein, konak ve viral proteazlar tarafindan kesilerek ti¢ yapisal (kor, E1, E2) ve
7 yapisal olmayan (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) proteinlere

pargalanir (Anonymous).



Tablo 3.2.1. HCV genomunun kodladig1 proteinler ve islevleri

Protein | Aminoasit Aralig1 | Islevi

Yapaisal Proteinler

Kor 1-191 Niikleokapsid

El 192-383 Zarf Glikoprotein
E2 384-746 Zarf Glikoprotein
P7 747-809 Iyon kanal etkinligi

Yapisal olmayan Proteinler

NS2 810-1026 NS2/3 otoproteaz

NS3 1027-1657 Serin proteaz, RNA helikaz ve NTPaz aktiviteleri
NS4A | 1658-1711 NS3’iin serin proteaz aktivitesi i¢in kofaktor
NS4B 1712-1972 Intraseliiler membran vezikiilleri

NS5A 1972-2420 ISDR, PKRBD (Interferon direnci?)

NS5B 2421-3010 RNA bagli RNA Polimeraz

Poli proteini kodlayan tek bir agik okunur bolge (ORF) nin 5’ ve 3’ uglarinda
yerlesmis olan kodlamayan boélgeleri (NCR), viral proteinlerin translasyonunda ve
virisun replikasyonunda gorev alirlar. IRES (internal ribosomal entry site) olarak
adlandirilan ve viral genomun Okaryotik ribozomun 40S alt iinitesine tutunduktan
sonra bagka bir translasyon baglatict sinyale gerek duymaksizin ribozom tarafindan
okunmasini saglayan bolge 5’-NCR i¢inde yer alir. ORF nin bitiminden hemen sonra
baslayan 3’-NCR i¢inde yer alan 99 bazlik c¢ok iyi korunmus bdlge ise NS5B
icindeki korunmus bir kok-halka (stem-loop) yapisi ile etkileserek RNA
replikasyonunda goérev alir. Virlisun 5°-NCR bolgesi ile 3’-NCR’nin ilk 99
niikleotitlik kism1 en iyi korunmus bolgelerdir (Oktem ve Abacioglu, 2006).

Yapisal proteinler (kor, E1 ve E2) ve p7 proteini konak endoplazmik retikulumunda

(ER) sinyal peptidazlarla kesilerek poli proteinden serbest kalirlar. Yapisal olmayan
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proteinler (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) ise viral proteazlar olan NS2-3
ve NS3-4A ile kesilirler (Sharma, 2010).

Cok islevli 6zyap1 (kor) proteini, 21 kilodalton (kd) agirligindadir. Poliproteinin ilk
191 aminoasitlik boliimiinii kodlar. Ozyap1 bdlgesi genomda 5°-NCR’den sonra en
iyi korunmus bolgedir ve kodladig1 protein yapisinda birgok T ve B hiicre epitopu
icerir. Ozyap1, HCV genomunu kapsayan viral kapsidi olusturur. Ek olarak, dzyap1
proteini partikiil birlesmesi, viral RNA y1 baglama ve RNA translasyonunun
reglilasyonunu igeren regiilator islevleri vardir. Ayrica, protein ekspresyon analizleri,
kor proteinleri, hiicre sinyalizasyonu, apoptozis, lipid metabolizmas1 ve timor
olusumu gibi diger hiicresel reaksiyonlarda da islev gosterebilecegi ileri stiriilmiistiir.
Ancak bu 6n buluslar, ileri analizler gerektirmektedir (Kupfer, 2010 ; Oktem ve
Abacioglu, 2006).

Uzun HCV ORF’sinden tiireyen 10 proteine ek olarak F (Frameshift) veya ARF
(alternative reading frame protein) ya da kor+1 proteini rapor edilmistir (Walewski,
2001) (Xu, 2001). In vitro ¢alismalar, ARFP’nin esasen endoplazmik retikulum ile
iliskili oldugu (Xu, 2003), sitoplazmada bu lunan kisa siireli bir protein oldugu
gosterilmistir (Roussel, 2003). In vivo’da HCV pozitif kobaylarin serumunda anti-F
protein antikorlarin bulunmasi, proteinin enfeksiyon boyunca eksprese edildigini
gostermigtir  (Komurian-Pradel 2004). HCV replikasyonunda dogrudan gerekli

olmayan ARFP proteinin islevi heniiz acikliga kavugmamastir.

HCV genomunun 06zyap1 kodlayan bolgesinden sonra iki zarf glikoproteini
kodlanmaktadir. Bunlar, E1 ve E2’dir. E1 ve E2 proteinleri yogun olarak
glikozillenmiglerdir ve virlis partikiiliiniin lipid kilifi i¢ine gomiiliidiirler. Biiyiik
olasilikla kilif bolgeye tutunmada gerekmektedir. E1 ve E2 genleri gp35 ve gp70
olmak iizere iki zarf proteinini kodlarlar. HCV genomlari arasinda en ¢ok genetik
varyasyon gosteren bolge ise E2’nin asir1 degisken (hypervariable) bolgesidir. E2
proteinin amino ucunda yiiksek oranda aminoasit degiskenlikleri goriiliir. HVR1 adi
verilen bu ¢ok degisken bolge E2’nin 1-27. aminoasitleri arasinda bulunur. HVR1
farkli genotipler ve alt gruplar (quasispecies) arasinda degiskenlik gdsteren bir bolge
olmasina karsin belirgin bir genotip ile iliskisi yoktur ve bu nedenle de genotip veya
alt grup aymrimda kullanilamaz. Cesitli ¢alismalarda HVR1 epitoplarina 6zgiil

antikorlarin, kronik infeksiyonlar sirasinda bagisik sistemin bu bolgeye baskisi ile
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degisebildigi gozlenmistir. HVR1’deki bu degisikliklerin, bagisik sistemden kagis
mutantlarin olusumuna yol agtig1 diisiinilmektedir. E2 proteinlerinin viriisun konak
hiicreye girisinde reseptor veya reseptorlerle girdigi etkilesim sonucunda hiicre
ylizeyine tutunmada rol oynadigir dislniilmektedir. Yapilan calismalar E2’nin
HCV’nin olas1 hiicresel reseptérii olan CD81’e baglandigimi gostermektedir (Oktem
ve Abacioglu, 2006; Aygen, 2006).

Virlis genomunun yapisal proteinleri kodlayan bolgesinin sonunda p7 proteini
gelmektedir. Heniiz p7 proteininin  tim yapisal ve islevsel oOzellikleri
aydinlatilabilmis degildir. Buna karsin yeni caligmalar bu proteinin iyon kanal
etkinligine sahip oldugunu gostermektedir. Bu proteinin viriisun yapisina katilip
katilmadigi heniliz net degildir. Ancak, viriisiin hiicre i¢inde bir araya gelme

(assembly) asamasinda etkin olabilecegi diisiiniilmektedir (Oktem ve Abacioglu,

2006).

HCV Yapisal olmayan protein 2 (NS2), 23kDa agirliginda hidrofobik transmembran
proteinidir. NS2, bir membran-iliskili sistein proteaz’dir (Grakoui, 1993). Giintimiize
kadar NS2’nin tek bilinen islevi, NS2/3 birlesiminin otoproteolitik aktivitesiydi.
Yapilan bir ¢alismada, Huh7 hiicrelerinde NS2 ekspresyonunun, sterol regiilator
element baglayici protein 1c (SREBP- 1c) ve yag asiti sentezinin artisiyla
sonuglandigi 6ne siiriilmistiir. Bu durumun da, steatoz olusumunda NS2’nin bir rolii
olabilecegini gostermektedir.Ayrica, NS2 viral partikiillerin bir araya gelmesinde rol

oynayabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (Yi, 2009).

HCV Yapisal olmayan protein 3 (NS3), 67kDa agirliginda tg isleve sahip bir
proteindir. Bu islevler; serin proteaz, RNA helikaz ve NTPaz aktiviteleridir. NS3
enzimi, kimotripsin-benzeri serin proteaz aktivitesine sahiptir. Kendi kofaktorii
NS4A ile birlikte; NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A ve NS5A/5B baglantilarinda
kesimden sorumludur. Son yillarda yapilan g¢alismalarda NS3’iin serin proteaz
aktivitesinin ayn1 zamanda NS3 RNA helikazin aktiflestirilmesinde de rol oynadigi
gosterilmistir (Hahm, 1995).

HCV Yapisal olmayan protein 4A (NS4A), NS3 serin proteaz aktivitesi igin
kofaktordiir. 4A’nin N-ucu kisimi, NS3-4A kompleksinin membran iliskisinden

sorumludur. Ilging bicimde NS4A sadece Endoplazmik retikulumda degil aym
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zamanda mitokondride de bulunmaktadir (Selimovic ve Hassan, 2008). Boylece
HCYV replikasyonunda 6nemli gorevlere ek olarak hiicresel iglevleri etkileyerek viral

patogeneze de karigsmis bulunmaktadir (Sharma, 2010).

HCV Yapisal olmayan protein 4B (NS4B), endoplazmik retikuluma integre
membran proteinidir. NS4B’nin N-ucu domaini, amfipatik karakterdedir. Bu domain,
HCYV replikasyonunda énemlidir (Elazar, 2004; Gretton, 2005).

HCV Yapisal olamayan protein 5A (NS5A), viral replikasyonda ¢ok isleve sahip
oldugu goriilen membran-iligkili fosfoproteindir. Farkli hiicresel protein kinazlarla
fosforile olmasi oOnemli oldugunu gostermektedir. Ancak HCV replikasyonu
dongiisiinde rolii hala anlagilamamistir (Macdonald, 2004). NS5A’nin 6nemli bir
ozelligi interferona duyarliligi belirleyen bolge (ISDR) oldugu one siiriilen 20
aminoasitlik bir domain igermesidir. Japonya’da yapilan ¢alismalar (Enomoto, 1995)
bu bolgedeki mutasyonlarin tedaviye yanitla iligkili oldugunu belirtirken Avrupa’da
yapilan ¢aligmalarda ise iliskinin olmadigi (Zeuzem 1996) bildirilmistir. Shiroto ve
arkadaglar1 NS5A’nin endoplazmik retikulumun sitoplazmik yiiziinde RNA ya
bagimli RNA polimeraz olan NS5B’ye tutunarak bir kompleks olusturdugunu ve
viral replikasyonu bu sekilde kontrol ettigini bildirmislerdir. Ayrica NS5A’nin ¢ok
sayida hiicresel proteinle etkilesime girerek konak hiicredeki sinyal ileti yolaklarinin
kontrolii, apoptozun baskilanmasi, hiicre biliylime ve farklilagsmasinin etkilenmesi,
lipit metabolizmasinin hasara ugratilmasi ve transkripsiyonun kontrol edilmesi
suretiyle bir¢ok konak hiicre fonksiyonunu viriisiin etkisi altina aldigi bildirilmistir

(Oktem ve Abacioglu, 2006).

HCV Yapisal olmayan protein 5B (NS5B), RNA bagimli RNA polimeraz islevi
gostermektedir (Behrens, 1996). NS5B, kalip olarak genomik HCV RNA’yi
kullanarak, negatif zincirli RNA’nin sentezini tesvik eder. Daha sonra, polimeraz ile
genomik pozitif zincirli RNA’nin sentezi i¢in kalip olarak hizmet eder. Diger RNA
bagimli polimerazlara benzer sekilde NS5B de hata egilim olan bir enzimdir.
Hiicresel polimerazlarin aksine, hata okuma mekanizmasi bulunmamaktadir (Kupfer,

2010).
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3.3. HCV Replikasyonu

4. Konak hiicreye baglanma

eseét«":‘r araciikh
lendositoz

h. Virion

-

-
| . Membran iliskili RNA
replikasyon

d T ranslan
|

f-x Viryon
orfogenez

J\\, )

Sekil 3.3.1. HCV replikasyonu (Tellinghuisen, 2007)

Hepatit C viriisiiniin, viral RNA’s1 ile enfekte olmus hastalarin karacigerinde
bulunmasi ve deneysel olarak inokiile edilmis sempanzelerle yapilan bir ¢alismanin
sonuglart bu viriisun replikasyonunun temel bdolgesinin karaciger oldugunu
dogrulamistir (Blight ve Gowans, 1995). HCV, karacigerden farkli olarak periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde de replike olabilmektedir (Castillo vd., 2005). Ayrica
kemik iligi, lenf nodlari, dalak, pankreas, tiroid ve adrenal bezler, primer biliyer
epitelyum hiicrelerde de HCV replikasyonunun meydana geldigi gosterilmistir.
(Ahmed ve Shaw, 1995; Quadri ve Rubbia-Brandt, 2001).
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HCV replikasyon dinamigi, virlis ¢ogalmasinin hiz orani ve mutantlarin ortaya
cikisindan anlagilabilir. IFN-alpha antiviral tedavisi alan hastalarla yapilan bir analiz,
viryonun yari Omriiniin 3-5 saat oldugu ve klirens ve c¢ogalma oraninin giinde
yaklasik 10 oldugunu ortaya koymustur (Zeuzem vd., 1998; Neumann vd., 1998).
Bu oranin yiiksek olusu, cogalmanin tek bir hiicrede olmayisindan dolayidir. Soyle
ki, bir karacigerin %10’unun enfekte oldugunu varsayarsak (bir karaciger yaklasik
2x10* hepatosit igerir), viryon iiretim orami 50 viryon/her giin/her hepatosittir
(Neumann vd., 1998).

HCYV replikasyonunun diger 6zelligi, virlis varyantlarinin hizli iiretimidir. NS5B’nin
kiigiik bir bolgesindeki genomik cesitlilikten koken alarak; HCV enaz 6 genotip ve
cesitli subtipler i¢inde siniflandirilmistir (Simmonds vd., 1993). HCV, bir hastada
mikro degisiklik gosteren bir popiilasyon olarak bulunur. Bu mikrodegisiklik
gosteren HCV toplulugu ‘quasispecies’ (alt grup) olarak adlandirilmaktadir (Holland
vd., 1992). Boyle yiiksek sayida varyantlarin tiretimi, temel olarak viral RdRp’nin
(RNA bagimli RNA polimeraz) yiiksek hata yapma oranindan dolayidir. Bu oranin
10" araliginda oldugu tahmin edilmektedir. Bu yiiksek hata yapma orani, hastalarda
ve deneysel olarak inokiile edilmis sempanzelerde gozlenen yliksek mutasyon orani
ile anlagilmaktadir (Ogata, 1991). Yillarca Hepatit C viriisunun hiicre kiiltiiriinde
replike olma ve iiretilmesindeki basarisizliklar, yeni ve ucuz tedavi ¢alismalari igin
engel olarak kalmigtir. 2005°de HCV (JFH1) igin in vitro hiicre kiiltiir sisteminin
gelistirilmesi bu alanda biiyiik bulus olmustur (Zhong vd., 2005). Fulminan hepatitli
Japon hastalardan klonlanan JFH1 viral genom, hiicre kiiltiirtinde etkili olarak replike
olmasimin yani sira viral partikiilleri de tretebilmektedir. HCVcc (hiicre kiiltiiriinde
cogalan HCV), arastirmacilara HCV’nin replikasyon dongiisiinii ¢alisma olanag:

vermistir.

HCV replikasyon dongiisiiniin ilk basamagi HCV viryonlarinin hiicreye baglanmasi
ve hiicreye girisidir. HCV’nin hiicreye giriginin, hiicrenin yiizeyinde bulunan bir
reseptor ile virlisun E2 proteininin baglanmasiyla endositoz yoluyla oldugu
diistiniilmektedir. Heniiz hiicreye giris mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamis

olmasina karsin bu mekanizmada rol aldig1 diisiiniilen bircok aday reseptor vardir.

HCV reseptorii olarak en olasi aday, tetraspanin CD81°dir (Pileri, 1998). Birkag
hiicre tipi disinda tiim hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD81 (TAPA-1), son
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zamanlarda HUH-7,5 hattinda yapilan in vitro bir ¢alismada HCV’nin E2 proteinine

baglandig1 ortaya konulmustur.

Yapilan bir ¢alismada, CD81 reseptoriine anti-CD81 antikorlarmin deneysel olarak
baglandiginda; HUH-7 hiicrelerine ve insan hepatositlerine, HCV’nin girisinin
engellendigi rapor edilmistir (Cormier vd., 2004; McKeating vd., 2004; Zhang, 2004;
Lindenbach vd., 2005). Ancak son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, CD81’in yalniz
basina HCV viral girisi i¢in yeterli olmadigi Scavenger reseptor B tip 1 (SR-B1) gibi
bir ko faktore ihtiya¢ duydugu gosterilmistir (Kapadia, 2007).

Scavenger reseptor B tip 1 (SR-B1), HCV’nin diger reseptorii olarak onerilmistir.
Hepatosit hiicrelerinde yiiksek seviyde eksprese edilen SR-B1, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL)nin dogal ligandidir.

HCV genotip 1a ve 1b rekombinant E2 zarf glikoproteinlerinin, SR-B1 molekiilii ile
HepG2 hiicrelerine (CD81 eksprese etmeyen insan hepatoma hiicre hatt1) baglandigi
gosterilmistir (Scarselli vd., 2002).

HCYV partikiilii ile etkilestigi gosterilen diger bir aday, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) reseptorleridir. Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii (LDL-R), reseptor
aracilikli endositoz vasitasiyla hiicrelerde lipoprotein giris ¢ikisini saglar (Chung
wason 2004). Dolasimda bulunan HCV’lerin ¢esitli oranlarda LDL ile kapli olmalari
nedeniyle LDLR ‘nin HCV’nin hiicreye giriste kullandig1 reseptor olabilicegi ortaya
atilmistir (Oktem ve Abacioglu, 2006). Ayrica HCV’nin hiicreye girisinde reseptor
olarak kullandigi oOne siiriilen olasi diger reseptorler; DC-SIGN ve L-SIGN,

Asiloglikoprotein reseptorii, glikozaminoglikan, occludin ve claudin reseptorleridir.

Viral zarf ve endozomik membranin fiizyonu sonucu, genomik HCV RNA hiicrenin
sitoplazmasinda serbest kalir. HCV’nin 5’NTR bélgesinde bulunan IRES (Internal
Ribosomal Entry Site), konak hiicrenin ribozomunun 40S alt {initesine baglanir ve

cap-bagimsiz translasyon baglamis olur.

HCV RNA, bir poliprotein prekiirsoriinii kodlayan genis bir ORF (open reading
frame) igerir. Sentez sonucu elde edilen protein, posttranslasyonel olarak kesim ile
10 islevsel viral proteine parcalanir (kor-E1-E2-P7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B) (Walewski vd., 2001).
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Yapisal proteinler (kor, E1, E2) ve P7 proteini, konak endoplazmik retikulum sinyal
peptidazlariyla; yapisal olmayan proteinler (NS2,NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
ise viral proteazlar NS2-3 ve NS3-4A tarafindan kesilir.

HCV RNA replikasyonunun kompleks siireci hakkindaki bilgiler yetersizdir. Viral

RNA replikasyonu icin en énemli enzim, HCV’nin RNA bagimli RNA polimerazi
(RdRp) olan NS5B’dir (Behrens, 1996).

Diger pozitif zincirli RNA viriislerinin aksine, HCV replikasyonunun, iki adiml
semi-konservatif ve asimetrik oldugu diistiniilmektedir. Her iki adim da NS5B RNA

bagimli RNA polimeraz ile katalizlenir.

Pozitif zincirli genom RNA’s1, ilk adimda aract negatif zincirin sentezi i¢in kalip
olarak hizmet eder. ikinci adimda negatif zincirli RNA, poliprotein translasyonunda
kullanilacak olan ¢ok sayida pozitif zincirin liretimi i¢in kalip olarak kullanilir

(Bartenschlager ve MPietschmann 2004).

Viral proteinler, glikoproteinler ve genomik HCV RNA sentezlendikten sonra bu her

bir bilesen, infeksiy6z viryon liretmek i¢in diizenlenmelidir.

HCV’nin bilesenlerinin bir araya gelmesi de (assembly) tiim diger asamalarda
oldugu gibi, cogu hiicresel faktorler ile birlikte bircok viral bileseni iceren ¢cok adimli
bir islemdir. Bu konudaki ¢alismalar in vitro HCV modellerdeki yeni gelismeler
nedeniyle heniiz baslangi¢ asamasindadir. Bir araya gelme asamasindan sonra HCV

hiicreden serbest kalmaktadir.
3.4. HCV Enfeksiyonunda Tam

Hepatit C’nin belirtileri genellikle yorgunluk, kas agrisi, istah kesilmesi, mide
bulantis1 gibi spefik olmayan belirtilerdir. Cogu vaka ise asemptomatiktir yani belirti
gostermemektedir. Hepatit C viriisu genellikle tesadif sonucu farkedilmektedir.
HCV ile enfekte bireylerin yalnizca dortte birinin hastaliklarinin farkinda oldugu
tahmin edilmektedir. Bu yiizden tedaviden yararlanamamakta ve viriisii yayma

riskine sahip olmaktadirlar (McHutchison, 2004).

Tedavi edilmeyen Hepatit C, hastalarin %80’inden fazlasinda kroniklesmektedir.

Kronik hepatit C ise karaciger yetmezligi, karaciger kanseri ve oliime yol agan
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karaciger sirozuna neden olmaktadir (McHutchison, 2004). Hepatit C tanisi igin iki
yontem kullanilmaktadir. Birincisi, serolojik testler ve ikincisi HCV RNA (viral yiik)

testleridir.
3.4.1. Serolojik Testler

Hepatit C viriisine karsi immun sistem tarafindan gelistirilen antikorlarin
saptanmasindan koken alan testlerdir. Tanida serolojik olarak kullanilan yontem
kanda EIA (Enzyme Immunoassay) ile Anti-HCV antikorlarin saptanmasidir (Lange
ve Sarrazin, 2010).

HCV ile enfeksiyondan sonra immun sistem tarafindan olusturulan antikorlar, viicut
virisu elimine ettikten sonra kaybolmaz, fakat bu antikorlar tekrar HCV

enfeksiyonuna kars1 korumada etkisizdir (Franciscus, 2006)

HCV’ye 6zgiil antikorlarin saptanmasi i¢in ilk uygulanan EIA, NS3’nin bir kismi1 ve
NS4 bolgesinden tiireyen epitoplardan koken alir (C-100). Bu 1. Kusak EIA yontemi
%70-80 hassasliga ve diisiik spesifiklige sahiptir. C-100’c¢ karsi gelistirilen

antikorlar, viral bulagsmadan sonra yaklasik 16 hafta sonra meydana gelmektedir.

Ikinci kusak EIA; kor (C-22), NS3 bolgesi (C-33) ve NS4 bolgesinden (C-100)
tiireyen epitoplara karsi gelistirilen antikorlar1 saptamaktadir. Boylece hassaslig
%95’e yiikselmistir ve daha az oranda yanlis pozitiflik gostermektedir. Antikorlar,
HCV enfeksiyonundan yaklasik 10 hafta sonra saptanabilmektedir (Pawlotsky,
2003). Glintimiizde kullanilan ve antikor taramada gegerli kabul edilen 3. Kusak EIA
testi, 2. kusaktaki bolgelere ek olarak NS5 bolgesinden tiireyen epitoplara karsi
gelistirilen antikorlar1 da saptayabilmetedir. Bu yenilik, anti-HCV antikorlarin,
%99’dan daha fazla hassasliga sahip olmanin yani sira enfeksiyonundan 4-6 hafta

sonra gelistirilen antikorlar1 saptanabilmesine izin vermektedir (Colin, 2001).

Disiik risk gruplarinda yapilan taramalarda (6rnegin; kan dondrleri), anti-HCV EIA
testi pozitifliklerinin RIBA ile dogrulanmasi 0&nerilmektedir. Bu amacla
“’recombinant immunoblot assay’’ (RIBA,Chiron Corporation, Emeryville, CA,
A.B.D.) ve “’line immunoassay’’ (INNO-LIA Innogenetics, Belgika) yontemleri
genel olarak kullanilmaktadir. Bu testlerde, lizerine HCV’ye ait ¢esitli rekombinant

antijenlerin ve/veya peptitlerin yapistirildigi stripler kullanilmaktadir. Bdylece
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hastanin serumunda hangi HCV antijenine 0zgiil antikorlarin var oldugu
tanimlanabilmektedir ve bazi hatali pozitif sonuglar da bdylelikle azaltilabilmektedir

(Oktem ve Abacioglu, 2006).
3.4.2. HCV RNA (Viral Yiik) Testleri

Bu viral yiik testi, kandaki HCV RNA miktari1 Olger. Bu test, aktif HCV
enfeksiyonunu dogrulamakta kullanilir ve uygulanan tedavinin etkili olup olmadigin
tahmin etmede yardimci olmaktadir. Iki tip viral yiik testi vardir. Birincisi, kalitatif
yani viriisun var olup olmadigini tespit eder. Ikincisi ise Kantitatif yani viriisiin

miktarini olger.

Yapilan tibbi ¢alismalarda, kandaki HCV RNA miktar ile hastalik ilerleme durumu

arasinda iliski bulunamamastir.

Gecmiste, Hepatit C viriisii miktar1 6l¢iimii, ‘kopya’ olarak rapor edilirdi. Ancak
giiniimiizde, testlerin farkli dallar1 arasinda Ol¢limleri standardize etmek icin bir

girisim ile ‘international unit’ (1U) olarak rapor edilmektedir.

Viral yiik test sonuglar;; 800.000 IU/mL alt1 diistik, 800.000 IU/mL iistii yliksek

olarak ifade edilmektedir (Franciscus, 2006).
A) HCV RNA Saptamada Kullanilan Kalitatif Yontemler

HCV RNA kalitatif testler, kantitatif HCV RNA testleri ile karsilastirildiginda
oldukca diisiik saptama limitine sahiptir. Ayrica, kalitatif testlerin maliyeti, kantitatif
testlerle karsilastirildiginda daha diisiiktlir. Bu nedenle, kalitatif HCV RNA testleri,
HCV RNA konsantrasyonu artan ve diisen akut Hepatit C’nin ilk teshisinde kullanilir
ve HCV antikoru pozitif insanlarda kronik hepatit C enfeksiyonu dogrulamasi i¢in de
kullanilir. Ek olarak, antiviral tedavi sirasinda, sonunda ve bittikten sonra virolojik
yanitin dogrulanmasinda da kullanildig1 gibi, HCV’nin var olup olmadigini saptamak

icin kan ve organ bagis1 goriintiilenmesinde de kullanilir (Lange ve Sarrazin, 2010).
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i) Kalitatif RT-PCR

Reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) kokenli testlerde; HCV RNA, reverse
transkriptaz ile tek zincirli komplementer cDNA’nin sentezi icin kalip olarak
kullanilir. Daha sonra ¢cDNA, ¢oklu ¢ift zincirli DNA kopyalar1 saglamak icin DNA
polimeraz ile ¢ogaltilir. Kalitatif RT-PCR testlerinin, tiim genotipler igin esit
hassaslikla 50 HCV RNA IU/mL veya daha azini saptayabildigi disiiniilmektedir
(Lange ve Sarrazin, 2010).

ii) Transkripsiyon-araciiklh Amplifikasyon (TMA)

TMA kokenli kalitatif HCV RNA saptama, ¢ok yiiksek hassasliga sahiptir. Ornegi
hazirlama, ¢ogaltma ve saptama olmak iizere ii¢ adimda yapilmaktadir. ilk adimda
HCV RNA ekstraksiyonu yapilir. Ikinci adimda yani ¢ogaltma adimmda 2 RNA
polimeraz ve 2 primer kullanilir. Primerlerden biri RNA polimeraz i¢in promoter
icermektedir. Promoter-primer, belirlenen alanda hedef rRNA’y1 hibridize eder.
Reverse transkriptaz, promoter-primerin 3’ucundan uzama ile hedef rRNA’nin bir
DNA kopyasim1 yapar. Meydana gelen RNA/DNA heterodubleks, reverse
transkriptazin RNaz H aktivitesi ile denature edilir. Daha sonra ikinci primer, DNA
kopyasina baglanir. DNA’nin yeni bir zinciri, reverse transkriptaz ile primer
sonundan sentezlenir ve iki zincirli DNA molekiilii olusturulur. RNA polimeraz,
DNA kalibinda promoter dizilimi tanir ve transkripsiyonu baglatir. Her yeni
sentezlenen RNA amplikonlari, TMA islemine tekrar baslar. RNA amplikonlar
gittikge artarak replikasyonun yeni dongiisii i¢in kalip olarak hizmet eder. DNA
kaliplarinin her biri, 100-1000 kopya RNA yapabilir, bu artig bir saatten daha az
stirede 10 milyar amplikon iiretimiyle sonuglanabilir. Ttim iglemler, otokatalitiktir ve
tek bir sicaklikta yapilir. RNA amplikonlar, DNA’ya gore daha labil olmasi
nedeniyle kontaminasyon riski diisiiktiir. Son asama olan saptama ise, acridinium

ester-etiketli DNA problariin eklenmesi ile yapilmaktadir (Sarrazin, 2002).
B) HCV RNA Saptama i¢cin Kantitatif Testler:

HCV RNA kantitasyon, hem hedef amplifikasyon teknikleri (kompetetif ve real time
PCR) hem de sinyal amplifikasyon teknikleri (dalli DNA (bDNA) testi) ile yapilir.
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Tablo 3.4.2. Ticari olarak kullanilan bazi HCV RNA tani testleri

TEST URETICI YONTEM

HCV RNA Saptamada kullamlan Kalitatif Testler

Amplicor™ HCV 2.0 Roche Molecular Systems | PCR

Versant "™ HCV Siemens Medical TMA

Solutions Diagnostics

HCV RNA Saptamada kullanilan Kantitatif Testler

Amplicor™ HCV Monitor | Roche Molecular Systems | PCR
2.0

HCV SuperQuant™ National Genetics | PCR
Institute
Versant'™ HCV RNA 3.0 Siemens Medical bDNA

Solutions Diagnostics

Cobas Ampliprep/ Roche Molecular Systems | Real-time PCR
Cobas TagMan
Abbott Real Time™ HCV Abbott Diagnostics Real-time PCR

3.4.3. HCV Genotiplendirme

Gilintimiizde, Hepatit C viriisii tedavisinde tavsiye edilen tedavi sliresi ve ribavirin
dozu, HCV genotipine gore belirlemektedir. HCV genotiplendirme, antiviral tedavi

diistiniilen her hastada zorunludur (Bowden, 2006).

HCV, RNA bagimli RNA polimerazin hata diizeltme mekanizmasiin eksikligi ve
her giin 10*2 viryon lUreten hizli replikasyon dongiisii ile gelismis, biiyiik Olciide
genomik dizilim gesitliligine sahip olmasi1 nedeniyle heterojendir. HCV, 6 genotip ve

100’den fazla subtip’e sahiptir.

Direk dizi analizi ve ters hibridizasyon teknolojileri ile HCV genotiplendirmesi

yapilmaktadir.
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Onceki yillarda analizler, 5’UTR bélgesine yonelik yapilmaktaydi. Ancak bu
analizler alttiplerin siniflandirilmasinda yeteri kadar giivenilir degillerdi. Bu nedenle,
son zamanlarda, NS5B ve kor proteini kodlayan genlerin de analzine baslanmistir

(Bowden, 2006).
3.5. HCV Infeksiyonunda Tedavi

Akut HCV infeksiyonlu hastalarin yaklasik %55-85’inda enfeksiyon kroniklesir.
Kroniklesen HCV enfeksiyonu zemininde sirozu, karaciger kanseri gelisme riski

vardir (Di Bisceglie, 2000).

Akut infeksiyondan kronik infeksiyona ge¢is mekanizmasi kismen anlagilmistir.
Ancak, kronik infeksiyonu engellemek i¢in pegylated interferon alpha (PEG-IFN) ile
erken tedavi, akut hepatitli hastalarin %95’inde etkili oldugu gozlenmistir (Wiegand
vd., 2006; Jaeckel vd., 2001).

Akut HCV’de genotip ve RNA serum seviyesi, tedavi sonucuna etkili degildir
(Jaeckel vd., 2001).

Giintimiizde kronik Hepatit C tedavisinde, pegylated interferon alpha (PEG-IFN) ve
niikleozid analogu ribavirin kombinasyonu kullanilmaktadir. 24-48 hafta siiren tedavi
sonucunda vakalarin %54-56’sinda kalici virolojik yanit (SVR-Sustained virological
response) saglanmaktadir (Fried vd., 2002; Manns vd., 2001).

Kalic1 virolojik yanit (SVR), tedavi bittikten sonraki 24 haftay: izleyen siirecin

sonunda hassas bir test ile HCV RNA’nin saptanamamasi olarak tanimlanir.

Viral yanit orani; yas, agirlik, cinsiyet, 11k, karaciger enzimleri, fibroz sathasi, HCV
genotipi ve temel HCV konsantrasyonu gibi gesitli konak ve viral faktorlere baglidir
(Berg vd., 2003; Hadziyannis vd., 2004; Myers vd., 2003). HCV genotip 1 ile
enfekte hastalar %42-55 oraninda SVR gosterirken, HCV genotip 2-3 ile enfekte
hastalar %78-86 oraninda SVR gostermektedir. (Fried vd., 2002; Hay vd., 1985).

PEG-IFN ile tedavinin en yaygin yan etkileri; yorgunluk, kas agrisi ve psikolojik
bozukluklardir. Ribavirinin en yaygin yan etkileri ise hemoliz ve anemi’dir (Manns
vd., 2001; Fried vd., 2002).
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3.5.1. interferon Etki Mekanizmasi

Interferonlar, immiin reaksiyonlarin modiile edilmesinde ve antiviral ve
antiproliferatif yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan sitokindir. | ve 1l
olmak tizere iki tip olarak smiflandirilirlar. Tip I; IFN-alfa ve IFN-beta ve Tip Il ise
IFN-gama seklindedir (Heim, 2000). Tim Tip I IFN’ler ayni interferon alfa/beta
reseptore (IFNAR) baglanirlar. IFN-gama, T lenfositleri ve dogal oldiirticii (NK)
hiicreleri tarafindan iretilir. IFN-gama, IFN gama reseptore (IFNGR) baglanir
(Dorman ve Holland, 2000).

Bu reseptorlere baglanarak, Tip I ve Tip II IFN’lerin her ikisi de Jak/STAT sinyal

transdiiksiyon yolunu aktive ederek kendi etkilerini kullanilar.

IFN-alfa, konak immiin yanitin modiilasyonu ve direk antiviral eylemlerin her

ikisinden koken alan, ¢oklu antiviral etkilere sahiptir.

IFN-alfa, giiclii antiviral aktiviteye sahiptir. Ancak virlise veya replikasyon
kompleksine direk etkisi yoktur. IFN-stimiile eden genleri tesvik ederek etki eder
(Bekisz vd., 2004; Sen, 2001).

Kisaca, IFN-alfa kendi reseptorii olan IFNAR’a baglanir. Baglanma sonucu dimerize
olan IFNAR, Janus kinaz 1 (Jakl) ve Tirozin kinaz 2 (Tyk2)’nin aktivasyonunu
saglar. (Gilmour ve Reich, 1995; Gale, 2003).

Aktive olan kinazlar, sinyal iletici ve aktivator transkripsiyon proteinleri 1 ve 2
(STAT1 ve STAT2- signal transducer and activator of transcription proteins 1 and
2)’yi fosforilasyona ugratir. Aktive olmus STAT1/2 kompleksi, hiicre niikleusuna
gecis yapar. Burada hiicresel DNA’da IFN-stimiile eden yanit elementlerine
baglanan bir kompleks olusturmak igin IFN-regulator faktor 9 (IRF-9) ile birlesir.
Boylece, cok sayida ISG (interferonu stimiile eden genler)’lerin ekspresyonuna yol

acar. (Jordan ve Jay, 2005).

Antiviral mekanizmalarin indiiksiyonu; protein kinaz PKR’yi aktive eden ¢ift zincirli
RNA (dsRNA), 2’-5’ oligoadenilat sentetaz (OAS) ve Mx proteinleri kodlayan
interferonu stimiile eden genlerin (ISG)’nin transkripsiyonel aktivasyonundan

meydana gelmektedir (Heim, 2000).
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Sekil 3.5.1. IFN-alfa sinyal iletim yolu (Jak/STAT) (Magdalena, 2008)

Mikroarray analizleri; yiizlerce genin, bir¢ok antiviral aktivitesinin yani sira lipid
metabolizmasi, apoptoz, protein degradasyonu ve enflematuar hiicre yanitlariyla

iliskisi olan Tip I IFN ile indiiklendigi gosterilmistir (\VVeer, 2001).

Interferonu stimiile eden genlerin (ISG)’nin transkripsiyonel aktivasyonundan
meydana gelen antiviral mekanizmalardan en iyi bilinen sekli Protein kinaz
(PKR)’dir. Protein kinaz normalde hiicrelerde diisiik seviyede ve inaktif durumdadir.
PKR aktive oldugunda regiile olur ve daha sonra viral ¢ift zincirli RNA’ya baglanir
ve otofosforlasyona ugrayarak aktive olur. PKR’nin en iyi karakterize edilmis
substrati, Okaryotik baslama faktorlerinin alfa altiinitesi, elF2-alfa‘dir. PKR’nin
fosforlasyonu, IFN’nin antiviral ve antiproliferatif etkisini agiga ¢ikararak viral ve
hiicresel proteinlerin her ikisinin translasyonunun inhibisyonuyla sonug¢lanir. (Meurs

vd., 1990).
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Sekil 3.5.2. PKR aktivasyonu ve translasyon kontrolii mekanizmasi (Deborah vd.,
2000)

Iki HCV proteininin PKR ile etkilestigi bilinmektedir. ISDR yoluyla NS5A ve elF2-

alfa fosforilasyon alanlarina benzer bir bdlge yoluyla E2’dur.
3.6. HCV Enfeksiyonu Epidemiyolojisi

Hepatit C, tiim diinyay1 etkileyen baslica hastaliklardan biridir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)’ nun tahminlerine gore diinyada HCV enfeksiyonu yaklasik goriilme sikligi,
tilkelere gore c¢ok degismekle birlikte ortalama %3 civarindadir (World Health
Organization, 1997).

En diisiik goriilme siklign (0,1-0,01), Ingiltere ve Iskandinavya’dan, en yiiksek
gorilme siklig1 (%15-20) ise Misir’dan rapor edilmistir. (Shepard vd., 2005; Frank
vd., 2000).

Amerika, Avustralya, Tiirkiye, Ispanya, Italya ve Japonya gibi farkl iilkelerde,
HCV’nin goriilme siklig1 benzerdir (%1-1,9). (Dominguez vd., 2001; Sagnelli vd.,
2005; Campel vd., 2002).
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Sekil 3.6.1. Ulkelere gore tahmini HCV prevalans1 (World Health Organization,
2002)

HCV infeksiyonu sikligini belirlemek zordur. Ciinkii ¢ogu akut infeksiyon,
asemptomatiktir ve kullanilan testler, akut ve kronik infeksiyonu ayirt
edememektedir (Miriam, 2007).

HCV’nin diinya capinda sonuglarinin tahmin edilmesi i¢in, her iilkede HCV
infeksiyonunun yaklagik goriilme sikliginin bilinmesine ihtiya¢ vardir. Bu goriilme
sikligl, toplum kokenli g¢alismalar baz alinarak belirlenmelidir. Ancak, ¢ogu
iilkelerde boyle aragtirmalar eksiktir ve kan dondrleri, ilag kullanicilari, hemodiyaliz

hastalar1 gibi sadece spesifik gruplar ¢alisilmistir (Lavanchy, 2009).

Yasa gore infeksiyon siklig1 analizleri sonucunda HCV’nin {i¢ ana sekilde yayilimi
goriilmektedir. Bunlardan ilki enfeksiyon saptanma yas1 30-49 arasi gruptur ve bu
bireylerin enfeksiyonu alma yaslar1 geng eriskin donem olmaktadir. Bu durum daha
sik olarak Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere’de sik goriilmekte ve HCV
bulasinda primer risk faktorii olarak intravenéz ilag kullanimi gelmektedir. Japonya
gibi ikinci durumun gorildigi ilkelerde infeksiyonlarin ¢ogunlugu ileri yaslarda
goriilmektedir ve infeksiyon sikligi yasam siiresinin uzamasi ile dogrusal olarak
artmaktadir. Ugiinciisii ise Misir gibi infeksiyonun her yas grubunda yiiksek olarak

goriildiigii durumdur. Bu durumlardan son ikisinde infeksiyonun taginmasinda genel
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olarak risk faktorleri; agilama ¢aligmalarinda kullanilan donanimin enfekte olmasi ve

giivenli olmayan saglik girisimleridir (Oktem ve Abacioglu, 2006).

HCV’nin temel bulas yolu parenteraldir. HCV enfeksiyonunun temel risk faktorleri
arasinda, kan ve kan iirlinlerinin transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu kullanima,
hemodiyaliz, yiiksek riskli cinsel davraniglar, cerrahi girisim oykiisii, kontamine igne
batmas1 ve HCV pozitif olgulardan yapilan organ nakilleri sayilabilir (Oktem ve

Abacioglu, 2006).

Baz1 HCV genotipleri tiim diinyada yaygin olarak bulunurken (la, 1b, 2a, 2b, 3a)
bazi tipler belirli cografi bolgelerde daha siktir. Yemen, Kuveyt, Irak, Suudi
Arabistan, Zaire, Gabon ve Gambia’da tip 4 infeksiyonlar1 baskindir. Giiney
Afrika’da HCV genotip 5a c¢ok yaygin iken, Hong Kong’da en sik tip 6a
infeksiyonlarina rastlanmaktadir. Giiney ve Dogu Avrupa’da tip 1b infeksiyonlar
daha sik goriilmektedir. Tirkiye’de HCV infeksiyonlarinin yaklasik %90°1 tip 1
(biiyiik gogunlugu tip 1b) olup, tip 2, 3 ve 4 HCV infeksiyonlarina da rastlanmaktadir
(Oktem ve Abacioglu, 2006).
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BOLUM 4
MATERYAL ve YONTEM
4.1. Ornekleme

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gastroenteroloji
Boliimiinde 2009-2010 yillar1 arasinda kronik HCV enfeksiyonu tanist konulan HCV
RNA pozitif 34’ kadin 25’1 erkek olmak {izere toplam 59 hasta ¢alismaya dahil
edilmistir. Hastalardan alinan serum Ornekleri ODTU Teknokent REFGEN
Arastirma Laboratuarinda g¢alisilmistir. Caligmamiza dahil edilen hastalarin daha
onceden anti-HCV antikorlar1 ve HCV RNA bulgularmin pozitif olmasi sarti
aranmistir. Ayrica hastalarin tedavi oOncesi kantitatif HCV RNA degerleri ve
biyokimyasal degerleri saptanmigtir. Calismamiza dahil edilen Kronik HCV tanisi
konularak tedavi almasi 6ngoriilen hastalar, Gastroenteroloji bilim dalinda 6-12 ay
boyunca haftada birkez peg-interferon alfa 2a ya da peg-interferon alfa 2b ve hergiin

ribavirin kombinasyon tedavisi almiglardir.
Tedaviye alinan yanitlara gore siniflandirma asagidaki sekilde yapilmistir;

1.Kaher Viral Yamt: Tedavi sonu viral cevap alinan hastalarin tedavisiz 6 aylik

izlem sonunda HCV RNA diizeylerinin negatif olarak saptanmasidir.

2. Yamtsiz: Tedavi alan hastada 12. hafta sonunda HCV RNA’da 2 log’dan daha az
diisme veya 6. ay sonunda PCR ile HCV RNA’nin pozitif saptanmasidir.

PKRBD ve ISDR boélgelerinde bulunan mutasyon sayilarina gore siniflandirma

asagidaki sekilde yapilmistir (Enomoto Kriterleri esas alinmistir);

1. Dogal Tip: Gen bolgesinde herhangi mutasyon bulunmayan dizilime sahip

hastalar

2. Orta Tip: Gen bdlgesinde 1,2 veya 3 mutasyon bulunan dizilime sahip hastalar
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3. Mutant Tip: Gen bolgesinde 4 veya 4’ten fazla mutasyona sahip hastalar

4.2. RNA Saflastirma Asamasi

Her hastadan 10ml periferal ven6z kan ornegi alinmistir. Calisma grubuna dahil

edilen bireylerin RNA’lart HCV RNA Ekstraksiyon kiti (Roche High Pure Viral

RNA Kit, Germany) ile ve liretici firma direktifleri dogrultusunda elde edilmistir.

Tablo 4.2.1. HCV RNA Ekstraksiyon kit igerigi

Icerigi

Baglama Tamponu

e 2x25ml

e 4.5 M guanidin-HCI, 50 mM Tris-HCl, 30% Triton® X-
100 (w/v), pH 6.6 (25°C)

Poli (A)

o Liyofilizat
* 2 mg poly (A) tasiyict RNA

* RNA baglama i¢in kullanilmaktadir

Inhibitor Uzaklastirici

Tampon

* 33 ml, 20 ml saf etanol eklenir

* 5 M guanidin-HCI, Etanol eklendikten sonra final
konsantrasyonu 20 mM Tris-HCI, pH 6.6 (25°C)

Yikama Tamponu

* 2 x 10 ml, her bir yikama tamponu i¢in 40ml etanol
eklenir

« 20 mM NaCl, Etanol eklendikten sonra final
konsantrasyonu 2 mM Tris-HCI, pH 7.5 (25°C)

Eliisyon Tamponu

*30ml

* niikkleazsiz steril, ¢ift distile su

High Pure Filtre Tiipler | 700ul’lik veya tistii 6rnek kullanim i¢indir. 2kat cam elyaf
kaplanmis 2 poset 50 polipropilenli tip
Toplama Tiipleri 8 poset 50 polipropilen tiip (2 ml)
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200ul serum

Karisim, High Pure
Filtreli tiipe aktarilir

Siipernatant atilir

'

Santrifiijleme

(8000rpm 1dk)

'

400ul Poly (A)

i eklenmis Binding

Buffer

eklenir

500 pl Inhibitor
Removal Buffer
eklenir

Stipernatant atilir Santrifiijleme
(8000rpm 1dk)
Stipernatant atilir Santrifiijleme

(8000rpm 1dk)

\

450 pl Wash Buffer

eklenir

Santrifiijleme

(8000rpm 1dk)

v

Stipernatant atilir

Santrifiijleme

(8000rpm 1dk)

\

Santrifiijleme

(8000rpm 1dk)

450 pl Wash Buffer

eklenir

|50 ul Elution Buffer

eklenir

\

Saf RNA elde edilir

Sekil 4.2.1. : RNA saflastirma asamast
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4.3. Saf RNA’dan cDNA elde edilmesi

Bu asamada kullanilan karisim asagidaki gibidir;

o Buffer 4ul

o dNTP 5ul

e Rj3primer 2ul

e Enzim (AMV reverse transkriptaz) 0,05 pul
o Saf RNA 5ul

e DEPC’lisu 4 ul

e RNaz inhibitor 0,05 ul

Bu sekilde hazirlanan karigim, Minicycler MJ Research (United States of America)

cihazina yerlestirildi. 42°C de 1saat PCR islemi gergeklestirilmis olur.

* dNTP Mix (Fermantas),10mM’lik stogu 2mM’a diistirmek igin 200 pl distile su ile
50 pl ANTP konularak diliisyon yapilmistir.

* Rz Primer (Metabion, Germany), 100pmol olan stok 10pmol’e diisiirmek igin 1/9

oraninda diliisyon yapilmustir.

* Bu asamada distile su yerine DEPC’li su (IUPAC) kullanilmistir. DEPC’li su, dietil
dikarbonattir. Histidin rezidiilerinin kovalent modifikasyonu ile RNaz’in inaktive

edilmistir.

4.4. Istenilen Bélgenin Cogaltilmas:

1.Tur PCR

e Buffer Sul

o dNTP 5ul

e MgCl, 3ul

. Primer F; 2 ul

. Primer R3 2 ul

e Enzim (taq polimeraz) 0,25 pul
e cDNA 5ul

e distile su 27,5 ul
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1. turda kullanilan primerler (Metabion, Germany):
F3 5-GGGCATGACCACTGACAACGT-3’
R3 5-GCAATGGGCACCCGTGTACC-3’

Hazirlanan karisim Minicycler MJ Research (United States of America) cihazina

yerlesitirildi. Bu cihazda gergeklesen islemler soyledir:

Denatiirasyon (1dongii) 95°C 5dk

Baglanma (30dongii) 95°C 1dk
55°C  1dk
72°C  2dk

Uzama (1dongii) 72°C  7dk

2.Tur PCR

e Buffer Sul

o dNTP 5ul

e MgCl, 3l

e Primer Fy 2 ul

e Primer Ry 2 ul

e Enzim (tag polimeraz) 0,25 ul

e DNA 1l

e Distile su 31,75 ul

2.Tur PCR’da Kullanilan primerler (Metabion, Germany):
F4 5-GCAGTGCTCACTTCCATGCTCAC-3’
R4 5-GGACTCTAGCAGTGGAGGGTTGTA-3’

Hazirlanan ornekler tekrar Minicycler MJ Research (United States of America)

cihazina yerlesitirildi. Ayni islemler yine tekrarlandi.
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Denatiirasyon (1dongii)  95°C  5dk

Baglanma (30dongii) 95°C  1dk
55°C  1dk
72°C  2dk

Uzama (1dongii) 72°C  7dk

1. tur PCR da 2 primer ve bunun iiriinlerinin kullanilarak yapildigi 2 tur PCR da 1
¢ift primer kullanildi. Bu sekilde nested PCR yapilmis oldu.

2. tur PCR dan sonra agoroz jel hazirlandi. PCR {irlinlerimiz agoroz jelde yiiriitiiliip

elektroforezi ile ayristilip gortintiilendi.
4.5. Agaroz Jelde Goriintiileme
Agaroz jel ylikleme tamponu (6X):

% 0,05 Bromofenol mavi,

% 15 Fikol,

% 0,05 Ksilen siyanol.

%2 lik agaroz jel kullanildi. 0,25 g (% 1’lik agaroz jel igin) agaroz hassas tartida
olgiildii ve 25ml 0,5X TBE eklenerek 1s1 yardimiyla ¢oziildii. Uzerine 1 mg/ml
Etidyum Bromdir eklendi ve jel tankina dokiildii. PCR iiriinleri, jel yiikleme tamponu
ile Kkaristirilarak yiiklendi. Calismanin baslangicinda belirlenen primerlerin, bazi
serum Orneklerinde calisip baz1 6rneklerde ¢alismamasi gibi sebeplerden dolay: yeni
primer dizayn edildi. Yeni dizayn edilen primerlerle elektroforez sonrasinda istenilen

bantlarin goriintiillenmesi saglandi.

Bundan sonraki asamalarda ise silica ile PCR temizleme yapilip istenilmeyen
maddelerin 6rneklerimizden uzaklastirilmasi saglanmistir. DNA 6rneklerinin miktart,
Nanodrop spektrofotometre (NanoDrop@ ND-1000) de &lgiildii. Olgiimlerde

230ng/uL civar1 ¢ikan drneklerle ¢alismaya devam edilmistir.
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Sekil 4.5. Marker (Fermantase GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder), 1, 4, 5, 60, 58,
32, 25 ve 14 nolu hastalara ait PCR firlinlerinin agaroz jel fotografi (gézlemlenen

473bg lik bantlar)

4.6. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi
(Silica ile Temizleme)

1. Igerisinde PCR iiriinii olan her bir tiipe 90ul silicali buffer eklenir. Amag DNA’y1

silica ile baglayip tiiplin dip kismina yapistirmaktir

2. Kapagi kapatilan tlipler vortekslendikten sonra 5400rpm’de 1dk santrifiijlendi.
DNA-silica tiipiin dip kismina yapismistir. Siipernatant, pipetle ¢ekilerek atildi.

3. Her bir tiipe 100 ul %70°1ik etanol eklendi ve vorteksleme yapildi. Amag, DNA’y1
tiipe sabitlemektir

4. Tipler 5400rpm’de 1dk santrifiijlendikten sonra siipernatant kisim pipetle
cekilerek atildi.

5. Her bir tiipe 50 pul distile su eklendi ve vorteksleme yapildi.
6. Tiipler 65°C°de 5dk etiive yerlestirilerek kalan alkoliin ugmasi saglandi.
7. Son olarak 5400rpm’de 1dk santrifiijleme islemi yapildi

Bundan sonraki asamada, tiiplerdeki ornekler Nanodrop spektrofotometre’de ng/ulL
cinsinden 6l¢iildii ve 5ng/uL altinda ¢ikan 6rnekler iptal edildi. Iptal edilen &rnekler

tekrar ¢alisildi.
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4.7. Dizi Analizi Reaksiyonu

Dizi analizi, BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (Applied Biosystem,

America) ile ve iiretici firma direktifleri dogrultusunda gergeklestirilmistir.

DNA Dizi Analizi i¢in yapilan PCR’1n kosullar1 asagidaki gibidir:

e BigDye 8 ul

e PCR kalip 1-100 nanogram

e Primer 3.2 pmol

e Deionize su Toplam hacim 20 pl'ye tamamlanir

Reaksiyon sartlari: (Toplam 30 dongii olmak iizere)

96 °C 30 sn

96 °C 10sn

50 °C 5sn

60 °C 4 dakika
4°C 00

4.8. Dizi Analizi Reaksiyon Uriinlerinin Sodyum Asetat fle Saflagtirilmasi:
e Etanol (%95 alkol) 1050 pl
e Distile su 250 pl
e NaOAc (Sodyum Asetat) 200 pl

1. Bu sekilde hazirlanan karisimdan her bir sekans PCR iirlinii tizerine 50 pl eklendi
ve oda sicakliginda 10dk bekletildi

2. 5400rpm de 10dk santrifiij yapilir. Tiip ters ¢evrilip i¢indeki sivi bosaltildi

3. Tipiin igerisine 50 pl %70’1ik alkol eklendi

4. 5400rpm’de 5dk santrifiijleme isleminden sonra tiip ters ¢evrilip icerik dokiildii
5. Tiplin igerisine 15 pl formamid eklendi

6. DNA dizi analiz cihazina yerlestirildi.
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4.9. DNA dizi analizi
ABI 3130XL Genetic Analyzer cihazinda gergeklestirilmistir

Elde edilen sekans sonuglari, FinchTV programi ile okunmustur. Okunan her bir
dizilim MEGA 4.1 programina yiiklenmistir. Hastalardan elde edilen dizilimlerin
yani sira farkli genotiplere ait referans dizilimlerde programa yiiklenmistir. Buna
gore filogenetik aga¢ cikarilmistir. Filogenetik aga¢ sonuglarina gore 59 hastanin
tiimiliniin HCV genotip 1b’ye ait oldugu saptanmistir. Daha sonra 59 hastanin DNA

dizilimleri ve HCV genotip 1b dizilimi karsilastirilip mutasyon analizi yapilmistir.

Istatiksel analizler, SPSS 17.0 programinda parametrik olmayan ki-kare testine gore

yapilmuistir.
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BOLUM 5

BULGULAR

Genotiplendirme i¢cin HCV BLAST SEARCH programi kullanilmistir. Ayrica 59
ornege ait dizilim ile GENBANK’tan alinan farkli genotiplere ait AB056525-1b,
AB056524-1b, HMO042084-3b, HMO042083-3b, FJ896370-1a, FJ896369-1a,
AB056550-1c, AB056546-1c, AB056569-2a, AB056564-2a ve AF339212-3a
referans dizilimlerinin filogenetik agaci ¢ikarilmistir (Sekil 5.1.1.). HCV BLAST
SEARCH ve filogenetik agaca gore hastalarin tiimiinde Hepatit C viriisiinin 1b

genotipine ait oldugu saptanmustir.

Hepatit C virlisii NS5A geninin PKR-baglama bdlgesi (2209-2274) ve ISDR
bolgesinde (2209-2248) bulunan aminoasit degisiklikleri, sekil 5.1.2.’de verilmistir.
HCV Genotip 1b izolatlar1 i¢in NS5A-CR (GENBANK) Referans Dizilimi ile
kargilastirma yapilarak mutasyonlar belirlenmistir. Sekil5.1.2.”ye bagli kalinarak
Tablo 5.1. ve Tablo 5.2. olusturulmustur. Ayrica, Uluslararasi onaylanan aminoasit
tclii kod dizileri esas alinarak, mutasyonlarin yol actigi aminoasit degisimleri
belirlenmistir. Mutasyon ve aminoasit degisimlerine ait bulgular bir arada sunuldu
(sekil 5.1.4. - sekil 5.1.8.). Takip edilen tedavi sonuglarina gore 59 hastanin 29’u
(%49,15) tedaviye kalici virolojik yanit vermis, 30’u (%50,85) tedaviye yanitsiz
kalmigtir. Tablo 5A’ya gore ISDR (2209-2248) bolgesinde mutasyon sayisina gore
59 hastanin 38’1 (%64,4) dogal tip (mutasyonsuz), 20’si (%33,9) orta tip (1-3
mutasyonlu) ve 1’1 (%1,7) mutant tip (4 ve lizeri mutasyonlu) olarak saptanmustir.
Tablo 5B’ye gore PKRBD (2209-2274) bdlgesinde bulunan mutasyon sayisina gore
59 hastanin 43’1 (%72,88) orta tip ve 16’s1 (%27,12) mutant tip olarak saptanmis

olup bu bolge agisindan dogal tip saptanmamustir.
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Tablo 5.1. ISDR bolgesindeki Mutasyon sayisi ile Tedaviye yanit

Karsilagtirmasi
Mutasyon sayist
Dogal tip | Ortatip | Mutant tip [ Toplam
Kalici SAYISI 17 11 1 29
Virolojik
Y anit % Yanut tipi 58,6% 37,9% 3,4% 100,0%
o Yanit
[tipi % Mutasyon sayist | 44,7% 55,0% 100,0% 49,2%
Yanitsiz SAYISI 21 9 0 30
% Yant tipi 70,0% 30,0% ,0% 100,0%
% Mutasyon say1s1 55,3% 45,0% ,0% 50,8%
Toplam SAYISI 38 20 1 59
% Yanit tipi 64,4% 33,9% 1,7% 100,0%
% Mutasyon sayis1 | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
Tablo 5.2. PKRBD bolgesindeki Mutasyon sayisi ile Tedaviye yanit
Karsilastirmasi
Mutasyon sayist
Ortatip | Mutant tip Toplam
[Yanit |Kalici SAYISI 21 8 29
fipi | Virolojik % Yamit tipi 72,4% 27,6% 100,0%
yanit % Mutasyon sayisi 48,8% 50,0% 49,2%
Yanitsiz SAYISI 22 8 30
% Yanit tipi 73,3% 26,7% 100,0%
% Mutasyon sayisi 51,2% 50,0% 50,8%
Toplam SAYISI 43 16 59
% Yamt tipi 72,9% 27,1% 100,0%
% Mutasyon sayis1 100,0% 100,0% 100,0%
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Protein kinaz Baglama Domaini | )
TEDAVIYE

(PKR-BD) (2209-2274) ALINAN

Interferona Hassasligi belirleyen bélge —# YANIT
v (ISDR) (2209-22438) (mutasyon

#REFERANS P SLKATCTTHH DSPDADLIEA NLLWRQEMGG NITRVESENK VVILDSFDPL RAEEDEREVS LPAEI | sayisi)
#5 ettt et eaee et e e e e \Y% KVY (1)
#7 e ettt et e e et et e e e \Y% KVY (1)
#27 ettt et aee et e e e e \Y% KVY (1)
#63 ettt et ee e et e et e e \Y% KVY (1)
#34 e ettt et et e e e e v KVY (1)
#43 e ettt et e e et e e e \Y% KVY (1)
#42 ettt ettt et e et ae e V.... [ KVY (1)
#32 ettt et et et e e e e I.... |KVY(1)
#9 e ettt ettt et e e e \Y% KVY (1)
#36 e ettt ettt e et eee e e ee e e M. V KVY (2)
#20 e ettt ettt eee e et eee e e ee e e M. V KVY (2)
#21 ettt et e e e e G... V KVY (2)
#67 e e A e i i ettt e e e ot \Y% KVY (2)
#46 e e A i e e ettt et e Lo Bl v KVY (3)
#2 e e R s i e e WKl I KVY (3)
#41 . .WReooLL S I.. KVY (3)
#24 @ seeeseases sesseseess seeemassee sesecesuea Ve e I. A.. KVY (3)
#61 ettt ettt e O M. V.. KVY (3)
#33 e ettt ettt e O M. V.. KVY (3)
#22 @ s e s eseases sesseseena sesesenses seasesenena A M. V.... |KVY(3)
#8 e seeeenas R, i s A M. ..... KVY (3)
#31 e R i i s e O M. V.. KVY (4)
#37 e e A e i i e e i i e E.. Qoo V.. KVY (4)
#12 e seeeenas 3 N. .o, [ E.. oo V.. KVY (5)
#10 @ seeeseases sesseseena sesesasses seasesesesa F Po.... K.I. V.. KVY (5)
#3 . Rl [N Ao tiiiiian Vel i N.I. V.. KVY (7)
#51 . Rl [N Aot tiiiiia Vel ae N.I. V.. KVY (7)
#40 . .WReooL Gevvnniien i Al oo, Ve N.I. V.. KVY (7)
#49 V.. (9)

Sekil 5.1.2. 59 Hastaya ait HCV NS5A geninde bulunan ISDR (2209-2248) ve PKRBD
(2209-2274) aminoasit dizilim ve referans dizilim NS5A-CR (GENBANK) (KVY: Kalici

virolojik yanit, YS: Yanitsiz)
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Sekil 5.1.3. PKR-BD (2209-2274) bolgesi dizi analizi (Hasta no: 12)

Kalic1 virolojik yanit goriilen hastalarin PKRBD bolgesinde toplam 97 aminoasit

degisimi gozlenmistir. Bu degisimlerin 25’1 (%27,83) ISDR bolgesinde goriilmiistiir.

Tedaviye yanit vermeyen hastalarin PKRBD bolgesinde toplam 78 aminoasit

degisimi gozlenmis olup bu degisimlerin 12’si (%15,38) ISDR bolgesinde

saptanmistir.

65 aminoasit genisliginde olan PKRBD (2209-2274) bolgesinin 24 aminoasitinde

degisiklik goriilmistlir. Bu degisimler ;

2212., 2214., 2216., 2217,

2218., 2220.,

2224., 2225., 2226., 2234., 2236., 2237., 2238., 2251., 2252., 2253., 2255., 2257.,
2260., 2263., 2264., 2266., 2268. ve 2270. kodonlarda belirlenmistir.
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Toplam 39 aminoasit genisliginde olan ISDR (2209-2248) bolgesinin ise 13

aminoasitinde degisim gorilmiistiir.

ISDR bolgesinde goriilen en sik degisiklik 2218. aminoasitte CAT (His)’den CGT
(Arg/R)’ye degisim seklindedir. PKRBD bdlgesinde goriilen en sik degisiklik ise
2270. aminoasitte olup CTT (Leu)’den GTT (Val)’ye degisim seklindedir.
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Sekil 5.1.4. L2270V mutasyonu (Hasta no: 1). CTT (Leu) — GTT (Val)
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Sekil 5.1.5. T2216A mutasyonu (Hasta no: 67) ACC (Thr)— GCC (Ala)
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Sekil 5.1.6. A2223L, A2224A ve L2225P mutasyonlar1 (Hasta no: 49) Sirasiyla;

GCC (Alay> CTT (Leu), GAC (Asp) —> GCC (Ala), CTC (Leu) — TTC (Phe)
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ACAAGG TG ATAATTAT TCT GACCCGCTTCG AGLC GGAGGAG G
220 2 D 250 280

' _
Reset Scales | Harizortal Scale _:

Selected Bases Ai225 - 51233 [Length:9)

Sekil 5.1.7. V22511 ve L2253M mutasyonlar1 (Hasta no: 49)
GTA (Val)— ATA (lle), CTG (Leu) = ATG (Met)
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[

Reset Scales Horizontal Scale

Sekil 5.1.8. V2268M ve L2270V mutasyonlari (Hasta no: 11).
GTA (Val)=> ATG (Met), CTT (Leu)— GTT (Val)

Kodon 2212’de gozlemlenen 6 aminoasit degisiminin hepsi Lys (K)’den Arg (R)’a
seklindedir. Kodonda 2219°da gézlemlenen 9 aminoasitin degisimin hepsi His
(H)’den Arg (R)’ye seklindedir. ISDR’nin karboksi terminal bdlgesinde bulunan
2251. kodonda gozlenen 15 aminoasit degisimi Val (V)’den Ile (I)’ye seklinde,
2252.kodonda goriilen 10 aminoasit degisiminin hepsi Ile (I)’den Val (V)’e
seklindedir.

2270. kodonda meydana gelen degisim 59 hastanin 58’inde saptanmis olup bu
degisim genellikle Leu (L)’dan Val (V)’e degisim seklindedir.
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BOLUM 6
SONUC ve TARTISMA

Bu ¢alismada, Hepatit C viriisiiniin NS5A geninde bulunan PKR-BD (Protein Kinaz
baglama Domaini)’nin niikleotit diziliminin karsilagtirmali analizleri ile bu bolgede
meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlar (amino asit degisikligine neden olan baz
degisikligi) saptanmistir. Hastalarin Interferon alfa+Ribavirin kombinasyon
tedavisine verdikleri yanmita gore smiflandirilmis ve mutasyon sayilari ile
karsilagtirilmistir. Calismamizda 65 aminoasit genisliginde olan PKR-BD (2209-
2274) bolgesinin 24 aminoasitinde ve 39 aminoasit genisliginde olan ISDR (2209-
2248) bolgesinin 13 aminoasitinde degisim goriilmistiir. ISDR bolgesinde goriilen
en sik degisiklik 2218. aminoasitte CAT (His)’den CGT (Arg/R)’ye degisim
seklindedir. Ayn1 bulgu, Enomoto ve arkadaslarmin (1995) yaptigi calismada da
saptanmistir. PKRBD bolgesinde goriilen en sik degisiklik ise 2270. aminoasitte olup
CTT (Leu)’den GTT (Val)’ye degisim seklindedir. Calismada dogal tip
(mutasyonsuz) ISDR dizilimli tedavi yanitsiz hastalarin oranimnin, tedaviye yanit
alinan hastalarin oranindan daha fazla oldugu saptanmistir. Bu oran, orta tip (1-3
mutasyon) ISDR dizilimli yanit alinamayan hastalarda yanit alinanlara gore daha
diisiik oranda oldugu saptanmistir. PKR-baglama bdlgesinde gore dogal tipe
rastlanamamis olup orta tip ve mutant tipte tedaviye yanit alinmasi ile iligkili onemli

bir farklilik saptanmamistir (P=0,937).

ISDR Dbolgesi incelendiginde ise, tedaviye yanitsiz hastalarda mutant tip
saptanamazken HCV’lerin %30 (9)’unun orta tip, %70 (21)’i dogal tip oldugu
goriilmektedir. Bu bolgeye gore kalict virolojik yanit alinamayan hastalardaki
HCV’nin %70’ini, kalic1 virolojik yanit alinan hastalardaki HCV’nin ise %58,6’simn1
dogal tipin olusturdugu saptanmistir. Bulgularimiza gére orta tip 21 hastanin %57.15
(12)’inde kalict virolojik yanmit goriiliirken %42.85(9)’inde kalict virolojik yanit
goriilmemistir. Dogal tip 38 hastanin  %44.7 (17)’sinde kalic1 virolojik yanit

goriiliirken %55.3 (21)’iinde kalic1 virolojik yanit goriillmedigi saptanmistir. Bu bolge
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ile ilgili olarak orta tip ve dogal tip kalici virolojik yanit agisindan
degerlendirildiginde dogal tipe gore %12.45 oraninda orta tip daha yiiksek oldugu
saptanmis olmasi mutasyon ile kalic1 virolojik yanit arasindaki iliskiyi pozitif olarak

destekledigi soylenebilir.

Ulkemizde Aygiin ve ark. izmir de yapmis olduklari ¢alismalarinda orta ve mutant
tip ISDR’ye sahip hastalarin tedaviye biyokimyasal yanit verme olasiliklarinin daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. ISDR bdlgesindeki mutasyon sayilari ile tedaviye
yanit sekli arasinda ilk kez Enomoto ve arkadaslar1 (1995) tarafindan giiglii bir iliski
oldugu ileri silirilmistiir. Yunanistan’da Stratidaki ve ark. yaptiklar1 arastirma
sonuclarina gore biyokimyasal yanitli hasta grubunun yanitsiz hasta grubuna gore
amino asit degisim sayisinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (Aygiin, 2003;
Stratidaki, 2001). Yine Japonya Yoshioka K. Ve ark.’larin1 yapmis olduklar1 ¢caligma
sonuglarina gore orta tip ISDR hastalarinin biyokimyasal yanit1 %53’ dogal tip
hastalarin ise %20 oldugunu rapor edilmistir. Bu c¢aligsmalar ile bizim bulgularimiz

uyumlu sonuglar igermektedir.

Japonya’da yapilan ¢alismalar genel olarak tedaviye yanit ve ISDR mutasyonlari
arasinda giiclii iliskiyi onayliyordu. Avrupa ve Amerika’dan gruplar baglangicta IFN-
alfa hassasliginda ISDR mutasyonlarmin 6nemini dogrulayamamistir. Sonraki
caligmalarda, tedaviye yanit ile ISDR mutasyonlarinin iligkisi, Japonya, Avrupa ve
Amerika’da farkli gruplar tarafindan arastirilmistir. Zeuzem ve arkadaslar1 (1996)
tarafindan Avrupali HCV’li hastalarda NS5Az00-2248 Ve interferon-alfa yanit
arasindaki iliskiye dair yapilan ¢alismada IFN-alfa ya baslangi¢ veya kalici yanit
HCV-1a veya HCV-1b alt tipli kronik olarak enfekte Avrupali hastalarda, NS5 A 2509-
2248 bOlgesinde aminoasit degisimlerinin sayisi ile iliskili olmadigr ve ek olarak
NS5A2209-224 de aminoasit degisimlerinin sayisi ile tedavi 6ncesi HCV RNA serum
seviyesinin iligkili olmadigi ortaya konmustur. Bu tez ¢alismasinda da, Zeuzem ve
arkadaslarinin (1996) calisma sonuglarina benzer sekilde HCV NS5A geni ISDR
bolgesindeki mutasyonlarin sayisi ile tedaviye yanit arasinda istatiksel olarak anlamli
bir iligki saptanamamigtir (P=0,369). Enomoto ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar
calismada bulduklar1 sonuglar gosteriyordu ki; ISDR deki mutasyonlar siklikla
meydana gelmemektedir. Bu da Interferon hassashiginin, her bir hastada hastaligin
dogal seyri boyunca c¢ok fazla degismedigini gostermektedir. Cografi farkliliklara

dayanan meta-analiz ¢alismaya gore; ISDR dizilim tipleri ve kalic1 virolojik yanit
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arasinda acik pozitif iliski Japonlarin yani sira Avrupali hastalar icinde de
gosterilmigtir. Ancak, mutant ISDR tip ile enfekte olmus Japon hastalarda kalici
virolojik yanit orani, Avrupali hastalarla karsilastirildiginda daha ytiksektir. Kalici
virolojik yanit orani, ISDR i¢inde mutasyon sayisi arttikca artmaktadir. Ama bu

iligskinin, Japon hastalarda daha belirgin oldugunu 6ne siiriilmistiir (Pascu vd, 2004).

Tiirkiye’de Aslan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore ise, Hepatitis C
genotip 1b ile enfekte Tiirk hastalarin interferon tedavisine verdigi cevap NS5A

geninin ISDR bolgesindeki mutasyonlarla iligkili bulunmamustir (Aslan vd., 2004).

Ispanya’da Rueda ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada; HCV Genotip
1’in E2-PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR ve NS5A-V3 deki mutasyonlar ve
peginterferon+ribavirin tedavi yanit1 arasindaki iliski arastirilmistir. PKRBD
bolgesinde 4 veya daha fazla mutasyon, kalict virolojik yanit ve erken virolojik yanit
ile iliskilidir. Ancak hizli virolojik yanit ile iligkili degildir. ISDR’deki farkliliklar,

istatiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur.

Calismamizda PKR-baglama bolgesinde (PKR-BD) bulunan Tedaviye kalict
virolojik yanit alinan ve yanit alinamayan hastalarda PKR-BD bdélgesine gore dogal
tip’e (mutasyonsuz) rastlanilmamistir. Yine ayni bolgeye gore tedaviye yanit
tiplerinin her ikisinde orta tip (1-3 mutasyon), mutant tipe (4 ve iizeri mutasyon) gore
daha fazla goriilmiistiir. Bu bolge acisindan orta tip ve mutant tip kalict virolojik

yanit agisindan degerlendirildiginde istatiki olarak anlamli bir iliski saptanamustir.

Bu calismanin sonuglarinin aksine Kalic1 virolojik yanit alinan hastalar ve yanit
alinamayan hastalar karsilastirildiginda PKR-BD bdlgesindeki mutasyon sayist ile
orta tip mutasyon sayisinda istatistiki olarak anlamli 6nemli farklilik bulduklarini
rapor ederken (Gale M vd.,1998; Sarrazin , 2000) Melissa ve arkadaslar1 (2002)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada; Kalici virolojik yanit alman hastalar ve yanit
alinamayan hastalar ile PKR-BD bolgesindeki mutasyon sayisi karsilastirdiklarinda
orta tip mutasyon sayisinda ortaya konulmus bu iliskiyi dogrulamadigin1 rapor
etmistir.  Bu bolge ile ilgili bulgularimiz Gale M (1998) ve Sarrazin C(2000) ‘nin
calismalari ile paralellik gostermezsken Melisa. D(2002) ‘nin ¢aligmalari ile uyumlu

oldugu goriilmektedir.
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