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OZET
PEG-INTERFERON + RIBAVIRIN TEDAVISI BASARISIZ HCV GENOTIP 1 ILE
ENFEKTE KARACIGER TRANSPLANT ALICILARINDA TEDAVI ONCESI VE
SONRASINDA VIRAL GENOMDA ORTAYA CIKAN MUTASYONLARIN
INCELENMESI

Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji A.D

Cagla GIFTGI
cagla.ciftci@ogr.deu.edu.tr

NS3-NS4A serin proteaz,kronik hepatit C virls enfeksiyonu igin gelistiriimekte

olan direk etkili antiviral (DEA) ilaglarin temel hedeflerinden biridir.

HCV enfeksiyonu sirasinda I6kosit hicre antijenleri tarafindan olusturulan
secici baskinin sonucu olarak, viral genomda yuksek seviyede nikleotit mutasyonu
gOzlenmekteve viral kagis mutasyonlarinin meydana g¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu calismanin amaci, proteaz inhibitoreleri yonunden naif, HCV genotip 1b ile
enfekte karaciger alicilarinda, daha Once proteaz bolgesinde ilag direnciyle
iliskilendirilmis amino asit degisimlerini ve CTL epitoplarindaki degisimleri karakterize

etmektir.

Direngle iligkilendirilen varyantlar 3 hastada bulunmustur (3/5). Toplam 14
serum Orneginde 3 farkh (155G,168A ve 168G) direngli varyant bulunmustur.
Sonuglarimiz, HCV ile enfekte ve proteaz inhibitéri kullanmayan karaciger organ

alicilarinda kendiliginden olusan direngli varyantlarin varligini gostermistir.

iki farkli veri bankasindan NS3 bélgesinde bulunan ve HCV genotip 1 olarak
bildirilen CTL epitoplari indirilmistir. Transgenik memeli hiicrelerinden gelen epitoplar
ve HLA tipi belirsiz olanlar diglanmistir. Bes hastadan elde edilen 14 serum 6rneginin
CTL epitoplarinin korunmusluk oranlari %28 ile %57.3 arasindadir.

HCV ile enfekte karaciger organ alicilarinda kendiliginden olugsan direncli
varyantlarin proteaz inhibitorleriyle Ugli sagaltima baslanmadan énce tanimlanmasi,

sagaltima yaniti tahmin etmede yardimci olabilir. Bagigik yanittan kacgis ve ilag



direnci profillerinin karakterizasyonu, kisinin ilag rejiminin belirlenmesinde 6nemli
bilgiler saglayabilir.

Anahtar kelimeler: HCV, karaciger nakli, proteaz inhibitorleri, direng

mutasyonlari, CTL epitoplari



ABSTRACT
ANALYSING OF THE VIRAL GENOME MUTATIONS IN BEFORE AND AFTER
TREATMENT SAMPLES OF HCV GENOTYPE 1 INFECTED LIVER ALLOGRAFT
RECIPIENTS THAT DID NOT RESPOND TO THE PEGYLATED
INTERFERON+RIBAVIRIN THERAPY

Dokuz Eylul University Institute of Health Sciences, Microbiology Department

Cagla GIFTGI
cagla.ciftci@ogr.deu.edu.tr

Several new direct-acting antiviral drugs are in development for chronic
hepatitis C viral infection and NS3-NS4A serine protease have been one of the major
target. HCV variants displaying drug-resistant phenotypes have been observed both

in vitro and clinical trials.

As a consequence of selective pressure exerted by the host immun leukocyte
antigen (HLA)- restricted immun responses during HCV infection, a high rate of
nucleotide mutations in the viral genome is observed which leads to the emergence
of viral escape mutations. The aim of this study was to chracterize amino acid
changes at the positions associated with resistance to protease inhibitors and the
changes in the CTL epitopes, in protease inhibitor naive liver allograft recipients

infected with HCV genotype 1b.

Resistance associated variants were found in 3 patients (3/5). Three different
resistance associated variants (155G,168A and 168G) were observed in 14 serum
samples. Our results demonstrated existing of naturally occuring resistance variants

in HCV infected liver allograft recipients .

CD8" cell epitopes for NS3 region that are specified as HCV genotype 1
were downloaded from public databases.Epitopes from HLA transgenic mammalian
cells were excluded. Samples were analysed and epitopes conservancy rates of 14

samples were between 28%-57.3%.



Identification of naturally occuring drug-resistance variants in HCV infected
liver allograft recipients before triple therapy could asist to predict responses therapy
outcomes. Characterization of immun escape and drug resistance profiles may

provide important information defining an individual's drug regimen.

Keywords: HCV, liver transplantation, protease inhibitors, resistance
mutations, CTL epitopes



1.GiRiS VE AMAC

Transplantasyon 6ncesinde saptanabilir viral yukld olan hastalarin hemen

tamaminda karaciger allografti Hepatit C virus (HCV) ile yeniden enfekte olmaktadir
(32). Hastalarin %75-90’da enfeksiyon kroniklesmekte ve %5-30’unda bes yil iginde
siroz gelismektedir (32). Allograft enfeksiyonlarinda PEGe-interferon + ribavirin
sagaltimina yanit orani %30-45 dolayindadir (109). Dogrudan etkili antivirallerin
(DEA), bu hastalarin sagaltimina 6nemli bir katki saglayacagi dusunulmektedir (109).
Bu ilaglardan iki tanesi, NS3 proteaz inhibitorleri bocaprevir ve telaprevir, kullanima
girmigtir. Ne var ki, bu ilaglarin transplant hastalarinda kullanimina iligkin bilgi son
derece sinirhdir. Literaturde, proteaz inhibitorlerine direngli varyantlarin sagaltim
oncesinde ortaya ciktiklari ve ilaglarin segici baskisi altinda direngli varyantlarin
secildigi bildiriimektedir (100). S6z konusu direngli varyantlarin ortaya c¢ikmasi
HCV’nin tirumsu dogasi ile ilgilidir. Turumsuler (quasispecies) bir yandan virusun
yuksek hizda replikasyonu, diger yandanda viral polimerazin hata duzeltme iglevinin
olmamasi ile iligkilidir. Bu sekilde ortaya c¢ikan turimsu populasyonu icindeki
mutantlar, bagisik yanitlar ve ila¢ gibi baskilarin varliginda segcilerek ilaca direncli
veya bagisik yanitlardan kagabilen varyantlarin ortaya gikmasina neden olmaktadir.

Allograft enfeksiyonu gelisen transplant hastalarinda yapilan ¢alismalar, post-
transplant birinci haftadan itibaren HCV RNA duzeylerinin giderek arttigini ve
transplantasyon 6ncesi dizeylerin 10-100 katina ¢iktigini géstermektedir (13). Bu
artisa karsin, gerek transplantasyona bagli genetik darbogaz gerekse de
immunosupresyona  bagh bagisik  yanitlarin  segi¢ci  baskisi  ortadan
kalktigindan/azaldigindan tirimsu gesitliliginde bir azalma olmaktadir. Organ naklini
takip eden bir yil icinde , daha homojen viral tirimsi populasyonuna sahip olan

hastalarda hastaligin daha giddetli tekrar ettigi goralmustur ( 19).

Bu arastirmada HCV enfeksiyonu nedeniyle karaciger nakli yapilan hastalarda
organ nakli sonrasinda uygulanan antiviral sagaltimdan dnce ve sonra viral genomda

ortaya ¢ikan degisikliklerin incelenmesi hedeflenmektedir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Hepatit C Virus

2.1.1. Giris

Hepatit C virisu pozitif yonelimli tek iplikli bir RNA tasir. Flaviviridae ailesinde
yer alir ve ailenin tek virasudur (7). Virus, 1989 yilinda A ve B hepatiti olmayan
hastalarin serumlari ile enfekte edilmis sempanzelerin plazmalarindan klonlanarak
tanimlanmistir (14). Molekuler klonlama teknikleri kullanilarak tanimlanan ilk virtstur.

Klresel yapili bir zarfa sahiptir .

HCV enfeksiyonlar %80’lere varan ylksek kroniklesme riski, siroz ve
hepatoselller karsinom gibi ciddi komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle Glkemizde
ve dunyada 6nemli bir halk saghgi sorunudur (80). Dunyada 130-150 milyon insanin
HCV ile kronik olarak enfekte oldugu tahmin edilmektedir
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs164/en/).

2.1.2. Genotipler ve Epidemiyoloji

HCV genomdaki degisikliklere dayali olarak tiplere ayrilmistir. Dinyanin farkl
cografi bolgelerine dagimis 7 ana genotipi bulunmaktadir. Genotipler arasi
kargilagtirmalarda nukleotit pozisyonlarindaki farkliik %31-34 ve kodlanan
proteinlerin sekanslarindaki farklilik %30’dur. Genotipler 1,2,3 gibi Arap rakamlariyla,

alt tipler ise a,b,c gibi ku¢ik Latin harfleriyle gosteriimektedir (59).

Genotiplerin cografi dagilimi birbirinden farklidir. Genotip 1a, 1b, 2a, 2b genel
olarak dinyada yaygindir. Avrupa'da ve Japonya'da genotip 2 ve 3 daha yogun
olarak bulunmaktadir.Genotip 4, en sik Misir ve Ortadogu'da gorulurken, Guney
Afrika'da genotip 5 baskin olarak géze carpmaktadir.Hong Kong ve diger Gluney
Dogu Asya Uulkelerinde genotip 6 yogun olarak gorulmektedir. Genotip 7 ise 2012
yihinda ilk defa Kanada’dan bildirilip tiplendiriimesi yapiimigtir.

Tarkiye'de HCV prevelansi %1-1.9 arasindadir. 1994-2004 vyillar arasinda
yapillmis ve ulasilabilen c¢alismalara goére baskin genotip 1b'dir. Bunu sirasiyla
genotip 2,4 ve 3 izlemektedir (Tablo 1). 2004-2014 yillar arasinda Turkiye'de yapilan
calismalarda genotip 1b hala baskin genotip olmakla birlikte, bildirilen genotip 2,3 ve

4 olgularinin sayilari artmistir. (Tablo 2).



Tablo 1. 1994-2004 Yillari Arasinda Yapilmis Calismalarda Tiirkiye’de HCV Genotip Dagilimlar

Calisma grubu (n) la 1b 2 3 4 K * AN*

Viazov ve ark. 17 1

Akkiz ve ark. 1 63

S6nmez ve ark. 41 3 15

Bozday ve ark. 9 57 4 1 4

Tuncer ve ark. 12 42 3 1

Bozday ve ark. 2 18

Ozacar ve ark. 17 138 4 1 2 8

Gokahmetoglu ve ark. 2 93

Toplam (n=1497) 142 1196 36 17 18 23 37

*K: Karigik; AN: Alttiplendirilemeyen




Tablo 2.2004-2014 Yillari ArasindaYapilmig Caligmalarda Tiirkiye’de HCV Genotip Dagilimlan

GENOTIPLER

Selguk ve ve ark. 32 89 4

Cil ve ark. 5 16 1

Ural ve ark. 80

Ozbek ve ark. 65 2 4

Celik ve ark. 16 157 2 3

Kalayci ve ark. 6 19 4

Kiiglikbztas ve ark. 1 40 2 5 4

Gokahmetoglu ve ark. 5 77 4 52

Saglik ve ark. 31 182 10 33 3 1

Cekin ve ark. 19 90 5 17 3 4

Toplam(n=3464) 254 2357 133 207 97 8 19

K:Kanisik;AN: Alttiplendirilemeyen



2.1.3. Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinler

HCV genomu yaklasik 9600 bp’den olusur. Genomun 5 ve 3’ uglarinda
herhangi bir proteini kodlamayan bdélgeler vardir (NCR: non-coding region ya da
UTR: untranslated region). Genomun ribozoma tutunarak herhangi bir sinyale gerek
duymaksizin okunmasini saglayan IRES (Internal ribosomal entry site) boélgesi
5’NCR’nin iginde yer alir. Bu iki ucun arasinda 9377 baz uzunlugunda ve, 301laa
kodlayan tek bir agik okuma penceresi (ORF: open reading frame) bulunur.
Sentezlenen tek bir poliprotein hem konak proteazlari hem de virusun kendine ait
proteazlar ile kesilerek 10 adet olgun protein olusturulur. Bu proteinlerden yapisal
olanlar core, E1, E2, ve p7; yapisal olmayanlar ise NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
ve NS5B’dir (Sekil 1).

Serin protéar L Lol
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e i
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=5 - = z2% ] g =
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Sekil 1.HCV’nin yapisal ve yapisal olmayan proteinleri (129'dan degistirilerek alinmistir.)

2.1.3.1. Yapisal Proteinler

Konaga ait sinyal peptit peptidazlar tarafindan kesilerek ayrilan yapisal
proteinlerin ilki 6zyapi proteinidir (core). Nukleokapsid olusumunun en temel
elemanidir. Yapiya katilmasinin yaninda konak hicre transformasyonu, apoptozu ve
lipit metabolizmasinda énemli rol oynar. Core proteinini eksprese eden transgenik
farelerde hepatosellliler karsinom (HSK) gelistigi ve core genindeki bazi

mutasyonlarin HSK riskini arttirdigi belirtilmistir (7).

Zarf proteinleri (E1 ve E2) yiksek oranda glikozillenmis tip 1 transmembran
proteinleridir. E1 ve E2 virusun konak hucreye girigi icin gerekli proteinlerdir. Giriste
E2’'nin hlcresel reseptorlere baglanma, E1’in ise fuzyonda goérevi oldugu
disundlmektedir (26). E2, virusun en degisken bolgesidir. Asin  degisken
(hypervariable, HVR) olarak adlandirilan Gg¢ bdlge, HVR 1, 2, 3 ‘U icerir. HVR-1 tek
olmamakla birlikte HCV icin esas noétralize edici epitoptur (148).



P7, yapisal proteinleri kodlayan bdlgenin sonunda yer alan 63 aa’lik hidrofobik
bir proteindir. Tium yapisal ve islevsel Ozellikleri aydinlatilamamis olmasina karsin
iyon kanali etkinligine sahip ve virusun bir araya gelmesinde (assembly) etkin oldugu
bildiriimektedir (119, 130).

2.1.3.2. Yapisal Olmayan Proteinler
Virusun yapisal olmayan proteinleri (NS: non-structural) NS2-NS5 olarak
siralanir. NS2 ve NS3’Un amino-terminal domaini birlikte NS2-3 proteazi olustururlar.

Bu proteaz NS2/NS3 bdlgesinin kesimini katalizler (7)

NS3, 67 kDa agirhginda iki iglevli bir molekulddr. Amino terminali, serin
proteaz iglevi gostererek NS3/NS4A, NS4A/B, NS4B/NS5A ve NS5A/B bdlgelerinin
kesiminden sorumludur. Karboksil terminalini ise NTPase/helikaz aktivitesi ile HCV
genomunun translasyonu ve replikasyonu icin oldukca 6nemli bir role sahiptir (7).
Bunlarin yani sira NS3’Un konak hlcrede protein kinaz-A aracili sinyal yolaklarinin
inhibisyonu ya da hicre transformasyonu ile de iligkili oldugu dusunulmektedir. NS3
proteaz iyi bir sagaltim hedefidir. Su an bircok ulkede ve Turkiye'de kullanimi
bagslanmig olan yeni nesil antivirallerden telaprevir ve boceprevir, birer proteaz
inhibitoradir (Pi).

NS4, 54 aa uzunlugundadir. NS3 proteazin kofaktoridir ve verimli bir
poliprotein islemlemesi icin gereklidir. NS3 ve NS4A arasindaki etkilesim NS3’Un
merkezi ile NS4A'nin C-terminali aracihdir. NS4A ayni zamanda NSS5A’nin
fosforillenmesi igin de gereklidir ve NS5A ile dogrudan etkilesime gecebilir (3).

NS4B, 27kDa agiriginda, kuguk, hidrofobik ve HCV replikasyon kompleksin
endoplazmik retikulum (ER) membraninda olusmasi sirasinda gorev alan integral bir
membran proteinidir. Yapisal olmayan proteinlerin ER Uzerinde yerlesmesine
yardimci olur. NS4A ile etkilesime gecer ve dolayh olarak da NS3 ve NS5B ile de
etkilesime girmig olur (3).

NSS5A hidrofilik, yuksek oranda fosforillenmis bir proteindir. Fosforilasyonu
konak hucre kinazlari araciligiyla gerceklestiriimektedir. Viral replikasyonda hucre
sinyal vyolaklarinda ve interferon yanitinda oOnemli rol oynar. Replikasyon
kompleksinin olusmasi icin NS5A’nin varligi gerekmektedir. Bu protein interferon

tedavisinin basarili olup olmayacaginin éngorulebilmesi igin kritik bir oneme sahiptir.
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Protein Uzerinde cift iplikli RNA’ya bagiml proein kinaz (PKR) ile etkilesen “interferon
duyarlhih@ini belirleyen bolge" (ISDR: Interferon sensivity determining region) olarak
adlandirilan bir bolge bulunur. Bu bdlgenin IFN-a sagaltimina karsi virsun duyarl ya
da direngli olacaginin 6ngérmede kullanilabilecegi dusulmektedir (23, 31). Bunun
yani sira ¢ok sayida hucresel protein ile etkilesime girerek konak htcre sinyal ileti
yolaklarini kontrol eder, apoptozu baskilar ve hucre farklilasmasini etkiler. NS5A

dogrudan etkili antivirallerin hedefleri arasindadir.

NSS5B viral proteinlerin souncusudur. 65kDa agirhiginda, RNA bagimh RNA
polimeraz (RbRp) etkinligindedir. Diger tum pozitif iplikli RNA viruslarinin RbRp’lar
gibi NS5B de GDD motifi igermektedir (58). Enzimin yapisal organizasyonu tipik sag
el goérinuimundedir. Enzimin hata dlzeltme aktivitesinin olmamasi HCV
turimsulerinin ortaya ¢ikmasina katki saglar. NS5B, aktivitesi sirasinda hicresel bir
protein olan siklofilin A’'ya (Cyp A) baglanir. Enzimin bu etkilegsiminden faydalanilarak,
inhibitor etkili siklofilin analoglari geligtirilmistir.

2.1.4. Replikasyon Doéngusu

Viral hdcre doéngusunun ilk asamasi hidcreye giristir. Bu asama HCV igin
oldukga yavas ve karmasik bir slrecgtir. Hicreye alinmada karaciger hicre
reseptorlerinden glikozaminoglikanlar,CD81, SR-BI (Scavenger receptor clas B type
), klaudin ailesi Uyeleri (CLDN1,6 ve 9), mannoz-baglayan lenktinlerden DC-SIGN ile
L-SIGN'in reseptdér ya da yardimci reseptor olduklari kabul edilmektedir. HCV
hiicreye girmeden 6nce heparan silfat glikosaminoglikanlar, C-lektinler veya LDL-R
araciligi ile hdcre yuzeyinde yogunlasir ve ardindan viral reseptorler araciligi ile
hicreye girisi gergeklesir. Viral partikil endozom ile hicre igine alindiktan sonra
erken endozomdaki dusuk pH yardimiyla endozomal zarlar ile viral peptitlerin
kaynagsmasi (flzyon) sonucunda kapsit soyulmasi gerceklesir. Viral RNA bdoylelikle

sitozole salinmis olur (91).

HCV genomunun 5 wucunda kep bulunmaz. Bu yuzden HCV RNA'nin
translasyonu kep aracii mekanizma yerine 5’UTR’de bulunan IRES araciligiyla
gerceklesir (7, 130). 40S ribozomal alt birim ve elF3 bagimsiz olarak IRES’e
baglanabilir. Daha sonra bu yapiya 60S alt birim baglanarak protein traslasyonu
baglatilir. Cesitli konak hicre elementleri ile viral 6z yapi proteini, NS5A ve 3'UTR
de IRES 40S alt birim kompleksine baglanarak translasyonu kontrol ederler (40).
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Translasyon granulli ER’da gergeklesir. Sentezlenen tek bir poliprotein,
yapisal ve yapisal olmayan proteinleri olusturmak Gzere hem konak hticre proteazlari
hem de viral proteazlar tarafindan kesilir., RdRp NS5B negatif iplikli RNA
sentezleyerek pozitif yonelimli RNA'lar replike etmek igin gereken kalibi olusturur.
Replikasyon ve translasyon sonrasi islemler, yapisal olmayan viral proteinler ve
replikasyon kompleksi olarak adlandirilan konak hulcre proteinlerinden olusmus
membrandz ag iginde gergeklesir. Genomun kapsul igine alinmasi ER’da gergeklesir.
Nukleokapsidler zarf icine alinip olgunlagtirilarak golgi aygitina gonderilirler. Olgun
virus ekzositoz ile hucre digina salinir. Virisin yasam doéngusu sekil 2'de

gOsterilmisgtir.

Sekil 2. Viral replikasyondoéngiisii (97'den degistirilerek alinmigtir.)

2.2.Patogenez ve immiinite

HCV bulasi sonrasi enfeksiyonun ilk alti ayr akut evredir ve bu evrede
hastalarin %10-25'i kendiliginden iyilesir. inkiilbasyon periyodu ortalama 7-8 hafta
olmakla birlikte bu sure 2-26 hafta arasinda degisebilmektedir. Akut fazda hastaligin
tanisinin konmasi gugtur. Prodromal belirtiler nadirdir ve vakalarin sadece %20’sinde
sarilik mevcuttur. Akut faz, karaciger enzimlerinden alanin amino transferaz (ALT) ve
asparjin amino transferaz (AST) enzimlerinin karaciger hucre hasarina bagh olarak
artmasiyla tanimlanabilir. Akut fazda ALT seviyesinin yukselmesi genellikle kisa
surede ve fark edilmeden gergeklesir. Bu evre, genellikle virisin en yuksek titreye
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ulastigi donemdir ancak viremi seviyesi her zaman hastaligin siddetiyle korelasyon

gostermez ( 90).

Akut fazdaki olgularin %75-85’i, yukselen anti HCV antikorlarina karsin
saptanabilir HCV RNA duzeyleriyle ile tipik kronik HCV gelisimiyle sonuglanir (52).
Kronik HCV’nin  histopatolojik belirtisi karaciger fibrozudur. Fibroz olusumunda
virusun dogrudan etkisi olmadigi, HCV'ye 6zgu immunolojik yanitlarin buyuk oranda
hicre 6liminden sorumlu oldugu dusunulmektedir (15, 73).HCV enfeksiyonun dogal

seyri Sekil 3.'de gosterilmigtir.

[ HCV infeksiyonu ]
[
.w:_
[ Akut infeksiyon ]
( Kendiliginden iyilesme Hizli gelisen HCV, nadir
L %15-25
\ 4

Kronik infeksiyon,
%75-85

|L Ekstra hepatik belirtiler ](
Kronik aktif HCV
. J
¥ \
20 yilda, %10-20 Siroz

\ J
[ Syilda hayatta kalma %50 | ¢ | R | Vilda %1-4 HCC ]
k Siroz J* “ B J

Sekil 3. HCV enfeksiyonunun dogal seyri (11'den degistirilerek alinmigtir.)
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2.2.1.Bagigik Yanitlar

2.2.1.1 Dogal bagisik yanitlar
HCV enfeksiyonu o6ncelikle interferon (IFN) | uretimini ve IFN aracili yanit

yolaklarini baskilayici etki gésterir (108).

Dogal bagisik yanitlar patojen aracili molekuler paternler (Pathogen-
Associated Moleculer Patterns; PAMP) tarafindan baslatilir. Bu paternler dogal
badisik yanit  hlcrelerinin patern taniyici reseptoérleri ( Pattern- Recognition

Receptors; PRR) tarafindan taninirlar. PRR'’ler bes ana grupta siniflandirilirlar.

1. Toll benzeri reseptdrler (Toll-like receptors; TLR)

2. C-tipi lektin benzeri reseptorler ( C-type lectin-like receptors; CLR)

3. Nukleotit baglayan oligomerizasyon kangalli protein benzeri reseptorler
(Nucleotide-binding oligomerization domain NOD protein-like receptors; NLR)

4. RIG-I benzeri reseptorler (RIG-I like receptors; RLR)

5. AIM-2 benzeri reseptorler (Absence in melanoma 2-like receptors; ALR)

Reseptorlerin fonksiyonlari ¢cogunlukla bulunduklari hicrelerdeki lokalizasyonlarina
gore regule olur. RLR’ler ve NLR’ler pek ¢ok hucrenin sitoplazmasinda bulunurken

TLR’ler endozomlarda ve hiicre yluzeyinde bulunurlar.

Herhangi bir PAMP’In, PRR’lerce taninmasinin ardindan farkli ara molekullerin
rol oynadigi sinyal ileti mekanizmalari harekete gecerek, fagositik hucrelerin
aktivasyonu ve inflamatuvar yanit icin gerekli sitokin ve kemokinlerin Gretimi

gergeklesir.

NRL’lerin  blylk ¢ogunlukta bakteriyel PAMP’larla iligkili  olduklari
disundlmekte antiviral yanitlardaki rolleri henlz tam olarak bilinmemektedir (51).
TLR’ler antiviral tanimada goérev alirlar, bunlara TLR2,3,4,7/8 dahildir. Bunlarin
aktivasyonu proinflamatuar sitokinlerin ve IFN-a’nin dretilmesini etkiler (42). RLR’ler
hepatositleri de igine alan blyUk bir hicre grubu tarafindan eksprese edilirler.
RLR’ler, HCV infeksiyonunun birincil stoplazmik dedektoérleri olarak is goérurler (54).

HCV'ye karsi olusan dogal bagisik yanit Sekil 4.'de anlatilmigtir.

Hepatositlerde, Toll-like reseptor 3, (TLR-3) ds-RNA yapilarini, TLR-2 HCV
proteinlerini, RNA helikazlardan RIG-I, HCV 3'UTR’nin politridin motifini taniyarak
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sinyal ileti mekanizmalarinin uyariimasini saglar. Aktivasyon sonrasi TBR3 TRIF
(Toll-IL-1 receptor domain—containing adaptor inducing IFN-B) adaptor molekulinu
ve RIG-I ise IFN- B promoter stimulator protein 1 (IPS-1; CARD adaptor inducing
IFN- B ‘CARDIF’, virus-induced signaling adapter ‘VISA’ ve mitochondrial antiviral
signaling protein ‘MAVS’) adaptér molekulinidn aktivasyonunu saglar. Her iki streg¢
bir dizi reaksiyonla devam ederek IRF3 (IFN regulatory factor 3)un cekirdege
tasinmasi ve IFN-B sentezi ile sonuglanir. Salinan IFN-B hem salindigi hucrede
hemde komsu hucrelerdeki IFN-a/f3 reseptorlerine baglanir. Bu baglanma JAK/STAT
yolagini aktive eder. STAT1 ve STAT2 fosforile olarak ¢ekirdege gocer ve orada IRF-
9 ile birleserek ISGF-3 denen transkripsiyon faktdrinu olusturur. ISGF-3 ¢ok sayida
IFN ile stimile olan genin (ISG) transkripsiyonuna neden olur. Bu ISG’lerin
urinlerinden bashcalar viral ve hucresel RNA’y1 yikan 2,5’ oligoadenilat sentaz
(OAS), RNAse-L ve ds RNA zincirlerindeki adenozin residtlerini inozin rezidtlerine
donustlirap viral RNA yapilarini mutasyona ugratan RNA 6zgil ADAR1 proteinidir.
Bu genler ayni zamanda viral ve konak hicre RNA’larinin translasyonunu inhibe
eden P56 ve PKR'yi de kapsar. ISG’lerin induksiyonu IFN cevabini arttirir. Bir 1ISG
olan IRF7 IFN-a alt tipini stimule eder ( 55, 108, 112). Interferon ile uyarilan yolaklar
Sekil 5.'de gosterilmigtir.

Plazma
Membrani
Ve
IV NINVA -
HCV
(QN
IFN-a \
ve IFN-f3 Core

Sekil 4. HCV’ye karsi olusan dogal bagisik yanit (123'den degistirilerek alinmigtir.)

15



IFNAR-2 u | IFNAR-1

Stoplazma

- -
Stat2 Statl

‘ @:
-tﬁw
'r
Stat2 Statl

\

N\

Stat2 Statl

D—@a
e

Ndkleus

N T Nl TR N Wt NS Tm
Sekil 5. Interferon ile uyarilan yolaklar ve HCV proteinleri ile etkilesimi (87’den degistirilerek alinmigtir.)

2.2.1.2 Hiicresel bagisik yanitlar

HCV'ye 6zgul T hucreler,enfeksiyonun ortadan kaldiriimasi igin kritik 6neme
sahiptir. Ozellikle HCV’ye 6zgiil CD4+ T hiicreleri basaril bir dzgiil bagisik yanit icin
cok onemlidir. Bu hicreler hem sitokin salgilayarak hemde virise 6zgul B ve CD8+ T
hdcrelerini aktive ederek yanit olusturulmasinda farkl yollardan etkili isleve sahiptir.
Ozellikle iyilesen hastalarda klinik bulgularin ortaya cikisi ve ALT artiglari ile ayni
zamanda HCV’ye 6zgll CD4+ T hicrelerinin yodun artigi, IL-2 ve IFN-y Uretimi dikkat
cekicidir. Aksine kronik enfeksiyon gelisenlerde CD4+ T hulcre cevabi yok veya ¢ok
azdir. Baslangicta yuksek olan hucre yaniti tekrar eden viremiler ile kayba
ugramaktadir (53, 139) .

Akut HCV infeksiyonunda CD8+ T hucreleri, gogalabilmelerine ragmen, IFN-y

uretiminde yetersiz kalmalari dolayisi ile sitotoksik aktivite bakimindan sersemlemis
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(stunned) durumdadirlar. Bu fenotipin viral bir faktor tarafindan mi indutklendigi yoksa
olgunlasmanin bir adimindaki bozukluktan mi kaynaklandigi henlz bilinmemektedir
(136).

Enfeksiyonun bu asamasinda antiviral sagaltim CD8+ T hulcre yanitlarinda
hizli bir dusige sebep olur. Bu da HCV’ye 6zgul CD8+ T hucrelerinin kisa yasam
omurli ve antijen bagiml efektor hiicreler oldugunu desteklemektedir. Ote yandan
HCV’ye 6zgul CD8+ T hucre disfonksiyonu HCV’ye 6zgul CD4+ T hicre yanitlar
gelisir gelismez duzelir ve HCV RNA titreleri dtser (137).

HCV’ye 6zgul T hidcre yanitlari, periferik kanda ve karacigerde HCV RNA
titreleri ile izlenebilir. Bu izlemlerde IFN-y induksiyonunun HCV RNA titrelerindeki
azalma ile paralel gittigi bildirilmektedir. lyilesen bireylerde, tanimlanmig 37 HCV
epitopundan 10’'una karsi immun yanit oldugu gosteriimesine ragmen kronik
infeksiyonu olanlarda bir epitopdan daha fazlasina karsi 6zgul yanit saptanmamistir
(17).Spontan iyilesen HCV ile enfekte bireylerde 6zgul CD8+ T huicre yanitlar gok
sayida epitopu hedef alan yaygin ve kuvvetli bir nitelik gosterir. Buna karsin
kroniklesen enfeksiyonlu bireylerde yanitlar siklikla zayiftir ve sadece bir ya da
birkag epitopu hedef alir (35, 142).

HCV’ye 6zgul CD4+ T hlcre yaniti yetersizse kronik enfeksiyon gelismektedir.
CD4+ T hucre yanitinin HCV infeksiyonunun kontroll igin kritik oldugu ve bu yanit
olmaksizin HCV’ye oOzgul CD8+ T hdcrelerinin ve notralize edici antikorlarin
geligebildigi fakat vireminin kontroliunde basarisiz kaldiklari gosterilmigtir (53).

CD8+ T hucreler hem sitototoksik hemde IFN-y ve TNFa gibi sitokin Uretimine
aracilik eden etkilere sahiptir. invitro calismalar IFNa/B kadar IFN-y'ninda HCV

replikasyonunu inhibe edebildigini géstermektedir (28).

2.2.1.3 Sivisal bagisik yanitlar

HCV, enfekte olan hastalarda enfeksiyonu izleyen bir hafta boyunca serumda
yuksek titrelere ulagir. Genellikle enfeksiyondan 7-31 hafta sonra HCV'ye 0zgu
antikorlar serumda saptanabilir dizeye cikar. Sivisal bagisik yanit pek g¢ok viral
proteine 6zgl olmakla birlikte antikorlarin buydk bir bolumi E1 ve E2 zarf

glikoproteinlerine ait epitoplara yoneliktir.
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HCV infeksiyonu bagisikhdi baskilanmis hastalarda saptanabilir antikor yaniti
ortaya ¢ikmaksizin iyilesebilmektedir. Bu tip hastalarda nétralize edici antikorlar geg
ortaya gikar ve izolata 6zgiildiir. izolata 6zgiil nétralize edici antikor yanitlarinin HCV
iyilesmesiyle ne kadar iligkili oldugu hentz aciklik kazanmamigtir (94). Bununla
birlikte kronik HCV infeksiyonu gelisen durumlarda nétralize edici antikor titreleri
artmakta ve bircok HCV genotipine kargi ¢capraz reaksiyon vermekte fakat virtsleri

temizlemekte basarisiz olmaktadirlar (73).

2.3. HCV Tanisi
HCV enfeksiyonu kendine 6zgu klinik belirtiler gostermedigi i¢in tanisinda

virolojik testler kullanilir.

HCV enfeksiyonun tanisinda ve izleminde kullanilan testler, serolojik testler
(antikor, antijen testleri), ntkleik asit tabanli (NAT) testler olarak iki ana baslik altinda

toplanabilir.

2.3.1.Serolojik Testler
Bu testlerde tani, HCV’ye ait antijenlerin ve/veya 06zgul antikorlarin hasta

serumunda saptanmasiyla gerceklestirilir.
- Antikor Saptanmasi

Antikor testlerinde amag¢ HCV'nin gesitli antijenlerine karsi olusan antikorlarin
serumda saptanmasidir. Birinci kusak olarak tanimlanan HCV EIA’da antijen olarak
virusun ilk kez tanimlandigi 5-1-1 klonundan elde edilmis 363 aa’lik bir peptid olan
c100-3 kullaniimigtir. Daha sonralari buna diger rekombinant HCV antijenleri de
eklenerek 2. kusak HCV EIA sistemleri ticari olarak Uretime gec¢migstir. Gunumuzde
kullanilan en yeni sistem ise diger antijenlere ek olarak NS5B proteini eklenmis olan
3. kusak EIA testleridir.

Uglincti kusak EIA testlerinin duyarlihdi %95'in tzerindedir. Duyarlilik 6zellikle
kronik HCV’li hastalarda %99’un Uzerindeyken, dusuk risk gruplarinda (kan dondrleri
gibi) pozitif saptanan anti-HCV EIA testlerinin HCV RNA PCR velveya RIBA

(recombinant Immunoblot Assay) ile dogrulanmasi 6nerilmektedir.
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Sekil 6. Antikor saptamada kullanilan farkh kusak EIA testlerine ait antijenler (149'dan degistirilerek

alinmistir.)

- Antijen Saptanmasi

Antijen testleri 6zellikle “core” antijeninin belirlenmesine yo6nelik olarak
gelistiriimistir. Uretilen birinci nesil antijen testlerinin yeterince duyarli olmamasi
nedeniyle kombine testler gelistirilmistir. Bu testler hem antijeni hem de antikoru
saptayabilmektedir. Yeni gelistirilen testlerin, klasik EIA testlerine gore analitik

duyarhliklari daha yuksektir.

HCV antijen testleri ile serumdaki HCV RNA duzeyinin korele oldugu
gosterilmigtir (21).

2.3.2.Nukleik asit Testleri (NAT)
HCV tani ve izleminde kullanilan nikleik asit tabanh testler; kalitatif
(pozitif/negatif olarak sonuc¢ veren), kantitatif (viral yuk bildiren) ve genotiplendirmede

kullanilan testler olarak tge ayrilabilirler.
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- Kalitatif testler

Bu testler Ozellikle akut enfeksiyonlarin tanisi, ve transflizyon guvenliginin

saglanmasi amaciyla kullaniimaktadir.

Reverse transkriptaz-polimeraz zincir tepkimesi (RT-PCR), gergcek zamanli
RT-polimeraz zincir tepkimesi (real time RT-PCR) ve transkripsiyon aracili ¢gogaltma

(TMA) yontemlerine dayali kalitatif testler ticari olarak bulunmaktadir.
- Kantitatif testler

Bu testler HCV viral ylkidndn, sagaltima yanitin ve suresinin belirlenmesinde

kullaniimaktadirlar.

Gergcek zamanl RT-polimeraz zincir tepkimesi (real time RT-PCR),
transkripsiyon aracili ¢ogaltma (TMA) ve sinyal amplifikaasyon yontemi olan dalli
zincirli DNA (bDNA Assay) yontemlerine dayali kantitatif testler bulunmaktadir. .
Testler arasinda yonteme bagli olarak analitik duyarlilik ve kantitasyon araligi
bakimindan farklar bulunmaktadir. Ginumuzde gergcek zamanlh RT-PCR yontemine
dayal testler, sagladigi yuksek duyarlilik ve genis kantitasyon araligi nedeniyle tercih

edilmektedir.
- Genotipleme Testleri

HCV’nin bugine dek tanimlanmis 7 genotipinin klasik sagdaltim yanitlan
birbirinden farklidir. Genotip 1 ve 4 interferona daha direngliyken, tip 2 ve 3 sagaltima
daha iyi yanit vermektedir. Bu nedenle genotipin belirlenmesi, epidemiyolojik
amagclarin yani sira sagaltim suresini ve ilag dozunu belirlemek igin gereklidir.
Proteaz inhibitorleri ile tedavinin duzenlenmesinde de genotip 1'in varligi ve alttiplerin

belirlenmesi 6nemlidir.

HCV genotiplerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemler
arasinda; DNA dizi analizi, genotipe 6zgul oligonlkleotid problarla ters hibridizasyon,
restriksiyon enzim analizi (REA), genotipe 6zgul primerler ve problari kullanan real-

time RT-PCR yontemleri sayilabilir.

Genotiplendirme testlerinin temel prensibi, farkli tiplerin genomlari arasindaki

nukleik asid degisikliklerini saptamaktir. En ideal yontem tim genomu dizilemek olsa
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da pratikte kullaniminin zorlugu nedeniyle, genomu temsilen 5’UTR, NS5B ve “core”

bdlgeleri kullaniimaktadir.
2.4. Sagaltim

2.4.1.Peg-IFN ve Ribavirin Sagaltimi

Kronik HCV enfeksiyonu igin klasik sagaltim, pegillenmis (polietilen glikol
eklenmig) interferon ve ribavirin kombinasyonunun 12 ve 48 hafta sureyle
kullaniimasidir. Interferonlar (IFN), 1957 yilinda, virus ile enfekte olmus hlcreden
salginan ve komsu hucrelerin enfekte olmasini engelleyici bir faktér olarak
tanimlanmistir.insanda (¢ farkli tip IFN bulunur. Bunlar IFN | olarak tanimlanan IFN-
a, B ve w; IFN Il olarak tanimlanan IFN-y ve IFN Il olarak tanimlanan IFN-A'dir.
IFN’'un hucresel bir reseptore baglanmasi interferon aracili (ISGs) genlerin eksprese
olmasini saglar. IFN hem antiviral hem de hicre i¢i yolaklar Uzerine etkileri
araciligiyla (Sekil 5) immun sistemi uyarici (naturel killer hicre aktivasyonu, DC
olgunlasmasi, hafiza T hucrelerinin geligsimi, T hilcre apopitozunun 0Onlenmesi)
Ozelliklere sahiptir. Polietilen glikol eklenmis interferonun serumda yarilanma suresi

daha uzun ve hucreler tarafindan emilimi daha yuksektir (22).

Ribavirin bir nukleosid analogudur. Tam etki mekanizmasi bilinmemekle

birlikte ileri strtlen mekanizmalar Sekil 6'da sunulmustur ( 64).

Sekil 7. Ribavirin etki mekanizmalari 1-Imminomodiillasyon 2-IMPDH (inosine-monophospate-
dehydrogenase) enzim inhibisyonu 3-Replikasyonunun direk inhibisyonu 4-Defektif virionlara yol agacak

mutasyonlar (22'den degistirilerek alinmistir.)
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Ribavirinin tek basina kullaniimasi virusu tamamen ortadan kaldiramamaktadir

ancak IFN ile kombine uygulandiginda daha basarili sonuglar elde edilmigtir.
Sagaltim basarisi kalici virolojik yanit (KVY) ile olgulir. KVY, HCV RNA kaybi veya
sagaltim bitiminden sonra en az 6 ay devam eden HCV RNA yoklugu olarak

tanimlanir.

Peg-IFN ve ribavirinden olugan standart sagaltim ile genotip 2 ve 3’de %80,

genotip 1’de %40-50 civarinda basari orani vardir (146).Yan etkiler ve Ozellikle

genotip 1 ile 4’deki basari yuzdelerinin disuk olmasi yeni nesil antivirallere ihtiyag

oldugunu gostermektedir.

Tablo 3. Sagaltim Sonunda ve Sonrasinda Cevap Kriterleri (132 )

Sagaltim Sonunda ve Sagaltim Sonrasi Yanit Kriterleri

Sagaltim sonunda yanit
Kalici viral yanit (KVY)

Tekrar

HCV RNA sagaltim sonunda saptanamaz
HCV RNA sagaltim bittikten 24 hafta sonra

da saptanamaz

HCV RNA saptanamaz hale geldikten sonra

tekrar saptanir

Tablo 4. Sagaltim Sirasinda Yanit Kriterleri (132)

Sagaltim Sirasinda Yanit Kriterleri ve Olasi Sonuglari

Hizlh viral yanit (HVY)

Erken viral yanit (EVY)

Tamamlanmis erken viral
yanit
Kismi erken viral yanit

ilerleme

4, haftada RNA
saptanamaz
12. haftada HCV RNA'da =2-

log dusus

HCV

12. haftada HCV RNA
saptanamaz
12. haftada HCV RNA 2-log
duser ancak hala
saptanabilir

HCV RNA sagaltim sirasinda

21-log yukselir

Daha kisa sureli sagaltim
uygulanabilir.

Eger EVY gerceklesmezse

sagaltim sonlandirilabilir
cunk olasilikla KVY
gelismez.
Sagaltim sonlandirilabilir
cunk olasilikla KVY
gelismez

Eger gerceklesirse sagaltim

sonlandirilabilir cunki
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olasilikla KVY gelismez
Yanitsiz HCV RNA 12. haftada <2-log Sagaltim sonlandirilabilir
disis goOsterir ya da clnkl olasilikla KVY
sagaltim boyunca gelismez
saptanamaz hale gecmez
Tamamiyla yanitsiz HCV RNA 12. haftada <1-log Yeni ajanlarla bile viral
duser temizlenme sansinin duisik

oldugu éngoérulmektedir

2.4.2.Dogrudan Etkili Antiviraller

Klasik sagaltim yontemi olan Peg-IFN ve ribavirin sagaltimi konak immin
yanitlari stimile ederek etki gostermektedir. Yan etkilerin fazla olmasi hastalarin
cogunun sagaltimi yarida kesmelerine neden olmaktadir. Daha da Onemlisi tum
dinyada yaygin genotip 1 ile enfekte olan hastalarin yarisindan azi sagaltima yanit
vermektedir (75, 91, 144). Bu sebeplerle son yillarda HCV'nin yasam dongusune
dogrudan etkili olan antiviraller (DEA) kullanima girmistir. DEA’lar, HCV yasam
dongusl Uzerinde yogunlasmis c¢alismalardan ve bu donglde kritik 6neme sahip
proteinlerin yapilarinin aydinlatimasindan sonra gelistirilen ve dogrudan virus
Uizerine etki eden yeni nesil ilaclardir. in vitro testler sonucunda pek cok Umit
vaadeden ila¢ tanimlanmistir, bazilari sagaltim amacli kullaniimaya baglanmig
durumda, bazilarilarinin ise klinik testleri devam etmektedir (90). Antiviral
stratejilerinin odaginda su an iki buyuk molekudl ailesi bulunmaktadir: NS3/4a proteaz
inhibitérleri ve NS5B RNA bagimli RNA polimeraz inhibitorleri (90,114, 124).

2.4.2.1 Proteaz inhibitorleri ve direng

HCV poliproteinin translasyon sonrasi islemlenmesi konak peptidazlariyla ve
viral proteazla iligkilidir. NS3/4A serin proteaz, NS3/NS4A,NS4A/NS4B,NS4B/NS5A
ve NS5A/NS5B bolgelerinin kesilmesinden sorumludur (7). Dogrudan etkili
antivirallerin ilk kusagini Nisan 2011'de Avrupa ve ABD'de sagaltimda kullaniimasi
onaylanan Telaprevir ve Boceprevir olusturmaktadir. Bu ilaglar NS3/4A serin
proteazin aktif bolgesiyle gecici kovalent baglar kurarak inhibe eden lineer ketoamid
inhibitorleridir. Kullanilmaya baglanmalarindan itibaren HCV ile enfekte olan
hastalarin kalici viral yanit olugsturma oranlari klasik ikili sagaltimdekine oranla

kaydadeger dl¢ude artmigtir (100).
23



Kullanilmakta olan proteaz inhibitorlerinin etkisi enzim ile birka¢ noktada
yapilan siki baglanti ile gerceklesebilmektedir. Bu ylzden enzim kodlayan bdlgede
gerceklesen az sayidaki mutasyon bile ilacin inhibitor aktivitesini kaybetmesiyle
sonuglanabilmektedir (6, 36, 56, 85). NS3 proteazin farkli pozisyonlarinda
gerceklesen mutasyonlar proteaz inhibitérlerine olan duyarliligin Yyitiriimesiyle
sonuglanabilir. Birinci kusak proteaz inhibitorlerine (Telaprevir,Boceprevir) direng
genellikle 36, 54, 55, 80, 155, 156, 168 ve 170. pozisyonlardaki mutasyonlarla
karakterizedir. Diren¢ mutasyonu profili HCV genotipi ve subtipinden etkilenmektedir.
Mutasyon profilinin genotip ve subtipten etkilenmesinin nedeni, ayni pozisyonda farkl
genotip ve subtiplerde aminoasit degisimi icin kodonda degismesi gereken nukleotit
sayisiyla iligkili olabilir. Bu durum genotip 1b ile enfekte hastalar direngli varyant
olusumu bakimindan genotip 1a ile enfekte olan hastalara gbére daha direncli
kilmaktadir (6, 36, 55, 56, 98, 99, 113, 139).

Lineer Pi'ler éncelikli olarak genotip 1 enfeksiyonun sagaltimi amaciyla
tasarlanmiglardir ve diger genotipler Uzerinde kisitl etkili ya da etkisiz ilaglardir.
Telaprevir tek basina ya da PEG IFN+RBYV ile birlikte genotip 2 ile enfekte hastalarda
HCV RNA'yI digurmugtur ancak genotip 3 i¢in boyle bir etkisi yoktur (116).

Erken in vitro ¢alismalar gostermektedir ki 156S mutanti Telaprevire karsi
olusan direngte en dnemli degisimdir (70). Faz | klinik galismalarinda bu mutantin
disinda farkli diren¢g mutantlari da bulunmustur. Dagsuk dizey dirence neden olanlarin
(36A/M, 54A, 155K/T ve 156S) daha yuksek seviyede dirence neden olanlardan
(156V/T, 36+155, 36+156) daha iyi viral fitnessa sahip olduklari gosterilmigtir (112).
Genotip 1a i¢in en yaygin varyantlar V36M ve R155K iken, genotip 1b de genellikle
gOzlenen direng varyantlari V36A, T54A, A156S/T'dir. Boceprevir ve Telaprevir
arasinda kaydade@er Ol¢lide c¢apraz direng mevcuttur. T54A, V170A ve A156S/T
direncgli varyantlar in vitro olarak gozlenmistir (133).Buna ek olarak,
V36M/A/G,Q41R,T54S,V55A, R155K/T/L diren¢ mutasyonlari da in vivo olarak
gozlenmigtir (127,139). V366G, T54S, R155L mutasyonlarinin dugik duzey dirence
neden olduklari, T54A, V55A, R155K, A156S, ve V170A mutasyonlarinin orta dizey
dirence neden olduklari belirlenmistir . A156T ise Boceprevir'e karsi ylksek dizey
direncli varyant olarak bilinmektedir (127). 43S, 117H ve 174F Telaprevir igin, 41R,
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43S/V, 168N/Y ve 170T Boceprevir icin muhtemel drengli olarak tanimlanmistir (61,
66, 128, 134).

Asunaprevir bir baska lineer proteaz inhibitéridiir. in vitro yapilan ¢alismalarda
genotip 1a ve 1b diginda 4a Uzerine de etkili oldugu ve 168A/C/E/G/HINV/IY

degisimlerinin dirence neden olabilecedi gosterilmigtir (79).

Birinci kugsak proteaz inhibitorlerinin ardindan 2013'de simeprevir FDA
(Amerikan Gida ve llag Dairesi) tarafindan genotip 1 ile enfekte hastalarin tedasi igin
onaylanmistir. Proteaz inhibitorlerinin ikinci kusagini temsil etmektedir. ikinci kusak
Pi'ler iyilestiriimis etki ve doz ayarlamasina karsin birinci kusak Pi'ler ile benzer
direng profilini tagimaktadirlar (66). Hem birinci hem ikinci kugak Pl'ler, diigiik direng
bariyeri ve ilaglar arasinda ¢gapraz direng ile karakterizedir.

in vivo calismalarda Simeprevir'e karsi olusan direncte (ic temel aminoasid
bdlgesinde (Q80, R155, D168) mutasyon tespit edilmistir. Bunun yaninda, in vitro
calismalarda da F43 ve A156 pozisyonlarinda da direng gelisebildigi gosterilmigstir
(66, 106). Q80 pozisyonunda olusan mutasyon dusuk dirence, R155 ve F43
pozisyonlarinda olusan mutasyonlar orta duzey dirence ve D168 pozisyonunda
olusan mutasyon yuksek seviyede dirence neden olmaktadir. A156 pozisyonunda
gerceklesen mutasyon aa degisimine gore degisim gostermektedir. A156V degisimi
yuksek dizey dirence neden olurken A156G/T degisimleri orta dizey dirence neden
olmaktadir (66).

Daha onceden ABT-450 olarak bilinen paritaprevir, ritonavir, NS5A protein
inhibitéri olan ombitasvir ile kombine olarak RBV ile birlikte veya onsuz olarak

genotip 1 enfeksiyonlarinin sagaltiminda kullaniimaktadir (58).

Grazoprevir bir diger ikinci kusak proteaz inhibitorudir. Gunde tek tablet
kullanimi ve genis genotip etki araligi (1a/b, 4a, 6a, 5a, 2a/b, 3a) yonlnden oldukga
etkili bir ilagtir. Diger Pi'lerine karsi gelismis direncli mutasyonlardan, T54A/S,'yi
barindiran viruslere karsi da etkilidir (42). Genotip 1 igin 168. pozisyondaki herhangi
bir mutasyon dirence neden olmaktadir. Dokuz farkli Pi'nin (telaprevir, boceprevir,
simeprevir, asunaprevir, vaniprevir, faldaprevir, paritaprevir, deldeprevir, ve

grazoprevir) yer aldigi in vitro caligmada en etkili ilacin grazoprevir oldugu
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bulunmustur (47). Gelecekte grazoprevirin genotip 1 ve 4 enfeksiyonlarinin

sagaltiminda IFN'suz olarak kullaniimasi beklenmektedir (4).

2.4.2.2 Polimeraz inhibitérleri ve diger DEA'lar

HCV nlkleozit analogu polimeraz inhibitorleri ailesi, fizyolojik nukleotit
trifosfatlarla yarisarak enzimin katalitik bdlgesine baglanarak inhibisyonu
gerceklestirir (100). Nukleozitler ayni zamanda zincir sonlandiricilari olarak da
bilinirler ¢inkd bir sonraki nukleotit trifosfatin RNA zincirine baglanmasini engellerler.
Nukleozit analoglari diger ilaglardan farkl olarak ylksek direng bariyerine sahiptir ve
tum genotipler Uzerinde etki gOsterirler. Pek gok nukleozit analogu umut vaadeden
sonuglar vermigtir. Sofosbuvir bunlarin iginden ilk onaylaninidir (33, 97, 125).

Sofosbuvirin farkli HCV genotipleri Uerindeki etkisi in vitro replikon sistemleri
kullanilarak test edilmistir. Ornegin, genotip 1a,1b, 2a (strain JFH-1) replikonu,2a,2b
ve 3a chimeric replikonlari Gzerinde etkilidir. S282T mutasyonu in vitro ¢alismalarda
tum genotiplerde secilmis olan tek direng mutasyonudur. S282T mutasyonu dusuk-
orta seviye direng gostermektedir. Bu varyantlarin replikasyon kapasitesi yabanil

olanla kiyaslandiginda oldukga dusukttr (102).

Mericitabine, sitozin nukleozit analoglarinin oncul ilacidir.Tum genotiplere
karg! etkilidir. Ancak daha ¢ok genotip 1'e karsl ¢alismalari yuratiimektedir. S282T
mutasyonu sonucu virusun mericitabine'e kargi duyarlihgi azalsa da yabanil tlrle

kargilastirildiginda replikasyon kapasitesinde %15 dusus oldugu saptanmistir (1, 92).

Diger dogrudan etkili antivirallerin aksine nukleozit analoglari tum genotiplerde
etkilidirler. Bu ozellikleri yuksek direng bariyerine sahip olmalari ve primer direncin bu
ilag grubunda var olmamasiyla birlestiginde gelecedin interferonsuz sagaltim
uygulamalarinda bu ilaglarin kilit rol alacagi sdylenebilir. Ancak klinik arastirmalarda
genotip 2'ye kiyasla genotip 3'de KVY olusturmada daha dusik frekansa sahip
olduklari gosterilmistir (96).
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Tablo 5.Proteaz inhibitérlerine karsi olusan direngli varyantlar

lligkili Proteaz Nikleotit Genotip Diren¢ Durumu Referans

inhibitérii Degigimi

Telaprevir 36G 1 direncli Zhou ve ark. 2008; Kieffer ve ark. 2012

Lenz ve ark. 2010; Sarrazin ve ark. 2007;
Tong ve ark. 2008; Zhou ve ark. 2008;
Kieffer ve ark. 2012; Kieffer ve ark. 2012;
Lagacé ve ark. 2012

Telaprevir direngli

Telaprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010; Sarrazin ve ark. 2007;
direncli Tong ve ark. 2008; Zhou ve ark. 2008; He
ve ark. 2008; Kieffer ve ark. 2012; Lagacé

ve ark. 2012

Telaprevir Muhtemel Susser 2009
direncli

Telaprevir direngli Lenz ve ark. 2010; Kieffer ve ark. 2012

Telaprevir direngli Lenz ve ark. 2010; Kieffer ve ark. 2012

Telaprevir direncli Sarrazin ve ark. 2007; Lenz ve ark. 2010;
Kieffer ve ark. 2012

Telaprevir direngli Kieffer ve ark. 2012

Lin ve ark. 2005; Tong ve ark. 2008; He ve
ark. 2008; Lenz ve ark. 2010; Kieffer ve ark.
2012

Telaprevir direncli
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Telaprevir 170A 1 Muhtemel Tong ve ark. 2008; Siisser 2009; He ve ark.

direncli 2008

Boceprevir 36A direncli Lenz ve ark. 2010

Boceprevir direncli Lenz ve ark. 2010

Boceprevir Muhtemel Tong ve ark. 2008; Lagacé ve ark. 2012
direncli

Boceprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012
direncli

Boceprevir 54C 1 direngli Lenz ve ark. 2010; Tong ve ark. 2008;
Lagacé ve ark. 2012

Boceprevir 54S direncli Lenz ve ark. 2010; Susser 2009; Bae ve

ark. 2010

Boceprevir direncli Lenz ve ark. 2010

Boceprevir direncli Lenz ve ark. 2010; Tong ve ark. 2008;
Lagacé ve ark. 2012

Boceprevir direncli Lenz ve ark. 2010

Boceprevir 156S direncli Tong ve ark. 2008; Susser 2009; Lenz ve

ark. 2010
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Boceprevir 156V 1 direngli Lenz ve ark. 2010

Boceprevir 168Y Muhtemel Lenz ve ark. 2010

direngli

Boceprevir 170T Muhtemel Lenz ve ark. 2010

direngli

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010
direncli

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010
direncli

Simeprevir direncli Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010

direngli

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012
direngli

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010
direncli

Simeprevir direncli Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012

Simeprevir direncli Lenz ve ark. 2010

Simeprevir direncli Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012

Simeprevir direncli Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012

Simeprevir Muhtemel Lenz ve ark. 2010
direncli

Simeprevir direngli Lenz ve ark. 2010
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Simeprevir 168Q 1 direncli Lenz ve ark. 2013

Simeprevir 168V 14 direncli Lenz ve ark. 2010; Lagacé ve ark. 2012

Simeprevir 170T 1 direncli Lenz ve ark. 2010

Asunaprevir 36L 1b Muhtemel McPhee ve ark. 2012
direncli

Asunaprevir 41R ve 80R 1b Muhtemel McPhee ve ark. 2012
direncli

Asunaprevir 155K 1b direngli McPhee ve ark. 2012

Asunaprevir 156T 1b Muhtemel McPhee ve ark. 2012
direncli

Asunaprevir 168A 1b direncli McPhee ve ark. 2012

Asunaprevir 168E 1b direncli McPhee ve ark. 2012

Asunaprevir 168H 1b direncli McPhee ve ark. 2012

Asunaprevir 168Y 1b direncli McPhee ve ark. 2012

Grazoprevir 36L 1b Muhtemel Howe ve ark. 2014
direncli

Grazoprevir 155G 1b direngli Howe ve ark. 2014

Grazoprevir 168A 1b direngli Howe ve ark. 2014

Grazoprevir 168G 1b direncli Howe ve ark. 2014

Grazoprevir 168herhangi 1 direncli Jensen ve ark. 2015

Paritaprevir 168E 1b Muhtemel Pilot-Matias ve ark. 2015
direngli
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2.5 HCV NS3 Proteininin Epitoplar ve Patogenezdeki Olasi Rolleri

631 aa’lik HCV NS3 proteini bes boélgeden (domain) olusmaktadir. Amino
ucundaki iki bolge (ilk 180 aa) NS4A kofaktoru ile birlikte serin proteazi, karboksi
ucundaki U¢ bolge ise helikaz’i olugturur. Proteaz kismi helikaz kismina gore daha
hidrofobiktir. Bu proteinin her ikisinin de islevsel olmasi digerinin etkinligi icin
gereklidir. NS3 proteininin elektrostatik analizleri proteaz ve helikazin domain 2’si
arasinda pozitif yuklu bir yarik bulundugunu gostermistir. Bu yarikdaki aa’ler RNA'nin
negatif yikliU omurgasina proteini baglayabilmektedir (29).

HCV poliprotein islemlenmesinin ve replikasyonunun yani sira, induklenebilir
nitrik oksit sentaz (iINOS) genlerinin aktivasyonuna ve dsDNA kiriklarina sebep olan

reaktif oksijen turlerinin Uretimine katkida bulundugu gosterilmistir (76).

NS3’Un "transforming growth factor-a/Smad3" aracili apopitozu bloke ettigi,
INF-B indUksiyonunu baskiladigi ve béylece direncli HCV infensiyonunun olusumuna
yardim ettigi ayrica tumor baskilayici p53’Un fonksiyonunu inhibe ettigide bildirilmigstir.
Bu yuzden NS3 proteininin HCV’nin ¢odalmasi ve onkogenezde onemli bir roll
oldugu gorulmektedir (9, 12, 20).

HCV NS3 proteini iglemlenme ve replikasyondaki fonksiyonlarindan dolayi
proteaz inhibitorlerinin ilk hedefi haline gelmistir. Klasik sagaltim ile sagaltilan
hastalardan izole edilen HCV'ye 6zgll sitotoksik T lenfositlerin NS3 bdlgesindeki

epitoplari tanidigi gosterilmistir (16, 49).

HCV RNA genomu replikasyon sirasinda mutasyonlara ugramaktadir. Fakat
bazi epitoplar cok az mutasyon gegirmektedirler. Bunun en iyi érneklerinden biri NS3
proteazin 1073 -1081 residulerine denk gelen epitopu ¢ok az degdiskenlige sahip ve
immunodominant HLA-A2 sinirh bir CTL epitopudur. Bu korunmusluk HCV NS3
proteinin proteaz ve NTPaz/helikaz aktivitesi icin dnemlidir ve enzim bdlgelerindeki

mutasyonlar virus icin 6lumcul olabilir (118).

Gerlach JT ve arkadaslari gecici veya kalici viral kontroli saglayan hastalarda
NS3’e ait immunodominant ve yluksek derecede korunmus olan bir dizi CD4+ T hucre
epitopu tanimlamislardir (34). HCV infeksiyonundan iylesmis 22 kisiyle tum HCV NS
proteinleri ile yapilan bir calismada CD4+ T hucreler tarafindan en siklikla taninan 6

peptidin 30 (PAAYAAQGYKVLVLNPSVAA-aa1241 -1260,
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TPAETTVRLRAYMNTPGLPV- aal531-1550, ENLPYLVAYQATVCARAQAP- aa
1581-1600) HCV NS3 bélgesindedir. Iylesenlerin %50’sinden daha fazlasinda en sik
tespit edilen 2 tanesi NS3 (aa1241 -1260) ve NS4 (aa1771 -1790)’e aittir. Bu kisilerin
%30’'undan fazlasi tarafindan taninan peptitlerin 4’dnden 2’si (aal531-1550), (aa
1581-1600) NS3 proteinine aittir (117).

HCV NS3 proteini enzim iglevi nedeniyle, genomun diger bdlgelerine gorece
sinirl mutasyon araligina sahiptir. Epitoplardaki bu sinirli degisim immun sistemden
kagisini zorlastirmaktadir. NS3 proteininin HCV g1 icin, insanda deneysel olarak

onaylanmis CLT hucre epitoplari Tablo 6'da 6zetlenmistir.

Tablo 6. HCV g1 icin NS3 proteinin insana ait bilinen CD8" T- hiicre epitoplari (103)

Peptit HLA Protein Protein
Pozisyonu

CTCGSSDLY Al NS3 97_105
KLSGLGINAV Al NS3 380_389
ATDALMTGYT Al NS3 410_419
AATLGFGAYMSKAHG All NS3 233_247
TLGFGAYMSK All NS3 235 244
GAYMSKAHGV All NS3 239 248
TLTHPVTK All NS3 610_617
GLLGCIITSLTGRDKNQVDGEVQVLSTATQSFLATCVNGVCWTVY A2 NS3 12_56
LLGCIITSL A2 NS3 13 21
QTFLATCINGVCWTV A2 NS3 41 55
ATCINGVCWTVYHGA A2 NS3 45 59
CINGVCWTV A2 NS3 47 55
YLVTRHADV A2 NS3 105_113
LLCPAGHAV A2 NS3 143_151
HAVGIFRAA A2 NS3 149 157
GYKVLVLNPSVAAT A2 NS3 222_235
GVDPNIRTGV A2 NS3 247_256
TITTGAPVTYSTYGK A2 NS3 258 272
TGSPITYSTY A2 NS3 261_270
DELAAKLVALGINAV A2 NS3 375_389
LAAKLVALGINAVAY A2 NS3 377_391
AKLVALGINAVAYYR A2 NS3 379_393
KLVALGINAV A2 NS3 380_389
GLNAVAYYR A2 NS3 385_393
GFTGDFDSV A2 NS3 417 425
SVIDCNTCV A2 NS3 424 432
YLVAYQATV A2 NS3 559_567

32



QMWKCLIRL A2 NS3 580_588

AYSQQTRGL A24 NS3 5 13

MYTNVDQDL A24 NS3 74_82

TYSTYGKFL A24 NS3 266_274

GYTGDFDSVI A24 NS3 417_426

CINGVCWTV A3 NS3 47_55

HLHAPTGSGK A3 NS3 201_210

LGFGAYMSK A3 NS3 236_244

ALGINAVAY A3 NS3 383_391

HAVGIFRAAV A68 NS3 149_158

YMSKAYGTDP B35 NS3 241_250

YSTYGKFLAD B35 NS3 267_276

HPNIEEVAL B35 NS3 333_341

RPSGMFDSVVL B35 NS3 481_491

NQVEGEVQI B38 NS3 27 35

IPFYGKAIPL B51 NS3 347_356

WPAPSGARSL B7 NS3 85_94

HPNIEEVALS B7 NS3 333_342

LIRLKPTL B8 NS3 585_592

TLTHPITK B8 NS3 610_617
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2.6 HCV'nin Turumsu Dogasi ve Ekstrahepatik Tutulumlari

Tarimsu “quasispecies” teorisine gore RNA virus populasyonu konak hiicrede
birbirinin aynisi genomlar olarak degil, birbirine ¢ok benzeyen ancak az sayida
nukleotit farkhhlari igeren bir mutant spektrumu olarak bulunurlar. Boylelikle
enfeksiyon sirasinda virisun konak immun sisteminden kagmasi kolaylagsmaktadir
(25). Yapilan gcalismalar, viral enfeksiyonlardan korunmada ve iyilesmede dnemli rol
alan notralize edici antikorlarin, tirumsuler Uzerinde etkili olamadigini gostermistir.
Ayni zamanda virisun kalici enfeksiyon olugturmasinda da turimsulerin etkili oldugu
disundlmektedir (24,121). HCV'nin kroniklesmesinde etkili oldugu dusundlen
mekanizmalardan bir digeri de, tUrUmsu olusumu sirasinda meydana gelen
mutasyonlarin peptid islemlenmesini etkiledigi ve bu sayede viriisiin CD8" ve CD4" T
hucre lenfositleri tarafindan taninmasinin engellenmesidir (135, 143). Bazi ¢calismalar
turimsu cesitliliginin ~ kronik enfeksiyonun seyrini de etkiledigini gostermigtir
(126,141).

HCV karaciger hucrelerine yonelim gdsteren bir viris olmasina karsin, viral
RNA'nin, periferal mononuklear kan htcrelerinde (PBMC), perihepatik lenf nodlarinda
veya merkezi sinir sistemi hucrelerinde bulunabildigi yapilan c¢alismalarla
gosterilmigtir (63, 82, 86, 101, 104, 105, 142). Ancak bu bdlgelerde HCV'nin
replikasyon ara uarind olan negatif yonelimli RNA ipliginin bulunmasi karaciger disi
hicrelerde  bulunan  virGsin  ¢ogalabilme yeteneginin tam  olmadidini
dusundurmektedir (105). Buna karsin HIV ile ko-infekte ya da karaciger nakli almig
bagisiklik sistemi zayif bireylerde replikasyonun bu bdlgelerde de gergeklesebileceqgi
dusundlmektedir. HCV'nin tirimsu g¢alismalari da virisun karaciger digi hicrelerde

¢ogalabildigini kanitlamaktadir (25).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan galisma, girisimsel olmayan deneysel nitelikte bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calisma, 2012-2015 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda gergeklestirilmistir.

3.3. Aragtirmanin Evreni ve Orneklemi
2005-2012 yillari arasinda karaciger nakli nedeniyle Dokuz Eylil Universitesi
Hastanesi'nde izlenen hastalarin nakil 6ncesi ve sonrasina ait serum 6rnekleri DEU

Hastanesi Merkez Laboratuvar’'ndan elde edilmistir.

3.4. Calisma Materyali
Dokuz Eylil Universitesi Hastanesinde karaciger nakli yapilmis hastalarin
nakil oncesi ve sonrasindaki rutin testler igin alinmig toplam 14 serum Oornegi

kullaniimistir.

3.5. Aragtirmanin Degiskenleri

Yontemlerin anlatildigi kisimda, her yontem igin degiskenler belirtiimistir.
3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1 Kullanilan sarf malzemeleri ve cihazlar
e CoOzeltilerin hazirlanmasinda 18.2MQH,0 kullanildi.

e Otoklavlama iglemi 121°C 1 Atm basing altinda 15 dk yapildi.

0,5M Na,EDTA (Ethlylenediamine tetraacetate) stok sollisyonu

Na,EDTA(Sigma E5134) 18,69

Distile su ile 80 mL’ye tamamlandi.

pH’1 ayarlamak i¢cin 100 mM’lik NaOH kullanild1.
100 mL’ye tamamlanip otoklaviandi.

Oda sicakliginda saklandi.
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50x Tris Asetik EDTA-1000mL

Tris (Sigma T8524) 0,2M(242 gr)

0,5M Na,EDTA, pH 8,0 100mL

Asetik asit (Merck 1000056) 57,1 mL

Distile su ile son hacim 1000 mL’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
Jel goruntiuleme cihazi: VILBER LOURMAT 0519563

Santrifiij cihazi: Heraeus Labofuge 400R

Yatay jel elektroforez cihazi: Thermo Owl EasyCast Mini Gel System

Isi Dongii Cihazi: Techne TC-412

Kullanilan hazir ticari sarf malzemeleri

Taq Polimeraz (5u/pL) (Roche #11732 650 001)
Riboniikleaz inhibitorii (20-50u/pL) (Roche # 03335 399 001)
M-MuLV Reverse Transcriptase (Roche # 11062 603 001)
Safe View DNA boyasi (abm # G108)

3.6.3 Hastalarin karakteristik ozellikleri

Calismaya alinacak hastalar secilirken su kriterler aranmistir:

HCV kronik enfeksiyonu nedeniyle karaciger nakli (KN) almak,
HBV, HDV ve HIV ile enfekte olmamak,
Nakil sonrasinda tekrarlayan HCV enfeksiyonuna sahip olmak,

Nakil sonrasi IFN-a2b+RBV sagaltimi alarak yanitsiz olmak

a bk N o=

HCV genotip 1 ile enfekte olmak.

Toplam 5 hastaya ait toplam 14 serum 6rnegi kullanilmigtir. Tim hastalar HCV

genotip 1b ile enfektedir.
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Ug hastadan 2'si (SA ve SK) 48 haftalik sagaltim alirken, 1 hasta (NE) orak

hicre anemisi nedeniyle KN sonrasi klasik sagaltim almamis, diger iki hasta ise (NK

ve MB) yan etkiler nedeniyle sirasiyla 28 hafta ve 24 hafta sagaltim almislardir.

Calisma boyunca higbir hasta hayatini kaybetmemisgtir.

Hastalardan sadece MB KVY gelistirmistir ancak enfeksiyon,

bitiminden 1 yil sonra tekrarlamistir. Bu hastanin sagaltim bitimini takiben,

sagaltim
Ocak

2011 tarihinde 4 Unite olmak tUzere, Mart 2011, Nisan 2011 ve Haziran 2011'de birer

unite kan transflizyonu aldigi bilinmektedir.

Hastalarin bazi 6zellikleri tablo 7°’de gosterilmigtir.

Tablo 7. Hastalarin karakteristik 6zellikleri

SA SK MB NK NE
Yas 70 67 71 44 67
Cinsiyet Erkek Kadin Kadin Erkek Kadin
Nakil dncesi 1700000 Ulagilamiyor  Ulasilamiyor 10520 442000
viral yuk 1U/mL
Nakil sonrasi 88000000 761380 3350000 1831729 Sagaltim
sagaltim oncesi almiyor
viral yuk 1U/mL
Bagisikhk Tacrolimus  Tacrolimus Tacrolimus Tacrolimus  Tacrolimus
baskilayici ilag
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Tablo 8. SA kodlu hastaya ait viral yik/zaman grafigi

%A Kodlu hastaya ait viral yiik/zaman grafigi
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Tablo 9. SK kodlu hastaya ait viral yiik/zaman grafigi

5K Kodlu hastaya ait viral yiikizaman grafigi
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Tablo 10.MB kodlu hastaya ait virak yiik/zaman grafigi

M.B Kodlu hastaya ait viral yiik/izaman grafigi
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Tablo 11. NK kodlu hastaya ait virak yuk/zaman grafigi

N.K Kodlu hastaya ait viral yiik/izaman grafigi
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Tablo 12. NE kodlu hastaya ait viral yiik/zaman grafigi

NE Kodlu hastaya ait viral yiik/zaman grafigi

Viral yiik [Uleg 10 ¥mL

RLTA

=d.D3 iar D€ So.De M o7 tm 07 o 3 Arm 2 Tem D9 (== & 1o

Tarihler

3.6.3.1 Calismada kullanilmak iizere segilen serum érnekleri
Caligmaya alinan hastalar, karaciger nakli olmalari nedeniyle Dokuz Eylil
Universitesi Merkez Laboratuvari arsivinde pek ¢ok serum Ornegine sahiptirler.
Calisma bitcesi nedeniyle degerlendirilecek serum 6rnegdi sinirli oldugundan
serumlarin segilmesinde bazi kriterler goz 6nunde bulundurulmustur. Viral yiku

bilinen serumlar iginden,

KN 6ncesi 1 drnek (varsa),
KN sonrasi sagaltim oncesi en yuksek viral yuke sahip,

Sagaltim sonrasina en yakin tarihli,

> wDnh P

Hastanin galismanin baglama zamanina en yakin tarihli serumu secilerek

calismaya alinmigtir.

Sadece NK'nin KN 6ncesi serumu galismaya alinmigtir. Diger hastalarin KN
tarihlerinin  2008'den eski olmasi nedeniyle, KN oncesi serum orneklerine

ulasilamamistir.
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Uc hastadan 2'si( SA ve SK) 48 haftalik sagaltimi alirken, 1 hasta (NE) orak
hicre anemisi nedeniyle KN sonrasi klasik sagaltim almamis, diger iki hasta ise( NK

ve MB) yan etkiler nedeniyle sirasiyla 28 hafta ve 24 hafta sagaltim almislardir.

Hastalardan sadece MB KVY gelistirmistir ancak enfeksiyon, sagaltim
bitiminden 1 yil sonra tekrarlamigtir. Hasta MB'nin sagaltim bitimini takiben, Ocak
2011'de 4 unite olmak tzere, Mart 2011,Nisan 2011 ve Haziran 2011'de 1'er unite

kan transfizyonu aldigi bilinmektedir.

Calismaya alinan hastalardan NK'nin g¢alismanin bitis tarihinden sonra
telaprevir proteaz inhibitorl ile G¢li sagaltim alip KVY gelistirdigi bilinmektedir. Diger

hastalarin ise henuz Uglu sagaltim almadiklari bilinmektedir.
Calisma boyunca higbir hasta hayatini kaybetmemigtir.

Hastalarin ¢alismaya alinan serum érnekleri tablo 13’de gdsterilmistir.
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Tablo 13. Galigmaya alinan serum drneklerine ait zaman cizelgesi
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3.6.4. Dizilenecek HCV Genomunun NS3 Bélgesi Eldesi

3.6.4.1. NS3 bélgesi igin énciil tasarimi

Yuvalanmis PZT icin iki cift 6ncil belirlendi. Onciillerin hangi bdlgeyi cogaltacagini
belirlemek amaciyla HCV veri bankasina (http://hcv.lanl.gov) kayitl genotip 1b'lerin
nukleotit dizileri indirildi ve BioEdit programi 7.2.5 surumu ile hizalandi. NS3 bolgesini
4 parca halinde ¢ogaltmak tGzere 8 farkli oncul Ust Uste gakisacak sekilde, korunmus

bdlgeler secilerek tasarlandi.

Onculler

1) NS3ileri 6ncul:

5-TTG CGC CTATCA CGG CCT AC- 3
2) IN1 geri 6ncul:

5-GAY GAG TTG TCC GTR AAG A-3'
3)IN2 ileri 6ncul:

5'-AAG GCG GTG GAC TTT RTA CC-3'
4)IN2 geri 6ncul:

5'-TTG CCA TAG AAG GGG ATC TC-3
5)IN3ileri 6ncul:

5'-TGC CAC ATC CCAACATTG AGG-3
6)IN3 geri dncul:

5'-CAA GCA CAG CCC GCG TCATA-3
7)IN4 ileri 6oncul:

5-CCY TCG GGC ATG TTC GAT TC-3'
8) NS3 geri 6ncdl:

5'-ACA ATG ACC ACG CTG CCT GT-3'
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Koyu boyali yerler dejenere bazlari gostermektedir. Sekil 8.'de dnctllerin AF009606

referans dizisine gore ¢ogalttiklari nukleotit pozisyonlari gdsteriimektedir.

NS3 Bolgesi (3420-5312)

a(568b)
- E - - .
IN2F INIR |N3F’ IN2R IN4 MN3R NS3R

a pargasl b pargasi C pargasl d pargasi
NS3F&IN1R IN2F&IN2R IN3F&IN3R IN4AF&NS3R

3417
3420
3437
3912
3930
3966
3985

4411

4431

4455

4474

4463

4482

4902

4921
5312

5370
5389

Sekil 8.Kullanilan énciiller ve NS3 bolgesi lizerinde gogalttiklar parcalar

3.6.4.2. RNA ekstraksiyonu
RNA ekstraksiyonu EZ1 Easy Virus Mini kit (Qiagen, Almanya) ile
gerceklestirilmigtir.

3.6.4.3. cDNA eldesi
Tum Orneklerden “random hexamer” kullanilarak cDNA sentezi yapildi.

Kontaminasyonu engellemek icin hastalarin érnekleri 5’erli setler halinde ¢alisildi.
cDNA sentezi:
5 uL kalip RNA Uzerine.

1. 1 yL 10 pmol Random Hexamer ve 1uL 10mM dNTP eklendi.

2. Tupler is1 dongu cihazinda (Techne TC-412) 65°C’da 5 dakika inklbe edildi ve
ardindan buzda sogutuldu.

3. 5,5 pL DEPIC-treated water, 4uL 5x reaksiyon tamponu, ribonukleaz
inhibitériinden 1pL (20u) eklendi. Son hacim 19uL olacak sekilde distile su ile
tamamlandi.

4. Karisim 1s1 dongu cihazinda
25°C’'da 10’
37°C’'da 60’
70°C’da 10’ inklibe edildi.
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5. Reaksiyon bitiminde 4°C’da sogutuldu.
6. Sentezlenen cDNA -20°C’da saklandi.

3.6.4.4. NS3 Bélgesinin PZT ile ¢ogaltiimasi

Dizi analizinde kolaylik saglamak icin 1893 baz buyukliglindeki NS3
bdlgesinin 4 parga halinde ¢ogaltimasina karar verildi. Pargalar a,b,c ve d olarak
adlandirildr.

NS3 ileri ve IN3 geri onculleri kullanilarak PZT (1.PZT) yapildi. Bu PZT
artnleri kalip olarak kullanilarak a,b,c pargalar ¢ogaltildi. IN3 ileri ve NS3 geri
onculleriyle gerceklestirilen PZT (2.PZT) UrlGnleri kalp olarak kullanilarak d pargasi

cogaltildi.

1.PZT NS3 ileri ve IN3 geri onciillerle cogaltma:
Karigim 50 pL hacimde hazirlandi.

Distile su 36,25uL

10x Tag Tampon MgCl; 'li (25mM) 5uL

dNTP (10mM) 1uL
NS3 ileri dncul (10pM) 1ul
IN3 geri 6ncul (10 pM) 1uL
Taq Polimeraz (5u/uL) 0,75uL
cDNA 5uL

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 4 dakika ilk denatlirasyon
94 °C’de 45 saniye

58 °C’'de 1 dakika 30 dongu
72°C’'de 1 dakika

72 °C’de 10 dakika son uzama
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+4 °C’de bekleme programiyla ¢ogaltma gergeklestirildi.
2.PZT IN3 ileri ve NS3 geri onciullerle ¢gogaltma:
Karisim 50 pyL hacimde hazirlandi.

Distile su 36,25uL

10x Tag Tampon MgCl; 'lu (25mM) S5uL

dNTP (10mM) 1uL
IN3 ileri 6ncul (10pM) 1uL
NS3 geri 6ncul(10 pM) 1ul
Taq Polimeraz (5u/uL) 0,75uL
cDNA 5uL

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 4 dakika ilk denatlirasyon

94 °C’de 45 saniye

60 °C’de 1 dakika 30 dongu

72°C'de 1 dakika

72 °C’de 10 dakika son uzama

+4 °C’de bekleme programiyla ¢ogaltma gerceklestirildi.
a,b,c ve d pargalarinin ¢gogaltilmasi

1.ve 2. PZT urunleri kahp olarak kullanilarak;
a pargasil igin; NS3 ileri IN1 geri

b pargasi igin; IN2 ileri IN2 geri

c pargasi i¢in IN3 ileri IN3 geri

d parcasi i¢in IN4 ileri NS3 geri 6ncul giftleri kullanilarak 4 ayri PZT yapildi.



Karisim 50 yL hacimde hazirlandi.
Distile su

10x Tag Tampon MgCl; 'lu (25mM)
dNTP (10mM)

lleri 6ncll (10pM)

Geri 6ncul(10 pM)

Taq Polimeraz (5u/uL)

Kalip

PZT karisimi hazirlanarak,

95 °C’de 4 dakika ilk denatlirasyon
94 °C’de 45 saniye

X°C’'de 30 saniye 35 dongu
72 °C’de 45 saniye

72 °C’'de 10 dakika son uzama

36,5uL
5uL
1uL
1uL
1uL
0,5uL

5uL

+4 °C’de bekleme programiyla gcogaltma gerceklestirildi.

Her bir parga igin Tablo 14.'de verilen baglanma sicaklklari kullanildi.

Tablo 14. a,b,c ve d pargalari ig¢in kullanilan baglanma sicakliklari

a pargasl

b pargasi

c pargasi

d parcgasi

Baglanma Sicakhgi °C 55

55

60

58

3.6.4.5 Cogaltilan parcgalarin jelde gériintiilenmesi

1. Midi jel tanki kullanildi. %1’lik agaroz oranini elde etmek i¢cin 100 ml Tris-

Asetik-EDTA (TAE) icerisine 1 gram agaroz eklendi.

2. Agarozun ¢dzunmesini saglamak igin 1sitma igleminden yararlanildi.
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3. Elde edilen karisimin igerisine 5 ul “SafeView” boyasi eklendi. Karistirildi.

4. Hazirlanan karisim, jel tankindaki taraklari yerlestiriimis olan tabaga dokuldu
ve donmasi i¢in oda sicakhginda bekletildi.

5. Jel donduktan sonra tabak, TAE ile doldurulmus olan tank igerisine yerlestirildi.

6. Kuyucuklara érnekleri yiklemeden 6nce her bir 6rnekten 10 pl alinip 2 pl

7. loading dye (6x loading dye) ile karistirildi ve elde edilen karisim
kuyucuklara aktarildi.

8. Kuyucuklardan ilkine marker, diger kuyucuklara oérnekler sirayla yuklendi

9. 120 volt ile 40 dakika elektroforez uygulandi.

10. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel tank igerisinden alindi ve UV 151gi
altinda goruntuleme yapildi.

11.Jele yuklenen oOrneklerde amplikon olup olmadigi kalitatif olarak

degerlendirildi.

3.6.5 PZT Urunlerinin dizi analizi
Cogaltilan tim amplikonlar dizi analizine gonderilmistir. Dizileme tim

amplikonlar igin ileri ve geri dncul ile iki tepkime olarak gergeklestirilmistir.

3.6.6 Mutasyonlarin analiz edilmesi
Tum  bioinformatik  analizler  BioEdit programi  7.5.2  surumuyle

gerceklestirilmigtir.

1. Elde edilen dizilerden, geri dizilerin ters komplementeri alinarak ileri dizi ile
hizalanmistir.

2. Geri ve ileri diziler arasindaki farkliliklar kramotogram Uzerinde gdzle kontrol
edilerek duzeltilmistir.

3. Tum dizilere 1. ve 2. iglemler yapildiktan sonra her bir 6rnek i¢in 4 parganin
sekansi birlestiriimis ve tek bir NS3 dizisi elde edilmistir.

4. Tdm hizalamalarda referans dizi AF009606 kullanilimistir.

5. Elde edilen 14 dizi, HCV veri bankasindan (http://hcv.lanl.gov) indirilen
dizilerle ClustalW programi kullanilarak hizalanmigtir.

6. Diziler daha sonra uygun protein kodlayan pencereyi bulabilmek igin
literatirde genotip 1b igin kullanilan D90208 referans dizisiyle tekrar

hizalanmistir.
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7. Avrupa, Amerika ya da Asya kilavuzlarinda direng mutasyonlarinin
saptanmasina iliskin herhangi bir algoritma 6zellikle tavsiye edilmemektedir.
Bu calismada Geno2Pheno (http://hcv.geno2pheno.org) internet sitesinden
faydalaniimigtir.

3.6.7 Epitop Dizilerinin Korunmusluk Analizi
Deneysel olarak onaylanmis HCV NS3 bolgesinde bulunan CD8" T-hiicre

epitoplan 2 farkli veri bankasindan indirilmigtir:

1. Los Alamos HCV immunology database

(http://hcv.lanl.gov/content/immuno/immuno-main.html),

2. Immun Epitop veri bankasi (http://www.iedb.org/).

indirilen epitoplardan sadece NS3 bdlgesinde bulunanlar ve HCV genotip 1 olarak
bildirilenler secilmistir. Epitoplarin sadece enfekte insanlardan gelen HCV suslarina
ait oldugundan emin olmak igin transgenik memeli hucreleri ve HLA tipi belirsiz

olanlar diglanmigtir. Bunun sonucunda analiz igin 68 epitop elde edilmistir (Tablo 6).

Epitoplarin  korunmusluk analizi Immidn Epitop veri bankasi Epitopes
Conservancy Tool kullanilarak online ortamda yapilmistir.
(http:/ltools.iedb.org/tools/conservancy/iedb_input)

HCV genotip 1b dizisi D90208 de ayni epitop dizileri kullanilarak analiz

edilmistir.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Tablo 15. Arastirma Plani ve Is siireleri

Is Tanimi 2012 2013 2014 2015-2016
Tez konusunun Temmuz-

belirlenmesi Agustos

Etik kurul onayinin Eylul

alinmasi

Tez 6nerisinin Ekim

onaylanmasi
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Tez proje basvurusu

Ocak

Tez projesinin kabul

edilmesi

Haziran

Malzemelerin teslim

edilmesi

Kasim

Onciil tasarimi

Aralik

Ocak

Onciil optimizasyonlari

Subat-Mart

TUm genom

¢ogaltilmasi galismalari

Mart-Agustos

Deney tasariminin

Agustos-Eylul

degistiriimesi

Yeni Onciillerin Eylil-Kasim
tasarlanmasi

Onciil optimizasyonlari Kasim-Aralik
PZT optimizasyonlari Ocak-Nisan
Tdm 06rneklerin a,b,c,d Mayis-Eylal
parcalarinin

cogaltiimasi

Orneklerin Eylil-Ekim

Sekanslanmasi

Tezin Yaziimasi

Ekim-Ocak

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sonucu elde edilen veriler bulgular kisminda agiklanmigtir.

3.9. Arastirmanin Sinirhhiklar

Calismanin sinirhliklar tartisma kisminda belirtilmigtir.

3.10. Etik Kurul Onay:
Dokuz Eylil Universitesi

Girigimsel

Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

Degerlendirme Komisyonu'nun 13.09.2012 tarihli 2012/29-03 Nolu protokol karari

ekte verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Polimeraz Zincir Tepkimesi
Gergeklestirilen a,b,c ve d PZT'lerinin Urlnlerinin %1 agaroz igeren jeldeki

goruantuleri Sekil 9, 10, 11 ve 12'de gorulmektedir.

M SAla SAlb SAlc SAld SA2a SA2b SA2c SA2d SA3a SA3b SA3c SA3d NEla NE1lb NElc NE1d NE2a NE2b NE2c

500bg
—_—
Sekil 9. SA ve NE kodlu hastalara ait PZT Uriinleri*
M SKla SK1b SKlc SK1d SK2a SK2b SK2c SK2d SK3a SK3b SK3c SK3d NE2d
500b¢
 —

Sekil 10.SK kodlu hastaya ait PZT urinleri*
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SOObE

SOObE

M NKla NK1b NKlc NK1d NK2a NK2b NK2c NK2d NK3a NK3b NK3c NK3d

Sekil 11.NK kodlu hastaya ait PZT liriinleri*

M MBlaMBlb MBlc MB1ld MB2a MB2b MB2c MB2d MB3a MB3b MB3c MB3d

Sekil 12. MB kodlu hastaya ait PT uriinleri*
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4.2 PZT Urunlerinin Dizilimi

Elde edilen ileri ve geri diziler alt alta hizalanarak nukleotit farkliliklari
acisindan incelenmigtir. Birkag pozisyonda gozlenen farkliliklar kromatogram
uzerinde kontrol edilerek gerekli yerlerde degisimler yapiimis veyadejenere bazlar
kullanilarak ifade edilmistir.Bu farkliliklara g¢ogunlukla,okuma hatalarinin siklikla
kargilasildigi bilinen dizinin baslangig ve bitisinde bulunan ~30 bazlik kisimda

rastlanmistir.

4.3 Mutasyonlarin Analizi

Diziler, Telaprevir, Boceprevir, Simeprevir, Asunaprevir, Paritaprevir ve
Grazoprevir proteaz inhibitorlerine karsi literatirde bildirilmig olan direng mutasyonlari
yonunden analiz edilmistir. Hasta MB ve NK'da bilinen direng mutasyonlarindan hig

birine rastlanmamistir.

SA'nin 1. 6rneginde herhangi bir diren¢ mutasyonuna rastlanmazken, 2.
orneginde Telaprevir ve Boceprevir direncine yol agan 155G mutasyonu, 3.
orneginde ise sadece muhtemel direngli 41R varyanti bulunmustur.

SK'nin sadece 1. oOrneginde direngli varyant bulunmustur. Bu varyant
Simeprevir, Asunaprevir, Paritaprevir ve Grazoprevir'e karsi direng olusumuna neden

olan 168A varyantidir.

NE 'nin her iki drnedinde de Asunaprevir ve Grazoprevir'e karsi dirence neden

olan 168G varyanti bulunmustur.

Proteaz inhibitorlerine karsi direncgle iligkilendirilen NS3 proteinin ilk 181 a.a'i
non-sinonim mutasyonlar yonunden incelenmis ve bu bodlgede en az non-sinonim
mutasyona sahip (10 adet) hasta NK olarak bulunmustur. En fazla non-sinonim
mutasyona sahip hasta 41 mutasyonla SA iken onu sirasiyla 39 ile MB, 31 ile SK ve
13 ile NE izlemektedir. NK kodlu hastanin her G¢ 6rneginde de ayni mutasyonlar
gorulmektedir. Hasta NE'de meydana gelen non-sinonim mutasyonlardan 11 tanesi
her iki orneginde de aynidir. MB'nin 11, SA ve SK'nin 5 mutasyonu hastalarin her t¢
orneginde de de bulunmaktadir. SK kodlu hastanin mutasyonlarindan 19 tanesi

sadece Uglncu drneginde saptanmistir.
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V1141 ve 1132V mutasyonlari hastalarin bitlin érnekleri arasinda ortak olarak

gOrulmustir. 170. pozisyonda da tim érneklerde non-sinonim mutasyon gorulmustar.

Tablo 16.SA kodlu hastanin diren¢ durumu

SA1 SA2 SA3
iliskili ilag Direng Mutasyon  Direncg Mutasyon Direng Mutasyon
Durumu Durumu Durumu
Telaprevir ilgili pozisyonda 170V direngli 36V,55D,155G ilgili pozisyonda 36V,55D,
degisim 170v degisim 170V
Boceprevir ilgili pozisyonda 170V direncli 36V,41R,55D muhtemel 36V,41R,
degisim 155G,170V direncli 55D,170V
Simeprevir  ilgili pozisyonda 170V direngli 36V,80L,122N ilgili pozisyonda 36V,122N,
degisim 155G,170V degisim 170V
Asunaprevir yok ilgili 36V,41R,80L ilgili pozisyonda 36V,41R
pozisyonda 155G degisim
degisim
Grazoprevir yok direncli 36V,155G ilgili pozisyonda 36V
degisim
Paritaprevir yok Yok yok
Tablo 17.SK kodlu hastanin diren¢ durumu
SK1 SK2 SK3
lliskili ilag Direnc Mutasyon Direnc Mutasyon Direnc Mutasyon
Durumu Durumu Durumu
Telaprevir ilgili 36V ilgili 36V ilgili 36V,170V
pozisyonda pozisyonda pozisyonda
degisim degisim degisim
Boceprevir ilgili 36V,168A ilgili 36V ilgili 36V,170V
pozisyonda pozisyonda pozisyonda
degisim degisim degisim
Simeprevir direncli 36V,168A ilgili 36V ilgili 36V,122N,
pozisyonda pozisyonda 138L,170V
degisim degisim
Asunaprevir  direngli 36V,168A ilgili 36V ilgili 36V
pozisyonda pozisyonda
degisim degisim
Grazoprevir direncli 36V,168A ilgili 36V ilgili 36V
pozisyonda pozisyonda
degisim degisim
Paritaprevir direncli 168A yok yok
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Tablo 18.MB kodlu hastanin diren¢g durumu

MB1 MB2 MB3

Telaprevir ilgili 170V,174s lgili 36V,170V ilgili 170V,174S
pozisyonda pozisyonda pozisyonda
degisim degisim degisim

Simeprevir ilgili 122N,170V ilgili 36V,122N, ilgili 170v
pozisyonda pozisyonda  138F,170V pozisyonda
degisim degisim degisim

Grazoprevir yok ilgili 36V yok
pozisyonda
degisim

Tablo 19.NK kodlu hastanin direng durumu

NK1 NK2 NK3

Telaprevir ilgili 170V ilgili pozisyonda 170V ilgili pozisyonda 170V
pozisyonda degisim degisim
degisim

Simeprevir ilgili 170V ilgili pozisyonda 170V ilgili pozisyonda 170V
pozisyonda degisim degisim
degisim

Grazoprevir
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Tablo 20.NE kodlu hastanin diren¢g durumu

NE1

NE2

Tliskili ilag

Telaprevir

Boceprevir

Simeprevir
Asunaprevir
Grazoprevir

Paritaprevir

Diren¢ Durumu

ilgili pozisyonda degisim

ilgili pozisyonda degisim

muhtemel direncli
direncli
direncli

ilgili pozisyonda degisim

Mutasyon
36V,170L

36V,168G,170L

36V,168G,170L
36V,168G
36V,168G
168G

Diren¢ Durumu
ilgili pozisyonda
degisim

ilgili pozisyonda
degisim
muhtemel direncli
Direncli

Direncli

ilgili pozisyonda
degisim

Mutasyon
36V,170L

36V,168G,170L

36V,168G,170L
36V,168G
36V,168G
168G
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Pozisyon
13
15
17
18
19
20
21
24
25
28
30
34
36
39
41
46
48
49
55
56

Tablo 21. NS3 bolgesi 1-181. kodonlar arasinda hastalarda gézlemlenen non-sinonim mutasyonlar

MB NK SA NE SK
Referans MB1 MB2 MB3 NK1 NK2 NK3 SAL SA2 SA3 NE1 NE2 SK1 SK2 SK3

M L L

G E
L | | | F |
L | |
N T
R S S s P P S s P

L L P

R G G
D A A D DEL DEL
Q R R
E E E D E K E E E E E
H H H
Vv V. V L vV oV v Y Vv VvV V
A E A AV V

Q R R
S s s S s s s T T
| | | | | | | | | | |
s T N N H N

F Y Y

< < z< 40 >» ™" OO0O00xXx - 0 -
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61

66
68
71
72
73
76
77
79
80
86
89
91
92
94
95
97
101
108
109
112
114
122
123
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130
131
132
136
138
139
140
142
146
147
149
150
151
155
156
160
161
168
169
170
174
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4.4 Epitop Dizileri

Literatirde NS3 bdlgesi icin verilen epitoplar genotip dizeyinde oldugundan,
elde edilen epitop dizilerinin korunmusluk analizi oncelikle referans dizi D90208
(genotip 1b) ile gergeklestiriimigstir.

incelenen 68 epitoptan 26 tanesi referans D90208 (genotip 1b) ile %100
benzerlik gostermigtir. Analiz edilen epitoplarin referans dizilerle benzerlikleri Tablo

22'de gosterilmistir.

Hasta ornekleri HCV genotip 1b oldugundan, epitoplari degerlendirilirken
genotip 1b referansi D90208 ile ayni benzerlik ylzdesine sahip diziler korunmus

olarak tanimlanmigtir. Hastalarin epitop benzerlik analizi Tablo 23'de gdsterilmistir.

Epitop dizilerinden EP7, EP35, EP53 ve EP62 'nin hig bir ornekte korunmamis
oldugu gorulmustar. EP24 ise SA2 hari¢ tum 6rneklerde korunmustur.

Tam oOrneklerinde ayni benzerlik motifine sahip olan tek hasta NE'dir.

MB hastasinin 1. 6rneginde incelen 68 epitoptan 31'si (%45.5), 2. orneginde
25'((%36.7), korunmustur. 3. orneginde NS3'Un proteaz inhibitdrune ait 36-489.
a.a'ler arasi dizisi elde edilebilmigtir. Bu a.a'ler arasinda 50 epitop bulunmaktadir ve
bunlardan 20'si (%40) korunmustur. Korunmus epitoplardan 7'si 3 érnekte ortaktir. 1.
ve 2. arasinda 10 ortak epitop bulunurken, 2. ve 3. drnek arasinda, 1. ve 3. arasinda
ortak korunmus epitop bulunmamaktadir.

NE hastasinin her iki orneginde de ayni epitoplar (34 epitop %50) korunmus
durumdadir.Degisim gozlenen epitoplar da her iki 6rnek igin aynidir.

NK hastasinin 1. orneginde incelen 68 epitoptan 31'u (%45.5), 2. orneginde
24'0 (%35.8), 3. 6rneginde 19'u (%28) korunmustur. Korunmus olan epitoplardan 6
tanesi 3 6rnekte de ortaktir. 2. ve 3. 6rnek arasinda 4 ortak,1. ve 2. arasinda 7 ortak,

1. ve 3. arasinda da 7 ortak korunmus epitop bulunmaktadir.

SA hastasinin 1. 06rneginde 39 (%57.3), 2. o6rneginde 31 (%44.7)
bulundurmaktadir. Uglincii 6rneginde bu sayi 28'e (%41) dismistir. 3 drnegin
korunmus epitoplarindan 15'i ortaktir.1.ve 2. 6rnegin korunmus epitoplarindan 11'i, 1.

ve 3. 6rnegdin 5'i ortaktir,2. ve 3. 6rnegdin ortak epitopu bulunmamaktadir.
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SK hastasinda 1. drneginde 31 (%45.5), 2. 6rneginde 38 (%55.8) ve 3.

orneginde 32 (%47) korunmus epitop bulundurmaktadir. 3 o6rnekte bulununan

korunmus epitoplardan 22'si ortaktir. 1. ve 2. érnegin korunmus epitoplarindan 5'i, 2.

ve 3. ornegin 2'si, 1. ve 3. ornegin 1'i ortaktir.

Hastalar arasinda en fazla korunmus epitopa (39 %57.3) sahip olanlar NK ve

SA'nin 1. drnekleridir. Ornekleri arasinda en fazla ortak korunmus epitopa sahip olan
hasta ise NE'dir.

Tablo 22. Analiz edilen epitoplarin referans diziyle benzerlikleri

Epitop Epitoplar NS3 Protein Pozisyonu Genotip
Adi 1b
D90208

EP1 CTCGSSDLY 97 105 %2100
EP2 KLSGLGINAV 380 389 %80
EP3 ATDALMTGYT 410 419 %90
EP4 AATLGFGAYMSKAH 233 247 %100

G
EP5 TLGFGAYMSK 235 244 %2100
EPG6 GAYMSKAHGV 239 248 %90
EP7 GLLGCIITSLTGRDKN  12-56 %100

QVDGEVQVLSTATQS

FLATCVNGVCWTVY
EPS8 TLTHPVTK 610 617 %87.5
EP9 LLGCIITSL 13 21 %100
EP10 QTFLATCINGVCWTV 41 55 %86.67
EP11 ATCINGVCWTVYHGA 45 59 %93.33
EP12 CINGVCWTV 47 55 %88.89
EP13 YLVTRHADV 105 113 %100
EP14 LLCPAGHAV 143 151 %77.78
EP15 HAVGIFRAA 149 157 %88.89
EP16 GYKVLVLNPSVAAT 222 235 %100
EP17 GVDPNIRTGV 247 256 %80
EP18 TITTGAPVTYSTYGK 258 272 %80
EP19 TGSPITYSTY 261 270 %90
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EP20 DELAAKLVALGINAYV  375_389 %80

EP21 LAAKLVALGINAVAY  377_391 %80
EP22 AKLVALGINAVAYYR  379_393 %80
EP23 KLVALGINAV 380_389 %70
EP24 GLNAVAYYR 385_393 %100
EP25 GFTGDFDSV 417_425 %100
EP26 SVIDCNTCV 424 432 %100
EP27 YLVAYQATV 559_567 %100
EP28 QMWKCLIRL 580_588 %100
EP29 TAYSQQTRGLLG 4 15 %83.33
EP30 AYSQQTRGL 5 13 %88.89
EP31 VYHGAGNKTL 55_64 %90
EP32 MYTNVDQDL 74_82 %100
EP33 ITYSTYGKF 265_273 %88.89
EP34 TYSTYGKFL 266_274 %88.89
EP35 FYGKAIPIEAI 349_359 %100
EP36 GYTGDFDSVI 417_426 %90
EP37 EFWEAVFTGL 530_539 %90
EP38 CINGVCWTV 47_55 %88.89
EP39 TVYHGAGTK 54_62 %88.89
EP40 HLHAPTGSGK 201_210 %100
EP41 ATLGFGAYMSKA 234_245 %100
EP42 LGFGAYMSK 236_244 %100
EP43 LIFCHSKKK 365_373 %100
EP44 ALGINAVAY 383_391 %77.78
EP45 VTLTHPITK 609_617 %100
EP46 HAVGIFRAAV 149 158 %90
EP47 RLGAVQNEV 601_609 %100
EP48 YMSKAYGTDP 241_250 %70
EP49 YGTDPNIRTG 246_255 %70
EPS0 YSTYGKFLAD 267_276 %90
EP51 STDATSILGI 294_303 %80
EP52 HPNIEEVAL 333_341 %100
EPS3 YGKAIPLEVI 350_359 %53
EP54 RPSGMFDSVVL 481_491 %90.91

EPS5 TPAETTVRL 505_513 %88.89




EPS6
EPS57
EPS8
EPS59
EPG0
EP61
EP6G2
EP63
EP64
EPG5
EP6G6

EPG67
EPG8

NQVEGEVQI
CHAQDATSVL
VDFVPVESM
IPFYGKAIPL
RAQAPPPSW
WPAPSGARSL
LSPRPVSYLK
HPNIEEVALS
ELAAKLVAL
LIRLKPTL
EVTLTHPITKYIMTCM
SA

TLTHPITK
HPITKYIMACMSADL

27 35
292 301
167_175
347_356
570_578
85_94

127 136
333_342
376_384
585 592
608_625

610_617
613_627

%77.78
%50
%88.89
%90
%100
%80
%77.78
%100
%80
%100
%94.44

%100
%100

63



Tablo 23. Hastalarin referans diziye gére epitop benzerlik analizi

Genotip SA1l SA2 SA3 SK1 SK2 SK3 NK1 NK2 NK3 MB1 MB2 MB3 NE1 NE2
Epitoplar 1b D90208

CTCGSSDLY %100 %100 %100 %100 %88.89 %100 %100 %77.78 %100 %100  %77.78 %88.89 %88.89 %100 %100
KLSGLGINAV %80 %90 %70 %80 %90 %90 %90 %80 %80 %90 %80 %80 %80 %80 %80

ATDALMTGYT %90 %90 %90 %90 %90 %90 %90 %70 %90 %80 %100 %90 %100 %90 %90

AATLGFGAYMSKAH! %100 %100 %100  %93.33 %93.33 %93.33 %93.33 %93.33 %93.33 %93.33 %100 %80  %86.67 %100 %100
TLGFGAYMSK %100 %100 %100 %100 %90 %90 %100 %90 %100 %90 %100 %80 %90 %100 %100
GAYMSKAHGV %90 %90 %90 %80 %100 %100 %80 %90 %80 %90 %100 %90 %80 %100 %100
TLTHPVTK %87.5  %87.5 %87.5 %625 %75 %875 %75 %875 %75 %75  %87.5 %875 yok %87.5 %87.5
GLLGCIITSLTGRDK

NQVDGEVQVLSTA

TQSFLATCVNGVC

WTVY %100 %77.78 %73.33 %7556 %88.89 %9556 %86.67 %82.2 9%93.33 %93.33 %73.33 %77.78 yok %93.33 %93.33
LLGCITSL %100 %66.67 %66.67 %66.67 %88.89 %100 %77.78 %66.67 %100 %100  %44.44 %100  yok %100 %100
QTFLATCINGVCWT

Vv %86.67 %80  %66.67 %80  %93.33 %86.67 %86.67 %73.33 %93.33 %93.33 %80  %66.67 %86.67 %93.33 %93.33
ATCINGVCWTVYH

GA %93.33  %93.33 %80 %86.67 %93.33 %86.67 %80 %100 %100  %86.67 %73.33 %93.33 %100 %100
CINGVCWTV %88.89  %88.89 %66.67 %88.89 %88.89 %88.89 %88.89 %77.78 %100 %100  %88.89 %66.67 %100 %100 %100
YLVTRHADV %100 %88.89 %88.89 %88.89 %100 %100 %88.89 %88.89 %100 %100  %88.89 %77.78 %100  %88.89 %88.89
LLCPAGHAV %77.78  %66.67 %66.67 %66.67 %77.78 %88.89 %66.67 %66.67 %88.89 %77.78 %66.67 %66.67 %77.78 %88.89 %88.89
HAVGIFRAA %88.89  %66.67 %77.78 %88.89 %100 %66.67 %88.89 %100  %88.89 %77.78 %77.78 %88.89 %100 %100
GYKVLVLNPSVAAT %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100  %92.86 %71.43 %100 %100 %100
GVDPNIRTGV %80 %80 %80 %80 %100 %100 %80 %100 %70 %100 90% %100 %100 %100 %100
TITTGAPVTYSTYGK %80 %93.33 %93.33 %93.33 %86.67 %80  %93.33 %93.33 %86.67 %93.33 %86.67 %73.33 %86.67 %93.33 %93.33
TGSPITYSTY %90 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %90 %80 %90 %90  60% %80 %90 %90

DELAAKLVALGINAV %80 %66.67 %60 %80 %80 %80 %80  %73.33 %80  %73.33 %80 %80 %80 %80 %80

LAAKLVALGINAVAY %80 %73.33 %66.67 %80 %80 %80 %80 %80 %80  %66.67 %73.33 %73.33 %73.33 %80 %80

AKLVALGINAVAYYR %80 %73.33 %66.67 %80 %80 %80 %80 %80 %80 %60  %73.33 %73.33 %73.33 %80 %80

KLVALGINAV %70 %70 %60 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70 %70

GLNAVAYYR %100 %100  %88.89 %100 %100 %100 %100 %100 %100  %66.67 %88.89 %88.89 %88.89 %100 %100
GFTGDFDSV %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100 %100  %66.67 %88.89 %100  %88.89 %100 %100
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SVIDCNTCV
YLVAYQATV
QMWKCLIRL
TAYSQQTRGLLG
AYSQQTRGL
VYHGAGNKTL
MYTNVDQDL
ITYSTYGKF
TYSTYGKFL
FYGKAIPIEAI
GYTGDFDSVI
EFWEAVFTGL
CINGVCWTV
TVYHGAGTK
HLHAPTGSGK
ATLGFGAYMSKA
LGFGAYMSK
LIFCHSKKK
ALGINAVAY
VTLTHPITK
HAVGIFRAAV
RLGAVQNEV
YMSKAYGTDP
YGTDPNIRTG
YSTYGKFLAD
STDATSILGI
HPNIEEVAL
YGKAIPLEVI

%100 %100
%100 %388.89
%100 %100
%83.33  %83.33
%88.89  %88.89
%90 %380
%100 %88.89
%88.89  %88.89
%88.89 %100
%100 %45.45
%90 %90
%90 %90
%88.89  %88.89
%88.89  %77.78
%100 %100
%100 %100
%100 %100
%100 %100
%77.78  %77.78
%100 %100
%90 %70
%100 %388.89
%70 %70
%70 %70
%90 %100
%380 %380
%100 %100
%°53.33 %70

%100
%100
%77.78
%100
%100
%380
%77.78
%88.89
%100
%63.64
%90
%40
%66.67
%77.78
%100
%100
%100
%100
%66.67
%100
%80
%100
%70
%70
%100
%380
%100
%60

%100
%66.67
%66.67
%91.67
%100
%60
%77.78
%88.89
%100
%81.82
%90
%50
%88.89
%55.56
%100
%100
%100
%100
%77.78
%77.78
%80
%55.56
%80
%80
%100
%80
%88.89
%80

%100
%100
%100
%100
%100
%80
%100
%388.89
%100
%81.82
%90
%90
%88.89
%77.78
%100
%91.67
%388.89
%100
%77.78
%388.89
%90
%100
%80
%380
%100
%90
%100
%100

%100
%100
%100
%91.67
%88.89
%90
%100
%100
%100
%81.82
%90
%90
%88.89
%100
%80
%91.67
%88.89
%100
%77.78
%100
%100
%88.89
%80
%80
%100
%70
%100
%100

%100
%100
%100
%100
%100
%380
%88.89
%88.89
%100
%81.82
%90
%90
%88.89
%77.78
%100
%100
%100
%100
%77.78
%388.89
%70
%388.89
%80
%380
%100
%380
%388.89
%100

%77.78
%88.89
%100
%66.67
%77.78
%90
%88.89
%100
%100
%54.55
%90
%90
%77.78
%88.89
%100
%91.67
%88.89
%55.56
%77.78
%100
%90
%100
%70
%80
%100
%80
%100
%70

%77.78
%77.78
%55.56
%100
%100
%90
%100
%100
%100
%63.64
%80
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5. TARTISMA

Karaciger alicilarinin en blyuk sorunlarindan biri organ naklini takip eden

surede saglikh karacigerin tekrar HCV ile enfekte olmasidir. Bagisiklik sistem
baskilayici tedavi altinda enfeksiyonun seyri, bagigiklik sistemi baskilanmayan akut
enfeksiyonlu olan hastalara gore daha hizhdir. Genelde nakil sonrasinda serumda
viral yUk, nakil dncesine gore 1 log daha yuksektir ve nakil sonrasi kisa surede ciddi
organ hasari meydana gelmektedir. Karaciger alicilarindaki bu hizli enfeksiyon
gelisimi, gorece daha kisa zamanda hastaligin seyri hakkinda bilgi toplanmasina
olanak saglar.Bu nedenle karaciger alicilari HCV patogenezinin anlagilabilmesi adina

Ozel bir firsat sunmaktadir (69).

Calismaya sadece genotip 1 ile enfekte olan hastalar alinmistir. Bu hastalarin
secilmesinin nedeni, Turkiye'de rastlanan HCV genotiplerinin arasinda genotip 1
kokenin en yaygin oldugunun literatir derlemesi sonucunda belirlenmesidir. Bir
bagka onemli belirleyici unsur ise ilk dalga proteaz inhibitoru olan Telaprevir ve

Boceprevir'in sadece genotip 1 enfeksiyonu igin gelistiriimis olmasidir.

Karaciger nakli sonrasinda serumda bulunan viral RNA kisa surede yeni
organi da enfekte etmektedir. Bagisik sistemi baskilanan organ alicilarinda klasik
sagaltim, gorece daha az etkilidir ve bu hastalarda kalici viral yanit daha nadir
saglanabilmektedir (13). Bu agidan proteaz inhibitorleri, 6zellikle nakil sonrasi klasik
sa@altima yanitsiz hastalarin tedavisinde umut vaadetmektedir.

Yeni nesil inhibitor ilaglarin gelistiriimesi, HCV antiviral sagaltiminda onemli
ilerlemeler sunmaktadir. Buna karsin bu ilaglara karsi olusan direngli varyantlar,
diger kronik viral enfeksiyonlarda da oldugu gibi sorunlarin basinda gelmektedir.
Sagaltim yanitsizhginin mekanizmalari tam anlamiyla aydinlatilamamis INF+RBV
standart sagaltiminin aksine, DEA'lara kargi olusan diren¢ mekanizmasi, ilacin hedef

aldigi bélgede olusan mutasyonlarin segilimi olarak agiklanmistir.

Calismada HCV enfeksiyonu nedeniyle karaciger hasari meydana gelmis ve
organ nakli almis hastalar secilmistir. Ozellikle nakil hastalarinin segilmesinin nedeni

bu hasta grubuyla yapilan c¢aligmalarin kisith olmasi ve hastalarin organ nakli
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nedeniyle aldiklari immuan sistemi baskilayici ilaglarin viral populasyon Uzerindeki

etkilerinin incelenmek istemesidir.

Calismada incelenen hastalar, klasik tedaviye yanitsiz, nakil sonrasi da klasik
sagaltim alip KVY geligtirememis hastalar oldugundan DEA'larla sagaltim agisindan
adaydirlar. Calismada, DEA'larla sagaltima baglanmadan 6nce hastalarda bu ilaglara
kargl olusmus direngli varyantlarin durumu incelenerek bu ve benzeri hastalarin

sa@altimlarina katkida bulunmaya c¢alisiimistir.

Literatlirde proteaz inhibitdrlerine karsi olugan direngli varyantlara yoénelik
klasik sekanslama yontemiyle yapilan ¢alismalarda direcli varyantlarin goruldugu ilk
181 a.a'lik kisim dizilenmektedir (18, 62) Buna karsin bizim ¢alismamizda tim NS3
bdlgesi (631 a.a) dizilenerek proteaz inhibitérlerine direncin yaninda NS3

bdlgesindeki epitoplarda meydana gelen mutasyonlar da incelenmistir.

Bes hastada ortak olarak gorilen non-sinonim mutasyonlar ve bes hastada
ortak olarak gorulen korunmamis epitop dizileri analizlerde kullanilan referans diziden
kaynaklanmig olabilir. Referans dizinin orijini Japonya'dir ve literatirde ayni suptipler
arasinda cografik farkliliklarin olabilecegi bilinmektedir (40, 93). Referans dizinin
secim nedeni, literatirde genotip 1b ile yapilan c¢alismalarda referans olarak
D90208'in kullaniimasidir (2, 81, 115)

Calismamizda, ilag direngli varyantlarin analizi igin Max Planck informatik
Enstitist'nun  gelistirmis  oldugu "www.geno2pheno.com" internet sitesinden
faydalaniimigtir. Sitenin tercih edilme sebepleri; ara yluzinin kullanim kolayligi, daha
once benzer calismalarda kullaniimis olmasi (8, 62) ve guncel olmasidir (son

guncelleme tarihi Ekim 2015).

Hem replikon analizi galigmalari hem de klinik ¢alismalar, antiviral sagaltimin
basarisizlikla sonuglanmasi ile viral mutasyonlar arasinda iliski oldugunu
gOstermistir (27). Calismamizda da, protez inhibitorleriyle tedavi alarak KVY
sagladigi bilinen NK adli hastada proteaz inhibitorleri yontinden naif oldugu bilinen
donemde hi¢ bir ilag direnci mutasyonuna rastlanmamis olmasi bu veriyi

desteklemektedir.
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Calismamizda SK1, SA2, NE1 ve NE2 orneklerinde direngli varyantlara
rastlanmistir.SK1'de 168A, SA2'de 155G ve NE'de 168G varyantlari gorulmuagtur.
Literatiirde Pi yéniinden naif hastalarla yapilan calismalarda, sekanslama yontemi
olarak ister klasik ister yeni nesil kullanilsin hepsinin ortak noktasi Pi ydniinden
direncli varyantlarin sayisinin populasyon iginde oldukga az oranda olmasidir. (81, 2,
18 62, 115). Direngli varyantlarin orani, varyantlari analiz etmek igin kullanilan
yonteme bagll olarak %5.7 ile %22 arasinda dedismektedir (62). Geno2Pheno
websitesi kullanilarak yapilan analizlerde direngli varyantlarin orani %22 (62) bir
bagka calismada ise %19 olarak bulunmustur (8). Calismamizda, literature paralel
sekilde varyantlar, %21 (14 6rnekte 3 varyant) olarak bulunmustur.

Hasta SK'nin tim &rnekleri icin, Pi yéniinden direncle iligkilendirilen NS3
bolgesinin 181 a.a'lik kisminda yapilan mutasyon analizinde 31 non-sinonim
mutasyona rastlanmistir. Bu mutasyonlarin 19'u (%61.2) sadece Uguncli 6rnekte
meydana gelmistir.ikinci 6rnekte bulunan ancak sonraki érnekte kaybolan mutasyon
sayis| ise sadece 2'dir. Bu hastanin 2. ve 3. orneginde ortak olarak bulunan
mutasyon yoktur. Hastanin anamnezine bakildiginda sagaltimin 8. ayinda viral RNA
10 IU/mL olarak saptanmig, sagaltim tamamlandiginda (12. ayda) viral yuk 147
IU/mL olarak belirlenmis ve o tarinten (Mayis 2008), 3. 6rnegin alindigi Mayis
2012'ye kadar serumdaki viral yuk artmaya devam etmistir. Sagaltimla hastada
bulunan viral populasyonun buyuk oOlgude baskilandigi, 2. Ornekle 3. 6rnegin
toplanmasi arasinda gecen 39 aylik surede viral populasyonunun yeniden gelistigi

soylenehbilir.

SK gibi uzun yillar HCV ile enfekte olan SA hastasi incelendiginde, olusmus
41 non-sinonim mutasyonun 12'sinin (%29) sadece 2. 6rnekte gorulip sonraki
ornekte kayboldugu, 13 (%31)'Unin ise 2. ve 3. Orneklerde ortak oldugu
bulunmustur.ikinci érnegdi sagaltim bitiminden kisa sire sonra (2 ay) alindidi
bilinmektedir, 2. drnekte gorilen 3. drnekte gorulmeyen varyantlarin, klasik sagaltim
etkisiyle olusan kagis mutantlari olmalari olasidir. Bu varyantlar replikatif fithesa
sahip olmadiklarindan, calisma iginde 2. ve 3. drnekleri arasinda gegcen zaman
bakimindan en uzun sureye (46 ay) sahip olan SA'da silinmis olabilirler. Bunun

yaninda hastanin viral yik/zaman grafigi incelendiginde, viral yukin sadece bir kez
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(sagaltimin 9. ayinda) dusus gosterdigi (500 IU/mL), tedavi sonrasinda yukselerek
birbirine yakin degerlerde devam ettigi gorulmektedir. Hastanin epitop korunmusgluk
analizinde sirasiyla 1. ve 2. drneklerinde 39 ve 31 epitop korunmusken 3. érneginde
korunmus epitop sayisi 28'e dusmustir. Bu bilgiler 1siginda hasta SA'da viral
populasyonun hastanin immun sistemiyle dengeli olarak fikse olmus olmasi

muhtemel gorilmektedir.

Tum hastalar karaciger nakli sonrasi organ reddini ortadan kaldirmak igin
bagisiklik sitemini baskilayici ilag kullanmaktadir. Bu durum immun sistemin virls
uzerindeki segici baskisini kaldirmakla birlikte, nakil sonrasi IFN-RBV sagaltimi viral
tirimsuleri arttirabilir. Hastalarin érnekleri kendi aralarinda degerlendirildiginde NK,
MB ve SA'nin en fazla korunmus epitopa sahip orneklerinin 1. 6rnek (klasik sagaltim
oncesi Ornek) oldugu gorulmustur. SK hastasinda ise en fazla korunmus epitopa
sahip olan o6rnek 2. Ornektir (klasik sagaltim sonrasi O6rnek). Hastalarda sagaltim
oncesi ve sonrasli (1. ve 2. drnekler) epitoplarda meydana gelen mutasyonlar klasik
sagaltimin viral cesitliligi arttirdigi gorusunu desteklemektedir. Bunun yani sira
nakilden sonra klasik sagaltim almayan tek hasta olan NE'nin her iki 6rneginde de
ayni epitop benzerlik motifinin goérilmesi bu goristu desteklemektedir. Ancak NE
kodlu hastanin sadece iki 6rnegi olmasi ve virls-immun sistem etkilesiminin oldukga
karmasik olmasi sebebiyle bunlar ancak oncul fikirlerdir. Literatirde HIV-HCV ko-
infekte hastalarla yapilan galismalarda, sadece HCV ile enfekte hastalarin viral
populasyonlarinin ko-infekte hastalardan daha fazla gesitlilik gosterdigi bulunmustur
(45).

Hem proteaz inhibitérlerine diren¢ ydninden varyantlar, hem de epitop
analizleri incelendiginde hastalarin 6rnekleri arasinda meydana gelen mutasyonlarin
populasyon igcinde ¢ok azinin kalici oldugu gorulmektedir. Hasta MB viral yanit
geligtirdikten bir yil sonra tekrar enfekte olmustur. Sekanslama sirasinda 3.
drneginde (yeniden enfekte olduktan sonra alinan érnegi) zorluklar yasanmistir. Ug
ornegin ortak korunmus epitoplari (7 epitop) olmasina ragmen, 3. drnegin 1. drnekle
ve 3. ornegin 2. ornekle ortak korunmus epitopu bulunmamaktadir. Hasta MB'ye ait
bu veriler birlikte degerlendirildiginde, hastanin bir yil icinde farkl bir kaynaktan
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enfekte olma ihtimalini akla getirmektedir. Olasi bulag yolu klasik sagaltimin yan
etkisi olan kansizlik nedeniyle yapilan transfuzyonlar olabilir.

Veri tabanlarinda ve literatirde, NS3 bolgesinde bilinen CD8" T hiicre
epitoplarina iliskin genotip dizeyinde bilgilere ulasilabilmigtir. HCV genomunda,
subtip dizeyinde %15 nlkleotit farkliliklari gézlendigi bilinmektedir (122). Bu sebeple
analiz edilen epitoplar, genotip 1b igin de D90208 dizisiyle karsilastirilarak

benzerlikleri arastiriimistir.

CD8" T hiicre epitoplarinda meydana gelen mutasyonlarin, hem erken hem de
ilerleyen donemde bagisiklik sisteminin virls Uzerindeki kontrolinde kritik rol
oynadidi bilinmektedir (60). Akut HCV enfeksiyonunda erken, glgcli ve genis bir
sitotoksik T hicre (CTL) yanitinin enfeksiyonun kendi kendine sinirlanmasi
acisindan onemli oldugu insan ve sempanzede gosterilmigtir (53, 107). HCV'ye karsi
CTL yanitinin koruyucu etkisinin arastirilmasi igin yapilan galismada HCV ile surekli
kargilasanlar saglikli bireylerde (mesleki olarak karsilasanlar veya egsleri HCV
tasiyicisi olanlar) HCV'ye karsi sivisal bagisik yanit veya viremi olmaksizin yardimci
T ve CTL yanitlarinda surekli bir uyarim oldugu bildirilmigtir. Kronik enfeksiyonlarda
ise CD8'T hiicre yanitlarinin genellikle zayif, az sayida epitopa ydnelik ve iglevsel
acgidan(sitotoksisite, sitokin yaniti, proliferatif yanit, vb) eksik oldugu bildirilmigtir.
Bunun pek c¢ok nedeni oldugu ( yetersiz Th yardimi, CD8" hiicre farklilagsmasinda
bozulma, viral faktorler, inhibitor sitokinler ve liganlar ile Treg varligi) bunlardan
birisinin de kagis mutantlari oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (65, 83, 131,
138, 139). Calismamizda 68 epitop degerlendiriimis, 14 serum &érneginden,ikisinde
39(%57,3)'unun korunmus oldugu, diger orneklerde ise korunmusluk oranlarinin
%57.3-%28 arasinda degistigi saptanmistir. Orneklerin hi¢ birinde 39'dan fazla
korunmus epitop bulunmamasi, hasta grubunun tim dyelerinde uzun yillardir devam
eden kronik enfeksiyon sonucu olusan bagisik yanittan kagis mutantlarinin varligiyla
aciklanabilir. Yapilan  bir ¢alismada uzun sureli enfeksiyon sonrasi virisin
cevresine adapte olmasi sonucu replikasyonun arttigi gozlenmistir (120). Buna kargin
nakil sonrasi hastalarin aldigi immunsupresif tedavi , viris Uzerindeki segici baskiyi
kaldirarak kagis mutantlarinin varligini azaltmig olabilir. SK kodlu hastanin epitop

korunmusluk analizinde 68 epitoptan 22'sinin (%32.5), hastanin 3 érneginde de ortak
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olmasi bu sebepten kaynaklanabilir. Karaciger nakli sonrasinda uzun donemde
yapilan calismalarda HCV T-hucre epitop dizilerinin buylk o6lgude korundugu
gosterilmigstir ( 77, 78,110). Bir c¢alismada ise nakil sonrasinda viral populasyonun
daha homojen hale geldigi gosterilmistir (84). Bununla birlikte ¢alismamizda , nakil
oncesine ait 6rnegi olan tek hasta olan NK'nin nakil dncesi drneginde nakil sonrasina

goOre daha fazla sayida korunmusg epitop bulunmustur.

Hastalardan NK ve SK'da , 1l.ve 3. Orneklerinde epitoplar korunurken 2.
orneklerinde korunmamig epitoplar bulundugu gorulmaustar. HIV ile yapilan
calismalarda CD8" T hiicre epitoplarinda meydana gelen mutasyonlarin viral fitness

kaybi ile sonuglanmasi nedeniyle eski haline déndugua belirtiimigstir (30, 39, 68).

Calismamizin bazi kisithliklari bulunmaktadir: 1) Calisma grubu igin secilen
hastalarda spesifik Ozellikler aranmasi nedeniyle calismaya ancak bes hasta
alinabilmistir, 2) Bu calismada kullanilan klasik sekanslama yodntemi, yeni nesil
sekanslamaya gore mindr viral populasyonlari saptamada daha az hassas bir

yontemdir.
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6. SONUC VE ONERILER
Yeni nesil sekanslama tekniklerinin gelismesiyle dusuk frekansh HCV

turamsulerinin  karakterize edilmesiyle sagaltim sirasindaki viral dinamiklerin
anlasiimasi saglanmaya baslanmistir. Yine de turimsu populasyonlarinin DEA'lara

kars! direng olusumundaki roli tam olarak aydinlatilamamistir.

Nakil sonrasi donemde viral genomda meydana gelen degdisimlerin
anlasiimasi HCV'nin yeni karaciger dokusuna adapte olma mekanizmasinin ve
adaptasyonunun, yeni enfeksiyonun siddeti Uzerine etkisin anlagiilmasina yardimci

olabilir.

Gelecek calismalarda T hucre epitoplarinin korunmusluk analizinin yaninda,
konak HLA tipinin de belirlenmesi kisiye 6zel ilag rejimlerinin belirlenmesi igin dnemli

veriler saglayabilir.

Proteaz inhibitorleriyle tedaviye baslanmadan &nce proteaz inhibitorleri
yonunden direngli varyantlarin varhginin arastiriimasi karaciger nakil hastalari gibi
durumlari kronik HCV enfeksiyonlu hastalara gorece daha hassas olan hasta

grubunda, Ug¢lu tedavinin basarisini belilemede yardimci olabilir.
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ODULLER

Odiiliin Adi Alindig1 Kurulug Yili

FEMS (Federation of European
[ |Arastirma Bursu . ) . o 2013
Microbiological Societies)

Yedinci Ulusal Molekuler ve Tanisal . _ i .
_ . . . Ankara Mikrobiyoloji Dernegi 2012
Mikrobiyoloji Kongresi Poster 3.’luk odalu

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

Kaya O, Duran A, Ciftci C, Kayman T,Sayiner A.A, Abacioglu H. HCV Genotiplerinin
epidemiyolojisinde degisiklik var mi? Yedinci Ulusal Molekller ve Tanisal Mikrobiyoloji

Kongresi Program ve Bildiri Ozet Kitabi: s85, 5-8 Haziran, 2012, Ankara, Tlrkiye.(Poster)

Cagla Ciftci, Alessandra Lo Presti, Eleonora Cella , Alessia Lai , Gianguglielmo Zehender
Hakan Abacioglu , Massimo Ciccozzi. Different Origins of HCV Genotype 4 Infection.
EMBO Workshop on Human RNA Viruses jointly sponsored by the ICGEB American
Hospital, Ozet Kitabi:s22, 6-8 Ekim,2014, istanbul, Tarkiye.(Poster)

Cagla Ciftci, Alessandra Lo Presti, Eleonora Cella , Alessia Lai , Gianguglielmo Zehender
Hakan Abacioglu,Massimo Ciccozzi. Turkiye’'de HCV Genotip 4a ve 4d’nin Kdkenleri.
XXXV. Ulusal Mikrobiyoloji Kongresi, Ozet Kitabi:s398-399, 12-16 Kasim,2014, Antalya,
Tarkiye.

(So6zlu Bildiri)
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8.3 izinler
Mikrobiyoloji Anabilim Dali izni
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