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1. OZET

“Interferon+Ribavirin tedavisine virolojik yamtsiz kronik hepatit C hastalarinda, genotiplb
viriis genomunun interferona hassasiyeti Dbelirleyici (ISDR) dizisinde mutasyonlarin

belirlenmesi’’

Diinyada 170 milyon insam etkileyen Hepatit C Viris (HCV) enfeksiyonu; %50 -85
kroniklesmeye, bunlarin % 20'sinde siroz gelisimine ve her yil 3.5-10 milyon sirozluda
karaciger kanseri gorilme riskine yolagar. AntiHCV pozitifligi, diinyada ortalama % 3,
Tirkiye'de farkh kayhaklara gore % 0.3-4'tir. Aynca Tirkiye'de kronik karaciger
bastaliklarinda, HCV prevalanst % 13-27'dir. Kronik HCV enfeksiyonunda uygulunan
tedavilerin basarisiziigindaki etkili ‘mekanizmalarin saptanmasi ve hastalifin etkin tedavi

protokollerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Uluslararast kronik HCV tedavisi i¢in IFN+Ribavirin kullaniminda basari ile ilgili
olarak, “’¢ift iplikli RNA'min aktive ettigi protein kinaz’> (double stranded RNA activated
;;rotein kinase, PKR) baglanma alaninin etkinligi yaymnlandi. HCV‘nin non-structural 5A
(NS5A) geninden kodlanan ve PKR-baglanma alanini kapsayan NSS5A proteini, PKR
enzimine baglanarak dimerize olmasina engel olmakta ve hiicre limini Onlemektedir. Bu
durumda viriis Gremesine devam etmektedir. NSSA-PKR baglanma alaninda saptanan bazi
mutasyonlarin, in vivo mayada PKR enzimine baglanmay: Onleyerek hiicrelerin 6lmesine

neden oldugu ve viriisiin iiremesini engelledigi gosterildi.

Dokuz Eyliil Universitesi hastanesinde IFN+Ribavirin tedavisi alan, HCV genotip1b iig
tam yamitli (TYL), bes biyokimyasal yanitli (BYL), 11 tam yamtsiz (TYS) hastaya ait serum
ornekleri galigildi. Her bir serumdan proteinaz K yontemiyle RNA izolasyonu, RT-PCR ile
c¢DNA eldesi ve bu trinlerden nested PCR ile HCV-NS5A (PKR baglanma alamini kodlayan
bolge) geni amplifiye edilerek DNA dizisi belirlendi. Sonugta; 86 aminoasit degisiminin 14
(% 16)'t PKR-baglanma alammin kapsadifi ISDR bélgesinde, 72 (% 84) “si bu bolgenin
karboksi terminal alaninda saptandi. ISDR'nin 14 aminoasit degigiminin 12 (% 86) 'si BYL
grubunda belirlendi. BYL hasta grubunda ISDR aminoasit degisimi say1si, TYS hasta grubuna
gore istatistiksel olarak anlamh o6lgiide fazla bulundu (p=0.012). Bu aragtirma; genotip 1b
kronik HCV hastalarinin IFN+Ribavirin tedavisinde, biyokimyasal yanit agisindan ISDR
aminoasit degigimlerinin, 6nemli bir prediktor faktor oldugunu gbstén‘nektedir. y

Anahtar sézciikler: Kronik HCV, genotip 1b, IFN+Ribavirin, PKR-baglanma alani, ISDR



2. SUMMARY

“Identification of mutations within the sequence of interferon sensitivity determining region

(ISDR) of virus genotype 1b in chronic hepatitis C patients who are virologically nonresponsive
to IFN+Ribavirin therapy”’

Hepatitis C Virus (HCV) infection which affects 170 million people in the world,
carries a risk of chronicity in up to 50-85 % and developing cirrhosis in 20 % of patients.
Among the latter about 3.5-10 million of them have an increased risk of hepatocellular
carcinoma. AntiHCV positivity is approximately 3 % in the world and 0.3-4 % in Turkey
according to different resources. Besides, prevalance of HCV in chronic liver diseases is 13-
27 % in Turkey. Identifying the mechanisms that lead to theraphy failure in chronic HCV
infection and improvement of effective therapy protocols are required.

“Double stranded RNA activated protein kinase’’ binding region (PKR-Biﬁding region)
was reported to be effective in IFN+Ribavirin treatment for international chronic HCV
therapies. NS5A protein encoded from the HCV genome nonstructural 5A (NS5A) gene has a
PKR-binding region that blocks the dimerization of PKR, resulting in the prevention of cell
death and continuation of virus proliferation. Some of the mutations in this region are shown

to prevent PKR enzyme binding and virus proliferation and thus lead to cell death in yeast.

In this study, sera samples from three complete responders (CR), five biochemical
responders (BR) and 11 nonresponders (NR) that were infected by genotype 1b HCV and
received IFN+Ribavirin therapy in Dokuz Eylul University Hospital were studied. HCV-
NSS5A (coding PKR binding region) gene was amplified through RNA extraction, RT-PCR
and nested PCR and the PCR products were sequenced for mutation analysis. Finally, 86
aminoacid mutations were detected, 14 (16 %) of them were within the ISDR and 72 (84 %)
of them were within the carboxy terminal domain of the protein. 12 (86 %) of 14 aminoacid
mutations in the ISDR were detected in the BR group. ISDR aminoacid mutation number in
BR patient group is statistically more significant than that in the NR patient group (p=0.012).
According to this study, ISDR aminoacid mutations are important predictor factors for
biochemical responses in IFN+Ribavirin therapy of genotype 1b infected chronic HCV
patients.

Key Words: Chronic HCV, genotype 1b, IFN+Ribavirin, PKR-binding region, ISDR

e
SRR

K
x

" R,



3. GIRIS VE AMAC

Hepatit C Viriis (HCV) enfeksiyonu, diinyada 170 milyon insanin etkilendigi o6nemli bir
saglik sorunudur. Diinya saglik orgiitiiniin (World Health Organization, WHO) agikladig1 veri-
lere gore, genel popiilasyonda HCV antikor pozitifligi ortalama % 3 tur(1). Tirkiye' de HCV
seroprevalansi, farkh kaynaklara gore % 0.3-4 arasinda degismektedir(2-5). HCV yayginhg-
nin, 6zellikle bazi hasta gruplarinda daha yiiksek oldugu dikkat gekmektedir. 1993 yilinda
Avrupa Diyaliz ve Transplant dernegi, Tirkiye'de hemodiyaliz ve organ transplantasyon has-
talarinda HCV yayginligim % 17.7 olarak agiklamigtir. Tiirk Nefroloji demnegi ayni hasta
gruplarinda HCV prevalansinin; 1996, 1997 ve 1998 yillarinda sxrasiyla % 38, % 52.6 ve
% 63.2" ye yiikseldigini rapor etti(6). '

HCV, % 50-85 kroniklesme orami ile kronik karaciger hastaliklarinin da 6nemli sebeple-
rinden biridir(7). Tirkiye' de yapilan aragtirmalara gore, kronik karacier hastaliklarinda
HCV prevalansi % 13-27 arasinda degigmektedir(8,9). Kronik HCV enfeksiyonu gorillen has-
talarin % 20" sinde siroz, siroz goriilen olgularin da yil bagina % 3-7.8" inde karaciger kanseri
(hepatocellular carcinoma, HCC) gelisim riski bulunmaktadir(7,10,11). Siroz ve HCC gelisim
riski ile birlikte Amerika Birlegik Devletlerinde (ABD) HCV kaynakli karaciger hastalifi ne-
deniyle her yil 8.000-10.000 kisinin dldigiiniin agiklanmasi, enfeksiyonun ciddi boyutlarint
ortaya koymaktadir(12). Ayrica ilkemizde ve diinyada olusan bu klinik tablo, HCV ile miica-

delede etkili bir tedavi yontemi ya da as1 geligtirilmesinin ne denli énemli oldugunu goster-
mektedir.

Su anda HCV enfeksiyonunu dnlemek amaciyla interferon (IFN)+Ribavirin tedavisi yay-
gin olarak uygulanmaktadir. Ancak hastalarin kalict yamit verme oranlari, %30-40 arasindadir
(13). Tedaviye yanitta; yas, cinsiyet, alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi, viral yiik ve viriis
genotipi gibi klinik ve virolojik faktorler 6nemlidir. Caligmalarda ozellikle viriis genotipleri-

nin tedavi yanitlarina olan etkisi aragtiriimaktadir(14,15).

HCV'ye karg1 savunmada etkin bir tedavi su ana kadar uygulanamadifi gibi koruyucu
bir ag1 da geligtirilememistir. HCV genomunun yiiksek mutasyon hizi ile ortaya gikan komp-
leks varyantlarimin (quasispecies) varligi, ag1 gelistirmeye kargt 6nemli bir engel olusturmak-
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tadir. Ayrica bu konudaki gabalar, HCV nin hiicre kiiltiir sistemlerinde yeterince etkin olarak

uretilememesinden dolay: sonugsuz kalmaktadir(16).

HCYV esas olarak karacigerde replike olan, hepatotropik bir viristiir. HCV hastalarinin
ve deneysel olarak enfekte edilmig sempanzelerin hepatositlerinde viriise ait riboniikleik asit
(RNA) ve proteinlerin bulunmasi, karaciger tropismi i¢in giglii bir kamttir(17-20). Bununla
birlikte HCV replikasyonunun karaciger diginda kemik iligi, lenf nodlari, dalak, pankreas, ti-
roid ve adrenal bezler, periferal kan mononiikleer hiicreler (peripheral blood mononuclear cell

, PBMC) ve primer biliyer epitel hiicrelerinde de meydana geldigi rapor edilmigtir(21-23).

HCYV bagslica parenteral yollarla bulagir. Enfeksiyonun bulag kaynaklan arasinda; taran-
mayan kan ya da kan trinleri, damar i¢i ilag kulanimi, enjektor ignesi kazalari, hastanin baki-
mt sirasinda kontamine enstruman kullamimi ve dévme salonlan yeralmaktadir(12). HCV" ye
karsi etkin bir tedavinin ve aginin yoklugunda, enfeksiyonun bulagmasini énlemek su anda en
iyl ¢6zim olarak goriinmekte ve dolayisiyla yukarida bahsedilen bulag kaynaklannni kontrol
edilmesi i¢in gaba sarfedilmesi gerekmektedir. Ayrica HCV nin 6zgiilliigi ve hassasiyeti yiik-
sek testlerle serum ya da plazmada tamimlanmast, parenteral yollarla viriisiin yayilmasini en-
gelleyecektir. Bu amag dogrultusunda, HCV nin klonlaﬁdlgl 1989 yilindan bugiine kadar vi-
riise kargt olugan antikorlari saptayan birgok serolojik tan: testleri uygulamaya girmistir(24).

Ilk test; 1989 yilinda molekiiler biyolojik tekniklerle, HCV genomunun yapisal olmayan
4A (nonstructural 4A, NS4A) bolgesine ait 5-1-1 ve 81 adi verilen klonlar elde edildiginde
gelistirilmistir. Oncelikle bu klonlardan yararlanilarak olusturulan agik okuma gercevesi (open
reading frame, ORF), insan siiperoksit dismutaz (SOD) geni ile birlikte mayada eksprese edil-
migtir. C100-3 ad:1 verilen bu ekspresyon tiriinii kanda HCV antikorlarimin belirlenmesinde
kullamlmistir(25). 1990 yilinda C100-3 antijenine spesifik antikorlar1 saptayan 1.kusak anti-
HCV enzym-linked immuno sorbent assay (Elisa) testi ile kan ve kan tiriinlerinin taranmasina
baglanmistir(26). 1992 yihinda ¢100-3 antijenine ek olarak kor (core, C) ve NS3 gen bolgesi
antijenlerine karg1 olugan antikorlar saptayan 2.kusak anti-HCV Elisa testi lisans almigtir(26).
1994 yilinda core, NS3 ve NS5 gen bolgesi antijenlerine karg: olusan antikorlar1 saptayan 3
kugak HCV antikor testleri kullanima girmistir(27,28).
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Aynca anti-HCYV Elisa pozitif sonuglarin dogrulanmas: amaciyla, 1., 2. ve 3. kugak re-

kombinant immiinoblot assay (RIBA) testleride gelistirilmigtir(26,27). RIBA testi ile nitrose-
liiloz bir strip tizerinde bulunan HCV proteinlerine 6zgiil antikorlar tespit edilmektedir. RIBA
test sonucunun belirsiz ya da negatif ¢ikmasi durumunda, kalitatif HCV-RNA tayininin yapil-
masi Snerilmektedir. Kalitatif HCV-RNA tayini ile serum ya da plazm@da virlis replikasyo-
nunun gosterilmesi amaglanmaktadir. Tersine transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (rever-
se transcriptase polimerase chain reaction, RT-PCR), kalitatif HCV-RNA tayini i¢in yaygin o-
larak kullamlmaktadir(29). Serum ya da plazmada kantitatif olarak viriis yiikiiniin saptanmasi-
da miimkiindir. RT-PCR ile sinyal amplifikasyonu temeline dayal1 branched deoksiriboniikle-
ik asit (DNA) probe testi, viral yiikiin 6lgilmesinde sikga kullanilan kantitatif HCV-RNA
testleridir(29). Kanda kalitatif ve kantitatif HCV-RNA tayini, klinik tedavide hastaligin geligi-

minin degerlendirilmesinde ve antiviral tedavi protokoliiniin diizenlenmesinde ¢ok 6nemlidir.

Klinik tedavinin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger énemli test viriis genotiplen-
dirmedir. Genotipleme igin gogunlukia E1, core, NS5 ya da 5’ non-coding region (5° NCR)
bolgelerinden enaz birinin DNA dizi analizi yapiimaktadir. Aynca restriksiyon fragman uzun-
luk polimorfizm (restriction fragment lenght polimorphism, RFLP), tipe 6zgiil priinerler ile
amplifikasyon, tipe 6zgiil probe ile hibridizasyon yontemleri de kullanilabilmektedir(29).

HCV nin su ana kadar tammlanmis, 6 major genotipi ve 70'ten fazla subtipi bulunmak-
tadir(30). Yapilan galigmalarda HCV genotiplerinin, kronik hepatit C hastalarinin IFN tedavi-
sine yanit hizlarinda farkliliklar meydana getirdigi gosterilmistir(14,15). Arastirmalarda ge-
nellikle, HCV genotip 2 ve 3 (% 65) ile enfekte olan hastalarin genotipl (% 30) ile enfekte o-
lanlara gore, kalici yanit hizlaninin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ozellikle viriis geno-
munun NS5A geni iginde bulunan ¢ Interferona hassasiyeti belirleyici bolgesi * (Interferon
Sensitivity Determining Region, ISDR) nin degiskehliginin IFN tedavisine yanitta etkili ol-
dugu disinilmektedir. In vivo mayada, HCV NSS5A proteininin ISDR ydluyla, hiicresel sa-
vunma mekanizmasinda 6nemli bir enzim olan®’ ¢ift iplikli RNA'nin aktive ettii protein
kinaza’’ (double stranded RNA activated protein kinase, PKR) baglanarak inhibe ettiSinin
gosterilmesi, bu diisiinceyi desteklemektedir(31). Ancak bu konuda yapilan arastirmalarda
farkh sonuglar elde edilmigtir, Japonya ve Ispﬁnya‘ da yapilan galigmalarda, HCV genotiplb
’nin ISDR bﬁlgesinde bulunén aminoasit degisimlerinin sayisi1 ile IFN tedavisine alinan yanit-
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larin iligkili oldugu bildirilmistir(32-36). ABD ve bazi Avrupa iilkelerinde yapilan

caligmalarda ise boyle bir iligki saptanamamigtir(37-42).

Yine in vivo bir galiymada, HCV NS5A proteininin PKR-baglanma alam iginde, ISDR’
nin yamsira 26 aminoasitlik karboksi terminal bolgesininde yer aldig1 rapor edilmigtir(43). Bu
yiizden ¢aligmalarda, ISDR nin karboksi terminalinde bulunan aminoasit degisimleri ile IFN
tedavisi yanitlari arasindaki iliski de aragtinlmigtir. Japonya'da yapilan boyle bir arastirmada
genotip 1b subtipinde, PKR-baglanma alani iginde bulunan karboksi terminal bolgede meyda-
na gelen aminoasit degisimlerinin sayisinin, devam eden virolojik yanith hastalarda gegici ya-

mtlh hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu rapor edilmigtir(33).

Bu baglamda iilkemizde yapilan aragtirmalarda, HCV genotip 1b nin yayginli: rapor e-
dilmig ancak ISDR ve karboksi terminal bolgeyi kapsayan PKR-baglanma alanindaki amino-
asit dizisi degigkenligiyle, uygulanan IFN tedavisi yanitlar arasindaki iligkiyi gosteren bir ve-
1i heniiz yaymlanmamigtir(44).

Bu ¢aligmada; kronik HCV hastalarinda, IFNo-+Ribavirin tedavisi yantlar ile HCV
genotip 1b susunun PKR-baglanma alan1 aminoasit dizisi degigimleri arasindaki iligkinin be-
lirlenmesi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda, IFNa+Ribavirin kombine tedavisi alan genotip
1b kronik HCV hastalarinda, viral poliproteininin 2209. ve 2248. kodonlan arasinda yeralan
ISDR ve 2248. ve 2274. kodonlar arasinda bulunan karboksi terminal bolgelerinin DNA dizi
analizi gergeklestirildi. Elde edilen DNA dizileri, uluslar aras: kabul edien HCVJ consensus
dizisi ile kargilastirildi ve mutasyonlar ile protein dizisinde yolagti§1 aminosit farkliliklar be-
lirlendi. Aragtirmada kullanilan yéntem, uluslar arasi standartlara uygun olarak gerceklestiril-
di. Caligmada elde ettigimiz verilerin, kronik HCV hastalarinin tedavisinin yonlendirilmesine

yardimci1 olmast ve uluslar arasi literatiire katkida bulunmasi beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Tarihge

Cockayne E.A."ya gore, eski Yunanistan ve Roma’da sarilik bilinmekteydi(45). Epide-
mik sarihigin ilk tanimi, Milattan once besinci yiizyilda Hipokrat tarafindan yapilmistir(46).
Tarih boyunca sanlik salgmlarinin meydana geldigi goriilmektedir. Ozellikle de 19. ve 20.
yuzyillarda yapilan savaglarda yaygin oldugu rapor edildi(46). Hastaligin blllmsel olarak ilk
tanimini, 1865 yilinda patoloji profesodrii Virchow R. yapmug ve sarihigin sporadik formuna
kataral ikter adin1 vermistir(47). Kan ya da kan uriinleriyle sartigin bulagicilifs ilk kez, 1883
yilinda Bremen gigek asis1 kampanyas: sirasinda, Lurman A. tarafindan belgelendi. Kampan-
yada insan lenfinden hazirlanan ag ile agilanan tersane iggilerinin %15'inde sarilik bulgulan
gozlemlenmigtir(46).

1900° lerin baginda hekimler; sariligin, kisiden kigiye temas, besin ve olasilikla su ile
bulagtigi konusunda hemfikirdiler. Bir gok hekim sariligin yayilmasinda, danﬂacnk yolu en-
feksiyonunun daha etkin oldugunu diigiiniirken, ABD’li ve Avrupali baz1 aragtirmacilar, gast-
rointestinal gegisi tahmin ediyorlardi(45). 1908 yilinda MacDonald S., epidemik sarilifin se-
bebinin bir viriisle ilgili oldugunu yayinlamigtir(45). 1912 yihinda Cockayne E.A., epidemik
ve kataral sarthin, sebebi bilinmeyen bir bagka hastahik kabakulak ile benzer ozellikler tagi-
. digim1 goézlemlemis ve hastalifa spesifik bir organizmanin neden oldugu sonucunu gikarmagtir.
MacDonald S.'in gézlemine benzer olarak yayinda yazar, epidemik ve kataral sariikta, aktif
kalan bir viriilant garttan s6z etmektedir(45). 1931 yilinda Findlay GM., Dunlop JL.ve Brown
HC.’nin yayinladiklan incelemelerinde, epidemik sariliga varicella, herpes zoster, rubella ve
deng’e benzeyen ultra-mikroskopik bir viriisiin yol agabilecegi belirtilmigtir. Aragtirmacilar-
dan Brown HC.’nin, Yorkshire'da meydana gelen sarilik salginindan etkilenen bir kisinin se-

rum 6rnegi ile temasindan sonra, sarilik belirtileri gosterdigi rapor edildi.

1942 yilinda sanligin bulagicilifini belgeleyen goniillii denemelerinin ilki, Almanya’da
Voegt tarafindan baglatilmigtir. Deneylerde, ozaman enfeksiy6z hepatit ad vérilen kisa inkii-
basyonlu sariligin, oral yolla goéniilli insanlara bulagtirildig: rapor edildi(45). 1943 yilinda bu
kez Cameron JDS., sarilikli hastalarin serum ya da kan érneklerini goniillillere enjekte ederek
enfeksiy6z hepatitin bulagicilifinm gozlemledigini agiklamugtir(45). Yine 1943 yilinda Beeson
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P.B. tarafindan ABD" de, ilk kez kan ya da plazmanin transflizyonu sonras: geligen post

transflizyonal hepatit (PTH) rapor edildi(26). 1944 yilinda Havens ve meslektaglari, serum ya
da digk: ekstrakti sﬁzﬁntﬁsﬁﬁﬁn oral yolla verilmesinden sonra, bazt éﬁnﬁllﬁlerde kisa inkii-
basyonlu enfeksiyoz hepatiti gozlemlemislerdir. Aym grup, deri igine égmm agilanan gonilli-
lerde de, o zaman serum hepatiti adi1 verilen uzun inkiibasyonlu sanlik belirtilerini rapor
ettiler(45). '

Enfeksiyoz ve serum hepatitinin epidemiyolojisinin farkhilig ortadaydi. Ayrica yapilan
gonilli galigmalan sonucunda, enfekSiy(‘)z ve serum hepatitin viral sebebe dayandigina dair
kanitlar saglanmigtt. Bunun {izerine 1947 yilinda MacCallum ve Bauer, enfeksiydz hepatitin
hepatit A, serum hepatitin hepatit B olarak isimlendirilmesini dnerdiler(46). Bu 6neriyi diinya
saglik orgitii 1973 yilinda onaylamugtir(48).

Sonug olarak hepatit A’nin fekal-oral yolla bulagtig, 2-6 haftalik inkﬁbésyon periyodu-
nun bulundugu ve gocuklarda yaygin oldugu ortaya konmustur. Hepatit B*nin kan triinlerinin
deriye enjeksiyonu (parenteral) ile bulagtig1, 2-6 aylik inkiibasyon siiresinin bulundugu ve ye-
tigkinlerde daha sik goriildiigi belirlenmistir(46).

1963 yilinda Blumberg B.S. ve Alter H.J., Avustralya’da yagayan losemili Aborijin has-
tasiiin serumunda tammladiklan immunopresipitine, Avustralya antijeni adim verdiler(49).
1966 yilinda Blumberg B.S. ve ¢aligma arkaciaslarl, akut viral hepatitle Avustralya antijenini
iligkili bulduklarini rapor ettiler(50). 1967 yilinda Krugman S. ve meslektaglari; hepatit viri-
siiniin 2 farkl: tipini kesin olarak tanimlamiglardir. Willowbrook zeka 6zurlileri okulunda en-
demik olarak bulunan hepatitin kontrolii igin yapllah calismalarda, hepatit gegiren Mir adinda
bir égrencinin hastalifinin iki atag: sirasinda alinan serum 6rneklerinden, Mir serum 1 (MS-1)
ve Mir serum 2 (MS-2) havuzlan olusturuldu. Caligmada, MS-1 ve MS-2 serum 6rneklerinin
diger 6grencilere agilanmasiyla hepatitin bulastig1 goriilmisgtiir. MS-1 bulagtirilan bazi 6gren-
cilerde kisa inkiibasyonlu hepatit gozlemlenirken, MS-2 bulastirilan dgrencilerin bir grubun-
da uzun inkiibasyonlu hepatiti tanimlamislardir(45). O zamandan giiniimiize kadar birgok he-
patit virisii tantmlanmugtir. Tablo 1'de tammlanan major hepatit virislerinin genel ozellikleri

© goritlmektedir.



Tablo 1: Major Hepatit Viriislerinin Genel Ozellikleri

ss RNA(+): single stranded RNA(+), ds DNA: double stranded DNA, ICTV: International Committee on Taxonomy

of Viruses.

Viriis Viriisiin Kesfi | ik Son Viriis Zarf Yaylma

Adr Smiflandma | Smuflandirma Genomu

Hepatit A | 1973'de digkada | 1983'de Picomaviridae ssRNA(+) | Zarfsiz Fekal-Oral

(HAV) immun elektron | Pikornavirils Hepatoviris
mikroskobuile | Enteroviriis (CTV-2002)
kesfedildi.

Hepatit B | 1963'de viriise | 1986'da Hepadnaviridae Parsiyel Zarfh Parenteral

(HBV) ait Avustralya Hepadnaviridae Orthohepadnavirils | ds DNA
antijeni (ICTV-2002)
tammland.

Hepatit C | 1988'da viriis 1988'de Flaviviridae ssRNA(+) | Zarflt Parenteral

HCV) izole edildi. Togaviris olarak | Hepaciviriis

smflandirimasi (ICTV-2002)
onerildi.

HepatitD | 1977°de kronik | 1995°de Deltavirtls ss sirkiller Zarfh Parenteral

(HDV) HBV'li Deltavirtis (ICTV-2002) ve lineer #Bv
hastalarda RNA(-) kaynakl1)
kesfedildi.

Hepatit E | 1983'de immiin | 1988'de Hepatit-E like viris | ssRNA(+) | Zarfsiz Fekal-Oral

(HEV) elektron Calicivirils (ICTV-2002)
mikroskobu ile | olarak
kesfedildi. smflanciriimast

Snenldi,

GBV-A 1995'de 1995'de Unclassified ssRNA(+) | Zarfh Insanlarda
tamarinlerde Flaviviridae Flaviviridae simdiye kadar
kesfedildi. ailesi icinde (ICTV-2002) enfeksiyon

simflandiriimast yarattif1
onerildi, saptanmadi.

GBV-B 1995'de 1995'de Unclassified ssRNA(+) | Zarfh Insanlarda
tamarinlerde Flaviviridae Flaviviridae simdiye kadar
kesfedildi. ailesi iginde (ICTV-2002) enfeksiyon

smiflandimiimasi yarattig1
onerildi. _saptanmadi.

GBV-C 1995°de 1996'da Unclassified ss RNA(+) Zarfh Parenteral
kriptogenik Flaviviridae atlesi | Flaviviridae
hepatit hastala~ | iginde GBV-C/HGV grubu
rmnin serumunda | smuflandirilmas: ACTV-2002)
kesfedildi. Gnerildi.

Hepatit G | 1996'dakronik | 1996'da Unclassified ss RNA(+) | Zarfh Parenteral

(HGV) hepatit flaviviridae ailesi | Flaviviridae
hastasimn iginde GBV-C/HGV grubu
plazmasinda smiflandimlmasi (ICTV-2002)
tammlandi. Sperildi.

1968 yilinda Prince A.M., Okochi K ve Murakami S; Avustralya antijenini tip B hepati-
ti gelisimi ile iligkili bulduklarini rapor ettiler(51,52). 1970 yilinda Dane DS vé meslektaglars;
Avustralya antijeni pozitif hepatit hastalarinin serum 6rneklerinde, Dane adi verilen hepatit B
viriis (HBV) partikiillerini kegfettiler(53). Caligmada 42 nm ¢apindaki partikiillerin, HBV vir-
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yonu oldugu, 22nm ¢apindaki daha kiigiik yapilarin Avustralya antijenini igeren partikiiller

oldugu hipotez edilmigtir. HBV viryonunuh dig yuzeyindeki yapilar Avustralya antijenine
benzetilmistir. Ayrica, HBV viryonunun niikleokapside benzetilen kor bolgesini (hepatitis B
core antigen, HBcAg) tammlamiglardir.

1970 yilinda diizenlenen ulusal saglik enstitiisii (National Institute of Health, NIH) kon-
feransinda, Avustralya antijeninin enfeksiy6z ajanin bir pargasi oldugu agiklanmigtir, Enfeksi-
y6z ajan, hepatit viriisii olarak tahmin ediliyordu(26). 1970 yilinda Alter HJ ve meslektaglari
kan donorlerinde, Avustralya antijeninin varlifinin teést edilmesini 6nerdiler. Avustralya anti-
jeni o zaman hepatitle birlegen antijen (hepatitis-associated antigen, HAA) adiyla amilmaya
baglanmigtir. Su anda Avustralya antijenine, hepatit B yiizey antijerii (hepatitis B surface anti-
gen, HbsAg) adi verilmektedir(54). 1971 yilinda kan bagislar1 HbsAg testi ile taranmaya bag-
lanmugtir, HbsAg'yi bulmaya yonelik ilk metodlar, immiinodifuzyon ve counterelektroforezi
iceren nispeten hassas olmayan yontemlerdi(26).1971 yilinda Almeida J.D. ve caligma arka-
daslan, HBV partikiiliiniin 27 nm ¢apinda internal komponentini ve antikorunu (Anti-HBcAg)
gostermiglerdir(55). 1972 yilinda ilk kez Magnus ve Epsmark, hepatit e antijenini (HbeAg) ta-
mmladilar(46). Ilk Hepatit B agis1, 1981 yilinda ABD’de lisans almigtir(56). 1986 yilinda he-

patit B viriisiit Hepadnaviridae ailesi iginde siniflandiriimigtir(57).

Hepatit A’ ya sebep olan viral ajan (Hepafit A Viris, HAV), ilk kez 1973 yilinda im-
miin elektron mikroskopik inceleme ile, besin kaynakli akut hepatit hastalarinin digk: érnekle-
rinde kesfedildi(26). 1974 yilinda serum HAYV antikorlarinn (anti-HAV) bulunmasi igin, im-
miin adherence ve komplement fiksasyon testleri geligtirilmistir(45). 1983 yilinda HAV Pi-
kornavirus ailesi i¢inde, Enterovirus olarak siniflandirilmigtir(26). 1991 yilinda Avrupa’da he-

patit A agis1 lisans almigtir(56).

1977 yilinda ilk kez Rizetto et.al. tarafindan, kronik HBV enfeksiyonu goriilen hastalar-
da hepatit D virusi (HDV) kesfedildi(58). 1980 yilinda sempanze deneyleri sonucunda, delta
ajaminin, enfeksiyon yaratabilmek i¢in HBV ye ihtitiyag duyan ayr bir viriis oldugu tanimlan-
migtir(59). HDV viriisii zarf proteinini sifrelememektedir. Hepatit B viriisi; HDV’nin birleg-
mesi igin gerekli olan zarf glikoproteinlerini saglamaktadir(60). 1985 yilinda yapilan bir ¢alig-
mada HDV enfeksiyonunun, akut HBV enfeksiyonunda koenfeksiyon ya da kronik HBV tagi-
yicilarinda siiperenfeksiyon olusturabilecegi bildirilmisiir(Gl). 1989 yilinda ilk kez Hershow -
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ve calisma arkadaslarni ABD"de Illinois eyaletinde, geligsim bozuklugu tagiyan bireyler ile il-

gili calisan bazi kuruluslarda, HDV nin yaygihigini rapor ettiler(62). 1995'de HDV, Delta-
viriis olarak siniflandirildi(63).

Bagirsak yoluyla bulagan non-A, non-B hepatit (Enterically Transmitted non-A, non-B
hepatitis, ET-NANBH) retrospektif bir caligmayla, enfeksiydz hepatit olarak ilk kez 1955 yili
Hindistan Yeni Delhi salgininda belgelenmistir(64). Daha sonra Asya, Afrika ve Kuzey Ame-
rika’da da ET-NANBH salginlari rapor edildi(65). Hastaliga neden olan viral ajan, 1983 yilin-
da Balayan et.al tarafindan immiin elektron mikroskopisi ile goriintiilenmistir. 1988 yilinda
Purcell RH. ve Ticehurst JR. tarafindan ET-NANBH ajanina, hepatitis E Viriis (HEV) ad1 ve-
rildi. Aym y1l virisiin elektron mikroskopisi ve diger dzellikleri gozéniine alinarak, HEV’in
Calicivirus ailesi i¢inde siniflandinlmasi dnerilmigtir, 1991 yilinda HEV genomunun tam dizi-
si rapor edildi(65). 1955 Hindistan Yeni Delhi salginina yolagan viriisiin HEV oldugu, 1994
yilinda retrospektif olarak dogrulanmistir(66).

1967 yilinda ilk kez Deinhardt ve meslektaglari, GB viriis hepatitini kesfettiler . Aragtir-
macilar dnce bilinmeyen bir tiir viral hepatit tagidig1 diigiiniilen hasta serumlarin1 marmoset
maymunlarina astladilar ve daha sonra diger maymunlara pasajladilar. Kullandiklan serumlar-
dan biri, GB (Isminin ve soy isminin ilk harflerini simgeler) adinda, akut ikterik hepatit gelis-
tiren bir cerraha aitti. Deneylerde bu cerraha ait serumla pasajlanan hemen hemen tiim may-
munlarda, karaciger enzim diizeylerinin artti31 ve karaciger biopsilerinde histopatolojiksel de-
gisimler izlendigi rapor edildi. Daha sonra GB hepatit ajanini tanimaya yonelik ¢aligmalar de-
vam etmigtir(67). Uzunca bir aradan sonra, 1995 yilinda Abbott Diagnostics Division aragtir-
macilan viriis kesif grubu, GB hepatit ajam ile enfekte tamarinlerden flaviviriis genomuna
benzeyen 2 RNA klonu izole ettiler. Klonlanan iki ajana GB viriis A (GBV-A) ve GB viriis B
(GBV-B) adim verdiler(68). Ayni yil, viriis kegif grubu tarafindan klonlanan virislerin geno-
mik organizasyonu agiklandi. Caligma sonucunda GB ajanlarinin Flaviviridae ailesi iginde ay-
n bir genusta simflandinlmast dnerilmistir(69). Daha ileri diizeyde yapilan arastirmalarda,
GBV-B'nin tamarinlerde hepatiti indiikledi3i, GBV-A nin ise apotajen davrandid: isaret edil-
migtir(67). Orijinal GB agisimn insan kaynakli olmasma ragmen, yitksek riskli hastalarda
GBV-A ve GBV-B viriis RNA dizilerinin bulunamamasi, bu virslerin insan kaynakl: olma-
diklarin: akla getirmektedir(70).
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Viriis kesif grubu 1995 yilinda, kriptogenik hepatitli hastalarin serumunda, GBVA,

GBV-B ve HCV nin igerdigi ortak sekanslardan tiiretilen primerler ile gen amplifikasyonu
sonucu klonladiklar1 yeni bir GB-viriisii tammlamislardlr. Bu yeni viriise GB viriis C (GBV-
C) adi verdiler(71). 1996 yilinda Leary TP., GBV-C'nin poliprotein dizisini belirledi ve ge-
nom organizasyonunu agikladi. Protein sekansianmn belirlenmesinden sonra yapilan filogene-

tik analizlere gore, GBV-C'nin Flaviviridae ailesi iginde yeralmasi gerektigi ¢nerilmistir(72).

GB ajanlarinin tanimlamp karakterize edilmesinden sonra 1996 yilinda, Linnen J. ve ar-
kadaglari, kronik hepatitli hastanin plazmasindan bir RNA virtisii olan hepatit G virtisti (HGV)
‘ni tammladilar. HGV nin transfiizyon yoluyla gegebildii, ABD'de géniillii kan donorleri
popiilasyonunda varoldugu agiklanmistir. Arastirmada HGV " nin; Flaviviridae éilesi iginde s1-
niflandiriimasi dnerilmistir. Ayrica Linnen J HGV ve GBV-C arasinda NS3 bolgesinde niikle-
otid diizeyinde % 85.5, aminoasit diizeyinde %100 dzdeslik tanimlamistir(73). GBV-C ve
HGYV arasinda tim viral poliprotein diizeyinde de %95 amino asit dzdesligi gosterilmistir. So-

nug olarak, 2 izolat ayni viriisiin farkl suglari olarak tammléharak GBV-C/HGV olarak isim-
lendirilmigtir(74).

1975 yilina kadar non-A,non-B hepatit (NANBH)'in varlig: bilinmiyordu. PTH hastala-
rinin saklanan kan érneklerine, Hepatit A ve B tansal testleri uygulandiinda hastalarin bir
béliimiiniin ne hepatit A ne de hepatit B olmadigi gorilmistiir(75). NANBH ajani, 1978 yilin-
da sempanzelere gegirildiginde, viriisiin zarfli yapida, 30-60 nm ¢apinda ortalama 7-10 hafta--
lik inkiibasyon siiresinin oldugu agiklanmigtir(56). 1984 yilinda kan alicilarinda, NANBH ile
donor antiHBc pozitifliinin iligkili oldugu rapor edildi(76).. 1986 yilinda NANBH geligimi-
nin, antiHBc (+) kan alicilarinda antiHBc(-) kan alicilarina gore, yaklagik 3 kat daha fazla
yaygin oldugu bildirildi. DiZer taraftan hepatit B gelisimi agisindan, antiHbc (+) ve antiHBc
(-) dondr kanlarinin alicilan arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamigtir(77).
1986 yilinda ilk kez Hoofnagle, J. tarafindan kronik NANBH hastalarinda, IFN-a. tedavisi de-

nendiginde bazi hastalarda, ALT konsantrasyonlarinin normal sinirlarda devam ettigi rapor e-
dildi(27).

1988 yllinda NANBH viral ajani, Kaliforniya biyoteknoloji girketi Chiron aragtirmacila-
rt Houghton M. ve Bradley DW. tarafindan, molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak izole
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edildi ve kismen 6zellikleri tammlandi. Virisiin yaklagik 100.000 niikleotidli tek iplikli

RNA genomu igerdigi belirlenerek Togaviris olarak siniflandiriimas: 6nerilmistir(78).

1989 yilinda Choo QL. ve meslektaglari tarafindan planlanan ¢aligmada, NANBH ajani-
m igeren gempanze plazmasindan, complementer DNA (cDNA) kitiiphanesi meydana getiril-
di. Kronik bir NANBH hastasinin serumu ile kiitiphanenin viral antijeni eksprese eden klon-
lar1 tarandiginda, NANBH ajamina ait pozitif cDNA klonu 5-1-1 tammlanmugtir. 5-1-1 klonu
aym cDNA kiitiiphanesi ile hibridize edildiginde, 81 ad1 verilen daha genis bir klon elde edil-
migtir. Sonug olarak kan kaynakli NANBH viriisiine, HCV ad1 verildi(79). 1989 yilinda Hepa-
tit C virisiiniin NS4A bolgesine ait 5-1-1 ve 81 klonlarindan yararlamlarak olusturulan ORF,
mayada insan SOD geni ile birlikte eksprese edilmigtir. C100-3 ad1 verilen ekspresyon iiriinii-
ne karg1 olusan antikorlar tamyan spesifik test ile; ABD, 1ta1ya ve Japonya’dan NANBH" li
hastalarin serum drnekleri taranmugtir. Tarama ile hepatit C viriisiiniin, kronik NANBH’in ma-

jor sebebi oldugu anlagilmigtir(25).

1990 yilinda ABD’de, viriisiin ¢100-3 antijenine kargt olusan antikorlara 6zgiil olarak
gelistirilen, 1. kusak HCV enzim immiintesti (HCV1.0 enzym immun assay, HCV1.0 EIA) ile
kan donérii taramalarina baglanmistir(26). Ancak HCV1.0 EIA'nin tiim enfeksiyoz kan 6rnek-
lerinde HCV antikorlar: tespitinde, tam olarak basarili olmadig1 agiklanmistir. Yine de HCV
1.0 EIA ile ABD’de her y1l 40.000 kisiye, HCV gegisinin engellendigi rapor edildi(10).1991
yllmda HCV genomunun tiim niikleotid dizisi belirlenmigtir(80). 1992 yilinda viriistin ¢100-3,
yapisal c22-3 ve yapisal olmayan c33c antijenlerine kargi olusan antikorlara 6zgiil olarak ge-
ligtirilen 2. kugak HCV 2.0 EIA testi kan donéri taramalarinda kullamlmaya baglanmigtir(26).
2.kugak HCV 2.0 EIA ile tahminen yilda 13.000 kigiye HCV gegisinin engellendigi rapor e-
dildi(10). 1993 yilinda ABD’de Chiron RIBA 2.0 dogrulama testi lisans almigtir(26). 1994
yilinda Avrupa’da viriisiin ¢22-3, c33¢c ve NS5 rekombinant proteinlerine karg1 olusan anti-
korlara 6zgiil olarak gelistirilen 3. kugak HCV 3.0 EIA kullanima girmigtir. Ayn1 yil viriisiin

NS3, NS5 rekombinant antijenleri ile C ve NS4 gen bolgesinden olusan sentetik peptidlerini
iceren RIBA3.0 testi gelistirildi(27).

1994 yilinda HCV genotip ve subtipleri i¢in ortak bir siniflandirma sistemi 6nerilmigtir.
Bu sistemde; niikleotid dizi benzerligi dikkate alinarak, HCV 6 major genotip ve 11 subtipe

siniflandinimugtir. 6 major genotip 1°den 6’ya kadar arap rakamlariyla kegiflerinin sirasina
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gore numaralandirldilar. Aym genotip iginde birbiriyle dizi benzerlifi agisindan yakindan

iliskili HCV subtipleri, kesfedilme siralarina gére kiigiik alfabetik harfler ile 1a, 1b, 1c, 2a, 2b,
2¢, 3a, 3b, 4a, 5a, 6a seklinde siniflandinildilar(81). 1995 yilinda Japonya'da, IFN o tedavisi
alan kronik HCV'li genotiplb enfekte hastalarda, viriis genomunun NSSA geninin 2209. ve
2248, kodonlan arasinda kalan bélgesi, Enomoto N. ve ¢alisma arkadaglar tarafindan, ISDR
bolgesi olarak tanimlanmistir(82). |
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4.2 Hepatit C viriisiiniin molekiiler biyolojik 6zellikleri

4.2.1 Virisiin Genom Yapist

Zasbaf.

hiizressl sinpalaziar W52

prateaz S Berin Proteas
SUTR JFUTR
—t G | B4 7|NS2| NS3 nsag] NSSA | NSEB ———
IRES ~200 nt
za0f Zn Ser protesz  Ger ? ? RHA-Dagimb
uilaaan glikmprateinteri siswl bajimh  HTPagel prok. viral L RHA polimeras
stdeakapsit E;m protelnaz  hefilmy  Wofol '::;Ile& direnei

Sekil 1: HCV genomunun yapist

HCV; Flaviviridae ailesinin Hepasiviriis genusunda yer almaktadir. 9.5 kb'lik tek iplik-
li, pozitif yonelimli RNA igeren viriis genomunun ORF si ile 3,011 amino asitlik bir polipro-
tein kodlamir(13,24). Her bir genotipin ORF uzunlugunun farkh oldugu goriilmektedir. ORF
uzunlugu genotipl izolatlarinda yaklagik 9400 riboniikleotid, genotip2 ile genotip3 izolatla-
rinda sirastyla 9,099 ve 9,063 riboniikleotid olarak belirlenmigtir(24). Virisiin NS5 bélgesinin
222 bp'lik pargasi dikkate alinarak farkli genotiplerin % 55-72, aym genotip i¢inde yeralan
subtiplerin %75-86 ve 6zel izolat iginde bulunan kompleks varyantlarin (quasispecies) % 90.8
-99 dizi benzerligi gosterdikleri rapor edildi(13,24).

HCV poliproteini en az 4 yapisal ve 6 yapisal olmayan proteinden olugmaktadir (Sekil
1). C, zarf (E1,E2) ve p7 yapisal proteinleri; NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B yapi-
sal olmayan proteinleri sifrelemektedir(83,84). Yapisal ve yapisal olmayan proteinler, enfekte
hiicrenin endoplazmik retikulumunda, hiicresel ve viral proteazlarla kotranslasyonel ve post-
translasyonel iglemle meydana getirilirler(84,85). Poliproteinin N-ucunda yeralan C, E1, E2
yapisal proteinleri viral partikiil komponentlerini meydana getirirlerken, yapisal olmayan
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proteinler virlisiin yagam dongiisiinde ozelliklede viral genomun replikasyonunda fonksiyon

gostermektedirler(86).

C, E1 ve E2 yapisal proteinleri, konake: hiicrenin sinyal peptidazlan ile poliproteinden
aynilirlar(87,88). 191 aminoasitten olugan aminoterminal uca en yakin bulunan C proteininin-
RNA’ya baglandig1 ve polimerize oldugunun gosterilmesi, viral genomik RNA ile birleserek
niikleokapsiti olusturdugunu akla getirmektedir. Diger taraftan C proteininin, konakg: hiicrele-
rin transformasyonunda ve/veya modulasyonunda fonksiyon gosterdigine inanilmaktadir(85,
89). Viral zarfi olusturan viriisiin diger iki yapisal glikoproteini E1 ve E2'nin birbirleriyle, ka-
rarh nonkovalent heterodimer bir yapi meydana getirdikleri gosterildi. Bu kararlt E1-E2 hete-
rodimer yapinin, HCV’nin konakg¢1 hiicreye girmesinde etken olan mekanizmalarda gorev al-
di@1 diisiiniilmektedir(86-88). HCV E2’nin aminoterminal alaninda son derece degisken bolge
1 (hypervariable region 1, HVR-1) tanimlanmaktadir. HVR-1"deki dizi degiskenliginin; HCV
‘nin konakg¢i immiiniteden kagmasinda ve enfeksiyonun ilerlemesinde etkili oldugu sanilmak-

tadir(90).

Poliproteiniﬁ yapisal ve yapisal olmayan proteinleri arasinda yeralan p7; 63 aminoasit-
lik kiigiik hidrofobik bir polipeptiddir. Son zamanlarda gerceklestirilen bir calismada, HCV
p7 nin, C ucunda bulunan bir sinyal dizisiyle endoplazmik retikulum limeninde, bir haberci
proteinin translokasyonunu indiikleyebildigi gosterildi. Bu aragtirma sonucunda, p7 nin C do-
maininin sinyal dizi fonksiyonuna sahip oldugu agiklandi(91). p7 ile NS2 proteininin birbirin-
den aynimasinin, endoplazmik retikulumda yeralan bir hiicresel sinyal peptidazla gergeklesti-
gi dusiiniilmektedir(86).

NS2, hidrofobik glikozillenmemis, enfekte hiicrenin membranlariyla birlesen integral
bir membran proteinidir. NS2 ile NS3'iin boékinme iglemi tizerine, NS2 kotranslasyonel ola-
rak, endoplazmik retikulum membranina transloke olmaktadir. Delesyon-haritalama galigma-
larina goére; NS2'nin 2 internal sinyal dizisi igerdigi ve ¢ok sayida transmembran alam oldugu
sonucu gikartimaktadir. Hiicre kiltiiriinde yapilan bir ¢aliymada, NS2 delesyonunda HCV rep-
likasyonunun engellenmedigi gosterildi. Bu sonug, NS2'nin HCV replikasyonu igin éerekli
olmadigini distindiirmektedir(92). |
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NS2 ve NS3’iin birbirinden ayrilmasi; NS2 dizisinin biyiik bir bolumiinin ve NS3'iin

proteaz alaminin birlikte sifreledigi polipeptidin, otoproteaz aktivitesi sayeéinde gergeklegtirilir
(93). NS2/NS3 bolinme isleminin, Zn-bagimli intramolekiiler bir reaksiyon ile meydana gel-
digi onerilmektedir(94). NS3 geni; serin proteaz ve niikleotid trifosfataz (nucleotide triphosp-
hatase, NTPase)/ RNA helikaz aktivitesi gﬁsterén 2 fonksiyonel bolgeyi kapsar. NS3 trans-
membran alanina sahip olmadigi igin NS2' den aynildiktan sonra, membran birlesiminde
NS4A'ya gereksinim duymaktadir. Endoplazmik retikulum (ER) ya da ER benzeri membran-
larla birlesebilmek amaciyla NS3, NS4A' min merkezi alanina nonkovalent olarak baglanmak-
tadir. NS3'iin tek basina eksprese oldugu zaman, sitoplazma ve niikleus boyunca yayilarak
dagildi rapor edildi(86,95). -

NS4A serin proteaz i¢in 54 aminoasitlik bir kofaktordiir. NS4A ve NS3 arasinda kararh
bir kompleks olusumu, NS3'ii stabilize etmektedir(86). Bu kompleks olusumu iizerine; aktive
olan NS3-serin proteaz, NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A, NS5A/NS5B bolinme nok-
talarinda, viral poliproteini ayirir(83,94). NS3, NS4A ve NS4B'nin; NSSA hiperfosforilasyo-
nunu modiile ettikleri ve NS5B nin gifreledigi RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RNA depen-
dent RNA polimerase, RdRp) enzimi ile bir kompleks olﬁsturduklarl rapor edildi. Bu etkile-
simler, NS3, NS4A, NS4B, NS5B ile birlikte diger HCV proteinlerinin, viral replikasyon igin
temel multikompleks bir mekanizmanin i¢inde yer aldiklarim akla getirmektedir(83). NS4B
ER da lokalize olani 27 kDa agirliginda hidrofobik bir proteindir(83). NS4B'nin viral birlesme

ve replikasyonda 6nemli olabilecegi diisiniilmektedir(96).

NSSA, serin amino asiti (izerinden farkl: derecelerde, hipo ve hiper fosforilleﬁmis » p56
ve p58 adi verilen 2 formu bulunan bir fosfoproteindir(97,98). Hiperfosforilasyon; NS4A ile
NS3 proteazin birlikte hareketiyle, NS5A'nin poliproteinden ayrilmasindan sonra meydana
gelmektedir(99). Bazi aragtirmalarda NS5A nin; NS4A'ya bagimli ya da bagimsiz olarak, ta-
nimlanamayan bir hiicresel kinazla fosforile edildigi rapor edildi(97,98,100-102). Ancak hala
fosforilasyonun, NSSA aktivitesindeki rolii izah edilememektedir(13,103). NS5A'min memb-
ran birlesiminin, N terminal ucunda bulunan amfipatik alfa heliks aracilifiyla, diger viral pro-
teinlerinden bagimsiz olarak gerceklestigi gosterildi(104). NS5A'min, HCV replikasyonu igin
6nemli oldugu, in vitro adaptiv mutasyonlarla yapilan bir ¢aligmada rapdr edildi(105,106). Fa-
kat NS5A ' nin replikasyondaki rolii tam olarak agiklanabilmis degildir. Bununla birlikte yapi-
lan bir ¢aligmada in vitro olarak NS5A nin, NS5B RdRp aktivitesinde doza bagimli inhibitor
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etkisi yarattifi yayinlandi. Yayinda NS5A nin, HCV replikasyonu igin negatif bir regiilator

gorevi istlendigi belirtilmektedir. Bu negatif regtilator etki ile HCV nin konakg: hiicre yani-
tin1 indiklemeden bazal diizeyde varligin1 siirdiirmiiy olabilecegi dne siiriilmektedir(107). Di-
ger taraftan NS5A ile kronik HCV hastalarinin IFN tedavisi yamtlarinn iligkili oldugu rapor
edildi(32-36). Ozellikle baz1 Japon hastalarda, ISDR boélgesinde bulunan yiiksek mutasyon
siklig1 ile disiik viral RNA titresinin birlesmesi, NS5A ' nin HCV replikasyonunda rol oynadi-
g1 akla getirmektedir(13).

Poliproteinin C terminal bolgesinde yeralan NS5B proteini, HCV genom replikasyonu
igin temel RdRp aktivitesi gosterir(108). NS5B; palm ve finger yapilarina sahip olan ve koru-
nan ‘ABCDEF’ motifini barindiran, niikleik asite-bagimli niikleik asit polimerazlarin grubun-
da yeralmaktadir(109). Sekonder yap1 analizi ¢aligmalari ile HCV NS5B'nin hidrofobik kar-
boksi uca sahip oldugu gosterildi. HCV replikasyon komplekslerinde yeralan NS5B'nin hid-
rofobik C ucunun, konakgn hiicre membran ile birlesim igin gerekli oldugu rapor edildi(110-
112). NS5B; (-) ve (+) iplikli RNA sentezini katalizleyen, anahtar bir enzimdir(113). NS5B'
nin, primere bagiml tarzda ya da copy-back mekanizmayla RNA uzamasin katalizleyebildiéi
yayinlandi(114).

HCV 5’untranslated region (UTR)" nin kapsadigi, 341 niikleotid uzunlugundaki internal
ribosome entry site (IRES); Cap’e bagimli olmadan HCV ORF’nin translasyonunu baslatmak-
tadir. 5’UTR HCV RNA replikasyonu igin de gereklidir(115). HCV 5’UTR,; kok-halka 1,kék-
halka 2, kok-halka 3, kok-halka 4'i igeren 4 ayri RNA bolgesinden meydaﬁa gelmektedir.
Kisa kok-halka 1; 5.ve 20. RNA bazlari arasindaki dizilerle olugturulmaktadir. Bu bélgenin,
IRES aktivitesi igin gerekli olmadig1 gosterildi. Kok-halka 1'in bir regiilator rolii oldugu
disintilmektedir. Kok-halka 2'nin IRES fonksiyonu i¢in énemi tartigmalidir. Cogu ¢alismada
bu yapin varliginin translasyonun verimliligini artirdigi gosterildi. Kok-halka 3, IRES in kor
bolgesini olusturur ve IRES aktivitesi i¢in 6nemli RNA pseudoknot olusumuna katilir. Kk~
halka 4; 5’UTRnin downstream bolgesinin yanisira kapsid proteininin kodladigt AUG
kodonunu ve ilk birkag niikleotid dizisini de icermektedir(115). |

HCV 3’UTR,; yaklagik 200 niikleotid uzunlugunda olup 3 ayr bdlgeden olugmaktadir.
3’ UTR,; degisken uzunlukta poli(U/UC) dizileri ile az korunan 27-66 bazlik bir dizi ve yiik-
sek oranda korunan 98 niikleotidlik diziden (X) meydana gelmektedir(116,117). X bdlgesinin
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kok halka-1, kok halka-2, kok halka-3 ad: verilen 3 kararh kok-halka yapisina katlandig:

gosterildi(118). 3’'UTR nin X bélgesinin ve poli(U/UC) dizilerinin in vivo replikasyon igin
gerekli oldugu yayinlandi(119).

4.2.2 Klinik Ozellikler

HCV bulastiktan 3 hafta sonra, serumda viral RNA bulunabilmekte ve ALT diizeyleri
artabilmektedir. Hastalarin sadece tigte biri 2-12 hafta siiren akut hepatit belirtileri géstermek-
tedir(120). Akut HCV semptomlan arasinda; sanilik, idrar renginin koyulugu, sikinti, bulant,
karaciger sag karin iist dortte birlik boliimiinde agn seklinde belirtiler yeralmaktadir(121).

Akut hepatit olgularinin % 50-85'inde kronik enfeksiyon geligir(7). Kronik enfeksiyon-
da genellikle akut hepatit belirtileri goriilmez. Bununla birlikte kronik HCV enfeksiyonunda,
yorgunluk, eklem agrisi ve karaciger sag karn iist dortte birlik boliimiinde rahatsizlik gibi isa-
retler ortaya ¢ikabilmektedir(122). Kronik HCV enfeksiyonunda, ALT diizeyleri yiiksektir ve
HCYV RNA pozitiftir. Ancak kronik enfekte hastalarin yaklagik tigte biri normal ALT diizeyle-

rini siirdirirler(120).

HCV; karaciger diginda gelisen glomerulopati, kriyoglbbulinemi, porfiria cutanea tarda,
poliarteritis nodosa, sicca-like sendrom, liken planus ve B hiicre nonHodkin’s lenfoma gibi
lenfoproliferatif bozuklugu igeren hastaliklar ile birlikte gorilebilmektedir(10,7). Kronik
hepatit tagtyic1 hastalarin yaklagik %20’sinde, siroz gorildugi rapor edildi(10,7,11). Ayrica
HCV kaynakl: siroz hastalarnin % 3-7.8'inde, HCC riskinin bulundugu yaymlandi(7,11).

4.2.3 Viris Replikasyonu

HCV replikasyonu, esas olarak karacigerde hepatositlerde gergeklesmektedir(13). An-
cak karacier diginda, kemik iligi, lenf nodlar, dalak, pankreas, tiroid ve adrenal bezler,
PBMC'ler, primer biliyer epitel hiicreler de de HCV replikasyonunun meydana geldigi goste-
rildi(21-23). 1978 yilindan beri meydana gelen siiregte, HCV replikasyonuna dair baz1 bilgile-
rin elde edilmesinde sempanze modeli kullamldi. HCV replikasyon dongiisiinin anlagilma-
sinda Flaviviriislerin genel replikasyon semasindan da bazi gikarimlar yapilmustir. Ancak yi-

ne de HCV replikasyonu tam olarak izah edilememisgtir.



20
Ilk olarak Lohman V. 1999'da, replikon teknolojisine dayali bir HCV replikasyon

mo-deli tammladi(123). Bu model sayesinde,, HCV replikaz kompleksinin igerdigi yapisal
olma-yan proteinlerinin topolojisinin ve hiicresel lokalizasyonunun belirlenmesinde onemli
ilerle-meler saglandi(124). Replikon teknolojisinin esasina gore, ilk énce HCV ile enfekte
insan ka-racierinden viral RNA izole edilmigtir. izole edilen viral RNA'dan klonlanan tim
HCV ge-nomu, subgenomik segilebilir replikonlarin yapiminda kullamlmigtir. Replikon
sistemde bisis-tronik RNA'lar; translasyonel kontrolden sorumlu bir IRES, HCV NS-
proteinleri, ikinci bir IRES in kontroliinde segilebilir bir marker ve yanal dizilerde 3°,5° NTR'
ler igermektedirler. Subgenomik segilebilir replikonlar insan hepatoma ‘hiicre soyuna
transfekte edilmektedir. Bu hiicre soyunda, RNA molekiilleri HCV NS-proteinlerini eksprese
ederek viral RNA'y1 replike ederler(124). Replikon sisteminde viral RNA'min yiiksek
derecede etkin replikasyon hizi go-riilebilmektedir. Bu yiizden HCV replikasyon déngiisinin

incelenmesinde replikon teknoloji-sinin efektif olarak kullamilabilecegi diisiiniilmektedir.

Su anda varolan bilgilere gore; HCV replikasyon dongiisiinde ilk adim, viral partikiille-
rin hiicreye yapigmasi ve virlisiin hiicre icine reseptor aracilikhi-endositoz ile alinmasidir
(Sekil 2). HCV nin hiicreye alinmasinda, iki aday hiicresel resept6r tanimlandi.Birincisi, HCV
E2 zarf proteini ve viriis partikiilleri ile etkilestigi gosterilen CD81"dir. CD81, hepatositler ve
B lenfositleri igeren gegitli hiicre tiplerinde eksprese olan bir tetraspanindir(125). Hepatoma
ve B hiicre lenfoblastoid hiicre soylarinda, HCV partikiilii ile etkilestigi gosterilen ikinci aday,
diisiik yogunluklu lipoprotein (Low density lipoproteinler, LDLs) reseptorleridir(126).

Virisiin konake¢: hiicreye penetrasyonundan sonra genomik RNA, sitoplazmada viriis
partikiilinden kurtulmaktadir(127). Translasyon baglangicinda, viral genom IRES vasitasiyla
ribozomlara yonlendirilmektedir(113,128,129). HCV IRES, ribozomal 40S'lik altbirime spe-
sifik olarak baglanmaktadir. Baglanma igin, ayrica translasyon faktorlerinin gerekmedigi ya-
ymlandi(113,130). HCV 3°’UTR de bulunan X bélgesinin, IRES’e bagimh gergeklegen HCV
translasyonunun etkinligini artirdigt gosterildi(131). Bazi ¢alismalarda 5"UTR’ye baglandig
gosterilen La antijen, poly(C)-binding protein, heterojen niikleer riboniikleoprotein L ve poli-
pirimidin alami baglanma proteini (poly pyrimidine-tract-binding protein, PTB) gibi birkag
hiicresel faktor tammlanmistir(132-135).
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Sekil 2: HCV nin 6ngoriilen yasam dongiisii

1-HCV partikiilii hiicreye yapisir. 2- Viriis hiicre igine reseptor araciikli-endositoz ile almnir. 3- Viriis geno-
mu sitoplazmada kilifindan kurtulur. 4- Genomik (+) tek iplikli RNA, IRES vasitasiyla ribozomlara yonlendiri-
lir. 5-Ribozomda viral poliprotein translasyonu gereklestirilir. 6,7-Hiicresel ve viral proteazlarla yapisal ve ya-
pisal olmayan proteinler olusturulur. 8- Yapisal olmayan proteinler replikaz kompleksini meydana getirirler. 9-
Replikaz kompleksi iginde yeralan NS5B RdRp enzimi, (+) iplikli viral RNA" dan, (-) iplikli RNA sentezinin o-
lusumunu katalizler. 10- NS5B RdRp enzimi (+) iplikli yeni viral RNA ipliginin sentezini katalizler. 11,12- Ya-
pisal proteinler ve yeni iiretilen (+) iplikli viral RNA birlikte viryonu olustururlar.13-ER ya da ER benzeri kom-
partimanlarda, viryon tomurcuklanarak zarf kazanir. 14- Olgunlasan virilsiin, golgi cisimciginde transportu ger-
geklesir. 15- Yeni olgun HCV viriisii ekzositoz yoluyla digartya salunur.

IRES'le viral genomun ribozomlara yénlendirilmesinden sonra, hiicresel ve viral prote-
azlarla katalizlenen kotranslasyonel ve posttranslasyonel islemle, yapisal ve yapisal olmayan
proteinler meydana getirilirler(84,85). Poliproteinin yapisal C-NS2 bélgesi, hiicresel sinyal
peptidazlarla C/E1, E1/E2, E2/P7 ve P7/NS2 noktalarindan bolinir(113).NS2 dizisinin biyik




22
bir bolimiiniin ve NS3'iin proteaz alanmin birlikte sifreledigi proteinaz, NS2-NS3'iin prote-

olitik olarak ayrilma isleminde, otoproteaz aktivitesi gosterir. NS3 serin proteinaz, poliprotei-
nin yapisal olmayan proteinlerini (NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A, NS5A/5B) birbirinden a-
yirmaktadir(113,124). Ayrilan viral NS2-5B proteinler ve konaket proteinlerin, ER un sitop-
lazmik yiizeyinde kalip viral RNA ile birlikte replikaz kompleksini olusturduklari diigiiniil-
mektedir(113,124). Replikaz kompleks olusumu ile translasyonun ve replikasyonun ayri hiic-
resel bolimlerde gergeklesmesi saglanmaktadir(1 13). Kofaktorler ile birlikte NSSB polime-
raz (RdRp) enzimi, (+) iplikli viral RNA genomunu kalip olarak kullanarak, (-) iplikli RNA
sentezini katalizler. Uretilen (-) iplikli RNA"dan, viryonun yeni (+) iplikli RNA sentezi
gergeklestirilir(108).

Viryonun birlesmesi, endoplazmik retikulumda olgunlasan C, E1 ve E2 yapisal protein-
lerinin birbirleriyle olan etkilegimlerine baglidir. HCV zarfinin, konakg1 hiicre membranindan
tiirev aldig1 dusiiniilmektedir. Bu zarf ayni zamanda glikoproteinler E1 ve E2'yi igermektedir.
C proteini ise polimerizasyon ile, (+) iplikli RNA'y1 barindiran niikleokapsiti olusturmaktadir.
Viryonun toplanmasindan sonra, HCV partikiiliiniin ER ya da ER-tiirevli bir boliimde tomur-
cuklandig1 ve olgunlasan viriislerin Golgi cisimeigi ile transportunun gergeklestigi hipotez e-

dilmektedir. Sonugta viriislerin hiicre disina ekzositozla giktigt sanilmaktadir(113,86,91,124).

424 HCV'ye immiin yanitlar
4.2.4.1 Humoral ve hiicresel immiin yanitlar

Viriistn replikasyon hiz1 ile bagigiklik sisteminin yanit hizi, 6zgilliigii ve etkinligi ara-
sindaki dengenin, kronik HCV' nin enfeksiyon siirecini etkiledigi diisiiniilmektedir(136). Bu
kapsamda bazi HCV hastalarinda, akut enfeksiyon sonrasi gériilen spontan iyilesmenin, hu-
moral ya da hiicresel immiin yamitlarin farkliliklarindan dolayr gelistigi onerilmektedir (137,
138). HCV enfeksiyonuyla miicadelede humoral immiin sistemin roli, heniiz agikga ortaya
konabilmis degildir(136). Bununla birlikte kronik HCV enfekte hastalarin plazmasinda ve
HCV agili sempanzelerde, viriise kars: olusan antikorlarin belirlenmesi, humoral yanitin varli-
g gostermektedir(139,140).




23
HCYV antikorlarinin varhiginda, HCV enfeksiyonunun genellikle inatla devam etmesi,

aragtirmalarda dikkati geken bir konudur. Ozellikle viriis genomun mutant bolgelerinin, im-
min yamttan kagista 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalarin bir
boliiminde, HCV'nin mutant bir epitopunu igeren E2 geni incelenmigtir. Arastirmalarda, E2
geninin kapsadig: yitksek oranda degisken bolgeler (hypervariable regions, HVRs) ad1 verilen
dizilerde bulunan mutasyonlar ile kronik HCV hastalarinin artmis viral yiikleri iligkili
bulunmustur(141-147).

HCV enfeksiyonunda hiimoral immiin yanit gibi, hiicre aracilikli imminitenin rolii de
tam olarak izah edilememektedir. Yapilan galigmalarda CD4+T helper ve sitotoksik T lenfosit-
ler (cytotoxic T lymphocytes, CTL) aracilikls immiinitenin, HCV enfeksiyonunun prognozuna
olan etkileri arastirilmistir. Ozellikle bazi arastirmalarda, akut HCV enfeksiyonunda goriilen
giglii ve siirekli T helper yamtinin, viral eradikasyon ile iligkili bulundugu rapor edildi(137,
148). Benzer olarak IFNo tedavisine yamitli kronik HCV hastalarinda, yamitsiz olanlara gore,

daha fazla CD4 + T helper yaniti alindig1 yayinlandi(149,150).

Diger taraftan kronik HCV hastalarinin periferal kan ile intrahepatik lenfositik infiltrat-
larinda ve viriis asili gempanzelerin karacigerinde, HCV spesifik CTL 'ler belirlendi(151-157).
Ayrica kronik HCV hastalarinda, disiik viriis yikii ile daha glglii CTL yamitinin iligkili oldu-
&u yaynlandi(158). Bu durum, HCV'ye spesifik CTL yanitt ile agirt viriis tiretiminin kontrol
altinda tutuldugunu akla getirmektedir.

HCV'nin direk sitopatik etkisinin olup olmadigi konusunda tartigmalar devam etmekte-
dir. Bazi aragtirmacilar, HCV kaynakli direk bir sitopatik etkinin olmadigini, meydana gelen
hepatik etkilerin viriise karsi geligen koruyucu immiiniteden kaynaklandigini dnermektedirler.
HCV'ye spesifik CD4+ T helper aktivitesinin, fibrozis ve portal yol iltihabi ile iligkili oldugu-
nun gosterilmesi viriisiin dolayli yoldan sitopatik etkisi oldugu fikrini desteklemektedir. Ayri-
ca hicresel immiinitede rol oynayan CTL lerin, kronik karaciger hastaliginin geligimine ve
ilerlemesine katkisinin olabilecegi yayinlandi. Caligmalarda daha diisiik viremi duzeyi bulu-
nan kronik HCV hastalarinin intrahepatik CTL aktivitelerinin, daha aktif hepatoseliller hasar

ile iligkili bulundugu rapor edildi(158-160).
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CD4+T helper hiicre yanitlari; T helper tip 1 (Thl) ve T helper tip 2 (Th2) hiicre ya-

nitlar1 olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Th1 hiicrelerinin salgiladiklan sitokinler olan interlokin 2
(IL-2), timdr nekrozis faktor o (TNFa) ve IFN-y; viral replikasyonun kontroliinde dnemli go-
revler iistlenmektedirler(136). Thl sitokinleri, CTL olusumunu ve natural killer (NK) hiicre
aktivasyonunu indiiklerken, Th2 sitokinleri genellikle Thl aktivitesinin geligimini inhibe et~
mektedirler(136). Yapilan ¢aligmalarda, akut enfeksiyon sirasinda viriis eradikasyonu goriilen
HCV hastalarimin giiglii Th1 yaniti gosterirlerken, Th2 yamtim diisiik diizeyde gosterdikleri
ya da hi¢ gostermedikleri yayinlandi. Tersine kronik enfeksiyon sirasinda, hastalarin baskin
Th2 yanitina karsilik, zayif Thl yamit: gosterdikleri agiklandi. Bu galigmalar Thl sitokinleri-
nin HCV enfeksiyonunun kontroliinde énemli rol oynadiklarini akla getirmektedir (161). Th2
sitokinleri olan IL-4 ve IL-10, enflamasyon ve nekroz yaratan Thl yamtint down regile et-
mektedirler. Bu yiizden Th2 sitokinlerinin, Th1 hiicrelerinin hasara yolagan sonuglarina engel

olmak i¢in gorev aldiklar digtiniilmektedir(136,161).

CD4+ T helper hiicrelerinin indiikledigi Kupffer hiicreleri, NK hiicreleri aktive ederler.
NK hiicreler, viriise kargt immiin sistemin savunmasinda gérev alan ilk hiicre soylan arasinda
bulunmaktadir(162). Bu hiicreler, enfekte hiicrelerin nonspesifik lizizinden sorumludurlar
(136). Cesitli viriis enfeksiyonlarinda NK hiicre fonksiyonlarinin rolii, insanda ve farkh hay-
van modellerinde yaygin olarak ¢aligilmigtir. NK hiicreleri, viriis enfeksiyonu strasinda hizl
ve bol miktarda IFN-y tiretebilme 6zelligine sahiptir. Bu ézellik, NK hiicrelerinin immiin sis-
temde anahtar bir fonksiyonu olarak goériilmektedir(163). Kronik HCV enfeksiyonunda, NK
hiicrelerinin sitotoksik aktivitesinin azaldig: rapor edilmistir(164). Yapilan bagka bir ¢aligma-
da HCV E2'nin hiicresel CD81 reseptoriine baglanmasiyla, NK hiicrelerinin fonksiyonel inhi-
bisyonunun saglandigi rapor edilmistir. Bu sonu¢ HCV nin immin yanittan kagista, spesifik

olarak NK hiicrelerinin antiviral yamtlarin hedef aldigint gostermektedir(165).

4.2.4.2 HCV enfeksiyonunda PKR enziminin fonksiyonu

Hiicresel PKR enzimi, immiinitede viral enfeksiyona kars: 6nemli gorevler tistlenmekte-
dir. Serin/treonin spesifik bir enzim olan PKR, normalde ¢ogu memeli hiicreleri ile dokularda,
dugiik diizeyde, inaktif durumda bulunmaktadir. PKR 'nin aracilik ettigi okaryotik translasyon
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baslangig faktor 2o (eukaryotic initiation factor 20, elF20) fosforilasyonu, viral enfekte

hiicrenin translasyonel ve replikasyonel inhibisyonunda anahtar rol oynar(166). PKR messen-
ger RNA (mRNA) sentezi, viral enfeksiyon sirasinda IFN' la indiiklenir (Sekil 3).

o
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/ protein
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PKR aktivasyonu inhibisyonu
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Sekil 3: PKR aracilikl elF20 fosforilasyonunun mekanizmas:

1- PKR. dsRNA "ya baglamir. 2-PKR dimerizasyonu gerceklesir. PKR otofosforilasyonla aktif hale
geger. 3- Aktif hale gecen PKR, eIF20.'y1 fosforile eder. Hiicresel ve viral protein sentezi inhibe e-
dilir.
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Eksprese olan PKR, gift iplikli RNA (ds-RNA)’ya baglanir. Bunun iizerine dimerize

olan PKR, otofosforilasyon yoluyla aktif hale geger. Aktive olan PKR, eIF2'nin o alt birimini
ser 51 aminoasiti tizerinden fosforile eder(13,167-172). Daha sonra fosforile olan elF2a; 6-
karyotik translayon baglangig faktorii 2B (eIf2B) nin inaktivasyonuna neden olarak hiicresel

ve viral protein sentezine engel olur(13,173).

HCV genotiplerinin IFN direngliligi ile ilgili yapilan bazi galismalarda, PKR enziminin
fonksiyonu aragtinimaktadir. IFN'a direngli olan HCV genotip1 suslarina ait NS5A proteini-
nin, mayada PKR ile spesifik olarak etkilestii ve enzim aktivitesini inhibe ettigi gosterildi
(31). PKR baglanma alani adi verilen, NS5A"nin 2209. ve 2274. kodonlar arasinda kalan bol-
genin, PKR ile heterodimer kompleks bir yapi olusturdugu ve enzimin homodimerizasyonuna
engel oldugu agiklandi(43). Diger taraftan HCV genotipla susuna ait E2 proteininin de, PKR
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterildi(174). E2'nin bir yalanct substrat gibi davranarak PKR'
nin hem otofosforilasyonunu, hem de elF2c fosforilasyonunu engelledigi disinilmektedir

13).

4.2.5 HCV enfeksiyonunun tedavisi

Akut enfeksiyon sonrasinda, HCV' nin kroniklesme oranlarinin, daha 6ncede belirtildigi
gibi % 50-85 arasinda degistigi rapor edilmistir(7). HCV hastalarinin akut enfeksiyon sonra-
sinda kronik enfeksiyon gelistirme oranlari, HCV genotipleri arasinda farkliliklar gostermek-
tedir. Kroniklesme oranlari; genotip 1b igin %92, genotip 1a ile 3a igin %50, genotip 2¢ igin
ise %33 olarak rapor edildi( 175):

Kronik HCV enfeksiyonunu énlemek amaciyla, son yillarda IFN o ve IFN o-+Ribavirin
kombinasyon tedavisi yaygin olarak kullamImaktadir(13). HCV enfeksiyonunda IFN o teda-
visi, viral yiikii ve ALT diizeylerini diisiiriirek HCC gelisim riskini azaltmaktadir(176). IFN
dozunun artirilmast, tedavi siiresinin uzatilmasi ya da kimyasal olarak modifiye edilmig IFN
kullanilmasi, kronik HCV hastalarinin yamit hizlarint artirmaktadir(177,178). Ayrica IFN te-
davisinin ribavirin ile birlikte bir kombinasyonda verilmesi de viral yanit hizint artirmaktadir
(14,15).
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Kronik enfeksiyon sirasinda, IFN tedavisi uygulanan hastalarin direngliliginde HCV

genotiplerinin rolinii aragtiran ¢aligmalar yaymlanmistir. Yayinlarda HCV genotip 2 ve 3 ile
enfekte hastalarin, IFN o tedavisine HCV genotip 1 ile enfekte hastalara gore genellikle daha
iyl yanit verdikleri rapor edildi. IFN o tedavisine, HCV genotip 1b ile enfekte hastalarin tam
yamt hizi %10-40, HCV 2a ve 2b ile enfekte olanlarin tam yanit hizi %60-90 olarak bildiril-
mistir(14,32,177,179). Ayrica IFN o 2b+Ribavirin tedavisi uygulanan genotip 2 ve 3 ile en-
fekte HCV hastalarinda, devam eden virolojik yamit oram %65 iken, genotip 1 ile enfekte o-

lanlarda bu oranin %30 oldugu rapor edildi(14,15).

IFN tedavisine verilen biyokimyasal yamtlarla genotipik farkliliklarin iligkisine bakildi-
ginda da, genotip 1 enfekte hastalarin tedaviye direngliligi goriilmektedir. Boyle bir galisma-
da, 6 ay uygulanan IFN tedavisi sonunda HCV genotip 2 ile enfekte hastalarin %60-70’inde,

genotip 1 ile enfekte olanlarin %10-15’inde tam biyokimyasal yamitin alindi1 yayimlandi
(180).

4.2.5.1 TFNo’nm etki mekanizmasi

IFN’lar; ¢ift iplikli RNA, endotoksin, mitojenik ve antijenik uyaranlar ile viral enfeksi-
yona karst tretilmektedir.o, ve ®'yi igeren tipl IFNlar, viral enfeksiyona kargi degisik hiic-
re tiplerinde salgilanirlar. Tip II-IFN-y; mitojenik ve antijenik uyaranlara kargi, T hiicreleri ve

makrofajarda indiklenmektedir(13).

Tip L IFN « sinyal iletim yolunun ilk adiminda, IFN o, reseptoriine (IFN alfa reseptor,
IFNAR) baglanir (Sekil 4). Baglanma sonucunda dimerize olan IFNAR, Janus kinazi (Janus
kinase,JAK) aktive eder. Aktive olan JAK, IFNAR 1 tirozin aminoasiti iizerinden fosforiller.
Fosforile IFNAR"1n tirozin aminoasiti yakinina, aktive edilmis transkripsiyonun sinyal iletici-
leri 1 ve 2 (signal transducers of activated transcription, STATI ve STAT?2) yaklagir. Sonra
Janus kinaz yaklasan STAT]1 ve 2'yi fosforiller.
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Sekil 4: IFN o' nin sinyal iletim yolu

1-IFNa, reseptorii IFNAR ' a baglanur. Dimerize olan IFNAR, JAK 1 aktive eder. Aktive JAK IFNAR 1 fosforiller
ve daha sonra fosforilasyon site'na yaklasan STAT 1 ve 2'yi de fosforiller. 2-Fosforile STAT 1 ve STAT 2, p 48
‘¢ baglanarak heterotrimerik kompleks ISGF3" it olusturur. ISGF3 niikleusa gegerek ISRE'ye baglanir ve 1SGs
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu gerceklestirilir.

Fosforillenen STAT1 ve 2, p48'e baglanir ve IFN-stimiile gen faktér 3 (ISGF3) adi veri-
len heterotrimerik bir kompleks olustururlar(181,13). Daha sonra ISGF3, sitoplazmadan niik-
leusa transloke olur. Niikleusta ISGF3, TFNo un uyardigi genlerin (IFNa-stimulated genes
ISGs) promoter bolgesinde bulunan IFN-stimile-response elemente (ISRE) baglanir ve ISG"
lerin transkripsiyonel aktivasyonunu gergeklestirir(182). ISG'ler arasinda; 2°,5° -oligoadeni-
lat sentetaz enzimi (2-5 OAS), Mx proteinleri, MHC antijenleri ve PKR yeralmaktadir(13).
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4.2.6. Virisiin epidemiyolojisi

Diinyanin degisik bolgelerinde, HCV nin 6 major genotipi ile gok sayida subtipi tanim-
lanmistir(81). HCV genotip 1,2 ve 3, diinyanin bir ok bolgesinde goriilmekle birlikte cogra-
fik alana gore yayginhg: degismektedir(24). HCV genotipla ve 1b'nin, ¢ogunlukla ABD ve
Avrupa'da baskin olarak bulunduklari yayinlandi(24,180,183,184). Tiirkiye de de genotip 1b
yaygindir(44). Japonya'da, HCV enfeksiyon olgularinin % 73’ii, genotip 1b ile enfektedir
(185). HCV genotip 2a ile 2b’nin; Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da, genotip 2c'nin,
kuzey italya’da daha yaygin oldugu rapor edildi. HCV genotip 3a, ozellikle Avrupa ve ABD’
de intraventz ilag kullananlar arasinda, stkga goriilmektedir(186). HCV genotip 4, Kuzey Af-
rika ve Orta Dogu'da daha fazla bulunmaktadir(24,187). Genotip 5 ve 6 sirastyla Giiney Afri-
ka ve Hong Kong'da sik gorilmektedir(188,189). Giineydogu Asya'da, genotip 7, 8, 9,10 ve
11 tamimlandi. Ancak bu izolatlar, ayni grubun varyantlart kabul edilerek genotip 6 iginde si-
niflandirildilar(190-193).

ABD’de, yillik tahminen 38.000 yeni HCV enfeksiyonunun meydana geldigi rapor edil-
di(12). ABD’de meydana gelen akut enfeksiyonlarin sadece %16’sinda, belirti goriildiigi a-
¢iklanmigtir(194). Ayrica ABD’de HCV kaynakli karaciger hastaliklar yiiziinden, yilda 8.000
-10.000 liimiin gergeklestigi bildirilmistir(12).

HCYV baslica parenteral yollarla bulasmaktadir. Enfeksiyonun gegisinin 6nemli kaynak-
lari arasinda; taranmayan kan ya da kan drtinleri, damar i¢i uyusturucu kullanimi iZne
batmasi, hastanin bakiminda kontamine enstruman kullanimi ve dévme (tatuaj) bulunmakta-
dir(12). Emzirme yoluyla anneden bebegine HCV gegisi, nemli bir bulas kaynag olarak go-
ulmemektedir(195).

HCV’nin cinsel yolla gegisi ile ilgili kesin veriler bulunmamaktadir. Bununla birlikte
1991 ve 1997 yillart arasinda ABD’de yapilan galigmada, akut hepatit C'li hastalarin yaklagik
%12’sinde, ila¢ kullanim1 ve kan transflizyonu 6ykiilerinin bulunmamasina kargin HCV pozi-
tif bulunan bir partner ile cinsel iligkilerinin oldugu rapor edildi. Seksiiel gegisli hastaliklarin
(Sexually Transmitted Diseases, STD) klinik galismasinda, HCV enfekte erkeklerin disi part-
nerleri arasinda enfeksiyon riskinin arttif1 yayinlandi. Ayni galismada HCV enfekte kadinla-
nin erkek partnerleri igin artoig bdyle bir riskin bulunmadigi aciklandi(196). Diger taraftan
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escinsel erkeklerde, HCV enfeksiyonunun yayginhiginin heteroseksiellere gore onemli

oranda farkli olmadig1 yayinlandi(197).

ABD’de genel popiilasyon ¢alismasinda, HCV nin yayginliginin Afrika kokenli Ameri-
kalilar arasinda % 3.2, Meksika kokenli Amerikalilar arasinda % 2.1, Ispanyol olmayan Be-
yazlar arasinda % 1.5 oldugu rapor edilmigtir. Raporda ayrica, sosyoekonomik diizeyi daha
dusuk kisiler ile 20-35 yag arasindaki bireyler arasinda, HCV’nin daha fazla yaygin oldugu a-
¢iklandi (194).

Tirkiye'de HCV yayginligy, literatiirdeki farkh kaynaklara gore % 0.3-4 arasinda degis-
mektedir(2-5). Ozellikle HCV prevalanst bazi hasta gruplarinda daha yiiksektir. 1993 yilinda
Avrupa Diyaliz ve Transplant dernegine gore, Turkiye'deki hemodiyaliz ve organ transplan-
tasyon hastalarinda HCV prevalanst % 17.7'dir. Tiirk Nefroloji Derneginin 1996, 1997 ve
1998 yillarindaki verilerinden, aymi hasta gruplarinda HCV  prevalansinin sirasiyla % 38,
% 52.6 ve % 63.2 oldugu gorilmektedir(6). Ayrica Turkiye'de yapilan aragtirmalara gore kro-

nik karaciger hastaliklarinda HCV prevalansinin % 13-27 arasinda degistigi rapor edilmistir
(8,9).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Gereg
5.1.1 Calisma grubu

Temmuz 1997 ve Ocak 2002 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji bilim dali tarafindan, kronik hepatit C enfeksiyonu tanist konulan, HCV ge-
notip1b ile enfekte19 hastanin serumu degerlendirildi. Hastalara kronik HCV enfeksiyonu ta-
nist, pozitif anti-HCV antikorlar (2. Jenerasyon test), serum HCV RNA pozitifligi (nested
RT-PCR ) ve karaciger biyopsi sonuglan dikkate alinarak konuldu. Kronik enfeksiyon tanisi
konularak tedavi olmasi 6ngériilen hastalar, Gastroenteroloji bilim dalinda 6ay-1yil boyunca
haftada 3 kez, 3-5 mU IFNa. 2a ve ya IFNa. 2b ile giinde 1000-1200 mg ribavirin tedavisi al-
di.

Calismaya dahil edilen hastalarin bilgilendirilmis onaylari alindiktan sonra, serum or-
neklerinin degerlendirilmesi igin hazirliklar baglatildi (Ek). Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobi-
yoloji ABD, hastalarin rutin tan: agamalarinda ya da tedavi sirasinda alinan serum 6rneklerini
toplayarak -70°C’ de muhafaza etti. Hasta serumlaninda HbsAg, insan immiin yetmezlik viriisii
1,2 (Human Immunodeficiency Virus 1,2; HIV1,2), anti-HCV, HCV-RNA ve viriis genotip-
lendirme testlerini uyguladi (Tablo 2). Tiim hasta serumlarinin HbsAg ve HIV1,2 test sonucu,
negatif bulundu. Hasta serum 6rneklerinde enfekte HCV" nin genotipi ile subtipini, RFLP tes-
tini ve Innolipa (Innogenetics) kitlerini kullanarak belirledi. Ayrica Cobas Amplicor Monitor

kiti (Roche Diagnostic Systems) ile hasta serumlarinin viral yuktinii saptadi.

Tani agamasinda, karaciger biyopsi ornekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiltesi
Pataloji ABD tarafindan 1§1k mikroskobunda, rutin hematoksilen-eozin diizeyinde masson-tri-
krom ve retikulin boyalari da kullanilarak modifiye histolojik aktivite indeksi (HAI) ve fibro-
zis evresi agisindan degerlendirildi (Tablo 2). HAT nin belirlenmesinde; portal alan enflamas-
yonu (0-4), odaksal hepatosit nekrozu ve apoptozisi (0-4), confluent hepatosit nekrozu (0-6)
ve interfaz hepatiti (piecemeal nekroz) dikkate alinarak, Ishak ve arkadaglarinin onerdigi ge-
kilde skorlandi. Fibrozis (0-6) derecesi de aymi sistemle skorlanarak, ayri olarak belirtildi
(198).
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Ege iniversitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD; DEU-

Tibbi Biyoloji ve Genetik anabilim dali laboratuvarlarinda elde ettigimiz PCR iiriinlerinin

DNA dizi analizini ABI 310 analyzer cihazinda gergeklestirdi.

5.1.2 Hasta gruplarinin olusumu

5.1.2.1 Yamtlarin siniflandirilmas:

Tam Yamith Hasta (TYL): Tedavinin kesilmesinden sonra enaz 6 ay boyunca, RT-PCR
testi ile HCV RNA negatif bulunan ve ALT enzim dizeyi normal seyreden hasta grubu igin
tammlandi. 3 hasta (% 15.79) bu grupta yeraldi (Tablo 2).

Biyokimyasal Yamth Hasta (BYL): Tedavi bitiminden itibaren enaz 6 ay boyunca, HCV
RNA pozitif olan ve ALT enzim dizeyleri normal seyreden hasta grubu i¢in tammland1.5 has-
ta (% 26.32) bu grupta yerald (Tablo 2).

Tam Yamtsiz Hasta (TYS) : Tedavi bitiminden sonra 6.ayda, RT-PCR testi ile HCV
RNA pozitif bulunan ve ALT enzim diizeyleri anormal seyreden hasta grubu igin tanimlan-
di.11 hasta (% 57.89) bu grupta yerald1 (Tablo 2).

S.1.2.2 ISDR tipinin smiflandirilmas:

Japonya'da hepatit C viriisiiniin IFN direngliligi ile ilgili yapilan bir aragtirmada, Eno-
moto N. tarafindan tanimlanan kriterlere gore, galismada yeralan herbir hastanin enfekte bu-

lundugu viriisiin ISDR bélgesi tipi belirlendi(32).

Dogal tip: HCV-ISDR bélgesinde amino asit mutasyonu bulunmamaktadir.13 hasta (%68)
bu grupta yerald:.

Orta tip: HCV-ISDR bolgesinde 1-3 sayida amino asit mutasyonu bulunmaktadir. 4 hasta
(% 21) bu grupta yeraldu.

Mutant tip: HCV-ISDR bolgesinde 4 ve iistii sayida mutasyon bulunmaktadir. 2 hasta
(% 11) bu grupta yeraldi.




Tablo 2:Kronik HCV hastalarinin laboratuvar test sonuglari ve tedavi yanitlari

PN: Piecemeal Nekroz, SN: Spof

tty Nekroz, PI: Portal Inflamasyon, CN: Confluent Nekroz
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5.2 Yontem

5.2.1 RNA elde edilmesi

5.2.1.1 Soliisyonlarm hazirlanmas:

dEPc.dH20: 1 It 'lik balon jojede, 1000 ml 18 MQ'luk distile su icine 1 ml dietilpirokar-
bonat (dEPc, Sigma D 5758) eklendi. Bir gece geker ocakta agz agik olarak bekletildi. Sonra
121°C*de 15 dk otoklavlanarak steril edildi.

4M NaCl: 23,2 gr sodyum kloriir (NaCl, Sigma S 3014 ) tartilarak, 100 mI’lik balon jojede
bulunan 40 ml dEPc.dH20 “da ¢oziinmesi saglandi. dEPc.dH20 ile 100 m]' ye tamamland.

1M Tris: 12,1 gr Tris (Sigma T- 6066) tartilarak, 100mI"lik balon joje’de 90ml dEP¢c.dH20
i¢inde ¢oziinmesi saglandi. Konsantre hidroklorik asit (HCL) ile pH:8'e ayarlandi. Balon joje-
nin hacmi, dEPc.dH20 ile 100 ml'ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.

0,2 M EDTA: 7,44 gr. ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA, Sigma E-5134) tartilarak
100 mI’lik balon jojede, 90 ml dEP¢.dH20 ile ¢oziinmesi saglandi. Sodium hydroxide (NaOH)
ile pH: 8’e ayarland:. Balon Jjoje, dEPc.dH20 ile 100 ml'ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril
edildi.

%10 SDS : 1 g sodyum dodesil siilfat (SDS, Sigma L- 4390) tartildi.10 ml dEPc.dH20 i-

¢inde ¢oziinerek hazirlandi. Otoklavlanarak steril edildi.

Fenol-Kloroform-izoamil Alkol: 25 m] Fenol (Sigma P4682), 24 ml kloroform (Sigma C
2432) ve 1ml izoamilkalkol (Sigma 1 9392) 100 ml'lik sisede karigtirildi. pH: 4.2'ye HCl ile

ayarlandi.

3 M NaOAc: 24,6 gr sodyum asetat (NaOAc, Sigma S-2889) tartilarak 100 ml’lik balon-
Jojede 90 ml dEPc.dH20 ile ¢ozinmesi saglandi. pH: 5,2'ye glasiyel asetik asit ile ayarlandi,
Balon joje 100 ml'ye dEPc.dH20 ile tamamlandi.

% 80 Etanol: Meziirle 80 ml absolute etanol (Carlo Erba 308641/002) slgiilerek 20 ml bi-

distile su ile 100 mI’ye tamamlandy.
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Glikojen (20 g /50 pb): 4 mg glikojen (Sigma G 1767) tartilarak 10 ml bidistile su ile
sulandirild. -20 C ©de, 1 ml'lik ependorflarda alikotlanarak sakland:.

Proteinaz K (10mg/ml): 50 mg proteinaz K (Sigma P2308) tartilarak 5 ml bidistile su i-
¢inde ¢oziinmesi sagland1. -20 °C “de, 1 ml'lik ependorflarda alikotlanarak sakland,.

Tris, NaCl, EDTA (TNE)+SDS hazirhgi; 214,3 ml dEPc.dH20; 6,9 ml ,4 M NaCl; 13,75
ml, 1M Tris (pH: 8); 1,375 ml, 0.2 M EDTA (pH: 8); 13,75 ml % 10 SDS meziir ve steril pi-

petler kullanilarak 6l¢ildii ve karigmas saglandi. Karigim otoklavlanarak steril edildi.

5.2.1.2  RNA eldesi

Her bir hastaya ait serum orneginden RNA, proteinaz K yontemiyle elde edildi(199).
Ayrica 1 ependorf tiipiinde apirojen su negatif kontrol olarak caligild.
1-Tampon hazirlandi. Tek tip igin ; 0,375 ml TNE+SDS; 0,042 ml proteinaz K; 0,008‘4 ml
glikojen steril pipet uglart ile dlgiilerek karistirilds.
2- Hazirlanan tampon 10 dk 37 °C'de inkiibe edildi.
3- Her bir tiipiin igine 400 ul tampon eklendi.
4- Ay tiiplere 100 ul serum eklendi. Vortekste 5-10 sn karigtirilds.
S- Tipler 37 °C *de 2 saat inkiibe edildi
6- 450 ul F enol:Kloroform:izoamilalkol karigimi eklendi.
7- 5 dk 2000 rotorda vortekslendi.
8- 15.000 rpm'de 20 dk santrifiij edildi.
9- Siipernatan her bir tiipte 40 ul, 3M NaOAc igeren tiiplere aktarild:,
10- 800 ul (yaklagik 2 voliim) soguk % 100" liik etanol eklendi. Vorteks kullanmadan yavasca

kanigtirild.
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11- Bir gece -20 °C'de inkiibe edildi.

12- 15.000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi.

13- Pellet % 80'lik, 600 ul etanol ile 2 kere yikand:.

14- 15.000 rpm’de oda 1sisinda, 5dk santrifiij edildi.

15- Pellet 42 °C 1s1 blogunda, 30 dk bekletilerek kurutuldu.

16- 25 ul dEPc H20 ile sulandinildi. Test 6ncesinde enaz 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

5.2.2 RT-PCR ile cDNA elde edilmesi

5.2.2.1 Malzemelerin hazirlanmasi

MuMLYV Reverse Transcriptase enzimi (Fermentas EP0441): Mikrolitresinde 200 U
bulunan 10.000 U'lik stoktan, reaksiyon bagsina 2.5 U/ul olacak sekilde 0.25 ul moloney muri-

ne leukemia virus (MuMLV) enzimi ilave edildi.

SX Buffer (Fermentas EP0441): MuMLV reverse transcriptase enzimi ile birlikte 0.4 ml’
lik hacimde bulunmaktadir. Reaksiyon bagina bu stoktan 4 ul eklendi.

Random Hekzamer (Promega C1181): 20 ug random hekzamer 100 pmol/ul olacak se-
kilde alikotland1. Bu stoktan reaksiyon basina 50 pmol, 0.5 ul random hekzamer eklendi.

dNTP (Bohringer):100 mM'lik her bir deoksiniikleozid trifosfat (dNTP)’tan (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) 10 ul alinip, 0.2 mI’lik ependorf tiplerine aktarildi. Uzerlerine 60 ul dis-
tile su cklenerek 100 ul volimde, 10 mM’lik ANTP karigimi hazirlandi. Ve -20 °C’ de derin
dondurucuda saklandi. PCR reaksiyonunda bu stoktan alinan dNTP kartsimu kullanildi.




Tek tiip reaksiyon igin toplam 20 ul’lik karigim hazirlandi(200). 1 pozitif kontrol ve 1
negatif kontrol iginde ayri birer reaksiyon karigimi olusturuldu (Tablo 3). Pozitif kontrol igin
HCV RNA igerdigi kamtlanmig hastaya ait cDNA 6megi kullanildi.

5.2.2.2 cDNA eldesi

RNA eldesinde kullanilan apirojen su calisildi.

Tablo 3: RT-PCR reaksiyon karigimi

Ik konsantrasyon | Kullamlan Miktar | Son Konsantrasyon
5X buffer 5X 4.00 ul 1X
10 mM dNTP 10 mM 0.50 ul 0.25 mM
MuMLYV enzimi 200 Utul 0.25 ul 2.500 U/ul
Random Hekzamer 100 pmol/ul 0.50 ul 2.500 pmol/ul
RNA (Kalip) 5 ug/25ul 5.00 ul 0.050 ug/ul
ddH20 9.75 ul

Hazirlanan karigima, thermo cycler (Peltier effect, MJ Research PTC-
thermal controller) cihazinda, 1 saat 42 °C, 10 dk 70

°C’de inkubasyon programi uygulandt,

Negatif kontrol olarak

100, programmable




5.2.3 Nested PCR reaksiyonu

5.2.3.1 Malzemelerin hazirlanmas:

Taq DNA Polimeraz enzimi (Fermentas EP0402): Mikrolitresinde 5 U bulunan, 500 U
thermophilus aquaticus DNA (Taq DNA) polimeraz enziminden reaksiyon bagina 0.03 Ulul
olacak sekilde 0.3 ul eklendi.

10X PCR buffer (Fermentas EP0402): Taq DNA polimeraz enzimi ile birlikte 3.0 ml’lik

hacimde bulunmaktadir. Reaksiyon bagina bu stoktan 5 ul eklendi

Magnezyum Kloriir (MgCl,, Fermentas EP0402): Taq DNA polimeraz enzimi ile birlik-
te 25 mM, 3 ml’lik hacimde bulunmaktadir. Reaksiyon bagina bu stoktan 5 ul eklendi.

3 mM dNTP (Bohringer):10 mM’lik stoktan 15 ul alinip, 50 ul hacime bidistile su ile ta-
mamlandi. Reaksiyon basina 0.048 mM olacak sekilde 0.8 ul eklendi.

5'Dis Sense Primer (DSP, MWG-Biotech): 20 pmol/ul’lik stoktan, reaksiyon basina 50
pmol/ul olacak gekilde 2.5 ul eklendi.

3'Dis Antisense Primer (DASP, MWG-Biotech): 20 pmol/ul’lik stoktan, reaksiyon basi-
na 50 pmol/ul olacak sekilde 2.5 ul eklendi.

5'I¢ Sense Primer (iSP, MWG-Biotech): 20 pmol/ul’lik stoktan, reaksiyon bagina 50
pmol/ul olacak sekilde 2.5 ul eklendi.

3'[¢ Antisense Primer (iASP, MWG-Biotech): 20 pmol/ul’lik stoktan, reaksiyon basina
50 pmol/ul olacak sekilde 2.5 ul eklendi.

5.2.3.1.1 Primerlerin baz dizisi

Nested PCR igin Enomoto N. ve ¢alisma arkadaslarinin yaptig1 aragtirmada kullamlan
primer dizisi se¢ildi(32). Secilen primer dizisi, MWG-Biotech firmasi tarafindan ¢aligmamiz-

da kullanilmak iizere sentez edildi.




39
S'DSP:  5-TGG ATG GAG TGC GGT TGC ACA GGT A-3' (HCVJ nt/6703-6727)

3'DASP: 5-TCT TTC TCC GTG GAG GTG GTA TTG G-3' (HCVI nt/7296-7320)

5'ISP:  5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAG GTA CGC TCC GGC GTG CA-3'
(HCVI nt/6722-6741, alt1 gizili M13 forward primer dizisi ile birlikte)

3'IASP: 5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGG GCC TTG GTA GGT GGC AA-3'
(HCVI nt/7275-7294, alt1 ¢izili M13 reverse primer dizisi ile birlikte)

5.2.3.2 1. PCR reaksiyonu ile amplifikasyon

RT-PCR ile elde edilen cDNA, 1.PCR reaksiyonu ile amplifiye edildi(201). Tek tip igin
toplam 50 ul’lik 1.PCR reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 4). Pozitif ve negatif kontroller i-

¢in ayri birer reaksiyon karigimi olusturuldu.

Tablo 4: 1.PCR reaksiyon karigimi

Ik konsantrasyon | Kullanilan Miktar Son Konsantrasyon
10X PCR 10X Sul 1X
tamponu
3mM dNTP 3 mM 0.8 ul 0.048 mM
5’DSP 20 pmol/ul 2.5ul 1 pmol/ul
3’DASP 20 pmol/ul 2.5ul 1 pmol/ul
MgCl, 25 mM 5.0ul 2.5mM
Taq DNA 5 Ul 0.3ul 0.03 U/ul
polimeraz
cDNA 20 ul 5.0ul 2.0ul
ddH20 N 28.9 ul .
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Hazirlanan karigima termo cycler (Peltier effect , MJ Research PTC-100 , programmable

thermal controller) cihazinda, 1 dk 94 °C, 1dk 50 °C, 1dk 72 °C’de 45 dongii ve 72 °C'de 7 dk

’lik son uzama evresi ile amplifikasyon programi uygulandi.

5.2.3.3 2 PCR reaksiyonu ile amplifikasyon

1.PCR ile amplifiye olan DNA 6rneginin, 2.PCR ile yeniden amplifikasyonu gergekles-
tirildi(201). Tek tiip igin toplam 50 ul’lik 2.PCR reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 5). Po-

zitif ve negatif kontrol igin ayri birer reaksiyon karigimi olusturuldu.

Tablo 5: 2. PCR reaksiyon karigimi

Ik konsantrasyon | Kullamilan Miktar | Son Konsantrasyon
10X PCR 10X Sul 1X
tamponu
3 mM dNTP 3 mM 0.8 ul 0.048 mM
5’ISp 20 pmol/ul 2.5ul 1 pmol/ul
3’ IASP 20 pmol/ul 2.5ul 1 pmol/ul
MgClI2 25 mM 5.0ul 2.5mM
Taq DNA 5 Uhul 0.3 ul 0.03 Ulul
polimeraz
1.PCR iiriinii 50 ul 2.0ul 2.0ul
ddH20 ” 31.9ul _
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Hazirlanan karigima termo cycler (Peltier effect , MJ Research PTC-100, programmable

thermal controller) cihazinda, 1 dk. 94 °C, 1dk 50 °C, 1dk 72 °C’de 45 dongiide ve 72 °C'de 7

dk’lik son uzama evresi ile amplifikasyon programi uyguland:.

5.2.4 PCR iiriiniiniin agaroz Jel elektroforezi

3.2.4.1 Cozeltilerin hazirlanmas:

Agaroz gozeltisi (Sigma A 9539): 0.6 gr agaroz tartildi. 30 m] 0.5x Tris-Borikasit-EDTA
(TBE) tamponu iginde erimesi i¢in 1.5 dk mikrodalga firinda kangtinlarak eritildi.

RPMI 1640 (Serumsuz Ortam): 1 mg/ml konsantrasyonda bulunan stok soliisyon kulla-
nildi.

Etidyum Bromiir (EtBr, Sigma E 7637): 20 mg EtBr, 20 ml RPMI 1640 soliisyonunda
¢ozildu. Kiigiik siselerde 0.5 ml olacak sekilde alikotlandi. 0-10 °Cde saklandi.

Molekiiler 8 Marker Hazirlamst: 1 ul molekiiler 8 marker (Bohringer Manheim), 4 ul
0.5xTBE tamponu ve 1 ul loading (6X) tamponu eklenerek karigtirildi.

5.2.4.2 Agaroz jel elektroforezinin uygulanmasi

Hazirlanan agaroz gozeltisine 2.5 ul etidyum bromiir eklenerek karistinildi. Karigim jel
tankina dokiildii. 5-10 dk Jelin sogumast beklendi. 1 ul jel yikleme tamponu ile 5 ul 2.PCR ii-
runi karistirilarak jel kuyucuklarina yiiklendi. Daha sonra molekiiler 8 marker jel kuyucugu-
na yiiklendi. Elektroforez cihazinda 45 dk, 100 voltta beklendi. Siire sonunda jel bantlari Stra-

tagene Eagle Eye II cihazinda gorintiilenerek fotograflands.
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5.2.5 PCR iiriinlerinin dizilendirilmesi

Ege Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD tarafindan, Nested PCR
urtinleri Big Dye Terminator kiti (ABI-USA) kullanarak floresan boya ile isaretlendi. Sense
ve ayrica antisense yonde, ABI PRISM 310 Genetic Analizatérde POP6(1ml)E modiiliinde 61
cm’lik kapiller kullanilarak dizilendirildi. Sense ve antisense yonde primer ile elde edilen

dizinin kendi iginde de kontrolii saglandi.
5.2.5.1 Primerlerin baz dizisi

Sense yonde DNA dizi analizi i¢in De Mitri M.S. ve calisma arkadaslarinin yaptig1 arag-
tirmada kullanilan primer dizisi segildi(202). HCV-PKR baglanma bolgesinin dizi analizi i icin
segilen sense primer dizisi, MWG-Biotech firmas: tarafindan calismamizda kullanilmak tizere
sentez edildi. Antisense yonde DNA dizi analizi i igin ise Nested PCRda kullanilan i¢ anti sen-
se primer kullamldi(32).

5'SP:  5-ACC CCT CCC ACA TTA CAG CAG-3' (HCVI nt/6859-6879)

3'1ASP: 5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGG GCC TTG GTA GGT GGC AA-3'
(HCVI nt/7275-7294, alt: ¢izili M13 reverse primer dizisi ile birlikte)

5.2.6 Istatistiksel analiz

Verilerin ortalamasi, standart sapmalar ile birlikte hesapland:. istatistiksel analiz igin
parametrik olmayan Kruskal-Wallis varyans analizi yontemi kullamildi. p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi Anlamhligin hangi gruptan kaynaklandigini bulmak
icin Bonferroni diizeltmesi ile Mann- Whitney U testi uygulandi. Mann- -Whitney U testi sonu-
cunda 2 uglu p degerleri dikkate alind:.




6. BULGULAR

Gereg ve yontem bolimiinde ayrintisi yazilan sira igersinde; DEU Tip Fakiiltesi Gastro-
enteroloji bilim dalinin klinik kayitlarina ve DEUJ Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mik-
robiyoloji ABD'min laboratuvar verilerine gore degerlendirilerek calismaya alinan IFN+ Riba-
virin tedavisi gormiis, kronik HCV genotip1b ile enfekte her bir hasta serumuna ait RNA elde
edildi. Elde edilen RNA lardan RT-PCR yontemi ile cDNA 'lar sentezlenerek, nested PCR re-
aksiyonu igin kalip olarak kullanildi. HCV-PKR baglanma bolgesinin amplifikasyonu igin ya-
pilan Nested PCR reaksiyon iiriinii ve molekiiler marker VIII (Bohringer Manheim), agaroz
jel elektroforezinde yiritildi. Bolgeye 62gii 617 bp'lik bantlar gozlendi ve bulgular fotograf-
land1 (Sekil5).
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Sekil 5: 1-19 nolu hastalara ait PCR iiriinlerinin agaroz jeli fotograflar

Nested PCR ile elde edilen HCV-PKR baglanma bolgesi iiriinleri kalip alinarak, Ege U-
niversitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD'da, Big Dye Terminator
kiti (ABI-USA) ile PCR reaksiyonunda floresan boya isaretlemesi yapildi. Uriinlerin DNA di-
zisi ABI 310 kapiller sistemde gergeklestirildi. 1 nolu hastaya ait veri 6rnek olarak sunuldu
(Sekil 6).




GEGCCTTCLTTGAAGGC GACAT (IHAL TAC EC!;I CATGATTCCCCAG AC
|

ccmr.cmmﬂ GAGGLEAACCTCCT 57 G b GGCAGG AGATG G

|
60 70 30

2

W
GCGGOGAATATCACCCGUGTGG AGT CA G AG AATAAGGT GGTA
| | 120|

S0 100 110

ATI’(!(:GACTCFIIL(.!‘L&CG' TFC‘Gv\GCGG;’\GGAGGATG

MM\/XVWMMMM

(\(H\GGGﬂ('GTf\TCCGT"‘CGG(GG Gnl(}(_gl'ﬁ(’(ﬁt\
i I
170 180 190

-7}

YA

Sekil 6: HCV1 nolu hastanin DNA dizisi

Her bir hasta serumundan elde edilen HCV-PKR baglanma bolgesine ait DNA dizisi,
HCVJ susu standart dizisiyle karsilagtirilarak mutasyonlar saptandi(203). Uluslar aras: onay-
lanan aminoasit tglii kod dizileri esas alinarak, mutasyonlarin yolagtigi aminoasit degisimleri

belirlendi(204). Mutasyon ve aminoasit degisimlerine ait bulgular birarada sunuldu (Sekil 7-
12).
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HCV-PKR baglanma alaninda toplam 86 aminoasit degisimi saptandi. Bu degisimler-

den 14 (% 16) ISDR bolgesinde gorilirken, 72'si (% 84) karboksi terminal bolgede yerald
(Sekil 7-12). TYL hasta grubunda (HCV1-3); HCV-PKR baglanma alaninda goriilen toplam
10 aminoasit degisiminin10'uda (% 100) karboksi terminalinde yeraldi (Sekil 9). ISDR bolge-
sinde hi¢ aminoasit degisimi saptanmadi. BYL hasta grubunda (HCV4-8); toplam 33 aminoa-
sit degigiminin 12's1 (% 36) ISDR bélgesinde bulunurken 21'i (% 64) karboksi terminal bol-
gede saptand1 (Sekil 7, 9-11). TYS hasta grubunda (HCV9-19); toplam 43 aminoasit degisi-

minin 2'si (% 4.7) ISDR bolgesinde, 411 (% 95.3) karboksi terminal bolgede yerald: (Sekil 8-
12).

Calismamizda ISDR bolgesinde 2211, 2212, 2217, 2218, 2227.. 2230., 2232., 2236,
2239., ve 2248. kodonlarda 14 aminoasit degisimi belirlendi (Sekil 7,8). Bu aminoasit degi-
simlerinden 12 “si (% 86), BYL yamitl grupta bulunan 4 hastanin serum Srneklerine ait ISDR
bolgesinde meydana gelirken, 2'si (% 14) TYS yanith hasta grubunda yeraldi. 2218. kodonda
3 ayn hastada (His—Arg), (His—Tyr), (His — Asn) aminoasit degigimleri saptandi. Bu degi-
simlerden (His—>Arg) ve (His—>Tyr) BYL grubunda, (His—>Asn) TYS grubunda meydana
geldi. 1 BYL ve 1 TYS grubu hastasinda 2217. kodonda (Thr—Asn) aminoasit degigimi bulu-
nurken, 2 BYL grubu hastasinda 2236. kodonda (Glu—Thr) aminoasit degisimi yeraldi. 2218,

» 2217. ve 2236. pozisyonlarin diginda kalan kodonlarda olugan aminoasit degisimleri yalnizca
birer hastada goruldii (Sekil 7).

Caliymamizda karboksi terminal bolgesinde 2252., 2257., 2258, 2259., 2260., 2262,
2266., 2268 ve 2270. kodonlarda 72 aminoasit degisimi saptand: (Sekil 9-12) Bu aminoasit
degisimlerinden 10'u (% 13.9) TYL hasta grubunda, 21'i (%29.2) BYL hasta grubunda, 41'i
(% 56.9) TYS hasta grubunda meydana geldi. En ¢ok aminoasit degisiminin gorildiigi ko-
donlar; 2259, 2262., 2268. ve 2270. kodonlardir. 2259. ve 2262. kodonlarda 19 hastada ami-
no asit degisimi goriiliirken, 2268. kodonda 14 hastada, 2270. kodonda 9 hastada aminoasit
degisimleri belirlendi. 2252., 2257., 2258. kodonlarda 2 hastada amino asit degisimi bulunur-
ken, 2266. kodonda 4 hastada aminoasit degisimi goriildi. 2260. kodonda 1 hastada aminoasit
degisimi goriildi. 2259. kodonda meydana gelen 19 aminoasit degisiminin 18'inde (Ile—Leu)
, I'inde (lle—>Phe) donisimii gorildii (Sekil 9-12). 2262. Kodonda saptanan 19 aminoasit de-
gisiminin 18'inde (Val>Glu), 1'inde (Val—>Asp) donisiimleri yerald: (Sekil 9-12).
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Sekil 7: HCV(5-8) nolu BYL grubu hastalarinda ISDR (2209-2248) bolgesinin aminoasit

degisimleri.
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Sekil 8: HCV9 ve 10 nolu TYS grubu hastalarinda ISDR (2209-2248) bolgesinin

aminoasit degisimleri.

2268. kodonda yeralan 14 amino asit degisiminin hepsinde (Tle—>Val) doniigiimii belir-
lendi (Sekil 9-12). 2270. kodonda bulunan 9 aminoasit degisiminin 8'inde (Val-lle), 1'inde
(Val->Thr) doniisiimii saptand (Sekil 9-12). 2266. kodonda yeralan 4 aminoasit degisiminin
timiinde (Arg—Gly) déniisiimii bulundu (Sekil 11,12). 2252. kodonda bulunan 2 aminoasit
degisiminin 2 sinde de (Tle—>Val) doniisiimii belirlendi (Sekil 10,11). 2257. kodonda goriilen
2 aminoasit degisiminin 2 sinde de (Asp—Glu) doniigiimii yerald: (Sekil 9,12). 2258. kodon-
da bulunan 2 aminoasit degisiminden 1'inde (Pro—Gln), digerinde (Pro—sSer) doniisiimii sap-
tandr (Sekil 9,10). 2260. kodonda goriilen 1 aminoasit degisiminde (Arg—Lys) doniisiimii be-
lirlendi (Sekil 10).
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Sekil 9: HCV1-5 ve 16 nolu hastalarmn karboksi terminal (2248-2274) bélgesinde yeralan

aminoasit degisimleri.
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Sekil 10: HCV(7-9) nolu hastalarin karboksi terminal (2248-2274) bolgesinde yeralan

aminoasit degisimleri.
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Sekil 11: HCV(6,10-15) nolu hastalarin karboksi terminal (2248-2274) bolgesinde yeralan
aminoasit degigimleri
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Sekil 12: HCV(17-19) nolu hastalarin karboksi terminal (2248-2274) bolgesinde yeralan

aminoasit degisimleri.
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Uluslararasi kabul edilen HCV-PKR baglanma bolgesi (HCVJ susu) dizisi ve 19 has-

tada saptanan aminoasit degisimi toplu olarak degerlendirildi (Sekil 13).

PKR- baglanma alani

| |
2209 ISDR 2248 Karboksi Terminal 2274
| | |
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Sekil 13: HCV PKR-baglanma bolgesinin (2209-2274) DNA dizi analizinin sonucunda belir-
lenen aminoasit dizileri (YAN:yant, BYL biyokimyasal yamitli, TYS:tam yanitsiz,
TYL: tam yanith)

TYS (11, % 57.89), BYL (5, % 26.32) ve TYL (3, % 15.79) gruplarinin ISDR bolgesi a-
minoasit degisimleri bulunduktan sonra, Enomoto N."in tanimladig kriterlere gore (32), ISDR
tipleri belirlendi. Belirlenen ISDR tiplerinde hasta gruplarinin yiizdesel dagilimlari incelendi
(Tablo 6). Buna gore dogal tip viral ISDR ile 13 hastanin 9 u (% 69.23) tam yamtsiz, 1' i (%
7.69) biyokimyasal yanitl, 3'ii (% 23.08) tam yamtlidir. Orta tip viral ISDR ile 4 hastanin 2'si
(% 50) tam yamitsiz, 2" si (% 50) biyokimyasal yamthdir. Mutant tip viral ISDR ile 2 hastanin
2'side (% 100) biyokimyasal yanithidr,




Tablo 6: Hasta gruplarinin ISDR tiplerine gére yiizdesel dagilimlar

ISDR TiPi
Dogal Orta Mutant
YANIT (n=13) (n=4) (n=2)
TYS (% 57.89) 9 (% 69.23) 2 (% 50) 0
BYL (% 26.32) 1 (% 07.69) 2 (% 50) 2 (% 100)
TYL (% 15.79) 3 (% 23.08) 0 0

Hastalarin yanit tipi ile bazi klinik ve virolojik veriler karsilastirildi (Tablo 7).TYL,
TYS ve BYL yamth hasta gruplar arasinda; cinsiyet (p=0.605), yas ortalamas: (p=0.154),
toplam IFN dozu (p=0.164), toplam ribavirin dozu (p=0.231), Piecemeal nekroz (p=0.152),
confluent nekroz (p=0.247), spotty nekroz (p=0.207), portal enflamasyon (p=0.133), HAI
(p=0.072), fibrozis (p=0.150), PKR alani aminoasit degisimi sayist (p=0.058), karboksi
terminal alani aminoasit degisimi sayisi (p=0.250) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktur.

Ug grup arasinda ISDR aminoasit degisimi sayilart arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark vardir (p=0.016). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini bulmak igin Bonferroni
diizeltmesi ile Mann-Whitney U testi kullanild:. Sonug¢ olarak, BYL grubunun ISDR
aminoasit degigimi sayis, TYS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml olgtide farkli bulundu
(p=0.012). TYL ve TYS gruplan arasinda, ISDR aminoasit degisimi sayisi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.442). BYL ve TYL gruplari arasinda da ISDR

aminoasit degisimi sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.055).




Tablo 7: 19 hastanin bazi klinik ve virolojik 6zellikleri
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YANIT TiPi
Ozellikler TYS BYL TYL P
Cinsiyet (K/E) 8/3 4/1 3/0 0.605
Yag Ortalamas: 52.45+6.19 54.2046.30 48+2.00 0.154
Toplam IFN dozu (mu) 324.00+166.54 352.80+109.19 5644210.94 | 0.164
Toplam Ribavirin dozu (gr) [231.27494.20 302.40+82.88 324+129.80 | 0.231
Karaciger Histolojisi
(Tedavi Oncesi)
Piecemeal Nekroz 1.273+1.420 2.600+1.950 1.667+1.155 | 0.152
Confluent Nekroz 0.000+0.000 0.200£0.447 0.000+£0.000 | 0.247
Spotty Nekroz 1.273+0.467 1.800+0.837 2.667+2.082 | 0.207
Portal Enflamasyon 2.818+0.982 3.000+1.225 4.000£0.000 | 0.133
Modifiye HAI 5.636+1.748 7.60042.702 8333483 215 | 01072
Fibrozis 2.000+1.265 1.400+0.548 2.6674£0.577 1} 0.150
ISDR alani aminoasit 0.180+0.400 2.400+2.510 0.000+£0.000 | 0.016
degisimi sayisi
PKR alani aminoasit 3.910+0.700 6.600+3.050 3.33040.580 [ 0.058
degisimi say1si
Karboksi terminal alan 3.73040.650 4.20010.840 3.330+0.580 | 0.250

aminoasit degisimi sayisi
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7. TARTISMA

Aragtirmada amaglanan HCV-PKR baglanma bolgesinin DNA dizi analizini gergekles-
tirmek tizere hasta segimi, serum saglanmasi, DNA hazirlig;, amplifikasyon ve dizi analizi uy-
gulamalarinin timiinde uluslararasi ¢alisma olgiitlerine uyuldu. Bu kapsamda hasta segimi;
Gastroenteroloji, Pataloji ve Mikrobiyoloji uzmanlarinin birlikte kronik hepatit C enfeksiyonu
olarak degerlendirdigi olgular arasindan yapildi. DEU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji ABD'da, segilen olgularin serum 6rneklerinde anti-HCV, HbsAg, Hivl,2 ve
HCV RNA testleri uygulandi (Tablo 2). DEU Tip Fakiiltesi Pataloji ABD tarafindan olgularin
karaciger biyopsi ornekleri 151k mikroskobunda, rutin hematoksilen-eozin diizeyinde masson-
trikrom ve retikulin boyalarida kullanilarak modifiye HAI ile fibrozis evresi agisindan deger-
lendirildi (Tablo 2). Tiim bu bulgular sonucunda, Gastroenterolojide kronik HCV tanis: konu-
lan hastalar iginden, Avrupa standartlarina uygun olarak haftada 3 kez, 3-5 mu IFNo, ve gunde
1000-1200 mg ribavirin tedavisi alan olgular segildi. IFNo+Ribavirin tedavisi sonrasinda 6
aylik bir siiregte ALT ve HCV RNA test sonuglarina gore hastalar TYS, TYL ya da BYL ya-
nith olarak belirlendi (Tablo 2). Bu grup iginden galismaya dahil edilen 19 hastanin onaylari-
nin alinmasindan (Ek) ve arastirmaya etik kurulun uygundur raporu vermesinden sonra, Mik-
robiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD laboratuvarinda yapilan testlerle, viriisiin bulundugu

saptanan ve genotip1b (RFLP ve Innolipa kiti) oldugu belirlenen serum 6rnekleri kullanildy,

RNA eldesinden hedeflenen HCV-PKR baglanma bolgesinin amplifikasyonu, ilgili ya-
yinlarda uluslarasi standartlarda uygulanan yontemlerle gergeklestirildi. Serumdan proteinaz
K yontemiyle RNA eldesi, buna bagli olarak RT-PCR'la cDNA meydana getirilmesi ve nes-
ted PCR ile hedeflenen HCV-PKR baglanma bolgesinin amplifikasyonu sonucu literatiirde
6ngoriilen 617 bp'lik bantlar elde edildi (Sekil 5). Literatiirde belirtilen biiyiikliikte bantlarin
elde edilmesi, ¢alismada uygulanan deneylerin giivenilirligini ortaya koymaktadir. Her bir
hastaya ait 617 bp'lik HCV-PKR baglanma bélgesinin amplifikasyon uriinii, sense ve ayrica
anti-sense primerlerle Big Dye Terminator kiti (ABI-USA) kullanilarak floresan boyayla iga-
retlendi. Uriinlerin ABI 310 kapiller analizatorde yuritilmesiyle DNA dizisi elde edildi (Sekil
6). HCV-PKR baglanma bélgesinin sense ve antisense DNA dizi sonuglar1 biraraya getirildi-
ginde, st iiste ¢akigan bolgelerin uyumlulugu ile i¢ kontrol sagland1. Ayrica elde edilen DNA
dizileri, HCVJ konsensus dizisi ile kargilastirildiginda uyumlu oldugu gozlendi. Bu sekilde
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dogrulugu saptanan DNA dizilerinde goriilen farkliliklar mutasyonlar olarak belirlendi
(Sekil7-12). Herbir hasta serumundan elde edilen, HCV-PKR baglanma bolgesinin DNA dizi-
lerinde, uluslar arasi onaylanan aminoasit iiglii kod dizileri esas alinarak, mutasyonlara bagh

aminoasit degisimleri saptandi(204) ve tiimii birlikte sunuldu (Sekil 13).

Sonug olarak; HCV-PKR baglanma bélgesinin igerdigi viral ISDR bolgesi ve karboksi
terminal alaninda saptanan mutasyonlara bagli amino asit degisimleri ile hastalarin IFNo-+Ri-
bavirin tedavisine verdikleri yamitlar arasindaki iligki, non-parametrik Kruskal Wallis analiz
yontemiyle degerlendirildi (Tablo 7). Calismada elde edilen 6nemli bir bulgu, BYL grubunun,
ISDR bolgesinde bulunan aminoasit degisimleri ile iligkisinin bulunmasidir. ISDR bélgesi a-
minoasit degisimi sayisi, BYL hasta grubunda, TYS hasta grubuna gére anlamli 6lciide daha
yiiksektir (p=0.012). TYL grubunda ISDR bolgesinde hig aminoasit degisimi saptanmamasina
ragmen, BYL grubu ile arasindaki amino asit degisimininin farklilig1, hasta sayisinin az olma-
sindan dolay! istatistiksel analizle desteklenmemistir (p=0.055). TYL ile TYS hasta gruplart
arasinda, ISDR bolgesi aminoasit degisimi sayist agisindan, anlamli 6lgiide buyiik bir fark

yoktur (p=0.442).

Aragtirmada birinci bulguyu destekleyen ikinci 6nemli bir bulgu, ISDR tipi ile BYL ya-
mtinin iligkisi degerlendirildiginde elde edildi. Bu bulguya gore orta tip (% 50) ve mutant tip
(% 100) viral ISDR ile hastalarda biyokimyasal yanitin gériilme sikligi, dogal tip viral ISDR
(% 07.69) ye gore daha fazladir (Tablo 6). Bir baska ifadeyle, orta ve mutant tip ISDR'ye sa-
hip hastalarin, IFNa+Ribavirin tedavisine biyokimyasal yanit verme olasiliklari daha yuksek-

tir.

Yunanistan'da Stratidaki, I. ve meslektaslarimin yaptiklari aragtirma, bizim galismamizla
uyumlu sonuglar igermektedir. Arastirmada biyokimyasal yanitl hasta grubunun aminoasit
degisimleri sayisinin, yamtsiz olan gruba gore daha yitksek oldugu rapor edildi (p=0.003). Ca-
ligmada 21 orta tip ISDR hastasinin % 23'iin de ve 2 mutant tip ISDR hastasinin % 100'iin de
biyokimyasal yamit alindig1 yayinlandi. Ayrica 2 virolojik yanitli hastada, NS5A bolgesinde s-

pesik bir mutasyon modelinin olmadig: rapor edildi(205).

Japonya'da Yoshioka, K. ve meslektaslarinin yaptiklar arastirmada bizim bulgularimiz

ile uyumlu sonuglar gorilmektedir. Galismada orta tip (% 53) ISDR ile hastalarin dogaltip (%
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20) ISDRye sahip HCV ile enfekte olanlara gore BYL yamit hizlarinin daha yiiksek oldugu

rapor edildi(206).

Caligmamizda ISDR bolgesinin, 2211., 2212., 2217, 2218, 2227, 2230., 2232, 2236.,
2239. ve 2248. kodonlarinda belirlenen 14 aminoasit degisimi incelendiginde en fazla degi-
simin 2218. kodonda meydana geldigi gorilmektedir (Sekil 7,8). 2218. kodonda 3 ayri hasta-
da (His—Arg), (His—>Tyr), (His—Asn) aminoasit degisimleri belirlendi. Bu degisimlerden
(His— Arg) ve (His—>Tyr) BYL grubunda, (His—>Asn) TYS grubunda meydana geldi. 2218.
kodondan sonra en fazla degigim 2217. ve 2236. kodonlarda goriilmektedir. 2217. kodonda 2
ayn hastada (Thr—Asn) aminoasit degisimi yeralirken, yine 2 ayn hastada 2236. kodonda
(Glu—Thr) aminoasit degisimi saptandi (Sekil 7,8). 2217. kodonda goriilen (Thr—Asn) ami-
noasit degisimlerinden biri TYS grubunda bulunurken digeri BYL grubunda meydana geldi.
2218., 2217. ve 2236. pozisyonlarin diginda kalan kodonlarda olusan aminoasit degisimleri
yalmzca birer hastada goriildii (Sekil 7,8).

Literatiirde ISDR bolgesindeki aminoasit degigimleri ile bizim saptadigimiz aminoasit
degisimlerini birlikte degerlendirdigimizde, Japonya ve Yunanistan'da yapilan galigmalardan

elde edilen bazi bulgular dikkati gekmektedir.

Japonya'da yapilan bir galigmada Watanabe H. ve meslektaglar,, NSSA ISDR bolgesin-
deki spesifik aminoasit degisimi ile IFN tedavisi yamitlarimn iligkisini analiz ettiler. Aragtir-
mada 2209., 2216. ve 2227. aminoasit kodonlarinda meydana gelen substitiisyonlarin virolo-
Jik yanith hastalarda daha sik goruldugi yayinlandi. Ozellikle 2227. kodonda mutant tipte izo-
16sin ile gogunlukla valin (V) aminoasit degisiminin goriildiigi dikkati gekmektedir. Yayinda
ayrica 2218. kodondaki histidin aminoasiti yerine yerlesen sisteinin virolojik yanit ile birlesti-
i rapor edildi(33).

Japonya'da Yoshioka, K. ve meslektaslarinin yaptig Qallémada, HCYV genotipl1b ile en-
fekte 62 hastanin 17" sinde, ISDR bolgesinde 2218. kodonda aminoasit degisimi meydana gel-
digi dikkati gekmektedir. Bu hasta grubu i¢inde bulunan 16 biyokimyasal yamtli hastanin 6
sinda 2218. kodonda (His—Arg) aminoasiti degisimi belirlenirken, 1'inde aym kodonda

(His—>Asn) aminoasiti degigimi goruldii(206).
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Yunanistan'da Stratidaki, I. ve meslektaglarinin yapti31 aragtirmada, HCV genotiplb

ile enfekte 28 hastanin 20'sinde, ISDR bolgesinde 2218. kodonda (His—»Arg) aminoasit degi-
simi rapor edildi(205).

Caligmamizin sonuglarina gore elde edilen 3. bulgu; IFNa+Ribavirin tedavisine tam ya-
mtlilik ile ISDR bolgesi aminoasit degisimi sayisi arasinda bir iligki bulunamamasidir. Tam
yamth (TYL) 3 hastanin ISDR bolgesi aminoasit degisimi sayis1 0'dir ($ekil 13). Bu sonug
ABD, Fransa ve Italya'da yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglarla uyumludur. Caligmalar-
da ISDR aminoait degisimi say1st ile IFN tedavisine yamthihik arasinda bir iligki saptanmadi
(37-42). Diger taraftan bu ¢aligmalarin tersine Japonya ve Ispanya’da yapilan aragtirmalarda,
IFN tedaviéi alan kronik HCV genotip1b hastalarinda, virolojik yamit ya da tam yamt hizinin,
ISDR bolgesinde meydana gelen aminoasit degigimi sayisi ile iligkili oldugu rapor edildi(32-
36).

ISDR ve tedavi yanitlan arasindaki iligkinin mekanizmasi, Amerikali aragtirmac: Gale,
M1 Jr. ve meslektaslarinin, mayada NS5A proteininin fonksiyonu lizerine yaptig1 aragtirma ile
agiklanabilir. Bu ¢aligmada viral NS5A ' nin, protein kinaz katalitik. domaini ile dogrudan etki-
lesime girerek PKR enzimini inhibe ettigi gosterildi. NS5A ' nin PKR ile etkilegerek, inhibe et-
mesi igin viral ISDR nin gerekli oldugu rapor edildi(31). Sayfa 24'de PKR enzim fonksiyonu
konusunda da anlatildifi gibi PKR'nin inaktivasyonu, . hiicrede protein sentezinin devam “

etmesine yolagar. Bu yol HCV nin, IFN'un antiviral etkilerinden kagmasinda etken olabilir.

Gale, MJ Jr.; baska bir ¢alismada, NS5A-PKR kompleks olusumu i¢in ISDR 'nin yanisi-
ra karboksi terminalinde yeralan 26 aminoasitlik bolgeninde gerekli oldugunu rapor etti. ISDR
ile birlikte 26 aminoasitlik bélgeyi, PKR-baglanma alant olarak adlandirdilar. Calismada IFN®
a direngli HCV genotip 1b'ye ait NS5A'nin, in vivo PKR dimerizasyonunu engelledigi goste-
rildi. PKR dimerizasyonunun bozulmas ile kinaz enzim fonksiyonunun represe oldugu ve
PKR-aracilikli elF2a fosforilasyonunun engellendigi rapor edildi. Aragtirmada memeli hiicre-
leri ile mayada, NS5A-PKR etkilesimine ISDR mutasyonlarinin engel oldugunun gosterilme-
si, PKR-baglanma alaninda olusan mutasyonlarinda NS5A-PKR etkilegimini engelleyebilece-
gini akla getirmektedir(43). Bu yiizden ¢aligmamizda ISDR 'nin karboksi terminalinde yeralan
26 amino asitlik bolgenin de, DNA dizi analizini gereklestirdik.
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Ancak caligmamizda elde ettigimiz 4. bulgu; PKR-baglanma alaninda ve bu alanin

kapsadig1 26 amino asitlik karboksi terminal bolgede meydana gelen aminoasit degisimleri ile
tedavi yanitlart arasinda bir iligkinin bulunmamasidir. TYS, BYL ve TYL gruplan arasinda,
PKR ve karboksi terminalinde meydana gelen aminoasit degisimleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.058, p=0.250).

Avrupa'da Sarrazin, C. ve meslektaglaninin IFN'a direngli bir diger HCV susu genotip
1a ile enfekte hastalarda yaptig1 ¢aligmada, bizim bulgularin tersine PKR-baglanma alam igin-
de meydana gelen aminoasit degisimlerinin, tedavi sonu ve siirekli virolojik yanth hastalarda
yamtsiz olanlara gore daha yiiksek oldugu bulundu. Aym ¢aligmada antiviral yant ile ISDR
bolgesi aminoasit degisimlerinin iligkili olmadig: rapor edildi(207).

Japonya'da Watanabe, H. ve ¢aligma arkadaglar1 genotip 1b subtipinde, karboksi ugta
meydana gelen aminoasit degigimi sayisinin, devam eden virolojik yamtl hastalarda, gegici
yamith hasta grubuna gore daha yiiksek oldugunu yayinladilar. Bununla birlikte aym ¢aligma-
da Sarrazin, C. ve meslektaglarinin tersine ISDR bolgesi aminoasit degisimlerinin, karboksi
terminal bolgesine gore IFN etkisinde daha fazla etkili oldugu agiklandi(33).

Caligmamizda karboksi terminal bolgede, en fazla aminoasit degisimi; 2259., 2262.,
2268., 2270. ve 2266. kodonlarda goriildii. 2259. kodonda 19 hastanin tiimiinde meydana ge-
len aminoasit degisimlerinin 18'inde (Ile—Leu), 1'inde (Ile—>Phe) déniisiimii saptand: (Sekil
9-12). 2262. kodonda 19 hastada saptanan aminoasit degigimlerinin 18'inde (Val—>Glu), 1'in-
de (Val—»>Asp) doniigimleri belirlendi (Sekil 9-12). 2268. kodonda yeralan 14 amino asit de-
gisiminin hepsinde (Ile—>Val) doniistimi saptand: (Sekil 9-12). 2270. kodonda bulunan 9 ami-
noasit degigiminin 8'inde (Val->Ile), 1'inde (Val—>Thr) donisimi saptandi (Sekil 9-12).
2266. kodonda yeralan 4 aminoasit degisiminin timiinde (Arg—>Gly) donigimi belirlendi
(Sekil 11,12).

PKR-baglanma alanininda yeralan karboksi terminal bolgede belirledigimiz aminoasit
degisimleriyle literatiirde bu bolgede saptanan aminoasit degisimlerini karsilagtirdik. Japonya
‘da genotip 1b ile enfekte 23 Endonezyali hasta iizerinde yapilan bir ¢aligmada; karboksi ter-
minal bolgede (2248-2274) 2259. kodonda tiim hastalarda (Ile—>Leu) degisimi saptandi. Ayri-
ca 2262. kodonda yine tiim hastalarda (Val-»Glu) degisimi belirlenirken, 2268. kodonda 23
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hastanin 14'tinde (Ile—>Val) degisimi yeraldi.2271.kodonda 5 hastada (Pro—Ala), 4 hastada

(Pro—Glu) aminoasit degisimi belirlediler(208).

Amerika’da yine karboksi terminal bolgede 9 HCV genotip 1b hastasinda yapilan galig-
mada baz1 aminoait degisimleri belirlendi. Ozellikle 2257., 2259., 2262., 2266. ve 2268. ko-
donlardaki aminoasit degisimleri dikkati cekmektedir. Caligmada 2257. kodonda 5 hastada
(Asp—Glu), 2259. kodonda tiim hastalarda Ile—>Leu, 2262 kodonda yine tiim hastalarda
Val->Glu, 2266. kodonda 2 hastada Arg—Gly, 2268. kodonda 3 hastada Ile—>»Val degisimleri
rapor edildi(209).

Calismamizin sonuglarina goére; IFN-+Ribavirin tedavisi alan genotip1b ile enfekte kro-
nik HCV hastalarinda, ISDR bélgesi aminoasit degisimlerinin, biyokimyasal yanit olasihiinin
tahmin edilmesinde onemli oldufu goriilmektedir. Bundan sonra ISDR bélgesi aminoasit
degisimleri, IFN+Ribavirin tedavisine biyokimyasal yamtli olabilecek hastalarin- segiminde,
yararh bir kriter olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte, biyokimyasal yamitin ve ISDR
bolgesi aminoasit degisimlerinin iligkisinde etkili olasi mekanizmalarin agiklanmasi igin
molekiiler diizeyde ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu galismada DNA dizi analizi ile HCV-PKR baglanma alamnin mutasyonlari saptandi
ve IFN+Ribavirin tedavisi yanitlari arasindaki iligkisi arastirild1 (Tablo 7). Aragtirmada 86
aminoasit degigiminin 14"t (% 16) ISDR bolgesinde, 72'si (% 84) bu bblgenin karboksi ter-
minal alaninda saptandi. ISDR nin 14 aminoasit degigiminin 12'si (% 86) BYL grubunda be-
lirlendi. Non-parametrik Kruskal Wallis varyans analiz yontemiyle (Bonferroni diizeltmesi ile
Mann-Whitney U testi uygulandi) BYL hasta grubunda ISDR bolgesi aminoasit degigimi sa-
yis;, TYS hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlaml olgiide yitksek bulundu (p=0.012).
TYL grubunda ISDR bolgesinde hig aminoasit degisimi saptanmamasimna ragmen, TYL gru-
bundaki hasta sayisinin azliindan dolayi, BYL grubu ile arasinda aminoasit degisimi sayis1
farklilig;, istatistiksel olarak desteklenmemigtir (p=0.055). TYL ile TYS hasta gruplar: arasin-
da ISDR boélgesi aminoasit degisimi sayisi agisindan anlamli 6lgide biytik bir fark yoktur
(p=0.442).

Ayrica ¢aligmanin sonuglarina gore, orta tip (% 50) ve mutant tip (% 100) viral ISDR ile
hastalarda biyokimyasal yanitin goriilme siklif1, dogal tip viral ISDR'ye (% 07.69) gére daha
fazladir (Tablo 6). Bu bulguya gore, orta ve mutant tip ISDRye sahip hastalarin IFNa+Riba-

virin tedavisine biyokimyasal yamt verme olasiliklarinin daha yitksek olduéu goriilmektedir.

Caligmada PKR-baglanma alaninda ve bu alanin kapsadigi 26 amino asitlik karboksi
terminal bolgede meydana gelen aminoasit degisimi sayisi ile tedavi yanitlar arasinda bir ilig-
ki bulunamadi. TYS, BYL ve TYL hasta gruplart arasinda, PKR baglanma alam ve karboksi
terminalinde meydana gelen aminoasit degisimlerinin sayis: agisindan istatistiksel olarak an-
lamh bir fark yoktur (p=0.058, p=0.250).

Bu bulgular; IFN+Ribavirin tedavisi alan genotiplb ile enfekte kronik HCV hastalari-
nin biyokimyasal yanit olasihiginin tahmini igin ISDR bolgesi aminoasit degigimlerinin 6nem-
li oldugunu gostermektedir. Bu sonug, kronik HCV hastalarinin klinik tedavilerinde biyokim-
yasal yanitin degerlendirilmesi i¢in onemli bir bulgu olarak géz éniinde bulundurulabilir. Di-
ger taraftan HCV-PKR baglanma bolgesinde, Tiirkiye de ilk kez saptanan aminoasit degisim-
lerinin literatlire dnemli katkilar1 olacaktir. Bundan sonra, ¢aligmamizda standardize ettiimiz

molekiiler yontemlerle, Turkiye'de daha genis bir popiilasyonda daha fazla sayida hasta seru-
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mundan, HCV-PKR baglanma bolgesinin analiz edilmesi dnerilmektedir. Ayrica biyokim-

yasal yamtin ve ISDR mutasyonlarinin iligkisine ait mekanizmanin agiklanmas: igin molekii-

ler diizeyde arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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