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OZET

Kronik viral hepatitler, giinlimiizde en 6nemli halk saglig1 problemlerindendir.
Diinyada yaklasik olarak 170-210 milyon kisinin Hepatit C Virusu (HCV) ile enfekte
oldugu diisiiniilmektedir. Akut ve kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinoma gibi
hastaliklar i¢cin en 6nemli risk faktorlerinden biri olan HCV, karaciger hastaliklarinin
% 25-40 kadarindan sorumludur. HCV, niikleotit dizileri birbirlerinden % 30’a kadar
farkli olabilen 6 ana genotipe ve 80’den fazla subtipe ayrilmaktadir. Genotipler, HCV
enfeksiyonunun nasil seyredeceginin dngoriisiinii saglayamaz ancak virusun genotipleri
tedaviye yanit kriteri olarak ve tedavi siiresinin belirlenmesinde yol gostericidir. HCV
genotiplerinin belirlenmesinde dogrudan dizi analizi, Ters Hibridizasyon, Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), tipe 6zgli Polymerase Chain Reaction (PCR),
Pyrosekanslama ve Serotiplendirme gibi yontemler uygulanmaktadir. Bunlardan
Pyrosekanslama, DNA sentezi esnasinda agiga ¢ikan pirofosfatlarin saptanmasi esasina
dayanan yeni gercek zamanli kantitatif dizi analizi teknigidir. Bu tezde, Pyrosekanslama
yontemi ile Elazig ilindeki kronik hepatit C Ontanisi/tan1 olan hastalarimn HCV
genotiplerinin belirlenmesi amaglandi. Bu ¢alismaya, Kronik Hepatit C 6n tanisi / tani
ile takip edilen Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarma gonderilen 50
hastanin serum Ornekleri dahil edildi. Anti-HCV y6niinden pozitif olan biitlin 6rneklerin
HCV-RNA diizeyleri ger¢ek zamanli PCR yontemi (Tagman 48, Roche) ile arastirildi.
Orneklerden RNA izolasyonu iiretici firmanmn onerileri dogrultusunda otomatik
izolasyon sistemi (EZ1, Qiagen) ile yapildi. Orneklerde HCV genotip analizi
Pyrosekanslama yontemi ile belirlendi. HCV genotiplerinin 46 (% 92,0)’s1 genotip 1; 1
(% 2,0)’s1 genotip 3 olarak bulundu. Genotip 1 olarak bulunan 46 6rnegin 41’1 genotip
1b; 5’inin genotip la oldugu belirlenirken, 3’iiniin alt tipi belirlenemedi. Sonug olarak,
hepatit C ile enfekte kronik hastalarda en yaygm genotipin 1b oldugu saptandi.
Pyrosekanslama yontemi ile HCV genotiplerinin belirlenmesi diger DNA dizi analizi
yontemlerine kiyasla oldukca kisa stirmektedir. Bu durum ise rutin laboratuvarlarda
uygulama kolaylig1 saglamaktadir. Pyrosekanslama yonteminin test birim fiyatt DNA
dizi analizi yontemlerinin test birim fiyatma yakin olup, ters hibridizasyon testlerine
kiyasla ucuzdur. Fiyat ve siire acisindan bakildiginda, tedaviye yanit kriteri olarak ve
tedavi siiresinin belirlenmesinde Onemli bir kriter olan HCV genotipleme i¢in
Pyrosekanslama yonteminin uygulanabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Hepatit C virusu, kronik hepatit C, genotip, Pyrosekans
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ABSTRACT
Detection of Hepatitis C Virus (HCV) Genotypes by Pyrosequencing in
Chronic HCV Patients

Chronic viral hepatits are one of the most important public health problems. It
has been predicted that 170-210 million people have been infected with Hepatitis C
virus (HCV) in the world. HCV, which is one of the most important risk factors for
diseases including acute and chronic hepatitis, chirose, and hepatocellular carcinoma is
responsible for 25-40% of the liver diseases. HCV 1is divided into 6 main genotypes,
nucleotide sequences of which can be different up to 30%, and into more than 80
subtypes. Genotypes can not be used for predicting how the HCV infection will
progress but can be an indicator of response to the treatment and can be used for
determining the treatment period. HCV genotypes are determined using various
methods such as Direct sequence analysis, Reverse Hybridization, Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), type-specific Polymerase Chain Reaction (PCR),
Pirosequencing, and serotyping. Among those, pyrosequencing is a real time
quantitative sequencing technique based on the detection of pyrophospates released
during the synthesis of DNA. In this thesis, it was aimed to determine HCV genotypes
of the patients with prediagnosis or diagnosis of chronic hepatitis C in Elazig by using
pyrosequencing method. Serum samples of 50 patients with prediagnosis/diagnosis of
chronic hepatitis C were used in this study. HCV-RNA levels of all samples that were
positive for anti-HCV were determined using real time PCR (Taqman 48, Roche). RNA
isolation from the samples were carried out using an automated isolation system (EZ1,
Qiagen) as described by the manufacturer. HCV genotype analysis of the samples were
determined by using pyrosequencing method. 46 (92%) and 1(2%) of the samples were
determined as genotype 1 and genotype 3, respectively. Of 46 samples that were
genotype 1, 41 were found as genotype 1b and 5 as genotype la whereas 3 of those
were not be able to subtyped. As a result, genotype 1 was found as the most common
genotype in patients infected with HCV. Genotyping HCV by pyrosequencing takes
quiete shorter time compared to other DNA sequencing methods. In this case,
pyrosequencing can be a method of choice in routine analysis laboratories due to ease of
use. Unit cost of pyrosequencing is comparable to that of DNA sequencing based

methods. In fact, it is cheaper than the cost of reverse hybridization method. It is

v



concluded that, due to the cost and required-time advantages, pyrosequencing can be
used for genotyping HCV, which is an important criteria for determining the treatment

response and the treatment period.

Key Words: Hepatitis C Virus, Chronic hepatitis C, genotype, pyrosequence
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1. GIRIS

Hepatit C virusu (HCV) Flaviviridae ailesindeki Hepacivirus cinsi iginde
siniflandirilmaktadir. HCV, Sar1t humma virusu, Bat1 Nil virusu ve dengue virusu gibi
artropod kokenli flaviviruslerle uzaktan, GB virus (GBV) tip C (hepatit G virus diye de

bilinmektedir) ve pestiviruslerle ise daha yakindan iliskilidir.

Hepatit C virusu 30-60 nm capinda zarfli, tek iplikli pozitif yonelimli bir RNA
virusudur HCV genomu yaklagik 9600 niikleotit uzunlugundadir. Genom, iyi korunmus
5’ ve 37 uclar1 ile 3011 aminoasitlik bir poliprotein kodlayan acik okuma cercevesi
“open reading frame (ORF)” bolgesinde olusur. Posttranslasyonel islemleme sonrasinda
poliprotein yapisal ve yapisal olmayan proteinlere ayrisir. Dort adet yapisal protein;
Ozyap1 (core: C), zarf 1 (erivelope 1: El), zarf 2 (E2) ve transmembran (p7) proteininden
olusur. Alt1 yapisal olmayan protein (NS2’den NS5B’ye) viral replikasyon ve
olgunlasma i¢in gerekli olup antiviral tedavi agisindan ¢ekici hedeflerdir. Iyi korunmus
NS5B proteini RNA bagimli RNA polimeraz etkinligindedir. Antiviral tedavi alan
hastalarda yapilan viral kinetik ¢alismalar, HCV’nin 2 ile 3 saatlik yarilanma siiresi

olan, 10'* viryon/giin gibi yiiksek bir hizda ¢ogaldigim diisiindiirmektedir (1).

Hepatit C virusu esasen insanlar1 enfekte eder ve insan enfeksiyonlarinin biiyiik
cogunlugu diger insanlardan genellikle kan temasi yoluyla bulasir. Her ne kadar
sempanzelerde, kalic1 enfeksiyon gerceklesse de bunlar HCV’nin 6nemli bir rezervuari
degildir.

HCV’nin farkli genotipleri hastalarin takip ve tedavisini belirlemede 6nemlidir.
Genotipler, hastaligin klinik gidisatini, tedavi ve tedaviye yanit1 etkileyebildiginden ve
cografi dagilimda rol oynadigindan, bir popiilasyonda farkli genotipleri belirlemek
onemlidir. HCV’nin farkli genotiplerinin oldugu ve her genotipin farkli bir klinik tablo
yarattig1 kaydedilmistir (1).

Baz1 arastiricilara gore 6 (1), bazilarma gore ise 11 (1) ana HCV genotipi
bulunmaktadir. HCV genotip 1a Kuzey Amerika ve Avrupa’da; 1b Japonya, Gliney ve
Dogu Avrupa’da; genotip 2a-2b Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da; genotip 3
Giliney Dogu Asya’da; genotip 4 Orta Dogu, Misir ve Orta Amerika’da; genotip 5
Giiney Afrika’da; genotip 6 Hong Kong ve Vietnam’da siklikla goriilmektedir (2). HCV



genotip 1b’de hem interferon tedavisine yanit daha diisiik oranda meydana gelmekte
hem de hepatoselliiler karsinoma gelisme riski daha fazla olarak bulunmaktadir (1).
Ulkemizde yapilan calismalarda en sik olarak HCV genotip 1b’nin bulundugu
bildirilmistir. Hepatit C virusu’nun bu yogun genetik cesitliligine karsin, genotiplerle
klinik o6zellikler, hastaligin siddeti ve ekstrahepatik bulgular arasinda kesin bir iligki
kurulamamistir (3). Buna karsin genotipler arasinda tedavi yaniti, tedavi siiresi ve
kullanilan antiviral tedavinin dozu ag¢isindan onemli farkliliklar bulundugu igin her
iilkenin kendi genotip dagilimini ortaya koymasi 6nem tagimaktadir (4).

Bu ¢aligmada, yeni bir yontem olan Pyrosekanslama yontemi ile Elazig ilindeki
kronik hepatit C enfekte hastalarn HCV genotip veya genotiplerini belirlemek

amaclanmastir.



2. HEPATIT C VIiRUSU

2.1. Hepatit C Virusunun Yapisi

HCV yaklasik 50 nanometre (nm) biiyiikliigiinde bir virustur. Yapisi, genom
ozellikleri ve replikasyon siklusu flaviviruslere benzer. Ancak bugiin hepacivirus adi

altinda yeni bir grupta yer alir (sekil.1) (5).

GBV-A

100%
GEBV-C
= GBV-B Hepaciviraslar
9B8% . HCV-3a
HCV-5a
HCV-6a
100% 4 HCV-4a
—HCV-1a
HCV-21a

BVDV .
B 100% CSFV Pestiviruslar

TBEV
1 YIV | Flavivirusl
100% AVIVIrasiar
- NV

v

Sekil 1. Flaviviridae ailesindeki viruslerin filogenetik yakinliklarini gésteren agag

Etkili hiicre kiiltiirii olmamasi1 nedeniyle, bu virusun yapisit ve replikasyon

siklusu hala tiimiiyle anlagilamamistir (4).

Hepatit C virus genomu, yaklasik 9600 niikleotit igeren pozitif polariteli, tek
zincirli RNA’dir. Genom, 3’ ve 5° uglarda iki adet translasyona ugramayan bdolge
(untranslated region: UTR) bulundurur. Bu iki ug¢ arasinda biiyiik bir prekiirsor proteini
kodlayan ve 9000’den fazla niikleotitten olusan bir “open reading frame” (ORF)
bulunur (6). ORF yaklasik 3010 aminoasit uzunlugunda biiylik bir poliprotein kodlar

(7).



2.1.1. ° UTR

Genomun 5’ ucunda bulunan 341 niikleotitlik UTR bdolgesi, suslar arasinda
yiiksek oranda korunmus niikleotit dizisine sahiptir (6). Bu 6zellik, HCV viremisinin
saptanmast ve kantifikasyonu caligmalarmin hedef bolgesi olmustur (7). 5° UTR,
ORF’nin baslama kodonunun hemen proksimalinde, ribozomlara dogrudan baglanmaya
olanak taniyan bir “internal ribosomal entry site (IRES)”e sahiptir. HCV IRES’inin yeri
344-354. niikleotitler olarak tanimlanmistir (8). 5> UTR bdlgesi, virus replikasyonu ve
viral proteinlerin translasyonunda onemli rol oynar (6). 5° UTR bolgesi, antisens
oligoniikleotitlere ve ribozomlara etkili antiviral droglarin gelistirilmesi i¢in hedef teskil

etmektedir (4).

HCV, biiyiik tek bir polipeptit kodlar. Bunu kodlayan genler su sekilde siralanir:
5’-CE1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3° (Sekil 2). ik kodlanan, C geni
iirinii olan kor proteinidir (p22). Bu protein ¢ok immunojenik bir proteindir. HCV ile
enfekte kisilerde bu proteine karsi antikor bulunur. Bu proteine ait oldugu diisiiniilen
biyolojik etkiler sOyle siralanabilir: HBV replikasyonunun baskilanmasi, hiicre
siklusunun diizenlenmesi ve hiicresel protoonkogenlerin  transkripsiyonunun
diizenlenmesinde degisiklikler yapilmasi, apopitozun indiiksiyonu ya da baskilanmasi.
E1 ve E2 genleri, iki zarf glikoproteini kodlarlar: gp35 ve gp70 (7). Bu glikoproteinler
virus partikiiliiniin lipid kilift icine gomiiliidiirler ve konak hiicreye tutunmada
gereklidirler (8). P7 proteininin islevi bilinmemektedir. NS2 ve NS3, yapisal olmayan
bolgelerin olusumunda rol oynayan proteazlari kodlar. NS4A’nin iiriinii, NS3 proteaz
icin kofaktordiir. NS4B ve NS5A’nin {iriinlerinin islevi bilinmemektedir. NS5A’nin
interferona direnci belirledigi saptanmistir. NS5B’nin {iriini RNA’ya bagimli RNA

polimeraz islevi gortir (7).
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Sekil 2. HCV genom organizasyonu ve kodladig1 proteinler (9)

2.1.2. 3’ UTR

Bu bolge 27-54 niikleotiti kapsar. Bu bolge poly-U ya da poly-A ile sonlanir.
Poly-U’dan sonra da 98 baz uzunlugunda 3’-X dizisi bulunur (7). Bu bolgenin viral

genomun replikasyon baslangicinda 6nemli rol aldig1 diistiniilmektedir (6).

2.1.3. Quasispecies (Tiiriimsii) Yapi

HCV’nin  6nemli 6zelliklerinden  birisi, yliksek genetik  heterojenlik
gostermesidir. Yiiksek heterojenlik, replikasyonda gorev alan RNA bagimli RNA
polimeraz enziminin “proofreading” aktivitesinin (3’ 5’ ekzoniikleaz diizeltici okuma
etkinliginin) olmamasiyla agiklanmaktadir (10). Bu nedenle yeni sentezlenen RNA
sarmallarma yanlis girmis bazlar1 uzaklastirict 6nemli bir onarim mekanizmasi
calismamaktadir. Bu ylizden HCV siirekli olarak mutasyona ugrar ve asla 6zdes RNA

genomlarmin homojen bir toplulugu olarak in vivo bulunmaz (8).



HCV viryonlarmin kandaki yar1 dmriiniin yaklasik 2,5 saat oldugu kronik olarak
enfekte bir kiside her giin, 1.0x10'* viryon olustugu hesaplanmaktadir. Genomun
kisalig1, mutasyon oraninin fazlalig1 ve virus toplulugunun genisligi, enfekte kisideki
virus toplulugunun bir ya da daha fazla niikleotit farkliligindan olusan, birbirinden farkl
viruslerin toplami olmasina yol agmaktadir. Bunlar “quasispecies”™ (tiiriimsii) olarak
adlandirilmaktadir. HCV, genom yapisinin bu oOzelligi sayesinde yasadigi ortama
olaganiistii bir adaptasyon saglamaktadir. Her an bir bagkasindan ¢ok az farklar tastyan
virus topluluklar1 digerlerine gore avantajli duruma gegebilmekte, boylece o belli grup
cogalarak enfeksiyonu silirdiirmede hakim olmakta ve enfeksiyonun siirekliligi
saglanmaktadir. Bunun tipik 6rnegi tedaviye olusan direng ya da bagisiklik sisteminden

kacistir (7).

Zarf proteinlerini kodlayan bolge, diger bolgelere kiyasla daha fazla mutasyon
oranina sahiptir. Hypervariable region 1 (HVR1)’in HCV’deki genetik mutasyonlar igin
en sicak bolge oldugu bulunmustur. HVRI1, E2 =zarf proteininin N-terminal
aminoasitinden bagslayan 27 aminoasit uzunlugundaki bolgedir. HVR1’deki 6nemli dizi
degisikligi, onu HCV tiir ayriminda marker olarak kullanma imkanini1 saglamaktadir.
HVRI biitiin genotiplerde bulunmasima ragmen HVR2 yalnizca genotip 1b’de bulunur.
HVR2 yedi aminoasit icermektedir ve E2 zarf proteininin 91-97. pozisyonuna

yerlesmistir (11).

HVR1’deki mutasyon oranmi1 serum ALT diizeyiyle pozitif iliskilidir. HVR1’deki
tiirlimsii yapilarmm durumu konagin immunolojik yanitinin derecesine baghdir. Konak
immun yanit1 baskilandiginda HVR1 mutasyon orani diiser. Tiirtimsii yap1, 5’UTR hari¢
HCV genomunun her bolgesine dagilmis durumdadir. HVR1, HCV genomunda tiiriimsii

yap1 gosteren en karakteristik bolgedir (11).

Tiriimsii yap1 IFN tedavisine yanit1 etkileyen bir faktordiir. HVR1’deki tiirtimsii
komplekslik ile tedaviye yanit arasinda ters iliski mevcuttur (12). Tirlimsi
kompleksligin derecesi arttikca IFN tedavisine yanit azalir (13). Infeksiyonun
baslangicindaki tiiriimsii komplekslik, hastaligim son sathasina goére daha distiktiir.
Buna paralel olarak akut HCV enfeksiyonlarinin IFN tedavisine yaniti, kronik
enfeksiyonlardan daha 1yidir (10).



Quasispecies’lerin saptanmasi klonlama ve ardindan “sekanslama” (DNA dizi
analizi) ile yapilabilecegi gibi, daha basit yontemler olan “heteroduplex gel shift”
analizi (GSA), ‘“temperature gradient gel’elektroforezi (TGGE) ve ‘“single-strand
conformational polymorphism™ (SSCP) ile yapilabilmektedir (14, 15).

2.2. HCV Replikasyonu

HCYV karacigerin yanisira periferik kan mononiikleer hiicreleri, lenfoid folikiiller
ve kemik iliginde de replike olmaktadir (16, 17). Virus hiicreye girerken CD81, diisiik
dansiteli lipoprotein, C tipi lektinler CD-SGN ve L-SGN ile SR-BI gibi birden fazla
reseptorle etkilesime girdigi diisiiniilmektedir. Tutunduktan sonra penetrasyon ve hiicre
icine almmasi, lokal pH degisikliklerinin olmasi ile gerceklesir. Bu pH degisiklikleri
zarf proteinlerinin yapismi degistirir ve endozomal membran flizyonu ile virus
sitoplazmaya alinir ve viral genom mRNA olarak goérev yapar. Poliprotein translasyonu
gergeklesir. Kor proteini, poliproteinin peptidaz ile ayrilmasindan sonra sitoplazmada
kalir. E1 ve E2 proteinleri endoplazmik retikulum (ER) liimenine salinir. Burada
membrana bagli glikozillenmis halde bulunurlar. NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve
NS5B’den olusan replikaz kompleksi genomik RNA’nin 3° ucundaki spesifik yapt ve
sekanslar1 tantyarak genomun negatif kopyasini sentezler. Olusan ¢ift zincirli RNA ¢ok
sayida pozitif RNA kopyalanmasi i¢in kalip gorevi gorir. RNA’nin replikasyonu
olduktan sonra viral partikiiller paketlenir, viriyon olgunlasir ve konak hiicreden

serbestlesir (16, 17). HCV’nin replikasyon basamaklar1 sekil 3’te gosterilmistir.



Sekil 3. Hepatit C virusunun yasam dongiisii

2.3. HCV Genotipleri

Tim genom dizileri belirlenmis HCV suslar1 incelendiginde, virusun genomu
boyunca, hemen hemen tiim bolgeleri kapsayan, protein dizisi benzerlikleri goze
carpmis ve bunlar1 grup ve alt gruplar halinde smiflandirmak miimkiin olmustur. Bu

siiflandirma ““genotiplerin’ ortaya ¢ikmasina yol agmuistir (7).



HCV’nin 6 genotip ve 80’den fazla alt tipi mevcuttur. Genotipler 1’den 6’ya
kadar rakamlarla, alt tipler ise a, b, c... gibi kiiclik harflerle ifade edilir. Genotip 1b’nin
ii¢ ana alt tipi (W: Worldwide, J: Japan ve NJ: Non-Japan) bulunmaktadir (18).

Genotip la ABD’de en yaygm tiptir. Bat1 Avrupa ve Giiney Dogu Asya’da
genotip 1b en fazla goriilen tiptir. Genotip 2 biitiin diinyada, genotip 3 ¢ogunlukla
Hindistan, Pakistan, Avustralya ve Iskogya’da, genotip 4 Ortadogu ve Afrika’da,
genotip 5 Giliney Afrika’da, genotip 6 Hong Kong’da yaygin olan tiplerdir (19).
Tirkiye’de en sik genotip 1b goriilir. Bunu genotip la izler (20, 21). HCV
genotiplerinin diinya genelinde dagilimi sekil 4’de goriilmektedir (1, 4, 12).
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Sekil 4. HCV genotipleri ve diinya genelinde dagilimi (12)

Bir toplumdaki HCV genotiplerinin frekansi, enfeksiyon alindigindaki yas ve
bulasma yoluna bagh olarak degisir. Onceleri genotip 1b, Bat1 Avrupa ve ABD’deki kan
iirlinlerinin transfiizyonu ile gii¢lii olarak iliskili bulunurken, kan ve kan iirtinlerinin
taranmasinda duyarlilig1 yiiksek yontemlerin gelistirilmesiyle kan trasflizyonuna baglh
yeni olgularin olusumunda dramatik bir diisiis goézlenmis ve diger genotiplerle
kiyaslandiginda genotip 1b ve 2’nin nisbi riskinde azalma kaydedilmistir. Damar ici
uyusturucu kullanimina bagli olarak gelisen HCV enfeksiyonlu yeni vakalarm
artmasmin sonucu olarak, bu grupta ¢cok yaygin olarak bulunan genotip la ve 3a’nin

etken olarak goriilme siklig1 artmistir. Bati tilkelerinde, genotip 1b en yiiksek prevalansi



50 yasin iizerindeki genellikle kan transfiizyonu ve sporadik hepatitli hastalarda

gosterirken, 1a ve 3a daha geng gruptaki predominant genotiplerdir (19).

Belli genotiplerin hastaligmm klinik gidisi ve tedavisi ile ilgili farkliliklar
icerdikleri soylenebilir. Ozellikle genotip 1b ile IFN’a diisiik diizeyde yanit, siroz ve

hastaligin uzun siireli gidisi arasinda yakin bir iligki bulunmustur (11).

2.4. Epidemiyoloji

Hepatit C, kronik karaciger hastalifi, siroz ve hepatoselliiler karsinomaya yol
acabilen 6nemli bir enfeksiyon hastaligidir. Diinyada 130-170 milyon hepatit C virusu
(HCV) ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Hepatit C prevalansi ve bulagsma yollar1
iilkeler ve bolgeler arasinda degiskenlik gosterir. Ulkemiz prevalansi % 1-1.9 arasinda

olan dilim i¢inde yer alir.

2.4.1. Hepatit C Infeksiyonunun Dogal Seyri, Prevalans ve insidans

Hepatit C virusu ilk kez 1989 yilinda klonlanarak tanimlanan bir RNA virusudur.
Bu tarihten 6nce Hepatit A ve B’den farkli bir virusun hepatit yaptigma dair
epidemiyolojik veriler vardir ve bu hastalia non-A non-B viral hepatit ad1 verilmistir.
Infeksiyonu alanlarmn yaklasik % 70’inde (% 50-85 arasi) kronik hastalik (RNA pozitif)
gelisir. Infeksiyonu 40 yasin altinda alanlarm % 5°ten daha az kisminda 20 sene iginde
siroz gelisirken, 40 yasin iizerinde enfekte olanlarda 20 sene i¢inde siroz gelisme
olasilig1 ise % 20’dir. Sonugta kronik HCV hepatiti olan hastalarin % 25’inde siroz
olusur ve bunlarm da 6nemli bir kisminda hepatoselliiler karsinom (HSK) gelisir (22).

Diinyada sirozun % 27’si, HSK’nin ise % 25’1 HCV ile iligkilidir (23).

Ulkemizde kronik hepatitlerin etiyolojisinde HCV nin rolii son yillarda giderek
artmaktadir (24).

Diinyada HCV enfeksiyonu prevalansimnin yaklasik % 2.2-3 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. Bu da diinyada yaklasik 130 ila 170 milyon kisinin HCV pozitif
oldugunu gosterir (21). Tahmini prevalansin en diisiik oldugu Kuzey Avrupa’da HCV
prevalansi % 1’den diisiiktiir, prevalansin yiiksek oldugu iilkeler ise Asya ve Afrika’da

yer alir. En diisiik prevalans Ingiltere ve Iskandinav iilkelerinden (% 1’in altinda), en
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yiiksek prevalans ise Misir’dan (% 15-20) bildirilmistir (1, 25). Diisiik prevalanst olan
ancak niifusu biiyiik gelismis {ilkelerde ©rnegin Almanya’da prevalans % 0.6,
Kanada’da % 0.8, Fransa’da % 1.1, Avustralya’da % 1.1°dir. Diisiik, fakat biraz daha
yiiksek prevalans oranlar1 Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nden (% 1.8),
Japonya’dan (% 1.5-2.3) ve italya’dan (% 2.2) bildirilmistir. Ulkemiz diinya haritasinda
prevalansi % 1-1.9 arasinda olan iilkeler i¢inde yer almaktadir (Sekil 5.) (26, 27).

Gelismekte olan iilkeler arasinda prevalans oranlar1 yoniinden 6nemli farkliliklar
vardir. Ornegin diinya niifusunun beste birini barindiran Cin’de prevalans % 3.2, bir
diger kalabalik iilke olan Hindistan’da % 0.9’dur. 70 milyonluk bir {ilke olan Misir’da
ise prevalans yaklasik % 15-20dir (26).

Ulkemizde 2000-2006 yillar1 arasinda farkli merkezlerdeki dondr taramalarindan
elde edilen anti-HCV pozitiflik orani ortalama % 0.54’tiir. Bu verilere bakildiginda
donorlerde anti-HCV pozitiflik oran1 % 1’in lizerinde olan iller Afyon, Diizce, Erzurum,
Manisa ve Samsun’dur. 90’1 yillarin verisiyle 2000’li yillarda elde edilen veriler
karsilastirildiginda donérlerdeki prevalans oraninda anlamli bir degisiklik olmadigi
goriilmektedir. Ulkemizde genel popiilasyonda yapilan ¢alismalarda ise anti-HCV
pozitiflik oram1 daha yliksek c¢ikmaktadir. Erigkinlerde 2000 yilindan sonra yapilmis
calismalara bakildiginda toplam 16160 kisideki anti-HCV pozitifligi % 1.15tir.
Eriskinlerdeki bu prevalans oranlarinin yliksek oldugu illere baktigimizda Afyon’da %
1.03-1.75 arasinda, Erzurum’da % 1.2, izmir’de % 1.3 ve Tokat’ta % 2.1 oldugu
goriilmektedir (28, 29).

HCV enfeksiyonu cografyaya ve zamana gore farkliliklar gosterir. ABD,
Avustralya, Ispanya, Italya ve Japonya gibi iilkeler ve Tiirkiye ortalama HCV prevalans
oranlar1 yoniinden diinya haritasinda ayni dilimde (% 1-1.9) yer almalarina karsin yas
spesifik HCV prevalans paternleri yoniinden oldukca farklidir. ABD’de en yiiksek
prevalans, biitliin HCV-pozitif olanlarin {igte iki’sini tutacak sekilde 30-49 yaslari
arasindadir. 20 yasin altindaki ve 50 yasin iistiindeki gruplarda prevalans ortalamanin
altindadir. Bu da Avustralya’dakine benzer sekilde, HCV bulasmin ¢ogunun son 20-40
yil i¢cinde ve daha c¢ok genc eriskinler arasinda gergeklestigini gostermektedir. Bu tiir

epidemiyolojik 6zellik tasiyan ABD, Avustralya ve Kuzey ve Bati Avrupa iilkelerinde
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cesitli risk faktorii tastyan gruplar arasinda prevalans yoniinden biiylik degiskenlikler

vardir (23).

Tiirkiye, Ispanya, italya, Japonya ve Cin gibi iilkelerde ise yasa 6zgii prevalans
yas ilerledikce tedrici olarak artmaktadir. Bu iilkelerde ve bizim iilkemizde anti-HCV-
pozitif olanlarmn biiyiik kism1 50 yasin lizerindedir ve bu da uzak ge¢miste 6rnegin 40-
60 y1l dnce HCV enfeksiyon riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu tiir paterni
olan iilkelerin ¢ogunda cografi bolgeler arasinda prevalans agisindan biiyiik farkliklar
olabilir (23). Ornegin Italya, Japonya ve Cin’de baz1 hiperendemik bdlgeler vardir ve bu
bolgelerdeki yash popiilasyonda HCV prevalans: genel prevalansin 20 katina kadar
cikabilmektedir (30, 31).

Sekil 5. 2007 yili Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore diinyadaki iilkelerin HCV

prevalansi haritasi.

2.5. Bulasma Yollarn

HCV baglica parenteral, cinsel iliski ve perinatal yollarla bulagir. Kan-kan
iirlinleri transflizyonu, doku-organ transplantasyonu ve damar i¢i uyustucu kullanimi

HCV bulasi i¢in en 1yi tanimlanmus risk faktorlerindendir (32).
A. Parenteral bulas: Hepatit C vakalarinin 1-2/3’{inden sorumludur (32, 33).

1. Kan ve kan iiriinleri transfiizyonu: 1990 yilindan o6nce anti-HCV

taramalariin yapilmadigi donemde bu yolla sik bulas olmustur. HCV 1970’11 yillarin
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sonlar1 ile 1980’11 yillarin baslarinda transfiizyon ile nakledilen en 6nemli viral etken
olmus ve bu yillarda yapilan transflizyonlarda olgularin yaklasik % 7-10’unda virusun
bulastigr gosterilmistir. HCV ile kontamine kan ve kan iiriinii alanlarm % 90’indan
fazlasinda HCV enfeksiyonu gelisir. Talasemi veya hemofili gibi ¢ok sayida transfiizyon
yapilan hastalarda HCV enfeksiyon sikligi daha yiiksektir (33). Kan ve organ
donorlerinde 1990’11 yillarin baglarindan itibaren (lilkemizde 1996 yili) duyarli tarama
testlerinin kullanimi ile bu yollarla virusun bulas oran1 son derece azalmistir. Hepatit C
virusunun tarama yapilan kan Ornekleriyle gecis riski giiniimiizde 1/100.000’dir. Bu
diistik orandaki bulasin da nedeni muhtemelen donérde anti-HCV antikorlar1 olusmadan

kan alinmasidir (34).

2. Hemodiyaliz: Hemodiyaliz hastalarinda kronik karaciger hastaligmin en sik
nedeni HCV enfeksiyonudur. Bu hasta grubunda prevalans yaklasik % 8’dir (32). Viral
Hepatitle Savasim Dernegi’nin epidemiyolojik analiz sonucglarina goére hemodiyaliz
hastalarinda anti-HCV pozitiflikoram % 41,5’tir. Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gore
ise bu oran % 21,3’tlir (35). Ayaktan peritondiyalizi yapan hastalarda anti-HCV
pozitiflik oran1 % 6,8 bulunmustur. Hemodiyaliz hastalarinda HCV enfeksiyonu i¢in
risk faktorleri kan transflizyonu, transfiize edilen kan miktar1 ve hemodiyaliz stiresidir
(36). Hemodiyaliz tinitelerindeki HCV enfeksiyonu epidemileri genellikle enfeksiyon
kontrol Onlemlerinin yeterli uygulanmamasmdan kaynaklanir. Bunlar; cesitli alet ve
ekipmanlarin farkli hastalara kullanilirken dezenfekte edilmemesi, medikasyonlarmn
hazirlandig1 ve dagitildig araglarin hastalar icin ortak kullanimi, birden fazla sayida
kullannm dozu igeren ilaglarin ¢ok sayida hasta i¢in kullanimi, hasta degisimindeki
diyaliz istasyonundaki kontamine kovalarin rutin olarak degistirilmemesi veya
temizlenip dezenfekte edilmemesi, diyaliz makinalarinin rutin  temizlik ve

dezenfeksiyonunun yapilmamasi, dokiilen kanlarin hemen temizlenmemesidir (35).

3. Organ transplantasyonu: Organ transplant alicilar1 HCV enfeksiyonu ig¢in
ciddi risk tasirlar. Bu hastalarda enfeksiyon transplantasyondan 6nce mevcut olan
hastaligin niiksii, transplantasyondan sirasinda yapilan transflizyon veya vericide
varolan enfeksiyon sonucu gelismektedir. Immiinsiiprese organ alicilarinda antikor
testlert HCV enfeksiyonunun prevalans ve bulasin1 gostermede daha az degerlidir. Bu

nedenle bu hastalarda HCV-RNA testi gereklidir (37).
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4. Nozokomiyal bulas: Yetersiz dezenfeksiyon ve kontamine aletlerin kullanim1
ile olur. HCV enfeksiyon siklig1 hastanin kaldig1 servise gore degismekle birlikte % 2-
20 arasindadir (33).

5. Damar ic¢i uyusturucu kullanimi: Gelismis iilkelerde HCV enfeksiyonunun
primer bulas yolu damar i¢i uyusturucu kullanimidir. Yeni tani konmus HCV
enfeksiyonlu olgularin ¢ogunda damar i¢i uyusturucu kullanimi saptanmakta ve bu yol
virus bulasmi yaklasik % 60’mdan sorumlu tutulmaktadir (32). 30 yas {izerinde damar
ici uyusturucu kullanimma bagli bulas ABD’de % 68 ve Avusturalya’da % 80’dir.
Uyusturucu kullanimima basladiktan yaklasik bir yil sonra olgularm % 65’1 HCV ile
enfekte olmaktadir. Avrupa’da da en Onemli risk faktorii damar i¢i uyusturucu ilag
kullanimidir. Damar i¢i uyusturucu kullananlarda Norveg’te % 67, Italya’da % 60
oraninda HCV enfeksiyonu gozlenmistir (38).

B.Siipheli parenteral bulas

1. Dovme: Dovme ile HCV bulas1 olabilir. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada
dovme yaptiran baska risk faktorii olmayan geng ve saglikli 87 kisinin % 12,6’sinda

anti-HCV pozitif bulunmustur. Kontrol grubunda ise bu oran % 2,4’tiir (39).

2. Akupunktur: Uygun sekilde sterilize edilmeyen ignelerle ve deneyimsiz

kisiler tarafindan yapildiginda akupunktur potansiyel bir risk faktorii olabilir (32).

3. Saghk personeli: HCV ile enfekte hastalardan saglik personeline bulas
bilinmektedir. Genel popiilasyona gore kiyaslandiginda saglik calisanlar1 daha c¢ok
artmis risk tasimaktadir (33, 40). Seroprevalans ¢alismalar1 hastanede ¢alisanlarda anti-
HCV sikligini yaklasik % 1 oraninda gostermektedir. Bu oran genel popiilasyondan
farkli degildir. ignenin tipi ile bulas arasinda yakm iliski vardir. I¢i delikli olmayan
ignelerin batmasi ile olusan riske gore i¢i delik veya kaniil batmas1 sonucu olusan risk
daha yiiksektir (33). Konjuktivaya kan sicramasi ile HCV bulasinin olduguna dair vaka
raporlart olmasina karsin saglam deri ve mukoz membranlar ile enfeksiyon

gelismemektedir (41).
C. Non-parenteral bulas

1. Anneden bebege gecis: Anti-HCV pozitif kadinlardan dogan bebeklerin
yaklasik % 5’inde perinatal bulas olabilir. Annede HIV ile koenfeksiyon ve {igiincii
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trimestrde yiikksek HCV viremisi varliginda bebege gecis riski 2-4 kat daha fazladur.
Enfekte annelerin siitii ile beslenen bebeklerde, HCV enfeksiyon riski artmamaktadir
(42, 43). Bulas riskini arttiran diger faktorler damar i¢i uyusturucu bagimlhiligi ve HCV
genotipidir. Anti-HCV anneden pasif olarak bebege gecebildigi i¢in yenidoganlarda
hastaligin erken tanisinda HCV-RNA testi gerekir (43).

2. Cinsel yolla bulas: HCV’nin cinsel temasla bulas riski ¢ok diisiik olmasmna
ragmen semen ve tiikriikte HCV-RNA pozitifligi saptanabilir. Hastalik kontrol merkezi
(CDC) verilerine gore tiim hepatit C’li olgularin ancak % 5’inde cinsel yol bulastan
sorumludur. Tirkiye’de ise siipheli cinsel dykii oran1 % 1,5 bulunmustur (44). Uzun
stireli monogamik iligkisi olanlarda HCV bulas riski % 0-0,6 gibi son derece diisiiktiir
(45). Bu sonug, bulas i¢in ek risk faktorlerinin varli§inin ©onemli oldugunu
gostermektedir. Cinsel partnerin etkenin bulasi agisindan yiliksek risk grubunda olmasi
(homosekstiel veya biseksiiel yasam tarzi, damar i¢i uyusturucu kullanimi), partner
sayisinin fazla olmasi, cinsel iliski ile bulasan bagka hastaliklarin varligt HCV’nin
bulagsma olasiligmi artirir (32, 45). Tiikriikte saptanan HCV partikiillerinin infektivite

yetenegi su ana kadar gosterilememistir (46).

3. Aile i¢i bulas: HCV’nin de HBV gibi aile i¢ci bulasmasi s6z konusudur.
Prevalans, temasin siiresi ve 6zellikle indeks hastada enfeksiyonun siiresi ile yakindan
ilgilidir (47). Ulkemizde bildirilen aile igi bulagsma oranlar1 %0-4,2 arasinda
degismektedir (48-50).

4. Diger bulas yollari: HCV ile enfekte kisilerin kanla kontamine olma riski olan
dis fir¢asi, tiras malzemeleri gibi sahsi esyalar1 bulag agisindan risk tasir. HCV’nin bulas
yollar1 ve risk faktorleri konusunda yogun bilgi birikimine ragmen olgularin % 10-

30’unda enfeksiyon kaynagi saptanamamaktadir (32).

2.6. Patogenez

Hepatit C virusunun hedefleri, hepatositler ve B lenfositleridir. Viral replikasyon
cok giicliidiir. Replikasyon RN A’ya bagimli RNA polimeraz araciligiyla olur (51). HCV
erken donemde giiclii bir dogal ya da adaptif immiin yanit uyandirmaktan kagmakta,
konagm etkin immiin yanitin1 baskilayacak yollar gelistirmektedir (39). Hepatitte

parankim i¢inde lenfositlerin olmasi, immiin kaynakli hasarin kanitidir. Virusun
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eradikasyonunda hiicresel bagisikligin rolii oldugunu destekleyen bulgular mevcuttur. T
helper hiicreleri ve CTL tarafindan virusa spesifik cevabin giiglii gelismesi ve
stirdiiriilmesi viral klirensle iligkilidir. T helper hiicre cevabinin 6nemli oldugu ve bu
hiicrelerin kaybiyla vireminin tekrar ortaya ¢ikmasi arasinda giiglii baglantinin oldugu
goriilmiistiir. HCV ile enfekte kisilerde diger HCV genotipleri ile siiper enfeksiyonun
ortaya ¢ikmasi etkisiz immiinitenin varligini desteklemektedir.

Humoral immiinite

Patogenezde humoral veya hiicresel bagisikligin hangisinin daha 6nemli yer
tuttugu kesin degildir. Gerek insanlarda gerekse sampanzelerde daha 6nce HCV
enfeksiyonu gecirmis olgularin baska HCV suslariyla enfekte olabildikleri
gosterilmistir. Dolayisiyla  HCV’ye kars1 gelistirilen bagisikligin  zayif oldugu
anlasilmaktadir. Diger bir olasilik ise konagm bagisiklik mekanizmalarindan kagmasidir.
Insanlarda HCV enfeksiyonunun yiiksek oranda kroniklesmesi de bagisik yanitin
yetersizliginin bir bagska kanitidirr HCV enfeksiyonunda virusun antijenine karsi ilk
gelisen antikor yanit1i NS3 ve kapsid proteinlerini hedeflemektedir. Daha sonra NS4 ve
kilif proteinlerine (E1 ve E2) kars1 antikor gelisir. Bagka viruslere kars1 gelisen antikor
yanitlarma gore daha uzun bir siirede antikor gelismektedir. Hem koruyucu bagisiklik
hem immiinopatogenez acisindan antikorlarin rolii ¢ok 1iyi bilinmemektedir.
Sempanzelerle yapilan caligmalarda dolasimda antikor varken yeni enfeksiyonlar
olusturulabilmistir. Hepatit C virusuna karsi koruyucu bir bagisiklik olugsmamasina
ragmen serumda notralizan antikorlara rastlanmistir. Deneyler, bu notralizan
antikorlarin baslica hedefinin tiim HCV genomu i¢inde en degisken bdlge olan HVR-1
bolgesi oldugunu gostermisti. Bu antikorlarmn enfeksiyon seyrini etkiledigi
disiiniilmektedir. HCV ile enfekte kisilerin serumlarinda HVR-1’e kars1 gelismis
antikorlarla virusun immiin kompleksler olusturduguna dair kanitlar bulunmustur.
Kronik enfeksiyon sirasinda HVR varyasyon kalibinin enfeksiyonda énemli rolii oldugu
disiiniilmektedir. HCV enfeksiyonunda kapsid bolgesine kars1 gelisen antikorlar baslica
IgGl ve IgG3 izotiplerini kapsamakta iken diger HCV proteinlerine karsi gelisen
antikorlar 1gG1 izotipindedir. Cok sayida HVR-1 varyanti ile reaksiyon veren antikor
varlig1 bu antikorlarin korunmada etkili olmayacagini diisiindiirmektedir. S6z konusu

sonuglar as1 ¢alismalarmi olumsuz etkilemektedir (51).
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Hiicresel Immiinite

HCV’ye bagl akut enfeksiyonda hem CD4+ antijene 6zgiil helper T lenfositler
hem de CD8+ sitotoksik T lenfositler son derece énemli rol oynar (52). Insan ve
sempanzelerde akut enfeksiyonun klerensi giicli CD4+ ve CD8+ T hiicre yaniti
esliginde gelisir. Immiinsiipresyon altinda viremi diizeyindeki dalgalanmalar, HIV ile
koenfekte hastalarda hastaligin kotilesmesi, immiin iligkili mekanizmalarm viral
eliminasyondan sorumlu oldugunu gostermektedir. CD4+ T lenfositlerin baslica gorevi
antijene 6zgiil B hiicre ve CD8+ T lenfositlerin aktivitelerini kontrol eden lenfokinleri
salgilayarak diizenleyici rol oynamaktir. Tiimor nekrozis faktor alfa, IFN gama,
interlokin 2 gibi sitokinler bir¢ok antiviral mekanizmay1 aktive etmektedir. Akut HCV
enfeksiyonunda viral klerens ile virusun yapisal olmayan proteinlerine karsi yoneltilen
ve kalic1 olmast gereken poliklonal, multispesifik, proliferatif CD4+ T lenfosit yaniti
arasinda siki korelasyon gosterilmistir. Kronik enfeksiyonda bile giiclii bir T helper 1
yanitiin, hastaligin daha az inflamatuvar seyretmesi ile iliskili oldugu goérilmiistiir
(51).

Iyilesmis hastalarda immiin yanit incelendiginde, HCV’ye 6zel bellek CD4+ T
lenfositlerin virusun yok edilmesinden sonra bile devam ettigi gosterilmistir. Bu
hiicreler kronik enfekte hastalarda 10 kat daha fazladir. CD4+ T lenfositler koruyucu
immiinitenin gerekli ve dnemli bir parcasidir. Daha 6nce HCV gecirmis sempanzelerde,
CD4+ T lenfositleri toplandiktan sonra gii¢lii bir HCV’ye 6zel CD8+ T lenfositi yanit1
olmasina ragmen virus yok edilememistir. Bu da CD4+ T lenfositlerinin yoklugunda

kronik enfeksiyonun daha sik gdriilmesini agiklamaktadir (51).

CD8+ T lenfositler antiviral sitokinler gibi sitotoksik olmayan mekanizmalari
kullanarak ve enfekte hiicreleri direkt oldiirerek viral eliminasyonda 6nemli rol alir.
Akut enfekte hastalarda enfeksiyonun ilk 6 ay1 icinde gelisen spesifik T lenfosit (STL)
yanit1 virusun kontrolii ile iliskilidir. ST’ nin virusun eliminasyonunda biiyiik roliiniin
oldugu bircok calismada gosterilmesine ragmen kronik enfeksiyondaki onemi agik
degildir. Kronik HCV’li hastalarda intrahepatik lenfositik infiltrasyon ve periferik kanda
HCV’ye 06zel CD8+ STL’lerin saptanmasma ragmen virus persiste edebilir. Bu
sitotoksik hiicrelere ragmen siiren persistans yine de ac¢iklanamamaktadir ve hiicre

Oliimiinlin virusu elimine etmek icin yeterli olmadigin1 gostermektedir. Karaciger ve
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kandaki gii¢lii poliklonal STL yanit1 daha diisiik viremi diizeyi ile iligkilidir. HCV’ye
0zel CD8+ STL’lerin viral temizlenmede degilse de virusun kontrolii i¢in yeterli oldugu
gosterilmistir. Ayrica HCV ile reenfekte sempanzelerin analizinde gosterildigi gibi,
bellek CD8+ T lenfositler reenfeksiyon kontroliinde hayati rol oynar (53). Bazi deneysel
sempanze modellerinde reenfeksiyona karsi korunmada hem CD4+ hem de CD8+ T

lenfositlerin kritik rol oynadig1 gosterilmistir (51).

Viral Persistans

Viral persistansin olas1 mekanizmalarindan birisi konagin enfeksiyonunun erken
donemde gelistirdigi bagisik yanitin yetersiz olmasi olasiligidir. Dogal immiin yanitin
yetersizligi viral antijenlerin diisiik diizeyde salinmasi, antijen sunan hiicre tipi, bu
hiicrelerin HCV ile enfekte olmasi, T helper hiicrelerin sitokin profili, nétralizan
antikorlarin eksikligi veya yoklugu gibi adaptif yanit uyarimmin eksikliginden veya
viruse 6zgii sitotoksik T lenfosit aktivasyon yetersizligi, T hiicre yardiminin yetersizligi
gibi adaptif yanitin siirdiiriilememesinden kaynaklanabilir. Baska bir olasilik ise virusun

bagisiklik sisteminden kagabilmesidir (51-55).

Hepatit C virusunun konagin immiin yanitindan kagma yollar1 olarak T hiicre
varyant epitoplar1 gibi B hiicre varyantlarmin da olmasi, lipitlerle HCV’nin iligkisi
sonucu ndtralizan antikorlardan viral partikiillerin saklanmasi, konak immiin yanitin
sagirtmada kullanilan bos viral partikiiller gibi tuzaklarin iiretimi, konak immiin
yanitiin aracilari ile viral antijenlerin direkt etkilesimi, karaciger dis1 rezervuarlarin
kullannomi ve antijen sunan hiicre fonksiyonunun bozulmasi olasilig1 olarak

bildirilmektedir (55).

Hepatit C virusu antijenik epitoplar1 i¢in T hiicreleri inaktive etme potansiyeli
olan 6zel antagonistik peptidlerin iiretilmesi immiin reaksiyona ragmen persistansin
olast bir aciklamasidir. BOylesi antagonizmalar T hiicre iiretiminin varliginda bile
virusun uzun donem persistansini agiklayabilir. Ayrica HCV’ye o6zgiil T hiicreler
fonksiyone olmayabilir. Bagka bir mekanizma da IFN sistemi ile virusun interferansidir.
Son zamanlarda enfekte kisilerin karaciger biyopsilerinde IFN-a etkisiyle HCV

interferans1 dogrulanmistir (51-56).

18



Hepatit C virusunun kor ve E2 proteini immiinsiipresif 6zellige sahiptir. Kor
proteini C1q reseptoriine baglanir ve T hiicre aktivasyonunu baskilar. CD81 reseptoriine
E2 proteininin baglanmasini hizlandiran dogal oldiiriicii hiicreleri bu hiicrelerin
fonksiyonlarmi inhibe eder. Kor proteini, fas iligskili apoptozu artirarak karaciger

hasarini indiikler ve periferik T hiicrelerin fonksiyonunu bozar (51).

2.7. Dogal Seyir ve Klinik Formlar

HCV Infeksivonu

Koruyucu T
Hiicre B}lg;;,-lkhgl Akut C Hepatiti Ekstrahepatik
-Subklinik Ortiilii ) Hastaliklar

infeksivon

. A - Kronik HCV
Iyvilesme Fulminan Hepatit Infeksivonu
_ Karacigerde Inflamasyon-Fibroz
Inflamnasyon-fibroz vok veya minimal
HCV Tasiyiellar
(Kc Hastalign Yok)
Sirez
Dekompansasyon Hepatoseliiler Ca Transplantasyon/Oliim

Sekil 6. HCV Enfeksiyonun dogal seyri (57)
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Hepatit C virusu enfeksiyonu akut ve kronik seyirli olsa da, cogunun anikterik
ve asemptomatik seyretmesi nedeniyle hepatit C enfeksiyonunun akut donemde
taninmas1 oldukca giictiir (58). Akut HCV enfeksiyonu, temastan bir-li¢ hafta sonra
kanda HCV-RNA’nin ortaya c¢ikmasit yaninda, semptomatik ve ikterik vakalarda;
halsizlik, istahsizlik, hafif kas agrilari, sarilik gibi belirtilerle seyreder. Bu belirtiler
genellikle diizelir. Virus ile temasi takiben olgularm % 15-25’inde iyilesme gozlenirken,
% 75-85’inde kronik hepatit gelismektedir. Enfeksiyonun olusma yasi hastaligin
kroniklesme riski ve ilerleme hizi ile iliskili olan en onemli faktordiir. Etnik koken
(zenciler beyazlara gore daha fazla), erkek cinsiyet, akut enfeksiyonu klinik olarak hafif,
belirtisiz, anikterik ge¢irme, HIV enfeksiyonu kroniklesme oranmi artiran diger
faktorlerdir (58, 59). Cocuklarda ve addlesan donemde enfeksiyonun spontan iyilesme
orami yaklasik % 40-45tir. Bu olgularm % 2-4’tinde 20 yil sonra siroz gelisir.
Eriskinlerde ise virusun kaybolma orani son derece diisiiktiir ve 20 yil veya daha uzun
sirede siroza ilerleme oran1 % 10-15°tir. Siroz gelisen olgularda karaciger

dekompansasyon orani yilda % 4-5 ve karaciger kanseri insidansi yilda % 1-5’tir (59).

Dogal seyir siirecinde hastalarin ¢ogunda ilerleyici karaciger hasarmin ortaya
cikist sinsidir. Hastalarin yaklasik 1/3’tinde 15-20 (hizli fibrotik ilerleme), 1/3’linde 20-
30 yil icinde (intermediate fibrotik ilerleme) ve 1/3’iinde ise 30 yildan sonra (yavas
fibrotik ilerleme) siroz gelisir. Normal alanin-aminotransferaz (ALT)’lh kisilerde
hastaligin ilerleme hiz1 yavastir. Ilerleyici karaciger hastaligmnin gelismesine etki eden
bir¢cok faktdér vardir. Bunlar, enfeksiyonun ileri yasta alinmasi (>40 yas), kronik alkol
kullannm1 (erkeklerde >30 gr/giin, kadinlarda >20 gr/giin), HIV veya HBV
koenfeksiyonu, erkek cinsiyet, karacigerdeki inflamasyon ve fibrozisin derecesidir (59).
Irk, sismanlik, karaciger yaglanmasi, diyabet ve immiin yetmezlik HCV persistansinda
etkili diger faktorlerdendir (32, 59). Serumdaki viral yiik, genotip 3 dis1 enfeksiyonlar,
enfeksiyon etkeninin bulas yolu ve karacigerdeki viral yiik fibrozis lizerine etkili
degildir. Human l6kosit antijen (HLA) tipi ile siroza ilerleme arasinda iliski vardir.

HLA-B54 artmis siroz riski ile DRB1*0301 ise siroz gelismemesi ile koreledir (42, 58).

Akut Hepatit C (AHC) ve Fulminan Hepatit C: AHC enfeksiyonunun
inkiibasyon siiresi 3-20 hafta olup, ortalama 7-8 haftadir. % 70-80 olgu asemptomatiktir
ve bu nedenle tan1 koymak zordur. Olgularn % 75’inden fazlasi anikterik veya

subikteriktir. Serum ALT diizeyi, genellikle 600 TU/L’yi asmaz ve eger varsa, ikter 4
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hafta kadar siirer. Fulminan hepatit gelisimi ¢ok nadirdir. AHC gegirenlerin ortalama %
25’inde iyilesme olup olay kroniklesmezken, % 25’inde karacigerdeki harabiyet hafif
diizeyde kalmakta ve ciddi bir ilerleme gostermemektedir. Hastalarin yarisinda ise
ilerleyici bir seyir gostermektedir. Bu hastalarda ALT diizeyi ya stirekli yiiksek kalmakta
ya da aralikli ylikselip normal sinirlara gelmektedir. Bazi1 hastalarda ise serum ALT
diizeyi kalict olarak normal sinirlar i¢cinde olmasina ragmen, histolojik olarak ilerleme
gostermektedir. Degisik iilkelerden bildirilen fulminan hepatit olgularmnin farkli olmasi,

konaga ve viral suslara iliskin varyasyonlardan kaynaklanmaktadir (59).

AHC’nin spesifik tam1 koydurucu histolojik 6zellikleri meveut degildir. Makro
veya mikrovezikiiler tipte olabilen yaglanma siklikla gozlenir, hafif derecededir.
Asidofilik dejenerasyon ve asidofil yapilar izlenir. Belirgin siniizoidal ve portal iltihap
vardir. Safra duktus hasar1 vardir, fakat duktus kaybi gozlenmez. Benekli nekroz

mevcuttur (42).

2.8. Kronik Hepatit C

En az alt1 ay boyunca serumda HCV-RNA’nin saptanmasi KHC olarak
tanimlanir (59). Kronik hepatit C hastalarinda spontan temizlenme orani her yil i¢in %

0,5°tir (58).

Kronik hepatit C hastalarinin biiyiik kisminda herhangi bir yakinma olmayip, %
70’1 asemptomatik seyreder. Olgularin ¢ok az bir boliimiinde halsizlik, yorgunluk,
istahsizlik gibi yakinmalar vardir. Genellikle siroz, karaciger yetmezligi veya karaciger
kanseri ortaya cikana kadar asemptomatik bir seyir sz konusudur. Bazi hastalarda
karaciger dis1 bulgular saptanabilir. HCV-RNA diizeyi sabit seyrederken serum ALT
diizeyleri semptomlardan bagimsiz olarak dalgalanmalar gdsterir, ancak ALT diizeyinin
normal olmasi karaciger hasarmin olmadigini gostermez (32, 60). Kronik Hepatit C’nin
istenmeyen en onemli sonucu hepatik fibrozis olugmasi ve bunun sonucunda da siroz ve
HCC gelismesidir (23). Bu uzun siireli komplikasyonlar genellikle 20 yildan uzun stiren
hastalikta meydana gelir. Bununla birlikte hizli ilerleyen olgular da vardir. Fibrozisin
ilerlemesi enfeksiyonun siiresi, yas, erkek cinsiyet, alkol kullanimi, HBV koenfeksiyonu
ve diisiik CD4 sayis1 gibi gesitli faktorlerle ilgilidir. Obesite ve diyabet gibi metobolik
bozukluklar da fibrozis olusumunda etkili faktorlerdir (16, 61).
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Karaciger kanseri kronik hepatit C enfeksiyonunun ge¢ donem bir
komplikasyonudur. Kronik hepatit C enfeksiyonu olanlarin % 2,5’inde ortaya c¢ikar.
Genellikle sirotik olgularda goriiliir. Bazi olgular asemptomatik olabilir. Serum alfa feto
protein diizeyi cok yliksektir. Kesin tan1 karaciger biyopsisi ile konur. Goriintiileme

yontemleri tanida yardimcidir (58).

2.9. Tan1

Hepatit C’nin en gilivenilir tanis1 viicutta virusun varliginin gosterilmesi ile
konur. Bunun i¢in en sik viral RNA gdsterilmesine dayanan niikleik asit testleri
kullanilmaktadir. Ancak pratikligi nedeni ile serolojik testler de kullanilmaktadir. Sekil
7.’de diistik prevalanslt yerlerde HCV tanisi, Sekil 8.’de ise yliksek prevalansli yerlerde
HCV tanis1 sematik olarak gdsterilmistir (62).

4+—— Negatif Anti HCV ELISA

Enfeksiyon yok
Pozitif
RIBA
yoksa
¥
4— Negatif Anti HCV RIBA
‘ I
Yalanci pozitif ELISA Pozitif yada
indetermine
HCV RNA? p g
n Negatif HCV RNA
tekrarla
Negatif Pozitif
Pozitif

4 L
@ Tibbi izlem

Iyilesmis HCV enfeksivonu
va da yalanei pozitif E1A Muhtemel HCV Enfeksiyonu

Sekil 7. Diisiik prevalansh yerlerde HCV tanisi1 (62)
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y
Akut infeksiyon Pozitif

sliphesi

[ e ] HCV RNA

Temastan 1 ve 6 ay sonra

HCV RNA ve HCV EIA

- HCV RNA

| |
| Haywr | | Evet | Negatif
oV Rie

—— Negatit | | Pozitit |— Pozitif

b v v

- Gegirilmi
DUR Tibbi ki @
U an i¢in enfeksiyon Degerlendirme Enfeksiyonu

Kamt1 yok, risk varsa Yalanci
izlemeye devam HCYV infeksiyonu pozitif IEA

Sekil 8. Yiiksek prevalansh yerlerde HCV tanis1 (62)

2.9.1. Serolojik Testler

HCV enfeksiyonu tanist icin bugiin kullanilan en pratik yontem antikor
aranmasidir. Bu amagla, bugiine kadar dort kusak ELISA testi kullamilmustir. ilk kusak
testler (EIA-1), tek bir rekombinant HCV klonundan elde edilmistir. NS3 geninin bir
kismi ile NS4 geni {irlinliniin tamamini1 igermiglerdir. Duyarlilik ve 6zgtlliikleri diistik
olup, serokonversiyonu saptamada yetersiz (ge¢) kalmuslardir. Ikinci kusak ELISA
testleri (EIA-2), kor ve NS3 bolgelerinden ek rekombinant proteinler igermektedirler
(63). Ugiincii kusak testlerde ( EIA-3) NS5’ten bir rekombinant protein eklenmistir (64).
Ucgiincii kusak testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigii ikinci kusak testlerden daha yiiksek
olup % 97-99’dur (65). Yeni kullanima giren dordiincli kusak testlerde (EIA-4) kor
bolgesinden iki farkli epitop, NS3, NS4A, NS4B, NS5A gibi {igiincii kusak testlerde
kullanilan proteinler daha da cesitlendirilerek genotip la,1b, 2 ve 3 viruslarin NS3 ve
NS4 proteinleri de eklenerek duyarlilik tigiincii kusak testlere gore % 10-20 arttirilmistir

(66). Ayrica tgiincii ve dordiincii kusak testler serokonversiyonu daha kisa siirede
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saptaya bilmektedirler (67). Tarama testlerindeki bu gelismeler ile kan dondrlerinin
taranmas1 sonucu, transflizyona baglhh HCV enfeksiyonu nerede ise sifirlanmistir. Virus
alindiktan 4-10 hafta sonra antikorlar kanda tespit edilebilir. Immunsuprese kisilerde,
HIV enfeksiyonu olanlarda, hemodiyaliz hastalarinda kanda antikor saptanmayabilir.
Otoimmun hepatiti olan hastalarda ve Hepatit C prevalansii diisik oldugu
toplumlarda yalanci pozitiflik elde edilebilmektedir (62). Boyle durumlarda RIBA
(rekombinant immunoblot assay) testleri ile dogrulama yapilmasi Onerilmistir. Ancak
ELISA’ya gore duyarliligit daha azdir. RIBA’da kullanilan antijenlerden en az iki
tanesine karsi1 pozitiflik olusmasi, testin dogrulanmasi i¢in yeterli kabul edilmektedir.
Tek bir antijen pozitifligi “indetermine” denilen dogrulanamama durumudur (68).
RIBA’'nin ozgilligiiniin  yiiksek, ancak duyarhiliginin diisiik olmasi sebebiyle,
glinimiizde ELISA sonuclarmin RIBA ile kontrol edilmesinin dogru bir yaklasim
olmadig1 goriisii agirlik kazanmaktadir. Bu nedenle artik RIBA, dogrulama testi olarak

cok fazla kullanilmamaktadir (69).

Akut donemde IgM saptanamayabildigi gibi, ge¢c donemde ortaya ¢ikabilmekte,
kaybolmakta ya da uzun siire boyunca, yani herhangi bir zamanda saptanabilmektedirler
(62).

Rutin olarak anti-HCV taranmasina gerek yoktur, tanimlanmis risk faktori
saptanan olgularda yapilmalidir. EIA ile anti-HCV testi yapilmasi 6nerilenler:

* 1996 yilindan 6nce kan ve kan tirlinii transflizyonu yapilanlar

« Kan ve kan tiriinlerini sitirekli kullanan hastalar (hemofili gib1)

* Human immunodeficiency virus (HIV) ve HBV enfeksiyonu olanlar

» Hemodiyaliz hastalar1

* Kan, organ veya doku vericileri

* Organ transplantasyonu yapilanlar

* Bagka bir nedenle a¢iklanamayan transaminaz yiiksekligi olanlar

« Intravendz ila¢ kullanma aliskanlig1 olanlar

* HCV ile enfekte anneden dogan bebekler (dogumdan 18 ay sonra)

* HCV pozitif kan ile perkiitan veya mukozal temas1 olan saglik calisanlar1 (65).
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2.9.2. Molekiiler Testler

Diger bir tan1 yontemi molekiiler tekniklerle HCV RNA’nin dolayisiyla
vireminin tespit edilmesidir. HCV RNA tayini HCV enfeksiyonu tanisinda en duyarh
yontemdir ve altin  standart olarak kabul edilmektedir (70). AHC’de
aminotransferazlarin yiikselmesi ve anti-HCV pozitiflesmesinden 6nce serumda tespit
edilebilir. Kronik enfeksiyonu olan hastalarim ¢ogunda viremi siirekli, bir kisminda
araliklidir (9). Aminotransferazlar1 normal asemptomatik tasiyicitda HCV-RNA pozitif
bulunabilir (70). HCV-RNA tespitinde kalitatif ya da kantitatif testler kullanilir. Kalitatif
HCV-RNA testleri klasik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), real-time (RT) PCR ya da
“Transcription-Mediated Amplification” (TMA) teknigine dayanir (71). Kalitatif PCR
ozellikle transaminazlar1 normal oldugu durumlarda, karaciger hastaligina yol
acabilecek diger nedenlerin ve HIV enfeksiyonu gibi immiinsupresyonun varliginda
veya antikorun heniiz olusmadigt AHC olgularinda yararhdir. Viral yiikiin tespit
edilmesinde kantitatif PCR (kompetatif PCR veya RT-PCR) ya da branched-DNA
teknikleri kullanilir. Standartizasyonu saglamak amaciyla viral yiikiin internasyonel
inite (IU) olarak verilmesi Onerilmektedir. Viral yiik, karacigerdeki inflamasyon ve
fibrozisin siddeti ile de korele degildir (72). Klinikte HCV-RNA, akut enfeksiyonda
serokonversiyon oOncesinde tani koymada, antikor olusturamayan kronik hepatitli
hastalarin ve yenidogan enfeksiyonlariin tanisinda, antikor pozitif hastalarda vireminin

arastirilmasinda ve antiviral tedavinin izlenmesinde kullanilir (63).

Okkiilt HCV enfeksiyonunda transaminazlar yiiksek olmasma ragmen serumda
HCV-RNA negatiftir. Boyle hastalarda karaciger dokusunda ya da periferal
mononiikleer kan hiicrelerinde HCV-RNA pozitif bulunur (72).

2.9.2.1. HCV-RNA Arastirma Yontemleri

Anti-HCV pozitifligi saptanan hastada HCV-RNA’nin belirlenmesi gerekir. HCV
ile enfekte hastalarda genellikle saptanabilir diizeyde HCV-RNA bulundugundan ve
tedavi kararindan Once viremi diizeyinin belirlenmesi gerektiginden ¢ogu zaman
kantitatif yontemler kullanilir. Ancak kantitatif testlerin duyarlilig1 kalitatif testler kadar
yiliksek olmadigindan enfeksiyonun dogrulanmasi ya da kantitatif yontemlerle negatif

saptanan HCV-RNA’nin dogrulanmasi i¢in kalitatif yontemler kullanilabilir (73).

25



2.9.2.2. Kalitatif Yontemler

HCV-RNA PCR gibi amplifikasyon yontemleri ya da transkripsiyon aracili
amplifikasyon yontemleri ile arastirilabilir. Gida ve ila¢ dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis PCR testleri mevcuttur: Amplicor 2. versiyon, Cobas Amplicor 2.versiyon,

Ampliscreen, Versant HCV-RNA kalitatif testi, Procleix HIV-1/HCV testi (74).

2.9.2.3. Kantitatif Yontemler

HCV-RNA diizeylerini belirlemek i¢cin kullanilabilecek testler hedef
amplifikasyonuna veya sinyal amplifikasyonuna dayali testlerdir. Kantitatif testlerde
sonuglar daha standardize oldugundan internasyonel iinite (IU) olarak rapor edilmelidir.
FDA’nin onayladigi RT-PCR temelli testlerde alt limit 10-50 1U/mL arasindadir (73,
74).

HCV-RNA diizeyi tedaviye yanit olasiligmin degerlendirilmesi ve tedavi

sirasindaki diizey degisikliklerinin izlenmesi i¢in gereklidir (37, 73).

Viral Genotip Tayini: HCV genotipi ELISA ile genotipe 6zgii HCV
epitoplarina karsi olusan antikorlarin gosterilmesi ile de serolojik olarak tespit edilebilir.
Ticari olarak (Murex; 1-6 HCO2, Abbott Lab. North Chicago, Illinios) kitlerde kronik
enfekte hastalarin yaklasik % 90’inda yorumlanabilir sonuclar elde edilir. Bu ticari kitler

genotip 1-6 ayrimini yapabilir, ancak alt tip ayrimini yapamaz (73).

Hepatit C virusu genotipleri direkt sekans analizleri veya revers hibridizasyon
yontemleri ile saptanabilir. Gliniimiizde onay almis kitlerde hatali tiplendirme nadirdir.
% 1-4 oraninda karisik genotipler klinik tablodan sorumlu olabilir. HCV
enfeksiyonunda tedaviye yanit olasiligini tedavi siiresini ve ribavirin dozunu belirlemek

icin tedavi 6ncesi genotip tayini yapilmalidir (32, 74, 75).

2.9.3. Karaciger Biyopsisi

Karacigerde fibrozis ve nekroinflamasyonun siddetinin belirlenmesinde altin
standarttir (72, 73). Fibrozis ve nekroinflamasyon diizeyi ¢esitli skorlama sistemleriyle
derecelendirilmistir. Fibrozis derecesinin belirlenmesi tedavi acisindan Onemlidir.

ALT’s1 normal hastalarda da karaciger histolojisine bakilmasi 6nerilmektedir. Ciinkii bu
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hastalarda 1ilerlemis fibrozisin gelisebilecegi gosterilmistir (70). Ancak biyopsi
sonuglarinin degerlendirilmesinde bazi smirlamalar vardwr. En Onemlileri, yeterli
miktarda Ornek almamamasi, farkli bdolgelerde farkli histolojik o6zelliklerinin
goriilebilmesi  ve  biyopsiye bagli komplikasyonlardir (72). Bu nedenle
nekroinflamasyon ve fibrozisi gdsteren biyopsiye alternatif non-invaziv yontemler
gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu amagla fibrozisi gosteren serum belirleyiciler iceren
paneller olusturulmustur. Fibrotest-ActiTest bu panellerden biri olup haptoglobulin,
alfa2-makroglobulin, gama-glutamil transpeptidaz, total bilirubin, apolipoprotein Al ve
ALT olmak tizere alt1 serum belirleyicisinin kantitatif sonuglarini igerir (76). Fibrozis ve
inflamasyon derecesini sonucglar1 rakamlarla skorlayarak kantitatif olarak verir. Fibrozis
FO’dan F4’e (F4: siroz), nekroinflamasyon A0’dan A3’e (A3: siddetli aktivite) kadar
skorlanir (77). Diger bir panel FibroSpectll, hiyaliironik asit konsantrasyonu,
metalloproteinaz doku inhibitorlerinin diizeyleri ve alfa2-makroglobulin seviyesini
iceren bir kombinasyondur (78). Baska bir non-invaziv yontem de transient elastografi
(FibroScan; Echosens)’dir. Pulse-eko ultrasonografi ile karacigerin sertligini 6lger (79).
Yapilan bir ¢alismada kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda FibroScan ve FibroTest-
Actitest kombinasyonunun karaciger biyopsi sonuclariyla yiiksek oranda uyumlu
bulunmustur (80). Bu testler ile ileride biyopsi ihtiyacinin ortadan kalkabilecegi

disiiniilmektedir (72).

Hepatik ultrasonografi, bilgisayarli tomografi (BT), magnetik rezonans
goriintiileme (MRI) gibi goriintiilleme yontemleri ile ciddi karaciger hastaligi bulgulari
ve HSK tespit edilebilir. Sirotik hastalarda alfa-feto protein (AFP) yiikselmesi HSK
gostergesi olabilir. HSK tespitinde AFP’in duyarlilig1 ve 6zgulligi yiiksektir (81).

Karaciger biyopsisi hastaligin siddeti, ilerlemesi ve prognozu hakkinda en
giivenilir bilgileri veren bir tam1 yontemidir. Biyopsi klinik tanmin dogrulanmasimin
yaninda eslik eden diger karaciger hastaliklarinin tanisi, nekroinflamasyonun
derecelendirilmesi fibrozisin evrelendirilmesi ve izlem-tedavi karari i¢in son derece
onemlidir. Karacigerdek nekroinflamasyon ve fibrozisi degerlendiren degisik skorlama
sistemleri  kullanilmaktadir.  Tablo 1’de  farkli  sistemlere gore fibrozis

evrelendirilmesinin karsilastirilmasi verilmistir (82).
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Tablo 1. Farkli skorlama sistemlerine gore fibrozisin evrelendirilmesi

Histolojik bulgu Ishak METAVIR [Knodell
Fibrozis yok 0 0 0
Bazi portal alanlarda fibroz genisleme 1 1 1
Portal alanlarin ¢ogunda fibroz genisleme 2 1 1
Portal alanlarmm c¢ogunda fibr6z genisleme ve nadir| 3 2 1
kopriilesme

Portal alanlarin ¢ogunda fibr6z genisleme ve sik| 4 3 3
kopriilesme

Siddetli kopriilesme ve nadir nodiil 5 3

Siroz 6 4 4

Tamida kullamlan diger yontemler: Karaciger biyopsisinin invazif bir islem
olmasi1 nedeniyle fibrozisi gosteren alfa-2 makroglobulin, haptoglobulin, apolipoprotein
Al, gamma glutamil transferaz, hiyaluronik asit, prokollajen III peptid gibi bir cok non-
invazif test tanimlanmigtir. Testler tek veya panel seklinde yapilabilmektedir. Konuyla
ilgili degisik arastirma sonuglar1 bildirilmektedir. Hepatik fibrogenez ile ilgili bilgiler
arttikca bu biyolojik gostergelerin tanidaki yeri konusunda daha net sonuglara
ulagilacaktir. KHC’nin siroz ve karaciger kanseri gibi komplikasyonlar1 agisindan
gortintiileme yoOntemleri, alfafetoprotein diizeyinin saptanmasi gibi tanisal yontemler
kullanilmakla beraber gilinlimiizde tanida altin standart kabul edilen yontem karaciger

biyopsisidir (82, 83).

2.10. Tedavi

Kronik hepatit C enfeksiyonu tedavisinde primer amag virusun eradikasyonudur.
Tedaviye yanit1 takipte HCV-RNA’nin serumdan kaybolmasi temel alinmaktadir. Fakat
HCV-RNA’nin karaciger dokusundan kaybolmasi yok denecek kadar azdir. Bundan
dolay1 kronik hepatitten siroza ilerlemeyi geciktirmek, karacigerdeki inflamasyonu,
karaciger hasar1 gelisme riskini, karaciger transplantasyonu gereksinimini, karaciger dis1
belirtileri azaltmak ve bulasi 6nlemek gibi sekonder tedavi hedefleri belirlenmistir (37,

83).
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Interferon (IFN) ve ribavirin tedavide kullanilan ilaglardir. IFN-alfa-2b 1986
yilinda FDA tarafindan KHC i¢in tek ila¢ olarak onaylanmistir. 1998 yilinda IFN ile
birlikte ribavirin verilerek yapilan tedavinin daha etkin oldugunun saptanmasi iizerine
kombinasyon tedavisine ge¢ilmistir. Son zamanlarda IFN-alfay1 igeren baslangi¢ tedavi
pegile interferon (PEG-IFN) + ribavirin kombinasyon tedavisiyle degismistir.
Pegilasyonun amaci ilacin hem absorpsiyon hem de dagilimini iyilestirme ile etkin
konsantrasyonu uzun siire saglamaktir. Pegile (PEG) molekiilleri PEG-IFN-alfa-2b’deki
gibi lineer veya PEG-IFN-alfa 2a’daki gibi dallanmis olabilmektedir. IFN-a i¢inde yer
alan konsensus IFN (alfacon 1) sentetik tip 1 IFN’dir ve KHC tedavisinde etkilidir (84).

Kronik hepatit C enfeksiyonunda viral yiikteki azalmanin iki veya ii¢ fazda
meydana geldigi anlasilmistir. i1k hizli faz doza bagimli olup tedavinin ilk 48 saatinde
olusur. Bir-iki giin boyunca genotip 1 ile enfekte hastalarda yaklasik 1-2 log ve genotip
2 ile enfekte hastalarda 3-4 log HCV-RNA diisiisii olur. ikinci elimnasyon fazi daha
yavastir. Baz1 hastalarda karmasik kinetik seyirler goriilebilir. Tedaviye cevapsizlarda
birinci ve ikinci fazda HCV-RNA’da yok denecek kadar az diisme olabilir veya hig
azalma olmayabilir. IFN ve ribavirin kombinasyonu alanlarda HCV-RNA azalmasimin
ticlincii bir faz1 gosterilmistir. Bircok ¢alisma kalict viral yanit (KVY) ile viral klerens

hizinin baglantili oldugunu ortaya koymustur (85, 86).

PEG-IFN’larin klasik IFN’lara gore serum klerens oran1 100 kat daha diistiktiir
ve terminal yar1 6mrii 99 kat daha uzundur. PEG-IFN’lar da klasik IFN gibi bifazik viral
diisiis saglar (85).

Interferonlar dogrudan etkili antiviral ajanlar degildir. Virus ile karsilasan
hiicrelerden ¢ok sayida efektor proteinin yapimini uyarirlar. Antiviral etki virus ve hiicre
tipine bagl olarak viral penetrasyonun veya tomurcuklanmanin, mRNA’nin sentez ve
metilasyonunun, viral proteinlerin translasyonunun engellenmesiyle saglanir. [IFN’larin
etkisiyle 2°-5’ oligoadenilat sentetaz, RNA bagimli protein kinaz ve Mx proteini salinir.
2’-5’ oligoadenilat sentetaz hem hiicresel hem de viral tek zincirli RNA’y1 bolmek i¢in
latent hiicresel endoriboniikleazlar1 aktive eden adenilat oligomerlerinin yapimima neden
olur. RNA’az tiim ¢ift zincirli RNA’lar1 inhibe ederek viral ytikii azaltir. Protein kinaz

ise viral protein sentezini inhibe eder (42, 85).
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IFN-a cilt alt1 enjeksiyon sonrast % 80 oraninda emilir. Standart IFN’nun serum
seviyesi 6 saatte pik yapar, 16 saatte serumda tesbit edilemez (42). PEG-IFN’un ise
yarilanma Omri 2b’de 40 saat, 2a’da 72-96 saattir. IFN c¢esitli viicut sivilarinda
inaktivasyon, hiicresel “uptake” ve ozellikle bobrek, karaciger, kalp, iskelet kasi ve
akciger gibi organlardan metabolize edilerek atilir. IFN tedavisinin kontrendikasyonlar1

Tablo 2’de gosterilmistir (74).

Tablo 2. Kronik hepatit C enfeksiyonunda interferon tedavisinin kontrendikasyonlari

e Agir ve kontrolsiiz depresyon

e Otoimmiin hepatit veya tedaviyle siddetlenebilecek otoimmiin bir durum
e Tedavi edilmemis tiroid hastaligi

* Gebelik veya yetersiz kontrasepsiyon

» Kontrolsiiz diyabet, ciddi hipertansiyon, koroner arter hastaligi, kalp yetmezligi ve

kronik
obstruktif akciger hastalig1 gibi eslik eden hastaliklarin varligi
e HCV tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 asir1 duyarlilik

e 2 yasindan kii¢iik olmak

IFN tedavisi alan hastalarda yan etkiler sik goriilir. IFN ve ribavirin
kombinasyon tedavisi alan hastalarda bu ilaglardan birinin en az bir yan etkisi hastalarin
% 75’inde ortaya cikar. IFN iligkili yan etkiler; ndtropeni, trombositopeni, tiroid
fonksiyon bozukluklari, basagrisi, bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, hafif ates, kilo kayb,
tinnitus, irritabilite, konsantrasyon ve hafiza bozukluklar1 seklinde siralanir. Grip
benzeri tablo ve depresyon PEG-IFN tedavisinde daha az gelismektedir (87).

Ribavirin

KHC tedavisinde kalici viral yanit1 artrmak icin kullanilan niikleozid
analogudur. Viral RNA sentezinin inhibisyonu ile viral replikasyonu durdurur. IFN ile

kullanildiginda HCV’ye kars1 su sekilde etkili olmaktadir: (42)

1. Viruse kars1 konagm hiicresel immiinitesinin aktive edilmesi
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2. Hiicre i¢i guanozin trifosfat havuzunun azalmasi, bdylece inozin monofosfat

dehidrogenaz enzim blokaj1 yoluyla viral replikasyonun azalmasi
3. RNA’ya bagimli RNA polimerazin inhibisyonu

4. HCV genomu iizerinde hatalar meydana getiren bir RNA mutajeni olarak

gOrev yapmast.

Ribavirin viicuttaki tiim hiicrelere girer. Ozellikle eritrositlerde kandaki
konsantrasyonunun 60-70 katina ulasir. Ribavirinin eritrositlerdeki yar1 6mrii 40 gilindiir.

Eritrositlerde defosforilasyon enzimleri olmadigindan birikim ve hemoliz goriiliir (88).

Ribavirin iligkili yan etkiler; hemolitik anemi, halsizlik, kasint1, dokiintii, siniizit,
gut hastalif1 ve teratojenite olarak sayilabilir. Ozellikle ribavirin nedeniyle gelisebilen
dogumsal anomaliler nedeniyle tedavi sirasmnda ve tedaviden 6 ay sonrasina kadar
gebelikten korunulmalidir. Hemodiyaliz hastalarinda eritrositlerde birikmesi nedeniyle
kullanilmaz. Tablo 2’de kontrendikasyonlar1 verilmistir. Bunlar icinde en 6nemlisi ve en
cok tedaviyi sinirlayan hemolitik anemidir. Ribavirin tedavisi swrasinda % 10 olguda
doza bagmmli, geri doniisiimlii hemolitik anemi goriiliir. Ik 4-8 haftada hemoglobin
diizeyinde 2-3 g/dL diisme olabilir. Hemoglobin diizeyi 10 g/dL’nin altina inerse doz
yariya indirilir, 8,5 g/dL’nin altina inerse tedavi kesilir (74, 88).

Tim kronik hepatit C hastalar1 standart PEG-IFN ve ribavirin kombinasyon
tedavisi i¢in aday olarak diisliniilmelidir. Tablo 3°de kronik hepatit C enfeksiyonu i¢in
tedavi endikasyonlari, Tablo 4’de ise hasta temelinde karar verilmesi gereken durumlar

gosterilmistir (74).
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Tablo 3. Tedavinin endikasyonlar1

Tespit edilebilir HCV-RNA diizeyi
18 yas ve lizeri hasta

Karaciger biyopsisi belirgin fibroz gosteren kronik hepatit (portal fibrozdan
fazla:

Metavir skoru > 2, Ishak skoru > 3)

Kompanse karaciger hastaligi (total bilirubin < 1,5g/dL, INR<I,5, serum
albumin >3,4

g/dL, trombosit sayis1 >75.000/mm’ ve ayrica ensefalopati veya asit kliniginin
olmamast)

Kabul edilebilir biyokimyasal ve hematolojik degerler olmasi (Hemoglobin
erkekte

>13g/dL, kadinda >12g/dL; ndtrofil says1 >1500/mm’, kreatinin< 1,5 mg/dL)
Kontrendikasyonu olmayanlar (Tablo 2)

Tedavi olmay1 arzu eden ve tedavi gereklerine uymay1 kabul eden hasta

Tablo 4. Tedaviye hasta temelinde karar verilmesi gereken durumlar

Daha onceki tedavilere (IFN ve ribavirin kombinasyonu veya IFN monoterapisi)
yanitsiz

veya relaps gelisen olgular

Halen uyusturucu ilag veya alkol kullanmakta olan fakat madde bagimliligindan
kurtulmak i¢in bir programa istekli olanlar

Karaciger biyopsisinde fibrozun olmamasi

Akut hepatit C

HIV koenfeksiyonu

Hastanin 18 yas altinda olmasi

Hemodiyalize bagimli veya bagimsiz kronik bobrek hastaligi

Dekompanse siroz

Karaciger transplant alicilar1
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Tedavi verilmesi planlanan olgularda tedavi Oncesi donemde eslik eden
durumlara iliskin degerlendirme yapilmalidir. Hepatit A, HIV, HBV serolojileri, tiroid
fonksiyon testleri, otoantikorlar bakilmaldir. Tedavi siiresince ve tedavi sonrasi
donemde biyokimyasal, virolojik ve tedaviye baglh yan etkiler agisindan ¢ok 1yi bir

izlem gereklidir (32).

Tedavi verilen olgularda yaniti degerlendirirken bazi tanimlamalar

kullanilmaktadir; (42)
Biyokimyasal yamt: ALT diizeylerinin normal olmasidir.
Virolojik yanit: HCV-RNA’nin kaybolmasidir.
Hizh virolojik yanit: Tedavinin 4. haftasinda HCV-RNA’nin negatiflesmesidir.

Erken virolojik yamit (EVY): Tedavinin 12. haftasinda HCV-RNA diizeyinde

en az iki logaritmik azalma olmasi veya HCV-RNA’nin kaybolmasidir.

Tedavi sonu yamit (TSY): Tedavi sonunda ALT diizeyinin normal olmasi

biyokimyasal yanit, HCV-RNA’nin negatiflesmesi virolojik yanit olarak tanimlanir.

Kalicr virolojik yanit (KVY): Hem tedavi bitiminde hem de tedaviden sonraki

24 haftalik izlem sonunda HCV-RNA’nin negatif olmasidir.
Yanmitsizhk: Tedavi sonunda HCV-RNA’nin pozitif kalmasidir.

Alevlenme (breakthrough): Tedavi devam ederken HCV-RNA negatiflesmis
hastada HCV-RNA’nin pozitiflesmesidir.

Relaps (niiks): Tedavi sonunda virolojik yanit alinip, tedavi kesildikten sonra

HCV-RNA’nin yeniden pozitiflesmesidir.

Parsiyel yamit: HCV-RNA'nin 2 log azalmasmma ragmen 24. haftada

pozitifliginin devam etmesidir.

KHC enfeksiyonu tedavisinde 1990’l1 yillarin basindan itibaren Onemli
ilerlemeler olmustur. IFN-a monoterapileri ile basar1 oranm1 % 5-15 iken, IFN-a ve
ribavirin kombinasyonlarinin kullanimiyla bu oran % 40’lara ulasmistir. PEG-IFN’lerin
kullanima girmesinin ardindan yapilan uluslararasi ¢calismalarda, PEG-IFN-a tedavisi ile
elde edilen yanit oranlarmin standart IFN-a monoterapisine gore iki kat daha fazla

oldugu gozlemlenmistir (89, 90). KHC’li hastalarda PEG-IFN-02a ve PEG-IFN-02b ile
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ribavirin kombinasyonunun etkisi ¢ok merkezli randomize klinik c¢aligmalarla
arastirilmistir. Manns’m calismasinda KHC’li olgularda PEG-IFN-a2b 1,5 (ig/kg,
haftada tek doz) + ribavirin (800 mg/giin) kombinasyonu 48 hafta siireyle uygulanmis
ve KVY oranit % 54 bulunmustur (91). Genotip 1 ile enfekte olgularda KVY orami % 42,
genotip 1 dis1 enfeksiyonlarda ise % 82 oraninda saptanmistir. Calisma verilerinin
retrospektif analizi, ribavirin dozunun kiloya ayarli uygulamasi ile basar1 oranmnin %
61’e c¢iktigin1 gostermistir. Ayrica tedavinin erken donemlerinde doz azaltiminin
olmamas1 EVY olasiligin1 arttirmaktadir (57). Erken virolojik yanit alinan olgularda
KVY oran1 % 72 iken, EVY alinamayan olgularda KVY % 0-3 bulunmustur (92). Fried
ve arkadaglarinin ¢alismalarinda, PEG-IFN-a2a (180ug, haftada tek doz) + ribavirin
(1000-1200 mg/giin) kombinasyonu ile KVY % 56 oraninda bulunmustur. Erken
virolojik yanit veren hastalarda KVY oran1 % 65 iken, EVY alimnamayan olgularda bu
oran % 3 olarak bulunmustur. Genotiplere gére KVY degerlendirildiginde, genotip 1 ile
enfekte olgularda oran % 46, genotip 2 ve 3 ile enfekte olgularda ise % 76 saptanmistir
(93). Giiniimiizdeki KHC tedavisindeki bilgilere temel olusturan Hadziyannis ve
arkadaslarinin yaptig1 cok merkezli bir ¢alismada genotip 1 ile enfekte kronik hepatitli
olgularda 48 haftalik PEG-IFN-02a (180ug, haftada tek doz) + ribavirin (1000-1200
mg/giin) kombinasyonu ile elde edilen KVY oraninin % 52 oldugu gosterilmistir (94).

Yukaridaki bilgiler 151¢inda giinlimiizde genotip 1 ile enfekte naif olgularda
PEG-IFN-a ve ribavirin kombinasyonunun 48 hafta siireyle verilmesi onerilmektedir.
PEG-IFN-a cilt altina haftada bir kez (PEG-IFN-02a: 180 mg veya PEG-IFN-a2b: 1,5
mg/kg) ve ribavirin agizdan, giinde iki doz seklinde (75 kg veya altinda olanlarda
toplam giinliikk doz 1000 mg, 75 kg’dan fazla olanlarda ise 1200 mg) verilir. Tedavinin
12. haftasinda EVY alinamazsa tedavi sonlandirilir. 12. haftada erken virolojik yanitli
ancak HCV-RNA’s1 pozitif kalan hastalarda tedavinin 24. haftasinda HCV-RNA
tekrarlanir ve eger negatif bulunursa, yavas virolojik yanitli olarak isimlendirilen bu
hastalarda, tedavinin 72 haftaya uzatilmasiyla 6zellikle diisiik viremisi olanlarda KVY
oraninin anlamli artis gosterdigi, 72 haftalik tedavi gruplarinda niiksiin daha az oldugu
bildirilmektedir (63-66). Tedavinin 72 haftaya uzatilmasiyla niiks oraninin 48 haftalik
tedaviye oranla % 64’ten % 40’a diistiigli saptanmistir (64). Pearlman’in calismasinda
72 haftalik tedaviyle elde edilen KVY orani (% 38), 48 haftalik tedavi ile elde edilene
(% 18) kiyasla anlamli derecede daha yiliksek bulunmustur (63). Genotip 2 ve 3’te ise
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tedavi siiresi 24 haftadir. PEG-IFN-a dozlar1 genotip 1’deki gibidir. Ribavirinin toplam
giinliik dozu 800 mg’dir (66, 74). Genotip 2 ile enfekte olgularda kombine tedaviye
yanit oranlar1 genotip 3 ile enfekte olgulara gore daha yiiksektir. Bu sonucun genotip 3
enfeksiyonunda steatozun daha sik goriilmesine bagh oldugu diisiiniilmektedir (67). Son
calismalarda ytiksek viral yiike sahip genotip 3 ile enfekte olgularda tedavi siiresinin 48
haftaya uzatilmasinin daha yararli olabilecegi disiiniilmektedir (62). Genotip 4

enfeksiyonunda tedavi semasi ve siiresi genotip 1 ile aynidir (74).

KHC enfeksiyonu tedavisinde KVY’1 olumlu yonde etkileyen faktorler Tablo
5’de gosterilmistir. Tedavi 6ncesi doneme iliskin faktorler 40 yasin altinda olmak, viicut
agirhigmmin75 kg’dan az olmasi, karaciger biyopsisinde histolojik aktivitenin hafif
olmasi, genotip 2 veya 3enfeksiyonu, HCV-RNA diizeyinin 600.000 [U/ml’nin altinda
olmasidir. Tedavi donemineiliskin faktorler ise EVY alinmasi ve hastanin tedaviye

uyumlu olmasi seklinde belirlenmistir (68-70, 91, 93).

Tablo 5. KHC tedavisine yanit1 olumlu yonde etkileyen faktorler

. Genotip 1 dis1 enfeksiyon
. Diisiik HCV-RNA diizeyi
. 40 yas alt1 olmak

. Diisiik viicut agirligt

. Karaciger biyopsisinde histolojik aktivitenin hafif olmasi
. Tedavinin uygun dozda kullanimi

. Kadin / cinsiyet

. Insiilin direncinin olmamasi

. ALT yiiksekligi
. Siyah irk disinda olmak

. Tedavi uyumu

. Biyopside steatoz yoklugu

Farkli genetik durumlar KHC’de tedaviye yaniti etkilemektedir. Siyah irkta
yapilan bir ¢ok caligmada yanit olasiligimin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Bu
hastalarin Kafkas wkindan farkli gen ekspresyonu ve viral genetik seyir gosterdikleri

ortaya konmustur. Kemokin ve sitokin genlerindeki polimorfizm tedaviye yaniti
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etkilemede rol oynayabilir. IFN salinimini uyaran genlerin tedaviye yaniti etkileme
olasilig1 daha fazladir. Bu genler viral replikasyonu ve yayilimini smirlar. Genlerin

polimorfizmi ve ekspresyon profili tedaviye yanit ile baglantihidir (71, 72, 79).

Normal ALT diizeyli kronik hepatit C hastalarinin tedavisi: Persistan normal
ALT diizeyi kriteri i¢in kabul edilmis evrensel bir tanimlama olmamakla beraber, klinik
calismalarin cogunda kullanilan tanimlama “ALT diizeyinin en az alt1 ay siiresince ve en
az birer ay araliklarla en az ii¢ kez normal sinirlar iginde olmas1” seklindedir (76, 77).
Burada ilk problem, ALT yas, 1k, cinsiyet ve viicut kitlesi ile degismektedir. Prati’nin
calismasinda ALT iist sinirinin erkekler i¢in 30 TU/L, kadinlar i¢in 19 TU/L olarak kabul

edilmesi onerilmistir (77).

ALT diizeyi normal hastalarin genel olarak daha iyi karaciger histolojisine sahip
oldugu bildirilmistir (78, 80). Diger yandan bazi ¢alismalarda bu hasta grubunda % 1 ile
% 10 oraninda portal fibroz bulundugu bildirilmistir (76). Minimal fibrozlu hastalar
nadiren ilerleyici hastalik gelistirdigi diistiniilmekle beraber, ALT diizeyi stirekli normal
seyreden bu hasta grubunda ilerleyici karaciger hastaligi gelisebildigi gosterilmistir
(95). Ayrica bu hasta grubunda kombinasyon tedavisine yanit ALT diizeyi yiiksek olan
gruptan farksizdir (74).

Sonucta KHC’li hastalarda ALT diizeyi hastaligin agirligmi ve/veya siddetini
belirlemede zayif bir gosterge olarak kabul edilmektedir. ALT diizeyi normal hastalarin
tedavi karar1 i¢in karaciger biyopsi sonuglarina ek olarak viral genotip, hastanin yasi,
enfeksiyona iligkin semptom ve komplikasyonlar, hepatite eslik eden durumlar, yasam

kalitesi ve hastanin motivasyonu gibi faktorler de dikkate alinmalidir (80).

Tedaviye yanitsiz veya relaps gelisen hastalarda tedavi: Bu olgularin
tedavisinde genotip, daha onceki tedavide kullanilan ilaglar, hastanin tedaviye verdigi
yanit tipi, tedavi uyumu ve ilaclara iligkin yan etkiler dikkate alinmalidir. Giiniimiizde
klasik IFN monoterapisi, PEG-IFN monoterapisi veya klasik [FN+ribavirin tedavisine
yanitsiz veya relaps gelisen hastalarda PEG-IFN ve ribavirin kombinasyonu
onerilmektedir. Bu hastalara tekrar tedavi verildiginde KVY oran1 % 8-42 arasinda
degismektedir. Relaps gelisen hastalarda KVY orani yanitsiz hastalara goére daha
yiiksektir (96-98). Tedavinin ilk 12 haftasinda yiiksek doz (270-360png) PEG-IFN

uygulamasi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Ayrica PEG-IFN veya konsensus
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IFN+ ribavirin kombinasyonlarmnin yiiksek dozlar1 veya iiclii kombinasyonlar: ile
calismalar yapilmaktadir. Yanitsiz olgularda konsensus IFN {imit verici bir ajan olarak

goziikmektedir (84).

PEG-IFN ve ribavirin tedavisine yanit alinamayan olgularda tekrar ayni
kombinasyon ile KVY oranmin % 5’ten daha az oldugu saptanmis olup ayni
kombinasyon onerilmemektedir (99). Ancak farkli bir PEG-IFN ile tedavi denenebilir.
Farkli PEG-IFN ve ribavirin kombinasyonuyla yanitsiz hastalarda % 6-7, relaps olan
hastalarda ise % 32-34 KVY elde edilmistir (100, 101). Jensen’in ¢calismasinda farkl bir
PEG-IFN ve ribavirin kombinasyonuyla 72 haftalik tedavi sonucunda KVY oranlar1 48
haftalik tedaviye oranla daha yiiksek bulmustur (102). Farkli bir PEG-IFN ve ribavirin
kombinasyonuyla tedavi konusunda calismalar siirdiiriilmekte olup hasta temelinde

karar verilmesi Onerilmektedir (74).

Yeni tedavi secenekleri: Giliniimiizde PEG-IFN ve ribavirin kombinasyonu
standart tedavi olarak kabul edilse de naif hastalarin yaklagik yarisinda tedaviye yanit
almamamast ve tedaviye iliskin Onemli yan etkilerin gozlenmesi yeni tedavi
arayislarinin stirmesine yol a¢mistir. Modifiye IFN’ler ve ribavirin, virusun yasam
siklusunu hedef alan ilaglar (proteaz inhibitorleri, polimeraz inhibitorleri),
immiinmodiilator ajanlar (histamin hidroklorid, timozin alfa) , antifibrotik ajanlar (E
vitamini, pirfenidon, fosfolipid deriveleri), proinflamatuvar sitokinler (interlokin 2 ve
12) ve antiinflamatuvar sitokinler (interlokin 10) lizerinde ¢aligmalar devam etmektedir

(103, 104).
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3.VIRAL GENOTIPLERI BELIRLEMEDE KULLANILAN MOLEKULER
YONTEMLER

Enfeksiyonun varligini arastrmada kullanilan hibridizasyon ve niikleik asit
amplifikasyon testlerinde virusun korunmus bolgeleri hedef olarak secilmektedir.
Genotip belirlemelerinde ise genotiplere 6zgii ayirt edici niikleik asit dizileri bulunduran
genomik bolgeler secilir. Elde edilen dizinin filogenetik analizi ile genotip belirleme
altin standart olarak kabul edilir. Ancak daha basit ve maliyeti diisiik genotiplere 6zgii
dizilerin restriksiyon enzim kesim bolgelerine gore RFLP, 6zgiil PCR, hibridizasyon
teknikleri, heterodubleks mobilite teknikleri, tek sarmalli konformasyon cesitliligine

dayal1 yontemler, SSCP, CFLP analizleri de kullanilmaktadir (105).

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkl biiyiikliikteki fragmanlara
ayrilmast RFLP olarak adlandirilir. Bu yontem polimorfizm calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimleri, DNA {izerinde yaklasik 5-10 baz uzunlugunda
belirli bir niikleotit dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve DNA’y1 ikiye ayirr.
Her DNA molekiilii farkli kesim noktalarina sahip bolgeleri icerir. Bu DNA bolgeleri
ayni restriksiyon enzimi kullanilarak kesildiginde bireylerin tagidig1 mutasyonlara bagl
olarak degisik miktar ve uzunlukta pargalar elde edilebilmektedir. Yontem PCR
irlinliniin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi ve elektroforez ile kesilen

fragmanlarin ayrimi temeline dayanir (105).

RFLP analizinin daha kolay uygulanir olabilmesi acisindan secilen enzim biiyiik
onem tasimaktadir. Secilen enzimin kesilmek istenilen DNA’y1 birden fazla noktada
kesmesi sonucu olusan ¢ok sayida ve birbirine yakin biiytikliikteki fragmanlar analizi
zorlagtrmaktadir. RFLP tek nokta mutasyon analizlerinde siklikla kullanilan bir
yontemdir. Tek nokta mutasyonlar1 ile meydana gelen veya zarar goren enzim kesim
noktalar1 kullanilarak bu bolgelerde olusan mutasyonlari tespit etmek miimkiindiir.
Mutasyon noktasmi gevreleyen primerler ile gerceklestirilen PCR reaksiyonunun

ardindan tek nokta mutasyon bolgesinden kesen bir enzim segilerek analiz edilir.

Inno-LIPA yonteminde HCV-RNA’nin 5’NTR bolgesi hedeflenerek 280 baz
ciftlik RT-PCR ile ¢ogaltilir ve “line prob”lari ile genotiplendirme yapilmaktadur.

Pyrosekanslama, DNA sentezi esnasinda ag¢iga ¢ikan pirofosfatlarin saptanmasi

esasina dayanan bir gercek zamanli kantitatif dizi analizi teknigidir (3).
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Genotip testlerinde kullanilan yontemlerden altin standart niikleik asit dizi
analizi olmakla birlikte rutin laboratuvarlarda kullanimi zordur. Bu amagla ticari kitler
ve sistemler gelistirilmistir. Filogenetik analiz, tiirlerin evrensel olarak birbirlerine ne
kadar yakin olduklarini ortaya koymak i¢in kullanilir. Bir organizmay:1 olusturan
molekiilleri kodlayan niikleik asitlerin incelenmesi ve baska organizmalardaki niikleik
asitlerle  karsilastirilmast  sonucunda  organizmalarin  birbirlerinden  uzakligi

degerlendirilebilir (105).

Viral genotiplerin belirlenmesinin, epidemiyolojik verilerin yani swa klinik
anlamida olabileceginden tanisal viroloji laboratuvarlarinda yer almaktadir. Viral yiik ile

birlikte tedavinin dozu ve siiresini belirlemede 6nemlidir.

Genotipler hastaligin prognozu {izerinde 6nemli 6lciide degistirdiginden, ayrica
tedavi ve tedaviye yanit1 etkileyebildiginden farkli genotiplerin bir populasyonda
belirlenmesi Onemlidir. Diinyanin farkli alanlarinda yapilan HCV genotiplendirme

calismalar1t HCV’nin evrimi ve yayiliminin anlagilmasi i¢in degerlidir.
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4. PYROSEKANSLAMA VE PRENSIPLERI

Sanger metodunda tek bir 6rnegin dizi analizini yapmak ic¢in dort paralel dizi
analizi reaksiyonu kullanilmakta, elektroforez asamasini icermekte ve oldukca uzun bir
sirede tamamlanabilmektedir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldiracak yeni teknikler

arastirilmaya baslanmis ve “Pyrosequencing” yontemi gelistirilmistir (106).

Giliniimiizde bir ¢ok arastirict Pyrosequencing adi verilen “single-nucleotide
addition” (SNA) yani tek niikleotit eklenmesi yontemi ile DNA analizi yapmaktadirlar.
Pyrosequencing yontemi ticari olarakta bulunan ve Sanger metoduna alternatif olan tek
sekanslama teknigidir. Bu yontem ile tek bazlik bir dizi analizinden, biitiin genomun

dizi analizinin yapilmasina kadar genis spektrumda dizi analizi yapilabilmektedir (106).

Pyrosequencing sentez yaparak dizi analizi yapma prensibine dayanir. DNA
sentezi sirasinda agiga ¢ikan pirofosfatlarin saptanmasi esasmna dayanan bir real-time

(gercek zamanlr) kantitatif dizi analizi teknigidir (106).

4.1. Pyrosekanslama Asamalari

Islem PCR iiriinlerinin tek sarmal DNA’ya (ssDNA) ddniismesiyle baslar. Bir tek
sarmal Pyrosequencing isleminde kalip olarak kullanilmak {izere izole edilir. Her bir

primer ¢ifti genellikle biotin ile 5° ucundan isaretlenir (106).

1. Asama:

Polymerase
sGAGGCCAR
FTrTT T T}
I 9

c1

Sekil 9. Pyrosekans’in birinci agamasi

Sekans primeri PCR ile ¢ogaltilmis olan bir ssDNA kalib1 ile hibridize edilir.
Enzim olarak DNA polimeraz, ATP siilfiirilaz, lusireraz ve apiraz kullanilir. Substrat

olarak ise adenozin 5’ fosfosiilfat (APS) ve lusiferin ile inkiibe edilir (106).
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2. Asama:

4-deoksiriboniikledotid trifosfat’lardan (ANTP) ilki reaksiyona ilave edilir. Eger
dNTP kalip DNA’daki baza komplementer ise ortamda bulunan DNA polimeraz, bu
dNTP’nin DNA sarmalina ecklenmesini katalize eder. Yani karisimda bulunan
dNTP’lerden biri ki bu DNA sarmalindaki ilk niikleotitin komplementeridir, baglayic1

enzim olan DNA polimeraz yardimi ile DNA sarmalina 3’ ucundan baglanir (106).

Polimeraz aracilig1 ile AINTP DNA kalibina baglanirken dNTP iizerindeki 2 adet
fosfat agiga c¢ikar ve ortama 2 fosfath bir yap1 olan pirofosfat (PPi) ortama ge¢cmis olur.
Her bir niikleotit eklenmesi ile pirofosfat (PPi) serbest kalir. Boylece eklenen niikleotit

miktar1 ile serbest pirofosfat’in (PP1) miktar1 orantilidir (106).

(DNA)_+ dNTP —LOUMEIaZ __ _ (DNA) |+ PPi

Sekil 10. Pyrosekans’n ikinci agamasi

3. Asama:

Adenosine 5’ fosfosulfat (APS) varliginda ATP sulfurylase PPi’yi ATP’ye
cevirir. ATP’nin ortamda bulunmas: lusiferin, lusiferaz enzimi aracihigi ile
oksilusiferin’e doniisiir. Oksilusiferin ise goriiniir bir 151 yayar. Olusan bu 151n miktari
ATP miktar1 ile orantihidir. Lusiferaz ile katalize edilmis reaksiyon sonucu olusan 1sin
CCD kamera ile tespit edilir ve bir seri tepecik seklinde goriiliir. Her bir tepecigin

yiiksekligi (151k sinyali) eklenmis olan niikleotit sayis1 ile orantilidir (106).
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€D
A _
APS+PPi  ATP Light

luciferin  oxyluciferin

V9

Luciferase
ATP Light e Time

Sekil 11. Pyrosekans’in tigiincii agamast

4. Asama:

Niikleotit parcalayan bir enzim olan apiraz (apyrase) devamli olarak ATP’yi ve
baglanmamis olan dNTP’leri parcalar. Dolayisiyla 151k olusumu kesilir ve reaksiyon
soliisyonu yenilenmis olur. Baska bir deyisle ortamda yeni reaksiyon olusturacak dANTP
ve ATP kalmamis olur ve ortam ikinci niikleotitin ilave edilmesine hazirlanmis olur. Bu

teknoloji ile bir DNA parcaciginin 100 niikleotiti kantitatif seklide okunmus olur (106).

CA rasé -
dNTP S L_,) > dNDP + NMP + phosphate

{ Apyrosé ;
ATP — __,/L ADP + AMP + phosphate
Sekil 12. Pyrosekans’in dordiincii asamast

Dort enzimin yer aldigi bu asamalar kapali bir sistemde, plakta ve tek bir
kuyucukta yapilabilir. Islemin siiresi kisadir. Ornegin, 96 kuyucuklu plakta yaklasik 60
dakikada bu islemler tamamlanir (106).

5. Asama:

Dogal dATP yerine deoksiadenozin alfa-tio trifosfat (dATPaS) kullanilmaktadir.

Ciinkii DNA polimeraz tarafindan en verimli sekilde kullanilmakta ancak lusiferaz

42



enzimi tarafindan taninmamaktadir. Islem devam ettikge komplementer DNA sarmali
yapilir ve niikleotit dizisi Pyrogram 'daki sinyal tepeciklerinden saptanir. Pyrogram 'da

iki kat ytikseklik gosteren tepecikler iki niikleotitin baglanmas1 sonucu olusur (106).

Nucdleotide sequence

G Cc - A GG CcC T
L

- |\ |L T \ T |\ —— =1
e & B AN & B b &

Nucleotide added
Sekil 13. Pyrosekans’in besinci agamasi
Tek zincir

DNA kalibx

apya 32\ "\ Sulfurylase
ATP o
' Luciferase
ISIK
CDD cameora
Sinyal tespiti

Pyrogram
— Niikleotid eklenmesi

ATACTG  Nikleotid dizisi

Sekil 14. Pyrosekanslama tekniginin prensip semast
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PCR asamasindan sonra Pyrosequencing, sekanslanacak baz sayisina bagli
olarak 10 dk. kadar kisa bir siirede sonu¢ verebilmekte ve kolaylik, eleman, zaman ve

maliyet agisindan da avantajlara sahiptir (106).

ORNEK ID
Haarlik asamasi PCR Ornek hazirlama Pyrosequencing IdentiFire
(Dizayn yazlimmn @ 15dakika &) 10-100 dakika © 1 dakila
ayarnmas) (5dk elde) (Sekanslanacak baz

e, ) @ saysina bagh ) s
LY. . 1 ’
4 | |
e 1NN @

B e e e

Sekil 15. Pyrosekans asamalarmin ortalama siireleri

Halen bir PCR iirlinliniin dizi analizi en hizli yapan ydntem Pyrosekans
yontemidir. Bu yOntemin tercih nedenleri uygulamasinin basit, sonuglarinin
degerlendirilmesinin kolay, hizli ve real-time (gercek-zamanli) bir test olmasi, fazla
sayida oOrnekle yapilacak caligmalarda fiyat ve zaman agisindan da Sanger teknigine
gore daha avantajli olmasidir. Ayrica Sanger tekniginde ki isaretli primerler, isaretli
niikleotitler ve jel elektroforezine ihtiya¢ olmamasi bu teknolojinin diger ¢ok 6nemli

avantajlarindandir (106).

4.2. Pyrosekans Yonteminin Kullanim Alanlar

Havuz yapilmis 6rneklerde allel frekans analizi, metilasyon analizleri, molekiiler
haplotiplendirme, heteroplazmik DNA sekanslamasi, adli tip analizleri, bakteriyel
tiplendirme, viral tiplendirme, fungal tiplendirme, insersiyon ve delesyon saptanmalar1
gibi caligmalarinda kullanilmaktadir (106). Herhangi bir ornekten elde edilmis DNA
veya RNA’ya uygulanabilinir. Kan, tiikriik, plazma, serum, formalinle tespit edilmis ve
parafine bloklarindaki dokular kullanilabilir. Klinik arastirmalar1 da kolaylastirmakta ve
hizlandirmaktadir. Virus calismalar1 hari¢ alzheimer hastaligi, otoimmiin hastaliklar,
kalin barsak hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, koroner arter hastaligi,
dermatoloji, diyabet, jinekoloji, hematoloji, immiinoloji, nefroloji, ndroploji, obezite,
onkoloji, psikiyatrik genetik vb. hastaliklarin tanisinda kullanima uygun formlari

mevcuttur. Ayrica bitki ve hayvan ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (106).
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5. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Firat Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklari, Gastroenteroloji
Anabilim Dali ve Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine 2011-2012 tarihleri arasinda
basvuran ve kronik hepatit C tanisi ile takip edilen 23 ile 86 yas aras1 50 hastadan elde
edilen kan 6rnegi dahil edildi Bu calisma i¢in, Firat Universitesi Etik Kurulu onay1
almmustir (13.05.2011/Toplant1 Sayisi: 08, Karar No: 08). Calisma grubunu olusturacak
hasta serumlari, rutin olarak c¢alisilan HCV-RNA’s1 pozitif ve anti-HCV’si pozitif
(Abbott Axsym System, Germany) serumlardan secilmistir. HCV-RNA diizeyleri Roche
Cobas Ampliprep/Cobas Tagman HCV Kkiti ile calisiimistir. Bu kitin lineer araligi 15 -
69.000.000 IU/ml'dir. 1 IU/ml = 2,7 copy/ml'dir. Serum 6rnekleri HCV genotiplendirme
yoniinden incelenmek {iizere toplanana kadar Tibbi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’na alinarak RNA
izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Hastalarin laboratuvar bulgular
hastane otomasyonundan retrospektif olarak incelendi. Orneklerde HCV genotip analizi
Pyrosekanslama yontemi ile arastirildi. Hastalarin es zamanli olarak calisilan ALT ve
AST diizeyleri (Olympus Optical Co. Ltd, Japan) karsilastirildi.

Hepatit C virusu genotiplendirme i¢in pyrosekanslama testi ile 6rnek basina iki
PCR reaksiyonu ve dort pyrosekanslama reaksiyonu tablo 6’daki gibi uygulandi. 1. 2. 3.
sekans primerleri (S1, S2, S3) 5’UTR bolgesinden; 4.sekans primeri (S4) core

bolgesinden hazirlandi.

Tablo 6. HCV Genotiplendirme Pyrosekanslama Kiti

Reaksiyon sayist 48
HCV PCR-1 primer ¢ifti 24 nlx 4
HCV PCR-2 primer ¢ifti 24 ulx 4
Sekans primeri HCV-S1 120 pl
Sekans primeri HCV-S2 120 pl
Sekans primeri HCV-S3 120 pl
Sekans primeri HCV-S4 120 pl

Orneklerden RNA izolasyonu iiretici firmanin énerileri dogrultusunda otomatik

izolasyon sistemi (EZ1, Qiagen) ile yapildi.
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5.1. RT-PCR

One step RT-PCR ile HCV genomunun iki ayr1 boliimiiniin amplifikasyonu
sagland1 (5’UTR ve core). Reaksiyon i¢in “Qiagen One Step RT-PCR kiti” kullanildi.
Bu kitte reverse transkripsiyon ve PCR tek asamada gergeklestirildiginden, RNA
izolasyonundan sonra ayri1 bir reverse transkripsiyon islemine gerek duyulmadi.
Reaksiyonu hazirlamaya baslamadan dnce biitiin PCR bilesenleri hafifce vortekslendi

ve santriftijlendi.

DNA hari¢ biitlin bilesenleri igeren, biri PCR-1, digeri PCR-2 primer c¢iftini
iceren iki reaksiyon miks hazirland1 (Tablo 7). Reaksiyon miksleri hazirladiktan sonra
45 pl PCR tiiplerine dagitildi. Her bir PCR tiipiine, ilgili RNA 6rneginden 5 pl ilave
edildi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde her bir 6rnek icin iki PCR reaksiyonu, PCR-1
ve PCR-2, hazirlandi. RT-PCR yapilisinda RNA’s1z negatif kontrol yapildi. Bunun i¢in
RNA yerine ayn1 miktarda su kullanildi.

Tablo 7. RT-PCR reaksiyon kompozisyonu

Bilesen Hacim/reaksiyon
Reaksiyon miks

5X OneStep RT-PCR buffer 10 pl

dNTP 2 ul

HCV PCR primer ¢ifti 2 ul

OneStep RT-PCR Enzim miks 2 ul

H,O 29 ul

Template RNA Sul

Toplam 50 pul

5.2. PCR Protokolii

PCR protokolii ise 50 °C’de 30 dakika siiren reverse transkripsiyon basamagi,
95°C ‘de 15 dakika siiren aktivasyon basamagindan sonra, bir siklusu 94°C’de 30
saniye, 58°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye olmak {izere toplam 45 siklus yapilip,

72°C’de 10 dakika siiren son uzama basamagindan olustu.
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Tablo 8. PCR protokolii

Reverse transkripsiyon 50°C 30 dakika
Aktivasyon basamagi 95°C 15 dakika
3 asamah dongii:

Denaturation 94°C 30 saniye
Annealing 58°C 30 saniye
Extension 72°C 30 saniye

Dongii sayisi: 45
Final extension 72°C 10 dakika

5.3. Pyrosekanslama

Soliisyonlar, niikleotitler, enzim ve substrat, sekans primerleri ve PCR
reaksiyonlar1 oda sicakligina c¢ikarildi. Streptavidin sepharose bilyelerini igeren sise
calkalanarak homojen bir soliisyon elde edildi. Tablo 9°da gosterildigi sekilde bir miks

hazirlandi.

Tablo 9. Streptavidin sepharose bilyeler i¢in miks

Bilesen 24 reaksiyon i¢in
Miktar/reaksiyon

Streptavidin sepharose bilyeler 2 ul 2x26=52ul
Binding Buffer 40 pl 40 x 26 = 1040 pl
Ultrapure H20 28 ul 28 x 26 =728 ul
Toplam 70 pl

24 kuyucuklu PCR plate’i veya kullanarak her bir kuyucuga 70 pl miks koyuldu.

Run dosyasinda tanimlandigi ve Tablo 10°da gosterildigi sekilde her bir
kuyucuga 10 pl ilgili PCR friiniinii eklenildi. HCV-S1, HCV-S2, ve HCV-S3 ile
okunacak kuyucuklara PCR-1 primer c¢ifti ile yapilmis reaksiyondan, HCV-S4 ile
okunacak kuyucuga da PCR-2 primer ¢ifti ile yapilmis reaksiyondan eklenildi.
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Tablo 10. Sekans primerlerinin okuyacagi PCR reaksiyonlar1

Sekans primeri PCR
HCV-S1 PCR-1
HCV-S2

HCV-S3

HCV-S4 PCR-2

Analiz esnasinda program, pyrogramda yer alan piklere gore dizilimi belirler.
Pyromark Q24 cihazinda analiz islemleri tamamland1 ve HCV genotipleri belirlendi.

Bu iki bolgenin dort pyrosekanslama reaksiyonu ile okunan dizilimi Ek2’de verilmis

olan sablonla karsilastirilarak genotiplendirme saglandi

EK2: HCV Sekans Tablosu

HCV-S1 HCV-S2 HCV-S3 HCV-54
A N N
/ N (il
T|G |C[C|A C . C/ C|G| |A AIGIA|C|T|G Cc C T
1a Ja Al CIT
1b JA G/ Cir
2a G A J{A A Alc
2b AlG G A A AlTG Tl
3a | C T|G T G/a TIC|IA CIT
3b | C G T G TIC|A A
3k | C G T G/A C
4a | C AlG CIT AlG C/a Alc
4d | C G T Al Cla Alc
5a G CIT G AIG
Ta G A A G A G

Kaynak: HCV database

5.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analiz igin SPSS 21.0 paket istatistik programi kullamildi. Veriler
ortalama =+ standart deviasyon olarak ifade edildi. ortalamalar arasindaki farkin
karsilagtirlmasinda “bagimsiz gruplarda T testi” ve her bir parametrenin diger

parametreler ile korelasyon iligkisini belirlemek i¢in “pearson korelasyon testi”

kullanildi. p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

48




6. BULGULAR

Calisma grubu 50 kronik hepatit C hastasindan olugsmustur. Bu hastalarin % 50’si
(n=25) erkek olup % 50’1 (n=25"de) kadindi. Hastalarimizin yaslar1 23-87 yil aras1 olup
yas ortalamasi 58.3 £16.2 y1l’dur.

Tablo 11°de HCV genotiplerinin dagilimi verilmistir. HCV genotiplerinin 46 (%
92,0) “si genotip 1; 1 (% 2,0)’si genotip 3 olarak bulundu. Genotip 1 olarak bulunan 46
Oornegin 41’1 genotip 1b; S5.inin genotip la oldugu belirlenirken, 3’{iniin alt tipi

belirlenemedi.

Tablo 11. Genotip ve alt tip genel dagilimi

HCYV Genotip ve Alt Tip N %
1 46 % 92
la 5 % 11
1b 41 % 89
3 1 % 2
3a 1 % 100
Genotipi Belirlenemeyen 3 % 6

Genel Genotip Dagilim (n=50)

Genotipi
Belirlenemeyen
3a 6%

2%

Sekil 16. Genotip genel dagilim1
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Tablo 12. Yas ve cinsiyete gore dagilimi

Genotip Yas Kadin Erkek
Ort£SD n (%) n (%)
la 46423 4 (% 80,0) 1(% 20,0)
1b 59,69+18,31 20 (% 48,8) 21 (% 52,2)
3a 57+0 1 (% 100) 0(%0)
Genotipi Bilinmeyen 46,33+8,67 1 (% 33.,3) 2 (% 66,6)
Genotipe Gore Yas Dagilimi (n=50)
70
60
50
40
30 B Yas
20
10
0
la 1b 3a Genotipi Bilinmeyen

Sekil 17. Yas ve cinsiyete gore dagilim

Genotipi la olan bes olgunun yas ortalamasi1 46+23 olup; % 80’1 kadin, % 20°si
erkektir.

Genotipi 1b olan 41 olgunun yas ortalamasi 59.69+18.31 olup; % 48.8’ii kadin,
% 52.2°si erkektir.

Genotiplere gore olgularin yas ve cinsiyet dagilimlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmamustir (p >0.05).

Hastalarin ALT ve AST parametreleri incelendiginde tablodaki sonuglar elde

edildi (Tablo 13)
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Tablo 13. Genotiplere gore ALT, AST ortalamalari

Genotip 1a Genotip 1b p degeri
ALT (IU/L) 42+29,54 58,94+28,87 p>0,05
AST (IU/L) 54,8466,76 58,31£35,2 p>0,05

Genotipi la olan olgunun ALT ortalamasi1 42+29,54 olup; bu genotipin AST

ortalamasi ise 54,8+66,76 olarak elde edilmistir.

Genotipi 1b olan olgunun ALT ortalamas1 58,9+28,87 olup; bu genotipin AST
ortalamasi ise 58,31+35,2 olarak elde edilmistir.

p>0,05 oldugu i¢in anlaml1 bir deger elde edilmemistir.

Ayrica genotiplere gore AST ve ALT degerleri grup 1(<40) ve grup 2 (>40)
olarak farkli iki grup ile tanimlanmistir ve degerlerimiz toplam AST grubu i¢indeki %
dagilimlary, genotip grubu icindeki % dagilimlar1 ve toplam % dagilimlar1 asagida

verilmistir. (Tablo 14)

Tablo 14. Genotiplere gore ALT, AST degerlendirmesi

AST (IU/L) grup ALT (IU/L) grup
=40 ~40 Total =10 =40 Total
Say1 16 25 41 10 31 41
B Grup i¢indeki % 39,0% | 61,0% | 100,0% | 24,4% | 75,6% | 100,0%
AST grubu i¢indeki % 80,0% | 92,6% | 87,2% | 76,9% | 91,2% | 87,2%
Toplam % 34,0% | 53,2% | 87,2% | 21,3% | 66,0% | 87,2%
= Say1 4 1 5 3 2 5
'g 1A Grup i¢indeki % 80,0% | 20,0% | 100,0% | 60,0% | 40,0% | 40,0%
(-; AST grubu i¢indeki % 20,0% 3, 7% 10,6% | 23,1% 5,9% 5,9%
g Toplam % 8,5% 2,1% 10,6% 6,4% 4,3% 4,3%
5 Say1 0 1 1 0 1 1
© 3A Grup i¢indeki % 0,0% | 100,0% | 100,0% | 0,0% | 100,0% ] 100,0%
AST grubu i¢indeki % 0,0% 3, 7% 2,1% 0,0% 2,9% 2,9%
Toplam % 0,0% 2,1% 2,1% 0,0% 2,1% 2,1%
Say 20 27 47 13 34 34
Toplam Grup i¢indeki % 42,6% | 57,4% | 100,0% | 27,7% | 72,3% | 72,3%
P AST grubu i¢indeki % 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% [ 100,0%
Toplam % 42,6% | 57,4% | 100,0% | 27,7% | 72,3% | 72,3%
Genotiplere gore grup 1 ile grup 2 arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir
(p>0,05).
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PYROSEKANSLAMA SONUCLARI

Genotip 1b ¢ikan 41 Ornekten 3 Ornegin, genotip la ¢ikan 5 Ornekten 2 Ornegin ve genotip 3a ¢ikan 1 0rnegin Pyrosekanslama

sonucu asagida gosterilmistir.

Well: C1 Well: C3 Well: C1
Assay’ Assay: HCV-S3 Assay: HCV 54
Sample 11): 56 Sample 1D: 56 Sample 11): 56 Sample 11): 56
Note: Elazi Note: Elazig Note: Llazig Nate: Elazig
ACAACCCG GAGATCA
250
52}
o 0
.Q' 150
5
100
3
50
()
0
Well: As Well: AG Well: A7 Well: A8
Assay: HCV 51 Assay: HOV S2 Assay: HOV 83 Assay: HOV $4
Sample 11: 02 Sample 11): 02 Sample 11: 02 Sample 11): 02
Nate: Elazig Proje Naote: Elazig Proje Nate: Flazig Praje Note: Elazig Proje
TGCAGGAC TCARCCCG GAGACTG
e} 200 7 - R AL
i
a 150} o
pras)
: I [
c 25
()] - STTTTRTTTVITI FRNTITITN AT TR | [TV TP
o || e =
B sy EPT VCIR VORI YO WG VPVSY Y FVTE TOOON PPN VRN NUPT VPR T o — {2 —i
ESTCGACTAGAGTOGCA E 5 T 6 A CT C C G A E 5 6
5 10 5 10
Well: B1 Well: B2 Well: B3 Well: B4
Assay: 11CV .51 Assay: 11OV 52 Assay: HHOV 53 Assay: HCV 54
Sample 11: 03 Sample 11): 03 Sample 1D: 03 Sample 11): 03
Naote: Elazig Proje Note: Elazig Proje Note: Flazig Proje Note: Elazig Proje
TTTSGCCCCT ARCGEGGGAR ATCCCCA TCARCCCG GAGACTC
o]
i
Qo
]
o
c
()
()
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Genotip 1a

Genotip 1b

Genotip 1a

SQA Pyrogram Report. Run: Elazig: 02

Well: Al

Assay: HOV-S1
Sample 11: 09
Note: Elazig Proje

Well: A2
Assay: HOV S2
Sample 1D: 09

Note: Elazig Proje

TARRCCCG

Well: A3
Assay: HOV 53
Sample 11): 09

Note: Plazig Proje

ARGACTG

Well: AS

Assay: 1HCV-S1
Sample 11: 10
Note: Elazig Proje

Well: AG
Assay: HCV 52
Sample 1D: 10

Well: AT
Assay: HOCV 83
Sample 11D: 10

Well: A8
Assay: HCV S4
Sample 11: 10

Naote: Elazig Proje Note: Elazig Proje Note: Elazig Proje
TGCAGGAC TCAACCCG GRAGACTG CCTTTTTTTC TGARCCOCCC CRAT
P L S P P T o g G
s S
.............. = E—
» A
IIIIIIIIIIIIIIII i
1 1 1 | 1 | | | 1
G T Ca T ACTC
10 5

Well: B1

Assay: 11CV S1
Sample 11: 12
Note: Elazig Proje
TGCCAGGGAC

Well: B2

Assay: 1OV 52
Sample 113: 12
Note: Elazig Proje

Well: B3

Assay: 11CV 83
Sample 113: 12
Note: Elazig Proje

TARACCCG ARGACTG
""""""""" P s
B e e e e A e AR
b~ ] SEECRECETEERICVEUREECRUPREPCREN CECRTY FEVRPH FRPERH FEEPRE EOPERCEPTITIY TERTPIIETPrn
................ [ | | R E R P ! 8 “
o ey T e
A C G E S G G A

Well: B4

Assay: HCV 84
Sample 112: 12
Note: Elazig Proje
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7. TARTISMA

Diinya ¢apinda 170 milyondan fazla insan HCV ile enfektedir. Akut ve kronik
hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinoma gibi hastaliklar i¢in en Onemli risk
faktorlerinden biri olan HCV, karaciger hastaliklarmin % 25-40 kadarindan sorumludur.
HCV 1989 yilinda non-A, non-B hepatitlerin major etiyolojik ajan1 olarak bulunmustur.
HCV, niikleotit dizileri birbirinden % 30 kadar farkli olabilen 6 genotipe ve 80’den fazla
subtipe ayrilmaktadir. Birden 6’ya kadar numaralandirilan bu genotipler kendilerine
0zgii cografik dagilim gosterirler ve klinik acidan 6nemli anlamlar tasirlar (108, 109).
Genotip saptanmasi epidemiyolojik olarak 6nemli olmanin yaninda, klinik olarak
tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de yararlidir. Genotip caligmalarma gore, belli
genotiplerin hastaligin  klinik gidisi ve tedavisi ile ilgili farkliliklar igerdikleri
soylenebilmektedir. Ozellikle hastalarda HCV genotip 1b ile enfeksiyon, IFN’a diisiik
diizeyde yanit ya da yanitsizlikla birbirinden bagimsiz faktorler olarak karsimiza
cikmaktadirlar. Bugiinkii tedavi protokollerine gore genotip 2 ya da 3 ile enfekte
hastalarin tedavisi, genotip 1 ile enfekte olanlara gore daha kisadwr (109-113).
Genotipler hastaligin gidisat1 tizerinde etkili oldugundan ve cografi olarak farkliliklar
gosterdiginden, klinik iizerinde tedavi ve tedaviye yanita etkisi olabilecek farkl
genotiplerin bir populasyonda belirlenmesi biiyiik bir 6nem arzetmektedir. Hepatit C
virusu ile enfekte hastalarda kronik enfeksiyon gelismesinde rol oynayan konak ve viral
faktorler vardir. Bunlar hastanin yasi, hastaligin siiresi, alkol kullanimi, karacigerin
histolojik 6zelligi, diger hepatit viruslar: ile koenfeksiyon, virusun bulagsma yolu, viral
yiik ve HCV’nin genotipik degiskenligidir. HCV genotipinin, interferon tedavisine
yanit1 etkileyen bagimsiz bir faktor oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle, kronik
HCV’li olgularda genotipin arastirilmasi, tedaviye yanit1 ve tedavi siiresini belirlemede
onemlidir.

Bu c¢aligma, insan saghgmi bu kadar etkileyen bir enfeksiyon etkeni ile
miicadelede yardimci olabilmek i¢in bolgemizdeki HCV enfeksiyonunun prevelansini
ve karakteristik 6zelliklerini tanimlamak amaciyla planlanmistir.

Bazi1 HCV genotipleri tiim diinyaya dagilmis iken bazi genotipler belirli cografi
bolgelerle sinirhidir. Genotip 1, 2 ve 3 daha yaygin genotiplerdir ve ¢ogunlukla Avrupa,
Kuzey Amerika, Cin, Japonya ve Avustralya’da gozlenmektedir. Subtip dagiliminda ise

daha anlamli farkliliklar vardir. Tip la siklikla Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da
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saptanirken, tip 1b Japonya, Giiney ve Dogu Avrupa’daki en yaygin genotiptir. ABD’de
% 71 genotip 1 bulunmustur ve tip 2 tiim diinyada tip 1’e gore daha nadirdir (75, 114).
Tip 3 degisik iilkelerde farkli dagilim gostermektedir ve oOzellikle Isko¢ kan
donorlerinde, Glineydogu Asya iilkelerinde ve geng hastalarda saptanmaktadir. Tip 1 ve
2 de bulunmakla beraber tip 4 Orta Dogu iilkeleri, Misir ve Orta Afrika iilkelerinin
baskin genotipidir. HCV genotip 5 ve 6’ya ¢ok daha smirli bir alanda rastlanmaktadir.
Genotip 1’in tedaviye yanit1 2 ve 3’e gore daha zordur (114-116). Yemen, Kuveyt,
Suudi Arabistan, Irak, Zaire, Gabon ve Gambia’da genotip 4 enfeksiyonlarn baskin
oldugu bildirilmektedir (117, 118). Yine Nepal, Banglades, Hindistan ve Pakistan ‘da tip
3a, Kuzey Afrika ve Orta Doguda tip 4 baskin genotiplerdir (113, 119-121). Genotip 4a
Misir’da enfeksiyonlarin 6nemli birbéliimiinden sorumludur (113, 118, 119). Giiney
Afrika’da HCV genotip 5a ¢ok yaygin iken, Hong Kong’da en sik goriilen tip 6a
enfeksiyonlaridir (118, 122). Giiney ve Dogu Avrupa’da ise genotip 1b enfeksiyonlari
daha sik goriilmektedir. Genotip 2a ve 2b Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da
yayginken, tip 2c en sik ltalya, Avrupa’nin batis1 ve giineyinde daha fazla
goriilmektedir. Genotip 3a’nin Ozellikle intravendz ilag kullananlarda Amerika ve
Avrupa’da yaygin oldugu belirtilmektedir (75, 118, 123). Genotip 6 Cin’in giiney
bolgesine primer olarak dagilmistir (124).

En sik goriilen HCV genotiplerinin cografik dagilimmin ayrintili olarak ortaya
cikarilmasimndan sonra viral gecis yollari, genel popiilasyondaki ve yiiksek risk
grublarindaki prevalans, tip ve subtiplerin yillarca ve ylizyillarca siiren filogenetik
gelisimi hakkinda daha detayl bilgiler elde edilmistir. Boylece HCV genotipi ile
hastaligin epidemiyolojisi, klinigi, histopatolojik gdstergeleri, prognozu, HSK gelisme
riski ve interferon tedavisine yanit1 arasindaki iliskinin arastirildigr pek cok calisma

yapilmistir (118).

Tirkiye’de yapilan HCV genotip c¢alismalarinda (Tablo 15) HCV
enfeksiyonlarinin yaklasik % 90’1 genotip 1 olarak bulunmustur, bunlarin da biiyiik
cogunlugu tip 1b olup, tip 2, 3 ve 4 HCV enfeksiyonlarina da daha az siklikla
rastlanmaktadir (54, 125-132, 133, 134-138).
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Tablo 15.Tiirkiye’de ¢esitli merkezlerde yapilan ¢aligmalarda saptanan HCV genotip dagilimi

Arastirici Bolge Yontem 1a (%) 1b (%) 2a (%) 2b (%) 3a (%) 4 (%) |Belirlenemeyen
Sanlidag ve ark. (125) Manisa Dizi Analizi 2 90 2 - - 5 1
Ural ve ark. (126) Konya Dizi Analizi - 100 - - - - -
Altindis ve ark. (127) Afyon Dizi Analizi, LIP A*{3.3 96.7 - - - - -
Altindis ve ark. (128) Kuzey Kibris |LIPA* 2.8 97.2 - - - - -
Altuglu ve ark. (55) Bat1 Bolgesi [RFLP" 9.9 87.2 0.9 - 1.4 0.6 -
Selguk ve ark. (129) Ankara - 24.6 68.5 - - 7 -
Abacioglu ve ark.(53) [zmir RFLP" 19.1 75.3 34 - - 2.2 -
Gokahmetoglu ve ark. (130)  |Kayseri RFLP" 3.5 96.5 - - - - -
Cil ve ark.(131) Diyarbakir LIPA* 22.7 72.8 - - 4.5 - -
Bozdayi ve ark.(132) Ankara RFLP" 22.3 77.7 - - - - -
Yal¢imn ve ark. (139) Diyarbakir Okamota - 100 - - - - -
Yildiz ve ark.(140) Adana Dizi Analizi 6 91 1.3 - - 1.3 -
Deveci ve ark. (141) Kayseri Dizi Analizi 7.8 69.9 - - - 14 -
Kalaycr ve ark.(134) Afyon Dizi Analizi 20 63.3 - - - 13.3 -
Savas ve ark. (135) Gaziantep Dizi Analizi 9.8 78.4 7.8 - 2 2 -
Tirkoglu ve ark. (136) Istanbul Okamota 5.8 70 3.7 - 4 2.5 9
Yarkin ve ark. (137) Adana Okamota 14.5 82.2 33 - - - -
Erensoy ve ark. (138) [zmir Dizi Analizi 333 66.7 - - - - -
Sahin ve ark (142) Malatya LIPA* 3.45 93.1 - - - - 3.45
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Sanlhidag ve ark. (125) tarafindan Manisa bdlgesinde sekanslama (dizi analizi)
yontemiyle genotip dagilimina bakilmistir. Buna gore hastalarin % 92’sinde genotip 1,
% 7’sinde ise diger genotipler (genotip 2 ve 4) saptanmis, % 1 hastanin (bir hasta) HCV
genotipi belirlenememistir. Genotiplerin alt tip dagilimmna bakildiginda; hastalarin %
90’min genotip 1b, % 5’inin genotip 4a, % 2’sinin la ve % 2’sinin genotip 2a oldugu
bildirilmistir.

Ural ve ark. (126) Konya bdlgesinde yapmis olduklar1 ¢alismada Anti-HCV ve
HCV-RNA pozitif olan 80 kan 6rneginde HCV genotip tayini ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Perkin Elmer, ABD) aygit1 kullanilarak viral RNA sekanslama yapilmas,
genotiplemesi yapilan tim HCV RNA’larin tamami (% 100) genotip 1b olarak

bulunmustur.

2006 yilinda Altindis ve ark. (127) tarafindan sekanslama yontemi ile yapilan
calismada da predominant olarak genotip 1b (% 96.7) bulunmus, bunu genotip 1a (%
3.3) izlemistir. Altindis ve ark.’lar1 (128) yaptiklar1 diger bir ¢calismada HCV RNA’s1
pozitif 35 Tiirk askerinden 34’iinde (% 97.2) genotip 1b, 1’inde (% 2.8) genotip la; 5
Kuzey Kibris kokenli askerden 4’tinde (% 80) genotip 1b, 1’inde (% 20) genotip la;
Kibrisli HCV pozitif hastanin 11°inde (% 84.6) genotip 1b, 1’inde (% 7.7) genotip 1a ve
1 hastada da (% 7.7) genotip 2 saptamiglardir. Altuglu ve ark.’larinin (55) Tiirkiye’nin
bat1 bolgesinde yaptiklar1 bir ¢alismada kronik HCV enfeksiyonlu 345 hastanin 34’iinde
(% 9.9) subtip 1a, 301’inde (% 87.2) subtip 1b, 5 hastada (% 1.4) genotip 3a; 3 hastada
(% 0.9) genotip 2a; 2 hastada (% 0.6) genotip 4 saptanmustir.

Ankara Baskent Universitesinden Selguk ve ark. (129) HCV RNA pozitif olan
toplam 130 diyaliz hastasinda yaptiklar1 ¢alismada 121 hastada genotip 1 (% 93.19)
bulunmustur. Subtip dagilimlarina gore 89 hastada (% 68.5) genotip 1b, 32’sinde (%
24.6) genotip 1a, 9 hastada (% 7) genotip 4 bulmuslardir.

Abacioglu ve ark. (53) Izmir bdlgesinde yaptiklar1 calismada 89 HCV’li hastanin
% 75.3’linde genotip 1b, % 19.1°inde genotip la, % 3.4’linde genotip 2a, % 2.2°sinde
genotip 4 saptamislardir.

GoOkahmetoglu ve ark. (130) tarafindan Kayseri’de yapilan bir ¢alismada 57
hasta calismaya dahil edilmistir. HCV RNA diizeyi ger¢ek zamanli PCR yontemi ile
arastirilmistir. HCV genotipleri ‘Restriction Fragment Length Polymorphism’ metodu
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ile belirlenmis, HCV genotiplerinin 55 (% 96.5)’1 tip 1b, 2 (% 3.5)’s1 tip la ortak
bulunmustur. Bu calismanin sonuglar1 bélgedeki kronik hepatit C’li hastalarmn takip ve

tedavisi agisindan 6nemli bilgi saglamaktadir.

Cil ve ark. (131) tarafindan Diyarbakir’da yapilan bir ¢alismada genotip 1a,
genotip 1b ve 3a olmak tizere li¢ farklit HCV genotipine rastlanmistir. Bu ¢alisma da bes
hastada (% 22.7) genotip la, 16 hastada (% 72.8) genotip 1b ve 1 hastada (% 4.5)
genotip 3a tesbitedilmistir. Bu sonucglar daha onceki ¢aligmalarla uyumlu bulunmus

ancak zamanla diger genotiplerin ortaya ¢iktigi gosterilmistir.

Bozday1 ve ark. (132) Ankara bdlgesinde 94 hemodializ hastasinda HCV
enfeksiyonunu arastirmislardir. Bu hastalardan 36’ sinda HCV RNA pozitifligi saptanmis
olup, 28’1 (% 77.7) genotip 1b, 8’1 (% 22.3) genotip 1a olarak bulunmustur.

Tirkiye’de Bozdayr ve ark.’nin (54) 365 kronik HCV hastasini iceren cok
merkezli calismasinda, genotip 1b % 84, genotip 1a % 11, genotip 2 % 3, genotip 3 % 1
ve genotip 4 % 1 oraninda bulunmustur. Aym1 c¢alisma icerisindeki hemodiyaliz
hastalarinda da baskin genotip 1b % 78 olarak saptanmustir. Dicle Universitesinden
Yalgin ve ark. (133) Diyarbakir bolgesinde yaptiklar1 calismada 50 kronik HCV
enfeksiyonlu hastanin 28’inde PCR ile HCV RNA pozitif saptamiglardir. Bu 28 hastanin
tiimiinde (% 100) genotip 1b olarak rapor etmislerdir.

Calismamizda 50 kronik HCV enfeksiyonlu hastanin 46’sinda % 92 genotip 1’in
saptanmasi, bolgemizde Genotip 1’in yaygin oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar
iilkemizin diger bolgeleriyle uyumlu olup tip 1 enfeksiyonlarinin iilkemizde ve
bolgemizde yaygin olarak bulundugunu gostermektedir. Yaptigimiz ¢aligmanin subtip
degerlendirmesinde 41 hastada % 89 genotip 1b saptanmustir. Bu sonu¢ da diger

calismalarla uyumlu olup 1b’nin baskin tip oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, HCV genotip 1b’nin en yaygmn tip olarak belirlenmesi, hem
ilkemiz hem de diinya literatiiriiyle uyumlu bir bulgudur. HCV genotiplerinin
saptanmast klinik pratikte olduk¢a onemlidir. HCV genotip 1, ozellikle de tip 1b
enfeksiyonlarinda kronik aktif hepatit ve siroz gelisim riskinin daha yiiksek, interferon
tedavisine yanitin tip 2 ve tip 3 HCV enfeksiyonlarina gore daha diisiik oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle tedavi protokollerinde tip 1 ve tip 4 hastalar 1 yil siireyle ve

yiiksek ribavirin dozu ile tedavi edilirken, tip 2 ve tip 3 hastalarda 6 aylik siireyle ve
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diisiik ribavirin dozu yeterli olmaktadir. Yine tedavi basarist diisiik olan genotipl ve
genotip 4 grubunda tedavi 6ncesi biyopsi yapilarak inflamasyon ve fibrozis derecesine
gore tedavi endikasyonu konulmakta, iyi prognozlu grupda biyopsi yapilmadan da
tedavi verilebilmektedir. Genotipin belirlenmesi prognozu, tedavi endikasyonunu, tedavi
doz ve siiresini belirlemektedir. Tedaviye yanitta en dnemli parametre genotiptir. Ayrica

hastalarin tedaviye uyumu son derece onemlidir (133).

HCYV tedavisinde ilag maliyetlerinin yiiksek, yan etkilerinin oldukc¢a fazla oldugu

g0z Oniine alinirsa HCV genotiplerinin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Bugiin HCV’nin genotiplerinin saptanmasinda en ¢ok kullanilan yontem, reverse
dot-blot hibridizasyon prensibine dayali olan ‘line probe assay’dir. Bu amagla
gelistirilmis kit yontemin standart olmasini saglamakla birlikte genotipleri kolayca
saptama imkani tanirken, maliyet olarak yiiksek kalmaktadir (125). Restriction fragment
length polymorphism (RFLP), tiire 6zgii PCR ve line prob assay (LIPA) gibi teknikler
Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya’da c¢ok sik bulunan HCV ana ve alt tiplerini
tanimlamada genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Diger taraftan bu protokoller olasi tiim alt
tipleri tek basina aymt edememektedir. DNA sekans analizi tiim viral subtipleri ayirt
eden ve altin standart olarak kabul edilen yontemdir. Bu ¢calisgmada da HCV genomunun
sekans analizi i¢in Pyrosekanslama yontemi kullanildi. Calismamizda tiim 6n ¢aligmalar
ve standardizasyon c¢alismalarindan sonra, Pyrosekanslama yontemi ile HCV
genotiplerinin belirlenmesi 2 giin siirdii. Bu siire DNA dizi analizi yontemlerine kiyasla
oldukca kisadir. Ayrica Pyrosekanslama yonteminin test birim fiyat1 DNA dizi analizi
yontemlerinin test birim fiyatina yakin olup, ters hibridizasyon testlerine kiyasla
ucuzdur. Fiyat ve siire agisindan bakildiginda HCV genotipleme i¢in Pyrosekanslama

yonteminin rutin laboratuvarlarda uygulanabilecegi kanaatine varild1.

HCV enfeksiyonunun ilerleyici bir hastalik olmasi ve tedavi ile virustan
kurtulma sansinin bulunmasi, tedaviye yanit veren hastalarda HSK’nin 6nlenebilmesi bu
hastalarda erken tedaviye baslanmasini gerektirmekte ve HCV konusunda topluma

dayal1 iy1 bir epidemiyolojik calismaya gereksinim olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada; kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarin
bolgemizdeki cografik dagilimi % 89 genotip 1b olarak belirlenmis, bunun yaninda %

11 oraninda genotip la, % 2 oranlarinda genotip 3, olarak belirlenmistir. Toplam hasta
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grubumuzda % 92 orani ile genotip 1 baskin tip olarak bulunmustur. Calismamizda
genotip 1b’nin baskin olmasi iilkemizde yapilan ¢alismalarla uyumludur. Buna karsin
bolgemizde % 11 oraninda genotip la saptanmis olmas1 Kronik HCV enfeksiyonunun
tedavisinde genotip tayininin gerekliligini ortaya koymaktadir. Calismada elde edilen
sonuglarin bolgemizdeki HCV hastalarmin izlenmesi ve tedavi basarisi agisindan
klinisyenlere yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir. Mevcut tezde pyrosekanslama
yontemiyle bolgemizde goriilen kronik hepatit C olgularmda HCV genotiplerinin

belirlenmesi basar ile gerceklestirilmistir.

Ulkemizde toplumun tiimiinii yansitan, giivenilir, standardize edilmis genotip
calismalar1 bulunmamakla birlikte, Tiirkiye’de tiim bolgeleri yansitacak, genis katilimls,
standart bir yontemle yapilacak, cok merkezli calismalarla daha dogru sonuglara

ulagilabilmesi miimkiin goriilmektedir.
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