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KISALTMALAR
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IFN: Interferon
PEG-IFN: Pegile interferon
EIA: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

RIBA: Recombinant Immunoblot Assay

PZT: Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR: Polymerase Chain Reaction)

REA: Restriksiyon Enzim Analizi

RT: Ters transkriptaz (Reverse Transcriptase)
Mg: Magnezyum

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

PBS: “Phosphate buffered saline”
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CTAB: Setil trimetilamonyum bromid
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dNTP: Dinukleotid tri fosfat

UV: Ultra viyole

Ct: Esik degerin asildigi PZT dongusu (Cycle threshold)
IU: Enternasyonel unite

Rpm: Dakika devir sayisi (Revolution per minute)
ml: Mililitre

In vitro: Canli disinda
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OzZET

Kan Disi1 Orneklerde Hepatit C Virus RNA’sinin Arastiriimasi

Tugge isadam, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisi,

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Hepatit C virus (HCV) enfeksiyonu kronik hepatit, karaciger sirozu ve
hepatoselller karsinomun en énemli nedenlerinden biridir. Hepatit C, ylksek oranda

(%70-80) kroniklesen ve yillarca asemptomatik seyreden bir enfeksiyondur.

Kronik hepatit C enfeksiyonunda patogenez ve interferon+ribavirin tedavisinde
yanitsizliga yol acan etkenler net olarak ortaya konamamistir. Ekstrahepatik hepatit
C virusu (HCV) replikasyonun bulagsmada, bagisik yanittan kagista ve tedavi
basarisizlginda yol oynayabilecegine iligkin c¢eligkili veriler bulunmaktadir. Bu
alandaki verilere katki yapmak amaci ile planlanan c¢alismada, kronik HCV
hastalarindan alinan farkli orneklerde (idrar, tukudruk, digki), HCV RNA varlgi
arastirildi, pozitif bulunmasi durumunda kantitasyon ve HCV genotipi agisindan ayni
hastaya ait plazma orneginden elde edilen sonuglar ile karsilagtirildi. Arastirmanin
hipotezi; Hepatit C ile enfekte hastalarda vicudun farkli kompartmanlarinda Hepatit
C virusunun bulundugu ve bu kompartmanlardaki viral yukler arasinda bir fark

olmadigidir.

On bes adet kronik hepatit C enfeksiyonu olan kisiden alinan plazma, tukurik,
idrar ve digki ornekleri kantitatif izlenebilir (“real-time”) ters transkriptaz polimeraz
zincir tepkimesi (RT-PZT) yontemi kullanilarak HCV RNA acisindan incelendi.
Nukleik asit ekstraksiyonu QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile
yapildi. Plazma digi orneklerde farkli modifikasyonlar ile duyarhihdr en iyi yontem
arastirildi. RT-PZT iglemi artus HCV RG RT-PCR Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak,
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Avusturalya) cihazinda gerceklestirildi. Ayni
hastaya ait olan plazma ve plazma digi érneklerde pozitiflik saptanmasi durumunda,

restriksiyon enzim analizi yontemi kullanilarak viral genotip belirlendi.

incelenen on bes hasta plazmasindan on tanesinde HCV RNA pozitif olarak

saptandi. Plazmasinda viral RNA saptanan hastalardan birinde tikurak, birinde idrar



ve bir digerinde digki 6rneginde plazma viral yukine esdeger veya daha dusuk
miktarda HCV RNA saptandi. Plazma drneklerindeki virus, genotip 1 olarak belirlendi.
Tukuruk, idrar ve digki orneklerinin genotiplendirmesi dusuk virus miktari nedeniyle
gerceklestiriiemedi. Sonug¢ olarak, HCV RNA serum disindaki o6rneklerde de
bulunmakta ve saptanabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C Virusu, Polimeraz Zincir Tepkimesi, Genotipleme



SUMMARY
Investigation of Hepatitis C Virus RNA in Samples Other Than Blood

Tugce isadam, Dokuz Eyliil University, The Institute of Health Sciences,

Microbiology and Clinical Microbiology Departmant

Hepatitis C virus (HCV) is the one of major causes of chronic hepatitis, cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. Hepatitis C infection becomes chronic in about 70-
80% of cases and mostly do not exhibit any symptoms for years.

It is not clear how hepatitis C cause chronic infection or resists to
interferon+ribavirin treatment. There are conflicting data related to role of
extrahepatic HCV replication on transmission, escape from the immune response
and failure of therapy. This study aimed to make a contribution on this field by
investigation of presence of HCV RNA in saliva, urine and stool from patients with
chronic Hepatitis C. Any positive result at saliva, urine and stool samples compared
with the result of same patients’ plasma for viral load and HCV genotype. Hypothesis
of this study was that HCV is present on different compartments of the body of
patients with chronic hepatitis C infection and there is no difference among

compartments regarding the viral loads.

Plasma, saliva, urine and stool samples of 15 chronic hepatitis C patients were
analyzed for the presence of HCV RNA by a quantitative real time reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) assay. Nucleic acid isolation was
done by QlIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) with some modifications for
non-plasma samples in order to have the best sensitivity in the assay. The
commercial RT-PCR (Artus HCV RG RT-PCR Kit, Qiagen, Germany) assay was
performed with a Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Australi). When plasma and
any of the non-plasma samples of the same patient were positive, HCV genotype

was determined by restriction fragment length polymorphism analysis.

Ten of 15 patients’ plasma samples were HCV RNA positive. Among these

patients’ samples, one of saliva, urine and stool samples, each belonging to a



different patient were also HCV RNA positive. Viral loads of the non-plasma samples
were either equal or lower than the same patients’ plasma viral load. HCV genotype
of plasma samples was determined as genotype 1. Genotyping of non-plasma
samples could not be completed due to the low viral load of the samples. In
conclusion, it was shown that HCV RNA is present and detectable in non-plasma
samples.

Key words: Hepatitis C Virus, Polimerase Chain Reaction, Genotyping



1. GIRIS VE AMAC

Hepatit C virusu, zarfli ve pozitif tek iplikli bir RNA virusudur. Kronik hepatit,
karaciger sirozu ve hepatoselller karsinomun en Onemli nedenlerinden biridir.
Hepatit C, tum dinyada ortalama olarak %3 oraninda gorilen ve genellikle
asemptomatik seyreden ancak vakalarin yaklasik %80’ninde kroniklesen bir

enfeksiyondur.

HCV infeksiyonlarinin kroniklesme mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, kroniklesmesinde ve tedavi yanitsizliginda ekstrahepatik
dokularda/hlcrelerde olusturdugu enfeksiyonun rol oynayabilecegine iliskin bazi
veriler bulunmaktadir. Bu alandaki verilere katki yapmak amaci ile planlanan

¢alismada HCV’nin plazma digi érneklerde varligi arastiriimistir.

Bu calismada, kronik HCV hastalarindan alinan farkli érneklerde (idrar, tukuruk,
digki), HCV RNA varlhigi arastiriimig, pozitif bulunmasi durumunda kantitasyon ve
genotipler acisindan ayni hastaya ait plazma orneginden elde edilen sonuglar ile

karsilastiriimistir.

Arastirmanin hipotezi; Hepatit C ile enfekte hastalarda vicudun farkh
kompartmanlarinda Hepatit C virusunun bulundugu ve bu kompartmanlar arasinda

viral yukler arasinda bir fark olmadigidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatit C Virusu
2.1.1. Yapi ve Genom Organizasyonu

Hepatit C virusu (HCV) infeksiyonu ilk olarak 1975 yilinda Hepatit A ve Hepatit
B olmadigi bilinen post-transfizyon hastalarinda saptanmistir ve non-A non-B
Hepatiti olarak adlandiriimistir (1). Etken, Choo ve arkadaslari tarafindan 1989
yilinda Hepatit C virusu olarak tanimlanmistir (2).

Hepatit C virusu, Flavivirus ailesinden Hepacivirus genusuna ait zarfli bir
virustur (3). Hepatit C virusu 50-60 nm ¢apindadir (4) ve ikozahedral bir nukleokapsid
icermektedir (5). Kapsidin disinda iki glikoproteinden (E1 ve E2) olusan bir zarf
bulunmaktadir (Sekil 1) (5). Virusun yogunlugu 1.08 g/ml’dir (6).

Envelope
glycoproteinl
(ET)

Envelope
lipid

SS-RNA
genome
(~9.6 Kb)

/

Envelope ) .
glycoprotein 2 Capsid proteins
(E2) (Core)

Sekil 1. Hepatit C virusunun sematik yapisi (7)

Hepatit C virus genomu yaklasik 10.000 nukleotitten olusan pozitif yonelimli tek
iplikli bir RNA’dan olusmaktadir (8). Genom, tek bir uzun agik okuma bdlgesi (ORF,
open reading frame) icermektedir. Genomun iki ucunda 5’ ve 3’ protein kodlamayan
bélgeler (UTR, untranslated region) bulunur. 5° UTR bélgesi daha uzun ve korunmus

bir bolgedir (5). Genom, yaklasik 3000 aminoasitten olusan tek bir poliprotein kodlar.



Bu poliprotein konak hicreden ve virusten gelen proteazlarla kesilerek yapisal ve
yapisal olmayan proteinleri olusturur. Yapisal proteinler; kapsid kor proteini, zarf
glikoproteini olan E1 ve E2 ile P7 proteini olmak Gzere doért tanedir. Yapisal olmayan
proteinler ise alti tanedir (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Sekil 2) (3).

ACIK OKUMA BOLGESI (ORF)

1
[ \
5"UTR C E1 E2 P7 NS2 NS3 NS NS4B NSSA Nssg 3 UTR
aA
YAPISAL PROTEINLER YAPISAL OLMAYAN PROTEINLER

Sekil 2. HCV genomunun sematik yapisi

Kapsid kor proteini: Virus tarafindan olusturulan poliproteinden Endoplazmik
Retikulum (ER) igerisinde konak hticre proteazlari ile islemlenerek olusturulur. Virus
partikilinin temel yapi proteini olup birgok islevi vardir. Kor proteinin bir bodlgesi
(112-152. amino asitler arasi) ER ve mitokondri membrani ile iligki kurulmasinda
gereklidir. Kor proteini ER’dan mitokontriye gecer ve kalsiyum dizenlenmesi ve
apoptotik sinyalde gorev alir. Ayni zamanda lipid damlalariyla iligki kurarak, karaciger

steatozisinde rol oynar (7).

Zarf glikoproteinleri (E1, EZ2): Virus partikilinin dis kilifinin ve spike-benzeri
cikintilarin olusmasini saglarlar. E1 (192 amino asit) ve E2 (363 amino asit)
proteinleri, reseptor aracili konak hucreye giris mekanizmasi igin gereklidir. Her ikisi

de glikolize olmus proteinlerdir (1, 6, 7).

P7 proteini: 63 amino asitlik bir proteindir. Viroporin denilen bir viral protein ailesine
aittir. iyon kanallarinin olusumunda gérev almaktadir. Enfeksiy6z virus partikllerinin
olusumunda dnemli bir rol oynadigi distnulmektedir. Bu yuzden de antiviral tedaviler

icin uygun bir hedef halini almaktadir (1, 7).



NS2 proteini: 21-23 kDa agirliginda bir transmembran proteinidir. Hidrofobik
yapidadir. Membran ile iligkili bir sistein proteazdir. NS3 proteininin N-terminal

proteaziyla birlikte NS2/NS3 birlikteliginin ayrilmasini saglar (1, 7).

NS3 proteini: 2 DEXxH/D-box helikazlar superailesinin bir Gyesidir. 69 kDa
agirhgindadir ve kristal bir yapiya sahiptir. N terminalinde bulunan serin proteaz ile
kofaktori olan NS4A’'nin yardimiyla NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A ve NS5A/5B
birlikteliklerinin ayrilmasinda gorev alir. C terminalinde ise RNA helikaz/NTPaz

bulundurur. Bunlar HCV replikasyonu i¢in 6nemlidir (1, 6, 7).

NS4 proteini: 54 amino asitlik bir polipeptittir. NS3’Un kofaktérli olarak goérev
yapmaktadir. Asidik C terminali NS5A fosforilasyonunu dizenleyerek HCV

replikasyonunda rol oynamaktadir (1).

NS4B proteini: 27 kDa’luk integral ER membran proteinidir. RNA replikasyonunun
gerceklestigi bdlge olan membranéz ag denilen 06zellesmis bir membran

kompartmaninin olusumunu saglamaktadir (1).

NS5A proteini: N-terminal amfipatik alfa-helix yapisindadir ve G¢ domaini vardir.
Domain 1 en korunmus olan bdlgesidir ve RNA’'nin baglanmasini saglayan bir olugu
bulunmaktadir. Domain 3 ise viris Uretiminde gerekli olan bir bdlgedir. NS5A
proteininin 56 kDa agirliginda fosforillenmis ve 58 kDa agirhginda hiperfosforillenmis

iki formu mevcuttur (7).

NS5B proteini: 68 kDa agirhgindadir ve RNA’ya bagimhi RNA polimeraz (RNA-
dependent RNA polymerase, RdRp) aktivitesi gostermektedir. HCV genomunu kalip
olarak kullanip komplementer negatif ipliki HCV RNA sentezinin baslamasinda
gorevlidir. NS5B proteininin “proof-reading” aktivitesi yoktur. Bu yuzden aktivitesi
sirasinda hata yapma orani ¢ok yuksektir. Ancak HCV genomu genellikle oldukga
korunmus bdlgeler icermektedir ve korunmus bolgelerle degiskenlik gdsteren

bolgeler arasindaki denge, virusu korumaktadir (1, 7).

NS5A ile NS5B arasinda fonksiyonel bir iligki oldugu ve NS5A’nin NS5B igin

kofaktor olarak gorev aldigi dasinilmektedir (1).



2.1.2. Hepatit C Virusu Yasam Dongusu

Hepatit C virusu karaciger hucrelerine tropizm gosterir (1). HCV infeksiyonunun
ilk asamasinda, virusun konak hicre yuzeyindeki reseptorlere baglanmasi
gerekmektedir (1). Glukozaminoglikanlarin (GAG) ve dustk yogunlukli lipoprotein
reseptorlerinin (low-density lipoprotein receptors, LDLRs) ilk baglanmada goérevli
oldugu dusunulmektedir. Baglanmanin gergeklesmesinden sonra HCV partikllerinin
iceri alinmasinda SR-Bl(human scavenger receptor), CD81 ve “tight junction”
proteinleri klaudin-1 (CLDN-1) ve okludin (OCLN) reseptorleri gorevlidir (3, 9). Virus

partikUlleri reseptdr aracili endositoz ile hlicre igerisine girer (1).

Virusun hilcreye girisinden sonra, pH bagimh bir safha bulunmaktadir. Bu
asamada virusu iceren endozomlardaki pH’in dismesi sayesinde membranlar
arasinda fuzyon ve virusun genomunun kilifindan soyulmasi gergeklesir. Konak
hicre stoplazmasina salinmis olan pozitif iplikli HCV RNA translasyon asamasina
geger. Translasyon, HCV RNA’nin cap icermeyen 5 ucunda bulunan IRES (Internal
ribosomal entry site) bdlgesi sayesinde ribozoma baglanmasi ile baslar (1). Olusan
poliprotein, konak ve virus proteazlari ile kesilerek on proteine donusturalir. Bu
proteinler, intraselller membranlara bagh kalirlar. Membran6z ag denilen membranla
iliskili replikasyon komplekslerinde replikasyon gerceklesir. HCV’nin yapisal olmayan
proteinlerinden NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B, RNA replikasyonuna yardimci
olurlar (9). HCV’nin birlesmesi lipid damlaciklar Gzerinde gergeklesmektedir (1). Bu
birlesmede kor proteinlerinin  6nemli rol oynadigi dusunulmektedir. Viral
nukleokapsidlerin de endoplazmik retikulum (ER) membranindan tomurcuklanarak
zarfi olusturduklari ve salgilanma yoluyla infekte olmus hicreden salindiklari
dusunulmektedir (Sekil 3) (10).



LDL/HCV

&%

l Receptor-mediated
GAG ' LDL-R SR-BI CD81 CLON OCLN endocytosis

P
/' @iﬁ
Viral assembly

N on lipid droplets
H L;céﬁ P Release of
progeny virus
(*)RNA RNA replication ks

on membranous web
Translation

& polyprotein =
processing

Sekil 3. HCV replikasyon dongusu (1)

2.1.3. Hepatit C Virusu Genotipleri ve Epidemiyolojisi

2.1.3.1. Hepatit C Virusu Genotipleri

HCV, RNA’ya bagimli RNA polimerazinin ¢gok mutasyon yapmasi ve virusun
hizli replikasyon 6zelliginden dolayi genetik cesitliligi fazla olan bir virustur. Buna
bagll olarak da suregiden genetik varyasyon, yarigma ve seleksiyon sonucu idantik
olmayan ancak birbiriyle yakin iligkili genomlarin olusturdugu dinamik bir slre¢

gelismekte ve turumsuler (quasispecies) olusmaktadir (11).

Hepatit C virusu 6 genotip ve bir¢ok subtip icermektedir. Genotipler rakamlarla,
alt tipler ise harflerle gosteriimektedir (Sekil 4). Genotipler birbirinden nukleotit
seviyesinde %31-33 oraninda, subtipler %20-25 oraninda farklidir. Klinik olarak

genotip 1 ve 4, genotip 2 ve 3’e gore tedaviye daha direnglidir (12).
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from untries and Far East

Sekil 4. HCV genotip ve subtipleri arasindaki iliskiyi gdsteren evrim agaci (12)

Genotiplerin dagilimi, cografik bélgelere gore degismektedir. Genotip 1, 2 ve 3
yaygin olarak gorulmektedir (13). Subtipler acisindan incelendiginde, 1a Kuzey
Avrupa ve Kuzey Amerika’da, 1b Japonya, Guney ve Dogu Avrupa’da daha sik
g6zlenmektedir (13). Tip 4 Orta Bati ve Afrika’da, Tip 5 ve 6 ise Glney Afrika ve
Guney Dogu Asya’da daha yaygin olarak bulunmaktadir (Sekil 5) (14). Turkiye’'de en
¢ok gozlenen hepatit C tipi, genotip 1b’dir (15). Abacioglu ve arkadaslar tarafindan
Tarkiye’deki HCV genotiplerini belilemek amaciyla yapilan bir calismada hastalarin
%75,3’0 genotip 1b, %19,1’i genotip1a, %3,4’G genotip 2 ve %2,2’si genotip 4 olarak
saptanmistir (16).
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Sekil 5. HCV genotiplerinin cografi bolgelere gore yayilimi (12)

2.1.3.2. HCV Epidemiyolojisi

Hepatit C infeksiyonu pandemik bir infeksiyondur. Dinya Saghk Orguti
tarafindan HCV prevalansi %3 olarak belirtiimistir (17). Kronik HCV prevalansi da
cografi bolgelere gore degismekle birlikte %0.1-%26 arasindadir (4).

HCV prevalansi Misirda %15-20, Almanya’da %0.6, Kanada’da %0.8,
Fransa’da 1.1, Avusturalya’da %1.1, Amerika Birlesik Devletlerinde %1.8,
Japonya’da %1.5-2.3, italya’da %2.2, Hindistan’da %0.9, ingiltere ve iskandinav
ulkelerinde %1’in altindadir (18). Kronik HCV infeksiyonu prevalansi yuksek olan
ulkeler Misir (%22), Pakistan (%4.8) ve Cin (%3.2)dir (19). Turkiye’de HCV

prevalansi ise %1-1.9 arasindadir (13).

2.1.4. Bulas Yollari

Hepatit C virusu kan ve kan urunleri ile, cinsel temas ile ve vertikal olarak
bulasabilmektedir (4). Hepatit C emzirme, gidalar, su, sarilma, éptusme gibi temaslar

sonucu bulagmaz (19).
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Hepatit C bulaginda Amerika Birlegik Devletleri’nde en sik gozlenen yol, damar
ici uyusturucu kullanimidir. Yapilan bir galismada, akut infeksiyon olusumunda
intravendz ila¢g kullanimi ile bulag orani ABD’de %68 olarak saptanmigtir (20).
Tarkiye’de bu yolla bulas fazla gdézlenmemektedir (21). 1996-2002 yillari arasinda
Istanbul Tip Fakiiltesi Gastroenterohepatoloji Departmani’na basvuran, anti-HCV
pozitif 139 erkek ve 181 kadin hasta ile yapilan bir ¢alismada Turkiye i¢in en sik
saptanan ilk Gg risk faktori: ameliyat, kan transfizyonu ve dental prosedurler olarak
saptanmistir (Tablo 1) (23).

Kan yoluyla bulas 1990 yilindan énce 6zellikle hemofili ve talasemi hastalarinda
cok sik gorilen bir yol iken glinimuzde yeni tani ydntemlerinin ortaya ¢ikmasi ve kan
donodrlerinde serolojik incelemelerin yapilmaya baslanmasindan sonra oldukca

azalmistir (4, 21).

HCV bulasindaki diger bir etken de guvenli olmayan injeksiyondur ancak steril
enjektorlerin kullaniminin yayginlagsmasi ile gelismis ulkelerde bu sorun ortadan
kaldirilmigtir. Ancak gelismekte olan ulkelerde saglik hizmetlerindeki sorunlar HCV
bulasina yol acgabilmektedir. Ornegin Misirda 1960-1987 yillari arasindaki
sistozomiyazis tedavisi sirasinda steril gsiringalarin kullanilmamasi nedeniyle buyuk
bir HCV epidemisi s6z konusu olmustur. Misirda kan dondérleri arasinda anti-HCV
prevalansi %20’dir (22).

HCV bulasinda hemodiyaliz, organ transplantasyonu, perinatal ve mesleksel

bulas da rol oynayabilmektedir (21).
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Tablo 1. Turkiye'de HCV bulasi agisindan risk faktorleri (23)

Risk Faktoru Prevalans
Ameliyat %98
Kan transflizyonu %39.7
Dental prosedur %27.5
Kiirtaj %21.2
Uzun sure hastanede kalma %11.6
Hemodiyaliz %10
Sarilik gegirmis olmak %4.6
intravendz ilag kullanicisi olmak %3.1
Supheli cinsel iligki %1.5
Manikuar/pedikur %1.2
Mesleksel bulas %0.9
Doévme %0.6
Akapunktur %0.6
Toplu sunnet %0.3
Perkutan igne batmasi %0.3

2.1.5. HCV Klinik Ozellikleri

2.1.5.1. Akut Hepatit C

Akut HCV infeksiyonlari genellikle asemptomatiktir. Bu yuzden “sessiz hastalik”

olarak da adlandirilmaktadir (7). Hastaligin ortalama inkibasyon suresi yedi hafta
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kadardir. Klinik belirti gosteren olgularda halsizlik, bulanti, sag ust kadranda agri,

koyu renkli idrar ve sarilik gibi klasik hepatit belirtileri gozlenir (24).

Bulagtan 1-2 hafta sonra HCV RNA serumda tespit edilebilir duruma gelir.
Serumdaki HCV RNA seviyesi 10°-10® genom/ml'ye kadar artar. Birkag hafta sonra
serum alanin aminotransferaz (ALT) enzimi seviyelerinde belirgin bir ylkselme
meydana gelir. Klinik belirtiler bu safhadan sonra gozlenebilir (Sekil 6) (24). Akut

infeksiyon sirasinda ALT seviyeleri nadiren 1000 IU/ml'nin altina iner (25).

Akut HCV kendini sinirlayabilen bir hastaliktir. Akut HCV’li hastalarin %10-25’i
virusu spontan olarak temizleyebilirler. Virusu temizleyemeyen c¢ogu olguda akut
infeksiyon, kronik hale déner (1). Akut HCV’nin kronik hale dénmesinde, infeksiyonun
erken safhalarinda klinik belirti géstermemesinden dolayi tedavi edilememesi de etkili
olmaktadir (7).

ACUTE HEPATITIS C

) HCV RNA
-+ + + F + - = = = = = = =

Anti-HCV

Symptoms

ALT {U/L)

2 4 5 6
Weeks Years
TIME AFTER EXPOSURE

Sekil 6. Akut HCV infeksiyonu sirasinda viral gostergelerin seyri (24)

2.1.5.2. Kronik Hepatit C

Akut HCV vakalarinin %85'’i kronik HCV’ye dénusmektedir (Sekil 7). Bunun
nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte HCV’nin tirimsulerinin ve degisime elverisli
bir zarf genine sahip olmasinin rol oynadidi disunulmektedir. Boylece konak immun

yanitindan rahathkla kagabilmektedir (24).
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Sekil 7. HCV infeksiyonunun dogal seyri

Kronik HCV’li hastalarda da semptomlar az veya hafif gorilmektedir. En sik
karsilasilan belirti yorgunluktur. Bunun disinda kasinti, istahsizlik, mide bulantisi, sag

ust kadranda agri gibi semptomlar da gozlenebilir (24).

Kronik Hepatit C’de ALT enzimleri normal seviyenin 1,5-10 kati kadar artar
ancak arada normal sinirlara da dusebilir (Sekil 8) (24). ALT enzim seviyesinin
yuksekligi ile karaciger hasarinin derecesi arasinda bir baglanti bulunmamaktadir
(Sekil 9) (8). Kronik HCV’li olgularin %20’sinde 10-20 yil igerisinde siroz
gelisebilmektedir.
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Sekil 8. Kronik HCV infeksiyonu sirasinda viral gostergelerin seyri (24)

‘ £

Uninfected | Chronic HCV

Sekil 9. Kronik HCV infeksiyonunda karaciger patolojisi 6rnegi (1). Soldaki fotografta
normal karaciger dokusu biyopsisinde, inflamatuar hicre infiltrasyonu icermeyen,
portal ven, safra kanali ve hepatik arter igeren portal alan okla gosterilmektedir.
Sagdaki fotografta kronik olarak infekte karacigere ait biyopside portal alandaki
lenfosit infiltrasyonu oklarla gosterilmektedir. Yildizlarla gdsterilen kisimda ise

inflamatuar hucrelerin periportal alana yayilimi gérulmektedir.

Karaciger fibrozu icin diger belirgin risk faktorleri, HIV veya HBV ile koinfekte
olmus HCV infeksiyonudur. HIV/HCV koinfekte hastalarda karaciger fibrozunun daha
hizli ilerledigine dair birgok ¢alisma bulunmaktadir. Daha uzun sutren ALT seviyesi

yukseklikleri olmakta ve hepatoseluler karsinoma igin risk artmaktadir. Avrupa’da
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HIV ile infekte olan kisilerdeki HCV infeksiyonu prevalansi ortalama %40 civarindadir.
Bu deger sehirlerde %50-90’a kadar ¢ikabilmektedir (26).

HBV/HCV koinfeksiyonu da bulas yollarinin ortak olmasi nedeniyle oldukga sik
gorulmektedir. Koinfeksiyon, HBV veya HCV ile tek basina infeksiyondan ¢ok daha
ciddi sorunlara yol agmaktadir. Siroz olusma prevalansi daha yuksektir. HCV ile
koinfeksiyonlu HBV yuzey antijeni (HBsAg) tasiyicilarinin prevalansi cografi
bdlgelere gore degismekle beraber %3-18 arasindadir (27, 28, 29).

Yuksek miktarda alkol (gunde 50 gram veya daha fazla) kullanimi da HCV

replikasyonunu ve dolayisiyla karaciger fibrozunu arttirmaktadir (26).

2.1.6. HCV Turumstleri ve HCV’nin Ekstrahepatik Tutulumlari

Virusun turumsuleri, infeksiyon sirasinda ve konak immun sisteminden kagista
avantaj saglamaktadir. HCV’nin turUmsu olusturabilme yeteneg@i, konagin virus
spesifik adaptif yanitindan kacabilmek icin, kendi yararina olan birgok mutasyon
gegirebilmesini  saglamaktadir (11). Yapilan c¢alismalar sonucunda, viral
infeksiyonlardan korunmada ve iyilesmede onemli olan notralize edici antikorlarin,
HCV tarimsdulerine etkili olamadigi gdsterilmistir. Bu mekanizmanin, virusun kalic
infeksiyon olusturmasinda etkili oldugu dusundlmektedir (31, 32). HCV’nin kronik
infeksiyon olusturmasinda etkili oldugu dustntlen mekanizmalardan biri de, tarimsu
olusumu sirasinda meydana gelen mutasyonlarin peptid islemlenmesini etkiledigi ve
bu sekilde de virusun CD8+ ve CD4+ T hucre lenfositleri tarafindan taninmasinin
engellenmesidir (33, 34). Bazi calismalar HCV tlrimsulerinin cesitliliginin, kronik
infeksiyonun gidisini etkiledigini ve karaciger hastaliklarinin cesitliligini arttirdigini
gostermektedir (35, 36).

HCV hepatositlere tropizm gdsteren bir virus olmasina ragmen, baska anatomik
bélgelerde de virus sekanslarina rastlanabilmektedir. Flavividae familyasina ait bir
virus oldugundan, zarf yapisindaki tek bir aminoasit dedisimi bile virusun hicre

tropizmini ve virulansini etkileyebilmektedir (11, 30).
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Ekstrahepatik olarak HCV’nin en fazla gozlendigi bolgeler kan hucreleri
(periferal mononuklear kan hucreleri, PBMC), lenfoid dokular, merkezi sinir sistemi,
digki, idrar, tukurik olarak belirtiimistir. Ekstrahepatik bdlgelerde HCV’nin replikasyon
ara arind olan negatif iplikli RNA’lari gdzlenebilmektedir ancak bu durum, s6z
konusu bolgelerde tam ve c¢ogalabilme yetenegine sahip viruslerin varligini
kanitlamakta yetersiz kalmaktadir (37). Yine de 6zellikle HIV-1 ile infekte olan veya
karaciger nakli alan hastalar gibi immun sistemi zayif olan bireylerde HCV

replikasyonunun bu bolgelerde de gerceklesebilecegi dusunulmektedir.

HCV tlrimsdulerinin arastirma sonuglari, virusun ekstrahepatik bdlgelerde
replikasyonunu destekler yondedir (11). Filogenetik analizler sonucunda serumda,
karacigerde veya periferik kan mononukleer hucrelerinde virusun ¢ok degiskenlik
gOsteren bdlgeleri (HCV zarf E2 bodlgesi) incelendiginde elde edilen viral

populasyonlar arasinda genetik farkliliklar oldugu gdsterilmistir (38).

Virusun karaciger digindaki bolgelerde de bulunabilmesi birgok acgidan
onemlidir. HCV’nin tuklrik ve idrar gibi non-parenteral yollarla bulagsinin
gerceklesebilecegi dusunduren calismalar vardir (39, 40, 41). Lenfositlerde HCV
replikasyonu kanitlanmistir ve digkida HCV RNA varligi ile iligkisi olabilecegi
disunldlmektedir. Digkida ve safrada bulunabilen virus formunun enfeksiy6z olup

olmadidi arastirilan konular arasindadir (42, 43).

Karaciger nakli sonrasinda HCV infeksiyonunun tekrarladigi olgularda,
infeksiyona yola acgan virusun nakil 6ncesinde saptanan virusle ayni veya ¢ok yakin
iligkili bir virus oldugu belirlenmis, c¢ikarilan karacigerden sagilan virionlarin
reinfeksiyona yol actigi dusunulmastir (44, 45). HCV’nin ekstrahepatik
replikasyonunun infeksiyonun kaliciligini ve tekrarlama riskini arttirip arttirmadigi

konusu tartismalidir (11).

2.1.7. HCV infeksiyonunda Tedavi ve Korunma

HCV tedavisindeki amag; virus replikasyonunu inhibe etmek, karacigerdeki

lezyonlari yavaslatmak veya engellemek, karaciger enzim parametrelerini normal
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seviyeye getirmektir. Bu amagla tedaviden sonraki yirmi dort hafta sonunda hasta
serumunda saptanabilir HCV RNA (<50 IU/ml) bulunmamasi hedeflenir (4, 46).

Akut HCV nedeniyle tedavi alan vakalarin %15-45'inde uzun sureli
komplikasyonlar gézlenmez (47). Ancak HCV infeksiyonu akut fazdayken nadiren
tanimlanabildiginden, tedavisi genelde gercgeklestiriiememektedir. Kronik HCV’li

butin hastalar, tedavi i¢in uygun vakalardir (48).

Kronik HCV tedavisinde pegile interferon a (PEG-IFN) ve ribavirin
kombinasyonunun 24-48 hafta boyunca kullanimi énerilmektedir (49). interferon alfa
viruslere karsi olusan dogal bagisik yanitta rol oynayan bir sitokindir. Ribavirin ise
genis antiviral spektruma sahip bir guanosin analogudur. IFN ile saglanan virolojik
cevabi arttirmaktadir (48). Ribavirin ve PEG-IFN tedavisinin etkinligi %37-42
arasinda degismektedir (4). HCV tedavilerinde alinan cevap, genotipe bagimli olarak
degismektedir (19). Genotip 2 ve 3'te bu antiviral ilag kombinasyonu ile virusun
eradikasyon orani %75-90 arasinda degisirken, genotip 1 ve 4 infeksiyonlarinda bu
oran %45-52’ye dismektedir (48).

Daha kisa zamanda tedaviyi saglayan, daha etkili, toleransi yukseltiimig yeni
ilaglarin gelistiriimesi icin galismalar devam etmektedir. En yeni tedavi stratejisi
proteaz inhibitorlerinin (telaprevir ve boceprevir) , pegile interferon ve ribavirin ile
kombine halde kullanildigi Gglt tedavidir. Bu yontemin HCV genotip 1 ile infekte
olmus cevap alinamayan veya naif hastalarda kullanisli olabilecegi disunulmektedir
(46).

HCV’den korunmak icin alinabilecek baslica énlemler; donér kanlarinda gerekli
taramalarin yapilmasi ve potansiyel risk tasiyan kanlarin elimine edilmesi, illegal ilag
injeksiyonunun engellenmesi, steril siringa ve ignelerin kullaniminin yayginlagsmasi,
HCV ile infekte kisilerle korunmasiz cinsel iligkiye girilmemesi, dévme, akupunktur,
piercing gibi iglemlerde steril aletlerin kullaniimasi olarak sayilabilir. Hentiz HCV igin
koruyucu bir agi bulunmamaktadir. Saglam kisilerin ve HCV hastalarinin hepatit A ve
B’ye karsl asilanmig olmasi, onlari karaciger hasari yaratabilecek ek risklerden
korumasi agisindan oOnerilir (19, 20). HCV’ye karsi asi gelistirmek igin galismalar

devam etmektedir (49).
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2.1.8. HCV infeksiyonunda Tani

HCV infeksiyonunun tanisi, anti-HCV antikorlarinin ve HCV RNA’nin

saptanmasina dayanmaktadir (46).

Anti-HCV Testleri: ilk olarak 1990 yilinda serumda anti-HCV antikorlarinin
saptanabilmesi icin duyarlihdr %46 olan birinci nesil ELISA (EIA-1) yontemi
gelistiriimigtir. 1991’de duyarlihd %60 olan ikinci nesil ELISA (EIA-2) ve %90
duyarllikla RIBA-2 (ikinci nesil rekombinant immunoblot assay) testleri gelistirilmistir.
llerleyen yillarda duyarliigi ve 6zgulligiu %99'a kadar gikan Uglnci nesil ELISA’larin

(EIA-3) gelistiriimesiyle gunumuze gelinmistir (4).

EIA-2, kor bolgesinden C22 ve yapisal olmayan bdlgelerden C33 ve C100’den
elde edilen rekombinant antijenlere karsi olusan antikorlari saptamaktadir. EIA-3
yonteminde duyarliigin ve oOzgullugun artmasi, bu bdlgelere ek olarak yapisal
olmayan bdlge 5 (NS5)ten elde edilen rekombinant antijenin de eklenmis

olmasindan kaynaklanmaktadir (50).

RIBA-2 testi ise C22, C33, C100 ve C100 ile ust uste binen 5-1-1 rekombinant
antijenlerine kargi olugan antikorlari saptamaya yoneliktir. RIBA-3, RIBA-2'ye ek
olarak NS5, kor bdlgesinden sentetik peptidler ve NS3 antijenlerine karsi olusan
antikorlari da taramaktadir. Boylece yontemin duyarlihdr yukseltiimistir. Ancak
RIBA’nin pozitif bulunmasi suregelen bir HCV infeksiyonunun gostergesi dedgildir.
Cunku infeksiyon gegirildikten sonra bile HCV antikorlar yillarda saptanabilmektedir
(50).

Serolojik testler kan dondrlerinin taranmasinda veya klinik bulgu gdsteren

hastalarda HCV infeksiyonunun tanisinda kullanilan testlerdir (Tablo 2) (51).

HCV RNA Yéntemlerii HCV RNA’'nin arastirimasini  gerektiren durumlar;
serokonversiyon oncesinde supheli akut hepatit C infeksiyonunun arastiriimasi,
seronegatif hastalarda supheli kronik hepatit C infeksiyonu arastiriimasi, RIBA
testinde sonucun belirsiz olmasi durumunda aktif infeksiyonun arastiriimasi, tedavi

alan hastalarin izlemlerinin yapilmasi, yuksek riskli bir kaynaktan mesleksel bulaga
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maruz kalma durumunda hepatit C infeksiyonunun arastiriimasi, plazma Uranlerinin

guvenilirliginin kontrol edilmesidir (51).

Hepatit C nukleik asidinin arastiriimasi, siklikla polimeraz zincir tepkimesi (PZT)
olarak adlandirilan yontemle gerceklesmektedir. Kalitatif ve kantitatif olacak sekilde
yapilabilir. Kalitatif PZT viral yik hakkinda bilgi vermez, sadece tarama amacli
kullanilabilir. Kantitatif PZT ile viral yuk saptanabildiginden tedavi alan hastalarda

tedavi bagarisinin izlemi kolaylikla gerceklestirilebilmektedir (52).
Polimeraz Zincir Tepkimesi ile ilgili ayrintili bilgi 2.2 bashgdi altinda anlatilacaktir.

Genotipleme: Hepatit C virusunun genotipinin bilinmesi, tarama c¢alismalari ve
tedavinin duzenlenmesi agisindan 6nemlidir. Ancak genotipleme yontemi ile HCV

infeksiyonu tanisinin dogrulamasi yapilamaz (50).

HCV genotipleri restriksiyon enzim analizi (“restriction fragment length
polimorfizm”, RFLP) nukleotid sekans analizi veya genotip spesifik oligonukleotit
problarla ters hibridizasyon yontemleri kullanilarak saptanabilmektedir. Genotip bir

kez belirlendikten sonra, testin tekrar edilmesine gerek yoktur (47, 52).

Karaciger Biyopsisi: Karaciger biyopsisi, Hepatit C enfeksiyonu rutin tanisinda
kullanilan bir yontem degildir. HCV ile enfekte oldugu belirlenen bireylerde
karacigerde olusan inflamasyonun derecesini dederlendirmek ve olusan fibrozun
miktarini belirlemek igin kullanilan bir iglemdir, bu amacla altin standart olarak kabul
edilir (8,50).

Tablo 2. Hepatit C infeksiyonunda tani testlerinin kullanimi (8)

Tani Testleri
; Anti-HCV Anti-HCV
Kate
gori ELISA RIBA HCV RNA ALT
Kronik Hepatit C Pozitif Pozitif Pozitif Yuksek
Iy_|Ie§m|_$ HCV Pozitif Pozitif Negatif Normal
Infeksiyonu
Yalanci Pozitif o : .
ANti-HCV Pozitif Negatif Negatif Normal
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2.2 Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Polimeraz zincir tepkimesi (“polymerase chain reaction”, PCR), 1980’lerde Kary
Mullis tarafindan gelistiriimis in vitro olarak spesifik DNA pargalarinin kopyalarinin

enzimatik sekilde hizlica sentezlenmesini saglayan bir yontemdir (53, 54).

PZT'nin gergeklestirilebilmesi icin ¢ogaltiimasi istenilen hedef DNA parcgasi,
Istya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi (siklikla Thermus aquaticus’tan elde edilen
Tag DNA polimeraz enzimi) (55), hedef DNA pargasina 6zgu primerler (sense ve
antisense) ile adenin, guanin, timin ve sitozinin tek Unitelerini iceren deoksinukleotit
trifosfatlar (ANTPs) gereklidir (54).

PZT denaturasyon, baglanma ve uzama olmak utzere U¢ asamadan olusan bir

reaksiyondur.

Denatiirasyon: Cift iplikli DNA'nin 94-95°C’ye kadar isitilmasi ile ipliklerin birbirinden
ayrilmasi, bdylece primerlerin baglanmasi igin uygun hale geldigi asamadir (Sekil 10)
(56).

Targeisequence DN
F o A LY tm 3113]“1

(T T T T T T T T
iy ¥ 006 o

Sekil 10. Polimeraz zincir tepkimesinde denaturasyon asamasi (54)

Primer baglanmasi (“Annealing”): Reaksiyon karisimi 50°C’ye kadar sogutulur.
Primerler tek iplikli DNA Uzerinde kendilerine uygun olan boélgelere baglanirlar (Sekil
11) (56).

IEVerse T IOneeT

forward prmwer

[—p——

Sekil 11. Polimeraz zincir tepkimesinde oncul baglanmasi asamasi (54)
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Zincir uzamasi (“Elongation”): Karisimin sicakhgi 72°C’ye ¢ikartilir. Bu sicaklik, DNA
polimeraz enziminin ¢alismasi igin optimum degerdir. Polimeraz enzimi ile katalize
edilen reaksiyon, ortamda bulunan tampon ve Mg*?nin de yardimiyla nukleotitlerin
primerlerin 3’ ucundan baslayarak DNA’'nin uygun bdlgelesine komplementer olacak
sekilde birbirlerine baglanmalarini saglar. Boylece yeni ipliklerin sentezi gerceklesir
(Sekil 12) (56).

_i G. -
DNA pobme rase LI
{1 S

[

Sekil 12. Polimeraz zincir tepkimesinde zincir uzamasi asamasi (54)

Ug farkh 1sida gerceklesen basamaklar bir déngliyi olusturur. Her bir déng,
hedefin sayisinin iki katina ¢gikmasini saglamaktadir. Yaklasik 30 déngu sonunda bir

milyon hedef DNA pargasi elde edilmis olunur (Sekil 13) (56).

3 cycle
16 copies

35™ cycle
2% copies !

Sekil 13. Polimeraz zincir tepkimesinde dongulerin ilerleyisi (54)

PZT cesitleri; hot start PZT, ters transktiptaz PZT, kantitatif PZT, multipleks
PZT'dir (57). Klasik PZT yontemleri, DNA’y1 hedef alip ¢ogaltilmasini ve daha sonra
elde edilen Urunun goruntilenmesi esasina dayanirken, ters-transkriptaz PZT
yontemindeki hedef RNA'dir (58). Hepatit C virusu de bir RNA virusu oldugundan,

ters-transkriptaz PZT ayrintili olarak anlatilacaktir.
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2.2.1.Ters (“ Reverse”) Transkriptaz PZT (RT-PZT)

Ters transkriptaz, viral RNA'dan DNA elde etmek igin kullanilan bir enzimdir.
Insan immun yetmezlik virusunun iginde bulundugu retroviruslar (HIV) ve hepatit B
virusunda dogal olarak bulunmaktadir. Enzim yardimiyla DNA’ya donustartlen viral
RNA, konak genomuna entegre olabilir hale gelir. Laboratuvarda ise ters transkriptaz
enzimi, viral RNA’dan komplementer DNA (cDNA) olugturulmasini saglayarak PZT

uygulamalarinda kullaniimaktadir (55).

2.2.2. izlenebilir (“Real-Time”) PZT

Gergcek zamanli olarak DNA amplifikasyonunun izlenmesini saglamasi
agisindan onemlidir. Bu izlem, PZT’ye eklenen cesitli boyalar veya isaretli problar ile
saglanmaktadir (55). Real-time PZT igin kullanilan 1s1 donglu cihazlarinda bulunan
optik kisim, boyalardan elde edilen floresan isaretin amplifikasyon boyunca
izlenebilmesini saglar. Boylece islem sonrasi uriun saptama basamagina gerek
kalmaz ve ek basamaklarin yol agabilecegi hatalar dnlenmis olur (59). Real-time
PZT'de en sik kullanilan U¢ prob gesidi: 5 nilkleaz (TagMan probe), molekuler

“beacon” ve hibridizasyon problaridir (60).

Real-time PZT, kalitatif olarak da kullanilabilmekle beraber 6zellikle kantitatif
nikleik asid saptama amaciyla kullanilan bir yontemdir. Genis bir aralikta kantitasyon
yapababilmesi, duyarliiginin yuksek olmasi, kuglk hacimlerde bile c¢alisilabilmesi
avantajlaridir.  Ortalama  varyasyon %1-2 arasinda oldugundan, testin
tekrarlanabilirligi (kesinligi) oldukca yuksektir. Hizli bir ydontemdir ve kapali bir sistem

oldugu igin kontaminasyonu riski dusuktir (61).

Real-time PZT yonteminde goreceli (rdlatif) veya mutlak (absoll) kantitasyon
yaplilabilir. Her iki yontemde de igerdigi nukleik asid sayisi belli standartlar kullanilir.
Goreceli kantitasyonda hedef ile ayni tlpte reaksiyona giren i¢ kantitasyon
standartlari  kullanilirken, mutlak kantitasyonda, standartlarin 6rneklerden ayri
calisiimasi ile elde edilen dis kantitasyon egrisi kullanilir. Her iki yontemde de
reaksiyon sonucu elde edilen Ct degerleri ile kullanilir. Real-time PZT yénteminde
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sinyal, her PZT dongusunde okunur ve bir bilgisayar programi yardimiyla izlenir.
Boylece sinyalin, esik degeri astigi dongu (“threshold cycle”, Ct), reaksiyon plato
fazina ulasmadan belirlenir. Ornek igindeki nikleik asid sayisi ne kadar fazla ise,
sinyal, esik degeri o kadar erken bir dénglde asar, yani Ct degeri disuk olur. Mutlak
kantitasyonda nukleik asid miktarinin belirlenmesi, dis standartlar ile elde edilen Ct
sayisi ile bunun logip nukleik asid karsiligini gosteren grafik kullanilarak
yapilmaktadir (Sekil 14). Elde edilen linear grafikte korelasyon katsayisinin 1 veya
bire yakin olmasi istenir. Iyi optimize edilmis bir testle en az yedi - sekiz logio’luk

aralikta kantitasyon yapilabilmektedir (61).

Correlation Coefficient: 0.999 Slope: -3.488 Intercept: 39.204 Y =-3.488 X + 39.204 c Unknown:

40

&% —
he

0 1 2 3 4 S 6 7
Log Starting Quantity, copy number

PCR Standard Curve: Data 27-Jan-03 1233ileff opd

Sekil 14. izlenebilir kantitatif PZT yonteminde standart egri eldesi. Standartlarlardan
elde edilen amplifikasyon egrilerinin, esik degeri astidi siklus sayilari (Ct) belirlenir. Ct

— nukleik asid miktari egrisi olusturulur (62).

PZT yonteminin avantajlarinin yaninda sinirhliklari da vardir. Bazi biyolojik
orneklerde bulunan inhibitorlerden olduk¢a etkilenmektedir. Ters transkriptaz PZT ile
birlestirilerek kullanilan Real-Time PZT’lerde, hedef RNA'nin safligi da énemli bir
konudur. Elde edilen RNA kaliteli olmali, icerisinde DNA barindirmamall ve uzun
saklama sureleri boyunca degrede olmamasi i¢in nukleazlar icermemelidir (55, 63,
64).

Real-Time PZT, viral, bakteriyal veya fungal patojenlerin tanisi ve

kantitasyonunda, erime 1sisi analizleriyle mutasyonlarin saptanmasinda, DNA
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microarray sonugclarinin dogrulanmasinda, gen ekspresyonunun kantitasyonunda,

hastalik spesifik belirteglerin saptanmasinda kullanilabilen bir yontemdir (55, 65).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Deneysel bir aragtirmadir.
3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Calisma, Dokuz Eylil Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji AD’da gergeklestirildi,
Merkez Laboratuvar Molekuler Mikrobiyoloji Bolumi’nde bulunan bazi cihazlardan

yararlanildi. Arastirma Mart 2012-Haziran 2012 tarihleri arasinda yapildi.
3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari:

Tedavi naif veya klasik tedaviye yanit vermeyen ve son bir yildir tedavi almayan
kronik HCV infeksiyonu olan hastalar calismaya dahil edildi. Son bir yil iginde
interferon ve/veya ribavirin almis olmak, HCV’nin yanisira HBV, HDV, HIV (bir veya
birkaci) ile infekte olmak diglanma kriteri olarak kabul edildi.

Hastalardan bir kez olmak tzere alinan érnekler sunlardir:

-10 ml EDTA’ll kan,

- Sabah kahvalti 6ncesi, steril kap i¢ine tukirmek suretiyle toplanan en az 2 ml
tukrak,

- Sabah idrari (en az 2 ml)

- Digki

Ornekler, kan 6érnegi ile ayni giin veya +/- iki giin icinde alindi ve alindigi gin
laboratuvara ulastirildi. Laboratuvarda alikotlanan &rnekler, galisma gunune dek
-80°C’de sakland.

3.4.Calisma Materyali:

Calismada 15 kronik Hepatit C hastasindan alinan plazma, tukaruk, idrar ve

diski érnekleri kullanildi.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Calismanin bagimsiz degiskeni farkll vicut kompartmanlarinda (plazma,
tukaruk, idrar, digki), bagimh degiskeni ise plazmada saptanan HCV RNA miktaridir.
Calisma, plazma o6rneklerindeki HCV RNA’sI pozitif olan hastalarda yapildigindan,

plazma 6rnekleri calismanin kontrollinu olusturmaktadir.

3.6.Veri Toplama Araglari

3.6.1. Kullanilan gere¢ ve sarf malzemeleri

1. EZ-1 Virus Mini Kit (Qiagen 955134)
2. Buffer ATL (Qiagen, Almanya) (Cat. No. 19076)
3. Buffer ASL (Qiagen, Almanya) (Cat. No. 19082)
4. QIAGEN QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) (Cat. No. 52904)
5. Artus HCV RG RT-PCR Kiti (Qiagen, Almanya) (Cat. No. 4518263)
6. Etanol
7. Kloroform
8. PBS (Phosphate buffered saline)
9. Safsu
10.Bovin Serum Albumin (BSA)
%Z2’lik BSA stok solUsyonu hazirlama;

100 ml PBS icerisine hassas terazi ile tartilarak 2 gram BSA eklendi. BSA’nin PBS
icerisinde iyice ¢dzinmesi saglandi. Solisyonun bulundugu kabin etrafi folyo ile
sarilarak 1siktan korundu ve +4°C’de saklandi.

11. Setil trimetilamonyum bromid (CTAB)

1 M NaCl igerisinde %6’lik CTAB stok soltsyonu hazirlama:
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100 ml saf su icerisine 5,85 gram NaCl ve 6 gram CTAB eklenerek, iyice karistirildi.
Solusyonun bulundugu kabin etrafi 1sik almamasi igin folyo ile kaplandi ve +4°C’de

saklandi.
12.Etidyum Bromid (100 ml)
100 mg/ml stok solusyonu hazirlama;

Bir gram etidyum bromid, 100 ml H,0 igerisine eklendi. lyice ¢dzinmesi

saglandi. Elde edilen karisim +4°C’de saklandi.
13.10 x Tris-Borik Asit-Edta (10 x TBE) (1 litre):

108 gram Tris ve 55 gram borik asit, 900 ml icerisinde ¢dzulur. 40 ml 0,5 M
Na,EDTA (pH 8.0) eklenir ve toplam hacmi su ile 1 litreye tamamlanir. Elde edilen

karisim oda sicakliginda muhafaza edilir.
14.10 x Fosfat Buffer Saline (10 x PBS) (1 litre):

80 gram NacCl, 2 gram KCI, 26,8 gram Na,HPO4-7H,0 ve 2,4 gram KH,PO,4, 800
ml H,0 icerisinde ¢ozllir. Gereken miktarda HCI eklenerek pH 7.4’e ayarlanir.
Toplam hacmi su ile 1 litreye tamamlanir. Elde edilen karigim alikotlanir ve

otoklavlanarak steril hale getirilir. Oda sicakliginda muhafaza edilir.

3.6.2. Yontem
3.6.2.1. Real-Time Reverse Transkriptaz PZT Optimizasyonu

Calismada kullanilan ticari real-time PZT testi serum / plazma &rnekleri igin
valide edilmistir. Calismamizda Uretici firmanin plazma/serum igin yaptigi onerilerden
farkli olarak plazma digi 6rneklerin ekstraksiyonunda da kullanilabilecek (ve ayni
ureticiye ait) bir ekstraksiyon kiti (QIAGEN QlAamp® Viral RNA Mini Kit) tercih
edilmistir. Uretici firma ile gorusilmis ve kullanilan ekstraksiyon kiti ile kombine
edildiginde RT-PZT kitinin plazma igin yakalama alt sinirinin yaklasik 300 IU/ml
oldugu ogrenilmigtir. Bu testin tukaruk, idrar ve digki orneklerinde kullanilabilmesi igin

nukleik asid ekstraksiyon agsamasinda sinirliliklarinin belirlenebilmesi ve en uygun
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yontemin secilebilmesi i¢in farkli yontemlerin denenmesine gereksinim duyulmusgtur.
Optimizasyon i¢in, anti-HCV antikorlari negatif bireyden alinan tukuruk, idrar ve digki
ornekleri, HCV RNA’sI pozitif oldugu bilinen bir plazma 6rnegi ile karistirilarak bilinen
HCV RNA yuklne sahip 6rnekler elde edildi. Her bir érnek tipi igin farkli 6n islem ve
ekstraksiyon yontemleri uygulanarak, inhibisyonunun saptanmadigi duyarhligi en iyi
yontem segildi. Kargilagtirmalar igin HCV RNA ve internal kontrol (IK) RT-PCR

sonucu elde edilen Ct degerleri kullanildi.

3.6.2.2. HCV RNA Ekstraksiyonu

3.6.2.2.1. Tiikiiriik Ornekleri
Ornekler oda isisina getirildi.
Kullanilan ekstraksiyon yontemleri:

Yéntem 1. Dogrudan drnekten EZ-1 Virus Mini Kit proseduru ile ekstraksiyon yapildi
(66).

Yéntem 2. Dogrudan érnekten QIAamp Viral RNA Mini Kit Spin Kolon proseduru ile
ekstraksiyon yapildi (66).

Yéntem 3. Ornegin anti-HCV negatif olan bireyden alinmis tikirik érnegi ile 1/2’lik
ve 1/10’luk seyreltmelerinden sonra QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin Kolon proseduru

ile ekstraksiyon yapildi (66).

3.6.2.2.2. idrar Ornekleri
Ornekler oda isisina getirildi.
Kullanilan ekstraksiyon yontemleri:
Yéntem 1. Dogrudan érnekten EZ-1 Virus Mini Kit prosedirt uygulandi (66).

Yéntem 2. Ornedin kloroform ile ®n muamelesinden sonra EZ-1 Virus Mini Kit

prosedurd uygulandi (66). Kloroform ile 6n islemde, 300 ul idrar 6rneginin Uzerine
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300 pl kloroform eklendi, vortekslendi. 12000 rpom’de 1 dakika santrifijlendi. 140 pl

supernatant ile ekstraksiyon islemine baslandi.

Yéntem 3. Ornegin kloroform ile 6n isleminden sonra QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin
Kolon yontemi (66) ile ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen eltatin dogrudan ve 1/2’lik

seyreltmesi ile PZT uygulamasina baslandi.

3.6.2.2.3. Digki Ornekleri

Ornekler oda isisina getirildi. Yontem 1’de 200 mg, diger yontemlerde ise 1 gr

diski 6rnegi kullanildi.
Kullanilan ekstraksiyon yontemleri;

Yéntem 1. Digki 6rnegine 1800 ul Buffer ASL eklendi, vortekslendi. Elde edilen
karisim 10 dakika oda sicakliginda inkibasyona birakildi. Elde edilen supernatant
70°C’de 10 dakika inkube edildi. Ekstraksiyon iglemi EZ-1 Virus Mini Kit proseduru ile
gerceklestirildi (66).

Yéntem 2. Digki 6rnedi %0,89luk NaCl igerisinde ¢dzildikten sonra 0,22 pm’lik
filtreden gegcirilip elde edilen filtrat ile QlAamp Viral RNA Mini Kit prosedurinin
uygulandi (66).

Yéntem 3. Diski 6rnegdi, 700 pl kloroform ile karistirildi. Karisim 12000 rpm’de 1
dakika santrifijlendi. Supernatanttan 1000 pl alindi ve 4000 pl %0,89'luk NaCl ile
muamele edildi. Karisim 4000xg’de 20 dakika santrifljlendi. Supernatant 0,22 um’lik
filtreden gecirildi. Elde edilen filtratin ekstraksiyonu QlAamp Viral RNA Mini Kit
proseduru (66) ile gerceklestirildi.

Yéntem 4. PBS icerisinde diski érnedinin ¢dzilmesinden sonra 60°C’de 5 dakika
inklbasyona birakilip 4000xg’de 20 dakika santifljlenmesinden sonra elde edilen
supernatant ile, QlAamp Viral RNA Mini Kit proseduiri (66) uygulandi.

Yéntem 5. Digki 6rnedinin PBS igerisinde ¢dzilmesinden sonra 60°C’de 5 dakika

inkiibasyona birakilip 4000xg’de 20 dakika santrifiju ile elde edilen supernatant, 0,22
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pm’lik filtreden gegcirildi. Filtrat ile QlAamp Viral RNA Mini Kit prosedurtu (66)
uygulandi.

Yéntem 6. Digki érneklerinin Uzerine 500 pl %2’lik BSA (67, 68) eklendi. Toplam
hacim 5 ml olacak sekilde, Uzerine 4500 ul PBS eklendi, vortekslendi. Digki
partiktllerinin PBS ve BSA karisimi igerisinde iyice ¢ozulmesi saglandiktan sonra,
4000xg’de 20 dakika boyunca santrifljlendi. Elde edilen supernatant, 0,22 pym’lik
filtreden gecirildi. Ekstraksiyon iglemi QlAamp Viral RNA Mini Kit proseduru (66) ile
gerceklestirildi. Bu yontemin 1/2’lik ve 1/10’luk seyreltileri kullanildi.

Yéntem 7. Ekstraksiyon asamasindan once digkiya 1 M NaCl igerisinde ¢éztinmis
%6’lik CTAB ve %2’lik BSA eklendi. Ekstraksiyon icin QlAamp Viral RNA Mini Kit
prosedurld (66) uygulandi. Bu yontemin 1/2’lik ve 1/10’luk seyreltileri kullanildi (69,
70).

Yéntem 8. Ekstraksiyon asamasindan once diskinin buffer ASL ile muamele
edilmesi, %Z2’lik BSA eklenmesinden sonra QlAamp Viral RNA Mini Kit (66) ile

ekstraksiyon yapilmasi denendi.

3.6.2.2.4. QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin Kolon Yontemi

Plazma, tukardk, idrar ve digkl érneklerinin ekstraksiyonu, QlAamp Viral RNA

Mini Kit Spin Kolon kullanilarak Ureticinin dnerileri dogrultusunda gerceklestirildi (66).

1. Bir buguk mililitrelik bos bir tibe, 560 ul Buffer AVL konuldu. Uzerine 5,6 pl

carrier RNA ve 6 pl internal kontrol eklendi.

2. Hazirlanan karisimin Gzerine 140 pl plazma/tikarak/idrar/digki 6rnegi (veya

yukarida tanimlanan 6n islemlerden elde edilen trin) eklendi. Vortekslendi.
3. On dakika oda sicakhginda inklbe edildi. TUpler kisaca santrifjlendi.

4. Karnigimin Uzerine 560 pl etanol eklendi, vortekslendi. Tupler kisaca

santriftjlendi.
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. Elde edilen karigimdan 630 pl alinip, 2 mllik filtreli QlAamp Mini Spin
kolonu’'na aktarildi. Kolonun kapagi kapatihp 8000 rpm’de 1 dakika

santrifijlendi.

. Kolon, 2 ml'lik temiz bir tibe aktarildi. Filtrati iceren tlp atildi. Kolona, 500 ul
Buffer AW1 eklendi. Kolonu igeren tip, 8000 rpm’de 1 dakika santriftjlendi.

. Kolon, 2 ml'lik temiz bir tibe aktarildi. Filtrati iceren tip atildi. Kolona, 500 pl
Buffer AW2 eklendi. Kolonu igeren tip, 14000 rpm’de 3 dakika santrifijlendi.

. Kolon, 2 ml'lik temiz bir tibe aktarldi. Filtrati iceren tlp atildi. Kolonu igeren
tup, 14000 rpm’de 1 dakika santrifujlendi.

. Kolon, 1,5 ml'lik temiz bir tibe aktarldi. Filtrati iceren tlp atildi. Kolona, oda
sicakhgindaki buffer AVE'den 60 ul eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe
edildi. .

10.inkiibasyondan sonra kolonu igeren tiip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiljlendi.

11.Santriflj sonunda, kolon atildi. TUp igerisinde toplanan, eliat, galisma gunine

kadar -80°C’de saklandi.
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Sekil 15. QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin Kolon ydntemi basamaklarinin sematik
gOsterimi (66)

3.6.2.3. Real Time RT-PZT Protokolii

Ekstraksiyonu yapilan serum, tukurak, idrar ve digkl orneklerinden elde edilen
eluatlarin real time RT-PZT uygulamalari, Artus HCV RG RT-PCR Kit'i kullanilarak
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Avusturalya) real-time PZT cihazinda

gerceklestirildi. Prosedur, Uretici firma onerileri dogrultusunda uygulandi (66).
Artus HCV RG RT-PCR Kit Protokolii

1. Ornek basina Hepatit C Virus RG Master A’dan 12 pl, Hepatit C Virus RG
Master B’den de 18 ul icermek Uzere toplam hacmi 30 ul olan bir master miks

hazirlandi.
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2. Hazirlanan master mikslerin Gzerine, ekstraksiyon asamalari sonucunda elde
edilmis plazma/tikuruk/idrar/digki eltatlarindan 20 pl eklendi. Boylece PZT’ye

giren toplam hacim 50 pl olmaktadir.

3. PZT icin hazirlanan ornekler, Rotor-Gene 3000 real-time PZT cihazina

yerlestirildi ve amplifikasyon gergeklestirildi.

Her bir PZT uygulamasinda, amplifikasyonu yapilacak orneklerin disinda 1
negatif kontrol ve 4 kantifikasyon standarti ¢calismaya eklendi. Negatif kontrol olarak
saf su kullanildi. Kantifikasyon standardi olarak Artus HCV RG RT-PCR Kiti
icerisinden bulunan standartlar kullanildi. PZT sirasinda standartlarin eklenmesi,
Rotor-Gene 3000 cihazinda standart edrilerin olusturulabilmesi icin gereklidir.

Standartlarin HCV IU/ml miktarlarini hesaplamada, asagidaki formal kullanildi;

Sonuc (IU/ul) x Elusyon hacmi (ul)

SONUC (U/ml) =
Ornek hacmi (ml)

3.6.2.4. HCV Genotipleme Yontemi

Yoéntemin basamaklari sirasi ile komplementer DNA (cDNA) sentezlenmesi,
cDNA'nin nested PZT ile c¢ogaltiimasi, amplikonlarin agaroz jel elektroforezinde

saptanmasi ve Restriksiyon Enzim Analizi (REA) ile degerlendiriimesidir.

3.6.2.4.1. cDNA Eldesi

1. Bos bir tibe 2 pl P209 primeri konulup Uzerine galigiimasi istenilen érnegin
ekstraksiyonu sonucu elde edilmis elUattan 5 pl eklendi.

2. Elde edilen karisim 70°C’de 5 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra, buzda 3
dakika boyunca bekletildi.
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3. Ayri bir tipte galigilacak ornek basina 4 ul 5xbuffer, 5 yl dNTP (4mM), 0,5 pl
RNase inhibitora, 1 pl ters transkriptaz enzimi, 2,5 pl distile H,O eklendi,
vortekslendi.

4. Elde edilen 13 ullik karisgima, buzdan alinan o6rnekten 7 ul konuldu,
vortekslendi.

5. Hazirlanan karisim, termal cycler cihazina kondu. cDNA eldesi 42°C’de bir

saat ve 72°C’de on dakikalik bir déngu ile gerceklestirildi.

3.6.2.4.2. Nested PZT

Nested PZT uygulamasinda kullanilan primer dizileri (71);
Dis Primerler:

P209: ATA CTC GAG GTC CAC GGT CTACGA GACCT
P939: CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT

Ic Primerler:

P211: CAC TCT CGA ACA CCC TAT CAG GCA GT

P940: TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG

Nested PZT Birinci Asama

1. Bos bir tube Ornek basina 5 pl 10x buffer, 3 pl MgCl,, 2 yl dNTP (3 mM), 1 pl
P209 primeri (10 pmol/ml), 1 uyl P939 primeri (10 pmol/ml), 0,5 yl Hot Start
Taq Polimeraz ve 32,5 ul distile H,O eklendi, vortekslendi.

2. Karisimin Uzerine daha oOnce elde edilmis olan cDNA'dan 5 ul eklendi,
vortekslendi.

3. Elde edilen karisim, PZT cihazina konuldu. PZT protokoll, 95°C’de vyedi
dakika, 94°C’de bir dakika, 52°C’de bir dakika ve 72°C’de iki dakikay! iceren
30 siklus sonrasinda 72°C’de bes dakikay1 daha icermektedir.
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Nested PZT ikinci Asama
1. Bos bir tube 5 pl 10x buffer, 3 pl MgCl,, 2 ul ANTP (3 mM), 1 yl P211 primeri

(10 pmol/MI), 1 ul P940 primeri (10 pmol/Ml), 0,5 ul Hot Start Taq Polimeraz,
35,5 ul distile H,O eklendi, vortekslendi.

Uzerine birinci PZT agsamas! sonucunda elde edilmis olan amplikondan 2
eklendi.

Elde edilen karisim, PZT cihazina konuldu. Birinci PZT asamasindaki protokol

kullanildi.

3.6.2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

1.

Midi jel tanki kullanildi. %2’lik agaroz oranini elde etmek i¢in 75 ml Tris-Borik
Asit-EDTA (TBE) icerisine 1,5 gram agaroz eklendi.

Agarozun ¢ézinmesini saglamak icin 1sitma igleminden yararlanildi.

3. Elde edilen karigimin igerisine 5 pl etidyum bromid eklendi. Karigtirildi.

Hazirlanan karigim, jel tankindaki taraklar yerlestirilmis olan tabaga dokuldu ve
donmasi i¢in oda sicakliginda bekletildi.

Jel donduktan sonra tabak, TBE ile doldurulmus olan tank igerisine yerlestirildi.
Taraklar ¢ikartildi. Boylece orneklerin yuklemesi icin gereken kuyucuklar elde
edilmis oldu.

Kuyucuklara érnekleri yuklemeden once her bir dérnekten 10 ul alinip 2 pl
loading dye (6x orange loading dye) ile karistirildi ve elde edilen karigsim
kuyucuklara aktarildi. Eklenen loading dye, orneklerin kuyucuklar igerisine
¢okmesini ve jelde gorunebilmesini sagladi. Kuyucuklardan ilkine marker, diger
kuyucuklara drnekler sirayla yuklendi.

Tankin kapagi kapatildi, elektrotlar baglandi. 110 volt ile 40 dakika
elektroforez uygulandi. Bdylece oOrneklerin (-) kutuptan (+) kutba dogru jel
icerisinde boyutlarina bagli olarak farkl hizlarda yuratilmeleri saglandi.
Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel tank igerisinden alindi ve UV 1s1d1
altinda goruntileme yapildi.

Jele yuklenen drneklerde amplikon olup olmadigi kalitatif olarak degerlendirildi.
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3.6.2.4.4. Restriksiyon Endontikleazlarla Kesim

Agaroz jel elektroforezi sonucunda DNA varligi saptanan ornekler, HCV
genotiplerinin belirlenebilmesi igin restriksiyon endoniikleazlarla kesime alindi. ki
farkli enzim cifti kullanildi. Bunlar Hae3-Rsal enzim c¢ifti ve Mva1-Hinfl enzim ciftidir.
Her iki enzim cifti icin ayri birer karisim hazirlandi ve nested PZT sonucunda elde
edilmis amplikonlardan belirli miktarda eklenerek kesim islemi gergeklestirildi. Pozitif
kontrol olarak Turkiye’de en sik gorulen HCV genotip 1 oldugu bilinen bir serum

ornegdi kullanildi.

Hae3-Rsa1 Enzim Cifti

Hae3 restriksiyon enzimi kesim bdlgesi:
5.6G|CC..J
3..CC1GG...~%

Rsa1 restriksiyon enzimi kesim bolgesi:
5..GT|AC..J
3..CATTG..¥%

1. Bos bir tibe 6rnek basina 6 ul distile su, 2 pl buffer, 1 pyl Hae3 enzimi, 1 ul
Rsal enzimi eklendi, vortekslendi.

2. Karisimin Uzerine orneklerin nested PZT’i sonucu elde edilen amplikonlardan
20 pl eklendi, vortekslendi.

3. 37°C’de 15 dakika boyunca bekletildi.

4. Kesim bantlari metafor agar elektroforezinde degerlendirildi.
Mval-Hinf1 Enzim Cifti
Mva1 Restriksiyon enzimi kesim bolgesi:
5.CCJlWG G...3
3..GGW1rCC..5

Hinf1 Restriksiyon enzimi kesim bolgesi:
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5..GJANTC..3

3J..CTNATG..¥%

1.

Bos bir tibe 6rnek basina 6 ul distile su, 2 pl buffer, 1 pl Mvatl enzimi, 1 ul
Hinfl enzimi eklendi, vortekslendi.

Karisimin Uzerine orneklerin nested PZT’i sonucu elde edilen amplikonlardan
20 pul eklendi, vortekslendi.

3. 37°C’de 15 dakika boyunca bekletildi.

Kesim bantlari metafor agar elektroforezinde degerlendirildi.

3.6.2.4.5. Metafor Jel Elektroforezi

1.

%4’luk metafor agar elde etmek icin 3 gram metafor agar, 75 ml TBE igerisine
aktarildi.

Yarim saat oda sicakliginda bekletildikten sonra, ¢ozinmesini saglamak igin
isitildi.

3. Elde edilen karigimin igerisine 3 pl etidyum bromid eklendi, karistirildi.

Hazirlanan karisim, jel tankindaki taraklari yerlestiriimis olan tabaga dokuldu
ve donmasi igin oda sicakhginda bekletildi.

Jel donduktan sonra tabak, TBE ile doldurulmus olan tank igerisine yerlestirildi.
Taraklar ¢ikartildi. Boylece drneklerin yuklemesi igin gereken kuyucuklar elde
edilmis olundu.

Kuyucuklara ornekleri yuklemeden once her bir ornekten 10 pl alinip 2 ul
loading dye (6x orange loading dye) ile karistiriir ve elde edilen karisim
kuyucuklara aktarldi. Kuyucuklardan ilkine marker, diger kuyucuklara érnekler
sirayla yuklendi. Tankin kapagr kapatildi, elektrotlar baglandi. 110 volt
kullanilarak 75 dakikada sure ile elektroforez gergeklestirilir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel tanktan cikarildi ve UV 1s131 altinda
goOruntileme yapildi.

Elde edilen kesim bantlari, marker ile pozitif kontrol yardimiyla ve referans
yayinda belirlenen bantlar esas alinarak degerlendirildi. Orneklerdeki HCV
genotipleri belirlendi (72).
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3.6.2.5. Istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri Mann-Whitney U Test (SPSSInc, A.B.D.) ile
gerceklestirilmigstir.

3.7.Arastirma Plani ve Takvimi

AYLAR
YAPILAN iS 1 2 3
1.0rneklerin toplanmasi X
2.Real-time RT-PCR X
testinin optimizasyonu
3. Laboratuvar calismalari X
4. Verilerin
degerlendiriimesi X
5. Tez yazimi X X

3.8.Verilerin Degerlendirilmesi

15 adet kronik hepatit C enfeksiyonu olan kisiden alinan plazma, tukurdk, idrar
ve digki drnekleri kantitatif “real-time” RT-PZT ydntemi kullanilarak HCV RNA
acgisindan incelendi. Ayni hastaya ait farkli érnekler arasinda HCV RNA varligi ve

kantitasyonu acisindan farklar degerlendirildi.
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3.9.Arastirmanin Sinirhhiklari

Sinirli sayida kronik Hepatit C’li hastadan alinan 6rnekler arastirmaya dahil
edilmigtir. Nukleik asid ekstraksiyon yontemi segimlerinde mali kaynak sikintisi

nedeniyle sinirli sayida deneme yapilabilmistir.

3.10. Etik Kurul Onayi

01.03.2012 tarihli ve 19-SBKAEK protokol numarali 2012/05-07 karar numarasi
ile gorusilen “Kan digi orneklerde Hepatit C Virus RNA’sinin arastiriimasi -
DEU.HSI.MSc-2009970114” konulu arastirmaya iliskin etik kurul onayi alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Serum Digi Orneklerde Niikleik Asid Ekstraksiyon Yénteminin Secilmesi

HCV RNA saptama ve kantitasyonu amaciyla serum / plazma igin optimize
edilmis ticari bir yontem kullanildidi igin, diger ornek tiplerinin (tikurUk, idrar, diski)
calisilabilmesi amaciyla testin yeniden degerlendiriimesi ve en uygun ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesi gerekti. Bu amagla tukrik ve idrar igin ¢, digki igin sekiz

yontem denendi.

Tukdrdk igin:

Yéntem 1. Dogrudan érnekten EZ-1 Virus Mini Kit ile ekstraksiyon

Yéntem 2. Dogrudan érnekten QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin Kolon ile ekstraksiyon

Yéntem 3. Ornegin 1/2’lik ve 1/10’luk seyreltmelerinden sonra QlAamp Viral RNA
Mini Kit Spin Kolon ile ekstraksiyon denendi.

Yontemler sira ile uygulandi ve elde edilen sonuglar bir sonraki ydontemin
seciminde yol gosterici oldu. Sonug¢ olarak QIAamp viral RNA mini kit ve 1/10
dilisyon ile ekstraksiyon yapilmasina karar verildi. Yapilan dcglu ¢alismada
tekrarlanabilir sonuglarin alinmasi ile yonetmin duyarhligr en az 1000 IU HCV RNA /
140 pl 6rnek olarak kabul edildi (Tablo 3).
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Tablo 3. Tukuruk 6rnedi icin farkl ekstraksiyon yontemlerinin kullanimi ile elde edilen
sonuglarin (HCV RNA ve intenal kontrol i¢in) Ct degerleri. Renkli kutular segilen

yonteme ait sonuglari gdéstermektedir.

Yontem-1 Yontem-2 Yontem-3
Ornek
icerisindeki 1/2 Seyreltme < llll?
Virus Yilkii | Hedef Ct | IKCt | Hedef | IKCt _ eyrefme
Ct Hedef | IKCt | Hedef | IKCt
Ct Ct
Neg Neg - - - - - -
500 1U/400 pl Neg Neg - - - - - -
(2.25 1U/ul) Neg Neg - - - - - -
1000 1U/500 pl Neg Neg - - - - - -
(2 1U/ul)
5000 1U/140 pl - - - - 32,35% | 31,64 | 35,47 | 32,29
(35,71 1U/ul)
- - 36,91 Neg - - 37,75 | 33,17
1000 1U/140 pl - - - - - - 37,98 | 33,47
(7.14 1U/ul) - ; ; ; ] )
46,84 | 32,89

* Calismada Ct degeri elde edilmesine ragmen, amplifikasyon egrisinde baskilanma

saptandi.
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Sekil 16. Tukuruk ornegi icin segilen ekstraksiyon yontemi (yontem 3 - 1000 U / 140
pl) kullanilarak elde edilen HCV RNA (a) ve internal kontrol (b) amplifikasyon egrileri.

Grafiklerde ayni 6rnegin Uclu ¢alisilmasina ait veriler gosterildi.

[drar 6rnekleri igin:
Yéntem 1. Dogrudan drnekten EZ-1 Virus Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 2. Ornegin kloroform ile 6n isleminden sonra EZ-1 Virus Mini Kit ile

ekstraksiyon,

Yéntem 3. Ornegin kloroform ile 6n isleminden sonra QlAamp Viral RNA Mini Kit Spin

Kolon yontemi ile ekstraksiyonu yapildi.

Yontemler sira ile uygulandi ve elde edilen sonuglar bir sonraki yontemin
seciminde yol gosterici oldu. Sonug¢ olarak kloroform eklenerek QlAamp viral RNA
mini kit ile ekstraksiyon ve 1/2 dilisyon ile PZT yapilmasina karar verildi. Yapilan Uglu
calismada tekrarlanabilir sonuglarin alinmasi ile yontemin duyarlihgr en az 250 U
HCV RNA / 140 ul érnek olarak kabul edildi (Tablo 4).
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Tablo 4. Idrar 6rnegi igin farkh ekstraksiyon yéntemlerinin kullanimi ile elde edilen

sonuglarin Ct de@erleri. Renkli kutular secilen yonteme ait sonuglari gostermekt edir.

_ Ornek Yéntem-1 Yéntem-2 Yéntem-3
Igerisindeki
Virus Yuku
ElGat 1/2 Dilde ElGat 1/2 Dilie
Hedef | IK Ct Dille edlr;jzrtmg Dilue edilmemis
Ct elbat
Hedef | IK Ct | Hedef | IK Ct | Hedef | IK | Hedef | IK
Ct Ct Ct Ct Ct Ct
Neg | Neg - - - - - - - -
500 IU/400 yl | Neg | Neg - - - - - - - -
(1.25 1U/ul) Neg | Neg - - - - - - - -
1000 1U/500 pl | Neg 37 - - - - - - - -
(2 1U/ i)
2000 1U/400 pl - - 139,59 | 35 38;13 35 - - - -
(5 1U/pl)
2000 1U/140 pl - - - - - - 37 37 36 39
(14.28 1U/pl)
- - - - - - 37 | 34 - -
500 1U/140 pl - - - - - - 37 34 - -
(3.57 1U/pl) - - - - - - 36 34 - -
- - - - - - 37 | 34 - -
250 1U/140 pl - - - - - - 37 34 - -
- - - - - - 38 34 - -

* Calismada Ct degeri elde

saptandi.

edilmesine ragmen, amplifikasyon egrisinde baskilanma
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Sekil 17. idrar drnegi Vigin secilen ekstraksiyon yontemi (yontem 3»- 250 1U / 140 ul)
kullanilarak elde edilen HCV RNA (a) ve internal kontrol (b) amplifikasyon egrileri.

Grafiklerde ayni 6rnegin Uclu ¢alisilmasina ait veriler gosterildi.

Digki érnekleri igin:
Yéntem 1. Buffer ASL ile 6n islemden sonra EZ-1 Virus Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 2. Digki 6rnedinin %0,89’luk NaCl igerisinde ¢6zilmesinden sonra filtrasyon

ve sonrasinda QIAamp Viral RNA Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 3. Kloroform ile on iglemden sonra filtrasyon ve sonrasinda QlAamp Viral
RNA Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 4. Digki 6rneginin PBS igerisinde ¢dzilmesinden sonra 60°C’de inkiibasyon

ve supernatantin QIAamp Viral RNA Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 5. Diski 6rneginin PBS igerisinde ¢ozulmesinden sonra 60°C’de inkubasyon,

supernatantin filtrasyonu ve sonrasinda QlAamp Viral RNA Mini Kit ile ekstraksiyon,

Yéntem 6. Digki 6rnegdine %2’lik BSA eklenmesinden sonra QlAamp Viral RNA Mini

Kit proseduru ile ekstraksiyon,

Yéntem 7. Diski 6rnegine %6’lik CTAB ve %Z2’lik BSA eklenmesinden sonra QlAamp
Viral RNA Mini Kit prosediru ile ekstraksiyon,

Yéntem 8. Digki 6rneginin buffer ASL ile karistiriimasi ve %2’lik BSA eklenmesinden
sonra QlAamp Viral RNA Mini Kit ile ekstraksiyon yapilmasi denendi. (Tablo 5)
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Sonug olarak 10 000 1U/140 pl altindaki konsantrasyonlarda HCV RNA testinde
tekrar edilebilir pozitifik elde edilemedi ve/veya internal kontrolun inhibisyonu
saptandi. 10 000 IU/ 140 pl konsantrasyonda 3, 4, 5 ve 6. yontemlerde basari elde
edildi. HCV ve internal kontrol amplifikasyon egrilerinden elde edilen floresans
degerlerinin daha yuksek olmasinedeniyle, digki érnegine %2’lik BSA eklenmesinden
sonra QIAamp Viral RNA Mini Kit prosedurlu ile ekstraksiyon yonteminin
kullanilmasina karar verildi. Yapilan uglu c¢alismada tekrarlanabilir bagari elde
edilmesi nedeniyle yontemin duyarliliginin en az 10000 1U/140 pl oldugu belirlendi
(Tablo 5).
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Tablo 5. Digki 6rnegi icin farkh ekstraksiyon yontemlerinin

kullanimi ile elde edilen sonuglarin Ct degerleri

Yoéntem-1 Yoéntem-2 Yontem-3 Yoéntem-4 Yoéntem-5 Yontem-6 Yoéntem-7 Yoéntem-8
Eliat 1/2 | Ornek 1/10 | Ornek 1/2 Ornek 1/10
. ) ) Dilte Dilte Dilte Dilie ) ) ) )
~ Ornek Hedef | IK | Hedef | IK Hedef | |k | Hedef | IK | Hedef | IK | Hedef | IK
Igerisindeki Ct | Ct | Ct |Ct|Hedef| K |Hedef| IK |Hedef| IK |Hedef| IK | Ct |Ct| Ct | Ct| Ct |Ct| Ct | Ct
Virus Yk Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
Neg | Neg
400 1U/200 pl Neg | Neg - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Neg | Neg
800 U/ 200 pl Neg | Neg - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4000 1U/1000 pl - - Neg | 36 - - - - - - - - - - - - - - - -
1000 1U/140 pl - - - - Neg | 37 - - - - Neg 38 - - - - Neg 33 - -
41 33 Neg 34 39 34
5000 1U/140 pl - - - - - - - - - - Neg 36 - - Neg 33 Neg 34 42 35
41 33 Neg 33 Neg 34
36 33
100001U/140pl - - - - - - 37 34 35 36 34 33 37 33 36 33 - - - -
38 34 37 33
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Sekil 18. Diski 6rnegi igin segilen ekstraksiyon yéntemi (yéntem 6 - 10000 IU / 140
pl) kullanilarak elde edilen HCV RNA (a) ve internal kontrol (b) amplifikasyon egrileri.

Grafiklerde ayni érnegin Uclu ¢alisilmasina ait veriler gosterildi.
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4.2. Hasta Orneklerinin HCV RNA Analiz Sonuglari

Calismada 15 kronik HCV hastasindan alinan ornekler incelendi. On bes
hastanin 10 tanesinde plazma HCV RNA pozitif olarak saptandi. Bes hasta, plazma
HCV PZT negatif olarak saptandi. Bu hastalardan alinan plazma disi érneklerin timu
HCV RNA negatifti (Sekil 19).

Plazma HCV RNA pozitif olarak bulunan on hastadan, bir tanesinin tikirik
orneginde(%10), bir tanesinin idrar érnedinde (%10), bir tanesinin digki drnedinde
(%10) HCV RNA pozitif olarak bulundu. Hastalardan alinan plazma disi 6rneklerde

makroskopik olarak kan gozlenmedi.

Bir hastaya ait plazma ve plazma disi 6rnekler ayni ¢alismada degerlendirildi.
Bdylece viral yUklerin ayni ¢galismada karsilastirilmasi saglandi. Buna gére HCV RNA
pozitif saptanan olgulardan elde edilen viral yukler tablo 6’da goésterildi. Plazma viral
yuku ile plazma digi drneklerde HCV RNA saptanmasi arasinda bir iligki saptanmadi
(p=0.425). Idrar ve tukirik orneklerinde viral RNA saptanan olgularda, bu
orneklerdeki virus miktari, hastanin plazma viral yukinden belirgin olarak (= 4 log)
daha dusuktid. Digkl 6rneginde HCV RNA saptanan olguda ise digkidaki virus miktari
plazma virus yukunden 0.16 logi, daha yuksek idi, ancak fark 0.50 logio’dan az

oldugu igin anlamli kabul edilmedi.
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Tablo 6. HCV RNA pozitif olgularda plazma disi érneklerden elde edilen viral ytkler

INCELENEN ORNEK *

HASTA NO. IU/ml (log10 1U/mlI)
PLAZMA TUKURUK IDRAR DISKI

Hasta-1 1302 (3.11) Neg Neg Neg
Hasta-2 15 828 988 (7.19) Neg - Neg
Hasta-3 2 482 117 (6.39) Neg Neg Neg
Hasta-7 883 (2.95) Neg Neg 1300 (3.11)
Hasta-10 591 861(5.77) 70 (1.84) Neg Neg
Hasta-11 4 142 666 (6.61) Neg Neg -
Hasta-12 6 691 566 (6.82) Neg 120 (2.07) Neg
Hasta-13 1976 893 (6.29) Neg Neg Neg
Hasta-14 12 123 611(7.08) Neg Neg -
Hasta-15 252 978 (5.4) Neg Neg Neg

(-) Ornek alinamamistir.
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1 . hastal-serurn | Unknown | 365,19

2 hastal-tlkirik | Unknown

3 . hastal-idrar | Unknown

4 . hastal-digkt | Unknown

) hastaZ-serurm  |Unknown |21 94 15.828.933

B - hasta2-takardk [ Unknown

7 - hasta2-dighk Unknown

o hastad-serurm  |Unknown |24 75 2482 117

9 - hasta3-takirik [ Unknown

10 - hasta3-idrar Unknaown

11 - hasta3-dighk Linknown

12 hastad-serum  [Unknown

13 hastad-takardk [ Unknown

14 hastad-idrar Unknawn

15 hastab-serum  [Unknown

16 hastas-tikariak [ Unknown

17 hastas-idrar Unknaown

18 hastag-dighk Unknown

19 124 MTC

20 - Standart1 Standard |34 35 |4.286 4292 0,1%
21 - Standart2 Standard |30 92 |42 860 42012 20%
22 Standart3 Standard |27 35 [428.600 444 273 3,7%
23 - Standart4 Standard |23 95 [4.286.000 4.212.581 1.7%

Sekil 19. Baz hastalara (Hasta1-5) ait real-time HCV RT-PZT ¢alisma sonuglari
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4.3.Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Analizi Bulgulari

Plazma HCV RNA pozitif olan ve tukaruk, idrar, digki érneklerinde HCV RNA
saptanan ornekler, genotiplerinin kargilastiriimasi amaciyla restriksiyon endonukleaz

enzim analizi (REA) ile incelendi.

Plazma orneklerinin hepsinde REA igin amplikon bantlari elde edildi. Tukaruk,
idrar ve digki orneklerinde ise kullanilan nested PZT sonrasinda amplikon elde
edilemedi. REA ydnteminde amplikon elde edilebilmesi igin en az 1000 |U/ml HCV
RNA gerekmektedir. Plazma digi ve bazi plazma o6rneklerinde amplikon elde

edilememesine Ornekteki viral yukun dusuk olmasinin yol actigr dusunuldu (Sekil 20).

Plazma 6rneklerinin REA ile degerlendiriimesi sonucu timunde HCV genotipinin

Tarkiye’de en sik saptanan genotip 1 oldugu belirlendi (Sekil 21).

Marker 1 7 SR - 4 5 6 NK PK

Sekil 20. Nested PZT sonrasi agaroz jel elektroforezinde amplikonlarin
goruntilenmesi. 1: Hasta 7 plazma ornegi, 2: Hasta 7 digki ornegi, 3: Hasta 10
plazma ornegi, 4: Hasta 10 tukuruk ornegi, 5: Hasta 12 plazma 6rnegi, 6: Hasta 12
idrar 6rnegi, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol.
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Marker 3 5 PK Marker 3 5 PK

= —
- e

! ——
Hae3-Rsa1 Enzim Mva1-Hinf1 Enzim

Gifti Gifti

Sekil 21. Bazi hastalara ait REA kesim bantlarinin metafor jel elektroforezinde
goruntilenmesi 3: Hasta 10 plazma 6rnegi, 5: Hasta 12 plazma 6rnegi, PK: Pozitif

kontrol.
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5. TARTISMA

Hepatit C virusu, Flaviviridae ailesinden Hepacivirus genusu igerisinde bulunan,
yaklasik 9600 nukleotitli, pozitif iplikli RNA genomu igeren bir virustur. Hepatit C
virusunun 6 genotipi ve birgok alt tipi bulunmaktadir. HCV infeksiyonlarinin %60’
genotip la ve 1b tarafindan olusturulmaktadir (73). HCV ile olusan infeksiyonlarin
sadece %25’i semptomatik olarak gozlenebilmektedir. HCV infeksiyonlarindaki en
onemli sorun, kronik infeksiyona donusumun %70-80 oraninda olmasidir (74).
Infeksiyonun kroniklesmesine neden olan etkenler arasinda virusun tirimsuleri ve
kompartmanlasmasi dustnulmektedir. Tarimsduler, virusun RNA’ya bagimhi RNA
polimeraz enziminin hataya acgik olmasindan ve hata dizeltici “proof-reading”
aktivitesi olmamasindan kaynaklanmaktadir. Olusan turimsduler virusun bagisik
yanittan kagmasinda ve antivirallere diren¢ gostermesinde etkilidir (11, 75). Yapilan
calismalar sonucunda hepatit C virus RNA’sinin karaciger disinda, periferal kan
mononuklear hucreleri, tukurik bezleri, beyin hucreleri gibi karaciger dokusu
disindaki bolgelerde de saptanabilmesi, bu kompartmanlarda replikasyon kaniti
olarak negatif iplikli RNA’nin tespit edilebilmesi, periferal kan mononuklear
hicrelerinde  spesifik HCV  varyantlarinin  bulunmasi  (kompartmanlasma)
infeksiyonun kroniklesmesinde etkili oldugu dusinilmektedir (76). Calismamizda
kronik hepatit C ile enfekte hastalarin vicudunda farkli kompartmanlarda virusun
bulunup bulunmadiginin ve bu kompartmanlar arasindaki genotip farkinin olup

olmadiginin arastirilmasi amaclandi.

Calismada 15 kronik HCV hastasindan alinan plazma, tukaruk, idrar ve diski
ornekleri HCV RNA varligi ve kantitasyonu acisindan incelendi. Bes hastada,
plazmada HCV RNA saptanmadi. Benzer sekilde bu olgulardan alinan plazma disi
orneklerde de HCV RNA negatif olarak saptandi. Bu hastalar, kronik HCV tanil
olmakla birlikte, ge¢cmiste almis olduklari tedaviye bagli olarak vireminin silindigi
olgular olarak degerlendirildi. Plazmasinda HCV RNA pozitif saptanan bir hastada
tukarakte, bir hastada idrarda, bir hastada da diskida HCV RNA saptandi. Hermida
ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada plazmasinda HCV RNA pozitif bulunan 61
olgunun tukuruk ornekleri degerlendiriimis ve 32’sinde (%52.4) HCV RNA pozitif
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olarak saptanmigtir. Bu ¢alismada duyarlihdr 10 kopya/ml oldugu belirtilen nested
PZT yontemi kullanilmig, plazma virls yuku ile tukurikte viral RNA saptanmasi
arasinda iligski saptanmistir (77). Lins ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada ise 50 anti-
HCV pozitif hastanin tukuridk érnekleri HCV RNA acgisindan nested PZT yontemi ile
taranmis ve butun ornekler pozitif olarak belirlenmigtir. Kullanilan PZT yonteminin
duyarhhg: belirtimemistir. Hermida ve ark. ¢alismasindan farkli olarak plazma viral
yukU ile takurukte viral RNA saptanmasi arasinda bir iligki bulunmamigtir. Her iki
calismada da serum-tukuruk ciftlerinde ayni viral genotip saptanmigstir (78). Yapilan
diger bir calismada, 80 kronik Hepatit C ile enfekte hastanin tikuruk ve idrar ornekleri
kullaniimigtir. Tukarak orneklerinin otuz birinde (%38,8), idrar 6rneklerinin ise on
tanesinde (%12,5) HCV RNA pozitifligi saptanmistir. Bu calismada alinan tikurik
santrifijlenerek supernatani (hlcre igermeyen kismi) kullaniimistir. Yontem olarak
nested PZT tercih edilmigtir ancak duyarlilik belirtiimemigtir (79). Baska bir galismada
da 23 kronik HCV’li hastadan 21 gun boyunca tukuruk érnekleri toplanmis ve hepatit
C virusu acgisindan kalitatif olarak incelenmistir. Sonu¢ olarak toplam 474 tlkurik
orneginden 342 (%72)’sinde pozitiflik saptanmis, serum viral yuki ile tukirikte
pozitiflik arasinda iligki oldugu gdsterilmigtir (80). Calismada bir deger verilmemekle
birlikte, veriler incelendiginde >10° 1U/ml viral yik tasiyan olgularda tiikiriikte
pozitifligin sureklilik gosterdigi, daha dusuk viral yuku olan olgularda gunler arasi
degiskenligin daha c¢ok oldugu izlenmektedir. Ayrica bu c¢alismada tukiruk ile
calismalarda PZT inhibisyonunun sorun oldugu, bu nedenle ekstraksiyonda 6rnegin
dilisyonu ve diger on islemlerin gerekli oldugu belirtilmigtir. Serum igin optimize
edilmis iki ticari test, tukuruk i¢in de kullaniimig, ancak tukuruk igin kullanimda test
duyarliliklarinin degistigi, saptamanin gerceklesebilmesi i¢cin daha yuksek virus
miktarinin gerektigi (duyarhligin daha yuksek oldugu) belirlenmistir. Gongalves ve
arkadaslarinin g¢alismasinda 39 anti-HCV pozitif hastadan alinan serum ve tukuruk
ornekleri HCV RNA acisindan incelenmigtir. Otuz dokuz hastanin 32’sinde (%82)
serumda HCV RNA saptanabilirken, tlkarik érneklerinin sadece 8 tanesinde (%20)
HCV RNA pozitif olarak bulunmustur. Serum ve tukuaruk giftlerindeki virus genotipleri
aynidir (81). Tukuruk orneklerindeki dusuk pozitiflik, orneklerin santrifijlenip
hidcreden arindirilarak kullanimina baglanmisg, tam tukuardk kullanan galismalarda

oranlarin daha yuksek olabildigi vurgulanmistir.
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Digkida HCV RNA saptamaya yoénelik PubMed’de ingilizce yapilan tarama
sonucu konuya iliskin sadece bir adet ¢alismaya ulasiimistir. Bu ¢alismada hepatit C
ile infekte olan alti hastadan alinan bir veya daha fazla diski érnedi incelenmis ve
dort olgunun diskisinda HCV RNA pozitif olarak saptanmistir (43). Diskida virus
saptanmasi ile serumdaki viral yuk arasinda iliski bulunmamistir. Virus tipinin

belirlendigi olgularda serum — diski giftlerinde ayni genotip saptanmistir.

Calismamizda tukurlk, idrar ve digkida birer olguda (%10) HCV RNA pozitifligi
saptanmigtir.  Literatirdeki c¢alismalar incelendiginde tukdruk icin viral RNA
pozitifliginin c¢aligmalar arasinda degiskenlik gdstererek %20-100 arasi bildirildigi
saptanmistir. idrar ve digki icin calismalar ¢ok sinirlidir. Calismamizdaki oranlar
literatlrde bildirilen oranlardan daha dusuktur. Bu fark, olgu sayimizin az olmasindan
veya yontemler arasi farklardan kaynaklanmig olabilir. Serum/plazma disi 6rneklerde
inhibisyonun sorun olabildigi bildiriimekle birlikte viral RNA ekstraksiyonu igin ideal bir
yontem bulunmamaktadir. Nukleik asid ekstraksiyonu igin, ¢alismalarin bir kisminda
laboratuvar yapimi, bir kisminda ise ticari yontemlerin modifikasyonlari kullaniimistir.
Ayni durum kullanilan amplifikasyon yontemi icin de gecerlidir. Calismalarin bir
kisminda kan digi 6rnekler icin testin duyarhligina iliskin bilgi veriimemesi dnemli bir
eksiktir. Yaptigimiz calismada tim o&rneklerde nikleik asid ekstraksiyonu (QlAamp
Viral RNA Mini Kit Spin Kolon) ve RT-PZT (Artus HCV RG RT-PCR Kiti) i¢in ayni
ticari yontem kullaniimig, plazma disi drneklerde ekstraksiyon asamasinda cesitli
modifikasyonlar denenerek en uygun yontem belirlenmeye calisilmistir. Sectigimiz
yontemlerin ticari kitler olmasi, standardizasyonda kolaylik saglamistir. Kan disi
ornek tiplerinde yontemin duyarhligina iliskin veri elde edilerek sonuglarin
yorumlanabilmesi saglanmistir. Litertirdeki calismalarda ekstraksiyonda kullanilan
yontemler arasinda guanidin izotiyosiyanat fenol kloroform ekstraksiyon yontemi (78,
81, 82) ve TRIZOL ile ekstraksiyon (77) bulunmaktadir. HCV RNA varhigini
arastirmak icin literatlrdeki ¢alismalarin gogunda laboratuvar yapimi nested (77, 78,
81) veya nested olmayan klasik RT-PZT yonteminin kullanildigi gorilmektedir (43,
79, 80). Az sayidaki galismada ticari RT-PZT (43) veya transkripsiyon temelli
amplifikasyon (TMA) yontemi kullanilmistir (80) Calismamiz digerleri ile
karsilastinldiginda, real time RT-PZT ydnteminin kullanildigi ilk ¢calisma olma 6zelligi

tasimaktadir. Nested PZT yontemi, duyarliigi arttirmakla birlikte kontaminasyon riski
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de yuksek bir yontemdir. Bu yontemi kullanan calismalarda cift amplifikasyondan
oturu elde edilen yuksek duyarlilik sayesinde daha ¢ok ornekte pozitiflik saptamak
mumkun olmus olabilir. Diger yandan, real-time PZT yontemi, kapall bir sistem
olmasi, amplikon kontaminasyonunun onlenmesi, yuksek duyarlilik saglamasi gibi
avantajlar tasimaktadir. Dilisyon gerekmeden genis bir aralikta kantitasyon
yapilabilmesi ve degerlendirmenin amplifikasyonun baglangicinda elde edilen sinyal
ile yapilabilmesi sayesinde PZT dinamiklerindeki oynamalardan daha az etkilenmesi

nedenleriyle 6zellikle viral yuk saptamalarinda tercih edilen yontemdir.

Calismamizda plazma digi 6rneklerde, kullandigimiz testin duyarlihginin daha
dusuk oldugu, idrar ve tukuruk i¢in degerlerin birbirine yakin bulundugu ama 6zellikle
digkida bu farkin belirgin olarak yukseldigi saptandi. Yontemde, 6rnek tipleri arasinda
duyarllik farki olmasi ve plazma ile ayni duyarlihgin saglanamamasi, HCV RNA

pozitifliginin gercek orandan daha dusuk belirlenmesine yol agmis olabilir.

Literatlrdeki bazi ¢alismalarda serum HCV RNA ylku arttikga, HCV RNA’nIn
serum disindaki 6rneklerde goérilme olasiliginin da arttigindan bahsedilmektedir (77,
80). Bazi arastiricilar ise bu tir bir iliski saptamadiklarini belirtmektedir (43, 78, 81).
Calismamizda hastalara ait plazma HCV yukleri genis bir aralikta (2.95 — 7.19 log 10
IU/ml) saptanmistir. Plazma disi 6rneklerde viral RNA bulunmasi ile plazma virus
yUk{ arasinda iliski gosterilememistir. Ornegin digkidaki HCV RNA pozitifligi, plazma
virus yuku en duguk olguda saptanirken, plazma virus yuku en yuksek olguda diger

ornek tiplerinde pozitiflik bulunmamistir.

Cahsmamizda HCV RNA genotiplemesi restriksiyon enzim analizi yontemi ile
gerceklestiriimistir. Ayni yontem Gongalves ve arkadagslarinin c¢alismasinda da
kullaniimistir. Calismamizda HCV RNA’si pozitif bulunan plazma 6&rneklerinin
genotiplendirme sonuglari, Turkiye’de en ¢ok gorilen tip olan genotip 1 olarak
belirlendi. Tukdruk, idrar ve digki oOrneklerinin genotiplendirmelerinde ise bu
orneklerdeki viral yUkun dusuk olmasi nedeniyle amplikon elde edilemedi ve
tiplendirme gergeklestiriiemedi. Literaturdeki c¢alismalarda, idrarla ilgili bilgi
bulunmamakla birlikte ayni hastaya ait takidrik / digki Ornekleri ile serum

orneklerindeki  genotiplerin  identik  oldugu saptanmistir (43, 78, 81).

59



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin hipotezi, hepatit C ile enfekte hastalarda vucudun farkli
kompartmanlarinda virusunun bulundugu ve bu kompartmanlar arasinda viral yukler
agisindan bir fark olmadigi idi. Elde edilen veriler sonucunda, HCV RNA’sInin plazma
orneklerinin yanisira tukurik, idrar ve diski orneklerinde de saptanabilecegi
gOsterilmigtir. Plazma digindaki orneklerde bulunan HCV RNA miktari, serum viral
yukline vyakin veya daha dusik olarak saptanmistir. Plazmada HCV RNA
bulunmayan hastalarda ise plazma digi orneklerde de viral RNA saptanmamisgtir.
HCV RNA tasiyan plazma oérnekleri ile tukurdk, idrar ve digki 6rneklerinde bulunan
virus genotiplerinin karsilastirilmasi galismasi ise plazma disi o6rneklerdeki virus
miktarinin disik olmasi nedeniyle gerceklestirilememistir. Genotiplemesi yapilan

plazma orneklerinin tumu genotip 1 olarak belirlenmigtir.

Plazma digi oOrneklerde HCV RNA’nin saptanabilmesinin  iki Onemi
bulunmaktadir: a) Bu 6rnek tipleri viremik olgularin saptanmasinda kullanilabilir, b)
Enfeksiyonun bulagsmasinda kan digi vucut sivilari da rol oynayabilir. Plazma digi
ornekler, hastalardan invaziv olmayan yodntemlerle kolaylikla elde edilebilmesine
karsin bu orneklerde virus RNA’sinin saptanabilme olasiliyi plazmaya gore daha
dusuktir. Bu nedenle yontem duyarlihdi iyilestiriimeden bu Orneklerin tanida
kullanilmasi uygun degildir. Plazma disi ornekler icin Ozellikle standardize

ekstraksiyon yontemlerine gereksinim vardir.

HCV RNA’nin tukaruk, idrar ve digkiya nasil gectigi veya bu orneklerin
enfeksiydz olup olmamasi bu calismanin hedefleri disinda kalmaktadir. Ancak
literaturdeki ¢alismalarda bu sorulara henuz net yanitlar bulunmamaktadir. Bu alanda

daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir.
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