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OZET

Amag: HCV, tek zincirli 9500 nikleotid uzunlugunda bir RNA virus-
dir. Genomun 3’ ve 5’ uglarinda oldukca korunmus ve farkli HCV tipleri
arasinda %92 oraninda homoloji gosteren iki adet translasyona ugramayan
bélge (untranslated region=UTR) bulunmaktadir. 5'UTR bdlgesi genotip
saptanmasinda kullanilmaktadir. Calismada genotip ve bu bélgedeki niik-
leik asid degisiklikleri arastirimistir.

Gereg ve Yéntemler: HCV tanisi almis 51 hastanin serumunda HCV RNA
ekstraksiyonu ve pdrifikasyonu yapilmisti. Genomun 5'ucundaki 341
nikleotid uzunlugundaki UTR bélgesinin sekans analizi yapilmis ve HCV
genotipleri saptanmistir. On-line BLAST programi kullanilarak elde edilen
dizilerdeki niikleotid degisiklikleri aragtinlmistir.

Bulgular: Ellibir hastanin 45'inde (%88.2) genotip 1 (tum genotiplerin
%78.4'U 1b, %9.8'i 1a) saptanmistir. Dizilerin 41'inde (%80.4) nikleik asit
degisiklikleri belirlenmistir. Bu degisiklikler genellikle 84. kodonda inser-
siyon, 43. ve 46. kodonlarda delesyon, 15., 17. ve 18. kodonlarda trans-
versiyon, 62. kodonda ise transisyon seklinde gorilmektedir. Nukleik asit
degisiklikleri ile viral ylk arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir.

Sonug: 5'UTR bélgesi korunmus bélge olmasina ragmen bu bélgede
mutasyonlar gérilebilmektedir ve bu mutasyonlar genotipi, viral yiki ve
tedavi cevabini etkileyebilir. Bu nedenle genis serilerde ileri arastirmalara
gereksinim vardir.
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Giris

Hepatit C Viris (HCV) enfeksiyonu, kronik hepatit, kara-
ciger sirozu ve karaciger kanserine yol agabilen énemli bir
saglik sorunudur. Dinyada 130-170 milyon kisinin hepatit C
virusu (HCV) ile infekte oldugu ve prevalansin yaklasik %2.2-3
arasinda oldugu tahmin edilmektedir (1). Ulkemiz diinya ha-
ritasinda prevalansi %1-1.9 arasinda olan Ulkeler icinde yer
almaktadir (2).

Hepatit C Virusl, Hepacivirlsler genusunda Flaviviridae ai-
lesinde yaklagik 40-50 nm capinda, dista lipid zarf tagiyan bir
virtstir (3, 4). HCV'nin genomu tek zincirli pozitif sens bir RNA
molekiltdur. Yaklagik 9500 baz uzunlugundadir ve tek bir pro-
tein kodlayici bélge, open reading frame (ORF) icerir. ORF ge-

ABSTRACT

Objective: HCV is a single-stranded RNA virus which has 9500 nucleotide.
On the 3" and 5’ ends of the genome, there are two untranslated regions
(UTR) which are highly protected and which have 92% homology among
various HCV types. 5' UTR is used for the genotype detection. In this
study, genotype and nucleic acid changes in this region were analyzed.

Material and Methods: In 51 patients diagnosed with HCV, HCV-RNA
was isolated and purified from serum samples. The 341 nucleotide-long
UTR region at the 5'end of the genome was sequenced and genotypes
were detected. Nucleotide changes were analyzed with on-line BLAST
program.

Results: In 45 (88.2%) of 51 patients, genotype-1 (78.4% of all genotypes
were 1b, 9.8% were 1a) was detected. In 41 (80.4%) of the 51 sequences,
nucleic acid changes were detected. These changes generally occurred as
an insertion in codon 84 ; deletion in codon 43 and codon 46; transversion
in codon 15, 17 and 18, and transition in codon 62. No significant relation-
ship was found between viral load and nucleic acid changes.

Conclusion: Although the 5'UTR region is a protected region, mutation
can be observed, and the mutations may affect the genotype, viral load
and treatment response. Therefore, further investigation is required in a
large series.
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nomun biyuk bir kismini kapsamaktadir ve yaklagik 3010 ami-
noasit uzunlugunda bir poliproteini kodlar. HCV genomunun
her iki ucunda (5’ ve 3') ise lrline dénismeyen (untranslated
region, 5'UTR, 3'UTR) bdlgeler bulunmaktadir (3, 5).

Hepatit C viruslarinda gorilen yiksek mutasyon potansi-
yeli sayesinde fenotip kisa siirede degisebilir. Bunun biyolojik
etkileri, konak savunmasindan kagan mutasyonlarin olugmasi,
hiicre tropizminde ve virulansta degisiklik ve antiviral ajanlara
direng seklinde olabilir. Virus-konak iliskilerinde etkili olabile-
cek genotipler ve mutasyonlar hakkinda daha detayli bilgile-
rin elde edilebilmesi igin ileri molekiler ve klinik calismalara
ihtiyag bulunmaktadir (3).

HCV genomunun 5 UTR bélgesi HCV suslan arasinda ¢ok
ylksek diizeyde homoloji gdsteren ve nispeten korunmus
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bir bdlge olup halen kullanilan rutin tani kitlerinin cogunda
hedef bodlge olarak kabul edilmektedir. 5 UTR bdlgesi, viral
genomun Okaryotik ribozomun 40S alt Unitesine baglanarak
translasyonunu saglayan bir bélgedir. HCV genomunun 5" UTR
bolgesinde bu baglanmayi saglayan kisim “internal ribosomal
entry site (IRES)” olarak adlandirnimakta ve baslangictaki 29
nukleotid hari¢, 5 UTR'nin tamami bu islevde yer almaktadir.
Buna karsilik ilk 23 nikleotidin, translasyonu baskilayici roli ol-
dugu sanilmakta ve bu bélgenin gelecekte antivirallere uygun
bir hedef olusturabilecegi dusunilmektedir (6).

Genotip ve mutasyonlar kronik hepatit C'li hastalarin klinik
gidisgini etkilemekte ve interferon tedavisine cevabi etkileyen
en &nemli parametreleri olusturmaktadirlar. 5 UTR bdlgesin-
deki sinirli mutasyonlarin da genotip Gzerine ve virlisin ribo-
zoma baglanmasina, dolayisiyla viral yike etkisi bulunabilir.
Calismada HCV kaynakli kronik hepatitli hastalarda genotip
dagiliminin saptanmasi ve 5’ UTR bdlgesinde olabilecek niik-
leotid degisikliklerinin arastinlmasi planlanmistir.

Gereg ve Yontem

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji bé-
limine basvurarak anti HCV ve HCV PCR larinin pozitif ol-
masi nedeniyle HCV enfeksiyonu tanisi almis yas ortalamasi
50.0+8.6 olan 26'si kadin 25'i erkek olmak lizere toplam 51
hasta calismaya alindi. Hastalarin HCV genotipleri belirlenerek
5" UTR bdlgesi niikleotid degisiklikleri arastirildi.

Her hastadan 10 ml periferal venéz kan 6rnegdi alinarak
serumlari ayrildi ve calisilincaya kadar -20°C’de saklandi. Or-
neklerdeki RNA'lar, HCV RNA Ekstraksiyon kiti (Invisorb®
INSTANT Spin DNA/RNA Virus Mini Kit, INVITEC, Germany)
kullanilarak ve Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda elde
edildi. Her RNA 6rnegi, istenilen dizinin amplifikasyonunu
saglayacak primer seti ile (Invisorb Spin PCRapid, Invitec,
Germany) ¢ogaltildi. ABI 310 Genetik Analizér (Applera Corp.
US) kullanilarak HCV genotipleri saptandi. Genotiplendirme
ve sekans cgaligmasi icin 6nce Invisorb Spin PCRapid Kiti kul-
lanilirak (Invitec, Germany) PCR Uriinu purifiye edildi. The Big
Dye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit ile PCR hazirland.
Cycle Sequencing asamasinda Forward (P14) ve Reverse(P12)
primerleri kullanildi. NaAc ile tekrar purifikasyonu takiben ABI
310 cihazinda sonuglar elde edildi. Genotiplendirme, bilgisa-
yarda MEGA programi kullanilarak yapildi ve 250-300 bazlik
dizilerin mevcut dizilerle karsilagtinlmasi sonucu genotipler
belirlendi (Sekil 1). Nikleotid analizi, elde edilen dizilerin HCV
sequence database internet sitesindeki HCV BLAST SEARCH
programi kullanilarak yapildi (Sekil 2). Nukleik asit degisiklikleri
Ucli kodonlar halinde aragtirildi ve insersiyon, delesyon, tran-
sisyon, transversiyon seklinde degerlendirildi. (http://hcv.lanl.
gov./content/hcv-db/BASIC_BLAST/basic_blast.html)

istatistiksel degerlendirmelerde SPSS 11.0 programi ile
Student t testi uygulandi. p<0.05 degeri istatiksel olarak an-
lamli kabul edildi.

Bulgular

Genotipleme yapilan 51 hastanin 45’inde (%88.2) genotip
1 saptandi (Tablo 1). BLAST programina yiklenen dizilerde

<Unknown>

1

2

3 #Mega

4

5 Title HCV Genotip
6

7
8 #AF0219024ype-1b
9 #AF021904-type-1a

10 #AF0553024ype-1a

11 #AF056630-4ype-2

12 #AF057148-4ype-2b

13 #AJ006318:yp

14 #AF057154-type-4a

15 #29585-type-5
16 #ANTEP35

17

18

AF021902-typelb
19 ANTEP35

20 AF059154-typeda
21 AF021904-typeTa
2 AF055302-typela
23 129585-type5

AF057148-type2b
AJO06318-type3a
AF056630-type2a

2

0.01

Sekil 1. Mega programinda 35. hastanin genotiplemesi

784257 HCV | PATIENT 1-1989-2 | seid 14590 | 1b1GB | 1989 | Hepatitis C virus 5’
noncoding region (patient 1, 1989, clone 2).
length = 251

Score = 315 bits (198), Expect = 5e ~ 86
Identities = 204/214 (95%)
Strand = Plus / Plus

Query: 9 gtntnctganagctctcngacccccectcccgggagagecatagtggtctgeggaaccgg 68
[N [N FEEEEEEEEE e e e e e e e

Sbjct: 38 gtgtcgtgcagectccaggaccccecctcccgggagagccatagtggtetgeggaacegg 97

tgagtacaccggaattgccaggacgaccgggtectttcttggattaaccegctcaatgee 128
FEEEEEEEEE e e e e e e e b r e e e
tgagtacaccggaattgccaggacgaccgggtectttettggattaaccegcetcaatgee 157

Query: 69
Sbjct: 98
tggagatttgggcgtgcccccgegagactgctagecgagtagtgttgggtcgegaaagge 188

(AR RN N R NN N R AR RN AR RN R AR
tggagatttgggcgtgcccccgegagactgctagccgagtagtgttgggtcgecgaaagge 217

Query: 129
Sbjct: 158

Query: 189  cttgtggtactgcctgatagggtgctcgagagtg 222

FEEEEEE R E e e e e e el
cttgtggtactgcctgatagggtgctcgagagtg 251

Sbict: 218

Sekil 2. Blast Programinda niikleotid analiz sonucu

Tablo 1. HCV infeksiyonlu hastalarda genotip dagilimi

Genotip Hasta (n=51) %
1a 5 9.8
1b 40 78.4
2a 4 7.8
3a

4c 1

41 olguda (%80.4) nikleik asit degisiklikleri saptandi. Dizilerin
20'sinde insersiyon, 16'sinda delesyon, 14'inde transversiyon,
17'sinde transisyon tipi nikleik asid degisikligi saptandi. Nikleik
asit degisiklikleri genellikle 84. kodonda insersiyon, 43. ve 46.
kodonlarda delesyon, 15., 17. ve 18. kodonlarda transversiyon,
62. kodonda ise transisyon seklinde saptandi (Tablo 2). Nikleik
asit degisikligi saptananlarla saptanmayanlar arasinda viral yik
arastinldiginda anlamli bir iliski gérilmedi (p>0.05) (Tablo 3).

Tartisma

HCV genotip dagilimi diinya Uzerinde cografik bolgelere
gore farkhlik géstermektedir. Bazi HCV genotipleri tim din-
yada yaygin olarak bulunurken bazi tipler belirli bolgelerde
daha sik gorulmektedir. Kuzey ve Giney Amerika, Avrupa ve

233



Karslgil ve ark.

234 HCV Genotipleri ve Mutasyon

Balkan Med J
2011; 28: 232-6

Tablo 2. HCV Genomlarinda saptanan Niikleik asit degisikliklerinin bélgelere ve hastalara gére dagilimi

Hasta insersiyon Delesyon Transversiyon Transisyon
1 81. kodon 62. kodon
2 15., 17., 18. kodon 18. kodon
3 84. kodon 47. ,62. kodon
4 8. kodon 7. kodon

5 84. kodon 62. kodon
6 84. kodon 62. kodon
7 84. kodon 62. kodon
8 66. kodon 10. kodon

9 Mutasyon yok

10 26., 32., 48. kodon

11 Mutasyon yok

12 52. kodon 17. kodon

13 25. kodon 4. kodon

14 84. kodon 62. kodon
15 Mutasyon yok

16 8. kodon 7. kodon

17 15., 17.,18. kodon 18. kodon
18 15.,17. ,18. kodon

19 43,109. kodon

20 46. kodon

21 46. kodon

22 43,109. kodon

23 43,109. kodon

24 43,109. kodon

25 92.-93. kodon

26 43,109. kodon

27 19. kodon 18. kodon

28 84. kodon 62. kodon
29 84. kodon 62. kodon
30 43,109. kodon

31 84. kodon 62. kodon
32 84. kodon 62. kodon
33 84.kodon 62. kodon
34 46. kodon 15. kodon

35 28. kodon

36 28. kodon

37 Mutasyon yok

38 15., 17., 18. kodon

39 84. kodon 62. kodon
40 46. kodon

41 19. kodon 18. kodon

42 Mutasyon yok

43 Mutasyon yok

44 373-375. kodon 366. kodon
45 53.-58. kodon 54.-55. kodon
46 81. kodon 62. kodon
47 54. 62. ve 66. kodon 50. kodon

48 Mutasyon yok

49 Mutasyon yok

50 Mutasyon yok

51 Mutasyon yok
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Tablo 3. Niikleik asit degisikligi ile viral ylik arasindaki iligki

Niikleik Asit Niikleik Asit Niikleik Asit P
degisikligi degisikligi degisikligi
saptananlarda saptanmayanlarda degeri
viral yiik viral yiik
insersiyon 532 768 0.387
625.0+405479.2  913.0£102119.2
Delesyon 722 654 0.826
400.0£1071132.6  586.2+745827.4
Transversiyon 1077 512 0.053
909.0+1402811.7 500.0+371774.6
Transisyon 614 414 0.737
666707791 777+1009665

Japonya'da HCV enfeksiyonunun %90'dan fazlasi 1a, 1b, 2a,
2b, 2c, 3a subtipleri ile olusmaktadir (7, 8). Amerika Birlesik
Devletlerinde 1a ve 1b esit olmak tizere genotip 1, %70'lik bir
kismi olusturur. Japonya’da genotip 1b HCV enfeksiyonlarinin
%70'den fazlasini olusturmaktadir (9). Turkiye'de yapilan HCV
genotip calismalarinda HCV infeksiyonlarinin yaklasik %90
genotip 1 olarak bulunmustur, bunlarin da biyik ¢ogunlugu
tip 1b olup, tip 2, 3 ve 4 HCV infeksiyonlarina da daha az sik-
likla rastlanmaktadir (10-15).

HCV genomunda ¢esitli mutasyonlar gérilmekte ve buna
bagl tirimsuler (Quasispecies) ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar ara-
sinda NS5A bdlgesinin degisik kisimlarindaki viral mutasyon-
larin interferon tedavisine yaniti etkiledigini iddia eden cesitli
calismalar bulunmaktadir (16).

Calismamizda 5'UTR (UTR: Untranslated Region) bdlgesi
mutasyonlari arastinlmistir. Bu bélge genomun baglangicinda
bulunan 341 niikleotidlik bir bélge olup olduk¢a korunmus bir
bdlgedir. Bu nedenle tani amagl molekdler testler ve genotip-
leme genellikle bu bélgede ve farkli metodlarla (Sequencing,
RFLP, inno Lipa) yapilmaktadir. Bu bélgenin farkli HCV tiplerin-
de %92 homoloji gésterdigi belirtiimektedir. 5'UTR bélgesinde
goriilebilecek nokta mutasyonlarinin %10'un tizerindeki olguda
yanlis genotiplemeye neden olacag belirtiimektedir (5). Bu ne-
denle calismada saptanan mutasyonlar genotipi degistirebilir
ve tedavi yanitini etkileyebilir. 5’'UTR bélgesi internal Ribozo-
mal Entry Site (IRES) adi verilen ve replikasyonun baslangicin-
da godrev alan translasyonu baglatan bir bdlge icerir (17). Yeni
tedavi alternatifleri gelistirme calismalarinda 5’ UTR bélgesi ve
IRES kismini inhibe eden RNA molekdilleri gelistirilmis ve bu
bdlgenin inhibisyonunun potent antiviral etkisi g&sterilmistir
(18). Laporte ve ark. (19) bir hastadaki farkli 5 UTR ve IRES
bdlgesi mutasyonlarinin ve olusan tirliimsdlerinin in vitro ve
in vivo hucre kiltirlerinde HCV RNA translasyon fonksiyonu-
nu etkiledigini géstermiglerdir. Misir'da yapilan bir calismada
5" UTR bélgesinin mutasyonlarinin tedaviye etkisi arastirilmis,
ozellikle transisyon tipi mutasyonlarin tedavi cevabi olan has-
talarda daha az oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada 160. ko-
dondaki G'den A'ya olusan transisyona ileri aragtirmalar igin
dikkat cekilmistir (20). Calismamizda 160. kodonda transisyon
tipi mutasyon saptanmamistir. Bununla birlikte 13 hastada 62.
kodonda transisyon tipi mutasyon gérilmektedir. Yine 11 has-
tada 84. kodonda insersiyon, 6 hastada 43. kodonda delesyon
saptanmistir. Ancak, bu degisikliklerin tedavi yanitini nasil et-

kiledigi arastinlamamistir. 5" UTR ve IRES bélgesinin mutasyon-
larinin tedavi yanitini etkilemesi konusunda literatirde celigkili
sonuglar mevcuttur. Bazi ¢alismalarda 5'UTR bélgesinin mutas-
yonlarinin tedavi cevabini olumlu etkiledigi belirtilirken (20, 21),
bazilarinda ise bu bdlgede gériilen mutasyonlarla tedavi arasin-
da bir iligki saptanmamistir (22, 23).

Calismamizda Avrupa kaynakli ve tlkemizden yapilan ¢a-
lismalarla uyumlu olarak baskin genotip olarak genotip 1b
bulunmustur. Goriilen mutasyonlarin viral yike etkisi saptan-
mamistir (p>0.05). 5'UTR bélgesinin korunmus bdlge olmasina
ragmen mutasyon gorilebilen bir bélge olmasi ve bu bélge
mutasyonlarinin genotipi etkileyebilecedi dustinuldiginde tip
tayininde, genomda farkli bélgelerin de bu bélgeyle birlikte
arastinimasi uygun olacaktir. Ayrica bu bélge nokta mutasyon-
larinin translasyonda nasil etkili oldugunun, viral yiik ve tedavi
cevabinin genis serilerle ileri arastirmalara ihtiyaci vardir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemistir.
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